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I. ВВЕДЕНИЕ
«Мощь эволюции проявляется в разнообразии жизни» – этими словами 
начинается сообщение о присуждении Нобелевской премии по химии 
2018 года трём учёным: Фрэнсис Х. Арнольд – за направленную 
эволюцию ферментов и Джорджу П. Смиту и Грегори П. Винтеру – 
за фаговый дисплей пептидов и белков. Благодаря открытиям этих 
выдающихся исследователей, теперь мы можем контролировать 
внеорганизменную эволюцию белков и использовать её результаты 
на благо человечества. Ферменты, полученные в результате нап
равленной эволюции, используются в производстве множества 
продуктов: от биотоплива до фармацевтических препаратов, а 
антитела, полученные с помощью фагового дисплея, борются с 

Памяти Льва Павловича Овчинникова, 
моего дорогого Учителя, Наставника и Друга.



Е. К. Давыдова320

аутоиммунными заболеваниями и побеждают рак [1]. Белковые 
структуры с улучшенными функциональными возможностями могут 
быть также полностью смоделированы на компьютере с помощью 
рационального молекулярного и de novo дизайна [2]. Более того, 
комбинация из компьютерного и эволюционного подходов часто 
даёт синергический эффект и производит варианты существенно 
превосходящие смоделированные [3]. Таким образом утвердилась 
Белковая Инженерия – мультидисциплинарная наука, основанная 
на химии, молекулярной биологии, науке о белке и компьютерных 
технологиях, использующая и дополняющая возможности Генной 
Инженерии, одного из крупнейших достижений Молекулярной 
Биологии в прошлом. 
	 Традиционно термин «направленная эволюция» употребляeтся 
строго в отношении прорывной технологии, разработанной Арнольд 
[4–8], направленной на усовершенствованиe характеристик ферментов 
в процессе повторяющихся циклов мутационной диверсификации на 
генном уровне и последующего высокоэффективного скрининга зако
дированных вариантов на белковом уровне. Альтернативно, в случае 
фагового дисплея, разнообразие вводится однократно в исходной биб
лиотеке, содержащей миллиарды белковых и пептидных вариантов, 
представленных на поверхности фаговых частиц, и затем подвергается 
экстремальному снижению в результате последовательных раундов 
обогащения и амплификации, что приводит к отбору ограниченного 
числа уникальных фаговых клонов. В обоих случаях амплификация 
подходящих молекулярных вариантов, отобранных на белковом 
уровне, требует наличия однозначной связи между генотипом и 
фенотипом, которая и обеспечивается в индивидуальной клетке или 
фаговой частице. При этом, как уже отмечалось, принципиальная 
разница в двух подходах заключается в том, что в случае фагового 
дисплея отсутствует дополнительная диверсификация ДНК в каждом 
цикле. Таким образом, в отличие от направленной эволюции, когда 
варианты молекул отбираются в результате многоступенчатого, 
постепенного и последовательного процесса улучшения требуемых 
свойств, молекулярная эволюция при использовании фагового дис
плея заключается в многократном обогащении пула белков наиболее 
соответствующими критериям отборa вариантами, присутствующими в 
нём исходно, и скорее напоминает явление, называющееся в эволюции 
«эффектом бутылочного горлышка», спорадически случающееся в 
природe, нежели постепенное и постоянное эволюционирование. В 
силу использования молекулярнoгo отборa, основанного на связы
вании белков с фаговой частицей, фаговый дисплей, в отличие от 
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направленной эволюции, не может быть применим для изменения и 
усовершенствования активности ферментoв, и обычно используется 
для усиления структурной стабильности белка или его связывания с 
антигенами, белковыми партнёрами или лигандами. 
	 Размах и возможности фагового дисплея радикально увеличились 
cо времен публикаций основополагающих исследований Смита и 
Винтера в 1980-х [9–14]. Для фагового дисплея было сконструировано 
большое число пептидных и антительных библиотек, содержащих 
1011–12 уникальных генотипов [15–22]. Синтетические антитела 
(сАТ), созданные для индивидуальных антигенов или антигенных 
эпитопов существенно облегчили решение белковых структур и 
дали толчок прорывным направлениям в медицине. Множественные 
модификации оригинальной технологии фагового дисплея, включая 
циклические и искусственно-сцепленные пептиды [23], позволили 
получить огромное разнообразие лигандов, пригодных для раковой 
диагностики и иммунотерапии [24].
	 Современный список антираковых и иммуномодулирующих 
терапевтических средств безусловно отражает прогресс белковой 
инженерии и помимо продукции новых действенных пептидных или 
синтетических лигандов и антител, оптимизированных in vitro. Такие 
качества, как высокоспецифическая адресность и контролируемый 
эффект на клетку-мишень определили широкое применение разно
образных производных антител, таких, как конъюгаты с лекарст
венными средствами и биспецифическиe молекулы. При этом тип 
клетки-мишени определяется конкретным клеточным рецептором 
на её поверхности, специфичностью к которому обладает данное 
антитело, а судьба клетки – привязанным к антителу эффекторным 
компонентом. Конъюгаты антител с цитотоксичными молекулами 
способны убивать раковые клетки, обеспечивая адресное попадание 
токсичного компонента в раковую клетку, узнаваемую антителом, 
связывающимся с онко-специфическим рецептором [25]. Цитоли
тический эффект би-специфических рекрутёров Т-клеток (BiTE), в 
свою очередь, зависит от их способности образовывать синапс между 
раковыми и Т-клетками посредством узнавания их рецепторов би-
специфической молекулой [26–27]. Кроме того, были разработаны 
подобные же би-специфические препараты на основе антител, 
способные ингибировать воспалительные процессы и излечивать 
аутоиммунные заболевания и болезненные состояния, вызванные 
избыточным воспалением [28–29]. Десятки различных форматов 
лекарственных препаратов на основе антител были сконструированы 
к сегодняшнему дню, а новые постоянно появляются [30–31].
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	 В этом обзоре представлено детальное обсуждение технологии 
фагового дисплея – от дизайна и конструирования фаговых библиотек 
до методов характеристики сАТ. На примере производства сАТ в 
лаборатории профессора Коссякова (КоссЛаб) Чикагского Универ
ситета будут рассмотрены последние достижения в адаптации сАТ 
для решения структур трудно кристаллизуемых белков, белковых 
комплексов и мембранных белков, а также других специализированных 
задач, связанных со стабилизацией определённых конформационных 
состояний белков. Будут представлены данные об эффективности этих 
сАТ в качестве термодинамических зондов для оценки энергетических 
и функциональных состояний белка, кристаллизационных шаперонов 
и реперных маркеров для криоэлектронной микроскопии (крио‑ЭМ). 
Также будет подробно рассмотрена созданная в КоссЛаб уникально 
взаимоспецифичная пара инженерных вариантов белка G  (GA1) 
и структурного остова Fab-фрагмента (FabLRT), которая позволила 
разработать легко адаптируемую к разным задачам, мультифунк
циональную платформу на основе GA1 со сменяемым антительным 
FabLRT компонентом. Возможное применение этой платформы в науке, 
биотехнологии и медицине обсуждается в заключительной части 
обзора. 

 II. ФАГОВЫЙ ДИСПЛЕЙ АНТИТЕЛ

ФОРМАТЫ АНТИТЕЛ

Иммуноглобулины G (IgGs) – наиболее представленный тип антител 
в человеческом организме. В силу того, что IgGs являются сложными 
бивалентными мультисубъединичными белками со множественными 
дисульфидными связями (рис. 1), они не могут быть экспрессированы 
в бактериальной клетке для целей фагового дисплея. Поэтому для 
практических целей используются моно-валентные форматы антител, 
в основном, такие, как одноцепочечный вариабельный фрагмент (scFv) 
и антигенсвязывающий фрагмент (Fab) [32]. Fab фрагмент представ
ляет из себя гетеродимер, состоящий из полной легкой цепи (домены 
VL и CL) и фрагмента Fd тяжёлой цепи (домены VH и CH1), которые 
на С-концах обычно сцеплены дисульфидной связью (эта связь не 
является принципиально важной для гетеро-димеризации) [33]. Эти 
две цепи, приблизительно равные по массе, в сумме образуют Fab с 
массой ~50 кДа. scFv молекула приблизительно в два раза меньше 
(~25 кДа) и состоит из двух вариабельных доменов (VH и VL), соеди
нённых друг с другом гибким пептидным линкером длиной ~15 а.о. 
Надо отметить, что Fab фрагменты обычно полностью сохраняют 
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свою антигенсвязывающую аффинность при переформатировании 
в IgG и обратно (с учётом в два раза большей валентности IgG), в то 
время, как аффинность scFv формата может драматически меняться 
при переформатировании, и иногда зависит от взаимной ориентации 
VH/VL доменов и/или длины линкера; другим недостатком scFv 
молекул является их предрасположенность к олигомеризации [34, 35].
	 В пионерский работах Винтера были использованы оба, scFV и 
Fab, формата антител [24, 36], которые и поныне остаются наиболее 
используемыми сАТ в библиотеках для фагового дисплея. Однако, 
новые комбинационные форматы, такие как гетеродимеры VH-VL 
доменов [37], а также, нанотела, представляющие одиночные VHH 
домены из необычных гомодимерных IgG верблюдовых [38], начали 
успешно конкурировать с каноническими форматами фагового 
дисплея. Около десяти терапевтических антител, полученных с 
помощью фагового дисплея, были запущены в производство, включая 
наиболее успешное в мире антитело для лечения ревматоидного 

Рис. 1. Форматы антител, используемые в технологии фагового дисплея. 
	 А – Схематические структуры IgG антитела человека и его фрагментов: 
HC –тяжелая цепь; LC – легкая цепь; VH – вариабельный домен тяжелой цепи; 
VL  – вариабельный домен легкой цепи; CН1–CН3  – константные домены 
тяжелой цепи, CL – константный домен легкой цепи; Fc – кристаллизующийся 
фрагмент; Fab  – антиген-связывающий фрагмент, отщепляемый папаином; 
Fd – тяжёлая цепь Fab; CDR - определяющие комплементарность области в 
тяжелой цепи (H1 H2 H3) и в лёгкой цепи (L1 L2 L3); ScFv – одноцепочечный 
вариабельный фрагмент; 
	 Б – Схематические структуры гомодимерного верблюжьего IgG и VHH 
нанотела. 
	 Изображения сделаны с использованием Biorender (www.biorender.com).
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артрита, адалимумаб [39], а многие другие находятся на разных ста
диях разработки [40]. 
	 Помимо фагового, множество других вариантов дисплеев белков 
были разработаны для лучшего соответствия особым задачам и спе
циальным условиям отбора. Гигантские библиотеки поверхностных 
рекомбинантных белков были созданы для дисплея на клетках бакте
рий, дрожжей, насекомых и млекопитающих [41–44]. Особым преиму
ществом клеток млекопитающих является эффективная экспрессии 
много-доменных белков и мульти-молекулярных комплексов, а также 
возможность синтеза функционально-активных белков, требующих 
обязательных посттрансляционых модификаций, осуществляющихся 
в цитоплазме эукариот [45]. Преимущества же альтернативных, бес
клеточных методов, таких как рибосомный [46] или мРНК [47] дисплеи 
заключаются в их быстроте, большей масштабности библиотек, и 
возможном включении в белки ненатуральных аминокислот и хими
ческих модификаций. Однако, несмотря на всё перечисленное выше, 
фаговые частицы и сегодня остаются самой популярной платформой 
для дисплея белков.

БАКТЕРИОФАГ M13

Данный раздел будет посвящён анализу бактериофага М13, а именно 
хорошо известным, однако исключительно важным для понимания 
специфики, преимуществ и ограничений М13 фагового дисплея, 
аспектам его структуры и физиологии, и может быть проигнорирован 
продвинутым читателем. 
	 М13, fd и f1П, F-пили-специфические, практически идентичные 
(идентичнocть 98% на уровне ДНК), филаментные бактериофаги, 
были первыми, использованными в фаговом дисплее [48]. Позднее, 
хвостатые бактериофаги, такие как Т4 и Т7 также были использованы 
для создания белковых библиотек [49]. Наиболее разработанный 
из них, дисплей на основе Т7 фага, имеет несколько определённых 
преимуществ перед классическим М13 дисплеем, которые могут 
быть важны в специальных случаях: фаг содержит двухцепочечную 
(дц) ДНК, которая имеет более высокую стабильность и в меньшей 
степени подвержена мутациям, по сравнению с одноцепочечной 
(оц) геномной ДНК фага М13; чужеродная комплементарная ДНК 
или генные библиотеки бактерий могут быть впрямую клонированы 
в дц геном фага Т7; фаг Т7 не зависит от секреторных механизмов 
бактериальной клетки, поскольку имеет литический жизненный цикл. 
	 Тем не менее, другие преимущества фагa М13 обеспечили наиболь
шее развитие и популярность М13 дисплея среди всех остальных 
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дисплейных платформ. Фаг М13 имеет высокую продуктивность 
репликации и, в качестве дц ДНК фагмидного вектора, имитирующего 
репликативную форму (РФ), способен вместить чужеродную ДНК 
большого размера, а оцДНК, синтезированная на матрице фаг
мидного вектора может быть упакована в инфекционные фаговые 
частицы. Фаг М13 не вызывает лизис клетки-хозяина: филаменты 
фагового потомства секретируются из целостной клетки (однако, 
скорость бактериального роста при этом несколько снижается). Как 
следствие, библиотеки фагового дисплея могут храниться в виде 
замороженных бактериальных культур. Кроме того, чрезвычайная 
устойчивость частиц фага М13 в широком диапазоне температур, 
pH, и в разнообразных по составу растворах позволяет проводить 
длительную инкубацию фаговых библиотек во время эксперимен
тальных процедур и их долговременное хранение в замороженном 
и лиофилизированном виде [50].
	 Геном фага М13 представлен кольцевой молекулой оцДНК 
длиной 6400 нуклеотидов (нт), кодирующей 11 фагоспецифичных 
белков. Он защищен прочной белковой, состоящей из ∼2700 копий 
белка оболочки, продукта гена 8 (pg8), образующих цилиндрическую 
структуру, и нескольких копий второстепенных белков оболочки, 
расположенных на концах фагового филамента: gp3 (пять копий) 
и gp6 – на одном, и pg7 и gp9 – на другом. Инфекционная фаговая 
частица имеет длину ∼1 мкм и диаметр ∼7 нм [51].
	 Первый шаг в инфекционном цикле фага М13 заключается в узна
вании gp3 F-пилей на поверхности Escherichia coli, с последующим 
связыванием gp3 с tolA-содержащим бактериальным комплексом, 
который соединяет внешнюю и внутреннюю мембрану клетки-
хозяина [32]. После прохождения периплазматического пространства, 
геномная М13 оцДНК освобождается от белковой оболочки и попадает 
в цитоплазму, где с помощью бактериальных ферментов быстро 
преобразовывается в дц РФ ДНК. Далее инициируется транскрипция 
с пяти конститутивных промоторов, приводящая к синтезу матричных 
(м)РНК, кодирующих все 11 фаговых белков. Параллельно, РФ ДНК 
используется как матрица в репликации по типу катящегося кольца 
для синтеза сотен оц копий М13 генома, некоторая часть которых 
вновь преобразуется в РФ ДНК. Большинство же предназначается 
для упаковки в фаговое потомство. По мере того, как происходит 
накопление вновь синтезированных фаговых белков, ∼750 димеров 
gp5 кооперативно связываются по всей длине геномной оцДНК фага, 
за исключением небольшого участка длиной 77 нт, известного как 
сигнал упаковки. Таким образом оболочка из gp5 собирает геномную 
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ДНК в гибкую палочку, защищенную от нуклеаз – внутриклеточный 
предшественник вириона. Выход фагового потомства из клетки 
начинается со взаимодействия сигнала упаковки на переднем конце 
предшественника (на том конце, с которого начинается сборка) 
со сборочным белковым комплексом (включающим gp1, gp11, 
и возможно, некоторые бактериальные белки), расположенным 
на внутренней мембране. Затем ассоциированные с мембраной 
олигомеры gp8 складываются в спиральную структуру вокруг 
фаговой ДНК, замещая при этом gp5. Образующийся при этом 
фаговый филамент проходит через пронизывающий периплазму 
канал и порино-подобную структуру из 14 субъединиц gp4. На 
последнем этапе сборки находящиеся на внутренней мембране gp3 
и gp6 прикрепляются к проксимальному окончанию фага, готового 
теперь к следующему инфекционному циклу. 
	 Особенности репликации и сборки фага М13 отражены в конст
рукции вектора для дисплея чужеродных полипептидов в качестве 
гибридов с белками оболочки фага. Как правило, требуемый ген 
присоединяется к одному из белков оболочки, клонированному в 
плазмиду, которая содержит обе точки репликации (для дцДНК плаз
миды и f1 для оцДНК), сигнал упаковки М13 и ген устойчивости к 
антибиотику [52]. Такой вектор, называемый фагмидой, может быть 
трасформирован в E. coli и амплифицирован как обычная плазмида. 
Поскольку фагмида имитирует РФ ДНК фага, трансформированные 
фагмидой клетки могут эффективно синтезировать множество копий 
оц фагмиды и упаковать их в инфекционные частицы при помощи 
суперинфекции хелперным М13 фагом (для этого трансформи
рованные фагмидой клетки должны нести на своей поверхности 
F-пили). При этом хелперный фаг содержит мутацию в сигнале 
упаковки ДНК, затрудняющую сборку фаговой частицы, из-за чего 
происходит преимущественная сборка частиц, содержащих фаг
мидную ДНК с немутантным сигналом упаковки. Такие вирионы 
имеют на поверхности закодированный в фагмиде гибридный белок, 
что обеспечивает сцепление генотипа и фенотипа фага, – осново
полагающий принцип, делающий возможной молекулярную эво
люцию посредством фагового дисплея. Для упрощения этой системы 
были сконструированы специальные бактериальные «упаковочные 
клетки», содержащие М13 плазмиду, лишенную сигнала упаковки, что 
снимает необходимость суперинфекции хелперным фагом и предот
вращает загрязнения им фагмиды [54]; однако, стандартный метод, 
с использованием хелперного фага, до сих пор наиболее популярен.
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	 Каждый белок оболочки фага М13 был использован для молеку
лярного дисплея к настоящему времени [55]. При создании гибрид
ного белка, должны быть учтены такие детали, как своеобразие 
конкретного белка оболочки, а также и структурные особенности 
белка, выбранного для дисплея. Как уже отмечалось выше, крупные, 
сложно устроенные и много-субъединичные белки, как правило, не 
подходят для экспрессии в бактериальных клетках и автоматически 
исключаются из кандидатов на фаговый дисплей. Кроме того, 
некоторые белки могут не включаться в капсид вириона, даже будучи 
успешно синтезированы бактерией. Это может происходить на разных 
стадиях сборки фаговой частицы. Такие препятствия, как стери
ческие помехи, или несоответствующая поверхность белка, могут 
предотвратить включение в фаговый капсид некоторых массивных, 
или заряженных, или, наоборот, гидрофобных гибридных белков. 
Это может происходить уже на стадии ассоциации с мембраной, 
либо при узнавании комплексом сборки, либо после включения в 
капсид – на стадии выхода фага, из-за превышения размера просвета 
канала, образованного gp4, полностью собранным гибридным белком 
капсида. Так, gp8, использующийся для мультивалентнoгo дисплея 
пептидов оказывается неподходящим даже для дисплея фрагментов 
антител, из-за их крупного размера. gp3 был исторически первым, 
и остаётся основным белком, используемым для дисплея scFv или 
Fab фрагментов [24, 36]. Для дисплея фрагменты антител могут быть 
присоединены как к N-концу gp3, ответственному за связывание 
F-пилями E. coli, так и к его С-концевому домену, который заякори
вается в концевой структуре фага. При этом, встраивание гибрид
ного белка на основе gp3 в капсид не влияет на способность фага 
инфицировать E. coli, поскольку негибридный gp3, закодированный 
в геноме хелперного фага, преимущественно синтезируется и вклю
чается в пентамерный gp3 комплекс фаговой частицы [56, 57]. Более 
того, даже не каждый капсид может содержать гибридный белок, что, 
впрочем, не является проблемой, поскольку стандартная фаговая 
библиотека в одном миллилитре имеет в 100 раз больше частиц, чем 
индивидуальных клонов.

БИБЛИОТЕКИ НАТУРАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ

Библиотеки антител могут быть натуральными или синтетическими, 
в зависимости от источника компонента их разнообразия. Для 
конструирования натуральных библиотек разнообразие берётся из 
репертуара антител, возникающего в живой иммунной системе в 
результате генных перестроек. Каждый из трёх главных локусов 
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генов иммуноглобулинов человека (один, кодирующий HC, и два, 
лямбда и каппа, – LC), содержит множество V, D (только в случае HC) 
и J генных сегментов. V(D)J рекомбинация происходит по-разному в 
каждом индивидуальном лимфоците, приводя к последовательному 
присоединению одной случайно выбранной копии каждого типа 
сегмента друг к другу, что даёт гигантское потенциальное разно
образие HC последовательностей ∼1011, и теоретически возможное 
разнообразие наивных библиотек в районе1016–1018 [58]. В составе 
цепей антител это разнообразие представлено, в основном, шестью 
определяющими комплементарность областями (CDR), представляю
щими собой гипервариабельные структурные петли, и подвергающи
мися клональному отбору в иммунной системе. Три из них, CDR L1, 
L2, и L3 находятся в VL, и ещё три: H1, H2, H3 – в VH. Поскольку 
CDR в VH более разнообразны (из-за наличия D сегментов), они чаще 
вовлекаются в узнавание антигена, чем CDR в VL. Вклад каждой из 
шести CDR областей в связывании антигена индивидуален в каждом 
случае, и аминокислотный остаток в одной и той же позиции одной и 
той же CDR области может играть разные роли в разных антигенных 
комплексах [59]. При этом H3 CDR отличается большей длиной 
и степенью структурного и композиционного разнообразия [60] и 
считается наиболее важным в узнавании антигена по сравнению с 
остальными пятью [61], обладающими небольшими варьирующими 
размерами (3–15 остатков) и ограниченным числом основных 
конформаций.
	 Природные комбинаторные библиотеки обычно создаются 
путём образования случайных пар VH-VL доменов из кДНК пула 
B-лимфоцитов млекопитающих в результате независимого клони
рования вариабельных доменов в фагмидный вектор при помощи 
ПЦР. Проведение предварительной иммунизации требуемыми анти
генами приводит к обогащению ассортимента антител с нужной 
специфичностью. Полученные в результате этого иммунные библио
теки могут быть существенно меньшего размера, по сравнению 
с наивными библиотеками, поскольку после иммунизации пул 
В-лимфоцитов содержит множество клонов, специфичных к исполь
зованному при иммунизации антигену. Некоторые наивные библио
теки имеют 1011 и более уникальных клонов [18, 21, 22], приближаясь 
к практическому пределу для фаговых библиотек в 1012, связанному с 
техническими ограничениями масштабов трансформации, культиви
рования и хранения бактериальных клеток [62]. В то время как 
теоретическое разнообразие наивных комбинаторных библиотек 
значительно больше, чем их практически достижимый размер, фак
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тическое разнообразие спаренных VH–VL участков в иммунной 
системе млекопитающих принципиально меньше. К примеру, 
использование миниатюрных фаговых библиотек, содержащих ~106 

природных пар VH–VL, полученных из кДНК индивидуальных 
В-лимфоцитов с помощью микрофлюидной технологии, позволяет 
выявить чрезвычайно редкие варианты природных антител, а 
также объединить природные паратопы от сотен доноров в одной 
библиотеке для фагового дисплея [63, 64]. Десятки природных фаго
вых библиотек доступны в настоящее время для дисплея антител в 
разнообразных форматах, включая такие, как куриные scFVs и VHH 
нанотела верблюжьих. Природные библиотеки являются прекрасным 
источником высококачественных антител для применения в медицине 
[65] или ветеринарии [66]. Большое количество подобных антител 
уже используются в этих целях или находятся на разных стадиях 
клинического исследования [40].

БИБЛИОТЕКИ СИНТЕТИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ

Большинство библиотек сАТ использует природный иммуноглобу
линовый остов, однако, некоторое количество других молекул, 
представляющих собой белок-связывающие модули природного 
происхождения были использованы для преобразования нескольких 
диверсифицированных петель в компактную антигенсвязывающую 
структуру [67]. На основе этих модулей включенных в фаговые 
дисплеи, были получены высококачественные антигенсвязывающие 
молекулы, которые могут представлять большой интерес для науч
ных исследований, поскольку они обладают прочной структурой, 
высокой растворимостью и малым размером. Несколько подобных 
антигенсвязывающих молекул не иммуноглобулиновой природы 
находятся в настоящее время на разных стадиях клинических исследо
ваний [68]. Тем не менее, несмотря на постоянный вызов со стороны 
новых форматов фагового дисплея, канонические библиотеки на 
основе фрагментов антител остаются наиболее востребованными 
для получения новых сАТ [69].
	 Дизайн CDR областей для библиотеки синтетических антител 
должен включать многообразные по длине и составу последователь
ности, но напоминающие природные CDR [70]. Как уже обсуждалось, 
разнообразие CDR для натуральных библиотек создаётся в функцио
нирующей иммунной системе [12], поэтому качество натуральной 
библиотеки, в основном, зависит от эффективности включения 
этого разнообразия в библиотеку, т.е. eё размера. В отличие от этого 
теоретическое разнообразие синтетических CDR практически не 
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ограничено: к примеру, при полной рандомизации короткой после
довательности всего лишь из семи кодонов возникнет больше разно
образных вариантов, чем может быть включено в библиотеку, содер
жащую 1012 клонов. Таким образом, строгая диверсификационная 
стратегия, предусматривающая оптимальные метод и масштаб 
рандомизации кодонов и разнообразие длин каждой из шести CDR 
областей, является наиболее важной составляющей дизайна высоко
качественных сАТ библиотек [69].
	 Изначально, для получения случайных последовательностей CDR 
областей для сАТ-библиотек синтезировали вырожденные олигонук
леотидные последовательности различной длины, используя нук
леотидные смеси разных составов [71]. Из-за вырожденности гене
тического кода при синтезе олигонуклеотидов можно использовать 
смешанные кодоны. Например, кодоны NNK или NNS (где N – любой 
из четырех нуклеотидов; K = G или T; S = G или C) кодируют все 
20 аминокислот, элиминируют два из трёх стоп кодонов (TGA и 
TAA, но не TAG) и уменьшают общее число кодонов с 64-х до 32-х. 
Таким образом, количество уникальных ДНК последовательностей 
снижается вдвое. Использование других более ограниченных комби
наций нуклеотидов приводит к дальнейшему уменьшению разно
образия кодонов и закодированных аминокислот. Примеры часто 
используемых смешанных кодонов для дизайна CDR включают 
KMT (M = A или C), кодирующий Ala, Asp, Ser или Tyr; WMC (W = A 
или T) – Asn, Ser, Thr, или Tyr; и RRT (R = A или G) – Asn, Asp, 
Gly, or Ser. Вырожденные олигонуклеотиды синтезировать легко и 
недорого, этим методом были получены высокопроизводительные 
сАТ библиотеки, насчитывающие 108–109 уникальных клонов [72]. 
Из-за ограничения размера библиотек кажется предпочтительным 
использование меньших наборов кодонов, однако, в них могут быть 
взаимоисключающие или ненужные аминокислоты.
	 Эта проблема была разрешена более затратными, но полностью 
кодон-специфичными методами синтеза, основанными на использо
вании тринуклеотид-фосфораимидитов [73], или дцДНК триплетов 
(Слономикс [74]). Как следствие, CDR последовательности могут 
иметь меньшее число вариантов, но с более разнообразным и 
естественным распределением аминокислотных остатков. Это 
одновременно улучшает и представленность клонов в библиотеке, 
и их сходство с природными антителами. Планирование размера 
библиотеки с учетом количества уникальных комбинаций CDR ≤ 1011, 
может значительно улучшить покрытие вариантов фагового дисплея 
и глубину их выборки.
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	 Как упоминалось выше, теоретический размер библиотеки зависит 
от её дизайна – от того, какое количество CDR используется, а также 
от диапазона длин CDR-петель, и количества и качества привносимого 
разнообразия в каждой позиции каждой петли. Следуя природной 
тенденции, предпочтительно варьирующей CDR L3 и H3 из-за их 
большей вовлеченности в узнавание антигена, было сконструировано 
много качественныx сАТ библиотек с разнообразием, внесённым 
только в L3 и H3, и с лишь одним из канонических природных вариа
нтов в других четырёх CDR [73, 75, 76]. Вместе с тем были созданы 
объёмные и высокоэффективныe библиотеки, в которых разнооб
разие было представлено всеми шестью CDR областями [72, 78, 
79]. Может показаться неожиданным, но довольно продуктивными 
оказались даже минималистические библиотеки, содержащие остатки 
лишь двух аминокислот, Tyr и Ser, в составе своих CDR областей. 
На их основе были получены высоко специфические антитела к 
широкому кругу антигенов, что, помимо прочего, объясняло высо
кую частоту встречаемости этих аминокислот в CDR антител 
из природного репертуара [77]. В силу несложности дизайна и 
своего меньшего теоретического разнообразия минималистические 
библиотеки отличаются простотой конструирования и высоким 
покрытием вариантов. Понятно, что чем более глубокое разнообразие 
вносится в большее количество CDR петель, затрагивая больше 
вариантов их длин и позиций, тем более композиционно-сложные, 
пространственно-развернутые и конформационно-многообразные 
паратопы могут быть запланированы в такой библиотеке. Теоретически 
это, безусловно, должно способствовать более эффективному распоз
наванию антигенов самых разных типов, но одновременно приводит 
к экспоненциальному росту числа возможных вариантов, и сильной 
«недопредставленности» клонов.
	 Как уже обсуждалось, природные антитела имеют существенное 
преимущество перед сАТ, поскольку представляют собой хорошо 
экспрессируемые и стабильные белки, успешно прошедшие через 
множественные контрольные механизмы живой иммунной системы. 
Кроме того, химический синтез CDR петель неотвратимо сопровож
дается ошибками, приводящими к самым разнообразным мутациям, 
таким как сдвиг рамки считывания, замена аминокислотного остатка 
и возникновение стоп-кодона [72, 77]. Для того, чтобы исключить 
непродуктивные клоны была предложена завершающая конструи
рование библиотек коррекционная селекция на ампициллин-устой
чивость клонoв сАТ-вариантов, генетически присоединённых к 
β-лактамазе [77].
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	 Очевидно, что ещё одним важным аспектом, определяющим 
функциональность фагового дисплея с использованием сАТ является 
баланс между теоретически возможным числом вариантов, определя
емым дизайном, и числом уникальных фаговых клонов, полученным 
при конструировании, т.е. степень представленности клонов. Недо
представленность некоторых вариантов в библиотеке может также 
быть вызвана и такими клон-специфическими затруднениями, как 
замедленная репликация и сборка, что может приводить к умень
шению пула, или полному исчезновению проблемного клона. 
Сильно диверсифицированный дизайн может содержать такое астро
номическое число возможных вариантов, что реалистическое огра
ничение количества клонов в фаговой библиотеке (1012 вариантов) 
будет представлять собой лишь микроскопическую долю возможного 
теоретического разнообразия. Из-за этой проблемы, при глубоком и 
обширном внесении разнообразия в библиотеку, селекция идеального 
сАТ варианта, предусмотренного дизайном, но практически отсутст
вующего в реальной библиотеке, будет недосягаема, однако, будет 
возможен выбор из разнообразия вторых и третьих по качеству 
клонов, вполне подходящих для решения поставленных задач. Биб
лиотеки с хорошо продуманным дизайном имеют следующие пред
почтительные качества: оптимальные разнообразие, размер, степень 
представленности клонов и плотность дисплея, высокая экспрессия, 
стабильность и растворимость сАТ вариантов, а также, простота 
дальнейшего манипулирования и оптимизации.

III. ДИСПЛЕЙ-КОНВЕЙЕР В КОССЛАБ

КОНСТРУИРОВАНИЕ сАТ БИБЛИОТЕКИ

Библиотека, использующаяся в КоссЛаб была сконструирована на 
основе Fab 4D5 остова, усовершенствованного для высокой стабиль
ности и эффективности фагового дисплея. Для синтеза рандомизи
рованных CDR была использована комбинация метода «смешанных 
нуклеотидов» и метода тринуклеотидных фосфорамидитов. Получен
ные ДНК олигонуклеотиды были клонированы в Fab остов c исполь
зованием мутагенеза по Кункелю [80]. Ограниченное аминокислотное 
разнообразие было внесено во все три HC CDRs (H1–H3), и только в 
одну L3 из трёх LC CDR: L1 и L2 были представлены единственными 
каноническими петлями, SVSSA и SASSLYS, соответственно. Длина 
L3 варьировала в пределах от четырёх до шести остатков, длина 
H3: 6–20 (суб-библиотека A), 7–15 (суб-библиотека B), или 6–17 
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остатков (суб-библиотеки C и D). Дизайн H3 для наиболее много
вариантной суб-библиотеки D был основан на тринуклеотидной 
стратегии, кастомизированной в отношении преимущественного 
кодирования Tyr, Ser и Gly, но также допускающей все 19 из 20 воз
можных аминокислот (за исключением Cys), что обеспечило высокое 
разнообразие H3 петель как в плане последовательностей, так и длин. 
Объединённая библиотека фагового дисплея содержала 1010 уникаль
ных вариантов, что более, чем на 20 порядков меньше её теорети
ческого разнообразия [62]. Широкомасштабное использование этой 
библиотеки в течение многих лет в сотнях успешных проектов 
привело к выработке огромного множества высокоаффинных сАТ 
с константами диссоциации в диапазоне 10–10–10–8 М против огром
ного разнообразия антигенов [81–100], что подтверждает принци
пиальную сравнимость производительности полностью синтетичес
ких библиотек антител с природной иммунной системой.
	 Получение белка-мишени и его иммобилизация в доступном 
для фагового дисплея виде, нативном и активном состоянии явля
ются следующим критическим шагом после получения библио
теки. Первоначальный и часто используемый до сих пор метод 
иммобилизации антигена для биопэннинга представляет собой 
пассивную адсорбцию белка на активированной поверхности плас
тика в случайной ориентации посредством множественных неспе
цифических и нековалентных взаимодействий [101]. Однако, такая 
адсорбция обычно сопровождается некоторыми структурными 
изменениями в антигене, что даёт возможность выработки сАТ 
вариантов к адсорбированному антигену, не узнающих свободный 
растворённый антиген. Несмотря на это, пассивная адсорбция 
привлекательна своей простотой и довольно успешным, в отношении 
многих антигенов, применением. В настоящее время наиболее 
частым способом иммобилизации антигена, позволяющим избегать 
конформационные изменения антигена, вызванные его адсорбцией, 
является метод, основанный на связывании биотина и стрептавидина 
[102]. Эта пара широко применяется в различных исследовательских 
и биотехнологических исследованиях, требующих прочного и специ
фического межмолекулярного взаимодействия (детектирование и 
обогащение белков, нуклеиновых кислот и липидов, ДНК секвени
рование нового поколения, протеомика, основанная на масс-спектро
скопии и многое другое).
	 Белковый антиген может быть химически конъюгирован с биоти
ном [103] с помощью доступных коммерческих биотинилирующих 
реагентов, специфичных к разнообразным функциональным группам 
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белка, включая первичные амины, сульфгидрилы, карбоксилы и 
карбониловые группы гликопротеинов [104]. Однако химическое 
биотинилирование может приводить ко множественным модифи
кациям молекулы белка и маскировать природные антигенные 
детерминанты биотиновыми группами. Другой, наиболее щадящий 
белковую структуру, способ прикрепления биотина заключается в 
генетическом присоединении антигена к авидиновому тегу (Avi‑tag), 
пептиду (GLNDIFEAQKIEWHE), специфически узнаваемому и 
эффективно биотинилируемому бактериальной биотин-лигазой BirA. 
Высокий уровень биотинилирования (~90%) с использованием этого 
фермента достигается как in vitro, после очистки антигена [105], так и 
in vivo, во время экспрессии антигена в клетках E. coli, несущих плаз
миду, кодирующую BirA [106]. Этот уровень модификации вполне 
достаточен для эффективного захвата антигена стрептавидином, 
покрывающим лунки микропланшета или магнитные шарики, в 
последующем биопэннинге. 
	 Иные аффинные теги для привязки белков к поверхности с мини
мальными нарушениями структуры и в единой ориентации также 
были использованы для иммобилизации антигенов [107], включая 
технологии связывания ионaми металлов [108, 109], антителaми 
[110], и белковыми лигандaми [111]. В зависимости от технологии 
иммобилизации антигенa, меняются и методы элюции фага. Наиболее 
распространенный элюант – кислые растворы (HCl или Gly, pH 2–3), 
которые разрушают как взаимодействия между антителом на поверх
ности фага и иммобилизованным антигеном, так и биотин-стреп
тавидиновый комплекс, связывающий антиген с твёрдой поверх
ностью. Такая элюция очень эффективна и мгновенна, однако, дли
тельная инкубация в кислой среде может снижать инфекционность 
вирионов. В таком случае возможна мягкая и высокоспецифическая 
элюция избытком антигена, в результате которой освобождаются 
преимущественно фаговые частицы, специфически связанные с 
антигеном, и снижается количество посторонних клонов в элюaте 
[112, 113]. Однако такой метод требует значительных дополнительных 
количеств высокоочищенного антигена. 
	 Другой, наиболее прямой способ элюции связан с использованием 
уникального места узнавания протеазой, встроенного между антиге
ном и аффинным тегом, используемым для его иммобилизации [114]. 
Специфический протеолиз приводит к освобождению антигена со 
связанными антителами, существенно обогащая отбираемые фаговые 
частицы специфическими клонами. Связанный антиген не мешает 
последующей инфекции и амплификации отобранного фага. 
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	 Более того, возможно обойтись вообще без элюции, если не 
требуется титрование получаемого фага, при этом инфицирование 
бактериальных клеток проводится впрямую фагом, спонтанно диссо
циирующим c поверхности магнитных шариков или в лункaх микро
планшетов.
	 Решающим преимуществом биотин-стрептавидинового взаимо
действия, по сравнению со множеством других, используемых для 
иммобилизации макромолекул, является его высокая аффинность 
(фемтомолярная), поскольку диссоциация антигена, происходящая в 
системах с меньшей аффинностью, может приводить к необратимым 
потерям при многочисленных отмывках фага и существенно снижать 
качество отбора клонов. Кроме того, как уже отмечалось, связывание 
стрептавидина с биотином, как и множество других взаимодействий 
рецептор-лиганд, включая комплекс антитело–антиген, прерывается 
в низких pH, что может быть полезно при отладке и тестировании 
системы иммобилизации антигена.
	 Целый ряд химических реагентов и аффинных тегов для биоти
нилирования и иммобилизации антигена были опробованы и приме
нялись в КоссЛаб в разные периоды времени и для разных антигенов 
(к примеру, природные белки, не несущие тегов, возможно биоти
нилировать лишь химическим путём), включая разработанную в 
КоссЛаб методику иммобилизации антигена посредством SNAP-тега, 
которая и будет обсуждаться в следующей главе.

АНТИГЕНЫ СО SNAP-ТЕГОМ: ИММОБИЛИЗАЦИЯ  
И СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОТЕОЛИТИЧЕСКАЯ ЭЛЮЦИЯ

Несмотря на то, что связь биотина и стрептавидина не является 
ковалентной, она удовлетворяет всем необходимым требованиям 
биопэннинга, поскольку является практически недиссоциируемой 
(KD ≈10−15 M). Вместе с тем существуют производные ряда фермен
тов, способные к автомодификации посредством катализа ковалент
ного присоединения к добавленному специально сконструированному 
синтетическому лиганду, в том числе и присоединенному к нераст
воримому матриксу. Белковые теги, созданные на основе ферментов, 
такие как Halo‑тег (Promega) [115, 116], SNAP-тег [117–119] и CLIP‑тег 
[119–120] (oбa – New England Biolabs) применяются уже несколько 
лет для модификации белков in vitro и in vivo с целью их локализации 
и визуализации в клетках с помощью флуоресцентной, электронной 
и сверхразрешающей микроскопии. Halo-тег является производным 
бактериального фермента галоалкан дегалогеназы, ковалентно соеди
ненным посредством реактивного хлороалкан-линкера с избранной 
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функциональной группой. SNAP-тег и CLIP-тег являются продуктами 
инженерных манипуляций с ферментом ДНК-репарации человека, 
O(6)-алкилгуанин-ДНК-алкилтрансферазой, и катализируют присое
динение алкильной группы субстрата посредством тиоэфирной 
связи к реактивному цистеину фермента. При этом, SNAP-тег и 
CLIP-тег были сконструированы для реакции с производными 
O(6)‑бензилгуанинa и O(2)-бензилцитозинa, соответственно. Суб
стратная избирательность и большой выбор флуоресцентных субстра
тов с разными характеристиками, позволяют использовать эти теги 
для ортогонального мечения белков в живой клетке.
	 Такие доступные в продаже субстраты, как SNAP-биотин и 
SNAP-связывающие магнитные шарики, позволили нам разработать и 
применить несколько модификаций метода иммобилизации антигена, 
основанных на присоединении к антигену SNAP-тега. В дополнение 
к более обычной биотин-стрептавидин зависимой иммобилизации, 
основанной на SNAP-биотинилировании белка-мишени и магнитных 
шариках, покрытых стрептавидином, мы протестировали также и 
прямую ковалентную иммобилизацию с использованием SNAP-свя
зывающих магнитных шариков. Ковалентная природа и исключи
тельная избирательность связывания SNAP этими магнитными шари
ками позволяют проводить эффективную и специфическую иммо
билизацию лишь частично-очищенного антигена или даже совсем 
неочищенного антигена со SNAP-тегом из лизатов продуцирующих 
его клеток. Такая прямая ковалентная иммобилизация может быть 
чрезвычайно полезна для белков, проблематичных для выделения с 
помощью стандартных методик. Однако, в наших руках, SNAP-свя
зывающие шарики обладают несколько меньшей способностью к 
связыванию антигена со SNAP-тегом и большей неспецифической 
адсорбцией, по сравнению с лучшими вариантами магнитных 
шариков, покрытых стрептавидином (Dynаbeads, Invitrogen). Вместе с 
тем, дальнейшее улучшение и оптимизация поверхности и плотности 
лиганда может устранить эти проблемы SNAP-связывающих магнит
ных шариков.
	 Биотинилирование SNAP-тега – простая бимолекулярнaя реак
ция, быстрая и необратимая, не требующая избытка SNAP-биотина 
и, следовательно, очистки от него перед связыванием со стрептавиди
новыми магнитными шариками. Для протеолитической элюции фага, 
обеспечивающей скорейшее обогащение элюируемого фага антиген-
связывающими клонами, мы вставили между SNAP-тегом и антиге
ном в SNAP(Т7-2) векторе (New England Biolabs) сайты разрезания 
разными протеазами для сравнения: тромбином, TEV, PreScission и 



Белковая инженерия: достижения фагового дисплея… 337

3С [121]. Для дальнейшей работы мы выбрали тромбин, поскольку 
он показал самую быструю скорость разрезания, измеряемую секун
дами, по сравнению с десятками минут, показанными другими тремя 
специфическими протеазами в одинаковых условиях.
	 Теоретически, протеолиз должен приводить к освобождению 
только антиген-специфических клонов, в то время, как фаговые 
частицы, связанные со SNAP-тегом, должны при этом оставаться на 
магнитных шариках, однако, спонтанная естественная диссоциация 
фаговых частиц может существенно загрязнять элюируемый фаг. Для 
того, чтобы избежать загрязнения фага SNAP-тег специфическими 
клонами, растворимый SNAP-тег конкурент добавляется во время 
пэннинга. В дополнение мы обнаружили, что, подобно многим 
другим улучшающим растворимость тег-белкам (например, MBP, 
NusA, тиоредоксин, GST, SUMO и Fh8 тег [107,122]), присоединение 
SNAP-тега приводит к существенному улучшению растворимости, 
стабильности и продукции многих трудно экспрессируемых, слабо 
структурированных и структурно нестабильных белков.
	 Разработанный в КоссЛаб пэннинг-метод, модифицированный 
для антигенов со SNAP-тегами (Рис. 2), был с успехом использован, 
как будет показано в следующе главе, для получения сАТ молекул для 
десятков антигенов, включая вирусные белки [89, 123], а также для 
взаимного усовершенствования связывающих поверхностей белка 
G и Fab остова. 

IV. СИНТЕТИЧЕСКИЕ АНТИТЕЛА  
И ЧТО В НИХ ОСОБЕННОГО

сАТ превосходят натуральные антитела во многих аспектах и воз
можностях. Прежде всего, отбор сАТ происходит in vitro, что не 
требует трудоёмкого и затратного жизнеобеспечения лаборатор
ных животных, и, с другой стороны, позволяет получать высоко
качественные аффинные реагенты, связывающиеся с белками в 
нативном состоянии или с их определёнными конформациями, или 
с отдельными формами, имеющими пост-трансляционные моди
фикации. Кроме того, разнообразие сАТ не ограничено такими 
присущими иммунной системе млекопитающих проблемами, как 
несовместимость, или присутствие иммунодоминантного антигена, 
или клоновый дрейф. К тому же, если воспроизводство натуральных 
моноклональных антител требует постоянного поддержания и 
затратного хранения гибридомных клеточных линий, то сАТ клоны 
могут храниться практически бесконечно в виде замороженной 
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Рис. 2. Циклы пэннинга библиотеки фагового дисплея. 
	 Схематически представлены принципиальные стадии цикла, одинаковые 
для большинства протоколов, со специфическими деталями модификации, 
разработанной в КоссЛаб и основанной на использовании SNAP-тега (овал) и 
магнитных шариков (большой круг) для иммобилизации антигена (TARGET, 
малый круг), и элюции фага с помощью тромбинового протеолиза. 
	 1. Иммобилизация антигена. Может проводиться через ковалентную связь 
SNAP-тега с SNAP-связывающими шариками или посредством биотини
лирования SNAP-тега и связывания антигена шариками, покрытыми стрепта
видином. В линкере между SNAP-тегом и антигеном показано место разрезания 
для тромбина (LVPRGS). 
	 2. Связывание фага при инкубации антигенa, представленного на магнитных 
шариках c библиотекoй фагового дисплея (в первом цикле) или обогащённым 
и амплифицированным фагoм (остальные циклы). 
	 3. Несколько последовательных отмывок (3–5) с удержанием шариков маг
нитом удаляют несвязанные и слабосвязанные фаговые частицы. 
	 4. Элюция антиген-специфического фага разрезанием тромбином линкера, 
привязывающего антиген к иммобилизованному SNAP-тегу. Примечательно, что 
альтернативное использование кислоты привело бы к элюции всех связанных 
фаговых частиц, как специфических – к антигену, SNAP-тегу, стрептавидину, 
поверхности шариков, так и неспецифически-связанных. 
	 5. Амплификация фага, обогащенного антиген специфическими клонами, 
размножением в E. coli в присутствии хелперного фага. 
	 Новый цикл пэннинга начинается с момента добавления амплицифированного 
обогащенного фага из предыдущего цикла к магнитным частицам с иммобили
зованным антигеном. Количество иммобилизованного антигена обычно пони
жают в 2–5 раз по мере прохождения циклов (в рамках 500–1 nM) для преиму
щественного связывания растущей доли высоко-аффинных сАТ клонов. Для 
определения обогащения фага антиген-специфическими клонами, проводится 
параллельный пэннинг того же фагового компонента с пустыми магнитными 
шариками и сравнительное титрование фага, полученного при элюции в двух 
этих случаях. Для направленного уменьшения скорости диссоциации полу
чаемых сАТ клонов рекомендуется проведение более долгих отмывок. Пэн
нинг может проводиться вручную, с использованием магнитов и магнитных 
подставок, полуавтоматически, на процессоре магнитных частиц (KingFisher, 
Thermo Fisher Scientific) или полностью автоматически, с использованием робо
тизированных систем. Все три метода используются в КоссЛаб.
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или лиофилизированной ДНК. Использование единого остова для 
клонирования всех сАТ вариантов, позволяет одновременно работать 
с большим числом клоном, проводя секвенирование, или реформа
тирование, или клонирование в вектор для экспрессии в клетках 
бактерий или млекопитающих. Это позволило разработать и освоить 
высокопропускные платформы для экспрессии сАТ белков [124].
	 сАТ могут конкурировать с моноклональными антителами 
практически во всех стандартных лабораторных методах, таких, 
как ELISA и похожие гомогенные и гетерогенные иммуноанализы, 
проточная цитометрия, иммуноокрашивание, имуннопреципитация 
белков и хроматина и во многих других. Однако, методы, связанные 
с распознаванием денатурированных белков (например, белковый 
иммуноблот), легко осуществимые с помощью моноклональных 
антител, могут быть весьма проблематичны для сАТ. В отличие от 
большинства натуральных антител, способных узнавать короткие 
антигенные пептиды (длиной 8–18 аминокислот) на поверхности 
иммунных клеток и, таким образом, специфичных к линейным эпи
топам, сАТ подвергаются отбору на основании связывания с натив
ной формой белка. У белка в нативном состоянии многие линейные 
эпитопы оказываются недоступны, полностью или частично скрыты, 
в результате чего получают преимущество поверхностные трёх
мерные эпитопы, являющиеся наиболее эффективными для связы
вания сАТ. Более того, in vitro, хорошо структурированные белки с 
небольшим количеством определённых низкоэнергетических сос
тояний представляют собой наиболее действенные антигены в то 
время, как белки с подвижной, слабо выраженной и нестабильной 
структурой не подходят для сАТ отбора, тем не менее являясь полно
ценными кандидатами для продукции натуральных антител in vivo. 
	 Но главное преимущество отбора in vitro в том, что, имея строгий 
контроль над составом и состоянием антигена и условиями отбора, 
можно производить сАТ со следующими уникальными свойствами 
в отношении антигена : (i) связывать определённые участки на его 
поверхности, (ii) узнавать его отдельные конформационные сос
тояния, (iii) вызывать желаемые конформационныe изменения, и 
(iv) выявлять и стабилизировать неустойчивые состояния и белковые 
комплексы [81]. Эти беспрецедентные возможности открывают широ
кие перспективы для исследования и анализа макромолекулярных 
структур, недоступных при использовании традиционных аффинных 
реагентов и технологий.
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ЭПИТОП-СПЕЦИФИЧЕСКИЕ сАТ И ПРАКТИЧЕСКАЯ МЕДИЦИНА

Продукция КоссЛаб также подтвердила возможность применения эпи
топ-специфическиx сАТ в практической медицине. К примеру, среди 
отобранных сАТ, влияющих на активность изоцитратдегидрогеназы 
были выявлены тaкие, связывание с которыми приводило к реакти
вации мутантной формы этого фермента, ассоциированной с опухо
лями мозга [90]. Такого рода «активирующие молекулы» могут ока
заться важнейшим лекарством против злокачественных клеточных 
трансформаций, вызванных мутациями, инактивирующими белковые 
функции. Другой пример – изучение ряда сАТ молекул, связывающихся 
с разными частями гликопротеина оболочки парамиксовируса, вызы
вающего острое респираторное заболевание. Было показано влияние 
таких сАТ на процесс вирусного проникновения в клетку, что позво
лило изучить этап слияния вирусной мембраны с клеточной, приво
дящий к респираторной инфекции [125]. 
	 Среди сАТ, связывающихся с минус-концом актиновых филамен
тов, три продемонстрировали уникальные свойства в отношении 
изучения динамики актина: oдно из них кэппирует минус-конец, 
другое – перешивает, а третье – прерывает актиновые филаменты 
и вызывает их разборку. Эти сАТ могут помочь в изучении деталей 
реорганизации актиновых филаментов в здоровых и пораженных 
тканях человека, во время вирусной и бактериальной инфекции и 
раковых метастазах, а также в клетках, ответственных за врожденный 
и приобретённый иммунитет организма. 
	 Кроме того, был разработан быстрый и эффективный анализ фаго
вых клонов, адаптирующий фаговый дисплей для производства сАТ, 
нейтрализующих возбудителя сибирской язвы. В результате были 
получены высокоаффинные нейтрализующие сАТ, отобранные против 
эдематозного фактора, являющегося аденилатциклазой и главным 
посредником патогенеза. Эти сАТ продемонстрировали сильное 
ингибирование продукции сАМР в заражённых клетках человека, 
сопоставимое с результатами, получаемыми при использовании 
лучших нейтрализующих моноклональных антител. Это ещё раз про
демонстрировало, что возможности фагового дисплея не уступают 
индустрии моноклональных антител. 
	 Существует множество экспериментальных и практических задач, 
требующих сАТ разных специфичностей, направленных на незави
симые и непересекающиеся эпитопы белка [127], например – много
численные варианты сэндвич-иммуноанализов. Хотя такие сАТ часто 
получаются спонтанно, и могут быть легко выявлены с помощью 
эпитоп-специфической сортировки [128], иногда на поверхности 
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белка существует один главный эпитоп, доминирующий при отборе. 
В таком случае, для получения сАТ к другим, независимым эпитопам, 
применяется эпитоп-маскирующая техника, стимулирующая связы
вание сАТ со вторичными антигенными детерминантами. С этой 
целью во время пэннинга добавляется предварительно выделенное 
сАТ, связывающееся с доминирующим эпитопом и исключающее его 
из конкуренции за связывание с фаговыми частицами. Эта техника 
является обычной при получении сАТ разных специфичностей в 
КоссЛаб, включая случаи вирусных белков: C-концевого домена 
нуклеопротеина вируса Эболы (EBOV NP CT) и метилтрансферазы 
вируса Зика (ZIKV MT), выбранных для разработки описанного в 
одной из последующих глав нового безотмывочного метода иммуно
детектирования антигенов [123]. Этот метод, основанный на феномене 
белковой комплементации и соответствующий формату экпресс-
анализа, остpо востребован в современной практической медицине. 
Совсем недавно техника маскировки эпитопа была применена для 
получения компонентов для детектирования SARS-CoV-2. При этом 
было показано, что сАТ, связывающееся с доминантным эпитопом 
Spike белка, вызывает ингибирование проникновения вируса в 
клетку и может быть использовано для его нейтрализации. Создание 
пары сАТ, независимо-связывающихся сo Spike белкoм, и успешное 
детектирование вируса в новой экспресс-системе, стали важным 
достижением для диагностики SARS-CoV-2 во время продолжаю
щейся пандемии [85].

КОНФОРМАЦИОННЫЕ сАТ

Довольно часто оказывается, что белок, выбранный в качестве мишени 
для отбора сАТ, неоднороден и представляет собой динамическую 
или статическую смесь ряда низкоэнергетических состояний, иногда 
вызванных примесью молекул лигандов или ионов некоторых 
металлов. В таких условиях получение сАТ, специфических к опре
делённым конформационным состояниям белка является случай
ным. С другой стороны, уже при дизайне можно нацеливаться на 
получение сАТ к определенным структурным состояниям белка. В 
качестве иллюстрации приведём получение конформационных сАТ 
к белку, связывающему мальтозу (MBP) [88, 93]. Добавление маль
тозы или её отсутствие во время пэннинга привело к получению 
группы высокоаффинных и конформационно-специфичных сАТ трёх 
классов: эндостерических (связывающихся в кармане для мальтозы), 
аллостерических (напротив кармана) и перистерических (рядом с 
карманом). Связывание этих сАТ вызывало стабилизацию МВР в 
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разных конформационных состояниях, выявленных в соответствую
щих кристаллических структурах. Происходящие при этом моду
ляции связывания с мальтозой: конкурентные, аллостерические или 
перистерические, были использованы для количественного анализа 
вклада связывания лиганда в конформационные изменения белка. 
Дальнейшее применение подобного метода для других биологических 
систем может существенно продвинуть анализ их энергетических 
ландшафтов. В частности, это касается исключительно амбициозных 
проектов с регуляторными белками, контролирующими физиологи
ческие ответы на внешние изменения.

ПРИМЕНЕНИЕ сАТ ДЛЯ РЕШЕНИЯ СТРУКТУРЫ БЕЛКОВ

Как уже упоминалось, сАТ незаменимы для решения белковых 
структур. Они могут применяться в качестве реперных меток для 
одночастичной криоэлектронной микроскопии (крио-ЭМ) за счёт 
увеличения массы частицы (в формате Fab – 50 кДа) и информации 
o её ориентации, поскольку прикрепление сАТ к определённому 
эпитопу частиц даёт возможность сравнивать и нормализовать 
по группам сотни тысяч получаемых изображений [129]. Кроме 
того, представляя собой легко-кристаллизуемые белки с извест
ной структурой остова, сАТ используются в качестве кристал
лизационных шаперонов, улучшающих упаковку кристаллов и 
предоставляющих высококачественную фазовую информацию. В 
частности, они существенно облегчили решение структур РНК, 
РНК‑белковых комплексов, белковых комплексов и белков, от при
роды неспособных к формированию устойчивых кристаллических 
решёток [83, 84, 130]. В то же время конформационно-специфические 
сАТ помогают кристаллизации структурно нестабильных и конфор
мационно неустойчивых макромолекул, мультикомпонентных и 
мультисубъединичных белков, мембранных белков и их комплексов, 
фиксируя их или их подвижные части в единообразной конформации 
[81, 82, 98, 131].

МЕМБРАННЫЕ БЕЛКИ И НАНОДИСКОВЫЙ ФАГОВЫЙ ДИСПЛЕЙ

Решение структур мембранных белков является одним из наиболее 
амбициозных проектов в структурной биологии. Мембранные белки 
трудно получить в нативной форме и их естественное окружение 
трудно воспроизвести в условиях кристаллизации. Кроме того, 
структуры этиx белки подвижны и нестабильны. сАТ часто исполь
зуются для улучшения конформационного единообразия в качестве 
шаперонов при кристаллизации мембранных белков. До последнего 
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времени отбор сАТ для стабилизации таких белков проводился в 
присутствии детергентов, которые являются лишь слабой имитацией 
мембраны. Для создания более близких условий для мембранных 
белков, в КоссЛаб был разработан новый подход, объединяющий 
эффективность фагового дисплея с преимуществами встраивания 
мембранных белков в наполненные липидами нанодиски [91, 132]. 
Нанодиски – это содержащие липиды, замкнутые в кольцо из кар
касных белков, дискоидальные частицы c контролируемым размерoм 
(5–50 нм в диаметре) и составoм, которые широко используются в 
функциональных и структурных исследованиях мембранных белков 
в качестве наиболее близкой имитации мембран [133, 134]. С целью 
использования нанодисков в фаговом дисплее каркасные белки 
в их составе подвергаются биотинилированию для дальнейшего 
связывания магнитными частицами, покрытыми стрептавидином. 
Близкое подобие естественного липидного окружения и общая 
конфигурация нанодисков позволяют встроенным в них в нативном 
состоянии мембранным белкам принимать характерные для них 
временные конформации, которые узнаются и фиксируется молеку
лами сАТ. С помощью нового подхода в КоссЛаб был наработан 
богатый набор сАТ [91], которые узнают определённые конфор
мационные состояния некоторых мембранных белков и могут слу
жить кристаллизационными шаперонами, реперными метками для 
крио‑ЭМ, а также энергетическими пробами для их структурных 
состояний. Эти исследования закладывают фундамент для получения 
структур высокого разрешения для функционально значимых конфор
мационных состояний мембранных белков и понимания динамики 
их взаимопревращений.

сАТ В КАЧЕСТВЕ РЕПЕРНЫХ МЕТОК ДЛЯ КРИО-ЭМ

Одночастичная крио-ЭМ в последние два десятилетия проявила себя 
как мощное подспорье в структурной биологии сложных макромо
лекулярных систем: этот метод не предусматривает кристаллизацию 
и решение проблемы фазы дифракции кристалла и требует лишь 
небольших количеств образца [129]. Подтверждая исключительную 
значимость этого метода для человечества, в 2017 году Нобелевская 
премия по химии была присуждена Жаку Дюбоше, Йоахиму Франку 
и Ричарду Хендерсону за развитие крио-ЕМ для высокого разрешения 
структур биомолекул [135]. Поскольку успех крио-ЭМ зависит от 
точности определения места нахождения и ориентации частиц, и 
требует иx достаточной массы, сначала этим методом с грандиозным 
успехом были исследованы симметричные и «массивные» частицы 
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вирусoв [136, 137]. Развитие новых технологий, способствующих 
усовершенствованию крио-ЭМ, привело к решению структур многих 
крупных белковых комплекcов и олигомерных мембранных белков с 
практически атомным разрешением, а нижний предел массы метода 
снизился до 50 кДа [138, 139]. сАТ существенно улучшaют разре
шение белковых структур, т.к их связывание увеличивает массу 
исследуемой частицы и даёт реперные метки для её ориентации и 
сравнительного анализа [140, 141].
	 Применение сАТ в качестве реперных меток существенно продви
нуло структурные исследования в области большого семейства мем
бранных белков, – рецепторов, сопряжённых с G-белком (GPCR) 
[142–144]. В человеческом геноме закодированы сотни различных 
GPCR рецепторов, относящихся к трём главным классам. Они играют 
центральную роль в физиологическом регулировании клеточных 
ответов на широкий спектр сигналов как в норме, так и при забо
левании, и, таким образом, представляют собой наиболее много
численный тип поверхностных рецепторов, подвергаемых лекарст
венному воздействию. Для того, что избежать необходимости выра
ботки специфических реперов для каждого конкретного рецептора, в 
КоссЛаб провели отбор сАТ для двух главных субклассов G-белков, 
связывающихся с GPCR: тримерных Gi и Gs, а также мини-Gs. 
Эпитоп-специфическая сортировка сАТ выявила множественные эпи
топы на каждом из тримерных G-белков, причём некоторые из этих 
сАТ обладали кроссреактивностью и, таким образом, представляли 
универсальные реперные метки для большинства GPCR. Похожим 
образом были получены реперные метки и для представителя другой 
группы сигнальных партнёров GPCR рецепторов, GR киназы 1, 
что продемонстрировало широкую применимость этого метода. 
ЭМ анализ подтвердил высокую эффективность полученных сАТ 
в качестве единичных и двойных реперных маркеров для ряда сиг
нальных комплексов GPCR рецепторов [87].
	 Кроме того, в КоссЛаб был разработана универсальная реперная 
система, состоящая из белкового тега и специфических к нему сАТ 
молекул, элиминирующая необходимость в индивидуальном подходе 
к каждому мембранному белку, или даже классу белков. С этой целью 
инженерный вариант апоцитохрома b562, белок BRIL массой 12 кДа, 
был выбран в качестве тега – на концах он содержит спиральные 
участки, которые могут быть жёстко присоединены к α-спиралям, 
обычно присутствующим в петлях [145] или на концах [146–147] 
мембранных белков. Несколько отобранных сАТ, полученных для 
BRIL и доведенных до суб-наномольной аффинности с помощью 
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фагового дисплея, продемонстрировали беспрепятственное связы
вание с BRIL-тегом, генетически слитым с мембранными белкaми в 
целом ряде систем. Негативное окрашивание и крио-ЭМ структуры, 
полученные для несущих BRIL-тег мембранных белков, подтвердили 
эффективность системы BRIL-сАТ в качестве универсальной реперной 
метки для крио-ЭМ [86]. Таким образом наметился прогресс в сторону 
универсализации сАТ, способствующих кристаллографическим и 
крио-ЭМ исследованиям, с возможностью формирования линии 
готовых универсальных сАТ реагентов для этих целей. 
	 В КоссЛаб были также усовершенствованы остовы сАТ в плане 
увеличения жесткости их структуры и улучшения их эффективности в 
качестве кристаллизационных шаперонов и реперных меток. Страте
гия фагового дисплея включала тепловой стресс для отбираемых 
клонов, с целью получения вариантов Fab-остова с более структурно 
жесткими участками, связывающими константные и вариабельные 
домены Fab. Подвижность этих участков обычно вносит беспорядок 
в структуру Fab-остова. Для тестирования новых вариантов соеди
нительных петель был выбран комплекс Fab с антигеном, ранее не 
поддающийся кристаллизационному анализу. Усовершенствование 
соединительных петель привело к значительному улучшению дифрак
ционного разрешения кристаллов, при этом не изменяя высокую 
аффинность и стабильность комплекса [148]. Кроме того, была улуч
шена растворимость cАТ за счёт увеличения количества поверхност
ных остатков аспарагиновой кислоты в районе паратопа. Для этого 
был проведен отбор вариантов клонов из фаговых библиотек, вклю
чающих Asp в качестве элемента дизайна, негативно влияющего на 
связывание антигена. Отобранные высокоафинные сАТ клоны приоб
рели окружающее паратоп полярное кольцо, что, не затрагивая их 
антигенсвязывающую способность, привело к существенному увели
чению специфичности и растворимости, являющимися критичными 
для легко-агрегирующих и низко-специфичных антител [149]. Таким 
образом, увеличение жёсткости остова и растворимости сАТ сделалo 
возможным дальнейшее усовершенствование сАТ в случаях, если 
структурные исследования их комплексов с антигеном затруднены 
из-за этих характеристик.
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V. ИНЖЕНЕРНЫЕ ВАРИАНТЫ ОСТОВА cАТ И БЕЛКА G

ИММУНОГЛОБУЛИН-СВЯЗЫВАЮЩИЕ БЕЛКИ

К счастью природа нас одарила не только молекулой IgG как основы 
для сАТ, но и Ig-связывающими белками для их выделения, детек
ции и сборки в более сложныe конструкции. Несколько видов 
болезнетворных бактерий экспрессируют мультивалентные Ig-
связывающие белки на своей поверхности. Единичные домены из 
ряда почти идентичных, бактериальных белков (белок А из Sta­
phylococcus aureus, белок G из Streptococcus sp. и белок L из Pep­
tostreptococcus magnus), были изучены как биохимически, так и 
структурно. Каждый из этих белков имеет индивидуальный способ 
связывания с антителами, в плане узнаваемой части, типа антитела 
и вида организма [150]. Основное место связывания белков А и G 
общее, и происходит с интерфейсом CH2-CH3 в Fc-фрагменте, но в 
это связывание вовлекаются разные аминокислотные остатки интер
фейса. Белок L связывается исключительно с VL-каппа. Белки А и G, 
также связываются с Fab-фрагментом: белок А связывается с VH, в 
то время, как белок G связывается одновременно, но очень слабо, с 
одним из наиболее консервативных доменов антител CH1 и с корот
ким участком в CL-каппа, сильно различающимся среди многих 
изотипов антител и видов организмов.
	 Белки, A, G и L интенсивно применяются в биохимии, биотехно
логии и медицине, включая очистку антител, иммунопреципитацию, 
ELISA и вестерн блот [153]. Для расширения спектра выделяемых 
изотипов антител и видов организмов, был разработан «универсаль
ный» рекомбинантный химерный белок A/G состоящий из четырёх 
доменов белка A и двух доменов белка G, демонстрирующий харак
теристики обоих белков и способный связывать антитела объеди
нённого спектра видов и изотипов [154, 155]. Кроме того, для 
использования в прикладной иммунологии и биотехнологии недавно 
были созданы синтетические лиганды, имитирующие белки А и G 
(пептиды, инженерные белковые домены и искусственные молекулы). 
Эти молекулы вполне заменяют природные белки для очистки антител 
и, в то же время, лишены таких недостатков, как высокая стоимость, 
низкая ёмкость и ограниченное время функционирования [156].

ИНЖЕНЕРНЫЙ ВАРИАНТ GA1
Белок G используется для очистки IgG за счёт его аффинности к Fc 
части молекулы (Kd ~ 10 nM)), в то время как его связывание CH и CL 
из Fab‑фрагмента весьма слабое (Kd ~3 μM). Остов 4D5 (FabS), исполь
зуемый в фаговой библиотеке КоссЛаб имеет единичную мутацию 
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E123S в CL домене, внесённую для его большей стабильности. Этот Fab 
был использован в качестве белка-мишени для улучшения аффинности 
белка G, а именно его C2 домена длиной 65 аминокислотных остатков. 
Дизайн библиотеки белка G включал мягкую рандомизацию двух 
точек контакта с остовом FabS: одна – остатки 15–24 в β‑цепи, форми
рующей антипараллелную β‑структуру с CH, другая – остатки 37–43, 
взаимодействующие с низкоконсервативным α‑спиральным участком, 
соединяющим β‑цепи в CL. Один из отобранных вариантов, GA1, 
показал наибольшее улучшение связывания с FabS (почти в 20 раз), 
в основном, благодаря замене аминокислотных остатков NDNG в 
позиции 40–43 на YVHE. Kристаллическая структура комплекса GA1 
и FabS показала, эти остатки образуют окончание α‑спирали в GA1 и 
перемежаются с боковыми группами α‑спирального участка SQLKS 
в CL, таким образом увеличивая площадь интерфейса и улучшая его 
комплементарность [157].

ИНЖЕНЕРНЫЙ ВАРИАНТ ОСТОВА FABLRT

По сравнению с диким типом белка G инженерный вариант GA1 имеет 
гораздо более прочное связывание с FabS (KD ~ 50 nM), что вполне 
позволяет использовать его в виде генетически соединённых цепочек 
GA1 для формирования мультивалентных Fab-групп [157]. Однако, 
это связывание всё ещё имеет очень высокую скорость диссоциации, 
что не позволяет его использование в неравновесных условиях. 
	 Для дальнейшей оптимизации образования GA1–Fab комплекса, 
мы обратили направление отбора в фаговом дисплее: теперь FabS 
остов структурно подгонялся под GA1. Дизайн библиотеки затронул 
остатки 123–127 (SQLKS) в CL. Мутагенез по Кункелю, с исполь
зованием NNK/NNT рандомизации дал выход в ~1010 фаговых кло
нов с теоретическим разнообразием в ~1.7×107 уникальных ДНК 
последовательностей (Рис. 3). В результате пэннинга с GA1 целый 
ряд клонов приобрел существенно улучшенные характеристики 
связывания, в то время как один, имеющий случайную делецию двух 
кодонов (скорее всего, произошедшую при химическом синтезе мута
генных олигонуклеотидов) показал 500‑кратное увеличение аффин
ности к GA1. Замена оригинальной последовательности SQLKS (FabS) 
на отобранную ΔΔLRT (FabLRT) привeлa к уменьшению KD комплекса 
с GA1 до ~100 pM, скорости диссоциации до ~2.4×10–4 с–1 и не влиялa 
на уровень экспрессии или стабильность Fab фрагмента [123].
	 Ключевой структурной основой для наблюдаемой ультравысокой 
аффинности FabLRT, выявленной в кристаллической структуре 
GA1‑FabLRT оказалась гуанидиновая группа Arg124 (заменившего 
Lys126 в FabS). Существенная реорганизация и увеличение интерфейса 
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комплекса, вызванные делецией двух нуклеотидов, привели к 
упаковке этой гуанидиновой группы напротив ароматического кольца 
Tyr40 GA1 с образованием катион-π связи, а также водородной связи 
с карбонилом основной цепи Tyr40 посредством вторичного амина в 
e-положении [123].

VI. НОВАЯ ПЛАТФОРМА  
ДЛЯ СМЕНЯЕМЫХ FAB-МОЛЕКУЛ

Ультравысокая аффинность связывания FabLRT с GA1, характеризую
щаяся исключительно низкой скоростью диссоциации, вдохновила 
нас на создание модифицируемой сАТ-системы на основе GA1 модуля 
со сменяемым FabLRT-компонентом, обладающей мультивалентностью 
и мультиспецифичностью. Несмотря на то, что связь между компо
нентами этой системы нековалентная, мы удостоверились в специаль
ных экспериментах, что детектируемого обмена между связанными 
с GA1 FabLRT не происходит, по крайней мере, в течение времени 
эксперимента, что является определяющим условием в некоторых 
специальных задачах.
	 Возможность создания функционально значимых генетических 
гибридов с GA1 (Рис. 4А) позволяет производить хитроумные 
аффинные реагенты в различных форматах, легко адаптируемые 
для решения самых разнообразных задач. Простейшим примером 
такого реагента являются цепочки генетически соединённых GA1 
модулей разной длины (Рис. 4Б) для связывания FabLRT одной, или 
разных специфичностей для усиления авидности связывания или 
«комбинаторной» мультиспецифичности, соответственно.
	 GA1 может быть получен в виде гибридной молекулы с фермен
тами или белковыми тегами для детекции антигенов с помощью 
FabLRT (Рис. 4B). К примеру, мы использовали GA1 в виде гибридной 
молекулы с ферментом b-лактамазой (BL), а также с меченым 
SNAP-тегом для флуоресцентной детекции антигенов узнаваемых 
разными FabLRT в таких лабораторных методах, как ELISA, проточная 
цитометрия, флуоресцентная микроскопия. Используя пару FabLRT, 
узнающиx неперекрывающиеся эпитопы антигена, для связывания 
GA1-модулей, соединёнными с комплементационными фрагментами 
BL [158], мы разработали новый экспресс-тест, (описанный в деталях 
в следующей главе), с легко изменяемой специфичностью детекции 
(Рис. 4Г). Кроме того, связывание двух FabLRT c GA1-модулями, при
креплёнными к димерному Fc фрагменту, может имитировать двух
валентную молекулу IgG в Fc-опосредованныx процессаx (Рис. 4Д). 
A гибриды GA1 с трансмембранными доменами (TMD) клеточных 
рецепторов, произведённые в эндоплазматическом ретикулуме, 
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Рис. 4. Система со сменяемыми FabLRT на основе GA1-модуля. 
	 Схематические изображения адресной доставки эффекторной части гибрида с 
GA1-модулем посредством узнавания поверхностного антигена-мишени молекулой 
FabLRT (А), мультимерныe цепочки GA1 для связывания с FabLRT с целью усиления 
авидности связывания или получения комбинаторной специфичности (фотография 
геля любезно предоставленa Келли О'Леари, КоссЛаб).
	 Б – фермент (β-лактамаза, BL) или тег (SNAP-тег), генетически соединённые с 
GA1-модулем для детекции антигенов с помощью флуоресцентного продукта или 
само-мечения, соответственно.
	 B – система экпресс-анализа на основе BLF-комплементации для безотмывочной 
детекции антигена (Ag): GA1 модули генетически соединенные с комплемента
ционными фраментами β-лактамазы (BLF) связываются с парой FabLRT, независимо 
узнающих антиген, приводя к реактивации BL.
	 Г – гибрид GA1 с Fc даёт имитацию молекулы IgG.
	 Д – GA1 гибрид с FabH (bi-Fab) или с scFv для имитации BiTE реагента и неко
торые возможные три-специфические комплексы на основе GA1-FabLRT взаимо
действия и GA1-гибридов с биспецифичной молекулой или с отдeльными HV и LV 
(Split-scFV) 
	 Е – Специфичность системы может быть изменена простой заменой FabLRT компонента.
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могут быть использованы для заякоривания разнообразныx FabLRT на 
поверхности эукариотических клеток при исследовании клеточных 
сигнальных механизмов и взаимодействий, а также для многих других 
приложений.
	 Как оказалось, приобретение высокой Fab-связывающей способ
ности инженерным GA1 сопровождалось и другими существенными 
изменениями, важными для использования его в качестве сАТ‑свя
зывающей платформы. В частности сродство GA1 ко всем протес
тированным натуральным Fab-фрагментам, включая исходный по 
отношению к FabS фрагмент FabН, было практически полностью 
нивелировано, а к Fc фрагменту – резко уменьшилось [123]. Таким 
образом, GA1-FabLRT связывание оказалось нечувствительным к 
эндогенным IgG молекулам, присутствующим во многих биологичес
ких образцах. Исключительная избирательность взаимодействия 
GA1‑FabLRT позволила нам присоединить вторую специфичность, 
FabН или scFV в качестве эффекторной части GA1-модуля (Рис. 4Е), 
не опасаясь конкуренции с FabLRT за связывание с GA1. Полученные 
bi‑Fab‑комплексы структурно и функционально имитируют высоко
эффективные би-специфические BiTE реагенты, применяемые в 
иммунотерапии рака, однако имеют перед ними преимущество, 
состоящее в возможности легкой замены одной из специфичностей, 
определяемой FabLRT (будут обсуждаться ниже в отдельном разделе). 
GA1-модули, имеющие соединённые FabН и scFv, или отдельные 
HV и LV фрагменты в качестве эффектора, представляют собой два 
из множества возможных три-специфических форматов (Рис. 4Е). 
Необходимо отметить, что изменение длины линкера между GA1 и 
эффектором можно легко достичь с помощью мутагенеза в случае, 
если антигены, задействованные в системе, удалены или стерически 
малодоступны.

ЭКСПРЕСС-АНАЛИЗ, ОСНОВАННЫЙ НА КОМПЛЕМЕНТАЦИИ BLF

Как было упомянуто выше, мы разработали безотмывочный метод 
детекции антигена, основанный на GA1-FabLRT взаимодействии с 
использованием эффекта комплементации фрагментов ферментов, 
широко применяющегося для исследования белок-белковых взаимо
действий. Новый метод включает две гибридные молекулы GA1, 
каждая из которых содержит один из двух комплементационных 
фрагментов b-лактамазы (BLF) в качестве эффекторной части. 
Эффект комплементации BLF достигается, когда две FabLRT моле
кулы, каждая в комплексе с одним из двух гибридов GA1-BLF, неза
висимо связываются с двумя эпитопами одной молекулы антигена. 



Белковая инженерия: достижения фагового дисплея… 353

Это связывание позволяет BL фрагментам реассоциировать с образо
ванием активного фермента, легко детектируемого в присутствии 
флуорогенного субстрата (Рис. 4Г). Очевидно, что успех компле
ментации напрямую зависит от соответствия длины линкера гибрид
ной молекулы расстоянию между двумя избранными эпитопами 
антигена. 
	 Вирусные эпидемии, потрясшие мир в последние годы, мотивиро
вали нас на использование белков вирусов Эболы и Зика (EBOV NT 
CT и MT ZIKV) в качестве антигенов для детекции при разработке 
этого нового метода. Вначале, с помощью метода маскирования 
эпитопа, описанного выше, мы получили пары высоко аффинных 
сАТ, специфические к двум разным эпитопам упомянутых вирусных 
антигенов и реформaтировали их в FabLRT. Чуть позднее этот метод 
был апробирован для детекции вируса SARS-CoV-2, с использованием 
пары FabLRT, специфичных к рецептор-связывающему домену Spike 
белка [85]. В каждом случае независимость связывания полученных 
пар FabLRT c вирусными антигенами была подтверждена с помощью 
метода поверхностного плазмонного резонанса. Линкер длиной 30 аа 
остатков (~100 Å в растянутом состоянии) между GA1 и BLF фраг
ментами оказался достаточным для комплементации BL- фрагментов 
и воспроизводимой количественной детекции активности BL в сис
темах для всех трёх вирусныx белков [123]. 
	 Разработанный метод по сути представляет собой модификацию 
сэндвич-иммуноанализа и соответствует по величине предела обна
ружения антигена (~10 нМ) стандартным лабораторным методам, 
таким как ELISA. При этом новая система, в отличие от ELISA-ана
лиза, не нуждается в отмывках и может быть легко переключена с 
одного антигена на другой простой заменой пары FabLRT. Кроме того, 
все белковые компоненты этой системы могут быть лиофилизиро
ваны для хранения и легко регидратированы с полной реактивацией 
[85]. Все эти особенности нашей системы соответствуют формату 
экпресс-анализа, остро востребованного в современной практической 
медицине в связи с возрастающей необходимостью оказания мобиль
ной медицинской помощи в условиях пандемий, природных бедствий 
и в странах с ограниченными ресурсами. 
	 Успешная разработка нового экспресс-анализа подтвердила 
эффективность GA1 модуля в качестве прочной нековалентной связи 
между BL-фрагментами и FabLRT молекулами разных специфичностей, 
что даёт основание для применения этой платформы со сменяемыми 
сАТ-специфичностями для самых разнообразным целей. 
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НОВЫЙ Bi-FAB ФОРМАТ  
СО СМЕНЯЕМЫМИ сАТ-СПЕЦИФИЧНОСТЯМИ

В качестве следующего приложения высокоспецифичной и ультра-
аффинной GA1-FabLRT платформы мы выбрали bi-Fab формат, 
имитирующий структурно и функционально BiTE-молекулы и поз
воляющий изменять одну из специфичностей путем замены FabLRT 
компонента. 
	 Классические BiTE конструкции представляют собой инженерные 
гибридные молекулы, состоящие из двух разных scFv специфичностей. 
Одна связывается с T-лимфоцитами посредством узнавания CD3‑ком
понента Т-клеточного рецептора (TCR), а вторая – взаимодействует 
со специфическим белком-маркером на поверхности раковых клеток. 
В результате образования такого цитолитического синапса раковая 
клетка погибает [26, 27]. 
	 Принцип bi-Fab дизайнa заключается в использовании уже опро
бованной нами в экспресс-анализе нековалентной привязки FabLRT 
молекулы к GA1-модулю гибридной молекулы для образования бимо
лекулярного комплекса. Поскольку, как мы уже отмечали, GA1 не 
имеет аффинности к FabH-остову, мы генетически соединили эти две 
части в одну гибридную молекулу. Были протестировали все возмож
ные ориентации и обе цепи FabH для соединения с GA1. При схожести 
уровней экспрессии и стабильности полученных конструкций, было 
выбрано соединение через гибкий линкер с С-концом тяжёлой цепи 
FabH, используемое в фаговой библиотеке КосслЛаб для соединения 
сАТ с gp3 фaгa M13. Добавлении FabLRT к этой конструкции приводит 
к образованию прочного и стабильного bi-Fab комплекса с желаемыми 
специфичностями [123].
	 Для имитации BiTE молекулы в формате bi-Fab, мы избрали две 
антигенных мишени: специфичный для Т-лимфоцитов ко-рецептор 
CD3, используемый в BiTE терапии и рецептор HER2, экспрессируе
мый в больших количествах на поверхности раковых клеток разного 
типа, включая клеточную линию рака груди SKBR3. С этой целью мы 
выбрали три хорошо охарактеризованных антитела: апробированные 
в BiTE конструкциях, гуманизированные анти-CD3 моноклональныe 
антитела, OKT3 и UCHT1; и анти-HER2 моноклональнoe антитело 
трастузумаб, применяемое в антираковой терапии. Мы сконст
руировали bi-Fab комплексы в нескольких комбинациях: каждое 
антитело было ре-форматировано как в FabH-, так и в FabLRT‑остов, а 
каждый из получившихся FabH-вариантов был генетически присоеди
нен к GA1-модулю с помощью Gly-Ser линкера длиной в 13 аа остат
ков. CD3 и HER2 специфичности были введены в комплексы bi-Fab 
в виде комбинации FabH-GA1 гибридов с FabLRT (Рис. 5)
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Рис. 5. Схематическое представление цитолитического синапса, образованного 
biFab комплексом между Т-лимфоцитом и раковой клеткой, несущей на поверх
ности HER2 рецептор. 
	 В центре представлен biFab комплекс, образующий нековалентный мостик 
между двумя клетками, и содержащий три модуля: FabLRT, представленный 
ОКТ3 или UCHP1 специфичностями, узнающими CD3 ко-рецептор TCR (Т-кле
точного  рецепторa) на поверхности Т-лимфоцита; FabН со специфичностью 
трастузумаба, взаимодействующий с Her2 рецептором на раковой клетке; и GA1, 
генетически соединенный с FabН и нековалентно связанный с FabLRT остовом. 
Последующая активация цитотоксичных CD8+ T-лимфоцитов заключается, в 
основном, в слиянии цитолитических гранул и освобождению их содержимого 
по направлению к раковой клетке, в то время как активированные CD4+ хел
перные T-лимфоциты резко увеличивают секрецию цитокинов IL2 и INFg в 
кровоток, усиливая секреторную и цитолитическую активности лимфоцитoв и 
ускоряя размножение иммунных клеток периферической крови. Лизис раковой 
клетки вызывается встраиванием молекул перфорина в её мембрану с обра
зованием поры, через которую в цитоплазму поступают гранзимы, вызывая 
запрограммированную гибель раковых клеток (апоптоз). Активация Т-лимфо
цита происходит и при противоположной ориентация специфичностей biFab 
комплекса: FabН может связываться с Т-лимфоцитом, а FabLRT – с раковой клеткой. 
Представлена компиляция цитолитического и цитокинового эффектов активации 
Т-лимфоцитов.



Е. К. Давыдова356

	 Все полученные биспецифические комбинации продемонстри
ровали эффективное включение T-лимфоцитов (из препаратa моно
нуклеарных клеток периферической крови) в образование цитоли
тических синапсов при их ко-культивировании с SKBR3 раковыми 
клетками. Активация T-лимфоцитов определялась тремя разными 
анализами: определением уровня активности цитоплазматичекого 
фермента лактат дегидрогеназы в культуральной жидкости при 
лизисе клеток, вызываемом цитотоксическими CD8+ T-лимфоци
тами, и измерением секреции активированными CD4+ хелперными 
T-лимфоцитами интерлекина 2 (IL2) и интерферона γ (INFγ). Как 
и ожидалось, функциональная активность bi-Fab комплексов была 
напрямую связана с наличием ковалентной связи между GA1 и FabH, 
поскольку активация Т-лимфоцитов не детектировалась в случае, 
когда три модуля bi-Fab комплекса были добавлены к клеткам в виде 
отдельных молекул, FabH, FabLRT и GA1 [123].
	 Принимая во внимание простоту замены молекулы FabLRT в 
bi‑Fab комплексe, мы планируем дальнейшие преобразования bi‑Fab 
формата, имитирующего BiTE конструкции. Так, с помощью мно
жества специфических FabLRT можно проводить тестирование боль
шого количества разных онкоспецифических маркеров на поверх
ности клеток в формате высокопропускной платформы. Кроме того, 
возможно вовлечение в формирование синапсов нескольких типов 
маркеров на поверхности одной раковой клетки с помощью соответ
ствующих специфичностей FabLRT для усиления терапевтического 
эффекта. Множественные GA1-модули и линкеры варьирующей 
длины могут быть включены в дизайн мультивалентной биспецифи
ческой платформы с целью достижения большей авидности и боль
шего стерического соответствия клеточным поверхностям с большим 
количеством копий определённого онкоспецифического рецептора. 

VII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящий момент Белковая Инженерия представляет собой 
хорошо разработанную и зрелую область науки. С дальнейшим 
развитием и совершенствованием белково-инженерных методов и 
реагентов на основе новых технологий, описанных в данном обзоре, 
они могут быть включены в стандартный лабораторный процесс, 
наравне с клонированием, экспрессией и очисткой белков для струк
турных исследований. 
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	 Несмотря на то, что генетическая селекция, приводящая к улуч
шению свойств белков, практиковалась человечеством сотни лет, 
реальные попытки понимания молекулярных основ фенотипических 
изменений и их рационального дизайна стали возможны лишь в пос
ледние годы, с появлением массивов белковых структур и беспре
цедентных компьютерных возможностей для анализа и включения 
этой информации в дизайн белков с улучшенными и новыми харак
теристиками. 
	 Важным аспектом Белковой Инженерии является возможность 
применения её достижений как в фундаментальной науке, так и в 
прикладных исследованиях. Таким образом, работая над фундамен
тальными проектами ориентированными на детальное понимания 
молекулярных основ биологических систем, мы одновременно 
создаём молекулы, которые могут быть исключительно важны для 
медицинского применения и общества в целом. 
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