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Технологія рекомбінантних антитіл є потужним підходом для отримання 
нових діагностичних та терапевтичних реагентів. Рекомбінантні анти-
тіла можна застосовувати для створення систем доставки лікарських за-
собів, імунотоксинів, як інтрабоді. Вони також можуть бути об’єднані на 
рівні ДНК із різноманітними маркерними молекулами, такими як флуорес-
центні білки чи ферменти, для одностадійної імунодетекції антигенів. 
У повідомленні розглянуто основні властивості рекомбінантних антитіл 
та сучасні розробки щодо їх практичного використання.
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Вступ

Перші роботи з отримання рекомбінантних антитіл з’явилися 
наприкінці 80-х років. Так, автори [1] коекспресували в Es-
cherichia coli VH- та VL-домени антитіл, які, потрапляючи до 
периплазматичного простору бактерій, асоціювали з утворен-
ням варіабельного фрагмента. Такі молекули мали анти ген-
зв’язувальні властивості, але були нестабільними. Цю пробле-
му вдалося подолати завдяки ковалентному об’єднанню VH- 
та VL-доменів. При цьому позитивний ефект спостерігався як 
при хімічній кон’югації, так і при об’єднанні V-доменів у єди-
ний білок на рівні ДНК [2]. У 1988—1989 рр. було опублікова-
но кілька статей, присвячених отриманню злитих варіабельних 
фрагментів, у яких VH- та VL-домени об’єднуються пептидним 
лінкером. Такі молекули дістали назву «одноланцюгові варі-
абельні фрагменти», або scFv (single chain variable fragment). 
Ці Fv-фрагменти було одержано на основі послідовностей мо-
ноклональних антитіл з відомою специфічністю. Проте вже в 
1990 р. було сконструйовано бібліотеку імуноглобулінових 
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титіла потужним інструментом для фундамен-
тальних досліджень. Крім того, нині активно 
розробляють підходи для використання ре-
комбінантних антитіл для діагностики й афін-
ного очищення цільових антигенів, і, ймовірно, 
незабаром у цих напрямах відбудеться перехід 
від теоретичних напрацювань до практичного 
використання.

Природні імуноглобуліни — 
основа для створення рекомбінантних 
антигензв’язувальних молекул

Основну структурну одиницю антитіл будь-
якого класу утворюють чотири поліпептид-
ні ланцюги: два однакові легкі (L-ланцюги) 
та два однакові важкі (H-ланцюги). Легких 
ланцюгів є два типи — λ і κ, а важкі ланцюги 
є класоспецифічними і у людини їх, відповід-
но, п’ять типів. Кожний L-ланцюг містить по 
два домени, кожний Н-ланцюг — чотири або 
п’ять, залежно від класу антитіла (рис. 1). На 
амінокінці важкого та легкого ланцюгів розта-
шовані варіабельні домени, що є унікальними 
для кожного антитіла. Разом вони формують 
варіабельний фрагмент, який відповідає за 
зв’язування з антигеном. Крім того, в межах 
кожного з варіабельних доменів можна виді-
лити три гіперваріабельні регіони, що безпо-
середньо взаємодіють з антигеном. Вони роз-
ділені чотирма каркасними ділянками, які за-
безпечують правильну конформацію доменів. 
Константні домени є однаковими для певного 
типу (чи підтипу) ланцюга, вони відповіда-
ють за так звані ефекторні функції, зокрема 
зв’язування з рецепторами лейкоцитів, комп-
лементом, проникнення крізь плацентарний 
бар’єр тощо, але не беруть участі у зв’язуванні 
з антигеном. 

Отже, хоча в організмі утворюється вели-
чезне різноманіття антитіл, власне гетероген-
ними і унікальними є саме варіабельні домени. 
Більш того, константні та варіабельні ділянки 
імуноглобулінів кодуються окремими генними 
елементами, розташованими в різних ділянках 
хромосоми: константні домени — обмеженою 
кількістю С-сегментів, варіабельні домени — 

генів вакцинованих людей, з якої шляхом то-
тального відбору виділили ряд scFv до прав-
цевого токсину [3]. Однак справжній прорив 
технології стався зі створенням підходу для 
спрямованого відбору рекомбінантних антитіл 
з необхідною специфічністю. Для цього було 
адаптовано методику представлення білкових 
молекул на поверхні нитчастих фагів — фаго-
вий дисплей [4]. І вже в 1991 р., використову-
ючи метод фагового дисплея, з бібліо теки не-
імунізованих людей вдалося виділити реком-
бінантні антитіла до низки цільових антигенів 
[5]. З цього моменту стало можливим отриму-
вати бібліотеки рекомбінантних антитіл іму-
нізованих чи неімунних донорів і відбирати з 
них клони, специфічні до будь-якого бажаного 
антигену, що стимулювало стрімкий розвиток 
технології. Було сконструйовано бібліотеки 
рекомбінантних антитіл не лише людини та 
лабораторних мишей, а й багатьох інших видів. 
Крім scFv- та Fab-фрагментів з’явилися різно-
манітні форми рекомбінантних антитіл: муль-
тимерні та біспецифічні конструкції, однодо-
менні антитіла, різні комбінації варіабельного 
фрагмента з константними доменами тощо.

Сьогодні технологія рекомбінантних анти-
тіл стала фундаментом для розроблення тера-
певтичних препаратів на основі антитіл. Неве-
ликі розміри, моновалентність та можливість 
злиття на рівні ДНК з різноманітними функці-
ональними білками зробили рекомбінантні ан-

Рис. 1. Просторова будова молекули антитіла
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численними V-, J-, а у випадку важких ланцю-
гів ще й D-сегментами (рис. 2). 

Локус людських імуноглобулінових V-генів 
важкого ланцюга містить 123 сегменти, що 
належать до семи різних родин (груп), але 79 
серед них є псевдогенами. 44 VH-сегменти ма-
ють відкриту рамку зчитування, 39 з них екс-
пресуються у складі важких ланцюгів, для од-
ного знайдено мРНК, і ще 4 не виявлено серед 
кДНК імуноглобулінів. Кількість J-сегментів 
становить 9, але функціональними серед них є 
лише 6. D-сегменти об’єднані у 7 субгруп, за-
гальна кількість функціональних серед них — 
25. Крім того, D-сегменти можуть кодувати 
амінокислотну послідовність в усіх трьох рам-
ках зчитування.

Локус κ-генів людини складається з 76 V-сег-
ментів, які належать до 7 субгруп, 5 J-сегментів 
та одного С-гена. Якщо в гаплотипі наявні два 
кластери κ-генів, загальна кількість сегментів 
становить 82 (110 з урахуванням розташова-
них поза основним локусом), з яких від 37 до 
41 є функціональними. Якщо є лише кластер, 
що примикає до С-гена, то загальна кількість — 
46 (74), з яких 23—25 є функціональними.

Локус λ-ланцюгів людини розташований 
у 22-й хромосомі. Він містить від 70 до 71 
V-сегмента, а також спарені J- та С-сегменти, 
яких залежно від гаплотипу може бути від 

7 до 11. Сегменти поділяють на 11 субгруп, 
крім того, 14 псевдогенів відносять до 3 кланів. 
Потенціальний репертуар для Vλ-сегментів 
залежно від гаплотипу становить від 29 до 
32 функціональних генів, що належать до 
10 субгруп. Кількість функціональних J- та 
С-сегментів залежно від гаплотипу — від 4 
до 5 [6].

У процесі дозрівання клітин-продуцентів 
антитіл — В-клітин відбувається рекомбіна-
ція між одним з V-, (D-) та J-сегментів, уна-
слідок якої і формується ДНК-послідовність, 
що кодуватиме варіабельний домен. При цьо-
му V-сегменти кодують перші три каркасні 
ділянки, перший та другий гіперваріабельний 
регіони, а також амінокінцеву ділянку тре-
тього гіперваріабельного регіону. J-сегменти 
кодують карбоксикінцеву ділянку третього гі-
перваріабельного регіону та всю послідовність 
четвертої каркасної ділянки. У випадку варіа-
бельних доменів важких ланцюгів крім цього 
D-сегмент кодує центральну частину третього 
гіперваріабельного регіону.

Додатковим джерелом різноманіття варіа-
бельних доменів є соматичні гіпермутації, які 
спостерігаються особливо часто в окремих ви-
значених ділянках варіабельних доменів уже 
після того, як відбулася рекомбінація. Про-
відну роль у цьому процесі відіграє специфіч-

Рис. 2. Система генних сегментів, що кодують імуноглобулінові ланцюги
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ний для В-клітин фермент — деаміназа AID 
(activation-induced cytidine deaminase), що «за-
пускається» при активації В-клітин і деамінує 
цитозин до урацилу. AID переважно атакує 
WRC-мотиви (W — аденін чи тимін, R — пу-
рин). Інший важливий фермент — урацил-N-
глікозилаза може модифікувати урацил. Після 
цього утворена сполука стає некомплементар-
ною азотистій основі в іншому ланцюзі. За-
пускаються специфічні процеси репарації за 
участю низькоточних (low fidelity) полімераз. 
При цьому внаслідок цих процесів можуть від-
бутися різні варіанти заміни. Вважається, що 
соматичні гіпермутації більш-менш рівномір-
но проходять в обох ланцюгах [7]. 

Рекомбінантні антитіла 
та їх різновиди 

Молекула імуноглобуліну є досить великою 
і має складну будову. Разом з тим, анти ген-
зв’язувальні властивості притаманні лише ва-
ріабельному фрагменту антитіл, що й викорис-
товують для отримання рекомбінантних форм. 
Рекомбінантні варіабельні фрагменти можна 
одержати в різних системах експресії, зокрема 
в клітинах бактерій, вони є менш імуногенни-
ми, їх можна легко об’єднати на рівні ДНК з 
різними функціонально активними білками. 
На сьогодні отримано найрізноманітніші ва-
ріанти рекомбінантних фрагментів антитіл і 
пропонуються все нові, тому надалі розгляне-
мо лише їх основні, базові різновиди. 

ScFv-антитіла містять варіабельні домени 
важкого й легкого імуноглобулінових лан-
цюгів, що об’єднані гнучким лінкером. Най-
частіше використовують лінкерний пептид з 
послідовністю (Gly4Ser)3. Довжина та аміно-
кислотний склад лінкера впливають на функ-
ціональні особливості scFv. Так, автори [8] ви-
користали цілу бібліотеку лінкерних пептидів, 
які містили гліцин, серин, треонін та аланін 
у довільних комбінаціях, і виявили, що по-
слідовність лінкера впливала на розчинність 
scFv при експресії в клітинах E. coli. В іншій 
роботі залежно від складу лінкера варіювала 
активність каталітичних scFv із властивостя-

ми мутази [9]. Довжина лінкера впливає на 
формування моно- чи мультимерних форм 
scFv: якщо лінкер містить принаймні 12 аміно-
кислотних залишків, утворюються мономери, 
якщо довжина лінкера від 3 до 12 залишків, 
то можуть утворитися димерні scFv (diabody, 
~60 кДа), якщо ж довжина лінкера менша від 
3 залишків, можуть утворюватися тримерні 
(triabodies, ~90 кДа) чи тетрамерні (~120 кДа) 
форми [10].

Вплинути на стабільність та функціональну 
активність scFv можна також заміною каркас-
них ділянок, що, як правило, безпосередньо 
не беруть участі у зв’язуванні антигену, але 
впливають на фолдинг молекули. Наприклад, 
автори [11], отримавши scFv до флюоресцеї-
ну, які синтезувалися нерозчинними та неста-
більними за 37 °С, замінили в них каркасні ді-
лянки, використавши послідовності з інших, 
стійкіших scFv. У результаті було отримано 
термодинамічно стабільні та розчинні при 
експресії в бактеріях scFv-антитіла. «При-
щеплюючи» каркасні ділянки з scFv людини, 
можна гуманізувати варіабельні фрагменти 
миші чи інших тварин [12]. Якщо ж модифі-
кувати scFv шляхом уведення випадкових за-
мін у послідовність CDR, можна отримати та 
відібрати нові, більш афінні до антигену, варі-
анти [13]. 

Рекомбінантні Fab-фрагменти складають-
ся з двох поліпептидних ланцюгів: VН-CН1 
та VL-CL, що утримуються разом завдяки 
дисульфідним зв’язкам між С-доменами. Як і 
scFv, Fab-фрагменти є популярним форматом 
рекомбінантних антитіл. Отримано велику 
кількість бібліотек як мишачих, так і людських 
Fab-фрагментів і виділено високоафінні Fab 
до різних антигенів. Fab-фрагменти, як прави-
ло, стабільніші за scFv, але вони складаються 
з двох поліпептидних ланцюгів, тому зазвичай 
вихід активних молекул при експресії в гетеро-
генних системах є невисоким, крім того, мож-
ливе утворення не гетеро-, а гомодимерів. Для 
вирішення цих проблем було запропоновано 
формат одноланцюгових scFab, в яких послі-
довності важкого та легкого ланцюгів об’єднані 
в ділянці константних доменів лінкером [14]. 
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Однодоменні рекомбінантні фрагменти ан-
титіл. У камелід (верблюдів та лам) і хрящо-
вих риб (килимових акул та акул-няньок) анти-
тіла мають лише важкий ланцюг. Варіабельний 
фрагмент антитіл камелід називається VHH 
(~15 кДа), він містить чотири каркасні ділянки 
і три гіперваріабельні регіони. Варіабельний 
домен акул називається IgNAR (new antigen 
receptor) і містить лише два гіперваріабельні 
регіони (~12 кДа) [15]. Варіабельні фрагменти 
антитіл камелід ще називають нанободі. За-
вдяки низькій молекулярній масі вони мають 
ряд переваг. Зокрема, розробляються підходи 
до їх застосування для стабілізації схильних 
до агрегації білків, при терапії амілоїдозів, для 
кристалізації нестабільних білків [16]. 

Фрагменти, що містять лише один варіа-
бельний домен, отримано і на основі V-доменів 
людини та миші. Такі конструкції називають 
dAb (domain antibody). Одержано низку dAb 
з антигензв’язувальною активністю, однак за 
своїми характеристиками вони поступаються 
нанободі [17]. 

Мультимерні конструкції рекомбінантних 
фрагментів антитіл. При використанні в умо-
вах in vivo невеликі розміри та відсутність Fc-
фрагментів є перевагами, але саме ці особли-
вості зумовлюють швидкий кліренс scFv в ор-
ганізмі. Одним із підходів для підвищення часу 
півжиття рекомбінантних фрагментів in vivo є 
кон’югація з поліетиленгліколем (ПЕГілюван-
ня) [18]. Інший варіант — створення мульти-
мерних конструкцій. Мультимери завдяки 
збільшенню кількості активних центрів мають 
вищу авідність, можуть включати Fv-фраг мен-
ти, специфічні до кількох різних антигенів, і 
внаслідок більшого розміру мають довший час 
півжиття в організмі. Один із підходів для 
отримання мультимерних форм полягає у 
зменшенні довжини лінкера між VH- та VL-
доменами [19]. Мультиспецифічні (як прави-
ло, біспецифічні) форми містять одночасно 
антигензв’язувальний фрагмент до цільового 
антигену (наприклад, маркера пухлин) і послі-
довність, що реагує з певними молекулами 
імунної системи, такими як рецептори природ-
них кілерів макрофагів чи Т-клітин [20].

Спрямована in vitro селекція — 
спосіб отримання антитіл 
з необхідною специфічністю

Опосередкована антитілами імунна відповідь — 
це унікальний механізм, створений природою. 
Потенційно під час зустрічі з будь-яким антиге-
ном в організмі можуть утворитися специфічні 
до нього антитіла. Проте в сироватці крові за-
вжди наявні антитіла до найрізноманітніших 
антигенів, а антитіла до цільового також є різно-
рідними: вони специфічні до різних його діля-
нок і синтезуються різними клонами В-клітин, 
тобто є поліклональними. Технологія отриман-
ня моноклональних антитіл (антитіл, що синте-
зуються нащадками єдиної клітини-продуцента, 
гібридизованої з мієломною клітиною [21]) 
справила неоціненний вплив на розвиток фун-
даментальних і прикладних напрямів сучасної 
біології. Моноклональні антитіла, ідентичні за 
всіма характеристиками, можна отримувати в 
необмежених кількостях. Вони стали незамін-
ним інструментом для виявлення та ідентифі-
кації цільових молекул методами імуноцито- і 
гістохімії, як компоненти діагностикумів та 
основа для створення терапевтичних препара-
тів. Рекомбінантні антитіла, як і гібридомні, є 
моноклональними за своєю природою. Проте 
важливою відмінністю технології рекомбінант-
них антитіл порівняно з гібридомною є можли-
вість спрямованого відбору позитивних клонів. 
У гібридомній технології ідентифікацію необ-
хідних клонів-продуцентів здійснюють шляхом 
перевірки кожної з отриманих гібридом. Під час 
роботи з бібліотеками рекомбінантних антитіл 
проводять кілька раундів спрямованої селекції 
на цільовому антигені, внаслідок чого відсоток 
позитивних клонів істотно збільшується. На 
сьогодні, крім уже згадуваного фагового дис-
плея, для селекції рекомбінантних антитіл ши-
роко використовують також клітинний та рибо-
сомний дисплей. У першому випадку антитіла 
експонуються на поверхні клітин дріжджів чи 
ссавців, і при додаванні флуоресцентно міче-
ного антигену клітини-носії позитивних клонів 
можна виділяти методом FACS (fluorescence-
activated cell sorting). Рибосомний дисплей 
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ґрунтується на використанні безклітинних сис-
тем експресії. Потрійні комплекси мРНК — ри-
босома — антитіло афінно відбирають на цільо-
вому антигені [22].

Можливість спрямованого відбору дозво-
ляє виділяти позитивні клони навіть у випад-
ку антигенів, до яких з тієї чи іншої причини 
складно отримати високий рівень гуморальної 
імунної відповіді. Крім того, спрямована се-
лекція in vitro уможливлює виділення антитіл 
з бібліотек неімунізованих донорів. Так, ми 
отримали scFv миші до дифтерійного токсину 
і з імунної, і з неімунної бібліотек. Вочевидь, 
лабораторні миші не могли природним чином 
проімунізуватися дифтерійним токсином, по-
при це, з неімунної бібліотеки шляхом селекції 
було виділено один специфічний клон з афін-
ністю близько 10(8) М. Отже, спрямована in 
vitro селекція дає змогу виділяти з бібліотек 
антитіла до антигенів, з якими донор міг ніко-
ли не контактувати. З іншого боку, з бібліотеки 
мишей, імунізованих рекомбінантним фраг-
ментом токсину, вдалося виділити цілу низку 
клонів з афінністю до 10(9) М. У цьому поля-
гає ще одна безсумнівна перевага спрямованої 
селекції: у разі роботи з бібліотеками попере-
дньо імунізованих донорів найбільш афінні та 
специфічні клони можна відібрати швидко і 
без значних зусиль [23—25].

Рекомбінантні антитіла 
у фундаментальних дослідженнях

На сьогодні в різних лабораторіях світу отри-
мано величезну кількість рекомбінантних ан-
титіл. Їх рутинна характеристика, як правило, 
включає визначення специфічності та секвену-
вання ДНК-послідовностей, а іноді й епітоп-
не картування і рентгеноструктурний аналіз. 
Отже, накопичуються величезні масиви даних, 
необхідні для передбачення просторової бу-
дови та антигенної специфічності антитіл за 
їх амінокислотною послідовністю. Хоча при 
отриманні рекомбінантних антитіл це і не є 
безпосереднім завданням, проте накопичення 
такої інформації робить вагомий внесок у до-
слідження властивостей імуноглобулінів. 

Достатньо великі бібліотеки рекомбінант-
них scFv особини певного виду можна також 
розглядати як модель репертуару антитіл, що 
формуються чи можуть сформуватися в про-
цесі розвитку гуморальної відповіді. Так, ми 
отримали неімунну бібліотеку scFv-антитіл 
людини, що містить близько мільярда різних 
клонів. З бібліотеки, зокрема, було виділено 
scFv-антитіла до нікотинового ацетилхоліново-
го рецептора (нАХР) α7-субтипу. Цей рецептор 
широко представлений в організмі як у нервовій 
системі, так і за її межами. Зміни рівня альфа7-
нАХР у головному мозку спостерігаються при 
шизофренії, хворобах Альцгеймера та Паркін-
сона. Відомо, що пацієнти з різними нейроде-
генеративними захворюваннями можуть мати 
аутоантитіла до α7-нАХР. Такі антитіла також 
містяться в сироватці крові багатьох здорових 
людей, але можуть бути фактором ризику на 
ранніх стадіях хвороби Альцгеймера [26]. Си-
роваткові антитіла є поліклональними, і їх до-
сить складно досліджувати. У разі рекомбінант-
них антитіл для кожного клону окремо можна 
встановити специфічність, афінність і власне 
нуклеотидну та амінокислотну послідовності. 
Виділені нами з бібліотеки здорових молодих 
донорів scFv до α7-нАХР, вірогідно, репрезен-
тують пул антитіл, що детектуються в сироват-
ці крові людей як специфічні до α7-нАХР. Було 
визначено, що такі антитіла мають невисоку, 
але достатню для специфічного зв’язування 
афінність — близько 10(7) М. Що ще цікавіше, 
усі виділені позитивні клони містили VH3-11 
генний сегмент, асоційований з деякими ауто-
імунними захворюваннями. Отримані дані під-
тверджують, що в репертуарі антитіл здорових 
людей можуть бути антитіла до α7-нАХР, які за 
певних умов здатні залучатися до аутоімунного 
процесу, що, вірогідно, спостерігається під час 
розвитку деяких нейродегенеративних захво-
рювань, пов’язаних з α7-нАХР.

Також з бібліотеки scFv-антитіл людини ми 
виділили антитіла, специфічні до антигенів 
збудника туберкульозу МРТ63 та МРТ83. Ві-
дібрані scFv, ймовірно, репрезентують репер-
туар антитіл, утворених унаслідок вакцинації 
живою вакциною БЦЖ. Оскільки провідну 
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роль у протитуберкульозній імунній відпові-
ді відіграє клітинна ланка імунітету, тривалий 
час саме вона була у фокусі досліджень. Разом 
з тим, останнім часом з’являється дедалі біль-
ше даних про те, що опосередкована антитіла-
ми імунна відповідь також є важливою під час 
розвитку туберкульозної інфекції. Більше того, 
хоча загалом вважають, що антитіла не забезпе-
чують захист організму від туберкульозу, в ро-
боті [27] було продемонстровано, що антитіла 
до мікобактеріального антигену α-кристаліну 
ефективні для пасивної протитуберкульозної 
імунізації. Обрані нами антигени МРТ63 та 
МРТ83, як показано в багатьох дослідженнях, 
зокрема й у наших [28—30], є високоімуноген-
ними та індукують утворення специфічних ан-
титіл. Ці білки розглядають також як перспек-
тивні антигени для створення субодиничних 
вакцин [31]. Нещодавно функції МРТ83 було 
з’ясовано [32], а функції МРТ63 залишаються 
невідомими. Отже, відібрані scFv-антитіла мо-
жуть виявитися дуже зручним зондом для по-
дальшого вивчення функцій МРТ63, а також 
для з’ясування ролі гуморальної відповіді до 
МРТ63 та МРТ83 у розвитку туберкульозної 
інфекції.

З бібліотеки scFv-антитіл людини було та-
кож виділено антитіла до рецепторзв’язу валь-
ної субодиниці дифтерійного токсину. У цьому 
випадку було одержано низку клонів з афін-
ністю до 10(8) М [33]. Оскільки донори, гене-
тичний матеріал яких використовували при 
створенні бібліотеки, отримували планові ще-
плення протидифтерійної вакцини, наявність 
високоафінних антитіл до дифтерійного ток-
сину є цілком передбачуваною і загалом узго-
джується з нашими попередніми дослідження-
ми протидифтерійного імунітету в популяції 
вакцинованих здорових донорів [34].

Рекомбінантні антитіла, як і гібридомні мо-
ноклональні, використовують у різних мето-
дах фундаментальних досліджень. Проте ре-
комбінантні технології відкривають додаткові 
можливості. Наприклад, невеликі за розміром 
та моновалентні scFv можна експресувати без-
посередньо в клітинах-мішенях, спостерігаю-
чи за відповідними ефектами на живих систе-

мах. Такі антитіла дістали назву «інтрабоді» і 
є ефективними молекулярними зондами для 
дослідження динамічних процесів у живих клі-
тинах. Також рекомбінантні антитіла можна 
об’єднувати з різноманітними мітками в єдиний 
білок на рівні ДНК, завдяки чому зникає потре-
ба в етапі хімічної кон’югації антитіла та мітки. 
Наприклад, одне з отриманих нами scFv до α7-
нАХР було об’єднано на рівні ДНК з червоним 
флуоресцентним білком mCherry. Отриманий 
ф’южн-білок дозволяє виявляти α7-нАХР на 
досліджуваних клітинах, як це продемонстро-
вано на прикладі лінії РС12 (рис. 3).

Рекомбінантні антитіла для 
розроблення терапевтичних препаратів

Природні антитіла забезпечують захист орга-
нізму, виконуючи роль своєрідних міток для 
елементів неспецифічного імунітету (зокре-

Рис. 3. Детекція α7-нікотинового ацетилхолінового ре-
цептора на поверхні клітин лінії PC12 scFv-антитілами 
1E, об’єднаними з червоним флуоресцентним білком 
mCherry
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ма, макрофагів, нормальних кілерів, системи 
комплементу) або безпосередньо перешкоджа-
ючи зв’язуванню токсинів, вірусів чи мікроор-
ганізмів із рецепторами їх клітин-мішеней. Та-
кож можна отримати антитіла, здатні блокува-
ти взаємодію між регуляторними молекулами. 
За допомогою таких антитіл стає можливим 
корегувати різноманітні патологічні стани, що 
використовують у лікуванні низки захворю-
вань, зокрема онкологічних та аутоімунних. 
З того часу як було розроблено гібридомну 
технологію, в усьому світі отримано величезну 
кількість унікальних за своїми ефектами моно-
клональних антитіл миші, однак, оскільки такі 
антитіла є чужорідними для людини, це суттє-
во обмежувало можливості їх використання з 
терапевтичними цілями.

Перші терапевтичні препарати на основі 
антитіл з’явилися в середині 1980-х років. Це 
були гібридомні мишачі антитіла, в яких для 
зменшення імуногенності константні домени 
миші замінювали на людські з отриманням 
так званих химерних антитіл. У 1990-х роках 
розроблено кілька препаратів на основі гума-
нізованих антитіл, у яких залишаються лише 
мишачі гіперваріабельні регіони, а константні 
домени та каркасні ділянки варіабельних замі-
нюють на людські. Зрештою, у 2002 р. на ринку 
з’являється перший препарат повністю люд-

ських антитіл — Humira. Це антитіла до фак-
тора некрозу пухлин альфа, що використову-
ють для лікування низки аутоімунних хвороб. 
Їх було отримано з бібліотеки рекомбінантних 
фрагментів антитіл людини, після чого моди-
фіковано у повнорозмірну форму [35]. 

Нині кількість дозволених для використан-
ня препаратів терапевтичних антитіл набли-
жається до 40, і щороку на ринку з’являються 
нові продукти. Деякі з них отримано з бібліо-
тек рекомбінантних антитіл, деякі — це гумані-
зовані гібридомні, однак у будь-якому випадку 
такі препарати є продуктом рекомбінантних 
технологій. Отже, саме прогрес у технології ре-
комбінантних антитіл став передумовою для 
розвитку біотехнології терапевтичних препа-
ратів на основі антитіл. Крім того, є низка пер-
спективних розробок. Зокрема, одразу кілька 
великих корпорацій розробляють зараз техно-
логії отримання антитіл людини у транс генних 
мишах. Поки що як основне завдання таких 
робіт розглядають отримання мишачих гібри-
дом, що синтезуватимуть повнорозмірні моно-
клональні антитіла людини [36].

Рекомбінантні scFv виявилися також най-
зручнішим форматом антитіл для конструюван-
ня імуноліпосом. Ліпосоми є ефективними тран-
спортувальними векторами для доставки проти-
пухлинних агентів, які вже тривалий час вико-
ристовують у терапії онкологічних захворювань. 
Імуноліпосоми — наступний етап розвитку тех-
нології. Вони несуть на своїй поверхні антитіла, 
специфічні до певної мішені на поверхні пухлин-
них клітин, завдяки чому імуноліпосоми краще 
поглинаються клітинами-мішенями, забезпечу-
ючи ефективнішу доставку протипухлинного 
препарату. Оскільки scFv не мають константних 
доменів, але володіють антигензв’язувальними 
властивостями, їх широко застосовують для роз-
роблення імуноліпосом [37]. 

Зокрема, ми отримали scFv до фактору 
HB-EGF [38], що міститься на поверхні клі-
тин багатьох видів пухлин, і використали для 
створення імуноліпосом. Як видно з рис. 4, у 
цитотоксичному тесті на клітинах лінії епідер-
моїдної карциноми А431 LD50 для HB-EGF-
специфічних імуноліпосом загибель клітин є 

Рис. 4. Загибель клітин лінії А431 під дією наванта-
жених доксорубіцином контрольних ліпосом та HB-
EGF-специфічних імуноліпосом: 1 — імуноліпосоми; 
2 — контрольні ліпосоми
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приблизно у 8 разів нижчою, ніж для звичай-
них ліпосом, також навантажених доксорубі-
цином. Отже, доза препарату, необхідна для 
знищення пухлинних клітин, зменшується, що 
є вкрай важливим, адже протипухлинні препа-
рати токсичні не лише для пухлинних, а й для 
нормальних клітин. 

Сьогодні також активно розробляють імуно-
токсини на основі рекомбінантних антитіл. Пре-
парати такого типу — це антитіла, специфічні 
до певного маркера клітин-мішеней, об’єднані з 
токсичною молекулою. У випадку рекомбінант-
них антитіл таке об’єднання можна здійснювати 
безпосередньо на рівні ДНК, синтезуючи іму-
нотоксин як єдиний білок, що містить у своєму 
складі і антитіло, і токсин. Це дозволяє уник-
нути додаткових етапів хімічної кон’югації, що 
здешевлює процедуру та гарантує збереження 
функціональних властивостей обох компонент. 
Зараз імунотоксини розглядають як перспек-
тивні препарати для лікування не лише онколо-
гічних, а й аутоімунних захворювань.

Перспективи використання 
рекомбінантних антитіл для 
розроблення діагностикумів 

Розроблення діагностичних тест-систем є тра-
диційною і комерціалізованою сферою вико-
ристання моноклональних гібридомних анти-
тіл. Проте запропоновано кілька дуже перспек-
тивних розробок на основі рекомбінантних 
антитіл, які, можливо, з часом знайдуть вико-
ристання на практиці. Зокрема, рекомбінантні 
антитіла можуть бути злитими на рівні ДНК із 
PS-тегом — полістеринзв’язувальним пепти-
дом. Він забезпечує ефективну іммобілізацію 
антитіл на твердій фазі, за якої антиген-
зв’язувальні сайти залишаються доступними, 
що підвищує чутливість аналізу [39].

Для спрощення детекції запропоновано 
також різноманітні ф’южини антитіл з мітка-
ми. Поширеним підходом є отримання scFv, 
злитих з бактеріальною лужною фосфатазою 
[40]. Такі молекули містять одночасно і фраг-
мент антитіла, і фермент, який каталізує реак-
цію, внаслідок чого візуалізуються результати 
аналізу і стає можливим виявлення антигену 
в прямому імуноферментному аналізі. Ре-
комбінантні антитіла також можна об’єднати 
зі стрептавідинзв’язувальним білком, що дає 
змогу використовувати для детекції комерцій-
но доступний кон’югат стрептавідину з перок-
сидазою [41]. Одержано й scFv, злиті зі стреп-
тавідином. У цьому разі для детекції застосо-
вано біотинільовану пероксидазу [42].

Уже згадувані ф’южини антитіл із флуорес-
центними білками можна використовувати 
для прямої детекції у флуоресцентному аналі-
зі. Варто згадати також scFv, об’єднані в різних 
комбінаціях із константними доменами [43], та 
гібриди зі стафілококовим білком А [44]. При 
цьому для детекції можна застосовувати ко-
мерційно доступні мічені антитіла, специфічні 
до Fс-фрагментів.

Перші рекомбінантні антитіла було отрима-
но близько 35 років тому. З того часу рекомбі-
нантні технології нерозривно вплелися у біо-
технологію антитіл. З кожним роком інтерес 
до цього напряму лише зростає, з’являються 
нові перспективні розробки, і, ймовірно, в по-
дальшому сфери застосування рекомбінантних 
антитіл розширятимуться, а їх використання 
відкриватиме нові можливості у фундамен-
тальній біології та біомедицині.

Доповідач висловлює щиру подяку всім співав-
торам робіт, на основі яких підготовлено пові-
домлення, особливо С.В. Комісаренку, Д.В. Ко-
либі, А.А. Кабернюку, А.Ю. Лабинцеву.
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РЕКОМБИНАНТНЫЕ АНТИТЕЛА ДЛЯ ФУНДАМЕНТАЛЬНЫХ 
И ПРИКЛАДНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ

Технология рекомбинантных антител является перспективным подходом для получения новых диагностических 
и терапевтических реагентов. Рекомбинантные антитела могут применяться для создания систем направленной 
доставки лекарственных препаратов, иммунотоксинов, как интрабоди. Они также могут быть объединены на 
уровне ДНК с разнообразными маркерными молекулами, такими как флуоресцентные белки или ферменты, для 
одностадийной иммунодетекции антигенов. В сообщении рассмотрены основные свойства рекомбинантных ан-
тител, а также современные разработки для их практического применения. 
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RECOMBINANT ANTIBODIES FOR FUNDAMENTAL AND APPLIED RESEARCH

Recombinant antibody technology is a powerful approach for generation new diagnostic and therapeutic reagents. 
Recombinant antibodies could be applied in the construction of drug delivery systems, immunotoxins, as intrabodies. 
They also could be genetically fused to the different marker molecules, such as fluorescent proteins or enzymes for one-
step immunodetection of antigens. This paper provides an overview of the properties and current studies on the application 
of recombinant antibodies. 
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