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Единственным способом предотвращения раз-
вития бешенства у людей и уменьшения летальности 
заболевания, составляющей 100%, на сегодняшний 
день является пре- и постэкспозиционная профи-
лактика [1]. Она осуществляется с помощью лоша-
диных поликлональных (ERIG, Equine Rabies Im-
munoglobulin) или человеческих (HRIG, Human 
Rabies Immunoglobulin) сывороток, а также с по-
мощью вакцинации. Метод в целом эффективен, 
но такие недостатки поликлональных антирабиче-
ских иммуноглобулинов, как вариабельность пре-
парата от партии к партии, иммуногенность (при 
использовании ERIG), опасность передачи инфек-
ционных заболеваний, дороговизна и ограниченная 
распространённость, приводят к необходимости 
разработки новых, более доступных и безопасных 
препаратов, которыми могут стать гуманизирован-
ные или полностью человеческие моноклональные 
антитела (мАТ), специфически связывающиеся 
с гликопротеином вируса бешенства (RABVG) и ней-
трализующие тем самым сам вирус.

Целью настоящего исследования явилось полу-
чение человеческого нейтрализующего мАТ против 

RABVG, изучение его иммунохимических свойств 
и вируснейтрализующей активности с помощью 
флуоресцентного вируснейтрализующего теста 
(FAVN).

На первом этапе были выполнены работы по по-
лучению гетерогибридом на основе человеческих 
В-лимфоцитов, продуцирующих антитела к RABVG. 
Для этого из периферической крови донора, имму-
низированного вакциной Рабипур® (“Chiron Behring 
Vaccines Private, Ltd.”, Индия), мы выделили с ис-
пользованием наборов RosetteSep™ (“StemCell Tech-
nologies, Inc.”, США) следующие клеточные субпо-
пуляции: моноциты, В- и Т-лимфоциты CD4+, —  
согласно инструкции производителя.

Из 1,1 млн моноцитов в результате инкубации 
в среде Dendritic Cell Medium (DC) (“CellGenix 
GmbH”, Германия) с добавлением 500 ед./мл интер-
лейкина 4 (ИЛ-4) и 800 ед./мл гранулоцитарно-ма-
крофагального колониестимулирующего фактора 
мы сначала получили незрелые дендритные клетки. 
Далее после инкубации с рекомбинантным RABVG 
(“MyBioSource”, США) в концентрации 5 мкг/мл —  
зрелые дендритные клетки, нагруженные RABVG.

Выделенные на предыдущем этапе В-лимфоциты 
сначала выращивали в течение 8 ч при 37 °C в атмо-
сфере, содержащей 5% СО2, вместе с антигеном 
RABVG (5 мкг/мл). Затем B-клетки стимулировали 
in vitro в присутствии полученных ранее Т-лимфо-
цитов CD4+, зрелых дендритных клеток и цитоки-
нов: ИЛ-2 (20 ед./мл), ИЛ-4 (500 ед./мл), ИЛ-6 
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(1800 ед./мл), ИЛ-10 (2 ед./мл). Через 5 сут культи-
вирования к клеткам добавляли митоген лаконоса 
Phytolacca americana (“Sigma-Aldrich”, США, 
4 мкг/мл). Ещё через 3 сут клетки осаждали центри-
фугированием при 1000 g в течение 10 мин. Супер-
натанты тестировали методом иммуноферментного 
анализа (ИФА) с рекомбинантным RABVG для вы-
явления антител, специфически взаимодействующих 
с антигенными детерминантами. Соответствующие 
В-лимфоциты использовали для слияния с гетеро-
гибридомой человек–мышь с целью получения ге-
терогибридом, продуцирующих мАТ против RABVG. 
Соматическую гибридизацию иммунных В-лимфо-
цитов человека с клетками миеломы осуществляли 
по стандартной методике [2] с использованием ПЭГ 
4000 и селекции клонов на среде ГАТ.

Для отбора гибридомных клонов, продуцирую-
щих человеческие антитела против RABVG, исполь-
зовали сэндвич-метод ИФА по схеме анти-IgG1 
антитело (Всероссийский научный центр молеку-
лярной диагностики и лечения, ВНЦМДЛ)–супер-
натант–Рабипур–мАТ 1С5-HRP [3]. Далее клетки 
клонировали методом предельных разведений, в ре-
зультате чего был отобран стабильный клон RabD4.

Для дальнейшей характеристики мАТ RabD4 по-
лучили в рекомбинантном виде. Для этого из клеток 
гетерогибридомы RabD4 выделили суммарную РНК 
и получили кДНК, на матрице которой с помощью 
генспецифических праймеров амплифицировали 
нуклеотидные последовательности, кодирующие 
вариабельные домены лёгкой и тяжёлой цепей мАТ 
RabD4.

Целевое рекомбинантное человеческое мАТ 
RabD4 получили в результате транзиентной экспрес-
сии в клетках китайского хомячка (CHO) с исполь-
зованием плазмид на основе вектора pcDNA 3.4, 
кодирующих лёгкую и тяжёлую цепи мАТ RabD4. 
Целевой белок был очищен с помощью аффинной 
хроматографии на протеин A-сефарозе (рис. 1 и 2).

Функциональную активность мАТ RabD4 под-
твердили с помощью непрямого ИФА с использо-
ванием в качестве антигена нативного RABVG, ко-
торый сорбировали на планшет в концентрации 
10 мкг/мл, и антивидовых поликлональных антител 
(ВНЦМДЛ) против человеческого иммуноглобу-
лина, конъюгированных с пероксидазой хрена 
(рис. 3). В качестве положительных контролей ис-
пользовали два известных мАТ к RABVG с подтвер-
ждённой нейтрализующей активностью —  CR57 
и CR4098, разработанные компанией “Crucell” (Ни-
дерланды) и взаимодействующие с антигенными 
сайтами RABVG I и III соответственно [4]. Ранее [3] 

эти контрольные антитела были экспрессированы 
нами в клетках CHO. Из полученных в настоящей 
работе данных следует, что мАТ RabD4 обладает 
высоким сродством к RABVG.

Способность мАТ RabD4 взаимодействовать 
с RABVG исследовали также методом иммуноблот-
тинга. Белки, разделённые в 12%-м SDS–ПААГ [5], 
переносили на нитроцеллюлозную мембрану с диа-
метром пор 0,45 мкм (“ADVANTEC”, Дания). Ан-
титело в концентрации 10 мкг/мл инкубировали 
с RABVG в течение 1 ч. Для детекции связывания 
антител с антигеном использовали пероксидазный 
конъюгат антивидовых поликлональных антител 
против IgG человека (рис. 4).
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Рис. 1. Электрофореграмма человеческого мАТ RabD4 
в 10% SDS-ПААГ в восстанавливающих (1) и невос-
станавливающих (2) условиях. Здесь и на рис. 4 М — 
маркёры молекулярной массы, кДа.
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Рис. 2. Аналитическая гель-фильтрационная хрома-
тография мАТ RabD4 на колонке Superdex 200-10/300-
GL, очищенного на протеин A-сефарозе.
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Вируснейтрализующую активность рекомбинант-
ного мАТ RabD4 исследовали в тесте FAVN с ис-
пользованием культурального штамма вируса бе-
шенства CVS-11 при сравнении с двумя междуна-
родными стандартами ВОЗ антирабического имму-
ноглобулина —  Second International Standard for 
Rabies Immunoglobulin, Copenhagen, Denmark 
(30 МЕ/мл) и European Pharmacopoeia Reference 
Standard Human rabies immunoglobulin BPR, Strasburg 
(91 МЕ/мл) —  и рассчитывали в МЕ/мг. Результаты 
теста FAVN показали, что мАТ RabD4 обладает ви-

руснейтрализующей активностью, сопоставимой 
с контрольными антителам (табл. 1).

Таким образом, стимуляция in vitro человеческих 
периферических B-лимфоцитов с последующей 
иммортализацей отобранных клонов путём созда-
ния гетерогибридом позволила выделить высо-
коспецифичное мАТ RabD4 против RABVG. Чело-
веческая природа RabD4, обусловливающая низкую 
иммуногенность при введении людям, является 
важным фактором при создании на его основе пре-
парата для профилактики бешенства у людей. В ре-
зультате экспрессии рекомбинантного мАТ RabD4 
в клетках CHO мы получили функционально ак-
тивное полноразмерное антитело, обладающее 
вируснейтрализующей активностью, сопостави- 
мой с активностью референсных антител CR57 
и CR4098.
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Рис. 3. Непрямой ИФА связывания с нативным 
RABVG человеческого мАТ RabD4 (1), мАТ CR57 (2), 
мАТ CR4098 (3). На графике приведены средние зна-
чения и стандартные отклонения оптической плот-
ности, измеренной при 450 нм, n = 3.
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Рис. 4. Вестерн-блот-анализ связывания человече-
ского мАТ RabD4 с нативным RABVG. 1 —  RABVG, 
2 —  мАТ RabD4, 3 —  отрицательный контроль.

Таблица 1. Значения антирабической активности образцов 
антител

Образец
Антирабическая активность, 

МЕ/мг

мАТ RabD4 829,8

мАТ CR57 246,8

мАТ CR4098 788,1
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We generated a novel human neutralizing human mAb RabD4 against rabies virus glycoprotein using in vitro 
stimulation human peripheral B cells produced from immunized donor. It was revealed that the human mAb 
RabD4 demonstrated high antigen-binding activity and virus-neutralizing activity in the FAVN test with the 
CVS-11 rabies virus.

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