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Бактерии и их производные могут активи-
ровать комплемент тремя известными путями: 
классическим, лектиновым и альтернативным. 
Во всех случаях в результате активации проис-
ходит образование анафилотоксинов С3а, С4а 
и С5а. В норме собственные клетки организма 
хозяина защищены от активирующего действия 
комплемента регуляторными белками. Однако 
в патогенезе воспалительных заболеваний про-
дукты активации комплемента являются одними 
из основных провоспалительных агентов. На-
копление анафилотоксинов, в особенности С5а, 
сопровождается эскалацией воспаления и часто 
приводит к тяжелому течению болезни [1, 2].

Объектом настоящего исследования являет-
ся нейтрализующее антитело к анафилотокси-
ну С5а, поскольку нейтрализация или удаление 
избытка этого анафилотоксина положительно 
влияет на исход тяжелых воспалительных забо-
леваний, включая ССВО и сепсис [3].

Специфическая экстракорпоральная гемо-
коррекция является оптимальным и современ-
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ным методом удаления патогенетических аген-
тов, поэтому целью настоящей работы стало 
получение рекомбинантных химерных антител 
к С5а анафилотоксину комплемента человека 
с экспрессией в клетках НЕК293 для дальней-
шего создания иммуносорбента, допустимого 
к применению в клинической медицине.

Для определения нуклеотидной и аминокис-
лотной последовательности антитела к С5а, по-
лученного в клетках мышиной гибридомы, было 
выполнено выделение тотальной РНК соответ-
ствующей гибридомы и получение на ее основе 
кДНК. Далее методом ПЦР с использованием 
набора вырожденных праймеров амплифициро-
вали фрагменты кДНК, кодирующие вариабель-
ные участки тяжелой и легкой цепи иммуногло-
булинов. Полученные ПЦР-продукты очищали 
и секвенировали по методу Сэнгера. Cтруктурно-
функциональный анализ полученных последо-
вательностей, который проводили с помощью 
онлайн сервисов IMGT/V-QUEST и IgBLAST, 
показал, что все ПЦР-продукты соответствовали 
одной тяжелой цепи, одной легкой каппа цепи 
мышиного иммуноглобулина и 1 аберрантной 
легкой цепи из миеломы Sp2/0.

Для получения химерных генов была про-
ведена амплификация сигнальной последова-
тельности, последовательностей генов IGHG1 
и IGKC, кодирующих константные области 
тяжелой и легкой цепи иммуноглобулина че-
ловека, и последовательностей вариабельных 
доменов тяжелой и легкой цепи кандидатного 
мышиного иммуноглобулина. В качестве ма-
трицы для амплификации сигнального пепти-
да и константных доменов были использованы 
плазмиды с химерными антителами к другому 
антигену, разработанные нами ранее. Дизайн 
праймеров для амплификации данных фраг-
ментов был осуществлен таким образом, чтобы 
полученные ПЦР-продукты частично перекры-
вались между собой. Далее была произведена 
сборка соответствующих фрагментов, имею-
щих частичное перекрытие, методом ПЦР. По-
лученные последовательности химерных генов 
тяжелой и легкой цепи были лигированы в не-
экспрессионный вектор pJET и клонированы 
в E.coli. Далее была произведена селекция кло-
нов с нужной последовательностью c помощью 
ПЦР и секвенирования. Затем химерные гены 
были переклонированы по сайтам рестрикции 

NheI и NotI в экспрессионный плазмидный век-
тор pOptiVec. После селекции клонов плазмид-
ная ДНК была наработана в E.coli и выделена c 
высокой степенью очистки для трансфекции. 
Результирующие векторы были обозначены 
pOptiVec/C5a2H и pOptiVec/C5a2L.

Векторы pOptiVec/C5a2H и pOptiVec/C5a2L 
были использованы для временной экспрес-
сии в клетках линии НЕК293 (эмбриональные 
клетки почки человека). Трансфекция клеток 
НЕК293 проводилась с помощью липофиль-
ного реагента по инструкции производителя. 
Трансфицированные клетки культивировали 
в течение 5 суток в СО2-инкубаторе при 5% СО2, 
37 °C. Затем отбирали культуральную жидкость, 
в которой определяли концентрацию антител 
к С5а анафилотоксину человека с помощью им-
муноферментного анализа с моноклональными 
мышиными антителами против IgG1 человека. 
Из культуральной жидкости выделяли анти-
тела с помощью аффинной хроматографии на 
белке А. После определения видоспецифично-
сти антител методом ИФА, установили степень 
связывания химерного антитела с белком С5а. 
С помощью поверхностного плазмонного резо-
нанса с использованием антител к IgG человека, 
иммобилизованных в проточной ячейке прибо-
ра, были получены следующие характеристики 
связывания антитела с белком С5а человека:

- константа ассоциации Кa = 2.245×108 1/Ms;
- константа диссоциации Кd = 0.01342 1/s;
-  равновесная константа диссоциации KD = 

5.976×10–11 М.
Полученные результаты свидетельствуют 

о том, что экспериментальные образцы реком-
бинантных химерных антител к С5а компоненту 
комплемента могут быть использованы для соз-
дания специфичного гемосорбента или в каче-
стве средства лечения заболеваний, связанных 
с гиперактивацией комплемента.
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Monoclonal mouse antibodies were raised against the human C5a anaphylatoxin. In these antibodies, 
the light- and heavy-chain constant regions were replaced by human IgG constant regions to produce 
chimeric mouse–human antibodies.
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