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Введение. Накоплен большой массив данных, 
которые указывают на то, что комплемент явля-
ется потенциальной терапевтической мишенью 
при остром инсульте и других повреждениях 
мозга [1–2]. Эти данные были получены в экс-
периментах in vitro на культивируемых линиях 
клеток, а также на различных эксперименталь-
ных моделях ишемического и геморрагического 
инсульта у грызунов. Имеются положительные 
данные по блокированию комплемента после 
инсульта у людей [3]. При этом блокирование 

компонента С3 – центрального в цепи актива-
ции всех трех путей является перспективным 
стратегическим направлением [4].

Целью настоящей работы являлось получение 
высокоаффинных моноклональных антител, 
блокирующих активацию комплемента крысы 
по альтернативному пути за счет специфической 
нейтрализации С3 компонента, и их последую-
щее использование в качестве протективного 
средства на модели закрытой черепно-мозговой 
травмы (ЗЧМТ).

Материалы и методы. Для достижения по-
ставленной цели из плазмы крови эксперимен-
тальных животных был выделен и очищен С3 
компонент комплемента крысы для получения 
антител и скрининга гибридом. Процесс выде-
ления и очистки включал осаждение ПЭГ 6000 
и последовательную хроматографию низкого 
давления с применением сорбентов monoQ, 
Capto G и Superdex G200. Для получения моно-
клональных антител использовали методы ги-
бридомной технологии. Иммунизацию живот-
ных осуществляли измельченными гранулами 
Сефадекса G-50 с иммобилизованным на них 
С3 компонентом комплемента крысы. Для 
скрининга и характеристики антител исполь-
зовали варианты иммуноферментного анализа, 
иммуноблоттинг и тест гемолиза эритроцитов 
кролика в условиях АПК.
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Краткие сообщения642

Для моделирования закрытой черепно-моз-
го вой травмы у экспериментальных животных 
была применена модель свободно падающего 
груза. Для нанесения повреждения животно-
му над теменной областью черепа слева была 
установлена металлическая трубка. Трубка на-
правляла падение груза, представляющего со-
бой свинцовый шар. В результате падения груза, 
крыса получала повреждение головного мозга, 
сравнимое с ЗЧМТ у человека.

Состояние экспериментальных животных 
до и после нанесения повреждения оценивали 
в тесте условного рефлекса пассивного избега-
ния (УРПИ) с использованием аппаратно-про-
грам много комплекса «Шелтер» (ООО «Нейро-
ботикс», Россия). Метод осуществляли в 3 этапа: 
предварительный отбор животных, проводящих 
в светлой камере не более 40 из 120 сек наблю-
дения, процедура выработки УРПИ, оценка 
сохранности приобретенного УРПИ на фоне 
введения тестируемого препарата в сроки, уста-
новленные условиями эксперимента. Для оцен-
ки сохранности УРПИ животное помещали 
в светлый отсек камеры и в течение 180 сек реги-
стрировали его поведение. Животное, зашедшее 
в темный отсек, считалось необученным или 
забывшим факт электроболевого раздражения, 
животное, не зашедшее в темный отсек, счита-
лось обученным. Для каждой эксперименталь-
ной группы фиксировали количество обученных 
и необученных животных.

Для проведения гистологического и пато-
морфологического исследования через сутки 
после нанесения ЗЧМТ крыс подвергали эвта-
назии, головной мозг извлекали из полости че-
репа, рассчитывали его массовый коэффициент 
относительно массы тела животного и готовили 
препараты различных участков мозга и гиппо-
кампа путем фиксации в 10% растворе формали-
на. Готовые препараты после соответствующей 
обработки изучали, используя световой микро-
скоп DMLB (Leica Microsystems AG, Германия). 
Микрофотографии срезов получали с помощью 
цифровой камеры DC300 (Leica Microsystems 
A.G, Германия). На гистологических препара-
тах мозга исследовали степень травматического 
повреждения путем анализа выраженности кро-
воизлияний, отека и других признаков ЗЧМТ, 
оценивали соотношения живых и погибших 
нейронов в областях гиппокампа CA1 и CA3.

Результаты. Методом гибридомной техноло-
гии получены моноклональные антитела к С3 
компоненту комплемента крысы, обладающие 

высокой аффинностью и способностью нейтра-
лизовать активацию комплемента, показанную 
в гемолитическом тесте.

Анализ состояния когнитивных функций 
экспериментальных животных в методике оцен-
ки сохранности УРПИ выявил, что введение 
крысам антител к С3 компоненту комплемента 
вызывает четкую тенденцию к сохранению па-
мятного следа у животных, перенесших ЗЧМТ.

Результаты гистологического и патоморфо-
логического исследования показали, что у жи-
вотных, не получавших ЗЧМТ, не выявляются 
признаки отека оболочек и вещества головно-
го мозга, кровоизлияния, полнокровия сосу-
дов и лейкоцитарной инфильтрации. У живот-
ных контрольной группы, получивших ЗЧМТ, 
но не получивших лечение, наблюдали типич-
ные признаки ЗЧМТ: периваскулярные крово-
излияния и инфильтрацию лейкоцитами, вазо-
спазм, отек, полнокровие сосудов. У животных 
опытных групп, получавших препарат в дозах 
125 и 250 мг/кг, было выявлено лишь неболь-
шое полнокровие сосудов и очаги отека ткани. 
Помимо этого в ряде случаев у животных кон-
трольной группы наблюдали очаговые кровоиз-
лияния в толще мозговых оболочек; в опытных 
группах состояние мозговых оболочек было 
нормальным.

Исследование гистологических препаратов 
также показало, что у контрольных животных 
с ЗЧМТ в специфических областях мозга наблю-
даются полиморфные изменения ядер (гипох-
ромия и гиперхромия) нейронов, увеличение 
количества клеток-«теней». То есть наблюдают-
ся все стадии апоптоза нервных клеток. У жи-
вотных опытных групп, получавших препарат 
в экспериментальных дозах, патологические 
изменения значительно менее выражены.

Обсуждение/выводы. На основании резуль-
татов, полученных в ходе исследования, можно 
утверждать, что введение антител к С3 компонен-
ту комплемента экспериментальным животным 
с ЗЧМТ приводило к выраженному положитель-
ному эффекту, проявлявшемуся в сохранении 
когнитивных функций животных, а также в улуч-
шении гистологической картины мозговой тка-
ни животных.

Исследование выполнено в рамках госу-
дарственного контракта № 14.N08.11.0121 
от 30.09.2016 г. с Минобрнауки РФ по теме: 
«Доклинические исследования лекарственного 
средства на основе рекомбинантного гуманизи-
рованного антитела к С3 компоненту компле-
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мента человека для лечения травматического 
повреждения головного мозга».
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High affi  nity monoclonal antibodies against the complement component C3 that can inhibit rat com-
plement alternative activation were generated. The antibody eff ectiveness was assessed in animal model of 
traumatic brain injury (TBI) by evaluating conditioned passive avoidance refl ex and by histologic studying 
brain tissue specimens. It was demonstrated that application of complement-neutralizing antibodies in rats 
subjected to TBI resulted in preservation of animal cognitive functions and an improvement of brain tissue 
histology.
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