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Цели и задачи

Цель: гуманизировать мышиное моноклональное антитело VI24 с использованием
биоинформатических методов

Задачи:

1. Провести биоинформатический анализ генов, кодирующих вариабельные домены
легкой и тяжелой цепей моноклонального антитела VI24.

2. Провести поиск и сравнительный анализ легкой и тяжелой цепей антител человека,
наиболее гомологичных VI24.

3. Выявить ключевые аминокислотные остатки, определяющие видовую специфичность
легкой и тяжелой цепей антитела и внести аминокислотные замены в ген VI24.

4. Разработать дизайн искусственных генов, кодирующих VI24 и гуманизированный
вариант VI24.

5. Экспериментально сравнить уровни нейтрализации вируса везикулярного стоматита
антителом VI24 и его гуманизированным аналогом.
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4Анализ генов, кодирующих 

вариабельные домены VI24



5Анализ генов, кодирующих 

вариабельные домены VI24



Поиск генов зародышевой линии, 

кодирующих антитела человека
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Поиск генов зародышевой линии, 

кодирующих антитела человека
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8Внесение аминокислотных замен
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scFv VI24 до оптимизации

Гуманизированный scFv Vi24 до 
оптимизации

scFv VI24 после оптимизации

Гуманизированный scFv Vi24 после 
оптимизации

Оптимизация для экспрессии в E.coli



10Экспериментальное определение 

уровня нейтрализации

• Синтез искусственных генов, кодирующих VI24 и его 

гуманизированный аналог

• Клонирование искусственных генов в векторную 

систему pET32a

• Получение клеточной культуры E.сoli для наработки 

рекомбинантных белков 

• Очистка белков методом аффинной хроматографии 

• Проведение реакции вирус-нейтрализации 

псевдотипированного вируса везикулярного стоматита 

rVSV-ΔG_mNeonGreen с полученными антителами



Выводы

 В ходе биоинформатического анализа аминокислотных последовательностей

вариабельных доменов моноклонального антитела VI24, установлено, что, в

сравнении с антителами зародышевой линии, вариабельный домен легкой цепи

не содержит мутаций, а вариабельный домен тяжелой цепи содержит 4 мутации

локализованные как в гипервариабельных, так и в каркасных областях.

 Установлено, что аминокислотные последовательности генов IGKV4-1*01 и IGHV3-

48*01 зародышевой линии человека демонстрируют наибольшую гомологию

вариабельным доменам антитела VI24. Уровень гомологии IGKV4-1*01 составляет

86%, имеет 12 аминокислотных замен в каркасной области. Уровень гомологии
IGHV3-48*01 составляет 82% с 16 аминокислотными заменами в каркасной

области.
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Выводы

 Проведена гуманизация моноклонального антитела VI24 путем внесения 28

аминокислотных замен из последовательностей генов зародышевой линий

человека IGKV4-1*01 и IGHV3-48*01.

 Проведен дизайн двух искусственных генов, кодирующих одноцепочечный
фрагмент антитела VI24 и гуманизированный вариант scFv VI24 с

оптимизированным кодонным составом.

 В ходе молекулярно-биологического эксперимента получены рекомбинантные 

белки, которые показали отсутствие нейтрализующих свойств при реакции вирус-

нейтрализации с вирусом везикулярного стоматита. 
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