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До масового впровадження вакцинації
періодичні спалахи захворюваності на диф�
терію мали епідемічний характер і відзнача�
лись високою смертністю. Відомо про великі
епідемії дифтерії в Іспанії на початку XVII ст.,
у Новій Англії в 1730�ті рр., у Західній
Європі впродовж 1850–1890 рр. [1]. Проте
й на початку ХХ ст. дифтерія все ще лиша�
лась надзвичайно тяжкою хворобою: протя�
гом 20�х рр. захворюваність на дифтерію
у США та Канаді становила близько 150 ви�
падків на 100 000 населення, а в Західній
Європі під час ІІ Світової війни кількість
хворих на 100 000 населення складала 212
у Німеччині, 760 — у Норвегії та 622 —
у Голландії [2]. Хворіли на дифтерію не лише
люди з низьким рівнем життя. Відомо, на�
приклад, що від цієї хвороби померли дочка
та онуки англійської королеви Вікторії [3],
а у двох американських президентів, Глове�
ра Клівленда та Абрахама Лінкольна, — діти [4].

Упровадження масової імунізації дифте�
рійним анатоксином дозволило різко скоро�

тити захворюваність на дифтерію [1], що да�
вало підстави вірити у перемогу над цією
хворобою. Однак навіть в умовах масової
вакцинації періодично спостерігалися не�
значні спалахи дифтерії. Обмежені осередки
виникали у країнах з неоднаковим рівнем
економічного розвитку й на різних конти�
нентах, зокрема у Китаї, Еквадорі, Судані,
Лесото, Ємені, США, Швеції [2]. У 90�х рр.
на території колишнього СРСР спалахнула
епідемія, яка показала, що дифтерія, як і ра�
ніше, залишається однією з найнебезпечні�
ших інфекційних хвороб. Під час цієї епіде�
мії в регіоні було зафіксовано близько
150 000 випадків захворювання, майже
5 000 з яких закінчились летально [4],
хвороба набула поширення на величезній
території [5]. Епідемія 90�х рр. засвідчила,
що знання про епідеміологію дифтерії є не�
повними [6], а чинники, які зумовлюють
періодичні спалахи дифтерії, залишаються
не зрозумілими [1, 5, 7]. Під час епідемії 
90�х рр. ХХ ст. Україна перебувала
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Дифтерійний токсин відіграє провідну роль у розвитку дифтерійної інфекції, тому антитіла проти токсину
активно використовують при діагностиці та лікуванні дифтерії. Нами раніше із наївної та імунної бібліотек
імуноглобулінових генів миші було відібрано ряд scFv�антитіл проти субодиниці В дифтерійного токсину.
Метою цієї роботи було охарактеризувати ряд важливих властивостей отриманих scFv.

Рестриктним аналізом підтверджено, що scFv�антитіла, відібрані після одного раунду селекції з імунної
бібліотеки, відрізняються один від одного, тобто усі відібрані послідовності є унікальними. Було підтверджено,
що scFv�антитіла, виділені з імунної бібліотеки, є специфічними саме до послідовності фрагмента В дифтерійно�
го токсину. Вестерн�блот�аналіз клонів, отриманих після субклонування ДНК�послідовностей scFv у векторі
рЕТA22b, показав, що цільовий протеїн експресується переважно в нерозчинній формі. Одержані результати
підтвердили, що було відібрано ряд клонів�продуцентів гетерогенних scFv, специфічних до послідовності диф�
терійного токсину, які надалі можуть бути використані для розроблення діагностичних та терапевтичних проти�
дифтерійних препаратів нового покоління.
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в епіцентрі подій, за цей період, згідно зі
статистичними даними ВООЗ, на території
України було зафіксовано понад 20 000 ви�
падків дифтерії.

Останніми роками епідемічна ситуація
стабілізувалась. Але, на жаль, випадки диф�
терії все ще регулярно трапляються, і Украї�
на зберігає сумну належність до країн з най�
вищою захворюваністю на дифтерію. Так,
згідно зі статистичними даними, які наво�
дить Міністерство охорони здоров’я, у 2004 р.
в країні було зафіксовано 123 випадки (з них
2 летальні), у 2005 — 99 випадків (2 ле�
тальні), у 2006 — 52 випадки (жодного ле�
тального), у 2007 — 66 випадків (4 ле�
тальні), у 2008 — 55 випадків, з яких 6 були
летальними. Тенденція до постійного скоро�
чення рівня захворюваності, що спостеріга�
лася починаючи з 1995 р., в останні роки
вже не простежується. А це дає підстави
припускати, що в найближчі роки ситуація
навряд чи покращиться, тобто з’являти�
муться нові хворі, що потребуватимуть
ефективного лікування і точної та швидкої
діагностики. Постійна присутність інфекції
у популяції за несприятливих умов може
призвести до швидкого поширення дифтерії
та появи нової епідемії. Крім того, Україна
залишається резервуаром дифтерійної інфек�
ції для країн Європи. Саме тому розроблен�
ня та впровадження ефективних засобів
профілактики, діагностики і терапії диф�
терії для України є вкрай важливими.

Відповідальним за основні прояви та уск�
ладнення при дифтерії є екзотоксин, що син�
тезується збудником [8], тому антитіла до
дифтерійного токсину активно використову�
ють у діагностиці та терапії дифтерії. Анти�
тіла у форматі одноланцюгових варіабельних
фрагментів (scFv) мають низку особливос�
тей, зокрема таких, як відносно низька іму�
ногенність, простота отримання, монокло�
нальна природа [9], завдяки яким scFv
можуть стати надзвичайно перспективними
в діагностиці та терапії дифтерії. ScFv мож�
на отримати, використовуючи як джерело
генетичного матеріалу клітини гібридоми —
продуцента моноклональних антитіл, або
виділити із бібліотек імуноглобулінових ге�
нів, донорами яких є імунізовані чи не
імунізовані тварини і людина. 

Оскільки неімунні бібліотеки мають бу�
ти придатними для відбору антитіл до широ�
кого кола антигенів, потрібно, щоб вони
містили достатньо велику кількість функ�
ціонально�активних антигензв’язувальних
протеїнів. Тому ці бібліотеки зазвичай до�
сить великі і містять не менше 10(8)–10(9)

клонів [10–12]. Першим критичним етапом
у процесі створення наївних бібліотек є під�
бір праймерів для ампліфікації максималь�
ної можливої кількості різних V�генів. По�
при те, що на цей час розроблено ряд наборів
праймерів для ампліфікації VH� та VL�
послідовностей, питання про оптимальний
склад таких наборів залишається диску�
сійним [13]. Інша проблема постає в разі
об’єднання VH� та VL�доменів. Унаслідок
низької продуктивності цієї процедури час�
тина V�генів так і не потрапляє до бібліоте�
ки, також можливе некоректне об’єднання
деяких VH� та VL�генів, що призводить до
зсуву рамки зчитування і, як результат, до
зниження якості бібліотеки [13]. Другим
критичним етапом під час створення бібліо�
тек є гідроліз ампліфікованих фрагментів за
допомогою ендонуклеаз рестрикції. Через
низький вихід процедур рестрикції та лігу�
вання частина V�генів незворотно втрачаєть�
ся на цих етапах [14]. Урешті�решт, розміри
бібліотеки лімітуються максимально можли�
вою ефективністю трансформації бактерій,
через що при конструюванні великих наїв�
них бібліотек зазвичай отримують суббібліо�
теки, які згодом об’єднують [10–12]. На
жаль, існує велика різниця між закодова�
ним у бібліотеці різноманіттям генів та мо�
лекул протеїнів, що репрезентуються під час
відбору. З різних причин, таких як токсич�
ність для бактеріальних клітин, некорект�
ний фолдинг, протеоліз та деяких інших, час�
тина навіть коректних послідовностей
V�генів залишається недоступною для відбору
[15]. Усе це робить процес одержання антитіл
із наївних бібліотек достатньо складним.

Імунні бібліотеки отримують від донорів,
штучно чи природно імунізованих певним
антигеном. Основними властивостями та�
ких бібліотек є те, що завдяки попередній
імунізації донора бібліотека збагачується ге�
нами антитіл, специфічних до цільового ан�
тигену, причому частина таких антитіл
пройшли афінне дозрівання в організмі і то�
му мають високу спорідненість до антигену
[15]. З імунних бібліотек можна одержати
велику кількість різноманітних антитіл
проти цільового антигену, включаючи такі,
що мають унікальні специфічні властивості,
чого фактично неможливо досягти під час
роботи з наївними бібліотеками [16]. При
цьому високих результатів вдається досягти
навіть у разі невеликих, представленістю ли�
ше 10 (4) клонів, імунних бібліотек [17]. Тому
отримання специфічних антитіл з імунних
бібліотек порівняно з наївними є ефектив�
ним, відносно простим підходом, що потре�
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бує менших затрат реактивів та зусиль. Ос�
новний недолік таких бібліотек полягає в то�
му, що вони придатні для відбору антитіл ли�
ше до одного антигену, тому, коли виникає
потреба в антитілах іншої специфічності, як
правило, доводиться конструювати нову
імунну бібліотеку [18]. 

Раніше ми виділили специфічні до диф�
терійного токсину (його В� фрагмента) scFv
як з імунної, так і з неімунної (наївної) біб�
ліотек імуноглобулінових генів [19, 20]. 

Метою роботи було дослідити основні ха�
рактеристики отриманих рекомбінантних
фрагментів антитіл, порівняти їхні власти�
вості та проаналізувати ефективність стра�
тегій відбору рекомбінантних антитіл із
наївних та імунних імуноглобулінових
бібліотек на прикладі одержаних нами scFv
до субодиниці В дифтерійного токсину. 

Матеріали і методи

У роботі використовували імунохімічні
реактиви виробництва Sigma (США), ензи�
ми для ампліфікації, рестрикції та лігуван�
ня ДНК — Fermentas (Литва), нітроцелю�
лозну мембрану HiBond C�Extra —
Amersham (США), солі та кислоти — Merk
(Німеччина). Вісім антитіл було отримано
з імунної бібліотеки (клони scFv14, scFv30,
scFv42, scFv51, scFv56, scFv61, scFv94 та
scFv120) та раніше субклоновано у векторі
pETA22b [20], одне scFv�антитіло відібрано
з наївної бібліотеки (scFv ІІ�15) [19]. Проце�
дури ампліфікації, рестрикції та лігування
ДНК�фрагментів проводили згідно з методи�
ками, описаними в [21], а також відповідно
до рекомендацій виробників реактивів.

Cубклонування послідовності scFv ІІA15
проводили, як описано раніше для scFv,
відібраних з імунної бібліотеки [20].

Аналіз різноманітності scFv, відібраних
з імунної бібліотеки. ДНК�послідовності
scFv ампліфікували за допомогою прайме�
рів, специфічних до ділянки t7�промотора
(5′�taatacgactcactatagggg�3′) та t7�терміна�
тора (5′�tagttattgctcagcggtggc�3′) плазміди
рЕТ. Ампліфіковані фрагменти очищали та
гідролізували ендонуклеазою рестрикції
MvaI. Отримані рестриктні фрагменти
аналізували у 1,5%�му агарозному гелі. 

Cубклонування послідовності субодиA
ниці В дифтерійного токсину з вектора
рЕТA24а у вектор pGEXA4TA1. Плазміду рЕТ�
24а, що містить послідовність субодиниці В
дифтерійного токсину, методом лужного
лізису виділяли з отриманого раніше шта�
му�продуцента [22], обробляли ендонуклеа�

зами рестрикції BamHI і XhoI та розділяли
отримані рестриктні фрагменти в 1% ага�
розному гелі. Фрагмент, що відповідає ДНК�
послідовності субодиниці В, виділяли з гелю
та лігували з гідролізованою BamHI/XhoI
плазмідою pGEXA4TA1. Одержаною лігазною
сумішшю трансформували компетентні клі�
тини E. coli BLA21(DE3) та відбирали штам,
що продукує рекомбінантний протеїн, маса
якого відповідає масі рекомбінантної субо�
диниці В, об’єднаної з GST�тагом, що кодує�
ться pGEXA4TA1. 

Імуноблотинг. Для аналізу експресії
scFv у розчинній та нерозчинній фракціях
бактеріальних протеїнів отримували відпо�
відні клітинні екстракти, як описано раніше
[20]. Із середовища інкубування протеїни
осаджували трихлороцтовою кислотою, для
чого середовище відділяли від клітин, дода�
вали до 1 мл трихлороцтову кислоту до кін�
цевої концентрації 12,5%, інкубували про�
тягом 30 хв, після чого центрифугували 20 хв
за 11 000 об/хв і двічі промивали 1 мл ацето�
ну. Одержані екстракти розділяли в 10%�му
ПААГ у присутності ДСН [23] та переносили
на нітроцелюлозну мембрану, яку протягом
1 год при 37° С витримували у 5%�му роз�
чині знежиреного молока в ЗФР (0,8% NaCl,
0,02% KCl, 0,144% Na2HPO4, 0,024% KH2PO4,
pH 7,4). Після цього мембрану промивали
й переносили в розчин антитіл проти мар�
керної послідовності, злитої з scFv, у буфері
ТФБ (ЗФР, що містить 0,04% Твін�20). Че�
рез 1 год інкубації при 37° С її знову проми�
вали й переносили в розчин антитіл проти
мишачих імуноглобулінів, кон’югованих
з пероксидазою хрону. Після інкубації
впродовж 1 год при 37° С мембрану промива�
ли й переносили в розчин для проявлення
(0,06%�го діамінобензидин, 0,001%�й пе�
роксид водню).

Для аналізу розпізнавання субодиниці В
дифтерійного токсину scFv�антитілами ви�
користовували лізат штаму продуцента, що
був отриманий після субклонування ДНК�
послідовності субодиниці В у векторі pGEXA
4TA1. Клітинний лізат розділяли в 10%�му
ПААГ у присутності ДСН і переносили на
нітроцелюлозну мембрану. Мембрану ви�
тримували в 5%�му розчині знежиреного
молока в ЗФР протягом 1 год при 37° С,
після чого промивали й переносили в розчин
scFv відповідних клонів у ТФБ та інкубува�
ли 1 год при 37° С. Потім мембрану промива�
ли і проводили наступні етапи так, як опи�
сано вище для визначення scFv у різних
клітинних екстрактах. 
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Результати та обговорення

Антигензв’язувальний сайт антитіла
формують варіабельні домени легкого та
важкого імуноглобулінових ланцюгів (VH�
та VL�домени). Під час розвитку В�лімфо�
цитів унікальна послідовність кожного з ва�
ріабельних доменів утворюється внаслідок
складного процесу рекомбінації між сегмен�
тами імуноглобулінових генів. Це зумовлює
формування цілої низки різних антигензв’я�
зувальних фрагментів та утворення набору
наївних В�клітин, кожна з яких експресує
на своїй поверхні унікальне антитіло. З поя�
вою антигену із цього набору відбираються
В�клітини, що продукують специфічні до
антигену антитіла, а подальший запуск со�
матичного гіпермутагенезу V�генів забезпе�
чує появу та відбір більш афінних клонів.
Після отримання антитіл з імуноглобуліно�
вих бібліотек доводиться штучно відбирати
специфічні клони. При цьому основним зав�
данням є поєднати фенотип — молекулу
протеїну, що взаємодіє з антигеном, та гено�
тип — послідовність ДНК, яка кодує таку
молекулу. На сьогодні розроблено низку ме�
тодів селекції антитіл необхідної специфіч�
ності [16]. Одним з таких методів є фаговий
дисплей [24]. Цей підхід засновано на вико�
ристанні рекомбінантних фагів E. coli, що
експонують на своїй поверхні фрагменти ан�
титіл, об’єднані з одним із фагових про�
теїнів. Усередині таких фагових частинок
міститься носій генетичної інформації, який
несе ДНК�послідовність фрагмента антиті�
ла. Оскільки фаги експонують на поверхні
антигензв’язувальну молекулу певної спе�
цифічності, можна відібрати ті фагові час�
тинки, які кодують антитіла, що здатні
взаємодіяти з цільовим антигеном. Після за�
раження відібраними фагами ДНК�носій
потрапляє до бактеріальних клітин і ті набу�
вають здатності експресувати відповідні ан�
тигензв’язувальні молекули. Водночас клі�
тини�носії фагміди можна інфікувати
фагом�хелпером (чи фагом дикого типу), що
спричинює формування фагів, частина яких
нестиме фагмідну ДНК усередині, та scFv,
що міститься на поверхні [25]. Отриманий
у такий спосіб пул фагів, очевидно, буде зба�
гачений фагами�носіями специфічних до
цільового антигену scFv, і в разі проведення
нового раунду селекції вірогідність відбору
специфічних scFv зростатиме [16]. Разом
з тим, оскільки перед кожним новим раун�
дом селекції фагові частинки ампліфікують�
ся у клітинах E. сoli, це зумовлює появу ба�
гатьох копій кожного з варіантів частинок.
Тому під час проведення кількох раундів се�

лекції існує можливість відібрати декілька
клонів, що насправді несуть одну й ту саму
генетичну послідовність. 

Аналізуючи успішність процесу відбору
scFv�антитіл, слід  охарактеризувати різно�
манітність отриманих клонів та виявити то�
тожні копії. Крім безпосередньої процедури
секвенування ДНК�послідовностей, вико�
ристовують також непрямі методи, що можуть
підтверджувати різноманітність отриманих
клонів. Серед таких методів часто застосову�
ють процедуру рестриктного аналізу, зокре�
ма рестриктазою MvaI, що має сайт рест�
рикції 5′�C C^A G G�3′, який набув великого
поширення. Рестриктний аналіз ендонукле�
азою MvaI восьми клонів scFv, відібраних
нами з імунної бібліотеки, показав, що для
кожної ДНК�послідовності було отримано
різні за розміром рестриктні фрагменти, а це
можливо лише тоді, коли нуклеотидні по�
слідовності окремих scFv відрізняються
(рис. 1). Отже, як ми й припускали раніше
[20], вдалося відібрати з імунної бібліотеки
вісім різних клонів, специфічних до субоди�
ниці В дифтерійного токсину. 

На нашу думку, гетерогенні клони вда�
лося відібрати тому, що селекцію проводили
протягом одного раунду. Це дало змогу
уникнути копіювання одних і тих самих
клонів на кожному новому етапі селекції
і таким чином відбирати лише унікальні по�
слідовності. Імовірно, такий підхід — прове�
дення відбору за один раунд селекції —
є найбільш ефективним для отримання ін�
дивідуальних незалежних клонів. Разом
з тим і наші результати, і дослідження
інших авторів [26, 27] показують, що під час
роботи з імунними бібліотеками вже після
першого раунду селекції можна одержати
велику кількість високоафінних scFv�ан�
титіл. Отже, очевидно, така стратегія є оп�

Рис. 1. Рестриктний аналіз гетерогенності 
ДНК7послідовностей scFv, 

відібраних з імунної бібліотеки: 
1 — клон scFv14; 2 — клон scFv30; 3 — клон
scFv42; 4 — клон scFv51; 5 — клон scFv56; 6 —
клон scFv61; 7 — клон scFv94; 8 — клон scFv120;
9 — маркери
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тимальною у процесі відбору рекомбінант�
них антитіл з імунних бібліотек.

Як відомо, рекомбінантні протеїни мо�
жуть відрізнятися від природних антигенів
наявністю специфічних маркерних послі�
довностей — тагів, що є їхніми структурними
компонентами, закодованими у відповідно�
му векторі. У разі застосування рекомбі�
нантних антигенів для індукції імунної
відповіді, а також для селекції scFv�антитіл
з бібліотек можна очікувати отримання ан�
титіл, специфічних саме до цих маркерних
послідовностей, які даватимуть хибні пози�
тивні результати розпізнавання цільової
послідовності протеїну. Щоб виключити
вплив таких антитіл на результати аналізу
специфічності отриманих клонів scFv�ан�
титіл, ми використали підхід, що дозволив
уникнути роботи з дифтерійним токсином —
бактеріальним фактором патогенності, який
становить потенційну небезпеку. Для цього
ми субклонували послідовність субодиниці
В у векторі pGEXA4TA1, що дає змогу експре�
сувати В�субодиницю, яка містить в N�кін�
цевій послідовності GST�таг (Glutathione S�
transferase). Отриману за допомогою цього
вектора В�субодиницю використовували для
аналізу специфічності одержаних клонів
scFv�антитіл. Натомість рекомбінантна суб�
одиниця В, що була застосована для селекції
scFv�антитіл, експресувалась у векторі pETA
24a. Така В�субодиниця містила послідов�
ність лідерного пептиду Т7�фага в N�кінцевій
частині і послідовність полігістидинового
тага в С�кінцевій частині. Оскільки ці дві
плазміди (pGEXA4TA1 та pETA24a) кодують
різні маркерні послідовності, що синтезу�
ються разом із рекомбінантним протеїном,
варіанти рекомбінантної субодиниці В, екс�
пресовані в цих векторах, мають спільною
лише цільову послідовність, яка відповідає
саме фрагменту В нативного дифтерійного
токсину. Імуноблотинг клітинного лізату
клону�продуцента субодиниці В, клонованої
у pGEXA4TA1, свідчить про те, що всі вісім
клонів, виділених з імунної бібліотеки,
взаємодіють зі смугою, яка відповідає суб�
одиниці В, злитій з GST�тагом (рис. 2).
Отже, результати імуноблотингу підтвер�
дили специфічність відібраних scFv до ці�
льової послідовності. Крім того, цей дослід
показав, що отримані scFv здатні розпізна�
вати субодиницю В не лише у твердофазному
імуноензимному аналізі, але й в імунобло�
тингу. Це опосередковано свідчить про те,
що вони розпізнають лінійні, а не конфор�
маційні епітопи у структурі молекули ток�
сину.

Для підвищення виходу цільового протеїну
гени scFv�антитіл, відібраних з імунної біб�
ліотеки, раніше були субклоновані в експре�
сійному векторі pETA22b. У цій роботі послі�
довність scFv II�15 також було субклоновано
у pETA22b та отримано продуцент на основі
штаму E. coli Rosetta. 

Експресія рекомбінантних антитіл у век�
торах під контролем сильного промотору, як
правило, призводить до отримання антитіл
в нерозчинній формі у бактеріальних тіль�
цях включення. У нормі кожен варіабель�
ний домен містить консервативний дисуль�
фідний зв’язок. За відновлювальних умов
цитоплазми E. coli такі дисульфідні зв’язки
не можуть формуватись [28]. Утворення
стабільних S�S�містків у E. coli відбувається
в периплазматичному просторі (специфічно�
му компартменті, розташованому між внут�
рішньою та зовнішньою бактеріальними
мембранами), де комплекс Dsb�ензимів за�
безпечує окиснення та ізомеризацію дисуль�
фідних містків [29], тому вже в перших
роботах із клонування антитіл [30] до послі�
довності варіабельних фрагментів було
приєднано сигнал транспортування до пери�
плазматичного простору, що підвищує ймо�
вірність отримання принаймні частково ак�
тивного протеїну. Для підвищення частки
функціонально активних фрагментів ан�
титіл також використовують штами E. coli,
мутантні за генами trxB та gor, у цитоплазмі
яких порушено системи кепінгу тіолових
груп, що сприяє коректному формуванню

Рис. 2. Імуноблот7аналіз розпізнавання 
субодиниці В, клонованої у векторі pGEX\4T\1,

scFv7антитілами різних клонів:
1, 3 — маркери; 2 — електрофореграма лізату кло�
ну�продуцента субодиниці В (смугу, що за масою
відповідає субодиниці В позначено стрілкою);
4–11 — імуноблот�аналіз з використанням відпо�
відно антитіл scFv14, scFv30, scFv42, scFv51,
scFv56, scFv61, scFv94, scFv120
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дисульфідних зв’язків [31, 32], а також зас�
тосовують коекспресію чи гібридизацію
з шаперонами чи шапероноподібними про�
теїнами [31–33]. Однак усі ці підходи дозво�
ляють лише підвищити частку функціо�
нально активних рекомбінантних антитіл
і не є універсальними. З іншого боку, фраг�
менти антитіл можуть бути переведені
у функціонально активну форму вже після
виділення з бактеріальних клітин шляхом
рефолдингу in vitro. За наявності в послідов�
ності рекомбінантного протеїну гістидино�
вого тага можна застосовувати один з ефек�
тивних методів рефолдингу — рефолдинг
«на колонці» зі ступінчастим чи градієнт�
ним зменшенням концентрації денатуранта
[34]. Це можливо завдяки тому, що протеїни
з гіс�тагом здатні афінно зв’язуватись із сор�
бентом навіть коли вони розчинені у сильно�
му денатуранті (наприклад, 8 М сечовині)
під час проведення афінної хроматографії
з іммобілізованими іонами металів (IMAC —
immobilized metal�ion�affinity chromatogra�
phy). Перевагою такого підходу є можли�
вість поєднати процедуру виділення та рефол�
дингу. Виходячи з вищезазначеного, ми
субклонували послідовності scFv у векторі
pETA22b, що містить сигнал транспортуван�
ня рекомбінантного протеїну до периплазми
та кодує гістидиновий таг.

Аналіз методом імуноблотингу (рис. 3)
показав, що клони scFv — scFv14, scFv30,
scFv42, scFv51, scFv62 i scFv120 — експре�
суються переважно в нерозчинній формі, а
scFv94 та scFv II�15 частково синтезуються у
розчинній формі й, отже, за необхідності їх
можна виділяти без процедури рефолдингу з

розчинної фракції бактеріальних протеїнів.
Імуноблотинг також виявив присутність
незначної частини продукту в середовищі
інкубування (рис. 4), що, ймовірно, пояс�
нюється поступовим лізисом відмерлих
клітин. Культуральне середовище є мало�
придатним для виділення scFv. Таким чином,
для проаналізованих у роботі клонів scFv
найбільший вміст продукту виявлено в не�
розчинній фракції бактеріальних протеїнів,
а scFv II�15 та scFv94 також частково синте�
зуються у розчинній формі. 

У процесі відбору scFv ми спочатку вико�
ристали неімунну бібліотеку, отриману в Пу�
щинському філіалі Інституту біоорганічної
хімії ім. М. М. Шемякіна і Ю. А. Овчинніко�
ва Російської академії наук [19]. Пізніше
сконструювали імунну до дифтерійного ток�
сину бібліотеку та провели селекцію scFv
з неї [20]. Порівнюючи ці два підходи,
можна відзначити, що з наївної бібліотеки
вдалося відібрати лише один клон, специ�
фічний до дифтерійного токсину, натомість
із імунної — близько трьох десятків клонів.
Константа афінності до субодиниці В у scFv,
виділених з імунної бібліотеки, у середньо�
му була вища. Так, якщо константа афін�
ності scFv з наївної бібліотеки становила 1,2
. 107 М–1, то з імунної бібліотеки — у середнь�
ому 108 М–1, а для одного з клонів — 109 М–1.
Імовірно, це пояснюється попередньою
імунізацією тварин�донорів, унаслідок чого
підвищується вірогідність відбору антитіл,
гени яких було ампліфіковано з В�лімфо�
цитів, що пройшли афінне дозрівання. Тому,
виходячи з нашої мети — відібрати ряд scFv,
що могли б використовуватись у діагностиці
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Рис. 3. Імуноблот7аналіз наявності scFv у розчинній та нерозчинній протеїнових фракціях продуцента:
1, 10, 16, 23 — маркери; 2, 4, 6, 8, 11, 14, 17, 19, 22 — розчинні фракції продуцентів відповідно антитіл scFv14,
scFv30, scFv42, scFv51, scFv56, scFv61, scFv94, scFv120 та scFv ІІ�15; 3, 5, 7, 9, 12, 13, 18, 20, 21 — нерозчинні
фракції продуцентів відповідно антитіл scFv14, scFv30, scFv42, scFv51, scFv56, scFv61, scFv94, scFv120 та scFv
ІІ�15
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та терапії дифтерії, більш ефективною була
робота з імунною бібліотекою. Деякі
дослідники вважають [35, 36], що на прак�
тиці підхід, заснований на конструюванні та
селекції імунних бібліотек, є результа�
тивнішим, адже в цьому разі ймовірність
відбору специфічних антитіл до цільового
антигену значно зростає, що дає змогу виді�
лити велику кількість клонів, серед яких
простіше відібрати ті, що мають бажані
властивості. Разом з тим безумовною перева�
гою наївних бібліотек є їхня універсальність
та можливість відбору антитіл фактично до
будь�якого антигену [37], що підтверджує
й наша робота, в якій із наївної мишачої біб�
ліотеки вдалось виділити scFv, специфічне
до дифтерійного токсину [19].

У результаті проведеної роботи було під�
тверджено, що після одного раунду селекції
з імунної бібліотеки було відібрано вісім ге�
терогенних клонів�продуцентів scFv�анти�
тіл, специфічних саме до послідовності
фрагмента В дифтерійного токсину. Аналіз
клонів, отриманих після субклонування
ДНК�послідовностей scFv у векторі рЕТA22b,
показав, що цільовий протеїн переважно
експресується в нерозчинній формі, проте
scFv II�15 та scFv94 частково синтезуються
розчинними. Одержані результати свідчать
про перспективність подальшої роботи з от�
риманими scFv�антитілами для розроблення
діагностичних і терапевтичних протидиф�
терійних препаратів нового покоління.

Цю роботу було виконано за часткової
підтримки Гранту Президента України для
обдарованої молоді в рамках реалізації про�
екту «Отримання токсиннейтралізуючих
рекомбінантних одноланцюгових варіабель�
них фрагментів антитіл проти дифтерійного
токсину» згідно з Розпорядженням Прези�
дента України вiд 17.11.2008 № 319/2008�рп.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Рис. 4. Імуноблот7аналіз наявності scFv7антитіл
у культуральному середовищі інкубування 

продуцентів:
1 — маркери; 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 — відповідно
scFv14, scFv30, scFv42, scFv51, scFv56, scFv61,
scFv94, scFv120 та scFv ІІ�15
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ХАРАКТЕРИСТИКА scFv7АНТИТЕЛ 
ПРОТИВ ДИФТЕРИЙНОГО ТОКСИНА,

ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ ИММУННОЙ 
И НЕИММУННОЙ БИБЛИОТЕК 

ИММУНОГЛОБУЛИНОВЫХ ГЕНОВ

Е. С. Олейник
Д. В. Колибо

С. В. Комисаренко
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Дифтерийный токсин играет ведущую роль
в развитии дифтерийной инфекции, поэтому
антитела против токсина активно
используются при диагностике и лечении
дифтерии. Нами ранее из наивной и иммунной
библиотек иммуноглобулиновых генов мыши
был отобран ряд scFv�антител против
субъединицы В дифтерийного токсина. Целью
данной работы было охарактеризовать ряд
важных свойств полученных scFv.

Рестриктным анализом подтверждено, что
scFv�антитела, отобранные после одного раун�
да селекции из иммунной библиотеки, отлича�
ются друг от друга, то есть все отобранные пос�
ледовательности уникальны. Установлено, что
scFv�антитела, выделенные из иммунной биб�
лиотеки, являются специфичными именно
к последовательности фрагмента В дифтерий�
ного токсина. Вестерн�блот�анализ клонов,
полученных после субклонирования ДНК�по�
следовательностей scFv в векторе рЕТA22b, по�
казал, что целевой протеин экспрессируется
преимущественно в нерастворимой форме. По�
лученные результаты подтвердили, что был
отобран ряд клонов�продуцентов гетерогенных
scFv, специфичных к последовательности
дифтерийного токсина, которые в дальнейшем
могут быть использованы для разработки диа�
гностических и терапевтических противодиф�
терийных препаратов нового поколения.

Ключевые слова: scFv�антитела, дифтерий�
ный токсин, наивные и иммунные библиотеки
иммуноглобулиновых генов. 

CHARACTERIZATION 
OF scFv7ANTIBODIES AGAINST 
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The diphtheria toxin plays the leading role in
the development of diphtheria infection that's
why antibodies against toxin are extensively
used in the diagnostics and therapeutics of diph�
theria. We have previously selected a number of
scFv�antibodies against diphtheria toxin B sub�
unit from immune and na?ve immunoglobulin
library. The aim of this work was to characterize
some important properties of obtained scFv�anti�
bodies.

It was confirmed by restriction endonuclease
cleavage analysis that the scFv�antibodies select�
ed from immune library after single round of
selection were diverse and all selected sequences
were unique. The scFv�antibodies selected from
immune library were specific exactly to sequence
of diphtheria toxin B fragment. Data obtained by
Western blot analysis of clones derived after
subcloning of scFv’s DNA�sequences into 
рЕТA22b vector confirmed that target protein
expressed mainly in insoluble fraction. These
results confirmed that we selected a number of
clones�producers of heterogeneous scFv�antibod�
ies specific to sequence of diphtheria toxin. This
scFv could be used for anti�diphtheria diagnostic
and therapeutic drugs of the new generation.

Key words: scFv�antibodies, diphtheria toxin,
naive and immune immunoglobulin, genes libra�
ries.




