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РЕФЕРАТ Clostridioides difficile-ассоциированная инфекция (CDI) является одной из наиболее частых 
нозокомиальных инфекций. Ключевые факторы патогенности этой бактерии включают токсины A 
и B, опосредующие развитие симптомов заболевания. Нейтрализация вырабатываемых токсинов – одна 
из перспективных стратегий терапии CDI. В представленной работе получена панель однодоменных 
антител к домену CROPs токсина В. Два клона антител, TB5A7 и TB4A8, обладали высокой нейтра-
лизующей активностью и были модифицированы с получением гомодимерных форм. Димеры TB5A7 
и TB4A8 характеризовались улучшенными показателями нейтрализующей активности и защищали 
экспериментальных животных от летальной дозы токсина B. Полученные антитела в дальнейшем мо-
гут быть использованы для разработки новых средств терапии CDI.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА Clostridioides difficile, CDI, токсин В, TcdB, однодоменные антитела, VHH.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ VHH – вариабельный домен тяжелоцепочечного антитела (HcAb – heavy-chain 
antibody) представителей семейства верблюдовых; CDI – Clostridioides difficile-ассоциированная инфек-
ция; TcdA – токсин A C. difficile; TcdB – токсин В C. difficile; CDT – бинарный токсин C. difficile; GTD – 
гликозилтрансферазный домен; APD – домен аутопротеазы; DD – домен доставки (транслокационный 
домен); CROPs – домен комбинированных повторяющихся олигопептидов; PBS – фосфатно-солевой 
буфер; ИПТГ – изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид.

ВВЕДЕНИЕ
Clostridioides difficile – грамположительная анаэроб-
ная бактерия, вызывающая Clostridioides difficile-
ассоциированную инфекцию (CDI). CDI является 
ведущей причиной диареи, связанной с приемом 
антибиотиков, клинические симптомы которой ва-
рьируют от легкой формы до жизнеугрожающих 
состояний, таких как токсический мегаколон и пер-
форация кишечника. CDI характеризуется значи-
тельным уровнем заболеваемости и смертности 
во всем мире [1, 2].

Патогенез заболевания преимущественно обу-
словлен выработкой микроорганизмом двух экзо-

токсинов – токсина А (TcdA) и токсина В (TcdB), 
которые нарушают функции клеток эпителия ки-
шечника, вызывая диарею и колит [3]. TcdA и TcdB 
относятся к семейству больших клостридиальных 
токсинов, представляющих собой гликозилтранс-
феразы, инактивирующие GTP-азы семейства Rho. 
Инактивация GTP-аз приводит к повреждению 
структуры цитоскелета и разрушению плотных 
контактов, что влечет за собой увеличение прони-
цаемости эпителия кишечника и воспаление [4, 5]. 
ТcdА и TcdВ содержат несколько функциональ-
ных доменов: гликозилтрансферазный домен (GTD), 
домен аутопротеазы (APD), домен доставки (DD) 
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и домен комбинированных повторяющихся олиго-
пептидов (CROPs). Механизм действия токсинов 
включает несколько этапов: связывание с рецеп-
торами на поверхности клетки-мишени с участием 
доменов CROPs и DD и эндоцитоз, конформацион-
ные изменения в молекуле токсина в кислой среде 
эндосом, образование поры и транслокация GTD- 
и APD-доменов в цитоплазму, аутопроцессинг и вы-
свобождение GTD с последующим гликозилирова-
нием GTP-аз [6]. Помимо токсинов А и В, некоторые 
штаммы C. difficile продуцируют третий токсин, ко-
торый носит название бинарного токсина, или транс-
феразы C. difficile (CDT). Данный токсин функциони-
рует как актин-специфическая рибозилтрансфераза, 
вызывающая деполимеризацию актина [6].

Относительная значимость TcdA и TcdB в па-
тогенезе инфекции еще не до конца установлена. 
Изначально предполагалось, что ключевым фак-
тором вирулентности является TcdA [7, 8]. Однако 
позже от пациентов были выделены патогенные 
штаммы C. difficile, продуцирующие только один 
токсин В [9]. В дальнейших исследованиях была 
установлена ключевая роль TcdB в развитии тяже-
лых симптомов инфекции [10].

Стандартное лечение CDI включает применение 
антибактериальных препаратов [2]. При этом в свя-
зи с высокой частотой рецидивов инфекции и по-
явлением резистентных штаммов существует по-
требность в разработке альтернативных стратегий 
терапии. Поскольку симптомы заболевания в ос-
новном вызваны выработкой бактериальных токси-
нов А и В, особый интерес представляет получе-
ние агентов, нейтрализующих их действие. Одним 
из перспективных направлений получения таких 
агентов является применение технологии создания 
нейтрализующих моноклональных антител [11–14].

С целью получения нейтрализующих анти-
тел, блокирующих связывание TcdB с рецептора-
ми на поверхности клеток-мишеней, была отобра-
на панель моноклональных однодоменных антител 
к CROPs-домену TcdB. Из панели были выделе-
ны два клона, TB5A7 и TB4A8, обладающие наи-
более выраженной нейтрализующей активностью. 
Димеризация отобранных клонов привела к улуч-
шению их нейтрализующих свойств. Анализ про-
тективной активности in vivo показал, что диме-
ры антител TB5A7 и TB4A8 защищают животных 
от действия летальной дозы TcdB.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Иммунизация альпака
Иммунизацию альпака (Vicugna pacos) проводили 
путем пяти последовательных введений рекомби-

нантного CROPs-домена TcdB (по 100 мкг подкож-
но) с интервалом 10–14 дней. При введении пер-
вой дозы использовали полной адъювант Фрейнда 
(Sigma, США), при последующих введениях – не-
полный адъювант Фрейнда. Спустя 5 дней после 
последнего введения проводили забор крови в объ-
еме 50 мл для выделения мононуклеарных клеток. 
Работа с животными была одобрена Комитетом 
по  биомедицинской этике ФГБУ «НИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России и проводилась 
на территории фермы «Российские альпаки» (дерев-
ня Походкино, Московская область) в рамках дого-
вора о научно-исследовательской работе.

Получение библиотеки однодоменных антител
Библиотеку однодоменных антител получали 
в соответствии с описанным ранее методом [14]. 
Выделение тотальной РНК из мононуклеарных 
клеток крови проводили с помощью реагента Trizol 
(Thermo Fisher Scientific, США). Далее осущест-
вляли реакцию обратной транскрипции РНК c по-
мощью набора SuperScript™ IV (Thermo Fisher 
Scientific). Полученную кДНК использовали для ам-
плификации областей, кодирующих VHH-домены 
тяжелоцепочечных антител (особый вид антител, 
состоящий из гомодимера укороченных тяжелых 
цепей). Последовательности VHH клонировали 
в фагмидный вектор pHEN1 [15]. В последователь-
ность антител при клонировании вносили метки 
Myc-tag и 6xHis-tag. Полученными рекомбинант-
ными фагмидными векторами трансформировали 
электрокомпетентные клетки E. coli штамма TG1. 
На следующий день подсчитывали количество ко-
лоний трансформированных клеток (сложность по-
лученной библиотеки). Также отбирали 40 колоний 
для контроля качества библиотеки: оценивали доли 
колоний, несущих вектор со вставкой целевого раз-
мера. Анализ проводили с помощью ПЦР, доля по-
ложительных колоний составила более 90%.

Получение банка рекомбинантных фагов 
и биопаннинг
Получение банка фагов осуществляли согласно ра-
нее описанному методу [14]. Для проведения био-
паннинга в лунки иммунологического планшета 
(Nunc MaxiSorp, Thermo Fisher Scientific) сорби-
ровали CROPs-домен TcdВ (1 мкг в лунку). После 
сорбции лунки промывали фосфатно-солевым бу-
фером (PBS) c 0.1% Твин 20 (TPBS) и блокировали 
с помощью блокирующего буфера (5% раствор су-
хого обезжиренного молока в TPBS). Далее в лун-
ки вносили ~1011 рекомбинантных фаговых частиц 
в блокирующем буфере в объеме 100 мкл и инку-
бировали в течение 1 ч при 37°C. Фаговые части-
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цы, не связавшиеся с антигеном, удаляли, промывая 
лунки раствором TPBS. Связавшиеся с антигеном 
фаговые частицы элюировали с помощью раствора 
трипсина (1 мг/мл). Элюированными фагами инфи-
цировали клетки TG1 и получали библиотеку анти-
тел, обогащенную антигенсвязывающими клонами. 
Всего проведено два раунда биопаннинга.

Иммуноферментный анализ (ИФА)
Для проведения моноклонального фагового ИФА 
индивидуальные колонии трансформированных 
клеток TG1, полученные после биопаннинга, на-
ращивали в 1 мл среды 2хYT до ОП600 = 0.6, ин-
фицировали фагом-помощником и инкубировали 
при 30°C в течение ночи. Параллельно проводили 
сорбцию домена CROPs TcdB в лунки иммунологи-
ческого планшета (100 нг на лунку в объеме 100 мкл 
в карбонат-бикарбонатном буфере (КББ) рН 9.6, 
в течение 16 ч при 4°C). На следующий день клет-
ки осаждали центрифугированием, а надосадочную 
жидкость, содержащую рекомбинантные фаговые 
частицы, использовали для анализа. В лунки план-
шета вносили по 50 мкл надосадочной жидкости 
и инкубировали в течение 1 ч при 37°C. Далее лунки 
промывали 5 раз раствором TPBS в объеме 300 мкл 
и добавляли антитела к поверхностному белку фага 
M13, меченные пероксидазой хрена (Sino Biological, 
Китай).

Для изучения способности препаратов однодо-
менных антител связывать CROPs-домен осущест-
вляли сорбцию CROPs-домена в лунки иммуноло-
гического планшета (100 нг/лунка в КББ в объеме 
100 мкл в течение 16 ч при 4°C). Далее готовили 
трехкратные серийные разведения антител в бло-
кирующем буфере в диапазоне концентраций от 667 
нМ до 11.3 пМ и вносили по 100 мкл каждого раз-
ведения в лунки планшета. После промывки план-
шета раствором TPBS (в объеме 300 мкл на лунку, 4 
раза) в лунки добавляли конъюгированные с перок-
сидазой хрена антитела к метке Myc-tag (Abcam, 
Великобритания). Пероксидазную активность детек-
тировали с использованием раствора тетраметил-
бензидина (ТМБ) в объеме 100 мкл на лунку. После 
инкубации в течение 15 мин реакцию останавлива-
ли, добавляя 50 мкл 4 М серной кислоты, и измеря-
ли оптическую плотность при 450 нм.

Получение димерных форм однодоменных 
антител
Нуклеотидные последовательности димерных форм 
однодоменных антител получали путем проведения 
двух раундов ПЦР согласно описанному ранее мето-
ду [16]. В первом раунде проводили амплификацию 
последовательностей мономеров с помощью высо-

коточной полимеразы Q5 (NEB, Великобритания). 
Во втором раунде объединяли последовательности 
мономеров с образованием димерных форм, со-
единенных глицин-сериновым линкером (Gly4Ser)4. 
Полученные ПЦР-продукты клонировали в вектор 
pHEN1. Корректность последовательностей димеров 
подтверждали с помощью секвенирования.

Продукция и очистка однодоменных антител
Для продукции однодоменных антител и их димер-
ных форм клетки E. coli штамма Rosetta DE3 (NEB, 
Великобритания) трансформировали фагмидами, не-
сущими последовательности антител. Далее транс-
формированные клетки культивировали при 37°C 
в среде 2хYT, содержащей ампициллин (100 мкг/мл), 
до ОП600 = 0.6, добавляли раствор ИПТГ до концен-
трации 0.1 мМ и инкубировали при 30°C в течение 
ночи. На следующий день клетки осаждали цен-
трифугированием и лизировали с помощью реаген-
та BugBuster Protein Extraction Reagent (Novagen, 
США). Очистку рекомбинантных антител проводили 
методом металл-аффинной хроматографии на при-
боре AKTA start (Cytiva, США) с использованием 
колонки HisTrap (Cytiva). Уровень продукции бел-
ка и чистоту препарата анализировали с помощью 
электрофореза в полиакриламидном геле.

Получение рекомбинантного токсина 
В C. difficile и его CROPs-домена
Последовательности TcdB и его CROPs-домена ам-
плифицировали с использованием геномной ДНК 
C. difficile штамма VPI10463 (ATCC 43255) и кло-
нировали в вектор pHis1522 (MoBiTec GmbH, 
Германия).

Для продукции рекомбинантных TcdB и CROPs-
домена полученными конструкциями трансформи-
ровали клетки штамма WH320 Bacillus megaterium. 
Ночную культуру переносили в среду 2xYT с до-
бавлением тетрациклина до 10 мкг/мл и культиви-
ровали до OП600 = 0.3. Далее к клеткам добавля-
ли ксилозу до 0.5% и инкубировали в течение ночи 
при 22°C.

Клеточную массу лизировали с помощью уль-
тразвука, осветленный лизат очищали методом ме-
талл-аффинной хроматографии с использованием 
прибора AKTA start и колонки HisTrap. Уровень 
продукции и чистоту белка оценивали с помощью 
электрофореза в полиакриламидном геле.

Выделение ДНК и секвенирование по Сэнгеру
Фагмидную ДНК выделяли из бактериальных 
клеток с помощью набора Plasmid miniprep 2.0 
(«Евроген», Россия). Последовательности, ко-
дирующие однодоменные антитела, секвени-
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ровали с использованием праймера Lac-prom 
(5'-CTTTATGCTTCCGGCTCGTATG-3') и pIII-
R (5'-CTTTCCAGACGTTAGTAAATG-3') и  на-
бора для секвенирования BigDyeTerminator 3.1 
(Thermo Scientific) на генетическом анализато-
ре 3500 Applied Biosystems (Thermo Scientific). 
Электрофоретическое разделение ДНК проводили 
в капиллярах длиной 50 см с полимером POP7.

Оценка нейтрализующей активности антител 
в отношении TcdB in vitro
Способность антител нейтрализовать действие 
TcdB оценивали in vitro на культуре клеток Vero 
E6. Клетки высевали на 96-луночные планшеты 
(2 × 104 клеток/лунка) в 100 мкл среды DMEM c до-
бавлением 10% эмбриональной сыворотки крупного 
рогатого скота (FBS) и инкубировали в течение 24 ч 
при 37°C и 5% CO2. Серию трехкратных разведе-
ний антител (от 200 нМ до 0.1 пМ, в 15 мкл сре-
ды DMEM c 10% FBS) смешивали с TcdB (10 нг/мл, 
в 15 мкл среды DMEM c 10% FBS) и инкубирова-
ли в течение 1 ч при 37°C. Далее среду заменяли 
на свежую (80 мкл), добавляли 20 мкл смеси TcdB 
c антителом и инкубировали в течение 72 ч. В ка-
честве контроля использовали интактные клетки 
Vero E6 и клетки, обработанные TcdB без антител. 
Жизнеспособность клеток оценивали по цитопати-
ческому эффекту (фазово-контрастная микроско-
пия) и измерению уровня АТР с помощью набора 
CellTiter-Glo (Promega, США).

Исследования на животных
В исследовании использовали самок мышей ли-
нии C57BL/6 (5-6 недель) SPF-статуса здоровья. 
Проведение исследования было одобрено Комитетом 
по биомедицинской этике ФГБУ «НИЦЭМ им. 
Н.Ф. Гамалеи» Минздрава РФ в соответствии 
с Протоколом № 68 от 30.11.2023 г. Эксперименты 
выполняли с соблюдением морально-этических 
принципов при работе с лабораторными животны-
ми в соответствии с положениями «Европейской 
Конвенции о защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментов или в иных науч-
ных целях».

Оценка протективной активности антител 
к TcdB
Протективную активность димерных форм антител 
TB5A7 и TB4A8 оценивали на модели летальной 
токсинемии у мышей линии C57BL/6. Животным 
внутрибрюшинно вводили предварительно про-
инкубированную (1 ч, 37°C) смесь летальной дозы 
TcdB (60 нг/мышь) с димерами антител TB5A7 
и TB4A8 (500 мкг/мышь). Контрольным группам 

животных вводили 0.1% TPBS (контрольная груп-
па 1) или TcdB без антител (контрольная группа 
2). Наблюдение за животными проводили в тече-
ние 120 ч. Животных исключали из эксперимента 
при достижении гуманных конечных точек в соот-
ветствии с биоэтическими нормами.

Широкопольная флуоресцентная 
и конфокальная микроскопия
Покровные стекла с монослоем клеток Vero E6 
фиксировали в 10% забуференном HistoSafe® фор-
малине («БиоВитрум», Россия) в течение 20 мин. 
Окрашивание актинового цитоскелета проводи-
ли согласно методике производителя Phalloidin 
AlexaFluor 488 (Invitrogen, США), окрашивание 
ядер – с помощью DAPI (AppliChem, Германия), 
заключение в монтирующую среду – с помощью 
50% глицерина. Фотографии сделаны с помощью 
флуоресцентного микроскопа ZEISS Celldiscoverer 
7 с  конфокальным модулем LSM910 (ФРГ). 
Возбуждение флуорохрома Alexa Fluor осуществля-
ли лазером с длиной волны 493 нм (pinhole 1 AU), 
DAPI возбуждали длиной волны 353 нм (pinhole 
1 AU), размер пикселя 0.141 × 0.141 мкм, объектив 
Plan-Apochromat 20 × 0.7. Для оценки актинового 
цитоскелета использовали 4 поля зрения разме-
ром 150 × 150 мкм для каждой опытной группы. 
Площадь актинового цитоскелета оценивали коли-
чественно в программе ZEN 3.2 (ФРГ) путем изме-
рения общей площади сигнала от Alexa Fluor 488 
(в мкм2) на поле зрения, сегментация сигнала про-
изводилась автоматическим путем с установлением 
порога методом Otsu. Полученное значение нор-
мировали на количество клеток (сегментация ядер 
и измерение их количества на поле зрения также 
производилась автоматическим путем с порогом 
по методу Otsu). Статистический анализ осущест-
вляли в GraphPad Prism.

РЕЗУЛЬТАТЫ
С целью получения нейтрализующих однодоменных 
антител к TcdB C. difficile была проведена имму-
низация альпака с использованием рекомбинант-
ного CROPs-домена TcdB в качестве иммуногена 
(рис. 1А). CROPs-домен продуцировали в Bacillus 
megaterium. После завершения цикла иммунизации, 
состоящего из пяти последовательных инъекций 
с интервалом 10–14 дней, проводили забор крови 
иммунизированного животного. Анализ напряжен-
ности гуморального иммунного ответа после имму-
низации выявил высокий титр антител к токсину B 
в сыворотке, который составил 1/1.97 × 106 (рис. 1Б). 
Оценка выработки нейтрализующих антител пока-
зала, что сыворотка альпака после иммунизации об-
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ладала выраженной нейтрализующей активностью 
(рис. 1В). Добавление сыворотки в разведении 1 : 50 
к клеткам, обработанным TcdB, обеспечивало выжи-
ваемость клеток на уровне 92%, тогда как сыворотка 
альпака до иммунизации не проявляла нейтрализу-
ющей активности.

Из крови (50 мл) иммунизированного альпака 
была выделена фракция мононуклеарных клеток. 
Последовательности VHH-доменов тяжелоцепо-
чечных антител были клонированы в фагмидный 
вектор. Сложность библиотеки VHH (однодоменных 
антител) составила 1.9 × 105 клонов. Далее были 
получены рекомбинантные бактериофаги, экспони-
рующие на своей поверхности однодоменные анти-
тела из библиотеки, и с использованием процедуры 
биопаннинга проведен отбор антител к TcdB. Всего 
проведено два раунда биопаннинга, после каждого 
из которых осуществляли поиск индивидуальных 
клонов антител к TcdB с помощью моноклонального 
фагового ИФА (рис. 2А). С помощью секвенирова-
ния определяли нуклеотидные последовательно-
сти клонов, характеризующихся высоким уровнем 
сигнала (ОП450 > 1.0). Всего проанализировали 470 
индивидуальных клонов и идентифицировали 21 
клонотип антител к TcdB. Далее отобранные ан-
титела продуцировали в клетках E. coli штамма 
Rosetta DE3. Связывающую способность получен-
ных препаратов антител анализировали методом 
ИФА (рис. 2Б). Обнаружили, что 15 клонов взаи-
модействуют с CROPs-доменом со значениями по-
лумаксимальной эффективной концентрации (EC50) 
в диапазоне от 0.2 до 213.2 нМ. Из них 10 клонов 
характеризовались высокой аффинностью, значения 
EC50 составляли менее 5 нМ.

Способность полученных однодоменных антител 
нейтрализовать действие TcdB in vitro оценивали 
с использованием клеточной линии Vero E6. Токсин 
В (0.5 нг/мл) смешивали с антителами (20 нМ) и до-
бавляли к монослою клеток, спустя 72 ч оценива-
ли жизнеспособность клеток и состояние их цито-
скелета. Наиболее высокую активность проявляли 
два клона, TB4A8 и TB5A7, выживаемость клеток 
составляла 99.7 и 94.8% соответственно (рис. 2В). 
Анализ морфологии клеток выявил значительное 
уменьшение площади клеток под действием TcdB, 
их округление и потерю межклеточных контак-
тов (рис. 2Г). Добавление антител TB4A8 и TB5A7 
защищало клетки от патологических изменений. 
Морфометрический анализ показал, что антитела 
препятствовали сокращению содержания актиновых 
филаментов под действием TcdB (рис. 2Г).

Следующий этап исследования включал получе-
ние димерных форм двух отобранных клонов анти-
тел, TB4A8 и TB5A7. Последовательности гомоди-
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Рис. 1. Иммунизация альпака. А – схема иммунизации 
альпака. Иммунизацию проводили пятикратно по ука-
занной схеме, в качестве иммуногена использовали 
рекомбинантный CROPs-домен TcdB штамма С. difficile 
VPI10463 с полным адъювантом Фрейнда (FCA) и не-
полным адъювантом Фрейнда (FIA). Б – определение 
титра антител к TcdB в сыворотке крови альпака с по-
мощью ИФА. CROPs-домен сорбировали на имму-
нологических планшетах. Далее в лунки добавляли 
серию трехкратных разведений сыворотки до и после 
иммунизации. Связавшиеся с TcdB антитела из сыво-
ротки детектировали с помощью антител к IgG альпака, 
конъюгированных с пероксидазой хрена. В – анализ 
нейтрализующей активности сыворотки альпака. Пред-
ставлены фотографии клеток Vero E6, обработанных 
и не обработанных TcdB (0.5 нг/мл), и фотографии кле-
ток, обработанных смесью TcdB (0.5 нг/мл) с сыворот-
кой до и после иммунизации (в разведении 1 : 50)
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Рис. 2. Отбор и характеристика однодоменных антител к TcdB. А – отбор антител к TcdB с помощью монокло-
нального фагового ИФА. Всего проанализировано 470 клонов антител после 1 и 2 раундов биопаннинга, кло-
ны с высоким значением сигнала в ИФА (ОП

450
 > 0.7) отбирали для секвенирования. Б – анализ связывающей 

способности отобранных антител к TcdB с помощью ИФА. Представлены кривые зависимости сигнала в ИФА 
от концентрации антител с расчетом полумаксимальных эффективных концентраций (EC

50
). В – оценка нейтра-

лизующей активности отобранных антител к TcdB по жизнеспособности клеток. К монослою клеток Vero E6 
добавляли смесь TcdB (0.5 нг/мл) и однодоменных антител (20 нМ). Спустя 72 ч оценивали жизнеспособность 
клеток по уровню АТР (с помощью набора CellTiterGlo). Г – оценка нейтрализующей активности антител TB5A7 
и TB4A8 по морфологии клеток. К монослою клеток Vero E6 добавляли смесь TcdB (0.5 нг/мл) и однодоменных 
антител (20 нМ), спустя 72 ч проводили оценку морфологии. Представлены конфокальные фотографии клеток, 
окрашивание ядер проведено с помощью DAPI, окрашивание актинового цитоскелета – Phalloidin AlexaFluor 488. 
Ниже представлены данные морфометрического анализа. Статистическую значимость определяли с помощью 
ANOVA: **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.001; ****p ≤ 0.0001; нз – статистически незначимые различия, p > 0.05
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мерных форм антител были получены с помощью 
методов молекулярного клонирования. Димеры бел-
ков продуцировали и очищали с помощью тех же 
методов, что и при получении мономеров.

Сравнительный анализ нейтрализующей ак-
тивности мономерных и димерных форм антител 

проводили на культуре клеток Vero E6. Серийные 
разведения антител смешивали с TcdB и добавля-
ли к культуре клеток на 72 ч. Зависимость жиз-
неспособности клеток от концентрации антител 
представлена на рис. 3А. Показано, что димеры 
антител проявляли более высокую нейтрализу-
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ющую активность по сравнению с мономерами. 
Полумаксимальная ингибирующая концентрация 
(IC50) составила 0.13 и 0.05 нМ для мономера и ди-
мера антитела TB5A7 соответственно. В случае ан-
титела TB4A8, IC50 составила 0.03 нМ для мономера 
и 0.01 нМ для димера.

На заключительном этапе оценивали способность 
отобранных антител защищать экспериментальных 
животных от летальной дозы TcdB. Димеры анти-
тел TB5A7 и TB4A8 в дозе 500 мкг на мышь сме-
шивали с летальной дозой TcdB (60 нг/мышь) и вво-
дили мышам линии C57BL/6 (рис. 3Б). Показали, 
что введение обоих антител обеспечивало 100% 
выживаемость животных, тогда как в контрольной 
группе, получавшей TcdB, наблюдалась гибель всех 
животных. Полученные различия были статистиче-
ски значимыми, значение p составило 0.0067.

Таким образом, в нашей работе были отобраны 
два клона однодоменных антител, TB4A8 и TB5A7, 
нейтрализующих цитотоксическое действие токсина 
B C. difficile. Кроме того, установлено, что димерные 
формы отобранных клонов способны защищать жи-
вотных (мышей) от летальной дозы TcdВ. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Бактерия C. difficile является наиболее частой при-
чиной нозокомиальной антибиотик-ассоциированной 
диареи [17]. Заболеваемость CDI в мире варьирует 
от 1.1 до 631.8 случаев на 100 000 человек ежегодно 
[18]. Рекомендованное лечение CDI включает при-
менение трех антибактериальных препаратов: ван-
комицина, метронидазола и фидаксомицина. Однако 

в связи с распространением резистентных штаммов, 
высокой частотой рецидивов заболевания и значи-
тельным уровнем смертности актуальной представ-
ляется разработка новых эффективных стратегий 
терапии. В качестве альтернативы применяются та-
кие методы, как фекальная трансплантация, изучает-
ся возможность применения пробиотических препа-
ратов [19, 20]. Одним из перспективных направлений 
считается разработка препаратов, нейтрализующих 
действие ключевых факторов вирулентности бакте-
рии, токсинов А и В. К таким препаратам относятся 
моноклональные антитела, связывающие и нейтрали-
зующие бактериальные токсины. В настоящее время 
зарегистрирован один препарат на основе монокло-
нальных антител к TcdB – безлотоксумаб, примене-
ние которого в сочетании с антибиотиками снижает 
частоту рецидивов CDI [21].

Данная работа посвящена получению монокло-
нальных однодоменных антител к токсину B C. dif-
ficile. Однодоменные антитела представляют собой 
вариабельный домен тяжелоцепочечных антител, 
обнаруженных в организме некоторых видов жи-
вотных, включая представителей семейства верблю-
довых [22]. Разработка средств терапии на основе 
однодоменных антител имеет ряд преимуществ, 
связанных с особыми свойствами таких антител, 
включая их высокую термостабильность, способ-
ность связываться с труднодоступными для клас-
сических антител эпитопами, широкие возможно-
сти для создания мультимерных молекул [22, 23]. 
Для получения однодоменных антител к TcdB ис-
пользовали иммунизацию альпака рекомбинант-
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Рис. 3. Нейтрализующая и протективная активность димерных форм антител TB4A8 и TB5A7. А – сравнение ней-
трализующей активности мономерных и димерных форм антител TB5A7 и TB4A8. TcdB (0.5 нг/мл) смешивали 
с серийными разведениями антител и добавляли к монослою клеток Vero E6, через 72 ч оценивали жизнеспо-
собность клеток с помощью набора CellTiterGlo. На графике представлена зависимость выживаемости клеток 
от концентрации антител с указанием значений полумаксимальных ингибирующих концентраций (IC

50
). Б – оцен-

ка протективной активности димерных форм антител TB4A8 и TB5A7 на модели летальной токсинемии. Мы-
шам линии C57BL/6 вводили внутрибрюшинно смесь TcdB (60 нг/мышь) с димерами антител TB5A7 или TB4A8 
(500 мкг/мышь), предварительно проинкубировав при 37°C в течение 1 ч. Представлены кривые выживаемости 
Каплана–Мейера. Достоверность полученных результатов оценивали с помощью статистического анализа с ис-
пользованием логарифмического рангового критерия Мантела–Кокса (**p ≤ 0.01)
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ным CROPs-доменом. Данный фрагмент был вы-
бран в качестве иммуногена, поскольку не обладает 
токсическим действием, а также участвует в при-
креплении TcdB к клетке-мишени через взаимо-
действие с гликанами на поверхности [6]. Анализ 
нейтрализующей активности сыворотки альпака по-
сле иммунизации показал, что в разведении 1 : 50 
она оказывала нейтрализующее действие на TcdB, 
тогда как сыворотка до иммунизации защитным 
действием не обладала.

На следующем этапе работы была отобрана па-
нель однодоменных антител к TcdB, среди которых 
два, TB4A8 и TB5A7, оказывали наиболее выражен-
ное нейтрализующее действие на токсин и были 
отобраны для дальнейших исследований. Для по-
вышения их нейтрализующей активности были 
получены бивалентные формы антител, включа-
ющие два мономера, соединенные гибким глицин-
сериновым линкером. Димеризация однодоменных 
антител применяется для повышения аффинности 
взаимодействия антител, что способствует улучше-
нию функциональной активности. Кроме того, более 
крупный размер молекул димеров по сравнению 
с молекулами мономеров способствует увеличению 
периода полувыведения антител при проведении 
экспериментов in vivo. Анализ нейтрализующей 
способности димеров антител TB4A8 и TB5A7 вы-
явил повышение активности по сравнению с мо-
номерами. Нейтрализующая активность димера 
TB5A7 выросла в 2.5 раза, а димера TB4A8 – в 3 
раза по сравнению с соответствующими мономерны-
ми формами. Повышение нейтрализующей активно-
сти после мультимеризации антител к токсинам C. 
difficile отмечается и другими авторами. Например, 

в исследовании Zhiyong Yang и соавт. показано зна-
чительное повышение нейтрализующей активности 
мультивалентного антитела ABA в отношении TcdA 
[24]. 

Далее нами была изучена протективная актив-
ность полученных бивалентных форм антител 
на модели in vivo. Показано, что димеры анти-
тел TB4A8 и TB5A7 полностью защищали мышей 
от летальной дозы токсина В. Выживаемость жи-
вотных в группах, получавших антитела (500 мкг/
мышь), составила 100%, тогда как в контрольной 
группе все животные погибли. Данные результаты 
свидетельствуют о способности отобранных моно-
клональных антител защищать от действия токсина 
B, с которым связывают развитие тяжелых симпто-
мов инфекции, ассоциированной с C. difficile [10]. 
Полученные антитела имеют потенциал для клини-
ческого применения в качестве средства терапии 
CDI.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Токсины A и B являются основными фактора-
ми патогенности бактерии C. difficile, поэтому они 
представляют интерес в качестве терапевтической 
мишени при инфекции, ассоциированной с C. dif-
ficile. В представленной работе получены монокло-
нальные однодоменные антитела, обладающие ней-
трализующей активностью в отношении токсина B 
и способные защищать экспериментальных живот-
ных от летального действия токсина. Проведенное 
исследование является важным шагом в разработке 
новых терапевтических средств для лечения CDI, 
создание которых может снизить заболеваемость 
и смертность от этой инфекции. 
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