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С использованием “наивной” фаговой библиотеки scFv человека проведена аффинная селекция мини-
антител, специфичных к белкам теплового шока, выделенным из клеток гепатомы линии МН22а и
плазмоцитомы линии Sp2/0-Ag14 мыши. С помощью полученных фаговых антител методами дот-
иммуноанализа и твердофазного иммуноферментного анализа изучена динамика концентрации белков
теплового шока в сыворотке крови мышей с имплантированными опухолевыми клетками линии
МН22а. Начиная с 14 сут после ксенотрасплантации, наблюдался постепенный рост уровня белков теп-
лового шока в сыворотке крови. Установлено, что после имплантирования опухолевых клеток рост
опухоли сопровождался достоверным повышением накопления белков теплового шока в сыворотке
крови. Показано, что миниантитела, специфичные к белкам теплового шока, являются эффектив-
ным инструментом для определения и мониторинга накопления белков теплового шока в сыворот-
ке крови животных.
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Белки теплового шока (БТШ) известны, преж-
де всего, как высококонсервативные шаперон-
ные белки, участвующие в сворачивании, сборке
и разборке белковых комплексов [1]. Эти белки яв-
ляются внутриклеточными и органеллоспецифич-
ными молекулами, но также встречаются в цитозо-
ле, плазматической мембране, внеклеточных вези-
кулах, биологических жидкостях и кровотоке.
Изначально они характеризовались как белки,
индуцирующиеся в клетках при стрессовом воз-
действии, особенно при тепловом шоке [2]. БТШ
играют важную роль в опухолевых процессах, по-
скольку участвуют в различных связанных с ра-
ком действиях, таких как пролиферация клеток,
метастазирование и устойчивость к противоопу-
холевым препаратам [3]. Внутриклеточные БТШ,
особенно Hsp27, Hsp72 и Hsp90, накапливаются

до высоких концентраций при многих типах рака.
Предполагается, что БТШ пролиферируют в ра-
ковых клетках в ответ на фолдинговые стрессы,
возникающие при злокачественной трансформа-
ции и опухолевой прогрессии [4, 5]. Функции
БТШ связаны с возникновением, прогрессирова-
нием и метастазированием рака, а также с рези-
стентностью к терапии рака. Кроме того, изучается
потенциальное использование БТШ для усиления
эффектов химио-, радио- и иммунотерапии [6, 7].
БТШ имеют множество клинических примене-
ний в качестве биомаркеров для диагностики и
прогнозирования рака, а также в качестве потен-
циальных терапевтических мишеней для проти-
воракового лечения [8].

Шаперонная активность БТШ, по сути, опосре-
дует эффективный захват, процессинг и кросс-пре-
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зентацию опухолевых пептидных антигенов (Аг)
дендритными клетками [9, 10]. Поэтому БТШ иг-
рают важную роль в формировании противоопу-
холевого адаптивного иммунного ответа [11]. Уста-
новлено, что белок Hsp70, попадая в межклеточное
пространство, вызывает иммунный ответ, снижаю-
щий скорость роста опухолей [12]. БТШ стимули-
руют продукцию хемокинов, провоспалительных
и противовоспалительных цитокинов [13]. Тер-
мостабильные белки из семейства БТШ активно
используют в качестве адъювантов при разработ-
ке противоопухолевых вакцин для целого ряда
онкологических заболеваний [14–17]. Некоторые
из этих разработок дошли до третьей фазы клини-
ческих исследований [18–21]. Показана принципи-
альная возможность использования БТШ, конъ-
югированных с наночастицами золота (НЧЗ), для
противоопухолевой вакцинации [22].

В литературных источниках появляется все
больше доказательств того, что БТШ сверхэкс-
прессированы во многих типах злокачественных
опухолей, что само по себе способствует инвазии
и метастазированию [12, 23, 24]. Например, пока-
зано, что уровни БТШ повышены при ряде видов
рака, а их сверхэкспрессия связана с плохим про-
гнозом и ответом на терапию [5, 25, 26]. Таким
образом, БТШ являются своеобразными марке-
рами для ранней диагностики опухолей и прогно-
за при мониторинге лечения у пациентов с рас-
пространенными видами рака – онкомаркерами
[27–29]. БТШ также могут служить вспомога-
тельными маркерами при необходимости допол-
нительного подтверждения диагноза на фоне дру-
гих симптомов и при оценке эффективности про-
тивоопухолевой терапии. Оценка уровня БТШ в
сыворотке крови онкологических больных стано-
вится значимой областью исследований, направ-
ленных на разработку средств для практического
применения в клинической онкологии. Для ди-
агностики онкомаркеров в биологических жидко-
стях используют, в частности, различного рода им-
мунохимические методики, в том числе биосенсо-
ры [30–32].

Одно из существенных направлений при диа-
гностике рака связано с неинвазивными исследо-
ваниями на основе онкомаркеров. Важнейшей со-
ставляющей при разработке диагностических си-
стем для индикации онкомаркеров является подбор
соответствующего биорецептора. В качестве биосе-
лективного агента (элемента распознавания) пре-
имущественно используют антитела (Ат), спе-
цифичные к определяемому Аг. Существует не-
сколько технологий получения Ат, в основном,
связанных с иммунизацией животных. В послед-
нее время в молекулярной биологии стали ис-
пользовать генно-инженерные технологии кло-
нирования узнающих фрагментов – гипервариа-
бельных участков иммуноглобулинов G (IgG),
которые являются относительно дешевыми и мо-

гут конкурировать по селективности с гибридом-
ными технологиям. К такому методу относится тех-
нология фагового дисплея, в основе которой ле-
жит экспонирование чужеродных пептидов или
белков на поверхности фаговых частиц в составе
одного из химерных белков оболочки.

Технология фагового дисплея была разработа-
на в середине 80 гг. Она основана на экспрессии
чужеродного белка на поверхности нитчатого
бактериофага М13 путем вставки гена, кодирую-
щего фрагмент эндонуклеазы рестрикции EcoRI, в
единую рамку трансляции с белком минорной обо-
лочки pIII нитчатого бактериофага [33]. В 1990 гг.
метод фагового дисплея был использован для
экспонирования антигенсвязывающих фрагмен-
тов IgG на поверхности бактериофага fd [34]. Метод
не требует использования животных, длительных
процедур иммунизации, дорогих сред и культур
животных клеток. Рекомбинантные фаговые Ат
(миниантитела) успешно зарекомендовали себя в
качестве биорецепторов в различных биосенсор-
ных системах [35–37], в том числе для детекции
БТШ микобактерий, вызывающих туберкулез [38],
и клеток карциномы легкого человека A549 in vitro
[39]. Хотя в настоящее время полная замена моно-
клональных и поликлональных IgG фрагментами
Ат неживотного происхождения маловероятна,
фаговые Ат следует рассматривать как ценный
дополнительный или даже альтернативный вари-
ант, особенно в тех случаях, когда их адаптируе-
мость является истинным преимуществом. Пре-
имущество фаговых антител заключается в отсут-
ствии необходимости иммунизации животных,
что значительно сокращает время получения ста-
бильных клонов, продуцирующих антитела, с не-
скольких месяцев до нескольких недель. Кроме то-
го, стратегия селекции фаговых антител может быть
адаптирована к индивидуальным потребностям ис-
следования не только при онкодиагностике, но и
оценке эффективности противораковой терапии
[35–39].

Цель исследования − получение фаговых Ат к
БТШ, выделенным из клеток опухолевых линий
гепатомы и плазмоцитомы, и их использование
для иммунодиагностики и анализа динамики на-
копления БТШ в плазме крови мышей при транс-
плантации опухоли и в сыворотке крови спонтан-
но заболевших животных.

МЕТОДИКА
Культивирование клеток. В экспериментах ис-

пользовали клетки гепатомы линии МН22а и
плазмоцитомы линии Sp2/0-Ag14 мыши. Клеточ-
ные линии были получены из Российской кол-
лекции клеточных культур Института цитологии
РАН (Россия). Наращивание клеток проводили на
среде Игла в модификации Дульбекко (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium, DMEM; БиолоТ, РФ) с
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добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки
(“БиоЛот”, РФ), 100 ед./мл пенициллина (“Gibco”,
Ирландия), 100 мкг/мл стрептомицина (“Gibco”,
Ирландия) и 292 мкг/мл L-глутамина (“Gibco”,
Ирландия). Культуры клеток росли в стерильных
флаконах для адгезионных клеточных культур до
достижения монослоя.

Получение тотальной фракции термостабиль-
ных антигенов из клеток линии МН22а. После до-
стижения монослоя проводили выделение кле-
точных БТШ по методу, описанному в работах
[40, 41]. Культуральный флакон с клеточным мо-
нослоем прогревали при 42°С в течение 1 ч и за-
тем инкубировали в течение 2 ч при 37°С. Далее
проводили лизирование клеток. Флакон аккурат-
но промывали 4 раза 10 мл подогретого раствора
Хэнкса (“ПанЭко”, РФ). Затем добавляли 15 мл
культуральной среды DMEM с 4 мМ L-глютами-
на и 2 мМ фенилметилсульфонил фторида (“Sig-
ma-Aldrich”, США). Флакон инкубировали 1 ч
при 37°C при покачивании на шейкере. После от-
мывки во флакон с клеточным монослоем добав-
ляли 10 мл буфера Cytomix (“Bio-Rad”, США) и
замораживали флакон при –20°С, затем оттаива-
ли при 37°С. Эту процедуру повторяли 3 раза. Сус-
пензию переносили в центрифужную пробирку и
центрифугировали при 10000 g 15 мин. Как вари-
ант данного способа использовали снятие клеток
с монослоя трипсинизацией, а затем проводили ли-
зис 7 × 106 опухолевых клеток по описанной проце-
дуре. Полученные препараты осветляли центри-
фугированием при 20 000 g в течение 20 мин,
определяли концентрацию белка в лизате по ме-
тоду Брэдфорд и замораживали при –70°С. Как
показано ранее [22] лизат нагретых клеток содер-
жал все основные семейства БТШ.

Далее лизат клеток осаждали сульфатом аммо-
ния при 40% насыщения c последующим центри-
фугированием при 20000 g в течение 20 мин и 4°С.
Полученный супернатант осаждали сульфатом ам-
мония при конечном насыщении 80%, затем также
центрифугировали при 20000 g в течение 20 мин и
4°C. Осадок, полученный после второго центри-
фугирования, растворяли в 4 мл дистиллирован-
ной воды и диализовали против 0.2 М фосфатно-
солевой буфера (ФСБ), рН 7.2, при 4°С в течение
48 ч с частой сменой буфера. Полученные после
этого экстракты использовали для дальнейшей
хроматографической очистки.

Хроматографическая очистка антигенов. Очист-
ку Аг проводили методом ионообменной хрома-
тографии на колонке Toyopearl DEAE-650 (“Sigma-
Aldrich”, США), образцы анализировали на хрома-
тографе NGC Quest 10 (“Bio-Rad”, США). Носи-
тель уравновешивали 0.05 М Трис-HCl, pH 7.5.
Диализованный образец (100 мкл), содержащий
240 мкг белка, наносили на колонку. Элюцию бел-
ков проводили, используя ступенчатый градиент

от 0 до 0.5 М NaCl и собирали фракции содержа-
щие БТШ. Значения оптической плотности элюа-
тов контролировали при 280 нм с помощью спек-
трофотометрического детектора Spectronic-21
(“Thermo Fisher Scientific”, США).

Аффинная селекция Ат из фаговой библиотеки.
Ат, специфичные к БТШ, получали с использова-
нием неиммунной фаговой библиотеки одноце-
почечных вариабельных фрагментов (scFv) чело-
века (разнообразие 109 независимых клонов) [42].
В работе использовали процедуру селекции Ат,
адаптированную под данную комбинаторную фа-
говую библиотеку и описанную в статье [43].
БТШ, выделенные из опухолевых клеток, иммо-
билизовали на мембране из поливинилиденфто-
рида (PVDF), обработанной метанолом, в течение
ночи при 4°С. Затем мембрану блокировали 2%-
ным сухим молоком в ФСБ в течение 1 ч на шейкере
при комнатной температуре, трижды промывали в
ФСБ и использовали для селекции Ат. Мембрану с
иммобилизованным Аг инкубировали с 1011 фаго-
вых частиц в объеме 200 мкл библиотеки на шейке-
ре при комнатной температуре в течение 1 ч. Не-
специфически сорбировавшиеся фаговые части-
цы отмывали 15 раз в ФСБ. Оставшиеся фаги
элюировали 0.1 М глицин-HCl буфером рН 2.5
(500 мкл) на шейкере при комнатной температу-
ре. Элюат фагов собирали и нейтрализовали 500
мкл 1 М Трис-HCl, pH 9.5.

Компетентную культуру Escherichia coli TG1
получали, выращивая клетки до логарифмиче-
ской фазы роста при 37°С без встряхивания для
образования F-пилей. Нейтрализованный элюат
(1 мл) использовали для заражения E. coli TG1.
После 30 мин инкубации культуры при 37°С без
встряхивания инфицированные клетки осажда-
ли центрифугированием при 2000 g 10 мин и пе-
ресевали на среду 2хYT (“BD Difco”, США) со
100 мкг/мл ампициллина (“Gibco”, Ирландия) и
1% глюкозы. Посев инкубировали на шейкере
при 37°С в течение ночи. 1 мл культуры пересева-
ли на 10 мл свежей 2хYT со 100 мкг/мл ампицил-
лина и 1% глюкозы и инкубировали на шейкере
при 37°С до достижении оптической плотности
0.4–0.6 при 600 нм (~3 ч). Затем клетки инкубиро-
вали 30 мин при 37°С без встряхивания и добавля-
ли 1011 частиц хелперного фага M13KO7. После
30 мин инкубации при 37°С без встряхивания ин-
фицированные клетки осаждали центрифугиро-
ванием при 2000 g 10 мин и пересевали на среду
2хYT со 100 мкг/мл ампициллина, 50 мкг/мл ка-
намицина (“Gibco”, Ирландия) и 100 мкг/мл изо-
пропил-β-D-1-тиогалактопиранозида (“Thermo
Fisher Scientific”, США). Посев инкубировали на
шейкере при 30°С в течение ночи. После чего
клетки осаждали центрифугированием при 2000 g
20 мин, супернатант дополнительно осветляли от
дебриса центрифугированием при 10000 g 20 мин.
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К супернатанту добавляли 1/5 объема раствора
ПЭГ/NaCl, инкубировали при 0°С до образова-
ния видимого преципитата, который затем оса-
ждали центрифугированием при 4000 g 1 ч. Оса-
док ресуспендировали в 1 мл ФСБ, инкубировали
при комнатной температуре в течение 1 ч до пол-
ного растворения и осветляли центрифугирова-
нием при 12000 g в течение 10 мин. Супернатант,
содержащий фаговые частицы, диализовали против
ФСБ через диализную мембрану с пределом исклю-
чения 14–16 кДа при 4°С в течение суток 4-кратно
меняя буфер. К диализату добавляли глицерин до
конечной концентрации 50% и хранили при темпе-
ратуре –20°C до использования в следующем раун-
де селекции. По описанной выше схеме было про-
ведено три последовательных раунда селекции.

Синтез наночастиц золота и получение конъюга-
тов с биоспецифическими зондами. Золотые нано-
сферы диаметром 15 нм получали по методу Френса
[44], используя реакцию восстановления HAuCl4
цитратом натрия. Восстановление проводили при
нагревании 242.5 мл 0.01%-ного водного раствора
HAuCl4 (“Sigma-Aldrich”, США) в колбе Эрлен-
мейера на магнитной мешалке с обратным водя-
ным холодильником. После закипания добавляли
7.5 мл 1%-ного водного раствора цитрата натрия
(“Fluka”, Швейцария). Диаметр синтезированных
НЧЗ был определен методами спектрофотомет-
рии, трансмиссионной электронной микроско-
пии (ТЭМ) и динамического рассеяния света
(ДРС).

Перед конъюгацией 15-нм НЧЗ со стафило-
кокковым белком А (“Sigma-Aldrich”, США) или
с козьими Ат к IgG кролика (“Sigma-Aldrich”,
США) определяли “золотое число” – минималь-
ное количество белка, защищающее определен-
ный объем золя от солевой агрегации [45]. Для
этого в 96-луночном микротитровальном план-
шете двукратно по 20 мкл титровали водный рас-
твор белка с начальной концентрацией 1 мг/мл. В
каждую лунку добавляли по 200 мкл 15-нм НЧЗ
(А520 = 1.0) и по 20 мкл 1.7 М NaCl и определяли
минимальную стабилизирующую концентрацию.
При получении конъюгата НЧЗ со стафилококко-
вым белком А “золотое число” составило 6 мг/мл, с
козьими Ат к IgG кролика – 12 мг/мл. Конъюга-
цию проводили простым смешением реагентов
без использования сшивающих агентов, исполь-
зуя концентрацию белка на 20% превышающую
“золотое число”.

Дот-блот иммуноанализ. Дот-иммуноанализ
проводили по следующей методике [45]: в каче-
стве образцов на PVDF мембрану, обработанную
метанолом, или нитроцеллюлозную мембрану в
виде серии точек наносили по 1 мкл двойных раз-
ведений хроматографически очищенного Аг либо
полученной от животных сыворотки и инкубиро-
вали в течение ночи при 4°С для фиксации Аг. За-

тем проводили блокирование мембраны с нане-
сенным на нее Аг в течение 1 ч 2%-ным сухим мо-
локом, разведенным в 10 мМ ФСБ, pH 7.2. Затем
мембрану инкубировали на шейкере при комнат-
ной температуре в течение 1 ч в растворе фаговых
Ат с концентрацией 1012 фагов/мл. После трех-
кратной промывки в ФСБ мембрану инкубирова-
ли на шейкере в 2 мл ФСБ с 50 мкл раствора кро-
личьих антифаговых Ат. При наличии биоспеци-
фического взаимодействия Ат связывались с Аг,
адсорбированным на мембране. Далее мембрану
трижды отмывали в ФСБ от неспецифически свя-
завшихся Ат и погружали в раствор конъюгата НЧЗ
(А520 = 1) со стафилококковым белком А в случае
БТШ, либо с козьими Ат к IgG кролика в случае
сывороток. Связывание конъюгата с комплексом
Аг-Ат можно было визуально наблюдать в виде се-
рии красных пятен. Аналогично проводили дот-
иммуноанализ с использованием в качестве мар-
кера моноклональных Ат к IgG кролика, меченных
пероксидазой хрена (“Jackson ImmunoResearch”,
Великобритания).

После электрофореза хроматографически очи-
щенного Аг в ПААГ с ДДС по Лэммли образцы
переносили полусухим способом на PVDF мем-
брану и инкубировали в течение 1 ч в блокирую-
щем ФСБ, содержащем 0.1%-ный Твин 20 и 5%
обезжиренного сухого молока. Затем мембрану
инкубировали в течение 1 ч в полученных фаговых
Ат с концентрацией 1012 фагов/мл. После трехкрат-
ной отмывки мембрану погружали в раствор кро-
личьих антифаговых Ат. Затем мембрану трижды
отмывали в ФСБ от неспецифически связавших-
ся Ат и погружали в раствор конъюгата НЧЗ
(А520 = 1) со стафилококковым белком А.

Иммуноферментный анализ. Твердофазный им-
муноферментный анализ (ИФА) проводили по
общепринятой схеме [46]. В лунку планшета ад-
сорбировали полученную от животных сыворот-
ку (в качестве отрицательного контроля исполь-
зовали сыворотку от здорового животного), раз-
веденную 1 : 20 0.05 М карбонат-бикарбонатным
буфером, рН 9.6, в серии двойных разведений и
инкубировали в течение ночи при 4°С. Затем лун-
ки промывали трехкратно ФСБ и блокировали
свободные сайты связывания 200 мкл 2% сухого
молока в 0.05 М карбонат-бикарбонатным буфе-
ре 1 ч на шейкере при 37°С. После чего в каждую
лунку вносили разведенные в 100 раз минианти-
тела к БТШ и инкубировали в течение 1 ч на шей-
кере при 37°С. Затем после трехкратной отмывки
добавляли в лунки по 100 мкл кроличьих антифаго-
вых Ат, разведенных 1 : 500 в 10 мМ ФСБ (рН 7.4) и
инкубировали в течение 1 ч на термошейкере при
37°С. После этого проводили трехкратную отмывку
и добавляли в лунки по 100 мкл козьих Ат к IgG кро-
лика, меченных пероксидазой хрена (“Sigma-Al-
drich”, США), разведенных 1 : 500 в 10 мМ ФСБ
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(рН 7.4) и инкубировали в течение 1 ч на термошей-
кере при 37°С. Затем трижды отмывали карбонат-
бикарбонатным буфером. В качестве субстрата пе-
роксидазы использовали 100 мкл 0.006%-ного орто-
фенилендиамина (“Fluсka”, Швейцария) в 0.1 М
цитратном буфере, рН 6.0, содержащем 0.01% пе-
роксида водорода. Инкубацию с субстратом про-
водили в темноте. Реакцию останавливали добав-
лением 100 мкл 0.1 М серной кислоты. Результаты
реакции регистрировали на микропланшетном
спектрофотометре Multiskan Accent+ (“Thermo
Fisher Scientific”, США) при длине волны 490 нм.

Имплантация животным опухолевых клеток. В
исследовании были использованы белые мыши
линии BALB/c (18–20 г). Мыши были приобрете-
ны в Отделе экспериментальных животных с ви-
варием Российского научно-исследовательского
противочумного института “Микроб” (Россия).
Животным подкожно трансплантировали опухо-
левые клетки MH22a. Их вводили в холку в дозе
1 × 109 кл./мышь (n = 4). Первые признаки опухо-
лей появились через 14 дней после заражения; на
37 сут опухоли были наиболее отчетливо выражены.
В процессе наблюдения проводили забор крови на
наличие БТШ в сыворотке.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика синтезированных НЧЗ. Диаметр
синтезированных НЧЗ был определен методами
спектрофотометрии, ТЭМ и ДРС. Максимум спек-
тра поглощения полученного золя составил λmax =
= 518.7 нм, при этом оптическая плотность была
A520 = 1.15. По данным TЭM и ДРС, средний диаметр
полученных наночастиц составил 15.4 нм. Число
частиц в 1 мл при А520 = 1 составляло 1.6 × 1012.

Проверка активности миниантител к БТШ. Для
получения фаговых Ат к БТШ, выделенным из
клеток опухолевых линий гепатомы и плазмоци-
томы, проводили три раунда селекции. Актив-
ность полученных после трех раундов селекции ми-
ниантител проверяли методом дот-иммуноанализа,
с использованием в качестве аналита хроматогра-
фически очищенного термостабильного Аг (на-
чальная концентрация 1 мг/мл), а в качестве мар-
кера – конъюгата НЧЗ со стафилококковым бел-
ком А (рис. 1). Минимальное количество Аг,
обнаруживаемое предложенным способом анализа,
составило ~15 пг (седьмое разведение). Оценку спе-
цифичности полученных фаговых Ат осуществ-
ляли с использованием Вестерн-блота. Фаговые
Ат специфически распознавали пептиды в обла-
сти 45–66 кДА.

Анализ накопления БТШ в сыворотке крови мы-
шей с ксенотрансплантированными опухолями. С
использованием полученных фаговых Ат мето-
дом дот-иммуноанализа была качественно изуче-
на динамика концентрации БТШ в сыворотке
крови мышей с имплантированными опухолевы-
ми клетками линии МН22а (рис. 2). С 14 дня по-
сле трансплантации визуально наблюдалось уси-
ление окрашивания комплексов Аг-Ат, выявляе-
мое с применением конъюгата НЧЗ с козьими Ат
к IgG кролика, что свидетельствовало о нараста-
нии концентрации БТШ в сыворотке крови.

С помощью полученных фаговых Ат методом
твердофазного ИФА была количественно изучена
динамика концентрации БТШ в сыворотке крови
мышей с имплантированными опухолевыми клет-
ками линии МН22а. После имплантирования опу-
холевых клеток мышам наблюдали рост опухоли,
начиная с 14 дня после трансплантации. В этот
период отмечалось повышение уровня БТШ в
сыворотки крови мышей, их концентрация со-
ставила 0.15 ± 0.05 мкг/мл. В дальнейшем наблю-
дался постепенный рост концентрации БТШ в
сыворотке крови и на 37 сут (когда опухоль была
наиболее выражена) уровень БТШ в сыворотке
составил 0.35 ± 0.1 мкг/мл (рис. 3). Приведенные
в работе результаты, полученные с помощью фа-

Рис. 1. Дот-иммуноанализ Аг, выделенных из клеток
линии МН22а (а) и линии Sp2/0-Ag14 (б) с использо-
ванием миниантител, полученных из неиммунной
фаговой библиотеки scFv человека после третьего ра-
унда селекции. Вторичные Ат – кроличьи антифаго-
вые IgG. Мечение – конъюгат НЧЗ со стафилококко-
вым белком А. (Двойные разведения, начальная кон-
центрация 1 мг/мл).

(a)

(б) Рис. 2. Динамика накопления БТШ в сыворотки кро-
ви мышей после имплантации опухоли (с 3 по 37 сут),
определенная методом дот-иммуноанализа с исполь-
зованием миниантител, полученных из неиммунной
фаговой библиотеки scFv человека после третьего ра-
унда селекции. Вторичные Ат – кроличьи антифаго-
вые IgG. Мечение – конъюгат НЧЗ с козьими Ат к
IgG кролика.

3 7 14 28 30 37
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говых Ат, соответствуют показателям уровня БТШ
(в норме и при опухолевом процессе), определен-
ного методом твердофазного ИФА с использова-
нием моноклональных Ат [47].

Поскольку изменение уровня БТШ в сыворот-
ке животных является маркером не только для
диагностики, но и для прогноза лечения опухоли,
был проведен анализ изменения уровня БТШ в
сыворотке крови спонтанно заболевших живот-
ных. Известно, что иммунохимическая детекция
БТШ с использованием антител зависит не от ви-
дов лабораторных животных, а от наличия БТШ в
опухолях и сыворотках крови [48, 49]. В экспери-
ментах использовали трех стерилизованных ко-
шек возрастом 9 (К1; фибросаркома), 12 (К2; аде-
нома молочной железы) и 13 (К3; аденокарцинома
молочной железы) лет с подтвержденными онколо-
гическими диагнозами. Кроме клинических при-
знаков диагнозы были подтверждены цитологиче-
скими и гистопатологическими исследованиями. С
использованием дот-иммуноанализа установлено,
что полученные фаговые Ат способны выявлять
как выделенный и очищенный Аг (начальная кон-
центрация 1 мг/мл), так и Аг, присутствующий
в сыворотке крови спонтанно заболевших живот-
ных (рис. 4). Полученные миниантитела выявля-
ли как выделенный из опухолевых клеток Аг (ми-
нимально выявляемое количество ~15 нг), так и
детектировали Аг в сыворотках крови спонтанно
заболевших животных.

Таким образом, показано, что фаговые Ат име-
ют большой потенциал для эффективного мони-
торинга накопления БТШ в сыворотке крови жи-
вотных с имплантированными опухолями как ка-
чественно – с использованием дот-иммуноанализа,
так и количественно – с применением твердофаз-
ного ИФА.

Следует отметить, что фаговые Ат имели ряд пре-
имуществ перед другими типами Ат, в том числе:

− отсутствие необходимости использования
лабораторных животных и длительного поддер-
жания культур клеток эукариот;

− время получения индивидуальных клонов-
продуцентов миниантител составляло 10–14 дней,
по сравнению с несколькими месяцами в случае
гибридомной технологии или процедуры имму-
низации животных;

− относительная простота получения Ат и их
низкая себестоимость.

В дальнейшем фаговые Ат к опухолевым Аг
могут быть использованы для мониторинга им-
мунного ответа как у животных с ксенотранс-
плантированными опухолями, так и у спонтанно
заболевших животных. Полученные результаты
могут послужить основой для создания диагно-
стических тест-систем, в том числе, биосенсор-
ных, для мониторинга роста опухолей ненаружной
локализации, когда болезнь поначалу протекает без
внешних проявлений, а также для прогнозирова-
ния эффективности процессов лечения и вакци-
нации. Полученные в работе фаговые Ат, специ-
фичные к БТШ, являются перспективными для
применения в качестве распознающего элемента
биосенсоров при диагностике опухолей. Большин-
ство сенсорных систем для индикации онкологи-
ческих заболеваний ориентированы на применение
в качестве сенсорного элемента Ат [31] и фаговых
Ат [50], аптамеров [51], амплификации микроРНК
на основе дуплекс-специфической нуклеазы [52], а
также мониторинга активных форм кислорода
[53, 54]. Представленное исследование отличает-
ся от уже описанных методов тем, что ориентиро-
вано на использование фаговых Ат в качестве эф-
фективного инструмента для мониторинга накоп-
ления БТШ. В дальнейшем полученные фаговые Ат
могут быть использованы в качестве распознающе-
го элемента сенсорных систем при определении
БТШ.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного Фонда проект № 19-14-00077.

Рис. 3. Динамика изменения концентрации БТШ в
сыворотке крови мышей после имплантации опухо-
ли, определенная методом твердофазного ИФА с ис-
пользованием миниантител, полученных из неим-
мунной фаговой библиотеки scFv человека после тре-
тьего раунда селекции. Вторичные Ат – кроличьи
антифаговые IgG. Выявление – козьи Ат к IgG кро-
лика, меченные пероксидазой хрена.
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Рис. 4. Дот-иммуноанализ БТШ, выделенного из кле-
ток линии МН22а (а; двойные разведения, начальная
концентрация 1 мг/мл), и в сыворотке крови спон-
танно заболевших животных (б) с использованием
миниантител, полученных из неиммунной фаговой
библиотеки scFv человека после третьего раунда се-
лекции. Вторичные Ат – кроличьи антифаговые IgG.
Выявление – моноклональные Ат к IgG кролика, ме-
ченные пероксидазой хрена. Пояснения к обозначе-
ниям приведены в тексте.
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ропейской конвенции о защите позвоночных животных,
используемых для экспериментальных и других научных
целей” и законодательством Российской Федерации.
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Preparation of Phage Antibodies to Heat Shock Proteins and Studying 
the Dynamics of their Accumulation in Mice with Xenotransplant Tumors

L. A. Dykmana, S. A. Staroverova, b, R. D. Vyrshchikova, K. K. Fursovac, 
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Using a naïve human scFv phage library, affinity selection of miniantibodies specific to heat shock proteins
isolated from MH22a hepatoma cells and Sp2/0-Ag14 plasmacytoma cells was carried out. Using the ob-
tained phage antibodies by dot-immunoassay and enzyme-linked immunosorbent assay, the dynamics of the
concentration of heat shock proteins in the blood serum of mice with implanted tumor cells of the MH22a
line was studied. Starting from the 14th day after xenotransplantation, there was a gradual increase in the level
of heat shock proteins in the blood serum. It was found that after implantation of tumor cells, tumor growth
was accompanied by a significant increase in the accumulation of heat shock proteins in the blood serum. It
has been shown that miniantibodies specific to heat shock proteins are an effective tool for determining and
monitoring the accumulation of heat shock proteins in the blood serum of animals.

Keywords: heat shock proteins, antibody phage library, tumor cell cultures, xenotransplanted tumors, immu-
noassay


