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Аннотация. Комбинаторная белковая инженерия – востребованный инструмент для решения задач, свя-
занных со скринингом большого разнообразия взаимодействующих молекул: разработки лекарств, средств 
диагностики, идентификации антител, поиска конформационных имитаторов антигенных детерминант для 
создания иммуногенов или компонентов вакцин. Среди всех подобных методик одна из наиболее популяр-
ных – технология фагового дисплея, появившаяся во второй половине 1980-х гг., однако в силу относительной 
простоты и универсальности по-прежнему активно применяющаяся для изучения белок-белковых, пептид-
белковых и ДНК-белковых взаимодействий. Фаговый дисплей позволяет создавать высокопредставительные 
библиотеки пептидов, белков или их фрагментов, в которых каждая фаговая частица экспонирует на своей по-
верхности исследуемые пептиды или белки и одновременно несет в своем геноме последовательность ДНК, 
кодирующую экспонируемый пептид/белок. Процедура аффинной селекции позволяет находить специфиче-
ские фаговые клоны практически к любой мишени, а за счет наличия физической связи между генотипом и 
фенотипом можно эффективно определить структуру отобранных молекул. Значительную роль технология 
фагового дисплея сыграла в исследованиях, направленных на изучение антигенной структуры вируса имму-
нодефицита человека (ВИЧ-1) и разработку средств борьбы с этим заболеванием. Серьезная проблема, из-за 
которой до сих пор не удается создать эффективную анти-ВИЧ-вакцину, – сильная антигенная изменчивость 
вируса. Согласно современным представлениям, для обеспечения защиты от инфицирования необходимо 
стимулировать индукцию в организме вируснейтрализующих антител, активных в отношении большого числа 
различных штаммов ВИЧ-1. Соответственно, идентификация подобных антител является важной исследова-
тельской задачей. Тема настоящего обзора – применение фагового дисплея в качестве инструмента для по-
иска ВИЧ-1-нейтрализующих антител широкого спектра действия. Представлены ключевые характеристики 
технологии фагового дисплея, кратко описан процесс получения библиотек антител, проведения процедуры 
аффинной селекции, а также обсуждается феномен ВИЧ-1-нейтрализующих антител широкого спектра дей-
ствия. Приводится обзор исследований, посвященных поиску кросс-нейтрализующих антител с использова-
нием различных типов фаговых библиотек.
Ключевые слова: фаговый дисплей; библиотеки антител; ВИЧ-1; нейтрализующие антитела широкого спектра 
действия (bnAbs).
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Abstract. Combinatorial biology methods offer a good solution for targeting interactions of specif ic molecules by 
a high-throughput screening and are widely used for drug development, diagnostics, identif ication of novel mono-
clonal antibodies, search for linear peptide mimetics of discontinuous epitopes for the development of immunogens 
or vaccine components. Among all currently available techniques, phage display remains one of the most popular 
approaches. Despite being a fairly old method, phage display is still widely used for studying protein-protein, pep-
tide-protein and DNA-protein interactions due to its relative simplicity and versatility. Phage display allows highly 
representative libraries of peptides, proteins or their fragments to be created. Each phage particle in a library displays 
peptides or proteins fused to its coat protein and simultaneously carries the DNA sequence encoding the displayed 
peptide/protein in its genome. The biopanning procedure allows isolation of specif ic clones for almost any target, 
and due to the physical link between the genotype and the phenotype of recombinant phage particles it is possible 
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to determine the structure of selected molecules. Phage display technology continues to play an important role in 
HIV research. A major obstacle to the development of an effective HIV vaccine is an extensive genetic and antigenic 
variability of the virus. According to recent data, in order to provide protection against HIV infection, the so-called 
broadly neutralizing antibodies that are cross-reactive against multiple viral strains of HIV must be induced, which 
makes the identif ication of such antibodies a key area of HIV vaccinology. In this review, we discuss the use of phage 
display as a tool for identif ication of HIV-specif ic antibodies with broad neutralizing activity. We provide an outline 
of phage display technology, brief ly describe the design of antibody phage libraries and the affinity selection pro-
cedure, and discuss the biology of HIV-1-specif ic broadly neutralizing antibodies. Finally, we summarize the studies 
aimed at identif ication of broadly neutralizing antibodies using various types of phage libraries.
Key words: phage display; antibody libraries; HIV-1; broadly neutralizing antibodies (bnAbs).
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Введение
Метод фагового дисплея был предложен в 1985 г. Дж. Сми-
том и Г. Уинтером, за открытие которого спустя 33 года 
они были удостоены Нобелевской премии по химии. Уче­
ные продемонстрировали способность фаговых частиц 
экспонировать чужеродные белки в составе собственных 
поверхностных белков посредством интеграции в одно-
цепочечную ДНК бактериофага гена целевого полипеп-
тида, помещенного в одну рамку считывания, с геном 
фагового белка оболочки (Smith, 1985). Следует отметить, 
что концептуально аналогичное исследование было неза-
висимо проведено отечественной научной группой под 
руководством А.А. Ильичева, осуществившей встройку 
пептид-кодирующей последовательности в область гена 
белка pVIII фага M13 (Ilyichev et al., 1992; Minenkova et al., 
1993). Помимо этого, Дж. Смит и его коллеги предложили 
способ селекции химерных фаговых клонов, специфично 
связывающихся с целевым лигандом, за счет аффинного 
обогащения (Smith, 1985). При этом наличие физической 
связи между генотипом фаговой частицы и фенотипом 
экспонируемого на ее поверхности химерного белка обо-
лочки позволяло легко определить последовательности 
ДНК, кодирующие отобранные молекулы. 

Впоследствии были созданы комбинаторные библиоте-
ки бактериофагов, представляющие собой набор огромно-
го числа фаговых частиц, каждая из которых экспонирует 
на своей поверхности уникальный белок или пептид. 
Среди них наибольшую популярность приобрели фаговые 
библиотеки фрагментов иммуноглобулинов: одноцепо-
чечных (scFv) и антигенсвязывающих (Fab) фрагментов 
молекул IgG (McCafferty et al., 1990; Winter et al., 1994). 
Существуют также альтернативные форматы фаговых  
библиотек, основанных на вариабельных доменах анти-
тел из тяжелых цепей камелид (VHH, или наноантитела) 
и акул (vNAR) (Davies, Riechmann, 1995; Greenberg et al., 
1995). 

Для представления на поверхности фаговых частиц 
фрагментов антител кодирующие их последовательности 
объединяют с геном минорного белка оболочки фага pIII, 
в результате чего образуются рекомбинантные формы 
pIII, слитые на N-конце с целевыми молекулами. В отли­
чие от основного оболочечного белка pVIII и других по-
верхностных белков фага, используемых при создании 
пептидных библиотек, pIII позволяет включать пептидные 
последовательности значительно большей длины без по-
тери функциональной активности фаговой частицы (Kay 

et al., 1993; Kishchenko et al., 1994; Mullen et al., 2006; 
Tikunova, Morozova, 2009). В ранних системах дисплея 
гены фрагментов антител встраивали непосредственно 
в фаговый геном (McСafferty et al., 1990; Scott, Smith, 
1990). В настоящее время ген рекомбинатного pIII, объ-
единенного с ДНК целевых белков, клонируют в составе 
отдельного плазмидного вектора – фагмиды. Фагмидной 
ДНК трансформируют клетки Escherichia coli, одновре-
менно заражая их фагом-помощником, который несет 
гены белка оболочки дикого типа, а также все остальные 
гены, необходимые для инфекции, репликации, сборки 
и отпочкования фаговых частиц (Ledsgaard et al., 2018). 
Наличие в фагмиде сайта начала репликации нитчатого 
бактериофага позволяет ей упаковываться в образующие-
ся фаговые частицы в форме одноцепочечной ДНК. Таким 
образом, при добавлении фага-помощника к культуре кле-
ток E. coli, трансформированных фагмидой, получаемое 
фаговое потомство будет содержать как рекомбинантные 
формы pIII, так и оболочечные белки дикого типа от 
фага-помощника, и инфекционность не будет нарушена 
(Felici et al., 1991).

В качестве источника генетического разнообразия 
антител для создания библиотек чаще всего используют 
B-клетки иммунизированных животных или реконвалес-
центных доноров. Получаемые таким образом иммунные 
библиотеки содержат фаговые частицы, экспонирующие 
антиген-специфичные антитела, и включают 107–108 уни-
кальных клонов (Kennedy et al., 2018). В некоторых случа-
ях с целью повышения разнообразия репертуара антител 
целесообразно использовать «наивные» библиотеки, по-
лученные на основе мРНК лимфоцитов невакцинирован­
ных/ здоровых доноров, либо интактных животных, а так-
же «синтетические», созданные с использованием de novo 
синтезированных олигонуклеотидов (Griffiths, Duncan, 
1998; Tikunova, Morozova, 2009). Представительность 
подобных библиотек может достигать 109–1010 в случае 
«наивных» библиотек и до 1010–1011 – «синтетических» 
(Zhao et al., 2016; Kennedy et al., 2018; Muyldermans, 2021).

Получение фаговых  
иммунных библиотек антител
Подготовка библиотек начинается с выделения РНК из 
гибридом, селезенки иммунного животного или B-клеток 
крови человека и последующего синтеза кДНК (Clackson 
et al., 1991). Далее с использованием изотип-специфичных 
праймеров получают набор ПЦР-копий генов вариабель-
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ных участков легких и тяжелых цепей иммуноглобулинов 
(или только тяжелых в случае VHH) и клонируют их в 
составе фагмидного вектора в одной рамке считывания с 
геном pIII, располагая после сигнальной последователь-
ности, которая в норме направляет экспорт белка в пери-
плазму. Полученными конструкциями трансформируют 
клетки E. coli, одновременно заражая их фагом-помощ-
ником. Образующиеся фаговые частицы содержат фаг-
мидную ДНК и несут на своей поверхности кодируемые 
этими фагмидами фрагменты антител с различными ком-
бинациями генов вариабельных цепей (Skerra, Pluckthun, 
1988; Tikunova, Morozova, 2009; Hammers, Stanley, 2014).

Далее проводят так называемый биопэннинг – проце-
дуру селекции бактериофагов, экспонирующих антиген-
специфические варианты фрагментов антител. Для этого 
библиотеку инкубируют с молекулой-мишенью, иммоби-
лизованной на иммунологическом планшете, магнитных 
частицах или иммуносорбенте, после чего производят 
отмывку несвязавшихся частиц и элюируют фракцию, 
обогащенную специфичными к мишени фагами. Известны 
различные способы элюции: с помощью буфера с кислым 
или щелочным рН либо вытеснением за счет добавления 
конкурирующего агента (белка или пептида), имеющего 
сходство с мишенью (Smith, Petrenko, 1997). Еще один 
часто применяемый и, вероятно, наиболее эффективный 
способ биопэннинга предполагает проведение аффинной 
селекции с использованием меченных SS-биотином мо-
лекул-мишеней (Chames, Baty, 2010). Мишень при этом 
наносят на покрытую стрептавидином подложку, после 
чего проводят стандартную процедуру сорбции фаговой 
библиотеки и отмывки. SS-биотин содержит дисульфид-
ный мостик, расщепляющийся под действием сульфгид­
рильных реагентов, что позволяет отделять комплекс 
мишень – специфичный бактериофаг от подложки добав-
лением восстанавливающего агента (дитиотрейтол или 
2-меркаптоэтанол). Получаемый таким образом элюат не 
содержит фаговых клонов, неспецифически связавшихся 
с подложкой, за счет чего специфичность селекции много-
кратно возрастает. 

По завершении каждого раунда биопэннинга элюиро-
ванными частицами заражают клетки E. coli и амплифи-
цируют с помощью фага-помощника, получаемое фаго­
вое потомство задействуют для проведения следующего 
раунда аффинной селекции. Как правило, для обогаще­
ния библиотеки высокоаффинными клонами достаточ­
но одного-двух раундов, однако при привлечении более 
представительных, но менее специфичных синтетических 
библиотек число раундов увеличивают до трех-пяти. 

Степень обогащения оценивают по количеству антиген-
специфичных фаговых клонов, содержащихся в ампли-
фицированных элюатах. Для этого ими заражают клетки 
E. coli и высевают на селективной агаризованной среде. 
Из полученных отдельных бактериальных колоний вы-
деляют фагмидную ДНК, трансфицируют бактериальные 
клетки, одновременно заражая фагом-помощником, под-
ращивают и получают фаговое потомство. Специфичность 
каждого клона определяют с помощью иммунофермент-
ного анализа (ИФА) или иммуноблотинга, в некоторых 
случаях используют проточную цитофлуориметрию. Из 
бактериофагов, обладающих максимальным аффинитетом 

к молекулам-мишеням, выделяют ДНК, посредством ПЦР 
получают последовательности, кодирующие VHH-, Fab- 
или ScFv-фрагменты, и клонируют в экспрессионных сис- 
темах для получения соответствующих молекул в раство­
римой форме, а не в составе фаговых частиц. При необхо-
димости на основе полученных Fab/ScFv можно создать 
полноразмерные моноклональные антитела (МКА), «сши­
вая» полученные вариабельные участки генов с после-
довательностями, кодирующими константные области 
иммуноглобулинов. 

Финальный этап проверки предполагает проведение 
различных тестов полученных МКА или их фрагментов 
для оценки их аффинности и авидности по отношению 
к целевому антигену (Alfaleh et al., 2020). Общая схема 
метода представлена на рис. 1.

В зависимости от того, требуется ли большее разно­
образие клонов или большая специфичность связывания 
с антигеном, можно варьировать число раундов аффин-
ной селекции. Кроме того, с использованием фаговых 
библиотек антител можно проводить селекцию против 
двух антигенов, что позволяет выявлять биспецифические 
антитела (Hammers, Stanley, 2014). 

Сферы применения технологии фагового дисплея очень 
разнообразны: ее используют в качестве инструмента 
для разработки противобактериальных терапевтических 

Рис. 1. Схема получения фаговых библиотек антител и процедура 
аффинной селекции.
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средств (Christensen et al., 2001; Huang et al., 2012; Ashby 
et al., 2017), поиска МКА для терапии онкологических, 
дерматологических, аутоиммунных заболеваний (Chan et 
al., 2014; Hammers, Stanley, 2014; Nixon et al., 2014; Alfaleh 
et al., 2020), разработки биосенсоров (Moon et al., 2019; 
Sozhamannan, Hofmann, 2020), в качестве платформы 
адресной доставки лекарств и вакцинных препаратов 
(Clark, March, 2004; Petrenko, Jayanna, 2014; Немудрая 
и др., 2016), средства диагностики и терапии вирусных 
инфекций (Castel et al., 2011; Hess, Jewell, 2020). Ши-
рокое применение фаговый дисплей получил и при ис-
следовании вируса иммунодефицита человека (ВИЧ-1). 
С его помощью осуществляют картирование фрагмен-
тов антигенов ВИЧ-1, узнаваемых нейтрализующими 
антителами, поиск нейтрализующих антител широкого 
спектра действия, а также получение пептидных имита-
торов антигенных детерминант ВИЧ-1 для привлечения 
в качестве компонентов вакцин, диагностических средств 
и ингибиторов слияния. 

Далее будут представлены примеры использования 
фагового дисплея для поиска нейтрализующих антител 
широкого спектра действия.

Нейтрализующие антитела  
широкого спектра действия
Одной из ключевых особенностей вируса иммунодефи-
цита человека является его феноменальная способность 
ускользать от действия гуморального иммунного ответа. 
Для ВИЧ характерен очень высокий уровень спонтанных 
мутаций, связанный, в первую очередь, с низкой точно-
стью обратной транскриптазы: по некоторым данным, ви-
рус иммунодефицита человека – лидирующий по уровню 
мутагенеза патоген (Cuevas et al., 2015). Мутации приво-
дят к нарушению структуры иммунодоминантных участ-
ков ВИЧ-1, в результате большая часть формирующихся 
в ответ на ВИЧ-инфекцию антител оказывается штамм-
специфичными и либо изначально не обладает нейтрали-
зующей активностью, либо мутировавший после несколь-
ких циклов репликации вирус ускользает от их действия. 
В связи с этим было широко распространено мнение, что 
в организме человека в принципе не могут появляться 
ВИЧ- 1-нейтрализующие антитела либо происходит это 
крайне редко (Mccoy, Burton, 2017). Тем не менее впо-
следствии такие антитела все же были обнаружены у так 
называемых нон-прогрессоров – ВИЧ-инфицированных 
пациентов, у которых в отсутствие антиретровирусной те- 
рапии не развивается состояние иммунодефицита. Их сы­
воротки были способны нейтрализовать не только «соб­
ственный» вирус, но и панель, включающую перечень 
различных изолятов ВИЧ-1 (Dhillon et al., 2007; Walker et 
al., 2010; Sok, Burton, 2018; Dashti et al., 2019). 

Изначально предполагалось, что именно такие анти-
тела, обладающие нейтрализующей активностью в отно­
шении широкого спектра изолятов ВИЧ-1 (broadly neu­
tralizing  antibodies, bnAbs), обеспечивают ВИЧ-долго­
жителям способность контролировать уровень вирусной 
нагрузки (Montefiori et al., 1996). В дальнейшем было 
показано, что bnAbs вырабатываются у 20–50 % всех 
ВИЧ- 1-инфицированных, но образуются они очень долго: 
формирование зрелых форм подобных антител может 

длиться несколько лет с момента заражения (Doria-Rose 
et al., 2009; Hraber et al., 2014; Rusert et al., 2016). Экспе-
рименты по пассивной иммунизации макак-резусов пока­
зали, что инъекции отдельных bnAbs или их комбинаций 
обеспечивали животным полную защиту от заражения ре­
комбинантной формой ВИЧ, инфекционной для обезьян 
(SHIV) (Hessell et al., 2009; Moldt et al., 2012; Shingai et al., 
2014). Кроме того, при введении широконейтрализующих 
антител ВИЧ-инфицированным людям у них наблюдалось 
долгосрочное снижение вирусной нагрузки до недетекти-
руемого уровня (Lynch et al., 2015; Scheid et al., 2016), а в 
ряде случаев формировался собственный протективный 
гуморальный иммунный ответ (Schoofs et al., 2016). 

В настоящее время большинство исследователей схо­
дятся во мнении, что обеспечить защиту от вируса имму­
нодефицита человека способен иммуноген, индуцирую-
щий наработку вируснейтрализующих антител широкого 
спектра действия. Таким образом, поиск bnAbs, а также 
разработка индуцирующих их иммуногенов входят в 
число наиболее приоритетных задач современной вак-
цинологии.

Применение фагового дисплея  
для поиска ВИЧ-1-нейтрализующих антител 
широкого спектра действия 
Первые работы по идентификации bnAbs с помощью фа-
гового дисплея появились в начале 90-х годов прошлого 
столетия. На то время никаких данных об антителах с 
широкой нейтрализующей активностью практически 
не существовало, однако уже была получена детальная 
информация об антигенной структуре ВИЧ-1 и сформи­
ровано четкое понимание того, что для обеспечения эф-
фективной защиты от вируса необходимо гуморальный 
иммунный ответ нацеливать на участки вирусных белков, 
слабо подверженных мутагенезу и потому являющихся 
консервативными среди всего многообразия штаммов 
(Kowalski et al., 1987; Habeshaw et al., 1990; Putney, 1992). 
Поэтому эти фрагменты стали основными мишенями для 
поиска нейтрализующих антител. Впоследствии  были 
обнаружены и другие антигенные детерминанты ВИЧ-1, 
критичные для проникновения вируса в клетки, также 
называемые сайтами уязвимости (Shcherbakov et al., 2015; 
Kwong, Mascola, 2018). На сегодняшний день идентифи-
цировано не менее семи сайтов уязвимости, расположен-
ных в различных участках белка Env (рис. 2). 

bnAbs, узнающие консервативные участки 
гликопротеина gp120
Первым ВИЧ-1-нейтрализующим антителом широкого 
спектра действия, полученным с помощью фагового дис-
плея (а также вообще одним из первых охарактеризован-
ных bnAbs), стало IgG1b12. В 1991 г. D.R. Burton с коллега-
ми получили иммунную Fab-библиотеку бактериофагов на 
основе B-клеток костного мозга ВИЧ-инфицированного 
нон-прогрессора (Barbas et al., 1991; Burton et al., 1991). 
После проведения аффинной селекции полученной биб­
лиотеки против гликопротеина gp120 ВИЧ-1 штамма 
IIIB им удалось отобрать фаговые клоны, с высокой спе­
цифичностью связывающиеся с gp120. В результате были 
идентифицированы специфичные комбинации VH и VL, 
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объединенные в Fab-формате. Было показано, что эти 
Fab способны конкурировать с растворимой молекулой 
CD4 за связывание с gp120 в ИФА (Burton et al., 1991). 
В своей следующей работе эти исследователи показали 
нейтрализующую активность отобранных Fab в отно-
шении штамма ВИЧ-1 IIIB. Более того, эти Fab также 
оказались способны нейтрализовать вирусы штаммов MN 
и RF (Barbas et al., 1992). 

Расширенный скрининг полученной фаговой библио-
теки и более детальный анализ позволили выявить клон, 
экспонирующий Fab-фрагмент под номером b12, который 
с высокой аффинностью связывался со зрелой формой 
gp120 в области CD4bs (Roben et al., 1994). Позже на 
основе Fab b12 было получено рекомбинантное анти-
тело IgG1b12, ставшее одним из первых обнаруженных 
ВИЧ- 1-нейтрализующих антител широкого спектра дей-
ствия (Burton et al., 1994). 

Степень «широты» нейтрализующей активности 
bnAb b12 неоднократно оценивалась с использованием 
различных наборов штаммов ВИЧ-1 и панелей первич-
ных изолятов вируса. По разным данным, b12 способно 
нейтрализовать 30–63 % псевдовирусов/первичных изо­
лятов (при концентрации IC50 < 50 мкг/мл), причем наи-

большую активность данное МКА проявляет в отношении 
ВИЧ-1 субтипа B (Burton et al., 1994; Walker et al., 2009; 
Corti et al., 2010; Wu et al., 2010; Zhang et al., 2012; Gach 
et al., 2013). До появления bnAbs второго поколения, по-
лученных при помощи сортировки аффинных B-клеток 
памяти (Sok, Burton, 2018), среди всех обнаруженных 
на тот момент кросс-нейтрализующих антител IgG1b12 
было одним из лидеров по числу нейтрализуемых изоля­
тов ВИЧ-1.

bnAbs, специфичные к участку связывания  
вируса с рецептором CD4
В рамках работ M.Y. Zhang с коллегами были получены два 
CD4bs-специфичных антитела со сравнительно широкой 
нейтрализующей активностью. Для этого были созданы 
фаговые иммунные библиотеки (в Fab-формате) на основе 
B-клеток из костного мозга трех нон-прогрессоров, в сы-
воротках которых присутствовали кросс-нейтрализующие 
антитела к ВИЧ-1. 

С целью выявления клонов, связывающихся с консер­
вативными антигенными детерминантами вируса, био-
пэннинг осуществляли с помощью двух антигенов. В пер­
вом раунде селекции отбор выполняли против рекомби­

Рис. 2. Участки уязвимости ВИЧ-1, узнаваемые bnAbs.
a – схематичное строение поверхностного гликопротеина (Env) ВИЧ-1. Слева – общий вид вириона, справа – зрелая форма Env, 
заякоренная на поверхности вирусной частицы. Env представляет собой тример, состоящий из гетеродимерных комплексов мо-
лекул gp41 (трансмембранная субъединица) и gp120 (поверхностная субъединица); б – конформационные изменения тримеров 
Env ВИЧ-1, происходящие в процессе инфицирования вирусом клетки-мишени. Указаны ключевые участки уязвимости, являющи-
еся мишенями для нейтрализующих антител широкого спектра действия: участок связывания CD4 (CD4bs), вариабельные петли 
(V1/ V2, V3); участок связывания CCR5/CXCR4, образующийся после взаимодействия с CD4 (CD4i); пограничный участок gp120/gp41; 
мембранно-проксимальный внешний участок gp41 (MPER); расположенный на N-конце gp41 пептид слияния, с помощью которого 
вирус заякоривается в мембране клетки-хозяина. 
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нантного гликопротеина gp14089.6, представляющего со­
бой молекулу gp160 ВИЧ-1 штамма 89.6 с удаленными 
трансмембранным и цитоплазматическим доменами, в 
комплексе с растворимым CD4 (sCD4). Во втором раун-
де для этой цели использовали комплекс, состоящий из 
gp140 на основе ВИЧ-1 штамма IIIB и молекулы sCD4. 
Последующие раунды селекции проводили против от-
дельных молекул gp14089.6 и gp140IIIB соответственно 
с постепенным снижением концентрации антигена на 
каждом следующем раунде. 

Аффинность связывания отобранных клонов оценивали 
в ИФА против обоих вариантов gp140 как в комплексе с 
sCD4, так и отдельно. Обнаружен наиболее аффинный 
клон m18, способный нейтрализовать 11 из 15 Env-псев­
довирусов на основе различных изолятов ВИЧ-1 (Zhang 
et al., 2003). Спустя год был осуществлен повторный 
скрининг отобранных клонов в ИФА с использованием 
дополнительного антигена JR-FLgp120. Это позволило 
выявить Fab m14, обладающий возросшей аффинностью 
и широтой нейтрализации по сравнению с m18 (Zhang et 
al., 2004a). Позднее были получены данные по широте 
нейтрализации на более обширной панели изолятов, со-
гласно которым m14 и m18 нейтрализуют порядка 21–23 % 
и 13–21 % панели из 30 изолятов соответственно, уступая 
по данному параметру bnAb IgG1b12 (Zhang et al., 2012). 

Применяя аналогичный подход, та же исследователь-
ская группа в дальнейшем провела скрининг фаговой 
Fab-библиотеки, полученной на основе клеток донора R2 
с высокой концентрацией кросс-нейтрализующих антител 
в сыворотке. В результате селекции были обнаружены 
Fab-фрагменты CD4bs-специфичных антител m22 и m24, 
имеющих сходные с m14 и m18 специфичность и широту 
кросс-нейтрализующей активности (Zhang et al., 2006).

bnAbs, специфичные к gp120  
в участке связывания с корецептором CCR5/CXCR4
M. Moulard с коллегами выполняли скрининг фаговой 
библиотеки антител в формате Fab (IgG1κ), полученной 
на основе клеток ВИЧ-позитивного пациента, против 
комплекса gp120-CD4-CCR5 (Moulard et al., 2002). Пос- 
ле пяти раундов аффинной селекции был отобран один 
Fab-клон X5 с уникальной последовательностью участка 
CDR3 тяжелой цепи. Показано, что аффинность связы­
вания X5 с комплексами CD4-gp120/CD4-gp140 была су-
щественно выше по сравнению с таковой в отношении 
одиночных молекул gp120 и gp140 соответственно. Добав-
ление денатурированного CCR5 к комплексу CD4-gp120 
также увеличивало аффинность X5, что свидетельство­
вало о том, что узнаваемый им эпитоп формируется в ре­
зультате CD4-опосредованного изменения конформации 
gp120. Полноразмерное МКА X5 частично конкурировало 
за связывание с gp120 с другими CD4i-специфичными 
антителами, а также в некоторой степени с bnAb IgG1b12, 
узнающим эпитоп в области CD4bs. При этом даже в 
Fab-формате X5 нейтрализовало 11 из 12 первичных изо­
лятов ВИЧ-1, продемонстрировав сравнимую с полно-
размерным антителом IgG1b12 аффинность и широту 
нейтрализации (Moulard et al., 2002). 

Впрочем, гипотеза о том, что полноразмерный би­
валентный вариант IgG X5 будет обладать еще большей 

нейтрализующей активностью, впоследствии не подтвер-
дилась, по всей видимости, из-за стерических ограниче­
ний доступность узнаваемого X5 эпитопа сильно огра- 
ничена и более крупные молекулы не способны связы-
ваться с ним (Labrijn et al., 2003; Choudhry et al., 2006). 
Оказалось, что одноцепочечный фрагмент данного анти-
тела X5, по сравнению с его Fab- и IgG-вариантами, обла-
дает наибольшей активностью и широтой нейтрализации 
(Choudhry et al., 2006).

В дальнейшем был осуществлен неспецифический 
мутагенез последовательностей, кодирующих scFv фраг-
мент X5. Аффинную селекцию полученной «мутантной» 
фаговой суббиблиотеки проводили против олигомерной 
формы gp14089.6 (не гомологичного варианту gp120JR-FL, 
против которого было отобрано X5) в комплексе с sCD4. 
Выявлены scFv m6 и m9, способные нейтрализовать 96 
и 100 % первичных изолятов из панели, содержащей 
33 различных штамма. При этом X5 обладало нейтрали-
зующей активностью лишь в отношении 45 % изолятов 
этой панели (Zhang et al., 2004b). При оценке широты 
нейтрализации на другой панели из 30 различных штам-
мов ВИЧ-1 m9 нейтрализовало 76 % первичных изолятов 
(Zhang et al., 2012).

bnAbs, специфичные к району MPER  
гликопротеина gp41
Другой мишенью для поиска bnAb с помощью фагового 
дисплея стал мембранно-проксимальный внешний учас­
ток гликопротеина gp41 (MPER), расположенный между 
трансмембранной частью и C-концевым α-спиральным 
фрагментом gp41. MPER играет важную роль в слиянии 
вируса с клеткой-мишенью и является высококонсерватив-
ным, благодаря чему рассматривается в качестве одной из 
наиболее перспективных мишеней для создания противо-
вирусных препаратов (Burton, Hangartner, 2016). Среди 
первых попыток поиска MPER-специфичных bnAbs с по-
мощью фагового дисплея нужно отметить исследование, 
проведенное M. Zwick с коллегами (2001). Они получили 
иммунную фаговую библиотеку в Fab-формате на основе 
кДНК генов VH/VL B-клеток, выделенных из костного 
мозга ВИЧ-инфицированного пациента без признаков 
иммунодефицита, в сыворотке которого были обнаружены 
высокие титры широконейтрализующих антител. 

Выполняли два варианта биопэннинга: в первом слу-
чае в качестве антигена использовали пептид MN 2031, 
содержащий фрагмент MPER, во втором селекцию про-
водили против цельных вирионов ВИЧ-1 штамма MN. 
Удалось обнаружить несколько MPER-специфичных 
клонов, среди которых наибольшей аффинностью и ши-
ротой нейтрализации обладал Fab Z13. Впоследствии с 
целью выявления варианта антитела Z13 с увеличенной 
аффинностью M. Zwick с коллегами создали «мутантную» 
библиотеку фагов, экспонирующих Fab Z13 с внесен-
ными случайными мутациями в область гена LCDR3, 
и провели скрининг против гликопротеина gp41. Среди 
отобранных бактериофагов максимальную аффинность 
к MPER gp41 продемонстрировал клон, экспонирующий 
Fab фрагмент Z13e1. На его основе была получена полно-
размерная молекула IgG Z13e1, обеспечившая более чем 
100-кратное увеличение аффинности связывания с MPER 
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и значительное усиление ВИЧ-1-нейтрализующей актив-
ности по сравнению с исходным вариантом IgG Z13: число 
нейтрализуемых изолятов возросло с 35 до 50 % (Zwick 
et al., 2001; Nelson et al., 2007). 

bnAbs, узнающие пограничный участок gp120/gp41
С помощью фагового дисплея также производили поиск 
bnAbs, связывающихся с N-концевым доменом gp41 – так 
называемым пептидом слияния (см. рис. 2), доступ анти-
тел к которому в результате конформационных изменений 
открывается на последних стадиях проникновения частиц 
ВИЧ в клетку. 

Одна из таких работ была выполнена коллективом под 
руководством M. Miller (Miller et al., 2005). Эта научная 
группа использовала «наивную» фаговую scFv библиотеку 
(образованную на основе B-клеток, выделенных из крови 
ВИЧ-негативного донора) с целью поиска человеческих 
моноклональных антител, специфичных к N-концевому 
участку gp41 (NHR). Проводили последовательные аф-
финные селекции: вначале против полимера, имитирую­
щего комплекс 6HB, а затем против молекулы IZN36 – 
имитатора NHR фрагмента. Были отобраны клоны, спо-
собные специфически связываться с обоими антигенами. 
Экспонированные на их поверхности одноцепочечные 
фрагменты были экспрессированы в виде растворимых 
scFv, а также в составе молекул IgG1 и исследованы в 
тесте вируснейтрализации. В итоге идентифицировано 
антитело H/I1-BMV-D5, способное нейтрализовать 9 из 
19 протестированных изолятов ВИЧ-1 (Miller et al., 2005).

Поиск bnAbs с использованием фагового дисплея  
в формате однодоменных антител
Помимо «классического» scFv/Fab фагового дисплея, 
для поиска bnAbs применяли фаговый дисплей в фор-
мате однодоменных антител камелид, или наноантител 
(см. рис. 1). Преимуществами наноантител являются их 
стабильность и маленький размер, благодаря чему они 
способны связываться с антигенными детерминантами 
ВИЧ-1, доступ молекул IgG к которым ограничен вслед-
ствие стерических ограничений. Кроме того, отсутствие 
в структуре VHH легких цепей облегчает проведение ген-
но-инженерных манипуляций при создании библиотеки. 

В одном из первых подобных исследований была раз-
работана фаговая иммунная библиотека VHH фрагментов 
антител лам, которых предварительно иммунизировали 
тримеризованным гликопротеином gp140 ВИЧ-1 CN54 
субтипа C. Для этого из тотальной РНК лимфоцитов жи­
вотных получали кДНК, амплифицировали репертуар 
генов VHH и клонировали в фагмидном векторе, обра-
зовав библиотеку бактериофагов, экспонирующих в со-
ставе части копий белков pIII ВИЧ-специфические VHH. 
Селекцию библиотек проводили против рекомбинантных 
молекул gp120, обогащение выполняли в сторону отбора 
клонов, связывающихся с областью CD4bs. В результате 
были отобраны VHH A12, C8 и D7, способные нейтрали-
зовать 24 и 26 из 65 Env-псевдовирусов, полученных на 
основе первичных изолятов ВИЧ-1 с низкой, средней и 
высокой устойчивостью к нейтрализации (tier 1, tier 2 и 
tier 3) (Forsman et al., 2008). Аналогичным образом была 
создана фагмидная иммунная библиотека на основе VHH 

ламы, иммунизированной гликопротеинами gp140 HIV-1 
субтипов A и B/C. Скрининг библиотеки позволил выявить 
клоны наноантител J3 и 3E3, которые высокоаффинно 
связывались с CD4bs, при этом нейтрализовали 96 и 95 % 
Env-псевдовирусов из панели (Mccoy et al., 2012, 2014; 
Strokappe et al., 2012).

Позже были получены VHH, нацеленные на другие 
участки вирусных гликопротеинов: 1F10, связывающийся 
с участком V3 петли, 1B5, распознающий область свя-
зывания корецептора CCR5, а также gp41-специфичные 
варианты 2H10 и 2E7. Перечисленные наноантитела ока­
зались способны нейтрализовать от 45 до 80 % Env-псев­
довирусов из использовавшихся панелей (Lutje Hulsik et 
al., 2013; Strokappe et al., 2019). На основе VHH, показав-
ших самую высокую кросс-нейтрализующую активность, 
были получены бивалентные формы. Аффинность этих 
биспецифичных вариантов по сравнению с моноспеци-
фичными возросла в среднем в 1400 раз, особенно высокое 
сродство они проявляли в отношении штаммов ВИЧ-1 
субтипа C (Lutje Hulsik et al., 2013; Strokappe et al., 2019). 

K. Koch с коллегами (2017) независимо разработали 
фаговую иммунную библиотеку ВИЧ-специфичных VHH 
с применением лимфоцитов верблюдов, иммунизирован-
ных стабилизированными растворимыми формами gp140 
ВИЧ-1 субтипа C (SOSIP gp140). Они идентифицировали 
несколько CD4bs-специфичных наноантител, лучшие 
из которых (VHH-9, VHH-28, VHH-A6) были способны 
нейтрализовать 53, 65 и 77 % панели Env-псевдовирусов, 
полученной на основе 21 изолята ВИЧ-1. 

Авторы рассмотренных работ подчеркивают, что созда­
ние иммунных библиотек наноантител камелид и после­
дующий их скрининг – удобный и эффективный способ 
поиска высокоаффинных ВИЧ-1-нейтрализующих анти-
тел широкого спектра действия. Небольшой размер и 
стабильность VHH позволяют проводить направленный 
мутагенез для разработки клонов с улучшенными харак-
теристиками, получать гуманизированные и мультива-
лентные наноантитела, специфичные к разным участкам 
вирусных антигенов. Наконец, они вполне могут рассма-
триваться как более дешевая в производстве альтернатива 
полноразмерным человеческим МКА для терапии ВИЧ-
инфекции (Weiss, Verrips, 2019).

Заключение 
Фаговый дисплей сыграл значительную роль в поиске, 
изучении и картировании антител, нейтрализующих 
ВИЧ- 1. Он стал первой методикой, успешно приме-
нявшейся для поиска ВИЧ-1-нейтрализующих антител 
широкого спектра действия, и положил начало активному 
развитию этого направления исследований. Возможность 
получения антител, способных нейтрализовать широкий 
спектр изолятов ВИЧ-1, вызвала оптимизм исследова-
телей, занимающихся разработкой профилактических и 
терапевтических средств защиты от вируса. Впоследствии 
для поиска bnAbs стали применять технологию сортиров-
ки аффинных клонов В-клеток памяти с использованием 
молекул-имитаторов функциональных фрагментов вируса 
с удаленными вариабельными петлями (Wu et al., 2010) 
в сочетании с методикой высокопроизводительного ана-
лиза нейтрализующей активности селектируемых клонов 



Применение фагового дисплея  
для поиска ВИЧ-1-нейтрализующих антител 

А.Н. Чикаев, А.П. Рудометов  
Ю.А. Меркульева, Л.И. Карпенко 

2021
25 • 5

569МОЛЕКУЛЯРНАЯ И КЛЕТОЧНАЯ БИОЛОГИЯ / MOLECULAR AND CELL BIOLOGY

(Walker et al., 2009). Все это позволило идентифицировать 
кросс-реактивные ВИЧ-нейтрализующие антитела но-
вого поколения, способные нейтрализовать более 90 % 
вирусных изолятов. 

Обнаружение антител со столь впечатляющими ха-
рактеристиками возобновило интерес к использованию 
bnAbs в качестве средства профилактики ВИЧ-инфекции: 
с 2010 г. зарегистрировано более 30 клинических испы-
таний ВИЧ-нейтрализующих антител широкого спектра 
действия (Mahomed et al., 2021). Среди них 12 препаратов 
прошли первую фазу исследований, продемонстрировав 
безопасность применения препаратов bnAbs и их комби-
наций, 4 препарата находятся на второй фазе, в ближайшее 
время ожидается обнародование первых результатов оцен-
ки их эффективности (Julg, Barouch, 2019; Karuna, Corey, 
2020; Mahomed et al., 2020; Stephenson et al., 2020). На-
конец, благодаря накопленным данным об особенностях 
формирования bnAbs (Mascola, Haynes, 2013; Mouquet, 
Nussenzweig, 2013), а также прогрессу в получении реком-
бинантных фрагментов вирусных антигенов (Jardine et al., 
2013; Medina-Ramirez et al., 2017; Stamatatos et al., 2017; 
Duan et al., 2018) были предложены новые стратегии по 
созданию анти-ВИЧ-вакцин нового поколения, нацелен-
ных на индукцию широконейтрализующих антител (Del 
Moral-Sanchez, Sliepen, 2019). 

Таким образом, на сегодняшний день bnAbs – одни из 
наиболее важных объектов в области изучения ВИЧ-ин­
фекции. Вполне вероятно, что в обозримом будущем они 
станут достойной альтернативой существующей антирет­
ровирусной терапии, а в более долгосрочной перспективе 
можно ожидать и появления профилактических вакцин-
ных препаратов, индуцирующих их наработку.
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