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РЕФЕРАТ Моноклональные антитела (мАт) и их антигенсвязывающие фрагменты являются перспектив-
ным средством борьбы с инфекционными заболеваниями. Наноантитела (VHH), благодаря уникальной 
структуре своего паратопа, имеют ряд преимуществ перед классическими мАт, особенно в случае вирус-
ных инфекций. Вирусы гриппа А (ВГА) остаются серьезной угрозой для общественного здравоохране-
ния. Основным протективным и иммунодоминантным антигеном ВГА является белок гемагглютинин 
(НА). В данной работе выделены три наноантитела с широкой реактивностью (D9.2, E12.2 и D4.2) к раз-
личным штаммам гриппа H3N2, а также получены и охарактеризованы слитые с Fc-фрагментом VHH 
(VHH-Fc). Эта модификация улучшила связывающую способность VHH и позволила взаимодейство-
вать с более широким спектром штаммов. Антитело D9.2-Fc продемонстрировало 100% защиту мышей 
от летального исхода in vivo. Кроме того, показано, что протективная активность D9.2-Fc обусловлена 
Fc-FcγR-взаимодействием. Представленные результаты говорят о том, что антитело D9.2-Fc может при-
меняться как препарат, эффективный против инфекции, вызванной H3N2.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА наноантитела, однодоменные антитела, вирус гриппа, гемагглютинин, Fc-фрагмент.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ВГА – вирус гриппа А; НА – гемагглютинин; VHH – вариабельный домен тяже-
лоцепочечных антител представителей семейства Camelidae, наноантитело; ИФА – иммуноферментный 
анализ; EC50 – полумаксимальная эффективная концентрация; ЛД50 – полулетальная доза; мАт – моно-
клональные антитела; Fc – кристаллизующийся фрагмент антитела; SDS-PAGE – электрофорез бел-
ков в полиакриламидном геле; HRP – пероксидаза хрена; ОП450 нм – оптическая плотность, измеренная 
при длине волны 450 нм; РТГА – реакция торможения гемагглютинации; РН – реакция нейтрализации; 
ДТТ – дитиотреитол; SEM – стандартная ошибка среднего.
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ВВЕДЕНИЕ
Вирусы H3N2 являются одними из возбудителей 
ежегодных сезонных эпидемий гриппа; представи-
тели данного подтипа ВГА циркулируют в челове-
ческой популяции с 1968 г. [1]. Сезонную инфекцию 
H3N2 в разные годы связывают с беспрецедентным 
увеличением количества госпитализаций пациентов 
с пневмонией в отделения интенсивной терапии [2], 
а также с высокой летальностью и частотой ослож-
нений [3–5].

Вакцинация остается наиболее распространенной 
мерой борьбы с гриппом; однако ее эффективность 
сильно варьирует в различные эпидсезоны [6, 7]. 

Помимо низкой эффективности профилактических 
мер, активность современных противовирусных 
препаратов также снижается из-за растущей рези-
стентности вируса [8, 9]. В связи с этим актуальна 
разработка новых универсальных противовирусных 
препаратов и терапевтических мАт против гриппа. 
Антигенсвязывающие фрагменты тяжелоцепочеч-
ных антител представителей семейства Camelidae 
(наноантитела, VHH) являются перспективным ин-
струментом для ранней этиотропной терапии ин-
фекционных заболеваний. VHH представляют со-
бой полностью функциональный домен, который 
связывается с антигеном с высокой аффинностью 
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и специфичностью. Наноантитела также обладают 
выдающимися биохимическими характеристиками, 
такими, как хорошая растворимость и термическая/
pH стабильность [10]. Более того, VHH кодируются 
одним полипептидом, поэтому их можно легко мо-
дифицировать, например, слить с Fc IgG [11, 12]. 

Основной мишенью иммунного ответа является 
гликопротеин НА; на сегодняшний день известно 18 
различных вариантов НА [13, 14], образующих две 
филогенетические группы [15]. НА состоит из двух 
субъединиц – НА1 и НА2, играющих разную роль 
в инициации инфекционного процесса. Описано не-
сколько антител, специфичных к НА подтипа H3 
или всей филогенетической группе 2, с различными 
механизмами действия [16–27]. Одним из таких ме-
ханизмов, вовлеченных в ликвидацию гриппозной 
инфекции, являются Fc-опосредованные функции 
антител [28, 29].

В данной работе мы выделили три H3-специфич-
ных VHH, которые связываются с HA различ-
ных штаммов H3N2, выделенных в разные годы. 
Мы расширили спектр связывания и активность 
VHH путем их слияния с Fc-фрагментом. Наиболее 
перспективное антитело D9.2-Fc при профилакти-
ческом или терапевтическом введении защищает 
мышей от летальной инфекции, вызванной вирусом 
H3N2.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии
Клеточная линия CHO-S получена от Thermo Fisher 
Scientific, США (кат. № R80007), клеточные линии 
MDCK и Caco2 – из Российской коллекции кле-
точных культур позвоночных (Санкт-Петербург, 
Россия).

Вирусы
Использовали адаптированный к мышам ВГА 
A/Aichi/2/68 (H3N2). 

Рекомбинантные белки
Список использованных в работе антигенов пред-
ставлен в табл. 1.

Иммунизация верблюда, получение иммунной 
библиотеки, селекция индивидуальных клонов, 
экспрессия и очистка VHH 
Двугорбого верблюда пятикратно иммунизировали 
рекомбинантным НА H3 HK внутримышечно в дозе 
100 мкг с гидроксидом алюминия в качестве адъю-
ванта. Спустя 5 дней после последней иммунизации 
проводили отбор крови (50 мл) у животного для вы-
деления фракции периферических лимфоцитов.

Конструирование библиотеки и специфический 
скрининг клонов проводили согласно [30] с исполь-
зованием в качестве антигена инактивированного 
ВГА A/Aichi/2/68 (H3N2). 

Экспрессию и очистку наноантител выполняли 
как описано ранее [30].

Получение конструкций VHH-Fc, экспрессия 
и очистка модифицированных VHH 
С помощью ПЦР получены последовательности 
генов D9.2-Fc, E12.2-Fc и D4.2-Fc, кодирующих со-
ответствующее наноантитело, слитое с шарнир-
ным участком и Fc человеческого IgG1 (GenBank: 
JQ666008.1). Полученные гены клонировали в век-
тор для  эукариотической экспрессии pCEP4 
(Thermo Fisher Scientific, США). Аналогичным об-
разом получали плазмиду pCEP4-D9.2-mG2a, коди-
рующую наноантитело D9.2 с шарнирным участком 
и Fc IgG2а мыши (GenBank: V00798.1). Для создания 

Таблица 1. Рекомбинантные белки НА, использованные в исследованиях in vitro

Подтип Аббревиатура Описание Источник Кат. №
№ в базе дан-
ных GenBank 
или GISAID

H3

H3 HA1 Swiz HA1 A/Switzerland/9715293/2013 (H3N2) Sino Biological 40497-V08H1 EPI541659

H3 HA1 Vic HA1 A/Victoria/210/2009 (H3N2) Immune Technology IT-003-00421p EPI272062

H3 Swiz HA0 A/Switzerland/9715293/2013 (H3N2) Sino Biological 40497-VNAB EPI541659

H3 Aichi HA0 A/Aichi/2/1968 (H3N2) Sino Biological 11707-V08H AAA43178.1

H3 Perth HA0 A/Perth/16/2009 (H3N2) Sino Biological 40043-VNAB ACS71642.1

H3 Sing HA0 A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 
(H3N2) Xema - EPI1341068

H3 HK HA0 A/Hong Kong/45/2019 (H3N2) - - EPI1691930

H4 H4 HA0 A/mallard/Ohio/657/2002 (H4N6) Sino Biological 11714-V08H1 ABI47995.1

H7 H7 Anhui HA0 A/Anhui/1/2013 (H7N9) Sino Biological 40103-V08H EPI439507

H10 H10 HA0 A/Jiangxi-Donghu/346/2013 (H10N8) Sino Biological 40359-VNAB EPI497477
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плазмидной конструкции pCEP4-D9.2-mG2a LALA-
PG в плазмиду pCEP4-D9.2-mG2a с помощью сайт-
направленного мутагенеза вносили точечные мута-
ции [31]. Экспрессию и очистку антител проводили 
как описано в [32]. Чистоту антител определяли 
с помощью электрофореза в полиакриламидном 
геле (SDS-PAGE) по Лэммли в восстанавливающих 
и невосстанавливающих условиях.

Аналогичным образом получали и анализировали 
контрольное VHH-Fc – SD36-Fc, соответствующее 
наноантителу (SD36) к стеблевому домену (субъе-
диница НА2) НА Н3, аминокислотную последова-
тельность которого брали согласно [33], слитому с Fc 
IgG1 человека.

Иммуноферментный анализ (ИФА) 
ИФА выполняли согласно [32]. Для детекции ан-
тител в сыворотке крови верблюда использо-
вали конъюгированные с пероксидазой хрена 
(HRP) anti-Llama IgG (Bethyl, A160-100P). HRP-
конъюгированные вторичные антитела anti-c-Myc 
(ab1326, Abcam), anti-human IgG и anti-mouse IgG 
(A8667 и A9044, MilliporeSigma, США) использова-
ли для выявления связавшихся с антигеном VHH 
и VHH-Fc с Fc-фрагментом человека и мыши со-
ответственно. Значения полумаксимальной эффек-
тивной концентрации (EC50) рассчитывали с исполь-
зованием четырехпараметрической логистической 
регрессии в GraphPad Prism 7 (GraphPad Software 
Inc., США).

Для проведения конкурентного ИФА VHH по-
следовательно разводили в блокирующем бу-
фере со стартовой концентрацией 800 нМ (~10 
мкг/мл). Конкурентные антитела в формате VHH-
Fc (5 нМ) добавляли в равном объеме в лунки, со-
держащие VHH. Связавшиеся VHH-Fc детектиро-
вали с использованием anti-human IgG HRP (A8667, 
MilliporeSigma, США). Оптическую плотность 
(OП450 нм) в лунках, содержащих только VHH-Fc, 
принимали за 100% уровень сигнала. Ингибирование 
выражали как процент снижения OП450 нм в лунках, 
содержащих смесь VHH/VHH-Fc, по сравнению 
с лунками без VHH.

Вестерн-блотинг 
Белки разделяли с использованием 10% готовых 
гелей Mini-PROTEAN® (Bio-Rad, США) и перено-
сили на нитроцеллюлозную мембрану Amersham™ 
Hybond™ P (Cytiva, США). После блокировки 
мембраны добавляли VHH-Fc в конечной концен-
трации 1 мкг/мл. Далее вносили антитела anti-
human IgG HRP (A8667, MilliporeSigma, США). 
Иммунодетекцию проводили с использованием суб-
страта Clarity™ Western ECL (Bio-Rad).

Реакция торможения гемагглютинации (РТГА) 
РТГА проводилась согласно [34].

Реакция нейтрализации (РН) вируса 
РН в формате микронейтрализации в 96-луночных 
культуральных планшетах проводили как описано 
ранее [35]. Не нейтрализованные вирусные части-
цы выявляли с использованием поликлональных 
антител кролика к белку NP и anti-Rabbit IgG HRP 
вторичные антитела (Cat: 11675-T62 и SSA003, Sino 
Biological, Китай).

Способность антител ингибировать выход вирус-
ного потомства из клетки и уменьшать размер бля-
шек оценивали с помощью описанных методик [16].

Оценка профилактической и терапевтической 
эффективности антител in vivo 
Все эксперименты с животными, проведенные в со-
ответствии с Директивой 2010/63/EU, рекомендаци-
ями FELASA [36], были одобрены этическим коми-
тетом ФГБУ НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи (протокол 
№ 19 от 2022 г.). 

Во всех экспериментах использовали SPF мы-
шей линии BALB/c в возрасте 6–8 недель, получен-
ных из НПП «Питомник лабораторных животных» 
ФИБХ РАН. Животных интраназально инфицирова-
ли 5 ЛД50 вируса A/Aichi/2/68 (H3N2), адаптирован-
ного к мышам. За животными наблюдали в течение 
14 дней после заражения и ежедневно взвешивали, 
после чего эвтаназировали. Мышей, масса тела ко-
торых снизилась на 25% или более, эвтаназировали.

Подробная информация о схемах введения анти-
тел представлена в разделе «Результаты». 

Выживаемость анализировали с использова-
нием теста Мантела–Кокса в GraphPad Prism 7 
(GraphPad Software Inc., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для получения наноантител, связывающихся 
с НА подтипа Н3, двугорбого верблюда (Camelus 
bactrianus) иммунизировали рекомбинантным пол-
норазмерным белком HA0 Н3 НК, ранее получен-
ным в клетках CHO-S (рис. 1А). Мониторинг уров-
ня НА-специфических антител в сыворотке крови 
верблюда осуществляли методом ИФА (рис. 1Б). 
Иммунная сыворотка, полученная после всего цикла 
иммунизаций, проявляла, в отличие от контрольной, 
специфическую активность в отношении белка H3 
HK с титром связывания более 1:1 500 000. Фаговую 
библиотеку размером 1.4 × 107 конструировали 
из кДНК, кодирующей последовательности VHH, вы-
деленные из В-клеток. VHH, специфичные для НА 
H3, были отобраны методом фагового дисплея в ходе 
трех раундов биопэннинга против инактивированного 
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вируса A/Aichi/2/68 (H3N2) (рис. 1А). После третьего 
раунда пэннинга наблюдали значительное обогаще-
ние специ фичными VHH к вирусу H3N2 (рис. 1В). 
Из полученной панели антител для дальнейших ис-
следований отобрали три VHH (D4.2, D9.2 и E12.2), 
которые связывались с H3 HК (рис. 1А).

Иммунореактивность VHH анализировали с по-
мощью ИФА на рекомбинантных HA, принадлежа-
щих к подтипам H3, H4, H7 и H10 (рис. 1Г). Все 
VHH прочно связывались с иммобилизованными 
НА разных штаммов H3N2, включая изоляты 2009, 
2013 и 2019 гг. Кроме того, E12.2 и D4.2 связывали 
НА штамма A/Aichi/2/1968. E12.2 также взаимодей-
ствовал с НА подтипа H4. И D9.2, и E12.2 узнавали 
субъединицу HA1 белка HA. В свою очередь, D4.2 
не связывался с HA1, но взаимодействовал с полно-
размерными HA0.

Для того чтобы повысить активность выбран-
ных наноантител посредством естественной ди-
меризации, увеличить период полувыведения 
из сыворотки и добавить Fc-опосредованные эф-
фекторные функции, мы модифицировали VHH 
Fc-фрагментом (рис. 1Д). Последовательности вы-
бранных VHH были слиты с шарнирной областью 
и Fc-доменом IgG1 человека. Таким образом получа-
ли конструкции VHH-Fc: D9.2-Fc, D4.2-Fc и E12.2-Fc. 
Димеризацию VHH-Fc подтверждали с помощью 
электрофореза (рис. 2А). Полоса с молекулярной 
массой примерно 80–90 кДа в невосстанавливающих 
условиях соответствует димерной форме VHH-Fc.

Широту связывающей способности VHH-Fc из-
учали в непрямом ИФА с использованием рекомби-
нантных белков HA0 и HA1 разных штаммов ВГА 
(рис. 2Б). Введение Fc-фрагмента в структуру мо-

Рис. 1. Схема получения 
VHH, оценка связы-
вающей способности 
выбранных VHH и схе-
ма их модификации:  
А – стратегия иммуни-
зации животного и от-
бора VHH;  
Б – ИФА, показыва-
ющий уровень H3-
специфичных антител 
в сыворотке крови вер-
блюда до и после пятой 
иммунизации;  
В – результаты поли-
клонального фагового 
ИФА. BSA – бычий 
сывороточный аль-
бумин, H3N2 – инак-
тивированный ВГА 
A/Aichi/2/1968, старт. 
библ. – стартовая би-
блиотека;  
Г – активность ото-
бранных VHH в ИФА 
в отношении НА фило-
генетической группы 
2 подтипов Н3, Н4, Н7 
и Н10, выраженная 
в ЕС

50 
(нМ);  

Д – схема повыше-
ния эффективности 
VHH – модификация 
Fc-фрагментом
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лекулы VHH повышало эффективность связывания 
каждого выбранного VHH-Fc, но в разной степени. 
Наиболее заметное увеличение аффинности про-
демонстрировало D4.2-Fc: его значение EC50 для H3 
Swiz составило 22 пМ, в то время как EC50 моно-
мера – 1642 пМ. Мономерная форма D9.2 едва мог-
ла связываться с H3 Aichi, в то время как EC50 Fc-
слитой формы для этого штамма составила 0.46 нМ. 
И D9.2-Fc, и D4.2-Fc также получили способность 
связывать НА подтипа H4. Наименее выражен-

ный эффект модификация Fc-фрагментом оказала 
на E12.2.

Оценка специфичности VHH-Fc в вестерн-блот-
анализе показала, что все отобранные антитела рас-
познают как мономерную, так и ди- и тримерную 
формы НА (рис. 2В). Также с помощью иммуно-
блотинга показано, что антитела D9.2-Fc и E12.2-
Fc специфически связываются с субъединицей 
НА1, в то время как D4.2-Fc – с субъединицей 
НА2 (рис. 2Г). Далее мы определяли, разрушают-

Рис. 2. Получение 
VHH-Fc и их характери-
стика in vitro:  
А – SDS-PAGE очищен-
ных VHH-Fc в невос-
станавливающих (2–4) 
и восстанавливающих 
(5–7) условиях: маркер 
молекулярных масс (1), 
D9.2-Fc (2, 5), E12.2-Fc 
(3, 6) и D4.2-Fc (4, 7);  
Б – спектр связывания 
VHH-Fc с различными 
НА филогенетической 
группы 2 по результатам 
ИФА, выражен в ЕС

50 
(нМ);  
В – вестерн-блот-анализ 
специфичности антител 
D9.2-Fc (1, 2), D4.2-Fc (3, 
4) и E12.2-Fc (5, 6) к HA0 
H3 Swiz в восстанавли-
вающих (1–3) и невос-
станавливающих (4–6) 
условиях;  
Г – вестерн-блот-анализ 
специфичности VHH-Fc 
к НА1 или НА2 субъеди-
нице НА: инактивирован-
ный ВГА A/Aichi/2/1968 
в восстанавливающих 
условиях, детектирован-
ный D9.2-Fc (1), D4.2-Fc 
(2) или E12.2-Fc (3);  
Д – результаты непрямо-
го ИФА, показывающие 
связывание VHH-Fc с H3 
Aichi, обработанным 
трипсином-TPCK и инку-
бированным в буферах 
с различным pH или ДТТ;  
Е – конкурентный ИФА 
для определения эпи-
топной специфичности 
VHH-Fc
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ся ли распознаваемые нашими антителами эпитопы 
при снижении рН (рис. 2Д). Как известно, в процес-
се слияния мембран НА претерпевает значитель-
ные конформационные изменения, вызванные пони-
жением рН в эндосомах клетки-хозяина. Несмотря 
на то, что субъединица НА1 не претерпевает таких 
серьезных перестроек, как НА2 [37, 38], активность 
связывающих HA1 антител (D9.2-Fc и E12.2-Fc) 
уменьшалась с уменьшением pH и полностью те-
рялась при добавлении ДТТ, поскольку он удаляет 
субъединицу HA1 из HA. Однако D4.2-Fc одинако-
во связывалось с HA при различных значениях рН, 
как и с HA, обработанным ДТТ, что подтвержда-
ет нахождение его эпитопа именно в субъединице 
НА2. 

По результатам конкурентного ИФА показано, 
что три отобранных клона VHH-Fc узнают различ-
ные не перекрывающиеся эпитопы на поверхно-
сти НА (рис. 2Е). Связывающее субъединицу НА2 
антитело D4.2-Fc не конкурировало с контрольным 
VHH-Fc к НА2, SD36-Fc.

Протективную активность VHH-Fc in vivo из-
учали с использованием летальной мышиной мо-
дели (рис. 3). Мышам BALB/c интраназально вво-
дили 1 мг/кг VHH-Fc за 1 ч до инфицирования. 
Животным контрольной группы вводили изотип 
IgG1 – нерелевантное VHH-Fc к S-белку вируса 
SARS-CoV-2; положительным контролем служило 
антитело SD36-Fc. 

Антитело D9.2-Fc защищало 100% животных 
от летального исхода, потеря веса в данной группе 
в среднем не превышала 10%, к концу эксперимен-
та вес мышей превышал изначальный. В свою оче-
редь, ни E12.2-Fc, ни D4.2-Fc не показали протек-
тивной активности, поэтому D9.2-Fc было выбрано 
для дальнейшего исследования in vivo.

Далее мы оценили профилактическую эффек-
тивность системного введения D9.2-Fc в отноше-

нии летальной инфекции H3N2 (рис. 4А,Б). Мышам 
вводили антитела в дозе 10 мг/кг внутрибрюшинно 
за 24 ч до заражения ВГА. У животных, получав-
ших D9.2-Fc, не наблюдалось признаков заболева-
ния, потеря веса отсутствовала или была незначи-
тельной, в то время как контрольные мыши пали 
спустя 7 суток.

Для определения терапевтической эффектив-
ности D9.2-Fc мышам вводили внутрибрюшинно 
40 мг/кг D9.2-Fc спустя 24 ч после инфицирования 
(рис. 4В,Г). Мыши из контрольной группы пали к 9 
дню после заражения. Из животных, получивших 
D9.2-Fc, 80% выжили; изменение массы тела не пре-
вышало 15%, к концу наблюдения вес всех мышей 
вернулся к начальным значениям.

Чтобы изучить механизм противовирусного дей-
ствия D9.2-Fc, мы оценивали активность VHH-Fc 
в РТГА и различных вариантах РН. Данное антите-
ло не тормозило гемагглютинирующую активность 
ВГА в реакции микронейтрализации, и в реакции 
нейтрализации бляшкообразования D9.2-Fc не обла-
дало вируснейтрализующей активностью. При опре-
делении способности VHH-Fc ингибировать выход 
вируса из клетки антитело D9.2-Fc также не пока-
зало нейтрализующих свойств.

Поскольку D9.2-Fc не обладало способностью ней-
трализовать ВГА, мы предположили, что эффектив-
ность данного антитела in vivo опосредована Fc-
зависимыми эффекторными функциями. Поэтому 
были получены две дополнительные формы D9.2: 
VHH с Fc IgG2a мыши (D9.2-mG2a), а также D9.2-
mG2a LALA-PG, в которой в Fc внесены мутации 
L234A, L235A и P329G (рис. 5). Комплекс мутаций 
LALA-PG ингибирует связывание с FcγR и C1q, 
в то время как взаимодействие с FcRn и стабиль-
ность Fc не затрагиваются [39]. С помощью ИФА 
показано, что эти мутации не влияют на связыва-
ние D9.2 с НА (рис. 5Б). Для оценки и сравнения 
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протективных свойств полученных конструкций 
мышам вводили внутрибрюшинно антитела в дозе 
5 мг/кг за 24 ч до заражения (рис. 5В,Г). Мыши (4 
из 5), получавшие антитело D9.2-mG2a, были защи-
щены от летального исхода, тогда как все мыши, 
получавшие антитело LALA-PG, пали к 6 дню, 
как и мыши контрольной группы. Следовательно, 
взаимодействие Fc-FcγR необходимо для защиты 
животных in vivo с помощью ненейтрализующего 
антитела D9.2.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время одним из перспективных на-
правлений в медицине является использова-
ние мАт для профилактики и лечения инфекций. 
В частности, наноантитела (VHH) рассматриваются 
как практичная и эффективная альтернатива клас-
сическим IgG. В последнее время активно изучается 
возможность использования VHH в качестве анти-
бактериальных [40, 41] или противовирусных анти-
тел [32, 42, 43]. VHH, состоящие из одного полипеп-
тида, могут успешно использоваться для пассивной 
иммунизации в составе аденовирусных векторов [44, 
45], аденоассоциированных вирусных векторов [46, 
47] или мРНК [48]. В данной работе нами выделены 
три VHH: D9.2, D4.2 и E12.2, специфичные к разным 

эпитопам молекулы НА вируса H3N2. D9.2 и E12.2 
связываются с субъединицей HA1, тогда как D4.2 
взаимодействует с субъединицей HA2. Полученные 
VHH узнают HA различных штаммов H3N2. Кроме 
того, E12.2 в формате мономера может связывать 
HA подтипа H4.

Ранее сообщалось об усилении противовирусного 
действия VHH путем мультимеризации. Например, 
димеризация VHH P2C5 приводила к 200-кратно-
му увеличению нейтрализующей активности про-
тив SARS-CoV-2 [49], в то время как димер другого 
анти-S VHH Fu2 в 10 раз эффективнее нейтрали-
зовал вирус в отличие от его мономерной формы 
[50]. Согласно данным Hultberg A. и соавт., можно 
получить 4000-кратное усиление активности VHH, 
что и было показано для бивалентной формы VHH, 
нейтрализующего респираторно-синцитиальный ви-
рус [12]. Аналогичное наблюдение сделано для мо-
лекул VHH, слитых с Fc, так как через Fc-фрагмент 
происходит естественная димеризация [51, 52]. 
Более того, показано расширение спектра связы-
вания некоторых VHH в результате мультимери-
зации. Например, противогриппозный VHH R1a-B6 
в бивалентном формате приобрел способность 
нейтрализовать вирусы H2N2 [53], а G2.3, слитый 
с Fc-фрагментом, подтипы H5N2 и H9N2 [32]. Fc-
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слитая форма VHH, активного в отношении SARS-
CoV-1, демонстрировала перекрестную реактивность 
с SARS-CoV-2 [54]. Кроме того, модификация с по-
мощью Fc позволяет задействовать эффекторные 
функции, включая активацию комплемента и/или 
антителозависимую клеточную цитотоксичность 
и фагоцитоз, которые имеют решающее значение 
при гриппозной инфекции [29]. Поэтому мы объ-
единили наши VHH с Fc IgG1 человека, и опосре-
дованная Fc димеризация привела к увеличению 
связывающей активности наряду с появлением 
способности реагировать с белком НА подтипа H4 
(для VHH D9.2 и D4.2). Однако модификация E12.2 
привела к минимальному (по сравнению с други-
ми VHH) улучшению связывающей способности, 
что позволяет предположить, что потенциал уве-
личения эффективности и ширины спектра связы-
вания антитела за счет мультимеризации зависит 
от его эпитопа.

Мы исследовали эффективность выбранных ан-
тител in vivo и показали, что D9.2-Fc при его интра-
назальном введении за 1 ч до заражения полностью 

защищает животных от летального исхода, тогда 
как D4.2-Fc и E12.2-Fc не смогли обеспечить защиту 
животных. Учитывая эти результаты, D9.2-Fc ото-
брали для дальнейшей оценки его профилактиче-
ских и терапевтических свойств in vivo. При си-
стемном введении D9.2-Fc за 24 ч до заражения 
наблюдали 100% протективность данного антитела, 
в то время как при введении через сутки после ин-
фицирования выживало 80% животных, получив-
ших D9.2-Fc.

Мы оценили также вируснейтрализующую актив-
ность D9.2-Fc in vitro. Однако D9.2-Fc не обладает 
способностью нейтрализовать вирус H3N2, поэтому 
мы предположили, что его протективные свойства 
in vivo зависят от Fc-опосредованных эффектор-
ных функций антитела. Как известно, Fc-фрагмент 
IgG1 человека способен связывать FcγR мыши [55]. 
Тем не менее, в определенных случаях подтип 
IgG играет решающую роль в протективности мАт 
на летальной мышиной модели. Например, показа-
но, что связывающиеся с субъединицей НА2, а так-
же и нацеленные на интерфейс HA варианты мАт 

Рис. 5. Протективность D9.2 in vivo зависит от Fc-FcγR-взаимодействий. А – SDS-PAGE-анализ полученных 
конструкций в невосстанавливающих (1, 3) и восстанавливающих (2, 4) условиях: D9.2-mG2a (1, 2) и D9.2-mG2a 
LALA-PG (3, 4), маркер молекулярных масс (5). Б – результаты ИФА, отражающие связывание указанных анти-
тел с НА Н3 Aichi и H3 Sing. В – кривые выживаемости (различия между группами D9.2-mG2a и IgG1: *р = 0.0361; 
между группами D9.2-mG2a и LALA-PG – * p = 0.0116). Г – кривые изменения массы тела выживших мышей, 
представлены средние значения ± SЕМ
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с константной областью тяжелой цепи IgG2a мыши 
улучшают защиту in vivo по сравнению с исходным 
субтипом IgG. Причиной этого является более вы-
сокое сродство Fc-фрагмента субтипа IgG2a к FcγR 
по сравнению с IgG1 [56, 57]. Несмотря на различия 
в представлениях ученых о том, до какой степени 
противовирусный эффект in vivo мАт, специфич-
ных к НА1, зависит от Fc-опосредованных функций, 
опубликованы данные, подтверждающие по крайней 
мере частичную зависимость протективности анти-
НА1 мАт от Fc-FcγR-взаимодействия [19, 25, 26, 58]. 
Мы сравнили протективные свойства in vivo D9.2, 
слитого с Fc IgG2a мыши (D9.2-mG2a), и D9.2 с му-
тациями LALA-PG (D9.2-mG2a LALA-PG) и пока-
зали, что D9.2-mG2a обеспечивало выживаемость 
80% животных, в то время как вся группа мышей, 
получавших LALA-PG, пала. Таким образом уста-
новлено, что D9.2-Fc защищает животных благодаря 
Fc-FcγR-взаимодействию.

ВЫВОДЫ
В данной работе мы идентифицировали три кло-
на VHH, узнающие неперекрывающиеся эпитопы 
в структуре НА и активные в отношении НА раз-
личных штаммов вируса гриппа H3N2. Мы расши-
рили спектр их связывания, модифицировав VHH 
Fc-фрагментом. Из трех отобранных VHH-Fc только 
D9.2-Fc продемонстрировало протективную актив-
ность in vivo на мышиной модели гриппозной ин-
фекции. Несмотря на отсутствие нейтрализующей 
активности в отношении ВГА H3N2, D9.2-Fc способ-
но обеспечивать эффективную защиту in vivo с по-
мощью Fc-опосредованных механизмов. 

Исследование выполнено в рамках 
Государственного задания Министерства 
здравоохранения Российской Федерации 

№ 121031800132-4.
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