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Белок PRAME (Preferentially expressed antigen of melanoma) относится к группе рако-
во-тестикулярных антигенов, экспрессия которых наблюдается преимущественно в семен-
никах, но не в других здоровых тканях человека [1]. Ген PRAME часто экспрессируется в
опухолевых клетках при различных видах рака, в частности меланомах, острых и хрони-
ческих лейкемиях, немелкоклеточном раке легкого, карциномах груди, раке почки, сар-
комах [2]. Таким образом, антиген PRAME можно рассматривать как привлекательную
потенциальную мишень для иммунотерапии опухолей.

На основе ранее полученных с помощью гибридомной технологии двух мышиных мо-
ноклональных антител (мАТ) к рекомбинантному белку PRAME были сконструированы
гуманизированные мАТ. Для гуманизации применяли метод пересадки гипервариабель-
ных участков (CDR). Для этого использовали последовательности CDR-участков вариа-
бельных доменов мышиных мАТ 5D3 и 6H8 и человеческие каркасные области. В качестве
источников человеческих каркасных областей использовали гены зародышевых линий че-
ловеческих антител, наиболее гомологичных вариабельным доменам мышиных мАТ 5D3
и 6H8. Основываясь на данных, полученных in silico при 3D моделировании вариабельных
доменов гуманизированных антител (5D3Hu и 6H8Hu) были выбраны несколько аминокис-
лотных остатков мышиных каркасных областей, которые сохранили в гуманизированных
мАТ для предотвращения потери аффинности. Гуманизированные мАТ экспрессировали
в клетках CHO. Аффинность гуманизированных мАТ измеряли на биосенсоре Attana с ис-
пользованием рекомбинантного белка PRAME, полученного в E. coli. Значения констант
диссоциации комплекса PRAME и гуманизированных мАТ составили 1.4 нМ для мАТ
5D3Hu и 1.2 нМ для мАТ 6H8Hu, что практически не отличается от значений, получен-
ных для химерных вариантов этих антител. Гуманизированные антитела показали связы-
вание с клеточным лизатом линии WI38, транзиентно экспрессирующей белок PRAME, а
также с рекомбинантным белком PRAME в Вестерн-блоте. Была определена эпитопная
специфичность антител с использованием различных фрагментов белка PRAME, слитых с
тиоредоксином. Было показано, что мАТ 5D3 и 6H8 связываются с неперекрывающимися
фрагментами белка PRAME. 160-180 а.о. и 180-200 а.о., соответственно.
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