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РЕФЕРАТ

Есеп 35 б., 3 сурет, 3 кесте, 18 әдебиет көздері, 3 қосымша
ГЕН, КЛОНДАУ, МИКРОАҒЗА ШТАМЫ, РЕКОМБИНАНТТЫ АНТИГЕН, ЖАСУШАНЫҢ ТІРШІЛІК ҚАБІЛЕТІН ЖОЮҒА БАҒДАРЛАМАЛАНҒАН РЕЦЕПТОР. 
Зерттеу нысаны онкологиялық ауруларға қарсы иммунитетті төмендететін PD-1 жасушаның тірішілік қабілетін жоюға бағдарламаланған рецепторға қарсы моноклоналды антиденелерді өндіруші гибрид жасушалары болып табылады. 

Жобаның 2019 жылға қойған мақсаты адамның PD-1 рецепторының жасушадан тыс доменіне қарсы моноклоналды антиденені өндіретін гибридтты жасушалар штаммдарын алу болып табылады.

Жұмыс барысында гибридомалақ технология әдістерімен, сонымен қатар иммунологиялық, биохимиялық және биотехнологиялық зерттеу әдістері қолданылды.

Нәтижесінде 1:25600 антиденелер титріне түзілуіне рекомбинантты PD-1 себеп болды. Иммундалған тышқаның сарысуы гетерогенді ақуыздармен байланысты көрсетпеді тек қана салмағы 21 кДа ақуызбен байланысты. MS-MS спектрометрия нәтижесі NCBI және SwissProt дерекқордың ішінде көрсетілген PD-1 аминоқышқыл реттілігімен сәйкес келді. PD-1-ге қарсы моноклоналды антиденелерді өндіретің гибридті жасушалардың 4 штаммы 5B6C9H, 7F5D11G, 8E4D7E, 10E3F5D алынды. Жасушалардың өнімділігі культуралы сұйықтықта 0,5 мг/мл және асцит сұйықтығында 16 мг/мл болды. Моноклоналды антиденелерді оқшаулау және тазарту әдісі жасалды. Бір мақала импакт-факторы бар журналда жариаланды, бір мақала  Scopus деректер базасында индекстелген журналда жариялауға қабылданды және бір патентке өтінім берілді.
Зерттеу нәтижесінің жаңалығы алғашқы рет Қазақстан Республикада адамның PD-1 рецепторының жасушадан тыс доменіне қарсы моноклоналды антиденені өндіретін гибридтты жасушалар штаммдары алынды. 

Негізгі құрылымдық және технико-эксплуатациялық көрсеткіштері: адамның PD-1 рецепторының жасушадан тыс доменіне қарсы моноклоналды антиденені өндіретін гибридтты жасушалар штаммдары жоғары өндіру және тиімді технологиялық қасиетеріне ие болды. 

Ендіру дәрежесі – жоба жетілдірілу сатысында.

Жетілдірілудің тиімділігі адамның PD-1 рецепторының жасушадан тыс доменіне қарсы моноклоналды антиденені өндіретін гибридтты жасушалар штаммдары жоғарғы өнімділігімен сипатталады.

Қолдану аясы – медицина.
РЕФЕРАТ
Отчет  35 с., 3 рис., 3 табл., 18 источников, 3 прил.

ГЕН, КЛОНИРОВАНИЕ, ШТАММ МИКРООРГАНИЗМА, РЕКОМБИНАНТНЫЙ АНТИГЕН, РЕЦЕПТОР ПРОГРАММИРУЕМОЙ ГИБЕЛИ КЛЕТОК. 
Объектом исследования являются штаммы гибридных клеток, продуцирующие моноклональные антитела против рецептора программируемой гибели клеток PD-1, фактора снижающего иммунитет против онкологических заболеваний.

Целью проекта в 2019 году является получение штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против внеклеточного домена рецептора PD-1 человека. 
В процессе работы использовались методы гибридомной технологии, а также иммунологические, биохимические и биотехнологические методы исследования.    
В результате исследований рекомбинантный PD-1 вызывал образование антител до титра 1:25600.  Сыворотка иммунизированных мышей не давала перекрестных реакций с гетерогенными белками и реагировала только с белком 21 кДа. Результатов MS-MS спектрометрии совпали с аминокислотной последовательностью PD-1, представленных в базе данных NCBI и SwissProt. Получены и исследованы культуральные свойства 4 штаммов гибридных клеток 5B6C9H, 7F5D11G, 8E4D7E, 10E3F5D, продуцирующих моноклональные антитела к PD-1. Продуктивность клеток составила 0,5 мг/мл в культуральной жидкости и 16 мг/мл в асцитной жидкости. Отработан метод выделения и очистки моноклональных антител. Опубликована одна статья в журнале с ненулевым импакт фактором, 1 статья принята к публикации в журнале индексируемая в базе данных Scopus и подана 1 заявка на патент.
Новизна результатов: впервые в Республике Казахстан получены штаммы гибридных клеток, продуцирующие моноклональные антитела против внеклеточного домена рецептора PD-1 человека. 
Основные конструктивные и технико-эксплуатационные показатели: полученные штаммы гибридных клеток, продуцирующие моноклональные антитела против внеклекточного домена рецептора PD-1 человека обладают высокими продуктивными и выгодными технологическими свойствами. 
Степень внедрения – проект на стадии разработки.
Эффективность разработки определяется высокими продуктивными характеристиками полученных штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против внеклеточного домена рецептора PD-1 человека.
Область применения – медицина.
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

В настоящем отчете о НИР применяются следующие термины с соответствующими определениями, обозначения и сокращения:

Антигены – вещество, воспринимаемое организмом как чужеродное и вызывающее специфический иммунный ответ. 

Антитела – синтезируемые В-лимфоцитами белки в ответ на попадание в организм различных антигенов и специфически с ними взаимодействующие с образованием комплекса «антиген – антитело».

Аффинность – степень прочности связи одной антигенной детерминанты с одним связывающим участком антитела.

Гибридома – гибридная клеточная линия, полученная in vitro в результате слияния антителообразующих (плазматических) клеток заданной специфичности и клеток миеломы, продуцирующей моноклональные антитела.

Клон – популяция клеток или молекул, идентичных одной родоначальной клетке или молекуле.

Миелома – лимфома (злокачественная опухоль), образующаяся из лимфоцитов В-клеточной линии (преимущественно из плазматических клеток).

мг/мл – обозначение концентрации вещества в системе СИ; 

мкг/мл – обозначение концентрации вещества в системе СИ;

кДа – обозначение молекулярного веса белков;

мл – единица измерения объема жидкости в системе СИ;

ДМСО – диметилсульфоксид;

МКА – моноклональные антитела;

НАФ – неполный адъювант Фрейнда;

ОП – оптическая плотность;

ПААГ – полиакриламидный гель;

ДСН – додецилсульфат натрия;

ПЭГ – полиэтиленгликоль;

ФСБ – фосфатно-солевой буфер;

ФСБ+Тв – фосфатно-солевой буфер + твин 20.

ВВЕДЕНИЕ

В Республике Казахстан большое внимание уделяется диагностике и лечению онкологических заболеваний. В соответствии с Государственной программой развития здравоохранения «Саламатты Қазақстан» на 2011-2015 годы и Государственной программы развития здравоохранения РК «Денсаулық» на 2016-2020 годы, одной из ключевых целей стало повышение доступности высокотехнологичных методов диагностики и лечения с научно-обоснованной эффективностью. Лекарственное обеспечение онкологических больных за последние 10 лет увеличилось в 17 раз. Более чем в 2,5 раза увеличилось количество наименований лекарственных средств. На сегодняшний день обеспеченность лекарственными препаратами онкологических больных составила 70% от потребности. В последнее время внедряются так называемые «таргетные» препараты – воздействующие только на опухолевые клетки [1]. 
Тем не менее, статистические данные на 2011 год по видам онкологических болезней в Республике Казахстан показывают, что рак молочной железы составляет 11,6%, рак легкого - 11,4%, рак кожи - 10,7%, рак желудка - 8,8%, рак шейки матки - 4,8%, рак пищевода - 4,4%, гемобластозы- 4,4%, рак ободочной кишки - 4,4% и прямой кишки - 4,4% [2]. Из статистических данных видно, что опухолевые заболевания кожи, к которым относится и меланома, являются одним из наиболее распространенных в республике. 

Меланома кожи – злокачественная опухоль, развивающаяся из пигментных клеток кожи. В последнее время встречаемость злокачественной меланомы с высокой агрессивностью и плохим прогнозом значительно увеличилась, по сравнению с другими видами онкологических заболеваний. Поскольку опухоль устойчива к стандартной лучевой терапии и химиотерапии, терапия метастазов меланомы не применяется. Однако, меланомы восприимчивы к иммунологической атаке, в связи с этим иммунотерапия, в купе с хирургическими методами, является альтернативным методом лечения. 

Все более широкие масштабы приобретает использование биопрепаратов повышающие концентрацию антигенспецифических цитотоксических CD8+ Т-лимфоцитов, обеспечивающих защитный противоопухолевый иммунитет. Эффективность таких препаратов как ДНК-вакцины, кодирующие слабо иммуногенные опухолеассоциированные антигены, может быть улучшена совместной инъекцией моноклональных антител, блокирующих рецептор, связанный с гибелью клеток иммунной системы. Исследования показали, что вакцинация ДНК-вакциной в сочетании с адъювантом CCL21 и моноклональными антителами против PD-1 белка значительно улучшала продукцию цитотоксических Т-лимфоцитов и пролиферацию лимфоцитов, и значительно ингибировало прогрессирование опухоли [3]. 
Необходимо отметить, что спектр использования моноклональных антител весьма разнообразен. В экономически развитых странах со времени разработки гибридомной технологии, моноклональные антитела получены ко многим целевым мишеням заболеваний человека и животных. Широкое применение МКА в различных сферах науки и практики на прямую связана с высокой активностью их и выгодными технологическими характеристиками. Помимо этого, моноклональные антитела широко применяются в изучении различных биологических молекул, в том числе молекул, выделение которых имеет определенные трудности, связанные с небольшим их количеством. Особо необходимо отметить использование МКА в лечении многих инфекционных и онкологических болезней. 
В 1975 г. Д. Келлер и Ц. Милштейн предложили метод получения гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела. Метод заключался в слиянии миеломной линии клеток с клетками селезёнки иммунизированного животного, при котором получали гибридные клетки (гибридомы), способные синтезировать собственные иммуноглобулины [4].
Учитывая выше сказанное получение микроорганизмов продуцентов рекомбинантного рецептора программируемой гибели Т-лимфоцитов и штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела к рецептору, является весьма актуальной проблемой для Республики.
Научная значимость и новизна проекта заключаются в том, что впервые в Республике Казахстан получены штаммы гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела к рецептору программируемой гибели клеток PD-1. Значимость проекта для Республики заключается в создании предпосылки для разработки на его основе гуманизированных антител, эффективного препарата для лечения меланомы и снижении его метастазирующей активности.  

При оценке научно-технического уровня проекта выявлено, что штаммы гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела к рецептору PD-1 человека по своим планируемым характеристикам, соответствует лучшим аналогам, описанным в литературе. Научно-технический уровень также складывается из участия в проекте высококвалифицированных кадров и использования современного оборудования и методик.
При проведении патентного поиска было выявлено достаточно много патентов, одними из которых являются RU 2013133714 A и US9181342B2.  В патентах описаны моноклональные антитела против рецептора программируемой гибели клеток человека. Моноклональные антитела являются человеческими моноклональными антителами, которые специфически связываются с PD-1 с высокой аффинностью. Большинство патентов описывают способы применения моноклональных антител против программируемой гибели клеток PD-1. 
Метрологическое обеспечение НИР. Все средства измерений и испытательное оборудование, использованные при проведении научных исследований, прошли процедуры поверки и аттестации в соответствующих аккредитованных органах – ТОО «KasMedServiceGroup».
Целью проекта в 2019 году является получение на основе современных методов биотехнологии штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела к рецептору программируемой гибели клеток PD-1 (Приложение А).

Задачи проекта в 2019 году:
1 Изучение иммунологических и иммунохимических характеристик рекомбинантного рецептора PD-1.
2 Получение штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против PD-1. Подготовить и подать публикацию в журнал с ненулевым импакт фактором. 

3 Изучение культуральных и продуктивных характеристик штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела. Подготовить и подать статью для публикации в журнале индексируемой в базе данных Web of science или Scopus.
4 Отработка методов выделение и очистка моноклональных антител против PD-1. Подготовить и подать заявку на патент
Задачи проекта соответствуют календарному плану (Приложение А)

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Выбор направления исследования 

Иммунологическая терапия многих онкологических патологий включает использование терапевтических вакцин, поли- и моноклональных антител, цитокинов, ингибиторов иммунного ответа и адоптивное введение Т-клеток. В целом иммунологическая терапия рака представляет собой комплекс различных подходов для повышения и удлинения иммунологического ответа организма против онкологического заболевания [5]. В последнее время, для иммунотерапии, направленной на блокировку контрольных точек развития опухоли особый интерес представляют собой моноклональные антитела против рецептора программируемой гибели клеток PD-1.  PD-1 рецептор Т-клеток является регулятором способный ингибировать или полностью подавить иммунный ответ [6]. 
С появлением в 1978 году гибридомной технологии, моноклональные антитела нашли широкое применение в различных отраслях науки и практики, в том числе и в онкологии. Интерес к гибридомной технологии и к моноклональным антителам в области онкологии связан с возможностью получения средств, способных оказывать влияние на различные функции онкогенных клеток. Влияние моноклональных антител на различные функции клеток осуществляется путем специфического связывания антител с белками онкологических клеток и их комплексами. В настоящее время, на фармацевтическом рынке мира представлены 50 различных противоопухолевых средств основанные на моноклональных антителах. По данным ряда авторов, трастузумаб, моноклональное антитело к эпидермальному фактору роста человека (HER2) и несколько других новых ингибиторов HER2 увеличили продолжительность жизни больных HER2+ раком молочной железы (РМЖ). Более того, моноклональные антитела к HER2 повысили 5-летнюю выживаемость больных раком молочной железы ранних стадий до 90—95%. До появления моноклональных антител к HER2 рак молочной железы на любых стадиях считался злокачественным новообразованием с неблагоприятным прогнозом течения болезни [7].

Другими моноклональными антителами занявшие стабильное положение на фармацевтическом рынке мира являются ипилюмумаб, одобренный к применению в 2011 году.    В конце 2014 года на рынке появились два новых препарата с одинаковым действием «Пембролизумаб» (коммерческое название препарата «Кейтруда») и ниволумаб. Данные моноклональные антитела разработаны для таргетной терапии злокачественной меланомы кожи. С применением моноклональных антител у 20% пациентов продолжительность иммунного ответа достигло 5 лет. В отличии от моноклональных антител, традиционно применяемая химиотерапия меланомы кожи имела крайне низкую эффективность [7]. 

Моноклональные антитела представляют собой получаемые в лабораторных условиях гуманизированные антитела против рецептора программируемой гибели PD1 цитотоксических лимфоцитов. PD-1 играет важную роль в регуляции активности Т-клеток и толерантности иммунной системы. Существует положительная и отрицательная регуляция активности Т-клеток. Положительная активация Т-клеток является многоступенчатым процессом. Антиген обрабатывается и экспонируется на клеточной поверхности антигенпрезентирующих клеток. Антиген и белок главного комплекса гистосовместимости II МНС распознаются и связываются Т-клетками с помощью специфических (Т-клеточных) рецепторов. Связывание приводит к активации Т-клеток и появлению их селективных копий. В активации Т-клеток участвуют различные гормоноподобные сигнальные белки, так называемые интерлейкины осуществляющие положительную стимуляцию CD28 / CD80 рецепторов. При наличии достаточно сильного сигнала включается многоступенчатый каскад для экспрессии высоко аффинного рецептора интерлейкина-2 (IL-2R) на Т-клетках и секреции интерлейкина-2 Т-клетками. Результатом активации является клональная экспансия Т-клеток и усиление их эффекторных функций.
Эти моноклональные антитела могут быть эффективны и против других типов злокачественных опухолей. Например, положительный эффект от пембролизумаба отмечался у 18% больных с диагнозом немелкоклеточный рак легкого, у 27% больных с почечно-клеточным раком и у 28% больных с меланомой. У этих больных, также наблюдалось формирование длительного противоопухолевого иммунитета. Моноклональные антитела сдерживали рост различных злокачественных опухолей в течение 20–31 месяцев [8].
Toshio Shimizu с соавторами (2016) на этапе I клинических исследований изучали безопасность, переносимость, фармакокинетику, фармакодинамику, иммуногенность и противоопухолевую активность Pembrolizumab (МКА против рецептора PD-1) у японских пациентов с метастазированными твердыми опухолями. В результате проеденных исследований не было обнаружено никаких доза зависимых токсических эффектов. Pembrolizumab показал обнадеживающую противоопухолевую активность против меланомы и немелкоклеточного рака легкого [9].

При проведении этапа Ib клинического испытания оценивалась безопасность и противоопухолевая активность Pembrolizumab у японских пациентов с метастизированной меланомой. В результате проведенных исследований выявлено, что тридцать четыре пациента (81,0%) испытывали побочные эффекты, связанные с лечением. Наиболее распространенными побочными эффектами были зуд, макулопапулезная сыпь, недомогание и гипотиреоз 1-2 уровня. Препарат обеспечивал 12 месячную общую выживаемость у 82,7% с диагнозом кожная меланома и 51,4% выживаемость для пациентов с диагнозом меланома слизистой оболочки. Профиль безопасности пембролизумаба у японских пациентов был аналогичен таковому описанных в предыдущих клинических исследованиях. Pembrolizumab обеспечил многообещающую противоопухолевую активность у японских пациентов с метастазированной меланомой [10].
Для получения штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против рецептора программируемой гибели клеток PD-1 человека использованы методы гибридомной технологии. Сущность метода заключается в получении гибридной эукариотической клетки путем слияния, активированного И-лимфоцита и миеломной линии клеток Х-63. Получение штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела, проводили по методу Oi V., Herzenberg L. [11]. Полностью процедура получения моноклональных антител включала в себя следующие этапы: иммунизация животных, подготовка клеток к слиянию, отбор продуцирующих специфические антитела клонов, клонирование и реклонирование, массовая наработка гибридных клеток, получение культуральной жидкости или асцита, содержащих антитела, и выделение этих антител. Обычно вся процедура от момента начала иммунизации до тестирования моноклональных антител занимает 3-4 месяца.

2 Экспериментальные исследования  
2.1 Материалы и методы исследования
НаноВЭЖХ тандемная масс-спектрометрия (nanoLC-MS/MS). 
Во избежание загрязнения образцов кератином провели влажную уборку рабочего места. Полученный препарат рекомбинантного внеклеточного домена рецептора PD-1 разделяли методом электрофореза в 11% ПААГ. Из прокрашенного геля, вырезали два-три фрагмента белкового пятна размерами 1×1 мм и перенесли в пробирку Эппендорф свободную от кератина. Добавили 100 мкл раствора смеси 100мМ бикарбоната аммония с ацетонитрилом (1:1) и инкубировали в течение 30-40 мин при 37 °С. После удаления супернатанта, в пробирки добавили 5мМ раствор DTT и оставили на 10 минут при 60 °С. Избыток DTT удалили и к кусочкам геля добавили 100 мкл 100мМ раствора йодацетамида. Раствор инкубировали при 37 °С в течение 15 минут. Избыток реагента удалили, а кусочки геля дважды промыли 100мкл раствора 50мМ бикарбоната аммония. Для окончательного удаления остатков йодацетамида кусочки геля обработали двумя повторяющимися циклами обезвоживания с помощью 200 мкл 100% ацетонитрила и насыщения водой с помощью 50мМ бикарбоната аммония. Перед добавлением трипсина кусочки геля снова подвергли обезвоживанию ацетонитрилом, подождали 3-5 минут до полного сокращения размера кусочков, затем удалили ацетонитрил и оставили пробирку на 5 минут.  Затем добавили 2 мкл раствора трипсина с концентрацией 100нг/мкл и 50 мкл 50мМ раствора бикарбоната аммония и оставили в инкубаторе на ночь при 370C. На следующий день супернатант, содержащий смесь пептидов после трипсинолиза перенесли в другую пробирку Эппендорф. Кусочки геля промыли 50 мкл 50мМ раствора бикарбоната аммония, инкубировали 15-20 минут, перенесли и объединили в пробирку, содержащую смесь пептидов первой фракции из предыдущего этапа. Содержимое пробирки высушивали на вакуумном концентраторе при 450С в течение 30-60 минут. После полного удаления воды, остаток растворяли в 10 мкл 0.1% раствора трифторуксусной кислоты, и пептидную смесь обессоливали с помощью набора Zoo tip (Millipore Ziptips Micro-C18, 0.2 µL bed, Z720003-96EA). 

Полученную смесь триптически гидролизованных пептидов разделяли с помощью HPLC и анализировали MS-спектрометром. Программный продукт Mascot использовали для проведения поиска по базе данных SwissProt 2016_10 (552,884 сиквенсов; 197,760,918 остатков). 
Животные, клетки и антигены. 
При выполнении работы были использованы 20 мышей беспородных и 150 мышей линии BALB/c 6-8-недельного возраста, миеломная линия клеток Х-63, рекомбинантный внеклеточный домен рецептора программируемой гибели клеток PD-1 человека.  

Иммунизация мышей.
Мышам в первый день иммунизации вводили внутрибрюшинно по 100 мкг антигена в 0,1 мл неполного адъюванта Фрейнда (Gibco, США). На 7, 11, 12, 13 дни иммунизации животным инъецировали по 100 мкг антигена в забуференном физиологическом растворе, рН 7,2-7,4. Через три дня после последней иммунизации сыворотка крови иммунизированных мышей исследовалась на наличие антител к рекомбинантному внеклеточному домену рецептора PD-1 методом иммуноферментного анализа. При достаточно высоком титре антител в сыворотке крови спленоциты использовались для гибридизации.

Приготовление культуры перитонеальных макрофагов.
За 2-3 дня до слияния в стерильных условиях выделяли перитонеальные макрофаги мышей и высевали их в 96-луночный планшет (Nunc, Дания). Для этого мышь забивали методом цервикальной дислокации. Для дезинфекции кожного покрова ее обрабатывали 70% спиртом. После этого препарировали кожу, разрезая ее по белой линии живота. С помощью шприца вводили 10 мл охлажденной неполной ростовой среды. Иглу со шприцем вводили через тазобедренные мышцы во избежание обратного оттока жидкости из брюшной полости. После введения среды вызывали раздражение брюшной стенки нанесением легких ударов пинцетом в течение 5 минут. Затем отбирали суспензию перитонеальных макрофагов из брюшной полости и осаждали их центрифугированием при 1000 об/мин в течение 10 минут. Осадок клеток ресуспендировали в полной ростовой среде из расчета 2х105 клеток в 1 мл и высевали в лунки 96-луночного планшета. Клетки выращивали в СО2-инкубаторе (Hereus, Германия) при температуре 370С в атмосфере с 5% СО2.    

Получение штаммов гибридных клеток.
Гибридизацию клеток проводили по методу Oi V., Herzenberg L. [11]. Клонирование гибридных культивируемых клеток проводили методом лимитирующих разведений, описанном J. Coding. [12]. 

Замораживание (криоконсервирование), размораживание гибридом.
Для замораживания гибридных клеток выбирали лунки или матрацы с жизнеспособными клетками при плотности не менее 70-80%. 

Клетки для криоконсервации готовили следующим образом. За 24 часа до криоконсервации меняли питательную среду в каждом матраце или в лунках 24-луночного планшета. Клетки с поверхности посуды снимали мягким пипетированием, взвесь клеток переносили в пробирку с коническим дном и центрифугировали 7 минут при 1000 об/мин. К осадку добавляли криопротектор, который представляет собой сыворотку плода коровы с 10% диметилсульфооксидом (ДМСО). Осадок клеток суспендировали пипетированием и разливали в замораживающие ампулы (Nunc, Дания) в объеме 1 мл по 200 тыс. клеток/мл. Ампулы ставили в низкотемпературный холодильник (-700С) на сутки, после чего их переносили в жидкий азот.         

При размораживании криоконсервированных гибридных клеток ампулы с клетками из жидкого азота переносили в водяную баню на 370С. Как только растаяли последние кусочки льда, суспензию клеток переносили в стерильную пробирку, содержащую 10 мл холодной неполной ростовой среды, отмывали один раз путем центрифугирования при 1000 оборотах/мин. в течение 7 минут. После центрифугирования надосадочную жидкость удаляли, осадок клеток ресуспендировали в полной ростовой среде и засевали в ячейки 24-луночного планшета с питающим слоем перитонеальных макрофагов. Клетки гибридом культивировали в СО2-инкубаторе при 370С в течение 2-3 суток [13].

Получение препаративных количеств моноклональных антител. 

После двукратного клонирования гибридные клетки наращивали в пластиковых матрацах объемом 25-50 мл в полной ростовой среде, в течение 3-4 дней в СО2-инкубаторе при 370С. Клетки снимали с поверхности пластика пипетированием и центрифугировали при 1000 оборотах/мин. в течение 7 минут. Осадок клеток ресуспендировали в неполной ростовой среде и вводили 2х106 клеток внутрибрюшинно мышам линии BALB/с, которым за 7-10 дней до введения гибридомы был инъецирован пристан-2, 6, 10, 14-тетраметилпентадекан (Sigma, США) в дозе по 0,5 мл на голову.

После образования асцитной опухоли через 12-14 дней мышь обездвиживали парами эфира с последующей цервикальной дислокации. Затем тушку фиксировали на препаровальной доске и препарировали кожу вдоль белой линии живота. Асцитную жидкость собирали из брюшной полости с помощью шприца, затем асцитную жидкость отделяли от гибридных клеток центрифугированием при 1000 об/мин в течение 10 минут. Гибридные клетки ресуспендировали в неполной ростовой среде и после подсчета количества клеток вводили в брюшную полость мышам линии BALB/c для дальнейшего накопления антител. Асцитную жидкость использовали для выделения из нее иммуноглобулинов.
Очистку моноклональных антител из асцитной жидкости осуществляли методом высаливания сульфатом аммония до 50% насыщения. Для этого в асцитную жидкость добавляли равный объем ЗФР с рН-7,2. Затем добавляли равный объем насыщенного раствора сульфата аммония и оставляли при перемешивании на 12 часов при 40С. 

Образовавшийся преципитат осаждали центрифугированием при 5000 об/мин в течение 30 минут при 40С. Осадок антител ресуспендировали в минимальном объеме ЗФР с рН-7,2 и диализовали против ЗФР в течение суток. Антитела из полученного раствора очищали с помощью HiTrap Protein A HP. Очищенные моноклональные антитела хранили при -700С без консерванта или при 40С с добавлением 0,1% азида натрия. Концентрацию антител в асцитной жидкости определяли по методу М. Брэдфорда [14].

Определение продуктивности штаммов гибридом.
Продуктивность штаммов гибридом определяли с помощью ИФА в течение 8 дней. Гибридные клетки высевали в 8 лунок 24-луночного планшета в количестве 2х10 клеток на лунку. Гибридомы культивировали в полной ростовой среде RPMI-1640. С 1 по 8 день с одной лунки в день отбирали культуральную среду для определения антителопродуцирующей активности гибридом методом ИФА. 

Электрофорез.
Электрофоретическое разделение белков проводили по методу Лэммли [15] в полиакриламидном геле (10% и 12%) в денатурирующих условиях. 

Постановка Вестерн-блота.
Электрофорез антигена проводили в 11%-ном полиакриламидном геле в присутствии додецилсульфата натрия (ДСН) по методу J. Laemmli et al. на аппарате для вертикального электрофореза (BioRad, США) [15]. Электрофоретический перенос антигенов из геля на нитроцеллюлозную мембрану осуществляли с помощью прибора для иммуноблотинга (BioRad, США) по H. Towbin et al [16]. 

Для иммунохимического проявления специфических антигенов нитроцеллюлозную мембрану сначала инкубировали в 1% растворе БСА в течение ночи при 4оС. Затем отмывали по три раза ЗФР и ЗФР-Тв и выдерживали 1,5 ч при 37оС в растворе моноклональных антител, очищенных из асцитной жидкости, в разведении 1:100 в ЗФР-Тв. После чего носитель вновь отмывали и инкубировали в рабочем разведении антивидовых антител, меченных пероксидазой (1 ч при 37оС). Повторяли процедуру отмывки и проявляли реакцию. Раствор субстрата готовили непосредственно перед использованием следующим образом: 0,01 г 4-хлор-нафтола (Sigma, США), растворяли в 2 мл метанола, смешивали с 18 мл ЗФР (рН 7,2-7,4) и добавляли 0,01 мл 3% перекиси водорода.
Обоснование необходимости проведения экспериментальных работ.

Проведение работ по получению и применению моноклональных антител против рецептора программируемой гибели клеток PD-1 человека обосновано тем, что моноклональные антитела являются уникальными, высокоспецифичными и высокочувствительными иммунореагентами. В данной работе применен метод получения штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела, описанный Oi V., Herzenberg L. [11]. В целом общий принцип гибридизации сохраняется в различных вариантах, изменения касаются только времени проведения гибридизации, времени обработки полиэтиленгликолем, метода иммунизации мышей и выбора миеломной линии клеток. После гибридизации из лунок, в которых отмечен рост единичных клонов, образцы культуральной среды исследовали на содержание антител в иммуноферментном анализе. Клонирование проводили по методу J. Coding [12]. 

Изучение иммунохимических и иммунобиологических свойств антител и рекомбинантного белка PD-1 невозможно без использования метода электрофореза в 10%-ном полиакриламидном геле по методу V.K. Laemmli и иммуноблота. Методы являются важными аналитическими методами, широко применяемые при изучении биополимеров, в частности, белков [15, 16]. 

Для получения препаративных количеств моноклональных антител гибридные клетки вводили внутрибрюшинно мышам линии BALB/c. Данный метод обеспечивает высокие концентрации антител, достигающие 16-32 мг. Концентрацию антител в асцитной жидкости определяют по методу М. Брэдфорда [14].
2.2 Результаты исследований
2.2.1 Иммунологические и иммунохимические характеристики рекомбинантного рецептора PD-1
При определении иммунологических свойств выявлено, что оптимальной концентрацией антигена при использовании интенсивной 14 дневной схемы является 100 мкг/мл. Титр антител в сыворотке иммунизированных мышей составлял 1:25600. Перекрестных реакций сыворотка иммунизированных животных с гетерогенными антигенами и белками на наблюдалась. Вестерн-блот антигена с сыворотками от иммунизированных животных выявил специфическою реакцию антител с белком имеющий молекулярную массу 21 кДа. 
Идентификацию и анализ рекомбинантного внеклеточного домена рецептора PD-1 проводили методом LC-MS/MS. Данный метод основан на получении масс-спектров, содержащих пики фрагментированных ионов или MS/MS спектров пептидов после их хроматографического разделения. Для протеолитического расщепления обычно используют трипсин, который генерирует пептиды с остатками лизина K или аргинина R на С-конце. После ферментативного расщепления получившуюся смесь пептидов очищают от низкомолекулярных примесей, разделяют с помощью хроматографической системы и анализируют на масс-спектрометре. Из полученных экспериментальных данных MS/MS спектров с помощью программы DataAnalysis формируют файл с расширением mgf. В дальнейшем этот файл загружают в программу Mascot, поисковую машину, которая сопоставляет экспериментальные данные с теоретическими спектрами из баз данных аминокислотных последовательностей, как например NCBI или SwissProt.  

В результате программа Mascot выдала отчет, где были представлены 38 наиболее вероятных белков, соответствующие полученным масс-спектрам, из которых наибольший скор (Score 4950) соответствовал только одному белку, рецептору программируемой гибели клеток PD-1. MS/MS спектры пептидов MSPSNQTDKLAAFPEDR, LAAFPEDR и NDSGTYLCGAISLAPK этого белка со схемами их фрагментации в соответствии с рисунком 1. 
2.2.2 Штаммы гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против PD-1 

С целью получения иммунных лимфоцитов мыши линии BALB/c были иммунизированы очищенными препаратами рекомбинантного внеклеточного домена рецептора программируемой гибели клеток PD-1. Иммунизация линейных мышей по двухнедельной схеме обеспечивала получение достаточно стимулированных лимфоцитов. Титры антител в сыворотке крови иммунизированных мышей в непрямом твердофазном иммуноферментном анализе составляли от 1:2560 до 1:5120. Лимфоциты мышей, продуцирующие антитела против рекомбинантного рецептора PD-1 в наивысших титрах, были использованы для гибридизации с миеломной линией Х63-Аg8.653.
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Рисунок 1 – MS/MS спектры пептидов со схемами фрагментации аминокислотных последовательностей белка rPD-1
В результате отработки метода гибридизации было выявлено, что рН раствора полиэтиленгликоля и время инкубирования клеток в бессывороточной среде до и после слияния имеет большое значение при гибридизации соматических клеток. 
Результаты анализа влияния различных показателей рН полиэтиленгликоля на образование клонов гибридных клеток представлены в таблице 1. Эксперимент проводили при постоянной концентрации полиэтиленгликоля, которая составляла 50%, и постоянной концентрации сливаемых клеток 4х106  миеломных клеток и 20х106 лимфоцитов.

Таблица 1- Влияние рН полиэтиленгликоля на эффективность слияния клеток 

	Концентрация ПЭГ %
	Значение рН
	Количество миеломных клеток
	Количество лимфоцитов
	Выход образовавшихся клонов

	50
	7,5
	4х106
	20х106
	92

	50
	7,8
	4х106
	20х106
	124

	50
	8,0
	4х106
	20х106
	178

	50
	8,5
	4х106
	20х106
	196

	50
	9,0
	4х106
	20х106
	20


Из таблицы 1 видно, что при рН полиэтиленгликоля 7,5 образуются 92 клона гибридных клеток. При рН-7,8, количество клонов возрастало до 124. Дальнейшее увеличение значения рН полиэтиленгликоля до 8,0 и 8,5 увеличивало количество клонов до 178 и 196, соответственно. Увеличение рН до 9,0 резко снижало количество получаемых клонов гибридных клеток до 20. Данные исследования показывают, что рН полиэтиленгликоля в пределах 8,0-8,5 для слияния миеломной линии Х63-Ag8.653 и лимфоцита, предварительно отмытых от ростовой среды, является наиболее оптимальным. 

В экспериментах по изучению влияния интервала времени культивирования клеток в бессывороточной среде после воздействия полиэтиленгликоля были получены следующие результаты представленные в таблице 2.
Таблица 2 - Влияние продолжительности времени культивирования клеток в бессывороточной среде после воздействия ПЭГ на клонообразование

	Продолжительность культивирования клеток, (час)
	рН ПЭГ
	Количество миеломных клеток
	Количество лимфоцитов
	Количество образовавшихся клонов

	2
	8,5
	4х106
	20х106
	196

	4
	8,5
	4х106
	20х106
	180

	6
	8,5
	4х106
	20х106
	156

	8
	8,5
	4х106
	20х106
	132

	10
	8,5
	4х106
	20х106
	97

	12
	8,5
	4х106
	20х106
	51

	14
	8,5
	4х106
	20х106
	45


Из таблицы 2 видно, что инкубирование клеток в бессывороточной среде в течение 2 часов после обработки полиэтиленгликолем примерно в 4 раза увеличивает количество образующихся клонов. Инкубирование клеток в течение 2-4 часов после обработки полиэтиленгликолем в бессывороточной среде приводит к образованию 196-180 клонов, что значительно больше, чем при более длительном инкубировании.

В результате проведенных гибридизаций лимфоцитов, стимулированных рекомбинантным белком, и миеломной линии клеток Х63, из 384 засеянных лунок в 196 отмечен рост клонов гибридных клеток, что составляет 51% клонообразования. 
Гибридные клетки, продуцирующие антитела, подвергались трехкратному клонированию. После первого клонирования процент антителопродуцирующих субклонов гибридных клеток составлял 16%, при втором и третьем клонировании – 50%. После клонирования гибридные клетки не меняли своих свойств в течение 16 пассажей (время наблюдения). В результате проведенных нами исследований отобраны 4 штамма гибридных клеток 5B6C9H, 7F5D11G, 8E4D7E, 10E3F5D стабильно продуцирующие моноклональные антитела. 

2.2.3 Культуральные и продуктивные характеристики штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела 
Продуктивность гибридом определялась в течение 8 дней, которая составила в культуре клеток от 25 до 50 мкг, в асците от 8 до 16 мг. Характеристика гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела к рекомбинантному PD-1 человека, представлена в таблице 3.
Таблица 3 – Продуктивность штаммов гибридом, продуцирующих моноклональные антитела к рекомбинантному внеклеточному домену рецептора PD-1
	Наименование штаммов
	Продуктивность штаммов в культуре, мг/мл
	Продуктивность штаммов in vivo, мг/мл

	5B6C9H
	0,05
	8

	7F5D11G
	0,05
	16

	8E4D7E
	0,025
	8

	10E3F5D
	0,025
	8


Клетки культивируются в среде RPMI-1640, которая содержит 10% сыворотки эмбриона коров; 20 мл/л 200 мМ L-глютамина; Hepes – 3,375г/л; 2-меркаптоэтанола – 3 мкл/л; 10 мл/л пирувата натрия; бикарбоната натрия – 3,7 г/л.

Обязательным условием культивирования клеток является 37оС в атмосфере 5% СО2, при котором клетки растут в виде стационарной суспензии. Посевная концентрация клеток 2х105 в 1 мл. Частота пассирования через 3-4 суток. При внутрибрюшинном введении сингенным мышам штамм гибридомы образует опухоль в асцитной форме на 14-16 день. Доза клеток – 2х105 клеток. За 14 дней до введения гибридомы мышам вводят внутрибрюшинно 2, 6, 10, 14-тетраметилпентадекан в дозе 0,5 мл на голову. 

Таким образом, полученные нами гибридные клетки обладают достаточно высокой продуктивностью, in vivo от 8 до 16 мг/мл, in vitro от 0,025 до 0,05 мг/мл и в соответствии с рисунком 2.
2.2.4 Выделение и очистка моноклональных антител против PD-1

Представленные выше результаты демонстрируют высокую эффективность метода внутрибрюшинного культивирования гибридных клеток в мышах линии BALB/c (метод in vivo) в отличии от культивирования клеток в условиях in vitro. Для наработки препаративного количества моноклональных антитела гибридные клетки в концентрации 2х106 клеток вводили внутрибрюшинно мышам линии BALB/с, которым за 7-10 дней до введения гибридомы был инъецирован пристан-2, 6, 10, 14-тетраметилпентадекан (Sigma, США). Через 12-14 дней образовавшуюся асцитную жидкость собирали из брюшной полости с помощью шприца, затем центрифугировали с целью отделения гибридных клеток. Очистку моноклональных антител из асцитной жидкости осуществляли методом высаливания сульфатом аммония до 50% насыщения. Схема выделения и очистки моноклональных антител против рекомбинантного внеклеточного домена рецептора PD-1 в соответствии с рисунком 3.
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Рисунок 2 – Кривая продуктивности штаммов гибридом 5B6C9H, 7F5D11G, 8E4D7E, 10E3F5D продуцирующих моноклональные антитела к рекомбинантному внеклеточному домену рецептора PD-1 в условиях in vitro
2.2.5 Принцип действия разработанных объектов и их характеристика

Штаммы гибридом, продуцирующие моноклональные антитела к рекомбинантному внеклеточному домену рецептора PD-1человека с молекулярной массой 24 кДа, получены при гибридизации иммунных лимфоцитов селезенки мыши линии BALB/с клетками мышиной миеломы линии Х63-Ag8.653. Для иммунизации мышей BALB/c использовали рекомбинантный белок, продуцируемый штамм-продуцентом BP21/pET28/PD-1.

Полученные гибридные клетки культивируют в матрасах в полной ростовой среде RPMI - 1640 (Roswell Park Memorial Institute) (с добавлением следующих компонентов: 10% к объему среды фетальной сыворотки; 20 мл/л 200 мМ L-глютамина; Hepes – 3,375 г/л; 2-меркаптоэтанола – 3 мкл/л; 10 мл/л пирувата натрия; бикарбоната натрия – 3,7 г/л) при 370С, в 5% концентрации СО2 и влажности 85-90%. Посевная доза клеток 2х105 в 1 мл, кратность рассева 1:2. Частота пассирования через 3-4 суток. Характер роста гибридом представляет собой стационарную суспензию, состоящую из слабо прикрепляющихся к носителю округлых клеток размером с исходную миеломную клетку. Ядро занимает большую часть клетки. Цитоплазма имеет вид тонкого ободка.
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Рисунок 3 – Схема выделения и очистки моноклональных антител

При внутрибрюшинном введении сингенным мышам гибридные клетки индуцируют образование опухоли в асцитной форме на 14-16 день. Клетки вводили в количестве 2х105. За 14 дней до введения гибридомы мышам вводят внутрибрюшинно 2,6,10,14 – тетраметилпентадекан в дозе 0,5 мл на голову. Штаммы сохраняют способность продуцировать специфические моноклональные антитела в течение 4 пассажей на сингенных мышах (время наблюдения).

Продуктивность полученных штаммов гибридом составляет в культуре клеток от 25 до 50 мкг/мл, в асцитной жидкости от 8 до 16 мг/мл.

Криоконсервацию гибридом проводят в жидком азоте с применением криозащитной среды, состоящей из 90% фетальной сыворотки и 10% диметилсульфооксида. Суспензию клеток в криозащитной среде разливают в стерильные пластиковые ампулы с завинчивающимися крышками по 1 мл в количестве 1-5х106 клеток, замораживают до -700С и переносят в жидкий азот. При разморозке ампулу с клетками вынимают из жидкого азота и быстро помещают в водяную баню при 370С. После размораживания суспензию клеток переносят в стерильную пробирку, содержащую 10 мл холодной бессывороточной среды RPMI-1640, отмывают один раз и засевают в ячейки 24-луночного планшета с питающим слоем перитонеальных макрофагов. Число жизнеспособных клеток после размораживания составляет не менее 60%.
3 Обобщение и оценка результатов
Основным достоинством гибридомной технологии является возможность получения в неограниченном количестве антител, с высокой специфичностью взаимодействия с антигеном и идентичными от партии к партии физико-химическими свойствами. Моноклональные антитела синтезируются отдельными клонами гибридных клеток, получаемых в результате соматической гибридизации клеток миеломных опухолей и В-лимфоцитов иммунизированных соответствующим антигеном лабораторных животных. 

Полностью процедура получения моноклональных антител включает в себя следующие этапы: иммунизация животных, подготовка клеток к слиянию, отбор продуцирующих специфические антитела клонов, клонирование и реклонирование, массовая наработка гибридом, получение культуральной жидкости или асцита, содержащих антитела, и выделение этих антител. 

В данной работе была выбрана двухнедельная схема иммунизации. При иммунизации по вышеописанной схеме мышей линии BALB/c очищенными препаратами рекомбинантного внеклеточного домена рецептора PD-1 титры антител в сыворотке крови в непрямом твердофазном иммуноферментном анализе составляли от 1:2560 до 1:5120. 
Для получения гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела к рекомбинантному PD-1 рецептора, использовалась миеломная линия клеток Х63 в логарифмической фазе роста и спленоциты, вымытые из селезенки иммунизированных мышей линии BALB/c. В результате проведенной гибридизации лимфоцитов, стимулированных рекомбинантным PD-1 и миеломной линии клеток Х63, в 196 из 384 засеянных лунок отмечен рост клонов гибридных клеток, что составляет 51% клонообразования. При тестировании полученных гибридных клеток на способность продуцировать антитела выявлено, что из них продуцировали антитела 8 клонов.

Полученные гибридные клетки, продуцирующие антитела к рекомбинантному PD-1, трехкратно клонировались методом лимитирующих разведений. Полученные субклоны клеток культивировали in vitro и in vivo для изучения специфичности и иммунохимических свойств продуцируемых ими антител. В результате проведенных нами исследований отобраны 4 штамма гибридных клеток 5B6C9H, 7F5D11G, 8E4D7E, 10E3F5D продуцирующих моноклональные антитела к PD-1. Концентрация антител в культуральной жидкости варьировала от 0,025 до 0,05 мг/мл, в асцитной жидкости от 8 до 16 мг/мл. 
При определении параметров культивирования полученных гибридных клеток было определено, что оптимальной средой для выращивания гибридных клеток является среда RPMI-1640, содержащая инактивированную нагреванием сыворотку эмбриона коров (10-20%); 20 мл/л 200 мМ L-глютамина; Hepes – 3,375 г/л; 2-меркаптоэтанола – 3 мкл/л; 10 мл/л пирувата натрия; бикарбоната натрия – 3,7 г/л. Клетки культивируют при 37оС в атмосфере 5% СО2. Характер роста – стационарная суспензия. Посевная концентрация 2х105 клеток в 1 мл. Частота пассирования через 3-4 суток.

Сравнивая полученные результаты и теоретические данные, нами установлено, что полученные штаммы гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела к рекомбинантному внеклеточному домену рецептора PD-1, по своим характеристикам не уступают аналогам, полученным в странах дальнего зарубежья. Описанные результаты свидетельствует, что поставленные задачи выполнены в полной мере.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Краткие выводы по результатам научно-исследовательской работы.

В результате выявлено, что рекомбинантный PD-1 обладает высокой иммуногенностью вызывая образование антител до титра 1:25600. Перекрестных реакций сыворотки иммунизированных мышей с гетерогенными белками не наблюдалась. Вестерн блот антигена с сыворотками от иммунизированных животных выявил специфическою реакцию антител с белком имеющий молекулярную массу 21 кДа. Сравнение результатов MS-MS спектрометрии с базой данных NCBI и SwissProt выявило 38 наиболее вероятных белков (Score 4950) соответствующих PD-1. Получены 4 штамма гибридных клеток 5B6C9H, 7F5D11G, 8E4D7E, 10E3F5D продуцирующих моноклональные антитела к PD-1. Оптимальной средой для культивирования полученных гибридных клеток является среда RPMI-1640, содержащая инактивированную нагреванием сыворотку эмбриона коров (10-20%); 20 мл/л 200 мМ L-глютамина; Hepes – 3,375 г/л; 2-меркаптоэтанола – 3 мкл/л; 10 мл/л пирувата натрия; бикарбоната натрия – 3,7 г/л. Клетки культивируют при 37оС в атмосфере 5% СО2. Характер роста – стационарная суспензия. Посевная концентрация 2х105 клеток в 1 мл. Частота пассирования через 3-4 суток. Концентрация антител в культуральной жидкости, продуцируемые гибридными клетками, варьировала от 0,025 до 0,05 мг/мл, в асцитной жидкости от 8 до 16 мг/мл. Метод выделения и очистки моноклональных антител против PD-1 состоял из трех основных этапов: - индукция роста асцитной жидкости содержащей МКА против PD-1; - выделение антител против PD-1 из асцитной жидкости; - очистка антител против PD-1 из асцитной жидкости с использованием HiTrap Protein A HP.

Опубликована одна статья в журнале с ненулевым импакт фактором, одна статья принята к публикации в журнале индексируемая в базе данных Scopus (Приложение Б) и подана одна заявка на патент (Приложение В).
Оценка полноты решений поставленных задач.

В результате проведенных исследований изучены иммунологические и иммунохимические характеристики рекомбинантного рецептора PD-1, получены 4 штаммы гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против PD-1, изучены их культуральные и продуктивные свойства, отработан метод выделения и очистки моноклональных антител против PD-1. Опубликована одна статья в журнале с ненулевым импакт фактором, одна в журнале индексируемая в базе данных Scopus и подана одна заявка на патент. Достигнутые результаты демонстрируют выполнение поставленных задач в полной мере.

Разработка рекомендаций и исходных данных по конкретному использованию результатов НИР.
Полученные штаммы гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против рекомбинантного внеклеточного домена рецептора PD-1 человека, рекомендуется к использованию для получения моноклональных антител. Отработанные методики рекомендуются к использованию при получении МКА против других поверхностных рецепторов эукариотических клеток.  
Результаты оценки технико-экономической эффективности внедрения: в процессе разработки
Результаты оценки научно-технического уровня выполненной НИР в сравнении с лучшими достижениями в данной области. 
Высокий научно-технический уровень подтверждается использованием современных методов исследования: гибридомная технология, иммунологические методы и методы биотехнологии. При выполнении проекта использовано современное оборудование: ламинарный шкаф (Esco), СО2-инкубатор (Excella ECO-170, New Brunswic), центрифуга Eprndorff и т.д. В работе использовали следующие питательные среды и реактивы: Среда RPMI1640, среда ГАТ, среда ГТ, фетальная сыворотка телят, полиэтиленгликоль, диметилсульфооксид. В организации-исполнителе проекта поддерживается сертифицированная система менеджмента качества ISO 9001.
Сравнительный анализ литературных данных показал, что полученные штаммы гибридных клеток, продуцирующие моноклональные антитела против рекомбинантного внеклеточного домена рецептора PD-1 человека по своим характеристикам, не отличаются от зарубежных аналогов. 
По своему научно-техническому уровню полученные результаты соответствуют описанным в литературе лучшим достижениям в данной области.
СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ИСТОЧНИКОВ

1 Почему в Казахстане растет показатель заболеваемости раком. https://tengrinews.kz/kazakhstan_news/pochemu-v-kazahstane-rastet-pokazatel-zabolevaemosti-rakom-311182/ 

2 Антонов С. Онкология в Казахстане: статистика, проблемы, лечение. – 2013. https://yvision.kz/post/361082
3 Saeid M., Fotouhi F., Mondanizadeh M., Shirian S., Mohebi A., Gorji A., Ghaemi A. Synergistic effect of programmed cell death protein 1 blockade and secondary lymphoid tissue chemokine in the induction of anti-tumor immunity by a therapeutic cancer vaccine Soheila Moeini// Archives Virology. – 2017. – Vol.162. – P.333-346.
4
Kohler B., Milstein C. Continuous culture of fused cells secreting antibody of predefined specificity // Nature. - 1975. - Vol. 256. - P. 495.    
5 Fujita K., Ikarashi H., Takakuwa K., Kodama S., Tokunaga A., Takahashi T., Tanaka K. Prolonged disease-free period in patients with advanced epithelial ovarian cancer after adoptive transfer of tumorinfiltrating lymphocytes// Clinical Cancer Research. – 1995.  – Vol.1. – P.501-507.
6 Mamalis A., Garcha M., Jagdeo J. Targeting the PD-1 pathway: a promising future for the treatment of melanoma// Archives of Dermatological Research. – 2014. – Vol.306. – P.511-519.

7 Буздин А.А., Жаворонков А.А., Борисов Н.М. Персонализированные подход и система принятия клинического решения в онкологии на основании анализа активации сигнальных путей//Альманах. Инновации в онкологии. – Сколково: Изд-во Фонд Сколково, 2015. – С.18-24.

8 Меланома. Лечение меланомы. http://limbt.com/page/108/
9 Shimizu T., Seto T., Hirai F., Takenoyama M., Nosaki K., Tsurutani J., Kaneda H., Iwasa T., Kawakami H., Noguchi K., Shimamoto T., Nakagawa K.. Phase 1 study of pembrolizumab (MK-3475; anti-PD-1 monoclonal antibody) in Japanese patients with advanced solid tumors// Invest New Drugs. – 2016. – Vol.34. – P.347-354.

10 Yamazaki N., Takenouchi T., Fujimoto M., Ihn H., Uchi H., Inozume T., Kiyohara Y, Uhara H., Nakagawa K., Furukawa H., Wada H., Noguchi K., Shimamoto T., Yokota K.. Phase 1b study of pembrolizumab (MK-3475; anti-PD-1 monoclonal antibody) in Japanese patients with advanced melanoma (KEYNOTE-041)// Cancer Chemother Pharmacol. – 2017. – Vol.79. – P.651–660.
11
Oi V., Herzenberg L. Immunoglobulin- producing hybrid cell lines. Selected methods in cellular immunology // Ed. By. Mishell B and Shiigi. - San Francisco. – 1980. - P. 351-352.

12 Coding J. Antibody production by hybridoma // J. Immunol. Meth. – 1980. – Vol. 39. - №1. – P. 285-308.
13 Новиков В.В., Трофимова М.Н., Сандова О.М., Комарова О.Б. Стабильность препаратов моноклональных антител при хранении // ЖМЭИ. – 1990. - №11. – С. 117-118.

14 Bradford M. A rapid and sensitive method fer the quantitation of microgram quantitaties of protein utilizing the principle of protein - due binding // Analytical Biochemistry. – 1976. – Vol.72. – P. 248-254.
15 Laemmli U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4 // Nature. – 1970. – Vol.227. – Р.680-685.

16 Towbin P.K., Strahelin T., Gordon J. Electrophoretic transfer of proteins from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets // Proceeding  National Academic Science USA. - 1979. - Vol.76. - P.4350-4354.
17 Beatty J., Beatty P., Vlahos W. Measurement of monoclonal antibodi affinity by non - copetitive immunoassay // Journal of Immunological Methods. – 1987. – Vol.100. - №3. – P.173-179.
18 Ouchterlony O. Diffusion - in gel methods for immunological analysis // Prog. Allergy. – 1958. – Vol.5. – P.1-78.
ПРИЛОЖЕНИЕ А

Календарный план работ
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б
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