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ГЕН, КЛОНДАУ, МИКРОАҒЗА ШТАМЫ, РЕКОМБИНАНТТЫ АНТИГЕН, ЖАСУШАНЫҢ РЕЦЕПТОРЫ, СҮТ БЕЗІНІҢ ІСІГІ. 

Зерттеу нысаны сүт безінің қатерлі ісігінің метастаздалу маркерінің GPR161 рецепторының жасушаларына қарсы моноклоналды антиденелерді өндіруші гибрид жасушаларының штамдары болып табылады. 

Жобаның 2019 жылға қойған мақсаты адамның GPR161 рецепторының жасушадан тыс ілмектеріне қарсы моноклоналды антиденені өндіретін гибридтты жасушалар штамдарын алу болып табылады.

Жұмыс барысында гибридомалық технология әдістермен, сонымен қатар иммунологиялық, биохимиялық және биотехнологиялық зерттеу әдістері қолданылды.

Зерттеу нәтижесінде rGPR161 ақуызы тышқандарда 1:6400-ге дейін антидене титрін түзіп, GPR161-ге қарсы сарысумен реакция жасады. МС/МС спектрометрия ақуыздың GPR161 рецептеріне толық сайкестыгың көрсетті. Рекомбинантты GPR161 ақуызға қарсы моноклоналды антиденелерді өндіретін гибридтты жасушалардың 3 штаммы H3D8, F10G7, C1G8 алынды. Жасушалардың өнімділігі in vitro жағдайда 25 мкг/мл, in vivo жағдайда 8 мг/мл. Жасушалар RPMI-1640 ортада, 37°C температура мен СО2 5% концентрациясы жағдайда өсіріледі. Пассаждың жиілігі 3-4 күн, өсу сипаты - стационарлы суспензия, жасуша өміршеңдігі 60% құрайды. Моноклоналды антиденелерді оқшаулау және тазарту әдісі жасалды. Бір мақала импакт-факторы бар журналда жариялды, бір мақала Scopus деректер базасында индекстелген журналда жариялауға қабылданды және бір патентке өтінім берілді.
Нәтижелердің жаңалығы: алғаш рет Қазақстан Республикада адамның GPR161 рецепторының жасушадан тыс ілмегіне қарсы моноклоналды антиденені өндіретін гибридтті жасушалар штаммдары алынады.

Негізгі конструктивтік және технико-эксплуатациялық көрсеткіштері: адамның GPR161 рецепторының жасушадан тыс ілмегіне қарсы моноклоналды антиденені өндіретін алынған гибридтті жасушалар штаммдары жоғарғы өндіру және тиімді технологиялық қасиеттеріне ие болды.

Ендіру дәрежесі – жоба жетілдіру сатысында.

Әзірлеменің тиімділігі адамның GPR161 рецепторының жасушадан тыс ілмегіне қарсы моноклоналды антиденені өндіретін алынған гибридтті жасушалар штаммдары жоғарғы өнімділігімен сипатталады.

Қолдану аясы – медицина.
РЕФЕРАТ

Отчет 34 с., 4 рис., 2 табл., 20 источников, 3 прил.

ГЕН, КЛОНИРОВАНИЕ, ШТАММ МИКРООРГАНИЗМА, РЕКОМБИНАНТНЫЙ АНТИГЕН, РЕЦЕПТОР КЛЕТОК, РАК МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ. 
Объектом исследования являются штаммы гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против GPR161 рецептора клеток маркера метастазирования рака молочной железы.

Целью проекта в 2019 году является получение штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против внеклеточных петель рецептора GPR161 человека. 
В процессе работы использовались методы гибридомной технологии, а также иммунологические, биохимические и биотехнологические методы исследования.    
В результате исследования rGPR161 белок формировал у мышей титр антител до 1:6400 и реагировал с сыворотками к GPR161. МС/МС спектрометрия показала полное соответствие белка рецептору GPR161. Получены 3 штамма гибридных клеток H3D8, F10G7, C1G8 продуцирующие моноклональные антитела к рекомбинантному GPR161 белку. Продуктивность клеток in vitro 25 мкг/мл, в условиях in vivo 8 мг/мл. Условия культивирования: среда RPMI–1640 при 37оС, в 5% концентрации СО2. Частота пассирования через 3-4 суток, характер роста – стационарная суспензия, жизнеспособность клеток составляет 60%. Отработан метод выделения и очистки моноклональных антител. Опубликована одна статья в журнале с ненулевым импакт фактором, одна статья принята к публикации в журнале индексируемая в базе данных Scopus и подана одна заявка на патент.
Новизна результатов: впервые в Республике Казахстан получены штаммы гибридных клеток, продуцирующие моноклональные антитела к рецептору GPR161 человека. 
Основные конструктивные и технико-эксплуатационные показатели: гибридные клетки, продуцирующие моноклональные антитела к рецептору GPR161, обладают выгодными технологическими и высокими продуктивными свойствами. 
Степень внедрения – проект на стадии разработки.
Эффективность разработки определяется высокими продуктивными характеристиками полученных штаммов гибридных клеток.
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 B-лимфоцитами белки в ответ на попадание в организм различных чужеродных 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.

Изотипы – разновидности (классы и подклассы) иммуноглобулинов, кодируемые отдельными С-генами тяжелых цепей.

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

Среди различных видов рака молочной железа (РМЖ) особое место занимает тройной негативный рак молочной железы (ТНРМЖ). Данный вид рака выявляется почти у 20% женщин с диагнозом аденокарцинома молочной железы и характеризуется отсутствием у раковых клеток рецепторов к эстрогену, прогестерону и эпидермальному фактору роста человека. Отсутствие этих рецепторов означает, что пролиферация раковых клеток не поддерживается гормонами эстрогена и прогестерона, а также наличием слишком большого количества рецепторов Her2. Такой тип рака не реагирует на гормональную терапию или методы лечения, которые нацелены на рецепторы Her2 [1, 2]. 
Представляя почти четверть всех случаев рака молочной железы, ТНРМЖ испытывает недостаток в эффективной таргетной терапии из-за высокого уровня генетической гетерогенности. Поэтому разработка новых лекарственных средств является критическим важным для эффективного лечения данного вида РМЖ. Fedin M.E. et al (2014), использовали крупномасштабный геномный анализ, для определения рецепторов семейства GPCRs регулирующих тройной негативный РМЖ. Этот метод выявил плохо охарактеризованный рецептор GPR161 семейства GPCR избыточная экспрессия которого снижает фосфорилирование серина IQGAP1, что соответствует наблюдаемой активации сигнального пути mTORC1. Кроме того, выявлены генетические взаимодействия между GPR161 и IQGAP1 в клетках рака молочной железы человека [3].
Получение моноклональных антител к таким рецепторам является актуальным и имеет большое социальное значение. Моноклональные антитела могут выступать в роли иммуномодулирующего агента, быть средством доставки действующего вещества, либо прямым ингибитором биологических молекул. Препарат Ибритумомабтиуксетан основан на моноклональных антителах, узнающих рецептор CD20, специфичный для B-лимфоцитов. В 2002 году лекарство было одобрено Food and Drug Administration (FDA) в США для лечения рецидивов фолликулярных лимфом. Его применение целесообразно при высокой экспрессии рецепторов CD20 перерожденными клетками. Препарат представляет собой моноклональное антитело, соединенное с радиоактивным иттрий-90. 90% излучения этого изотопа проникает на глубину не более 5 мм, что позволяет минимизировать действие радиоактивности на организм в целом. Похожим образом работает препарат Тозитумомаб, в данном случае компонентом конъюгированного антитела к рецептору CD20 является радиоактивный йод-131. Примечательно, что оба упомянутых препарата являются редким примером использования полностью мышиных антител в клинической практике [4, 5].
Широкое распространение получили неконъюгированные антительные препараты, действие которых основано на взаимодействии с рецепторами раковых клеток. Часто основной терапевтический эффект таких лекарств не связан с взаимодействием антител с иммунной системой. В данном случае антитело выступает прежде всего, как блокатор клеточных рецепторов. Тем не менее, в той или иной степени эти антитела активируют иммунный ответ на опухоль. Распространенными мишенями таких препаратов являются рецепторы семейства EGFR (epidermal growth factor receptor): EGFR, Her2 (human epidermal growth factor receptor), Her3 и Her4. Это рецепторы эпидермального фактора роста. Они часто гиперэкспрессированы в клетках солидных опухолей, что увеличивает частоту их делений. Связывание антитела блокирует рецептор, делая его нечувствительным к факторам роста, циркулирующим в крови. Примером препаратов с подобным механизмом действия являются Цетуксимаб, Панитумумаб, Трастузумаб. Ингибитор рецептора HER2 Трастузумаб в 1998 году стал одним из первых, одобренных FDA противораковых препаратов на основе моноклональных антител. В основном перечисленные препараты используются в качестве сопроводительных при назначении пациентам химиотерапии и других лечебных процедур [6].
Проведение аналогичных исследований в нашей Республике имеет большое социальное значение. На сегодняшний день рак молочной железы является одной из основных онкологических болезней среди женского населения Казахстана.  Статистические данные на 2011 год по видам заболевания показывают, что в Казахстане 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% [7].   
Научная значимость и новизна проекта заключаются в том, что впервые в Республике Казахстан получены штаммы гибридных клеток, продуцирующие моноклональных антитела против внеклеточных петель рецептора GPR161 клеток человека. Значимость полученных штаммов гибридных клеток заключается в том, что продуцируемые ими моноклональные антитела, создадут предпосылку для разработки гуманизированных антител, эффективного препарата для лечения и диагностики тройного негативного рака молочной железы.  

Отличительная черта проекта от описанных в литературе аналогов заключается в получении моноклональных антител против внеклеточных петель рецептора GPR161. Описаний получения моноклональных антител против внеклеточных петель рецептора GPR161человека в литературе не выявлены.

При оценке научно-технического уровня проекта выявлено, что ожидаемые штаммы гибридных клеток продуценты моноклональных антител против внеклеточных петель рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161) по своим планируемым характеристикам соответствует лучшим аналогам описанные в литературе. Научно-технический уровень также складывается из участия в проекте высококвалифицированных кадров и использования современного оборудования и методик.
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 являются штаммы гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела к внеклеточным петлям рецептора GPR161 человека.

Задачи проекта в 2019 году: 
1 Изучение иммунологических и иммунохимических характеристик рекомбинантного рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161).

2 Получение штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161). Подготовить и подать публикацию в журнал с ненулевым импакт фактором

3 Изучение культуральных и продуктивных характеристик штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антител против рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161). Подготовить и подать статью для публикации в журнале индексируемой в базе данных Web of science или Scopus  

4 Отработка методов выделения и очистки моноклональных антител против рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161). Подготовить и подать заявку на патент

Задачи проекта соответствуют календарному плану (Приложение А)

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Выбор направления исследования этапа

Моноклональные антитела получили широкое распространение в различных отраслях науки, здравоохранения и народного хозяйства. В науке, моноклональные антитела используются для изучения различных видов клеток, молекул и жизненно важных для клеток сигнальных путей. Другой важной отраслью народного хозяйства, где широко используются моноклональные антитела является ветеринария. Большинство современных высокоэффективных диагностических тест-систем, применяемых в ветеринарии основаны на моноклональных антителах. 

Не менее важным направлением применения моноклональных антител является здравоохранение и в частности таргетное лечение онкологических больных. В целом иммунотерапия онкологических больных имеет несколько важных направлений, это применение противораковых вакцин, применение моноклональных антител против целевых мишеней раковых клеток (рецепторы), применение клеток киллеров, а также биомолекул блокираторов важных для развития болезни сигнальных путей. 
За последние несколько десятилетий Управление по контролю за продуктами и лекарствами США (FDA) одобрило более десятка моноклональных антител для лечения некоторых видов рака. Поскольку исследователи обнаружили больше антигенов, связанных с раком, они смогли получить моноклональные антитела против все большего количества раковых заболеваний. Клинические испытания новых МКА сейчас проводятся на многих типах рака. По способу использования моноклональные антитела подразделяются на несколько типов.
Моноклональные антитела, сшитые с химиотерапевтическим препаратом или радиоактивной частицей, называются конъюгированными моноклональными антителами. Этот тип моноклональных антител используется как самонаводящее устройство для непосредственного попадания этих веществ в раковые клетки. К радиоизотопным антителам относится Ibritumomab tiuxetan. Антитело обеспечивает доставку радиоактивного материала непосредственно к раковым В-клеткам и может быть использовано для лечения некоторых типов лимфом.

Химиомеченные антитела — это антитела, сшитые с мощными химиотерапевтическими препаратами. К ним относится Brentuximab vedotin, антитела против рецептора CD30 лимфоцитов сшитые с химиопрепаратом MMAE. Препарат используется для лечения лимфомы Ходжкина и анапластической крупноклеточной лимфомы.

На основе моноклональных антител в настоящее время разрабатываются биоподобные препараты. Эти препараты состоят из частей 2 разных моноклональных антител, что означает, что они могут одновременно прикрепляться к двум различным белкам. Связываясь с обоими этими белками, этот препарат объединяет раковые клетки и иммунные клетки, что, как считается, приводит к тому, что иммунная система атакует раковые клетки. В 2017 году препарат Truxima (также известный как CT-P10) стал первым биоподобным моноклональным антителом, получившим разрешение на продажу в Великобритании для выявления фолликулярной лимфомы и хронического лимфоцитарного лейкоза [4, 5]. 
Моноклональные антитела, не связанные с другими молекулами, называются «голые моноклональные антитела». К антителам не прикрепляются лекарственные средства или радиоактивный материал. Это наиболее распространенный тип МАБ, используемый для лечения рака эффект от которых основан на прикреплении к антигенам на раковых клетках, антигенах не раковых клетках и свободно плавающих белках.
Некоторые моноклональные антитела повышают иммунный ответ человека на раковые клетки, прикрепляясь к ним и действуя как маркер для иммунной системы организма. Примером является Alemtuzumab, который используется для лечения хронической лимфолейкозной лейкемией. Антитело связывается с антигеном CD52 на лимфоцитах и привлекает иммунные клетки для уничтожения этих клеток. Другим примером являются антитела, повышающие иммунитет, к которым относится Pembrolizumab, Nivolumab и Cemiplimab. Антитела связываясь с рецептором программируемой гибели клеток PD-1 блокируют сигнальный путь апоптоза клеток иммунной системы.
Другой тип моноклональных антител работает главным образом путем блокирования антигенов на раковых клетках и клетках, помогающих раковым клеткам, расти и распространяться. Примером является антитела Trastuzumab или Герцептин активно связывающийся с рецептором эпидермального фактора роста человека HER2. Гуманизированные моноклональные антитела «Герсептин» широко применяется для лечения рака молочной железы и желудка [8]. 

Однако, биологические препараты, активно применяемые для лечения рака молочной железы, оказываются не эффективными при лечении тройного негативного рака молочной железы. По данным ряда авторов, тройной-отрицательный рак молочной железы (TNBC), характеризуется отсутствием экспрессии рецептора эстрогена (ER), рецептора прогестерона (PR) и рецептора эпидермального фактора роста (Her2). Опухоль относится к базальноподобному типу РМЖ и характеризуется ранними рецидивами и плохим прогнозом [9, 10, 11]. 

Однако, клинические, иммунологические и гистохимические исследования, а также ДНК микроэррей подтвердили, что диагностика тройного негативного РМЖ основанная на определении отсутствия рецепторов ЕР, ПР и Her2 или определении принадлежности к определенной группе клеток является не достаточной. Гистохимические исследования показали, что от 18 до 40% базальноподобных видов рака не имеют тройного негативного фенотипа. Часть клеток базальноподобного вида рака, приблизительно до 20%, экспрессируют эстрогенный рецептор или сверхэкспрессируют рецептор Her2. Более того, на генетическом уровне раковые клетки с признаками тройной негативности отличаются значительной гетерогенностью [1, 2, 12].

По результатам последних исследований и молекулярным характеристикам тройной негативный РМЖ предложено подразделять на иммуномодулирующий, мезенхимальный, мезенхимальный стволовоподобный, люминальный андрогенный и отдельные базальноподобные подтипы. В соответствии с данной классификацией и отсутствием характерных для данного вида опухоли маркеров, необходимо проведение исследований по определению подтипов тройного негативного РМЖ, описанию их фенотипа, определению их эпидемиологических, клинических и прогностических характеристик [13]. 
Рецептор GPR161 идентифицировали как прогностический биомаркер для тройного негативного РМЖ и показали, что GPR161 является важным регулятором пролиферации и миграции клеток рака молочной железы. Рецептор принимает участие в активации mTORC1/S6K как эффекторного пути и связывается с IQGAP1. IQGAP – высокогомологичные многодоменные белки, участвующие в сборке многих регуляторных белковых комплексов. Белки семейства IQGAP регулируют внутриклеточную сигнализацию, пролиферацию и миграцию клеток, вовлечены в процессы цитокинеза и транспорта везикул. Другой функцией белков IQGAP является участие в формировании межклеточных контактов в эпителиальных тканях [14]. Избыточная экспрессия GPR161 снижает фосфорилирование серина IQGAP1, что соответствует наблюдаемой активации mTORC1. Общеизвестно, что фосфорилирование IQGAP1 по серину в позиции 1443 а.а. позволяет белку связываться с CDC42, тогда как нефосфорилированный IQGAP1 способствует активации mTOR. Кроме того, авторами выявлены генетические взаимодействия между GPR161 и IQGAP1 в клетках рака молочной железы человека [15].
Рецепторы, ассоциированные с G-белком (GPCR) преобразовывают через плазматическую мембрану внеклеточные сигналы различных лигандов, модулируя внутриклеточные сигнальные пути. Преобразование достигается в значительной степени за счет активации гетеротримерных G-белков и переработки вторичных промежуточных белков. В клетках человека имеется более 900 видов рецепторов GPCR. Рецептор состоит из семи трансмембранных белков, которые регулируют множество физиологических процессов, включая зрение, обоняние, вкус, поведение и передачу сигналов в вегетативной нервной системе. Широкий спектр функций рецепторов способствовало широкому использованию GPCR в качестве мишеней при терапии многих болезней. Результатом широкого использования препаратов на основе GPCR также является локализация рецепторов на поверхности клеток и способность их связывать разнообразные лиганды, в том числе и антител, пептидов и малых молекул [15].

Тем не менее, препараты, нацеленные против рецепторов GPCR, являются редко используемыми в лечении рака, несмотря на доказательства участия рецепторов во множественных аспектах развития рака. Современные генетические исследования показали, что мутации в генах рецептора, изменение количества копий и экспрессий генов рецептора, а также изменение метелирования генов рецептора выявлены при различных раковых заболеваниях [14]. Учитывая, что 15% случаев рака молочной железы представляет рак, негативный по трем молекулярным фенотипам. TNBC не имеет эффективной терапии из-за высокого уровня генетической вариабельности. Таким образом, поиск общих средств диагностики и терапии базально подобного TNBC является критически важным в диагностике и терапии. Используя крупномасштабные геномные исследования было обнаружено, что TNBC регулируются сигнальными путями связанные с GPCR рецепторами. 
Для получения штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против рецептора GPR161 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 к антигенам вируса бешенства и ящура, проводили по методу Oi V., Herzenberg L. [16]. 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 йодоацетамида 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 Zip 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.
Животные, клетки и антигены 

При выполнении работы были использованы беспородные и линейные мыши BALB/c 6-8-недельного возраста, миеломная линия клеток Х-63, препараты рекомбинантных внеклеточных петель рецептора GPR161 человека.  

Иммунизация мышей

Первую иммунизацию проводили белком в концентрации 100 мкг растворенную в 300 мкл неполного адъюванта Фрейнда и 600 мкл фосфатно-солевого буфера (ФСБ, рН-7,2). Смесь взбивали до образования творожистой массы и вводили внутрибрюшинно мышам линии BALB/c. Вторую иммунизацию проводили через 7 дней в концентрации 100 мкг растворенную в 300 мкг ФСБ. Остальные три иммунизации проводили через каждые три дня после второй иммунизации в тех же концентрациях. Через три дня после последней иммунизации сыворотка иммунизированных мышей исследовалась на напряженность иммунитета методом иммуноферментного анализа. Селезенка иммунизированных мышей использовалась для получения В-лимфоцитов. 
Выделение макрофагов

Белую лабораторную мышь обездвиживали парами эфира и последующей цервикальной дислокацией. Кожный покров обездвиженной мыши стерилизовали погружением в 700 спирт. После препарирования кожи внутри брюшной полости, соблюдая условия стерильности вводили 10 мл охлажденной неполной среды RPMI1640. Иглу вводили через тазобедренные мышцы во избегании обратного оттока среды. После введения среды в течение 5 минут пинцетом наносили легкие удары по брюшной стенке. Среду с перитонеальными макрофагами отбирали из брюшной стенки и центрифугировали при 1000 об/мин в течение 10 минут при 40С. Осадок ресуспендировали в 10 мл полной среды RPMI1640 и подсчитывали количество выделенных клеток. Посевная концентрация составляла 2х105 клеток на один культуральный матрац или планшет. Культуральные матрацы и планшеты с макрофагами культивировали в СО2-инкубаторе при температуре 370С в атмосфере с 5% СО2.    
Получение штаммов гибридных клеток

Получение штаммов гибридных клеток проводили по методу Oi V., Herzenberg L. [16]. Клонирование гибридных культивируемых клеток проводили методом лимитирующих разведений [17]. 

Определение продуктивности штаммов гибридом

В 8 лунок 24-луночного планшета с макрофагами высевали отобранные гибридные клетки в концентрации 2х10 клеток на лунку. Планшет с полученными клетками культивировали в полной ростовой среде RPMI-1640 в условиях СО2-инкубатора при 370С. Начиная со следующего дня в течение 8 день каждая лунка с гибридными клетками исследовалась методом иммуноферментного анализа на продуктивную активность последних. 

Получение препаративных количеств моноклональных антител 

Мышам линии BALB/с после введения пристан-2, 6, 10, 14-тетраметилпентадекан внутрибрюшинно вводили суспензию гибридных клеток в количестве 2х106 клеток. После образования асцитной опухоли через 12-14 дней мышь обездвиживали парами эфира и последующей цервикальной дислокации. 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. 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 очищали методом аффинной хроматографии с использованием HiTrap Protein A HP.  
Очищенные моноклональные антитела в виде асцитной жидкости хранили при -700С без консерванта или при 40С с добавлением 0,1% азида натрия. Концентрацию антител в асцитной жидкости определяли по методу М. Брэдфорда [18].

Электрофорез
Электрофоретическое разделение белков проводили по методу Лэммли [19] в полиакриламидном геле (10% и 12%) в денатурирующих условиях. 

Постановка Вестерн-блота
Электрофорез белка проводили в 11%-ном полиакриламидном геле в присутствии додецилсульфата натрия (ДСН) по методу J. Laemmli et al. на аппарате для вертикального электрофореза (BioRad, США) [19]. Электрофоретический перенос антигенов из геля на нитроцеллюлозную мембрану осуществляли с помощью прибора для иммуноблотинга (BioRad, США) по H. Towbin et al [20]. 

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.

2.2 Результаты исследований
2.2.1 Иммунологические и иммунохимические характеристики рекомбинантного рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161).
В соответствии с календарным планом работ изучены иммунохимические и иммунологические характеристики рекомбинантного рецептора. Рекомбинантный рецептор специфически реагировала с анти-His-tag моноклональными антителами в Вестерн-блот. Вестерн-блот подтвердил присутствие гексагистидиновой метки в белке с молекулярной массой ~ 49 кДа, что соответствует предсказанной молекулярной массе rTMGPR161.

Было выявлено, что оптимальной концентрацией антигена при использовании интенсивной 14 дневной схемы является 100 мкг/мл. Титр антител в сыворотке иммунизированных мышей составлял 1:6400. Перекрестных реакций сыворотки 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 49 кДа в соответствии с рисунком 1. Полученные результаты демонстрируют высокую иммуногенность рекомбинантного белка.
Анализ спектров МС/МС пиков, соответствующих фрагментарным ионам пептида, с доступной базой данных последовательностей аминокислот, такие как NCBI или SwissProt показали высокое соответствие с белком GPR161. Репрезентативный MS/MS спектр пептида rGPR161:EGNLVIVVTLYKKSYLLTLSNKF в соответствии с рисунком 2.
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Дорожка 1 - очищенный rTMGPR161; MW - молекулярные маркеры
Рисунок 1 – Вестерн-блот (A) и SDS-PAGE электрофорез (B) очищенных белков, экспрессированных и экстрагированных из E.coli BL21 / pET32 / rTMGPR161
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Рисунок 2 – MS/MS спектры фрагментированных пептидов, полученных из расщепленного трипсином rTMGPR161
2.2.2 Штаммы гибридных клеток, продуцирующие моноклональные антитела против рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161). 
С целью получения штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против рецептора GPR161, В-лимфоциты мышей иммунизированных рекомбинантным rGPR161 гибридизовали с миеломной линий клеток Х-63. Для получения иммунных лимфоцитов, продуцирующих антитела, мыши линии BALB/c были иммунизированы рекомбинантным GPR161 белком. Титр антител в сыворотке крови иммунизированных мышей составил от 1:2560 до 1:20480. Помимо отработки иммунизации мышей исследовались такие параметры как соотношение лимфоцитов и миеломных клеток. В результате исследования выявлено, что соотношение миеломных клеток и В-лимфоцитов 1:5 является наиболее оптимальным. Подбирались параметры применения полиэтиленгликоля, в результате которого было выявлено, что оптимальными рН полиэтиленгликоля является 8,0 - 8,5.   
Для селективного отбора гибридных клеток от миеломной линии клеток, клетки культивировались в среде RPMI1640 содержащую добавку гипоксантин, аминоптерин и тимидин. Клетки культивировались в селективной среде в течение 14-21 дней. По мере появления клонов гибридных клеток, культуральная среда от этих клонов исследовалась на наличие антител против rGPR161 методом иммуноферментного анализа. В результате проведенных гибридизаций лимфоцитов, стимулированных рекомбинантным rGPR161 белком и миеломной линии клеток Х63, получено 86 клонов гибридных клеток 6 из которых были положительными при анализе их иммуноферментном анализе на антителопродуцирующую активность (Талица 1). 

Таблица 1 – Количественная характеристика результатов гибридизации 
	Наименование целевого белка 
	Количество лунок, использованных для гибридизации
	Количество полученных клонов
	Количество положительных клонов

	rGPR161
	768
	86 (11%)
	6 (7%)


Полученные положительные клоны гибридных клеток трехкратно клонировались методом лимитирующего разведения и высевались в лунки 96-луночного культурального планшета. Клетки рассевались по схеме: 1 клетка в миллилитре (общий объем 5 мл) – 8-12 ряд планшета, 10 клеток в миллилитре (общий объем 5 мл) – 3-7 ряд планшета, 100 клеток в миллилитре (общий объем 2 мл) – 1-2 ряд планшета. После первого клонирования в 19 лунках 96-луночного планшета содержались субклоны положительные по продуцирующей активности, что составляет 20% положительных субклонов. После второго и третьего клонирования процент лунок, содержащих положительные клоны варьировал в пределах 70-80%.  После клонирования гибридные клетки не меняли своих свойств в течение 16 пассажей (время наблюдения). В результате проведенных нами исследований отобраны 3 штамма гибридных клеток H3D8, F10G7, C1G8, стабильно продуцирующих моноклональные антитела против рекомбинантного GPR161 белка. 

2.2.3 Культуральные и продуктивные характеристики штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антител против рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161). 

Важными характеристиками штаммов гибридных клеток являются их продуктивность, культуральные свойства, обсемененность посторонней микрофлорой и выживаемость после криоконсервации. Продуктивность гибридом определялась двумя способами в условиях in vitro и in vivo. В условиях in vitro клетки высевались на 24 луночный матрац и культивировались в течение 8 дней с ежедневным отбором среды для исследования уровня концентрации антител в культуральной жидкости. При исследовании было выявлено, что продуктивность полученных клонов в культуре клеток составила 25 мкг/мл. Характеристика гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела представлена в таблице 2. 
Динамика накопления антител у штаммов гибридных клеток была не равномерной. В соответствии с рисунком 3, продуктивность штаммов клеток H3D8 и F10G7 повышалась равномерно в течение 8 дней. Продуктивность штамма клеток C1G8 в начале культивирования повышалась медленно, однако после 5-го дня культивирования продуктивность клеток резко возросла.  

Таблица 2 – Продуктивность штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против рекомбинантного GPR161 белка
	Штаммы гибридных клеток
	Продукция антител 

in vitro (мг/мл)
	Продукция антител 

in vivo (мг/мл)

	H3D8
	0,025
	8

	F10G7
	0,025
	8

	C1G8
	0,025
	8



[image: image3]
Рисунок 3 – Кривая продуктивности штаммов гибридом H3D8, F10G7, C1G8, продуцирующих моноклональные антитела к rGPR161 in vitro
В условиях in vivo гибридные клетки вводятся внутрибрюшинной мышам линии BALB/c для образования асцитной опухоли. Концентрация антител в асцитной жидкости достигала 8 мг/мл (Таблица 2).

Гибридные клетки культивируют в матрасах на полной ростовой среде RPMI –1640 (с добавлением следующих компонентов: 10% к объему среды фетальной сыворотки; 20 мл/л 200мМ L-глютамина; Hepes – 3,375г/л; 2-меркаптоэтанола – 3 мкл/л; 10 мл/л пирувата натрия; бикарбоната натрия – 3,7 г/л) при 37оС, при концентрации СО2 на уровне 5% и влажности 85-90%. Посевная доза 2х105 клеток в 1 мл, кратность рассева 1:2. Частота пассирования через 3-4 суток. Характер роста – стационарная суспензия, состоящая из слабо прикрепляющихся к носителю округлых клеток размером с исходную миеломную клетку. Ядро занимает большую часть клетки. Цитоплазма имеет вид тонкого ободка. Контаминантов в клетках включая, бактерии, грибы, дрожжи и микоплазмы не обнаружено. Число жизнеспособных клеток после размораживания не менее 60%.
2.2.4 Метод выделения и очистки моноклональных антител против рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161). 

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 GPR161 белка в соответствии с рисунком 4. 

3 Обобщение и оценка результатов

Штаммы гибридных клеток, продуцирующие моноклональные антитела к внеклеточным петлям рецептора GPR161 человека с молекулярной массой 49 кДа, получены при гибридизации иммунных лимфоцитов селезенки мыши линии BALB/с с клетками мышиной миеломы линии Х63-Ag8.653. Для иммунизации мышей BALB/c использован рекомбинантный белок, продуцируемые штаммом кишечной палочки BL21/pET32/ТМGPR161.

Полученные гибридные клетки культивируют в матрасах в полной ростовой среде RPMI - 1640 (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 4 – 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 в культуре клеток составила 25 мкг/мл, в асцитной жидкости 8 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 от 60%.
Сравнивая полученные результаты и теоретические данные, нами установлено, что полученные штаммы гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела к рекомбинантному GPR161 рецептору, 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 исследований определено, что оптимальной концентрацией антигена при использовании интенсивной 14 дневной схемы является 100 мкг/мл. Титр антител в сыворотке иммунизированных мышей составлял 1:6400. Перекрестных реакций сыворотки иммунизированных животных с гетерогенными белками не наблюдалось. Сыворотками от иммунизированных животных в Вестерн-блоте реагировала с белком имеющий молекулярную массу 49 кДа. МС/МС спектрометрия белка показала высокое соответствие аминокислотной последовательности белка GPR161 представленной в международных базах данных.
В результате проведенных исследований отобраны 3 штамма гибридных клеток H3D8, F10G7, C1G8, стабильно продуцирующих моноклональные антитела против рекомбинантного GPR161 белка. Продуктивность полученных клонов в культуре клеток составила 25 мкг/мл, в условиях in vivo 8 мг/мл. Гибридные клетки культивируют в матрацах на полной ростовой среде RPMI –1640 при 37оС, при концентрации СО2 на уровне 5% и влажности 85-90%. Посевная доза 2х105 клеток в 1 мл, кратность рассева 1:2. Частота пассирования через 3-4 суток. Характер роста – стационарная суспензия, состоящая из слабо прикрепляющихся к носителю округлых клеток размером с исходную миеломную клетку. Контаминантов в клетках включая, бактерии, грибы, дрожжи и микоплазмы не обнаружено. Число жизнеспособных клеток после размораживания не менее 60%. Отработан метод выделения и очистки моноклональных антител против рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161). 

Опубликована одна статья в журнале с ненулевым импакт фактором, одна статья принята к публикации в журнале, индексируемом 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 161 ассоциированного с протеином G (GPR161), Получены 3 штамма гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161), изучены культуральные и продуктивные характеристики штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антител против рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161), отработан метод выделения и очистки моноклональных антител против рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161). 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 внеклеточных петель рецептора GPR161 человека, рекомендуется к использованию для получения моноклональных антител. Отработанные методики рекомендуются к использованию при получении моноклональных антител к другим поверхностным рецепторам 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 внеклеточных петель рецептора GPR161 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.   
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ПРИЛОЖЕНИЕ А
Календарный план работ
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б
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Dear author,

Greetings from Asia Pacific Journal of Molecular Biology and Biotechnology!

We are pleased to inform you that your manuscript entitled, “Recombinant expression and purification of adenocarcinoma GPR161 receptor” has been accepted for publication
as Research Article. The reviewers requested the authors to check the manuscript thoroughly for typo errors and revise the style accordingly. Please format the manuscript according

or TIFF.

Kindly retur the manuscript to us in two weeks time for typesetting process. Once again, Congratulations!
Thank you

Bestwishes,

Eddie Chia, PhD
Managing Editor of APJMBB
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ПРИЛОЖЕНИЕ В
Копия заявки на патент
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