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ТҰЖЫРЫМ
Есеп 43 бет, 1 кітаб, 6 сурет, 2 кесте, 29 әдебиет көздері, 5 қосымша
ГЕН, КЛОНДАУ, МИКРОАҒЗА ШТАМЫ, РЕКОМБИНАНТТЫ АНТИГЕН, ЖАСУШАЛАРДЫҢ ЖОЙЫЛУЫН БАҒДАРЛАМАЛАЙТЫН РЕЦЕПТОР
Зерттеудің нысаны онкологиялық аурларға қарсы имунитетті төмендететін фактор, PD-1 жасушаларының жойылуын бағдарламалайтын рецепторға қарсы моноклоналды антиденелерді өндіретін гибрид жасушаларының штамдары болып табылады.
 2020 жылдың жобаның мақсаты адамның PD-1 рецепторының жасушадан тыс доменіне қарсы моноклоналды антиденелерді өндіретін гибрид жасушалардың штамдарын алу болып табылады. 

Жұмыс барысында гибридомдық технология, сонымен қатар иммунологиялық, биохимиялық және биотехнологиялық зерттеу әдістері қолданылды.    
Зерттеу нәтижесінде адамның PD-1 рецепторының рекомбинантты доменін өндіретін 2 микроағзаларының штамдары алынды. PD-1 рекомбинантты ақуызды оқшаулау және тазарту параметрлері жасалып болды. Өндірілген ақуыздың молекулалық салмағы 21 кДа құрастырылды. Рекомбинантты ақуыздың MS-MS спектрометриясы PD-1 ақуызымен толық келісімді көрсетті. PD-1-ге қарсы моноклоналды антиденелерді өндіретен H8, A5, E9, C9, A4 гибридті жасушалары алынды. Гибрид жасушаларының штамдарының культуралды және өнімділік ерекшелігі анықталды. Моноклоналды антиденелердің байланысуы констанциясі 2х107М-1 ден 2х108М-1 құрады. Моноклоналды антиденелер иммуноглобулиндердің G1 класына жатады және лимфоцитермен байланысу қабілетін көресетеді. БҒССҚК-ның ұсынған нөлдік емес импакт-факторы бар журналда 2 мақала, Scopus индекстелетін журналға 2 мақала. Өнертабысқа патент алынды және бір патенттік өтінім берілді.
Нәтижелердің жаңалығы: Қазақстан республикасында адамның Т-лимфоциттерінің PD-1 ақуызына қарсы моноклоналды антиденелері алынады және олардың иммунохимиялық және биологиялық қасиеттері зерттеледі.
 Негізгі конструктивтік және технико-эксплуатациялық көрсеткіштері: адамның PD-1 қарсы алынған моноклоналды антиденелері жоғары сезімталдылыққа, телімділікке, аффинділікке және белсенділікке ие. 
Енгізілу дәрежесі – Енгізілмеген.
Әзірлеменің тиімділігі моноклоналды антиденелердің жоғары иммунохииялық және биологиялық қасиеттерімен анықталады. 
Қолдану аймағы – медицина.
РЕФЕРАТ
Отчет 43 с., 1 кн., 6 рис., 2 табл., 29 источн., 5 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 2020 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 исследования получены 2 штамма микроорганизмов, продуцирующие рекомбинантный внеклеточный домен рецептора PD-1 человека. Отработаны параметры выделения и очистки рекомбинантного белка. Молекулярная масса белка составила 21 кДа. MS-MS спектрометрия рекомбинантного белка показала полное совпадение с белком PD-1. Получены 5 штамма гибридных клеток H8, A5, E9, C9, A4 продуцирующих моноклональные антитела к PD-1. Определены культуральные и продуктивные свойства полученных гибридных клеток. Константа связывания моноклональных антител против PD-1 составляла от 2х107М-1 до 2х108М-1. Полученные моноклональные антитела относятся к иммуноглобулинам класса. Опубликованы 2 статьи в журнале с ненулевым импакт фактором рекомендованных КОКСОН, 2 статьи в журнале индексируемом в базе данных Scopus. Получен патент на изобретение и подана одна заявка на патент.
Новизна результатов: в Республике Казахстан получены моноклональные антитела против PD-1 белка Т-лимфоцитов человека и исследованы их иммунохимические и биолгические свойства.   
Основные конструктивные и технико-эксплуатационные показатели: полученные моноклональные антитела против PD-1 человека обладают высокой чувствительностью, специфичностью, аффинностью  и активностью.
Степень внедрения – не внедрен.
Эффективность разработки определяется высокими иммунохимическими и биологическими свойствами моноклональных антител. 
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)

	ДМСО
	–
	диметилсульфоксид

	ДСН
	–
	додецилсульфат натрия

	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

	МКА
	–
	моноклональные антитела

	НАФ
	–
	неполный адъювант Фрейнда

	ОП
	–
	оптическая плотность

	ПААГ
	–
	полиакриламидный гель

	ПЭГ
	–
	полиэтиленгликоль

	ФСБ
	–
	фосфатно-солевой буфер

	ФСБ+Тв
	–
	фосфатно-солевой буфер + твин 20


ВВЕДЕНИЕ

Сигнальный путь опосредованный с помощью рецептора PD-1 регулирует напряженность иммунного статуса организма при различных патологических состояниях. Активация данной контрольной точки приводит к апоптозу Т-лимфоцитов и снижению напряженности иммунитета при нормализации внутренней среды организма. Опухолевые клетки активно задействуют данный сигнальный путь для преодоления иммунного надзора и атаки со стороны иммунной системы. В процессе эволюции опухолевые клетки приобрели способность конститутивно экспрессировать на своей поверхности рецепторы PD-L1 и PD-L2 являющиеся лигандами для PD-1 [1]. 
Высокая экспрессия рецептора PD-L1 на опухолевых клетках коррелирует с плохим прогнозом и плохой выживаемостью при различных типах рака, включая почечно-клеточный рак, рак поджелудочной железы, гепатоцеллюлярный рак, рак яичников и немелкоклеточного рака легких [2]. Кроме того, было высказано предположение, что PD-1 регулирует опухолеспецифическую экспансию Т-клеток у пациентов с меланомой [3]. Доклинические эксперименты in vitro и in vivo показали, что блокада PD-1 и / или PD-L1 с использованием моноклональных антител усиливает специфический противоопухолевый иммунитет [2, 3]. Применение моноклональных антител против рецептора PD-1 и его лиганда PD-L1 подтверждаю актуальность рецептора PD-1 как мишени для клинического терапевтического вмешательства. 
В настоящее время для блокировки данной контрольной точки разработаны несколько гуманизированных моноклональных антител и испытывается для лечения злокачественных новообразований. Эти моноклональные антитела нацелены на важные контрольные точки регулирования иммунной системы, такие как PD-1, расположенные на поверхности Т-лимфоцитов. Хорошо известными препаратами являются ниволумаб и пембролизумаб одобренные для лечения меланомы в 2014 году в США. В 2015 году ниволумаб был одобрен для лечения плоскоклеточного рака легкого [4]. Применение этих препаратов привело к длительной ремиссии больных со злокачественной меланомой, не проявляя клинических признаков онкологического заболевания в течение многих лет [4].

Пембролизумаб представляет собой высокоактивное гуманизированное моноклональное антитело класса IgG4-k, специфически блокирующее связывание рецептора PD-1 с лигандами PD-L1 и PD-L2. Гуманизированное моноклональное антитело получено методами генетической инженерии, путем встраивания гена вариабельной области мышиного анти-PD-1 моноклонального антитела в ген каркаса Fc области иммуноглобулина изотипа IgG4-k человека, содержащий стабилизирующую мутацию S228P в данной области. Антитела проявляют высокое сродство к рецептору PD-1, блокировку влияния лигандов PD-L1 и PD-L2 на рецептор и высокую активность при модуляции Т-клеток донорской крови человека в условиях ex vivo.  
Блокировка контрольных точек иммунной системы различными методами ингибирования микроокружения опухоли: вакцина, химиотерапия, эндокринная терапия, разработка большего количества конъюгатов антитело-лекарственных средств, биспецифических антител, в том числе и моноклональных антител является актуальной необходимостью для улучшения клинических результатов в борьбе с различными онкологическими патологиями. 
Несмотря на принимаемые меры и улучшения обеспеченности онкологических больных лекарственными средствами в мире и в Республике отмечается рост данного вида патологии. 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% [5]. 

Учитывая вышесказанное, получение микроорганизмов продуцентов рекомбинантного рецептора PD-1 Т-лимфоцитов человека, штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела к PD-1 и исследования моноклональных антител против контрольной точки иммунной системы, является весьма актуальной проблемой для Республики.

Постановлением Правительства Республики Казахстан от 15 октября 2018 года № 634 утверждена Государственная программа развития здравоохранения РК «Денсаулық» на 2016-2020 годы, целью которой стало укрепление здоровья населения для обеспечения устойчивого социально-экономического развития страны, внедрение новой политики по охране здоровья общества на основе интегрированного подхода к профилактике и управлению болезнями и модернизация национальной системы здравоохранения, ориентированной на эффективность, финансовую устойчивость и поддержку социально-экономического роста [6]. Основанием для разработки государственной программы послужило Послание Президента Республики Казахстан от 10 января 2018 года «Новые возможности развития в условиях четвертой промышленной революции». 

В Послании Президента отмечается о необходимости принятия комплексного плана по борьбе с онкологическими заболеваниями и создании научного онкологического центра. Не менее важным является обеспечение системы здравоохранения высокоэффективной ранней диагностикой и лечения рака на основе передового международного опыта [7].

В результате реализации проекта: «Получение штамма гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против рецептора программируемой гибели клеток PD-1 фактора, снижающего иммунитет против онкологических заболеваний», ИРН: AP05130036 выполняемого в рамках подпрограммы 102 «Грантовое финансирование научных исследований» на 2018-2020 гг получены штаммы гибридных клеток, продуцирующие моноклональные антитела против PD-1 рецептора Т-лимфоцитов человека. Для определения значимости полученных штаммов гибридных клеток необходимо проведение исследований по определению характеристик моноклональных антител в условиях in vivo и in vivo.
Научная значимость и новизна проекта заключаются в том, что впервые в Республике Казахстане будут определены иммунохимические, иммунобиологические и диагностические характеристики моноклональных антител 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 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 процедуру поверки и аттестации в соответствующих аккредитованных организациях – ТОО «Инфрадин».  
Целью проекта 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 2020 году:
1) Определение специфичности моноклональных антител против PD-1.
2) Определение аффинности и авидности моноклональных антител против PD-1. Подготовить и подать публикацию для журнала, индексируемого в базе данных Web of science или Scopus.

3) Изучение способности моноклональных антител идентифицировать Т-лимфоциты.
Задачи проекта соответствуют календарному плану (Приложение А)

1) Отчет за 2018 год: «Получение штамма гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против рецептора программируемой гибели клеток PD-1 фактора, снижающего иммунитет против онкологических заболеваний». Этап: Получение штаммов микроорганизмов, продуцирующих рекомбинантный PD-1 белок. Инв. №0218РК00239.
2) Отчет за 2019 год: «Получение штамма гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против рецептора программируемой гибели клеток PD-1 фактора, снижающего иммунитет против онкологических заболеваний». Этап: Получение штаммов гибридных клеток, продуцирующие моноклональные антитела к рецептору программируемой гибели клеток PD-1. Инв. №0219РК00450.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР
1 Выбор направления исследования 

Усиление напряженности иммунитета против раковых клеток достигается введением специфических для опухолевых клеток антигенов (вакцина), полученных ex vivo Т-киллеров (клеточная терапия) и моноклональных антител для нацеливания иммунной модуляции в микроокружение онкологических клеток. В сравнении с вакцинацией и клеточной терапией, моноклональные антитела получили более широкое распространение и стали основным направлением терапии рака. Моноклональные антитела обладают рядом преимуществ, например, имеют форму, что делает их фармакокинетику, фармакодинамику, специфичность и сродство к антигену очень предсказуемым. Ответная реакция на введение моноклональных антител проявляется быстрые, чем при вакцинации и клеточной терапии. Моноклональные антитела можно модулировать для повышения его специфичности и эффективности. Кроме того, моноклональные антитела не ограничиваются опухолевыми антигенами в качестве мишени, в их число входят иммуномодулирующие лиганды, рецепторы [8]. 
Одними из таких мишеней является рецептор программируемой гибели PD-1 Т-клеток и его лиганды PD-L1 и PD-L2. Рецептор PD-1 относится к семейству CD28 рецепторов и представляет собой трансмембранный гликопротеин семейства иммуноглобулинов с одним внеклеточным IgV-подобным доменом. Связывание PD-1 с лигандами блокирует пролиферацию T-клеток и выработку цитокинов, особенно интерлейкина и интерферона [9, 10]. В нормальных физиологических условиях основной функцией PD-1 является ингибирование эффекторной активности T-клеток, предотвращение чрезмерной стимуляции иммунных ответов в периферических тканях и возникновение аутоиммунных заболеваний. В первые рецептор PD-1был выделен из мышиной Т-клеточной гибридомы и мышиной гематопоэтической клетки-предшественника LyD9. Рецептор содержит внеклеточный N-концевой IgV-подобный домен, трансмембранный домен и цитоплазматический хвост содержащий два остатка тирозина [11]. 
Блокада рецептора PD-1 ускоряла проявление ряда аутоиммунных заболеваний, включая аутоиммунный диабет, экспериментальный аутоиммунный энцефаломиелит и болезнь «трансплантат против хозяина», при этом усиливала противовирусный и противоопухолевый иммунитет. Было доказано, что эффективная блокада взаимодействия между PD-1 и PD-L1 способна специфически убивать опухолевые клетки с помощью активированных Т-киллеров [12]. Эксперименты в условиях in vitro и на опытных животных показали, что ингибирование сигнального пути связного с рецептором PD-1 усиливает активность Т-клеток и способствует регрессии опухоли у животных. В условиях in vitro, блокада PD-1 - PD-L1 антителами уменьшала и подавляла активность факторов, подавляющих активность регуляторных Т-клеток и тем самым восстанавливала активность эффекторных Т-клеток в тканях, окружающих опухоль. Аналогичным образом, блокада PD-1 в B-клетках усиливала активность естественных клеток-киллеров и увеличивала выработку антител против опухолевых антигенов [13]. 
В экспериментах на модели рака мочевого пузыря мышей блокировка рецептора моноклональными антителами увеличивало количество циркулирующих опухолеспецифических CD107, CD8+ Т-клеток и CD25+, FoxP3-, CD4+ В-лимфоцитов и значительно уменьшало размер опухоли. Блокировка PD-1 моноклональными антителами продемонстрировала хороший клинический эффект у пациентов со злокачественной меланомой кожи, гепатоцеллюлярной карциномой, раком легких, почек и пищевода, а также гематологическими злокачественными новообразованиями [14]. 
Моноклональными антителами против рецептора PD-1 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 [15]. 
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 [16].
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 [2].

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 [3].
Ниволумаб (код разработки Ono Pharmaceutical: ONO-4538; код разработки Bristol-Myers Squibb [BMS]: BMS-936558; код разработки ex-Medarex: MDX-1106) представляет собой гуманизированные моноклональные антитела против PD-1 рецептора человека. Препарат хорошо переносился при однократном введении и демонстрирует многообещающую эффективность и переносимость ниволумаба при прогрессирующей меланоме, плоскоклеточном немелкоклеточном раке легкого, метастатическом почечно-клеточном раке почки, платинрезистентном раке яичника и лимфоме Ходжкина [17].
Первое сообщение о применении ниволумаба для лечения было в 2012 году при поддержке Bristol-Myers Squibb. Положительный клинический ответ отмечался у 28% пациентов с выживаемостью до 24 месяца. Клинические испытания I фазы с увеличенной дозой препарата значительно улучшили вышеуказанные результаты. В испытании принимали участие 296 пациентов с распространенными формами рака. Пациенты получали ниволумаб в дозах от 0,1 мг/кг до 10 мг/кг каждые 2 недели в течение 2 лет. Положительные клинические изменения наблюдались у 18,4% пациентов с не мелкоклеточным раком легкого, у 27,6% пациентов с меланомой и у 27,2% пациентов с метастатическим почечно-клеточным раком почки. Побочными эффектами, связанными с лечением, были усталость, анорексия, тошнота, сыпь и диарея. Токсичность 3 или 4 степени отмечалась у 14% пациентов и проявлялась при всех уровнях доз без явной зависимости от дозы. Исследование 107 пациентов с меланомой, получавших ниволумаб в период между 2008 и 2012 годами, показала 43% выживаемость в течение 2 лет [18]. 
В рамках проекта «Получение штамма гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против рецептора программируемой гибели клеток PD-1 фактора, снижающего иммунитет против онкологических заболеваний», ИРНAP05130036 в 2019 году получены штаммы гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против PD-1 рецептора T-клеток человека. Значимость полученных штаммов и их народнохозяйственная ценность определяются характеристиками продуцируемых моноклональных антител. Традиционно для оценки моноклональных антител определяют специфичность, перекрестную реактивность, аффинность, цитотоксичность, класса и подкласса антител, строение цепей и молекулярную массу. Антитела для терапии онкологических патологий исследуют способность стимулировать иммунокомпетентные клетки, индуцировать секрецию цитокинов или других медиаторов, способность антител связываться с клетками тканей человека, отличных от ожидаемой мишени.

Основным показателем аффинности моноклональных антител является их константа связывания. Величина этого параметра является важным для понимания кинетической и термодинамической характеристики взаимодействия антитела с антигеном. Параметр определяет возможность применения моноклональных антител в качестве диагностических и терапевтических средств. Все сферы применения моноклональных антител требуют, чтобы комплексы антител с антигенами были очень прочными. Константу связывания моноклональных антител определяют по методу J. Beatty et. al. [19]. Класс и подкласс моноклональных антител определяют с помощью двойной иммунодиффузии по методу O. Ouchterlony [20].

Для определения биохимических и иммунологических свойств антител традиционно используют электрофорез в полиакриламидном геле, Вестерн блот, иммуноферментный анализ и иммунофлуоресценция. Метод электрофореза в 10%-ном полиакриламидном геле проводили по методу V.K. Laemmli [21]. Вестерн блот, принцип которого заключается в переносе молекулы с полиакриламидного геля на нитроцеллюлозную мембрану и выявления белка иммунохимическими методами, проводили по методу P.K.Towbin [22]. 
Иммунофлуоресценция основана на использовании антител, меченных флуоресцентными молекулами для обнаружения антигенов на мембране клеток. Метод позволяет оценить, экспрессию исследуемого рецептора на клетках мишенях и может быть использована на культивируемых клеточных линиях, срезах тканей или отдельных клетках [23].
2 Экспериментальные исследования  
2.1 Материалы и методы исследования

Определение константы связывания моноклональных антител. Для определения константы связывания антител в три ряда 96-луночного планшета иммобилизовали антиген оптимальной концентрацией (0,01 мг/мл) и три ряда лунок в два раза ниже оптимальной концентрацией (0,005 мг/мл) в 0,05М бикарбонатном буфере с рН-9,6 и инкубировали в течение 12 часов при 4°С. После отмывки планшета и забивки 1%-ным раствором бычьего сывороточного альбумина свободных поверхностей в лунки вносили двукратные разведения МКА, начиная с концентрации 0,005 мг/мл, и инкубировали при 37°С в течение 1 часа. Затем отмывали и добавляли антивидовой конъюгат в разведении 1:1000 и выдерживали при 37°С 1 час. Реакцию проявляли с помощью субстрата и результат учитывали с помощью спектрофотометра. На основании полученных данных строили графики - кривые - и определяли константу связывания по формуле (1):
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где, Мав - концентрация иммуноглобулинов в мг/мл, связавших 50% антигена, иммобилизированного в концентрации 0,005 мг/мл                

Мав' - концентрация иммуноглобулинов в мг/мл, связавших 50% антигена, иммобилизированного в концентрации 0,01 мг/мл
Определение класса и подкласса моноклональных антител. Для определения класса и подкласса моноклональных антител на поверхность обезжиренных предметных стекол, расположенных на строго горизонтальной поверхности, заливали расплавленный 1%-ный агар (Difco, США) до образования слоя толщиной 1,5 мм. После застывания агара с помощью специального трафарета и пробойника вырезали лунки диаметром 2-3 мм. В центральную лунку вносили 0,05 мл исследуемых МКА, а в остальные - по 0,05 мл специфических антител против классов и подклассов иммуноглобулинов мыши (Sigma, США). Чашки с предметными стеклами инкубировали во влажной камере не менее суток при комнатной температуре. Результаты реакции учитывали по наличию полос преципитации между лунками с испытуемыми МКА и моноспецифическими антисыворотками. Для контрастирования полос преципитации препарат окрашивали раствором Кумасси G-250 в течение 10-15 минут. Раствор красителя готовили следующим образом: 5 г Кумасси растворяли в 1000 мл растворителя, состоящего из 450 мл дистиллированной воды, 450 мл этанола и 100 мл ледяной уксусной кислоты. После окрашивания геля проводили обесцвечивание фона с помощью раствора для обесцвечивания, приготовленного из метилового спирта, уксусной кислоты и дистиллированной воды в соотношении 50:10:40 соответственно. 

Определение специфичности моноклональных антител. Специфичность моноклональных антител определяли в непрямом варианте иммуноферментного анализа. Для этого в лунки 96-луночного планшета иммобилизовали гомогенные и гетерогенные белки в оптимальной концентрации (0,01 мг/мл) в 0,05 М бикарбонатном буфере с рН-9,6 и инкубировали в течение 12 часов при 4°С. После отмывки планшета и блокирования 1%-ным раствором бычьего сывороточного альбумина свободных поверхностей в лунки вносили двукратные разведения МКА, начиная с разведения 1:100 и инкубировали при 37°С в течение 1 часа. Затем отмывали и добавляли антивидовой конъюгат в разведении 1:20000, выдерживали при 37°С 1 час. Реакцию проявляли с помощью субстрата и результат учитывали с помощью спектрофотометра.

Вестерн блот. Постановка Вестерн блота предусматривала следующие этапы: 1) проведение электрофореза; 2) перенос электрофореграммы на нитроцеллюлозную мембрану; 3) иммунохимическое проявление нитроцеллюлозной реплики. 

Электрофорез антигена проводили в 11%-ном полиакриламидном геле в присутствии додецилсульфата натрия (ДСН) на аппарате для вертикального электрофореза (Hoefer Scientific, США). Тщательно промытые и обезжиренные стеклянные пластины (12х15) монтировали с помощью прокладок и зажимов. Для предотвращения утечки растворов прокладки смазывали вазелином. Заливали пространство между пластинками раствором для разделяющего геля, состоящего из 3,5 мл 30% акриламида; 3,1 мл 1% бисакриламида; 7,5 мл 1,5 М трис-HCl (рН-8,7); 6,5 мл дистиллированной воды; 0,03 мл 10% ДСН; 0,001 мл ТЕМЕД и 0,01 мл 10% персульфата аммония. После полимеризации нижнего геля вставляли гребенку и заливали оставшееся пространство раствором для концентрации геля, приготовленного по следующей прописи: 1 мл 30% акриламида; 1 мл 1% бисакриламида; 2,5 мл 0,5 М трис-HCl (рН-6,8); 5,35 мл дистиллированной воды; 0,01 мл 10% ДСН; 0,005 мл ТЕМЕД и 0,05 мл 10% персульфата аммония. Буфер для разведения образцов готовили следующим образом: к 0,315 мл 1 М трис-HCl (рН-6,8) добавляли 0,25 мл 2-меркаптоэтанола; 0,5 мл глицерина, 0,115 мл 10% ДСН; 0,05 мл 0,1% бромфенолового синего и доводили объем до 5 мл дистиллированной водой. Образцы разводили в соотношении 1:1, кипятили на водяной бане в течение 3-5 минут и охлаждали. Электрофорез проводили при силе тока 20 мА и конечном напряжении 220 В. По завершению процесса гель вынимали из пластин, окрашивали в течение 1 часа и отмывали в нескольких сменах обесцвечивающего раствора до полного исчезновения фоновой окраски. Электрофоретический перенос антигенов из геля на нитроцеллюлозную мембрану осуществляли с помощью прибора для иммуноблотинга (Hoefer Scientific, США) по H. Towbin et al. Для этого готовили следующие растворы: катодный буфер – 0,3 г трис и 0,5 г глицин растворяли в 20 мл метанола и доводили объем до 100 мл дистиллированной водой; анодный буфер №1 – 3,6 г трис растворяли в 20 мл метанола и доводили объем до 100 мл дистиллированной водой; анодный буфер №2 - 0,3 г трис растворяли в 20 мл метанола и доводили объем до 100 мл дистиллированной водой.

Прибор готовили к работе следующим образом: на графитовую пластину помещали фильтровальную бумагу (Whatman, США), смоченную в анодном буфере №1, затем – смоченную в анодном буфере №2, накрывали нитроцеллюлозной мембраной (Millipore, США) и укладывали на мембрану полиакриламидный гель, накрывали его фильтровальной бумагой, смоченной в катодном буфере, и закрывали прибор. Перенос проводили при постоянной силе тока 0,8 мА/см геля в течение одного часа. 

Для иммунохимического проявления специфических антигенов нитроцеллюлозную мембрану сначала инкубировали в 1% растворе БСА в течение ночи при 4°С. Затем отмывали по три раза ЗФР и ЗФР-Тв и выдерживали 1,5 ч при 37°С 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 хрена (1 ч при 37°С). 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.

ДОТ-иммуноферментный анализ. На стрипы нитроцеллюлозной мембраны раскатывали выделенные Т- и В-лимфоциты человека в концентрации 2х104 кл/мл. После высушивания нитроцеллюлозные мембраны инкубировали в течение 60 минут при 37°С с постоянным перемешиванием в растворе 0,5% бычьего сывороточного альбумина. Стрипы извлекали и промывали в чашке Петри в растворе фосфатно-солевого буфера с твином-20 рН-7,2 (ФСБ-Т). Стрипы промывали в течение 5 минут при постоянном покачивании. Процедуру проводили три раза ФСБ-Т и три раза фосфатно-солевым буфером рН-7,2. В чашку Петри с промытыми стрипами вносили 10 мл разведение моноклональных антител и инкубировали в течение 60 минут при 37°С, при постоянном перемешивании. После инкубирования повторяли процедуру промывки. В чашку Петри с промытыми стрипами вносили 10 мл рабочего разведения антивидового конъюгата и инкубировали в течение 60 минут при 37°С, при постоянном перемешивании. 
После процедуры промывки в отдельную чашку Петри вносили 8 мг 4-хлор-1-нафтола, который растворяли 1 мл этилового спирта. После растворения 4-хлор-1-нафтола вносили 9 мл фосфатно-солевой буфер рН 7,2-7,4 (субстратная смесь). Стрипы переносили в субстратную смесь и инкубировали в темном месте при комнатной температуре (22+2°С) в течение 30 мин. Реакцию останавливали процедурой промывки стрипов в фосфатно-солевом буфере. Результаты реакции учитывали визуально по наличию серых точек. 

2.2 Результаты исследований
2.2.1 Определение специфичности и чувствительности моноклональных антител против PD-1
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. С 1 по 8 день с одной лунки в день отбирали культуральную среду для определения антителопродуцирующей активности гибридом методом ИФА. Продуктивность гибридом определяли путем сопоставления интенсивности реакции в испытуемом ряду лунок с положительным контролем, в котором раститрована заведомо известная концентрация иммуноглобулинов мыши. Продуктивность гибридных клеток составила в культуре клеток от 17 до 30 мкг в соответствии с рисунком 1. 
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Рисунок 1 – Кривая продуктивности штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела к rPD-1 белка в условиях in vitro
Основными биологическими характеристиками МКА являются специфичность, чувствительность, аффинность. Специфичность демонстрирует способность моноклональных антител избирательно реагировать только с белком, к которому антитело получено. Для определения специфичности МКА методом Вестерн блот и ИФА были использованы гетерогенные белки. Результаты анализов показали специфическую реакцию МКА только с rPD-1 белком, молекулярная масса которого составляет 20 кДа в соответствии с рисунком 2.
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Линия 1 – rPlyG; линия 2 – rPD-1; линия 3 – rHexon bAdv3; мм – молекулярные маркеры
Рисунок 2 – Электрофорез (А) и Вестерн блот (В) при определении специфичности моноклональных антител к rPD-1 белку
Дополнительно специфичность моноклональных антител определяли методом иммуноферментного анализа с гомогенными и гетерогенными белками. Для этого моноклональные антитела начиная с 1:100 тировали на иммобилизованные рекомбинантный PD-1, коммерческий PD-1 (Abcam) и другие рекомбинантные белки. Результаты анализа представлены в таблице 1.

Таблица 1 – Показатели титра моноклональных антител с гомогенными и гетерогенными белками
	Наименование моноклональных антител
	Рекомбинантный PD-1
	Коммерческий PD-1 (Abcam)
	rGPR161+Trx+His-tag
	Hexon+His-tag
	rPlyG+His-tag

	H8
	1:12800
	1:12800
	отр
	отр
	отр

	A5
	1:25600
	1:25600
	то же
	то же
	то же

	E9
	1:12800
	1:12800
	то же
	то же
	то же

	C9
	1:6400
	1:6400
	то же
	то же
	то же

	A4
	1:6400
	1:6400
	то же
	то же
	то же

	Примечание 

отр - реакции отрицательная


Из таблицы видно, что моноклональные антител реагируют только с гомогенными белками довольно в высоких разведениях. Так, например, титр моноклональных антител клона А5 достигал 1:25600 демонстрирующая, что моноклональные антител разведенные в 25 тысяч раз определяют гомогенный белок в концентрации 10 мкг/мл. Так как рекомбинантный PD-1 белок содержал гексагистидиновую метку полученные моноклональные антитела могли перекрестно реагировать с ней. Для определения перекрестной реакции в эксперимент были включены рекомбинантные белки, содержащие гексагистидиному метку и тиоредоксин кишечной палочки. Анализ показал, что перекрестной реакции моноклональных антител с гетерогенными белками содержащие тиоредоксин и гексагистидиновую метку не наблюдалось. 
Чувствительность характеризует способность МКА связываться с наименьшей концентрацией специфического белка. Для определения чувствительности МКА, белок rPD-1 вносился в концентрации от 12 мкг до 0,15 мкг. В результате анализа было выявлено, что в Вестерн блоте МКА в разведении 1:1000 специфически реагируют с rPD-1 белком в концентрации 0.15 мкг/мл в соответствии с рисунком 3.
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Концентрация белка: 1 – 12 мкг; 2 – 6 мкг; 3 – 3 мкг; 4 – 1,5 мкг; 5 – 0,7 мкг; 6 – 0,3 мкг; 7 – 0,15 мкг; ММ – молекулярный маркер.

Рисунок 3 – Вестерн блот определения чувствительности моноклональных антител к rPD-1 белку
2.2.2 Определение аффинности и авидности моноклональных антител против PD-1

Для определения аффиноости моноклональных антител использовали иммуноферментный анализ с рекомбинантным PD-1 белком в двух концентрация 10 и 5 мкг/мл. Расчетное концентрация моноклональных антител (нг/мл) при оптической плотности OD-50 составило для H8 - 300 и 150; А5 - 220 и 150; А9 - 1250 и 500; С9 - 2000 и 600. Первым показателем является концентрация моноклональных антител при заниженной концентрации рекомбинантного белка (5 мкг/мл), вторым показателем является концентрация моноклональных антител при оптимальной концентрации рекомбинантного белка 10 мкг/мл, в соответствии с рисунком 4. 
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Рисунок 4 - Кривая константы связывания моноклональных антител к рекомбинантному PD-1 антигену
Подставляя полученные результаты в формулу (1) вычислялась константа связывания. В результате проведенных исследований определено, что константа связывания моноклональных антител составляла от 2х107М-1 до 2х108М-1, что свидетельствует о высокой чувствительности моноклональных антител. Так антитела клона H8 имели константу связывания 2х108М-1, антитела клона A5 - 2х108М-1, антитела клона E9 - 4х107М-1, антитела клона C9 - 2х107М-1 и антитела клона A4 - 2х107М-1 в соответствии с таблицей 2. 
Таблица 2 – Основные характеристики моноклональных антител к rPD-1
	Наименование моноклональных антител
	Субкласс антител
	Константа связывания

	H8
	IgG1
	2х108М-1

	A5
	IgG1
	2х108М-1

	E9
	IgG1
	4х107М-1

	C9
	IgG1
	2х107М-1

	A4
	IgG1
	2х107М-1


Субкласс моноклональных антител определяли в реакции диффузионной преципитации с моноспецифическими антисыворотками фирмы Сигма. Для определения на поверхность обезжиренных предметных стекол, расположенных на строго горизонтальной поверхности, заливали расплавленный 1%-ный агар (Difco, США). После застывания агара, в сформированную центральную лунку вносили исследуемые моноклональные антитела, а в остальные специфические антитела против классов и подклассов иммуноглобулинов мыши (Sigma, США). Результаты реакции учитывали по наличию полос преципитации между лунками с испытуемыми моноклональными антителами и моноспецифическими антисыворотками. Результаты определения субкласса моноклональных антител показывают, что синтезируемые гибридомой моноклональные антитела к рекомбинантному PD-1 белку относятся к иммуноглобулинам класса G1, в соответствии с таблицей 2.

Авидность моноклональных антител определяли методом иммуноферментного анализа по следующей схеме: один ряд лунок иммобилизовали одними моноклональными антителами, второй ряд другими моноклональными антителами, а третий ряд двумя моноклональными антителами. При внесении строго соблюдалось идентичность концентрации моноклональных антител. В результате проведенных исследований моноклональные антитела разбились на две группы, реагирующие с двумя разными эпитопами белка. Так моноклональные антитела клоном H8, A5, E9 и A4 перекрывали реакцию друг друга с рекомбинантным PD-1 белком, тогда как антитела клона C9 не блокировали реакцию антител других клонов с рекомбинантным белком в соответствии с рисунком 5.
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Рисунок 5 – Диаграмма реакции моноклональных антител с рекомбинантным PD-1 белком
Из рисунка видно, что моноклональные антитела по отношению к эпитопам рекомбинантного белка разделяются на две группы антител. Первая группа моноклональных антител: H8, A5, E9 и A4 реагируют с одним антигенными эпитопом, вторая группа: С9 реагирует с другим эпитопом рекомбинантного PD-1 белка. 

 2.2.3 Изучение способности моноклональных антител идентифицировать Т-лимфоциты
Для определения способности моноклональных антител связываться с Т-лимфоцитами использовали ДОТ-иммуноферментный анализ. Для этих целей из крови выделяли Т-лимфоциты с помощью эритроцитов барана. Полученные  клетки раскапывали на нитроцеллюлозную мембрану и проводили этапы иммунофрементного анализа. В соттветствие с рисунком 6, полученные результаты демонстрируют способность моноклональных антител связываться с лимфоцитами. 
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1 – Т-лимфоциты мышей; 2 – Т-лимфоциты человека + МКА А4; 3 – Т-лимфоцит человека + МКА Н8; 4 – Т-лимфоцит человека + МКА А5; 5 – Т-лимфоцит человека + МКА С9.

Рисунок 6 – ДОТ-ИФА с Т-лимфоцитами 

Из рисунка видно, что реакция моноклональных антител с Т-лимфоцитами мышей отсутствует. Наиболее четкую реакция с Т-лимфоцитами человека продемонстрировали моноклональные антитела клонов Н8 и А5. Полученные результаты были подтверждены иммуноферментным анализом с коммерческим препаратом PD-1 (Abcam).
3 Обобщение и оценка результатов

PD-1 является рецептором различных клеток иммунной системы, блокировка которой усиливает активность CD4 + и CD8 + T-клеток против опухолевых и пораженных вирусом клеток. Основными лигандами PD-1 рецептора являются высоко экспрессирующиеся в различных опухолевых клетках человека PD-L1 и PD-L2 рецепторы. Взаимодействие PD-1 с лигандами позволяет опухолевым клеткам уклониться от надзора иммунной системы. Следовательно, PD-1 является важной терапевтической мишенью при лечении онкологических болезней [10, 24, 25, 26].

Моноклональные антитела против PD-1 и его лигандов успешно применяются в качестве лечения различных опухолей и занимают стабильное положение на фармацевтическом рынке мира. На сегодняшний день реализуются три гуманизированных MAb против PD-1: ипилюмумаб, пембролизумаб и ниволумаб [27]. 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 [17]. 

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 [28].

В данной работе получены пять штаммов гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела к rPD-1 белку. Для получения штаммов гибридных клеток использовали рекомбинантный PD-1 рецептор (аминокислотные остатки 25-163), полученный из Escherichia coli.  Анализ полученных мышиных моноклональных антител показал специфическое реагирование с внеклеточным фрагментом PD-1 рецептора. Моноклональные антитела обладали достаточно высокой аффиностью и чувствительностью PD-1.      

Mingzhu Wang et al. (2019), провели исследования по влиянию гликозилирования PD-1 рецептора на связывание с моноклональными антителами. Для этих целей, авторами получены мышиные MAb к рекомбинантному PD-1 человека (аминокислотные остатки 21-167), полученный из Escherichia coli [29]. Мышиные моноклональные антитела связывались с белком PD-1 человека и ингибировали взаимодействие PD-1 и лигандов. Затем авторами получены гуманизированные антитела в соответствии с гуманизацией каркасных последовательностей антитела без изменения аффинности и специфичности. Структурный анализ показал, что специфичность MAb связано как взаимодействием с петлями, так и с гликановыми частями PD-1. Полученные результаты продемонстрировали, что N-гликозилирование PD-1 не влияет на силу связывания антител [29].
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Краткие выводы по результатам научно-исследовательской работы

В результате исследования получены штаммы микроорганизмов E.coli BL21/pET28/PD-1 и E.coli BL21/pET32/PD-1, стабильно продуцирующие рекомбинантный внеклеточный домен рецептора PD-1 человека. Отработаны параметры выделения и очистки рекомбинантного внеклеточного домена рецептора PD-1 человека. Молекулярная масс белка, продуцируемая штаммом BL21/pET28/PD-1 составила 21 кДа, молекулярная масс белка, продуцируемая штаммом BL21/pET32/PD-1 составила 34 кДа,

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. MS-MS спектрометрия рекомбинантного белка показала полное совпадение с белком PD-1 размещенных в базе данных NCBI и SwissProt. Получены 5 штамма гибридных клеток H8, A5, E9, C9, A4 продуцирующих моноклональные антитела к PD-1. 
Определены культуральные и продуктивные свойства полученных гибридных клеток. Концентрация антител в культуральной жидкости, продуцируемые гибридными клетками, варьировала от 17 до 30 мкг/мл, в асцитной жидкости от 8 до 16 мг/мл. Отработаны методы выделения и очистки моноклональных антител против PD-1 с использованием HiTrap Protein A HP. Моноклональные антитела в Вестерн блоте специфически реагировали только с rPD-1 белком. Константа связывания моноклональных антител против PD-1 составляла от 2х107М-1 до 2х108М-1, что свидетельствует о высокой чувствительности моноклональных антител к рекомбинантному белку. Полученные моноклональные антитела относятся к иммуноглобулинам класса G1 и демонстрируют способность связываться с лимфоцитами. 
Опубликованы 2 статьи в журнале с ненулевым импакт фактором рекомендованных КОКСОН, 2 статьи в журнале индексируемом в базе данных Scopus (Приложение Б и В). Получен патент на изобретение (Приложение Г) и подана одна заявка на патент (Приложение Д). 
Оценка полноты решений поставленных задач

В результате выполнения проекта получены штаммы микроорганизмов E.coli BL21/pET28/PD-1 и E.coli BL21/pET32/PD-1, стабильно продуцирующие рекомбинантный внеклеточный домен рецептора PD-1 человека. Отработаны параметры выделения и очистки рекомбинантного внеклеточного домена рецептора PD-1 человека. MS-MS спектрометрия рекомбинантного белка показала полное совпадение с белком PD-1 размещенных в базе данных NCBI и SwissProt. Получены 5 штамма гибридных клеток H8, A5, E9, C9, A4 продуцирующих моноклональные антитела к PD-1.  Определена продуктивность штаммов гибридных клеток, специфичность, чувствительность, аффиность и активность моноклональных антител. Определен субкласс полученных моноклональных антител и способность связываться с лимфоцитами. Опубликована две статьи в журнале индексируемая в базе данных Scopus, две статьи рекомендованных ККОСОН, один тезис в сборнике Европейского конгресса биотехнологов 2020 года 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 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: не внедрено
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 Eppendorf и т.д. В работе использовали следующие питательные среды и реактивы: Среда RPMI1640, среда ГАТ, среда ГТ, фетальная сыворотка телят, полиэтиленгликоль, диметилсульфооксид. Сравнительный анализ литературных данных показал, что полученные 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.
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б
Список опубликованных работ 
В 2018 году
1 Mukantayev K.N., Mukanov K.K., Zhylkibayev A. Role of monoclonal antibodies against the programmable death (PD-1) receptor of T-cells in targeted therapy of melanoma// Eurasian Journal of Applied Biotechnology. – 2018. – Vol.1.  – P.17-22. doi: 10.11134/btp.1.2018.3. Журнал рекомендован Комитетом по контролю в сфере образования и науки для публикации основных результатов научных исследований, импакт фактор журнала 0,117 (РИНЦ).
В 2019 году
2 Adish Zh., Mukantaev KN, Tursunov KA, Kaukabayeva GK, Kanaev DB, Ramankulov EM, Mukanov K.K. Obtaining TRX-PD-1 recombinant protein and determination of its immunogenic properties//Eurasian Journal of Applied Biotechnology. – 2019. – №1. – P.24-33. Журнал рекомендован Комитетом по контролю в сфере образования и науки для публикации основных результатов научных исследований, импакт фактор журнала 0,117 (РИНЦ).
3 Adish Zhansaya, Mukantayev Kanatbek, Tursunov Kanat, Ingirbay Bakhytkali, Kanayev Darkhan, Kulyyassov Arman, Tarlykov Pavel, Ramankulov Yerlan, Mukanov Kasym. Recombinant Expression and Purification of Extracellular Domain of the Receptor PD-1 // Reports of Biochemistry and Molecular Biology. Scopus CiteScore 2019 - 1.5, процентиль – 37. 
В 2020 году
4 Kanatbek Mukantayev. Zhansaya Adish. Kanat Tursunov. Kasym Mukanov. Tokhtarova Laura. Kanayev Darkhan. Yerlan Ramankulov. Investigating monoclonal antibodies against the recombinant extracellular domain of the human PD-1 receptor // EurAsian Journal of BioSciences. – 2020. – Vol.14. – P.3587-3593. Scopus CiteScore 2020 – 0,5, процентиль – 22
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