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ТҰЖЫРЫМ
Есеп 41 бет, 1 кітаб, 4 сурет, 2 кесте, 27 әдебиет көздері, 5 қосымша

ГЕН, КЛОНДАУ, МИКРОАҒЗА ШТАМЫ, РЕКОМБИНАНТТЫ АНТИГЕН, ЖАСУША РЕЦЕПТОРЫ, СҮТ БЕЗІ ҚАТЕРЛІ ІСІГІ 

Зерттеу нысаны сүт безі қатерлі ісігінің метостаздану маркері жасушасының GPR161 рецепторына қарсы моноклоналды антиденелер өндіретін гибрид жасушаларының штамдары болып табылады.

2020 жылдағы жобаның мақсаты GPR161 рекомбинантты рецепторына қармы моноклоналды антиденелердің иммунохимиялық, иммунобиологиялық және диагностикалық қасиеттерін анықтау болып табылады.  

Жұмыс барысында гибридомдық технология әдістері, сонымен қатар культуралдық, имунологиялық, биохимиялық және биотехнологиялық зерттеу әдістері қолданылды.    

Зерттеу нәтижесінде GPR161 рецепторының рекомбинантты жасушадан тыс ілмектерін өндіретін E.coli микроағзаларының BL21/pET28/GPR161.1, BL21/pET28/GPR161.2, BL21/pET28/GPR161.3 штамдары алынды. Ақуыздың MS / MS спектрометриясы халықаралық мәліметтер базасында ұсынылған GPR161 ақуызымен келісімді көрсетті. Рекомбинантты GPR161 ақуызына қарсы моноклоналды антиденелер өндіретін гибридті жасушаларының H3D8, F10G7, C1G8, B2C3 4 штамдары алынды. Рекомбинантты GPR161-ге қарсы моноклоналды антиденелердің препараттары алынды. Моноклоналды антиденелер G1 иммуноглобулиндерінің классына жатады. Моноклоналды антиденелердің байланыс константасы 2х106М-1-ден 4х107М-1-ге дейін болды. БҒССҚК-ның ұсынған журналда 2 мақала, Scopus индекстелген журналдарда 2 мақала, өнертабысқа патент алды және бір патенттік өтінім берді.
Нәтижелердің жаңалығы: Қазақстан Республикасында адамның GPR161 рецепторына қарсы моноклоналды антиденелер алынады. 

Негізгі конструктивті және технико-эксплуатациялық көрсеткіштері: моноплонды антиденелердің GPR161 рецепторына ерекшелігі мен сезімталдығы және тиімді технологиялық қасиеттері бар.
Енгізілу дәрежесі – Енгізілмеген.

Әзірлеменің тиімділігі иммунохимиялық, иммунобиологиялық және GPR161 рецепторына қарсы моноклоналды антиеденелердің диагностикалық қасиеттерімен анықталады.

Қолдану аймағы – медицина.
РЕФЕРАТ
Отчет 41 с., 1 кн., 4 рис., 2 табл., 27 источн., 5 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 2020 году является определение иммунохимических, иммунобиологических и диагностических характеристик моноклональных антител против рекомбинантного рецептора GPR161.  
В процессе работы использовались методы гибридомной технологии, а также культуральные, иммунологические, биохимические и биотехнологические методы исследования.    
В результате исследований получены штаммы микроорганизмов E.coli BL21/pET28/GPR161.1, BL21/pET28/GPR161.2, BL21/pET28/GPR161.3 продуцирующие рекомбинантные внеклеточные петли рецептора GPR161. МС/МС спектрометрия белка показала совпадение с белком GPR161 представленной в международных базах данных.  Получены 4 штамма гибридных клеток H3D8, F10G7, C1G8, В2С3 продуцирующие моноклональные антитела против рекомбинантного GPR161 белка. Получены препараты моноклональных антител против рекомбинантного GPR161.  Моноклональные антитела относятся к иммуноглобулинам класса G1. Константа связывания моноклональных антител составила от 2х106М-1 до 4х107М-1. Опубликованы 2 статьи в журналах рекомендованных КОКСОН, 2 статьи в журналах, индексируемых Scopus, получен патент на изобретение и подана одна заявка на патент. 
Новизна результатов: в Республике Казахстан получены моноклональные антитела к рецептору GPR161 человека. 
Основные конструктивные и технико-эксплуатационные показатели: специфичность и чувствительность моноклональных антител к рецептору GPR161 и обладают выгодными технологическими свойствами. 
Степень внедрения – не внедрено.
Эффективность разработки определяются иммунохимическими, иммунобиологическими и диагностическими свойствами моноклональных антител против GPR161 рецептора.
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

Разработка моноклональных антител против различных рецепторов онкологических клеток является важным достижением науки в лечении рака молочной железы. Действительно, традиционные противоопухолевые препараты, как правило, неспецифичны, вызывают токсичность не только в злокачественных клетках, но и в нормальных. В отличии от традиционных препаратов моноклональные антитела могут выступать в роли иммуномодулирующего агента, быть средством доставки действующего вещества, либо прямым ингибитором биологических молекул. 
Применяемые для лечения моноклональные антитела нацелены на молекулы рецепторов раковых клеток и предназначены для блокирования сигнальных путей. Одним из таких моноклональных антител является трастузумаб обладающий высокой активностью против HER-2 положительных клеток рака груди [1]. Помимо HER-2 рецептора были получены моноклональные антитела и к другим рецепторам. Первичная или приобретенная резистентность к трастузумабу обычно возникает при HER-2-положительных метастатических клетках рака груди. Для преодоления данной проблемы несколько новых целевых агентов находятся в стадии клинической разработки к которым относится инсулиноподобный рецептор фактора роста 1 (IGF-1R). Рецептор представляет собой трансмембранную тирозинкиназу, которая сверх экспрессируется при многих раковых заболеваниях, включая рак молочной железы [2]. Семейство рецепторов человеческого эпидермального фактора роста (EGF) (HER; erbB) представляет собой рецепторы с тирозинкиназной активностью и экспрессируется в различных опухолях, включая рак молочной железы. Рецептор фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) также стал мишенью для лечения рака молочной железы, поскольку ангиогенез играет важную роль в росте опухоли и метастазировании. [3] 
Среди различных видов рака молочной железы особое место занимает тройной негативный рак молочной железы. Клетки данного вида рака характеризуются 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. Представляя почти четверть всех случаев рака молочной железы, этот вид рака испытывает недостаток в эффективной таргетной терапии из-за высокого уровня генетической гетерогенности. Fedin M.E. et al (2014), при проведении крупномасштабного геномного анализа выявили 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 [4].
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% [5]. 
Научная значимость и новизна проекта заключаются в том, что впервые в Республике Казахстан определены иммунохимические, иммунобиологические и диагностические характеристики моноклональных антител против внеклеточных петель рецептора GPR161 клеток человека. Значимость моноклональных антител против рецептора GPR161 клеток человека, 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 изучении свойств моноклональных антител против рецептора GPR161. Описаний моноклональных антител против рецептора GPR161человека в литературе не выявлено.

При оценке научно-технического уровня проекта выявлено соответствие анти-GPR161 моноклональных антител своим планируемым характеристикам и лучшим аналогам, описанным 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 «Инфрадин».  
Целью проекта в 2020 году является определение иммунохимических, иммунобиологических и диагностических характеристик моноклональных антител к внеклеточным петлям рецептора GPR161 человека.

Задачи проекта в 2020 году: 
1) Определение специфичности моноклональных антител против рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161).
2) Определение аффиности и авидности моноклональных антител против рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161). 
3) Изучение способности моноклональных антител идентифицировать рецептор 161 ассоциированного с протеином G (GPR161). 
Задачи проекта соответствуют календарному плану (Приложение А)

1) Отчет НИР за 2018 год: «Получение штамма продуцента моноклональных антител к маркеру метастазирования рака молочной железы GPR161». Этап 2018 года: Получение штаммов микроорганизмов, продуцирующих рекомбинантные внеклеточные петли рецептора GPR161 человека. Инв. №0218РК00261
2) Отчет НИР за 2019 год: «Получение штамма продуцента моноклональных антител к маркеру метастазирования рака молочной железы GPR161».  Этап 2019 года: Получение штамма гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела к внеклеточным петлям рецептора GPR161 человека. Инв. №0219РК00420
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР
1 Выбор направления исследования этапа

Рак молочной железы (РМЖ) является наиболее распространенным видом рака и основной причиной смерти женщин. Смертность от данного вида рака связана с высокой метастазирующей активностью аденокарциномы молочной железы. У 8 - 10% женщин с данным диагнозом отмечается местно-региональные метастазирование, а у 15–30% - отдаленные метастазирование с распространением клеток в лимфоузлы легких, кости и органов области таза [6]. Были определены некоторые характеристики рака как основные прогностические показатели исхода болезни. Например, размер опухоли более 2 см, поражение подмышечных узлов, клетки отрицательные по рецепторам эстрогена и прогестерона прогнозируются, как высокая степень риска смерти [5]. Возраст больного также влияет на клинический исход, например, у молодых женщин, такие заболевания как тройной отрицательный или HER2-положительный рак молочной железы протекают в более агрессивной форме [7].
Традиционными маркерами рака молочной железы являются рецептор эстрогена (ER), рецептор гормона прогестерона (PR) и Her2/neu определяемые иммуногистохимией. Однако, из-за неоднородности рака молочной железы этих традиционных маркеров часто недостаточно ни для точного прогноза, ни для достаточного утверждения о методах лечения. Поэтому важно искать дополнительные прогностические маркеры рака молочной железы, которые будут дополнительными в прогнозировании клинического ответа на доступные терапевтические методы. Кроме того, существует необходимость в разработке дополнительных маркеров для таких опухолей, которые не экспрессируют ER, PR и HER-2/neu (тройной негативный рак молочной железы) [8]. 
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 [9]. 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 [10].
Одним из наиболее перспективных молекул для терапии злокачественных опухолей человека в настоящее время признаны моноклональные антитела. Трастузумаб, первое одобренное моноклональное антитело для лечения метастатического рака молочной железы, клетки которого сверхэкспрессируют erbB2. Данное моноклональное антитело подтвердило клиническую пользу получения и применения моноклональных антител, направленных против специфических рецепторов фактора роста клеток. Трастузумаб представляет собой рекомбинантное гуманизированное моноклональное антитело против eerbB2, которое связывает внеклеточный домен рецептора и блокирует внутриклеточную передачу сигналов. Усиление гена erbB2, встречающегося в 20–25% случаев рака молочной железы человека, является независимым неблагоприятным прогностическим фактором [11].
Поскольку только для 25% случаев рака молочной железы может применяться трастузумаб, вследствие высокой экспрессии erbB2 были разработаны новые целевые терапевтические средства для лечения оставшихся опухолей. Одним из таких препаратов является пертузумаб, рекомбинантное гуманизированное моноклональное антитело против другого эпитопа erbB2. Пертузумаб ингибирует как гомодимеризацию, так и гетеродимеризацию erbB с другими рецепторами [11].
Бевацизумаб представляет собой гуманизированное моноклональное антитело, направленное против VEGF-A и предотвращает связывание всех изоформ VEGF со всеми VEGF рецепторами. Бевацизумаб может уменьшать ангиогенез опухоли и блокировать рост опухолевых ксенотрансплантатов человека. Комбинация этого анти-VEGF-антитела и химиотерапии обладает большей активностью, чем одна химиотерапия или одно антитело [11].
Иммунотерапия, основанная на моноклональных антителах против маркерных рецепторов, направлена на блокирование сигнальных путей и повышения иммунного статуса против рака. Однако, многочисленные подходы с гуманизированными моноклональными антителами потерпели неудачу при терапии рака. Основными проблемами, связанные с терапией антителами, являются недостаточная специфичность антител, низкая экспрессия мишеней в клетках и отсутствие участия белков-мишеней в пролиферации рака, апоптозе и метастазировании [12].
Большая часть терапевтических средств на основе биологической активности антител связана с индукцией естественных иммунных эффекторных механизмов. Ряд моноклональных антител, проходящие клинические испытания или применяющиеся для лечения гематологических злокачественных новообразований вызывают апоптоз опухолевых клеток. Например, антитела против CD20 (Ритуксимаб) и антитела против CD52 (Тозитумомаб) напрямую вызывают апоптоз опухолевых клеток значительно повышая клиническую эффективность лечения [13] 

В США Ритуксимаб был одобрен для лечения лимфомы non-Hodgkin’s, и в настоящее время проводятся клинические испытания Ритуксимаба в сочетании с обычной химиотерапией. Тозитумомаб в виде коньюгата с радиоактивным компонентом (радиоиммуноконъюгат Bexxar) в настоящее время рассматривается как препарат для подтверждения лимфомы [14]. Был выявлен высокий уровень экспрессии CD20 у большинства нормальных и неопластических В-лимфоцитов. Имеющиеся данные свидетельствуют о том, что CD20 может действовать как кальциевый канал, чтобы инициировать внутриклеточные сигналы и модулировать рост или дифференцировку клеток. Было продемонстрировано, что апоптоз клеток индуцируется антителами посредством димеризации CD-20 [15].

Учитывая актуальность получения моноклональных антител против новых маркеров раковых клеток, в рамках проекта AP05130053 в 2019 году получены штаммы гибридных клеток, продуцирующих моноклональные антитела против GPR161 рецептора клеток человека. Для успешного применения моноклональных антител, последние исследуются по биохимическим, биологическим и иммунологическим свойствам. Оценка свойств моноклональных антител включает определение специфичности, перекрестной реактивности, аффинности, цитотоксичности, класса и подкласса антител, строение цепей и молекулярной массы. Не менее важным является способность антител стимулировать иммунокомпетентные клетки, индуцировать секрецию цитокинов или других медиаторов, способность антител связываться с клетками тканей человека, отличных от ожидаемой мишени.
Аффинность антител связана с точностью стереохимического соответствия антигенсвязывающего центра и комплементарной ему антигенной детерминанты. Истинные значения константы связывания важны для определения термодинамических характеристик процесса взаимодействия антигена с антителами. Для практических целей, в частности, для разработки методов иммуноферментного анализа, достаточно знать эффективные значения, характеризующие свойства используемых антител. Константу связывания моноклональных антител определяют по методу J. Beatty et. al. [16]. Класс и подкласс моноклональных антител определяют с помощью двойной иммунодиффузии по методу O. Ouchterlony [17].
Для определения биохимических и иммунологических свойств антител используют электрофорез в полиакриламидном геле, Вестерн блот, иммуноферментный анализ и иммунофлуоресценция. Необходимость проведения данных экспериментов основана на том, что каждая молекула антитела специфична по отношению к той антигенной детерминанте, с которой она связывается. Однако, как правило, некоторые детерминанты являются общими для нескольких молекул антигенов, особенно если речь идет о сходных молекулах родственных видов микроорганизмов. 
Метод электрофореза в 12%-ном полиакриламидном геле по методу V.K. Laemmli [18]. Одним из важных аналитических методов, широко применяемых при изучении биополимеров, в частности, белков, является электрофорез в полиакриламидном геле. Применение данного метода исследования основано на том, что электрофорез в ПААГ с использованием ДДС-Na позволяет фракционировать белки в зависимости от значений только одного параметра - их молекулярной массы. 

Принцип Вестерн блота заключается в том, что молекулы, разделенные с помощью электрофореза в полиакриламидном геле, можно электрофоретически перенести на нитроцеллюлозную мембрану, с которой они свяжутся, воспроизведя картину электрофоретического разделения. После переноса белков с полиакриламидного геля, нитроцеллюлозные мембраны инкубируют с исследуемыми, или с заведомо известными антителами. С помощью меченых антител выявляют отдельные антигенные полосы, которые прореагировали с исследуемыми антителами [19]. В полном варианте метод используют как исключительную способность электрофореза в ПААГ разделять молекулы, концентрации которых очень малы, и как свойство антител выявлять специфические антигенные детерминанты. Таким образом, метод чаще всего применяют для определения состава и молекулярных размеров антител. Но, кроме того, он очень эффективен для определения специфичности антител и поиска родственных по антигенной структуре молекул в однотипных или различных антигенных препаратах.
Иммунофлуоресценция широко используется в биологических исследованиях и медицинских исследованиях и становится одним из наиболее важных и эффективных методов. Метод основанный на использовании антител, меченных флуоресцентными молекулами для обнаружения антигенов на мембране клеток. В связи с этим, специфичность антител к их антигену является основным требованием для данного метода. Метод также позволяет оценить, экспрессию исследуемого рецептора на клетках мишенях и может быть использован на культивируемых клеточных линиях, срезах тканей или отдельных клетках.

Существуют два вида иммунофлуоресцентного анализа, которые включают непрямой и прямой иммунофлуоресцентный анализ. Для непрямого иммунофлуоресцентного анализа протокол в основном включает в себя отделение ткани или клеток, фиксацию ткани или клеток, блокировку сыворотки, инкубацию первичных антител, отмеченную инкубацию второго антитела, окрашивание, и обсуждение результатов. В отличие от непрямого варианта, в прямом варианте иммунофлуоресцентного анализа инкубируют только маркированное первичное антитело [20].
2 Экспериментальные исследования 
2.1 Материалы и методы исследования
2.1.1 Электрофорез в полиакриламидном геле

Электрофорез белков осуществляли по методу Laemmli V.K., на аппарате для вертикального электрофореза (Hoefer Scientific, США) с использованием трис-глицинового буфера [18].

2.1.2 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. 

2.1.3 Определение чувствительности моноклональных антител

Чувствительность и специфичности моноклональных антител определяли в непрямом варианте иммуноферментного анализа. Для этого в лунки 96-луночного планшета иммобилизовали антиген 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 концентрации 0,001 мг/мл и инкубировали при 37°С в течение 1 часа. Затем отмывали и добавляли антивидовой конъюгат в разведении 1:1000, выдерживали при 37°С 1 час. Реакцию проявляли с помощью субстрата и результат учитывали с помощью спектрофотометра.

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

Электрофорез рекомбинантного белка проводили в 11%-ном полиакриламидном геле в присутствии додецилсульфата натрия (ДСН) по методу J. Laemmli et al. 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 0,2 мл 3% перекиси. 
2.1.5 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. 

2.1.6 Иммуноферментный анализ МКА с гомогенными и гетерогенными белками
Способность моноклональных антител реагировать с GPR161 рецептором определяли в непрямом варианте иммуноферментного анализа. Для этого 96-луночный планшет иммобилизовали рекомбинантным GPR161 белком, коммерческим GPR161 белком и другими гетерогенными белками 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 концентрации 0,001 мг/мл и инкубировали при 37°С в течение 1 часа. Затем отмывали и добавляли антивидовой конъюгат в разведении 1:1000, выдерживали при 37°С 1 час. Реакцию проявляли с помощью субстрата и результат учитывали с помощью спектрофотометра.
2.2 Результаты исследований
2.2.1 Определение специфичности моноклональных антител против рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161)

 Препараты моноклональных антител, высаленные сульфатом аммония из асцитной жидкости, анализировались методом электрофореза. Электрофорез полученных препаратов в 11% полиакриламидном геле, среди 5 белков, присутствующих в асцитной жидкости, показал наличие двух белковых полос с молекулярными массами 67 кДа и 29 кДа, что соответствует молекулярной массе тяжелой и легкой цепи иммуноглобулинов, соответствии с рисунком 1.
[image: image2.png]94 xJla

—

- *

ot el e Ve 67 xJla
[— 43 xJla

30 x/la

20 x/la

- 14 x/la




1 - H3D8; 2 – F10G7; 3 – C1G8; 4 – В2С3; мм – молекулярные маркеры.

Рисунок 1 – Электрофорез моноклональных антител к рекомбинантному GPR161
Субкласс моноклональных антител определяли в реакции диффузионной преципитации с моноспецифическими антисыворотками фирмы Сигма. Результаты определения субкласса моноклональных антител показывают, что синтезируемые гибридомой моноклональные антитела относятся к иммуноглобулинам класса G1, в соответствии с таблицей 1.
Определение специфичности моноклональных антител к рекомбинантному GPR161 белку проводили Вестерн блотом. Результаты иммуноблотинга показали, что моноклональные антитела к рекомбинантному GPR161 антигену реагировали с белками молекулярной массой 25 кДа в соответствии с рисунком 2.
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Линия 1 – моноклональное антитело H3D8; линия 2 – моноклональное антитело F10G7; линия 3 – моноклональное антитело C1G8; линия 4 – моноклональное антитело В2С3; ММ – молекулярный маркер
Рисунок 2 – Вестерн блот моноклональных антител с рекомбинантным GPR161 антигеном
Результаты, полученные Вестерн блотом были подтверждены иммуноферментным анализом. Для проведения эксперимента были использованы моноклональные антитела, полученные из культуральных сред и асцитной жидкости гибридных клеток. Титр антител клонов H3D8, F10G7 и В2С3 в асцитной жидкости составил 1:6400 в соответствии с таблицей 1. 
Таблица 1 – Основные характеристики моноклональных антител 

	Наименование моноклональных антител
	Субкласс антител
	Титр антител в культуре клеток
	Титр антител после очистки сульфатом аммония

	H3D8
	IgG1
	1:16
	1:6400

	F10G7
	IgG1
	1:16
	1:6400

	C1G8
	IgG1
	1:32
	1:12800

	В2С3
	IgG1
	1:16
	1:6400


Моноклональные антител клона C1G8, в отличии от других антител продемонстрировали титр антител в асцитной жидкости – 1:12800. Значительно низкие титры антител, но коррелирующие с титрами антител асцитной жидкости, продемонстрировали штаммы гибридных клеток. 
2.2.2 Определение аффиности и авидности моноклональных антител против рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161) 

При определении константы связывания моноклональных антител использовали непрямой вариант иммуноферментного анализа. Концентрация моноклональных антител F10G7, связывающих 50% антигена, составляет 1750 и 625 нг в соответствии с рисунком 3. Концентрации моноклональных антител клона H3D8 составляет 1250 и 625 нг, клона C1G8 - 900 и 400 нг, клона В2С3 – 1250 и 625 нг. При этом линия 1 является кривой реакции моноклональных антител с оптимальной концентрацией антигена, а линия 2 – кривой реакции моноклональных антител с концентрацией антигена ниже оптимальной. 
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1 – кривая реакции моноклональных антител с оптимальной концентрацией антигена; 2 – кривая реакции моноклональных антител с концентрацией антигена ниже оптимальной
Рисунок 3 - Кривая константы связывания моноклональных антител, продуцируемых клоном F10G7
Подставляя полученные данные в формулу (1) и рассчитывали константу связывания моноклональных антител. По полученным результатам видно, что моноклональные антитела обладают достаточно высокой аффинностью. Так, константа связывания моноклональных антител клона H3D8 составила 2х107М-1, клона F10G7 -2х106М-1, клона C1G8 - 4х107М-1, клона В2С3 - 2х107М-1. 
Авидность моноклональных антител определяли методом иммуноферментного анализа по следующей схеме: в первые четыре ряда по отдельности вносились моноклональные антитела. В следующие четыре ряда вносились моноклональные антитела в комбинации H3D8+C1G8, F10G7+В2С3, C1G8+F10G7 и H3D8+В2С3. При внесении строго соблюдалось идентичность концентрации моноклональных антител. Полученные результаты демонстрируют, что моноклональные антитела клонов H3D8 и C1G8 и вступают в реакцию с одним и тем же эпитопом белка, блокируя друг друга. Аналогичные результаты были при комбинации моноклональных антител F10G7 и В2С3, в соответствии с рисунком 4. 
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Рисунок 4 – Диаграмма активности моноклональных антител
При комбинации моноклональных антител в следующем составе C1G8+F10G7 и H3D8+В2С3 интенсивность иммуноферментной реакции заметно увеличилось. Полученные результаты демонстрируют, что данные моноклональные антитела вступают в реакцию с разными эпитопами антигена и блокируют друг друга.
2.2.3 Изучение способности моноклональных антител идентифицировать рецептор 161
Изучение диагностической ценности полученных моноклональных антител проводили путем определения специфичности антител в непрямом варианте ИФА с гомологичными, а также с гетерологичными антигенами. 
Для постановки иммуноферментного анализа на дно лунки иммунологической 96-луночной планшеты иммобилизовали гомологичные и гетерологичные антигены в концентрации 10 мкг/мл. Планшет отмывали от не связавшихся компонентов реакции и вносили исследуемые антитела в разведении 1:1000. Образовавшиеся комплексы «антиген-антитела» выявляли антивидовыми антителами, меченными пероксидазой. Результаты исследования представлены в таблице 2.

Таблица 2 – Способность моноклональных антител идентифицировать рецептор GPR161
	Антигены
	Титры моноклональных антител, выделенных из асцитной жидкости

	
	H3D8
	F10G7
	C1G8
	В2С3

	Рекомбинантный GPR161 белок             
	1:6400
	1:6400
	1:12800
	1:6400

	Коммерческий препарат GPR161 белок
	1:6400
	1:6400
	1:12800
	1:6400

	Рекомбинантный PD-1 белок
	РО
	РО
	РО
	РО

	Рекомбинантный PD-L1 белок
	РО
	РО
	РО
	РО

	Тиоредоксин
	РО
	РО
	РО
	РО

	6His-tag
	РО
	РО
	РО
	РО

	Примечание - РО - реакция отрицательная


Как видно из таблицы 2, моноклональные антитела, полученные к рекомбинантному GPR161 белку клеток человека, активно взаимодействуют с гомологичными антигенами и не вступают в реакцию с гетерогенными белками, и демонстрируют способность полученных моноклональных антител идентифицировать рецептор GPR161.
3 Обобщение и оценка результатов
Рецептор GPR161 относится к семейству GPCR рецепторов и недостаточно хорошо охарактеризован касательно регулирования онкогенеза раковых клеток. Описанные в литературе исследования демонстрируют важную роль GPR161 рецептора только в процессе нормального развития клеток. В некоторых работах отмечалось, что GPR161 является частью сигнальной сети, обеспечивая устойчивость к ингибированию MAP- киназного сигнального пути при меланоме [22].
В работах Feigin M.E с соавторами (2014), рецептор GPR161 идентифицирован как прогностический биомаркер для трижды негативного рака молочной железы и является важным регулятором пролиферации и миграции раковых клеток [4]. Трижды негативный рак молочной железы (TNBC), характеризуется отсутствием экспрессии рецептора эстрогена (ER), рецептора прогестерона (PR) и рецептора эпидермального фактора роста (Her2), ранними рецидивами и плохим прогнозом [22, 23, 24]. Рецептор, как и все рецепторы семейства GPCR, преобразовывает сигналы внеклеточных лигандов через плазматическую мембрану, модулируя внутриклеточные сигнальные пути. Рецептор принимает участие в активации mTORC1/S6K сигнального пути путем снижения фосфорелирования IQGAP1 [25].

Преобразование сигналов внеклеточных лигандов достигается в значительной степени за счет активации гетеротримерных G-белков и переработки вторичных промежуточных белков. Рецептор состоит из семи трансмембранных спиралей, 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 [10].

Тем не менее, препараты, нацеленные против рецепторов GPCR, являются редко используемыми в лечении рака, несмотря на доказательства участия рецепторов в различных 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 некоторых раковых заболеваниях [9].
Моноклональные антитела являются одним из наиболее перспективных агентов для терапии злокачественных опухолей человека [26].  Были получены моноклональные антитела к MUC1, важному маркеру рака молочной железы наряду с традиционными маркерами рецептора эстрогена, рецептора прогестерона и HER/2-neu. МКА использовались для диагностики более 90% случаев рака молочной железы, в том числе тройного негативного рака молочной железы [27].
В данной работе получены штаммы гибридных клеток, продуцирующие моноклональные антитела к фрагменту рецептора GPR161. Моноклональные антитела обладают достаточно высокой специфичностью, аффинностью и активностью. Результаты исследования подтверждают возможность гуманизации МКА против GPR161 рецептора на основе использования полученных штаммов гибридных клеток.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Краткие выводы по результатам научно-исследовательской работы

В результате исследований, на основе экспрессионных векторов pET28 и pET32, спроектировано 6 генетических конструкции несущих гены 3-х внеклеточных петель рецептора GPR161 человека. Получены штаммы микроорганизмов E.coli BL21/pET28/GPR161.1, BL21/pET28/GPR161.2, BL21/pET28/GPR161.3 продуцирующие рекомбинантные внеклеточные петли рецептора GPR161. Отработаны условия выделения и очистки рекомбинантного белка. МС/МС спектрометрия белка показала высокое соответствие аминокислотной последовательности белка GPR161 представленной в международных базах данных. 
В результате проведенных исследований получены 4 штамма гибридных клеток H3D8, F10G7, C1G8, В2С3 продуцирующие моноклональные антитела против рекомбинантного GPR161 белка. Определены культуральные и продуктивные характеристики моноклональных антител.  

В результате проведенных исследований получены препараты моноклональных антител против внеклеточного фрагмента рецептора GPR161.  Моноклональные антитела относятся к иммуноглобулинам класса G1 и специфически реагируют с GPR161 белком. Константа связывания моноклональных антител составила от 2х106М-1 до 4х107М-1. Определена способность моноклональных антител идентифицировать рецептор GPR161.
Опубликованы 2 статьи в журнале с не нулевым импакт фактором рекомендованных КОКСОН, 2 статьи в журналах, индексируемых 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 проведенных исследований проведен дизайн и синтез генетических конструкций, несущих гены внеклеточных петель рецептора GPR161 человека в условиях de novo. На основе вектора pET28 и pET32 получены генетические конструкции несущие гены внеклеточных петель GPR161 рецептора человека. Проведена трансформация электрокомпетентных клеток и получены стабильные штаммы микроорганизмов, продуцирующие рекомбинантные внеклеточные петли, рецептора GPR161 человека. Отработаны условия выделения и очистки рекомбинантных внеклеточных петель рецептора GPR161 человека.
Изучены иммунологические и иммунохимические характеристики рекомбинантного рецептора 161 ассоциированного с протеином G (GPR161), Получены 4 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). 
Определена специфичность, аффинность, авидность и способность моноклональных антител идентифицировать рецептор GPR161. Достигнутые результаты демонстрируют выполнение поставленных задач в полной мере.

Разработка рекомендаций и исходных данных по конкретному использованию результатов НИР 
Полученные штаммы микроорганизмов продуцирующие рекомбинантные внеклеточные петли рецептора GPR161 человека рекомендуется к использованию для получения моно- и поликлональных антител. Отработанные методики рекомендуются к использованию при синтезе других поверхностных рецепторов эукариотических клеток. Полученные моноклональные антител и штаммы гибридных клеток могут использоваться для получения гуманизированных моноклональных антител.
Результаты оценки технико-экономической эффективности внедрения – не внедрено. 
Результаты оценки научно-технического уровня выполненной НИР в сравнении с лучшими достижениями в данной области 
Полученные штамм-продуценты, рекомбинантные внеклеточные петли рецептора GPR161 человека и моноклональные антитела, обладающие высокой специфичностью и чувствительностью с константой связывания от 2х106М-1 до 4х107М-1 соответствует лучшим достижениям в данной области. Высокий научно-технический уровень также подтверждается использованием современных методов исследования: гибридомная технология, культура клеток, 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 штаммы продуценты, рекомбинантные антигены и 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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