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À. ß. Ðàê è äð.
Öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå àêòèâèðîâàííîãî ðåêîìáèíàíòíîãî àíòèìþëëåðîâà ãîðìîíà...

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíà ïðîòèâîîïóõîëåâàÿ àêòèâíîñòü àêòèâèðîâàííîãî ðåêîìáèíàíòíî-
ãî àíòèìþëëåðîâà ãîðìîíà (ðÀÌÃ) ÷åëîâåêà â îòíîøåíèè êëåòîê ëèíèé NBL-7 è OVCAR3. Ïîêàçàíî,
÷òî ãîðìîí, ñîäåðæàùèéñÿ â âûñîêîî÷èùåííûõ ïðåïàðàòàõ, îáëàäàåò íå òîëüêî ñïîñîáíîñòüþ ê ñâÿçû-
âàíèþ c ðåêîìáèíàíòíûì ðåöåïòîðîì II òèïà (MISRII), íî è öèòîòîêñè÷åñêèì ýôôåêòîì â îòíîøåíèè
êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ MISRII. Ïîëó÷åííûå äàííûå ìîãóò ëå÷ü â îñíîâó ðàçðàáîòêè ïåðâîãî îòå÷å-
ñòâåííîãî ïðîòèâîîïóõîëåâîãî ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà íà îñíîâå àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àíòèìþëëåðîâ ãîðìîí, ÀÌÃ, ïðîòèâîîïóõîëåâàÿ àêòèâíîñòü, ðåêîìáèíàíò-
íûé áåëîê, öèòîòîêñè÷íîñòü

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÌÃ è ðÀÌÃ — ñîîòâåòñòâåííî àíòèìþëëåðîâ ãîðìîí è ðåêîì-
áèíàíòíûé ÀÌÃ, ÈÔÀ — èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç, ÎÒ-ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ ñ îá-
ðàòíîé òðàíñêðèïöèåé, PBS — 20 ìÌ ôîñôàòíîñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð ðÍ 7.4, ÕÒÒ —
(2,3-áèñ-(2-ìåòîêñè-4-íèòðî-5-ñóëüôîôåíèë)-2H-òåòðàçîëèé-5-êàðáîêñàíèëèä), MISRII — ðåöåïòîð àí-
òèìþëëåðîâà ãîðìîíà II òèïà, TGF-â — òðàíñôîðìèðóþùèé ôàêòîð ðîñòà áåòà.

Àíòèìþëëåðîâ ãîðìîí (ÀÌÃ) ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàè-
ìåíåå èçó÷åííûõ öèòîêèíîâ ñóïåðñåìåéñòâà TGF-â.
Â ýìáðèîãåíåçå ìëåêîïèòàþùèõ îí îïðåäåëÿåò ðàçâèòèå
ðåïðîäóêòèâíîé ñèñòåìû ïî ìóæñêîìó òèïó, à â ïîñòíà-
òàëüíîì ïåðèîäå æèçíè ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè ñèíòåçà
ïîëîâûõ ãîðìîíîâ è âåëè÷èíû îâàðèàëüíîãî ðåçåðâà (Ãó-
êàñîâà, Ñåâåðèí, 2005). Â êàæäîì èç äâóõ èäåíòè÷íûõ
ìîíîìåðîâ ìîëåêóëû ÀÌÃ (èìåþùåé ìîë. ìàññó îêîëî
140 êÄà) èìååòñÿ ñàéò ñïåöèôè÷åñêîãî ïðîòåîëèçà, ðàñ-
ïîëîæåííûé ìåæäó 427-ì è 428-ì àìèíîêèñëîòíûìè
îñòàòêàìè. Ðàñùåïëåíèå ãîðìîíà ïî íåìó ïðèâîäèò ê îá-
ðàçîâàíèþ äâóõ ïðîèçâîäíûõ — N-êîíöåâîãî è Ñ-êîíöå-
âîãî ãîìîäèìåðîâ ñ ìîë. ìàññàìè îêîëî 115 è 25 êÄà ñî-
îòâåòñòâåííî. Ïîêàçàíî, ÷òî èìåííî Ñ-êîíöåâîé ãîìîäè-
ìåð ÀÌÃ îáóñëîâëèâàåò åãî áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü è
ñîäåðæèò ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ñî ñïåöèôè÷åñêèì ðåöåï-
òîðîì. Âîò ïî÷åìó ýòî ïðîèçâîäíîå ãîðìîíà óïîìèíàåòñÿ
â ëèòåðàòóðå òàêæå ïîä òåðìèíîì «àêòèâèðîâàííûé
ÀÌÃ» (Pankhurst et al., 2016).

Èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé ê ãîðìîíó çíà÷èòåëüíî óñè-
ëèëñÿ ïîñëå îáíàðóæåíèÿ ó ðåêîìáèíàíòíîãî ÀÌÃ
(ðÀÌÃ) ñïîñîáíîñòè èíäóöèðîâàòü àïîïòîç â êëåòêàõ ëè-
íèé, ïðîèñõîäÿùèõ èç àäåíîêàðöèíîì ÿè÷íèêà ìûøè
è ÷åëîâåêà, — MOVCAR7 è OVCAR8 ñîîòâåòñòâåííî
(Teixeira et al., 2001). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îáðàáîòêà
ðÀÌÃ êëåòîê ëèíèè OVCAR8 îñòàíàâëèâàåò êëåòî÷íûé

öèêë â ôàçå G1 ñ ïîñëåäóþùèì çàïóñêîì àïîïòîçà (Chang
et al., 2011). Òðàíñôåêöèÿ ýòèõ êëåòîê ãåíîì ÀÌÃ ïðèâî-
äèò ê âûðàæåííîìó èíãèáèðîâàíèþ ðîñòà êîëîíèé ïî
ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè òîé æå ëèíèè, â êîòîðûå áûë ââå-
äåí ãåí ÀÌÃ áåç ñàéòà ñïåöèôè÷åñêîãî ïðîòåîëèçà (Cate
et al., 1990). Ïîçäíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ, ýêñ-
ïðåññèðóþùèõ ðåöåïòîð ÀÌÃ II òèïà (MISRII), ðÀÌÃ
ïîâûøàåò ýêñïðåññèþ ãåíîâ íåêîòîðûõ èíãèáèòîðîâ öèê-
ëèíçàâèñèìûõ êèíàç, íàïðèìåð ð16 è ð21 (Donahoe et al.,
2003; Jung et al., 2016). Êðîìå òîãî, ïðè îáðàáîòêå ðÀÌÃ
â MISRII-ïîçèòèâíûõ êëåòêàõ íàáëþäàåòñÿ óñèëåíèå ýêñ-
ïðåññèè ôàêòîðîâ E2F-1 è E2F-2, âîâëå÷åííûõ â ðåàëèçà-
öèþ àïîïòîòè÷åñêîãî ñèãíàëà (Donahoe et al., 2003). Áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî ðÀÌÃ îêàçûâàåò ïðîàïîïòîòè÷åñêèé
ýôôåêò è íà MISRII-ïîçèòèâíûå êëåòêè ðàêà ÿè÷íèêà ÷å-
ëîâåêà, ïîëó÷åííûå èç àñöèòíîé æèäêîñòè ïàöèåíòîâ
(Masiakos et al., 1999), à òàêæå êëåòêè ëèíèé, ïðîèñõîäÿ-
ùèõ èç àäåíîìû ïðîñòàòû è àäåíîêàðöèíîìû ìîëî÷íîé
æåëåçû (Hoshiya et al., 2003; Chang et al., 2011), ïðè÷åì
êàê â êóëüòóðå in vitro, òàê è â ñîñòàâå êñåíîãðàôòîâ,
âæèâëåííûõ ìûøàì ëèíèè nude (Donahoe et al., 2003;
Jung et al., 2016).

Äàííûå, ïîëó÷åííûå â óïîìÿíóòûõ âûøå èññëåäîâà-
íèÿõ, ñâèäåòåëüñòâóþò î âîçìîæíîñòè ðàçðàáîòêè ïðîòè-
âîîïóõîëåâîãî ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà íà îñíîâå ðÀÌÃ.
Ïðè ýòîì ãîðìîí ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí íå òîëüêî â êà-
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÷åñòâå ëåêàðñòâåííîãî àãåíòà, íî è êàê ñðåäñòâî àäðåñíîé
äîñòàâêè öèòîñòàòèêîâ, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ìîëåêóëîé
ðÀÌÃ (íàïðèìåð, ïàêëèòàêñåëà, öèñïëàòèíà èëè äîêñî-
ðóáèöèíà), òàêæå ê MISRII-ïîçèòèâíûì îïóõîëåâûì
êëåòêàì. Â ýòîì ñëó÷àå äîçèðîâêà öèòîòîêñè÷åñêîãî ïðå-
ïàðàòà ìîæåò áûòü ñíèæåíà ìîæåò ïîëíîñòüþ îòñóòñòâî-
âàòü åãî òîêñè÷íîñòü è ïîâûøàòüñÿ ýôôåêòèâíîñòü (Mac-
Laughlin, Donahoe, 2010; Kim et al., 2014). Ïðèìåíåíèå
ðÀÌÃ äëÿ òåðàïèè àäåíîìû ïðîñòàòû è äðóãèõ îïóõîëåé,
âûçûâàþùèõ òåñòîòîêñèêîç, ìîæåò áûòü îñîáåííî ýô-
ôåêòèâíûì íå òîëüêî âñëåäñòâèå èíäóêöèè àïîïòîçà ìà-
ëèãíèçèðîâàííûõ êëåòîê, íî è ïîñêîëüêó ãîðìîí ñïîñî-
áåí ïîäàâëÿòü ñèíòåç òåñòîñòåðîíà (Ten Dijke et al., 2003).
Îäíàêî â íàñòîÿùåå âðåìÿ íà ìèðîâîì ôàðìàöåâòè÷å-
ñêîì ðûíêå îòñóòñòâóþò ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû íà
îñíîâå ðÀÌÃ. Ïðåòâîðåíèå èäåè èõ ñîçäàíèÿ â ðåàëü-
íîñòü ñóùåñòâåííî çàìåäëÿåò îòñóòñòâèå êîììåð÷åñêè
äîñòóïíîãî èñòî÷íèêà ïðåïàðàòèâíûõ êîëè÷åñòâ ãîðìî-
íà. Ïðè ýòîì â àáñîëþòíîì áîëüøèíñòâå ðàáîò, ïîñâÿ-
ùåííûõ èññëåäîâàíèþ ïðîòèâîîïóõîëåâîé àêòèâíîñòè
ðÀÌÃ, ðàññìàòðèâàþòñÿ ñâîéñòâà ïîëíîðàçìåðíîãî ãîð-
ìîíà, â òî âðåìÿ êàê ðàçðàáîòêà ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ íà
îñíîâå åãî àêòèâèðîâàííîé ôîðìû ïðåäñòàâëÿåòñÿ áîëåå
ïåðñïåêòèâíîé. Ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâíîñòü
ðÀÌÃ ïðîÿâëÿåòñÿ òîëüêî ïîñëå ñïåöèôè÷åñêîãî ïðîòåî-
ëèçà ìîëåêóëû (Cate et al., 1990; Pankhurst et al., 2016), à
òàêæå òî, ÷òî Ñ-êîíöåâîé ôðàãìåíò ðÀÌÃ ýôôåêòèâíåå,
÷åì ïîëíîðàçìåðíûé ãîðìîí, èíäóöèðóåò ðåãðåññèþ ìþë-
ëåðîâà ïðîòîêà â îðãàííîé êóëüòóðå óðîãåíèòàëüíîãî
ãðåáíÿ êðûñ (Cate et al., 1990). Ê ñîæàëåíèþ, öèòîòîêñè-
÷åñêèå ñâîéñòâà Ñ-êîíöåâîãî äèìåðà ðÀÌÃ ïîêà îñòàþòñÿ
÷ðåçâû÷àéíî ñëàáî èçó÷åííûìè, à ïðîìûøëåííàÿ òåõíîëî-
ãèÿ åãî ïîëó÷åíèÿ â ïðåïàðàòèâíûõ êîëè÷åñòâàõ, òàê æå
êàê è â ñëó÷àå ïîëíîðàçìåðíîãî ãîðìîíà, íå ðàçðàáîòàíà.

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè âïåðâûå ïðîòåñòèðîâàíà
ôóíêöèîíàëüíàÿ è áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü àêòèâèðî-
âàííîãî ðÀÌÃ ÷åëîâåêà îòå÷åñòâåííîãî ïðîèçâîäñòâà.
Åãî öåëüþ ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå öèòîòîêñè÷åñêèõ ñâîéñòâ
àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ äëÿ ñîçäàíèÿ èííîâàöèîííîãî
ïðîòèâîîïóõîëåâîãî ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà.

Ïåðâàÿ çàäà÷à ðàáîòû — ïîëó÷åíèå è õàðàêòåðèñòèêà
ñåðèè âûñîêîî÷èùåííûõ ïðåïàðàòîâ àêòèâèðîâàííîãî
ðÀÌÃ ÷åëîâåêà ïî ðàíåå ðàçðàáîòàííîé òåõíîëîãèè (Ðàê
è äð., 2017á). Âî âòîðóþ çàäà÷ó âõîäèëî èññëåäîâàíèå
ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ãîðìîíà, ò. å. åãî ñïîñîáíî-
ñòè ê ñâÿçûâàíèþ ñ MISRII, ïðèñóòñòâóþùèì íà ïîâåðõ-
íîñòè êëåòîê, à òàêæå ñ âíåêëåòî÷íîé ÷àñòüþ MISRII â
ñîñòàâå ðåêîìáèíàíòíîé õèìåðíîé êîíñòðóêöèè. Òðåòüÿ
çàäà÷à — èññëåäîâàíèå áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè àêòè-
âèðîâàííîãî ðÀÌÃ â îòíîøåíèè êëåòîê-ìèøåíåé (åãî
öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ íà MISRII-ïîçèòèâíûå êëåò-
êè ëèíèé NBL-7 è OVCAR3).

Èññëåäîâàíèå ñïîñîáíîñòè àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ ê
ñâÿçûâàíèþ íå òîëüêî ñ MISRII, ëîêàëèçîâàííûì íà ïî-
âåðõíîñòè êëåòîê, íî è ñ ðåêîìáèíàíòíûì ðåöåïòîðîì
ïîçâîëèëî ïðåäâàðèòåëüíî òåñòèðîâàòü ñ ïîìîùüþ ÈÔÀ
ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ïîëó÷àåìîãî ãîðìîíà è ðàñ-
ñ÷èòàòü êîíñòàíòó àññîöèàöèè ëèãàíäà ñ ðåöåïòîðîì.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ âûñîêîî÷èùåííûõ ïðåïà-
ðàòîâ ðÀÌÃ èñïîëüçîâàëè êëåòêè ëèíèè ÑÍÎ (ÀÒÑÑ,
ÑØÀ), òðàíñôèöèðîâàííûå ãåíîì ÀÌÃ ÷åëîâåêà (øòàìì

ïðîäóöåíòà CHO-MIS#26), âûðàùåííûå íà áåññûâîðî-
òî÷íîé ñðåäå CDM4CHO (HyClone, ÑØÀ). Äëÿ òåñòèðî-
âàíèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ãîðìîíà èñïîëüçîâàëè
êëåòêè ëåãî÷íîãî ýïèòåëèÿ íîðêè ëèíèè NBL-7 è êëåò-
êè àäåíîêàðöèíîìû ÿè÷íèêà ÷åëîâåêà ëèíèè OVCAR3
(ÀÒÑÑ, ÑØÀ), êóëüòèâèðîâàíèå êîòîðûõ îñóùåñòâëÿëè
íà ñðåäå DMEM (Sigma, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 10 % ôå-
òàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (FBS, HyClone, ÑØÀ) è
1 % ãåíòàìèöèíà, â CO2-èíêóáàòîðå ïðè 5 % CO2 è
100%-íîé âëàæíîñòè.

Ï î ë ó ÷ å í è å ï ð å ï à ð à ò î â à ê ò è â è ð î â à í í î ã î
ð À Ì Ã ïðîâîäèëè ïî ðàíåå ðàçðàáîòàííîé òåõíîëîãèè
(Ðàê è äð., 2017á). Íà ïåðâîì ýòàïå î÷èñòêè ãîðìîíà èñ-
ïîëüçîâàëè ìåòîä àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà èììó-
íîñîðáåíòå, ïðèãîòîâëåííîì íà îñíîâå àíòèòåë ACMIS-1
è öèàíáðîìàêòèâèðîâàííîé ñåôàðîçû (GE, Øâåöèÿ) ïî
ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ïîñëå íàíåñåíèÿ êóëü-
òóðàëüíîé æèäêîñòè êëåòîê øòàììà ïðîäóöåíòà CHO-
MIS#26 íà êîëîíêó, óðàâíîâåøåííóþ ôîñôàòíîñîëåâûì
áóôåðíûì ðàñòâîðîì (PBS: 20 ìÌ, ðÍ 7.4), åå ïðîìûâàëè
ïÿòüþ îáúåìàìè PBS, ñîäåðæàùåãî 1 Ì NaCl, äëÿ óäàëå-
íèÿ íåñïåöèôè÷åñêè ñâÿçàâøèõñÿ ìîëåêóë, à çàòåì ïðî-
âîäèëè ýëþöèþ ðàñòâîðîì 0.1 Ì ãëèöèíà, ðÍ 2.5, ïðè
ñêîðîñòè ïîòîêà 1 ìë/ìèí. Â õîäå õðîìàòîãðàôèè ïèêè
äåòåêòèðîâàëè ïðè äëèíå âîëíû 280 íì.

Äàëüíåéøåå âûäåëåíèå ãîðìîíà èç ïîëó÷åííîé ñóá-
ñòàíöèè îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà îáðàùåííî-
ôàçîâîé õðîìàòîãðàôèè, èñïîëüçóÿ õðîìàòîãðàô Agilent
1260 (Agilent Technologies, Ãåðìàíèÿ). Ðàçäåëåíèå ïðî-
âîäèëè íà êîëîíêå C18 Jupiter Phenomenex ðàçìåðîì
4.6 � 250 ìì ñ äèàìåòðîì ïîð 30 íì (GE Healthcare, Øâå-
öèÿ). Ýëþöèþ îñóùåñòâëÿëè â ãðàäèåíòíîé ñèñòåìå òðè-
ôòîðóêñóñíàÿ êèñëîòà—àöåòîíèòðèë 20—70 % â òå÷åíèå
15 ìèí, ïðè ñêîðîñòè ïîòîêà 1.5 ìë/ìèí. Äåòåêöèþ ïèêîâ
â õîäå õðîìàòîãðàôèè ïðîâîäèëè ïðè äëèíå âîëíû
280 íì.

Ä ë ÿ è ç ó ÷ å í è ÿ ñ â î é ñ ò â ð À Ì Ã á û ë è è ñ -
ï î ë ü ç î â à í û ñ ë å ä ó þ ù è å à í ò è ò å ë à: 1) ìîíîêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà ìûøè ê âíåêëåòî÷íîé ÷àñòè MISRII
(MIR-1, MIR-2 è MIR-3), ïîëó÷åííûå â ÔÃÓÏ «Ãîñ. ÍÈÈ
Î×Á» ÔÌÁÀ (ïîäðîáíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ñâîéñòâ äàíà
â ïðåäûäóùåé ðàáîòå — Ðàê è äð., 2017à); 2) ê àêòèâèðî-
âàííîìó ðÀÌÃ (àíòèòåëà ACMIS-1, ACMIS-3 è ACMIS-4),
õàðàêòåðèñòèêà ñâîéñòâ êîòîðûõ ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 1;
3) êîíúþãàò àíòèòåë ACMIS-4 ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Sig-
ma, ÑØÀ), à òàêæå àíòèòåëà È4, ñïåöèôè÷íûå ê Fc-ôðàã-
ìåíòó èììóíîãëîáóëèíà IgG1 ÷åëîâåêà (Ðàê è äð., 2017à).
Êðîìå òîãî, â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàíû âûñîêîî÷è-
ùåííûå ïðåïàðàòû ðàíåå ïîëó÷åííîãî õèìåðíîãî áåëêà
MISRII+Fc, ñîñòîÿùåãî èç âíåêëåòî÷íîé ÷àñòè MISRII è
Fc-ôðàãìåíòà èììóíîãëîáóëèíà IgG1 ÷åëîâåêà (Ðàê è äð.,
2017à). Èñïîëüçîâàíèå òàêîé êîíñòðóêöèè â ñî÷åòàíèè
ñ èììîáèëèçîâàííûìè íà ïëàñòèêîâîé ïîâåðõíîñòè àí-
òèòåëàìè È4 â îòëè÷èå îò ïîëíîðàçìåðíîãî ðåêîìáè-
íàíòíîãî ðåöåïòîðà ïîçâîëÿåò îáåñïå÷èòü ïðàâèëüíóþ
îðèåíòàöèþ âíåêëåòî÷íîé ÷àñòè MISRII ïðè ÈÔÀ-òåñòè-
ðîâàíèè ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè àêòèâèðîâàííîãî
ðÀÌÃ.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ò è ÷ å ñ ê î å ð à ç ä å ë å í è å á å ë ê î â
âûïîëíÿëè ïî ðàíåå îïèñàííîé ìåòîäèêå (Walker, 1994).
Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ðàçäåëÿþùèé ãåëü ñ ãðàäèåíòíîé
êîíöåíòðàöèåé àêðèëàìèäà 4—20 % è êîíöåíòðèðóþùèé
ãåëü ñ êîíöåíòðàöèåé àêðèëàìèäà 5 %. Ðåçóëüòàòû ýëåêò-
ðîôîðåçà âèçóàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíîãî
îêðàøèâàíèÿ ðàñòâîðîì Êóìàññè G-250 è ïîñëåäóþùåé
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ñúåìêè ñ ïîìîùüþ ïðèáîðà ChemiDoc Touch Imaging
System (BioRad, ÑØÀ). Â ðÿäå ñëó÷àåâ àíàëèç ðåçóëüòà-
òîâ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ Âåñòåðí-áëîòèíãà ïî ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó
(Mahmood, Yang, 2012). Äëÿ âëàæíîãî ïåðåíîñà áåëêîâ â
êàìåðå LKB Bromma Multiphor (Pharmacia, Øâåöèÿ) èñ-
ïîëüçîâàëè íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó ñ äèàìåòðîì
ïîð 0.45 ìêì. Áóôåð äëÿ ïåðåíîñà ñîäåðæàë 47.9 ìÌ
Òðèñ-HCl, 38.6 ìÌ ãëèöèíà è 20 % ìåòàíîëà. Ïåðåíîñ
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè ñèëå òîêà 350 ìÀ, ïîñëå ÷åãî
ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè â áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå (2 %
áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà â PBS) â òå÷åíèå íî÷è
ïðè 4 °Ñ. Çàòåì âíîñèëè ðàñòâîð ïåðâè÷íûõ àíòèòåë
(5 ìêã/ìë) â áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå. Ïîñëå 1-÷àñîâîé èí-
êóáàöèè è äâóêðàòíîé îòìûâêè ìåìáðàíó òàêæå â òå÷å-
íèå 1 ÷ îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì àíòèâèäîâîãî ïåðîêñè-
äàçíîãî êîíúþãàòà àíòèòåë êîçû ïðîòèâ èììóíîãëîáó-
ëèíîâ ìûøè (Sigma, ÑØÀ) ñ êîíöåíòðàöèåé 0.5 ìêã/ìë.
Ïîñëå ïðîìûâêè ìåìáðàíû è îïîëàñêèâàíèÿ äèñòèëëèðî-
âàííîé âîäîé äëÿ ïðîÿâëåíèÿ îêðàøèâàíèÿ èñïîëüçîâàëè
0.05%-íûé ðàñòâîð äèàìèíîáåíçèäèíà (Sigma, ÑØÀ) â
PBS, ñîäåðæàùåì 1 % DMSO (Sigma, ÑØÀ) è 1 % ïåðå-
êèñè âîäîðîäà (Íåâà Ðåàêòèâ, Ðîññèÿ).

Ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü à ê ò è â è ð î â à í í î ã î ð À Ì Ã ê
ñ â ÿ ç û â à í è þ ñ ð å ê î ì á è í à í ò í û ì M I S R I I âûÿâ-
ëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàíåå ðàçðàáîòàííîé òåñò-ñèñòå-
ìû ÈÔÀ, êëþ÷åâîé ñîñòàâëÿþùåé êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ ðå-
êîìáèíàíòíàÿ õèìåðíàÿ êîíñòðóêöèÿ MISRII+Fc (Ðàê è
äð., 2017á). Â òåñòå â êà÷åñòâå çàõâàòûâàþùèõ èñïîëü-
çóþòñÿ àíòèòåëà È4, êîòîðûå âíîñÿò â ëóíêè ïëàíøåòà
â êîíöåíòðàöèè 1.5 ìêã/ìë â 0.02 Ì áîðàòíîì áóôåðå,
ðÍ 8.0, è îñòàâëÿþò íà íî÷ü ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Àíòèòåëà È4 îáåñïå÷èâàþò îðèåíòàöèþ ðåöåïòîð-ñïåöè-
ôè÷åñêîé ÷àñòè õèìåðíîãî áåëêà MISRII+Fc â íàïðàâëå-
íèè ëèãàíäà. Íà ñëåäóþùåì ýòàïå àíàëèçà ïîñëå
òðåõêðàòíîé îòìûâêè â ëóíêè âíîñÿò ðàñòâîð õèìåðíîé
MISRII-ñîäåðæàùåé êîíñòðóêöèè (100 íã/ìë) è èíêóáè-
ðóþò â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. Ïðè ýòîì îáåñïå÷èâàåòñÿ
ïðàâèëüíàÿ îðèåíòàöèÿ ýêñòðàêëåòî÷íîé ÷àñòè MISRII
äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ðÀÌÃ. Äàëåå ïîñëå òðåõêðàòíîé
îòìûâêè â ëóíêè âíîñÿò ïî 100 ìêë PBS è ïî 50 ìêë ðàñ-
òâîðà èññëåäóåìûõ îáðàçöîâ ðÀÌÃ. Ïîñëå èíêóáàöèè
ïëàíøåòà â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °C íà øåéêåðå è òðåõêðàò-
íîé îòìûâêè â ëóíêè âíîñÿò ïî 100 ìêë ðàñòâîðà ïåðîê-
ñèäàçíîãî êîíúþãàòà ðÀÌÃ-ðàñïîçíàþùèõ àíòèòåë AC-
MIS-4 â PBS ñ êîíöåíòðàöèåé 0.5 ìêã/ìë. Ïîñëå 1-÷àñî-
âîé èíêóáàöèè ïðè 37 °C íà øåéêåðå è òðåõêðàòíîé
îòìûâêè ïðîÿâëåíèå è ðåãèñòðàöèþ èììóíîôåðìåíòíîé
ðåàêöèè ïðîèçâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàñòâîðà òåòðàìå-
òèëáåíçèäèíà (ÕÅÌÀ, Ðîññèÿ) è ðèäåðà äëÿ ìèêðîïëàò
MicroPlate Reader Model 680 (BioRad, ÑØÀ) ïðè äëèíå
âîëíû 450 íì.

Ï ð î ò î ÷ í ó þ ö è ò î ô ë ó î ð è ì å ò ð è þ èñïîëüçî-
âàëè äëÿ îöåíêè êëåòîê OVCAR3 íà íàëè÷èå ïîâåðõíîñò-
íîãî ìàðêåðà MISRII. Íà ïåðâîì ýòàïå àíàëèçà êëåòêè,
îáðàáîòàííûå â òå÷åíèå 30 ìèí áëîêèðóþùèì ðàñòâî-
ðîì — 10 % ñûâîðîòêè (FBS, HyClone, ÑØÀ) â PBS, èí-
êóáèðîâàëè â ðàñòâîðàõ, ñîäåðæàùèõ ðàçíûå êîíöåíò-
ðàöèè àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ, â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå. Äàëåå ïðîâîäèëè òðåõêðàòíóþ îòìûâêó
PBS è âíîñèëè ðàñòâîð àíòèòåë ACMIS-1 â áëîêèðóþùåì
ðàñòâîðå â êîíöåíòðàöèè 5 ìêã/ìë. Ïîñëå èíêóáàöèè â òå-
÷åíèå 1 ÷ êëåòêè âíîâü òðåõêðàòíî îòìûâàëè è èíêóáèðî-
âàëè â ðàñòâîðå àíòèòåë êîçû ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ

706 À. ß. Ðàê è äð.

Ðèñ. 1. Õàðàêòåðèñòèêà ñâîéñòâ àíòèòåë ãðóïïû ACMIS.

à — ýëåêòðîôîðåãðàììà îáðàçöîâ ïðåïàðàòîâ àíòèòåë (íàãðóçêà áåëêà ïî 5 ìêã íà äîðîæêó ãðàäèåíòíîãî äåíàòóðèðóþùåãî ãåëÿ). á — Âåñòåðí-áëîò
âûñîêîî÷èùåííîãî ïðåïàðàòà àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ (íàãðóçêà áåëêà ïî 1 ìêã íà äîðîæêó ãðàäèåíòíîãî äåíàòóðèðóþùåãî ãåëÿ; â êà÷åñòâå ïåðâè÷-

íûõ èñïîëüçîâàíû àíòèòåëà ACMIS-1, ACMIS-3 è ACMIS-4 ïî 5 ìêã/ìë).



ìûøè, êîíúþãèðîâàííûõ ñ FITC (Abcam, ÑØÀ) â PBS â
ðàçâåäåíèè 1 : 400, â òå÷åíèå 30 ìèí. Ïîñëå òðåõêðàòíîé
îòìûâêè PBS ïðîáû àíàëèçèðîâàëè íà ïðèáîðå Beckman
Coulter Epics XL Flow Cytometer (Beckman Coulter,
ÑØÀ).

Ý ê ñ ò ð à ê ö è þ ò î ò à ë ü í î é Ð Í Ê èç êëåòîê ëèíèè
OVCAR3 äëÿ äîêàçàòåëüñòâà ýêñïðåññèè ãåíà MisrII îñó-
ùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ TRI Reagent (Sigma, Ãåðìàíèÿ)
ïî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Äëÿ ýòîãî êëåòêè â
êóëüòóðàëüíûõ ôëàêîíàõ îòìûâàëè îò êóëüòóðàëüíîé
æèäêîñòè PBS è âíîñèëè ïî 0.75 ìë TRI Reagent ïðè
4 °Ñ. ×åðåç 5 ìèí ñîáèðàëè êëåòî÷íóþ ìàññó â ïðîáèð-
êó è äîáàâëÿëè 0.15 ìë õëîðîôîðìà, çàòåì òùàòåëüíî
âñòðÿõèâàëè è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 12 000 g â òå÷åíèå
15 ìèí ïðè 4 °Ñ. Äàëåå îòáèðàëè âåðõíþþ âîäíóþ ôàçó â
îòäåëüíóþ ïðîáèðêó, äîáàâëÿëè ê íåé 0.375 ìë èçîïðî-
ïàíîëà, âñòðÿõèâàëè è ñïóñòÿ 5 ìèí öåíòðèôóãèðîâàëè
10 ìèí ïðè 12 000 g è 4 °Ñ. Ïîñëå óäàëåíèÿ ñóïåðíàòàíòà
ê îñàäêó ÐÍÊ äîáàâëÿëè 0.75 ìë 75%-íîãî ýòàíîëà, ïåðå-
ìåøèâàëè è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 12 000 g 5 ìèí ïðè
4 °Ñ. Çàòåì ñóïåðíàòàíò óäàëÿëè, îñàäîê ÐÍÊ âûñóøèâà-
ëè íà âîçäóõå 15 ìèí è ïåðåðàñòâîðÿëè åãî â 30 ìêë î÷è-
ùåííîé âîäû. Êîíöåíòðàöèþ ÐÍÊ îïðåäåëÿëè íà ñïåê-
òðîôîòîìåòðå SmartSpec Plus (BioRad, ÑØÀ) ïðè äëèíå
âîëíû 260 íì.

Î Ò - Ï Ö Ð. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ êÄÍÊ ñ ïîìîùüþ íàáîðà
MMLV RT Kit (Åâðîãåí, Ðîññèÿ) 2 ìêã âûäåëåííîé îáùå-
êëåòî÷íîé ÐÍÊ ñìåøèâàëè ñ 1 ìêë îëèãî-dT-ïðàéìåðà,
äîâîäèëè îáúåì ðàñòâîðà î÷èùåííîé âîäîé äî 9 ìêë è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ìèí ïðè 70 °Ñ. Çàòåì äîáàâëÿ-
ëè 11 ìêë ïðåäâàðèòåëüíî ïðèãîòîâëåííîé ñìåñè, ñîäåð-
æàùåé 4 ìêë 5-êðàòíîãî áóôåðà äëÿ ñèíòåçà ïåðâîé öåïè,
2 ìêë 10 ìÌ ñìåñè äÍÒÔ, 2 ìêë ÄÒÒ è 1 ìêë MMLV-ðå-
âåðòàçû. Ïîëó÷åííóþ ñìåñü â îáúåìå 20 ìêë èíêóáèðîâà-
ëè 1 ÷ ïðè 42 °Ñ. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè íàãðåâàíèåì äî
70 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí.

Ñèíòåçèðîâàííàÿ êÄÍÊ äàëåå ñëóæèëà ìàòðèöåé
äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÎÒ-ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà High
Fidelity Polymerase Kit (Thermo Scientific, ÑØÀ). Äëÿ
àìïëèôèêàöèè ó÷àñòêà êÄÍÊ, êîäèðóþùåãî MISRII,
èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè:
5´-GAAATGCAAGGATGCCGAGACAGTG-3´ (ïðÿìîé) è
5´-GTCGTGCTGTAGGCCTGGAAG-3´ (îáðàòíûé); êîäè-
ðóþùèé â-àêòèí: 5´-GGCACCACACCTTCTACA-3´ (ïðÿ-
ìîé) è 5´-AGGAAGGCTGGAAGAGTG-3´ (îáðàòíûé).
Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü îáúåìîì 25 ìêë ñîñòîÿëà èç 0.5 ìêë
êÄÍÊ, 1 ìêë 10 ïÌ ïðÿìîãî ïðàéìåðà, 1 ìêë 10 ïÌ îá-
ðàòíîãî ïðàéìåðà, 2.5 ìêë 10-êðàòíîãî áóôåðà äëÿ ïîëè-
ìåðàçû HF, 0.1 ìêë ïîëèìåðàçû HF, 2 ìêë 10 ìÌ ñìåñè
äÍÒÔ è âîäû. Àìïëèôèêàöèþ ïðîâîäèëè â õîäå 25 öèê-
ëîâ. Ïðîäóêòû ÏÖÐ àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ÄÍÊ-ýëåêò-
ðîôîðåçà â 1.5%-íîì àãàðîçíîì ãåëå íà îñíîâå áóôåðà
ÒÂÅ, ñîäåðæàùåãî 0.1 % áðîìèñòîãî ýòèäèÿ.

Ò å ñ ò è ð î â à í è å á è î ë î ã è ÷ å ñ ê î é à ê ò è â í î -
ñ ò è à ê ò è â è ð î â à í í î ã î ð À Ì Ã ïðîâîäèëè íà êóëü-
òóðàõ êëåòîê ëèíèé NBL-7 è OVCAR3 (ATCC, ÑØÀ).
Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îöåíèâàëè, èñïîëüçóÿ íàáîð
ðåàêòèâîâ ÕÒÒ (ñîëè òåòðàçîëèÿ) (ATCC, ÑØÀ), ïî ïðî-
òîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Äëÿ ýòîãî êëåòêè ïåðâî-
íà÷àëüíî êóëüòèâèðîâàëè âî ôëàêîíàõ â ñðåäå ÄÌÅÌ,
ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè (FBS, HyClone, ÑØÀ). Íà
3—4-å ñóò ïîñëå ïåðåñåâà êëåòêè ñíèìàëè ñ ïëàñòèêà ðàñ-
òâîðîì Âåðñåíà, ñîäåðæàùèì 0.25 % õèìîòðèïñèíà (Áèî-
Ëîò, Ðîññèÿ), è ðàññåâàëè â ýòîé æå ñðåäå â 96-ëóíî÷íóþ
ïëàòó ïî 2000 íà ëóíêó â îáúåìå 100 ìêë. Ïîñëå àäãåçèè

êëåòîê ê ïëàñòèêó â ëóíêè âíîñèëè ïî 50 ìêë àêòèâèðî-
âàííîãî ðÀÌÃ â ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè (â êàæäîé êîí-
öåíòðàöèè — íå ìåíåå ÷åì â 6 ëóíîê). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ñïîíòàííîé ïðîëèôåðàöèè êëåòîê â 6 ëóíîê âíîñèëè
êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó. Åå âíîñèëè òàêæå â ëóíêè áåç êëå-
òîê (150 ìêë) äëÿ îïðåäåëåíèÿ ôîíà. Ïëàòó èíêóáèðîâàëè
â ÑÎ2-èíêóáàòîðå â òå÷åíèå 4—5 ñóò. Ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü êóëüòèâèðîâàíèÿ çàâèñåëà îò ñêîðîñòè îáðàçîâàíèÿ
ìîíîñëîÿ êëåòîê â êîíòðîëüíûõ ëóíêàõ ñî ñïîíòàííîé
ïðîëèôåðàöèåé êëåòîê. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðåêðàùàëè,
êîãäà ìîíîñëîé ñîñòàâëÿë îêîëî 90 %. Çàòåì ïðèãîòàâëè-
âàëè ðàñòâîð àêòèâèðîâàííîãî ÕÒÒ, ñìåøèâàÿ 100 ìêë
àêòèâèðóþùåãî ðàñòâîðà è 5 ìë ðàñòâîðà ÕÒÒ, è âíîñèëè
åãî â ëóíêè ïî 50 ìêë. Ïîñëå 4-÷àñîâîé èíêóáàöèè â
ÑÎ2-èíêóáàòîðå ðåãèñòðàöèþ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðî-
èçâîäèëè íà ïëàíøåòíîì ðèäåðå Victor (Perkin Elmer,
ÑØÀ) ïðè äëèíå âîëíû 490 íì.

Ðåçóëüòàòû

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à â û ñ î ê î î ÷ è ù å í í û õ ï ð å -
ï à ð à ò î â à ê ò è â è ð î â à í í î ã î ð À Ì Ã. Âûñîêîî÷è-
ùåííûå ïðåïàðàòû ãîðìîíà áûëè ïîëó÷åíû èç êóëüòóðàëü-
íîé æèäêîñòè êëåòîê-ïðîäóöåíòîâ ëèíèè ÑÍÎ øòàììà
CHO-MIS#26, êîòîðóþ ñíà÷àëà ïîäâåðãàëè ïðåäâà-
ðèòåëüíîé î÷èñòêå ìåòîäîì àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè
íà èììóíîñîðáåíòå ñ èììîáèëèçîâàííûìè àíòèòåëàìè
ACMIS-1. Çàòåì ãîðìîí âûäåëÿëè èç ïîëó÷åííîé ñóá-
ñòàíöèè ñ ïîìîùüþ îáðàùåííî-ôàçîâîé õðîìàòîãðàôèè.
Ýëåêòðîôîðåãðàììà îáðàçöîâ òðåõ î÷èùåííûõ ïðåïàðà-
òîâ ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 2, á. Ïèêè, ñîîòâåòñòâóþùèå
Ñ-êîíöåâîìó äèìåðó ðÀÌÃ (ðèñ. 2, à), ñîáèðàëè, çàòåì
ïðîâîäèëè äèàëèç ïðîòèâ ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà
(ðÍ 5.5) è èññëåäîâàëè ïîñðåäñòâîì Âåñòåðí-áëîò-àíàëè-
çà (ðèñ. 2, â). Êðîìå òîãî, ïðåïàðàòû áûëè èäåíòèôèöèðî-
âàíû ñ ïîìîùüþ ÈÔÀ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàíåå ïîëó÷åí-
íûõ àíòèòåë è ðàçðàáîòàííûõ íà èõ îñíîâå òåñò-ñèñòåì
(Ðàê è äð., 2017á).

Ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü à ê ò è â è ð î â à í í î ã î ð À Ì Ã ê
â ç à è ì î ä å é ñ ò â è þ ñ ð å ê î ì á è í à í ò í û ì M I S R I I.
Èììóíîôåðìåíòíîå èññëåäîâàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ ïîçâî-
ëèëî îöåíèòü ñïîñîáíîñòü î÷èùåííîãî ãîðìîíà ê ñïåöè-
ôè÷åñêîìó ñâÿçûâàíèþ ñ ðåöåïòîðîì è ñòåïåíü àôôèí-
íîñòè ýòîãî ñâÿçûâàíèÿ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîëó÷åííûé
àêòèâèðîâàííûé ðÀÌÃ àêòèâíî âçàèìîäåéñòâóåò ñ âíå-
êëåòî÷íîé ÷àñòüþ MISRII â ñîñòàâå õèìåðíîé êîíñòðóê-
öèè MISRII+Fc (ðèñ. 3, à). Ðàñ÷åò êîíñòàíòû àññîöèàöèè
ëèãàíäà ñ ðåöåïòîðîì ïî ìåòîäó Ñêýò÷àðäà ïîêàçàë, ÷òî
çíà÷åíèå ýòîãî ïîêàçàòåëÿ ñîñòàâëÿåò 4 ± 0.32 · 1010 íÌ–1.
Ïðè ýòîì èíòåíñèâíîñòü ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäà ñ âíåêëå-
òî÷íîé ÷àñòüþ ðåöåïòîðà ñóùåñòâåííî ñíèæàëàñü â ïðè-
ñóòñòâèè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë MIR-1, MIR-2 è
MIR-3 ïðîòèâ MISRII (ðèñ. 3, á).

Ö è ò î ò î ê ñ è ÷ å ñ ê î å ä å é ñ ò â è å à ê ò è â è ð î â à í -
í î ã î ð À Ì Ã â î ò í î ø å í è è ê ë å ò î ê ë è í è è
N B L - 7. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî àêòèâèðîâàííûé ðÀÌÃ
âûçûâàåò äîçîçàâèñèìîå ñíèæåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè
êëåòîê NBL-7 (ðèñ. 4, à). Ïðè ýòîì äîáàâëåíèå ìîíîêëî-
íàëüíûõ àíòèòåë MIR-1 èëè MIR-3, ñïåöèôè÷íûõ ê âíå-
êëåòî÷íîé ÷àñòè MISRII, â êóëüòóðàëüíóþ æèäêîñòü ýòèõ
êëåòîê ëèíèè ïðè òåñòèðîâàíèè áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè ðÀÌÃ óãíåòàëî öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ãîðìîíà
(ðèñ. 4, á). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ìîíîêëîíàëüíîå àíòè-
òåëî ACMIS-3, ñïåöèôè÷íîå ê àêòèâèðîâàííîìó ðÀÌÃ
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708 À. ß. Ðàê è äð.

Ðèñ. 2. Õàðàêòåðèñòèêà âûñîêîî÷èùåííûõ ïðåïàðàòîâ àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ.

à — õðîìàòîãðàììà ïðåïàðàòà àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ, î÷èùåííîãî ìåòîäîì îáðàùåííî-ôàçîâîé õðîìàòîãðàôèè. á — ýëåêòðîôîðåãðàììà îáðàçöîâ
òðåõ ðàçëè÷íûõ âûñîêîî÷èùåííûõ ïðåïàðàòîâ àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ (íàãðóçêà áåëêà ïî 5 ìêã íà äîðîæêó ãðàäèåíòíîãî äåíàòóðèðóþùåãî ãåëÿ).
â — Âåñòåðí-áëîò îáðàçöîâ òðåõ ðàçëè÷íûõ âûñîêîî÷èùåííûõ ïðåïàðàòîâ àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ (íàãðóçêà áåëêà ïî 1 ìêã íà äîðîæêó ãðàäèåíòíî-

ãî äåíàòóðèðóþùåãî ãåëÿ, â êà÷åñòâå ïåðâè÷íûõ èñïîëüçîâàíû àíòèòåëà ACMIS-1, 5 ìêã/ìë).

Ðèñ. 3. Âçàèìîäåéñòâèå àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ ñ õèìåðíûì áåëêîì MISRII+Fc.

à — çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ñâÿçûâàíèÿ àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ ñ âíåêëåòî÷íîé ÷àñòüþ MISRII îò êîíöåíòðàöèè ðÀÌÃ. á — äîçîçàâèñèìîå ïî-
äàâëåíèå ñâÿçûâàíèÿ àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ ñ âíåêëåòî÷íîé ÷àñòüþ MISRII àíòèòåëàìè ãðóïïû MIR, ïðèñóòñòâóþùèìè â ïðîáàõ. OD450 — îïòè÷å-

ñêàÿ ïëîòíîñòü ïðè äëèíå âîëíû 450 íì.



è áëîêèðóþùåå ñâÿçûâàíèå ãîðìîíà ñ âíåêëåòî÷íîé
÷àñòüþ MISRII â ñîñòàâå õèìåðíîãî áåëêà MISRII+Fc,
òàêæå ïîäàâëÿëî öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå àêòèâèðîâàí-
íîãî ðÀÌÃ (ðèñ. 4, â).

Ö è ò î ò î ê ñ è ÷ å ñ ê î å ä å é ñ ò â è å à ê ò è â è ð î -
â à í í î ã î ð À Ì Ã â î ò í î ø å í è è ê ë å ò î ê ë è í è è
O V C A R 3. Ýòè êëåòêè ïðîèñõîäÿò èç àäåíîêàðöèíîìû
ÿè÷íèêà ÷åëîâåêà. Î íàëè÷èè ýêñïðåññèè â íèõ MISRII
ñâèäåòåëüñòâóþò ðåçóëüòàòû êàê ÏÖÐ-àíàëèçà (ðèñ. 5, à),
òàê è ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè (ðèñ. 5, á). Â ïîñëåä-
íåì ñëó÷àå êëåòêè îáðàáàòûâàëè ñíà÷àëà ðàñòâîðîì àêòè-
âèðîâàííîãî ðÀÌÃ, äàëåå — ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòå-
ëàìè ACMIS-1 ïðîòèâ ãîðìîíà, à çàòåì — àíòèâèäîâûì
êîíúþãàòîì àíòèòåë êîçû ñ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì
FITC. Âçàèìîäåéñòâèå àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ ñ MISRII,
ëîêàëèçîâàííûì íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê, áûëî îáíàðóæå-
íî è ïðè òåñòèðîâàíèè öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè ãîð-
ìîíà. Ïîêàçàíî, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê OVCAR3 â
ïðèñóòñòâèè àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ ïðèâîäèò ê äîçîçà-
âèñèìîìó èíãèáèðîâàíèþ ðîñòà êóëüòóðû (ðèñ. 5, â).

Îáñóæäåíèå

Â ðàáîòàõ, ïîñâÿùåííûõ ðàçðàáîòêå òåõíîëîãèè âû-
äåëåíèÿ ïîëíîðàçìåðíîãî ðÀÌÃ èç êóëüòóðàëüíîé æèä-
êîñòè êëåòîê-ïðîäóöåíòîâ, ÷àùå âñåãî èñïîëüçóþòñÿ òà-

êèå ïîäõîäû, êàê àíèîí- èëè êàòèîíîáìåííàÿ è èììóíî-
àôôèííàÿ õðîìàòîãðàôèÿ (Cate et al., 1990; Ragin et al.,
1992; Donahoe et al., 2003). Çàòåì äëÿ ïîëó÷åíèÿ àêòèâè-
ðîâàííîãî ðÀÌÃ ïðåïàðàòû ïîëíîðàçìåðíîãî ãîðìîíà
îáû÷íî ïîäâåðãàþò îáðàáîòêå ïëàçìèíîì (ôåðìåíòîì,
ðàñùåïëÿþùèì ìîëåêóëó ÀÌÃ ïî ñàéòó ñïåöèôè÷åñêîãî
ïðîòåîëèçà), ïîñëå ÷åãî ñ ïîìîùüþ ëåêòèí-àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèè âûäåëÿþò èç ïðîá ôðàêöèþ Ñ-êîíöåâîãî
ôðàãìåíòà ðÀÌÃ (Lorenzo et al., 2002). Â íàñòîÿùåé ðàáî-
òå ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ áèîëîãè÷åñêè àêòèâ-
íûõ âûñîêîî÷èùåííûõ ïðåïàðàòîâ àêòèâèðîâàííîãî
ðÀÌÃ ÷åëîâåêà áîëåå ïðîñòûì ñïîñîáîì, íåïîñðåäñòâåí-
íî èç êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè ñ ïîìîùüþ ñî÷åòàíèÿ òåõ-
íèê èììóíîàôôèííîé è îáðàùåííî-ôàçîâîé õðîìàòîãðà-
ôèè. Ãîìîãåííîñòü è âûñîêàÿ ñòåïåíü î÷èñòêè (98 %) ïî-
ëó÷åííûõ ïî ðàíåå ðàçðàáîòàííîé òåõíîëîãèè (Ðàê è äð.,
2017á) ïðåïàðàòîâ àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ áûëè óñòàíîâ-
ëåíû íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî è
õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî àíàëèçà (ðèñ. 2, à, á).

Ïî ïîëó÷åííûì íàìè äàííûì, î÷èùåííûé ãîðìîí
îáëàäàåò âûñîêîé ñòåïåíüþ ñïåöèôè÷íîñòè ê ðåöåïòî-
ðó MISRII, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò ðåçóëüòàòû ÈÔÀ,
îïðåäåëÿþùåãî åãî ñâÿçûâàíèå ñ âíåêëåòî÷íîé ÷àñòüþ
MISRII â ñîñòàâå ðåêîìáèíàíòíîé õèìåðíîé êîíñòðóêöèè
MISRII+Fc (ðèñ. 3, à).

Ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû ñâèäåòåëüñòâóþò î
íàëè÷èè ó àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ áèîëîãè÷åñêîé àê-
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Ðèñ. 4. Öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå àêòèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ â îòíîøåíèè êëåòîê ëèíèè NBL-7 ïî äàííûì òåñòèðîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ
ðåàêòèâà ÕÒÒ.

à — äîçîçàâèñèìîå èíãèáèðîâàíèå ðîñòà (ÈÐ) êóëüòóðû êëåòîê ëèíèè NBL-7 àêòèâèðîâàííûì ðÀÌÃ. á, â — ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè ðÀÌÃ-èíäó-
öèðîâàííîãî ïîäàâëåíèÿ ðîñòà êóëüòóðû êëåòîê ëèíèè NBL-7, âûçâàííîå äîáàâëåíèåì â êóëüòóðàëüíóþ æèäêîñòü àíòèòåë MIR-1 èëè MIR-3 (á) èëè

ACMIS-3 (â).



òèâíîñòè, êîòîðàÿ ïðîÿâëÿåòñÿ â åãî ñïîñîáíîñòè äî-
çîçàâèñèìî ïîäàâëÿòü ðîñò MISRII-ïîçèòèâíûõ êëåòîê
ëèíèé OVCAR3 è NBL-7 (ðèñ. 4, à; 5, â). Ïðèñóòñòâèå ðå-
öåïòîðîâ MISRII íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ýòèõ ëèíèé áûëî
ïîêàçàíî ìåòîäàìè ÎÒ-ÏÖÐ è ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðè-
ìåòðèè (ðèñ. 5, à, á), à ôàêò ëèãàíä-ðåöåïòîðíîãî âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ïîäòâåðæäàåòñÿ òåñòîì ñ èñïîëüçîâàíèåì
àíòè-MISRII àíòèòåë, äîáàâëåíèå êîòîðûõ â ñèñòåìó
«êëåòêè—àêòèâèðîâàííûé ðÀÌÃ» ïðèâîäèò ê ïîäàâëå-
íèþ ãîðìîíîïîñðåäîâàííîé öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòè.

Òàêèì îáðàçîì, íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ
ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î íàëè÷èè ó âûñîêîî÷èùåííîãî àê-
òèâèðîâàííîãî ðÀÌÃ öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Ýòè
äàííûå ìîãóò ëå÷ü â îñíîâó ðàçðàáîòêè ïåðâûõ îòå÷åñò-
âåííûõ ïðåïàðàòîâ êàê äëÿ äèàãíîñòèêè è ëå÷åíèÿ íå-
êîòîðûõ âèäîâ çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé, êëåò-
êè êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ MISRII-ïîçèòèâíûìè, òàê è äëÿ àä-
ðåñíîé äîñòàâêè ê íèì öèòîñòàòèêîâ â êîìïëåêñå ñ
àêòèâèðîâàííûì ðÀÌÃ. Â ïðîäîëæåíèå äàííîãî èññëå-
äîâàíèÿ ïëàíèðóþòñÿ èçó÷åíèå ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóê-
òóðû ëèãàíä-ðåöåïòîðíîãî êîìïëåêñà àêòèâèðîâàííîãî
ðÀÌÃ è MISRII, èçó÷åíèå ñèãíàëüíîãî ïóòè äëÿ ðåà-
ëèçàöèè öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ðÀÌÃ, à òàêæå ïðî-

âåäåíèå äîêëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé äåéñòâèÿ ðåêîìáè-
íàíòíîãî ãîðìîíà íà êñåíîãðàôòû îïóõîëåâûõ êëåòîê,
òðàíñïëàíòèðîâàííûõ ìûøàì ëèíèè nude.
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CYTOTOXIC ACTIVITY OF THE HUMAN ACTIVATED RECOMBINANT ANTI-MULLERIAN

HORMONE AS A BASIS FOR THE NEW DRUG DEVELOPMENT

A. Ya. Rak,1, 2, * A. V. Trofimov,1 N. V. Pigareva, A. S. Simbirtsev,1 A. M. Ishchenko1
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Here, the antineoplastic activity of human activated recombinant anti-mullerian hormone (rAMH) against
the cells of the NBL-7 and OVCAR3 lines was studied. It is shown that the hormone contained in the highly pu-
rified preparations not only has the ability to bind to the recombinant type II receptor (MISRII), but also has a
cytotoxic effect on MISRII-positive cells. The data obtained can form the basis for the development of the first
domestic antineoplastic activated rAMH-based drug.

K e y w o r d s: anti-mullerian hormone, AMH, antineoplastic activity, apoptosis, cytotoxicity, recombinant
protein
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