НАЦІОНАЛЬНА АКАДЕМІЯ НАУК УКРАЇНИ
ІНСТИТУТ БІОХІМІЇ ім. О.В. ПАЛЛАДІНА НАН УКРАЇНИ

Моноклональні та рекомбінантні антитіла для експериментальної біології, медицини і ветеринарії
РЕФЕРАТ
Луговськой Едуард Віталійович 
член-кореспондент НАН України, доктор біологічних наук, професор, завідувач відділу структури та функцій білка Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України

Колибо Денис Володимирович  
доктор біологічних наук, головний науковий співробітник відділу молекулярної імунології Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України

Колеснікова Ірина Миколаївна  
кандидат біологічних наук, старший науковий співробітник відділу структури та функцій білка Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України

Олійник Олена Сергіївна 
кандидат біологічних наук, старший науковий співробітник відділу молекулярної імунології Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України

Костюченко Олена Петрівна 
молодший науковий співробітник відділу структури та функцій білка Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України

Глузман Данило Фішелевич  
доктор медичних наук, професор, завідувач відділом імуноцитохімії та онкогематології Інституту експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН України
Сидоренко Світлана Павлівна  
член-кореспондент НАН України, доктор біологічних наук, професор, в.о. завідувача відділу регуляторних механізмів клітини Інституту експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН України

Скляренко Лілія Михайлівна 
доктор медичних наук, провідний науковий співробітник відділу імуноцитохімії та онкогематології Інституту експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН України

Шлапацька Лариса Миколаївна  
кандидат біологічних наук, старший науковий співробітник відділу регуляторних механізмів клітини Інституту експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН України

Київ – 2015
РЕФЕРАТ

Моноклональні антитіла (монАТ) – моноспецифічні та однакові по структурі антитіла (імуноглобуліни). МонАТ синтезуються та секретуються однаковими за специфічністю гібридомними клітинами, що походять від однієї клітини-попередника, яка створюється злиттям злоякісної мієломної та антитіло-продукуючої клітини (В лімфоцита). Створення гібридом – продуцентів монАТ – є одним із найвидатніших винаходів в експериментальній біології, за який у 1984 році Georges Kohler та Cesar Milstein отримали Нобелівську премію. Було отримано безлімітний ресурс унікальних реагентів для аналізу молекулярних механізмів, які лежать в основі функціонування клітин в нормі і при патології.
Перші роботи по одержанню і використанню монАТ в Україні і, можливо, в СРСР було розпочато у 1980-1981 роках у відділі молекулярної імунології Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна АН УРСР групою вчених під керівництвом С.В. Комісаренка. Трохи пізніше, незалежно і паралельно, отримання та використання монАТ почалося в Інституті експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН України під керівництвом Д.Ф. Глузмана та С.П. Сидоренко. Ці два Інститути були в Україні піонерами створення та впровадження монАТ. Від 2003 р. в Інституті біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України під керівництвом С.В Комісаренка також отримують рекомбінантні одноланцюгові антитіла, які створені генно-інженерними методами об’єднанням генів для варіабельних доменів важкого і легкого ланцюгів імуноглобулінів. 

Представлена робота містить узагальнені результати багаторічних досліджень щодо отримання, характеристики та впровадження моноклональних і рекомбінантних антитіл для фундаментальних досліджень та створення на їх основі діагностичних засобів. Використання імуноцитохімічних методів і вітчизняних монАТ у діагностиці захворювань крім соціального значення, дає великий економічний ефект заощадженням коштів на придбання реагентів зарубіжного виробництва. 

Мета роботи полягала в одержанні та впровадженні в наукові дослідження і практику моноклональних і рекомбінантних антитіл.
Наукова новизна: Вперше в Україні було впроваджено гібридомну технологію і отримані перші вітчизняні монАТ до різних антигенів, зокрема - фібриногену, фібрину та їх фрагментів, а також до антигенів лейкоцитів людини. Створено першу і єдину на даний час в Україні бібліотеку рекомбінантних scFv-антитіл людини. З’ясовано тонкі механізми утворення тривимірної сітки фібрину – каркасу тромбу та ідентифіковано та охарактеризовано нові антигени лейкоцитів людини. Отримано наукові дані, важливі для створення нової унітарної моделі гемопоезу і уточнення сучасної класифікації гемобластозів.
Практична значимість: Розроблено і адаптовано для масштабного виробництва тест-системи кількісного визначення вмісту фібриногену, розчинного фібрину та D-димеру в плазмі крові людини. Запропоновано нові імунохімічні тест-системи для виявлення дифтерійного токсину і антитіл проти нього в сироватці крові людини. Отриманий химерний протеїн, що містить послідовності білків MPT63 та MPT83 мікобактерій, використано для створення високоефективного діагностикуму туберкульозу великої рогатої худоби. Створено першу вітчизняну панель монАТ для наукових, лабораторних та діагностичних досліджень, на яку отримано Свідоцтво про державну реєстрацію та ліцензію на використання в Україні. Розроблено і впроваджено в клінічну практику алгоритми імуноцитохімічної діагностики лейкозів і метастатичних уражень лімфатичних вузлів. Використання імуноцитохімічних методів і вітчизняних монАТ у діагностиці захворювань, крім соціального значення, дає великий економічний ефект за рахунок заощадження значних коштів для придбання реагентів зарубіжного виробництва.
Колективом авторів Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України вперше було показано, що N-кінцевий фрагмент Bβ12-46 ланцюга фібриногену містить сайт полімеризації (сайт "С"), який функціонує до відщеплення фібринопептида В і одночасно з сайтом "A" (Аα17-19) бере участь у формуванні протофібрил фібрину. Показано, що епітоп монАТ FnI-3c і сайт латеральної асоціації локалізовані в 126-135 частині ділянки Вβ-ланцюга молекули фібрину. Вперше встановлено, що відщеплення фібринопептидів А тромбіном призводить до структурної перебудови в 121-138 ділянці Вβ-ланцюга суперспіральної області молекули, що призводить до утворення неоантигенної детермінанти та сайту, який бере участь у латеральній асоціації протофібрил. 

Отримано ряд монАТ до αС-регіону молекули фібрин(оген)у. Показано, що αС-регіони зв’язані з фібринопептидами В (FpB) в молекулах фібриногену та мономерного і полімерного фібрину desA і відходять від остова молекули після відщеплення FpB тромбіном. З’ясовано, що в αС-регіоні знаходяться сайти, які беруть участь у процесі полімеризації фібрину (Рис. 1).
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Рис. 1. Структурна схема молекули фібриногену із позначенням локалізації важливих епітопів, що розпізнаються різними моноклональними антитілами
Основним практичним результатом досліджень стала розробка унікальних імунологічних тест-систем, які не поступаються найкращім світовим аналогам за чутливістю і специфічністю або перевищують їх. Вперше в Україні розроблено і адаптовано для масштабного виробництва імунодіагностичні тест-системи для кількісного визначення вмісту фібриногену, розчинного фібрину та D-димеру в плазмі крові людини: «DIA-фібриноген» «DIA-фібрин розчинний» і «DІA-D-димер». Адаптація до умов масштабного виробництва розроблених тест-систем проведено на базі ЧАО НПК «Діапроф Мед» (Україна, Київ). Апробація тест-систем в провідних медичних установах України дозволила визначити оптимальний набір тестів, що дозволяє діагностувати загрозу тромбоутворення та контролювати ефективність антитромботичної терапії при патології серцево-судинної системи, запальних процесах, хірургічних втручаннях та в акушерській практиці. Зазначені тест-системи мають високу чутливість та специфічність. 
Для діагностики захворювань системи гемостазу та загрози тромбутворення, а також для моніторингу ефективності лікування важливе значення має кількісне визначення в плазмі крові молекулярних маркерів, які характеризують стан даної системи. Одним із таких маркерів є фізіологічний антикоагулянт – протеїн С. Патологічна активація системи зсідання крові призводить до різкого зниження вмісту протеїну С в плазмі крові, що свідчить про ймовірність ризику розвитку тромбозу.

З огляду на зазначене виникає питання про створення тест-системи для визначення в плазмі крові вмісту та фізіологічної активності протеїну С. В 2013-2014 рр. було визначено фрагменти амінокислотної послідовності в молекулі протеїну С, які можуть бути його специфічними епітопами, та синтезовано пептид, що імітує одну з цих послідовностей. Даний пептид було кон’юговано з різними білками-носіями. Кон’югати було використано для імунізації мишей. Отримано гібридоми, які синтезують високоафінні та специфічні до протеїну С моноклональні антитіла, а також отримано бібліотеку рекомбінантних антитіл. Моноклональні та рекомбінантні антитіла будуть використані для розробки імуноферментного методу визначення концентрації протеїну С в плазмі крові людини. 
В результаті виконання роботи в Інституті біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України створено першу і єдину на даний час в Україні бібліотеку рекомбінантних scFv-антитіл людини. Одержана бібліотека містить понад мільярд клонів-продуцентів рекомбінантних антитіл різної специфічності і є як джерелом для одержання рекомбінантних антитіл людини до необхідних антигенів, так і моделлю для вивчення особливостей формування репертуару антитіл в ході імунної відповіді. Створення такої бібліотеки в Україні є підґрунтям для розвитку технології рекомбінантних антитіл в нашій державі та розкриває нові можливості у біотехнології антитіл, в першу чергу - дизайну новітніх терапевтичних та діагностичних засобів на основі монАТ. Було також сконструйовано ряд імунних бібліотек scFv-антитіл миші, з яких виділено рекомбінантні антитіла до низки діагностично-важливих антигенів і молекулярних маркерів патологічних станів. Зокрема, вперше одержано рекомбінантні токсин-нейтралізуючі scFv-антитіла проти дифтерійного токсину та scFv-антитіла до рецептора дифтерійного токсину, ростового фактору росту – HB-EGF, що залучений до регуляції низки фізіологічних та патологічних процесів. Отримано низку важливих для використання рекомбінантних білків: окремі субодиниці дифтерійного токсину, химерні флуоресцентні похідні субодиниці В дифтерійного токсину, розчинну форму рецептору дифтерійного токсину фактору росту – HB-EGF, функціональний фрагмент білка А золотистого стафілококу, антигени збудника туберкульозу МРВ63 та МРВ83 тощо. 
Розроблені методи для виявлення дифтерійного токсину і антитоксичних антитіл в сироватках крові людей, а також для диференційної оцінки рівня антитіл до різних субодиниць токсину були застосовані для створення відповідних діагностичних тест-систем, які мають потенціальну можливість виходу на світові ринки, що було продемонстровано відповідними маркетинговими дослідженнями. 
За допомогою одержаних монАТ був ідентифікований антиген MPT83 мікобактерій, важливий для діагностики туберкульозу людини, а також його аналог у збудника туберкульозу бичачого типу (MPB83). Використання рекомбінантного аналогу MPB83 разом з антигеном МРВ63 було покладено в основу методу серологічної діагностики туберкульозу. Доведено можливість використання одержаних рекомбінантних антигенів збудника туберкульозу MPT63 та MPT83 для популяційної діагностики туберкульозу великої рогатої худоби. Отримано химерний білок, що містить послідовності білків MPT63 та MPT83 та доведено переваги його використання в порівнянні з окремими білками для діагностики туберкульозу. Отримані рекомбінантні аналоги антигенів мікобактерій були використані у розробці протитуберкульозної тест-системи. Розроблена тест-система для діагностування туберкульозу великої рогатої худоби поряд з туберкулінодіагностикою дозволяє значно підвищити ефективність діагностування (Рис. 2).
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Рис. 2. Тест-набори для визначення антитіл до антигенів збудників дифтерії (а) та туберкульозу великої рогатої худоби (б)

В Інституті експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН України завдяки отриманню монАТ до унікальних антигенів лімфоцитів людини було започатковано наукові дослідження по ідентифікації цих антигенів, вивченню їх експресії та функцій, а також сигнальних каскадів клітин, що регулюють різні програми життєдіяльності клітин. Колективу авторів цього Інституту належить пріоритет у відкритті клітинного рецептору CD150/IPO-3/SLAM, вивченні його структури, експресії та функцій, а також ідентифікації нового сигнального мотиву ITSM. В результаті багатовекторних та комплексних досліджень була отримана цілісна картина структури, експресії та функцій CD150, а також CD150-опосередкованих сигнальних каскадів в нормальних та злоякісно трансформованих Т- і В-клітинах людини (Рис. 3). 
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В 2014 р. було показано, що CD150 експресований в пухлинах центральної нервової системи і може слугувати діагностичним маркером та потенційною мішенню для спрямованої терапії цих новоутворень.
Було також отримано монАТ ІРО-4, що розпізнає антиген, через який можна ініціювати запрограмовану смерть клітин, або апоптоз. В 1993 році в Бостоні на V Міжнародній Робочій Нараді по антигенам диференціювання лейкоцитів цей антиген отримав міжнародну номенклатуру CD95.

МонАТ ІРО-4 (IgM) індукує апоптоз клітин без лігації вторинними антитілами і має найвищу аффінність до CD95 серед антитіл, що були досліджені в рамках Міжнародних Робочих Нарад. До маркерів, що експресовані на всіх активних стадіях клітинного циклу, належить ІРО-38 антиген, монАТ до якого було отримано в Інституті експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН України. На відміну від Кі-67, ІРО-38 експресований на всіх активних стадіях клітинного циклу, крім G0, а також виявлений в ранній G1 фазі клітинного циклу, і тому показники експресії цього антигену є вищими за Кі-67. Нами показана важливість визначення цього маркера не тільки для оцінки відсотку проліферуючих клітин, але також його діагностична та прогностична цінність при злоякісних лімфопроліферативних захворюваннях, раку молочної залози, раку шлунка і пухлин центральної нервової системи.


В Інституті експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН України створено широку панель монАТ для наукових, лабораторних та діагностичних досліджень. Низку монАТ захищено авторськими свідоцтвами та визнано як референтні антитіла для кластерів диференціювання. Ці монАТ після завершення технічних, пре-клінічних та клінічних випробувань було внесено до Державного реєстру медичної техніки та виробів медичного призначення України і дозволено для застосування в медичній практиці. Державною службою України з лікарських засобів 09.12.2011 було видано Свідоцтво про державну реєстрацію №11072/2011 на “Антитіла моноклональні ТУ У 24.4-05416946-002:2011”. Ці монАТ складають основу для тест-систем для оцінки імунологічного статусу, диференційної діагностики лейкозів та лімфом, діагностики різних гістологічних варіантів злоякісних новоутворень, а також проведення наукових досліджень. Наказом Державної служби України з лікарських засобів від 14.12.2012 р. № 1050 розробку внесено до державного реєстру медичної техніки та виробів медичного призначення і дозволено для застосування на території України (ліцензія MD № 033900), строк дії свідоцтва необмежений.

Авторами в панель гістогенетичних маркерів введено антигени, для визначення яких використовуються нові вітчизняні монАТ. Завдяки цьому в Інституті експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН України вперше в Україні була здійснена уточнена діагностика В-клітинного хронічного лімфолейкозу, В-пролімфоцитарного і волосатоклітинного лейкозу, основних форм неходжкінських лімфом із зрілих периферичних В-лімфоцитів на ранніх стадіях лейкемізації процесу (фолікулярної лімфоми, лімфоїдних пухлин із клітин мантійної і маргінальної зони, лімфоплазмоцитарної, дифузної В-великоклітинної). Розроблено і впроваджено в клінічну практику алгоритми імуноцитохімічної діагностики гострих лейкозів мієлоїдного і лімфоїдного походження, мієлоїдних новоутворень і мієлодиспластичних синдромів (передлейкозів), різних форм лімфопроліферативних захворювань В-, Т- і НК-клітинної природи (Рис. 4).

Вперше була здійснена уточнена діагностика Т-клітинного пролімфоцитарного лейкоза, лейкоза з великих грануловмісних лімфоцитів, агресивного НК-клітинного лейкоза. Одержано принципово нові наукові дані при вивченні мієлодиспластичних синдромів (передлейкозів) і мієлоїдних новоутворень – хронічного мієлолейкоза, первинного мієлофіброза, есенціальної тромбоцитопенії. Підтверджено концепцію про існування динамічного компартменту лейкемічних стовбурових клітин при прогресуванні хронічного мієлолейкоза від хронічної фази захворювання до бластної кризи.
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Рис. 4. Вітчизняні моноклональні антитіла в діагностиці злоякісних новоутворень різного гістогенезу. А – бластний криз хронічного мієлолейкозу, Б – лейкемізація В-клітинної неходжкінської злоякісної лімфоми, В – хронічний лімфолейкоз, Г – метастаз раку підшлункової залози в кістковий мозок, Д – неходжкінська злоякісна лімфома, Є – рак шлунка.

Проведення масштабних досліджень у хворих з широким спектром пухлинних захворювань кровотворної і лімфоїдної тканин дало можливість отримати нові наукові дані, важливі для створення нової унітарної моделі гемопоезу і уточнення сучасної класифікації гемобластозів. Підтверджено, що в оновленому вигляді схема кровотворення, крім класу поліпотентних гемопоетичних стовбурових клітин, повинна включати клас мультипотентних клітин-попередників, які, проходячи функціонально незворотні стадії дозрівання, дають початок оліголінійним клітинам-попередникам.


З урахуванням результатів багатопланових досліджень сформульовані теоретичні основи і принципи використання імуноцитохімічних досліджень в онкоморфології, зокрема, для ранньої діагностики метастазів рака та інших форм злоякісних пухлин в лімфатичних вузлах, кісткового мозку, ексудатах із серозних порожнин. Імуноцитохімічні методи були апробовані і широко використовуються в діагностичних дослідженнях у хворих з різних областей України. У сформованій на базі Інституту експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН України Референтній лабораторії у 2500-3000 пацієнтів (дорослих і дітей) з різними формами пухлинних захворювань кровотворної та лімфоїдної тканин щорічно виконуються сучасні діагностичні дослідження з використанням моноклональних антитіл.
В результаті виконання роботи одержано принципово нові фундаментальні дані щодо імунохімічного дослідження системи фібриноген–фібрин за допомогою монАТ до існуючих та неоантигенних детермінант фібрин(оген)у; дослідження антигенів мікроорганізмів, зокрема мікобактерій; ідентифікації та вивчення структури та функцій нових антигенів лейкоцитів людини; використання монАТ в онкології для виявлення гістогенетичних та пухлино-асоційованих антигенів, діагностики різних форм раку, а також лейкозів мієлоїдного і лімфоїдного походження.

Висновки 

Робота містить узагальнені результати багаторічних досліджень, спрямованих на отримання, аналіз, характеристику та на впровадження моноклональних і рекомбінантних антитіл. як для фундаментальних досліджень, так і на створення на їх основі діагностичних засобів. Зокрема:

1. Вперше в Україні було впроваджено гібридомну технологію, завдяки якій отримані перші вітчизняні монАТ до ряду протеїнів, пептидів та нових поверхневих рецепторів клітин. 
2. Вперше в Україні та СНД отримано моноклональні антитіла до фібриногену/фібрину. На їх основі отримано нову інформацію про механізми формування фібринового каркасу тромбу; розроблено і адаптовано до масштабного виробництва тест-системи кількісного визначення вмісту фібриногену, розчинного фібрину та D-димеру фібрину в плазмі крові людини. Апробація тест-систем в медичних закладах показала можливість своєчасного виявлення загрози тромбоутворення та контролю ефективності антитромботичної терапії. 

3. Створено першу і єдину на даний час в Україні бібліотеку рекомбінантних scFv-антитіл людини, що є джерелом для одержання рекомбінантних антитіл людини до потрібних антигенів та моделлю для вивчення особливостей формування репертуару антитіл при розвитку імунної відповіді. Запропоновано нові імунохімічні тест-системи для виявлення дифтерійного токсину та визначення антитіл до антигенів збудників дифтерії людини та туберкульозу великої рогатої худоби.

4. Створено першу вітчизняну панель моноклональних антитіл для медико-біологічних досліджень. Проведена комплектація наборів моноклональних антитіл для диференційної діагностики пухлин різного гістогенезу, імунофенотипування лейкозів і лімфом оцінки імунологічного статусу людини та функціональних досліджень. Отримано Свідоцтво про державну реєстрацію №11072/2011 на “Антитіла моноклональні ТУ У 24.4-05416946-002:2011”. Наказом Державної служби України з лікарських засобів від 14.12.2012 р. № 1050 розробку внесено до державного реєстру медичної техніки та виробів медичного призначення і дозволено для застосування на території України (ліцензія MD № 033900).

5. Розроблено і впроваджено в клінічну практику алгоритми імуноцитохімічної діагностики гострих лейкозів мієлоїдного і лімфоїдного походження, мієлоїдних новоутворень і мієлодиспластичних синдромів (передлейкозів), різних форм лімфопроліферативних захворювань В-, Т- і НК-клітинної природи, а також метастатичних уражень лімфатичних вузлів, кісткового мозку і серозних порожнин.
За результатами роботи отримано 17 патентів України, подано заявку на патент: Ветеринарний імунобіологічний препарат «Тест-система для виявлення антитіл до Mycobacterium bovis «IB-Chem Anti-Mycobacterium bovis», Свідоцтво про державну реєстрацію №11072/2011 на “Антитіла моноклональні ТУ У 24.4-05416946-002:2011”, захищено 6 докторських і 17 кандидатських дисертацій, опубліковано 10 монографій, 267 статті. Результати роботи представлено більш ніж на 150 закордонних та вітчизняних наукових конференціях. Згідно бази даних SCOPUS, результати роботи представлено в 197 реферованих роботах із загальною кількістю цитувань 2208, загальний h-індекс публікацій авторів становить 21.
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Рис. 3. Схема CD150-опосередкованих сигнальних каскадів і механізмів їх регуляції 
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