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1. ВВЕДЕНИЕ 

1.1 Актуальность проблемы 

Работа проводилась в рамках проекта по разработке перспективных подходов к терапии 

онкогинекологических патологий. 

Рак яичников (РЯ) – угрожающее жизни состояние, являющееся пятым по летальности в 

общем списке онкологических заболеваний. В частности, в США ежегодно регистрируется 

около 23000 новых случаев РЯ, соотношение смертности к заболеваемости при котором дости-

гает 62% [1]. Этот вид рака называют «тихим убийцей», поскольку он прогрессирует без детек-

тируемых симптомов или клинических признаков. Как правило, данный диагноз ставится жен-

щинам, уже имеющим обширное поражение брюшной полости, причем применение стандарт-

ной терапии обеспечивает 5-летнюю безрецидивную выживаемость только 40% из них [1, 2]. 

Очевидно, что более эффективное лечение данного заболевания требует разработки новых пре-

паратов целенаправленного действия. 

В качестве основы для одного из таких лекарственных средств может быть использован 

рекомбинантный антимюллеров гормон (рАМГ) – цитокин, оказывающий проапоптотическое 

действие на клетки, экспрессирующие рецептор антимюллерова гормона (АМГ) II типа - 

MISRII. В большинстве случаев РЯ наблюдается сверхэкспрессия данного рецептора, специ-

фичного исключительно к АМГ [3, 4]. Природный АМГ является ключевым фактором опреде-

ления пола в эмбриогенезе млекопитающих; однако гормон также регулирует работу репродук-

тивной системы после рождения [5]. АМГ индуцирует регрессию мюллеровых протоков в муж-

ских эмбрионах и регулирует фолликулогенез [6], созревание половых клеток и функциониро-

вание гонад в постнатальном периоде жизни [7]. Нарушения продукции АМГ в эмбриогенезе 

приводят к развитию синдрома персистенции мюллеровых протоков – одной из форм псевдо-

гермафродитизма [5].  

Молекула АМГ (прогормона, M ~ 140 кДа) является гомодимером, каждая цепь мономе-

ра которого содержит сайт протеолитического расщепления Arg426-Ser427 [8]. В результате 

специфического протеолиза АМГ по данному сайту образуются N- и С-концевой гомодимеры c 

M ~ 115 и 20 кДа, соответственно [9]. Эти производные прогормона после протеолиза в физио-

логических условиях остаются ассоциированными в нековалентном комплексе. Считается, что 

биологически активный С-концевой гомодимер взаимодействует с MISRII, в то время как N-

концевой домен АМГ обеспечивает увеличение времени циркуляции комплекса и, возможно, 

его доставку к рецептору [7]. Факт необходимости протеолиза для активации АМГ подтвержда-
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ется экспериментами с мутантной формой гормона, в которой отсутствует сайт специфического 

протеолиза [10]. 

Вопрос о том, в какой ткани и под действием какого фермента происходит специфиче-

ский протеолиз АМГ, пока остается открытым. Также до сих пор неизвестен точный механизм 

связывания гормона с рецептором II типа, как и сайт этого взаимодействия. Неясно и то, какие 

производные гормона способны in vivo запускать сигнальный каскад с участием АМГ. Отсут-

ствие вышеупомянутых сведений, как и технологии получения высокоочищенного рАМГ, су-

щественно затрудняет разработку новых противоопухолевых препаратов на его основе. Между 

тем таргетная терапия онкологических заболеваний с применением рАМГ представляется 

наиболее эффективной альтернативой традиционному лечению: она позволит существенно сни-

зить риск возникновения побочных эффектов и дозу лекарственного агента за счет его адресной 

доставки к малигнизированным клеткам [9]. 

В данной работе предложен метод очистки рАМГ и его производных, изучена аффин-

ность взаимодействия различных форм гормона с рекомбинантным аналогом MISRII, исследо-

вана биологическая активность и фармакокинетика рАМГ, а также проанализировано содержа-

ние различных форм АМГ в пробах сыворотки крови, полученных от людей разного пола и 

возраста. 

1.2 Степень разработанности темы 

Современная стандартная терапия РЯ включает хирургическое лечение, дополняемое 

введением цитостатических препаратов на основе платины. Несмотря на признание данного 

подхода наиболее эффективным, многие разновидности РЯ являются первично устойчивыми к 

производным платины; кроме того, в процессе лечения у большинства пациентов развивается 

вторичная устойчивость. В этой связи, учитывая малое количество апробированных терапевти-

ческих подходов, крайне актуальной является разработка новых эффективных методов лечения 

РЯ, особенно у пациентов с резистентностью к цитостатикам и на поздних стадиях заболевания 

[11]. Одной из наиболее перспективных альтернатив традиционной терапии представляется ис-

пользование фармакологических агентов направленного действия.  

Сегодня в качестве лекарственных средств для лечения РЯ, не отвечающего на обычную 

терапию, предполагается использование ряда препаратов, созданных на основе моноклональ-

ных антител против поверхностных маркеров опухолевых клеток: фолатного рецептора (фарле-

тузумаб) [12], рецептора фактора роста эндотелия сосудов (бевацизумаб) [13], рецептора эпи-

дермального ростового фактора 1 и 2 (цетуксимаб, трастузумаб) [14, 15], рецептора инсулино-

подобного фактора роста 1 (ганитумаб) [16], α5β1-интегринов (волоциксимаб) [17]. В настоя-

щее время данные препараты находятся на различных стадиях клинических испытаний. Однако 
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они обладают рядом системных побочных эффектов [18, 19, 20, 21], и их эффективность суще-

ственно снижает гетерогенность клеток опухолей яичников [22]. Описаны также уникальные в 

своем роде моноклональные антитела 3С23К против MISRII, имитирующие действие АМГ и 

обладающие способностью не только детектировать рецептор на поверхности опухолевых кле-

ток, но и индуцировать в них апоптоз [23]. Сегодня препараты на их основе проходят доклини-

ческие исследования. 

Использование рАМГ также предполагает таргетное действие на клетки РЯ, что позволяет 

существенно снизить дозу вводимого препарата, избежать индукции апоптоза в здоровых клет-

ках и добиться максимальной эффективности лечения. При этом получение рАМГ обладает ря-

дом преимуществ по сравнению с наработкой антител против поверхностных маркеров клеток 

РЯ: в частности, это более экономичная технология очистки и отсутствие необходимости гума-

низации. 

Показано, что получение рекомбинантного С-концевого гомодимера рАМГ (С-рАМГ) 

возможно в бактериальных и растительных клетках, однако данное производное гормона гораз-

до более нестабильно по сравнению с прогормоном (про-рАМГ), включающим стабилизирую-

щий гликозилированный N-концевой домен [24]. Установлено, что для получения корректно 

фолдированного полноразмерного гормона предпочтительнее всего использовать клетки мле-

копитающих. Один из таких штаммов-продуцентов, созданных на основе клеток яичника ки-

тайского хомячка линии CHO, был описан ранее [25]. Недостатком его использования является 

низкий выход целевого белка (до 10 мкг/мл) и необходимость использования фетальной сыво-

ротки при культивировании. В качестве наиболее эффективной технологии выделения рАМГ из 

культуральной жидкости (КЖ) данного продуцента предложено сочетание анионообменной и 

лектин-аффинной хроматографии [26]. Несмотря на то, что препараты рАМГ, полученные упо-

мянутым способом, являются гетерогенными, а процедура их получения – дорогостоящей, в 

настоящее время они находятся на стадии доклинических испытаний.  

В данной работе предложен экономичный метод получения гомогенных препаратов 

рАМГ и его производных, а также охарактеризованы их свойства. 

1.3 Цель и задачи исследования 

Цель настоящего исследования заключалась в разработке эффективного метода полу-

чения рАМГ и его производных с последующим исследованием биологических свойств очи-

щенных белков.  

Были поставлены следующие задачи:  

1. Получить моноклональные антитела мыши против MISRII и рАМГ. 
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2. Разработать метод получения высокоочищенных гомогенных препаратов прогормо-

на, расщепленного по одной цепи рАМГ, а также С-концевого димера рАМГ (С-

рАМГ). 

3. Изучить стабильность полученных препаратов рАМГ и его производных. 

4. Оценить значения кинетических параметров взаимодействия различных форм гормо-

на с рекомбинантным аналогом MISRII.  

5. Изучить биологическую активность и фармакокинетику рАМГ. 

6. Используя полученные антитела против рАМГ, исследовать содержание различных 

форм АМГ в пробах сыворотки крови, полученных от лиц разного пола и возраста. 

1.4 Методология исследования 

В исследовании методом гибридомной технологии получены две панели моноклональ-

ных антител мыши, одна из которых позволяет детектировать рецептор АМГ II типа, а вторая – 

различные формы рАМГ, в том числе в процессе хроматографической очистки гормона, вклю-

чающей иммуноаффинную (ИАХ) и обращенно-фазовую (ОФ-ВЭЖХ) хроматографию. Элек-

трофоретическим, иммуноферментным и масс-спектрометрическим методами изучена стабиль-

ность полученных препаратов, показана способность рАМГ и его С-концевого гомодимера к 

спонтанному протеолитическому процессингу, в том числе зависимость проявления рАМГ и С-

рАМГ функциональной активности от фрагментации по специфическому сайту. Биологическая 

активность полученных препаратов продемонстрирована in vitro в модельной системе, создан-

ной на основе клеточных линий NBL-7 и OVCAR3, ex vivo на органной культуре мюллеровых 

протоков крысы и in vivo в модели канцерогенеза, индуцированного инокуляцией иммунодефи-

цитных животных MISRII-позитивными клетками линий OVCAR8 и MOVCAR7. Иммунофер-

ментным методом с последующей линеаризацией данных в координатах Скэтчарда и методом 

поверхностного плазмонного резонанса получены значения параметров, характеризующих аф-

финность взаимодействия различных производных рАМГ с рекомбинантным аналогом специ-

фического рецептора II типа. Фармакокинетика рАМГ и динамика концентраций различных 

форм АМГ в образцах сыворотки крови были проанализированы с помощью специально разра-

ботанных иммуноферментных тест-систем. 

1.5 Научная новизна 

В работе получены уникальные антитела, позволяющие напрямую детектировать акти-

вированные формы АМГ ввиду специфичности к эпитопу молекулы гормона, оказывающемуся 

доступным только после специфического протеолиза. 
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Впервые предложен способ тандемной хроматографической очистки прогормона, а так-

же фрагментированного по одной цепи рАМГ и его С-концевого гомодимера. 

Впервые доказано спонтанное аутокаталитическое расщепление рАМГ и С-рАМГ. 

Определен сайт ограниченного протеолиза в молекуле С-рАМГ.  

Впервые продемонстрирована биологическая активность очищенного С-рАМГ.  

Впервые с помощью оригинальной тест-системы исследовано содержание активирован-

ных форм АМГ в пробах сыворотки крови лиц различного пола и возраста. 

1.6 Теоретическая и практическая значимость работы 

Теоретическую значимость работы определяет проведенное исследование биологиче-

ских свойств гормона и его производных, позволяющее более полно понимать молекулярные 

механизмы взаимодействия этого цитокина со специфическим рецептором в эмбриогенезе при 

дифференцировке репродуктивной системы, а также в постнатальном периоде жизни (при регу-

ляции функционирования гонад и при канцерогенезе). Тот факт, что рАМГ человека способен 

индуцировать гибель клеток линий NBL-7 и MOVCAR7, происходящих из эпителия легкого 

американской норки и карциномы яичника мыши, соответственно, антитела мыши против 

MISRII человека способны также к распознаванию рецептора АМГ II типа мыши и норки, а ре-

грессия мюллеровых протоков крысы в органной культуре происходит под действием С-рАМГ 

человека свидетельствует о структурной схожести АМГ и MISRII человека и других млекопи-

тающих, что является косвенным доказательством относительно недавнего возникновения сиг-

нального пути с участием АМГ в эволюции.  

Практическая значимость работы состоит в разработке эффективной технологии полу-

чения препаратов рАМГ и его производных с доказанной биологической активностью. Пред-

ставленные результаты важны для разработки противоопухолевых лекарственных средств на 

основе рекомбинантного гормона. 

1.7 Основные положения, выносимые на защиту 

1. Выделение рАМГ с помощью тандемной иммуноаффинной хроматографии – экономич-

ный метод получения высокоочищенных гомогенных препаратов, обладающих биологи-

ческой активностью. Выделение из них С-рАМГ возможно при последующем примене-

нии метода обращенно-фазовой хроматографии. 

2. При длительном хранении как рАМГ, так и С-рАМГ подвергается спонтанному протео-

литическому процессингу с образованием более низкомолекулярных фрагментов. При 

этом ограниченный протеолиз в первом случае приводит к образованию активированной 

формы гормона, а во втором – к инактивации С-рАМГ. 
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3. Специфический протеолиз молекулы рАМГ и С-рАМГ носит спонтанный характер и по-

давляется в присутствии апротинина. 

4. Среди изоформ рАМГ, наиболее аффинным является взаимодействие С-рАМГ с внекле-

точной частью MISRII в составе рекомбинантной конструкции MISRII+Fc. Кроме того, 

С-рАМГ обладает максимальной биологической активностью in vitro, эффективнее дру-

гих форм рАМГ индуцируя гибель MISRII-позитивных опухолевых клеток. 

5. Концентрация активированных форм АМГ и общего гормона в пробах сыворотки крови, 

полученных от мужчин, существенно снижается с возрастом доноров, а у женщин - уве-

личивается при беременности. 

1.8 Апробация работы 

Основные результаты работы изложены в статьях: 

Рак А.Я., Трофимов А.В., Петров А.В., Симбирцев А.С., Ищенко А.М. Антимюллеров 

гормон: структура, сигнальный путь и противоопухолевая активность // Цитокины и воспале-

ние. – 2016. – Т. 15. - № 3-4. – С. 256-264. 

Рак А.Я., Трофимов А.В., Пигарева Н.В., Симбирцев А.С., Ищенко А.М. Моноклональ-

ные антитела против рецептора антимюллерова гормона человека как новый инструмент для 

диагностики и терапии рака // Цитокины и воспаление. – 2017. – Т. 16. – № 3. – С. 58-61. 

Рак А.Я., Трофимов А.В., Пигарева Н.В., Симбирцев А.С., Ищенко А.М. Цитотоксиче-

ское действие активированного рекомбинантного антимюллерова гормона как основа для раз-

работки нового лекарственного средства // Цитология. – 2018. - Т. 60. - № 9. – С. 704-711. 

Рак А.Я., Трофимов А.В., Колобов А.А., Ищенко А.М. Моноклональные антитела про-

тив С-концевого фрагмента рекомбинантного антимюллерова гормона человека: инструмент 

для очистки, детекции и исследования // Цитокины и воспаление. – 2018. – Т. 17. - № 1-4. – С. 

72-79. 

Рак А.Я., Трофимов А.В., Протасов Е.А., Родин С.В., Жахов А.В., Забродская Я.А., 

Ищенко А.М. Спонтанный протеолитический процессинг рекомбинантного антимюллерова 

гормона человека: структурные и функциональные различия молекулярных форм // Прикладная 

биохимия и микробиология. – 2019. – Т. 55. - № 1. – С. 25-33. 

Рак А.Я., Трофимов А.В., Ищенко А.М. Рецептор антимюллерова гормона II типа как 

потенциальная мишень для противоопухолевой терапии // Биомедицинская химия. – 2019. – Т. 

65. - № 3. – С. 202-213. 

Рак А.Я., Трофимов А.В., Петров А.В., Горбунов Н.П., Ищенко А.М. Динамика сыворо-

точных уровней общего и биологически активного антимюллерова гормона у человека в раз-
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личные периоды жизни // Клиническая лабораторная диагностика. – 2019. – Т. 64. - № 6. – С. 

342-347. 

Rak A.Ya., Trofimov A.V., Stefanov V.E., Ischenko A.M. Is a hormone a protease? Proteolyt-

ic properties of human recombinant anti-mullerian hormone // Biological Communications. – 2019. – 

Vol. 64. – № 3. – P. 201-210. 

Rak A.Ya., Trofimov A.V., Pigareva N.V., Protasov E.A., Karabanova E.A., Ischenko A.M. 

Purification of human recombinant anti-mullerian hormone and its derivatives // Biomedical Chroma-

tography. – 2020. – Vol. 34. – № 5. – P. e4782. 

Рак А.Я., Трофимов А.В., Ищенко А.М., Соколов А.В. Исследование взаимодействия 

различных форм рекомбинантного антимюллерова гормона человека с химерным аналогом его 

рецептора II типа // Биомедицинская химия. – 2021. – Т. 67. - № 1. – С. 66-73. 

Основные положения диссертации были представлены: 

- на Международных конференциях молодых ученых OpenBIO (Новосибирская обл., г. 

Кольцово, 2016 и 2019 гг.); 

-  на XXIX Зимней молодежной научной школе «Перспективные направления физико-

химической биологии и биотехнологии» (г. Москва, 2017 г.); 

- на IV Объединенном иммунологическом форуме (г. Новосибирск, 2019 г.); 

- на VII Международной конференции «Биотехнология: наука и практика» (г. Сева-

стополь, 2019 г.); 

- на III Ежегодной конференции молодых ученых «Фундаментальные и прикладные 

аспекты биотехнологии и иммунофармакологии» (г. Санкт-Петербург, 2019 г.). 

Всего по теме диссертации опубликовано 10 работ, из которых 9 статей в рецензируе-

мых журналах, рекомендованных ВАК, 3 тезиса докладов и подана 1 заявка на патент РФ 

(№2018119956 от 30.05.18). 

1.9 Личное участие автора в получении результатов 

Личный вклад автора состоит в планировании экспериментов, их организации и прове-

дении, подборе и оптимизации производственных и аналитических методик, теоретическом 

обобщении и статистической обработке результатов, подготовке к публикации статей и отчётов 

по теме диссертации.  

Ряд исследований проведён совместно с сотрудниками ФГУП «Гос.НИИ ОЧБ» ФМБА 

России Протасовым Е.А. (аналитическая хроматография), Трофимовым А.В. (получение гибри-

дом, выделение антител) и Пигаревой Н.В. (тестирование биологической активности производ-

ных рАМГ). Работы по культивированию штамма-продуцента рАМГ в пилотном биореакторе 
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также проводились на базе ФГУП «Гос.НИИ ОЧБ» ФМБА России под руководством к.м.н., 

начальника лаборатории иммунофармакологии Петрова А.В. Изучение биологической активно-

сти и фармакокинетики очищенного белка in vivo выполнено на базе отдела доклинических ис-

следований ФГУП «Гос.НИИ ОЧБ» ФМБА России (нач. отд. Захаров М.С). Масс-

спектрометрическое исследование фрагментов рАМГ проводилось на базе отдела молекуляр-

ной биологии вирусов ФГБУ «НИИ Гриппа» Минздрава РФ под руководством к.ф.-м.н. Заброд-

ской Я.А. Изучение аффинности взаимодействия производных гормона со специфическим ре-

цептором методом поверхностного плазмонного резонанса осуществлялось под руководством 

д.б.н. Соколова А.В. в лаборатории биохимической генетики отдела молекулярной генетики 

ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины». 

Все полученные совместно результаты опубликованы или в настоящее время готовятся к 

публикации. Соискатель приносит соавторам и коллегам искреннюю благодарность. 

1.10 Структура и объем диссертации 

Диссертация изложена на 137 страницах машинописного текста и состоит из введения, 

обзора литературы (7 глав), описания материалов и методов (9 глав), результатов исследования 

(13 глав), обсуждения результатов, заключения, выводов и списка литературы. Диссертация со-

держит 11 таблиц, 2 схемы, 54 рисунка. Прилагаемый список литературы включает 177 литера-

турных источников. 
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2. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

2.1. Cтруктура, уровни экспрессии и функции АМГ 

АМГ является гликопротеином, молекула которого состоит из двух идентичных субъ-

единиц, ассоциированных посредством дисульфидных связей [27]. Первичная аминокислотная 

последовательность каждого мономера АМГ (535 аминокислотных остатков) включает N-

концевой (423 остатка аминокислот) и C-концевой домены (112 остатков аминокислот). Моле-

кула гормона содержит сайты гликозилирования, локализованные в N-концевом домене [28]. В 

целом масса углеводной составляющей составляет примерно 15% от общего веса молекулы 

АМГ [9]. Первичная структура АМГ является чрезвычайно консервативной: межвидовая гомо-

логия аминокислотных последовательностей у человека, быка, мыши и крысы достигает 70-

80%, а в случае С-концевого домена – превышает 95%. 

Ген АМГ человека расположен на малом плече хромосомы 19 и включает 2,75 тысячи 

пар нуклеотидов [10]. В его составе выделяют 4 интрона и 5 экзонов, кодирующих полипептид-

ную цепь предшественника мономеров АМГ (получившего название пре-про-АМГ). Этот белок 

состоит из 560 аминокислотных остатков, из которых первые 25 входят в состав лидерной и 

сигнальной последовательности, а остальные (26-560) составляют полноразмерный АМГ (про-

гормон, про-АМГ) [29]. В настоящее время установлены точные нуклеотидные последователь-

ности генов АМГ человека, крысы, мыши, свиньи и быка [10]. Синтез этого гликопротеина об-

наружен также у рыб, птиц, сумчатых и рептилий [30, 31]. 

Структурно АМГ схож с такими белками, как активин, костные морфогенетические бел-

ки (BMPs), ингибин, факторы роста и дифференцировки (GDFs), и потому также принадлежит 

суперсемейству цитокинов трансформирующего ростового фактора бета (TGF-β). Для членов 

этой молекулярной группы характерно наличие сайта специфического протеолиза; в частности, 

в молекуле АМГ он локализован между аминокислотными остатками Arg426 и Ser427 [51]. 

Предположительно, за расщепление АМГ в организме ответственны такие ферменты, как PC5 и 

фурин из семейства пропротеин-конвертаз, активный синтез которых был обнаружен в клетках 

урогенитального гребня крыс [32]. 

Расщепление прогормона приводит к образованию двух производных: N-концевого 

фрагмента с массой близкой 115 кДа, состоящего из двух 57 кДа мономеров, и С-концевого до-

мена с массой около 25 кДа, также включающего два мономера по 12,5 кДа (рис. 1). Недавние 

исследования показали, что АМГ протеолизируется не в плазме крови, а в процессе биосинтеза 

и секреции [33]. При этом в кровяном русле циркулирует как полноразмерная молекула АМГ с 

M ~ 140 кДа, так и нековалентно ассоциированный комплекс N и С-концевых гомодимеров 
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(АМГN,C) [33]. Для проведения ограниченного протеолиза АМГ по специфическому сайту в ла-

бораторных условиях, как правило, используют сериновую протеазу плазмин, в результате дей-

ствия которого также образуется комплекс АМГN,C из N- и С-концевых фрагментов, диссоциа-

ция которого наблюдается при понижении рН раствора [33]. Интересно, что в первичной ами-

нокислотной последовательности гормона был обнаружен еще один потенциальный сайт про-

теолиза в районе 229-го аминокислотного остатка, но задействован ли он в активации АМГ, 

остается неясным [9].  

 

Рисунок 1. Структура и специфический протеолиз АМГ человека [34]. Стрелкой показан 

сайт специфического протеолиза [35]. Пунктирной стрелкой обозначен дополнительный сайт 

расщепления [9]. 

 

Экспериментально показано, что полноразмерный АМГ и его С-концевой гомодимер ex 

vivo являются индукторами инволюции мюллеровых протоков крысы, полученных из урогени-

тального гребня, в то время как N-концевому гомодимеру такая биологическая активность не 

присуща [10]. Таким образом, считается, что протеолиз по специфическому сайту необходим 

для превращения молекулы АМГ в биологически активную форму. Показано, что мутантный 

белок, в котором отсутствует сайт специфического протеолиза, не проявляет биологическую 

активность in vitro [10]. 

Существует предположение, что N-концевой гомодимер АМГ необходим для корректно-

го фолдинга молекул белка, а также для его таргетной доставки к клеткам-мишеням и эффек-

тивного взаимодействия АМГ со специфическим рецептором [10, 33]. Помимо того, экспери-

менты in vivo показали, что наличие N-концевого фрагмента обеспечивает пролонгацию перио-

да полужизни молекулы гормона [28]; при этом неясно, взаимодействует ли N-концевая часть 
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АМГ с соответствующими рецепторами I и/или II типа. Получение in vitro препаративных ко-

личеств С-концевого фрагмента АМГ представляется возможным, в то время как in vivo это за-

труднительно ввиду малого периода полужизни этой части АМГ в сыворотке крови (для анало-

гичного фрагмента TGF-β он составляет порядка 2-3 мин) [36]. 

Экспрессия АМГ у млекопитающих происходит как в мужском, так и в женском орга-

низме в эмбриональном и постнатальном периоде жизни. Было показано, что синтез и секреция 

АМГ осуществляется клетками Сертоли семенников и клетками гранулезы фолликулов яичника 

[27]. Детекция АМГ в крови у мужчин становится возможной уже в начале регрессии мюллеро-

вых протоков в эмбриогенезе (рис. 2). По завершении этого процесса и до окончания фетально-

го периода АМГ продолжает стабильно секретироваться на достаточно высоком уровне (50-70 

нг/мл) [37]. Такое значение концентрации АМГ в крови сохраняется на протяжении всего нео-

натального периода и детства. В пубертатном периоде уровень АМГ снижается до 2-5 нг/мл; 

секреция гормона в мужском организме сохраняется примерно на таком уровне до конца жизни 

[38]. Интересно, что до начала периода полового созревания клетки Сертоли выделяют АМГ 

через базальную мембрану в интерстициальное пространство семенников, откуда затем гормон 

попадает в циркуляцию. По мере формирования гематотестикулярного барьера в пубертатном 

периоде жизни секреция АМГ начинает осуществляться в просвет семенных канальцев, в связи 

с этим происходит возрастание концентрации гормона в семенной плазме в среднем от 10 пМ 

до 150 пМ [174]. Показано, что уровень АМГ в семенной жидкости позитивно коррелирует с 

количеством и подвижностью сперматозоидов [39]. 

 

Рисунок 2. Динамика экспрессии генов АМГ, тестостерона, SOX9 и SRY у мужчин в 

разные периоды жизни [34]. В ходе пубертатного периода в мужском организме наблюдается 

противоположная динамика изменения интенсивности экспрессии генов тестостерона и АМГ: 

тестостерона – нарастает, а АМГ – снижается [40]. 
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Секреция АМГ в женском организме осуществляется гранулезными клетками фоллику-

лов яичников, начиная с 36-38-ой недели внутриутробного развития, однако до начала периода 

полового созревания концентрация гормона в плазме крови остается крайне низкой, практиче-

ски недетектируемой [41]. В пубертатном возрасте, по мере роста преантральных и малых ан-

тральных фолликулов, начинается интенсификация секреции АМГ их гранулезными клетками, 

в результате чего содержание гормона в крови возрастает до 2-3 нг/мл. По литературным дан-

ным, уровень АМГ в плазме крови в первом триместре беременности достоверно не изменяет-

ся, а после родов наблюдается его снижение по сравнению с догестационным [33]. 

Регуляция синтеза АМГ находится под контролем гормональных и генетических факто-

ров. Промотор гена Amh, кодирующего гормон, содержит высококонсервативные сайты связы-

вания транскрипционных факторов, являющихся продуктами генов Sf1 (стероидогенного фак-

тора 1), Sry, Gata-4 и Sox9 [28, 42]. Полипептиды SF1 и SOX9 играют важную роль в регуляции 

развития репродуктивной системы в эмбриогенезе, а также активируют транскрипцию 

гена Amh [43]. Дополнительная регуляция уровня экспрессии АМГ осуществляется половыми 

гормонами, главным образом, тестостероном [44]. В пубертатном периоде жизни изменение со-

держания данного гормона и АМГ в крови у мужчин происходит в противоположных направ-

лениях: в то время как концентрация тестостерона нарастает, уровень АМГ снижается (рис. 2) 

[40]. Наряду с тестостероном, продукция АМГ также находится под контролем фолликулости-

мулирующего гормона (ФСГ) [44]. У женщин функцию регуляторов синтеза АМГ выполняют 

не только тестостерон и ФСГ, но и эстрогены [45, 46]. 

Основное проявление биологической активности АМГ в пренатальном периоде жизни – 

индукция регрессии мюллеровых протоков [47]. Как известно, женские и мужские первичные 

гонады развиваются из материала урогенитального гребня и до определенной стадии эмбриоге-

неза морфологически идентичны [48]. Их образуют целомические эпителиоциты, клетки под-

лежащей мезенхимы и первичные половые клетки. Выводные пути гонад на индифферентной 

стадии развития также устроены одинаковым образом. Они представлены двумя системами 

протоков – парамезонефральными (мюллеровыми) и мезонефральными (вольфовыми). Диффе-

ренцированное развитие половых желез по мужскому или женскому типу начинается на 7-ой 

неделе беременности [40, 49]. Протекание этого процесса детерминировано на генетическом 

уровне: так, становление мужской половой системы обеспечивает главным образом ген Sry, 

расположенный на Y-хромосоме [50]. В результате его экспрессии происходит дифференци-

ровка первичных половых тяжей в семявыносящие канальцы. Начиная с 7-ой недели гестации 

клетки Сертоли начинают продуцировать АМГ, который локально диффундирует к эпителио-

цитам мюллеровых протоков и вызывает их регрессию на 8-10-й неделе [40]. Кроме того, обна-
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ружено влияние АМГ на созревание клеток Лейдига [42]. Секретируемый ими тестостерон 

обеспечивает развитие из вольфовых протоков придатка яичка (эпидидимиса), семенных пу-

зырьков и семявыносящих путей. В женском эмбрионе, наоборот, вольфовы протоки подверга-

ются регрессии, в то время как из мюллеровых формируется матка, фаллопиевы трубы, шейка 

матки и свод влагалища [51]. 

АМГ-индуцированная инволюция мюллеровых протоков в ходе эмбриогенеза – класси-

ческий пример регрессии ткани в процессе индивидуального развития. Вероятно, главным об-

разом она обеспечивается посредством таких механизмов, как деградация подлежащей базаль-

ной мембраны эпителиоцитов мюллеровых протоков, сопряженная с миграцией и апоптозом 

этих клеток. Методом электронной микроскопии было показано, что регрессия базальной мем-

браны на ранних этапах инволюции протоков обусловлена действием ферментов семейства 

матриксных металлопротеиназ (MMP), и именно это событие инициирует миграцию и апоптоз 

клеток эпителия [52, 53, 54]. 

Хотя роль АМГ в эмбриогенезе млекопитающих изучена достаточно подробно, до сих 

пор не вполне ясны функции, которые он выполняет во взрослом организме. Показано, что 

АМГ блокирует второй этап мейоза яйцеклеток [55], ингибирует деление клеток гранулезы и 

продукцию эстрадиола и прогестерона [56], а также модулирует развитие фолликулов [57]. Со-

держание АМГ в фолликулярной жидкости обратно коррелирует с интенсивностью пролифера-

ции клеток гранулезы [58]. Кроме того, АМГ снижает чувствительность клеток гранулезы к 

ФСГ [59]. Схожим образом АМГ в мужском организме влияет на развитие клеток Лейдига, 

блокирует стероидогенный фермент CYP17 [60] и транскрипцию гена ароматазы [61]. Его экс-

прессия в клетках Сертоли семявыносящих канальцев наблюдается в ходе сперматогенеза, и 

таким образом АМГ может быть одним из факторов, контролирующих этот процесс [62]. Осо-

бый интерес представляют полученные недавно сведения о том, что АМГ способен воздейство-

вать на гонадолиберинэргические нейроны в гипоталамусе. Не исключено, что данный гормон 

участвует в обеспечении обратной связи при функционировании системы гипоталамус-

гипофиз-гонады [63]. 

Внимание исследователей к АМГ многократно усилилось в результате открытия способ-

ности гормона индуцировать апоптоз клеток линий, созданных на основе аденокарциномы яич-

ника человека и мыши – OVCAR8 и MOVCAR7, соответственно [40]. Действие рАМГ на клет-

ки линии OVCAR8 проявляется в остановке клеточного цикла в фазе G1, что является сигналом 

к запуску апоптоза [64]. Культуры данных клеток, трансфицированные конструкциями с геном 

АМГ, характеризуются существенно сниженной интенсивностью роста по сравнению с интакт-

ной культурой OVCAR8 или клетками той же линии, содержащими ген АМГ, с мутацией в сай-

те специфического протеолиза [10]. Позднее было показано, что в клетках, экспрессирующих 
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MISRII, рАМГ повышает экспрессию генов некоторых ингибиторов циклин-зависимых киназ, 

например, р16 и р21 [65; 66]. Более того, обработка MISRII-позитивных клеток рАМГ приводит 

к интенсификации синтеза белков E2F-1 и E2F-2 – проводников проапоптотического сигнала 

[65]. Проапоптотическое действие рАМГ было обнаружено также в отношении MISRII-

позитивных клеток РЯ человека, содержащихся в асцитической жидкости пациенток [67], а 

также клеток линий, происходящих из аденокарциномы простаты и молочной железы [64, 68], 

причем как в модели in vitro, так и при вживлении созданных на их основе ксенографтов имму-

нодефицитным мышам линии BALB/c Nude [65, 66].  

Приведенные выше данные свидетельствуют в пользу возможности создания эффектив-

ного противоопухолевого препарата на основе рАМГ, что невозможно без детального изучения 

механизмов взаимодействия гормона с MISRII. 

2.2. АМГ-индуцируемые сигнальные пути 

Известно, что посредством взаимодействия АМГ с MISRII возможна инициация не-

скольких сигнальных каскадов. Наиболее подробно изучены этапы сигнального пути, при кото-

ром связывание гормона с рецептором II типа приводит к формированию гетеромерного ли-

ганд-рецепторного комплекса, в состав которого также входят молекулы MISRI (рис. 3, Б) [40, 

57]. Образование комплекса АМГ/MISRII/MISRI запускает каскад с участием факторов семей-

ства Smad – вторичных посредников, конечным итогом которого становится регуляция экс-

прессии эффекторных генов [40].  

Рецепторы АМГ двух типов – MISRII и MISRI – относят к семейству рецепторов факто-

ров суперсемейства TGF-β. К последнему также принадлежат рецепторы ингибина, TGF-β, фак-

торов роста и дифференцировки (GDFs), костных морфогенетических белков (BMPs), активина 

и нодала [73]. 
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Рисунок 3. Сигнальные каскады, инициируемые связыванием АМГ с MISRII [69]. На 

первом этапе проведения сигнала гормон взаимодействует с серин/треонин-протеинкиназой 

MISRII, локализованной на поверхности клетки. Далее MISRII: А – опосредует кумуляцию во 

внутриклеточном пространстве свободного β-катенина, который, проникнув в ядро, в комплек-

се с фактором LEF-1 активирует транскрипцию генов-эффекторов [70]; Б – образует гетеромер-

ный комплекс с рецептором АМГ I типа (MISRI), фосфорилируя его по GS-сайту. MISRI, в 

свою очередь, выполняет функцию киназы рецепторных Smad-белков. Smad1/5/8P – их фосфо-

рилированная форма – ассоциирует с фактором Smad4, а затем комплекс перемещается в ядро, 

где совместно с другими кофакторами участвует в регуляции транскрипции генов-мишеней, в 

частности, XVent2 и Tlx2 [71, 5]; В – индуцирует распад комплексов молекул транскрипционных 

факторов семейства NF-κB (p50, p65, p52 и c-rel) и ингибирующих их белков IκBα, в результате 

чего свободные траскрипционные факторы транслоцируются в ядро и происходит запуск тран-

скрипции гена-эффектора IER3 [72].  

 

Согласно литературным данным, взаимодействие лигандов – факторов суперсемейства 

TGF-β – с соответствующими рецепторами инициирует универсальную для всех лигандов этой 
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группы последовательность событий [33, 74]. Первоначальное связывание белка с рецептором 

II типа, строго специфичным для каждого фактора, индуцирует формирование гетеромерного 

комплекса, включающего в себя рецепторы I и II типа (рис. 3, Б). Далее рецептор II типа фос-

форилирует рецептор I типа в области, содержащей двадцать-тридцать Gly-Ser-повторов (так 

называемый GS-сайт), что приводит к активации его серин/треонин-протеинкиназной активно-

сти. Вероятнее всего, функцию рецепторов I типа выполняют высокомолекулярные трансмем-

бранные белки – активин-подобные рецепторные киназы (ALKs); механизм их селекции остает-

ся неизвестным [9]. Будучи активированными, они обретают способность фосфорилировать ре-

цептор-регулируемые Smad-белки (R-Smads1/5/8), которые являются внутриклеточными медиа-

торами сигнала. Фосфорилированные R-Smads высвобождаются из рецепторного комплекса и 

связываются с фактором Smad4 – коактиватором белков Smad; процесс комплексообразования 

способен подавлять белок Smad6. Далее происходит перемещение комплекса R-Smads/Smad4 в 

ядро, где он принимает участие в регуляции транскрипции генов [75]. При этом Smad-белки 

способны как к непосредственному связыванию с ДНК в Smad-узнающих участках, что приво-

дит к инициации транскрипции, так и к ассоциации с другими кофакторами, посредством чего 

осушествляется регуляция экспрессии генов-мишеней [33, 71]. В частности, такие комплексы 

оказывают влияние на транскрипцию репортерных гомеобоксных генов Xvent2 [76, 77] и Tlx2 

[76, 78], кодирующих необходимые для нормального формирования дорзовентральной мезо-

дермы транскрипционные факторы. Стоит отметить, что реализация описанного сигнального 

каскада происходит только в случае эндоцитоза лиганд-рецепторного комплекса. Так, исследо-

вание сигнального пути с участием TGF-β показало, что для образования гетерорецепторного 

комплекса достаточно взаимодействия лиганда с рецептором II типа, в то время как необходи-

мым условием для дальнейшей активации Smad-белков и их комплексообразования является 

эндоцитоз лиганда с образованием эндоплазматической везикулы [79]. 

Несмотря на активные исследования, молекулы, представляющие собой MISRI, до сих 

пор однозначно не идентифицированы [80, 81]. Считается, что функцию MISRI могут выпол-

нять три рецептора I типа фактора морфогенеза костной ткани (bone morphogenic protein, BMP): 

ALK2 [53], ALK3 [83] и ALK6 [82]. При введении в геном антисмысловых [53] или доминант-

но-негативных [76] последовательностей гена Alk2 наблюдается ингибирование действия АМГ 

в отношении органной культуры урогенитального гребня крыс и эмбриональных клеток терато-

карциномы мыши линии p19, соответственно. Вероятно, ALK6 задействован в трансдукции 

сигнала от комплекса АМГ-MISRII в клетках линии CHO, происходящих из яичника китайско-

го хомячка [82]; в то же время, у Alk6-нокаутных мышей регрессия мюллеровых протоков про-

исходит нормально [76]. При инактивации транскрипции гена Alk3 у самцов мышей наблюдает-

ся нарушение инволюции мюллеровых протоков [83], фенотипически соответствующее патоло-
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гии, развивающейся в случае недостаточности АМГ или MISRII, что свидетельствует о выпол-

нении ALK3 функции MISRI у мышей [84]. 

Упомянутые варианты ALK детектированы в эмбрионах млекопитающих в мембране 

клеток эпителия мюллеровых протоков, а также, наряду с MISRII, на клетках окружающих про-

токи тканей. Так, показана совместная экспрессия ALK2 и MISRII клетками подлежащей ме-

зенхимы, а также синтез ALK6 эпителиоцитами мюллеровых протоков. Также в клетках мезен-

химы, окружающей мюллеровы протоки, методом in situ гибридизации был показан высокий 

уровень экспрессии генов Smad1, Smad5 и особенно Smad8 [40]. В постнатальном периоде жиз-

ни экспрессия ALK2 обнаружена в клетках как яичника, так и яичка, а ALK6 – только в яичнике 

[85]. При этом в клетках линий MA-10 и SMAT-1, происходящих из клеток Лейдига и Сертоли 

семенников, соответственно, детектирована АМГ-индуцированная активация Smad1 посред-

ством фосфорилирования, образование комплекса Smad1/Smad4 и его последующее перемеще-

ние в ядро [53, 75]. Итак, АМГ воздействует на клетку посредством связывания с MISRII, а 

дальнейшая передача сигнала может происходить при участии различных вариантов MISRI и 

Smad-белков в зависимости от вида клетки и стадии индивидуального развития [86]. 

Считается, что Smad-опосредованные сигнальные пути, запускаемые BMP и АМГ, отли-

чаются главным образом по характеру взаимодействия лиганда и рецепторов. Связывание ци-

токинов группы BMP с рецепторами I типа, за исключением фактора роста и дифференцировки 

9 (growth and differentiation factor 9, GDF9), характеризуется высокой аффинностью, в то время 

как рецепторы II типа выполняют лишь вспомогательную функцию [87]. Напротив, для прове-

дения сигнала в каскаде, инициируемом АМГ, участие MISRII является необходимым [82]. 

Результатом АМГ-зависимой активации MISRII, по-видимому, может быть запуск двух 

других сигнальных каскадов, сведений о которых в литературе содержится немного. Активация 

одного из них – сигнального пути с участием β-катенина – детектирована в клетках мезенхимы, 

окружающей мюллеровы протоки [70]. АМГ индуцирует накопление в цитоплазме данных кле-

ток свободного β-катенина, способного к транслокации в ядро и взаимодействию с лимфоид-

ным энхансер-связывающим фактором 1 (lymphoid enhancer factor 1, LEF1), что приводит к мо-

дуляции транскрипции эффекторных генов (рис. 3, А). Аналогичная последовательность собы-

тий происходит при реализации сигнального пути Wnt/β-катенин [88] с той разницей, что в по-

следнем случае рост концентрации β-катенина в цитозоле обусловлен ингибированием его 

убиквитинилирования и последующей деградации в протеасомах [89]. Экспрессия Wnt7a, одной 

из секреторных сигнальных молекул семейства Wnt, наблюдается в эпителиоцитах мюллеровых 

протоков; этот белок обеспечивает диморфизм дифференцировки половой системы, делая ее 

MISRII-экспрессирующие клетки восприимчивыми к АМГ [90]. В то же время показано, что 

АМГ-индуцированная кумуляция свободного β-катенина в цитоплазме клеток окружающей 
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протоки мезенхимы происходит без участия Wnt7a, поэтому, вероятно, она является Wnt-

независимой [70].  

Связывание АМГ с MISRII способно инициировать запуск и другого сигнального пути - 

каскада с участием транскрипционного фактора NF–κB [72]. Установлено, что АМГ-зависимая 

гибель MISRII-позитивных клеток карциномы легкого in vitro происходит в результате реализа-

ции именно этого сигналинга [91]. В состав семейства ядерных факторов NF–κB входят белки 

p50, p52, p65, relB и c-rel. Сформированные ими димеры в отсутствие сигнала локализованы в 

цитоплазме и связаны с белками-ингибиторами IκB-α, IκB-β, IκB-γ и IκB-ε (рис. 3, В). В резуль-

тате фосфорилирования последних факторы семейства NF–κB высвобождаются и перемещают-

ся в ядро, где они принимают участие в регуляции экспрессии генов-мишеней [92], в частности 

гена IER3, кодирующего фосфопротеин IEX-1S (фактор раннего ответа клетки на радиационное 

облучение, воздействие γ-интерферона или фактора некроза опухоли-α) [72]. Было показано, 

что в клетках, происходящих из карциномы легкого, взаимодействие АМГ с рецептором II типа 

посредством запуска NF–κB-сигнального пути вызывает интенсификацию синтеза IEX-1S, яв-

ляющегося негативным регулятором роста и ингибитором экспансии клеточных культур [91]. 

Инициация сигнального каскада с участием факторов семейства NF-κB под действием 

АМГ, также приводящая к запуску транскрипции генов-эффекторов, детектирована в нормаль-

ных и опухолевых клетках предстательной [72] и молочной железы [9]. При этом белки семей-

ства Smad – компоненты основного АМГ/MISRII-сигнального каскада – по-видимому, не при-

нимают участия в высвобождении факторов NF–κB и индукции экспрессии IER3. В то же вре-

мя, киназы, осуществляющие АМГ-индуцируемое фосфорилирование ингибиторов высвобож-

дения белков семейства NF–κB, до сих пор однозначно не идентифицированы. Однако установ-

лен андроген-независимый характер реализации этого сигнального каскада: в отличие от АМГ, 

андрогены не способны индуцировать его активацию в клетках, происходящих из аденомы про-

статы [72]. 

2.3. Структура гена MisrII и рецептора MISRII 

Ген MisrII у человека локализован на длинном плече хромосомы 12 и включает около 8,7 

тысяч пар нуклеотидов [5]. В его состав входят 11 экзонов, в первых трех из которых закодиро-

вана сигнальная последовательность и внеклеточная часть рецептора, в 4-м – бóльшая часть 

трансмембранного домена, а в остальных – внутриклеточный домен, обладающий се-

рин/треонин-протеинкиназной активностью [11]. В настоящее время идентифицированы нук-

леотидные последовательности генов MisrII человека [85], мыши [93], крысы [94], кролика [95] 

и японской медаки Oryzias latipes [96]. Исследование синтеза MISRII у кролика показало, что 

сайт связывания рецептора с АМГ кодирует участок, содержащийся во 2-м экзоне [95]. Продукт 
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трансляции MisrII состоит из 573 аминокислотных остатков (так называемая «каноническая» 

последовательность) и включает, помимо MISRII, также сигнальный пептид (17 а.о.). Гомоло-

гия первичной структуры MISRII человека по отношению к последовательностям других ре-

цепторов II типа факторов суперсемейства TGF-β не превышает 30%, а ее сходство с последо-

вательностями каких-либо других белков протеома не прослеживается вовсе [47]. 

Экспериментально идентифицированы три изоформы MISRII человека (ID в базе данных 

UniProt Q16671), различающиеся по длине и составу полипептидной цепи; они представляют 

собой продукты альтернативного сплайсинга первичного транскрипта. Последовательность 

первой из них является наиболее длинной и принята за «каноническую»; вторая отличается от 

нее аминокислотным составом в области 430-573 остатка, хотя имеет сходную длину. В составе 

третьей известной изоформы MISRII отсутствуют аминокислотные остатки с 381 по 475, по-

этому она является самой короткой [97]. 

Установлено, что полипептид MISRII претерпевает специфический посттрансляционный 

процессинг. При этом значительная часть молекул рецептора подвергается расщеплению, в ре-

зультате которого образуется укороченная молекулярная форма без большей части внеклеточ-

ного домена, не покидающая эндоплазматический ретикулум (ЭПР). Здесь остаются и ассоции-

рованные посредством дисульфидных мостиков олигомеры MISRII – молекулы, не способные к 

взаимодействию с лигандом, образование которых наблюдается при гиперэкспрессии гена Mis-

rII [98]. 

Рецептор MISRII представляет собой трансмембранный гликопротеин с M ~ 66 кДа [85]. 

Его молекулярная структура (как и в случае MISRI) представлена внеклеточной частью (127 

а.о.), а также единственным трансмембранным (26 а.о.) и внутриклеточным протеинкиназным 

(403 а.о.) доменами [83]. В составе экстраклеточной части рецепторов АМГ I и II типа содер-

жится гидрофильный лиганд-связывающий домен, обогащенный остатками цистеина; по-

видимому, его структура идентична у всех рецепторов факторов суперсемейства TGF-β [99, 

100]. Содержащийся в нем цистеиновый кластер из 9 аминокислотных остатков имеет консен-

сусную последовательность CCX{4-5}CN. В случае лиганд-связывающего домена рецепторов I 

типа цистеиновому кластеру предшествуют 7 дополнительных аминокислотных остатков [101, 

102, 103]. 

В структуре внеклеточной части рецепторов II типа цитокинов суперсемейства TGF-β 

выделяют особую структуру – так называемую складку трехпалых токсинов, обеспечивающую 

эффективное распознавание и связывание лиганда [104]. Стабилизация этого домена осуществ-

ляется за счет внутримолекулярных дисульфидных связей, определяющих строгую специфич-

ность рецептора к определенным лигандам суперсемейства [105]. На рис. 4, Б представлена 

трехмерная структура внеклеточной части MISRII, полученная в результате гомологического 
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моделирования по известному строению экстраклеточной части рецептора активина II типа (ac-

tivin receptor type 2, ACVR2). Как видно, в составе внеклеточного домена MISRII, предположи-

тельно, имеется 5 β-складчатых слоев, каждый из которых участвует во взаимодействии с ли-

гандом. Они формируют три β-шпильки («пальца»), причем первая из них у MISRII несколько 

длиннее, чем у ACVR2. Стабилизация укладки внеклеточного домена MISRII, вероятно, как и в 

случае ACVR2, обеспечивается за счет пяти внутримолекулярных дисульфидных связей, одна-

ко, образованных между иными цистеиновыми остатками [106]. В пользу корректности выпол-

ненного гомологического моделирования свидетельствует тот факт, что модель экстраклеточ-

ного домена MISRII, полученная в результате ab initio предсказания с помощью алгоритма 

QUARK [69, 107], выглядит сходным образом (рис. 4, A).  

Детальная структура внутриклеточного домена MISRII, обладающего протеинкиназной 

активностью, также пока не установлена экспериментально, однако полагают, что она в целом 

схожа с укладкой соответствующей части рецепторов II типа других факторов суперсемейства 

TGF-β. На рис. 4, В приведена его гомологическая модель, построенная с учетом 42%-ого сход-

ства аминокислотных последовательностей на основе известной структуры внутриклеточного 

домена рецептора II типа фактора морфогенеза костной ткани 2 (bone morphogenic protein 2 re-

ceptor type II, BMP2RII, ID Q16671 в базе данных SWISS-MODEL), установленной методом 

рентгеноструктурного анализа. Предположительно, в ней содержится не менее 5 β-складчатых 

слоев и 7 α-спиральных элементов [108]. 

 

Рисунок 4. Трехмерные модели, описывающие структуру: А – экстраклеточного домена 

MISRII, получена методом ab initio предсказания с помощью алгоритма QUARK [69, 107] (рим-

скими цифрами обозначены β-складчатые слои); Б – экстраклеточного домена MISRII, получена 

методом гомологического моделирования по известной структуре внеклеточного домена 

ACVR2 (римская нумерация использована для обозначения β-складчатых областей, показаны 
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остатки аминокислот, принимающие участие во взаимодействии с лигандом, стрелкой обозна-

чен α-спиральный участок первой β-шпильки) [106]; В – внутриклеточного домена MISRII, об-

ладающего протеинкиназной активностью, получена методом гомологического моделирования 

по экспериментально определенной укладке внутриклеточного домена BMP2RII [108] (римски-

ми цифрами обозначены β-складчатые слои, арабскими – α-спиральные элементы). 

 

Результатом мутаций в гене MisrII, а также в гене, кодирующем АМГ (Amh), является 

развитие синдрома персистенции мюллеровых протоков (СПМП). В случае данной формы 

мужского псевдогермафродитизма в организме генетических самцов наблюдается сохранение 

органов-производных протоков Мюллера (матки, верхней части влагалища и фаллопиевых 

труб) [5]. Развитие СПМП как следствие наличия мутаций в генах MisrII и Amh свидетельствует 

в пользу предположения о том, что нормальная дифференциация пола у мужчин невозможна 

без участия сигнального каскада MISRII/АМГ [51]. Установлено, что мутации, в результате ко-

торых происходит развитие СПМП, могут возникать по всей длине гена и быть по-разному 

классифицированы. Чаще всего у пациентов с данной патологией детектируют делецию 27 п.н. 

(с 6331 по 6357) в 10-ом экзоне гена MisrII, которая примерно в половине случаев присутствует 

в гомозиготном состоянии или ассоциирована с какой-либо другой мутацией [109]. Обнаруже-

ние этой мутации возможно методом простой полимеразной цепной реакции (ПЦР) и не требу-

ет секвенирования полной последовательности гена MisrII. В экспериментах по индукции сайт-

направленного мутагенеза гена MisrII в клетках линии COS была показана нестабильность му-

таций, возникающих в участке данного гена, кодирующем трансмембранный домен рецептора, 

и отсутствие формирования в их результате аномальных форм MISRII. В то же время результа-

том большей части дефектов, возникающих в области, кодирующей внеклеточный домен, ста-

новится нарушение синтеза полипептида, его вставки в клеточную мембрану, и, как следствие, 

невозможность взаимодействия рецептора с АМГ. Образование аномальной формы MISRII, 

экспонируемой на поверхности клетки, но не способной к проведению сигнала при связывании 

рецептора с лигандом, наблюдается при наличии мутаций в участке MisrII, кодирующем внут-

риклеточный протеинкиназный домен рецептора (в том числе изменяющих структуру его суб-

страт-связывающего сайта [110]). Наконец, обнаружена стоп-мутация, возникновение которой 

приводит к терминации синтеза полипептида MISRII сразу после трансмембранного домена. 

Такая «укороченная» форма рецептора обладает способностью нормально связывать АМГ, од-

нако дальнейшее проведение сигнала посредством нее невозможно. Будучи сверхэкспрессиро-

ван in vitro, мутантный вариант MISRII обладает доминантно-негативным эффектом в отноше-

нии рецептора дикого типа, конкурируя с ним за связывание с гормоном [110]. 
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2.4. Экспрессия MISRII как маркер онкопатологий 

Нормальная низкоинтенсивная экспрессия MISRII характерна для тканей, участвующих 

в развитии и регуляции функции гонад. В частности, MISRII детектирован в мембране клеток 

Лейдига семенников и гранулёзных клеток яичников [35]. Кроме того, у грызунов и человека 

MISRII слабо экспрессируется эпителиоцитами эндометрия матки, клетками простаты и молоч-

ной железы и, что необычно, нейронами головного мозга [35, 63, 111]. 

В период внутриутробного развития млекопитающих активный синтез MISRII происхо-

дит в клетках мезенхимы, окружающей мюллеровы протоки, что необходимо для их регрессии 

в результате паракринного действия АМГ [112, 113]. В плодах крыс мужского пола прослежи-

вается корреляция черепно-хвостового паттерна экспрессии MISRII клетками подлежащей ме-

зенхимы с черепно-хвостовым направлением инволюции эпителия протоков [70]. При этом в 

результате нарушения синтеза MISRII или его лиганда в развивающемся мужском организме 

происходит гиперплазия клеток Лейдига, образование происходящих из них сóлидных опухо-

лей и торможение дифференцировки этих клеток, следствием которого становится удельное (из 

расчета на одну клетку) снижение интенсивности биосинтеза андрогенов [114, 115]. Экспрессия 

MISRII у будущих самок наблюдается по всей длине протоков Мюллера, а в постнатальном пе-

риоде жизни детектирована не только в яичниках, но и в матке, в том числе при беременности 

[113]. В клетках гранулезы преантральных и малых антральных фолликулов яичника обнару-

жена коэкспрессия MISRII и АМГ, связанная с модуляцией гормоном их созревания, в частно-

сти, путем подавления восприимчивости фолликулов к фолликулостимулирующему гормону 

(ФСГ) [116]. В преовуляторных (третичных) фолликулах интенсивность экспрессии генов Amh 

и MisrII гораздо выше в клетках кумулюса, нежели в пристеночных гранулезных клетках [117]. 

О способности внешних факторов влиять на экспрессию MISRII в различных тканях из-

вестно мало [69]. В частности, имеются данные о том, что экспрессия MISRII и АМГ в грану-

лезных клетках яичников человека и овцы может усиливаться под действием таких факторов 

суперсемейства TGF-β, как BMP15 и BMP4, в то время как GDF9 не обладает подобным эффек-

том [118]. 

Если в нормальных клетках ряда тканей интенсивность синтеза MISRII является слабой, 

то при их малигнизации начинается гиперэкспрессия данного рецептора. РЯ, составляющий 

около 5% всех случаев всех злокачественных опухолей у женщин, является наиболее актуаль-

ной патологией среди MISRII-позитивных опухолей, развивающихся из тканей-производных 

протоков Мюллера [119]. 

Использование рецептора АМГ II типа в качестве специфического маркера клеток РЯ 

представляется целесообразным, так как известно, что он сверхэкспрессирован в 100% случаев 
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опухолей, развивающихся из гранулезных клеток – редкой формы РЯ [23, 67, 120] и в 69-93% 

случаев карциномы яичников [3, 4, 121], в абсолютном большинстве случаев овариальной дис-

герминомы и эндометриальных опухолей [4], а также детектирован в мембране клеток, выде-

ленных из асцитической жидкости пациенток с РЯ [3]. Экспрессия MISRII при карциноме яич-

ников обнаружена как в асцитных клетках, так и в эпителиоцитах солидных опухолей [67]. При 

этом установлено, что MISRII-позитивные малигнизированные клетки также экспрессируют 

маркеры CD44 и E-кадгерин – поверхностные молекулы стволовых клеток опухоли [122]. По 

результатам, полученным Masiakos с соавт. [67], присутствие MISRII на поверхности клеток 

линий, происходящих из карциномы яичников, обуславливает их восприимчивость к АМГ. Эти 

же исследователи показали способность АМГ к связыванию с рецептором II типа, экспониро-

ванным на мембране клеток большинства культур, полученных из асцитных клеток, и подавле-

нию экспансии 82% из них [67]. 

Именно MISRII-позитивные клеточные линии, происходящие из опухолей яичников че-

ловека (IGROV-1, HOC-1, OVCAR3, -5 и -8), стали основой первых экспериментальных моде-

лей для изучения действия АМГ быка на клетки РЯ [123]. Позднее в качестве модельного объ-

екта стали использоваться клетки, полученные из асцитической жидкости пациентов с РЯ, экс-

прессия в которых MISRII была показана методами иммуногистохимии, ПЦР в реальном вре-

мени и проточной цитофлуориметрии [124].  

Сегодня перечень потенциальных мишеней для применения АМГ гораздо шире: он до-

полнен MISRII-позитивными клетками злокачественных новообразований, развивающихся из 

тканей «немюллерова» происхождения [9]. Рецептор АМГ II типа детектирован на поверхности 

эпителиоцитов молочной железы крысы в норме и при онкопатологии, причем интенсивность 

его синтеза коррелирует с пролиферативной активностью клеток. Также отмечено полное пре-

кращение экспрессии MISRII данными клетками в период лактации. Следствием этих фактов 

является возможность рассматривать клетки опухоли молочной железы в качестве подходящей 

мишени для терапии с применением АМГ [9, 35]. Еще одна разновидность MISRII-позитивной 

опухоли, развивающейся из ткани «немюллерова» происхождения, клетки которой чувстви-

тельны к действию АМГ – аденома простаты [125]. Присутствие MISRII и двух видов MISRI 

было показано как на мембране опухолевых аденоцитов, так и на клеточных линиях, происхо-

дящих из них [125]. Наконец, установлена экспрессия MISRII малигнизированными клетками 

легочного эпителия. Интересно, что с началом эпителиально-мезенхимального перехода опухо-

левых клеток она прекращается [98]. Beck с соавт. детектировали активацию сигнального кас-

када MISRII/АМГ в эпителиоцитах легкого при немелкоклеточном раке. По-видимому, под 

влиянием этого сигнального пути находится базальная и BMP-зависимая Smad-сигнализация, 
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происходит подавление интенсивности эпителиально-мезенхимного перехода и осуществляется 

регуляция устойчивости клеток рака легкого к цитостатикам [126]. 

2.5. Актуальные представления о механизмах взаимодействия MISRII и АМГ 

По мнению абсолютного большинства исследователей, необходимым условием обрете-

ния молекулой АМГ способности к взаимодействию с MISRII является ограниченный протео-

лиз по специфическому сайту, приводящий к ее разделению на N- и C-концевой гомодимеры, 

ассоциированные в нековалентном комплексе. Эксперименты с мутантной формой рАМГ, ли-

шенной сайта специфического протеолиза [10], подтверждают эту точку зрения. В отличие от 

интактного, аномальный гормон не проявляет биологическую активность, то есть способность 

индуцировать регрессию мюллеровых протоков крыс в органной культуре [10]. 

Экспериментально показано, что к взаимодействию с MISRII способны как полнораз-

мерный протеолизированный АМГ [127], так и его С-концевой фрагмент [128], и высказано 

предположение о том, что инволюция протоков Мюллера может происходить под действием 

обеих форм гормона. Показано, что N-концевой гомодимер АМГ не обладает проявляющейся 

таким образом биологической активностью [10], однако ряд авторов склоняется к мнению о 

том, что эта часть АМГ не только необходима для корректного фолдинга его молекулы, но и 

после специфического протеолиза принимает участие во взаимодействии гормона с рецептором 

II и/или I типа и обеспечивает его адресную доставку к клеткам-мишеням [10, 33]. 

Остается неизвестным детальный механизм взаимодействия биологически активных 

производных АМГ c рецептором II типа; кроме того, для MISRII не определена структура цен-

тра связывания лиганда. Имеются данные о том, что для эффективного связывания АМГ необ-

ходимо участие всех пяти β-складчатых слоев, предположительно, имеющихся в структуре вне-

клеточного домена MISRII [106]. На рис. 5 приведены встречающиеся в литературе модели вза-

имодействия MISRII c АМГ. 
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Рисунок 5. Актуальные представления о возможном механизме взаимодействия MISRII, 

экспонированного на поверхности клеток-мишеней, с лигандом [69]. А, Б – подразумевается 

одновременное связывание гормона с рецепторами двух типов [129, 130]; В – последовательное 

взаимодействие АМГ сначала с мономерной формой рецептора II типа, а затем с MISRI [131]; Г 

– модель, в которой лиганд сначала связывается с заранее сформированным димером MISRII, а 

затем с димером рецептора I типа [132].  

 

Ряд авторов считает, что имеет место одновременное взаимодействие молекулы АМГ с 

рецепторами двух типов, локализованными в плазмалемме близко друг к другу (рис. 5, А, Б) 

[129, 130]. По мнению других исследователей (рис. 5, В, Г), сначала происходит связывание од-

ного из мономеров АМГ с рецептором II типа, инициирующее образование гетеротетрамерного 

лиганд-рецепторного комплекса с рецептором I типа [131, 132]. Одновременно с этим, одни ав-

торы полагают, что на первой стадии его формирования к комплексу MISRII/АМГ присоединя-

ется еще одна молекула MISRII, а далее – одна за другой – две молекулы рецептора I типа (рис. 

5, В) [131]. По другой версии, АМГ связывается с уже сформированным гомодимером MISRII, 

после чего образуется лиганд-рецепторный комплекс с гомодимерной формой MISRI (рис. 5, Г) 

[132]. 
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Аргументом в пользу последней гипотезы, подразумевающей поэтапное связывание 

АМГ сначала с заранее сформированным гомодимером рецептора II типа, а затем с гомодимер-

ным MISRI, является хорошо изученный характер взаимодействия некоторых других факторов 

суперсемейства TGF-β, родственных гормону, с соответствующими рецепторами двух типов 

[133]. Более того, предположение о том, что локализация молекул рецептора АМГ II типа в 

плазматической мембране не является хаотичной, и они ассоциированы в гомодимерные ком-

плексы еще до взаимодействия с гормоном, подтверждается результатами ряда экспериментов 

[98]. По всей видимости, такая упорядоченность, представляющая собой кластеризованный 

паттерн распределения, лимитирует латеральную подвижность молекул рецептора. Среди всех 

рецепторов II типа факторов суперсемейства TGF-β эта особенность присуща исключительно 

MISRII, что, возможно, обеспечивает уникальную регуляцию его взаимодействия с лигандом, 

рецептором АМГ I типа и Smad-белками – вторичными посредниками сигнального каскада, 

инициируемого АМГ [98]. 

2.6. MISRII как мишень для противоопухолевой терапии 

 В первую очередь, MISRII может рассматриваться в качестве мишени для действия рАМГ, 

выделенного из КЖ клеток-продуцентов с применением различных хроматографических под-

ходов [26, 134]. Обработка рАМГ экспрессирующих MISRII клеток линии OVCAR8 приводит к 

остановке их жизненного цикла в фазе G1, интенсификации экспрессии генов ряда ингибиторов 

циклин-зависимых киназ, в частности р16 и р21, и инициации апоптоза [65, 66]. Подобным эф-

фектом рАМГ обладает и в отношении MISRII-позитивных клеток линии HOSE, происходящей 

из опухоли овариального покровного эпителия человека [133]. Более того, под действием рАМГ 

в клетках линий OVCAR8 и HOSE усиливается экспрессия транскрипционных факторов E2F-1 

и E2F-2, участвующих в реализации проапоптотического сигнала [65]. 

Исследование влияния рАМГ на экспансию MISRII-позитивных малигнизированных 

клеток in vivo было выполнено на модели, предполагающей инокуляцию иммуносупрессиро-

ванных мышей клетками линий, происходящих из овариальной опухоли человека. Для этого 

Stephen A.E. и соавт. [135] были созданы имплантаты, представляющие собой фибрин-

тромбиновые частицы величиной около 1 мм3, на поверхности которых адгезировали экспрес-

сирующие MISRII опухолевые клетки; эти частицы затем вводили животным под почечную 

капсулу. При последующем внутрибрюшинном введении рАМГ наблюдалось выраженное ин-

гибирование роста новообразований, развивающихся из клеток IGROV-1 в иммунодефицитных 

мышах линии SCID и опухолей из клеток OVCAR8 у мышей линии BALB/c Nude [136]. 

Представляется возможным также использование рАМГ для лечения других опухолей 

тканей «мюллерова» происхождения, в частности, рака шейки матки. Экспрессия функцио-
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нально активного MISRII и чувствительность к обработке рАМГ in vitro были показаны для 

клеток трех линий, полученных из карциномы шейки матки человека – CaSki, SiHa и С33А 

[137]. Обнаружено также, что в MISRII-позитивных малигнизированных аденоцитах молочной 

железы рАМГ усиливает IκB-зависимое связывание комплекса NF-κB с ДНК, в результате чего 

происходит эстроген-независимая инициация транскрипции гена, кодирующего фактор IEX-1S 

[9]. Наконец, особенно эффективным может оказаться применение рАМГ для терапии аденомы 

предстательной железы, поскольку гормон способен не только индуцировать апоптоз опухоле-

вых клеток, но и ингибировать синтез тестостерона [95, 138]. Установлено, что под действием 

рАМГ снижается интенсивность роста культур клеток линий, происходящих из аденомы про-

статы, и начинается синтез в них фактора регуляции транскрипции гена интерферона 1 (inter-

feron regulatory factor 1, IRF1), совместное действие которого с гамма-интерфероном выражает-

ся в усилении ингибирующего эффекта, оказываемого рАМГ in vivo и in vitro [9]. 

Нужно отметить, что типичной причиной канцерогенеза являются множественные гене-

тические аномалии, а малигнизированные клетки зачастую чрезвычайно резистентны к цито-

статическим препаратам [11]. В связи с этим лечение, основанное на одновременном ингибиро-

вании нескольких сигнальных каскадов, поддерживающих пролиферацию опухолевых клеток, 

представляется наиболее эффективным. В этом смысле MISRII-специфичная противоопухоле-

вая терапия потенциально может проводиться с использованием конъюгатов рАМГ с цитоток-

сическими агентами, обладающими хорошо изученным механизмом действия. Так, формирую-

щие опухоль (обладающие фенотипом стволовых) MISRII-позитивные клетки линии 

MOVCAR7, происходящей из аденокарциномы яичника мыши, являются резистентными к док-

сорубицину, однако восприимчивыми к рАМГ. При этом совместное действие на клетки дан-

ной линии рАМГ и доксорубицина или рапамицина оказывается синергетическим, а рАМГ и 

паклитаксела/цисплатина – аддитивным. Подобный аддитивный эффект достигается и при со-

четанной обработке рАМГ и паклитакселом MISRII-экспрессирующих клеток линии IGROV-1, 

происходящей из овариальной аденокарциномы человека [9]. 

Получение препаративных количеств высокоочищенного рАМГ, обладающего биологи-

ческой активностью – достаточно трудная задача [139]. В этой связи исследователями была 

предпринята попытка поиска природного соединения, способного либо усилить терапевтиче-

ский эффект рАМГ, либо сымитировать действие гормона, селективно активируя MISRII-

опосредованный сигнальный путь. По результатам скрининга более чем 15000 веществ такие 

свойства были выявлены у антрапирозолона SP600125 – обратимого, конкурирующего с АТФ 

ингибитора N-терминальной киназы c-Jun (c-Jun N-terminal kinase, JNK), принадлежащей се-

мейству протеинкиназ MAPK [140]. Это биологически активное соединение потенциально мо-

жет быть использовано для разработки лекарства против MISRII-позитивных злокачественных 
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новообразований как само по себе, так и в сочетании с рАМГ, что позволит значительно сни-

зить дозу вводимого гормона [139]. 

Помимо мишени для действия рАМГ, возможно также использование MISRII в качестве 

диагностического маркера для исследования злокачественных новообразований методом цито-

флуориметрического или иммуногистохимического анализа [69]. Визуализация MISRII-

позитивных малигнизированных клеток возможна с использованием антител против внекле-

точной части рецептора, конъюгированных с радиоизотопной, флуоресцентной или ферментной 

меткой. К примеру, Deshayes с соавт. [141] были получены моноклональные антитела мыши 

16F12, распознающие эпитоп внеклеточного домена MISRII, на основе которых был приготов-

лен конъюгат с радиоизотопной меткой, использованный для детекции рецептора на поверхно-

сти клеток карциномы эндометрия, инокулированных мышам линии Nude-Foxn1nu в виде внут-

рибрюшинных ксенографтов. По результатам многочисленных доклинических и клинических 

испытаний, радиоиммунотерапия опухолей органов брюшной полости с применением подоб-

ных конъюгатов является высокоэффективной [142]. Интересно, что, по утверждению авторов, 

с помощью таких антител возможна не только визуализация малигнизированных клеток мето-

дом позитронно-эмиссионной томографии, но и их уничтожение при использовании в рамках 

лучевой терапии. В другой работе, опубликованной Jacquet с соавт. [143], описаны свойства 

моноклональных анти-MISRII антител мыши 12G4, впоследствии использованных Estupina с 

соавт. для создания гуманизированных антител 3C23K [22]. Они связываются с рецептором 

АМГ II типа в области взаимодействия с лигандом, и по этой причине способны не только к 

специфической детекции MISRII, но и к инициации проапоптотического сигнального пути в 

малигнизированных клетках. В связи с этим данные антитела потенциально могут быть исполь-

зованы как для выявления MISRII-позитивных новообразований, так и для таргетного воздей-

ствия на них. По утверждению авторов, хотя антитела 12G4 и 3C23K обладают одинаковой 

эпитопной специфичностью, связывание с MISRII последнего характеризуется значительно бо-

лее высокой аффинностью [22]. Противоопухолевое действие гуманизированных антител 

3C23K в отношении клеток овариальных опухолей мыши реализуется в основном за счет акти-

вации иммунных клеток-эффекторов. В то время как натуральные киллеры практически не за-

действуются иммуноглобулинами 3C23K, принадлежащими изотипу IgG1, большинство акти-

вирующихся иммунных клеток представлено макрофагами, способными к антитело-

зависимому клеточному эндоцитозу [22]. Как сообщают Bougherara с соавт. [122], применение 

антител 3C23K при карциноме яичников приводит к мобилизации макрофагов Fc-рецептор-

опосредованным путем, и, как следствие, к уничтожению малигнизированных клеток. Известно 

также, что взаимодействие 3C23K с клетками-эффекторами мыши осуществляется главным об-

разом через рецептор mFcγRIV. Показано, что под действием 3C23K на эти рецепторы проис-
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ходит снижение числа клеток, обладающих иммуносупрессорным фенотипом. Кроме того, в 

присутствии 3C23K наблюдается восстановление способности к пролиферации ранее активиро-

ванных Т-клеток. В результате Fc-опосредованной активации 3C23K макрофагов, эти клетки 

начинают секретировать ряд провоспалительных цитокинов, в том числе, интерлейкины 1β и 6. 

Механизм модуляции антителами 3C23K фенотипа макрофагов, сопровождающейся ослабле-

нием Т-клеточной супрессии, до сих пор неизвестен [122]. 

Исследование терапевтических свойств 3C23K in vivo было выполнено на модели, для 

создания которой были использованы ксенографты клеток опухоли гранулёзы яичника, а также 

клеток линии NIH-OVCAR-3, полученной из овариальной аденокарциномы. Эффективное ин-

гибирование антителами роста вживленных опухолей было показано в обоих случаях [144]. 

Итак, антитела 3C23K, инициирующие процесс иммунно-опосредованной цитотоксичности, 

могут стать основой для разработки препаратов против как гранулёзоклеточных, так и эпители-

альных опухолей яичников [11]. 

Эффективность использования сочетанного действия антител 3C23K и паклитаксе-

ла/карбоплатина (стандартной комбинации цитостатических препаратов) была исследована на 

ксенографтах пяти видов овариальных опухолей. Показано, что умеренное 3C23K-

индуцированное ингибирование роста новообразований может быть значительно усилено (до 

92%) при использовании этих антител в сочетании с химиотерапевтическими агентами (82% с 

применением только химиотерапии) [122]. Поскольку противоопухолевый эффект антител 

3C23K в комбинации с цитостатиками оказывается более выраженным, имеет место предполо-

жение о более активной реализации макрофагами антитело-зависимого клеточного эндоцитоза 

в отношении поврежденных клеток. В действительности, некоторые химиотерапевтические 

агенты (в частности, вышеупомянутые цисплатин и паклитаксел) индуцируют иммуногенную 

клеточную гибель, что может привести к смене макрофагального фенотипа [122]. 

Использование антител, обладающих 3C23K-подобными свойствами, для диагностики и 

лечения MISRII-позитивных онкопатологий представляется реальной альтернативой примене-

нию рАМГ [106]. Доза вводимого препарата при этом может быть существенно снижена за счет 

высокоспецифичного действия индуцирующих апоптоз антител, и таким образом, может быть 

сведен к минимуму риск проявления нежелательных побочных эффектов. К тому же, антитела 

циркулируют в плазме существенно дольше, чем полноразмерный гормон, нестабильные моле-

кулы которого могут расщепляться плазмином – ферментом, присутствующим в крови [26, 33]. 

К сожалению, в настоящее время иммуноглобулины 3C23K являются уникальными в своем ро-

де, что объясняется чрезвычайной трудоемкостью получения антител с подобными свойствами. 

Несмотря на это обстоятельство, сегодня данное направление является одним из приоритетных 

в сфере разработки противоопухолевых препаратов таргетного действия [145]. 
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2.7. Современные методы получения рАМГ 

Впервые АМГ был выделен из семенников быка [146], позднее – из неонатальных се-

менников грызунов [9]. Долгое время для выделения гормона в бóльших количествах и с боль-

шей чистотой использовали семенники теленка [9]. Исследование АМГ в качестве потенциаль-

ного лекарственного средства для терапии злокачественных новообразований потребовало раз-

работки техник, позволяющих получать его в препаративных количествах. 

В первую очередь для получения препаратов рАМГ необходимо использование стабиль-

ного высокоэффективного продуцента гормона. Наиболее часто для продукции рАМГ исследо-

ватели используют клетки яичника китайского хомячка (СНО), фетальной почки человека 

(НЕК293) или другие клетки млекопитающих, трансфицированные геном АМГ человека [25]. В 

процессе культивирования белок секретируется в КЖ, откуда затем выделяется и очищается с 

примением хроматографических методов [147, 26]. При этом ряд авторов полагает, что для 

культивирования клеток-продуцентов рАМГ предпочтительнее использовать бессывороточную 

культуральную среду, так как препараты рАМГ, выделяемые из нее, не контаминированы бел-

ковыми компонентами сыворотки плодов коровы (FBS), антителами и эндотоксинами [26]. 

Биологическая активность получаемых таким образом субстанций рАМГ достаточно высока 

(при оценке с помощью теста на способность индуцировать регрессию мюллеровых протоков 

ex vivo) [9]. В ряде работ были описаны попытки использования бактериальных и дрожжевых 

клеток для наработки биологически активного рАМГ, но они не были успешными: в процессе 

культивирования этих продуцентов происходило образование телец включения, и как следствие 

– агрегация и необратимая денатурация рАМГ [26]. 

 В литературе описан и альтернативный метод создания продуцента рАМГ. Он подразу-

мевает использование тканеинженерного подхода: создание органов, способных продуцировать 

рАМГ. Для этого клетки линии СНО, трансфицированные геном АМГ человека, первоначально 

высевают на сетчатую подложку из полигликолевой кислоты, а затем имплантируют эту кон-

струкцию в яичник иммуносупрессированной мыши. В дальнейшем динамику синтеза рАМГ в 

организме отслеживают с помощью иммуноферментного анализа (ИФА) содержания рАМГ, 

продуцируемого клетками линии СНО, в плазме крови. Разработчики технологии утверждают, 

что концентрация рАМГ в плазме крови животных на протяжении длительного времени остает-

ся стабильно высокой [65]. 

  Пытаясь увеличить продукцию рАМГ и снизить стоимость синтеза, исследователи 

предпринимали попытки использовать растительные клетки для наработки гормона. В частно-

сти, ген АМГ человека был введен в клетки табака – таким образом, табак, культивированный 

из семян трансгенного растения, также содержал ген АМГ. Важно отметить, что рАМГ, синте-
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зируемый в растении, не подвержен специфическому протеолизу. Гормон, выделенный из рас-

тительного сырья, в дальнейшем подвергается очистке, в том числе от токсичных примесей, и 

тестированию биологической активности. Полученный таким образом рАМГ в будущем может 

стать менее дорогостоящей альтернативой рАМГ животного происхождения, однако коррект-

ность фолдинга белка, синтезируемого в растительных клетках, до сих пор не изучена [34]. В 

случае идентичности укладки молекул рАМГ, полученного из растительного и животного сы-

рья, стратегия синтеза гормона в растениях теоретически может быть применима и для других 

членов суперсемейства TGF-β [65]. 

 На втором этапе получения рАМГ предполагается его очистка, чаще всего с применени-

ем хроматографических методов. Наиболее распространенными методами очистки рАМГ от 

других белков, присутствующих в секрете или белковом экстракте, полученном из клеток, яв-

ляются гель-проникающая, ионобменная и иммуноаффинная хроматография [26]. Однако наря-

ду с традиционными хроматографическими подходами с целью увеличения эффективности вы-

деления препаратов биологически активного рАМГ некоторыми исследователями применялись 

и другие техники. В частности, группа Lorenzo H.K. et al. для выделения рАМГ из бессыворо-

точной культуральной среды использовала три различных метода: иммуноаффинную хромато-

графию, осаждение сульфатом аммония с последующей анионной ионообменной хроматогра-

фией и лектин-аффинную хроматографию с последующей анионной ионообменной хромато-

графией. Полученные в ходе трех параллельных экспериментов препараты рАМГ затем повер-

гали обработке плазмином, и далее методом лектин-аффинной хроматографии выделяли из них 

фракцию С-концевого гомодимера рАМГ. Исследователи показали, что при использовании 

только метода иммуноаффинной хроматографии для получения препаративных количеств 

рАМГ удается выделить около 15% рАМГ, содержащегося в КЖ; методом осаждения сульфа-

том аммония и анионообменной хроматографии – 36% рАМГ, а при сочетании лектин-

аффинной хроматографии с последующим применением метода анионообменной хроматогра-

фии – 75% рАМГ. При этом авторы утверждают, что рАМГ, выделенный с использованием ме-

тода иммуноаффинной хроматографии, обладает на 40% меньшей биологической активностью 

по сравнению с рАМГ, выделенным не иммуноаффинным способом [26]. Альтернативный под-

ход к выделению рАМГ из КЖ, полученной от клеток-продуцентов, был предложен Papakostas 

et al. Для этого в ген рАМГ сразу после нуклеотидов, кодирующих 426-ю аминокислоту (сразу 

перед сайтом протеолитического расщепления АМГ), исследователями была введена короткая 

FLAG-последовательность (тэг), кодирующая аминокислотные остатки DYKDDDDK. В даль-

нейшем FLAG-тэг использовался авторами работы для выделения несущего его рАМГ из КЖ с 

помощью специальных FLAG-аффинных частиц. Было показано не только полное ингибирова-

ние таким рАМГ развития мюллеровых протоков в органной культуре, но и его способность к 
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высокоаффинному связыванию с MISRII, как эндогенным, так и экспрессирующимся трансфи-

цированными геном рецептора клетками [134]. 

 На последнем этапе получения очищенных препаратов рАМГ необходимо проведение 

тестирования биологической активности этих субстанций. На сегодняшний день известно не-

сколько модельных систем, позволяющих оценить это свойство, наиболее известной из которых 

является гистологический анализ стимуляции регрессии мюллеровых протоков крысы или мы-

ши в органной культуре ex vivo [148]. Альтернативный подход подразумевает использование 

культур клеток некоторых линий (например, OVCAR8, IGROV-1 или MOVCAR7) или опухоле-

вых клеток, несущих MISRII, у которых при обработке рАМГ оценивается снижение жизнеспо-

собности: МТТ- или XTT-тестом, методом ПЦР в реальном времени или с помощью иммуноци-

тохимического анализа [65]. Те же клетки, трансплантированные животным, могут быть ис-

пользованы для оценки биологической активности рАМГ in vivo [136]. Наконец, в последние 

годы большую популярность получила тест-система, с помощью которой определение биоло-

гической активности рАМГ осуществляется на основе оценки интенсивности гибели клеток, 

трансфицированных геном MisrII человека – например, клеток линии COS7 [134]. 

Несмотря на разнообразие вышеописанных подходов, пригодных для получения высо-

коочищенных препаратов рАМГ, в настоящее время коммерчески доступного источника биоло-

гически активного полноразмерного рАМГ не существует [34]. В то же время, по мнению ряда 

авторов, создание стабильного продуцента гормона и разработка метода очистки этой субстан-

ции позволили бы эффективно проводить доклинические и фармакологические испытания 

рАМГ [9]. Необходимость изучения биохимических и терапевтических свойств рАМГ как но-

вого агента для терапии некоторых злокачественных новообразований яичника заставляет ис-

кать методические подходы к решению проблемы отсутствия источника рекомбинантного гор-

мона. Один из вариантов технологии получения высокоочищенных препаратов функционально 

активного рАМГ и его производных, а также разносторонняя характеристика получаемых суб-

станций представлены в настоящей работе. 
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3. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

3.1. Материалы 

3.1.1. Животные, клеточные линии и биологический материал 

Получение моноклональных антител осуществляли с использованием самцов сингенных 

мышей линии BALB/c. Исследование биологической активности препаратов проводили на бес-

породных крысах и мышах линии BALB/c Nude. Для изучения фармакокинетики очищенного 

белка были использованы кролики породы Советская шиншилла и самцы беспородных мышей. 

Все животные были предоставлены ФГУП «Питомник лабораторных животных Рапполово» 

(Ленинградская обл.). Заключение о соответствии методов исследования этическим нормам об-

ращения с животными выдано комиссией по биоэтике ФГУП «Гос. НИИ ОЧБ» ФМБА России 

20.01.2017 г. 

Гибридомы, продуцирующие антитела, были получены на основе клеток миеломы мыши 

линии Sp 2/0 (Коллекция клеточных культур позвоночных Института цитологии, Санкт-

Петербург). Для тестирования биологической активности очищенных белков in vitro были ис-

пользованы следующие клетки эпителиального происхождения: легочные эпителиоциты аме-

риканской норки линии NBL-7 (способные отвечать на воздействие TGF-β [149]), клетки адено-

карциномы яичника человека линий OVCAR3 и OVCAR8, а также клетки карциномы яичника 

мыши линии MOVCAR7 (АТСС, США). 

В исследовании использован гистологический материал аденокарциномы яичника 3 па-

циенток, предоставленный ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова (Санкт-Петербург). Образцы пе-

риферической крови соматически здоровых детей возрастом от 1 месяца до 18 лет в количестве 

107 шт. были предоставлены центральной клинико-диагностической лабораторией ГБУЗ «Кон-

сультативно-диагностический центр для детей» (Санкт-Петербург) после получения информи-

рованного согласия от законных представителей пациентов. По 15 образцов венозной крови бе-

ременных женщин (20-25 недель) и соматически здоровых женщин контрольной группы были 

предоставлены ФГБНУ «НИИ акушерства и гинекологии им. Д.О. Отта (Санкт-Петербург) так-

же после получения информированного согласия от пациенток. Предоставление вышеупомяну-

тыми организациями документов, разрешающих забор биологического материала, возможно по 

запросу. Образцы крови были отобраны в вакутейнеры с коагулянтом, после чего методом цен-

трифугирования при 3000 g в течение 10 мин из них были выделены сыворотки, которые были 

использованы в экспериментах. 
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3.1.2. Препараты и антитела 

В работе были использованы следующие ранее полученные моноклональные антитела: 

• М1 - моноклональные антитела мыши против рАМГ человека (эпитопа в составе С-

концевого фрагмента, доступного только после специфического протеолиза молекулы 

гормона) [150]; 

• М2 – моноклональные антитела мыши против рАМГ человека (эпитопа в составе N-

концевого фрагмента, доступного как до, так и после специфического протеолиза АМГ) 

[150]; 

• 6Е11 – моноклональные антитела мыши против рАМГ человека (эпитопа в составе N-

концевого фрагмента, доступного как до, так и после специфического протеолиза АМГ) 

– любезно предоставлены проф. Donahoe P.K. и Maclaughlin D.T. [151]; 

• И4 – моноклональные антитела мыши против иммуноглобулина IgG1 человека (эпитопа 

в составе тяжелой цепи Fc-фрагмента); 

• anti-IFNa – моноклональные антитела мыши против интерферона альфа-2b человека; 

• СС3-4 – моноклональные антитела мыши, специфичные к компоненту комплемента С3 

человека. 

Исследование было проведено с использованием следующих ранее полученных препа-

ратов: 

• полноразмерного рАМГ, аффинно очищенного с применением иммуносорбента 6E11-

сефароза [151];  

• С-рАМГ, полученного путем обработки очищенного рАМГ плазмином при весовом со-

отношении плазмина и белка 1:25 в течение 90 мин при +37 °С [152] и последующей 

очистки методом обращенно-фазовой хроматографии); 

• рекомбинантного аналога рецептора АМГ II типа – химерного белка MISRII+Fc, состо-

ящего из внеклеточной части MISRII и Fc-фрагмента иммуноглобулина IgG1 человека 

[153], выделенного из КЖ клеток штамма-продуцента линии А549 на сорбенте MabSe-

lect (GE Healthcare, Швеция) по протоколу производителя; 

• рекомбинантного белка теплового шока 70 (БТШ-70) человека. 

3.1.3. Штамм-продуцент рАМГ 

Для получения препаратов рАМГ использовали КЖ клеток, ранее трансфицированных 

геном АМГ человека (штамм-продуцент CHO-MIS, депонирован в Российской коллекции кле-

точных культур позвоночных под номером RKKK (R) 775D) [154]. Данный штамм был получен 

на основе клеток линии СНО-K1 (ATCC, США), ранее адаптированных к суспензионному куль-
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тивированию в бессывороточной среде [155]. Клетки CHO-MIS содержат искусственно синте-

зированную безинтронную последовательность гена АМГ человека с кодонным составом и со-

держанием гуанина и цитозина, оптимизированным для экспрессии в клетках линии CHO-K1. 

Синтетическая рАМГ-кодирующая ДНК содержится в экспрессионной плазмиде 

pTVK4pu/MISOPT (схема вектора представлена на рис. 6). 

 

Рисунок 6. Структурная карта-схема экспрессионного вектора pTVK4pu/MISOPT, где: 

CMV promoter - промотор предранних белков цитомегаловируса, MISopt – оптимизированный 

ген АМГ человека, ТК polyA – сайт полиаденилирования РНК из гена тимидинкиназы, pUC ori 

– точка начала репликации, B-lactamase – ген бета-лактамазы, SV40 promoter – промотор ранних 

белков вируса SV40, Puro – ген устойчивости к пуромицину, SV40 polyA – сайт 

полиаденилирования ранних белков вируса SV40, RE – регуляторный элемент, усиливающий 

экспрессию целевого гена.  

3.2. Получение моноклональных антител 

Для получения моноклональных антител к С-рАМГ и рецепторсодержащему белку 

MISRII+Fc животных иммунизировали антигеном с интервалом в 30 дней в подошвенный апо-

невроз задних конечностей из расчета 50 мкг эмульгированного антигена на мышь. Гибридомы, 

продуцирующие антитела, получали по методу Мильштейна-Келера [156], проводя слияние 

лимфоцитов животных, отобранных на 4-е сутки после повторной иммунизации, с клетками 

миеломы мыши линии Sp2/0 (из расчета 50000 клеток на лунку 96-ячеечного планшета) в соот-

ношении 2:1 в присутствии полиэтиленгликоля (М 1500 Да). После слияния клетки культиви-
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ровали в селективной среде НАТ в планшетах с адгезионной культурой суточных перитонеаль-

ных макрофагов мыши. Первичный скрининг клонов проводили спустя 10 дней, используя в 

качестве антигена С-рАМГ либо белок MISRII+Fc (сорбция в концентрации 1,5 мкг/мл в тече-

ние 20 часов в 20 мМ натрий-боратном буфере (рН 8,0) при комнатной температуре), а в каче-

стве вторичных антител – антитела козы против иммуноглобулинов мыши класса IgG (Sigma, 

США), конъюгированные с пероксидазой хрена (ПХ) (в разведении 1:4000). Для исключения 

клонов, продуцирующих антитела против Fc-фрагмента IgG1 в составе MISRII+Fc, по той же 

схеме проводили вторичный скрининг, иммобилизируя в планшете белок этанерцепт, состоя-

щий из рецептора фактора некроза опухоли человека и Fc-фрагмента иммуноглобулина IgG1 

человека. Параллельно определяли изотип моноклональных антител с использованием набора 

Rapid ELISA Mouse Isotyping Kit (Thermo Scientific, США) по протоколу производителя. Клетки 

клонов, отобранных по итогам скрининга и получивших наименование ACMIS-1, ACMIS-3, 

ACMIS-4, ACMIS-6 (анти-С-рАМГ) и MIR-1, MIR-2, MIR-3, MIR-4 (анти-MISRII), повторно 

клонировали для проверки стабильности продукции антител, затем культивировали во флако-

нах площадью 125 см2 для последующей криоконсервации и внутрибрюшинного введения жи-

вотным (по 2 млн клеток на мышь). Антитела выделяли из асцитической жидкости мышей, ото-

бранной через 10 суток после внутрибрюшинной инокуляции клеток гибридом, методом аф-

финной хроматографии с использованием сорбента MabSelect (GE Healthcare, США) по стан-

дартному протоколу. 

3.3. Метод очистки рАМГ и его производных 

Клетки штамма-продуцента CHO-MIS из криопробирки биобанка размораживали и 

культивировали в минибиореакторной пробирке в бессывороточной среде CDM4CHO (GE 

Healthcare, США) с добавлением 6 мМ аланил-глутамина (Sigma, США) и 10 мкг/мл пуромици-

на (Sigma, США) в объеме 20 мл при +37 °C и 5% CO2. Концентрация жизнеспособных клеток 

(КЖК) в суспензии (оценивалась по исключению трипанового синего и счету в камере Горяева) 

через трое суток составляла около 2,5×106 клеток/мл. Дальнейшее культивирование проводили, 

используя бессывороточную среду CDM4CHO без добавления пуромицина. Полученную куль-

туру разбавляли свежей средой в 5 раз и переносили в колбу Эрленмейера с рабочим объемом 

100 мл. Через три дня, когда КЖК в колбе составляла более 3×106/мл, культуру разбавляли в 4,5 

раза и разливали в 3 колбы Эрленмейера с рабочим объемом 150 мл (общий объем составлял 

450 мл). Спустя 4 суток КЖК в трех колбах Эрленмейера превышала 5×106/мл, и тогда прово-

дили инокуляцию биореактора Wave Bioreactor 20/50 System (GE Healthcare, США). В однора-

зовый сосуд вносили 2,7 л среды CDM4CHO с аланил-глутамином и антиаггрегантом (0,05% 
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сульфата декстрана (Sigma, США)), а затем добавляли 0,3 л суспензии клеток из колб. Таким 

образом, стартовый объем культуры составлял 3 л. 

Культивирование в биореакторе первые трое суток проводили при температуре +37 °С, а 

затем температуру снижали до +32 °С, что значительно повышало жизнеспособность клеток и 

продукцию целевого белка. Начиная с четвертых суток, в биореактор ежедневно вносили пита-

тельные добавки ActiCHO Feed-A и ActiCHO Feed-B (GE Healthcare, США) в количестве 2,0 об. 

% и 0,2 об. %, соответственно. Для контроля состояния культуры штамма-продуцента из биоре-

актора ежедневно отбирали пробу клеточной суспензии и определяли рН, концентрацию жиз-

неспособных клеток, степень их жизнеспособности, а также уровень целевого белка. 

По завершении культивирования содержимое биореактора переносили в бутыли, КЖ от-

деляли от клеток центрифугированием при 3000 g, затем осветляли при 12000 g и использовали 

для выделения рАМГ методом тандемной ИАХ на иммуносорбентах ACMIS-1-сефароза и М2-

сефароза. Иммуносорбенты были приготовлены на основе CNBr-активированной сефарозы 4 FF 

(Pharmacia, Швеция) и очищенных моноклональных антител М2 и ACMIS-1 по протоколу, 

предложенному производителем. Для уравновешивания колонок, содержащих иммуносорбен-

ты, использовали 20 мМ натрий-фосфатный буфер, рН 7,4 (ФБ), содержавший 0,15 М NaCl. На 

первом этапе очистки подготовленную КЖ наносили на колонку с АСМIS-1-сефарозой для 

сорбции рАМГ, расщепленного по одной цепи. Затем не адсорбированные компоненты наноси-

ли на колонку с М2-сефарозой, на которой сорбировался про-рАМГ. После промывки колонки 

уравновешивающим буфером и буфером, содержавшим 1 М NaCl, элюировали рАМГ с имму-

носорбента 0,1 М глицин-HCl буфером, pH 2,5. 

С-рАМГ получали из прединкубированного в течение 25 дней полурасщепленного гор-

мона методом ОФ-ВЭЖХ на хроматографе Agilent 1260 (Agilent Technologies, Германия). Этот 

подход также использовали в аналитических целях для оценки чистоты полученных препара-

тов. Для фракционирования использовали колонку C18 Jupiter Phenomenex размером 4,6 x 250 

мм с диаметром пор 300Å (GE Healthcare, Швеция). Элюцию проводили в течение 15 мин при 

скорости потока 1,5 мл/мин в градиентной системе трифторуксусная кислота – ацетонитрил 20-

70%. Компоненты образцов в процессе хроматографического разделения детектировали по по-

глощению света с длиной волны 280 нм. 

3.4.  Аналитические методы 

3.4.1. Твердофазный иммуноферментный анализ (ИФА) 

Для изучения свойств рАМГ и его производных методом ИФА на основе моноклональ-

ных антител мыши, полученных в ФГУП «Гос. НИИ ОЧБ» ФМБА России, были разработаны 
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различные варианты тест-систем. Во всех случаях проведение анализа предполагало иммобили-

зацию первичных антител (1,5 мкг/мл в 20 мМ натрий-боратном буфере, рН 8,0) в течение ночи, 

обработку промывочным буфером (20 мМ натрий-боратный буфер с добавлением 0,05% Твин-

20), внесение разведений тестируемых образцов в промывочном буфере с 0,4 мг/мл сывороточ-

ного альбумина быка (БСА) (для приготовления стандартных проб использовали имеющийся С-

рАМГ или полноразмерный рАМГ) с последующей инкубацией в течение 1 часа на шейкере 

при +37 °С, повторную отмывку и, наконец, детекцию связанных молекул с использованием 

соответствующего конъюгата антител с ПХ (0,5 мкг/мл в промывочном буфере с добавлением 

1% БСА). Регистрацию иммуноферментной реакции осуществляли по стандартной методике с 

использованием 3,3',5,5'-тетраметилбензидина-H2O2 в качестве субстрата, остановки реакции 

серной кислотой и ридера для микроплат BioRad Reader Model 680 (BioRad, США) для фикса-

ции поглощения света при длине волны 450 нм. 

Одна из разработанных тест-систем - (ACMIS-3) – рАМГ – (ACMIS-4-Пх), созданная на 

основе антител ACMIS-3 и пероксидазного конъюгата антител ACMIS-4 (ACMIS-4-Пх), специ-

фичных к различным эпитопам С-рАМГ и не взаимодействующих с прогормоном, использова-

лась для количественной детекции молекул рАМГ, содержащих С-концевой фрагмент.  

Конъюгированные с ПХ антитела М2, распознающие только про-рАМГ и его производ-

ные, имеющие в составе N-концевой фрагмент, использовались в тандеме с иммобилизованны-

ми антителами 6Е11 (тест-система (6Е11) – рАМГ – (М2-Пх)) для определения уровня тоталь-

ного рАМГ в сендвич-ИФА при анализе фармакокинетики рекомбинантного гормона и концен-

трации общего АМГ в образцах сыворотки крови. Также конъюгат М2-Пх являлся компонен-

том тест-системы (М1) – рАМГ – (М2-Пх), предполагающей сорбцию антител М1 на первом 

этапе анализа. Она применялась для иммуноферментной детекции активированных форм рАМГ 

(полурасщепленного рАМГ и нековалентно ассоциированного комплекса N- и C-концевого 

фрагментов рАМГ) в препаратах. Наконец, тест-система (ACMIS-1) – рАМГ – (М2-Пх), также 

включающая конъюгат М2-Пх, использовалась для определения уровня активированных форм 

АМГ в пробах сыворотки крови. 

За критерий оценки специфичности (функциональной активности) препаратов рАМГ in 

vitro была принята способность связываться с внеклеточной частью MISRII. Ее определяли с 

помощью иммуноферментной тест-системы, созданной на основе полученного ранее рекомби-

нантного аналога MISRII – химерного белка MISRII+Fc, состоящего из внеклеточной части ре-

цептора АМГ II типа и Fc-фрагмента иммуноглобулина IgG1 человека [153]. В данном варианте 

ИФА также использовались антитела И4, распознающие эпитоп в составе Fc-фрагмента IgG1 

человека, и конъюгат антител ACMIS-4 с ПХ (ACMIS-4-Пх). Будучи иммобилизованными на 

первом этапе, И4 служили сорбирующими антителами для химерного белка MISRII+Fc, обес-
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печивая правильную ориентацию его рецепторной части в направлении лиганда благодаря спе-

цифичности к Fc-фрагменту IgG1. На следующем этапе в лунки планшета вносили 50 нМ рас-

твор специфического акцептора для тестируемых препаратов рАМГ – химерной MISRII-

содержащей конструкции. После внесения тестируемой пробы детекцию связанных с рецепто-

ром препаратов рАМГ осуществляли, используя пероксидазный конъюгат ACMIS-4-Пх. Данная 

тест-система для определения биологической активности рАМГ схематически может быть опи-

сана как И4 – (MISRII+Fc) – рАМГ – (ACMIS-4-Пх). Ее использование позволило не только 

оценить количество функционально активного гормона в препарате и выразить его в единицах 

концентрации, но и рассчитать параметры комплексообразования различных производных 

рАМГ с рекомбинантным аналогом MISRII иммуноферментным методом с линеаризацией по-

лученных значений в координатах Скэтчарда. 

Взаимодействие различных форм гормона с ингибитором протеаз апротинином (Sigma, 

США) также анализировали методом твердофазного ИФА, на первом этапе которого проводили 

сорбцию апротинина. Далее осуществляли внесение разведений тестируемых препаратов, де-

текцию которых проводили с помощью пероксидазного конъюгата ACMIS-4-Пх. 

3.4.2. Электрофорез белков в полиакриламидном геле 

Анализ препаратов методом электрофореза белков в полиакриламидном геле (ЭФ-

ПААГ) с додецилсульфатом натрия в присутствии β-меркаптоэтанола (восстанавливающего 

агента) или без него был проведен по стандартной методике [157]. В работе использовался гра-

диентный разделяющий гель с концентрацией акриламида 4-20% и концентрирующий гель с 

концентрацией акриламида 5%. Для приготовления проб образцы белка объемом 15 мкл с кон-

центрацией 1-2 мг/мл нагревали в течение 5 мин при +95°С в присутствии β-меркаптоэтанола 

(конечная концентрация составляла 2%) или без него, а затем вносили в лунки концентрирую-

щего геля. Разделение проводили с использованием системы BioRad MiniPROTEAN Tetra Cell 

(BioRad, США) в течение 20 мин при напряжении 40 V на один гель и далее – при силе тока 200 

мА до конца анализа. Результаты визуализировали окрашиванием Кумасси G-250 с последую-

щей двукратной отмывкой фона 5% раствором уксусной кислоты при комнатной температуре. 

3.4.3. Вестерн-блот 

В ряде случаев результаты электрофоретического разделения анализировали методом 

иммуноблоттинга по стандартному протоколу [158]. Для влажного переноса белков использо-

вали буферный раствор, содержащий 47,9 мМ Трис-HCl, 38,6 мМ глицина и 20% метанола (pH 

8,3), и нитроцеллюлозную мембрану с диаметром пор 0,45 мкм. Мембрану после проведения 

переноса в течение 90 мин при силе тока 350 мА споласкивали дистиллированной водой и об-
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рабатывали блокирующим раствором (2% БСА в ФБ) в течение ночи при +4°С. Далее вносили 

первичные антитела (до концентрации 5 мкг/мл); для негативного контроля использовали мо-

ноклональные антитела мыши против интерферона альфа-2b человека). После часовой инкуба-

ции и последующей двукратной отмывки мембрану в течение 45 мин обрабатывали раствором 

конъюгата антител козы против иммуноглобулинов мыши с ПХ (Sigma, США) с концентрацией 

0,5 мкг/мл. Окрашивание проявляли, используя 0,05% раствор диаминобензидина (ДАБ) 

(Sigma, США) в ФБ, содержавший 1% пероксида водорода (НеваРеактив, Россия) и 1% диме-

тилсульфоксида (Sigma, США). 

3.4.4. Масс-спектрометрический анализ 

Для масс-спектрометрического изучения С-рАМГ к раствору очищенного белка добав-

ляли дитиотрейтол (ДТТ, Sigma, США) до конечной концентрации 15 мМ, а затем – йодацета-

мид (Sigma, США, конечная концентрация 50 мМ). Полученные полипептиды фракционирова-

ли методом ОФ-ВЭЖХ. Далее белки гидролизовали трипсином (Promega, США) или протеазой 

GluC (Sigma, США) в 50 мM растворе бикарбоната аммония в течение 5 или 24 ч, соответствен-

но, при +37 °C согласно протоколу производителя. Полученные пептиды в смеси с матрицей 

HCCA (альфа-циано-4-гидроксикоричная кислота, Bruker, Германия) наносили на мишень 

GroundSteel (Bruker, Германия) и высушивали на воздухе. Для получения масс-спектров ис-

пользовали MALDI-TOF/TOF масс-спектрометр «UltrafleXtreme» (Bruker, Германия), работаю-

щий в режиме регистрации положительных ионов. Каждый спектр представлял собой результат 

суммации 3000 импульсов лазера. Белки идентифицировали, применяя поисковый алгоритм 

Mascot (http://matrixscience.com) и обращаясь одновременно к базе данных SwissProt и локаль-

ной базе данных, содержащей предварительно внесенную интересующую последовательность. 

Величина ошибки была ограничена 0,005%; окисление метиониновых и карбамидометилирова-

ние цистеиновых остатков учитывались в качестве возможных модификаций пептидов. Пред-

сказание последовательностей пептидов по детектированным в масс-спектрах ионам осуществ-

ляли, дополнительно используя программу SequenceEditor. 

3.4.5. Анализ экспрессии гена MisrII в клетках линии OVCAR3 

Для подтверждения экспрессии гена MisrII из клеток линии OVCAR3 сначала была экс-

традирована тотальная РНК с помощью TRI Reagent (Sigma, Германия) по протоколу произво-

дителя. Для этого клетки в культуральных флаконах отмывали ФБ от КЖ и обрабатывали 0,75 

мл TRI Reagent при +4 °С. Спустя 5 мин клеточную массу отбирали в пробирку и добавляли 

0,15 мл хлороформа, после чего энергично встряхивали и центрифугировали при 12000 g в те-

чение 15 мин при +4 °С. Далее аккуратно переносили верхнюю водную фазу в отдельную про-
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бирку, добавляли 0,375 мл изопропанола, перемешивали и через 5 мин центрифугировали в те-

чение 10 мин при 12000 g и +4 °С. Затем удаляли надосадочную жидкость и добавляли к осадку 

РНК 0,75 мл 75%-ного этанола, перемешивали и центрифугировали при 12000 g в течение 5 

мин при +4 °С. Полученную надосадочную жидкость удаляли, а осадок РНК после 15-

минутного высушивания на воздухе растворяли в 30 мкл очищенной воды. Для определения 

концентрации РНК использовали спектрофотометр SmartSpec Plus (BioRad, США), проводя из-

мерение поглощения света при длине волны 260 нм. 

Выделенная общеклеточная РНК (2 мкг) далее использовалась для синтеза кДНК с по-

мощью набора MMLV RT Kit (Евроген, Россия). Ее в количестве 1 мкг смешивали с 1 мкл оли-

го(dT) праймера (20 мкМ) и очищенной водой (до 9 мкл) и инкубировали раствор в течение 2 

мин при +70 °С. Затем добавляли 11 мкл предварительно приготовленной смеси, состоящей из 

4 мкл 5-кратного буфера для синтеза первой цепи, 2 мкл 10 мМ смеси 2’-дезоксинуклеозид-5’-

трифосфатов (дНТФ), 2 мкл ДТТ и 1 мкл MMLV-ревертазы (100 ед.). Полученную смесь в объ-

еме 20 мкл инкубировали в течение 1 часа при +42 °С. Реакцию останавливали нагреванием до 

+70 °С в течение 10 мин. 

На матрице полученной кДНК далее проводили ОТ-ПЦР с использованием набора High 

Fidelity Polymerase Kit (Thermo Scientific, США). Участок кДНК, кодирующий MISRII, был ам-

плифицирован с помощью праймеров с последовательностями: 5'-

GAAATGCAAGGATGCCGAGACAGTG-3' (прямой) и 5'- GTCGTGCTGTAGGCCTGGAAG - 3' 

(обратный); кодирующий β-актин: 5'- GGCACCACACCTTCTACA - 3' (прямой) и 5'- 

AGGAAGGCTGGAAGAGTG - 3' (обратный). Реакционная смесь включала 0,5 мкл кДНК (100 

нг), 1 мкл 10 пМ прямого праймера, 1 мкл 10 пМ обратного праймера, 2,5 мкл 10-кратного бу-

фера для полимеразы HF, 0,1 мкл полимеразы HF (0,2 ед.), 2 мкл 10 мМ смеси дНТФ и 17,9 мкл 

очищенной воды. Амплификацию (25 циклов) проводили по протоколу производителя. Вели-

чину продуктов ПЦР оценивали методом электрофореза в 1,5%-ном агарозном геле на основе 

буфера ТВЕ, содержащем 0,01 % бромистого этидия. 

3.4.6. Проточная цитофлуориметрия 

Данный метод был использован для исследования наличия маркера MISRII на поверхно-

сти клеток линии OVCAR3. На первом этапе анализа собранные клетки (0,5 млн на пробу), об-

работанные в течение 30 мин холодным блокирующим буфером (ФБ, содержащий 10% FBS, 

HyClone, США), инкубировали в растворах, содержащих разные концентрации С-рАМГ, в те-

чение часа при комнатной температуре. Далее клетки трижды отмывали ФБ и обрабатывали 

раствором антител ACMIS-1 (5 мкг/мл) в блокирующем растворе. После часовой инкубации 

клетки вновь подвергали трехкратной отмывке и инкубировали в растворе конъюгата антител 
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козы против иммуноглобулинов мыши с FITC (Abcam, США) в ФБ в разведении 1:400 в тече-

ние 30 мин. После финальной трехкратной отмывки ФБ пробы анализировали на цитофлуори-

метре Beckman Coulter Epics XL Flow Cytometer (Beckman Coulter, США). 

3.4.7. Иммуноцитохимический и иммуногистохимический анализ 

 Посев культур клеток для проведения иммуноцитохимического исследования осуществ-

ляли на стерильные борсиликатные стекла диаметром 1 см, предварительно обработанные 0,1% 

водным раствором желатина и помещенные в лунки 12-ячеечного планшета. Культивирование 

на среде DMEM (Sigma, США) с добавлением 10% FBS (HyClone, США) и 1% гентамицина в 

стандартных условиях продолжали в течение 4 дней, после чего стекла дважды отмывали ФБ и 

фиксировали клетки 75% этанолом при +4 °С в течение 10 мин. После двукратной отмывки 

стекла обрабатывали блокирующим раствором (2% БСА в ФБ) в течение 30 мин. Далее на 1,5 ч 

вносили раствор первичных моноклональных антител (50 мкг/мл) в этом же буфере. После 

трехкратной отмывки ФБ, содержащим 0,05% Твин-20, стекла обрабатывали раствором антител 

козы против Fc-фрагмента иммуноглобулинов IgG мыши (Sigma, США), конъюгированных с 

ПХ или флуоресцентным красителем TRITC (в разведении 1:300). Спустя 1 ч стекла отмывали, 

споласкивали водой и в случае использования антивидового пероксидазного конъюгата прояв-

ляли окрашивание раствором диаминобензидина (0,05%) в ФБ с добавлением 1% диметилсуль-

фоксида и 1% пероксида водорода. После остановки реакции дистиллированной водой прово-

дили докрашивание ядер клеток гематоксилином Карацци (BioVitrum, Россия) и заключение 

стекол под покровное стекло с помощью смеси глицерина с 10% желатином (3:1). 

 Для исследования наличия поверхностного маркера MISRII на клетках аденокарциномы 

яичника человека образцы опухолевой ткани фиксировали 10% нейтральным забуференным 

формалином, затем обезвоживали в спиртах возрастающих концентраций и заключали в пара-

фин по стандартной методике. Из полученных блоков были изготовлены срезы толщиной 5 

мкм, которые монтировали на предметные стекла с помощью адгезивного раствора и депара-

финировали путем последовательного погружения в 2 смены ксилола, растворов 96% и 70% 

этанола и дистиллированной воды. Затем на срезы наносили блокирующий раствор и обраба-

тывали в последовательности, идентичной использованной при проведении иммуноцитохими-

ческого анализа. 

3.5. Определение параметров комплексообразования иммуноферментным методом с ли-

неаризацией по Скэтчарду 

Комплексообразование производных рАМГ с рекомбинантным аналогом MISRII прово-

дили с использованием описанной выше иммуноферментной тест-системы И4 – (MISRII+Fc) – 
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рАМГ – (ACMIS-4-Пх). Полученные кривые связывания были проанализированы с учетом того, 

что равновесие в системе, содержащей иммобилизованный белок MISRII+Fc (в уравнениях обо-

значен как MISRII) и производное рАМГ, можно описать следующей схемой: 

рАМГ + MISRII  рАМГ•MISRII. 

Этой схеме соответствует следующее уравнение для константы ассоциации: 

Ка = [рАМГ•MISRII] / [рАМГ] × [MISRII]. 

Из уравнений материального баланса следует: 

[рАМГ]0 = [рАМГ] + [рАМГ•MISRII], 

[MISRII]0 = [MISRII] + [рАМГ•MISRII], 

[рАМГ•MISRII] = α × [рАМГ]0, 

где α – степень связывания производного рАМГ с MISRII+Fc; [рАМГ]0 – начальная кон-

центрация производного рАМГ, [рАМГ] – концентрация производного рАМГ не связанного с 

MISRII+Fc, [MISRII]0 – начальная концентрация MISRII+Fc, [MISRII] – концентрация 

MISRII+Fc не связанного с производным рАМГ, [рАМГ•MISRII] – концентрация производного 

рАМГ, связанного в комплексе с MISRII+Fc.  

Для дальнейшей линеаризации кривых связывания введено понятие полной концентра-

ции производного рАМГ в данный момент – [рАМГ]t – и преобразовано приведенное ранее вы-

ражение константы ассоциации 

Ка = [рАМГ•MISRII] / [рАМГ] × [MISRII] 

к следующему виду: 

Ка = [рАМГ•MISRII] / ([MISRII] × ([рАМГ]t - [рАМГ•MISRII])), тогда: 

Ка × [MISRII] = [рАМГ•MISRII] / ([рАМГ]t - [рАМГ•MISRII]). 

Таким образом, получено уравнение, известное как уравнение Скэтчарда [159]. 

Если экспериментально найденные значения [рАМГ•MISRII] и [MISRII], полученные 

при использовании в опыте различных концентраций производного рАМГ, отложить в коорди-

натах [рАМГ•MISRII] / [рАМГ] против [рАМГ•MISRII] (координаты Скэтчарда), то тангенс уг-

ла наклона полученной прямой численно cоответствует значению Ка. 

Константа диссоциации КD при этом была рассчитана как: 

KD = 1 / Ка. 

Концентрация участков связывания mt определена по уравнению прямой y = a + bx, по-

строенной в координатах Скэтчарда, как: 

mt = a / b. 
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3.6. Определение параметров комплексообразования методом поверхностного плазмон-

ного резонанса 

Оценка параметров комплексообразования лигандов с рекомбинантным аналогом 

MISRII проводилась также методом поверхностного плазмонного резонанса с использованием 

рефрактометра BiaCore X100 (GE Helthcare, Австрия). Для этого методом амидной иммобили-

зации на основе оптического сенсора CM5 был приготовлен чип с антителами против имму-

ноглобулинов класса IgG человека (Fc фрагмента) с помощью Human Antibody Capture Kit (GE 

Helthcare, Австрия) согласно инструкции производителя. Чип активировали раствором, пред-

ставляющим собой эквимолярную (по 0,2 М) смесь N-этил-N′-

диметиламинопропилкарбодиимида и N-гидроксисукцинимида, а затем в течение 18 мин при 

скорости потока 5 мкл/мин над чипом инъецировали раствор антител против Fc (20 мкг/мл) в 10 

мМ натрий-ацетатном буфере, pH 5,0. Далее свободные группы чипа блокировали 1 M этанола-

мином, pH 8,5.  

Для оценки аффинности белка MISRII+Fc (аналита) к чипу с антителами против Fc уве-

личивающиеся концентрации аналита инъецировали над чипом со скоростью 10 мкл/мин в бу-

фере HBS-P+ (150 мМ NaCl, 10 мМ Hepes-NaOH, pH 7,5, 0,05% полиоксиэтиленсорбитан).  

Анализ сорбции проводили по следующей схеме:  

1) 1 мин чип уравновешивали буфером HBS-P+,  

2) 1 мин над чипом пропускали MISRII+Fc в HBS-P+ (10, 30, 90, 270 и 810 нМ),  

3) 5 мин промывали чип HBS-P+ без аналита,  

4) 1 мин проводили десорбцию с помощью 3 M раствора MgCl2.  

Часть проточной ячейки без антител против Fc использовали как контроль для опреде-

ления неспецифического связывания аналита с CM5-чипом. В итоге нормализация значений для 

каждой концентрации MISRII+Fc достигалась путем вычитания контрольной кривой связыва-

ния из соответствующей кривой связывания с иммобилизованными антителами против Fc. По-

сле 5 циклов с последовательным увеличением концентрации MISRII+Fc (10, 30, 90, 270 и 810 

нМ) анализировали стабильность сигнала на стадии 3 и рассчитывали равновесную константу 

диссоциации (KD) белка MISRII+Fc и антител против Fc по зависимости установившегося зна-

чения ответа сенсора (1 RU соответствует 1 пг аналита, связанного с 1 мм2 поверхности сенсо-

ра) от концентрации MISRII+Fc. При этом данные соответствовали уравнению Ленгмюра, опи-

сывающему одноцентровое связывание: 

Req / Rmax = [MISRII+Fc] / ([MISRII+Fc] + KD), 

где Req – значение интенсивности ответа сенсора для [MISRII+Fc] при достижении рав-

новесия, Rmax – значение интенсивности ответа сенсора при насыщении [MISRII+Fc]. 
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Для скрининга условий изучения взаимодействия MISRII+Fc c про-рAMГ, полурасщеп-

ленным рАМГ и C-рАМГ были использованы концентрации про-рАМГ и полурасщепленного 

гормона: 12,5, 25, 50 и 100 нМ, C-рАМГ: 50 и 100 нМ при иммобилизации на чипе 50 нМ MIS-

RII+Fc. В этом случае анализ взаимодействия проводили по следующей схеме: чип уравнове-

шивали буфером HBS-P+ в течение 1 мин; 1,5 мин над чипом пропускали MISRII+Fc в HBS-P+ 

(50 нМ); 3 мин промывали чип HBS-P+ без аналита; в течение 1 мин наносили про-

рАМГ/полурасщепленный рАМГ (12,5, 25, 50 и 100 нМ) либо C-рАМГ (50 и 100 нМ); 3 мин 

промывали чип HBS-P+ без аналита; проводили 3-х минутную десорбцию с помощью 3M рас-

твора MgCl2.  

3.7. Тестирование биологической активности белков 

Биологическая активность гормона и его производных in vitro была протестирована на 

модели, созданной на основе культур клеток легочного эпителия норки линии NBL-7 и адено-

карциномы яичника человека линии OVCAR3 (АТСС, США). Клетки выращивали на среде 

DMEM (Sigma, США) с добавлением 10% FBS (HyClone, США) и 1% гентамицина в CO2-

инкубаторе при 5% CO2 и 100%-ной влажности воздуха. Для оценки жизнеспособности клеток 

использовали набор реактивов ХТТ (соли тетразолия) (ATCC, США), выполняя анализ по про-

токолу производителя. Для этого клетки первоначально культивировали во флаконах, через 3-4 

дня отделяли от пластика раствором Версена с добавлением 0,25 % химотрипсина (БиоЛот, 

Россия) и высевали в 96-луночный планшет из расчета 2000 клеток/лунку в объеме 100 мкл. 

После прикрепления клеток к пластику в лунки добавляли по 50 мкл препаратов производных 

рАМГ с различной концентрацией (по 6 лунок для каждой). Культуральную среду без гормона 

вносили в 6 лунок для учета спонтанной пролиферации клеток, а также в лунки без клеток (по 

150 мкл) для определения фона. Продолжительность культивирования клеток в планшете со-

ставляла 4-5 суток и зависела от скорости формирования 90-95% монослоя в контрольных лун-

ках при спонтанной пролиферации клеток. По завершении культивирования готовили раствор 

активированного ХТТ, добавляя к 5 мл раствора ХТТ (0,3 мг/мл) 100 мкл активирующего рас-

твора, вносили его в лунки (по 50 мкл) и выдерживали планшет в течение 4 часов в СО2-

инкубаторе. Далее регистрировали оптическую плотность раствора при длине волны 490 нм, 

используя планшетный ридер Victor2 (Perkin Elmer, США). 

Исследование способности C-рАМГ человека индуцировать регрессию мюллеровых 

протоков в органной культуре ex vivo проводили на эмбрионах белых беспородных крыс. Для 

получения эмбрионов животных ссаживали в пропорции 2 самки на 1 самца, отдельно отсажи-

вая беременных самок (наличие оплодотворения устанавливали, микроскопически анализируя 

вагинальные мазки). Забор эмбрионов и иссечение из них урогенитальных гребней производили 
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в стерильных условиях на 14-й день от даты подтверждения оплодотворения согласно стан-

дартной методике [160]. Выращивание органных культур урогенитальных гребней осуществля-

ли в 6-ячеечных планшетах в среде DMEM с добавлением 10% FBS (HyClone, США). В экспе-

рименте были сформированы контрольная и опытная группы, каждая из которых состояла из 

тканей, полученных от 15 эмбрионов. В случае культуры опытной группы в среду вводили изу-

чаемый препарат на следующий после начала культивирования день. Конечная концентрация 

препарата в культуральной среде составляла 50 мкг/мл (по действующему веществу). В культу-

ры контрольной группы вносили физиологический раствор. На 5-е сутки из органной культуры 

удаляли питательную среду, отмывали буферным раствором (рН 5,5) и фиксировали урогени-

тальные гребни в 10%-ном растворе формалина. Далее осуществляли гистологическую провод-

ку, изготавливали срезы толщиной 8 мкм, которые окрашивали гематоксилин-эозином и анали-

зировали с использованием светового микроскопа DMLB (Leica Microsystems, Германия).  

Для изучения биологической активности рАМГ in vivo была выбрана наиболее популяр-

ная в настоящее время модель развития эпителиального РЯ на мышах, подразумевающая ино-

куляцию животным клеток, происходящих из карциномы яичника [161, 162, 163]. В качестве 

таких линий использовали OVCAR8 и MOVCAR7, клетки которых культивировали в среде 

DMEM с глютамином, пенициллином, стрептомицином и 10% FBS (HyClone, США) в СО2-

инкубаторе при температуре +37 °С. По достижении 80% монослоя клетки пересевали в разве-

дении 1:4. В эксперименте с клетками линии OVCAR8 всем животным внутрибрюшинно вво-

дили 0,2 мкл физиологического раствора, содержащего 6×106 клеток. Далее животные были 

разделены на 3 группы: контрольную (получавшую ежедневно внутрибрюшинную инъекцию 

физиологического раствора), первую опытную (получавшую ежедневно 0,5 мг/кг веса про-

рАМГ внутрибрюшинно) и вторую опытную (получавшую ежедневно 1 мг/кг про-рАМГ внут-

рибрюшинно). Поскольку развитие опухоли сопровождается увеличением ее размера, а также 

накоплением асцитической жидкости в брюшной полости, в течение эксперимента животных 

взвешивали через 3 дня после инокуляции малигнизированных клеток и далее регулярно в те-

чение эксперимента, для того чтобы использовать общий вес организма в качестве косвенного 

показателя интенсивности развития опухоли. Спустя 46 дней животные были подвергнуты эв-

таназии и патоморфологическому анализу. В эксперименте с клетками линии MOVCAR7 всем 

животным субэпидермально в области грудины вводили 0,2 мкл физиологического раствора, 

содержащего 4×106 клеток. Далее животные были разделены на 3 группы: контрольную (полу-

чавшую ежедневно подкожную инъекцию физиологического раствора), первую опытную (по-

лучавшую ежедневно 0,5 мг/кг про-рАМГ подкожно) и вторую опытную (получавшую еже-

дневно 1 мг/кг про-рАМГ подкожно). Анализ размера опухоли начали проводить через 11 дней 

после инокуляции опухолевых клеток и далее до конца эксперимента. Линейные размеры изме-
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ряли с помощью цифрового штангенциркуля через кожу (полупрозрачную у мышей использо-

ванной линии). Объем злокачественного новообразования был рассчитан по формуле V= 

a×b2/2, где a – больший, b – меньший линейный размер опухолевого узла. 

3.8. Расчет фармакокинетических параметров  

Фармакокинетика рекомбинантного прогормона была изучена на самцах беспородных 

мышей весом 20-22 г, а также на кроликах весом 2,9-3,1 кг (по 6 животных на каждую времен-

ную точку). Препарат животным вводили подкожно в область холки (п/к) и внутривенно (в/в). 

При в/в введении препарат мышам вводили в ретроорбитальный синус в дозах 20 мкг и 40 мкг 

про-рАМГ на мышь в объеме 200 мкл, а кроликам – в краевую ушную вену, индивидуально 

определяя дозу для каждого животного из расчета 135 и 270 мкг на кг веса. Для того чтобы из-

бежать получения ложных результатов из-за изменения объема крови при взятии, ее забор про-

изводили от каждого животного однократно через 5, 15, 30, 60, 120, 360 и 1440 мин. 

При курсовом введении препарат про-рАМГ вводили мышам подкожно в дозе 

40 мкг/животное пятикратно с интервалом 24 часа. Кровь для определения концентрации 

введенного гормона отбирали через сутки после каждого введения, после чего отделяли сыво-

ротку центрифугированием при 3000 g и замораживали при –20 °С до определения содержания 

рАМГ. Анализ содержания про-рАМГ в образцах сыворотки крови проводили с помощью им-

муноферментной тест-системы (6Е11) – сыворотка крови – (М2-Пх). В качестве стандарта ис-

пользовали тот препарат, который вводили животным в конкретном опыте. 

Анализ фармакокинетических параметров выполняли на основе экспериментально полу-

ченных значений концентрации исследуемого препарата в пробах сыворотки крови, получен-

ных в разное время после введения препарата животным. Для описания фармакокинетики пре-

парата про-рАМГ использовали и определяли следующие показатели [164]:  

D – введенная доза (мкг/кг веса); 

C(ti) - концентрация в момент ti (мг/мл); 

Cmax – максимальная концентрация (мг/мл); 

Tmax – время достижения максимальной концентрации (мин); 

Thalf – время полувыведения препарата (мин); 

AUC - полная площадь под кривой концентраций (минмг/мл); 

AUCM - полная площадь под одномоментной кривой концентраций (мин2мг/мл); 

MRT = AUCM / AUC – среднее время удерживания (мин); 

Cl = D / AUC – общий клиренс (мл/мин·особь или мл/мин·кг); 

Vd = D / Cmax – объем распределения (мл); 

F% = Cliv / Cl – биодоступность относительно внутривенного (iv) введения. 



51 

 

Показатели оценивали двумя общепринятыми способами. Во-первых, использовали мо-

дельно-независимую оценку, не опирающуюся на согласование экспериментальных данных с 

какой-либо фармакологической моделью, т.е. не предполагающую конкретный тип функции 

концентрации от времени, значениями которой должны быть экспериментально измеренные 

значения концентрации. Кроме того, использовали двухчастную (мыши) и трехчастную (мыши, 

кролики) модели, предполагающие функцию концентрации суммой двух или трех экспонент, а 

именно: C(t) = A1exp(1t) + A2exp(2t) [ + A3exp(3t) ]. 

При вычислении первым способом основного показателя AUC (а также AUCM), из ко-

торого легко определяются остальные показатели, за кривую концентраций брали кусочно-

линейную кривую, соединяющую экспериментальные точки C(ti) (tC(ti) для AUCM), с про-

должением до бесконечности экспонентой Bexp(-βt), проведенной через две последние экспе-

риментальные точки и, в случае внутривенного введения, дополнением до нуля экспонентой 

Aexp(-αt), проведенной через две первые экспериментальные точки. Площадь под такой кри-

вой есть сумма площадей трапеций плюс площадь под одним-двумя одноэкспоненциальными 

участками. Вторым способом фармакокинетические параметры определяли из найденных зна-

чений коэффициентов A1, 1, A2, 2, A3, 3 функций концентрации, которыми апроксимирова-

лись экспериментальные данные. 

Кроме того, применялись два варианта усреднения. В одном варианте фармакокинетиче-

ские параметры определяли отдельно для каждой особи, после чего усредняли по всем особям. 

В другом варианте, сначала по всем особям усредняли одновременно измеренные концентра-

ции, а затем по ним определяли параметры (параметры «средней особи»).  

3.9. Статистическая обработка данных 

Количественные данные представлены как средние значения ± стандартная ошибка 

среднего (если не указано иное), полученные в результате двух независимых экспериментов 

при анализе трех технических репликатов (n = 6). Статистическую обработку результатов про-

водили с использованием программ MS Office Excel и Statistica 10.  Нормальность распределе-

ния всех исследованных выборок была подтверждена с использованием критерия Шапиро-

Уилка. Для проверки гипотезы о значимости различий между двумя выборками рассчитывали t-

критерий Стьюдента, для сравнения трех и более групп использовали однофакторный диспер-

сионный анализ (ANOVA) с поправкой Бонферрони. Для проверки наличия линейной зависи-

мости между показателями определяли величину коэффициента корреляции Пирсона (R). Ста-

тистическая значимость различий признавалась при p <0,05. Минимальные размеры выборок 

были рассчитаны с учетом статистической мощности 95% и уровня значимости 0,05.   
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4. РЕЗУЛЬТАТЫ РАБОТЫ 

4.1 Получение моноклональных антител к С-рАМГ  

Изотипирование антител (табл. 1), а также электрофоретический анализ образцов их 

очищенных препаратов (рис. 7, А) показали, что все полученные антитела относятся к имму-

ноглобулинам класса IgG. Их специфичность к С-концевому участку полноразмерного гормона 

и С-рАМГ была подтверждена методом иммуноблоттинга (рис. 7, Б и 7, В, соответственно). 

Способность полученных антител к связыванию с иммобилизованным С-рАМГ была показана в 

непрямом твердофазном ИФА (рис. 7, Г) [165]. Отметим, что распознающие антиген в послед-

нем варианте анализа, антитела ACMIS-6 не связываются с белком, денатурированным доде-

цилсульфатом натрия в процессе электрофоретического разделения. 

Таблица 1.  

Изотипы полученных антител группы ACMIS. 

Наименование  

антител 
ACMIS-1 ACMIS-3 ACMIS-4 ACMIS-6 

Изотип 

антител 
IgG2a IgG2a IgG2b IgG3 
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Рисунок 7. Характеристика свойств полученных моноклональных антител против С-

рАМГ человека. А – электрофореграмма образцов препаратов очищенных антител (5 мкг белка 



54 

 

на дорожку геля). Проба моноклональных мышиных антител 4IL-3 класса IgG использована в 

качестве позитивного контроля. Б, В – фотографии мембран, полученных в результате вестерн-

блот анализа пробы полноразмерного рАМГ (Б) и С-рАМГ (В). Для негативного контроля 

окрашивания использованы антитела против интерферона альфа-2b человека класса IgG. Г – 

дозозависимое связывание антител панели ACMIS с иммобилизованным С-рАМГ и схема про-

ведения ИФА. 

  

Для определения эпитопной специфичности полученных антител были использованы 

короткие пептиды (ООО «НПФ Верта», Санкт-Петербург), содержащие аминокислотную по-

следовательность N-концевой части С-рАМГ. Пептид SAGATA идентичен N-концевому участ-

ку С-рАМГ, образующемуся в результате специфического протеолиза молекулы прогормона, а 

пептиды RSAGATA и AGATA отличались тем, что первый из них имел один дополнительный 

аминокислотный остаток Arg (R) перед концевым остатком Ser (S), а у второго пептида этот 

остаток Ser (S) отсутствовал. 

Было показано, что антитела ACMIS-1 и ACMIS-4, как и полученные ранее М1 [150], 

обладают строгой специфичностью по отношению к пептиду SAGATA, расположенному на N-

концевом участке С-рАМГ (сх. 1) [165]. Об этом в первую очередь свидетельствуют результаты 

непрямого твердофазного ИФА (рис. 8, А), в котором на плате в концентрации 1,5 мкг/мл был 

сорбирован стрептавидин, далее внесены растворы биотинилированных пептидов: SAGATA, 

AGATA или RSAGATA (100 нг/мл), затем – растворы исследуемых антител (10 мг/мл), и, нако-

нец, конъюгат ПХ с антителами против IgG мыши. Как видно из рис. 8, А, специфичность анти-

тел ACMIS-1, ACMIS-4 и М1 по отношению к пептиду SAGATA резко снижается при удалении 

концевого остатка Ser (S) или в случае наличия перед ним остатка Arg (R). Избирательная спе-

цифичность антител ACMIS-1, ACMIS-4 и М1 была также подтверждена конкурентным твер-

дофазным ИФА (рис. 8, Б), в котором в планшете был сорбирован С-рАМГ, далее внесена смесь 

синтезированного пептида SAGATA (10 мкг/мл) и исследуемых антител (1 мкг/мл), а затем – 

конъюгат ПХ с антителами против IgG мыши. Полученные данные указывают на то, что анти-

тела ACMIS-1 и ACMIS-4 наряду с М1 распознают участок молекулы гормона, оказывающийся 

доступным только при специфическом протеолизе рАМГ, и могут быть использованы для вы-

деления и детекции производных гормона, имеющих этот эпитоп: в частности, С-рАМГ и про-

теолизированного по одной цепи (полурасщепленного) рАМГ. В то же время антитела ACMIS-

3 и ACMIS-6 не были специфичны по отношению к пептидам SAGATA, AGATA и RSAGATA, 

поскольку, по-видимому, распознают другие эпитопные области в составе С-рАМГ. 
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Схема 1.  

Аминокислотная последовательность мономера С-АМГ человека.  

Выделен N-концевой участок SAGATA, распознаваемый антителами ACMIS-1, ACMIS-4 и М1. 

1  SAGATAADGP CALRELSVDL RAERSVLIPE TYQANNCQGV CGWPQSDRNP  

51 RYGNHVVLLL KMQVRGAALA RPPCCVPTAY AGKLLISLSE ERISAHHVPN  

101  MVATECGCR 

 

Рисунок 8. Анализ специфичности полученных антител (мАт) к пептиду SAGATA и 

схемы проведения анализа: А - в непрямом твердофазном ИФА; Б – в конкурентном твердофаз-

ном ИФА; # - достоверные отличия от AGATA и RSAGATA (p<0,05); * - достоверные отличия 

от контроля (p<0,05). 
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Для того чтобы изучить спектр производных рАМГ, способных к связыванию с полу-

ченными антителами, на их основе были приготовлены иммуносорбенты для выделения рАМГ 

из КЖ клеток-продуцентов на этапе предварительной очистки гормона. Наилучшие результаты 

были получены при иммобилизации на носителе (сефарозе) антител ACMIS-1. Так, на рис. 9 

представлена электрофореграмма двух препаратов рАМГ, полученных методом ИАХ с исполь-

зованием иммуносорбента ACMIS-1-сефароза. Образование фрагментов с молекулярными мас-

сами около 70 кДа (мономер рАМГ), 55 кДа (мономер N-концевого домена рАМГ) и 12,5 кДа 

(мономер С-концевого домена рАМГ) свидетельствует о том, что в пробах присутствует полу-

расщепленный гормон.  

 

Рисунок 9. Электрофореграмма образцов двух элюатов (5 мкг белка на дорожку геля), 

полученных при выделении рАМГ из КЖ с использованием иммуносорбента ACMIS-1-

сефароза. Стрелкой отмечены бенды, соответствующие С-рАМГ.  

 

На основе полученных антител против С-рАМГ человека были разработаны две тест-

системы, одна из которых предназначена для определения концентрации С-рАМГ, а другая – 

для тестирования способности производных гормона к взаимодействию с рекомбинантным 

аналогом MISRII [165]. В первом случае анализ предполагает сорбцию антител ACMIS-3 в кон-
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центрации 1,5 мкг/мл в 20 мМ натрий-боратном буфере (рН 8,0), далее – внесение образцов, со-

держащих С-рАМГ, а затем – пероксидазного конъюгата антител ACMIS-4-Пх (0,5 мкг/мл). На 

рис. 10, А представлена кривая определения концентраций серии двухкратных разведений пре-

парата С-рАМГ, полученная с использованием разработанной тест-системы. Ее чувствитель-

ность составила около 30 пг/мл. 

Ключевой составляющей второй тест-системы, позволяющей тестировать способность 

содержащих С-концевой фрагмент форм гормона к взаимодействию с рекомбинантным анало-

гом MISRII, стал полученный ранее в лаборатории химерный рекомбинантный белок 

MISRII+Fc, состоящий из внеклеточной части специфического рецептора АМГ II типа и Fc-

фрагмента иммуноглобулина IgG1 человека. Включающую его тест-систему схематически 

можно описать как И4 – (MISRII+Fc) – рАМГ – ACMIS-4-Пх. Результат исследования функци-

ональной активности серии калибровочных растворов препарата С-рАМГ с использованием 

данной тест-системы представлен на рис. 10, Б. 

   

   

Рисунок 10. Исследование свойств и схемы тест-систем, разработанных с использовани-

ем антител против С-рАМГ человека. А – калибровочная кривая определения концентрации С-
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рАМГ в серии проб с помощью сендвич-ИФА на основе антител ACMIS-3 и пероксидазного 

конъюгата ACMIS-4-Пх. Б – дозозависимое связывание С-рАМГ с химерным рецептор-

содержащим белком MISRII+Fc, детектируемое пероксидазным конъюгатом антител ACMIS-4-

Пх. 

Дальнейшее изучение свойств моноклональных антител ACMIS-3 показало, что они не 

только специфичны по отношению к С-рАМГ, но и обладают способностью блокировать взаи-

модействие гормона с рекомбинантным аналогом MISRII [165]. Использование вышеописанной 

тест-системы, созданной на основе химерного белка MISRII+Fc, позволило показать, что интен-

сивность взаимодействия С-рАМГ со специфическим рецептором снижается в присутствии ан-

тител ACMIS-3 (10 мкг/мл) (рис. 11).  

  

Рисунок 11. Снижение интенсивности взаимодействия С-рАМГ с иммобилизованным 

химерным белком MISRII+Fc в присутствии антител ACMIS-3 и схема проведения ИФА; * - 

достоверные отличия от контроля (p<0,05). 

4.2. Получение моноклональных антител к MISRII+Fc 

В работе были получены четыре гибридомных клона (MIR1, MIR2, MIR3 и MIR4), про-

дуцирующих антитела против внеклеточного домена MISRII [153]. Было установлено, что ан-

титела MIR1, MIR2 и MIR4 принадлежат к изотипу IgG1, в то время как MIR3 – к IgG2a. Элек-

трофоретический анализ образцов очищенных препаратов антител к рецептору (рис. 12, Б) по-

казал присутствие в пробах только иммуноглобулинов класса IgG. Их специфичность к внекле-

точной части MISRII, содержащейся в составе химерного аналога рецептора MISRII+Fc, была 

подтверждена с помощью Вестерн-блот анализа (рис. 12, А). Для контрольного окрашивания 

мембраны с пробой белка MISRII+Fc были использованы моноклональные антитела мыши про-

тив интерферона альфа-2b человека (рис. 12, А, дорожка 5), а для проверки специфичности ан-
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тител группы MIR именно к внеклеточной части MISRII – проба белка этанерцепта, так же как 

и рекомбинантный аналог рецептора АМГ II типа содержащего Fc-фрагмент IgG1 (рис. 12, А, 

дорожка 6). Видно, что антитела панели MIR специфичны именно по отношению к внеклеточ-

ной части MISRII, содержащейся в составе химерного белка MISRII+Fc. 

Способность полученных антител к связыванию с иммобилизованным белком 

MISRII+Fc (1,5 мкг/мл) также была показана и в непрямом твердофазном ИФА (рис. 12, В). 

Оказалось, что максимальная интенсивность связывания с антигеном (насыщение) быстрее все-

го достигается в случае использования антител MIR-3. 

 

   

Рисунок 12. Характеристика свойств полученных моноклональных антител против вне-

клеточного домена MISRII человека. А – фотография мембран, полученных в результате Ве-

стерн-блот анализа пробы белка MISRII+Fc (дорожки 1-5) и этанерцепта (дорожка 6) в невос-
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станавливающих условиях. Обработка антителами: MIR-1-4 (дорожки 1-4, соответственно), 

против интерферона альфа-2b (дорожка 5), смесью MIR-1-4 (дорожка 6). Б – электрофореграм-

ма образцов препаратов антител MIR-1 (дорожки 1, 5), MIR-2 (2, 6), MIR-3 (3, 7), MIR-4 (4, 8), 

(5 мкг белка на дорожку геля). В – дозозависимое комплексообразование антител панели MIR с 

сорбированным белком MISRII+Fc и схема проведения ИФА. 

 

 Было показано, что полученные антитела не только обладают способностью к связыва-

нию с внеклеточной частью MISRII в составе белка MISRII+Fc, но и, будучи внесенными в ана-

лиз одновременно с рАМГ, конкурируют с гормоном за связывание с MISRII (рис. 13, А). Более 

того, добавление антител MIR-1 или MIR-3 в культуральную среду клеток линии NBL-7 при 

тестировании биологической активности С-рАМГ препятствует индукции их гибели (рис. 13, 

Б). 

 

Рисунок 13. Влияние антител группы MIR на взаимодействие MISRII и рАМГ в ИФА и 

клеточной модели. А – дозозависимое снижение интенсивности связывания рАМГ с сорбиро-
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ванным белком MISRII+Fc в присутствии антител. Б – зависимость интенсивности подавления 

роста культуры клеток линии NBL-7, вызванного С-рАМГ, от концентрации присутствующих в 

среде антител MIR-1 или MIR-3. 

 

С целью исследовать специфичность антител группы MIR к природному MISRII, при-

сутствующему на опухолевых клетках, с применением этих иммуноглобулинов был проведен 

иммуногистохимический анализ срезов аденокарциномы яичника человека, а также иммуноци-

тохимический анализ клеток линий, в дальнейшем использованных для тестирования биологи-

ческой активности рАМГ. Результаты иммуногистохимического анализа представлены на рис. 

14. Видно, что окрашивание контрольных срезов (обработаны первичными антителами против 

интерферона альфа-2b человека) не проявляется. В то же время с помощью антител против 

MISRII и СА-125 (распространенного онкомаркера овариальных опухолей [166], Abcam, США) 

на срезах выявлены диффузно локализованные малигнизированные клетки. При этом интен-

сивность неспецифического фонового окрашивания была низкой.  

 

Рисунок 14. Иммуногистохимический анализ срезов аденокарциномы яичника человека, 

обработанных первичными антителами против поверхностных маркеров MISRII и СА-125 и в 

качестве отрицательного контроля – антителами против интерферона альфа-2b человека. Окра-

шивание проявлено пероксидазным антивидовым конъюгатом. Увеличение 20х. 

 

Результаты иммуноцитохимического анализа клеток линий NBL-7, OVCAR3, OVCAR8 и 

MOVCAR7 показаны на рис. 15. В качестве положительного контроля также использованы ан-

титела против маркера овариальной онкопатологии СА125 человека, а в качестве отрицательно-

го – антитела против интерферона альфа-2b. Позитивное окрашивание сходной интенсивности 

выявлялось в случае обработки культур контрольными иммуноглобулинами против онкомарке-

ра СА125 и антителами панели MIR, что подтверждает экспрессию в исследованных клетках 

овариального происхождения MISRII и, как и результаты иммуногистохимического исследова-

ния, указывает на способность полученных антител к распознаванию нативного рецептора АМГ 

II типа. 
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Рисунок 15. Иммуноцитохимический анализ клеток линий NBL-7, OVCAR3, OVCAR8 и 

MOVCAR7 с использованием антител группы MIR: А – с проявлением пероксидазным антиви-

довым конъюгатом; Б – с проявлением конъюгатом антивидовых антител с флуоресцентным 

красителем TRITC. Увеличение 40х. 

4.3. Очистка полноразмерного рАМГ 

Культивирование полученного ранее в лаборатории штамма-продуцента CHO-MIS [154] 

продолжали до падения жизнеспособности культуры ниже 90%. Объем КЖ в конце культиви-
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рования в биореакторе составлял (с учетом потерь, связанных с испарением и ежедневным от-

бором проб) 2,9±0,1 л. 

 

Рисунок 16. Динамика уровня тотального рАМГ в КЖ (А) и КЖК (Б) штамма-

продуцента CHO-MIS в процессе культивирования. 

 

Динамика жизнеспособности клеток, КЖК и накопления рАМГ в КЖ отражены на рис. 

16. Видно, что жизнеспособность клеток штамма-продуцента оставалась выше 90% в течение 

12 дней культивирования и снизилась лишь до 86% к 14-му дню. В то же время КЖК начала 

снижаться с 9 дня культивирования. Из рис. 16 видно, что продукция целевого белка к 11-му 

дню культивирования была более 160 мкг/мл. После подготовки КЖ к хроматографической 
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очистке было получено около 2,5 л осветленной среды, содержащей 130 мкг/мл тотального 

рАМГ. 

В результате ИФА рАМГ, накапливающегося в КЖ в процессе культивирования клеток 

штамма-продуцента CHO-MIS, была выявлена гетерогенность пула молекул гормона [167]. Он 

был представлен не только про-рАМГ, но и его производными, среди которых нековалентный 

комплекс С- и N-концевых фрагментов, полурасщепленный рАМГ и смесь изолированных С- и 

N-концевых фрагментов (рис. 17). Отметим, что, по полученным данным, прямое выделение 

свободного С-рАМГ из КЖ не представляется возможным ввиду его малой концентрации. 

 

 

Рисунок 17. Схематическое изображение производных рАМГ, накапливающихся в КЖ 

клеток-продуцентов штамма CHO-MIS в процессе культивирования. 

 

Из предварительно подготовленной КЖ на первом этапе очистки методом ИАХ был по-

лучен полурасщепленный рАМГ. Используя сорбент ACMIS-1-сефароза, мы получили около 

173 мг белка, идентифицированного как полурасщепленный рАМГ по результатам ИФА [168]. 

Проскок, образовавшийся при нанесении КЖ на колонку с иммобилизованными антителами 

ACMIS-1, был незамедлительно нанесен на колонку с сорбентом М2-сефароза. В результате 

элюции с данной колонки было получено 110 мг про-рАМГ, также идентифицированного в 
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ИФА [168]. Профиль тандемной ИАХ на колонках с ACMIS-1-сефарозой и М2-сефарозой пред-

ставлен на рис. 18. 

 

Рисунок 18. Хроматограмма, полученная при проведении ИАХ подготовленной КЖ. А – 

первый этап очистки, включавший нанесение КЖ и промывку колонки пятью объемами ФБ, 

содержащего 1 М NaCl; Б – элюция полурасщепленного рАМГ с сорбента ACMIS-1-сефароза; 

В – элюция про-рАМГ с колонки М2-сефароза. В обоих случаях элюцию проводили одним объ-

емом 0,1 М глицин-HCl буфера, pH 2,5. Белок детектирован при длине волны 280 нм. 

 

Электрофоретический анализ элюатов про-рАМГ и полурасщепленного гормона, полу-

ченных в результате трех независимых экспериментов, показал, что в невосстанавливающих 

условиях оба белка мигрируют в геле в виде широкой полосы (что характерно для высокогли-

козилированных белков) в области кажущихся молекулярных масс 140-145 кДа. В то же время 

было показано, что препараты не содержат каких-либо посторонних компонентов (рис. 19, В, 

дорожки 1-3 и 4-6, соответственно). Сходная картина была получена при анализе препаратов 

методом Вестерн-блота в невосстанавливающих условиях при обработке смесью антител 

ACMIS-3-Пx и ACMIS-4-Пx (рис. 19, Г, дорожки 1-3 для про-рАМГ и 4-6 для полурасщеплен-

ного рАМГ). В восстанавливающих условиях (рис. 19, А, дорожки 1-3 для про-рАМГ и 4-6 для 

полурасщепленного рАМГ) мономеры про-рАМГ мигрировали в области кажущихся молеку-

лярных масс 70 кДа, в то время как полурасщепленный рАМГ, как и ожидалось, разделялся на 

70 кДа-, 55 кДа- и 25 кДа-фрагменты. 55 кДа-фрагмент не удавалось детектировать в анализе 
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анти-С-рАМГ антителами, поскольку он представлял собой N-концевой димер рАМГ (рис. 19, 

Б, дорожка 6, указано стрелкой) [168]. 

 

Рисунок 19. Электрофореграммы после ЭФ-ПААГ (А, В) и результат Вестерн-блот ана-

лиза (Б, Г) очищенного про-рАМГ и его производных в восстанавливающих (А, Б) и невосста-

навливающих (В, Г) условиях. Исследованы три различных препарата каждого белка (по 5 мкг 

белка на дорожку геля). В каждом случае дорожки 1-3 – про-рАМГ, 4-6 – полурасщепленный 

рАМГ, 7-9 – С-рАМГ, М – маркер молекулярных масс. 

 

Образцы фракций полурасщепленного рАМГ и про-рАМГ дополнительно были проана-

лизированы методом ОФ-ВЭЖХ (рис. 20, А, Б, соответственно) [168]. Используя этот подход, 

мы подтвердили чистоту препаратов и показали совпадение времени выхода пиков (15-16 мин), 

соответствующих двух формам гормона. В то же время, форма пиков существенно различалась. 

В случае полурасщепленного рАМГ, пик был более широким и диффузным, вероятно, по при-

чине присутствия в препарате некоторого количества N-концевого димера рАМГ, выделяемого 

вместе с целевым белком. 
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Рисунок 20. Хроматограммы, полученные при проведении аналитической ОФ-ВЭЖХ 

полурасщепленного рАМГ (А) и про-рАМГ (Б). Время выхода пиков, соответствующих белкам 

– с 15 по 16 мин (горизонтальная ось). Расчетная чистота препаратов составляет 96% и 97%, со-

ответственно. 

 

Основные результаты очистки про-рАМГ и полурасщепленной формы гормона сумми-

рованы в табл. 2. 
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Таблица 2. 

Результаты очистки про-рАМГ и гормона, фрагментированного по одной цепи, из КЖ клеток 

штамма-продуцента CHO-MIS. 

 

Этап очистки Общий рАМГ (мг) Степень чистоты (%) Выход (%) 

КЖ 500 --- 100 

КЖ подготовленная 325 --- 65 

ACMIS-1 173 96 34,6 

М2 110 97 22 

4.4. Изучение стабильности препаратов про-рАМГ 

Для изучения стабильности очищенного про-рАМГ его препарат подвергли диализу про-

тив 20 мМ натрий-фосфатного буфера, рН 7,4 и стерилизации путем микрофильтрации. Полу-

ченный раствор (1 мг/мл) длительно инкубировали при +37 °С. Через каждые 5 суток из препа-

рата отбирали пробы для ИФА-тестирования функциональной активности и определения обще-

го количества образующихся активированных форм гормона. Результаты анализа приведены на 

рис. 21. По результатам анализа с помощью двух тест-систем, очищенный про-рАМГ, содер-

жащийся в исходном препарате, не был способен к связыванию с рецептором и характеризовал-

ся нулевым уровнем фрагментации. В процессе его хранения от 0 до 25 сут содержание активи-

рованных форм рАМГ в растворе возрастало, о чем свидетельствуют данные, полученные с по-

мощью тест-системы (И4) – (MISRII) – рАМГ – (М2-Пх) (рис. 21, кривая 2). Совпадение опре-

деляемых концентраций при тестировании данной тест-системой и при детекции молекул, 

имеющих в составе С-рАМГ, в гетерогенном сендвич-ИФА (ACMIS-3) – рАМГ – (ACMIS-4-

Пх) (рис. 21, кривая 1) указывало на то, что практически весь белок, содержавшийся в этих 

пробах, являлся функционально активным, то есть способным к взаимодействию с рекомби-

нантным аналогом MISRII [167]. 
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Рисунок 21. Накопление в препарате очищенного прогормона биологически активных 

форм рАМГ, детектируемое по мере длительного хранения в 20 мМ натрий-фосфатном буфере, 

рН 7,4, при +37 °С с помощью тест-системы: 1 - (ACMIS-3) – рАМГ – (ACMIS-4-Пх); 2 - (И4) – 

(MISRII+Fc) – рАМГ – (ACMIS-4-Пх).  

 

Как следует из дифференциальной специфичности тест-системы (ACMIS-3) – рАМГ – 

(ACMIS-4-Пх), динамический рост концентрации распознаваемого материала в исследуемых 

пробах должен быть обусловлен специфическим протеолизом молекул рАМГ [167]. Это отчет-

ливо подтверждалось результатами ЭФ-ПААГ (рис. 22). Из представленной электрофореграм-

мы видно, что количество про-рАМГ (дорожка 1) к 25-му дню инкубации значительно умень-

шалось вплоть до практически полного исчезновения, в то время как доля диффузно распреде-

ляющихся в геле фрагментированных гетерогенных компонентов возрастала. Вместе с тем в 

пробе накапливался белок с кажущейся молекулярной массой около 20 кДа (рис. 22, дорожки 2, 

3). 
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Рисунок 22. Электрофореграмма после ЭФ-ПААГ исходного про-рАМГ (дорожка 1) и 

прогормона после хранения в 20 мМ натрий-фосфатном буфере, рН 7,4, при +37 °С в течение 15 

(дорожка 2) и 25 сут (дорожка 3); М – белки-маркеры молекулярных масс; нагрузка 5 мкг белка 

на дорожку геля. 

 

Для идентификации продуктов спонтанной фрагментации про-рАМГ, образующихся в 

процессе инкубации к 25-му дню (при максимальной рецептор-связывающей активности белка, 

см. рис. 21, кривая 2), образец гормона был проанализирован методом ОФ-ВЭЖХ (рис. 23, А). 

Как видно из хроматограммы, проба разделялась на два главных компонента и два минорных, 

обозначенных 2, 4 и 1, 3 соответственно.  
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Рисунок 23. ОФ-ВЭЖХ прогормона после хранения в 20 мМ натрий-фосфатном буфере, 

рН 7,4 при +37 °С в течение 25 сут (А) и стандартного образца С-концевого фрагмента рАМГ 

(Б). Время выхода пика, соответствующего С-рАМГ, с 13 по 14 мин (горизонтальная ось). 

 

Полученные результаты позволяли предположить, что пик, время удерживания на ко-

лонке для которого составляло около 13–14 мин, соответствующий детектированному на элек-

трофореграмме (рис. 22, дорожка 3) 20 кДа-белку, содержал С-концевой фрагмент рАМГ, а пик 

4 объединял диффузно локализованные на электрофореграмме гетерогенные фрагменты.  

Дальнейшая работа была посвящена более детальному изучению 20 кДа-фрагмента, со-

гласно литературным данным, обуславливающего проявление биологической активности АМГ 

[33]. Для проверки и подтверждения гипотезы о том, что этот спонтанно образующийся фраг-

мент представляет собой С-концевой гомодимер рАМГ, был использован стандартный образец 
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данного производного гормона (R&D Systems, ID 1737-MS-010/CF). Время удерживания на ко-

лонке стандартного С-концевого фрагмента рАМГ (рис. 23, Б) точно совпало со временем 

удерживания пика 2, соответствующего продукту спонтанной фрагментации про-рАМГ при ин-

кубации в течение 25 суток (рис. 23, А), что подтвердило его принадлежность С-концевому 

фрагменту гормона.  

4.5. Очистка С-рАМГ 

С-рАМГ был получен из 20 мг полурасщепленного рАМГ после 25 суток инкубации при 

+37 °C [168]. Проинкубированный полурасщепленный рАМГ наносили на колонку для ОФ-

ВЭЖХ, после чего мажорный пик был собран и проанализирован методами ИФА и ОФ-ВЭЖХ. 

Было получено около 3 мг 20 кДа-белка, который был идентифицирован как С-рАМГ. Время 

удерживания соответствующего С-рАМГ пика (рис. 24) совпало с таковым у стандартного пре-

парата С-рАМГ (рис. 23, Б).  

 

Рисунок 24. Результаты аналитической ОФ-ВЭЖХ образца очищенного С-рАМГ. Рас-

четная чистота препарата составляет около 97%. Время выхода пика, соответствующего С-

рАМГ - с 13 по 14 мин (горизонтальная ось). 

 

Электрофоретический анализ полученных препаратов С-рАМГ (рис. 19, А, В, дорожки 7-

9) подтвердил их чистоту: как видно, С-рАМГ мигрирует в геле в виде узкого 23 кДа-бенда в 

невосстанавливающих условиях и в области 12,5 кДа – в восстанавливающих. Идентификация 

С-рАМГ также была проведена методом иммуноблоттинга как в восстанавливающих, так и в 

невосстанавливающих условиях (рис. 19, Б, Г, дорожки 7-9) с использованием смеси антител 

ACMIS-3-Пх и ACMIS-4-Пх. 
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4.6. Исследование причин инактивации С-рАМГ 

Далее были изучены причины инактивации С-рАМГ в процессе хранения: по данным 

ИФА, при дальнейшей инкубации образцов про-рАМГ от 25 до 45 суток общее содержание С-

рАМГ в препарате продолжало возрастать, однако доля функционально активных форм гормо-

на достигала максимума к 30-му дню хранения, а затем начинала снижаться (рис. 21, кривая 2) 

[167]. 

Методом ОФ-ВЭЖХ С-концевые фрагменты гормона были выделены из про-рАМГ по-

сле 25 (препарат 1) и 45 суток инкубации (препарат 2). Затем была протестирована их способ-

ность к связыванию с рекомбинантным аналогом рецептора в тест-системе (И4) – (MISRII+Fc) 

– рАМГ – (ACMIS-4-Пх). Оказалось, что характер связывания С-концевых фрагментов рАМГ, 

содержащихся в препаратах 1 и 2, с внеклеточной частью рекомбинантного аналога MISRII 

различен (рис. 25). Так, связывание с рецептором препарата 1 происходило более интенсивно и 

демонстрировало тенденцию к насыщению. Эти результаты свидетельствовали о том, что по-

степенная утрата гормоном функциональной активности связана с инактивацией его С-

концевого фрагмента, наличие которого, как известно, строго необходимо для действия АМГ 

[33]. 

 

Рисунок 25. Зависимость интенсивности связывания С-рАМГ, полученного из предин-

кубированного про-рАМГ, с рекомбинантным аналогом MISRII, детектированная с помощью 

тест-системы (И4) – (MISRll+Fc) – рАМГ – (ACMIS-4-Пх), от продолжительности инкубации 

про-рАМГ в физиологических условиях: 1 – 25 суток, 2 – 45 суток. 
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С целью детального исследования молекулярной структуры частично инактивированно-

го С-рАМГ его препарат (2) был проанализирован методом ОФ-ВЭЖХ. Состав этого образца 

оказался неоднородным (рис. 26).  

 

Рисунок 26. ОФ-ВЭЖХ С-рАМГ, выделенного после 45-суточной инкубации про-рАМГ 

в физиологических условиях. 

Компоненты препарата 2, которым соответствовали пики 1 и 2, хроматографировали по-

вторно в тех же условиях (рис. 27). В результате фракционирования были получены два вариан-

та гомогенных (по данным ОФ-ВЭЖХ), однако различающихся между собой С-рАМГ, которым 

были присвоены обозначения С1 и С2. Тестирование их функциональной активности in vitro с 

помощью тест-системы (И4) – (MISRII+Fc) – рАМГ – (ACMIS-4-Пх) показало, что С1 был 

практически неактивным, в то время как С2 проявлял высокую активность. 

 

Рисунок 27. ОФ-ВЭЖХ препаратов С1 (1) и С2 (2), полученных из С-концевого фраг-

мента рАМГ со сниженной активностью. 
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Выделенные С1 и С2, а также исходный препарат С-концевого фрагмента, обладающий 

сниженной активностью и представляющий собой их смесь, подвергли анализу методом ЭФ-

ПААГ (рис. 28). Профили их электрофоретического разделения в невосстанавливающих усло-

виях (рис. 28, дорожки 1-3) оказались идентичными, причем молекулярные массы белков со-

ставляли примерно 20 кДа, что соответствовало массе С-рАМГ. Однако по результатам элек-

трофоретического анализа белков в восстанавливающих условиях было установлено, что моле-

кулярная структура исследуемых С1 и С2 существенно различается. Препарат - продукт 45-

суточного хранения про-рАМГ (рис. 28, дорожка 5) представлял собой смесь С1 и С2, состоя-

щую из двух компонентов, кажущиеся молекулярные массы которых составляли примерно 12,5 

и 6 кДа. Нужно отметить, что обладающий функциональной активностью С-рАМГ - С2 (до-

рожка 4) - перемещался в геле в виде единственного 12,5 кДа-компонента, что соответствует 

массе каждой из двух полипептидных цепей, входящих в состав С-концевого гомодимера. Пре-

парат С1 (дорожка 6) также мигрировал как единственный полипептид, но его молекулярная 

масса была почти вдвое меньше (около 6 кДа), что порождало предположение о его образова-

нии в результате протеолитического расщепления обеих полипептидных цепей С-рАМГ. 

 

Рисунок 28. ЭФ-ПААГ фрагментов С2 (активной формы, дорожки 1 и 4) и С1 (неактив-

ной формы, дорожки 3 и 6), очищенных фракционированием ОФ-ВЭЖХ, а также исходного С-

концевого гомодимера рАМГ, образующегося после инкубации про-рАМГ в физиологических 

условиях в течение 45 суток при +37 °С (дорожки 2 и 5). M – белки-маркеры молекулярных 

масс; 5 мкг белка на дорожку геля. 
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Для того, чтобы детально проанализировать молекулярную структуру фрагментов пол-

ностью инактивированного белка из препарата С1 и установить сайт протеолиза, вследствие 

расщепления по которому инактивируется С-концевой димер рАМГ, препарат С1 был обрабо-

тан дитиотрейтолом (ДТТ) в присутствии 4 М гидрохлорида гуанидина (раствор в 0,1 М трис-

HCl буфере, рН 8,0) для восстановления дисульфидных связей, затем – йодацетамидом для 

предотвращения их обратного образования, и далее проанализирован методом ОФ-ВЭЖХ (рис. 

29). Согласно приведенной хроматограмме, основные фракции мажорных пиков 1 и 2 были 

отобраны и подвергнуты ферментативному гидролизу трипсином (Bruker, Германия) и фермен-

том GluC (Promega, США), а затем – проанализированы методом тандемной масс-

спектрометрии. 

 

Рисунок 29. Аналитическая ОФ-ВЭЖХ пробы препарата С1 после химической модифи-

кации посредством обработки ДТТ и йодацетамидом. 

 

Анализ MALDI спектров, полученных в результате проведения масс-

спектрометрического исследования двух вышеописанных образцов, позволил достоверно уста-

новить, что пики 1 и 2 соответствуют двум фрагментам, образующимся при расщеплении мо-

номера С-рАМГ, причем протеолиз каждой из полипептидных цепей С-рАМГ происходит по 

лейциновому мотиву после первого лейцина (58-го аминокислотного остатка) (сх. 2) [167]. Это 

подтверждается наличием в спектрах, полученных при анализе одного из двух 6 кДа-

фрагментов, подвергнутого как трипсинолизу (рис. 30, А), так и обработке GluC (рис. 30, Б) 

мажорного пика, соответствующего пептидам YGNHVVL (m/z = 801,428) и 

TYQANNCQGVCGWPQSDRNPRYGNHVVL (m/z = 3290,497), соответственно, последователь-

ность которых заканчивается на этой аминокислоте. Образование идентифицированных пепти-

дов не характерно для работы двух использованных протеаз, что указывает на разрыв полипеп-
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тидной цепи после Leu58. При этом ионы, соответствующие пептидам, не нефрагментирован-

ным по данному сайту (в частности, в случае обработки трипсином – YGNHVVLLLK), в спек-

трах отсутствовали. 

Схема 2.  

Аминокислотная последовательность мономера С-концевого фрагмента рАМГ.  

Показан сайт специфической фрагментации гормона, приводящей к его инактивации. 

 

1  SAGATAADGP CALRELSVDL RAERSVLIPE  

31 TYQANNCQGV CGWPQSDRNP RYGNHVVL|LL 

61  KMQVRGAALA RPPCCVPTAY AGKLLISLSE ERISAHHVPNMVATECGCR 

 

 

Рисунок 30. Фрагменты MALDI масс-спектров, полученных в результате исследования 

одного из двух фрагментов С-рАМГ, образующихся при специфическом протеолизе 

полноразмерной цепи. А – область характеристического иона с m/z = 801,428; Б – область 

характеристического иона с m/z = 3290,497. Указаны аминокислотные последовательности 

пептидов, соответствующих характеристическим ионам. 

4.7. Исследование протеолитической активности рАМГ 

В результате дальнейшей работы было показано, что добавление к препарату очищенно-

го про-рАМГ поливалентного ингибитора протеаз апротинина (конечная концентрация соста-
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вила 5 мкг/мл) препятствует специфическому протеолизу гормона, образованию С-рАМГ и, та-

ким образом, появлению в пробе белка, обладающего биологической активностью (рис. 31) 

[169]. 

 

 

Рисунок 31. Ингибирование специфического протеолиза высокоочищенного про-рАМГ 

апротинином. А – электрофореграмма исходного гормона (дорожка 1) и про-рАМГ после хра-

нения в 20 мМ натрий-фосфатном буфере, рН 7,4, при +37 °С в течение 15 (дорожка 2) и 25 су-

ток (дорожка 3), М – белки-маркеры молекулярных масс; Б – электрофореграмма свежеприго-
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товленной смеси про-рАМГ с апротинином (1:200) (дорожка 1) и после инкубации в 20 мМ 

натрий-фосфатном буфере, рН 7,4, в течение 15 (дорожка 2) и 25 суток (дорожка 3) при +37 °С, 

М – белки-маркеры молекулярных масс, стрелкой указаны бенды, соответствующие апротини-

ну (5 мкг на дорожку геля); В – влияние присутствия апротинина на образование функциональ-

но активного белка в процессе длительной инкубации очищенного про-рАМГ в 20 мМ натрий-

фосфатном буфере, рН 7,4, при +37 °С, детектированное с помощью тест-системы (ACMIS-3) – 

рАМГ – (ACMIS-4-Пх); * - достоверные отличия от контроля (p<0,05). 

 

Далее было показано, что апротинин так же, как и в случае нерасщепленного гормона, 

препятствует ограниченному протеолизу С-рАМГ по лейциновому мотиву (рис. 32), что, как 

было установлено ранее, в отличие от про-рАМГ, приводит к потере этим белком биологиче-

ской активности и образованию 6 кДа-фрагментов [169]. 

 

Рисунок 32. Ингибирование специфического протеолиза высокоочищенного С-рАМГ 

апротинином. А – электрофореграмма исходного С-концевого гомодимера (дорожки 3, 8) и С-

рАМГ после хранения в 20 мМ натрий-фосфатном буфере, рН 7,4, при +37 °С в течение 15 (до-
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рожки 4, 9) и 25 суток (дорожки 5, 10), а также свежеприготовленной смеси С-рАМГ с апроти-

нином (1:200) (дорожки 1, 6) и после инкубации при +37 °С в течение 25 суток (дорожки 2, 7),  

М – белки-маркеры молекулярных масс, стрелками указаны бенды, соответствующие апроти-

нину (нагрузка 5 мкг белка на дорожку геля); Б – дозозависимое связывание С-рАМГ (после 25-

суточной инкубации в присутствии или без апротинина) с рекомбинантным аналогом MISRII, 

определяемое с помощью тест-системы (И4) – (MISRll+Fc) – рАМГ – (ACMIS-4-Пх); * - досто-

верные отличия от контроля (p<0,05). 

 

Затем методом твердофазного ИФА было исследовано взаимодействие апротинина с C-

рАМГ и полурасщепленным гормоном. Было показано, что С-рАМГ, как и протеолизирован-

ный по одной полипептидной цепи полноразмерный гормон способен к специфическому ком-

плексообразованию с иммобилизованным апротинином (рис. 33) [169].  

    

Рисунок 33. Зависимость интенсивности связывания полурасщепленного рАМГ (детек-

тирован М2-Пх) и С-рАМГ (детектирован ACMIS-4-Пх) с иммобилизованным в планшете 

апротинином (1,5 мкг/мл) от концентрации форм гормона и схема проведения ИФА; * - досто-

верные отличия от С-рАМГ (p<0,05). 

 

Для того чтобы выяснить, способен ли С-рАМГ к связыванию не только с иммобилизо-

ванным апротинином, но и с присутствующим в растворе, был проведен конкурентный твердо-

фазный ИФА. Серии двукратных разведений препарата С-рАМГ были предварительно проин-

кубированы в течение 15 мин с апротинином (при фиксированной концентрации 1,5 мкМ) и 

возможными конкурентами, гипотетически способными препятствовать связыванию С-рАМГ с 

апротинином (ингибиторами протеаз: PMSF – 1 мM, бензамидином – 5 мМ, а также MISRll+Fc 

– 1 мМ). Затем пробы переносили в лунки планшета с иммобилизованным апротинином. Де-
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текция С-рАМГ осуществлялась последующим добавлением пероксидазного конъюгата 

ACMIS-4-Пх. Результаты анализа, представленные на рис. 34, А, свидетельствуют о том, что 

присутствие в растворе апротинина препятствует комплексообразованию С-рАМГ со специфи-

ческими антителами, и таким образом, не только иммобилизованный, но и сольватированный 

апротинин способен к связыванию с С-рАМГ [169]. 

 

Рисунок 34. Взаимодействие С-рАМГ с растворенным апротинином и схемы проведе-

ния ИФА. А – зависимость интенсивности проявления С-рАМГ антителами ACMIS-4-Пх в 

планшете с иммобилизованным апротинином (1,5 мкг/мл) от концентрации гормона в присут-

ствии различных ингибиторов протеаз или конкуратора MISRII+Fc; Б – зависимость интенсив-

ности проявления С-рАМГ антителами ACMIS-4-Пх в планшете с иммобилизованной химерной 

конструкцией MISRII+Fc (1,5 мкг/мл) от концентрации С-рАМГ в присутствии различных ин-

гибиторов протеаз. Показано снижение интенсивности сигнала в присутствии апротинина, вы-

званное конкуренцией антител ACMIS-4-Пх с апротинином за связывание с гормоном. * - до-

стоверные отличия от контроля (без конкурента) (p<0,05). 
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В другом варианте анализа было установлено наличие конкуренции антител ACMIS-4 c 

апротинином за связывание с С-рАМГ, взаимодействующим с химерным рецепторсодержащим 

белком MISRII+Fc. Двукратные разведения С-рАМГ были прединкубированы с апротинином, 

PMSF и бензамидином в таких же фиксированных концентрациях, что и в предыдущем экспе-

рименте, после чего пробы добавляли к иммобилизованному белку MISRII+Fc (рис. 34, Б). На 

последнем этапе данного ИФА для распознавания С-рАМГ использовался пероксидазный 

конъюгат ACMIS-4-Пх. Показано, что и в этом случае в присутствии апротинина интенсив-

ность взаимодействия С-рАМГ с антителами ACMIS-4-Пх снижается, что не наблюдается при 

добавлении других ингибиторов протеаз (PMSF и бензамидина) [169].  

Проведенный ранее анализ специфичности антител ACMIS-3, показал, что эти антитела 

против С-рАМГ способны блокировать взаимодействие гормона с рекомбинантным аналогом 

MISRII (рис. 11). Как видно из рис. 34, Б, апротинин обладает аналогичным эффектом. 

Для проверки гипотезы о том, что антитела ACMIS-3 и апротинин связываются с одним 

и тем же участком С-рАМГ, который вовлечен во взаимодействие с рецептором, был проведен 

ИФА с использованием полурасщепленного рАМГ. Серии разведений гормона вносили в лунки 

с иммобилизованным апротинином (рис. 35, А) или антителами М2 (рис. 35, Б). Детекцию свя-

завшегося гормона проводили параллельно двумя коньюгатами: ACMIS-3-Пх и ACMIS-4-Пх. 

Видно, что в случае иммобилизации на дне лунок планшета антител М2 полурасщепленный 

рАМГ удавалось детектировать как с помощью конъюгата ACMIS-3-Пх, так и конъюгатом 

ACMIS-4-Пх (рис. 35, Б). Однако проявление гормона при иммобилизации апротинина оказа-

лось возможным только с использованием конъюгата ACMIS-4-Пх, что свидетельствует о том, 

что эпитоп, распознаваемый пероксидазным конъюгатом ACMIS-3-Пх (и, соответственно, ан-

тителами ACMIS-3) и, по-видимому, вовлеченный во взаимодействие рАМГ с MISRII, занят 

апротинином (рис. 35, А) [169]. 
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Рисунок 35. Детекция полурасщепленного рАМГ пероксидазными конъюгатами 

ACMIS-3-Пх и ACMIS-4-Пх при иммобилизации: А – апротинина (1,5 мкг/мл); Б – антител М2 

(1,5 мкг/мл); * - достоверные отличия от ACMIS3 (p<0,05). 

 

Для исследования способности рАМГ к связыванию с апротинином в проточной системе 

100 мкг полурасщепленного гормона использовали для проведения хроматографии на колонке с 

аффинным сорбентом апротинин-сефароза. Подобные сорбенты часто используются для удале-

ния из препаратов контаминирующих сериновых протеаз [170], а также в процессе целенаправ-

ленной хроматографической очистки различных белков: специфических антител [171] или про-

теолитических ферментов [172, 173]. Результаты аффинной хроматографии представлены на 

рис. 36. Видно, что содержание в элюате рАМГ, нанесенного на колонку, составляет около 80%, 

что подтверждает специфичность взаимодействия гормона с апротинином [169]. 
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Рисунок 36. Содержание фрагментированного по одной цепи рАМГ во фракциях, ото-

бранных при проведении аффинной хроматографии на апротинин-сефарозе. Для количествен-

ной детекции белка использована тест-система (М1) – АМГ - (М2-Пх); * - достоверные отличия 

от исходного образца (p<0,05). 

 

С целью проверить наличие протеолитической активности С-рАМГ в отношении других 

белков [169] гормон был добавлен к раствору высокоочищенного рекомбинантного белка теп-

лового шока 70 (БТШ-70) человека в весовом соотношении 1:10. Смесь инкубировали в течение 

30 дней при +37 °С. В результате эксперимента было детектировано появление на электрофоре-

грамме препарата дополнительных бендов, представляющих собой фрагменты молекул исход-

ного БТШ-70, что отражено на рис. 37, А. 
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Рисунок 37. Протеолитическая активность С-рАМГ в отношении других белков. А – 

электрофореграмма смеси БТШ-70 и С-рАМГ после инкубации в течение 7 (дорожка 1) и 15 

суток (дорожка 2), а также исходного препарата БТШ-70 (дорожка 3) и его же – спустя 15 суток 

инкубации (дорожка 4), М – маркер молекулярных масс; Б – электрофореграмма смеси антител 

анти-С3 (CC3-4) и С-рАМГ после инкубации в течение 15 суток (дорожка 1) и исходного пре-

парата CC3-4 (дорожка 2), М – маркер молекулярных масс. Черными стрелками отмечены бен-

ды, соответствующие апротинину; серой стрелкой указана область миграции иммуноглобули-

нов. Нагрузка белка 5 мкг на дорожку геля. 

 

Аналогичный опыт был проведен с иммуноглобулинами мыши CC3-4, специфичными к 

компоненту комплемента С3 человека, к раствору которых был добавлен С-рАМГ (в весовом 

соотношении 1:10); полученную смесь инкубировали при +37 °С. Из электрофореграммы, пред-

ставленной на рис. 37, Б, видно влияние гормона на стабильность молекул антител: в присут-

ствии С-рАМГ в их электрофоретическом профиле появляются новые бенды, а область, соот-

ветствующая иммуноглобулинам (отмечена серой стрелкой), становится более диффузной.  
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Сайты-мишени действия рАМГ, а также точные молекулярные массы образующихся 

белковых фрагментов предстоит установить в ходе дальнейших исследований. 

4.8. Кинетические параметры комплексообразования производных рАМГ с MISRII  

В первую очередь анализ комплексообразования производных рАМГ с иммобилизован-

ным рецептор-содержащим белком MISRII+Fc был проведен с помощью метода твердофазного 

ИФА. Кривые связывания С-рАМГ и полноразмерного гормона (полурасщепленной формы и 

про-рАМГ) с внеклеточной частью рецептора представлены на рис. 38, А, В, соответственно. 

Расчет параметров комплексообразования – величин констант диссоциации KD и концентрации 

участков связывания mt – был произведен методом линеаризации данных ИФА (кривых связы-

вания, представленных на рис. 38, А, В), в координатах Скэтчарда (рис. 38, Б, Г).  

Значения концентрации участков связывания mt, констант ассоциации Ка, рассчитанных 

по тангенсу угла наклона прямой, построенной в системе координат Скэтчарда, а также обрат-

ные величины – константы диссоциации (КD) представлены в табл. 3. 

 

Рисунок 38. Кривые связывания и графики в координатах Скэтчарда, описывающие вза-

имодействие форм рАМГ (А, Б – С-рАМГ; В, Г – полурасщепленного рАМГ и про-рАМГ) с 

иммобилизованным химерным белком MISRII+Fc (концентрация MISRII+Fc = 50 нМ). 
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Таблица 3. 

Параметры комплексообразования производных рАМГ с белком MISRII+Fc, рассчитанные 

иммуноферментным методом с последующей линеаризацией данных в координатах Скэтчарда. 

Аналит про-рAMГ рАМГ полурасщепленный С-рАМГ 

Концентрации, нМ 1,37 – 400 1,37 – 400 0,55 – 47,4 

Ка, 106×М-1 0,0680±0,0019 0,029±0,001 0,366±0,015 

KD, нМ 14,7±0,2 34,1±0,4 2,73±0,1 

mt, нМ 1,4±0,09 0,74±0,05 1,37±0,09 

 

Расчет параметров комплексообразования лигандов с MISRII+Fc был также проведен с 

применением метода поверхностного плазмонного резонанса. На первом этапе анализа в этом 

варианте была подобрана оптимальная концентрация иммобилизируемого белка MISRII+Fc. 

Стабильные показания на стадии промывки чипа после пропускания рекомбинантного аналога 

рецептора были характерны для концентраций 10 и 30 нМ MISRII+Fc, при этом значение KD 

составило 0,44 нМ (рис. 40, А). В этой связи в дальнейшем данный компонент аналитической 

системы использовали в концентрации 20 нМ. Часть проточной ячейки без иммобилизованных 

антител против Fc, использованная как контрольная, как и ожидалось, показала менее 1% от 

Rmax связывания MISRII+Fc. 

При предварительном подборе оптимальных концентраций различных форм гормона для 

анализа интенсивности комплексообразования с рекомбинантным аналогом MISRII для про-

рAMГ и полурасщепленного рАМГ, взятых в диапазоне 12,5-100 нМ, не было зафиксировано 

стабильного сигнала (см. рис. 39, А, Б), в то время как для C-концевого домена рАМГ наблюда-

лось практически полное насыщение уже при концентрации 50 нМ (см. рис. 39, В). При промы-

вании чипа с MISRII+Fc после пропускания над ним про-рАМГ или полурасщепленной формы 

гормона не устанавливался стабильный ответ сенсора. В частности, из рис. 39, А, Б видно, что в 

течение 1 мин ответ сенсора снизился примерно на 10 RU, что не позволяет сделать корректных 

выводов о связывании. На основании результатов предварительных экспериментов в следую-

щих опытах концентрация C-рАМГ была снижена (до диапазонных значений 0,74-20 нМ), а 

концентрация про-рАМГ, напротив, взята в гораздо большем диапазоне (1,25-1280 нМ). 
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Рисунок 39. Скрининг концентрации: А – про-рАМГ (12.5-100 нМ), Б – полурасщеплен-

ного рАМГ (12,5-100 нМ), В - С-рАМГ (50 и 100 нМ) для сорбции на чипе после пропускания 

20 нМ MISRII+Fc. Единица измерения сигнала RU (resonance unit) соответствует поверхност-

ной плотности связанного с MISRII+Fc аналита 1 пг/мм2. 
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На рис. 40, Б, В, Г представлены сенсограммы взаимодействий производных рАМГ с ре-

комбинантным аналогом MISRII. Далее в табл. 4 приведены значения равновесных констант 

диссоциации KD, рассчитанные после 6 реакционных циклов с последовательным увеличением 

концентрации лигандов в пределах выбранного диапазона.  

 

Рисунок 40. Сенсограммы (цветные) и линии тренда (черные) взаимодействий: А – 

MISRII+Fc с СМ5-чипом с антителами против Fc; Б – про-рАМГ с СМ5-чипом с антителами 

против Fc после пропускания 20 нМ MISRII+Fc; В – полурасщепленного рАМГ с СМ5-чипом с 

антителами против Fc после пропускания 20 нМ MISRII+Fc; Г – С-рАМГ с СМ5-чипом с анти-

телами против Fc после пропускания 20 нМ MISRII+Fc. Единица измерения сигнала RU (reso-

nance unit) соответствует поверхностной плотности связанного с антителами против Fc или 

MISRII+Fc аналита 1 пг/мм2. 

 

В табл. 4 приведены значения кинетических параметров, характеризующих взаимодей-

ствие аналитов при иммобилизации 20 нМ MISRII+Fc на чипе с антителами против Fc: кон-

станты скорости диссоциации (kd) и максимальной связывающей способности аналитов по-

верхностью сенсора (Rmaх). Связывание C-рАМГ с рекомбинантным аналогом рецептора оказа-

лось наиболее аффинным (наименьшие значения KD и kd, наибольшее значение Rmaх). Про-

рАМГ взаимодействовал с MISRII+Fc несколько активнее, чем полурасщепленный гормон, но 
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почти в 40 раз хуже, чем C-рАМГ. Как видно, U-значения критерия, характеризующего степень 

совпадения сенсограмм с линиями тренда, не превышают 15, что свидетельствует об адекватно-

сти расчета величин кинетических параметров и их незначительной корреляции [174]. 

Таблица 4. 

Параметры, описывающие кинетику взаимодействия рекомбинантного аналога MISRII  

(иммобилизован при концентрации 20 нМ) с различными формами гормона. 

Аналит про-рAMГ рАМГ полурасщепленный С-рАМГ 

Концентрации, нМ 1,25–1280 1,25–1280 0,74–20 

KD, нМ 88,6±0,3 111,2±0,2 1,7±0,01 

Ka, 106/М×с 0,041±0,001 0,055±0,0017 1,781±0,089 

kd, 1/с 0,00363±0,0003 0,00611±0,00042 0,00297±0,00050 

Rmax, RU 29,7±0,44 26,0±0,48 89,4±0,69 

U-значение 9 7 4 

 

4.9. Изучение биологической активности рАМГ in vitro 

Биологическая активность про-рАМГ и его производных in vitro оценивалась по способ-

ности индуцировать гибель MISRII-позитивных клеток в культуре. Сначала было установлено, 

что полурасщепленный рАМГ и C-рАМГ вызывают дозозависимое снижение жизнеспособно-

сти клеток линии NBL-7 (рис. 41, А) [175]. О присутствии на их поверхности маркера MISRII 

свидетельствует результат иммуноцитохимического анализа (см. рис. 15), а также явление 

угнетения цитотоксического действия гормона при добавлении в культуральную среду мо-

ноклональных антител MIR-1 или MIR-3, специфичных к эпитопам в составе внеклеточной ча-

сти MISRII, в процессе тестирования биологической активности С-рАМГ (рис. 41, В).  

Следует отметить, что моноклональное антитело ACMIS-3, специфичное к C-рАМГ и, 

как было показано ранее, способное блокировать связывание гормона с внеклеточной частью 

MISRII, входящей в состав рекомбинантного аналога рецептора АМГ II типа (рис. 11), также 

ингибировало цитотоксическое действие С-рАМГ (рис. 41, Б), по-видимому, препятствуя взаи-

модействию гормона с рецептором II типа, присутствующим на поверхности клеток-мишеней. 
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Рисунок 41. Цитотоксическое действие производных рАМГ в отношении клеток линии 

NBL-7 по результатам исследования с помощью реактива ХТТ. А – дозозависимое ингибирова-
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ние роста культуры клеток линии NBL-7 различными формами гормона; * - достоверные отли-

чия от полурасщепленного рАМГ и про-рАМГ (p<0,05); Б, В – снижение интенсивности подав-

ления роста культуры клеток линии NBL-7, индуцированного С-рАМГ, при добавлении в куль-

туральную среду антител ACMIS-3 (Б) или MIR-1, MIR-3 (В). 

 

Мы установили, что C-рАМГ также обладает цитотоксическим действием в отношении 

клеток линии OVCAR3, происходящих из аденокарциномы яичника человека [175]. В связи с 

нестабильностью линии экспрессия MISRII, помимо иммуноцитохимического исследования 

(см. рис. 15), была проверена методами ОТ-ПЦР-анализа (рис. 42, А) и проточной цитофлуори-

метрии (рис. 42, Б). В последнем случае клетки сначала были обработаны С-рАМГ, затем – ан-

тителами ACMIS-1, и наконец –конъюгатом антител козы против антител мыши с флуорес-

центной меткой FITC. Связывание С-рАМГ с MISRII, экспрессируемым клетками, обеспечило 

проявление цитотоксической активности гормона. Установлено, что культивирование клеток 

линии OVCAR3 в присутствии С-рАМГ приводит к дозозависимому ингибированию роста 

культуры (рис. 42, В). 
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Рисунок 42. Доказательство экспрессии MISRII клетками линии OVCAR3 и цитотокси-

ческое действие на них различных форм гормона по результатам ХТТ-тестирования. А – ОТ-

ПЦР анализ экспрессии гена MisrII в клетках линии OVCAR3. Продукты амплификации визуа-

лизированы бромистым этидием после ДНК-электрофореза в 1,5%-ном агарозном геле (длина 

ампликона MisrII – 540 п.н., гена β-актина – 550 п.н.). Б – корреляция доли MISRII-позитивных 

клеток линии OVCAR3 и концентрации использованного для их обработки С-рАМГ (проточная 

цитофлуориметрия). В – дозозависимое подавление роста клеток линии OVCAR3 различными 

формами рАМГ; * - достоверные отличия от полурасщепленного рАМГ и про-рАМГ (p<0,05). 

4.10. Изучение биологической активности С-рАМГ ex vivo 

В результате изучения действия С-рАМГ ex vivo было показано, что препарат C-рАМГ в 

концентрации 50 мкг/мл индуцировал инволюцию мюллеровых протоков в органных культурах 

урогенитальных гребней 12-ти из 15-ти эмбрионов опытной группы, в контрольной группе ин-

волюция ни в одном случае не наблюдалась. На репрезентативных фотографиях препаратов из 

опытной группы, окрашенных гематоксилином и эозином по стандартной методике (приведены 

на рис. 43), прослеживается регрессия эпителия головной части мюллеровых протоков при со-

хранении нормальной структуры эпителия вольфовых протоков. У эмбрионов контрольной 

группы, органные культуры урогенитальных гребней которых выращивали без добавления изу-

чаемого препарата, наблюдается сохранение нормальной структуры эпителия как мюллеровых, 

так и вольфовых протоков. 
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Рисунок 43. Микрофотографии срезов органных культур урогенитальных гребней эм-

брионов крысы на 5-й день культивирования. На препаратах опытной группы, культивируемых 

на среде с 50 мкг/мл C-рАМГ (Б), наблюдается регрессия мюллеровых протоков, тогда как в 

контрольной группе (А) мюллеровы протоки присутствуют. MD – мюллеровы протоки, WD – 

вольфовы протоки. Увеличение 10х. 
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4.11. Изучение биологической активности про-рАМГ in vivo 

 Несмотря на то, что С-рАМГ продемонстрировал наибольшую биологическую актив-

ность при in vitro и ex vivo тестировании, дальнейшее исследование противоопухолевых свойств 

в релевантных модельных системах in vivo было выполнено для про-рАМГ как наиболее ста-

бильной формы гормона, способной к активации после введения в организм и дольше всего 

находящейся в циркуляции. Биологическую активность прогормона in vivo определяли, как 

способность подавлять канцерогенез привитой опухоли у иммунодефицитных мышей линии 

BALB/c Nude. 

Показатели веса мышей, внутрибрюшинно инокулированных клетками линии OVCAR8, 

приведены на рис. 44. Они свидетельствуют о естественном приросте массы тела животных 

всех экспериментальных групп по сравнению с исходными значениями, однако достоверных 

различий между группами обнаружено не было. 

 
 

Рисунок 44. Масса тела мышей контрольной группы и групп, получавших препарат в дозе 

0,5 и 1 мг/кг веса. Каждая группа включала 10 животных. Приведены средние значения в грам-

мах ± ошибка среднего. 

 

Летальность в течение эксперимента ни в одной из экспериментальных групп не наблю-

далась, видимых патологических признаков в физическом состоянии животных не обнаружено. 

Патоморфологическое исследование после эвтаназии показало, что у животных всех экс-

периментальных групп наблюдалась сходная картина поражения органов. В брюшной полости 

обнаруживалась асцитическая жидкость, многочисленные округлые новообразования диамет-

ром 1-5 мм на брыжейке кишечника, диафрагме, печени, поджелудочной железе, селезенке и 

других органах брюшной полости (рис. 45). 
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Рисунок 45. Фотографии вскрытых животных: А – контрольной группы; Б – опытной 

группы, получавшей препарат в дозе 0,5 мг/кг; В – опытной группы, получавшей препарат в до-

зе 1 мг/кг. Новообразования на брыжейке кишечника отмечены стрелками. 
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Патоморфологический анализ показал, что в группе животных, получавших препарат в 

дозе 1 мг/кг, в ряде случаев поражение было менее выраженным (рис. 45, В), чем в контрольной 

группе (рис. 45, А) или в группе, получавшей 0,5 мкг/мл про-рАМГ (рис. 45, Б). Несмотря на 

некоторую тенденцию к снижению интенсивности поражения органов брюшной полости, у жи-

вотных, получавших про-рАМГ, значительная разнородность картины поражения в рамках од-

ной группы, наблюдавшаяся как в опытных, так и в контрольной группах, не позволила прове-

сти четкую количественную и качественную оценку поражения и дать однозначный вывод о 

выраженности межгрупповых различий. 

В ходе эксперимента с субэпидермальной инокуляцией клеток линии MOVCAR7 у всех 

животных в области введения образовалась опухоль, видимая через кожный покров, которую 

измеряли цифровым штангенциркулем, начиная с 11-го дня после введения опухолевых клеток 

и далее регулярно в течение всего эксперимента. В результате работы было показано, что, 

начиная с 22-го дня после инокуляции опухолевых клеток, объем опухоли был достоверно сни-

жен в группе, получавшей изучаемый препарат в дозе 1 мг/кг, а начиная с 25-го дня - в обеих 

группах, получавших препарат, по сравнению с контрольной группой, получавшей раствори-

тель (физиологический раствор). Данные приведены на рис. 46. Начиная с 29-го дня экспери-

мента, было обнаружено достоверное (р<0,05) снижение размера опухоли в группе, получавшей 

препарат в дозе 1 мг/кг, по сравнению с животными, получавшими физиологический раствор 

или препарат в дозе 0,5 мг/кг. 

 
 

 Рисунок 46. Объем опухолей мышей контрольной группы и групп, получавших препа-

рат в дозе 0,5 и 1 мг/кг веса. Каждая группа включала 10 животных. Приведены средние значе-

ния в кубических миллиметрах ± ошибка среднего. *- различия с контрольной группой досто-

верны при р<0,05. 



98 

 

4.12. Фармакокинетика рАМГ 

В случае описания фармакокинетики с помощью модели экспериментальные данные, 

полученные после введения про-рАМГ мышам в дозах 20 мкг и 40 мкг на особь, аппроксимиро-

вались суммой двух экспонент при в/в и трёх – при п/к введении. Такое моделирование позво-

лило описать изменение концентрации препарата во времени с высокой точностью: значение 

коэффициента детерминации R2 составило более 0,998 для двухчастной и более 0,997 – для 

трёхчастной модели. 

В табл. 5 и 6 приведены фармакокинетические параметры, рассчитанные обоими спосо-

бами на основании экспериментальных данных, полученных при в/в и п/к введении про-рАМГ 

мышам.  

Таблица 5. 

Фармакокинетические параметры, рассчитанные для в/в введения про-рАМГ мышам. 

Использовано по 6 животных на каждую временную точку. 

Среднее по всем особям значение параметра ± стандартное отклонение 

Фармакокинетический 

параметр 
Модельно-независимый 

Двухчастная модель (сумма 

двух экспонент) 

Доза (мкг) 20 40 20 40 

Vd (мл) 3,64±0,45 3,53±0,43 3,43±0,59 3,33±0,52 

Cmax (мкг/мл) 5,49±0,74 11,33±1,08 5,82±0,68 12,02±1,53 

Tmax (мин) 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 

Thalf (мин) 222,6±20,3 229,9±17,4 162,0±11,4 162,4±14,3 

AUC (мкг×мин/мл) 947,4±78,4 1993,9±160,3 746,1±53,5 1542,2±150,4 

AUMC (мкг×мин2/мл) 193344±15475 431782±25789 181947±10746 376915±36452 

MRT (мин) 204,1±15,2 216,6±10,7 243,9±17,4 244,4±19,7 

Cl (мл/мин) 0,0211±0,007 0,0201±0,006 0,0268±0,009 0,0259±0,008 

F (%) 100,0 100,0 100,0 100,0 
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Таблица 6.  

Фармакокинетические параметры, рассчитанные для п/к введения про-рАМГ мышам. 

Использовано по 6 животных на каждую временную точку. 

Среднее по всем особям значение параметра ± стандартное отклонение 

Фармакокинетический 

параметр 
Модельно-независимый 

Трёхчастная модель (сумма трёх 

экспонент) 

Доза (мкг) 20 40 20 40 

Vd (мл) 21,44±1,5 20,60±2,1 21,38±1,9 20,71±2,0 

Cmax (мкг/мл) 0,93±0,06 1,94±0,09 0,94±0,06 1,93±0,10 

Tmax (мин) 22,1±2,5 53,4±6,4 32,7±2,1 32,7±2,1 

Thalf (мин) 519,6±43,4 541,1±40,1 625,7±49,5 634,2±50,1 

AUC (мкг×мин/мл) 842,3±55,7 1456,0±120,3 753,1±68,3 1566,9±103,5 

AUMC (мкг×мин2/мл) 287904±25784 495083±37586 1035194±99457 2221518±99357 

MRT (мин) 341,8±31,0 340,0±25,4 1374,6±125,3 1417,8±100,5 

Cl (мл/мин) 0,0237±0,009 0,0275±0,009 0,0266±0,008 0,0255±0,009 

F (%) 88,9±4,2 73,0±2,6 100,0 100,0 

 

Усредненные результаты измерения концентрации гормона в пробах сыворотки крови, 

полученных от мышей после введения препарата двумя способами, представлены в графиче-

ской форме на рис. 47 и 48. 
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Рисунок 47. Динамика концентрации про-рАМГ в образцах сыворотки крови мышей 

после в/в введения в дозах 20 мкг и 40 мкг, описанная модельно-независимым способом (А) 

и с помощью двухчастной модели (Б). Использовано по 6 животных на каждую временную 

точку. 
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Рисунок 48. Динамика концентрации про-рАМГ в пробах сыворотки крови, ото-

бранной у мышей после п/к введения в дозах 20 мкг и 40 мкг, проанализированная модель-

но-независимым методом (А) и с помощью трехчастной модели (Б). Использовано по 6 жи-

вотных на каждую временную точку. 
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Из рис. 47 видно, что сразу после в/в введения мышам про-рАМГ наблюдается снижение 

его концентрации. Через 5 мин уровень про-рАМГ в крови падает незначительно – примерно в 

1,2 раза, через 15 мин – в 1,5 раза, через 30 мин –- в 2 раза. Значительное снижение концентра-

ции наблюдается только по прошествии 3-х часов после в/в введения: в 11 раз через 3,5 часа, в 

22 раза через 10 часов и через сутки в более чем 500 раз. При п/к введении концентрация про-

рАМГ в крови мышей достигает максимума через полчаса, а время полувыведения препарата 

составляет около 5 часов при модельно-независимом моделировании и почти 8 часов при двух-, 

трехчастном. Двух-, трехчастное моделирование даёт одинаковую величину клиренса 

 0,026 мл/мин при обоих способах введения обеих доз, что свидетельствует о 100% биодо-

ступности препарата при п/к введении. Модельно-независимый способ даёт меньшие значения 

биодоступности: 73% и 89% для доз 40 мкг и 20 мкг, соответственно. 

Экспериментальные данные, полученные после в/в и п/к введения рАМГ кроликам в до-

зах 135 мкг и 270 мкг на кг веса, аппроксимировались суммой трёх экспонент. Такая трёхчаст-

ная модель позволила описать изменение концентрации препарата во времени с высокой точно-

стью: значение R2 составило 0,994 при дозе 135 мкг на кг веса в/в и 0,998 – в остальных случа-

ях. 

В табл. 7 и 8 приведены фармакокинетические параметры, рассчитанные обоими спосо-

бами на основании полученных экспериментальных данных при в/в и п/к введении, соответ-

ственно.  

Таблица 7.  

Фармакокинетические параметры, рассчитанные для в/в введения кроликам про-рАМГ.  

Использовано по 6 животных на каждую временную точку. 

 

Среднее по всем особям значение параметра ± стандартное отклонение 

Фармакокинетический 

параметр 
Модельно-независимый 

Трехчастная модель (сумма 

трех экспонент) 

Удельная доза (мкг/кг) 135 270 135 270 

Доза (мкг) 374,9±9,5 846,0±52,9 374,9±9,4 846,0±52,9 

Vd (мл) 215,9±13,9 247,4±38,5 214,0±12,1 245,9±36,7 

Cmax (мкг/мл) 1,74±0,07 3,42±0,31 1,75±0,07 3,44±0,30 

Tmax (мин) 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
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Thalf (мин) 527,3±29,0 487,1±51,6 510,3±25,7 426,8±19,4 

AUC (мкг×мин/мл) 529,2±57,8 1025,7±64,2 481,9±42,1 897,6±54,6 

AUMC (мкг×мин2/мл) 149861±17663 283633±33545 423328±32746 632798±56636 

MRT (мин) 283,2±3,0 276,5±16,0 878,5±54,5 705,0±37,9 

Cl (мл/мин) 0,708±0,07 0,825±0,029 0,778±0,10 0,943±0,06 

F (%) 100,0 100,0 100,0 100,0 
 

 

Таблица 8. 

Фармакокинетические параметры, рассчитанные для п/к введения про-рАМГ кроликам. 

Использовано по 6 животных на каждую временную точку. 

 

Среднее по всем особям значение параметра ± стандартное отклонение 

Фармакокинетический 

параметр 
Модельно-независимый 

Трехчастная модель (сумма трех 

экспонент) 

Удельная доза (мкг/кг) 135 270 135 270 

Доза (мкг) 375,0±9,7 845,0±50,4 375,0±9,7 845,0±50,3 

Vd (мл) 620,3±15,7 750,2±20,6 623,8±16,1 754,3±19,5 

Cmax (мкг/мл) 0,60±0,05 1,13±0,06 0,60±0,05 1,12±0,06 

Tmax (мин) 53,4±4,8 53,4±4,8 32,7±3,1 32,7±3,1 

Thalf (мин) 676,0±35,4 643,8±32,9 807,5±32,8 628,7±25,3 

AUC (мкг×мин/мл) 530,1±55,3 954,9±60,5 555,2±50,2 904,1±58,3 

AUMC (мкг×мин2/мл) 302143±29597 545391±37586 1297196±26764 1257375±23789 

MRT (мин) 570,0±32,7 571,1±30,7 2336,6±206,9 1390,7±99,7 

Cl (мл/мин) 0,707±0,09 0,885±0,04 0,675±0,09 0,935±0,029 

F (%) 100,0 93,1±5,7 100,0 100,0 
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Как видно, время полувыведения у кроликов при в/в введении составляет около 8 часов, 

а при п/к – увеличивается до 11 часов. Расчетная биодоступность рАМГ как при п/к, так и при 

в/в введении составила практически 100%. Величина клиренса при п/к введении препарата 

практически совпала с таковой при в/в введении и составила 0,7-0,8 мл/мин для дозы 135 мкг/кг 

и 0,8-0,9 мл/мин – для дозы 270 мкг/кг.  

Усредненные результаты измерения концентрации рАМГ в пробах сыворотки крови, по-

лученных от кроликов после внутривенного введения в различных дозах, представлены на рис. 

49 и 50. 

 
 

Рисунок 49. Динамика концентрации про-рАМГ в пробах сыворотки крови кроликов 

после в/в введения в дозах 135 и 270 мкг на 1 кг массы животного, описанная модельно-
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независимым методом (А) и с помощью трехчастной модели (Б). Использовано по 6 живот-

ных на каждую временную точку. 

 

Рисунок 50. Динамика концентрации про-рАМГ в образцах сыворотки крови, отобран-

ной у кроликов после п/к введения в дозах 135 и 270 мкг на 1 кг массы животного, проанализи-

рованная модельно-независимым способом (А) и с помощью трехчастной модели (Б). Исполь-

зовано по 6 животных на каждую временную точку. 

 

Как следует из рис. 49, после в/в введения про-рАМГ кроликам наблюдается плавное 

снижение его концентрации. Отметим, что в течение первых суток после введения обеих доз 

прогормона концентрация препарата в крови снижается практически с одинаковой скоростью: 

через 15 мин – примерно в 1,5 раза, через 1 час – вдвое, через 2 часа – втрое, через 5 часов – в 5 
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раз, через 10 часов – в 8 раз. Значительное снижение концентрации наблюдается спустя сутки 

после в/в введения – в 18,5 раз для меньшей дозы и в 22 раза – для большей. Через двое суток 

концентрация должна была снизиться в 70 и в 125 раз для меньшей и большей исходной дозы, 

соответственно. 

 В табл. 9 приведены результаты исследования уровня про-рАМГ в пробах сыворотки 

крови, полученных от мышей после курсового введения (5 ежедневных п/к введений в дозе 40 

мкг на животное).  

Таблица 9.  

Концентрация препарата про-рАМГ в образцах сыворотки крови, отобранной у мышей при 

курсовом подкожном введении в дозе 40 мкг на животное. Использовано по 6 животных на 

каждую временную точку. 

Сутки по-

сле начала 

курса 

№ мыши Средняя концентрация 

(мкг/мл) ±  

стандартное отклонение 1 2 3 4 5 6 

1 0,3660 1,0740 0,2550 0,4690 0,1100 0,7340 0,5013 ±0,3508 

2 0,6736 1,3701 1,3853 0,6657 0,5371 1,1265 0,9597 ±0,3806 

3 0,2820 0,9535 1,1455 0,5404 0,5100 0,4356 0,6445 ±0,3318 

4 0,1485 0,2722 0,6087 0,2069 0,8027 0,4298 0,4115 ±0,2540 

5 0,5720 0,2140 1,5430 0,5110 1,3490 0,2870 0,7460 ±0,5618 

 

 Кривая средних концентраций C (рис. 51) в зависимости от времени измерения t была 

аппроксимирована прямой C=at+b, сумма квадратов отклонений измеренных значений кон-

центраций до которой минимально. Были определены следующие значения коэффициентов: 

a = –0,0059 и b = 0,6702. Значение коэффициента a, характеризующее наклон прямой, оказалось 

очень близким к нулю, что означает неизменность значений концентрации по истечении оче-

редных суток курса. Более того, отрицательное значение коэффициента a можно трактовать как 

некоторое незначительное падение концентрации по ходу курса. Это означает, что за сутки вве-

дённый препарат почти полностью выводится из организма, и курсовая кривая концентраций 

представляет собой периодически повторяющуюся суточную кривую концентраций однократ-

ного введения дозы, а курсовая фармакокинетика полностью определяется фармакокинетикой 

однократного введения.  
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 Следует отметить, что, несмотря на высокую консервативность АМГ у млекопитающих, 

антитела, входящие в состав тест-системы для исследования фармакокинетики, не обладают 

перекрестной специфичностью по отношению к эндогенному АМГ мыши и кролика, и поэтому 

позволяют детектировать исключительно АМГ человека (в том числе рекомбинантный). Как и 

ожидалось, в пробах сыворотки крови, полученных от интактных животных, с помощью тест-

системы (6Е11) – сыворотка крови – (М2-Пх) гормон детектирован не был. 

 

 
 

 Рисунок 51. Кривая усредненных концентраций при курсовом п/к введении про-рАМГ 

мышам и её линейная аппроксимация. 

4.13. Анализ содержания двух форм АМГ в пробах сыворотки крови человека в различные 

периоды жизни 

С целью детекции эндогенного АМГ в образцах сыворотки крови, полученных от доно-

ров разного пола и возраста, были использованы две иммуноферментные тест-системы: 

(ACMIS-1) – сыворотка крови – (М2-Пх), которая была предназначена для определения уровня 

активированных форм АМГ (аАМГ), и (6Е11) – сыворотка крови – (М2-Пх) – для определения 

концентрации общего АМГ (оАМГ). Калибровочные кривые, построенные по концентрациям 

соответствующих каждой из двух тест-систем стандартных образцов, представлены на рис. 52. 
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Рисунок 52. Калибровочные кривые, построенные для проведения ИФА по приведен-

ным схемам с помощью тест-систем: А - (ACMIS-1) – сыворотка крови – (М2-Пх); Б - (6Е11) – 

сыворотка крови – (М2-Пх).  

Сначала с помощью вышеописанных тест-систем мы провели сравнительное исследова-

ние содержания двух форм АМГ в пробах сыворотки крови, полученных от детей различного 

пола и возраста [176]. Характеристические данные доноров представлены в табл. 10.  
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Таблица 10.  

Сведения о возрасте и половой принадлежности детей, образцы сывороток которых бы-

ли исследованы; n – число обследованных. 

Возраст,  

полных лет 

Пол 

Мужской, n Женский, n 

0-2 11 13 

3-6 9 13 

7-10 8 13 

11-15 11 12 

16-18 7 10 

 

В табл. 11 приведены результаты определения уровня аАМГ с помощью тест-системы 

(ACMIS-1) – сыворотка крови – (М2-Пх) и уровня оАМГ - с помощью тест-системы (6Е11) – 

сыворотка крови – (М2-Пх). 

Таблица 11.  

Концентрация оАМГ и аАМГ в образцах сыворотки крови детей различного пола и возраста, 

определенная с помощью двух иммуноферментных тест-систем, а также отношение концентра-

ций аАМГ/оАМГ (М – мужской, Ж – женский). Приведены средние значения ± стандартная 

ошибка среднего, в квадратных скобках указан 95% доверительный интервал. 

 

Возраст, 

лет 

Концентрация оАМГ, 

нг/мл 

Концентрация аАМГ, 

нг/мл 

Отношение концентра-

ций аАМГ/оАМГ, % 

М Ж М Ж М Ж 

0-2 

69,87±2,74 

[63,72-76,02] 

1,58±0,22 

[1,46-1,80] 

59,08±1,69 

[42,04-70,12] 

0,68±0,07 

[0,60-0,76] 

91,4±2,6 

[85,6-97,2] 

51,1±3,4 

[41,8-56,1] 

3-6 

68,86±2,08 

[62,22-75,55] 

0,94±0,08 

[0,82-1,06] 

52,92±1,65 

[49,12-60,24] 

0,54±0,04 

[0,46-0,60] 

78,1±1,6 

[65,3-80,9] 

61,7±3,9 

[55,5-68,0] 
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7-10 

33,69±1,05 

[26,27-41,11] 

1,28±0,08 

[1,08-1,48] 

30,87±0,88 

[24,68-37,06] 

0,89±0,06 

[0,72-1,08] 

92,6±1,1 

[84,9-100,2] 

67,2±3,0 

[61,3-73,1] 

11-15 

5,78±0,53 

[5,25-6,13] 

1,58±0,11 

[1,37-1,79] 

3,27±0,32 

[2,82-3,72] 

0,85±0,07 

[0,67-1,05] 

55,7±2,2 

[46,8-66,4] 

71,6±7,6 

[60,1-79,5] 

16-18 

3,38±0,22 

[3,00-4,02] 

1,46±0,11 

[1,18-1,75] 

1,67±0,14 

[1,40-1,84] 

0,73±0,04 

[0,62-0,83] 

47,7±2,1 

[41,4-52,3] 

82,2±7,7 

[73,3-93,1] 

 

По результатам анализа, концентрация аАМГ и оАМГ в пробах сыворотки крови, полу-

ченных от юношей раннего возраста (0-6 лет), оказалась примерно в 50-100 раз выше, чем у де-

вушек. При этом в первом случае с возрастом наблюдалось снижение обоих уровней в 10-20 

раз, а во втором - сохранение этих показателей практически неизменными. 

Как показала статистическая обработка данных, отношение концентраций активирован-

ных форм гормона и оАМГ существенно снижается с возрастом у юношей (коэффициент кор-

реляции Пирсона R = –0,587, р <0,001), но остается постоянным или незначительно возрастает у 

лиц женского пола (R = 0,245, р = 0,059). На рис. 53 отражено графическое распределение кон-

центраций двух форм гормона и отношения их концентраций в образцах сыворотки крови, по-

лученных от детей разного пола и возраста. 
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Рисунок 53. Концентрации двух форм АМГ в образцах сыворотки крови, определенные 

с помощью тест-систем (6Е11) – сыворотка крови – (М2-Пх) (А) и (ACMIS-1) – сыворотка кро-

ви – (М2-Пх) (Б) и отношение концентраций аАМГ и оАМГ у лиц обоих полов различного воз-

раста (В). На графике В приведены линии тренда для концентраций, детектированных в образ-
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цах сывороток крови, полученных от юношей (сплошная линия) и от девушек (пунктирная ли-

ния). 

 

Проведенный далее анализ концентраций различных форм АМГ в пробах сыворотки 

крови, полученных от беременных женщин и женщин контрольной группы возрастом 21-35 лет 

выявил, что у испытуемых из первой группы уровень как оАМГ, так и аАМГ был достоверно 

выше (p<0,01 и p<0,001, соответственно). Одновременно доля аАМГ у беременных женщин 

была достоверно больше (р<0,01) по сравнению с контрольными образцами [176]. Графическое 

отображение концентраций двух форм АМГ и отношения их концентраций в образцах сыво-

ротки крови, отобранной у участниц из двух экспериментальных групп представлено на рис. 54. 
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Рисунок 54. Концентрации двух форм АМГ, определенные с помощью тест-систем 

(ACMIS-1) – сыворотка крови – (М2-Пх) (А), (6Е11) – сыворотка крови – (М2-Пх) (Б) и их со-

отношение (аАМГ/оАМГ) у женщин с различным репродуктивным статусом (В); * - достовер-

ные отличия от контроля (p<0,05). На гистограмме В приведены средние величины ± ошибка 

среднего в виде планок погрешностей. В некоторых образцах детектировано крайне низкое со-

держание аАМГ при повышенном уровне оАМГ. 
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5. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

 

Разработка противоопухолевых препаратов целенаправленного действия является одним 

из наиболее важных направлений современной фармакологии [145]. Исследованные белки (про-

рАМГ, полурасщепленный рАМГ, С-рАМГ) в настоящее время рассматриваются в качестве ос-

новы для создания лекарственных средств с целью использования в клинической практике в 

качестве таргетных терапевтических препаратов и/или компонентов диагностических тест-

систем. По этой причине ключевым этапом работы стала разработка потенциально масштаби-

руемых эффективных препаративных процедур, позволяющих получать белок более высокого 

качества и максимально упрощенных по сравнению с существующими прототипами. Эта задача 

была выполнена в результате разработки комбинированной хроматографической технологии 

последовательной очистки про-рАМГ и полурасщепленного гормона из исходного сырья и 

дальнейшего получения из них С-рАМГ [168].  

Поскольку ключевым этапом выделения и очистки каждой из форм рАМГ является им-

муноаффинная хроматография, а варианты применения данного метода во многом определяют-

ся специфичностью антител к белку, в работе сначала был получен ряд моноклональных анти-

тел мыши против эпитопа в составе С-рАМГ человека. На основе вышеприведенных данных их 

можно условно разделить по специфичности на три независимые группы. К первой из них от-

носятся антитела ACMIS-1 и ACMIS-4, которые наряду с М1 распознают экспонируемый при 

специфическом протеолизе рАМГ N-концевой пептид SAGATA (рис. 8), но не связываются с С-

концевым участком рАМГ в составе 70 кДа-мономера (рис. 7, Б) и не обладают способностью к 

ингибированиию связывания С-рАМГ с MISRII. Антитела ACMIS-6 можно отнести ко второй 

группе, поскольку они, по-видимому, специфичны к конформационному эпитопу С-рАМГ и не 

связываются с белком, денатурированным додецилсульфатом натрия (рис. 7, Б, В). Свойства 

антител ACMIS-3, которые условно можно отнести к третьей группе, представляют наиболь-

ший интерес с точки зрения исследования функций гормона. Данные антитела способны к свя-

зыванию не только с димерной, но и с мономерной формой С-рАМГ, а также с С-концевым 

участком рАМГ в составе 70 кДа-мономера (рис. 7, В). Еще одним уникальным свойством ан-

тител ACMIS-3 является способность подавлять комплексообразование С-рАМГ с рекомби-

нантным аналогом MISRII (рис. 11), что позволяет рассматривать их в качестве полезного ин-

струмента для изучения механизмов взаимодействия гормона со специфическим рецептором 

[165]. 

Помимо моноклональных антител против рАМГ, для подбора оптимальных мишеней 

для in vitro тестирования биологической активности гормона и его производных нами также 
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был получен ряд моноклональных антител мыши, специфичных к эпитопу в составе внеклеточ-

ной части MISRII (панель MIR). Наличие конкуренции с гормоном за связывание с MISRII (рис. 

13, А), а также угнетение апоптоза MISRII-позитивных клеток линии NBL-7 в присутствии ан-

тител MIR-1 или MIR-3 (рис. 13, Б) указывает на способность данных антител к взаимодей-

ствию не только с рекомбинантным белком MISRII+Fc, но и с MISRII, присутствующим на по-

верхности клеток. Связывание антител группы MIR с клеточным MISRII было также доказано 

методом иммуногистохимического (рис. 14) и иммуноцитохимического (рис. 15) анализа. Та-

ким образом, полученные моноклональные антитела мыши против MISRII как поверхностного 

маркера малигнизированных клеток могут быть использованы не только для исследования ме-

ханизмов взаимодействия лиганда и рецептора, но и для иммуногистохимической диагностики 

некоторых видов онкологических заболеваний, характеристики морфологии опухолей, а также 

(в случае конъюгирования антител с цитостатиками) для таргетной доставки к ним лекарствен-

ных средств, подобных по свойствам рАМГ [153]. 

Исследование характеристик рАМГ как потенциального противоопухолевого агента бы-

ло бы невозможным без разработки оптимальной технологии получения гомогенной субстан-

ции этого белка. В результате проведенной нами очистки производных рАМГ методом тандем-

ной иммуноаффинной и последующей обращенно-фазовой хроматографии из 2,5 л предвари-

тельно подготовленной КЖ было получено около 153, 110 и 3 мг прогормона, полурасщеплен-

ного рАМГ и С-рАМГ, соответственно [168]. Разработанный нами метод очистки рАМГ явля-

ется достаточно удобным и содержит минимальное количество стадий; экономичность получе-

ния белка также достигается за счет культивирования штамма-продуцента без фетальной сыво-

ротки. Описанная процедура очистки позволяет получить не только про-рАМГ, но и его произ-

водные: полурасщепленный рАМГ, который может быть использован как для приготовления 

стандартных проб для иммуноферментных тест-систем, так и (благодаря одновременному при-

сутствию в молекуле расщепленной и непроцессированной полипептидной цепи) в качестве ан-

тигена для получения антител различной специфичности, и С-рАМГ – функциональный фраг-

мент, который может быть использован для тестирования in vitro и in vivo биологической ак-

тивности гормона, изучения взаимодействия рАМГ с рецептором и создания альтернативного 

лекарственного средства. Результаты электрофоретического и Вестерн-блот анализа (рис. 19) 

свидетельствуют о гомогенности каждого из полученных препаратов, а по данным аналитиче-

ской ОФ-ВЭЖХ (рис. 20, 24), степень их чистоты достигает 97%. 

Отметим, что колонка с иммуносорбентом ACMIS-1-сефароза может быть использована 

как для предочистки про-рАМГ, так и для выделения полурасщепленного рАМГ, который, по-

мимо использования в аналитических целях, может стать основой для получения препаратов С-

рАМГ без использования дополнительных реагентов. Это возможно благодаря обнаруженному 
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нами явлению спонтанного ограниченного протеолиза (рис. 22, 23), в результате которого С-

концевой фрагмент гормона может быть получен гораздо более экономичным путем, нежели 

при традиционной обработке про-рАМГ плазмином. Полученные результаты свидетельствуют 

о том, что длительная инкубация полноразмерных форм гормона в физиологических условиях 

приводит к ограниченному протеолизу молекул с образованием С-рАМГ, который при даль-

нейшем хранении также подвергается специфическому протеолитическому процессингу и рас-

щепляется на 6 кДа-фрагменты (рис. 28, 29) [167]. При этом все они ассоциированы в единый 

20 кДа-комплекс (рис. 28), по-видимому, вследствие наличия в молекуле С-концевого гомоди-

мера рАМГ внутримолекулярных дисульфидных связей [73]. Интересно, что характер специ-

фического протеолиза полноразмерного гормона и С-рАМГ прямо противоположен: в первом 

случае расщепление приводит к образованию биологически активной формы (рис. 21), в то 

время как протеолиз С-рАМГ сопровождается постепенным угасанием его способности к взаи-

модействию со специфическим рецептором (рис. 25). Помимо способности рАМГ подвергаться 

спонтанному протеолитическому процессингу, нами также обнаружено наличие протеолитиче-

ской активности С-рАМГ в отношении иммуноглобулинов CC3-4 и рекомбинантного БТШ-70 

(рис. 37). 

Ингибирование спонтанного протеолиза как полноразмерного гормона (рис. 31), так и С-

рАМГ (рис. 32) наблюдалось под действием апротинина; при этом другие ингибиторы протеаз 

(PMSF и бензамидин) не оказывали такого эффекта. Установлено, что апротинин, будучи им-

мобилизованным в твердофазном ИФА, не только способен к взаимодействию с полурасщеп-

ленным рАМГ и С-рАМГ (рис. 33), но и конкурирует с антителами ACMIS-3, блокирующими 

взаимодействие С-рАМГ с MISRII, за связывание с гормоном (рис. 35, А). Эти факты указыва-

ют на то, что сайты молекулы рАМГ, участвующие во взаимодействии гормона с MISRII и 

апротинином, идентичны. Кроме того, была показана конкуренция апротинина за связывание с 

С-рАМГ с антителами ACMIS-4 (рис. 34), специфичными к эпитопу, экспонированному только 

у форм гормона, способных к взаимодействию с MISRII (рис. 8). Полученные данные свиде-

тельствуют в пользу аутокаталитического механизма расщепления АМГ, возможной двой-

ственности его роли в организме как гормона и протеолитического фермента, а также о том, что 

сайт специфического протеолиза АМГ вовлечен в формирование активного центра связывания 

гормона с рецепторами I и II типов, присутствующими на поверхности клеток-мишеней, и та-

ким образом – в инициацию соответствующего сигнального пути [169]. 

Помимо вышеприведенных данных, в работе впервые получены количественные харак-

теристики комплексообразования рАМГ и его производных с MISRII. О точности расчета кине-

тических параметров взаимодействия производных рАМГ с рекомбинантным аналогом MISRII 

свидетельствует близость значений, полученных двумя независимыми методами (значения 
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находятся в пределах одного порядка, табл. 3, 4). Прямолинейная зависимость данных, выяв-

ленная при построении графиков в координатах Скэтчарда, подтвердила наличие на иммобили-

зованном рецептор-содержащем белке однотипных центров связывания рАМГ. Мы установили, 

что очищенный C-рАМГ обладает более высокой степенью сродства к рецептору MISRII, чем 

формы полноразмерного гормона, что подтверждается результатами ИФА, детектирующего его 

связывание с внеклеточной частью MISRII в составе рекомбинантного аналога рецептора 

MISRII+Fc (рис. 38, А, В). По результатам экспериментов, проведенных с применением метода 

поверхностного плазмонного резонанса (рис. 40), связывание С-рАМГ с внеклеточной частью 

MISRII также является наиболее аффинным (наименьшие значения равновесной константы 

диссоциации KD и константы скорости диссоциации kd, наибольшее значение максимальной 

связывающей способности поверхности аналита Rmaх). Корреляция между протеолизированно-

стью форм рАМГ и величиной их сродства к MISRII хорошо согласуется с литературными све-

дениями о необходимости расщепления прогормона для проявления им биологической актив-

ности [10]. Полученные данные свидетельствуют о перспективности разработки лекарственных 

средств на основе С-рАМГ, время циркуляции и стабильность которого гипотетически могут 

быть увеличены за счет конъюгации с подходящим белком-носителем. 

Выделенные нами препараты производных рАМГ не только обладают способностью к 

взаимодействию с рекомбинантным аналогом MISRII, но и характеризуются выраженной био-

логической активностью, которая была протестирована в трех модельных системах. Вначале 

цитотоксическая активность очищенных производных рАМГ была проанализирована in vitro 

как способность белков дозозависимо подавлять рост MISRII-позитивных клеток линий NBL-7 

и OVCAR3 (рис. 41, А и 42, В, соответственно). Экспрессия рецептора MISRII в клетках 

OVCAR3 для проверки стабильности линии дополнительно была протестирована методами ОТ-

ПЦР и проточной цитофлуориметрии (рис. 42, А, Б, соответственно), а факт лиганд-

рецепторного взаимодействия на поверхности клеток линии NBL-7, помимо иммуноцитохими-

ческого анализа, подтверждается подавлением гормон-опосредованной цитотоксической актив-

ности в присутствии антител ACMIS-3 и анти-MISRII антител панели MIR (рис. 41, Б, В). Те-

стирование, выполненное на клеточных культурах двух линий, выявило максимальную цито-

токсическую активность С-рАМГ. Полученные данные согласуются с результатами определе-

ния параметров комплексообразования рАМГ и его производных с MISRII, а также свидетель-

ствуют о целесообразности разработки первых отечественных препаратов для диагностики и 

лечения MISRII-позитиных злокачественных новообразований на основе рАМГ. 

В хорошем соответствии с результатами тестирования цитотоксической активности про-

изводных гормона в отношении MISRII-позитивных клеток находятся также данные экспери-

ментов по анализу проапоптотического действия С-рАМГ ex vivo. Мы показали, что это произ-
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водное гормона в концентрации 50 мкг/мл индуцирует полную регрессию мюллеровых прото-

ков в органных культурах урогенитальных гребней эмбрионов крыс (рис. 43), что свидетель-

ствует о проявлении выраженной биологической активности белка на органном уровне. 

Несмотря на максимальную биологическую активность С-рАМГ, в дальнейшем нами in 

vivo было исследовано действие прогормона, являющегося наиболее стабильной формой рАМГ, 

обладающей наибольшей молекулярной массой, что способствует пролонгированному пребы-

ванию в циркуляции. Для проведения этого исследования нам удалось создать адекватную мо-

дель подкожного и внутрибрюшинного канцерогенеза, а также достоверно показать дозозави-

симое противоопухолевое действие про-рАМГ при подкожном введении препарата (рис. 46). В 

то же время терапевтический эффект при внутрибрюшинном введении препарата про-рАМГ 

оказался неоднозначным (рис. 44). Вероятно, в последнем случае происходило более быстрое 

выведение гормона из организма, и была существенно снижена концентрация введенного гор-

мона в очаге канцерогенеза. На исход эксперимента, возможно, повлияла и локализация приви-

тых опухолей: успешно проведенные ранее опыты по ингибированию канцерогенеза рекомби-

нантным гормоном, вводимым внутрибрюшинно, предполагали инокуляцию опухолевых кле-

ток не интраперитонеально, а под почечную капсулу иммунодефицитных животных [135, 136] 

Поскольку конечной целью проекта было создание противоопухолевого лекарственного 

средства на основе рАМГ, необходимым этапом работы стало исследование фармакокинетики 

гормона. В целом, необходимо отметить, что параметры всасывания, распределения и выведе-

ния про-рАМГ, рассчитанные по результатам исследований на мышах и кроликах, были доста-

точно схожими. Рис. 47-50 показывают, что в каждом случае для оценки фармакологических 

параметров моделирование суммой экспонент несколько предпочтительнее модельно-

независимого способа, так как последний дает завышенное значение основного параметра пол-

ной площади под кривой концентраций (AUC). В то же время расчет других фармакокинети-

ческих параметров, проведенный двумя различными способами с двумя вариантами усредне-

ния, дал достаточно близкие результаты, что подтверждает достаточно точное совпадение вы-

бранной модели при модельно-зависимом подходе с экспериментальными данными. Так, оба 

использованные способа моделирования и оба варианта усреднения при модельно-независимом 

способе дали практически одинаковые значения объемов распределения. При в/в введении про-

рАМГ мышам обеих использованных доз объём распределения при обоих способах моделиро-

вания составил примерно 3,5 мл у мышей и 215 мл для дозы 135 мкг/кг и примерно 250 мл для 

дозы 270 мк/кг у кроликов, что лишь ненамного превышает объем циркулирующей крови жи-

вотных. Это указывает на то, что исследуемый препарат почти весь в равновесном состоянии 

остается в кровяном русле. При п/к введении во всех случаях оба способа моделирования также 

дают практически один и тот же объем распределения, превышающий более чем в 6 раз у мы-
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шей и в 3 раза у кроликов объём распределения при в/в введении и многократно – объем цирку-

лирующей крови животных, что указывает на эффективное проникновение действующего ве-

щества в периферические ткани организма. Кроме того, после п/к введения концентрация про-

рАМГ в образцах сыворотки крови животных достигает максимума при разных способах оцен-

ки в промежутке 22-53 мин, а при в/в введении – практически сразу же начинает снижаться. 

Важно, что при обоих способах моделирования время полувыведения не зависит от величины 

дозы, а только от способа введения препарата: при п/к введении препарат остается в циркуля-

ции значительно дольше. Таким образом, оптимальным способом введения противоопухолевых 

препаратов на основе про-рАМГ, по-видимому, является подкожная либо внутриорганная инъ-

екция. 

 Как видно из рис. 51, количество препарата, находящего в циркуляции при курсовом 

подкожном введении, сохраняется приблизительно на одном уровне. Кроме того, концентрация 

остаточного препарата, циркулирующего в крови животных, находится на очень низком уровне, 

составляя величину около 1% от исходной концентрации введенного вещества. Полученные 

данные свидетельствуют об отсутствии кумуляции препарата в организме животных в процессе 

курсовой терапии и не позволяют произвести определение фармакокинетических параметров, 

которые отличались бы от одноразового введения. Следует подчеркнуть, что по нашим наблю-

дениям, как при курсовом, так и при разовом введении, препарат про-рАМГ не обладает токси-

ческим действием и не оказывает какого-либо влияния на жизнедеятельность животных. 

Тест-система, использованная для исследования фармакокинетики субстанции очищен-

ного гормона, также может стать основой первого отечественного диагностикума для детекции 

нативного АМГ в биологических жидкостях [176]. Кроме того, мы показали, что применение 

полученных в работе антител ACMIS-1 против С-рАМГ возможно не только для очистки ре-

комбинантного гормона, но и для детекции его природных активированных форм. Определение 

этого показателя наряду с уровнем оАМГ позволит получить более полное представление об 

активности присутствующего в организме гормона. Результаты, полученные нами с использо-

ванием уникальных иммуноферментных тест-систем (ACMIS-1) – сыворотка крови – (М2-Пх) и 

(6E11) – сыворотка крови – (М2-Пх), хорошо согласуются с имеющимися в литературе данны-

ми о различной концентрации общего АМГ и биологически активных форм гормона в пробах 

сыворотки крови, отобранной у мужчин и женщин разного возраста [41], полученными при 

анализе с применением диагностических инструментов иностранного производства [41, 177]. 

При этом применение единственной описанной ранее тест-системы для детекции активирован-

ных форм АМГ предполагает использование деоксихолата на этапе связывания содержащегося 

в сыворотке крови гормона с сорбированными антителами. Под действием этого реагента про-

исходит диссоциация нековалентного комплекса N- и C-концевых фрагментов АМГ, после чего 
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становится возможной детекция только про-АМГ. Таким образом, после измерения содержания 

прогормона и оАМГ в образцах сыворотки крови определение уровня активированных форм 

АМГ производится расчетным способом [41]. В отличие от данной тест-системы, в настоящей 

работе количественная детекция аАМГ осуществлялась напрямую с помощью антител ACMIS-

1, специфичных к эпитопу молекулы АМГ (SAGATA), фланкирующему сайт специфического 

протеолиза и экспонированному только у активированных форм гормона. Эта особенность не 

только способствует повышению точности анализа, но и позволяет избежать необходимости 

использования каких-либо вспомогательных реагентов. С помощью специально разработанных 

тест-систем у юношей (0-10 лет) нами детектирована более высокая концентрация как оАМГ, 

так и аАМГ, чем у лиц женского пола той же возрастной группы, а у юношей более старшего 

возраста отмечено значительное снижение этих показателей вплоть до приближения к значе-

нию, характерному для девушек (рис. 53, А). Установлено наличие сильной корреляции кон-

центрации активированных форм гормона (рис. 53, Б) и концентрации оАМГ в образцах сыво-

ротки крови детей (коэффициент корреляции Пирсона R=0,965, p<0,001). Соответственно, со-

отношение концентраций биологически активных форм АМГ и общего гормона у лиц мужско-

го пола возрастом 0-10 лет достигало 91% и в целом значительно превышало таковое у девушек 

аналогичной возрастной группы (50-60%). У молодых людей старшего возраста было выявлено 

снижение соотношения концентраций активированной формы гормона и оАМГ в крови в сред-

нем до 50%, в то время как у девушек оно лишь слегка увеличивалось (табл. 11). По-видимому, 

наблюдаемое изменение доли активированных форм АМГ отражает специфическую для каждо-

го пола роль гормона в регуляции постнатального функционирования гонад и может способ-

ствовать углублению понимания биологии АМГ [176]. 

В свою очередь, обнаруженное возрастание концентрации оАМГ в образцах сыворотки 

крови (рис. 54, Б) и доли биологически активных форм АМГ при беременности (рис. 54, В) мо-

жет быть ассоциировано с необходимостью усиленного ингибирования развития фолликулов, 

сохранение которых в примордиальном состоянии является проявлением одного из главных 

биологических эффектов АМГ в постнатальном периоде жизни самок млекопитающих [6]. За-

метим, что в ряде образцов сывороток крови беременных женщин весь детектированный гор-

мон был представлен активированными формами, что потенциально может быть связано с 

дифференцировкой репродуктивной системы эмбриона по мужскому типу под действием АМГ 

[51] и использовано в качестве прогностического признака для определения пола плода. Спра-

ведливость этого утверждения предстоит проверить в ходе дальнейших исследований. 
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6. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

С целью снижения себестоимости очистки и повышения степени гомогенности препара-

тов нами разработан метод выделения про-рАМГ и его производных из КЖ, получаемой от 

клеток штамма-продуцента CHO-MIS при бессывороточном культивировании. Для этого в 

начале работы был получен ряд моноклональных антител против рАМГ, специфичных к эпито-

пу в составе С-концевого фрагмента, которые могут быть использованы не только для очистки 

гормона, но и для определения его концентрации в различных тест-системах. 

Наибольшая продукция рАМГ (около 160 мкг/мл) была достигнута к 11-му дню культи-

вирования. По данным ОФ-ВЭЖХ, чистота полученных препаратов достигла 97%. Таким обра-

зом, разработанный нами способ получения рАМГ, включающий суспензионное культивирова-

ние штамма-продуцента CHO-MIS в биореакторах объёмом 10 л, обеспечивает значительно 

больший выход очищенного белка по сравнению с предложенными ранее методами [25, 26]. 

В работе было показано, что in vitro в физиологических условиях происходит спонтан-

ный процессинг про-рАМГ с образованием N- и С-концевых гомодимеров. Установлено, что 

биологически активный фрагмент рАМГ, образующийся в результате спонтанного протеолиза, 

идентичен С-концевому гомодимеру, выпускаемому фирмой R&D Systems (США). Показано, 

что в процессе длительной инкубации С-рАМГ в физиологических условиях происходит спе-

цифический протеолиз гормона по связи между 58-м и 59-м лейциновыми остатками (Leu58-

Leu59) и как следствие – утрата способности к связыванию с рекомбинантным аналогом рецеп-

тора АМГ II типа. 

При оценке кинетических параметров комплексообразования полученных белков с ре-

комбинантным аналогом MISRII иммуноферментным методом с последующей линеаризацией 

полученных значений в координатах Скэтчарда и методом поверхностного плазмонного резо-

нанса были получены сходные величины кинетических констант. Установлено, что наиболь-

шим сродством к рецептору обладает С-рАМГ, в то время как комплексообразование с 

MISRII+Fc полурасщепленного рАМГ характеризуется максимальной величиной константы 

диссоциации. 

Очищенный прогормон, как и ожидалось, практически не обладал биологической актив-

ностью, в то время как его процессированные формы – полурасщепленный рАМГ и С-рАМГ – 

дозозависимо индуцировали гибель MISRII-позитивных клеток in vitro. При этом наличие ре-

цептора АМГ II типа на поверхности клеток-мишеней, а также клеток аденокарциномы яичника 

человека было показано с использованием предварительно полученной панели анти-MISRII ан-

тител. Исследование действия С-рАМГ ex vivo показало, что препарат демонстрирует выражен-

ную биологическую активность в органной культуре урогенитальных гребней эмбрионов кры-
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сы, вызывая инволюцию мюллеровых протоков. В экспериментах, проведенных in vivo на мо-

делях перевиваемых опухолей, индуцированных у иммунодефицитных мышей BALB/с Nude 

клетками линий OVCAR8 и MOVCAR7, показано наличие противоопухолевой активности про-

рАМГ при субэпидермальной инокуляции клеток линии MOVCAR7 и соответствующем спосо-

бе введения препарата. Результаты этого исследования подтвердили, что очищенный гормон 

может быть использован в качестве активного фармацевтического компонента нового лекар-

ственного средства против РЯ. 

Изучение фармакокинетики лекарственной формы про-рАМГ на мышах и кроликах по-

казало, что кривые поступления и элиминации препарата при внутривенном и подкожном вве-

дении носят типичный характер. При внутривенном введении препарата в обеих использован-

ных дозах и у мышей, и у кроликов объём распределения не превышает существенно объём 

циркулирующей крови, что свидетельствует о том, что исследуемый белок в равновесном со-

стоянии остается в кровяном русле. При подкожном введении объем распределения у мышей и 

кроликов значительно превышает объем циркулирующей крови, что указывает на эффективное 

проникновение действующего вещества в периферические ткани организма. После внутривен-

ного введения препарат медленно выводится из организма животных: время полувыведения со-

ставляет порядка 2,5 часов у мышей и 8 часов – у кроликов. При подкожном введении это время 

увеличивается ещё на 3 часа. При курсовом введении накопления препарата про-рАМГ в орга-

низме животных не происходит. 

Установлено, что моноклональные антитела против С-рАМГ, полученные в работе, мо-

гут применяться не только для очистки гормона, но и для определения его содержания в биоло-

гических жидкостях. С помощью оригинальных тест-систем, одна из которых была использова-

на для анализа фармакокинетики про-рАМГ, была определена концентрация общего АМГ и его 

активированных форм в пробах сыворотки крови, полученных от здоровых доноров в различ-

ные периоды жизни. Полученные результаты хорошо согласуются с имеющимися в литературе 

сведениями о половозрастных различиях содержания различных форм АМГ в крови, поэтому 

использованные тест-системы могут стать основой первого отечественного комплексного кли-

нического диагностикума для детекции АМГ. 

В свою очередь, использование высокоочищенных препаратов прогормона и его произ-

водных в дальнейшем планируется для проведения масштабных доклинических испытаний эф-

фективности и безопасности разрабатываемого во ФГУП «Гос.НИИ ОЧБ» лекарственного пре-

парата на основе рАМГ, предназначенного для лечения MISRII-позитивных злокачественных 

новообразований, в частности, РЯ. 
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7. ВЫВОДЫ 

1. Разработанный метод комбинированной хроматографической очистки прогормона и 

его производных позволяет получать гомогенные препараты белков, обладающих 

биологической активностью. Полученные моноклональные антитела против С-рАМГ 

пригодны для создания как иммуносорбента, так и иммуноферментных тест-систем. 

2. Полноразмерный гормон и С-рАМГ подвергаются спонтанному протеолитическому 

процессингу, а также проявляют протеолитическую активность в отношении других 

белков. Специфический протеолиз прогормона приводит к его активации, а С-рАМГ 

– к потере биологической активности в результате расщепления по обогащенному 

лейцином сайту. Показана возможность ингибирования этого процесса апротинином, 

а также способность апротинина к взаимодействию с протеолизированным гормоном 

как при иммобилизации, так и в проточной системе. 

3. Определены кинетические параметры комплексообразования производных рАМГ с 

рекомбинантным аналогом рецептора MISRII. Показана преимущественная аффин-

ность С-рАМГ к рецептору АМГ II типа. 

4. Среди производных рАМГ максимальная биологическая активность in vitro присуща 

С-рАМГ, что выражается в его цитотоксическом действии на MISRII-позитивные 

клетки. В условиях ex vivo С-рАМГ индуцирует регрессию мюллеровых протоков в 

органной культуре урогенитальных гребней эмбрионов крыс. Выявлено противоопу-

холевое действие про-рАМГ in vivo в отношении инокулированных мышам опухолей 

яичника. 

5. Анализ фармакокинетики лекарственной формы про-рАМГ при курсовом и разовом 

введении показал высокую биодоступность и нетоксичность препарата, а также 

предпочтительность подкожного пути введения.  

6. С помощью тест-систем, включающих полученные в работе антитела, показано из-

менение концентрации общего АМГ и его активированной формы в сыворотке крови 

человека в зависимости от пола, возраста и репродуктивного статуса доноров. С воз-

растом уровень обеих форм гормона и доля активированного АМГ у лиц мужского 

пола снижается, тогда как у женщин слабо возрастает. При беременности происходит 

существенное увеличение концентраций обеих форм АМГ в сыворотке крови. 
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8. СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ, ПРИНЯТЫХ В ТЕКСТЕ 

ACVR2 – рецептор активина II типа 

BMP – фактор морфогенеза костной ткани 

BMP2RII – рецептор фактора морфогенеза костной ткани 2 II типа 

С-АМГ – С-концевой фрагмент антимюллерова гормона 

FBS – сыворотка плодов коровы 

FITC – изотиоцианат флуоресцеина 

GDF9 – фактор роста и дифференцировки 9 

IgG – иммуноглобулины класса G 

MISRI – рецептор антимюллерова гормона I типа 

MISRII – рецептор антимюллерова гормона II типа 

RU – единица резонанса (1 пг аналита на 1 мм2 поверхности сенсора) 

TGF-β – трансформирующий фактор роста бета 

TRITC - изотиоцианат тетраметилродамина 

АМГ – антимюллеров гормон 

БСА – бычий сывороточный альбумин 

БТШ-70 – белок теплового шока 70 

дНТФ – 2’-дезоксинуклеозид-5’-трифосфаты 

ДТТ - дитиотрейтол 

ИАХ – иммуноаффинная хроматография 

ИФА – иммуноферментный анализ 

КЖ – культуральная жидкость 

КЖК – концентрация жизнеспособных клеток 

ОТ-ПЦР – полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией 

ОФ-ВЭЖХ – обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография 

ПХ – пероксидаза хрена 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

рАМГ – рекомбинантный антимюллеров гормон 

РЯ – рак яичников 

СПМП – синдром персистенции мюллеровых протоков 

ФБ – 20 мМ натрий-фосфатный солевой буферный раствор рН 7,4 

ХТТ – (2,3-бис-(2-метокси-4-нитро-5-сульфофенил)-2H-тетразолий-5-карбоксанилид) 

ЭПР – эндоплазматический ретикулум 

ЭФ-ПААГ – электрофорез в полиакриламидном геле 
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