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Аннотация
Получены препараты анти-hTMEPAI одноцепочечных антител (scFv) из  клеток гибридом крысы с использованием 

гетерологичной системы экспрессии в E. coli. Созданные scFv продемонстрировали высокую аффинность к рекомбинантному 
hTMEPAI, ресолюбизированному в детергенте, а также к нативной версии целевого антигена. Полученные результаты под-
тверждают перспективность применения scFv для дальнейших структурно-функциональных исследований hTMEPAI в мем-
браноподобных условиях.

Abstract
Anti-hTMEPAI single-chain antibodies (scFv) were obtained from rat hybridoma cells using a heterologous expression system 

in E. coli. The scFv demonstrated high affinity for recombinant hTMEPAI solubilized in detergent, as well as for the native version 
of the target antigen. The results confirm the promise of using scFv for further structural and functional studies of hTMEPAI in mem-
brane-like conditions.

Белок hTMEPAI (transmembrane prostate androgen-induced protein 1) является перспективным биомарке-
ром и возможной мишенью для разработки новых средств таргетной иммунотерапии солидных злокачественных 
новообразований, так как вовлечен в процессы злокачественной трансформации и прогрессии  [1]. Разработка 
антител к интегральным мембранным белкам затруднена ввиду структурных особенностей и сложностей получе-
ния [2]. Одноцепочечные вариабельные фрагменты антител (scFv) представляют собой удобный формат для при-
менения в диагностических целях благодаря небольшому размеру и простоте наработки в гетерологичных систе-
мах экспрессии.

Для получения препаратов рекомбинантных анти-TMEPAI scFv вариабельные домены тяжелых и легких 
цепей, полученные из клеток гибридомы крысы [3], амплифицировали методом ПЦР и субклонировали в век-
тор pET-28a (+) для дальнейшей периплазматической экспрессии в клетках E. coli Shuffle T7 [4]. Полученный 
в бесклеточной белоксинтезирующей системе целевой антиген (hTMEPAI изоформа 1) ресолюбизировали в раз-
личных детергентах для скрининга оптимальных условий. Функциональную характеристику полученных scFv 
антител осуществляли при помощи поверхностного плазмонного резонанса (SPR) и тестов на клетках-оверэкс-
прессорах HEK293.

Средний выход рекомбинантных анти-TMEPAI scFv-фрагмента при наработке в E. coli Shuffle T7 составил 
10,2 ± 0,5 мг/л бактериальной культуры. Анализ гомогенности препаратов методом гель-фильтрации, подтвердил, 
что больше 95 % очищенного белка находится в мономерной форме, что подтверждается отсутствием значитель-
ных пиков, характерных для агрегации.

Аналитическая ресолюбилизация антигена в различных детергентах (SDS, Triton X-100, Fos-12, MNG-OG, 
Brij535, b-OG, LPPG) позволила определить, что в присутствии MNG-OG и Fos-12 целевой белок — hTMEPAI — 
переходил в растворимую фракцию более чем на 80 %.
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Функциональная активность препаратов scFv-антител была оценена с помощью SPR, подтвердившей спец-
ифическое связывание с hTMEPAI при KD 1,2 ± 0,3 нМ в присутствии MNG-OG. Также с помощью проточной 
цитометрии в клеточных тестах с использованием линии HEK293 наблюдалось эффективное связывание scFv.

Таким образом, полученные препараты scFv обладают высокой специфичностью и антигенсвязывающей 
активностью в отношении hTMEPAI, что делает их перспективными инструментами для дальнейших структур-
но-функциональных исследований.
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