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(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê îáëàñòè ãåííîé

èíæåíåðèè è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî â
ôàðìàöåâòè÷åñêîé è ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêîé
ïðîìûøëåííîñòè. Ïðåäëîæåíà õèìåðíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû,
êîäèðóþùà  ñëèòûé ïîëèïåïòèä, ñïîñîáíûé
ñâ çûâàòüñ  ñ ôàêòîðîì ðîñòà ýíäîòåëè  ñîñóäîâ
(VEGF) è èíãèáèðîâàòü åãî ñïåöèôè÷åñêîå
ìèòîãåííîå äåéñòâèå. Ìîëåêóëà ñëèòîãî
ïîëèïåïòèäà âêëþ÷àåò èììóíîãëîáóëèí-ïîäîáíûé
äîìåí 2 VEGF-ðåöåïòîðà Flt1, èììóíîãëîáóëèí-
ïîäîáíûé äîìåí 3 VEGF-ðåöåïòîðà Flk1 èëè Flt4 è

ìóëüòèìåðèçóþùèé êîìïîíåíò, ïðåäñòàâëåííûé
ëèáî äîìåíîì Fc IgG, ëèáî ò æåëîé öåïüþ IgG.
Ïóòåì ýêñïðåññèè ïðåäëîæåííîé õèìåðíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èëè äâóõ åå ïîñëåäîâàòåëüíî
ñâ çàííûõ êîïèé â êëåòêå-õîç èíå ïîëó÷àþò,
ñîîòâåòñòâåííî, ìîíîìåð èëè äèìåð ñëèòîãî
ïîëèïåïòèäà, êîòîðûå ïðåäëàãàåòñ  èñïîëüçîâàòü
äë  ïîäàâëåíè  àêòèâíîñòè VEGF ó
ìëåêîïèòàþùèõ, â ÷àñòíîñòè ó ÷åëîâåêà. Íîâûå
èíãèáèòîðû VEGF îòëè÷àþòñ  îò èçâåñòíûõ
óëó÷øåííîé ôàðìàêîêèíåòèêîé. 9 í. è 14 ç.ï. ô-ëû,
67 èë., 1 òàáë.
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(57) Abstract: 
FIELD: genetic engineering, pharmaceutical and

medical-biological industry.
SUBSTANCE: invention proposes a chimeric

sequence of nucleic acid encoding a fused
polypeptide able to bind with the vessel
endothelium growth factor (VEGF) and to inhibit
its specific mitogenic effect. The fused
polypeptide molecule comprises immunoglobulin-
like domain 2 of VEGF-receptor Flt1,
immunoglobulin-like domain 3 of VEGF-receptor Flk
1 or Flt4 and multimerizing component represented

by either domain Fc IgG or heave chain IgG. By
expression of the proposed chimeric sequence or
its two successively joined copies in a host-cell
a monomer or dimer of the fused polypeptide are
prepared, respectively, that can be used for
suppression of VEGF activity in mammals, in
particular, in humans. New VEGF inhibitors differ
from the known one by the improved
pharmacokinetics.

EFFECT: improved preparing method, valuable
biological properties of polypeptide.
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RU 2 265 661 C2

Íàñòî ùà  çà âêà çà âë åò ïðèîðèòåò ïðåäâàðèòåëüíîé çà âêè ÑØÀ ¹60/138133,
ïîäàííîé 8 èþí  1999 ã. Â äàííîé çà âêå ñîäåðæàòñ  ññûëêè íà ðàçíûå ïóáëèêàöèè.
Óêàçàííûå ïóáëèêàöèè â ïîëíîì îáúåìå âêëþ÷åíû â äàííóþ çà âêó â êà÷åñòâå ññûëêè.

Ââåäåíèå
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ìîäèôèöèðîâàííûì ïîëèïåïòèäàì ñ óëó÷øåííîé

ôàðìàêîêèíåòèêîé. Â ÷àñòíîñòè, äàííîå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïîëèïåïòèäàì
ðåöåïòîðîâ Flt1, êîòîðûå ìîäèôèöèðîâàíû ñ öåëüþ óëó÷øåíè  èõ ôàðìàêîêèíåòè÷åñêîãî
ïðîôèë . Äàííîå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê ñïîñîáàì ïîëó÷åíè  è ïðèìåíåíè 
ìîäèôèöèðîâàííûõ ïîëèïåïòèäîâ, êîòîðûå âêëþ÷àþò èñïîëüçîâàíèå ìîäèôèöèðîâàííûõ
ïîëèïåïòèäîâ äë  óìåíüøåíè  èëè ïîäàâëåíè  ïîòåðè ïëàçìû è/èëè ïðîíèöàåìîñòè
ñîñóäîâ ó ìëåêîïèòàþùåãî, íî íå îãðàíè÷èâàþòñ  óêàçàííûì ïðèìåíåíèåì.

Ïðåäïîñûëêè èçîáðåòåíè 
Ñïîñîáíîñòü ïîëèïåïòèäíûõ ëèãàíäîâ ñâ çûâàòüñ  ñ êëåòêàìè è òàêèì îáðàçîì

âûçûâàòü ôåíîòèïè÷åñêóþ ðåàêöèþ, òàêóþ êàê ðîñò, ñîõðàíåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè,
ñåêðåöè  ïðîäóêòîâ æèçíåäå òåëüíîñòè èëè äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê, ÷àñòî îïîñðåäîâàíà
òðàíñìåìáðàííûìè ðåöåïòîðàìè íà êëåòêàõ. Âíåêëåòî÷íûé äîìåí òàêèõ ðåöåïòîðîâ (òî
åñòü ÷àñòü ðåöåïòîðà, ðàñïîëîæåííà  íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè)  âë åòñ  íàèáîëåå
âûðàæåííîé ÷àñòüþ ìîëåêóëû, òàê êàê îí ñîäåðæèò áåëîê, ñïîñîáíûé ñâ çûâàòüñ  ñ
ëèãàíäîì. Ñâ çûâàíèå ëèãàíäà ñ âíåêëåòî÷íûì äîìåíîì îáû÷íî âûçûâàåò òðàíñäóêöèþ
ñèãíàëà, áëàãîäàð  êîòîðîé áèîëîãè÷åñêèé ñèãíàë ïåðåäàåòñ  ê âíóòðèêëåòî÷íûì
ìèøåí ì. Òðàíñäóêöè  ñèãíàëà îáû÷íî ïðîèñõîäèò ÷åðåç êàòàëèòè÷åñêèé âíóòðèêëåòî÷íûé
äîìåí. Îïðåäåëåííà  ñîâîêóïíîñòü ýëåìåíòîâ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè óêàçàííîãî
êàòàëèòè÷åñêîãî âíóòðèêëåòî÷íîãî äîìåíà îïðåäåë åò åãî äîñòóï ê ïîòåíöèàëüíûì
ñóáñòðàòàì êèíàçû (Mohammadi, et al., 1990, Mol. Cell. Biol. 11:5068-5078; Fantl, et
al., 1992, Cell 69:413-413). Ïðèìåðàìè ðåöåïòîðîâ, òðàíñäóöèðóþùèõ ñèãíàëû ÷åðåç
êàòàëèòè÷åñêèå âíóòðèêëåòî÷íûå äîìåíû,  âë þòñ  ðåöåïòîðíûå òèðîçèíêèíàçû (RTK), â
÷àñòíîñòè ñåìåéñòâî ðåöåïòîðîâ Trk, êîòîðîå îáû÷íî îãðàíè÷èâàåòñ  êëåòêàìè íåðâíîé
ñèñòåìû, ñåìåéñòâî ðåöåïòîðîâ öèòîêèíîâ, âêëþ÷à  òðåõ÷ëåííûé ðåöåïòîðíûé êîìïëåêñ
CNTF (Stahl & Yancopoulos, 1994, J. Neurobio, 25:1454-1466), êîòîðîå òàêæå îãðàíè÷åíî
êëåòêàìè íåðâíîé ñèñòåìû, ðåöåïòîðû, ñâ çàííûå ñ G-áåëêîì, òàêèå
êàê β2-àäðåíåðãè÷åñêèé ðåöåïòîð, îáíàðóæåííûé, íàïðèìåð, íà êëåòêàõ ñåðäå÷íîé ìûøöû,
è ìóëüòèìåðíûé ðåöåïòîð FcεRI ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì ê èììóíîãëîáóëèíó Å (IgE), êîòîðûé
íàõîäèòñ  â îñíîâíîì íà òó÷íûõ êëåòêàõ è áàçîôèëàõ (Sutton & Gould, 1993, Nature 366:
421-428).

Âñå âûøåîïèñàííûå ðåöåïòîðû, ïî-âèäèìîìó, ïîäâåðæåíû äèìåðèçàöèè,
ìóëüòèìåðèçàöèè èëè íåêîòîðûì ðîäñòâåííûì ñòðóêòóðíûì èçìåíåíè ì, ïðîèñõîä ùèì â
ðåçóëüòàòå ñâ çûâàíè  ëèãàíäà (Schlessinger, J., 1988, Trend Biochem. Sci. 13:443-447;
Ullrich & Schlessinger, 1990, Cell 61:203-212; Schlessinger & Ullrich, 1992, Neuron 9:383-
391), ïðè ýòîì ìåæìîëåêóë ðíûå âçàèìîäåéñòâè  ìåæäó äèìåðèçóåìûìè
âíóòðèêëåòî÷íûìè äîìåíàìè âåäóò ê àêòèâàöèè êàòàëèòè÷åñêîé ôóíêöèè. Íàïðèìåð, â
ñëó÷àå ïîëó÷åííîãî èç òðîìáîöèòîâ ôàêòîðà ðîñòà (PDGF) ëèãàíä  âë åòñ  äèìåðîì,
êîòîðûé ñâ çûâàåò ìîëåêóëû äâóõ ðåöåïòîðîâ (Hart, et al., 1988, Science, 240:1529-
1531; Heldin, 1989, J. Biol. Chem. 264:8905-8912), à â ñëó÷àå ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà
ðîñòà (EGF) ëèãàíä  âë åòñ  ìîíîìåðîì (Weber, et al., 1984, J. Biol. Chem. 259:14631-
14636). Â ñëó÷àå ðåöåïòîðà FcεRI ëèãàíä IgE ñâ çàí ñ FcεRI êàê ìîíîìåð è àêòèâèðóåòñ 
òîëüêî òîãäà, êîãäà àíòèãåí ñâ çûâàåòñ  ñ êîìïëåêñîì IgF/FcεRI è îáðàçóåò ïîïåðå÷íûå
ñøèâêè ñ ñîñåäíèìè ìîëåêóëàìè IgE (Sutton & Gould, 1993, Nature 366:421-428).

Ðàñïðåäåëåíèå êîíêðåòíîãî ðåöåïòîðà â òêàí õ âûñøèõ îðãàíèçìîâ ÷àñòî ïîçâîë åò
âû âèòü áèîëîãè÷åñêóþ ôóíêöèþ äàííîãî ðåöåïòîðà. Â íåêîòîðûõ ôàêòîðàõ ðîñòà è
äèôôåðåíöèðîâêè, òàêèõ êàê ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ (FGF), ñèëüíî ýêñïðåññèðîâàíû
RTK, èç ÷åãî ñëåäóåò, ÷òî îíè èãðàþò îïðåäåëåííóþ ðîëü â ðîñòå è ñîõðàíåíèè òêàíåé.
×ëåíû ñåìåéñòâà ðåöåïòîðîâ Trk RTK (Glass & Yancopoulos, 1993, Trends in Cell Biol.
3:262-268), êàê ïðàâèëî, îãðàíè÷åíû êëåòêàìè íåðâíîé ñèñòåìû, è ñåìåéñòâî ôàêòîðîâ
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ðîñòà íåðâíîé òêàíè, âêëþ÷àþùåå ôàêòîð ðîñòà íåðâíîé òêàíè (NGF), âûäåë åìûé èç
ãîëîâíîãî ìîçãà íåéðîòðîôè÷åñêèé ôàêòîð (BDNF), íåéðîòðîôèí-3 (NT-3) è íåéðîòðîôèí-
4/5 (NT-4/5), êîòîðûå ñâ çûâàþò ðåöåïòîðû ñåìåéñòâà Trk RTK, ñòèìóëèðóþò
äèôôåðåíöèðîâêó ðàçíûõ ãðóïï íåéðîíîâ â ãîëîâíîì ìîçãå è ïåðèôåðè÷åñêîé ñèñòåìå
(Lindsay, R.M., 1993, in Neurotrophic Factors, S.E. Loughlin & J.H.Fallon, eds., pp.257-284,
San Diego, CA, Academic Press). Ðåöåïòîð FcεRI íàõîäèòñ  â î÷åíü îãðàíè÷åííîì ÷èñëå
òèïîâ êëåòîê, òàêèõ êàê òó÷íûå êëåòêè è áàçîôèëû. Òó÷íûå êëåòêè ïðîäóöèðóþòñ  ëèíèåé
ïîëèïîòåíòíûõ êðîâåòâîðíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà, íî ñîçðåâàþò â òêàíè
ïîñëå ìèãðàöèè èç êðîâîòîêà (ñì. Janeway & Travers, 1996, in Immunobiology, 2d.
Edition, M. Robertson & E. Lawrence, eds., pp.1:3-1:4, Current Biology Ltd., London,
UK, Publisher) è ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â àëëåðãè÷åñêîé ðåàêöèè.

Ìíîãèå èññëåäîâàíè  ïîêàçûâàþò, ÷òî âíåêëåòî÷íûé äîìåí ðåöåïòîðà îáëàäàåò
ñâîéñòâîì ñâ çûâàíè  ñïåöèôè÷åñêèõ ëèãàíäîâ. Êðîìå òîãî, êëåòî÷íà  ñðåäà, â êîòîðîé
ýêñïðåññèðîâàí ðåöåïòîð, ìîæåò âëè òü íà áèîëîãè÷åñêóþ ðåàêöèþ, âîçíèêàþùóþ ïðè
ñâ çûâàíèè ëèãàíäà ñ ðåöåïòîðîì. Íàïðèìåð, âîçäåéñòâèå íà íåðâíóþ êëåòêó,
ýêñïðåññèðóþùóþ ðåöåïòîð Trk, íåéðîòðîôèíîì, êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ñ äàííûì
ðåöåïòîðîì, îáóñëîâëèâàåò âûæèâàåìîñòü è äèôôåðåíöèðîâêó íåéðîíîâ. Êîãäà òîò æå
ðåöåïòîð ýêñïðåññèðîâàí ôèáðîáëàñòîì, ïîä äåéñòâèåì íåéðîòðîôèíà ïðîèñõîäèò
ïðîëèôåðàöè  ôèáðîáëàñòîâ (Glass, et al., 1991, Cell 66:405-413).

Èäåíòèôèöèðîâàí êëàññ âûäåë åìûõ èç êëåòîê äèìåðíûõ ìèòîãåíîâ ñ
èçáèðàòåëüíîñòüþ â îòíîøåíèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñîñóäîâ, êîòîðûé íàçâàí ôàêòîðîì
ðîñòà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñîñóäîâ (VEGF). VEGF âûäåëåí èç êîíäèöèîíèðîâàííîé
ïèòàòåëüíîé ñðåäû êëåòîê ãëèîìû êðûñ [Conn et al., (1990), Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 87. pp.2628-2632]; êîíäèöèîíèðîâàííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäû çâåçä÷àòûõ êëåòîê
ãèïîôèçàðíûõ ôîëëèêóë êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà [Ferrara and Henzel, (1989), Biochem.
Biophys. Res. Comm., 161, pp.851-858; Gozpadorowicz et al., (1989), Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A., 86, pp.7311-7315] è êîíäèöèîíèðîâàííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäû êëåòîê U937
÷åëîâåêà [Connolly, D.T. et al. (1989), Science, 246, pp.1309-1312]. VEGF  âë åòñ 
äèìåðîì ñî ñðåäíåé ìîëåêóë ðíîé ìàññîé îêîëî 46 êÄà, ïðè ýòî êàæäà  ñóáúåäèíèöà
èìååò ñðåäíþþ ìîëåêóë ðíóþ ìàññó îêîëî 23 êÄà. VEGF èìååò íåêîòîðîå ñòðóêòóðíîå
ñõîäñòâî ñ ïîëó÷åííûì èç òðîìáîöèòîâ ôàêòîðîì ðîñòà (PDGF), êîòîðûé  âë åòñ 
ìèòîãåíîì äë  êëåòîê ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè è íå  âë åòñ  ìèòîãåíîì äë  ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê êðóïíûõ ñîñóäîâ.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî ìåìáðàíîñâ çàííûé ðåöåïòîð òèðîçèíêèíàçû, èçâåñòíûé êàê Flt,
 âë åòñ  ðåöåïòîðîì VEGF [DeVries, Ñ. et al., (1992), Science, 255, pp.989-991].
Ðåöåïòîð Flt ñâ çûâàåò VEGF, êîòîðûé èíäóöèðóåò ìèòîãåíåç. Èçâåñòíî, ÷òî äðóãà  ôîðìà
ðåöåïòîðà VEGF, èìåíóåìà  KDR, òàêæå ñâ çûâàåò VEGF è èíäóöèðóåò ìèòîãåíåç. Êðîìå
òîãî, èçâåñòíà íåïîëíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êÄÍÊ è ïî÷òè ïîëíîðàçìåðíà  áåëêîâà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü KDR [Terman. B.I. et al., (1991), Oncogene 6, pp.1677-1683;
Terman, Â.I. et al., (1992), Biochem. Biophys. Res. Comm. 187. pp.1579-1586].

Ïîñòî ííûé àíãèîãåíåç ìîæåò ñòàòü ïðè÷èíîé âîçíèêíîâåíè  èëè îáîñòðåíè  íåêîòîðûõ
çàáîëåâàíèé, òàêèõ êàê ïñîðèàç, ðåâìàòîèäíûé àðòðèò, ãåìàíãèîìà, àíãèîôèáðîìà,
äèàáåòè÷åñêà  ðåòèíîïàòè  è íåîâàñêóë ðíà  ãëàóêîìà. Èíãèáèòîð àêòèâíîñòè VEGF
äîëæåí áûòü ïîëåçåí äë  ëå÷åíè  òàêèõ çàáîëåâàíèé è äðóãèõ òèïîâ VEGF-
èíäóöèðîâàííîãî ïàòîëîãè÷åñêîãî àíãèîãåíåçà, à òàêæå çàáîëåâàíèé, ñâ çàííûõ ñ
ïðîíèöàåìîñòüþ ñîñóäîâ, òàêèõ êàê âàñêóë ðèçàöè  îïóõîëè. Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå
îòíîñèòñ  ê èíãèáèòîðó VEGF íà îñíîâå ðåöåïòîðà Flt1 VEGF.

Ïîòåð  ïëàçìû, êîòîðà   âë åòñ  îñíîâíûì ïîêàçàòåëåì âîñïàëèòåëüíîãî ïðîöåññà,
âîçíèêàåò â îòäåëüíîé ñîâîêóïíîñòè ìèêðîñîñóäîâ. Â ÷àñòíîñòè, ïîòåð  ïëàçìû â
áîëüøèíñòâå îðãàíîâ ïðîèñõîäèò â âåíóëàõ. Â îòëè÷èå îò àðòåðèîë è êàïèëë ðîâ ïîòåð 
ïëàçìû èç âåíóë âîçíèêàåò ïîä äåéñòâèåì ìíîãî÷èñëåííûõ ìåäèàòîðîâ âîñïàëåíè ,
âêëþ÷à  ãèñòàìèí, áðàäèêèíèí è ñåðîòîíèí. Îäíîé îòëè÷èòåëüíîé îñîáåííîñòüþ
âîñïàëåíè   âë åòñ  ïîòåð  ïëàçìû, êîòîðà  ïðîèñõîäèò èç ìåæêëåòî÷íûõ áðåøåé,
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îáðàçóþùèõñ  â ýíäîòåëèè âåíóë. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå ìîäåëè âîñïàëèòåëüíîãî ïðîöåññà
ïîêàçûâàþò, ÷òî óêàçàííûå ìåæêëåòî÷íûå áðåøè âîçíèêàþò ìåæäó ýíäîòåëèàëüíûìè
êëåòêàìè ïîñòêàïèëë ðíûõ è ñîáèðàþùèõ âåíóë (Baluk, P., et al., Am. J. Pathol. 1998,
152:1463-76). Óñòàíîâëåíî, ÷òî îïðåäåëåííûå ëåêòèíû ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë 
îáíàðóæåíè  î÷àãîâ ïîòåðè ïëàçìû, ýíäîòåëèàëüíûõ áðåøåé è ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ
íà ãðàíèöàõ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê â âîñïàëåííûõ âåíóëàõ (Thurston, G., et al., Am. J.
Physiol, 1996, 271: Í2547-62). Â ÷àñòíîñòè, ðàñòèòåëüíûå ëåêòèíû èñïîëüçóþò äë 
âèçóàëèçàöèè ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé íà ãðàíèöàõ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê â
âîñïàëåííûõ âåíóëàõ, íàïðèìåð, òðàõåè êðûñ. Ëåêòèíû, òàêèå êàê êîíêîíàâàëèí À è
ðèöèí, êîòîðûå î÷àãîâî ñâ çûâàþòñ  ñ âîñïàëåííûìè âåíóëàìè, ïîçâîë þò îáíàðóæèòü
îáëàñòè â ñòåíêå ñóáýíäîòåëèàëüíîãî ñîñóäà ñ áðåøàìè, ñîîòâåòñòâóþùèìè ìåñòàì
ïîòåðè ïëàçìû (Thurston, G., et al., Am. J. Physiol, 1996, 271: H2547-62).

Êàïèëë ðíûå ñîñóäû õàðàêòåðèçóþòñ  äèíàìè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè. Õðîíè÷åñêèå
âîñïàëèòåëüíûå çàáîëåâàíè  îáóñëîâëåíû, â ÷àñòíîñòè, èçìåíåíèåì ìèêðîñîñóäîâ,
âêëþ÷à  àíãèîãåíåç è óâåëè÷åíèå êàïèëë ðíûõ ìèêðîñîñóäîâ. Êàïèëë ðíûå ñîñóäû ìîãóò
òàêæå èçìåíèòüñ  â ðåçóëüòàòå ïðèîáðåòåíè  íåïðàâèëüíûõ ôåíîòèïè÷åñêèõ ñâîéñòâ. Â
ìûøèíîé ìîäåëè õðîíè÷åñêîãî âîñïàëåíè  äûõàòåëüíûõ ïóòåé êàïèëë ðû äûõàòåëüíûõ
ïóòåé ïðèîáðåòàþò ñâîéñòâà âåíóë, âûðàæàþùèåñ  â óâåëè÷åíèè äèàìåòðà ñîñóäîâ,
ïîâûøåííîé èììóíîðåàêòèâíîñòè íà ôàêòîð ôîí Âèëëåáðàíäà è ïîâûøåííîé
èììóíîðåàêòèâíîñòè íà Ð-ñåëåêòèí. Êðîìå òîãî, ïðîñà÷èâàåìîñòü èçìåíåííûõ ñîñóäîâ
ìîæåò âîçíèêàòü ïîä âîçäåéñòâèåì òàêèõ âîñïàëèòåëüíûõ ìåäèàòîðîâ, êîòîðûå íå
îêàçûâàþò âëè íè  íà àíàëîãè÷íûå ñîñóäû äûõàòåëüíûõ ïóòåé ó çäîðîâûõ ìûøåé.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî îïðåäåëåííûå âåùåñòâà óìåíüøàþò èëè ïîäàâë þò ïðîíèöàåìîñòü
ñîñóäîâ è/èëè ïîòåðþ ïëàçìû. Íàïðèìåð, ìèñòèêñèíû  âë þòñ  ñèíòåòè÷åñêèìè
ïîëèïåïòèäàìè, êîòîðûå ïîäàâë þò ïîòåðþ ïëàçìû, íå áëîêèðó  îáðàçîâàíèå
ýíäîòåëèàëüíûõ áðåøåé (Baluk, P., et al., J. Pharmacol. Åõð. Ther., 1998, 284: 693-
9). Êðîìå òîãî, ôîðìîòåðîë - àãîíèñò áåòà-2-àäðåíåðãè÷åñêèõ ðåöåïòîðîâ - óìåíüøàåò
ïðîñà÷èâàåìîñòü êàïèëë ðíûõ ñîñóäîâ, ïîäàâë   îáðàçîâàíèå ýíäîòåëèàëüíûõ áðåøåé
(Baluk, P., and McDonald, D.M., Am. J. Physiol., 1994, 266:L461-8).

Àíãèîïîýòèíû è ÷ëåíû ñåìåéñòâà ôàêòîðîâ ðîñòà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñîñóäîâ
(VEGF)  âë þòñ  åäèíñòâåííûìè ôàêòîðàìè ðîñòà, êîòîðûå, êàê èçâåñòíî,  âë þòñ  â
âûñøåé ñòåïåíè ñïåöèôè÷íûìè äë  ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñîñóäîâ. Èññëåäîâàíè  ïî
èíàêòèâàöèè ãåíà-ìèøåíè ó ìûøåé ïîêàçûâàþò, ÷òî VEGF íåîáõîäèì íà ðàííèõ ñòàäè õ
ðàçâèòè  ñîñóäîâ è Ang-1 íåîáõîäèì íà ïîçäíèõ ñòàäè õ èçìåíåíè  ñîñóäîâ.

Â ïàòåíòå ÑØÀ ¹6011003, âûäàííîì 4  íâàð  2000 ã. ôèðìå Metris Therapeutics
Limited, îïèñàíà èçìåíåííà  ðàñòâîðèìà  ôîðìà ïîëèïåïòèäà FLT, ñïîñîáíà  ñâ çûâàòüñ 
ñ VEGF è îêàçûâàòü òàêèì îáðàçîì èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå íà óêàçàííûé ôàêòîð, ïðè÷åì
äàííûé ïîëèïåïòèä ñîäåðæèò ï òü èëè ìåíüøå ïîëíûõ äîìåíîâ èììóíîãëîáóëèíà.

Â ïàòåíòå ÑØÀ ¹5712380, âûäàííîì 27  íâàð  1998 ã. ôèðìå Merck & Co., îïèñàíû
èíãèáèòîðû ôàêòîðà ðîñòà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñîñóäîâ (VEGF), êîòîðûå ïðåäñòàâë þò
ñîáîé ïðèðîäíûå èëè ïîëó÷åííûå ìåòîäîì ðåêîáèíàíòíûõ ÄÍÊ ðàñòâîðèìûå ôîðìû,
ñîäåðæàùèå èëè íå ñîäåðæàùèå Ñ-êîíöåâóþ òðàíñìåìáðàííóþ îáëàñòü ðåöåïòîðà äë 
VEGF.

Ôèðìå Merck & Ñî. ïðèíàäëåæèò òàêæå çà âêà ÐÑÒ ¹ WO 98/13071, îïóáëèêîâàííà  2
àïðåë  1998 ã., â êîòîðîé îïèñàíû ìåòîäû ãåìîòåðàïèè äë  ïîäàâëåíè  ïåðâè÷íîãî ðîñòà
îïóõîëè è ìåòàñòàçîâ ïóòåì ïåðåíîñà ãåíîâ íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
êîäèðóþùåé ðàñòâîðèìûé ðåöåïòîðíûé áåëîê, ñâ çûâàþùèéñ  ñ VEGF.

Â çà âêå ôèðìû Genentech, Inc. PCT ¹ WO 97/44453, îïóáëèêîâàííîé 27 íî áð  1997 ã.,
îïèñàíû íîâûå õèìåðíûå áåëêè ðåöåïòîðîâ VEGF, ñîäåðæàùèå àìèíîêèñëîòíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîëó÷åííûå èç ðåöåïòîðîâ Flt1 è KDR ôàêòîðà ðîñòà ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê ñîñóäîâ (VEGF), âêëþ÷à  ìûøèíûé ãîìîëîã ðåöåïòîðà FLK1 KDR ÷åëîâåêà, â
êîòîðûõ óêàçàííûå õèìåðíûå áåëêè ðåöåïòîðîâ VEGF ñâ çûâàþòñ  ñ VEGF è îêàçûâàþò
àíòàãîíèñòè÷åñêîå äåéñòâèå íà ïðîëèôåðàòèâíóþ è àíãèîãåííóþ àêòèâíîñòü
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ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê.
Â çà âêå ôèðìû Toa Gosei Co., LTD PCT ¹ WO 97/13787, îïóáëèêîâàííîé 17 àïðåë 

1997 ã., îïèñàí íèçêîìîëåêóë ðíûé èíãèáèòîð VEGF, èñïîëüçóåìûé äë  ëå÷åíè  áîëåçíåé,
ñîïðîâîæäàþùèõñ  îáðàçîâàíèåì íîâûõ ñîñóäîâ, òàêèõ êàê ñîëèäíûå îïóõîëè.
Ïîëèïåïòèä, ñîäåðæàùèé ïåðâûé è âòîðîé èììóíîãëîáóëèíîïîäîáíûå äîìåíû âî
âíåêëåòî÷íîé îáëàñòè ðåöåïòîðà FLT VEGF, íî íå èìåþùèé øåñòîãî è ñåäüìîãî
èììóíîãëîáóëèíîïîäîáíûõ äîìåíîâ, îêàçûâàåò èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå íà VEGF.

Sharifi, J. et al., 1998, The Quarterly Jour. of Nucl. Med. 42:242-249, óêàçûâàþò,
÷òî, ïîñêîëüêó ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà (MAb)  âë þòñ  îñíîâíûìè, ïîëîæèòåëüíî
çàð æåííûìè áåëêàìè, à êëåòêè ìëåêîïèòàþùåãî çàð æåíû îòðèöàòåëüíî, òî
ýëåêòðîñòàòè÷åñêîå âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó óêàçàííûìè ýëåìåíòàìè ìîæåò âûçûâàòü
áîëåå âûñîêèå óðîâíè ôîíîâîãî ñâ çûâàíè , ÷òî âåäåò ê íèçêîìó ñîîòíîøåíèþ ìåæäó
îáúåìîì îïóõîëè è íîðìàëüíîãî îðãàíà. ×òîáû ïðåîäîëåòü óêàçàííûõ ýôôåêò,
èññëåäîâàòåëè ïîïûòàëèñü óâåëè÷èòü âûâåäåíèå MAb ðàçíûìè ìåòîäàìè, â ÷àñòíîñòè ïðè
ïîìîùè âòîðè÷íûõ àãåíòîâ, à òàêæå õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè è èçìåíåíè  çàð äà ñàìîãî
MAb.

Jensen-Pippo, et al., 1996, Pharmaceutical Research 13:102-107, óêàçûâàþò, ÷òî
îáðàáîòêà ïîëèýòèëåíãëèêîëåì ëå÷åáíîãî áåëêà, ðåêîìáèíàíòíîãî ãðàíóëîöèòàðíîãî
êîëîíèåñòèìóëèðóþùåãî ôàêòîðà (PEG-G-CSF) ÷åëîâåêà óâåëè÷èâàåò ñòàáèëüíîñòü è
ñîõðàí åò áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü in vivo ïðè èíòðà-äóîäåíàëüíîì ñïîñîáå ââåäåíè .

Tsutsumi, et al., 1997, Thromb Haemost. 77:168-73, îïèñûâàþò ýêñïåðèìåíòû, â
êîòîðûõ òðîìáîïîýòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü in vivo ìîäèôèöèðîâàííîãî ïîëèýòèëåíãëèêîëåì
èíòåðëåéêèíà-6 (MPEG-IL-6), â êîòîðîì 54% 14 àìèíîãðóïï ëèçèíà â IL-6 ñâ çàíî ñ PEG,
ñðàâíèâàëè ñ àêòèâíîñòüþ ïðèðîäíîãî IL-6.

Yang, et al., 1995, Cancer 76:687-94, óêàçûâàþò, ÷òî êîíúþãèðó  ïîëèýòèëåíãëèêîëü ñ
ðåêîìáèíàíòíûì èíòåðëåéêèíîì-2 (IL-2) ÷åëîâåêà, ìîæíî ïîëó÷èòü ñîåäèíåíèå, à èìåííî
ìîäèôèöèðîâàííûé ïîëèýòèëåíãëèêîëåì IL-2 (PEG-IL-2), êîòîðîå ñîõðàí åò in vitro è in
vivo àêòèâíîñòü IL-2, íî õàðàêòåðèçóåòñ  çíà÷èòåëüíî áîëåå ïðîäîëæèòåëüíûì ïåðèîäîì
ïîëóæèçíè â êðîâîòîêå.

R. Duncan and F. Spreafico, Clin. Pharmacokinet. 27: 290-306, 296 (1994), îïèñûâàþò
ýêñïåðèìåíòû ïî óâåëè÷åíèþ ïåðèîäà ïîëóæèçíè â ïëàçìå àñïàðàãèíàçû ïóòåì
êîíúþãèðîâàíè  ñ ïîëèýòèëåíãëèêîëåì.

Â ìåæäóíàðîäíîé ïàòåíòíîé çà âêå ¹ WO 99/03996 ôèðìû Regeneron Pharmaceuticals,
Inc. è ïðàâëåíè  Êàëèôîðíèéñêîãî óíèâåðñèòåòà, îïóáëèêîâàííîé 28  íâàð  1999 ã.,
îïèñàíû ìîäèôèöèðîâàííûå ïîëèïåïòèäû ÷åëîâåêà ñ äåëåíè ìè îáëàñòåé îñíîâíûõ
àìèíîêèñëîò. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ìîäèôèöèðîâàííûå "íîããèí" - ïîëèïåïòèäû ÷åëîâåêà
ñîõðàí þò áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, îáëàäà  áîëåå íèçêèì ñðîäñòâîì ê ãåïàðèíó è áîëåå
âûñîêîé ôàðìàêîêèíåòèêîé â ñûâîðîòêå æèâîòíîãî ïî ñðàâíåíèþ ñ íåìîäèôèöèðîâàííûìè
"íîããèí" - ïîëèïåïòèäàìè ÷åëîâåêà.

Êðàòêîå èçëîæåíèå ñóùåñòâà èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê àíòàãîíèñòàì VEGF ñ óëó÷øåííûìè

ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè. Ïðåäïî÷òèòåëüíûé âàðèàíò îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  îòíîñèòñ  ê âûäåëåííîé ìîëåêóëå íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùåé ñëèòûé
ïîëèïåïòèä, ñïîñîáíûé ñâ çûâàòü ïîëèïåïòèä VEGF, âêëþ÷àþùèé (à) íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ êîìïîíåíò ðåöåïòîðà VEGF, ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííûé
ñ (b) íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êîäèðóþùåé ìóëüòèìåðèçóþùèé êîìïîíåíò, è â
êîòîðîì êîìïîíåíò ðåöåïòîðà VEGF  âë åòñ  åäèíñòâåííûì êîìïîíåíòîì ðåöåïòîðà
VEGF ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà è ïðè ýòîì íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (à) ñîñòîèò ïî
ñóùåñòâó èç íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äîìåíà 2 Ig âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà ïåðâîãî ðåöåïòîðà VEGF, è èç
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
äîìåíà 3 Ig âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà âòîðîãî ðåöåïòîðà VEGF.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âûäåëåííà  íóêëåèíîâà  êèñëîòà
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ïåðâîãî ðåöåïòîðà VEGF  âë åòñ  Flt1.
Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âûäåëåííà  íóêëåèíîâà  êèñëîòà

âòîðîãî ðåöåïòîðà VEGF  âë åòñ  Flk1.
Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âûäåëåííà  íóêëåèíîâà  êèñëîòà

âòîðîãî ðåöåïòîðà VEGF  âë åòñ  Flt4.
Â äðóãîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  íóêëåîòèäíà 

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  äîìåí 2 Ig âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà ïåðâîãî ðåöåïòîðà
VEGF, ðàñïîëîæåíà âûøå íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé äîìåí 3 Ig
âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà âòîðîãî ðåöåïòîðà VEGF.

Â äðóãîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  íóêëåîòèäíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  äîìåí 2 Ig âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà ïåðâîãî ðåöåïòîðà
VEGF, ðàñïîëîæåíà íèæå íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé äîìåí 3 Ig
âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà âòîðîãî ðåöåïòîðà VEGF.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìóëüòèìåðèçóþùèé
êîìïîíåíò ñîäåðæèò äîìåí èììóíîãëîáóëèíà.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äîìåí èììóíîãëîáóëèíà âûáèðàþò èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç äîìåíà Fc IgG, ò æåëîé öåïè IgG è ëåãêîé öåïè IgG.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûå âàðèàíòû îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñ òñ  ê âûäåëåííîé
ìîëåêóëå íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ñîäåðæàùåé íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
êîäèðóþùóþ ìîäèôèöèðîâàííûé ñëèòûé ïîëèïåïòèä ðåöåïòîðà Flt1, â êîòîðîé
êîäèðóþùà  îáëàñòü ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû ñîñòîèò èç íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, âûáèðàåìîé èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç:

(a) íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèã. 13A-13D;
(b) íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèã. 14À-14Ñ;
(c) íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèã. 15À-15Ñ;
(d) íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèã. 16A-16D;
(e) íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèã. 21À-21Ñ;
(f) íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèã. 22À-22Ñ;
(g) íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèã. 24À-24 Ñ è
(h) íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà  âñëåäñòâèå âûðîæäåííîñòè

ãåíåòè÷åñêîãî êîäà îòëè÷àåòñ  îò íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (à), (b), (ñ), (d),
(å), (f) èëè (g) è êîòîðà  êîäèðóåò ìîëåêóëó ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà, îáëàäàþùóþ
áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ ìîäèôèöèðîâàíîãî ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà ðåöåïòîðà Flt1.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñëèòûé ïîëèïåïòèä êîäèðóåòñ 
âûøåîïèñàííûìè âûäåëåííûìè ìîëåêóëàìè íóêëåèíîâîé êèñëîòû.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûé âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöèè,
ñïîñîáíîé ñâ çûâàòü ìîëåêóëó VEGF ñ îáðàçîâàíèåì íåôóíêöèîíàëüíîãî êîìïëåêñà,
ñîäåðæàùåãî ìóëüòèìåð ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà.

Êðîìå òîãî, ïðåäïî÷òèòåëüíîé  âë åòñ  êîìïîçèöè , â êîòîðîé ìóëüòèìåð  âë åòñ 
äèìåðîì.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  óêàçàííà  êîìïîçèöè  íàõîäèòñ  â
íîñèòåëå.

Äðóãîé âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñèòñ  ê âåêòîðó, êîòîðûé ñîäåðæèò
âûøåîïèñàííûå ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû, âêëþ÷à  ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð,
ñîäåðæàùèé îïèñàííûå ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû, â êîòîðîì ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé
êèñëîòû ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàíà ñ ðåãóëèðóþùåé ýêñïðåññèþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ.

Äðóãèå âàðèàíòû îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñ òñ  ê ñèñòåìå âåêòîð-õîç èí,
ïðåäíàçíà÷åííîé äë  ïðîäóöèðîâàíè  ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà, êîòîðà  ñîäåðæèò
ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð â ïðèåìëåìîé êëåòêå-õîç èíå; ê ñèñòåìå âåêòîð-õîç èí, â
êîòîðîé ïðèåìëåìà  êëåòêà-õîç èí  âë åòñ  áàêòåðèàëüíîé êëåòêîé, äðîææåâîé êëåòêîé,
êëåòêîé íàñåêîìîãî èëè êëåòêîé ìëåêîïèòàþùåãî; ê ñèñòåìå âåêòîð-õîç èí, â êîòîðîé
ïðèåìëåìà  êëåòêà-õîç èí  âë åòñ  Å.Coli; ê ñèñòåìå âåêòîð-õîç èí, â êîòîðîé
ïðèåìëåìà  êëåòêà-õîç èí  âë åòñ  êëåòêîé COS; ê ñèñòåìå âåêòîð-õîç èí, â êîòîðîé
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ïðèåìëåìà  êëåòêà-õîç èí  âë åòñ  êëåòêîé ÑÍÎ.
Äðóãîé âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  ñëèòîãî

ïîëèïåïòèäà, êîòîðûé âêëþ÷àåò âûðàùèâàíèå êëåòîê ñèñòåìû âåêòîð-õîç èí â óñëîâè õ,
îáåñïå÷èâàþùèõ ïðîäóöèðîâàíèå è âûäåëåíèå òàêèì îáðàçîì ïîëó÷åííîãî ñëèòîãî
ïîëèïåïòèäà.

Äîïîëíèòåëüíûå âàðèàíòû îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñ òñ  ê ñëèòîìó
ïîëèïåïòèäó, êîäèðóåìîìó íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïîêàçàííîé íà ôèã. 10A-
10D èëè 24À-24Ñ, êîòîðûé ìîäèôèöèðîâàí àöåòèëèðîâàíèåì èëè îáðàáîòêîé
ïîëèýòèëåíãëèêîëåì, ïðè÷åì àöåòèëèðîâàíèå ïðîèçâîä ò ïî êðàéíåé ìåðå ïðè 100-
êðàòíîì ìîë ðíîì èçáûòêå àöåòèëèðóþùåãî ðåàãåíòà èëè ïðè ìîë ðíîì èçáûòêå
àöåòèëèðóþùåãî ðåàãåíòà â ïðåäåëàõ îò ïðèìåðíî 10-êðàòíîãî ìîë ðíîãî èçáûòêà äî
îêîëî 100-êðàòíîãî ìîë ðíîãî èçáûòêà ëèáî îáðàáîòêó ýòèëåíãëèêîëåì ïðîèçâîä ò ïðè
èñïîëüçîâàíèè PEG ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé 10000 èëè 20000.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûé âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó
óìåíüøåíè  èëè ïîäàâëåíè  ïîòåðè ïëàçìû ó ìëåêîïèòàþùåãî, êîòîðûé âêëþ÷àåò
ââåäåíèå ìëåêîïèòàþùåìó âûøåîïèñàííîãî ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà, âêëþ÷à  âàðèàíòû
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , â êîòîðûõ ìëåêîïèòàþùåå  âë åòñ  ÷åëîâåêîì, ñëèòûé
ïîëèïåïòèä àöåòèëèðîâàí èëè îáðàáîòàí ïîëèýòèëåíãëèêîëåì.

Äðóãèå âàðèàíòû îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñ òñ  ê ñëèòîìó ïîëèïåïòèäó,
êîòîðûé ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàåò ëèãàíä ðåöåïòîðà VEGF.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûé âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó
áëîêèðîâàíè  ðîñòà êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ ó ÷åëîâåêà, êîòîðûé âêëþ÷àåò ââåäåíèå
ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà âûøåîïèñàííîãî ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà.

Êðîìå òîãî, ïðåäïî÷òèòåëüíûì  âë åòñ  ñïîñîá ïîäàâëåíè  àêòèâíîñòè ëèãàíäà
ðåöåïòîðà VEGF ó ìëåêîïèòàþùåãî, êîòîðûé âêëþ÷àåò ââåäåíèå ìëåêîïèòàþùåìó
ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà âûøåîïèñàííîãî ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûå âàðèàíòû îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñ òñ  ê óêàçàííûì
ñïîñîáàì, â êîòîðûõ ìëåêîïèòàþùåå  âë åòñ  ÷åëîâåêîì.

Äðóãèå âàðèàíòû îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñ òñ  ê ñïîñîáàì çàìåäëåíè  èëè
ïðåäîòâðàùåíè  ðîñòà îïóõîëè ó ÷åëîâåêà; óìåíüøåíè  èëè ïðåäîòâðàùåíè  îòåêà ó
÷åëîâåêà, â ÷àñòíîñòè îòåêà ìîçãà; óìåíüøåíè  èëè ïðåäîòâðàùåíè  îáðàçîâàíè  àñöèòà ó
÷åëîâåêà, â ÷àñòíîñòè àñöèòà, îáóñëîâëåííîãî ðàêîì  è÷íèêà.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûå âàðèàíòû îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñ òñ  ê ñëèòîìó
ïîëèïåïòèäó, ñïîñîáíîìó ñâ çûâàòü ïîëèïåïòèä VEGF, êîòîðûé âêëþ÷àåò: (à) êîìïîíåíò
ðåöåïòîðà VEGF, ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííûé ñ (b) ìóëüòèìåðèçóþùèì êîìïîíåíòîì,
ïðè÷åì êîìïîíåíò ðåöåïòîðà VEGF  âë åòñ  åäèíñòâåííûì êîìïîíåíòîì ðåöåïòîðîì
VEGF â ñëèòîì ïîëèïåïòèäå è ñîñòîèò ïî ñóùåñòâó èç àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äîìåíà 2 Ig âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà ïåðâîãî ðåöåïòîðà VEGF è
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äîìåíà 3 Ig âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà âòîðîãî ðåöåïòîðà
VEGF.

Äðóãîé âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñèòñ  ê ñëèòîìó ïîëèïåïòèäó, â
êîòîðîì ïåðâûé ðåöåïòîð VEGF  âë åòñ  Flt1.

Äðóãîé âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñèòñ  ê ñëèòîìó ïîëèïåïòèäó, â
êîòîðîì âòîðîé ðåöåïòîð VEGF  âë åòñ  Flk1.

Äðóãîé âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñèòñ  ê ñëèòîìó ïîëèïåïòèäó, â
êîòîðîì âòîðîé ðåöåïòîð VEGF  âë åòñ  Flt4.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûå âàðèàíòû îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñ òñ  ê ñëèòîìó
ïîëèïåïòèäó, â êîòîðîì àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äîìåíà 2 Ig âíåêëåòî÷íîãî
äîìåíà ïåðâîãî ðåöåïòîðà VEGF ðàñïîëîæåíà âûøå îò àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äîìåíà 3 Ig âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà âòîðîãî ðåöåïòîðà VEGF, è ê
ñëèòîìó ïîëèïåïòèäó, â êîòîðîì àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äîìåíà 2 Ig
âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà ïåðâîãî ðåöåïòîðà VEGF ðàñïîëîæåíà íèæå îò àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äîìåíà 3 Ig âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà âòîðîãî ðåöåïòîðà VEGF.
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Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìóëüòèìåðèçóþùèé êîìïîíåíò ñëèòîãî
ïîëèïåïòèäà ñîäåðæèò äîìåí èììóíîãëîáóëèíà, âêëþ÷à  âàðèàíò îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè , â êîòîðîì äîìåí èììóíîãëîáóëèíà âûáèðàþò èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé äîìåí
Fc IgG, ò æåëóþ öåïü IgG è ëåãêóþ öåïü IgG.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûå âàðèàíòû îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñ òñ  ê ñëèòîìó
ïîëèïåïòèäó, ñîäåðæàùåìó àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìîäèôèöèðîâàííîãî
ðåöåïòîðà Flt1, ïðè÷åì àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âûáèðàþò èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç:

(à) àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèã. 13A-13D;
(b) àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèã. 14À-14Ñ;
(ñ) àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèã. 15À-15Ñ;
(d) àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèã. 16A-16D;
(å) àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèã. 21À-21Ñ;
(f) àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèã. 22À-22Ñ; è
(g) àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèã. 24À-24Ñ.
Äðóãîé ïðåäïî÷òèòåëüíûé âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó

óìåíüøåíè  èëè ïîäàâëåíè  ïîòåðè ïëàçìû ó ìëåêîïèòàþùåãî, êîòîðûé âêëþ÷àåò
ââåäåíèå óêàçàííîìó ìëåêîïèòàþùåìó âûøåîïèñàííîãî ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà.

Àëüòåðíàòèâíûé ïðåäïî÷òèòåëüíûé âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îòíîñèòñ  ê
ñïîñîáó ïîäàâëåíè  àêòèâíîñòè ëèãàíäà ðåöåïòîðà VEGF ó ìëåêîïèòàþùåãî, êîòîðûé
âêëþ÷àåò ââåäåíèå ìëåêîïèòàþùåìó ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà âûøåîïèñàííîãî ñëèòîãî
ïîëèïåïòèäà.

Êðàòêîå îïèñàíèå ÷åðòåæåé
Ôèã. 1. IEF-àíàëèç â ãåëå íåìîäèôèöèðîâàííîãî è àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-

Fc. Íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc íå ñïîñîáåí ïðîíèêàòü â ãåëü èç-çà ñâîåãî
ïîêàçàòåë  pl>9,3, â òî âðåì  êàê àöåòèëèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc ïðîíèêàåò â ãåëü
è óðàâíîâåøèâàåòñ  ïðè pl 5/2.

Ôèã. 2. Ñâ çûâàíèå íåìîäèôèöèðîâàííîãî è àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc ñ
ïëàíøåòàìè, ïîêðûòûìè Matrigel®. Íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc õîðîøî
ñâ çûâàåòñ  ñ êîìïîíåíòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà â Matrigel®, â òî âðåì  êàê
àöåòèëèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc íå ñâ çûâàåòñ  ñ óêàçàííûìè êîìïîíåíòàìè.

Ôèã. 3. Ñâ çûâàíèå íåìîäèôèöèðîâàííîãî, àöåòèëèðîâàííîãî è îáðàáîòàííîãî
ïîëèýòèëåíãëèêîëåì áåëêà Flt1(1-3)-Fc ïðè âûïîëíåíèè àíàëèçà íà îñíîâå Biacore.
Àöåòèëèðîâàííûé áåëîê (ñòîëáöû 13-16), îáðàáîòàííûé ïîëèýòèëåíãëèêîëåì áåëîê
(ñòîëáöû 17-20) è îáðàáîòàííûé ãåïàðèíîì áåëîê Flt1(1-3)-Fc (ñòîëáöû 21-24) ñïîñîáíû
óñïåøíî êîíêóðèðîâàòü ñî ñâ çàííûì ñ ÷èïîì Biacore áåëêîì Flt1(1-3)-Fc ïî ñâ çûâàíèþ
ñ VEGF ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûì áåëêîì (ñòîëáöû 1-4) è ïîñòîðîííèì áåëêîì (ñòîëáöû
5-8). Íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc (ñòîëáöû 5-6), ïî-âèäèìîìó, ëèøü ÷àñòè÷íî
êîíêóðèðóþò ñî ñâ çàííûì ñ ÷èïîì Biacore áåëêîì Flt1(1-3)-Fc ïî ñâ çûâàíèþ ñ VEGF.

Îäíàêî â ðåçóëüòàòå ïðîìûâêè ñâ çàííûõ îáðàçöîâ 0,5 Ì ðàñòâîðîì NaCl (ñòîëáöû 7-8)
ïîëó÷àþò ïðîôèëü ñâ çûâàíè , àíàëîãè÷íûé ìîäèôèöèðîâàííûì ôîðìàì Flt1(1-3)-Fc,
êîòîðûé ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê ïðî âë åò
íåñïåöèôè÷åñêîå ñâ çûâàíèå ñ ÷èïîì, êîòîðîå ìîæíî ðàçðóøèòü, ïðîèçâîä  ïðîìûâêó
ñîëåâûì ðàñòâîðîì.

Ôèã. 4. Ñâ çûâàíèå íåìîäèôèöèðîâàííîãî, àöåòèëèðîâàííîãî è îáðàáîòàííîãî
ïîëèýòèëåíãëèêîëåì áåëêà Flt1(1-3)-Fc ñ VEGF ïðè âûïîëíåíèè òâåðäîôàçíîãî
èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà (ELISA). Îáðàáîòàííûå ïîëèýòèëåíãëèêîëåì è
àöåòèëèðîâàííûå áåëêè Flt1(1-3)-Fc ñâ çûâàþòñ  ñ VEGF ñî ñðîäñòâîì, ïðèáëèæàþùèìñ  ê
çíà÷åíèþ, õàðàêòåðíîìó äë  íåìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc.

Ôèã. 5. Ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèå ïðîôèëè íåìîäèôèöèðîâàííîãî, àöåòèëèðîâàííîãî è
îáðàáîòàííîãî ïîëèýòèëåíãëèêîëåì áåëêà Flt1(1-3)-Fc. Ìûøàì Balb/ñ (23-28 ã) ïîäêîæíî
èíúåöèðóþò 4 ìã/êã íåìîäèôèöèðîâàííîãî, àöåòèëèðîâàííîãî èëè îáðàáîòàííîãî
ïîëèýòèëåíãëèêîëåì áåëêà Flt1(1-3)-Fc. Ó ìûøåé èç õâîñòà áåðóò êðîâü ÷åðåç 1, 2, 4,
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6, 24 ÷àñà, 2 äí  è 3 äí  ïîñëå èíúåêöèè áåëêà è àíàëèçèðóþò ñûâîðîòêó, âûïîëí  
ñòàíäàðòíûé àíàëèç ELISA, ïðåäíàçíà÷åííûé íà îáíàðóæåíè  áåëêà Flt1(1-3)-Fc. Òmax äë 
âñåõ áåëêîâ Flt1(1-3)-Fc íàõîäèòñ  â èíòåðâàëå îò 6 äî 24 ÷àñîâ. Ñmax äë  ðàçíûõ áåëêîâ
èìååò ñëåäóþùèå çíà÷åíè : íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê: 0,06 ìêã/ìë - 0,15 ìêã/ìë;
àöåòèëèðîâàííûé áåëîê: 1/5 ìêã/ìë - 4,0 ìêã/ìë è îáðàáîòàííûé ïîëèýòèëåíãëèêîëåì
áåëîê: ïðèìåðíî 5 ìêã/ìë.

Ôèã. 6À-6Â. IEF-àíàëèç â ãåëå íåìîäèôèöèðîâàííîãî è ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííîãî
áåëêà Flt1(1-3)-Fc. Íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc íå ñïîñîáåí ïðîíèêàòü â
ãåëü èç-çà ñâîåãî ïîêàçàòåë  pl>9,3, â òî âðåì  êàê áîëüøèíñòâî îáðàçöîâ ñòóïåí÷àòî
àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc (îáðàçöû, àöåòèëèðîâàííûå 30-100-êðàòíûì
ìîë ðíûì èçáûòêîì) ïðîíèêàþò â ãåëü è óðàâíîâåøèâàþòñ  ïðè pl 4/55-8,43 â çàâèñèìîñòè
îò ñòåïåíè àöåòèëèðîâàíè .

Ôèã. 7. Ñâ çûâàíèå íåìîäèôèöèðîâàííîãî è ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà
Flt1(1-3)-Fc ñ ïëàíøåòàìè, ïîêðûòûìè Matrigel®. Êàê è â ñëó÷àå ïîñòîðîííåãî
êîíòðîëüíîãî áåëêà, rTie2-Fc, ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc (îáðàçöû,
àöåòèëèðîâàííûå 20- è 30-êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì) íå ñâ çûâàþòñ  ñ ïëàíøåòîì,
ïîêðûòûì Matrigel, â òî âðåì  êàê íåàöåòèëèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc
õàðàêòåðèçóåòñ  çíà÷èòåëüíûì ñâ çûâàíèåì. Îáðàçåö, àöåòèëèðîâàííûé 10-êðàòíûì
ìîë ðíûì èçáûòêîì, îòëè÷àåòñ  ïîíèæåííûì ñâ çûâàíèåì, íî äàííà  ñòåïåíü
àöåòèëèðîâàíè  íå  âë åòñ  äîñòàòî÷íîé äë  ïîëíîãî áëîêèðîâàíè  ñâ çûâàíè  ñ
êîìïîíåíòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà.

Ôèã.8. Ñâ çûâàíèå íåìîäèôèöèðîâàííîãî è ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-
3)-Fc ïðè âûïîëíåíèè àíàëèçà íà îñíîâå Biacore. Ïðè ñóáñòåõèîìåòðè÷åñêîì ñîîòíîøåíèè
(0,5 ìêã/ìë íåìîäèôèöèðîâàííîãî èëè ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc íà
0,2 ìêã/ìë VEGF) â ðàñòâîðå íåäîñòàòî÷íî áåëêà Flt1(1-3)-Fc (íåìîäèôèöèðîâàííîãî èëè
ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà) äë  ïîëíîãî ñâ çûâàíè  VEGF. Ïðè êîíöåíòðàöèè 1,0
ìêã/ìë, êîòîðà  ïðèáëèæàåòñ  ê ñòåõèîìåòðè÷åñêîìó ñîîòíîøåíèþ 1:1, êàê
íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê, òàê è ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc ëó÷øå
êîíêóðèðóþò çà ïðåèìóùåñòâåííîå ñâ çûâàíèå ñ VEGF, íî ïðè ýòîì ïî-ïðåæíåìó
íåäîñòàòî÷íî áåëêà Flt1(1-3)-Fc (íåìîäèôèöèðîâàííîãî èëè ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííîãî
áåëêà) äë  ïîëíîãî íàñûùåíè  èìåþùåãîñ  VEGF. Îäíàêî ïðè êîíöåíòðàöèè 5, 0 ìêã/ìë,
êîòîðà  â íåñêîëüêî ðàç âûøå ñòåõèîìåòðè÷åñêîãî ñîîòíîøåíè  1:1, êàê áåëîê Flt1(1-3)-
Fc, òàê è ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc ñïîñîáíû íàñûùàòü VEGF
íåçàâèñèìî îò ñòåïåíè àöåòèëèðîâàíè .

Ôèã. 9. Ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèå ïðîôèëè íåìîäèôèöèðîâàííîãî è ñòóïåí÷àòî
àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc. Ìûøàì Balb/c (23-28 ã) ïîäêîæíî èíúåöèðóþò 4
ìã/êã íåìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà èëè ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííûõ 10-, 20-, 40-, 60-è
100-êðàòíûì èçáûòêîì áåëêîâ Fit1(1-3)-Fc (3 ìûøè äë  íåìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà è
îáðàçöîâ, àöåòèëèðîâàííûõ 10-, 20- è 40-êðàòíûì èçáûòêîì, 2 ìûøè äë  îáðàçöîâ,
àöåòèëèðîâàííûõ 60-è 100-êðàòíûì èçáûòêîì). Ó ìûøåé èç õâîñòà áåðóò êðîâü ÷åðåç 1, 2,
4, 6, 24 ÷àñà, 2 äí  è 3 äí  ïîñëå èíúåêöèè. Ñûâîðîòêó àíàëèçèðóþò ïðè ïîìîùè
ñòàíäàðòíîãî àíàëèçà íà îñíîâå ELISA, ïðåäíàçíà÷åííîãî íà îáíàðóæåíè  áåëêà Flt1(1-3)-
Fc. Òmax äë  âñåõ èñïûòàííûõ áåëêîâ Flt1(1-3)-Fc ñîîòâåòñòâóåò 6 ÷àñàì. Ñmax èìååò
ñëåäóþùèå çíà÷åíè : íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc - 0/06 ìêã/ìë; îáðàçåö,
àöåòèëèðîâàííûé 10-êðàòíûì èçáûòêîì, - 0/7 ìêã/ìë, îáðàçåö, àöåòèëèðîâàííûé 20-
êðàòíûì èçáûòêîì, - 2 ìêã/ìë, îáðàçåö, àöåòèëèðîâàííûé 40-êðàòíûì èçáûòêîì, - 4
ìêã/ìë, îáðàçåö, àöåòèëèðîâàííûé 60-êðàòíûì èçáûòêîì, - 2 ìêã/ìë, îáðàçåö,
àöåòèëèðîâàííûé 100-êðàòíûì èçáûòêîì, - 1 ìêã/ìë.

Ôèã. 10A-10D. Íóêëåîòèäíà  è âûâåäåííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áåëêà
Flt1(1-3)-Fc.

Ôèã. 11. Ñõåìàòè÷åñêîå èçîáðàæåíèå ñòðóêòóðû Flt1.
Ôèã. 12À è 12Â. Àíàëèç ãèäðîôèëüíîñòè àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äîìåíà 2

Ig è äîìåíà 3 Ig Flt1.
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Ôèã. 13A-13D. Íóêëåîòèäíà  è âûâåäåííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Mut1:

Ôèã. 14À-14Ñ. Íóêëåîòèäíà  è âûâåäåííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Mut2;

Ôèã. 15À-15Ñ. Íóêëåîòèäíà  è âûâåäåííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Mut3:
Flt1(2-3)-Fc.

Ôèã. 16A-16D. Íóêëåîòèäíà  è âûâåäåííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Mut4:

Ôèã. 17. Ñâ çûâàíèå íåìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc, ìóòàíòíîãî áåëêà ñ
äåëåöèåé îñíîâíîé îáëàñòè Flt1(1-3)-Fc è ìóòàíòíîãî áåëêà ïðè âûïîëíåíèè

àíàëèçà íà îñíîâå Biacore. Ïðè ñóáñòåõèîìåòðè÷åñêîì ñîîòíîøåíèè (0,25 ìêã/ìë Flt1(1-
3)-Fc íåìîäèôèöèðîâàííûõ, àöåòèëèðîâàííûõ èëè ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ
îáðàçöîâ íà 0,1 ìêã/ìë VEGF) áåëêà Flt1(1-3)-Fc íåäîñòàòî÷íî äë  áëîêèðîâàíè 
ñâ çûâàíè  VEGF ñ áåëêîì Flt1(1-3)-Fc, èììîáèëèçîâàííûì íà ÷èïå Biacore. Ïðè
êîíöåíòðàöèè 0,5 ìêã/ìë íåìîäèôèöèðîâàííîãî, àöåòèëèðîâàííîãî èëè ãåíåòè÷åñêè
ìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc ñòåõèîìåòðè÷åñêîå ñîîòíîøåíèå ïðèáëèæàåòñ  ê 1:1
è ïðè ýòîì âîçðàñòàåò ñïîñîáíîñòü áëîêèðîâàòü ñâ çûâàíèå VEGF ñ ÷èïîì Biacore. Ïðè
êîíöåíòðàöèè 1,0 ìêã/ìë íåìîäèôèöèðîâàííîãî, àöåòèëèðîâàííîãî èëè ãåíåòè÷åñêè
ìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc, êîòîðà  ïðèìåðíî ñîîòâåòñòâóåò
ñòåõèîìåòðè÷åñêîìó ñîîòíîøåíèþ 10:1, áåëêè Flt1(1-3)-Fc ñïîñîáíû áëîêèðîâàòü
ñâ çûâàíèå VEGF ñ ÷èïîì Biacore, íî èõ äåéñòâèå íå  âë åòñ  ýêâèâàëåíòíûì.
Íåìîäèôèöèðîâàííûé è àöåòèëèðîâàííûé áåëîê, à òàêæå ìóòàíòíûé áåëîê Mut1:

ïî ñóùåñòâó îäèíàêîâî áëîêèðóþò ñâ çûâàíèå VEGF, â òî âðåì  êàê

ìóòàíòíûé áåëîê Mut4: áëîêèðóåò ñâ çûâàíèå ìåíåå ýôôåêòèâíî.

Ôèã. 18. Ñâ çûâàíèå íåìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc, Mut1: ,

Mut2: è Flt1(2-3) ìóòàíòíûõ áåëêîâ ñ ïëàíøåòàìè, ïîêðûòûìè Matrigel®.

Íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc èíòåíñèâíî ñâ çûâàåòñ  ñ óêàçàííûìè ëóíêàìè,
áåëîê Mut3: Flt1(2-3)-Fc ñâ çûâàåòñ  íåñêîëüêî ñëàáåå, áåëîê

Mlt1; ñâ çûâàåòñ  åùå ñëàáåå è áåëîê Mut2: èìååò ëó÷øèé

ïðîôèëü, ñâ çûâà ñü ãîðàçäî ñëàáåå, ÷åì ëþáûå äðóãèå ìóòàíòíûå áåëêè.
Ãëèêîçèëèðîâàííûé ìóòàíòíûé áåëîê Mut4: õàðàêòåðèçóåòñ  ìèíèìàëüíûì

ïðåèìóùåñòâîì ïðè âûïîëíåíèè àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì Matrigel.
Ôèã. 19. Ñâ çûâàíèå íåìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc, Mut1: ,

Mut2: è Flt1(2-3) ìóòàíòíûõ áåëêîâ ïðè âûïîëíåíèè àíàëèçà íà îñíîâå

ELISA. Ïðè èñïûòàííûõ êîíöåíòðàöè õ íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc è
ìóòàíòíûå áåëêè Mut1: , Mut2: è Flt1(2-3) îäèíàêîâî

ñâ çûâàþò VEGF.
Ôèã. 20. Ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèå ïðîôèëè íåìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc, Mut1:

, Mut2: è Flt1(2-3) ìóòàíòíûõ áåëêîâ. Óêàçàííûå ðåàãåíòû

èìåþò ñëåäóþùèå çíà÷åíè  Cmax: íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc - 0,15 ìêã/ìë;
áåëîê Flt1(1-3)-Fc, àöåòèëèðîâàííûé 40-êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì, - 1,5 ìêã/ìë; è Mut1:

- 0,7 ìêã/ìë.

Ôèã. 21À-21Ñ. Íóêëåîòèäíà  è âûâåäåííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ìîäèôèöèðîâàííîãî ðåöåïòîðà Flt1, îáîçíà÷åííîãî Flt1D2.Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à).

Ôèã. 22À-22Ñ. Íóêëåîòèäíà  è âûâåäåííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ìîäèôèöèðîâàííîãî ðåöåïòîðà Flt1, ðåöåïòîðà Flt1, îáîçíà÷åííîãî
Flt1D2.VEGFR3D3.Fc ∆C1 (a).

Ôèã. 23. Àíàëèç âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÅÑÌ). Ðåçóëüòàòû äàííîãî àíàëèçà
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ïîêàçûâàþò, ÷òî áåëêè Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) è Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1 (à) çíà÷èòåëüíî
õóæå ñâ çûâàþòñ  ñ ÅÑÌ, ÷åì áåëîê Flt1(1-3)-Fc.

Ôèã. 24À-24Ñ. Íóêëåîòèäíà  è âûâåäåííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ìîäèôèöèðîâàííîãî ðåöåïòîðà Flt1, îáîçíà÷åííîãî VEGFR1R2-Fc∆C1 (a).

Ôèã. 25À-25Ñ. Àíàëèç ôîñôîðèëèðîâàíè . Ïðè 1,5-ìîë ðíîì èçáûòêå áåëêà Flt1(1-3)-Fc,
Flt1(1-3)-Fc (A40) èëè âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííîãî áåëêà Flt1D2F1k1D3.Fc∆C1 (à)
ïîëíîñòüþ áëîêèðóåòñ  ñòèìóë öè  ðåöåïòîðà òðåì  âûøåóêàçàííûìè
ìîäèôèöèðîâàííûìè ðåöåïòîðàìè Flt1 ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòèìóë öèåé êîíòðîëüíîé ñðåäîé.
Â îòëè÷èå îò ýòîãî âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííûé áåëîê Flt1D2VEGFR3D3.Fc∆C1 (à) íå
âûçûâàåò ñóùåñòâåííîãî áëîêèðîâàíè  ïðè óêàçàííîì ìîë ðíîì èçáûòêå ïî ñðàâíåíèþ ñî
ñòèìóë öèåé ïîëîæèòåëüíûì êîíòðîëüíûì áåëêîì VEGF. Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû
ïîêàçàíû íà ôèã. 25Â, ãäå ìîäèôèöèðîâàííûå ðåöåïòîðû Flt èñïîëüçîâàíû â òðåõêðàòíîì
ìîë ðíîì èçáûòêå îòíîñèòåëüíî ëèãàíäà VEGF165. Íà ôèã. 25Ñ, ãäå ìîäèôèöèðîâàííûå
ðåöåïòîðû Flt1 èñïîëüçîâàíû â øåñòèêðàòíîì ìîë ðíîì èçáûòêå îòíîñèòåëüíî ëèãàíäà
VEGF165, ïîêàçàíî, ÷òî âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííûé áåëîê Flt1D2VEGFR3D3.Fc∆C1 (à)
÷àñòè÷íî áëîêèðóåò îáóñëîâëåííóþ VEGF165 ñòèìóë öèþ ðåöåïòîðîâ íà ïîâåðõíîñòè
êëåòêè.

Ôèã. 26À-26Â. Àíàëèç ôîñôîðèëèðîâàíè . Îáíàðóæåíèå ïðè ïîìîùè âåñòåðí-áëîòòèíãà
ôîñôîðèëèðîâàííîãî òèðîçèíîì áåëêà VEGFR2(Flk1) â ðåçóëüòàòå ñòèìóë öèè ëèãàíäîì
VEGF165 ïîêàçûâàåò, ÷òî ðåöåïòîðû íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè íå ôîñôîðèëèðóþòñ 
ñòèìóëèðóþùèìè îáðàçöàìè, ñîäåðæàùàìè VEGF165, êîòîðûé ïðåäâàðèòåëüíî
èíêóáèðóþò ñ 1- è 2-êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì (ôèã. 26À) èëè 3- èëè 4-êðàòíûì
ìîë ðíûì èçáûòêîì (ôèã. 26Â) âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííîãî áåëêà Flt1D2Flk1D3.Fc∆Ñ1
(à), ïîñòî ííî ýêñïðåññèðîâàííîãî áåëêà Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) èëè âðåìåííî
ýêñïðåññèðîâàííîãî áåëêà VEGFR1R2-Fc∆C1 (a). Ïðè âñåõ èñïûòàííûõ êîíöåíòðàöè õ
ìîäèôèöèðîâàííîãî ðåöåïòîðà Flt1 ïðîèñõîäèò ïîëíîå ñâ çûâàíèå ëèãàíäà VEGF165 âî
âðåì  ïðåäâàðèòåëüíîé èíêóáàöèè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî îòñóòñòâóåò äåòåêòèðóåìà 
ñòèìóë öè  ðåöåïòîðîâ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê íåñâ çàííûì VEGF165 ïî ñðàâíåíèþ ñî
ñòèìóë öèåé êîíòðîëüíîé ñðåäîé.

Ôèã. 27. Àíàëèç ïðîëèôåðàöèè êëåòîê MG/R2. Ñëåäóþùèå ìîäèôèöèðîâàííûå
ðåöåïòîðû Flt, â ÷àñòíîñòè Flt1(1-3)-Fc, Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) è Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1
(a), à òàêæå ïîñòîðîííèé ðåöåïòîð, îáîçíà÷åííûé êàê Tie2-Fc, èñïîëüçóåìûé â êà÷åñòâå
îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëüíîãî îáðàçöà, òèòðóþò â ïðåäåëàõ îò 40 íÌ äî 20 ïÌ è
èíêóáèðóþò íà êëåòêàõ â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè 37°Ñ. Çàòåì âî âñå ëóíêè äîáàâë þò
ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê VEGF165 ÷åëîâåêà â êîíöåíòðàöèè 1,56 íÌ, íàõîä ùèéñ  â ñðåäå
îïðåäåëåííîãî ñîñòàâà. Îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëüíûé ðåöåïòîð Tie2-Fc, èñïîëüçóåìûé â
ëþáîé êîíöåíòðàöèè, íå áëîêèðóåò îáóñëîâëåííóþ VEGF165 ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, â òî
âðåì  êàê Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) áëîêèðóåò 1,56 íÌ VEGF165 ïðè ïîëîâèíå ìàêñèìàëüíîé
äîçû, ðàâíîé 0,8 íÌ. Áåëêè Flt1(1-3)-Fc è Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1 (à) ìåíåå ýôôåêòèâíî
áëîêèðóþò VEGF165 â äàííîì àíàëèçå ïðè ïîëîâèíå ìàêñèìàëüíîé äîçû, ðàâíîé ~2 íÌ.
Èñïîëüçóåìûé îòäåëüíî áåëîê VEGF165 äàåò ðåçóëüòàò, ðàâíûé 1,2 åäèíèöàì ïîãëîùåíè ,
ïðè ýòîì ôîíîâîå ïîãëîùåíèå ðàâíî 0,38 åäèíèöû.

Ôèã. 28. Îïðåäåëåíèå ñòåõèîìåòðèè ñâ çûâàíè  àíàëèçîì íà îñíîâå Biacore.
Ñòåõèîìåòðèþ ñâ çûâàíè  âû÷èñë þò â âèäå ìîë ðíîãî îòíîøåíè  ñâ çàííîãî VEGF165 ê
èììîáèëèçîâàííîìó Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) èëè VEGFRlR2-Fc∆C1 (à), èñïîëüçó 
êîýôôèöèåíò ïðåâðàùåíè , ðàâíûé 1000 êðûñèíûõ åäèíèö (RU), êîòîðûé ýêâèâàëåíòåí 1
íã/ìë. Ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ñòåõèîìåòðè  ñâ çûâàíè  ðàâíà îäíîé äèìåðíîé
ìîëåêóëå VEGF165 íà îäíó ìîëåêóëó Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) èëè VEGFRlR2-Fc∆C1 (a).

Ôèã. 29 è 30. Îïðåäåëåíèå ñòåõèîìåòðèè âûòåñíèòåëüíîé õðîìàòîãðàôèåé.
Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) èëè VEGFR1R2-Fc∆C1 (à) â êîíöåíòðàöèè 1 íÌ (êîòîðà  â 1000
ðàç ïðåâûøàåò KD âçàèìîäåéñòâè  Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) èëè VEGFR1R2-Fc∆C1 (a)
/VEGF165 ñìåøèâàþò ñ VEGF165 â ðàçíûõ êîíöåíòðàöè õ. Ïîñëå èíêóáàöèè èçìåð þò
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êîíöåíòðàöèþ ñâîáîäíîãî Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) â ðàñòâîðå. Äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî
äîáàâëåíèå 1 íÌ VEGF165 â ðàñòâîð Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) ïîëíîñòüþ áëîêèðóåò
ñâ çûâàíèå Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) ñ ïîâåðõíîñòüþ VEGF165. Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò
ïîçâîë åò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñòåõèîìåòðè  ñâ çûâàíè  ðàâíà îäíîé ìîëåêóëå VEGF165 íà
îäíó ìîëåêóëó Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (a).

Ôèã. 31. Âûòåñíèòåëüíà  õðîìàòîãðàôè  (SEC) â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ. Ïèê ¹1
ñîîòâåòñòâóåò êîìïëåêñó Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) /VEGF165 è ïèê ¹2 ñîîòâåòñòâóåò
íåñâ çàííîìó áåëêó VEGF165. Ôðàêöèè, ýëþèðîâàííûå â ïðåäåëàõ 1,1 è 1,2 ìë,
îáúåäèí þò è äîáàâë þò ãèäðîõëîðèä ãóàíèäèíà (GuHCl) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 4,5 Ì
äë  äèññîöèàöèè êîìïëåêñà.

Ôèã. 32. Âûòåñíèòåëüíà  õðîìàòîãðàôè  (SEC) â óñëîâè õ äèññîöèàöèè. ×òîáû
ðàçäåëèòü êîìïîíåíòû êîìïëåêñà ðåöåïòîð-ëèãàíä è îïðåäåëèòü èõ ìîë ðíîå
ñîîòíîøåíèå, 50 ìêë äèññîöèèðîâàííîãî êîìïëåêñà çàãðóæàþò íà êîëîíêó ñ ñóïåðîçîé
Superose 12 PC 3.2/30, óðàâíîâåøåííóþ 6 Ì ðàñòâîðîì GuHCl, è ýëþèðóþò. Ïèê ¹1
ñîîòâåòñòâóåò Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) è ïèê ¹2 ñîîòâåòñòâóåò VEGF165.

Ôèã. 33, 34 è 35. Âûòåñíèòåëüíà  õðîìàòîãðàôè  (SEC) ñî ñâåòîðàññå íèåì â
îïåðàòèâíîì ðåæèìå. Äë  îïðåäåëåíè  ìîëåêóë ðíîé ìàññû (MW) êîìïëåêñà ðåöåïòîð-
ëèãàíä èñïîëüçóþò êîëîíêó äë  âûòåñíèòåëüíîé õðîìàòîãðàôèè ñ äåòåêòîðîì
ñâåòîðàññå íè  â îïåðàòèâíîì ðåæèìå MiniDawn (Wyatt Technology, Santa Barbara,
California) è äåòåêòîðàìè ïîêàçàòåë  ïðåëîìëåíè  (RI) (Shimadzu, Kyoto, Japan). Êàê
ïîêàçàíî íà ôèã. 33, ïðîôèëü ýëþèðîâàíè  âêëþ÷àåò äâà ïèêà. Ïèê ¹1 ñîîòâåòñòâóåò
êîìïëåêñó ðåöåïòîð-ëèãàíä è ïèê ¹2 ñîîòâåòñòâóåò íåñâ çàííîìó áåëêó VEGF165.
Ìîëåêóë ðíóþ ìàññó âûñ÷èòûâàþò íà îñíîâàíèè ñèãíàëîâ ñâåòîðàññå íè  (LS) è
ïîêàçàòåë  ïðåëîìëåíè  (RI). Àíàëîãè÷íóþ ïðîöåäóðó èñïîëüçóþò äë  îïðåäåëåíè 
ìîëåêóë ðíîé ìàññû îòäåëüíûõ êîìïîíåíòîâ êîìïëåêñà ðåöåïòîð-ëèãàíä. Íèæå ïðèâåäåíû
ðåçóëüòàòû óêàçàííûõ îïðåäåëåíèé: ìîëåêóë ðíà  ìàññà êîìïëåêñà Flt1D2Flk1D3.Fc∆Ñ1
(a)/VEGF165 â ïîëîæåíèè ïèêà ðàâíà 157300 (ôèã. 33), ìîëåêóë ðíà  ìàññà VEGF165 â
ïîëîæåíèè ïèêà ðàâíà 44390 (ôèã. 34) è ìîëåêóë ðíà  ìàññà R1R2 â ïîëîæåíèè ïèêà ðàâíà
113300 (ôèã. 35).

Ôèã. 36. Ïåïòèäíîå êàðòèðîâàíèå è àíàëèç ãëèêîçèëèðîâàíè . Äèñóëüôèäíûå ñòðóêòóðû
è ñàéòû ãëèêîçèëèðîâàíè  â Flt1D2Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à) îïðåäåë þò ìåòîäîì ïåïòèäíîãî
êàðòèðîâàíè . Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) ñîäåðæèò â îáùåé ñëîæíîñòè äåñ òü öèñòåèíîâ,
øåñòü èç êîòîðûõ îòíîñ òñ  ê îáëàñòè Fc. Cys27 ñâ çàí äèñóëüôèäíîé ñâ çüþ ñ Cys76.
Cys121 ñâ çàí äèñóëüôèäíîé ñâ çüþ ñ Cys182. Äâà ïåðâûõ öèñòåèíà â îáëàñòè Fc (Cys211
è Cys214) îáðàçóþò ìåæìîëåêóë ðíóþ äèñóëüôèäíóþ ñâ çü ñ äâóì  àíàëîãè÷íûìè
öèñòåèíàìè â äðóãîé öåïè Fc. Îäíàêî íåâîçìîæíî îïðåäåëèòü, îáðàçóåòñ  ëè
äèñóëüôèäíà  ñâ çü ìåæäó îäèíàêîâûìè öèñòåèíàìè (íàïðèìåð, Cys211 ñ Cys211) èëè
ìåæäó Cys211 è Cys214. Cys216 ñâ çàí äèñóëüôèäíîé ñâ çüþ ñ Cys 306. Cys352 ñâ çàí
äèñóëüôèäíîé ñâ çüþ ñ Cys410.

Â Flt1D2Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à) èìååòñ  ï òü âåðî òíûõ N-ñâ çàííûõ ñàéòîâ
ãëèêîçèëèðîâàíè , êîòîðûå, êàê èçâåñòíî, ãëèêîçèëèðîâàíû â ðàçíîé ñòåïåíè. Ïîëíîå
ãëèêîçèëèðîâàíèå íàáëþäàåòñ  íà ñàéòàõ Asn 33, Asn193 è Asn282. ×àñòè÷íîå
ãëèêîçèëèðîâàíèå íàáëþäàåòñ  íà ñàéòàõ Asn65 è Asn120. Ñàéòû ãëèêîçèëèðîâàíè  íà
÷åðòåæå ïîä÷åðêíóòû.

Ôèã. 37. Ôàðìàêîêèíåòèêà Flt1(1-3)-Fc (À40), Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) èëè VEGFR1R2-
Fc∆C1 (à). Ìûøàì Balb/c ïîäêîæíî èíúåöèðóþò 4 ìã/êã Flt1(1-3)-Fc (A40),
Flt1D2Flk1D3.Fc ∆C1 (a), âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííîãî â  è÷íèêå êèòàéñêîãî õîì ÷êà
(ÑÍÎ), Flt1D2Flk1D3.Fc∆Ñ1 (a), ïîñòî ííî ýêñïðåññèðîâàííîãî â ÑÍÎ, è VEGFRlR2-
Fc∆d(a), âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííîãî â ÑÍÎ. Ó ìûøåé èç õâîñòà áåðóò êðîâü ÷åðåç 1, 2,
4, 6, 24 ÷àñà, 2 äí , 3 äí  è 6 äíåé ïîñëå èíúåêöèè. Ñûâîðîòêó àíàëèçèðóþò ïðè ïîìîùè
ELISA, ïðåäíàçíà÷åííîãî äë  îáíàðóæåíè  Flt1(1-3)-Fc (A40), Flt1D2Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à) èëè
VEGFR1R2-Fc∆C1 (a). Òmax äë  Flt1(1-3)-Fc (A40) ñîîòâåòñòâóåò 6 ÷àñàì, â òî âðåì 
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êàê Òmax äë  âðåìåííî è ïîñòî ííî ýêñïðåññèðîâàííîãî áåëêà Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) è
âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííîãî áåëêà VEGFR1R2-Fc∆Ñ1 (à) ñîîòâåòñòâóåò 24
÷àñàì. Ñmax äë  Flt1(1-3)-Fc (A40) ðàâíî 8 ìêã/ìë, Cmax äë  âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííûõ
áåëêîâ Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) è VEGFR1R2-Fc∆C1 (à) ðàâíî 18 ìêã/ìë è Cmax äë 
ïîñòî ííî ýêñïðåññèðîâàííîãî áåëêà VEGFR1R2-Fc∆C1 (à) ðàâíî 30 ìêã/ìë.

Ôèã. 38. Ôàðìàêîêèíåòèêà Flt1(1-3)-Fc (A40), Flt1D2.Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à) è Flt1D2.VEGFR3D3-
Fc∆C1 (a). Ìûøàì Balb/c ïîäêîæíî èíúåöèðóþò 4 ìã/êã Fltl(1-3)-Fc (A40),
Flt1D2.Flk1D3.Fc ∆C1 (a), âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííîãî â  è÷íèêå êèòàéñêîãî õîì ÷êà
(ÑÍÎ), è Flt1D2.VEGFR3D3-Fc∆C1 (à), âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííîãî â ÑÍÎ. Ó ìûøåé èç
õâîñòà áåðóò êðîâü ÷åðåç 1, 2, 5, 6, 7, 8, 12, 15 è 20 äíåé ïîñëå èíúåêöèè. Ñûâîðîòêó
àíàëèçèðóþò ïðè ïîìîùè ELISA, ïðåäíàçíà÷åííîãî äë  îáíàðóæåíè  Flt1(1-3)-Fc,
Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) èëè Flt1D2.VEGFR3D3-Fc∆C1 (a). Flt1(1-3)-Fc (A40) íå
îáíàðóæåí â ñûâîðîòêå ÷åðåç 5 äíåé, à Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) è Flt1D2.VEGFR3D3-Fc∆C1
(à) îáíàðóæåíû ÷åðåç 15 è áîëåå äíåé.

Ôèã. 39. Ñïîñîáíîñòü Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) ïîäàâë òü ðîñò îïóõîëè ôèáðîñàðêîìû
ÍÒ-1080 in vivo. Ââåäåíèå ìûøàì SCID ÷åðåç äåíü èëè 2 ðàçà â íåäåëþ
FltlD2.Flk1D3.Fc ∆C1 (à) â äîçå 25 ìã/êã ñóùåñòâåííî óìåíüøàåò ðîñò ïîäêîæíûõ îïóõîëåé
ôèáðîñàðêîìû ÍÒ-1080.

Ôèã. 40. Ñïîñîáíîñòü Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) ïîäàâë òü ðîñò îïóõîëè ãëèîìû Ñ6 in
vivo. Ââåäåíèå ìûøàì SCID ÷åðåç äåíü èëè 2 ðàçà â íåäåëþ Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) â
äîçå 2,5 ìã/êã ñóùåñòâåííî óìåíüøàåò ðîñò ïîäêîæíûõ îïóõîëåé ãëèîìû Ñ6.

Ôèã. 41. VEGF-èíäóöèðîâàííà  ïîâûøåííà  ïðîíèöàåìîñòü ìàòêè. Ïîäêîæíîå ââåäåíèå
PMSG (5 ì.å.) ñ öåëüþ îâóë öèè ñàìîê êðûñ â ïðåïóáåðòàòíîì ïåðèîäå ñòèìóëèðóåò
âûáðîñ ýñòðàäèîëà ÷åðåç 2 äí , ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü âûçûâàåò èíäóêöèþ VEGF â ìàòêå.
Óêàçàííà  èíäóêöè  óâåëè÷èâàåò ïðîíèöàåìîñòü ìàòêè è ñîäåðæàíèå â íåé æèäêîñòè.
Ïîäêîæíîå ââåäåíèå Flt(1-3)-Fc (À40), Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) èëè FltD2,VEGFR3D3-Fc∆C1
(à) â äîçå 25 ìã/êã ÷åðåç 1 ÷àñ ïîñëå ââåäåíè  PMSG ïðèìåðíî íà 50% óìåíüøàåò ìàññó
æèäêîñòè â ìàòêå.

Ôèã. 42À-42Â. Îöåíêà àíãèîãåíåçà æåëòîãî òåëà ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãåñòåðîíà â
êà÷åñòâå òåñòèðóþùåãî àãåíòà. Ïîäêîæíîå ââåäåíèå PMSG (5 ì.å.) äë  èíäóöèðîâàíè 
îâóë öèè ñàìîê êðûñ â ïðåïóáåðòàòíîì ïåðèîäå âûçûâàåò îáðàçîâàíèå àêòèâíîãî æåëòîãî
òåëà ñ ïëîòíîé ñåòüþ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ, êîòîðîå ñåêðåòèðóåò ïðîãåñòåðîí â êðîâîòîê,
ïîäãîòàâëèâà  ìàòêó ê îïëîäîòâîðåíèþ. Äë  îáðàçîâàíè  êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ â æåëòîì
òåëå íåîáõîäèì VEGF. Óðîâíè ïðîãåñòåðîíà â ñîñòî íèè ïîêî  ðàâíû ïðèìåðíî 5 íã/ìë è
ìîãóò áûòü äîâåäåíû äî 25-40 íã/ìë ïîñëå ââåäåíè  PMSG. Ïîäêîæíà  èíúåêöè  Flt1(1-3)-
Fc (À40) èëè Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) â äîçå 25 ìã/êã èëè 5 ìã/êã ÷åðåç 1 ÷àñ ïîñëå
ââåäåíè  PMSG ïîëíîñòüþ ïîäàâë åò èíäóêöèþ ïðîãåñòåðîíà íà 4-é äåíü.

Ïîäðîáíîå îïèñàíèå èçîáðåòåíè 
Â äàííîé îáëàñòè äàâíî ñóùåñòâóåò ïðîáëåìà ïîëó÷åíè  àíòàãîíèñòà VEGF íà îñíîâå

ðåöåïòîðà, ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèé ïðîôèëü êîòîðîãî ïîçâîëèë áû ðàññìàòðèâàòü
àíòàãîíèñò â êà÷åñòâå âîçìîæíîãî ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà. Àâòîðû íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  âïåðâûå îïèñûâàþò ìîëåêóëó õèìåðíîãî ïîëèïåïòèäà, ñïîñîáíóþ ïîäàâë òü
àêòèâíîñòü VEGF, êîòîðà  îáëàäàåò óëó÷øåííûìè ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè ïî
ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè èçâåñòíûìè àíòàãîíèñòàìè VEGF íà îñíîâå ðåöåïòîðà. Ìîëåêóëû
õèìåðíîãî ïîëèïåïòèäà, ðàññìàòðèâàåìûå â äàííîì îïèñàíèè èçîáðåòåíè , âïåðâûå ñòàëè
ïðèãîäíû äë  ïðèìåíåíè  â ëå÷åáíîé ïðàêòèêå, öåëüþ êîòîðîé  âë åòñ  ïîäàâëåíèå
àêòèâíîñòè VEGF.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê íîâûì ìîëåêóëàì õèìåðíîãî ïîëèïåïòèäà,
ïîëó÷åííûì ïóòåì ñëè íè  ìîäèôèöèðîâàííîãî âíåêëåòî÷íîãî ñâ çûâàþùåãî ëèãàíä
äîìåíà ðåöåïòîðà Flt1 ñ îáëàñòüþ Fc èììóíîãëîáóëèíà G (IgG).

Âíåêëåòî÷íûé ñâ çûâàþùèé ëèãàíä äîìåí îïðåäåë åòñ  êàê ÷àñòü ðåöåïòîðà, êîòîðûé
ïî ñâîåé íàòèâíîé êîíôîðìàöèè â êëåòî÷íîé ìåìáðàíå èìååò âíåêëåòî÷íóþ îðèåíòàöèþ,
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ãäå îí ìîæåò êîíòàêòèðîâàòü ñ ðîäñòâåííûì ëèãàíäîì. Âíåêëåòî÷íûé ñâ çûâàþùèé ëèãàíä
äîìåí íå ñîäåðæèò ãèäðîôîáíûõ àìèíîêèñëîò, õàðàêòåðíûõ äë  òðàíñìåìáðàííîãî äîìåíà
ðåöåïòîðà, èëè ëþáûõ äðóãèõ àìèíîêèñëîò, õàðàêòåðíûõ äë  âíóòðèêëåòî÷íîãî äîìåíà
ðåöåïòîðà. Âíóòðèêëåòî÷íûé èëè öèòîïëàçìàòè÷åñêèé äîìåí ðåöåïòîðà îáû÷íî âêëþ÷àåò
ïîëîæèòåëüíî çàð æåííûå èëè ïîë ðíûå àìèíîêèñëîòû (òî åñòü ëèçèí, àðãèíèí, ãèñòèäèí,
ãëóòàìèíîâóþ êèñëîòó, àñïàðàãèíîâóþ êèñëîòó). Ïðåäøåñòâóþùèå (15-30),
ïðåèìóùåñòâåííî ãèäðîôîáíûå èëè íåïîë ðíûå àìèíîêèñëîòû (òî åñòü ëåéöèí, âàëèí,
èçîëåéöèí è ôåíèëàëàíèí) îáðàçóþò òðàíñìåìáðàííûé äîìåí. Âíåêëåòî÷íûé äîìåí
ñîäåðæèò àìèíîêèñëîòû, êîòîðûå ïðåäøåñòâóþò ãèäðîôîáíîìó òðàíñìåìáðàííîìó
ôðàãìåíòó àìèíîêèñëîò. Òðàíñìåìáðàííûé äîìåí îáû÷íî ôëàíêèðîâàí ïîëîæèòåëüíî
çàð æåííûìè èëè ïîë ðíûìè àìèíîêèñëîòàìè, òàêèìè êàê ëèçèí èëè àðãèíèí. Ôîí Ãåéíå
îïóáëèêîâàë äåòàëüíûå ïðàâèëà, ïîçâîë þùèå ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè
îïðåäåëèòü, êàêèå àìèíîêèñëîòû äàííîãî ðåöåïòîðà îòíîñ òñ  ê âíåêëåòî÷íûì,
òðàíñìåìáðàííûì èëè âíóòðèêëåòî÷íûì äîìåíàì (ñì. von Heijne, 1995, BioEssays 17:25-
30). Èíôîðìàöèþ î ïðîãíîçèðîâàíèè äîìåíîâ áåëêà ìîæíî àëüòåðíàòèâíî ïîëó÷èòü íà
òàêèõ Web-ñàéòàõ ñåòè Èíòåðíåò, êàê http://ulrec3.unil.ch/software/TMPRED_form.html.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîíñòðóèðîâàíèþ ìîëåêóë íóêëåèíîâûõ êèñëîò,
êîäèðóþùèõ ìîëåêóëû õèìåðíûõ ïîëèïåïòèäîâ, êîòîðûå âñòðàèâàþò â âåêòîð, ñïîñîáíûé
ýêñïðåññèðîâàòü ìîëåêóëû õèìåðíûõ ïîëèïåïòèäîâ ïðè ââåäåíèè â ïðèåìëåìóþ êëåòêó-
õîç èíà. Ïðèåìëåìûìè êëåòêàìè-õîç åâàìè  âë þòñ , íî íå îãðàíè÷èâàþòñ  èìè,
áàêòåðèàëüíûå êëåòêè, äðîææåâûå êëåòêè, êëåòêè íàñåêîìûõ è êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ. Äë 
êîíñòðóèðîâàíè  ýêñïðåññèðóþùèõ âåêòîðîâ, êîäèðóþùèõ ìîëåêóëû õèìåðíûõ
ïîëèïåïòèäîâ ïîä êîíòðîëåì ñèãíàëîâ òðàíñêðèïöèîííîãî/òðàíñë öèîííîãî êîíòðîë ,
ìîæíî èñïîëüçîâàòü ëþáûå ìåòîäû, ïðèìåí åìûå ñïåöèàëèñòàìè â äàííîé îáëàñòè äë 
âñòðàèâàíè  ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â âåêòîð. Óêàçàííûå ìåòîäû ìîãóò âêëþ÷àòü ìåòîäû
ðåêîìáèíàíòíûõ ÄÍÊ è ìåòîäû ñèíòåçà in vitro è ðåêîìáèíàöèè in vivo (ãåíåòè÷åñêóþ
ðåêîìáèíàöèþ) (ñì. Sambrook, et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory; Current Protocols in Molecular Biology, Eds. Ausubel, et
al., Greene Publ. Assoc., Wiley-Interscience, NY).

Ýêñïðåññèþ ìîëåêóë íóêëåèíîâûõ êèñëîò, êîäèðóþùèõ ìîëåêóëû õèìåðíûõ
ïîëèïåïòèäîâ, ìîæíî ðåãóëèðîâàòü âòîðîé íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ òàê, ÷òîáû
ìîëåêóëà õèìåðíîãî ïîëèïåïòèäà áûëà ýêñïðåññèðîâàíà â õîç èíå, òðàíñôîðìèðîâàííîì
ìîëåêóëîé ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ. Íàïðèìåð, ýêñïðåññèþ îïèñàííûõ ìîëåêóë õèìåðíûõ
ïîëèïåïòèäîâ ìîæíî ðåãóëèðîâàòü ëþáûì ïðîìîòîðîì/ýíõàíñåðîì, èçâåñòíûì â äàííîé
îáëàñòè. Ïðîìîòîðû, êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ðåãóëèðîâàíè  ýêñïðåññèè ìîëåêóë
õèìåðíûõ ïîëèïåïòèäîâ, âêëþ÷àþò, íî íå îãðàíè÷èâàþòñ  èìè, äëèííûé êîíöåâîé ïîâòîð,
îïèñàííûé â ñòàòüå Ñêóèíòî è äð. (Squinto et al., 1991, Cell 65:1-20); ðàííþþ
ïðîìîòîðíóþ îáëàñòü SV40 (Bernoist and Chambon, 1981, Nature 290:304-310), ïðîìîòîð
CMV, 5'-êîíöåâîé ïîâòîð Ì-MuLV, ïðîìîòîð, íàõîä ùèéñ  â äëèííîì 3'-êîíöåâîì ïîâòîðå
âèðóñà ñàðêîìû Ðàóñà (Yamamoto, et al., 1980, Cell 22:787-797), ïðîìîòîð
òèìèäèíêèíàçû ãåðïåñà (Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:144-
1445), ðåãóë òîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà ìåòàëëîòèîíèíà (Brinster et al., 1982,
Nature 296:39-42); ïðî-êàðèîòè÷åñêèå ýêñïðåññèðóþùèå âåêòîðû, òàêèå êàê
ïðîìîòîð β-ëàêòàìàçû (Villa-Kamaroff, et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75:
3727-3731) èëè tac-ïðîìîòîð (DeBoer, et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80:
21-25, ñì. òàêæå "Useful proteins from recombinant bacteria" in Scientific American,
1980, 242:74-94); ïðîìîòîðû èç äðîææåé èëè äðóãèõ ãðèáîâ, òàêèå êàê ïðîìîòîð Gal 4,
ïðîìîòîð ADH (àëêîãîëüäåãèäðîãåíàçû), ïðîìîòîð PGK (ôîñôîãëèöåðîëêèíàçû), ïðîìîòîð
ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû è íèæåñëåäóþùèå æèâîòíûå îáëàñòè òðàíñêðèïöèîííîãî êîíòðîë 
æèâîòíûõ, êîòîðûå õàðàêòåðèçóþòñ  òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòüþ è èñïîëüçóþòñ  â
òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ: îáëàñòü ãåííîãî êîíòðîë  ýëàñòàçû I, êîòîðà  àêòèâíà â
àöèíàðíûõ êëåòêàõ ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû (Swift et al., 1984, Cell 38:639-646; Ornitz
et al., 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409; MacDonald, 1987,

Ñòðàíèöà: 15

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 265 661 C2

Hepatology 7:425-515); îáëàñòü ãåííîãî êîíòðîë  èíñóëèíà, êîòîðà  àêòèâíà â áåòà-
êëåòêàõ ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû (Hanahan, 1985, Nature 315:115-122), îáëàñòü ãåííîãî
êîíòðîë  èììóíîãëîáóëèíà, êîòîðà  àêòèâíà â ëèìôîèäíûõ êëåòêàõ (Grosschedl et al.,
1984, Cell 38:647-658; Adames et al., 1985, Nature 318:533-538; Alexander et al.,
1987, Mol. Cell. Biol. 7:1436-1444), îáëàñòü âèðóñíîãî êîíòðîë  îïóõîëè ìîëî÷íîé
æåëåçû ó ìûøåé, êîòîðà  àêòèâíà â êëåòêàõ  è÷êà, ìîëî÷íîé æåëåçû, ëèìôîèäíûõ è
òó÷íûõ êëåòêàõ (Leder et al., 1986, Cell 45:485-495), îáëàñòü ãåííîãî êîíòðîë 
àëüáóìèíà, êîòîðà  àêòèâíà â ïå÷åíè (Pinkert et al., 1987, Genes and Devel. 1:268-
276), îáëàñòü ãåííîãî êîíòðîë  àëüôà-ôåòîïðîòåèíà, êîòîðà  àêòèâíà â ïå÷åíè (Krumlauf
et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5:1639-1648; Hammer et al., 1987, Science 235:53-58);
îáëàñòü ãåííîãî êîíòðîë  àëüôà-1-àíòèòðèïñèíà, êîòîðà  àêòèâíà â ïå÷åíè (Kelsey et
al., 1987, Genes and Devel. 1:161-171), îáëàñòü ãåííîãî êîíòðîë  áåòà-ãëîáèíà,
êîòîðà  àêòèâíà â ìèåëîèäíûõ êëåòêàõ (Mogram et al., 1985, Nature 315:338-340;
Kollias et al., 1986, Cell 46:89-94); îáëàñòü ãåííîãî êîíòðîë  îñíîâíîãî áåëêà
ìèåëèíà, êîòîðà  àêòèâíà â îëèãîäåíäðîöèòàõ ãîëîâíîãî ìîçãà (Readhead et al., 1987,
Cell 48:703-712); îáëàñòü ãåííîãî êîíòðîë  ëåãêîé öåïè-2 ìèîçèíà, êîòîðà  àêòèâíà â
ñêåëåòíûõ ìûøöàõ (Shani, 1985, Nature 314:283-286) è îáëàñòü ãåííîãî êîíòðîë 
ãîíàäîòðîïíîãî ãîðìîíà, êîòîðà  àêòèâíà â ãèïîòàëàìóñå (Mason et al., 1986, Science
234:1372-1378).

Òàêèì îáðàçîì, â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì ýêñïðåññèðóþùèå âåêòîðû,
ñïîñîáíûå ðåïëèöèðîâàòüñ  â áàêòåðèàëüíîì èëè ýóêàðèîòè÷åñêîì õîç èíå è ñîäåðæàùèå
íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, êîäèðóþùóþ âûøåîïèñàííóþ ìîëåêóëó õèìåðíîãî ïîëèïåïòèäà,
èñïîëüçóþò äë  òðàíñôåêöèè õîç èíà, òåì ñàìûì ðåãóëèðó  ýêñïðåññèþ òàêèõ íóêëåèíîâûõ
êèñëîò ñ öåëüþ ïðîäóöèðîâàíè  ìîëåêóë õèìåðíîãî ïîëèïåïòèäà, êîòîðûå çàòåì ìîãóò
áûòü âûäåëåíû â áèîëîãè÷åñêè àêòèâíîé ôîðìå. Â èñïîëüçóåìîì çäåñü çíà÷åíèè òåðìèí
"áèîëîãè÷åñêè àêòèâíà  ôîðìà" îçíà÷àåò ôîðìó, ñïîñîáíóþ ñâ çûâàòüñ  ñ VEGF.

Ýêñïðåññèðóþùèå âåêòîðû, ñîäåðæàùèå îïèñàííûå ìîëåêóëû õèìåðíîé íóêëåèíîâîé
êèñëîòû, ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü ïî òðåì îáùèì ïðèçíàêàì: (à) ãèáðèäèçàöè  ÄÍÊ-ÄÍÊ,
(b) íàëè÷èå èëè îòñóòñòâèå ôóíêöèé ãåíà-"ìàðêåðà" è (ñ) ýêñïðåññè  âñòðîåííûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ïåðâûì ïðèçíàêîì íàëè÷èå ÷óæåðîäíîãî ãåíà,
âñòðîåííîãî â ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð, ìîæíî îáíàðóæèòü ïî ãèáðèäèçàöèè ÄÍÊ-ÄÍÊ,
èñïîëüçó  çîíäû, ñîäåðæàùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå ãîìîëîãè÷íû âñòàâëåííûì
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ì ìîëåêóë õèìåðíûõ ïîëèïåïòèäîâ. Â ñîîòâåòñòâèè ñ âòîðûì
ïîäõîäîì ðåêîìáèíàíòíóþ ñèñòåìó âåêòîð/õîç èí ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü è âûáðàòü ñ
ó÷åòîì íàëè÷è  èëè îòñóòñòâè  îïðåäåëåííûõ ôóíêöèé ãåíà-"ìàðêåðà" (íàïðèìåð,
àêòèâíîñòü òèìèäèíêèíàçû, óñòîé÷èâîñòü ê àíòèáèîòèêàì, ôåíîòèï òðàíñôîðìàöèè,
îáðàçîâàíèå òåëåö âêëþ÷åíè  â áàêóëîâèðóñå è ò.ä.), âûçâàííûõ ââåäåíèåì ÷óæåðîäíûõ
ãåíîâ â âåêòîð. Íàïðèìåð, åñëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ ìîëåêóëû õèìåðíîãî
ïîëèïåïòèäà âñòðîåíà â ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà-ìàðêåðà âåêòîðà, ðåêîìáèíàíòû,
ñîäåðæàùèå âñòàâêó, ìîæíî îáíàðóæèòü ïî îòñóòñòâèþ ôóíêöèè ãåíà-ìàðêåðà. Â
ñîîòâåòñòâèè ñ òðåòüèì ïîäõîäîì ðåêîìáèíàíòíûå ýêñïðåññèðóþùèå âåêòîðû ìîæíî
èäåíòèôèöèðîâàòü, àíàëèçèðó  ïðîäóêò ÷óæåðîäíîãî ãåíà, ýêñïðåññèðîâàííûé
ðåêîìáèíàíòîì. Òàêèå àíàëèçû ìîãóò áûòü îñíîâàíû, íàïðèìåð, íà ôèçè÷åñêèõ èëè
ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâàõ ìîëåêóë õèìåðíûõ ïîëèïåïòèäîâ.

Êëåòêè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîãóò âðåìåííî èëè ïðåäïî÷òèòåëüíî ñòðóêòóðíî è
ïîñòî ííî ýêñïðåññèðîâàòü ìîëåêóëû õèìåðíûõ ïîëèïåïòèäîâ.

Ìîëåêóëû õèìåðíûõ ïîëèïåïòèäîâ ìîæíî î÷èñòèòü ëþáûì ìåòîäîì, êîòîðûé â
äàëüíåéøåì ïîçâîë åò ïîëó÷èòü óñòîé÷èâóþ, áèîëîãè÷åñêè àêòèâíóþ ìîëåêóëó õèìåðíîãî
ïîëèïåïòèäà. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà, íå îãðàíè÷èâàþùåãî îáúåì èçîáðåòåíè , ìîæíî
îòìåòèòü, ÷òî ôàêòîðû ìîæíî âûäåëèòü èç êëåòîê â âèäå ðàñòâîðèìûõ áåëêîâ èëè òåëåö
âêëþ÷åíè , èç êîòîðûõ èõ ìîæíî ýêñòðàãèðîâàòü â êîëè÷åñòâåííîì îòíîøåíèè 8 Ì
ðàñòâîðîì ãèäðîõëîðèäà ãóàíèäèíà è äèàëèçîì (ñì., íàïðèìåð, Builder, et al., ïàòåíò
ÑØÀ ¹5663304). Äë  äàëüíåéøåé î÷èñòêè ôàêòîðîâ ìîæíî èñïîëüçîâàòü ñòàíäàðòíóþ
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èîíîîáìåííóþ õðîìàòîãðàôèþ, ãèäðîôîáíóþ õðîìàòîãðàôèþ, õðîìàòîãðàôèþ ñ
îáðàùåííîé ôàçîé è ãåëü-ôèëüòðàöèþ.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ îäíèì âàðèàíòîì îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  íóêëåîòèäíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  ïåðâûé êîìïîíåíò, ðàñïîëîæåíà ââåðõó îò íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. êîäèðóþùåé âòîðîé êîìïîíåíò. Â ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãèì âàðèàíòîì
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  ïåðâûé
êîìïîíåíò, ðàñïîëîæåíà âíèçó îò íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé âòîðîé
êîìïîíåíò. Âîçìîæíû äðóãèå âàðèàíòû îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , â êîòîðûõ èçìåíåí
ïîð äîê ðàñïîëîæåíè  ïåðâîãî, âòîðîãî è òðåòüåãî êîìïîíåíòîâ ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà.
Íàïðèìåð, åñëè íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  ïåðâûé êîìïîíåíò,
îáîçíà÷åíà 1, íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  âòîðîé êîìïîíåíò,
îáîçíà÷åíà 2 è íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü òðåòüåãî êîìïîíåíòà îáîçíà÷åíà 3, òî
ïîð äîê êîìïîíåíòîâ â âûäåëåííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòå ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ ïðè
ñ÷èòûâàíè  îò 5'-êîíöà ê 3'-êîíöó ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ëþáóþ èç ñëåäóþùèõ øåñòè
êîìáèíàöèé: 1, 2, 3; 1, 3, 2; 2, 1, 3; 2, 3, 1; 3, 1, 2 èëè 3, 2, 1.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå ìîæåò áûòü òàêæå èñïîëüçîâàíî äë  äèàãíîñòè÷åñêèõ è
òåðàïåâòè÷åñêèõ öåëåé. Â ñîîòâåòñòâèè ñ íåêîòîðûìè âàðèàíòàìè îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  ìåòîäû îáíàðóæåíè  àáåððàöèé â ôóíêöèè èëè ýêñïðåññèè âûøåîïèñàííûõ
ìîëåêóë õèìåðíûõ ïîëèïåïòèäîâ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  äèàãíîñòèêè ðàññòðîéñòâ. Â
ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãèìè âàðèàíòàìè îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , ìàíèïóëèðó  ìîëåêóëàìè
õèìåðíûõ ïîëèïåïòèäîâ, àãîíèñòàìè èëè àíòàãîíèñòàìè, êîòîðûå ñâ çûâàþò ìîëåêóëû
õèìåðíûõ ïîëèïåïòèäîâ, ìîæíî ëå÷èòü áîëåçíè. Â ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãèìè âàðèàíòàìè
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìîëåêóëó õèìåðíîãî ïîëèïåïòèäà ìîæíî èñïîëüçîâàòü â
êà÷åñòâå àãåíòà, áëîêèðóþùåãî ñâ çûâàíèå ñâ çûâàþùåãî àãåíòà ñ åãî ìèøåíüþ.

Â êà÷åñòâå ïðèìåðà, íå îãðàíè÷èâàþùåãî îáúåì èçîáðåòåíè , ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
ñïîñîá ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî ýôôåêòèâíî èñïîëüçîâàòü äë  ëå÷åíè 
êëèíè÷åñêèõ ñîñòî íèé, êîòîðûå õàðàêòåðèçóþòñ  ïðîíèöàåìîñòüþ ñîñóäîâ, îòåêîì èëè
âîñïàëåíèåì, òàêèõ êàê îòåê ãîëîâíîãî ìîçãà, âûçâàííûé òðàâìîé, èíñóëüòîì èëè
îïóõîëüþ; îòåê, âûçûâàííûé âîñïàëèòåëüíûìè ïðîöåññàìè, òàêèìè êàê ïñîðèàç èëè àðòðèò,
âêëþ÷à  ðåâìàòîèäíûé àðòðèò; àñòìà, ãåíåðàëèçîâàííûé îòåê, âûçâàííûé îæîãàìè; àñöèòû
è ïëåâðèò, âûçâàííûå îïóõîë ìè, âîñïàëåíèåì èëè òðàâìîé; õðîíè÷åñêîå âîñïàëåíèå
äûõàòåëüíûõ ïóòåé; ñèíäðîì ïðîíèöàåìîñòè êàïèëë ðíûõ ñîñóäîâ; ñåïñèñ; çàáîëåâàíèå
ïî÷åê, âûçâàííîå ïîâûøåííîé ïîòåðåé áåëêà; è çàáîëåâàíè  ãëàç, òàêèå êàê ñòàð÷åñêà 
äåãåíåðàöè  æåëòîãî ï òíà è äèàáåòè÷åñêà  ðåòèíîïàòè .

Àíàëèç àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Flt1(1-3)-Fc ïîêàçûâàåò íàëè÷èå
íåîáû÷àéíî áîëüøîãî ÷èñëà (46) îñíîâíîãî àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà ëèçèíà. IEF-àíàëèç
áåëêà Fltl(1-3)-Fc ïîêàçûâàåò, ÷òî çíà÷åíèå pl áåëêà ïðåâûøàåò 9,3, ïîäòâåðæäà 
ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî äàííûé áåëîê  âë åòñ  â âûñøåé ñòåïåíè îñíîâíûì. Ñóùåñòâóåò
ãèïîòåçà î òîì, ÷òî îñíîâíà  ïðèðîäà áåëêà Flt1(1-3)-Fc çàñòàâë åò åãî ñâ çûâàòüñ  ñ
êîìïîíåíòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà è ÷òî óêàçàííîå âçàèìîäåéñòâèå ìîæåò áûòü
âûçâàíî ÷ðåçâû÷àéíî êîðîòêèì îáíàðóæèâàåìûì ïåðèîäîì ïîëóâûâåäåíè  èç ñûâîðîòêè
êðîâè, õàðàêòåðíûì äë  Flt1(1-3)-Fc, ïðè èíúåöèðîâàíèè ìûøàì. Äë  ïðîâåðêè äàííîé
ãèïîòåçû áåëîê Flt1(1-3)-Fc àöåòèëèðóþò ó îñòàòêîâ ëèçèíà, ÷òîáû óìåíüøèòü
îñíîâíîñòü. Àöåòèëèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc èñïûòûâàþò, âûïîëí   îïèñàííûå íèæå
àíàëèçû.

Ñëåäóþùèå ïðèìåðû ïðèâåäåíû òîëüêî äë  èëëþñòðàöèè è íå îãðàíè÷èâàþò îáúåì
èçîáðåòåíè .

ÏÐÈÌÅÐÛ
Ïðèìåð 1. Ýêñïðåññè  áåëêà Flt1(1-3)-Fc â êëåòêàõ Ê1 ÑÍÎ
Èñïîëüçó  ñòàíäàðòíûå ìåòîäû ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè (ñì., íàïðèìåð, Molecular

Cloning, A Laboratory Manual (Sambrook, et al., Cold Spring Harbor Laboratory),
Current Protocols in Molecular Biology (Eds. Ausubel, et al., Greene Publ. Assoc.,
Wiley-Interscience, NY)), ãåí, êîäèðóþùèé Flt1(1-3)-Fc, ââîä ò â ýêñïðåññèðóþùèé
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âåêòîð ðÅÅ14.1 (Lonza Biologies, plc) íà ñàéòå ìíîæåñòâåííîãî êëîíèðîâàíè  íèæå
ïðîìîòîðà CMV. Êëåòêè Ê1 ÑÍÎ òðàíñôåöèðóþò êîíñòðóêöèåé ÄÍÊ ðÅÅ14.1/Flt1(1-3)-Fc,
èñïîëüçó  ëèïîôåêòàìèí (Gaithersburg, MD). Òðàíñôåöèðîâàííûå êëåòêè K1 CHO
âûðàùèâàþò â íå ñîäåðæàùåé ãëóòàìèíà ñðåäå DMEM (JRH, Kansas City, ÌÎ),
âêëþ÷àþùåé 25 ìêÌ ìåòèîíèíñóëüôîêñèìèíà (MSX) ôèðìû Sigma Inc., St. Louis, ÌÎ, è
ïîëó÷àþò ýêñïðåññîðû ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà, èññëåäó  ñóïåðíàòàíòû êëåòîê K1 CHO èç
áîëåå ÷åì 100 ñîáðàííûõ âðó÷íóþ èçîë òîâ êîëîíèé ïðè ïîìîùè ñòàíäàðòíîãî
èììóíîàíàëèçà, êîòîðûé ïîçâîë åò îáíàðóæèòü è âûäåëèòü Fc ÷åëîâåêà. Âûáðàííûé
ñîáðàííûé âðó÷íóþ êëîí àìïëèôèöèðóþò â ïðèñóòñòâèè 100 ìêÌ MSX è âûïîëí þò âòîðóþ
ñåðèþ èññëåäîâàíèé àìïëèôèöèðîâàííûõ êëîíîâ. Ñïåöèôè÷åñêà  ïðîäóêòèâíîñòü
ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc ñàìîãî ïðîäóöèðóþùåãî êëîíà ðàâíà 55 ïã/êëåòêó/â
äåíü.

Âûáðàííûé êëîí ðàçìíîæàþò â Ò-îáðàçíûõ êîëáàõ åìêîñòüþ 225 ñì2 (Corning, Acton,
MA) è çàòåì ââîä ò âî âðàùàþùèåñ  ôëàêîíû åìêîñòüþ 8/5 ë (Corning, Acton, MA),
èñïîëüçó  âûøåîïèñàííûå ñðåäû äë  êóëüòèâèðîâàíè  êëåòîê.  Êëåòêè óäàë þò èç
âðàùàþùèõñ  ôëàêîíîâ ïðè ïîìîùè ñòàíäàðòíîé îáðàáîòêè òðèïñèíîì è  ïîìåùàþò â 3,5
ë ñóñïåíäèðóþùåé ñðåäû. Ñóñïåíäèðóþùà  ñðåäà ïðåäñòàâë åò ñîáîé íå ñîäåðæàùóþ
ãëóòàìèíà ñðåäó ISCHO (Irvine Scientific, Santa Ana, CA), âêëþ÷àþùóþ 5% ôåòàëüíîé
òåë ÷üåé ñûâîðîòêè (FBS ôèðìû Hyclone Labs, Logan, UT), 100 ìêÌ MSX è äîáàâêó GS
(JRH Scientific, Kansas City, ÌÎ), êîòîðà  íàõîäèòñ  â áèîðåàêòîðå Celligen åìêîñòüþ
5 ë (New Brunswick Scientific, New Brunswick, NJ) ñ ïëîòíîñòüþ 0,3×106 êëåòîê/ìë. Êîãäà
êëåòêè äîñòèãàþò ïëîòíîñòè 3,6×106/ìë è àäàïòèðóþòñ  ê ñóñïåíçèè, èõ ïåðåíîñ ò â
áèîðåàêòîð åìêîñòüþ 60 ë (ÀÂÅÑ, Allentown, PA) ñ ïëîòíîñòüþ 0,5×106 êëåòîê/ìë â 20 ë
ñðåäû ISCHO ñ 5% ôåòàëüíîé òåë ÷üåé ñûâîðîòêè. ×åðåç äâà äí  â áèîðåàòîð
äîïîëíèòåëüíî ââîä ò 20 ë ISCHO+5% ôåòàëüíîé òåë ÷üåé ñûâîðîòêè. Êëåòêè
âûðàùèâàþò â òå÷åíèå åùå äâóõ äíåé äî äîñòèæåíè  êîíå÷íîé ïëîòíîñòè, ðàâíîé
3,1 ×106 êëåòîê/ìë, ïðè ýòîì êîíå÷íà  êîíöåíòðàöè  Fltl(1-3)-Fc âî âðåì  ñáîðà êëåòîê
ðàâíà 95 ìã/ë. Ñîáðàííûå êëåòêè óäàë þò ôèëüòðàöèåé òàíãåíöèàëüíîãî ïîòîêà, èñïîëüçó 
0,45 ìêì ôèëüòðû Prostak (Millipore, Inc., Bedford, MA).

Ïðèìåð 2. Î÷èñòêà áåëêà Flt1(1-3)-Fc, ïîëó÷åííîãî èç êëåòîê Ê1 ÑÍÎ
Áåëîê Flt1(1-3)-Fc ïåðâîíà÷àëüíî î÷èùàþò àôôèííîé õðîìàòîãðàôèåé. Äë  ñâ çûâàíè 

ñ âûñîêîé ñïåöèôè÷íîñòüþ ÷àñòè Fc ìîëåêóëû èñïîëüçóþò êîëîíêó Protein À. Î÷èùåííûé
ïî ñðîäñòâó áåëîê êîíöåíòðèðóþò è ïðîïóñêàþò ÷åðåç êîëîíêó SEC. Çàòåì áåëîê ýëþèðóþò
â áóôåðå. Íèæå ïîäðîáíî îïèñàíû óêàçàííûå ñïîñîáû.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Âñå õèìè÷åñêèå âåùåñòâà ïðåäîñòàâëåíû ôèðìîé J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, çà

èñêëþ÷åíèåì PBS, êîòîðûé ïðåäîñòàâëåí â âèäå 10-êðàòíîãî êîíöåíòðàòà ôèðìîé Life
Technologies, Gaithersburg, MD. Ñìîëû äë  ïðåïàðàòîâ Protein A Fast Flow è Superdex
200 ïðåäîñòàâëåíû ôèðìîé Pharmacia, Piscataway, NJ. Îáîðóäîâàíèå è ìåìáðàíû äë 
êîíöåíòðèðîâàíè  áåëêà ïðåäîñòàâëåíû ôèðìîé Millipore, Bedford, MA.

Ïðèìåðíî 40 ë ôèëüòðîâàííîé ÷åðåç 0,45 ìêì ôèëüòðû êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè
ÑÍÎ ñðåäû, ñîäåðæàùåé áåëîê Flt1(1-3)-Fc, ââîä ò â 290 ìë êîëîíêó Protein A Fast Flow
(äèàìåòð 10 ñì), êîòîðóþ ïðåäâàðèòåëüíî óðàâíîâåøèâàþò PBS. Êîëîíêó ïðîìûâàþò PBS,
ñîäåðæàùèì 350 ìÌ NaCl è 0,02% CHAPS, è ñâ çàííûé áåëîê ýëþèðóþò 20 ìÌ ëèìîííîé
êèñëîòû, ñîäåðæàùåé 10 ìÌ Na2HPO4. Â ðåçóëüòàòå ýëþèðîâàíè  ïîëó÷åí îäèí ïèê è åãî
ïîêàçàòåëü ðÍ äîâåäåí äî íåéòðàëüíîãî çíà÷åíè  1Ì ðàñòâîðîì NaOH. Ôðàêöèè ýëþàòà
êîíöåíòðèðóþò ïðèìåðíî äî 9 ìã/ìë ôèëüòðàöèåé òàíãåíöèàëüíîãî ïîòîêà ÷åðåç
ðåãåíåðèðîâàííûå öåëëþëîçíûå ìåìáðàíû ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé 10000 è
êîíöåíòðèðîâàíèåì ïåðåìåøèâàåìûõ êëåòîê. ×òîáû óäàëèòü àãðåãàòû è äðóãèå
çàãð çí þùèå ïðèìåñè, êîíöåíòðèðîâàííûé áåëîê ââîä ò â êîëîíêó, çàïîëíåííóþ ñìîëîé
äë  ïðåïàðàòîâ Superdex 200 (10 ñì ×5 ñì), è èññëåäóþò â PBS, ñîäåðæàùåì 5%
ãëèöåðèíà. Îñíîâíûå ïèêîâûå ôðàêöèè îáúåäèí þò, ôèëüòðóþò â ñòåðèëüíûõ óñëîâè õ,
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îòáèðàþò àëèêâîòó áåëêà è õðàí ò ïðè -80°Ñ.
Ïðèìåð 3. Àöåòèëèðîâàíèå áåëêà Fltl(1-3)-Fc
Äâà ìèëëèãðàììà áåëêà Fltl(1-3)-Fc àöåòèëèðóþò â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè,

ïðèëàãàåìûìè ê íàáîðó äë  ìîäèôèêàöèè ñóëüôî-NHS-àöåòàòîì (Pierce Chemical Co.,
Rockford, IL, Cat.#26777).

Ïðèìåð 4. Èññëåäîâàíèå àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc
(à) IEF-àíàëèç. Áåëîê Fltl(1-3)-Fc è àöåòèëèðîâàííûé áåëîê Flfc1(1-3)-Fc

àíàëèçèðóþò, âûïîëí   ñòàíäàðòíûé IEF-àíàëèç. Êàê ïîêàçàíî íà ôèã. 1, áåëîê Flt1(1-3)-
Fc íå ñïîñîáåí ïðîíèêàòü â ãåëü, ïîýòîìó îí äîëæåí èìåòü ïîêàçàòåëü pl âûøå 9,3,
êîòîðûé  âë åòñ  íàèáîëüøèì ïîêàçàòåëåì pl â êîíòðîëå. Îäíàêî àöåòèëèðîâàííûé áåëîê
Flt1(1-3)-Fc ìîæåò ïðîíèêàòü â ãåëü è óðàâíîâåøèâàåòñ  ïðè pl îêîëî 5,2. Ïîëó÷åííûé
ðåçóëüòàò ïîêàçûâàåò, ÷òî àöåòèëèðîâàíèå çíà÷èòåëüíî óìåíüøàåò ñóììàðíûé
ïîëîæèòåëüíûé çàð ä áåëêà, à òàêæå ïîêàçàòåëü pl.

(b) Ñâ çûâàíèå ñ êîìïîíåíòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà
Ñâ çûâàíèå áåëêà Flt1(1-3)-Fc è àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc ñ êîìïîíåíòàìè

âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà èñïûòûâàþò, âûïîëí   àíàëèç, èìèòèðóþùèé âçàèìîäåéñòâèå ñ
êîìïîíåíòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Ïðè âûïîëíåíèè äàííîãî àíàëèçà 96-ëóíî÷íûå
ïëàíøåòû äë  êóëüòèâèðîâàíè  òêàíè ïîêðûâàþò Matrigel (96-ëóíî÷íûé ïëàíøåò ñ òîíêèì
ñëîåì ìàòðèêñà Biocoat MATRIGEL®, ¹ êàòàëîãà 40607, Becton Dickinson Labware,
Bedford, MA). Ïëàíøåòû èíêóáèðóþò, äîáàâë   â ëóíêè ðàçíûå êîíöåíòðàöèè áåëêà Flt1(1-
3)-Fc, àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc èëè rTie2-Fc (ïîñòîðîííèé êîíòðîëüíûé
áåëîê). Ïëàíøåòû èíêóáèðóþò â òå÷åíèå 1-2 ÷àñîâ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå èëè 37°Ñ è
äåòåêòèðóþò ñâ çàííûå áåëêè, äîáàâë   â ëóíêè âòîðè÷íîå, êîíúþãèðîâàííîå ñî ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçîé àíòèòåëî ïðîòèâ Fc ÷åëîâåêà. Çàòåì â ëóíêè äîáàâë þò ñóáñòðàò íà îñíîâå
ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû è èçìåð þò îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü. Íà ôèã.2 ïîêàçàíû ðåçóëüòàòû
äàííîãî àíàëèçà. Ïîäîáíî ïîñòîðîííåìó êîíòðîëüíîìó áåëêó rTie2-Fc àöåòèëèðîâàííûé
áåëîê Flt1(1-3)-Fc íå ñâ çûâàåòñ  ñ ïëàíøåòîì, ïîêðûòûì Matrigel, â òî âðåì  êàê
íåàöåòèëèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc õàðàêòåðèçóåòñ  çíà÷èòåëüíûì ñâ çûâàíèåì.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî àöåòèëèðîâàíèå îñíîâíûõ àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ  âë åòñ  ýôôåêòèâíûì ñïîñîáîì ïîäàâë òü âçàèìîäåéñòâèå çàð äîâ, êîòîðîå
ïðîèñõîäèò ìåæäó ïîëîæèòåëüíî çàð æåííûìè áåëêàìè è îòðèöàòåëüíî çàð æåííûìè
êîìïîíåíòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà in vivo.

Ïðèìåð 5. Îáðàáîòêà áåëêà Flt1(1-3)-Fc ïîëèýòèëåíãëèêîëåì
Õîò  èçâåñòíî, ÷òî îáðàáîòêà áåëêîâ ïîëèýòèëåíãëèêîëåì (PEG) óñèëèâàåò èõ

àêòèâíîñòü in vivo, ïîâûøà  óñòîé÷èâîñòü è áèîëîãè÷åñêóþ äîñòóïíîñòü è äîâîä  äî
ìèíèìóìà èììóíîãåííîñòü (ñì. ïðèâåäåííûå âûøå ññûëêè), ñóùåñòâóåò ïðîòèâîïîëîæíîå
ìíåíèå, ÷òî ìîëåêóëû ïîëèýòèëåíãëèêîë , êîòîðûå  âë þòñ  ñëèøêîì áîëüøèìè è íå
ìîãóò áûòü îòôèëüòðîâàíû êëóáî÷êàìè ïî÷åê, óëó÷øàþò ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèå ñâîéñòâà
áåëêîâ. Íå îãðàíè÷èâà  ñåá  òåîðèåé, àâòîðû íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðèøëè ê âûâîäó,
÷òî îáðàáîòêà ìîëåêóë Flt1(1-3)-Fc ïîëèýòèëåíãëèêîëåì ìîæåò óëó÷øèòü
ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèå ñâîéñòâà, íî íå âñëåäñòâèå èçìåíåíè  ïîëîæèòåëüíîãî çàð äà èëè
óìåíüøåíè  çíà÷åíè  pl Flt1(1-3)-Fc, à â ðåçóëüòàòå ôèçè÷åñêîé çàùèòû ïîëîæèòåëüíûõ
çàð äîâ îò âçàèìîäåéñòâè  ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì. Àâòîðû íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
ñäåëàëè ïîïûòêó óëó÷øèòü ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèå ñâîéñòâà ìîëåêóë Flt1(1-3)-Fc ïóòåì
ïðèñîåäèíåíè  öåïåé ïîëèýòèëåíãëèêîëåé ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé 20000, êàê ýòî îïèñàíî
íèæå.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Î÷èùåííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc, âûäåëåííûé èç êëåòîê ÑÍÎ (ñì. âûøå), èñïîëüçóþò â

íèæåñëåäóþùèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïî îáðàáîòêå ïîëèýòèëåíãëèêîëåì. Ôóíêöèîíàëüíûå
ïîëèýòèëåíãëèêîëè ïðåäîñòàâëåíû ôèðìîé Shearwater Polymers, Huntsville, AL.; áèöèí
ïðåäîñòàâëåí ôèðìîé Sigma, St. Louis, ÌÎ; êîëîíêà ñ ñóïåðîçîé Superose 6
ïðåäîñòàâëåíà ôèðìîé Pharmacia, Piscataway, NJ; PBS â âèäå 10-êðàòíîãî êîíöåíòðàòà
ïðåäîñòàâëåí ôèðìîé Life Technologies, Gaithersburg, MD; ãëèöåðèí ïðåäîñòàâëåí ôèðìîé
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J.Ò.Baker, Phillipsburg, NJ; è ïðåôîðìèðîâàííûå ãåëè Bis-Tris ïðåäîñòàâëåíû ôèðìîé
Novex, ÑÀ.

Â ëàáîðàòîðíûõ èññëåäîâàíè õ èñïîëüçîâàíû öåïè PEG ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé 20000,
èìåþùèå ôóíêöèîíàëüíûå àìèíñïåöèôè÷åñêèå êîíöåâûå ÷àñòè, êîòîðûå ïðåäíàçíà÷åíû
äë  îöåíêè ðàçíûõ óñëîâèé ðåàêöèé, â êîòîðûõ èçìåí åòñ  ñòåõèîìåòðè  PEG:áåëîê.
Âûïîëí   óêàçàííûå ðåàêöèè è àíàëèçèðó  îáðàçöû ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà
â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà íàòðè  (SDS-PAGE), áåëîê
Flt1(1-3)-Fc â êîíöåíòðàöèè 1,5 ìã/ìë ïîäâåðãàþò âçàèìîäåéñòâèþ ïðè ðÍ 8,1 ñ
ìîëåêóëàìè SPA-PEG (ñóêöèíèìèäèëïðîïèîíàò ïîëèýòèëåíãëèêîë ) ñ ìîëåêóë ðíîé
ìàññîé 20000 ïðè ìîë ðíîì ñîîòíîøåíèè PEG è ìîíîìåðà Flt1(1-3)-Fc, ðàâíîì 1:6.
Ðåàêöèþ âûïîëí þò ïðè 8°Ñ â òå÷åíèå íî÷è. Äë  ïåðâè÷íîé î÷èñòêè ïðîäóêòû ðåàêöèè
ââîä ò â êîëîíêó ñ ñóïåðîçîé Superose 6, 10 ìì×30 ñì, óðàâíîâåøåííóþ PBS, ñîäåðæàùèì
5% ãëèöåðèíà. Â êîëîíêå ïðîèñõîäèò ðàçäåëåíèå îáðàáîòàííûõ ïîëèýòèëåíãëèêîëåì
ìîëåêóë Flt1(1-3)-Fc â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòåïåíüþ îáðàáîòêè ïîëèýòèëåíãëèêîëåì.
Îáúåäèí þò ôðàêöèè, ñîîòâåòñòâóþùèå îäíîêðàòíî è äâóêðàòíî îáðàáîòàííîìó
ïîëèýòèëåíãëèêîëåì äèìåðíîìó áåëêó Flt1(1-3)-Fc, ñóä  ïî õàðàêòåðó ïîëîñ íà
âîññòàíàâëèâàþùèõ è íåâîññòàíàâëèâàþùèõ ãåë õ äë  SDS-PAGE. Êîíöåíòðàöèþ áåëêà
îïðåäåë þò, èçìåð   îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïðè 280 íì. Îáðàáîòàííûé
ïîëèýòèëåíãëèêîëåì áåëîê Flt1(1-3)-Fc ôèëüòðóþò â ñòåðèëüíûõ óñëîâè õ, îòáèðàþò
àëèêâîòó áåëêà è õðàí ò ïðè -40°Ñ.

Ïðèìåð 6. Ñâ çûâàíèå íåìîäèôèöèðîâàííîãî, àöåòèëèðîâàííîãî è îáðàáîòàííîãî
ïîëèýòèëåíãëèêîëåì áåëêà Flt1(1-3)-Fc ïðè âûïîëíåíèè àíàëèçà íà îñíîâå Biacore

Íåìîäèôèöèðîâàííûå, àöåòèëèðîâàííûå è îáðàáîòàííûå ïîëèýòèëåíãëèêîëåì áåëêè
Flt1(1-3)-Fc èñïûòûâàþò, âûïîëí   àíàëèç íà îñíîâå Biacore, ñ öåëüþ îöåíêè èõ
ñïîñîáíîñòè ñâ çûâàòüñ  ñ ëèãàíäîì Flt1, VEGF. Ïðè âûïîëíåíèè äàííîãî àíàëèçà
íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc èììîáèëèçóþò íà ïîâåðõíîñòè ÷èïà Biacore (ñì.
èíñòðóêöèè ïî èñïîëüçîâàíèþ ÷èïà Biacore, ôèðìà Pharmacia, Inc., Piscataway, NJ, äë 
âûïîëíåíè  ñòàíäàðòíûõ àíàëèçîâ) è îáðàçåö, ñîäåðæàùèé 0,2 ìêã/ìë VEGF è
íåìîäèôèöèðîâàííûé, àöåòèëèðîâàííûé èëè îáðàáîòàííûé ïîëèýòèëåíãëèêîëåì áåëîê
Flt1(1-3)-Fc (êàæäûé â êîíöåíòðàöèè 25 ìêã/ìë) ïðîïóñêàþò ÷åðåç ÷èï, ïîêðûòûé Flt1(1-
3)-Fc. ×òîáû ñâåñòè äî ìèíèìóìà ýôôåêòû íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâ çûâàíè , ñâ çàííûå
îáðàçöû ïðîìûâàþò 0,5 Ì ðàñòâîðîì NaCl. Â îäíîì îáðàçöå íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê
Flt1(1-3)-Fc ñìåøèâàþò ñ ãåïàðèíîì. Ãåïàðèí èìååò îòðèöàòåëüíî çàð æåííóþ ìîëåêóëó, è
áåëîê Flt1(1-3)-Fc èìååò ïîëîæèòåëüíî çàð æåííóþ ìîëåêóëó, ïîýòîìó ïðè ñìåøèâàíèè
äâóõ òàêèõ ìîëåêóë îíè äîëæíû âçàèìîäåéñòâîâàòü áëàãîäàð  ñâîèì çàð äàì. Ýòî ïî
ñóùåñòâó íåéòðàëèçóåò ïðèñóùèé áåëêó Flt1(1-3)-Fc ïîëîæèòåëüíûé çàð ä, ïðè ýòîì
ìîëåêóëà ïðèîáðåòàåò ñâîéñòâà õèìè÷åñêè èëè ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííîé ìîëåêóëû,
â ñâ çè ñ ÷åì óìåíüøàåòñ  åå çàð ä è ñïîñîáíîñòü ñâ çûâàòüñ  â ðåçóëüòàòå
âçàèìîäåéñòâè  çàð äîâ. Êàê ïîêàçàíî íà ôèã. 3, àöåòèëèðîâàííûå (ñòîëáöû 13-16),
îáðàáîòàííûå ïîëèýòèëåíãëèêîëåì (ñòîëáöû 17-20) è îáðàáîòàííûå ãåïàðèíîì áåëêè
Flt1(1-3)-Fc (ñòîëáöû 21-24) ñïîñîáíû ïîëíîñòüþ êîíêóðèðîâàòü ñî ñâ çàííûì ñ ÷èïîì
Biacore áåëêîì Flt1(1-3)-Fc çà ñâ çûâàíèå ñ VEGF ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûì îáðàçöîì
(ñòîëáöû 1-4) è ïîñòîðîííèì áåëêîì (ñòîëáöû 5-8). Íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-
Fc (ñòîëáöû 5-6), ïî-âèäèìîìó, òîëüêî ÷àñòè÷íî êîíêóðèðóåò ñî ñâ çàííûì ñ ÷èïîì
Biacore áåëêîì Flt1(1-3)-Fc çà ñâ çûâàíèå VEGF. Îäíàêî, ïðîìûâà  ñâ çàííûå îáðàçöû
0,5 Ì ðàñòâîðîì NaCl (ñòîëáöû 7-8), ïîëó÷àþò ïðîôèëü ñâ çûâàíè , àíàëîãè÷íûé
ìîäèôèöèðîâàííûì ôîðìàì áåëêà Flt1(1-3)-Fc, êîòîðûé ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê îáðàçóåò íåñïåöèôè÷åñêóþ ñâ çü ñ ÷èïîì, êîòîðóþ ìîæíî
ðàçðóøèòü, ïðîèçâîä  ïðîìûâêó ñîëåâûì ðàñòâîðîì.

Ïðèìåð 7. Ñâ çûâàíèå íåìîäèôèöèðîâàííîãî, àöåòèëèðîâàííîãî è îáðàáîòàííîãî
ïîëèýòèëåíãëèêîëåì áåëêà Flt1(1-3)-Fc ïðè âûïîëíåíèè àíàëèçà íà îñíîâå ELISA

Íåìîäèôèöèðîâàííûå, àöåòèëèðîâàííûå è îáðàáîòàííûå ïîëèýòèëåíãëèêîëåì áåëêè
Flt1(1-3)-Fc èñïûòûâàþò ïðè ïîìîùè ñòàíäàðòíîãî àíàëèçà íà îñíîâå ELISA ñ öåëüþ
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îöåíêè èõ ñïîñîáíîñòè ñâ çûâàòü ëèãàíä VEGF ðåöåïòîðà Flt1. Êàê ïîêàçàíî íà ôèã. 4,
êàê îáðàáîòàííûå ïîëèýòèëåíãëèêîëåì, òàê è àöåòèëèðîâàííûå áåëêè Flt1(1-3)-Fc
ñïîñîáíû ñâ çûâàòüñ  ñ VEGF, ñâèäåòåëüñòâó  î òîì, ÷òî ìîäèôèêàöè  áåëêà îáðàáîòêîé
ïîëèýòèëåíãëèêîëåì èëè àöåòèëèðîâàíèåì íå âëè åò íà åãî ñïîñîáíîñòü ñâ çûâàòü
óêàçàííûé ëèãàíä.

Ïðèìåð 8. Ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèé àíàëèç íåìîäèôèöèðîâàííîãî, àöåòèëèðîâàííîãî è
îáðàáîòàííîãî ïîëèýòèëåíãëèêîëåì áåëêà Flt1(1-3)-Fc

Ýêñïåðèìåíòû in vivo âûïîëí þò äë  îöåíêè ôàðìàêîêèíåñòè÷åñêèõ ïðîôèëåé
íåìîäèôèöèðîâàííîãî, àöåòèëèðîâàííîãî è îáðàáîòàííîãî ïîëèýòèëåíãëèêîëåì áåëêà
Flt1(1-3)-Fc. Ìûøàì Balb/c (23-28 ã; 3 ìûøè â ãðóïïå) ïîäêîæíî èíúåöèðóþò 4 ìã/êã
íåìîäèôèöèðîâàííîãî, àöåòèëèðîâàííîãî èëè îáðàáîòàííîãî ïîëèýòèëåíãëèêîëåì áåëêà
Flt1(1-3)-Fc. Ó ìûøåé èç õâîñòà áåðóò êðîâü ÷åðåç 1, 2, 4, 6, 24 ÷àñà, 2 äí  è 3 äí 
ïîñëå èíúåêöèè áåëêà. Ñûâîðîòêó àíàëèçèðóþò ïðè ïîìîùè ñòàíäàðòíîãî àíàëèçà íà
îñíîâå ELISA, ïðåäíàçíà÷åííîãî äë  îáíàðóæåíè  áåëêà Flt1(1-3)-Fc. Ïðîöåäóðó àíàëèçà
ìîæíî êðàòêî îïèñàòü ñëåäóþùèì îáðàçîì: ïëàíøåò äë  ELISA ïîêðûâàþò VEGF,
ñâ çûâàþò ñûâîðîòêó, ñîäåðæàùóþ íåìîäèôèöèðîâàííûé, àöåòèëèðîâàííûé èëè
îáðàáîòàííûé ïîëèýòèëåíãëèêîëåì áåëîê Flt1(1-3)-Fc, è ñ÷èòûâàþò ðåçóëüòàòû, èñïîëüçó 
àíòèòåëî ïðîòèâ Fc, ñâ çàííîå ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé. Êàê ïîêàçàíî íà ôèã. 5, Òmax äë 
âñåõ áåëêîâ Flt1(1-3)-Fc íàõîäèòñ  â èíòåðâàëå îò 6 äî 24 ÷àñîâ. Ñmax äë  ðàçíûõ áåëêîâ
èìååò ñëåäóþùèå çíà÷åíè : íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê: 0,06 ìêã/ìë - 0,15 ìêã/ìë;
àöåòèëèðîâàííûé áåëîê: 1,5 ìêã/ìë - 4,0 ìêã/ìë è îáðàáîòàííûé ïîëèýòèëåíãëèêîëåì
áåëîê: ïðèìåðíî 5 ìêã/ìë.

Ïðèìåð 9. Ñòóïåí÷àòîå àöåòèëèðîâàíèå áåëêà Flt1(1-3)-Fc
×òîáû îïðåäåëèòü ìèíèìàëüíóþ ñòåïåíü àöåòèëèðîâàíè , íåîáõîäèìóþ äë  óñòðàíåíè 

ñâ çûâàíè  ñ êîìïîíåíòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ïðîèçâîä ò ñòóïåí÷àòîå
àöåòèëèðîâàíèå áåëêà Flt1(1-3)-Fc, èñïîëüçó  âîçðàñòàþùèå êîëè÷åñòâà ìîë ðíîãî
èçáûòêà àöåòèëèðóþùåãî ðåàãåíòà â àöåòèëèðóåìîé ðåàêöèîííîé ñìåñè. Èñïîëüçóþò
ñëåäóþùèå ìîë ðíûå èçáûòêè: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 è 100 ìîëåé
àöåòèëèðóþùåãî ðåàãåíòà íà 1 ìîëü ìîíîìåðà Flt1(1-3)-Fc. Ðåàêöèè âûïîëí þò â
ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè, ïðèëàãàåìûìè ê íàáîðó äë  ìîäèôèêàöèè ñóëüôî-NHS-
àöåòàòîì (Pierce Chemical Co., Rockford, IL, Cat. #26777).

Ïðèìåð 10. Èññëåäîâàíèå ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc
(à) IEF-àíàëèç. Íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc è ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííûå

áåëêè Flt1(1-3)-Fc àíàëèçèðóþò, âûïîëí   ñòàíäàðòíûé IEF-àíàëèç. Êàê ïîêàçàíî íà ôèã.
6À-6Â, íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc íå ñïîñîáåí ïðîíèêàòü â ãåëü èç-çà
÷ðåçâû÷àéíî âûñîêîãî çíà÷åíè  pl (âûøå 9,3). Îäíàêî áîëüøèíñòâî ñòóïåí÷àòî
àöåòèëèðîâàííûõ áåëêîâ Flt1(1-3)-Fc (îáðàçöû, àöåòèëèðîâàííûå 30-100-êðàòíûì
ìîë ðíûì èçáûòêîì) ñïîñîáíû ïðîíèêàòü â ãåëü è óðàâíîâåøèâàþòñ  ïðè çíà÷åíè õ pl
4,55-8,43 â çàâèñèìîñòè îò ñòåïåíè àöåòèëèðîâàíè . Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò ïîêàçûâàåò,
÷òî àöåòèëèðîâàíèå ìîæåò èçìåí òü ïîëîæèòåëüíûé çàð ä áåëêà â çàâèñèìîñòè îò äîçû è
÷òî çíà÷åíèå pl ìîæíî óìåíüøèòü, ðåãóëèðó  ñòåïåíü àöåòèëèðîâàíè .

(b) Ñâ çûâàíèå ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc ñ êîìïîíåíòàìè
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà

Áåëîê Flt1(1-3)-Fc è ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc èñïûòûâàþò íà
ñâ çûâàíèå ñ êîìïîíåíòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, âûïîëí   âûøåîïèñàííûé àíàëèç,
ïîçâîë þùèé èìèòèðîâàòü âçàèìîäåéñòâèå ñ êîìïîíåíòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Â
ëóíêè ïëàíøåòà äîáàâë þò ðàçíûå êîíöåíòðàöèè íåìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc,
ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc (îáðàçöû, àöåòèëèðîâàííûå 10-, 20- è
30-êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòîì) èëè áåëîê rTie2-Fc (ïîñòîðîííèé êîíòðîëüíûé áåëîê).
Ïëàíøåòû èíêóáèðóþò â òå÷åíèå 1-2 ÷àñîâ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå èëè 37°Ñ è
äåòåêòèðóþò ñâ çàííûå áåëêè, äîáàâë   â ëóíêè âòîðè÷íîå, êîíúþãèðîâàííîå ñî ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçîé àíòèòåëî ïðîòèâ Fc ÷åëîâåêà. Çàòåì â ëóíêè äîáàâë þò ñóáñòðàò íà îñíîâå
ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû è èçìåð þò îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü. Íà ôèã. 7 ïîêàçàíû ðåçóëüòàòû
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äàííîãî àíàëèçà. Ïîäîáíî ïîñòîðîííåìó êîíòðîëüíîìó áåëêó rTie2-Fc ñòóïåí÷àòî
àöåòèëèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc (îáðàçöû, àöåòèëèðîâàííûå 20-è 30-êðàòíûì
ìîë ðíûì èçáûòêîì) íåçíà÷èòåëüíî ñâ çûâàåòñ  ñ ïëàíøåòîì, ïîêðûòûì Matrigel, â òî
âðåì  êàê íåàöåòèëèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc õàðàêòåðèçóåòñ  çíà÷èòåëüíûì
ñâ çûâàíèåì. Ñâ çûâàíèå  âë åòñ  íàñûùàåìûì, ïîêàçûâà , ÷òî áåëîê Flt1(1-3)-Fc ñêîðåå
âñåãî ñâ çûâàåòñ  ñî ñïåöèôè÷íûìè ñàéòàìè, à íå âñòóïàåò â áîëåå îáùåå îáóñëîâëåííîå
çàð äîì âçàèìîäåéñòâèå, êîòîðîå íå ìîæåò áûòü íàñûùàåìûì. Îáðàçåö,
àöåòèëèðîâàííûé 10-êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì, õàðàêòåðèçóåòñ  ìåíüøèì
ñâ çûâàíèåì, íî äàííà  ñòåïåíü àöåòèëèðîâàíè   âë åòñ  íåäîñòàòî÷íîé äë  ïîëíîãî
áëîêèðîâàíè  ñâ çûâàíè  ñ êîìïîíåíòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Ó îáðàçöîâ,
àöåòèëèðîâàííûõ 20-êðàòíûì è áîëüøèì ìîë ðíûì èçáûòêîì, äåòåêòèðóåìîå ñâ çûâàíèå
îòñóòñòâóåò íåñìîòð  íà òî, ÷òî ïðè âûïîëíåíèè IEF-àíàëèçà (ôèã. 6À è 6Â) ó îáðàçöîâ,
àöåòèëèðîâàííûõ áîëåå íèçêèì ìîë ðíûì èçáûòêîì, îáíàðóæåí áîëüøîé ñóììàðíûé
ïîëîæèòåëüíûé çàð ä. Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò ïîêàçûâàåò, ÷òî íåîá çàòåëüíî ïîëíîñòüþ
àöåòèëèðîâàòü âñå èìåþùèåñ  îñíîâíûå àìèíîêèñëîòû, ÷òîáû óñòðàíèòü ñâ çûâàíèå ñ
êîìïîíåíòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà.

(ñ) Ñâ çûâàíèå ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc ïðè âûïîëíåíèè
àíàëèçà íà îñíîâå Biacore

Íåìîäèôèöèðîâàííûå è ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííûå áåëêè Flt1(1-3)-Fc èñïûòûâàþò,
âûïîëí   àíàëèç íà îñíîâå Biacore, ñ öåëüþ îöåíêè èõ ñïîñîáíîñòè ñâ çûâàòüñ  ñ
ëèãàíäîì Flt1, VEGF. Ïðè âûïîëíåíèè äàííîãî àíàëèçà íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-
3)-Fc (0,5, 1,0 èëè 5,0 ìêã/ìë) èììîáèëèçóþò íà ïîâåðõíîñòè ÷èïà Biacore (ñì.
èíñòðóêöèè ïî èñïîëüçîâàíèþ ÷èïà Biacore, ôèðìà Pharmacia, Inc., Piscataway, NJ, äë 
âûïîëíåíè  ñòàíäàðòíûõ àíàëèçîâ) è ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé 0,2 ìêã/ìë VEGF è
íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc (â êîíöåíòðàöèè 0,5, 1,0 èëè 5,0 ìêã/ìë) èëè 10
ðàçíûõ îáðàçöîâ ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc (â êîíöåíòðàöèè 0,5,
1,0 èëè 5,0 ìêã/ìë êàæäûé), íàíîñ ò íà ÷èï, ïîêðûòûé Flt1(1-3)-Fc. Êàê ïîêàçàíî íà
ôèã. 8, ïðè ñóáñòåõèîìåòðè÷åñêîì ñîîòíîøåíèè (0,5 ìêã/ìë íåìîäèôèöèðîâàííîãî èëè
ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc íà 0/2 ìêã/ìë VEGF) áåëêà Flt1(1-3)-Fc
(êàê íåìîäèôèöèðîâàííîãî, òàê è ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííîãî) íåäîñòàòî÷íî â ðàñòâîðå
äë  ïîëíîãî ñâ çûâàíè  VEGF. Ïðè êîíöåíòðàöèè 1,0 ìêã/ìë, êîòîðà  ïðèáëèæàåòñ  ê
ñòåõèîìåòðè÷åñêîìó ñîîòíîøåíèþ 1:1, êàê íåìîäèôèöèðîâàííûå, òàê è ñòóïåí÷àòî
àöåòèëèðîâàííûå áåëêè Flt1(1-3)-Fc ëó÷øå êîíêóðèðóþò çà ïðåèìóùåñòâåííîå ïðàâî
ñâ çûâàòü VEGF, íî áåëêà Flt1(1-3)-Fc (êàê íåìîäèôèöèðîâàííîãî, òàê è ñòóïåí÷àòî
àöåòèëèðîâàííîãî) ïî-ïðåæíåìó íåäîñòàòî÷íî äë  ïîëíîãî ñâ çûâàíè  èìåþùåãîñ  VEGF.
Îäíàêî ïðè êîíöåíòðàöèè 5,0 ìêã/ìë, êîòîðà  â íåñêîëüêî ðàç ïðåâûøàåò
ñòåõèîìåòðè÷åñêîå ñîîòíîøåíèå 1:1, êàê áåëîê Flt1(1-3)-Fc, òàê è ñòóïåí÷àòî
àöåòèëèðîâàííûå áåëêè Flt1(1-3)-Fc ñïîñîáíû ñâ çûâàòü VEGF íåçàâèñèìî îò ñòåïåíè
àöåòèëèðîâàíè . Ýòî  ñíî ïîêàçûâàåò, ÷òî àöåòèëèðîâàíèå íå èçìåí åò ñïîñîáíîñòü áåëêà
Flt1(1-3)-Fc ñâ çûâàòü VEGF.

(d) Ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèé àíàëèç ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc
Ýêñïåðèìåíòû in vivo âûïîëí þò äë  îöåíêè ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèõ ïðîôèëåé

íåìîäèôèöèðîâàííîãî è ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc. Ìûøàì Balb/c
(23-28 ã) ïîäêîæíî èíúåöèðóþò 4 ìã/êã íåìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc èëè
ñòóïåí÷àòî àöåòèëèðîâàííûõ áåëêîâ Flt1(1-3) - Fc (îáðàçöû, àöåòèëèðîâàííûå 10-, 20-,
40-, 60- è 100-êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì) (3 ìûøàì ââîä ò íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê,
à òàêæå îáðàçöû, àöåòèëèðîâàííûå 10-, 20- è 40-êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì, è 2 ìûøàì
ââîä ò îáðàçöû, àöåòèëèðîâàííûå 60- è 100-êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì). Ó ìûøåé èç
õâîñòà áåðóò êðîâü ÷åðåç 1, 2, 4, 6, 24 ÷àñà, 2 äí  è 3 äí  ïîñëå èíúåêöèè. Ñûâîðîòêó
àíàëèçèðóþò ïðè ïîìîùè àíàëèçà íà îñíîâå ELISA, ïðåäíàçíà÷åííîãî äë  îáíàðóæåíè 
Flt1(1-3)-Fc (îïèñàííîãî âûøå). Íà ôèã. 9 ïîêàçàíû ðåçóëüòàòû äàííîãî
èññëåäîâàíè . Ò max äë  âñåõ èñïûòàííûõ áåëêîâ Flt1(1-3)-Fc ñîîòâåòñòâóåò 6 ÷àñàì,
è Ñmax èìååò ñëåäóþùèå çíà÷åíè : íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc - 0,06 ìêã/ìë;
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îáðàçåö, àöåòèëèðîâàííûé 10-êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì, - 0,7 ìêã/ìë, îáðàçåö,
àöåòèëèðîâàííûé 20-êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì, - 2 ìêã/ìë, îáðàçåö, àöåòèëèðîâàííûé
40-êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì, - 4 ìêã/ìë, îáðàçåö, àöåòèëèðîâàííûé 60-êðàòíûì
ìîë ðíûì èçáûòêîì, - 2 ìêã/ìë, îáðàçåö, àöåòèëèðîâàííûé 100-êðàòíûì ìîë ðíûì
èçáûòêîì, - 1 ìêã/ìë. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî àöåòèëèðîâàíèå èëè
îáðàáîòêà ïîëèýòèëåíãëèêîëåì áåëêà Flt1(1-3)-Fc çíà÷èòåëüíî óëó÷øàåò åãî
ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèé ïðîôèëü.

Ïðèìåð 11. Ñîçäàíèå ìóòàíòà ñ äåëåöèåé îñíîâíîé îáëàñòè Flt1(1-3)-Fc, îáîçíà÷åííîãî
Mut1:

Ñ ó÷åòîì òîãî, ÷òî àöåòèëèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc, ó êîòîðîãî ïîêàçàòåëü pl
íèæå 6, õàðàêòåðèçóåòñ  ãîðàçäî ëó÷øåé ôàðìàêîêèíåòèêîé, ÷åì íåìîäèôèöèðîâàííûé
áåëîê Flt1(1-3)-Fc ñ âûñîêèì ïîëîæèòåëüíûì çàð äîì (pl>9,3), âîçíèêàåò âîïðîñ, ìîæíî
ëè îòíåñòè ðàçëè÷è  â ôàðìàêîêèíåòèêå çà ñ÷åò ñóììàðíîãî çàð äà áåëêà, êîòîðûé
âûçûâàåò åãî ñöåïëåíèå ñ îòðèöàòåëüíî çàð æåííûì êîìïîíåíòîì âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà, èëè èìåþòñ  íà ïîâåðõíîñòè áåëêà Flt1(1-3)-Fc êîíêðåòíûå ó÷àñòêè, êîòîðûå
îáðàçóþò ñïåöèôè÷íûå ñàéòû ñâ çûâàíè  äë  êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà.
Íàïðèìåð, èçâåñòíî, ÷òî ìíîãèå áåëêè èìåþò ñàéòû ñâ çûâàíè  ãåïàðèíà, êîòîðûå ÷àñòî
îáðàçóþò êëàñòåð îñíîâíûõ îñòàòêîâ. Èíîãäà óêàçàííûå îñòàòêè âñòðå÷àþòñ  â âèäå
êëàñòåðà â ïåðâè÷íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêà; â íåêîòîðûõ íàó÷íûõ èñòî÷íèêàõ
îïèñàíû "ñîãëàñîâàííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè" äë  òàêèõ ñàéòîâ ñâ çûâàíè  ãåïàðèíà (ñì.,
íàïðèìåð, Hileman, et al., 1998, Bioassays 20 (2):156-67). Â äðóãèõ ñëó÷à õ èçâåñòíà 
êðèñòàëëè÷åñêà  ñòðóêòóðà áåëêà ïîçâîë åò âû âèòü êëàñòåð ïîëîæèòåëüíî çàð æåííûõ
îñòàòêîâ íà ïîâåðõíîñòè áåëêà, íî óêàçàííûå îñòàòêè ïîñòóïàþò èç ðàçíûõ îáëàñòåé
ïåðâè÷íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è îáúåäèí þòñ  òîëüêî ïðè òðåõìåðíîé óêëàäêå öåïè â
áåëêå. Òàêèì îáðàçîì, òðóäíî óñòàíîâèòü, îáðàçóåò ëè âûäåëåííûé àìèíîêèñëîòíûé
îñòàòîê ÷àñòü êëàñòåðà îñíîâíûõ îñòàòêîâ íà ïîâåðõíîñòè áåëêà. Îäíàêî, åñëè â
ïåðâè÷íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èìååòñ  êëàñòåð ïîëîæèòåëüíî çàð æåííûõ
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ìîæíî íåáåñïðè÷èííî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî óêàçàííûå îñòàòêè
ðàñïîëîæåíû áëèçêî äðóã îò äðóãà â ïðîñòðàíñòâåííîì îòíîøåíèè è ïîýòîìó ìîãóò áûòü
÷àñòüþ ñàéòà ñâ çûâàíè  êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Ïðîâåäåíû âñåñòîðîííèå
èññëåäîâàíè  ðåöåïòîðà Flt1 è îïèñàíû ðàçíûå äîìåíû (ñì., íàïðèìåð, Tanaka et al.,
1997, Jpn. J. Cancer Res. 88:867-876). Ðàññìàòðèâà  íóêëåîòèäíóþ è àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïîêàçàííóþ íà ôèã. 10A-10D, ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü ñèãíàëüíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ðåãóëèðóþùóþ ñåêðåöèþ, êîòîðà  ðàñïîëîæåíà â íà÷àëå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è äîõîäèò äî ãëèöèíà, êîäèðóåìîãî íóêëåîòèäàìè 76-78. Çðåëûé áåëîê
íà÷èíàåòñ  ñ Ser-Lys-Leu-Lys, íà÷èíà  ñ íóêëåîòèäà 79 íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Äîìåí 1 Ig ðåöåïòîðà Flt1 îõâàòûâàåò íóêëåîòèäû 79-393 è
çàêàí÷èâàåòñ  àìèíîêèñëîòàìè Ser-Asp-Thr. Äîìåí 2 Ig ðåöåïòîðà Flt1 îõâàòûâàåò
íóêëåîòèäû 394-687 (êîäèðóþùèå àìèíîêèñëîòû îò Gly-Arg-Pro äî Asn-Thr-Ile), è äîìåí 3
Ig ðåöåïòîðà Flt1 îõâàòûâàåò íóêëåîòèäû 688-996 (êîäèðóþùèå àìèíîêèñëîòû îò Ile-Asp-
Val äî Asp-Lys-Ala). Óêàçàííûé áåëîê èìååò ñâ çûâàþùóþ àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, Gly-Pro-Gly, êîäèðîâàííóþ íóêëåîòèäàìè 997-1005, çà êîòîðîé
ñëåäóåò íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  Fc ÷åëîâåêà (íóêëåîòèäû 1006-
1701 èëè àìèíîêèñëîòû îò Glu-Pro-Lys äî Pro-Gly-Lys-òåðìèíèðóþùåãî êîäîíà).

Áîëåå äåòàëüíûé àíàëèç àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Flt1 ïîêàçûâàåò, ÷òî
ñóùåñòâóåò êëàñòåð, à èìåííî àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè 272-281 (KNKRASVRR), ïîêàçàííûå
íà ôèã. 10A-10D, â êîòîðûõ 6 èç 10 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ  âë þòñ  îñíîâíûìè. Äàííà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðàñïîëîæåíà â äîìåíå 3 Ig ðåöåïòîðà Flt1 (ñì. ôèã. 11) è ñàìà ïî
ñåáå íå èìååò ñóùåñòâåííîãî çíà÷åíè  äë  ñâ çûâàíè  ëèãàíäà VEGF, íî îïðåäåë åò
ïîâûøåííîå ñðîäñòâî ñâ çûâàíè  ñ ëèãàíäîì. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
äîìåíà 3 Ig ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ äîìåíà 2 Ig ïîêàçûâàåò, ÷òî â äàííîé îáëàñòè äâà
äîìåíà Ig èìåþò íèçêèé óðîâåíü ñîïîñòàâëåíè  äðóã ñ äðóãîì è â äîìåíå 3 Ig èìååòñ 
ïðèìåðíî 10 äîïîëíèòåëüíûõ àìèíîêèñëîò. Àíàëèç ïðîôèëåé ãèäðîôèëüíîñòè
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(ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå MacVector) äâóõ óêàçàííûõ äîìåíîâ îò÷åòëèâî óêàçûâàåò íà
íàëè÷èå ãèäðîôèëüíîé îáëàñòè â áåëêå (ôèã. 12À-12Â). Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äåéñòâèòåëüíà  òðåõìåðíà  êîíôîðìàöè  äîìåíà 3 Ig ðåöåïòîðà
Flt1 äåëàåò âîçìîæíîé íåêîòîðîå ðàñøèðåíèå, ÷òî íåâîçìîæíî â äîìåíå 2 Ig ðåöåïòîðà
Flt1. Äë  ïðîâåðêè äàííîé ãèïîòåçû óäàë þò 10 äîïîëíèòåëüíûõ àìèíîêèñëîò è èññëåäóþò
ïîëó÷åííûé áåëîê, ÷òîáû îïðåäåëèòü, îêàçûâàåò ëè óêàçàííà  äåëåöè  áëàãîïðè òíîå
âëè íèå íà ôàðìàêîêèíåòèêó áåç ñåðüåçíîãî óõóäøåíè  ñðîäñòâà ðåöåïòîðà ê VEGF.
Êîíñòðóêöè  ÄÍÊ, ñîçäàííà  ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè (ñì.,
íàïðèìåð. Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Sambrook, et al., Cold Spring
Harbor Laboratory), Current Protocols in Molecular Biology (Eds. Ausubel, et al.,
Greene Publ. Assoc., Wiley-Interscience, NY)) â ýêñïðåññèðóþùåì âåêòîðå ðÌÒ21
ìëåêîïèòàþùåãî (Genetics Institute, Inc., Cambridge, MA), èìåíóåòñ  Mut1: .

Êîíñòðóêöèþ Mut1: ïîëó÷àþò èç Flt1(1-3)-Fc ïóòåì äåëåöèè íóêëåîòèäîâ

814-843 (ïîêàçàííûõ íà ôèã. 10À-10D), ïîçâîë þùåé óäàëèòü âûñîêîîñíîâíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîñòî ùóþ èç 10 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ Lys-Asn-Lys-Arg-Ala-Ser-
Val-Arg-Arg-Arg, èç äîìåíà 3 Ig ðåöåïòîðà Flt1.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîíå÷íîé êîíñòðóêöèè ÄÍÊ ñåêâåíèðîâàíà ïðè ïîìîùè ñåêâåíàòîðà
ÄÍÊ ABI 373A è íàáîðà äë  öèêëè÷åñêîãî ñåêâåíèðîâàíè  òåðìèíàòîðà äèäåçîêñè ìåòîäîì
(Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü

Mut1: ïîêàçàíà íà ôèã. 13A-13D.

Ïðèìåð 12. Ñîçäàíèå ìóòàíòà ñ äåëåöèåé îñíîâíîé îáëàñòè Flt1(1-3)-Fc, îáîçíà÷àåìîãî
Mut2:

Âòîðà  äåëåöèîííà  ìóòàíòíà  êîíñòðóêöè , îáîçíà÷àåìà  Mut2: ,

ïîëó÷åíà èç êîíñòðóêöèè Mut1: ïóòåì äåëåöèè äîìåíà 1 Ig ðåöåïòîðà Flt1,

êîäèðóåìîãî íóêëåîòèäàìè 79-393 (ñì. ôèã. 10A-10D); äë  óäîáñòâà íóêëåîòèäû 73-78
(ÒÑÀ GGT) çàìåíåíû ÒÑÑ GGA. Áëàãîäàð  ýòîìó ââåäåí ñàéò ðåñòðèêöèè (BspE1) áåç
èçìåíåíè  ñâ çàííîé ñ íèì àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Ser-Gly. Â äàííîé
êîíñòðóêöèè ÄÍÊ, ñîçäàííîé ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè (ñì.,
íàïðèìåð. Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Sambrook, et al., Cold Spring
Harbor Laboratory), Current Protocols in Molecular Biology (Eds. Ausubel, et al.,
Greene Publ. Assoc., Wiley-Interscience, NY)) â ýêñïðåññèðóþùåì âåêòîðå ðÌÒ21
ìëåêîïèòàþùåãî (Genetics Institute, Inc., Cambridge, MA), ïîñëåäîâàòåëüíîñòü òàêæå
áûëà ñåêâåíèðîâàíà ñ ïîìîùüþ ñåêâåíàòîðà ÄÍÊ ABI 373A è íàáîðà äë  öèêëè÷åñêîãî
ñåêâåíèðîâàíè  òåðìèíàòîðà äèäåçîêñè ìåòîäîì (Applied Biosystems, Inc., Foster City,
CA). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Mut2: ïîêàçàíà íà ôèã. 14À-14Ñ.

Ïðèìåð 13. Ñîçäàíèå äåëåöèîííîãî ìóòàíòà Flt1(1-3)-Fc, îáîçíà÷åííîãî Mut3: Flt1(2-
3)-Fc

Òðåòü  äåëåöèîííà  ìóòàíòíà  êîíñòðóêöè , îáîçíà÷àåìà  Mut3: Flt1(2-3)-Fc, ñîçäàíà
àíàëîãè÷íî ìóòàíòíîé êîíñòðóêöèè Mut2: , çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî äîìåí

3 Ig ðåöåïòîðà Flt1 îñòàâëåí áåç èçìåíåíè  (àìèíîêèñëîòû îñíîâíîé îáëàñòè íå
óäàëåíû). Äàííà  êîíñòðóêöè  ñîçäàíà ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè è
åå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñåêâåíèðîâàíà òàê, êàê ýòî îïèñàíî âûøå. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
Mut3: Flt1(2-3)-Fc ïîêàçàíà íà ôèã. 15À-15Ñ.

Ïðèìåð 14. Ñîçäàíèå N-ãëèêîçèëèðîâàííîãî ìóòàíòà îñíîâíîé îáëàñòè Flt1(1-3)-Fc,
îáîçíà÷åííîãî Mut4:

Áûëà ñîçäàíà êîíå÷íà  êîíñòðóêöè , â êîòîðîé ñàéò N-ãëèêîçèëèðîâàíè  ââåäåí â
ñåðåäèíó îñíîâíîé îáëàñòè äîìåíà 3 Ig ðåöåïòîðà Flt1. Äàííà  êîíñòðóêöè ,
îáîçíà÷åííà  êàê Mut4: , ñîçäàíà ïóòåì çàìåíû íóêëåîòèäîâ 824-825 ñ GA

íà ÀÑ ïðè îäíîâðåìåííîé çàìåíå êîäèðóåìîãî îñòàòêà Arg (AGA) îñòàòêîì Asn (ÀÀÑ) (ñì.

Ñòðàíèöà: 24

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 265 661 C2

ôèã. 10A-10D). Ïîýòîìó ïîëó÷åííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èçìåíåíà ñ Arg-
Ala-Ser íà Asn-Ala-Ser, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò îá çàòåëüíîìó ñèãíàëó (Asn-Xxx-Ser/Thr) äë 
äîáàâëåíè  ñàéòà N-ãëèêîçèëèðîâàíè  ó îñòàòêà Asn. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Mut4:

ïîêàçàíà íà ôèã.16A-16D.

Ïðèìåð 15. Èññëåäîâàíèå àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc è ìóòàíòîâ Mut1:
è Mut4:

(à) Ñâ çûâàíèå ñ êîìïîíåíòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà
×òîáû îïðåäåëèòü, îáëàäàþò ëè òðè ìîäèôèöèðîâàííûõ áåëêà óëó÷øåííûìè

ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè, 96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû, ïîêðûòûå Matrigel (îïèñàííûå
âûøå), èíêóáèðóþò ñ ðàçíûìè êîíöåíòðàöè ìè ìóòàíòíûõ áåëêîâ è îáíàðóæèâàþò
êîíúþãèðîâàííûå ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé àíòèòåëà ïðîòèâ Fc ÷åëîâåêà. Êàê ïîêàçàíî íà
ôèã. 18, âûïîëíåííûé ýêñïåðèìåíò ïîêàçûâàåò, ÷òî åñëè íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê
Flt1(1-3)-Fc èíòåíñèâíî ñâ çûâàåòñ  ñ óêàçàííûìè ëóíêàìè, òî áåëîê Mut3: Flt1(2-3)-Fc
ñâ çûâàåòñ  íåñêîëüêî ñëàáåå, áåëîê Mut1: ñâ çûâàåòñ  åùå ñëàáåå è

áåëîê Mut2: õàðàêòåðèçóåòñ  ëó÷øèì ïðîôèëåì, ñâ çûâà ñü ñëàáåå, ÷åì

ëþáûå äðóãèå ìóòàíòíûå áåëêè. Ãëèêîçèëèðîâàííûé ìóòàíòíûé áåëîê Mut4:
îáëàäàåò ìèíèìàëüíûì ïðåèìóùåñòâîì, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò

ðåçóëüòàòû àíàëèçà íà Matrigel. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò ãèïîòåçó î òîì,
÷òî ëèíåéíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëîæèòåëüíî çàð æåííûõ àìèíîêèñëîò ìîæíî óäàëèòü
èç ïåðâè÷íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî óìåíüøàåòñ  âçàèìîäåéñòâèå
çàð äîâ ñ êîìïîíåíòàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà.

(b) Ñâ çûâàíèå Mut1: è Mut4: ïðè âûïîëíåíèè àíàëèçà

íà îñíîâå Biacore
Íåìîäèôèöèðîâàííûå è àöåòèëèðîâàííûå áåëêè Flt1(1-3)-Fc, à òàêæå ãåíåòè÷åñêè

ìîäèôèöèðîâàííûå áåëêè Mut1: è Mut4: èñïûòûâàþò,

âûïîëí   àíàëèç íà îñíîâå Biacore, ñ öåëüþ îöåíêè èõ ñïîñîáíîñòè ñâ çûâàòüñ  ñ
ëèãàíäîì Flt1, VEGF. Ïðè âûïîëíåíèè äàííîãî àíàëèçà íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-
3)-Fc (0,25, 0,5 èëè 1,0 ìêã/ìë) èììîáèëèçóþò íà ïîâåðõíîñòè ÷èïà Biacore (ñì.
èíñòðóêöèè ïî èñïîëüçîâàíèþ ÷èïà Biacore, ôèðìà Pharmacia, Inc., Piscataway, NJ, äë 
âûïîëíåíè  ñòàíäàðòíûõ àíàëèçîâ) è ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé 0,1 ìêã/ìë VEGF è î÷èùåííûé
íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc èëè ñóïåðíàòàíò êëåòîê COS, ñîäåðæàùèé
íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc (â êîíöåíòðàöèè îêîëî 0,25, 0,5 èëè 1,0
ìêã/ìë), î÷èùåííûé àöåòèëèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc (â êîíöåíòðàöèè 0,25, 0,5 èëè
1,0 ìêã/ìë), ñóïåðíàòàíò êëåòîê COS, ñîäåðæàùèé Mut1: (â êîíöåíòðàöèè

ïðèìåðíî 0,25, 0,5 èëè 1,0 ìêã/ìë), èëè ñóïåðíàòàíò êëåòîê COS, ñîäåðæàùèé Mut4:
(â êîíöåíòðàöèè 0,25, 0,5 èëè 1,0 ìêã/ìë), ïðîïóñêàþò ÷åðåç ÷èï,

ïîêðûòûé Flt1(1-3)-Fc. Êàê ïîêàçàíî íà ôèã. 17, ïðè ñóáñòåõèîìåòðè÷åñêîì ñîîòíîøåíèè
(0,25 ìêã/ìë Flt1(1-3)-Fc íåìîäèôèöèðîâàííûõ, àöåòèëèðîâàííûõ èëè ãåíåòè÷åñêè
ìîäèôèöèðîâàííûõ îáðàçöîâ íà 0,1 ìêã/ìë VEGF) áåëêà Flt1(1-3)-Fc íåäîñòàòî÷íî, ÷òîáû
áëîêèðîâàòü ñâ çûâàíèå VEGF ñ Flt1(1-3)-Fc, èììîáèëèçîâàííûì íà ÷èïå Biacore. Ïðè
êîíöåíòðàöèè 0,5 ìêã/ìë íåìîäèôèöèðîâàííûõ, àöåòèëèðîâàííûõ èëè ãåíåòè÷åñêè
ìîäèôèöèðîâàííûõ áåëêîâ Flt1(1-3)-Fc ñòåõèîìåòðè÷åñêîå ñîîòíîøåíèå ïðèáëèæàåòñ  ê 1:
1, ïðè ýòîì óâåëè÷èâàåòñ  ñïîñîáíîñòü áåëêîâ áëîêèðîâàòü ñâ çûâàíèå VEGF ñ ÷èïîì
Biacore. Ïðè êîíöåíòðàöèè 1,0 ìêã/ìë íåìîäèôèöèðîâàííûõ, àöåòèëèðîâàííûõ èëè
ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ áåëêîâ Flt1(1-3)-Fc ñòåõèîìåòè÷åñêîå ñîîòíîøåíèå
ïðèáëèæàåòñ  ê 10:1, â ðåçóëüòàòå ÷åãî áåëêè Flt1(1-3)-Fc îáåñïå÷èâàþò ñâ çûâàíèå
VEGF ñ ÷èïîì Biacore, íî èõ ñïîñîáíîñòü íå  âë åòñ  ýêâèâàëåíòíîé.
Íåìîäèôèöèðîâàííûå, àöåòèëèðîâàííûå áåëêè è Mut1: ïî ñóùåñòâó â

ðàâíîé ñòåïåíè áëîêèðóþò ñâ çûâàíèå VEGF, â òî âðåì  êàê
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Mut4: áëîêèðóåò ñâ çûâàíèå ìåíåå ýôôåêòèâíî. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû

ïîäòâåðæäàþò ãèïîòåçó î òîì, ÷òî ìîæíî óìåíüøèòü íåñïåöèôè÷íîå ñâ çûâàíèå
ïîëîæèòåëüíî çàð æåííîé ìîëåêóëû, óäàë   ãåíåòè÷åñêèì ïóòåì ëèíåéíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðåèìóùåñòâåííî îòðèöàòåëüíî çàð æåííûõ àìèíîêèñëîò.

(ñ) Ñâ çûâàíèå Muti: , Mut2: è Mut3: Flt1(2-3)-Fc ïðè

âûïîëíåíèè àíàëèçà íà îñíîâå ELISA
Ñïîñîáíîñòü òðåõ ìóòàíòíûõ áåëêîâ ñâ çûâàòü ëèãàíä VEGF ðåöåïòîðà Flt1

îïðåäåë þò, âûïîëí   ýêñïåðèìåíòû ïî ñâ çûâàíèþ, â êîòîðûõ 96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû,
ïîêðûòûå VEGF, èíêóáèðóþò ñ ðàçíûìè êîíöåíòðàöè ìè ñîîòâåòñòâóþùåãî ìóòàíòíîãî
áåëêà, ïîñëå ïðîìûâêè îïðåäåë þò ñâ çàííîå êîëè÷åñòâî ëèãàíäà, èíêóáèðó  êóëüòóðû ñ
êîíúþãèðîâàííûì ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé àíòèòåëîì ïðîòèâ Fc ÷åëîâåêà, è ïðîèçâîä ò
êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå êîëîðèìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì, äîáàâë  
ñîîòâåòñòâóþùèé ñóáñòðàò íà îñíîâå ùåëî÷íîé  ôîñôàòàçû. Êàê ïîêàçàíî íà ôèã. 19,
ðåçóëüòàòû äàííîãî ýêñïåðèìåíòà ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî âñå ìóòàíòíûå áåëêè
ñïîñîáíû îäèíàêîâî ñâ çûâàòü VEGF ïðè èñïûòàííûõ êîíöåíòðàöè õ.

Ïðèìåð 16. Ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèé  àíàëèç àöåòèëèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc, Mut1:
è íåìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc

Ýêñïåðèìåíòû in vivo âûïîëí þò äë  îöåíêè ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèõ ïðîôèëåé
íåìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc, Mut1: è àöåòèëèðîâàííîãî 40-

êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì áåëêà Flt1(1-3)-Fc. Ìûøàì Balb/ñ (25-30 ã) ïîäêîæíî
èíúåöèðóþò 4 ìã/êã íåìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà Flt1(1-3)-Fc, àöåòèëèðîâàííîãî 40-
êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì áåëêà Flt1(1-3)-Fc è áåëêà Mut1; (ïî 4 ìûøè â

êàæäîé ãðóïïå). Ó ìûøåé èç õâîñòà áåðóò êðîâü ÷åðåç 1, 2, 4, 6, 24 ÷àñà, 2 äí , 3 äí 
è 5 äíåé ïîñëå èíúåêöèè. Ñûâîðîòêó àíàëèçèðóþò ïðè ïîìîùè àíàëèçà ELISA,
ïðåäíàçíà÷åííîãî äë  îáíàðóæåíè  áåëêà Flt1(1-3)-Fc, êîòîðûé çàêëþ÷àåòñ  â òîì, ÷òî
ïëàíøåòû äë  ELISA ïîêðûâàþò VEGF, îñóùåñòâë þò ñâ çûâàíèå Flt1(1-3)-Fc è ñ÷èòûâàþò
äàííûå, èñïîëüçó  àíòèòåëî ïðîòèâ Fc, ñâ çàííîå ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé. Êàê ïîêàçàíî
íà ôèã. 20, Cmax äë  óêàçàííûõ ðåàãåíòîâ èìååò ñëåäóþùèå çíà÷åíè :
íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc - 0,15 ìêã/ìë; àöåòèëèðîâàííûé 40-êðàòíûì
ìîë ðíûì èçáûòêîì áåëîê Flt1(1-3)-Fc - 1,5 ìêã/ìë è Mut1: - 0,7 ìêã/ìë.

Ïðèìåð 17. Ñîçäàíèå âåêòîðà ìîäèôèöèðîâàííîãî ðåöåïòîðà Flt1
Ëîãè÷åñêèì îáîñíîâàíèåì äë  ñîçäàíè  ìîäèôèöèðîâàííûõ âàðèàíòîâ ðåöåïòîðà Flt1

(èçâåñòíîãî òàêæå êàê VEGFR1)  âë åòñ  òî, ÷òî áåëêîâà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Flt1
 âë åòñ  âûñîêîîñíîâíîé è, âåðî òíî, ïîýòîìó ñâ çûâàåòñ  ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì
(ÅÑÌ). Îñíîâíûé õàðàêòåð Flt1, ïî-âèäèìîìó, îáú ñí åò òîò ôàêò, ïî÷åìó
íåìîäèôèöèðîâàííûé áåëîê Flt1(1-3)-Fc (îïèñàííûé âûøå) èìååò ïëîõóþ
ôàðìàêîêèíåòèêó, ÷òî çàòðóäí åò åãî èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà.
Êàê óêàçûâàëîñü âûøå, õèìè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííà  ôîðìà àöåòèëèðîâàííîãî 40-
êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì áåëêà Flt1(1-3)-Fc, äàëåå èìåíóåìà  À40, èìååò ãîðàçäî
ëó÷øèé ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèé (ÐÊ) ïðîôèëü ïî ñðàâíåíèþ ñ íåàöåòèëèðîâàííûì áåëêîì
Flt1(1-3)-Fc. Ïîýòîìó áûëè ïðåäïðèí òû ïîïûòêè ñêîíñòðóèðîâàòü ìîëåêóëû ÄÍÊ, êîòîðûå
ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ðåêîìáèíàíòíîé ýêñïðåññèè ìîäèôèöèðîâàííûõ ôîðì ìîëåêóëû
ðåöåïòîðà Flt1, îáëàäàþùèõ óëó÷øåííûì ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèì ïðîôèëåì, õàðàêòåðíûì
äë  À40, íî ñîõðàí þùèõ ñïîñîáíîñòü ïðî÷íî ñâ çûâàòüñ  ñ VEGF.

Èç íàó÷íîé ëèòåðàòóðû èçâåñòíî, ÷òî ïåðâûé äîìåí Ig ðåöåïòîðà Flt1 (êîòîðûé èìååò
ñóììàðíûé çàð ä +5 ïðè íåéòðàëüíîì ðÍ) íå èìååò âàæíîãî çíà÷åíè  äë  ïðî÷íîãî
ñâ çûâàíè  ñ VEGF, ïîýòîìó äàííûé äîìåí óäàë þò. Òðåòèé äîìåí Ig (èìåþùèé
ñóììàðíûé çàð ä +11) íå èìååò âàæíîãî çíà÷åíè  äë  ñâ çûâàíè , íî îïðåäåë åò áîëåå
âûñîêîå ñðîäñòâî ê VEGF, ÷åì âòîðîé äîìåí Ig, ïîýòîìó åãî ïîëíîñòüþ íå óäàë þò, à
çàìåí þò ýêâèâàëåíòíûìè äîìåíàìè Flk1 (èçâåñòíîãî òàêæå êàê VEGFR2) è Flt4
(èçâåñòíîãî òàêæå êàê VEGFR3), ðîäñòâåííûìè ðåöåïòîðó Flt1. Ïîëó÷åííûå õèìåðíûå
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ìîëåêóëû, îáîçíà÷àåìûå ñîîòâåòñòâåííî R1R2 (Flt1.D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) è VEGFR1R2-
Fc∆C1 (à)) è R1R3 (Flt1D2.VEGFR3D3-Fc∆C1 (à) è VEGFR1R3-Fc∆C1 (à)), ãäå R1 è Flt1D2
îçíà÷àþò äîìåí 2 Ig ðåöåïòîðà Flt1 (VEGFR1); R2 è Flk1D3 îçíà÷àþò äîìåí 3 Ig
ðåöåïòîðà Flk1 (VEGFR2) è R3 è VEGFR3D3 îçíà÷àåò äîìåí 3 Ig ðåöåïòîðà Flt4 (VEGFR3),
â ãîðàçäî ìåíüøåé ñòåïåíè ñâ çûâàþòñ  ñ ÅÑÌ, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò ðåçóëüòàòû
îïèñàííîãî íèæå àíàëèçà ñâ çûâàíè  ñ ÅÑÌ in vitro, è îáëàäàþò ãîðàçäî ëó÷øåé
ôàðìàêîêèíåòèêîé, êàê ýòî îïèñàíî íèæå. Êðîìå òîãî, óêàçàííûå ìîëåêóëû ñïîñîáíû
ïðî÷íî ñâ çûâàòüñ  ñ VEGF è áëîêèðîâàòü ôîñôîðèëèðîâàíèå íàòèâíîãî ðåöåïòîðà Flk1,
ýêñïðåññèðîâàííîãî â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ, êàê ýòî îïèñàíî íèæå.

(à) Ñîçäàíèå ýêñïðåññèðóþùåé ïëàçìèäû pFlt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (a)
Ýêñïðåññèðóþùèå ïëàçìèäû ðÌÒ21.Flt1(1-3).Fc (6519 ï.î.) è ðÌÒ21.Flk-1(1-3).Fc (5230

ï.î.) ïðåäñòàâë þò ñîáîé ïëàçìèäû, êîòîðûå êîäèðóþò óñòîé÷èâîñòü ê àìïèöèëëèíó è Fc-
ìå÷åíûå âàðèàíòû äîìåíîâ 1-3 Ig ðåöåïòîðîâ Flt1 è Flk1 ÷åëîâåêà. Óêàçàííûå ïëàçìèäû
èñïîëüçóþò äë  ñîçäàíè  ôðàãìåíòà ÄÍÊ, ñîñòî ùåãî èç õèìåðû äîìåíà 2 Ig ðåöåïòîðà
Flt1 ñ äîìåíîì 3 Ig ðåöåïòîðà Flk1, äîñòèãàåìîãî àìïëèôèêàöèåé ñîîòâåòñòâóþùèõ
äîìåíîì Ig ïðè ïîìîùè ïîëèìåðàçíîé ðåàêöèè ñèíòåçà öåïè (PCR) ñ ïîñëåäóþùèì
âûïîëíåíèåì öèêëà PCR äë  ñëè íè  óêàçàííûõ äâóõ äîìåíîâ â îäèí ôðàãìåíò. Äë 
äîìåíà 2 Ig ðåöåïòîðà Flfc1 èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå çàòðàâêè äë  àìïëèôèêàöèè 5'- è 3'-
êîíöîâ:

5': bsp/flt1D2 (5'-GACTAGCAGTCCGGAGGTAGACCTTTCGTAGAGATG-3')
3': Flt1D2-Flk1D3.as (5'-CGGACTCAGAACCACATCTATGATTGTATTGGT-3')
Çàòðàâêà äë  àìïëèôèêàöèè 5'-êîíöà êîäèðóåò ñàéò ðåñòðèêöèîííîãî ôåðìåíòà BspE1,

ðàñïîëîæåííûé âûøå îò äîìåíà 2 Ig ðåöåïòîðà Flfc1 è îïðåäåë åìûé àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ GRPFVEM (ñîîòâåòñòâóþùåé àìèíîêèñëîòàì 27-33 íà ôèã. 21À-
21Ñ). Çàòðàâêà äë  3'-êîíöà êîäèðóåò îáðàòíûé êîìïëåìåíò 3'-êîíöà äîìåíà 2 Ig
ðåöåïòîðà Flt1, ñëèòûé íåïîñðåäñòâåííî ñ 5'-êîíöîì, íà÷èíàþùèéñ  ó äîìåíà 3 Ig
ðåöåïòîðà Flk1, ãäå òî÷êà ñëè íè  îáîçíà÷åíà êàê TIID ðåöåïòîðà Flt1 (ñîîòâåòñòâó 
àìèíîêèñëîòàì 123-126 íà ôèã. 21À-21Ñ), è äîõîä ùèé äî VVLS (ñîîòâåòñòâó 
àìèíîêèñëîòàì 127-130 íà ôèã. 21À-21Ñ) ðåöåïòîðà Flk1.

Äë  äîìåíà 3 Ig ðåöåïòîðà Flkl èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå çàòðàâêè äë  àìïëèôèêàöèè
5'- è 3'-êîíöîâ:

5': Flt1D2-Flk1D3.s (5'-ACAATCATAGATGTGGTTCTGAGTCCGTCTCATGG- 3')
3': Flk1D3/apa/srf.as (5'-GATAATGCCCGGGCCCTTTTCATGGACCCTGACAAATG-3')
Çàòðàâêà äë  àìïëèôèêàöèè 5'-êîíöà êîäèðóåò êîíåö äîìåíà 2 Ig ðåöåïòîðà Flt1,

ñëèòûé íåïîñðåäñòâåííî ñ íà÷àëîì äîìåíà 3 Ig ðåöåïòîðà Flk1, êàê ýòî îïèñàíî âûøå.
Çàòðàâêà äë  àìïëèôèêàöèè 3'-êîíöà êîäèðóåò êîíåö äîìåíà 3 Ig ðåöåïòîðà Flk1,
îïðåäåë åìûé àìèíîêèñëîòàìè VRVHEK (ñîîòâåòñòâóþùèìè àìèíîêèñëîòàì 223-228 íà
ôèã. 21À-21Ñ), çà êîòîðûìè ñëåäóåò ñîåäèí þùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  âêëþ÷àåò
ðàñïîçíàþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ðåñòðèêöèîííîãî ôåðìåíòà Srf1 è êîäèðóåò
àìèíîêèñëîòû GPG. Ñîåäèí þùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîîòâåòñòâóåò àìèíîêèñëîòàì 229-
231 íà ôèã. 21À-21Ñ.

Ïîñëå öèêëà àìïëèôèêàöèè PCR ñ öåëüþ ïîëó÷åíè  îòäåëüíûõ äîìåíîâ ïðîäóêòû
îáúåäèí þò â ïðîáèðêå è ïîäâåðãàþò åùå îäíîìó öèêëó PCR ñ èñïîëüçîâàíèåì çàòðàâîê
bsp/Flt1D2 è Flk1D3/apa/srf.as (îïèñàííûõ âûøå) äë  ïîëó÷åíè  ñëèòîãî ïðîäóêòà. Çàòåì
ïðîäóêò PCR ðàñùåïë þò ðåñòðèêöèîííûìè ôåðìåíòàìè BspEI è Smal è ïîëó÷åííûé
ôðàãìåíò äëèíîé 614 ï.î. ñóáêëîíèðóþò íà ñàéòàõ ðåñòðèêöèè ñ BspEI no Srfl âåêòîðà
ðÌÒ21/∆Â2.Fc, ñîçäàâà  òàêèì îáðàçîì ïëàçìèäó pMT21/FltD2.Flk1D3.Fc. Íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñëèòîé âñòàâêè ãåíà Flt1D2-Flk1D3 ïðîâåð þò, âûïîëí   ñòàíäàðòíîå
ñåêâåíèðîâàíèå. Óêàçàííóþ ïëàçìèäó çàòåì ðàñùåïë þò ðåñòðèêöèîííûìè ôåðìåíòàìè
EcoRI è Srfl è ïîëó÷åííûé ôðàãìåíò äëèíîé 702 ï.î. ïåðåíîñ ò íà ñàéòû ðåñòðèêöèè ñ
EcoRI ïî Srfl ïëàçìèäû pFlt1(1-3)B2-Fc∆C1 (a), ïîëó÷à  ïðè ýòîì ïëàçìèäó
pFlt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (a). Ïîëíà  ÄÍÊ è âûâåäåííûå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
õèìåðíîé ìîëåêóëû Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) ïîêàçàíû íà ôèã. 21À-21Ñ.

Ñòðàíèöà: 27
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(b) Ñîçäàíèå ýêñïðåññèðóþùåé ïëàçìèäû pFlt1D2VEGFR3D3Fc∆C1 (a)
Ýêñïðåññèðóþùà  ïëàçìèäà ðÌÒ21.Flt1(1-3).Fc (6519 ï.î.) êîäèðóåò óñòîé÷èâîñòü ê

àìïèöèëëèíó è Fc-ìå÷åíûé âàðèàíò äîìåíîâ 1-3 Ig ðåöåïòîðà Flt1 ÷åëîâåêà. Äàííóþ
ïëàçìèäó èñïîëüçóþò äë  ïîëó÷åíè  ôðàãìåíòà ÄÍÊ, ñîäåðæàùåãî äîìåí 2 Ig ðåöåïòîðà
Flt1 ïðè ïîìîùè PCR. ÐÍÊ èç ëèíèè êëåòîê HEL921.7 èñïîëüçóþò äë  ïîëó÷åíè  äîìåíà 3
Ig ðåöåïòîðà Flk1 ïðè ïîìîùè ñòàíäàðòíîãî ìåòîäà RT-PCR. Åùå îäèí öèêë àìïëèôèêàöèè
PCR âûïîëí þò äë  ñëè íè  äâóõ äîìåíîâ Ig â îäèí ñëèòûé ôðàãìåíò. Äë  äîìåíà 2 Ig
ðåöåïòîðà Flt1 èñïîëüçóþò ñëåäóþùèå çàòðàâêè äë  àìïëèôèêàöèè 5'- è 3'-êîíöîâ:

5': bsp/Flt1D2 (5'-GACTAGCAGTCCGGAGGTAGACCTTTCGTAGAGATG-3')
3': Flt1D2.VEGFR3D3.as(TTCCTGGGCAACAGCTGGATATCTATGATTGTATTGGT)
Çàòðàâêà äë  àìïëèôèêàöèè 5'-êîíöà êîäèðóåò ñàéò ðåñòðèêöèè BspE1, ðàñïîëîæåííûé

âûøå îò äîìåíà 2 Ig ðåöåïòîðà Flt1, îïðåäåë åìûé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
GRPFVEM (ñîîòâåòñòâóþùåé àìèíîêèñëîòàì 27-33 íà ôèã. 22À-22Ñ). Çàòðàâêà äë 
àìïëèôèêàöèè 3'-êîíöà êîäèðóåò îáðàòíûé êîìïëåìåíò êîíöà äîìåíà 2 Ig ðåöåïòîðà Flt1,
ñëèòûé íåïîñðåäñòâåííî ñ íà÷àëîì äîìåíà 3 Ig ðåöåïòîðà VEGFR3, ãäå òî÷êà ñëè íè 
îáîçíà÷åíà êàê TIID ðåöåïòîðà Flt1 (ñîîòâåòñòâó  àìèíîêèñëîòàì 123-126 íà ôèã. 22À-
22Ñ), è äîõîä ùèé äî IQLL ðåöåïòîðà VEGFR3 (ñîîòâåòñòâó  àìèíîêèñëîòàì 127-130 íà
ôèã. 22À-22Ñ).

Äë  äîìåíà 3 Ig ðåöåïòîðà VEGFR3 èñïîëüçóþò ñëåäóþùèå 5'- è 3'-êîíöåâûå çàòðàâêè
äë  âûïîëíåíè  RT-PCR:

5': R3D3.s (ATCCAGCTGTTGCCCAGGAAGTCGCTGGAGCTGCTGGTA)
3': R3D3.as (ATTTTCATGCACAATGACCTCGGTGCTCTCCCGAAATCG)
Çàòðàâêè äë  àìïëèôèêàöèè 5'- è 3'-êîíöîâ ñîîòâåòñòâóþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè VEGFR3.

Ïðîäóêò àìïëèôèêàöèè äëèíîé 296 ï.î., ïîëó÷åííûé â ðåçóëüòàòå âûïîëíåíè  ðåàêöèè RT-
PCR, âûäåë þò ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè è ïîäâåðãàþò âòîðîìó öèêëó PCR äë  ââåäåíè 
ïðèåìëåìûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, íåîáõîäèìûõ äë  ñëè íè  äîìåíîâ Flt1D2 è Flk1D3, à
òàêæå äîìåíîâ Flk1D3 è Fc ïðè ïîìîùè ìîñòèêà GPG (ñì. íèæå). Èñïîëüçóþò ñëåäóþùèå
çàòðàâêè äë  àìïëèôèêàöèè:

5': Flt1D2.VEGFR3D3.s (TCATAGATATCCAGCTGTTGCCCAGGAAGTCGCTGGAG)
3': VEGFR3D3/srf.as (GATAATGCCCGGGCCATTTTCATGCACAATGACCTCGGT)
Çàòðàâêà äë  àìïëèôèêàöèè 5'-êîíöà êîäèðóåò 3'-êîíåö äîìåíà 2 Ig ðåöåïòîðà Flt1,

ñëèòîãî íåïîñðåäñòâåííîãî ñ íà÷àëîì (5'-êîíåö) äîìåíà 3 Ig ðåöåïòîðà VEGFR3, êàê ýòî
îïèñàíî âûøå. Çàòðàâêà äë  àìïëèôèêàöèè 3'-êîíöà êîäèðóåò 3'-êîíåö äîìåíà 3 Ig
ðåöåïòîðà VEGFR3, îïðåäåë åìûé àìèíîêèñëîòàìè VIVHEN (ñîîòâåòñòâóþùèìè
àìèíîêèñëîòàì 221-226 íà ôèã. 22À-22Ñ), çà êîòîðûì ñëåäóåò ñîåäèí þùà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  âêëþ÷àåò ðàñïîçíàþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  Srf1 è
êîäèðóåò àìèíîêèñëîòû GPG. Ñîåäèí þùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîîòâåòñòâóåò
àìèíîêèñëîòàì 227-229 íà ôèã. 22À-22Ñ.

Ïîñëå îäíîãî öèêëà (äë  äîìåíà 2 Ig ðåöåïòîðà Flt1) èëè äâóõ öèêëîâ (äë  äîìåíà 3
Ig ðåöåïòîðà Flt4) PCR, âûïîëí åìîé äë  ïîëó÷åíè  îòäåëüíûõ äîìåíîâ Ig, ïðîäóêòû PCR
îáúåäèí þò â ïðîáèðêå è ïîäâåðãàþò åùå îäíîìó öèêëó àìïëèôèêàöèè PCR ñ
èñïîëüçîâàíèåì âûøåîïèñàííûõ àìïëèôèöèðóþùèõ çàòðàâîê bsp/Flt1D2 è
VEGFR3D3/srf.as äë  ïîëó÷åíè  ñëèòîãî ïðîäóêòà. Çàòåì ïðîäóêò PCR ðàñùåïë þò ïðè
ïîìîùè ðåñòðèêöèîííûõ ôåðìåíòîâ BspEl è Smal è ïîëó÷åííûé ôðàãìåíò äëèíîé 625 ï.î.
ñóáêëîíèðóþò â ñàéòàõ ðåñòðèêöèè BspEI-Srfl âåêòîðà pMT21/Flt1∆B2.Fc (îïèñàííîãî âûøå)
äë  ñîçäàíè  ïëàçìèäû pMT21/Flt1D2.VEGFR3D3.Fc. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñëèòîé âñòàâêè
ãåíà Flt1D2-VEGFR3D3 ïðîâåð þò, âûïîëí   ñòàíäàðòíîå ñåêâåíèðîâàíèå. Óêàçàííóþ
ïëàçìèäó çàòåì ðàñùåïë þò ðåñòðèêöèîííûìè ôåðìåíòàìè EcoRI è Srfl è ïîëó÷åííûé
ôðàãìåíò äëèíîé 693 ï.î. ñóáêëîíèðóþò â ñàéòàõ ðåñòðèêöèè EcoRI-Srfl ïëàçìèäû pFlt1(1-
3)∆B2-Fc∆C1 (à) è ïîëó÷àþò ïëàçìèäó, îáîçíà÷àåìóþ pFlt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1 (à).
Ïîëíà  ÄÍÊ è âûâåäåííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü õèìåðíîé ìîëåêóëû
Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1 (à) ïîêàçàíû íà ôèã. 22À-22Ñ.

Ïðèìåð 18. Àíàëèç ñâ çûâàíè  âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÅÑÌ)
Ñòðàíèöà: 28
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Ïîêðûòûå ÅÑÌ ïëàíøåòû (¹35-4607 ïî êàòàëîãó Becton Dickinson) ïîâòîðíî
ãèäðàòèðóþò òåïëûì DME, ñ äîáàâëåíèåì ãëóòàìèíà (2 ìÌ), 100 åä. ïåíèöèëëèíà, 100 åä.
ñòðåïòîìèöèíà è 10% BCS, â òå÷åíèå ïî êðàéíåé ìåðå 1 ÷àñà ïåðåä ââåäåíèåì îáðàçöîâ.
Çàòåì ïëàíøåòû èíêóáèðóþò â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñ ðàçíûìè
êîíöåíòðàöè ìè Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (a) è Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1 (à), íà÷èíà  ñ
êîíöåíòðàöèè 10 íÌ ñ ïîñëåäóþùèì 2-êðàòíûì ðàçâåäåíèåì â PBS è äîáàâëåíèåì 10%
BCS. Çàòåì ïëàíøåòû òðèæäû ïðîìûâàþò PBS ñ 0,1% Triton-X è èíêóáèðóþò ñ
êîíúþãèðîâàííûì ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé àíòèòåëîì ïðîòèâ Fc ÷åëîâåêà (Promega, 1:
4000 â PBS ñ 10% BCS) â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïëàíøåòû 4 ðàçà
ïðîìûâàþò PBS ñ 0,1% Triton-X, äîáàâë þò áóôåð íà îñíîâå ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû è
ðàñòâîð pNPP (Sigma) äë  îêðàøèâàíè  êóëüòóðû. Ðåçóëüòàòû ñ÷èòûâàþò ïðè I=405-570 íì.
Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà ïîêàçàíû íà ôèã. 23 è ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî áåëêè
Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) è Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1(à) â ãîðàçäî ìåíüøåé ñòåïåíè
ñâ çûâàþòñ  ñ ÅÑÌ ïî ñðàâíåíèþ ñ áåëêîì Flt1(1-3)-Fc.

Ïðèìåð 19. Âðåìåííà  ýêñïðåññè  pFlt1D2.FlklD3.Fc∆C1 (à) â êëåòêàõ K1-CHO (E1A)
Áîëüøîå êîëè÷åñòâî (2 ë) êóëüòóðû êëåòîê DH10B Å.coli, ñîäåðæàùèõ ïëàçìèäó

pFlt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (a), îïèñàííóþ âûøå â ïðèìåðå 17(à), âûðàùèâàþò â òå÷åíèå íî÷è â
áóëüîíå ÒÂ, ñîäåðæàùåì 100 ìêã/ìë àìïèöèëëèíà. Íà ñëåäóþùèé äåíü ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ
ýêñòðàãèðóþò, èñïîëüçó  íàáîð QIAgen Endofree Megaprep â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè
ïðîèçâîäèòåë . Êîíöåíòðàöèþ î÷èùåííîé ïëàçìèäíîé ÄÍÊ îïðåäåë þò ñòàíäàðòíûìè
ìåòîäàìè, èñïîëüçó  óëüòðàôèîëåòîâûé ñïåêòðîôîòîìåòð è ôëóîðîìåòð. Ïëàçìèäíóþ
ÄÍÊ ïðîâåð þò ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì ðàñùåïëåíè  ðåñòðèêöèîííûì ôåðìåíòîì àëèêâîò
îáðàçöîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåñòðèêöèîííûõ ôåðìåíòîâ EcoRI ñ Notl è Asel. Âñå
ôðàãìåíòû, ðàñùåïëåííûå ðåñòðèêöèîííûìè ôåðìåíòàìè, ñîîòâåòñòâóþò ïðîãíîçèðóåìûì
ðàçìåðàì ïî ðåçóëüòàòàì àíàëèçà íà 1% àãàðîçíîì ãåëå.

Ñîðîê 15 ñì ÷àøåê Ïåòðè çàñåâàþò êëåòêàìè ÑÍÎ-Ê1/Å1À ñ ïëîòíîñòüþ 4×106
êëåòîê/÷àøêó. Â êà÷åñòâå ñðåäû äë  ÷àøåê Ïåòðè èñïîëüçóþò ñðåäó F-12 ôèðìû Gibco Ham
ñ äîáàâëåíèåì 10% ôåòàëüíîé òåë ÷üåé ñûâîðîòêè (FBS), 100 åä. ïåíèöèëëèíà/100 åä.
ñòðåïòîìèöèíà è ãëóòàìèíà (2 ìÌ). Íà ñëåäóþùèé äåíü âñå ÷àøêè ñ êëåòêàìè
òðàíñôåöèðóþò 6 ìêã ïëàçìèäíîé ÄÍÊ pFlt1D2.Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à), èñïîëüçó  ïðåïàðàòû
Optimem è Lipofectamine ôèðìû Gibco â îáúåìå 12 ìë â îîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè
ïðîèçâîäèòåë . ×åðåç ÷åòûðå ÷àñà ïîñëå äîáàâëåíè  ê êëåòêàì òðàíñôåöèðóþùåé ñìåñè
äîáàâë þò 12 ìë/÷àøêó ïðåïàðàòà Optimem, ñîäåðæàùåãî 10% FBS. ×àøêè èíêóáèðóþò ïðè
37°Ñ â èíêóáàòîðå ñ 5% CO2 â òå÷åíèå íî÷è. Íà ñëåäóþùèé äåíü ñðåäû óäàë þò èçî âñåõ
÷àøåê è äîáàâë þò 25 ìë ýêñäðåññèðóþùåé ñðåäû (CHO-S-SFM II ôèðìû Gibco, ñ
äîáàâëåíèåì ãëóòàìèíà (2 ìÌ) è 1 ìÌ áóòèðàòà íàòðè ). ×àøêè èíêóáèðóþò ïðè 37°Ñ â
òå÷åíèå 3 äíåé. Ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå 3 äíåé ñðåäû îòñàñûâàþò èç âñåõ ÷àøåê è
öåíòðèôóãèðóþò ñî ñêîðîñòüþ 400 îáîðîòîâ/ìèíóòó â ðîòîðå ñ êà÷àþùåéñ  êîðçèíîé äë 
îñàæäåíè  êëåòîê. Ñóïåðíàòàíò äåêàíòèðóþò â ñòåðèëüíûå ôëàêîíû åìêîñòüþ 1 ë è
ýêñïðåññèðîâàííûé áåëîê î÷èùàþò, êàê ýòî îïèñàíî íèæå.

Ïðèìåð 20. Ñîçäàíèå ýêñïðåññèðóþùåãî âåêòîðà pVEGFR1R2-Fc∆Ñ1 (à)
Ýêñïðåññèðóþùóþ ïëàçìèäó pVEGFR1R2.Fc∆C1 (à) ñîçäàþò ïóòåì ââåäåíè  ÄÍÊ,

êîäèðóþùåé àìèíîêèñëîòû SDT (ñîîòâåòñòâóþùèå àìèíîêèñëîòàì 27-29 íà ôèã. 24À-24Ñ),
ìåæäó àìèíîêèñëîòàìè 26 è 27 Flt1D2-Flk1D3-Fc∆C1 (à) íà ôèã. 21À-21Ñ (GG), è
óäàëåíè  ÄÍÊ, êîäèðóþùåé àìèíîêèñëîòû GPG, ñîîòâåòñòâóþùèå àìèíîêèñëîòàì 229-231
íà äàííîì ÷åðòåæå. Àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SDT ðîäñòâåííà ðåöåïòîðó Flt1 è
åå ââîä ò äë  óìåíüøåíè  âåðî òíîñòè ãåòåðîãåííîãî ïðîöåññèíãà N-êîíöà. GPG
(ñîåäèí þùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü) óäàë þò äë  äîñòèæåíè  ïð ìîãî ñëè íè  äîìåíîâ
Flt1 è Flk1 Ig äðóã ñ äðóãîì. Ïîëíà  ÄÍÊ è âûâåäåííûå àìèíîêèñëîòíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè õèìåðíîé ìîëåêóëû pVEGFR1R2.Fc∆C1 (à) ïîêàçàíû íà ôèã. 24À-24Ñ.

Ïðèìåð 21. Ñïîñîá êóëüòèâèðîâàíè  êëåòîê, èñïîëüçóåìûé äë  ïðîäóöèðîâàíè 
ìîäèôèöèðîâàííûõ ðåöåïòîðîâ Flt1
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(à) Ñïîñîá êóëüòèâèðîâàíè  êëåòîê, èñïîëüçóåìûé äë  ïðîäóöèðîâàíè 
Flt1D3.Flk1D3.Fc ∆C1(a)

Ñïîñîá ïðîäóöèðîâàíè  áåëêà Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) ñ èñïîëüçîâàíèåì
ýêñïðåññèðóþùåé ïëàçìèäû pFlt1D2.Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à), îïèñàííûé âûøå â ïðèìåðå 1,
âêëþ÷àåò ïðèìåíåíèå ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðû ðåêîìáèíàíòíûõ êëåòîê  è÷íèêà êèòàéñêîãî
õîì ÷êà (Ê1/Å1À ÑÍÎ), êîòîðûå ñòðóêòóðíî ýêñïðåññèðóþò áåëêîâûé ïðîäóêò. Óêàçàííûå
êëåòêè âûðàùèâàþò â áèîðåàòîðàõ, áåëêîâûé ïðîäóêò âûäåë þò è î÷èùàþò àôôèííîé è
âûòåñíèòåëüíîé õðîìàòîãðàôèåé. Äàííûé ñïîñîá áîëåå ïîäðîáíî îïèñàí íèæå.

Ðàçìíîæåíèå êëåòîê
Ëèíèþ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùóþ Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à), íàõîä ùóþñ  â äâóõ

îáåñïå÷èâàþùèõ ñëè íèå êëåòîê êîëáàõ Ò-225 ñì2, ðàçìíîæàþò, ïàññèðó  êëåòêè â âîñåìü
êîëá Ò-225 ñì2 ñî ñðåäîé (GMEM+10% ñûâîðîòêè, ôèðìà GIBCO) è èíêóáèðóþò ïðè 37°Ñ è
5% CO2. Êîãäà â êîëáàõ ïðîèñõîäèò ñëè íèå êëåòîê (ïðèìåðíî ÷åðåç 3-4 äí ), êëåòêè
îòäåë þò ïðè ïîìîùè òðèïñèíà. Äîáàâë þò ñâåæóþ ñðåäó äë  çàùèòû êëåòîê îò
äàëüíåéøåãî âîçäåéñòâè  òðèïñèíà. Êëåòêè öåíòðèôóãèðóþò, ïîâòîðíî ñóñïåíäèðóþò â
ñâåæåé ñðåäå, ïåðåíîñ ò â âîñåìü âðàùàþùèõñ  ôëàêîíîâ åìêîñòüþ 850 ñì2 è
èíêóáèðóþò ïðè 37°Ñ è 5% CO2 äî ñëè íè .

Ñóñïåíçèîííà  êóëüòóðà â áèîðåàêòîðàõ
Êëåòêè, âûðàùåííûå âî âðàùàþùèõñ  ôëàêîíàõ, îòäåë þò îò ïîâåðõíîñòè, ïðîèçâîä 

îáðàáîòêó òðèïñèíîì, è ïðîìûâàþò ñðåäîé äë  ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðû. Êëåòêè ïåðåíîñ ò
â àñåïòè÷åñêèõ óñëîâè õ â áèîðåàêòîð åìêîñòüþ 5 ë (New Brunswick Celligen Plus), ãäå
êëåòêè âûðàùàþò â 3,5 ë ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðû. Ñðåäà äë  ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðû
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ìîäèôèöèðîâàííóþ ñðåäó IS-CHO áåç ãëóòàìèíà ñ íèçêèì
ñîäåðæàíèåì ãëþêîçû (Irvine Scientific), â êîòîðóþ äîáàâë þò 5% ôåòàëüíîé òåë ÷üåé
ñûâîðîòêè (Hyclone), äîáàâêó GS (Life Technologies) è 25 ìêÌ ìåòèîíèíñóëüôîêñèìèíà
(Sigma). Ïîêàçàòåëü ðÍ äîâîä ò äî 7,2, äîáàâë   â áèîðåàòîð óãëåêèñëûé ãàç ê
ïîäàâàåìîìó ãàçó èëè æèäêèé ðàñòâîð êàðáîíàòà íàòðè . Ðàñòâîðåííûé êèñëîðîä
ïîääåðæèâàþò íà óðîâíå 30% íàñûùåíè , äîáàâë   êèñëîðîä èëè àçîò ê ïîäàâàåìîìó
ãàçó, ïðè òåìïåðàòóðå 37°Ñ. Ïîñëå äîñòèæåíè  ïëîòíîñòè, ðàâíîé 4×106 êëåòêàì/ìë,
êëåòêè ïåðåíîñ ò â áèîðåàêòîð åìêîñòüþ 40 ë, ñîäåðæàùèé òàêóþ æå ñðåäó è èìåþùèé
àíàëîãè÷íûå ïàðàìåòðû. Òåìïåðàòóðó ïîíèæàþò äî 34°Ñ, ÷òîáû çàìåäëèòü ðîñò êëåòîê è
óâåëè÷èòü îòíîñèòåëüíóþ ñêîðîñòü ýêñïðåññèè áåëêà.

(b) Ñïîñîá êóëüòèâèðîâàíè  êëåòîê, èñïîëüçóåìûé äë  ïðîäóöèðîâàíè 
Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1 (a)

Äë  ïðîäóöèðîâàíè  Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1 (à) èñïîëüçóþò òå æå ñïîñîáû, êîòîðûå
îïèñàíû âûøå äë  ïîëó÷åíè  Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (a).

Ïðèìåð 22. Ñáîð è î÷èñòêà ìîäèôèöèðîâàííûõ ðåöåïòîðîâ Flt1
(à) Ñáîð è î÷èñòêà Flt1D2.Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à)
Áåëêîâûé ïðîäóêò ñîáèðàþò â àñåïòè÷åñêèõ óñëîâè õ èç áèîðåàòîðà, ñîõðàí   êëåòêè

ïðè ïîìîùè ìîäóëåé äë  ôèëüòðàöèè òàíãåíöèàëüíîãî ïîòîêà Millipore Prostak è
ìåõàíè÷åñêîãî íàñîñà ñî ñëàáûì ñäâèãàþùèì óñèëèåì (Fristam). Â áèîðåàêòîð äîáàâë þò
ñâåæóþ ñðåäó äë  çàìåíû ñðåäû, óäàëåííîé âî âðåì  ôèëüòðàöèè ñîáðàííûõ êëåòîê.
Ïðèìåðíî 40 ë ôèëüòðàòà ñîáðàííûõ êëåòîê ââîä ò â 400 ìë êîëîíêó, çàïîëíåííóþ ñìîëîé
Protein A Sepharose (Amersham Pharmacia). Ââåäåííóþ ñìîëó ïðîìûâàþò áóôåðîì,
ñîäåðæàùèì 10 ìÌ ôîñôàòà íàòðè , 500 ìÌ õëîðèäà íàòðè , ðÍ 7/2, ÷òîáû óäàëèòü ëþáûå
íåñâ çàííûå çàãð çí þùèå áåëêè. Áåëîê Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) ýëþèðóþò öèòðàòíûì
áóôåðîì ñ ðÍ 3,0. Ýëþèðîâàííûé áåëîê íåéòðàëèçóþò, äîáàâë   Tris-îñíîâàíèå è
çàìîðàæèâàþò ïðè -20°Ñ.

Íåñêîëüêî çàìîðîæåííûõ ïàðòèé Flt1D2.Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à) áåëêà À, ïîëó÷åííûõ ïðè
âûïîëíåíèè âûøåîïèñàííîé ñòàäèè, îòòàèâàþò, îáúåäèí þò è êîíöåíòðèðóþò, èñïîëüçó 
ìåìáðàíó äë  ôèëüòðàöèè òàíãåíöèàëüíîãî ïîòîêà, îòäåë þùóþ âåùåñòâà ñ íîìèíàëüíîé
ìîëåêóë ðíîé ìàññîé 30 êÄà (NMWCO). Áåëîê ïåðåíîñ ò â êîíöåíòðàòîð ñ
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ïåðåìåøèâàíèåì êëåòîê (Millipore) è êîíöåíòðèðóþò äî 30 ìã/ìë, èñïîëüçó  ìåìáðàíó
NMWCO äë  30 êÄà. Êîíöåíòðèðîâàííûé áåëîê ââîä ò â âûòåñíèòåëüíóþ êîëîíêó,
çàïîëíåííóþ ñìîëîé Superdex 200 (Amersham Pharmacia), êîòîðà  óðàâíîâåøåíà
ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì ñ ôîñôàòíûì áóôåðîì è 5% ãëèöåðèíà. Òàêîé æå áóôåð
èñïîëüçóþò äë  ïðîìûâêè êîëîíêè. Ôðàêöèè, ñîîòâåòñòâóþùèå äèìåðó
Flt1D2.Flk1D3.Fc ∆C1 (à), îáúåäèí þò, ôèëüòðóþò â ñòåðèëüíûõ óñëîâè õ ÷åðåç ôèëüòð
0,22 ìèêðîíà, îòáèðàþò àëêâîòó áåëêà è çàìîðàæèâàþò.

(b) Ñáîð è î÷èñòêà Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆Ñ1 (à)
Äë  ñáîðà è î÷èñòêè Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆Ñ1 (à) èñïîëüçóþò òå æå ñïîñîáû, êîòîðûå

îïèñàíû âûøå äë  ïîëó÷åíè  Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (a).
Ïðèìåð 23. Àíàëèç ôîñôîðèëèðîâàíè  âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííîãî VEGFR2

Ïåðâè÷íûå ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ïóïêîâîé âåíû ÷åëîâåêà (HUVEC), ïàññèðîâàíèå 4-6,
âûäåðæèâàþò â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå DME ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì
ãëþêîçû. Îáðàçöû, ñîäåðæàùèå 40 íã/ìë (1 íÌ) VEGF165 ÷åëîâåêà, êîòîðûé  âë åòñ 
ëèãàíäîì äë  ðåöåïòîðîâ Flt1, Flk1 è Flt4 (VEGFR3) VEGF, ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðóþò â
òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñ ðàçíûìè êîëè÷åñòâàìè ìîäèôèöèðîâàííûõ
ðåöåïòîðîâ Flt1, òàêèõ êàê Flt1(1-3)-Fc, Flt1(1-3)-Fc (A40), Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) è
Flt1D2VEGFR3D3.Fc∆Ñ1 (à), â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå DME ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì
ãëþêîçû, âêëþ÷àþùåé 0,1% BSA. Êëåòêè ñòèìóëèðóþò â òå÷åíèå 5 ìèíóò ïîëó÷åííûìè
âûøå îáðàçöàìè +/-VEGF165 è ëèçèðóþò öåëüíûå êëåòêè, èñïîëüçó  áóôåð äë  ïîëíîãî
ëèçèñà. Êëåòî÷íûå ëèçàòû èììóíîîñàæäàþò àíòèòåëîì ïðîòèâ Ñ-êîíöà ðåöåïòîðà VEGFR2.
Èììóíîîñàæäåííûå ëèçàòû ïîìåùàþò íà 4-12% ãåëü Novex äë  SDS-PAGE è çàòåì
ïåðåíîñ ò íà ïîëèâèíèëèäåíôòîðèäíóþ ìåìáðàíó ïðè ïîìîùè ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ
ïåðåíîñà. Ôîñôîðèëèðîâàííûé VEGFR2 îáíàðóæèâàþò èììóíîáëîòòèíãîì ñ
èñïîëüçîâàíèåì àíòèôîñôîòèðîçèíîâîãî mAb, îáîçíà÷àåìîãî 4G10 (UBI), è îêðàøèâàþò
ïðè ïîìîùè ECL-ðåàãåíòà (Amersham).

Íà ôèã. 25À-25Ñ è 26À-26Â ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû äàííîãî ýêñïåðèìåíòà. Íà ôèã. 25À-
25Ñ ïîêàçàíî, ÷òî îáíàðóæåíèå âåñòåðí-áëîòòèíãîì ôîñôîðèëèðîâàííîãî òèðîçèíîì
VEGFR2(Flk1) â ðåçóëüòàòå ñòèìóë öèè ëèãàíäîì VEGF165 ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
ðåöåïòîðû íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè ôîñôîðèëèðîâàíû â ðàçíîé ñòåïåíè â çàâèñèìîñòè îò
òîãî, êàêîé ìîäèôèöèðîâàííûé ðåöåïòîð Flt1 èñïîëüçîâàí âî âðåì  ïðåäâàðèòåëüíîé
èíêóáàöèè ñ VEGF. Êàê ïîêàçàíî íà ôèã. 25À, ïðè 1,5-ìîë ðíîì èçáûòêå Flt1(1-3)-Fc,
Flt1(1-3)-Fc (À40) èëè âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííîãî Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) ïîëíîñòüþ
áëîêèðóåòñ  ñòèìóë öè  ðåöåïòîðà óêàçàííûìè òðåì  ìîäèôèöèðîâàííûìè ðåöåïòîðàìè
Flt1 ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòèìóë öèåé êîíòðîëüíîé ñðåäîé. Â îòëè÷èå îò ýòîãî âðåìåííî
ýêñïðåññèðîâàííûé áåëîê Flt1D2VEGFR3D3.Fc∆Ñ1 (à) íå âûçûâàåò çíà÷èòåëüíîãî
áëîêèðîâàíè  ïðè óêàçàííîì ìîë ðíîì èçáûòêå ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòèìóë öèåé
ïîëîæèòåëüíûì êîíòðîëüíûì áåëêîì VEGF. Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû ïðèâåäåíû íà ôèã.
25Â, ãäå ìîäèôèöèðîâàííûå ðåöåïòîðû Flt èñïîëüçîâàíû â òðåõêðàòíîì ìîë ðíîì èçáûòêå
îòíîñèòåëüíî ëèãàíäà VEGF165. Íà ôèã. 25Ñ ïîêàçàíî, ÷òî â òîì ñëó÷àå, êîãäà
ìîäèôèöèðîâàííûå ðåöåïòîðû Flt1 èñïîëüçîâàíû â øåñòèêðàòíîì ìîë ðíîì èçáûòêå
îòíîñèòåëüíî ëèãàíäà VEGF165, âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííûé áåëîê
Flt1D2VEGFR3D3.Fc ∆C1 (à) ÷àñòè÷íî áëîêèðóåò âûçâàííóþ VEGF165 ñòèìóë öèþ
ðåöåïòîðîâ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê.

Íà ôèã. 26À-26Â ïîêàçàíî, ÷òî îáíàðóæåíèå âåñòåðí-áëîòòèíãîì ôîñôîðèëèðîâàííîãî
òèðîçèíîì VEGFR2 (Flk1) â ðåçóëüòàòå ñòèìóë öèè ëèãàíäîì VEGF165 ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî ðåöåïòîðû íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê íå ôîñôîðèëèðîâàíû ñòèìóëèðóþùèìè
îáðàçöàìè, ñîäåðæàùèìè VEGF165, ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàííûé ñ 1- è 2-êðàòíûì
ìîë ðíûì èçáûòêîì (ôèã. 26À) èëè 3- è 4-êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì (ôèã. 26Â)
âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííîãî áåëêà Flt1D2Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à), ïîñòî ííî
ýêñïðåññèðîâàííîãî áåëêà Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) èëè âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííîãî áåëêà
VEGFR1R2Fc∆C1 (a). Ïðè âñåõ èñïûòàííûõ êîíöåíòðàöè õ ìîäèôèöèðîâàííîãî ðåöåïòîðà
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Flt1 ïðîèñõîäèò ïîëíîå ñâ çûâàíèå ëèãàíäà VEGF165 âî âðåì  ïðåäâàðèòåëüíîé
èíêóáàöèè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî íå îáíàðóæåíà ñòèìóë öè  ðåöåïòîðîâ íà ïîâåðõíîñòè
êëåòîê íåñâ çàííûì VEGF165 ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòèìóë öèåé êîíòðîëüíîé ñðåäîé.

Ïðèìåð 24. Áèîàíàëèç ïðîëèôåðàöèè êëåòîê
Ïîïóë öè  èñïûòóåìûõ êëåòîê ïðåäñòàâë åò ñîáîé êëåòêè MG87, êîòîðûå óñòîé÷èâî

òðàíñôåöèðîâàíû ýêñïðåññèðóþùåé ïëàçìèäîé, ñîäåðæàùåé ÄÍÊ-âñòàâêó, êîäèðóþùóþ
âíåêëåòî÷íûé äîìåí VEGFR2 (Flk1), ñëèòûé ñ âíóòðèêëåòî÷íûì äîìåíîì êèíàçû TrkB,
îáðàçó  òàêèì îáðàçîì õèìåðíóþ ìîëåêóëó. Ïðè÷èíà èñïîëüçîâàíè  âíóòðèêëåòî÷íîãî
äîìåíà êèíàçû TrkB âìåñòî íàòèâíîãî âíóòðèêëåòî÷íîãî äîìåíà êèíàçû VEGFR2 (Flk1)
çàêëþ÷àåòñ  â òîì, ÷òî âíóòðèêëåòî÷íûé äîìåí êèíàçû VEGFR2 (Flk1) íå âûçûâàåò
ñèëüíîé ïðîëèôåðàòèâíîé ðåàêöèè ïðè ñòèìóë öèè VEGF165 â óêàçàííûõ êëåòêàõ.
Èçâåñòíî, ÷òî â êëåòêàõ MG87, ñîäåðæàùèõ ïîëíîðàçìåðíûé ðåöåïòîð TrkB, âîçíèêàåò
ñèëüíà  ïðîëèôåðàòèâíà  ðåàêöè  ïðè ñòèìóë öèè BDNF, ïîýòîìó âíóòðèêëåòî÷íûé äîìåí
êèíàçû VEGFR2 (Flk1) çàìåí þò âíóòðèêëåòî÷íûì äîìåíîì êèíàçû TrkB, ÷òîáû
âîñïîëüçîâàòüñ  âîçìîæíîñò ìè, ïðåäîñòàâë åìûìè äàííîé ïðîëèôåðàòèâíîé ðåàêöèåé.

5×103 êëåòîê/ëóíêó êóëüòèâèðóþò â 96-ëóíî÷íîì ïëàíøåòå â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ ïðè 37°Ñ.
Ñëåäóþùèå ìîäèôèöèðîâàííûå ðåöåïòîðû Flt, òàêèå êàê Flt1(1-3)-Fc, Flt1D2.Flk1D3.Fc∆Ñ1
(à) è Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1 (a), à òàêæå ïîñòîðîííèé ðåöåïòîð, èìåíóåìûé Tie2-Fc è
èñïîëüçóåìûé â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëüíîãî îáðàçöà, òèòðóþò â ïðåäåëàõ îò 40
íÌ äî 20 ïÌ è èíêóáèðóþò íà êëåòêàõ â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè 37°Ñ. Çàòåì âî âñå ëóíêè
äîáàâë þò ðåêîìáèíàíòíûé VEGF165 ÷åëîâåêà â ñðåäå îïðåäåëåííîãî ñîñòàâà ñ
êîíöåíòðàöèåé 1,56 íÌ. Ïëàíøåòû èíêóáèðóþò â òå÷åíèå 72 ÷àñîâ ïðè 37°Ñ, äîáàâë þò
MTS (ðåàãåíò Îâåíà, Promega) è ïëàíøåòû èíêóáèðóþò åùå 4 ÷àñà. Çàòåì ïëàíøåòû
ñ÷èòûâàþò ñïåêòðîôîòîìåòðîì ïðè 450/570 íì. Ðåçóëüòàòû äàííîãî ýêñïåðèìåíòà
ïîêàçàíû íà ôèã. 27. Êîíòðîëüíûé ðåöåïòîð Tie2-Fc, èñïîëüçóåìûé â ëþáîé êîíöåíòðàöèè,
íå áëîêèðóåò âûçâàííóþ VEGF165 ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, â òî âðåì  êàê
Flt1D2.Flk1D3.Fc ∆C1 (à) áëîêèðóåò 1,56 íÌ VEGF165 ïðè ïîëîâèíå ìàêñèìàëüíîé äîçû,
ðàâíîé 0,8 íÌ. Flt1(1-3)-Fc è Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆Ñ1 (à) ìåíåå ýôôåêòèâíî áëîêèðóþò
VEGF165 â äàííîì àíàëèçå ïðè ïîëîâèíå ìàêñèìàëüíîé äîçû, ðàâíîé ~2 íÌ.
Èñïîëüçóåìûé îòäåëüíî VEGF165 äàåò ðåçóëüòàò, ðàâíûé 1,2 åäèíèöû ïîãëîùåíè , ïðè
ýòîì ôîíîâîå èçëó÷åíèå ðàâíî 0,38 åäèíèöû ïîãëîùåíè .

Ïðèìåð 25. Ñòåõèîìåòðè  ñâ çûâàíè  ìîäèôèöèðîâàííûõ ðåöåïòîðîâ Flt ñ VEGF165
(à) Àíàëèç íà îñíîâå BIAcore
Ñòåõèîìåòðèþ âçàèìîäåéñòâè  Flt1D2FlkD3.Fc∆C1 (à) è VEGFR1R2-Fc∆C1 (à) ñ

VEGF165 ÷åëîâåêà îïðåäåë þò, èçìåð   óðîâåíü íàñûùåíè  ñâ çûâàíè  VEGF ñ
ïîâåðõíîñò ìè Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) èëè VEGFR1R2-Fc∆C1 (à) èëè èçìåð  
êîíöåíòðàöèþ VEGF165, íåîáõîäèìóþ äë  ïîëíîãî ïðåäîòâðàùåíè  ñâ çûâàíè 
Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) èëè VEGFR1R2-Fc∆C1 (à) ñ ïîâåðõíîñòüþ ÷èïà BIAcore,
ïîêðûòîãî VEGF.

Ìîäèôèöèðîâàííûå ðåöåïòîðû Flt, òàêèå êàê Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) è VEGFR1R2-
Fc∆C1 (à), çàõâàòûâàþòñ  ñî ñïåöèôè÷åñêèì àíòèòåëîì ïðîòèâ Fc, êîòîðîå ñíà÷àëà
èììîáèëèçóþò íà ÷èïå Biacore (BIACORE) ìåòîäîì ñâ çûâàíè  ñ àìèíîì. Â êà÷åñòâå
îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëüíîãî îáðàçöà èñïîëüçóþò ïîâåðõíîñòü êîíòðîëüíîãî àíòèòåëà.
VEGF165 èíúåöèðóþò ñ êîíöåíòðàöèåé 1 íì, 10 íÌ è 50 íì íà ïîâåðõíîñòè
Flt1D2Flk1D3.Fc ∆C1 (à) è VEGFR1R2-Fc∆C1 (à) ñî ñêîðîñòüþ 10 ìêë/ìèí â òå÷åíèå
îäíîãî ÷àñà. Ðåãèñòðèðóþò ñèãíàë ñâ çûâàíè  â ðåàëüíîì âðåìåíè è â êîíöå êàæäîé
èíúåêöèè äîñòèãàþò íàñûùåíè  ñâ çûâàíè . Ñòåõèîìåòðèþ ñâ çûâàíè  âû÷èñë þò â âèäå
ìîë ðíîãî îòíîøåíè  ñâ çàííîãî VEGF165 ê èììîáèëèçîâàííîìó Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à)
èëè VEGFR1R2-Fc∆C1 (à), èñïîëüçó  êîýôôèöèåíò ïåðåñ÷åòà, ðàâíûé 1000 êðûñèíûì
åäèíèöàì, êîòîðûé ýêâèâàëåíòåí 1 íã/ìë. Ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ñòåõèîìåòðè 
ñâ çûâàíè  ðàâíà îäíîé äèìåðíîé ìîëåêóëå VEGF165 íà îäíó ìîëåêóëó
Flt1D2Flk1D3.Fc ∆C1 (à) èëè VEGFR1R2-Fc∆C1 (à) (ôèã. 28).
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Áåëîê Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) èëè VEGFR1R2-Fc∆C1 (a), íàõîä ùèéñ  â ðàñòâîðå ñ
êîíöåíòðàöèåé 1 íÌ (êîòîðà  â 1000 ðàç âûøå, ÷åì KD âçàèìîäåéñòâè 
Flt1D2Flk1D3.Fc ∆C1 (à) èëè VEGFR1R2-Fc∆C1 (à) ñ VEGF165), ñìåøèâàþò ñ ðàçíûìè
êîíöåíòðàöè ìè VEGF165. Ñìåñü èíêóáèðóþò â òå÷åíèå îäíîãî ÷àñà è èçìåð þò
êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) â ðàñòâîðå â âèäå ñèãíàëà ñâ çûâàíè 
ñ ïîâåðõíîñòüþ ñâ çàííîãî àìèíîì VEGF165. Êàëèáðîâî÷íóþ êðèâóþ èñïîëüçóþò äë 
ïðåâðàùåíè  ñèãíàëà ñâ çûâàíè  Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) ñ BIAcore â åãî ìîë ðíóþ
êîíöåíòðàöèþ. Ïðèâåäåííûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî äîáàâëåíèå 1 íÌ VEGF165 â ðàñòâîð
Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) ïîëíîñòüþ áëîêèðóåò ñâ çûâàíèå Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) ñ
ïîâåðõíîñòüþ VEGF165. Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò ïîçâîë åò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ñòåõèîìåòðè  ñâ çûâàíè  ðàâíà îäíîé ìîëåêóëå VEGF165 íà îäíó ìîëåêóëó
Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) (ôèã. 29 è 30). Ïðè ïîñòðîåíèè êðèâîé çàâèñèìîñòè êîíöåíòðàöèè
Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) îò óâåëè÷åíè  êîíöåíòðàöèè VEGF165 íàêëîí ëèíåéíîé ÷àñòè
ðàâåí -1,06 äë  Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) è -1/07 äë  VEGFR1R2-Fc∆C1 (à). Âåëè÷èíà
íàêëîíà âáëèçè îò -1 ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî îäíà ìîëåêóëà VEGF165 ñâ çûâàåòñ  ñ
îäíîé ìîëåêóëîé Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) èëè VEGFR1R2-Fc∆C1 (a).

(b) Âûòåñíèòåëüíà  õðîìàòîãðàôè 
Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) ñìåøèâàþò ñ òðåõêðàòíûì èçáûòêîì VEGF165 è êîìïëåêñ

ðåöåïòîð-ëèãàíä î÷èùàþò, èñïîëüçó  êîëîíêó äë  âûòåñíèòåëüíîé õðîìàòîãðàôèè
Pharmacia Superose 6. Çàòåì êîìïëåêñ ðåöåïòîð-ëèãàíä èíêóáèðóþò â áóôåðå, ñîäåðæàùåì
6Ì ðàñòâîðà ãèäðîõëîðèäà ãóàíèäèíà, äë  åãî ðàñùåïëåíè  íà ñîñòàâíûå áåëêè.

Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) îòäåë þò îò VEGF165 â êîëîíêå äë  âûòåñíèòåëüíîé
õðîìàòîãðàôèè Superose 6 ñ èñïîëüçîâàíèåì 6 Ì ðàñòâîðà õëîðèäà ãóàíèäèíà. ×òîáû
îïðåäåëèòü ñòåõèîìåòðèþ êîìïëåêñà, èíúåöèðóþò íåñêîëüêî äîç Flt1D2Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à)
è VEGF165 è ñòðî ò ãðàôèê âûñîòû èëè îáùåé èíòåíñèâíîñòè ïèêà â çàâèñèìîñòè îò
êîíöåíòðàöèè ââîäèìîãî áåëêà. Êàëèáðîâêó âûïîëí þò â óñëîâè õ, èäåíòè÷íûõ
ðàçäåëåíèþ êîìïîíåíòîâ êîìïëåêñà Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (a)/VEGF. Êîëè÷åñòâåííîå
îïðåäåëåíèå ñîñòàâà êîìïëåêñà Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (a)/VEGF ïðîèçâîä ò íà îñíîâå
êàëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ. Ðåçóëüòàòû äàííîãî ýêñïåðèìåíòà, ïðèâåäåííûå íà ôèã. 28,
ïîêàçûâàþò, ÷òî ñîîòíîøåíèå VEGF165 è Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) â êîìïëåêñå ðàâíî 1:1.

Ïðèìåð 26. Îïðåäåëåíèå ñòåõèîìåòðèè ñâ çûâàíè  êîìïëåêñà Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1
(à)/VEGF165 ïðè ïîìîùè âûòåñíèòåëüíîé õðîìàòîãðàôèè

Ïîëó÷åíèå êîìïëåêñà Flt1D2Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à)/VEGF165
VEGF165 (êîíöåíòðàöè  =3,61 ìã/ìë) ñìåøèâàþò ñ Flt1D2.Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à), âðåìåííî

ýêñïðåññèðîâàííûì â êëåòêàõ ÑÍÎ (êîíöåíòðàöè  0,9 ìã/ìë), â ìîë ðíîì îòíîøåíèè 3:1
(VEGF165:Flt1D2.Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à)) è èíêóáèðóþò â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4°Ñ.

(a) Âûòåñíèòåëüíà  õðîìàòîãðàôè  (SEC) â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ
×òîáû îòäåëèòü êîìïëåêñ îò èçáûòêà íåñâ çàííîãî VEGF165, 50 ìêë êîìïëåêñà ââîä ò â

êîëîíêó Pharmacia Superose 12 PC 3.2/30, êîòîðà  óðàâíîâåøåíà â áóôåðå íà îñíîâå PBS.
Îáðàçåö ýëþèðóþò òåì æå áóôåðîì ñî ñêîðîñòüþ ïîòîêà 40 ìêë/ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Ðåçóëüòàòû SEC ïîêàçàíû íà ôèã. 31. Ïèê ¹1 ñîîòâåòñòâóåò êîìïëåêñó, è
ïèê ¹2 ñîîòâåòñòâóåò íåñâ çàííîìó VEGF165. Ôðàíöèè, ýëþèðîâàííûå â ïðåäåëàõ 1,1 è
1,2 ìë, îáúåäèí þò è äîáàâë þò ãèäðîõëîðèä ãóàíèäèíà (GuHCl) äî êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 4,5 Ì ñ öåëüþ äèññîöèàöèè êîìïëåêñà.

(b) Âûòåñíèòåëüíà  õðîìàòîãðàôè  (SEC) â óñëîâè õ äèññîöèàöèè
×òîáû ðàçäåëèòü êîìïîíåíòû êîìïëåêñà ðåöåïòîð-ëèãàíä è îïðåäåëèòü èõ ìîë ðíîå

ñîîòíîøåíèå, 50 ìêë îïèñàííîãî âûøå äèññîöèèðîâàííîãî êîìïëåêñà ââîä ò â êîëîíêó
Superose 12 PC 3.2/30, óðàâíîâåøåííóþ 6 Ì ðàñòâîðîì GuHCl, è ýëþèðóþò òåì æå
ðàñòâîðîì ñî ñêîðîñòüþ ïîòîêà 40 ìêë/ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ðåçóëüòàòû SEC
ïîêàçàíû íà ôèã. 32. Ïèê ¹1 ñîîòâåòñòâóåò Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) è ïèê ¹2
ñîîòâåòñòâóåò VEGF165.
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(ñ) Âû÷èñëåíèå ñòåõèîìåòðèè êîìïëåêñà Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à) VEGF165
Ñòåõèîìåòðèþ êîìïëåêñà ðåöåïòîð-ëèãàíä îïðåäåë þò ñ ó÷åòîì ïëîùàäè èëè âûñîòû

ïèêîâ êîìïîíåíòîâ. Êîíöåíòðàöèè VEGF165 è Flt1D2Flk1D3.Fc∆Ñ1 (a), ñîîòâåòñòâóþùèå
âûñîòå èëè ïëîùàäè ïèêîâ, ïîëó÷àþò íà îñíîâàíèè ñòàíäàðòíûõ êðèâûõ äë  VEGF165 è
Flt1D2Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à). ×òîáû ïîñòðîèòü ñòàíäàðòíóþ êðèâóþ, ÷åòûðå ðàçíûå
êîíöåíòðàöèè (0,04 ìã/ìë - 0,3 ìã/ìë) ëþáîãî êîìïîíåíòà èíúåöèðóþò â êîëîíêó
Pharmacia Superose 12 PC 3,2/30, óðàâíîâåøåííóþ 6 Ì ðàñòâîðîì õëîðèäà ãóàíèäèíà, è
ýëþèðóþò òåì æå ðàñòâîðîì ñî ñêîðîñòüþ ïîòîêà 40 ìêë/ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Ñòàíäàðòíóþ êðèâóþ ïîëó÷àþò, âû÷åð÷èâà  ãðàôèê ïëîùàäè èëè âûñîòû ïèêà â
çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè áåëêà. Ìîë ðíîå ñîîòíîøåíèå VEGF165:Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1
(a), îïðåäåëåííîå íà îñíîâàíèè ïëîùàäè ïèêîâ êîìïîíåíòîâ, ðàâíî 1,16. Ìîë ðíîå
ñîîòíîøåíèå VEGF165:Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à), îïðåäåëåííîå íà îñíîâàíèè âûñîòû ïèêîâ
êîìïîíåíòîâ, ðàâíî 1,10.

Ïðèìåð 27. Îïðåäåëåíèå ñòåõèîìåòðèè êîìïëåêñà Flt1D2Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à)/VEGF165 ïðè
ïîìîùè âûòåñíèòåëüíîé õðîìàòîãðàôèè ñî ñâåòîðàññå íèåì â îïåðàòèâíîì ðåæèìå

Ïîëó÷åíèå êîìïëåêñà
VEGF165 ñìåøèâàþò ñ âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííûì â êëåòêàõ ÑÍÎ áåëêîì

Flt1D2.Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à) â ìîë ðíîì ñîîòíîøåíèè 3:1 (VEGF165: Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (a))
è èíêóáèðóþò â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4°Ñ.

(à)  Âûòåñíèòåëüíà  õðîìàòîãðàôè  (SEC) ñî ñâåòîðàññå íèåì â îïåðàòèâíîì ðåæèìå
Äë  îïðåäåëåíè  ìîëåêóë ðíîé ìàññû (MW) êîìïëåêñà ðåöåïòîð-ëèãàíä èñïîëüçóþò

êîëîíêó äë  âûòåñíèòåëüíîé õðîìàòîãðàôèè ñ äåòåêòîðîì ñâåòîðàññå íè  â  îïåðàòèâíîì
ðåæèìå MiniDawn (Wyatt Technology, Santa Barbara, California) è äåòåêòîðû ïîêàçàòåë 
ïðåëîìëåíè  (RI) (Shimadzu, Kyoto, Japan). Îáðàçöû ââîä ò â êîëîíêó Superose 12 HR
10/30 (Pharmacia), óðàâíîâåøåííóþ áóôåðîì íà îñíîâå PBS, è ýëþèðóþò òàêèì æå
áóôåðîì ñî ñêîðîñòüþ ïîòîêà 0,5 ìë/ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Êàê ïîêàçàíî íà
ôèã. 33, ïðîôèëü ýëþèðîâàíè  èìååò äâà ïèêà. Ïèê ¹1 ñîîòâåòñòâóåò êîìïëåêñó ðåöåïòîð-
ëèãàíä, è ïèê ¹2 ñîîòâåòñòâóåò íåñâ çàííîìó VEGF165. Ìîëåêóë ðíóþ ìàññó
âûñ÷èòûâàþò íà îñíîâàíèè ñèãíàëîâ LS è RI. Àíàëîãè÷íóþ ïðîöåäóðó èñïîëüçóþò äë 
îïðåäåëåíè  ìîëåêóë ðíîé ìàññû îòäåëüíûõ êîìïîíåíòîâ êîìïëåêñà ðåöåïòîð-ëèãàíä.
Ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå ðåçóëüòàòû óêàçàííûõ îïðåäåëåíèé: ìîëåêóë ðíà  ìàññà êîìïëåêñà
Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (a)/VEGF165 â ïîëîæåíèè ïèêà ðàâíà 157300 (ôèã. 33), ìîëåêóë ðíà 
ìàññà VEGF165 â ïîëîæåíèè ïèêà ðàâíà 44390 (ôèã. 34) è ìîëåêóë ðíà  ìàññà R1R2 â
ïîëîæåíèè ïèêà ðàâíà 113300 (ôèã. 35).

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñòåõèîìåòðè  ñîîòíîøåíè 
êîìïîíåíòîâ â êîìïëåêñå Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (a)/VEGF ðàâíà 1:1, òàê êàê ýòî
ñîîòâåòñòâóåò ñóììå ìîëåêóë ðíûõ ìàññ äë  Flt1D2Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à) è VEGF165. Âàæíî
îòìåòèòü, ÷òî óêàçàííûé ñïîñîá ïîçâîë åò äîêàçàòü â êîíå÷íîì ñ÷åòå, ÷òî êîìïëåêñ
Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à)/VEGF165 äåéñòâèòåëüíî ñîñòîèò èç îäíîé ìîëåêóëû ëèãàíäà
VEGF165 è îäíîé ìîëåêóëû Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (a).

Ïðèìåð 28. Ïåïòèäíîå êàðòèðîâàíèå Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (a)
Äèñóëüôèäíûå ñòðóêòóðû è ñàéòû ãëèêîçèëèðîâàíè  â Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à)

îïðåäåë þò ìåòîäîì ïåïòèäíîãî êàðòèðîâàíè . Â ñîîòâåòñòâèè ñ äàííûì ìåòîäîì áåëîê
ñíà÷àëà ðàñùåïë þò òðèïñèíîì. Ðàñùåïëåííûå òðèïñèíîì ôðàãìåíû àíàëèçèðóþò è
èäåíòèôèöèðóþò ïðè ïîìîùè ÂÝÆÕ â ñî÷åòàíèè ñ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèåé è
ñåêâåíèðîâàíèåì N-êîíöà. Âîññòàíîâëåíèå òðèïñèíîâîãî ãèäðîëèçàòà ïîìîãàåò
èäåíòèôèöèðîâàòü ôðàãìåíòû, èìåþùèå äèñóëüôèäíûå ñâ çè. Îáðàáîòêà òðèïñèíîâîãî
ãèäðîëèçàòà ïðåïàðàòîì PNGase F (Glyko, Novato, CA) ïîìîãàåò èäåíòèôèöèðîâàòü
ôðàãìåíòû ñ N-ñâ çàííûìè ñàéòàìè ãëèêîçèëèðîâàíè . Ðåçóëüòàòû ñóììèðîâàíû íà
ïðèëàãàåìîé ôèã. 36.

Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) ñîäåðæèò â îáùåì ñëîæíîñòè äåñ òü öèñòåèíîâ, øåñòü èç
êîòîðûõ îòíîñ òñ  ê îáëàñòè Fc. Óñòàíîâëåíî, ÷òî Cys27 ñâ çàí äèñóëüôèäíîé ñâ çüþ ñ

Ñòðàíèöà: 34

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 265 661 C2

Cys76. Cys121 ñâ çàí äèñóëüôèäíîé ñâ çüþ ñ Cys182. Ïåðâûå äâà öèñòåèíà â îáëàñòè Fc
(Cys211 è Cys214) îáðàçóþò ìåæìîëåêóë ðíóþ äèñóëüôèäíóþ ñâ çü ñ òàêèìè æå äâóì 
öèñòåèíàìè â äðóãîé öåïè Fc. Îäíàêî, ïîñêîëüêó óêàçàííûå äâà öèñòåèíà íåâîçìîæíî
îòäåëèòü äðóã îò äðóãà ôåðìåíòàòèâíûì ñïîñîáîì, íåëüç  îïðåäåëèòü, ñóùåñòâóåò ëè
äèñóëüôèäíà  ñâ çü ìåæäó îäèíàêîâûìè öèñòåèíàìè (íàïðèìåð, ìåæäó Cys211 è Cys211)
èëè ìåæäó Cys211 è Cys214. Óñòàíîâëåíî, ÷òî Cys216 ñâ çàí äèñóëüôèäíîé ñâ çüþ ñ
Cys306. Óñòàíîâëåíî, ÷òî Cys352 ñâ çàí äèñóëüôèäíîé ñâ çüþ ñ Cys410.

Flt1D2.Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à) ñîäåðæèò ï òü âåðî òíûõ N-ñâ çàííûõ ñàéòîâ
ãëèêîçèëèðîâàíè . Óñòàíîâëåíî, ÷òî âñå ï òü ñàéòîâ ãëèêîçèëèðîâàíû â ðàçíîé ñòåïåíè.
Ïîëíîå ãëèêîçèëèðîâàíèå íàáëþäàåòñ  íà ñàéòàõ Asn33 (àìèíîêèñëîòíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü NIT), Asn193 (àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü NST) è Asn282
(àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü NST). Êðîìå òîãî, ÷àñòè÷íîå ãëèêîçèëèðîâàíèå
îáíàðóæåíî íà ñàéòàõ Asn65 è Asn120. Ñàéòû ãëèêîçèëèðîâàíè  ïîä÷åðêíóòû íà ôèã. 36.

Ïðèìåð 29. Ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèé àíàëèç ìîäèôèöèðîâàííûõ ðåöåïòîðîâ Flt
(à) Ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèé àíàëèç Flt1(1-3)-Fc (A40), Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) è

VEGFR1R2-Fc∆C1 (à)
Ìûøàì Balb/ c (25-30 ã) ïîäêîæíî èíúåöèðóþò 4 ìã/êã Flt1(1-3)-Fc (A40), âðåìåííî

ýêñïðåññèðîâàííîãî â êëåòêàõ ÑÍÎ áåëêà Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (a), ïîñòî ííî
ýêñïðåññèðîâàííîãî â êëåòêàõ ÑÍÎ áåëêà Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) è âðåìåííî
ýêñïðåññèðîâàííîãî â êëåòêàõ ÑÍÎ áåëêà VEGFR1R2-Fc∆C1 (à). Ó ìûøåé èç õâîñòà áåðóò
êðîâü ÷åðåç 1, 2, 4, 6, 24 ÷àñà, 2 äí , Ç äí  è 6 äíåé ïîñëå èíúåêöèè. Ñûâîðîòêó
àíàëèçèðóþò ïðè ïîìîùè àíàëèçà ELISA, ïðåäíàçíà÷åííîãî äë  îáíàðóæåíè  Flt1(1-3)-Fc
(A40), Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) èëè VEGFR1R2-Fc∆C1 (a). Ïðè âûïîëíåíèè àíàëèçà ELISA
ïëàíøåòû äë  ELISA ïîêðûâàþò VEGF165, ñâ çûâàþò ñ íèì äåòåêòèðóåìûé áåëîê Flt1(1-3)-
Fc (A40), Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) èëè VEGFR1R2-Fc∆C1 (à) è ñ÷èòûâàþò ðåçóëüòàòû ïðè
ïîìîùè àíòèòåëà ïðîòèâ Fc, ñâ çàííîãî ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà. Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ
ïîêàçàíû íà ôèã. 37. Tmax äë  Flt1(1-3)-Fc (A40) ñîîòâåòñòâóåò 6 ÷àñàì, â òî âðåì 
êàê Òmax äë  âðåìåííî è ïîñòî ííî ýêñïðåññèðîâàííîãî áåëêà Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) è
âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííîãî áåëêà VEGFR1R2-Fc∆C1 (à) ñîîòâåòñòâóåò 24
÷àñàì. Cmax äë  Flt1(1-3)-Fc (A40) ðàâíî 8 ìêã/ìë. Äë  îáîèõ âðåìåííî
ýêñïðåññèðîâàííûõ áåëêîâ (Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) è VEGFR1R2-Fc∆C1 (à)) Ñmax ðàâíî
18 ìêã/ìë è Ñmax äë  ïîñòî ííî ýêñïðåññèðîâàííîãî áåëêà VEGFR1R2-Fc∆C1 (à) ðàâíî 30
ìêã/ìë.

(b) Ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèé àíàëèç Flt1(1-3)-Fc (A40) Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) è
Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1 (a)

Ìûøàì Balb/c (25-30 ã) ïîäêîæíî èíúåöèðóþò 4 ìã/êã Flt1(1-3)-Fc (A40), âðåìåííî
ýêñïðåññèðîâàííîãî â êëåòêàõ ÑÍÎ áåëêà Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) è âðåìåííî
ýêñïðåññèðîâàííîãî â êëåòêàõ ÑÍÎ áåëêà Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1 (a). Ó ìûøåé èç õâîñòà
áåðóò êðîâü ÷åðåç 1, 2, 5, 6, 7, 8, 12, 15 è 20 äíåé ïîñëå èíúåêöèè. Ñûâîðîòêó
àíàëèçèðóþò ïðè ïîìîùè àíàëèçà ELISA, ïðåäíàçíà÷åííîãî äë  îáíàðóæåíè  Flt1(1-3)-Fc,
Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) è Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1 (a). Ïðè âûïîëíåíèè àíàëèçà ELISA
ïëàíøåòû äë  ELISA ïîêðûâàþò VEGF165, ñâ çûâàþò ñ íèì áåëîê Flt1(1-3)-Fc,
Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (a) èëè Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1 (à) è ñ÷èòûâàþò ðåçóëüòàòû ïðè
ïîìîùè àíòèòåëà ïðîòèâ Fc, ñâ çàííîãî ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà.Flt1(1-3)-Fc (A40) íå
îáíàðóæåí â ñûâîðîòêå ÷åðåç 5 äíåé, â òî âðåì  êàê Flt1D2.FlklD3.Fc∆C1 (à) è
Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1 (à) îáíàðóæåíû ÷åðåç 15 èëè áîëåå äíåé. Ðåçóëüòàòû äàííîãî
ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàíû íà ôèã. 38.

Ïðèìåð 30. Îöåíêà ñïîñîáíîñòè Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) ïîäàâë òü ðîñò îïóõîëè in vivo
Äë  îöåíêè ñïîñîáíîñòè Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) ïîäàâë òü ðîñò îïóõîëè in vivo

èñïîëüçóþò æèâîòíóþ ìîäåëü, êîòîðóþ ïîëó÷àþò, èìïëàíòèðó  ñóñïåíçèè îïóõîëåâûõ
êëåòîê ïîäêîæíî â ïðàâûé áîê ñàìöàì ìûøåé ñ ò æåëûì êîìáèíèðîâàííûì
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èììóíîäåôèöèòîì (SCID). Ïðè âûïîëíåíèè äàííîãî àíàëèçà èñïîëüçóþò äâå ëèíèè êëåòîê,
â ÷àñòíîñòè ëèíèþ êëåòîê ôèáðîñàðêîìû ÷åëîâåêà ÍÒ-1080 (¹ äîñòóïà ÀÒÑÑ CCL-121) è
ëèíèþ êëåòîê ãëèîìû êðûñ Ñ6 (¹ äîñòóïà ÀÒÑÑ CCL-107), êîòîðûå îáëàäàþò ñîâåðøåííî
ðàçíîé ìîðôîëîãèåé è õàðàêòåðèñòèêàìè ðîñòà. Ïåðâóþ äîçó Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) (â
äîçå 25 ìã/êã èëè êàê ïîêàçàíî íà ôèã. 39 è 40) ââîä ò â äåíü èìïëàíòàöèè îïóõîëè.
Çàòåì æèâîòíûì äåëàþò ïîäêîæíûå èíúåêöèè Flt1(1-3)-Fc (A40), Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à)
èëè íîñèòåë  ÷åðåç äåíü èëè äâà ðàçà â íåäåëþ â òå÷åíèå 2 íåäåëü. ×åðåç 2 íåäåëè
æèâîòíûõ îáðàáàòûâàþò ôèêñàòîðîì, îïóõîëè óäàë þò è îáðàçöû àíàëèçèðóþò ñëåïûì
ìåòîäîì. Îáúåì îïóõîëè îïðåäåë þò, èçìåð   äëèíó è øèðèíó âèäèìûõ ïîäêîæíûõ
îïóõîëåé. Êàê Flt1(1-3)-Fc (A40), òàê è Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) çíà÷èòåëüíî óìåíüøàþò ðîñò
îïóõîëåé, îáðàçîâàííûõ êëåòêàìè ÍÒ-1080 è Ñ6. Ðåçóëüòàòû óêàçàííûõ ýêñïåðèìåíòîâ
ïðèâåäåíû íà ôèã. 39 è 40.

Ïðèìåð 31. Âëè íèå VEGF165 è ìîäèôèöèðîâàííûõ ðåöåïòîðîâ Flt íà æåíñêóþ
ðåïðîäóêòèâíóþ ñèñòåìó

Ñòåðåîòèïè÷åñêà  êàðòèíà èçìåíåíè  ñîñóäîâ, êîòîðà  èìååò ìåñòî â ìàòêå è  è÷íèêå
íà ïðîò æåíèè ðåïðîäóêòèâíîãî öèêëà, õîðîøî èññëåäîâàíà, ÷òî äåëàåò óêàçàííûå òêàíè
îñîáåííî ïðèãîäíûìè äë  èçó÷åíè  ìåõàíèçìîâ, ðåãóëèðóþùèõ âîçíèêíîâåíèå, èçìåíåíèå
è ðàçðóøåíèå ñîñóäîâ. Äåéñòâèòåëüíî, èññëåäîâàíè  ãèáðèäèçàöèè in situ â
ðåïðîäóêòèâíûõ òêàí õ âïåðâûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî VEGF âûñòóïàåò â êà÷åñòâå
ìåäèàòîðà ôèçèîëîãè÷åñêîãî àíãèîãåíåçà ó âçðîñëûõ ãðûçóíîâ, à òàêæå ó ÷åëîâåêà è
ïðèìàòîâ, êðîìå ÷åëîâåêà (Phillips et al., 1990; Ravindranafch et al., 1992; Shweiki
et al., 1993; Kamat et al. 1995). Ïîñêîëüêó öèêëè÷åñêîå âîçíèêíîâåíèå è èçìåíåíèå
ñîñóäîâ  âë þòñ  ãëàâíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè íîðìàëüíîãî  è÷íèêà è ìàòêè,
íåóäèâèòåëüíî, ÷òî àíîìàëüíûé ðîñò è/èëè íåïðàâèëüíîå ôóíêöèîíèðîâàíèå êðîâåíîñíûõ
ñîñóäîâ ñòàëè ñ÷èòàòü ïðèçíàêîì ìíîãèõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòî íèé, êîòîðûå âëè þò íà
äàííûå îðãàíû. Êðîìå òîãî, ñ÷èòàåòñ , ÷òî óêàçàííûå ïàòîãåííûå àíîìàëèè êðîâåíîñíûõ
ñîñóäîâ âûçâàíû èëè îáóñëîâëåíû íåïðàâèëüíîé ýêñïðåññèåé îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ
àíãèîãåííûõ èëè àíòèàíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ, â ÷àñòíîñòè VEGF.

Íàïðèìåð, àíîìàëüíîå ðàçâèòèå êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ õàðàêòåðíî äë  ïîëèêèñòîçíîãî
çàáîëåâàíè   è÷íèêà, ýíäîìåòðèîçà è âíóòðèìàòî÷íîãî ðàêà, è â êàæäîì ñëó÷àå VEGF
èçáûòî÷íî ýêñïðåññèðîâàí â ïîðàæåííîé òêàíè (Kamat et al., 1995, Shifren et al., 1996;
Guidi et al., 1996; Donnez et al., 1998). Ñ÷èòàåòñ  òàêæå, ÷òî ñâåðõýêñïðåññè  VEGF
ó÷àñòâóåò â ïàòîãåíåçå ðàçâèòè  ïîâûøåííîé ïðîíèöàåìîñòè ñîñóäîâ â ñëó÷àå ñèíäðîìà
ãèïåðñòèìóë öèè  è÷íèêà (McClure et al., 1994; Levin et al., 1998) è ïðåýêëàìïñèè
(Baker et al., 1995; Sharkey et al., 1996). Êðîìå òîãî, VEGF äåéñòâóåò â êà÷åñòâå
ôàêòîðà óâåëè÷åíè  ïðîíèöàåìîñòè, âûçûâàþùåãî àñöèò, õàðàêòåðíûé äë  ðàêà  è÷íèêà è
äðóãèõ îïóõîëåé (Senger et al., 1983; Boocock et al., 1995). Âåñüìà âåðî òíî, ÷òî
âåùåñòâà, êîòîðûå ýôôåêòèâíî íåéòðàëèçóþò áèîëîãè÷åñêèå äåéñòâè  VEGF, äîëæíû
îáëàäàòü òåðàïåâòè÷åñêèì äåéñòâèåì ïðè ëå÷åíèè âûøåóêàçàííûõ è ðîäñòâåííûõ
çàáîëåâàíèé.

Âîçíèêíîâåíèå è èçìåíåíèå ñîñóäîâ  âë þòñ  òàêæå ïðèçíàêàìè âíåäðåíè 
áëàñòîöèñòû è ðàçâèòè  ïëàöåíòû (Findlay, 1986). VEGF èíòåíñèâíî ýêñïðåññèðóåòñ  â
îòïàäàþùåé îáîëî÷êå ìàòêè è ýìáðèîíàëüíûõ òðîôîáëàñòàõ, ãäå óêàçàííûé ôàêòîð
ñíà÷àëà ñòèìóëèðóåò óâåëè÷åíèå è ïîâûøåííóþ ïðîíèöàåìîñòü ñîñóäèñòîé ñåòè ìàòêè â
ïåðèîä îïëîäîòâîðåíè  è ïîñëåäóþùåãî îáðàçîâàíè  ìàòåðèíñêèõ è ýìáðèîíàëüíûõ
êîìïîíåíòîâ â ñîñóäèñòîé ñåòè ïëàöåíòû (Shweiki et al., 1993; Cullinan-Bove and Koos,
1993; Chakraborty et al., 1995; Das et al., 1997). VEGF òàêæå âûçûâàåò ðàçâèòèå
êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ æåëòîãî òåëà è îáóñëîâëåííóþ èì ñåêðåöèþ ïðîãåñòåðîíà, ÷òî
íåîáõîäèìî äë  ïîäãîòîâêè ìàòêè ê îïëîäîòâîðåíèþ (Ferrara et al., 1998). Òàêèì
îáðàçîì, âåùåñòâà, êîòîðûå ïîäàâë þò áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü VEGF, ìîãóò áûòü
ïîëåçíû â êà÷åñòâå ïðîòèâîçà÷àòî÷íûõ ñðåäñòâ (äë  ïðåäîòâðàùåíè  îïëîäîòâîðåíè )
èëè ñðåäñòâ, âûçûâàþùèõ àáîðò íà ðàííèõ ñòàäè õ áåðåìåííîñòè. Ïîñëåäíåå ïðèìåíåíèå
ìîæåò îêàçàòüñ  îñîáåííî ïîëåçíûì â êà÷åñòâå íåõèðóðãè÷åñêîãî ñïîñîáà ïðåðûâàíè 
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ýêòîïè÷åñêèõ áåðåìåííîñòåé.
Õîò  ýêñïðåññè  ðåöåïòîðîâ VEGF â îñíîâíîì îãðàíè÷åíà ýíäîòåëèåì ñîñóäîâ â

íîðìàëüíûõ ðåïðîäóêòèâíûõ òêàí õ, Flt1 òàêæå ýêñïðåññèðóåòñ  òðîôîáëàñòàìè â
ïëàöåíòå ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ (Clark et al., 1996; He et al., 1999), ãäå, êàê
ïðåäïîëàãàåòñ , äàííûé áåëîê ó÷àñòâóåò â èíâàçèè òðîôîáëàñòîâ. Èíòåðåñíî îòìåòèòü,
÷òî Flt1 è KDR (Flk1) ýêñïðåññèðóþòñ  ëèíèåé êëåòîê õîðèîêàðöèíîìû BeWo (Charnock-
Jones et al., 1994), ïðè ýòîì óñòàíîâëåíî, ÷òî VEGF ñòèìóëèðóåò ñèíòåç ÄÍÊ è
ôîñôîðèëèðîâàíèå òèðîçèíîì ÌÀÐ-êèíàçû â óêàçàííûõ êëåòêàõ. Êðîìå òîãî, ïåðâè÷íûå è
ìåòàñòàòè÷åñêèå îïóõîëè  è÷íèêà íå òîëüêî ýêñïðåññèðóþò áîëüøèå êîëè÷åñòâà VEGF, íî
â äîïîëíåíèè ê ýíäîòåëèþ ñîñóäîâ îïóõîëåâûå êëåòêè ñàìè ñåêðåòèðóþò KDR è/èëè Flt1
(Boocock et al., 1995). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîë þò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî VEGF íå
òîëüêî èãðàåò ñóùåñòâåííóþ ðîëü â îáðàçîâàíèè è ñîõðàíåíèè ñîñóäèñòîé ñåòè îïóõîëè,
íî è ïî êðàéíåé ìåðå â íåêîòîðûõ îïóõîë õ ðåïðîäóêòèâíûõ îðãàíîâ VEGF èãðàåò
âñïîìîãàòåëüíóþ ðîëü, ñïîñîáñòâó  âûæèâàíèþ è ïðîëèôåðàöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê. Òàêèì
îáðàçîì, âåùåñòâà, êîòîðûå áëîêèðóþò äåéñòâèå VEGF, ìîæíî ýôôåêòèâíî ïðèìåí òü ïðè
ëå÷åíèè îïóõîëåé ðåïðîäóêòèâíûõ îðãàíîâ.

Ñïîñîáû è ðåçóëüòàòû
(à) Îöåíêà VEGF-èíäóöèðîâàííîé ïîâûøåííîé ïðîíèöàåìîñòè ìàòêè
Ñûâîðîòî÷íûé ãîíàäîòðîôèí áåðåìåííîé êîáûëû (PMSG) èíúåöèðóþò ïîäêîæíî (5 ì.ä.)

ñàìêàì êðûñ äë  èíäóöèðîâàíè  îâóë öèè â ïðåïóáåðòàòíîì ïåðèîäå. Ýòî ñòèìóëèðóåò
âûáðîñ ýñòðàäèîëà ÷åðåç 2 äí , ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü âûçûâàåò èíäóêöèþ VEGF â ìàòêå. Êàê
èçâåñòíî, óêàçàííà  èíäóêöè  âûçûâàåò ïîâûøåííóþ ïðîíèöàåìîñòü ìàòêè è óâåëè÷åíèå
ñûðîé ìàññû ìàòêè ÷åðåç 6 ÷àñîâ, ÷òî ïîòåíöèàëüíî ìîæíî áëîêèðîâàòü
ìîäèôèöèðîâàííûìè ðåöåïòîðàìè Flt, òàêèìè êàê Flt1(1-3)-Fc (A40), Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1
(à) è Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1 (a). Â äàííîé ìîäåëè in vivo íîðìàëüíà  ìàññà ìàòêè êðûñû
ðàâíà ïðèìåðíî 50 ìã, ïðè÷åì åå ìîæíî óâåëè÷èòü äî 300-350 ìã ïðè ïîìîùè PMSG.
Îáåçâîæèâàíèå òêàíè ïîêàçûâàåò, ÷òî ìàññà óâåëè÷èâàåòñ  çà ñ÷åò âîäû. Ïîäêîæíà 
èíúåêöè  Flt1(1-3)-Fc (À40), Flt1D2.Flk1D3.Fc∆C1 (à) è Flt1D2.VEGFR3D3.Fc∆C1 (à) â äîçå
25 ìã/êã ÷åðåç 1 ÷àñ ïîñëå èíúåêöèè PMSG ïðèìåðíî íà 50% ïîäàâë åò óâåëè÷åíèå ñûðîé
ìàññû ìàòêè. Óâåëè÷åíèå äîçû ìîäèôèöèðîâàííîãî ðåöåïòîðà Flt íå ñîêðàùàåò
óâåëè÷åíèå ñûðîé ìàññû, ïîçâîë   ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â óêàçàííîé ìîäåëè åñòü
íåçàâèñèìûé îò VEGF êîìïîíåíò. Ðåçóëüòàòû äàííîãî ýêñïåðèìåíòà ïîêàçàíû íà ôèã. 41.

(à) Îöåíêà àíãèîãåíåçà æåëòîãî òåëà ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãåñòåðîíà â êà÷åñòâå
òåñòèðóþùåãî àãåíòà

Ñûâîðîòî÷íûé ãîíàäîòðîïèí áåðåìåííîé êîáûëû (PMSG) èíúåöèðóþò ïîäêîæíî (5 ì.ä.)
ñàìêàì êðûñ äë  èõ îâóë öèè â ïðåïóáåðòàòíîì ïåðèîäå. ×åðåç 4 äí  îáðàçóåòñ  àêòèâíîå
æåëòîå òåëî ñ ïëîòíîé ñåòüþ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ, êîòîðîå ñåêðåòèðóåò ïðîãåñòåðîí â
êðîâîòîê, ïîäãîòàâëèâà  ìàòêó ê îïëîäîòâîðåíèþ. Äë  èíäóöèðîâàíè  îáðàçîâàíè 
êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ â æåëòîì òåëå íåîáõîäèì VEGF; ïîýòîìó áëîêèðîâàíèå VEGF
äîëæíî óñòðàíèòü îáðàçîâàíèå íîâûõ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ è, ñëåäîâàòåëüíî, óìåíüøèòü
êîëè÷åñòâî ïðîãåñòåðîíà, ñåêðåòèðóåìîãî â êðîâîòîê. Â äàííîé ìîäåëè in vivo óðîâíè
ïðîãåñòåðîíà â ñîñòî íèè ïîêî  ðàâíû ïðèìåðíî 5 íã/ìë è ìîãóò áûòü óâåëè÷åíû äî 25-40
íã/ìë ïîñëå ââåäåíè  PMSG. Ïîäêîæíà  èíúåêöè  Flt1(1-3)-Fc (A40) èëè
Flt1D2.Flk1D3.Fc ∆C1 (à) â äîçå 25 ìã/êã èëè 5 ìã/êã ÷åðåç 1 ÷àñ ïîñëå ââåäåíè  PMSG
ïîëíîñòüþ ïîäàâë åò èíäóêöèþ ïðîãåñòåðîíà íà 4-é äåíü. Ðåçóëüòàòû äàííîãî
ýêñïåðèìåíòà ïîêàçàíû íà ôèã. 42À-42Â.

Ïðèìåð 33. Ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèé àíàëèç Flt1(1-3)-Fc (A40) è îáðàáîòàííîãî
ïîëèýòèëåíãëèêîëåì Flt1(1-3)-Fc

Flt1(1-3)-Fc îáðàáàòûâàþò ïîëèýòèëåíãëèêîëåì ñ äëèíîé öåïè 10 êÄà èëè 20 êÄà è
èññëåäóþò èõ ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèé ïðîôèëü, èñïîëüçó  ìûøåé Balb/c. Óñòàíîâëåíî, ÷òî
îáå îáðàáîòàííûå ïîëèýòèëåíãëèêîëåì ôîðìû Flt1(1-3)-Fc èìåþò ãîðàçäî ëó÷øèå
ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèå ïðîôèëè, ÷åì Flt1(1-3)-Fc (A40), ïðè ýòîì Òmax äë  îáðàáîòàííûõ
ïîëèýòèëåíãëèêîëåì ìîëåêóë ñîîòâåòñòâóåò 24 ÷àñàì ïî ñðàâíåíèþ ñ 6 ÷àñàìè äë  Flt1(1-
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3)-Fc (A40).
Ïðèìåð 34. Àíàëèç VEGF165 ïðè ïîìîùè ELISA äë  îïðåäåëåíè  ñðîäñòâà

ìîäèôèöèðîâàííûõ âàðèàíòîâ ðåöåïòîðîâ Flt1
10 ïÌ VEGF165 èíêóáèðóþò â òå÷åíèå íî÷è ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñ

ìîäèôèöèðîâàííûìè âàðèàíòàìè ðåöåïòîðîâ Flt1 â êîëè÷åñòâå îò 160 ïÌ äî 0,1 ïÌ. Ïðè
âûïîëíåíèè äàííîãî ýêñïåðèìåíòà èñïîëüçîâàíû òàêèå ìîäèôèöèðîâàííûå âàðèàíòû
ðåöåïòîðîâ Flt1, êàê Flt1(1-3)-Fc, Flt1(1-3)-Fc (A40), âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííûé
Flt1D2Flk1D3.Fc∆Ñ1 (à), âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàííûé Flt1D2VEFGFR3D3-Fc∆C1 (à), Flt1
(1-3NAS)-Fc, è Tie2-Fc. Flt1(1-3NAS)-Fc  âë åòñ  ìîäèôèöèðîâàííûì

âàðèàíòîì Fit1(1-3)-Fc, â êîòîðîì âûñîêîîñíîâíà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
KNKRASVRRR çàìåíåíà NASVNGSR, ÷òî ïîçâîë åò ââåñòè äâà íîâûõ ñàéòà
ãëèêîçèëèðîâàíè  è ñóììàðíî óäàëèòü ï òü ïîëîæèòåëüíûõ çàð äîâ ñ öåëüþ óìåíüøåíè 
íåáëàãîïðè òíîãî âîçäåéñòâè  äàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íà ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèé
ïðîôèëü.  âë åòñ  ìîäèôèêàöèåé, â êîòîðîé îäèí îñòàòîê àðãèíèíà (R) â

òîé æå îñíîâíîé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çàìåíåí öèñòåèíîì (Ñ)
(KNK RASVRRR→KNKCASVRRR), ÷òî äåëàåò âîçìîæíîé îáðàáîòêó ïîëèýòèëåíãëèêîëåì ó
äàííîãî îñòàòêà, áëàãîäàð  ÷åìó îñíîâíà  îáëàñòü ïåðåñòàåò îêàçûâàòü íåáëàãîïðè òíîå
âîçäåéñòâèå íà ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèé ïðîôèëü. Ïîñëå èíêóáàöèè ðàñòâîð ïåðåíîñ ò íà
ïëàíøåò, ñîäåðæàùèé èììîáèëèçîâàííîå àíòèòåëî äë  VEGF165 (R&D). Çàòåì
îïðåäåë þò êîëè÷åñòâî ñâîáîäíîãî VEGF165, èñïîëüçó  àíòèòåëî äë  ñ÷èòûâàíè 
ñâîáîäíîãî VEGF165. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ìîäèôèöèðîâàííûì
âàðèàíòîì ðåöåïòîðà Fit1 ñ íàèáîëüøèì ñðîäñòâîì ê VEGF165 (îïðåäåë åìûì â âèäå
íàèìåíüøåãî êîëè÷åñòâà ñâîáîäíîãî VEGF165)  âë åòñ  Flt1D2Flk1D3.Fc∆C1 (à), çà
êîòîðûì ñëåäóþò Flt1(1-3)-Fc è Flt1(1-3)-Fc (A40) è çàòåì , Flt1(1-3NAS)-Fc

è Flt1D2VEFGFR3D3-Fc∆C1 (a). Tie2Fc íå îáëàäàåò ñðîäñòâîì ê VEGF165.
Ïðèìåð 35. Âàðèàíòû ñëèòûõ áåëêîâ ðåöåïòîðà VEGF ñ äîìåíàìè ðàçíîé îðèåíòàöèè
1. Êîíñòðóèðîâàíèå è ýêñïðåññè  âàðèàíòîâ ñëèòûõ áåëêîâ ðåöåïòîðà VEGF ñ äîìåíàìè

ðàçíîé îðèåíòàöèè
Êàæäûé îòäåëüíûé äîìåí ñëèòîãî áåëêà ðåöåïòîðà VEGF, Flt1.Ig2 ("R1"), Flk1.Ig3

("R2") è hFc∆C1(a) ("Fc"), àìïèôèöèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ, ïðèìåí   ñïåöèôè÷åñêèå
îëèãîíóêëåîòèäíûå ïðàéìåðû, âñå èç êîòîðûõ ñîäåðæàëè îäíó è òó æå äîïîëíèòåëüíóþ
ëèíêåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, äàþùóþ âîçìîæíîñòü ðàñùåïë òü åå
ïîñëåäîâàòåëüíî ðåñòðèêòàçàìè è ëèãèðîâàòü ÄÍÊ â çàðàíåå îïðåäåëåííîì ïîð äêå òàê,
÷òîáû êàæäûé îòäåëüíûé äîìåí ìîã áûòü îòíåñåí ê êàêîìó-ëèáî èç òðåõ ðàéîíîâ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé êîíå÷íûé òðàíñëèðóåìûé áåëîê. Íàïðèìåð,
ðåñòðèêöèîííîå ðàñùåïëåíèå ôåðìåíòàìè "À" è "Â" íàïðàâèò ôðàãìåíò ÄÍÊ â ïîëîæåíèå
îäèí, ðàñùåïëåíèå ôåðìåíòàìè "Â" è "Ñ" íàïðàâèò ôðàãìåíò ÄÍÊ â ïîëîæåíèå äâà, à
ðàñùåïëåíèå ôåðìåíòàìè "D" è "Å" íàïðàâèò ôðàãìåò ÄÍÊ â ïîëîæåíèå òðè. Ýòà ñòðàòåãè 
ïîçâîë åò èñïîëüçîâàòü ÏÖÐ-ïðîäóêò êàæäîãî èñõîäíîãî îòäåëüíîãî äîìåíà äë 
êîíñòðóèðîâàíè  øåñòè âîçìîæíûõ êîìáèíàöèé èç òðåõ äîìåíîâ,  âë þùèõñ 
êîìïîíåíòàìè ñëèòîãî áåëêà ((1) R1.R2.Fc, (2) R2.R1.Fc, (3) Fc.R1.R2, (4) Fc.R2.R1,
(5) R1.Fc.R2 è (6) R2.Fc.R1), ñî ñòàíäàðòíûì ïåïòèäíûìè ëèíêåðàìè ìåæäó íèìè.

Ïîñëå î÷èñòêè ïëàçìèäíûõ ÄÍÊ, èìåþùèõ æåëàåìûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êàæäûé èç
øåñòè òèïîâ ïëàçìèä, à òàêæå "ïóñòîé" âåêòîð â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîë ,
èíäèâèäóàëüíî òðàíñôèöèðîâàëè â êëåòêè ÑÍÎ RGC38 ñ èñïîëüçîâàíèåì Lipofectamine.
Ïîñëå òðàíñôèöèðîâàíè  êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå òðåõ äíåé â ñðåäå F12,
ñîäåðæàùåé ôåòàëüíóþ òåë ÷üþ ñûâîðîòêó ñ êðàéíå íèçêèì ñîäåðæàíèåì IgG.
Êîíäèöèîíèðîâàííóþ ñðåäó ñîáèðàëè è îïðåäåë ëè ïðè ïîìîùè Âåñòåðí-àíàëèçà óðîâåíü
ýêñïðåññèè äë  ðàçëè÷íûõ êîíñòðóêöèé. Òàêæå àíàëèçèðèðîâàëè ñïîñîáíîñòü âàðèàíòîâ â
êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäå ñâ çûâàòü VEGF.

2. Ñïîñîáíîñòü ñâ çûâàòü VEGF ïðè âûïîëíåíèè àíàëèçà íà îñíîâå BiaCore
Àíàëèç íà îñíîâå BiaCore âûïîëí ëè êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 6 äàííîãî îïèñàíè  äë 
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îöåíêè ñïîñîáíîñòè ñâ çûâàòüñ  ñ ïîâåðõíîñòüþ, îáðàáîòàííîé VEGF, êàæäîãî èç øåñòè
ñëèòûõ áåëêîâ VEGF-ðåöåïòîðà. Â ýòîì àíàëèçå èñïîëüçîâàëèñü ñëåäóþùèå ïàðàìåòðû:
÷èï - ÑÌ5; áóôåð - HBS-T; ñêîðîñòü ïîòîêà - 5 ìêë/ìèí; èíúåêöè  - 150 ìêë; îáðàçåö -
IX ñóïåðíàòàíò, äâîéíà  èíúåêöè ; ïîâåðõíîñòü - hVEGF165-àìèíîñâ çàííûé 3400RU.

3. Ðåçóëüòàòû
Â òàáëèöå 1 äåìîíñòðèðóåòñ  îòíîñèòåëüíîå ñâ çûâàíèå ñ VEGF êàæäîãî èç ñëèòûõ

áåëêîâ ðåöåïòîðà VEGF: pTE903=R1.R2.Fc, pTE904=R2.R1.Fc, pTE905=Fc.R1.R2, pTE906=
Fc.R2.R1, pTE907=R1.Fc.R2, pTE908=R2.Fc.R1. Êàæäûé èç øåñòè ñëèòûõ áåëêîâ ðåöåïòîðà
VEGF ïðîäåìîíñòðèðîâàë ñïåöèôè÷åñêóþ àêòèâíóþ îòíîñèòåëüíóþ ðåàêöèþ (RU) íà
hVEGF165-ïîâåðõíîñòü. Êðîìå òîãî, îòíîñèòåëüíîå ñâ çûâàíèå âàðèàíòîâ ñ ðàçëè÷íîé
îðèåíòàöèåé äîìåíîâ ñðàâíèâàëè ñ îòíîñèòåëüíûì ñâ çûâàíèåì áåëêà â èñõîäíîé
îðèåíòàöèè (ðÒÅ903). Íèêàêîãî ôîíîâîãî ñâ çûâàíè  íå áûëî îáíàðóæåíî ñ ñóïåðíàòàíòîì
êóëüòóðû êëåòîê, òðàíñôèöèðîâàííûõ "ïóñòûì" âåêòîðîì.

Òàáëèöà 1

Ïëàçìèäà Êîíôèãóðàöè  Ñðåä. RU

ðÒÅ903 R1.R2.Fc 2449

ðÒÅ904 R2.R1.Fc 1474

ðÒÅ905 Fc.R1.R2 1430

ðÒÅ906 Fc.R2.R1 2188

ðÒÅ907 R1.Fc.R2 2090

ðÒÅ908000 R2.Fc.R1. 1016

"Ïóñòà " -12

4. Âûâîäû
Ýòè ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî ñïåöèôè÷åñêîå ñâ çûâàíèå ñ VEGF

áûëî ïîëó÷åíî äë  êàæäîãî èç øåñòè ñëèòûõ áåëêîâ ðåöåïòîðà VEGF. Ñîîòâåòñòâåííî,
ïîçèöè  êîìïîíåíòîâ â çà âëåííûõ êîíñòðóêöè õ ìîæåò ìåí òüñ , òîãäà êàê ñïîñîáíîñòü
ñâ çûâàòü VEGF ñîõðàí åòñ .

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùà  ñëèòûé ïîëèïåïòèä, ñïîñîáíûé

ñâ çûâàòüñ  ñ ïîëèïåïòèäîì VEGF, âêëþ÷àþùà  ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííûå
(a) íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ êîìïîíåíò ïåðâîãî ðåöåïòîðà

ôàêòîðà ðîñòà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñîñóäîâ (VEGF), ñîñòî ùèé, ïî ñóùåñòâó, èç
èììóíîãëîáóëèíïîäîáíîãî (Ig) äîìåíà 2 ïåðâîãî ðåöåïòîðà VEGF,

(b) íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ êîìïîíåíò âòîðîãî ðåöåïòîðà
VEGF, ñîñòî ùèé, ïî ñóùåñòâó, èç èììóíîãëîáóëèíïîäîáíîãî äîìåíà 3 âòîðîãî ðåöåïòîðà
VEGF,

(c) íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ìóëüòèìåðèçóþùèé êîìïîíåíò,
ïðè ýòîì ïåðâûì ðåöåïòîðîì VEGF  âë åòñ  Flt1, âòîðûì ðåöåïòîðîì VEGF  âë åòñ 

Flk1 èëè Flt4 è êîìïîíåíòû ðåöåïòîðà VEGF ñîãëàñíî à) è b)  âë þòñ  åäèíñòâåííûìè
êîìïîíåíòàìè ðåöåïòîðà VEGF ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà.

2. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ï.1, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî íóêëåîòèäíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  Ig-äîìåí 2 âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà ïåðâîãî ðåöåïòîðà
VEGF, ðàñïîëîæåíà âûøå íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé Ig-äîìåí 3
âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà âòîðîãî ðåöåïòîðà VEGF.

3. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ï.1, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî íóêëåîòèäíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  Ig-äîìåí 2 âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà ïåðâîãî ðåöåïòîðà
VEGF, ðàñïîëîæåíà íèæå íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé Ig-äîìåí 3
âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà âòîðîãî ðåöåïòîðà VEGF.

4. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ëþáîìó èç ïï.1-3, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî
ìóëüòèìåðèçóþùèé êîìïîíåíò âêëþ÷àåò èììóíîãëîáóëèíîâûé äîìåí.

5. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ï.4, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî èììóíîãëîáóëèíîâûé
äîìåí âûáðàí, èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç äîìåíà Fc IgG è ò æåëîé öåïè IgG.
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6. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ï.1, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî âêëþ÷àåò
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âûáðàííóþ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

(a) íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäñòàâëåííîé íà ôèãóðå 21À-21Ñ;
(b) íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäñòàâëåííîé íà ôèãóðå 22À-22Ñ;
(c) íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäñòàâëåííîé íà ôèãóðå 24À-24Ñ;è
(d) íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà  îòëè÷àåòñ  îò íóêëåîòèäíîé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (à), (b) èëè (ñ) âñëåäñòâèå âûðîæäåííîñòè ãåíåòè÷åñêîãî êîäà.
7. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ï.1, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî êîìïîíåíòû ñëèòîãî

ïîëèïåïòèäà ðàñïîëîæåíû êàê 1, 2, 3; 1, 3, 2; 2, 1, 3; 2, 3, 1; 3, 1, 2; èëè 3, 2, 1,
ïðè ýòîì 1  âë åòñ  êîìïîíåíòîì ïåðâîãî ðåöåïòîðà VEGF, 2  âë åòñ  êîìïîíåíòîì
âòîðîãî ðåöåïòîðà VEGF è 3  âë åòñ  ìóëüòèìåðèçóþùèì êîìïîíåíòîì.

8. Ñëèòûé ïîëèïåïòèä, ñïîñîáíûé ñâ çûâàòüñ  ñ ïîëèïåïòèäîì VEGF, êîäèðóåìûé
ìîëåêóëîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ëþáîìó èç ïï.1-7.

9. Êëîíèðóþùèé âåêòîð, âêëþ÷àþùèé ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ëþáîìó èç ïï.1-
7.

10. Ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð, âêëþ÷àþùèé ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ëþáîìó èç
ïï.1-7, êîòîðà  ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàíà ñ ðåãóëèðóþùåé ýêñïðåññèþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ.

11. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  ñèñòåìû âåêòîð - õîç èí äë  ïðîäóöèðîâàíè  ñëèòîãî
ïîëèïåïòèäà, âêëþ÷àþùèé ââåäåíèå ýêñïðåññèðóþùåãî âåêòîðà ïî ï.10 â ïðèåìëåìóþ
êëåòêó-õîç èíà.

12. Ñïîñîá ïî ï.11, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðèåìëåìîé êëåòêîé-õîç èíîì  âë åòñ 
áàêòåðèàëüíà  êëåòêà, äðîææåâà  êëåòêà, êëåòêà íàñåêîìîãî èëè êëåòêà ìëåêîïèòàþùåãî.

13. Ñïîñîá ïî ï.12, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðèåìëåìîé êëåòêîé-õîç èíîì  âë åòñ 
êëåòêà Å.coli èëè ÑÍÎ.

14. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà, âêëþ÷àþùèé âûðàùèâàíèå êëåòîê ñèñòåìû
âåêòîð - õîç èí, ïîëó÷åííîé ñïîñîáîì ïî ëþáîìó èç ïï.11-13, â óñëîâè õ,
îáåñïå÷èâàþùèõ ïðîäóöèðîâàíèå ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà, è âûäåëåíèå ïîëó÷åííîãî òàêèì
îáðàçîì ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà.

15. Äèìåðíûé àíòàãîíèñò ôàêòîðà ðîñòà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñîñóäîâ (VEGF),
âêëþ÷àþùèé äâà ñëèòûõ ïîëèïåïòèäà ïî ï.1.

16. Äèìåðíûé àíòàãîíèñò ïî ï.15, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ìîäèôèöèðîâàí
àöåòèëèðîâàíèåì èëè îáðàáîòêîé ïîëèýòèëåíãëèêîëåì.

17. Ñëèòûé ïîëèïåïòèä, ñïîñîáíûé ñâ çûâàòüñ  ñ ïîëèïåïòèäîì VEGF, âêëþ÷àþùèé
(a) êîìïîíåíò ðåöåïòîðà VEGF, ñîñòî ùèé, ïî ñóùåñòâó, èç èììóíîãëîáóëèíïîäîáíîãî

(Ig) äîìåíà 2 ðåöåïòîðà VEGF Fit1 è Ig-äîìåíà 3 ðåöåïòîðà VEGF Flk1 èëè Fit4; è
(b) ìóëüòèìåðèçóþùèé êîìïîíåíò,
ïðè ýòîì êîìïîíåíò ðåöåïòîðà VEGF ñîãëàñíî (à)  âë åòñ  åäèíñòâåííûì êîìïîíåíòîì

ðåöåïòîðà VEGF ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà.
18. Ñëèòûé ïîëèïåïòèä ïî ï.17, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ìóëüòèìåðèçóþùèé êîìïîíåíò

âêëþ÷àåò èììóíîãëîáóëèíîâûé äîìåí.
19. Ñëèòûé ïîëèïåïòèä ïî ï.18, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî èììóíîãëîáóëèíîâûé äîìåí

âûáðàí èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç äîìåíà Fc IgG è ò æåëîé öåïè IgG.
20. Ñëèòûé ïîëèïåïòèä ïî ï.19, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî âêëþ÷àåò àìèíîêèñëîòíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèãóðå 21À-21Ñ, ôèãóðå 22À-22Ñ èëè ôèãóðå
24À-24Ñ.

21. Ñïîñîá ïîäàâëåíè  àêòèâíîñòè ôàêòîðà ðîñòà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñîñóäîâ
(VEGF) ó ìëåêîïèòàþùåãî, âêëþ÷àþùèé ââåäåíèå ìëåêîïèòàþùåìó ýôôåêòèâíîãî
êîëè÷åñòâà ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà ïî ëþáîìó èç ïï.17-20 èëè äèìåðíîãî àíòàãîíèñòà ïî
ï.15 èëè 16.

22. Ñïîñîá ïî ï.21, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ìëåêîïèòàþùèì  âë åòñ  ÷åëîâåê.
23. Ñïîñîá ïî ï.21 èëè 22, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî èñïîëüçóåòñ  äë  óìåíüøåíè  èëè

ïðåäîòâðàùåíè  ðîñòà îïóõîëè, äë  óìåíüøåíè  èëè ïðåäîòâðàùåíè  îòåêà, äë 
óìåíüøåíè  èëè ïðåäîòâðàùåíè  îáðàçîâàíè  àñöèòà, äë  óìåíüøåíè  èëè ïîäàâëåíè 
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ïîòåðè ïëàçìû èëè äë  áëîêèðîâàíè  ðîñòà êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ ó ÷åëîâåêà.
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