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(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê áèîòåõíîëîãèè è

èììóíîëîãèè. Îïèñàíî ìîíîêëîíàëüíîå àíòè-IFNα
àíòèòåëî, êîòîðîå ñâ çûâàåòñ  ñ ïîäòèïàìè IFN α:
IFNα1, IFNα2, IFNα4, IFNα5, IFNα8, IFNα10, IFNα21
è ñîäåðæèò òðè CDR ó÷àñòêà ò æåëîé öåïè.
Àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü â îïèñàíèè.
Ðàñêðûòà ò æåëà  öåïü àíòè-IFNα àíòèòåëà èëè åå
ôðàãìåíò, êîòîðûå òàêæå ñîäåðæàò óêàçàííûå CDR
ó÷àñòêè. Îïèñàíî àíòè-IFNα àíòèòåëî, êîòîðîå
ñîäåðæèò, ïî-ìåíüøåé ìåðå, îäíó ëåãêóþ öåïü è
îäíó ò æåëóþ. Ðàñêðûòû âàðèàíòû íóêëåèíîâûõ
êèñëîò, êîäèðóþùèõ óêàçàííûå àíòèòåëà, è
âàðèàíòû âåêòîðîâ äë  ýêñïðåññèè íóêëåèíîâûõ

êèñëîò, à òàêæå âàðèàíòû òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê-õîç èíà. Ñðåäè âåêòîðîâ ýêñïðåññèè
îïèñàíû òàêæå âåêòîðû, äåïîíèðîâàííûå ïîä
¹2881 è ïîä ¹2882, íåñóùèå ñîîòâåòñòâåííî
ò æåëóþ è ëåãêóþ öåïü àíòèòåëà. Îïèñàí ñïîñîá
ïîëó÷åíè  àíòèòåëà èç óêàçàííûõ êëåòîê. Ðàñêðûòà
ãèáðèäîìíà  ëèíè  êëåòîê ìûøè, äåïîíèðîâàííà 
â ÀÒÑÑ ïîä íîìåðîì ¹ÐÒÀ-2917, è àíòèòåëî,
ïðîäóöèðóåìîå óêàçàííîé ëèíèåé. Îïèñàíû òàêæå
âàðèàíòû ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè íà îñíîâå
àíòèòåëà è ñïîñîá äèàãíîñòèêè àóòîèììóííîãî
çàáîëåâàíè . Ðàñêðûòî òàêæå ïðèìåíåíèå àíòèòåë
äë  ëå÷åíè  çàáîëåâàíè  èëè ñîñòî íè ,
àññîöèèðîâàííîãî ó ïàöèåíòà ñ ïîâûøåííûìè
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óðîâí ìè IFN α. Èñïîëüçîâàíèå èçîáðåòåíè 
ïîçâîë åò îäíîâðåìåííî ïîäàâë òü áèîëîãè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü, ïî êðàéíåé ìåðå, ñåìè ïîäòèïîâ IFNα
÷åëîâåêà, à èìåííî IFNα1, IFNα2, IFNα4, IFNα5,
IFNα8, IFNα10, IFNα21, ÷òî ìîæåò íàéòè

ïðèìåíåíèå â äèàãíîñòèêå è òåðàïèè ðàçëè÷íûõ
çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà, îïîñðåäóåìûõ IFNα, òàêèõ
êàê èíñóëèíîçàâèñèìûé ñàõàðíûé äèàáåò èëè
ñèñòåìíà  êðàñíà  âîë÷àíêà. 24 í. è 29 ç.ï. ô-ëû.
5 òàáë., 7 èë.
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(57) Abstract: 
FIELD: biotechnology, immunology.
SUBSTANCE: invention describes a monoclonal

anti-IFNα antibody that binds with the following
subtypes of IFNα: IFNα1, IFNα2, IFNα4, IFNα5,
IFNα8, IFNα10 and IFNα21 and comprises three CDR-
sites of heavy chain. Amino acid is given in the
invention description. Invention discloses heavy
chain of anti-IFNα antibody or its fragment that

comprise indicated CDR-sites also. Invention
describes anti-IFNα antibody that comprises at
least one light chain and one heavy chain.
Invention discloses variants of nucleic acids
encoding indicated antibodies and variants of
vectors used for expression of nucleic acids, and
variants of transformed host-cells. Among
expression vectors invention describes also
vectors deposited at ¹ 2881 and ¹ 2882 carrying
heavy and light chain of antibody, respectively.
Invention describes a method for preparing

antibody from indicated cells. Invention
discloses the murine hybridoma cell line
deposited in ATCC at number ¹ ÐÒÀ-2917, and
antibody produced by indicated cell line. Also,
invention describes variants of the antibody-base
pharmaceutical composition and a method used for
diagnosis of autoimmune disease. Also, invention
discloses using antibodies in treatment of
disease or state associated with enhanced level of
IFNα in a patient. Using the invention provides
inhibiting biological activity of at least seven
human IFNα subtypes simultaneously, namely:
IFNα1, IFNα2, IFNα4, IFNα5, IFNα8, IFNα10 and
IFNα12 that can be used in diagnosis and therapy
of different human diseases mediated by IFNα, such
as insulin-dependent diabetes mellitus or
erythematosus lupus.

EFFECT: valuable biological and medicinal
properties of antibodies.

53 cl, 4 tbl, 10 dwg, 2 ex
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Îáëàñòü òåõíèêè, ê êîòîðîé îòíîñèòñ  èçîáðåòåíèå
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ , ãëàâíûì îáðàçîì, ê ñîçäàíèþ è õàðàêòåðèñòèêå

íåéòðàëèçóþùèõ àíòè-IFN-α ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ñ øèðîêîé ðåàêòèâíîñòüþ ê
ðàçëè÷íûì ïîäòèïàì IFN-α. Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê èñïîëüçîâàíèþ
òàêèõ àíòè-IFN-α àíòèòåë â äèàãíîñòèêå è ëå÷åíèè íàðóøåíèé, ñâ çàííûõ ñ ïîâûøåííîé
ýêñïðåññèåé IFN-α, â ÷àñòíîñòè àóòîèììóííûõ íàðóøåíèé, òàêèõ êàê èíñóëèíîçàâèñèìûé
ñàõàðíûé äèàáåò (IDDM) è ñèñòåìíà  êðàñíà  âîë÷àíêà (SLE).

Îïèñàíèå áëèçêîãî óðîâí  òåõíèêè
Èíòåðôåðîí-α (IFN-α)
Õîò  èíòåðôåðîíû ïîíà÷àëó áûëè îòêðûòû ïî èõ ïðîòèâîâèðóñíûì àêòèâíîñò ì, ïðè

ïîñëåäóþùåì èçó÷åíèè îáíàðóæèëèñü ìíîãî÷èñëåííûå ðåãóë òîðíûå àêòèâíîñòè,
àññîöèèðîâàííûå ñ ýòèìè ñèëüíîäåéñòâóþùèìè öèòîêèíàìè. Èíòåðôåðîíû òèïà I
îáðàçóþò äðåâíåå ñåìåéñòâî öèòîêèíîâ, êîòîðîå âêëþ÷àåò IFN-α, IFN-β, IFN-δ, IFN-ω è IFN-τ
(Roberts et al., J. Interferon Cytokine Res. 18:805-816 [1998]). Îíè êîäèðóþòñ 
áåçûíòðîííûìè ãåíàìè è øèðîêî ðàñïðîñòðàíåíû ñðåäè ïîçâîíî÷íûõ. Íåñìîòð  íà òî ÷òî
IFN-β êîäèðóåòñ  ó ïðèìàòîâ è ãðûçóíîâ åäèíñòâåííûì ãåíîì, ó ÷åëîâåêà è ìûøåé
îáíàðóæèâàåòñ  áîëåå 10-15 ðàçíûõ ïîäòèïîâ IFN-α. Äðóãèå èíòåðôåðîíû òèïà I ìåíåå
ðàñïðîñòðàíåíû, íàïðèìåð IFN-δ ïðèñóòñòâóåò ó ñâèíåé, IFN-τ - ó êðóïíîãî ðîãàòîãî
ñêîòà è îâåö, à IFN-ω - ó êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà è ëþäåé. Òàêèì îáðàçîì, èíòåðôåðîíû
òèïà I ÷åëîâåêà âêëþ÷àþò ìíîæåñòâî ÷ëåíîâ ñåìåéñòâà IFN-α è ïî îäíîìó ÷ëåíó èç
ñåìåéñòâ IFN-β è IFN-ω. Âñå IFN òèïà I ñâ çûâàþòñ  ñ åäèíñòâåííûì ðåöåïòîðîì, êîòîðûé
âêëþ÷àåò, ïî ìåíüøåé ìåðå, äâà áåëêà, ïðîíèçûâàþùèõ ìåìáðàíó. Ñ äðóãîé ñòîðîíû,
èíòåðôåðîíû òèïà II ïðåäñòàâëåíû îäíèì ÷ëåíîì, IFN-γ, êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ñ
îòäåëüíûì ðåöåïòîðîì.

Õîò  âñå IFN òèïà I, â òîì ÷èñëå è IFN-α, ïðî âë þò ïðîòèâîâèðóñíîå è
àíòèïðîëèôåðàòèâíîå äåéñòâèå è, òåì ñàìûì, ïîìîãàþò áîðîòüñ  ñ âèðóñíûìè
èíôåêöè ìè è çëîêà÷åñòâåííûìè îïóõîë ìè (Lefevre et al., Biochimie 80:779-788 [1998];
Horton et al., Cancer Res. 59:4064-4068 [1999]; Alexenko et al., J. Interferon
Cytokine Res. 17:769-779 [1997]; Gresser, J. Leukoc. Biol. 61:567-574 [1997]),
ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî àóòîèììóííûõ çàáîëåâàíèé, êîòîðûå àññîöèèðóþòñ  ñ ïîâûøåííîé
ýêñïðåññèåé IFN-α, ýòî ïðåæäå âñåãî èíñóëèíîçàâèñèìûé ñàõàðíûé äèàáåò (IDDM) è
ñèñòåìíà  êðàñíà  âîë÷àíêà (SLE).

Äèàáåò òèï I, èçâåñòíûé òàêæå êàê àóòîèììóííûé äèàáåò èëè èíñóëèíîçàâèñèìûé
ñàõàðíûé äèàáåò (IDDM), ïðåäñòàâë åò ñîáîé àóòîèììóííîå çàáîëåâàíèå,
õàðàêòåðèçóþùååñ  èçáèðàòåëüíûì ðàçðóøåíèåì ïàíêðåàòè÷åñêèõ β-êëåòîê
àóòîðåàêòèâíûìè Ò-ëèìôîöèòàìè (Bach, Endocr. Rev. 15:516-542 [1994]; Castano and
Eisenbarth, Annu. Rev. Immunol. 8:647-679 [1990]; Shehadeh and Lafferty, Diabetes
Rev. 1:141-151 [1993]). Ïàòîëîãè  IDDM  âë åòñ  î÷åíü ñëîæíîé, âêëþ÷àþùåé
âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ýïèãåíåòè÷åñêèì ñîáûòèåì (âîçìîæíî, âèðóñíà  èíôåêöè ),
ïàíêðåàòè÷åñêèìè β-êëåòêàìè è èììóííîé ñèñòåìîé ó ãåíåòè÷åñêè ÷óâñòâèòåëüíîãî
õîç èíà. Ð ä öèòîêèíîâ, â òîì ÷èñëå IFN-α è IFN-γ, âîâëå÷åíû ó ÷åëîâåêà â ïàòîãåíåç
IDDM è â æèâîòíûõ ìîäåë õ äàííîãî çàáîëåâàíè  (Campbell et al., J. Clin. Invest 87:
739-742 [1991]; Huang et al., Diabetes 44:658-664 [1995]; Rhodes and Taylor,
Diabetologia 27:601-603 [1984]). Íàïðèìåð, ñîîáùàåòñ  îá ýêñïðåññèè ïàíêðåàòè÷åñêîé
ìÐÍÊ Ifn-α è î íàëè÷èè èììóíîðåàêòèâíûõ IFN-α â β-êëåòêàõ ïàöèåíòîâ ñ IDDM (Foulis et
al., Lancet 2:1423-1427 [1987]; Huang et al., [1995] âûøå; Somoza et al., J. Immunol.
153:1360-1377 [1994]). Ýêñïðåññè  IFN-α àññîöèèðóåòñ  â îñòðîâêàõ Ëàíãåðãàíñà ÷åëîâåêà
ñî ñâåðõýêñïðåññèåé àíòèãåíîâ ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòèìîñòè (ÌÍÑ)
êëàññà IA (Foulis et al., [1978] âûøå; Somoza et al., [1994] âûøå). Â äâóõ ìîäåë õ
àóòîèììóííîãî çàáîëåâàíè  ãðûçóíîâ, ïîäâåðæåííûõ äèàáåòó DP-BB-êðûñ è îáðàáîòàííûõ
ñòðåïòîçîòîöèíîì ìûøåé, ýêñïðåññè  ìÐÍÊ Ifn-α â îñòðîâêàõ Ëàíãåðãàíñà ïðåäøåñòâóåò
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èíñóëèíîâîé íåäîñòàòî÷íîñòè è äèàáåòó (Huang et al., Immunity 1:469-478 [1994]).
Êðîìå òîãî, ó òðàíñãåííûõ ìûøåé, ñîäåðæàùèõ ãèáðèäíóþ êîíñòðóêöèþ ÷åëîâå÷åñêèé
èíñóëèíîâûé ïðîìîòîð-Inf-α, ðàçâèâàåòñ  ãèïîèíñóëèíåìè÷åñêèé äèàáåò, ñîïðîâîæäàåìûé
èíñóëèíîâîé íåäîñòàòî÷íîñòüþ (Stewart et al., Science 260:1942-1946 [1993]).

Îêàçàëîñü, ÷òî ëîêàëüíà  ýêñïðåññè  IFN-α êëåòêàìè ïàíêðåàòè÷åñêèõ îñòðîâêîâ â
îòâåò íà âîçìîæíûå äèàáåòîãåííûå ñòèìóëû, òàêèå êàê âèðóñû, ìîæåò çàïóñêàòü ïðîöåññ
ðàçâèòè  èíñóëèíîâîé íåäîñòàòî÷íîñòè. Ñîîáðàçíî åãî ðîëè â êà÷åñòâå èíèöèèðóþùåãî
àãåíòà ïîêàçàíî, ÷òî IFN-α èíäóöèðóåò â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ îñòðîâêîâ Ëàíãåðãàíñà
÷åëîâåêà ôàêòîð ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè-I (ICAM-1) è HLA êëàññà IA, ÷òî ìîæåò
ñïîñîáñòâîâàòü ëåéêîöèòàðíîé èíôèëüòðàöèè â ïåðèîä èíñóëèíîâîé íåäîñòàòî÷íîñòè
(Chakrabarti et al., J. Immunol. 157:522-528 [1996]). Êðîìå òîãî, IFN-α ñïîñîáñòâóåò Ò-
êëåòî÷íîé ñòèìóë öèè â ðåçóëüòàòå èíäóêöèè êî-ñòèìóëèðóþùèõ ìîëåêóë ICAM-1 è Â7.2 â
àíòèãåí-ïðåçåíòèðóþùèõ êëåòêàõ îñòðîâêîâ Ëàíãåðãàíñà (Chakrabarti et al., Diabetes 45:
1336-1343 [1996]). Âìåñòå ýòè èññëåäîâàíè  ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ðàíí  
ýêñïðåññè  β --êëåòêàìè IFN-α ìîæåò  âë òüñ  êëþ÷åâûì ñîáûòèåì â èíèöèàöèè
àóòîèììóííîãî äèàáåòà. Íåñìîòð  íà èìåþùèéñ  ð ä ñîîáùåíèé îá ó÷àñòèè IFN-γ â
ðàçâèòèè IDDM â ìîäåë õ ãðûçóíîâ êîððåë öè  ìåæäó ýêñïðåññèåé äàííîãî öèòîêèíà è
IDDM ÷åëîâåêà ìàëà. Òàêèì îáðàçîì, êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå IFN-γ, ìîæíî îáíàðóæèòü â
îñòðîâêàõ Ëàíãåðãàíñà â ïîäãðóïïå ïàöèåíòîâ-ëþäåé, ïîäîáðàííûõ ïî ñóùåñòâåííîé
ëèìôîöèòàðíîé èíôèëüòðàöèè â óêàçàííûõ îñòðîâêàõ. Â ãðóïïå ïàöèåíòîâ, êîòîðûõ íå
ïîäáèðàëè ïî ýòîìó êðèòåðèþ, àññîöèàöè  ìåæäó ýêñïðåññèåé IFN-γ è IDDM ÷åëîâåêà
îêàçàëàñü íåî÷åâèäíîé.

Îñíîâûâà ñü íà ïîâûøåííîì óðîâíå ýêñïðåññèè IFN-α ó ïàöèåíòîâ ñ ñèñòåìíîé
êðàñíîé âîë÷àíêîé (SLE), ñ÷èòàåòñ , ÷òî IFN-α òàêæå ó÷àñòâóåò â ïàòîãåíåçå SLE
(Ytterberg and Schnitzer, Arthritis Rheum 25:401-406 [1982]; Shi et al., Br. J.
Dermatol. 117:155-159 [1987]). Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî â íàñòî ùåå âðåì  IFN-α
èñïîëüçóþò äë  ëå÷åíè  ðàêà, à òàêæå âèðóñíîé èíôåêöèè, òàêîé êàê õðîíè÷åñêèé
ãåïàòèò, âûçâàííûé èíôèöèðîâàíèåì âèðóñà ãåïàòèòà Â è âèðóñîì ãåïàòèòà Ñ. Â
ñîîòâåòñòâèè ñ íàáëþäåíè ìè î ïîâûøåííûõ óðîâí õ IFN-α, çàïóñêàþùèõ àóòîèììóííîñòü,
ñîîáùàåòñ  î çíà÷èòåëüíîì ïîâûøåíèè ÷àñòîòû âîçíèêíîâåíè  àóòîèììóííûõ íàðóøåíèé,
òàêèõ êàê IDDM, SLE, òèðåîèäèò, ó ïàöèåíòîâ, ïîäâåðãàþùèõñ  IFN-α-òåðàïèè. Íàïðèìåð,
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðîäîëæèòåëüíîå èñïîëüçîâàíèå IFN-α â êà÷åñòâå ïðîòèâîâèðóñíîé
òåðàïèè èíäóöèðóåò IDDM (Waguri et al., Diabetes Res. Clin. Pract. 23:33-36 [1994];
Fabris et al., J. Hepatol. 28:514-517 [1998] èëè SLE (Garcia-Porrua et al., Clin.
Exp. Rheumatol. 16:107-108 [1998]). Ëå÷åíèå èíôåêöèè, âûçâàííîé âèðóñîì êîêñàêè Â
(CBV), ñ ïîìîùüþ IFN-α-òåðàïèè òàêæå àññîöèèðóåòñ  ñ èíäóêöèåé IDDM (Chehadeh et al.,
J. Infect. Dis. 181:1929-1939 [2000]). Òàêæå ñîîáùàåòñ  î ìíîæåñòâå ñëó÷àåâ,
ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î ðàçâèòèè IDDM èëè SLE ó ïàöèåíòîâ ñ ðàêîì, êîòîðûõ ëå÷èëè IFN-α
(Ronnblom et al., J. Intern. Med. 227:207-210 [1990]).

Òåðàïè  àíòèòåëàìè
Èñïîëüçîâàíèå ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë â êà÷åñòâå òåðàïåâòè÷åñêèõ ñðåäñòâ áûëî

ïðèçíàíî äë  íåêîòîðûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (mAb), ëèáî îäîáðåííûõ äë 
èñïîëüçîâàíè  íà ÷åëîâåêå, ëèáî íàõîä ùèõñ  íà ïîñëåäíåé ñòàäèè êëèíè÷åñêèõ
èñïûòàíèé. Ïåðâûå mAb äë  ëå÷åíè  îòòîðæåíè  àëëîòðàíñïëàíòàòà, îäîáðåííûå â 1986
ã. Óïðàâëåíèåì ïî êîíòðîëþ çà ïðîäóêòàìè è ëåêàðñòâàìè (FDA), áûëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ
CD3 (OKT3). Ñ òîãî âðåìåíè äîñòèæåíè  â îáëàñòè mAb çíà÷èòåëüíî âûðîñëè, îñîáåííî ñ
1994 ã., ÷òî ïðèâåëî ê îäîáðåíèþ åùå ñåìè âèäîâ mAb äë  ëå÷åíè  ÷åëîâåêà. Îíè
âêëþ÷àþò ReoPro® äë  òåðàïèè îñëîæíåíèé êîðîíàðíîé àíãèîïëàñòèêè â 1994 ã., Zenapax®
(àíòè-CD25) äë  ïðåäîòâðàùåíè  îòòîðæåíè  àëëîòðàíñïëàíòàòà â 1997 ã., Rituxan®
(àíòè-CD20) äë  ëå÷åíè  Â-êëåòî÷íîé ëèìôîìû íå-Õîäæêèíà â 1997 ã., Infliximab® (àíòè-
IFN-α) ïåðâîíà÷àëüíî äë  ëå÷åíè  áîëåçíè Êðîíà â 1998 ã., à âïîñëåäñòâèè äë  ëå÷åíè 
ðåâìàòîèäíîãî àðòðèòà â 1998 ã., Simulect® (àíòè-CD25) äë  ïðåäîòâðàùåíè  îòòîðæåíè 
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àëëîòðàíñïëàíòàòà â 1998 ã., Synagis® (àíòèòåëà ïðîòèâ F-áåëêà ðåñïèðàòîðíî-
ñèíöèòèàëüíîãî âèðóñà) äë  ëå÷åíè  ðåñïèðàòîðíûõ èíôåêöèé â 1998 ã., è Herceptin®
(àíòè-HER2/neu) äë  ëå÷åíè  ñâåðõýêñïðåññèè HER2 ìåòàñòàçèðóþùèõ çëîêà÷åñòâåííûõ
îïóõîëåé ìîëî÷íîé æåëåçû â 1998 ã. (Glennie and Johnson, Immunol. Today 21:403-410
[2000]).

Àíòèòåëà ïðîòèâ IFN-α
Áîëåçíåííûå ñîñòî íè , êîòîðûå ïîääàþòñ  âîçäåéñòâèþ mAb, âêëþ÷àþò âñå

ñîñòî íè , â êîòîðûõ íàáëþäàåòñ  ïàòîëîãè÷åñêèé óðîâåíü àíòèãåíà-ìèøåíè. Íàïðèìåð,
àíòèòåëî, êîòîðîå íåéòðàëèçóåò IFN-α, ïðèñóòñòâóþùèé â ñûâîðîòêå êðîâè ïàöèåíòîâ,
áîëüíûõ SLE, è ýêñïðåññèðóþùèéñ  ïàíêðåàòè÷åñêèìè îñòðîâêàìè ó áîëüíûõ IDDM,
 âë åòñ  ïîòåíöèàëüíûì êàíäèäàòîì äë  òåðàïåâòè÷åñêîãî âîçäåéñòâè  íà ýòè
çàáîëåâàíè . Åãî ìîæíî áûëî áû òàêæå èñïîëüçîâàòü äë  òåðàïåâòè÷åñêîãî âîçäåéñòâè  íà
äðóãèå àóòîèììóííûå çàáîëåâàíè  ñ ïîäðàçóìåâàåìûì ïîâûøåíèåì ïðè÷èííî-
îáóñëîâëåííîé ðîëè ýêñïðåññèè IFN-α. Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè çàáîëåâàíèè ÷åëîâåêà IDDM
(Foulis et al., Lancet 2:1423-1427 [1987]; Huang et al., Diabetes 44:658-664 [1995];
Somoza et al., J. Immunol. 153:1360-1377 [1994] è SLE (Hooks et al., Arthritis & Rheumatism 25:
396-400 [1982]; Kim et al., Clin. Exp. Immunol. 70:562-569 [1987]; Lacki et al., J.
Med. 28:99-107 [1997]; Robak et al., Archivum Immunologiae et Therapiae
Experimentalis 46:375-380 [1998]; Shiozawa et al., Arthritis & Rheumatism 35:417-422 [1992];
von Wussow et al., Rheumatology International 8:225-230 [1988]), ñóùåñòâóåò
êîððåë öè  ìåæäó çàáîëåâàíèåì è IFN-α, íî íå IFN-β èëè IFN-γ. Òàêèì îáðàçîì, ïðè
àíòèèíòåðôåðîíîâîì âîçäåéñòâèè mAb ïðè IDDM èëè SLE ïîòðåáóåòñ  ñïåöèôè÷åñêà 
íåéòðàëèçàöè  áîëüøèíñòâà, åñëè íå âñåõ, ïîäòèïîâ IFN-α, áåç êàêîé-ëèáî ñóùåñòâåííîé
íåéòðàëèçàöèè IFN-β èëè IFN-γ. Îñòàòî÷íà  àêòèâíîñòü ýòèõ ïîñëåäíèõ äâóõ èíòàêòíûõ
èíòåðôåðîíîâ ìîæåò òàêæå èìåòü ïðåèìóùåñòâî, îáåñïå÷èâà  ñîõðàíåíèå çíà÷èòåëüíîé
ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè.

Â òî æå âðåì  îáíàðóæåíî, ÷òî íåñêîëüêî mAb, êîòîðûå äåìîíñòðèðóþò ðåàêòèâíîñòü â
îòíîøåíèè îïèñàííûõ ïîäòèïîâ ðåêîìáèíàíòíîãî ÷åëîâå÷åñêîãî IFN-α, íåéòðàëèçóþò ëèøü
îãðàíè÷åííóþ ïðîàíàëèçèðîâàííóþ ïîäãðóïïó ïîäòèïîâ ðåêîìáèíàíòíîãî IFN-α èëè
îêàçàëèñü íåñïîñîáíû íåéòðàëèçîâàòü ñìåñü ïîäòèïîâ IFN-α, ïîëó÷åííóþ ñ ïîìîùüþ
ñòèìóëèðîâàííûõ ëåéêîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (Tsukui et al., Microbiol. Immunol.
30:1129-1139 [1986]; Berg, J. Interferon Res. 4:481-491 [1984]; Meager and Berg, J.
Interferon Res. 6:729-736 [1986]; Ïàòåíò ÑØÀ ¹4902618; è EP ïóáëèêàöè  ¹0139676 Â1).

Ïîýòîìó ñóùåñòâóåò áîëüøà  ïîòðåáíîñòü â àíòè-IFN-α àíòèòåëàõ, êîòîðûå íå òîëüêî
ñâ çûâàþòñ  ñ áîëüøèíñòâîì ïîäòèïîâ IFN-α, ïðåäïî÷òèòåëüíî âñåìè, íî òàêæå
íåéòðàëèçóþò òàêèå ïîäòèïû, êîòîðûå íå âëè þò íà óêàçàííóþ áèîëîãè÷åñêóþ ôóíêöèþ
äðóãèõ èíòåðôåðîíîâ.

Êðàòêîå èçëîæåíèå ñóùåñòâà èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îñíîâàíî íà ñîçäàíèè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, êîòîðûå, ÷òî

áûëî ýêñïåðèìåíòàëüíî óñòàíîâëåíî, íåéòðàëèçóþò âñå ñåìü àíàëèçèðóåìûõ ðàçíûõ
ïîäòèïîâ ðåêîìáèíàíòíîãî ÷åëîâå÷åñêîãî IFN-α è äâà íåçàâèñèìûõ ïóëà ïðèðîäíûõ
ïîäòèïîâ ÷åëîâå÷åñêîãî IFN-α.

Ïåðâîé öåëüþ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ñîçäàíèå àíòè-IFN-α ìîíîêëîíàëüíîãî
àíòèòåëà ÷åëîâåêà, êîòîðîå ñâ çûâàåòñ  è íåéòðàëèçóåò áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ïî
ìåíüøåé ìåðå, IFN-α ÷åëîâåêà ïîäòèïîâ IFN-α1, IFN-α2, IFN-α4, IFN-α5, IFN-α8, IFN-α10,
è IFN-α21. Åùå îäíîé öåëüþ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ñîçäàíèå àíòè-IFN-α
ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ÷åëîâåêà, êîòîðîå ñâ çûâàåòñ  ñî âñåìè ïîäòèïàìè IFN-α
÷åëîâåêà è íåéòðàëèçóåò èõ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü. Àíòèòåëî íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
ìîæåò â çíà÷èòåëüíîé ìåðå óìåíüøèòü èëè ïîäàâèòü áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü
ðàññìàòðèâàåìîãî IFN-α ÷åëîâåêà. Â îäíîì èç âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  àíòèòåëî íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñïîñîáíî íåéòðàëèçîâàòü, ïî ìåíüøåé
ìåðå, 60% èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, 70%, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 75%, áîëåå
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ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 80%, åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå,
85% è åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî 90%, åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå,
95% è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 99% áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè IFN-α
÷åëîâå÷åñêîãî èíäèâèäà. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî, íåéòðàëèçóþùåå áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü IFN-α ÷åëîâåêà,
íå íåéòðàëèçóåò ñîîòâåòñòâóþùóþ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü IFN-N ÷åëîâåêà.

Áèîëîãè÷åñêà  àêòèâíîñòü IFN-α ÷åëîâå÷åñêîãî èíäèâèäà ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé
IFNAR2-ñâ çûâàþùóþ àêòèâíîñòü. Â êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  ïðåäñòàâëåíî ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî ïðîòèâ IFN-F ÷åëîâåêà, ñïîñîáíîå

ñâ çûâàòü è áëîêèðîâàòü, ïî ìåíüøåé ìåðå, 60% èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, 70%,
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 75%, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 80%,
åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 85%, åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî
ìåíüøåé ìåðå, 90%, åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 95%, íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 99% IFNAR2-ñâ çûâàþùåé àêòèâíîñòè âñåõ èëè
ïðàêòè÷åñêè âñåõ ïîäòèïîâ IFN-α ÷åëîâåêà. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  ïðåäñòàâëåíî ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî ïðîòèâ IFN-F ÷åëîâåêà, êîòîðîå

ñïîñîáíî ñâ çûâàòü è áëîêèðîâàòü, ïî ìåíüøåé ìåðå, 60% èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, 70%,
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 75%, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 80%,
åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 85%, åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî
ìåíüøåé ìåðå, 90%, åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 95%, íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 99% IFNAR2-ñâ çûâàþùåé àêòèâíîñòè êàæäîãî
ïîäòèïà IFN-F ÷åëîâåêà - 1, 2, 4, 5, 8, 10 è 21. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 

íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî ïðîòèâ IFN-F ÷åëîâåêà íå îáëàäàåò

ïåðåêðåñòíîé ðåàêòèâíîñòüþ ñ IFN-N ÷åëîâåêà.

Áèîëîãè÷åñêà  àêòèâíîñòü IFN-α ÷åëîâå÷åñêîãî èíäèâèäà ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé
ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü. Â îäíîì èç âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî ïðîòèâ IFN-F ÷åëîâåêà ñïîñîáíî ñâ çûâàòüñ  ñî

âñåìè èëè ïðàêòè÷åñêè ñî âñåìè ïîäòèïàìè IFN-α ÷åëîâåêà è íåéòðàëèçîâàòü èõ
ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî ïðîòèâ IFN-F ÷åëîâåêà ñïîñîáíî ñâ çûâàòüñ  è íåéòðàëèçîâàòü

ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü êàæäîãî ïîäòèïà IFN-F ÷åëîâåêà - 1, 2, 4, 5, 8, 10 è 21.

Â êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñîçäàíî ìîíîêëîíàëüíîå
àíòèòåëî ïðîòèâ IFN-F ÷åëîâåêà, êîòîðîå ñïîñîáíî ñâ çûâàòüñ  è íåéòðàëèçîâàòü, ïî

ìåíüøåé ìåðå, 60% èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, 70%, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 75%,
áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 80%, åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé
ìåðå, 85%, åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 90%, åùå áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 95%, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå,
99% ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè âñåõ èëè ïðàêòè÷åñêè âñåõ ïîäòèïîâ IFN-α ÷åëîâåêà.
Åùå â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñîçäàíî ìîíîêëîíàëüíîå
àíòèòåëî ïðîòèâ IFN-F ÷åëîâåêà, êîòîðîå ñâ çûâàåò è íåéòðàëèçóåò, ïî ìåíüøåé ìåðå,

60% èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, 70%, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 75%, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 80%, åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå,
85%, åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 90%, åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî
ìåíüøåé ìåðå, 95%, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 99% ïðîòèâîâèðóñíîé
àêòèâíîñòè êàæäîãî ïîäòèïà IFN-F ÷åëîâåêà - 1, 2, 4, 5, 8, 10 è 21. Åùå â îäíîì

âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî,
íåéòðàëèçóþùåå ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü IFN-α ÷åëîâåêà, íå íåéòðàëèçóþò
ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü IFN-N ÷åëîâåêà.

Àíòèòåëî ìîæåò áûòü ìûøèíûì, ãóìàíèçèðîâàííûì èëè àíòèòåëîì ÷åëîâåêà. Àíòèòåëî
ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ìûøèíîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî 9F3 ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà
èëè åãî ãóìàíèçèðîâàííûé âàðèàíò, òàêîé, íàïðèìåð, êàê âàðèàíò 13 (V13), èëè åãî
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õèìåðíóþ ôîðìó. Â ðàìêè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíèå âêëþ÷åíî òàêæå àíòèòåëî, êîòîðîå
ñóùåñòâåííî ñâ çûâàåò òîò æå ýïèòîï IFN-α, ÷òî è ýïèòîï ìûøèíîãî ìîíîêëîíàëüíîãî
àíòèòåëà 9F3 ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà, èëè ýïèòîï åãî ãóìàíèçèðîâàííîé èëè õèìåðíîé
ôîðìû. Íàïðèìåð, ñòàíäàðòíûì àíòèòåëîì äë  ýòîé öåëè  âë åòñ  àíòè-IFN-α àíòèòåëî,
ïîëó÷åííîå ñ ïîìîùüþ ìûøèíîé ãèáðèäîìíîé êëåòî÷íîé ëèíèè 9F3.18.5, äåïîíèðîâàííîé
â ÀÒÑÑ 18  íâàð  2001 ã. ñ èíâåíòàðíûì ¹ÐÒÀ-2917. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåäñòàâëåíî ìûøèíîå èëè õèìåðíîå, ìûøü/÷åëîâåê,
ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà, âêëþ÷àþùåå àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âàðèàáåëüíîãî äîìåíà (âàðèàáåëüíîé îáëàñòè) ëåãêîé öåïè,
ïðåäñòàâëåííîé íà Ôèã.5À (SEQ ID NO:1), è/èëè àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
âàðèàáåëüíîãî äîìåíà (âàðèàáåëüíîé îáëàñòè) ò æåëîé öåïè, ïðåäñòàâëåííîé íà Ôèã.5Â
(SEQ ID NO:2). Åùå â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
ïðåäñòàâëåíî ãóìàíèçèðîâàííîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà,
âêëþ÷àþùåå àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãóìàíèçèðîâàííîé ëåãêîé öåïè
âàðèàáåëüíîãî äîìåíà, ïðåäñòàâëåííóþ íà Ôèã.5À (SEQ ID NO:3), è/èëè àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âàðèàáåëüíîãî äîìåíà ãóìàíèçèðîâàííîé ò æåëîé öåïè,
ïðåäñòàâëåííîé íà Ôèã.5Â (SEQ ID NO:5).

Êðîìå òîãî, ïðåäñòàâëåíî ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà, êîòîðîå
ñóùåñòâåííî ñâ çûâàåò òîò æå ýïèòîï â ïîäòèïàõ 1, 2, 4, 5, 8, 10 è 21 IFN-α ÷åëîâåêà,
êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ìûøèíûì ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì 9F3 ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà,
ëèáî ãóìàíèçèðîâàííûì èëè õèìåðíûì åãî âàðèàíòîì. Òàêæå ïðåäñòàâëåíî
ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà, êîòîðîå êîíêóðèðóåò ñ ìûøèíûì
ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì 9F3 ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà çà ñâ çûâàíèå ñ êàæäûì èç
ïîäòèïîâ 1, 2, 4, 5, 8, 10 è 21 IFN-α ÷åëîâåêà.

Êðîìå òîãî, ïðåäñòàâëåíà âûäåëåííà  ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùà 
ëþáîå èç îïèñàííûõ çäåñü àíòèòåë, âåêòîð, âêëþ÷àþùèé âûäåëåííóþ ìîëåêóëó
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êëåòêó-õîç èíà, òðàíñôîðìèðîâàííóþ äàííîé ìîëåêóëîé
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, è ñïîñîá ïîëó÷åíè  àíòèòåëà, âêëþ÷àþùèé êóëüòèâèðîâàíèå êëåòêè-
õîç èíà â óñëîâè õ, â êîòîðûõ ýêñïðåññèðóåòñ  óêàçàííà  ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû
ñ ïîëó÷åíèåì àíòèòåëà, è íåîá çàòåëüíî âûäåëåíèå àíòèòåëà èç êëåòêè-õîç èíà. Àíòèòåëî
ìîæåò ïðîèñõîäèòü èç IgG-êëàññà è ïðåäñòàâë òü èçîòèï, òàêîé êàê IgG1, IgG2; IgG3 èëè
IgG4. Ðàìêè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  âêëþ÷àþò òàêæå ôðàãìåíòû àíòèòåë, òàêèå êàê
ôðàãìåíòû Fv, scFv, Fab, F(ab′)2, è Fab′.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãîé öåëüþ â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè ïðåäñòàâëåíà ëåãêà  öåïü
ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà èëè åå ôðàãìåíò, âêëþ÷àþùà 
ñëåäóþùèå ãèïåðâàðèàáåëüíûå îáëàñòè (CDR) (êàê óêàçàíî ó Kabat, et al., Sequences of
Proteins of Immune-logical Interest, Fifth Edition, NIH Publication 91-3242, Bethesda
MD [1991]. vols 1-3): (a) LI ôîðìóëû RASQSVSTSSYSYMH (SEQ ID NO:7); (b) L2 ôîðìóëû
YASNLES (SEQ ID NO:8); è (ñ) L3 ôîðìóëû QHSWGIPRTF (SEQ ID NO:9). Ðàìêè
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  âêëþ÷àþò òàêæå âàðèàáåëüíûé äîìåí ôðàãìåíòà ëåãêîé öåïè
ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà. Êðîìå òîãî, ðàìêè íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  âêëþ÷àþò ïîëèïåïòèä ëåãêîé öåïè ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ïðîòèâ IFN-α
÷åëîâåêà, âêëþ÷àþùèé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âàðèàáåëüíîãî äîìåíà
õèìåðíîé ëåãêîé öåïè ìûøè/÷åëîâåêà, ëèáî àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïîëèïåïòèäà âñåé õèìåðíîé ëåãêîé öåïè, êîäèðóåìîé âåêòîðîì XAIFN-ChLpDR1,
äåïîíèðîâàííûì â ÀÒÑÑ 9  íâàð  2001 ã. ñ èíâåíòàðíûì ¹ÐÒÀ-2880. Ðàìêè íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  âêëþ÷àþò òàêæå ïîëèïåïòèä ëåãêîé öåïè ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ïðîòèâ
IFN-α ÷åëîâåêà, âêëþ÷àþùèé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âàðèàáåëüíîãî äîìåíà
ãóìàíèçèðîâàííîé ëåãêîé öåïè, èëè àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëèïåïòèäà
âñåé ãóìàíèçèðîâàííîé ëåãêîé öåïè, êîäèðóåìîé âåêòîðîì VLV30-IgG, äåïîíèðîâàííûì â
ÀÒÑÑ 9  íâàð  2001 ã. ñ èíâåíòàðíûì ¹ÐÒÀ-2882.

Åùå îäíîé öåëüþ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ñîçäàíèå ò æåëîé öåïè
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ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà, èëè åå ôðàãìåíòà, âêëþ÷àþùåé
ñëåäóþùèå CDR: (à) Í1 ôîðìóëû GYTFTEYIIH (SEQ ID NO:10); (b) H2 ôîðìóëû
SINPDYDITNYNQRFKG (SEQ ID NO:11) è (ñ) Í3 ôîðìóëû WISDFFDY (SEQ ID NO:12).
Ðàìêè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  âêëþ÷àþò òàêæå âàðèàáåëüíûé äîìåí òàêîãî ôðàãìåíòà
ò æåëîé öåïè ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà. Ðàìêè íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àþò ïîëèïåïòèä ò æåëîé öåïè ìîíîêëîíàëüíîãî
àíòèòåëà ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà, âêëþ÷àþùèé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
âàðèàáåëüíîãî äîìåíà õèìåðíîé ò æåëîé öåïè ìûøè/÷åëîâåêà, èëè àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëèïåïòèäà âñåé õèìåðíîé ò æåëîé öåïè, êîäèðóåìîé âåêòîðîì
XAIFN-ChHpDR2, äåïîíèðîâàííûì â ÀÒÑÑ 9  íâàð  2001 ã. ñ èíâåíòàðíûì ¹ÐÒÀ-2883.
Äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷åí ïîëèïåïòèä ò æåëîé öåïè ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ïðîòèâ IFN-α
÷åëîâåêà, âêëþ÷àþùèé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âàðèàáåëüíîãî äîìåíà
ãóìàíèçèðîâàííîé ò æåëîé öåïè, èëè àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëèïåïòèäà
âñåé ãóìàíèçèðîâàííîé ò æåëîé öåïè, êîäèðóåìîé âåêòîðîì VHV30-IgG2, äåïîíèðîâàííûì
â ÀÒÑÑ 9  íâàð  2001 ã. ñ èíâåíòàðíûì ¹ÐÒÀ-2881.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ äîïîëíèòåëüíîé öåëüþ â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè ïðåäñòàâëåíî
ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà, âêëþ÷àþùåå (À) ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíó
ëåãêóþ öåïü èëè åå ôðàãìåíò, âêëþ÷àþùèå ñëåäóþùèå CDR: (à) L1 ôîðìóëû
RASQSVSTSSYSYMH (SEQ ID NO:7); (b) L2 ôîðìóëû YASNLES (SEQ ID NO:8); è (ñ) L3
ôîðìóëû QHSWGIPRTF (SEQ ID NO:9); è (Â) ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíó ò æåëóþ öåïü, èëè åå
ôðàãìåíò, âêëþ÷àþùóþ ñëåäóþùèå CDR: (à) Í1 ôîðìóëû GYTFTEYIIH (SEQ ID NO:10); (b)
H2 ôîðìóëû SINPDYDITNYNQRFKG (SEQ ID NO:11); è (ñ) Í3 ôîðìóëû WISDFFDY (SEQ ID
NO:12). Àíòèòåëî ìîæåò îáëàäàòü ãîìîòåòðàìåðíîé ñòðóêòóðîé, ñîñòî ùåé èç äâóõ ïàð
öåïåé, ò æåëîé è ëåãêîé, àíòèòåëà, ñîåäèíåííûõ äèñóëüôèäíîé ñâ çüþ. Ðàìêè íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  âêëþ÷àþò, â ÷àñòíîñòè, ëèíåéíîå àíòèòåëî, ìûøèíîå àíòèòåëî, õèìåðíîå
àíòèòåëî, ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî èëè àíòèòåëî ÷åëîâåêà. Äîïîëíèòåëüíî
ïðåäñòàâëåíî õèìåðíîå àíòèòåëî, âêëþ÷àþùåå (1) àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
âàðèàáåëüíîãî äîìåíà õèìåðíîé ëåãêîé öåïè ìûøè/÷åëîâåêà èëè àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëèïåïòèäà âñåé õèìåðíîé ëåãêîé öåïè, êîäèðóåìîé âåêòîðîì XAIFN-
ChLpDR1, äåïîíèðîâàííûì â ATCC 9  íâàð  2001 ã. ñ èíâåíòàðíûì ¹ÐÒÀ-2880; è (2)
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âàðèàáåëüíîãî äîìåíà õèìåðíîé ò æåëîé öåïè
ìûøè/÷åëîâåêà èëè àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëèïåïòèäà âñåé õèìåðíîé
ò æåëîé öåïè, êîäèðóåìîé âåêòîðîì XAIFN-ChHpDR2, äåïîíèðîâàííûì â ATCC 9  íâàð 
2001 ã. ñ èíâåíòàðíûì ¹ÐÒÀ-2883. Äîïîëíèòåëüíî ïðåäñòàâëåíî ãóìàíèçèðîâàííîå
àíòèòåëî, âêëþ÷àþùåå (1) àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âàðèàáåëüíîãî äîìåíà
ãóìàíèçèðîâàííîé ëåãêîé öåïè èëè àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëèïåïòèäà âñåé
ãóìàíèçèðîâàííîé ëåãêîé öåïè, êîäèðóåìîé âåêòîðîì VLV30-IgG, äåïîíèðîâàííûì â ATCC
9  íâàð  2001 ã. ñ èíâåíòàðíûì ¹ÐÒÀ-2882; è (2) àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
âàðèàáåëüíîãî äîìåíà ãóìàíèçèðîâàííîé ò æåëîé öåïè èëè àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëèïåïòèäà âñåé ãóìàíèçèðîâàííîé ò æåëîé öåïè, êîäèðóåìîé
âåêòîðîì VHV30-IgG2, äåïîíèðîâàííûì â ÀÒÑÑ 9  íâàð  2001 ã. ñ èíâåíòàðíûì ¹ÐÒÀ-
2881.

Åùå îäíîé öåëüþ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ïðåäñòàâëåíèå ôàðìàöåâòè÷åñêîé
êîìïîçèöèè, âêëþ÷àþùåé ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî àíòèòåëà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  â
ñìåñè ñ ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûì íîñèòåëåì.

Äðóãîé öåëüþ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ïðåäñòàâëåíèå ñïîñîáà äèàãíîñòèêè
ñîñòî íè , àññîöèèðîâàííîãî ñ ýêñïðåññèåé IFN-α â êëåòêå, âêëþ÷àþùåãî êîíòàêòèðîâàíèå
êëåòêè ñ àíòè-IFN-α àíòèòåëîì è äåòåêòèðîâàíèå ïðèñóòñòâè  IFN-α.

Åùå îäíîé öåëüþ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ïðåäñòàâëåíèå ñïîñîáà ëå÷åíè 
çàáîëåâàíè  èëè ñîñòî íè , àññîöèèðîâàííîãî ñ ýêñïðåññèåé ó ïàöèåíòà IFN-α,
âêëþ÷àþùåãî ââåäåíèå ïàöèåíòó ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà àíòè-IFN-α àíòèòåëà. Ïàöèåíò
 âë åòñ  ïàöèåíòîì-ìëåêîïèòàþùèì, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïàöèåíòîì-÷åëîâåêîì.
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Çàáîëåâàíèå  âë åòñ  àóòîèììóííûì  çàáîëåâàíèåì, òàêèì êàê èíñóëèíîçàâèñèìûé
ñàõàðíûé äèàáåò (IDDM); ñèñòåìíà  êðàñíà  âîë÷àíêà (SLE); èëè àóòîèììóííûé òèðåîèäèò.

Êðàòêîå îïèñàíèå ÷åðòåæåé
Íà Ôèã.1 ïðåäñòàâëåíà ïðèíöèïèàëüíà  ñõåìà ñïîñîáà, èñïîëüçóåìîãî ïðè ñîçäàíèè

ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà.
Íà Ôèã.2 ïîêàçàíî, êàêèì îáðàçîì ìûøèíîå mAb ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà (9F3) ñïîñîáíî

íåéòðàëèçîâàòü ñïåêòð ïîäòèïîâ ðåêîìáèíàíòíîãî IFN-α, íî íå ðåêîìáèíàíòíîãî IFN-β.
Óêàçàííûå IFN îöåíèâàþò ïî èíãèáèðîâàíèþ â êëåòêàõ À549 ðîñòà âèðóñà
ýíöåôàëîìèîêàðäèòà (EMC) â ïðèñóòñòâèè óâåëè÷èâàþùèõñ  êîíöåíòðàöèé mAb 9F3.
Äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå â âèäå ïðîöåíòîâ èíãèáèðîâàíè  àêòèâíîñòè âèðóñíîãî ðîñòà,
ïîëó÷åíû äë  óêàçàííîãî IFN â îòñóòñòâèå mAb 9F3.

Íà Ôèã.3À-3Â ïîêàçàíà íåéòðàëèçàöè  ëåéêîöèòàðíîãî èíòåðôåðîíà (Sigma) (Ôèã.3À) è
ëèìôîáëàñòîèäíîãî èíòåðôåðîíà (NIH-ñòàíäàðò Ga23-901-532) (Ôèã.3Â). Íà Ôèã.3À, 20000
ÌÅ/ìë (çàøòðèõîâàííûå ñòîëáèêè) èëè 5000 ÌÅ/ìë (íåçàøòðèõîâàííûå ñòîëáèêè)
ëåéêîöèòàðíîãî èíòåðôåðîíà (Sigma Product No. I-2396) èíêóáèðóþò ñ ïóñòûì êîíòðîëåì
(òîëüêî áóôåð) (îáîçíà÷åí â âèäå "-"), 10 ã/ìë IgG êîíòðîëüíîé ìûøè (îáîçíà÷åí â âèäå
"mIgG"), èëè 10 ã/ìë mAb 9F3 (îáîçíà÷åí â âèäå "9F3"). Èñïîëüçîâàëè ðàçëè÷íûå
ðàçâåäåíè  è ïîêàçàíà âåëè÷èíà îñòàòî÷íîé àêòèâíîñòè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ïðåäñòàâë þò ñîáîé ñðåäíèå çíà÷åíè  ïîâòîðíûõ îïðåäåëåíèé. Íà Ôèã.3Â
ëèìôîáëàñòîèäíûé èíòåðôåðîí (NIH-ñòàíäàðò Ga23-901-532) àíàëèçèðóþò ïðè 10
(çàøòðèõîâàííûå êîëîíêè) èëè 3 (íåçàøòðèõîâàííûå êîëîíêè) ÌÅ/ìë â ïðèñóòñòâèè èëè â
îòñóòñòâèå óêàçàííûõ êîíöåíòðàöèé mAb 9F3. Íàèáîëüøèé öèòîïàòè÷åñêèé ýôôåêò
 âë åòñ  ñâèäåòåëüñòâîì óìåíüøåíè  àêòèâíîñòè èíòåðôåðîíà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé ïîâòîðíûõ îïðåäåëåíèé.

Íà Ôèã.4 èçîáðàæåíû ðåçóëüòàòû àíàëèçà èçìåíåíèé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè
(EMSA), ïîêàçûâàþùèå èíäóêöèþ ISGF3/ISRE-êîìïëåêñà ñ ïîìîùüþ IFN-α è ñïîñîáíîñòü
9F3 mAb ïðåäîòâðàùàòü îáðàçîâàíèå äàííîãî êîìïëåêñà. EMSA îñóùåñòâë þò â
ïðèñóòñòâèè èëè â îòñóòñòâèå ëèáî IFN-α2 ÷åëîâåêà (îáîçíà÷åí â âèäå "α2"), ëèáî IFN-N
(îáîçíà÷åí â âèäå "N") â êîíöåíòðàöèè 25 íã/ìë äë  mAb 9F3 (îáîçíà÷åí â âèäå "9F3")

èëè ìûøèíîãî êîíòðîëüíîãî àíòèòåëà IgG (îáîçíà÷åí â âèäå "IgG") â êîíöåíòðàöèè 10 ã/ìë.
Íà Ôèã.5A ïîêàçàíî ñîïîñòàâëåíèå àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé

âàðèàáåëüíîãî äîìåíà ëåãêîé öåïè ìûøèíîé 9F3 (ìûøèíà , SEQ ID NO:1), âàðèàíòà 13
ãóìàíèçèðîâàííîé 9F3 (V13, SEQ ID NO:3) è êîíñåíñóñíîé âàðèàáåëüíîé îáëàñòè
ëåãêîé κ-öåïè ïîäãðóïïû I ÷åëîâåêà (huκI, SEQ ID NO:4). CDR (L1, SEQ ID NO:7; L2, SEQ
ID NO:8; è L3, SEQ ID NO:9) âûäåëåíû ïîä÷åðêèâàíèåì. Íóìåðàöè  àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ ïî Kabat et al., (1991) âûøå. Ðàçëè÷è  ìåæäó ìûøèíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè
9F3 è V13, à òàêæå ðàçëè÷è  ìåæäó ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè 9F3 è huκI óêàçàíû çâåçäî÷êàìè.

Íà Ôèã.5Â ïîêàçàíî ñîïîñòàâëåíèå àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âàðèàáåëüíîé
îáëàñòè ò æåëîé öåïè ìûøèíîé 9F3 (ìûøèíà , SEQ ID NO:2), âàðèàíòà 13
ãóìàíèçèðîâàííîé 9F3 (V13, SEQ ID NO:5) è êîíñåíñóñíîé âàðèàáåëüíîé îáëàñòè
ïîäãðóïïû III ò æåëîé öåïè ÷åëîâåêà (huIII, SEQ ID NO:6). CDR (H1, SEQ ID NO:10; H2,
SEQ ID NO:11; è H3, SEQ ID NO:12) âûäåëåíû ïîä÷åðêèâàíèåì. Íóìåðàöè  îñòàòêîâ ïî
Kabat et al., (1991) âûøå. Ðàçëè÷è  ìåæäó ìûøèíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè 9F3 è V13, à
òàêæå ðàçëè÷è  ìåæäó ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè 9F3 è huIII óêàçàíû çâåçäî÷êàìè.

Íà Ôèã.6 ïðåäñòàâëåíà êàðòèíà íåéòðàëèçàöèîííîé àêòèâíîñòè èñõîäíûõ mAb 9F3
(ëåâà  ïàíåëü) è õèìåðíîãî áåëêà ÑÍ8-2 (ïðàâà  ïàíåëü) ïî îòíîøåíèþ ê èíãèáèðîâàíèþ
ïðî âë åìîãî âèðóñíîãî ðîñòà ðåêîìáèíàíòíûìè ïîäòèïàìè IFN-α â êëåòêàõ À549,
çàðàæåííûõ âèðóñîì ýíöåôàëîìèîêàðäèòà (EMC).

Íà Ôèã.7 èçîáðàæåíà ìîäåëü ãóìàíèçèðîâàííîãî âàðèàíòà 13 9F3. Êàðêàñ îáëàñòåé VL è
VH ïðåäñòàâëåí â âèäå ëåíòû. CDR ïîêàçàíû áåëûì öâåòîì è ïðîìàðêèðîâàíû (L1, L2, L3,
H1, H2, H3). Ñòðóêòóðà áîêîâûõ öåïåé, èçìåí åìà  îò ÷åëîâåêà ê ìûøè, ïðåäñòàâëåíà
ñâåòëûì èçîáðàæåíèåì è ïðîìàðêèðîâàíà îöèôðîâàííûì îñòàòêîì.
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Ïîäðîáíîå îïèñàíèå ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè 

À. Îïðåäåëåíè 
Åñëè íå îãîâîðåíî èíà÷å, èñïîëüçóåìûå çäåñü òåõíè÷åñêèå è íàó÷íûå òåðìèíû èìåþò òî

æå çíà÷åíèå, ÷òî è î÷åâèäíîå â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ñïåöèàëèñòó â äàííîé îáëàñòè
òåõíèêè, ê êîòîðîé îòíîñèòñ  è íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå. Ñì., íàïðèìåð, Singleton et
al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 2nd ed., J. Wiley & Sons (New York, NY
1994); Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual Cold Springs Harbor
Press (Cold Springs Harbor, NY 1989). Äë  öåëåé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  íèæå
ïðèâîä òñ  îïðåäåëåíè  ñëåäóþùèõ òåðìèíîâ.

Èñïîëüçóåìûé çäåñü òåðìèí "èíòåðôåðîí òèïà I" îïðåäåë þò â êà÷åñòâå òåðìèíà,
êîòîðûé âêëþ÷àåò âñå ïîäòèïû íàòèâíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èíòåðôåðîíà òèïà I ëþáîãî
âèäà ìëåêîïèòàþùèõ, â òîì ÷èñëå èíòåðôåðîí-α, èíòåðôåðîí-β, èíòåðôåðîí-δ,
èíòåðôåðîí-ω è èíòåðôåðîí-τ. Ïîäîáíûì îáðàçîì òåðìèí "èíòåðôåðîí ÷åëîâåêà òèïà I"
îïðåäåë þò â êà÷åñòâå òåðìèíà, êîòîðûé âêëþ÷àåò âñå ïîäòèïû íàòèâíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èíòåðôåðîíîâ òèïà I ÷åëîâåêà, â òîì ÷èñëå êëàññû èíòåðôåðîíà-α,
èíòåðôåðîíà-β è èíòåðôåðîíà-ω, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  ñ îáû÷íûìè êëåòî÷íûìè
ðåöåïòîðàìè.

Åñëè íå ïðåäóñìîòðåíî ñïåöèàëüíî, èñïîëüçóåìûå çäåñü òåðìèíû "èíòåðôåðîí-α",
"IFN-α", è "èíòåðôåðîí-α ÷åëîâåêà", "IFN-α ÷åëîâåêà" è "IFN-F" îòíîñ òñ  êî âñåì âèäàì

íàòèâíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èíòåðôåðîíà-àëüôà ÷åëîâåêà, â òîì ÷èñëå êî âñåì
ïîäòèïàì íàòèâíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èíòåðôåðîíà-α ÷åëîâåêà. Ïðèðîäíûé (íàòèâíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü) èíòåðôåðîí-α ÷åëîâåêà âêëþ÷àåò 23 èëè áîëåå áëèçêîðîäñòâåííûõ
áåëêîâ, êîäèðóåìûõ îòäåëüíûìè ãåíàìè ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ ñòðóêòóðíîé ãîìîëîãèè
(Weissmann and Weber, Prog. Nucl. Acid. Res. Mol. Biol., 33:251 [1986]; J. Interferon
Res., 13:443-444 [1993]; Roberts et al., J. Interferon Cytokine Res. 18:805-816 [1998]
). Ëîêóñ IFN-α ÷åëîâåêà âêëþ÷àåò äâà ïîäñåìåéñòâà. Ïåðâîå ïîäñåìåéñòâî ñîñòîèò, ïî
ìåíüøåé ìåðå, èç 14 ôóíêöèîíàëüíûõ, íåàëëåëüíûõ ãåíîâ, â òîì ÷èñëå ãåíîâ, êîäèðóþùèõ
IFN-αÀ (IFN-α2), IFN-αÂ (IFN-α8), IFN-αÑ (IFN-α10), IFN-αD (IFN-α1), IFN-αÅ (IFN-α22),
IFN-αF (IFN-α21), IFN-αG (IFN-α5) è IFN-αÍ (IFN-α14), è ïñåâäîãåíîâ, îáëàäàþùèõ, ïî
ìåíüøåé ìåðå, 80% ãîìîëîãèåé. Âòîðîå ïîäñåìåéñòâî, αII èëè Ò, ñîäåðæèò, ïî ìåíüøåé
ìåðå, 5 ïñåâäîãåíîâ è îäèí ôóíêöèîíàëüíûé ãåí (îáîçíà÷àåìûé çäåñü â âèäå "IFN-αII1"
èëè "IFN-Ò"), êîòîðûé ïðî âë åò 70% ãîìîëîãèþ ñ ãåíàìè IFN-α (Weissmann and Weber
[1986] âûøå).

Èñïîëüçóåìûå çäåñü òåðìèíû "ïåðâûé ðåöåïòîð èíòåðôåðîíà-F, (hIFN-F) ÷åëîâåêà",

"IFN-FR", hIFNÀR1", "IFNÀR1", è "Uze-öåïü" îïðåäåëåíû â âèäå áåëêîâîãî ðåöåïòîðà èç

557 àìèíîêèñëîò, êëîíèðîâàííîãî Uze et al., Cell, 60:225-234 (1990), âêëþ÷àþùåãî
âíåêëåòî÷íûé äîìåí èç 409 îñòàòêîâ, òðàíñìåìáðàííûé äîìåí èç 21 îñòàòêà è
âíóòðèêëåòî÷íûé äîìåí èç 100 îñòàòêîâ, êàê ïîêàçàíî íà Ôèã.5 ñòð. 229 ïóáëèêàöèè Uze
et al. Âêëþ÷åíû òàêæå âûøåèçëîæåííûå òåðìèíû è ôðàãìåíòû IFNAR1, êîòîðûå ñîäåðæàò
âíåêëåòî÷íûé äîìåí (ECD) (èëè ôðàãìåíòû ECD) IFNAR1.

Èñïîëüçóåìûå çäåñü òåðìèíû "âòîðîé ðåöåïòîð èíòåðôåðîíà-F (hIFN-F) ÷åëîâåêà",

"IFN-FNR", hIFNAR2", "IFNAR2", è "Novick-öåïü" îïðåäåëåíû â âèäå ðåöåïòîðíîãî áåëêà èç

515 àìèíîêèñëîò, êëîíèðîâàííîãî Domanski et al., J. Biol. Chem., 37:21606-21611
(1995), âêëþ÷àþùåãî âíåêëåòî÷íûé äîìåí èç 217 îñòàòêîâ, òðàíñìåìáðàííûé äîìåí èç 21
îñòàòêà è âíóòðèêëåòî÷íûé äîìåí èç 250 îñòàòêîâ, êàê ïîêàçàíî íà Ôèã.1 ñòð. 21608
ïóáëèêàöèè Domanski et al. Âêëþ÷åíû òàêæå âûøåèçëîæåííûå òåðìèíû è ôðàãìåíòû
IFNAR2, êîòîðûå ñîäåðæàò âíåêëåòî÷íûé äîìåí (ECD) (èëè ôðàãìåíòû ECD) IFNAR2, è
ðàñòâîðèìûå ôîðìû IFNAR2, òàêèå êàê ECD IFNAR2, ñëèòûé ñ èììóíîãëîáóëèíîâîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, íàïðèìåð, IFNAR2 ECD-Fc IgG, êîòîðà  îïèñàíà íèæå.

Òåðìèí "íàòèâíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü", â ñâ çè ñ èíòåðôåðîíîì òèïà I, IFN-α èëè
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ëþáûì äðóãèì ïîëèïåïòèäîì, îòíîñèòñ  ê ïîëèïåïòèäó, êîòîðûé îáëàäàåò òîé æå
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ÷òî è ñîîòâåòñòâóþùèé ïîëèïåïòèä, ïîëó÷åííûé â
ïðèðîäå, íåçàâèñèìî îò ñïîñîáà åãî ïîëó÷åíè . Òàêóþ íàòèâíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïîëèïåïòèäà ìîæíî âûäåëèòü èç ïðèðîäíîãî èñòî÷íèêà èëè ìîæíî èçãîòîâèòü
ðåêîìáèíàíòíûì è/èëè ñèíòåòè÷åñêèì ñïîñîáàìè èëè ëþáûì èõ ñî÷åòàíèåì. Òåðìèí
"íàòèâíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü" âêëþ÷àåò, â ÷àñòíîñòè, åñòåñòâåííî âñòðå÷àåìûå
óñå÷åííóþ èëè ñåêðåòèðóåìóþ ôîðìû (íàïðèìåð, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âíåêëåòî÷íîãî
äîìåíà), åñòåñòâåííî âñòðå÷àåìûå âàðèàíòíûå ôîðìû (íàïðèìåð, àëüòåðíàòèâíî
ñïëàéñèðîâàííûå ôîðìû) è åñòåñòâåííî âñòðå÷àåìûå àëëåëüíûå âàðèàíòû
ïîëíîðàçìåðíûõ ïîëèïåïòèäîâ.

"Ïîëèìåðàçíà  öåïíà  ðåàêöè " èëè "ÏÖÐ" îòíîñèòñ  ê òåõíîëîãè÷åñêîìó ïðîöåññó èëè
ìåòîäó, â êîòîðîì àìïëèôèöèðóþò íåáîëüøèå êîëè÷åñòâà îòäåëüíîãî ó÷àñòêà íóêëåèíîâîé
êèñëîòû, ÐÍÊ è/èëè ÄÍÊ, êàê îïèñàíî â Ïàòåíòå ÑØÀ ¹4683195, âûäàííîì 28 èþë  1987 ã.
Êàê ïðàâèëî, íåîáõîäèìà èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íà êîíöàõ îáëàñòè,
ïðåäñòàâë þùåé èíòåðåñ, èëè çà åå ïðåäåëàìè, òàê, ÷òîáû ñêîíñòðóèðîâàòü
îëèãîíóêëåîòèäíûå ïðàéìåðû; ýòè ïðàéìåðû äîëæíû áûòü èäåíòè÷íû èëè ïîäîáíû
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîòèâîïîëîæíûõ öåïåé ìàòðèöû, êîòîðà  àìïëèôèöèðóåòñ . 5'-
Êîíöåâûå íóêëåîòèäû äâóõ ïðàéìåðîâ ìîãóò ñîâìåùàòüñ  ñ êîíöàìè àìïëèôèöèðóåìîãî
ìàòåðèàëà. ÏÖÐ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  àìïëèôèêàöèè ñïåöèôè÷íûõ ÐÍÊ-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ñïåöèôè÷íûõ ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èç òîòàëüíîé ãåíîìíîé ÄÍÊ
è êÄÍÊ, òðàíñêðèáèðóåìîé ñ òîòàëüíîé êëåòî÷íîé ÐÍÊ, áàêòåðèîôàãîâûõ èëè ïëàçìèäíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, è ò.ä. è ò.ï. Ñì. â îñíîâíîì Mullis et al., Cold Spring Harbor
Symp. Quant. Biol. 51:263 (1987); Erlich, ed., PCR Technology (Stockton Press, NY,
1989). Èñïîëüçóåìà  çäåñü ÏÖÐ ðàññìàòðèâàåòñ  â êà÷åñòâå îäíîãî, íî íå åäèíñòâåííîãî
ïðèìåðà ñïîñîáà ïîëèìåðàçíîé ðåàêöèè íóêëåèíîâîé êèñëîòû äë  àìïëèôèêàöèè
òåñòèðóåìîãî îáðàçöà íóêëåèíîâîé êèñëîòû, âêëþ÷àþùåãî èñïîëüçîâàíèå èçâåñòíîé
íóêëåèíîâîé êèñëîòû â êà÷åñòâå ïðàéìåðà è ïîëèìåðàçû íóêëåèíîâîé êèñëîòû äë 
àìïëèôèêàöèè èëè îáðàçîâàíè  ñïåöèôè÷åñêîãî ó÷àñòêà íóêëåèíîâîé êèñëîòû.

"Àíòèòåëà" (Ab) è "èììóíîãëîáóëèíû" (Ig)  âë þòñ  ãëèêîïðîòåèíàìè, îáëàäàþùèìè
îäíèìè è òåìè æå ñòðóêòóðíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè. Â òî âðåì  êàê àíòèòåëà ïðî âë þò
ñïåöèôè÷íîñòü ñâ çûâàíè  ê ñïåöèôè÷íîìó àíòèãåíó, èììóíîãëîáóëèíû âêëþ÷àþò â ñåá  è
àíòèòåëà, è äðóãèå àíòèòåëî-ïîäîáíûå ìîëåêóëû, ó êîòîðûõ îòñóòñòâóåò àíòèãåííà 
ñïåöèôè÷íîñòü. Ïîëèïåïòèäû ïîñëåäíåãî òèïà, íàïðèìåð, ïðîäóöèðóþòñ  â ìàëûõ
êîëè÷åñòâàõ ëèìôàòè÷åñêîé ñèñòåìîé è â ïîâûøåííûõ êîëè÷åñòâàõ ïðè ìèåëîìå.

"Íàòèâíûå àíòèòåëà è èììóíîãëîáóëèíû" ïðåäñòàâë þò ñîáîé, êàê ïðàâèëî,
ãåòåðîòåòðàìåðíûå ãëèêîïðîòåèíû îêîëî 150000 äàëüòîí, ñîñòî ò èç äâóõ èäåíòè÷íûõ
ëåãêèõ (L) öåïåé è äâóõ èäåíòè÷íûõ ò æåëûõ (H) öåïåé. Êàæäà  ëåãêà  öåïü ïðèñîåäèíåíà
ê ò æåëîé öåïè îäíîé êîâàëåíòíîé äèñóëüôèäíîé ñâ çüþ, ïðè÷åì ÷èñëî äèñóëüôèäíûõ
ñâ çåé ìåæäó ò æåëûìè öåï ìè ðàçëè÷íûõ èììóíîãëîáóëèíîâûõ èçîòèïîâ âàðüèðóåò.
Êàæäà  ò æåëà  è ëåãêà  öåïü îáëàäàåò òàêæå ðàñïîëîæåííûìè ñ ðàâíûìè èíòåðâàëàìè
ìåæöåïî÷å÷íûìè äèñóëüôèäíûìè ìîñòèêàìè. Êàæäà  ò æåëà  öåïü ñîäåðæèò íà îäíîì
êîíöå âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü (äîìåí) (VH), ïîñëå êîòîðîé ñëåäóåò ð ä êîíñòàíòíûõ
äîìåíîâ. Êàæäà  ëåãêà  öåïü îáëàäàåò âàðèàáåëüíîé îáëàñòüþ íà îäíîì êîíöå (VL) è
êîíñòàíòíîé îáëàñòüþ íà ñâîåì äðóãîì êîíöå; êîíñòàíòíóþ îáëàñòü ëåãêîé öåïè
ñîïîñòàâë þò ñ ïåðâîé êîíñòàíòíîé îáëàñòüþ ò æåëîé öåïè, à âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü
ëåãêîé öåïè ñîïîñòàâë þò ñ âàðèàáåëüíîé îáëàñòüþ ò æåëîé öåïè. Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî
îòäåëüíûå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè îáðàçóþò ñòûê (îáëàñòü êîíòàêòà) ìåæäó
âàðèàáåëüíûìè îáëàñò ìè ëåãêîé è ò æåëîé öåïè (Chothia et al., J. Mol. Biol. 186:651
[1985]; Novotny and Haber, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82:4592 [1985]; Chothia et
al., Nature 342: 877-883 [1989]).

Òåðìèí "âàðèàáåëüíûé" îòíîñèòñ  ê òîìó îáñòî òåëüñòâó, ÷òî îïðåäåëåííûå ÷àñòè
âàðèàáåëüíûõ äîìåíîâ ñóùåñòâåííî îòëè÷àþòñ  ó àíòèòåë è èñïîëüçóþòñ  äë  ñâ çûâàíè 
è ñïåöèôè÷íîñòè êàæäîãî îòäåëüíîãî àíòèòåëà â îòíîøåíèè ñâîåãî êîíêðåòíîãî àíòèãåíà.
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Îäíàêî âàðèàáåëüíîñòü íå ðàñïðåäåëåíà ðàâíîìåðíî íà âñåì ïðîò æåíèè âàðèàáåëüíûõ
äîìåíîâ àíòèòåë. Îíà êîíöåíòðèðóåòñ  â òðåõ ñåãìåíòàõ, èìåíóåìûõ îïðåäåë þùèìè
êîìïëåìåíòàðíîñòü îáëàñò ìè (CDR) èëè ãèïåðâàðèàáåëüíûìè îáëàñò ìè â âàðèàáåëüíûõ
äîìåíàõ ëåãêîé è ò æåëîé öåïè. Áîëåå âûñîêîêîíñåðâàòèâíûå ó÷àñòêè âàðèàáåëüíûõ
äîìåíîâ íàçûâàþò êàðêàñíûìè (FR). Âàðèàáåëüíûå äîìåíû êàæäîé íàòèâíîé ò æåëîé è
ëåãêîé öåïè âêëþ÷àþò ÷åòûðå FR-îáëàñòè, â áîëüøîé ñòåïåíè ïðèíèìàþùèõ β-ñêëàä÷àòóþ
êîíôèãóðàöèþ, ñâ çàííûõ ñ ïîìîùüþ òðåõ CDR, êîòîðûå îáðàçóþò ñîåäèíèòåëüíûå ïåòëè,
è â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ îáðàçóþùèõ îò÷àñòè ñòðóêòóðó β-ñêëàäêè. Â êàæäîé öåïè CDR
óäåðæèâàþòñ  âìåñòå â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò FR-îáëàñòåé è CDR äðóãîé öåïè,
ñïîñîáñòâó  îáðàçîâàíèþ àíòèãåí-ñâ çûâàþùåãî ñàéòà àíòèòåë (ñì. Kabat et al. (1991)
âûøå). Êîíñòàíòíûå äîìåíû ïð ìî íå ó÷àñòâóþò â ñâ çûâàíèè àíòèòåëà ñ àíòèãåíîì, íî
ïðî âë þò ðàçëè÷íûå ýôôåêòîðíûå ôóíêöèè, òàêèå êàê ó÷àñòèå àíòèòåëà â àíòèòåëî-
çàâèñèìîé êëåòî÷íîé òîêñè÷íîñòè.

Ðàñùåïëåíèå àíòèòåë ïàïàèíîì ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ äâóõ èäåíòè÷íûõ àíòèãåí-
ñâ çûâàþùèõ ôðàãìåíòîâ, íàçâàííûõ "Fab"-ôðàãìåíòàìè, êàæäûé ñ åäèíñòâåííûì
àíòèãåí-ñâ çûâàþùèì ñàéòîì, è îñòàòî÷íûì "Fc"-ôðàãìåíòîì, íàèìåíîâàíèå êîòîðîãî
îòðàæàåò åãî ñïîñîáíîñòü ëåãêî êðèñòàëëèçîâàòüñ . Îáðàáîòêà ïåïñèíîì äàåò
F(ab')2-ôðàãìåíò, êîòîðûé îáëàäàåò äâóì  àíòèãåí-ñâ çûâàþùèìè ñàéòàìè è âñå åùå
ñïîñîáåí ïåðåêðåñòíî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ àíòèãåíîì.

"Fv"  âë åòñ  íàèìåíüøèì ôðàãìåíòîì àíòèòåëà, êîòîðûé ñîäåðæèò àíòèãåí-
ðàñïîçíàþùèé è -ñâ çûâàþùèé ñàéò. Â äâóõöåïî÷å÷íûõ Fv-âèäàõ äàííà  îáëàñòü ñîñòîèò
èç äèìåðà îäíîé ò æåëîé è îäíîé ëåãêîé öåïè âàðèàáåëüíîãî äîìåíà, íàõîä ùèõñ  â
òåñíîé íåêîâàëåíòíîé àññîöèàöèè. Â îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv-âèäàõ ò æåëà  è ëåãêà  öåïü
âàðèàáåëüíîãî äîìåíà ìîãóò ñîåäèíèòüñ  êîâàëåíòíî ñ ïîìîùüþ ãèáêîãî ïåïòèäíîãî
ëèíêåðà òàê, ÷òîáû ëåãêà  è ò æåëà  öåïè ñìîãëè àññîöèèðîâàòü â "äèìåðíóþ" ñòðóêòóðó,
àíàëîãè÷íóþ ñòðóêòóðå äâóõöåïî÷å÷íûõ Fv-âèäîâ. Îòìåòèì, ÷òî â äàííîé êîíôèãóðàöèè òðè
CDR êàæäîãî âàðèàáåëüíîãî äîìåíà âçàèìîäåéñòâóþò ñ îïðåäåëåííûì àíòèãåí-
ñâ çûâàþùèì ñàéòîì íà ïîâåðõíîñòè VH-VL-äèìåðà. Ñîâìåñòíî ýòè øåñòü CDR ïðèäàþò
äàííîìó àíòèòåëó àíòèãåí-ñâ çûâàþùóþ ñïåöèôè÷íîñòü. Îäíàêî äàæå îäèíî÷íà 
âàðèàáåëüíà  îáëàñòü (èëè ïîëîâèíà Fv, âêëþ÷àþùà  ëèøü òðè CDR, ñïåöèôè÷íûõ äë 
àíòèãåíà) îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ ðàñïîçíàâàòü è ñâ çûâàòü àíòèãåí íåñìîòð  íà
ïîíèæåííîå ñðîäñòâî â ñðàâíåíèè ñ ïîëíûì ñâ çûâàþùèì ñàéòîì.

Fab-ôðàãìåíò òàêæå ñîäåðæèò êîíñòàíòíûé äîìåí ëåãêîé öåïè è ïåðâûé êîíñòàíòíûé
äîìåí (CH1) ò æåëîé öåïè. Fab'-ôðàãìåíòû îòëè÷àþòñ  îò Fab-ôðàãìåíòîâ èç-çà
äîáàâëåíè  íåñêîëüêèõ îñòàòêîâ ïî êàðáîêñèêîíöó ò æåëîé öåïè CH1-äîìåíà, â òîì ÷èñëå
îäíîãî èëè áîëåå öèñòåèíîâ øàðíèðíîé îáëàñòè àíòèòåëà. Fab'-SH îáîçíà÷àåò çäåñü Fab',
â êîòîðîì öèñòåèíîâûé îñòàòîê(è) êîíñòàíòíûõ äîìåíîâ íåñóò ñâîáîäíóþ òèîëüíóþ ãðóïïó.
F(ab')2-ôðàãìåíòû àíòèòåëà èñõîäíî ïîëó÷àþò â âèäå ïàðû Fab'-ôðàãìåíòîâ, êîòîðûå
ñîäåðæàò ìåæäó ñîáîé øàðíèðíûå öèñòåèíû. Èçâåñòíû òàêæå è äðóãèå õèìè÷åñêèå
ñîåäèíåíè  ôðàãìåíòîâ àíòèòåë.

Òåðìèí "ëåãêèå öåïè" àíòèòåë (èììóíîãëîáóëèíîâ) äë  ëþáûõ âèäîâ ïîçâîíî÷íûõ ìîæíî
îòíåñòè íà îñíîâàíèè àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èõ êîíñòàíòíûõ äîìåíîâ ê
îäíîìó èç äâóõ ÷åòêî îòëè÷àþùèõñ  òèïîâ, íàçâàííûõ κ è λ.

Â çàâèñèìîñòè îò àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êîíñòàíòíîãî äîìåíà èõ ò æåëûõ
öåïåé èììóíîãëîáóëèíû ìîæíî îòíåñòè ê ðàçíûì êëàññàì. Ñóùåñòâóåò ï òü îñíîâíûõ
êëàññîâ èììóíîãëîáóëèíîâ: IgA, IgD, IgE, IgG è IgM, è íåêîòîðûå èç íèõ ìîæíî åùå
ðàçäåëèòü íà ïîäêëàññû (èçîòèïû), íàïð., IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 è IgA2. Êîíñòàíòíûå
äîìåíû ò æåëûõ öåïåé, êîòîðûå ñîîòâåòñòâóþò ðàçíûì êëàññàì èììóíîãëîáóëèíîâ,
íàçûâàþò ñîîòâåòñòâåííî α, β, ε, γ è µ. Ñòðóêòóðà ñóáúåäèíèö è ïðîñòðàíñòâåííà 
êîíôèãóðàöè  ðàçíûõ êëàññîâ èììóíîãëîáóëèíîâ õîðîøî èçâåñòíû.

Òåðìèí "àíòèòåëî" âêëþ÷àåò âñå êëàññû è ïîäêëàññû èíòàêòíûõ èììóíîãëîáóëèíîâ.
Òåðìèí "àíòèòåëî" âêëþ÷àåò òàêæå ôðàãìåíòû àíòèòåë. Òåðìèí "àíòèòåëî" â ÷àñòíîñòè
âêëþ÷àåò ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, â òîì ÷èñëå êëîíû ôðàãìåíòîâ àíòèòåë.
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"Ôðàãìåíòû àíòèòåë" âêëþ÷àþò ÷àñòü èíòàêòíîãî àíòèòåëà, êîòîðà  ñîäåðæèò àíòèãåí-
ñâ çûâàþùóþ èëè âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü èíòàêòíîãî àíòèòåëà. Ïðèìåðû ôðàãìåíòîâ
àíòèòåë âêëþ÷àþò ôðàãìåíòû Fab, Fab', F(ab')2 è Fv; òåëüöà âêëþ÷åíè ; îäíîöåïî÷å÷íûå
ìîëåêóëû àíòèòåë, â òîì ÷èñëå îäíîöåïî÷å÷íûå ìîëåêóëû Fv (scFv); è ìóëüòèñïåöèôè÷íûå
àíòèòåëà, îáðàçóåìûå èç ôðàãìåíòîâ àíòèòåë.

Èñïîëüçóåìûé çäåñü òåðìèí "ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî" îòíîñèòñ  ê àíòèòåëó (èëè ê
ôðàãìåíòó àíòèòåëà), ïîëó÷åííîìó èç ïîïóë öèè ïðàêòè÷åñêè ãîìîãåííûõ àíòèòåë, ò.å.
ñîñòàâë þùèõ ïîïóë öèþ èäåíòè÷íûõ èíäèâèäóàëüíûõ àíòèòåë, åñëè íå ó÷èòûâàòü
âîçìîæíûå åñòåñòâåííî âñòðå÷àåìûå ìóòàöèè, êîòîðûå ìîãóò áûòü ïðåäñòàâëåíû â
íåáîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ. Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà  âë þòñ  âûñîêîñïåöèôè÷íûìè,
íàïðàâëåííûìè ïðîòèâ åäèíñòâåííîãî àíòèãåííîãî ñàéòà. Êðîìå òîãî, â ïðîòèâîïîëîæíîñòü
ïðåïàðàòàì òðàäèöèîííûõ (ïîëèêëîíàëüíûõ) àíòèòåë, êîòîðûå îáû÷íî âêëþ÷àþò ðàçíûå
àíòèòåëà, íàïðàâëåííûå ïðîòèâ ðàçíûõ äåòåðìèíàíò (ýïèòîïîâ), êàæäîå ìîíîêëîíàëüíîå
àíòèòåëî íàïðàâëåíî ïðîòèâ åäèíñòâåííîé äåòåðìèíàíòû â àíòèãåíå. Ïîìèìî
ñïåöèôè÷íîñòè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà îáëàäàþò òåì ïðåèìóùåñòâîì, ÷òî îíè
ñèíòåçèðóþòñ  ñ ïîìîùüþ ãèáðèäîìíîé êóëüòóðû è íå çàãð çíåíû ïðèìåñüþ äðóãèõ
èììóíîãëîáóëèíîâ. Îïðåäåëåíèå "ìîíîêëîíàëüíûé" óêàçûâàåò íà ïðèçíàê äàííîãî
àíòèòåëà, êîòîðîå ïîëó÷àþò èç ïðàêòè÷åñêè ãîìîãåííîé ïîïóë öèè àíòèòåë, è íå
èñòîëêîâûâàåòñ  â êà÷åñòâå òðåáîâàíè  ïîëó÷åíè  àíòèòåëà ñ ïîìîùüþ êàêîãî-ëèáî
êîíêðåòíîãî ñïîñîáà. Íàïðèìåð, ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, èñïîëüçóåìûå â ñîîòâåòñòâèè
ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì, ìîæíî ñîçäàòü ñ ïîìîùüþ ãèáðèäîìíîãî ñïîñîáà, âïåðâûå
îïèñàííîãî Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), èëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ
ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ (ñì., íàïðèìåð, Ïàòåíò ÑØÀ ¹4816567). Òåðìèí "ìîíîêëîíàëüíûå
àíòèòåëà" âêëþ÷àåò òàêæå êëîíû àíòèãåí-ðàñïîçíàþùåãî è àíòèãåí-ñâ çûâàþùåãî ñàéòà,
ñîäåðæàùåãî ôðàãìåíòû àíòèòåë (Fv-êëîíû), âûäåë åìûå èç ôàãîâûõ áèáëèîòåê àíòèòåë ñ
èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäèê, îïèñàííûõ, íàïðèìåð, ó Clackson et al., Nature, 352:624-628
(1991) è Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991).

Ïðè ýòîì ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà âêëþ÷àþò, â ÷àñòíîñòè, "õèìåðíûå" àíòèòåëà
(èììóíîãëîáóëèíû), â êîòîðûõ ÷àñòü ò æåëîé è/èëè ëåãêîé öåïè èäåíòè÷íà èëè
ãîìîëîãè÷íà ñîîòâåòñòâóþùèì ïîñëåäîâàòåëüíîñò ì â àíòèòåëàõ, ïîëó÷åííûõ îò
êîíêðåòíûõ âèäîâ èëè îòíîñ ùèõñ  ê îïðåäåëåííîìó êëàññó èëè ïîäêëàññó àíòèòåë, à
îñòàëüíà  öåïü(è) èäåíòè÷íà èëè ãîìîëîãè÷íà ñîîòâåòñòâóþùèì ïîñëåäîâàòåëüíîñò ì â
àíòèòåëàõ, ïîëó÷åííûõ îò äðóãèõ âèäîâ èëè îòíîñ ùèõñ  ê äðóãîìó êëàññó èëè ïîäêëàññó
àíòèòåë, à òàêæå ê ôðàãìåíòàì òàêèõ àíòèòåë, ïðè óñëîâèè, ÷òî îíè ïðî âë þò òðåáóåìóþ
áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü (Ïàòåíò ÑØÀ ¹4816567 Cabilly et al.; Morrison et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 [1984]).

"Ãóìàíèçèðîâàííûå" ôîðìû àíòèòåë, íå îòíîñ ùèõñ  ê ÷åëîâåêó (íàïðèìåð, ìûøèíûå),
ïðåäñòàâë þò ñîáîé õèìåðíûå èììóíîãëîáóëèíû, èììóíîãëîáóëèíîâûå öåïè èëè èõ
ôðàãìåíòû (òàêèå êàê Fv, Fab, Fab', F(ab')2 èëè äðóãèå àíòèãåí-ñâ çûâàþùèå
ñóáïîñëåäîâàòåëüíîñòè àíòèòåë), êîòîðûå ñîäåðæàò íàèìåíüøóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ïîëó÷åííóþ èç èììóíîãëîáóëèíà, íå îòíîñ ùåãîñ  ê ÷åëîâåêó. Áîëüøåé ÷àñòüþ
ãóìàíèçèðîâàííûå àíòèòåëà ïðåäñòàâë þò ñîáîé èììóíîãëîáóëèíû ÷åëîâåêà
(ðåöèïèåíòíûå àíòèòåëà), â êîòîðûõ îñòàòêè, ÷àñòè÷íî èëè âñå ãèïåðâàðèàáåëüíîé
îáëàñòè (CDR) ðåöèïèåíòà, çàìåí þò îñòàòêàìè CDR âèäîâ, íå îòíîñ ùèõñ  ê ÷åëîâåêó
(äîíîðíûå àíòèòåëà), òàêèõ êàê ìûøü, êðûñà èëè êðîëèê, îáëàäàþùèå òðåáóåìîé
ñïåöèôè÷íîñòüþ, ñðîäñòâîì è ïðîèçâîäèòåëüíîñòüþ. Â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ îñòàòêè
êàðêàñíîé îáëàñòè Fv (FR) èììóíîãëîáóëèíà ÷åëîâåêà çàìåí þò íà ñîîòâåòñòâóþùèå
îñòàòêè, íå ïðèíàäëåæàùèå ÷åëîâåêó. Áîëåå òîãî, ãóìàíèçèðîâàííûå àíòèòåëà ìîãóò
âêëþ÷àòü îñòàòêè, êîòîðûå íå îáíàðóæèâàþòñ  íè â ðåöèïèåíòíûõ àíòèòåëàõ, íè â
÷óæåðîäíîé CDR èëè â êàðêàñíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ. Ýòè ìîäèôèêàöèè
îñóùåñòâë þòñ  äë  äîïîëíèòåëüíîãî óñîâåðøåíñòâîâàíè  è îïòèìèçàöèè
ôóíêöèîíèðîâàíè  àíòèòåë. Âîîáùå ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî äîëæíî âêëþ÷àòü â
ñóùíîñòè âñå èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí èëè, êàê ïðàâèëî, äâà âàðèàáåëüíûõ äîìåíà, â
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êîòîðûõ âñå èëè ïðàêòè÷åñêè âñå CDR-îáëàñòè ñîîòâåòñòâóþò òàêîâûì â èììóíîãëîáóëèíå,
íå îòíîñ ùåìñ  ê ÷åëîâåêó, èëè âñå, èëè ïðàêòè÷åñêè âñå FR-îáëàñòè ñîîòâåòñòâóþò
òàêîâûì â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èììóíîãëîáóëèíà ÷åëîâåêà. Îïòèìàëüíîå
ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî äîëæíî âêëþ÷àòü òàêæå, ïî ìåíüøåé ìåðå, ÷àñòü êîíñòàíòíîé
îáëàñòè (Fc) èììóíîãëîáóëèíà, êàê ïðàâèëî, èììóíîãëîáóëèíà ÷åëîâåêà. Áîëåå ïîäðîáíî
ñì. Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Reichmann et al., Nature, 332:323-329
(1988); Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992); è Clark, Immunol. Today 21:
397-402 (2000). Ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî âêëþ÷àåò ïðèìàòèçèðîâàííîå (Primatized)
àíòèòåëî, â êîòîðîì àíòèãåí-ñâ çûâàþùà  îáëàñòü äàííîãî àíòèòåëà ïîëó÷åíà èç
àíòèòåëà, ïîëó÷åííîãî ïóòåì èììóíèçàöèè îáåçü í-ìàêàê ïðåäñòàâë þùèì èíòåðåñ
àíòèãåíîì.

"Îäíîöåïî÷å÷íûå Fv" èëè "scFv" ôðàãìåíòû àíòèòåë âêëþ÷àþò VH- è VL-äîìåíû
àíòèòåë, êîòîðûå ïðåäñòàâëåíû îäèíî÷íîé ïîëèïåïòèäíîé öåïüþ. Êàê ïðàâèëî, scFv-
ïîëèïåïòèä äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò ïîëèïåïòèäíûé ëèíêåð ìåæäó VH- è VL-äîìåíàìè,
êîòîðûé ïîçâîë åò scFv îáðàçîâàòü òðåáóåìóþ ñòðóêòóðó äë  ñâ çûâàíè  àíòèãåíà. Îáçîð
ïî scFV ñì. Pluckthun, â The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol.113,
Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New York, pp.269-315 (1994), Dall'Acqua
and Carter, Curr. Opin. Struct. Biol. 8:443-450 (1998), è Hudson, Curr. Opin.
Immunol. 11:548-557 (1999).

Òåðìèí "äèàòåëüöà" îòíîñèòñ  ê íåáîëüøèì ôðàãìåíòàì àíòèòåë ñ äâóì  àíòèãåí-
ñâ çûâàþùèìè ñàéòàìè, êîòîðûå âêëþ÷àþò âàðèàáåëüíûé äîìåí ò æåëîé öåïè (VH),
ñîåäèíåííûé ñ âàðèàáåëüíûì äîìåíîì ëåãêîé öåïè (VL) â òîé æå ïîëèïåïòèäíîé öåïè (VH-
VL). Ñ èñïîëüçîâàíèåì ëèíêåðà, êîòîðûé íàñòîëüêî êîðîòêèé, ÷òî îáåñïå÷èâàåò
ñïàðèâàíèå äâóõ äîìåíîâ â òîé æå öåïè, óêàçàííûå äîìåíû âûíóæäåíû ñïàðèâàòüñ  ñ
êîìïëåìåíòàðíûìè äîìåíàìè äðóãîé öåïè è ñîçäàâàòü äâà àíòèãåí-ñâ çûâàþùèõ ñàéòà.
Áîëåå ïîëíî "äèàòåëüöà" îïèñàíû, íàïðèìåð, â ÅÐ 404097; WO 93/11161; è ó Hollinger et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993).

"Âûäåëåííîå" àíòèòåëî  âë åòñ  àíòèòåëîì, êîòîðîå áûëî èäåíòèôèöèðîâàíî è
îòäåëåíî è/èëè èçâëå÷åíî èç ñîñòàâë þùåãî åãî åñòåñòâåííîãî îêðóæåíè . Çàãð çí þùèìè
êîìïîíåíòàìè åãî åñòåñòâåííîãî îêðóæåíè   âë þòñ  âåùåñòâà, êîòîðûå ïðåï òñòâóþò
äèàãíîñòè÷åñêîìó èëè òåðàïåâòè÷åñêîìó èñïîëüçîâàíèþ äàííîãî àíòèòåëà, è ìîãóò
âêëþ÷àòü ôåðìåíòû, ãîðìîíû è äðóãèå áåëêîâûå èëè íåáåëêîâûå ðàñòâîðåííûå âåùåñòâà.
Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòèòåëî ñëåäóåò
âûäåë òü î÷èñòêîé (1) äî áîëåå ÷åì 95% ìàññû àíòèòåëà, ÷òî îïðåäåë þò ìåòîäîì Ëîóðè,
è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî äî áîëåå ÷åì 99% ìàññû, (2) äî ñòåïåíè, äîñòàòî÷íîé äë 
ïîëó÷åíè , ïî ìåíüøåé ìåðå, N-êîíöåâîé èëè âíóòðåííåé àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç 15 îñòàòêîâ ïóòåì èñïîëüçîâàíè  âûñîêîñêîðîñòíîãî ñåêâåíàòîðà,
èëè (3) äî ãîìîãåííîñòè ñ ïîìîùüþ SDS-PAGE â âîññòàíàâëèâàþùèõ èëè â
íåâîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâè õ ñ èñïîëüçîâàíèåì îêðàøèâàíè  Êóìàññè ãîëóáûì èëè
ïðåäïî÷òèòåëüíî ñåðåáðîì. Âûäåëåííîå àíòèòåëî âêëþ÷àåò àíòèòåëî in situ â
ðåêîìáèíàíòíûõ êëåòêàõ, ïîñêîëüêó, ïî ìåíüøåé ìåðå, íè îäèí êîìïîíåíò èç
åñòåñòâåííîãî îêðóæåíè  àíòèòåëà íå äîëæåí ïðèñóòñòâîâàòü. Íî îáû÷íî âûäåëåííîå
àíòèòåëî ïîëó÷àþò ñ ïîìîùüþ, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîé ñòàäèè îïåðàöèè î÷èñòêè.

Ïîä "íåéòðàëèçóþùèì àíòèòåëîì" ïîäðàçóìåâàþò ìîëåêóëó àíòèòåëà, êîòîðà  ñïîñîáíà
ïîäàâèòü èëè ñóùåñòâåííî ñíèçèòü ýôôåêòîðíóþ ôóíêöèþ àíòèãåíà-ìèøåíè, ñ êîòîðûì
îíî ñâ çûâàåòñ . Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì "íåéòðàëèçóþùåå" àíòè-IFN-α àíòèòåëî ñïîñîáíî
ïîäàâèòü èëè ñóùåñòâåííî ñíèçèòü ýôôåêòîðíóþ ôóíêöèþ IFN-α, íàïðèìåð, ñâ çûâàíèåì
ðåöåïòîðà è/èëè âûçûâàíèåì êëåòî÷íîãî îòâåòà.

Äë  öåëåé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , íàïðèìåð, ñïîñîáíîñòü àíòè-IFN-α àíòèòåëà
íåéòðàëèçîâàòü ðåöåïòîðíóþ ñòèìóëèðóþùóþ àêòèâíîñòü IFN-α â Àíàëèçå Ñòèìóë öèè
Ðåöåïòîðà Êèíàçû (KIRA), êàê îïèñàíî â WO 95/14930, îïóáëèêîâàííîé 1 èþí  1995 ã.,
ìîæíî êîíòðîëèðîâàòü ïóòåì èçìåðåíè  ñïîñîáíîñòè àíòèòåëà-êàíäèäàòà óìåíüøàòü
ôîñôîðèëèðîâàíèå òèðîçèíà (âîçíèêàþùåå ïðè ñâ çûâàíèè ëèãàíäà) ðåöåïòîðíîãî
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êîìïëåêñà IFNAR1/R2.
Äë  öåëåé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñïîñîáíîñòü àíòè-IFN-α àíòèòåë íåéòðàëèçîâàòü

ïðî âëåíèå êëåòî÷íîãî îòâåòà ñ ïîìîùüþ IFN-α ïðåäïî÷òèòåëüíî îïðåäåë åòñ  ïóòåì
êîíòðîëèðîâàíè  íåéòðàëèçàöèè ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè IFN-α, êàê îïèñàíî ó
Kawade, J. Interferon Res. 1:61-70 (1980), èëè ó Kawade and Watanabe, J. Interferon
Res. 4:571-584 (1984), èëè ó Yousefi, et al., Am. J. Clin. Pathol. 83:735-740 (1985),
èëè ïóòåì òåñòèðîâàíè  ñïîñîáíîñòè àíòè-IFN-α àíòèòåëà íåéòðàëèçîâàòü ñïîñîáíîñòü
IFN-α àêòèâèðîâàòü ñâ çûâàíèå ñèãíàëüíîé ìîëåêóëû, èíòåðôåðîí-ñòèìóëèðóþùèé ôàêòîð
3 (ISGF3), ñ îëèãîíóêëåîòèäîì, ïîëó÷åííûì â èíòåðôåðîí-ñòèìóëèðîâàííîì ýëåìåíòå
îòâåòà (ISRE), â àíàëèçå èçìåíåíè  ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè, êàê îïèñàíî ó
Kurabayashi et al., Mol. Cell Biol., 15:6386 (1995).

"Ñóùåñòâåííîå" óìåíüøåíèå ïîäðàçóìåâàåò, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 60% èëè, ïî
ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 70%, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 75%, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 80%, åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé
ìåðå, îêîëî 85%, åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 90%, åùå áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 95%, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé
ìåðå, îêîëî 99% óìåíüøåíè  ýôôåêòîðíîé ôóíêöèè àíòèãåíà-ìèøåíè (íàïðèìåð IFN-α),
íàïðèìåð, ñâ çûâàíèåì ðåöåïòîðà (íàïðèìåð IFNAR2) è/èëè âûçûâàíèåì êëåòî÷íîãî
îòâåòà. Ïðåäïî÷òèòåëüíî "íåéòðàëèçóþùèå" àíòèòåëà, êàê îïðåäåëåíî çäåñü, ñïîñîáíû
íåéòðàëèçîâàòü, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 60% èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 70%,
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 75%, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå,
îêîëî 80%, åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 85%, åùå áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 90%, åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé
ìåðå, îêîëî 95%, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 99%
ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè IFN-α, êàê îïðåäåëåíî ñ ïîìîùüþ ïðîòèâîâèðóñíîãî àíàëèçà ó
Kawade (1980), âûøå, èëè ó Yousefi (1985), âûøå. Â äðóãîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  "íåéòðàëèçóþùèå" àíòèòåëà ñïîñîáíû ñíèæàòü
ôîñôîðèëèðîâàíèå òèðîçèíà èç-çà ñâ çûâàíè  IFN-α ðåöåïòîðíûì êîìïëåêñîì
IFNAR1/IFNAR2 íà, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 60% èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 70%,
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 75%, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå,
îêîëî 80%; åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 85%, åùå áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 90%, åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé
ìåðå, îêîëî 95%, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 99%, êàê
îïðåäåëåíî â âûøåïðèâåäåííîì àíàëèçå KIRA. Â îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  íåéòðàëèçóþùèå àíòè-IFN-α àíòèòåëà ñïîñîáíû
íåéòðàëèçîâàòü âñå èëè ïðàêòè÷åñêè âñå ïîäòèïû IFN-α è íåñïîñîáíû íåéòðàëèçîâàòü
IFN-N. Â äàííîì êîíòåêñòå òåðìèí "ïðàêòè÷åñêè âñå" ïîäðàçóìåâàåò, ÷òî íåéòðàëèçóþùåå

àíòè-IFN-α àíòèòåëî äîëæíî íåéòðàëèçîâàòü, ïî ìåíüøåé ìåðå, IFN-α1, IFN-α2, IFN-α4,
IFN-α5, IFN-α8, IFN-α10 è IFN-α21.

Äë  öåëåé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñïîñîáíîñòü àíòè-IFN-α àíòèòåëà áëîêèðîâàòü
ñâ çûâàíèå IFN-α ñ ðåöåïòîðîì îïðåäåë åòñ  êàê ñâîéñòâî èëè ñïîñîáíîñòü îïðåäåëåííîé
êîíöåíòðàöèè àíòèòåëà óìåíüøèòü èëè ïîäàâèòü ñâ çûâàíèå IFN-α ñ IFNAR2 â
êîíêóðåíòíîì àíàëèçå ñâ çûâàíè  ïî ñðàâíåíèþ ñ äåéñòâèåì ýêâèâàëåíòíîé êîíöåíòðàöèè
íåðåëåâàíòíîãî êîíòðîëüíîãî àíòèòåëà â àíàëèçå ñâ çûâàíè  IFN-α ñ IFNAR2.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî áëîêèðîâàíèå àíòè-IFN-α àíòèòåëà ñíèæàåò ñâ çûâàíèå IFN-α ñ IFNAR2,
ïî ìåíüøåé ìåðå, íà îêîëî 50% èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 55%, èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå,
îêîëî 60%, èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 65%, èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 70%, èëè, ïî
ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 75%, èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 80%, èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî
85%, èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 90%, èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 95%, èëè, ïî
ìåíüøåé ìåðå, îêîëî 99% ïî ñðàâíåíèþ ñ íåðåëåâàíòíûì êîíòðîëüíûì àíòèòåëîì.

Äë  öåëè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñïîñîáíîñòü àíòè-IFN-α àíòèòåëà áëîêèðîâàòü
ñâ çûâàíèå IFN-α ñ IFNAR2 ìîæíî îïðåäåëèòü â ñòàíäàðòíîì êîíêóðåíòíîì àíàëèçå,
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òàêîì, êîòîðûé îïèñàí â Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Ed Harlow and David Lane (1988). Íàïðèìåð, ìåòîä IFN-α-ñâ çûâàíè  â ELISA,
îïèñàííûé íèæå â Ïðèìåðå 2, ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü äë  èñïîëüçîâàíè  êîíêóðåíòíîãî
ñâ çûâàíè  àíòè-IFN-α àíòèòåëà è ðàñòâîðèìîãî IFNAR2. Òàêîé àíàëèç ìîæíî îñóùåñòâèòü
ïóòåì íàñëîåíè  IFN-α â ïëàíøåòû äë  ìèêðîòèòðîâàíè , èíêóáèðîâàíè  ýòèõ íàñëîåíèé â
ïëàíøåòàõ ñ ïîñëåäîâàòåëüíûìè ðàçâåäåíè ìè íåìå÷åíîãî àíòè-IFN-α àíòèòåëà èëè
íåìå÷åíîãî êîíòðîëüíîãî àíòèòåëà, ñìåøàííîãî ñ âûáðàííîé êîíöåíòðàöèåé ìå÷åíîãî
IFNAR2 ñëèòîãî áåëêà ECD-Fc IgG ÷åëîâåêà, äåòåêòèðó  è èçìåð   ñèãíàë â êàæäîé
èíêóáàöèîííîé ñìåñè, à çàòåì ñðàâíèâà  èçìåðåíè  ñèãíàëà ïðè ðàçíûõ ðàçâåäåíè õ
àíòèòåëà.

Â îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
áëîêèðóþùèå àíòè-IFN-α àíòèòåëà äîëæíû îáëàäàòü ñïîñîáíîñòüþ áëîêèðîâàòü IFNAR2-
ñâ çûâàíèå âñåõ èëè ïðàêòè÷åñêè âñåõ ïîäòèïîâ IFN-α è íå ðåàãèðîâàòü ïåðåêðåñòíî ñ
IFN-β. Â ýòîì ñìûñëå òåðìèí "ïðàêòè÷åñêè âñå" îçíà÷àåò, ÷òî áëîêèðóþùåå àíòè-IFN-α
àíòèòåëî äîëæíî áëîêèðîâàòü IFNAR2-ñâ çûâàíèå, ïî ìåíüøåé ìåðå, IFN-α1, IFN-α2,

IFN-α4, IFN-α5, IFN-α8, IFN-α10 è IFN-α21. Â îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áëîêèðóþùèå àíòè-IFN-α àíòèòåëà íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  áóäóò áëîêèðîâàòü IFNAR2-ñâ çûâàíèå âñåõ èçâåñòíûõ ïîäòèïîâ IFN-α.

Èñïîëüçóåìûé òåðìèí "ýïèòîï" îòíîñèòñ  ê ñâ çûâàþùèì ñàéòàì (ìîíîêëîíàëüíûõ èëè
ïîëèêëîíàëüíûõ) àíòèòåë â áåëêîâûõ àíòèãåíàõ.

Àíòèòåëà, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  ñ êîíêðåòíûì ýïèòîïîì, ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü
ïóòåì "ýïèòîïíîãî êàðòèðîâàíè ". Ñóùåñòâóåò ìíîãî ñïîñîáîâ, èçâåñòíûõ â äàííîé
îáëàñòè òåõíèêè, äë  êàðòèðîâàíè  è õàðàêòåðèñòèêè ðàñïîëîæåíè  ýïèòîïîâ â áåëêàõ,
âêëþ÷à  ðàñòâîðåíèå êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóêòóðû êîìïëåêñà àíòèòåëî-àíòèãåí,
êîíêóðåíòíûå ìåòîäû, ìåòîäû ýêñïðåññèè ãåííîãî ôðàãìåíòà, è ìåòîäû, îñíîâàííûå íà
ïåïòèäíîì ñèíòåçå, êàê îïèñàíî, íàïðèìåð, â Ãëàâå 11 ó Harlow and Lane, Using
Antibodies, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, New York, 1999. Êîíêóðåíòíûå ìåòîäû îáñóæäàþòñ  âûøå è íèæå. Â ñîîòâåòñòâèè ñ
àíàëèçîì ýêñïðåññèè ãåííîãî ôðàãìåíòà îòêðûòà  ðàìêà ñ÷èòûâàíè , êîäèðóþùà  áåëîê,
ôðàãìåíòèðóåòñ  ëèáî ñëó÷àéíûì îáðàçîì, ëèáî ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷íûõ ãåíåòè÷åñêèõ
êîíñòðóêöèé, è îïðåäåë åòñ  ðåàêòèâíîñòü ýêñïðåññèðóåìûõ ôðàãìåíòîâ áåëêà ñ
òåñòèðóåìûì àíòèòåëîì. Ãåííûå ôðàãìåíòû ìîæíî, ê ïðèìåðó, ïîëó÷èòü ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ,
à çàòåì òðàíñêðèáèðîâàòü è òðàíñëèðîâàòü â áåëîê in vitro â ïðèñóòñòâèè ðàäèîàêòèâíûõ
àìèíîêèñëîò. Ñâ çûâàíèå àíòèòåëà ñ ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííûìè áåëêîâûìè ôðàãìåíòàìè
îïðåäåë þò çàòåì ñ ïîìîùüþ èììóíîïðåöèïèòàöèè è ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà. Íåêîòîðûå
ýïèòîïû ìîæíî òàêæå èäåíòèôèöèðîâàòü ïóòåì èñïîëüçîâàíè  áîëüøèõ áèáëèîòåê
ñëó÷àéíûõ ïåïòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, îáíàðóæèâàåìûõ íà ïîâåðõíîñòè ôàãîâûõ
÷àñòèö (ôàãîâûå áèáëèîòåêè). Àëüòåðíàòèâíî îïðåäåëåííóþ áèáëèîòåêó ïåðåêðûâàþùèõñ 
ïåïòèäíûõ ôðàãìåíòîâ ìîæíî òåñòèðîâàòü íà ñâ çûâàíèå ñ èñïûòóåìûì àíòèòåëîì â
ïðîñòûõ àíàëèçàõ ñâ çûâàíè . Ïîñëåäíèé ïîäõîä ïðèãîäåí äë  îïðåäåëåíè  ëèíåéíûõ
ýïèòîïîâ ïðèìåðíî èç 5-15 àìèíîêèñëîò.

Àíòèòåëî ñâ çûâàåò "ïðàêòè÷åñêè òîò æå ýïèòîï" â êà÷åñòâå ýòàëîííîãî àíòèòåëà, åñëè
äâà àíòèòåëà ðàñïîçíàþò èäåíòè÷íûå èëè ñòåðè÷åñêè ïåðåêðûâàþùèåñ  ýïèòîïû.
Íàèáîëåå øèðîêî èñïîëüçóåìûå è áûñòðûå ñïîñîáû äë  îïðåäåëåíè  òîãî,  âë þòñ  ëè
äâà ýïèòîïà èäåíòè÷íî ñâ çàííûìè èëè ñòåðè÷åñêè ïåðåêðûâàþùèìèñ  ýïèòîïàìè,
ïðåäñòàâë þò ñîáîé ìåòîäû êîíêóðåíòíîãî àíàëèçà, êîòîðûå ìîãóò  èñïîëüçîâàòüñ  äë 
îáíàðóæåíè  ëþáîãî ïîêàçàòåë  â ëþáîé ôîðìå ñ èñïîëüçîâàíèåì ëèáî ìå÷åíîãî
àíòèãåíà, ëèáî ìå÷åíîãî àíòèòåëà. Êàê ïðàâèëî, àíòèãåí èììîáèëèçóþò â 96-ëóíî÷íûé
ïëàíøåò, à ñïîñîáíîñòü íåìå÷åíûõ àíòèòåë áëîêèðîâàòü ñâ çûâàíèå ìå÷åíûõ àíòèòåë
èçìåð þò ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàäèîàêòèâíûõ èëè ôåðìåíòíûõ ìåòîê.

Èñïîëüçóåìûé çäåñü òåðìèí àìèíîêèñëîòà èëè àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê îòíîñèòñ  ê
ïðèðîäíûì L-àìèíîêèñëîòàì èëè ê D-àìèíîêèñëîòàì, êîòîðûå îïèñàíû äàëåå íèæå ïî
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âàðèàíòàì. Äë  àìèíîêèñëîò çäåñü èñïîëüçóþòñ  îáû÷íî ïðèìåí åìûå îäíî- è
òðåõáóêâåííûå ñîêðàùåíè  (Bruce Alberts et al., Molecular Biology of the Cell,
Garland Publishing, Inc., New York (3d ed. 1994)).

"Ïðîöåíò (%) èäåíòè÷íîñòè àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè" â îòíîøåíèè
âûøåóêàçàííûõ ïîëèïåïòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé îïðåäåë þò â âèäå ïðîöåíòà
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ â êàíäèäàòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå èäåíòè÷íû ñ
àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïîñëå ñîïîñòàâëåíè 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, è ïðè íåîáõîäèìîñòè ââåäåíû ïðîáåëû äë  äîñòèæåíè 
ìàêñèìàëüíîãî ïðîöåíòà èäåíòè÷íîñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, è áåç ó÷åòà êîíñåðâàòèâíûõ
çàìåí êàê ÷àñòè ýëåìåíòà èäåíòè÷íîñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ñîïîñòàâëåíèå äë 
îïðåäåëåíè  ïðîöåíòà èäåíòè÷íîñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àìèíîêèñëîò ìîæåò áûòü
äîñòèãíóòî ðàçíûìè ñïîñîáàìè, êîòîðûå íàõîä òñ  â ïðåäåëàõ êîìïåòåíöèè ñïåöèàëèñòîâ
â äàííîé îáëàñòè, íàïðèìåð ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîãî ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíè ,
íàõîä ùåãîñ  â îòêðûòîì äîñòóïå, òàêîãî êàê BLAST, BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2 èëè
Megalign (DNASTAR). Ñïåöèàëèñòû â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè ìîãóò óñòàíîâèòü
ñîîòâåòñòâóþùèå ïàðàìåòðû äë  îñóùåñòâëåíè  ñîïîñòàâëåíè , â òîì ÷èñëå ëþáûå
àëãîðèòìû, íåîáõîäèìûå äë  äîñòèæåíè  ìàêñèìàëüíîãî ñîïîñòàâëåíè  ïî âñåì
ïîëíîðàçìåðíûì ïîñëåäîâàòåëüíîñò ì, êîòîðûå ñðàâíèâàþòñ . Îäíàêî äë  èñïîëüçóåìûõ
çäåñü öåëåé % èäåíòè÷íîñòè àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëó÷àþò, êàê îïèñàíî
íèæå, ïóòåì èñïîëüçîâàíè  êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû ALIGN-2 äë  ñðàâíåíè 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Àâòîðñòâî êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû ALIGN-2 äë  ñðàâíåíè 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïðèíàäëåæèò Genentech, Inc., è åå èñõîäíûé êîä áûë îôîðìëåí â
âèäå èíñòðóêöèè äë  ïîëüçîâàòåë  â U.S. Copyright Office, Washington D.C., 20559, ãäå
åå çàðåãèñòðèðîâàëè ïîä çàùèùåííûì àâòîðñêèì ïðàâîì ÑØÀ èíâåíòàðíûì ¹TXU510087.
Ïðîãðàììà ALIGN-2 íàõîäèòñ  â îòêðûòîì äîñòóïå îò Genentech, Inc., South San
Francisco, California, à èñõîäíûé êîä äë  ïðîãðàììû ALIGN-2 è èíñòðóêöèè äë  åå
èñïîëüçîâàíè  ðàñêðûòû â èçäàííîé Ìåæäóíàðîäíîé Çà âêå ¹WO2000/39297,
îïóáëèêîâàííîé 6 èþë  2000 ã. Ïðîãðàììó ALIGN-2 ñëåäóåò êîìïèëèðîâàòü äë 
èñïîëüçîâàíè  â îïåðàöèîííîé ñèñòåìå UNIX, ïðåäïî÷òèòåëüíî öèôðîâîé UNIX V4.0D. Âñå
ïàðàìåòðû ñðàâíèâàåìûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé óñòàíàâëèâàþòñ  ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
ALIGN-2 è íå ìåí þòñ .

Äë  öåëåé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  % èäåíòè÷íîñòè àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äàííîé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè À ê, ñ èëè ïî ñðàâíåíèþ
ñ äàííîé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ Â (êîòîðà  ìîæåò áûòü ñîñòàâëåíà â
îáðàòíîì íàïðàâëåíèè â âèäå äàííîé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè À, êîòîðà 
îáëàäàåò èëè âêëþ÷àåò îïðåäåëåííûé % èäåíòè÷íîñòè àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê, ñ èëè ïî ñðàâíåíèþ ñ äàííîé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
Â) âû÷èñë þò ñëåäóþùèì îáðàçîì:

100 óìíîæèòü íà äðîáü X/Y
ãäå Õ ðàâíî ÷èñëó àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ïîäñ÷èòàííûõ â âèäå èäåíòè÷íûõ

ñîâïàäåíèé ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ñîïîñòàâëåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ALIGN-2, â
êîòîðîé ñîïîñòàâë þò À è Â, è ãäå Y ðàâåí îáùåé ÷èñëåííîñòè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ â
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Â. Ñëåäóåò èìåòü â âèäó, ÷òî åñëè äëèíà àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè À íå ðàâíà äëèíå àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Â, òî %
èäåíòè÷íîñòè àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè À ñ Â íå ðàâåí % èäåíòè÷íîñòè
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Â ñ À. Åñëè íå îãîâîðåíî îñîáî, âñå çíà÷åíè  %
èäåíòè÷íîñòè àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èñïîëüçóåìûå çäåñü, ïîëó÷àþò, êàê
îïèñàíî âûøå, ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû ALIGN-2 äë  ñðàâíåíè 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Îäíàêî % èäåíòè÷íîñòè àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîæíî
òàêæå îïðåäåëèòü ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû NCBI-BLAST2 äë  ñðàâíåíè 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé (Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402 (1997)).
Ïðîãðàììó NCBI-BLAST2 äë  ñðàâíåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìîæíî çàãðóçèòü ñ http:
//www.ncbi.nlm.nih.gov. NCBI-BLAST2 èñïîëüçóåò íåñêîëüêî ïîèñêîâûõ ïàðàìåòðîâ, â
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êîòîðîé âñå ýòè ïîèñêîâûå ïàðàìåòðû óñòàíàâëèâàþòñ  ïî óìîë÷àíèþ, â òîì ÷èñëå,
íàïðèìåð, îáíàðóæåíèå = äà, öåïü = âñå, îæèäàåìûå âõîæäåíè  = 10, ìèíèìàëüíà  íèçêà 
ñëîæíîñòü äëèíû = 15/5, e-âåëè÷èíà íåîäíîêðàòíîãî ïðîõîäà = 0,01, êîíñòàíòà äë 
íåîäíîêðàòíîãî ïðîõîäà = 25, âûõîä äë  êîíå÷íîãî ñîïîñòàâëåíè  ïðîáåëîâ = 25 è
ìàòðèöà îöåíîê = BLOSUM62.

Â ñèòóàöè õ, â êîòîðûõ äë  ñðàâíåíè  àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
èñïîëüçóþò NCBI-BLAST2, % èäåíòè÷íîñòè àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äàííîé
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè À ê, ñ èëè ïî ñðàâíåíèþ ñ äàííîé àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Â (÷òî ìîæíî èíà÷å ñôîðìóëèðîâàòü êàê äàííà  àìèíîêèñëîòíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü À, êîòîðà  îáëàäàåò èëè âêëþ÷àåò îïðåäåëåííûé % èäåíòè÷íîñòè
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê, ñ èëè ïî ñðàâíåíèþ ñ äàííîé àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ Â) âû÷èñë þò ñëåäóþùèì îáðàçîì:

100 óìíîæèòü íà äðîáü X/Y
ãäå Õ ðàâíî ÷èñëó àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ïîäñ÷èòàííûõ â âèäå èäåíòè÷íûõ

ñîâïàäåíèé ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ñîïîñòàâëåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé NCBI-BLAST2, â
êîòîðîé ñîïîñòàâë þò À è Â, è ãäå Y ðàâíî îáùåé ÷èñëåííîñòè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ â
Â. Ñëåäóåò èìåòü â âèäó, ÷òî åñëè äëèíà àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè À íå ðàâíà
äëèíå àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Â, òî % èäåíòè÷íîñòè àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè À ñ Â íå ðàâåí % èäåíòè÷íîñòè àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
Â ñ À.

Íóêëåèíîâà  êèñëîòà "ôóíêöèîíàëüíî ñîåäèíåíà", åñëè îíà íàõîäèòñ  â
ôóíêöèîíàëüíîé âçàèìîñâ çè ñ äðóãîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ íóêëåèíîâîé êèñëîòû.
Íàïðèìåð, ÄÍÊ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ïðåäøåñòâåííèêà èëè ñåêðåòîðíîé ëèäåðíîé
ôóíêöèîíàëüíî ñîåäèí þò ñ ÄÍÊ ïîëèïåïòèäà, êîãäà îí ýêñïðåññèðóåòñ  â âèäå ïðåáåëêà,
êîòîðûé ó÷àñòâóåò â ñåêðåöèè ïîëèïåïòèäà; ïðîìîòîð èëè ýíõàíñåð ôóíêöèîíàëüíî
ñîåäèíåí ñ êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, åñëè îí âëè åò íà òðàíñêðèïöèþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè; èëè ðèáîñîì-ñâ çûâàþùèé ñàéò ôóíêöèîíàëüíî ñîåäèíåí ñ
êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, åñëè îí ðàñïîëîæåí òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû
ñïîñîáñòâîâàòü òðàíñë öèè. Âîîáùå "ôóíêöèîíàëüíî ñîåäèíåí" îçíà÷àåò, ÷òî
ïðèñîåäèí åìûå ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðåäñòàâë þò ñîáîé êîíòèãè, à â ñëó÷àå
ñåêðåòîðíîãî ëèäåðà ïðåäñòàâë þò ñîáîé êîíòèãè è íàõîä òñ  â ôàçå ñ÷èòûâàíè . Îäíàêî
ýíõàíñåðû íå ìîãóò ïðåäñòàâë òü ñîáîé êîíòèãè. Ïðèñîåäèíåíèå îñóùåñòâë þò ïóòåì
ëèãèðîâàíè  ïî ïîäõîä ùèì ñàéòàì ðåñòðèêöèè. Åñëè òàêèõ ñàéòîâ íå ñóùåñòâóåò, òî â
ñîîòâåòñòâèè ñ îáùåïðèí òîé ïðàêòèêîé èñïîëüçóþò ñèíòåòè÷åñêèå îëèãîíóêëåîòèäíûå
àäàïòåðû èëè ëèíêåðû.

Òåðìèí "áîëåçíåííîå ñîñòî íèå" îòíîñèòñ  ê ôèçèîëîãè÷åñêîìó ñîñòî íèþ êëåòêè èëè
öåëîìó îðãàíèçìó ìëåêîïèòàþùåãî, â êîòîðîì ïðîèñõîäèò ñáîé, ïðåêðàùàþòñ  èëè
íàðóøàþòñ  ôóíêöèè êëåòîê èëè öåëîãî îðãàíèçìà, ñèñòåì èëè îðãàíîâ.

Òåðìèí "ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî" îòíîñèòñ  ê êîëè÷åñòâó ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà,
ýôôåêòèâíîìó äë  ëå÷åíè  (âêëþ÷à  ïðîôèëàêòèêó) çàáîëåâàíè , íàðóøåíè  èëè
íåæåëàòåëüíûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ñîñòî íèé ó ìëåêîïèòàþùåãî. Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè
"ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî" àíòè-IFN-α àíòèòåëà ìîæåò óìåíüøàòü, çàìåäë òü èëè
ïðèîñòàíàâëèâàòü àóòîèììóííîå íàðóøåíèå, òàêîå êàê IDDM èëè SLE; ñíèæàòü,
ïðåäîòâðàùàòü èëè ïîäàâë òü (ò.å. äî íåêîòîðîé ñòåïåíè çàìåäë òü èëè ïðåäïî÷òèòåëüíî
îñòàíàâëèâàòü) ðàçâèòèå àóòîèììóííîãî íàðóøåíè , òàêîãî êàê IDDM èëè SLE; è/èëè äî
îïðåäåëåííîãî óðîâí  îñëàáë òü îäèí èëè áîëåå ñèìïòîìîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ
àóòîèììóííûìè íàðóøåíè ìè, òàêèìè êàê IDDM èëè SLE.

Â ñïîñîáàõ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  òåðìèí "êîíòðîëü" è åãî ãðàììàòè÷åñêèå âàðèàíòû
èñïîëüçóþò äë  îáîçíà÷åíè  ïðåäóïðåæäåíè , ÷àñòè÷íîãî èëè ïîëíîãî èíãèáèðîâàíè ,
óìåíüøåíè , ïðèîñòàíîâêè èëè çàìåäëåíè  íåæåëàòåëüíîãî  âëåíè , íàïðèìåð
ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîñòî íè , òàêîãî êàê îáðàçîâàíè  àóòîðåàêòèâíûõ Ò-êëåòîê è ðàçâèòèå
àóòîèììóííîñòè.

"Ëå÷åíèå" îòíîñèòñ  ê òåðàïåâòè÷åñêîìó ëå÷åíèþ, à òàêæå ê ïðîôèëàêòèêå èëè
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ïðåäóïðåäèòåëüíûì ìåðàì. Íóæäàþùèåñ  â ëå÷åíèè âêëþ÷àþò èíäèâèäîâ óæå ñ
îïðåäåëåííûì íàðóøåíèåì, à òàêæå èíäèâèäîâ ñî ñêëîííîñòüþ ê íàðóøåíèþ èëè òåõ, êîìó
òðåáóåòñ  ïðîôèëàêòèêà íàðóøåíè . Äë  öåëåé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áëàãîïðè òíûå
èëè òðåáóåìûå êëèíè÷åñêèå ðåçóëüòàòû âêëþ÷àþò, íî íå îãðàíè÷èâàþòñ , îáëåã÷åíèå
ñèìïòîìîâ, îñëàáëåíèå çàáîëåâàíè , ñòàáèëèçàöèþ (ò.å. íåóõóäøåíèå) ñîñòî íè 
çàáîëåâàíè , ïðèîñòàíîâêó èëè çàìåäëåíèå ðàçâèòè  çàáîëåâàíè , óëó÷øåíèå èëè
âðåìåííîå îáëåã÷åíèå áîëåçíåííîãî ñîñòî íè  è ðåìèññèþ (÷àñòè÷íóþ èëè îáùóþ),  âíóþ
èëè ñêðûòóþ. "Ëå÷åíèå" ìîæåò òàêæå ïîäðàçóìåâàòü ïîâûøåííóþ âûæèâàåìîñòü â
ñðàâíåíèè ñ îæèäàåìîé âûæèâàåìîñòüþ â îòñóòñòâèå ëå÷åíè . Íóæäàþùèåñ  â ëå÷åíèè
âêëþ÷àþò òàêæå èíäèâèäîâ óæå ñ áîëåçíåííûì ñîñòî íèåì èëè íàðóøåíèåì, à òàêæå ñî
ñêëîííîñòüþ ê ñîñòî íèþ èëè íàðóøåíèþ, èëè êîìó òðåáóåòñ  ïðîôèëàêòèêà ñîñòî íè  èëè
íàðóøåíè .

"Ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûå" íîñèòåëè, íàïîëíèòåëè èëè ñòàáèëèçàòîðû - ýòî òå,
êîòîðûå íåòîêñè÷íû äë  êëåòêè èëè ìëåêîïèòàþùåãî, êîòîðûå ïîäâåðãàþòñ  èõ
âîçäåéñòâèþ â èñïîëüçóåìûõ äîçàõ è êîíöåíòðàöè õ. Çà÷àñòóþ ôèçèîëîãè÷åñêè
ïðèåìëåìûé íîñèòåëü ïðåäñòàâë åò çàáóôåðåííûé âîäíûé ðàñòâîð. Ïðèìåðû
ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûõ íîñèòåëåé âêëþ÷àþò áóôåðû, òàêèå êàê ôîñôàòíûé,
öèòðàòíûé, è äðóãèõ îðãàíè÷åñêèõ êèñëîò; àíòèîêñèäàíòû, â òîì ÷èñëå àñêîðáèíîâóþ
êèñëîòó; íèçêîìîëåêóë ðíûå (ìåíåå ÷åì îêîëî 10 îñòàòêîâ) ïîëèïåïòèäû; áåëêè, òàêèå
êàê ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, æåëàòèí èëè èììóíîãëîáóëèíû; ãèäðîôèëüíûå ïîëèìåðû,
òàêèå êàê ïîëèâèíèëïèððîëèäîí, àìèíîêèñëîòû, òàêèå êàê ãëèöèí, ãëóòàìèí, àñïàðàãèí,
àðãèíèí èëè ëèçèí; ìîíîñàõàðèäû, äèñàõàðèäû è äðóãèå óãëåâîäû, âêëþ÷à  ãëþêîçó,
ìàííîçó, èëè äåêñòðèíû; õåëàòîîáðàçóþùèå àãåíòû, òàêèå êàê ÝÄÒÀ; ñàõàðíûå ñïèðòû,
òàêèå êàê ìàíèò èëè ñîðáèò; ñîëåîáðàçóþùèå ïðîòèâîèîíû, òàêèå êàê íàòðèé; è/èëè
íåèîííûå ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíûå âåùåñòâà, òàêèå êàê Tween, ïîëèýòèëåíãëèêîëü (PEG)
è Pluronics.

"Ìëåêîïèòàþùåå" äë  öåëåé ëå÷åíè  îòíîñèòñ  ê ëþáîìó æèâîòíîìó,
êëàññèôèöèðóåìîìó â êà÷åñòâå ìëåêîïèòàþùåãî, âêëþ÷à  ÷åëîâåêà, äîìàøíèõ èëè
ñåëüñêîõîç éñòâåííûõ æèâîòíûõ, à òàêæå ïðåäíàçíà÷åííûõ äë  çîîïàðêîâ è ñïîðòà, èëè
äîìàøíèõ æèâîòíûõ, òàêèõ êàê ñîáàêè, ëîøàäè, êîøêè, êîðîâû è ò.ï. Ïðåäïî÷òèòåëüíûì
ìëåêîïèòàþùèì  âë åòñ  ÷åëîâåê.

Â. Ñïîñîáû îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
1. Ïîëó÷åíèå àíòèòåë
(i) Ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà
Ñïîñîáû ïîëó÷åíè  ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë èçâåñòíû â îáëàñòè òåõíèêè.

Ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ìîæíî èíäóöèðîâàòü ó ìëåêîïèòàþùåãî, íàïðèìåð, îäíîé èëè
áîëåå èíúåêöè ìè èììóíèçèðóþùåãî àãåíòà è, åñëè íåîáõîäèìî, àäúþâàíòà. Êàê ïðàâèëî,
èììóíèçèðóþùèé àãåíò è/èëè àäúþâàíò ñëåäóåò èíúåöèðîâàòü ìëåêîïèòàþùåìó ïóòåì
íåîäíîêðàòíûõ ïîäêîæíûõ èëè âíóòðèáðþøèííûõ èíúåêöèé. Ýòî ìîæåò îêàçàòüñ 
ïðèãîäíûì äë  ïîëó÷åíè  êîíúþãàòà äàííîãî èììóíèçèðóþùåãî àãåíòà ñ áåëêîì,
èçâåñòíûì â êà÷åñòâå èììóíîãåííîãî äë  èììóíèçèðóåìîãî ìëåêîïèòàþùåãî, òàêèì êàê
ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí èëè èíãèáèòîð òðèïñèíà â âèäå ñîåâîãî ìàñëà. Ïðèìåðû
àäúþâàíòîâ, êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü, âêëþ÷àþò ïîëíûé àäúþâàíò Ôðåéíäà è MPL-
TDM.

Â äðóãîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
æèâîòíûõ èììóíèçèðóþò ñìåñüþ ðàçíûõ, ïðåäïî÷òèòåëüíî âñåõ, ïîäòèïîâ IFN-α ñ öåëüþ
ïîëó÷åíè  àíòè-IFN-α àíòèòåë ñ øèðîêîé ðåàêòèâíîñòüþ ïðîòèâ ïîäòèïîâ IFN-α. Â äðóãîì
ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  æèâîòíûõ
èììóíèçèðóþò ñìåñüþ ïîäòèïîâ IFN-α ÷åëîâåêà, êîòîðûå ïðåäñòàâëåíû ó ÷åëîâåêà
ëèìôîáëàñòîèäíûìè èíòåðôåðîíàìè, ñåêðåòèðóåìûå êëåòêàìè ëèìôîìû Áåðêèòòà
(Namalva-êëåòêè), èíäóöèðóåìûå âèðóñîì Ñåíäàé, êàê îïèñàíî íèæå â Ïðèìåðå 1.
Ñîîòâåòñòâóþùèé ïðåïàðàò òàêèõ ëèìôîáëàñòîèäíûõ èíòåðôåðîíîâ ÷åëîâåêà ìîæíî
êóïèòü (Product No. I-9887) ó Sigma Chemical Company, St. Louis, MO.
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(ii) Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà
Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ìîæíî ñîçäàòü ñ èñïîëüçîâàíèåì ãèáðèäîìíîãî ñïîñîáà,

âïåðâûå îïèñàííîãî Kohler et al., Nature 256:495 (1975), èëè ìîæíî ïîëó÷èòü ìåòîäàìè
ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ (Ïàòåíò ÑØÀ ¹4816567).

Â ãèáðèäîìíîì ñïîñîáå ìûøü èëè èíîå ïîäõîä ùåå æèâîòíîå-õîç èí, òàêîå êàê õîì ÷îê
èëè îáåçü íà ìàêàêà, èììóíèçèðóþò, êàê îïèñàíî âûøå, äë  ïîëó÷åíè  ëèìôîöèòîâ,
êîòîðûå ïðîäóöèðóþò èëè ñïîñîáíû ïðîäóöèðîâàòü àíòèòåëà, êîòîðûå äîëæíû
ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàòüñ  ñ áåëêîì, èñïîëüçóåìûì äë  èììóíèçàöèè. Àëüòåðíàòèâíî
ëèìôîöèòû ìîãóò áûòü èììóíèçèðîâàíû in vitro. Çàòåì ëèìôîöèòû ñëèâàþò ñ ìèåëîìíûìè
êëåòêàìè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîäõîä ùåãî àãåíòà äë  ñëè íè , òàêîãî êàê
ïîëèýòèëåíãëèêîëü, ñ îáðàçîâàíèåì ãèáðèäîìíîé êëåòêè (Goding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, pp.59-103, [Academic Press, 1996]).

Ïîëó÷åííûå òàêèì îáðàçîì ãèáðèäîìíûå êëåòêè âûñåâàþò è âûðàùèâàþò â
ñîîòâåòñòâóþùåé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, êîòîðà  ïðåäïî÷òèòåëüíî ñîäåðæèò îäíî èëè áîëåå
âåùåñòâ, èíãèáèðóþùèõ ðîñò èëè âûæèâàåìîñòü íåñëèòûõ ðîäèòåëüñêèõ ìèåëîìíûõ
êëåòîê. Íàïðèìåð, åñëè ó ðîäèòåëüñêèõ ìèåëîìíûõ êëåòîê îòñóòñòâóåò ôåðìåíò
ãèïîêñàíòèíãóàíèíôîñôîðèáîçèëòðàíñôåðàçà (HGPRT èëè HPRT), òî êóëüòóðàëüíà  ñðåäà
äë  äàííûõ ãèáðèäîì äîëæíà, êàê ïðàâèëî, âêëþ÷àòü ãèïîêñàíòèí, àìèíîïòåðèí è òèìèäèí
(HAT-ñðåäà), âåùåñòâà, êîòîðûå ïðåäîòâðàùàþò ðîñò êëåòîê, äåôèöèòíûõ ïî HGPRT.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ìèåëîìíûìè êëåòêàìè  âë þòñ  òå êëåòêè, êîòîðûå ýôôåêòèâíî
ñëèâàþò, îáåñïå÷èâà  ñòàáèëüíîå íà âûñîêîì óðîâíå îáðàçîâàíèå àíòèòåë ñ ïîìîùüþ
ñåëåêòèâíûõ àíòèòåëîïðîäóöèðóþùèõ êëåòîê, ÷óâñòâèòåëüíûõ ê òàêîé ñðåäå, êàê HAT-
ñðåäà. Èç íèõ ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ìèåëîìíûìè êëåòî÷íûìè ëèíè ìè  âë þòñ  ìûøèíûå
ìèåëîìíûå ëèíèè, òàêèå, êîòîðûå ñîçäàþòñ  èç ìûøèíûõ îïóõîëåé MOP-21 è ÌÑ-11,
äîñòóïíûõ îò Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California USA, è
êëåòîê SP-2 èëè X63-Ag8-653, äîñòóïíûõ îò American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland USA. ×åëîâå÷åñêà  ìèåëîìíà  è ãåòåðîìèåëîìíà , ìûøü-÷åëîâåê,
êëåòî÷íûå ëèíèè òàêæå îïèñàíû â êà÷åñòâå ïðîäóöåíòîâ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë
÷åëîâåêà (Kozbor, J. Immunol. 133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody
Production Techniques and Applications, pp.51-63, Marcel Dekker, Inc. New York, [1987]).

Êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, â êîòîðîé âûðàùèâàþò ãèáðèäîìíûå êëåòêè, îöåíèâàþò ïî
ïðîèçâîäèòåëüíîñòè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ àíòèãåíà. Ïðåäïî÷òèòåëüíî
ñïåöèôè÷íîñòü ñâ çûâàíè  ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, ïðîäóöèðóåìûõ ãèáðèäîìíûìè
êëåòêàìè, îïðåäåë þò ñ ïîìîùüþ èììóíîïðåöèïèòàöèè èëè ñ ïîìîùüþ in vitro
ñâ çûâàþùåãî àíàëèçà, òàêîãî êàê ðàäèîèììóíîàíàëèç (RIA) èëè èììóíîôåðìåíòíûé
àíàëèç (ELISA).

Ñðîäñòâî ñâ çûâàíè  ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ìîæíî, íàïðèìåð, îïðåäåëèòü ñ
ïîìîùüþ àíàëèçà ïî Ñêýòãàðäó, îïèñàííîìó Munson et al., Anal. Biochem 107:220 (1980).

Çàòåì ãèáðèäîìíûå êëåòêè, êîòîðûå ïðîäóöèðóþò àíòèòåëà òðåáóåìîé ñïåöèôè÷íîñòè,
ñðîäñòâà è/èëè àêòèâíîñòè, èäåíòèôèöèðóþò, ïîñëå ÷åãî ýòè êëåòêè ìîæíî ñóáêëîíèðîâàòü
ìåòîäàìè ëèìèòèðóþùåãî ðàçâåäåíè  è âûðàùèâàòü ñòàíäàðòíûìè ñïîñîáàìè (Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp.59-103, Academic Press, 1996). Äë 
ýòîé öåëè ïîäõîä ùà  êóëüòóðàëüíà  ñðåäà âêëþ÷àåò, íàïðèìåð, ñðåäó DMEM èëè RPMI-
1640. Êðîìå òîãî, òàêèå ãèáðèäîìíûå êëåòêè ìîãóò ðàñòè in vivo â âèäå àñöèòíûõ
îïóõîëåé ó æèâîòíûõ.

Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, ñåêðåòèðóåìûå ñóáêëîíàìè, ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì
îòäåë þò îò êóëüòóðàëüíîé ñðåäû, àñöèòíîé æèäêîñòè èëè ñûâîðîòêè òðàäèöèîííûìè
ìåòîäàìè î÷èñòêè èììóíîãëîáóëèíîâ, òàêèìè, íàïðèìåð, êàê õðîìàòîãðàôè  íà áåëîê À-
Ñåôàðîçå, íà ãèäðîêñèëàïàòèòå, ãåëåâûé ýëåêòðîôîðåç, äèàëèç èëè õðîìàòîãðàôè  ïî
ñðîäñòâó.

ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, ëåãêî âûäåëèòü è ñåêâåíèðîâàòü ñ
èñïîëüçîâàíèåì òðàäèöèîííûõ ìåòîäîâ (íàïðèìåð, ñ èñïîëüçîâàíèåì îëèãîíóêëåîòèäíûõ
çîíäîâ, êîòîðûå ñïîñîáíû ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàòüñ  ñ ãåíàìè, êîäèðóþùèìè ò æåëóþ è
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ëåãêóþ öåïè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë). Ãèáðèäîìíûå êëåòêè ñëóæàò â êà÷åñòâå
ïðåäïî÷òèòåëüíîãî èñòî÷íèêà òàêîé ÄÍÊ. Ïîñëå âûäåëåíè  ÄÍÊ ìîæíî ïîìåñòèòü â
ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû, êîòîðûå çàòåì ïåðåíîñ ò â êëåòêè-õîç åâà, òàêèå êàê êëåòêè E.
coli, COS-êëåòêè îáåçü íû, êëåòêè  è÷íèêà êèòàéñêîãî õîì ÷êà (CHO) èëè ìèåëîìíûå
êëåòêè, êîòîðûå â èíûõ îáñòî òåëüñòâàõ íå ïðîäóöèðóþò èììóíîãëîáóëèíîâûé áåëîê, äë 
îñóùåñòâëåíè  ñèíòåçà ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë â ðåêîìáèíàíòíûõ êëåòêàõ-õîç åâàõ. ÄÍÊ
ìîæíî òàêæå ìîäèôèöèðîâàòü, íàïðèìåð, çàìåí   ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå
êîíñòàíòíûå äîìåíû ò æåëîé è ëåãêîé öåïè ÷åëîâåêà, íà ãîìîëîãè÷íûå ìûøèíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (Morrison, et al., Proc. Nat. Acad. Sci 81:6851 [1984], èëè ïóòåì
êîâàëåíòíîãî ïðèñîåäèíåíè  ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé èììóíîãëîáóëèí, âñåé
èëè ÷àñòè êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íåèììóííîãëîáóëèíîâîãî ïîëèïåïòèäà. Ýòèì
ñïîñîáîì ïîëó÷àþò "õèìåðíûå" èëè "ãèáðèäíûå" àíòèòåëà, êîòîðûå îáëàäàþò â íàñòî ùåì
èçîáðåòåíèè ñïåöèôè÷íîñòüþ ñâ çûâàíè  àíòè-IFN-α ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà.

Îáû÷íî òàêèå íåèììóíîãëîáóëèíîâûå ïîëèïåïòèäû çàìåí þò íà êîíñòàíòíûå äîìåíû
àíòèòåë íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  èëè æå èõ çàìåí þò íà âàðèàáåëüíûå äîìåíû îäíîãî èç
àíòèòåë íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñ àíòèãåí-ñâ çûâàþùèì ñàéòîì äë  ñîçäàíè  õèìåðíîãî
áèâàëåíòíîãî àíòèòåëà, âêëþ÷àþùåãî îäèí àíòèãåí-ñâ çûâàþùèé ñàéò, îáëàäàþùèé
ñïåöèôè÷íîñòüþ ê IFN-α, è äðóãîé àíòèãåí-ñâ çûâàþùèé ñàéò, îáëàäàþùèé
ñïåöèôè÷íîñòüþ ê äðóãîìó àíòèãåíó.

Õèìåðíûå èëè ãèáðèäíûå àíòèòåëà ìîæíî òàêæå ïîëó÷èòü in vitro ñ èñïîëüçîâàíèåì
èçâåñòíûõ ñïîñîáîâ â õèìèè áåëêîâîãî ñèíòåçà, â òîì ÷èñëå c èñïîëüçîâàíèåì
ïåðåêðåñòíîñøèâàþùèõ àãåíòîâ. Íàïðèìåð, èììóíîòîêñèíû ìîæíî ñêîíñòðóèðîâàòü ñ
èñïîëüçîâàíèåì ðåàêöèè äèñóëüôèäíîãî îáìåíà èëè ïóòåì îáðàçîâàíè  òèîýôèðíîé
ñâ çè. Ïðèìåðû ñîîòâåòñòâóþùèõ ðåàãåíòîâ äë  ýòîé öåëè âêëþ÷àþò èìèíîòèîýôèð è
ìåòèë-4-ìåðêàïòîáóòèðèìèäàò.

Îáðàçîâàíèå ðåêîìáèíàíòíûõ àíòèòåë áîëåå ïîäðîáíî áóäåò îïèñàíî íèæå.
(iii) Ãóìàíèçèðîâàííûå àíòèòåëà
Êàê ïðàâèëî, ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî îáëàäàåò îäíèì èëè áîëåå àìèíîêèñëîòíûìè

îñòàòêàìè, ââåäåííûìè â íåãî èç íå îòíîñ ùåãîñ  ê ÷åëîâåêó èñòî÷íèêà. Ýòè íå
îòíîñ ùèåñ  ê ÷åëîâåêó àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè ÷àñòî èìåíóþòñ  â êà÷åñòâå
"èìïîðòèðóåìûõ" îñòàòêîâ, êîòîðûå îáû÷íî èçâëåêàþò èç "èìïîðòèðóåìîãî" âàðèàáåëüíîãî
äîìåíà. Ãóìàíèçàöè  ìîæåò, â ñóùíîñòè, ïðîèçâîäèòüñ  ïî ñïîñîáó Winter è ñîàâòîðîâ
ïóòåì çàìåùåíè  CDR ãðûçóíîâ èëè CDR-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, íà ñîîòâåòñòâóþùèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àíòèòåëà ÷åëîâåêà (Jones et al., Nature 321:522-525 [1986];
Riechmann et al., Nature 332:323-327 [1988]; Verhoeyen et al., Science 239:1534-1536
[1988]; îáçîð ó Clark, Immunol. Today 21:397-402 [2000]).

Ñëåäîâàòåëüíî, òàêèå "ãóìàíèçèðîâàííûå" àíòèòåëà  âë þòñ  õèìåðíûìè àíòèòåëàìè
(Cabilly, âûøå), êîòîðûå ñóùåñòâåííî ìåíüøå, ÷åì èíòàêòíûé âàðèàáåëüíûé äîìåí
÷åëîâåêà, çàìåùåííûé ñîîòâåòñòâóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ èç âèäîâ, íå
ïðèíàäëåæàùèõ ÷åëîâå÷åñêîìó ðîäó. Íà ïðàêòèêå ãóìàíèçèðîâàííûå àíòèòåëà îáû÷íî
 âë þòñ  àíòèòåëàìè ÷åëîâåêà, â êîòîðûõ íåêîòîðûå CDR-îñòàòêè, à âîçìîæíî è
íåêîòîðûå FR-îñòàòêè çàìåùåíû îñòàòêàìè èç àíàëîãè÷íûõ ó÷àñòêîâ àíòèòåë ãðûçóíîâ.

Âàæíî, ÷òîáû àíòèòåëà, ïîäâåðãíóòûå ãóìàíèçàöèè, ñîõðàí ëè âûñîêîå ñðîäñòâî ê
àíòèãåíó, à òàêæå äðóãèå ïîäõîä ùèå áèîëîãè÷åñêèå ñâîéñòâà. Äë  äîñòèæåíè  äàííîé
öåëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðåäïî÷òèòåëüíûì ñïîñîáîì ãóìàíèçèðîâàííûå àíòèòåëà ïîëó÷àþò
â õîäå àíàëèçà ðîäèòåëüñêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé è ðàçëè÷íûõ êîíöåïòóàëüíûõ
ãóìàíèçèðîâàííûõ ïðîäóêòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîñòðàíñòâåííûõ ìîäåëåé ðîäèòåëüñêèõ è
ãóìàíèçèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Ïðîñòðàíñòâåííûå èììóíîãëîáóëèíîâûå ìîäåëè
â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ äîñòóïíû è õîðîøî çíàêîìû ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè.
Äîñòóïíû è êîìïüþòåðíûå ïðîãðàììû, êîòîðûå èëëþñòðèðóþò è äåìîíñòðèðóþò
âåðî òíîñòíûå òðåõìåðíûå êîíôîðìàöèîííûå ñòðóêòóðû âûáðàííûõ êàíäèäàòíûõ
èììóíîãëîáóëèíîâûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Îáñëåäîâàíèå ýòèõ èçîáðàæåíèé ïîçâîë åò
ïðîàíàëèçèðîâàòü âîçìîæíóþ ðîëü îñòàòêîâ äë  ôóíêöèîíèðîâàíè  êàíäèäàòíîé
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èììóíîãëîáóëèíîâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ò.å. ïðîàíàëèçèðîâàòü îñòàòêè, êîòîðûå âëè þò
íà ñïîñîáíîñòü êàíäèäàòíîãî èììóíîãëîáóëèíà ñâ çûâàòü åãî àíòèãåí. Òàêèì ñïîñîáîì
ìîæíî âûáðàòü FR-îñòàòêè è ñêîìáèíèðîâàòü èõ ñ êîíñåíñóñíîé è "èìïîðòèðóåìîé"
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ òàê, ÷òîáû ïîëó÷èòü àíòèòåëî ñ òðåáóåìîé õàðàêòåðèñòèêîé, òàêîé
êàê ïîâûøåííîå ñðîäñòâî ê àíòèãåíó(àì)-ìèøåíè. Âîîáùå CDR-îñòàòêè íåïîñðåäñòâåííî è
áîëüøå âñåãî îêàçûâàþò âëè íèå íà ñâ çûâàíèå àíòèãåíà. Áîëåå ïîäðîáíî ñì. ïàòåíò
ÑØÀ ¹5821337.

(iv) Àíòèòåëà ÷åëîâåêà
Ïîïûòêè èñïîëüçîâàòü òàêóþ æå òåõíîëîãèþ äë  ñîçäàíè  ÷åëîâå÷åñêèõ mAb

íàòîëêíóëèñü íà îòñóòñòâèå ïîäõîä ùåé ÷åëîâå÷åñêîé ìèåëîìíîé êëåòî÷íîé ëèíèè.
Íàèëó÷øèå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ãåòåðîìèåëîì (ãèáðèäíûå
ìèåëîìû ìûøü õ ÷åëîâåê) â êà÷åñòâå ïàðòíåðîâ ñëè íè  (Kozbor, J. Immunol. 133:3001
(1984); Brodeur, et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications,
pp.51-63, Marcel Dekker, Inc. New York, [1987]). Àëüòåðíàòèâíî ÷åëîâå÷åñêèå
àíòèòåëîñåêðåòèðóþùèå êëåòêè ìîæíî èììîðòàëèçîâàòü èíôèöèðîâàíèåì âèðóñîì
Ýïøòåéíà-Áàððà (EBV). Îäíàêî EBV-èíôèöèðîâàííûå êëåòêè òðóäíî êëîíèðîâàòü, è â
áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ îíè äàþò îòíîñèòåëüíî íèçêèé âûõîä èììóíîãëîáóëèíà (James and
Bell, J. Immunol. Methods 100:5-40 [1987]). Â áóäóùåì èììîðòàëèçàöèþ Â-êëåòîê
÷åëîâåêà ìîæíî, âåðî òíî, îñóùåñòâèòü ïóòåì ââåäåíè  îïðåäåëåííîãî ñî÷åòàíè 
òðàíñôîðìèðóþùèõ ãåíîâ. Òàêà  âîçìîæíîñòü âûäâèãàåòñ  íà ïåðâûé ïëàí áëàãîäàð 
íåäàâíåé äåìîíñòðàöèè òîãî, ÷òî ýêñïðåññè  êàòàëèòè÷åñêîé ñóáúåäèíèöû òåëîìåðàçû
âìåñòå ñ áîëüøèì Ò-îíêîïðîòåèíîì SV40 è îíêîãåííûì àëëåëåì H-ras ïðèâîäèò ê
êàíöåðîãåííîìó ïðåâðàùåíèþ íîðìàëüíûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê è ôèáðîáëàñòîâ
÷åëîâåêà (Hahn et al., Nature 400:464-468 [1999]).

Â íàñòî ùåå âðåì  ìîæíî ñîçäàâàòü òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ (íàïðèìåð ìûøåé),
ñïîñîáíûõ ïîñëå èììóíèçàöèè ïðîäóöèðîâàòü íàáîð ÷åëîâå÷åñêèõ àíòèòåë ïðè îòñóòñòâèè
ýíäîãåííîãî ïðîäóöèðîâàíè  èììóíîãëîáóëèíîâ (Jakobovits et al., Nature 362:255-258
[1993]; Lonberg and Huszar, Int. Rev. Immunol. 13:65-93 [1995]; Fishwild et al., Nat.
Biotechnol. 14:845-851 [1996]; Mendez et al., Nat. Genet. 15:146-156 [1997]; Green,
J. Immunol. Methods 231:11-23 [1999]; Tomizuka et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 97:
722-727 [2000]; îáçîð ó Little et al., Immunol. Today 21:364-370 [2000]). Íàïðèìåð,
îïèñàíî, ÷òî ãîìîçèãîòíîå äåëåòèðîâàíèå èç ãåíà ñîåäèíèòåëüíîé îáëàñòè (JH) ò æåëîé
öåïè àíòèòåëà â õèìåðíîé è ýìáðèîíàëüíîé ëèíèè ìóòàíòíûõ ãîìîçèãîòíûõ ìûøåé
ïðèâîäèò ê ïîëíîìó èíãèáèðîâàíèþ ïðîäóöèðîâàíè  ýíäîãåííîãî àíòèòåëà (Jakobovits et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2551-2555 [1993]). Ïåðåíîñ èììóíîãëîáóëèíîâîãî
ãåííîãî íàáîðà èç ÷åëîâå÷åñêèõ êëåòîê çàðîäûøåâîé ëèíèè â êëåòêè çàðîäûøåâîé ëèíèè
ìóòàíòíûõ ìûøåé âåäåò ê îáðàçîâàíèþ â íåé ÷åëîâå÷åñêèõ àíòèòåë ïîñëå ñòèìóë öèè
àíòèãåíîì (Jakobovits et al., Nature 362:255-258 [1993]).

Mendez et al. (Nature Genetics 15:146-156 [1997]) ñîçäàëè ëèíèþ òðàíñãåííûõ ìûøåé,
íàçâàííóþ "XenoMouse® II", êîòîðûå ïðè ñòèìóë öèè àíòèãåíîì îáðàçóþò ïîëíîñòüþ
÷åëîâå÷åñêèå àíòèòåëà ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì. Ýòî îñóùåñòâë åòñ  ïóòåì èíòåãðàöèè
ëîêóñîâ ñ ìåãà ïàðàìè îñíîâàíèé çàðîäûøåâîé ëèíèè ò æåëîé öåïè è ëåãêîé öåïè
÷åëîâåêà ìûøàì ñ äåëåöèåé â ýíäîãåííûé JH-ñåãìåíò, êàê îïèñàíî âûøå. Êëåòêè ëèíèè
XenoMouse® II íåñóò 1020 ò.ï.í. ëîêóñ ò æåëîé öåïè ÷åëîâåêà, ñîäåðæàùèé
ïðèáëèçèòåëüíî 66 ãåíîâ VH, ïîëíûå îáëàñòè DH è JH è òðè ðàçíûå êîíñòàíòíûå
îáëàñòè (µ, δ è γ), à òàêæå íåñóò 800 ò.ï.í. ÷åëîâå÷åñêèé κ-ëîêóñ, ñîäåðæàùèé
32 Vκ-ãåíà, Jκ-ñåãìåíòû è Ñκ-ãåíû. Àíòèòåëà, ïðîäóöèðóåìûå ýòèìè ìûøàìè, âî âñåõ
îòíîøåíè õ î÷åíü ñõîæè ñ àíòèòåëàìè ÷åëîâåêà, âêëþ÷à  ãåííóþ ðåàðàíæèðîâêó,
óïîð äî÷åííóþ ñòðóêòóðó è íàáîð. Ïðåäïî÷òèòåëüíî ýêñïðåññèðóåìûå ÷åëîâå÷åñêèå
àíòèòåëà ïðåâûøàþò ýêñïðåññèþ ýíäîãåííûõ àíòèòåë âñëåäñòâèå äåëåöèè â
ýíäîãåííîì JH-ñåãìåíòå, êîòîðûé ïðåï òñòâóåò ãåííîé ïåðåñòðîéêå â ìûøèíîì ëîêóñå.

Tomizuka et al. (Proc. Natl. Acad. Sci USA 97:722-727 [2000] íåäàâíî îïèñàëè
îáðàçîâàíèå äâîéíûõ òðàíñ-õðîìîñîìíûõ (Tc) ìûøåé ïîñëå âñòðàèâàíè  äâóõ îòäåëüíûõ
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ôðàãìåíòîâ õðîìîñîìû ÷åëîâåêà (hCF), îäèí èç êîòîðûõ ñîäåðæèò ïîëíîðàçìåðíûé ëîêóñ
Ig-ò æåëîé öåïè (IgH, ~1,5 Mb), à äðóãîé - ïîëíîðàçìåðíûé κ-ëîêóñ ëåãêîé öåïè (Igκ, ~2
Mb), â ìûøèíóþ ëèíèþ, ýíäîãåííûå ëîêóñû êîòîðîé IgH è Igκ áûëè èíàêòèâèðîâàíû. Ó ýòèõ
ìûøåé çàêðåïë åòñ  àíòèãåí-ñïåöèôè÷íûé îòâåò ÷åëîâå÷åñêèõ àíòèòåë ïðè îòñóòñòâèè
ìûøèíûõ àíòèòåë. Tc-òåõíîëîãè  äåëàåò âîçìîæíîé ãóìàíèçàöèþ êîìïëåêñíûõ ëîêóñîâ
èëè ãåííûõ êëàñòåðîâ ñ ðàçìåðîì, ïðåâûøàþùèì ìåãà ïàð îñíîâàíèé (òàêèõ, êîòîðûå
êîäèðóþò Ò-êëåòî÷íûå ðåöåïòîðû, ãëàâíûé êîìïëåêñ ãèñòîñîâìåñòèìîñòè, êëàñòåð Ð450 è
ò.ï.) ìûøåé èëè èíûõ æèâîòíûõ. Äðóãîå ïðåèìóùåñòâî äàííîãî ñïîñîáà çàêëþ÷àåòñ  â
èñêëþ÷åíèè íåîáõîäèìîñòè êëîíèðîâàíè  áîëüøèõ ëîêóñîâ. Ýòî  âë åòñ  áîëüøèì
ïðåèìóùåñòâîì, òàê êàê êëîíèðîâàíèå ÄÍÊ-ôðàãìåíòîâ ñ ðàçìåðîì, ïðåâûøàþùèì ìåãà
ïàð îñíîâàíèé, âêëþ÷àþùèõ öåëûå Ig-ëîêóñû, îñòàåòñ  òðóäíûì äàæå ïðè èñïîëüçîâàíèè
äðîææåâûõ èñêóññòâåííûõ õðîìîñîì (Peterson et al., Trends Genet. 13:61-66 [1997];
Jacobovits, Curr. Biol. 4:761-763 [1994]). Êðîìå òîãî, èçâåñòíî, ÷òî êîíñòàíòíà 
îáëàñòü ÷åëîâå÷åñêîãî IgH-ëîêóñà ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå òðóäíû äë 
êëîíèðîâàíè  (Kang and Cox, Genomics 35:189-195 [1996]).

Àëüòåðíàòèâíî äë  ïîëó÷åíè  in vitro ÷åëîâå÷åñêèõ àíòèòåë è àíòèòåëüíûõ ôðàãìåíòîâ
èç ãåííûõ íàáîðîâ âàðèàáåëüíîãî (V) äîìåíà èììóíîãëîáóëèíà îò èììóíèçèðîâàííûõ
äîíîðîâ ìîæíî èñïîëüçîâàòü òåõíèêó ôàãîâîãî äèñïëå  (McCafferty et al., Nature 348:
552-553 [1990]; reviewed in Kiprianov and Little, Mol. Biotechnol. 12:173-201 [1999];
Hoogenboom and Chames, Immunol. Today 21:371-378 [2000]). Â ñîîòâåòñòâèè ñ äàííûì
ìåòîäîì ãåíû V-äîìåíà àíòèòåëà êëîíèðóþò â ðàìêó ñ÷èòûâàíè  ëèáî îñíîâíîãî, ëèáî
ìèíîðíîãî áåëêîâîãî ãåíà îáîëî÷êè íèòåâèäíîãî áàêòåðèîôàãà, òàêîãî êàê Ì13 èëè fd, è
îáíàðóæèâàþò â âèäå ôóíêöèîíàëüíûõ àíòèòåëüíûõ ôðàãìåíòîâ íà ïîâåðõíîñòè ôàãîâîé
÷àñòèöû. Ïîñêîëüêó íèòåâèäíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò îäíîöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ-êîïèþ ôàãîâîãî
ãåíîìà, ñåëåêöè  ïî ôóíêöèîíàëüíûì ñâîéñòâàì àíòèòåëà òàêæå âåäåò ê îòáîðó ãåíà,
êîäèðóþùåãî àíòèòåëî, ïðî âë þùåãî òå æå ñâîéñòâà. Òàêèì îáðàçîì, ôàã èìèòèðóåò
íåêîòîðûå ñâîéñòâà Â-êëåòêè. Ôàãîâûé äèñïëåé ìîæíî îñóùåñòâèòü â ðàçíîîáðàçíîì âèäå
(reviewed in Johnson and Chiswell, Current Opinion in Structural Biology 3:564-571
[1993]; Winter et al., Annu. Rev. Immunol. 12:433-455 [1994]; Dall'Acqua and Carter,
Curr. Opin. Struct. Biol. 8:443-450 [1998]; Hoogenboom and Chames, Immunol. Today 21:
371-378 [2000]). Äë  ôàãîâîãî äèñïëå  ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû íåñêîëüêî èñòî÷íèêîâ V-
ãåííûõ ñåãìåíòîâ. Clackson et al., (Nature 352:624-628 [1991]) âûäåëèëè èç íåáîëüøîé
ñëó÷àéíîé êîìáèíàòîðíîé áèáëèîòåêè V-ãåíîâ, ïîëó÷åííîé èç ñåëåçåíîê
èììóíèçèðîâàííûõ ìûøåé, ð ä ðàçíîîáðàçíûõ àíòèòåë ïðîòèâ îêñàçîëîíà. Ìîæíî
ñêîíñòðóèðîâàòü íàáîð V-ãåíîâ îò èììóíèçèðîâàííûõ ÷åëîâå÷åñêèõ äîíîðîâ è ìîæíî ïî
ñóùåñòâó âûäåëèòü àíòèòåëà ê ðàçíîîáðàçíûì àíòèãåíàì (â òîì ÷èñëå è ê ñîáñòâåííîìó
àíòèãåíó) ïî ìåòîäàì, îïèñàííûì Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991), èëè
Griffiths et al., EMBO J. 12:725-734 (1993). Ïðè åñòåñòâåííîì èììóííîì îòâåòå ãåíû
àíòèòåë íàêàïëèâàþò ìóòàöèè ñ âûñîêîé ñêîðîñòüþ (ñîìàòè÷åñêîå ãèïåðìóòèðîâàíèå).
Íåêîòîðûå èç âêëþ÷åííûõ èçìåíåíèé áóäóò ïðèäàâàòü âûñîêîå ñðîäñòâî, è Â-êëåòêè,
ïðî âë þùèå âûñîêîå ñðîäñòâî ïîâåðõíîñòè èììóíîãëîáóëèíà, ïðåäïî÷òèòåëüíî
ðåïëèöèðóþòñ  è äèôôåðåíöèðóþòñ  âî âðåì  ïîñëåäóþùåé ñòèìóë öèè àíòèãåíîì. Ýòîò
åñòåñòâåííûé ïðîöåññ ìîæíî èìèòèðîâàòü ïðè èñïîëüçîâàíèè ìåòîäà, èçâåñòíîãî êàê
"ïåðåòàñîâêà öåïåé" (Marks et al., Bio/Technol. 10:779-783 [1992]). Â äàííîì ñïîñîáå
ñðîäñòâî "ïåðâè÷íûõ" ÷åëîâå÷åñêèõ àíòèòåë, ïîëó÷àåìûõ ñ ïîìîùüþ ôàãîâîãî äèñïëå ,
ìîæíî ïîâûñèòü ïóòåì ïîñëåäîâàòåëüíîãî çàìåùåíè  ò æåëîé è ëåãêîé öåïè ãåíîâ V-
îáëàñòè íàáîðàìè åñòåñòâåííî âñòðå÷àåìûõ âàðèàíòîâ (íàáîðîâ) ãåíîâ V-îáëàñòè,
ïîëó÷àåìûõ îò èììóíèçèðîâàííûõ äîíîðîâ. Äàííà  ìåòîäèêà ïîçâîë ò ïðîäóöèðîâàòü
àíòèòåëà è ôðàãìåíòû àíòèòåë ñî ñðîäñòâîì â íÌ äèàïàçîíå. Ìåòîäîëîãè  ñîçäàíè  î÷åíü
áîëüøèõ ôàãîâûõ íàáîðîâ àíòèòåë (èçâåñòíûõ òàêæå êàê "the mother-of-all libraries")
áûëà îïèñàíà Waterhouse et al., Nucl. Acids Res. 21:2265-2266 (1993), à âûäåëåíèå
÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì íåïîñðåäñòâåííî èç òàêîé áîëüøîé ôàãîâîé
áèáëèîòåêè îïèñàíî Griffiths et al., EMBO J. 13:3245-3260 (1994). Ïåðåòàñîâêà ãåíîâ
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ìîæåò áûòü òàêæå èñïîëüçîâàíà äë  ïîëó÷åíè  ÷åëîâå÷åñêèõ àíòèòåë èç àíòèòåë ãðûçóíîâ,
ïîñêîëüêó ÷åëîâå÷åñêèå àíòèòåëà îáëàäàþò àíàëîãè÷íûì ñðîäñòâîì è ñïåöèôè÷íîñòüþ ñ
èñõîäíûì àíòèòåëîì ãðûçóíà. Â ñîîòâåòñòâèè ñ äàííûì ñïîñîáîì, êîòîðûé òàêæå
íàçûâàåòñ  "ýïèòîïíûé èìïðèíòèíã", ò æåëóþ èëè ëåãêóþ öåïü ãåíà V-äîìåíà àíòèòåë
ãðûçóíîâ, ïîëó÷åííóþ ìåòîäîì ôàãîâîãî äèñïëå , çàìåùàþò íàáîðîì ÷åëîâå÷åñêèõ ãåíîâ
V-äîìåíà, ñîçäàâà  õèìåðû ãðûçóí-÷åëîâåê. Îòáîð ïî àíòèãåíó âëè åò íà âûäåëåíèå
÷åëîâå÷åñêîãî âàðèàáåëüíîãî äîìåíà, ñïîñîáíîãî ñîõðàí òü ôóíêöèîíàëüíûé àíòèãåí-
ñâ çûâàþùèé ñàéò, ò.å. ýïèòîï, îïðåäåë åò (èìïðèíòèðóåò) âûáîð ïàðòíåðà. Åñëè äàííûé
ïðîöåññ ïîâòîð þò ñ öåëüþ çàìåíèòü îñòàþùèéñ  V-äîìåí ãðûçóíà, òî ïîëó÷àþò
÷åëîâå÷åñêîå àíòèòåëî (ñì. ïàòåíòíóþ ÐÑÒ-çà âêó WO 93/06213, îïóáëèêîâàííóþ 1 àïðåë 
1993 ã.). Â îòëè÷èå îò òðàäèöèîííîé ãóìàíèçàöèè àíòèòåë ãðûçóíîâ ñ ïîìîùüþ CDR-
ïåðåñàäêè äàííûé ìåòîä ïîçâîë åò ïîëó÷èòü ïîëíîðàçìåðíûå ÷åëîâå÷åñêèå àíòèòåëà,
êîòîðûå íå èìåþò îñòàòêîâ êàðêàñíîé îáëàñòè èëè CDR, ïðîèñõîä ùèõ îò ãðûçóíîâ.

(v) Áèñïåöèôè÷íûå àíòèòåëà
Áèñïåöèôè÷íûìè àíòèòåëàìè  âë þòñ  ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, ïðåäïî÷òèòåëüíî

÷åëîâå÷åñêèå èëè ãóìàíèçèðîâàííûå, êîòîðûå îáëàäàþò ñïåöèôè÷íîñòüþ ñâ çûâàíè , ïî
ìåíüøåé ìåðå, äâóõ ðàçíûõ àíòèãåíîâ. Â äàííîì ñëó÷àå îäíà èç ñïåöèôè÷íîñòåé
ñâ çûâàíè  îòíîñèòñ  ê IFN-α äë  ñîçäàíè  íåéòðàëèçóþùåãî àíòèòåëà, à âòîðà 
îòíîñèòñ  ê ëþáîìó äðóãîìó àíòèãåíó.

Ñïîñîá ñîçäàíè  áèñïåöèôè÷íûõ àíòèòåë èçâåñòåí â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè. Îáû÷íî
ðåêîìáèíàíòíîå ïîëó÷åíèå áèñïåöèôè÷íûõ àíòèòåë îñíîâûâàåòñ  íà êîýêñïðåññèè äâóõ
ïàð ò æåëîé è äâóõ ïàð ëåãêîé öåïè èììóíîãëîáóëèíà, ïðè÷åì äâå ò æåëûå öåïè îáëàäàþò
ðàçíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ (Millstein and Cuello, Nature 305:537-539 [1983]). Ïîñêîëüêó
âûáîð ò æåëîé è ëåãêîé öåïè èììóíîãëîáóëèíà ñëó÷àåí, òî ýòè ãèáðèäîìû (êâàäðîìû)
îáðàçóþò ïîòåíöèàëüíóþ ñìåñü èç 10 ðàçëè÷íûõ àíòèòåëüíûõ ìîëåêóë, èç êîòîðûõ ëèøü
îäíà îáëàäàåò ïðàâèëüíîé áèñïåöèôè÷íîé ñòðóêòóðîé. Î÷èñòêà ïðàâèëüíîé ìîëåêóëû,
êîòîðóþ îáû÷íî îñóùåñòâë þò ñ ïîìîùüþ ñòàäèé õðîìàòîãðàôèè ïî ñðîäñòâó,  âë åòñ 
äîâîëüíî îáðåìåíèòåëüíîé, à âûõîä ïðîäóêòà íèçêèé. Àíàëîãè÷íûå ìåòîäû ðàñêðûòû â
ÐÑÒ-çà âêå, îïóáëèêîâàííîé ïîä ¹WO 93/08829 (îïóáëèêîâàííîé 13 ìà  1993 ã.) è ó
Traunecker et al., EMBO J. 10:3655-3659 (1991).

Â ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãèì è áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûì ïîäõîäîì âàðèàáåëüíûå äîìåíû
àíòèòåë ñ òðåáóåìîé ñïåöèôè÷íîñòüþ ñâ çûâàíè  (ó÷àñòîê ñîåäèíåíè  àíòèòåëà ñ
àíòèãåíîì) ñëèâàþò ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè êîíñòàíòíûõ äîìåíîâ èììóíîãëîáóëèíà.
Ñëè íèå ïðåäïî÷òèòåëüíî îñóùåñòâë þò ñ ò æåëîé öåïüþ êîíñòàíòíîãî äîìåíà
èììóíîãëîáóëèíà, âêëþ÷àþùåé, ïî ìåíüøåé ìåðå, ÷àñòü øàðíèðíîé, ÑÍ2 è ÑÍ3 îáëàñòåé.
Öåëåñîîáðàçíî, ÷òîáû êîíñòàíòíà  îáëàñòü ïåðâîé ò æåëîé öåïè (ÑÍ1), ñîäåðæàùà 
ó÷àñòîê, íåîáõîäèìûé äë  ñâ çûâàíè  ëåãêîé öåïè, áûëà ïðåäñòàâëåíà õîò  áû â îäíîì èç
ñëè íèé. ÄÍÊ, êîäèðóþùèå ñëè íèå ò æåëûõ öåïåé èììóíîãëîáóëèíà è ïðè íåîáõîäèìîñòè
ëåãêîé öåïè èììóíîãëîáóëèíà, âñòðàèâàþò â îòäåëüíûå ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû è
êîòðàíñôèöèðóþò â ñîîòâåòñòâóþùèé îðãàíèçì-õîç èí. Ýòî îáåñïå÷èâàåò áîëüøóþ
ãèáêîñòü äë  âçàèìíîé ïîäãîíêè ýòèõ èíòåãðèðóåìûõ òðåõ ïîëèïåïòèäíûõ ôðàãìåíòîâ â
èçîáðåòåíèè ïðè íåðàâíîì ñîîòíîøåíèè òðåõ ïîëèïåïòèäíûõ öåïåé, èñïîëüçóåìûõ â
êîíñòðóêöèè äë  ñîçäàíè  îïòèìàëüíîãî âûõîäà ïðîäóêòà. Òåì íå ìåíåå ïðåäñòàâë åòñ 
âîçìîæíûì âñòðîèòü êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äâóõ èëè âñåõ òðåõ ïîëèïåïòèäíûõ
öåïåé â îäèí ýêñïðåññèîííûé âåêòîð, â ñëó÷àå êîãäà ýêñïðåññè , ïî ìåíüøåé ìåðå, äâóõ
ïîëèïåïòèäíûõ öåïåé äàåò ïðîäóêöèþ ñ áîëüøèì âûõîäîì â ðàâíîì ñîîòíîøåíèè, èëè â
ñëó÷àå, êîãäà äàííûå ñîîòíîøåíè  íå  âë þòñ  ñóùåñòâåííî çíà÷èìûìè. Â
ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî ïîäõîäà áèñïåöèôè÷íûå àíòèòåëà
ñêîìáèíèðîâàíû èç ãèáðèäíîé ò æåëîé öåïè èììóíîãëîáóëèíà ñ ïåðâîé ñâ çûâàþùåé
ñïåöèôè÷íîñòüþ íà îäíîì ïëå÷å è ãèáðèäíîé ïàðû ò æåëà  öåïü - ëåãêà  öåïü
èììóíîãëîáóëèíà (ñîçäàþùåé âòîðóþ ñâ çûâàþùóþ ñïåöèôè÷íîñòü) íà äðóãîì ïëå÷å.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî äàííà  àñèììåòðè÷íà   ñòðóêòóðà îáëåã÷àåò îòäåëåíèå òðåáóåìîãî
áèñïåöèôè÷íîãî ñîåäèíåíè  îò íåæåëàòåëüíûõ êîìáèíàöèé èììóíîãëîáóëèíîâîé öåïè, òàê
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êàê ïðèñóòñòâèå ëåãêîé èììóíîãëîáóëèíîâîé öåïè â îäíîé òîëüêî ïîëîâèíå áèñïåöèôè÷íîé
ìîëåêóëû îáåñïå÷èâàåò áîëåå ëåãêèé ñïîñîá ðàçäåëåíè .

Áîëåå ïîäðîáíî îá îáðàçîâàíèè áèñïåöèôè÷íûõ àíòèòåë ñì., íàïðèìåð, Suresh et al.,
Methods in Enzymology 121, 210 (1986).

(vi) Ãåòåðîêîíúþãàòíûå àíòèòåëà
Ãåòåðîêîíúþãàòíûå àíòèòåëà òàêæå íàõîä òñ  â ðàìêàõ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .

Ãåòåðîêîíúþãàòíûå àíòèòåëà ñîñòî ò èç äâóõ êîâàëåíòíî ñîåäèíåííûõ àíòèòåë. Òàêèå
àíòèòåëà áûëè ïðåäëîæåíû, íàïðèìåð, äë  íàöåëèâàíè  êëåòîê èììóííîé ñèñòåìû íà
íåæåëàòåëüíûå êëåòêè (Ïàòåíò ÑØÀ ¹4676980), è äë  ëå÷åíè  ÂÈ×-èíôåêöèè (ÐÑÒ-
çà âêè, îïóáëèêîâàííûå ïîä ¹¹WO 91/00360 è WO 92/200373; EP 03089).
Ãåòåðîêîíúþãàòíûå àíòèòåëà ìîæíî ñîçäàòü ñ èñïîëüçîâàíèåì ëþáîãî óäîáíîãî ñïîñîáà
ñøèâêè. Ïîäõîä ùèå ñøèòûå àãåíòû, à òàêæå ð ä ñïîñîáîâ ñøèâêè õîðîøî èçâåñòíû â
äàííîé îáëàñòè è ðàñêðûòû â Ïàòåíòå ÑØÀ ¹4676980.

(vii) Ôðàãìåíòû àíòèòåë
Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  íåéòðàëèçóþùåå àíòè-

IFN-α àíòèòåëî (â òîì ÷èñëå ìûøèíûå, ÷åëîâå÷åñêèå è ãóìàíèçèðîâàííûå àíòèòåëà è
àíòèòåëüíûå âàðèàíòû) ïðåäñòàâë åò ñîáîé àíòèòåëüíûé ôðàãìåíò. Äë  ïîëó÷åíè 
àíòèòåëüíûõ ôðàãìåíòîâ ðàçðàáîòàíû ðàçíîîáðàçíûå ìåòîäû. Îáû÷íî ýòè ôðàãìåíòû
ïîëó÷àþò ïóòåì ïðîòåîëèòè÷åñêîãî ðàñùåïëåíè  èíòàêòíûõ àíòèòåë (ñì., íàïðèìåð,
Morimoto et al., J. Biochem. Biophys. Methods 24:107-117 [1992] and Brennan et al.,
Science 229:81 [1985]). Íî â íàñòî ùåå âðåì  äàííûå ôðàãìåíòû ìîæíî ïîëó÷èòü ïð ìî ñ
ïîìîùüþ ðåêîìáèíàíòíûõ êëåòîê-õîç åâ (reviewed Hudson, Curr. Opin, Immunol. 11:548-
557 [1999]; Little et al., Immunol. Today 21:364-370 [2000]). Íàïðèìåð, Fab'-SH-
ôðàãìåíòû ìîæíî íåïîñðåäñòâåííî èçâëå÷ü èç E. coli è õèìè÷åñêè ñîåäèíèòü ñ
îáðàçîâàíèåì F(ab')2-ôðàãìåíòîâ (Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 [1992]). Â
äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  F(ab')2 ñîçäàþò ñ
èñïîëüçîâàíèåì ëåéöèíîâîé çàñòåæêè GCN4, êîòîðà  óñêîð åò ñáîðêó F(ab')2-ìîëåêóëû. Â
ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãèì ïîäõîäîì ôðàãìåíòû Fv, Fab èëè F(ab')2 ìîæíî âûäåëèòü
íåïîñðåäñòâåííî èç ðåêîìáèíàíòíîé êóëüòóðû êëåòêè-õîç èíà. Äðóãèå ìåòîäû ïîëó÷åíè 
ôðàãìåíòîâ àíòèòåë î÷åâèäíû ñïåöèàëèñòàì-ïðàêòèêàì.

(viii) Âàðèàíòû àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé àíòèòåë
Ðàññìàòðèâàåòñ  îïèñàííà  çäåñü ìîäèôèêàöè (è) àìèíîêèñëîòíûõ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé àíòè-IFN-α àíòèòåë. Íàïðèìåð, ìîæåò âîçíèêíóòü íåîáõîäèìîñòü
óëó÷øèòü äë  àíòèòåëà ñðîäñòâî ñâ çûâàíè  è/èëè äðóãóþ õàðàêòåðèñòèêó. Âàðèàíòû
àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé àíòè-IFN-α àíòèòåë ïîëó÷àþò ïóòåì ââåäåíè 
íàäëåæàùèõ íóêëåîòèäíûõ èçìåíåíèé â íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, êîäèðóþùóþ öåïè àíòè-
IFN-α àíòèòåëà, èëè ñ ïîìîùüþ ïåïòèäíîãî ñèíòåçà. Òàêèå ìîäèôèêàöèè âêëþ÷àþò,
íàïðèìåð, äåëåöèè, è/èëè âñòàâêè, è/èëè çàìåíû îñòàòêîâ â àìèíîêèñëîòíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ àíòè-IFN-α àíòèòåëà. Äë  ñîçäàíè  êîíå÷íîé êîíñòðóêöèè
îñóùåñòâë þò ëþáîå ñî÷åòàíèå äåëåöèè, âñòàâêè è çàìåíû ïðè óñëîâèè, ÷òî êîíå÷íà 
êîíñòðóêöè  îáëàäàåò òðåáóåìûìè õàðàêòåðèñòèêàìè. Àìèíîêèñëîòíûå çàìåíû ìîãóò òàêæå
èçìåí òü ïîñòòðàíñë öèîííûå ïðîöåññû àíòè-IFN-α àíòèòåëà, òàêèå êàê èçìåíåíèå ÷èñëà
èëè ïîëîæåíè  ñàéòîâ ãëèêîçèëèðîâàíè .

Ïîëåçíûé ñïîñîá èäåíòèôèêàöèè íåêîòîðûõ îñòàòêîâ èëè îáëàñòåé íåéòðàëèçóþùåãî
àíòè-IFN-α àíòèòåëà, êîòîðûé ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðåäíàçíà÷àåòñ  äë  ìóòàãåíåçà,
íàçûâàåòñ  "àëàíèí-ñêàíèðóþùèé ìóòàãåíåç", êîòîðûé îïèñàí ó Cunningham and Wells,
Science 244:1081-1085 (1989). Ïðè ýòîì èäåíòèôèöèðóþò îñòàòîê èëè ãðóïïó öåëåâûõ
îñòàòêîâ (íàïðèìåð, çàð æåííûå îñòàòêè, òàêèå êàê arg, asp, his, lys è glu) è
çàìåùàþò íåéòðàëüíîé èëè îòðèöàòåëüíî çàð æåííîé àìèíîêèñëîòîé (íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëåí àëàíèí èëè ïîëèàëàíèí), êîòîðà  âëè åò íà âçàèìîäåéñòâèå àìèíîêèñëîò
ñ àíòèãåíîì. Çàòåì óòî÷í þò ìåñòîïîëîæåíè  àìèíîêèñëîò, äåìîíñòðèðóþùèõ
ôóíêöèîíàëüíóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê çàìåíàì, ïóòåì ââåäåíè  â ó÷àñòêè çàìåùåíè 
äîïîëíèòåëüíûõ èëè èíûõ âàðèàíòîâ. Ïîýòîìó íåñìîòð  íà òî ÷òî ó÷àñòîê äë  ââåäåíè 
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ðàçíîâèäíîñòè àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè óñòàíîâëåí çàðàíåå, ïðèðîäà ìóòàöèè
êàê òàêîâîé íå íóæäàåòñ  â ïðåäîïðåäåëåíèè. Íàïðèìåð, äë  àíàëèçà ôóíêöèîíèðîâàíè 
ìóòàöèè ïî äàííîìó ñàéòó ala-ñêàíèðóþùèé èëè ñëó÷àéíûé ìóòàãåíåç îñóùåñòâë þò ïî
öåëåâîìó êîäîíó èëè ó÷àñòêó è ýêñïðåññèðóåìûå âàðèàíòû àíòè-IFN-α àíòèòåëà
ñêðèíèðóþò íà íóæíóþ àêòèâíîñòü.

Âñòàâêè àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âêëþ÷àþò ñëè íè  àìèíî- è/èëè
êàðáîêñèêîíöîâ, èìåþùèå â äëèíó îò îäíîãî îñòàòêà äî ïîëèïåïòèäà, ñîäåðæàùåãî ñòî è
áîëåå îñòàòêîâ, à òàêæå âñòàâêè âíóòðè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îäèíî÷íûõ èëè
ìíîæåñòâåííûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Ïðèìåðû òåðìèíàëüíûõ âñòàâîê âêëþ÷àþò
íåéòðàëèçóþùåå àíòè-IFN-α àíòèòåëî ñ N-êîíöåâûì ìåòèîíèëüíûì îñòàòêîì èëè äàííîå
àíòèòåëî, ñëèòîå ñ ýïèòîïíûì ìàðêåðîì. Äðóãèå âàðèàíòû âñòàâîê ìîëåêóëû àíòè-IFN-α
àíòèòåëà âêëþ÷àþò ñëè íèå ñ N- èëè Ñ-êîíöîì àíòèòåëà ôåðìåíòà èëè ïîëèïåïòèäà, ÷òî
óâåëè÷èâàåò âðåì  ïîëóæèçíè äàííîãî àíòèòåëà â ñûâîðîòêå.

Äðóãîé òèï âàðèàíòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé âàðèàíò àìèíîêèñëîòíîãî çàìåùåíè . Ýòè
âàðèàíòû îáëàäàþò, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíèì óäàë åìûì àìèíîêèñëîòíûì îñòàòêîì â
ìîëåêóëå íåéòðàëèçóþùåãî àíòè-IFN-α àíòèòåëà è äðóãèì îñòàòêîì, âñòðîåííûì íà åãî
ìåñòî. Ó÷àñòêè, ïðåäñòàâë þùèå íàèáîëüøèé èíòåðåñ äë  ìóòàãåíåçà ïóòåì çàìåùåíè ,
âêëþ÷àþò ãèïåðâàðèàáåëüíûå îáëàñòè, õîò  ðàññìàòðèâàþòñ  òàêæå è FR-èçìåíåíè .
Êîíñåðâàòèâíûå çàìåíû ïîêàçàíû â Òàáëèöå 1, îçàãëàâëåííîé "ïðåäïî÷òèòåëüíûå
çàìåíû". Åñëè òàêèå çàìåíû ïðèâîä ò ê èçìåíåíèþ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè, òîãäà ìîæíî
ââåñòè áîëåå ñóùåñòâåííûå èçìåíåíè , îáîçíà÷åííûå â Òàáëèöå 1 "òèïè÷íûå çàìåíû", èëè
â êà÷åñòâå äîïîëíèòåëüíûõ, îïèñàííûõ íèæå, ÷òî êàñàåòñ  êëàññîâ àìèíîêèñëîò, è
ïîëó÷åííûå ïðîäóêòû ïðîñêðèíèðîâàòü.

Òàáëèöà 1

Ïåðâîíà÷àëüíûé îñòàòîê Òèïè÷íûå çàìåíû Ïðåäïî÷òèòåëüíûå çàìåíû

Ala (A) val; leu; ile val

Arg (R) lys; gln; asn lys

Asn (N) gln; his; asp, lys; arg gln

Asp (D) glu; asn glu

Cys (C) ser; ala ser

Gln (Q) asn; glu asn

Glu (E) asp; gln asp

Gly (G) ala ala

His (H) asn; gln; lys; arg arg

Ile (I) leu; val; met; ala; phe; norleucine leu

Leu (L) norleucine; ile; val; met; ala; phe ile

Lys (K) arg; gln; asn arg

Met (M) leu; phe; ile leu

Phe (F) leu; val; ile; ala; tyr tyr

Pro (P) ala ala

Ser (S) thr thr

Thr (T) ser ser

Trp (W) tyr; phe tyr

Tyr (Y) trp; phe; thr; ser phe

Val (V) ile; leu; met; phe; ala; norleucine leu

Ñóùåñòâåííûå ìîäèôèêàöèè áèîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê àíòèòåëà îñóùåñòâë þò
ïóòåì èçáèðàòåëüíûõ çàìåí, êîòîðûå ñóùåñòâåííî îòëè÷àþòñ  ñâîèì âëè íèåì íà
ïîääåðæàíèå (à) ñòðóêòóðû ïîëèïåïòèäíîãî ñêåëåòà îáëàñòè çàìåí, íàïðèìåð, ñêëàä÷àòà 
èëè ñïèðàëüíà  êîíôîðìàöè , (b) çàð äà èëè ãèäðîôîáíîñòè ìîëåêóëû â äàííîì öåëåâîì
ñàéòå, èëè (ñ) ñòðóêòóðû áîêîâîé öåïè. Åñòåñòâåííî âñòðå÷àåìûå îñòàòêè ðàñïðåäåë þò â
ãðóïïû íà îñíîâàíèè îáû÷íûõ õàðàêòåðèñòèê áîêîâûõ öåïåé:

(1) ãèäðîôîáíûå: íîðëåéöèí, met, ala, val, leu, ile;
(2) íåéòðàëüíûå ãèäðîôèëüíûå: cys, ser, thr;
(3) êèñëîòíûå: asp, glu;
(4) îñíîâíûå: asn, gln, his, lys, arg;
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(5) îñòàòêè, êîòîðûå âëè þò íà îðèåíòàöèþ öåïè: gly, pro; è
(6) àðîìàòè÷åñêèå: trp, tyr, phe.
Íåêîíñåðâàòèâíûå çàìåíû ïîâëåêóò çà ñîáîé çàìåíó ÷ëåíà îäíîãî èç ýòèõ êëàññîâ íà

ïðåäñòàâèòåë  äðóãîãî êëàññà.
Ëþáîé öèñòåèíîâûé îñòàòîê, íå ó÷àñòâóþùèé â ïîääåðæàíèè íàäëåæàùåé êîíôîðìàöèè

íåéòðàëèçóþùåãî àíòè-IFN-α àíòèòåëà, ìîæåò áûòü òàêæå çàìåíåí, îáû÷íî íà ñåðèí, äë 
óëó÷øåíè  îêèñëèòåëüíîé ñòàáèëüíîñòè åãî ìîëåêóëû è ïðåäîòâðàùåíè  àáåððàíòíîãî
ñøèâàíè . Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ê àíòèòåëó ìîæíî äîáàâèòü öèñòåèíîâóþ ñâ çü(è) äë 
ïîâûøåíè  åãî ñòàáèëüíîñòè (îñîáåííî â òîì ñëó÷àå, êîãäà àíòèòåëî ïðåäñòàâë åò ñîáîé
àíòèòåëüíûé ôðàãìåíò, òàêîé êàê Fv-ôðàãìåíò).

Îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûé òèï âàðèàíòà çàìåíû âêëþ÷àåò çàìåíó îäíîãî èëè áîëåå
îñòàòêîâ ãèïåðâàðèàáåëüíîé îáëàñòè ðîäèòåëüñêîãî àíòèòåëà (íàïðèìåð,
ãóìàíèçèðîâàííîãî èëè ÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà). Êàê ïðàâèëî, ïîëó÷àåìûé âàðèàíò(û),
âûáðàííûé äë  äàëüíåéøåãî óñîâåðøåíñòâîâàíè , äîëæåí îáëàäàòü óëó÷øåííûìè
áèîëîãè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè îòíîñèòåëüíî ðîäèòåëüñêîãî àíòèòåëà, îò êîòîðîãî îí
ïðîèñõîäèò. Óäîáíûé ñïîñîá äë  îáðàçîâàíè  òàêèõ âàðèàíòîâ çàìåíû ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñîçðåâàíèå ïî ñðîäñòâó ñ èñïîëüçîâàíèåì ôàãîâîãî äèñïëå . Âêðàòöå, íåñêîëüêî ó÷àñòêîâ
ãèïåðâàðèàáåëüíîé îáëàñòè (íàïðèìåð, 6-7 ó÷àñòêîâ) ìóòèðóþò ñ îáðàçîâàíèåì âñåõ
âîçìîæíûõ àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí â êàæäîì ó÷àñòêå. Ïîëó÷àåìûå òàêèì îáðàçîì âàðèàíòû
àíòèòåë "âûñòàâë þòñ " â ìîíîâàëåíòíîé ôîðìå íà íèòåâèäíûõ ôàãîâûõ ÷àñòèöàõ â âèäå
ñëè íèé ñ ïðîäóêòîì ãåíà III êàæäîé ÷àñòèöû, óïàêîâàííîé â Ì13. Çàòåì âàðèàíòû
ôàãîâîãî äèñïëå  ñêðèíèðóþò íà èõ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü (íàïðèìåð,
àíòàãîíèñòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü) òàê, êàê çäåñü ðàñêðûòî. Äë  òîãî ÷òîáû
èäåíòèôèöèðîâàòü êàíäèäàòíûå ñàéòû ãèïåðâàðèàáåëüíîé îáëàñòè äë  ìîäèôèêàöèè,
îñóùåñòâë þò àëàíèí-ñêàíèðóþùèé ìóòàãåíåç äë  èäåíòèôèêàöèè îñòàòêîâ
ãèïåðâàðèàáåëüíîé îáëàñòè, ñóùåñòâåííî ñîäåéñòâó  ñâ çûâàíèþ àíòèãåíà.
Àëüòåðíàòèâíî, èëè â äîïîëíåíèå, ýòî ìîæåò áëàãîïðè òñòâîâàòü àíàëèçó êðèñòàëëè÷åñêîé
ñòðóêòóðû êîìïëåêñà àíòèãåí-àíòèòåëî, ÷òîáû èäåíòèôèöèðîâàòü òî÷êè êîíòàêòèðîâàíè 
ìåæäó àíòèòåëîì è IFN-α. Òàêèå êîíòàêòèðóþùèå îñòàòêè è ïðèëåãàþùèå îñòàòêè  âë þòñ 
êàíäèäàòàìè äë  çàìåíû â ñîîòâåòñòâèè ñ äåòàëüíî ðàçðàáîòàííûìè çäåñü ìåòîäàìè.
Ïîñëå òîãî êàê òàêèå âàðèàíòû ñîçäàíû, ïîëó÷åííóþ ïàíåëü âàðèàíòîâ ïîäâåðãàþò
ñêðèíèðîâàíèþ, êàê çäåñü îïèñàíî, è àíòèòåëà ñ íàèëó÷øèìè õàðàêòåðèñòèêàìè â îäíîì
èëè áîëåå ñîîòâåòñòâóþùèõ àíàëèçàõ ìîãóò áûòü âûáðàíû äë  ïîñëåäóþùåãî
ñîâåðøåíñòâîâàíè .

(ix) Âàðèàíòû ãëèêîçèëèðîâàíè 
Àíòèòåëà ãëèêîçèëèðóþò ïî êîíñåðâàòèâíûì ïîëîæåíè ì â èõ êîíñòàíòíûõ îáëàñò õ

(Jefferis and Lund, Chem. Immunol. 65:111-128 [1997]; Wright and Morrison, Trends
Biotechnol. 15:26-32 [1997]). Îëèãîñàõàðèäíûå áîêîâûå öåïè èììóíîãëîáóëèíîâ âëè þò íà
ôóíêöèþ áåëêà (Boyd et al., Mol. Immunol. 32:1311-1318 [1996]; Wittwe and Howard,
Biochem. 29:4175-4180 [1990]), à âíóòðèìîëåêóë ðíîå âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ÷àñò ìè
ãëèêîïðîòåèíà ìîæåò âëè òü íà êîíôîðìàöèþ è ïðåäñòàâëåííóþ òðåõìåðíóþ ïîâåðõíîñòü
ýòîãî ãëèêîïðîòåèíà (Jefferis and Lund, âûøå; Wyss and Wagner, Current Opin. Biotech.
7:409-416 [1996]). Îëèãîñàõàðèäû ìîãóò òàêæå ñëóæèòü äë  íàöåëèâàíè  äàííîãî
ãëèêîïðîòåèíà íà îïðåäåëåííûå ìîëåêóëû, îñíîâàííîãî íà ñïåöèôè÷åñêîì ðàñïîçíàâàíèè
ñòðóêòóð. Íàïðèìåð, ñîîáùàåòñ  î òîì, ÷òî â àãàëàêòîçèëèðîâàííîì IgG îëèãîñàõàðèäíà 
ñîñòàâë þùà  "âûïðûãèâàåò" èç ÑÍ2-ïðîìåæóòêà è êîíöåâîé îñòàòîê N-àöåòèëãëþêîçàìèíà
ñòàíîâèòñ  äîñòóïíûì äë  ñâ çûâàíè  ñâ çûâàþùåãî áåëêà ìàííîçû (Malhorta et al.,
Nature Med. 1:237-243 [1995]). Óäàëåíèå ñ ïîìîùüþ ãëèêîïåïòèäàçû îëèãîñàõàðèäîâ èç
CAMPATH-1H (ðåêîìáèíàíòíîå ãóìàíèçèðîâàííîå ìûøèíîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî
IgG1, êîòîðîå ðàñïîçíàåò CDw52-àíòèãåí ÷åëîâå÷åñêèõ ëèìôîöèòîâ), ïðîèçâîäèìîãî â
êëåòêàõ  è÷íèêà êèòàéñêîãî õîì ÷êà (ÑÍÎ), ïðèâîäèò ê ïîëíîìó ñíèæåíèþ ëèçèñà,
îïîñðåäîâàííîãî êîìïëåìåíòîì (CMCL) (Boyd et al., Mol. Immunol. 32:1311-1318 [1996],
â òî âðåì  êàê èçáèðàòåëüíîå óäàëåíèå îñòàòêîâ ñèàëîâîé êèñëîòû ñ èñïîëüçîâàíèåì
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íåéðàìèíèäàçû íå ïðèâîäèò ê óòðàòå DMCL. Ñîîáùàåòñ  òàêæå î òîì, ÷òî
ãëèêîçèëèðîâàíèå àíòèòåë âëè åò íà àíòèòåëîçàâèñèìóþ êëåòî÷íóþ öèòîòîêñè÷íîñòü
(ADCC). Â ÷àñòíîñòè, ñîîáùàåòñ  î òîì, ÷òî ðåãóëèðóåìà  òåòðàöèêëèíîì ýêñïðåññè  ÑÍÎ-
êëåòêàìè β(1,4)-N-àöåòèëãëþêîçàìèíòðàíñôåðàçû III (GnTIII), êàòàëèçèðóåìîå
ãëèêîçèëòðàíñôåðàçîé îáðàçîâàíèå áèñåêòîðíîé GlcNAc, ïîâûøàåò àêòèâíîñòü ADCC
(Umana et al., Mature Biotech. 17:176-180 [1999]).

Ãëèêîçèëèðîâàíèå àíòèòåë  âë åòñ  îáû÷íî N- èëè Î-ñöåïëåííûì. N-ñöåïëåííîå
ãëèêîçèëèðîâàíèå îòíîñèòñ  ê ïðèñîåäèíåíèþ óãëåâîäíîé ñîñòàâë þùåé ê áîêîâîé öåïè
àñïàðàãèíîâîãî îñòàòêà. Òðèïåïòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àñïàðàãèí-Õ-ñåðèí è
àñïàðàãèí-Õ-òðåîíèí, ãäå Õ ïðåäñòàâë åò ñîáîé ëþáóþ àìèíîêèñëîòó çà èñêëþ÷åíèåì
ïðîëèíà,  âë þòñ  ðàñïîçíàþùèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè äë  ôåðìåíòíîãî
ïðèñîåäèíåíè  óãëåâîäíîé ñîñòàâë þùåé ê áîêîâîé öåïè àñïàðàãèíà. Ïîýòîìó ïðèñóòñòâèå
ëþáîé èç ýòèõ òðèïåïòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â ïîëèïåïòèäå ñîçäàåò ïîòåíöèàëüíûé
ñàéò ãëèêîçèëèðîâàíè . Î-ñöåïëåííîå ãëèêîçèëèðîâàíèå îòíîñèòñ  ê ïðèñîåäèíåíèþ
îäíîãî èç ñàõàðîâ N-ãàëàêòîçàìèíà, ãàëàêòîçû èëè êñèëîçû ê îêñèèìèíîêèñëîòå, ÷àùå
âñåãî ñåðèíîâîé èëè òðåîíèíîâîé, õîò  ìîæíî èñïîëüçîâàòü è 5-ãèäðîêñèïðîëèí èëè 5-
ãèäðîêñèëèçèí.

Âàðèàíòû ãëèêîçèëèðîâàíè  àíòèòåë ïðåäñòàâë þò ñîáîé âàðèàíòû, â êîòîðûõ ïàòòåðí
ãëèêîçèëèðîâàíè  àíòèòåëà èçìåí åòñ . Ïîä èçìåíåíèåì ïîäðàçóìåâàþò óäàëåíèå îäíîé
èëè áîëåå óãëåâîäíûõ ñîñòàâë þùèõ, îáíàðóæèâàåìûõ â àíòèòåëå, äîáàâëåíèå îäíîé èëè
áîëåå óãëåâîäíûõ ñîñòàâë þùèõ ê äàííîìó àíòèòåëó, èçìåíåíèå ñîñòàâà
ãëèêîçèëèðîâàíè  (ïàòòåðíà ãëèêîçèëèðîâàíè ), ñòåïåíè ãëèêîçèëèðîâàíè  è ò.ï.

Äîáàâëåíèå ÷èñëà ñàéòîâ ãëèêîçèëèðîâàíè  ê àíòèòåëó óäîáíî îñóùåñòâë òü ïóòåì
èçìåíåíè  àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îí ñîäåðæàë îäíó
èëè áîëåå âûøåîïèñàííûõ òðèïåïòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé (äë  N-ñöåïëåííûõ ñàéòîâ
ãëèêîçèëèðîâàíè ). Èçìåíåíèå ìîæíî îñóùåñòâèòü ïóòåì äîáàâëåíè  èëè çàìåùåíè 
îäíîãî èëè áîëåå îñòàòêîâ ñåðèíà èëè òðåîíèíà â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èñõîäíîãî àíòèòåëà
(÷òî êàñàåòñ  Î-ñöåïëåííûõ ñàéòîâ ãëèêîçèëèðîâàíè ). Ïîäîáíûì îáðàçîì óäàëåíèå
ñàéòîâ ãëèêîçèëèðîâàíè  ìîæíî îñóùåñòâèòü ïóòåì àìèíîêèñëîòíîãî èçìåíåíè  â
íàòèâíûõ ñàéòàõ ãëèêîçèëèðîâàíè  àíòèòåëà.

Îáû÷íî àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èçìåí þò â ðåçóëüòàòå èçìåíåíè 
îñíîâíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâîé êèñëîòû. Ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû,
êîäèðóþùèå âàðèàíòû àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àíòè-IFNα àíòèòåëà,
ïîëó÷àþò ðàçíîîáðàçíûìè ñïîñîáàìè, èçâåñòíûìè â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè. Äàííûå
ñïîñîáû âêëþ÷àþò, íî íå îãðàíè÷èâàþòñ , âûäåëåíèå èç åñòåñòâåííîãî èñòî÷íèêà (â
ñëó÷àå åñòåñòâåííî âñòðå÷àåìûõ âàðèàíòîâ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé) èëè
ïîëó÷åíèå ñ ïîìîùüþ îäèãîíóêëåîòèä-îïîñðåäîâàííîãî (èëè ñàéò-íàïðàâëåííîãî)
ìóòàãåíåçà, ÏÖÐ-ìóòàãåíåçà, à òàêæå êàññåòíîãî ìóòàãåíåçà ðàíåå ïîëó÷åííîãî âàðèàíòà
èëè áåçâàðèàíòíîé âåðñèè àíòè-IFN-α àíòèòåëà.

Ãëèêîçèëèðîâàíèå (âêëþ÷à  ïàòòåðí ãëèêîçèëèðîâàíè ) àíòèòåë ìîæíî òàêæå èçìåíèòü
áåç èçìåíåíè  àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èëè îñíîâíîé íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ãëèêîçèëèðîâàíèå â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè çàâèñèò îò êëåòêè-
õîç èíà, èñïîëüçóåìîé äë  ýêñïðåññèè àíòèòåëà. Ïîñêîëüêó òèï êëåòêè, èñïîëüçóåìîé äë 
ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíûõ ãëèêîïðîòåèíîâ, íàïðèìåð àíòèòåë, â êà÷åñòâå âîçìîæíûõ
òåðàïåâòè÷åñêèõ ñðåäñòâ, ðåäêî ïðåäñòàâë åò ñîáîé íàòèâíóþ êëåòêó, ìîæíî îæèäàòü
çíà÷èòåëüíóþ èçìåí÷èâîñòü â ïàòòåðíå ãëèêîçèëèðîâàíè  àíòèòåë (ñì., íàïðèìåð,. Hse et
al., J. Biol. Chem. 272:9062-9070 [1997]). Êðîìå âûáîðà êëåòîê-õîç åâ ôàêòîðû,
êîòîðûå âëè þò íà ãëèêîçèëèðîâàíèå â õîäå ïîëó÷åíè  ðåêîìáèíàíòíûõ àíòèòåë,
âêëþ÷àþò õàðàêòåð ðîñòà, ñîñòàâ ñðåäû, ïëîòíîñòü êëåòîê â êóëüòóðå,
êèñëîðîäîíàñûùåíèå, ðÍ, ñõåìû î÷èñòêè è ò.ï. Äë  èçìåíåíè  ïàòòåðíà ãëèêîçèëèðîâàíè ,
îñóùåñòâë åìîãî â êîíêðåòíîì îðãàíèçìå-õîç èíå, áûëè ïðåäëîæåíû ðàçíîîáðàçíûå
ñïîñîáû, â òîì ÷èñëå ââåäåíèå èëè ñâåðõýêñïðåññèðîâàíèå íåêîòîðûõ ôåðìåíòîâ,
ó÷àñòâóþùèõ â îáðàçîâàíèè îëèãîñàõàðèäà (Ïàòåíòû ÑØÀ ¹¹5047335; 5510261 è
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5278299). Ãëèêîçèëèðîâàíèå èëè íåêîòîðûå âèäû ãëèêîçèëèðîâàíè , ìîæíî
ôåðìåíòàòèâíî èñêëþ÷èòü äë  äàííîãî ãëèêîïðîòåèíà, íàïðèìåð, èñïîëüçó 
ýíäîãëèêîçèäàçó Í (Endo H). Êðîìå òîãî, ðåêîìáèíàíòíóþ êëåòêó-õîç èíà ìîæíî
ñêîíñòðóèðîâàòü ãåííî-èíæåíåðíûì ñïîñîáîì, íàïðèìåð, ñäåëàòü äåôåêòíîé äë 
ïðîöåññèðîâàíè  íåêîòîðûõ âèäîâ ïîëèñàõàðèäîâ. Ýòè è àíàëîãè÷íûå ìåòîäû õîðîøî
èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè.

Ãëèêîçèëèðîâàííóþ ñòðóêòóðó àíòèòåë ìîæíî ëåãêî ïðîàíàëèçèðîâàòü ñ ïîìîùüþ
óäîáíûõ ìåòîäîâ óãëåâîäíîãî àíàëèçà, âêëþ÷à  ëåêòèí-õðîìàòîãðàôèþ, ßÌÐ, ìàññ-
ñïåêòðîìåòðèþ, HPLC, GPC, àíàëèç ñîñòàâà ìîíîñàõàðèäîâ, ïîñëåäîâàòåëüíîå
ôåðìåíòàòèâíîå ðàñùåïëåíèå è HPAEC-PAD, â êîòîðîì èñïîëüçóþò àíèîíîîáìåííóþ
õðîìàòîãðàôèþ ñ âûñîêèì ðÍ äë  ðàçäåëåíè  îëèãîñàõàðèäîâ ïî çàð äó. Èçâåñòíû òàêæå
ñïîñîáû âûñâîáîæäåíè  îëèãîñàõàðèäîâ äë  àíàëèòè÷åñêèõ öåëåé, êîòîðûå âêëþ÷àþò, áåç
îãðàíè÷åíè , ôåðìåíòàòèâíóþ îáðàáîòêó (îáû÷íî îñóùåñòâë åìóþ ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïåïòèä-N-ãëèêîçèäàçû F/ýíäî-β-ãàëàêòîçèäàçû), èñêëþ÷àþùóþ ïðèìåíåíèå æåñòêîé
ùåëî÷íîé ñðåäû äë  âûñâîáîæäåíè , â îñíîâíîì O-ñöåïëåííûõ ñòðóêòóð, è ñïîñîáû,
èñïîëüçóþùèå áåçâîäíûé ãèäðàçèí äë  âûñâîáîæäåíè  N- è O-ñöåïëåííûõ
îëèãîñàõàðèäîâ.

(x) Äðóãèå ìîäèôèêàöèè àíòèòåë
Ðàñêðûòûå çäåñü íåéòðàëèçóþùèå àíòè-IFN-α àíòèòåëà ìîæíî ñîçäàòü â âèäå

èììóíîëèïîñîì. Ëèïîñîìû, ñîäåðæàùèå àíòèòåëî, ïîëó÷àþò ñ ïîìîùüþ èçâåñòíûõ â
äàííîé îáëàñòè òåõíèêè ñïîñîáîâ, êîòîðûå îïèñàíû, íàïðèìåð, ó Epstein et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82:3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4030
(1980); è â Ïàòåíòàõ ÑØÀ ¹¹4485045 è 4544545. Ëèïîñîìû ñ óâåëè÷åííûì âðåìåíåì
öèðêóë öèè ðàñêðûòû â Ïàòåíòå ÑØÀ ¹5013556.

Îñîáåííî ïîëåçíûå ëèïîñîìû ìîæíî ñîçäàòü ñ ïîìîùüþ ñïîñîáà îáðàòíîôàçîâîãî
âûïàðèâàíè  ëèïèäíîé êîìïîçèöèè, âêëþ÷àþùåé ôîñôàòèäèëõîëèí, õîëåñòåðèí è PEG-
ïðîèçâîäíûé ôîñôàòèäèëýòàíîëàìèí (PEG-PE). Ëèïîñîìû ïðîäàâëèâàþò ÷åðåç ôèëüòðû ñ
îïðåäåëåííûì ðàçìåðîì ïîð ñ ïîëó÷åíèåì ëèïîñîì òðåáóåìîãî äèàìåòðà. Fab'-ôðàãìåíòû
àíòèòåëà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæíî êîíúþãèðîâàòü ñ ëèïîñîìàìè, êàê îïèñàíî ó
Martin et al., J. Biol. Chem. 257:286-288 (1982), ñ ïîìîùüþ ðåàêöèè âçàèìíîãî
äèñóëüôèäíîãî îáìåíà. Õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèé àãåíò (òàêîé êàê äîêñîðóáèöèí) íå
îá çàòåëüíî ñîäåðæèòñ  â ëèïîñîìå. Ñì. Gabizon et al., J. National Cancer Inst.
81(19):1484 (1989).

Àíòèòåëî íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæíî òàêæå èñïîëüçîâàòü â ADEPT ïóòåì
êîíúþãàöèè àíòèòåëà c ôåðìåíòîì, àêòèâèðóþùèì ïðîëåêàðñòâà, êîòîðûé ïðåâðàùàåò
ïðîëåêàðñòâî (íàïðèìåð, ïåïòèäèëüíûé õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèé àãåíò, ñì. WO 81/01145) â
äåéñòâóþùåå ëåêàðñòâî. Ñì., íàïðèìåð, WO 88/07378 è Ïàòåíò ÑØÀ ¹4975278.

Ôåðìåíòíûé êîìïîíåíò èììóíîêîíúþãàòà, ïðèãîäíîãî äë  ADEPT, âêëþ÷àåò ëþáîé
ôåðìåíò, ñïîñîáíûé ïîäåéñòâîâàòü íà ïðîëåêàðñòâî òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ïðåâðàòèòü åãî
â áîëåå àêòèâíóþ ôîðìó, ïðî âë þùóþ òðåáóåìûå áèîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè.

Ôåðìåíòû, êîòîðûå ïðèãîäíû äë  äàííîãî ñïîñîáà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , âêëþ÷àþò,
íî íå îãðàíè÷èâàþòñ , ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó, ïðèãîäíóþ äë  ïðåîáðàçîâàíè 
ôîñôàòñîäåðæàùèõ ïðîëåêàðñòâ â íå ñâ çàííûå ñ áåëêàìè ïëàçìû êðîâè ëåêàðñòâåííûå
âåùåñòâà; àðèëñóëüôàòàçó, ïðèãîäíóþ äë  ïðåîáðàçîâàíè  ñóëüôàòñîäåðæàùèõ
ïðîëåêàðñòâ â íå ñâ çàííûå ñ áåëêàìè ïëàçìû êðîâè ëåêàðñòâåííûå âåùåñòâà;
öèòîçèíäåçàìèíàçó, ïðèãîäíóþ äë  ïðåîáðàçîâàíè  íåòîêñè÷íîãî 5-ôòîðöèòîçèíà â
ïðîòèâîîïóõîëåâîå ëåêàðñòâåííîå âåùåñòâî 5-ôòîðóðàöèë; ïðîòåàçû, òàêèå êàê
ïèëîîáðàçíà  ïðîòåàçà, òåðìîëèçèí, ñóáòèëèçèí, êàðáîêñèïåïòèäàçû è êàòåïñèíû (òàêèå
êàê êàòåïñèíû Â è L), êîòîðûå ïðèãîäíû äë  ïðåîáðàçîâàíè  ïåïòèäñîäåðæàùèõ
ïðîëåêàðñòâ â íå ñâ çàííûå ñ áåëêàìè ïëàçìû êðîâè ëåêàðñòâåííûå âåùåñòâà; D-
àëàíèëêàðáîêñèïåïòèäàçû, ïðèãîäíûå äë  ïðåîáðàçîâàíè  ïðîëåêàðñòâ, êîòîðûå ñîäåðæàò
D-àìèíîêèñëîòíûå çàìåñòèòåëè; ðàñùåïë þùèå óãëåâîäû ôåðìåíòû, òàêèå
êàê β-ãàëàêòîçèäàçà è íåéðàìèíèäàçà, ïðèãîäíûå äë  ïðåîáðàçîâàíè  ãëèêîçèëèðîâàííûõ
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ïðîëåêàðñòâ â íå ñâ çàííûå ñ áåëêàìè ïëàçìû êðîâè ëåêàðñòâåííûå
âåùåñòâà; β-ëàêòàìàçó, ïðèãîäíóþ äë  ïðåîáðàçîâàíè  ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ,
ïðîèçâîäíûõ N-ëàêòàìîâ, â íå ñâ çàííûå ñ áåëêàìè ïëàçìû êðîâè ëåêàðñòâåííûå

âåùåñòâà; è ïåíèöèëëèíîâûå àìèäàçû, òàêèå êàê ïåíèöèëëèí-V-àìèäàçà èëè ïåíèöèëëèí-
G-àìèäàçà, ïðèãîäíûå äë  ïðåîáðàçîâàíè  ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ, ïðîèçâîäíûõ ïî èõ
àìèíîíèòðîãðóïïàì ñ ôåíîêñèàöåòèëüíûìè èëè ôåíèëàöåòèëüíûìè ãðóïïàìè,
ñîîòâåòñòâåííî â íå ñâ çàííûå ñ áåëêàìè ïëàçìû êðîâè ëåêàðñòâåííûå âåùåñòâà.
Àëüòåðíàòèâíî àíòèòåëà ñ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòüþ, èçâåñòíûå òàêæå êàê "àáçèìû",
ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ïðåîáðàçîâàíè  ïðîëåêàðñòâ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  â íå
ñâ çàííûå ñ áåëêàìè ïëàçìû êðîâè ëåêàðñòâåííûå âåùåñòâà (ñì., íàïðèìåð, Massey,
Nature 328:457-458 (1987)). Êîíúþãàòû àíòèòåëî-àáçèì ìîæíî ïîëó÷èòü, êàê îïèñàíî
çäåñü, äë  äîñòàâêè àáçèìà â íóæíóþ ïîïóë öèþ êëåòîê.

Äàííûå ôåðìåíòû ìîãóò êîâàëåíòíî ñâ çûâàòüñ  ñ íåéòðàëèçóþùèìè àíòè-IFN-α
àíòèòåëàìè ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ, õîðîøî èçâåñòíûõ â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè, òàêèõ,
êîòîðûå èñïîëüçóþò âûøåðàññìîòðåííûå ðåàãåíòû äë  ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíîãî
ïåðåêðåñòíîãî ñøèâàíè . Àëüòåðíàòèâíî ñëèòûå áåëêè, âêëþ÷àþùèå, ïî ìåíüøåé ìåðå,
àíòèãåí-ñâ çûâàþùóþ îáëàñòü àíòèòåëà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , ïðèñîåäèíåííûå, ïî
ìåíüøåé ìåðå, ê ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíîìó ó÷àñòêó ôåðìåíòà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè ,
ìîæíî ñêîíñòðóèðîâàòü ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ, õîðîøî
èçâåñòíûõ â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè (ñì., íàïðèìåð, Neuberger et al., Nature 312:604-
608 [1984]).

Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  æåëàòåëüíî
èñïîëüçîâàòü ôðàãìåíò àíòèòåëà, à íå èíòàêòíîå àíòèòåëî. Â ýòîì ñëó÷àå òðåáóåòñ 
ìîäèôèöèðîâàòü ôðàãìåíò àíòèòåëà ñ òåì, ÷òîáû ïîâûñèòü åãî âðåì  ïîëóæèçíè â
ñûâîðîòêå. Ýòî ìîæíî îñóùåñòâèòü, íàïðèìåð, ïóòåì âñòðàèâàíè  â àíòèòåëüíûé ôðàãìåíò
óëó÷øåííîãî ñâ çûâàþùåãîñ  ñ ðåöåïòîðîì ýïèòîïà (íàïðèìåð, ïóòåì èçìåíåíè 
ñîîòâåòñòâóþùåé îáëàñòè â àíòèòåëüíîì ôðàãìåíòå èëè ïóòåì âñòðàèâàíè  ýïèòîïà â
ïåïòèäíûé ìàðêåð, êîòîðûé çàòåì ñëèâàþò ñ àíòèòåëüíûì ôðàãìåíòîì ëèáî íà êîíöå, ëèáî
â ñðåäèíå, íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ èëè ïåïòèäíîãî ñèíòåçà). Ñì. WO 96/32478,
îïóáëèêîâàííóþ 17 îêò áð  1996 ã.

Óëó÷øåííûé ñâ çûâàþùèéñ  ðåöåïòîðîì ýïèòîï, êàê ïðàâèëî, ïðåäñòàâë åò ñîáîé
îáëàñòü, â êîòîðîé ëþáîé îäèí èëè áîëåå àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ èç îäíîé èëè äâóõ
ïåòåëü Fc-îáëàñòè ïåðåíîñ ò â àíàëîãè÷íîå ïîëîæåíèå â àíòèòåëüíîì ôðàãìåíòå. Åùå
ïðåäïî÷òèòåëüíåé, åñëè ïåðåíîñ ò òðè èëè áîëåå îñòàòêîâ èç îäíîé èëè äâóõ ïåòåëü Fc-
îáëàñòè. Áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, åñëè óêàçàííûé ýïèòîï áåðóò èç ÑÍ2-äîìåíà Fc-îáëàñòè
(íàïðèìåð, IgG) è ïåðåíîñ ò â ÑÍ1, ÑÍ3 èëè VH-îáëàñòü, èëè â áîëåå ÷åì îäíó òàêóþ
îáëàñòü àíòèòåëà. Èëè æå äàííûé ýïèòîï áåðóò èç ÑÍ2-äîìåíà Fc-îáëàñòè è ïåðåíîñ ò
â CL-îáëàñòü èëè â VL-îáëàñòü èëè â îáå îáëàñòè àíòèòåëüíîãî ôðàãìåíòà.

Êîâàëåíòíûå ìîäèôèêàöèè íåéòðàëèçóþùèõ àíòè-IFN-α àíòèòåë òàêæå âêëþ÷åíû â
ðàìêè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Èõ ìîæíî îñóùåñòâèòü ñ ïîìîùüþ õèìè÷åñêîãî ñèíòåçà
èëè, íàñêîëüêî ïðèìåíèìî, ñ ïîìîùüþ ôåðìåíòàòèâíîãî èëè õèìè÷åñêîãî ðàñùåïëåíè 
àíòèòåëà. Äðóãèå âèäû êîâàëåíòíûõ ìîäèôèêàöèé àíòèòåëà ââîä ò â ìîëåêóëó ïóòåì
âçàèìîäåéñòâè  öåëåâûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ àíòèòåëà ñ îðãàíè÷åñêèì
ïðåîáðàçóþùèì àãåíòîì, êîòîðûé ñïîñîáåí âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ñåëåêòèâíûìè áîêîâûìè
öåï ìè èëè ñ N- ëèáî Ñ-êîíöåâûìè îñòàòêàìè. Òèïè÷íûå êîâàëåíòíûå ìîäèôèêàöèè
ïîëèïåïòèäîâ, êîòîðûå îïèñàíû â Ïàòåíòå ÑØÀ ¹5534615, ñïåöèôè÷åñêè âêëþ÷åíû çäåñü
ïóòåì ññûëêè. Ïðåäïî÷òèòåëüíûé òèï êîâàëåíòíîé ìîäèôèêàöèè àíòèòåëà âêëþ÷àåò
ñâ çûâàíèå àíòèòåëà ñ îäíèì èç ìíîãèõ íåáåëêîâûõ ïîëèìåðîâ, íàïðèìåð ñ
ïîëèýòèëåíãëèêîëåì, ïðîïèëåíãëèêîëåì èëè ïîëèîêñèàëêåíàìè, ñïîñîáîì, èçëîæåííûì â
Ïàòåíòàõ ÑØÀ ¹¹4640835; 4496689; 4301144; 4670417; 4791192 èëè 4179337.

2. Ñêðèíèíã àíòèòåë ñ íóæíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè
Ìåòîäû ñîçäàíè  àíòèòåë îïèñàíû âûøå. Àíòè-IFN-α àíòèòåëà ñ òðåáóåìûìè øèðîêîãî

äèàïàçîíà íåéòðàëèçóþùèìè õàðàêòåðèñòèêàìè ìîæíî â ïîñëåäóþùåì èäåíòèôèöèðîâàòü
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ñ ïîìîùüþ ñïîñîáîâ, èçâåñòíûõ â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè.
(i) Àíàëèç ñâ çûâàíè 
Òàê, íåéòðàëèçóþùèå àíòè-IFN-α àíòèòåëà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæíî, íàïðèìåð,

èäåíòèôèöèðîâàòü â àíàëèçå ñâ çûâàíè  IFN-α, ïóòåì èíêóáàöèè àíòèòåëà-êàíäèäàòà ñ
îäíèì èëè áîëåå èíäèâèäóàëüíûìè ïîäòèïàìè IFN-α, èëè ñ íàáîðîì èëè ñî ñìåñüþ
ðàçíûõ ïîäòèïîâ IFN-α, è ïðîêîíòðîëèðîâàòü ñâ çûâàíèå è íåéòðàëèçàöèþ áèîëîãè÷åñêîé
àêòèâíîñòè IFN-α. Àíàëèç ñâ çûâàíè  ìîæíî îñóùåñòâèòü ñ î÷èùåííûì ïîëèïåïòèäîì(àìè)
IFN-α. Â îäíîì èç âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíàëèç ñâ çûâàíè 
ïðåäñòàâë åò ñîáîé êîíêóðåíòíûé àíàëèç ñâ çûâàíè , â êîòîðîì îöåíèâàþò ñïîñîáíîñòü
àíòèòåëà-êàíäèäàòà êîíêóðèðîâàòü ñ èçâåñòíûì àíòè-IFN-α àíòèòåëîì çà ñâ çûâàíèå
IFN-α. Àíàëèç ìîæíî îñóùåñòâèòü â ðàçíûõ ôîðìàòàõ, âêëþ÷à  ELISA-ôîðìàò, êîòîðûé
ïðîèëëþñòðèðîâàí â Ïðèìåðàõ íèæå. Ñâ çûâàíèå IFN-α àíòèòåëîì-êàíäèäàòîì ìîæíî

òàêæå êîíòðîëèðîâàòü â BIAcoreTM Biosensor-àíàëèçå, êîòîðûé îïèñàí íèæå.
×òîáû îõàðàêòåðèçîâàòü êîíêóðåíòíóþ ñïîñîáíîñòü àíòè-IFN-α ìîíîêëîíàëüíîãî

àíòèòåëà-êàíäèäàòà ñ ìûøèíûì ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì 9F3 ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà
çà ñâ çûâàíèå ñ êîíêðåòíûì âèäîì IFN-α, ìîæíî èñïîëüçîâàòü ëþáîé ïîäõîä ùèé
êîíêóðåíòíûé àíàëèç ñâ çûâàíè , èçâåñòíûé â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè. Îáùåïðèí òûé
êîíêóðåíòíûé àíàëèç îïèñàí â Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Ed.Harlow and David Lane (1988). Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ELISA-àíàëèç ñâ çûâàíè  IFN-α, îïèñàííûé íèæå â Ïðèìåðå 2,
ìîæíî áûëî áû ìîäèôèöèðîâàòü ñ òåì, ÷òîáû èñïîëüçîâàòü êîíêóðåíöèè ìåæäó àíòèòåëîì-
êàíäèäàòîì è àíòèòåëîì 9F3 çà ñâ çûâàíèå IFN-α. Òàêîé àíàëèç ìîæíî áûëî áû
îñóùåñòâèòü ïóòåì íàñëàèâàíè  IFN-α íà ïëàøêè äë  ìèêðîòèòðîâàíè , èíêóáàöèè
íàñëîåííûõ ïëàøåê â ïîñëåäîâàòåëüíûõ ðàçâåäåíè õ íåìå÷åíîãî àíòè-IFN-α àíòèòåëà è
íåìå÷åíîãî êîíòðîëüíîãî àíòèòåëà, ñìåøèâàåìûõ ñ âûáðàííîé êîíöåíòðàöèåé ìå÷åíîãî
9F3-àíòèòåëà, äåòåêòèðîâàíè  è èçìåðåíè  ñèãíàëà ìåòêè àíòèòåëà 9F3 è ïîñëåäóþùåãî
ñðàâíåíè  ïîëó÷åííûõ èçìåðåíèé ñèãíàëà, ïðî âë åìûõ â ðàçíûõ ðàçâåäåíè õ àíòèòåëà.

(ii) Ïðîòèâîâèðóñíûé àíàëèç
Ñïîñîáíîñòü àíòèòåëà-êàíäèäàòà íåéòðàëèçîâàòü áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü IFN-α

ìîæíî âû ñíèòü, íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ ìîíèòîðèíãà íåéòðàëèçàöèè ïðîòèâîâèðóñíîé
àêòèâíîñòè IFN-α, êàê îïèñàíî ó Kawade, J.Interferon Res. 1:61-70 (1980), èëè ó
Kawade and Watanabe, J.Interferon Res. 4:571:584 (1984). Âêðàòöå, ôèêñèðîâàííóþ
êîíöåíòðàöèþ IFN-α, ïðåäâàðèòåëüíî ñìåøàííîãî ñ ðàçíûìè ðàçâåäåíè ìè àíòèòåëà-
êàíäèäàòà, äîáàâë þò ê FL-êëåòêàì, ïîëó÷åííûì èç àìíèîíà ÷åëîâåêà, è îïðåäåë þò
ñïîñîáíîñòü àíòèòåëà-êàíäèäàòà íåéòðàëèçîâàòü ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü IFN-α,
èñïîëüçó  ñîîòâåòñòâóþùèé âèðóñ, ê ïðèìåðó, âèðóñ Ñèíäáèñ. Ïîëó÷åííûå òèòðû
âûðàæàþò â ìåæäóíàðîäíûõ åäèíèöàõ (IU), êàê îïðåäåëåíî äë  ìåæäóíàðîäíîãî ýòàëîíà
÷åëîâå÷åñêîãî IFN-α (NIH Ga23-901-527).

Àíòè-IFN-α àíòèòåëî-êàíäèäàò ñ÷èòàþò ñïîñîáíûì èíãèáèðîâàòü ïðîòèâîâèðóñíóþ
àêòèâíîñòü âûáðàííîãî IFN-α-ïîäòèïà, åñëè îïðåäåëåííà  êîíöåíòðàöè  àíòèòåëà
ïîäàâë åò ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü â áîëüøåé ìåðå ïî ñðàâíåíèþ ñ áàçîâûì óðîâíåì
èíãèáèðîâàíè  ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè, èçìåðåííîé â ïðèñóòñòâèè ýêâèâàëåíòíîé
êîíöåíòðàöèè êîíòðîëüíîãî àíòèòåëà. Âûáðàííà  îïðåäåëåííà  êîíöåíòðàöè  àíòè-IFN-α
àíòèòåëà-êàíäèäàòà íåîá çàòåëüíî äîëæíà ïîäàâë òü, ïî ìåíüøåé ìåðå, èëè îêîëî 60%,
èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, èëè îêîëî 70%, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, èëè îêîëî 75%,
èëè áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, èëè îêîëî 80%, èëè äàæå áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, èëè îêîëî 85%, èëè åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî
ìåíüøåé ìåðå, èëè îêîëî 90%, èëè åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, èëè
îêîëî 95%, èëè íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, èëè îêîëî 99%
ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè âûáðàííîãî ïîäòèïà IFN-α â àíàëèçå íà ïðîòèâîâèðóñíóþ
àêòèâíîñòü ïî ñðàâíåíèþ ñ áàçîâîé àêòèâíîñòüþ, èçìåðåííîé â ïðèñóòñòâèè ýêâèâàëåíòíîé
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êîíöåíòðàöèè êîíòðîëüíîãî àíòèòåëà. Àíòè-IFN-α àíòèòåëî-êàíäèäàò ñ÷èòàþò íåñïîñîáíûì
ïîäàâë òü ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü âûáðàííîãî ïîäòèïà IFN-α, åñëè èìåþùà ñ 
êîíöåíòðàöè  äàííîãî àíòèòåëà íå ïðî âë åò áîëüøåé ïðîòèâîâèðóñíîé èíãèáèðóþùåé
àêòèâíîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ áàçîâûì óðîâíåì èíãèáèðîâàíè  ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè,
èçìåðåííîé â ïðèñóòñòâèè ýêâèâàëåíòíîé êîíöåíòðàöèè êîíòðîëüíîãî àíòèòåëà.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  êàæäûé âèä
èíòåðôåðîíà, èñïîëüçóåìûé â àíàëèçå íà èíôåêöèîííîñòü âèðóñà, òèòðóþò äî
êîíöåíòðàöèè, êîòîðà  îáåñïå÷èâàåò îäèí è òîò æå óðîâåíü èíãèáèðîâàíè  âèðóñíîãî
ðîñòà, êîòîðûé èíäóöèðóåòñ  ðàíåå âûáðàííûì ÷èñëîì åäèíèö ñòàíäàðòà IFN-α. Äàííà 
êîíöåíòðàöè  ïðèãîäíà äë  òîãî, ÷òîáû ñòàíäàðòèçîâàòü åäèíèöû, ïðåäñòàâë þùèå âèä
äàííîãî èíòåðôåðîíà. ×òîáû îöåíèòü ñïîñîáíîñòü àíòè-IFN-α àíòèòåëà ïîäàâë òü
ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü ðàçëè÷íûõ ïîäòèïîâ IFN-α, ýôôåêòèâíóþ êîíöåíòðàöèþ
(ÅÑ50) àíòè-IFN-α àíòèòåëà äë  50% èíãèáèðîâàíè  ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè
îòäåëüíîãî ïîäòèïà IFN-α (â êîíöåíòðàöèè, òèòðóåìîé äë  ïîëó÷åíè  ñòàíäàðòèçîâàííûõ
åäèíèö àêòèâíîñòè) îïðåäåë þò äë  êàæäîãî òåñòèðóåìîãî ïîäòèïà IFN-α.

Â îäíîì èç âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíàëèç íåéòðàëèçàöèè
ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè îñóùåñòâë þò, êàê îïèñàíî íèæå â Ïðèìåðå 1. Âêðàòöå,
êëåòêè À549 âûðàùèâàþò â 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ äë  òèòðîâàíè  äî ïëîòíîñòè 5×105

À549-êëåòîê/ëóíêó. Ïîñëåäîâàòåëüíûå ðàçâåäåíè  àíòè-IFN-α àíòèòåëà-êàíäèäàòà
èíêóáèðóþò ñ 0,2 åäèíèöû/1 âûáðàííîãî ïîäòèïà IFN-α (ñòàíäàðòèçîâàííûå äî 0,2
åäèíèöû/1 ñòàíäàðòíîãî ýòàëîíà NIH ðåêîìáèíàíòíîãî ÷åëîâå÷åñêîãî IFN-α2) â îáùåì
îáúåìå 100:1 ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå îäíîãî ÷àñà. Çàòåì â èíäèâèäóàëüíóþ ëóíêó ïëàíøåòà

äë  ìèêðîòèòðîâàíè  ê 5×105 êëåòîê À549 äîáàâë þò ïî 100:1 îáúåìà èíêóáàöèîííîé
ñìåñè àíòèòåëî/èíòåðôåðîí êóëüòóðàëüíîé ñðåäû, ïîëó÷à  êîíå÷íóþ êîíöåíòðàöèþ IFN-α
â êàæäîé ëóíêå, ðàâíóþ 100 åäèíèöàì/ìë. Ïîëó÷åííûå ñìåñè êóëüòóðû êëåòîê èíêóáèðóþò â
òå÷åíèå 24 ÷àñîâ ïðè 37°Ñ. Ïîñëå ÷åãî êëåòêè çàðàæàþò 2×105 á.î.å./ìë âèðóñà
ýíöåôàëîìèîêàðäèòà (ÅÌÑ) è èíêóáèðóþò åùå â òå÷åíèå 24 ÷àñîâ ïðè 37°Ñ. Ïî îêîí÷àíèè
èíêóáàöèè îïðåäåë þò æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ïóòåì âèçóàëüíîé ïðîâåðêè ïîä
ìèêðîñêîïîì èëè îêðàøèâàíèåì êðèñòàëâèîëåòîì. Äë  êàæäîãî òåñòèðóåìîãî ïîäòèïà
IFN-α â äàííîì àíàëèçå îïðåäåë þò ýôôåêòèâíóþ êîíöåíòðàöèþ (ÅÑ50) àíòè-IFN-α
àíòèòåëà-êàíäèäàòà äë  50% èíãèáèðîâàíè  ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè îòäåëüíîãî
ïîäòèïà IFN-α.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ îäíèì èç àñïåêòîâ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòè-IFN-α àíòèòåëî,
êîòîðîå ïðî âë åò íåéòðàëèçóþùóþ ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü ïðîòèâ ïðåäñòàâëåííûõ
ïîäòèïîâ IFN-α, äîëæíî ïðî âë òü ÅÑ50 äî èëè îêîëî 20 ã/ìë, ëèáî äî èëè îêîëî 10
ã/ìë, ëèáî äî èëè îêîëî 5 ã/ìë, ëèáî äî èëè îêîëî 4 ã/ìë, ëèáî äî èëè îêîëî 3 ã/ìë,
ëèáî äî èëè îêîëî 2 ã/ìë, ëèáî äî èëè îêîëî 1 ã/ìë â îòíîøåíèè êàæäîãî èç
ïðåäñòàâëåííûõ ïîäòèïîâ IFN-α â îïèñàííîì âûøå îïûòå ïî èíãèáèðîâàíèþ âèðóñà ÅÌÑ â
êëåòêàõ À549.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãèì àñïåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòè-IFN-α àíòèòåëî,
êîòîðîå ïðî âë åò íåéòðàëèçóþùóþ ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü ïðîòèâ ïðåäñòàâëåííûõ
ïîäòèïîâ IFN-α, äîëæíî ïðî âë òü ÅÑ50 îò èëè îêîëî 0,1 ã/ìë äî èëè îêîëî 20 ã/ìë, îò
èëè îêîëî 0,1 ã/ìë äî èëè îêîëî 10 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,1 ã/ìë äî èëè îêîëî 5 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,1 ã/ìë äî èëè îêîëî 4 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,1 ã/ìë äî èëè îêîëî 3 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,1 ã/ìë äî èëè îêîëî 2 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,1 ã/ìë äî èëè îêîëî 1 ã/ìë
â îòíîøåíèè êàæäîãî ïðåäñòàâëåííîãî ïîäòèïà IFN-α â îïèñàííîì âûøå îïûòå ïî
èíãèáèðîâàíèþ âèðóñà ÅÌÑ â êëåòêàõ À549.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãèì àñïåêòîì  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòè-IFN-α àíòèòåëî,
êîòîðîå ïðî âë åò íåéòðàëèçóþùóþ ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü ïðîòèâ ïðåäñòàâëåííûõ
ïîäòèïîâ IFN-α, äîëæíî ïðî âë òü ÅÑ50 îò èëè îêîëî 0,2 ã/ìë äî èëè îêîëî 20 ã/ìë, îò
èëè îêîëî 0,2 ã/ìë äî èëè îêîëî 10 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,2 ã/ìë äî èëè îêîëî 5 ã/ìë,
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îò èëè îêîëî 0,2 ã/ìë äî èëè îêîëî 4 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,2 ã/ìë äî èëè îêîëî 3 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,2 ã/ìë äî èëè îêîëî 2 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,2 ã/ìë äî èëè îêîëî 1 ã/ìë,
â îòíîøåíèè êàæäîãî ïðåäñòàâëåííîãî ïîäòèïà IFN-α â îïèñàííîì âûøå îïûòå ïî
èíãèáèðîâàíèþ âèðóñà ÅÌÑ â êëåòêàõ À549.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãèì àñïåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòè-IFN-α àíòèòåëî,
êîòîðîå ïðî âë åò íåéòðàëèçóþùóþ ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü ïðîòèâ ïðåäñòàâëåííûõ
ïîäòèïîâ IFN-α, äîëæíî ïðî âë òü ÅÑ50 îò èëè îêîëî 0,3 ã/ìë äî èëè îêîëî 20 ã/ìë, îò
èëè îêîëî 0,3 ã/ìë äî èëè îêîëî 10 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,3 ã/ìë äî èëè îêîëî 5 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,3 ã/ìë äî èëè îêîëî 4 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,3 ã/ìë äî èëè îêîëî 3 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,3 ã/ìë äî èëè îêîëî 2 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,3 ã/ìë äî èëè îêîëî 1 ã/ìë,
â îòíîøåíèè êàæäîãî ïðåäñòàâëåííîãî ïîäòèïà IFN-α â îïèñàííîì âûøå îïûòå ïî
èíãèáèðîâàíèþ âèðóñà ÅÌÑ â êëåòêàõ À549.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãèì àñïåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòè-IFN-α àíòèòåëî,
êîòîðîå ïðî âë åò íåéòðàëèçóþùóþ ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü ïðîòèâ ïðåäñòàâëåííûõ
ïîäòèïîâ IFN-α, äîëæíî ïðî âë òü ÅÑ50 îò èëè îêîëî 0,4 ã/ìë äî èëè îêîëî 20 ã/ìë, îò
èëè îêîëî 0,4 ã/ìë äî èëè îêîëî 10 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,4 ã/ìë äî èëè îêîëî 5 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,4 ã/ìë äî èëè îêîëî 4 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,4 ã/ìë äî èëè îêîëî 3 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,4 ã/ìë äî èëè îêîëî 2 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,4 ã/ìë äî èëè îêîëî 1 ã/ìë,
â îòíîøåíèè êàæäîãî ïðåäñòàâëåííîãî ïîäòèïà IFN-α â îïèñàííîì âûøå îïûòå ïî
èíãèáèðîâàíèþ âèðóñà ÅÌÑ â êëåòêàõ À549.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãèì àñïåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòè-IFN-α àíòèòåëî,
êîòîðîå ïðî âë åò íåéòðàëèçóþùóþ ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü ïðîòèâ ïðåäñòàâëåííûõ
ïîäòèïîâ IFN-α, äîëæíî ïðî âë òü ÅÑ50 îò èëè îêîëî 0,5 ã/ìë äî èëè îêîëî 20 ã/ìë, îò
èëè îêîëî 0,5 ã/ìë äî èëè îêîëî 10 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,5 ã/ìë äî èëè îêîëî 5 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,5 ã/ìë äî èëè îêîëî 4 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,5 ã/ìë äî èëè îêîëî 3 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,5 ã/ìë äî èëè îêîëî 2 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,5 ã/ìë äî èëè îêîëî 1 ã/ìë,
â îòíîøåíèè êàæäîãî ïðåäñòàâëåííîãî ïîäòèïà IFN-α â îïèñàííîì âûøå îïûòå ïî
èíãèáèðîâàíèþ âèðóñà ÅÌÑ â êëåòêàõ À549.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãèì àñïåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòè-IFN-α àíòèòåëî,
êîòîðîå ïðî âë åò íåéòðàëèçóþùóþ ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü ïðîòèâ ïðåäñòàâëåííûõ
ïîäòèïîâ IFN-α, äîëæíî ïðî âë òü ÅÑ50 îò èëè îêîëî 0,6 ã/ìë äî èëè îêîëî 20 ã/ìë, îò
èëè îêîëî 0,6 ã/ìë äî èëè îêîëî 10 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,6 ã/ìë äî èëè îêîëî 5 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,6 ã/ìë äî èëè îêîëî 4 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,6 ã/ìë äî èëè îêîëî 3 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,6 ã/ìë äî èëè îêîëî 2 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,6 ã/ìë äî èëè îêîëî 1 ã/ìë,
â îòíîøåíèè êàæäîãî ïðåäñòàâëåííîãî ïîäòèïà IFN-α â îïèñàííîì âûøå îïûòå ïî
èíãèáèðîâàíèþ âèðóñà ÅÌÑ â êëåòêàõ À549.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãèì àñïåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòè-IFN-α àíòèòåëî,
êîòîðîå ïðî âë åò íåéòðàëèçóþùóþ ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü ïðîòèâ ïðåäñòàâëåííûõ
ïîäòèïîâ IFN-α, äîëæíî ïðî âë òü ÅÑ50 îò èëè îêîëî 0,7 ã/ìë äî èëè îêîëî 20 ã/ìë, îò
èëè îêîëî 0,7 ã/ìë äî èëè îêîëî 10 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,7 ã/ìë äî èëè îêîëî 5 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,7 ã/ìë äî èëè îêîëî 4 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,7 ã/ìë äî èëè îêîëî 3 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,7 ã/ìë äî èëè îêîëî 2 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,7 ã/ìë äî èëè îêîëî 1 ã/ìë,
â îòíîøåíèè êàæäîãî ïðåäñòàâëåííîãî ïîäòèïà IFN-α â îïèñàííîì âûøå îïûòå ïî
èíãèáèðîâàíèþ âèðóñà ÅÌÑ â êëåòêàõ À549.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãèì àñïåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòè-IFN-α àíòèòåëî,
êîòîðîå ïðî âë åò íåéòðàëèçóþùóþ ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü ïðîòèâ ïðåäñòàâëåííûõ
ïîäòèïîâ IFN-α, äîëæíî ïðî âë òü ÅÑ50 îò èëè îêîëî 0,8 ã/ìë äî èëè îêîëî 20 ã/ìë, îò
èëè îêîëî 0,8 ã/ìë äî èëè îêîëî 10 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,8 ã/ìë äî èëè îêîëî 5 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,8 ã/ìë äî èëè îêîëî 4 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,8 ã/ìë äî èëè îêîëî 3 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,8 ã/ìë äî èëè îêîëî 2 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,8 ã/ìë äî èëè îêîëî 1 ã/ìë,
â îòíîøåíèè êàæäîãî ïðåäñòàâëåííîãî ïîäòèïà IFN-α â îïèñàííîì âûøå îïûòå ïî
èíãèáèðîâàíèþ âèðóñà ÅÌÑ â êëåòêàõ À549.
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Â ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãèì àñïåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòè-IFN-α àíòèòåëî,
êîòîðîå ïðî âë åò íåéòðàëèçóþùóþ ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü ïðåäñòàâëåííîãî
ïîäòèïà IFN-α, äîëæíî ïðî âë òü ÅÑ50 îò èëè îêîëî 0,9 ã/ìë äî èëè îêîëî 20 ã/ìë, îò
èëè îêîëî 0,9 ã/ìë äî èëè îêîëî 10 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,9 ã/ìë äî èëè îêîëî 5 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,9 ã/ìë äî èëè îêîëî 4 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,9 ã/ìë äî èëè îêîëî 3 ã/ìë,
îò èëè îêîëî 0,9 ã/ìë äî èëè îêîëî 2 ã/ìë, îò èëè îêîëî 0,9 ã/ìë äî èëè îêîëî 1 ã/ìë,
â îòíîøåíèè êàæäîãî ïðåäñòàâëåííîãî ïîäòèïà IFN-α â âûøåîïèñàííîì àíàëèçå
èíãèáèðîâàíè  âèðóñíûõ êëåòîê À549 ÅÌÑ.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãèì àñïåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòè-IFN-α àíòèòåëî,
êîòîðîå ïðî âë åò íåéòðàëèçóþùóþ ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü ïðîòèâ ïðåäñòàâëåííûõ
ïîäòèïîâ IFN-α, äîëæíî ïðî âë òü ÅÑ50 îò èëè îêîëî 1 ã/ìë äî èëè îêîëî 20 ã/ìë, îò
èëè îêîëî 1 ã/ìë äî èëè îêîëî 10 ã/ìë, îò èëè îêîëî 1 ã/ìë äî èëè îêîëî 5 ã/ìë, îò
èëè îêîëî 1 ã/ìë äî èëè îêîëî 4 ã/ìë, îò èëè îêîëî 1 ã/ìë äî èëè îêîëî 3 ã/ìë, îò èëè
îêîëî 1 ã/ìë äî èëè îêîëî 2 ã/ìë, â îòíîøåíèè êàæäîãî ïðåäñòàâëåííîãî ïîäòèïà IFN-α â
îïèñàííîì âûøå îïûòå ïî èíãèáèðîâàíèþ âèðóñà ÅÌÑ â êëåòêàõ À549.

(iii) Àíàëèç ñ ïåðåêðåñòíûì áëîêèðîâàíèåì
Ñêðèíèðîâàíèå àíòèòåë, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  ñ ýïèòîïîì IFN-α, ñâ çûâàåìûì

ïðåäñòàâë þùèì èíòåðåñ àíòèòåëîì, ìîæíî îñóùåñòâèòü ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíîãî
àíàëèçà ïåðåêðåñòíîãî áëîêèðîâàíè , êîòîðûé îïèñàí â Antibodies, A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow and David Lane (1988). Àëüòåðíàòèâíî, èëè
äîïîëíèòåëüíî, ýïèòîïíîå êàðòèðîâàíèå ìîæíî îñóùåñòâèòü ñ ïîìîùüþ ñïîñîáîâ,
èçâåñòíûõ â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè. Íàïðèìåð, IFN-α-ýïèòîï, ñâ çûâàåìûé
ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , ìîæíî îïðåäåëèòü ñ ïîìîùüþ
àíàëèçà êîíêóðåíòíîãî ñâ çûâàíè , êàê îïèñàíî ó Fendly et al., Cancer Research 50:
1550-1558 (1990). Â äðóãîì ïðèìåðå èññëåäîâàíè  ïî ïåðåêðåñòíîìó áëîêèðîâàíèþ ìîæíî
îñóùåñòâèòü âìåñòå ñ ïð ìîé ôëóîðåñöåíöèåé â ïëàíøåòàõ äë  ìèêðîòèòðîâàíè . Â
äàííîì ñïîñîáå ïðåäñòàâë þùåå èíòåðåñ ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî êîíúþãèðóþò ñ
ôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàòîì (FITC), èñïîëüçó  ïðèçíàííûå ìåòîäû (Wofsy et al., Selected
Methods in Cellular Immunology, p.287, Mishel and Schiigi (eds.) San Francisco;
W.J.Freeman Co. (1980)). Âûáðàííûé IFN-α íàñëàèâàþò â ëóíêè ïëàíøåòîâ äë 
ìèêðîòèòðîâàíè , ýòè íàñëîåííûå ëóíêè èíêóáèðóþò ñî ñìåñüþ, ñîñòî ùåé èç (1) FITC-
ìå÷åííîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà, ïðåäñòàâë þùåãî èíòåðåñ, è (2) íåìå÷åíîãî
òåñòèðóåìîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà, è â êàæäîé ëóíêå êîëè÷åñòâåííî îöåíèâàþò
ôëóîðåñöåíöèþ äë  îïðåäåëåíè  óðîâí  ïåðåêðåñòíîãî áëîêèðîâàíè , ïðî âë åìîãî
àíòèòåëàìè. Ñ÷èòàåòñ , ÷òî ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà èñïîëüçóþò ñîâìåñòíî ýïèòîï, åñëè
êàæäûé áëîêèðóåò ñâ çûâàíèå äðóãîãî íà 50% èëè áîëüøå â ñðàâíåíèè c íåðåëåâàíòíûì
êîíòðîëüíûì ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì.

Äàííûå ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â áèîëîãè÷åñêîì àíàëèçå íà êëåòêàõ, ìîæíî çàòåì
ïðîâåðèòü íà æèâîòíîì, íàïðèìåð, ìûøèíûõ ìîäåë õ, è â êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíè õ íà
÷åëîâåêå. Ïðè íåîáõîäèìîñòè ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, îáëàäàþùèå
òðåáóåìûìè õàðàêòåðèñòèêàìè, ìîæíî ïðåîáðàçîâàòü â õèìåðíûå àíòèòåëà èëè â
ãóìàíèçèðîâàííûå àíòèòåëà ñ ïîìîùüþ ìåòîäèê, õîðîøî èçâåñòíûõ â äàííîé îáëàñòè
òåõíèêè, â òîì ÷èñëå ìåòîäîì "ãåííîãî êîíâåðñèîííîãî ìóòàãåíåçà", êàê îïèñàíî â
Ïàòåíòå ÑØÀ ¹5821337, ïîëíîòà ðàñêðûòè  êîòîðîãî âêëþ÷åíà, òàêèì îáðàçîì, ïóòåì
ññûëêè. Íèæå, çäåñü â Ïðèìåðàõ, îïèñàíà òàêæå ãóìàíèçàöè  êîíêðåòíîãî àíòè-IFN-α
àíòèòåëà.

(iv) Ñïîñîá ôàãîâîãî äèñïëå 
Àíòè-IFN-α àíòèòåëà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü ïóòåì

èñïîëüçîâàíè  êîìáèíàòîðíûõ áèáëèîòåê äë  ñêðèíèðîâàíè  êëîíîâ ñèíòåòè÷åñêèõ
àíòèòåë ñ íóæíîé àêòèâíîñòüþ èëè àêòèâíîñò ìè. Â ïðèíöèïå, êëîíû ñèíòåòè÷åñêèõ
àíòèòåë âûáèðàþò ïóòåì ñêðèíèðîâàíè  ôàãîâûõ áèáëèîòåê, ñîäåðæàùèõ ôàã, êîòîðûé
îáíàðóæèâàåò ðàçëè÷íûå ôðàãìåíòû (íàïðèìåð, Fab, F(ab')2, è ò.ï.) âàðèàáåëüíîé
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îáëàñòè àíòèòåëà (Fv), ñëèòîãî ñ áåëêîì îáîëî÷êè ôàãà. Òàêèå ôàãîâûå áèáëèîòåêè
ñîçäàþò ñ ïîìîùüþ õðîìàòîãðàôèè ïî ñðîäñòâó ïðîòèâ òðåáóåìîãî àíòèãåíà. Êëîíû,
ýêñïðåññèðóþùèå Fv-ôðàãìåíòû, ñïîñîáíû ñâ çûâàòüñ  ñ òðåáóåìûì àíòèãåíîì è
àäñîðáèðîâàòüñ  íà ýòîì àíòèãåíå è, òàêèì îáðàçîì, îòäåë òüñ  îò íåñâ çûâàþùèõ êëîíîâ
äàííîé áèáëèîòåêè. Çàòåì ñâ çûâàþùèåñ  êëîíû ýëþèðóþò ñ àíòèãåíà è â äàëüíåéøåì èõ
ìîæíî îáîãàòèòü äîïîëíèòåëüíûìè öèêëàìè àíòèãåííîé àäñîðáöèè/ýëþöèè. Ëþáûå àíòè-
IFN-α àíòèòåëà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæíî ïîëó÷èòü ïóòåì ñîçäàíè  ñîîòâåòñòâóþùåé
àíòèãåííîé ñêðèíèðóþùåé ìåòîäèêè äë  îòáîðà ïðåäñòàâë þùåãî èíòåðåñ ôàãîâîãî êëîíà
ñ ïîñëåäóþùèì êîíñòðóèðîâàíèåì ïîëíîðàçìåðíîãî êëîíà àíòè-IFN-α àíòèòåëà ñ
èñïîëüçîâàíèåì Fv-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èç ïðåäñòàâë þùåãî èíòåðåñ ôàãîâîãî êëîíà è
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñîîòâåòñòâóþùåé êîíñòàíòíîé îáëàñòè (Fc), îïèñàííîé Kabat et al.
(1991), âûøå.

Êîíñòðóèðîâàíèå áèáëèîòåê ôàãîâîãî äèñïëå 
Àíòèãåí-ñâ çûâàþùèé ó÷àñòîê àíòèòåëà îáðàçóåòñ  èç äâóõ âàðèàáåëüíûõ (V) îáëàñòåé

ñî 110 àìèíîêèñëîòàìè êàæäà , à òàêæå èç ëåãêîé (VL) è ò æåëîé (VH) öåïåé, îáå èç
êîòîðûõ ïðåäñòàâëåíû òðåì  ãèïåðâàðèàáåëüíûìè ïåòë ìè èëè îáëàñò ìè (CDR).
Âàðèàáåëüíûå îáëàñòè ìîãóò ôóíêöèîíàëüíî îáíàðóæèâàòüñ  íà ôàãå ëèáî â âèäå
îäíîöåïî÷å÷íûõ ôðàãìåíòîâ Fv (scFv), â êîòîðûõ VH è VL êîâàëåíòíî ñîåäèíåíû ñ
ïîìîùüþ êîðîòêîãî ãèáêîãî ïåïòèäà, èëè â âèäå ôðàãìåíòîâ D(ab')2, â êîòîðûõ êàæäûé èç
íèõ ñëèò ñ êîíñòàíòíîé îáëàñòüþ è íåêîâàëåíòíî âçàèìîäåéñòâóþò, êàê îïèñàíî ó Winter
et al., Ann. Rev. Immunol., 12:433-455 (1994). Êàê èñïîëüçîâàíî çäåñü, ôàãîâûå êëîíû,
êîäèðóþùèå scFv, è ôàãîâûå êëîíû, êîäèðóþùèå Fab èëè F(ab')2, â ñîâîêóïíîñòè
èìåíóþòñ  êàê "ôàãîâûå êëîíû Fv" èëè "Fv-êëîíû".

"Íàèâíûé" íàáîð æèâîòíîãî (íàáîð äî àíòèãåííîé ñòèìóë öèè) ïðåäñòàâëåí àíòèòåëàìè,
êîòîðûå ìîãóò ñâ çûâàòü, ñ óìåðåííûì ñðîäñòâîì (Kd

-1 îêîëî 106-107 Ì-1), ïðàêòè÷åñêè
ëþáóþ íå ñâîþ ìîëåêóëó. Ðàçíîîáðàçèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé àíòèãåí-ñâ çûâàþùèõ
ñàéòîâ íå êîäèðóåòñ  íåïîñðåäñòâåííî â çàðîäûøåâîé ëèíèè, à ñîáèðàåòñ 
êîìáèíàòîðíûì ñïîñîáîì èç ñåãìåíòîâ V-ãåíà. Â ÷åëîâå÷åñêèõ ò æåëûõ öåï õ ïåðâûå äâå
ãèïåðâàðèàáåëüíûå ïåòëè (Í1 è Í2) èçâëåêàþòñ  èç ìåíåå ÷åì 50 ñåãìåíòîâ VH-ãåíà,
êîòîðûå îáúåäèí þòñ  ñ D-ñåãìåíòàìè è JH-ñåãìåíòàìè, ÷òîáû ñîçäàòü òðåòüþ
ãèïåðâàðèàáåëüíóþ ïåòëþ (Í3). Â ÷åëîâå÷åñêèõ ëåãêèõ öåï õ ïåðâûå äâå
ãèïåðâàðèàáåëüíûå ïåòëè (L1 è L2), à ÷àñòî è òðåòü  (L3) èçâëåêàþòñ  èç
ïðèáëèçèòåëüíî ìåíåå ÷åì 30 V8- è ïðèáëèçèòåëüíî ìåíåå ÷åì 30 V6-ñåãìåíòîâ äë 
çàâåðøåíè  òðåòüåé ãèïåðâàðèàáåëüíîé ïåòëè (L3).

Êàæäà  êîìáèíàòîðíà  ïåðåñòðîéêà ñåãìåíòîâ V-ãåíà â ñòâîëîâûõ êëåòêàõ äàåò íà÷àëî
Â-êëåòêå, êîòîðà  ýêñïðåññèðóåò îäèíî÷íîå ñî÷åòàíèå VH-VL. Èììóíèçàöè , çàïóñêàåìà 
ëþáîé Â-êëåòêîé, ñîçäàåò îáúåäèíåíèå, ñâ çûâàþùåå èììóíîãåí äë  ïðîëèôåðàöèè
(êëîíàëüíà  ýêñïàíñè ) è ñåêðåöèè ñîîòâåòñòâóþùåãî àíòèòåëà. Çàòåì "íàèâíûå" àíòèòåëà
çà ñ÷åò ìóòàãåíåçà è ñåëåêöèè ñîçðåâàþò äî âûñîêîãî ñðîäñòâà (Kd

-1 â 109-1010 Ì-1),
èçâåñòíîãî â êà÷åñòâå ïðîöåññà ñîçðåâàíè  ïî ñðîäñòâó. Ïîñëå ïðîõîæäåíè  ýòîé ñòàäèè
äàííûå êëåòêè îáû÷íî óäàë þò äë  ïîëó÷åíè  ãèáðèäîì è îáðàçîâàíè  ìîíîêëîíàëüíûõ
àíòèòåë ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì.

Íà òðåõ ñòàäè õ äàííîãî ïðîöåññà íàáîðû VH- è VL-ãåíîâ ìîæíî ðàçäåëüíî êëîíèðîâàòü
ñ ïîìîùüþ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) è ðåêîìáèíèðîâàòü ñëó÷àéíûì îáðàçîì â
ôàãîâûå áèáëèîòåêè, êîòîðûå çàòåì ìîãóò ñëóæèòü äë  ïîèñêà àíòèãåí-ñâ çûâàþùèõ
êëîíîâ, êàê îïèñàíî ó Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12:433-455 (1994).
Áèáëèîòåêè èç èììóíèçèðîâàííûõ èñòî÷íèêîâ îáåñïå÷èâàþò àíòèòåëà ñ âûñîêèì
ñðîäñòâîì ê èììóíîãåíó áåç íåîáõîäèìîñòè êîíñòðóèðîâàòü ãèáðèäîìû. Àëüòåðíàòèâíî
"íàèâíûé" íàáîð ìîæíî êëîíèðîâàòü äë  ñîçäàíè  åäèíñòâåííîãî èñòî÷íèêà ÷åëîâå÷åñêèõ
àíòèòåë äë  øèðîêîãî ð äà íå ñâîèõ è ñîáñòâåííûõ àíòèãåíîâ áåç êàêîé-ëèáî
èììóíèçàöèè, êàê îïèñàíî ó Griffiths et al., EMBO J., 12:725-734 (1993). Íàêîíåö,
"íàèâíûå" áèáëèîòåêè ìîæíî òàêæå ñîçäàâàòü ñèíòåòè÷åñêè ïóòåì êëîíèðîâàíè 
íåðåàðàíæèðîâàííûõ V- èëè VIII-ãåííûõ ñåãìåíòîâ ñòâîëîâûõ êëåòîê è èñïîëüçó  ÏÖÐ-
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ïðàéìåðû, ñîäåðæàùèå ñëó÷àéíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  êîäèðîâàíè 
âûñîêîâàðèàáåëüíûõ CDR3-îáëàñòåé è äë  îñóùåñòâëåíè  ïåðåñòðîéêè in vitro, êàê
îïèñàíî ó Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227:381-388 (1992).

Ôàãîâûé äèñïëåé èìèòèðóåò Â-êëåòêó. Íèòåâèäíûé ôàã èñïîëüçóþò äë  îáíàðóæåíè 
ôðàãìåíòîâ àíòèòåë ïóòåì ñëè íè  ñ ìèíîðíûì pIII-áåëêîì îáîëî÷êè. Àíòèòåëüíûå
ôðàãìåíòû ìîãóò âû âë òüñ  â âèäå îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv-ôðàãìåíòîâ, â êîòîðûõ VH- è VL-
äîìåíû ñîåäèí þòñ  â îäíó ïîëèïåïòèäíóþ öåïü ñ ïîìîùüþ ãèáêîãî ïîëèïåïòèäíîãî
ñïåéñåðà, êàê, íàïðèìåð, îïèñàíî Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991), èëè
â âèäå Fab- (âêëþ÷à  F(ab')2) ôðàãìåíòîâ, ó êîòîðûõ îäíà öåïü ñëèâàåòñ  ñ pIII, à
äðóãà  ñåêðåòèðóåòñ  â ïåðèïëàçìó áàêòåðèàëüíîé êëåòêè-õîç èíà, ãäå ñîáèðàåòñ 
ñòðóêòóðà Fab-áåëêà îáîëî÷êè, êîòîðà  âûñòàâë åòñ  íà ïîâåðõíîñòè ôàãà â ðåçóëüòàòå
âûòåñíåíè  íåêîòîðûõ îáîëî÷å÷íûõ áåëêîâ äèêîãî òèïà, êàê îïèñàíî, íàïðèìåð, ó
Hoogenboom et al., Nucl. Acids Res., 19:4133-4137 (1991). Ïðè ñëè íèè ôðàãìåíòîâ
àíòèòåëà ñ N-êîíöåâûì äîìåíîì pIII äàííûé ôàã ñòàíîâèòñ  èíôåêöèîííûì. Îäíàêî åñëè
N-êîíöåâîé äîìåí pIII âûðåçàòü è ñëè íèå îñóùåñòâèòü ñî âòîðûì äîìåíîì, ôàã íå
ñòàíîâèòñ  èíôåêöèîííûì, è pIII äèêîãî òèïà ñëåäóåò ñîçäàòü ïðè ïîìîùè ôàãà-õåëïåðà.

Ñëè íèå pIII è äðóãèõ áåëêîâ ôàãà ìîæåò êîäèðîâàòüñ  ïîëíîñòüþ â îäíîì è òîì æå
ôàãîâîì ðåïëèêîíå èëè â ðàçíûõ ðåïëèêîíàõ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè äâóõ ðåïëèêîíîâ ñëè íèå
pIII êîäèðóåòñ  ôàãåìèäîé, ïëàçìèäîé, ñîäåðæàùåé îðèäæèí ðåïëèêàöèè ôàãà. Ôàãåìèäû
ìîæíî óïàêîâàòü â ôàãîâûå ÷àñòèöû ïóòåì "ñïàñåíè " ñ ïîìîùüþ ôàãà-õåëïåðà, òàêîãî êàê
M13K07, êîòîðûé ñîçäàåò âñå ôàãîâûå áåëêè, â òîì ÷èñëå pIII, íî âñëåäñòâèå äåôåêòíîãî
îðèäæèíà ñàì ïëîõî óïàêîâûâàåòñ  èç-çà êîíêóðåíöèè ñ ôàãåìèäàìè, êàê îïèñàíî ó Vieira
and Messing, Meth. Enzymol., 153:3-11 (1987). Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì ñïîñîáå ñèñòåìà
ôàãîâîãî äèñïëå  ñîçäàåòñ  òàê, ÷òîáû ðåêîìáèíàíòíûé ôàã ìîã ðàñòè â êëåòêå-õîç èíå â
óñëîâè õ, ïîçâîë þùèõ ëèøü íåáîëüøîìó êîëè÷åñòâó ôàãîâûõ ÷àñòèö âûñòàâë òü íà
ïîâåðõíîñòè ôàãîâîé ÷àñòèöû áîëåå îäíîé êîïèè ñëèòîé êîíñòðóêöèè Fv-îáîëî÷å÷íûé
áåëîê, êàê îïèñàíî ó Bass et al., Proteins, 8:309-314 (1990) è â WO 92/09690
(PCT/US91/09133, îïóáëèêîâàííîé 11 èþí  1992 ã.).

Âîîáùå, íóêëåèíîâûå êèñëîòû, êîäèðóþùèå ãåííûå ôðàãìåíòû àíòèòåë, ïîëó÷àþò èç
èììóííûõ êëåòîê, ñîáðàííûõ îò ëþäåé èëè æèâîòíûõ. Åñëè òðåáóåòñ  ñìåùåíèå
áèáëèîòåêè â ïîëüçó êëîíîâ àíòè-IFN-α, èíäèâèäà èììóíèçèðóþò IFN-α ñ ïîëó÷åíèåì
ãóìîðàëüíîãî îòâåòà, è äë  êîíñòðóèðîâàíè  áèáëèîòåêè èçâëåêàþò êëåòêè ñåëåçåíêè
è/èëè öèðêóëèðóþùèå Â-êëåòêè äðóãèõ ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (PBL). Â
ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áèáëèîòåêó ãåííîãî
ôðàãìåíòà ÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà, ñìåùàåìóþ â ïîëüçó àíòè-IFN-α êëîíîâ ÷åëîâåêà,
ïîëó÷àþò â ðåçóëüòàòå îáðàçîâàíè  ãóìîðàëüíîãî îòâåòà àíòè IFN-α àíòèòåëà ÷åëîâåêà ó
òðàíñãåííûõ ìûøåé, íåñóùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ôóíêöèîíàëüíîãî ãåíà
èììóíîãëîáóëèíà ÷åëîâåêà (è íå èìåþùèõ ñèñòåìû îáðàçîâàíè  ôóíêöèîíàëüíîãî
ýíäîãåííîãî àíòèòåëà), òàê ÷òî IFN-α-èììóíèçàöè  äàåò íà÷àëî Â-êëåòêàì, ïðîäóöèðóþùèì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àíòè-IFN-α àíòèòåë ÷åëîâåêà.

Â äðóãîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
æèâîòíûõ èììóíèçèðóþò ñìåñüþ ðàçíûõ, ïðåäïî÷òèòåëüíî âñåõ, ïîäòèïîâ IFN-α ñ öåëüþ
ïîëó÷èòü ãóìîðàëüíûé îòâåò, êîòîðûé âêëþ÷àåò ïðîäóöèðóþùèå Â-êëåòêàìè àíòè-IFN-α
àíòèòåëà c øèðîêîé ðåàêòèâíîñòüþ ïðîòèâ ïîäòèïîâ IFN-α. Â äðóãîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  æèâîòíûõ èììóíèçèðóþò ñìåñüþ
ïîäòèïîâ IFN-α ÷åëîâåêà, êîòîðûå ïðåäñòàâëåíû ëèìôîáëàñòîèäíûìè èíòåðôåðîíàìè
÷åëîâåêà, ñåêðåòèðóåìûìè êëåòêàìè ëèìôîìû Áýðêèòòà (Namalva-êëåòêè), èíäóöèðîâàííûõ
âèðóñîì Ñåíäàé, êàê îïèñàíî íèæå â Ïðèìåðå 1. Ñîîòâåòñòâóþùèé ïðåïàðàò òàêèõ
ëèìôîáëàñòîèäíûõ èíòåðôåðîíîâ ÷åëîâåêà ìîæíî êóïèòü (Product No. I-9887) ó Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO.

Äîïîëíèòåëüíî îáîãàùåííûå ïîïóë öèè àíòè-IFN-α êëåòîê ìîæíî ïîëó÷èòü ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñîîòâåòñòâóþùåãî ìåòîäà ñêðèíèíãà äë  âûäåëåíè  Â-êëåòîê,
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ýêñïðåññèðóþùèõ ñïåöèôè÷íîå ìåìáðàíîñâ çàííîå àíòè-IFN-α àíòèòåëî, íàïðèìåð,
ïóòåì ðàçäåëåíè  êëåòîê ñ ïîìîùüþ õðîìàòîãðàôèè ïî ñðîäñòâó ñ IFN-α èëè àäñîðáöèåé
êëåòîê ìå÷åííîãî ôëóîðîõðîìîì IFN-α ñ ïîñëåäóþùåé àêòèâèðóåìîé ôëóîðåñöåíöèåé
ñîðòèðîâêîé êëåòîê (FACS).

Àëüòåðíàòèâíî èñïîëüçîâàíèå êëåòîê ñåëåçåíêè è/èëè Â-êëåòîê èëè èíûõ PBL îò
èììóíèçèðîâàííîãî äîíîðà îáåñïå÷èâàåò ëó÷øåå ïðåäñòàâëåíèå âîçìîæíîãî íàáîðà
àíòèòåë, à òàêæå ïîçâîë åò êîíñòðóèðîâàòü áèáëèîòåêó àíòèòåë ñ èñïîëüçîâàíèåì ëþáûõ
âèäîâ æèâîòíûõ (÷åëîâåêà èëè îòëè÷íûõ îò ÷åëîâåêà), ó êîòîðûõ IFN-α íå  âë åòñ 
àíòèãåííûì. Äë  áèáëèîòåê ñî âñòðîåííîé in vitro ãåííîé êîíñòðóêöèåé àíòèòåëà
ñòâîëîâûå êëåòêè ñîáèðàþò îò ñóáúåêòà ñ ïîëó÷åíèåì íóêëåèíîâûõ êèñëîò, êîäèðóþùèõ
íåðåàðàíæèðîâàííûå ãåííûå ñåãìåíòû àíòèòåëà. Ïðåäñòàâë þùèå èíòåðåñ èììóííûå
êëåòêè ìîæíî ïîëó÷èòü îò ðàçíîîáðàçíûõ âèäîâ æèâîòíûõ, òàêèõ êàê ÷åëîâåê, ìûøü,
êðûñà, çàéöåîáðàçíûå, âîëê, ñîáàêà, êîøêà, ñâèíü , êîðîâà, ëîøàäü, à òàêæå âèäû ïòèö,
è ò.ï.

Íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, êîäèðóþùóþ âàðèàáåëüíûå ãåííûå ñåãìåíòû àíòèòåëà (âêëþ÷à 
ñåãìåíòû VH è VL), èçâëåêàþò èç ïðåäñòàâë þùèõ èíòåðåñ êëåòîê è àìïëèôèöèðóþò. Â
ñëó÷àå ðåàðàíæèðîâàííûõ áèáëèîòåê ãåíîâ VH è VL íóæíóþ ÄÍÊ ìîæíî ïîëó÷èòü ïóòåì
âûäåëåíè  ãåíîìíîé ÄÍÊ èëè ìÐÍÊ èç ëèìôîöèòîâ ñ ïîñëåäóþùåé ïîëèìåðàçíîé öåïíîé
ðåàêöèåé (ÏÖÐ) ñ ïðàéìåðàìè, ñîîòâåòñòâóþùèìè 5'- è 3'-êîíöàì ðåàðàíæèðîâàííûõ ãåíîâ
VH è VL, êàê îïèñàíî ó Orlandi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 86:3833-3837
(1989), ñîçäàâà , òàêèì îáðàçîì, ðàçíîîáðàçíûå V-ãåííûå íàáîðû äë  ýêñïðåññèè. V-ãåíû
ìîãóò áûòü àìïëèôèöèðîâàíû èç êÄÍÊ è ãåíîìíîé ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ îáðàòíûõ ïðàéìåðîâ ïî
5'-êîíöó ýêçîíà, êîäèðóþùåãî çðåëóþ V-îáëàñòü, è ñ ïîìîùüþ ïð ìûõ ïðàéìåðîâ, íà
îñíîâå J-ñåãìåíòà, êàê îïèñàíî ó Orlandi et al. (1989) è ó Ward et al., Nature, 341:
544-546 (1989). Îäíàêî äë  àìïëèôèêàöèè èç êÄÍÊ îáðàòíûå ïðàéìåðû ìîæíî òàêæå
ñîçäàòü íà îñíîâå ëèäåðíîãî ýêçîíà, êàê îïèñàíî ó Jones et al., Biotechnol., 9:88-89
(1991), à ïð ìûå ïðàéìåðû - íà îñíîâå êîíñòàíòíîé îáëàñòè, êàê îïèñàíî ó Sastry et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 86:5728-5732 (1989). Äë  ìàêñèìàëüíîãî ïîâûøåíè 
êîìïëåìåíòàðíîñòè â äàííûå ïðàéìåðû ìîæíî ââåñòè âûðîæäåííîñòü, êàê îïèñàíî ó
Orlandi et al. (1989) èëè ó Sastry et al. (1989). Ïðåäïî÷òèòåëüíî ðàçíîîáðàçèå
áèáëèîòåêè óâåëè÷èâàþò äî ïðåäåëà ïóòåì èñïîëüçîâàíè  ÏÖÐ-ïðàéìåðîâ, íàöåëåííûõ íà
êàæäîå ñåìåéñòâî V-ãåíà ñ öåëüþ àìïëèôèöèðîâàòü âñå äîñòóïíûå VH- è VL-ñòðóêòóðû,
ïðåäñòàâëåííûå â îáðàçöå íóêëåèíîâîé êèñëîòû èììóííîé êëåòêè, íàïðèìåð, êàê îïèñàíî â
ñïîñîáå Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991) èëè êàê îïèñàíî â ñïîñîáå
Orum et al., Nucleic Acids Res., 21:4491-4498 (1993). Äë  êëîíèðîâàíè 
àìïëèôèöèðîâàííîé ÄÍÊ â ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû â äàííûé ÏÖÐ-ïðàéìåð ìîæíî ââåñòè
â êà÷åñòâå ìåòêè ïî îäíîìó êîíöó ðåäêèé ñàéò ðåñòðèêöèè, êàê îïèñàíî ó Orlandi et al.
(1989), èëè ïóòåì äîïîëíèòåëüíîé ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè c ìàðêèðîâàííûì ïðàéìåðîì, êàê
îïèñàíî ó Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991).

Íàáîðû ñèíòåòè÷åñêè ðåàðàíæèðîâàííûõ V-ãåíîâ ìîæíî ñîçäàòü in vitro èç ñåãìåíòîâ V-
ãåíà. Áîëüøèíñòâî ÷åëîâå÷åñêèõ ñåãìåíòîâ VH-ãåíà êëîíèðóþò è ñåêâåíèðóþò (reported in
Tomlinson et al., J. Mol. Biol., 227:776-798 (1992)), à òàêæå êàðòèðóþò (reported in
Matsuda et al., Nature Genet., 3:88-94 (1993); ýòè êëîíèðîâàííûå ñåãìåíòû (â òîì
÷èñëå âñå ãëàâíûå êîíôîðìàöèè Í1- è Í2-ïåòëè) ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ïîëó÷åíè 
ðàçíîîáðàçíûõ íàáîðîâ VH-ãåíà ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ-ïðàéìåðîâ, êîäèðóþùèõ H3-ïåòëè èíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è äëèíû, êàê îïèñàíî ó Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227:
381-388 (1992). VH-íàáîðû ìîæíî òàêæå ñîçäàòü ñ ïîìîùüþ âñåãî ðàçíîîáðàçè 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ñîáðàííûõ â áîëüøîé H3-ïåòëå îäíîé äëèíû, êàê îïèñàíî ó Barbas
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4457-4461 (1992). ×åëîâå÷åñêèå V6- è V8-
ñåãìåíòû êëîíèðóþò è ñåêâåíèðóþò (reported in Williams and Winter, Eur. J. Immunol.,
23:1456-1461 (1993), ïîñëå ÷åãî èõ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ñîçäàíè  ñèíòåòè÷åñêèõ
íàáîðîâ ëåãêîé öåïè. Ñèíòåòè÷åñêèå íàáîðû V-ãåíà, ñîçäàííûå íà îñíîâå ð äà óêëàäîê VH
è VL, à òàêæå íà îñíîâå ð äà äëèí L3 è H3, áóäóò êîäèðîâàòü àíòèòåëà ñî çíà÷èòåëüíûì
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ñòðóêòóðíûì ðàçíîîáðàçèåì. Ïîñëå àìïëèôèêàöèè V-ãåíà, êîäèðóþùåãî ÄÍÊ, ñåãìåíòû V-
ãåíà êëåòîê çàðîäûøåâîãî ïóòè ìîæíî ðåàðàíæèðîâàòü in vitro â ñîîòâåòñòâèè ñî
ñïîñîáàìè Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227:381-388 (1992).

Íàáîðû àíòèòåëüíûõ ôðàãìåíòîâ ìîæíî ñêîíñòðóèðîâàòü ïóòåì îáúåäèíåíè  ãåííûõ
íàáîðîâ VH è VL íåñêîëüêèìè ñïîñîáàìè. Êàæäûé íàáîð ìîæíî ñîçäàòü â ðàçíûõ âåêòîðàõ
è äàííûå âåêòîðû ðåêîìáèíèðîâàòü in vitro, êàê îïèñàíî, íàïðèìåð, ó Hogrefe et al.,
Gene, 128:119-126 (1993), èëè in vivo ñ ïîìîùüþ êîìáèíàòîðíîãî èíôèöèðîâàíè ,
íàïðèìåð, ñèñòåìîé loxP, îïèñàííîé ó Waterhouse et al., Nucl. Acids Res., 21:2265-
2266 (1993). Ìåòîä ðåêîìáèíàöèè in vivo èñïîëüçóåò äâóõöåïî÷å÷íûé õàðàêòåð Fab-
ôðàãìåíòîâ, ÷òîáû ïðåîäîëåòü îãðàíè÷åíèå â ðàçìåðå áèáëèîòåêè, ïðîäèêòîâàííîå
ýôôåêòèâíîñòüþ E. coli-òðàíñôîðìàöèè. Èñõîäíûå íàáîðû VH è VL êëîíèðóþò ðàçäåëüíî,
îäèí â ôàãåìèäó, à äðóãîé â ôàãîâûé âåêòîð. Çàòåì ýòè äâå áèáëèîòåêè îáúåäèí þò ñ
ïîìîùüþ ôàãîâîãî èíôèöèðîâàíè  ôàãåìèä-ñîäåðæàùèìè áàêòåðè ìè òàê, ÷òî êàæäà 
êëåòêà ñîäåðæèò ðàçíóþ êîìáèíàöèþ, à ðàçìåð áèáëèîòåêè îãðàíè÷åí ëèøü ÷èñëîì
ïðåäñòàâëåííûõ êëåòîê (îêîëî 1012 êëîíîâ). Îáà âåêòîðà ñîäåðæàò ñèãíàëû ðåêîìáèíàöèè
in vivo òàê, ÷òî ãåíû VH è VL ðåêîìáèíèðóþò â åäèíñòâåííûé ðåïëèêîí è âìåñòå
óïàêîâûâàþòñ  â ôàãîâûå âèðèîíû. Ýòè ãèãàíòñêèå áèáëèîòåêè ñîçäàþò áîëüøîå
ìíîãîîáðàçèå àíòèòåë ñ õîðîøèì ñðîäñòâîì (Kd

-1 îêîëî 10-8 Ì).
Àëüòåðíàòèâíî íàáîðû ìîæíî êëîíèðîâàòü ïîñëåäîâàòåëüíî â îäèí è òîò æå âåêòîð,

íàïðèìåð, êàê îïèñàíî ó Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:7978-7982
(1991), èëè ñîáðàòü âìåñòå ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ, à çàòåì êëîíèðîâàòü, íàïðèìåð, êàê îïèñàíî
ó Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991). ÏÖÐ-ñáîðêó ìîæíî òàêæå èñïîëüçîâàòü
äë  ïðèñîåäèíåíè  VH-ÄÍÊ è VL-ÄÍÊ ê ÄÍÊ, êîäèðóþùåé ãèáêèé ïåïòèäíûé ñïåéñåð äë 
ïîëó÷åíè  îäíîöåïî÷å÷íûõ íàáîðîâ Fv (scFv). Åùå îäèí ìåòîä, "êëåòî÷íà  ÏÖÐ-ñáîðêà",
èñïîëüçóþò äë  îáúåäèíåíè  ãåíîâ VH è VL â ëèìôîöèòàõ ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ, à çàòåì
êëîíèðóþò íàáîðû ñöåïëåííûõ ãåíîâ, êàê îïèñàíî ó Embleton et al., Nucl. Acids Res.,
20:3831-3837 (1992).

Àíòèòåëà, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ïåðâè÷íûõ áèáëèîòåê (åñòåñòâåííûõ èëè
ñèíòåòè÷åñêèõ), ìîãóò îáëàäàòü óìåðåííûì ñðîäñòâîì (Kd

-1 îêîëî 106-107 Ì-1), íî
ñîçðåâàíèå ïî ñðîäñòâó ìîæíî òàêæå èìèòèðîâàòü in vitro ïóòåì ñîçäàíè  è ïîâòîðíîé
ñåëåêöèè âòîðè÷íûõ áèáëèîòåê, êàê îïèñàíî ó Winter et al. (1994), âûøå. Íàïðèìåð,
ìóòàöèþ ìîæíî âñòðîèòü in vitro ñëó÷àéíûì îáðàçîì ñ èñïîëüçîâàíèåì "îøèáàþùåéñ "
ïîëèìåðàçû (reported in Leung et al., Technique, 1:11-15 (1989) â ñïîñîáå Hawkins et
al., J. Mol. Biol., 226:889-896 (1992) èëè â ñïîñîáå Gram et al., Proc. Natl. Acad.
Sci USA, 89:3576-3580 (1992). Êðîìå òîãî, ñîçðåâàíèå ïî ñðîäñòâó ìîæíî îñóùåñòâèòü
ïóòåì ñëó÷àéíîãî ìóòèðîâàíè  îäíîé èëè áîëåå CDR â âûáðàííûõ èíäèâèäóàëüíûõ Fv-
êëîíàõ, íàïðèìåð, ñ èñïîëüçîâàíèåì ÏÖÐ è ïðàéìåðîâ, íåñóùèõ ñëó÷àéíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâë þùåé èíòåðåñ, ïðîíèçûâàþùåé CDR, è ñêðèíèðîâàíè 
êëîíîâ ïî íàèáîëüøåìó ñðîäñòâó. WO 9607754 (îïóáëèêîâàíà 14 ìàðòà 1996 ã.) îïèñûâàåò
ñïîñîá èíäóêöèè ìóòàãåíåçà â ãèïåðâàðèàáåëüíîé îáëàñòè ëåãêîé öåïè èììóíîãëîáóëèíà
äë  ñîçäàíè  áèáëèîòåêè ãåíîâ ëåãêîé öåïè. Äðóãîé ýôôåêòèâíûé ìåòîä çàêëþ÷àåòñ  â
ðåêîìáèíàöèè äîìåíîâ VH èëè VL, âûáðàííûõ ñ ïîìîùüþ ôàãîâîãî äèñïëå  è íàáîðîâ
åñòåñòâåííî âñòðå÷àåìûõ âàðèàíòîâ V-äîìåíà, ïîëó÷åííûõ îò íåèììóíèçèðîâàííûõ
äîíîðîâ, è ñêðèíèðîâàíèè íà íàèáîëüøåå ñðîäñòâî â íåñêîëüêèõ öèêëàõ ïîâòîðíîé
ïåðåòàñîâêè öåïè, êàê îïèñàíî ó Marks et al., Biotechnol., 10:779-783 (1992). Äàííûé
ìåòîä ïîçâîë åò ïîëó÷àòü àíòèòåëà è ôðàãìåíòû àíòèòåë ñî ñðîäñòâîì â äèàïàçîíå 10-9

Ì.
Ïðèãîòîâëåíèå áèáëèîòåê ôàãîâîãî äèñïëå  äë  àíòè-IFN-α êëîíîâ
a. Ñèíòåç IFN-α
Èñïîëüçóåìóþ çäåñü ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùóþ ïîäòèïû

IFN-α, ìîæíî ñîçäàòü ñ èñïîëüçîâàíèåì îïóáëèêîâàííûõ àìèíîêèñëîòíûõ è íóêëåîòèäíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èíòåðôåðîíîâ, ñì., íàïðèìåð, J. Interferon Res., 13:443-444
(1993) êîìïèë öèþ ññûëîê, ñîäåðæàùèõ ãåíîìíûå è êÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ðàçëè÷íûõ
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èíòåðôåðîíîâ òèïà I, à òàêæå öèòèðóåìûå â íåé ññûëêè. Àìèíîêèñëîòíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äë  IFN-αÀ (IFN-α2), IFN-αÂ (IFN-α8), IFN-αÑ (IFN-α10), IFN-αD
(IFN-α1), IFN-αÅ (IFN-α22), IFN-αF (IFN-α21), IFN-αG (IFN-α5) è IFN-αH (IFN-α14) èëè êÄÍÊ-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîêàçàíû íà Ôèã.3 è 4 íà ñòð. 23-24 ó Goeddel et al., Nature, 290:
20-26 (1981). êÄÍÊ, êîäèðóþùà  àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü IFN-α7 (IFN-αJ),
ïîêàçàíà Cohen et al., Dev. Biol. Standard, 60: 111-122 (1985). ÄÍÊ, êîäèðóþùèå
ïðåäñòàâë þùèå èíòåðåñ èíòåðôåðîíû, ìîæíî ïîëó÷èòü ðàçíîîáðàçíûìè ñïîñîáàìè,
èçâåñòíûìè â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè. Ýòè ñïîñîáû âêëþ÷àþò, íî íå îãðàíè÷èâàþòñ ,
õèìè÷åñêèé ñèíòåç ñ ïîìîùüþ ëþáîãî ñïîñîáà, îïèñàííîãî ó Engels et al., Agnew. Chem.
Int. Ed. Engl., 716-734 (1989), òàêîãî êàê òðèýôèðíûé, ôîñôèòíûé, ôîñôîðîàìèäèòíûé è
Í-ôîñôîíàòíûé ñïîñîá. Â îäíîì èç âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
êîäîíû, ïðåäïî÷òèòåëüíûå áëàãîäàð  ýêñïðåññèðóþùåé êëåòêå-õîç èíó, èñïîëüçóþò äë 
êîíñòðóèðîâàíè  ÄÍÊ, êîäèðóþùåé èíòåðôåðîí. Àëüòåðíàòèâíî êîäèðóþùóþ èíòåðôåðîí
ÄÍÊ ìîæíî âûäåëèòü èç ãåíîìíîé èëè èç êÄÍÊ-áèáëèîòåêè.

Ïîñëå êîíñòðóèðîâàíè  ìîëåêóëû ÄÍÊ, êîäèðóþùåé ïðåäñòàâë þùèé èíòåðåñ
èíòåðôåðîí, ïîëó÷åííóþ ìîëåêóëó ÄÍÊ ôóíêöèîíàëüíî ïðèñîåäèí þò ê
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîíòðîëèðóþùåé ýêñïðåññèþ â ýêñïðåññèðóþùåì âåêòîðå, òàêîì êàê
ïëàçìèäà, ãäå êîíòðîëèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðàñïîçíàåòñ  êëåòêîé-õîç èíîì,
òðàíñôîðìèðîâàííîé âåêòîðîì. Âîîáùå ïëàçìèäíûå âåêòîðû ñîäåðæàò ðåïëèöèðóþùèå è
êîíòðîëèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå ïîëó÷åíû èç âèäîâ, ñîïîñòàâèìûõ ñ
êëåòêîé-õîç èíîì. Âåêòîð îáû÷íî íåñåò ñàéò ðåïëèêàöèè, à òàêæå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
êîòîðûå êîäèðóþò áåëêè, îáåñïå÷èâàþùèå îòáîð ïî ôåíîòèïàì â òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòêàõ.

Äë  ýêñïðåññèè â ïðîêàðèîòè÷åñêèõ õîç åâàõ ïîäõîä ùèå âåêòîðû âêëþ÷àþò pBR322
(ATCC No.37017), phGH107 (ATCC No.40011), pBO475, pSO132, pRIT5, ëþáîé âåêòîð ñåðèè
pRIT20 èëè pRIT30 (Nilsson and Abrahmsen, Meth. Enzymol., 185:144-161 (1990)),
pRIT2T, pKK233-2, pDR540 è pPL-ë ìáäà. Ïðîêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè-õîç åâà, ñîäåðæàùèå
ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû, ïðèãîäíûå äë  èñïîëüçîâàíè  â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè,
âêëþ÷àþò E.coli K12 øòàìì 294 (ATCC NO.31446), E.coli øòàìì JM101 (Messing et al.,
Nucl. Acid Res., 9:309 (1981)), E.coli øòàìì Â, E.coli øòàìì Π1776 (ATCC No.31537), E.coli
c600 (Appleyard, Genetics, 39:440 (1954)), E.coli W3110 (F-, ãàììà, ïðîòîòðîôíûé,
ATCC No.27325), E.coli øòàìì 27Ñ7 (W3110, tonA, phoA E15, (argF-lac)169, ptr3,
degP41, ompT, kanr) (Ïàòåíò ÑØÀ ¹5288931, ATCC No.55244), Bacillus subtilis,
Salmonella typhimurium, Serratia marcesans è âèäû Pseudomonas.

Ïîìèìî ïðîêàðèîò â êà÷åñòâå êëåòîê-õîç åâ ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  ýóêàðèîòè÷åñêèå
îðãàíèçìû, òàêèå êàê äðîææè, èëè êëåòêè, ïîëó÷åííûå èç ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ. Äë 
ýêñïðåññèè â äðîææåâûõ êëåòêàõ-õîç åâàõ, òàêèõ êàê îáû÷íûå ïåêàðñêèå äðîææè èëè
Saccharomyces cerevisiae, ïîäõîä ùèå âåêòîðû âêëþ÷àþò ýïèñîìíî ðåïëèöèðóþùèåñ 
âåêòîðû íà îñíîâå 2-ìèêðîííîé ïëàçìèäû, èíòåãðèðóþùèå âåêòîðû è âåêòîðû
èñêóññòâåííîé äðîææåâîé õðîìîñîìû (YAC). Äë  ýêñïðåññèè â êëåòêàõ-õîç åâàõ
íàñåêîìûõ, òàêèõ êàê êëåòêè Sf9, ïîäõîä ùèå âåêòîðû âêëþ÷àþò áàêóëîâèðóñíûå âåêòîðû.
Äë  ýêñïðåññèè â êëåòêàõ-õîç åâàõ ðàñòåíèé, îñîáåííî äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé-õîç åâ,
òàêèõ êàê òàáàê, ñîîòâåòñòâóþùèå ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû âêëþ÷àþò âåêòîðû, ñîçäàííûå
èç Agrobacterium tumefaciens Ti-ïëàçìèäû.

Îäíàêî íàèáîëåå èíòåðåñíûìè  âë þòñ  êëåòêè-õîç åâà ïîçâîíî÷íûõ. Ïðèìåðû
ïðèãîäíûõ êëåòîê-õîç åâ ìëåêîïèòàþùèõ âêëþ÷àþò CV1-ëèíèþ êëåòîê ïî÷êè îáåçü íû,
òðàíñôîðìèðîâàííóþ SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); ëèíèþ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê ïî÷êè
÷åëîâåêà (êëåòêè 293 èëè êëåòêè 293, ñóáêëîíèðîâàííûå äë  ðîñòà â ñóñïåíçèîííîé
êóëüòóðå, Graham et al., J. Gen. Virol., 36:59 (1977); ïî÷å÷íûå êëåòêè äåòåíûøà
õîì ÷êà (BHK, ATCC CCL 10); êëåòêè  è÷íèêà/-DHER êèòàéñêîãî õîì ÷êà (CHO, Urlaub and
Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)); ìûøèíûå êëåòêè Ñåðòîëè (TM4,
Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)); êëåòêè ïî÷êè îáåçü íû (CV1 ATCC CCL 70);
êëåòêè ïî÷êè Àôðèêàíñêîé çåëåíîé ìàðòûøêè (VERO-76, ATCCC CRL-1587); ðàêîâûå êëåòêè
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øåéêè ìàòêè ÷åëîâåêà (HELA, ATCC CCL 2); êëåòêè ïî÷êè ñîáàêè (MDCK, ATCC CCL 34);
êëåòêè ïå÷åíè buffalo rat (BRL 3A, ATCC CRL 1442); êëåòêè ëåãêèõ ÷åëîâåêà (W138, ATCC
CCL 75); êëåòêè ïå÷åíè ÷åëîâåêà (Hep G2, HB 8065); êëåòêè îïóõîëè ìîëî÷íîé æåëåçû
ìûøè (MMT 060562, ATCC CCL51); TRI-êëåòêè (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci., 383:
44-68 (1982)); êëåòêè MRC 5; FS4-êëåòêè; è ëèíè  êëåòîê ãåïàòîìû ÷åëîâåêà (Hep G2).
Äë  ýêñïðåññèè â êëåòêàõ-õîç åâàõ ìëåêîïèòàþùèõ ïðèãîäíûå âåêòîðû âêëþ÷àþò âåêòîðû,
ïîëó÷àåìûå èç SV40, âåêòîðû, ïîëó÷àåìûå èç öèòîìåãàëîâèðóñà, òàêèå êàê pRK-âåêòîðû, â
òîì ÷èñëå âåêòîðû pRK5 è pRK7 (Suva et al., Science, 237:893-896 (1987), EP 307247
(3/15/89), EP 278776 (8/17/88), âåêòîðû, ïîëó÷àåìûå èç âèðóñà êîðîâüåé îñïû èëè èç
äðóãèõ ïîêñâèðóñîâ, à òàêæå ðåòðîâèðóñíûå âåêòîðû, òàêèå êàê âåêòîðû, ïîëó÷àåìûå èç
âèðóñà ëåéêîçà ìûøåé Ìîëîíè (MoMLV).

Íåîá çàòåëüíî, ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ èíòåðåñóþùèé èíòåðôåðîí, ôóíêöèîíàëüíî
ïðèñîåäèí þò ê ñåêðåòîðíîé ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äë  ñåêðåöèè
ýêñïðåññèðóåìîãî ïðîäóêòà êëåòêîé-õîç èíîì â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó. Ïðèìåðû
ñåêðåòîðíûõ ëèäåðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âêëþ÷àþò stII, ýêîòèí, lamB, ãåðïåñ GD, lpp,
ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû, èíâåðòàçû è àëüôà-ôàêòîðà. Ïðèãîäíîé äë  èñïîëüçîâàíè  â
íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè  âë åòñ  òàêæå 36 àìèíîêèñëîòíà  ëèäåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
áåëêà À (Abrahmsen et al., EMBO J., 4:3901 (1985)).

Êëåòêè-õîç åâà òðàíñôèöèðóþò è ïðåäïî÷òèòåëüíî òðàíñôîðìèðóþò ñ ïîìîùüþ
âûøåîïèñàííîé ýêñïðåññèè èëè êëîíèðóþùèìè âåêòîðàìè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  è
êóëüòèâèðóþò â ñòàíäàðòíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå, ìîäèôèöèðîâàííîé äë  èíäóêöèè
ïðîìîòîðîâ, ñåëåêöèè òðàíñôîðìàíòîâ èëè àìïëèôèêàöèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ òðåáóåìûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Òðàíñôåêöè  îòíîñèòñ  ê ïîìåùåíèþ ýêñïðåññèîííîãî âåêòîðà â êëåòêó-õîç èíà
íåçàâèñèìî îò òîãî, êàêà  èç êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ýêñïðåññèðóåòñ  â
äåéñòâèòåëüíîñòè. Ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè èçâåñòíî ìíîæåñòâî ñïîñîáîâ
òðàíñôåêöèè, íàïðèìåð îñàæäåíèå CaPO4 è ýëåêòðîïîðàöè . Îá óñïåøíîé òðàíñôåêöèè
îáû÷íî óçíàþò ïî êàêîìó-ëèáî ôóíêöèîíèðîâàíèþ äàííîãî âåêòîðà â êëåòêå-õîç èíå.

Òðàíñôîðìàöè  ïîäðàçóìåâàåò ââåäåíèå ÄÍÊ â îðãàíèçì òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ýòà ÄÍÊ
ðåïëèöèðîâàëàñü, ëèáî â êà÷åñòâå âíåõðîìîñîìíîãî ýëåìåíòà, ëèáî â âèäå õðîìîñîìíîãî
êîìïîíåíòà. Â çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçóåìîé êëåòêè-õîç èíà òðàíñôîðìàöèþ îñóùåñòâë þò
ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ, ïðèãîäíûõ äë  òàêèõ êëåòîê. Îáðàáîòêó êàëüöèåì
ñ èñïîëüçîâàíèåì õëîðèäà êàëüöè , êàê îïèñàíî â ðàçäåëå 1.82 ó Sambrook et al.,
Molecular Cloning (2nd ed.), Cold Spring Harbor Laboratory, NY (1989), êàê ïðàâèëî,
ïðèìåí þò äë  ïðîêàðèîò èëè äðóãèõ êëåòîê, êîòîðûå ñîäåðæàò ñóùåñòâåííûå ïðåï òñòâè 
â âèäå êëåòî÷íûõ ñòåíîê. Èíôèöèðîâàíèå Agrobacterium tumefaciens èñïîëüçóþò äë 
òðàíñôîðìàöèè íåêîòîðûõ ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê, êàê îïèñàíî ó Shaw et al., Gene, 23:315
(1983) è WO 89/05859, îïóáëèêîâàííîé 29 èþí  1989 ã. Äë  êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, íå
èìåþùèõ òàêèõ êëåòî÷íûõ ñòåíîê, ñïîñîá îñàæäåíè  ôîñôàòîì êàëüöè , îïèñàííûé
â ðàçäåëàõ  16.30-16.37 ó Sambrook et al., âûøå,  âë åòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíûì. Îáùèå
àñïåêòû ñèñòåìíîé òðàíñôîðìàöèè êëåòêè-õîç èíà ìëåêîïèòàþùåãî îïèñàíû Axel â
ïàòåíòå ÑØÀ ¹4399216, âûäàííîì 16 àâãóñòà 1983 ã. Òðàíñôîðìàöèþ â äðîææàõ îáû÷íî
îñóùåñòâë þò â ñîîòâåòñòâèè ñî ñïîñîáîì Van Solingen et al., J. Bact., 130:946
(1977), à òàêæå Hsiao et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76:3829 (1979). Íî ìîæíî
òàêæå èñïîëüçîâàòü è äðóãèå ñïîñîáû ââåäåíè  ÄÍÊ â êëåòêè, òàêèå êàê èíúåöèðîâàíèå
 äðà, ýëåêòðîïîðàöè , èëè ñ ïîìîùüþ ñëè íè  ïðîòîïëàñòîâ.

Ïðîêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè-õîç åâà, èñïîëüçóåìûå äë  ïîëó÷åíè  èíòåðåñóþùåãî
èíòåðôåðîíà, ìîæíî êóëüòèâèðîâàòü, êàê îïèñàíî â îñíîâíîì ó Sambrook et al., âûøå.

Êëåòêè-õîç åâà ìëåêîïèòàþùèõ, èñïîëüçóåìûå äë  ïîëó÷åíè  èíòåðåñóþùåãî
èíòåðôåðîíà, ìîæíî êóëüòèâèðîâàòü â ðàçíîîáðàçíûõ ñðåäàõ. Èìåþùèåñ  â ïðîäàæå
ñðåäû, òàêèå êàê ñðåäà Õýìà F10 (Sigma), ìèíèìàëüíà  îñíîâíà  ñðåäà ((MEM), Sigma),
RPMI-1640 (Sigma), ñðåäà Èãëà â ìîäèôèêàöèè Äþëüáåêêî ((DMEM), Sigma) ïðèãîäíû äë 
êóëüòèâèðîâàíè  êëåòîê-õîç åâ. Êðîìå òîãî, ëþáà  ñðåäà, îïèñàííà  ó Ham and Wallace,
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Meth. Enz., 58:44 (1979), Barnes and Sato, Anal. Biochem., 102:255 (1980), â Ïàòåíòàõ
ÑØÀ ¹¹4767704; 4657866; 4927762; èëè 4560655; WO 90/03430; WO 87/00195; Ïàòåíò
ÑØÀ (â äåëå) ¹30985; èëè Ïàòåíò ÑØÀ ¹5122469, ðàñêðûòèå êîòîðûõ, âñåõ, âêëþ÷åíî
çäåñü ïóòåì ññûëêè, ìîæåò èñïîëüçîâàòüñ  ñ êà÷åñòâå êóëüòóðàëüíîé ñðåäû äë  êëåòîê-
õîç åâ. Ëþáà  èç ýòèõ ñðåä ìîæåò ñîäåðæàòü äîáàâêè â âèäå ãîðìîíîâ è/èëè äðóãèõ
ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ (òàêèõ êàê ôàêòîð ðîñòà èíñóëèíà, òðàíñôåððèíà èëè ýïèäåðìèñà),
ñîëè (òàêèå êàê õëîðèä íàòðè , ñîëè êàëüöè , ìàãíè  è ôîñôàòà), áóôåðû (òàêèå êàê
HEPES), íóêëåîçèäû (òàêèå êàê àäåíîçèí èëè òèìèäèí), àíòèáèîòèêè (òàêèå êàê
ëåêàðñòâåííîå ñðåäñòâî Gentamycin), ìèêðîýëåìåíòû (óêàçàííûå â âèäå íåîðãàíè÷åñêèõ
ñîåäèíåíèé, ïðåäñòàâëåííûå îáû÷íî â êîíå÷íûõ êîíöåíòðàöè õ, èçìåð åìûõ â
ìèêðîìîë õ), è ãëþêîçà èëè ýêâèâàëåíòíûé èñòî÷íèê ýíåðãèè. Ëþáûå äðóãèå íåîáõîäèìûå
äîáàâêè ìîãóò áûòü òàêæå âêëþ÷åíû â íàäëåæàùèõ êîíöåíòðàöè õ, êîòîðûå äîëæíû áûòü
èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè. Óñëîâè  êóëüòèâèðîâàíè , òàêèå êàê
òåìïåðàòóðà, ðÍ è òîìó ïîäîáíîå, ïðåäñòàâë þò ñîáîé óñëîâè , êîòîðûå ðàíüøå
èñïîëüçîâàëè äë  êëåòîê-õîç åâ, ñåëåêòèðóåìûõ äë  ýêñïðåññèè, è äîëæíû áûòü î÷åâèäíû
ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè.

Óêàçàííûå â íàñòî ùåì îïèñàíèè êëåòêè-õîç åâà âêëþ÷àþò êëåòêè äë  in vitro-
êóëüòóðû, à òàêæå êëåòêè, êîòîðûå íàõîä òñ  â æèâîòíîì-õîç èíå.

Ïðè âíóòðèêëåòî÷íîé ýêñïðåññèîííîé ñèñòåìå èëè ñèñòåìå, ñåêðåòèðóþùåé â
ïåðèïëàçìàòè÷åñêîå ïðîñòðàíñòâî, ðåêîìáèíàíòíî ýêñïðåññèðóåìûé áåëîê èíòåðôåðîí
ìîæíî èçâëå÷ü èç êóëüòóðû êëåòîê â ðåçóëüòàòå ðàçðûâà êëåòî÷íîé ìåìáðàíû/êëåòî÷íîé
ñòåíêè õîç èíà (íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ îñìîòè÷åñêîãî øîêà èëè ñîëþáèëèçàöèè ìåìáðàíû
êëåòêè-õîç èíà â äåòåðãåíòå). Àëüòåðíàòèâíî ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê ìîæíî èçâëåêàòü èç
êóëüòóðàëüíîé ñðåäû ïðè èñïîëüçîâàíèè âíåêëåòî÷íîé ñåêðåòèðóþùåé ñèñòåìû. Íà ïåðâîé
ñòàäèè êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó èëè ëèçàò öåíòðèôóãèðóþò äë  óäàëåíè  ëþáûõ ÷àñòèö
êëåòî÷íîãî äåáðèñà. Çàòåì ðàçäåë þò ìåìáðàíû è ôðàêöèè ðàñòâîðèìîãî áåëêà. Îáû÷íî
èíòåðôåðîí âûäåë þò î÷èñòêîé èç ôðàêöèè ðàñòâîðèìîãî áåëêà. Åñëè IFN-α
ýêñïðåññèðóåòñ  â ìåìáðàííî-ñâ çàííîì âèäå, òî ìåìáðàííî-ñâ çàííûé ïåïòèä ìîæíî
èçâëå÷ü èç ìåìáðàííîé ôðàêöèè ñîëþáèëèçàöèåé ñ ïîìîùüþ äåòåðãåíòîâ. Çàòåì
íåî÷èùåííûé ïåïòèäíûé ýêñòðàêò ìîæíî åùå ðàç ïîäâåðãíóòü âûäåëåíèþ î÷èñòêîé ñ
ïîìîùüþ ñîîòâåòñòâóþùèõ ìåòîäèê, òàêèõ êàê ôðàêöèîíèðîâàíèå íà èììóííîàôôèííûõ
èëè èîíîîáìåííîé êîëîíêàõ; ýòàíîëüíîå îñàæäåíèå; îáðàùåííî-ôàçîâà  HPLC;
õðîìàòîãðàôè  íà ñèëèêàãåëå èëè íà àíèîíîîáìåííîé ñìîëå, òàêîé êàê DEAE;
õðîìàòîôîêóñèðîâêà; SDS-PAGE; îñàæäåíèå ñóëüôàòîì àììîíè ; ãåëü-ôèëüòðàöè  ñ
èñïîëüçîâàíèåì, íàïðèìåð, Ñåôàäåêñ G-75; ãèäðîôîáíîàôôèíûå ñìîëû è ñðîäñòâî ê
ëèãàíäó ñ èñïîëüçîâàíèåì èíòåðôåðîíîâîãî ðåöåïòîðà, èììîáèëèçîâàííîãî íà ìàòðèöå.

Ìíîãèå èñïîëüçóåìûå çäåñü IFN-α ÷åëîâåêà ìîæíî ïîëó÷èòü èç êîììåð÷åñêèõ
èñòî÷íèêîâ, íàïðèìåð, îò Sigma (St. Louis, MO), Calbiochem-Novabiochem Corporation
(San Diego, CA) èëè ACCURATE Chemical & Scientific Corporation (Westbury, NY).

Äë  êîíñòðóèðîâàíè  ïëàçìèä, êîòîðûå óïðàâë þò òðàíñëîêàöèåé ðàçíûõ âèäîâ hIFN-α
â ïåðèïëàçìàòè÷åñêîì ïðîñòðàíñòâå E.coli, èñïîëüçóþò îáùåïðèí òûå ìåòîäû
êëîíèðîâàíè , îïèñàííûå ó Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989). ÏÖÐ-ðåàêöèþ
îñóùåñòâë þò íà êÄÍÊ-êëîíàõ ðàçëè÷íûõ ïîäâèäîâ hIFN-α, ðàñêðûòûõ ó Goeddel et al.,
Nature 290:20-26 (1981), ñ ïîìîùüþ äîáàâë åìûõ â ñîîòâåòñòâóþùèå ïðàéìåðû ñàéòîâ
ðåñòðèêöèè Nsil è StyI. Çàòåì ïîëó÷åííûå ÏÖÐ-ïðîäóêòû ñóáêëîíèðóþò â ñîîòâåòñòâóþùèå
ñàéòû ýêñïðåññèîííîãî âåêòîðà pB0720, îïèñàííîãî ó Cunningham et al., Science 243:
1330-1336 (1989). Ïîëó÷åííûå ïëàçìèäû ïîìåùàþò äë  ïðîäóöèðîâàíè  ïîäòèïîâ hIFN-α
êîíòðîëåì ïðîìîòîðà phoA E.coli è òåïëîóñòîé÷èâîãî ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà ýíòåðîòîêñèíà
II, êàê îïèñàíî ó Chang et al., Gene 55:189-196 (1987). Ïðàâèëüíîñòü ÄÍÊ-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êàæäîãî ãåíà ïîäòâåðæäàþò ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà United States
Biochemical Sequenase Kit version 2.0. Êàæäóþ ïëàçìèäó òðàíñôîðìèðóþò â E.coli-øòàììå
27Ñ7 (ATCC #55244) è âûðàùèâàþò â 10-ëèòðîâûõ ôåðìåíòåðàõ, êàê îïèñàíî ó Carter et
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al., Bio/Technology 10:163-167 (1992). ×åëîâå÷åñêèå hIFN âûäåë þò î÷èñòêîé èç E. coli-
êëåòî÷íîé ïàñòû, ñîäåðæàùåé êàæäûé IFN-α, ñ ïîìîùüþ õðîìàòîãðàôèè ïî ñðîäñòâó.
Áàêòåðèàëüíûå êëåòêè ëèçèðóþò è ëèçàò öåíòðèôóãèðóþò ïðè 10000×g äë  óäàëåíè 
äåáðèñà. Ïîëó÷åííûé ñóïåðíàòàíò íàíîñ ò íà èììóíîàôôèííóþ êîëîíêó, ñîäåðæàùóþ
ìûøèíûå àíòè-hIFN-αB àíòèòåëà (LI-1), êîòîðûå ïîëó÷àþò, êàê îïèñàíî ó Staehelin et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. 78:1848-1852 (1981). LI-1 èììîáèëèçóþò íà ñòåêëî ñ
êîíòðîëèðóåìûìè ïîðàìè ñ ïîìîùüþ ìîäèôèöèðîâàííîãî ñïîñîáà Roy et al., Journal of
Chromatography, 303:225-228 (1984). Ñâ çàííûé èíòåðôåðîí ýëþèðóþò èç êîëîíêè 0,1 Ì
öèòðàòîì, ðÍ 3,0, ñîäåðæàùèì 20% (ìàñ./îá.) ãëèöåðèíà. Âûäåëåííûé î÷èñòêîé IFN
àíàëèçèðóþò ñ ïîìîùüþ SDS-PAGE è èììóíîáëîòòèíãà, ïîñëå ÷åãî îöåíèâàþò
áèîàêòèâíîñòü â hIFN-èíäóöèðîâàííîì ïðîòèâîâèðóñíîì àíàëèçå, êàê çäåñü îïèñàíî.

×åëîâå÷åñêóþ IFN-α2/1-ãèáðèäíóþ ìîëåêóëó (IFN-α21-62/α64-166 ïîëó÷àþò, êàê îïèñàíî ó
Rehberg et al., J. Biol. Chem., 257:11497-11502 (1992) èëè ó Horisberger and Marco,
Pharmac. Ther., 66:507-534 (1995).

b. Èììîáèëèçàöè  IFN-α
Âûäåëåííûé î÷èñòêîé IFN-α ìîæíî ïðèñîåäèíèòü ê ïîäõîä ùåé ìàòðèöå, òàêîé êàê

ãðàíóëû àãàðîçû, àêðèëàìèäíûå ãðàíóëû, ñòåêë ííûå áóñèíêè, öåëëþëîçà, ðàçëè÷íûå
àêðèëîâûå ñîïîëèìåðû, ãèäðîêñèëìåòàêðèëàòíûå ãåëè, ïîëèàêðèëîâûå èëè
ïîëèìåòàêðèëîâûå ñîïîëèìåðû, íàéëîí, íåéòðàëüíûå è èîííûå íîñèòåëè è ò.ï., äë 
èñïîëüçîâàíè  â ðàçäåëèòåëüíîé õðîìàòîãðàôèè ïî ñðîäñòâó êëîíîâ ôàãîâîãî äèñïëå .
Ïðèñîåäèíåíèå áåëêà IFN-α ê îïðåäåëåííîìó ìàòðèêñó ìîæíî îñóùåñòâèòü ñ ïîìîùüþ
ñïîñîáîâ, îïèñàííûõ â Methods in Enzymology, vol.44 (1976). Îáû÷íî èñïîëüçóåìûé ìåòîä
äë  ïðèñîåäèíåíè  áåëêîâûõ ëèãàíäîâ ê ïîëèñàõàðèäíûì ìàòðèöàì, íàïðèìåð, ê àãàðîçå,
äåêñòðàíó èëè öåëëþëîçå, âêëþ÷àåò àêòèâàöèþ íîñèòåë  ñ ïîìîùüþ öèàíèñòûõ
ãàëîãåíèäîâ è ïîñëåäóþùåãî ñâ çûâàíè  ïåðâè÷íûõ àëèôàòè÷åñêèõ èëè àðîìàòè÷åñêèõ
àìèíîâ ïåïòèäíîãî ëèãàíäà ñ àêòèâèðîâàííîé ìàòðèöåé.

Àëüòåðíàòèâíî IFN-α ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ïîêðûòè  ëóíîê àäñîðáöèîííûõ
ïëàíøåòîâ ýêñïðåññèðóåìûìè êëåòêàìè-õîç åâàìè, ïðèêðåïë åìûìè ê àäñîðáöèîííûì
ïëàíøåòàì èëè èñïîëüçóåìûìè äë  ñîðòèðîâêè êëåòîê, èëè êîíúþãèðîâàííûìè ñ áèîòèíîì
äë  óëàâëèâàíè  ãðàíóëàìè, ïîêðûòûìè ñòðåïòàâèäèíîì, èëè èñïîëüçóåìûìè â ëþáîì
èíîì õîðîøî èçâåñòíîì â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè ñïîñîáå äë  óêëàäêè áèáëèîòåê ôàãîâîãî
äèñïëå .

ñ. Ìåòîäû ïýííèíãà
Îáðàçöû ôàãîâîãî äèñïëå  ïðèâîä ò â ñîïðèêîñíîâåíèå ñ èììîáèëèçîâàííûì IFN-α â

óñëîâè õ, ïðèãîäíûõ äë  ñâ çûâàíè , ïî ìåíüøåé ìåðå, ÷àñòè ôàãîâûõ ÷àñòèö ñ
àäñîðáåíòîì. Óñëîâè , âêëþ÷àþùèå ðÍ, èîííóþ ñèëó, òåìïåðàòóðó è ò.ï., îáû÷íî
ïîäáèðàþò òàê, ÷òîáû èìèòèðîâàòü ôèçèîëîãè÷åñêèå óñëîâè . Ñâ çàííûé ñ òâåðäîé ôàçîé
ôàã ïðîìûâàþò è çàòåì ýëþèðóþò êèñëîòîé, íàïðèìåð, êàê îïèñàíî ó Barbas et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88:7978-7982 (1991), èëè ùåëî÷üþ, íàïðèìåð, êàê îïèñàíî ó Marks
et al, J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991), èëè IFN-α-àíòèãåíîì, íàïðèìåð, ïî ìåòîäó,
àíàëîãè÷íîìó àíòèãåí-êîíêóðåíòíîìó ñïîñîáó Clackson et al., Nature, 352:624-628
(1991). Ôàã ìîæíî îáîãàòèòü 20-1000-êðàòíî çà îäèí öèêë ñåëåêöèè. Êðîìå òîãî,
îáîãàùåííûé ôàã ìîæíî âûðàñòèòü â áàêòåðèàëüíîé êóëüòóðå è ïîäâåðãíóòü ïîñëåäóþùèì
öèêëàì ñåëåêöèè.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ôàã,
ïîñëåäîâàòåëüíî èíêóáèðîâàííûé ñ ðàçíûìè ïîäòèïàìè IFN-α, èììîáèëèçóþò äë  åãî
èäåíòèôèêàöèè è ïîñëåäóþùåé õàðàêòåðèñòèêè ôàãîâûõ êëîíîâ, êîòîðûå ïðî âë þò
ñóùåñòâåííîå ñâ çûâàíèå ñ áîëüøèíñòâîì, ïðåäïî÷òèòåëüíî ñî âñåìè, ïîäòèïàìè IFN-α.
Â äàííîì ñïîñîáå ôàã âíà÷àëå èíêóáèðóþò ñ îäíèì ñïåöèôè÷íûì ïîäòèïîì IFN-α.
Ñâ çàííûé ñ äàííûì ïîäòèïîì ôàã ýëþèðóþò è ïîäâåðãàþò ñåëåêöèè ñ ïîìîùüþ äðóãîãî
ïîäòèïà IFN-α. Çàòåì äàííûé ïðîöåññ ñâ çûâàíè  è ýëþèðîâàíè  ïîâòîð þò ñî âñåìè
ïîäòèïàìè IFN-α. Â ñàìîì êîíöå äàííà  îïåðàöè  äàåò ïîïóë öèþ ôàãà,
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âîñïðîèçâîä ùåãî àíòèòåëà ñ øèðîêîé ðåàêòèâíîñòüþ ïðîòèâ âñåõ ïîäòèïîâ IFN-α. Çàòåì
ýòè ôàãè ìîæíî òåñòèðîâàòü ïðîòèâ äðóãèõ âèäîâ IFN, ò.å. èíûõ, ÷åì IFN-α, ñ öåëüþ
îòîáðàòü òå êëîíû, êîòîðûå íå äåìîíñòðèðóþò ñóùåñòâåííîãî ñâ çûâàíè  ñ äðóãèìè
âèäàìè IFN. Íàêîíåö, îòîáðàííûå ôàãîâûå êëîíû ìîæíî ïðîâåðèòü íà èõ ñïîñîáíîñòü
íåéòðàëèçîâàòü áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, íàïðèìåð, ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü,
ðàçëè÷íûõ ïîäòèïîâ IFN-α, ïîñëå ÷åãî êëîíû, ïðåäñòàâë þùèå àíòèòåëà ñ øèðîêîé
íåéòðàëèçóþùåé àêòèâíîñòüþ ïðîòèâ áîëüøèíñòâà, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðîòèâ âñåõ ïîäòèïîâ
IFN-α, îòáèðàþò îêîí÷àòåëüíî.

Ýôôåêòèâíîñòü îòáîðà çàâèñèò îò ìíîãèõ ôàêòîðîâ, â òîì ÷èñëå îò êèíåòèê äèññîöèàöèè
âî âðåì  ïðîìûâêè è îò òîãî, ìîæåò ëè ìíîæåñòâî àíòèòåëüíûõ ôðàãìåíòîâ îäíîãî ôàãà
îäíîâðåìåííî ñâ çàòüñ  ñ àíòèãåíîì. Àíòèòåëà ñ áûñòðîé êèíåòèêîé äèññîöèàöèè (è
ñëàáûì ñðîäñòâîì ñâ çûâàíè ) ìîæíî óäåðæàòü ïóòåì ïðèìåíåíè  êîðîòêèõ ïðîìûâîê,
ìóëüòèâàëåíòíîãî ôàãîâîãî äèñïëå  è âûñîêîé ïëîòíîñòè ïîêðûâàþùåãî àíòèãåíà íà
òâåðäîé ôàçå. Âûñîêà  ïëîòíîñòü íå òîëüêî ñòàáèëèçèðóåò ôàã âñëåäñòâèå
ìóëüòèâàëåíòíûõ âçàèìîäåéñòâèé, íî è áëàãîïðè òñòâóåò ïîâòîðíîìó ñâ çûâàíèþ
äèññîöèèðîâàííîãî ôàãà. Îòáîð àíòèòåë ñ ìåäëåííîé êèíåòèêîé äèññîöèàöèè (è õîðîøèì
ñðîäñòâîì ñâ çûâàíè ) ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ïðèìåíåíèþ äëèòåëüíûõ ïðîìûâîê è
ìîíîâàëåíòíîãî ôàãîâîãî äèñïëå , êàê îïèñàíî ó Bass et al., Proteins, 8:309-314
(1990) è â WO 92/09690, è íèçêîé ïëîòíîñòè ïîêðûòè  àíòèãåíîì, êàê îïèñàíî ó Marks et
al., Biotechnol., 10:779-783 (1992).

Ïðåäñòàâë åòñ  âîçìîæíûì âûáèðàòü ìåæäó ôàãîâûìè àíòèòåëàìè IFN-α ñ ðàçíûì
ñðîäñòâîì, äàæå ñ íåçíà÷èòåëüíûì ñðîäñòâîì. Îäíàêî ñëó÷àéíà  ìóòàöè  â âûáðàííîì
àíòèòåëå (íàïðèìåð, îñóùåñòâë åìà  â íåêîòîðûõ âûøåîïèñàííûõ ìåòîäàõ ñîçðåâàíè  ïî
ñðîäñòâó), âåðî òíî, äàåò íà÷àëî ìíîãèì ìóòàíòàì, â áîëüøèíñòâå ñâ çûâàþùèìèñ  ñ
àíòèãåíîì, è ëèøü íåìíîãèå èç êîòîðûõ - ñ áîëåå âûñîêèì ñðîäñòâîì. Ïðè îãðàíè÷åíèè
IFN-α ôàã ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì ìîæåò îêàçàòüñ  âíå êîíêóðåíöèè. ×òîáû ñîõðàíèòü âñå
ìóòàíòû ñ íàèáîëüøèì ñðîäñòâîì, ôàã ìîæíî èíêóáèðîâàòü ñ èçáûòêîì
áèîòèíèëèðîâàííîãî IFN-α, îäíàêî ñ áèîòèíèëèðîâàííûì IFN-α - â êîíöåíòðàöèè ñ
ïîíèæåííîé ìîë ðíîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ öåëåâîé ìîë ðíîé êîíñòàíòîé ñðîäñòâà äë 
IFN-α. Ñâ çûâàþùèé ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì ôàã ìîæíî çàòåì óëîâèòü ñ ïîìîùüþ
ïàðàìàãíèòíûõ øàðèêîâ, ïîêðûòûõ ñòðåïòàâèäèíîì. Òàêîé "ðàâíîâåñíûé çàõâàò" ïîçâîë åò
àíòèòåëàì ñåëåêòèðîâàòüñ  â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ ñðîäñòâîì ñâ çûâàíè  è ñ
÷óâñòâèòåëüíîñòüþ, êîòîðà  ïîçâîë åò âûäåë òü ìóòàíòíûå êëîíû êàê ìèíèìóì ñ
äâóêðàòíî ïðåâûøàþùèì ñðîäñòâîì èç áîëüøîãî ÷èñëà ôàãîâ ñ áîëåå íèçêèì ñðîäñòâîì.
Óñëîâè , èñïîëüçóåìûå äë  ïðîìûâêè ôàãà, ñâ çàííîãî ñ òâåðäîé ôàçîé, ìîæíî òàêæå
ðåãóëèðîâàòü äë  ðàçäåëåíè  íà îñíîâå êèíåòèê äèññîöèàöèè.

Â îäíîì èç âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ôàã ïîñëåäîâàòåëüíî
èíêóáèðóþò ñ ðàçíûìè ïîäòèïàìè IFN-α, èììîáèëèçîâàííûìè íà òâåðäîì íîñèòåëå, òàêîì
êàê âûøåîïèñàííà  ìàòðèöà èç ïîëèìåðíûõ ãðàíóë äë  õðîìàòîãðàôèè. Â äàííîì ñïîñîáå
ôàã âíà÷àëå èíêóáèðóþò ñ îäíèì ñïåöèôè÷íûì ïîäòèïîì IFN-α. Ñâ çàííûé ñ ýòèì
ïîäòèïîì ôàã ýëþèðóþò èç òâåðäîé ôàçû ïîäõîä ùèì ýëþåíòîì, íàïðèìåð ëþáîé ñîëüþ
èëè êèñëûì áóôåðîì, ñïîñîáíûìè âûñâîáîäèòü ñâ çàííûé ôàã â ðàñòâîð. Çàòåì
ýëþèðîâàííûå ôàãîâûå êëîíû ïîäâåðãàþò ñåëåêöèè ñ äðóãèì ïîäòèïîì IFN-α. ×òîáû
îáîãàòèòü ïîïóë öèþ êëîíîâ, êîòîðûå êîíêóðèðóþò ñ ðàñòâîðåííûì IFNAR2 çà ñâ çûâàíèå
ñ IFN-α, ôàãîâûå êëîíû, èçâëå÷åííûå â íåñêîëüêèõ öèêëàõ õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî
ðàçäåëåíè  ïîäòèïîâ IFN-α, èíêóáèðóþò ñ êîìïëåêñîì èììîáèëèçîâàííûõ IFNAR2,
ïðåäâàðèòåëüíî àäñîðáèðîâàííûõ ñ IFN-α, à íåàäñîðáèðîâàííûå ôàãîâûå êëîíû
èçâëåêàþò èç èíêóáàöèîííîé ðåàêöèîííîé ñìåñè.

Ïðîöåäóðû îòáîðà ìîæíî ðàçðàáîòàòü äë  èñïîëüçîâàíè  â ëþáîì ïîäõîä ùåì ìåòîäå
ñòóïåí÷àòîé õðîìàòîãðàôèè. Â îäíîì èç âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  ôàãîâûå êëîíû àäñîðáèðóþò íà ìàòðèöå ñ IFN-α â ñóñïåíçèè ïîëèìåðíûõ
ãðàíóë, äàííûå àäñîðáèðîâàííûå ãðàíóëû èçâëåêàþò öåíòðèôóãèðîâàíèåì, èçâëå÷åííûå
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ãðàíóëû ðåñóñïåíäèðóþò è èíêóáèðóþò â ñîîòâåòñòâóþùåì áóôåðå äë  ýëþöèè, êàê
íàïðèìåð, â ëþáîì ñîëåâîì èëè êèñëîì áóôåðå, ñïîñîáíîì âûñâîáîäèòü ñâ çàííûé ôàã â
ðàñòâîð, ïîñëå ÷åãî ïîëó÷åííóþ ýëþöèîííóþ ñìåñü öåíòðèôóãèðóþò, à ýëþèðîâàííûå
ôàãîâûå êëîíû èçâëåêàþò èç ïîëó÷åííîãî ñóïåðíàòàíòà è çàòåì îïåðàöèþ
àäñîðáöè /ýëþöè  ïîâòîð þò äë  êàæäîãî î÷åðåäíîãî ïîäòèïà IFN-α. ×òîáû îáîãàòèòü
ïîïóë öèþ êëîíîâ, êîòîðûå êîíêóðèðóþò ñ ðàñòâîðèìûì IFNAR2 çà ñâ çûâàíèå ñ IFN-α,
ôàãîâûå êëîíû èçâëåêàþò èç õðîìàòîãðàôè÷åñêè îòäåëåííîãî ïîäòèïà IFN-α è èíêóáèðóþò
ñ ñóñïåíçèåé IFNAR2 â ôîðìå ïðîèçâîäíûõ ïîëèìåðíûõ ãðàíóë, ïðåäâàðèòåëüíî
àäñîðáèðîâàííûõ ñ IFN-α, ýòó èíêóáàöèîííóþ ñìåñü öåíòðèôóãèðóþò è íåàäñîðáèðîâàííûå
ôàãîâûå êëîíû èçâëåêàþò èç ñóïåðíàòàíòà.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðîöåäóðà îòáîðà
ïðåäíàçíà÷àåòñ  äë  îáîãàùåíè  ïîïóë öèè ôàãà, ñïîñîáíîé èíãèáèðîâàòü ñâ çûâàíèå
IFN-α ñ IFNAR2 â òå÷åíèå êàæäîãî õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî ðàçäåëåíè  ïî ñðîäñòâó. Â äàííîì
ñïîñîáå ôàã ïîñëåäîâàòåëüíî èíêóáèðóþò ñ êàæäûì ñïåöèôè÷íûì ïîäòèïîì IFN-α,
èììîáèëèçîâàííûì íà òâåðäîì íîñèòåëå, à çàòåì ýëþèðóþò ñ òâåðäîé ôàçû ñ ïîìîùüþ
ýëþåíòà, âêëþ÷àþùåãî èçáûòîê ðàñòâîðèìîãî IFNAR2, òàêîãî, íàïðèìåð, êàê IFNAR2 ECD-
IgG Fc, â óñëîâè õ, ãäå ðàñòâîðèìûé IFNAR2 ñïîñîáåí âûòåñí òü ëþáîé ôàãîâûé êëîí,
êîòîðûé êîíêóðèðóåò ñ IFNAR2 çà ñâ çûâàíèå ñ èììîáèëèçîâàííûì IFN-α. Çàòåì ýòîò
ïðîöåññ ïî ñâ çûâàíèþ è ýëþöèè ïîâòîð þò ñ êàæäûì ñïåöèôè÷íûì ïîäòèïîì IFN-α.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ôàãîâûå êëîíû
àäñîðáèðóþò ñ ñóñïåíçèåé IFN-α â ôîðìå ïðîèçâîäíûõ ïîëèìåðíûõ ãðàíóë,
àäñîðáèðîâàííûå ãðàíóëû èçâëåêàþò öåíòðèôóãèðîâàíèåì, èçâëå÷åííûå ãðàíóëû
ðåñóñïåíäèðóþò è èíêóáèðóþò â ïîäõîä ùåì ýëþèðóþùåì áóôåðå, âêëþ÷àþùåì èçáûòîê
ðàñòâîðèìîãî IFNAR2 (òàêîãî êàê IFNAR2 ECD-IgG Fc) â óñëîâè õ, ãäå ðàñòâîðèìûé IFNAR2
ñïîñîáåí âûòåñíèòü ëþáîé ôàãîâûé êëîí, êîòîðûé êîíêóðèðóåò ñ IFNAR2 çà ñâ çûâàíèå ñ
èììîáèëèçîâàííûì IFN-α, è âûñâîáîæäàåò ñâ çàííûé ôàã â ðàñòâîð, ïîëó÷åííóþ
ýëþöèîííóþ ñìåñü öåíòðèôóãèðóþò, ýëþèðîâàííûå ôàãîâûå êëîíû èçâëåêàþò èç
ñóïåðíàòàíòà, è çàòåì îïåðàöèþ àäñîðáöè /ýëþöè  ïîâòîð þò äë  êàæäîãî î÷åðåäíîãî
ïîäòèïà IFN-α.

Â êîíöå ïðîöåäóðà äàåò ïîïóë öèþ ôàãà, îáíàðóæèâàþùåãî àíòèòåëà ñ àêòèâíîñòüþ,
èíãèáèðóþùåé ñâ çûâàíèå IFNAR2 â øèðîêîì äèàïàçîíå ïîäòèïîâ IFN-α. Ýòè ôàãè ìîæíî
çàòåì òåñòèðîâàòü ïðîòèâ äðóãèõ âèäîâ IFN (èíûõ, ÷åì âèäû IFN-α), òàêîãî êàê IFN-N, ñ

òåì, ÷òîáû îòîáðàòü òå êëîíû, êîòîðûå íå ïðî âë þò ñóùåñòâåííîãî ñâ çûâàíè  ñ äðóãèìè
âèäàìè IFN. Íàêîíåö, îòîáðàííûå ôàãîâûå êëîíû ìîæíî ïðîâåðèòü íà èõ ñïîñîáíîñòü
íåéòðàëèçîâàòü áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, íàïðèìåð, ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü, ðàçíûõ
ïîäòèïîâ IFN-α, è êëîíû, ïðåäñòàâë þùèå àíòèòåëà ñ øèðîêîé íåéòðàëèçóþùåé
àêòèâíîñòüþ ïðîòèâ áîëüøèíñòâà, ïðåäïî÷òèòåëüíî âñåõ ïîäòèïîâ IFN-α, îòáèðàþò
îêîí÷àòåëüíî.

Ñåëåêöèîííà  àêòèâíîñòü àíòè-IFN-α êëîíîâ
Â îäíîì èç âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñîçäàíû àíòè-IFN-α

àíòèòåëà, êîòîðûå ñâ çûâàþò, à òàêæå íåéòðàëèçóþò àêòèâíîñòü áîëüøèíñòâà,
ïðåäïî÷òèòåëüíî âñåõ ïîäòèïîâ IFNα è ñóùåñòâåííî íå ñâ çûâàþò èëè ñóùåñòâåííî íå
íåéòðàëèçóþò àêòèâíîñòü ëþáûõ äðóãèõ âèäîâ èíòåðôåðîíà. Íàïðèìåð, ìîæíî
ïðîòåñòèðîâàòü ñïîñîáíîñòü ðàçëè÷íûõ ôàãîâûõ êëîíîâ íåéòðàëèçîâàòü ïðîòèâîâèðóñíûå
àêòèâíîñòè ðàçëè÷íûõ ïîäòèïîâ IFN-α ïðàêòè÷åñêè òåì æå ñïîñîáîì, êîòîðûé îïèñàí
ðàíüøå äë  àíòèòåë.

4. Ïîëó÷åíèå ðàñòâîðèìîãî IFNAR2-IgG
êÄÍÊ, êîäèðóþùóþ ÷åëîâå÷åñêèå èììóíîãëîáóëèíîâûå ñëèòûå áåëêè (èììóíîàäãåçèíû),

íà îñíîâå âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà (ECD) hIFNAR2 (êëîí pRK5 hIFNAR2-IgG), ìîæíî ñîçäàòü
ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïîñîáîâ, àíàëîãè÷íûõ ñïîñîáàì, êîòîðûå îïèñàíû Haak-Frendscho et
al., Immunology 79:594-599 (1993) äë  êîíñòðóèðîâàíè  ìûøèíîãî IFN-α ðåöåïòîðíîãî
èììóíîàäãåçèíà. Âêðàòöå, ïëàçìèäó pRKCD42Fc1 êîíñòðóèðóþò òàê, êàê îïèñàíî â
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Ïðèìåðå 4 WO 89/02922 (PCT/US88/03414, îïóáëèêîâàííà  6 àïðåë  1989 ã.). êÄÍÊ,
êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïåðâûõ 216 îñòàòêîâ çðåëîãî hIFNAR2 ECD, ïîëó÷àþò èç
îïóáëèêîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (Novick et al., Cell, 77:391-400 [1994]).
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ CD4 â pRKCD4Fc1, çàìåùàþò êÄÍÊ, êîäèðóþùåé
hIFNAR2 ECD, ñ îáðàçîâàíèåì êëîíà pRK5hIFNAR2-IgG. hIFNAR2-IgG ýêñïðåññèðóåòñ  â
êëåòêàõ 293 ïî÷êè ýìáðèîíà ÷åëîâåêà ïóòåì âðåìåííîé òðàíñôåêöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìåòîäà îñàæäåíè  ôîñôàòîì êàëüöè . Ïîëó÷åííûé èììóíîàäãåçèí âûäåë þò î÷èñòêîé èç
ñóïåðíàòàíòîâ áåññûâîðîòî÷íûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð îäíîé ñòàäèåé õðîìàòîãðàôèåé ïî
ñðîäñòâó íà êîëîíêå ñ áåëêîì À-ñåôàðîçîé, êàê îïèñàíî ó Haak-Frendscho et al. (1993),
âûøå. Ñâ çàííûé hIFNAR2-IgG ýëþèðóþò 0,1 Ì öèòðàòíûì áóôåðîì, ðÍ 3,0, ñîäåðæàùèì
20% (ìàñ./îá.) ãëèöåðèíà. hIFNAR2-IgG âûäåë þò î÷èñòêîé, äîñòèãàþùåé 95% ÷èñòîòû,
åñëè ñóäèòü ïî SDS-PAGE.

5. Èñïîëüçîâàíèå àíòè-IFN-α àíòèòåë â äèàãíîñòèêå
Àíòè-IFN-α àíòèòåëà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë þòñ  óíèêàëüíûìè àíàëèòè÷åñêèìè

ðåàãåíòàìè â äèàãíîñòè÷åñêèõ àíàëèçàõ ýêñïðåññèè IFN-α. Êàê óêàçàíî ðàíåå, ýêñïðåññè 
IFN-α ïîâûøàåòñ  ïðè íåêîòîðûõ àóòîèììóííûõ çàáîëåâàíè õ, òàêèõ êàê IDDM, SLE, è
àóòîèììóííîì òèðåîèäèòå. Ïîâûøåííóþ ýêñïðåññèþ ðàçëè÷íûõ ïîäòèïîâ IFN-α â òàêèõ
çàáîëåâàíè õ ìîæíî âû âèòü è êîëè÷åñòâåííî îöåíèòü ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòè-IFN-α
àíòèòåë íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñ øèðîêîé ðåàêòèâíîñòüþ ïðîòèâ áîëüøèíñòâà ïîäòèïîâ
IFN-α. Àíòè-IFN-α àíòèòåëà ïðèãîäíû òàêæå äë  âûäåëåíè  î÷èñòêîé ïî ñðîäñòâó
ðàçëè÷íûõ ïîäòèïîâ IFN-α èç ðåêîìáèíàíòíûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð èëè èç ïðèðîäíûõ
èñòî÷íèêîâ.

Àíòè-IFN-α àíòèòåëà ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  äåòåêöèè IFN-α â ëþáîì èç
ìíîãî÷èñëåííûõ õîðîøî èçâåñòíûõ äèàãíîñòè÷åñêèõ ñïîñîáîâ àíàëèçà. Íàïðèìåð,
áèîëîãè÷åñêèé îáðàçåö ìîæíî ïðîàíàëèçèðîâàòü íà íàëè÷èå IFN-α ïîñëå ïîëó÷åíè 
òàêîãî îáðàçöà èç òðåáóåìîãî èñòî÷íèêà, ñìåøèâàíè  äàííîãî îáðàçöà ñ àíòè-IFN-α
àíòèòåëîì, ÷òî ïîçâîë åò àíòèòåëó îáðàçîâàòü êîìïëåêñ àíòèòåëî/IFN-α ñ ëþáûì ïîäòèïîì
IFN-α, ïðèñóòñòâóþùèì â ñìåñè, è äåòåêòèðîâàòü ëþáîé êîìïëåêñ àíòèòåëî/IFN-α,
ïðåäñòàâëåííûé â ñìåñè. Èññëåäóåìûé áèîëîãè÷åñêèé îáðàçåö ìîæíî ïîäãîòîâèòü äë 
àíàëèçà ñ ïîìîùüþ ñïîñîáîâ, èçâåñòíûõ â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè è ïîäõîä ùèõ äë 
êîíêðåòíîãî îáðàçöà. Ñïîñîáû ñìåøèâàíè  áèîëîãè÷åñêîãî îáðàçöà ñ àíòèòåëàìè è
ñïîñîáû äåòåêòèðîâàíè  êîìïëåêñà àíòèòåëî/IFN-α âûáèðàþò â ñîîòâåòñòâèè ñ âèäîì
ïðèìåí åìîãî àíàëèçà. Òàêèå àíàëèçû âêëþ÷àþò êîíêóðåíòíûé è ñýíäâè÷-àíàëèç, à òàêæå
àíàëèç ñòåðè÷åñêîãî èíãèáèðîâàíè . Â êîíêóðåíòíîì ñïîñîáå è ñýíäâè÷-ñïîñîáå
èñïîëüçóþò ñòàäèþ ôàçîðàçäåëåíè  â êà÷åñòâå ñîñòàâë þùåé äàííîãî ñïîñîáà, òîãäà êàê
àíàëèç ñòåðè÷åñêîãî èíãèáèðîâàíè  îñóùåñòâë þò â îäíîé ðåàêöèîííîé ñìåñè.

Â àíàëèòè÷åñêèõ ñïîñîáàõ äë  âñåõ IFN-α èñïîëüçóþò îäèí èëè áîëåå èç ñëåäóþùèõ
ðåàãåíòîâ: ìå÷åíûé àíàëîã IFN-α, èììîáèëèçîâàííûé àíàëîã IFN-α, ìå÷åíîå àíòè-IFN-α
àíòèòåëî, èììîáèëèçîâàííîå àíòè-IFN-α àíòèòåëî è ñòåðè÷åñêèå êîíúþãàòû. Ìå÷åíûå
ðåàãåíòû èçâåñòíû òàêæå â êà÷åñòâå "òðåéñåðîâ" ("ðàäèîìåòîê").

Èñïîëüçóåìà  ìåòêà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ëþáóþ äåòåêòèðóåìóþ ôóíêöèîíàëüíîñòü,
êîòîðà  íå âëè åò íà ñâ çûâàíèå IFN-α ñ àíòè-IFN-α àíòèòåëîì. Èçâåñòíî ìíîæåñòâî
ìåòîê, êîòîðûå èñïîëüçóþò â èììóíîëîãè÷åñêîì àíàëèçå, ïðèìåðû âêëþ÷àþò
ñîñòàâë þùèå, êîòîðûå ìîæíî äåòåêòèðîâàòü íåïîñðåäñòâåííî, òàêèå êàê ôëóîðîõðîì,
õåìèëþìèíåñöåíòíà  ñîñòàâë þùà  è ðàäèîàêòèâíûå ìåòêè, à òàêæå òàêèå ñîñòàâë þùèå,
êàê ôåðìåíòû, êîòîðûå äîëæíû âçàèìîäåéñòâîâàòü èëè äåðèâàòèçèðîâàòüñ , ÷òîáû
äåòåêòèðîâàòüñ . Ïðèìåðû òàêèõ ìåòîê âêëþ÷àþò ðàäèîèçîòîïû Ð32, Ñ14, I125, Í3 è I131,
ôëóîðîôîðû, òàêèå êàê ðåäêîçåìåëüíûå õåëàòû èëè ôëóîðåñöåèí è åãî ïðîèçâîäíûå,
ðîäàìèí è åãî ïðîèçâîäíûå, äàíñèë, óìáåëëèôåðîí, ëþöèôåðàçû, íàïðèìåð, ëþöèôåðàçà
ñâåòë ÷êà è áàêòåðèàëüíà  ëþöèôåðàçà (Ïàò. ÑØÀ ¹4737456), ëþöèôåðèí, 2,3-
äèãèäðîôòàëàçèíäèîíû, ïåðîêñèäàçà õðåíà (HRP), ùåëî÷íà 
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ôîñôàòàçà, β-ãàëàêòîçèäàçà, ãëþêîàìèëàçà, ëèçîöèì, ñàõàðèäîêñèäàçû, íàïðèìåð,
ãëþêîîêñèäàçà, ãàëàêòîîêñèäàçà è ãëþêîçî-6-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçà, ãåòåðîöèêëè÷åñêèå
îêñèäàçû, òàêèå êàê óðèêàçà è êñàíòèíîêñèäàçà, êîíäåíñèðîâàííûå ñ ôåðìåíòîì, êîòîðûé
èñïîëüçóåò ïåðåêèñü âîäîðîäà äë  îêèñëåíè  êðàñèòåë -ïðåäøåñòâåííèêà, òàêîãî êàê HRP,
ëàêòîïåðîêñèäàçà èëè ìèêðîïåðîêñèäàçà, áèîòèí/àâèäèí, ñïèí-ìåòêè, ìåòêè áàêòåðèîôàãà,
ñòàáèëüíûå ñâîáîäíûå ðàäèêàëû è ò.ï.

Äë  êîâàëåíòíîãî ñâ çûâàíè  ýòèõ ìåòîê ñ áåëêàìè â ðàñïîð æåíèè èìåþòñ 
òðàäèöèîííûå ñïîñîáû. Íàïðèìåð, êîíäåíñèðóþùèå àãåíòû, òàêèå êàê äèàëüäåãèäû,
êàðáîäèèìèäû, äèìàëåèìèäû, áèñ-èìèäàòû, áèñ-äèàçîòèðîâàííûé áåíçèäèí è èì
ïîäîáíûå, ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ìàðêèðîâàíè  àíòèòåë ñ ïîìîùüþ âûøåóêàçàííûõ
ôëóîðåñöåíòíûõ, õåìèëþìèíåñöåíòíûõ è ôåðìåíòàòèâíûõ ìåòîê. Ñì., íàïðèìåð, ïàòåíò
ÑØÀ ¹¹3940475 (ôëóîðèìåòðè ) è 3645090 (ôåðìåíòû); Hunter et al., Nature, 144:945
(1962); David et al., Biochemistry, 13:1014-1021 91974); Pain et al., J. Immunol.
Methods, 40:219-230 (1981); è Nygren, J. Histochem. and Cytochem., 30:407-412 (1982).
Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ìåòêàìè çäåñü  âë þòñ  ôåðìåíòû, òàêèå êàê ïåðîêñèäàçà õðåíà è
ùåëî÷íà  ôîñôàòàçà.

Êîíúþãèðîâàíèå òàêîé ìåòêè, â òîì ÷èñëå è ôåðìåíòîâ, ñ àíòèòåëîì  âë åòñ 
ñòàíäàðòíîé ðàáî÷åé îïåðàöèåé äë  ñïåöèàëèñòîâ â îáëàñòè èììóíîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà.
Ñì., íàïðèìåð, O'Sullivan et al., "Methods for the Preparation of Enzyme-antibody
Conjugates for Use in Enzyme Immunoassay", in Methods Enzymology, ed. J.J.Langone and
H.Van Vunakis, Vol.73 (Academic Press, New York, New York, 1981), pp.147-166.

Äë  íåêîòîðûõ ñïîñîáîâ àíàëèçà íåîáõîäèìû ðåàãåíòû äë  èììîáèëèçàöèè.
Èììîáèëèçàöè  âëå÷åò çà ñîáîé îòäåëåíèå àíòè-IFN-α àíòèòåëà îò ëþáîãî IFN-α, êîòîðûé
îñòàåòñ  ñâîáîäíûì â ðàñòâîðå. Ýòî îáû÷íî ïðîèñõîäèò ëèáî â ðåçóëüòàòå íåðàñòâîðåíè 
àíòè-IFN-α àíòèòåëà èëè àíàëîãà IFN-α äî ïðîöåäóðû àíàëèçà, à òàêæå â ðåçóëüòàòå
àäñîðáöèè íà âîäîíåðàñòâîðèìóþ ìàòðèöó èëè ïîâåðõíîñòü (Bennich et al., Ïàò. ÑØÀ
¹3720760) âñëåäñòâèå êîâàëåíòíîãî ïðèñîåäèíåíè  (íàïðèìåð, ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñøèâàíè  ãëóòàðàëüäåãèäîì) ëèáî èç-çà íàñòóïèâøåãî ïîçäíåå íåðàñòâîðåíè  àíòè-IFN-α
àíòèòåëà èëè àíàëîãà IFN-α, íàïðèìåð âñëåäñòâèå èììóíîïðåöèïèòàöèè.

Äðóãèå ñïîñîáû àíàëèçà, èçâåñòíûå â êà÷åñòâå êîíêóðåíòíîãî èëè ñýíäâè÷-àíàëèçà,
âåñüìà óêîðåíèëèñü è øèðîêî èñïîëüçóþòñ  â êîììåð÷åñêîé äèàãíîñòèêå.

Êîíêóðåíòíûå àíàëèçû çàâèñ ò îò ñïîñîáíîñòè èíäèêàòîðíîãî àíàëîãà IFN-α
êîíêóðèðîâàòü ñ òåñòèðóåìûì îáðàçöîì IFN-α çà îãðàíè÷åííîå êîëè÷åñòâî àíòèãåí-
ñâ çûâàþùèõ ñàéòîâ àíòè-IFN-α àíòèòåëà. Àíòè-IFN-α àíòèòåëî îáû÷íî èíñîëþáèëèçèðóþò
äî èëè ïîñëå êîíêóðåíöèè è ðàäèîìåòêó è IFN-α, ñâ çàííûå ñ àíòè-IFN-α àíòèòåëîì,
îòäåë þò îò íåñâ çàííûõ ðàäèîìåòêè è IFN-α. Ðàçäåëåíèå îñóùåñòâë þò ïóòåì
äåêàíòèðîâàíè  (ïðè÷åì ñâ çûâàþùèé ïàðòíåð çàðàíåå èíñîëþáèëèçèðóþò) èëè ïóòåì
öåíòðèôóãèðîâàíè  (êîãäà ïàðòíåð ñâ çûâàíè  îñàæäàþò ïîñëå êîíêóðåíòíîé ðåàêöèè).
Êîëè÷åñòâî òåñòèðóåìîãî îáðàçöà IFN-α îáðàòíî ïðîïîðöèîíàëüíî êîëè÷åñòâó ñâ çàííîé
ðàäèîìåòêè, ÷òî èçìåð þò ïî êîëè÷åñòâó ìàðêåðíîãî âåùåñòâà. Ïîëó÷àþò äîçîçàâèñèìûå
êðèâûå ñ èçâåñòíûìè êîëè÷åñòâàìè IFN-α è ñðàâíèâàþò ñ ðåçóëüòàòàìè òåñòèðîâàíè 
êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  ïðèñóòñòâóþùåãî â òåñò-îáðàçöå ñîäåðæàíè  IFN-α. Ïðè
èñïîëüçîâàíèè ôåðìåíòîâ â êà÷åñòâå äåòåêòèðóåìûõ ìàðêåðîâ ýòè àíàëèçû èìåíóþòñ 
ELISA-ñèñòåìàìè.

Äðóãèå âèäû êîíêóðåíòíîãî àíàëèçà, íàçûâàåìûå "ãîìîãåííûì" àíàëèçîì, íå íóæäàþòñ 
â ôàçîðàçäåëåíèè. Ïðè ýòîì ïîëó÷àþò êîíúþãàò ôåðìåíòà ñ IFN-α è èñïîëüçóþò åãî òàê,
÷òî ïðè ñâ çûâàíèè àíòè-IFN-α àíòèòåëà ñ IFN-α ïðèñóòñòâèå àíòè-IFN-α àíòèòåëà
ìîäèôèöèðóåò ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü. Â äàííîì ñëó÷àå IFN-α èëè åãî
èììóíîëîãè÷åñêè àêòèâíûå ôðàãìåíòû êîíúþãèðóþò ñ ïîìîùüþ áèôóíêöèîíàëüíîãî
îðãàíè÷åñêîãî ìîñòèêà ñ ôåðìåíòîì, òàêèì êàê ïåðîêñèäàçà. Êîíúþãàòû îòáèðàþò äë 
èñïîëüçîâàíè  ñ àíòè-IFN-α àíòèòåëîì òàê, ÷òî ñâ çûâàíèå àíòè-IFNα àíòèòåëà
èíãèáèðóåò èëè ïîòåíöèðóåò ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü ìåòêè. Ýòîò ñïîñîá per se øèðîêî
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ïðàêòèêóåòñ  ïîä íàçâàíèåì EMIT.
Ñòåðè÷åñêèå êîíúþãàòû èñïîëüçóþò äë  ñïîñîáîâ ñòåðè÷åñêîãî ïðåï òñòâîâàíè  â

ãîìîãåííîì àíàëèçå. Ýòè êîíúþãàòû ñèíòåçèðóþò ïóòåì êîâàëåíòíîãî ñâ çûâàíè 
íèçêîìîëåêóë ðíûõ ãàïòåíîâ ñ íåáîëüøèì ôðàãìåíòîì IFN-α òàê, ÷òîáû àíòèòåëî ñ
ãàïòåíîì îêàçàëèñü ôàêòè÷åñêè íåñïîñîáíûìè ñâ çàòü êîíúþãàò îäíîâðåìåííî ñ àíòè-
IFN-α àíòèòåëîì. Âî âðåì  äàííîé àíàëèòè÷åñêîé ïðîöåäóðû IFN-α, ïðèñóòñòâóþùèé â
äàííîì òåñòèðóåìîì îáðàçöå, äîëæåí ñâ çàòü àíòè-IFNα àíòèòåëî, ïîçâîë   òåì ñàìûì
àíòè-ãàïòåíó ñâ çàòü êîíúþãàò, ïðèâîä  ê èçìåíåíèþ ñâîéñòâ êîíúþãèðîâàííîãî ãàïòåíà,
íàïðèìåð, ê èçìåíåíèþ ôëóîðåñöåíöèè, åñëè äàííûé ãàïòåí  âë åòñ  ôëóîðîôîðîì.

Ñýíäâè÷-àíàëèç îñîáåííî ïðèãîäåí äë  îïðåäåëåíè  IFN-α èëè àíòè-IFN-α àíòèòåë. Â
ïîñëåäîâàòåëüíûõ ñýíäâè÷-àíàëèçàõ èììîáèëèçîâàííîå àíòè-IFN-α àíòèòåëî èñïîëüçóþò
äë  àäñîðáöèè òåñòèðóåìîãî îáðàçöà IFN-α, äàííûé òåñòèðóåìûé îáðàçåö óäàë þò ïóòåì
ïðîìûâêè, ñâ çàííûé IFN-α èñïîëüçóþò äë  àäñîðáöèè âòîðîãî ìå÷åíîãî àíòè-IFN-α
àíòèòåëà è çàòåì ñâ çàííûé ìàòåðèàë îòäåë þò îò îñòàâøåéñ  ðàäèîìåòêè. Êîëè÷åñòâî
ñâ çàííîé ðàäèîìåòêè ïð ìî ïðîïîðöèîíàëüíî òåñòèðóåìîìó îáðàçöó IFN-α. Â
"îäíîâðåìåííûõ" ñýíäâè÷-àíàëèçàõ òåñòèðóåìûé îáðàçåö íå îòäåë þò ïåðåä äîáàâëåíèåì
ìå÷åíîãî àíòè-IFN-α. Ïîñëåäîâàòåëüíûé ñýíäâè÷-àíàëèç ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòè-IFN-α
ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà â êà÷åñòâå ïåðâîãî àíòèòåëà è ïîëèêëîíàëüíîãî àíòè-IFN-α
àíòèòåëà â êà÷åñòâå äðóãîãî ïðèãîäåí äë  òåñòèðîâàíè  îáðàçöîâ íà IFN-α.

Âûøåïðèâåäåííîå ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïðîñòîé òèïîâîé äèàãíîñòè÷åñêèé àíàëèç íà
IFN-α. Äðóãèå ñîâðåìåííûå ñïîñîáû èëè ñîçäàâàåìûå â äàëüíåéøåì, êîòîðûå èñïîëüçóþò
àíòè-IFN-α àíòèòåëî äë  îïðåäåëåíè  IFN-α, âêëþ÷åíû â ðàìêè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , â
òîì ÷èñëå è âûøåîïèñàííûå áèîàíàëèòè÷åñêèå ìåòîäû.

6. Òåðàïåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè è ââåäåíèå àíòè-IFN-α àíòèòåë
Òåðàïåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè àíòè-IFN-α àíòèòåë íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïîëó÷àþò äë 

õðàíåíè  ïóòåì ñìåøèâàíè  àíòèòåëà, îáëàäàþùåãî òðåáóåìîé ñòåïåíüþ î÷èñòêè, ñ
íåîá çàòåëüíî ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûìè íîñèòåë ìè, íàïîëíèòåë ìè èëè
ñòàáèëèçàòîðàìè (Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19th Edition, Alfonso,
R., ed, Mack Publishing Co. (Easton, PA: 1995)), â âèäå ëèîôèëèçîâàííîãî áðèêåòà èëè
âîäíûõ ðàñòâîðîâ. Ïðèåìëåìûå íîñèòåëè, íàïîëíèòåëè èëè ñòàáèëèçàòîðû íå  âë þòñ 
òîêñè÷íûìè äë  ðåöèïèåíòîâ â èñïîëüçóåìûõ äîçàõ è êîíöåíòðàöè õ è âêëþ÷àþò áóôåðû,
òàêèå êàê ôîñôàòíûé, öèòðàòíûé, è äðóãèå îðãàíè÷åñêèå êèñëîòû; àíòèîêñèäàíòû, â òîì
÷èñëå àñêîðáèíîâóþ êèñëîòó; íèçêîìîëåêóë ðíûå (ìåíåå ÷åì îêîëî 10 îñòàòêîâ)
ïîëèïåïòèäû; áåëêè, òàêèå êàê ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, æåëàòèí èëè èììóíîãëîáóëèíû;
ãèäðîôèëüíûå ïîëèìåðû, òàêèå êàê ïîëèâèíèëïèððîëèäîí; àìèíîêèñëîòû, òàêèå êàê
ãëèöèí, ãëóòàìèí, àñïàðàãèí, àðãèíèí èëè ëèçèí; ìîíîñàõàðèäû, äèñàõàðèäû è èíûå
óãëåâîäû, âêëþ÷à  ãëþêîçó, ìàííîçó èëè äåêñòðèíû; õåëàòîîáðàçóþùèå
(êîìïëåêñîîáðàçóþùèå) àãåíòû, òàêèå êàê ÝÄÒÀ; ñàõàðíûå ñïèðòû, òàêèå êàê ìàííèò èëè
ñîðáèò; ñîëåîáðàçóþùèå ïðîòèâîèîíû, òàêèå êàê íàòðèé; è/èëè íåèîííûå ïîâåðõíîñòíî-
àêòèâíûå âåùåñòâà, òàêèå êàê Òâèí, Ïëóðîíèê èëè ïîëèýòèëåíãëèêîëü (PEG).

Àíòè-IFN-α àíòèòåëî, èñïîëüçóåìîå äë  ââåäåíè  in vivo, äîëæíî áûòü ñòåðèëüíûì.
Ýòî ëåãêî îñóùåñòâë åòñ  ïóòåì ôèëüòðàöèè ÷åðåç ñòåðèëüíûå ôèëüòðóþùèå ìåìáðàíû
äî èëè ïîñëå ëèîôèëèçàöèè è âîññòàíîâëåíè  âëàãîñîäåðæàíè . Àíòè-IFN-α àíòèòåëî
îáû÷íî õðàí ò â ëèîôèëèçîâàííîé ôîðìå èëè â ðàñòâîðå.

Òåðàïåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè àíòè-IFN-α àíòèòåëà, êàê ïðàâèëî, ïîìåùàþò â
êîíòåéíåð, îáëàäàþùèé ñòåðèëüíûì âõîäíûì îòâåðñòèåì, íàïðèìåð, ì ãêèé ðåçåðâóàð
äë  âíóòðèâåííîãî ðàñòâîðà èëè ôëàêîí, îáëàäàþùèé ïðîáêîé, ïðîêàëûâàåìîé ïîäêîæíîé
èíúåêöèîííîé èãëîé.

Ïóòü ââåäåíè  àíòè-IFN-α àíòèòåëà ñîãëàñóåòñ  ñ èçâåñòíûìè ñïîñîáàìè, íàïðèìåð
èíúåêöè  èëè èíôóçè  ñ ïîìîùüþ âíóòðèâåííîãî, âíóòðèáðþøèííîãî, âíóòðè÷åðåïíîãî,
ïîäêîæíîãî, âíóòðèìûøå÷íîãî, âíóòðèãëàçíîãî, âíóòðèàðòåðèàëüíîãî,
âíóòðèöåðåáðîñïèíàëüíîãî èëè âíóòðèî÷àãîâîãî ïóòè, èëè, êàê óêàçàíî âûøå, ñ ïîìîùüþ
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ñèñòåì çàìåäëåííîãî âûñâîáîæäåíè . Ïðåäïî÷òèòåëüíî äàííîå àíòèòåëî äàþò ñèñòåìíî.
Ñîîòâåòñòâóþùèå ïðèìåðû ïðåïàðàòîâ ñ çàìåäëåííûì âûñâîáîæäåíèåì âêëþ÷àþò

ïîëèìåðíûå ïîëóïðîíèöàåìûå ìàòðèöû â âèäå ïðîôèëèðîâàííûõ èçäåëèé, íàïðèìåð,
ïëåíîê èëè ìèêðîêàïñóë. Ìàòðèöû ñ çàìåäëåííûì âûñâîáîæäåíèåì âêëþ÷àþò ïîëèýôèðû,
ãèäðîãåëè, ïîëèëàêòèäû (ÑØÀ ¹3773919, ÅÐ 58481), ñîïîëèìåðû L-ãëóòàìèíîâîé êèñëîòû
è ãàììà-ýòèë-L-ãëóòàìàò (Sidman et al., Biopolymers, 22:547-556 (1983)), ïîëè(2-
ãèäðîêñèýòèëìåòàêðèëàò) (Langer et al., J. Biomed. Mater. Res., 15:167-277 (1981) è
Langer, Chem. Tech., 12:98-105 (1982)), ýòèëåíâèíèëàöåòàò (Langer et al., âûøå) èëè
ïîëè-D-(-)-3-ãèäðîêñèìàñë íà  êèñëîòà (ÅÐ 133988). Êîìïîçèöèè àíòè-IFNAR2 àíòèòåë ñ
çàìåäëåííûì âûñâîáîæäåíèåì âêëþ÷àþò òàêæå çàõâà÷åííîå â ëèïîñîìó àíòèòåëî.
Ñîäåðæàùèå àíòèòåëî ëèïîñîìû ïîëó÷àþò ñïîñîáîì, èçâåñòíûì per se: DE 3218121;
Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688-3692 (1985); Hwang et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 77:4030-4034 (1980); EP 52322; EP 36676; EP 88046; EP 143949;
EP 142641; ßïîíñêà  ïàòåíòíà  çà âêà 83-118008; ÑØÀ 4485045 è 4544545; à òàêæå ÅÐ
102324. Îáû÷íî ýòè ëèïîñîìû ïðåäñòàâë þò ñîáîé íåáîëüøèå (îêîëî 200-800 àíãñòðåì)
îäíîñëîéíûå ëèïîñîìû, â êîòîðûõ ëèïèäíîå ñîäåðæàíèå ñîñòàâë åò áîëåå ÷åì îêîëî 30
ìîë.% õîëåñòåðèíà, âûáðàííóþ ïðîïîðöèþ êîòîðîãî äîâîä ò äë  îïòèìàëüíîé
àíòèòåëüíîé òåðàïèè.

Àíòè-IFN-α àíòèòåëî ìîæíî òàêæå ââîäèòü ïóòåì èíãàë öèè. Èìåþùèåñ  â ïðîäàæå
èíãàë òîðû äë  æèäêèõ êîìïîçèöèé, âêëþ÷à  ñòðóéíûå èíãàë òîðû è óëüòðàçâóêîâûå
èíãàë òîðû, ïðèãîäíû äë  ââåäåíè . Æèäêèå êîìïîçèöèè ìîæíî ðàñïûë òü ñðàçó, à
ëèîôèëèçèðîâàííûé ïîðîøîê ìîæíî ðàñïûë òü ïîñëå âîññòàíîâëåíè  âëàãîñîäåðæàíè .
Àëüòåðíàòèâíî àíòè-IFN-α àíòèòåëî ìîæíî ðàñïûë òü ñ èñïîëüçîâàíèåì ôòîðèðîâàííîãî
óãëåâîäîðîäíîãî ãàçà è äîçèðóåìîãî èíãàë òîðà, èëè ðàñïûë òü â âèäå
ëèîôèëèçèðîâàííîãî è èçìåëü÷åííîãî ïîðîøêà.

"Ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî" òåðàïåâòè÷åñêè èñïîëüçóåìîãî àíòè-IFN-α àíòèòåëà
çàâèñèò, íàïðèìåð, îò òåðàïåâòè÷åñêèõ öåëåé, ïóòè ââåäåíè , èñïîëüçóåìîãî òèïà àíòè-
IFN-α àíòèòåëà è ñîñòî íè  ïàöèåíòà. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì òåðàïåâòó íåîáõîäèìî
ó÷åñòü òèòð äîçû è ïîäîáðàòü ïóòü ââåäåíè , íåîáõîäèìîãî äë  ïîëó÷åíè  îïòèìàëüíîãî
òåðàïåâòè÷åñêîãî ýôôåêòà. Îáû÷íî ëå÷àùèé âðà÷ ââîäèò àíòè-IFN-α àíòèòåëî â äîçå,
äîñòàòî÷íîé äë  ïîëó÷åíè  òðåáóåìîãî ýôôåêòà. Çà õîäîì ëå÷åíè  íåòðóäíî ñëåäèòü ñ
ïîìîùüþ òðàäèöèîííûõ àíàëèçîâ.

Ïàöèåíòû, êîòîðûõ ëå÷àò àíòè-IFN-α àíòèòåëîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , âêëþ÷àþò
äîêëèíè÷åñêèõ ïàöèåíòîâ èëè ïàöèåíòîâ, ó êîòîðûõ íåäàâíî ïðî âèëèñü
èììóíîîïîñðåäîâàííûå íàðóøåíè  è, â ÷àñòíîñòè, àóòîèììóííûå íàðóøåíè . Ïàöèåíòû
 âë þòñ  êàíäèäàòàìè äë  ëå÷åíè  ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ äî òîãî ìîìåíòà,
ïîêà áîëüíà  òêàíü îñòàåòñ   íåçàùèùåííîé îò èììóíîîïîñðåäîâàííîãî ðàçðóøåíè .
Íàïðèìåð, ïàöèåíòó, ñòðàäàþùåìó èíñóëèíîçàâèñèìûì ñàõàðíûì äèàáåòîì (IDDM),
ëå÷åíèå àíòè-IFN-α àíòèòåëîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæåò ïðèíîñèòü ïîëüçó äî òåõ
ïîð, ïîêà ïàíêðåàòè÷åñêèå îñòðîâêîâûå êëåòêè íå óòðàò ò ñâîåé æèçíåñïîñîáíîñòè. Ïðè
ðàçâèòèè èììóíîîïîñðåäîâàííîãî èëè àóòîèììóííîãî íàðóøåíè  æåëàòåëüíî ââîäèòü
àíòè-IFN-α àíòèòåëî íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  êàê ìîæíî ðàíüøå è ïðè íåîáõîäèìîñòè
ïðîäîëæàòü ëå÷åíèå êàê ìîæíî äîëüøå, ÷òîáû çàùèòèòü çäîðîâóþ òêàíü îò ðàçðóøåíè  ñî
ñòîðîíû èììóííîé ñèñòåìû ïàöèåíòà. Íàïðèìåð, ïàöèåíòà ñ IDDM ëå÷àò äî òåõ ïîð, ïîêà
èíñóëèíîâûé ìîíèòîðèíã íå ñòàíåò äåìîíñòðèðîâàòü àäåêâàòíûé îòâåò îñòðîâêîâ, à äðóãèå
ïîêàçàòåëè íåêðîçà îñòðîâêîâ íå óìåíüøàòñ  (íàïðèìåð, ñíèæåíèå òèòðà àíòè-îñòðîâêîâûõ
àíòèòåë), ïîñëå ÷åãî ýòîìó ïàöèåíòó ìîæíî îòìåíèòü ëå÷åíèå àíòè-IFN-α àíòèòåëîì íà
èñïûòàòåëüíûé ñðîê, â òå÷åíèå êîòîðîãî êîíòðîëèðóþò èíñóëèíîâûé îòâåò è óðîâåíü àíòè-
îñòðîâêîâûõ àíòèòåë äî ðåöèäèâà áîëåçíè.

Äë  ëå÷åíè  è ïðîôèëàêòèêè èììóíîîïîñðåäîâàííîãî èëè àóòîèììóííîãî íàðóøåíè 
àíòè-IFN-α àíòèòåëîì ñîñòàâë þò êîìïîçèöèþ äë  äàííîãî àíòèòåëà, äîçèðóþò è ââîä ò åå
ñïîñîáîì, ñîãëàñóþùèìñ  ñ õîðîøåé ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêîé. Ôàêòîðû, ðàññìàòðèâàåìûå
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â ýòîé ñâ çè, âêëþ÷àþò êîíêðåòíîå íàðóøåíèå, êîòîðîå ëå÷àò, êîíêðåòíîå ìëåêîïèòàþùåå,
êîòîðîå ëå÷àò, êëèíè÷åñêîå ñîñòî íèå îòäåëüíîãî ïàöèåíòà, ïðè÷èíó íàðóøåíè , ó÷àñòîê
äîñòàâêè àíòèòåëà, êîíêðåòíûé òèï àíòèòåëà, ñïîñîá ââåäåíè , ñîñòàâëåíèå ãðàôèêà
ââåäåíè  è äðóãèå ôàêòîðû, èçâåñòíûå ëå÷àùåìó âðà÷ó. "Òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíîå
êîëè÷åñòâî" àíòèòåëà, êîòîðîå íóæíî ââåñòè, äîëæíî îïðåäåë òüñ  òàêèìè ñîîáðàæåíè ìè
è ðàâíî ìèíèìàëüíîìó êîëè÷åñòâó, íåîáõîäèìîìó äë  ïðîôèëàêòèêè, óëó÷øåíè  èëè
ëå÷åíè  äàííîãî íàðóøåíè , âêëþ÷à  ëå÷åíèå õðîíè÷åñêèõ àóòîèììóííûõ ñîñòî íèé è
ïîääåðæàíèå èììóíîñóïðåññèè ó ðåöèïèåíòîâ ñ òðàíñïëàíòàòàìè. Òàêîå êîëè÷åñòâî
ïðåäïî÷òèòåëüíî íèæå êîëè÷åñòâà, êîòîðîå òîêñè÷íî äë  õîç èíà èëè ïðèäàåò õîç èíó
ãîðàçäî áîëüøóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èíôèöèðîâàíèþ.

Â êà÷åñòâå îáùåãî âûñêàçûâàíè , íà÷àëüíîå ôàðìàöåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíîå
êîëè÷åñòâî ïàðåíòåðàëüíî ââîäèìîãî àíòèòåëà êîëåáëåòñ  â äèàïàçîíå îò îêîëî 0,1 äî 50
ìã/êã ìàññû òåëà ïàöèåíòà â äåíü, ñ îáû÷íûì èñõîäíûì äèàïàçîíîì äë  èñïîëüçóåìîãî
àíòèòåëà, ñîñòàâë þùèì 0,3-20 ìã/êã/äåíü, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî 0,3-15 ìã/êã/äåíü.
Òðåáóåìóþ äîçó äîñòàâë þò ñ ïîìîùüþ îäíîêðàòíîãî áîëþñíîãî ââåäåíè , ñ ïîìîùüþ
ìíîæåñòâåííûõ áîëþñíûõ ââåäåíèé èëè ïóòåì íåïðåðûâíîé èíôóçèè àíòèòåëà â
çàâèñèìîñòè îò õàðàêòåðà ôàðìàêîêèíåòè÷åñêîãî îñëàáëåíè , êîòîðîãî æåëàåò äîñòèãíóòü
ïðàêòèêóþùèé âðà÷.

Îäíàêî, êàê óêàçàíî âûøå, ýòè ïðåäïîëàãàåìûå êîëè÷åñòâà àíòèòåëà çàâèñ ò âî ìíîãîì
îò ëå÷åíè  ïî óñìîòðåíèþ âðà÷à. Ðåøàþùèì ôàêòîðîì â âûáîðå íàäëåæàùåé äîçû è
ãðàôèêà åå âåäåíè   âë åòñ  ïîëó÷àåìûé ðåçóëüòàò, êàê óêàçàíî âûøå.

Àíòèòåëî ìîæíî, íî íåîá çàòåëüíî, ãîòîâèòü è ñî÷åòàíèè ñ îäíèì èëè áîëåå àãåíòàìè,
èñïîëüçóåìûìè â íàñòî ùåå âðåì  äë  ïðîôèëàêòèêè èëè ëå÷åíè  èììóíîîïîñðåäóåìîãî
èëè àóòîèììóííîãî íàðóøåíè , î êîòîðîì èäåò ðå÷ü. Íàïðèìåð, ïðè ðåâìàòîèäíîì àðòðèòå
àíòèòåëî ìîæíî íàçíà÷àòü â ñî÷åòàíèè ñ ãëþêîêîðòèêîñòåðîèäîì. Ýôôåêòèâíîå
êîëè÷åñòâî òàêèõ äðóãèõ àãåíòîâ çàâèñèò îò êîëè÷åñòâà àíòè-IFN-α àíòèòåëà,
ïðèñóòñòâóþùåãî â êîìïîçèöèè, âèäà íàðóøåíè  èëè ëå÷åíè  è èíûõ óêàçàííûõ âûøå
ôàêòîðîâ. Èõ, êàê ïðàâèëî, èñïîëüçóþò â òàêèõ æå äîçàõ è ââîä ò òåìè æå ïóò ìè, ÷òî è
èñïîëüçóåìûå âûøå, èëè îêîëî îò 1 äî 99% îò äîç, èñïîëüçóåìûõ äî ýòîãî.

Äîïîëíèòåëüíûå ïîäðîáíîñòè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæíî íàéòè â íèæåñëåäóþùèõ
ïðèìåðàõ, êîòîðûå òàêæå ïðèâåäåíû â ðàìêàõ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Âñå ññûëêè,
óêàçàííûå â íàñòî ùåì îïèñàíèè, à òàêæå ïðîöèòèðîâàííûå ññûëêè, ïðåäñòàâëåííûå
òàêèì îáðàçîì, âêëþ÷åíû ïóòåì ññûëêè â èõ ïîëíîòå.

ÏÐÈÌÅÐÛ
Íèæåñëåäóþùèå ïðèìåðû ïðåäëàãàþòñ  â êà÷åñòâå èëëþñòðàöèè, à íå â êà÷åñòâå

îãðàíè÷åíè . Äàííûå ïðèìåðû ñîñòàâëåíû òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îáåñïå÷èòü ñïåöèàëèñòîâ
â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè ïîëíîòîé ðàñêðûòè  è îïèñàíèåì ñîçäàíè  è èñïîëüçîâàíè 
äàííûõ ñîåäèíåíèé, êîìïîçèöèé, à òàêæå ñïîñîáîâ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , è îíè íå
ïîäðàçóìåâàþò îãðàíè÷èòü âñå òî, ÷òî çà âèòåëè îòíîñ ò ê ñâîåìó èçîáðåòåíèþ.
Ïðåäïðèí òû óñèëè  îáåñïå÷èòü òî÷íîñòü â îòíîøåíèè èñïîëüçóåìûõ ÷èñåë (íàïðèìåð,
êîëè÷åñòâåííûå, òåìïåðàòóðíûå è ò.ï.), õîò  íåëüç  è èñêëþ÷èòü íåêîòîðûõ
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ îøèáîê è îòêëîíåíèé. Åñëè íå óêàçàíî èíà÷å, äîëè ïðåäñòàâë þò
ñîáîé äîëè ìàññû, òåìïåðàòóðà ïðåäñòàâëåíà â ãðàäóñàõ Ñ, à äàâëåíèå ðàâíî èëè áëèçêî
àòìîñôåðíîìó. Ðàñêðûòèå âñåõ öèòèðîâàíèé â íàñòî ùåì îïèñàíèè âêëþ÷åíî çäåñü ïóòåì
ññûëêè.

Ïðèìåð 1. Ïîëó÷åíèå è õàðàêòåðèñòèêà àíòè-IFN-α ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ìûøè ñ
øèðîêîé ðåàêòèâíîñòüþ

Ìàòåðèàë è ìåòîäû
Ìûøèíîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî ñ øèðîêîé ðåàêòèâíîñòüþ ïðîòèâ IFN-α-ïîäòèïîâ
Îáùåå àíòèòåëî, íåéòðàëèçóþùåå IFN-α, áûëî ñîçäàíî ïóòåì ïîñëåäîâàòåëüíîé

èììóíèçàöèè ìûøåé ñìåñüþ ïîäòèïîâ IFN-α ÷åëîâåêà, îáðàçîâàíè  áîëüøîãî ÷èñëà
êàíäèäàòíûõ mAb è ïîñëåäóþùåãî èõ ñêðèíèðîâàíè  íà ñâ çûâàíèå è àêòèâíîñòü. Â
÷àñòíîñòè, ìûøåé Balb/c èììóíèçèðóþò â ïîäóøå÷êó çàäíåé ëàïû 9 ðàç (ñ èíòåðâàëîì â
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äâå íåäåëè) 2,5 ã ëèìôîáëàñòîèäíîãî hIFN-F (Product No.I-9887 îò Sigma, St. Louis,

MO), ðåñóñïåíäèðîâàííîãî â MPL-TDM (Ribi Immunochemical Research, Inc., Hamilton,
MT). ×åðåç òðè äí  ïîñëå ïîñëåäíåé èììóíèçàöèè êëåòêè ïîäêîëåííîãî ëèìôàòè÷åñêîãî
óçëà ñëèâàþò ñ ìûøèíûìè ìèåëîìíûìè êëåòêàìè P3X63Ag8.U.1 (ATCC CRL1597) ñ
èñïîëüçîâàíèåì 35% ïîëèýòèëåíãëèêîë . Ãèáðèäîìû ñåëåêòèðóþò â HAT-ñðåäå. ×åðåç
äåñ òü äíåé ïîñëå ñëè íè  êóëüòóðàëüíûå ñóïåðíàòàíòû ãèáðèäîì âïåðâûå ñêðèíèðóþò íà
mAb-ñâ çûâàíèå ñ ðàçíûìè âèäàìè hIFN-α â ELISA. Îòîáðàííûå ñóïåðíàòàíòû
ãèáðèäîìíûõ êóëüòóð òåñòèðóþò íà èõ ñïîñîáíîñòü ïîäàâë òü ïðîòèâîâèðóñíûé
öèòîïàòè÷åñêèé ýôôåêò IFN â êëåòî÷íîé ëèíèè À549 êëåòîê ðàêà ëåãêîãî ÷åëîâåêà, êàê
îïèñàíî íèæå. Êàê óêàçàíî íà Ôèã.1, òðè mAb, ïîëó÷åííûå â 1794 ëóíî÷íûõ ñëè íè õ,
îêàçàëèñü ñïîñîáíû íåéòðàëèçîâàòü ðàçíîîáðàçíûé íàáîð ïîäòèïîâ IFN-α. Ýòè òðè mAb
áûëè ñóáêëîíèðîâàíû è ïðîàíàëèçèðîâàíû ïîâòîðíî.

Íåéòðàëèçàöè  ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè IFN-α
Ñïîñîáíîñòü êàíäèäàòíîãî àíòèòåëà íåéòðàëèçîâàòü ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü IFN-α

àíàëèçèðóþò, êàê îïèñàíî ó Yousefi, S., et al., Am. J. Clin. Pathol., 83:735-740
(1985). Âêðàòöå, äàííûé àíàëèç îñóùåñòâë þò ñ èñïîëüçîâàíèåì À549-êëåòîê ðàêà ëåãêîãî
÷åëîâåêà, çàðàæåííûõ âèðóñîì ýíöåôàëîìèîêàðäèòà (EMC). Ïîñëåäîâàòåëüíûå
ðàçâåäåíè  mAb èíêóáèðóþò ñ ðàçëè÷íûìè ïðåäñòàâèòåë ìè èíòåðôåðîíîâ òèïà I â
òå÷åíèå îäíîãî ÷àñà ïðè 37°Ñ â îáùåì îáúåìå 100:1. Çàòåì ýòè ñìåñè èíêóáèðóþò ñ 5×105

êëåòîê À549 â ñîîòíîøåíèè 100:1 â êëåòî÷íîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå â òå÷åíèå 24 ÷àñîâ.
Ïîñëå ýòîãî êëåòêè çàðàæàþò ñ ïîìîùüþ 2×105 á.î.å. âèðóñà ÅÌÑ â ïîñëåäóþùèå 24 ÷àñà.
Â êîíöå èíêóáàöèè ïóòåì âèçóàëüíîãî ìèêðîñêîïèðîâàíè  èëè îêðàøèâàíèåì
êðèñòàëâèîëåòîì îïðåäåë þò êëåòî÷íóþ æèçíåñïîñîáíîñòü. Òèòð (ÅÑ50) íåéòðàëèçóþùåãî
àíòèòåëà îïðåäåë þò â âèäå êîíöåíòðàöèè àíòèòåëà, êîòîðà  íåéòðàëèçóåò 50%
ïðîòèâîâèðóñíîãî öèòîïàòè÷åñêîãî ýôôåêòà, îáóñëîâëåííîãî IFN òèïà I, 100 åäèíèö/ìë.
Ïðåäñòàâèòåëåé IFN òèïà I, èñïîëüçóåìûõ â äàííîì èññëåäîâàíèè, îïðåäåë þò ñ
èñïîëüçîâàíèåì NIH-ýòàëîííîãî ðåêîìáèíàíòíîãî ÷åëîâå÷åñêîãî IFN-F2 â êà÷åñòâå

ñòàíäàðòà. Áûëè ïðîòåñòèðîâàíû ñïåöèôè÷åñêèå àêòèâíîñòè ñëåäóþùèõ ðàçíûõ IFN òèïà I:
IFN-F2/-F1 (IFN-F2 îñòàòêè 1-62/-F1 îñòàòêè 64-166) (2×107 ÌÅ/ìã), IFN-F1 (3×107 ÌÅ/ìã),

IFN-F2 (2×107 ÌÅ/ìã), IFN-F5 (8×107 ÌÅ/ìã), IFN-F8 (19õ107) è IFN-F10 (1,5×105 ÌÅ/ìã).

Òåñòèðóåìûé IFN ëåéêîöèòîâ áûë ïðåäñòàâëåí Sigma Product No. I-2396. Òåñòèðóåìûé
ëèìôîáëàñòîèäíûé IFN áûë ïðåäñòàâëåí NIH-ýòàëîííûì ñòàíäàðòîì Ga23-901-532.
Äàííûå, ïðèâåäåííûå íà Ôèã.3Â, áûëè ïîëó÷åíû ñ èñïîëüçîâàíèåì âûøåîïèñàííîé ôîðìû
àíàëèçà â ýêñïåðèìåíòàõ, îñóùåñòâëåííûõ â Access Biomedical (San Diego, CA) ïî
ïðîñüáå çà âèòåë .

Àíàëèç èçìåíåíè  ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè
Áîëüøèíñòâî íåïîñðåäñòâåííûõ äåéñòâèé IFN ñâ çàíî ñ àêòèâàöèåé ëàòåíòíûõ

öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ñèãíàëüíûõ òðàíñäóêòîðîâ è àêòèâàòîðîâ òðàíñêðèïöèè (STAT) áåëêîâ,
êîòîðûå îáðàçóþò ìóëüòèáåëêîâûé êîìïëåêñ, èíòåðôåðîí-ñòèìóëèðîâàííûé ãåííûé
ôàêòîð-3 (ISGF3), èíäóöèðóþùèé òðàíñêðèïöèþ ñ öåëåâîãî ïðîìîòîðà èíòåðôåðîí-
ñòèìóëèðîâàííîãî ýëåìåíòà îòâåòà (ISRE). ISGF3 ñîñòîèò èç òðåõ áåëêîâûõ ñóáúåäèíèö:
STAT1, STAT2 è p48/ISGF3γ. Áåëîê ð48 îòíîñèòñ  ê ñåìåéñòâó ôàêòîðîâ, ðåãóëèðóþùèõ
èíòåðôåðîí (IFR), è ïðåäñòàâë åò ñîáîé áåëîê, ñâ çûâàþùèé ÄÍÊ, êîòîðûé
íåïîñðåäñòâåííî âçàèìîäåéñòâóåò ñ ISRE. Òàêèì îáðàçîì, ìîíèòîðèíã ISRE, ñïåöèôè÷íîãî
êëåòî÷íîãî êîìïëåêñà, ñâ çûâàþùåãî ÄÍÊ â îòâåò íà àêòèâèðîâàíèå IFN, äàåò ïðîñòîé,
áûñòðûé è óäîáíûé ñïîñîá îöåíêè âëè íè  IFN íà êëåòêè-ìèøåíè. Îäíîé èç óäîáíûõ ôîðì
îñóùåñòâëåíè  òàêîãî èññëåäîâàíè   âë åòñ  àíàëèç èçìåíåíè  ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé
ïîäâèæíîñòè (EMSA), â êîòîðîì èíäóêöè  ISRE-ñâ çûâàþùåé àêòèâíîñòè îáðàáîòêîé IFN
ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííîãî
äâóõöåïî÷å÷íîãî îëèãîíêóëåîòèäíîãî çîíäà, ñîîòâåòñòâóþùåãî êîíñåíñóñíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ISRE.

Äàííûé àíàëèç îñóùåñòâë þò ïðàêòè÷åñêè òàê, êàê îïèñàíî Kurabayashi et al., Mol.
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Cell Biol. 15:6386 (1995). Âêðàòöå, 5 íã ñïåöèôè÷íîãî ïîäòèïà IFN-α è ðàçíûå êîíöåíòðàöèè

(5-100 ìêã/ìë) àíòè-IFN-α mAb èíêóáèðóþò ñ 5õ105 êëåòîê HeLa â 200 ìêë DMEM â òå÷åíèå
30 ìèíóò ïðè 37°Ñ. Êëåòêè ïðåèíêóáèðóþò ñ àíòèòåëîì â òå÷åíèå 15 ìèíóò ïðè 4°Ñ ïåðåä
äîáàâëåíèåì hIFN-F. Êëåòêè ïðîìûâàþò â PBS è ðåñóñïåíäèðóþò â 125 ìêë áóôåðà À (10

ìÌ HEPES, ðÍ 7,9, 10 ìÌ KCl, 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ DTT, 1 ìÌ
ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèäà, 10 ìêã/ìë ëåéïåïòèíà, 10 ìã/ìë àïðîòèíèíà). Ïîñëå 15
ìèíóò èíêóáàöèè íà ëüäó êëåòêè ëèçèðóþò äîáàâëåíèåì 0,025% NP40. Îñàäîê  äåð
ïîëó÷àþò ïóòåì öåíòðèôóãèðîâàíè  è ðåñóñïåíäèðóþò â 50 ìêë áóôåðà Â (20 ìÌ HEPES,
ðÍ 7,9, 400 ìÌ NaCl, 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ DTT, 1 ìÌ ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèäà, 10
ìêã/ìë ëåéïåïòèíà, 10 ìêã/ìë àïðîòèíèíà) è âûäåðæèâàþò íà ëüäó â òå÷åíèå 30 ìèí.
Ïîëó÷åííóþ  äåðíóþ ôðàêöèþ îñâåòë þò öåíòðèôóãèðîâàíèåì, à ïîëó÷åííûé ñóïåðíàòàíò
õðàí ò ïðè -70°Ñ ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì. Äâóõöåïî÷å÷íûå çîíäû ïîëó÷àþò èç
îäíîöåïî÷å÷íûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ (ISG15 âåðõíèé: 5'-
GATCGGGAAAGGGAAACCGAAACTGAAGCC-3' [SEQ ID NO.13], ISG15 íèæíèé: 5'-
GATCGGCTTCAGTTTCGGTTTCCCTTTC CC-3' [SEQ ID NO.14]), èñïîëüçó  ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó
I Êëåíîâà è ðåàêöèþ âêëþ÷åíè  Ð32-dATP (3000 Êè/ìÌ, Amersham). Ìå÷åíûå
îëèãîíóêëåîòèäû âûäåë þò î÷èñòêîé èç íåâêëþ÷åííûõ ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííûõ
íóêëåîòèäîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîëîíîê BIO-Spin 30 (Bio-Rad). Ðåàêöèè ñâ çûâàíè ,
ñîäåðæàùèå 5 ìêë  äåðíîãî ýêñòðàêòà, 25000 cpm ìå÷åíîãî çîíäà è 2 ìêã íåñïåöèôè÷íîãî
êîíêóðåíòà ïîëè(dI-dC)-ïîëè (dI-dC) â 15 ìêë áóôåðà äë  ñâ çûâàíè  (10 ìÌ Òðèñ-HCl,
ðÍ 7,5, 50 ìÌ NaCl, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ DTT, 1 ìÌ ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèäà è 15%
ãëèöåðèíà), èíêóáèðóþò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 30 ìèíóò. Êîìïëåêñû ÄÍÊ-
áåëîê ðàñòâîð þò â 6% íåäåíàòóðèðóþùèõ ïîëèàêðèëàìèäíûõ ãåë õ è àíàëèçèðóþò ñ
ïîìîùüþ àóòîðàäèîãðàôà. Ñïåöèôè÷íîñòü àíàëèçà îïðåäåë þò äîáàâëåíèåì â îòäåëüíûå
ðåàêöèîííûå ñìåñè 350 íã íåìå÷åíîãî çîíäà ISG15. Îáðàçîâàíèå ñïåöèôè÷íîãî êîìïëåêñà
ISGF3 ïîäòâåðæäàþò ïóòåì àíàëèçà ðåçêîãî èçìåíåíè  ïîäâèæíîñòè àíòè-STAT1-àíòèòåëà.

Êëîíèðîâàíèå ãåíà, êîäèðóþùåãî ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî 9F3 ïðîòèâ IFN-α
Ïîëó÷àþò ìûøèíîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî 9F3 ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà, êëîíèðóþò

åãî è ñåêâåíèðóþò. Ïëàçìèäà pEMX1, èñïîëüçóåìà  äë  ýêñïðåññèè è ìóòàãåíåçà F(ab)s â
Å.coll, áûëà îïèñàíà ðàíüøå (Werther et à1., J.Immunol. 157:4986-4995 [1996]).
Âêðàòöå, ïëàçìèäà ñîäåðæèò ôðàãìåíò ÄÍÊ, êîäèðóþùèé êîíñåíñóñ ëåãêîé κ-öåïè
ïîäãðóïïû 1 ÷åëîâåêà (VLκ1-CL) è êîíñåíñóñ ò æåëîé öåïè ïîäãðóïïû III ÷åëîâåêà (VHIII-
CH1), à òàêæå ïðîìîòîð ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû. Èñïîëüçîâàíèå êîíñåíñóñíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äë  VL è VH áûëî îïèñàíî ðàíüøå (Carter et à1., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89:4285-4289 [1992]).

Ðåçóëüòàòû
Àâòîðû èçîáðåòåíè  ðàíåå ïîêàçàëè, ÷òî ñóùåñòâóåò øèðîêèé ñïåêòð ïîäòèïîâ IFN-α,

ýêñïðåññèðóåìûõ îñòðîâêàìè Ëàíãåðãàíñà ó ïàöèåíòîâ ñ IDDM (Huang et al., Diabetes 44:
658-664 [1995]). Àâòîðû òàêæå ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî íå ñóùåñòâóåò  âíîé âçàèìîñâ çè
ìåæäó IDDM è ýêñïðåññèåé IFN-β èëè IFN-γ (Huang et al., [1995] âûøå). Íåñìîòð  íà òî
÷òî íå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñïåöèôè÷íûå ïîäòèïû IFN-α ýêñïðåññèðóþòñ  êàê ÷àñòü SLE-
ïàòîëîãèè, à òàêæå IDDM, âçàèìîñâ çü ñóùåñòâóåò ñ IFN-α, íî íå ñ IFN-β èëè IFN-γ (Hooks,
et al., Arthritis & Rheumatism 25:396-400 [1982]; Kirn, et al., Clin. Exp. Immunol. 70:562-
569 [1987]; Lacki, et al., J. Med. 28:99-107 [1997]; Robak, et al., Archivum
Immunologiae et Theraplae Experimental is 46:375-380 [1998]; Shiozawa, et al., Arthritis &
Rheumatism 35:417-422 [1992]; von Wussow, et al., Rheumatology International 8:225-
230 [1988]). Ýòè íàáëþäåíè  ïðèâåëè àâòîðîâ ê ïðåäïîëîæåíèþ î òîì, ÷òî êàíäèäàòíîå
àíòèòåëî äë  òåðàïåâòè÷åñêîãî âìåøàòåëüñòâà ïðè IDDM èëè SLE íåîáõîäèìî äë 
íåéòðàëèçàöèè áîëüøèíñòâà ïîäòèïîâ IFN-α, òîãäà êàê îñòàëüíûå èíòàêòíûå àêòèâíîñòè
äðóãèõ èíòåðôåðîíîâ (β, γ è ω) è èíòåðëåéêèíîâ ìîãóò ïîíàäîáèòüñ  äë  çàùèòû õîç èíà.

Îäíî èç íèõ (9F3) ñïîñîáíî íåéòðàëèçîâàòü øèðîêèé ñïåêòð ïîäòèïîâ ðåêîìáèíàíòíîãî
èíòåðôåðîíà α è áûëî äîïîëíèòåëüíî îõàðàêòåðèçîâàíî. Êàê ïîêàçàíî íà Ôèã.2, 9F3
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ñïîñîáíî íåéòðàëèçîâàòü ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü ñåìè ðåêîìáèíàíòíûõ
èíòåðôåðîíîâ IFN-α - 2, 4, 5, 8 è 10 (Ôèã.2), à òàêæå IFN-α 1 è 21 (Òàáëèöà 2 è Ôèã.6).
Ýòè ïîäòèïû IFN-α îõâàòûâàþò âåñü ñïåêòð ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, â âèäå ïðîãíîçèðóåìîé
äåíäðîãðàììû ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äë  èíòåðôåðîíà òèïà I. Áîëåå òîãî, mAb 9F3,
êîòîðîå íåéòðàëèçóåò ïîäòèïû IFN-α, îêàçàëîñü íåñïîñîáíî íåéòðàëèçîâàòü IFN-β
(Ôèã.2, Òàáëèöà 2) èëè IFN-γ. Íåáîëüøîå óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè äë  IFN-β, ïîêàçàííîå íà
Ôèã.2, íå âîñïðîèçâîäèòñ  â äðóãèõ àíàëèçàõ è âîçíèêàåò â ðåçóëüòàòå ïîãðåøíîñòè
àíàëèçà.

Áûëè ñîçäàíû è äðóãèå mAb, êîòîðûå  âë þòñ  íåéòðàëèçóþùèìè â îòíîøåíèè IFN-α
(Tsukui et al., Microbiol. Immunol. 30:1129-1139 [1986]; Berg, J. Interferon Res. 4:
481-491 [1984]; Meager and Berg, J. Interferon Res. 6:729-736 [1986]; Ïàòåíò ÑØÀ
¹4902618; è ÅÐ-ïóáëèêàöè  ¹0139676 Â1). Îäíàêî ýòè àíòèòåëà íåéòðàëèçóþò ëèøü
îãðàíè÷åííîå ÷èñëî ðåêîìáèíàíòíûõ IFN-α-ïîäòèïîâ è íåñïîñîáíû íåéòðàëèçîâàòü
øèðîêèé ñïåêòð ïîäòèïîâ IFN-α, òàêèõ, êîòîðûå ïðîäóöèðóþòñ  àêòèâèðîâàííûìè
ëåéêîöèòàìè. Íàïðîòèâ, mAb 9F3 ñïîñîáíî íåéòðàëèçîâàòü, ïî ìåíüøåé ìåðå, 95%
ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè â êîëëåêöèè ðàçëè÷íûõ ïîäòèïîâ IFN-α, ïðîäóöèðóåìûõ
àêòèâèðîâàííûìè ëåéêîöèòàìè (Ôèã.3À). Ïîäîáíûì îáðàçîì mAb 9F3 òàêæå ñïîñîáíî
áëîêèðîâàòü ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü íåçàâèñèìîãî ïðåïàðàòà ëèìôîáëàñòîèäíîãî
IFN (ýòàëîííûé ñòàíäàðò NIH), ÷òî óñòàíîâëåíî â íåçàâèñèìîì ýêñïåðèìåíòå (Ôèã.3Â).

Ñïîñîáíîñòü mAb 9F3 íåéòðàëèçîâàòü IFN-α òåñòèðîâàëè òàêæå ñ èñïîëüçîâàíèåì
àëüòåðíàòèâíîãî áèîàíàëèòè÷åñêîãî ïîäõîäà. Äàííûé àíàëèç îñíîâàí íà ñïîñîáíîñòè
IFN-α àêòèâèðîâàòü ñâ çûâàíèå ñèãíàëüíîé ìîëåêóëû èíòåðôåðîí-ñòèìóëèðóåìîãî ãåííîãî
ôàêòîðà 3 (ISGF3) ñ îëèãîíóêëåîòèäîì, ïîëó÷åííûì èç èíòåðôåðîí-ñòèìóëèðóåìîãî
îòâåòíîãî ýëåìåíòà (ISRE) â àíàëèçå ïî ñâ çûâàíèþ ÄÍÊ, èçâåñòíîì â êà÷åñòâå àíàëèçà
èçìåíåíè  ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè (Horvath et al., Genes Dev. 9:984-994 [1995]
). Òðàíñäóêöè  ñèãíàëîâ èíòåðôåðîíà òèïà I â  äðî çàâèñèò îò àêòèâàöèè áåëêîâîãî
êîìïëåêñà, ISGF3, ñ äâóì  ñèãíàëüíûìè òðàíñäóêòîðàìè è àêòèâàòîðàìè òðàíñêðèïöèè
(STAT) áåëêîâ, STAT1 è STAT2, à òàêæå áåëêîâîãî ôàêòîðà, ðåãóëèðóþùåãî èíòåðôåðîí
(IRF), p48/ISGF3γ (Wathelet et al., Mol. Cell 1:507-518 [1998]). Ïîñëåäíèé
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ðàñïîçíàþùóþ ñóáúåäèíèöó ISGF3, è
íåïîñðåäñòâåííî âçàèìîäåéñòâóåò ñ ISRE (McKendry et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88:11455-11459 [1991]; John et al., Mol. Cell. Biol. 11:4189-4195 [1991]). Îáðàáîòêà
COS-êëåòîê IFN-α èëè IFN-β ïðèâîäèò ê ïî âëåíèþ êîìïëåêñà, ñîîòâåòñòâóþùåãî
ñâ çûâàíèþ ISGF3 ñ ïîëó÷åííûì ISRE-çîíäîì. Ïî âëåíèå êîìïëåêñà, èíäóöèðóåìîãî
IFN-α, íî íå IFN-β, áëîêèðóåòñ  mAb 9F3 (Ôèã.4). Êðîìå òîãî, mAb 9F3 ñïîñîáíî
íåéòðàëèçîâàòü àêòèâíîñòü øåñòè ðåêîìáèíàíòíûõ IFN-α-ïîäòèïîâ, êîòîðûå
ïðîòåñòèðîâàíû â äàííîì àíàëèçå (Òàáëèöà 2).

Òàáëèöà 2
Èíãèáèðîâàíèå mAb 9F3 îáðàçîâàíè  ISGF3, èíäóöèðîâàííîãî IFN òèï I

mAb IFN-α2/1 IFN-α1 IFN-α2 IFN-α5 IFN-α8 IFN-α21 IFN-β

9F3.18.5 +++ +++ +++ + +++ +++ -

IgG1 - - - - - - -

Óêàçàíà ñòåïåíü èíãèáèðîâàíè  êîìïëåêñà 9F3, èíäóöèðîâàííîãî IFN, ãäå "-" ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî èíäóöèðîâàííà  ïîëîñà íå
èçìåí åòñ ; "+" ñâèäåòåëüñòâóåò î ÷àñòè÷íîé óòðàòå ïîëîñû, à "+++" ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî èíäóöèðîâàííà  ïîëîñà áûëà â îñíîâíîì
ëèêâèäèðîâàíà. mAb èñïîëüçóþò â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë; IFN-α èñïîëüçóþò â êîíöåíòðàöèè 25 íã/ìë.

Îáëàäà  óñòàíîâëåííûì ôàêòîì, ÷òî 9F3 ñïîñîáíî íåéòðàëèçîâàòü è øèðîêîå
ðàçíîîáðàçèå ðåêîìáèíàíòíûõ IFN-α-ïîäòèïîâ è ñìåñü ïîäòèïîâ IFN-α-ïîäòèïîâ,
ïðîäóöèðóåìûõ àêòèâèðîâàííûìè ëåéêîöèòàìè, àâòîðû êëîíèðîâàëè è ñåêâåíèðîâàëè
êÄÍÊ, êîäèðóþùèå ò æåëóþ è ëåãêóþ öåïè mAb 9F3. Ò æåëà  è ëåãêà  öåïè áûëè âûäåëåíû
î÷èñòêîé, à ïîëó÷åííûå N-êîíöåâûå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èñïîëüçóþò äë 
êîíñòðóèðîâàíè  âûðîæäåííûõ 5'-ïðàéìåðîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ N-êîíöó, òîãäà êàê
âûðîæäåííûå 3'-ïðàéìåðû áûëè ñêîíñòðóèðîâàíû äë  ñîîòâåòñòâè  êîíñòàíòíîé îáëàñòè
ìûøèíîé ëåãêîé κ-öåïè è ò æåëîé öåïè IgG2. Ñîîòâåòñòâóþùèå êÄÍÊ êëîíèðóþò ñ
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èñïîëüçîâàíèåì óäîáíîãî ÏÖÐ-ìåòîäà è îïðåäåë þò íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
âñòàâîê. Íà Ôèã.5 ïðåäñòàâëåíî ñîïîñòàâëåíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äîìåíîâ VL (5A) è VH
(5B) ìûøèíîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà 9F3, ãóìàíèçèðîâàííîãî âàðèàíòà (V13) è
êîíñåíñóñíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ò æåëîé öåïè ïîäãðóïïû III ÷åëîâåêà è ëåãêîé κ-öåïè
ïîäãðóïïû III. Äë  òîãî ÷òîáû ãàðàíòèðîâàòü, ÷òî êëîíèðîâàííûå êÄÍÊ êîäèðóþò
ïðàâèëüíîå Mab, îòðàæàþùåå ñïåöèôè÷íîñòü è ïàðàìåòðû mAb 9F3, áûëè ñîçäàíû
ðåêîìáèíàíòíûå õèìåðíûå áåëêè, êîòîðûå èñïîëüçóþò ìûøèíûå êÄÍÊ-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ÑÍ1-äîìåí ÷åëîâåêà, ïðåäñòàâëåííûå íà Ôèã.5. Ïîëó÷åííà  õèìåðà
(ÑÍ8-2) îêàçàëàñü ñïîñîáíà ïîëíîñòüþ íåéòðàëèçîâàòü ðàçëè÷íûå ðåêîìáèíàíòíûå

IFN-α-ïîäòèïû (Ôèã.6). Àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ò æåëîé è ëåãêîé öåïåé áûëè
çàòåì èñïîëüçîâàíû äë  ñîçäàíè  ãóìàíèçèðîâàííîãî àíòèòåëà.

Ïðèìåð 2. Ãóìàíèçàöè  ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà 9F3, íåéòðàëèçóþùåãî ïàí-IFN-α
Ìàòåðèàë è ìåòîäû
Êîíñòðóèðîâàíèå ãóìàíèçèðîâàííûõ F(ab)
×òîáû ñêîíñòðóèðîâàòü ïåðâûé F(ab)-âàðèàíò ãóìàíèçèðîâàííîãî 9F3, îñóùåñòâë þò

ñàéò-íàïðàâëåííûé ìóòàãåíåç (Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492 [1985]) íà
äåçîêñèóðèäèí-ñîäåðæàùåé ìàòðèöå pEMX1. Øåñòü CDR áûëè çàìåíåíû ìûøèíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ 9F3 (Ôèã.5); îñòàòêè, âêëþ÷åííûå â êàæäóþ CDR, ïðîèñõîä ò èç CDR,
ñôîðìèðîâàííîé íà îñíîâå äàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (Kabat et al., (1991) âûøå).
Ñëåäîâàòåëüíî, F-1 ñîñòîèò ïîëíîñòüþ èç ÷åëîâå÷åñêîé êàðêàñíîé îáëàñòè (ïîäãðóïïà 1
VL κ è ïîäãðóïïà III VH) ñ øåñòüþ ïîëíûìè ìûøèíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè CDR.
Ïëàçìèäû äë  âñåõ äðóãèõ F(ab)-âàðèàíòîâ êîíñòðóèðóþò èç ïëàçìèäíîé ìàòðèöû F-1.
Ïëàçìèäû òðàíñôîðìèðóþò â E.coli øòàììà XL-1 Blue (Stratagene, San Diego, CA) äë 
ïîëó÷åíè  äâóõ- è îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì èìåþùèõñ  â ïðîäàæå íàáîðîâ
(Qiagen, Valencia, CA). Äë  êàæäîãî âàðèàíòà ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ ëåãêóþ è ò æåëóþ öåïè,
ïîëíîñòüþ ñåêâåíèðóþò ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïîñîáà òåðìèíàöèè öåïè
äèäåçîêñèíóêëåîòèäîì (Sequenase, U.S. Biochemical Corp., Clevalend, OH). Ïëàçìèäû
òðàíñôîðìèðóþò â E. coli øòàìì 16Ñ9, ïîëó÷åííûé èç ÌÌ294, âûñåâàþò â ÷àøêè íà ñðåäó
Ëóðèà, ñîäåðæàùóþ 50 ìêã/ìë êàðáåíèöèëëèíà, è îòäåëüíóþ êîëîíèþ îòáèðàþò äë 
ýêñïðåññèè áåëêà. Îòäåëüíóþ êîëîíèþ âûðàùèâàþò â 5 ìë ñðåäû Ëóðèà ñî 100 ìêã/ìë
êàðáåíèöèëëèíà â òå÷åíèå 5-8 ÷ ïðè 37°Ñ. 5 ìë êóëüòóðû âíîñ ò â 500 ìë ñðåäû ÀÐ5,
ñîäåðæàùåé 50 ìêã/ìë êàðáåíèöèëëèíà, è îñòàâë þò ðàñòè â òå÷åíèå 20 ÷ â 4-ëèòðîâîé
âñòð õèâàåìîé êîëáå ïðè 30°Ñ. Ñðåäà ÀÐ5 ñîñòîèò èç: 1,5 ã ãëþêîçû, 11,0 ã Hycase SF,
0,6 ã äðîææåâîãî ýêñòðàêòà (ñåðòèôèöèðîâàííûé), 0,19 ã MgSO4 (áåçâîäíûé), 1,07 ã NH4Cl,
3,73 ã KCl, 1,2 ã NaCl, 120 ìë 1 Ì òðèýòàíîëàìèíà, ðÍ 7,4, âîäû äî 1 ë, ïîñëå ÷åãî
ñòåðèëüíî ôèëüòðóþò ÷åðåç 0,1 ìêì Sealkeen-ôèëüòð. Êëåòêè ñîáèðàþò
öåíòðèôóãèðîâàíèåì â 1 ë öåíòðèôóæíîé áóòûëè ïðè 3000×g è ñóïåðíàòàíò óäàë þò.
Ïîñëå çàìîðàæèâàíè  â òå÷åíèå 1 ÷ îñàäîê ðåñóñïåíäèðóþò â 25 ìë õîëîäíîãî ðàñòâîðà,
ñîäåðæàùåãî 10 ìÌ Òðèñ-1 ìÌ ÝÄÒÀ-20% ñàõàðîçû, ðÍ 7,5, ê êîòîðîìó äë  ïîäàâëåíè 
ïðîòåîëèçà äîáàâë þò 250 ìêë 0,1 Ì áåíçàìèäèíà (Sigma, St. Louis, MO). Ïîñëå
îñòîðîæíîãî ïåðåìåøèâàíè  íà ëüäó â òå÷åíèå 3 ÷ îáðàçåö öåíòðèôóãèðóþò ïðè 40000õg â
òå÷åíèå 15 ìèí. Çàòåì ïîëó÷åííûé ñóïåðíàòàíò íàíîñ ò íà êîëîíêó (÷èñòûé îáúåì 0,5 ìë)
ñ áåëêîì G-Ñåôàðîçîé CL-4B (Pharmacia, Uppsala, Sweden), óðàâíîâåøåííîé 10 ìÌ Òðèñ-1
ìÌ ÝÄÒÀ, ðÍ 7,5. Êîëîíêó ïðîìûâàþò 10 ìë 10 ìÌ Òðèñ-1 ìÌ ÝÄÒÀ, ðÍ 7,5, è ýëþèðóþò 3
ìë 0,3 Ì ãëèöèíà, ðÍ 3,0, â 1,25 ìë 1 Ì Òðèñà, ðÍ 8,0. Çàòåì F(ab)-áóôåð ìåí þò íà
PBS, ïðèìåí   Centricon-30 (Amicon, Beverly, MA) è êîíöåíòðèðóþò äî êîíå÷íîãî îáúåìà
0,5 ìë. Ãåëè SDS-PAGE, ñîäåðæàùèå âñå F(ab), ðàçãîí þò, ÷òîáû âû ñíèòü ñòåïåíü
î÷èñòêè, à ìîëåêóë ðíóþ ìàññó êàæäîãî âàðèàíòà ïðîâåð þò ñ ïîìîùüþ
ýëåêòðîðàñïûëèòåëüíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè. Êîíöåíòðàöèè F(ab) îïðåäåë þò ñ
èñïîëüçîâàíèåì êîëè÷åñòâåííîãî àìèíîêèñëîòíîãî àíàëèçà.

Êîíñòðóèðîâàíèå õèìåðíîãî è ãóìàíèçèðîâàííîãî IgG
Äë  îáðàçîâàíè  âàðèàíòîâ IgG2 õèìåðíîãî è ãóìàíèçèðîâàííîãî 9F3 ÷åëîâåêà

ñîîòâåòñòâóþùèå ìûøèíûå èëè ãóìàíèçèðîâàííûå äîìåíû VL è VH (F-13, Òàáëèöà 3)
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ñóáêëîíèðóþò â îòäåëüíûå ðàíåå îïèñàííûå pRK-âåêòîðû (Eaton et al., Biochemistry 25:
8343-8347 [1986]), êîòîðûå ñîäåðæàò ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ CH1-Fc IgG2 ÷åëîâåêà èëè CL-
äîìåí ëåãêîé öåïè ÷åëîâåêà. ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ ïîëíóþ ëåãêóþ è ïîëíóþ ò æåëóþ öåïü
êàæäîãî âàðèàíòà ïðîâåð þò ñ ïîìîùüþ äèäåçîêñèíóêëåîòèäíîãî ñåêâåíèðîâàíè .
Õèìåðíûé IgG ñîñòîèò èç ïîëíîãî VH-äîìåíà ìûøèíîãî 9F3, ñëèòîãî ñ ÑÍ1-äîìåíîì
÷åëîâåêà ïî àìèíîêèñëîòå SerH113, è ïîëíîãî VL-äîìåíà ìûøèíîãî 9F3, ñëèòîãî ñ CL-
äîìåíîì ÷åëîâåêà ïî àìèíîêèñëîòå LysL 107.

Ò æåëóþ è ëåãêóþ öåïü ïëàçìèä êîòðàíñôèöèðóþò â òðàíñôîðìèðîâàííóþ
àäåíîâèðóñîì ëèíèþ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê ïî÷êè ÷åëîâåêà, 293 (Graham et al., J. Gen.
Virol. 36:59-74 [1977]), ñ èñïîëüçîâàíèåì âûñîêîýôôåêòèâíîãî ìåòîäà (Gorman et al.,
DNA Prot. Eng. Tech. 2:3-10 [1990]). Åæåäíåâíî ìåí þò ñðåäû íà áåññûâîðîòî÷íûå è â
òå÷åíèå âñåõ ï òè äíåé ñîáèðàþò êëåòêè. Àíòèòåëà âûäåë þò î÷èñòêîé èç îáúåäèíåííûõ
ñóïåðíàòàíòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì áåëîê À-Ñåôàðîçû CL-4B (Pharmacia). Ýëþèðîâàííîìó
àíòèòåëó ìåí þò áóôåð íà PBS ñ èñïîëüçîâàíèåì Centricon-30 (Amicon), êîíöåíòðèðóåìîãî
äî 0,5 ìë, ñòåðèëüíî ôèëüòðóþò ñ èñïîëüçîâàíèåì Millex-GV (Millipore, Bedford, MA) è
õðàí ò ïðè 4°Ñ. Êîíöåíòðàöèè IgG2 îïðåäåë þò ñ èñïîëüçîâàíèåì êîëè÷åñòâåííîãî
àìèíîêèñëîòíîãî àíàëèçà.

Àíàëèç ñâ çûâàíè  IFN-α
Äë  îñóùåñòâëåíè  ELISA 96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû äë  ìèêðîòèòðîâàíè  (Nunc)

ïîêðûâàþò âíåñåíèåì â êàæäóþ ëóíêó 50 ìêë 0,1 ìêã/ìë IFN-α â PBS è èíêóáèðóþò ïðè 4°Ñ
â òå÷åíèå íî÷è. Çàòåì ïëàíøåòû òðèæäû ïðîìûâàþò áóôåðîì äë  ïðîìûâêè (PBS c 0,05 %
Òâèí-20). Ïîñëå ýòîãî ëóíêè ïëàíøåòà äë  ìèêðîòèòðîâàíè  áëîêèðóþò ñ ïîìîùüþ 200 ìêë
SuperBlock (Pierce) è èíêóáèðóþò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 1 ÷àñà. Ïëàíøåòû
âíîâü ïðîìûâàþò òðè ðàçà ïðîìûâî÷íûì áóôåðîì. Ïîñëå ñòàäèè ïðîìûâêè â óêàçàííûå
ëóíêè âíîñ ò 100 ìêë ñåðèéíî ðàçâåäåííîãî ãóìàíèçèðîâàííîãî mAb ñ èñõîäíîé
êîíöåíòðàöèåé 10 ìêã/ìë. Ïëàíøåòû èíêóáèðóþò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 1
÷àñà íà àïïàðàòå äë  âñòð õèâàíè  è çàòåì òðè ðàçà ïðîìûâàþò ïðîìûâî÷íûì áóôåðîì.
Äàëåå â êàæäóþ ëóíêó âíîñ ò êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (HRP) êîçüè
àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íûå ê Fab ÷åëîâåêà (Cappel), ðàçâåäåííûå 1:1000 â àíàëèòè÷åñêîì
áóôåðå (0,5 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà, 0,05% Òâèí-20 â PBS). Ïëàíøåòû
èíêóáèðóþò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå íà àïïàðàòå äë  âñòð õèâàíè  è çàòåì ïðîìûâàþò
òðè ðàçà ïðîìûâî÷íûì áóôåðîì ñ ïîñëåäóþùèì äîáàâëåíèåì â êàæäóþ ëóíêó 100 ìêë
ñóáñòðàòà (TMB, 3,3',5,5'-òåòðàìåòèëáåíçèäèí; Kirkegaard & Perry) è èíêóáèðóþò ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 10 ìèíóò. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàþò äîáàâëåíèåì â
êàæäóþ ëóíêó 100 ìêë ñòîï-ðàñòâîðà (îò Kirkegaard & Perry) è ñ ïîìîùüþ
àâòîìàòèçèðîâàííîãî ñ÷èòûâàþùåãî óñòðîéñòâà äë  ìèêðîòèòðîâàëüíûõ ïëàíøåòîâ
ñ÷èòûâàþò ïîãëîùåíèå ïðè 450 íì.

BIAcore-áèîñåíñîðíûé àíàëèç
Ñâ çûâàíèå IFN-α ãóìàíèçèðîâàííûìè F(ab), õèìåðíûìè è ãóìàíèçèðîâàííûìè IgG2-

àíòèòåëàìè èçìåð þò ñ èñïîëüçîâàíèåì BIAcore-áèîñåíñîðà (Karlsson et al., Methods:
A companion to Methods in Enzymology 6:97-108 [1994]). IFN-α èììîáèëèçóþò íà ñåíñîðíîì
÷èïå â êîíöåíòðàöèè 60 ìêã/ìë â 50 ìÌ MES-áóôåðå, ðÍ 6,3. Àíòèòåëà ýêñïîíèðóþò íà
÷èïå â êîíöåíòðàöèè 75 ìêã/ìë (500 íì) â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðíîì ðàñòâîðå/1% Òâèí-
20. Èçìåð þò àíòèòåëüíûé on-rate (kon).

Ìåòîäû êîìïüþòåðíîé ãðàôèêè ìûøèíûõ è ãóìàíèçèðîâàííûõ F(ab)
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè VL è VH äîìåíîâ (Ôèã.5À è Â) èñïîëüçóþò äë  ïîñòðîåíè 

êîìïüþòåðíîé ãðàôèêîé ìîäåëè äîìåíîâ VL-VH ìûøèíûõ 9F3 (Ôèã.7). Äàííóþ ìîäåëü
èñïîëüçóþò äë  îïðåäåëåíè  îñòàòêîâ êàðêàñíûõ îáëàñòåé, êîòîðûå äîëæíû áûòü
âñòðîåíû â ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî. Ñîçäàþò òàêæå ìîäåëü ãóìàíèçèðîâàííîãî F(ab),
÷òîáû ïðîâåðèòü ïðàâèëüíîñòü îòáîðà îñòàòêîâ êàðêàñíîé îáëàñòè ìûøè. Ïîñòðîåíèå
ìîäåëåé îñóùåñòâë þò òàê, êàê îïèñàíî ðàíüøå (Carter et al., [1992] âûøå; Werther et
al., [1996] âûøå).

Ðåçóëüòàòû
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Êîíñåíñóñíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ò æåëîé öåïè ïîäãðóïïû III è ëåãêîé öåïè ïîäãðóïïû
I ÷åëîâåêà èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå êàðêàñíîé îáëàñòè äë  ãóìàíèçàöèè, êàê ïîêàçàíî íà
Ôèã.5 (Kabat et al., (1991), âûøå). Äàííóþ êàðêàñíóþ îáëàñòü óñïåøíî èñïîëüçóþò äë 
ãóìàíèçàöèè äðóãèõ ìûøèíûõ àíòèòåë (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285-
4289 [1992]; Presta et al., J. Immunol. 151:2623-2632 [1993]; Eigenbrot et al.,
Proteins 18:49-62 [1994]; Werther et al., J. Immunol. 157:4986-4995 [1996]). Âñå
ãóìàíèçèðîâàííûå âàðèàíòû ïåðâîíà÷àëüíî áûëè ñîçäàíû è ñêðèíèðîâàíû äë 
ñâ çûâàíè  F(ab), ýêñïðåññèðóåìûõ â E.coli. Îáû÷íûé âûõîä äë  500 ìë êîëá ñîñòàâë åò
0,1-0,4 ìã F(ab).

Îñòàòêè ãèïåðâàðèàáåëüíîé îáëàñòè (CDR) èäåíòèôèöèðóþò ëèáî íà îñíîâå
ãèïåðâàðèàáåëüíîñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (Kabat et al., (1991) âûøå), ëèáî ïî
êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóêòóðå F(ab)-àíòèãåííûõ êîìïëåêñîâ (Chothia et al., Nature 342:877-
883 [1989]). Õîò  èäåíòèôèêàöè  CDR íà îñíîâå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áîëüøå, ÷åì
èäåíòèôèêàöè  CDR íà îñíîâå ñòðóêòóðû, îáå îíè ñîãëàñóþòñ  ìåæäó ñîáîé çà
èñêëþ÷åíèåì CDR-H1. Â ñîîòâåòñòâèè ñ èäåíòèôèêàöèåé íà îñíîâå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
CDR-H1 âêëþ÷àåò îñòàòêè H31-H35, òîãäà êàê ñèñòåìà íà îñíîâå ñòðóêòóðû
èäåíòèôèöèðóåò â êà÷åñòâå CDR-H1 îñòàòêè H26-H32 (îñòàòêè ëåãêîé öåïè êîëè÷åñòâåííî
ïðèñîåäèí þòñ  ê L; îñòàòêè ò æåëîé öåïè êîëè÷åñòâåííî ïðèñîåäèí þòñ  ê H). Â
íàñòî ùåì èññëåäîâàíèè CDR-H1 èäåíòèôèöèðóþò â âèäå ñî÷åòàíè  èç äâóõ, ò.å.
âêëþ÷àþùèå îñòàòêè H26-H35. Äðóãèå CDR îïðåäåë þò ñ èñïîëüçîâàíèåì èäåíòèôèêàöèè
íà îñíîâå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (Kabat et al., (1991) âûøå).

Â ïåðâîíà÷àëüíîì âàðèàíòå F-1, CDR-îñòàòêè ïåðåíîñ ò èç ìûøèíîãî àíòèòåëà â
êàðêàñíóþ îáëàñòü ÷åëîâåêà. Êðîìå òîãî, ñîçäàþò è òåñòèðóþò íà ñâ çûâàíèå F(ab),
êîòîðûå ñîñòî ò èç õèìåðíîé ò æåëîé öåïè è F-1-ëåãêîé öåïè (Ch-1), à òàêæå F-1-
ò æåëîé öåïè è õèìåðíîé ëåãêîé öåïè (Ch-2). F-1 ïëîõî ñâ çûâàåò IFN-α (Òàáëèöà 3).
Ñðàâíåíèå ñðîäñòâà ñâ çûâàíè  Ch-1 è Ch-2 (Òàáëèöà 3) äàåò îñíîâàíèå ïîëàãàòü, ÷òî
îñòàòêè êàðêàñíîé îáëàñòè â VH-äîìåíå F-1 íóæíî çàìåíèòü äë  óëó÷øåíè  ñâ çûâàíè .
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Â ïðåäøåñòâóþùèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïî ãóìàíèçàöèè (Xiang et al., J. Mol. Biol. 253:385-
390 [1995]; Werther et al., [1996] âûøå), à òàêæå â èññëåäîâàíè õ F(ab)-àíòèãåííûõ
êðèñòàëëè÷åñêèõ ñòðóêòóð (Chothia et al., [1989] âûøå; Tramontano et al., J. Mol.
Biol. 215:175-182 [1990]) ïîêàçàíî, ÷òî îñòàòêè Í71 è Í73 ìîãóò îáëàäàòü àáñîëþòíûì
âëè íèåì íà ñâ çûâàíèå, âîçìîæíî, èç-çà âëè íè  êîíôîðìàöèé CDR-H1 è CDR-H2.
Çàìåíà ÷åëîâå÷åñêèõ îñòàòêîâ â ïîëîæåíè õ Í71 è Í73 èõ ìûøèíûìè êîïè ìè ëèøü
íåçíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåò ñâ çûâàíèå (âàðèàíò F-2, Òàáëèöà 3). Äàëüíåéøèå
îäíîâðåìåííûå çàìåíû â ïîëîæåíè õ Í67, Í69 è Í78 (âàðèàíò F-3), à âïîñëåäñòâèè è
çàìåíû ArgH94Ser (âàðèàíò F-4) è AlaH24Thr (âàðèàíò F-5) ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàþò
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ñâ çûâàíèå (Òàáëèöà 3). Ïîñëå òîãî êàê ïîëîæåíè  Í67, Í69 è Í78 áûëè îäíîâðåìåííî
çàìåíåíû, êàæäîå ïîëîæåíèå âíîâü çàìåí þò íà ÷åëîâå÷åñêèé êîíñåíñóñíûé îñòàòîê
êàðêàñíîé îáëàñòè; âàðèàíòû F-7, F-8, F-9 è F-10 ñâèäåòåëüñòâóþò, ÷òî ÷åëîâå÷åñêèé
îñòàòîê ïðåäïî÷òèòåëüíî íàõîäèòñ  â ïîëîæåíèè Í67, à ïîëîæåíèå Í69 íå äåìîíñòðèðóåò
êàêîãî-ëèáî ïðåäïî÷òåíè  äë  ÷åëîâå÷åñêîãî èëè ìûøèíîãî îñòàòêà, íî ìûøèíûé îñòàòîê
ïðåäïî÷òèòåëåí â ïîëîæåíèè Í78.

Âî âðåì  ïðåæíèõ ãóìàíèçàöèé àâòîðàìè áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî îñòàòêè â êàðêàñíîé
ïåòëå, FR-3 (Kabat et al., (1991) âûøå), ïðèìûêàþùèå ê CDR-H1 è CDR-H2, ìîãóò âëè òü
íà ñâ çûâàíèå (Eigenbrot et al., (1994) âûøå). Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì äâà îñòàòêà â
ýòîé ïåòëå áûëè çàìåíåíû íà ñîîòâåòñòâóþùèå ó÷àñòêè ìûøè: LysH75 íà ìûøèíûé Ser
(âàðèàíò F-11), à AsnH76 íà ìûøèíûé Arg (âàðèàíò F-12). Ëèøü çàìåíà AsnH76Arg
óëó÷øàåò ñâ çûâàíèå (Òàáëèöà 3).

Èññëåäîâàíèå ìîäåëåé ìûøèíûõ è ãóìàíèçèðîâàííûõ F(ab) äàåò îñíîâàíèå ïîëàãàòü,
÷òî îñòàòîê L46, ïîãðóæåííûé â îáëàñòü êîíòàêòà VL-VH è âçàèìîäåéñòâóþùèé ñ CDR-H3,
ìîæåò òàêæå èãðàòü ðîëü â îïðåäåëåíèè êîíôîðìàöèè CDR-H3 è/èëè âëè òü íà
âçàèìîäåéñòâèå äîìåíîâ VL è VH. Ïîäîáíûì îáðàçîì, ïîëîæåíèå L49, êîòîðîå ïðèìûêàåò
ê CDR-L2, îòëè÷àåòñ  ìåæäó ÷åëîâå÷åñêèì êîíñåíñóñîì (Tyr) è ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 9F3
(Ser). Ïîýòîìó îñòàòêè LeuL46Val è TyrL49Ser áûëè çàìåíåíû îäíîâðåìåííî, ÷òî äàåò
âàðèàíò (F-13) ñ äîïîëíèòåëüíûì óëó÷øåíèåì ñâ çûâàíè  (Òàáëèöà 3). Íà îñíîâàíèè
ñàìîé ëó÷øåé ñïîñîáíîñòè ñâ çûâàíè  ñðåäè âñåõ ïîëó÷åííûõ âàðèàíòîâ F-13 áûë âûáðàí
â êà÷åñòâå îêîí÷àòåëüíîãî ãóìàíèçèðîâàííîãî âàðèàíòà.

Ãóìàíèçèðîâàííîå ðåêîìáèíàíòíîå àíòè-IFN-α ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî (V13IgG2)
ñîçäàþò ïóòåì ñëè íè  äîìåíîâ VH è VL, ïîëó÷åííûõ èç F-13, ñîîòâåòñòâåííî äë  CH1-Fc
÷åëîâå÷åñêîãî IgG2 è ÷åëîâå÷åñêèõ CL-äîìåíîâ. Çàòåì óðîâíè KON è âåëè÷èíû KD V13IgG2
ñðàâíèâàþò ñ õèìåðíûì IgG2 èëè ìûøèíûì 9F3. BIACore-èçìåðåíèå ñâ çûâàíè 
V13IgG2 è õèìåðíîãî IgG2 ñ èììîáèëèçîâàííûì IFN-α ñâèäåòåëüñòâóåò, ÷òî èõ KON-óðîâíè
ñõîäíû (Òàáëèöà 4). Èçìåðåíèå ñðîäñòâà ñ èñïîëüçîâàíèåì Kinexa-òåõíîëîãèè
ïîêàçûâàåò, ÷òî ñðîäñòâî V13IgG2 ñ IFN-α ñíèæåíî â 2 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ ðîäèòåëüñêèì
ìûøèíûì àíòèòåëîì 9F3 (Òàáëèöà 4).

Äåïîíèðîâàíèå ìàòåðèàëà
Íèæåñëåäóþùèå ìàòåðèàëû áûëè äåïîíèðîâàíû â Àìåðèêàíñêîé êîëëåêöèè òèïîâûõ

êóëüòóð, 10801 University Bvld., Manassas, VA 20110-2209, ÑØÀ (ATCC):
Ìàòåðèàë Ðåã. ¹ATCC Äàòà äåïîíèðîâàíè 

1. Ãèáðèäîìíà  êëåòî÷íà  ëèíè , ñåêðåòèðóþùà  ìûøèíûå àíòè-IFN-α ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà 9F3

(ID. Ref.: 9F3.18.5)

PTA-2917 18  íâàð  2001 ã.

2. Âåêòîð íà îñíîâå pRK äë  ýêñïðåññèè ò æåëîé öåïè õèìåðíîãî CH8-2 ïîëíîðàçìåðíîãî IgG
(ID. Ref.: XAIFN-ChHpDR2)

PTA-2883 9  íâàð  2001 ã.

3. Âåêòîð íà îñíîâå pRK äë  ýêñïðåññèè ëåãêîé öåïè õèìåðíîãî CH8-2  ïîëíîðàçìåðíîãî IgG
(ID. Ref.: XAIFN-ChLpDR1)

PTA-2880 9  íâàð  2001 ã.

4. Âåêòîð íà îñíîâå pRK äë  ýêñïðåññèè ò æåëîé öåïè ãóìàíèçèðîâàííîãî V13 ïîëíîðàçìåðíîãî IgG
(ID. Ref.: VHV30-IgG2)

PTA-2881 9  íâàð  2001 ã.
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5. Âåêòîð íà îñíîâå pRK äë  ýêñïðåññèè ëåãêîé öåïè ãóìàíèçèðîâàííîãî V13 ïîëíîðàçìåðíîãî IgG2
(ID. Ref.: VLV30-IgG)

PTA-2882 9  íâàð  2001 ã.

Äàííîå äåïîíèðîâàíèå îñóùåñòâë ëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ïîëîæåíè ìè Áóäàïåøòñêîãî
Äîãîâîðà î ìåæäóíàðîäíîì ïðèçíàíèè äåïîíèðîâàíè  ìèêðîîðãàíèçìîâ äë  öåëåé
ïàòåíòíîé ïðîöåäóðû è Ïðàâèë íà åãî îñíîâå (Áóäàïåøòñêèé Äîãîâîð). Ýòî ãàðàíòèðóåò
ñîõðàíåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè êóëüòóðû â òå÷åíèå 30 ëåò ñ äàòû äåïîíèðîâàíè .
Äåïîíèðîâàííûé ìàòåðèàë áóäåò äîñòóïåí â ATCC â ðàìêàõ Áóäàïåøòñêîãî Äîãîâîðà è â
ñîîòâåòñòâèè ñ ñîãëàøåíèåì ìåæäó Genentech, Inc. è ATCC, êîòîðîå îáåñïå÷èâàåò
ïîñòî ííûé è íåîãðàíè÷åííûé îáùåñòâåííûé äîñòóï ê ïîòîìñòâó êóëüòóðû-äåïîíåíòà ñ
ìîìåíòà âûäà÷è ñîîòâåòñòâóþùåãî ïàòåíòà ÑØÀ, èëè ïîñëå îïóáëèêîâàíè  ïàòåíòíîé
çà âêè ÑØÀ èëè èíîñòðàííîé çà âêè â çàâèñèìîñòè îò òîãî, êàêîå ñîáûòèå íàñòóïèò
ðàíüøå, è îáåñïå÷èâàåò äîñòóïíîñòü ïîòîìñòâà, êàê ýòî îïðåäåëåíî äë  Óïîëíîìî÷åííîãî
ïî ïàòåíòàì è òîâàðíûì çíàêàì, èìåþùèì íà ýòî ïðàâî, â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàòüåé
35 §122 ñâîäà çàêîíîâ ÑØÀ è â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðàâèëàìè äë  Óïîëíîìî÷åííîãî (âêëþ÷à 
ñò. 37 § 1.14 C.F.R. (Ñâîä ôåäåðàëüíûõ ïðàâèë) c îñîáîé ññûëêîé íà 886 OG
(íàèìåíîâàíèå îôèöèàëüíîãî ïåðèîäè÷åñêîãî èçäàíè , âûïóñêàåìîãî Áþðî Ïàòåíòîâ ÑØÀ)
638).

Íàçíà÷åííîå ëèöî ïî íàñòî ùåé çà âêå ñîãëàñíî ñ òåì, ÷òî â ñëó÷àå ãèáåëè èëè óòðàòû
èëè óíè÷òîæåíè  ìàòåðèàëîâ äåïîíèðîâàííîé êóëüòóðû ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â
ïîäõîä ùèõ óñëîâè õ, ìàòåðèàëû ñëåäóåò ñðàçó æå çàìåíèòü íà äðóãèå òàêèå æå ïî
ïîëó÷åíèè óâåäîìëåíè . Äîñòóïíîñòü äåïîíèðîâàííîãî ìàòåðèàëà íåëüç  ðàññìàòðèâàòü â
êà÷åñòâå ëèöåíçèè íà èñïîëüçîâàíèå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  â íàðóøåíèå ïðàâ â
ñîîòâåòñòâèè ñ äîâåðåííîñòüþ îò ëþáîãî ïðàâèòåëüñòâà, ñîãëàñíî åãî ïàòåíòíûì çàêîíàì.

Âûøåèçëîæåííîå â ïèñüìåííîé ôîðìå îïèñàíèå èçîáðåòåíè  ñ÷èòàåòñ  äîñòàòî÷íûì
äë  âîçìîæíîñòè îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñïåöèàëèñòîì â äàííîé îáëàñòè.
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå íå îãðàíè÷åíî äåïîíèðîâàííûì ìàòåðèàëîì, êîòîðûé
ïðîèëëþñòðèðîâàí â êà÷åñòâå ïðåäïî÷òèòåëüíîãî âàðèàíòà îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  ëèøü â îäíîì àñïåêòå, ïðè ýòîì ëþáîé ôóíêöèîíàëüíî ýêâèâàëåíòíûé
ìàòåðèàë òàêæå ïîäïàäàåò ïîä ðàìêè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Ïðè ýòîì äåïîíèðîâàííûé
ìàòåðèàë íå  âë åòñ  ïðèçíàíèåì òîãî, ÷òî ïðåäñòàâëåííîå çäåñü ïèñüìåííîå îïèñàíèå
 âë åòñ  íåäîñòàòî÷íûì äë  îñóùåñòâëåíè  ëþáîãî àñïåêòà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , â
òîì ÷èñëå ëó÷øåãî ñïîñîáà îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , à òàêæå íå  âë åòñ  îñíîâàíèåì
îãðàíè÷åíè  øèðîòû ïðèò çàíèé êîíêðåòíûìè ïðåäñòàâëåííûìè ïðèìåðàìè. Â
äåéñòâèòåëüíîñòè, ðàçëè÷íûå ìîäèôèêàöèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïîìèìî
ïðåäñòàâëåííûõ è îïèñàííûõ çäåñü äîëæíû áûòü î÷åâèäíû ñïåöèàëèñòàì â äàííîé
îáëàñòè òåõíèêè íà îñíîâàíèè âûøåèçëîæåííîãî îïèñàíè , êîòîðîå íàõîäèòñ  â ðàìêàõ
çà âëåííîé ôîðìóëû èçîáðåòåíè .

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Àíòè-IFN-α ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî, ñîäåðæàùåå îïðåäåë þùóþ

êîìïëåìåíòàðíîñòü îáëàñòü CDRH1 ò æåëîé öåïè ôîðìóëû GYTFTEYIIH (SEQ ID NO:10),
CDRH2 ò æåëîé öåïè SINPDYDITNYNQRFKG (SEQ ID NO:11) è CDRH3 ò æåëîé öåïè
ôîðìóëû WISDFFDY (SEQ ID NO:12), ãäå óêàçàííîå àíòèòåëî ñâ çûâàåòñ  ïî êðàéíåé ìåðå
ñ ïîäòèïàìè IFN-α - IFN-α1, IFN-α2, IFN-α4, IFN-α5, IFN-α8, IFN-α10 è IFN-α21 è
íåéòðàëèçóåò èõ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü.

2. Àíòèòåëî ïî ï.1, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ìûøèíîå àíòèòåëî.
3. Àíòèòåëî ïî ï.1, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãóìàíèçèðîâàííîå

àíòèòåëî.
4. Àíòèòåëî ïî ï.1, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé àíòèòåëî ÷åëîâåêà.
5. Àíòèòåëî ïî ï.1, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî óêàçàííà  áèîëîãè÷åñêà  àêòèâíîñòü

 âë åòñ  ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòüþ.
6. Àíòèòåëî ïî ï.5, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî óêàçàííîå àíòèòåëî ñïîñîáíî

íåéòðàëèçîâàòü, ïî ìåíüøåé ìåðå, 70% ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè óêàçàííûõ ïîäòèïîâ
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IFN-α.
7. Àíòèòåëî ïî ï.5, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî óêàçàííîå àíòèòåëî ñïîñîáíî

íåéòðàëèçîâàòü, ïî ìåíüøåé ìåðå, 80% ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè óêàçàííûõ ïîäòèïîâ
IFN-α.

8. Àíòèòåëî ïî ï.5, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî óêàçàííîå àíòèòåëî ñïîñîáíî
íåéòðàëèçîâàòü, ïî ìåíüøåé ìåðå, 90% ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè óêàçàííûõ ïîäòèïîâ
IFN-α.

9. Àíòèòåëî ïî ï.5, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî óêàçàííîå àíòèòåëî ñïîñîáíî
íåéòðàëèçîâàòü, ïî ìåíüøåé ìåðå, 99% ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè óêàçàííûõ ïîäòèïîâ
IFN-α.

10. Àíòèòåëî ïî ï.1, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ìûøèíîå
ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî 9F3 ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà èëè åãî ãóìàíèçèðîâàííóþ èëè
õèìåðíóþ ôîðìó.

11. Àíòèòåëî ïî ï.10, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé âàðèàíò 13 (V13)
ãóìàíèçèðîâàííîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà 9F3 ïðîòèâ IFN-α ÷åëîâåêà.

12. Àíòèòåëî ïî ï.1, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé àíòèòåëî IgG-êëàññà.
13. Àíòèòåëî ïî ï.12, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî îáëàäàåò èçîòèïîì IgG1, IgG2, IgG3 èëè

IgG4.
14. Àíòèòåëî ïî ï.1, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ôðàãìåíò àíòèòåëà.
15. Àíòèòåëî ïî ï.14, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé Fab-ôðàãìåíò.
16. Àíòèòåëî ïî ï.14, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé F(ab')2-ôðàãìåíò.
17. Àíòèòåëî ïî ï.14, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé Fab′-ôðàãìåíò.
18. Ò æåëà  öåïü àíòè-IFN-α àíòèòåëà èëè åå ôðàãìåíò, âêëþ÷àþùà  ñëåäóþùèå

îïðåäåë þùèå êîìïëåìåíòàðíîñòü îáëàñòè:
(a) Í1 ôîðìóëû GYTFTEYIIH (SEQ ID NO:10);
(b) H2 ôîðìóëû SINPDYDITNYNQRFKG (SEQ ID NO:11);
(c) ÍÇ ôîðìóëû WISDFFDY (SEQ ID NO:12).
19. Ôðàãìåíò ò æåëîé öåïè àíòè-IFN-α àíòèòåëà ïî ï.18, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî

ïðåäñòàâë åò ñîáîé âàðèàáåëüíûé äîìåí ò æåëîé öåïè.
20. Àíòè-IFN-α àíòèòåëî, êîòîðîå ñâ çûâàåò INF-α, âêëþ÷àþùåå (À), ïî ìåíüøåé ìåðå,

îäíó ëåãêóþ öåïü èëè åå ôðàãìåíò, âêëþ÷àþùóþ ñëåäóþùèå îïðåäåë þùèå
êîìïëåìåíòàðíîñòü îáëàñòè:

(a) L1 ôîðìóëû RASQSVSTSSYSYMH (SEQ ID NO:7);
(b) L2 ôîðìóëû YASNLES (SEQ ID NO:8); è
(c) L3 ôîðìóëû QHSWGIPRTF (SEQ ID NO:9); è (Â) ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíó ò æåëóþ

öåïü èëè åå ôðàãìåíò, âêëþ÷àþùóþ ñëåäóþùèå îïðåäåë þùèå êîìïëåìåíòàðíîñòü
îáëàñòè:

(a) Í1 ôîðìóëû GYTFTEYIIH (SEQ ID NO:10);
(b) H2 ôîðìóëû SINPDYDITNYNQRFKG (SEQ ID NO:11); è
(c) ÍÇ ôîðìóëû WISDFFDY (SEQ ID NO:12).
21. Àíòèòåëî ïî ï.20, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî îáëàäàåò ãîìîòåòðàìåðíîé ñòðóêòóðîé,

ñîñòî ùåé èç äâóõ ïàð äèñóëüôèäíî-ñâ çàííûõ öåïåé, ò æåëà -ëåãêà  öåïü, àíòèòåëà.
22. Àíòèòåëî ïî ï.20, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ëèíåéíîå àíòèòåëî.
23. Àíòèòåëî ïî ï.20, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ìûøèíîå àíòèòåëî.
24. Àíòèòåëî ïî ï.20, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé õèìåðíîå àíòèòåëî.
25. Àíòèòåëî ïî ï.20, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãóìàíèçèðîâàííîå

àíòèòåëî.
26. Àíòèòåëî ïî ï.20, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé àíòèòåëî ÷åëîâåêà.
27. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùà  àíòèòåëî ïî ï.1.
28. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùà  àíòèòåëî ïî ï.10.
29. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùà  àíòèòåëî ïî ï.11.
30. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùà  àíòèòåëî ïî ï.20.
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31. Âûäåëåííà  ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùà  ò æåëóþ öåïü àíòèòåëà,
èëè ôðàãìåíò ò æåëîé öåïè, ïî ï.18.

32. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû, èìåþùà  íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî
ñóùåñòâó ñîîòâåòñòâóþùóþ íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ëåãêîé öåïè àíòè-IFN-α àíòèòåëà, ñîäåðæàùóþ
ñëåäóþùèå îïðåäåë þùèå êîìïëåìåíòàðíîñòü îáëàñòè:

(a) L1 ôîðìóëû RASQSVSTSSYSYMH (SEQ ID NO:7);
(b) L2 ôîðìóëû YASNLES (SEQ ID NO:8); è
(c) L3 ôîðìóëû QHSWGIPRTF (SEQ ID NO:9).
33. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû, èìåþùà  íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî

ñóùåñòâó ñîîòâåòñòâóþùóþ íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ò æåëîé öåïè àíòè-IFN-α àíòèòåëà, ñîäåðæàùóþ
ñëåäóþùèå îïðåäåë þùèå êîìïëåìåíòàðíîñòü îáëàñòè:

(a) Í1 ôîðìóëû GYTFTEYIIH (SEQ ID NO:10);
(b) H2 ôîðìóëû SINPDYDITNYNQRFKG (SEQ ID NO:11); è
(c) ÍÇ ôîðìóëû WISDFFDY (SEQ ID NO:12).
34. Âåêòîð äë  ýêñïðåññèè ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû, âêëþ÷àþùèé ìîëåêóëó

íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ëþáîìó èç ïï.27-33.
35. Êëåòêà-õîç èí, òðàíñôîðìèðîâàííà  ìîëåêóëîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ëþáîìó èç

ïï.27-33.
36. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  àíòèòåëà ïî ëþáîìó èç ïï.1, 10, 11 èëè 20, âêëþ÷àþùèé

êóëüòèâèðîâàíèå êëåòêè-õîç èíà, âêëþ÷àþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû,
êîäèðóþùóþ àíòèòåëî â óñëîâè õ, â êîòîðûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû
ýêñïðåññèðóåòñ  ñ îáðàçîâàíèåì àíòèòåëà.

37. Ãèáðèäîìíà  ëèíè  êëåòîê ìûøè, ïðîäóöèðóþùà  àíòè-IFN-α ìîíîêëîíàëüíîå
àíòèòåëî, ñîäåðæàùåå ñëåäóþùèå îïðåäåë þùèå êîìïëåìåíòàðíîñòü îáëàñòè:

(a) L1 ôîðìóëû RASQSVSTSSYSYMH (SEQ ID NO:7);
(b) L2 ôîðìóëû YASNLES (SEQ ID NO:8);
(c) L3 ôîðìóëû QHSWGIPRTF (SEQ ID NO:9);
(d) HI ôîðìóëû GYTFTEYIIH (SEQ ID NO:10);
(e) H2 ôîðìóëû SINPDYDITNYNQRFKG (SEQ ID NO:11); è
(f) ÍÇ ôîðìóëû WISDFFDY (SEQ ID NO:12), äåïîíèðîâàííà  â Àìåðèêàíñêîé Êîëëåêöèè

Òèïîâûõ Êóëüòóð ñ èíâåíòàðíûì ¹ÐÒÀ-2917.
38. Àíòèòåëî, ïðîäóöèðóåìîå ãèáðèäîìíîé ëèíèåé êëåòîê ïî ï.37, ãäå óêàçàííîå

àíòèòåëî ñâ çûâàåòñ  ïî êðàéíåé ìåðå ñ ïîäòèïàìè IFN-α - IFN-α1, IFN-α2, IFN-α4,

IFN-α5, IFN-α8, IFN-α10 è IFN-α21, è íåéòðàëèçóåò èõ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü.
39. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  äë  ëå÷åíè  ñîñòî íè , àññîöèèðîâàííîãî ñ

ýêñïðåññèåé INF-a, âêëþ÷àþùà  ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî àíòèòåëà ïî ï.1 â ñî÷åòàíèè ñ
ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûì íîñèòåëåì.

40. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  äë  ëå÷åíè  ñîñòî íè , àññîöèèðîâàííîãî ñ
ýêñïðåññèåé INF-α, âêëþ÷àþùà  ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî àíòèòåëà ïî ï.10 â ñî÷åòàíèè ñ
ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûì íîñèòåëåì.

41. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  äë  ëå÷åíè  ñîñòî íè , àññîöèèðîâàííîãî ñ
ýêñïðåññèåé INF-α, âêëþ÷àþùà  ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî àíòèòåëà ïî ï.11 â ñî÷åòàíèè ñ
ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûì íîñèòåëåì.

42. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  äë  ëå÷åíè  ñîñòî íè , àññîöèèðîâàííîãî ñ
ýêñïðåññèåé INF-α, âêëþ÷àþùà  ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî àíòèòåëà ïî ï.20 â ñî÷åòàíèè ñ
ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûì íîñèòåëåì.

43. Ñïîñîá äèàãíîñòèêè àóòîèììóííîãî çàáîëåâàíè  èëè ñîñòî íè , àññîöèèðîâàííîãî ñ
ýêñïðåññèåé â êëåòêå IFN-α, ãäå óêàçàííîå çàáîëåâàíèå èëè ñîñòî íèå âûáðàíî èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç èíñóëèíîçàâèñèìîãî ñàõàðíîãî äèàáåòà, ñèñòåìíîé êðàñíîé âîë÷àíêè è
àóòîèììóííîãî òèðåîèäèòà, âêëþ÷àþùèé êîíòàêòèðîâàíèå óêàçàííîé êëåòêè ñ àíòè-IFN-α
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àíòèòåëîì ïî ëþáîìó èç ïï.1-17 èëè 20-26, è äåòåêòèðîâàíèå ïîâûøåííûõ óðîâíåé IFN-α
ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíûìè êëåòêàìè.

44. Ñïîñîá ïî ï.43, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî óêàçàííûé ïàöèåíò ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ïàöèåíòà-ìëåêîïèòàþùåãî.

45. Ñïîñîá ïî ï.43, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî óêàçàííûé ïàöèåíò ïðåäñòàâë åò ñîáîé
÷åëîâåêà.

46. Ïðèìåíåíèå àíòè-IFN-α àíòèòåëà ïî ëþáîìó èç ïï.1-17 èëè 20-26 äë  ëå÷åíè 
çàáîëåâàíè  èëè ñîñòî íè , àññîöèèðîâàííîãî ó ïàöèåíòà ñ ïîâûøåííûìè óðîâí ìè IFN-α.

47. Ïðèìåíåíèå ïî ï.46, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî óêàçàííûé ïàöèåíò ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ïàöèåíòà-ìëåêîïèòàþùåãî.

48. Ïðèìåíåíèå ïî ï.46, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî óêàçàííûé ïàöèåíò ïðåäñòàâë åò ñîáîé
÷åëîâåêà.

49. Ïðèìåíåíèå ïî ëþáîìó èç ïï.46-48, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî óêàçàííîå çàáîëåâàíèå
èëè ñîñòî íèå ïðåäñòàâë åò ñîáîé àóòîèììóííîå çàáîëåâàíèå.

50. Ïðèìåíåíèå ïî ëþáîìó èç ïï.46-49, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî óêàçàííîå çàáîëåâàíèå
èëè ñîñòî íèå âûáðàíî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç èíñóëèíîçàâèñèìîãî ñàõàðíîãî äèàáåòà,
ñèñòåìíîé êðàñíîé âîë÷àíêè è àóòîèììóííîãî òèðåîèäèòà.

51. Àíòè-INF-α àíòèòåëî, ñîäåðæàùåå âàðèàáåëüíûé äîìåí ëåãêîé öåïè, ñîäåðæàùèé
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:1, è âàðèàáåëüíûé äîìåí ò æåëîé öåïè,
ñîäåðæàùèé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:2.

52. Âåêòîð ýêñïðåññèè, êîäèðóþùèé ëåãêóþ öåïü ãóìàíèçèðîâàííîãî àíòè-INF-α
àíòèòåëà, ñîäåðæàùèé íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïî ñóùåñòâó ñîîòâåòñòâóþùóþ
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ñîäåðæàùóþ ñëåäóþùèå îïðåäåë þùèå êîìïëåìåíòàðíîñòü îáëàñòè:

(a) L1 ôîðìóëû RASQSVSTSSYSYMH (SEQ ID NO:7);
(b) L2 ôîðìóëû YASNLES (SEQ ID NO:8); è
(c) L3 ôîðìóëû QHSWGIPRTF (SEQ ID NO:9),
äåïîíèðîâàííûé â ÀÒÑÑ ñ èíâåíòàðíûì ¹ÐÒÀ-2882.
53. Âåêòîð ýêñïðåññèè, êîäèðóþùèé ò æåëóþ öåïü ãóìàíèçèðîâàííîãî àíòè-INF-α

àíòèòåëà, ñîäåðæàùèé íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî ñóùåñòâó ñîîòâåòñòâóþùóþ
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ñîäåðæàùóþ ñëåäóþùèå îïðåäåë þùèå êîìïëåìåíòàðíîñòü îáëàñòè:

(a) Í1 ôîðìóëû GYTFTEYIIH (SEQ ID NO:10);
(b) H2 ôîðìóëû SINPDYDITNYNQRFKG (SEQ ID NO:11); è
(c) Í3 ôîðìóëû WISDFFDY (SEQ ID NO:12),
äåïîíèðîâàííûé â ÀÒÑÑ ñ èíâåíòàðíûì ¹ÐÒÀ-2881.
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