C 2

2625033

R U

POCCUMCKA 51 ®EJEPAITH A

/
/’

1 11 S RNE ans 1
®RU M 2 adnaana® c2
(51) MIIK

CO7K 16/46 (2006.01)

CO7K 16/26 (2006.01)

CI2N 15/79 (2006.01)

GOIN 33/577 (2006.01)

OEJEPAIIBHAA CIIVIKBA
IO UHTEJUIEKTVAJIBHOM COBCTBEHHOCTHU

(12) OITUCAHUE N30BPETEHUA K ITATEHTY

(21)(22) 3asra: 2014129736, 19.12.2012

(24) Nara Hayaa oTcyeTa CpoKa JACHCTBUA MATCHTA!
19.12.2012

Jlata perucrpanquu:
11.07.2017

ITpuopurer(nl):

(30) KoHBEHIINOHHBINM IPUOPUTET:
22.12.2011 EP 11195375.8;
02.08.2012 EP 12179029.9

(43) Jara nyonukanum 3assku: 20.02.2016 Bro. Ne 5
(45) Onyormukosano: 11.07.2017 Bron. Ne 20

(85) Hara Hauama paccMotpenus 3asBku PCT Ha
HaloHanbHOMU (haze: 22.07.2014

(86) 3asska PCT:
EP 2012/076163 (19.12.2012)

(87) Ilyonukamus 3asisku PCT:
WO 2013/092720 (27.06.2013)

AJlpec [Tist TIePETTUCKH:
197101, Cankr-Ilerepbypr, a/s 128, "APC-
ITATEHT", M.B. Xmapa

(72) ABTop(bI):
XIOJIbCMAHH Iletep Muxens (DE),
HETT'EH Xennpuk (DE)

(73) ITatenroobaanareib(n):
®. XOOPOPMAHH-JIA POIII AT (CH)

(56) Criicok JOKYMEHTOB, [UTUPOBAHHBIX B OTUYCTE
o moucke: RU 2008144293 A, 20.05.2010. RU
2280074 C2, 20.07.2006. WO 2008037458 A2,
03.04.2008. US 0007442381 B2, 28.10.2008.

(54) CUCTEMA HHAWKAITV HA OCHOBE ITOJIHOPASMEPHOI'O AHTUTEJIA OJIA
SVKAPHMOTHUYECKHX KJIETOK U EE IIPUMEHEHUE

(57) Pedepart:

W3obperenne orHocures K onoxumun. Omucan
ciocod orbopa  KIETKH, OSKCIpeccUpyrollieit
oucnemMprueckoe aHTUTENTa, KOTOPBIM BKITIOYAET
ClieNyIOIMe  9JTAlbl:  CO3JaHHE  MOMYJIALUU
9YKAPUOTUUIECKUX KIIETOK MYyTeM TPAHCAYKLIUU
TIOTYJISIUEH JTeHTUBUPYCHBIX YACTHI, TJe Kaxkaas
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COOTBETCTBYIOIIEM JPYroM JoKyce mociie EV71-
IRES, rne BapuabenbHbBIN JOMeH IepBOM TaxkeIol
el CBA3LIBACTCS C NIEPBLIM AHTUTEHOM, 4 BTOPOH
BApUAOCTbHBIM JIOMEH CBA3BIBACTCH CO BTOPBIM
AHTUTCHOM, T'JI¢ IICPBLIA AHTUT'CH U BTOPOY AHTUTCH
MOIYT OBITh OJMHAKOBBIMU WIM Pa3HbIMH, T/
9YKAPUOTUYECKasT KIIETKa SKCIIPEcCUpyeT OOIIyIo

JerKylo  ILelb, U oTOOp U3  IOMYJAlUU
9YKAPUOTUYECKUX KJIETOK KIETKH, [Je KJeTKa
BBIOpaHA no CIIOCOOHOCTU aHTUTENA,

MIPEICTABIICHHOTO Ha ¢¢ TIOBEPXHOCTH, CTICIIU(HIECKH
CBSI3BIBATHCS C YKA3AHHBIMHU TIEPBLIM U BTOPBIM
anrurenamu. 10 3.11. ¢-me1, 18 un., 1 tabi., 13 mp.

€€06¢2C9¢ ndy

¢ 0



C 2

2625033

R U

RUSSIAN FEDERATION

(19) (1) .
B AT SRy
RU R O &

RS
FEE EF

s
s
G
S
(7%

" c2

%

(51) Int. CL
CO7K 16/46 (2006.01)
CO7K 16/26 (2006.01)
CI2N 15/79 (2006.01)
GOIN 33/577 (2006.01)

FEDERAL SERVICE
FOR INTELLECTUAL PROPERTY

(12) ABSTRACT OF INVENTION

(21)(22) Application: 2014129736, 19.12.2012

(24) Effective date for property rights:
19.12.2012

Registration date:
11.07.2017

Priority:

(30) Convention priority:
22.12.2011 EP 11195375.8;
02.08.2012 EP 12179029.9

(43) Application published: 20.02.2016 Bull. Ne 5
(45) Date of publication: 11.07.2017 Bull. Ne 20
(85) Commencement of national phase: 22.07.2014

(86) PCT application:
EP 2012/076163 (19.12.2012)

(87) PCT publication:
WO 2013/092720 (27.06.2013)

Mail address:
197101, Sankt-Peterburg, a/ya 128, "ARS-PATENT",
M.V. Khmara

(72) Inventor(s):
KHYULSMANN Peter Mikhel (DE),
NETGEN Khendrik (DE)

(73) Proprietor(s):
F. HOFFMANN-LA ROCHE AG (CH)

(54) DISPLAY SYSTEM BASED ON FULL LENGTH ANTIBODY FOR EUKARYOTIC CELLS, AND ITS

APPLICATION

(57) Abstract:

FIELD: biotechnology.

SUBSTANCE: method for selection of a cell
expressing  bispecific antibodies is described,
comprising the steps of: eukaryotic cells population
creation by transduction with a lentiviral particles
population, wherein each lentiviral particle contains a
bicistronic expression cassette encoding a secreted
bispecific antibody that contains a nucleic acid encoding
the variable domain of the first heavy chain in the "lock”
or "key" locus to EV7I-IRES, and a nucleic acid
encoding the variable domain of the second heavy chain
in another corresponding locus after EV71-IRES,
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wherein the variable domain of the first heavy chain
binds to the first antigen, and the second variable
domain binds to a second antigen, wherein the first
antigen and the second antigen may be the same or
different, wherein an eukaryotic cell expresses a
common light chain, and cell selection from a
population of eukaryotic cells, where the cell is selected
according to the ability of the antibody present on its
surface to specifically bind to the said first and second
antigens.

EFFECT: system improvement.
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JlanHOe U300peTeHHe OTHOCHTCS K 00JIACTH MOHOKIIOHAJIBHBIX AHTHTEII, B OCHOBHOM K
HYKJIEMHOBBIM KHCIIOTAM, KOJUPYIOITUM Takue anTutena. 1300 peTeHre OTHOCUTCS K CITocodam
CO3MIaHUs U 0TOOPA IYKAPHOTHUECKOM KIIETKH, IKCITPECCUPYIONIEN U TTPEACTABIISIFOIIEH Ha
CBOEI MOBEPXHOCTU AHTUTENIO0, B OCHOBHOM MOJTHOPA3MEPHOE MOHOKJIOHAJIBHOE AHTUTENO,
B OCHOBHOM OUCHEIM(DUIECKOE MOHOKIIOHAJTBHOE AHTUTENIO, KOTOPOE CITOCOOHO CelUIecKu
CBSI3BIBATHCS C OTHUM MJIH OOJIee UeM OJHUM aHTUTE€HOM, TTPEACTABIISIFOIITIM HHTEPEC.

YPOBEHb TEXHUKHU

N3BeCTHBIME CITOCOOAMMU BBIZICICHHUS] PEKOMOUHAHTHBIX AaHTUTEI SIBISFOTCS (harOBBIIA
muctutert (Hogenboom, Methods Mol. Biol. 178 (2002) 1-37), pubocomubiit/MPHK gucrteit
(Lipovsek and Plueckthun, J. Immunol. Method 290 (2004) 51-67) u gucruteit MUKpOOHBIX
kneTok (Boder and Wittrup, Nat. Biotechnol. 15 (1997) 553-557).

Cucrtema CKpMHUHTAa HA OCHOBE OMOCPEI0OBAHHON BUPYCOM KOPOBBEl OCIbI S3KCITPECCUU
LEJTBIX AHTUTEN B KJIETKAX MICKOoNUTarommx npeacrasieHa B US 2002/0123057. Apyras
CHUCTEMA CKpPUHUHIA OCHOBAHA HA 3KCIPECCUU AHTUTEN HA KIIETOYHOM MOBEPXHOCTHU KIIETOK
muekormTarommux (Ho, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103 (2006) 9637-9642).

DaroBbIil AUCTUICH MO3BOSIET TPOBECTH CKPUHHUHT OT 10'2 1o 10" k1oHOB B OIHOM payHae
moHHUHTA (Barbas 111, et al., (eds.), Phage Display-A Laboratory manual, Cold Spring Habour
Press, (2001)), B TO BpeMsl KaK TTPOITYCKHAS CTIOCOOHOCTH TTPONEAYPHI CKPUHUHTA
MJIEKOTIMTAIOUIHNX B (hOPMATE «OAHO AHTHTENIO HA KIETKY» OTPAHUIUBAETCS COMY TCTBYIOIIHM

AHAJIU30M IIPUMEPHO OT 10® 1o 107 knonoB.

Knerounsiit nucttett onucan B Higuchi et al. B kiietkax COS (J. Immunol. Meth. 202 (1997)
193-204). Beerli et al. coob1maau o aucIuieiHoi oubdanoreke scFv Ha KIeTOYHOM ITOBEPXHOCTH
Ha OCHOBe BUpyca CuHAOUC, MOTyUeHHOM U3 aHTUTreHcTepduaeckux B-kmetok B BHK-
knetkax (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105 (2008) 14336-14341). Ho u Pastan coodmmamu o
cnocodax ¢ kiretkamu HEK293 (scFv) (Methods Mol. Biol. 562 (2009) 99-113). JlumdormrapHbIit
muctieit omucad B Alonso-Camino et al. (PLoS One. 4 (2009) €7174). Zhou et al. coo011aroT o
criocobax, ucnosb3yromux kietkd HEK293 (Acta Biochim. Biophys. Sin. 42 (2010) 575-584).
Zhou et al. coodmarot o cucrteme Flp-In (MAbs. 2 (2010) 508-518).

Taube, R., et al. coodmmarot (PLOS One 3 (2008) e3181) 0 cTa0MIIBHOM 3KCITPECCHH
YEIOBEUYECKUX AHTUTE HA TOBEPXHOCTH UYEIIOBEUECKUX KIIETOK M JICHTUBUPYCHBIX YACTHII.

B WO 2007/047578 onucaH KJISTOYHbBIN TUCIIICH OHMOIMOTEK AaHTUTE.

CymurHOCTb U300peTeHUsI

OOHapyXUIH, 9TO TIOJTHOPA3MEPHBIE AHTUTENA MOTYT OBITh IKCITPECCUPOBAHBI U
MPEACTABIICHBI HA 3YKAPUOTHUECKUX KJIETKAX C UCMIOJIB30BAHUEM JICHTUBUPYCHON YACTHULIBI,
coaeprkalredt OUIUCTPOHHYIO IKCITPECCHOHHYIO KACCETY. DKCIIPECCHS TIOTHOPA3ZMEPHBIX
AHTUTEI HA 3YKAPUOTUUECKUX KIIETKAX C UCMOIb30BAHUEM JIEHTUBUPYCHOM YaACTULIBI, O
KOTOPOM COOOIAeTCsl B JaHHOM JOKYMEHTE, BO3MOXHA C TOMOIIbIO 35ieMeHTa IRES
(BHYTpEHHET 0 caliTa mocaaku pudocombr) EV71, KOTOPBII CBI3BIBAET TMOO IKCITPECCHOHHBIE
KACCETHI JICTKOM IEIH AHTHTETIA U TSDKEIOM IS AaHTUTENA, TU00 3KCITPECCHOHHBIE KACCEThI
JBYX TSIKEJIBIX LCTICH aHTUTENA.

B cnyuae nmpucyTCTBUS 3KCIIPECCUOHHOMN KACCETBI C JIETKOU LEMbIO AHTUTEIA U
JKCIPECCUOHHOMN KACCETHI C TSIKEION UETIbIO AHTUTENA B IEHTUBUPYCHOM BEKTOPE
IKCITPECCUOHHAS KACCETa C TSHKEIION LEMBbIO AaHTUTEIA MOXKET COAEPKATh MOCHE 3K30HA,
koaupytoiero C-KOHIEBOM TOMEH AHTUTENA, HEKOHCTUTYTUBHBIN CalT CILIAiCUHTa,
00ECIICUMBAIOIIHIA, TTOMHMO 3KCIIPECCHU PACTBOPUMOM TSIKEIOMN HEMU AaHTUTENA, TAKKE
IKCIIPECCUIO MEMOPAHOCBSI3AHHOM TSHKEITON MU aHTUTENA, TPUBOIS K MIPE3CHTAIH
MeMOPAaHOCBI3aHHOTO MOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTEIA.

B cnyuae npucyTCTBUS ABYX 3KCIIPECCHOHHBIX KACCET C TKEIION LEMbIO AHTUTENIA B
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JEHTUBUPYCHOM BEKTOPE THOO 00€, MO0 TOIBKO BTOPAs SKCITPECCUOHHAS KACCETA C TSHKEITOM
LETBIO AHTUTENA MOXET COJIePKATh MOCIE 3K30HA, Koaupytoiero C-KOHIEBOM 1oMeH
AHTHUTENIA, Y9K30H, KOJUPYIOIIHNM TPAHCMEMOPAHHBIN JOMEH, TPUBOAS K MPE3eHTAIMH
MEMOPaHOCBSI3aHHOTO TOJTHOPA3ZMEPHOTO aHTUTENA.

Kpome Toro, B TaHHOM ONMCAHUU MTPUBEACHBI CITOCOOBI CO3MaHus U 0TOOpa
3YKAPHOTHUECKON KIETKH, IKCIIPECCUPYIOLLEN U IPEACTABIAIOIEH HA CBOEH TOBEPXHOCTHA
AHTUTENIO, B OCHOBHOM MOHOKJIOHAJIBHOE MOJTHOPA3MEPHOE AHTUTENO.

OmHUM U3 ACTIEKTOB, O KOTOPBIX COOOIMALCTCS B JAHHOM TIOKYMEHTE, SIBIISIETCS
JIEHTUBUPYCHBINA BEKTOD, COAEPKAIINIM OUITUCTPOHHYIO SKCITPECCHOHHYIO KaCCETy, KOTOpast
BKJIIOYAET B HATIPABJICHUU OT 5'- K 3'-

- IPOMOTOD,

- IEPBYIO HYKJIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOAUPYIOLIYIO JIETKYIO LIEMb MOJTHOPA3MEPHOT O AHTUTENA,

- EV71-IRES,

- BTOPYIO HYKJICMHOBYIO KUCIOTY, KOAUPYIOIIYIO TSIKEIYIO LEMb MTOJTHOPA3ZMEPHOTO
AHTUTENA,

- IHTPOH C BO3MOXHOCTBIO CIUTAMCHUHTA, U

- TpaHcMeMOpaHHbIi qoMeH uu GPI-sKopb.

DTOT ICHTUBUPYCHBIN BEKTOP, O KOTOPOM COOOIIALTCS B JAHHOM JOKYMEHTE, MPEACTABIISIET
0001 IKCITPECCUHOHHBIN BEKTOP, KOTOPBIN COAEPKUT OUIMCTPOHHYIO IKCITPECCHOHHYTO
KAaCCeTy IJIsl SKCIPECCUU JIETKOH e TOJHOPA3ZMEPHOTO AHTUTENA U TSIKEION LETTH
MOJHOPA3ZMEPHOTO aHTuTena, rae IRES, paszaensromumii 18e 3KCIPeCCUOHHBIE KACCETHI,
npeacrasisieT codoit EV71-IRES.

Bruto obHapyxeno, uto Toapko EV71-IRES MoeT ObITh UCITOIB30BAH 7151 SKCITPECCHH
MTOJTHOPA3MEPHOTO AHTHUTENIA B OMIMCTPOHHOMN 3KCITPECCHOHHON KACCETE B ICHTUBUPYCHOM
3KCIIPECCUOHHOMN CUCTEME.

B ¢BsI3M ¢ MpeocTaBIeHHEM HHTPOHA C BO3MOXHOCTBIO CITAUCHHTA pacTBOpuMasi hopma
TSDKEJION IeTH aHTUTENA, a TAKXKe MeMOpaHOCBsI3aHHAsS (opMa TSHKETTON ETH aHTUTENA
MOJKET OBITh IKCIIPECCUPOBAHA U3 IKCIPECCHOHHOTO BEKTOPA, O KOTOPOM COOOIIAETCS B
JAHHOM JTOKYMEHTE.

[Tpu sxcpeccuut pacTBOPUMON (hOPMBI 1 MEMOPAHOCBSI3AHHON (hOPMBI TSDKEIOM HeTH
AHTUTEIA KJIETKA, C OMHOU CTOPOHBI, CCKPETUPYET MOJHOPAZMEPHOE AHTUTEIIO, KOTOPOE
MOJXET OBITh TPOBEPEHO, HampuMep, B ELISA, 1 B TO e BpeMs TPEACTABIISIET HA CBOEH
MMOBEPXHOCTH MEMOPAHOCBSA3AHHYIO (DOPMY TTOTHOPA3MEPHOTO AHTHUTENA, KOTOPAsi MOYXKET
OBITH MCITOJIF30BAHA [T CEICKIMHU KJIETOK, HAITPUMED, ¢ TOMOIIBIO FACS, ITO3BOISIONIETO
BBIAENATH OTACIBHBIN KJIIOH KIETOK.

OmHUM U3 ACTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIMALCTCS B JAHHOM TIOKYMEHTE, SIBIISIETCS
JIEHTUBUPYCHBINA BEKTOD, COAEPKAIINIM OUITUCTPOHHYIO SKCITPECCHOHHYIO KaCCETy, KOTOpast
BKJIIOYAET B HATIPABJICHUU OT 5'- K 3'-

- IPOMOTOD,

- IEPBYIO HYKJIEMHOBYIO KUCIOTY, KOAUPYIOLIYIO EPBYIO TIKEITYIO LEMb TOTHOPA3ZMEPHOTO
AHTUTENA,

- EV71-IRES,

- BTOPYIO HYKJIEMHOBYIO KUCIOTY, KOAUPYIOLIYIO BTOPYIO TSKETYIO LETb MTOJTHOPAZMEPHOTO
AHTUTENA, U

- TpaHcMeMOpaHHbIi qoMeH uu GPI-sKopb.

DTOT ICHTUBUPYCHBIN BEKTOP, O KOTOPOM COOOIIALTCS B JAHHOM JOKYMEHTE, MPEACTABIISIET
0001 IKCITPECCUHOHHBIN BEKTOP, KOTOPBIN COAEPKUT OUIMCTPOHHYIO IKCITPECCHOHHYTO
KAaCCeTy A 3KCIIPECCUU ABYX PAIUYHBIX TSIKEIBIX HETIEH MOTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA, TAE
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IRES, pazaensitomuii 1Be 3KCIIPECCHOHHBIE KACCETHI, peacTaBnseT codoit EV71-IRES.

[Tpu sxcpeccurt MeMOPAHOCBSI3AaHHON (POPMBI TSDKEOM e AaHTHTENa KIETKA
MPEACTABIISIET HA CBOEH MOBEPXHOCTH CBA3AHHYIO C MEMOpaHOM hopMy MOTHOPAZMEPHOTO
AHTHTENIA, KOTOPAs MOXKET OBITh UCIIOJIB30BAHA ISl OTOOPA KIIETKH, HATIPUMED, C TTIOMOTITHIO
FACS, mo3BOJISIIONIETO BBIOEASITH OTASIbHBIN KIOH KIETOK.

B omHOM BOTUIOIIEHUM aHTUTEIO TPEACTABIISIET COOOM aHTUTEIIO, KOTOPOE CIIENUDUIECKH
CBSI3BIBAETCS C aHTUTEHOM. TakuM 00pa3oM, B OTHOM BOTUTIOIICHUH AHTUTEIIO WITH
KOAUPYIOIAsi AaHTUTEIO HYKJIEMHOBAS KUCIIOTA, COOTBETCTBEHHO, TTOyUeHbI 3 B-KIIETKH,
KOTOpasi ObIJIa BRIOpAHA 1O TAKOMY CIENU(PUIECKOMY CBS3BIBAHUIO C AHTUTEHOM.

B 01HOM BOIIIOIIEHNH AHTUTENTO TIPEACTABIISET COOON IBYXBAIIGHTHOE MOHOCTEIM(PUIECKOe
AHTHUTEIO. B OTHOM BOTLIOIIEHUM AHTUTEIIO CIIENU(UUECKHU CBSA3BIBACTCS C AaHTUTEHOM.

B omHOM BOTUIOIIEHUM AaHTUTENO TPEACTABIISIET COOOM IBYXBAJIEHTHOE OUCTIEIU(hUIECKOE
AHTUTENIO0. B OTHOM BOTUTOIIEHUM AHTUTEITO CIIEIU(HUECKH CBS3BIBACTCS C ABYMSI PA3ITMIHBIMHU
AHTUTE€HAMHU WJIM C ABYMS STTUTOTIAMM Ha OJTHOM U TOM XK€ aHTUTEHE,

B ogHOM BOTUIOIIEHUM aHTUTENO MPEACTABISAET COOOM YEThIPEXBATCHTHOE
oucrenudpuueckoe aHTUTENI0. B 0HOM BOIUTOIIEHUH AHTUTENO CIIENU(UUIECKU CBA3BIBACTCS
C IBYMSI PA3IMYHBIMU AHTUTEHAMHM WJIA C IBYMSI STIMTOITIAMU HA OTHOM U TOM K€ aHTHUTEHE.

B ogHOM BOIIIOIIEHUH 3KCITPECCUOHHBIN BEKTOP MPEACTABISAET COOOM JICHTUBUPYCHBIN
(9KCIIPECCUOHHBIM) BEKTOP.

OmHUM U3 aCTIEKTOB, 0 KOTOPOM COOOIAETCS B JAHHOM JOKYMEHTE, SIBIISIETCS OMOTMOTEKA
JIEHTUBUPYCHOTO BEKTOPA, COAepkKAIIast 1BE MITH OOJIee ABYX JICHTUBUPYCHBIX YACTHII, KaXKaast
U3 KOTOPBIX COAEPKUT IKCIIPECCHOHHBIN BEKTOP, O KOTOPOM COOOIIAETCS B TAHHOM
TIOKYMEHTE, T/I¢ AHTUTENA, KOTUPYEMBIE KaXKIBIM BEKTOPOM, OTIIMYAIOTCS APYT OT APYra 1o
MEHBbIIeH Mepe Ha OJTHY AMUHOKHUCITIOTY.

B ogHoM Bomomenun OuOIMoTeka BekTopa coaepkut ot 1000 mo 1000000 pa3mumaHbIX
3KCIPECCHOHHBIX BEKTOPOB.

B ogHOM BOIITOIIEHUH aHTUTENA, KOOUPYEMbIE BEKTOPAMHU U3 OUOIMOTEKH BEKTOPA,
PA3IUIAIOTCSI IO MEHBIIEH MEpe Ha OJMH aMUHOKHUCIIOTHBIN OCTATOK B BapHAOEThHBIX
JTOMEHAX aHTHUTENIA.

B ogHOM BOIITOIIEHUH aHTUTENA, KOOUPYEMbIE BEKTOPAMHU U3 OUOIMOTEKH BEKTOPA,
PA3IUYAIOTCSI IO MEHBIIEH MEpe Ha OJMH aMUHOKHUCIIOTHBIN OCTaTOK B ogHOM n3 CDR
aTuTena. B omaom Bomromennu CDR mpeacrasisieT codoit CDR3 TspKeIol HemH.

OmHUM U3 ACTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIMALCTCS B JAHHOM TIOKYMEHTE, SIBIISIETCS
3yKaApUOTUYECKAs KIIETKA, COMIEpKalas OMIMCTPOHHYIO IKCITPECCHOHHY IO KACCETY, O KOTOPOU
COOO0IaeTCs B JAHHOM TOKYMEHTE. B OJTHOM BOTUIOIIEHUH OMIUCTPOHHAS 3KCITPECCUOHHAS
KacceTa OblUTa TPAHCIYIMPOBAaHA B KIIETKY.

OmHUM U3 aCTIEKTOB, 0 KOTOPOM COOOIAETCS B JAHHOM JOKYMEHTE, SIBIISIETCS OMOTMOTEKA
3YKAPUOTUUECKUX KIIETOK, COAepIKaINas ABE WK OOJIee ABYX 3YKAPUOTHIECKUX KIIETOK,
KaXXaast U3 KOTOPBIX COAEPKUT OUIMCTPOHHYIO 3KCITPECCUHOHHYIO KACCETY WJIU BEKTOD, O
KOTOPOM COOOIIAETCS B JAHHOM JTOKYMEHTE, TAe aHTUTENA, IKCITPECCUPOBAHHBIE KAXIOM
KIIETKOM, OTIIMYAIOTCS APYT OT APYyra MO MEHbIIIEH Mepe Ha OJTHY AMUHOKHUCIIOTY.

B ogHOM BOTITOIIEHNH OUOMOTEKA IYKAPHOTHUECKHUX KJIIETOK coaepxut ot 1000 no
1000000 oTaMuaIOIMXCS KIIETOK MIICKOTIUTATOLIETO.

B ogHOM BOIUTOIIEHUM aHTUTENA, IKCITPECCHPOBAHHBIE KIIETKAMY U3 OUOIMOTEKH
3YKAPUOTUUECKUX KIIETOK, PA3IMUAIOTCS IO MEHBINEH Mepe Ha OIMH aMUHOKUCITOTHBIN
OCTATOK B BapHaOETbHBIX TOMEHAX AHTHUTEIA.

B ogHOM BOIUTOIIEHUM aHTUTENNA, KOTUPYEMBIE 3YKAPUOTUIECKUMH KJIETKAMH U3
OMOTMOTEKH F3YKAPHOTHUECKUX KJIETOK, PA3IUIAIOTCS IO MEHBIIEH Mepe Ha OWH
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AMHUHOKHUCIIOTHBIN 0CTaTOK B ogHOM U3 CDR anTutena. B oqnom Bomnomenuu CDR
npeactasisier cooot CDR3 Tspkenmolt nemnm.

OmHUM U3 aCTIEKTOB, 0 KOTOPOM COOOIAETCS B JAHHOM JOKYMEHTE, SIBIISIETCS OMOTMOTEKA
3YKAPUOTUUIECKUX KIIETOK, CoAepIKaIas OMOIMOTEKY BEKTOPa, O KOTOPOH COOOIIAeTCs B
TTAHHOM JTOKYMEHTE.

B 0aHOM BOIIIOIIEHUH 3YKAPHOTHUIECKUE KIIETKU M3 OMOTMOTEKH 3YKAPHO THIECKUX KIIETOK
3KCIPECCUPYIOT U MTPEACTABIISIOT OJTHO AHTHTEIIO.

B 0aHOM BOIIIOIIEHUH 3YKAPHOTHUIECKUE KIIETKU M3 OMOTMOTEKH 3YKAPHO THIECKUX KIIETOK
MPEACTABIISIIOT OHO AHTHTEIIO.

B ogHOM BOMITOMEHNH OUOIMOTEKA 3YKAPHOTHIECKHX KIIETOK TIPEICTABISIET COO0M
MTOTYJISITAIO 3YKAPHOTHYECKHUX KJIETOK, IKCITPECCUPYIOIHMX OMOIMOTEKY aHTHTEIT, T/Ie
KOJIUPYIOIIast HyKIIEMHOBAS KUCITOTA MTOIydYeHa U3 B-KIeTOK IMMYHM3UPOBAHHOT O JKHBOTHOTO.
B onHOM BomioIeHud B-kiteTku mpeaBapuTeIbHO BIOPAHBI 0 UX CIEHU(PUIHOCTH K
MPEACTABIISIIONIEMY UHTEPEC AHTUTEHY.

B ogHOM BOMITOMEHNH OUOIMOTEKA 3YKAPHOTHIECKHX KIIETOK TIPEICTABISIET COO0M
TTOTTYJISINIO SYKAPUOTHUIECKHUX KITETOK, T KAXasi KJIETKA COIEPIKUT IMEPBYIO 3KCITPECCHOHHYTO
KAaCCETY, KOIUPYIONIYIO MOJTHOPA3ZMEPHOE aHTUTEIIO, KOTOPOE CTIeM(PUUECKH CBSI3bIBACTCS
CTIEPBBIM AaHTHUT€HOM, U BTOPYIO 3KCITPECCUHOHHYIO KACCETY, KOIUPYIONTYIO TIOJTHOPA3MEPHOE
AHTHUTEJIO, KOTOPOE CHENU(UIECKHU CBA3BIBACTCS CO BTOPBIM AHTUTEHOM.

B ogHOM BOMITOMEHNH OUOIMOTEKA 3YKAPHOTHIECKHX KIIETOK TIPEICTABISIET COO0M
TTOTTYJISINIO SYKAPUOTHUIECKHUX KITETOK, T KAXasi KJIETKA COIEPIKUT IMEPBYIO 3KCITPECCHOHHYTO
KACCETY, KOAUPYIOIIYIO TIEPBYIO JIETKYIO [ETTh MTOTHOPAZMEPHOTO AHTUTENIA U TIEPBYIO THKETTYIO
I TIOJTHOPA3ZMEPHOTO AHTUTENA, CBSA3BIBAIOIIETO MTEPBBI AHTUTEH, K BTOPYIO
3KCITPECCUOHHYIO KACCETY, KOUPYIOIIYIO BTOPYIO JIETKYIO LETTh MTOTHOPA3MEPHOTO AaHTUTETA
U BTOPYIO TSDKEITYIO IIETTh MOJTHOPA3MEPHOTO aHTUTENA, CIIEU(DUIECKU CBSA3BIBAIOIETO BTOPOU
AHTUTEH.

B ogHOM BOMITOMEHNH OUOIMOTEKA 3YKAPHOTHIECKHX KIIETOK TIPEICTABISIET COO0M
MTOTYJISIIAIO 3YKAPHOTHYECKHUX KJIETOK, TAE KaXKaash KJIETKA COAEPIKUT IKCITPECCHOHHYIO
KAaCCETY, KOAUPYIOITYIO TIEPBYIO TSHKETYIO IEb TTOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA, CTIEIU(DUIECKU
CBSI3BIBAIOIIETO MEPBBIM AHTUTEH, U BTOPYIO TSDKEIYIO IEMb MOJTHOPA3MEPHOTO AHTHTENA,
Creru(pUIECKH CBSI3BIBAIOIIETO BTOPO AHTUTEH, TAE 3YKAPUOTHIECKAS KIIETKA IKCITPECCUPYET
OOTIYIO JIETKYIO IIETTb.

B ogHOM BOTIIOIIEHNH TIEpBast TSHKEIAS IETh MTOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTENIA COACPIKUT
MYTAIMIO THITA «3aMOK», @ BTOPAs TsDKENAs [ETTh AHTUTEITA COIEPKUT MY TAIHIO THTTA «KITFOU».
B ogHOM BOTIIOIIEHUH TIEPBAst JIETKAS EMb MOJTHOPA3MEPHOTO AHTHTENA COJIEPIKHT B

KauecTBe KOHCTaHTHOTO nqomMeHa CH1-moMeH, a mepBas TshKenas eb MOJTHOPA3ZMEPHOTO
AHTHUTEJIA COAEPKUT B KAUECTBE MEPBOTO KOHCTAHTHOTO noMeHa CL-moMeH, Witk BTopast
JIETKAS IETh TMTOTHOPA3MEPHOTO AaHTUTENIA COACPIKUT B KaueCTBE KOHCTaHTHOTO oMeHa CH 1-
JTOMEH, a BTOPasl TshKEast IETb MTOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA COAEPKHUT B KAUECTBE TIEPBOTO
KOHCTAaHTHOrO aomeHa CL-goMeH.

B ogHOM BOTIIOIIEHNH OUOIMOTEKY IKCITPECCHOHHOTO BEKTOPA MOJIyJaIOT IMTyTEM
PAHIOMM3ALNHA OTHOTO WK O0JIee AMUHOKUCIIOTHOTO OCTaTKa B oHOM win 6ostee CDR
POAMTEITBCKOTO IKCITPECCUOHHOTO BEKTOPA.

B ogHOM BOTIIOIIEHNH OUOIMOTEKY IKCITPECCHOHHOTO BEKTOPA MOJIyJaIOT IMTyTEM
KOMOWHAILIMK ABYX PA3IMYHBIX TOJYaHTUTEIL.

OmuH 13 aCneKTOB, O KOTOPOM COOOIIAETCS B TAHHOM OMTUCAHUH, OTHOCUTCS K CIIOCOOY
BBIZICICHHS] WJTH OTOOPA aHTUTEIA, KOTOPOE CIEIU(PHIESCKH CBA3BIBAETCS C OJTHUM UJTH OoJiee,
B OCHOBHOM C JIByMsI aHTUT€HAMH, TTPEACTABISIOIIUMH UHTEPEC.
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Bbouto 00HAPYKEHO, UTO COCOO CKPUHUHTA, O KOTOPOM COOOIITAETCS B JAHHOM JOKYMEHTE,
MOJET OBITh BBITIOJIHEH B (DOpMATE «OTHO AaHTUTEIIO HA KIIETKY», KOTOPBIN SIBISETCS
MPEANOYTUTEIIFHBIM, TAK KaK OH MTO3BOJISIET 3aBEPIIATh CKPUHUHT 34 OJMH PAyHA 0TOOPA.

B naHHOM MOKyMEHTe COOOIIAETCS O CIOCOOE MOMyUeHUs, BBIOOPA /W BbIICICHHS
KIIETKH, 3KCITPECCUPYIOIIEH aHTUTEIIO, KOTOPOE CIIeM(PUUECKU CBSI3bIBACTCS C AHTUTEHOM.

B 0aHOM BOTUIOIIEHNH AaHTHTEIO TIPEACTABIISIET COOOM MOHOKIIOHAITBHOE TTIOJTHOPA3MEPHOE
AHTUTENIO0. B OMHOM BOILIOIIEHUH AHTUTEIO IIPEACTABIIIET COO0M OHCITeUpHUUIECKOe
MOHOKJIOHAJIbHOE TIOJITHOPA3MEPHOE AHTUTEJIO.

Crioco6b1, 0 KOTOPBIX COOOIIAETCS B JAHHOM JOKYMEHTE, TTIO3BOJISIOT KJIIOHUPOBATH
BapuaOenbHbIe OOJIACTH AHTUTENA WU NIENI0e AHTUTENO U3 BRIOPAHHOM KIIETKH.

OmHuM U3 aCTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIIAETCS B JAHHOM JOKYMEHTE, SIBIISIETCS CITIOCO0
PEKOMOMHAHTHOM MPOIYKIMHA AHTHTENT, OTOOPAHHBIX C IIOMOIIBIO CITOC00a, O KOTOPOM
cooO01IaeTcss B JAHHOM TOKYMEHTE.

B ogHOM BOIIIOIIEHUH TTOJTHOPA3ZMEPHOE AHTUTEIIO COASPIKUT KOHCTAHTHYIO O0JIACTD
YEIIOBEUECKOTO ITPOUCXOXKICHHS], B YACTHOCTH YEJIOBEUYECKOro anturena kiacca IgGl, 1gG2
unu [gG4.

C1ioco6b1, 0 KOTOPBIX COOOIALTCS B JAHHOM JTOKYMEHTE, TTO3BOJISIOT PEKOMOUHAHTHO
MPOU3BOANTD AHTHUTENIA C XKEJTAeMOU CIIEUQUIHOCTHIO B TIOJTHOCTHIO BUAOCTICM(PUUECKOM
thopMe, B OCHOBHOM TIOJTHOCTBIO YEIIOBEUECKUE AHTUTENA.

OmHuM U3 aCTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIIAETCS B JAHHOM JOKYMEHTE, SIBIISIETCS CITIOCO0
0TOOPA KJIETKH, IKCITPECCUPYIOIIEN aHTUTEII0, KOTOPOE CIIEM(PUUESCKH CBSI3BIBALTCS C
MPEACTABIISIIOIIMM UHTEPEC AHTUTCHOM, BKITIOUAIOIIHI CIIEAYOIIUE 3TATIbI:

(a) BO3BMOYKHO, OTOOP U3 MOMYIAIMU B-KJI€TOK CyOmomy sy B-KieTok unu oTaenbHON
B-kieTku uu KJIIOHAJBbHON TOMYISAUUU B-KIETOK, CeKPETUPYIOIINX aHTUTEI0, KOTOPOE
crienM(hUIECKH CBS3BIBACTCS C OTHUM MJIH OOJIee UeM OHUM AHTHTE€HOM,

(b) co3aaHUE TEHTUBUPYCHOM IKCITPECCUOHHOM OMOTMOTEKH, T11€ KAXKIbIN MTPEACTABUTENb
JIEHTUBUPYCHOM IKCITPECCHOHHON OUOTUOTEKU KOAUPYET BAPUAHT AHTUTEIIA UITH aHTHUTEIT,
KOTOPBIE CITEIU(PUUECKU CBA3BIBAIOTCS C OJTHUM UM OOJIee UeM OJHUM aHTUTEHOM, TTyTeM

(i) cozmanust MEOecTBa Monekyn JIHK, rae co3manue BKITIOYALT 3TAIl aMILUTH(DUKATTT
mysta Mmojiekyn JIHK u3 cyonomysinuy B-k1eTok vt 3Tar moaydeHus OuOIMOTEKH MOJIEKYIT
JHK w3 JIHK, koaupyroieit oqHO aHTUTEN0, KOTOPOE CIENU(UIECKH CBSI3IBACTCS C OTHIUM
WJIU IByMSI aHTUT€HAMU, IPEACTABISIOIIMMU UHTEPEC, IIYTEM PAHIOMU3ALUUA KOAUPYIOLIEH
HYKJIEMHOBOKHUCIOTHOM MOCIEA0BATEIbHOCTH, U

(i) kToHMpoBaHust MHOXeCTBa MosieKy1 JIHK B IeHTUBUPYCHBIN 3KCITPECCUOHHBIN BEKTOP,
conepxaruit EV71-IRES-cBA3aHHYI0 OUIIUCTPOHHYIO 3KCITPECCHOHHYTO KACCETY ISl
3KCIPECCUU JIETKOM LEMU TTOJTHOPA3ZMEPHOTO AaHTUTENTA U TSXKEIOHN LEMU TOJTHOPA3MEPHOTO
AHTUTENA KaK B PACTBOPUMOM, TaK U B MEMOPAHOCBSI3aHHOM popMe;

(c) TpaHCAYKIMS TOMYISALUUUA 3YKAPUOTUUECKUX KIETOK TOMYISUet TEHTUBUPYCHbBIX
YACTHUL, KaXAasi U3 KOTOPBIX COACPKUT MPEACTABUTENS IECHTUBUPYCHOM 3KCITPECCUOHHOM
OUOITHOTEK M,

(d) mpeacTaBiIeHUE AHTUTEN, KOAUPYEMBIX JIEHTUBUPYCHOM 3KCITPECCHOHHOM OMOTMOTEKOM,
Ha TIOBEPXHOCTH 3YKAPUOTUUECKUX KIETOK MJIEKOTIMTAIOIIMNX; U

(€) BBIACTIEHUE U3 TTOMYJISAIMN 3YKAPUOTUIECKUX KIIETOK KIIETKH, T¢ KJIEeTKAa BBIOpaHa mo
CITOCOOHOCTH AHTHUTENA, TPEACTABIIEHHOTO HA €€ TIOBEPXHOCTH, CITEIM(PUUIECKU CBSI3BIBATHCS
C AHTUTEHOM WJIU AHTUT€HAMHU, TTPEACTABIISIONIUMU HHTEPEC, UITH C UX (hparMeHTAMH WA
AHTUTCHHBIMU JETEPMUHAHTAMU.

OmHuM U3 aCTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIIAETCS B JAHHOM JOKYMEHTE, SIBIISIETCS CITIOCO0
0TOOPA KJIETKHU, IKCITPECCUPYIONIE OUCTIEMDUIECKOE AHTUTEIO (KOTOPOE CIEU(PHIESCKH
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CBSI3BIBAETCS C ABYMSI AHTUT€HAMHU, TTPEACTABISIOIIMMU UHTEPEC), BKITIOYAIOLINM CIICAYIOIINE
3TAIbI:

(a) co3maHue IEHTUBUPYCHOMN 3KCITPECCUOHHON OUOTMOTEKH, TAE KAXKIbIN MPEACTABUTENb
JIEHTUBUPYCHOM IKCITPECCHOHHON OUOTHOTEKH KOAUPYET BapUaAHT OHCTIEIM(pUIecKoro
AHTUTEINA, TYTEM

(i) cozmanust MaEOXecTBa Monekyn JJTHK u3z JIHK, koqupyroteit ogqao Oucnenupuaeckoe
AHTUTENO, Ty TEM PAHAOMU3ALMU KOAUPYIOLIEH HYKJIEMHOBOKUCIIOTHOMN MTOCIEA0BATEIBHOCTH,
u

(i) kToHMpoBaHust MHOXeCTBa MosieKy1 JIHK B IeHTUBUPYCHBIN 3KCITPECCUOHHBIN BEKTOP,
conepxaruit EV71-IRES-cBA3aHHYI0 OUIIUCTPOHHYIO 3KCITPECCHOHHYTO KACCETY ISl
9KCITPECCHH TTOTHOPAZMEPHOTO OUCTIEMM(PUISCKOTO AHTUTEIIA B MEMOPAHOCBSI3aHHOM (hopMe;

(b) TpaHCAYKIMS TOMYJISIUUHA 3YKAPUOTUUECCKUX KIIETOK MOMYJISIHUEH JICHTUBUPYCHBIX
YaCTULl, KAXKAas1 U3 KOTOPBIX COACPKUT MPEACTABUTEIIS IEHTUBUPYCHOM 3KCITPECCUOHHON
OUOITHOTEK M,

(C) MpeaCTaBIIEHUE AHTUTEIT, KOJAUPYEMBIX ISHTUBUPYCHOM IKCIPECCUOHHOM OMOTMOTEKOM,
HA MTOBEPXHOCTHU 3YKAPUOTUUECKUX KJIETOK MJICKOTIUTAIOIIETO; U

(d) BBIIENEHNE U3 TIOMYIISIIUN 3YKAPUOTHUECKHUX KJIETOK KJIETKH, T/€ KJIIETKA BBIOPAHA 11O
CITOCOOHOCTH AHTHUTENA, TPEACTABIIEHHOTO HA €€ TIOBEPXHOCTH, CITEIM(PUUIECKU CBSI3BIBATHCS
C AHTUTEHAMM, TIPEACTABIISIFOITUMHI UHTEPEC, UITH C UX (hparMEHTAMU WITH AaHTUT€HHBIMU
JETEPMUHAHTAMH.

[TpumMeHeHre TEH TUBUPYCHOM 3KCITPECCUOHHOM OMOTMOTEKH B COUETAHUM C JICHTUBUPYCHBIM
3KCIPECCHOHHBIM BEKTOPOM, coaepxamuM EV71-IRES-cBsizaHHY10 OUIIUCTPOHHYTIO
JKCIPECCUOHHYIO KACCETY, A SKCIPECCUH JIETKOM LEMU MOTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA U
TSDKEITOMN IETH MOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTEITA KaK B PACTBOPUMOM, TAK U B MEMOPAHOCBSI3AHHON
chopMe, TO3BONSIET NOCTUYD BBICOKOM 3(PPEKTUBHOCTH CKPUHHUHTA.

B onHOM BOMIOIMIeHNH CITOCO0 BKITIOYUAET co3aaHue MHOXecTBa MoJiekyn JJHK,
KOJMPYIOLIUX AHTUTEIA, KOTOPOE BKJIIOYAET CIAEAYIOLINE ITAIBIL:

(1) ammmmuduranus w3 cydmomysiin B-ketok mepsoro myna monekyn JJHK, kogupyrormx
BapuabenbHble 001acTu Tspkenol nemu (HCVR); u

(2) ammmmudukanus w3 cyomomysiiuu B-kiteTok BToporo myna monekyn JJHK, kogupyrormx
BapuabenbHble 00aacTH jierkoi nemu (LCVR);

(3) xmonupoBanue KoMOuHaIMK MHOXecTBa Mostekyst JIHK, komupyronmx LCVR, u
MHOxecTBa Mmonekyst JIHK, koqupytoimx HCVR, B IeHTUBUPYCHBIM 3KCITPECCUOHHBIN BEKTOD,
conepxaruit EV71-IRES-CBsA3aHHYI0 OUIIUCTPOHHYIO SKCITPECCHOHHYIO KACCETY, TS
SKCITPECCUU JIETKOU LEMHU MOJTHOPAZMEPHOTO AHTUTENA U TSXKEJION LEMH IMTOJTHOPA3MEPHOTO
AHTHUTEJIA OJJHOBPEMEHHO KaK B PACTBOPUMOM, TAK M B MEMOPAHOCBSI3aHHOM (hopMe.

B onHOM BOMIOIMIeHNH CITOCO0 BKITIOYUAET co3aaHue MHOXecTBa MoJiekyn JJHK,
KOAUPYIOIIUX AaHTUTEA, KOTOPBIE CIeU(PUUECKU CBI3bIBAIOTCS C OJHUM WU IBYMSI
AHTUTCHAMMU, MIPEICTABIISIIOIIMMU UHTEPEC, IIPU 3TOM CO3/1aHue MHOXecTBa Mosiekyn JJHK
BKJIIOYAET CIACAYIOIIUE 3TATBL:

(1) ammumudukanys U3 OTASTBHON B-KIeTKH MM KIIOHAJTBHOW TTOMYJISIUN B-KIeTok
moutekynbl JIHK, koaupyrotieit HCVR, u monexymnel JIHK, koqupyromieit LCVR, u

(2) pangomuszanus monekynsl JJHK, kogupyromeit HCVR, w/unu monexynsl JJHK,
koaupyrouert LCVR, myTeM paHAOMU3a0UH ITO MEHBLIEH MEPE OAHOTO KOAOHA U TEM CaAMBIM
coznanue MHOkecTBa Monekya JJHK, koaupytomux HCVR, u muoxectBa monekyn JJHK,
komupyromux LCVR;

(3) KIIOHMPOBAHUE KOMOWHAIIMK PAHIOMU3UPOBAHHOTO MHOXecTBa Mojiekyn JTHK,
komupytoiux LCVR, u muoxectBa mosiekyn JJHK, koqupyromux HCVR, B TeHTUBUPYCHBIHM
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3KCIPECCHOHHBIN BEKTOP, conepxkammuit EV71-IRES-cBsi3aHHy0 OMITUCTPOHHYIO
3KCIIPECCUOHHYIO KACCETY, AJIsl IKCIIPECCUU JIETKOM eTH MOJIHOPA3MEPHOTO aHTUTENA U
TSDKEJION [T MOJTHOPA3MEPHOT 0 aHTUTEIA OJJHOBPEMEHHO KaK B pACTBOPUMOI, TaK U B
MeMOPaHOCBI3aHHOM hopMe.

B ogHOM BOTIIOIIEHNH CITOCOO BKITIOUAET CO3/IaHUE JICHTUBUPYCHOU IKCITPECCHOHHOM
OMOTMOTEKH, KOTOPOE BKITFOUAET CIIEAYIOITHE ITATTBI:

(1) cozmanue MmHOxecTBa Monekyn JJHK, kogupyrolux anTuTena, BKIIIOUAIOIEeITaIIbl:

(1) Beimenenust MPHK u3 cyOmomynsiu B-kimetox;

(2) tpanckpurnuuu MPHK B kIHK;

(3) ammumudukanun u3 k JHK nepsoro myma monexyn JJHK ¢ momoieio nepsoit cMecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
amruuuipoBaTh Koaupyromue oonacty HCVR; u

(4) ammumudukanun u3 k JHK BToporo myna monexyn JIHK ¢ moMomibio BTOpoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
aMmruuuIpoBaTh Koaupyroiaue oonactu LCVR;

(i1) kmonupoBanue nmapsl Mojekys JJHK u3 nepsoro u BToporo myna monekyn JJHK B
JICHTUBUPYCHBIN 3KCIPECCUOHHBIN BEKTOP, coaepxawmii EV71-IRES-CBsa3aHHy10
OMIUCTPOHHYIO IKCITPECCUOHHYIO KACCETY, TSl IKCITPECCUU JIETKOM TIETTH MMOJTHOPA3ZMEPHOTO
AHTUTENA U TSHKEJION LEMU MOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA OJJHOBPEMEHHO KaK B PACTBOPUMOI,
TaK U B MEMOPAHOCBSI3aHHON (opMe.

B ogHOM BOTIIOIIEHNH CITOCOO BKITIOUAET CO3/IaHUE JICHTUBUPYCHOU IKCITPECCHOHHOM
OMOTMOTEKH, BKIIOUATIOIIEE CIAEAYIOIINUE ITATTBI:

(i) cozmanue MHOXecTBa MoJieky JIHK, koaupyrommux aHTuTena, KOTopble Crienu@uaecKu
CBSI3BIBAIOTCS C OJTHUM WJIM ABYMSI aHTUT€HAMU, TIPU TOM CO3JaHUE BKITIOUAET 3TAIIbI:

(1) Beigenenust MPHK u3 otnenpHol B-kneTku uiu KJIIOHATBHON TOMYISUUUA B-KIeTOK;

(2) tpanckpurnuuu MPHK B kIHK;

(3) ammumudukanuu u3 k JHK nepsoit monexynsr JIHK ¢ moMoIbio nepBoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
amruuuipoBaTh Koaupyromue oonacty HCVR; u

(4) ammumudukanun u3 k JHK BTopoit monekynsl JIHK ¢ moMoIibio BTopoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
aMmruuuIpoBaTh Koaupyroiaue oonactu LCVR;

(5) pangoMuzauu iepBoi u/uau BTopoit Mmonekyabl JIHK 1 TeM cambiM co3aaHus mepBOro
nyna moJiekyn JIHK u Broporo nyna monexyn JJHK,

(i1) kmonupoBanue napsl Mojekys JJHK nepsoro u BToporo mynos monekyn JHK B
JICHTUBUPYCHBIN 3KCIPECCUOHHBIN BEKTOP, coaepxawmii EV71-IRES-CBsa3aHHy10
OMIUCTPOHHYIO IKCITPECCUOHHYIO KACCETY, TSl IKCITPECCUU JIETKOM TIETTH MMOJTHOPA3ZMEPHOTO
AHTUTENA U TSHKEJION LEMU MOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA OJJHOBPEMEHHO KaK B PACTBOPUMOI,
TaK U B MEMOPAHOCBSI3aHHON (opMe.

OmHuM U3 aCTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIIAETCS B JAHHOM JOKYMEHTE, SIBIISIETCS CITIOCO0
0TOOPA KJIETKHU, IKCITPECCUPYIONIE OUCTIEMDUIECKOE AHTUTEIO (KOTOPOE CIEU(PHIESCKH
CBSI3bIBAETCS C IBYMsI aHTUT€HAMU, TTPEACTABIISIOLIMMU HHTEPEC), BKITIOUATOIIHH CIIEAYIOLINE
3TaIbIL:

(a) co3maHue IEHTUBUPYCHOMN 3KCITPECCUOHHON OUOTMOTEKH, TAE KAXKIbIN MPEACTABUTENb
JIEHTUBUPYCHOM 3KCITPECCHOHHON OUOTHOTEKU KOAUPYET BAPUAHTBI TSKEIBIX IETIeH
OUCTIeIM(PUIECKOTO AaHTUTEIA, ITYTEM

(1) cozmanus mHOXecTBa Mojiekys JIHK w3z JIHK, koaupytoiieti Tspkenbie enu OJHOTO
OUCTIeIM(PUIECKOTO aHTUTEIA, ITYTEM PAHIOMM3AIMH KOAUPYIOIEH HYKIIEMHOBOKUCIIOTHON
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MOCIeN0BATEIILHOCTH, U

(i) kToHMpoBaHuUst MHOXeCTBA MosieKy1 JIHK B IeHTUBUPYCHBIN 3KCITPECCUOHHBIN BEKTOP,
conepxaruit EV71-IRES-cBsA3aHHYI0 OUIMCTPOHHYIO SKCITPECCHOHHYIO KACCETY, TSI
IKCIPECCUH ABYX TSDKEJIBIX MeTell OUCTenuuIecKoro aHTUTENA, T HyKJIEHHOBAsT KUCIOTA
Hmwke EV71-IRES xomupyet Tspkenyro nenb anTuTena ¢ C-KOHIEBbIM TPAaHCMEMOPaHHBIM
JIOMEHOM;

(b) TpaHCOYKUMS TOMYJISIIUUA 3YKAPUOTUUECCKUX KIIETOK, SKCIIPECCUPYIOLIUX JIETKYIO LEMh
AHTHUTENIA, KOTOPpas MOXKeT (POPMUPOBATH AHTUT €HCBSI3BIBATOIIUN CAUT C JTFOOOH U3 TKEITBIX
HeTel aHTUTeNa, MOMYJIsIUed JICHTUBUPYCHBIX YACTHIl, KaX/1asl U3 KOTOPBIX COAEPKUT
MPEACTABUTENS JICHTUBUPYCHOU IKCIIPECCHOHHOM OUOITHOTEKH;

(C) MpeaCTaBIIEHUE AHTUTEIT, KOAUPYEMBIX IEHTUBUPYCHOM IKCIPECCUOHHOM OMOIMOTEKOM,
HA MTOBEPXHOCTHU 3YKAPUOTUUECKUX KJIETOK MJIEKOTIMUTAIOIIETO; U

(d) BBIZIENEHNUE U3 TIOMYJISIIIUN 3YKAPUOTHUECKHUX KJIETOK KJIETKH, T/€ KJIIETKA BbIOpAHA 1O
CITOCOOHOCTH AHTHUTENA, TPEACTABIIEHHOTO HA €€ TIOBEPXHOCTH, CITEIM(PUUIECKH CBSI3BIBATHCS
C AHTUTEHAMM, TTPEACTABIISIFOITUMHI UHTEPEC, UITH C UX (hparMEHTAMU WIIH AaHTUT€HHBIMU
JIeTepMUHAHTAMHU.

OmHUM U3 ACTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIMALCTCS B JAHHOM TIOKYMEHTE, SIBIISIETCS
JICHTUBUPYCHBIN 3KCIIPECCUOHHBIN BEKTOP 151 TPEACTABIIEHUS TTOJTHOPA3ZMEPHOTO AHTUTEITA
HA MTOBEPXHOCTHU 3yKAPUOTUUECKON KIETKHU.

B 01HOM BOTLIONIEHUH SKCTIPECCUOHHBIN BEKTOP coaepxuT anemedThl JJHK, kogupyrorme
curHanbHbIM nientua, EV71-IRES, TpancMeMOpaHHy0 0071aCTh W, BO3MOXHO, METKY IJIsI
OOHAPYKEHMUSL.

B 01HOM BOILTOIIEHUH KCITPECCUOHHBIN BEKTOP COACPYKUT CAUT PECTPUKLIUM, TIO3BOJISTFOLIIAIN
KIIOHUPOBAHKE, OCOOCHHO KJIOHUPOBAHHE B ONPEALICHHOM opueHTanuu, Mmojekyn JTHK,
KOAUPYIOLIMX TSHKEMYIO HEMb MOTHOPA3ZMEPHOTO AHTUTENA U JIETKYIO LIETh MMOJTHOPA3ZMEPHOTO
AHTUTEIIA B 3KCITPECCUOHHBIN BEKTOP.

OmHUM U3 ACTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIMALCTCS B JAHHOM TIOKYMEHTE, SIBIISIETCS
3KCITPECCHOHHAS OMOIMOTEKA, COAePKAIIAs SKCITPECCUOHHBIN BEKTOP, 0 KOTOPOM COOOIITAETCS
B JAHHOM JOKYMEHTE.

OmHUM U3 ACTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIMALCTCS B JAHHOM TIOKYMEHTE, SIBIISIETCS
JYKApPUOTUYECKAS KIIETKA, COEePIKAINAs IKCIIPECCHOHHBIN BEKTOP, O KOTOPOM COOOIIAETC s
B JAHHOM JOKYMEHTE, UK COACPKAILAs IO MEHBIIECH MEPE OAUH MPEACTABUTEND
3KCIPECCHOHHON OUOTMOTEKH, O KOTOPOU COODIITALTCS B JAHHOM TOKYMEHTE.

MOHOKIIOHATBEHBIE AaHTUTENIA, TIOJTYIEHHBIE CITOCOOOM, O KOTOPOM COOOIIAETCS B JAHHOM
TTOKYMEHTE, MOT'YT OBITh UCTIOJIB30BAHBI B UCCIEA0BATEIBCKHX LEITSIX, THATHOCTUYECKHX TIEITSIX
WITH TS JIeUeHUs 3a00JIeBaHUM.

B 01HOM BOTUTOLIEHUH 3YKAPUOTUUECKAS KJIETKA ABIACTCS KIETKOW MIEKOMUTAIOLIETO
WU APOXOKEBOM KJIIETKONW. B OTHOM BOTUIOIIEHUH KJIETKA MIEKOTIMTAIOIIETO SIBISIETCSA KJIETKON
CHO wmu xiietkoit HEK.

OmHUM U3 aCTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIIAETCS B JAHHOM JOKYMEHTE, SBIISIETCS CITIOCO0
0TOOPA KJIETKH, IKCITPECCUPYIONIEN aHTUTEIIO, BKITIOUAIONINHN CIEAYIOIINE ITATTbI:

(a) TOJTydYeHHE TTOMYJISIIUN 9YKAPUOTUUECKUX KJIETOK MyTEM TPAHCAYKIUH MO YJIsIUeH
JIEHTUBUPYCHBIX BUPYCHBIX YACTHII, B PE3YJIHTATE YETO KAX/asl KJIETKA B TIOMYJISUUA KIIETOK
MPEACTABIISIET MEMOPAHOCBA3AHHOE TTOJTHOPA3MEPHOE AHTUTEIIO, KOTOPOE 3aKOAUPOBAHO
JIEHTUBUPYCHOM HYKJIEMHOBON KUCIIOTON U KOTOPOE CIIEM(PUUECKU CBI3BIBACTCS C OTHUM
i 00Jiee AHTUTEHOM UJTH OJTHUM WJIH O0JIee SMUTOIIOM Ha OTHOM M TOM XK€ AHTUTEHE, U

(b) BBIOOD U3 TTOMYJISIUN IYKAPUOTUIECKUX KIIETOK KIIETKU B 3aBUCHMOCTH OT CBOMCTB
MPEACTABIIEHHOTO MEMOPAHOCBSI3aHHOTO TIOJTHOPA3MEPHOTO AaHTUTENA,
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ITPH 3TOM KaXKast ICHTUBUPYCHAS YaCTUIIA U3 TTOTYJISINAY JICHTUBUPYCHBIX YACTHI] BKITFOUAET
OMIUCTPOHHYIO SKCITPECCHOHHYIO KacceTy, coaepxkaiyto EV71-IRES, nns sxkcmpeccun
MeMOPaHOCBSI3aHHOTO AHTUTEA.

B ogHOM BOTUTOIEHNH KaXKAasi OMIMCTPOHHAS SKCIIPECCHOHHAS KACCETA B ICHTUBUPYCHOM
YACTUIIE U3 TIOMYJISIIAHN JICH THBUPYCHBIX YACTHIl KOJAUPYET IPYTON BAPHUAHT POIUTEIIBCKOTO
AHTHUTENIA, KOTOPBIN CIEU(PUIESCKH CBSI3bIBACTCS C OJTHUM UM OOJIeE UeM OTHUM aHTUTE€HOM
WK OJHUM WK O0JIee YeM OJTHUM STUTOINOM Ha OJTHOM U TOM € AHTUTECHE.

B ogHOM BOTITOIIEHNM KaXKaasi OUITMCTPOHHASI IKCITPECCHOHHAS KaCCeTa BKITIOUAET B
HAIMPAaBJIECHUU OT 5'- K 3'-

- MIPOMOTOD,

- IEPBYIO HYKJIEMHOBYIO KUCITOTY, KOAUPYIOITYIO JIETKYIO IIETb TOTHOPA3MEPHOTO AHTHUTENA,

- EV71-IRES,

- BTOPYIO HYKJIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOJUPYIOUIYIO TSKEITYIO [ETb TOJTHOPA3MEPHOTO
AHTHUTENIA,

- MHTPOH C BO3MOXHOCTBIO CIJTAMCHHTA, U

- TpaHcMeMOpaHHbIi qoMeH uu GPI-sKopb.

B ogHOM BOIITOIIEHUM KaXKaasi KJIETKA U3 TIOMYJISIIAN 3YKAPHOTHIECKUX KIIETOK
MPEACTABIISIET MEMOPAHOCBS3AHHOE TTOJTHOPA3MEPHOE AHTUTEJIO M CEKPETUPYET
MTOTHOPA3MEPHOE AHTHUTETIO.

B ogHOM BOIITOIIEHUM KaXKaasi KJIETKA U3 TIOMYJISIIAN 3YKAPHOTHIECKUX KIIETOK
MPEACTABIISIET U CEKPETUPYET OAHO TTOJTHOPA3ZMEPHOE AHTUTEJIO.

B ogHOM BOIUTOIIEHUM aHTUTENO MPEACTABISAET COOOM OUCTIEUPUISCKOE AaHTUTEITO.

OmHUM U3 ACTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIMALCTCS B JAHHOM TIOKYMEHTE, SIBIISIETCS
JIEHTUBUPYCHBINA BEKTOD, COAEPKAIINIM OUITUCTPOHHYIO SKCITPECCHOHHYIO KaCCETy, KOTOpast
BKJIIOYAET B HATIPABJICHUU OT 5'- K 3'-

- MIPOMOTOD,

- IEPBYIO HYKJIEMHOBYIO KUCITOTY, KOAUPYIOITYIO JIETKYIO IIETb TOTHOPA3MEPHOTO AHTHUTENA,

- EV71-IRES,

- BTOPYIO HYKJIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOJUPYIOUIYIO TSKEITYIO [ETb TOJTHOPA3MEPHOTO
AHTHUTENIA,

- MHTPOH C BO3MOXHOCTBIO AJIbTEPHATUBHOTO CIIAUCHHTA JJTsl OMHOBPEMEHHOM TTPOAYKIMH
MEMOPaHOCBSI3AaHHOTO AHTUTENA U CEKPETUPYEMOTO aHTUTENA, U

- TpaHcMeMOpaHHbIi qoMeH uu GPI-sKopb.

OmHUM U3 ACTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIMALCTCS B JAHHOM TIOKYMEHTE, SIBIISIETCS
JIEHTUBUPYCHBINA BEKTOD, COAEPKAIINIM OUITUCTPOHHYIO SKCITPECCHOHHYIO KaCCETy, KOTOpast
BKJIIOYAET B HATIPABJICHUU OT 5'- K 3'-

- MIPOMOTOD,

- IEPBYIO HYKJIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOAUPYIOIIYIO IEPBYIO TAKETYIO [ETh TIOJTHOPA3MEPHOTO
AHTHUTENIA,

- EV71-IRES,

- BTOPYIO HYKJIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOOUPYIOIIYIO B HAIIPABICHUH OT 5'- K 3'-BTOPYIO
TSDKEJTYIO IIETb MOTHOPA3MEPHOTO AHTHUTEA U TPaHCMeMOpaHHbIif JoMeH Wi GPI-IKopb.

OmHUM U3 ACTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIIAETCS B TAHHOM JOKYMEHTE, SIBJISETCS TPUMEHEHUE
JIEHTUBUPYCHOTO BEKTOPA B COOTBETCTBUH C MIPEABIIYIITMMH ACTIEKTAMHU [IJIs CO3/TaHUS
MTOTYJISIIIAN 3YKAPUOTHUYECKHUX KIIETOK, MTPEICTABIISIONINX U CEKPETUPYIOTHX HITH
MPEACTABIISIIONINX TTOJTHOPA3MEPHOE AHTUTEIO.

OmHuM U3 aCTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIIAETCS B JAHHOM JOKYMEHTE, SIBIISIETCS CITIOCO0
0TOOPA KJIETKH, SKCITPECCUPYIOIIIei OUCTIEU(UISCKOE AaHTUTEIIO, BKITFOUATOIITHIA CIIEAYIONINE
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3TAIbI:

(a) CO3aaHUE TTOMYJISIIMKA 3YKAPUOTUUECKUX KIIETOK ITYyTEM TPAHCOYKLHMH HOMYILUECH
JIEHTUBUPYCHBIX YACTHII, T KaXKIasl JICHTUBUPYCHAS YaCTHIA COACPKUT OUIUCTPOHHYIO
JKCITPECCUOHHYIO KACCETY, KOTOPast COACPKUT MEPBYIO HYKJIEUHOBYIO KUCIIOTY, KOAUPYIOLIYIO
BapraOeTbHBIN TOMEH TSDKEIIOMN IETTH B JIOKYCE «3aMOK» UITH «KJTI0U», KOTOPAs PACIIONAraeTCs
Bbiie EV71-IRES, ¥ BTOPYIO HYKIIEMHOBYIO KUCIOTY, KOJUPYIOITYIO BapuaOeTbHbBIM JOMEH
TSDKEJION LETIH, B COOTBETCTBYIOLIEM APYTOM JIOKYCE, KOTODPbIN pacroaraercs Huxke EV71-
IRES, mpu 3TOM TIepBBIT BapuabeTbHbBINM JOMEH THKEIOM e CBA3BIBAETCS C TIEPBBIM
AHTUTEHOM, & BTOPOU BapHaOeITbHBIN TOMEH CBSI3bIBAETCS CO BTOPBIM AHTUT€HOM, T/I€ TIEPBbIi
AHTHUTEH ¥ BTOPOM AHTUTEH MOTYT OBbITh OJUHAKOBBIMH WITH PA3ITMYHBIMU, T1IE
3YKAPUOTUUIECKAS KIIETKA IKCIIPECCUPYET OOIIYIO JIETKYIO IEeTh, T1Ie OTHA WITH 00€ TSHKeJTbIe
e TAKXKE COAEPKAT TPAaHCMEMOPAHHBIN qoMeH Ha uX C-KOHIE, U

(b) BBIOOD U3 TTOMYJISIMN IYKAPUOTUIECKUX KIIETOK KIIETKH B 3aBUCHMOCTH OT CBOMCTB
MPEACTABIEHHOTO MEMOPAHOCBSI3aHHOTO MOJTHOPA3MEPHOT'O OMCIIENU(DUUIECKOTO AHTUTENIA.

B ogHOM BOMIOIIEHUH TOJBKO Tspkenas uernb Hike EV71-IRES conepxut
TpaHCMeMOpaHHBIN JOMeH Ha cBOeM C-KOHIIE.

OmHuM U3 aCTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIIAETCS B JAHHOM JOKYMEHTE, SIBIISIETCS CITIOCO0
0TOOPA KJIETKH, CEKPETUPYIOIIIeH OUCTIeMPUUEcKOe aHTUTENO, BKITIOUATOIIHIHA CITETyIOITHE
3TAIbI:

(a) coO3naHME MOMYISALMN 3YKAPUOTUUECKUX KJIETOK MyTEM TPAHCAYKLUUHU MOMYJISHUCH
JIEHTUBUPYCHBIX YACTHII, T KaXKIasl JICHTUBUPYCHAS YaCTHIA COACPKUT OUIUCTPOHHYIO
3KCIPECCHOHHYIO KACCETY, KOAUPYIOIIYIO CEKPETUPYyEeMOe OUCTIENUpUIeCKOe aHTUTEITO,
KOTOPAsi COIEPKUT MEPBYIO HYKIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOJUPYIONTYIO BapuadeTbHBIN JOMEH
TSKETION LETIU B JIOKYCE «3aMOK» WU «KJII0U» BbIle EV71-IRES, 1 BTOPYIO HYKIIEMHOBYIO
KHCJIOTY, KOJUPYIOITYIO BApHaOETbHBIN JOMEH TSIKEIION [ETH, B COOTBETCTBYIONIEM IPYTOM
nokyce Hwke EV71-IRES, mpu 3ToM niepBbIit BapuaOeTbHBIN TOMEH TSKEJIOM IETTH CBSA3bIBACTCS
C TIEPBBIM AHTUTEHOM, & BTOPOI BapuabeTbHbBIN TOMEH CBA3BIBAETCS CO BTOPHIM AHTUTEHOM,
T7ie TIEPBBI AHTUTEH U BTOPON AHTUTEH MOTYT OBITh OJTMHAKOBBIMH WITH PA3TUYHBIMHU, TIE
3YKAPUOTUUECKAS KIIETKA IKCIIPECCUPYET OOITYIO JIETKYIO LENb, U

(b) BBIOOD U3 TTOMYJISIMN IYKAPUOTUIECKUX KIIETOK KIIETKH B 3aBUCHMOCTH OT CBOMCTB
CEKPETUPYEMOTO MOJTHOPAZMEPHOTO OUCTIEU(PUIESCKOTO AaHTUTENA.

B ogHOM BOTITOIIEHNH CITOCOO BKITIOYAET B KAUECTBE TIEPBOTO ITAIA:

- IMMYHM3AIMIO TPAHCTEHHOTO KUBOTHOTO MPEACTABISIOIIUM HHTEPEC AHTUTEHOM, T
B-K1€TKH 3KCMIEPUMEHTAIBHOTO KUBOTHOTO IKCIIPECCUPYIOT OJHY U TY K€ JETKYIO LEMb.

B ogHOM BOIITOIIEHNH CITOCOO BKITIOYAET 3TAT:

- 0TOOpa B-KIIETOK IMMYHH3UPOBAHHOTO 3KCIIEPUMEHTAITBHOTO YKUBOTHOTO C TIOMOTITHIO
o01meit copTupoBkH myTeM FACS.

B ogHOM BOIITOIIEHNH CITOCOO BKITIOYAET 3TAT:

- OJyYEHUs HYKJICMHOBOM KUCIIOTHI, KOAUPYIOILIEH TKEITYIO LETb, U3 KAXI0W B-kneTku
myTem oTaenbHoM [T P-amrumdukaipm B IBYX OTASTBHBIX/TTOCTIEA0BATEIBHBIX TOTMMEPA3ZHBIX
LEMHBIX PEAKIUIX, BHEAPSIOIINX YHUKAIBHBIC CANTBI PECTPUKLMU A1 HATPABICHHOTO
KJIOHUPOBAHMS B INATTJI-BEKTOP/IICHTUBUPYCHBIN 3KCIIPECCUOHHBIN BEKTOP.

B ogHOM BOIITOIIEHNH CITOCOO BKITIOYAET 3TAT:

- BImoHeHUs [ 1P HyKJI€MHOBOW KUCIOTBI, KOAUPYIOWIEH MOMHYIO IEPBYIO TKEITYIO
1€, ¥ HYKJIEMHOBOM KUCIOTHI, KOAUPYIOIIeH BapuaOeIbHBIN JOMEH BTOPOU TSHKEIION TN
(2,2 T.11.0.), BKI1todast EV71-IRES, ¥ KIIOHUPOBAHUS BO BTOPOM INATTI-BEKTOP 0€3
TPaHCMEMOPAHHOTO IOMEHA C yAAIEHUEM TPAHCMEMOPAHHOTO JIOMEHA MEePBOM TsHKEITON
LENU MTyTEM PECTPUKLMU U MTOBTOPHOTO JIMTUPOBAHUS BEKTOPA.
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Bce BomtotieHust, 0 KOTOPBIX COOOIIANIOCH B JAHHOM TIOKYMEHTE, OTHOCSTCS] KO BCEM
ACMEeKTaM JAHHOTO U300PETeHUSI 1 MOTYT OBITh OOBEIMHEHBI B JIFOOOM BO3MOYKHON
KOMOMHAIIVH.

[TonpobHoe onucanne N300peTeHUs

B nanHOM MOKyMeEHTe COOOIIAeTC st O Crocode 0TOOPpaA C MMOMOIIBIO IKCITPECCHH
MOJIHOPA3MEPHBIX AaHTUTEN B UX €CTECTBEHHOMU CpeAE, T.€. CEKPETOPHOM MYTH KIETOK
MJIEKOTIMTAOIIUX, KOTOPBIN TapaHTHPYET, UTO BCE KIIETOYHBIE KOMITOHEHTBI, OOBIYHO
YYaCTBYIOIIUE B CHHTE3€ U TIPOIECCUHTe AHTHUTEN (CBOpAYNBAHUU, ()OPMUPOBAHUHI
TUCYTb(PUIHBIX CBSI3eH, TIMKO3UIMPOBAHUY U T.[.) JOCTYITHBI B (DU3HOJIOTHIECKON popme u
KOHIEHTPAIUH.

OO01re acTeKTh

Kak u3BeCTHO CIienMaucTaM B JTaHHOW 00IACTH, ISl TPOU3BOICTBA MHOTOUUCITIEHHBIX
MIPOU3BOAHBIX HYKJIIEMHOBOM KUCIIOTHI U/WJTU TIOJIMIIETITU/IA MOYKHO UCTIOJIb30BATh TEXHOIOTUU
pexomOuHanTHOM JJHK. Takue mpou3BoaHBIE MOTYT, HATTPUMED, ObITh U3MEHEHBI B OJTHON
OTAEIbHOM UTM HECKOJIbKUX MO3UIUSIX MTyTEM 3aMEIeHUS, U3SMEHEHUS], 3aMEHbI, YIaICHUS
WK BCTABKU. Takoe u3MeHeHue Ui 00pa30BaHUE TPOU3BOIHOTO MOXKET OBITH OCYIIECTBIICHO,
HaTIpUMeD, TyTEM CaliT-HATIPAaBIEHHOTO MyTareHe3a. Takoe N3BMEHEHUE MOXKET ObITh JIETKO
MPOBEACHO CIEIMATMCTOM B IAHHOM 00JIACTH (CMOTpH, HAITpuMep, Sambrook, J., et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York,
USA (1999)). ITpumeHeHne peKOMOUMHAHTHON TEXHOJIOTUH TTO3BOJISET CIEIUATTUCTY B TAHHOMU
00macTu TpaHCHOPMHUPOBATH PAZIIUYHBIE KJIETKU-X035€Ba TETEPOJTOTUIHON HYKIIEHHOBOM
KUCJIOTOM (KUCTOTaMu). XOTs B PA3HBIX KJIETKAX B TEXHUKE TPAHCKPUIIIUU U TPAHCISIUHU,
T.€. 9KCIIPECCUU, UCTIONIB3YIOTCS OJIHU U TE K€ IJIEMEHTBI, KJIETKH, TPUHAJIEKAIIINE PA3HBIM
BUJAM, MOTYT IIOMUMO TIPOYETO UMETH PA3IUUHYIO TAK Ha3bIBAEMYIO YACTOTY UCTIOJIb30BAHUS
KOAOHOB. Takum 00pa3oM, HACHTUYHBIE MTOJUTISITUBI (B OTHOIIEHUA AMUHOKHUCIIOTHOM
MTOCITE0BATEIBHOCTH) MOTYT OBITh 3aKOIUPOBAHBI PA3TMUYHBIMU HYKIIEMHOBBIMH KHCIIOTAMH.
Kpowme Toro, pa3nuuHbie HyKIEMHOBbBIE KUCIIOTBI MOTYT KOAUPOBATH OJUH U TOT XK€
MOJIMTIENITU/] BCIEACTBUE BBIPOXKICHHOCTH TEHETUUECKOT O KOAA.

[Tpumenenue Texnooruu pekomouaanTHo M JIHK mo3BosisieT moaydaTh MHOTOUUCIIEHHBIE
MIPOU3BOJHBIE HYKJIEMHOBOM KUCIOTHI U/UIM OMUTNeNnTUaAA. Takue mpou3BOAHbIE MOTYT,
HAIpUMED, ObITh U3MEHEHBI B OJTHOM OTIEIIBHOM UITH HECKOJTBKUX ITO3UIUSIX Ty TEM 3aMEIICHHUS,
U3MEHEHUsI, 3aMEHBI, YIAJICHHS WM BCTABKU. Takoe u3MeHeHue Uik 0Opa3oBaHUE
MTPOU3BOJHOTO MOYKET OBITh OCYIIIECTBIICHO, HATIPUMED, TTYTEM CalT-HATIPABICHHOTO
MyTareHesa. Takue u3BMeHEeHHsI MOTYT OBITh JIETKO TTPOBEIECHBI CIIEIUATMCTOM B TaHHOU
obmactu (cM., HapuMep, Sambrook, J., et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, New York, USA (1999); Hames, B.D., and Higgins, S.J., Nucleic
acid hybridization - a practical approach, IRL Press, Oxford, England (1985)).

[TpumeHeHNe PEKOMOMHAHTHOM TEXHOJIOTHUH TTO3BOJISIET CITEIMAIUCTY B TAHHOM 00JIACTH
TPaHCHOPMUPOBATH PA3TUUHBIC KIIETKU-X0351€BA TETEPOIOTUIHON HYKJIEMHOBOM KUCIIOTOM
(kucnoTamu). XOTs B PA3HBIX KJIETKAX B TEXHUKE TPAHCKPUIIIUU U TPAHCIISIIUY, T.€.
3KCIPECCUU, UCTIOIB3YIOTCS] OTHU U T€ K€ JIEMEHTHI, KJIETKU, TPUHAIISKAIIUE Pa3HBIM
BUJAM, MOTYT IIOMUMO TIPOYETO UMETH PA3IUUHYIO TAK Ha3bIBAEMYIO YACTOTY UCTIOJIb30BAHUS
KOAOHOB. Takum 00pa3oM, HACHTUYHBIE MTOJUTISITUBI (B OTHOIIEHUA AMUHOKHUCIIOTHOM
MTOCITE0BATEIBHOCTH) MOTYT OBITh 3aKOIUPOBAHBI PA3TMUYHBIMU HYKIIEMHOBBIMH KHCIIOTAMH.
Kpowme Toro, pa3nuuHbie HyKIEMHOBbBIE KUCIIOTBI MOTYT KOAUPOBATH OJUH U TOT XK€
MOJIMTIENITU/] BCIEACTBUE BBIPOXKICHHOCTH TEHETUUECKOT O KOAA.

Omnpenenenus

[TonsiTue anTUTENA C «CO3peBIel APPUHHOCTHIO» OTHOCUTCS K AaHTUTEITY C OTHAM WITH
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OoJiee U3MEHEHNEM B OOHOM min OoJtee runepBapradenbHoif odmactu (hypervariable region,
HVR) Mo cpaBHEHUIO C POAUTEIBCKUM aHTUTEIIOM, KOTOPOE HE 00JIAAeT TAKUMHU
U3MEHEHHUSIMH, TIPHUEM TaKUe M3MEHEHUS TTPUBOIST K TIOBBIIEHUIO aQPUHHOCTH aHTUTENA
K AHTUTEHY.

TepMUH «aHTUTENO» B JAHHOM JOKYMEHTE UCTIONB3YETCs] B CAMOM LIUPOKOM €r0 CMBICIIE
Y OXBATBIBAET PA3IUYHBIE CTPYKTYPBI AHTUTENA, B TOM YHUCIIE, HO HE OTPAHUYMBASICh UMU,
MOHOKJIOHAJIBHBIE AHTUTEIA, TTOMKIOHAITBHBIC AHTUTENA U TTOJIMCIIENN(PHUIECKUEe AHTUTENA
(Hampumep, OuctenuuIecKue aHTUTENA).

TepMUH «XMMEPHOE AHTUTENO» OTHOCUTCS K AHTUTEITY, B KOTOPOM YaCTh TSKEIION W/WITU
JIETKOH LENU MOJIyYeHa U3 KOHKPETHOIO UCTOYHUKA WU BUAA, B TO BPEMSI KAK OCTAJIbHAS
YACTh TSDKEIIONW W/WITH JIETKOH LEMHU MTOJyYeHa U3 APYrOro HCTOYHUKA WUJIU BUAA.

IToHsiTHE «K1acca» AHTUTENTA OTHOCUTCS K TUITY KOHCTAHTHOTO JOMEHA WIIM KOHCTAHTHON
00J1acTH, TpUHAAJIEKAILElH eTo Tshkenoi neru. CyIecTBYIOT MATh OCHOBHBIX KJTACCOB AHTUTEIT:
IgA, IgD, IgE, IgG u IgM, 1 HEKOTOPBIE U3 HUX MOTYT OBITh JOTIOTHUTEITBHO TTOAPA3ACTICHBI
Ha MOJKIACCHI (M30TUITBI), HATTpuUMeD, 1gG 1, 1gG,, 12G3, 1gGy, IgA | u IgA,. KoHcTaHTHBIE

JTOMEHBI TSDKEITOM IETTH, KOTOPBIE COOTBETCTBYIOT PAZIMIHBIM KITACCAM HMMYHOTJIOOYJTUHOB,
HAa3bIBAIOTCS ¢, O, €, Y U W COOTBETCTBEHHO.

TepMUH «3KCITPECCUST», UCTIONB3YEMBIN B JAHHOM JOKYMEHTE, OTHOCUTCS K MPOLECCAM
TPAHCKPUIILUY U/ WA TPAHCISILUM, TPOTEKAIOLINUM B KJIETKE. Y POBEHDb TPAHCKPUIILMU B KIIETKE
HYKJIEMHOBOKHUCIIOTHOM MTOCIENOBATETBHOCTH, TIPEACTABIISIONIEH HHTEPEC, MOKET OBIThH
OTpeesieH Ha OCHOBAHUM KOJIMUeCTBA COOTBETCTBYIOMIe MPHK, mpucyTcTByIoIeii B KJIeTKe.
Hanpumep, MPHK, TpaHCkpuOupoBaHHas U3 TTOCIIEIOBATEIbHOCTH, TPEICTABISIONIEH
UHTEPEC, MOXKET OBITh KOJIMUECTBEHHO olieHeHa ¢ TomoIbio OT-TTLP uiu Ho3epH-
rudpuauzanuu (Sambrook et al., 1999, cum. Boite). [TomUTIEN TUABI, KOIUPYEMbIE HYKJIEHHOBON
KHCJIOTOM, IIPEICTaBISIOIIEeH HHTEPEC, MOTYT OBITh KOJIUYECTBEHHO OLEHEHBI C TTOMOIIBIO
Pa3IMYHBIX CIIOCO00B, Hanpumep, ELISA, ¢ mOMOIIIbIo aHaIu3a Ha OMOJIOTUIECKYIO
AKTUBHOCTB MOJUMENTUAA WK C TOMOIIBIO AHAIU30B, KOTOPBIE HE3ABUCUMBI OT TAKOMU
AKTUBHOCTH, HAIPUMED BECTEPH-OJIOTA WK PATUOMMMYHHOTO aHAJIN34a, C UCTTOJIb30BAHUEM
UMMYHOTJIO0YJIMHOB, KOTOPBIE PACTIO3HAIOT U CBSI3BIBAIOTCS C TMOIUIIETITUAOM (Sambrook et
al., 1999, cM. BbIIIIE).

TepMuH «3KCITPECCHOHHAS KACCETa» OTHOCUTCS K KOHCTPYKLMH, COAePKAIIEH HEOOX0IMMbBIE
PETYJATOPHBIE 3JIEMEHTBI, TAKUE KAK IPOMOTOP U CAUT MOMUAACHUIUPOBAHUS, IJIs1 3KCTTPECCUU
IO MEHBIIEN MEPE COAEPKAILENCA B KIIETKE HYKIIEMHOBOW KUCITOTHI.

«DKCIPECCHOHHBIN BEKTOP» MPEACTABISIET COOOM HYKIEUMHOBYIO KUCIIOTY, KOTOpast
00ecTieunBaeT BCe HEOOXOUMBIC JIEMEHTBI TSl SKCITPECCHU BKIIOUEHHOTO CTPYKTYPHOTO
reHa (T€HOB) B KJIETKe-X03simHe. Kak mpaBuito, 3KCIIpecCHOHHAS TUTA3MUAA COAEPIKUT OJIOK
JUTS1 PA3MHOXEHHUS TPOKAPUOTUUECKON T1a3MuAbl, HampuMep A E. coli, cogepxaiuii cait
HAYaJIa PeTUIMKALIUA U MAPKED A CEJICKIUH, 3YKAPUOTUUECKUIM MAPKED A CEJICKUUU U OOHY
wir 00JIee FIKCIIPECCUOHHYIO KACCETY ISl SKCITPECCHU TTPEACTABIISIIOIIETO HHTEPEC
CTPYKTYPHOI'O T¢Ha (T€HOB), KAXAasl U3 KOTOPBIX COACPKUT MPOMOTOP, CTPYKTYPHBIN F€H
U TEPMUHATOP TPAHCKPUIILUH, BKIIIOUAsl CUTHAJI TTOJIMAJCHUIUPOBAaHUS. DKCIIPECCUSI TeHA,
KAaK MPaBUJIO, HAXOJUTCS IO KOHTPOJIEM IPOMOTOPA, U TAKOU CTPYKTYPHBINM T'€H HA3BIBAETCS
«(hyHKIMOHAIIBHO CBA3aHHBIM» C IPOMOTOPOM. AHAJIOTHIHBIM 00pa30M, PETryIsTOPHBIH
3JIEMEHT U OCHOBHOM MPOMOTOP (DYHKIIMOHATBLHO CBSI3aHbBI, €CITH PETYISATOPHBIN JIEMEHT
MOAYJHUPYET AKTUBHOCTb OCHOBHOTO TPOMOTOPA.

Tepmun «Fc-00macTe» B JAHHOM TOKYMEHTE UCTTOIB3YETCs 1Tl oipenenerust C-KOHIEBOM
00JTACTH TSAKEIIOM NS MMMYHOTJIOOYIIMHA, KOTOPAs COAEPKUT O MEHBIIEH Mepe 9acThb
KOHCTAHTHOU 00J1aCTH. DTOT TEPMUH BKJTFOUAET Fc-001aCTH HATUBHOM MMOCTIENOBATEIBHOCTH
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u BapuaHTHbIe Fc-obmactu. B oqnoM Botutomenun Fe-001acThb TSHKENOM ETH YeI0BEUECKOTO
IgG mpocTtupaetcst ot Cys226 wnu ot Pro230 no kapOoKCH-KOHIA TsDKEIoN nenu. Tem He
MeHee, C-konueBoit mu3uH (Lys447) Fc-00macTu MOXeT MPUCYTCTBOBATH HJIU OTCYTCTBOBATb.
Ecnu He yka3aHO WHOE, TO HyMEpalusi aMUHOKHUCIIOTHBIX OCTATKOB B Fc-o0macTu wiu
KOHCTAHTHOM 00J1aCTH OCYIIECTBIAETCS B COOTBETCTBUH C cucTeMoi HyMmepanuu EC, Takxe
HazbiBaemoit naaekcoMm EC, kak omcano B Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Sth ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda,
MD (1991), NIH Publication 91-3242.

[MoHsiTHE «KAPKACHOTO yUacTKa», Wi «FR», OTHOCHTCS K OCTaTKaM BapuadeTbHOTO
JIOMEHA, OTIIMIHBIM OT OCTATKOB TUNepBapuadenbHoit odmactu (HVR). FR BapuabenpHOTO
JIOMeHa 00BIYHO COCTOUT U3 ueThipex m1oMeHoB FR: FR1, FR2, FR3 u FR4. CoOTBETCTBEHHO,
nocnenoBateabHOCTH HVR 1 FR 00BIYHO MOSIBASIIOTCS B CIIEAYIOLIEH MTOCIEI0BATEIbHOCTH
B VH (wm VL): FRI1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

TepMUHBI «ITOTHOPA3MEPHOE AHTUTEI0», «<HHTAKTHOE AHTUTEIIO» U «ILIEJI0C AaHTUTEIO»
UCTIONTB3YIOTCS] B JAHHOM JOKYMEHTE B3aMMO3aMeHsIeMO 1JTsi 0003HAUYCHUS aHTUTENA,
MMEIOLIETO CTPYKTYPY, IO CYLIECTBY AHAJIOTUYHYIO CTPYKTYPE HATUBHOTO AHTUTENA, WU
coAepIKaIero Tsokenbie ey ¢ Fe-00macThio, ompeneaeHHoON B TaHHOM JOKYMEHTE.

TepMuH «reH» 0O3HAYAET HYKJIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOTOPAs MIPEACTABIAET COOOU CErMEHT,
HAITPUMEP, HA XPOMOCOME WITH HA TUTA3MUAE, KOTOPBIA MOKET BIMSATH HA 3KCITPECCHIO MTENTUAA,
nojunenTuaa win oenka. KpoMme koaupyroireit 001acT, T.e. CTPYKTYPHOTO TeHa, TeH
COMEPKUT U ApyTUE GYHKIMOHATBHBIE JIEMEHTBI, HAIIPUMED, CHTHAITBHYIO
MOCIeA0BATEILHOCTD, MPOMOTOP(BI), MHTPOHBI U/UIU TEPMUHATOPHI.

TepMUHBI «KJTETKA-XO35UH», «KKIETOYHAS IMHUS-XO3SIUH» U «KIETOYHAS KYJIbTYPa-XO35TUH»
UCTIOJTB3YIOTCS B3AUMO3AMEHSEMO U OTHOCSITCS K KJIETKaM, B KOTOPBIE MOXET ObITh BBEICHA
3K30TE€HHAsI HyKJIEMHOBAs KUCIO0TA, BKJIIOUAsi MOTOMCTBO TakuX KJieToK. KieTku-xo3sieBa
BKJTIOUAIOT «TPAHCHOPMAHTBI» U «TPAHCHOPMUPOBAHHBIE KIETKW», KOTOPBIE BKITFOYAIOT
MIEPBUYHYIO TPAHCHOPMHUPOBAHHYIO KIIETKY U TIOTOMCTBO, TTOJIyUYE€HHOE U3 HEE, HE3ABUCHMO
oT uncna maccaxet. [IoToMCTBO MOXeT He OBITh A0COTIOTHO UASCHTUYHBIM POIUTEITBLCKOM
KJIETKE MO COASPKAHUIO HYKJIIEMHOBBIX KUCIIOT, & MOXKET COACPKATh MyTaluuu. B naHHbIi
TIOKYMEHT BKITFOUEHO MYTAHTHOE TTOTOMCTBO, KOTOPOE UMEET TAKYIO XK€ (DYHKIMIO WITH
OMOJIOTHYECKYIO AKTUBHOCTH, KOTOPas TOKa3aHa WIH BIOPAHA JTSI UCXOTHO
TpaHCHOPMUPOBAHHON KITETKH.

«HemoBeueCKOe AaHTUTENO SIBIISIETCA TAKUM AHTUTEIOM, KOTOPOE UMEET AMUHOKUCIOTHYIO
MOCIIeA0BATEIBHOCTD, COOTBETCTBYIOIIYIO AHTUTENY, TOJIyUEeHHOMY OT YENOBEKA WU U3
KJIETKH YEJIOBEKA WM MOJYYEHHOMY U3 HEUEIIOBEUECKOTO HCTOYHUKA, KOTOPBIN UCITOJIB3YET
penepTyap 4eIOBEUECKUX AHTUTEI WK APYTUE TTOCICA0BATEIBHOCTH, KOAUPYIOLINE
YEIIOBEUYECKUE AHTUTENA. DTO ONPEALIICHUE YEIOBEUECKOTO aHTUTENA CIIEHUATIbHO UCKITIOUAET
TYMaHU3UPOBAHHOE AHTUTENO, COACPKALIEE HEUETOBEUECKUE AHTUTCHCBSI3bIBAIOIINE OCTATKH.

[ToHsiTHE «TYMAHU3UPOBAHHOTO» AHTUTEIA OTHOCUTCS K XUMEPHOMY AHTUTENY,
CcoepKaILIeMy AMUHOKHUCIIOTHBIE OCTATKU U3 HEUENOBeUeCKUX HVR U aMUHOKUCIOTHBIE
OCTAaTKHU U3 4eNoBeUeCKUX FR. B HEKOTOPBIX BOTUIOIIEHUSIX TYMAHU3UPOBAHHOE AHTUTENO
OyZeT BKITIOUATH IO CYIIECTBY BCE U3 TIO MEHBIIEH Mepe OAHOTO, & OOBIUYHO ABYX
BapHaOebHBIX IOMEHOB, B KOTOPBIX BCE WIIH TTO CyiecTBY Bce HVR (mampumep, CDR)
COOTBETCTBYIOT TAKOBBIM U3 HEUEITOBEUECKOTO AHTUTENA, U BCE WU IO CyLIeCTBY Bee FR
COOTBETCTBYIOT TAKOBBIM U3 UEJIOBEUECKOTO aHTUTEMA. [ yMAHU3UPOBAHHOE AHTUTENO,
BO3MOIKHO, MOXET COZIEPKATH IO MEHBINEH MEPE YaCTh KOHCTAHTHOM 00IaCTH AHTUTEIA,
MTOJTY9Y€HHOM U3 UeITIOBEUECKOT0 aHTuTeNA. «[ yMaHu3upoBaHHAs popMa» aHTUTENA, HATIPUMED,
HEUEIIOBEUECKOT O AHTUTENA, OTHOCUTCA K AHTUTENY, KOTOPOE MOABEPIIOCHh T'YMAHU3ALUH.
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TepmuH «runiepBapuadenbHast 001aCTh», Witk « HVR», HCIIOIB3yeMBbIii B TAHHOM JOKYMEHTE,
OTHOCHUTCS K KO0 U3 00J1acTell BapuaderbHOr0 JOMEHA aHTUTENA, KOTOPBIE SIBJISTFOTCS
TUTIEpBapUaOETIBHBIMH B ITOCIEIOBATEIBHOCTH U/UITH OOPA3YIOT CTPYKTYPHO OTIPEeTIEHHbIE
TIETIIN («TUTIEpBapUAOCSTbHBIE MTET/IN» ). Kak mpaBuiIo, HATHBHBIEC YEThIPEXIEITOUSUHBIE
antuTena coaepxat mectb HVR, Tpu 8 VH (H1, H2, H3) u Tpu B VL (L1, L2, L3). HVR
OOBIYHO COAEPKAT AMHUHOKUCIIOTHBIE OCTATKH U3 TUTIEPBAPUAOEITBHBIX TIETEITh W/UITH U3
o0nacTei, onpeneisIonux KoMrmieMeHTapHoCcTh (CDR), mpyuyeM MOCIeaHUE HMEIOT
HAWBBICIIYIO U3MEHUYMBOCTD MOCAEAOBATENbHOCTH W/WJIA YYACTBYIOT B PACTIO3HABAHUH
aHTureHa. MmmocTpaTHBHBIE TUIIEPBAPUAOEIbHBIE TIETIH BO3HUKAIOT HA AMHUHOKHCIOTHBIX
ocraTtkax 26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96 (L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2) u 96-101 (H3) (Chothia,
C.and Lesk, A.M., J. Mol. Biol. 196 (1987) 901-917). UnmroctpatuBabie CDR (CDR-L1, CDR-
L2, CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2 u CDR-H3) BO3HMKAIOT HA aMHUHOKHUCJIOTHBIX OCTaTKax 24-
348 L1,50-56 81L.2,89-97 B L3, 31-35B B H1, 50-65 B H2 1 95-102 B H3 (Kabat, E.A., et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Sth ed. Public Health Service, National Institutes
of Health, Bethesda, MD (1991), NIH Publication 91-3242). 3a uckmoueanem CDR1 B VH,
CDR, kak mpaBuWJIO, COAEPKAT AMUHOKHUCIIOTHBIE OCTATKH, KOTOPbIE 00pa3yroT
runepapuadenbuble eTiu. CDR Takke BKITIOUAIOT «OCTATKH, OTPEALIISIONTHE
CrenU(UIHOCTE», UITH «SDR», KOTOPBIE ABIISIOTCS OCTATKAMU, KOHTAKTUPYIOITMMH C
aaTureHoM. SDR coaepxkatcs B odmactsax CDR, Ha3eiBaeMbIX cokpaleHHo -CDR, uiu a-
CDR. Tunuunsie a-CDR (a-CDR-L1, a-CDR-L2, a-CDR-L3, a-CDR-H1, a-CDR-H2 u a-CDR-
H3) Bo3HMKAIOT HA aMMHOKHUCIIOTHBIX ocTaTkax 31-34 B L1, 50-55 B L2, 89-96 B L3, 31-35B
B H1, 50-58 B H2 1 95-102 B H3. (cM. Almagro, J.C. and Fransson, J., Front. Biosci. 13 (2008)
1619-1633). Ecnu He ykazano wHoe, To HVR-0CcTaTKM U Ipyrre OCTATKU B BApHAOETbHOM
nomeHe (Hampumep, FR-ocTtaTkn) mpoHyMepOBaHbI B JAHHOM JOKYMEHTE B COOTBETCTBUU C
Kabat et al., cM. BbIIIIE.

[TonsiTUe «BHYTPEHHUMN CaliT mocagku pudocom», win «IRES», onmuceiBaeT
MOCIEI0BATEBHOCTD, KOTOPask (yHKIMOHAIBHO CITOCOOCTBYET MHHIMAIIMN TPAHCIISAIH
HE3aBUCUMO OT F'€HA, PACMOJIOKEHHOTO ¢ 5'-koHIA OT IRES, ¥ mO3BONISIET ABYM IUCTPOHAM
(OTKPBITBIM paMKaM CUMTBIBAHUS) TPAHCIUPOBATHCA U3 OJHOTO TPAHCKPUIITA B KIIETKE
*#uBoTHOrO. IRES o0ecneunBaeT HE3ABUCUMBIN CAUT MOCAAKH PHOOCOMBI IJIs1 TPAHCIISIII
OTKPBITONU PAMKH CUATBIBAHUS HETIOCPEACTBEHHO HUKE €r0 («HUKE» B JAHHOM JOKYMEHTE
UCTIONTB3YETCS B3aUMO3aMeHsieMo ¢ «3' «). B otmuaue ot 6akTepuanbuoit MPHK, koTopas
MOJKeT OBITH IMOJUIMCTPOHHOM, T.€. KOJAUPOBATH HECKOIBKO PAIUYHBIX OIUIIECIITHIOB,
KOTOPBbIE OYyT TPaHCIMPOBATHCS mocienoBatenbHo ¢ MPHK, 6ombimmacTBO MPHK B KiTeTkax
YKUBOTHBIX SIBJISTFOTCSI MOHOIIMCTPOHHBIMH U KOJUPYIOT TSl CHHTE3a TOJIBKO oauH Oenok. C
MTOMIUCTPOHHBIM TPAHCKPHUITTOM B 3YKAPUOTHUECKOMN KITETKE TPAHCIISIMSI OyIeT HAUMHATHCS
¢ HauboIIee OIM3KOTO K 5'-KOHIy caliTa MHUIMALMH TPAHCITSIINY, 3aKAHINBATHCS HA TIEPBOM
CTOTI-KOJIOHE, ¥ TPAHCKPUIIT OYAET BBICBOOOKIATHCS U3 pUOOCOMBI, UTO MIPUBEIET K
TPAHCISALMY TOJIBKO TIEpBOTo 3axkoaupoBanHoro B MPHK nonunentuaa. B aykapuotuueckoit
KJIETKE TTOJIMIUCTPOHHBIN TPaHCKpUITT, uMetomuit IRES, GyHKIIMOHATBHO CBSI3aHHBIN CO
BTOPOH WU MOCIEAYIOLIUMHA OTKPBITBIMUA PAMKAMU CUUTBIBAHUS B TPAHCKPUIITE, TTO3BOIACT
TMOCTIEA0BATENBHYIO TPAHCIISILAIO 3TOM CIEAVIOILIEN HUKE OTKPBITON PAMKH CUUTBIBAHUS,
9TOOBI TOTYYUTH ABA WK OOJIee ABYX MOIUTIENTHAOB, 3aKOIUPOBAHHBIX C TOMOIIBIO OHOTO
U TOTO ke TpaHckpurta. [Ipumenenue snemenToB IRES B KOHCTpYyUpPOBaHUN BEKTOPOB OBLIO
OIMHMCAHO paHee, CM, HampuMep, Pelletier, J., et al., Nature 334 (1988) 320-325; Jang, S.K., et
al., J. Virol. 63 (1989) 1651-1660; Davies, M.V, et al., J. Virol. 66 (1992) 1924-1932; Adam,
M.A., et al., J. Virol. 65 (1991) 4985-4990; Morgan, R.A., et al. Nucl. Acids Res. 20 (1992) 1293-
1299; Sugimoto, Y., et al., Biotechnology 12 (1994) 694-698; Ramesh, N., et al., Nucl. Acids
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Res. 24 (1996) 2697-2700; u Mosser, D.D., et al., BioTechniques 22 (1997) 150-152).

TepMHUH «MOHOKIOHATBHOE AHTUTEI0», UCITOJIB3yEMBbIH B JAHHOM JOKYMEHTE, OTHOCUTCSA
K AHTUTEILY, TIOJIYYEHHOMY U3 MOITYJISILMU 110 CYLIECTBY TOMOTEHHBIX AHTUTEN, T.€. OTAEIbHBIE
AHTHUTEIA, COCTABIISIOLINE TTOMYISIUUIO, SIBJISTFOTCS UACHTUYHBIMU U/WJIU CBSI3bIBAIOT OJIUH U
TOT K€ 3MUTOTL, 3a UCKITFOUEHUEM BO3MOKHBIX BAPUAHTHBIX AHTUTEIL, HAIIPUMED, COACPIKALLIUX
IIPUPOAHBIE MYTALMHU WJIM BO3HUKAIOIIMX B IIPOLECCE IPOU3BOACTBA IIpernapara
MOHOKJIOHAJIBHBIX aHTUTEIL, IIPU 3TOM TAKUE BAPUAHTBI, KAK IIPABUJIO, IPUCYTCTBYIOT B
HE3HAUYUTEIIBHBIX KOJIMUECTBAX. B OTIMUMe OT mpenapaToB MOJIUKIOHATBHBIX AHTUTEN,
KOTOPBIE OOBIYHO BKITIOUAIOT PA3JIUYHBIC AHTUTENIA, HATIPABIICHHBIC TPOTUB PA3TUIHBIX
JETEPMUHAHT (3MUTOTOB), KAXA0€ MOHOKJIIOHAIBHOE AHTUTEIIO U3 IIpenapara
MOHOKJIOHAJIBHOT'O AHTUTENA HAITPABICHO MPOTUB OAHON ACTEPMUHAHTBI HA AHTUTEHE. Takum
00pa3oM, MOHATHE «MOHOKJIOHATBHOE» YKa3bIBAET HA XapaKTEP AHTHUTENIA, TTOJIYUEHHOTO
IO CYIIECTBY U3 TOMOTEHHOM MTOMYJISIIAN AHTUTEN, U HE TOJIKHO OBITh UCTOJIKOBAHO KaK
TpeOyrolIee MOJydeHUsT AaHTUTENIa KAaKUM-THO0 KOHKPETHBIM criocodom. Hampumep,
MOHOKJIOHAJTBHBIE AaHTUTENA, KOTOPbIe OYIyT UCIOJIB30BATHCA B COOTBETCTBUH C JTAHHBIM
U300peTeHNnEM, MOTYT OBITh MOJTYYEHBI C TOMOIIBIO PA3TUIHBIX METOAVK, BKITIOUAs, HO HE
OTPAHUYUBASICh IMU, THOPHUIOMHYIO METOAMKY, METOAUKH pekomOuHanTHOM JIHK, MeToauku
(haroBOTO AUCILIES, 4 TAK)KE METOIUKH, UCTTOIB3YIOIINE TPAHCTEHHBIX JXUBOTHBIX, COZIEPIKATITIX
BCE WJIM YaCTh JIOKYCOB YEIIOBEUYSCKOTO UMMYHOTJIOOYINHA, TIPH 3TOM TaKUE METOIUKH U
TIPYTHE WUTIOCTPATUBHBIE CIIOCOOBI IOy YeHUSI MOHOKJTOHAJIBHBIX AHTUTEIT OTTUCAHBI B JAHHOM
JOKYMEHTE.

[ToHsiTHE «HYKIEMHOBOU KUCIOTBI», UCIIOJIB3YEMOE B JAHHOM JOKYMEHTE, OTHOCUTCS K
MMOJTMMEPHON MOJIEKYJIE, COCTOSIIIEN U3 OTACIBHBIX HYKJICOTUAOB (TAKKE HA3BIBAEMBIX
ocHoBarusiMK) A, C, Gu T (ummu U B PHK), Hampumep x JIHK, PHK i k ux Mmoauduxarmsim.
DTa MOJUHYKICOTUIHAS MOJIEKYJIA MOXKET OBITH WUIIM TPUPOTHOMN MOJIMHYKIIEO TUAHOM
MOJIEKYJION, UITU CHHTETHYECKOM TTOTMHYKJIEO THIHON MOJIEKYIIOH, MJTH KOMOWHATIMEH OqHON
i 00J1ee TPUPOTHON TIOIMHYKIIEO TUAHON MOJIEKYJIBI C OJTHON WITH O0JIee CHHTETHUECKOM
MOJMHYKJICOTUAHON MOJICKYION. Takke moa 3TO ONPeAeIeHUE MOANAAI0T PUPOIHBIE
MTOJTMHYKJIEOTUIHBIE MOJIEKYJIbI, B KOTOPBIX OAMH WJTH 00JIee HyKJICOTH/T U3MEHEH (HATTpUMep,
MyTeM MyTareHes3a), yaajeH Wi nodasiieH. HykiienHoBast KUCITIOTa MOXKET OBITh JTHOO
BBIZIENICHA, TMOO BCTPOEHA B IPYTYIO HYKIIEMHOBYIO KUCIIOTY, HAIPUMED, B IKCITIPECCHOHHYIO
KacCeTy, INIAa3MHUAY UK XPOMOCOMY KJIETKU-XO03siMHA. HyKIIenHOBAasi KUCIOTA AHAJIOTUYHO
XAPAKTEPU3YETCS €€ HYKIIEMHOBOKHUCIIOTHOM ITOCHEN0BATEIBHOCTBIO, COCTOSIILIEH U3 OTACIIbHBIX
HYKJIEOTUIOB.

Js cnenpamucTa B JaHHOM 00JTACTH XOPOIIO U3BECTHBI MTPOLEAYPHI U CITOCOOBI
mpeoOpa30BaHus AMUHOKUCIIOTHOMN MTOCTIEA0BATEIBHOCTH, HATIPUMED, TTOJTUTIENTHAA, B
COOTBETCTBYIOLIYIO HYKJIEMHOBOKUCIIOTHYIO TIOCIEA0BATEIbLHOCTD, KOAUPYIOLIYIO 3TY
AMUHOKHUCIIOTHYIO TIOCIIEA0BATEIBHOCTD. TakuM 00pa3oM, HyKJIEMHOBAS KUCIOTA
XapAKTEPHUIYETCA CBOEH HYKIEMHOBOKUCIIOTHOMN MMOCIIENOBATENBHOCTBIO, COCTOSIIEN U3
OTAENbHBIX HYKJIEOTUAOB, U AHAJIOTUYHO AMUHOKUCIIOTHON TIOCIIEA0BATEIBHOCTBIO
TOJIMIIENITUAA, KOOAUPYEMOTO €10.

[ToHsiITHE «HYKIEMHOBOU KUCIOTBI», UCIIOIB3YEMOE B JAHHOM JOKYMEHTE, OTHOCUTCSA
TAKXKE K TIPUPOIAHON WIIA YACTUYHO UJIH TTIOJHOCTBIO HEIIPUPOAHON HYKIIEMHOBON KUCIOTE,
KOUPYIOIIEH MOJIUTIENI TH T, KOTOPasi MOXKET OBbITh TTOJTydeHa peKoMOMHAHTHO. HykmenHoBas
KHCTIOTa MOXeT ObITh mocTpoeHa 3 JJHK-pparmenToB, KoTOpbIe THOO BBIIEIEHBI, THOO
CHHTE3UPOBAHBI XUMUUECKUM ITyTeM. HyKIenHOBa st KMCIIOTa MOXKET OBITh BCTPOSHA B IPYTYIO
HYKJIEMHOBYIO KUCIIOTY, HAITPUMED B SKCIPECCUOHHYIO TUIA3MUAY WIH TEHOM/XPOMOCOMY
JYKAPUOTUUECKON KIIETKU-X03s1MHA. [ [mazmuaa BKIrovaeT maTTia-1ia3Muabl M 3KCIPECCUOHHBIE
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mia3muabl. Kak mpasuio, miasMuaa Takxke OyIeT COAePKaTh TPOKAPUOTHUESCKHI OITOK
PA3MHOXKEHUS, COACPKAITUN CAAT MHULMALIMM PETUIMKALMY (HATTPUMED, CAHT MHUIMALIUA
pertukanuu ColE1) u mapkep a1s CeJIeKIUU (HarpuMep, TeH YCTOMUMBOCTH K aMITUIUIIIUHY
WU TETPALMKIINHY ) A5 PETUTUKALMK U CEJIEKLMU, COOTBETCTBEHHO, TIJIA3MHUIBI B TPOKAPUOTAX.

[MonsiTue «yHKIMOHAIIBHO CBSI3AHHBIC» OTHOCUTCS K COMMOCTABIIEHUIO ABYX WU OOee
KOMIIOHEHTOB, TI€ KOMIIOHEHTBI, OIIMCAHHBIE TAKKUM 00pa30M, HAXOAATCS BO B3aUMOCBSI3H,
TTO3BOJISTOIIEH UM (PYHKIMOHUPOBATH ITPEAHAZHAUEHHBIM UM crtocoOoM. Hampumep, mpoMoTop
W/WM SHXaHCep (PYHKIMOHAIIBHO CBSI3aH C KOAUPYIOIIEH TTOCIEI0BATEIbHOCTHIO, €CITH OH
TIEUCTBYET TaK, YTOOBI KOHTPOIUPOBATH UITH MOAYJIMPOBATH TPAHCKPUIIIUIO CBSI3AHHOMN
mocnenoBaTenbHOCTU. Kak mpaBuito, HO He 00s13aTeNbHO, ocaeaoBaTenbHocTH JTHK,
KOTOPBIE «)YHKIIMOHAITBHO CBS3AHbBI», SIBIISTIOTCS CMEXHBIMH H, €CITH HEOOXOMMO COSTUHHUTH
1IBe 00JTACTH, KOOUPYIOIIUE OSITKH, TAKHE KaK CEKPETOPHBIN JIMAED U TTOTUTICTITH/, SIBJISTFOTCS
CMEXHBIMH U HAXOOSATCS B paMKe (CUMThIBaHUs). TeM He MeHee, XOTs QyHKIHOHATIBHO
CBSI3AHHBIN TPOMOTOP, KAK MPABWIIO, PACIIOIOKEH BBILIE KOAUPYIOLIEH MTOCIEA0BATEIBHOCTH,
OH HE 00sI3aTEIbHO IBJISIETCS CMEXHBIM C Hell. DHXaHCEPBI HE TOJIKHBI OBITH CMEKHBIMH.,
DuxaHcep PyHKIMOHAIIBHO CBSI3aH C KOAUPYIOIIEH MOCIIEA0BATEFHOCTHIO, €CITH OH YCHITUBAET
TPAHCKPUIILMIO KOAUPYIOLIEH TOCAEA0BATENbHOCTH. DYHKIMOHAITBHO CBA3AHHBIC SJHXAHCEPBI
MOTYT OBITh PACIIOIOKEHBI BBIIIIE, B TIPEALITAX UITH HUYKE KOAUPYIOIIUX TIOCIEI0BATENFHOCTEN
U HA 3HAYUTEIBHOM yJAJIEHUH OT mpoMoTopa. CaliT monuaageHUITIMpOBaHUs () yHKIIMOHAIIBHO
CBSI3aH C KOAUPYIOLIEH MOCIEAOBATENBHOCTBIO, €CJIM OH PACHIOI0KEH HA HUKHEM KOHLE
KOAUPYIOIIEH MOCIEN0BATEIFHOCTH TAKUM 00Pa30M, UTO TPAHCKPHUITIHS ITPOXOIUT Yepes3
KOAUPYIOLIYIO MOCAEA0BATEIBHOCTD B TTOCAEA0BATEIbHOCT MOJIUaAeHUIUpOBaHus. CTOI-
KOJOH TPaHCIAIMY ()YHKIMOHATIBHO CBSI3aH C 3K30HHOM HYKJIEMHOBOKHUCIIOTHOM
MOCIeA0BATEIBHOCTBIO, €CJIU OH PACIIONOKEH HA HIDKHEM KOHIIE (3'-KOHLE) KOAUPYIOLICH
MOCIEIOBATEIBHOCTH TAKUM 00Pa30M, UYTO TPAHCIAIMS ITPOXOIUT Uepe3 KOAUPYIOIIYIO
MOCAEA0BATEIBHOCTD 10 CTOT-KOIOHA U 3aKaHUYUBAETCs TaM. CBS3bIBAHUE OCYILECTBIISIOT
C TIOMOIITBIO PEKOMOHMHAHTHBIX CITIOCOOOB, H3BECTHBIX B JAHHOM 00JIACTH, HAIIPUMED, C
nmoMoLIbio MeToauKH 1ILIP v/vmu nurupoBanus Mo NOAXOASIIIUM CATaM PECTpUKLIMU. Eciu
MTOIXOISIIIUX CAUTOB PECTPUKIIUN HET, TO B COOTBETCTBUH C OOBIYHOM MPAKTUKON
UCITOJIB3YIOTCSI CHHTETUUECKUE OTMTOHYKICOTUAHBIE A0ANTEPbI U TUHKEPBL.

«ITomUIUCTPOHHBINA OJI0K TPAHCKPHUIIIUKW» TPEACTABISET COOOM OJIOK TPAHCKPHIIIHH, B
KOTOPOM 00JIee YeM OMH CTPYKTYPHBIN I'eH HAXOAUTCS MO KOHTPOJIEM OJHOTO U TOTO e
pOMOTOpA.

TepMUH «CUTHAIT TTOTHAACHIIUPOBAHUSD (TMTOJTUA-CUTHAIT), HCTTOJIb3yEeMbIN B JAHHOU
3asiBKe, 0003HAYAET HYKJIEMHOBOKHUCIIOTHYIO MOCIEA0BATEIBHOCTD, HCITOJIB3YEMYIO TS
WHOYKUUH PACIICTUIEHUS U TIOIUAICHUWIMPOBAHUSA MEPBUUHBIX TPAHCKPUNITOB KOHKPETHOTO
HYKJIEMHOBOKHUCIIOTHOTO CErMeHTA. 3'-HeTpaHCIUpyeMast 00J1aCTh, BKITFOUAIOIIAS CUTHAIT
TTOJIMAICHUIIUPOBAHMSI, MOXKET OBITh BEIOPAHA U3 TPYIIITHI, COCTOSIIEH U3 3'-HETPAHCIUPYEMOMN
00acTH, coaeprKalreit CHrHaJIbl TOJTMAeHUIIMPOBAHUS, TTONTydeHHbIe U3 SV4(, reHa ObIIbero
ropmoHa pocta (bGH), reHOB IMMYHOTJIOOYJIMHOB U Te€HA TUMUAMHKWHA3KI (tk, HATTpUMED,
CUTHAJ TTOJIMAACHWIMPOBAHUS T€HA THMUIMHKUHA3BI BUPYCA MPOCTOTO TEPIECA).

[TonsiTue «TPOMOTOPA» OTHOCUTCS K MOJUHYKIEOTUAHOMN MTOCIEA0BATEIBHOCTH,
KOHTPOJIUPYIOLIEH TPAHCKPUIILUIO T€HA/CTPYKTYPHOTO TEHA WIN HYKJIEMHOBOKUCIOTHON
MTOCITEA0BATEIIBHOCTH, C KOTOPOM OH (PYyHKIMOHATBHO CBsi3aH. [I[pOMOTOP BKITFOUAET CUTHAJIBI
Ju1s cesizbiBaHust PHK-nmonumepassl u uHuLmanyu Tpanckpurnuuu. Micronb3yemblie MpoOMOTOPBI
OyayT PYHKIIMOHUPOBATH B THIIE KIIETOK-X035€B, B KOTOPOM MPEAYCMOTPEHA IKCIIPECCHS
BBIOPAHHOM TIOCITEIOBATENBHOCTH. BOJBIIIOE YMCIIO TPOMOTOPOB, B TOM YHCIIE
KOHCTUTYTUBHBIX, THOYLIUPYEMBIX U PEMTPECCUPYEMBIX TPOMOTOPOB, U3 MHOKECTBA PASTUIHBIX
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UCTOYHHMKOB XOPOIIIO U3BECTHBI B JAHHOM 00IaCTH (M OTIpeIeieHbI B 0a3aX JaHHBIX, TAKUX

kak GenBank) u 4OCTyIIHBI B BUZIE M BHYTPH KJIOHUPOBAHHBIX ITOJIMHYKIEOTUAOB (HAIIPUMED,
u3 Takux aenosutapueB kak ATCC, a Taxke ApYyruX KOMMEPUYECKUX WM UHAMBUAYAJTbHBIX
HCTOYHHUKOB).

«IIpOMOTOP» BKITIOUAET HYKJICOTUAHYIO MTOCIEA0BATEIBHOCTD, KOTOPAS HATPABISICT
TPAHCKPUIILUIO CTPYKTYpPHOr0 TeHa. Kak mpaBuio, mpoMOTOp PacoOIOKEH B 5'-
HEKOUPYIOIIEN UITH HETPAHCIUPYEMOM 00JTACTH TeHa TPOKCUMAaJIbHee caiita Hadana
TPAHCKPUIILUU CTPYKTYPHOTO Te€HA. DIIEMEHTBI TTOCIEA0BATEIbHOCTH B IPOMOTOPE, KOTOPbIE
(HYHKIMOHUPYIOT B MHUIIMATIAN TPAHCKPHIIINH, YACTO XaPAKTEPUBYIOTCS KOHCEHCYCHBIMU
HYKJICOTUAHBIMHU TTOCIAEA0BATENIBHOCTAMU. DT TPOMOTOPHBIE 3JIEMEHTHI BKJIIOUAIOT CANTBI
cesizbiBanust PHK-mmomivepassl, mocnenosatenbHocTd TATA, mocnenoatenpHoct CAAT,
crierduaabie o auddepennmanym 3aeMeHThl (DSE; McGehee, R.E., et al., Mol. Endocrinol.
7 (1993) 551), snemenThl oTBeTa Ha IMKIMUecKkuit AM® (CRES), 371€éMeHTBI CBIBOPOTOYHOTO
otBeTa (SRE; Treisman, R., Seminars in Cancer Biol. 1 (1990) 47), 3neMeHTBI
CTIOKOKOPTUKOUTHOTO 0TBeTA (GRE) M CalfThl CBSI3BIBAHMS APYTUX (PAKTOPOB TPAHCK PUITIIUH,
nanpumep, CRE/ATF (O'Reilly, M.A., et al., J. Biol. Chem. 267 (1992) 19938), AP2 (Ye, J., et
al., J. Biol. Chem. 269 (1994) 25728), SP1, 6enka, CBA3bIBAIOIIETO 3JIEMEHTHI OTBeTa TAMD
(CREB; Loeken, M.R., Gene Expr. 3 (1993) 253) u oktamepHbie PaKTOPbI (OCHOBHBIE
IIOJIOKEHMS CM. B Watson et al., (eds.), Molecular Biology of the Gene, 4th ed. (The Benjamin/
Cummings Publishing Company, Inc. (1987)), u Lemaigre, EP. and Rousseau, G.G., Biochem.

J. 303 (1994) 1-14). Ecimx mpoMOTOD SABISIETCS MHAYIHMOETBHBIM ITPOMOTOPOM, TO CKOPOCTh
TPAHCKPUTILMU TOBBILIAETCS B OTBET HA UHAYUUPYIOoLMi areHT. HanpoTus, CKOPOCTH
TPAHCKPUIILMU HE PETYIUPYETCA HHAYUUPYIOIIUM aTr€HTOM, €CIIH TPOMOTOP ABISICTCA
KOHCTUTYTUBHBIM MTPOMOTOPOM. TaKke U3BECTHBI PEMPECCUPYIOLINUE TPOMOTOPHI.

Hampumep, mpomoTop c-fos crienupuaecky aK THBUPYETCSI ITPU CBSI3bIBAHUN TOPMOHA POCTA
C €ro peuenTopoOM Ha MOBEPXHOCTH KIIETKU. Perymupyemast TETpauMKIMHOM (tet) 3KCIpeccust
MOXeET OBITh AKTUBUPOBAHA UCKYCCTBEHHBIMY THOPUIHBIMH TPOMOTOPAMHU, KOTOPBIE COCTOST,
Hanpumep, u3 CMV-nmpoMoTopa, COnpoBOKAAEMOTO ABYMs caiitamu Tet-omepatopa. Tet-
penpeccop CBSI3bIBAETCS C IBYMsI calitamu Tet-onepatopa u OJIOKUPYET TpaHCK puruto. [Ipu
no0aBIeHNH MHAYKTOPA TeTpanukimaa Tet-pempeccop BhICBOOOXAAETCs ¢ caitToB Tet-
omnepatopa? u mpoucxoaut TpaHckpumnuus (Gossen M., Bujard H., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89, 1992, cc.5547-5551). O apyrux uHAYIMOETBHBIX IIPOMOTOPAX, BKITFOUAS IIPOMOTOP
METAJUIOTUOHEUMHA U TPOMOTOPBI TEIIOBOTO IOKA, CM., HATpUMED, Sambrook et al. (BbIwe),
u Gossen et al., Curr. Opin. Biotech. 5 (1994) 516-520. Cpeau 3yKapuoTUUECKUX TPOMOTOPOB,
OIMMCAHHBIX B KAYECTBE CUJIBHBIX TPOMOTOPOB IJIs1 BBICOKOTO YPOBHS 3KCIIPECCUU, UMEIOTCSA
paHHUI TpOMOTOP BUpyca SV40, TIaBHbBIN NO3OHUI TPOMOTOP AAEHOBUPYCA, TPOMOTOP
METAJUTOTUOHEWHA- | MBIIIH, IJIMHHBIN KOHIIEBOM MOBTOP BUpPYyCa CapkoMbl Payca, pakTop
snouramym 1 anbgha kuraiickoro xomsiuka (CHEF-1, em., Hampumep, US 5888809), EF-1 anbda
YeIIOBeKa, YOMKBUTHH M PSIMON PAHHMIA TPOMOTOP IUTOMerajioBupyca yenoeka (CMV IE).

«I[TpoMOTOP» MOKET OBITH KOHCTUTYTUBHBIM UJTH HHAYIMOETbHBIM. DHXaHCED (T.€., Cis-
nencreyrommii aeMenT JJHK, koTOpbIit BO3AeHCTBYET HA TPOMOTOP AJIs MTOBBIILIEHUS
TPAHCKPUIIIMHN) MOXKET OBITh HEOOXOAMMBIM 7T PYHKIMOHUPOBAHUS B COSTUHEHUH C
MPOMOTOPOM AJISl HOBBILIEHUS] YPOBHS 3KCITPECCUU, TOCTUTAEMOTO ¢ OJHUM MMPOMOTOPOM,
U MOXKET OBITh BKITFOUECH B KAYECTBE IIEMEHTA PETYJIAIMU TPAHCKpUTmU. Yacto
MOJIMHYKJICOTUIHBIN CETMEHT, COAEPAKALLUN TPOMOTOP, MOKET TAKKE BKITIOUATH 3HXAHCEPHBIE
nocneaoBaTenbHOCTH (Hanmpumep, CMV unu SV40).

TepMUH «TepMHUHATOP TPAHCKPUIIMW» 0003HAUaET nmocieaosaTenbHocTh JJHK mmHoiM
50-750 map ocHoBanwmii, koTopas naeT PHK-momuMepase curnan oiist mpekpaliieHusi CHHTE3a
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MPHK. XKenatenbubr oueHb 3¢hekTHBHBIE (CUITbHBIE) TEPMUHATOPHI HA 3'-KOHIIE
3KCITPECCUOHHOM KACCETHI, YTOOBI MPenoTBPATUTh cuuThiBaHue PHK-mommMepasoit mo koHna,
OCOOEHHO TPH UCTIOJTB30BAHUU CUJTBHBIX TPOMOTOPOB. Head ek TuBHBIE TEpMUHATOPBI
TPaHCKPUIIIMU MOTYT ITPUBECTH K 00pa30oBaHuio onepoH-mogoonot MPHK, koTopasi MmoxeT
OBITH TPUUMHOM FKCIIPECCHUH HEXEITATEIIHHOTO, HAITPUMED, 3aKOAUPOBAHHOTO TUIA3MHION,
reHa.

B pamkax gaHHOTO U300peTeHus TPaHCHUIUPOBAHHBIE KJIETKH MOTYT OBITh TTOTyUEHBI
MPAKTUYECKH JTIOOBIM U3BECTHBIM B TAHHOM 00J1acTH criocoOoM TpaHcheknuu. Hampumep,
HYKJIEMHOBAS KUCIIOTA MOKET OBITh BBEIEHA B KIIETKH TYTEM 3JIEKTPOTIOPAIMU HITH
MUKPOUHBEKIMHI. AJTbTEPHATHBHO, MOTYT MTPUMEHSITHCS PEATEHTBI TS JIMTIO( KN, HATIPUMED,
FuGENE 6 (Roche Diagnostics GmbH, I'epmanus), X-tremeGENE (Roche Diagnostics GmbH,
I'epmanus) u LipofectAmine (¢pupma Invitrogen Corp., CIIIA). ATbTepHATHBHO, HYKJIEMHOBAS
KHCJIOTa MOXKET OBITh BBEIEHA B KIIETKU C IIOMOIIBIO COOTBETCTBYIOIINX CHCTEM BHPYCHBIX
BEKTOPOB, OCHOBAHHBIX Ha PETPOBUPYCAX, IEHTUBUPYCAX, ICHOBUPYCAX UJIU aJICHO-
accouMMpoBaHHbBIX BUpycax (Singer, O., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101 (2004) 5313-5314).

Tepmun «BapuabdenbHast 00JIACTh» WU «BApUAOETBbHBIN JOMEH» OTHOCUTCS K IOMEHY
TSKEJION WIIH JIECKOM LEMHU AHTUTENA, KOTOPBIA YUACTBYET B CBSZBIBAHUM AHTUTENA C
aHTHreHOM. BapuaOerbHble OMEHBI TSHKEIOM nenH u aerkoi e (VH u VL COOTBETCTBEHHO)
HATUBHOTO AHTUTEJIA OOBITHO UMEIOT CXOXKYIO CTPYKTYPY, TP 3TOM KaXIbIi TOMEH COJIEPIKUT
YeThIpe KOHCEPBATUBHBIE KapKacHbie 00j1acTu (FR, framework region) u Tpu
rurepBapuadenpubix yaacTka (HVR, hypervariable region). Cwm., Hapumep, Kindt et al., Kuby

Immunology, 6" ed., W.H. Freeman and Co., (2007), c. 91). Ogun VH- wiu VL -goMeH MOXET
OBITH IOCTATOYHBIM [IJIs TIPUIAHUS CTIENU(PUIHOCTH CBSI3bIBAHUS C aHTUTeHOM. Kpome Toro,
AHTHUTEJIA, KOTOPBIE CBSI3BIBAIOTCS C KOHKPETHBIM AHTUTE€HOM, MOTYT OBITh BBIACIIEHBI C
nomoteo VH- i VL-gOMeHa U3 aHTUTENA, KOTOPOE CBA3BIBACTCS C AHTUTEHOM, ISl
CKPUHUHTA OUOIMOTEKU KOMIUIEMEHTAPHBIX VL- uin VH-10MEHOB COOTBETCTBEHHO (CM.,
Hampumep, Portolano, S., et al., J. Immunol. 150 (1993) 880-887; Clackson, T., et al., Nature 352
(1991) 624-628).

TepMuH «BEKTOP» O3HAYAET HYKJICMHOBOKHUCIIOTHYIO MOJIEKYITY, CIIOCOOHYIO Pa3MHOXKATh
TIPYTYIO HYKJIEMHOBYIO KHCIIOTY, C KOTOPOIM OHA CBsi3aHA. DTOT TEPMUH BKITIOUAET BEKTOP
KaK CaMOPETUIUIUPYIOIIYIOCS HYKJIEMHOBOKUCIIOTHYIO CTPYKTYPY, a TAKXKE BEKTOD,
BKJTIOUEHHBIN B TEHOM KJIETKH-XO3sIMHA, B KOTOPYIO OH ObLT BHeApeH. HeKoTopbIie BEKTOPBI
CIOCOOHBI HATTPABJISATH IKCIPECCHIO HYKJIIEMHOBBIX KUCIIOT, C KOTOPBIMH OHU (DYHKITMOHAITHHO
CBsI3aHBI. TaKue BEKTOPbI HA3BIBAIOTCS B JAHHOM JOKYMEHTE «3KCIPECCHOHHBIMU BEKTOPAMU».

TepMUH «KUBOTHOE» O3HAYAET OPraHU3M, UMEIOIIUNA HMMYHHYIO CUCTEMY, CIOCOOHYIO
MPOAYIMPOBATH AHTUTEIIA. B OTHOM BOTLIOIIEHUH KUBOTHOE BEIOPAHO Cpenu pbi0, amuoOwit,
TITUI], PETITHIUN U MJIIEKOTTUTAIONTNX, B OCHOBHOM TTAPHOKOIBITHBIX, TPBI3YHOB M TPUMATOB.
B ogHOM BOTIIOIIEHNH XUBOTHOE BBIOPAHO W3 TPYIIIIBI, COCTOSIIEN U3 OBIIBI, JIOCS, OJICHS,
0CJ1a, MyJIOBOTO OJIEHSI, HOPKH, JIOIIAIU, KPYITHOTO POraTOTO CKOTA, CBUHBH, KO3bI, COOAKH,
KOIITKH, KPBICBI, XOMSIKA, MOPCKOM CBUHKH U MBITITH. B 0THOM BOTUTOIIEHUH JKUBOTHOE
MPEACTABIISIET COOOM MBIIITh, KPBICY WM TTpUMaTa. B 0JHOM BOIUIOIIEHUH JKUBOTHOE
MPENCTaBIIsieT COOOM MpUMaTa UK 4eJIoBeKa. B 0THOM BOTUIOIIEHHUH KHUBOTHOE MIPEACTABIISAET
o000 TPAHCTEHHOE JKUBOTHOE C YEJIOBEUECKUM UMMYHOTJIOOYJTMHOBBIM JIOKYCOM.

Bapuabenpraas o0macts jierkoit nemu (LCVR) koaupyeTcst mepecTpOSHHBIMU
HYKJIEMHOBOKHUCIIOTHBIMH MOJIEKYJIAMH, TTOJIyUYEHHBIMU U3 32 POABIIIEBBIX TEHOB
COOTBETCTBYIOIIETO )KUBOTHOTO. BapnadenbHas 00/1aCcTh JIETKOM IEMH MPEACTABIISET COOOMH
oo xkanma LCVR, muoo nambdaa LCVR.

B ogHOM BOMIOIEHNM BapuadebHast 001aCTh JIETKOW IEMH TPEACTaBIIsIeT co0oi
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yenoeueckre LCVR kamma. B oqHoM Botutotienuu BapuadenbHasi 00JaCTh JIETKOM [eTH
MIPENICTABIISAET COOOM BapuadembHYI0 00IACTh JIETKOM IETTH, KOTOPasi KOAUPYETCS HYKIIEMHOBOM
kucioroit (JIHK), koTopas MOxeT ObITh aMIUTH(UIMPOBaHA U3 B-KITeTOK UenoBeka wiu B-
KJIETOK TPAHCTEHHOTO XHUBOTHOTO C UEJIOBEUECKUM UMMYHOTIIOOYIMHOBBIM JIOKYCOM, C
UCIIOJIb30BAHHEM KOMOHHAIIMY TpaiiMepoB oHOTO Hitu 0ojiee cpeau SEQ ID NeNel12-18 u
SEQ ID Ne19, u ycnosuit I1LIP, onucanubix B mpumepe 11.

B ogHOM BOMmTOIIEHNH BapuadeabHast 00IaCTh JIETKOW IEMU TPEICTaBIIsIeT COO0M
yenoBedeckyro LCVR nsmbna. B omHoM Botutommenny BapradenbHasi 00JIacThb JIETKOM HEmH
MPEACTaBIISIET COOOM BapradenbHYIO 001aCTh, KOTOPAs KOJUPYETCs HYKIIEMHOBOW KUCITOTON
(AHK), xoTopast MOXeT ObITh aMIuTHpUIMpOBaHa U3 B-KitleTok yemoBeka uian B-kineTok
TPAaHCTEHHOTO XUBOTHOTO C UEJIOBEUECKUM UMMYHOTIIOOYTMHOBBIM JIOKYCOM, C
UCIIOJIb30BAHHEM KOMOHHAIIMY TpaiiMepoB oHOTO Hitu 0ojiee cpeau SEQ ID NeNe20-27 u
SEQ ID Ne28 u ycnmoswuit [11{P, omrcannbix B mpumepe 11.

BapuabenpHas odmacts Tspxenoii nienu (HCVR) koqupyeTcst epecTpOeHHBIMU
HYKJIEMHOBOKHUCIIOTHBIMH MOJIEKYJIAMH, TTOTYUYEHHBIMU U3 32 POBIIIEBBIX TEHOB
COOTBETCTBYIOIIETO XUBOTHOTO. B omHOM BOMIIOEHNH BapuadenbHas 001aCcTh TSHKEION
ETTH TPEACTABIISIET COOOM UEIOBEUECKYIO BapradeIbHYI0 00JIACTD TSDKENOM e, B omHOM
BOILIOIIEHUH BapuadebHast 00JIaCTh TSHKEIION NEMH TPEICTABIAET COOO0M BapuadeIbHYIO
00IaCTh TSHKETION LETH, KOTOpasi KOaupyeTcst HykiienHoBoM kuciaotoi (JJHK), koTopas
MOXET OBbITh aMIuTHpHIpoBaHa U3 B-KTeTOK yemoBeka unu B-KIIeTOK TpaHCTEHHOTO
YKUBOTHOTO C YeJIOBEUECKUM UMMYHOTJIOOYIMHOBBIM JIOKYCOM C UCITOJTB30BAHUEM KOMOWHAIMN
npaiimepoB ogHoTO Mk dosee cpeau SEQ ID NeNel-4 u SEQ ID Ne5 u ycnosuit IT11P,
ONMHUCAHHBIX B ipumepe 11.

BapuabenpHas odmacts Tspxenoii nienu (HCVR) koqupyeTcst epecTpOeHHBIMU
HYKJIEMHOBOKHUCIIOTHBIMH MOJIEKYJIAMH, TTOTYUYEHHBIMU U3 32 POBIIIEBBIX TEHOB
COOTBETCTBYIOIIETO XUBOTHOTO. B omHOM BOMIIOEHNH BapuadenbHas 001aCcTh TSHKEION
ETTH TPEACTABIISIET COOOM UEIOBEUECKYIO BapradeIbHYI0 00JIACTD TSDKENOM e, B omHOM
BOILIOIIEHUH BapuadebHast 00JIaCTh TSHKEIION NEMH TPEICTABIAET COOO0M BapuadeIbHYIO
00IaCTh TSHKETION LETH, KOTOpasi KOaupyeTcst HykiienHoBoM kuciaotoi (JJHK), koTopas
MOXET OBbITh aMIuTHpHIpoBaHa U3 B-KTeTOK yemoBeka unu B-KIIeTOK TpaHCTEHHOTO
YKUBOTHOTO C YeJIOBEUECKUM UMMYHOTJIOOYIMHOBBIM JIOKYCOM C UCITOJTB30BAHUEM KOMOWHAIMN
npaiimepoB ogHoTO MK dosee cpear SEQ ID NoNe6-10 u SEQ ID Nell u ycnosuit IT1P,
ONMHUCAHHBIX B ipumepe 11.

AHTUTEIO

Cniocodwl1, TpeACTABIICHHBIE B JAHHOM JIOKYMEHTE, TPEIHA3HAYEHBI TS TIOJTYYSHHS
PEKOMOMHAHTHBIX MOHOKJIOHAJIBHBIX AHTUTEI. AHTUTENA MOTYT OBITh PA3IMIHOMN
KOHCTPYKIUH, HATTPUMED, HO HE OTPAHUYNBASICH UMK, MOHOCITEIIM(PUIECKUE AHTUTEIA,
MOJUCTICIM(UIECKIe aHTUTENa (HaTTpuMep, OucenupuIeckue aHTUTENA ), MOHOBAJIEHTHBIC
AHTHUTEJIA U TIOIMBAJICHTHBIC AHTUTENIA (HATTPUMED, ABYXBAJICHTHBIC AHTUTENA).

B HEKOTOPBIX BOIUIOMIEHUSAX AaHTUTENO MPEACTABISAET COOOM XUMEPHOE AHTHUTEIIO.
HexkoTopbie XUMEpHBIE aHTUTENIA OTIMCAaHbI, HanmpuMmep, B US 4816567; u Morrison, S.L., et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984) 6851-6855. B omHOM IpuMepe XUMEPHOE AHTUTEITO
COEPKUT HEUYETIOBEUECKYIO BapHaOeIbHYI0 001aCTh (HapuMep, BapuadenbHyI0 001aCTh,
MTOJTyYEHHYIO OT MBIIITH, KPBICHI, XOMSIKA, KPOJIMKA UJTH TIPUMATa, HATpUMED, 00€3bsIHBI) U
YeJIOBEUECKYIO KOHCTAHTHYIO 00J1aCcTh. B Ipyrom mpuMepe XuMepHOe aHTUTEIO MPEACTABISAET
co0OM AaHTUTETIO «C MEPEKITIOYEHHBIM KJITACCOM», Y KOTOPOTO KIIACC HUITH TIOAKIIACC ObIIT M3MEHEH
IO CPABHEHMIO C POAUTEIIHCKUM aHTUTEIIOM. XUMEPHBIC AaHTUTEIA BKITFOUAIOT MX
AHTUT€HCBSI3bIBAIONTNE (PPATMEHTHI.
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B HEKOTOPBIX BOITOMIEHUSX XUMEPHOE AHTUTEITO TTPEICTABIISIET COOOM TyMaHU3UPOBAHHOE
antuteno. Kak mpaBuiio, HEYETOBEUECKOE AaHTHTEIO TYMAHU3UPYIOT, YTOOBI CHUZHTH
UMMYHOT€HHOCTD JJISl 4e€JIOBEKA, COXPAHSS TIPU 3TOM CIEUPUIHOCTH U ahPUHHOCTD
POAUTENBCKOTO HeueaoBeueckoro antutena. Kak nmpaBuino, ryMaHU3UPOBAHHOE AaHTUTEIIO
COECPKUT OAVH UITH OOJiee ueM OANH BapuadenbHbIN JOMEH, B KoTopoM HVR, Hampumep
CDR (w11 UX 4aCTH), HOJTYUEHBI U3 HEUESIIOBEUECKOTO AHTUTENA, a FR (MM UX 4aCTH) TTOTy4YeHBI
13 MOCIIEA0BATEIBHOCTEN YENIOBEUECKOT 0 AHTUTENA. | yMAHU3UPOBAHHOE AHTUTENO0, BO3MOXKHO,
Taxke OYIET COMEPKATH O MEHBIIIEH MEPE YaCTh YeJIOBEUECKOM KOHCTAHTHOM obOmacTtu. B
HEKOTOPBIX BOTUIOIICHUSIX HEKOTOPBIC FR-OCTATKM B r'yMaHU3UPOBAHHOM AHTUTENE 3aMEILICHBI
HA COOTBETCTBYIOLIHUE OCTATKHU U3 HEUEIIOBEUECKOT O AHTUTENA (HATIPUMED, AHTUTENA, U3
KOTOPOro nonyueHbl ocratk HVR), Hampumep, 01t BOCCTAHOBICHUS W YIYULICHUS
crienupuIHOCTH Wik ahUHHOCTU AHTHUTENIA.

['yMaHU3UPOBAHHBIE AHTUTENIA U CIIOCOOBI UX MTOTyUeHUsI IIPUBEACHBI, HATTpUMED, B Almagro
and Fransson, Front Biosci 13, 1619-1633 (2008), a Takxxe, HaripuMep, B Riechmann, 1., et al.,
Nature 332 (1988) 323-329; Queen, C, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989) 10029-10033;
US NeNe5821337, US 7527791, US 6982321 u US 7087409; Kashmiri, S.V., et al., Methods 36
(2005) 25-34 (ommuceiBaeT mpuBuBaHue SDR (a-CDR)); Padlan, E.A., Mol. Immunol. 28 (1991)
489-498 (omuchIBaeT «mepeknanxky»); Dall'Acqua, W.E, et al., Methods 36 (2005) 43-60
(ommuceiBaet «nepetacoBky FR»); u Osbourn, J., et al., Methods 36 (2005) 61-68 u Klimka, A.,
et al., Br. J. Cancer 83 (2000) 252-260 (omMCBIBAET MOAX0] «HATIPABISIEMON CEIEKIIUN» K
nepetacoBke FR).

Yenoseueckne KapKacHbIe 00IaCTH, KOTOPBIE MOTYT ObITh UCITOTB30BAHBI 15
TyMaHU3AIWH, BKITFOYAIOT, HO HE OTPAHUYMBASICh UMH: KAPKACHBIE 00JIACTH, BBIOPAHHBIE C
MTOMOIIBIO CIIOCO0A «HAWITYUIIe! TOATOHKI» (CM, HammpumMep, Sims, M.J., et al., J. Immunol.
151 (1993) 2296-2308); kapKacHbIe 00IACTH, TIOYYEHHBIE U3 KOHCEHCYCHOM
MOCIETOBATETBHOCTH YEJIOBEUESCKMX AHTUTET KOHKPETHOW TTOATPYITITHI BAPUAOETbHBIX
o0nacTel IETKOM MK TsDKeIoM e (cM, Hanpumep, Carter, P, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89 (1992) 4285-4289; u Presta, L.G., et al., J. Immunol. 151 (1993) 2623-2632);
YeJIOBEUECKHUE 3PEITbIE (COMAaTHUECKU MyTHPOBAHHBIE) KAPKACHBIE 00JTACTH UITH YEIIOBEUECKUE
3apOBIIIEBbIe KAPKACHBIE 00IACTH (CM, HarmpuMep, Almagro, J.C. and Fransson, J., Front.
Biosci. 13 (2008) 1619-1633); u kapkacHbIe 0OJIACTH, TIOJTyUYEHHbIE TIPH CKpUHUHTE FR-
OononmnoTek (cM, HammpuMep, Baca, M., et al., J. Biol. Chem. 272 (1997) 10678-10684 u Rosok,
M.J.,, et al., J. Biol. Chem. 271 (1996) 22611-22618).

B HEKOTOPBIX BOILUIOIICHUSX AHTUTEIO MPEACTABIIET COOOM UEIOBEUESCKOE AHTHTENO.
UenoBeUyeCcKre aHTUTENIA MOTYT OBITh IMOJIYUEHBI C HCITOJIB30BAHUEM PAZTNYHBIX METOIUK,
M3BECTHBIX B JaHHOM oOmacTu. YemoBeueckre aHTUTENA B LEJIOM OTmMcanbl B van Dijk, M.A.
and van de Winkel, J.G., Curr. Opin. Pharmacol. 5 (2001) 368-374 u Lonberg, N.. Curr. Opin.
Immunol. 20 (2008) 450-459.

UenoBeuecKre aHTUTENA MOTYT OBITh IMOJIYUSHBI ITyTEM BBEICHUS UMMYHOTE€HA
TPAHCTEHHOMY XHUBOTHOMY, KOTOPOE ObLIO MOAU(DHUIMPOBAHO IS TTOTYUEHUST MHTAKTHBIX
YeJIOBEUECKUX AHTHTEN MM HHTAKTHBIX QHTUTEI C YeJTOBEUSCKUMH BaprUaOSTbHBIMHU 00JIACTSIMHU
B OTBET HA AHTUTCHHYIO CTUMYJISALUIO. Takue )KUBOTHBIC, KAK MTPABUJIO, COACPKAT BCE WU
YaCTh YEIOBEYECKUX UMM YHOTIIOOYTMHOBBIX JTOKYCOB, KOTOPBIE 3aMEHSIIOT SHIOTCHHBIE
UMMYHOTJIOOYTHHOBBIE JIOKYChI UJTU MPUCYTCTBYIOT BHE XPOMOCOMBI I HHTETPUPOBAHBI B
CIy4YaifHOM MOPSIAKE B XPOMOCOMBI )KUBOTHOTO. Y TAKUX TPAHCTCHHBIX MBILIEH SHAOTEHHBIE
UMMYHOTJIOOYJTHHOBBIE JIOKYCBI, KAK TTPABUIIO, THAKTUBUPOBAHBL. O030p CTOCOOOB MOTyUeHHS
YEIOBEUYECKUX AHTUTEIT U3 TPAHCTEHHBIX )KUBOTHBIX CM. B Lonberg, N., Nat. Biotech. 23 (2005)
1117-1125, a Takxe, Hampumep, US 6075181 u US 6150584, onmuchIBaIOIME TEXHOIOTHIO
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XENOMOUSE™: US 5770429, omucpisaromuit Texuonornio HUIMAB®; US 7041870,
ommuchIBaromii TexHoormo K-M MOUSE®, i US 2007/006 1900, ommUCBIBAIONTIH TEXHOJIOTHIO
VelociMouse®. YenmoBeueckue BapuadenbHbIe 00IACTH U3 MHTAKTHBIX AaHTUTENT, 00 pa3yeMble
TaKUMH KUBOTHBIMU, MOTYT OBITh JOTIOJIHUTEITFHO MOAUDUIMPOBAHBI, HATTPUMED, TYTEM
00BEIMHEHUS C IPYTOM YEIOBEUECKON KOHCTAHTHOM 00JIACTHIO.

UenoBeuecKkre aHTUTENA TAKKE MOTYT OBITh IMOJTYUYESHBI C TOMOIIBIO CITOCOO0OB HA OCHOBE
ruOpUAOoM. BBLIH OTTMCAHBI KJIETOYHbBIC TUHUN MUEIIOMBI UEI0BEKA M T€TePOMHUETIOMBI MBITITH-
YeIoBeKa JJIs1 TOJTyYeHUs UEIOBEUeCKUX MOHOKIOHAIBHBIX aHTUTE (CM, Harpumep, Kozbor,
D., J. Immunol. 133 (1984) 3001-3005; Brodeur, B.R., et al., Monoclonal Antibody Production
Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York (1987), pp.51-63; u Boerner, P,
et al., J. Immunol. 147 (1991) 86-95). UenoseueCkne aHTUTENA, TOTYUEHHBIE C TOMOIIBIO
TEXHOJIOTHH YeJIOBEUECKOM B-K1eTouHOM THOPUIOMBI, TAKXKe OIMUCcaHbl B Li, J., et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 103 (2006) 3557-3562. J1oMOTHUTEIbHBIE CITOCOOBI BKITIOUAIOT TE,
KOTOPBIE ONMUCAHBI, HarTpuMmep, B US 7189826 (0OMMCHIBAIOIIEM TTOJTYYEHHE MOHOKJIOHAIBHBIX
antuten IgM yenoBeka 3 THOPUIOMHBIX KIETOUHBIX JiHUM) U B Ni, J., Xiandai Mianyixue
26 (2006) 265-268 (OIMUCHIBAIOIIEM YEJIOBEK-UEIOBEUECKUE THOPHIOMBI). TeXHOIOTHS
YEIIOBEUECKOM THOPHIOMBI (TEXHOJIOTHS TPHOMBI) Takxke omucana B Vollmers, H.P. and
Brandlein, S., Histology and Histopathology 20 (2005) 927-937, u B Vollmers, H.P. and Brandlein,
S., Methods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology 27 (2005) 185-191.

UenoBeueCKre aHTUTENA TAKKE MOTYT OBITh TTOJTyUYEHBI TTyTeM BBIICICHUS
MOCIEOBATENbHOCTEN Fyv-KIIOHATBHBIX BapUaOeIbHBIX TOMEHOB, BEBIOPAHHBIX 3 OUOIMOTEK
(haroBOro OUCIIES YEIOBEUECKOTO MPOUCXOXKACHHS. Takue moCaeq0BaTEIbHOCTH
BapHaOETbHOTO JOMEHA 3aTEM MOTYT OBITh OOBETUHEHBI C HY)KHBIM YETOBEUECKUM
KOHCTAHTHBIM JOMEHOM. MeTOIMKH O0TOOPA YEIOBEUECKUX AHTHTEIT U3 OMOINOTEK AaHTUTE
OTMCAHBI HIXKE.

AHTHTEIa MOTYT OBITh BBIJIENICHBI ITyTEM CKPUHUHTA KOMOWHATOPHBIX OUOMOTEK Ha
AHTUTENA C )KeJIAEMOM aKTUBHOCTBIO MJIH aKTUBHOCTSIMU. Hampumep, B JaHHOM 001aCcTH
U3BECTHBI PA3IMIHBIE CTOCOOBI HOPMUPOBAHUS OUOTHOTEK (harOBOTO AUCILIES U CKPUHUHTA
TaKuX OMOJIMOTEK HA AHTUTENA, 0OIAAAOITNE KETAEMBIMU XapAKTEPUCTUKAMHM CBSI3bIBAHHMS.
Taxue ciocoObI MpuBeAeHBI, HaTTpuMep, B Hoogenboom, H.R., et al., Methods Mol. Biol. 178
(2002) 1-37, a Tax>xe onucaHsbl, HanTpumep, B the McCafferty, J., et al., Nature 348 (1990) 552-
554; Clackson, T., et al., Nature 352 (1991) 624-628; Marks, J.D., et al., J. Mol. Biol. 222 (1992)
581-597; Marks, J.D. and Bradbury, A., Methods in Molecular Biology 248 (2003) 161-175;
Sidhu, S.S., et al., J. Mol. Biol. 338 (2004) 299-310; Lee, C.V., et al., J. Mol. Biol. 340 (2004)
1073-1093; Fellouse, F.A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101 (2004) 12467-12472; u Lee, C.V., et
al., J. Immunol. Methods 284 (2004) 119-132.

B HexkoTOpBIX ciocodax darosoro aucties penepryapsl VH-u VL-TeHOB OTASTBHO
KIIOHHPYIOT C TIOMOIIBIO TouMepas3Hoit nemHoit peakipu (IT1P) u pekoMOMHUPYIOT B
CIy4alfHOM TIOPSIAKE B (harOBBIX OMOIMOTEKAX, KOTOPBIE 3aTEM MOTYT OBITh ITOIBEPTHYTHI
CKPUHUHTY Ha aHTUTEHCBSI3bIBAOITNH (har, Kak omrcano B Winter, G., et al., Ann. Rev. Immunol.
12 (1994) 433-455. dar oOBIYHO MPEACTABISET GPATMEHTHI AHTUTEIT TUOO0 B BUJIE
ogHonenoueynbix Fv-pparmenTos (scFv), mubo B Buae Fab-gpparmentos. bubnuoreku u3
UMMYHHU3UPOBAHHBIX HCTOYHUKOB TaI0T BBICOKOA(h(UHHBIE AaHTUTENA K UMMYHOTEHY 0€3
HEOOXOIUMOCTH KOHCTPYUPOBAHUSI THOPUAOM. ATBTEPHATUBHO, MOXHO KIIOHUPOBATH
HAUBHBIN penepTyap (HaArpuMep, OT YeIOBEKA), YUTOOBI OOECITEUUTh SAMHBIN UCTOYHUK AHTUTEN
K IIAPOKOMY KPYTY HE CBOUX, & TAKXKE CBOUX AaHTUTCHOB 0€3 UMMYHU3AIMH, KaK OTIMCAHO B
Griffiths, A.D., et al., EMBO J. 12 (1993) 725-734. HakoHel, HAauBHbIe OMOIMOTEKU TAKKE
MOTYT OBITh TIOJTY4eHbI CHHTETUIECKH ITYTEM KIIOHUPOBAHUSI HETIEPECTPOSCHHBIX CETMEHTOB
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V-reHa u3 CTBONOBBIX KJIETOK, a Takxke ¢ noMmoinbio [TIP-ipalimepoB, coaepxaimx
CITYJaiHYIO ITOCIIeI0BATETBHOCTD, 1JTsl KOAUPOBAHHMS BRICOKO BapuadenbHbIXx CDR3-00macreit
Y 1151 BBITIOJTHEHUS IEPECTAHOBKM in vitro, kak onucaHo B Hoogenboom, H.R. and Winter, G.,
J. Mol. Biol. 227 (1992) 381-388. ITlaTeHTHBIE MyOIUKAIINH, OTIMCHIBAIONINE (harOBBIC
OMONMMOTEKH YETOBEUSCKMX AHTUTEN, BKITIOUAIOT, Harmpumep, US 5750373 u US 2005/0079574,
US 2005/0119455, US 2005/0266000, US 2007/0117126, US 2007/0160598, US 2007/0237764,
US 2007/0292936 1 US 2009/0002360.

AHTUTEIA WK GPATrMEHTHI AHTUTE, BBIACIICHHBIE U3 OMOIMOTEK YETOBEUESCKUX AHTUTEN,
SIBISTFOTCSI U€JIOBEUSCKUMU AHTUTEIAMH HIH (hparMEeHTAMH YEIOBEUECKHX aHTUTEN,
paccMaTpUBaeMbIMU B JAHHOM JOKYMEHTE.

B HEKOTOPBIX BOILIOIIEHUSIX AHTUTENIO IPEACTABIACT COOOM MONMHMCIIEIU(PUIECKOE AHTHTENO,
HampuMmep, oucnenududeckoe antuteno. [lomucnemmdprueckue aHTUTENIA MPEACTABISIOT
CcOOOM MOHOKJIOHAJIBHBIE AHTUTENA, KOTOPBIE 001a1aI0T CIEIU(PHIHOCTHIO CBSI3BIBAHUS 110
MEHBIIEN MEPE C ABYMS PA3IUUYHBIMU caliTaMu. B HEKOTOPBIX BOTUIOIIEHUSIX OJHA U3
crienu(hUIHOCTEN CBSA3BIBAHUS HAOFOAAETCS [IJIs IEPBOTO AaHTUTEHA, a IpyTast HAaOIr01aeTCs
TSI OTJIMYAIOIIETOCS BTOPOTO AHTHI€HA. B HEKOTOPBIX BOILIOIIECHUX OUCTIeHU(pUIeCcKue
AHTUTEJIA MOTYT CBSI3bIBATHCS C ABYMSI PA3JIMYHBIMU 3TIUTOTIAMU HA OTHOM U TOM K€ AaHTUTEHE.
bucnenududeckre aHTUTENA TAKXE MOTYT OBITh UCTIOJIB30BAHBI IJTsI TIOKAJTU3AIAN
IIUTOTOKCUYECKUX AT€HTOB Ha KJIETKAX, KOTOPbIE IKCITPECCUPYIOT AaHTUTeH. brcrenuduaeckue
AHTUTEIIA MOTYT OBITH MOTYYEHBI B BUE TOJTHOPA3MEPHBIX AHTUTENT WITH (PATMEHTOB AHTHUTE]L.

MeTOoOMKH U3rOTOBICHUS MOJTUCTIEIM(MIECKUX AHTUTEN BKIIOYAIOT, HO HE OTPAHHUUBASICH
UMH, PEKOMOUHAHTHYIO KOJIKCITPECCHIO BYX TP TSHKEITBIX IETel U JIETKUX [eTeH
UMMYHOTJIOOYIIMHA, UMEIOIIUX pa3nuHble criemudranocty (cMm. Milstein, C. and Cuello, A.C.,
Nature 305 (1983) 537-540, WO 93/08829, u Traunecker, A. et al., EMBO J. 10 (1991) 3655-
3659), M MHXKEHEPUIO THITA «KJTIOU B 3aMKe» (CM., HarmpuMep, US 5731168). ITomucmenudraeckue
AHTHUTEJIA TAK)KE MOTYT OBITh TIOJTYUEHBI 34 CUET UCTIOTb30BAHUS HHKEHEPHBIX
3JEKTPOCTATUYECKUX TIEPEMEITUBATOITNX BIUSIHUMN 151 U3TOTOBIIeHUsT Fc-reTepoamMepHbIX
MoJiekyn antutena (WO 2009/089004); momnepedHoro CIiuBaHUs ABYX UK OOJIee aHTUTEN
w hparMeHToB (CM., Hampumep, US 4676980, u Brennan, M. et al., Science 229 (1985) 81-
83); UICIIOTb30BAHMS JISUITMHOBBIX 3ACTEKEK [JTS MTOJTYUSHHS OUCTICIM(PUIECKUX AHTUTE (CM.,
Hanpumep, Kostelny, S.A. et al., J. Immunol. 148 (1992) 1547-1553); uCnoap30BaHUsI METOAUKHU
«IUMEPHOTO aHTUTENNA» I U3TOTOBIICHUS (PparMeHTOB OUCenMQUIECKUX aHTUTEI (CM.,
Hanpumep, Holliger, P, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 6444-6448); 1 UCTIOJIb30BAHUS
ogHouenoueuHbix Fv-qumepos (sFv) (eMm., Hampumep, Gruber, M et al., J. Immunol. 152 (1994)
5368-5374); v moy4ueHus: TPUCTIENU(UISCKUX aHTUTENT, KaK OIMUCAHO, HapuMeD, B Tutt, A.
et al., J. Immunol. 147 (1991) 60-69).

HNuxenepHbie aHTUTETA C TpeMsl U Oosiee QyHKIMOHATbHBIMY aHTUTCHCBSI3bIBAIOIITMMH
caiTaMH, B TOM YHCJIE «AHTUTEIA-OCbMUHOTH», TAKKe BKITIOUEHBI B TAHHBIN JOKYMEHT (CM.,
Harmpumep, US 2006/0025576).

AHTHTETO WK (PparMeHT B JAHHOM JTOKYMEHTE TAK)Ke BKITFOUALT TOUCTIENUpUIecKue
a"TuTena, ormucanaeie B WO 2009/080251, WO 2009/080252, WO 2009/080253, WO 2009/
080254, W0 2010/112193, WO 2010/115589, WO 2010/136172, WO 2010/145792 u WO 2010/
145793.

MeTtoabl

B HEKOTOPBIX BOIUIOMIEHUSX CITOCOOBI, MTPEAIOKEHHBIE B JAHHOM TOKYMEHTE,
UCTIOJIb3YIOTCS AJIs1 UBMEHEHUS, T.€. Il YBEITUUEHUS WJIM YMEHbBIIEHUS, CTETIEHU, B KOTOPOI
TJIUKO3UINPOBAHO AHTHUTENO.

Ecmu arTuTeno conepxut Fc-06/1acTh, TO yIIIeBOA, MPUKPETUICHHBIN K HEH, MOYKET ObITh
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u3MeHeH. [Ipupoaabie aHTUTENA, TPOAYIUPYEMBIE KJIETKAMUA MJIEKOTTUTAOIIUX, OOBIYHO
COOCPKAT PA3BETBICHHbIN IBYXaHTCHHbIN OJIMTOCAXAPHUI, KOTOPBIH, KAK ITPABUIIO, IIPUKPETLIICH
¢ momotbio N-cBsi3u K Asn297 CH2-nomena Fe-o0nactu (cum., Hampumep, Wright, A. and
Morrison, S.L., TIBTECH 15 (1997) 26-32). Omurocaxapua MOXKET BKIIIOUATh PA3IMYHbIE
YIJIEBOObI, HAITPUMED, MAHHO3Y, N-aueTunrmoko3amMuH (GIcNAc), ragakTo3y U CHaI0BYIO
KHCIIOTY, a TaKXe Pyko3y, mpuKperuieHHYI0 K GIcNAc B «CTBOIe» IBYXaHTEHHOU
OJIMTOCAXAPUIHOM CTPYKTYPBI. B HEKOTOPHIX BOTIOMICHUSIX MOTU(PUKAIINHI OJIUTOCAXAPHIOB
B AHTUTEJIE M300PETEHUS MOTYT OBITH CCIAHBI AJTsl TOTO, YTOOBI CO3/1aTh BAPHAHTHI AHTUTETA
C OMPENCIICHHBIMU YJIYYLICHHBIMU CBOWCTBAMHU.

B ogHOM BOTITOIIEHUM MTPETOKEHHBIE CITOCOOBI MPUBOAAT K MPOIYKIUA AaHTUTEIT,
UMEIOIINX YTIIEBOIHYIO CTPYKTYPY, B KOTOPOH OTCYTCTBYET (hyKO3a, MPUKPETIEHHAS (TIPSIMO
WM KOCBEHHO) K Fc-obmactu. Hampumep, KomuaecTBO GyKO3bl B TAKOM AHTUTEIE MOXKET
cocTaBiIsITh OT 1% 10 80%, oT 1% 1m0 65%, oT 5% 1o 65% unu ot 20% 1o 40%. KomuuectBo
(hyKO3BI OTIPEIEIAETCS TTyTEM BBIYUCICHHS CPEIHETO KOIUIECTBA (DYKO3bI B CAXapHOU LETH
Ha Asn297 MO OTHOIIEHHUIO K CYMME BCEX TIIUKOCTPYKTY], IPUKPEIUIEHHBIX K Asn 297
(HampuMep, CIIOKHBIX, THOPUAHBIX U BBICOKOMAHHO3HBIX CTPYKTYD), H3MEPEHHOTO Ty TEM
macc-criektpometpun MALDI-TOF, kak onucano, Hapumep, B WO 2008/077546. Asn297
OTHOCHTCSI K OCTATKY aClaparuHa, pacriojiOKeHHOMY TpuMepHO B to3utiuu 297 B Fe-obmactu
(mymepaus EC octatkos Fe-o0mactu mo Kabdarty); Tem He MeHee, Asn297 Takke MOXET ObITh
PACITOJIOKEH B MTO3ULUU TPUMEPHO +3 AMUHOKUCIIOTHI 0 WA MOCIE TO3ULMU 297, T.€. MEXKIY
no3uusiMu 294 u 300, B CBsA3K C MUHOPHBIMHM U3MEHEHUSIMU TTOCIEN0BATEIBHOCTH B AHTUTEIAX.
Taxue BapranTsl PyKko3WIMpOBAHUS MOTYT UMETh yiydmeHHble ADCC-dyHkumu (cM.,
Hampumep, US 2003/0157108; US 2004/0093621). ITpumepsl myOauKkanuii, CBI3aHHBIX C
«1e(yKOZUITUPOBAHHBIMI» WITH «(PYKO301e(DUITMTHBIMI» BAPUAHTAMH AHTUTEI, BKITIOUAIOT:
US 2003/0157108; WO 2000/61739; WO 2001/29246; US 2003/0115614; US 2002/0164328;
US 2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704; US 2004/0110282; US 2004/0109865;
WO 2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778; WO 2005/053742;
WO 2005/031140; Okazaki, A. et al., J. Mol. Biol. 336 (2004) 1239-1249; Y amane-Ohnuki, N.
et al., Biotech. Bioeng. 87 (2004) 614-622. IIpuMepbl KIIETOYHBIX JTUHHM, CIOCOOHBIX
MPOAYIUPOBATH AePYKOZUITUPOBaHHBIE aHTUTENA, BKITTouatroT CHO-xneTku Lecl3,
neunuTHBIE IO GyKO3WTMpOBaHUIO TpoTenHa (Ripka, J. et al., Arch. Biochem. Biophys. 249
(1986) 533-545; US 2003/0157108; 1 WO 2004/056312, ocobenno mpumep 11), ¥ HOKayTHBIE
KJIeTOUHbIE JIMHUH, Takue Kak CHO-keTku ¢ HokayToMm TeHa anbda-1,6-
dbyxosuntpanchepassl, FUTS (cm., Hampumep, Yamane-Ohnuki, N. et al., Biotech. Bioeng. 87
(2004) 614-622; Kanda, Y. et al., Biotechnol. Bioeng. 94 (2006) 680-688; u WO 2003/085107).

B HEKOTOPBIX BOIUIOMIEHUSAX MPEIIOKEHHBIE CTOCOOBI MOTYT OBITH UCITOJIB30BAHBI IS
MMOJIYUYE€HUSI AHTUTEN C OJIMTOCAXaPUAAMHU C CAMMETPUYHBIM PA3BETBICHUEM, HAIPUMED, B
KOTOPBIX IBYXaHTEHHBIN OJIMTOCAXapH/I, TPUCOEAMHEHHBIN K Fc-00macT anTuTena, pa3aeiacH
norntosiaM rmocpenctsoM GleNAc. Takue BaprHaHThl AHTUTEN MOTYT 00IaAaTh YMEHBIICHHBIM
dbyxosunmuposanueM w/wnn yayameHHo ADCC-dynkuueit. [Ipumeps! Takux BApUaHTOB
AHTUTEN ONUCaHbl, HarTpuMmep, B WO 2003/011878; US 6602684 u US 2005/0123546. Taxxe
MOTYT OBITh MOJTYYEHBI BAPUAHTBI AaHTUTE IO MEHBIIIEH MePEe C OIHUM OCTATKOM TaJIaKTO3bI
B OJTUTOCaxapuze, MpuKperuieHHoM K Fe-obmactu. Takue BapuaHThI aHTUTE MOTYT 00J1aaTh
yiyainenHoi CDC-dyuknueit. Takue BapuaHTbl aHTUTEN OTIMCAaHBI, HarpuMep, B WO 1997/
30087, WO 1998/58964 u WO 1999/22764.

AHTHTEIa MOTYT OBITh MTOJIYYEHBI C UCITOTb30BAHUEM PEKOMOUHAHTHBIX CIIOCOO0B U
KOMITO3UIUH, HaTpuMep, onucaHHbIX B US 4816567. HyknenHoBast KUCIOTA MOKET
KOJMPOBATh AMUHOKHUCIIOTHYIO TTOCIIEA0BATEIBHOCTD, COACp)aIyo VL, u/ummn

Crp.: 25



10

15

20

25

30

35

40

45

RU 2625033 C2

AMUHOKHCIIOTHYIO TTOCIIEAOBATEBHOCTD, CoAepxkalyro VH antutena (Hampumep, J1Erkyio
W/WITU TSDKEITYTO IeTH aHTUTeNNa). B ApyroM BOTLIOIIEHUH TPEIIOKEH OUH Ui O0JIee ueM
OAWH BEKTOP (HAITPUMED, SKCTTPECCUOHHBIN BEKTOP), COAEPKAIIUI TAKYIO HYKIEUHOBYIO
KUCIOTY. B Ipyrom BOTIOLIEHUH TPEATOKEHA KIIETKA-X035MH, COAepKalasi TAKYIO
HYKJIEUHOBYIO KUCIIOTY. B OTHOM TaKOM BOTUTOIIEHUH KIETKA-XO3SIMH COACPKUT (HATTPUMED,
Obuta TpaHchopMupoBaHa uMH): (1) BEKTOP, COAEPIKAIIHIT HYKIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOTOPas
KOJUPYET AMUHOKHUCIOTHYIO MOCIEA0BATENBHOCTD, coaepxkainyo VL anturena, u
AMUHOKUCIIOTHYIO MOCIIEA0BATEIBHOCTD, COAepxkaInyro VH anturena, uiu (2) nepsbliii BEKTOD,
COAEPKALIUN HYKJIEUHOBYIO KUCIIOTY, KOTOpast KOOAUPYET AMUHOKHUCIIOTHYIO
MOCIIeA0OBATENBHOCTD, CoAepXalnyro VL aHTUTeNna, U BTOPOU BEKTOP, COACPKALIUNI
HYKJIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOTOpas KOOAUPYET AMUHOKUCIIOTHYIO TTOCIEA0BATEIBHOCTD,
comepxkaiyro VH anturena. B 0qHOM BOTIIOIICHUH KJIETKA-XO35IMH SIBJISIETCS
3YKapUOTUUYECKOM, HATIPUMED, KIETKON ssimuHuKa kuTalickoro xomsiuka (CHO) umu
mumdougHol KieTkoi (Hampumep, YO, NSO, Sp2/0) wmu geoBedecKoif sMOpUOHAITBHOM
kietkoi mouku (HEK293). B oqHOM BOTUTOIIEHUH TTPEIIOKEH CITOCOO MOJTyIeHUsT AaHTUTENA,
KOTOPBII BKJTIOUAET KYJTbTUBUPOBAHUE KIIETKU-XO3UHA, COACPKALIEH HYKIEMHOBYIO KUCIOTY,
KOJMPYIOLIYIO AHTUTEI0, OMMCAHHOE BBILIE, B YCIOBUSX, HTOAXOASIIUX IS 3KCITPECCUU
AHTUTENA, U, BO3MOXHO, BOCCTAHOBJIEHUE AHTUTENTA U3 KIIETKU-XO3MHA (MU KYJIbTYPAIBHOMU
Cpeabl KIETKU-XO35IMHA).

Jst peKOMOMHAHTHOM MPOIYKIMU AHTUTENTA HYKIIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOJUPYIOIIYO
AHTHUTEJIO, BBIACISIOT U BCTPAUBAIOT B OJIMH WU OOJIee YeM OJIMH BEKTOP IS JAJTbHEHUITIETO
KJIOHUPOBAHUS U/WJTM 3KCIPECCUU B KIIETKE-XO3IMHE. TaKkast HyKIEMHOBASI KUCIOTA MOXKET
OBITH JIETKO BBIZIEIICHA ¥ CEKBEHUPOBAHA C UCTIOJIB30BAHUEM OOBIYHBIX TIPOTIEAYD (HATIPUMED,
C UCTTOJIB30BAHUEM OJIMTOHYKJICOTUAHBIX 30HI0B, KOTOPbIE CIIOCOOHBI CIIENU(UIECKH
CBSI3BIBATBCS C TCHAMU, KOAUPYIOIIUMU TSIKENBIE U JICTKUE UEMU AHTUTENA).

[Moaxoasiue KIETKU-X0351€Ba AT KITOHUPOBAHUS UITH SKCITPECCUU BEKTOPOB, KOAUPYIOLIUX
AHTUTEIA, BKITIOUAIOT MPOKAPUOTUUECCKUE UIH 3YKAPUOTUUECKHUE KIIETKU, OTTMCAHHBIC B
TAHHOM noKyMeHTe. Hampumep, aHTUTEIa MOTYT OBITH MMOJIYUEeHbI B OAKTEPUSX, B YACTHOCTH,
KOT[a He HYXHBI rIuKko3umpoBanue u Fe-addexkTopubie pyHkmu. [iist skcpeccuun
(hparMeHTOB AaHTHUTEIIA M IOJIMIIENITUAOB B OAKTEPHSIX CM., HarrpuMep, US 5648237, US 5789199
u US 5840523; cm. takxke Charlton, KA, In: Methods in Molecular Biology, Vol.248, Lo, B.K.C.
(ed.), Humana Press, Totowa, NJ (2003), pp.245-254, rae onmuchIBaeTCs 3KCIIPeccHs pparMeHTOB
anturen B E. coli. [Tocme 3xcrpeccuy aHTUTEIO MOXKET OBITh BBIACIIEHO U3 MACCHI
OaKTEpPUATBHBIX KJIETOK B PACTBOPUMON (hpaKIMK U MOXKET OBITh 1aJIee OUMIIIEHO.

Kpome npokapuoToB Ajis BEKTOPOB, KOAUPYIOLIUX AaHTUTENA, TIOAXOSIIMMU
KJIOHHUPYIOLIMMU WU 3KCITPECCUPYIOLIMMHU XO35€BAMU SIBJISIIOTCS 3YKAPUOTUUECKUE
MUKPOOPTAHU3MBI, TAKHE KAK HUTUATBIE TPUOBI MJTH IPOXKIKH, BKJTIOUAS INTAMMBI TPUOOB U
OPOXKEHN, Y KOTOPBIX MTyTH TIIUKO3UIMPOBAHUSA SIBIISIFOTCS «TYMAHU3UPOBAHHBIMU», YTO
MPUBOANUT K MPOAYKLUUHU AHTUTENA C YACTUYHO WJIM TTOJHOCTBIO YEJIOBEUECKUM XaPAKTEPOM
rmukosunupoBanus (cMm. Gerngross, T.U., Nat. Biotech. 22 (2004) 1409-1414; u Li, H. et al.,
Nat. Biotech. 24 (2006) 210-215).

[Moaxoasimue KIETKU-X03€Ba A SKCITPECCUH TJIMKO3UIUPOBAHHOTO AHTUTENA TAKKE
MOYYAIOT U3 MHOTOKJIETOYHBIX OPTaHU3MOB (0€CITO3BOHOYHBIX U TO3BOHOYHBIX). [IpuMepnl
KJIETOK O€CTIO3BOHOYHBIX BKITIOUAIOT KIIETKU PACTEHUM U HACEKOMBIX. Bbin
UICHTU(PUIMPOBAHBI MHOTOUUCIIEHHBIE OAKYJIOBUPYCHBIE IITAMMBI, KOTOPBIE MOTYT OBITh
UCTIOJTb30BAHBI B COUETAHHHU C KIIETKAMH HACEKOMBIX, B YACTHOCTH, [IJTI TPAHCHEKITUHN KIIETOK
Spodoptera frugiperda.

KynbTypbl paCTUTENBHBIX KIETOK TAK)KE MOTYT OBITh HCITOJIB30BAHBI B KAUECTBE XO35IEB
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(cm., HarmpuMmep, US 5959177, US 6040498, US 6420548, US 7125978 u US 6417429
(omuceiBaromue TexHONOTHI0O PLANTIBODIES™ nyist mOny4YeHHUst aHTUTEN B TPAHCT€HHBIX
pPACTEHUSIX)).

KneTku mo3BOHOYHBIX KUBOTHBIX TAK)KE MOTYT OBITh UCTIOJTb30BAHBI B KAUECTBE XO35IEB.
Hamnpumep, MOTYT OBITh UCITOTB30BAHBI KJIETOUHBIC JTMHUA MJIEKOTTUTATOIINX,
MTPUCTIOCOOIEHHBIE K POCTY B CYCIEH3UU. [[pyriuMu mpuMepaMu UCITOIb3YEMBIX KIETOUHBIX
JIUHUN-X0351€B OT MJIEKOITUTAIONIMX SBJISIOTCS JTUHUS ITOUYKHU 00e3bssHbI CV 1,
tpanchopmupoanHas SV40 (COS-7); uenoBeueckasi SMOpHOHAJIbHAS ITOYeUHAsl THHUS (293
WJTU KJIETKHU 293, onmucaHHble, HampuMmep, B Graham, EL. et al., J. Gen Virol. 36 (1977) 59-74);
KeTKH 1odek aeteHbiniei xoMmsika (BHK); mbnmunbie kinerku Cepronu (TM4-KaeTku,
OINMHMCAHHBIE, HATTpUMED, B Mather, J.P, Biol. Reprod. 23 (1980) 243-252); KI€TKU MTOYKH
00e3bstHbI (CV 1); KITeTKH TOUKH adpUKaHCKOM 3eeHoM 00e3bsHbI (VERO-76); KIIETKH ISHKH
MATKH dejioBeueckoi kapuuHoMbl (HELA); ximeTku mouku codaku (MDCK); KIeTKH eueH!
KpbICH! buffalo (BRL 3A); kimeTku nerkux denoeka (W 138); kineTku meueHu uenoseka (Hep
G2); KIETKHU OMyXO0JIM MOJIOUHOM *kese3bl Mbli (MMT 060562); TRI-kineTku, onucaHHbIe,
Hanpumep, B Mather, J.P. et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383 (1982) 44-68; knetku MRC 5 u
kneTku FS4. JIpyrue ucrnoyib3yeMble TUHUU KIETOK-X038€B OT MIEKOMUTAIOIIUX BKITIOYAIOT
KJIeTKU ssmaHuKa kuratickoro xoMmsiuka (CHO), B tom unciie DHFR-CHO-xierku (Urlaub, G.
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980) 4216-4220); 1 KJIeTOYHbIC TUHUU MUEIIOMBI, TAKUE
kak YO, NSO u Sp2/0. O630p HEKOTOPBIX JIMHHI KIIETOK-X0351€B OT MJIEKOIUTATOIINX,
MOAXOOSIIUX AJIs1 MPOAYKLUMK AHTUTEI, CM., HAITpuMeD, B Yazaki, P and Wu, A.M., Methods
in Molecular Biology, Vol.248, Lo, B.K.C. (ed.), Humana Press, Totowa, NJ (2004), pp.255-268.

KoHKpeTHBIE BOILIOIIEHHS H300peTeHUs

B nanHOM JOKYMEHTE ITPeII0KeHbI CIIOCOOBI 0TOOPA KIIETOK, IKCITPECCUPYIONINX AHTUTETA
¢ TpedyemMolt CrIeM(pUIHOCTHIO, 4 TAKKE O CITOCO0AX TOYUSHUS TAKUX AHTHTE]L.

XOTs MOKHO OTIPEASITUTD AHTUTENIA C IIOMOIIbBIO PA3IMYHBIX CIIOCOOOB CKPUHUHTA,
MOCIEIYIONIEE PA3BUTHE B MPOMBIIIJIEHHOM MACIITA0e MOXET OBITh 3aTPYIHEHO
OTPAaHUYEHUSIMH B SKCITPECCHH O€IKa, HEIPAaBHIbHBIM CBOPAUYMBAHHEM H/HJIH HETTPABHJIbHBIMH
MTOCTTPAHCIISIMOHHBIMA MOIH(PUKAIMSIMU, 4 TAK)Ke HETPABIIBHOM COOPKOM aHTUTE,
Hampumep GopMUpOBAHHEM TOMOIUMEPOB.

B oTiuume OT €ro aHTHT€HCBSA3BIBAIOIIETO (PparMeHTa MOIHOPA3ZMEPHOE AHTUTEIO UMEET
HECKOJTBKO TOTIOTHUTENTbHBIX (DYHKITNM, TAKUX KAK [UTUTEITBHOE BPEMS TIOJTY>KU3HHU B CBIBOPOTKE
(HeZIeNU 10 CPABHEHMIO C YaCAMHU WITH JHSIMH), TOAACPIKKA BTOPUYHBIX HMMYHHBIX () YHKIIHH,
Takux kaxk ADCC, CDC, FcRn-cBsi3piBaHume.

B oaHOM BOIUTOINEHUH AHTUTENIO CITEMM(PHUIECKU CBI3BIBAETCS C OJJTHUM AHTHUT€HOM,
MMPEACTABIISIIONIUM UHTEPEC.

B ogHOM BOIIIOIIEHNH aHTUTENO CIENM(PUIECKU CBA3BIBACTCS C ABYMS PA3IIMIHBIMU
AHTUTCHAMU WJIH C ABYMSI PA3JIMUHBIMU HEMEPEKPBIBAIOIIMMHUCS AMUTOTIAMHU HA OTHOM U TOM
)K€ AHTUTECHE.

Kax mpaBuito, MpeacTaBIISIONINA HHTEPEC AHTUTEH SIBIISETCS O€TKOBBIM AHTUT€HOM,
HeOEIKOBBIM AHTUTEHOM HJIM ranTeHoM. IIpeacTaBisSIoNvii MHTEPEC AHTUTEH B OJJHOM
BOITIOIIEHUH BBIOPAH U3 TPYIIIBI, COCTOSIIEH U3 (a) aHTUT€HA MUKPOOPTAHU3MA WJTH TIATOTEHA,
(0) OTIyXOJIEBOTO aHTUTEHA, (B) AyTOAHTUTEHA U (T) aJljIepTreHa.

OnyxoeBbIit AaHTUTEH TTIPEICTABISICT COOOM COeAMHEHNE, TAKOE KaK MENTH, KOTOPOe
ACCOLMUPOBAHO C OTIYXOJIbIO UIIM PAKOM U MOXET CBSI3bIBATHCS ¢ aHTUTETOM. OTNyXOJieBbie
AHTUTE€HBI MOTYT OBITh MOJIYUEHBI U3 PAKOBBIX KJIETOK MYTEM IMOJyUIEHUsI HEOUNIIIEHHBIX
9KCTPAKTOB PAKOBBIX KJIETOK, HAIIpUMeED, Kak onmucaHo B Cohen, et al., Cancer Research, 54
(1994) 1055, myTeM 4aCTUIHON OUUCTKH AaHTUTEHOB, IIyTEM PEKOMOMHAHTHOM TEXHOJIOTHUH
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WJIU TyTeM CUHTE3a U3BECTHBIX aHTUTE€HOB de novo. OTyX0JieBble AHTUTEHbI BKIIFOUAIOT
AHTUTEHBI, KOTOPBIE SIBJISIOTCS LIEJIBIMU MTOJIUIIETITUAAMU OTTYXOJIM UJIM PaKa WA UX
AHTUTEHHBIMU yUAaCTKaMH. Takue aHTUTe€HbI MOTYT OBITh BBIICICHBI UITH TTOJTYUSHBI
PEKOMOMHAHTHO MJIU C TIOMOIIBIO JTIOOBIX IPYTUX CPEACTB, U3BECTHBIX B TAHHOM OOJIACTH.
Paxu umu onyXosu BKIIIOUAIOT, HO HE OTPAHUYMBASICh MU, PAK KEJTUHbBIX MYTel; paKk MO3ra;
PaK MOJIOYHOM eJIe3bl; PaK MEHKN MATKU; XOPUOKAPLUUMHOMY; PAK TOJICTOM KHUILIKU; PaK
SHAOMETPHS; PAK TUIEBOAA; PAK KEITyIKa; MHTPASTUTEINAIBHbIE HOBOOOPA30BAHUS;
TUM(OMBI; paK IMeUEHU; PAK JIETKOTO (HATTPUMED, METKOKJIETOUHBIN U HEMETKOKJIETOUHBIN);
MEIaHOMY; HeUPOOIACTOMBI; PaK TIOJIOCTH PTA; PAK SIMYHUKOB; PAK IMTODKEITYTOUHOMN KEJIE3bI;
pax MpeacTaTe/IbHOM eJe3bl; paK MPsIMOL KUIITKU; CAPKOMBI; PaK KOXHU; PaK sIMUKa; paK
IIMTOBUAHOM JKeJIe3bl; U paK TTOYKH, a TAKKE APYTUe KaPLUUHOMBI U CAPKOMBI.

TepMuH «aHTUTEHHAS AETEPMUHAHTA» 0003HAYAET YACTh AHTUTE€HA, KOTOPAsI CIIEIU(PUICCKI
pacriosHaercs B-mumdorpramu. B-muM@onuThl 0TBEUAIOT HA Yy>KEPOIHBIC AHTUTCHHBIC
JIETePMUHAHTBI TPOAYKLUEH aHTUTE]L.

B oTHO1IEHUM aHTUTENA, TPEACTABIEHHOTO HAa KJIETKE MIICKOTIMTAIOIIETO, B OJHOM U3
BOILTOIIEHU N HAXOIUTCS CENUDUIHOCTD CBSI3bIBAHUSI AHTUTEHA, ONTPEACIICHHAS BO
(hIyopecneHTHOM aHaJIu3e, IO CYIIECTBY KaK OMMUCAHO B JAHHOM JOKYMEHTE B IpuMepe 12,
I7Ie MHTEHCUBHOCTH CUTHAJIA (PITyOPECICHIIUM KOPPEMUPYET C KOJIMUECTBOM aHTUTEHA,
CBSI3aHHOTO KIIETKOM, HAa KOTOPOI IIPEICTABICHO AaHTUTEII0. AHTUTENA, TPEACTABIICHHBIC HA
KJIETKAX MIIEKOTIUTAFOIINX, CAUTAIOTCS CIIEIU(UIECKU CBA3BIBAIOIIIMMUCS C AaHTUTEHOM, KOT1a
WHTEHCUBHOCTD CUTHAJIA (PITyOPECIICHIINK BBIIIIE, YeM CUTHAJ, 3aPETUCTPUPOBAHHBIN TS
KOHTPOJIbHBIX KJIETOK. B OTHOM BOTUTOIIEHUU CUTHAJ TIO MEHBIIIEH Mepe B ABA pa3a BhIIIIE,
YeM y KOHTPOJBHBIX KIETOK.

TepMuH «3KCIPECCUOHHAsT OMOMOTEeKa» 0003HAYAET MHOXKECTBO IKCITPECCHOHHBIX
BEKTOPOB OJHOT'O U TOT'O € TUTIA, TJI€ OTAEIbHbIE IKCITPECCUOHHBIE BEKTOPbI 3KCITPECCUPYIOT
pa3MYHbIE AHTUTENA. B OJHOM BOTITOIIIEHUH SKCITPECCUOHHAST OMOTMOTEKA SIBIISIETCS BUPYCHOM
3KCITPECCHOHHON OUOMMOTEKOM. B 0THOM BOTUTOIIEHUH 3KCITPECCUOHHAS OMOTMOTEKA SBITSIETCS
JIEHTUBUPYCHOM 3KCITPECCHOHHON OUOTUOTEKOMN.

TepMuH «MHOXECTBEHHOCTD 3apakeHusi» (MOI) 0003Ha"aeT COOTHOIIEHUE MEXKTY YUCTIOM
UH(EKIMOHHBIX BUPYCHBIX YACTHUIl B BUPYCHOM, B YACTHOCTH, B ICHTUBUPYCHOM,
IKCIPECCUHOHHON OUOTNOTEKE, ¥ YUCIIOM KJIETOK, TTOABEPTHYTHIX BO3ACUCTBHIO BUPYCA.

B naHHOM OKYMEHTE COOOIAETCS O CIOCOOE MOIyUeHUs, 0TOOPA U/UITU BBIICIICHUSI
KIIETKH, 3KCIIPECCUPYIONIEH aHTUTEIIO C KETaeMOM CIeNM(UIHOCTHIO.

Bonee moapoOHO, CrTocod BKITIOUAET:

MOJIyYeHUE HYKJIEMHOBOM KUCIOTHI, KOAUPYIOLIEH MOoTHOpa3MepHOe aHTUTeNo B ogHoM
BOILIOIIEHUHU HYKJIEMHOBASI KUCIOTA TIOIyUeHa TTyTeM BbIOOpA U3 TTOMYJISIUN OTASTbHBIX B-
KJIETOK CyOTIOTYJISIIK B-KJIETOK O UX CHOCOOHOCTH CTISIU(DHYUECKH CBSI3BIBATHCS C AHTUTEHOM,
MPEACTABIISIIOIIUM UHTEPEC.

B ogHOM BOIIIOIIEHNH HYKIIEHHOBAS KMCIOTA MOJIyYeHA TTyTeM BhIOOPA M3 TIOTYIISIIAT
BBIZICIEHHBIX B-KIIETOK OTAENTBHOM B-KITeTKH 10 €€ CTOCOOHOCTH CIIENU(UUECKH CBSI3bIBATHCS
C OJHUM WJIM IByMSI aHTUT€HAMHU, IPEACTABIISIOIIMMU UHTEPEC.

B ogHOM BOTITOIIEHNM OTAEIbHAS B-KiTeTKa MpeacTaBisieT COO0M KIIOHATBHYIO B-
KJIETOYHYIO TOTYJISIIUIO.

B ogHOM BOIITOIIEHNH HYKIIEUHOBAS KMCIIOTA TOJTYUYeHA TyTeM aMILUTH(UKAAN
HYKJIEMHOBOM KUCJIOTBI, KOOUPYIOIIeH BapradenbHbIN JOMEH, u3 BbiaeneHHoi MPHK
OTOEIbHOU B-KIIETKM WK KJIIOHATBHON B-KIeTOUHON MOTYISIUUK, U TPAHCK PUTILAN
ammumudummposannoit MPHK B k/IHK.

CO3MIaHUE JICHTUBUPYCHOU SKCITPECCHOHHOM OMOMMOTEKH
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JIeHTUBUPYCHBII IKCTTPECCUOHHBIN BEKTOP, O KOTOPOM COOOIMAETCS B JAHHOM JOKYMEHTE
U KOTOPBIN UCIIOJIB3YETCS B CIMOCO0AX, OMMMCAHHBIX B TAHHOM JOKYMEHTE, IIPEICTABISAET
co00i1 BEKTOP, CoAepKAIIUN OUITUCTPOHHYIO 3KCITPECCUOHHYIO KACCETY TSl IKCITPECCUI
MMOJTHOPA3MEPHOTO AHTHUTENIA B pACTBOpUMON 1 MeMOpaHocBsizanHoi dopme. [Ipencrasmss
PACTBOPUMYIO U MEMOPAHOCBI3aHHYIO (OPMY aHTUTENA B OJHO M TO XK€ BPeMsl, KIIETKa,
3KCIIPECCUPYIOIIAs AHTUTEIO0, MOXKET ObITh BEIOpAHA HA OCHOBAHUH TIPEACTABIEHHOTO HA €€
MMOBEPXHOCTH AHTUTENA, U AHTUTEJIO MOXKET OBITH TPOBEPEHO, HATIPUMED, HA CIEIM(PHUIHOCTH
CBSI3BIBAHMSI C TIOMOLIBIO CEKPETUPYEMOTO AHTUTEIA.

bouto 00HApY)EHO, UTO IS SKCIIPECCHU U TIPEICTABICHHUS TIOJTHOPA3MEPHOTO AaHTUTENA
Ha KJIETKE MJIEKOTIMTAIOIIETO TPEOYeTC s UCTIOTB30BATh OUIUCTPOHHYIO SKCITPECCHOHHYIO
KOHCTPYKIHIO, KOTOPAs TAKKE COACPKUT HYKIICMHOBYIO KUCIOTY C BO3MOXXHOCTBIO
CILUTAMCHHTA [JTI TOTO, YTOOBI IKCIPECCUPOBATH PACTBOPUMYIO U MEMOPAHOCBSI3aHHYIO PopMy
C OZTHOM U TOM XK€e IKCIIPECCUOHHON KACCEThI.

B cBs13u € TEM, UTO pa3Mep TEHTUBUPYCHOTO IKCIPECCUOHHOT O BEKTOPA OTPAHUUUBACTCS
1utst 3¢ HEKTUBHOM YITAKOBKHM B BUPYCHYIO YACTHILY, U B CBSI3H C TEM, UTO JOJKHO OBITh
3KCIIPECCUPOBAHO U TIPEACTABIIEHO MTOJTHOPA3MEPHOE AHTHTENIO, TPAHCMEeMOpaHHAS
KOAUPYIOasi HyKJIEMHOBASI KUCIIOTA TAKXKE MOJDKHA OBITh COKpAIlleHa U YMEHBITICHA B
pasmepe.

PaszHooOpasue TeHTUBUPYCHON 3KCITPECCHOHHOM OUOMMOTEKH MOXKET OBITh TIOJIYIEHO
CIEAYIOIIUM ITYTEM:

(i) B omHOM BOILIOIIEHUH PA3HOOOpa3Ue IGHTUBUPYCHOM IKCITPECCHOHHON OMOITMOTEKH
MOJIYHaIOT C MOMOIIBIO HYKJIEUHOBBIX KUCTOT, Koaupyromux HCVR u LCVR u monydeHHbIX
U3 myJia B-KJIeToK, mpoayMpyIOIuX AaHTUTENO, KOTOPOE CIIENU(PHUIECKH CBA3BIBACTCS C OTHIUM
AHTUTEHOM WIJTU C ABYMS PA3IMYHBIMU AHTUTEHAMH, WJTH KOTOPOE CIIENU(DUIECKH CBSI3BIBACTCS
C ABYMSI PA3IMYHBIMHU HEMEPEKPHIBAIOIIUMHUCS SMUTOTIAMUA OJHOTO U TOTO K€ AHTUTEHA.

(ii) B omHOM BOTLIOIIEHUH PA3HOOOpA3Ue IEHTUBUPYCHOM IKCITPECCHOHHON ONOITUOTEKH
MOJIyHarOT C TOMOIIBIO TAPBI HYKJIEUHOBBIX KUCIOT, kKoaupyromux HCVR u LCVR,
BBIOPAHHBIX U3 TYJIOB HYKJIEMHOBBIX KUCIOT, Koaupyromux HCVR u LCVR, koTopseie
MOJIyHaIOT MyTEM PAHAOMM3ALMH IO MEHBIIEH MEePe OAHOTO KOAOHA HYKJIICMHOBOW KUCIOTHI,
koaupyrouierr HCVR u LCVR v moTydeHHON U3 OTASNBbHON B-KIeTkH, Mpoayuupyromen
AHTUTENO, KOTOPOE CIIeIM(PUIECKY CBSI3BIBACTCS C OTHUM AHTUTEHOM WJTH ABYMS PA3IIMIHBIMHU
AHTUTE€HAMH, UK KOTOPOE CIEU(PUUECKU CBII3IBACTCS C ABYMS PA3TUUHBIMU
HETEPEKPBIBAIOIINUMUCS 3TUTONAMU OJHOTO U TOTO K€ AHTUTCHA.

B omHOM BOTUTOIIEHUH OTAEBHAS B-KITeTKa TPEeACTaBiIseT COOO0M KIOHATBHYO IO JISIUEO
B-knetoxk.

B ogHOM BOMIIOLICHNH O MEHBLIEH Mepe 0AuH KOA0H HaxoauTcsd B CDR HCVR wnu
LCVR. B ogaom Bomnommenun CDR npencrasisiet codoit CDR3. B ogHOM BOINTOIIEHHH
CDR3 mpencrasaser codboit HCDR3.

(iii) B omHOM BOIUTOIIEHUH PA3HOOOpa3ue IEHTUBUPYCHOM 3KCITPECCUOHHOM OMOTUOTEKN
IIOJIYYArOT C TOMOIIBIO AP PA3INYHBIX HYKJIIEHHOBBIX KUCIOT, Koaupyromux HCVR, u onHo#
HYKJIEUMHOBOW KUCIOTHI, Kogupytower LCVR, rae pa3nuuyHble HYKIEUHOBBIC KUCIOTHI,
kogupyromme HCVR, mosmyqaroT myTeM paHIOMM3anuy IO MEHBIIEH MePe OMHOTO KOAOHA
HYKJIEUHOBOU KUCTOTHI, Koaupytoweid HCVR u nonyyeHHoO#l U3 oTAenbHON B-kneTku,
MPOAYIUPYIOIIEH AaHTUTEIIO, KOTOPOE CIENU(UIECKH CBA3BIBACTCS C OTHUM aHTUTE€HOM HJTH
TIBYMSI Pa3IMIHBIMHU aHTUTCHAMH, HJTH KOTOPOE CIENU(UIECKH CBSI3BIBAETCS C IBYMSI
PA3IUYHBIMU HEMEPEKPBIBATOLIUMHUCS SMUTOTIAMUA OJHOTO U TOTO K€ AHTUTEHA.

B omHOM BOTUTOIIEHUH OTAEBHAS B-KITeTKa TPEeACTaBiIseT COOO0M KIOHATBHYO IO JISIUEO
B-knetoxk.
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B oaHOM BOILUTOIIEHHMY IO MEHbIIER Mepe 0auH Ko0H HaxoauTes BCDR HCVR. B ognoMm
Bomtommenuu CDR npencrasnsier codoit CDR3.

(iv) B omHOM BOTUIOIIEHUH PA3HOOOPA3He ICHTUBUPYCHOM 3KCITPECCUOHHOM OMOTUOTEKN
ITOJIYYAr0T C TOMOIIBIO AP PA3IUYHBIX HYKIIEMHOBBIX KUCIIOT, Koaupyromux LCVR, u onHo#i
HYKJIEMHOBOW KUCIIOTHI, Koaupyroieit HCVR, rae pa3nudHbie HyKJIEUHOBBIE KUCIOTBHI,
komupyromme LCVR, monydaroT nyTeM paHAOMU3ALMH 110 MEHBIIEH MEPE OAHOTO KOJOHA
HYKJIEUHOBOU KUCTOTHI, Kogupytomer LCVR 1 mony4eHHbION U3 OTACIBHON B-KeTKy,
MPOAYIUPYIOIIEH AaHTUTEIIO, KOTOPOE CIENU(UIECKH CBA3BIBACTCS C OTHUM aHTUTE€HOM HJTH
TIBYMSI Pa3IMIHBIMHU aHTUTCHAMH, HJTH KOTOPOE CIENU(UIECKH CBSI3BIBAETCS C IBYMSI
Pa3IMYIHBIMHM HETIEPEKPHIBATOITUMHUCS SMUTOTIAMU OJHOTO U TOTO € aHTUTEHA.

B omHOM BOTUTOIIEHUH OTAEBHAS B-KITeTKa TPEeACTaBiIseT COOO0M KIOHATBHYO IO JISIUEO
B-kieToxk.

B oa1HOM BOMIOIEHUH TTO MEeHBIIIeH Mepe 0auH KoAoH HaxoauTcs BCDR LCVR. B ognoMm
Bomtommenuu CDR npencrasnsier codoit CDR3.

B ogHOM BOIUTOIIEHUM MTOJTyYeHUE PA3HOOOPA3Us JICHTUBUPYCHOMN 3KCITPECCUOHHOM
OMOTMOTEKH BKITFOUAET CIIEAYIOINE ITAITHI:

(a):

(i) Bergenenue PHK u3 cyomomymnsiimuu B-kiteTok,

(i1) Tpanckpunus PHK B k/IHK;

(iii) ammmduranmms ¢ kK JHK nepsoro nmyna monekyn JIHK ¢ momortrsro mepBoit cMecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, BKITIOUATOIIEH TTO MEHBIIEeH Mepe B OJIUTOHYKIEOTHAA, CIIOCOOHBIX
amruuipoBath odmacty, kogupyromue HCVR;

(iv) ammmdukamus ¢ K JHK Broporo myna monekyn JIHK ¢ momotmbio BTopoit cMecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, BKITIOUATOIIEH TTO MEHBIIEeH Mepe B OJIUTOHYKIEOTHAA, CIIOCOOHBIX
amruuuipoBath odmacty, kogupytomue LCVR; u

(V) moslyueHue map OJHOTO TIpeACcTaBuTes rnepsoro nyna moJiekys JJHK u ognoro
npeacraButenisi Broporo mnyJja mojekyna JAHK; wnu (b):

(1) Beiaenenue PHK u3 otaenpHO#M B-KiIeTKY WK U3 KJIOHAIBHOM Tonyisiiuu B-k1eTok,

(i1) Tpanckpunus PHK B k/IHK;

(iii) ammumduramms ¢ kJHK nepsoit monexynsr JJHK ¢ momortsio mepBoit cMecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, BKITIOUATOIIEH TTO MEHBIIEeH Mepe B OJIUTOHYKIEOTHAA, CIIOCOOHBIX
amruuipoBath odmacty, kogupyromue HCVR;

(iv) ammmdukamus ¢ K [HK Bropoit monekyibsr JIHK ¢ momotbio BTopoit cMecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, BKITIOUATOIIEH TTO MEHBIIEeH Mepe B OJIUTOHYKIEOTHAA, CIIOCOOHBIX
amruuuipoBath odmacty, kogupytomue LCVR; u

(v) monyueHue nepsoro myna Mmojekyn JAHK nyrem pannomMuzauuu o MeHbllen Mepe
OOHOTO KOAOHA nepBoit Mmosiekynnl JJHK,

(vi) momyuenue Broporo myna mojiekyn JJHK nytem pangoMusanuu no MeHbliiel Mepe
O0AHOTO KoAoHa BTOpoit monekynbl JJHK, u

(vil) momy4deHue map ogHOro peAacTaBuTess nepsoro nyna monekyn JJHK u ogHoro
MpeACTaBUTENS BTOpOro myna mojiekyn JJHK

i (C):

(1) Beiaenenue PHK u3 otaenpHO#M B-KiIeTKY WK U3 KJIOHAIBHOM Tonyisiiuu B-k1eTok,

(i1) Tpanckpunus PHK B k/IHK;

(iii) ammumduramms ¢ kJHK nepsoit monexynsr JJHK ¢ momortsio mepBoit cMecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, BKITIOUATOIIEH TTO MEHBIIEeH Mepe B OJIUTOHYKIEOTHAA, CIIOCOOHBIX
amruuipoBath odmacty, kogupyromue HCVR;

(iv) ammmdukamus ¢ K [HK Bropoit monekyibsr JIHK ¢ momotbio BTopoit cMecu
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OJIMTOHYKJIEOTUAOB, BKITIOUATOIIEH TTO MEHBIIEeH Mepe B OJIMTOHYKIEOTHAA, CTIOCOOHBIX
amruuuimpoBaTh odmacty, kogupytomue LCVR; u

(v) monyuenue myjia mojekys JHK nmyTem pangoMusanuu no MeHbliielt Mepe OHOTO
KoAoHa nepsoit monekynsl JHK,

(vi) momyueHue nap ogHoro npeacrasutens mynaa monekyn JJHK u Bropoit monekybl
JHK; v (d):

(1) Beiaenenue PHK u3 otaenpHO#M B-KiIeTKY WK U3 KJIOHAABHOM nonysiiuu B-k1eTok,

(i1) Tpanckpunus PHK B k/IHK;

(iii) ammmduranms ¢ k JHK nepsoit monexynsr JJHK ¢ momortsio mepsoit cMecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, BKITIOUATOIIEH TTO MEHBIIEeH Mepe B OJIMTOHYKIEOTHAA, CTIOCOOHBIX
amruuipoBaTh odmactu, kogupyromue HCVR;

(iv) ammmdukamus ¢ K JHK BTopoit monekyibsr JIHK ¢ momotbio BTopoit cMecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, BKITIOUATOIIEH TTO MEHBIIEeH Mepe B OJIMTOHYKIEOTHAA, CTIOCOOHBIX
amruuuimpoBaTh odmacty, kogupytomue LCVR; u

(v monyudenue nyna moJiekyn JJHK myteM pangoMusanum no MeHbliiel Mepe OHOTO
KoAoHa BTOpoit MmoJiekynbl JITHK,

(vi) momyueHue nap ogHOro npeacrasutens myiaa moaekya JJHK u nepBoit Mmonekybl
JHK.

JJ1s1 MoTydeHusl CEKPETUPYEMOTO TIOJIMIIENTUAA CTPYKTYPHBIHN T'eH, IPEICTABIISIIOIIUM
uHTEepeC, BKmodaer cermeHT JJHK, KoTopbIit KoaupyeT «CUTHATBHYIO ITOCIEI0BATETbHOCTb»
WIH «JIMAEPHBIN enTua». CUrHAIbHAS TOCIEA0BATENIBHOCTD HAIPABIISIET BHOBb
CHHTE3UPOBAHHBIN IMOJIMITETITUT B U uepe3 MeMOpany ER, rae monmumenTtia MOXeT ObITh
HaIpaBJieH Ha cekpeluto. CUrHaibHasi OCAEA0BATEIbHOCTD OTIIETLISETCS C TTOMOIIBIO
CHUTHAJTBHBIX TENITHA3, TIOKa OelToK nepecekaeT MmemOpany ER. Uto kacaeTcst pyHKIMH
CUTHAJIBHOM MOCIEI0BATENIBbHOCTH, CYLLIECTBEHHBIM SIBJISIETCS PACTIO3HABAHUE CEKPETOPHBIM
MEXaHU3MOM KJIETKU-X03simHa. [103TOMY UCIoNib3yeMasi CUTHAJIbHAS TIOCIEN0BATEIbHOCTD
JTOJDKHA PACTIO3HABATHCS OeTKaMH U (DEPMEHTAMU CEKPETOPHOTO MEXaHU3Ma KIIETKH-XO3SIMHA.

JIEHTUBUPYCHBIN S5KCTPECCUOHHBIN BEKTOP, UCITOIB3YEMBIH AJTs1 TOJTYUEHUS ICHTUBUPYCHOMU
3KCIPECCHOHHON OUOTMOTEKH, TTIO3BOJISIET IKCITPECCHPOBATH CEKPETUPYEMYIO U
MeMOPaHOCBSI3aHHYIO popMy aHTUTENA. MeMOpaHOCBsI3aHHas PopMa IKCIIPECCHPYETCs
yepes cBsizbiBaHue C-KOHLEBOTO KOHCTAHTHOTO JOMEHA TSDKEJION LEeT aHTUTENA C
AIbTEPHATUBHO CIUTAHCUPOBAHHON HYKJIIEMHOBON KUCIOTBI (MHTPOHOM) U AAJIEE 3K30HOM,
KOAUPYIOIIUM TPAHCMEMOPAHHBIN WIIM CUTHATBHBIN enTia st GPI-sakopsi.

TepmuH «GPI-sIKOpb», HICTTOTB3yEeMbIii B TAHHOM 3asiBKe, 0003HAYAET MOCTTPAHCISIIMOHHYIO
MOIU(UKAIUIO, MPUKPETUIEHHYIO K C-KOHIy ToumnenThaa uiu oenka. «GPI-skopb» umeeT
OCEBYIO CTPYKTYPY, COAEPKAIITYIO TIO MEHBIIIEH Mepe OMH OCTATOK 3TaHonmaMuHdocdara,
TPUMAHHO3HI, OCTATOK TIIFOKO3aMHUH U HHO3UTON hochomunua. HecMoTpst Ha 3Ty OCEBYIO
cTpykTypy GPI-siKOpb 00BIYHO 001a1a€T HEKOTOPON MUK POTETEPOTEHHOCTBIO, U,
CIenoBaTeNbHO, 0e10K ¢ GPI-akopeM OOBIYHO MPEACTABIISIET COOOM CMECh OEITKOB C
roMoaoTuaHbIMA GPI-SIKOpSIMU OJTHOM M TOM e OCHOBHOM KOHCTPYKIHMH C PA3TUIHBIMU
MoupUKATHIMUA OOKOBOM IETH.

Tepmun «curHabHbBIN ety 17151 GPI-sikopsi» 0003HauaeT C-KOHIEBYIO AMUHOKHUCIIOTHYIO
MOCIEIOBATETBHOCT ITOJUTIENITHAA UJTH O€ITKa, KOTOPasi COCTOUT U3 OTHOM AMUHOKHUCIIOTHI,
K KOoTOpou OyaeT mpukperuieH GPI-skopb, BOZMOXKHO CrieHCepHBIN IenTHA U TUAPOGOOHBIN
rerrtia. [10YTH BECh 3TOT CUTHAJIBHBIN MENTH/, T.€. HE00S3aTeIbHbIN CIIEHCEPHBIM SN THT U
rUaAPOGOOHBIN MENTHI, TOCTTPAHCIAMOHHO yaansercs depmentoMm GPI-TpancamuHa3oM,
U MEXTy aMUHOTPYIIION oceBOro 3TaHojamuHpochata GPI-axops 1 aMUHOKHUCIIOTOM, K
koTopoi mpukperuieH GPI-akopb, GopMUPYeTCsl CBSI3b.
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TepMmuH «TpaHCMeMOpaHHBIN TOMEH», UCTIOJIb3yEeMbIN B TAHHOM 3asBKe, 0003HAYAET
MTOJIUTIENTU MITH OETOK, KOTOPBIN KoaupyeTcs Ha yposHe J|IHK mo menbineit mepe oqaum
9K30HOM, U KOTOPBIN BKITIOUAET BHEKJIETOUHYIO, TPAHCMEMOPAHHYIO U BHYTPHKJIETOUHYIO
obmactu. TpancMeMOpaHHBIN JOMEH, KaK MPABUIIO, COIEPKUT TPH OTACTBHBIC CTPYKTYPHBIE
obmactu: N-KOHIIEBasi BHEKJIETOUHAS 0OJIACTh, IEHTPAJIbHBIN COXPaHEHHBIN
TpaHCMEMOpPaHHbINM ydacToK U C-KOHIEBAs MUTOIIa3MaTHIeCKast 001acTh. B oqHOM
BOILIOIIEHUH TPAHCMEMOPAHHBIN TOMEH BKITFOUYAET B HAMpaBIIeHUH OT N- kK C-KOHITy
BHEKJIETOUHYIO 00JIACTh ¥ TPAHCMEMOPAHHYIO 001acTh. TpaHCMEMOPAHHBIN JOMEH MOXKET
TOTIOJTHUTEITBHO COEPKATh BHYTPUKIIETOUHYIO WM IIUTOTUIA3MATHIECKYIO 00IACTb.

TepMUH «HYKIEHMHOBAS KUCIOTA C BO3MOXHOCTBIO AJIbTEPHATUBHOTO CIUTAMCUHTA»
O3HAYAET HYKJICUHOBYIO KUCIOTY, HAUMHAIOLIYIOCS C 5'-IOHOPHOTO CaiTa CIIACUHTA U
3aKaHYMBAIOIIYIOCS Ha 3'-aKIENTOPHOM caliTe CIUIAiCUHTa. JTa HYKJIEMHOBAsI KUCIOTA C
BO3MOYHOCTBIO AT TEPHATUBHOTO CIUTAWCHHTA COAEPIKUT HEKOAMPYIOITYIO 00JIaCTh, KOTOpas
HE SIBJISIETCS KOHCTUTYTUBHO CILTAMCUPOBAaHHOM U3 COOTBETCTBYo1IEH mpe-MPHK, Hanmpumep,
UHTPOH TOCITE 3K30HA, Koaupyromiero noMeH Cy3 wimu Cyd TsKemoi nen UMMYHOTITOO yTHHA.

«Co0ObITHE ATBTEPHATHBHOTO CILIAMCHHTa», KOTOPOE MPOXOINUT HA 5'-TOHOPHOM CaiTe
CIUTAHCUHTA HYKJIEUHOBOW KUCIOTBI C BO3MOXHOCTBIO AJIbTEPHATUBHOTO CILIANCUHTA,
MPEACTABIISIET COOOM pelmaroiee COObITHE, CIIAMCHPYETCS TN HYKIIEHHOBAST KUCTIOTA C
BO3MOXHOCTBIO ATbTEPHATUBHOTO CILIaticuHra u3 npe-MPHK, unu e oHa o MeHbIel Mmepe
YACTUYHO COXPAHSETCS U BKIIIOUAETCS B 3penyto (mponeccupoBanHyio) MPHK.

TepMUH «ambTEPHATUBHBIN CIUTAMCUHT» U €0 TPAMMATHUYECKUE IKBUBAJICHTHI,
UCITOJIb3YEMBIE B JAHHOM JOKYMEHTE, OTHOCSTCS K MPOLECCY B 3YKAPUOTUUECKUX KIETKAX,
BO BpeMsi KOTOPOTo u3 oTAenbHOM mpe-MPHK B CBsI3U ¢ paziuyuHbIM MPOLECCUHIOM OHOTO
i 60J1ee MTHTPOHOB Pa3IUIHbBIX 3pefibix MPHK MOryT ObITE MOTYy4eHbBI ¥, COOTBETCTBEHHO,
MOTYT OBITH FKCIIPECCHPOBAHBI PA3IMUHBIC U30()OPMBI OIS TUAA. B 0/THOM BOTUIOIEHUN
JTAHHOTO U300 PETEHHSI OTEIBHBIMN, T.€. TOTBKO OJWH, HHTPOH MPEABAPUTEIIBHO MTOJTyYeHHOM
MPHK, MoxeT OBbITh CITaliCHpOBaH aIbTePHATUBHO. B IpyromM BOILIOMIEHUHN BTOPAS
HYKJIEMHOBAS KUCIIOTA MOXKET OBITh CITIAMCHPOBAHA ATbTEPHATUBO. B Ipyrom BOTLIOIIEHUT
BTOpAasi HyKJICMHOBASI KMUCIIOTA BKJIIOYAET HUHTPOH C BO3MOKHOCTBIO AIbTEPHATUBHOTO
crutaticuira. OTIMYarOUIUICs TPOLECCUHT SIBJISIETCS PELLIEHUEM TUTIA «1a/HET», T.€. B TPOLIECCEe
AJIbTEPHATUBHOTO CIIAMCUHTA UHTPOH, TTOAIEAKAIIUM TPOLECCUHTY, T.€. «HYKJIEMHOBAsI
KHCJIOTA C BOBMOKHOCTBIO ATbTEPHATUBHOTO CITAUCUHTA» , THOO IO MEHBIIIEH Mepe YACTHIHO
COXpAHSETCs, TMOO TTOABEPTaAETC s CITIAMCHHTY. DTO HE CIIEAYET MOHUMATh KaK MEXaHU3M
TOYKH BETBJICHHUS], TPUBOASIINNA K PA3TUUHOMY CJICIOBAHUIO 3K30HOB. DAKTUUECKH 3TO
MEXaHHU3M, B KOTOPOM HYKJIEMHOBASI KUCIOTA C BO3MOKHOCTBIO AIbTEPHATUBHOTO CILIAMCHHTA
MO0 MOABEPTALETCS CILTAMCUHTY, TUOO IO MEHBINEH MEPE YaCTHUHO COXPAHSETCS B 3PEITOM
MPHK. C nomo1pio 3TOro MexaHusMa HyKJIEMHOBasl KUCIOTa C BO3MOXXHOCTBIO
ATbTEPHATUBHOTO CIIAWCHHTA W, TAKUM 00Pa30M, COAEPKAIIUUCS B PAMKE CTOTI-KOJIOH
TPAHCISIUKN TUOO OCTAIOTCS, TUOO YAAJSFOTCSL.

AJbTepPHATUBHBIN CTUTANCHUHT SIBIISETCS PETYISTOPHBIM MEXaHU3MOM B 3YKAPUOTHIECKUX
kieTkax. C MoMOIbIO ATbTEPHATUBHOTO CIIAMCHHTA MOTYT OBITh MOJTYUeHBI Pa3IUIHBIC
KOMOMHaIMK 3K30HOB B 3penoit MPHK u3 ogHott u Toit e mpe-MPHK, uTo mpuBoauT
MHOJKECTBY Pa3IMYHBIX OEITKOB, KOAUPYEMbIX OaHON U Toi xe JJTHK.

st Toro 94T0OBI 00€CNEUNTh ATBTEPHA TUBHBIN CIUTAMCHHT, TIOCIISTHHI SK30H, KOTUPYIOTHN
C-KOHIIEBOM TOMEH TSDKEIION T AaHTUTENA, TOJDKEH OBITh 6€3 CTOT-KOA0HA TPAHCIISIIUH B
paMKe CUUThIBAHUSI.

TepMUH «CTOT-KOAOH TPAHCIISIMU B pAMKE CUMTBIBAHUs» 0003HAYAET CTOT-KOJIOH
tpaHcsuun (TAA, TAG umn TGA), KOTOPBIN CIIEAYET 32 KOAUPYIOIIEH 001aCThIO
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HYKJIEMHOBOM KUCITOTHI O€3 CABUTA PAMKH CUMTHIBAHUS TIO OTHOIIIEHUIO K TIPEAIIeCTBYIOMIEH
KOAUPYIOIIeH 00JIaCTH HYKIIEMHOBOW KUCIOTHI, T.€. KOTOPbIN 3aKAHYUBAET KOIUPYIOIIYIO
00acTh BO BpeMs TpaHCIsinui. CTOT-KOIOH TPAHCIISIUN B PAMKE CUATBIBAHUS
(hyHKIIMOHAIBHO CBSI3AH C MPEAIIECTBYOIIEH KOIUPYIOIIEH 00JIaCThIO HYKIEMHOBOM KUCITOTHI.

TepmuH «6€3 CTOT-KOAOHA TPAHCIISIUN B PAMKE CUMTBIBAHUS» 0003HAYAET OTCYTCTBHE
cromn-koaoHa TpaHcisyu (TAA, TAG umn TGA) B yka3aHHOW HYKJIIEMHOBOMW KUCITOTE W/WITH
HAJIWYUE CTOM-KOJOHA TPAHCIISIIUUA, KOTOPBIA MOXKET HAXOAUTHCA HA MTPOTSKEHUU WU B
KOHIIE KOAUPYIOIIEH 00IaCTH HYKJIEMHOBOM KUCTIOTBI, HO B CBSI3U C OJTHUM WJTH IBYMS$I CIIBUTAMU
ap OCHOBAHUM, KOTOPbIE HE OBUTH PACTIO3HAHBI TP TPAHCISINY TTponeccupoBanHod MPHK
(T.e. HE B pAMKE CUMTHIBAHUS, HE CBA3AHBI (PYHKIMOHAIBHO), OH HE 3aKAHUUBAET KOAUPYIOITYIO
00JTaCTh B MPOLECCE TPAHCIISAIHH.

«HykienHOBast KUCIOTA C BO3MOXKHOCTBIO ATBTEPHATUBHOTO CILTAWCHUHTA» XaPAKTEPU3YETCS
IO MEHBIIEH MePE 5'-TOHOPHBIM CalTa CIIANCUHTA, 3'-aKUENTOPHBIM CANTOM CIUTAWCHUHTA U
TaK HAa3bIBA€MbIM OpaHU-CaAaUTOM (CAaTOM BETBJICHUS ), KOTOPBI, KAK IIPABUIIO, PACIIOIOKEH
Ha 20-50 oCHOBaHUM BBIIIE AKIEMITOPHOTO CaifTa. DTa apXUTEKTypa BIAUSET HA PACIIO3HABAHUE
Y UCCEUYEHUE HYKIEMHOBOM KUCIIOTHI OT 5'-IOHOPHOTO CaiTa CrTaiCHHra 10 3'-aKUENTOPHOTO
caiira crutaticunra us npe-MPHK Bo Bpems ciinaticunra PHK. Ha stane crimaiicunra
obpazyercs 3penas MPHK, u3z koTopolt TpaHCIUPYETCs TTOMUTIETITHA Witk Oenok. B ogqHOM
BOILIOIIEHUH TAHHOTO U300PETEHUS TIO MEHBITIEN Mepe OTHA HYKJIEMHOBAs KUCIOTA,
MPEANOYTUTENBHO BTOPAs HYKJIICMHOBASI KUCIOTA, SIBASETCS HYKIEUHOBOUW KUCITOTOM C
BO3MO>XHOCTBIO AJIbTEPHATUBHOTO CIUIAMCHUHT A, COACPKALLEHN TOTIOHUTEIBHBIC PETYISITOPHBIE
3JIEMEHTBI, TAKUE KAK CTOTI-KOAOH B PAMKE CUATBIBAHUSL.

Ho mporecc crutaficuara He sIBIsSETCS SKCKITIO3UBHBIM. Hampumep, MokeT ObITh Tak, 4TO
BO Bpems mporeccuara mpe-MPHK unTpoH He yaansercs uz npe-MPHK u, Takum o6paszom,
10 MEHbIIEH Mepe, YaCTUUHO BeTpauBaetcs B 3penyio MPHK. Ecnu B pamke npucyTcrByet
CTOTI-KOJIOH B 3TOM «HEOOSI3aTEIIbHO» BKIIIOUEHHOM HHTPOHE, TPAHCIISINS OCTAHABIIUBAETCS
Ha 3TOM CTOI-KOJOHE, U 00pa3yeTCsl BAPUAHT KOAUPYEMOTO TOJIUTIEN THA.

PacnosnaBanue U yqajieHUE MHTPOHA YACTO PETYIUPYETCS AOTTOTHUTENBHBIMU LUC-
nercTByromuME 3eMenTamu B ipe-MPHK. brarogaps QyHKIpy 1 OTOXEHUIO 3TH 3JIEMEHTHI
HA3bIBAIOTCS 3K30HHBIMU 3HXaHCepamu crutaiicuira (ESE), 5k30HHBIMU caiiieHCepaMu
crutadicudra (ESS), MHTpOHHBIMUY SHXaHCEpaMu CrutaicuHra (ISE) Wiy uHTpOHHBIMMA
carinencepamu crutaricunra (ISS), coorsercreenHo (Black, D.L., Annu. Rev. Biochem. 72
(2003) 291-336).

I'enomuas JIHK u3 60IBIMMHCTBA 3yKAPHUOTUUECKUX TEHOB UMEET HHTPOH-3K30HHYIO
opranuzanuio. Hanpumep, B 3k30He, koaupyoiieM C-KOHIEBON JOMEH CEKPETUPYEMOit
¢bopmMbI IMMYHOTTOOYIMHA, TsDKenast uernsb (T.e. Cy3 wu Cy4, COOTBETCTBEHHO) ABIIAETCS 5'-

JOHOPHBIM CAWTOM CILIAWCUHTA.

Ecnu 3T0T nOHOpHBIM calT crutadicuaTra He 3ddexTuBeH B mponeccunre mpe-MPHK Tspremoit
LEMH, TO UHTPOH, CIIEOYIOLIUHA 34 3TUM 3K30HOM, KOTOPBIN COAEPIKUT CTOI-KOOOH, ITO MEHBINEH
Mepe yacTuaHo coxpansietcs B 3pesiott MPHK. 3atem MPHK TpancnupyeTcs B TSKeIyIO LIEMb
UMMYHOTJIO0YIIMHA, KOTOpas 3akanunBaetcs noMeHoM Cy3 umu Cy4 v mpeacTaBiseT coooi

PACTBOPUMBIN IMMYHOTJIOOYITUH. DTO OCHOBHOM Iy Th IIPOIECCUHTA TSl TEHOB TSDKEIIOMN TETTH
UMMYHOTJIOOYJIMHA B KJIETKAX, CEKPETUPYIOIUX UMMYHOTJIO0 yJTHH.

Ecnmu 3TOT NOHOPHBII calT cralicuHra 3¢ ¢ ekTuBeH B mpoueccunre nmpe-MPHK Tspkemoit
e UMMYHOTJIOOYJIMHA, TO TMOCIEAYOIIHUI HHTPOH U, TAKUM 00pa30M, CTOTI-KOJIOH
yaansioTcs. I1o3ToMy TpaHCnsiuus He ocTaHaBauBaeTcs mocie C-KOHIEBOro AOMEHA TAKEION
enu UMMYyHOTTI00yIuHa. KpoMe ToTo, TpaHCIsInus TTPOA0IKALSTCS C TIOCASYIOITHM
CIUTAUCUPOBAHUEM C IK30HAMHM, KOJAUPYIOUTUMHU TPAHCMEMOPAHHBIN TOMEH. DTOT NMyTh
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HE3HAYMTEIIBHOTO MPOIECCHHTA IJISI TEHOB TSDKEJIBIX LEeTe MMMYHOTJIOOYJIMHA TaeT
MJIA3MEHHYI0 MEMOPAHOCBSI3aHHYIO (OPMY UMMYHOTJIOOYJTMHA, TIPEACTABIIEHHYIO HA
KJIETOYHOM TTOBEPXHOCTH KJIETKH, TPOAYLUPYIOLIE MMMYHOTIOOYIJIHH.

OTOT MPOLECC HA3BIBAETCS «aIbTEPHATUBHBIM CIUIAHCHHIOM», 4 HYKJIEMHOBAS! KUCIOTA
(T.€. MHTPOH), KOTOPAsl, BO3MOXHO, YAAISIETCS B 3TOM IIPOLECCE, HA3BIBAETCS «HYKJIEHHOBON
KHMCIIOTOM C BO3MOXHOCTBIO AJIbTEPHATUBHOTO CILNTAHCUHTA».

Ecnu HykitlenHOBASI KHCIOTA, KOAUPYIOLIAs TE€TePOTOTUIHBIN TOJUIIENTH I MITH OEIOK,
CBsI3aHa C HYKJIEMHOBOM KUCIIOTOM, KOJUPYIOIIEH 1O MeHbIeH Mepe pparmMeHT
TPAHCMEMOPAHHOTO TOMEHA, WU ¢ HYKJIIGMHOBOM KUCIIOTOM, KOOAUPYIOLIEH CUTHATbHBIN
ety 15 GPI-sxopst 3a cuer/uepes3 HyKIEMHOBYIO KUCITOTY € BO3MOXKHOCTBEO
AJIBTEPHATUBHOTO CIUIAHCUHTA, T.€. HYKJIEMHOBASI KUCIIOTA C BOZMOYKHOCTBIO ATbTEPHATUBHOTO
CIUTAHiCUHIa HAXOAUTCS MEXKAY 3TUMU ABYMsI HYKJIEMHOBBIMHU KUCIOTAMH, U IIPU 3TOM 3TH
TP HYKJIEMHOBBIE KUCIOTHI (YHKIMOHAIBHO CBSI3aHBI, TO IKCIPECCHPYIOTCS BA BapUaHTa
TeTEPOTOTUIHOTO TIOMITETITHAA UITH O€ITKA: PACTBOPUMBI BAPHAHT, T.€. BAPHAHT,
coAepKaIUi TOBKO TTOJIUTIETI T WJTH O€IOK, U CBS3AHHBIN C IJIa3MaTHYECKOM MeMOpaHOH
BApUAHT, T.€. BAPDUAHT, BKJTIOYATOLIHIA ¥ TIOJUTIETITUA UJTH OEIOK, U TPAHCMEMOPaHHBIIM TOMEH
unu GPI-gaxops.

Hampumep, nins pekOMOMHAHTHOMN 3KCIIPECCHU TSKEITBIX IETe MMMYHOTJIOOY/IMHA B
9YKaAPUOTUUECKUX KJIETKAX HCIIONB3YIOT HyKIEHHOBYIO KUCIIOTY JIMOO ¢ TEHOMHOM MHTPOH-
3K30HHOU OpraHu3anueit, MO0 CoaepKaIIyio TOIBKO KOaUpyromue oonacty, T.e. K JHK. B
000MX CITydasix HyKJIEMHOBAsl KUCIIOTA 3aKAHUYMBAETCS CTOII-KOTOHOM ITOCIIE 9K30Ha,
koaupytromero C-KOHIEBOW JOMEH TsDKENION ernu nMMyHorioOynmmHa. [Tocne sToro B
TEHOMHOM OPraHU3alyy OCIEAYIOIUE HHTPOHBI U 3K30HBI, COAEPKAIMNUE HYKIIEHHOBYIO
KHCJIOTY C BO3MOYXHOCTBIO aIbTEPHATUBHOTO CIUTANCUHTA ¥ TPAHCMEMOPAHHBIN TOMEH,
poIycKaroTcs. [103TOMy ¢ TaKON HYKIIEMHOBOH KUCIOTOM ITOTYYAETCS TOJIBKO PACTBOPUMAS
TsDKENasi UeTb UMMYHOTJIOOyIHA.

Ecmu ayist pekOMOMHAHTHOM 9KCITPECCUM IMMYHOTJIOOYJIMHOB WITH MX (PPArMEHTOB T€HOMHASI
OpTaHU3aIys TeHA TSHKEJION el MMMYHOTJIOOYIMHA COXPAHSETCS TI0 MEHBIIEH Mepe
YaCTUYHO, T.€. €CJIM HHTPOH TMOCTE 3K30HA, Koaupyromero C-KOHLUEBON JOMEH (T.€.
HYKJIEMHOBAS KMCIIOTA C BO3MOXXHOCTBIO AIbTEPHATUBHOTO CIUIAMCHHTA), 4 TAKKE
MTOCITEAYIOLIHI 9K30H (9K30HBI), KOAUPYIOIIUN TPAHCMEMOPAHHBIN JOMEH, COXPAHSIOTCS, TO
AJIbTEPHATUBHBIN CIUTAHCHHT BO3MOKEH. B Citydae anbTepHaTUBHOTO CIUTAHCHUHTA 3'-KOHLEBBIE
KOJIOHBI U CTOTT-KOIOH 3K30Ha, Koaupyrotmero Cy3- wiu Cyd-1oMeH, COOTBETCTBEHHO, OyIyT

yIAJIeHbI, B KAUeCTBE/C UHTPOHHOM MOCIEN0BATEIBHOCTBIO, U BMECTO 3TOTO 00pa3yeTcs
npyrasi, 3penas MPHK, B koTopoit koaupyroiias 001acTh, T.€. paMKa CAUThIBAHUS, yIJTHHEHA
Ha 3'-KOHIIe IOTIOJIHUTENIBHO COAEPKAILIMMCS 5K30HOM (3K30HaMu). I1a MPHK TpaHcnupyercs
B yIIMHEHHYTO ¢ C-KOHIA TSHKETYIO IIeTh UMMYHOTJIO0YIIMHA, KOTOPAs COEPKHUT
TTOTIOJTHUTEITBHBIN TPAHCMEMOPAHHBIN TOMEH WUITH ero (parMeHT, KOAUPYEMbIi
TTOTIOJTHUTEITBHBIM 3'-3K30HOM (IK30HAMM). DTa YUTHHEHHAS TSDKEIA s IETTh UMMYHOTIIOOyITHHA
BCTPAUBAETCS BO BpeMsi COOPKH UMMYHOTJIOOYJIMHOB, 00pa3ysi CBA3aHHBIE C IIA3MaTHUECKON
MeMOpaHON UMMYHOTIIOOYTHHBL. B HacTOsIIIee BpeMst HEOKUTAHHO ObLIO OOHAPYKEHO, UTO
C TAKOM HYKIIEMHOBOM KUCIIOTOU COTIIACHO U300PETEHHUIO MOTYT OBITh BBIOPAHBI
TpaHCHUIMPOBAHHBIE KIIETKH, TTPOAYIMPYIOIIHE T€TEPOIOTUIHBIN OUTIETTU. DTa METOIUKA
IIMPOKO MPUMEHUMA ¥ HE OTPAHMUUBACTCS IMMYHOTIIOOyTMHAMHU. J1J1s1 HICTTOJTB30BAHUS 3TON
METOIUKU HA MPAKTUKE HYKJIEHHOBAS KUCIOTA ISl PEKOMOMHAHTHOM IKCIIPECCHH
TETEPOJIOTUIHOTO TIOJIUITETITHA 0€3 CTOM-KOJAOHA B PAMKE CUMTBIBAHUS TOJIKHA ObIThH
(hyHKIMOHATIBHO CBSI3aHA U HAXOIUTHCS B PAMKE CUUTBIBAHUS C HYKIIEGMHOBOM KUCITOTOM C
BO3MOKHOCTBIO AJIbTEPHATUBHOTO CIUIAMCHHTA, TIOJTYU4EHHOM U3 UMMYHOTJIO0YTMHA,
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COZEPKALLETO B PAMKE CUMTBIBAHUS CTOM-KOAOH TPAHCIISIUUU U CANT MOJIUAACHUIUPOBAHHS.
[Tocmenyrormast TpeThsl HyKJIEMHOBAS KUCIIOTA TAKXKE SIBJISIETCS IEPEMEHHON U MOYKET OBbITh
BBIOpaHA CPeay TFOOBIX HYKJIEHHOBBIX KUCIIOT, KOAUPYIOIMUX TPAHCMEMOPaHHBIN JTOMEH WITH
ero (pparMeHT, a TaKXKe Cpeau TOOBIX HYKIIEMHOBBIX KHCIOT, KOIUPYIOIINX CUTHAJIBHBIHA
nientuA A GPI-sikopsi. DT 3/IeMEHTBI, T.€. HYKJIEUHOBA s KUCIOTA, KOAUPYIOLIAs TOJUIIETITU/,
HYKJIEMHOBAs KUCIO0TA C BO3MOXXHOCTBIO AIbTEPHATUBHOTO CIUTAWCHUHTA U HYKJIIEMHOBAS
KHCIOTa, KOJUPYIOIIast TPAHCMEeMOPaHHbBIN JOMEH UM CUTHAITBHBIN nienTua aist GPI-saxops,
MOTYT OBITh BEIOPAHBI M 00 bEAMHEHBI U3 PA3IMYHBIX TEHOB, 4 TAKKE PA3TUUHBIX OPTaHU3MOB.
EQuHCTBEHHBIM yCITIOBHEM SIBIISIETCS TO, UTO TPU HYKJIEMHOBBIE KUCIIOTHI OO bEAMHSIIOTCS
TaKUM 00pa30M, UTO CTOTI-KOJOH TPAHCIISIIUK B HYKIIGMHOBOM KUCIIOTE C BO3MOKHOCTBIO
AIbTEPHATUBHOTO CILTAWCHHTA HAXOAUTCS B PAMKE CUUTBIBAHUS HYKJICUHOBOW KUCIOTBHI,
KOJAUPYIOIIEH MOJUIIENITU/, T.€. pHOOCOMA MOYKET €r0 PACIO3HATH, U TPAHCIISIUS
MPEKPAIIACTCS.

I'oBoOps B LIeNIOM, TpU aIbTEPHATUBHBIM CILIAMCHHTE, BO3MOXHO, 4acTh C-KOHIA
PACTBOPUMO# (OPMBI T€TEPOTOTUIHOTO TOJUTIENTHAA yaAIeHa/MOXKET ObITh yaaJIeHa U3
npe-MPHK kax yacts uHTpOHA. DTa (hpaKiys BKIIIOYAET, BO3MOXKHO, 3'-KOHIEBBIE KOIOHHI,
3'-HeTpaHCIUPYEMYIO 00JIaCTh U CTOT-KOJIOH CeKkpeTupyemoit popmbl. Takum odpazom,
HYKJIEMHOBAS KMCIIOTA, HAUMHAS C 5'-TOHOPHOTO CaiiTa CIUIAMCHHTa U 3aKaH4uuBas 3'-
AKLENTOPHBIM CAUTOM CILUIAMCHHTA, KOTOPAs yOAJISIETCsl, BO3MOXKHO, MEPEKPBIBACTCI/MOKET
nepeKkpbIiBaThCs ¢ C-KOHIIOM HE aIbTEPHATUBHO MPOLECCUPOBAHHOTO BaApUAHTA.

B 0qHOM BOMIIOLICHHH, B KOTOPOM MEPBAsi HYKJICMHOBASI KUCIIOTA KOOAUPYET TIKETYIO
IeTTh UMMYHOTJIOOYJTHHA, TIEPBasi HYKJIEMHOBAS KHCIIOTA COAECPIKUT BCE 3K30HBI U BCE, KPOME
OIHOTO, UHTPOHBI TEHOMHO-OPTaHU30BAHHOTO T€HA TSHKEION e UMMYHOTI00yuHa. B
OIHOM BOIUIOIIEHUH TPEThsI HYKJIEMHOBAS KUCIIOTA KOAUPYET MO0 hparMeHT
TpaHCMEeMOPAHHOTO JOMEHA, MO0 CUTHAIBHBIN ienTua 11 GPI-sikopst, mpu 3ToM pparMeHT
TPaHCMEMOPAHHOTO TOMEHA KOAUPYETCS OOHUM 3K30HOM. B 1pyrom BoriomeHun
TPaHCMEMOPAHHBIN JOMEH SBIISIETCS TPAHCMEMOPAHHBIM JOMEHOM UMMYHOTIIOOYIIHHA,
3aKOAUPOBAHHBIM CITUSTHUEM M 1-M2-3K30HOB, T.€. OJJHUM 3K30HOM 0€3 TEHOMHOI'O
MPOMEXYTOYHOTO HHTPOHA. B OJTHOM BOTUTOIICHUH TPAHCMEMO PAHHBIN TOMEH
UMMYHOTI00ymMHa 3akoaupoBan kJHK.

[Tpu BBEAEHUN HYKIIEMHOBOM KUCIIOTHI ITO MEHBIIEN MePEe C YACTUIHO COXPAHEHHOMN 00TIIeH
TEHOMHOW OPTaHU3alMel TeHa TSHKEIION e UMMYHOTJIO0YIIMHA B KIIETKY-X03sIMHA
MOJIyHAEeTCs KIIETKA, KOTOPAsl SKCIIPECCUPYET C OOHOU CTOPOHBI PACTBOPUMBIN
TeTEPOJIOTHYHBIN MTOJUTIENTH]T, 4 C APYT O CTOPOHBI CBSI3AHHBIN C TUTA3MaTUIECKON MEMOpaHOU
reTePONOTUYHBIN noaunenTud. Hampumep, Ayist moydeHust ABYX BAPUAHTOB
UMMYHOTJIOOYJTHHA, T.€. [JIs ATbTEPHATUBHOTO CIUIAMCHHTA, HET HEOOXOIUMOCTH OCTABIISATh
BCIO TEHOMHYIO OPTaHU3AIUIO T€HA TSHKEIOM e UMMYHOTJIO0YINHA, T.€. BCE HHTPOHBI U
3K30HBI. He0OX0AMMO TOJIBKO OCTaBUTh CAUT aJIbTEPHATUBHOTO CIIAMCHHTA B
(hyHKIMOHATBHOU (hopMe.

«DYHKIMOHATBHBIN CAWT CIUTAMCHHTA» MPEACTABISAET COOOM HYKIIEMHOBOKUCIIOTHYIO
MOCIIeA0BATEIBHOCTb, COAEPKAILYIO S'-TOHOPHBIN CANT CIIIANCUHTA U 3'-aKUENTOPHBIN CAT
CIUTAHCUHT A, YTO MO3BOJISIET YAAISATh HAXOOSAIIYIOCS MEXAYy HUMU HYKJIEUHOBOKHUCITIOTHYIO
nocsenosaTenpbHOCTh U3 mpe-MPHK. Pacnio3HaBanue v yaaneHue MHTpOHA 4acTo PEryIUpyeTCst
TOTIOJTHUTEITbHBIMU IUC-TIEUCTBYONMMHE 3eMeHTamu Ha ipe-MPHK. Braronapst ynkumm
Y TTOJIOXKEHUIO 3TH 3JIEMEHTBI HA3bIBAIOTCS AK30HHBIMU 3HXaHCcepamu crutaiicuira (ESE),
9K30HHBIMU CalijieHCcepaMH crtaricuHra (ESS), MHTpOHHBIMM SHXaHCepamu crutaiicunra (ISE)
WJIU UHTPOHHBIMU CaliiieHcepamu crutaiicunra (ISS), coorserctBeHHO (Black, D.L., Annu. Rev.
Biochem. 72 (2003) 291-336, BKJIIOYCHHBIN B JAHHBIA JOKYMEHT TOCPEACTBOM CCBLIKH).
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CBsI3aHHBIN C TUIA3MATUYECKON MEMOPAHOM BAPUAHT MOJIMIIENITUAA TPOYHO CBSI3aH C
KJIETKOM, 3KCIpeccupyroieii ero. I1o3Tomy CBA3aHHBIM ¢ TUTA3MAaTHIECKON MEMOpaHOH
BAPHAHT MOXET OBbITh UCTIOJTB30BAH B KAUECTBE MapKepa [JIsI BBIIEICHUS KJIETOK, KOTOPbIE
OBLTH YCTIEIITHO TPAHCHUITMPOBAHBI HYKJIIEUHOBOM KUCIIOTOM AJTsI IKCITPECCHU TETEPOJIOTHUHOTO
TTOJMITETI TUA UITH OEITKa, HATIPUMED, UMMYHOTJIOOYIIMHA. B 07THOM BOTUTOIIEHUM TTOTMITETTTH/T
MPEACTABIISIET COOON MMMYHOTIIOOYIIMH. B 0THOM BOTIIOIIEHUM UMMYHOTJIOOYIMH BBIOpAH
u3 rpynmsl [gG, IgE u IgA.

Ha crnenyrommem stame cnocoda naps! Mojiekyn JJHK KTOHUPYIOT B IEHTUBUPYCHBIN
3KCIIPECCUOHHBIA BEKTOP.

[Tocrne 3TOT0 TEHTUBUPYCHYIO IKCITPECCHOHHYIO0 OMOMITMOTEKY BBOIST B TIEPBYIO MTOYJISILIUIO
KJIETOK MJIEKOTIMTAIOMIUX. T paHCOyIUPOBaHHbIC KIIETKU MMPEACTABIISIOT AHTUTENA U3
JIEHTUBUPYCHOM IKCITPECCHOHHON OUOIUOTEKH HA UX TTOBEPXHOCTH. V13 OMOIMoTeKH
TPAHCAYUUPOBAHHBIX KIETOK (T.€. U3 MEePBOM MOMYIAUHA KIETOK MICKOMUTAIOIINX) OAHY
i 00Jiee YeM OHY KJIETKY BBIOMPATIOT IO CITOCOOHOCTH AHTUTENA, TIPEACTABIEHHOTO Ha
€e/UX MMOBEPXHOCTH, KOTOPOE CIENU(PUISCKHU CBSI3BIBAETCS C AHTUTEHOM, TIPEICTABIISIOIINM
UHTEPEC, WU €TO (PparMEeHTOM UITH aHTUTEHHOM IETEPMUHAHTOM.

B ogHOM BOIIIOIIEHUH aHTUTEIIO, KOTOPOE CIIEU(PUUECKU CBA3BIBAETCS C AHTUTEHOM,
MPEACTABIISIIOIIUM UHTEPEC, SIBASIETCS TYMAHU3UPOBAHHBIM WM YETOBEUECKUM AHTUTEIOM,
B OCHOBHOM YEJIOBEUECKUM aHTUTEIIOM.

B ogHOM BOIIIOIIEHUH aHTUTEIIO, KOTOPOE CIIEU(PUUECKU CBA3BIBAETCS C AHTUTEHOM,
MPEACTABIISIIOIIUM UHTEPEC, SIBIASCTCS TTOTHOPA3ZMEPHBIM AHTUTEIIOM.

AHTUTENO, MPENCTABIEHHOE HA TIOBEPXHOCTH KJIETKU MIIEKOTIMTAIOIIETO, IKCITPECCHPYETCS
B BUIE TTIOJTHOPA3MEPHOTO AaHTUTENA, COAEPIKAIIETO TPAHCMEMOPAHHYIO 00IAaCTb.

AHTUTENIO, CEKPETUPYEMOE B KYJBTYPATbHYIO CpeAy KIETKON MIIEKOTIMTAIOLIETO,
MIPEACTABIISIET COOOM MOTHOPA3ZMEPHOE AHTUTENIO, T.€. AHTUTEIO 0€3 TPAHCMEMOPAHHOTO
JIOMEHA.

B 0aHOM BOTUTIOIIEHNH KAXKIBIN ITPEICTABUTETD SIKCITPECCHOHHOM OUOIIMOTEKH, B OCHOBHOM
JICHTUBUPYCHOMN IKCIIPECCUOHHON OMOIMOTEKOM, KOAUPYET MOTHOPAZMEPHOE AHTUTENIO, TAE
YKa3aHHOE aHTUTENO FKCITPECCUPYETCS B BUIE CEKPETUPYEMOTO AHTUTENA U B BUAE CBSI3AHHOTO
C TUTA3MATUYECKON MEMOPAHOM aHTUTEITA, COAEPKAIIETO TPAHCMEMOPAaHHYIO 00JIACTb.

B ogHOM BOIIIOIIEHNHM U3MEHUUBOCTH AHTUT€H-CTIEU(PUIESCKUX AHTUTEN YBETUUUBAETCS
CIydalfHbIM 00pa30oM 3a cueT KOMOWHAIMU PA3ITUUHBIX BApUaOEITbHBIX 00IACTEHN JIETKOW 1
TSDKEIION LETICH.

Knonuposanue BapuaOenbHBIX 001aCTeN SABISIETCS CTAHAAPTHOM MTPOLETY PO, XOPOIIIO
U3BECTHOM B TAHHOM 0OJIACTH U OTIMCAHHOM [IJTs PA3JIUIHBIX BUAOB, BKITFOUAS UYEIOBEKA,
MPUMATOB, MBIIIb, KpoauKka u Kypuiy. O030p cM. B Barbas 111, et al., (eds.), Phage Display-A
Laboratory Manual, Cold Spring Habour Press (2001), B wactHocTH, B ritaBe Andris-Widhopf
et al., Generation of Antibody Libraries: PCR Amplification and Assembly of Light- and Heavy-
chain Coding Sequences. Andris-Widhopf et al. pacKkpbIBa€T MOCIEIOBATEIBHOCTH
OJIMTOHYKJIEOTUIOB, CIOCOOHBIX AMIUTU(UIMPOBATH KOAUPYIOIIHE BaprHaOeIbHbIe 00IACTH
(kogupyromue odmacti VR), B oCcHOBHOM Koaupyrommue odmactd HCVR umu kogupyrorume
obmactu LCVR, U3 ymoMsIHyTBIX BbIIIIe BUAOB. KpoMme TOTo, OJUTOHYKIIEOTHIBI, CITOCOOHBIE
K amruukanmy koaupyronmx oonacteit HCVR umm kogupyromux obdmactert LCVR, B
OCHOBHOM Y€JI0BEUECKHUX Koaupyrommx odmacteit HCVR umu kogupyromux obdmacreit LCVR,
MOTYT OBITh pa3padOTaHBI CIIEMAIMCTOM B TAHHON OOJIACTH ITyTEM CPABHEHUS U3BECTHBIX
MOCTIENOBATEIBHOCTEHM KOAUPYIOMUX 00IaCTel AaHTUTENA, KOTOPBIE TOCTYITHBI U3 0a3 JaHHBIX,
TAKUX KaK, HampuMep, Immunogenetics (http://imgt.cines.fr/), Kabat (wwwkabatdatabase.com)

1 Vbase (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/), a TAKXe IMyTEM BBISIBIEHUS KOHCEHCYCHBIX
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MTOCITEA0BATEILHOCTEH, TTOAXOASIIMX 151 Au3aiHa mpaiMepos. Ha ocHoOBaHMM OOTIMX 3HAHUMN
B MOJIEKYJIIPHOI OMOJIOTHH, BBIIIEYKa3aHHBIX PYKOBOACTB (Barbas III, et al., (eds.) Phage
Display-A Laboratory Manual, Cold Spring Habour Press (2001)) 1 mpuBeI€HHBIX TaM CCBUIOK,
CIENUAJTUCT B JTAHHOU 00JIACTH MOXKET pa3padoTaTh OIMTOHYKIIEOTHUIBI, CITOCOOHBIE
amruuippoBaTh Koaupyrore oonacty HCVR winu konupyromue oonactu LCVR, rae B
OJHOM BOTUIOIIEHUHU MTPANMEDP COACPKUT MOAXOASIINE CAUTHI PECTPUKLUU 17151 KTOHUPOBAHUS
aMIUTUUIMPOBAHHBIX MTPOAYKTOB. J[pyrue cTpaTeruu aMIuiMpUKangy U KJIOHUpoBaHusi VR
onucansl B Sblattero, D. and Bradbury, A., Immunotechnology 3 (1998) 271-278 n Weitkamp
et al., J. Immunol. Meth. 275 (2003) 223-237.

B ogHOM BOIIIOIIEHNM HYKITEHHOBAS KMCIOTA BapuadeTbHOM 00JIaCTH COMEPKUT CANTBI
pecTpuKImH (restriction sites, RS), aTo0bI 00ecTieunTh KIIOHUPOBAHUE COOPAHHBIX KOTUPYIOITIX
o0IacTelt B ONIpeAesIeHHOM OPUEHTAIMHI B JICHTUBUPYCHBIN SKCITPECCHOHHBIN BEKTOP. B oqHOM
BOTUIOIIEHUH CANUTBI PECTPUKIUU OTJIMYAIOTCS APYT OT APYTra, U IO MEHbILIEH Mepe OAUH U3
HUX 00pa3yeT OHOUETIOUETHOM BBICTYT («JTUTTKUN KOHEI» ), YTO 0OECIIEUNBAET HATTPABIIEHHOE
KIIOHMpOBaHKUE. B 0THOM BoTIIOEHNH RS MMeEeT BOCEMb MITH OOITBINE ITap OCHOBAHMI B
JUTMHY U PACTIO3HAETCS «MACKUPOBAHHBIMU» PECTPUKIMOHHBIME (PepMEHTAMU, BEIOPAHHBIMU
cpeau, HO He orpaHuuuBasCh UMM, Ascl, Fsel, Notl, Pad, Pmel, Sfil u Swal.

Komupyrommme oonmactu uenosedeckoit HCVR, uenoseueckoit LCVR karma v uenoBedecKon
LCVR nssm0aa amrmmuduimposai myteM [P ¢ oxurom cmeceit cepduiaecKuX CMbICTIOBBIX
U AHTUCMBICIIOBBIX TTPAMMEPOB B KAPKACHBIX 007acTsX 1 u 4, CooTBETCTBEHHO. OCHOBHOM
HabOp MpaltMepoB OMMUCAH B JAHHOM AoKyMeHTe: Sblattero, D. and Bradbury A.,
Immunotechnology 3 (1998) 271-278. B kauecTBe aIbTEPHATUBBI HCTIOIB30BAHUIO
crienuhUIecKod CMECH aHTUCMBICIIOBBIX TTPAMMEPOB TS aMIITU(UKAIIAN KOIUPYIOITHX
nocnenosatenbHocTer HCVR, LCVR kanma n LCVR naM0Ona MoXeT ObITh UCHIOJIB30BAH
OTXHT OJHOTO AHTUCMBICIIOBOTO TIpaiMepa Ha KOHCTAHTHOM 001aCTH TaMMa, Kamma u
JIsIMOa, COOTBETCTBEHHO.

Db heKTUBHOCT MOCIEAYOIIETO KIIOHUPOBAHUS CIIENM(PUISCKIX KOIUPYIOINX 00IacTen
BapuadenpHOM 001acTH (variable region, VR) MOXET OBITH MOBBIIIIEHA Ty TEM TTPEABAPUTEITEHON
aMIUTH(PUKAITIHA TPAHCKPUTITOMA CYyOITOMyIsAIMU B-KITETOK, B 9aCTHOCTH C TIOMOIIIBIO
MPOTOKOJIA C MEPEKIIIOUEHUEM MATPULBI, OMUCAHHOTO B Zhu, et al., BioTechniques 30 (2001)
892-897. Tem He MeHee, TpeaBAPUTEIIbHAS AMITU(PUKAINS TPAHCKPUIITOMA JOJDKHA OBITH
cOamaHCUpoOBaHa, YTOOBI M30€KATH BOZMOXKHOM MOTEPH HEKOTOPBIX peakux BuaoB KJIHK u
BO3MOIKHOTO HAKOTIEHHUSI OMMMOOK B MOCIEN0BATEIEHOCTH.

B onnom Bomtomenuu Tpanckpunuus PHK B k/IHK BxitouaeT sTamnsl npeaBapuTenbHOLM
aMIUTH(PUKAITIKA TPAHCKPUTITOMA CYOITOMy sy B-KITeTOK WIu OTAeIbHOM B-KiteTku mmn
KIIOHATBHOM TTOMYJISIAN B-KJIETOK, TIPH 3TOM TIpeaBaApUTEIbHAS aMILUTH(DUKAIMS BKITIOUAET
3TaIbIL:

(a) CeneKTUBHOM TPaHCKpHUITIUHU TToJmaaeHunuposantoit MPHK, conepxkarnetics B PHK,
B oaHouenoveunyo kJIHK; u

(b) ammmudukanum asyxnenodeunoi kJIHK u3 onronenoueunoir kJIHK.

B ogHoM BomTOmEeHuy ammmudukanus asyxiemnouednoit kK IHK BemomHseTCS ©
UCTIOJTb30BAHUEM OOHOTO Wiu Ooitee oymronykieotuaa ¢ SEQ ID NeNel-11. B omHoMm
BoruiomeHuu uyuciio mukiioB [P menee 20, menee 15, ot 10 1o 14 wnu npumepHo 14.

B ognoM Bomnnoienuu myn mosekyit JJHK, B OCHOBHOM niepBbIit U/WIH BTOPOH TyJI MOJEKYJT
HJHK, monyuarot mytem oObequneHust Mmosekyn JJHK, monydenHbix B He3aBucuMbix 111 P-
peaxuusx.

CMech OJIMTOHYKIIEOTUOB, TIEpBasi CMECh OJIMTOHYKJIEOTUIOB U/UJTK BTOPAsi CMECH
OJIMTOHYKJIEOTUIOB, COAEPKUT UJTU COCTOUT U3 TOUHO OJHOMN Taphbl OJIMTOHYKIEOTHUAOB,
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CHOCOOHBIX aMITTH(PUIMPOBATH KOAUPYIOITHE 00acTH VR, B OCHOBHOM KOIUPYIOIIHE 00IACTH
HCVR unmu kogupyromue odmact LCVR.

B ogHoM BOmTOmEeHUH noJiydenue myaa moJiekyn JJHK, B ocHOBHOM nepBoro u/unu
BTOpOTO myna Mmoiekyit JIHK, ocyimecTsisieTcs B OTASIBbHON PEaKIuu C MpuMeHeHHeM OoJiee
YeM OJHOM Maphl OJIMTOHYKJICOTHIOB B PEAKIIUH.

B ogHOM BOIIIOIIEHUH CMECH OJIMT OHYKJIEOTUIOB, B OCHOBHOM TIEPBasi CMECh
OJIMTOHYKJICOTUAOB, COAEPKUT IO MEHBIIEH Mepe IBA OJMTOHYKJIEOTU A, CTIOCOOHBIX
aMITUPUIPOBATH YeI0BeUeCKUe Koaupyromume oonactu HCVR.

B ogHOM BOIIIOIIEHUH CMECH OJIMT OHYKJIEOTUIOB, B OCHOBHOM TIEPBasi CMECh
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COIEPKUT IO MEHBIIEH MEPE 1BA, B YACTHOCTH BCE OJIMTOHYKIICOTHIHI,
BBIOpAaHHBIE U3 TPyNIbI, cocTosimed u3 SEQ ID NeNel-11.

B ogHOM BOIIIOIIEHUM CMECH OJIMT OHYKIIEOTUIOB, B OCHOBHOM BTOPAsl CMECh
OJIMTOHYKJICOTUAOB, COAEPKUT IO MEHBIIEH Mepe IBA OJMTOHYKJIEOTU A, CTIOCOOHBIX
amruuuEpoBaTh Koaupyrorue oomactu LCVR kanma, 0COOEHHO UeI0BEUECKUE
koaupytromue oomact LCVR.

B ogHOM BOIIIOIIEHUM CMECH OJIMT OHYKIIEOTUIOB, B OCHOBHOM BTOPAsl CMECh
OJIMTOHYKJICOTUAOB, COAEPKUT IO MEHBIIEH Mepe IBA OJMTOHYKJIEOTU A, CTIOCOOHBIX
amruuuIpoBaTh Koaupyrorue oonactd LCVR kanma, rae 0CoOOeHHO CMECh
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, OCOOEHHO BTOPAs CMECh OJIMTOHYKJICOTHIOB, COASPIKUT IO MEHBIIEH
Mepe Ba, OCOOCHHO BCE, OJTMTOHYKIICOTHIBI, BRIOPAHHBIE U3 TPYIIHI, cocTosmel uz SEQ ID
NoNe12-19.

B ogHOM BOIIIOIIEHUM CMECH OJIMT OHYKIIEOTUIOB, B OCHOBHOM BTOPAsl CMECh
OJIMTOHYKJICOTUAOB, COAEPKUT IO MEHBIIEH Mepe IBA OJMTOHYKJIEOTU A, CTIOCOOHBIX
amruuuipoBaTh Koaupyrorue oonactu LCVR msimOaa, 0COOEHHO UeTOBEUECKHUE
koaupyromue oonactu LCVR msmbna.

B ogHOM BOIIIOIIEHUM CMECH OJIMT OHYKIIEOTUIOB, B OCHOBHOM BTOPAsl CMECh
OJIMTOHYKJICOTUAOB, COAEPKUT IO MEHBIIEH Mepe IBA OJMTOHYKJIEOTU A, CTIOCOOHBIX
amruupoBaTh Koaupyrorue oonactd LCVR msimOnaa, rae 6oiiee KOHKPETHO CMECh
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, B OCHOBHOM BTOPAs CMECH OJIMTOHYKJICOTHIOB, COAEPIKUT ITO MEHBITIEH
Mepe IBa, B OCHOBHOM BCE OJIMTOHYKJICOTHIBI, BRIOPAHHBIEC U3 TPYIIIILI, COCTOsIIEH n3 SEQ
ID NoNo20-28.

B 01HOM BOTIIIOIIEHUH CMECh OJIMTOHYKJICOTUIOB, TIEPBasi CMECh OJIMTOHYKJICOTHIOB WA
BTOPAasi CMECh OJIMTOHYKIIEOTUAOB, BKITIOUAET 001Ul 00beM MpaiiMepoB, CIIOCOOHBIX
aMIUPUIMPOBATH KOAUPYIoIIe o0nactu VR, rae Bce mpsiMble TpaitMepsl U BCe 0OpaTHBIE
paiMepsbl, CoAepPKAIIUECST B 001eM 00beMe, HAXOASATCS B SKBUMOJISIPHOM COOTHOIIICHHH.

B 0aHOM BOIUIOINEHUH AHTUTENIO, 3aKOAUPOBAHHOE KCIIPECCUOHHON OMOIHOTEKOM, B
OCHOBHOM JIEHTUBUPYCHOM 3KCIIPECCUOHHON OMOTMOTEKOM, BKITIoUaeT poBHO oaHy LCVR.

UToOBbI 00ECTIeUNTD MPEICTABICHUE AHTUTENIA HA TTIOBEPXHOCTH KIIETKH, MU AHTUTE
IKCITPECCUPYIOTCS C CHTHATBHBIM TIETITUAOM, HATTPABJISIONINM IIETTH AHTUTENA HA CEKPETOPHBIN
My Th YePe3 FHAOTUIA3MATHIECKUN PETUKYIYM KIIETKH, B OCHOBHOM KJIETKH MJIEKOTIUTATIOIIETO,
I7Ie B OCHOBHOM CHTHAJTBHBIN MEMTH/T PACTIONOXKEH Ha N-KOHIE KaXI0M ETH aHTUTENA, U
r7Ie TAaK)K€ B OCHOBHOM CUTHAJIBHBIN MTEMTU OTIIECTUTSETCS OT LETei aHTUTeNa B XOAE
MPOIECCHHTA U TPAHCIIOPTA B KIIETKE, B OCHOBHOM B KJIETKe MiteKomuTatorero. Kpome toro,
TsDKEJIasl ETb AHTUTENIA SKCIIPECCUPYETCS Ha OIPEICIeHHON YaCTH ¢ TPAHCMeMOpaHHON
001aCThIO, 3aKPEILISIONIEH AHTUTEIO B KJICTOUHOM MeMOpaHe. Oco00 KOHKPETHO
TpaHCMeMOpaHHAast 00JIACTh pacookeHa Ha C-KOHIIE TSKEIIOMN IEMTH aHTUTENA, YTO TTPUBOIUT
K TOMY, YTO @HTUTEJIO OCTAETCS MPUKPETUIEHHBIM K BHEITHEN MMOBEPXHOCTH KIIETKH.
3aKkperieHue aHTHTENA B KIIETOYHOM MeMOPaHe TAKKE MOXKET ObITh IOCTUTHYTO, HATTPUMED,
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nyteM GPI-cBsa3biBanus (Moran & Caras, The Journal Cell Biology 115 (1991) 1595-1600).

CurHaJTbHBIE IENTU/IBI, HATIPABIISIONINE OSITOK Ha CEKPETOPHBIN Ty Th B 3YKAPHO THUECKHX
KJIETKAX, KaK IPaBUIIO, U3BECTHBI B JAHHOM 00JIACTH M ONTUCAHBI, HaTTpuMep, B Nielsen, et al.,
Protein Engineering 10 (1997) 1-6.

B ogHOM BOIUIOIIEHUM CUTHATBHBIN TIENTH/ MIOJIYUYEH U3 CEKPETOPHOTO OeIKa WITH
TpaHcMeMOpaHHOTO Oeka I Tuma.

B ogHOM BOTIIOIIEHUM CUTHAJIBHBIN TIENITH/I TIOJIYYEH U3 CEKPETOPHOTO OeIKa, TAKOTO
KaK YJIeH CEMEWCTBA ChIBOPOTOYHBIX OCITKOB (ATbOYMHH, TPAHCHEPPHH, TUTIOTTPOTEHHBI,
UMMYHOTJIOOYJTMHBI), BHEKIIETOUHOTO MaTPUKCHOTO OeNka (KoJutareH, GuOpOHEKTHH,
MPOTEOTIMKAHBI), TENTUAHOTO TOPMOHA (MHCYJIMH, TIIFOKATOH, YHAOP(UHBI, SHKe(haTUHBI,
AKTT), mumeBaputenbHOro hepMeHTa (TPUTICHH, XUMOTPHUTICHH, aMHITa3a, puOOHYyKIIeasa,
TIE30KCUPUOOHYKIIea3a) WITH MOJIOUHOTO OeNKa (Ka3euH, IAaKTaTbOyMUH).

B 01THOM BOTUTOIIEHUH CUTHAITBHBIN TIENTH/ ITOJTYYEH U3 UMMYHOTJIOOYTMHA, B OCHOBHOM
U3 BapuaOeIbHOU 00IACTH JIETKOM IETIH.

B ogHOM BOIIIOIIEHNH CUTHAJIBHBIN TIENTH/ SIBISETCS CUTHATBHBIM TIETTTUAOM JIETKOM
IeTTU MBITIIMHOTO g Karmma.

B ogHOM BOMIIOIIEHNH TpaHCMEeMOpaHHasi 00JIaCTh OIy4YeHa U3 HHTETPATIBHOTO
MeMOpaHHOTO OerKa.

B ogHOM BOMIIOIIEHNH TpaHCMeMOpaHHasi 00JIACTh SBIISIETCS] BHYTPEHHEH 3aIKOPEHHON
B MEMOPaHE MOCIeA0BATEIBHOCTHIO OCTAHOBKH MTEPEHOCA, TOTYIEHHON U3 TPAHCMEMOPAHHOTO
Oenka I Tuma (Do, et al., Cell 85 (1996) 369-78; Mothes, et al., Cell 89 (1997) 523-533), Takoit
KaK MOJIEKYJIa KIIETOYHOMN aAre3un (MHTETPUHBI, MYIIMH, KAATEPUHBI ), TEKTUH (CHAJTIOAATE3HH,
CD22, CD33) unu peuentopHasi THPO3MHKHUHA3A (PEeLenTOp UHCYIMHA, peuentop EGFE,
peuentop FGF, peuentop PDGF).

B omHOM BOTUTOIIEHUN TpaHCMEeMOpaHHast 00JIACTb SBJISETCS TPAHCMEMOPAHHON 00JTACTHIO
YeJIOBEUYEeCKOTO MEMOPAHOCBSI3aHHOTO MMMYHOTIO0yIMHA Kjacca G.

B ogHOM BOMIIOIIEHNH TpaHCMEMOpaHHasi 00JIaACTh OyUYeHA U3 PEIETOPHOM
TUPO3UHKHUHA3BI, 00JIee KOHKPETHO U3 YEJIOBEUECKOTO PEIENTOpa TPOMOOIUTAPHOTO haKTopa
pocrta (hPDGFR), Haubonee koakpeTHo u3 e B hPDGFR (perucrpaiuonubiit Homep NP
002600).

B ogHOM BOTIIOIIEHNH TPaHCMEMOPAaHHAS 00JTACTH TIOJTyUeHa U3 OETa-TIETTH YEIIOBEUECKOTO
PDGFR.

JleHTUBUPYCHI MOTYT DYHKIIMOHUPOBATH B IIIMPOKOM JUATTA30HE KIIETOK-XO35€B, B TOM
YHCIIE B KIIETKAX MIIEKOMTUTAIONINX, TITUII, aMPUOUM, penTHINi U HACEKOMBIX. VX TeHOM
COEPIKUT AIEMEHTBI, CHOCOOHBIE HATIPABIIATH IKCITPECCHUIO OEITKOB, B TOM YHCIIE
TETEPOJIOTUIHBIX OETKOB, KOAUPYEMBIX HYKJIEHHOBBIMU KHCIIOTAMHU BUPYCHOTO TEHOMA B
OONTBITIMX KOJIMYECTBAX.

DKCIpeccHsi CTPYKTYPHBIX U HECTPYKTYPHBIX BUPYCHBIX OSJTKOB Pa3IelieHa, U CTPYKTYPHbBIC
OENK1 MOTYT OBITh ITOJTYYEHBI TMOO C TIOMOIIBIO YIAKOBOYHOM KIIETOYHOM JIMHUH, THOO C
MTOMOIIBIO PETUTMKOHA BUPYCA-TTOMOIIHUKA. B OTHOM BOTIOIIEHUH SKCITPECCUOHHAS
OuOMMOTEKAa OCHOBAHA HA OTAEIBbHBIX perunkoHax ientuBupycHoit PHK. B onHom
BOILIOIIEHUH OJIUH PETUTMKOH KOAUPYET HECTPYKTYPHBIE OCIIKH, & IPYTOM KOIUPYET
CTPYKTYPHBIE OEITKH.

B ogHOM BOTUIOIIEHUH TTOTYJISIMS BBIICIEHHBIX B-KIIETOK TTOTydeHa OT XMBOTHOTO,
00JTaAAFOITETO TTOBBIIEHHBIM TUTPOM AHTUTEN, KOTOPbIE CITENU(PHUECKH CBI3BIBAIOTCSI C
AHTUTEHOM, IPEACTABIISIOIIUM UHTEPEC. TUTP AHTUTEIT, CBA3BIBAIOIINXCS B KPOBU XKUBOTHOTO
C AaHTUTEHOM, ITPEICTABIISIONINM HHTEPEC, MOXKET OBITh OTIPEACIIEH CITOCOOAMU, U3BECTHBIMU
B JaHHOM o0macTtu, Hanmpumep ELISA.
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B 01HOM BOILTOIIEHUH )KUBOTHOE TTIOABEPTAETCS WK MOABEPIIIOCH BO3ACHCTBUIO AHTUTEHA,
MPEACTABISIIONIETO UHTEPEC, UITH €ro (hparMeHTa UM AaHTUTEHHOW IeTePMUHAHTHI, T1IE B
OCHOBHOM BO3JICHCTBUE OCYIIECTBISIETCS MYyTEM IMTPUPOTHOTO BO3AECHCTBU S, HH(DEKITUH
MATOTE€HOM WJIM UMMYHU3ALUH.

B o1HOM BOTLIOIIECHUH YKMBOTHOE MH(PHUIMPOBAHO UM OBLIO MHDHUIMPOBAHO MTATOTEHOM,
T/ TATOTeH COAEPKUT AaHTUTEH, MPEACTABIISIONINI UHTEPEC, UITH €r0 (PpArMEHT UJTH
AHTUTCHHYIO ACTCPMUHAHTY.

B 0qHOM BOTUIONIEHUH MTOTTYISLMS BBIACICHHBIX B-KJIETOK MOJIyde€HA OT KUBOTHOTO,
MMM YHU3UPOBAHHOTO UMMYHOT€HHONW KOMITO3ULUEH, 1€ UMMYHOTE€HHAST KOMITO3ULUST
COECPKUT WIIH, AIIbTEPHATUBHO, COCTOUT U3: (a) aHTUT€HA, TIPEACTABIIAIOIIETO HHTEPEC; (b)
(hparmeHTa aHTUreHA, MPEACTABIISIONIETO HHTEPEC; U (C) AHTUTEHHOMN IETePMUHAHTHI AHTUTEHA,
MPEOCTABIISIIOIIETO UHTEPEC.

B kOoHTEKCTE JAHHOTO U300PETEHUSI MOKET OBITh UCTIOIB30BAHA JTFO0AsT HMMYHOT€HHAS
KOMTIO3HIIHSI, U3BECTHASI B TAHHOM 0OJIACTH, B YACTHOCTH KOMITO3HITHSI, BBI3BIBAIOIIAS CHITHHBIN
UMMYHHBIN OTBET. VIIITIOCTpaTUBHBIE UMMYHOTEHHBIE KOMITO3WIIUK MTPEACTABIISIIOT COOON
KOMITO3HIINH, COAEePIKAINNE BUPYC-TIOA00HBIe yacTuIlb (virus-like particle, VLP), ocodeHHo
VLP PHK-6akTepuodara. cmonb3yemMbie UMMYHOTE€HHBIE KOMITO3ULH TTpUBeAeHBI B WO
2006/097530, WO 2006/045796, WO 2006/032674, WO 2006/027300, WO 2005/117963, WO
2006/063974, WO 2004/084939, WO 2004/085635, WO 2005/068639, WO 2005/108425, WO
2005/117983, WO 2005/004907, WO 2004/096272, WO 2004/016282, WO 2004/009124, WO
2003/039225, WO 2004/007538, WO 2003/040164, WO 2003/031466, WO 2004/009116 u WO
2003/024481.

B 01HOM BOMIOIICHUHM HIMMYHHU3ALUS )KUBOTHOTO OCYIIECTBIISIETCS C TOMOIIBIO
MMMYHOTE€HHOH KOMITO3HULIUH, T1€ MMMYHOT€HHOCTb HMMYHOT€HHOW KOMITO3ULIMU YCUITUBAETCS
MMM YHOCTUMYIUPYIOIIUM BEIIECTBOM, B YACTHOCTH UMMYHOCTUM yJIUPYIOLIUM
OJIMTOHYKJIEOTUAOM, HAaUOOJIee KOHKPETHO HeMeTHIIMpoBaHHBIM CpG-coaepikaiium
OJMTOHYKJICOTUAOM, OMMUCAHHBIM, HanpuMmep, B WO 2003/024481, WO 2005/004907 u WO
2004/084940.

B ogHOM BOmIOmMEeHMH HeMEeTHIIMPOBAHHBIN CpG-ComepKaluil OJIMTOHYKIEOTH
npeacrasiseT codoit G10 (SEQ ID Ne54 u3 WO 2005/004907).

B 0qHOM BOTUIOIICHUHM UMMYHH3ALUS )KUBOTHOTO UMM YHOTE€HHONW KOMITO3ULUEH
BBITTOJTHAETCS TyTEM BBEACHUS UMM YHOT€HHBIX KOMITO3ULMN d)KUBOTHOMY TIO MEHBIIIEH MePe
TPH pasa, 0OCOOEHHO OT TPEX 0 IIEeCTH Pa3, C MHTEPBAIAMH IO MEHBIIIEH MePE B OTHY HEETIO,
OCOOEHHO C MHTEPBAIAMH OT ABYX HEMEb A0 TPEX MECSIIEB.

B 01HOM BOTUTOIIEHHHM KIMMYHHU3ALHUS )KUBOTHOTO BBIMIOJHSIETCS TTyTEM BBEACHUS
XUBOTHOMY 10 MeHbIneit Mepe 100 Mxr, ocobenHo oT 200 Mkr 10 1000 MKT IMMYHOTEHHOM
KOMITO3UIUU B OTHOKPATHOM BBEICHUH.

B 01HOM BOTUIOIICHUHM UMMYHOTEHHAS KOMITO3ULMS COACPKUT AABIOBAHT, B HACTHOCTH
TIOJTHBIN WX HETIOJHBIN aaBbIOBAHT DpeiHaa WK KBACLBL.

B 0aHOM BOTLTOIIEHUY TOTTYISLUIO BBIACIICHHBIX B-KIIETOK WK OTACTBHBIX B-KIIETOK Wn
KIIOHAJIBHYIO MOS0 B-KIETOK MOTy9aroT U3 UCTOYHUKA, BBIOPAHHOTO U3: (a) KPOBH;
(b) BTOpUUYHBIX TUM(POUTHBIX OPTraHOB, B YACTHOCTH CEINE3EHKH UITH TUM(DATHIESCKOTO Y3714,
(¢) KoCcTHOTrO MO3ra; u (d) TkaHu, coaepxainei B-kimerku mamMaTu. B 0oqHOM BOTLIOIIEHUH
UCTOYHUKOM SIBJISIETCS] KPOBb. B OHOM BOTIIOLICHUM TIOMYJISIIMS BbIACICHHBIX B-KIeTOK
BKJTIOYAET UJIM B OCHOBHOM COCTOUT M3 MOHOHYKJICAPHBIX KJIETOK TepUPEePUIECKON KPOBH
(peripheral blood mononuclear cells, PBMC).

B ogHOM BOIIIOIIEHUH XUBOTHOE MTPEACTABIISIET COOON MIIEKOTIMTAIOIISE WJTH TITHILY.

B ogHOM BOTIIOIIEHNH XUBOTHOE BBIOPAHO M3 TPYIIIIBI, COCTOSIIEH u3: () uenoseka; (b)
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MBIIIH; (C) KpOJMKa; (d) Kypuuge; U (€) KPBICHL.

B ogHOM BOTIIOIIEHUM KUBOTHOE MPEACTABIISET COOON MIIEKOTIMTAIOIEE, B YACTHOCTH
KPBICY, MBIIIb, KPOJUKA WA YEJIOBEKA.

B 0HOM BOTLTOIIEHNH )KUBOTHOE MPEACTABIISIET COOOIM TPAHCTEHHY IO MBIIITh, TPAHCTEHHOTO
KPOJIMKA WU YEIOBEKA.

O PeKTHBHOCTh CKPHHMHTA U KIIOHUPOBAHUS AHTHT€HCIIENU(DUUSCKUX AHTUTET MOKET
OBbITh 3HAUUTEIIFHO YBEJIMUCHA TTyTeM OOOTaIleHUs AHTUTCHCTICU(PUIECKUX B-KIETOK.
Cnioco6n1 0TOOPA M3 TTOMYJISIIUK BhIICICHHBIX B-KIIETOK CyOmomynsinuu B-KIeToK 1mo ux
CIIOCOOHOCTH CITEM(PHUECKH CBS3BIBATHCS C AHTUTE€HOM, TIPEACTABIISIONIMM HHTEPEC, XOPOIIIO
U3BECTHBI B TAHHOM 00JTaCTH. DTH CITOCOOBI OCHOBAHBI HA B3AUMOACHCTBUU
aHTHreHcnenuuaeckux B-KIIeTOK, Coaep aIuxcs B MOMYJISIMA BbIASIIEHHBIX B-KIeTOK, C
AHTUTEHOM, MTPEACTABIISIONINM UHTEPEC.

B ogHOM BOTITOIIEHNH BBIOOD W3 MOMYJISIMU BBIICIEHHBIX B-KIeTOK cydmomysiuu B-
KJIETOK WUJIM OTAETBHON B-KIIETKY BKIIOYAET 3TATIbI:

(a) KOHTAKTUPOBAHUS MOMYJISILMU BbIAEICHHBIX B-KIIETOK C MPEACTABISIOIIUM UHTEPEC
AHTUTEHOM, €T0 (PArMEHTOM HIIH €r0 AaHTUT€HHOM JETEPMUHAHTOM; U

(b) BEIOOpA B-KIIeTOK UJIH OTASTBHOM B-KIETKH, KOTOpas CHenu(HUECKH CBS3BIBACTCS C
MIPEACTABIISIONINM HHTEPEC AHTUTEHOM, €0 (DParMEeHTOM MJIHM €0 AHTUTEHHOM e TEPMUHAHTOM.

Cnioco6w1 0TOOPA W3 TOMYJISIIUK BIICIEHHBIX B-KiTeTOK cyOmomynsiumu B-keTox,
CBSI3BIBAHUE B-KJIETOK C MOKPBITBIM AHTUTEHOM HOCcUTENEM U FACS-COpTUPOBKA OMTUCAHBI
B WO 2004/102198.

B ogHOM BOTITOIIEHNH BBIOOD W3 MOMYJISIMU BBIICIEHHBIX B-KIeTOK cydmomysiuu B-
KJIETOK WUJIM OTAETBHON B-KIIETKY BKIIOYAET 3TATIbI:

(a) HAHECEHMS] HA HOCUTEITb MPEICTABIISIONIErO HHTEPEC AaHTUT€HA, €r0 (parMeHTa W
€r0 AaHTUTEHHOU NE€TEPMHUHAHTHI;

(b) KOHTAKTUPOBAHMS TTOMYJISIUUM BBIACIICHHBIX B-KIETOK ¢ HOCUTENEM U CBsI3bIBAaHUE B-
KJIETOK C HOCUTEJIEM Yepe3 MPEICTABISIONMUN HHTEPEC AaHTUTEH, er0 (hparMeHT WiIn
AHTUTCHHYIO IETCPMUHAHTY;

(c) yoaJieHUsl HECBSA3AHHBIX B-KIIETOK, 1€ B OCHOBHOM HOCUTEb COAEPKHUT UITA TAKKE B
OCHOBHOM COCTOHT M3 IIIAPHKOB, T1e 00JIee KOHKPETHO IMAPUKH SIBIISIIOTCS TTaPAMATHUTHBIMH
HIapuKaMu; U

(d) ynanenue cyonomymsinu B-KIeTOK MM OTAEIBHOM B-KIIETKM C mapaMarHATHBIX
LIAPUKOB.

B ogHOM BOTITOIIEHNH BBIOOD W3 MOMYJISIMU BBIICIEHHBIX B-KIeTOK cydmomysiuu B-
KJIETOK WK OTACIBbHON B-KneTku BeImoHAETCS TyTeM FACS-COpTUPOBKMU.

B ogHOM BOTITOIIEHNH BBIOOD W3 MOMYJISIMU BBIICIEHHBIX B-KIeTOK cydmomysiuu B-
KJIETOK WM OTACIBHON B-KIETKM BKITIOUAET CACAYIOLIUE 3TATIBL:

(2) KOHTAKTUPOBAHUE TOIYJISILIMUA BBIAEIEHHBIX B-KIIETOK C MPEACTABAAIOLINM UHTEPEC
AHTUTEHOM, €r0 (PAarMEHTOM WJIH AHTUTEHHOM JSTEPMHHAHTOM, T TPEACTABISIIONIHI
UHTEPEC AHTUTEH, €0 (PPATrMEHT WJTH AHTUTEHHASI IETEPMHUHAHTA TTIOMEUEHBI (hITYOPECIEHTHBIM
KPACUTENEM; U

(b) pazaenenue B-KIIeTOK, CBI3aHHBIX C MPEACTABISIONIUM HHTEPEC AHTUTEHOM, €T0
(hparMeHTOM I €TO AaHTUT€HHOM AeTepPMUHAHTOM, TyTeM FACS-CopTHpOBKH.

B ogHOM BOMIOMEHNH (PITYOPECIIEHTHBIN KPACUTEND BBIOPAH W3 TPYIIIIbI, COCTOSIIIEN 13
(a) PerCP, ammoduxomuanmnna (APC), (b) Texacckoro KpacHoOro, (¢) poaamusa, (d) Cy3, (e)
CyS5, (f) Cy5.5, (g) Cy7, (h) xpacureneit Alexa Fluor, ocobenno Alexa 647 nm umm Alexa 546
nm, (i) puxosputpuna (PE), Q) 3enenoro ¢uyopecuentnoro 6enka (GFP), (k) TanaeMHOTO
kpacutens (Hanpumep, PE-Cy5), u (I) uzotuonmanara duyopecuenna (FITC).
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B ogHOM BoMmTOMEHNH (PITYyOPECIEHTHBIN KPACUTENb TTPEACTaBisieT coooit Alexa 647 nm
iy Alexa 546 nm.

B ogHOM BOMITOIEHNH MeueHUe (PITyOPECIICHTHBIM KPACUTEIIEM COSTMHEHUSI, OCOOSHHO
MPEACTABIISIIONIETO HHTEPEC AHTUTEHA, €0 (PparMeHTa UK €r0 AHTUTEHHOM JeTePMUHAHTHI,
BBITIOJTHSAETCS JTFOOBIM CTIOCOOOM, U3BECTHBIM B TAHHOM 00JIACTH, B YACTHOCTH Iy TEM MTPSIMOTO
MEUEHHS COCUHEHMS ITyTEM CBSI3bIBAHUS (DIIyOPECIEHTHOTO KPACUTEIS C COSTMHEHUEM, TIIE
CBSI3BIBAHME MOKET OBITh OCYIIIECTBJIEHO C ITOMOIIBIO KOBAJIGHTHOM, 4 TAK)KE HEKOBAJIEHTHOM
cBsizu. Kpome Toro, Meuenue (hyopeceHTHBIM KPACUTEIEM COSTUHEHHS, OCOOEHHO
MPEACTABIISIIONIETO HHTEPEC AHTUTEHA, €0 (PparMeHTa UK €r0 AHTUTEHHOM JeTePMUHAHTHI,
BBITIOJTHAETCSA KOCBEHHO TTyTEM CBSA3BIBAHUS CO BTOPBIM COEIMHEHUEM, B YACTHOCTH AHTUTEIIOM,
r7Ie BTOPOE COEAMHEHUE COAECPKUT ITyOPECIEHIITHYIO METKY.

CyOnomynsiiust B-kiteTox, TOMUMO CITOCOOHOCTH KJIETOK CITEIM(PUUECKU CBA3BIBATHCS C
MPEACTABIISIIONINM HHTEPEC AHTUTEHOM, MOYKET OBITh TAKXKE BBIOpAHA IO JOTIOTHUTEITbHBIM
MapKepam, KOTOPBIE SBJISIOTCS CIEMUDUUECKIMU [JTsI 3THX TUTIOB B-KIIETOK, SKCITPECCUPYIOITIX
UMMYHOTJIO0YJIMHBI, KOTOPBIE TPEeAHA3ZHAYESHBI [1J151 KIIOHUPOBAHUS. ATbTEPAHATUBHO, MOTYT
OBITH UCKJTIOUEHBI HEKOTOPBIE HEXKEITATEIBHbIE TUITHI B-KITETOK, TPEUMYITIECTBEHHO
IKCIIPECCUPYIONIHE HEXKETATEeIIbHbIE TUITBI HMMYHOTJIOOyMHOB. Kpome Toro, mimst orbopa
KU3HECTIOCOOHBIX KJIETOK MOTYT OBITh TPUMEHEHBI MAPKEPbI dKUZHECTIOCOOHOCTH, TAKUE KaK,
Hampumep, Pl (mponuaus tioaua) unu 7-AAD (7-amuHoaktuHOMMIMH). KpoMme TorO,
JOTIOJTHUTENBHO WU AIbTEPHATUBHO, AJTSI OTACICHUSI MEPTBBIX WM AIIOTITOTUYECKUX KIIETOK
MOTYT OBITh TPUMEHEHBI MAPKEPHI KIETOUHOM THOSITH UITH aTIONTO3a, TAKUE KaK, HAIIPUMED,
YO-PRO-1 unu anHexkcun V.

Kpome Toro, B BEIOOD U3 TIOMYJISIMH BBIAEICHHBIX B-K1eTOK cyOmomy sy B-kineTok
e1eCO00PA3HO BKITFOUUTD MTOJI0KUTEBHYIO CENEKINI0 Ha HATMUHE CIIEIM(PUIECKOTO MapKepa
B-xireToxk, B wactaoctu CD19 mmn B220.

B ogHOM BOMmIOMEHUM OTOOP U3 MOMYJISAIMY BBIACICHHBIX B-KIeToK cydomomysinuy B-
KJIETOK WM OTACIBHON B-KIETKM BKITIOUAET CACAYIOLIUE 3TATIBL:

(a) KOHTAKTUPOBAHUE TTOMYJISIUUM BBIACICHHBIX B-KIETOK C MPEeaCTABIISIONIMM HHTEPEC
AHTUTEHOM, €TO (PParMEHTOM WM AaHTUTEHHOM JeTEPMUHAHTOIM;

(b) oTOOp TOMYNISAIMU B-KIETOK MITH OTAETBbHOU B-KITeTKu, KOTOpas CrienugpuiecKu
CBSI3BIBAETCS C MPEACTABIISIONIAM HHTEPEC AHTUTEHOM, €r0 (PPArMEHTOM UJTH AHTUTEHHOMN
JCTEPMUHAHTOMN; U

(c) oTdop B-KJIETOK 1O MEHBINEN Mepe IO OTHOMY JOTOJIHUTEIBHOMY TTapaMeTpy, TAE B
OCHOBHOM OTOOD TIO MEHBIIIEH MEPE IO OTHOMY JIOTIOJHUTEIIBHOMY TTAPAMETPY MPEACTABISAET
cobott

(i) TOIOKUTEIBHYIO CEIIEKIUIO TI0 TTaApaAMETPY, BBIOPAHHOMY CPEIU TPUCYTCTBHUSI
cnienupuaeckoro Mapkepa B-kietox, B wactHoctd CD19 wmn B220, u xuzHecriocooHocTH B-
KJIETOK; U/MIHA

(ii) OTpUIIATENHHYIO CEITEKIUTO TIO TTAPAMETPY, BBIOPAHHOMY CPEIH: IPUCY TCTBUS AaHTUTEIT
IgM; mpucyTcTBUs aHTHTEN [gD, MPUCYTCTBUS MAPKEPOB KIETOUHOM THOCTTH U TTPUCY TCTBHS
MapKepOB AMONTO34.

B ogHOM BOMmIOMEHUM OTOOP U3 MOMYJISAIMY BBIACICHHBIX B-KIeToK cydomomysinuy B-
KJIETOK TAKXXe BKITFOYAET 3Tar 0TO0pa B-KIIETOK C MePEKITFOYEHHBIM KJTACCOM, OCOOSHHO
IgM- w/umu IgD-oTpunatenbHbIX B-kiteTok, Hanbomee KOHKpeTHO [gM- u IgD-oTpunia TenbHbIX
B-knetoxk.

B ogHOM BOTITOIIEHNH BBIOOD W3 MOMYJISIMU BBIICIEHHBIX B-KIeTOK cydmomysiuu B-
KJIETOK WM OTACIBHON B-KIETKM BKITIOUAET CACAYIOLIUE 3TATIBL:

(a) KOHTAKTUPOBAHUE TTOMYJISIUUM BBIACICHHBIX B-KIETOK C MPEeaCTABIISIONIMM HHTEPEC
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AHTUTEHOM WJIH €70 (PpAarMEHTOM MITH AaHTUTEHHOM IETEPMUHAHTOM, TAe MPEACTABIISIONINI
UHTEPEC AaHTUTEH UITH er0 GpArMeHT WM aHTUTeHHASI IETEPMUHAHTA TTOMEUEHBI TIEPBbIM
(hyOpeCIeHTHBIM KPACUTEIIEM, T/I€ B YACTHOCTH (D1yOPECHEHTHBINM KPACUTED MTPEACTABIISET
coboit Alexa 647 nm, Alexa 488 wiu Alexa 546 nm;

(b) KOHTAKTUPOBAHUE KJIETOK U3 MOMYISLMU BbIASICHHBIX B-K1eTOK ¢ aHTH-IgM-u/unu
a"Tu-IgD-anTuTenamu, roe antu-I1gM- n/unu aHTH- 1 AR-aHTUTENTA MEUEHBI BTOPBIM W/UITU
TPeTbUM (PITyOPECHIEHTHBIM KPACUTEIIEM, TI€ BTOPOM W/UIK TPeTUll (hIIyOpECleH THBIN
KPACUTENTh U3ITy4YaeT (hTyOPECICHINIO TIPHU IJIUHE BOJTHBI, OTIUYHOMN OT JJTMHBI BOJTHBI
(hiyopecneHIu, HCITYCKAeMOM MePBBIM (TYOPECIEHTHBIM KPACUTENEM; U

(C) oTAeneHue MOMyJsiiuK B-KIeTOK Wi OTAeIbHOM B-KIIeTKH, CBA3aHHOM C
MTPEICTABIISIONTAM HHTEPEC AHTUTEHOM MITH €70 (DPAarMEHTOM UITH AHTUTEHHOM IETEPMUHAHTOM,
HO HE CBSI3aHHOM ¢ aHTU-1gM- n/unu ¢ antu-IgD-anTutenamu, myrem FACS-cOpTUPOBKH.

Host 3chpeK THBHOCTH TTOCIEYIOMIETO MPOIECCa CKPUHUHTA TIEIECO00Pa3HO, XOTS U HE
aOCOTIOTHO HEOOXOAMMO, YTOOBI KaXkaast KIIETKa, IKCITPECCUPYIOIIas ¥ IIPEICTABISOIIAS
Ha CBOEI TMTOBEPXHOCTH aHTUTEIIO, COACPKAIA TPUOIU3UTEIIBHO OJIMH, B YACTHOCTH TOYHO
OJWH, OTACNBbHBIN BUJI AaHTUTENA, [AE KaxAash KJIETKA B YACTHOCTU COASPXKUT Pa3IUUHbIE
BUIIbI AHTUTEJ. DTO HA3bIBACTCS (OPMATOM «OTHO AHTHUTEIIO HA KJIETKY>».

DopMaT «OTHO AHTUTEIIO HA KJIETKY» MOXET OBbITh MOJIyUeH, HAIPUMED, C ITOMOIITHIO
BUPYCHOM 3KCITPECCHOHHON OUOTUOTEKH, OCOOSHHO JICHTUBHPYCHOM 3KCITPECCUOHHOM
OMOIMOTEKH, U TIyTEM BBIOOPA HU3KOTO COOTHOIIEHHUS YMCIa BUPYCHBIX YACTHII U YUCITA
3YKAPUOTUYECKUX KIIETOK, B YACTHOCTH KJIETOK MJIEKOTIUTAIOLINX, TTPU BBEICHUM/TPAHCAYKLIUN
3KCIPECCUHOHHON OUOTMOTEKH, T.€. BUPYCHBIX YACTHII, B TOMYJIsHi0 KiieTok HEK293,
UCIIOJIb3YEMBIX [JIs IPEICTABIICHUSI.

B ogHOM BOTITOIIEHUH SKCTIPECCUOHHAS OMOIMOTEKA SBIISIETCS BUPYCHOM SKCITPECCUOHHON
OMOMOTEKOM, OCOOSHHO JIGHTUBUPYCHOM 3KCITPECCUOHHON OMOIMOTEKOM, U BBEICHHUE
3KCIPECCHOHHON OUOTMOTEKH B TIEPBYIO MOMYJISAIMIO 3YKAPUOTHIECKUX KIIETOK, OCOOEHHO
KJIETOK MIIEKOTIMTATOIIHX,, OCYITIECTBIISIETCS ITy TEM WH()UIMPOBAHUS 3YKAPUOTHUIECKHX KIIETOK,
OCOOEHHO KJIETOK MIIEKOTIUTAOIINX, ICHTUBUPYCHOM IKCITPECCHOHHON OMOITMOTEKOM,
OCOOEHHO JIECHTUBHPYCHOM IKCITPECCUOHHON OMOIMOTEKOM, B KOTOPOH O0J1ee KOHKPETHO
UH(UIUPOBAHUE MTPOBOAAT MTPU MHOKECTBEHHOCTH 3apakeHus He Oojiee 10, ocoOeHHO He
Oonee 1, bonee KOHKpeTHO He Oonee 0,2, u HanboJree KOHKpeTHO He Ootee 0,1. B omHOM
BOTUIOILIEHUU MHOXECTBEHHOCTD 3apakeHusi cocTasisieT mpumepHo 0,1.

B 0aHOM BOIUTOIIEHUH BBIAEICHUE KIETKU BBITIOJIHAETCS C TOMOIIBIO FACS-COpTUPOBKH.
B ogHOM BOTLIIOIIEHUM BBIACICHUE KIETKHU BKITIOUAET CIICAYIOIIUE 3TATIbI:

(a) MEUEHHUE TTEPBOM MOIMYISAINN 3YKAPUOTHIECKUX KIIETOK, OCOOEHHO KIIETOK
MJIEKOTIM TAFOIIUX, IPEACTABIISIONIAM HHTEPEC AHTUTEHOM MJTH €r0 (PParMEHTOM HITH
AHTUTEHHOW JETEPMUHAHTOM, T/I€ TIPEICTABIISIOIIHNIT HHTEPEC AHTUTECH UM €r0 parMeHT
WM AaHTUTEHHAS JETEPMUHAHTA TIOMEUESHBI (DITyOPECIICHTHBIM KPACHTEIEM; U

(b) oTaeneHne OMHOM KIETKU, KOTOPAs CIENU(DUIECKH CBSA3BIBACTCS C TIPEACTABIISIONTIM
UHTEPEC AaHTUTEHOM WJIU €0 (hparMeHTOM WIIM AHTUTEHHON TeTEPMUHAHTOMN, C TTOMOIIBIO
FACS-copTupoBKH.

B ogHoM BOmIOIIEHNH OTAENEHUE C TOMOLIBIO FACS-COPTUPOBKH OOHOM KJIETKH, KOTOPAst
CrienM(hUIECKH CBS3BIBACTCS C TIPEICTABIISAIONIMM HHTEPEC AHTUTEHOM HITH €TO (pparMeHTOM
WM AaHTUTEHHOW JeTEPMUHAHTOM, BKITFOUAET 3TAI JAJTbHEHIIEro 0TOOPA KIETKU ITO MEHbBIIIEH
Mepe M0 OJIHOMY JIOTIOJTHUTEIbHOMY MapaMeTpy. B oqHOM BOILUIOIIEHUH 11O MEHBbIIIEH Mepe
OJIMH JIOTIOJTHUTETBHBIN TTApaMETP BbIOPAH Cpeau

(1) TTIOJIOKUTEILHOM CEJIEKIUH 110 KU3HECTIOCOOHOCTH KIETKU; W/UJIH

(ii) OTpUIATETBHOM CENEKIUHU TI0 TTAPAMETPY, BEIOPAHHOMY Cpeau: MPUCYTCTBUS [gM-
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AHTUTET; TPUCYTCTBHS [gD-aHTUTET, MPUCYTCTBUS MAPKEPOB KIIETOYHOM THOEITH U TTPHUCY TCTBUS
MapKepOB AMONTO34.

OtpunarenbHas CENEKIUs TAKXKE MOKET BKIIOYATh OTPULATEIBHYIO CEIEKIUIO 110
CBSI3BIBAHUIO OHOTO WK 00JIee, OCOOCHHO OHOTO HEXETATeIBHOTO aHTUTEHA(OB).
CrnenuaaucT B JAHHOM 00JIACTH, BO3MOYHO, BKITFOUMT B CKPUHUHT HEXKEIATEIbHBIN AHTUTEH
(b1), 0COOEHHO B HEMEUEHHOM (hOpMATE, I TOTO YTOOBI BBITECHUTH KIETKH,
JKCIIPECCUPYIOLINUE AHTUTENO, KOTOPOE CBS3BIBACTCS C HEKEIATEIbHBIM AHTUTEHOM(AMHU).

B ogHOM BOIIIOIIEHUH CITOCOO TAKKE BKITFOUAET CIIEAYIOITHE ITAITHI:

(a) KyIbTUBUPOBAHHUE IO MEHBIIEH MEPE OOHON, B YACTHOCTU TOUHO OJHOMW, OTAEIIBHOMU
KJIETKH B TIPUCYTCTBUM BTOPOU TTOMYIISIUHN 3YKAPHOTHUECKHUX KJIETOK, OCOOEHHOCTH KJIETOK
MJIEKOTIU TAIOLHUX;

(b) mpoBepKa BO3MOKHOCTH BTOPOH MOMYJISIMUA 3YKAPUOTHUUECKUX KJIETOK, B HACTHOCTH
KJIETOK MJIEKOTIUTAFOIIUX, CTICIM(DUIECKH CBSI3BIBATHCS C TPEACTABIISIONMM HHTEPEC AHTUTEHOM
WK ero pparMeHTOM M AHTUT€HHOM NeTePMUHAHTOM.

B 01HOM BOTLIOIIEHUH TIEPBAS TOMYJISLUS 3YKAPUOTUUECKUX KIIETOK, B YACTHOCTH KJIIETOK
MJIEKOTIMTAIOIIMX W/UJIH (B YACTHOCTH M) BTOPAsi OMYJISIIUS 3yKAPUOTUUECKUX KIETOK, B
YACTHOCTH KJIETOK MIIEKOTIUTAIOIIUX, COOEPKUT (MIU B HACTHOCTU COCTOUT U3) KIIETKH,
BeIOpaHHBIE cpenu: (a) kireTok BHK 21, ocoberno ATCC CCL-10; (b) kneTok Neuro-2a; (c)
knetok HEK-293T, ocobenno ATCC CRL-11268; (d) ktetok CHO-K1, ocobenno ATCC
CRL-62; u (¢) kmetok HEK293.

B 01HOM BOTLIOIIEHUH TIEPBAS TOMYJISLUS 3YKAPUOTUUECKUX KIIETOK, B YACTHOCTH KJIIETOK
MJIEKOTIMTAIOIIUX, W/WJTA BTOPAS MTOMYJISIUUS 3YyKAPUOTUUECKUX KIETOK, B YACTHOCTH KJIETOK
MJIEKOITUTAIOITUX, COASPKHUT (MU B YACTHOCTH COCTOMUT u3) kineTkn CHO-K1, roe 6omee
KOHKPETHO IKCIPECCUOHHAsT OMOIMOTEKA SIBIISIETCS JICHTUBUPYCHOMN 3KCITPECCUOHHOM
OMOITMOTEKOM.

OtTaenbHYIO KIETKY, MPEACTABIISIONIYIO MHTEPECYIOIIee AaHTUTEN0, MOXKHO UCTIOJI30BaTh
TUTSl KIIOHUPOBAHUS U PEKOMOUHAHTHOMN KCIIPECCHU AHTUTE, COAEPKAIIUX BaprHaOETbHbIE
00JIACTH AaHTHUTENA, TTPEICTABICHHOTO Ha KIIETKE, C TOMOIIBIO CITOCOO0B, XOPOIIIO U3BECTHBIX
B JJaHHOM o0nactu (cM., HarrpuMep, Weitkamp, et al., J. Immunol. Meth. 275 (2003) 223-237).
B mpuHIuIe, MOKHO 3KCITPECCUPOBATH AaHTUTENA B TIOOOW U3BECTHOU (hopMe (pa3TuIHbIe
thopmbr anTuTen cM. B Hollinger & Hudson, Nature Biotechnology 23 (2005)), ocoOeHHO B BUie
IgG, Hauboee KOHKPETHO B BU/IE MTOJTHOCTHIO YemoBeueckoro IgG.

Taxum 00pa3om, B JAHHOM IOKYMEHTE IMTPEAIOKEH CIIOCOO MOTyUeHHUsI AHTUTENA, KOTOPOE
CrienM(hUIECKH CBS3BIBACTCS C AaHTUTEHOM, TTIPEACTABIISIONINM UHTEPEC, ITPU ITOM CIIOCO0
BKJIIOYAET CIACAYIOIIUE 3TATBL:

(a) BBIACTIEHUE KIIETKH, IKCITPECCUPYIOIIEN aHTUTENIO0, B COOTBETCTBUU CO CITIOCOOOM, O
KOTOPOM COOOIIAETCSA B JAHHOM TOKYMEHTE;

(b) nonyuenue PHK u3 oTaenpHOM KIETKY;

(c) cuntes k IHK, xoaupyroiueit antuteno, uz PHK;

(d) xmonuposanue k/IHK B s3kCripecCHOHHBIN BEKTOD;

(€) KCTIpeccHsl aHTUTENA B KIIETKE; U

(f) ouncTka aHTUTENA.

B ognom Bomnomennu antuteno coaepkut LCVR u HCVR, rae B wactHocth HCVR u
LCVR nomny4deHsl U3 OOHOW U TOU K€ OTASITBHON KJICTKHU.

B ognom Bomnomenuu cunte3 kJIHK Britouaer stan cuntesa oaHouenoueunoit kK JHK
u3 PHK.

B ognowm Bomomenun cuaTe3 kJIHK Taxxke Bkimrouaer stan ammiudpukanmu kK IHK u3
onHouenoueunoit kK IHK, rae B wacTHOCTH aMIuuUKAIHS BBITTOTHSAETCS C TIOMOIITHIO
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1) ogHOTO U3 OJUrOHYKIEOTUAOB SEQ ID NeNel-4 u onmuronykneotuaa SEQ ID Ne5 B
Ka4eCTBe mpaiiMmepa, Ui

i1) oAHOTO U3 OMUTOHYKAEOTUAOB SEQ ID NeNe6-10 u omuronyxiieotuaa SEQ ID Nell B
KA4eCTBE mpaimMepa.

B ogHOM BOIIIOIIEHUH IKCTTPECCHS THOPUIHOTO TTPOAYKTA OCYIIECTBIISIETCS B KJIETKAX
MJIEKONUTAIOMNX, 0c0OeHHO B KieTkax CHO-K1 u HEK293.

B nanHOM MOKyMeEHTE COOOIAETCS O CITOCOOE TIOTYUEHHS AHTUTENA, KOTOPOE CHEU(DUIECKH
CBSI3BIBAETCS C MPEACTABIISIOIINM UHTEPEC AHTUTEHOM, TTYTEM SKCITPECCUU AaHTUTENIA B BUE
UMMYHOTJIO0YJIMHA, OCOOEHHO B BUE CTIEMU(DUIECKOTO MMMYHOTJIOOYJIMHA, HANOOIee
KOHKPETHO B BU/IE MBILIMHOTO, KPBICHHOTO, KPOJIMUYBETO, KYPUHOTO WJIH YEJI0BEUYECKOTO
UMMYHOTJIOOYJTMHA, HAU0O0JIee KOHKPETHO B BU/IE ITOJTHOCTHIO YEIIOBEUECKOTO
UMMYHOTJI00YJIHHA.

B nanHOM MOKyMeEHTE COOOIAETCS O CITOCOOE TIOTYUEHHS AHTUTENA, KOTOPOE CHEU(DUIECKH
CBSI3BIBAETCS C MPEACTABIISIONIAM HHTEPEC AHTUTEHOM, IPU 3TOM CIIOCOO BKITFOYAET
CIIeYIOIINE ITATIbI:

(a) BBIACTIEHUE KIIETKHU, IKCITPECCUPYIONIEH aHTUTENO? B COOTBETCTBUH CO CIIOCOOOM, O
KOTOPOM COOOIIAETCSA B JAHHOM TOKYMEHTE;

(b) nonyuenue PHK u3 knetku;

(¢) cunres kIHK u3 PHK;

(d) ammumdurammst w3 kK THK JITHK, kogupyromeit Bapuadenbhbie odmactu (VR) aHTuTeNA,
3KCIIPECCUPYEMOTO KIIETKOM;

(e) cozaHue IKCIPECCUOHHOM KOHCTpYKImH, coaepxaieit JIHK, rae sta sxcnpeccuonHas
KOHCTPYKLHS KOAUPYET IO MEHBINEH Mepe 0aHY VR aHTHUTENA, IKCTIPECCUPYEMOTO KIETKOM;

(f) sxcpeccus 3KCIPECCUOHHON KOHCTPYKIUH B KIIETKE.

B ogHOM BOTIIOIIEHNH CITOCOO BKITIOUAET CIEIYIONINE ITATIBI:

(a) BBIACTIEHUE KIIETKH, IKCITPECCUPYIOIEH aHTUTENO0, B COOTBETCTBUU CO CIIOCOOOM,
OITMCAHHBIM BBIIIIE;

(b) nonyuenue PHK u3 knetku;

(¢) cunres kIHK u3 PHK;

(d) ammumudukanus u3 kJIHK nepsoit JIHK, kogupyromeit HCVR antutena,
3KCIIPECCUPYEMOTO KIIETKOM;

(e) cozaHue EPBO IKCITPECCUOHHON KOHCTPYKIMH, coaepxaiueit nepsyro JAHK, rae
nepBasi SKCIPECCHOHHASI KOHCTPYKIHUS KOJUPYET TSHKEIYIO IEMb UMMYHOTJIO0YTMHA,
coaepKaIyo KoHCTaHTHYI0 obmacTtb Tsokenol nenu (HCCR) u HCVR;

(f) ammmudukanus 3 kJJHK sropoit JIHK, kxoaupyromeit LCVR anTutena,
3KCIIPECCUPYEMOTO KIIETKOM;

(g) cozaaHue BTOPOI 3KCIIPECCUOHHOM KOHCTPYKIUH, coaepxaiuei sropyio JJHK, rae
BTOPAsl IKCIIPECCHOHHAS! KOHCTPYKIUS KOIUPYET JIETKYIO IeTh UMMYHOTJIO0YJIMHA,
coaepKaIyo KOHCTaHTHYIO 00macTh nerkoi nenu (LCCR) u LCVR;

(h) sxcpeccus NePBOM FIKCIPECCUOHHON KOHCTPYKLHMUA U BTOPOM 3KCITPECCUOHHON
KOHCTPYKIMU B KIIETKE.

B eme ognom npeanoututenbHoM BomnomeHud HCCR, HCVR, LCCR u LCVR uMmerot
YEIIOBEUECKOE TTPOUCXOXK/ICHHUE.

B ogHOM BOILIOIIEHUH 3KCITPECCUOHHAS KOHCTPYKIMS, IepBasi 3KCIPECCUOHHAS
KOHCTPYKIUSI U/WJTA BTOPAsI 3KCIIPECCHOHHAS] KOHCTPYKIUS, TAKXKe KOAUPYeT THAPOohoOHYIO
JUMIEPHYIO MOCIEA0BATEIBHOCTD, B YaCTHOCTH BUAOCTIENU(DIUECK YO TUAPOPOOHYIO TUAEPHYIO
MOCIEeIOBATEIBHOCTD, HAMOOJIee KOHKPETHO YEIOBEUECKYIO THAPO(DOOHYIO TUAEPHYIO
MOCAEA0BATEIBHOCTh. B OTHOM BOTUTOIIEHUH TIEPBasl SKCIIPECCUOHHAS! KOHCTPYKIIHUS TAKKE
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KOAUPYET UEIOBEUECKYIO THAPO(YOOHYIO TUACPHYIO MOCIEA0BATEIIHHOCTD TSOKEIOM e, B
OAHOM BOTLIOIIEHUH BTOPAS 3KCIPECCUOHHASI KOHCTPYKLMS TAKKE KOOAUPYET UETOBEUECKYIO
rHaApOGHOOHYIO TUAESPHYIO MTOCIEA0BATEIFHOCTD JIETKOM T , TAe YelIoBedecKasi TuapodoOHas
JTUAEPHAS TTOCIEI0BATEIBHOCTB JIETKOM IIETM BBIOpaHa U3 TPYIIIThI, COCTOSIIEH U3 (a)
YeII0BEUECKOM ruaApoGOOHOM TUASPHOM TOCIEA0BATEILHOCTH JIETKOM 1emu Kanma; 1 (b)
YeIIOBEUECKOM ruaApoPOoOHOM TUASPHOM TOCIEN0BATEILHOCTH JIETKOM EH IIMOaa.

B ognom Bomnomenuu cunte3 kJIHK Britouaer stan cuntesa oaHouenoueunoit kK JHK
u3 PHK.

B ognowm Bomomenun cuaTe3 kJIHK Taxxke Bkimrouaer stan ammiudpukanmu kK IHK u3
ognouenoueyHoi kJJHK.

B onnom Bommnomenunn HCCR npencrasmsier co6oit uenoseueckyro HCCR, B wactHoCTH
yenoedeckyto HCCR, BEIOpaHHYIO U3 TPYIIIBI, cOCTOsIEHN u3: (a) yemoBeueckoit HCCR
ramma-1; (b) yenmoseueckoit HCCR ramma 2; u (¢) uenoseueckoit HCCR ramma 4.

B omnom Bommmomenuun LCCR npencrasiser codoit uenosedeckyro LCCR, d ocoOennocTr
yenoBedeckyro LCCR, BRIOpaHHYIO U3 TPYIIIIBI, COCTOsIIEH U3: (a) yemoBeueckoit LCCR
kamma; u (b) uenmoseueckoit LCCR namoaa.

B ogHoM BommTomeHun ammmugukanus nepsoit JIHK ocyiecTBiaseTcs ¢ moMoIsio
npaiimepos, crierudrueckux 1 HCVR.

B ogHoM BomTOmMEeHun ammtugukanys sropoit JJHK ocymecTBisieTcs: ¢ moMoIbio
npaiiMepoB, cnenudpudeckux st LCVR, mpudeM B wactHocTH LCVR-cienududaeckue
nmpaiimepsl BeIOpaHbl u3 Kanmna-LCVR-cnenuduaeckux mpatimepos u issmoaa-LCVR-
cnermpduaeckux mpatimepos. B onaoM Bormtomenun LCVR-crieruuaHbie mpaifiMepsbl sIBITSIFOTCS
Kanna-LCVR-cnienudugeckumu mpaimepamu, rae B yactHocTy Kamnma-LCVR-ciemudrueckue
IpaiiMephl ABISIOTCS KOMOUHAIMeH 11000ro BeiopanHoro cpeau SEQ ID NeNel12-18 ¢ SEQ
ID Ne19. B ognoMm Botutomenuu LCVR-crierpduuaeckue mpaimepst sBiasroTcs 1smo1a-LCVR-
crienMhUIeCKuMU TpaliMepami, rae B 9acTHOCTH MO 1a-LCVR-cnenupuaabie mpaiiMepsbr
MIPEACTABISIOT CO00# KoMOMHAIMIO TI000ro BeiOpanHoro cpeau SEQ ID NeNe20-27 ¢ SEQ
ID Ne28.

B ognom Bormomennu LCCR siisieTcst gemoBeueckoit kanma-LCCR, a LCVR sBasieTcst
yenoseueckoit kanma-LCVR. B oqaoM Botutomenuu LCCR siBasieTcst uenoBedeckoi issmoaa-
LCCR, a LCVR sBasetcs uenoseueckoit n1asmoaa-LCVR.

B nmpuHIuIe, UMMYHOTIO0YITUHBI, COAEPIKAIITNE TSDKEIYIO M JIETKYIO 1IeTTb, MOTYT OBITh
PEKOMOMHAHTHO TTOJTYYEHBI Ty TEM 3KCITPECCUHN ABYX PA3TUIHBIX IKCITPECCHOHHBIX BEKTOPOB
B OJTHOM M TOM e KIIeTKe. ATbTepaHATUBHO, IKCIIPECCUOHHBIE KOHCTPYKIIUH, KOIUPYIOITUE
JIETKYIO HETb U TSOKETYIO IeTTh, MOTYT ObITh KIIOHUPOBAHBI B OJTUH 3KCITPECCUOHHBIN BEKTOP.
Taxum 00pa3oM, B OTHOM BOTUTOIIEHUH IKCITPECCUSI TIEPBON IKCITPECCUOHHOM KOHCTPYKIUH
Y BTOPOU 3KCITPECCUOHHON KOHCTPYKIUU BKITIOUAET 3KCIPECCUIO TIEPBOM 3KCITPECCUOHHOMN
KOHCTPYKIHMHU KAaK YaCTH MEPBOTO 3KCIMPECCUOHHOTO BEKTOPA, U IKCIPECCUIO BTOPOH
JKCIPECCHOHHON KOHCTPYKLIMU KAK YACTH BTOPOTO 3KCITPECCUOHHOTO BEKTOPA, TAE NEPBBIA
3KCIPECCHOHHBIN BEKTOP U BTOPOU IKCITPECCUOHHBIN BEKTOP COBMECTHO TPAHCHUIUPYIOT B
KJIETKY. B 0O0HOM BOIUTOIEHUH SKCIIPECCUS IEPBOM IKCITPECCUOHHOM KOHCTPYKLUU U BTOPOH
SKCIPECCUOHHON KOHCTPYKIHHU BKJTIOUAET FKCIIPECCUIO TTIEPBOH 3KCITPECCUOHHON KOHCTPYKLIMU
Y BTOPOU 3KCITPECCUOHHON KOHCTPYKIMU KAK YaCTH OJJHOTO U TOTO XK€ 3KCITPECCUOHHOTO
BEKTODA.

Jst sxcIpeccuy BUAOCTENU(UIECKUX, B YACTHOCTH YEJIOBEUECKUX, AHTUTEIT TTOTydatoT
3KCIpecCcuOoHHbIC KacceTsl, koaupyromue HCCR wiu LCCR, oT BUAOB, B YA4CTHOCTH OT
YEIOBEKA, U COOTBETCTBYIOLINE JTIUACPHBIE TOCICAOBATEIBHOCTH U COACPKALIUE CANT
PECTPUKLMH, TTO3BOJISTIOIIUI BCTABUTH COOTBETCTBYIOLIME KOAUPYIOIME yUacTKH VR. B oqHOM
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BOTUIOIIEHUU CO3IAHUE TIEPBOM SKCITPECCUOHHON KOHCTPYKLUH BKJTFOUAET ITAI KIIOHUPOBAHUS
nepsoit JIHK B nepBy1o 3KCIpeCCHOHHYIO KACCETY, TAe TepBasi SKCIIPECCUOHHAs KACCETa
koaupyeT HCCR u, B vactHOCTH, THAPOYOOHYIO MTuaepHyto nocneaosatenbHocTs HCCR. B
OJHOM BOILIOLIEHUU CO3AaHUE BTOPOM IKCIIPECCUOHHON KOHCTPYKLMH BKITIOUAET 3TAIl
knoHupoBanus Bropoit JIHK Bo BTOpyI0 3KCIPECCHOHHYIO KACCETY, T€ BTOpasi
skcmpeccuonHas kaccera komupyeT LCCR u, B 4aCTHOCTH, THAPOGOOHYIO TUASPHYIO
nocnenosatenbHOCTh LCCR.

B ogHOM BOIIIOIIEHUH aHTUTEIIO IKCIIPECCUpyeTes B (hopme, BBIOpaHHOMU cpemu: (a)
OOHOIIEIIOYESYHOTO AHTHTENA, B YACTHOCTH scFv; (b) muMmepHoro antutena; (¢) Fab-pparmenta;
(d) P(ab")2-pparmenTa; u () MOTHOPA3ZMEPHOTO AHTUTENIA, B YACTHOCTH BBIOPAHHOTO CPEIU
IgG, IgA, IgE, IgM u IgD. B 0AHOM BOTUTOIIEHUH AHTUTEIIO MIPEACTABISET COOOM ITOTHOCTHIO
YeJIOBEUYECKOE AHTUTENO.

B oaHOM BOTUTOIIEHUM aHTUTENIO IKCITPECCUPYETCs B BUIE 1IEJIOr0 aHTUTeNna kinacca IgG,
ocodenno IgG1, IgG2, 1gG3 i 1gG4; rae B 94aCTHOCTH AHTUTENIO MIPEACTABISET COOOM
YeJIOBEUYECKOE aHTUTENIO0, HaMOOJIee KOHKPETHO MOJTHOCTHIO YEJIOBEUECKOE AaHTHUTEIIO.

DKCIPECCHsi aHTUTENA MOXET OBITh OCYIIIECTBIICHA B JTIOOOU CHCTEME 3YKAPUOTUUECKON
3KCITPECCUH, U3BECTHOM B JaHHOM 00macTy. Kax mpaBuito U B UaCTHOCTH 3KCITPECCHS AaHTUTEITA
BBITIOJTHSIETCS B 9YKAPUOTUUIECKUX KITETKAX, T 00JIee KOHKPETHO 3YKAPUOTUIECKUE KITETKH
BBIOPAHBI CPETU KIIETOK IPOAKEH, KIIETOK HACEKOMBIX M KJIETOK MJIEKOTIUTAIONMUX. B omHOM
BOTUIOILEHUH KCIIPECCUSI AHTUTENA BBITIOHSAETCS B KJIETKAX MIICKOTIMTAIOUIUX, TAE B
YACTHOCTH KJIETKU MITEKOMUTaromuX BeiOpansl cpeau kietok HEK, kineroxk CHO, ximeTok
COS. Oco60 KOHKPETHO KIIETKH MIIEKOITUTAIONINX TTPEACTaBIIsIIoT coboit kinetku CHO.

B nanHOM MOKyMeHTe Co00IaeTcst 00 SKCIIPECCHOHHOM BEKTOPE MJIsI TPEACTABIICHHUSI
MTOJTHOPA3MEPHBIX AHTUTEN HA TTIOBEPXHOCTH 3YKAPHOTHUECKON KITIETKH, OCOOEHHO KIIETKH
MJIEKOTIMTAFOIIET0. DKCIPECCHOHHBIN BEKTOP B OTHOM BOILIOIIEHUH MTPEACTABIISIET COOOM
BUPYCHBIN 3KCIIPECCHOHHBIN BEKTOP, B YACTHOCTH JIEHTUBUPYCHBIN 3KCIIPECCHOHHBINA BEKTOD.
B oaHOM BOTLUIOIIEHUH IKCITPECCUOHHBIN BEKTOP coaepkut 3eMenTol JJHK, koqupyromue
CHUTHAJTbHBIN TMETTH T, TPAHCMEMOPAHHYIO 00JIACTh, T IKCITPECCHOHHBIN BEKTOP COMEPKUT
CalT PECTPUKIHH, TTO3BOJISIONINHI KJIOHUPOBAHHUE, OCOOCHHO KIIOHUPOBAHUE B OTTPEACTIEHHON
opuentaruu Mmoiekyn JIHK, konupyromux BapuadenbHble 00TACTH AaHTUTEN B
3KCIIPECCUOHHBIN BEKTOP. B eille 0/HOM MPeANOYTUTEIbHOM BOTUIOIIEHUH 3KCTIPECCUOHHBIHN
BEeKTOP coaepkut 3eMenThl JJHK u caliT pecTpukipu B OpUeHTALUH, TTO3BOSIONIEH
3KCITPECCUPOBATH MEMOPAHOCBI3aHHOE AaHTHUTENIO, conepkairee OT N-k C-KOHITY CHTHAJTbHBIN
TIETITU, TSOKEITYIO IeTTb AHTUTENA U TPAHCMEMOPaHHYIO 00JIaCTb.

B nanHOM MOKyMeHTe coo0ImaeTcst 00 IKCIIPECCHOHHON OUOIHOTEKE, B YACTHOCTH 00
3KCITPECCUOHHOM OUOIMOTEKE, IKCITPECCUPYIOIIEH TTOTHOPA3MEPHBIE AHTUTENIA U COMIEpKaIIeH
3KCIPECCHOHHBIN BEKTOP, O KOTOPOM COOOIMALTCS B JAHHOM TOKYMEHTE.

B nanHOM MOKyMeHTe coo0ImaeTcst 00 3yKapUOTUUIECKON KITETKE, B YACTHOCTH KIIETKE
MJIEKOTTUTAFOIIETO, COAEPIKAIIEH IKCIIPECCUOHHBIN BEKTOP, O KOTOPOM COOOIIAETCS B TAHHOM
IOKYMEHTE, WJIH COMIepIKAIIel IO MEHBIIeH Mepe OUH 00pasel u3 3KCIPECCHOHHOM
OMOTMOTEKH, O KOTOPOM COOOIIAETCS B JAHHOM JOKYMEHTE.

B manHOM JOKYMEHTE COOOIIAETCs O CIIOCOOE ONTUMH3ALNK/CO3peBanus aHTuTena. Crocod
O0COOEHHO MOAXOANT I CKPHHUHTA Pa3HOOOPA3Hs OT MAJIOTO 10 CPEIHEro pa3Mepa, T.€.
6omee 400 BapranToB. Cr1ocod MOKET OBITh OCYIIECTBIIEH C TOMOIIIBIO KIIETOK
MJIEKONUTAIOMHNX, 0co0eHHO HEK293.

Crnoco0bI KIIETOYHOTO TUCTLIES], O KOTOPBIX COOOINAETCS B JAHHOM TOKYMEHTE:

- O3BOJISIIOT 3KCIIPECCUPOBATH U MPEACTABIIATD MOJTHOpA3MEPHBIC aHTUTeNa B/HA HEK293;

- IRNMATOT BO3MOYKHBIM 3(PEeKTUBHBIN MTPOLECC, TPEOYIOMNN OTPAHUICHHBIX PECYPCOB;
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- ICMAIOT BO3MOYKHBIM 3KOHOMUYHBIN ITPOTIECC B OTHON MTPOOUPKE, KOT/1a BCE BAPUAHTHI
AHTHUTEJIA TTOJIYIArOTCS B OMHOM MpOOUpPKE;

- IENa0T BO3MOXHBIM CO3PEBAHUE AHTUTEMN; U

- TIO3BOJISIFOT CO3/IaBATh HEIOPOTHE OUOTMOTEKH, KOTOPBIE HE 3aBUCAT OT KOHKPETHOTO
criocoda ToTydeHus1, HarpuMmep, ¢ momotnbio [P ot aronei-noHOpOB WK ¢ TOMOIIBIO
cuntetuueckux JJHK-omuromepos.

CriocoObI Co30aHuUs U CKPUHUHTA AHTUTE]T Ha OCHOBE B-KITeTOK, pa3BUBAaEMbI€ B IIOCTIETHUAE
TOMbI, TPEAYCMATPUBAIOT HOBBIN CIIOCOO CO3AaHUS U CKPUHUHTA pa3padOoTaHHBIX/
WHXEHEPHBIX/TIPUPOIHBIX OMOMOTEK HA OCHOBE IgG-aHTUTEN B KIIETKAX MIIEKOTTUTAIOITHX.

B nanHOM MOKyMeHTe COOOIAeTC s O COcoOe, UCTIOTB3YIONEM pa3padoTaHHbIE/
WHXEHEPHBIS/TIPUPOTHBIE PA3HOOOPA3HBIE KIETOUHBIC OMOIMOTEKH MIIEKOTTUTATOITIX
MMOJTHOPA3MEPHBIX aHTUTEN ¢ pazHooOpaszuem ot 103 mo 106.

Pasmep OubmuoTteku 1o 106 BApHaHTOB MO3BOJISIET

- npeactasnaatb 1000 nerkux u 1000 Tsxenpix nemnei (4to gaet 106 pa3nuyHbIX AaHTUTEN);

- IEPECTABAATH OOHY LUEMb U COXPAHATH APYT'YIO KOHCTAHTHYIO (UTO AaeT 106 BO3MOKHBIX
BAPUAHTOB);

- oytst cozpeBanus 0taeabHOTO CDR (106 BapuaHTOB peayCMaTpUBAET PAHAOMU3ALUIO
OT 4 10 5 aMMHOKUCIOTHBIX TO3UIMH (BApUAHTBI JIUHON B 19 aMUHOKUCIIOT HA TIO3ULIUIO,
BCce aMMHOKHUCITOTHI 0e3 Cys: 130000 BapuaHTOB, €ClTi 4 aMUHOKHCIOTHBIE TIO3UIUN
PAHOOMU3UPOBAHBI)).

B naHHOM MOKYMEHTE COOOIIAETCS O CIOCOOE, UCTIONB3YIONIEM TOTHOpa3MepHbIit 1gG,
3KCIPECCUPOBAHHBIN B MEMOPAHOCBSI3AHHON M CEKpEeTUpyeMoit popme.

B nanHOM MOKyMeHTe COOOIAeTC s O Cocooe, MO3BOISIONIEM Pa3padOTKy
MOCIIeAOBATEIBHOCTEN AHTUTEIA HA OCHOBE 3aKa3a/CIly4aiHyI0.

B naHHOM MOKyMeEHTe COOOIAETCs O COCO0e, KOTOPBIM UCITOTB3YET TIHHUHT W/UJTH
CKPUHMHT BAPUAHTOB aHTUTEN HA OCHOBE FACS.

Criocodb1, 0 KOTOPBIX COOOIIAESTCS B JAHHOM JOKYMEHTE, MOTYT OBITh UCITOIB30BAHBI
TUTs1 COOPKH MMPEABAPUTEIHFHO OTOOPAHHBIX YEIIOBEUSCKUX JOHOPHBIX ITOCIEA0BATEIBHOCTEH
JIETKOW W TSDKENMON LeTel aHTUTENA, HATIPUMED, TTIOCIEN0BATENbHOCTEN AHTUTENA U3
YEIOBEUECKUX B-KeTOK, momydeHHbIx ¢ noMowbio TI1P.

B ogHOoM BomnomieHnn B-KIIE€TKM MOMy4YeHb/BBIACICHBI U3 KPOBHU.

Criocodb1, 0 KOTOPBIX COOOIIAESTCS B JAHHOM JOKYMEHTE, MOTYT OBITh UCITOIB30BAHBI
TUTSI CO3PEBAHUS AHTUT€HCBSI3bIBAIONINX CBOMCTB (TaKUX KakK aQ(hpUHHOCTD, MEXBUIOBAS
MepPEeKPECTHAS PEaKTUBHOCTD, pH-3aBUCHMOE CBSI3bIBAHUE AHTUTE€HA) AHTUTENNA, HATIPUMED,
Ty TEM TIEPECTAHOBKH JIETKOM HETTH T MOAU(PUKATNHI/ PAHAOMU3AINHA OMHOYHBIX (OT/ICTbHBIX)
CDR.

Criocodb1, 0 KOTOPBIX COOOIIAESTCS B JAHHOM JOKYMEHTE, MOTYT OBITh UCITOIB30BAHBI
TUTs1 COOPKH MMPEABAPUTEIHFHO OTOOPAHHBIX YEIIOBEUSCKUX JOHOPHBIX ITOCIEA0BATEIBHOCTEH
JIETKOW Y TSDKEJTOM LETIeH aHTUTENA (HATIPUMED, TOCTEA0BATENBHOCTEN AHTUTENA, TIOJTYYEHHOTO
13 YEJIOBEUCCKON OMyXOJIeBON B-KiTeTkH, BbIAEIEHHBIX ¢ moMO1bto [11[P).

Criocodb1, 0 KOTOPBIX COOOIIAESTCS B JAHHOM JOKYMEHTE, MOTYT OBITh UCITOIB30BAHBI
TUTSI TTIPOBEPKU U COOPKU PAMOHATIBHO Pa3padOTAHHBIX TTOCIEIOBATEILHOCTEN aHTUTENA
(HarpUMep, KATAIMTHUECKOTO AaHTUTENIA, TpOoaHTUTeN). Takum 00pa3oM, CloCOOBI, 0 KOTOPBIX
COOOIAETCS B JAHHOM TOKYMEHTE, MOTYT OBbITh UCIIOJIB30BAHBI ISl HHKEHEPUH aHTUTENA
MTyTEM BBEIEHUS CIEMU(PUISCKIX OCOOCHHOCTEN TTOCIIEI0BATETLHOCTH.

Criocodb1, 0 KOTOPBIX COOOIIAESTCS B JAHHOM JOKYMEHTE, MOTYT OBITh UCITOIB30BAHBI
TUTS TYMAaHU3AIUM aHTUTEIT, HATTPUMED, 1T UASHTUDUKATMN OOPATHBIX MyTallil B CITydasix,
ecnu knaccuueckutt moaxoq CDR-IpUBUBKY TEPIUT HeyAauy, /WM B CIydasix, KOraa
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TpeOyeTCs/HaMeUuaeTCsl TECTUPOBAHUE THICSY WU JECSITKOB THICSY BAPUAHTOB.

Criocodb1, 0 KOTOPBIX COOOIIAESTCS B JAHHOM JOKYMEHTE, MOTYT OBITh UCITOIB30BAHBI
TUTSE OTITUMU3AIIMN OMO(PU3NIECKUX W/MTH OMOXMMHUYECKMX CBOMCTB aHTUTENIA (HAITPUMED,
CTAOUIBHOCTH, TEHACHIIUY K arPETaIum).

Criocodb1, 0 KOTOPBIX COOOIIAESTCS B JAHHOM JOKYMEHTE, MOTYT OBITh UCITOIB30BAHBI
JUTS1 OMITUMU3ALMN SKCITPECCUN U/UJTA CEKPELMU AHTUTEN.

Hyxnennosast kucnorta, kogupyromast CDR, uiu HyKJIEeMHOBAsI KUCIIOTA, KOAUPYIOLIAasi
BapuabeIbHbIN JOMEH, WK B-KJIeTKa, UCIIoIb3yeMas B Cloco0ax, 0 KOTOPBIX COO0ImaeTcs
B JJAHHOM JOKYMEHTE, MOYKET OBbITh MOJIy4eHa OT IMMYHU3HUPOBAHHOTO JKUBOTHOTO WJTH OT
XHUBOTHOTO, KOTOPOE TEPEHECITO 3a00IEBAHUE, WK OT XUBOTHOTO, KOTOPOE B HACTOSIIIEE
BpeMsi UMEET aKTUBHOE 3a00JIEBAHUE, MU OT TPAHCTEHHOTO XMUBOTHOTO C YEITOBEUECKUM
[gG-mokyCcoMm, WK OT HAUBHOTO )KUBOTHOTO.

Komupyromue CDR HYKIEMHOBBIE KUCIIOTHI B BApUAOETbHBIX IOMEHAX MOTYT OBITh BCE
MTOJTyYEHbI U3 TTPUPOTHOTO BapuadeIbHOTO JOMEHA (B TOM YHUCIIE TIOTYUYEHBI OT
UMMYHU3UPOBAHHOTO XHUBOTHOTO), TUOO MOTYT OBITh CMEIIaHbI ¢ mpupoaHbiMu CDR u
cunteTndeckuMu CDR, uimu MoTyT OBITh TONMBKO cuHTeTHUecKuME CDR.

Hanpumep, oubmuoTteka, comepxaiiasi paHIOMU3HPOBAHHbBIE HYKJIEMHOBbIE KUCIIOTHI,
koaupytotre CDR3, MoxeT ObITh OMOTHOTEKOIM, B KOTOPOU OTACITbHBIE WICHBI PA3HOOOPa3HBI
o gnuHe kogupyemoro CDR3 (Hampumep, 0T 4 10 25 aMUHOKUCTOTHBIX OCTATKOB B AJIMHY),
r7I€ MOXKHO U30€XaTh TPUMEHEHHS CTOTI-KOJOHOB, TA€ MOKHO W30€XKaTh BOSHUKHOBEHUS
OCTATKOB IUCTEUHA, TJI€ MOXKHO U30€KATh CAUTOB TTIUKO3ZUITUPOBAHUS, TI€ MOKHO U30€XKATh
HECTAOMIBHBIX MOTHUBOB ITOCIEA0BATEIBHOCTH, W/WJIH A€ YeThIpE HANOOoJIee
PACTIPOCTPAHEHHBIX AMUHOKHMCIIOTHBIX OCTAaTKa TSl uenoBedeckux oomacreit CDR3 qst
KX OOW U3 MO3ULUA PAHAOMUZUPOBAHDL.

Monynb, 00pasyromuit pa3HO0Opa3ne, MOXKET ObITh PA3HOOOPA3HBIM B

- pangoMusupoBaHHbIX CDR, HampuMep, panaomusupoBanHoM CDR3 (quzaiin
MOCIEAOBATENBHOCTH, OTPAKAIOLINHI IJTUHY 4e10BeueCKoro CDR3, OTCyTCTBHE CTON-KOAOHOB,
OTCYTCTBHE IUCTENHOB, OTCYTCTBHE CAaUTOB N-TTTMKO3UIUPOBAHUS, OTCYTCTBHE HECTAOUITBHBIX
MOTHBOB); U/WUITH

- pazpadoTtanubix CDR, HampuMep «palioOHAIIBHBIE» BAPUAHTBI TTOCIIEIOBATETFHOCTH HA
OCHOBAaHUH Pa3padOTAHHBIX WK CYIIECTBYIOLIMX TTOCIEI0BATEIBHOCTEN; /TN

- moHopHbIX CDR umn BapuadenbHBIX TOMEHAX (MTOJYyUYEHHBIX OT YeIOBEKA-TOHODA,

UMM YHU3UPOBAHHOTO XUBOTHOTO).

Monaynb pazHO0Opa3usi MOXKET ObITh TIONydeH ¢ ToMotnbio [TIIP unmu renHOoro cuHTE3A,
a KIIOHUPOBAHUE B IKCIIPECCHOHHBIN BEKTOP MOXKET OBITH OCYIIECTBIEHO C IIOMOIIBIO
KJIACCUYECKOTO JIMTUPOBAHUS WX KIOHUPOBAHUS, HE3ABUCUMOTO OT MOCIEAOBATEIBHOCTH
1 Mruposanus (sequence and ligation independent cloning, SLIC).

B 3KCIIpecCHOHHOM CUCTEME aHTUTENO C OAHOM CIEMM(PUIHOCTHIO TPOU3ZBOIUTCS U
MPEICTABISIETCS OAHOM KIIETKOM. ITO MOYXET OBITh JOCTUTHYTO C TIOMOIIBIO BUPYCHOM
uHpeKIU ¢ KOHTpompyemoit MOI (JIEeHTUBUPYCHOM Uik bacmam) BO TPaH3UEHTHON CUCTEME
WA TTYTEM OTAENbHBIX COObITUl pexoMmOuHanuu (LoxP, FLP) B cra0uiibHOM cucTeme.
DKCIPECCUOHHAS CUCTEMA J0KHA TAPAHTUPOBATD BBICOKUI YPOBEHb 3KCIIPECCUU
MeMOPaHOCBA3aHHOTO W/UIIH CEKPETUPYEMOTO TIOTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA.

CKpUHUHT TTPEACTABUTENEH OUOMMOTEKH MOKET OBITh BBITIOTHEH TTyTEM BBIICIICHUS
coBmaJeHult uepe3 MIHHUHT u/uiu FACS-cenexiuio. CKpUHUHT CEKPETUPYEMOTO aHTUTEIA
MOJKET OBITh BBITIOJIHEH B CynepHaTaHTe. HykIenHOBbBIE KUCIOTBI, KOAUPYIOIIUE
BapHaOENbHBIN TOMEH OTOOPAHHBIX KIIOHOB, BBIAEISIOT ¢ ToMombio [TIP.

Taxum 06pa3om, B TaHHOM IOKYMEHTE ITPEACTABICHBI CITOCOOBI YITPABIIEMOTO AHTUTEHOM
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oboraieHus (Hapumep, ahGUHHO yIIyUIIIeHHOM) CBA3BIBAIOIEH MOJIEKYIIBI CITOCO0aMH,
OCHOBaHHBbIMM Ha FACS /vy UCIIOIb30BaHUM IAPUKOB.

CrnocoObI KIIETOYHOTO UCTLIES, TPUBEAECHHBIE B TAHHOM JOKYMEHTE

Cnioco0 npencraBiieHus OMOIHOTEK IMMOJTHOPA3MEPHBIX AHTUTET:

Monynu, obecrieunBaronme pasHoodpasue, Takue kak oudmmoreka JJHK, conepxamas
paHaoMU3UpPOBaHHbIE Koaupyomue CDR3 HYKIEMHOBOKUCIOTHBIE MTOCIEA0BATEIBHOCTH
AHTUTEJIA, BBOAST B JICHTUBUPYCHBIN AUCTIICHHBIN BEKTOP, O KOTOPOM COOOINALTCS B JAHHOM
JOKYMEHTE.

O0ecneunBaroIUif pa3HOOOPA3UE MOIYITh, COAEPIKAIIHIA JICHTUBUPYCHBIN IUCTIICHHBIIHA
BEKTOP ¥ HEOOXOIUMbIE BCITOMOTATEITBHBIE TIA3MUIbI, BBOAAT B 3KCITPECCUHOHHYIO CHCTEMY
TUTSL CO3TIaHMS MH(DEKITMOHHBIX BUPYCHBIX YACTHIL,.

[Tocne BeiAeIEHUs COAEPKALIETO BUPYC CYNIEPHATAHTA U KOJIMYECTBEHHOM OLIEHKU BUPYCHOMN
Harpy3Ku (HaIIpuMep, B 3KCIIEpUMEHTaX ¢ TpaHcaykuueit umu nocpeactsoMm OT-TI1P) kneTku
MJIEKOTIMTArOIUX, Takue kKak HEK293, TpancaynupyroT aitst co3aanusi OMOIMOTEKH ¢
ckoppekTupoBaHHOM MOI, 4TOOBI TOTYUUTh KIETKH, KOTOPBIE TPEACTABIISIIOT
MeMOPaHOCBSI3aHHBIX TIPEACTABUTENIEH OUOIMOTEKH U B TO K€ BPEMSI CEKPETUPYIOT
PACTBOPUMBIX TIPEACTABUTENIEH OUOIMOTEKH.

OTaenbHBIX MPEACTaBUTENIEH OMOIMOTEKH IMTPOBEPSIOT HA OCHOBAHUN MEMOPAHOCBSI3aHHBIX
MIpeACTaBUTENEN OMOINOTEKH [IJTsI BBISIBJIICHHS M OTOOPA KIIETOK, MTPEACTABISIONINX BAPUAHTHI
AHTUTEN C 3aJAHHBIMHU XaPaKTEPUCTUKAMU, HAITPHMED B OTHOIIECHUH aD(PUHHOCTH,
MEXBUIOBOM MEPEKPECTHON PEaKTUBHOCTH, pH-3aBUCUMOT0O CBS3bIBAHUS AHTUTCHA.

Ha crnienyrorem starme oToOpaHHBIE KIIETKU COXPAHSIOT B BUAE OTIASIBHBIX KIETOK IS
TOTO, 9TOOBI IMTOJYUYUTH KIOHAJIBHYIO KJIETOYHYIO TIOMYJISIUIO, HJTH COXPAHSIIOT B BUIIE TyJ1a
KIEeTOK. [1oCne 3TOro CoOXpaHeHHbIe KIETKU KYIbTUBUPYIOT, MOJTy4dast BAPUAHT AHTUTENA.
CexpeTupyeMbIit BAPUAHT AHTHTENIA MOXKET OBITh UCTIOIB30BAH IJIsI JAJIbHEHIIIEH
XaPAKTEPUCTUKH, TAKON KaK EPBUYHBIA CKPUHUHT.

Knons! uiu nonymnsiiyn, BBIOpAHHBIE B TIEPBOM CKPUHUHTE, KYJTbTUBUPYIOT B TEUCHUE
JJTATEIIBHOTO BPEMEHH.

[Tocie 3TOTO BBIACTSIOT HYKJIEMHOBBIE KUCIIOTHI, KOAUPYIOITHE BapuadeIbHbBIN JOMEH.

Cnocod mpencraBieHuss OUOIHOTEK OUCTIEIIMCPUUECKUX aHTUTEN: bucnenuduueckue
AHTHUTENIA, KaK TTPABUIIO, MPEACTABISIOT COOOM MOIEKYIIbI AaHTUTEN, KOTOPBIE CIIENU(UIECKT
CBSI3BIBAIOTCS C ABYMSI PA3IMYHBIMU HEMEPEKPHIBAIOIIMMUCS STIUTOTIAMU HA OTHOM U TOM ke
AHTUTEHE WK C IBYMS MIUTOTIAMU HAa PA3/IMYHbIX AHTUT€HAX.

N3BecTHBI pasznudHbie GopMaThl OUCTICU(PUIESCKIX AHTUTE]T.

NnmmoctpatuBHbie (hOpMaThl OUCTIENU(DUUSCKUX AaHTUTEN, KOTOPBIE MOXKHO HCIIOJIB30BATh
B CIOCO0AX, 0 KOTOPBIX COOOIAETCS B JAHHOM JOKYMEHTE, MPEACTABISIOT COOOM

- hopmart Crossmab: mojtHOpa3MepHoe anTuTeno IgG, comepikainee mepBbIif CAlT
CBSI3BIBAHUS, KOTOPBIN CHEIU(PHIECKH CBA3BIBACTCS C TIEPBBIM IUTOIOM HIIH AHTUTEHOM, H
BTOPOM CAUT CBSI3BIBAHUS, KOTOPBIN CHEIU(PHUECKH CBSA3BIBAETCS CO BTOPBIM ITUTOIIOM HITH
AHTUTEHOM, T OTACIIbHBIC LEMHU ABISIOTCS TAKUMH

- nerkas nensb 1 (BapuadeabHbIN JOMEH JIETKOM IEMU + KOHCTAHTHBIN TOMEH JIETKOMU IIETH
Kamnmna)

- IeTKas Ienb 2 (BapuaOeIbHbIN JOMeH JIETKOM nermu + CH1-moMeH TshkeTou 1emH)

- TspKenas nenb 1 (BapuadenpHbIi moMeH Tspkenol nemu + CH1 + metna + CH2 + CH3 ¢
MYTALUEN TUITA «3aMOK»)

- TSDKENasl Uenb 2 (BapHaOeIbHBIN TOMEH TSHKEION IENU + KOHCTAHTHBIN TOMEH JIETKOM
nenu kanmna + netis + CH2 + CH3 ¢ myTanuelt Tua «kiou»);

- opMaT OTHOM IETIH C OAHOM BETBbIO: AHTHTEIIO, COJIEPKAIIIEE TIEPBBI CAUT CBSI3bIBAHUS,
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KOTOPBIH CIIEM(PUIECKU CBSI3BIBAETCS C IIEPBBIM IMUTOIIOM MJIH AHTHT€HOM, U BTOPOM CalT
CBSI3BIBAHUS, KOTOPBIN CEIU(PHIESCKH CBA3BIBAETCS CO BTOPBIM 3MHMTOIIOM HJIA AHTUT€HOM,
e OTAECIBbHBIE NETU SIBISIOTCA TAKUMU

- IETKas Ienb (BapHaOCSTbHbBIM JOMEH JIETKOM IEMU+KOHCTAHTHBIN JOMEH JIETKOM HEemr
Kamnmna)

- KOMOMHUPOBAHHASI JIETKAs/TshKeTas Nernb (BapuadelIbHbIN TOMEH JIETKOM e  +
KOHCTAHTHBIN TOMEH JIeTKOM nenu kanmna + G4S-muHKep + BapuaOeTbHBIN JOMEH TSDKEI0N

nenu + CH1 + netns + CH2 + CH3 ¢ myTanuei TUNa «KJIo49»)

- TsDKenas nenb (BapuadelrbHbIi qoMeH Tsokenoi nenmu + CH1 + metins + CH2 + CH3 ¢
MYTALUEN TUTIA «3aAMOK»);

- hopmaT ogHOM 1eTH ¢ ABYMSI BETBSIMU: AaHTHUTEJNI0, COASPIKAIIEE TIEPBBIN CANT CBSA3BIBAHUS,
KOTOPBIH CIIEM(PUIECKU CBSI3BIBAETCS C IIEPBBIM IMUTOIIOM MJIH AHTHT€HOM, U BTOPOM CalT
CBSI3BIBAHUS, KOTOPBIN CEIU(PHIESCKH CBA3BIBAETCS CO BTOPBIM 3MHMTOIIOM HJIA AHTUT€HOM,
I/I¢ OTACIBHbIE [IETH SIBIISIFOTCS TAKUMU

- KOMOMHUPOBAHHASI JIETKast/Tsbkelas 1ernb 1 (BapuadeTbHbIM JOMEH JISTKOM e +
KOHCTAHTHBIN TOMEH JIeTKOM nenu kanmna + G4S-muHKep + BapuaOeTbHBIN JOMEH TSDKEI0N

e + CH1 + nmetns + CH2 + CH3 ¢ myTanueit Tumna «3aMoK»)
- KOMOMHUPOBAHHASI JIETKast/TshKelas 1ernb 2 (BapuadeIbHBIM JOMEH JIETKOM e +
KOHCTAHTHBIM JOMEH JIETKOM nenu kamma + G4S-TMHKep + BapuaOenbHBIM JOMEH THKEION

nenu + CH1 + nmetns + CH2 + CH3 ¢ myTanueit TUIIA «KJTI0U»);

- ducrenuduueckuit hopMaT ¢ 0OIIel JIETKOM IENbIO: AaHTUTEIO, COAEpIKAIIee EPBbIi
CaUT CBSI3BIBAHUS, KOTOPBIN CIIEIM(HUUECKHU CBA3BIBACTCS C IEPBBIM SMTUTOTIOM HJTH AHTUT€HOM,
U BTOPOM CAlT CBSI3BIBAHMSI, KOTOPBIN CIIEU(PUUECKU CBA3BIBAETCS CO BTOPBIM 3ITUTOIIOM
WJIM AHTUTCHOM, TAE OTAC/IbHBIC LEMHU SIBISIIOTC TAKUMU

- IeTKas Ienb (BapuaOeIbHBINA JOMEH JIETKOM ENU + KOHCTAHTHBIM JTOMEH JIETKOM IEIH
Kamnmna)

- Tsbkemasi uenb 1 (BapuadenbHbIi moMeH Tspkenoi e + CH1 + metns + CH2 + CH3 ¢
MYTALUEN TUITA «3aMOK»)

- TsDKeJasi enb 2 (BapuadenbHbIi moMeH Tsokenoi e + CH1 + metns + CH2 + CH3 ¢
MYTALHEH TUIIA «KITEOU»).

- (hopmart yeTpIpexBaneHTHOTO scFv: ducrermuduueckoe 4eThIpeXBAIEHTHOE AHTUTEIIO,
coaeprKalree epBbIi CAUT CBA3BIBAHUS, KOTOPBIM CIIENU(UIECKH CBSA3BIBACTCS C TIEPBBIM
SMUTOTIOM WJTH AaHTUTEHOM, U BTOPOU CalT CBsI3bIBaHUS (SCFV), KOTOPBIIf crienupuaecku
CBSI3BIBAETCS CO BTOPBIM 3MTUTONIOM WIA AHTUTCHOM, T OTACIIBHBIEC UEMH SIBJISIOTCS TAKUMU

- Jerkas nenb (BapuadeaIbHbIN JOMEH TSIKEIOMN NENH + KOHCTAHTHBIN TOMEH JIETKOU IIETH
Kamnmna)

- KOMOMHUPOBAHHAS TsDKENas IeMb - sScFv (BapuadenbHbI 1oMeH Tspkeaoh nenu + CH1
+ netins + CH2 + CH3 + G4S-nuHKep + scFv).

- popmat ueTbipexBaIeHTHOTO scFab: Oucnenuduaeckoe YeThIpEXBaJIEHTHOE AaHTUTENO,
coaeprKalree epBbIi CAUT CBA3BIBAHUS, KOTOPBIM CIIENU(UIECKH CBSA3BIBACTCS C TIEPBBIM
SMUTOIIOM UJIM AHTHT€HOM, M BTOPOM CaMT CBsI3bIBAHUS (SCFV), KOTOPBIN crienuhnaecKu
CBSI3BIBAETCS CO BTOPBIM 3TIUTOIIOM WJIM AHTUT€HOM, 1€ OTACBHbBIE LETH SBIISIOTCS TAKUMHU

- IeTKas Ienb (BapuaOeIbHBINA JOMEH JIETKOM ENU + KOHCTAHTHBIM JTOMEH JIETKOM IEIH
Kamnmna)

- KOMOMHUPOBAHHAS TsDKEIas nenb - scFab (BapuadenbHbIif JOMeH Tsokeno nemu + CH1
+ neis + CH2 + CH3 + G4S-nunkep + scFab).

CTpyKTypa 3IeMEHTOB 3KCITPECCHOHHBIX KACCET [JTSl OTTMCAHHBIX BBIIIIE OUCTICIM(IUESCKIX
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(hopMaTOB AHTHUTEI BBITJISIUT CIIEAYIOITIM 00pa30M (B HaMIpaBiIeHUH OT 5' K 3', CM. Takxke
¢ur. 7):

- hopmart Crossmab:

[5'-LTR + ymakoBouHblii 35ieMeHT + RRE] - [hCMV-tipomoTop] - [nerkas uens 1 wnum 2] -
[IRES] - [Tspxenas uenb 1 wm 2] - [WPRE + 3'-LTR];

- popMaT OTHOM IETTH ¢ OTHON BETBBIO:

1) [5-LTR + ymakoBouHbIif 37ieMeHT + RRE] - [hCMV-nipomoTop] - [serkas nens| - [IRES]
- [Tskenas uens| - [WPRE + 3'-L'TR ], u/umm

2) [5-LTR + ymakoBounbIit 35ieMeHT + RRE] - [hCMV-ipomoTop] - [koMOMHUpOBaHHAS
aerkasi/Tsokenas nenb| - [WPRE + 3'-LTR];

- hopmaTt oaHoI 1ieru ¢ nByMst BeTBsIMU: [5'-L'TR + ymakoBounsIii 35ieMeHT + RRE] - [hCMV-
MPOMOTOP] - [KOMOMHUpOBAHHASI JIeTKast/Tspkenas nenb 1 wiu 2] - [WPRE + 3'-LTR];

- oucnenugpudeckuit hopmart ¢ od1Ielt JIETKO IenbIo:

1) [5-LTR + ynakoBouHblii 35ieMeHT + RRE] - [hCMV-nipomotop] - [Tsxenas nens 1] -
[IRES] - [Tsexenas nens 2] - [WPRE + 3'-LI'R], u/unu

2) [hCMV-nmpomortop] - [ierkas nemns| - [bGH momuA|;

- popMaT yeThIpEeXBAIEHTHOTO scFv:

1) [5-LTR + ymakoBouHbIit 31eMeHT + RRE] - [hCMV-nipomoTop] - [Tskenas uens| - [[RES]
- [nerkas uens| - [WPRE + 3'-LTR];

- popmat yerbipexBasieHTHOTO scFab: 1) [5'-LTR + ymakoBounsiit amemeHT + RRE] - [hCMV-
npoMoTop] - [Tskenas uens| - [IRES] - [merkas nens] - [WPRE + 3'-LTR].

TexHOMOTHYECKH MTPOLECC MPEACTABIEHUS ITOJTHOPA3ZMEPHBIX AHTUTEN HA TTOBEPXHOCTH
IYKAPUOTUUECKUX KIIETOK U OTOOPA KJIIETOK OIUCAH Jajiee:

Ha mepBoM 3Tane HeoOXOAUMBIH FKCITPECCHOHHBIN BEKTOP(BI), 0 KOTOPOM COOOIIASTCS B
JTTAHHOM JOKYMEHTE, KOHCTPYMPYETCS Ha OCHOBe (popmaTa ducnenuduaeckoro aHTurena,
KOTOPOE OJDKHO OBITH MPEACTABICHO

[Tocme 3TOT0 AN KaX A0 MOJIOBUHBI AHTUTENA MOJYYAOT ABE HE3ABUCUMBIC BUPYCHBIC
yactunpl. KneTku TpaHCPUIUPYIOT MATTI-BEKTOPOM U BCIIOMOTATEIbHBIMU TIA3MUIAMU,
MOJTy4dasi PETIMKATUBHO HEKOMIIETEHTHBIE, HO MH()EKIMOHHBIE BUPYCHBIE YaCTHIIBI.

st TOJTydeHust TUCTUTIEHHOM OMOIUOTEKH JTMOO

- KJIETKHA MJTEKOTIUTAFOITNX HHPUIUPYIOT ¢ HU3KOH MOI (MHOXECTBEHHOCTBIO 3aPaKEHUS)
00erMH BUPYCHBIMH YACTHIIAMU, KOIUPYIOITMMH COOTBETCTBYIOIIME YACTH AHTUTE, INOO

- KJIETKU MJIEKOTIUTAIOMUX HHPUIHMPYIOT ¢ HU3K0H MOI BUPYCHBIMU YaCTHIIAMH,
KOAUPYIOITUMU TIEPBYIO TTOJIOBUHY AHTHUTENA, 4 3aTeM KJIETKH HHOUIMPYIOT BUPYCHBIMHU
YACTHIAMH CO BTOPOM IMOJIOBUHOM aHTUTENA, THOO

- KJIIETKH MJIEKOTIMTAOIINX, CTAOMIIBHO IKCITPECCUPYIOLINE OOIITYIO JIETKYIO IETIb,
UH(UIUPYIOT BUPYCHOM YACTHUIIEH, KOTUPYIOIIEH ABE TSKEITbIE TIETH.

[Tocie 3TOTO OTOMPAIOT/OOOTAIIAIOT TPAHCAYIUPOBAHHBIE KJIETKH, IKCIIPECCHPYIONINE
oucnenpuIeckue MOHOKIOHAJbHBIC AHTUTEIA.

AHTUTEHCBSI3BIBAIOIINE KIIETKH, IKCITPECCUPYIOITHE OUCTICITU(DIMUIECKUE AHTUTENA, COPTUPYIOT
(COXPAHSIOT) B BUAE OTACIBHBIX KJIETOK WX B BUAE ITYJIa C UCTIOIBb30BAHUEM, HATTPUMED,
FACS.

OTCOpTUPOBAHHBIE KJIETKU KYJIbTUBUPYIOT U PA3MHOXKAIOT.

[Tocime 3TOTO BBIMOMHSAIOT GYHKIMOHAIBHBIA CKPUHUHT CEKPETUPYEMBIX AaHTUTEIT B
KIETOYHOM CcynepHaTaHTe FACS-0TCOPTUPOBAHHBIX U KYJIbTUBUPYEMBIX KJIETOK,
IKCIIPECCUPYIONTUX OUCTIENM(DUIECKUE AHTUTENA.

3aTeM BBITIOJHIETCS BBIOOD KJIETOK, 3KCIPECCUPYIOIIHNX (DYHKIIMOHATBHBIC
oucnenupuIecKue aHTUTENA.
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Haxkowner, 3KkCripecCHOHHBIE KACCETHI ¢ KOMOWHAIMEHN JISTKUX M TSDKEJTBIX [eTTel KITOHUPYIOT
¢ momo1ibro TP u mposoast JJHK-cekBeHupoBanue.

st cCo3aaHUs SKCITPECCHOHHOTO BEKTOPA TSl OUCTIEU(DUIECKUX AHTUTEN TPOTHB OTHOMN
MUIIIEHU KPOJTMKOB UJTH MBIIIIEH MMMYHH3UPYIOT PEKOMOWHAHTHBIM OSITKOM-MHUIIIEHBIO HITH
KIIETKAMH, PEKOMOMHAHTHO WJIU TIPUPOTHO IKCITPECCUPYIOIUMH OeTOK-MUIIeHb. KiteTku
CEITe3eHKH UITH KIIETKH MTEPU(EPUIECCKON KPOBH COOMPAIOT TTOCIIE UMMYHH3AIMU U TIOJTYIatOT
PHK. Aaturencrnenuduueckue B-kimeTku MOTyT ObITh 0OoTameHbl myTteM oomeit FACS ¢
MTOMOIIBIO (DIYOPECHEHTHO MEUEHOTO AHTUT€HA B KAYE€CTBE CENEKTUBHOTO Mapkepa. [Tocie
storo nonydarT kIHK, ammmuduimpyior BapuadenbHble TOMEHBI TSHKEIOM U JIETKOM Ienn
¢ momowplo [P v murupy1oT B BEKTOP AJIs1 MPEACTABIEHUS TOJTHOPAa3MepHbIX [gG, kKak
OINMHUCAHO B JAHHOM JOKYMEHTE, MJIU B 3KCIIPECCUOHHBIN BEKTOP AJISI 3KCIIPECCUU U TPOAYKLIUU.

Jst co3nanust aHTUTEN ¢ OOIIeH JIETKOW ENMbI0 TPAHCTEHHBIX KPOJIMKOB UMMYHU3UPYIOT,
KaK OTIMCAHO BbILIE. TPAHCTEHHBIE KPOJIMKH UMEIOT HOKAYTHBIN JIOKYC KpOIUubero IgM u
Ig xarmma. HoxayTHBIN Kponuuuii TOKyC Ig 3aMEHSIOT Ha YeITOBEUECKUH JTIOKYC I, BKITFOUarommii
YEITOBEUYECKUE TeHBI JITKOU U TSIXKEION LEeTH. ['eH JIETKOM HENKU yKe MOTHOCTBIO TTEPECTPOCH
B TPAHCT€HHOM JIOKYCe [g, UTO MPUBOAUT K IKCIPECCUH OTACIBHOM JIETKON e BO BCeX B-
KJIETKAX, HOJYYEHHBIX U3 3TUX KPOJIUKOB. TPAHCTEH TSIXKENON UEMU HE IEPECTPOECH. Tsxenas
IIeTTh IMEET BBICOKOE PA3HOOOPA3HUE B PE3YIBTATE CYyUAMHON MTEPECTAHOBKU BAPUAOEITBHOTO
reHa ¢ J- u D-35ieMeHTaMu U COMATUYECKON TUTIEPMYTALMU U T€HHOW KOHBEPCUH (CM, HATTPUMED,
WO 2005/007696).

JJ1st CO3naHust BUPYCHBIX YACTHUL IHATTI-BEKTOP (=JICHTUBUPYCHBIN TUCTUIEHHBIN BEKTOD,
0 KOTOPOM COOOIIAETCS B JAHHOM JOKYMEHTE) COBMECTHO TpaHchumupyrotr B HEK293 Bmecte
C BCIIOMOTATEIbHBIMY TUTa3MHuaaMu (Hampumep, TpaHchekiws ¢ Cellfectin). CynepHaTaHT,
coaepKalui BUPYCHBIE YACTHIIBI, COOUPAIOT eHTpudyrupoBanueM. KommaecTBo
WH(EKIMOHHBIX BUPYCHBIX YACTHUIl MOXKET OBITH TPOBEPEHO MyTEM TPAHCAYKIMH KIIETOK
HEK?293 anukBOoTaMM BUPYCHOT'O CTOKA. YUCITO 3KCTPECCUPYIOIMX aHTUTENO Ki1eToKk HEK293
MOACYUTHIBAIOT ¢ MOMOIBIO FACS.

st cozpanus kinetok HEK293, skcnpeccupyrommx 1 mpeACTABISIOMINX AHTUTENO, KIIETKH
uHGUIUPYIOT ¢ HU3KOM MOI maTTII-BeKTOPOM, coaepkanmm Bupyc. Kiretku,
IKCIIPECCUPYIOIIHE CTIEMU(PUICSCKIE AaHTUTENa, OTOUPAIOT U COPTUPYIOT ITyTeM od1met FACS
moce MedeHust IyopeCneHTHO MeueHbIM aHTUreHOM. [locie oTaenenust
AHTUreHCIeNM(PUIECKrue KOMOMHAIIMY JIETKUX U TSDKENTBIX el BBIASNSIOT ¢ ToMoInbio [T1[P
Kak oguH pparMeHT, Bkirodaromuit IRES, T.e. poacTBeHHass KoMOMHAIMS BaprHaOeTbHBIX
JOMEHOB JIETKOW U TAXKEIION LENH COXPAHSIETCS.

Hnst cozmanus oudbmuotek momyantuten pparmerTsl [ITP-/ITHK (koaupyromue erkyro
U TSOKEITYIO TIeTTH AaHTUTCHCIIEU(DUUIECKUX AaHTUTEIT) JIMTUPYIOT B AKCIIPECCHOHHBIE BEKTOPbI
C KOHCTPYKIUSMH THTIA «3AMOK» M «KJTFOU». J{JT1s1 00enX KOHCTPYKIMHI, «3aMKa» U «KJTI0Ua»,
BUPYCHBIE YACTULBI CO3AIOT, KAK OMTMCAHO BBILLE.

Hnst mpeacTaBiieHus OucenupuIecKuX aHTUTE onyJdaroT KiieTku HEK293,
IKCITPECCUPYIOIIHE 00€ TSHKETTbIE IETH AHTUTEIA Ha OCHOBE KOHCTPYKIMHN «3aMKa» U «KJTI0Ua»
MyTEM TPAHCAYKIMU PA3IMYHBIMU BUPyCaMu. [J1st COPTUPOBKU/OTOOPA PACTBOPUMBIT
(hyOopecIeHTHO MEUEHBIN aHTUTeH NOOABISIOT K KiTIeTKaM. KIeTkr TpOMBIBAIOT HECKOITBKO
pa3, aToObI BBIOPATH ABYXBAJICHTHBIE CBSA3BIBAIOIINE MOJIEKYIIBI (O0JIee MeUIeHHAST
JIUCCOLMAIIMS AHTUT€HA, CBA3AHHOTO ABYMsI BETBSIMU aHTUTeENA). CBSA3BIBAIOIINE MOJIEKYJIbI
C AUTEIBHBIM TIEPHUOIOM IOTYKU3HU COPTUPYIOTCS KaAK OTACNIbHBbIC KIIeTKU myTeM FACS.

Hst ckpuHUHTA GYHKIIMOHATBHBIX OUCTIEU(DMIESCKUX AaHTUTE CEKPETUPYEMbIEC AHTUTENA
B CyMepHATAHTE KyTbTUBUPYEeMbIX KiTeToK HEK293 mpoBepsroT B QyHKIMOHATBHOM aHATH3E
Ha OCHOBE KJIETOK MJTH HE HA OCHOBE KJIETOK (Hampumep, hochopruImpoBaHie PElenTopa,
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npoaudepalys, UHAYKIUS anonTo3a). M3 0TOOpaHHBIX KJIOHOB JIETKUE W TSHKEITbIE IETTH
(YyHKIMOHATIBHO AKTUBHBIX aHTUTEIN KIIOHUPYIOT ¢ Tomo1bio [TIP u3 keroxk HEK293.

OmHUM U3 ACTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIMALCTCS B JAHHOM TIOKYMEHTE, SIBIISIETCS
TEXHOJIOTHUECKUH TTPOTIECC/CITOCOO MTPEICTABIICHUS TOJTHOPA3MEPHBIX AHTUTE, COIEPKATITIX
OOTIYIO JIETKYIO IIeTTh, HA TTOBEPXHOCTH 3YKAPHOTHUECKUX KJIETOK U OTOOPA KIIETOK U TEM
caMbIM 0TOOpA AHTUTENIA, BKITIOUAIONINN CIETYIOIINE ITATTbI:

- AMMYHH3A1Hs 5KCIIEPUMEHTATIBHOTO JKUBOTHOTO, TAKOTO KaK TPAHCTCHHBIN KPOJIHK,

- otoop anTureHcenuduueckux B-kiaeTok (mytem FACS, od1meit COpTupOBKH),

- [T P-ammmndukanys HyKJIEHHOBOW KUCIOThI, KOAUPYIOIIEH TSKEITYIO IeTTh: TBE
OTAEIBHBIC TOJTUMEPAZHBIC LIEMTHBIE PEAKIUY, BCTPAUBAIOIINE YHUKAIBHBIC CARTBI PECTPUKLUHA
JIJTS1 HATTPABJICHHOTO KJIOHUPOBAHMUS B INATTII-BEKTOP, OAHA OJIs1 ETH TUIIA «KJTIOU» C
ITOMOIIBIO OTHOTO Mk Ooee uinu Beex mpariMepoB SEQ ID NeNe6-10 u mpaiimepa SEQ ID
Nell, v oiHA UTS IIETIH THITA «3aMOK» € TIOMOIIBIO OJHOTO WIH 00JIee UM BCEX MPaliMepOB
SEQ ID Nel-4 w mpaitmepa SEQ ID No5; murupoBaHue: HyKIEMHOBOW KUCIIOTHI, KOAUPYIOLICH
BapHaOebHBIN TOMEH MEPBOM TSHKETION LETH, B JIOKYC «3aMOK» 0€3 TPAaHCMEMOPAHHOTO
IoMeHa, T.e. Bbiie EV71-IRES, 1 HyKIIeMHOBOM KUCITOTHI, KOJAUPYIOIIEH BapruadeIbHbBIN
JTOMEH BTOPOM TSKEION LETH B JIOKYC «KJII0W» ¢ TPAHCMEMOPAHHBIM IOMEHOM, T.€. HIKE
EV71-IRES,

- TIOJTy4eHUE BUPYCa, MHPUIMPOBAHUE KIETKH MIIEKOTIMTAOIIETO, CTA0MITBHO
3KCITPECCUPYIOIIEH OOTIYIO JIETKYIO IIETTh, OTOOD OUCTeIMPUUIECKIX AHTUTEN, ITPEACTABIAEMBIX
HA MOBEPXHOCTH KJIETKU MIICKOTIMTAIOIIETO (CKPUHUHT MO AUCCOLMALIMN AHTUTEHA, «off-rate»),
00I11ast COPTUPOBKA OTBETOB (KJIOHOB KJIETOK MJIEKOTHUTAIONINX) ¢ TOMOIbIo FACS,

- [II1P HyKJIIEMHOBOW KUCIIOTBI, KOAUPYIOWIEH MTOJHYIO MEPBYIO TSIKENYIO LEb, U
HYKJIEMHOBOW KUCJIOTBI, KOOUPYIOIIeH BapraOebHbIN JOMEH (KOTOPBI HE UMEET JOMEHA
TM) BTOpoit Tshxeno nenu, Bkitodas EV71-IRES, u kitoHupoBaHue BO BTOPOM IIATTIA-BEKTOP
0e3 TPaHCMEMOPAHHOTO JOMEHA C TOMOIIBIO, HATTpUMeED, mpatimepoB SEQ ID Ne29 u SEQ
ID N30,

- TIOJTyYeHUE BUPYCa, MTHPUIMPOBAHUE KIETKH MIIEKOTIMTAIOIIETO, 3KCITPECCUPYIOIIEH
OOTIYIO JIETKYIO IIeTTh, COPTUPOBKA KJIETOK 1O OTACIBHBIM KJIETKaM, CKPUHUHT
OuCTIeIM(PUUECKOTO aHTUTEINIA B CYIIEPHATAHTE U BBIOOD OMCTIEIM(PUUIECKOTO aHTUTENIA.

OmHUM U3 ACTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIMALCTCS B JAHHOM TIOKYMEHTE, SIBIISIETCS
TEXHOJIOTHUECKUH TTPOTIECC/CITOCOO MTPEICTABIICHUS TOJTHOPA3MEPHBIX AHTUTE, COIEPKATITIX
OOTIYIO JIETKYIO IIeTTh, HA TTOBEPXHOCTH 3YKAPHOTHUECKUX KJIETOK U OTOOPA KIIETOK U TEM
caMbIM 0TOOpA AHTUTENIA, BKITIOUAIONINN CIETYIOIINE ITATTbI:

- AMMYHH3A1Hs 5KCIIEPUMEHTATIBHOTO JKUBOTHOTO, TAKOTO KaK TPAHCTCHHBIN KPOJIHK,

- otoop anTureHcenuduueckux B-kiaeTok (mytem FACS, od1meit COpTupOBKH),

- IITIP-ammudukanys HyKJIEHHOBOM KUCIOTHI, KOOUPYIOIIEH THKETYIO IETh (IBe
OTAEIBHBIC TOJTUMEPAZHBIC LIEMTHBIE PEAKIUY, BCTPAUBAIOIINE YHUKAIBHBIC CARTBI PECTPUKLUHA
JJTSl HATIPABJICHHOTO KJIOHUPOBAHUSA B IIATTJI-BEKTOP; TUTUPOBAHUE: HYKJIICMHOBOM KUCIIOTHI,
KOAUPYIOIIeH BapuabebHbIM JOMEH TIEPBOMN TAKEIIOMH IIETH, B JIOKYC «3aMOK» C
TPAaHCMEMOPAaHHBIM IOMEHOM, T.¢. BbIlie EV71-IRES, 1 HyKJI€MHOBOM KMCIOTBI, KOAUPYFOIIEH
BapuadEeTbHBIN TOMEH BTOPOM TSDKEIIOM NETH, B JIOKYC «KITFOW» C TPAHCMEMOPAHHBIM JIOMEHOM,
T.e. HIKEe EV71-IRES,

- TIOJTyYeHUE BUPYCa, MTHPUIMPOBAHUE KIETKH MIIEKOTIMTAIOIIETO, 3KCITPECCUPYIOIIEH
OOTIYIO JIETKYIO e, 0TOOP OUcTenn(PUUeCKUX aHTUTEI, TIPEACTABIISIEMbIX HA MeMOpaHe
KJIETKH MJIEKOTIUTAIONIETO (CKPHHHMHT «off-rate»), 0011asi COpPTUPOBKA OTBETOB (KIIOHOB
KJIETOK MJICKOIIUTAIOIINX) ¢ TOMOILIbIO FACS,

- [II1P HyKJIIEMHOBOW KUCIIOTBI, KOAUPYIOWIEH MTOJHYIO MEPBYIO TSIKENYIO LEb, U
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HYKJIEMHOBOW KUCJIOTBI, KOOUPYIOIIeH BapraOeTbHbIN JOMEH BTOPOM TshKeol nernw (2,2
T.I1.0.), BKimiodast EV71-IRES, 1 KIIOHUpOBaHHE BO BTOPOM IMATTII-BEKTOD 0e3
TPaHCMEMOPAHHOTO JOMEHA; YAAIeHHEe TPAHCMEMOPAHHOTO JOMEHA TIEPBOU TSHKEIION TN
MyTEM PECTPUKIUU U TIOBTOPHOTO JIMTUPOBAHUS BEKTOPA,

- TIOJTyYeHUE BUPYCa, MHPUIUPOBAHUE KIETKH MIIEKOTIMTAIOIIETO, 3KCITPECCUPYIOIIEH
OOTIYIO JIETKYIO IeTTh, COPTUPOBKA KJIETOK 1O OTACIBHBIM KJIETKaM, CKPUHUHT
OuCTIeIM(PUUECKOTO aHTUTEIIA B CYTIEPHATAHTE U BBIOOD OMCIIEIM(PUUIECKOTO aHTUTEIA.

OmHUM U3 ACTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIMALCTCS B JAHHOM TIOKYMEHTE, SIBIISIETCS
TEXHOJIOTHUECKUH TTPOTIECC/CITOCOO MTPEICTABIICHUS TOJTHOPA3MEPHBIX AHTUTE, COIEPKATITIX
OOTIYIO JIETKYIO IIeTTh, HA TTIOBEPXHOCTH 3YKAPHOTHUECKUX KJIETOK U OTOOPA KIIETOK U TEM
caMbIM 0TOOpA AHTUTENIA, BKITIOYATONINN CIETYIOIINE ITATTbI:

- IMMYHM3a1IUsl 3KCIIEPUMEHTAIBHOTO XUBOTHOTO, TAKOTO KaK TPAHCTEHHBIN KPOJIUK,

- otdop anTureHceuduueckux B-kiaeTok (mytem FACS, od1meit COpTUpOBKH),

- [T P-ammmndukanys HyKJIEHHOBOW KUCIOThI, KOAUPYIOIIEH TSKEITYIO IeTTh: 1B
OTAENbHBIE TIOMMEPA3HbBIE LETTHBIE PEAKLMU, BCTPAUBAIOLINE YHUKATIbHBIC CAUTHI PECTPUKIIUI
JUIs HAMTPABJICHHOTO KIIOHUPOBAHUS B LIATTI-BEKTOP; TUTUPOBAHUE: HYKJIEMHOBOM KUCTIOTBI,
KOIUPYIOIIeH BapraOeTbHbINM JOMEH TIEPBOM TAKEIIOMN IIETTH, B TIEPBBIN MATTII-BETKOP B IOKYC
«3aMOK» C W €3 TPAHCMEMOPAHHOTO JOMEHA, U HYKIIEMHOBOM KUCIIOTHI, KOJUPYIOIIEH
BapHAOETbHBIN TOMEH BTOPOU TSKEIION 1SN, BO BTOPOU IATTII-BEKTOP B JIOKYC «KITFOU» C
M 0€3 TPaHCMEMOPAHHOTO IOMEHA, HO TTO0 MEHBIIeH Mepe ¢ OTHUM TPAaHCMEeMOpaHHBIM
JOMEHOM,

- MOJTy4eHHe BUpyca (OAHOTO AJIsl IEPBOTO MATTI-BEKTOPA U OAHOTO A1 BTOPOTO IATTII-
BEKTOPA), MOCIIEayoIee HHPUIMPOBAHUE KIIETKH MIIEKOTTUTAFOIIETO, IKCITPECCUPYIOMIEH
OOTIYIO JIETKYIO IIETTh, IEPBBIM BUPYCOM U BTOPBIM BUPYCOM, OTOOP OUCTIENU(UIESCKUX
AHTHTE]I, IPEICTABIAEMBIX HA MEMOPAHE KIIETKH MIIEKOITUTAIONIETO (CKPUHUHT «off-rate»),
00I11ast COPTUPOBKA OTBETOB (KJIOHOB KJIETOK MJIEKOTUTAIONINX) ¢ TOMOIbIo FACS,

- IIT1P HyKJIEHHOBOM KUCITOTHI, KOJUPYIOIIEH BapruaOeTbHbIE TOMEHBI TSHKEIION LETH, U
KIIOHUPOBAHUE B TPETUN IMMATTI-BEKTOP B OUIMCTPOHHBIN IKCIIPECCHOHHBIN 010K Oe3
TpaHncMeMOpanHoro gomena u EV71-IRES,

- TIOJTyYeHUE BUPYCa, MHPUIUPOBAHUE KIETKH MIIEKOTIMTAIOIIETO, 3KCITPECCUPYIOIIEH
OOTIYIO JIETKYIO IeTTh, COPTUPOBKA KJIETOK 1O OTACIBHBIM KJIETKaM, CKPUHUHT
OuCTIeIM(PUUECKOTO aHTUTEIIA B CYTIEPHATAHTE U BBIOOD OMCIIEIM(PUUIECKOTO aHTUTEIA.

OmHUM U3 ACTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIMALCTCS B JAHHOM TIOKYMEHTE, SIBIISIETCS
TEXHOJIOTHYECKUH MPOLECC/CITOCO0 PEICTaBAESHUS TTOTHOPA3MEPHBIX OUCTIEU(UIESCKUX
AHTHTEJI, COMIEPKAIUX OOITYIO JIETKYIO IeTTh, Ha TIOBEPXHOCTH 3YKAPHOTHUECKHX KIIETOK U
0TOOPA TAKHMX 3YKAPUOTHUECKUX KIIETOK M TEM CaMbIM 0TOOpa OUCTIENU(UIECKOTO AHTUTENA,
BKJIIOYAIOILIUN CIEAYIOIINE STATBIL:

- IEPBOE SKCIIEPUMEHTAJIBHOE XUBOTHOE, B OZJTHOM BOTLJIOLIEHUM TPAHCTEHHYIO MbIIIb UJTA
TPAHCTEHHOTO KPOJIMKA, UMMYHU3ZUPYIOT TIEPBBIM MPEACTABIISIOIINM UHTEPEC AHTUTEHOM, B
OJHOM BOIUIOIICHUM BHEKJIETOYHBIM JOMEHOM PELENTOPa, [Ae B-KIIeTKHN 3KCIEPUMEHTAIBHOTO
YKUBOTHOT'O IKCITPECCUPYIOT OAHY U TY € JIETKYIO 1IETIb,

- BTOPO€ 3KCIIEPUMEHTAIbHOE )KUBOTHOE, B O[THOM BOILIOIIEHUM TPAHCTEHHYIO MbIIIb UJIA
TPAHCTEHHOTO KPOJIMKA, UMMYHU3ZUPYIOT BTOPBIM MPEACTABISIONIMM UHTEPEC AHTUTEHOM, B
OJHOM BOIUIOIICHUM BHEKJIETOYHBIM JOMEHOM PELENTOPa, [Ae B-KIIeTKHN 3KCIEPUMEHTAIBHOTO
YKUBOTHOT'O IKCITPECCUPYIOT OAHY U TY € JIETKYIO 1IETIb,

MIPU 3TOM TIEPBbIIt AHTUTEH U BTOPOU AaHTUTEH PA3TUYHBI,

- BBIOOD B-KIIeTOK MEPBOTO ¥ BTOPOTO UMMYHH3UPOBAHHOTO 3KCIIEPUMEHTATBHOTO
KUBOTHOTO, B OJHOM BOTUIOIIEHUH mmyTeM 0011ieit FACS-copTUpOBKH,
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- IOJYYEHUE HYKJIEMHOBOW KUCIOTBI, KOAUPYIOWICH TSIKEIYIO LEb, U3 KaXA0N B-KimeTku
myTem otaenbHoM [T P-ammmdukamu B IByX OTAETBHBIX/TIOCIEIOBATEIBHBIX TTOJIMMEPA3ZHBIX
LEMHBIX PEAKIUIX, BBOAALIMX YHUKATBHBIC CAUTBI PECTPUKLHU IJIs1 HATTPABIEHHOTO
KJIOHUPOBAHMS B INATTJI-BEKTOP/JICHTUBUPYCHBIN 3KCITPECCUOHHBIN BEKTOD,

- TUTUPOBAHUE HYKIIEMHOBOM KUCIIOTHI, KOAUPYIOIIEH MepBbIif BApHUAOETbHBIN TOMEH
TSKEION LT, B INATTII-BEKTOP/IEHTUBUPYCHBIN 3KCTPECCHOHHBIN BEeKTOD BbIE IRES (B
oanoM BorutoueHuu IRES aisietcss EV71-IRES) B TOKYC «3aMOK» WU «KJTIOU» C
TPaHCMEMOPAHHBIM JOMEHOM, U IMTUPOBAHUE HYKIIEMHOBOM KMCIOTHI, KOIUPYIOIIEH BTOPOH
BapUAOETbHBIN TOMEH TSDKEJION NEMHU B TOT e MATTII-BEKTOP/JIEH TUBUPYCHBIM
9KCIIPECCUOHHBIN BeKTOP HIDKe IRES B COOTBETCTBYIOLIHI APYTOif IOKYC C TPAHCMEMOPaHHBIM
JIOMEHOM, T.€. €CITH TsKemas uenb Bbilie IRES uMeeT TOKyC «3aMOK», TO TSXKEIAS LTI HUKE
IRES uMeeT JTIOKYC «KITI09», 1 HA000POT, IIPU ITOM TIEPBbIN BapuadeIbHBIN TOMEH TSHKEITON
IIETTH CBSI3BIBAETCS C TIEPBBIM AHTUTEHOM, 4 BTOPOU BapUaOEITbHBIN JOMEH CBSI3BIBAETCS CO
BTOPBIM AHTUTE€HOM, IJ1€ IEPBBIM AHTUTECH U BTOPO AaHTUTEH PA3JIMYHBI,

- IOJIyYEHUE BUPYCA,

- ”H(UTIMPOBAHUE BUPYCOM KJIETKH MJIEKOITTUTAFOIIETO, IKCITPECCUPYIOIIEN OOIITY IO JIETKYTO
LEMb,

- 0TOOD KIIETOK, MMPEACTABIISIONIHMX OUCTICIM(PHISCKHE AHTHTEIA HA HX TTIOBEPXHOCTH, C
noMoinbio FACS aBaXkabl MEUEHHBIX TPAHCAYLIUPOBAHHBIX KIIETOK,

- [II1P HyKJIIEMHOBOW KUCIIOTBI, KOAUPYIOWIEH ITOJHYIO MEPBYIO TSIKENYIO LEIb, U
HYKJIEMHOBOW KUCJIOTBI, KOOUPYIOIIeH BapraOeTbHbIN JOMEH BTOPOM TshKeol nernw (2,2
T.I1.0.), BKimiodast EV71-IRES, 1 KIIOHUpOBaHHE BO BTOPOM IMATTII-BEKTOD 0e3
TPaHCMEMOPAHHOTO JOMEHA; YAAIeHHEe TPAHCMEMOPAHHOTO JOMEHA TIEPBOU TSHKEIION TN
IMyTEM PECTPUKLMHU U TTOBTOPHOTO JIMTUPOBAHUS BEKTOPA,

- TIOJTyYeHUE BUPYCa, MHPUIUPOBAHUE KIETKH MIIEKOTIMTAIOIIETO, 3KCITPECCUPYIOIIEH
OOTIYIO JIETKYIO IeTTh, COPTUPOBKA KJIETOK 1O OTACIBHBIM KJIETKaM, CKPUHUHT
OuCTIeIM(PUUECKOTO aHTUTEIIA B CYTIEPHATAHTE U BBIOOD OMCIIEIM(PUUIECKOTO aHTUTEIA.

OmHUM U3 ACTIEKTOB, O KOTOPOM COOOIMALCTCS B JAHHOM TIOKYMEHTE, SIBIISIETCS
TEXHOJIOTHYECKUN ITPOLECC/CIIOCO0 MPEACTABICHUS ITOJTHOPA3MEPHBIX OUCITEU(PHUIECKHUX
AHTHTEJI, COMIEPKAIUX OOITYIO JIETKYIO IeTTh, Ha TIOBEPXHOCTH 3YKAPHOTHUECKHX KIIETOK U
0TOOPA TAKHMX 3YKAPUOTHUECKUX KIIETOK M TEM CaMbIM 0TOOpa OUCTIENU(UIECKOTO AHTUTENA,
BKJIIOYAIOILIUN CIEAYIOIINE STATBIL:

- SKCTIEPUMEHTATBHOE KUBOTHOE, B OTHOM BOIUIOIIEHUU TPAHCTCHHYIO MBIIIb WU
TPAHCTEHHOTO KPOJMKA, UMMYHHU3UPYIOT MPEACTABIISIOIIUM HHTEPEC AHTUTEHOM, B OHOM
BOILIOINEHUH BHEKJIETOYHBIM JOMEHOM PEUENTOPA, I/1¢ B-KIEeTKH S3KCIIEPUMEHTAJIBHOTO
KUBOTHOTO 3KCIIPECCUPYIOT OAHY U TY XK€ JIETKYIO LETb,

- 0TOOp B-KIIETOK UMMYHU3UPOBAHHOTO 3KCIIEPUMEHTAIBHOTO JKUBOTHOTO, B OJTHOM
BOILTOIEHUH myTeM o01elt FACS-copTupoBKH,

- IOJYYEHUE HYKJIEMHOBOW KUCIOTBI, KOAUPYIOWICH TSIKEIYIO LEb, U3 KaXA0N B-KimeTku
myTem otaenbHoM [T P-ammmdukamu B IByX OTAETBHBIX/TIOCIEIOBATEIBHBIX TTOJIMMEPA3ZHBIX
LEMHBIX PEAKIUIX, BBOAALIMX YHUKATBHBIC CAUTBI PECTPUKLHU IJIs1 HATTPABIEHHOTO
KJIOHUPOBAHMS B INATTJI-BEKTOP/JICHTUBUPYCHBIN 3KCITPECCUOHHBIN BEKTOD,

- IMTUPOBAHUE HYKIIEMHOBOM KUCIOTBI, KOAMPYIOLIEH BapuaOeIbHbIN JOMEH TsHKEIOM
LEMNH, B IIATTI-BEKTOP/JICHTUBUPYCHBIN 3KCIPECCUOHHBIN BeKTOP HIXe IRES (B omHOM
Bormtomnenuu IRES siBsiercst EV71-IRES) B TOKyC TsDKenoit 1enu ¢ TpaHCMeMOPaHHBIM
JOMEHOM, TAE INATTI-BEKTOP/ICHTUBUPYCHBINA SKCITPECCUOHHBIN BEKTOP COAEPKUT BBILIE
IRES HYKIIEHHOBYIO KUCIIOTY, KOTUPYIOIIYIO OOIITYIO JIETKYIO IIETb,

- IOJIyYEHUE BUPYCA,
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- ”H(pUTIMPOBAHUE BUPYCOM KJIETKH MJIEKOITUTAFOIIETO, IKCITPECCUPYIOIIEN OOIIY IO JIETKYTO
LETb,

- 0TOOD KIIETOK, MMPEACTABIISIONIMX AHTUTENIA Ha UX ITOBEPXHOCTH, ¢ TOMOIIBI0 FACS
crienM(hUIeCKH MEUEHHBIX aHTUTEHOM TPAHCIYIUPOBAHHBIX KIIETOK, B OJHOM BOTLUIOIIEHUHN
myTem od1rent FACS-copTupoBKH,

- OJTyYEHUE HYKIIEMHOBOW KMCIIOTBI, KOAUPYIOIIEH TSKETYIO IeTb, U3 KAXKI0M BEIOpAaHHOU
KIIETKH TIyTeM OTaeabHoM [TIP-amMmmmdukaniy B 1ByX OTAEIbHBIX/TIOCIEI0BATEBHBIX
MMOJIMMEPAZHBIX LEMHBIX PEAKLUMAX, BBOASIIIMX YHUKAJIBHbBIE CAUTBI PECTPUKLUAN [1JIS
HAIPABJIECHHOTO KJIOHUPOBAHUS B IIATTI-BEKTOP/JICHTUBUPYCHBIN 3KCITPECCUOHHBIN BEKTOD,

- TUTUPOBAHUE HYKJIEMHOBOM KUCIIOTHI, KOAUPYIOIIEH BapuadeIbHbIN JOMEH ePBOi
TSKEION LETH, B INATTII-BEKTOP/IEHTUBUPYCHBIN 3KCTPECCUOHHBIN BeKTOD BbIIE IRES (B
omnHom BorutomieHnn IRES sasiercst EV71-IRES) B TOKYC «3aMOK» MJTH «KITFOU» O€3
TPaHCMEMOPAHHOTO IOMEHA, U IMTHPOBAHUE HYKIIEHHOBOW KUCIOTHI, KOAUPYIOIIeH
BapHaOETbHBIN TOMEH BTOPOU TSXKEIION NIEMH B TOT e IMATTI-BEKTOP/IEHTUBUPYCHBIIMA
3KCIPECCHOHHBIN BeKTOp HIke IRES B COOTBETCTBYIOIMMIT APYTOM JIOKYC 0€3
TPaHCMEMOPAHHOTO TOMEHA, T.€. €CIH TshKemas nenb Boie IRES umeet mokyc «3aMOK», TO
TspKeas nerb Hike IRES UMeeT TOKyC «KITiou», 1 HAa000pOT, TIPU 3TOM TIEPBbIN BapUaAOSTbHBIN
JTOMEH TSDKEJION [ETH CBSI3BIBAETCS C MIEPBBIM AHTUTEHOM, a BTOPOU BaprHaOeTbHbBIN TOMEH
CBSI3BIBAETCS] CO BTOPBIM aHTUTEHOM, T/I¢ TIEPBBI AHTUTEH M BTOPOU aHTUTEH MOTYT OBITh
OJMHAKOBBIMU UJIU PA3IUYHBIMU,

- TIOJIyYE€HHUE BUPYCa,

- ”H(pUTIMPOBAHUE BUPYCOM KJIETKH MJIEKOITUTAFOIIETO, IKCITPECCUPYIOIIEN OOIIY IO JIETKYTO
LETb,

- OTOOP KIIETKH, CEKPETUPYIOIIeH OuCTIepuuecKoe aHTHTEO.

B 01HOM BOTIOIIEHHH BCEX ACMEKTOB 3KCIEPUMEHTAIBHOE KUBOTHOE, UbM B-KIETKH
JKCIPECCUPYIOT OOHY U TY XK€ JIETKYIO LUEMb, T.€. BCE B-KIETKH 3KCIIEPUMEHTAIIBHOTO
JKUBOTHOTO 3KCIIPECCUPYIOT TOJMBKO OJHY JIETKYIO LEIb, SIBISAETCS TPAHCTEHHBIM
SKCIICPUMEHTAJIBHBIM )KUBOTHBIM. B OZTHOM BOTLIOIIEHUH TPAHCTEHHOE 3KCIIEPUMEHTATBHOE
JKUBOTHOE UMEET HOKAYTHBIN JOKYC IgM u kanmna Ig, KOTOPbIi 3aMEHEH HA YETTOBEUECKUI
JIOKYC Ig, BKITFOUAIOLLMI YEJIOBEUECKUE TEHDBI JIETKOW U TSAXKEJION LEINH, TAE TEH JETKON LU
IMOJHOCTBIO TIEPECTOEH B TPAHCIEHHOM JIOKYCe [g, a TPAHCTEH TAXKENOMN LETIU HE TIEPECTPOEH.
B sTOM BomTOmIEHNH Tshkeas enb 00J1a1aeT BBICOKONH M3MEHUMBOCTBIO M3-3a CIyUaHOM
MEPECTAHOBKU BapHAOETbHOTO TeHa C J-u D-31eMeHTaMu U COMATUYECKON TUTIEPMYTALUK U
TE€HHOW KOHBEPCHUH.

B ogHOM BOIITOIIEHUH BCEX ACTIEKTOB OOIIAs JIETKas IENb OUCTIENU(PUIECKOTO aHTUTENA
COEPIKUT TIEPBBIN CANT CBSA3BIBAHUSI, KOTOPBIN CITEIM(PUUIECKH CBA3BIBAETCS C TIEPBBIM
AHTUTEHOM, ¥ BTOPOU CaliT CBSI3BIBAHUS, KOTOPBIN CIIENU(PUIECKH CBA3BIBAETCS CO BTOPBIM
AHTUTEHOM, [I€ OTACJIBHBIE UEMHU SIBJISSIOTCA CJIEAYIOIUMU:

- IeTKas Ienb (BapuaOeIbHBINA JOMEH JIETKOM ENU + KOHCTAHTHBIM JTOMEH JIETKOM IEIH
Karma,),

- IepBasi Tshkemas Henb (BapuadeabHbIi JoMeH Tspkenoi nemu + CH1 + metnsa + CH2 +
CH3 ¢ myTauuei Tumna «3aMoK»),

- BTOpasl TshKemasi nemb (BapuadenbHbI q1oMeH Tspkenoi nemu + CH1 + metnsa + CH2 +
CH3 ¢ myTauuei Tuma «Kiou»).

B ogHOM BOIIIOIIEHNH BCEX ACTIEKTOB, O KOTOPBIX COOOIIAETCSA B JAHHOM OTIMCAHUH,
paiMep, UCTIONIB3YEMBI sl aMTUTH(PUKAIK BapHAOETbHON O0IACTH TSXKEIION enyu u3 B-
KJIETOK mpeacTaBiseT codoii i) mpaiimep SEQ ID NeNel-4 B komOuHaIwu ¢ mpaiimepom SEQ
ID Ne5, w/umnu ii) ipatimep SEQ ID NeNe6-10 B komOuHaImH ¢ ipaiiMmepoM SEQ ID Nell,
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B ogHOM BOIIIOIIEHNH BCEX ACTIEKTOB, O KOTOPBIX COOOIIAETCSA B JAHHOM OTIMCAHUH,
paiMep, UCTIOb3yeMbIN 1JTsI aMTUTH(PUKAINKM BapraOeTbHON 00IACTH JIETKOM IeTH (Karma)
u3 B-xireTok mpencrasiset codoit mpaiimep SEQ ID NeNe12-18 B koMOMHAIMHU C TTpaiiMepoM
SEQ ID Ne19.

B ogHOM BOIIIOIIEHNH BCEX ACTIEKTOB, O KOTOPBIX COOOIIAETCSA B JAHHOM OTIMCAHUH,
paiiMep, UCTIOIB3yEeMbIH TS aMIUTU(hUKAIIN BapradelTbHOM odmactu (JiimOaa) u3 B-kireTok
npeacTaisieT codoit mpariMep SEQ ID NeNe2(-27 B komOuHaIwu ¢ mpatimepom SEQ ID No28.

B ogHOM BOIIIOIIEHNH BCEX ACTIEKTOB, O KOTOPBIX COOOIIAETCSA B JAHHOM OTIMCAHUH,
nmpaiMep, UCTIONIB3YEMBIH 1Sl aMTUTH(PUKAIMH BapHAOEITBHON OOIACTH TSKEIION IETTH U3
kietok HEK mpencrasnsier codoit mpaimep SEQ ID Ne29 B komOuHanuum ¢ mpatimepom SEQ
ID Ne30.

JuCTineHbIi BEKTOD:

C 0a30BBIM JICHTUBUPYCHBIM 3KCIIPECCHOHHBIM BEKTOPOM MOXHO TTOJIYYUTh TOJIBKO
OrPaHUYEHHBIE BOBMOXHOCTHU AJIs1 HYKJIEMHOBOU KUCIOTHI, KOAUPYIOLIEH aHTUTENIO0, TAK KaK
BEKTOPBI Ooiee yeM mpuMepHo 9 1.11.0. ¢ 5-LTR 10 3'-LTR He MOTyT OBITH YITAKOBAHBI B
neHTUBUpyCHYIO gactuny. Odmacts oT 5'-LTR mo CMV-ipomoTopa (2,7 T.11.0.) ¥ OT 3JI€MEHTa
WPRE 1o 3'-LTR (1,5 1.1.0.) oxBateiBaet 4,2 T.11.0. (mpumep 1). Makcumym 4,8 T.11.0. MOKET
OBITH BCTaBIIEHO Oe3 CHIKEHUs 3(h(HEKTUBHOCTH TTOTyUEHUS BUPYCA.

Ecmu 6onee moapodHo, MakcumyM mpuMepHo 4800 1. 0. MOXKET ObITh BCTABIIEHO B
OCHOBHOH BEKTOD, €CIIM BUPYCHBIM TUTP YMEHBIIUTH B ABA pasa and kaxaon 1000 m. o. mo
cpaBHeHUIO ¢ ipeaeaom 4800 1. o.

bruto oOHapyxeHo, uto 1 ykopoueHus: BectaBku JJHK MoxeTr ObITh HCTTOTB30BaHA
KCIPECCHOHHAS KACCETa IJIsI KOMOMHUPOBAHHOM 3KCIIPECCUH JIETKOU U TSHKEIOM HETeH,
cBsizaHHas uepe3 EV71-IRES. HyknenHoBast KUCTOTA, KOAUPYIOIIAs JIETKYIO LETb,
UCIIOJIb3YETCS TIEPE] HYKJIEMHOBON KUCIOTOM, KOAUPYIOLIEH THKETYIO LETb.

B oanom Bomtomennn EV71-IRES umeer nocneaosateabHOCTh SEQ ID Ne31.

Bbouto oOHapy)eHO, 9TO IS CBI3AHHOM 3KCIPECCUH IBYX KOAUPYIOIMNX HYKIIEHHOBBIX
KUCIOT ocodenno moaxoaut IRES u3 srTeposupyca 71 (EV71). Dnements! IRES, monmydeHHbie
u3 Bupyca sHuedanomuokapaura (EMCV), merimmaoro Gtx, uenoeueckoro ELF4g, coxpansimi
MeHee 15% s dpdextuBHoCcTH 3:memenTa EV71-IRES.

Dxcrnpeccusi OUIMCTPOHHOTO 3KCIPECCUOHHOTO AJIEMEHTA YIPABIISIETCS YEIOBEUECKIM
CMV-ipoMOTOPOM, BKJTIOUATOITUM HHTPOH A. BUIMCTPOHHBIN 3KCIPECCHOHHBIN JIEMEHT
KOIUPYET CEKPETUPYEMYIO (T.€. PACTBOPUMYIO) M CBSI3aHHYIO C MeMOpaHOU hopMy
MOJIHOPA3MEPHOTO YEJIOBEUECKOTO, UIM TYMAaHU3UPOBAHHOTO, UJIU XUMEPHOTO AHTUTENA,
WJIU AaHTUTENTA )XUBOTHOTO TIPOUCXOXKICHMUSI.

DEeMEHTBI UHTETPALMU UMEIOT CIIEYIOIIME Pa3MEPBI B 3aBUCUMOCTH OT MPOAYLUPYEMOTO
AHTUTENA:

i) TOTBKO MEMOPAHOCBSI3aHHOE AHTUTEO:

uHTPOH A hCMV 1100 1. o.

(BOBMOJKHO)

HYKJIEMHOBAs KUCIOTa, Kogupyomas LC (ot 750 . 0. (xkJIHK)

Hayaja 10 KOHIA)

EV71-IRES 650 1. 0.
HYKJIEHHOBas Kuciora, koaupyromas HC (ot 1450 1. 0. (x THK)
Hayaja 10 KOHIA)
yxopouennsiit TM momen (M 1/M2-rubpun) 215 . 0. (xk JHK)
BCEro 4165 1. 0. (3065 1. 0.)

ii) MeMOPaHOCBSI3AHHOE U CEKpeTUpyemMoe aHTuTeno (1):
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HYKJIEHHOBasl KHCIIOTa, Kogupyromas LC

750 1. 0. (k)IHK)

(OT Hayaxa g0 KOHIA)

EV71-IRES

650 m. o.

HYKJIEHHOBAs KUCIIOTA, Kogupyromas HC

1450 1. o. (xJIHK)

(OT Hayaxa g0 KOHIA)

TM-pomen (uutpon 6 + M 1/M2-tubpu)

1517 . o. (xJIHK)

BCETO

4367 1. o.

iii) MeMOPAHOCBSI3AHHOE M CEKPETUPYEMOE AaHTUTEINO (2):

Hyxsrennosast kuciaora, koupyromas LC (0T Hauana Ao KOHIA)

750 1. 0. (k)IHK)

EV71-IRES

650 m. o.

HYKJIEHHOBAs KUCIIOTA, Kogupyromas HC

1450 1. o. (xJIHK)

(OT Hayaxa g0 KOHIA)

TM nomen (uatpou 6 + M 1/M2-rubpus)

1517 . o. (xJIHK)

YCTOMYHUBOCTE K Iy POMHUIIIHY

600 m. o.

BCETO

4967 1. o.

iv) MeMOpaHOCBS3AHHOE U CeKpeTupyeMoe antureso o6e3 IRES (2):

Hyxnennoas xkucioTa, kogupyromas LC

750 1. 0. (kIHK)

(OT Hayaxa g0 KOHIA) 230 . o.
CHIHAIIBHAS TOJHA-TTOCIEA0BATENHEHOCTE
bGH
hCMV-nipomorop 600 1. 0.

HYKJIEHHOBAs KUCIIOTA, Kogupyromas HC

1450 1. o. (xJIHK)

(OT Hayaxa g0 KOHIA)

TM nomen (uatpou 6 + M 1/M2-rubpus)

1517 . o. (xJIHK)

CHI'HAJIbHAA HOIH/IA—HOCJICZ[OBaTeJ'H)HOCTI)

230 m. o.

bGH

BCETO

4777 1. o.

B oaHOM BOIUIOIIEHNH CUTHAIBHAS TTOMHA-TTocnenoBaTeibHoCcTh bGH uMeet
nocnenoBatebHOCTh SEQ ID Ne32. B ogHom BomowmeHu hCMV-tipoMoTOp umeeT

nocieaoBaTeabHOCTh SEQ ID No33,

B ogHOM BOILTOIMEHHH UHTPOH 6 + M 1/M2-rubpua uMeeT nmocneaoBaTenbHocTbh SEQ ID

Ne34,
V) MEMOPAHOCBSA3AHHOE C ABYyMS TspKembiMu Hersimu (KiH):

HYKJIEMHOBast KUCIOTa, Koaupyromas HC1

1450 1. o. (xJIHK)

(OT Hayaxa g0 KOHIA)

215 1. 0. (kJIHK)

yxopouennsiit TM-gomen (M 1/M2-rubprin)

EV71-IRES

650 m. o.

HYKJIEHHOBAs KUCIIOTA, Koqupyromas HC2

1450 n. o. (xJIHK)

(OT Hayaxa g0 KOHIA)

yxopouennsiit TM-gomen (M 1/M2-rubprin)

215 1. 0. (kJIHK)

BCETO

3980 m. o.

vi) 0THO MEMOPAHOCBS3aHHOE C IBYMS TsikenbiMu TiersiMu (KiH):

HYKJIEHHOBAs KUCIIOTa, Koupyromas HC1

1450 1. o. (xJIHK)

(OT Hayaxa g0 KOHIA)

EV71-IRES

650 m. o.

HYKJIEHHOBAs KUCIIOTA, Koqupyromas HC2

1450 1. o. (xJIHK)

(OT Hayaxa g0 KOHIA)

yxopouennsiit TM-gomen (M 1/M2-rubprin)

215 1. 0. (kJIHK)

BCETO

3765 m. o.
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vii) MemOpanocBsizaHHOE hopmaTa scFv:

HYKJIEHHOBasi KUCIOTa, Koaupyromas LC 750 1. 0. (xIHK)
(OT Hayaxa g0 KOHIA)
EV71-IRES 650 1. o.
HYKJIEHHOBAs KUCIIOTA, Kogupyromas HC 1400 1. o. (xJIHK)
(OT Hayaxa g0 KOHIA) 750 . o.

scFv (BKIIrOUast JMHKED)
yxopouennsiit TM-gomen (M 1/M2-rubprin) 215 . 0. (kJIHK)

BCEro 3765 1. 0.

viii) MeMOpaHocBsi3aHHOE PopmaTa scFab:

Hyxnennoas xkucioTa, kogupyromas LC 750 1. 0. (xIHK)
(OT Hayaxa g0 KOHIA)
EV71-IRES 650 1. o.
HYKJIEHHOBAs KUCIIOTA, Kogupyromas HC 1400 1. o. (xJIHK)
(OT Hayaxa g0 KOHIA) 1470 1. 0.

scFab (BkiIrouas JIHKEp)
yxopouennsiit TM-gomen (M 1/M2-rubprin) 215 . 0. (kJIHK)

BCEro 4485 1. o.

bruto oonapyxkeno, utro EV71-IRES obecrieunBaeTr KOMOMHUPOBAHHYIO SKCITPECCHIO
TSDKEJIOMN M JIETKOM LEMNeH ¢ IOMOIIBIO OMIUCTPOHHOTO SKCIIPECCHOHHOTO 3IEMEHTA (COXPaHSIS
MAaJIbIi pa3Mep BEKTOPA).

BBLTO yCTAHOBIIEHO, UTO ¢ MTOMOUIBIO CBA3BIBAHHUS IKCITPECCUOHHON KACCETHI IETKON LEMH
C 3KCIIPECCHOHHON KaCCeTOM TspKeNmon nenu depes aneMeHT EV71 IRES moxeT ObITh moydeHa
MOBBILICHHAS 3KCIPECCUS (TPOU3BOAUTENBHOCTD):

- px5068 6e3 IRES: 100% sxenpeccus anturena (pedepenc)
- Gtx-IRES (CHHTETHYECKMIT): 3%
-EV71-IRES: 80%
- ELFAG-IRES: 5%
- EMCV-IRES: 11

Bbruto 00HAPYXKEHO, UTO AKOPH, 00PABYIOITHIACS ITPH ATbTEPHATUBHOM CIUTANCUHTE, MOKET
OBITH UCTTOJIB30BAH VIl OTHOBPEMEHHOMN IKCIIPECCHH KaK MEMOPAHOCBSI3aHHOM (hOPMBI, TAK
U CEKpeTHpyeMol GOpMBbI aHTUTEIA.

YHUKATbHBIC CAUTHI PECTPUKIUN OBLTH BKITIOUEHBI [J1s 0OECTICUeHUsI BBEICHUSI
HYKJIEMHOBBIX KUCIIOT, KOJUPYIONNX BapHaOEIIbHBIE JIETKYIO U TSHKETYIO IETH ITPU TTOMOIITH
TTLLP.

BeipoxaeHHbIe TpaiiMephl (C COBMECTUMBIMU CAaUTAMU PECTPUKIINH ) OBIITH UCITOIB30BAHBI
TUTST aMTUTH(PUKAITNHA BCEX YEIOBEUECKUX KAPKACHBIX 00IacTel.

B ciocobe, mpuBeAeHHOM B JAHHOM JTOKYMEHTE, OUCTIEIM(UUECKUE aHTUTENA, KOTOPBIS
SIBIISIFOTCS] KOMOWHAIIUSIMA MOHOKJIOHAJTBHBIX AHTHTEIT, MOTYT OBITh UACHTU(UIIMPOBAHBI C
MTOMOIIbIO0 KOMOWHAIMY PA3ITMYHBIX CTIEU(PUIHOCTEN CBA3BIBAHUS, TTOTYYEHHBIX, HATIPUMED,
U3 PA3IMYHBIX AHTUTEN B XO/1€ UMMYHU3AIWH, UITH ITPU CO3PEBaHNN A PUHHOCTH, UJTH Ty TEM
TyMaHU3aIUH.

C momo11po crioco0a, MPUBEASHHOTO B JAHHOM JTOKYMEHTE, OOIBIIOE YUCIIO
OUCTICIM(PUIECKUX AHTUTET MOYKET OBITH MOJIYIEHO U TPOBEPEHO HA UACHTU(DHUKAIIUIO
CHHEPTUYECKUX KOMOWHAIHIA.

NnmrocTpaTUBHBIE MyHKTHI U300 PETEHMYS, TPUBEIEHHBIE B JAHHOM JOKYMEHTE

1. Ciocod oTdopa KIETKH, IKCITPECCHPYIONIEH OucenmudpuaecKoe aHTUTENO, BKITIOYAFOTTHN
CIETYIOIITNE ITATTBI
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(a) CO3aaHUE TTOMYJISIIMKA 3YKAPUOTUUECKUX KIIETOK ITYyTEM TPAHCOYKLHMH HOMYILUECH
JIEHTUBUPYCHBIX YACTHII, T KaXKIasl JICHTUBUPYCHAS YaCTHIA COACPKUT OUIUCTPOHHYIO
KCIPECCUOHHYIO KACCETY, KOTOPAs COACPKUT HYKIIEMHOBYIO KUCIOTY, KOJUPYIOIIYIO IEPBBIA
BapuaOeIbHBIN JOMEH TSDKEIOM eI B JIOKYCE «3aMOK» WIN «KIII0W» Beime EV71-IRES, u
HYKJIEMHOBYIO KHUCIIOTY, KOOAUPYIOIIYIO BTOPOH BapHaOeIbHBIN TOMEH TSIKEIION LENH B
COOTBETCTBYIOIIEM Ipyrom JIokyce Hmwke EV71-IRES, rae mepBbiif BapuaOenbHbIN TOMEH
TSDKEJION eI CBSI3BIBAETCS C TIEPBBIM AHTUTE€HOM, 4 BTOPOM BapuaOCTbHBIN JOMEH
CBSI3BIBAETCS] CO BTOPBIM aHTUTEHOM, T/I¢ TIEPBBI AHTUTEH M BTOPOU aHTUTEH MOTYT OBITh
OMHAKOBBIMH WJTH PA3HBIMH, T/I€ 3YKAPUOTHIECKAS KIIETKA IKCIPECCUPYET OOIITYIO JIETKYIO
TETTh, T OJTHA UITH 00€ TSDKENbIE [ETH TAKXKEe COEPkKAT TpaHCMeMOpaHHbIM qoMeH Ha C-
KOHIIE, U

(b) 0TOOP U3 MOMYISIUN IYKAPUOTHUESCKHUX KIIETOK KJIETKU B 3aBUCUMOCTH OT CBOUCTB
MPEACTABIEHHOTO MEMOPAHOCBSI3aHHOTO MOJTHOPA3MEPHOT'O OMCIIENU(DUUIECKOTO AHTUTENIA.

2. Croco0 no 1. 1, rae ToJbpKo Tshkenas nenb Hike EV71-IRES conepxut
TpaHCMEMOpaHHbINM JOMEH Ha cBoeM C-KOHIIE.

3. Criocod oTdopa KIIETKH, CEKPETUPYIONIEH OUCTenu(huIecKoe aHTUTENIO0, BKITFOUAFOIITUN
CIEAYIOIIHE 3TAIBIL:

(a) coO3naHME MOMYISALMN 3YKAPUOTUUECKUX KJIETOK MyTEM TPAHCAYKLUUHU MOMYJISHUCH
JIEHTUBUPYCHBIX YACTHII, T KaXKIasl JICHTUBUPYCHAS YaCTHIA COACPKUT OUIUCTPOHHYIO
3KCIPECCHOHHYIO KACCETY, KOAUPYIOIIYIO CEKPETUPYyEeMOe OUCTIENUpUIeCKOe aHTUTEITO,
KOTOPAsi COAEPKUT HYKIIEHHOBYIO KUCIIOTY, KOIUPYIOIIYIO IEePBbIi BapHaOEITbHbBIN TOMEH
TSKEION LETIH B JIOKYCE «3aMOK» WU «KJII0U» BbIlle EV71-IRES, U HYyKJIIEMHOBYIO KUCIOTY,
KOJUPYIOUIYIO BTOPOU BapruadeTbHbBIN TOMEH TSHKEIION IIEMH B COOTBETCTBYIONIEM APYTOM
nokyce Hwke EV71-IRES, rae mepsbiit BapraOebHBIN TOMEH TSKEIOM [ETH CBSI3IBAETCS C
MIEPBBIM AaHTUTEHOM, a BTOPOU BapuaOebHBIN JOMEH CBSI3bIBACTCS CO BTOPBIM AHTUTEHOM,
/i€ TIEPBBI AHTUTEH U BTOPOU AHTUTEH MOTYT OBITh OJTMHAKOBBIMY UIJTH Pa3HBIMU, T1IE
3YKAPUOTUUECKAS KIIETKA IKCIIPECCUPYET OOITYIO JIETKYIO LENb, U

(b) 0TOOP U3 MOMYISIUN IYKAPUOTHUESCKHUX KIIETOK KJIETKU B 3aBUCUMOCTH OT CBOUCTB
CEKPETUPYEMOTO MOJTHOPAZMEPHOTO OUCTIEU(PUIESCKOTO AaHTUTENA.

4. Crtoco0 1o modomy u3 L. 1-3, Tae KaXkaas KJIeTKa MOMYJISIUA 3yKaPHOTHIECKUX KIIETOK
MPEACTABIISIET UJIH CEKPETUPYET OTHO MOJTHOPA3MEPHOE OUCTIEIM(UIECKOE AaHTUTEIO.

5. Croco6 1o mr0doMy U3 il 1-4, KOTOPBINA BKITIOUAET B KAYECTBE MMEPBOTO 3TATIa OOUH
i 00JIee YeM OTMH U3 CIIEIYIONTUX 3TATOB:

- IMMYHH3A1HUsI TPAHCTEHHOTO )KUBOTHOTO AHTUTEHOM, TIPEACTABIAIOIINM UHTEPEC, T
B-K1€TKH 3KCIEPUMEHTAIBHOTO KUBOTHOTO IKCIIPECCUPYIOT OJHY U TY K€ JETKYIO UEMb, U/
WU

- 0T00P B-KIIeTOK UMMYHU3UPOBAHHOTO 3KCIIEPUMEHTATBHOTO XUBOTHOTO ITyTEM OO1IeH
COPTUPOBKHU C ToMO1IbI0 FACS, u/unu

- OJIYYEHUE HYKJIEMHOBOW KUCIOTBI, KOAUPYIOLIEH TSKEIYIO LEMb KAX101 B-kneTku
myTem otaenbHoM [T P-ammmmdukamu B IByX OTAETBHBIX/TIOCIEIOBATEIBHBIX TTOJIMMEPA3ZHBIX
LEMHBIX PEAKIUIX, BBOAALIMX YHUKATBHBIC CAUTBI PECTPUKLUU IJIs1 HATTPABIEHHOTO
KJIOHUPOBAHMS B INATTJI-BEKTOP/IICHTUBUPYCHBIN 3KCIIPECCUOHHBIN BEKTOP.

6. Crioco6 1o mrodomy u3 it 1-2 u 4-5, KOTOPBIN BKITIOYAET 3TaTl:

- mpoBeacHus I ILIP nomHOM HyKITIEMHOBOW KUCIOTBI, KOAUPYIOLIEH IEPBYIO TSKETYIO LETb,
U HYKJIEMHOBOM KUCITOTHI, KOJAUPYIOIIEH BapuaOeIbHBIN TOMEH BTOPOU TSHKENTOM 1ieny (2,2
T.IL.0.), BKimiodast EV71-IRES, 1 KIIOHUpOBaHHE BO BTOPOM MATTI-BEKTOP 0e3
TPaHCMEMOPAHHOTO IOMEHA, BO3MOXKHO C YAAJIEHUEM TPAHCMEMOPAHHOTO JOMEHA TTEPBOM
TSKEION LETH, €CITH OH TPUCYTCTBYET, IMTYTEM PECTPUKLMU U TOBTOPHOTO JIMTUPOBAHUS

Crp.: 61



10

15

20

25

30

35

40

45

RU 2625033 C2

BEKTOpA.

7. Criocod o mrodomy u3 it 1-2 u 4-6, Tae OUIUCTPOHHBIE 3KCITPECCUOHHBIC KACCETHI
COAEPXKAT B HATPABIEHUH OT 5'- K 3'-

- MIPOMOTOD,

- IEPBYIO HYKJIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOAUPYIOIIYIO IEPBYIO TAKETYIO [ETh TIOJTHOPA3MEPHOTO
AHTHUTENIA,

- BO3MOXXHO, HYKJIEMHOBYIO KHCITOTY, KOAUPYIOITYIO TpaHCMeMOpaHHbIN 1oMeH i GPI-
SIKODb,

- EV71-IRES,

- BTOPYIO HYKJIEHHOBYIO KUCIOTY, KOAUPYIOIIYIO BTOPYIO TSHKETYIO LIETh TIOJTHOPA3MEPHOTO
AHTHTENA, U

- HYKJIEHHOBYIO KUCITOTY, KOOUPYIOIIYIO TpaHCMeMOpaHHbIM 1oMeH uin GPI-sikopb.

8. Crioco® o mrobomy u3 1. 3-6, Tae OUIMCTPOHHBIE IKCITPECCHOHHBIE KACCETHI COAEPKAT
B HAMPABJICHUM OT 5'- K 3'-

- MIPOMOTOD,

- IEPBYIO HYKJIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOAUPYIOIIYIO IEPBYIO TAKETYIO [ETh TIOJTHOPA3MEPHOTO
AHTHUTENIA,

- EV71-IRES,

- BTOPYIO HYKJIEHHOBYIO KUCIOTY, KOAUPYIOIIYIO BTOPYIO TSHKETYIO LIETh TIOJTHOPA3MEPHOTO
AHTHUTENIA.

9. Crtocod mo m1r0d0My OTHOMY U3 TII. 1-8, T/1e AaHTUTENO ABJISIETCS] OUBAJICHTHBIM
OuCTIeIM(PUIECKUM aHTUTEIIOM.

10. Crtoco0 o modoMy u3 Ti. 1-9, rae aHTUTENO CIIeU(PUIECKU CBA3BIBACTCS C ABYMS
PA3TMYHBIMA AHTUTEHAMU WU IBYMS AU TOTIAMH HA OJTHOM U TOM K€ aHTUTECHE.

11. Criocod mo modomy u3 . 1-10, Tae nepBas TsbKenas 1eMb MOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTETA
COMECPKUT MYTAIMIO THTIA «3AMOK», & BTOPAs TSOHKENas IeMb AHTUTENA COIEPIKUT MY TAIUIO
TUTIA «KITIOY».

12. Crtoco® mo mrobomy w3 mit. 1-11, Tae mepBast Ierkas erb TOJTHOPA3MEPHOTO aHTUTEITA
COEPKUT B KaueCTBE KOHCTAaHTHOTO qoMeHa CH1-moMeH, a mepBas Tshkenas 1erb
MTOJTHOPA3MEPHOTO AHTHUTENA COMEPKUT B KAYECTBE MEPBOTO KOHCTAHTHOTO nomeHa CL-
JTOMEH, WJTK BTOPAsl JIETKAsl IIeTh TTOJTHOPA3MEPHOTO AHTHUTENA COAEPIKUT B KAUECTBE
KOoHCTaHTHOTO noMeHa CH1-moMeH, a BTopast TsDKelas eb MOJTHOPAa3MEPHOTO aHTUTENA
COEPKUT B KAUECTBE TIEPBOr0 KOHCTAHTHOTO AoMeHa CL-moMeH.

13. Crioco® o modomy u3 mm. 1-12, Tae moTHOpa3MepHOE AHTUTEIO COIEPKUT
KOHCTAHTHYIO 00JIACTD YEJIOBEUECKOTO MPOUCXOKACHHS, OCOOEHHO U3 YeIIOBEUECKOTO
umMyHoTrio0ynrHa kiacca IgGl, 1gG2 wmm 1gG4.

14. Crioco® o modomMy u3 T 1-13, Tae syKapuoTHYECKasi KJIETKa SIBIISETCS KIIETKOM
MIIEKOIUTAIOIIETO WU OPOAOIKEBON KIIETKOM.

15. Crroco6 o mrodomy u3 . 1-13, Tae kieTka miekonuTaroriero ssisiercs CHO-kineTkomn
i HEK-kneTkof.

16. Crtioco® o modomMy u3 T 1-15, Tae HyKJIenHOBask KUCIOTA, KOAUPYIOIAS TSKEITYIO
eTTh UMM YHOTJIOOYJIMHA, COAEPIKUT BCE IK30HBI U BCE, KPOME OJHOTO, HHTPOHBI TEHOMHO-
OPTaHU30BAHHOTO IreHa TSHKEIION EMH MMMYHOTI00yJTUHA.

17. Crioco6 1o mrodomy u3 mit. 1-16, Tae TpaHCMeMOpaHHBIN TOMEH SIBISETCS GParMeHTOM
TPaHCMEMOPAHHOTO IOMEHA UJIU CUTHAJIBHBIM nienTuaoM s GPI-skops, tae pparmeHT
TPaHCMEMOPAHHOTO IOMEHA 3aKOIUPOBAH OTHUM 3K30HOM.

18. Crtoco® o modomy u3 1. 1-17, Tae TpaHCMeMOpaHHBIN JOMEH SIBJISICTCSI
TPAHCMEMOPAHHBIM JOMEHOM UIMMYHOTJIOOyJTHHA, 3aKOIUPOBAHHBIM M 1-M2-3K30H-THOPHIOM
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OIHOTO 3K30HA 0€3 TEHOMHOT'O TTPOMEXYTOUYHOTO HHTPOHA.

19. Crioco6 o mrodomy u3 . 1-18, rae TpancMeMOpaHHbId qoMeH 3akoaupoBaH kK JHK.

20. Croco® 1o modomMy u3 1. 1-19, Tae aHTUTENO ABISETCS TYMaHU3UPOBAHHBIM WITH
YeJIOBEUYECKUM aHTUTEIIOM, OCOOCHHO YEIOBEUECKUM AHTUTEIIOM.

21. Croco0 oTOopa KIETKH, FIKCITPECCUPYIONIEH AHTUTEN0, BKITFOUATOIINN CIIEAYFOIIHUE
3TaIbIL:

(a) co3aHue MOMYISAIUUA 3YKAPUOTUUECKUX KIIETOK MyTeM TPAHCAYKIMU TTOMYJIsSIIuei
JIEHTUBUPYCHBIX YACTHULI, [J1€ KAXIasl KIeTKa MOMYJISIUN KJIETOK MPEACTABIISET
MeMOPaHOCBSI3aHHOE TMMOJTHOPA3ZMEPHOE aHTUTEIIO, B KOTOPOM IT0 MEHBIIIEH MEpe IBE ETH
3aKOAUPOBAHBI OMITUCTPOHHOM 3KCIPECCHOHHOM KACCETOM, U KOTOPOE CIEM(PHUIECKH
CBSI3BIBAETCS C OJTHUM WK OOJIee YeM OTHUM AaHTUT€HOM I C OTHUM WIJTH O0JIee UeM OJHUM
3MUTOTIOM HA OJTHOM M TOM JX€ AHTUTEHE, U

(b) 0TOOP U3 MOMYISIUN IYKAPUOTHUESCKHUX KIIETOK KJIETKU B 3aBUCUMOCTH OT CBOUCTB
MPEACTABIIEHHOTO MEMOPAHOCBSI3aHHOTO TIOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA,

r7e KaXaasi JIEHTUBUPYCHAS YACTHUIIA TIOTYJISIAY JIESHTUBUPYCHBIX YACTHI] COCPKUT
OMIUCTPOHHYIO SKCITPECCHOHHYIO KacceTy, coaepxkaiyto EV71-IRES, nns sxkcmpeccun
MeMOPaHOCBSI3aHHOTO AHTUTEA.

22. Crioco0 mo 1. 21, rae kaxaast OUIUCTPOHHASI IKCITPECCUOHHAS KACCETA JIEHTUBUPYCHOM
YACTHUIIBI U3 TIOMYIISIIAN JICH TUBUPYCHBIX YACTHIl KOJIUPYET Pa3TUIHbIC BAPUAHTHI
POAMTENIBCKOTO AHTUTENIA, KOTOPOE CIIeM(PUUECKU CBSI3BIBACTCS C OTHUM HITH OOJIee YeM
OTHUM aHTUTEHOM WITH OJTHUM HJTH O0JIee YeM OJTHUM SMTUTOTIOM Ha OJTHOM U TOM e AaHTUTCHE.

23. Croco® 1o mrodomy w3 1. 21-22, rae OUIMCTPOHHBIE SKCITPECCHOHHBIE KACCEThI
COAEPKAT B HATIPABJIEHUH OT 5'- K 3'-

- MPOMOTOD,

- IEPBYIO HYKJIEMHOBYO KUCIOTY, KOAUPYIOLIYIO JIETKYIO LIEMb MOIHOPA3MEPHOTO AHTUTENA,

- EV71-IRES,

- BTOPYIO HYKJIEMHOBYIO KUCTIOTY, KOJAUPYIOIIYIO THKETYIO IETb MOJTHOPA3MEPHOTO
aHTUTENA,

- HHTPOH C BO3MOXHOCTBIO CIUIAMCUHTA, U

- HYKJIEHHOBYIO KUCITOTY, KOOUPYIOIIYIO TpaHCMeMOpaHHbIM 1oMeH uin GPI-sikopb.

24. Crioco® 1o mrodomy w3 1. 21-22, rae OUIMCTPOHHBIE SKCITPECCHOHHBIE KACCEThI
COAEPKAT B HATIPABJIEHUH OT 5'- K 3'-

- MPOMOTOD,

- IEPBYIO HYKJIEMHOBYIO KUCJIOTY, KOAUPYIOIIYIO MEPBYIO TSHKETYIO LIETb MOJTHOPA3MEPHOTO
aHTUTENA,

- BO3MOXXHO, HYKJIEMHOBYIO KHCITOTY, KOAUPYIOITYIO TpaHCMeMOpaHHbIN 1oMeH i GPI-
SIKODb,

- EV71-IRES,

- BTOPYIO HYKJIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOAUPYIOIIYIO BTOPYIO TSKEITYIO [Eb TTOJIHOPA3ZMEPHOTO
aHTUTENA, U

- HYKJIEHHOBYIO KUCITOTY, KOOUPYIOIIYIO TpaHCMeMOpaHHbIM 1oMeH uin GPI-sikopb.

25. Crioco® o modomy w3 1. 21-22, rae OUIMCTPOHHBIE SKCITPECCHOHHBIE KACCEThI
COAEPXKAT B HATPABIEHUH OT 5'- K 3'-

- MPOMOTOD,

- IEPBYIO HYKJIEMHOBYO KUCIOTY, KOAUPYIOLIYIO JIETKYIO LIEMb MOIHOPA3MEPHOTO AHTUTENA,

- EV71-IRES,

- BTOPYIO HYKJIEMHOBYIO KUCTIOTY, KOJAUPYIOIIYIO THKETYIO IETb MOJTHOPA3MEPHOTO
aHTUTENA, CBsI3aHHYI0 Ha ee C-koHIle ¢ scFy,
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- MHTPOH C BO3MOXHOCTBIO CITAMCHHTA, U

- HYKJIEHHOBYIO KUCITOTY, KOAUPYIOIIYIO TpaHCMeMOpaHHbIM 1oMeH uin GPI-sikopb.

26. Crioco® 1o rodomy u3 1. 21-22, rae OUIMCTPOHHBIE SKCITPECCHOHHBIE KACCEThI
COAepXKAT B HATPABIEHUM OT 5'- K 3'-

- MIPOMOTOD,

- IEPBYIO HYKJIMHOBYO KUCITOTY, KOAUPYIOITYIO JIETKYIO IIETb MTOJTHOPA3MEPHOTO AHTHUTENA,

- EV71-IRES,

- BTOPYIO HYKJIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOJUPYIOUIYIO TSKEIYIO [ETb TOJTHOPA3MEPHOTO
AHTHTENIA, CBsI3aHHYIO0 Ha ee C-KoHIe ¢ scFab,

- MHTPOH C BO3MOXHOCTBIO CITAMCHHTA, U

- HYKJIEHHOBYIO KUCITOTY, KOAUPYIOIIYIO TpaHCMeMOpaHHbIM 1oMeH uin GPI-sikopb.

27. Crioco® 1o mro0oMy OHOMY U3 T 21-26, Tae Kaxaas KIIETKA U3 O YIS
3YKAPUOTUYECKUX KIIETOK MPEACTABIISIET MEMOPAHOCBSA3AHHOE TTOJTHOPA3MEPHOE AHTUTEIIO
U CEKPETUPYET TOJTHOPA3ZMEPHOE AHTUTEINO.

28. Crtoco0 1o modomMy u3 11, 21-26, Tae kaxaas KIIETKa U3 TTOMYJISALUN 3YKaPHOTUIECKIX
KIIETOK TIPEACTABIISIET U CEKPETUPYET OAHO TIOJTHOPA3ZMEPHOE AHTUTEJIO.

29. Crioco® 1o Iro0oMy OTHOMY U3 T 21-28, T/1e AaHTUTENO CIeNU(pUISCKH CBSI3bIBASTCS
C AHTUTEHOM.

30. Crtoco6 1o mro0oMy OTHOMY U3 M. 21-23, T/1e aHTUTENO ABJISIETCS OUBAIEHTHBIM
MOHOCITEIM(PUIECKUM aHTUTEIIOM.

31. Criocob mo modomy ogHOMY U3 TTl. 21-22 v 24, rae aHTUTENO SBIISIETCSI OUBAIEHTHBIM
OuCTIeIM(PUIECKUM aHTUTEIIOM.

32. Crroco6 1o 1ro0oMy OHOMY U3 T 21-22 u 25-26, TAe aHTUTEIIO SIBISETCS
TETPABAJICHTHBIM OUCTIEIIU(DUUIECKUM aHTUTEIIOM.

33. Crroco6 no mrodoMy oaHOMY U3 Tt 21-28 u 31-32, rae aHTUTENO crieruduyaecku
CBSI3BIBAETCS C ABYMS PA3IMYHBIMU AHTUTEHAMMU WITH ABYMS AU TOTIAMU HA OJHOM U TOM XK€e
AHTHUTEHE.

34. Crioco0 o modomy ogHOoMY U3 M. 31-33, T1ae mepBas TshKeast Iemb TOJTHOPA3MEPHOTO
AHTUTENIA COACPIKUT MYTAIMIO TUTIA «3AMOK», @ BTOpas TsDKENas IeNb AaHTUTENA COAEPIKUT
MYTAIHIO THUTIA «KJTFOU».

35. Crocod mo modomy ogHoMY U3 1. 31-34, Tae mepBasi JierKasi IIeTb TOJTHOPA3MEPHOTO
AHTHUTEJIA COJIEPKUT B Ka9eCTBEe KOHCTAaHTHOTO oMeHa CH 1-nomeH, a mepBas Tsikenas 1erb
MMOJTHOPA3MEPHOTO AHTHUTENA COMEPKUT B KAUYECTBE MEPBOTO KOHCTAHTHOTO nomeHa CL-
JTOMEH, WJTK BTOPAsl JIETKAsl IIeTh TTOJTHOPA3MEPHOTO AHTHTENA COAEPIKUT B KAUECTBE
KOoHCTaHTHOTO noMeHa CH1-moMeH, a BTopast TsDKelasi eb MOJTHOPAa3MEPHOTO aHTUTENA
COEPKUT B KAUECTBE TIEPBOr0 KOHCTAHTHOTO AoMeHa CL-moMeH.

36. Crtoco6 o mrodomy u3 . 21-35, rae MoJTHOPa3MEPHOE AaHTUTEIIO COACPIKUT
KOHCTAHTHYIO 00JIACTD YEJIOBEUECKOTO MPOUCXOKACHHS, OCOOEHHO U3 YeIIOBEUECKOTO
umMyHoTrio0ynrHa kiacca IgGl, 1gG2 wmm 1gG4.

37. Crioco6 o mrodomy u3 . 21-36, rae 3yKapruoTHUECKask KIIETKA SIBJIIETCS KIIETKON
MIIEKOIUTAIOIIETO WU OPOAOIKEBON KIIETKOM.

38. Crioco0 o mrodomy u3 1. 21-36, Tae kieTka MiaekonuTaromero sisiercss CHO-kimeTkon
i HEK-kneTkof.

39. Crioco® 1o modomy U3 it 21-38, rae HyKIIEHHOBAsK KUCIOTA, KOJUPYIOIIAst TSKETYIO
eTTh UMM YHOTJIOOYJIMHA, COAEPIKUT BCE IK30HBI U BCE, KPOME OJHOTO, HHTPOHBI TEHOMHO-
OPTaHU30BAHHOTO IreHa TSHKEIION EMH MMMYHOTI00yJIUHA.

40. Crtoco® o mrodomy w3 1. 21-39, Tae TpaHCMeMOpaHHBIN TOMEH BIISIETCS (PPArMEHTOM
TPaHCMEMOPAHHOTO IOMEHA UJIU CUTHAJIBHBIM nienTuaoM s GPI-skops, tae pparmeHT
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TPAHCMEMOPAHHOTO TOMEHA 3aKOAUPOBAH OJHUM SK30HOM.

41. Crioco® o modomy u3 1. 21-40, rae TpaHCMeMOpaHHBIN TOMEH SIBISETCS
TpaHCMEMOPaHHBIM TOMEHOM UMMYHOTJIOOYIMHA, 3aKOAMPOBAHHBIM M 1-M2-3K30H-THOpHAOM
OIHOTO 3K30HA 0€3 TEHOMHOTO MTPOMEXYTOYHOTO HHTPOHA.

42. Crioco0 o modomy us m. 21-41, rae TpaHcMeMOpaHHbIi 1oMeH 3akoaupoBaH Kk [HK.

43. Crioco® 1o modomMy u3 1. 21-42, Te aHTUTENO SBISETCS TYMAHU3UPOBAHHBIM UJTH
YeIOBEYECKHM aHTHTEIOM, OCOOCHHO YeJIOBEUECKHM AHTHTEIIOM.

44, bUoUCTPOHHAsA SKCITPECCUOHHAS KACCETA, KOTOPAsl COAEPKUT B HATIPABIEHUH OT 5'- K
3"

- OMOTOD,

- PBYIO HyKJIEMHOBYIO KUCIOTY, KOAUPYIOLIYIO JIETKYIO LIETb TIOJTHOPA3MEPHOT O AHTUTENA,

- EV71-IRES,

- BTOPYIO HYKJIEMHOBYIO KUCIOTY, KOAUPYIOLIYIO TSKEIYIO LIEMb IOJHOPA3MEPHOTO
AHTUTENA,

- MHTPOH C BO3MOXHOCTBIO CIIJIAfiCUHTa, U

- HyKJIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOAUPYIOIIYIO TpaHCMeMOpaHHbIi qomeH win GPI-skopb.

45. bUnuCTpOHHAs 3KCITPECCUOHHAS KACCETA, KOTOPAsk COAEPKUT B HATIPABIEHUU OT 5'- K
3"

- IPOMOTOD,

- IEPBYIO HYKJIEMHOBYIO KUCTIOTY, KOAUPYIOLIYIO IIEPBYIO TAKETYIO LETh IOJHOPA3MEPHOTO
AHTUTENA,

- EV71-IRES,

- BTOPYIO HyKJIEMHOBYIO KUCTIOTY, KOAUPYIOLIYIO BTOPYIO TSHKETYIO LETIb TIOJTHOPA3MEPHOTO
AHTUTENA, U

- HyKJIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOAUPYIOIIYIO TpaHCMeMOpaHHbIi qomeH win GPI-skopb.

46. BunucTpoHHAS SKCITPECCHOHHAS KACCETA TI0 JIFIDOOMY OTHOMY U3 TTL. 44-45, rae epBasi
TsDKEJIAsl LETb TOTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA COAEPKUT MYTALMIO TUIIA «3aAMOK», 4 BTOpast
TsDKEJAasl UETIb AaHTUTENA COAEPIKUT MYTALMIO TUIIA «KITIOU».

47. BumcTpOoHHAs YKCITPECCUOHHAS KACCETA 110 JIFDOOMY OTHOMY U3 TIT1. 44-46, T11ie iepBast
JIETKasi LETb MTOTHOPA3MEPHOT O AaHTUTENA COACPIKUT B KAUECTBE KOHCTAHTHOTO foMeHa CH1-
JIOMEH, a TepBas TsHKENas LEMb IOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA COAEPIKUT B KAUECTBE IEPBOTO
KOHCTAaHTHOTO AoMeHa CL-A0MeH, WM BTOpas JIETKasl LEMb MOJHOPA3MEPHOTO AaHTUTENA
COAEPKUT B KAUECTBE KOHCTAaHTHOro AoMeHa CH1-gomeH, a BTopas Tskenas Lelb
MTOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA COAEPKUT B KAUECTBE MEPBOr0 KOHCTAHTHOTO AoMmeHa CL-
JTOMEH.

48. BunucTpoHHAs 3KCIIPECCHOHHAS KaCcCeTa 10 JI000My OqHOMY U3 Til. 44-47, Tae
MOJTHOPA3ZMEPHOE AHTUTEIIO CONEPIKUT KOHCTAHTHYIO OOJIACTD UEJTOBEYECKOTO TTPOUCXOXKICHUS,
OCOOEHHO M3 YeJIOBEUECKOTO MMMYyHOTI00ymHA Kiacca [gGl, 1gG2 umm 1gG4.

49. BunucTpoHHAs KCIIPECCHOHHAS KACCeTa 10 JI000OMYy OqHOMY U3 Til. 44-48, Tae
3YKapUOTHUYECKAS KIIETKA ABISETCS KJIETKON MIIEKOMIUTAIOLIETO UITH APOKIKEBON KIETKOM.

50. BunuctpoHHas SKCIPECCUOHHAS KACCETa TI0 JIF0OOMY OTHOMY M3 TTL. 44-49, rae KieTKa
mitekonutarowmero sapisietcss CHO-knerkoi umu HEK-kneTkof.

51. bunucTpoHHas SKCIPECCHOHHAS KACCETa 0 JTI000My oqHOMY U3 . 44-50, e
HYKJIEMHOBAS KUCIIOTA, KOAUPYIOLIAs TSDKETYIO IeTTb UMMYHOTJIOOYJIMHA, COIEPKUT BCE
3K30HBI U BCE, KPOME OJJHOTO, HHTPOHBI TEHOMHO-OPIraHU30BAHHOT'O T€HA TSHKEIOH Lenu
UMMYHOTJI00YJIHHA.

52. bucTpoHHas SKCIPECCUOHHAS KACCETa TI0 JTI000MY OgHOMY U3 Til. 44-51, rae
TPaHCMEMOPAHHBIN JOMEH SBIISIETCS (PArMEHTOM TPAHCMEMOPAHHOTO JOMEHA WITH
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CUTHABHBIM TienTuaoM aitst GPI-skopsi, e dparMeHT TpaHCMeMOPaHHOTO TOMEHA
3aKOAUPOBAH OJTHUM SK30HOM.

53. bunucTpoHHas SKCIPECCHOHHAS KACCETa 10 JTI000MY OqHOMY U3 T, 44-52, e
TPaHCMEMOPAHHBIN JOMEH SBIISIETCS TPAHCMEMOPAHHBIM JOMEHOM UMMYHOTIIOOYIIHHA,
3aKOAMPOBAHHBIM M 1-M2-3K30H-THOPUIOM OJHOTO 3K30HA 0€3 TEHOMHOTO TTPOMEXYTOIHOTO
UHTPOHA.

54. BunucTpoHHAas SKCIIPECCHOHHAS KACCETa 0 JTI000MY oqHOMY U3 T, 44-53, e
TpaHCMeMOpaHHbI JoMeH 3akoaupoBaH kJIHK.

55. buipcTpoHHAS SKCITPECCHOHHAS KACCETa 110 JTI00OMY OTHOMY U3 TITL. 44-54, T/1e aHTUTENO
SIBITSIETCS] TYMaHU3UPOBAHHBIM WITH YEJIOBEUECKUM aHTUTEIIOM, OCOOEHHO YeJIOBEUESCKUM
AHTUTEIOM.

56. DykaproTHUECKas KJIETKA, COAepKalasi OMIUCTPOHHYIO SKCITPECCUOHHYIO KaCCETY TI0
T000My OOHOMY U3 T, 44-55.

57. DykaproTHUecKas KJIETKa 1O 1. 56, Te OUIUCTPOHHAS IKCIIPECCHOHHAS KacceTa Oblta
TPaHCAYLMPOBAHA B KJIETKY.

58. DykapuoTuuecKkas KIeTKa Mo JTI000MY OTHOMY U3 M. 56-57, Tae 3yKapuoTHIecKas
KJIETKA SIBASETCS KJIETKOM MJIEKOTIUTAIOIIETO UTK APOKAKEBOU KIETKOM.

59. DykapuoTuueckas KJieTka 1o 1. 58, rae kierka miaekomnurtarollero ssisercs CHO-
KkineTkon i HEK-KIIEeTKOM.

60. JIeHTUBUPYCHBII BEKTOP, COAEPIKAIUN OUITMCTPOHHYIO 3KCITPECCUOHHYIO KACCETY,
KOTOPAas COACPKUT B HATPABIICHUH OT 5'- K 3'-

- MPOMOTOD,

- IEPBYIO HYKJIEMHOBYO KUCIOTY, KOAUPYIOLIYIO JIETKYIO LIEMb MOIHOPA3MEPHOTO AHTUTENA,

- EV71-IRES,

- BTOPYIO HYKJIEMHOBYIO KUCTIOTY, KOJAUPYIOIIYIO THKETYIO IETb MOJTHOPA3MEPHOTO
aHTUTENA,

- HHTPOH C BO3MOXHOCTBIO CIUIAMCUHTA, U

- HYKJIEHHOBYIO KUCITOTY, KOOUPYIOIIYIO TpaHCMeMOpaHHbIM 1oMeH uin GPI-sikopb.

61. JIeHTUBHPYCHBII BEKTOP, COAEPIKAIIUN OUITUCTPOHHYIO 3KCITPECCUOHHYIO KACCETY,
KOTOPAas COACPKUT B HATPABIICHUH OT 5'- K 3'-

- MPOMOTOD,

- IEPBYIO HYKJIEMHOBYIO KUCJIOTY, KOAUPYIOIIYIO MEPBYIO TSHKETYIO LIETb MOJTHOPA3MEPHOTO
aHTUTENA,

- EV71-IRES,

- BTOPYIO HYKJIEMHOBYIO KUCIIOTY, KOAUPYIOIIYIO BTOPYIO TSKEITYIO [Eb TTOJIHOPA3ZMEPHOTO
aHTUTENA, U

- HYKJIEHHOBYIO KUCITOTY, KOOUPYIOIIYIO TpaHCMeMOpaHHbIM 1oMeH uin GPI-sikopb.

62. JIeHTUBMPYCHBII BEKTOP IO JTIOOOMY OTHOMY U3 Tit. 60-61, T TOTHOpa3MepHOE
AHTHUTEJIO COIEPKUT KOHCTAHTHYIO 00JIaCTh YEJI0BEUECKOTO TTPOUCXOKIACHUSI, OCOOCHHO U3
YeII0BeUeCKOTO UMMYHOTToOynHa knacca IgGl, 1gG2 wmm 1gG4.

63. JIeHTUBUPYCHBII BEKTOP IO JTI0OOOMY OTHOMY U3 Mt. 60-62, TAe 3yKapuoTHIECKast
KJIETKA SIBASETCS KJIETKOM MJIEKOTIUTAIOIIETO UTK APOKAKEBOU KIETKOM.

64. JIeHTUBUPYCHBIIM BEKTOP IO JTIOOOMY OgHOMY U3 mr. 60-63, e KIieTKa
mitekonutarowmero sapisietcss CHO-knerkoi umu HEK-kneTkof.

65. JICHTUBUPYCHBIN BEKTOP IO JTI000MY OTHOMY U3 1111, 60-64, Tie HYyKIIEHHOBAs KUCITOTA,
KOUPYIOIIAs TSHKETYIO [IETTh UMMYHOTIIOOYIIMHA, COIEPKUT BCE 3K30HBI M BCE, KPOME OHOTO,
UHTPOHBI TEHOMHO-OPTaHU30BAHHOTO Te€HA TSHKEJION e UMMYHOTI00yJTHHA.

66. JIeHTUBUPYCHBIN BEKTOP TI0 TI000MY 0gHOMY U3 T, 60-65, TIe TpaHCMeMOPAHHBIH
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ZIOMEH SBJIAETCS (PParMeHTOM TPAaHCMEMOPAHHOTO JOMEHA WJTH CUTHAJTBHBIM TTETITUAOM TSI
GPI-sikopsi, Tae GparMeHT TPAHCMEMOPAHHOTO JOMEHA 3aKOAUPOBAH OJHUM 3K30HOM.

67. JIeHTUBUPYCHBII BEKTOP IO JTIOOOMY OTHOMY U3 IIL. 60-66, TIe TpaHCMEMOPAHHBIIMA
ZIOMEH SIBJISIETCS TPAHCMEMOpAHHBIM JOMEHOM UMMYHOTJIO0YIMHA, 3aKOAMPOBAHHBIM M 1-
M2-3K30H-TUOPUIOM OAHOTO K30HA €3 TEHOMHOTO MTPOMEXYTOYHOTO HHTPOHA.

68. JIeHTUBUPYCHBII BEKTOP IO JTIOOOMY OTHOMY U3 TiiL. 60-67, TIe TpaHCMeMOPAHHBIIMA
nomeH 3akoaupoBaH kJIHK.

69. JIeHTUBUPYCHBIN BEKTOP TIO JTI0OOMY OgHOMY U3 1. 60-68, T1e AaHTUTENO SBISETCS
TYMaHU3UPOBAHHBIM UJIM Y€JIOBEUECKIUM aHTHTEIOM, OCOOCHHO YeJIOBEUECKHM aHTHTEIOM.

70. DykapuoTHUECKasi KJIETKA, COAePIKaIas JeHTUBUPYCHBIN BEKTOP TI0 TI0OOMY OTHOMY
u3 . 60-69.

71. DykapuoTnueckas KJIeTKa 1o 11. 70, Tae IeHTUBUPYCHBIN BEKTOP ObUT TPAHCAYLIMPOBAH
B KJIETKY.

72. DykaproThdecKas KieTka 1o Jro0oMy ogHomy us . 70-71, Tae sykapuotudeckas
KJIETKA SIBISACTCS KIIETKOW MIIEKOIIUTAIOIIETO WA APOKIKEBON KIETKOM.

73. DykapuoTHuecKas KJIeTKa 1o 1. 72, rae KieTka miiekonuratoulero sisisietcs CHO-
KkineTkon i HEK-KIIEeTKOM.

74. TIpumeHeHne TSHTUBUPYCHOTO BEKTOPA IO JTI0OOMY OAHOMY U3 It 60-69 115 co3aaHus
MOMYJISIIMY 3YKAPUOTUUECKUX KIETOK TSl MTPEACTABIICHUS UITH CEKPELUU (MU U
IIPEACTABIICHUS], U CEKPELMH) OJTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA.

75. IlpumeHenue 1o 11. 74, A€ 3yKAPUOTUYECKASI KIIETKA SIBIISIETCS KIIETKOMN
MIIEKOIUTAIOIIETO WU OPOAOIKEBON KIIETKOM.

76. IIpumenenue no 1. 75, rae kneTka muekonuTarowmero spisercss CHO-kieTkol unmn
HEK-KJIeTKOM.

77. bubnanoTeKa JIGHTUBUPYCHOTO BEKTOPA, COAEpKAIIAS IBE MITH OOJiee IBYX
JICHTUBUPYCHBIX YACTHI], KQXKIasi U3 KOTOPBIX COAEPYKUT IKCITPECCUOHHBIN BEKTOP TIO JIFOOOMY
OAHOMY M3 M. 60-69, Tae aHTUTENA, 3aKOAUPOBAHHBIE KAXKIBIM BEKTOPOM, OTJIUYAIOTCS IO
MEHBIIEH MEPE HA OTHY AMUHOKHUCIIOTY APYT OT APyra.

78. bubnmuoTeka JISHTUBUPYCHOTO BEKTOPA 1O 1. 77, KoTopasi coaepkut ot 1000 7o 1000000
PA3IIMYHBIX 3KCIIPECCHOHHBIX BEKTOPOB.

79. bubnroTeka JISHTUBUPYCHOTO BEKTOPA 10 JTIO0OMY OTHOMY U3 TTL. 77-78, Te aHTUTENA,
3aKOAUPOBAHHBIE BEKTOPAMHU M3 OMOIMOTEKH BEKTOPOB, OTIMYAIOTCS TIO MEHBIIIEH Mepe Ha
OAWH AMUHOKHUCIOTHBIN OCTATOK B 0OAHOM U3 CDR anTuTena.

80. bubmuoTeka TEHTUBUPYCHOTO BekTOpa 10 1. 79, e CDR npencrasmsietr coboit CDR3
TSDKCIOU LETIN.

81. bubmoTeka JIEHTUBUPYCHOTO BEKTOPA MO JIFOOOMY OJHOMY U3 Tt 77-80, Tae
OMOIMOTEKA IKCITPECCUOHHOTO BEKTOPA TOyUeHA TTyTeM PAHIOMM3AIMH OTHOTO WK O0Jiee
YeM OOHOTO AMMHOKUCIIOTHOTO OCTATKA B OQHOM WK Oosee uem ogHoM CDR poautenbckoro
3KCIIPECCUOHHOTO BEKTOPA.

82. bubnmmoTeka JIEHTUBUPYCHOTO BEKTOPA MO JIFOOOMY OJHOMY U3 Tt 77-81, Te
OuOIMOTEKA JICHTUBUPYCHOTO 3KCIIPECCHOHHOTO BEKTOPA MOIyUYeHa IyTeM KOMOMHAIINT
HYKJIEMHOBBIX KACIOT, KOAUPYIOLINX ABA PA3HBIX NOJYAHTUTENA.

83. bubmnoTeka JIEHTUBUPYCHOTO BEKTOPA MO JIFOOOMY OJHOMY U3 M. 77-82, T11e
pasHooOpazue OMONMMOTEKH JICHTUBUPYCHOTO BEKTOPA MOJIYIEHO C TTOMOIIBIO HYKJIEHHOBBIX
KuCnoT, Koaupyomux HCVR n LCVR u nony4yeHHsIx U3 nysa B-kiieTox mpoayuupyommx
AHTUTENIO, KOTOPOE CIeUU(PUIECKH CBSI3bIBACTCS C OTHUM aHTUTEHOM HIIU C IBYMSI PA3HBIMH
AHTUTEHAMM, U KOTOPOE CIEeM(UIECKHU CBSI3BIBACTCS C PA3TMIHBIMU HETIEPEK PHIBATOIIAMHCS
3MUTONAMM OJHOTO U TOTO )K€ AaHTUTEHA.
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84. bubnmnoTeka JIEHTUBUPYCHOTO BEKTOPA MO JIFOOOMY OJHOMY U3 Tl 77-82, T11e
pasHooOpazue OUOTMOTEKH JICHTUBUPYCHOTO BEKTOPA MOJYUIEHO C TTOMOIIIBIO TTaPhI
HYKJIEUMHOBBIX KUCIOT, Kogupyroumwx HCVR u LCVR u BEIOpaHHBIX U3 ITYJIOB HYKJIEUHOBBIX
KUCIOT, Koaupyromux HCVR n LCVR 1 nony4eHHbIX MyTeM PAHAOMU3ALMH ITO MEHBIIEH
Mepe ogHoro kogoHa HCVR, 1 HykIneMHOBOM KUCITOTHI, Koaupyrowein LCVR u nomy4deHHO!
U3 OTIEBHON B-KIeTKH, MPOAyIUPYIOIIeH aHTUTEI0, KOTOPOE CIENU(UIECKH CBA3BIBACTCS
C OJTHUM aHTUTEHOM WJIH C ABYMs PA3HBIMU AHTHTE€HAMH, UK KOTOPOE CIIEM(PHIECKH
CBSI3BIBAETCS C PA3IMUHBIMU HETIEPEKPHIBAIOIIIMMUCS STTUTOTIAMU OJTHOTO U TOTO K€ AaHTUT€HA.

85. bubmmoTeka JIEHTUBUPYCHOTO BEKTOPA TIO JIFOOOMY OJHOMY U3 Tl 77-82, T11e
pazHooOpasue OUOMOTEKH IEHTUBUPYCHOTO BEKTOPA MOIYUIEHO C TTOMOIIBIO TTAPBI PA3THIHBIX
HYKJIEMHOBBIX KUCIIOT, kKoaupyoimux HCVR, 1 oqHOM HYKIEMHOBOM KUCIOTHI, KOAUPYIOIIEH
LCVR, rae pasnuunble HyKJIEMHOBBIE KUCIOTHI, kKoaupyroume HCVR, monydeHnsl mytem
PAaHOOMU3ALMU IO MEHBIIENR MEPE OOHOTO KOAOHA HYKIENHOBOH KUCIIOTHI, KOOUPYIOLIEN
HCVR 1 nony4deHHOU U3 OTACTBHONU B-KIIeTKH, MpOayIUPYIOLIEH AHTUTENO0, KOTOPOE
crienu(hUIeCKH CBS3BIBAETCS C OJTHUM aHTUTEHOM WUJTU C ABYMS PA3HBIMU AHTUT€HAMM, UITH
KOTOPOE CIIEIM(PUUECKH CBI3BIBAETCS C PA3IMUHBIMY HETIEPEK PHIBAIOIITUMUCS STTUTOTTAMHU
OAHOTO U TOT'O K€ AHTUTCHA.

86. bubmoTeka JIEHTUBUPYCHOTO BEKTOPA TIO JIFOOOMY OJHOMY U3 Tl 77-82, T11e
pazHooOpasue OUOMOTEKH IEHTUBUPYCHOTO BEKTOPA MOIYUIEHO C TTOMOIIBIO TTAPBI PA3THIHBIX
HYKJIEMHOBBIX KUCIIOT, Koaupytomux LCVR, u 01HOM HYKJIIEMHOBOM KUCIOTHI, KOAUPYIOIIEH
HCVR, rae pasnuuHble HyKIEUHOBBIE KUCIOTBI, Koaupyromme LCVR, mony4deHsl mytem
PAaHOOMU3ALMU IO MEHBIIENR MEPE OOHOTO KOAOHA HYKIENHOBOH KUCIIOTHI, KOOUPYIOLIEN
LCVR ¥ nosiy4eHHOM U3 OTACABbHON B-KIIeTKH, MPOaAyLIHUPYIOLIEH aHTUTENO0, KOTOPOE
crienu(hUIeCKH CBS3BIBAETCS C OJTHUM aHTUTEHOM WUJTU C ABYMS PA3HBIMU AHTUT€HAMM, UITH
KOTOPOE CIIEIM(PUUECKH CBI3BIBAETCS C PA3IMUHBIMY HETIEPEK PHIBAIOIITUMUCS STTUTOTTAMHU
OAHOTO U TOT'O K€ AHTUTCHA.

87. bubnmoTteka JISHTUBUPYCHOT'O BEKTOPA IO JTFOOOMY OTHOMY M3 TITL. 77-86, T1€ OTASITbHAS
B-knetka aBnsieTCs KJIOHAABHOM nonysituett B-kneTok.

88. buOmoTeka TEHTUBUPYCHOTO BEKTOPA TI0 TFOOOMY OJTHOMY U3 ML, 77-87, TAe CO3AaHue
pa3sHO0Opa3Us ICHTUBUPYCHOM SKCITPECCHOHHON OMOTMOTEKH BKITFOUAET CIIETYFOIITHE 3TATIBI:

(a):

(i) Bergenenue PHK u3 cyomomymnsmuu B-xietok, (ji) Tpanckpumms PHK B k] IHK;

(iii) ammmduramms u3 kK JHK mepsoro mymna monexyn JITHK ¢ moMoibio nepBoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
amruuIpoBaTh Koaupyroie oonacty HCVR;

(iv) ammmdukamus 3 kJJHK Broporo myma monexyn JIHK ¢ momotsro BTopoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
amruuupoBaTh Koaupyrorme oonactu LCVR; u

(V) moslyueHue map OJHOTO TIpeACcTaBuTes rnepsoro nyna moJiekys JJHK u ognoro
npeAcTaBuTeNs BToporo myna mojekyn JHK;

v (b):

(1) Beiaenenue PHK u3 otaenpHO#M B-KiIeTKY WK U3 KJIOHAIBHOM Tonyisiiuu B-k1eTok,

(i1) Tpanckpunus PHK B k/IHK;

(iii) ammumduramms u3 kK JHK mepBoit monekynsl JIHK ¢ moMotnbio mepBoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
amruuIpoBaTh Koaupyroie oonacty HCVR;

(iv) ammmdukamus 3 kJJHK Bropoit monexynsr JJHK ¢ momortsio BTopoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
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aMmruuuIpoBaTh Koaupyroiaue oonactu LCVR;

(v) cozpanue neporo nyna moJiekyn JJHK myteM pangomuzaium no MeHbIlel Mepe
OOHOTO KOAOHA nepBoit Mmosiekynnl JJHK,

(vi) cozmanue Broporo myjna monekya JJHK nmytem pangomuzanuu nmo MeHblel Mepe
O0AHOTO KoAoHa BTOpoit monekynbl JJHK, u

(vil) momy4deHue map ogHOro peAacTaBuTess nepsoro nyna monekyn JJHK u ogHoro
npeAcTaBuTeNs BToporo myna mojekyn JHK;

i (C):

(1) Beiaenenue PHK u3 otaenpHO#M B-KiIeTKY WK U3 KJIOHAIBHOM Tonyisiiuu B-k1eTok,

(i1) Tpanckpunus PHK B k/IHK;

(iii) ammumduramms u3 kK JHK mepBoit monekynsl JIHK ¢ moMotnbio mepBoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
amruuIpoBaTh Koaupyroie oonacty HCVR;

(iv) ammmdukamus 3 kJJHK Bropoit monexynsr JJHK ¢ momortsio BTopoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
aMmruuuIpoBaTh Koaupyroiaue oonactu LCVR;

(v) coznanue myaa monekyn JJHK mytem pangomMuszaium o MeHbliel Mepe OAHOTO KOJIOHA
nepBoit mosekyabl JIHK, u

(vi) momyueHue nap ogHoro npeacrasutens mynaa monekyn JJHK u Bropoit monekyibl
JHK;

v (d):

(1) Beiaenenue PHK u3 otaenpHO#M B-KiIeTKY WK U3 KJIOHAIBHOM Tonyisiiuu B-k1eTok,

(i1) Tpanckpunus PHK B k/IHK;

(iii) ammumduramms u3 kK JHK mepBoit monekynsl JIHK ¢ moMotnbio mepBoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
amruuIpoBaTh Koaupyroie oonacty HCVR;

(iv) ammmdukamus 3 kJJHK Bropoit monexynsr JJHK ¢ momortsio BTopoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
aMmruuuIpoBaTh Koaupyroiaue oonactu LCVR;

(v) coznanue myaa monekyn JJHK mytem pangomMuszaium o MeHbliel Mepe OAHOTO KOJIOHA
BTOpoit moJiekynbl JIHK, u

(vi) moay4deHue nap oOAHOTO npeacrasuTens myiaa moJiekyn JJHK u nepsoit Mosieky bl
JHK.

89. bubmoTeka JIEHTUBUPYCHOTO BEKTOPA MO JIFOOOMY OJHOMY U3 Tl 77-88, T1e
HYKJIEMHOBAS KUCIIOTA, KOAUPYIOIIAS TSKEIYIO IIeTlh UMMYHOTJIO0YJIMHA, COAEPIKUT BCE
3K30HBI U BCE, KPOME OJIHOTO, UHTPOHBI TEHOMHO-OPraHU30BAHHOT'O TE€HA TSKEIOHN LEMu
UMMYHOTJI00YJIHHA.

90. bubmuoTeKka IEHTUBUPYCHOTO BEKTOPA TI0 JIIOOOMY OTHOMY M3 T, 77-89, rae
TPaHCMEMOPAHHBIN JOMEH SBIISIETCS (PArMEHTOM TPAHCMEMOPAHHOTO JOMEHA WITH
CUTHANBHBIM TienTuaoM aitst GPI-skops, e hparMeHT TpaHCMeMOPaHHOTO TOMEHA
3aKOAUPOBAH OJTHUM SK30HOM.

91. bubmmoTexa TEHTUBUPYCHOTO BEKTOPA TI0 JIIOOOMY OAHOMY M3 1. 77-90, rae
TPaHCMEMOPAHHBIN JOMEH SBIISIETCS TPAHCMEMOPAHHBIM JOMEHOM UMMYHOTIIOOYIIHHA,
3aKOAMPOBAHHBIM M 1-M2-3K30H-THOPUIOM OJHOTO 3K30HA 0€3 TEHOMHOTO TTPOMEXYTOIHOTO
UHTPOHA.

92. bubmmoTeKka IEHTUBUPYCHOTO BEKTOPA TI0 JIIOOOMY OTHOMY M3 L. 77-91, rae
TpaHCMeMOpaHHbI JoMeH 3akoaupoBaH kJIHK.

93. DykapuoTHUecKas KJIIeTOuHast OMOIMOTEKA, CoAepIKaInas ABe Uiiu OoJiee IByX
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IYKAPUOTHUECKHUX KJIETOK, KXKAasl U3 KOTOPBIX COAEPKUT OMIUCTPOHHYIO IKCITPECCUOHHYIO
KACCETy TIO JTIDOOMY OTHOMY M3 TITI. 44-55 UITH IEHTUBUPYCHBIN BEKTOP TIO JIFOOOMY OTHOMY
u3 1. 60-69, rae aHTUTeNna, 3KCIPECCUPYEMBIE KAXKA0N KIIETKOH, OTIIMYAIOTCS APYT OT Apyra
MO MEHBIIIEeN Mepe Ha OTHY AMUHOKHUCIIOTY.

94. DykapuoTHUeCKast KJIeTOUHasi OMOIMOTeKa, CoepKaIas OMdINOTEKY ICHTUBHPYCHOTO
BEKTOpA 1O mit. 77-92.

95. DyKaprOTHYECKasl KIIETOUHAs! OMOIMOTEKA MO T1. 94, Tae Kaxaasi 3yKapHOTHYECKas
KJIETKA U3 IYKAPUOTUUIECKON KIIETOYHON OUOIMOTEKH IKCIPECCUPYET OHO AHTUTENIO.

96. DykapuoTuyeckas KIeTouHast OMOIMOTeKa 110 JII0OOMY OTHOMY M3 L. 94-95, rae
KaKIas 3yKapPUOTUIECKAs KJIETKA 3yKAPUOTHIECKON KIIETOUHOM OUOIIMOTEKY TIPEACTABIISIET
OJTHO AHTHTEJO.

97. DykapuoTHUecKkas KJIIeTouHast OMOIMOTeKA 10 JTI000MY OTHOMY U3 M. 94-96, e
IYKapUOTHUECKAS KIETOUHAS] OMOINOTEKA ABISCTCS MOMYJISIUEH 3YKAPUOTUIECKUX KIIETOK,
IKCITPECCHPYIOMIUX OUOTMOTEKY AHTUTENA, TAE KOOUPYIOIIUE HYKIEHHOBBIE KUCIOThI ITOJTyIeHBI
U3 MOMYJISAIUN B-KJIeTOK UMMYHU3UPOBAHHOTO JKUBOTHOTO.

08. DykaproTHUeCKasi KIIeTOUHasi OubroTeka mo 1. 97, rae B-kineTku mpeaBapuTeibHO
OTOMPAIOT TIO UX CHEUUPUIHOCTH K OQHOMY WM OOJIee YeM OJJHOMY aHTHUTEHY,
MPEACTABISIONIEMY UHTEPEC.

99. DykapuoTHUeCKas KJIETOYHAsI OMOIMOTEKA TI0 JIIDOOMY OAHOMY U3 ML 94-98, KOTOpas
SIBIISIETCS TIOMYJISINNEN 3YKAPHOTUUECKUX KIIETOK, T KaXaasl KIIETKA COIEPKUT MEPBYIO
IKCIPECCHOHHYIO KACCETY, KOAUPYIOIIYIO TOIHOPA3MEPHOE AHTUTENO, KOTOPOE CIIEUBHIECCKH
CBSI3BIBAETCS C TIEPBBIM AHTUTCHOM, U BTOPYIO IKCIIPECCHOHHYIO KACCETY, KOAUPYIOIIYIO
MOJTHOPA3MEPHOE AHTUTEJI0, KOTOPOE CIEU(BUUECKH CBSA3BIBAECTCS CO BTOPBIM aHTHTEHOM.

100. DykaproTudecKas KJIeTOuHas OMOIMOTEKA 0 JII0OOMY OHOMY U3 L. 94-99, koTOpas
SIBIISIETCS TIOMYJISINNEN 3YKAPHOTUUECKUX KIIETOK, T KaXaasl KIIETKA COIEPKUT MEPBYIO
IKCITPECCUOHHYIO KACCETY, KOAUPYIOIIYIO TIEPBYIO JIETKYIO IIEMb TIOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA
Y TIEPBYIO TSKEIYIO LIETh MOTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA, CBS3bIBAIOIIETOCS C TIEPBBIM
AHTUTEHOM, ¥ BTOPYIO SKCIIPECCHOHHYIO KaCCEeTy, KOAUPYIOIIYIO BTOPYIO JIETKYIO IETTh
MOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTENIA ¥ BTOPYIO TSIKEITYIO LETb MOTHOPA3MEPHOTO AaHTUTENA, KOTOPOE
crieru(HUECKH CBSA3BIBAETCS CO BTOPBIM AHTHUTECHOM.

101. DykapuoTnueckas KIeTouHast OMOIMOTEKAa 1O JII0OOMY oaHOMY |3 111, 94-100, KoTopas
SIBIISIETCS TIOMYJISIMEN 3YKAPHOTUUECKUX KIIETOK, TIe KaXaast KIIETKA COIEPKUT
IKCIPECCHOHHYIO KACCETY, KOOUPYIOIIYIO MIEPBYIO TSKEITYIO [EMb MOJTHOPA3MEPHOTO AaHTUTENA,
KOTOpPOE Creu(UUECKH CBA3BIBACTCS C TIEPBBIM AHTHUTEHOM, U BTOPYIO TSKEIYIO IETh
MOJTHOPA3MEPHOTO AaHTHTENA, KOTOPOE CIIENU(PHIESCKU CBSI3bIBACTCS CO BTOPBIM AHTHTEHOM,
T7Ie 3YKAPUOTUIECKAs! KJIETKA IKCIIPECCHPYET OOIIYIO JIETKYIO LETb.

102. DykapuoTHyecKasi KIeTouHasi OMOIMOTEKA 110 JTI000MY OgHOMY M3 Til. 94-102, e
nepBas TSHKENAs UEeTb MOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA COAEPKHUT MYTALMIO TUIIA «3aMOK», &
BTOpAas TSAXKENAs LeTb AHTUTENIA COAEPIKUT MYTAIMIO TUTIA «KITFOU».

103. DykapuoTHyecKas KIeTouHasi OMOIMOTeKA 110 JTI000My ogHOMY 3 Til. 94-101, Toe
TiepBast JIETKAsl LIEMb TOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTENIA COAEPIKUT B KAUSCTBE KOHCTAHTHOTO
nomena CH1-gomeH, a mepBas Tshkemas Lelb MOJTHOPAa3MEPHOTO AHTUTENA COCPIKUT B
KAa4eCcTBe MEPBOTO KOHCTAHTHOTO noMeHa CL-I0MeH, Wi BTOpasi JIeTKasl Lelb
MOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTENIA COAEPKUT B KauecTBe KOHCTAaHTHOTO noMeHa CH1-momen, a
BTOpAas TSAXKENas Uelb MOJTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA COAEPKHUT B KAUECTBE TIEPBOTO
KOHCTaHTHOTO AoMeHa CL-aoMeH.

104. DykapuoTndeckast KIeTouHasi OMOIMOTEKA 1Mo JTI000My ogHOMY U3 1iil. 94-103, tre
MOJTHOPA3MEPHOE AHTHTEIIO COACPIKUT KOHCTAHTHYFO 00JIACTD YeJTIOBEUECKOTO TPOUCXOKICHUSI,
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0COOEHHO M3 YeI0BeUeCKOro nMmMyHoTIoOymmHa kimacca [gG1, 1gG2 umm [gG4.

105. DykapuoTHyecKkasi KIeTouHasi OMOIMOTEKA 110 JTI000MY OgHOMY 3 TIl. 94-104, Tie
IYKAPUOTUYECKAS KIIETKA SBIISETCS KIIETKON MIIEKOTIUTAIOIIETO UITH JPOKKEBOMN KIETKOM.

106. DykapuoTrdeckast KIeTouHasi OMOIMOTEKA 1Mo JTF000My ogHOMY U3 1. 94-105, tre
KneTka miuekonuTaromero apiasgercss CHO-knetkon unn HEK-kieTko.

107. DykapuoTraeckast KIeTouHasi OMOIMOTEKA 1Mo JTF000My OgqHOMY U3 111, 94-106, Te
TTOTYJISIIUSL BBIIEICHHBIX B-KITeTOK WM OTAeNbHAS B-KJIeTKa WIn KJIOHAIBHAS TIOTYJISIHS
B-kJeToK monryueHa u3 UCTOYHHMKA, BBIOPAHHOTO Cpeu: (a) KpoBu; (b) BTOPHUHBIX
TUM(OUIHBIX OPTAHOB, OCOOEHHO CEIME3EHKH U TUM(ATHISCKHX Y3IIOB; (C) KOCTHOTO MO3Ta;
v (d) Tkanu, coaepxaiie B-kiaeTku maMsiTy.

108. DykapuoTnyeckas KierouHasi OudbimoTeka 1o 1. 107, Tae momyasuys BeIASTIEHHBIX
B-KI€TOK COASPIKUT WITH B YACTHOCTH COCTOUT U3 MOHOHYKJICAPHBIX KIIETOK MEPUPEPUIECKOMN
kposu (PBMC).

109. DykapuoTndeckast KIeTouHast OMOIMOTEKA 1O JTF000MYy ogHOMY U3 1il. 94-108, te
KUBOTHOE SIBIISIETCS] MIIEKOTTUTAIOITNM, OCOOEHHO KPBICOM, MBIIIBIO, KPOJIIMKOM WITH
YEITOBEKOM.

110 DykapuoTnueckas kjeTogHasi oudauoTeka 1mo 1. 109, rae )KUBOTHOE SIBIISIETCS
TPAHCTEHHOM MBITITBIO WJTH TPAHCTEHHBIM KPOJIMKOM WJTH YEITOBEKOM.

111. DykapuoTndeckast KIeToYHasi OMOIMOTEKA 1O JTF000My ogHOMY U3 1L, 94-110, te
OTOOP W3 TOMYJISIIUKN BBIACIEHHBIX B-KiteTok cyOmomynsiuu B-kiteTok uiti oTaenbHoM B-
KJIETKH BKITIOUAET CIEIYIONINE 3TATIbI:

() KOHTAKT MOMYJISIIAHN BBIASIIEHHBIX B-KJIETOK C aHTUTEHOM, ITPEICTABISIOIINM HHTEPEC,
WK ero (parMeHTOM MJIH AHTHT€HHOMN TeTePMUHAHTON; U

(b) oTO0p B-Ki1eTOK MM OTAEIBbHON B-KIIeTKH, KOTOpas CreU(pUIECKU CBI3BIBAETCS C
AHTUTEHOM, TIPEACTABIISIIONTUM HHTEPEC, WITH €T0 (PParMeHTOM WITH AaHTHUT€HHOM
JCTEPMUHAHTOM,

112. DykapuoTndeckast KIeToYHasi OMOMMOTEKA MO JTF000My ogqHOMY U3 1. 94-111, tie
OTOOP W3 TOMYJISIIUKN BBIACIEHHBIX B-KiteTok cyOmomynsiuu B-kiteTok uiti oTaenbHoM B-
KJIETKH BKITIOUAET CIEIYIONINE 3TATIbI:

(a) HAHECEHHWE HA HOCUTENTh AHTUIE€HA, TTPEACTABIISIONIETO HHTEPEC, UJTH ero (hparMeHTa
WM AaHTUTEHHOM JeTePMUHAHTEHI;

(b) KOHTAKT NOMYJIALMY BBIASIEHHBIX B-KJIETOK C HOCUTENEM U CBA3bIBAHUE B-KIeTKH C
HOCHTEIIEM Yepe3 AaHTUTEH, TPEACTABIISIONINI HHTEPEC, UITH €TO (DPATMEHT UJTH AHTUTCHHYIO
JIETEPMUHAHTY;

(c) yoaneHue HeCBSI3aHHBIX B-KIIETOK, T/1€ B YaCTHOCTH HOCHTEIb COACPIKUT WITH OoJiee
KOHKPETHO COCTOMT U3 IMMAPUKOB, TAe 00JIee KOHKPETHO IITAPUKH SIBIISFOTCS TTApAMATHUTHBIMU;
u

(d) ymanenue cyonomymsinuit B-keTok WM oTaenbHON B-KIIeTKM ¢ mapaMarHATHBIX
IAPUKOB.

113. DykapuoTryeckasi KIeTouHasi OMOIMOTEKA 110 JTI000OMY OgHOMY M3 TIl. 94-112, e
OTOOP W3 TOMYJISIIUKN BBIACIEHHBIX B-KiteTok cyOmomynsiuu B-kiteTok uiti oTaenbHoM B-
KJIETKHU MPOBOAUTCS ¢ TOMOIBI0 FACS-COPTUPOBKH.

114. DykapuoTndeckast KIeToYHasi OMOIMOTEKA 1O JTF000MYy OgHOMY U3 1iil. 94-113, tie
OTOOP W3 TOMYJISIIUKN BBIACIEHHBIX B-KiteTok cyOmomynsiuu B-kiteTok uiti oTaenbHoM B-
KJIETKH BKITIOUAET CIEIYIONINE 3TATIbI:

() KOHTAKT MOMYJISIIAHN BBIASIIEHHBIX B-KJIETOK C aHTUTEHOM, ITPEICTABISIOIINM HHTEPEC,
WITH €TO (PPArMEHTOM UITH AaHTUTEHHOM NETEPMUHAHTOM, TAe AHTUTEH, TTPEACTABIISIONTNI
UHTEPEC, MU €TO (PparMeHT WM AaHTUTEHHYIO JETEPMUHAHTY METAT (PIIyOPECIIEHTHBIM
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KPaCUTENEM; U

(b) oTnenenue B-KIIETKH, CBI3AHHON C AaHTUTEHOM, TIPEACTABISIIOIINM UHTEPEC, WA €0
(hparMeHTOM WJIM AaHTUT€HHON NeTEPMUHAHTOM, C TOMOIIBI0 FACS-COpTHPOBKH.

115. DykapuoTrdeckasi KIeTouHasi OMOIMOTEKA 110 JTI000OMY OgHOMY 3 TIl. 94-114, re
O0TOOP U3 TIOMYJIALMHY BBIIEICHHBIX B-KileTok cyOnomynsiipu B-kieTox wim otaenpHOM B-
KJIETKM BKIIIOUAET CIIEAYIOIINE 3TATbI:

(a) KOHTAKT MOMYJISILMKU BBIASIEHHBIX B-KIE€TOK C aHTUT€HOM, TPEACTABIAIOIIMM HHTEPEC,
WITH €TO (PArMEHTOM MITH AHTUTEHHOM eTEPMUHAHTOM;

(b) oTOOp TOMYNISAIMU B-KIETOK MITH OTAETBbHOU B-KITeTKu, KOTOpas CrienugpuiecKu
CBSI3BIBAETCSI C AHTUTEHOM, TIPEICTABIISOLINM HHTEPEC, HJTH €r0 PparMeHTOM UITH AHTUT €HHOM
JCTEPMUHAHTOMN; U

(c) oTOOp B-KIETOK 1O MEHBbIIIEH Mepe 10 OAHOMY JOMIOJTHUTEIBHOMY ITapaMeTpy, TIe B
YACTHOCTH OTOOP IO MEHBIIIEH MEPE TI0 OAHOMY IOTIOJTHUTETBHOMY ITAPAMETPY MPEACTABISET
cobott

(i) MOIOXKUTEIBHYIO CEIIEKIUIO TIO MapaMeTPy, BBIOPAHHOMY CpEeIU MTPUCYTCTBHS B-
KJIETOYHOTO CenuUIecKoro Mapkepa, ocodenno CD19 umu B220, u xku3HeECIOCOOHOCTH B-
KJIETOK; U/MIHA

(ii) OTPUIATENBHYIO CEIEKIMIO TIO TTAPAMETPY, BEIOPAHHOMY Cpeau: IPUCYTCTBUS [gM-
AHTUTENA; MPUCYTCTBUS [gD-aHTUTENA, TPUCYTCTBUSI MAPKEPOB KIETOYHON THOETH U
MIPUCYTCTBUSI MAPKEPOB AMONTO34.

116. DykapuoTryeckas KIeTouHasi OMOIMOTEKA 110 JTI000OMY OgHOMY 3 TIl. 94-115, e
OTOOP U3 MOMYJISILMU BBIIEIEHHBIX B-KIIETOK CyOmonysuuy B-KIIeTOK TakKe BKITFOUAET Tall
0TOOpa B-KJIETOK C MePeKITIOYeHHBIM KJIacCOM, 0coOeHHO [gM-u/umu IgD-oTpunatenbHbIx
B-xnerox, Hanbomnee KoHKpeTHO [gM- nw/unmu [gD-oTpuaTenbHbIx B-KiteToOK.

117. DykapuoTryeckasi KIeTouHasi OMOIMOTEKA 110 JTI000OMY OgHOMY 3 TII. 94-116, Te
O0TOOP U3 TIOMYJIALMHY BBIIEICHHBIX B-KileTok cyOnomynsiipu B-kieTox wim otaenpHOM B-
KJIETKM BKIIIOUAET CIIEAYIOIINE 3TATbI:

(a) KOHTAKT MOMYJISILMKU BBIASIEHHBIX B-KIE€TOK C aHTUT€HOM, TPEACTABIAIOIIMM HHTEPEC,
Wiy ero GparMeHTOM UITH AaHTUTEHHOM AETEPMUHAHTOMN, TAe AaHTUIeH, TPEACTABISIOLINMA
MHTEPEC, WK er0 GpArMEeHT WU AHTUTE€HHAS JETEPMUHAHTA MEUEHBI TIEPBBIM
(IIyOpeCeHTHBIM KPaCHTENEeM, TAE B YACTHOCTH (DIIyOPECHEHTHBIN KPACUTENb ITPEACTABIISET
coboit Alexa 647 nm, Alexa 488 wiu Alexa 546 nm;

(b) KOHTAKT KJIETOK W3 ITOMYJISIIMKN BBIACIEHHBIX B-kiteTok ¢ anTu-1gM- w/umu antu-1gD-
AHTUTENOM, TAe aHTU-IgM- n/unmu anTu-IgD-aHTUTENA MEUEHBI BTOPBIM W/WIU TPETHUM
(hIyOpeCHeHTHBIM KPACUTEJIEM, TI€ BTOPON W/UITH TPETHI (DIyOPECIEHTHBIN KPACUTEITh
UCITYCKAET (PITyOPECHEHINIO TIPY AJIMHE BOJHBI, OTAMYHON OT AJIMHBI BOJTHBI (JIyOPECHEHIINH,
UCITYCKAE€MOM TepPBBIM (hIyOPECUEHTHBIM KPACUTENEM; U

(c) oTaeneHue NOMyJSIMKA B-KIIETOK WK OTAEIBbHON B-KITeTKH, CBA3aHHOM C
MIPEACTABIISIONIMM HHTEPEC AHTUT€HOM MITH €T0 (PparMeHTOM WM aHTUTEHHOM AeTEPMUHAHTOM,
HO HE CBSI3aHHOM C aHTU-IgM- w/unmu ¢ anTu-IgD-anTutenamu, myrem FACS-copTUpOBKH.

118. DykapuoTHueckasi KIeTouHasi OMOIMOTEKA 110 JTI000OMY OgHOMY 3 Til. 94-117, Toe
OMOMMOTEKA ABIISIETCS BUPYCHOM OMOIMOTEKOM, OCOOCHHO JICHTUBUPYCHOM OUOIHOTEKOM, U
BBeJIeHHE OMOIMOTEKH B TIEPBYIO MOTYJISIUIO 3YKAPUOTHIECKON KIETKH, B YACTHOCTHU KIIETKH
MJIEKOTUTAIOIIET O, TPOBOAUTCS MTyTeM HHOULIMPOBAHUS IYKAPHOTUIECKOM KIIETKH, B
YACTHOCTH KJIETKU MJIEKOTIMTAIOIIETO, BAPYCHOM OMOIMOTEKOM, B YaCTHOCTH JICHTUBUPYCHOM
OuOMMOTEKOM, TAe 00JIee KOHKPETHO HHPHUIMPOBAHUE TPOBOAUTCS C MHOKECTBEHHOCTHIO
3apaxenus He 0osee 10, ocodenno He donee 1, boee KOHKpeTHO He Ooee 0,2, m HauboIee
KOHKpeTHO He Oonee 0,1.
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119. DykapuoTndeckast KIeTouHasi OuonmmoTeka mo 1. 118, r/1e MHOXECTBEHHOCTD
3apaXKeHust COCTaBasAeT NpuMepHO 0,1.

120. DykapuoTrdeckast KIeTouHasi OMOIMOTEKA 1O JTF000MYy OgHOMY U3 Ti1l. 94-119, tre
BBIJICJICHUE KJIETKU MTPOBOAUTCA ¢ TOMOIIBIO FACS-copTUpOBKU. B 0qHOM BOMIOIIECHUH
BbIICJICHUE KJIETKU BKJIIOUAET CJISAYIOLINUE ITATIbI:

(a) OKpalIMBaHUE TIEPBOM MOMYJISIIIUM FYKAPUOTUUECKUX KIIETOK, B HACTHOCTU KJIETOK
MJIEKOTIMTAFOIIETO, TIPEACTABIISIONIMM HHTEPEC AHTUTEHOM W €T0 (PparMeHTOM UITH
AHTUTEHHOW JETEPMUHAHTOM, T/I€ TIPEICTABIISIOIIHNIT HHTEPEC AHTUTECH UM €r0 parMeHT
WM AaHTUTEHHYIO JIETEPMUHAHTY METST (QIIyOPECHEHTHBIM KPACUTEIIEM; U

(b) BBIZENEHUE OTACITBHOMN KJIETKU, KOTOPAs CIIENU(DUUIECKH CBSA3BIBAETCS C AaHTUTEHOM,
MPEACTABIISIIONIAM HHTEPEC, WU €T0 (PparMeHTOM UM aHTUTEHHOM JETEPMUHAHTOM, C
nomMoibio FACS-copTupOBKH.

121. DykapuoTndeckast KIeTouHasi OMOIMOTEKA 1O JTF000MY OgqHOMY U3 111, 94-120, Tre
BBIZICIICHUE OTACITBHOM KIIETKH, KOTOPAsl CIIEM(PUUECKU CBA3BIBACTCS C TPEACTABIISIFOIITAM
UHTEPEC AaHTUTEHOM WJIU €0 (hparMeHTOM WIIM AHTUTEHHON TeTEPMUHAHTOMN, C TTOMOIIBIO
FACS-COpTUPOBKY BKITIOUAET 3TATl JATBHEUIIIEro 0TOOPA KIETKU IO MEHBIIEN Mepe IO
OJHOMY JOTOJHUTEIIBHOMY MapamMeTpy.

122. DykapuoTudeckas KIeTouHasi OMOMMOTEKA 1O JTF000MY OOHOMY U3 Tiil. 94-122, trie
CIoco0 TaKXe BKITFOUAET CIIEAYIOIINE ITAITHI:

(a) KyIbTUBUPOBAHHUE IO MEHBIIEH MEPE OOHON, B YACTHOCTU TOUHO OJHOMW, OTAEIIBHOMU
KJIETKHU B TIPUCYTCTBUU BTOPOU TOMYISLMU 3YKAPUOTUUECKUX KIIETOK, B YACTHOCTH KJIETOK
MJIEKOIIUTAIOLIETO;

(b) onrpeaeneHue CrIOCOOHOCTH BTOPOT OMYJISIIAN 3YKAPUOTUIECKHUX KIIETOK, B YACTHOCTH
KJIETOK MJIEKOTIMTAIOIIETO, CIIEIM(PHIECKH CBI3bIBATHCS C AaHTUTEHOM, TIPEICTABIISIFOIITAM
UHTEPEC, WU €TO (PparMEeHTOM UITH aHTUTEHHOM IETEPMUHAHTOM.

123. DykapuoTHyecKas KIeTouHasi OMOIMOTEKA 110 JTI000OMY OgHOMY 3 TII. 94-122, rie
repBasi MOMYJISALUS 3YKaPUOTUUECKUX KIIETOK, B YACTHOCTHU KJIETOK MJIEKOTIUTAIOLIETO, U/UITH
(B YACTHOCTH M) BTOPAs TIOMYJISLMS 3YKAPUOTUUECKUX KJIETOK, B HACTHOCTHU KIIETOK
MJIEKOTIMTAFOIIETO, COAEPKUT UJIU B YACTHOCTH COCTOUT U3 KIIETOK, BEIOPAHHBIX Cpeau: (a)
knetok BHK 21, ocobenno TCC CCL-10; (b) xiterok Neuro-2a; (¢) knetok HEK-293T,
ocobenno TCC CRL-11268; (d) xitetoxk CHO-K1, ocobenno TCC CRL-62; u (e) KIIeToK
HEK?293.

124. DykapuoTrdeckast KIeTouHasi OMOMMOTEKA 1O JTF000MY OgHOMY U3 Tiil. 94-123, trie
repBasi MOMYJISALUS 3YKaPUOTUUECKUX KIIETOK, B YACTHOCTHU KJIETOK MJIEKOTIUTAIOLIETO, U/UITH
BTOpAasi MOMYJISALMS 3YKAPUOTUUECKUX KJIETOK, B YACTHOCTH KJI€TOK MJIEKOIUTAIOIIETO,
COAEPKUT WM B YACTHOCTH cOCTOMT M3 KJIeTok CHO-K 1, rie 6oee KOHKPETHO
IKCIPECCHOHHAS OUOTHOTEKA SBIISIETCS ICHTUBUPYCHOM 3KCIIPECCUHOHHON OUOTHOTEKOMN.

125. Ciocod otdopa KIIETKH, IKCIIPECCUPYIOIEH aHTUTEIO, KOTOPOe Crierduuecku
CBSI3BIBAETCS C AaHTUT€HOM, TTPEACTABISIONUIMM UHTEPEC, BKIIOUAIOIIMIMA CIEAYIOLIUE 3TAIIbI:

(a) BO3BMOYKHO, OTOOP U3 MOMYIAIMU B-KJI€TOK CyOmomy sy B-KieTok unu oTaenbHON
B-kieTku uu KJIIOHAJBbHON TOMYISAUUU B-KIETOK, CeKPETUPYIOIINX aHTUTEI0, KOTOPOE
crienM(hUIECKH CBS3BIBACTCS C OTHUM MJIH OOJIee UeM OHUM AHTHTE€HOM,

(b) co3aaHUE TEHTUBUPYCHOM IKCITPECCUOHHOM OMOTMOTEKH, T11€ KAXKIbIN MTPEACTABUTENb
JIEHTUBUPYCHOM 3KCITPECCHOHHOM OMOTMOTEKH KOAUPYET BAPHAHTHOE AHTUTEIIO UM AHTUTEIO,
KOTOPOE CIEeIM(PUUECKU CBI3bIBACTCS C OMHUM WM OOJIee YeM OJTHUM aHTUTEHOM, ITyTEM

(i) cozmanust MEOecTBa Monekyn JIHK, rae co3manue BKITIOYALT 3TAIl aMILUTH(DUKATTT
mysra monekyst J{HK u3 cydmonymsiiin B-KITeTOK Witk 3Tart co3aaHusi OMOIMOTEKH MOJIEKYIT
JHK w3 JIHK, koaupyroieit oqHO aHTUTEN0, KOTOPOE CIENU(UIECKH CBSI3IBACTCS C OTHIUM
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WJIU IByMSI QHTUT€HAMHU, IPEACTABIISIOIIMMU UHTEPEC, MyTEM PaHI0MU3AIUN HYKJIEMHOBON
KHUCJIOTBI, KOJUPYIOILIEH MOCIeA0BaATEIBHOCTD, U

(i) KJIOHMpOBaHKE MHOXeCTBa MoJiekyJ1 JJHK B 1eHTUBUPYCHBII 3KCITPECCUOHHBIN BEKTOD,
conepxaruit EV71-IRES-cBsA3aHHYI0 OUIMCTPOHHYIO SKCITPECCHOHHYIO KACCETY, TSI
3KCIPECCUU JIETKOM LEMU TTOJTHOPA3ZMEPHOTO AaHTUTENTA U TSXKEIOHN LEMU TOJTHOPA3MEPHOTO
AHTHUTEJIA B PACTBOPUMOM, a TAKXKE B MEMOPAHOCBSI3AHHOM hopMe;

(c) TpaHCAYKIUS TOMYISALUUHA 3YKAPUOTUUECKUX KIETOK TOMYISUet TEHTUBUPYCHbBIX
YACTHUL, KaXAasi U3 KOTOPBIX COACPKUT MPEACTABUTENS IECHTUBUPYCHOM 3KCITPECCUOHHOM
OUOITHOTEK M,

(d) mpeacTaBlieHUe aHTUTENA, 3AKOAUPOBAHHOTO JIEHTUBUPYCHOM 3KCITPECCUOHH O
OMOMMOTEKOM, HAa TIOBEPXHOCTU FYKAPUOTUUECKON KIIETKH MIIEKOTIUTAFOIIETO; U

(€) BBIACTIEHUE U3 TIOMYJISAMU 3YKAPUOTUIECKUX KIIETOK KIIETKH, T KJIETKAa BBIOpaHa mo
CITOCOOHOCTH aHTUTENA, IIPEICTABICHHOTO HA €€ MIOBEPXHOCTH, CIICM(PHUECKU CBA3BIBATD
AHTHUTEH WM AHTUTEHBI, IIPEICTABISIONINE HHTEPEC, WK UX (PPATMEHTHI UITH AaHTUTCHHBIC
JIETepMUHAHTBI.

126. Ciocod oTdopa KIIETKH, IKCIIPECCUPYIOIei OUCTIENU(pUIeCKOe aHTUTEIIO (KOTOPOE
CerUIeCKH CBSI3bIBAETCS C ABYMsI aHTUT€HAMM, TIPEACTABIISIONMMA HHTEPEC), BKITFOUATOTITHN
CIIeYIOIINE ITATIbI:

(a) co3gaHue TEHTUBUPYCHOM 3KCITPECCUOHHOM OMOTMOTEKH, T11€ KAXKIbIN MTPEACTABUTENb
JIEHTUBUPYCHOM IKCITPECCHOHHON OUOTHOTEKH KOAUPYET BApUAHT OHCTIEIM(PUIeCKoro
AHTUTENA, TyTEM

(i) cozmanus mHOXecTBa Mojiekys JIHK w3z JJIHK, koaupytoiieti otaenbHoe
oucTenMpuIeckoe aHTUTEIO, TyTEM PAHAOMHU3AINN HYKJIEMHOBOM KUCIIOTHI, KOAUPYIOIIEH
MOCIEA0BATEIBHOCTD, U

(i) kToHMpoBaHuUst MHOXeCTBA MosieKy1 JIHK B IeHTUBUPYCHBIN 3KCITPECCUOHHBIN BEKTOP,
conepxaruit EV71-IRES-cBsA3aHHYI0 OUIMCTPOHHYIO SKCITPECCHOHHYIO KACCETY, TSI
9KCITPECCHH TTOTHOPAZMEPHOTO OUCTIEMM(PUISCKOTO AHTUTEIIA B MEMOPAHOCBSI3aHHOM (hopMe;

(b) TpaHCOYKIMS TTIOTYJISIIUM SYKAPUOTUUECKUX KJIETOK MOMYJISIUEN JICHTUBUPYCHBIX
YACTHUL, KaXAasi U3 KOTOPBIX COACPKUT MPEACTABUTENS IECHTUBUPYCHOM 3KCITPECCUOHHOM
OUOITHOTEK M,

(c) mpeACTaBIEHUE AHTUTENA, 3aKOAUPOBAHHOTO JICHTUBUPYCHOMN 3KCIIPECCUOHHOMN
OMOMMOTEKOM, HAa TIOBEPXHOCTU FYKAPUOTUUECKON KIIETKH MIIEKOTIUTAFOIIETO; U

(d) BBIZIENEHNUE U3 TIOMYJISIIIUN 3YKAPUOTHUECKHUX KJIETOK KJIETKH, T/€ KJIIETKA BbIOpAHA 1O
CITOCOOHOCTH aHTUTENA, IIPEICTABICHHOTO HA €€ MIOBEPXHOCTH, CIICM(PHUECKU CBA3BIBATD
AHTUTEHBI, MPEACTABIISIFOIIIE HHTEPEC, UITH €T0 ()PArMEHTHI UITH AHTUTCHHBIC e TePMUHAHTHI.

127. Crioco o robomy u3 . 125-126, KOTOPBIN BKIIFOYAET CO3AaHUE MHOXKECTBA
mouiekyn JJHK, koaupyrolux aHTuTena, mpu 3TOM CO3/1aHUE BKITIOUAET CJICAYIOIINUE ITATIbI:

(1) ammumuduranyst w3 cyonomysinum B-kireTok nepsoro myia mostekyst JJHK, koaupyrommx
BapuabenbHble 001acTu Tspkenol nemu (HCVR); u

(2) ammumudukanyst w3 cyonomysuy B-kietok BToporo myia mosekyit JJHK, koaupyrommx
BapuabenbHble 00aacTH jierkoi nemu (LCVR);

(3) xmonupoBanue KoMmOuHaIMK MHOXKecTBa Mostekyst JIHK, komupyronmx LCVR, u
MHOxecTBa Mmosiekyst JIHK, koqupytoimx HCVR, B IEeHTUBUPYCHBIM 3KCITPECCUOHHBIN BEKTOD,
conepxaruit EV71-IRES-cBsA3aHHYI0 OUIMCTPOHHYIO SKCITPECCHOHHYIO KACCETY, TSI
3KCIPECCUU JIETKOM LEMU TTOJTHOPA3ZMEPHOTO AaHTUTENTA U TSXKEIOHN LEMU TOJTHOPA3MEPHOTO
AHTUTEIA B PACTBOPUMOMM, a TaAKXKe B MEMOPAHOCBI3aHHOM (popme.

128. Criocob mo arodomy u3 L. 125-127, KOTOPBIN BKITIOUAET CO3IaHUEe MHOYKECTBA
MoJiekyn JIHK, koaupyrommx aHTHTeNa, KOTOPbIE CIeNU(HUISCKH CBS3BIBAIOTCS C OTHUM HITH
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JIBYMSI QaHTUTEHAMH, MIPEACTABISIOIIUMHA HHTEPEC, TIPU 3TOM CO3AAHUE MHOKECTBA MOJICKYJI
JHK BKIIOUaET CHeayIOIIMe 3TAllbl:

(1) ammumudukanys U3 OTASTBHON B-KIeTKH MM KIIOHAJTBHOW TTOMYJISIUN B-KIeTok
moutekynbl JIHK, koaupyrotieit HCVR, u monexymnel JIHK, koqupyromieit LCVR, u

(2) pangomuszanus monekynsl JJHK, kogupyromeit HCVR, w/unu monexynsl JJHK,
koaupyrouert LCVR, myTeM paHAOMU3AaUH IO MEHBLIEH MEPE OAHOTO KOAOHA, U, TAKUM
obpasom, coznanue MmHOXecTBa Mosiekyst JIHK, kogupyromux HCVR, 1 MHOXECTBA MOJIEKYJT
JHK, xoaupyromux LCVR;

(3) KIIOHMPOBAHUE KOMOWHAIIMK PAHIOMU3UPOBAHHOTO MHOXecTBa Mojiekyn JTHK,
komupytoiux LCVR, u muoxectBa mosiekyn JJHK, koqupyromux HCVR, B TeHTUBUPYCHBIHM
3KCIPECCHOHHBIN BEKTOP, conepkammuit EV71-IRES-cBsi3aHHy0 OMITUCTPOHHYIO
JKCIPECCUOHHYIO KACCETY, A SKCIPECCUH JIETKOM LEMU MOTHOPA3MEPHOTO AHTUTENA U
TSDKEJIOM [ETH MOJTHOPA3MEPHOTO aHTUTENA B PACTBOPUMOI, & TAKkKe B MEMOPAHOCBS3aHHON
dhopme.

129. Crioco6 mo arodomy u3 it 125-128, KOTOPBIN BKITIOUAET CO3IaHUE IEHTUBUPYCHOM
IKCIPECCUHOHHON OUOTUOTEKH, TIPH 3TOM CO3AaHUE BKITFOUAET CIIEAYIOIINE ITAITHI:

(1) coznanue MHOecTBa Moiekyl JIHK, koaupyroiyx aHTuTeNa, BKIIOYAIOIIEe CIEAYOIIHe
3TAIbI:

(1) Beimenenne MPHK u3 cyOmomymsinymm B-kieTox;

(2) tpacuxpurnuus MPHK B k/IHK;

(3) ammumudukanus 3 kJJHK nepsoro myna monekyn JIHK ¢ momorsro mepBoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONIMTOHYKIIEOTHUA, CTOCOOHBIX
amruuuIpoBaTh Koaupyroie oonacty HCVR; u

(4) ammumudukanus 3 kJJHK Broporo myma monexkyn JJHK ¢ momotsro BTopoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONIMTOHYKIIEOTHUA, CTOCOOHBIX
amruuuIpoBaTh Koaupyrorue oonactu LCVR;

(i1) kmonupoBanue napsl Mojekys JJHK u3 nepsoro u BToporo nyna monekyn JJHK B
JICHTUBUPYCHBIN 3KCIIPECCUOHHBIN BEKTOP, coaepxawmii EV71-IRES-CBsa3aHHy10
OMIUCTPOHHYIO IKCITPECCUOHHYIO KACCETY, TSl IKCITPECCUU JIETKOM TIETTH MMOJTHOPA3ZMEPHOTO
AHTUTEIA U TSKEION e TOTHOPA3ZMEPHOTO AHTUTENA B PACTBOPUMOM, a4 TAKKE B
MeMOPaHOCBI3aHHOM hopMe.

130. Crioco6 mo arodomy u3 it 135-129, KOTOPBIN BKITIOUAET CO3TaHUE IEHTUBUPYCHOM
IKCIPECCUHOHHON OUOTUOTEKH, TIPH 3TOM CO3AaHUE BKITFOUAET CIIEAYIOIINE ITAITHI:

(i) cozmanue MHOXecTBa MoJieky JIHK, koaupyrommux aHTuTena, KOTophle Crienu@uaecKu
CBSI3BIBAIOTCSI C OJHUM WJIM IBYMSI aHTUTEHAMH, IIPU 3TOM CO3JaHHUE BKIIOUAET CIICAYIOLINE
3TAIbI:

(1) Beigenenne MPHK u3 oTaenpHOM B-K1€TKY WM KIIOHATBHOMN MOMYJISIIUU B-KITeToK;

(2) tpacuxpurnuus MPHK B k/IHK;

(3) ammumudukanus 3 kJJHK nepsoit monexynsr JIHK ¢ momorsro mepBoit cMecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONIMTOHYKIIEOTHUA, CTOCOOHBIX
aMmruuuIpoBaTh Koaupyroiyoo odmacts HCVR; u

(4) ammumudukanus u3 kJJHK Bropoit monexynsr JJHK ¢ momorsro BTopoit cMecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONIMTOHYKIIEOTHUA, CTOCOOHBIX
aMIIuUIMpOBaTh Koaupyromyto odmacte LCVR;

(5) parmomwusanus epBoit u/uau BTopoit monexkybl JIHK u, Takum oOpazom, coznanue
nieporo nyJya mojekys JJHK u Broporo nyna monexyn JHK,

(i1) kmonupoBanue napsl Mojekys JJHK u3 nepsoro u BToporo nyna monekyn JJHK B
JICHTUBUPYCHBIN 3KCIIPECCUOHHBIN BEKTOP, coaepxawmii EV71-IRES-CBsa3aHHy10
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OULICTPOHHYIO SKCIIPECCUOHHYIO KACCETY, AT SKCITPECCHH JIETKON LETIH TIOJTHOPA3MEPHOTO
AHTUTENA U TSHKEJION LETH IMOJTHOPA3MEPHOIO AHTUTENA B PACTBOPUMOI, 4 TAKKE B
MeMOPaHOCBI3aHHOM hopMe.

131. Crioco® o mrodomy u3 . 125-130, Tae aykapuoTHdecKas KIIETKA SBIISIETCS KIIETKON
MIIEKOIUTAIOIIETO WU OPOAOIKEBON KIIETKOM.

132. Crtoco6 1o 1. 131, roe kiretka Muekormrarowiero ssisercss CHO-knetkoit unmn HEK-
KJIIETKOM.

133. Crioco® o arodomy u3 . 125-132, rae )KUBOTHOE BBIOPAHO U3 TPYIIITBI, COCTOSIIIEH
U3 OBIIBI, JIOCS, OJIEHS, OCIA, MYJIOBOTO OJIEHS, HOPKH, JIOWAAN, KPYITHOTO POTATOrO CKOTA,
CBUHBH, KO3bI, COOAKH, KOIITKH, KPBICHI, XOMSIKa, MOPCKON CBUHKH U MBI, B omHOM
BOILIOIIEHUH JKUBOTHOE MPECTABISET COOOM MBI, KPBICY UITH MPUMATA.

134. Crioco6 mo arodomy u3 . 125-133, Tae sKUBOTHOE SIBIISIETCS PUMATOM WITH
YEIIOBEKOM.

135. Criocob o mrodbomy u3 . 125-134, rae »kMBOTHOE MPEACTABIISIET COOON TPAHCTEHHOE
KHUBOTHOE C UYEIIOBEUECKUM UMMYHOTJIOOYTHHOBBIM JIOKYCOM.

136. Crtoco6 o mobomy u3 . 125-135, rae HyKIenHOBAas KUCIIOTA MOydeHa yTeM
0TOOPA U3 TIOMYJISIINK BBIZCIICHHBIX B-KJIeTOoK CyOmomynsimuu B-KIIeTok o ux CnocoOHOCTH
crienu(hUIECKH CBSA3BIBATHCS C AHTUTEHOM, MPEICTABIISIOIIUM HHTEPEC.

137. Crioco o obomy u3 . 125-136, rae HyKIeMHOBAs KUCIIOTA MOIydeHa yTeM
0TOOPA U3 TOMYJISIIUK BBIACTEHHBIX B-KIeTOK OTAenbHOM B-KiIeTkH 10 ee CriocoOHOCTH
crienu(hUIECKH CBSI3BIBATHCS C OTHUM UJIU IBYMSI aHTUT€HAMHU, PEACTABIISIOIUMU HHTEPEC.

138. Crocod no mrodomy w3 . 125-137, rae otaenbHas B-kieTka siBaseTCs KIIOHATBHON
B-xyieTouHO#N oMy AALUEH.

139. Crioco6 mo mobomy u3 . 125-138, rae HyKIeMHOBAs KUCIIOTA MOIyUdeHa yTeM
aMIUTU(UKATNHA HYKJIEMHOBOM KUCIIOTBI, KOAUPYIOIIEH BapraOeIbHbIN TOMEH, U3 BBIASIIEHHOMN
MPHK oTtaenbHol B-KIeTKH WK KJIIOHATBHON B-KII€TOUHON TTOMYISALUH, U TPACHKPUTILUS
ammumudummposannoit MPHK B k/IHK.

140. Crroco6 o modomy u3 1. 125-139, rae pazHoodpaszue OMOIMOTEKH ICHTUBUPYCHOTO
BEKTOPA MTOJIYYEHO C IOMOIIBIO HYKJIEUHOBBIX KUCIOT, Koaupyromux HCVR u LCVR n
MTOJTyYEHHBIX U3 IMya B-KITeTOK, MpoAyIUPYIONTUX aHTUTEIIO, KOTOPOEe Crienupuaecku
CBSI3BIBAETCS] C ONHUM AHTUTEHOM WJIU C ABYMS PA3HBIMU AHTUTE€HAMU, UIIH KOTOPOE
Crienu(hUIECKH CBS3BIBACTCS C PASIMYHBIMU HETIEPEKPHIBAIOITUMUCS STMUTOTIAMUA OHOTO U
TOTO )K€ AaHTUTEHA.

141. Croco6 o modomy u3 mit. 125-140, tae pazHoodpaszue OMOIMOTEKH ICHTUBUPYCHOTO
BEKTOPA ITOJIYYEHO C IOMOIIBIO MAPbl HYKJIEUHOBBIX KUCIOT, Kogupyromux HCVR u LCVR
Y BBIOPAHHBIX U3 TIYJI0B HYKJIEMHOBBIX KUCIIOT, Koaupyromux HCVR u LCVR u nmoy4eHHbIX
IMyTEM PAHAOMU3ALUUMU IO MEHBIEH Mepe 0aHOor0 kogoHa HCVR, 1 HyKJI€MHOBOM KUCIIOTHI,
koaupyrouiert LCVR v molyueHHO! U3 OTAENBbHON B-KIeTKH, MPOAYLIUPYIOIIEH AaHTUTENO,
KOTOPOE CIIENU(PHUECKH CBSA3BIBAETCS C OTHUM AHTUTEHOM WJTH C IBYMS PA3HBIMH AHTUT €HAMH,
WA KOTOPOE CIIEIU(PUIECKH CBAZBIBAETCS C PASTMIHBIME HETIEPEKPHIBAIOIIAMHUCS ATTUTOTIAMHU
OAHOTO U TOT'O KE AHTUTCHA.

142. Crioco6 o modomy u3 . 125-140, rae pazHoodpaszue OMOIMOTEKH ICHTUBUPYCHOTO
BEKTOPA MOJIY4€HO C TOMOUIBIO MAPBI PA3IMYHBIX HYKJICUHOBBIX KUCIOT, KOAUPYIOLINUX
HCVR, 1 0qHOI HyKJIEMHOBOM KUCHIOTBI, Koaupyrowmeid LCVR, rae pa3nuuHbie HyKJICUHOBBIE
KucnoThl, koaupyromue HCVR, nonydeHbl myTeM paHAOMU3ALUMN 1O MEHBLIEH MEPE OAHOTO
KOAOHA HYKJIEMHOBOM KUCIOTHL, Koaupytoweir HCVR v nonydueHHOM U3 OTACNBbHON B-KIeTKY,
MPOAYLMPYIOIIEH aHTUTEIO0, KOTOPOE CIeU(PUIECKH CBA3BIBAETCS C OTHUM AHTUT€HOM WITH
C IBYMSI Pa3HBIMHU aHTUTEHAMH, HJTH KOTOPOE CIENU(UIECKH CBSA3BIBACTCS C PA3IIMIHBIMU
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HETIePEKPhIBAIOIIUMUCS STUTOTIAMU OJHOTO U TOTO e AaHTUTEHA.

143. Crioco6 o modomy u3 mit. 125-142, rae pazHoodpaszue OMOIMOTEKH ICHTUBUPYCHOTO
BEKTOPA MOJIYYEHO C TIOMOIIBIO Mapbl PAZIUYHBIX HYKJIEUHOBBIX KUCIOT, KOJAUPYIOIIUX
LCVR, 1 ogHOM HYKJIEMHOBOM KUCHIOTHI, Koaupytower HCVR, rae pa3nuuHbie HyKJICUHOBBIE
KUCIIOTBI, koaupytoiue LCVR, momyydeHbl yTeM paHAOMU3ALUH 10 MEHbIIEH Mepe OTHOTO
KOAOHA HYKJIEMHOBOW KUCIOTHI, Koaupyrouei LCVR v mosryueHHOM U3 0TAENBbHON B-K1eTKy,
MPOAYIUPYIOIIEH AaHTUTEIIO, KOTOPOE CIENU(UIECKH CBA3BIBACTCS C OTHUM aHTUTE€HOM HJTH
C IBYMSI Pa3HBIMHU aHTUTEHAMH, HJTH KOTOPOE CIENU(UIECKH CBSA3BIBACTCS C PA3IIMIHBIMU
HETIePEKPhIBAIOIIUMUCS STUTOTIAMU OJHOTO U TOTO e AaHTUTEHA.

144. Crioco® o mrodomy w3 . 125-143, rae otaenbHas B-kieTka siBaseTCs KIIOHATBHON
nonyasuuei B-kimeTku.

145. Cniocod mo arodomy u3 . 125-144, tae cozmanue pasHooOpas3us ICHTUBUPYCHOM
3KCIPECCUHOHHON OUOTMOTEKU BKITIOUAET CAEAYIONINE ITATTBI:

(a):

(i) Bergenenue PHK u3 cyomomymnsiimuu B-kiteTok,

(i1) Tpanckpunus PHK B k/IHK;

(iii) ammmduramms u3 kK JHK mepsoro mymna monexyn JITHK ¢ moMoibio nepBoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
amruuIpoBaTh Koaupyroie oonacty HCVR;

(iv) ammmdukamus 3 kJJHK Broporo myma monexyn JIHK ¢ momotsro BTopoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
amruuupoBaTh Koaupyrorme oonactu LCVR; u

(V) moslyueHue map OJHOTO TIpeACcTaBuTes rnepsoro nyna moJiekys JJHK u ognoro
npeAcTaBuTeNs BToporo myna mojekyn JHK;

v (b):

(1) Beiaenenue PHK u3 otaenpHO#M B-KiIeTKY WK U3 KJIOHAIBHOM Tonyisiiuu B-k1eTok,

(i1) Tpanckpunus PHK B k/IHK;

(iii) ammumduramms u3 kK JHK mepBoit monekynsl JIHK ¢ moMotnbio mepBoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
amruuIpoBaTh Koaupyroie oonacty HCVR;

(iv) ammmdukamus 3 kJJHK Bropoit monexynsr JJHK ¢ momortsio BTopoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
aMmruuuIpoBaTh Koaupyroiaue oonactu LCVR;

(v) cozpanue neporo nyna moJiekyn JJHK myteM pangomuzaium no MeHbIlel Mepe
OOHOTO KOAOHA nepBoit Mmosiekynnl JJHK,

(vi) cozmanue Broporo myjna monekya JJHK nmytem pangomuzanuu nmo MeHblel Mepe
O0AHOTO KoAoHa BTOpoit monekynbl JJHK, u

(vil) momy4deHue map ogHOro peAacTaBuTess nepsoro nyna monekyn JJHK u ogHoro
npeAcTaBuTeNs BToporo myna mojekyn JHK;

i (C):

(1) Beiaenenue PHK u3 otaenpHO#M B-KiIeTKY WK U3 KJIOHAIBHOM Tonyisiiuu B-k1eTok,

(i1) Tpanckpunus PHK B k/IHK;

(iii) ammumduramms u3 kK JHK mepBoit monekynsl JIHK ¢ moMotnbio mepBoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
amruuIpoBaTh Koaupyroie oonacty HCVR;

(iv) ammmdukamus 3 kJJHK Bropoit monexynsr JJHK ¢ momortsio BTopoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
aMmruuuIpoBaTh Koaupyroiaue oonactu LCVR;
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(v) coznanue myaa monekyn JJHK mytem pangomMuszaium o MeHbliel Mepe OAHOTO KOJIOHA
nepBoit mosekyabl JIHK, u

(vi) momyueHue nap ogHoro npeacrasutens mynaa monekyn JJHK u Bropoit monekyibl
JHK;

v (d):

(1) Beiaenenue PHK u3 otaenpHO#M B-KiIeTKY WK U3 KJIOHAIBHOM Tonyisiiuu B-k1eTok,

(i1) Tpanckpunus PHK B k/IHK;

(iii) ammumduramms u3 kK JHK mepBoit monekynsl JIHK ¢ moMotnbio mepBoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
amruuIpoBaTh Koaupyroie oonacty HCVR;

(iv) ammmdukamus 3 kJJHK Bropoit monexynsr JJHK ¢ momortsio BTopoit cmecu
OJIMTOHYKJIEOTUAOB, COAEPIKAIIEHN MO MEHBIIEH MEPE IBA ONMTOHYKIIEOTHUA, CTIOCOOHBIX
aMmruuuIpoBaTh Koaupyroiaue oonactu LCVR;

(v) coznanue myaa monekyn JJHK mytem pangomMuszaium o MeHbliel Mepe OAHOTO KOJIOHA
BTOpoit moJiekynbl JIHK, u

(vi) moay4deHue nap oOAHOTO npeacrasuTens myiaa moJiekyn JJHK u nepsoit Mosieky bl
JHK.

146. Crioco® mo mrodomy u3 . 125-145, tae »Ku3HecTmIocoOHOCTh AaHTUT €HCIEU(HUECKOTO
AHTHUTENIA YBEIMUEHA ITyTEM CITyJalfHONM KOMOMHAIIMY PAa3IMYHBIX BapHaOeTbHbBIX 00macTen
JIETKOM U TSIKEIOH LICTICH.

147. DykapuoTHdecKasi KIeTouHasi OMOIMOTEKA 110 JTI000MY OgHOMY M3 Tl. 125-146, rae
MOTYJISILMS BbIACIEHHBIX B-KIETOK WK OTAeNbHbIE B-KIIeTKU WM KJIOHAIbHAS TIOTYJISUS
B-kJeToK monryueHa u3 UCTOYHHMKA, BBIOPAHHOTO Cpeu: (a) KpoBu; (b) BTOPHUHBIX
TUM(OUIHBIX OPTAHOB, OCOOEHHO CEIME3EHKH U TUM(ATHISCKHX Y3IIOB; (C) KOCTHOTO MO3Ta;
v (d) Tkanu, coaepxaiie B-kiaeTku maMsiTy.

148. DykapuoTHyecKasi KIeTouHasi OndmMoTeka 1o 1. 147, e momyasuys BhIASTIEHHBIX
B-KI€TOK COASPIKUT WITH B YACTHOCTH COCTOUT U3 MOHOHYKJICAPHBIX KIIETOK MEPUPEPUIECKOMN
kposu (PBMC).

149. DykapuoTryecKkas KIeTouHasi OMOIMOTEKA 110 JTI000MY OgHOMY M3 Til. 125-148, rae
KUBOTHOE SIBIISIETCS] MIIEKOTTUTAIOITNM, OCOOEHHO KPBICOM, MBIIIBIO, KPOJIIMKOM WITH
YEITOBEKOM.

150 DykapuoTuueckas KjeTouHasi OudauoTeka 1mo 1. 149, rae KUBOTHOE SIBIISIETCS
TPAHCTEHHOM MbIIIBIO UM TPAHCTEHHBIM KPOJIMKOM UJTU YEJIOBEKOM.

151. DykapuoTryeckas KIeTouHasi OMOIMOTEKA 110 JTI000MY ogHOMY M3 Til. 125-150, rae
OTOOP W3 TOMYJISIIUKN BBIACIEHHBIX B-KiteTok cyOmomynsiuu B-kiteTok uiti oTaenbHoM B-
KJIETKU BKJTIOUAET CIIEAYIOIIUE ITATIbI:

(2) KOHTAKT MOMYJISLUUU BBIAEICHHBIX B-KJIETOK C aHTUT€HOM, TPEACTABIISIOLIUM HHTEPEC,
WK €70 PPArMEHTOM WITH AaHTUTEHHOM JETEPMUHAHTOM; U

(b) oTO0p B-KITeTKM MJIH OTASTBHOM B-KIETKH, KOTOpas Cenu(puIecK CBS3bIBAETCS C
AHTUTEHOM, TIPEACTABIISIIONTUM HHTEPEC, WITH €T0 (PParMeHTOM WITH AaHTHUT€HHOM
JCTEPMUHAHTOM,

152. DykapuoTrdecKkasi KIeTouHasi OMdIMOTeKA 10 JTI000My ogHOMY M3 Til. 125-151, rae
OTOOP W3 TOMYJISIIUKN BBIACIEHHBIX B-KiteTok cyOmomynsiuu B-kiteTok uiti oTaenbHoM B-
KJIETKU BKJTIOUAET CIIEAYIOIIUE ITATIbI:

(a) HAHECEHHWE HA HOCUTENTh AHTUIE€HA, TTPEACTABIISIONIETO HHTEPEC, UJTH ero (hparMeHTa
WU AaHTUTEHHOM 1eTePMUHAHTBI;

(b) KOHTAKT NOMYJIALMY BBIASIEHHBIX B-KJIETOK C HOCUTENEM U CBA3bIBAHUE B-KIeTKH C
HOCHTEIIEM Yepe3 AaHTUTEH, TPEACTABIISIONINI HHTEPEC, UITH €TO (DPATMEHT UJTH AHTUTCHHYIO
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JETEPMUHAHTY;

(c) yoaneHue HeCBSI3aHHBIX B-KIIETOK, T/1€ B YaCTHOCTH HOCHTEIb COACPIKUT WITH OoJiee
KOHKPETHO COCTOUT 3 INAPUKOB, TAE 00JIee KOHKPETHO IIAPUKH SIBJISTIOTCS TAPAMATHUTHBIMH;
u

(d) ymanenue cyomomysinuit B-KJIeTOK WM OTASIbHOM B-KITETKHU ¢ TapaMarHUTHBIX
LIAPUKOB.

153. DykapuoTHyecKkasi KIeTouHasi OMOIMOTEKA 110 JTI000MY OgHOMY M3 Til. 125-152, rae
O0TOOP U3 TIOMYJIALMHY BBIIEICHHBIX B-KileTok cyOnomynsiipu B-kieTox wim otaenpHOM B-
KJIETKHU MPOBOAUTCS ¢ TOMOIBI0 FACS-COPTUPOBKH.

154. DykapuoTrdecKkas KIeTouHasi OMOIMOTEKA 110 JTI000MYy OgHOMY 3 Tl 125-153, rae
O0TOOP U3 TIOMYJIALMHY BBIIEICHHBIX B-KileTok cyOnomynsiipu B-kieTox wim otaenpHOM B-
KJIETKHM BKJIIOYAET CIEAYIOLIUE 3TATIbI:

(a) KOHTAKT MOMYJISILMKU BBIASIEHHBIX B-KIE€TOK C aHTUT€HOM, TPEACTABIAIOIIMM HHTEPEC,
Wiy ero GparMeHTOM UITH AaHTUTEHHOM AETEPMUHAHTOMN, TAe AaHTUIeH, TPEACTABISIOLINMA
MHTEPEC, WK eT0 GPArMEHT WU AHTUTEHHYIO IETEPMUHAHTY METAT (IIyOPECHEHTHBIM
KPaCUTENEM; U

(b) oTnenenue B-KIIETKH, CBI3AHHON C AaHTUTEHOM, TIPEACTABISIIOIINM UHTEPEC, WA €0
(hparMeHTOM WM AaHTUT€HHON TeTEPMUHAHTOMN ¢ TOMOIIBI0 FACS-copTHpOBKHU.

155. DykapuoTrueckas KIeTouHasi OMOIMOTEKA 110 JTI000MY OgHOMY M3 Tl 125-154, rae
O0TOOP U3 TIOMYJIALMHY BBIIEICHHBIX B-KileTok cyOnomynsiipu B-kieTox wim otaenpHOM B-
KJIETKHM BKJIIOYAET CIEAYIOLIUE 3TATIbI:

(a) KOHTAKT MOMYJISILMKU BBIASIEHHBIX B-KIE€TOK C aHTUT€HOM, TPEACTABIAIOIIMM HHTEPEC,
WITH €TO (PArMEHTOM MITH AHTUTEHHOM eTEPMUHAHTOM;

(b) oTOOp TOMYNISAIMU B-KIETOK MITH OTAETBbHOU B-KITeTKu, KOTOpas CrienugpuiecKu
CBSI3BIBAETCSI C AHTUTEHOM, TIPEICTABIISOLINM HHTEPEC, HJTH €r0 PparMeHTOM UITH AHTUT €HHOM
JCTEPMUHAHTOMN; U

(c) oTOOp B-KIETOK 1O MEHBbIIIEH Mepe 10 OAHOMY JOMIOJTHUTEIBHOMY ITapaMeTpy, TIe B
YACTHOCTH OTOOP IO MEHBIIIEH MEPE TI0 OAHOMY IOTIOJTHUTETBHOMY ITAPAMETPY MPEACTABISET
cobott

(i) MOIOXKUTEIBHYIO CEIIEKIUIO TIO MapaMeTPy, BBIOPAHHOMY CpeIU MTPUCYTCTBHS B-
KJIETOYHOTO CenuUIecKoro Mapkepa, ocodenno CD19 umu B220, u xku3HeECIOCOOHOCTH B-
KJIETOK; U/MIHA

(ii) OTPUIATENBHYIO CEIEKIMIO TIO TTAPAMETPY, BEIOPAHHOMY Cpeau: IPUCYTCTBUS [gM-
AHTUTENA; MPUCYTCTBUS [gD-aHTUTENA, TPUCYTCTBUSI MAPKEPOB KIETOYHON THOETH U
MIPUCYTCTBUSI MAPKEPOB AMONTO34.

156. DykapuoTryecKkas KIeTouHasi OMdIMOTEKA 110 JTI000MY OgHOMY 3 Til. 125-155, rae
OTOOP U3 MOMYJISILMU BBIIEIEHHBIX B-KIIETOK CyOmonysuuy B-KIIeTOK TakKe BKITFOUAET Tall
0TOOpa B-KJIETOK C MePeKITIOYeHHBIM KJIacCOM, 0coOeHHO [gM-u/umu IgD-oTpunatenbHbIx
B-xnerox, Hanbomnee KoHKpeTHO [gM- nw/unmu [gD-oTpuaTenbHbIx B-KiteToOK.

157. DykapuoTrdeckast KIeTouHasi OMONMMOTEKA 1O JTI000MY OqHOMY U3 1. 125-156, Tae
O0TOOP U3 TIOMYJIALMHY BBIIEICHHBIX B-KileTok cyOnomynsiipu B-kieTox wim otaenpHOM B-
KJIETKHM BKJIIOYAET CIEAYIOLIUE 3TATIbI:

(a) KOHTAKT MOMYJISILMKU BBIASIEHHBIX B-KIE€TOK C aHTUT€HOM, TPEACTABIAIOIIMM HHTEPEC,
Wiy ero GparMeHTOM UITH AaHTUTEHHOM AETEPMUHAHTOMN, TAe AaHTUIeH, TPEACTABISIOLINMA
MHTEPEC, WK er0 GpArMEeHT WU AHTUTE€HHAS JETEPMUHAHTA MEUEHBI TIEPBBIM
(IIyOpeCeHTHBIM KPaCHTENEeM, TAE B YACTHOCTH (DIIyOPECHEHTHBIN KPACUTENb ITPEACTABIISET
coboit Alexa 647 nm, Alexa 488 wiu Alexa 546 nm;

(b) KOHTAKT KJIETOK W3 ITOMYJISIIMKN BBIACIEHHBIX B-kiteTok ¢ anTu-1gM- w/umu antu-1gD-
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AHTUTENOM, TAe aHTU-IgM- n/unmu anTu-IgD-aHTUTENA MEUEHBI BTOPBIM W/WIU TPETHUM
(hIyOpeCHeHTHBIM KPACUTEJIEM, TI€ BTOPON W/UITH TPETHI (DIyOPECIEHTHBIN KPACUTEITh
UCTTYCKAeT (PITyOPECUSHIIUTIO TIPH IJTUHE BOJIHBI, O TIIMIHOM OT JJTMHBI BOJTHBI (DJTy OPECICHITIH,
UCITYCKaeMOM TIepPBBIM (hTyOPECHEHTHBIM KPACUTEIEM; U

(c) oTaeneHue NOMyJSIMKA B-KIIETOK WK OTAEIBbHON B-KITeTKH, CBA3aHHOM C
MTPEICTABIISIONTAM HHTEPEC AHTUTEHOM MITH €70 (DPAarMEHTOM UITH AHTUTEHHOM IETEPMUHAHTOM,
HO HE CBSI3aHHOM C aHTU-IgM- w/unmu ¢ anTu-IgD-anTutenamu, myrem FACS-copTUpOBKH.

158. DykapuoTryeckasi KIeTouHasi OMdIMOTEKA 110 JTI000MY OgHOMY 3 Tl 125-157, rae
OMOMMOTEKA SBIISIETCS] BUPYCHOM OMONMOTEKOMN, B YACTHOCTHU JICHTUBHPYCHOM OUOIMOTEKOMH,
U BBeZICHUE OMOTMOTEKH B TIEPBYIO MOMYJISIIUIO 3YKAPHOTUUIECKOM KIIETKH, B YACTHOCTH KJIETKH
MJIEKOTIMTAFOIIETO, TIPOBOIUTCS MTyTeM UHDHUIMPOBAHMS 3YKaPHOTHUECKOM KIIETKH, B
YACTHOCTH KJIETKH MIIEKOTTUTAFOITIETO, BUPYCHOU OUOIMOTEKOM, B YaCTHOCTH JIEHTUBUPYCHOM
OuOMMOTEKOM, TAe 00JIee KOHKPETHO HHPHUIMPOBAHUE TPOBOAUTCS C MHOKECTBEHHOCTHIO
3apaxenus He 0osee 10, ocodenno He donee 1, boee KOHKpeTHO He Ooee 0,2, m HauboIee
KOHKpeTHO He Oonee 0,1.

159. DykapuoTndeckast KIeTouHasi OMOMMOTEKA MO 1. 158, T/1e MHOXECTBEHHOCTD
3apaXKeHust COCTaBasAeT NpuMepHO 0,1.

160. DykapuoTryecKkas KIeTouHasi OMdIMOTEKA 110 JTI000MY OgHOMY M3 Tl 125-159, rae
BBIJICJICHUE KJIETKU MTPOBOAUTCA ¢ TOMOIIBIO FACS-copTUpOBKU. B 0qHOM BOMIOIIECHUH
BbIICJICHUE KJIETKU BKJIIOUAET CJISAYIOLINUE ITATIbI:

(a) OKpalIMBaHUE TIEPBOM MOMYJISIIIUM FYKAPUOTUUECKUX KIIETOK, B HACTHOCTU KJIETOK
MJIEKOTIMTAFOIIETO, TIPEACTABIISIONIMM HHTEPEC AHTUTEHOM W €T0 (PparMeHTOM UITH
AHTUTEHHOW JETEPMUHAHTOM, T/I€ TIPEICTABIISIOIIHNIT HHTEPEC AHTUTECH UM €r0 parMeHT
WM AaHTUTEHHYIO JIETEPMUHAHTY METST (QIIyOPECHEHTHBIM KPACUTEIIEM; U

(b) BBIZENEHUE OTACITBHOMN KJIETKU, KOTOPAs CIIENU(DUUIECKH CBSA3BIBAETCS C AaHTUTEHOM,
MPEACTABIISIIONIAM HHTEPEC, WU €T0 (PparMeHTOM UM aHTUTEHHOM JETEPMUHAHTOM, C
nomo1bro FACS-copTupOBKH.

161. DykapuoTrdeckas KIeTouHast OMONMMOTEKA 1O JTI000My ogqHOMY U3 1. 125-160, Tae
BBIZICIICHUE OTACITBHOM KIIETKH, KOTOPAsl CIIEM(PUIECKU CBA3BIBAETCS C AHTUTEHOM,
MPEACTABIISIIONIAM HHTEPEC, WU €T0 (PparMeHTOM UM aHTUTEHHOM JETEPMUHAHTOM, C
moMoI b0 FACS-COPTHPOBKH BKIIIOYAET 3TAIl JATBHEUIIETO OTOOpA KIIETKH IO MEHBIIIEH
Mepe MO OJIHOMY JIOTIOJTHUTEIbHOMY MapaMeTpy.

162. DykapuoTudeckast KIeTouHasi OuOmmoTeka mo 1. 161, rae mo MeHbIe Mepe OauH
TTIOTIOJTHUTEITBHBIN TApaMeTP BBIOPAH Cpenu

(i) TOJOKUTETBHOMN CEJIEKIMHU IO KU3HECITOCOOHOCTH KICTKH; H/HITH

(ii) OTpUIATETBHOM CENEKIUHU TI0 TTAPAMETPY, BEIOPAHHOMY Cpeau: MPUCYTCTBUS [gM-
AHTHUTENA; MPUCYTCTBUS IgD-anTUTENa, TPUCYTCTBUS MAPKEPOB KIIETOYHON THOETH U
MIPUCYTCTBUSI MAPKEPOB aronTo3a.

163. DykapuoTHyecKasi KIeTouHasi OMOIMOTEKA 110 JTI000MY OgHOMY M3 Tl 125-162, rae
Croco0 TaKXke BKITIOYAET CIASOYIOLINE 3TATIbI:

(a) KyIbTUBUPOBAHHUE IO MEHBIIEH MEPE OOHON, B YACTHOCTU TOUHO OJHOMW, OTAEIIBHOMU
KJIETKHU B TIPUCYTCTBUU BTOPOU TOMYISLMU 3YKAPUOTUUECKUX KIIETOK, B YACTHOCTH KJIETOK
MJIEKOIIUTAIOLIETO;

(b) onrpeaeneHue CrIOCOOHOCTH BTOPOT OMYJISIIAN 3YKAPUOTUIECKHUX KIIETOK, B YACTHOCTH
KJIETOK MJIEKOTIMTAIOIIETO, CIIEIM(PHIECKH CBI3bIBATHCS C AaHTUTEHOM, TIPEICTABIISIFOIITAM
UHTEPEC, WU €TO (PparMEeHTOM UITH aHTUTEHHOM IETEPMUHAHTOM.

164. DykapuoTrdeckast KIeTouHast OMONMMOTEKA 1Mo JTI000My OqHOMY U3 1. 125-163, Tae
repBasi MOMYJISALUS 3YKaPUOTUUECKUX KIIETOK, B YACTHOCTHU KJIETOK MJIEKOTIUTAIOLIETO, U/UITH
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(B 4ACTHOCTH M) BTOpAs MOMYJISIIUS 3YKAPUOTUUECKUX KJIETOK, B YACTHOCTH KJIETOK
MJIEKOTIMTAFOIIETO, COAEPKUT UJIU B YACTHOCTH COCTOUT U3 KIIETOK, BEIOPAHHBIX Cpeau: (a)
knetok BHK 21, ocobenno TCC CCL-10; (b) xiterok Neuro-2a; (¢) knetok HEK-293T,
ocobenno TCC CRL-11268; (d) xitetoxk CHO-K1, ocobenno TCC CRL-62; u (e) KIIeToK
HEK?293.

165. DykapuoTryecKkasi KIeTouHasi OMdIMOTEKA 110 JTI000MY OgHOMY M3 Tl. 125-164, rae
MepBast NOMYJISILUS 3YKAPUOTUUECKUX KIJIETOK, B YACTHOCTHU KJIETOK MJTIEKOTIMTAIOIIETO, W/UITU
BTOpAasi MOIMYJISIUS 3YKAPUOTUUECKUX KIETOK, B YACTHOCTH KJIETOK MJIEKOTIUTAIOLIETO,
COEPKUT UK B YACTHOCTHU cocTouT U3 KiaeTok CHO-K1, rie 6omee KOHKPETHO
IKCIPECCHOHHAS OUOTHOTEKA SBIISIETCS ICHTUBUPYCHOM 3KCIIPECCUHOHHON OUOTHOTEKOMN.

166. TeXHOJOTMYECKHIA TPOLECC/CIIOCO0 MPEACTABIEHHS TOJTHOPA3MEPHBIX AHTHTE]L,
coaepKaIux OOIIYIO JIETKYIO 1IETb, HAa MOBEPXHOCTH 3YKAPUOTUUIECKUX KIIETOK U 0TOOpa
KJIETOK ¥ TEM CaMbIM OTOOPA aHTHUTEIA, BKITFOUATOIIHUN CIIEAYIOIIHE ITAITHI:

- AMMYHH3A1Hs 5KCIIEPUMEHTATIBHOTO JKUBOTHOTO, TAKOTO KaK TPAHCTCHHBIN KPOJIHK,

- otoop anTureHcenuduueckux B-kiaeTok (mytem FACS, od1meit COpTupOBKH),

- [T P-ammmndukanys HyKJIEHHOBOW KUCIOThI, KOAUPYIOIIEH TSKEITYIO IeTTh: TBE
OTAEIBHBIC TOJTUMEPAZHBIC LIEMTHBIE PEAKIUY, BCTPAUBAIOIINE YHUKAIBHBIC CARTBI PECTPUKLUHA
JIJTS1 HATTPABJICHHOTO KJIOHUPOBAHMUS B INATTII-BEKTOP, OAHA OJIs1 ETH TUIIA «KJTIOU» C
MTOMOIIBIO OAHOTO UK OoJtee wiu Beex mpaiiMepoB SEQ ID NeNe6-10 u mpaiimepa SEQ ID
Nell, v oiHA UTS IIETIH THITA «3aMOK» € TIOMOIIBIO OJHOTO WIH 00JIee UM BCEX MPaliMepOB
SEQ ID Nel-4 w mpaitmepa SEQ ID No5; murupoBaHue: HyKIEMHOBOW KUCIIOTHI, KOAUPYIOLICH
BapHaOebHBIN TOMEH MEPBOM TSHKETION LETH, B JIOKYC «3aMOK» 0€3 TPAaHCMEMOPAHHOTO
IoMeHa, T.e. Bbiie EV71-IRES, 1 HyKIIeMHOBOM KUCITOTHI, KOJAUPYIOIIEH BapruadeIbHbBIN
JTOMEH BTOPOM TSKEION LETH, B JIOKYC «KJTIOU» C TPAHCMEMOPAHHBIM IOMEHOM, T.€. HUXKE
EV71-IRES,

- TIOJTy4eHUE BUPYCa, MHPUIMPOBAHUE KIETKH MIIEKOTIMTAOIIETO, CTA0MITBHO
3KCITPECCUPYIOIIEH OOTIYIO JIETKYIO IIETTh, OTOOD OUCTeIMPUUIECKIX AHTUTEN, ITPEACTABIAEMBIX
HA MOBEPXHOCTH KJIETKU MIICKOTIMTAIOIIETO (CKPUHUHT MO AUCCOLMALIMN AHTUTEHA, «off-rate»),
00I11ast COPTUPOBKA OTBETOB (KJIOHOB KJIETOK MJIEKOTHUTAIONINX) ¢ TOMOIbIo FACS,

- [II1P HyKJIIEMHOBOW KUCIIOTBI, KOAUPYIOWIEH MTOJHYIO MEPBYIO TSIKENYIO LEb, U
HYKJIEMHOBOM KUCIIOTBI, KOAUPYIOIIeH BapruaOeIbHBINM TOMEH (KOTODBIM HE UMEET TOMEHA
TM) BTOpoit Tshxeno nenu, Bkitodas EV71-IRES, u kitoHupoBaHue BO BTOPOM IIATTIA-BEKTOP
0e3 TPaHCMEMOPAHHOTO JOMEHA C TOMOIIBIO, HATTpUMeED, mpatimepoB SEQ ID Ne29 u SEQ
ID N30,

- TIOJTyYeHUE BUPYCa, MTHPUIMPOBAHUE KIETKH MIIEKOTIMTAIOIIETO, 3KCITPECCUPYIOIIEH
OOTIYIO JIETKYIO IIeTTh, COPTUPOBKA KJIETOK 1O OTACIBHBIM KJIETKaM, CKPUHUHT
OuCTIeIM(PUUECKOTO aHTUTEINIA B CYIIEPHATAHTE U BBIOOD OMCTIEIM(PUUIECKOTO aHTUTENIA.

167. TeXHOJIOTMYECKHIA TPOLECC/CIIOCO0 MPEACTABIEHHS ITOTHOPA3MEPHBIX AHTHTE]L,
coaepKaIux OOIIYIO JIETKYIO 1IETb, HAa MOBEPXHOCTH 3YKAPUOTUUIECKUX KIIETOK U 0TOOpa
KJIETOK ¥ TEM CaMbIM OTOOPA aHTHUTEIA, BKITFOUATOIIHUN CIIEAYIOIIHE ITAITHI:

- AMMYHH3A1Hs 5KCIIEPUMEHTATIBHOTO JKUBOTHOTO, TAKOTO KaK TPAHCTCHHBIN KPOJIHK,

- otoop anTureHcenuduueckux B-kiaeTok (mytem FACS, od1meit COpTupOBKH),

- IITIP-ammudukanys HyKJIEHHOBOM KUCIOTHI, KOOUPYIOIIEH THKETYIO IETh (IBe
OTAEIBHBIC TOJTUMEPAZHBIC LIEMTHBIE PEAKIUY, BCTPAUBAIOIINE YHUKAIBHBIC CARTBI PECTPUKLUHA
JJTSl HATIPABJICHHOTO KJIOHUPOBAHUSA B IIATTJI-BEKTOP; TUTUPOBAHUE: HYKJIICMHOBOM KUCIIOTHI,
KOAUPYIOIIeH BapuabebHbIM JOMEH TIEPBOMN TAKEIIOMH IIETH, B JIOKYC «3aMOK» C
TPAaHCMEMOPAaHHBIM IOMEHOM, T.¢. BbIlie EV71-IRES, 1 HyKJI€MHOBOM KMCIOTBI, KOAUPYFOIIEH
BapuadEeTbHBIN TOMEH BTOPOM TSDKEIIOM NETH, B JIOKYC «KITFOW» C TPAHCMEMOPAHHBIM JIOMEHOM,
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T.e. HIKEe EV71-IRES,

- TIOJTyYeHUE BUPYCa, MTHPUIMPOBAHUE KIETKH MIIEKOTIMTAIOIIETO, 3KCITPECCUPYIOIIEH
OOTIYIO JIETKYIO e, 0TOOP OUcTenn(PUUeCKUX aHTUTEI, TIPEACTABIISIEMbIX HA MeMOpaHe
KJIETKH MJIEKOTIUTAIONIETO (CKPHHHMHT «off-rate»), 0011asi COpPTUPOBKA OTBETOB (KIIOHOB
KJIETOK MJICKOIIUTAIOIINX) ¢ TOMOILIbIO FACS,

- [II1P HyKJIIEMHOBOW KUCIIOTBI, KOAUPYIOWIEH MTOJHYIO MEPBYIO TSIKENYIO LEb, U
HYKJIEMHOBOM KUCJIOTBI, KOAUPYIOIIeH BapradeTbHbIN JOMEH BTOPOU Tsbkemol nernw (2,2
T.IL.0.), BKimiodast EV71-IRES, 1 KIIOHUpOBaHHE BO BTOPOM MATTI-BEKTOP 0e3
TPaHCMEMOPAHHOTO JOMEHA; YAAIeHHEe TPAHCMEMOPAHHOTO JOMEHA TIEPBOU TSHKEIION N
MyTEM PECTPUKIUU U TIOBTOPHOTO JIMTUPOBAHUS BEKTOPA,

- TIOJTyYeHUE BUPYCa, MTHPUIMPOBAHUE KIETKH MIIEKOTIMTAIOIIETO, 3KCITPECCUPYIOIIEH
OOTIYIO JIETKYIO IIeTTh, COPTUPOBKA KJIETOK 1O OTACIBHBIM KJIETKaM, CKPUHUHT
OuCTIeIM(PUUECKOTO aHTUTEINIA B CYIIEPHATAHTE U BBIOOD OMCTIEIM(PUUIECKOTO aHTUTENIA.

168. TeXHOJOTrMYECKHIA TPOLECC/CIIOCO0 MPEACTABIEHHS TOTHOPA3MEPHBIX AHTHTE]L,
coaepKaIux OOIIYIO JIETKYIO 1IETb, HAa MOBEPXHOCTH 3YKAPUOTUUIECKUX KIIETOK U 0TOOpa
KJIETOK ¥ TEM CaMbIM OTOOPA aHTHUTEIA, BKITFOUATOIIHUN CIIEAYIOIIHE ITAITHI:

- AMMYHH3A1Hs 5KCIIEPUMEHTATIBHOTO JKUBOTHOTO, TAKOTO KaK TPAHCTCHHBIN KPOJIHK,

- otoop anTureHcenuduueckux B-kiaeTok (mytem FACS, od1meit COpTupOBKH),

- [T P-ammmndukanys HyKJIEHHOBOW KUCIOThI, KOAUPYIOIIEH TSKEITYIO IeTTh: TBE
OTAEIBHBIC TOJTUMEPAZHBIC LIEMTHBIE PEAKIUY, BCTPAUBAIOIINE YHUKAIBHBIC CARTBI PECTPUKLUHA
JJTSl HATIPABJICHHOTO KJIOHUPOBAHUSA B IIATTJI-BEKTOP; TUTUPOBAHUE: HYKJIICMHOBOM KUCIIOTHI,
KOIUPYIOIIeH BapraOeTbHbBINM JOMEH TIEPBOM TAKEIIOMN IIETTH, B TIEPBBIN MATTII-BETKOP B IOKYC
«3aMOK» C WK €3 TPAHCMEMOPAHHOTO JOMEHA, U HYKIIEMHOBOM KUCIIOTHI, KOJUPYIOIIEH
BapHaOETbHBIN TOMEH BTOPOU TSKEIION IIEMH, BO BTOPOU IIATTII-BEKTOP B JIOKYC «KITFOU» C
M 0€3 TPaHCMEMOPAHHOTO IOMEHA, HO TTO0 MEHBIIeH Mepe ¢ OTHUM TPAaHCMEeMOpaHHBIM
JOMEHOM,

- MOJIYYEHUE BUPYCa (OAHOTO AJIsl IEPBOTO IMATTII-BEKTOPA U OAHOTO AJIs1 BTOPOTO IATTII-
BEKTOPA), MOCIIEayoIee HHPUIMPOBAHUE KIIETKH MIIEKOTTUTAFOIIETO, IKCITPECCUPYIOMIEH
OOTIYIO JIETKYIO IIETTh, IIEPBBIM BUPYCOM U BTOPBIM BUPYCOM, OTOOP OUCTIENU(pUISCKUX
AHTHTE]I, IPEICTABIAEMBIX HA MEMOPAHE KIIETKH MIIEKOITUTAIONIETO (CKPUHUHT «off-rate»),
00I11ast COPTUPOBKA OTBETOB (KJIOHOB KJIETOK MJIEKOTHUTAIONINX) ¢ TOMOIbIo FACS,

- IIT1P HyKJIEHHOBOM KUCITOTHI, KOJUPYIOIIEH BapruaOeTbHbIE TOMEHBI TSHKEIION LETH, U
KIIOHUPOBAHUE B TPETUN IMMATTI-BEKTOP B OUIMCTPOHHBIN IKCIIPECCHOHHBIN 010K Oe3
TpaHncMeMOpanHoro gomena u EV71-IRES,

- TIOJTyYeHUE BUPYCa, MTHPUIMPOBAHUE KIETKH MIIEKOTIMTAIOIIETO, 3KCITPECCUPYIOIIEH
OOTIYIO JIETKYIO IIeTTh, COPTUPOBKA KJIETOK 1O OTACIBHBIM KJIETKaM, CKPUHUHT
OuCTIeIM(PUUECKOTO aHTUTEINIA B CYIIEPHATAHTE U BBIOOD OMCTIEIM(PUUIECKOTO aHTUTENIA.

169. TeXHOIOTHYECKHI TTPOIECC/CITOCO0 TTPECTABAECHUS TTOTHOPA3MEPHBIX
OuCTIeIM(PUIECKUX AHTUTEN, COACPIKAIIMX OOIIMYIO JIETKYIO IIEeTh, HA TTOBEPXHOCTH
3YKAPUOTUUECKUX KIIETOK U OTOOPA TAKUX 3YKAPHOTHUECKHX KJIETOK U TEM CaMbIM 0TOOpa
OUCTIeIM(PUIECKOTO aHTUTEIA, BKITFOUATOIIUN CIIEAYIOIIHE ITAITHI:

- IEPBOE IKCIEPUMEHTAIBHOE ) KUBOTHOE, B OJHOM BOTUIOLICHUM TPAHCTCHHYIO MBIIIb WA
TPAHCTEHHOTO KPOJIMKA, UMMYHU3ZUPYIOT MEPBBIM MPEACTABISIOIINM HHTEPEC AHTUTCHOM, B
OAHOM BOIUIOIIEHUH BHEKJIETOUHBIM JOMEHOM PELENTOPA, [AE B-KIIETKH 5KCIIEPUMEHTATIBHOTO
KUBOTHOTO 3KCIIPECCUPYIOT OAHY U Ty XK€ JIETKYIO LETb,

- BTOPO€ 3KCTIEPUMEHTAIIBHOE )KUBOTHOE, B OJHOM BOILIOIICHUM TPAHCTCHHYIO MBIIIb WA
TPAHCTEHHOTO KPOJIMKA, UMMYHU3UPYIOT BTOPBIM MPEACTABISIOIINM HHTEPEC AHTUTCHOM, B
OAHOM BOIUIOIIEHUH BHEKJIETOUHBIM JOMEHOM PELENTOPA, [AE B-KIIETKH 5KCIIEPUMEHTATIBHOTO
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KUBOTHOTO 3KCIIPECCUPYIOT OAHY U Ty XK€ JIETKYIO LETb,

IIPY 3TOM TIEPBBIA AHTUTEH U BTOPOH AHTUTEH PA3JIUYHBI,

- BBIOOD B-KIIeTOK MEpBOTO U BTOPOTO UMMYHH3UPOBAHHOTO 3KCIIEPUMEHTATBHOTO
KUBOTHOTO, B OJHOM BOTUIOIIEHUH mmyTeM 0011ieit FACS-copTUpOBKH,

- IOJYYEHUE HYKIEMHOBOW KUCIOTBI, KOAUPYIOWICH TSIKEIYIO LEb, U3 KaXA0N B-KimeTku
myTem otaenbHoM [T P-ammmmdukamu B IByX OTAETBHBIX/TIOCIEIOBATEIBHBIX TTOJIMMEPA3ZHBIX
LEMHBIX PEAKIUSIX, BCTPAUBAIOLINX YHUKAJIBHBIE CAWTBI PECTPUKLMU IJIs1 HATTPABIEHHOTO
KJIOHUPOBAHMS B INATTI-BEKTOP/JICHTUBUPYCHBIN 3KCITPECCUOHHBIN BEKTOD,

- TUTUPOBAHUE HYKJIEMHOBOM KUCIIOTHI, KOAUPYIOIIEH BapuadeIbHbIN JOMEH ePBOi
TSKEION LETH, B INATTII-BEKTOP/IEHTUBUPYCHBIN 3KCTPECCUOHHBIN BeKTOD BbIIE IRES (B
oauoM BorutoueHuu IRES aisietcss EV71-IRES) B TOKYC «3aMOK» WU «KJTIOU» C
TPaHCMEMOPAHHBIM TOMEHOM, U JIMTUPOBAHUE HYKIIEMHOBOM KUCIIOTHI, KOJUPYIOIIEH
BapHaOETbHBIN TOMEH BTOPOU TSXKEIION NIEMH B TOT e IMATTI-BEKTOP/IEHTUBUPYCHBIIMA
IKCIIPECCUOHHBIN BeKTOP HIDKe IRES B COOTBETCTBYIOLIHI IPYTOif IOKYC C TPAHCMEMOPaHHBIM
JIOMEHOM, T.€. €CITH TsKemas uenb Bbilie IRES uMeeT T0KyC «3aMOK», TO TSXKEIAS LICTTb HUKE
IRES uMeeT TOKYC «KITF0Y», U HA0OOPOT, MPHU 3TOM BapUAOEITbHBIN TOMEH MEPBOM TsHKETON
TIETTH CBS3BIBACTCS C TIEPBBIM AaHTUTEHOM, a BTOPON BapraOeTbHBIN JOMEH CBSI3bIBACTCS CO
BTOPBIM aHTUT€HOM, [J1€ IEPBbIA AHTUTEH U BTOPOU AHTUTECH PA3IUYHBI,

- IOJIyYEHUE BUPYCA,

- ”H(pUTIMPOBAHUE BUPYCOM KJIETKH MJIEKOITUTAFOIIETO, IKCITPECCUPYIOIIEN OOIIY IO JIETKYTO
LEMb,

- 0TOOP KIIETOK, MPEACTABISIFOIINX OUCTICU(PUIESCKHE AHTUTENA HA UX TTOBEPXHOCTH, C
noMoinbio FACS ABaXkabl MEUEHHBIX TPAHCAYLIUPOBAHHBIX KIIETOK,

- [II1P HyKJIIEMHOBOW KUCIIOTBI, KOAUPYIOWIEH MTOJHYIO MEPBYIO TSIKENYIO LEb, U
HYKJIEMHOBOM KUCJIOTBI, KOAUPYIOIIeH BapradeTbHbIN JOMEH BTOPOU Tsbkemol nernw (2,2
T.IL.0.), BKimiodast EV71-IRES, 1 KIIOHUpOBaHHE BO BTOPOM MATTI-BEKTOP 0e3
TPaHCMEMOPAHHOTO JOMEHA; YAAIeHHEe TPAHCMEMOPAHHOTO JOMEHA TIEPBOU TSHKEIION N
IMYyTEM PECTPUKLMU U TTOBTOPHOTO JIMTUPOBAHUS BEKTOPA,

- TIOJTyYeHUE BUPYCa, MTHPUIMPOBAHUE KIETKH MIIEKOTIMTAIOIIETO, 3KCITPECCUPYIOIIEH
OOTIYIO JIETKYIO IIeTTh, COPTUPOBKA KJIETOK 1O OTACIBHBIM KJIETKaM, CKPUHUHT
OuCTIeIM(PUUECKOTO aHTUTEINIA B CYIIEPHATAHTE U BBIOOD OMCTIEIM(PUUIECKOTO aHTUTENIA.

170. TeXHOJIOTHYECKHI TTPOIECC/CITOCO0 TPEACTABIEHUS TTOTHOPA3MEPHBIX
OuCTIeIM(PUIECKUX AHTUTEN, COACPIKAIIMX OOIIMYIO JIETKYIO IIEeTh, HA TTOBEPXHOCTH
3YKAPUOTUUECKUX KIIETOK U OTOOPA TAKUX 3YKAPHOTHUECKHX KJIETOK U TEM CaMbIM 0TOOpa
OUCTIeIM(PUIECKOTO aHTUTEIA, BKITFOUATOIIUN CIIEAYIOIIHE ITAITHI:

- SKCTIEPUMEHTATBHOE KUBOTHOE, B OJTHOM BOIUIOIIEHUN TPAHCTCHHYIO MBIIIb WU
TPAHCTEHHOTO KPOJIMKA, UMMYHHU3UPYIOT MPEACTABIISIOIIUM HHTEPEC AHTUTEHOM, B OHOM
BOIUIOIIEHUY BHEKJIETOUYHBIM JOMEHOM PEUENTOPA, I€ B-KIETKU 3KCIEPUMEHTATBHOTO
KUBOTHOTO 3KCIIPECCUPYIOT OAHY U Ty XK€ JIETKYIO LETb,

- 0TOOp B-KIIETOK UMMYHU3UPOBAHHOTO 3KCIIEPUMEHTAIBHOTO JKUBOTHOTO, B OJTHOM
BOILTOIEHUH myTeM o011elt FACS-copTupoBKH,

- IOJYYEHUE HYKIEMHOBOW KUCIOTBI, KOAUPYIOWICH TSIKEIYIO LEb, U3 KaXA0N B-KimeTku
myTem otaenbHoM [T P-ammmmdukamu B IByX OTAETBHBIX/TIOCIEIOBATEIBHBIX TTOJIMMEPA3ZHBIX
LEMHBIX PEAKIUSIX, BCTPAUBAIOLINX YHUKAJIBHBIE CAWTBI PECTPUKLMU IJIs1 HATTPABIEHHOTO
KJIOHUPOBAHMS B INATTI-BEKTOP/JICHTUBUPYCHBIN 3KCITPECCUOHHBIN BEKTOD,

- IMTUPOBAHUE HYKIIEMHOBOM KUCIOTBI, KOAUPYIOLIEH BapuaOeIbHbIM JOMEH TsHKEIOM
LEMNH, B IIATTI-BEKTOP/JIEHTUBUPYCHBIN 3KCIPECCUOHHBIN BeKTOP HIXE IRES (B omHOM
Bomtomenuu IRES siBsiercst EV71-IRES) B TOKyC TsDKenoit 1ienu ¢ TpaHCMeMOPaHHBIM
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JOMEHOM, TAE IATTI-BEKTOP/JICHTUBUPYCHBINA SKCITPECCUOHHBIN BEKTOP COAEPKUT BBILIE
IRES HYKIIEHHOBYIO KUCIIOTY, KOTUPYIOIIYIO OOIITYIO JIETKYIO IIETb,

- TIOJIyYE€HHUE BUPYCa,

- ”H(pUTIMPOBAHUE BUPYCOM KJIETKH MJIEKOITUTAFOIIETO, IKCITPECCUPYIOIIEN OOIIY IO JIETKYTO
LETb,

- 0TOOD KIIETOK, MMPEACTABIISIONIMX AHTUTENIA Ha UX ITOBEPXHOCTH, ¢ TOMOIIBI0 FACS
crienM(hUIeCKH MEUEHHBIX aHTUTEHOM TPAHCIYIUPOBAHHBIX KIIETOK, B OJHOM BOTLUIOIIEHUHN
myTem od1rent FACS-copTupoBKH,

- OJTyYEHUE HYKIIEMHOBOW KMCIIOTBI, KOAUPYIOIIEH TSKETYIO IeTb, U3 KAXKI0M BEIOpAaHHOU
KIIETKH TIyTeM OTaeabHoM [TIP-amMmmmdukaniy B 1ByX OTAEIbHBIX/TIOCIEI0BATEBHBIX
MMOJMMEPAZHBIX LEMHBIX PEAKLUMAX, BCTPAUBAIOLINX YHUKAJIBHBIE CAUTBI PECTPUKLMU A1
HAIPABJIECHHOTO KJIOHUPOBAHUS B IIATTI-BEKTOP/JICHTUBUPYCHBIN 3KCITPECCUOHHBIN BEKTOD,

- TUTUPOBAHUE HYKJIEMHOBOM KUCIIOTHI, KOAUPYIOIIEH BapuadeIbHbIN JOMEH ePBOi
TSKEION LETH, B INATTII-BEKTOP/IEHTUBUPYCHBIN 3KCTPECCUOHHBIN BeKTOD BbIIE IRES (B
omnHom BorutomieHnn IRES sasiercst EV71-IRES) B TOKYC «3aMOK» MJTH «KITFOU» O€3
TPaHCMEMOPAHHOTO IOMEHA, U IMTHPOBAHUE HYKIIEHHOBOW KUCIOTHI, KOAUPYIOIIeH
BapHaOETbHBIN TOMEH BTOPOU TSXKEIION NIEMH B TOT e IMATTI-BEKTOP/IEHTUBUPYCHBIIMA
3KCIPECCHOHHBIN BeKTOp HIke IRES B COOTBETCTBYIOIMMIT APYTOM JIOKYC 0€3
TPaHCMEMOPAHHOTO TOMEHA, T.€. €CIH TshKemas nenb Boie IRES umeet mokyc «3aMOK», TO
TspKenmas 1enb Hiwke IRES umeeT ToKyc «Kimou», 1 HA0O0POT, ITPU 3TOM BapHaOeITbHbBIN JOMEH
TIEPBOI TSDKEIOM IETH CBII3bIBAETCS C MIEPBBIM AHTUTEHOM, 4 BTOPOU BapHaOEITbHBIN TOMEH
CBSI3BIBAETCS] CO BTOPBIM aHTUTEHOM, T/I¢ TIEPBBI AHTUTEH M BTOPOU aHTUTEH MOTYT OBITh
OJMHAKOBBIMU UJIU PA3IUYHBIMU,

- TIOJIyYE€HHUE BUPYCa,

- ”H(pUTIMPOBAHUE BUPYCOM KJIETKH MJIEKOITUTAFOIIETO, IKCITPECCUPYIOIIEN OOIIY IO JIETKYTO
LETb,

- OTOOP KIIETKH, CEKPETUPYIOIIeH OuCTIepuuecKoe aHTHTEO.

171. ITpuMeHeHUE KITETKH, OTOOPAHHOMN B COOTBETCTBHH CO CTIOCOOOM IO JTFOOOMY OTHOMY
u3 i 1-170, and nony4yeHust aHTUTENA.

Crieqyronye mpuMephbI, MOCIEA0BATEIFHOCTH U Tpaduueckue MaTepuasbl TPUBEICHBI,
9TOOBI MOMOYb MTOHUMAHUIO JAHHOTO U300PETEHU ST, ICTUHHBIN 00beM KOTOPOTO U3JIOKEH B
npunaraeMoii popmyiie u3oopeteHus. CieayeT MOHUMATh, 9TO B, U3JI0KEHHBIX MPOIEAypax
MOTYT OBITh CIIETAHBI MOIU(UKAIMN O€3 OTX0a OT CYIIIHOCTU JAHHOTO U300 peTEHUSI.

ITocnenoBaTenbHOCTH

SEQ ID NeNe01-30 IIIIP-npaiimep
SEQ ID Ne31 EV71-IRES
SEQ ID Ne32 CHUTHAJIBLHAS MTOJHA -IOCIIEN0BATENBLHOCTE bGH
SEQ ID Ne33 npomotop CMV uenoBeka
SEQ ID Ne34 MOCJIEAOBATENBLHOCTh HHTPOH 6 + M1/M2
SEQ ID Ne35 nocienoBaTebHoCT, M1/M2
SEQ ID Ne36-39 IIIP-npatimep.

I'paduaeckue MaTepUaIbI

@uwr. 1. Toueunsrnit FACS-rpaduk IRES-cBsizannoit skcripeccunt GFP; a) gtx-IRES, b) EV71-
IRES, ¢) ELF4AG-IRES, d) EMCV-IRES.

@ur. 2. CpasHenue IRES-cBsizannoti skcnipeccuu LC u HC antutena; a) gtx-IRES, b) EV71-
IRES, ¢) ELFAG-IRES, d) EMCV-IRES; HkHsist purypa: cxema 3KCITPECCAOHHON KOHCTPYKIIUH.

@ur. 3. FACS-tucTorpaMMbl BpeMeHHO TpaHCPuIMpoBaHHbIX KitleTok HEK 293, monyuennbie
yepes 24 9 mocie TpaHChHEKINMT;
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a) BpemeHHas Tpanchexmust pLVX M Ne2 (memOpanocBsizanHbIM 1gG): cepas
3aITPUXOBAHHAS TUCTOTpaMMa: ayTOIyOPECIEHTHBIN KOHTPOJIb fectin, rucTorpamMma
MMYHKTUPHOU JIMHUEH: KIIETKH, OKPAILIEHHBIC MPOTUBOUYEIOBEUCCKUM aHTUTeNIoM IgG (H+L)-
Alexa 488, ructorpamMmma Co CIUTOLIHOM JIMHUEH: KIIETKH, OKPAILIEHHBIE TPOTUBOYETIOBEYECKUM
anturenioM IgG (H+L)-Alexa 488 mocne tpancheknuu pLVX M No2;

0) BpemenHas TpaHcheknus pLVX MS Ne5 (MeMOpaHOCBS3aHHBIN U CEKPETUPYEMBIH):
cepasi 3aITPUXOBAaHHAS TUCTOTpaMMa: ayTO(ITyOopeceHTHBIN KOHTPOJIb fectin, THCTOrpaMMa
C MYHKTUPHOHN JIMHUEH: KJIETKU, OKPAILIEHHBIE TPOTUBOYEITIOBEUECKUM aHTuTenoM IgG (H+L)
-Alexa 488, ructorpamma Co CIUTOLIHOM JIMHUEH: KIETKHU, OKPALIEHHBIE TPOTUBOYEIIOBEUECKUM
anturenoM IgG (H+L)-Alexa 488 mocie tpanch ek pLVX MS No5,

@wr. 4. FACS-TUCTOrpaMMBbl BUPYCHO TPAHCAYIUPOBAHHBIX KiIeTOK HEK293, nonyueHHbIe
uepes 96 yacoB noce TPAHCAYKINH;

a) BUpYyCHAas TpaHcaykuust BUpycoM pLVX MS NeS: cepast 3a11TpuxOBaHHAs THCTOTPAMMA.:
ayTo(hIyOPECHEHTHBIN KOHTPOJIb C TIOIMOPEHOM, TUCTOTPpAMMAa C TyHKTHPHOM JTHHHEH:
KJIETKH, OKPALIEHHBIE TPOTUBOUETOBEUeCKUM aHTUTENOM IgG (H+L)-Alexa 488, rucrorpamma
CO CIUTOLITHOW JTMHUEH: KIETKH, OKPAIIEHHBIE MPOTUBOUYEIOBEUCCKUM aHTuTeaoM IgG (H+L)
-Alexa 488 mocne TpaHcaykuuu BUpycoM pLVX MS No2,

0) BUpycHas TpaHcayKuus BUpycoM pLVX MS NeS: cepast 3amTpuxoBaHHAs THCTOTpaMMa.:
ayTo(hIyOpEeCHeHTHBIN KOHTPOJIb fectin, THCTOrpaMMa ¢ TyHKTUPHOW JIMHUEH: KIIETKH,
OKpALICHHBIE TPOTUBOUENOBeUeCKUM aHTUTENIOM [gG (H+L)-Alexa 488, ructorpamma co
CIUTOIIHOM JIMHUEH: KIIETKH, OKPALICHHBIE MPOTUBOYEIIOBEUCCKUM aHTUTEIOM IgG (H+L)-
Alexa 488 mocne TpaHcayKuuu BUpyCoMm pLVX MS NeS.

@ur. 5. OnpenenieHre TUTPa JIEHTUBUPYCA TIYTEM TUPOBAHUSI JICHTUBUPYCHBIX CTOKOBBIX
PACTBOPOB C TOMOUIBIO AHAJIM3A TPOTOYHON UTOMETPUM YePe3 96 4aCOB TOCHE TPAHCAYKLIUN
CBEXeCOOPAHHBIMU JICHTUBUPYCHBIMHU CYTIEpPHATAHTAMHU.

®wur. 6. FACS-rucTorpaMMbl BUPYCHO TPAHCAYUMPOBAHHBIX KJIeTOK HEK293
HETMOCPEACTBEHHO MOCIIE TPAHCAYKIMHU U uepe3 14 unu 28 nHel, COOTBETCTBEHHO;

a) COPTHPOBKA (INIOIIAAb YepHOTo ¢TojIona) KieTok HEK293, momoXuTeIbHBIX HA
KOHBIOTAT TpoTUBOUEenoBeueckoro anturena [gG (H+L) u Alexa 488, uepes 96 wacoB mocie
BUPYCHOM TPAHCAYKIMHU BUPYyCOM pLVX M Ne2: cepast 3a11TpuXOBaHHAS TUCTOIPAMMA.:
KOHTPOJIb C TIOJIMOPEHOM; TUCTOTPAMMA CO CIIOITHOMN JIMHUEH: TPaHCAYIMPOBAHHAS
KJIETOYHAS JTUHUS;

b) MOBTOPHBIN aHAIU3 OTCOPTUPOBAHHBIX KIETOK myTeM FACS, okpalneHHbIX yepes 14 u
28 AHEH nocne MEPBOHAYATBHON COPTUPOBKU MOCIE TPAHCOAYKIUH BUPYCOM pLVX M No2:
cepasi 3l TPUXOBAHHAS THCTOT PAMMAa: KOHTPOITh C MTOJMOPEHOM; TUCTOTpAMMA C TyHKTHPHOU
JIMHUEH: TPAHCAYLIMPOBAHHAS KIETOUYHAS JIUHUS, AHATU3UPYEeMasi BO BTOPOW pa3 uepes 14
JHEW MOCIE TEPBONU COPTUPOBKHU; TUCTOTpaAMMa CO CILTOIITHON JTMHUEN: TPAHCOYUUPOBAHHAS
KJIETOYHAS JIMHUS, AHATU3UPYEMasi BO BTOPOH pa3 uepes 28 aHel moCie nepBOi COPTUPOBKH;

¢) COpPTUPOBKA (depHbIit cTojiben) kieTok HEK293, moa0KUTeIbHBIX HA KOHBIOTAT
npotuBouenoBeueckoro anturena IgG (H+L) u Alexa 488, uepes 96 wacos nmocne
uHpuIMpoBaHus BUpycoM pLVX MS Ne5: cepast 3amTpuxoBaHHAsI THCTOTPaMMa: KOHTPOJTb
C MOJIMOPEHOM; TUCTOTPAMMA CO CIIONTHOM JIMHUEH: TPAHCAYIMPOBAHHAS JIMHUSI KIIETOK;

d) NOBTOPHBIN aHAIU3 OTCOPTUPOBAHHBIX KJIETOK ITyTeM FACS, okpaiieHHbIX uepes3 14 u
28 AHEH nocne MEPBOHAYAIBHON COPTUPOBKU MOCIE TPAHCOAYKIUH BUPYCOM pLVX MS Ne5:
cepasi 3l TPUXOBAHHAS THCTOT PAMMAa: KOHTPOITh C MTOJMOPEHOM; TUCTOTpAMMA C TyHKTHPHOU
JIMHUEH: TPAHCAYLIMPOBAHHAS KIETOUYHAS JIUHUS, AHATU3UPYEeMasi BO BTOPOW pa3 uepes 14
JHEW MOCIE TEPBONU COPTUPOBKHU; TUCTOTpaAMMa CO CILTOIITHON JTMHUEN: TPAHCOYUUPOBAHHAS
KJIETOYHAS JIMHUS, AHATU3UPYEMasi BO BTOPOH pa3 uepe3 28 OHeH mociie NepBOi COPTUPOBKHU.
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@ur. 7. DKCIPECCHOHHBIE KACCEThI OUCTIEIM(PUIECKOTO AHTUTEIA.

@ur. 8. [Tomyuenue npeacraBieHHOTO KileTkaMiu HEK293 A MeMOPaHOCBS3aHHOTO AHTHTENA
myTeM FACS-COpTUPOBKM KIIETOK, MEUCHHBIX KOHBIOTaTOM Alexa-488-aHTUTEH.

@wr. 9. PesynpraTtel ELISA CyniepHATAHATOB OT KJIETOK, MOJIOKUTEIIBHO OTCOPTUPOBAHHBIX
Ha pLVX M Ne2 uyin MS Ne5 (myn-COpTUPOBKA).

@ur. 10. PesynbTatel cpaBHUTENBHOTO aHamm3a nytem FACS, ELISA oTaenbHbIX
coxpaHeHHbIX FACS-TTOIOKUTEIBbHBIX KJIETOK.

@ur. 11. Pe3yapTaThl OKpaIMBaHUS KIETOK, HMH(OUIMPOBAHHBIX B ITPUCYTCTBUU IBYX
BUPYCOB, HECYIIUX TIA3MUIBI ISl MEMOpaHOCBSI3aHHOM 3Kcipeccuu [gG, HaTTpaBIIeHHBIX
MPOTUB ABYX PA3TUYHBIX AHTUTE€HOB:

(A) NIeBBIN CTOJIOCI - YPOBEHDB OTACIIBHOMN KJIETKH: AaHTUTEH |-TTOJIOKUTEITBHBIE KIIETKH;
MPAaBbI CTOJIOLI - AHTUTEH 2-TIOIOKUTENbHBIE KITeTKH; 111 MOI 100 HEeT 00HAPYKEHO
TIBOWHOM MH(EKIUK ITPU BBICOKOM TTOPOTE COPTUPOBKH; OCh Y: KUZHECITOCOOHBIE
(pacceuBarOIIUE)/CHHTIETHBIE - YACTOTA POAUTEIIBCKHUX;

(B) neBbiif cToNOEI - YPOBEHB ITyJTA: AHTUTEH 1-TIOJIOKUTEITbHBIE KIIETKH; CPEIHUM CTOIOCIT:
AHTHUTEH 2-TIOJIOXHUTEIIbHBIEC KIIETKH; TIPABBIN CTOJOLI: AaHTUTEH |-TTOJIOKUTENBHBIE KIETKH
U AHTUTEH 2-TIOJIOKUTEIBbHBIE KIETKHU.

@wur. 12. FACS-aHanmu3 KIETOK, TPAHCOYUUPOBAHHBIX PA3IMYHBIMU JICHTUBUPYCHBIMHU
yactunamu: ciiea - pLVX MS 6e3 IRES, aBe coaepxarnue hCMV-ipoMoTOp pasaeieHHbIe
3KCIPECCHOHHBIE KACCETHI [IJTsI SKCITPECCHH MEMOPAHOCBSI3aHHOTO M CEKPETUPYEMOTO
MMOJTHOPA3MEPHOTO aHTHUTeNa; mocepeaune - pLVX MS ¢ IRES, onna dunmuctpoHHas
3KCITpecCHOHHAsI KacceTa ¢ omHUM hCM V-TTpoMOTOPOM TS 3KCITPECCUE MEMOPAHOCBS3aHHOTO
U CEKPETUPYEMOTO TTOJTHOPA3ZMEPHOTO aHTuTeNa; crpasa - pLVX M ¢ IRES, ogxa
OMIUCTPOHHAS IKCITPECCUOHHAS KacceTa ¢ OfHUM hCMV-TTpoMOTOPOM TSI IKCITPECCUHI
MEMOPaHOCBSI3aHHOTO TOJTHOPA3ZMEPHOTO aHTUTENA.

@wur. 13. FACS-anamu3 TU/MIT B 3aBUCUMOCTH OT pasMepa (11.0.) JIEHTUBUPYCHOTO
3KCIPECCHOHHOTO BEKTOPA; IeBbIH cTo0en - TU/MIT; TpaBbIif CTOIOET - pazMep
JICHTUBUPYCHOT'O 3KCIPECCUOHHOTO BEKTOPA B II. O.

O®wur. 14. BekropHas kapta pLV X-Puro.

@wur. 15. BekropHas kapta pLVX M Ne2,

@wur. 16. BekTopHas kapta pLVX MS NeS.

@ur. 17. FACS-ananmu3 knetok HEK293, TparcduumpoBaHHBIX OUCTICM(PUUECKUMU
JTUCTUTEWHBIMU BEKTOPAMHM, KOJIUPYIOUTUMHU aHTUTENA O€3 WU C OJTHUM TPAHCMEMOpaHHBIM
nomeroM; V1.1: M-B(«kmou»)-IRES-M-B(«3aM0K») (MeMOpaHHBIN IKOPb HA 00EUX
CBSI3BIBAIOIINX TSDKEIBIX HEmsx), V1.2: M-B(«kmrou»)-IRES-M-N(«3aM0k») (MeMOpaHHBIH
SIKOPb Ha 00EHX TSDKEJIBIX LEMSX, CBA3BIBAIONICH U HeCBI3bIBatoIIe), V1.3: M-N(«KITou»)-
IRES-B(«3aM0K») (MEMOpaHHBIN SKOPH TOJBKO 5 HA HeCBA3bIBaIOIIEH), V1.4: B(«karou»)-
IRES-M-N(«3aM0OK») (MeMOPaHHbBIN SKOPB TOJIBKO HA HECBsI3hIBaAIOMIEH), V1.5: M-N(«KI109»)
-IRES-M-N(«3aM0OK») (TOJIBKO HECBSI3bIBAIONIAST, MEMOPAHHBIN SKOPb Ha 0OEUX TSIKEIThIX
nemsix), V1.6 B(«3amok»)-IRES-M-N(«k1109») (MEMOpAaHHBIN SKOPh HA HECBSI3BIBAIOIIEH,
«KITFOY» U «3aMOK» TIOMEHSIHBI); 1: KOHTPOJIb 1 - TONTBKO fectin, 2: KOHTPOIIB 2 - TOJBKO 00IIast
LC, 3: V1.1 10 M-B-IRES-M-B + o0mas LC, 4: V1.2 M-B-IRES-M-N + o6mas LC, 5: V1.3
M-N-IRES-B + o6mas LC, 6: V1.4 B-IRES-M-N + o6mas LC, 7: V1.5 M-N-IRES-M-N +
obmas LC, 8: V1.6 B-(«3amM0k»)-IRES-M-N(«xrou») + obmast LC.

[Ipumep 1

15 KoncrpyupoBanue BeKTOpoB pLVX M Ne2 u pLVX MS Ne5

[IaTttn-BexTop: Y nanenue MCS, mpomoTtopa Ppgg ¥ TeéHa yCTOMUUBOCTH K TyPOMULIMHY.

Bceraska nerkoti nenu - EV71-IRES - Tsbxeno 1enu - ajieMeHTa adbTEPHATUBHOTO CIUTAMCUHTA
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C TpaHCMeM6paHHbIM AOMCHOM B ILTa3MHAY.
Wcxoanblit IMaTTI-BEKTOP BKIIOYACT CICAYIOIHE 3JICMCHTBI:

3NEeMeHT MCTOMHUK
1 5LTR Yenoseuveckuit BUpyc nmmyHogeduymnta-1
2 PBS (canT cBAsLIBAHWA Bupyc of6esbsH 40
npawvepa)
3 psi (y) YenoBeveckuit BUpYC nmmyrogeduyta-1
4 RRE Yenose4yecknil BUpYC nMMmyHogeduuuta-1
5 cPPT Yenoseyeckuin BUPYC MMMyHOAeduunNTa
6 PCMV IE Yenoseveckui UNTOMEraNioBnpyc
7 MCS CHHTE3MPOBAHHDIIA
8 PPGK Saccharomyces cerevisiae
9 FypoMULMH Streptomyces alboniger
10 | WPRE Bupyc renatura
11 | 3'LTR Uenoee4eckuit BUpyc UMMyHogeduLmra-1
12 | pUCori E. coli
13 | AMnuyunnuH E. coli
ITnasmuna pLVX M#2 COOepKUT CIEAYIOIINE JIIEMEHTHI:
3NeMeHT MCTOMHUK
1 5 LTR LenoBeueckuin BUPYC uMMyHOZehuuuTa-1
2 PBS (canT ceAsbiBaHWs Buwpyc obesbsaH 40
npaimepa)
3 psi-{(y) Yenosevyeckui BUPYC uMMyHogeduumTa-1
4 RRE Yenoseveckuii BUPYC ummyHoaeduuTa-1
[Tpumep 2

Co3znanne HHGEKIMOHHBIX BUPYCOB

3,75 10° ketox Lenti-X ™ 293T BbiceBanu B KQXIYIO JIYHKY 6-JIyHOUHOTO IUIAHIIETA U
MHKYOMPOBAJIM B TeUeHHe HOUM. Ha crieayromnii 1eHb KIETKH COBMECTHO TPAHCHHULIUPOBATH
2,5 Mkr pLVX M Ne2 vy pLVX MS Ne5 u 12,75 mxn emecu Lenti-X HTX Packaging Mix
(Clontech 631248) ¢ uctionb3oBanuem 20 MK pearenTa mist Tpanchexmuu Lipofectamine™
2000 (Invitrogen xat. Ne P/N 52887) nns xaxkaoit ayHku. Cpeay MeHsJu yepes 24 uaca
uHKyOamu. ConeprKaliye BUPYC CyTiepHATAHTBI COOUpaIH uepes 48 4acoB MOCIIe TPAHCHEKLHN.

[Tpumep 3

Bpemennas Tpancdexmus knetok HEK293

ANeMeHT WCTOYHUK
5 cPPT Uenoseveckui BUpYC UMMyHoAedVLMTa
6 PCMVIE Yenose4eCcku UATOMEranceupyc
7 nerkas ueno IgG Yenoeex
B EV71-IRES Bupyc EV71
9 Traxenas uens IgG Yenosek
10 | WPRE Bupyc renarura
11 | 3'LTR Yenoseyeckuii BUpYC uMMyHOgeduumTa-1
12 | pUC ori E. coli
13 | AMOULMNNVH E. coli

ITnasmuna pLVX MS Ne5 conepkuT CIIEAYIOINE 3IIEMEHTBHI:
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3NEMEHT MCTOYHUK
1 5 LTR Uenoeeyecknia BUpyc ummyHogeduyura-1
2 PBS {cait canasbiBaHnA Bupyc obeabsaH 40

npaimepa)
3 psi (W) Uenoeeueckuil BUPYC UMMyHonedMLuTa-1
4 RRE Yenoereveckiin BUpYC WuMMyHogeduluta-1
5 cPPT Uenose4eckmid BUPYC UMMyHodedhuUMTa
3] PCMV IE Yerioseyecknil LMTOMEranosupyc
7 nerkas uenb 19G Yenosek
8 EV71-IRES Bupyc EVT1
g TAxenaa uens IgG ¢ Yenoeek

ankTepPHaTUBHO

CnnancuposaHHeIM

TpaHcmemEpaHHbIM

AoMeHoM (M1/2)
10 | WPRE Bupyc renatuta
11 | 3'LTR UenoBeyeckuid BUpYC UMMyHogeduumTa-1
12 | pUC ori E. coli
13 | AMOUUWNNWH E. coli

1-10° ketok Lenti-X "™ 293T bicesanu B 24-1yHOYHBIE U THKYOUPOBAJIM B TE€YCHUE HOUH.
Ha cnenyrommit aens kietku Tpanchuimponaiii 0,9 Mkr pLVX M No2 wmu pILVX MS Ne5 u

2,7 MKJI peareHTa JuIisl TPAHCQHEKIUU LipofectamineTM 2000 (Invitrogen kat. Ne P/N 52887)
U1 Kaxaon nyHku. [IpoBoannm MeueHne KOHBIOTaTOM KO3JIUHOTO TPOTUBOYEIIOBEUECKOTO
IgG (H+L)-Alexa 488 (Invitrogen kat. Ne A11013) u BeimonHsuin FACS-ananmu3 uepes 24 waca
MOCIe TPaHCHEKIUH.

Pe3ymbTaTel MOKa3aHbI HA ¢ur. 3.

[Tpumep 4

Bupycnas tpancaoyknms kiretok HEK293

BupycHoe nHpUIUpoBaHUE/TPAHCIYKITHSI

1,5-10% kieroxk HEK293A BbiceBanu B JYHKH 48-TyHOUHOTO TUTAHIIETA U UHKYOUPOBATIH
B T€UeHHE HOUM. Ha crenyromuit AeHb MOTHYIO CPeny yAAISIH U KieTky uHuiuposaiu 300
MKJT Hepa30aBIEHHBIX COAEPKAIMX BUPYC CYITEPHATAHTOB B MIPUCYTCTBUU 8 MKT/MIJT
nomudpera. Cpeny MeHsum yepe3 24 yaca uHkydanmu. KiteTku MeTHiTin KOHBIOTATOM
KO3IUHOTO TpoTUBOUEnoBeueckoro IgG (H+L) - Alexa 488 (Invitrogen kat. Ne A11013) u
BeInoHsTH FACS-ananus depe3 96 4acoB mociie TpaHCHeKIHH.,

PesympTaTel mokazansl HA ur. 4.

OnpeneneHue IEHTUBUPYCHOTO TUTPA

JIeHTUBUPYCHBIE TUTPBI ONIPEACISIN MTyTEM U3MEPEHUS ICHTUBUPYCHBIX CTOKOBBIX
PAacCTBOPOB C UCMOJB30BAHUEM MTPOTOUHOM IUTOMETPUH Uepe3 96 4aCOB MOCIE TPAHCAYKLIMHU
CBEXeCOOPAHHBIMU JICHTUBUPYCHBIMHU CYTIEpPHATAHTAMHU.
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PaseegeHve Ne nonoXUTENBHBIX TUimn
neHTMBUpPYCa KNeToK

pLVX M Ne 2 1:1 95% 6,3E+04
{MemBpaHoCBA3aHHbIR) 1:2 81% 1,2E+05
1.5 49% 1,6E+05
1:10 26% 1,9E+05
1:25 12% 2.0E+05
pLVX M8 Ne 5 1:1 42% 2,8E+04
(memGpaHocBA3aHHbLIA K1 1:2 20% 29E+04
cnnancuposaHHbLIA) 1:5 9% 2,9E+04
1:10 6% 4 5E+04
1:25 4% 6,1E+04

TuTp paccunThIBAIIM TIO CIIEAYIOIIeH (hopMye:

TUMn=F*c*D/V,

rae

F = yacToTa moNMoKUTENbHBIX KIIETOK

C = o01ee 9uCiio KJIETOK B IYHKE B MOMEHT TpaHCAYKIMU (Hampumep, 200000 KIIeTOK)

V = 00bpeM noceBHOro Matepuana B mi (0,3 M)

D = pasBeneHnue JeHTUBUPYCA

TU = equHMIBI TPAHCAYKIUK Pe3ynbTaThl moKa3aHbl HA QUT. 5.

[Ipumep 5

CTaOumbHOCTh TPAHCAYIMPOBAHHOM BUPYyCOM KiteTouHOM imaun HEK293

Co3snanvie BUpyca U BUPYCHOE HHPUITMPOBAHUE/ TPAHCIYKIUIO TTPOBOAMIIN TAK, KAK OMTUCAHO
B OPEABIAYIIMX TpUMEpax 2 u 4.

OTCOpPTUPOBAHHBIE KIETKH PA3MHOXKAJIU B 6-TYHOUHBIX IJIAHILIETAX UK BCTPSXUBAEMBIX
kon0ax T75. Ilepeces kineTok mpooaH pH 80% koHbmo3HTHOCTH. 151 FACS-

OKpamvBaHus 1- 10° kneTox UHKyOupoBamm ¢ 10 MKT/MJT KOHBIOTATA KOZJTHHOTO
npotuBouenoBeueckoro IgG (H+L) - Alexa 488 (Invitrogen kaT. Ne A11013) v BeIOJHSAIH
FACS-ananus uepes 24 daca mocie Tpancdekimu B o01eM oobeme 100 MK,

Ornpenenenue OJIrOCPOIHON CTAOMITBHOCTH IMTPOBOAMIIN O€3 CETEKIIMOHHOTO AaBICHUS.
CooTtsercrByromue FACS-TUCTOTpaMMBI TTPUBEACHBI HA (UT. 6.

[Ipumep 6

CopTupoBKa CMECH KJIETOK, TPEACTABIISIONTNX MEMOPAHOCBA3AHHOE AHTUTENIO, U KJIETOK
JUKOTO TUIIA

Krnerku HEK293A mukoro tuma cMmermuBaiy ¢ kiietkamu HEK293 A, ctabuiibHO
TPAHCOYUUPOBAHHBIMU BEKTOPOM pLVX M Ne2 (28 nenn), oxpammsanu 250 mxa 10 Mxr/min
AHTUTC€HA, KOBIOTUPOBAHHOTO C Alexa 488, mpoBoaunu FACS-aHanus u COpTUpOBKY Alexa
488-TIOJIOKUTENBHBIX KIIETOK B 24-JIyHOUHBIX MUKPOTUTPOBAJBHBIX TTAHIIECTAX.

Uepes ueTbIpe OHS TOCHE COPTUPOBKU BCE KJIETKU B JIYHKAX 24-JIYHOUHOTO

MHUKPOTUTPOBAIBHOTO TIAHILIETA, T.€. IPUMEPHO 1- 10° KJIETOK, METHIN SO MKJT 10 MKT/MIT
AHTUTC€HA, KOBIOTUPOBAHHOTO C Alexa 488, ¢ mocnenyomumM anaau3zom FACS.

[TosmygeHHbIe pe3yabTATHI MPUBEACHBI HA (UT. 8.

[Tpumep 7

Cexpenusi [gG 0TCOPTUPOBAHHBIMU KJIETKAMH (TIOJIOKUTEITBHBIMA HA MEMOPAHOCBSI3aHHBIN
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IgG) B KynIbTypaNIbHBIN CYIIEPHATAHT

OTCOpPTUPOBAHHBIE KJIETKU PA3MHOKAIU B 6-TyHOUHBIX MUKPOTUTPOBAIBHBIX IIAHIIETAX
wm kojdax T75. Iepeces kietok mpoBoaum mpu 80% kKoHGII03HTHOCTH. CynepHATAHT OT
KIIETOK C 95% KOHQIIOHTHOCTBIO Hcronb3oBanu Aitsi ELISA va IgG. PesynbraThl
MPEACTABIICHBI B Ta0mwmIe u Ha dur. 9.

Tadmana: Peaynerarn: BLISE oynepiarasion oF S1oopiuposasinm
REBRTONS, MOSITane ek e pLIK B ROR aone IRS NS {nrscoprnpours)

sexasy Buornie. Koot Jaxsan
npUTRENNENGRSwRORAR Ig@, SuoTEe.
FoyFaag Bpee ol IBREe
L pageess saong Lpaimes
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, el oot 1 Kongg el asens columei
WL Nynconmiposey 4798+ 04 < BN S08 + 4
bV M2 ‘
WL Nyrecopmposng 886k + 08 3174 JEE » 08
VEMENE
fliyneooprapons pLVWXK M SE
T Flyn-oopraposa pL VY MS SEET R
N R
KynuTyRanshas cpega SBE+d L <M L FAE+ 03
Hek2B3A
[Tpumep 8

Koppensiiust MeMOpaHOCBI3aHHOTO AHTUTENIA U CEKPETUPYEMOTO AHTHUTENA
Cosznanue Bupyca

3,75 10° ketox Lenti-X ™ 293T BbiceBanu B 6-JIyHOUHBIN TUTAHIIET ¥ MHKYOUPOBAJIH B
TedeHune HouM. Ha cienyromuit eHb KIeTKU COBMECTHO TpaHChHumupoBamm 2,5 MKr pLVX
MS Ne5m 12,75 mxut emecu Lenti-X HTX Packaging Mix (Clontech 631248) ¢ ucnons3oBaHueM

20 MKJT peareHTa I TPAHCHEKIUH LipofectamineTM 2000 (Invitrogen xat. Ne P/N 52887) nmst
Kax o myHku. Cpeny MeHsn uepes 24 gaca nakyoaruu. Coaeprkalime BUPYyC CyrepHATAHThI
cobupaim uepes 48 4acoB MOCIe TPaHCHEKITHH.

BupycHoe nHpUIUpoBaHUE/TPAHCIYKITHSI

3.10% kretox HEK293A BbICeBAITH B JYHKH 24-JIyHOYHOTO TUTAHIIETa U UHKYOUPOBAJIH B
TedeHre HouM. Ha cienyromuit neHb MOJTHYIO Cpeny YAAIsud U KJIeTKH HHpunuposamm 600
MKJT HEPA3BEAECHHBIX WU PA3BEACHHBIX 1:25 CyMEpHATAHTOB, COACPKAIIUX BUPYC, B
MPUCYTCTBUM 8 MKT/MJT ToimmOpena. Cpeny MeHsy uepes 24 yaca uakyOanuu. [IpoBoaumu
MEUEHUE KJIETOK KOHBIOTATOM KO3JMHOTO MpoTuBoUYenoBeueckoro IgG (H+L) - Alexa 488
(Invitrogen kat. Ne A11013), Bemmonasuti FACS-ananus uepe3 96 9acoB mocie TpaHCHEKIuu
Y OTJEJIbHBIC KJIETKH OTCOPTUPOBBIBAJIN B JIYHKH 96-TyHOUHOTO TUIAHIIETA.

Tpu monyIsSIuy KJIETOK OBLIH OTCOPTUPOBAHBI TTO OTACITBHOCTH:

- KJIETKY, THUIMPOBAHHBIE HEpa3BeAeHHBIM BUPYCOM PLVX MS No5, ¢ BBICOKMM TTOPOTOM
TEUTUPOBAHUSA

- KIIETKH, UH(PUIMPOBAHHBIC HEPa3BeACHHBIM BUpYcOM PLV X MS Ne5, ¢ HUZKUM MOPOTOM
TEUTUPOBAHUSA

- KIIETKH, UHPUIMPOBAHHBIE pa3BeaeHHBIM 1:25 Bupycom PLVX MS Ne5, ¢ HU3KUM TOPOTOM
TeUTUPOBAHMS.

OTCOpPTUPOBAHHBIE KJIETKH BBIPAITUBAIIA 10 KOHPITFOSHTHOCTH 95% B 96-TyHOUHBIX
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IUTAHINETAX U PA3MHOXKAJIU B 24-TyHOUYHBIX TutaHimeTax. st FACS-okpammBanus 5- 10*

KJIETOK MHKYOUpOBa ¢ 10 MKT/MJT KOHBIOTaTa KO3JIMHOTO TpoTUBOUeioBeueckoro [gG (H+
L) - Alexa 488 B 00111eM 00BeMe 100 MKII. VI3 OTCOpTHPOBAHHBIX KIETOK Bhiaesiau PHK ns

[TI1{P-anamu3a Ha LC (ctynenuaras [1LIP).
Ha ¢ur. 10 mokazaHsl pe3yabTaThl.

W3 cpaBHUTENIBHOTO aHAMM3a BUAHO, 4TO U FACS-aHanmu3 OTAENbHBIX KJIIETOUYHBIX KJIOHOB,
MEUEHHBIX KOHBIOTATOM ITPOoTUBOUYEIOBeUeCKOro IgG (H+L) anturena ¢ Alexa 488, u ELISA
Ha yenoBeueckuit [gG B KyJIbTYpabHbBIX CyNIePHATAHTAX U3 OJJHOTO OTAEIBHOTO KJIETOUHOTO
KJIOHA Yepe3 KX bl FeUT COPTUPOBKH MOTYT OBITh UCITOIB30BAHBI IJTsi 0OTOOPA KIETOK, TPH
stoM st FACS B kauecTBe mopora UCTIONb3yeTCst Ko duiueHT 6oiee 2 0 OTHOIIEHHTO K

KOHTPOJIBHOMY 00pasiy (pe3yabTaThl TAKXKE MMOKA3aHbI B CIEAYIOIIeH Ta0IuIe).

Ne kaoua

|

RIUBELISA Ko uet1pG FACS ori xOHTpOIA _, CTxIenuaras

acy Tuly

[H M)

{f=ne cnmananny,

2 CHEIIRE )

') P aas
T ORIROE ety

I
') ®
[T} ‘:f < §
= S
wazg &
=85¢0¢
Xgd
it &
0o i b
1 218076
) 2 180654 1,0 -
5
2 = 3 179118 1,4 -
% % 4 39302 1,2 +
1 g 5 164538 1,3 -
% S 6 174238 1,4 -
%’§ 7 50222 1,0 -
A 8 177218 1,3 .
R 9 173048
= 2 YR
§ 2
1T 12
o 13
14
15
1
. 2
L
o 3
— K
)_5_ % 4
o 5
r Q
oG 6
o=
ﬁ ,% 7
g 8
w 8 9
zc 10
oEo g 11
- 2 12
> F 13
—
o 14

Jun
g

Ctp.: 9N



10

15

20

25

30

35

40

45

RU 2625033 C2

[Tpumep 9

NudummpoBaHue B TPUCYTCTBUM IBYX BUPYCOB C TUIA3MHUIAMU PA3IIMYHBIX aHTUTEI

KneTtku TpaHcayuupoBanu B mpUcyTCTBUM cMecH mynoB pLVX pLVX mAbl-M u pLVX
mADb2-M. Knetku Tpancayuuposaau pasauuHbiMu MOI, paccuuTanHbIM ¢ noMoinbio [T P
(1000, 100 u 40). ITocne TpaHCAYKUMK OTACIBHBIE OTCOPTUPOBAHHBIC KJIETOUHBIC KIIOHBI
(IgG+) MeTiiM TyTeM MHKYOau ¢ KOHBIOTATOM mADb1-anTHreH-Alexa 488 1 KOHBIOTATOM
mAb2-anturen-CysS.

PesymbTaT mokaszas Ha ¢wur. 11.

[Tpumep 10

NudunupoBanue KJIETOK pa3INIHBIMU JICHTUBUPYCHBIMH BEKTOPAMHU C TIOTHOPA3ZMEPHBIM
IeG

Bupychl 6bUTH TTOITYyUeHbBI, KAK OTTUCAHO B TIPUMEPE 2, CO CIAEMYIOIUMHU JICHTUBUPYCHBIMU
JKCITPECCUOHHBIMU BEKTOPAMH:

- pLVX MS 6e3 IRES, ase conepxaitue HCMV-ipoMOTOp pas3aeneHHbIe KACCEThI
IKCITPECCUH TSI SKCIIPECCUU MEMOPAHOCBSI3aHHOTO M CEKPETUPYEMOTO TTOITHOPA3ZMEPHOTO
AHTUTENA;

- pLVX MS ¢ IRES, oxHa OurucTpoHHast 3KCIIpPecCHoHHas kKaccera ¢ oqauM HCMV-
MIPOMOTOPOM TSI FKCITPECCUM MEMOPAHOCBSI3aHHOTO U CEKPETUPYEMOTO TIOJTHOPAZMEPHOTO
AHTUTENA;

- pLVX M ¢ IRES, ogHa OummucTpoHHAs SKCIIPeCCHOHHAs KacceTa ¢ omHuM HCMV-
MIPOMOTOPOM 7151 IKCITPECCHUA MEMOPAHOCBA3AHHOTO TTIOJTHOPA3MEPHOTO AaHTUTENA.

KneTtku TpaHcaynupoBaiu pa3BeAeHHbIMU BUPYCAMU, COASPXKAILIUMU TPU 3TU BEKTOPA,
KakK OMUCaHO B ipuMmepe 4. TpaHCOyuqupOBaAHHBIC KIETKH AHATU3UPOBAIH ¢ ToMOoLIbIo FACS
MOCJIE MEYEHUS KOHBIOraTOM NpoTUBOoUenoBeueckoro IgG (H+L) antutena ¢ Alexa 488.
[TomyueHHbIe pe3ynbTaThI MpUBEACHBI HA (ur. 12 1 13.

[Ipumep 11

AMIdpUKanis HyKJIEMHOBBIX KUCIOT U3 B-KiteTox

Oo6myro PHK Beinensmm u3 antureHcnenududecknx B-kinetok. OnHonenoueunyro kJJHK

TTOJTYYaJTH C TIOMOIITBIO OOPATHON TPAHCKPHUIITAZHI PowerScriptTM (Clontech) ¢ uCIOTB30BaHUEM
MPOTOKOJIA C MEPEKIIIOUeHUEM MATpUlbl (Zhu, et al., BioTechniques 30 (2001) 892-897), ¢
onmuronykieoruaom st CDS (5'-AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTACTTTTT TTT
TTTTTTTTT TTT TTT TTT TTT TVN-3', SEQ ID Ne36) B kauecTBe mpatiMepa u
onmuronykjeotuaomM SMART II (5'-d[AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTA CGC] r
[GGG]-3', SEQ ID Ne37) B kauecTBe niepexrouaeMoit MmaTpuiipl. [IpoBomumm o01yro
amrmmudukanuio kJIHK B 14 mukmax TTLP ¢ ucnonb3zoBanuem nouMmepasHoii cmeck Advantage?2
(Clontech) u mpaiimepa-sikops (5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT-3', SEQ ID Ne38)
B 001memM oowveme 200 Mk, JIByxnenoueunyio kJJHK ouuinany ¢ momotisio Habopa ast
ouncTku QIAquick PCR (Qiagen).

Koaupyroimue mocienoBaTenbHOCTH BapuadeTbHOM 00IaCTH TSDKEION HEeTH
AMILTU(UIMPOBAITH C SKBUMOJISPHON CMEChIO OOHOIO CMBICIOBOTO IpaiiMepa (SEQ ID Ne5),
a TAKXKE YETBIPEX AHTUCMBICIOBBIX TpaitMepoB (SEQ ID NeNel-4) nyist KOHCTPYKIMH «3aMOK>»,
¥ 0JHOTO cMbICIOBOro npatimepa (SEQ ID Nell) u isiTh aHTUCMBICIIOBBIX TpatiMepoB (SED
ID NoNe6-10) 111 KOHCTPYKIIHH «KITFOU»; KOJUPYIOITHE TIOCIEA0BATEIFHOCTH BapHaOeTbHON
00JIACTH IETKOM KaTITa-1eTH aMILTH(UIMPOBAIH C IKBUMOJISIPHOM CMECHIO CEMH CMBICTIOBBIX
npaiiMepoB (SEQ ID NeNe12-18) 1 3KBUMOJISIPHOM CMECBHIO OJTHOTO AaHTUCMBICIIOBOTO TIpaiiMepa
(SEQ ID Ne19); a komupyroIMe MoCIeNoOBaTENFHOCTY BapradeTbHOM 00TaCTH JIETKOM IsiMOaa-
e AMIDTH(GUIMPOBAIH C SKBUMOJIIPHOM CMECHIO BOCBMHU CMBICITOBBIX ITpaiiMepoB (SEQ ID
NoeNe20)-27) 1 3KBUMOISIPHOM CMECHIO OJHOTO AaHTUCMBICIOBOTO mpaiiMepa (SEQ ID No28).
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Komupyrotmue 001aCcTH TSKEITON HETH «3aMOK» U «KITFOU», CBsizaHHbIe uepe3 IRES, MmoryT
OBITH aMILTHPHUITMPOBAHBI C UCTIOJIB30BaHUEM TTpariMepoB SEQ ID No29 u SEQ ID Ne30.

[Tpumep 12

OO0oraireHue KIeToK, MPEACTABISIONMNX CIIENU(PUUIECKU CBA3BIBAIOITNECS AHTUTENA, C
MTOMOIIBIO (DIYOPECHEHTHO AaKTUBUPOBAHHON COPTUPOBKHU KIIETOK

Cy6xkondmosnTtabie (80%) HEK-kneTku nHpuimpoBamy OuOIMOTEKON TOTHOPA3MEPHOTO
AHTUTENA WU MIyCThIM BUPYCHBIM BEKTOPOM B KaUECTBE OTPULIATEIIBHOTO KOHTPOJIS C
MHOXECTBEHHOCTBIO 3apaxeHus: (MOI) 0,2. Uepes 5 4aCOB KIETKU OTALISIIN C TIOMOIIBIO
Oydepa s KIIETOYHOM qUcconraIimu (Sigma), TpOMBIBAITN M OKpAITUBaId. [ I00BUHY KITETOK
OKpAITUBAIN AaHTUT€HOM, MeUeHHBIM Alexa 647 nm (4 mxr/mi), B TeueHue 30 muH. OCTaIbHbBIC
KJIETKU OKPALIUBAJIN AHTUT€HOM, MEUCHHBIM Alexa 546 nm (4 MKT/MJI1), U aHTUIIEHTUBUPYCHOMN
KpPOJIMUBEN CBIBOPOTKOM (pa3BeacHHo 1:6000) B Teuenne 30 MUH, C TOCIECAYIOIIUM
okpainuBaHreM Cy5-MeUeHHBIM OCIMHBIM NMpoTuBOKpoanubuM IgG (1 mxr/mi) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) B Teuenne 20 MuH. 3aTeM BCe KIIETKH ITPOMBIBATH, (DUITBTPOBATH
U OKpaImmBajy mponuaus #oauaom (PI), aToObI UCKITFOUUTH MEPTBbIE KIeTKH. COPTUPOBKY
OTIEJIbHBIX KJIETOK MPOBOAWIN HA TPpOoTOUHOM muToMmeTpe FACS Vantage SE (Becton
Dickinson), COOTBETCTBEHHO, Ha Alexa 647 nm-Mmoa0XUTeabHbIE, PI-oTpuiiatenbpHbie U Alexa
546 nm-MOJIOXKUTENIbHBIE JICHTUBUPYC-TIOOKUTEIbHbBIE PI-OoTpUlaTeTbHbBIE KIIETKU.

Kaxnyro KJ1eTKy OTCOPTUPOBBIBAJIU B IYHKY 24-TYHOUHOTO TUIAHIIETA, COAEPKAILIETO
50% wxoudmrosnTHble punepusie kKitetku HEK. TTocne pacnpocTpanenus Bupyca (2-3 aHsi
MTOCIE COPTUPOBKM) MHPUIMPOBAHHBIC KIIETKH TpoBepsiii mytem FACS-ananmmsa Ha
CBSI3bIBAHUE AHTUTEHA.

[Tpumep 13

BiustHue MeMOpaHHOTO SIKOPS Ha 3KCITPECCUIO OUCTIETM(PUUECKUX AaHTUTEIT HA KIIETOUYHON
MMOBEPXHOCTHU

1-10° kneroxk HEK293A BbiceBaIH B JYHKH 24-JIyHOYHOTO TUTAHIIETa U UHKYOUPOBAJIH B
TedeHne HouM. Ha cieayromuit 1eHb KIIETKH COBMECTHO TpaHChunupoBam 0,5 MKT BEKTOpa
¢ 001meit ierkoit nembio U 0,5 MKT maTTi-BekTopa V1.1-V1.5, o0ecneunBaromero 3KCIpecCuIo
ZIBYX PA3HBIX TsDKEIbIX Herer. Tshxemas nernb B B komOuHAIMYU ¢ 0OIIIeH JIETKOM b0
CBSI3BIBAETCS C AHTUTEHOM, B TO BpeMsl KaK TsDKeNmas 1enb H B komOuHAIMU ¢ 00IIIeH TeTKOoN
LENBIO HE CBA3BIBACTCS C AHTUTECHOM.

JBOMHOE OKpALIMBAHUE TPOBOAUIA KOHBIOTATOM KO3THMHOTO MMPOTUBOYETIOBEYECKOTO
IgG (H+L) ¢ Alexa 488 (Invitrogen kat. Ne A11013) 1 OMOTUHUITUPOBAHHBIM AHTUTEHOM U
crpentaBuauHoM-PE (SA-PE). Anamm3 FACS BEITTOTHSIIH Yepe3 48 4aCoB OCIIe TPaHCHEKIHH.

Hcnonp30Banu Ceayromue maTTiI-BETOPbI:

V1.1: M-B(«kmiou»)-IRES-M-B(«3aM0K») (MEMOpaHHBIN IKOPh HA OOSHX CBSI3BIBAIOITHX
TSDKEITbIX LETIsIX)

V1.2: M-B(«kimi0ou»)-IRES-M-N(«3aM0K») (MEMOpaHHBIN SKOPb HA 00EUX TSHKEIBIX HETSX,
CBSI3bIBAIOIIECH U HECBSA3BIBAFOIIIECH )

V1.3: M-N(«xj1109»)-IRES-B(«3aM0K») (MEMOpAaHHBIN IKOPH TOIBKO HA HECBS3hIBAIOIIEH)

V1.4: B(«xmou)4»)-IRES-M-N(«3aM0K» ) (MEMOPaHHBIN IKOPh TOJIBKO HA HECBSI3BIBAIOIICH),

V1.5: M-N(«xJ1109»)-IRES-M-N(«3aM0OK») (TOJTBKO HECBSI3bIBAIONIAS, MEMOPAHHBIN IKODb
Ha 00€euX TSDKEJIBIX HEISX),

V1.6 B(«3aM0K»)-IRES-M-N(«kJ1109») (MeMOpaHHBIN IKOPb HA HECBSA3BIBAIOIIEH, «KITFOU»
U «3aMOK» TIOMEHSHBI). TpaHcMeMOpaHHBIN SKOPb HA HECBsI3bIBaIOMIeH yacT anTuTena (N)
SIBJISIETCA JOCTATOUYHBIM [JTs1 TPEACTABICHUS CBSI3bIBAIOIIECH YACTH B aHTUTEMA HA KIIETOYHON
MMOBEPXHOCTH, KOTAa 00€ TsHKebIe e (POPMUPYIOT TETEPOAMMEPHI C TEXHOIOTHEN «KITFOU
B 3aMKe» (V1.4 Ha ¢ur.17), ykasbiBasi, 9TO OJIMH TPAHCMEMOPAHHBIN IKOPD SBIISETCS
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JOCTATOYHBIM AJI MPEACTABIIEHUS HA TOBEPXHOCTU KJIETKU MOTHOPa3MepHOTO 1gG,
COCTOSIIIIETO U3 IBYX PA3HBIX TSKEIBIX IETIel U 0O1Ielt JIETKOM IeTH.

(57) ®opmya u300pETEHUS

1. Cioco6 oTbopa KIIETKH, CEKPETUPYIONIeH OuctenuuuecKkoe aHTUTENIO, BKITFOUAFOIITHN
CIEAYIOIIHE 3TAIBIL:

(a) co3aHue MOMYISAIUUA 3YKAPUOTUUECKUX KIIETOK MyTeM TPAHCAYKIMU TTOMYJIsSIIuei
JIEHTUBUPYCHBIX YACTHII, T KaXKIasl JICHTUBUPYCHAS YaCTHIA COACPKUT OUIUCTPOHHYIO
3KCIPECCHOHHYIO KACCETY, KOAUPYIOIIYIO CEKPETUPYyEeMOe OUCTIENUpUIeCKOe aHTUTEITO,
KOTOPAsi COAEPKUT HYKIIEHHOBYIO KUCIIOTY, KOIUPYIOIIYIO BapruadeIbHbIN JOMEH ePBOM
TSKEION LETH B JIOKYCE «3aMOK» WU «KJIIou» 00 EV71-IRES, 1 HyKI€MHOBYIO KUCTOTY,
KOAUPYIONIYIO BapHAOETBHBIN TOMEH BTOPOM TSHKEIION IIEMH B COOTBETCTBYIONIEM APYTOM
nokyce mociie EV71-IRES, e BapuaOenbHbIN TOMEH MEePBOM TSHKETION e CBSI3bIBAETCS C
MIEPBBIM AaHTUTEHOM, a BTOPOU BapuaOebHBIN JOMEH CBSI3bIBACTCS CO BTOPBIM AHTUTEHOM,
/i€ TIEPBBI AHTUTEH U BTOPOU AHTUTEH MOTYT OBITh OJTMHAKOBBIMY UIJTH Pa3HBIMU, T1IE
3YKAPUOTUUECKAS KIIETKA IKCIIPECCUPYET OOITYIO JIETKYIO LENb, U

(b) 0TOOP U3 TMOMYISIUN IYKAPUOTHUECKHUX KJIETOK KJIETKH, T/e KIETKA BBIOpAHA TI0
CITOCOOHOCTH AHTHUTENA, TPEACTABIIEHHOTO HA €€ TIOBEPXHOCTH, CITEIM(PUUIECKU CBSI3BIBATHCS
C YKa3aHHBIMU TIE€PBbIM U BTOPbIM AaHTUT€HAMMU.

2. Crtocod 1o 1. 1, KOTOPBIM BKIIOYAET B KAUECTBE MEPBOTO 3TATIA OJIMH WITH OOJIee YeM
OAVH U3 CIeAYIOLIUX 3TAMOB:

- IMMYHM3alUsl TPAHCTE€HHOTO XUBOTHOT'O AHTUT€HOM, TIPEACTABIISIOLIMM UHTEPEC, TAE
B-Kkj1eTKM 3KCIIEpUMEHTANIbHOTO UBOTHOT'O SKCIIPECCUPYIOT OAHY U TY XK€ JIETKYIO 1IeTb, 1/
WU

- 0T00P B-KIIeTOK UMMYHU3UPOBAHHOTO 3KCIIEPUMEHTATBHOTO XUBOTHOTO ITyTEM OO1IeH
COPTUPOBKH C TTOMOIIBIO COPTUPOBKH KJIETOK C aKTUBUPOBaHHOMU (hiryopecreniueit (FACS),
u/vnu

- TIOJTyY€HUE HYKJIEMHOBON KUCIOThI, KOAUPYIOLIEH THXKETYIO HETb KaXxaoh B-kineTku,
myTem otaenbHoM [T P-ammmmdukamu B IByX OTAETBHBIX/TIOCIEIOBATEIBHBIX TTOJIMMEPA3ZHBIX
LEMHBIX PEAKIUAX, BCTPAUBAIOIINX YHUKATbHbBIE CAUTHI PECTPUKLMU [IJIs1 HAIPABICHHOTO
KJIOHUPOBAHUS B IIATTJI-BEKTOP/IECHTUBUPYCHBIN 3KCTTPECCUOHHBIN BEKTOP.

3. Crtoco® 1o 1. 2, KOTOPBIA BKIIOUAET ITAIL:

- npoBeaeHus [P HyknemHOBOM KUCIOTBI, KOAUPYIOWICH MOTHYIO TIEPBYIO TSKETYIO
1€, ¥ HYKJIEMHOBOM KUCIOTHI, KOAUPYIOIIeH BapuaOeIbHBIN JOMEH BTOPOU TSHKEIION TN
(2,2 T.11.0.), BKI1todast EV71-IRES, ¥ KIIOHUPOBAHUE BO BTOPOM IMATTI-BEKTOD Oe3
TPaHCMEMOPAHHOTO TOMEHA.

4. Crtoco6 mo modoMy u3 mil. 1-3, rae OUIMCTPOHHBIC SKCITPECCUOHHBIC KACCETHI COAEPKAT
B HAMPABJICHUM OT 5'- K 3'-

- IPOMOTOD,

- IEPBYIO HYKJIEMHOBYIO KUCIOTY, KOAUPYIOLIYIO EPBYIO TIKEITYIO LEMb TOTHOPA3ZMEPHOTO
AHTUTENA,

- EV71-IRES,

- BTOPYIO HYKJIEMHOBYIO KUCIOTY, KOAUPYIOLIYIO BTOPYIO TSKETYIO LETb MTOJTHOPAZMEPHOTO
AHTHUTEIA.

5. Crioco0 1o mr00oMy U3 I, 1-3, rae aHTUTENO SBIISETCS OMBATICHTHBIM OUCTIETU(DUIECKIM
AHTUTEIIOM.

6. Crioco0 mo mrodomy U3 T 1-3, Tae nmepBast TSHKeNnas Henb MOJTHOPA3ZMEPHOTO aHTUTETA
COAEPNUT MYTALMIO TUTIA «3aAMOK», a BTOpasi TSXKENAsl LIEMb AHTUTENNA COASPKUT My TaLMIO

Crp.: 94
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TUIIA «KJTIOU>».

7. Cioco® o mrodomy U3 Iit. 1-3, Tae TOTHOPa3MePHOE AaHTUTENO COAEPIKUT KOHCTAHTHYTO
00JTaCTh YeTTOBEUECKOTO IMMPOUCXOXKICHHUS, B YACTHOCTH U3 UEIIOBEUECKOTO MMMYHOTJIOOyTMHA
knacca IgGl, IgG2 v [gG4.

8. Crmocod mo modomy u3 T, 1-3, Tae a3ykapuoTHIecKast KIETKa SBISIETCS KIIETKOM
MJIEKOTIUTAIOLIETO UJIU APOIOKEBOM KIIETKOM.

9. Cioco® 1o 1. 8, e xknetka mirekonurarolero ssisercas CHO-knerxoit nimn HEK-
KJIETKOM.

10. Crtoco® 1o 1. 4, rae HyKJIIEHHOBAsI KUCITOTA, KOTUPYIOIIAs TSHKETYIO IETh
UMMYHOTJIOOYJTMHA, COIEPKUT BCE 3K30HBI U BCE, KPOME OTHOTO, HHTPOHBI TEHOMHO-
OPTaHU30BAHHOTO IreHa TSHKEIION EMH MMMYHOTI00yJTUHA.

11. Crioco® mo modoMy u3 1. 1-3, Tae aHTUTENO SBISETCS TYMAHU3UPOBAHHBIM HUJTH
YeJIOBEUYECKUM QHTUTEIOM, B YACTHOCTH UEJIOBEUSCKUM AHTHTEIIOM.

Crp.: 95
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MEPEUYEHb TMOCHEIOBATEJLHOCTEMR
<110> F. Hoffmann-La Roche AG
<120> cucrema MHIOIMKALMM Ha OCHOBE IIOJIHOPA3MEPHODO AaHTUTENa IJA
2YKAPUOTUUYECKUX KIETOK
M ee MNpUMeHeHue

<130> 30800 WO

<150> EP11185375.8
<151> 2011-12-22

<150> EP12179029.9
<151> 2012-08-02

<160> 39

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 35
<212> DNA

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> PCR primer

<400> 1

tgatatatgc tagctgagga gacggtgace agggt
35

<210> 2

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 2

tgatatatgc tagctgagga gacagtgacc agggt
35

<210> 3

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 3

tgatatatge tagctgaaga gacggtgacc attgt
35

<210> 4

<211> 35
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<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 4
tgatatatgce tagctgagga gacggtgace gtggt
35

<210> 5
<211> 40
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 5
ctgttcggge ccacagcgag gtgcagetgk tgsagtctgs
40

<210> 6
<211> 36
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 6
agtatatact cgagacggtg accagggtgc cctggce
36

<210> 7

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 7
agtatatact cgagacagtg accagggtgc cacggc
36

<210> 8
<211> 36
<212> DNA

<213>» Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 8

Crp.: 97



RU 2625033 C2

3
agtatatact cgagacggtg accattgtcc cttggce
36
<210> 9
<211> 36
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 9

agtatatact cgagacggtg accagggttc cctggce
36

<210> 10

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 10

agtatatact cgagacggtg accgtggtcc cttggce
36

<210> 11

<211> 53

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 11
ctggtggegyg ccgecaccgy cgeccacage gaggtgcage tgktgsagtce tgs
53

<210> 12
<211> 42
<212> DNA

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> PCR primer

<400> 12
gcagccacag gggcccactc cgacatccrg wtgacccagt ct
42

<210> 13
<211> 42
<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223>

<400>

PCR primer

13
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gcagccacag gggcccactc cgatgttgtg atgactcagt ct

42

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

14

42

DNA

Artificial Sequence

PCR primer

14

gcagccacag gggcccactc cgaaattgtg wtgacrcagt ct

42

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15

40

DNA

Artificial Sequence

PCR primer

15

agctacaggg gcccactccg atrttgtgat gacycagwct

40

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

le6

39

DNA

Artificial Sequence

PCR primer

16

gcagccacag gggcccactce cgacatcgtg atgacccag

338

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

17

40

DNA

Artificial Sequence

PCR primer

17

agctacaggg gcccactccg aaattgtgct gactcagtcet

40

Crp.: 99



RU 2625033 C2

5
<210> 18
<211> 44
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 18
gcagccacag gggcccactc cgawrttgtg mtgackcagt ctec
44

<210> 19
<211> 42
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 19
tgggggcact ttctagatca acactctccce ctgttgaagce tc
42

<210> 20
<211> 39
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 20
gcagccacag gggcccactc ccagtctgtg ytgackcag
39

<210> 21
<211> 39
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 21

gcagccacag gggcccactc ccagtcetgec ctgactcag
39

<210> 22
<211> 39
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer
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<400> 22
gcagccacag gggcccactc ccagcytgtg ctgactcaa
39

<210> 23
<211> 39
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 23
gcagccacag gggcccactc ccagsctgtg ctgactcag
39

<210> 24
<211> 39
<212> DNA

<213> Artificial Segquence

<220>
<223> PCR primer

<400> 24
gcagccacag gggcccacte ccagrctgtg gtgactceag
39

<210> 25
<211> 39
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 25
gcagccacag gggcccactc ccagactgtg gtgacccag
39

<210> 26
<211> 39
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 26

gcagccacag gggcccacte cewgectgtg ctgactcag
33

<210> 27
<211> 39
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7
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> PCR primer
<400> 27
gcagccacag gggcccactc ccaggcaggg ctgactcag
39
<210> 28
<211> 42
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> PCR primer
<400> 28
acattctgta cgtacgactg tecttctccac ggtgcteccct tce
42
<210> 29
<211> 21
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCR primer

<400> 29

gatcagcact gaacacagag ¢
21

<210> 30

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> PCr primer

<400> 30

ggaaacacgc tagggccttt cg
22

<210> 31

<211> 655

<212> DNA

<213> Enterovirus 71
<400> 31

ggcgcegecee cgaagtaact tagaagetgt aaatcaacga tcaatagcag gtgtggcaca
60

Crp.: 102



ccagtcatac cttgatcaag
120

cgcggcectgaa ggagaaaacg
180

catgaacgag gcagggtgtt
240

actgcaaccc ccatgggcga
300

tccatgggac gctctaattce
360

tcecggeceet gaatgcegget
420

gtgtgtcgta acgggcaact
480

ttattcctat attggctget
540

attggccate cggtgtgcaa
600

tcactgaagt ctgtgatcac
655

<210> 32

<211> 225

<212> DNA

<213> Bos taurus
<400> 32

ctgtgccttc tagttgecag
60

tggaaggtgc cactcccact
120

tgagtaggtg tcattctatt
180

gggaagacaa tagcaggcat
225

<210> 33

<211> 608

<212> DNA

<213>

<400> 33

RU 2625033 C2

cacttctgtt

ttecgttacce

tcgctcagca

ccatggcagt

tgacatggtg

aatcctaact

ctgcagcgga

tatggtgaca

cagggcaatt

tctcaaattc

ccatctgttyg

gtcctttect

ctggggggtg

gctggggatg

Human cytomegalovirus

8

tccceggact

gaccaactac

caaccccagt

ggctgcgttg

tgaagagcct

gcggagcaca

accgactact

atcaaaaagt

gtttacctat

attttgaccc

tttgcceete

aataaaatga

gggtggggca

cggtgggcetce

gagtatcaat

ttcgagaagc

gtagatcagg

gcggectgeco

attgagctag

tgctcacaaa

ttgggtgtcece

tgttaccata

ttattggttt

tcaacacaat

cccegtgect

ggaaattgca

ggacagcaag

tatgg

aggctgctceg

ttagtaccac

ctgatgagtc

catggagaaa

ctggtagtce

ccagtgggtyg

gtgtttcett

tagctattgg

tgtaccatta

Caaac

tccttgacce

tcgcattgtc

ggggaggatt

gttgacattg attattgact agttattaat agtaatcaat tacggggtca ttagttcata

60
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gttacataac

acgtcaataa

tgggtggagt

agtacgcccc

atgaccttat

atggtgatgc

tttccaagte

gactttccaa

cggtgggagyg

tacatacttc

cgagactgtyg

gaggcagagce

gcctagggtyg

ccctecectee

gacagacaca

gcccatatat ggagttccecge
120

ccaacgaccce ccgeccattyg
180

ggactttcca ttgacgtcaa
240

atcaagtgta tcatatgcca
300

cctggcatta tgcccagtac
360

tattagtcat cgctattagce
420

agcggtttga ctcacgggga
480

tttggcacca aaatcaacgg
540

aaatgggcgg taggegtgta
600

gtcagatc

608

<210> 34

<211> 1517

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> intron 6 + M1/M2
<400> 34

gtaaatgagt gcgacggccg gcaagccccc
60

tgcttggcac gtaccccectg
120

agcgcetgece tggceccectg
180

gaggcctgag tggcatgagg
240

tgtgcaggtg tgcctgggcce
300

tgggggattt gccagcegtgyg
360

aagccctagg agcccctyggg
42Q

9

ttacggtaaa

tgacgtatgt

atttacggta

ctattgacgt

gggactttcc

ggttttggca

tccaccccat

aatgtcgtaa

tctatataag

gcteececegygg

ccgggegeec

atggttettt

gggtcccact

gggctcagce

agcagcacct

cagcceetge

Crp.: 104

tggcecegect

tceccatagta

aactgcccac

caatgacggt

tacttggcag

gtacatcaat

tgacgtcaat

caactccgcece

cagagctccg

ctctegeggt

agcatggaaa

ccacgggtca

gtccccacac

aggggctgcc

gccctgggcet

ctctgtagga

ggctgaccege

acgccaatag

ttggcagtac

aaatggcccg

tacatctacg

gggcgtggat

gggagtttgt

ccattgacgc

tttagtgaac

cgcacgagga

taaagcaccce

ggccgagtct

tggcccagge

ctcggcaggg

gggccacggg

gactgtcctg
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ttectgtgage
480

gcgtagggac
540

gcccagecte
600

ctgtggaggg
660

ccecgcactga
720

ggagcttcac
780

aacactcctc
840

ctcggcaget
900

gcecctgeag
960

cgteectygge
1020

gtgtgggcett
1080

gtgggtecctg
1140

ccaaagctgyg
1200

atceceggecg
1260

agcccagggg
1320

gctgtgcgga
1380

tcacactctt
1440

ggatcttcte
1500

taaggcaggg
1517

<210> 35

gcectgtect

aggccctecece

gcacccacat

actggtccag

ggttggccgg

ccgggcgaac

ggacacaggc

tcteccacttg

ccgceccacaca

actggcccac

caccatcctc

ctgagggcca

tgcccaggge

gcccctacat

gacacagcac

ggcgcaggac

cctgctaagce

ctcggtggty

ggcctag

RU 2625033 C2

ccgaccteca

tcacccatcect

ggggacacaa

atgcccacac

ccacacggcc

cgcacagcac

ccccacgagce

ctgaccagct

cacacaggcc

ttcccaatac

ctgcecctetyg

ggcctctatce

gggcagetgt

cctggecece

tgaccacccce

ggggagctgg

gtgtgctaca

gacctgaage

10

tgcccacteg

acccccacygyg

ccgactcectyg

acacactcag

accacacaca

ccagaccaga

cccacgeggce

cagacaaacc

cccacacaca

agececttcece

gycctcaggg

tagggceggy

ggggagctga

gccacagagg

cttcctgtee

acgggctgtg

gtgccaccgt

agaccatcgt

Crp.: 105

gggycatgee

cactaaccce

gggacatgca

cccagacceg

cacgtgcacg

gcaaggtcct

acctcaaggc

cagccctect

ggggaacaca

tgcagctgag

agggacacgg

tgtctggcetyg

cctecaggaca

gaatcaccce

agagctgcaa

gacgaccatc

caccttcttc

ccececgactac

tagtccatge

tggcagcect

ctcteggecee

ttcaacaaac

cctcacacac

cgcacacgtg

ccacgagccg

ctcacaaagt

cgccacgtca

gtcacatgag

gagacgggga

agtcecegggyg

ctgttggece

cagaggceca

ctggaggaga

accatcttca

aaggtgaagt

aggaacatga
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<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>
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11
216
DNA
Artificial Sequence

M1/M2

35

gagctgcaac tggaggagag ctgtgcggag gcgcaggacyg gggagctgga cgggctgtgg

60

acgaccatca ccatcttcat cacactcttce ctgctaageg tgtgctacag tgccaccgtc

120

accttcttca aggtgaagtg gatcttctecc teggtggtgg acctgaagca gaccatcgtc

180

cccgactaca ggaacatgat aaggcagggyg gcctag

216

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<220>
<221>
<222>
223>

<400>

36

57

DNA

Artificial Sequence

PCR primer

misc_feature
(57)..(57)
nis a, ¢, g, or t

36

aagcagtggt aacaacgcag agtacttttt tttttttttt tttttttttt tttttvn

57

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

37

30

DNA

Artificial Sequence

PCR primer

37

aagcagtggt aacaacgcag agtacgcggg

30

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

38

23

DNA

Artificial Sequence

PCR primer

Crp.: 108
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<400>

RU 2625033 C2

12

38

aagcagtggt atcaacgcag agt
23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

39

20

DNA

Artificial Sequence

PCR primer

39

ctagaagtcg gcggtgtttc

20

Crp.:

107
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7
ur. 7
Crossmab
5-LTR + ynaKoBodHui CMV- nerkas uene | oo TAKeNaA Lens 1 WPRE + 3-
anemenHT + RRE nNpoMoTOp 1nm 2 unm 2 LTR
[ i
(R

oaHouenoveuHeli Fab ¢ ogHo BeTBLHO

5-LTR + .
) CMV- TsKenas WPRE +
3;};23?:70:”!;& NpOMoTOp nerka? uenb |RES uenb 1 3-LTR

L

L

5-LTR + ynakoBouHbii  CMV- nerkas G4S- TsKenas uenk 2 \WPRE + 3'-
anemeHT + RRE  npomotop uenb 2 MHKep LTR

T [
[HiE e

ogHouenoveYHblt Fab ¢ gsymsa BeTesMmu
5-LTR + CMV-

yNakosOUHbIA  ppomoTop
anemeHT + RRE

TAXenas uenb WPRE +

nerkas uens G4S- 1w 2 3LTR

1 umm 2 nuHKep
{Ere e PR
FIBARRERSRERANINDRNUSNRINERRRIN)

SRR AN SR ETR RN NSTY
Bucneundniecknia ¢ obwen Nerkon Lensto
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