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(57) Ðåôåðàò:
Ãðóïïà èçîáðåòåíèé îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì è

êîìïîçèöè ì äë  ïðîôèëàêòèêè è ëå÷åíè 
èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé è çëîêà÷åñòâåííûõ
îïóõîëåé. Ïðåäëîæåí ñïîñîá ïîëó÷åíè 
êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ îäèí èëè áîëåå
õèòøîêîâûõ áåëêîâ, ñâ çàííûõ â êîìïëåêñ ñ
àíòèãåííûìè ïåïòèäàìè, ïðåäóñìàòðèâàþùèé
êîíòàêòèðîâàíèå ïîïóë öèè àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ ñ
îäíèì èëè áîëåå ðàçëè÷íûõ õèòøîêîâûõ áåëêîâ in

vitro â óñëîâè õ, â êîòîðûõ óêàçàííûå ïåïòèäû
îáðàçóþò êîìïëåêñ ñ óêàçàííûìè õèòøîêîâûìè
áåëêàìè, ãäå ïîïóë öè  àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ
ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå 50 ðàçëè÷íûõ ïåïòèäîâ
è ïîëó÷åíà ñïîñîáîì, âêëþ÷àþùèì ðàñùåïëåíèå
áåëêîâîãî ïðåïàðàòà îäíîé èëè áîëåå
ïðîòåèíàçàìè èëè ðàñùåïëåíèå áåëêîâîãî
ïðåïàðàòà ïðè ïîìîùè îäíîãî èëè áîëåå
íåôåðìåíòàòèâíûõ ìåòîäîâ, ãäå óêàçàííûé
áåëêîâûé ïðåïàðàò ïðîèñõîäèò èç àíòèãåííûõ
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êëåòîê èëè èõ êëåòî÷íîé ôðàêöèè è âêëþ÷àåò ïî
ìåíüøåé ìåðå 50% ðàçëè÷íûõ áåëêîâ èëè ïî
ìåíüøåé ìåðå 50 ðàçëè÷íûõ áåëêîâ óêàçàííûõ
àíòèãåííûõ êëåòîê èëè êëåòî÷íîé ôðàêöèè
ñîîòâåòñòâåííî. Ïðåäëîæåíà êîìïîçèöè ,
ñîäåðæàùà  èììóíîãåííîå êîëè÷åñòâî êîìïëåêñîâ,
ñîäåðæàùèõ õèòøîêîâûå áåëêè â êîìïëåêñå ñ

àíòèãåííûìè ïåïòèäàìè. Ïðåäëîæåí ñïîñîá
èíäóöèðîâàíè  èììóííîãî îòâåòà ó ñóáúåêòà
ïðîòèâ âòîðîé àíòèãåííîé êëåòêè. Ïðåäëîæåí
ñïîñîá ëå÷åíè  èëè ïðåäóïðåæäåíè 
çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè. Ïðåäëîæåí ñïîñîá
ëå÷åíè  èëè ïðåäóïðåæäåíè  èíôåêöèîííîãî
çàáîëåâàíè . 5 í. è 60 ç.ï. ô-ëû, 1 òàáë.
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(57) Abstract: 
FIELD: medicine.
SUBSTANCE: group of inventions concerns

methods and compositions for preventive
maintenance and treatment of infectious diseases
and malignant tumours. The method of obtaining
the complexes containing of one or more heat
shock proteins, bound in a complex with the
antigenic peptides is offered, providing
populations engagement of antigenic peptides from
one or more various heat shock proteins in vitro
in conditions, where the specified peptides form
a complex with the specified heat shock proteins,
where population of antigenic peptides contains
at least 50 various peptides and is obtained by
the way including splitting of an albuminous
preparation by one or more proteinases or
splitting of an albuminous preparation by means

of one or not more enzymatic methods where the
specified albuminous preparation occurs from
antigenic cells or their cellular fraction and
includes at least 50 % of various proteins or at
least 50 various proteins of the specified
antigenic cells or cellular fraction accordingly.
The composition containing immunogenic quantity
of complexes, containing heat shock proteins in a
complex with antigenic peptides is offered. The
provocation method of the immune response at the
person against the second antigenic cell is
offered, the way of treatment or prevention of a
malignant tumour Is offered. The way of treatment
or the infectious disease prevention is offered.

EFFECT: obtaining of compositions for
prevention and treatment of infectious diseases
and malignant tumours.
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Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå çà âë åò ïðèîðèòåò ïðåäâàðèòåëüíûõ ïàòåíòíûõ çà âîê
Ñîåäèíåííûõ Øòàòîâ ¹60/313629, ïîäàííîé 20 àâãóñòà 2001 ã., è ¹60/337222, ïîäàííîé 6
äåêàáð  2001 ã., êîòîðûå öåëèêîì âêëþ÷åíû â íàñòî ùèé äîêóìåíò â êà÷åñòâå ññûëîê.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå áûëî ñäåëàíî ïðè ïðàâèòåëüñòâåííîé ïîääåðæêå â ôîðìå
ãðàíòà íîìåð ÑÀ/À184479, ïðèñóæäàåìîãî Íàöèîíàëüíûìè èíñòèòóòàìè çäðàâîîõðàíåíè .
Ïðàâèòåëüñòâî èìååò îïðåäåëåííûå ïðàâà íà íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå.

1. ÂÂÅÄÅÍÈÅ
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì è êîìïîçèöè ì äë  ïðîôèëàêòèêè è

ëå÷åíè  èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé, à òàêæå ïåðâè÷íûõ è ìåòàñòàòè÷åñêèõ
íåîïëàñòè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. Â ïðàêòèêå ïðîôèëàêòèêè è ëå÷åíè  èíôåêöèîííûõ
çàáîëåâàíèé è çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè êîìïîçèöèè, âêëþ÷àþùèå öèòîçîëüíûå è
ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàí áåëêè èç àíòèãåííûõ êëåòîê è/èëè ïðîäóêòîâ èõ ôåðìåíòàòèâíîãî
ðàñùåïëåíè , îáúåäèíåíû ñ õèòøîêîâûìè áåëêàìè (áåëêàìè òåïëîâîãî øîêà) è/èëè àëüôà-
2-ìàêðîãëîáóëèíîì äë  óñèëåíè  èììóííîãî îòâåòà íà îïóõîëè è èíôåêöèîííûå àãåíòû.

2. ÏÐÅÄÏÎÑÛËÊÈ Ê ÑÎÇÄÀÍÈÞ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
2.1. ÕÈÒØÎÊÎÂÛÅ ÁÅËÊÈ
Õèòøîêîâûå áåëêè (HSP), íàçûâàåìûå òàêæå áåëêàìè òåïëîâîãî øîêà, áûëè âïåðâûå

èäåíòèôèöèðîâàíû êàê áåëêè, ñèíòåçèðóåìûå êëåòêàìè â îòâåò íà òåïëîâîé øîê. HSP
êëàññèôèöèðóþò íà ï òü ñåìåéñòâ íà îñíîâå ìîëåêóë ðíîé ìàññû, HSP100, HSP90,
HSP70, HSP60 è smHSP. Âïîñëåäñòâèè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ìíîãèå ÷ëåíû äàííûõ
ñåìåéñòâ èíäóöèðóþòñ  â îòâåò íà äðóãèå ñòðåññîãåííûå ðàçäðàæèòåëè, âêëþ÷à 
íåäîñòàòî÷íîñòü ïèòàíè , ìåòàáîëè÷åñêèå íàðóøåíè , êèñëîðîäíûå ðàäèêàëû è èíôåêöèþ
âíóòðèêëåòî÷íûìè ïàòîãåíàìè (ñì. Welch, May 1993, Scientific American 56-64; Young,
1990, Annu. Rev. Immunol. 8:401-420; Craig, 1993, Science 260:1902-1903; Gething et
al., 1992, Nature 355:33-45 è Lindquist et al., 1988, Annu. Rev. Genetics 22:631-677).

Èññëåäîâàíè , ïîñâ ùåííûå êëåòî÷íîìó îòâåòó íà òåïëîâîé øîê è äðóãèå
ôèçèîëîãè÷åñêèå ñòðåññû, ïîêàçàëè, ÷òî HSP ó÷àñòâóþò íå òîëüêî â êëåòî÷íîé çàùèòå îò
óêàçàííûõ íåáëàãîïðè òíûõ óñëîâèé, íî òàêæå è â íåîáõîäèìûõ áèîõèìè÷åñêèõ è
èììóíîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ â êëåòêàõ, íå ïîäâåðãàþùèõñ  ñòðåññó. HSP âûïîëí þò
ðàçëè÷íûå âñïîìîãàòåëüíûå ôóíêöèè. Íàïðèìåð, ÷ëåíû ñåìåéñòâà HSP70, ðàñïîëîæåííûå
â öèòîïëàçìå,  äðå, ìèòîõîíäðè õ èëè ýíäîïëàçìàòè÷åñêîé ñåòè êëåòîê (Lindquist et
al., 1988, Ann. Rev. Genetics 22:631-677), ó÷àñòâóþò â ïðåçåíòàöèè àíòèãåíîâ êëåòêàì
èììóííîé ñèñòåìû, à òàêæå ó÷àñòâóþò â ïåðåíîñå, óêëàäêå è óïîð äî÷åííîì
ñòðóêòóðèðîâàíèè áåëêîâ â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ. HSP ñïîñîáíû ñâ çûâàòüñ  ñ áåëêàìè èëè
ïåïòèäàìè â ïðèñóòñòâèè àäåíîçèíòðèôîñôàòà (ÀÒÔ) èëè êèñëîé ðåàêöèè ñðåäû (Udono
and Srivastava, 1993, J. Exp. Med. 178:1391-1396).

Srivastava et al. ïîêàçàëè èììóííûé îòâåò ïðîòèâ ñàðêîì, èíäóöèðîâàííûõ
ìåòèëõîëàíòðåíîì, ó èíáðåäíûõ ìûøåé (1988, Immunol. Today 9:78-83). Â äàííûõ
èññëåäîâàíè õ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ìîëåêóëû, îòâåòñòâåííûå çà èíäèâèäóàëüíî
ðàçëè÷èìóþ èììóíîãåííîñòü äàííûõ îïóõîëåé, ïðåäñòàâë ëè ñîáîé ãëèêîïðîòåèíû ñ
ìîëåêóë ðíîé ìàññîé 96 êÄà (gp96) è âíóòðèêëåòî÷íûå áåëêè ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé îò 84
äî 86 êÄà (Srivastava et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:3407-3411; Ullrich
et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:3121-3125). Èììóíèçàöè  ìûøåé gp96 èëè
ð84/86, âûäåëåííûìè èç êîíêðåòíîé îïóõîëè, îáåñïå÷èâàëà ìûøàì èììóíèòåò ïðîòèâ
óêàçàííîé êîíêðåòíîé îïóõîëè, íî íå ïðîòèâ àíòèãåííî îòëè÷àþùèõñ  îïóõîëåé.
Âûäåëåíèå è îïèñàíèå ñâîéñòâ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ gp96 è ð84/86, âû âèëî çíà÷èòåëüíóþ
ãîìîëîãè÷íîñòü ìåæäó íèìè è ïîêàçàëî, ÷òî gp96 è ð84/86 ïðåäñòàâë ëè ñîáîé âçàèìíî
äîïîëí þùèå äðóã äðóãà ÷àñòè îäíèõ è òåõ æå õèòøîêîâûõ áåëêîâ â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîé
ñåòè è öèòîçîëå, ñîîòâåòñòâåííî (Srivastava et al., 1988, Immunogenetics 28:205-207;
Srivastava et al., 1991, Curr. Top. Microbiol. Immunol. 167:109-123). Êðîìå òîãî,
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî HSP70 âûçûâàåò èììóíèòåò ïðîòèâ òîé îïóõîëè, èç êîòîðîé îí áûë
âûäåëåí, íî íå ïðîòèâ àíòèãåííî îòëè÷àþùèõñ  îïóõîëåé. Îäíàêî HSP70, îòäåëåííûé îò
ïåïòèäîâ, êàê áûëî óñòàíîâëåíî, óòðà÷èâàåò ñâîþ èììóíîãåííóþ àêòèâíîñòü (Udono and
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Srivastava, J. Exp. Med. 178:1391-1396). Äàííûå íàáëþäåíè  ïðåäïîëàãàþò, ÷òî
õèòøîêîâûå áåëêè ñàìè ïî ñåáå íå  âë þòñ  èììóíîãåííûìè, íî îáðàçóþò íåêîâàëåíòíûå
êîìïëåêñû ñ àíòèãåííûìè ïåïòèäàìè, è óêàçàííûå êîìïëåêñû ìîãóò âûçûâàòü
ñïåöèôè÷íûé èììóíèòåò ïðîòèâ àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ (Srivastava, 1993, Adv. Cancer Res.
62:153-177; Udono et al., 1994, J. Immunol., 152:5398-5404; Suto et al., 1995,
Science 269:1585-1588).

Íåêîâàëåíòíûå êîìïëåêñû HSP è ïåïòèäà, âûäåëåííûå èç çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòîê,
ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ëå÷åíè  è ïðîôèëàêòèêè çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè, è îíè îïèñàíû
â ÐÑÒ ïóáëèêàöè õ WO 96/10411, äàòèðîâàííîé 11 àïðåë  1996 ã., è WO 97/10001,
äàòèðîâàííîé 20 ìàðòà 1997 ã. (ïàòåíò ÑØÀ ¹5750119, âûäàííûé 12 ìà  1998 ã., è ÑØÀ
¹5837251, âûäàííûé 17 íî áð  1998 ã., ñîîòâåòñòâåííî, öåëèêîì âêëþ÷åííûå â íàñòî ùèé
äîêóìåíò â êà÷åñòâå ññûëîê). Âûäåëåíèå è î÷èñòêà HSP-ïåïòèäíûõ êîìïëåêñîâ îïèñàíû,
íàïðèìåð, èç êëåòîê, èíôèöèðîâàííûõ ïàòîãåíîì, è èñïîëüçîâàëèñü äë  ëå÷åíè  è
ïðîôèëàêòèêè èíôåêöèè, âûçâàííîé ïàòîãåíîì, òàêèì êàê âèðóñû è äðóãèå
âíóòðèêëåòî÷íûå ïàòîãåíû, âêëþ÷à  áàêòåðèè, ïðîñòåéøèå, ãðèáû è ïàðàçèòû (ñì.,
íàïðèìåð, ÐÑÒ ïóáëèêàöèþ WO 95/24923, äàòèðîâàííóþ 21 ñåíò áð  1995 ã.).
Èììóíîãåííûå êîìïëåêñû øîêîâûé áåëîê-àíòèãåí ìîæíî òàêæå ïîëó÷èòü ïóòåì
êîìïëåêñîîáðàçîâàíè  øîêîâîãî áåëêà è àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ in vitro, è ïðèìåíåíèå
óêàçàííûõ êîìïëåêñîâ äë  ëå÷åíè  è ïðîôèëàêòèêè çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè è
èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé îïèñàíî â ÐÑÒ ïóáëèêàöèè WO 97/10000, äàòèðîâàííîé 20
ìàðòà 1997 ã. (ïàòåíò ÑØÀ ¹6030618, âûäàííûé 29 ôåâðàë  2000 ã.). Ïðèìåíåíèå
êîìïëåêñîâ øîêîâûé áåëîê-àíòèãåí äë  ñåíñèáèëèçàöèè àíòèãåí-ïðåçåíòèðóþùèõ êëåòîê in
vitro äë  ïðèìåíåíè  â àäîïòèâíîé èììóíîòåðàïèè îïèñàíî â ÐÑÒ ïóáëèêàöèè WO
97/10002, äàòèðîâàííîé 20 ìàðòà 1997 ã. (ñì. òàêæå ïàòåíò ÑØÀ ¹5985270, âûäàííûé 16
íî áð  1999 ã.).

2.2 ÀËÜÔÀ-2-ÌÀÊÐÎÃËÎÁÓËÈÍ
α-Ìàêðîãëîáóëèíû  âë þòñ  ÷ëåíàìè áåëêîâîãî ñóïåðñåìåéñòâà ñòðóêòóðíî

ðîäñòâåííûõ áåëêîâ, êîòîðîå òàêæå âêëþ÷àåò êîìïîíåíòû êîìïëåìåíòà Ñ3, Ñ4 è Ñ5.
×åëîâå÷åñêèé áåëîê ïëàçìû àëüôà-2-ìàêðîãëîáóëèí (α2M) ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ãîìîòåòðàìåðíûé áåëîê ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé 720 êÄà, èçâåñòíûé, ãëàâíûì îáðàçîì, êàê
èíãèáèòîð ïðîòåèíàç è êàê ìîëåêóëà-ñêåâåíäæåð ïðîòåèíàç ïëàçìû è âîñïàëèòåëüíîé
æèäêîñòè (ñì. îáçîð Chu and Pizzo, 1994, Lab. Invest. 71:792). α2M ñèíòåçèðóåòñ  êàê
ïðåäøåñòâåííèê, èìåþùèé 1474 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêà. Ïåðâûå 23 àìèíîêèñëîòû
ôóíêöèîíèðóþò êàê ñèãíàëüíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ðàñùåïë åòñ  ñ
îáðàçîâàíèåì çðåëîãî áåëêà ñ 1451 àìèíîêèñëîòíûì îñòàòêîì (Kan et al., 1985, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82:2282-2286).

α2M áåñïîð äî÷íî ñâ çûâàåòñ  ñ áåëêàìè è ïåïòèäàìè, èìåþùèìè íóêëåîôèëüíûå
àìèíîêèñëîòíûå áîêîâûå öåïè, êîâàëåíòíûìè ñâ ç ìè (Chu et al., Ann. N.Y. Acad. Sci.
737:291-307) è íàöåëèâàåò èõ íà êëåòêè, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò ðåöåïòîð α2Ì (α2MR) (Chu
and Pizzo, 1993, Immunol. 150:48). Ñâ çûâàíèå α2Ì ñ ðåöåïòîðîì α2Ì îïîñðåäóåòñ 
êàðáîêñèêîíöåâîé ÷àñòüþ tt2M (Holtet et al., 1994, FEBS Lett. 344:242-246), è
êëþ÷åâûå îñòàòêè áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû (Nielsen et al., 1996, J. Biol. Chem. 271:
12909-12912).

Îáùåèçâåñòíûé ñâîåé èíãèáèðóþùåé â îòíîøåíèè ïðîòåèíàç àêòèâíîñòüþ α2M
ñâ çûâàåòñ  ñ ðàçëè÷íûìè ïðîòåèíàçàìè ïîñðåäñòâîì ìíîãî÷èñëåííûõ ñàéòîâ ñâ çûâàíè 
(ñì., íàïðèìåð, Hall et al., 1981, Biochem. Biophys. Res. Commun. 100(1):8-16).
Âçàèìîäåéñòâèå ïðîòåèíàç ñ α2Ì îáåñïå÷èâàåò ñëîæíóþ ñòðóêòóðíóþ ïåðåñòðîéêó,
íàçûâàåìóþ òðàíñôîðìàöèåé, êîòîðà   âë åòñ  ðåçóëüòàòîì ðàñùåïëåíè  â îáëàñòè-
"ïðèìàíêå" α2Ì ïîñëå òîãî, êàê ïðîòåèíàçà "çàõâàòûâàåòñ " òèîýôèðàìè. Ñòðóêòóðíîå
èçìåíåíèå îáíàæàåò îñòàòêè, êîòîðûå òðåáóþòñ  äë  ñâ çûâàíè  ðåöåïòîðà, ïîçâîë  
êîìïëåêñó α2Ì-ïðîòåèíàçà ñâ çûâàòüñ  ñ α2MR. Ìåòèëàìèí ìîæåò èíäóöèðîâàòü ñõîäíûå
ñòðóêòóðíûå èçìåíåíè  è ðàñùåïëåíèå, êàê òå, êîòîðûå èíäóöèðóþòñ  ïðîòåèíàçàìè.
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Íåðàñùåïëåííà  ôîðìà α2Ì, êîòîðà  íå ðàñïîçíàåòñ  ðåöåïòîðîì, ÷àñòî óïîìèíàåòñ 
êàê "ìåäëåííà " ôîðìà (s-α2M). Ðàñùåïëåííà  ôîðìà α2Ì óïîìèíàåòñ  êàê "áûñòðà "
ôîðìà (f-α2M) (îáçîð Chu et à1., 1994, Ann. N.Y. Acad. Sci. 737:291-307). Íåäàâíî
áûëî òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî α2Ì ìîæåò ñâ çûâàòüñ  ñ HSP, òàêèìè êàê gp96, hsp90, hsp70 è
êàëüðåòèêóëèíîì (Basu et al., 2001, Immunity 14(3):303-13).

Èññëåäîâàíè  ïîêàçàëè, ÷òî, ïîìèìî ôóíêöèè èíãèáèðîâàíè  ïðîòåèíàç, α2Ì, íàõîä ñü
â êîìïëåêñå ñ àíòèãåíàìè, ìîæåò óñèëèâàòü íà äâà ïîð äêà ñïîñîáíîñòü àíòèãåíîâ
çàõâàòûâàòüñ  àíòèãåí-ïðåçåíòèðóþùèìè êëåòêàìè, òàêèìè êàê ìàêðîôàãè, è
ïðåçåíòèðîâàòüñ  Ò-êëåòî÷íûì ãèáðèäîìàì in vitro (Chu and Pizzo, 1994, Lab. Invest.
71:792), à òàêæå èíäóöèðîâàòü ïðîëèôåðàöèþ Ò-êëåòîê (Osada et al., 1987, Biochem.
Biophys. Res. Commun. 146:26-31). Äîïîëíèòåëüíûå äàííûå ïðåäïîëàãàþò, ÷òî
îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà àíòèãåíà ñ α2Ì óñèëèâàåò âûðàáîòêó àíòèòåë íåîáðàáîòàííûìè
êëåòêàìè ñåëåçåíêè in vitro (Osada et al., 1988, Biochem. Biophys. Res. Commun. 150:
883), âûçûâàåò àíòèòåëüíûå îòâåòû in vivo ó ïîäîïûòíûõ êðîëèêîâ (Chu et al., 1994, J.
Immunol. 152:1538-1545) è ìûøåé (Mitsuda et al., 1993, Biochem. Biophys. Res. Commun.
101:1326-1331). Òàêæå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êîìïëåêñû α2Ì-àíòèãåííûé ïåïòèä èíäóöèðóþò
öèòîòîêñè÷åñêèé Ò-êëåòî÷íûé îòâåò in vivo (Binder et al., 2001, J. Immunol. 166:4698-49720).

3. ÊÐÀÒÊÎÅ ÎÏÈÑÀÍÈÅ ÑÓÙÅÑÒÂÀ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì èçãîòîâëåíè  êîìïëåêñîâ àíòèãåííûõ

áåëêîâ è ïåïòèäîâ ñ õèòøîêîâûì áåëêîì (HSP) èëè àëüôà-2-ìàêðîãëîáóëèíîì (α2Ì),
êîòîðûå  âë þòñ  ïðèãîäíûìè äë  ïðîôèëàêòèêè è ëå÷åíè  çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè è
èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíè .

Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó
èçãîòîâëåíè  êîìïëåêñîâ HSP è ïîïóë öèè àíòèãåííûõ áåëêîâ àíòèãåííûõ êëåòîê èëè
âèðóñíûõ ÷àñòèö. Óêàçàííûé ñïîñîá âêëþ÷àåò îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà ïîïóë öèè
àíòèãåííûõ áåëêîâ, ïîëó÷åííûõ èç àíòèãåííûõ êëåòîê èëè âèðóñíûõ ÷àñòèö, ñ îäíèì èëè
áîëåå ðàçëè÷íûõ õèòøîêîâûõ áåëêîâ in vitro, â êîòîðîì ïîïóë öè  âêëþ÷àåò ïî ìåíüøåé
ìåðå 50% ðàçëè÷íûõ áåëêîâ èëè ïî ìåíüøåé ìåðå 50 ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, êîòîðûå èìåþòñ 
â àíòèãåííûõ êëåòêàõ èëè âèðóñíûõ ÷àñòèöàõ èëè èìåþòñ  â êëåòî÷íîé ôðàêöèè àíòèãåííûõ
êëåòîê. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñïîñîá âêëþ÷àåò
êîíòàêòèðîâàíèå áåëêîâîãî ïðåïàðàòà in vitro ñ îäíèì èëè áîëåå ðàçëè÷íûõ õèòøîêîâûõ
áåëêîâ â òàêèõ óñëîâè õ, ïðè êîòîðûõ áåëêè â áåëêîâîì ïðåïàðàòå îáðàçóþò êîìïëåêñ ñ
õèòøîêîâûìè áåëêàìè.

Â åùå îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîìïëåêñàì,
âêëþ÷àþùèì HSP è ïîïóë öèþ àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ àíòèãåííûõ êëåòîê èëè âèðóñíûõ
÷àñòèö, â êîòîðûõ ïîïóë öè  àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ ïîëó÷åíà ñïîñîáîì, âêëþ÷àþùèì
ôåðìåíòàòèâíîå ðàñùåïëåíèå áåëêîâîãî ïðåïàðàòà àíòèãåííûõ êëåòîê, èõ êëåòî÷íîé
ôðàêöèè èëè âèðóñíûõ ÷àñòèö ïðîòåèíàçîé èëè ìíîæåñòâîì ðàçëè÷íûõ ïðîòåèíàç â
îòäåëüíîñòè. Ïîïóë öèþ àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ òàêæå ìîæíî ïîëó÷èòü ñïîñîáîì,
âêëþ÷àþùèì âîçäåéñòâèå íà áåëêîâûé ïðåïàðàò àíòèãåííûõ êëåòîê, èõ êëåòî÷íóþ ôðàêöèþ
èëè âèðóñíûå ÷àñòèöû ÀÒÔ, ãèäðîõëîðèäîì ãóàíèäè  è/èëè êèñëîòíûìè óñëîâè ìè,
äîñòàòî÷íûìè äë  ýëþèðîâàíè  àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ èç áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ,
ïðèñóòñòâóþùèõ â áåëêîâîì ïðåïàðàòå. Àíòèãåííûå ïåïòèäû, ïîëó÷åííûå îäíèì èç
óêàçàííûõ ñïîñîáîâ èëè îáîèìè, îáðàçóþò êîìïëåêñ ñ îäíèì èëè áîëåå ðàçëè÷íûõ HSP in
vitro.

Â åùå îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó
ïîëó÷åíè  êîìïëåêñîâ α2Ì è ïîïóë öèè àíòèãåííûõ áåëêîâ àíòèãåííûõ êëåòîê. Óêàçàííûé
ñïîñîá âêëþ÷àåò îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà ïîïóë öèè àíòèãåííûõ áåëêîâ, ïîëó÷åííûõ èç
àíòèãåííûõ êëåòîê èëè âèðóñíûõ ÷àñòèö, ñ α2Ì in vitro, â êîòîðîì ïîïóë öè  âêëþ÷àåò ïî
ìåíüøåé ìåðå 50% ðàçëè÷íûõ áåëêîâ èëè ïî ìåíüøåé ìåðå 100 ðàçëè÷íûõ áåëêîâ,
êîòîðûå èìåþòñ  â àíòèãåííûõ êëåòêàõ èëè âèðóñíûõ ÷àñòèöàõ, èëè èìåþòñ  â êëåòî÷íîé
ôðàêöèè àíòèãåííûõ êëåòîê. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
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ñïîñîá âêëþ÷àåò êîíòàêòèðîâàíèå áåëêîâîãî ïðåïàðàòà in vitro ñ α2Ì â òàêèõ óñëîâè õ,
ïðè êîòîðûõ áåëêè â áåëêîâîì ïðåïàðàòå îáðàçóþò êîìïëåêñ ñ α2Ì.

Â åùå îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîìïëåêñàì,
âêëþ÷àþùèì α2Ì è ïîïóë öèþ àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ àíòèãåííûõ êëåòîê èëè âèðóñíûõ
÷àñòèö, â êîòîðûõ ïîïóë öè  àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ ïîëó÷åíà ñïîñîáîì, âêëþ÷àþùèì
ôåðìåíòàòèâíîå ðàñùåïëåíèå áåëêîâîãî ïðåïàðàòà àíòèãåííûõ êëåòîê, èõ êëåòî÷íîé
ôðàêöèè èëè âèðóñíûõ ÷àñòèö ïðîòåèíàçîé èëè ìíîæåñòâîì ðàçëè÷íûõ ïðîòåèíàç â
îòäåëüíîñòè. Ïîïóë öèþ àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ òàêæå ìîæíî ïîëó÷èòü ñïîñîáîì,
âêëþ÷àþùèì âîçäåéñòâèå íà áåëêîâûé ïðåïàðàò àíòèãåííûõ êëåòîê, èõ êëåòî÷íóþ ôðàêöèþ
èëè âèðóñíûå ÷àñòèöû ÀÒÔ, ãèäðîõëîðèäîì ãóàíèäè  è/èëè êèñëîòíûìè óñëîâè ìè.
Àíòèãåííûå ïåïòèäû, ïîëó÷åííûå îäíèì èç óêàçàííûõ ñïîñîáîâ èëè îáîèìè,
êîìïëåêñèðóþò ñ α2M in vitro.

Â ðàçëè÷íûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòèãåííûå êëåòêè
ìîãóò ïðåäñòàâë òü ñîáîé çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè èëè êëåòêè, èíôèöèðîâàííûå ïàòîãåíîì
èëè èíôåêöèîííûì àãåíòîì, è, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷åëîâå÷åñêèå êëåòêè. Àíòèãåííûå êëåòêè
ìîãóò òàêæå ïðåäñòàâë òü ñîáîé êëåòêè ïàòîãåíà èëè èíôåêöèîííîãî àãåíòà èëè èõ
âàðèàíòû. Áåëêîâûé ïðåïàðàò àíòèãåííûõ êëåòîê ìîæåò âêëþ÷àòü òîëüêî öèòîçîëüíûå
áåëêè, òîëüêî áåëêè, ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàíû, èëè è öèòîçîëüíûå è ïîëó÷åííûå èç
ìåìáðàíû áåëêè. Áåëêîâûé ïðåïàðàò ìîæåò áûòü íåîáðàáîòàííûì, íåôðàêöèîíèðîâàííûì
êëåòî÷íûì ëèçàòîì. Â êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
áåëêîâûé ïðåïàðàò ìîæíî èçãîòîâèòü ëèçèðîâàíèåì àíòèãåííûõ êëåòîê, óäàëåíèåì
êëåòî÷íîãî äåáðèñà è íåáåëêîâûõ ìàòåðèàëîâ, è, íåîá çàòåëüíî, î÷èñòêîé áåëêîâ
ñïîñîáàìè, èçâåñòíûìè ñïåöèàëèñòàì. Â îïðåäåëåííûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áåëêîâûé ïðåïàðàò íå ïîäâåðãàëñ  íèêàêîìó ñïîñîáó ïîëó÷åíè ,
êîòîðûé èçáèðàòåëüíî óäàë åò èëè ñîõðàí åò îäèí èëè áîëåå êîíêðåòíûõ áåëêîâ èç äðóãèõ
áåëêîâ â àíòèãåííûõ êëåòêàõ.

Â îïðåäåëåííûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áåëêîâûé ïðåïàðàò
àíòèãåííûõ êëåòîê, èõ êëåòî÷íà  ôðàêöè  èëè âèðóñíûå ÷àñòèöû ìîãóò ðàñùåïë òüñ 
ðàçëè÷íûìè ïðîòåèíàçàìè, òàêèìè êàê, áåç îãðàíè÷åíè , òðèïñèí, ñòàôèëîêîêêîâà 
ïåïòèäàçà I (èçâåñòíà  òàêæå êàê ïðîòåèíàçà V8), õèìîòðèïñèí, ïåïñèí, êàòåïñèí G,
òåðìîëèçèí, ýëàñòàçà è ïàïàèí, â óñëîâè õ, ïîäõîä ùèõ äë  ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè.
Ñòåïåíü ðàñùåïëåíè  ìîæíî îòñëåæèâàòü ñ ïîìîùüþ îòáîðà îáðàçöà è åãî àíàëèçà ñ
ïîìîùüþ èçâåñòíûõ ìåòîäèê îïðåäåëåíè  äëèíû ïåïòèäîâ. Ïðåäïî÷òèòåëüíî
îñóùåñòâë òü ñòàäèþ ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè  â òàêèõ óñëîâè õ, ÷òîáû
ïîëó÷àþùà ñ  ïîïóë öè  ïåïòèäîâ, êîòîðà  âêëþ÷àåò àíòèãåííûå ïåïòèäû, èìåëà ñðåäíèé
ðàçìåð îò ïðèáëèçèòåëüíî 7 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ äî ïðèáëèçèòåëüíî 20
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Æåëàòåëüíî òàêæå ïîëó÷àòü èç áåëêîâîãî ïðåïàðàòà ðàçëè÷íûå
ïîïóë öèè ïåïòèäîâ ïóòåì ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè  àëèêâîò áåëêîâîãî ïðåïàðàòà
ðàçëè÷íûìè ïðîòåèíàçàìè. Ïåïòèäû, ïîëó÷åííûå èç ðàçëè÷íûõ àëèêâîò, ïîäâåðãíóòûõ
ôåðìåíòàòèâíîìó ðàñùåïëåíèþ, ïåðåä îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñà ñ HSP èëè α2Ì ìîæíî
îáúåäèí òü. Ïåðåä îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñà ïîïóë öèè ïåïòèäîâ, êîòîðà  âêëþ÷àåò
àíòèãåííûå ïåïòèäû, ñ HSP èëè α2Ì æåëàòåëüíî èíàêòèâèðîâàòü èëè îòäåëèòü ïðîòåèíàçó
îò ïîïóë öèè ïåïòèäîâ è, íåîá çàòåëüíî, î÷èñòèòü ïîïóë öèþ ïåïòèäîâ.

Â îïðåäåëåííûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòèãåííûå êëåòêè,
èõ êëåòî÷íà  ôðàêöè  èëè âèðóñíûå ÷àñòèöû êîíòàêòèðóþò ñ àäåíîçèíòðèôîñôàòîì (ÀÒÔ),
ãèäðîõëîðèäîì ãóàíèäè  è/èëè êèñëîòíûìè óñëîâè ìè, òàêèì îáðàçîì, ÷òî àíòèãåííûå
ïåïòèäû ìîãóò áûòü ýëþèðîâàíû áåç íåîáõîäèìîñòè ïåðâîíà÷àëüíîãî âûäåëåíè 
êîìïëåêñîâ HSP. Àíòèãåííûå ïåïòèäû, ýëþèðîâàííûå äàííûì ñïîñîáîì, âêëþ÷àþò
ïåïòèäû, êîòîðûå ýíäîãåííî ñâ çàíû ñ HSP è ìîëåêóëàìè ÌÍÑ êëàññà I è II.

Â ðàçëè÷íûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , â çàâèñèìîñòè îò
ñïîñîáà, èñïîëüçîâàííîãî äë  îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà ïîïóë öèè àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ ñ
HSP èëè α2Ì, ðåàêöè  ìîæåò äàâàòü àíòèãåííûå ïåïòèäû, îáðàçóþùèå êîìïëåêñû ñ HSP
èëè α2Ì, êàê ñ ïîìîùüþ êîâàëåíòíîé ñâ çè, òàê è ñ ïîìîùüþ íåêîâàëåíòíîé ñâ çè.
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Õèòøîêîâûå áåëêè, êîòîðûå ïðåäïîëàãàþòñ  äë  îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà, âêëþ÷àþò, áåç
îãðàíè÷åíè , HSP 60, HSP 70, HSP 90, gp96, êàëüðåòèêóëèí, grp 78 (èëè BiP), ïðîòåèí-
äèñóëüôèä-èçîìåðàçó (PDI), HSP 110 è grp170. Îáû÷íî ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ 
÷åëîâå÷åñêèå HSP è ÷åëîâå÷åñêèé α2Ì. Êîìïëåêñû HSP è àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ ìîæíî
ïîäâåðãàòü äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêå ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì â òåðàïåâòè÷åñêîé èëè
ïðîôèëàêòè÷åñêîé êîìïîçèöèè. Óêàçàííûå êîìïîçèöèè ìîãóò äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àòü
àäúþâàíò. Òàêæå ñîçäàíû íàáîðû, âêëþ÷àþùèå HSP è/èëè α2Ì, àíòèãåííûå êëåòêè,
áåëêîâûå ïðåïàðàòû è/èëè ïðîòåèíàçû.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñîçäàí ñïîñîá
èíäóöèðîâàíè  èììóííîãî îòâåòà ó ñóáúåêòà ïðîòèâ ïåðâîé àíòèãåííîé êëåòêè èëè
âèðóñíîé ÷àñòèöû, âêëþ÷àþùèé ââåäåíèå èíäèâèäóóìó êîìïîçèöèè, âêëþ÷àþùåé
èììóíîãåííîå êîëè÷åñòâî HSP è/èëè α2Ì, ñâ çàííûõ â êîìïëåêñ ñ ïîïóë öèåé àíòèãåííûõ
áåëêîâ/ïåïòèäîâ, êîòîðûå áûëè ïîëó÷åíû èç âòîðîé àíòèãåííîé êëåòêè èëè âèðóñíîé
÷àñòèöû. Àíòèãåííûå ïåïòèäû ìîæíî ïîëó÷èòü ôåðìåíòàòèâíûì ðàñùåïëåíèåì áåëêîâîãî
ïðåïàðàòà àíòèãåííûõ êëåòîê èëè âèðóñíûõ ÷àñòèö ïðîòåèíàçîé èëè âîçäåéñòâèåì íà
áåëêîâûé ïðåïàðàò ÀÒÔ, ãèäðîõëîðèäîì ãóàíèäè  è/èëè êèñëîòíûìè óñëîâè ìè. Ïåðâûå è
âòîðûå àíòèãåííûå êëåòêè èëè âèðóñíûå ÷àñòèöû ýêñïðåññèðóþò ïî ìåíüøåé ìåðå îäíó
îáùóþ àíòèãåííóþ äåòåðìèíàíòó.

Â åùå îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñîçäàí ñïîñîá ëå÷åíè 
èëè ïðîôèëàêòèêè âèäà çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè èëè èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíè ,
âêëþ÷àþùèé ââåäåíèå ñóáúåêòó, êîòîðûé íóæäàåòñ  â óêàçàííîì ëå÷åíèè èëè
ïðîôèëàêòèêå, êîìïîçèöèè, âêëþ÷àþùåé êîëè÷åñòâî, ýôôåêòèâíîå äë  óêàçàííîãî ëå÷åíè 
èëè ïðîôèëàêòèêè, HSP è/èëè α2Ì, ñâ çàííîãî â êîìïëåêñ ñ ïîïóë öèåé àíòèãåííûõ
ïåïòèäîâ. Àíòèãåííûå áåëêè/ïåïòèäû ïîëó÷àþò èç çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòîê èëè êëåòîê,
èíôèöèðîâàííûõ ïàòîãåíîì, êîòîðûå  âë þòñ  àíòèãåííî ðîäñòâåííûìè çëîêà÷åñòâåííûì
èëè èíôåêöèîííûì çàáîëåâàíè ì. Ïàòîãåí èëè èíôåêöèîííûé àãåíò, âêëþ÷à  âèðóñíûå
÷àñòèöû, òàêæå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ïîëó÷åíè  àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ. Àíòèãåííûå
ïåïòèäû ìîæíî ïîëó÷àòü ôåðìåíòàòèâíûì ðàñùåïëåíèåì áåëêîâîãî ïðåïàðàòà
àíòèãåííûõ êëåòîê, èõ êëåòî÷íîé ôðàêöèè èëè âèðóñíûõ ÷àñòèö ÀÒÔ, ãèäðîõëîðèäîì
ãóàíèäè  è/èëè êèñëîòîé, òàêîé êàê òðèôòîðóêñóñíà  êèñëîòà.

Â åùå îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñîçäàí ñïîñîá ëå÷åíè 
èëè ïðîôèëàêòèêè âèäà çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè èëè èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíè ,
âêëþ÷àþùèé ââåäåíèå ñóáúåêòó, êîòîðûé íóæäàåòñ  â óêàçàííîì ëå÷åíèè èëè
ïðîôèëàêòèêå, àíòèãåí-ïðåçåíòèðóþùèõ êëåòîê, êîòîðûå áûëè ñåíñèáèëèçèðîâàíû
êîìïëåêñàìè HSP è/èëè α2Ì ñ ïîïóë öèåé àíòèãåííûõ áåëêîâ/ïåïòèäîâ. Ïîìèìî
ñåíñèáèëèçèðîâàííûõ àíòèãåí-ïðåçåíòèðóþùèõ êëåòîê ñóáúåêòó òàêæå ìîæíî ââîäèòü
êîìïëåêñû HSP è/èëè α2Ì ñ ïîïóë öèåé àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ.

Â ðàçëè÷íûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ââåäåíèå êîìïëåêñîâ
ìîæíî ïîâòîð òü â òîì æå ó÷àñòêå è ïåðèîäè÷åñêè, íàïðèìåð ñ íåäåëüíûìè èíòåðâàëàìè.
Êîìïîçèöèþ ìîæíî ââîäèòü ìíîãèìè ïóò ìè, òàêèìè êàê âíóòðèêîæíûé èëè ïîäêîæíûé.

4. ÏÎÄÐÎÁÍÎÅ ÎÏÈÑÀÍÈÅ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì èçãîòîâëåíè  êîìïîçèöèè, âêëþ÷àþùåé

õèòøîêîâûé áåëîê (HSP) èëè àëüôà-2-ìàêðîãëîáóëèí (α2Ì), êîòîðûå  âë þòñ  ïðèãîäíûìè
äë  ïðîôèëàêòèêè è ëå÷åíè  çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè è èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíè .
Ñïîñîá ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àåò èçãîòîâëåíèå in vitro êîìïëåêñîâ HSP
èëè α2Ì ñ àíòèãåííûìè áåëêàìè è ïåïòèäàìè àíòèãåííûõ êëåòîê. Â îäíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñïîñîá âêëþ÷àåò èçãîòîâëåíèå áåëêîâîãî
ïðåïàðàòà àíòèãåííûõ êëåòîê, âêëþ÷àþùåãî ïîïóë öèþ àíòèãåííûõ áåëêîâ, è îáðàçîâàíèå
êîìïëåêñà in vitro ïîïóë öèè àíòèãåííûõ áåëêîâ ñ HSP èëè α2Ì. Â äðóãîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñïîñîá äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò ôåðìåíòàòèâíîå
ðàñùåïëåíèå áåëêîâîãî ïðåïàðàòà àíòèãåííûõ êëåòîê ïî ìåíüøåé ìåðå îäíîé ïðîòåèíàçîé
äë  ïîëó÷åíè  ïîïóë öèè àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ ïåðåä îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñà in vitro
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ïîïóë öèè àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ ñ HSP èëè α2Ì. Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè èñïîëüçóåòñ 
ïîëíûé àíòèãåííûé ïîòåíöèàë àíòèãåííûõ êëåòîê.

Òåðàïåâòè÷åñêèå è ïðîôèëàêòè÷åñêèå ñïîñîáû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ îñíîâàíû
íà âîçáóæäåíèè èììóííîãî îòâåòà ó ñóáúåêòà, äë  êîòîðîãî æåëàòåëüíî ëå÷åíèå èëè
ïðîôèëàêòèêà èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé èëè çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè. Èììóííûé îòâåò
íàïðàâëåí ñïåöèôè÷íûì îáðàçîì ïðîòèâ àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò çëîêà÷åñòâåííûõ
êëåòîê, êëåòîê, èíôèöèðîâàííûõ èíôåêöèîííûì àãåíòîì, êîòîðûé âûçûâàåò èíôåêöèîííîå
çàáîëåâàíèå, èëè àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò èíôåêöèîííîãî àãåíòà. Ââåäåíèå èíäèâèäóóìó
êîìïîçèöèè, âêëþ÷àþùåé HSP è/èëè α2Ì, ñâ çàííûõ â êîìïëåêñ ñ ïåïòèäàìè àíòèãåííîé
êëåòêè, êîìïîçèöèè, êîòîðà  âêëþ÷àåò êîìïëåêñû HSP è/èëè α2M ñ àíòèãåííûìè
ïåïòèäàìè, áóäåò ñòèìóëèðîâàòü èììóííûé îòâåò, òàêîé êàê öèòîòîêñè÷åñêèé Ò-êëåòî÷íûé
îòâåò. Àíòèãåííûå êëåòêè ìîãóò ïðåäñòàâë òü ñîáîé çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè, èëè
èíôèöèðîâàííûå êëåòêè, èëè êëåòêè, êîòîðûå èìåþò îáùèå àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû èëè
äåìîíñòðèðóþò ñõîäíóþ àíòèãåííîñòü ñî çëîêà÷åñòâåííûìè èëè èíôèöèðîâàííûìè
êëåòêàìè. Â ðåçóëüòàòå èììóííîãî îòâåòà ðàçëè÷íûå èììóííûå ýôôåêòîðíûå ìåõàíèçìû
èíäèâèäóóìà áóäóò äåéñòâîâàòü íà çëîêà÷åñòâåííûå èëè èíôèöèðîâàííûå êëåòêè, ÷òî
ïðèâîäèò ê ëå÷åíèþ èëè ïðîôèëàêòèêå óêàçàííîãî çàáîëåâàíè .

Èíäèâèäóóì èëè ñóáúåêò, äë  êîòîðîãî æåëàòåëüíî ëå÷åíèå èëè ïðîôèëàêòèêà
èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé èëè çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè, ïðåäñòàâë åò ñîáîé æèâîòíîå,
ïðåäïî÷òèòåëüíî ìëåêîïèòàþùåå, ïðèìàòà, íå  âë þùåãîñ  ÷åëîâåêîì, è íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî ÷åëîâåêà. Òåðìèí "æèâîòíîå", èñïîëüçóåìûé â íàñòî ùåì äîêóìåíòå,
âêëþ÷àåò, áåç îãðàíè÷åíè , ñåëüñêîõîç éñòâåííûõ æèâîòíûõ, äîìàøíèõ æèâîòíûõ, òàêèõ
êàê êîøêè, ñîáàêè, êîðîâû, ñâèíüè, îâöû, ëîøàäè, êóðû è ò.ï.

Òåðàïåâòè÷åñêèå ñõåìû è ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
ìîæíî èñïîëüçîâàòü â ñî÷åòàíèè ñ äîïîëíèòåëüíûìè óñèëèòåë ìè èììóííîãî îòâåòà èëè
ìîäèôèêàòîðàìè áèîëîãè÷åñêîãî îòâåòà, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè , öèòîêèíû IFN-α,

IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-6, TNF èëè äðóãîé öèòîêèí, êîòîðûé âîçäåéñòâóåò íà èììóííûå êëåòêè.
Êîìïîçèöèè è ñïîñîáû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ïðåäñòàâë þò ñîáîé óëó÷øåíèå ïî

ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè êîìïîçèöè ìè è ñïîñîáàìè, â êîòîðûõ èñïîëüçóþòñ  íàòóðàëüíûå
êîìïëåêñû HSP-àíòèãåííûé ïåïòèä äë  ëå÷åíè  èëè ïðîôèëàêòèêè çëîêà÷åñòâåííîé
îïóõîëè èëè èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíè . Â óêàçàííûõ äðóãèõ ñïîñîáàõ ñïåöèôè÷íûé HSP
è åãî êîìïëåêñû ñ àíòèãåííûìè ïåïòèäàìè âûäåë þò èç çëîêà÷åñòâåííîé èëè
èíôèöèðîâàííîé êëåòêè è ââîä ò ïàöèåíòó äë  èíäóöèðîâàíè  èììóííîãî îòâåòà ïðîòèâ
çëîêà÷åñòâåííûõ èëè èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê in vivo (ñì., íàïðèìåð, ïàòåíòû ÑØÀ
¹¹5750119 è 5961979). Íàòóðàëüíûå êîìïëåêñû âûäåë þò ñïîñîáàìè, ñîîòâåòñòâóþùèìè
æåëàåìîìó òèïó HSP. Òàê, íàòóðàëüíûå êîìïëåêñû òèïà HSP è àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ
âêëþ÷àþò òîëüêî òå àíòèãåííûå ïåïòèäû, êîòîðûå ëîêàëèçóþòñ  â êîìïàðòìåíòå
àíòèãåííûõ êëåòîê ñîâìåñòíî ñ ýòèì òèïîì HSP.

Îïðåäåëåííûå òèïû HSP îáíàðóæèâàþòñ  òîëüêî â îäíîì åäèíñòâåííîì êëåòî÷íîì
êîìïàðòìåíòå, à íåêîòîðûå àíòèãåííûå ïåïòèäû îáíàðóæèâàþòñ  òîëüêî â îïðåäåëåííûõ
êîìïàðòìåíòàõ àíòèãåííîé êëåòêè. Íàïðèìåð, HSP90 è HSP70 îáíàðóæèâàþòñ  òîëüêî â
öèòîçîëå. Òàêèì îáðàçîì, îíè áóäóò îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ òîëüêî ñ àíòèãåííûìè
ïåïòèäàìè, ðàñïîëîæåííûìè â öèòîçîëå, íî íå ñ àíòèãåííûìè ïåïòèäàìè,
ðàñïîëîæåííûìè ãäå-ëèáî åùå, íàïðèìåð, â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîé ñåòè. Èíûìè ñëîâàìè,
òîëüêî ïîäãðóïïà àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ àíòèãåííîé êëåòêè ìîæåò ñâ çûâàòüñ  ñ êàæäûì
êîíêðåòíûì HSP. Òàêèì îáðàçîì, äë  ñòèìóë öèè èììóííîãî îòâåòà íà ìàêñèìàëüíîå
êîëè÷åñòâî àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò çëîêà÷åñòâåííîé èëè èíôèöèðîâàííîé êëåòêè íóæíî
áóäåò âûäåë òü èç çëîêà÷åñòâåííîé èëè èíôèöèðîâàííîé êëåòêè êàæäûé òèï HSP è åãî
ïåïòèäíûé êîìïëåêñ ñ ïîìîùüþ ñîîòâåòñòâóþùåãî åìó ñïîñîáà âûäåëåíè , à çàòåì
ââîäèòü ïàöèåíòó. Äàííûé ïîäõîä  âë åòñ  òðóäîåìêèì è ìîæåò ïîòðåáîâàòü áîëüøèå
êîëè÷åñòâà àíòèãåííûõ êëåòîê, êîòîðûå ïðè íåêîòîðûõ îáñòî òåëüñòâàõ íå äîñòóïíû.
Ñïîñîá ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ðåøàåò äàííóþ ïðîáëåìó ïîñðåäñòâîì ïîëó÷åíè 
ïåïòèäíîãî ïðîôèë  ôàêòè÷åñêè âñåõ àíòèãåíîâ àíòèãåííîé êëåòêè in vitro, à çàòåì
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îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà ïåïòèäîâ ñ îäíèì èëè áîëåå ðàçëè÷íûõ HSP è/èëè α2Ì, êîòîðûå
çàòåì ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ñòèìóë öèè èììóííîãî îòâåòà ó ïàöèåíòà. Èñïîëüçó 
ñïîñîáû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî äàæå ïîëó÷àòü êîìïëåêñû àíòèãåííûõ
ïåïòèäîâ è HSP, êîòîðûå íå ëîêàëèçóþòñ  âìåñòå â îäíîì è òîì æå êîìïàðòìåíòå
àíòèãåííîé êëåòêè. Ñïîñîáû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ äàþò âîçìîæíîñòü ôîðìèðîâàòü
êîìïëåêñû îïðåäåëåííîãî òèïà HSP ñ áîëüøèíñòâîì èëè äàæå êàæäûì èç àíòèãåííûõ
ïåïòèäîâ àíòèãåííîé êëåòêè. Ñîîòâåòñòâåííî, êîìïîçèöè ìè, èçãîòîâëåííûìè ñïîñîáàìè
ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ìîæíî èíäóöèðîâàòü áîëåå ýôôåêòèâíûé èììóííûé îòâåò
ïðîòèâ àíòèãåííûõ êëåòîê. Ïîìèìî ýòîãî, äàííûé ñïîñîá íå òðåáóåò ñíà÷àëà âûäåë òü
êîìïëåêñû HSP è ñâ çàííûõ ïåïòèäîâ, ïîçâîë  , òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàòü î÷åíü
ìàëîå êîëè÷åñòâî èñõîäíîãî ìàòåðèàëà, ïîëó÷åíèå êîòîðîãî ÷àñòî îãðàíè÷åíî.

Ïîìèìî ýòîãî, àíòèãåííûé ïðîôèëü çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòîê, èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê
èëè ïàòîãåíîâ ìîæåò ñ òå÷åíèåì âðåìåíè èçìåí òüñ , íàïðèìåð, äàæå âî âðåì  êóðñà
ëå÷åíè . Ìíîãèå ïàòîãåíû óêëîí þòñ  îò èììóííîé ñèñòåìû õîç èíà ïîñðåäñòâîì ìóòàöèè
è ñèíòåçà ìóòàíòíûõ áåëêîâ, êîòîðûå íå ðàñïîçíàþòñ  èììóííûìè êëåòêàìè è àíòèòåëàìè.
Èçâåñòíî, ÷òî çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè ñòàíîâ òñ  ðåçèñòåíòíûìè ê îïðåäåëåííûì
ëåêàðñòâåííûì ñðåäñòâàì â ðåçóëüòàòå ìóòàöèé ñ ïîñëåäóþùèì ñèíòåçîì ìóòàíòíûõ
áåëêîâ, íåêîòîðûå èç êîòîðûõ ìîãóò íå ðàñïîçíàâàòüñ  èììóííîé ñèñòåìîé.
Ïðåèìóùåñòâîì èñïîëüçîâàíè  îäíîãî èç âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè   âë åòñ  òî, ÷òî ïóòåì ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè  öèòîçîëüíûõ è/èëè
ïîëó÷åííûõ èç ìåìáðàíû áåëêîâ èç çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòîê, èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê èëè
ïàòîãåíîâ ïîëó÷åí îáøèðíûé ð ä àíòèãåííûõ áåëêîâ è, ñëåäîâàòåëüíî, áîëüøåå
ðàçíîîáðàçèå àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ, îáðàçóþùèõ êîìïëåêñ ñ HSP è/èëè α2Ì. Â ðåçóëüòàòå
èììóííûé îòâåò íàïðàâëåí íà áîëüøåå êîëè÷åñòâî àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò íà àíòèãåííûõ
êëåòêàõ, äåëà , òàêèì îáðàçîì, áîëåå òðóäíûì äë  àíòèãåííîé êëåòêè, òàêîé êàê
çëîêà÷åñòâåííà  êëåòêà èëè èíôèöèðîâàííà  êëåòêà, èçáåãàòü ðàñïîçíàâàíè  è
âîçäåéñòâè  ñî ñòîðîíû èììóííîé ñèñòåìû.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñïîñîáû ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ïîëó÷àþò êîìïëåêñû α2Ì-ïåïòèä, êîòîðûå íå âñòðå÷àþòñ  â
åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ. α2Ì ïðåäñòàâë åò ñîáîé âíåêëåòî÷íûé áåëîê, êîòîðûé, êàê
èçâåñòíî, ñâ çûâàåòñ  ñ ðàçëè÷íûìè âíåêëåòî÷íûìè áåëêàìè, â ÷àñòíîñòè ñ ïðîòåèíàçàìè,
èíàêòèâèðó  èõ, à çàòåì ïåðåíîñ  èõ âíóòðü êëåòêè. α2Ì îáû÷íî íå èìååò äîñòóïà è,
ñëåäîâàòåëüíî, íå îáðàçóåò êîìïëåêñà ñ öåëûì ðåïåðòóàðîì àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ
àíòèãåííîé êëåòêè. Ñïîñîáû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ïîçâîë þò α2Ì îáðàçîâûâàòü
êîìïëåêñ ñ ãîðàçäî áîëåå îáøèðíûì ð äîì ïåïòèäîâ, êîòîðûå   âë þòñ  öèòîçîëüíûìè
èëè ïîëó÷åííûìè èç ìåìáðàíû èëè êîòîðûå ïîëó÷àþò ôåðìåíòàòèâíûì ðàñùåïëåíèåì in
vitro öèòîçîëüíûõ èëè ïîëó÷åííûõ èç ìåìáðàíû áåëêîâ àíòèãåííûõ êëåòîê.

Â ðàçäåëå 4.1 îïèñàíû èñòî÷íèêè àíòèãåííûõ êëåòîê, èç êîòîðûõ ìîæíî èçãîòàâëèâàòü
áåëêîâûå ïðåïàðàòû. Â ðàçäåëå 4.2 ïðåäñòàâëåíû ñïîñîáû èçãîòîâëåíè  ðàçëè÷íûõ òèïîâ
áåëêîâûõ ïðåïàðàòîâ àíòèãåííûõ êëåòîê è ñïîñîáû ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè 
áåëêîâîãî ïðåïàðàòà. Ðàçäåëû 4.3 è 4.4 îïèñûâàþò, ñîîòâåòñòâåííî, âûäåëåíèå èëè
ïîëó÷åíèå HSP èëè α2, êîòîðûå èñïîëüçóþòñ  äë  îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà ñ àíòèãåííûìè
ïåïòèäàìè. Îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà HSP è àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ in vitro îïèñàíî â ðàçäåëå
4.5. Â ðàçäåëå 4.6 îïèñàíû ñïîñîáû ïðèìåíåíè  êîìïëåêñîâ äë  ïðîôèëàêòèêè è ëå÷åíè 
çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè è èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ è òèïû çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè è
èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé, êîòîðûå ëå÷àò. Ïðèìåíåíèå êîìïîçèöèé, èçãîòîâëåííûõ
ñïîñîáàìè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, â àäàïòèâíîé èììóíîòåðàïèè îïèñàíî â ðàçäåëå
4.7. Â ðàçäåëå 5 ïðåäñòàâëåíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå, ïîêàçûâàþùèå ýôôåêòèâíîñòü
êîìïëåêñîâ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ñ òî÷êè çðåíè  çàùèòû æèâîòíîãî
ïðîôèëàêòè÷åñêè îò ðîñòà çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòîê.

4.1. ÈÑÒÎ×ÍÈÊÈ ÀÍÒÈÃÅÍÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ
Àíòèãåííûå êëåòêè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àþò àíòèãåííóþ äåòåðìèíàíòó, íà

êîòîðóþ æåëàòåëüíî ïîëó÷èòü èììóííûé îòâåò ñóáúåêòà.
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Äë  ëå÷åíè  èëè ïðîôèëàêòèêè çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè èëè èíôåêöèîííîãî
çàáîëåâàíè  ñïîñîáû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ îáåñïå÷èâàþò êîìïîçèöèè HSP è α2Ì,
ñâ çàííûå â êîìïëåêñ ñ àíòèãåííûìè áåëêàìè è ïåïòèäàìè; óêàçàííûå àíòèãåííûå
áåëêè/ïåïòèäû ïîëó÷åíû èç çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòîê, ïðåäïî÷òèòåëüíî çëîêà÷åñòâåííûõ
îïóõîëåé ÷åëîâåêà, íàïðèìåð ôðàãìåíòû ñïåöèôè÷íûõ äë  îïóõîëè àíòèãåíîâ è ñâ çàííûõ
ñ îïóõîëüþ àíòèãåíîâ. Ïåïòèäû ïîëó÷àþò ïðîòåîëèòè÷åñêèì ôåðìåíòàòèâíûì
ðàñùåïëåíèåì áåëêîâ (íàïðèìåð, öèòîçîëüíûõ è/èëè ïîëó÷åííûõ èç ìåìáðàíû áåëêîâ) èç
çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòîê èëè àíòèãåííûõ êëåòîê, êîòîðûå èìåþò îáùèå àíòèãåííûå
äåòåðìèíàíòû èëè äåìîíñòðèðóþò ñõîäíóþ àíòèãåííîñòü ñî çëîêà÷åñòâåííûìè êëåòêàìè.
Àíòèãåííûå ïåïòèäû ìîæíî òàêæå ïîëó÷èòü âîçäåéñòâèåì íà áåëêè ÀÒÔ, ãèäðîõëîðèäîì
ãóàíèäè  è/èëè êèñëîòíûìè óñëîâè ìè. Èñïîëüçóåìûé â íàñòî ùåì äîêóìåíòå òåðìèí
êëåòêè èëè òêàíü "îäíîãî è òîãî æå òèïà çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè" îòíîñèòñ  ê êëåòêàì
èëè òêàí ì çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè îäíîãî è òîãî æå òèïà òêàíè èëè ìåòàñòàçàì
çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè îäíîãî è òîãî æå òèïà òêàíè.

Äë  ëå÷åíè  èëè ïðîôèëàêòèêè èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé ñïîñîáû ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ îáåñïå÷èâàþò êîìïîçèöèè HSP è α2Ì, ñâ çàííûå â êîìïëåêñ ñ àíòèãåííûìè
ïåïòèäàìè, ïîëó÷åííûìè èç êëåòîê, èíôèöèðîâàííûõ ïàòîãåíîì èëè èíôåêöèîííûì
àãåíòîì, êîòîðûé âûçûâàåò èíôåêöèîííîå çàáîëåâàíèå, èëè ïàòîãåíîì, êîòîðûé âêëþ÷àåò,
áåç îãðàíè÷åíè , âèðóñ, áàêòåðèþ, ãðèá, ïðîñòåéøåå, ïàðàçèò è ò.ï. Ïðåäïî÷òèòåëüíî
ïàòîãåí ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïàòîãåí, êîòîðûé èíôèöèðóåò ëþäåé. Àíòèãåííûå ïåïòèäû
ïîëó÷àþò ïðîòåîëèòè÷åñêèì ôåðìåíòàòèâíûì ðàñùåïëåíèåì (íàïðèìåð, öèòîçîëüíûõ
è/èëè ïîëó÷åííûõ èç ìåìáðàíû) áåëêîâ, ïîëó÷åííûõ èç èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê,
àíòèãåííûõ êëåòîê, êîòîðûå èìåþò îáùèå àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû èëè äåìîíñòðèðóþò
ñõîäíóþ àíòèãåííîñòü ñ èíôèöèðîâàííûìè êëåòêàìè èëè ïàòîãåíàìè, âêëþ÷à  âèðóñíûå
÷àñòèöû. Àíòèãåííûå ïåïòèäû ìîæíî òàêæå ïîëó÷èòü âîçäåéñòâèåì íà áåëêè ÀÒÔ,
ãèäðîõëîðèäîì ãóàíèäè  è/èëè êèñëîòîé. Àíòèãåííûå ïåïòèäû ìîæíî òàêæå ïîëó÷èòü èç
àíòèãåííûõ êëåòîê, êîòîðûå äåìîíñòðèðóþò àíòèãåííîñòü àãåíòà (ïàòîãåíà), êîòîðûé
âûçûâàåò èíôåêöèîííîå çàáîëåâàíèå, èëè âàðèàíòà óêàçàííîãî àãåíòà.

Ïîñêîëüêó â íàñòî ùèõ ñïîñîáàõ èñïîëüçóþòñ  èíòàêòíûå çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè,
èíôèöèðîâàííûå êëåòêè èëè äðóãèå àíòèãåííûå êëåòêè, ïðè èñïîëüçîâàíèè íàñòî ùèõ
ñïîñîáîâ íåò íåîáõîäèìîñòè âûäåë òü èëè èçó÷àòü ñâîéñòâà èëè äàæå çíàòü èäåíòè÷íîñòü
óêàçàííûõ àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ. Èñòî÷íèêè àíòèãåííûõ êëåòîê ìîæíî âûáèðàòü â
çàâèñèìîñòè îò ïðèðîäû çàáîëåâàíè , ñ êîòîðûì ñâ çàíû àíòèãåíû. Â îäíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ëþáûå òêàíè èëè êëåòêè, âûäåëåííûå èç
çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè, âêëþ÷à  çëîêà÷åñòâåííóþ îïóõîëü, êîòîðà  ìåòàñòàçèðîâàëà â
ìíîæåñòâî îáëàñòåé, ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå àíòèãåííîé êëåòêè ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ. Íàïðèìåð, ìîæíî òàêæå èñïîëüçîâàòü ëåéêîçíûå êëåòêè, öèðêóëèðóþùèå â
êðîâè, ëèìôå èëè äðóãèõ æèäêîñò õ îðãàíèçìà, ìîæíî èñïîëüçîâàòü òêàíü ñîëèäíûõ
îïóõîëåé (íàïðèìåð, ïåðâè÷íóþ òêàíü èç áèîïòàòà). Èñïîëüçóåìûé â íàñòî ùåì äîêóìåíòå
òåðìèí çëîêà÷åñòâåííà  êëåòêà òàêæå âêëþ÷àåò â ñåá  ïðåíåîïëàñòè÷åñêóþ êëåòêó,
êîòîðà  ïðåäñòàâë åò ñîáîé êëåòêó â ïåðåõîäíîé ôîðìå îò íîðìàëüíîé äî
íåîïëàñòè÷åñêîé ôîðìû. Ïåðåõîä îò íåíåîïëàñòè÷åñêîãî êëåòî÷íîãî ðîñòà ê íåîïëàçèè
îáû÷íî ñîñòîèò èç ãèïåðïëàçèè, ìåòàïëàçèè è äèñïëàçèè (ñì. îáçîð, ïîñâ ùåííûé
óñëîâè ì óêàçàííîãî ïàòîëîãè÷åñêîãî ðîñòà, Robbins and Angell, 1976, Basic Pathology,
2d Ed., W.B. Saunders Co., Philadelphia, ñòð.68-79). Íåîãðàíè÷èâàþùèé ïåðå÷åíü
çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé, êëåòêè êîòîðûõ ìîæíî èñïîëüçîâàòü ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, ïðåäñòàâëåí â ðàçäåëå 4.5.2., íèæå.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ëþáóþ êëåòêó, êîòîðà 
èíôèöèðîâàíà ïàòîãåíîì èëè èíôåêöèîííûì àãåíòîì, ò.å. èíôèöèðîâàííóþ êëåòêó, ìîæíî
èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå àíòèãåííîé êëåòêè äë  ïîëó÷åíè  àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ. Â
÷àñòíîñòè, êëåòêè, èíôèöèðîâàííûå âíóòðèêëåòî÷íûì ïàòîãåíîì, òàêèì êàê âèðóñ,
áàêòåðè , ãðèá, ïàðàçèò èëè ïðîñòåéøåå,  âë þòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíûìè. Ïåðå÷åíü
ïðèìåðîâ èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ, êîòîðûå ìîãóò èíôèöèðîâàòü êëåòêè, êîòîðûå ìîæíî
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èñïîëüçîâàòü ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ïðåäñòàâëåí â ðàçäåëå 4.5.1.
Â åùå îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ëþáîé ïàòîãåí èëè

èíôåêöèîííûé àãåíò, êîòîðûé ìîæåò âûçûâàòü èíôåêöèîííîå çàáîëåâàíèå, ìîæíî
èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå àíòèãåííîé êëåòêè äë  ïîëó÷åíè  àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ. Âàðèàíòû
ïàòîãåíà èëè èíôåêöèîííîãî àãåíòà, òàêèå êàê, îãðàíè÷èâà ñü èìè, ðåïëèêàöèîííî
äåôåêòíûå âàðèàíòû, íåïàòîãåííûå èëè àòòåíóèðîâàííûå âàðèàíòû, íåèíôåêöèîííûå
âàðèàíòû, òàêæå ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå àíòèãåííîé êëåòêè äë  äàííîé öåëè.
Íàïðèìåð, ìíîãèå âèðóñû, áàêòåðèè, ãðèáû, ïàðàçèòû è ïðîñòåéøèå, êîòîðûå ìîæíî
êóëüòèâèðîâàòü in vitro èëè èçîëèðîâàòü èç èíôèöèðîâàííûõ ìàòåðèàëîâ, ìîãóò ñëóæèòü
èñòî÷íèêîì àíòèãåííûõ êëåòîê. Äë  ðàçìíîæåíè  óêàçàííûõ ïàòîãåíîâ, âêëþ÷à  âèðóñíûå
÷àñòèöû, ìîæíî èñïîëüçîâàòü ñïîñîáû, èçâåñòíûå ñïåöèàëèñòàì.

Â êà÷åñòâå àíòèãåííûõ êëåòîê ìîæíî èñïîëüçîâàòü òàêæå êëåòî÷íûå ëèíèè, ïîëó÷åííûå
èç òêàíåé çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé, çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè èëè èíôèöèðîâàííûå êëåòêè.
Çëîêà÷åñòâåííûå èëè èíôèöèðîâàííûå òêàíè, êëåòêè èëè êëåòî÷íûå ëèíèè, êîòîðûå
ïðîèñõîä ò îò ÷åëîâåêà,  âë þòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíûìè. Çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè,
èíôèöèðîâàííûå êëåòêè èëè àíòèãåííûå êëåòêè ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü è âûäåë òü
ëþáûì ñïîñîáîì, èçâåñòíûì ñïåöèàëèñòàì. Íàïðèìåð, çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè èëè
èíôèöèðîâàííûå êëåòêè ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü ìîðôîëîãè÷åñêèìè ñðåäñòâàìè,
ôåðìåíòíûìè àíàëèçàìè, àíàëèçàìè ïðîëèôåðàöèè èëè íàëè÷èåì ïàòîãåíîâ èëè âèðóñîâ,
âûçûâàþùèõ çëîêà÷åñòâåííûå îïóõîëè. Åñëè õàðàêòåðèñòèêè àíòèãåíîâ, ïðåäñòàâë þùèõ
èíòåðåñ, èçâåñòíû, àíòèãåííûå êëåòêè òàêæå ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü èëè âûäåë òü
ëþáûìè áèîõèìè÷åñêèìè èëè èììóíîëîãè÷åñêèì ñïîñîáàìè, èçâåñòíûìè ñïåöèàëèñòàì.
Íàïðèìåð, çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè èëè èíôèöèðîâàííûå êëåòêè ìîæíî âûäåë òü
õèðóðãè÷åñêèìè, ýíäîñêîïè÷åñêèìè èëè äðóãèìè ìåòîäèêàìè âç òè  áèîïòàòîâ, àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèåé è êëåòî÷íûì ñîðòèíãîì ñ àêòèâàöèåé ôëþîðåñöåíöèè (íàïðèìåð, ñ
èñïîëüçîâàíèåì ôëþîðåñöåíòíî ìå÷åííîãî àíòèòåëà ïðîòèâ àíòèãåíà, ýêñïðåññèðóåìîãî
êëåòêàìè). Àíòèãåííûå êëåòêè, êîòîðûå äåìîíñòðèðóþò ñõîäíóþ àíòèãåííîñòü, èìåþò îäíó
èëè áîëåå îáùèõ àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò, ïðîòèâ êîòîðûõ æåëàòåëåí èììóííûé îòâåò ó
ñóáúåêòà (íàïðèìåð, äë  òåðàïåâòè÷åñêèõ èëè ïðîôèëàêòè÷åñêèõ öåëåé).

Åñëè êîëè÷åñòâî àíòèãåííûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ îò ñóáúåêòà, íåäîñòàòî÷íî, êëåòêè
ìîæíî êóëüòèâèðîâàòü in vitro ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ñïîñîáîâ óâåëè÷åíè  êîëè÷åñòâà
êëåòîê ïåðåä èõ èñïîëüçîâàíèåì â íàñòî ùèõ ñïîñîáàõ. Íåò íåîáõîäèìîñòè èñïîëüçîâàòü
êëîíàëüíóþ èëè ãîìîãåííóþ èëè î÷èùåííóþ ïîïóë öèþ àíòèãåííûõ êëåòîê. Ìîæíî
èñïîëüçîâàòü ñìåñü êëåòîê ïðè óñëîâèè, ÷òî çíà÷èòåëüíîå ÷èñëî êëåòîê â ñìåñè ñîäåðæèò
àíòèãåíû, ïðåäñòàâë þùèå èíòåðåñ. Â êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  àíòèãåííûå êëåòêè è/èëè èììóííûå êëåòêè  âë þòñ  î÷èùåííûìè.

Ñ öåëüþ ïîëó÷åíè  êëåòîê, èíôèöèðîâàííûõ ïàòîãåíîì, íåèíôèöèðîâàííûå êëåòêè,
÷óâñòâèòåëüíûå ê èíôèöèðîâàíèþ ïàòîãåíîì èëè èíôåêöèîííûì àãåíòîì, êîòîðûé
âûçûâàåò çàáîëåâàíèå, ìîæíî èíôèöèðîâàòü in vitro. Â çàâèñèìîñòè îò ñïîñîáà ïåðåäà÷è
è áèîëîãèè ïàòîãåíà èëè èíôåêöèîííîãî àãåíòà, ìîæíî èñïîëüçîâàòü ñòàíäàðòíûå
ìåòîäèêè äë  îáëåã÷åíè  èíôèöèðîâàíè  ïàòîãåíîì èëè èíôåêöèîííûì àãåíòîì è
ðàçìíîæåíè  èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê. Íàïðèìåð, âèðóñû ãðèïïà ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë 
èíôèöèðîâàíè  íîðìàëüíûõ ÷åëîâå÷åñêèõ ôèáðîáëàñòîâ, à ìèêîáàêòåðèè ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äë  èíôèöèðîâàíè  íîðìàëüíûõ ÷åëîâå÷åñêèõ êëåòîê Øâàííà. Â ðàçëè÷íûõ
âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  âàðèàíòû èíôåêöèîííîãî àãåíòà, òàêèå
êàê ðåïëèêàöèîííî äåôåêòíûå âèðóñû, íåïàòîãåííûå èëè àòòåíóèðîâàííûå ìóòàíòû èëè
÷óâñòâèòåëüíûå ê òåìïåðàòóðå ìóòàíòû, òàêæå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  èíôèöèðîâàíè 
èëè òðàíñôîðìèðîâàíè  êëåòîê ñ öåëüþ ïîëó÷åíè  àíòèãåííûõ êëåòîê äë  èçãîòîâëåíè 
àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ. Åñëè äë  èíôèöèðîâàíè  êëåòîê íåîáõîäèìî áîëüøîå êîëè÷åñòâî
ïàòîãåíà, èëè åñëè ïàòîãåíû èñïîëüçóþòñ  íåïîñðåäñòâåííî â êà÷åñòâå àíòèãåííûõ
êëåòîê, äë  ðàçìíîæåíè  è ðîñòà ïàòîãåíîâ ìîæíî èñïîëüçîâàòü ëþáîé ñïîñîá, èçâåñòíûé
ñïåöèàëèñòàì. Äàííûå ñïîñîáû áóäóò çàâèñåòü îò ïàòîãåíà è ìîãóò íå âêëþ÷àòü
èíôèöèðîâàíèå õîç èíà. Íàïðèìåð, ñïåöèàëèñòàì èçâåñòíî ìíîæåñòâî ìåòîäèê
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âûðàùèâàíè  ïàòîãåííûõ áàêòåðèé, ãðèáîâ è äðóãèõ íåâèðóñíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ â
êóëüòóðå, âêëþ÷à  ôåðìåíòàöèþ â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ.

Àëüòåðíàòèâíî, åñëè ãåí, êîäèðóþùèé îïóõîëåâûé àíòèãåí (íàïðèìåð,
îïóõîëåñïåöèôè÷åñêèé àíòèãåí èëè ñâ çàííûé ñ îïóõîëüþ àíòèãåí), èëè àíòèãåí ïàòîãåíà
äîñòóïåí, íîðìàëüíûå êëåòêè ïîäõîä ùåãî êëåòî÷íîãî òèïà îò ïðåäïîëàãàåìîãî
ðåöèïèåíòà ìîæíî òðàíñôîðìèðîâàòü èëè òðàíñôèöèðîâàòü in vitro ýêñïðåññèîííîé
êîíñòðóêöèåé, âêëþ÷àþùåé ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùåé óêàçàííûé
àíòèãåí, òàêèì îáðàçîì, ÷òî àíòèãåí ýêñïðåññèðóåòñ  êëåòêàìè ðåöèïèåíòà. Â îäíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñâ çàííûé ñ îïóõîëüþ àíòèãåí
ïðåäñòàâë åò ñîáîé àíòèãåí, êîòîðûé ýêñïðåññèðóåòñ  ñ áîëåå âûñîêèì óðîâíåì â
îïóõîëåâîé êëåòêå ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíîé êëåòêîé; îïóõîëåñïåöèôè÷åñêèé àíòèãåí
ïðåäñòàâë åò ñîáîé àíòèãåí, êîòîðûé ýêñïðåññèðóåòñ  òîëüêî îïóõîëåâîé êëåòêîé è íå
ýêñïðåññèðóåòñ  íîðìàëüíîé êëåòêîé. Íåîá çàòåëüíî, òàêèì ñïîñîáîì â êëåòêå ðåöèïèåíòà
ìîæíî ýêñïðåññèðîâàòü áîëåå îäíîãî ïîäîáíîãî àíòèãåíà, ÷òî áóäåò îöåíåíî
ñïåöèàëèñòàìè; ëþáûå èçâåñòíûå ìåòîäèêè, òàêèå êàê òå, êîòîðûå îïèñàíû ó Ausubel et
al. (1989, Curent Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience), ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äë  òðàíñôîðìàöèè èëè òðàíñôåêòèðîâàíè  è ïîñëåäóþùåé ðåêîìáèíàíòíîé
ýêñïðåññèè ãåíà àíòèãåíà â êëåòêàõ ðåöèïèåíòà.

Ïîäõîä ùèå áåëêè è ïåïòèäû, êîòîðûå ìîãóò ýêñïðåññèðîâàòüñ  â óêàçàííûõ êëåòêàõ,
âêëþ÷àþò, áåç îãðàíè÷åíè , òå èç íèõ, êîòîðûå äåìîíñòðèðóþò àíòèãåííîñòü (äë  ëå÷åíè 
èëè ïðîôèëàêòèêè çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè): îïóõîëåâûõ àíòèãåíîâ, âêëþ÷à  òèðîçèíàçó,
gp100, ìåëàí-À, gp75, ìóöèíû, è (äë  ëå÷åíè  èëè ïðîôèëàêòèêè èíôåêöèîííîãî
çàáîëåâàíè ): âèðóñíûõ áåëêîâ, âêëþ÷à  áåëêè âèðóñà èììóíîäåôèöèòà òèïà I (ÂÈ×-I),
âèðóñà èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà òèïà II (ÂÈ×-II), ãåïàòèòà òèïà À, ãåïàòèòà òèïà Â,
ãåïàòèòà òèïà Ñ, ãðèïïà. Varicella, àäåíîâèðóñà, ïðîñòîãî ãåðïåñà òèïà I (HSV-I),
ïðîñòîãî ãåðïåñà òèïà II (HSV-II), ÷óìû êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, ðèíîâèðóñà,
ýõîâèðóñà, ðîòàâèðóñà, ðåñïèðàòîðíî-ñèíöèòèàëüíîãî âèðóñà, âèðóñà ïàïèëëîìû,
ïàïîâàâèðóñà, öèòîìåãàëîâèðóñà, ýõèíîâèðóñà, àðáîâèðóñà, ãàíòàâèðóñà, âèðóñà Êîêñàêè,
âèðóñà ýïèäåìè÷åñêîãî ïàðîòèòà, âèðóñà êîðè, âèðóñà êðàñíóõè è âèðóñà ïîëèîìèåëèòà, à
òàêæå áåëêè èëè ôðàãìåíòû áåëêîâ èíôåêöèîííîãî àãåíòà, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè ,
ìèêîáàêòåðèé, ðèêêåòñèè, ìèêîïëàçìû, íåéññåðèè, ëåãèîíåëëû, ëåéøìàíèè, êîêöèäèè,
òðèïàíîñîìû, õëàìèäèè è ðèêêåòñèè.

4.2. ÈÇÃÎÒÎÂËÅÍÈÅ ÀÍÒÈÃÅÍÍÛÕ ÁÅËÊÎÂ È ÏÅÏÒÈÄÎÂ
Ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, êîìïîçèöèè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àþò

àíòèãåííûå áåëêè, ñâ çàííûå â êîìïëåêñ ñ HSP, â êîòîðûõ àíòèãåííûå áåëêè ïðîèñõîä ò
èç ïðåïàðàòà áåëêîâ àíòèãåííûõ êëåòîê, ïðåäñòàâë þùèõ èíòåðåñ. Êîìïîçèöèè ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ òàêæå âêëþ÷àþò àíòèãåííûå áåëêè, ñâ çàííûå â êîìïëåêñ ñ α2M,
â êîòîðûõ àíòèãåííûå áåëêè ïðîèñõîä ò èç ïðåïàðàòà áåëêîâ àíòèãåííûõ êëåòîê,
ïðåäñòàâë þùèõ èíòåðåñ. Êîìïîçèöèè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ òàêæå âêëþ÷àþò
êîìïëåêñû HSP è àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ èëè êîìïëåêñû α2Ì è àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ,
êîòîðûå èçãîòîâëåíû ñíà÷àëà ãåíåðèðîâàíèåì ïîïóë öèè ïåïòèäîâ èç ïðåïàðàòîâ áåëêîâ
àíòèãåííûõ êëåòîê, ïðåäñòàâë þùèõ èíòåðåñ, à çàòåì - ñâ çûâàíèåì â êîìïëåêñ ïåïòèäîâ
ñ HSP èëè α2Ì.

Â ðàçëè÷íûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  äë  äîâåäåíè  äî
ìàêñèìóìà è ñîõðàíåíè  ðàçíîîáðàçè  àíòèãåííûõ áåëêîâ è ïåïòèäîâ ñïîñîáû, êîòîðûå
ïðèìåí þòñ  äë  èçãîòîâëåíè  áåëêîâîãî ïðåïàðàòà àíòèãåííûõ êëåòîê, íå óäàë þò èëè íå
ñîõðàí þò èçáèðàòåëüíî ëþáîé êîíêðåòíûé áåëîê èëè ïåïòèä èç äðóãèõ áåëêîâ è ïåïòèäîâ
â àíòèãåííîé êëåòêå. Äàæå â îïðåäåëåííûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè , êîãäà èñïîëüçóþòñ  öèòîçîëüíûå áåëêè èëè ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàíû áåëêè,
ñïîñîáû, èñïîëüçóåìûå äë  èçãîòîâëåíè  ïðåïàðàòîâ, íå óäàë þò èëè íå ñîõðàí þò
èçáèðàòåëüíî ëþáîé êîíêðåòíûé áåëîê öèòîçîë  èëè ìåìáðàí. Ñëåäîâàòåëüíî, îñíîâíà 
÷àñòü áåëêîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â öèòîçîëå èëè ìåìáðàíàõ, ïðèñóòñòâóåò òàêæå â
ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðåïàðàòàõ àíòèãåííûõ áåëêîâ è ïåïòèäîâ èç àíòèãåííûõ êëåòîê. Â
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ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðàêòè÷åñêè âåñü
ðåïåðòóàð àíòèãåííûõ áåëêîâ è ïåïòèäîâ àíòèãåííûõ êëåòîê è ïðàêòè÷åñêè âñå àíòèãåííûå
áåëêè è ïåïòèäû â öèòîçîëå èëè â ìåìáðàíàõ ïðèñóòñòâóþò â ðåàêöèè
êîìïëåêñîîáðàçîâàíè  è îáðàçóþò êîìïëåêñû ñ HSP è/èëè α2Ì.

4.2.1 ÁÅËÊÎÂÛÅ ÏÐÅÏÀÐÀÒÛ ÀÍÒÈÃÅÍÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ
Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñîçäàí áåëêîâûé ïðåïàðàò,

êîòîðûé ïîëó÷åí èç çëîêà÷åñòâåííîé êëåòêè, èíôèöèðîâàííîé êëåòêè èëè ïàòîãåíà.
Íàïðèìåð, äë  ëå÷åíè  çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè ïîñëå îïåðàòèâíîãî âìåøàòåëüñòâà
èçãîòàâëèâàþò áåëêîâûå ïðåïàðàòû èç îïóõîëåâûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ îò ïàöèåíòà,
èìåþùåãî çëîêà÷åñòâåííóþ îïóõîëü. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  îäèí èëè áîëåå àíòèãåííûõ áåëêîâ, ïðåäñòàâë þùèõ èíòåðåñ, ñèíòåçèðóþò â
êëåòî÷íûõ ëèíè õ, ìîäèôèöèðîâàííûõ âíåäðåíèåì ðåêîìáèíàíòíûõ ýêñïðåññèîííûõ
ñèñòåì, êîòîðûå êîäèðóþò óêàçàííûå àíòèãåíû, è óêàçàííûå êëåòêè èñïîëüçóþò äë 
ïîëó÷åíè  áåëêîâ. Áåëêè ìîæíî ïîëó÷àòü èç îäíîé èëè áîëåå êëåòî÷íûõ ôðàêöèé,
íàïðèìåð öèòîçîë  àíòèãåííûõ êëåòîê, èëè èõ ìîæíî ýêñòðàãèðîâàòü èëè
ñîëþáèëèçèðîâàòü èç ìåìáðàí èëè êëåòî÷íûõ ñòåíîê àíòèãåííûõ êëåòîê. Ìîæíî
èñïîëüçîâàòü ëþáóþ èçâåñòíóþ ñïåöèàëèñòàì ìåòîäèêó äë  ëèçèñà êëåòîê,
ôðàêöèîíèðîâàíè  êëåòî÷íîãî ñîäåðæèìîãî è îáîãàùåíè  èëè âûäåëåíè  áåëêîâ. Ñì.,
íàïðèìåð, Current Protocols in Immunology, vol 2, chapter 8, Coligan et al. (ed.), John Wiley &
Sons, Inc.; Pathogenic and Clinical Microbiology: A Laboratory Manual, Rowland et
al., Little Brown & Co., June 1994; êîòîðûå öåëèêîì âêëþ÷åíû â íàñòî ùèé äîêóìåíò â
êà÷åñòâå ññûëîê. Â çàâèñèìîñòè îò ìåòîäèêè, èñïîëüçóåìîé äë  ôðàêöèîíèðîâàíè 
êëåòî÷íîãî ñîäåðæèìîãî, êëåòî÷íà  ôðàêöè  âêëþ÷àåò ïî ìåíüøåé ìåðå 20, 50, 100, 500,
1000, 5000, 10000 èëè 20000 ðàçëè÷íûõ áåëêîâ.

Èñïîëüçóåìûé â íàñòî ùåì äîêóìåíòå òåðìèí "áåëêîâûé ïðåïàðàò" îòíîñèòñ  ê ñìåñè
áåëêîâ, ïîëó÷åííûõ èç àíòèãåííûõ êëåòîê, êëåòî÷íîé ôðàêöèè àíòèãåííûõ êëåòîê èëè
âèðóñíûõ ÷àñòèö. Áåëêè ìîæíî ïîëó÷àòü èç êëåòî÷íîé ôðàêöèè, òàêîé êàê öèòîçîëü. Áåëêè
òàêæå ìîãóò ïðåäñòàâë òü ñîáîé íåöèòîçîëüíûå áåëêè (íàïðèìåð, áåëêè èç êëåòî÷íûõ
ñòåíîê, êëåòî÷íûõ ìåìáðàí èëè îðãàíåëë) èëè è òå, è äðóãèå. Êëåòî÷íûå ôðàêöèè ìîãóò
âêëþ÷àòü, áåç îãðàíè÷åíè , öèòîçîëüíûå ôðàêöèè, ìåìáðàííûå ôðàêöèè è ôðàêöèè
îðãàíåëë, òàêèå êàê  äåðíûå, ìèòîõîíäðèàëüíûå, ëèçîñîìàëüíûå è ïîëó÷åííûå èç
ýíäîïëàçìàòè÷åñêîé ñåòè ôðàêöèè. Áåëêîâûå ïðåïàðàòû ìîæíî ïîëó÷àòü èç
íåðåêîìáèíàíòíûõ èëè ðåêîìáèíàíòíûõ êëåòîê. Òåðìèí "àíòèãåííûå áåëêè", èñïîëüçóåìûé
â íàñòî ùåì äîêóìåíòå, òàêæå îõâàòûâàåò àíòèãåííûå ïîëèïåïòèäû è àíòèãåííûå
ïåïòèäû, êîòîðûå ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü â ïðåïàðàòå. Áåëêîâûé ïðåïàðàò, ïîëó÷åííûé èõ
àíòèãåííûõ êëåòîê èëè èõ êëåòî÷íûõ ôðàêöèé èëè âèðóñíûõ ÷àñòèö, ìîæíî, íåîá çàòåëüíî,
î÷èùàòü äî ðàçëè÷íûõ ñòåïåíåé îò äðóãèõ íåáåëêîâûõ ìàòåðèàëîâ ñ ïîìîùüþ ìåòîäèê,
èçâåñòíûõ ñïåöèàëèñòàì. Áåëêîâûé ïðåïàðàò ìîæåò âêëþ÷àòü ïî ìåíüøåé ìåðå 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% ðàçëè÷íûõ áåëêîâ è ïåïòèäîâ,
ïðèñóòñòâóþùèõ â àíòèãåííûõ êëåòêàõ èëè âèðóñíûõ ÷àñòèöàõ èëè ôðàêöèè àíòèãåííûõ
êëåòîê.

Â êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áåëêîâûå ïðåïàðàòû íå
ïîäâåðãàþòñ  êàêîìó áû òî íè áûëî ñïîñîáó ïîëó÷åíè , êîòîðûé èçáèðàòåëüíî óäàë åò èëè
ñîõðàí åò îäèí èëè áîëåå êîíêðåòíûõ áåëêîâ èç äðóãèõ áåëêîâ àíòèãåííûõ êëåòîê.

Â êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áåëêîâûé ïðåïàðàò
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ëèçàò öåëüíûõ êëåòîê, êîòîðûé íå áûë ôðàêöèîíèðîâàí è/èëè î÷èùåí,
è ìîæåò ñîäåðæàòü äðóãèå íåáåëêîâûå ìàòåðèàëû êëåòîê. Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áåëêîâûé ïðåïàðàò ïðåäñòàâë åò ñîáîé îáùèé
áåëîê êëåòî÷íîé ôðàêöèè, êîòîðûé íå ïîäâåðãàëñ  äîïîëíèòåëüíîìó ôðàêöèîíèðîâàíèþ
èëè î÷èñòêå, è ìîæåò ñîäåðæàòü äðóãèå íåáåëêîâûå ìàòåðèàëû êëåòîê. Â åùå îäíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áåëêîâûé ïðåïàðàò ïðåäñòàâë åò ñîáîé
îáùèé áåëîê â ïðåïàðàòå âèðóñíûõ ÷àñòèö. Â êîíêðåòíûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áåëêîâûé ïðåïàðàò âêëþ÷àåò îáùèé êëåòî÷íûé áåëîê, îáùèå
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öèòîçîëüíûå áåëêè èëè îáùèå ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàíû áåëêè àíòèãåííîé êëåòêè (êëåòîê).
Â ðàçëè÷íûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áåëêîâûé ïðåïàðàò
âêëþ÷àåò ïî ìåíüøåé ìåðå 20, 50, 100, 500, 1000, 5000, 10000 èëè 20000 ðàçëè÷íûõ
áåëêîâ. Ìíîæåñòâî ðàçëè÷íûõ àíòèãåííûõ áåëêîâ ïðèñóòñòâóåò â áåëêîâîì ïðåïàðàòå
àíòèãåííûõ êëåòîê. Êðîìå òîãî, áåëêè â áåëêîâîì ïðåïàðàòå ìîãóò ïîäâåðãàòüñ  ñòàäèè
ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè  ïðîòåèíàçîé ïåðåä ñâ çûâàíèåì â êîìïëåêñ in vitro ñ HSP
èëè α2Ì. Àëüòåðíàòèâíî áåëêè â áåëêîâîì ïðåïàðàòå íå ïîäâåðãàþòñ  ñòàäèè
ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè  ïðîòåèíàçîé ïåðåä ñâ çûâàíèåì â êîìïëåêñ in vitro ñ HSP
èëè α2Ì.

Äë  èçãîòîâëåíè  áåëêîâîãî ïðåïàðàòà àíòèãåííûõ êëåòîê èëè âèðóñíûõ ÷àñòèö
ëèçèðîâàíèå àíòèãåííûõ êëåòîê èëè ðàçðóøåíèå êëåòî÷íûõ ñòåíîê, êëåòî÷íûõ ìåìáðàí èëè
ñòðóêòóðû âèðóñíûõ ÷àñòèö ìîæíî îñóùåñòâë òü ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ñõåì, èçâåñòíûõ
ñïåöèàëèñòàì. Â ðàçëè÷íûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
àíòèãåííûå êëåòêè ìîæíî ëèçèðîâàòü, íàïðèìåð, ìåõàíè÷åñêèì èçìåëü÷åíèåì, îáðàáîòêîé
óëüòðàçâóêîì, çàìîðàæèâàíèåì è îòòàèâàíèåì, ïîäáîðîì îñìîë ðíîñòè ñðåäû,
îêðóæàþùåé êëåòêè èëè êîìáèíàöèåé äàííûõ ìåòîäèê. Â ìåíåå ïðåäïî÷òèòåëüíûõ
âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòèãåííûå êëåòêè ìîãóò áûòü
ëèçèðîâàíû õèìè÷åñêèìè àãåíòàìè, òàêèìè êàê ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíûå âåùåñòâà.

Ïîñëå òîãî êàê êëåòêè áûëè ëèçèðîâàíû, æåëàòåëüíî óäàëèòü êëåòî÷íûé äåáðèñ,
ìàòåðèàëû, êîòîðûå íå  âë þòñ  áåëêîâûìè, èëè ìàòåðèàëû, êîòîðûå íå ñîäåðæàò
öèòîçîëüíûå è/èëè ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàíû áåëêè (âêëþ÷à  áåëêè â ìåìáðàíàõ îðãàíåëë).
Óäàëåíèå äàííûõ êîìïîíåíòîâ ìîæíî îñóùåñòâë òü òàêèìè ìåòîäèêàìè, êàê
öåíòðèôóãèðîâàíèå íà ìàëûõ ñêîðîñò õ èëè ôèëüòðîâàíèå. Ïîñëå óäàëåíè  êëåòî÷íîãî
äåáðèñà è èíòàêòíûõ êëåòîê ìîæíî èñïîëüçîâàòü ñòàäèþ öåíòðèôóãèðîâàíè  íà áîëüøèõ
ñêîðîñò õ, ÷òîáû îòäåëèòü öèòîçîëüíûå áåëêè, êîòîðûå ñîáèðàþòñ  â íàäîñàäî÷íîé
æèäêîñòè, è ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàíû áåëêè, êîòîðûå ñîáèðàþòñ  â öåíòðèôóæíîì îñàäêå.
Ñòàíäàðòíûå ïðîöåäóðû, îáùåèçâåñòíûå â äàííîé îáëàñòè, ïîçâîë þò âûäåë òü òàêæå
ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàíû áåëêè èç öåíòðèôóæíîãî îñàäêà. Ñòàíäàðòíûå ìåòîäèêè,
îáùåèçâåñòíûå â äàííîé îáëàñòè, ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ýêñòðàãèðîâàíè  âèðóñíûõ
áåëêîâ èç âèðóñíûõ ÷àñòèö. Â îïðåäåëåííûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  èñïîëüçóåìûå ñïîñîáû íå óäàë þò èëè íå ñîõðàí þò èçáèðàòåëüíî ëþáîé
áåëîê (áåëêè) èç äðóãèõ áåëêîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â àíòèãåííûõ êëåòêàõ, â öèòîçîëå èëè â
ìåìáðàíàõ, èëè íå ïðèñïîñîáëåíû äë  ýòîãî.

Â äðóãèõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , íåîá çàòåëüíî, áåëêè èõ
àíòèãåííûõ êëåòîê ìîæíî ðàçäåë òü ïî èõ îáùèì áèîõèìè÷åñêèì è/èëè áèîôèçè÷åñêèì
ñâîéñòâàì, òàêèì êàê ðàçìåð, çàð ä èëè èõ êîìáèíàöèè. Äë  îñóùåñòâëåíè  ðàçäåëåíè 
ìîæíî èñïîëüçîâàòü ëþáûå ìåòîäèêè, èçâåñòíûå ñïåöèàëèñòàì. Âûáðàííûå ôðàêöèè
áåëêîâ/ïåïòèäîâ, êîòîðûå âêëþ÷àþò ïî ìåíüøåé ìåðå 20, 50, 100, 500, 1000, 5000, 10000
èëè 20000 ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, èëè êîòîðûå âêëþ÷àþò ïî ìåíüøåé ìåðå 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â
àíòèãåííûõ êëåòêàõ èëè èõ êëåòî÷íîé ôðàêöèè èëè â âèðóñíûõ ÷àñòèöàõ, èñïîëüçóþò äë 
îáðàçîâàíè  êîìïëåêñîâ ñ HSP èëè α2Ì.

Ïðèìåð ñïîñîáà, áåç îãðàíè÷åíè , êîòîðûé ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  èçãîòîâëåíè 
áåëêîâîãî ïðåïàðàòà, âêëþ÷àþùåãî öèòîçîëüíûå áåëêè,  âë åòñ  ñëåäóþùèì.

Êëåòêè, êîòîðûå ìîãóò ïðåäñòàâë òü ñîáîé îïóõîëåâûå êëåòêè, ïîëó÷åííûå áèîïñèåé ó
ïàöèåíòà, èëè îïóõîëåâûå êëåòêè, êóëü òèðîâàííûå in vitro, èëè êëåòêè, èíôèöèðîâàííûå
ïàòîãåííûì àãåíòîì, ñóñïåíäèðóþò â 3 îáúåìàõ 1X ëèçèñíîãî áóôåðà, ñîäåðæàùåãî 30 ìÌ
áèêàðáîíàòà íàòðè , ðÍ 7,5, 1 ìÌ PMSF, èíêóáèðóþò íà ëüäó â òå÷åíèå 20 ìèíóò, à çàòåì
ðàçáóõøèå â ãèïîòîíè÷åñêîé ñðåäå êëåòêè ãîìîãåíèçèðóþò â ãîìîãåíèçàòîðå Dounce äî òåõ
ïîð, ïîêà íå ëèçèðóåòñ  >95% êëåòîê. Â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâû ìåõàíè÷åñêîìó
èçìåëü÷åíèþ êëåòêè ìîæíî îáðàáàòûâàòü óëüòðàçâóêîì íà ëüäó, äî òåõ ïîð, ïîêà íå
ëèçèðóåòñ  >99% êëåòîê, ÷òî îïðåäåë þò èññëåäîâàíèåì ïîä ìèêðîñêîïîì. Â ñëó÷àå, êîãäà
èñïîëüçóåòñ  óëüòðàçâóêîâà  îáðàáîòêà, êëåòêè ñóñïåíäèðóþò â áóôåðå, òàêîì êàê
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ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð ñ ôîñôàòíûì áóôåðîì (PBS), êîòîðûé ìîæåò ñîäåðæàòü 1 ìÌ
PMSF, ïåðåä óëüòðàçâóêîâîé îáðàáîòêîé.

Ëèçàò öåíòðèôóãèðóþò ïðè 1000 g â òå÷åíèå 10 ìèíóò äë  óäàëåíè  èíòàêòíûõ êëåòîê,
 äåð è äðóãîãî êëåòî÷íîãî äåáðèñà. Ïîëó÷åííóþ íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü ïîâòîðíî
öåíòðèôóãèðóþò ïðèáëèçèòåëüíî ïðè 100000 g â òå÷åíèå ïðèáëèçèòåëüíî îäíîãî ÷àñà, è
íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü ñîáèðàþò. Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü, ïîëó÷åííóþ ïðè 100000 g,
ìîæíî äèàëèçèðîâàòü â òå÷åíèå 36 ÷àñîâ ïðè 4°Ñ (òðè ðàçà, ïî 100 îáúåìîâ êàæäûé)
ïðîòèâ PBS èëè äðóãîãî ïîäõîä ùåãî áóôåðà, äë  ïîëó÷åíè  ðàñòâîðèìûõ öèòîçîëüíûõ
áåëêîâ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ. Åñëè ýòî íåîáõîäèìî, íåðàñòâîðèìûé ìàòåðèàë â
ïðåïàðàòå ìîæíî óäàë òü ôèëüòðîâàíèåì èëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì íà ìàëûõ ñêîðîñò õ.

Ïðèìåð ñïîñîáà, áåç îãðàíè÷åíè , êîòîðûé ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  èçãîòîâëåíè 
áåëêîâîãî ïðåïàðàòà, âêëþ÷àþùåãî ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàíû áåëêè,  âë åòñ  ñëåäóþùèì:

Êëåòêè, êîòîðûå ìîãóò ïðåäñòàâë òü ñîáîé îïóõîëåâûå êëåòêè, ïîëó÷åííûå áèîïñèåé ó
ïàöèåíòà, èëè îïóõîëåâûå êëåòêè, êóëüòèâèðîâàííûå in vitro, èëè êëåòêè,
èíôèöèðîâàííûå ïàòîãåííûì àãåíòîì, ñóñïåíäèðóþò â 3 îáúåìàõ 1X ëèçèñíîãî áóôåðà,
ñîäåðæàùåãî 30 ìÌ áèêàðáîíàòà íàòðè , ðÍ 7,5, 1 ìÌ PMSF, èíêóáèðóþò íà ëüäó â òå÷åíèå
20 ìèíóò, à çàòåì ðàçáóõøèå â ãèïîòîíè÷åñêîé ñðåäå êëåòêè ãîìîãåíèçèðóþò â
ãîìîãåíèçàòîðå Dounce äî òåõ ïîð, ïîêà íå ëèçèðóåòñ  >95% êëåòîê. Â êà÷åñòâå
àëüòåðíàòèâû ìåõàíè÷åñêîìó èçìåëü÷åíèþ êëåòêè ìîæíî îáðàáàòûâàòü óëüòðàçâóêîì íà
ëüäó, äî òåõ ïîð, ïîêà íå ëèçèðóåòñ  >99% êëåòîê, ÷òî îïðåäåë þò èññëåäîâàíèåì ïîä
ìèêðîñêîïîì. Â ñëó÷àå, êîãäà èñïîëüçóåòñ  óëüòðàçâóêîâà  îáðàáîòêà, êëåòêè
ñóñïåíäèðóþò â áóôåðå, òàêîì êàê ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð ñ ôîñôàòíûì áóôåðîì (PBS),
êîòîðûé ìîæåò ñîäåðæàòü 1 ìÌ PMSF, ïåðåä óëüòðàçâóêîâîé îáðàáîòêîé.

Ëèçàò çàòåì öåíòðèôóãèðóþò ïðè 100000 g â òå÷åíèå 10 ìèíóò äë  ñáîðà êëåòî÷íûõ
ìåìáðàí. Ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàíû áåëêè ìîæíî óäàëèòü èç ëèïèäíîãî äâîéíîãî ñëî  è
èçîëèðîâàòü èç öåíòðèôóæíîãî îñàäêà, ïîëó÷åííîãî ïðè 100000 g (ãäå ðàñïîëàãàþòñ 
ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàíû áåëêè), ïóòåì ðåñóñïåíäèðîâàíè  öåíòðèôóæíîãî îñàäêà â 5
îáúåìàõ PBS, ñîäåðæàùåãî 1% äåýîêñèõîëàòà íàòðè  (áåç Ñà2+ è Mg2+), è èíêóáèðîâàòü
íà ëüäó â òå÷åíèå 1 ÷. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðóþò â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 20000
g è ïîëó÷åííóþ íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü ñîáèðàþò è äèàëèçèðóþò ïðîòèâ íåñêîëüêèõ ñìåí
PBS (áåç Ñà2+ è Mg2+) äë  óäàëåíè  ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíîãî âåùåñòâà. Ïîëó÷åííûé
äèàëèçàò öåíòðèôóãèðóþò â òå÷åíèå 90 ìèí ïðè 100000 g è íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü
ïîäâåðãàþò äàëüíåéøåé î÷èñòêå. Çàòåì ê íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè äîáàâë þò êàëüöèé è
ìàãíèé äî êîíå÷íûõ êîíöåíòðàöèé 2 ìÌ. Åñëè ýòî íåîáõîäèìî, íåðàñòâîðèìûé ìàòåðèàë â
ïðåïàðàòå ìîæíî óäàë òü ôèëüòðîâàíèåì èëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì íà ìàëûõ ñêîðîñò õ.

Â êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïîïóë öèþ
öèòîçîëüíûõ è/èëè ïîëó÷åííûõ èç ìåìáðàíû áåëêîâ, ïîëó÷åííóþ èç àíòèãåííûõ êëåòîê,
ìîæíî ñâ çàòü â êîìïëåêñ ñ HSP èëè α2Ì íåïîñðåäñòâåííî, áåç îáðàáîòêè ïðîòåèíàçàìè
èëè ëþáîãî äîïîëíèòåëüíîãî ïðîöåññà ýêñòðàãèðîâàíè  èëè ñåëåêöèè. Àëüòåðíàòèâíî,
ïåðåä îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñà áåëêè ìîæíî ïîäâåðãàòü îáðàáîòêå ïðîòåèíàçàìè.

4.2.2. ÏÅÏÒÈÄÛ ÈÇ ÀÍÒÈÃÅÍÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ
Ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ öèòîçîëüíûå è ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàíû áåëêè,

ïîëó÷åííûå èç àíòèãåííûõ êëåòîê, ìîæíî, íåîá çàòåëüíî, ïîäâåðãàòü ôåðìåíòàòèâíîé
îáðàáîòêå äë  ïîëó÷åíè  àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ. Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  â ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêå èñïîëüçóþò öèòîçîëüíûå èëè
ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàíû áåëêè. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  öèòîçîëüíûå è ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàíû áåëêè îáúåäèí þò â ðåàêöèè
ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè  äë  ïîëó÷åíè  àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ. Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ
âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áåëêîâûå ïðåïàðàòû, êîòîðûå
èñïîëüçóþò â ôåðìåíòàòèâíîì ðàñùåïëåíèè ïðîòåèíàçàìè, íå ïîäâåðãàþò êàêèì áû òî íè
áûëî ñïîñîáàì èçãîòîâëåíè , êîòîðûå óäàë þò èëè ñîõðàí þò èçáèðàòåëüíî îäèí èëè
áîëåå êîíêðåòíûõ áåëêîâ èç äðóãèõ áåëêîâ â àíòèãåííûõ êëåòêàõ, èëè öèòîçîëü èëè
ìåìáðàíû àíòèãåííûõ êëåòîê.
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Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè ìîæíî èñïîëüçîâàòü ðàçëè÷íûå ïðîòåèíàçû èëè
ïðîòåîëèòè÷åñêèå ôåðìåíòû äë  ïîëó÷åíè  èç áåëêîâûõ ïðåïàðàòîâ àíòèãåííûõ êëåòîê
ïîïóë öèè ïåïòèäîâ, êîòîðà  âêëþ÷àåò àíòèãåííûå ïåïòèäû. Ôåðìåíòàòèâíîå
ðàñùåïëåíèå ìîæíî îñóùåñòâë òü èíäèâèäóàëüíî èëè â ïîäõîä ùèõ êîìáèíàöè õ ñ
ëþáûì èç ïðîòåîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ, êîòîðûå õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì, âêëþ÷à ,
áåç îãðàíè÷åíè , òðèïñèí, ñòàôèëîêîêêîâóþ ïåïòèäàçó I (èçâåñòíóþ òàêæå êàê ïðîòåèíàçà
V8), õèìîòðèïñèí, ïåïñèí, êàòåïñèí G, òåðìîëèçèí, ýëàñòàçó è ïàïàèí. Òðèïñèí
ïðåäñòàâë åò ñîáîé âûñîêîñïåöèôè÷íóþ ñåðèíîâóþ ïðîòåèíàçó, êîòîðà  ðàñùåïë åò
êàðáîêñèë-êîíöåâîé ó÷àñòîê ëèçèíà è àðãèíèíà. Â ñèëó îãðàíè÷åííîãî êîëè÷åñòâà
ó÷àñòêîâ ðàñùåïëåíè , îí, êàê îæèäàåòñ , îñòàâë åò ìíîãî ÌÍÑ-ñâ çûâàþùèõ ýïèòîïîâ
èíòàêòíûìè. Ñòàôèëîêîêêîâà  ïåïòèäàçà I, ñåðèíîâà  ïðîòåèíàçà, îáëàäàåò
ñïåöèôè÷íîñòüþ â îòíîøåíèè ðàñùåïëåíè  ïîñëå îñòàòêîâ ãëóòàìèíîâîé è àñïàðàãèíîâîé
êèñëîòû. Ôåðìåíòàòèâíîå ðàñùåïëåíèå ìîæíî îñóùåñòâë òü îäíîé ïðîòåèíàçîé èëè
ñìåñüþ ïðîòåèíàç. Èñïîëüçóåìûå ïðîòåèíàçû èëè ïðîòåîëèòè÷åñêèå ôåðìåíòû
èíêóáèðóþò â óñëîâè õ, ïîäõîä ùèõ äë  êîíêðåòíîãî ôåðìåíòà. Ïðåäïî÷òèòåëüíî ôåðìåíò
 âë åòñ  î÷èùåííûì. Íåôåðìåíòàòèâíûå ñïîñîáû, òàêèå êàê ðàñùåïëåíèå
öèàíîãåíáðîìèäîì, òàêæå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ïîëó÷åíè  ïåïòèäîâ. Áåëêîâûé
ïðåïàðàò, ïðåäíàçíà÷åííûé äë  ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè , ìîæíî ðàçäåëèòü íà
àëèêâîòû äë  ìíîæåñòâà ðåàêöèé, â êàæäîé èç êîòîðûõ èñïîëüçóþòñ  ðàçíûå ôåðìåíòû, è
ïîëó÷åííûå ïåïòèäû ìîæíî, íåîá çàòåëüíî, îáúåäèí òü äë  èñïîëüçîâàíè . Ìîæåò íå
áûòü íåîáõîäèìûì ïîëíîñòüþ ôåðìåíòàòèâíî ðàñùåïë òü áåëêè â ôåðìåíòàòèâíûõ
ðåàêöè õ. Äàííûå ðåàêöèè ïðèâîä ò ê ãåíåðàöèè ðàçíîîáðàçíîãî è îòëè÷àþùåãîñ  ð äà
ïåïòèäîâ äë  êàæäîãî áåëêà, êîòîðûé ïðèñóòñòâóåò â áåëêîâîì ïðåïàðàòå. Ïîëó÷åíèå
ðàçëè÷íûõ ð äîâ ïåïòèäîâ äàåò áîëåå âûñîêóþ âåðî òíîñòü ïîëó÷åíè  àíòèãåííûõ
ïåïòèäîâ, êîòîðûå ñïîñîáíû èíäóöèðîâàòü èììóííûé îòâåò íà àíòèãåíû â áåëêîâîì
ïðåïàðàòå, êîãäà èõ êîìïëåêñèðóþò ñ HSP èëè α2Ì. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áåëêîâûé ïðåïàðàò, ïðåäíàçíà÷åííûé äë 
ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè , ðàçäåë þò íà àëèêâîòû äë  äâóõ îòäåëüíûõ ðåàêöèé, è
äâà ðàçëè÷íûõ ïðîòåîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòà èñïîëüçóþò äë  ïîëó÷åíè  äâóõ ðàçëè÷íûõ
ð äîâ ïåïòèäîâ áåëêîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â áåëêîâîì ïðåïàðàòå. Â çàâèñèìîñòè îò áåëêîâ,
ôåðìåíòîâ è óñëîâèé ðåàêöèè â ðåàêöèîííûõ ñìåñ õ ìîãóò îñòàâàòüñ  íåðàñùåïëåííûå
áåëêè. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  òðèïñèí è
ñòàôèëîêîêêîâóþ ïåïòèäàçó I èñïîëüçóþò ïî îòäåëüíîñòè äë  ôåðìåíòàòèâíîãî
ðàñùåïëåíè  áåëêîâîãî ïðåïàðàòà.

Â äðóãîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
ïðîòåîëèòè÷åñêèå ôåðìåíòû, èñïîëüçóåìûå â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè, äåìîíñòðèðóþò
ñõîäíóþ àêòèâíîñòü ñ ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, êîòîðà  îáíàðóæèâàåòñ  â
ïðîòåàñîìå. Ïðîòåàñîìà îòâå÷àåò çà ýêñòðàëèçîñîìàëüíóþ, ýíäîêàòàëèòè÷åñêóþ
äåãðàäàöèþ öèòîçîëüíûõ è  äåðíûõ áåëêîâ â êëåòêå, êîòîðûå èìåþò íåïðàâèëüíóþ óêëàäêó
èëè ïîâðåæäåíû. Ïðîòåàñîìà ìîæåò ðàçðóøàòü áåëêè ïîëíîñòüþ, äî àìèíîêèñëîò, ìîæåò
ãåíåðèðîâàòü îïòèìàëüíûå ýïèòîïû ñâ çûâàíè  ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòèìîñòè
êëàññà I (MHC I) è ìîæåò ãåíåðèðîâàòü áîëåå äëèííûå ïåïòèäíûå ïðåäøåñòâåííèêè,
êîòîðûå ìîãóò ïîòåíöèàëüíî ïðåòåðïåâàòü äàëüíåéøèé òðèììèíã ãäå-ëèáî â êëåòêå äë 
ïîëó÷åíè  ýïèòîïîâ öèòîòîêñè÷åñêèõ Ò-êëåòîê. Ïðîòåàñîìà ïðåäïî÷òèòåëüíî ðàñùåïë åò
êàðáîêñèë(ÑÎÎÍ)-ó÷àñòîê îñíîâíûõ, êèñëûõ è ãèäðîôîáíûõ àìèíîêèñëîò. Òðè èçâåñòíûå
ïðîòåîëèòè÷åñêèå ôåðìåíòàòèâíûå àêòèâíîñòè, êîòîðûå ïðèñóòñòâóþò â ïðîòåàñîìå,
ïðåäñòàâë þò ñîáîé õèìîòðèïñèíîïîäîáíóþ àêòèâíîñòü, òðèïñèíîïîäîáíóþ àêòèâíîñòü è
ïåïòèäèëãëóòàìèëïåïòèä-ãèäðîëèçèðóþùóþ àêòèâíîñòü (Uebel and Tampe, 1999, Curr. Opin.
Immunol. 11:2 203-208). Â êà÷åñòâå òàêîâûõ, ôåðìåíòû, îáëàäàþùèå óêàçàííîé
àêòèâíîñòüþ è ñïåöèôè÷íîñòüþ, ìîæíî èñïîëüçîâàòü ïî îòäåëüíîñòè èëè â êîìáèíàöèè äë 
ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè  áåëêîâîãî ïðåïàðàòà. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  èñïîëüçóþò òðèïñèí, õèìîòðèïñèí è/èëè
ïåïòèäèëãëóòàìèëïåïòèä-ãèäðîëàçó.
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Ïîëó÷åííûå ïåïòèäíûå ïðîäóêòû ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè  âêëþ÷àþò àíòèãåííûå
ïåïòèäû, íåàíòèãåííûå ïåïòèäû è îäèíî÷íûå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè. Ðåàêöèîííûå
ñìåñè ìîãóò òàêæå ñîäåðæàòü íåðàñùåïëåííûå èëè íå ïîëíîñòüþ ðàñùåïëåííûå
àíòèãåííûå áåëêè. Ïðîäóêòû ðàñùåïëåíè  ïðîòåîëèòè÷åñêèìè ôåðìåíòàìè ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ ïîäâåðãàþò ìîíèòîðèíãó äë  ãåíåðàöèè ïåïòèäîâ, êîòîðûå èìåþò
æåëàòåëüíûå ïðåäåëû äëèíû. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  ïîëó÷åííûå ïåïòèäû ñîñòî ò ïðèáëèçèòåëüíî èç 7-20 àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ. Áîëüøèíñòâî àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ, êîòîðûå ïðåçåíòèðóþòñ  Ò-êëåòêàì ÌÍÑ
êëàññà I è êëàññà II, íàõîä òñ  â óêàçàííûõ ïðåäåëàõ. Â ðàçëè÷íûõ âàðèàíòàõ
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïîïóë öè  ïåïòèäîâ âêëþ÷àåò ïåïòèäû, èìåþùèå
ïðåäåëû ðàçìåðîâ îò 6 äî 21, îò 8 äî 19, îò 10 äî 20 èëè ïî ìåíüøåé ìåðå 7, 8, 9, 10,
11, 12, 15, 20, 25, 30, 40, 45 èëè 50 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ
âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòèãåííûå ïåïòèäû èìåþò 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 èëè 20 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Äë  ìîíèòîðèíãà
õîäà ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè  áåëêîâ ìîæíî âûïîëí òü òåñò-ðåàêöèþ, êîãäà èç
ðåàêöèîííîé ñìåñè èçûìàþòñ  ìàëûå àëèêâîòû ïðîäóêòà ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè 
áåëêîâ è îòñëåæèâàåòñ  õîä ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè  ïîñðåäñòâîì ýëåêòðîôîðåçà â
òðèöèí-ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ("òðèöèí-PAGE"), âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé
õðîìàòîãðàôèè ("ÂÝÆÕ") èëè ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè èëè ëþáîãî äðóãîãî ñïîñîáà
îïðåäåëåíè  ðàçìåðà ïåïòèäîâ, èçâåñòíîãî ñïåöèàëèñòàì. Èñïîëüçó  ïîäîáíóþ òåñò-
ðåàêöèþ, ìîæíî îïðåäåëèòü, êîãäà ïåïòèäíûå ôðàãìåíòû êîíêðåòíûõ ïðåäåëîâ ðàçìåðà
áóäóò ãåíåðèðîâàíû ïðè îïðåäåëåííîé êîíöåíòðàöèè ôåðìåíòà. Äðóãèå ïåðåìåííûå
ïàðàìåòðû ðåàêöèè, êîòîðûìè ìîæíî ìàíèïóëèðîâàòü, âêëþ÷àþò êîëè÷åñòâî áåëêà â
ðåàêöèîííîé ñìåñè, òåìïåðàòóðó, ïðîäîëæèòåëüíîñòü èíêóáèðîâàíè , ïðèñóòñòâèå
êîôàêòîðîâ è ò.ï.

Ïîñëå óñòàíîâêè ïîäõîä ùèõ óñëîâèé äë  ãåíåðàöèè ïåïòèäíûõ ôðàãìåíòîâ êîíêðåòíûõ
ïðåäåëîâ ðàçìåðà èç òèïà àíòèãåííîé êëåòêè, óñëîâè  ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè ìîæíî
ïðîäóáëèðîâàòü äë  ãåíåðàöèè àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ, êîòîðûå ìîæíî îáúåäèí òü.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû ôåðìåíòàòèâíîå ðàñùåïëåíèå ïðåêðàùàëîñü äî òîãî, êàê
ïåïòèäû áóäóò îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ñ HSP èëè α2Ì.  Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  äë  òåðìèíàöèè ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè  ìîæíî
èñïîëüçîâàòü èíãèáèòîðû. Èíãèáèòîðû ôåðìåíòîâ, êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü â
íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè, âêëþ÷àþò, áåç îãðàíè÷åíè , PMSF, áåñòàòèí, àìàñòàòèí,
ëåéïåïòèí è öèñòàòèí, â çàâèñèìîñòè îò òîãî, êàêèå ôåðìåíòû èñïîëüçîâàëèñü äë 
ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè . Èíãèáèòîðû áîëüøèíñòâà ïðîòåèíàç õîðîøî èçâåñòíû
ñïåöèàëèñòàì. Àëüòåðíàòèâíî, äðóãèì ñïîñîáîì òåðìèíàöèè ôåðìåíòàòèâíîãî
ðàñùåïëåíè   âë åòñ  ôèçè÷åñêîå óäàëåíèå ôåðìåíòà èç ðåàêöèîííîé ñìåñè. Ýòî ìîæíî
îñóùåñòâèòü çàêðåïëåíèåì ôåðìåíòà âûáîðà íà òâåðäîé ôàçå, òàêîé êàê ñìîëà èëè
ìàòåðèàë, êîòîðûé ìîæíî ëåãêî óäàëèòü èç ðåàêöèîííîé ñìåñè õîðîøî èçâåñòíûìè
ñïîñîáàìè, òàêèìè êàê öåíòðèôóãèðîâàíèå èëè ôèëüòðîâàíèå. Áåëêîâîìó ïðåïàðàòó
ïîçâîë þò êîíòàêòèðîâàòü èëè ïðîòåêàòü ÷åðåç òâåðäóþ ôàçó â òå÷åíèå îïðåäåëåííîãî
ïåðèîäà âðåìåíè. Óêàçàííûå èììîáèëèçèðîâàííûå ôåðìåíòû ìîæíî ïðèîáðåñòè èç
êîììåð÷åñêèõ èñòî÷íèêîâ èëè ìîæíî èçãîòîâèòü ñ ïîìîùüþ ïðîöåäóð, õîðîøî èçâåñòíûõ
ñïåöèàëèñòàì.

Â êîíöå ðåàêöèè ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè  ïåïòèäû â ïðåïàðàòå ìîæíî,
íåîá çàòåëüíî, îòäåëèòü îò íèçêîìîëåêóë ðíûõ ìàòåðèàëîâ, òàêèõ êàê äèïåïòèäû èëè
îòäåëüíûå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè. Íàïðèìåð, ïåïòèäû ìîæíî èçîëèðîâàòü
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ÷åðåç ìåìáðàíó, òàêóþ êàê Centriprep-3. Íåîá çàòåëüíî, ïåïòèäû
ìîæíî îòäåëèòü ïî èõ îáùèì áèîõèìè÷åñêèì è/èëè áèîôèçè÷åñêèì ñâîéñòâàì, òàêèì êàê
ðàçìåð, çàð ä èëè èõ êîìáèíàöèè. Äë  îñóùåñòâëåíè  ðàçäåëåíè  ìîæíî èñïîëüçîâàòü
ëþáûå ìåòîäèêè, èçâåñòíûå ñïåöèàëèñòàì, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïîëó÷àþò ïðåïàðàò
ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè  áåëêîâ, ñîäåðæàùèé ïî ìåíüøåé ìåðå 50, 100, 500, 1000,
5000, 10000, 20000, 50000 èëè 100000 ðàçëè÷íûõ ïåïòèäîâ.
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Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïåïòèäû, êîòîðûå ýíäîãåííî
ïðèñóòñòâóþò â àíòèãåííûõ êëåòêàõ, ìîæíî èñïîëüçîâàòü ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, êàê
â îòäåëüíîñòè, òàê è â êîìáèíàöèè ñ ïåïòèäàìè, ãåíåðèðîâàííûìè ïðîòåîëèòè÷åñêèì
ðàñùåïëåíèåì öèòîçîëüíûõ è ïîëó÷åííûõ èç ìåìáðàíû áåëêîâ. Ïåïòèäû, êîòîðûå
ýíäîãåííî ïðèñóòñòâóþò â àíòèãåííûõ êëåòêàõ, âêëþ÷àþò ïåïòèäû, êîòîðûå in vivo
îáðàçóþò êîìïëåêñ ñ HSP è/èëè ìîëåêóëàìè ÌÍÑ êëàññà I è II. Ñîãëàñíî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, äàííûå ïåïòèäû, êîòîðûå íåïîñðåäñòâåííî èçîëèðóþò èç áåëêîâîãî
ïðåïàðàòà àíòèãåííûõ êëåòîê, ìîæíî ñâ çàòü â êîìïëåêñ ñ HSP è/èëè α2Ì.

Â êîíêðåòíûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  â ïðîöåññå âûäåëåíè 
èñïîëüçóþò êàê öèòîçîëüíûå, òàê è ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàíû áåëêè. Â äðóãîì êîíêðåòíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  öèòîçîëüíûå è ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàíû
áåëêè â ïðîöåññå âûäåëåíè  îáúåäèí þò. Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áåëêîâûå ïðåïàðàòû, êîòîðûå èñïîëüçóþò â âûäåëåíèè, íå
ïîäâåðãàþòñ  êàêèì áû òî íè áûëî ñïîñîáàì ïîëó÷åíè , êîòîðûå èçáèðàòåëüíî óäàë þò
èëè ñîõðàí þò îäèí èëè áîëåå êîíêðåòíûõ áåëêîâ èç äðóãèõ áåëêîâ â àíòèãåííûõ êëåòêàõ,
èëè öèòîçîëü èëè ìåìáðàíû àíòèãåííûõ êëåòîê. Àíòèãåííûå ïåïòèäû âûäåë þò
íåïîñðåäñòâåííî èç áåëêîâîãî ïðåïàðàòà êëåòêè áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî âûäåëåíè 
êîìïëåêñîâ àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ ñ HSP èëè ìîëåêóëàìè ÌÍÑ. Ïðåäïî÷òèòåëüíî áåëêîâûé
ïðåïàðàò âêëþ÷àåò ïî ìåíüøåé ìåðå 20, 50, 100, 500, 1000, 5000, 10000 èëè 20000
ðàçëè÷íûõ áåëêîâ èëè âêëþ÷àåò ïî ìåíüøåé ìåðå 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â àíòèãåííûõ êëåòêàõ
èëè èõ êëåòî÷íîé ôðàêöèè èëè â âèðóñíûõ ÷àñòèöàõ.

Â ðàçëè÷íûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñïîñîá âêëþ÷àåò
âîçäåéñòâèå íà áåëêîâûé ïðåïàðàò ÀÒÔ, ãèäðîõëîðèäîì ãóàíèäè  è/èëè êèñëîòíûìè
óñëîâè ìè, òàêèì îáðàçîì, ÷òî àíòèãåííûå ïåïòèäû, êîòîðûå ñâ çàíû ñ áåëêàìè, òàêèìè
êàê HSP è ìîëåêóëû ÌÍÑ êëàññà I è II â áåëêîâîì ïðåïàðàòå, ìîãóò áûòü ýëþèðîâàíû.
Ìîæíî èñïîëüçîâàòü ìíîãèå ðàçëè÷íûå êèñëîòû, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè ,
òðèôòîðóêñóñíóþ êèñëîòó. Ñïåöèàëèñòàì èçâåñòíû ñïîñîáû èçîëèðîâàíè  ïåïòèäîâ èç
êîìïëåêñîâ HSP-ïåïòèä, òàêèå êàê â ðàáîòå Menoret et al., 1999, Biochem. Biophys.
Res. Commun. 262(3):813-8, êîòîðà  öåëèêîì âêëþ÷åíà â íàñòî ùèé äîêóìåíò â êà÷åñòâå
ññûëêè. Òàêæå äë  äèññîöèàöèè áåëêîâûõ àãðåãàòîâ ìîæíî èñïîëüçîâàòü ñïîñîáû,
èçâåñòíûå ñïåöèàëèñòàì, òàêèå êàê â ðàáîòå Marston and Hartley (1990, Meth. Enzymol.
182:264-276).

Â ÷àñòíîñòè, ïðîöåññ âûäåëåíè  âêëþ÷àåò âîçäåéñòâèå íà áåëêîâûé ïðåïàðàò
àíòèãåííûõ êëåòîê ÀÒÔ, íàïðèìåð, ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå îäíîãî ÷àñà,
è/èëè âîçäåéñòâèå íà áåëêîâûé ïðåïàðàò àíòèãåííûõ êëåòîê òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòîé
(TFA), íàïðèìåð, 0,1% TFA. Âîçäåéñòâèå, ïðåäïî÷òèòåëüíî, âêëþ÷àåò îáðàáîòêó áåëêîâîãî
ïðåïàðàòà óëüòðàçâóêîì â 0,1% TFA. Â íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  íà áåëêîâûé ïðåïàðàò ñíà÷àëà âîçäåéñòâóþò ÀÒÔ,
à çàòåì îáðàáàòûâàþò åãî óëüòðàçâóêîì â 0,1% TFA. Ïåðåä ïðîöåññîì ëèçèðîâàíè  êëåòîê
è âûäåëåíè  ìîæíî èñïîëüçîâàòü ðàçëè÷íûå èíãèáèòîðû ïðîòåèíàç, ÷òîáû ïðåäîòâðàòèòü
èëè óìåíüøèòü ðàñùåïëåíèå êëåòî÷íîãî áåëêà, êîòîðîå ìîæåò ïðèâåñòè ê îáðàçîâàíèþ
ïåïòèäîâ, êîòîðûå íå  âë þòñ  ýíäîãåííî ñâ çàííûìè ñ HSP èëè α2Ì. Íàïðèìåð, ìîæíî
èñïîëüçîâàòü ñìåñü 14 èíãèáèòîðîâ ïðîòåèíàç: ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèä (PMSF) 2
ìÌ, ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíà  êèñëîòà (EDTA) 1 ìÌ, ýòèëåíãëèêîëü-áèñ (Ð-
àìèíîýòèëîâûé ýôèð)N,N,N',N'-òåòðàóêñóñíà  êèñëîòà (EGTA) 1 ìÌ (âñå ïîëó÷åíû îò
êîìïàíèè Sigma, St. Louis, ÌÎ) è àíòèïàèí 20 ìã/ìë, áåñòàòèí 5 ìã/ìë, õåìîñòàòèí 20
òòã/ìë, Å64 20 Jig/ìë, ëåéïåïòèí 1 òòã/ìë, ïåïñòàòèí 1 ãã/ìë, ïåôàáëîê 40 Àã/ìë è
àïîïðîòåèí 1 - òêã/ìë (âñå ïîëó÷åíû îò êîìïàíèè Boehringer Mannheim, Indianopolis,
IN). Ïåïòèäû, ïîëó÷åííûå èç áåëêîâîãî ïðåïàðàòà, âêëþ÷àþò àíòèãåííûå ïåïòèäû è
íåàíòèãåííûå ïåïòèäû ðàçëè÷íûõ ðàçìåðîâ, âàðüèðóþùèõ â ïðåäåëàõ îò ïî ìåíüøåé ìåðå
1, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 20, 25, 30, 40, 45 èëè 50 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Â êîíöå
ïðîöåññà ïåïòèäû ïðåäïî÷òèòåëüíî ïîëó÷àþò îòäåëåíèåì îò áåëêîâ â ïðåïàðàòå ïåðåä
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îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñà ñ HSP èëè α2Ì. Íàïðèìåð, ïåïòèäû ìîæíî ïîëó÷àòü
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ÷åðåç ìåìáðàíó, òàêóþ êàê Centriprep-3, ñóøêîé â óñëîâè õ âàêóóìà
èëè õðîìàòîãðàôèåé ñ îáðàùåííîé ôàçîé, íàïðèìåð ôðàêöèîíèðîâàíèåì íà êîëîíêå
BioCad20 microanalytical HPLC Poros RH2 (Perseptive Biosystems, Cambridge, MA),
óðàâíîâåøåííîé 0,1% TFA â âîäå, è ýëþèðîâàíèåì àöåòîíèòðèëîì. Ñîîòâåòñòâåííî,
àíòèãåííûå ïåïòèäû, êîòîðûå ýíäîãåííî ïðèñóòñòâóþò â àíòèãåííûõ êëåòêàõ è êîòîðûå
âûäåë þò íåïîñðåäñòâåííî èç áåëêîâîãî ïðåïàðàòà, ìîæíî îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ñ HSP
è/èëè α2Ì. Àëüòåðíàòèâíî, ñìåøàííóþ ïîïóë öèþ ïåïòèäîâ, âêëþ÷àþùóþ ïåïòèäû,
êîòîðûå ýíäîãåííî ïðèñóòñòâóþò â àíòèãåííûõ êëåòêàõ, è ïåïòèäû èç ïîäâåðãíóòûõ
ôåðìåíòàòèâíîìó ðàñùåïëåíèþ öèòîçîëüíûõ è ïîëó÷åííûõ èç ìåìáðàíû áåëêîâ, ìîæíî
îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ñ HSP è/èëè α2Ì.

4.3. ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ HSP È α2M
Ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, àíòèãåííûå ïåïòèäû, ïîëó÷åííûå èç àíòèãåííûõ

êëåòîê, îáðàçóþò êîìïëåêñ ñ HSP è/èëè α2Ì. Îïèñàííûå â íàñòî ùåì äîêóìåíòå â êà÷åñòâå
ïðèìåðà ñïîñîáû ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  âûäåëåíè  è ïîëó÷åíè  HSP è α2Ì äë 
èñïîëüçîâàíè  â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè.

Õèòøîêîâûå áåëêè, êîòîðûå â íàñòî ùåì äîêóìåíòå óïîìèíàþòñ  âçàèìîçàìåí åìûì
îáðàçîì êàê ñòðåññîâûå áåëêè, ïðèãîäíûå äë  ïðàêòè÷åñêîãî îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè , ìîæíî âûáèðàòü èç ëþáûõ êëåòî÷íûõ áåëêîâ, êîòîðûå óäîâëåòâîð þò
ñëåäóþùèì êðèòåðè ì. Ýòî áåëîê, ÷ü  âíóòðèêëåòî÷íà  êîíöåíòðàöè  âîçðàñòàåò, êîãäà
êëåòêà ïîäâåðãàåòñ  âîçäåéñòâèþ ñòðåññîãåííîãî ðàçäðàæèòåë , îí ñïîñîáåí ñâ çûâàòüñ 
ñ äðóãèìè áåëêàìè èëè ïåïòèäàìè, îí ñïîñîáåí âûñâîáîæäàòü ñâ çàííûå áåëêè èëè
ïåïòèäû â ïðèñóòñòâèè àäåíîçèíòðèôîñôàòà (ÀÒÔ) èëè â êèñëîòíûõ óñëîâè õ; è îí
ïðåäñòàâë åò ñîáîé áåëîê, äåìîíñòðèðóþùèé ïî ìåíüøåé ìåðå 35% ãîìîëîãè÷íîñòü ñ
ëþáûì êëåòî÷íûì áåëêîì, èìåþùèì óêàçàííûå âûøå ñâîéñòâà.

Ïåðâûìè èäåíòèôèöèðîâàííûìè ñòðåññîâûìè áåëêàìè áûëè õèòøîêîâûå áåëêè (HSP).
Êàê ñëåäóåò èç èõ íàçâàíè , HSP ñèíòåçèðóþòñ  êëåòêîé â îòâåò íà òåïëîâîé øîê. Â
íàñòî ùåå âðåì  èäåíòèôèöèðîâàíî ï òü ãëàâíûõ êëàññîâ HSP íà îñíîâå ìîëåêóë ðíîé
ìàññû ÷ëåíîâ ñåìåéñòâà. Äàííûå êëàññû íàçûâàþò sHSP (ìàëûìè õèòøîêîâûìè áåëêàìè),
HSP60, HSP70, HSP90 è HSP100, ãäå ÷èñëà îòðàæàþò ïðèáëèçèòåëüíóþ ìîëåêóë ðíóþ
ìàññó HSP â êèëîäàëüòîíàõ. Ïîìèìî îñíîâíûõ ñåìåéñòâ HSP, áåëîê, ðàñïîëàãàþùèéñ  â
ýíäîïëàçìàòè÷åñêîé ñåòè, êàëüðåòèêóëèí, òàêæå áûë èäåíòèôèöèðîâàí êàê õèòøîêîâûé
áåëîê, ñïîñîáíûé âûçûâàòü èììóííûé îòâåò ïðè ñâ çûâàíèè â êîìïëåêñ ñ àíòèãåííûìè
ìîëåêóëàìè (Basu and Srivastava, 1999, J. Exp. Med. 189:797-202). Äðóãèå ñòðåññîâûå
áåëêè, êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè, âêëþ÷àþò, áåç îãðàíè÷åíè ,
grp78 (èëè BiP), ïðîòåèí-äèñóëüôèä-èçîìåðàçó (PDI), HSP 110 è grp170 (Lin et al.,
1993, Mol. Biol. Cell, 4:1109-1119; Wang et al., 2001, J. Immunol., 165:490-497).
Âïîñëåäñòâèè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ìíîãèå ÷ëåíû äàííûõ ñåìåéñòâ èíäóöèðóþòñ  â îòâåò
íà äðóãèå ñòðåññîãåííûå ðàçäðàæèòåëè, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè , íåäîñòàòî÷íîñòü
ïèòàíè , ìåòàáîëè÷åñêèå íàðóøåíè , êèñëîðîäíûå ðàäèêàëû, ãèïîêñèþ è èíôåêöèþ
âíóòðèêëåòî÷íûìè ïàòîãåíàìè (ñì. ðàáîòû Welch, May 1993, Scientific American 56-64;
Young, 1990, Annu. Rev. Immunol. 8:401-420; Craig, 1993, Science 260:1902-1903;
Gething et al., 1992, Nature 355:33-45 è Lindquist et al., 1988, Annu. Rev. Genetics
22:631-677), îïèñàíè  êîòîðûõ âêëþ÷åíû â íàñòî ùèé äîêóìåíò â êà÷åñòâå ññûëîê.
Ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî HSP/ñòðåññîâûå áåëêè, ïðèíàäëåæàùèå êî âñåì äàííûì ñåìåéñòâàì,
ìîæíî èñïîëüçîâàòü â ïðàêòè÷åñêîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .

Ãëàâíûå HSP ìîãóò íàêàïëèâàòüñ  â î÷åíü áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ â êëåòêàõ,
ïîäâåðãíóòûõ ñòðåññó, íî îíè íàáëþäàþòñ  â êëåòêàõ, êîòîðûå íå ïîäâåðãàëèñü ñòðåññó,
â ìàëûõ è óìåðåííûõ êîëè÷åñòâàõ. Íàïðèìåð, âûñîêîèíäóöèðóåìûé HSP70
ìëåêîïèòàþùèõ ñ òðóäîì âû âë åòñ  ïðè íîðìàëüíûõ òåìïåðàòóðàõ, íî ñòàíîâèòñ  îäíèì
èç íàèáîëåå àêòèâíî ñèíòåçèðóåìûõ áåëêîâ â êëåòêå ïîñëå òåïëîâîãî øîêà (Welch, et
al., 1985, J. Cell. Biol. 101:1198-1211). Íàïðîòèâ, áåëêè HSP90 è HSP60 ïðèñóòñòâóþò
â èçáûòêå ïðè íîðìàëüíûõ òåìïåðàòóðàõ â áîëüøèíñòâå, íî íå âî âñåõ, êëåòêàõ
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ìëåêîïèòàþùèõ è åùå áîëåå èíäóöèðóþòñ  òåïëîì (Lai, et al., 1984, Mol. Cell. Biol. 4:
2802-10; van Bergen en Henegouwen, et al., 1987, Genes Dev. 1:525-31).

Õèòøîêîâûå áåëêè  âë þòñ  îäíèìè èç íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûõ ñóùåñòâóþùèõ
áåëêîâ. Íàïðèìåð, DnaK, HSP70 èç E.coli, èìååò ïðèáëèçèòåëüíî 50% èäåíòè÷íîñòü
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ áåëêàìè HSP70 èç ýêñêîðèàòîâ (Bardwell, et al.,
1984, Proc. Natl. Acad. Sci. 81:848-852). Ñåìåéñòâà HSP60 è HSP90 òàêæå äåìîíñòðèðóþò
ñõîäíî âûñîêèå óðîâíè êîíñåðâàòèçìà âíóòðè ñåìåéñòâà (Hickey, et al., 1989, Mol.
Cell. Biol. 9:2615-2626; Jindal, 1989, Mol. Cell. Biol. 9:2279-2283). Êðîìå òîãî,
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñåìåéñòâà HSP60, HSP70 è HSP90 ñîñòî ò èç áåëêîâ, êîòîðûå
 âë þòñ  ðîäñòâåííûìè ñòðåññîâûì áåëêàì â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íàïðèìåð èìåþò áîëåå
35% àìèíîêèñëîòíîé èäåíòè÷íîñòè, íî ÷üè óðîâíè ýêñïðåññèè íå èçìåí þòñ  ñòðåññîì.
Òàêèì îáðàçîì, ïîëàãàþò, ÷òî îïðåäåëåíèå õèòøîêîâîãî áåëêà èëè ñòðåññîâîãî áåëêà,
èñïîëüçóåìîå â íàñòî ùåì äîêóìåíòå, îõâàòûâàåò äðóãèå áåëêè, èõ ìóòåèíû, àíàëîãè è
âàðèàíòû, èìåþùèå ïî ìåíüøåé ìåðå îò 35% äî 55%, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 55% äî 75% è
íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 75% äî 85% àìèíîêèñëîòíîé èäåíòè÷íîñòè ñ ÷ëåíàìè òðåõ
ñåìåéñòâ, óðîâíè ýêñïðåññèè êîòîðûõ â êëåòêå ïîâûøàþòñ  â îòâåò íà ñòðåññîãåííûé
ðàçäðàæèòåëü.

Â òîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , â êîòîðîì HSP ÷àñòü
êîìïëåêñà HSP-àíòèãåí ïåïòèä æåëàòåëüíî î÷èñòèòü îò êëåòîê, ìîæíî èñïîëüçîâàòü
ïðîöåäóðû î÷èñòêè, ïðèìåðû êîòîðûõ îïèñàíû â ðàçäåëàõ 4.3.1-4.3.3, íèæå, äë  î÷èñòêè
êîìïëåêñîâ HSP-ïåïòèä, ïîñëå ÷åãî HSP ìîæíî îòäåëèòü îò ýíäîãåííûõ êîìïëåêñîâ HSP-
ïåïòèä â ïðèñóòñòâèè ÀÒÔ èëè â êèñëîòíûõ óñëîâè õ, äë  ïîñëåäóþùåãî ñâ çûâàíè  â
êîìïëåêñ in vitro ñ ïîïóë öèåé àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ. Ñì. ðàáîòû Peng, et al., 1997, J.
Immunol. Methods, 204:13-21; Li and Srivastava, 1993, EMBO J. 12:3143-3151, êîòîðûå
âêëþ÷åíû â íàñòî ùèé äîêóìåíò â êà÷åñòâå ññûëîê. Íåñìîòð  íà òî ÷òî ïðîòîêîëû,
îïèñàííûå íèæå, îïèñàíû äë  îïóõîëåâûõ êëåòîê, èõ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  âûäåëåíè 
HSP èç ëþáûõ èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê è ëþáûõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê, íàïðèìåð òêàíåé,
èçîëèðîâàííûõ êëåòîê èëè èììîðòàëèçèðîâàííûõ ëèíèé ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê,
èíôèöèðîâàííûõ âíóòðèêëåòî÷íûì ïàòîãåíîì, îïóõîëåâûõ êëåòîê èëè ëèíèé îïóõîëåâûõ
êëåòîê.

4.3.1. ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ È Î×ÈÑÒÊÀ ÊÎÌÏËÅÊÑÎÂ HSP70-ÏÅÏÒÈÄ
Î÷èñòêà êîìïëåêñîâ HSP70-ïåïòèä áûëà îïèñàíà ðàíåå, ñì., íàïðèìåð, Udono et al.,

1993, J. Exp. Med. 178:1391-1396. Ïðîöåäóðà, êîòîðóþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü,
ïðåäñòàâëåííà  â êà÷åñòâå ïðèìåðà, áåç îãðàíè÷åíè , îïèñàíà íèæå.

Ñíà÷àëà îïóõîëåâûå êëåòêè ñóñïåíäèðóþò â 3 îáúåìàõ 1X ëèçèñíîãî áóôåðà,
ñîñòî ùåãî èç 30 ìÌ áèêàðáîíàòà íàòðè , ðÍ 7,5, 1 ìÌ PMSF. Çàòåì öåíòðèôóæíûé îñàäîê
îáðàáàòûâàþò óëüòðàçâóêîì íà ëüäó äî òåõ ïîð, ïîêà íå ëèçèðóåòñ  >99% êëåòîê, ÷òî
îïðåäåë þò èññëåäîâàíèåì ïîä ìèêðîñêîïîì. Â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâû óëüòðàçâóêîâîé
îáðàáîòêå, êëåòêè ìîæíî ëèçèðîâàòü ìåõàíè÷åñêèì èçìåëü÷åíèåì ïóòåì ãîìîãåíèçàöèè
êëåòîê â ãîìîãåíèçàòîðå Dounce, äî òåõ ïîð, ïîêà íå ëèçèðóåòñ  >95% êëåòîê.

Çàòåì ëèçàò öåíòðèôóãèðóþò ïðè 1000 g â òå÷åíèå 10 ìèíóò äë  óäàëåíè 
íåðàçðóøåííûõ êëåòîê,  äåð è äðóãîãî êëåòî÷íîãî äåáðèñà. Ïîëó÷åííóþ íàäîñàäî÷íóþ
æèäêîñòü ïîâòîðíî öåíòðèôóãèðóþò ïðè 100000 g â òå÷åíèå 90 ìèíóò, íàäîñàäî÷íóþ
æèäêîñòü ñîáèðàþò, à çàòåì ñìåøèâàþò ñ ñåôàðîçîé Con A, óðàâíîâåøåííîé
ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì ñ ôîñôàòíûì áóôåðîì (PBS), ñîäåðæàùèì 2 ìÌ Ñà2+ è 2 ìÌ
Mg2+. Â ñëó÷àå, êîãäà êëåòêè ëèçèðóþò ìåõàíè÷åñêèì èçìåëü÷åíèåì, íàäîñàäî÷íóþ
æèäêîñòü ðàçâîä ò ðàâíûì îáúåìîì 2Õ ëèçèñíîãî áóôåðà ïåðåä ñìåøèâàíèåì ñ
ñåôàðîçîé Con À. Íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè çàòåì ïîçâîë þò ñâ çûâàòüñ  ñ ñåôàðîçîé Con
À â òå÷åíèå 2-3 ÷àñîâ ïðè 4°Ñ. Ìàòåðèàë, êîòîðûé îñòàëñ  íåñâ çàííûì, ñîáèðàþò è
äèàëèçèðóþò â òå÷åíèå 36 ÷àñîâ (òðè ðàçà, 100 îáúåìîâ êàæäûé) ïðîòèâ 10 ìÌ òðèñ-
àöåòàòà, ðÍ 7,5, 0,1 ìÌ EDTA, 10 ìÌ NaCl, 1 ìÌ PMSF. Çàòåì äèàëèçàò öåíòðèôóãèðóþò
ïðè 17000 îá/ìèí (ðîòîð Sorvall SS34) â òå÷åíèå 20 ìèíóò. Çàòåì ïîëó÷åííóþ
íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü ñîáèðàþò è ïîìåùàþò íà êîëîíêó Mono Q FPLC, óðàâíîâåøåííóþ
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â 20 ìÌ òðèñ-àöåòàòå, ðÍ 7,5, 20 ìÌ NaCl, 0,1 ìÌ EDTA è 15 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëå.
Êîëîíêó çàòåì äîâîä ò ãðàäèåíòîì NaCl îò 20 ìÌ äî 500 ìÌ, à çàòåì ýëþèðóþò ôðàêöèè,
ôðàêöèîíèðîâàííûå ýëåêòðîôîðåçîì â íàòðèé-äîäåöèëñóëüôàò-ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå
(SDS-PAGE), è îõàðàêòåðèçîâûâàþò èõ èììóíîáëîòòèíãîì ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîäõîä ùåãî
àíòè-HSP70 àíòèòåëà (òàêîãî êàê èç êëîíà N27F3-4 îò êîìïàíèè StressGen).

Ôðàêöèè, äåìîíñòðèðóþùèå âûñîêóþ èììóíîðåàêòèâíîñòü ñ àíòè-HSP70 àíòèòåëîì,
îáúåäèí þò, è êîìïëåêñû ÍSÐ70-ïåïòèä îñàæäàþò ñóëüôàòîì àììîíè ; êîíêðåòíî, ñ
îòñåêàþùåé êîíöåíòðàöèåé ñóëüôàòà àììîíè  50%-70%. Ïîëó÷åííûé îñàäîê çàòåì
ñîáèðàþò öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 17000 îá/ìèí (ðîòîð SS34 Sorvall) è ïðîìûâàþò 70%
ñóëüôàòîì àììîíè . Ïðîìûòûé îñàäîê çàòåì ñîëþáèëèçèðóþò, à ëþáîé îñòàòî÷íûé
ñóëüôàò àììîíè  óäàë þò ãåëü-ôèëüòðàöèåé íà êîëîíêå Sephadex® G25 (Pharmacia).
Åñëè ýòî íåîáõîäèìî, ïîëó÷åííûé òàêèì ñïîñîáîì ïðåïàðàò HSP70 ìîæíî ïîâòîðíî
î÷èñòèòü íà êîëîíêå Mono Q FPLC, êàê îïèñàíî âûøå.

ÍSÐ70-ïåïòèäíûé êîìïëåêñ ìîæíî î÷èñòèòü äî íåñîìíåííîé ãîìîãåííîñòè ñ ïîìîùüþ
äàííîãî ñïîñîáà. Îáû÷íî 1 ìã HSP70-ïåïòèäíîãî êîìïëåêñà ìîæíî âûäåëèòü èç 1 ã
êëåòîê/òêàíè.

Óëó÷øåííûé ñïîñîá î÷èñòêè HSP70 âêëþ÷àåò êîíòàêòèðîâàíèå êëåòî÷íûõ áåëêîâ ñ ÀÒÔ
èëè íåãèäðîëèçóåìûì àíàëîãîì ÀÒÔ, çàêðåïëåííûì íà òâåðäîì ñóáñòðàòå, òàêèì îáðàçîì,
÷òî HSP70 â ëèçàòå ìîæåò ñâ çûâàòüñ  ñ ÀÒÔ èëè íåãèäðîëèçóåìûì àíàëîãîì ÀÒÔ, è
ýëþèðîâàíèå ñâ çàííîãî HSP70. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì ñïîñîáå èñïîëüçóþò êîëîíî÷íóþ
õðîìàòîãðàôèþ ñ ÀÒÔ, çàêðåïëåííûì íà òâåðäîì ñóáñòðàòå (íàïðèìåð, ñ ÀÒÔ-àãàðîçîé).
Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû HSP70 èìåþò áîëåå âûñîêóþ ñòåïåíü ÷èñòîòû è íå ñîäåðæàò
êîíòàìèíèðóþùèõ ïåïòèäîâ. Âûõîäû HSP70 òàêæå çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàþòñ 
ïðèáëèçèòåëüíî áîëåå ÷åì â 10 ðàç.

Àëüòåðíàòèâíî, äë  î÷èñòêè êîìïëåêñîâ ÍSÐ70-ïåïòèä ìîæíî èñïîëüçîâàòü
õðîìàòîãðàôèþ ñ íåãèäðîëèçóåìûìè àíàëîãàìè ÀÄÔ, âìåñòî ÀÒÔ. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà,
áåç îãðàíè÷åíè , âûäåëåíèå HSP70, íå ñîäåðæàùåãî ïåïòèäîâ, ñ èñïîëüçîâàíèåì
õðîìàòîãðàôèè ñ ÀÒÔ-àãàðîçîé, ìîæíî ïðîâîäèòü ñëåäóþùèì îáðàçîì.

Êëåòêè ñàðêîìû Meth A (500 ìèëëèîíîâ êëåòîê) ãîìîãåíèçèðóþò â ãèïîòîíè÷åñêîì
áóôåðå è ëèçàò öåíòðèôóãèðóþò ïðè 100000 g â òå÷åíèå 90 ìèíóò ïðè 4°Ñ. Íàäîñàäî÷íóþ
æèäêîñòü ïîìåùàþò íà êîëîíêó ñ ÀÒÔ-àãàðîçîé. Êîëîíêó ïðîìûâàþò áóôåðîì è ýëþèðóþò
5 îáúåìàìè êîëîíêè 3 ìÌ ÀÒÔ. HSP70 ýëþèðóåòñ  âî ôðàêöè õ ñ 2 ïî 10 âñåãî èç 15
ýëþèðîâàííûõ ôðàêöèé. Ýëþèðîâàííûå ôðàêöèè àíàëèçèðóþò ñ èñïîëüçîâàíèåì SDS-
PAGE. Ñ ïîìîùüþ äàííîé ïðîöåäóðû ìîæíî î÷èùàòü HSP70 äî íåñîìíåííîé
ãîìîãåííîñòè.

4.3.2. ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ È Î×ÈÑÒÊÀ ÊÎÌÏËÅÊÑÎÂ HSP90-ÏÅÏÒÈÄ
Ïðîöåäóðà, êîòîðóþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü, ïðåäñòàâëåííà  â êà÷åñòâå ïðèìåðà, áåç

îãðàíè÷åíè , îïèñàíà íèæå.
Ñíà÷àëà îïóõîëåâûå êëåòêè ñóñïåíäèðóþò â 3 îáúåìàõ 1X ëèçèñíîãî áóôåðà,

ñîñòî ùåãî èç 30 ìÌ áèêàðáîíàòà íàòðè , ðÍ 7,5, 1 ìÌ PMSF. Çàòåì öåíòðèôóæíûé îñàäîê
îáðàáàòûâàþò óëüòðàçâóêîì íà ëüäó, äî òåõ ïîð, ïîêà íå ëèçèðóåòñ  >99% êëåòîê, ÷òî
îïðåäåë þò èññëåäîâàíèåì ïîä ìèêðîñêîïîì. Â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâû óëüòðàçâóêîâîé
îáðàáîòêå êëåòêè ìîæíî ëèçèðîâàòü ìåõàíè÷åñêèì èçìåëü÷åíèåì ïóòåì ãîìîãåíèçàöèè
êëåòîê â ãîìîãåíèçàòîðå Dounce äî òåõ ïîð, ïîêà íå ëèçèðóåòñ  >95% êëåòîê.

Çàòåì ëèçàò öåíòðèôóãèðóþò ïðè 1000 g â òå÷åíèå 10 ìèíóò äë  óäàëåíè 
íåðàçðóøåííûõ êëåòîê,  äåð è äðóãîãî êëåòî÷íîãî äåáðèñà. Ïîëó÷åííóþ íàäîñàäî÷íóþ
æèäêîñòü ïîâòîðíî öåíòðèôóãèðóþò ïðè 100000 g â òå÷åíèå 90 ìèíóò, íàäîñàäî÷íóþ
æèäêîñòü ñîáèðàþò, à çàòåì ñìåøèâàþò ñ ñåôàðîçîé Con A, óðàâíîâåøåííîé
ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì ñ ôîñôàòíûì áóôåðîì (PBS), ñîäåðæàùèì 2 ìÌ Ñà2+ è 2 ìÌ
Mg2+. Â ñëó÷àå, êîãäà êëåòêè ëèçèðóþò ìåõàíè÷åñêèì èçìåëü÷åíèåì, íàäîñàäî÷íóþ
æèäêîñòü ðàçâîä ò ðàâíûì îáúåìîì 2Õ ëèçèñíîãî áóôåðà ïåðåä ñìåøèâàíèåì ñ
ñåôàðîçîé Con À. Íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè çàòåì ïîçâîë þò ñâ çûâàòüñ  ñ ñåôàðîçîé Con
À â òå÷åíèå 2-3 ÷àñîâ ïðè 4°Ñ. Ìàòåðèàë, êîòîðûé îñòàëñ  íåñâ çàííûì, ñîáèðàþò è
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äèàëèçèðóþò â òå÷åíèå 36 ÷àñîâ (òðè ðàçà, 100 îáúåìîâ êàæäûé) ïðîòèâ 10 ìÌ òðèñ-
àöåòàòà, ðÍ 7,5, 0,1 ìÌ EDTA, 10 ìÌ Nad, 1 ìÌ PMSF. Çàòåì äèàëèçàò öåíòðèôóãèðóþò
ïðè 17000 îá/ìèí (ðîòîð Sorvall SS34) â òå÷åíèå 20 ìèíóò. Çàòåì ïîëó÷åííóþ
íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü ñîáèðàþò è ïîìåùàþò íà êîëîíêó Mono Q FPLC, óðàâíîâåøåííóþ
ëèçèñíûì áóôåðîì. Çàòåì ýëþèðóþò áåëêè ñ ãðàäèåíòîì NaCl îò 200 ìÌ äî 600 ìÌ.

Ýëþèðîâàííûå ôðàêöèè ôðàêöèîíèðóþò ñ èñïîëüçîâàíèåì SDS-PAGE, è ôðàêöèè,
ñîäåðæàùèå HSP90-ïåïòèäíûå êîìïëåêñû, èäåíòèôèöèðóþò èììóíîáëîòòèíãîì ñ
èñïîëüçîâàíèåì àíòè-HSP90 àíòèòåëà, òàêîãî êàê 3G3 (Affinity Bioreagents). HSP90-
ïåïòèäíûå êîìïëåêñû ìîæíî î÷èñòèòü äî íåñîìíåííîé ãîìîãåííîñòè ñ ïîìîùüþ äàííîãî
ñïîñîáà. Îáû÷íî 150-200 ìêã HSP90-ïåïòèäíîãî êîìïëåêñà ìîæíî âûäåëèòü èç 1 ã
êëåòîê/òêàíè.

4.3.3. ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ È Î×ÈÑÒÊÀ ÊÎÌÏËÅÊÑÎÂ ÑÐ96-ÏÅÏÒÈÄ
Ïðîöåäóðà, êîòîðóþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü, ïðåäñòàâëåííà  â êà÷åñòâå ïðèìåðà, áåç

îãðàíè÷åíè , îïèñàíà íèæå.
Öåíòðèôóæíûé îñàäîê îïóõîëåâûõ êëåòîê ñóñïåíäèðóþò â 3 îáúåìàõ áóôåðà,

ñîñòî ùåãî èç 30 ìÌ áèêàðáîíàòà íàòðè  (ðÍ 7,5) è 1 ìÌ PMSF, è êëåòêè îñòàâë þò
íàáóõàòü íà ëüäó â òå÷åíèå 20 ìèíóò. Çàòåì öåíòðèôóæíûé îñàäîê êëåòîê ãîìîãåíèçèðóþò
â ãîìîãåíèçàòîðå Dounce (ïîäõîä ùèé êëèðåíñ ãîìîãåíèçàòîðà áóäåò âàðüèðîâàòüñ  â
çàâèñèìîñòè îò òèïà êëåòîê) íà ëüäó, äî òåõ ïîð, ïîêà íå ëèçèðóåòñ  >95% êëåòîê.

Ëèçàò öåíòðèôóãèðóþò ïðè 1000 g â òå÷åíèå 10 ìèíóò äë  óäàëåíè  íåðàçðóøåííûõ
êëåòîê,  äåð è äðóãîãî êëåòî÷íîãî äåáðèñà. Ïîëó÷åííóþ íà äàííîì ýòàïå
öåíòðèôóãèðîâàíè  íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü çàòåì ïîâòîðíî öåíòðèôóãèðóþò ïðè 100000 g
â òå÷åíèå 90 ìèíóò. Êîìïëåêñ gp96-ïåïòèä ìîæíî âûäåë òü èç îñàäêà ïîñëå
öåíòðèôóãèðîâàíè  ïðè 100000 g èëè èç íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè.

Â ñëó÷àå, êîãäà âûäåëåíèå ïðîèñõîäèò èç íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè, íàäîñàäî÷íóþ
æèäêîñòü ðàçáàâë þò ðàâíûì îáúåìîì 2Õ ëèçèñíîãî áóôåðà è íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü
ñìåøèâàþò â òå÷åíèå 2-3 ÷àñîâ ïðè 4°Ñ ñ ñåôàðîçîé Con À, óðàâíîâåøåííîé PBS,

ñîäåðæàùèì 2 ìÌ Ñà2+ è 2 ìÌ Mg2+. Çàòåì âçâåñü ïîìåùàþò íà êîëîíêó è ïðîìûâàþò 1X
ëèçèñíûì áóôåðîì, äî òåõ ïîð, ïîêà âåëè÷èíà ÎÏ280 íå óìåíüøèòñ  äî èñõîäíîãî
çíà÷åíè . Çàòåì êîëîíêó ïðîìûâàþò 1/3 êîëîíî÷íîãî îáúåìà

10% α-ìåòèëìàííîçèäîì (α-ÌÌ), ðàñòâîðåííûì â PBS, ñîäåðæàùåì 2 ìÌ Ñà2+ è 2 ìÌ
Mg2+, êîëîíêó ãåðìåòèçèðóþò êóñî÷êîì ïàðàôèëüìà è èíêóáèðóþò ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 15
ìèíóò.

Çàòåì êîëîíêó îõëàæäàþò äî êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû, à ïàðàôèëüì óäàë þò ñî äíà
êîëîíêè. Íà êîëîíêó ïîìåùàþò ï òü êîëîíî÷íûõ îáúåìîâ áóôåðà α-ÌÌ è ýëþàò
àíàëèçèðóþò ñ ïîìîùüþ SDS-PAGE. Îáû÷íî ïîëó÷åííûé ìàòåðèàë èìååò ñòåïåíü ÷èñòîòû
îêîëî 60-95%, îäíàêî ýòî çàâèñèò îò òèïà êëåòîê è èñïîëüçîâàííîãî ñîîòíîøåíè  òêàíü-
ëèçèñíûé áóôåð. Çàòåì ïîëó÷åííûé îáðàçåö ïîìåùàþò íà êîëîíêó Mono Q FPLC
(Pharmacia), óðàâíîâåøåííóþ áóôåðîì, ñîäåðæàùèì 5 ìÌ ôîñôàò íàòðè , ðÍ 7. Çàòåì èç
êîëîíêè ýëþèðóþò áåëêè ñ ãðàäèåíòîì NaCl 0-1 Ì, à ôðàêöè  gp96 ýëþèðóåòñ  ìåæäó 400
ìÌ äî 550 ìÌ NaCl.

Äàííóþ ïðîöåäóðó, îäíàêî, ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü äâóì  äîïîëíèòåëüíûìè ýòàïàìè,
èñïîëüçóåìûìè ïî îòäåëüíîñòè èëè â êîìáèíàöèè, äë  íàäåæíîãî ïîëó÷åíè  ÷åòêî
ãîìîãåííûõ êîìïëåêñîâ gp96-ïåïòèä. Îäèí íåîá çàòåëüíûé ýòàï âêëþ÷àåò îñàæäåíè 
ñóëüôàòîì àììîíè  äî ýòàïà î÷èñòêè ñ Con À, à äðóãîé íåîá çàòåëüíûé ýòàï âêëþ÷àåò
î÷èñòêó ñ DEAE-ñåôàðîçîé ïîñëå ýòàïà î÷èñòêè ñ Con À, íî äî ýòàïà ñ Mono Q FPLC.

Íà ïåðâîì íåîá çàòåëüíîì ýòàïå, îïèñàííîì äë  ïðèìåðà ñëåäóþùèì îáðàçîì,
íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü, ïîëó÷åííóþ ïîñëå ýòàïà öåíòðèôóãèðîâàíè  ïðè 100000 g,
äîâîä ò äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 50% ñóëüôàòà àììîíè  äîáàâëåíèåì ñóëüôàòà
àììîíè . Ñóëüôàò àììîíè  äîáàâë þò ìåäëåííî ïðè îñòîðîæíîì ïåðåìåøèâàíèè
ðàñòâîðà â õèìè÷åñêîì ñòàêàíå, ïîìåùåííîì íà ïîääîí ñ ëåä íîé âîäîé. Ðàñòâîð
ïåðåìåøèâàþò â òå÷åíèå ïðèáëèçèòåëüíî îò 4 äî 12 ÷àñîâ ïðè 4°Ñ, è ïîëó÷åííûé ðàñòâîð
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öåíòðèôóãèðóþò íà 6000 îá/ìèí (ðîòîð Sorvall SS34). Ïîëó÷åííóþ íà äàííîì ýòàïå
íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü óäàë þò, äîâîä ò äî 70% íàñûùåíè  ñóëüôàòà àììîíè 
äîáàâëåíèåì ðàñòâîðà ñóëüôàòà àììîíè  è öåíòðèôóãèðóþò íà 6000 îá/ìèí (ðîòîð Sorvall
SS34). Ïîëó÷åííûé íà äàííîì ýòàïå öåíòðèôóæíûé îñàäîê ñîáèðàþò è ñóñïåíäèðóþò â
PBS, ñîäåðæàùåì 70% ñóëüôàòà àììîíè , ÷òîáû ïðîìûòü öåíòðèôóæíûé îñàäîê. Äàííóþ
ñìåñü öåíòðèôóãèðóþò íà 6000 îá/ìèí (ðîòîð Sorvall SS34) è öåíòðèôóæíûé îñàäîê
ðàñòâîð þò â PBS, ñîäåðæàùåì 2 ìÌ Ñà2+ è Mg2+. Íåðàñòâîðèâøèéñ  ìàòåðèàë óäàë þò
êðàòêîâðåìåííûì öåíòðèôóãèðîâàíèåì íà 15000 îá/ìèí (ðîòîð Sorvall SS34). Çàòåì
ðàñòâîð ñìåøèâàþò ñ ñåôàðîçîé Con À è ïðîöåäóðó ïîâòîð þò.

Íà âòîðîì íåîá çàòåëüíîì ýòàïå, îïèñàííîì äë  ïðèìåðà ñëåäóþùèì îáðàçîì,
ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå gp96, ýëþèðîâàííûå èç êîëîíêè Con À, îáúåäèí þò è áóôåð
çàìåí þò íà 5 ìÌ áóôåð ôîñôàòà íàòðè , ðÍ 7, 300 ìÌ NaCl äèàëèçîì èëè
ïðåäïî÷òèòåëüíî çàìåíîé áóôåðà íà êîëîíêå Sephadex G25. Ïîñëå çàìåíû áóôåðà
ðàñòâîð ñìåøèâàþò ñ DEAE-ñåôàðîçîé, ïðåäâàðèòåëüíî óðàâíîâåøåííîé 5 ìÌ áóôåðîì
ôîñôàòà íàòðè , ðÍ 7, 300 ìÌ NaCl. Áåëêîâûé ðàñòâîð è ãðàíóëû îñòîðîæíî
ïåðåìåøèâàþò â òå÷åíèå 1 ÷àñà è âûëèâàþò íà êîëîíêó. Çàòåì êîëîíêó ïðîìûâàþò 5 ìÌ
áóôåðîì ôîñôàòà íàòðè , ðÍ 7, 300 ìÌ NaCl, äî òåõ ïîð, ïîêà ïîãëîùåíèå íà 280 íì íå
óìåíüøèòñ  äî èñõîäíîãî çíà÷åíè . Çàòåì ñâ çàííûé áåëîê ýëþèðóþò èç êîëîíêè ï òüþ
îáúåìàìè 5 ìÌ áóôåðà ôîñôàòà íàòðè , ðÍ 7, 700 ìÌ NaCl. Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå áåëîê,
îáúåäèí þò è ðàçáàâë þò 5 ìÌ áóôåðîì ôîñôàòà íàòðè , ðÍ 7, ÷òîáû óìåíüøèòü
êîíöåíòðàöèþ ñîëè äî 175 ìÌ. Ïîëó÷åííûé ìàòåðèàë çàòåì ïîìåùàþò íà êîëîíêó Mono Q
FPLC (Pharmacia), óðàâíîâåøåííóþ 5 ìÌ áóôåðîì ôîñôàòà íàòðè , ðÍ 7, è áåëîê, êîòîðûé
ñâ çûâàåòñ  íà êîëîíêå Mono Q FPLC (Pharmacia), ýëþèðóþò, êàê îïèñàíî âûøå.

Ñïåöèàëèñò îöåíèò òîò ôàêò, ÷òî ñ ïîìîùüþ îáû÷íîãî ýêñïåðèìåíòèðîâàíè  ìîæíî
ïîëó÷èòü ïðåèìóùåñòâà îò âíåäðåíè  â ïðîòîêîë î÷èñòêè âòîðîãî íåîá çàòåëüíîãî ýòàïà.
Êðîìå òîãî, ñëåäóåò òàêæå îöåíèòü òîò ôàêò, ÷òî âûãîäà îò äîáàâëåíè  êàæäîãî èç
íåîá çàòåëüíûõ ýòàïîâ áóäåò çàâèñåòü îò èñòî÷íèêà èñõîäíîãî ìàòåðèàëà.

Â ñëó÷àå, êîãäà gp96 ôðàêöèþ âûäåë þò èç îñàäêà, ïîëó÷åííîãî öåíòðèôóãèðîâàíèåì
ïðè 100000 g, öåíòðèôóæíûé îñàäîê ñóñïåíäèðóþò â 5 îáúåìàõ PBS, ñîäåðæàùåãî 1%
äåçîêñèõîëàòà íàòðè  èëè 1% îêñòèëãëþêîïèðàíîçèäà (íî áåç Mg2+ è Ñà2+), è èíêóáèðóþò
íà ëüäó â òå÷åíèå 1 ÷àñà. Ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðóþò ïðè 20000 g â òå÷åíèå 30 ìèíóò, à
ïîëó÷åííóþ íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü äèàëèçèðóþò ïðîòèâ íåñêîëüêèõ ïåðåìåí PBS (òàêæå
áåç Mg2+ è Ñà2+) äë  óäàëåíè  äåòåðãåíòà. Äèàëèçàò öåíòðèôóãèðóþò ïðè 100000 g â
òå÷åíèå 90 ìèíóò, íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü ñîáèðàþò è äîáàâë þò êàëüöèé è ìàãíèé ê
íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè äî ïîëó÷åíè  êîíå÷íûõ êîíöåíòðàöèé 2 ìÌ, ñîîòâåòñòâåííî. Çàòåì
îáðàçåö î÷èùàþò íåìîäèôèöèðîâàííûì èëè ìîäèôèöèðîâàííûì ñïîñîáîì äë  âûäåëåíè 
êîìïëåêñà gp96-ïåïòèä èç íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè, ïîëó÷åííîé öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè
100000 g, ñì. âûøå.

Êîìïëåêñû gp96-ïåïòèä ìîæíî î÷èñòèòü äî íåñîìíåííîé ãîìîãåííîñòè ñ ïîìîùüþ
äàííîé ïðîöåäóðû. Èç 1 ã êëåòîê/òêàíè ìîæíî âûäåëèòü ïðèáëèçèòåëüíî 10-20 ìêã gp96.

4.3.3. ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ È Î×ÈÑÒÊÀ α2Ì
Àëüôà-2-ìàêðîãëîáóëèí ìîæíî ïðèîáðåñòè èç êîììåð÷åñêèõ èñòî÷íèêîâ èëè ïîëó÷èòü

âûäåëåíèåì åãî èç ÷åëîâå÷åñêîé êðîâè. Äë  âûäåëåíè  α2Ì èç êðîâè â êà÷åñòâå ïðèìåðà
ìîæíî èñïîëüçîâàòü ñëåäóþùèé íåîãðàíè÷èâàþùèé ïðîòîêîë.

Ó ñóáúåêòà çàáèðàþò êðîâü è ïîçâîë þò åé ñâåðíóòüñ . Çàòåì åå öåíòðèôóãèðóþò â
òå÷åíèå 30 ìèíóò ïðè 14000 g äë  ïîëó÷åíè  ñûâîðîòêè, êîòîðóþ çàòåì ïîìåùàþò íà
êîëîíêó äë  ãåëü-ôèëüòðàöèè (Sephacryl S-300R), óðàâíîâåøåííóþ 0,04 Ì òðèñ-áóôåðîì,
ðÍ 7,6, ïëþñ 0,3 Ì NaCl. Ïðèáëèçèòåëüíî äë  10 ìë ñûâîðîòêè èñïîëüçóþò 65 ìë êîëîíêó.
Ñîáèðàþò ôðàêöèè ïî 3 ìë, è êàæäóþ ôðàêöèþ òåñòèðóþò íà íàëè÷èå α2Ì àíàëèçîì äîò-
áëîòòèíã, ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷íîãî â îòíîøåíèè α2M àíòèòåëà. Ôðàêöèè,
ïîëîæèòåëüíûå ïî α2Ì, îáúåäèí þò è ïîìåùàþò íà êîëîíêó PD10 äë  çàìåíû áóôåðà íà
0,01 Ì áóôåð ôîñôàòà íàòðè , ðÍ 7,5, ñ PMSF. Îáúåäèíåííûå ôðàêöèè çàòåì ïîìåùàþò
íà êîëîíêó Con A (10 ìë), óðàâíîâåøåííóþ ôîñôàòíûì áóôåðîì. Êîëîíêó ïðîìûâàþò è
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áåëîê ýëþèðóþò 5% ïèðàíîçèäîì ìåòèëìàííîçû. Ýëþåíò ïðîïóñêàþò ÷åðåç êîëîíêó PD 10
äë  çàìåíû áóôåðà íà áóôåð àöåòàòà íàòðè  (0,05 Ì; ðÍ 6,0). Çàòåì êîëîíêó DEAE
óðàâíîâåøèâàþò àöåòàòíûì áóôåðîì è îáðàçåö ïîìåùàþò íà êîëîíêó DEAE. Êîëîíêó
ïðîìûâàþò è áåëîê ýëþèðóþò 0,13 Ì àöåòàòîì íàòðè . Çàòåì ôðàêöèè ñ α2Ì îáúåäèí þò.
Ñ ïîìîùüþ äàííîé ïðîöåäóðû α2Ì ìîæíî î÷èùàòü äî íåñîìíåííîé ãîìîãåííîñòè, ÷òî
ïîêàçûâàåò ýëåêòðîôîðåç â äîäåöèëñóëüôàò-íàòðèé-ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå.

4.3.5. ÐÅÊÎÌÁÈÍÀÍÒÍÀß ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÕÈÒØÎÊÎÂÛÕ ÁÅËÊÎÂ È α2Ì
Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  HSP è α2Ì ìîæíî

ïîëó÷àòü èç êëåòîê, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò âûñîêèå óðîâíè HSP è α2Ì, ïîñðåäñòâîì
ðåêîìáèíàíòíûõ ìåòîäèê. Àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è íóêëåîòèäíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìíîãèõ HSP è α2Ì îáû÷íî äîñòóïíû â áàçàõ äàííûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, òàêèå êàê GenBank. Äë  ïîèñêà â áàçå äàííûõ ìîæíî èñïîëüçîâàòü
êîìïüþòåðíûå ïðîãðàììû, òàêèå êàê Entrez, è äîñòàâë òü ëþáûå äàííûå îá
àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ è ãåíåòè÷åñêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ,
ïðåäñòàâë þùèõ èíòåðåñ, ïî íîìåðó äîñòóïà. Ìîæíî òàêæå ïðîèçâîäèòü ïîèñê â óêàçàííûõ
áàçàõ äàííûõ äë  èäåíòèôèêàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñ ðàçëè÷íûìè ñòåïåí ìè
ñõîäíîñòè ñ èçó÷àåìîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàìì, òàêèõ êàê FASTA
è BLAST, êîòîðûå âûñòðàèâàþò ðàíã ñõîäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïî ëèíåéíûì áàëëàì è
ñòàòèñòèêå. Óêàçàííûå íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íåîãðàíè÷èâàþùèõ ïðèìåðîâ
HSP, êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  êîìïîçèöèé, ñïîñîáîâ è ïîëó÷åíè  êîìïëåêñîâ HSP-
ïåïòèä ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ,  âë þòñ  ñëåäóþùèìè: ÷åëîâå÷åñêèé HSP70, äîñòóï â
GenBank ¹Ì24743, Hunt et al., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 82:6455-6489;
÷åëîâå÷åñêèé HSP90, äîñòóï â GenBank ¹Õ15183, Yamazaki et al., Nucl. Acids Res. 17:
7108; ÷åëîâå÷åñêèé gp96: äîñòóï â GenBank ¹Õ15187, Maki et al., 1990, Proc. Natl.
Acad. Sci USA 87:5658-5562; ÷åëîâå÷åñêèé BiP: äîñòóï â GenBank ¹M19645; Ting et al.,
1988, DNA 7: 275-286; ÷åëîâå÷åñêèé HSP27, äîñòóï â GenBank ¹Ì24743; Hickey et al.,
1986, Nucleic Acids Res. 14:4127-45; ìûøèíûé HSP70: äîñòóï â GenBank ¹Ì35021, Hunt et
al., 1990, Gene 87:199-204; ìûøèíûé gp96: äîñòóï â GenBank ¹Ì16370, Srivastava et
al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci USA 85:3807-3811 è ìûøèíûé BiP: äîñòóï â GenBank
¹U16277, Haas et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci USA 85:2250-2254. Ìîæíî
èñïîëüçîâàòü òàêæå âûðîæäåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè HSP.

Èñïîëüçóåìûé â íàñòî ùåì äîêóìåíòå òåðìèí "α2Ì" îõâàòûâàåò äðóãèå ïîëèïåïòèäíûå
ôðàãìåíòû, àíàëîãè è âàðèàíòû α2Ì, èìåþùèå àìèíîêèñëîòíóþ èäåíòè÷íîñòü ñ α2Ì ïî
ìåíüøåé ìåðå îò 35% äî 55%, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 55% äî 75% è íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 75% äî 85% è ñïîñîáíûå îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ñ àíòèãåííûì
ïåïòèäîì; óêàçàííûé êîìïëåêñ ñïîñîáåí çàõâàòûâàòüñ  àíòèãåí-ïðåçåíòèðóþùåé êëåòêîé è
âûçûâàòü èììóííûé îòâåò ïðîòèâ àíòèãåííîé ìîëåêóëû. Ìîëåêóëó α2Ì ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ ìîæíî ïðèîáðåñòè èç êîììåð÷åñêèõ èñòî÷íèêîâ èëè âûäåëèòü èç íàòóðàëüíûõ
èñòî÷íèêîâ (Kurecki et al., 1979, Anal. Biochem. 99:415-420), ñèíòåçèðîâàòü õèìè÷åñêè
èëè ïîëó÷èòü ðåêîìáèíàíòíûì ïóòåì. Íåîãðàíè÷èâàþùèå ïðèìåðû
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé α2Ì, êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ïîëó÷åíè  α2Ì ïîëèïåïòèäîâ
ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ñëåäóþùèå: äîñòóï â GenBank ¹¹Ml 1313, Ð01023,
ÀÀÀ51551; Kan et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci USA 82:2282-2286. Ìîæíî òàêæå
èñïîëüçîâàòü âûðîæäåííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ α2Ì.

Ïîñëå èäåíòèôèêàöèè íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé HSP èëè α2Ì
âûáîðà, íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èëè åå ôðàãìåíò ìîæíî ïîëó÷èòü è
êëîíèðîâàòü â âåêòîð ýêñïðåññèè äë  ðåêîìáèíàíòíîé ýêñïðåññèè. Âåêòîð ýêñïðåññèè
ìîæíî âíåäðèòü â êëåòêó-õîç èí äë  ðàçìíîæåíè  HSP èëè α2Ì. Ñïîñîáû
ðåêîìáèíàíòíîãî ïîëó÷åíè  HSP èëè α2Ì ïîäðîáíî îïèñàíû íèæå.

ÄÍÊ ìîæíî ïîëó÷èòü àìïëèôèêàöèåé ÄÍÊ èëè ìîëåêóë ðíûì êëîíèðîâàíèåì
íåïîñðåäñòâåííî èç òêàíè, êëåòî÷íîé êóëüòóðû èëè êëîíèðîâàííîé ÄÍÊ (íàïðèìåð,
"áèáëèîòåêè" ÄÍÊ) ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðòíûõ ìåòîäèê ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè (ñì.,
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íàïðèìåð, ðàáîòû Methods in Enzymology, 1987, òîì 154, Academic Press; Sambrook et
al. 1989, Molecular Cloning - A Laboratory Manual, 2-e èçäàíèå. Cold Spring Harbor
Press, New York; è Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al. (èçä.),
Greene Publishing Associates and Wiley Interscience, New York, êàæäà  èç êîòîðûõ
öåëèêîì âêëþ÷åíà â íàñòî ùèé äîêóìåíò â êà÷åñòâå ññûëêè). Êëîíû, ïîëó÷åííûå èç
ãåíîìíîé ÄÍÊ, ìîãóò ñîäåðæàòü ðåãóë òîðíûå è èíòðîííûå îáëàñòè ÄÍÊ, ïîìèìî
êîäèðóþùèõ îáëàñòåé; êëîíû, ïîëó÷åííûå èç êÄÍÊ, áóäóò ñîäåðæàòü òîëüêî ýêçîííûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Íåçàâèñèìî îò èõ èñòî÷íèêà ãåí HSP èëè α2Ì äîëæåí áûòü
êëîíèðîâàí â ïîäõîä ùèé âåêòîð äë  ðàçìíîæåíè  ãåíà.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ÄÍÊ ìîæíî
àìïëèôèöèðîâàòü èç ãåíîìíîé èëè êÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ)
àìïëèôèêàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ, ïîñòðîåííûõ èç èçâåñòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ðîäñòâåííîãî èëè ãîìîëîãè÷íîãî HSP èëè α2Ì. ÏÖÐ èñïîëüçóþò äë 
àìïëèôèêàöèè æåëàòåëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â êëîíå ÄÍÊ èëè ãåíîìíîé èëè êÄÍÊ
áèáëèîòåêå, ïåðåä ñåëåêöèåé. ÏÖÐ ìîæíî îñóùåñòâë òü, íàïðèìåð, ñ èñïîëüçîâàíèåì
òåðìàëüíîãî öèêëåðà èëè Taq-ïîëèìåðàçû (Gene ÀÌÐ®). Ïîëèìåðàçíóþ öåïíóþ ðåàêöèþ
(ÏÖÐ) øèðîêî èñïîëüçóþò äë  ïîëó÷åíè  ãåíîâ èëè ôðàãìåíòîâ ãåíîâ, ïðåäñòàâë þùèõ
èíòåðåñ. Íàïðèìåð, íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ HSP èëè α2Ì ëþáîé
æåëàòåëüíîé äëèíû, ìîæíî ãåíåðèðîâàòü ñ èñïîëüçîâàíèåì ÏÖÐ-ïðàéìåðîâ, êîòîðûå
ôëàíêèðóþò íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíè .
Àëüòåðíàòèâíî, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà HSP èëè α2Ì ìîæíî ðàñùåïë òü â ïîäõîä ùèõ
ó÷àñòêàõ ðåñòðèêöèîííîé ýíäîíóêëåàçîé (ýíäîíóêëåàçàìè), åñëè óêàçàííûå ó÷àñòêè
äîñòóïíû, âûñâîáîæäà  ôðàãìåíò ÄÍÊ, êîäèðóþùèé ãåí HSP èëè α2Ì. Åñëè ïîäõîä ùèå
ó÷àñòêè ðåñòðèêöèè íå äîñòóïíû, èõ ìîæíî ñîçäàòü íà ïîäõîä ùèõ ïîçèöè õ ñ ïîìîùüþ
ñàéò-íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà è/èëè ñïîñîáàìè àìïëèôèêàöèè ÄÍÊ, èçâåñòíûìè
ñïåöèàëèñòàì (ñì., íàïðèìåð, Shankarappa et al., 1992, PCR Method Appi. 1:277-278).
Ôðàãìåíò ÄÍÊ, êîòîðûé êîäèðóåò HSP èëè α2Ì, çàòåì âûäåë þò è ëèãèðóþò â ïîäõîä ùèé
âåêòîð ýêñïðåññèè, ïðåäïðèíèìà  ìåðû äë  òîãî, ÷òîáû ãàðàíòèðîâàòü  ñîõðàíåíèå
äîëæíîé òðàíñë öèîííîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè .

Â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , äë 
ìîëåêóë ðíîãî êëîíèðîâàíè  ãåíà HSP èëè α2Ì èç ãåíîìíîé ÄÍÊ ãåíåðèðóþò ôðàãìåíòû
ÄÍÊ äë  ôîðìèðîâàíè  ãåíîìíîé áèáëèîòåêè. Ïîñêîëüêó íåêîòîðûå èç
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîäèðóþùèõ ðîäñòâåííûå HSP èëè α2Ì,  âë þòñ  äîñòóïíûìè è
ìîãóò áûòü âûäåëåíû è ïîìå÷åíû, êëîíèðîâàííûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ â áèáëèîòåêå ãåíîìíîé
ÄÍÊ ìîæíî ïîäâåðãàòü ñêðèíèíãó ïóòåì ãèáðèäèçàöèè íóêëåèíîâîé êèñëîòû â ìå÷åíûé çîíä
(Benton and Davis, 1977, Science 196: 180; Grunstein and Hogness, 1975, Proc. Natl.
Acad. Sci USA 72:3691). Òå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, êîòîðûå  âë þòñ  ïðàêòè÷åñêè ãîìîëîãè÷íûìè
çîíäó, áóäóò ãèáðèäèçèðîâàòüñ . Òàêæå âîçìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü ïîäõîä ùèé
ôðàãìåíò ðåñòðèêöèîííûì ôåðìåíòàòèâíûì ðàñùåïëåíèåì (ðàñùåïëåíè ìè) è
ñðàâíèâàòü ðàçìåðû ôðàãìåíòîâ ñ òåìè, êîòîðûå îæèäàþòñ , ñîãëàñíî èçâåñòíîé
ðåñòðèêöèîííîé êàðòå.

Àëüòåðíàòèâû èçîë öèè ãåíîìíîé ÄÍÊ HSP èëè α2Ì âêëþ÷àþò, áåç îãðàíè÷åíè ,
õèìè÷åñêèé ñèíòåç ñàìîé ãåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç èçâåñòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
èëè ñèíòåç êÄÍÊ â ìÐÍÊ, êîòîðà  êîäèðóåò HSP èëè α2Ì. Íàïðèìåð, ÐÍÊ äë 
êëîíèðîâàíè  êÄÍÊ ãåíà HSP èëè α2Ì ìîæíî èçîëèðîâàòü èç êëåòîê, êîòîðûå
ýêñïðåññèðóþò HSP èëè α2Ì. Áèáëèîòåêó êÄÍÊ ìîæíî ñîçäàòü ñïîñîáàìè, èçâåñòíûìè
ñïåöèàëèñòàì, è ïðîèçâîäèòü ñêðèíèíã òàêèìè ñïîñîáàìè, êàê òå, êîòîðûå îïèñàíû äë 
ñêðèíèíãà áèáëèîòåêè ãåíîìíîé ÄÍÊ. Åñëè àíòèòåëî ïðîòèâ HSP èëè α2Ì  âë åòñ 
äîñòóïíûì, HSP èëè α2Ì ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü ñâ çûâàíèåì àíòèòåëà ñ êëîíàìè,
ñèíòåçèðóþùèìè HSP èëè α2Ì.

Äðóãèå êîíêðåòíûå âàðèàíòû êëîíèðîâàíè  íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
êîäèðóþùåé HSP èëè α2Ì, ïðåäñòàâëåíû â êà÷åñòâå ïðèìåðîâ, áåç îãðàíè÷åíè ,
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ñëåäóþùèì îáðàçîì: â êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå HSP èëè α2Ì, ìîãóò áûòü
èäåíòèôèöèðîâàíû è ïîëó÷åíû ãèáðèäèçàöèåé ñ çîíäîì, âêëþ÷àþùèì íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ HSP èëè α2Ì, ïðè ðàçëè÷íûõ óñëîâè õ ñòðîãîñòè,
êîòîðûå õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì (âêëþ÷à  òå, êîòîðûå ïðèìåí þò ïðè ìåæâèäîâûõ
ãèáðèäèçàöè õ).

Ëþáóþ ìåòîäèêó ìóòàãåíåçà, èçâåñòíóþ ñïåöèàëèñòàì, ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë 
ìîäèôèêàöèè îòäåëüíûõ íóêëåîòèäîâ â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, äë  öåëåé çàìåíû
(çàìåí) àìèíîêèñëîò â ýêñïðåññèðóåìîé ïåïòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èëè äë 
ñîçäàíè /óñòðàíåíè  ñàéòîâ ðåñòðèêöèè äë  îáëåã÷åíè  äàëüíåéøèõ ìàíèïóë öèé. Òàêèå
ìåòîäèêè âêëþ÷àþò, áåç îãðàíè÷åíè , õèìè÷åñêèé ìóòàãåíåç, ñàéò-íàïðàâëåííûé ìóòàãåíåç
in vitro (Hutchinson et al., 1978, J. Biol. Chem. 253:6551), îëèãîíóêëåîòèä-
íàïðàâëåííûé ìóòàãåíåç (Smith, 1985, Ann. Rev. Genet. 19: 423-463; Hill et al., 1987,
Methods Enzymol. 155:558-568), ïåðåêðûâàþùåå ðàñò æåíèå íà îñíîâå ÏÖÐ (Íî et al.,
1989, Gene 77:51-59), ìåãàïðàéìåðíûé ìóòàãåíåç íà îñíîâå ÏÖÐ (Sarkar et al., 1990,
Biotechniques 8:404-407) è ò.ï. Ìîäèôèêàöèè ìîæíî ïîäòâåðæäàòü ñåêâåíèðîâàíèåì
äâóõöåïî÷å÷íîé äèäåçîêñèíóêëåîòèäíîé ÄÍÊ.

Â îïðåäåëåííûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  â ïðàêòè÷åñêîì
îñóùåñòâëåíèè ñïîñîáîâ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ èñïîëüçóþò íóêëåèíîâóþ êèñëîòó,
êîäèðóþùóþ ñåêðåòîðíóþ ôîðìó íåñåêðåòèðîâàííîãî HSP. Óêàçàííóþ íóêëåèíîâóþ
êèñëîòó ìîæíî ñêîíñòðóèðîâàòü äåëåöèåé êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äë 
ðåòåíöèîííîãî ñèãíàëà ER, KDEL. Íåîá çàòåëüíî, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ
KDEL, çàìåí þò ìîëåêóë ðíîé ìåòêîé äë  îáëåã÷åíè  ðàñïîçíàâàíè  è âûäåëåíè  HSP,
òàêîãî êàê Fc-÷àñòü ìûøèíîãî IgG1. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  ìîëåêóë ðíóþ ìåòêó ìîæíî äîáàâë òü ê ñåêðåòèðóåìûì â åñòåñòâåííûõ
óñëîâè õ HSP èëè α2Ì. ÐÑÒ ïóáëèêàöè  ¹WO 99/42121 ïîêàçûâàåò, ÷òî äåëåöè 
ðåòåíöèîííîãî ñèãíàëà ER gp96 ïðèâîäèò ê ñåêðåöèè êîìïëåêñîâ gp96-Ig-ïåïòèä èç
òðàíñôèöèðîâàííûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê, è ñëè íèå gp96, íå èìåþùåãî KDEL, ñ ìûøèíûì
IgG1 îáëåã÷àåò åãî îáíàðóæåíèå ñ ïîìîùüþ àíàëèçà ELISA è FACS è î÷èñòêó ñ ïîìîùüþ
àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè ñ èñïîëüçîâàíèåì áåëêà À.

4.3.5.1. ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÎÍÍÛÅ ÑÈÑÒÅÌÛ
Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå ìîëåêóëó HSP èëè α2Ì, ìîæíî

âñòàâèòü â âåêòîð ýêñïðåññèè äë  ðàçìíîæåíè  è ýêñïðåññèè â ðåêîìáèíàíòíûõ êëåòêàõ.
Ýêñïðåññèîííà  êîíñòðóêöè , êàê ýòîò òåðìèí èñïîëüçóåòñ  â íàñòî ùåì äîêóìåíòå,
îòíîñèòñ  ê íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé HSP èëè α2Ì, îïåðàòèâíî
ñâ çàííîé ñ îäíîé èëè áîëåå ðåãóë òîðíûõ îáëàñòåé, êîòîðà  ïîçâîë åò ýêñïðåññèðîâàòü
ìîëåêóëó HSP èëè α2Ì, â ïîäõîä ùåé êëåòêå-õîç èíå. "Îïåðàòèâíî ñâ çàííûé" îòíîñèòñ 
ê ñâ çè, â êîòîðîé ðåãóë òîðíûå îáëàñòè è ïîëèïåïòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü HSP
èëè α2Ì, êîòîðà  ïðåäíàçíà÷åíà äë  ýêñïðåññèè, ñîåäèíåíû è ïîçèöèîíèðîâàíû òàêèì
îáðàçîì, ÷òîáû áûëà âîçìîæíîé òðàíñêðèïöè  è, â êîíå÷íîì èòîãå, òðàíñë öè 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè HSP èëè α2Ì. Äë  ýêñïðåññèðîâàíè  HSP èëè α2Ì ìîæíî
èñïîëüçîâàòü ðàçëè÷íûå âåêòîðû ýêñïðåññèè, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè , ïëàçìèäû,
êîñìèäû, ôàã, ôàãìèäû èëè ìîäèôèöèðîâàííûå âèðóñû. Ïðèìåðû âêëþ÷àþò
áàêòåðèîôàãè, òàêèå êàê ïðîèçâîäíûå ë ìáäà, èëè ïëàçìèäû, òàêèå êàê ïðîèçâîäíûå
ïëàçìèäû pBR322 èëè pUC, èëè âåêòîð Bluescript (Stratagene). Îáû÷íî óêàçàííûå âåêòîðû
ýêñïðåññèè âêëþ÷àþò ôóíêöèîíàëüíûé ðåïëèêàòîð äë  ðàçìíîæåíè  âåêòîðà â ïîäõîä ùåé
êëåòêå-õîç èíå, îäèí èëè áîëåå ñàéòîâ ðåñòðèêöèè ýíäîíóêëåàçû äë  èíñåðöèè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà HSP èëè α2Ì è îäèí èëè áîëåå ñåëåêòèâíûõ ìàðêåðîâ.

Äë  ýêñïðåññèè HSP èëè α2Ì â êëåòêàõ-õîç åâàõ ìëåêîïèòàþùèõ ìîæíî èñïîëüçîâàòü
ð ä ðåãóë òîðíûõ îáëàñòåé, íàïðèìåð ðàííèå è ïîçäíèå ïðîìîòîðû SV40, íåìåäëåííûé
ðàííèé ïðîìîòîð öèòîìåãàëîâèðóñà (CMV) è ïðîìîòîð äëèííîãî êîíöåâîãî ïîâòîðà âèðóñà
ñàðêîìû Ðàóñà (RSV-LTR). Èíäóöèáåëüíûå ïðîìîòîðû, êîòîðûå ìîãóò áûòü ïîëåçíûìè â
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êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ, âêëþ÷àþò, áåç îãðàíè÷åíè , òàêèå ïðîìîòîðû, êîòîðûå ñâ çàíû ñ
ãåíîì ìåòàëëîòèîíåèíà II, ÷óâñòâèòåëüíûìè ê ãëþêîêîðòèêîèäàì äëèííûìè êîíöåâûìè
ïîâòîðàìè ìûøèíîãî âèðóñà îïóõîëè ìîëî÷íîé æåëåçû (MMTV-LTR), ãåíîì β-èíòåðôåðîíà
è ãåíîì HSP70 (Williams et al., 1989, Cancer Res. 49:2735-42; Taylor et al., 1990,
Mol. Cell. Biol. 10:165-75). Ýôôåêòèâíîñòü ýêñïðåññèè HSP èëè α2Ì â êëåòêå-õîç èíå ìîæíî
óñèëèòü âêëþ÷åíèåì ïîäõîä ùèõ òðàíñêðèïöèîííûé ýíõàíñåðíûõ ýëåìåíòîâ â âåêòîð
ýêñïðåññèè, òàêèå êàê ýëåìåíòû, îáíàðóæåííûå â âèðóñå SV40, âèðóñå ãåïàòèòà Â,
öèòîìåãàëîâèðóñå, ãåíàõ èììóíîãëîáóëèíà, ìåòàëëîòèîíåèíà, β-àêòèíà (ñì. Bittner et
al., 1987, Methods in Enzymol. 153: 516-544; German, 1990, Curr. Op. in Biotechnol. 1:36-47).

Âåêòîð ýêñïðåññèè ìîæåò òàêæå ñîäåðæàòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå ïîçâîë þò
ïîääåðæèâàòü è ðåïëèöèðîâàòü âåêòîð â áîëåå ÷åì îäíîì òèïå êëåòêè-õîç èíà, èëè
èíòåãðèðîâàòü âåêòîð â õðîìîñîìó õîç èíà. Óêàçàííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîãóò
âêëþ÷àòü, áåç îãðàíè÷åíè , ðåïëèêàòîðû, àâòîíîìíî ðåïëèöèðóþùèåñ 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (ARS), öåíòðîìåðíà  ÄÍÊ è òåëîìåðíà  ÄÍÊ. Òàêæå ìîæåò áûòü
âûãîäíûì èñïîëüçîâàíèå ÷åëíî÷íûõ âåêòîðîâ, êîòîðûå ìîãóò ðåïëèöèðîâàòüñ  è
ïîääåðæèâàòüñ  ïî ìåíüøåé ìåðå â äâóõ òèïàõ êëåòîê-õîç åâ.

Ïîìèìî ýòîãî, âåêòîð ýêñïðåññèè ìîãóò ñîäåðæàòü ñåëåêòèðóåìûå èëè îòáèðàåìûå
ìàðêåðíûå ãåíû äë  ïåðâè÷íîãî âûäåëåíè  èëè èäåíòèôèêàöèè êëåòîê-õîç åâ, êîòîðûå
ñîäåðæàò ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ HSP èëè α2Ì. Äë  äîëãîñðî÷íîé âûðàáîòêè HSP èëè α2Ì ñ
âûñîêèì âûõîäîì ïðåäïî÷òèòåëüíà ñòàáèëüíà  ýêñïðåññè  â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ. Äë 
êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ ìîæíî èñïîëüçîâàòü ð ä ñåëåêòèâíûõ ñèñòåì, âêëþ÷à , áåç
îãðàíè÷åíè , ãåíû òèìèäèí-êèíàçû âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà (Wigler et al., 1977, Cell
11:223), ãèïîêñàíòèí-ãóàíèíîâîé ôîñôîðèáîçèë-òðàíñôåðàçû (Szybalski and Szybalski,
1962, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48: 2026) è àäåíèíîâîé ôîñôîðèáîçèë-òðàíñôåðàçû
(Lowy et al., 1980, Cell 22:817), êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êëåòêàõ tk-, hgprt- èëè aprt-

ñîîòâåòñòâåííî. Òàêæå ìîæíî èñïîëüçîâàòü ðåçèñòåíòíîñòü ê àíòèìåòàáîëèòàì â êà÷åñòâå
îñíîâû ñåëåêöèè íà äèãèäðîôîëàò-ðåäóêòàçó (dhfr), êîòîðà  ñîîáùàåò ðåçèñòåíòíîñòü ê
ìåòîòðåêñàòó (Wigler et al., 1980, Natl. Acad. Sci. USA 77:3567; O'Íà et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 78:1527), gpt, êîòîðà  ñîîáùàåò ðåçèñòåíòíîñòü ê ìèêîôåíîëîâîé
êèñëîòå (Mulligan and Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072); íåîìèöèí-
ôîñôîòðàíñôåðàçó (neo), êîòîðà  ñîîáùàåò ðåçèñòåíòíîñòü ê àìèíîãëèêîçèäó G-418
(Colberre-Garapin et al., 1981, J. Mol. Biol. 150:1) è ãèäðîìèöèí-ôîñôîòðàíñôåðàçó
(hyg), êîòîðà  ñîîáùàåò ðåçèñòåíòíîñòü ê ãèäðîìèöèíó (Santerre et al., 1984, Gene 30:
147). Òàêæå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äðóãèå ñåëåêòèðóåìûå ìàðêåðû, òàêèå êàê, áåç
îãðàíè÷åíè , ãèñòèäèíîë è Zeocin.

Ýêñïðåññèîííóþ êîíñòðóêöèþ, âêëþ÷àþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ HSP
èëè α2Ì, îïåðàòèâíî ñâ çàííóþ ñ ðåãóë òîðíûìè îáëàñò ìè, ìîæíî íåïîñðåäñòâåííî
ââîäèòü â ïîäõîä ùèå êëåòêè-õîç åâà äë  ýêñïðåññèè è âûðàáîòêè êîìïëåêñîâ HSP

èëè α2Ì ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, áåç äàëüíåéøåãî êëîíèðîâàíè  (ñì., íàïðèìåð,
ïàòåíò ÑØÀ ¹5580859). Ýêñïðåññèîííûå êîíñòðóêöèè òàêæå ìîãóò ñîäåðæàòü
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, êîòîðûå îáëåã÷àþò èíòåãðàöèþ êîäèðóþùåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â ãåíîì êëåòêè-õîç èíà, íàïðèìåð, ïîñðåäñòâîì ãîìîëîãè÷íîé
ðåêîìáèíàöèè. Â äàííîì ñëó÷àå íåò íåîáõîäèìîñòè ïðèìåí òü âåêòîð ýêñïðåññèè,
âêëþ÷àþùèé ðåïëèêàòîð, óäîáíûé äë  ïîäõîä ùèõ êëåòîê-õîç åâ, äë  ðàçìíîæåíè  è
ýêñïðåññèè ìîëåêóëû HSP èëè α2M â êëåòêàõ-õîç åâàõ.

Ýêñïðåññèîííûå êîíñòðóêöèè, ñîäåðæàùèå êëîíèðîâàííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
êîäèðóþùèå HSP èëè α2Ì, ìîæíî ââîäèòü â êëåòêó-õîç èí ìëåêîïèòàþùåãî ïîñðåäñòâîì
ðàçëè÷íûõ ìåòîäèê, èçâåñòíûõ ñïåöèàëèñòàì, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè , òðàíñôåêöèþ,
îïîñðåäîâàííóþ ôîñôàòîì êàëüöè  (Wigler et al., 1977, Cell 11:223-232), òðàíñôåêöèþ,
îïîñðåäîâàííóþ ëèïîñîìàìè (Schaefer-Ridder et al., 1982, Science 215:166-168),
ýëåêòðîïîðàöèþ (Wolff et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3344) è
ìèêðîèíúåêöèþ (Cappechi, 1980, Cell 22: 479-488).
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Ëþáîé èç êëîíèðóþùèõ èëè ýêñïðåññèðóþùèõ âåêòîðîâ, îïèñàííûõ â íàñòî ùåì
äîêóìåíòå, ìîæíî ñèíòåçèðîâàòü è ñîáðàòü èç èçâåñòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ ñ
ïîìîùüþ ìåòîäèê, õîðîøî èçâåñòíûõ ñïåöèàëèñòàì. Ðåãóë òîðíûå îáëàñòè è ýíõàíñåðíûå
ýëåìåíòû ìîãóò èìåòü ðàçëè÷íîå ïðîèñõîæäåíèå, êàê íàòóðàëüíîå, òàê è ñèíòåòè÷åñêîå.
Íåêîòîðûå âåêòîðû è êëåòêè-õîç åâà ìîæíî ïðèîáðåñòè êîììåð÷åñêèì ïóòåì.
Íåîãðàíè÷èâàþùèå ïðèìåðû ïðèãîäíûõ âåêòîðîâ îïèñàíû â ïðèëîæåíèè 5 Current Protocols
in Molecular Biology, 1988, ed. Ausubel et al., Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscience,
êîòîðîå âêëþ÷åíî â íàñòî ùèé äîêóìåíò â êà÷åñòâå ññûëêè, è â êàòàëîãàõ êîììåð÷åñêèõ
ïîñòàâùèêîâ, òàêèõ êàê Clontech Laboratories, Stratagene Inc., è Invitrogen, Inc.

Àëüòåðíàòèâíî, ð ä ýêñïðåññèîííûõ ñèñòåì íà îñíîâå âèðóñîâ òàêæå ìîæíî
èñïîëüçîâàòü ñ êëåòêàìè ìëåêîïèòàþùèõ äë  ðåêîìáèíàíòíîé ýêñïðåññèè HSP èëè α2Ì.
Âåêòîðû, èñïîëüçóþùèå ÄÍÊ ñêåëåòû âèðóñîâ, áûëè ïîëó÷åíû èç îáåçü íüåãî âèðóñà 40
(SV40) (Hamer et al., 1979, Cell 17:725), àäåíîâèðóñà (Van Doren et al., 1984, Mol.
Cell Biol. 4:1653), àäåíîàññîöèèðîâàííîãî âèðóñà (McLaughlin et al., 1988, J. Virol.
62:1963) è âèðóñà ïàïèëëîìû êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (Zinn et al., 1982, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 79:4897). Â ñëó÷à õ, êîãäà â êà÷åñòâå âåêòîðà ýêñïðåññèè èñïîëüçóþò
àäåíîâèðóñ, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äîíîðñêîé ÄÍÊ ìîæíî ëèãèðîâàòü ñ êîíòðîëüíîé
îáëàñòüþ òðàíñêðèïöèè/òðàíñë öèè àäåíîâèðóñà, íàïðèìåð, ïîçäíèì ïðîìîòîðîì è
òðåõ÷ëåííîé ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ. Äàííûé õèìåðíûé ãåí çàòåì ìîæíî âñòàâèòü
â ãåíîì àäåíîâèðóñà ñ ïîìîùüþ ðåêîìáèíàöèè in vitro èëè in vivo. Âñòàâêà â
íåýññåíöèàëüíóþ îáëàñòü âèðóñíîãî ãåíîìà (íàïðèìåð, â îáëàñòü Å1 èëè Å3) äàåò
ðåêîìáèíàíòíûé âèðóñ, êîòîðûé  âë åòñ  æèçíåñïîñîáíûì è ñïîñîáíûì ýêñïðåññèðîâàòü
ãåòåðîëîãè÷íûå ïðîäóêòû â èíôèöèðîâàííûõ õîç åâàõ (ñì., íàïðèìåð, Logan and Shenk,
1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655-3659).

Âèðóñ ïàïèëëîìû êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (BPV) ìîæåò èíôèöèðîâàòü ìíîãèõ âûñøèõ
ïîçâîíî÷íûõ, âêëþ÷à  ÷åëîâåêà, è åãî ÄÍÊ ðåïëèöèðóåòñ  êàê ýïèñîìà. Äë  ýêñïðåññèè
ðåêîìáèíàíòíîãî ãåíà ðàçðàáîòàí ð ä ÷åëíî÷íûõ âåêòîðîâ, êîòîðûå ñóùåñòâóþò â êëåòêàõ
ìëåêîïèòàþùèõ êàê ñòàáèëüíûå ìíîãîêîïèéíûå (20-300 êîïèé íà êëåòêó)
ýêñòðàõðîìîñîìíûå ýëåìåíòû. Îáû÷íî äàííûå âåêòîðû ñîäåðæàò ñåãìåíò ÄÍÊ BPV (âåñü
ãåíîì èëè 69% òðàíñôîðìèðóþùèé ôðàãìåíò), ïðîìîòîð ñ îáøèðíûì ð äîì õîç åâ, ñèãíàë
ïîëèàäåíèëèðîâàíè , ñèãíàëû ñïëàéñèíãà, ñåëåêòèðóåìûé ìàðêåð è "íå äîâèòûå"
ïëàçìèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå ïîçâîë þò âåêòîðó ðàçìíîæàòüñ  â E.coli. Ïîñëå
êîíñòðóèðîâàíè  è àìïëèôèêàöèè â áàêòåðè õ êîíñòðóêöèþ ýêñïðåññèðóåìîãî ãåíà
òðàíñôèöèðóþò â êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ, íàïðèìåð, ïîñðåäñòâîì
ìåòîäèêè ñîîñàæäåíè  ôîñôàòîì êàëüöè  èëè ýëåêòðîïîðàöèè. Äë  òåõ êëåòîê, êîòîðûå íå
ìàíèôåñòèðóþò òðàíñôîðìèðîâàííûé ôåíîòèï, ñåëåêöè  òðàíñôîðìàíòîâ äîñòèãàåòñ 
èñïîëüçîâàíèåì äîìèíàíòíîãî ñåëåêòèðóåìîãî ìàðêåðà, òàêîãî êàê óñòîé÷èâîñòü ê
ãèñòèäèíîëó è G418. Íàïðèìåð, âåêòîðû BPV, òàêèå êàê pBCMGSNeo è pBCMGHis, ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äë  ýêñïðåññèðîâàíè  HSP èëè α2Ì (Karasuyama et al., Eur. J. Immunol.
18: 97-104; Ohe et al., Human Gene Therapy 6:325-33), êîòîðûå çàòåì ìîæíî
òðàíñôåêòèðîâàòü â öåëûé ð ä êëåòî÷íûõ òèïîâ äë  ýêñïðåññèðîâàíè  HSP èëè α2Ì.

Àëüòåðíàòèâíî, ìîæíî èñïîëüçîâàòü ïðîìîòîð âèðóñà êîðîâüåé îñïû 7,5Ê (ñì.,
íàïðèìåð, Mackett et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 7415-7419; Mackett et
al., 1984, J. Virol. 49: 857-864; Panicali et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
79: 4927-4931). Â ñëó÷à õ, êîãäà èñïîëüçóþò ÷åëîâå÷åñêóþ êëåòêó-õîç èí, ìîæíî
èñïîëüçîâàòü âåêòîðû íà îñíîâå ðåïëèêàòîðà (OriP) âèðóñà Ýïøòåéíà-Áàððà (EBV) è
 äåðíûé àíòèãåí 1 EBV (EBNA-1; òðàíñäåéñòâóþùèé ôàêòîð ðåïëèêàöèè). Óêàçàííûå
âåêòîðû ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  îáøèðíîãî ð äà ÷åëîâå÷åñêèõ êëåòîê-õîç åâ, íàïðèìåð
EBO-pCD (Spickofsky et al., 1990, DNA Prot. Eng. Tech. 2:14-18), pDR2 è λDR2 (îò êîìïàíèè
Clontech Laboratories).

Ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíîãî HSP èëè α2Ì ìîæíî äîáèòüñ  ñ ïîìîùüþ ýêñïðåññèîííîé
ñèñòåìû íà îñíîâå ðåòðîâèðóñà. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü òðàíñôåêöèè, ðåòðîâèðóñû ìîãóò
ýôôåêòèâíî èíôèöèðîâàòü è òðàíñôîðìèðîâàòü ãåíû â îáøèðíûé ð ä êëåòî÷íûõ òèïîâ,
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âêëþ÷à , íàïðèìåð, ïåðâè÷íûå ãåìîïîýòè÷åñêèå êëåòêè. Â ðåòðîâèðóñàõ, òàêèõ êàê âèðóñ
ìûøèíîãî ëåéêîçà Moloney, áîëüøèíñòâî ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíîâ âèðóñà ìîæíî
óäàëèòü è çàìåíèòü íà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ HSP èëè α2Ì, â òî âðåì  êàê
óòðà÷åííûå âèðóñíûå ôóíêöèè ìîæíî îáåñïå÷èòü â trans. Ð äîì õîç åâ äë  èíôåêöèè
ðåòðîâèðóñíûì âåêòîðîì òàêæå ìîæíî ìàíèïóëèðîâàòü ïîñðåäñòâîì âûáîðà îáîëî÷êè,
èñïîëüçóåìîé äë  óïàêîâêè âåêòîðà.

Íàïðèìåð, ðåòðîâèðóñíûé âåêòîð ìîæåò âêëþ÷àòü 5' äëèííûé êîíöåâîé ïîâòîð (LTR), 3'
LTR, ñèãíàë óïàêîâêè, áàêòåðèàëüíûé ðåïëèêàòîð è ñåëåêòèðóåìûé ìàðêåð. ÄÍÊ ND-
àññîöèèðîâàííîãî àíòèãåííîãî ïåïòèäà âñòàâë þò íà ïîçèöèþ ìåæäó 5' LTR è 3' LTR,
òàêèì îáðàçîì, ÷òî òðàíñêðèïöè  ñ ïðîìîòîðà 5' LTR òðàíñêðèáèðóåò êëîíèðîâàííóþ ÄÍÊ.
5' LTR âêëþ÷àåò ïðîìîòîð, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè , ïðîìîòîð LTR, R-îáëàñòü, Í5-
îáëàñòü è ñàéò ñâ çûâàíè  ïðàéìåðà, â óêàçàííîì ïîð äêå. Íóêëåîòèäíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè óêàçàííûõ ýëåìåíòîâ LTR õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì. Â âåêòîð
ýêñïðåññèè òàêæå ìîæíî âêëþ÷àòü ãåòåðîëîãè÷íûé ïðîìîòîð, à òàêæå ìíîæåñòâåííûå
ëåêàðñòâåííûå ñåëåêòèâíûå ìàðêåðû, ÷òîáû îáëåã÷èòü îòáîð èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê (ñì.
McLauchlin et al., 1990, Prog. Nucleic Acid Res. and Molec. Biol. 38:91-135;
Morgenstern et al., 1990, Nucleic Acid Res. 18:3587-3596; Choulika et al., 1996, J.
Virol. 70:1792-1798; Boesen et al., 1994, Biotherapy 6:291-302; Salmons and Gunzberg,
1993, Human Gene Therapy 4:129-141 è Grossman and Wilson, 1993, Curr. Opin. in
Genetics and Devel. 3:110-114).

Ðåêîìáèíàíòíûå êëåòêè ìîæíî êóëüòèâèðîâàòü â ñòàíäàðòíûõ óñëîâè õ òåìïåðàòóðû,
âðåìåíè èíêóáàöèè, îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè è ñîñòàâà ñðåä. Àëüòåðíàòèâíî, êëåòêè ìîæíî
êóëüòèâèðîâàòü â óñëîâè õ, ïðåâîñõîä ùèõ ïèòàòåëüíûå è ôèçèîëîãè÷åñêèå ïîòðåáíîñòè
êëåòêè, â êîòîðîé ýíäîãåííî ýêñïðåññèðóåòñ  HSP. Ìîäèôèöèðîâàííûå óñëîâè 
êóëüòèâèðîâàíè  è ñðåäû ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  óâåëè÷åíè  âûðàáîòêè êîìïëåêñîâ HSP-
ïåïòèä. Íàïðèìåð, ðåêîìáèíàíòíûå êëåòêè ìîæíî âûðàùèâàòü â óñëîâè õ, êîòîðûå
óñêîð þò èíäóöèðóåìóþ ýêñïðåññèþ HSP.

Ïîëèïåïòèäû àëüôà-2-ìàêðîãëîáóëèíà è HSP ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîãóò
ýêñïðåññèðîâàòüñ  êàê ñëèòûå áåëêè äë  îáëåã÷åíè  èõ âûäåëåíè  è î÷èñòêè èç êëåòîê, â
êîòîðûõ îíè ýêñïðåññèðóþòñ . Íàïðèìåð, ïîëèïåïòèä HSP èëè α2Ì ìîæåò ñîäåðæàòü
ëèäåðíûé ïåïòèä ñèãíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äë  íàïðàâëåíè  åãî òðàíñëîêàöèè
÷åðåç ER ìåìáðàíó äë  ñåêðåöèè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó. Äàëåå, ïîëèïåïòèä HSP èëè α2Ì
ìîæåò ñîäåðæàòü àôôèííóþ ìåòêó, òàêóþ êàê àôôèííà  ìåòêà, ñëèòà  ñ ëþáîé ÷àñòüþ
ïîëèïåïòèäà HSP èëè α2Ì, íå ó÷àñòâóþùåé â ñâ çûâàþùåì àíòèãåííîì ïåïòèäå, òàêîé
êàê, íàïðèìåð, êàðáîêñèëüíûé êîíåö. Àôôèííóþ ìåòêó ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  îáëå÷åíè 
âûäåëåíè  áåëêà ïóòåì ñâ çûâàíè  ñ àôôèííîé ïàðòíåðñêîé ìîëåêóëîé-ïàðòíåðîì.

Ðàçëè÷íûå ñïîñîáû ïîëó÷åíè  óêàçàííûõ ñëèòûõ áåëêîâ õîðîøî èçâåñòíû
ñïåöèàëèñòàì. Ìàíèïóë öèè, êîòîðûå ïðèâîä ò ê èõ âûðàáîòêå, ìîãóò èìåòü ìåñòî íà
ãåííîì èëè áåëêîâîì óðîâíå, ïðåäïî÷òèòåëüíî íà ãåííîì óðîâíå. Íàïðèìåð,
êëîíèðîâàííóþ êîäèðóþùóþ îáëàñòü ïîëèïåïòèäà HSP èëè α2Ì ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü
ëþáûì èç ìíîãî÷èñëåííûõ ñïîñîáîâ ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ, èçâåñòíûõ ñïåöèàëèñòàì
(Sambrook et al., 1990, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d ed., Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York; Ausubel et al., cm. Chapter 8,
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and Wiley
Interscience, New York). Èç ñëåäóþùåãî îáñóæäåíè  áóäåò  ñíî, ÷òî çàìåùåíè , äåëåöèè,
èíñåðöèè èëè ëþáûå èõ êîìáèíàöèè âíåäðåíû èëè ñêîìáèíèðîâàíû äë  ïîëó÷åíè 
êîíå÷íîé íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé ïîëèïåïòèä HSP èëè α2Ì.

Â ðàçëè÷íûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñëèòûå áåëêè,
âêëþ÷àþùèå ïîëèïåïòèä HSP èëè α2Ì, ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäèêè
ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ. Íàïðèìåð, ðåêîìáèíàíòíûé ãåí, êîäèðóþùèé ïîëèïåïòèä HSP

èëè α2Ì, ìîæíî ñêîíñòðóèðîâàòü ïóòåì ââåäåíè  ôðàãìåíòà ãåíà HSP èëè α2Ì â
ïîäõîä ùåé ðàìêå ñ÷èòûâàíè  â âåêòîð, ñîäåðæàùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àôôèííîé
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ìåòêè, òàêèì îáðàçîì, ÷òî ïîëèïåïòèä HSP èëè α2Ì ýêñïðåññèðóåòñ  êàê ñëèòûé áåëîê ñ
ïåïòèäíîé ìåòêîé. Àôôèííûå ìåòêè, êîòîðûå ìîãóò ðàñïîçíàâàòüñ  ñïåöèôè÷íûìè
ñâ çûâàþùèìè ïàðòíåðàìè, ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  àôôèííîé î÷èñòêè ïîëèïåïòèäà HSP
èëè α2Ì.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àôôèííà  ìåòêà
ñëèòà ñâîèì àìèíîêîíöîì ñ êàðáîêñèëüíûì êîíöîì HSP èëè α2Ì. Òî÷íûé ó÷àñòîê, íà
êîòîðîì îñóùåñòâë åòñ  ñëè íèå ïî êàðáîêñèëüíîìó êîíöó, íå  âë åòñ  ñóùåñòâåííûì.
Îïòèìàëüíûé ó÷àñòîê ìîæíî îïðåäåëèòü ñ ïîìîùüþ ðóòèííîãî ýêñïåðèìåíòèðîâàíè .

Ìîæíî èñïîëüçîâàòü ð ä àôôèííûõ ìåòîê, èçâåñòíûõ ñïåöèàëèñòàì, òàêèõ êàê, áåç
îãðàíè÷åíè , êîíñòàíòíûå îáëàñòè èììóíîãëîáóëèíà, ïîëèãèñòèäèíîâà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (Petty, 1996, Metal-chelate affinity Chromatography, ñì. Current
Protocols in Molecular Biology, Vol 2, Ed. Ausubel et al., Greene Publish. Assoc. and
Wiley Interscience), ãëóòàòèîí-S-òðàíñôåðàçà (GST; Smith, 1993, Methods Mol. Cell
Biol. 4:220-229), áåëîê, ñâ çûâàþùèé ìàëüòîçó E.coli (Guan et al., 1987, Gene 67:21-
30), è ðàçëè÷íûå äîìåíû, ñâ çûâàþùèå öåëëþëîçó (ïàòåíòû ÑØÀ ¹¹5496934, 5202247,
5137819; Tomme et al., 1994, Protein Eng. 7:117-123) è ò.ï. Äðóãèå àôôèííûå ìåòêè
ìîãóò ñîîáùàòü ñâîéñòâà ôëóîðåñöåíöèè ïîëèïåïòèäó HSP èëè α2Ì, íàïðèìåð ÷àñòè
çåëåíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà è ò.ï. Äðóãèå âîçìîæíûå àôôèííûå ìåòêè ïðåäñòàâë þò
ñîáîé àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ê êîòîðûì èìåþòñ  ìîíîêëîíàëüíûå
àíòèòåëà, òàêèå êàê, áåç îãðàíè÷åíè , ñëåäóþùèå õîðîøî èçâåñòíûå ïðèìåðû, ýïèòîï
FLAG, myc ýïèòîï íà àìèíîêèñëîòàõ 408-439, ýïèòîï ãåìàããëþòèíèíà (ÍÀ) âèðóñà ãðèïïà.
Äðóãèå àôôèííûå ìåòêè ðàñïîçíàþòñ  ñïåöèôè÷íûìè ñâ çûâàþùèìè ïàðòíåðàìè è, òàêèì
îáðàçîì, îáëåã÷àþò âûäåëåíèå ïóòåì àôôèííîãî ñâ çûâàíè  ñî ñâ çûâàþùèì ïàðòíåðîì,
êîòîðûé ìîæåò áûòü èììîáèëèçèðîâàí íà òâåðäîì íîñèòåëå. Íåêîòîðûå àôôèííûå ìåòêè
ìîãóò ñîîáùàòü ïîëèïåïòèäó HSP èëè α2Ì íîâûå ñòðóêòóðíûå ñâîéñòâà, òàêèå êàê
ñïîñîáíîñòü îáðàçîâûâàòü ìóëüòèìåðû. Äèìåðèçàöè  ïîëèïåïòèäà HSP èëè α2Ì ñî
ñâ çàííûì ïåïòèäîì ìîæåò ïîâûñèòü àâèäíîñòü âçàèìîäåéñòâè  ìåæäó ïîëèïåïòèäîì HSP
èëè α2Ì è åãî ïàðòíåðîì â õîäå ïðåçåíòàöèè àíòèãåíîâ. Óêàçàííûå àôôèííûå ìåòêè
îáû÷íî ïîëó÷àþò èç áåëêîâ, êîòîðûå â íîðìå ñóùåñòâóþò â âèäå ãîìîïîëèìåðîâ. Òàêèå
àôôèííûå ìåòêè êàê âíåêëåòî÷íûå äîìåíû CD8 (Shiue et al., 1988, J. Exp. Med. 168:
1993-2005), èëè CD28 (Lee et al., J. Immunol. 145:344-352), èëè ÷àñòè ìîëåêóëû
èììóíîãëîáóëèíà, ñîäåðæàùèå ñàéòû äë  ìåæöåïî÷å÷íûõ äèñóëüôèäíûõ ñâ çåé, ìîãóò
ïðèâîäèòü ê îáðàçîâàíèþ ìóëüòèìåðîâ. Ñïåöèàëèñòû îöåí ò òîò ôàêò, ÷òî ìîæíî
èñïîëüçîâàòü ìíîæåñòâî ñïîñîáîâ äë  ïîëó÷åíè  êîäèðóþùåé îáëàñòè óïîì íóòûõ âûøå
àôôèííûõ ìåòîê, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè , êëîíèðîâàíèå ÄÍÊ, àìïëèôèêàöèþ ÄÍÊ è
ñèíòåòè÷åñêèå ñïîñîáû. Íåêîòîðûå èç àôôèííûõ ìåòîê è ðåàãåíòîâ äë  èõ âû âëåíè  è
âûäåëåíè  äîñòóïíû èç êîììåð÷åñêèõ èñòî÷íèêîâ.

Ïðåäïî÷òèòåëüíîé àôôèííîé ìåòêîé  âë åòñ  íåâàðèàáåëüíà  ÷àñòü ìîëåêóëû
èììóíîãëîáóëèíà. Îáû÷íî óêàçàííûå ÷àñòè âêëþ÷àþò ïî ìåíüøåé ìåðå ôóíêöèîíàëüíûé
îïåðàòèâíûé äîìåí ÑÍ2 è ÑÍ3 êîíñòàíòíîé îáëàñòè ò æåëîé öåïè èììóíîãëîáóëèíà.
Ñëè íè  òàêæå îñóùåñòâë þò ñ èñïîëüçîâàíèåì êàðáîêñèëüíîãî êîíöà Fc ÷àñòè
êîíñòàíòíîãî äîìåíà, èëè îáëàñòè, íåïîñðåäñòâåííî àìèíîêîíöåâîé ïî îòíîøåíèþ ñ ÑÍ1
ò æåëîé èëè ëåãêîé öåïè. Ïîäõîä ùóþ àôôèííóþ ìåòêó íà îñíîâå èììóíîãëîáóëèíà
ìîæíî ïîëó÷èòü èç ïîäòèïîâ IgG-1, -2, -3 èëè -4, IgA, IgE, IgD èëè IgM, íî
ïðåäïî÷òèòåëüíî, IgG1. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷åëîâå÷åñêèé èììóíîãëîáóëèí èñïîëüçóþò
òîãäà, êîãäà ïîëèïåïòèä HSP èëè α2Ì ïðåäíàçíà÷àåòñ  äë  ïðèìåíåíè  in vivo äë 
÷åëîâåêà. Ìíîãèå ÄÍÊ, êîäèðóþùèå êîíñòàíòíûå îáëàñòè ëåãêîé èëè ò æåëîé öåïè
èììóíîãëîáóëèíà, èçâåñòíû èëè ëåãêî äîñòóïíû èç áèáëèîòåê êÄÍÊ. Ñì., íàïðèìåð, Adams
et al., Biochemistry, 1980, 19:2711-2719; Gough et al., 1980, Biochemistry, 19:2702-
2710; Dolby et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:6027-6031; Rice et al.,
1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79:7862-7865; Falkner et al., 1982, Nature, 298:286-
288 è Morrison et al., 1984, Ann. Rev. Immunol., 2:239-256. Ïîñêîëüêó äë  âû âëåíè 
èììóíîãëîáóëèíîâ èìååòñ  ìíîæåñòâî èììóíîëîãè÷åñêèõ ðåàãåíòîâ è ñèñòåì ìå÷åíè ,
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ñëèòûé áåëîê HSP èëè α2Ì ïîëèïåïòèä-Ig ìîæíî ëåãêî âû âë òü è îïðåäåë òü åãî
êîëè÷åñòâåííî ñ ïîìîùüþ ðàçíîîáðàçíûõ èììóíîëîãè÷åñêèõ ìåòîäèê, èçâåñòíûõ
ñïåöèàëèñòàì, òàêèõ êàê èñïîëüçîâàíèå òâåðäîôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà
(ELISA), èììóíîïðåöèïèòàöèè, êëåòî÷íîãî ñîðòèíãà ñ âîçáóæäåíèåì ôëóîðåñöåíöèè
(FACS) è ò.ï. Ïîäîáíî ýòîìó, åñëè àôôèííà  ìåòêà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ýïèòîï ñ ëåãêî
äîñòóïíûìè àíòèòåëàìè, óêàçàííûå ðåàãåíòû ìîæíî èñïîëüçîâàòü ñ ìåòîäèêàìè,
óïîì íóòûìè âûøå, äë  âû âëåíè , êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  è âûäåëåíè 
ïîëèïåïòèäà HSP èëè α2Ì, ñîäåðæàùåãî àôôèííóþ ìåòêó. Âî ìíîãèõ ñëó÷à õ íåò
íåîáõîäèìîñòè ïîëó÷àòü ñïåöèôè÷íûå àíòèòåëà ê ïîëèïåïòèäó HSP èëè α2Ì.

Îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûé âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñëè íèå ïîëèïåïòèäîâ HSP èëè α2Ì ñ øàðíèðíûìè, ÑÍ2 è ÑÍ3
äîìåíàìè ÷åëîâå÷åñêîãî èììóíîãëîáóëèíà G-1 (IgG-1, ñì. Bowen et al., 1996, J.
Immunol. 156442-49). Äàííà  øàðíèðíà  îáëàñòü ñîäåðæèò òðè öèñòåèíîâûõ îñòàòêà,
êîòîðûå â íîðìå ó÷àñòâóþò â îáðàçîâàíèè äèñóëüôèäíûõ ñâ çåé ñ äðóãèìè öèñòåèíîâûìè
îñòàòêàìè â ìîëåêóëå Ig. Ïîñêîëüêó äë  òîãî, ÷òîáû ïåïòèä ôóíêöèîíèðîâàë â êà÷åñòâå
ìåòêè, íå íóæíî íèêàêèõ öèñòåèíîâ, òî îäèí èëè áîëåå öèñòåèíîâûõ îñòàòêîâ ìîæíî,
íåîá çàòåëüíî, çàìåí òü íà äðóãîé àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê, òàêîé êàê, íàïðèìåð, ñåðèí.

Ðàçëè÷íûå ëèäåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èçâåñòíûå ñïåöèàëèñòàì, ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äë  ýôôåêòèâíîé ñåêðåöèè ïîëèïåïòèäà HSP èëè α2Ì èç êëåòîê áàêòåðèé è
ìëåêîïèòàþùèõ (von Heijne, 1985, J. Mol. Biol. 184:99-105). Ëèäåðíûå ïåïòèäû
âûáèðàþòñ  íà îñíîâå ïðåäïîëàãàåìîé êëåòêè-õîç èíà è ìîãóò âêëþ÷àòü
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áàêòåðèé, äðîææåé, âèðóñîâ, æèâîòíûõ è ìëåêîïèòàþùèõ. Íàïðèìåð,
ëèäåðíûé ïåïòèä ãëèêîïðîòåèíà D âèðóñà ãåðïåñà  âë åòñ  ïîõîä ùèì äë  èñïîëüçîâàíè 
â ð äå êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ. Ïðåäïî÷òèòåëüíûé ëèäåðíûé ïåïòèä äë  èñïîëüçîâàíè  â
êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ìîæíî ïîëó÷èòü èç îáëàñòè V-J2-C êàïïà-öåïè ìûøèíîãî
èììóíîãëîáóëèíà (Bernard et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. 78:5812-5816).
Ïðåäïî÷òèòåëüíûå ëèäåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íà ýêñïðåññèþ æåëàòåëüíîãî
ïîëèïåïòèäà HSP èëè α2Ì â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ âêëþ÷àþò, áåç îãðàíè÷åíè , ëèäåðíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêîâ OmpA E.coli (Hobom et al., 1995, Dev. Biol. Stand. 84:255-
262), Pho A (Oka et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. 82:7212-16), OmpT (Johnson et
al., 1996, Protein Expression 7:104-113), LamB è OmpF (Hoffman & Wright, 1985, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82:5107-5111), β-ëàêòàìàçû (Kadonaga et al., 1984, J. Biol. Chem.
259:2149-54), ýíòåðîòîêñèíîâ (Morioka-Fujimoto et al., 1991, J. Biol. Chem. 266:1728-
32) è áåëêà A Staphylococcus aureus (Abrahmsen et al., 1986, Nucleic Acids Res. 14:
7487-7500) è ýíäîãëþêàíàçû B.subtilis (Lo et al., Appl. Environ. Microbiol. 54:2287-
2292), à òàêæå èñêóññòâåííûå è ñèíòåòè÷åñêèå ñèãíàëüíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (Maclntyre
et al., 1990, Mol. Gen. Genet. 221:466-74; Kaiser et al., 1987, Science, 235:312-317).

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, êîäèðóþùèå æåëàòåëüíóþ àôôèííóþ ìåòêó èëè ëèäåðíûé
ïåïòèä, êîòîðûå ëåãêî ìîæíî ïîëó÷èòü èç áèáëèîòåê, ïðîèçâåäåííûõ ñèíòåòè÷åñêèì ïóòåì
èëè ïðèîáðåòåííûõ èç êîììåð÷åñêèõ èñòî÷íèêîâ,  âë þòñ  ïîäõîä ùèìè äë 
ïðàêòè÷åñêîãî îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Óêàçàííûå ñïîñîáû õîðîøî
èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì.

4.4. ÎÁÐÀÇÎÂÀÍÈÅ ÊÎÌÏËÅÊÑÎÂ ÁÅËÊÎÂ È ÏÅÏÒÈÄÎÂ Ñ HSP È α2Ì
Â íàñòî ùåì äîêóìåíòå îïèñàíû ïðèìåðû ñïîñîáîâ îáðàçîâàíè  êîìïëåêñîâ in vitro

HSP èëè α2Ì ñ ïîïóë öèåé áåëêîâ è/èëè ïåïòèäîâ, êîòîðûå áûëè ïîëó÷åíû èç àíòèãåííûõ
êëåòîê, èõ êëåòî÷íîé ôðàêöèè èëè âèðóñíûõ ÷àñòèö. Ïîïóë öè  áåëêîâ è/èëè ïåïòèäîâ
ïðîèñõîäèò èç áåëêîâîãî ïðåïàðàòà àíòèãåííûõ êëåòîê, êàê îïèñàíî â ðàçäåëå 4.2.1. Â
íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïåïòèäû  âë þòñ 
ðåçóëüòàòîì ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè  áåëêîâîãî ïðåïàðàòà àíòèãåííûõ êëåòîê, èõ
êëåòî÷íîé ôðàêöèè èëè âèðóñíûõ ÷àñòèö. Ðåàêöè  îáðàçîâàíè  êîìïëåêñîâ ìîæåò
ïðèâîäèòü ê îáðàçîâàíèþ êîâàëåíòíîé ñâ çè ìåæäó HSP è áåëêîì èëè ïåïòèäîì
àíòèãåííîé êëåòêè èëè âèðóñíîé ÷àñòèöû. Ðåàêöè  îáðàçîâàíè  êîìïëåêñîâ ìîæåò
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ïðèâîäèòü ê îáðàçîâàíèþ êîâàëåíòíîé ñâ çè ìåæäó α2Ì è áåëêîì èëè ïåïòèäîì
àíòèãåííîé êëåòêè èëè âèðóñíîé ÷àñòèöû. Ðåàêöè  îáðàçîâàíè  êîìïëåêñîâ ìîæåò òàêæå
ïðèâîäèòü ê îáðàçîâàíèþ íåêîâàëåíòíîé ñâ çè ìåæäó HSP è áåëêîì è/èëè ïåïòèäîì
èëè α2Ì è áåëêîì è/èëè ïåïòèäîì.

Ïåðåä îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñà HSP ìîæíî ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáàòûâàòü ÀÒÔ èëè
ïîäâåðãàòü âîçäåéñòâèþ êèñëîòíûõ óñëîâèé äë  óäàëåíè  ëþáûõ ïåïòèäîâ, êîòîðûå ìîãóò
áûòü íåêîâàëåíòíî ñâ çàíû ñ HSP, ïðåäñòàâë þùèì èíòåðåñ. Â ñëó÷àå, êîãäà
èñïîëüçóåòñ  ïðîöåäóðà ñ ÀÒÔ, èçáûòîê ÀÒÔ óäàë þò èç ïðåïàðàòà äîáàâëåíèåì
àïèðàíàçû, êàê îïèñàíî Levy, et al., 1991, Cell 67:265-274. Â ñëó÷àå, êîãäà
èñïîëüçóþòñ  êèñëîòíûå óñëîâè , áóôåð ïîâòîðíî äîâîä ò äî íåéòðàëüíîãî çíà÷åíè  ðÍ
äîáàâëåíèåì ðåàãåíòîâ, ìîäèôèöèðóþùèõ ðÍ. Ïðåäïî÷òèòåëüíûé ïðèìåð ïðîòîêîëà äë 
íåêîâàëåíòíîãî îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà ïîïóë öèè ïåïòèäîâ (ñðåäí   äëèíà îò 7 äî 20
àìèíîêèñëîò) ñ HSP èëè α2Ì in vitro îáñóæäàåòñ  íèæå.

Ïîïóë öèþ ïåïòèäîâ (1 ìêã) è ïðåäâàðèòåëüíîãî îáðàáîòàííîãî HSP (9 ìêã) ñìåøèâàþò
ñ ïîëó÷åíèåì ìîë ðíîãî ñîîòíîøåíè  ïðèáëèçèòåëüíî 5 ïåïòèäîâ (èëè áåëêîâ): 1 HSP.
Çàòåì ñìåñü èíêóáèðóþò â òå÷åíèå ïåðèîäà âðåìåíè îò 15 ìèíóò äî 3 ÷àñîâ ïðè
òåìïåðàòóðå îò 4°Ñ äî 45°Ñ â ïîäõîä ùåì ñâ çûâàþùåì áóôåðå, òàêîì êàê áóôåð,
ñîäåðæàùèé 20 ìÌ ôîñôàò íàòðè , ðÍ 7,2, 350 ìÌ NaCl, 3 ìÌ MgCl2 è 1 ìÌ
ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèä (PMSF). Ïðåïàðàòû öåíòðèôóãèðóþò ÷åðåç áëîê Centricon
10 (Millipore) äë  óäàëåíè  ëþáîãî íåñâ çàííîãî ïåïòèäà. Íåêîâàëåíòíóþ àññîöèàöèþ
áåëêîâ/ïåïòèäîâ ñ HSP ìîæíî àíàëèçèðîâàòü ñ èñïîëüçîâàíèåì âûñîêîýôôåêòèâíîé
æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè (ÂÝÆÕ) èëè ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (ÌÑ).

Â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , ïðåäïî÷òèòåëüíîì
äë  èçãîòîâëåíè  íåêîâàëåíòíûõ êîìïëåêñîâ HSP70 ñ áåëêàìè/ïåïòèäàìè, 5-10
ìèêðîãðàììîâ î÷èùåííîãî HSP70 èíêóáèðóþò ñ ýêâèìîë ðíûìè êîëè÷åñòâàìè
áåëêîâ/ïåïòèäîâ â 20 ìÌ áóôåðå ôîñôàòà íàòðè , ðÍ 7,5, 0,5 Ì NaCl, 3 ìÌ MgCl2 è 1 ìÌ
ÀÄÔ â îáúåìå 100 ìèêðîëèòðîâ ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 1 ÷. Óêàçàííóþ èíêóáàöèîííóþ ñìåñü
öåíòðèôóãèðóþò îäèí èëè áîëåå ðàç, åñëè ýòî íåîáõîäèìî, ÷åðåç áëîê Centricon 10
(Millipore) äë  óäàëåíè  ëþáîãî íåñâ çàííîãî ïåïòèäà.

Â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , ïðåäïî÷òèòåëüíîì
äë  èçãîòîâëåíè  íåêîâàëåíòíûõ êîìïëåêñîâ gp96 èëè HSP90 ñ ïåïòèäàìè, 5-10
ìèêðîãðàììîâ î÷èùåííîãî gp96 èëè HSP90 èíêóáèðóþò ñ ýêâèìîë ðíûìè èëè
èçáûòî÷íûìè êîëè÷åñòâàìè áåëêîâ/ïåïòèäîâ â ïîäõîä ùåì áóôåðå, òàêîì êàê áóôåð,
ñîäåðæàùèé 20 ìÌ áóôåð ôîñôàòà íàòðè , ðÍ 7,5, 0,5 Ì NaCl, 3 ìÌ MgCl2 ïðè 60-65°Ñ â
òå÷åíèå 5-20 ìèí. Óêàçàííóþ èíêóáàöèîííóþ ñìåñü îñòàâë þò îñòûâàòü äî êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðû è öåíòðèôóãèðóþò îäèí èëè áîëåå ðàç, åñëè ýòî íåîáõîäèìî, ÷åðåç áëîê
Centricon 10 (Millipore) äë  óäàëåíè  ëþáîãî íåñâ çàííîãî ïåïòèäà.

Ïîñëå îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà ñ àíòèãåííûìè áåëêàìè è/èëè àíòèãåííûìè ïåïòèäàìè
èììóíîãåííûé êîìïëåêñ HSP èëè êîìïëåêñ α2Ì ìîæíî, íåîá çàòåëüíî, àíàëèçèðîâàòü ñ
ïîìîùüþ, íàïðèìåð, àíàëèçà êëåòîê-ìèøåíåé ñìåøàííîé êóëüòóðîé ëèìôîöèòîâ (MLTC),
îïèñàííîãî íèæå. Ïîñëå òîãî êàê êîìïëåêñû HSP-ïåïòèä è/èëè HSP-áåëîê áûëè âûäåëåíû è
ðàçáàâëåíû, èõ ìîæíî, íåîá çàòåëüíî, äîïîëíèòåëüíî èçó÷àòü íà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
æèâîòíûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðåäïî÷òèòåëüíûõ ïðîòîêîëîâ ââåäåíè  è íàïîëíèòåëåé,
îáñóæäàåìûõ íèæå.

Â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâû èçãîòîâëåíèþ íåêîâàëåíòíûõ êîìïëåêñîâ HSP ñ
áåëêàìè/ïåïòèäàìè ïîïóë öèþ áåëêîâ/ïåïòèäîâ ìîæíî ñâ çûâàòü ñ HSP êîâàëåíòíûìè
ñâ ç ìè.

Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  HSP êîâàëåíòíî ñâ çûâàþò ñ
áåëêàìè è/èëè ïåïòèäàìè ïîñðåäñòâîì õèìè÷åñêîãî ïîïåðå÷íîãî ñøèâàíè . Ñïîñîáû
õèìè÷åñêîãî ïîïåðå÷íîãî ñøèâàíè  õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì. Íàïðèìåð, â
ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæíî èñïîëüçîâàòü
õèìè÷åñêîå ïîïåðå÷íîå ñøèâàíèå ñ ãëóòàðîâûì àëüäåãèäîì. Õèìè÷åñêîå ïîïåðå÷íîå
ñøèâàíèå ñ ãëóòàðîâûì àëüäåãèäîì èñïîëüçîâàëîñü äë  îáðàçîâàíè  êîâàëåíòíûõ
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êîìïëåêñîâ ïåïòèäîâ è HSP (ñì. Barrios et al., 1992, Eur. J. Immunol. 22:1365-1372).
Ïðåäïî÷òèòåëüíî 1-2 ìã êîìïëåêñà HSP-ïåïòèä ñøèâàþò â ïðèñóòñòâèè 0,002% ãëóòàðîâîãî
àëüäåãèäà â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ. Ãëóòàðîâûé àëüäåãèä óäàë þò äèàëèçîì ïðîòèâ
ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà ñ ôîñôàòíûì áóôåðîì (PBS) â òå÷åíèå íî÷è (Lussow et al.,
1991, Eur. J. Immunol. 21: 2297-2302). Àëüòåðíàòèâíî, HSP è ïîïóë öèþ áåëêîâ/ïåïòèäîâ
ìîæíî ñøèâàòü ñ ïîìîùüþ óëüòðàôèîëåòîâîãî (ÓÔ) ïîïåðå÷íîãî ñøèâàíè  ïðè óñëîâè õ,
èçâåñòíûõ ñïåöèàëèñòàì.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïîïóë öèþ áåëêîâ è/èëè
ïåïòèäîâ â áåëêîâîì ïðåïàðàòå ìîæíî íåêîâàëåíòíî ñâ çàòü â êîìïëåêñ ñ α2Ì ïóòåì
èíêóáèðîâàíè  áåëêîâ/ïåïòèäîâ ñ α2Ì â ìîë ðíîì ñîîòíîøåíèè 50:1 ïðè 50°Ñ â òå÷åíèå
10 ìèíóò, ñ ïîñëåäóþùèì èíêóáèðîâàíèåì ïðè 25°Ñ â òå÷åíèå 30 ìèíóò. Ñâîáîäíûå (íå
îáðàçîâàâøèåñ  êîìïëåêñû) ïåïòèäû ìîæíî óäàë òü ôèëüòðîâàíèåì ÷åðåç ôèëüòðû
ïîäîáðàííûõ ðàçìåðîâ. Êîìïëåêñû ïðåäïî÷òèòåëüíî èçìåð þò íà ñöèíòèëë öèîííîì
ñ÷åò÷èêå, ÷òîáû óáåäèòüñ , ÷òî íà ìîë ðíîé îñíîâå êàæäûé HSP èëè α2Ì ñâ çûâàåò
ýêâèâàëåíòíûå êîëè÷åñòâà áåëêîâ/ïåïòèäîâ (ïðèáëèçèòåëüíî 0,1% îò èñõîäíîãî êîëè÷åñòâà
ïåïòèäà). Ïîäðîáíîñòè ñì. â ðàáîòå Binder, 2001, J. Immunol. 166(8):4968-72, êîòîðà 
öåëèêîì âêëþ÷åíà â íàñòî ùèé äîêóìåíò â êà÷åñòâå ññûëêè. Äë  òîãî ÷òîáû óìåíüøèòü
ñêëîííîñòü ê îáðàçîâàíèþ êîâàëåíòíûõ êîìïëåêñîâ α2Ì ñ áåëêàìè è ïåïòèäàìè â äàííûõ
ðåàêöè õ, ïåðåä îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñà æåëàòåëüíî èíãèáèðîâàòü èëè óäàë òü
àêòèâíîñòü ïðîòåèíàç. Ýòîãî ìîæíî äîáèòüñ  èñïîëüçîâàíèåì èíãèáèòîðîâ ïðîòåèíàç,
íàïðèìåð, ñïîñîáàìè, îïèñàííûìè â ðàçäåëå 4.2.1. Òàêæå æåëàòåëüíî äîáàâë òü ê
ðåàêöèîííûì ñìåñ ì âîññòàíàâëèâàþùèé àãåíò (òàêîé êàê 2-ìåðêàïòîýòàíîë), ÷òîáû
íåéòðàëèçîâàòü íóêëåîôèëüíûå ñîåäèíåíè , ïðèñóòñòâóþùèå â áåëêîâîì ïðåïàðàòå,
êîòîðûå ìîãóò àêòèâèðîâàòü α2Ì äë  êîâàëåíòíûõ ñâ çåé.

Â åùå îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïîïóë öèþ àíòèãåííûõ
áåëêîâ è/èëè àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ â áåëêîâîì ïðåïàðàòå ìîæíî êîâàëåíòíî ñâ çàòü â
êîìïëåêñ ñ α2Ì ñ ïîìîùüþ ñïîñîáîâ, îïèñàííûõ â ÐÑÒ ïóáëèêàöè õ WO 94/14976 è WO
99/50303 äë  îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà ïåïòèäà ñ α2Ì, êîòîðûå öåëèêîì âêëþ÷åíû â
íàñòî ùèé äîêóìåíò â êà÷åñòâå ññûëîê. Íàïðèìåð, àíòèãåííûå áåëêè è/èëè àíòèãåííûå
ïåïòèäû ìîæíî èíêîðïîðèðîâàòü â α2Ì ñ èñïîëüçîâàíèåì àììèàêà èëè ìåòèëàìèíà (èëè
äðóãèõ ìàëûõ, àìèíîâûõ íóêëåîôèëîâ, òàêèõ êàê ýòèëàìèí) âî âðåì  ðåâåðñèðîâàíè 
íóêëåîôèëüíîé àêòèâàöèè, ïðèìåí   íàãðåâàíèå (ðàáîòà Gron and Pizzo, 1998,
Biochemistry, 37:6009-6014, êîòîðà  öåëèêîì âêëþ÷åíà â íàñòî ùèé äîêóìåíò â êà÷åñòâå
ññûëêè). Äë  ïîëó÷åíè  êîìïëåêñîâ α2Ì ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî ïðèìåí òü
òàêèå óñëîâè , êîòîðûå ïîçâîë þò ñëó÷àéíûé çàõâàò ïåïòèäîâ α2Ì. Êîâàëåíòíîå
ñâ çûâàíèå ïîïóë öèè àíòèãåííûõ áåëêîâ/ïåïòèäîâ ñ α2Ì òàêæå ìîæíî îñóùåñòâë òü ñ
èñïîëüçîâàíèåì áèôóíêöèîíàëüíîãî àãåíòà ñøèâàíè . Óêàçàííûå àãåíòû ñøèâàíè  è
ñïîñîáû èõ ïðèìåíåíè  òàêæå õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî, àãåíò ñøèâàíè  èíàêòèâèðóþò è/èëè óäàë þò ïîñëå îáðàçîâàíè 
êîìïëåêñîâ.

Â åùå îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïîïóë öèþ
áåëêîâ/ïåïòèäîâ ìîæíî ñâ çàòü â êîìïëåêñû ñî ñìåñüþ HSP è α2Ì ñ ïîìîùüþ òîé æå
ðåàêöèè íåêîâàëåíòíûìè èëè êîâàëåíòíûìè ñïîñîáàìè, îïèñàííûìè âûøå.

Êîìïëåêñû HSP è àíòèãåííûõ áåëêîâ è/èëè ïåïòèäîâ ïîñëå îòäåëüíûõ êîâàëåíòíûõ
è/èëè íåêîâàëåíòíûõ ðåàêöèé îáðàçîâàíè  êîìïëåêñîâ ìîæíî, íåîá çàòåëüíî, ïåðåä
ââåäåíèåì ñóáúåêòó îáúåäèí òü ñ îáðàçîâàíèåì êîìïîçèöèè. Êîìïëåêñû α2M è
àíòèãåííûõ áåëêîâ è/èëè ïåïòèäîâ ïîñëå îòäåëüíûõ êîâàëåíòíûõ è/èëè íåêîâàëåíòíûõ
ðåàêöèé îáðàçîâàíè  êîìïëåêñîâ òàêæå ìîæíî, íåîá çàòåëüíî, ïåðåä ââåäåíèåì ñóáúåêòó
îáúåäèí òü ñ îáðàçîâàíèåì êîìïîçèöèè.

4.5. ÏÐÎÔÈËÀÊÒÈÊÀ È ËÅ×ÅÍÈÅ ÇËÎÊÀ×ÅÑÒÂÅÍÍÛÕ ÎÏÓÕÎËÅÉ È
ÈÍÔÅÊÖÈÎÍÍÛÕ ÇÀÁÎËÅÂÀÍÈÉ

Â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì êîìïîçèöèþ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ,
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êîòîðà  âêëþ÷àåò êîìïëåêñû àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ, ïîëó÷åííûõ ôåðìåíòàòèâíûì
ðàñùåïëåíèåì öèòîçîëüíûõ è/èëè ïîëó÷åííûõ èç ìåìáðàíû áåëêîâ àíòèãåííûõ êëåòîê èëè
âèðóñíûõ ÷àñòèö, ñ HSP è/èëè α2Ì, ââîä ò ñóáúåêòó, èìåþùåìó çëîêà÷åñòâåííóþ îïóõîëü
èëè èíôåêöèîííîå çàáîëåâàíèå. Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  "ëå÷åíèå" îòíîñèòñ  ê óëó÷øåíèþ çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè èëè
èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíè  èëè ïî ìåíüøåé ìåðå îäíîãî åãî ðàçëè÷èìîãî ñèìïòîìà. Â
äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  "ëå÷åíèå" îòíîñèòñ  ê
óëó÷øåíèþ ïî ìåíüøåé ìåðå îäíîãî èçìåðèìîãî ôèçè÷åñêîãî ïàðàìåòðà, ñâ çàííîãî ñî
çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëüþ èëè èíôåêöèîííûì çàáîëåâàíèåì, íåîá çàòåëüíî ðàçëè÷èìîãî
ñóáúåêòîì. Â åùå îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  "ëå÷åíèå"
îòíîñèòñ  ê èíãèáèðîâàíèþ ïðîãðåññèðîâàíè  çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè èëè
èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíè , êàê ôèçè÷åñêè, íàïðèìåð, ê ñòàáèëèçàöèè ðàçëè÷èìîãî
ñèìïòîìà, òàê è ôèçèîëîãè÷åñêè, íàïðèìåð, ê ñòàáèëèçàöèè ôèçè÷åñêîãî ïàðàìåòðà, èëè è
ê òîìó, è ê äðóãîìó.

Â îïðåäåëåííûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  êîìïîçèöèè ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ââîä ò ñóáúåêòó â êà÷åñòâå ïðîôèëàêòè÷åñêîé ìåðû ïðîòèâ
óêàçàííîé çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè èëè èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíè . Èñïîëüçóåìûé â
íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè òåðìèí "ïðîôèëàêòèêà" îòíîñèòñ  ê óìåíüøåíèþ ðèñêà
ïðèîáðåòåíè  óêàçàííîé çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè èëè èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíè . Â
îäíîì âàðèàíòå ïðàêòè÷åñêîãî îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  êîìïîçèöèè ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ââîä ò â êà÷åñòâå ïðîôèëàêòè÷åñêîé ìåðû ñóáúåêòó, èìåþùåìó
ãåíåòè÷åñêîå ïðåäðàñïîëîæåíèå ê çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè. Â äðóãîì âàðèàíòå
ïðàêòè÷åñêîãî îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  êîìïîçèöèè ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ ââîä ò â êà÷åñòâå ïðîôèëàêòè÷åñêîé ìåðû ñóáúåêòó, ïîäâåðãàþùåìóñ 
âîçäåéñòâèþ êàíöåðîãåíîâ, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè , õèìè÷åñêèå âåùåñòâà è/èëè
îáëó÷åíèå, èëè ñóáúåêòó, ïîäâåðãàþùåìóñ  âîçäåéñòâèþ àãåíòà, âûçûâàþùåãî
èíôåêöèîííîå çàáîëåâàíèå.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûì ñóáúåêòîì â òåðàïåâòè÷åñêèõ è ïðîôèëàêòè÷åñêèõ ñïîñîáàõ ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ  âë åòñ  ÷åëîâåê.

Êîìïîçèöèè, èçãîòîâëåííûå ñïîñîáàìè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷àþò
êîìïëåêñû õèòøîêîâîãî áåëêà (áåëêîâ) ñ ïîïóë öèåé àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ è/èëè êîìïëåêñû
àëüôà-2-ìàêðîãëîáóëèíà ñ ïîïóë öèåé àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ. Êîìïîçèöè , êàê
ïðåäñòàâë åòñ , èíäóöèðóåò âîñïàëèòåëüíóþ ðåàêöèþ íà ó÷àñòêå îïóõîëè è ìîæåò â
êîíå÷íîì èòîãå âûçâàòü ðåãðåññèþ îïóõîëåâîé íàãðóçêè ó ïîäâåðãàåìûõ ëå÷åíèþ
ïàöèåíòîâ, èìåþùèõ çëîêà÷åñòâåííóþ îïóõîëü. Êîìïîçèöèè, èçãîòîâëåííûå ñïîñîáàìè ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ìîãóò óñèëèâàòü èììóííóþ êîìïåòåíòíîñòü ñóáúåêòà è ñîçäàâàòü
ñïåöèôè÷íûé èììóíèòåò ïðîòèâ èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ èëè ñïåöèôè÷íûé èììóíèòåò
ïðîòèâ ïðåíåîïëàñòè÷åñêèõ è íåîïëàñòè÷åñêèõ êëåòîê. Óêàçàííûå êîìïîçèöèè îáëàäàþò
ñïîñîáíîñòüþ ïðåäîòâðàùàòü íà÷àëî è ïðîãðåññèðîâàíèå èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé è
èíãèáèðîâàòü ðîñò è ïðîãðåññèðîâàíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê.

Òåðàïåâòè÷åñêèå ñõåìû è ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ,
êîòîðûå âêëþ÷àþò êîìïëåêñû öèòîçîëüíûõ è ïîëó÷åííûõ èç ìåìáðàíû áåëêîâ, ìîæíî
ïðèìåí òü â ñî÷åòàíèè ñ äîïîëíèòåëüíûìè óñèëèòåë ìè èììóííîãî îòâåòà èëè
ìîäèôèêàòîðàìè áèîëîãè÷åñêîãî îòâåòà, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè , öèòîêèíû IFN-α,
IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-6, TNF èëè äðóãèå öèòîêèíû, âëè þùèå íà èììóííûå êëåòêè, à òàêæå
ñ êîìïëåêñàìè õèòøîêîâûõ áåëêîâ è àíòèãåííûõ ìîëåêóë. Ïîìèìî ýòîãî, êîìïîçèöèè ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî ââîäèòü ñ àäúþâàíòîì èëè, â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , áåç àäúþâàíòà.

4.5.1. ÈÍÔÅÊÖÈÎÍÍÛÅ ÇÀÁÎËÅÂÀÍÈß-ÌÈØÅÍÈ
Èíôåêöèîííûå çàáîëåâàíè , êîòîðûå ìîæíî ëå÷èòü èëè ïðåäîòâðàùàòü ñïîñîáàìè ïî

íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, âûçûâàþòñ  èíôåêöèîííûìè àãåíòàìè, âêëþ÷à , áåç
îãðàíè÷åíè , âèðóñû, áàêòåðèè, ãðèáû, ïðîñòåéøèå è ïàðàçèòû. Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå íå
îãðàíè÷èâàåòñ  ëå÷åíèåì èëè ïðîôèëàêòèêîé èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé, âûçûâàåìûõ
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âíóòðèêëåòî÷íûìè ïàòîãåíàìè.
Âèðóñíûå çàáîëåâàíè , êîòîðûå ìîæíî ëå÷èòü èëè ïðåäîòâðàùàòü ñïîñîáàìè ïî

íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷àþò, áåç îãðàíè÷åíè , çàáîëåâàíè , âûçâàííûå âèðóñàìè
ãåïàòèòà À, ãåïàòèòà Â, ãåïàòèòà Ñ, ãðèïïà, âàðèöåëëîé, àäåíîâèðóñîì, ïðîñòîãî
ãåðïåñà òèïà I (HSV-I), ïðîñòîãî ãåðïåñà òèïà II (HSV-II), ÷óìû êðóïíîãî ðîãàòîãî
ñêîòà, ðèíîâèðóñîì, ýõîâèðóñîì, ðîòàâèðóñîì, ðåñïèðàòîðíî-ñèíöèòèàëüíûì âèðóñîì,
âèðóñîì ïàïèëëîìû, ïàïîâàâèðóñîì, öèòîìåãàëîâèðóñîì, ýõèíîâèðóñîì, àðáîâèðóñîì,
õàíòàâèðóñîì, âèðóñîì Êîêñàêè, âèðóñîì ýïèäåìè÷åñêîãî ïàðîòèòà, âèðóñîì êîðè, âèðóñîì
êðàñíóõè, âèðóñîì ïîëèîìèåëèòà, âèðóñîì èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà òèïà I (ÂÈ×-I) è
âèðóñîì èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà òèïà II (ÂÈ×-II).

Áàêòåðèàëüíûå çàáîëåâàíè , êîòîðûå ìîæíî ëå÷èòü èëè ïðåäîòâðàùàòü ñïîñîáàìè ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, âûçûâàþòñ  áàêòåðè ìè, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè , áàêòåðèè,
êîòîðûå èìåþò âíóòðèêëåòî÷íóþ ñòàäèþ ñâîåãî æèçíåííîãî öèêëà, ìèêîáàêòåðèþ,
ðèêêåòñèþ, ìèêîïëàçìó, íåéññåðèþ è ëåãèîíåëëó.

Ïðîòîçîéíûå çàáîëåâàíè , êîòîðûå ìîæíî ëå÷èòü èëè ïðåäîòâðàùàòü ñïîñîáàìè ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, âûçûâàþòñ  ïðîñòåéøèìè, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè ,
ëåéøìàíèþ, êîêöèäèþ è òðèïàíîñîìó.

Ïàðàçèòàðíûå çàáîëåâàíè , êîòîðûå ìîæíî ëå÷èòü èëè ïðåäîòâðàùàòü ñïîñîáàìè ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, âûçûâàþòñ  ïàðàçèòàìè, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè , õëàìèäèþ è
ðèêêåòñèþ.

4.5.2. ÇËÎÊÀ×ÅÑÒÂÅÍÍÛÅ ÎÏÓÕÎËÈ-ÌÈØÅÍÈ
Òèïû çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé, êîòîðûå ìîæíî ëå÷èòü èëè ïðåäîòâðàùàòü ñïîñîáàìè

ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷àþò, áåç îãðàíè÷åíè , ñàðêîìû è êàðöèíîìû ÷åëîâåêà,
íàïðèìåð ôèáðîñàðêîìó, ìèêñîñàðêîìó, ëèïîñàðêîìó, õîíäðîñàðêîìó, îñòåîãåííóþ
ñàðêîìó, õîíäðîìó, àíãèîñàðêîìó, ýíäîòåëèîñàðêîìó, ëèìôàíãèîñàðêîìó,
ëèìôàíãèîýíäîòåëèîñàðêîìó, ñèíîâèîìó, ìåçîòåëèîìó, îïóõîëü Þèíãà, ëåéîìèîñàðêîìó,
ðàáäîìèîñàðêîìó, ðàê òîëñòîãî êèøå÷íèêà, ðàê ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû, ðàê ìîëî÷íîé
æåëåçû, ðàê  è÷íèêà, ðàç ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû, ïëîñêîêëåòî÷íûé ðàê, áàçàëüíî-
êëåòî÷íûé ðàê, àäåíîêàðöèíîìó, ðàê ïîòîâîé æåëåçû, ðàê ñàëüíîé æåëåçû, ïàïèëë ðíûé
ðàê, ïàïèëë ðíûå àäåíîêàðöèíîìû, öèñòàäåíîêàðöèíîìó, ìåäóëë ðíûé ðàê, áðîíõîãåííûé
ðàê, ïî÷å÷íî-êëåòî÷íûé ðàê, ãåïàòîìó, ðàê æåë÷íîãî ïðîòîêà, õîðèîíýïèòåëèîìó,
ñåìèíîìó, ýìáðèîíàëüíûé ðàê, îïóõîëü Óèëüìñà, ðàê øåéêè ìàòêè, îïóõîëü  è÷êà, ðàê
ëåãêîãî, ìåëêîêëåòî÷íûé ðàê ëåãêîãî, ðàê ìî÷åâîãî ïóçûð , ýïèòåëèàëüíûé ðàê, ãëèîìó,
àñòðîöèòîìó, ìåäóëëîáëàñòîìó, êðàíèîôàðèíãèîìó, ýïåíäèìîìó, ïèíåàëîìó,
ãåìàíãèîáëàñòîìó, àêóñòè÷åñêóþ íåâðèíîìó, îëèãîäåíäðîãëèîìó, ìåíèíãèîìó, ìåëàíîìó,
íåéðîáëàñòîìó, ðåòèíîáëàñòîìó; ëåéêîçû, íàïðèìåð, îñòðûé ëèìôîëåéêîç è îñòðûé
ìèåëîëåéêîç (ìèåëîáëàñòíûé, ïðîìèåëîöèòàðíûé, ìèåëîìîíîöèòàðíûé, ìîíîöèòàðíûé è
ýðèòðîëåéêîç); õðîíè÷åñêèé ëåéêîç (õðîíè÷åñêèé ìèåëîöèòàðíûé (ãðàíóëîöèòàðíûé) ëåéêîç
è õðîíè÷åñêèé ëèìôîëåéêîç); è èñòèííóþ ïîëèöèòåìèþ, ëèìôîìó (áîëåçíü Õîäæêèíà è
íåõîäæêèíñêóþ ëèìôîìó), ìíîæåñòâåííóþ ìèåëîìó, ìàêðîãëîáóëèíåìèþ Âàëüäåíñòðåìà è
áîëåçíü ò æåëûõ öåïåé.

Â êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  çëîêà÷åñòâåííà 
îïóõîëü  âë åòñ  ìåòàñòàòè÷åñêîé. Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ó ïàöèåíòà, èìåþùåãî çëîêà÷åñòâåííóþ îïóõîëü, èììóííà 
ñèñòåìà ïîäàâëåíà ïî ïðè÷èíå ïðîâåäåííîé ïðîòèâîîïóõîëåâîé òåðàïèè (íàïðèìåð,
õèìèîòåðàïèè, îáëó÷åíè ) ïåðåä ââåäåíèåì êîìïëåêñîâ HSP- è/èëè α2Ì-ïåïòèä èëè
ââåäåíèåì ÀÏÊ, ñåíñèáèëèçèðîâàííûõ HSP è/èëè α2Ì.

Ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî ïðè÷èí, â ñèëó êîòîðûõ èììóíîòåðàïè  ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ  âë åòñ  æåëàòåëüíîé äë  ïðèìåíåíè  ó ïàöèåíòîâ, èìåþùèõ
çëîêà÷åñòâåííóþ îïóõîëü. Âî-ïåðâûõ, åñëè ó ïàöèåíòîâ, èìåþùèõ çëîêà÷åñòâåííóþ
îïóõîëü, èììóííà  ñèñòåìà ïîäàâëåíà, îïåðàòèâíîå âìåøàòåëüñòâî ñ àíåñòåçèåé è
ïîñëåäóþùåé õèìèîòåðàïèåé ìîæåò óõóäøèòü èììóíîñóïðåññèþ. Ñ ïîìîùüþ ïîäõîä ùåé
èììóíîòåðàïèè â äîîïåðàöèîííîì ïåðèîäå óêàçàííóþ èììóíîñóïðåññèþ ìîæíî
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ïðåäîòâðàòèòü èëè ðåâåðñèðîâàòü. Ýòî ìîæåò äàâàòü ìåíüøå èíôåêöèîííûõ îñëîæíåíèé è
îáåñïå÷èâàòü óñêîðåííîå çàæèâëåíèå ðàíû. Âî-âòîðûõ, ìàññà îïóõîëè ïîñëå îïåðàòèâíîãî
âìåøàòåëüñòâà  âë åòñ  ìèíèìàëüíîé, è èììóíîòåðàïè  â äàííîé ñèòóàöèè, íàèáîëåå
âåðî òíî, áóäåò ýôôåêòèâíîé. Òðåòüåé ïðè÷èíîé  âë åòñ  âîçìîæíîñòü, ÷òî îïóõîëåâûå
êëåòêè ïîñëå îïåðàòèâíîãî âìåøàòåëüñòâà ìîãóò ïðîíèêíóòü â êðîâîòîê, è ýôôåêòèâíà 
èììóíîòåðàïè  â ýòîò ïåðèîä âðåìåíè ìîæåò ýëèìèíèðîâàòü óêàçàííûå êëåòêè.

Ïðîôèëàêòè÷åñêèå è òåðàïåâòè÷åñêèå ñïîñîáû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ íàïðàâëåíû
íà óñèëåíèå èììóííîé êîìïåòåíòíîñòè ïàöèåíòà, èìåþùåãî çëîêà÷åñòâåííóþ îïóõîëü, êàê
äî, òàê è âî âðåì  èëè ïîñëå îïåðàòèâíîãî âìåøàòåëüñòâà, è íà èíäóöèðîâàíèå
îïóõîëåñïåöèôè÷åñêîãî èììóííîãî îòâåòà íà çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè, ñ öåëüþ
èíãèáèðîâàíè  çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè è ñ êîíå÷íîé êëèíè÷åñêîé öåëüþ ïîëíîé
ðåãðåññèè è óíè÷òîæåíè  çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè. Ñïîñîáû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
ìîæíî òàêæå ïðèìåí òü ó èíäèâèäóóìîâ, èìåþùèõ ïîâûøåííûé ðèñê ðàçâèòè  êîíêðåòíîãî
òèïà çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè, íàïðèìåð, â ñèëó ñåìåéíîãî àíàìíåçà èëè ôàêòîðîâ ðèñêà
îêðóæàþùåé ñðåäû.

4.5.3. ÀÓÒÎËÎÃÈ×ÍÛÉ ÂÀÐÈÀÍÒ ÎÑÓÙÅÑÒÂËÅÍÈß
Ñïåöèôè÷íà  èììóíîãåííîñòü HSP è α2Ì îáåñïå÷èâàåòñ  íå ñàìèìè HSP èëè α2Ì, à

ñâ çàííûìè ñ íèìè àíòèãåííûìè ïåïòèäàìè. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  êîìïëåêñû â êîìïîçèöè õ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ äë 
ïðèìåíåíè  â êà÷åñòâå âàêöèí ïðîòèâ çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé ïðåäñòàâë þò ñîáîé
àóòîëîãè÷íûå êîìïëåêñû, ÷òî ïîçâîë åò îáîéòè äâà èç íàèáîëåå òðóäíî ïðåîäîëèìûõ
ïðåï òñòâèé ïðè èììóíîòåðàïèè çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé. Ïåðâûì  âë åòñ  âåðî òíîñòü
òîãî, ÷òî çëîêà÷åñòâåííûå îïóõîëè ÷åëîâåêà, ïîäîáíî çëîêà÷åñòâåííûì îïóõîë ì
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ,  âë þòñ  àíòèãåííî ðàçëè÷íûìè. Äë  ïðåîäîëåíè  äàííîãî
ïðåï òñòâè , â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  HSP
è/èëè α2Ì îáðàçóþò êîìïëåêñû ñ àíòèãåííûìè áåëêàìè è ïåïòèäàìè, è êîìïëåêñû
èñïîëüçóþò äë  ëå÷åíè  çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé ó òîãî æå ñóáúåêòà, îò êîòîðîãî
ïîëó÷åíû áåëêè èëè ïåïòèäû. Âî-âòîðûõ, áîëüøèíñòâî ñîâðåìåííûõ ïîäõîäîâ ê
èììóíîòåðàïèè çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé ôîêóñèðóåòñ  íà îïðåäåëåíèè ýïèòîïîâ ëèíèé
çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòîê ðàñïîçíàâàåìûõ CTL. Óêàçàííûé ïîäõîä òðåáóåò äîñòóïíîñòè
êëåòî÷íûõ ëèíèé è CTL ïðîòèâ çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé. Äàííûå ðåàãåíòû  âë þòñ 
íåäîñòóïíûìè ïðè ïîäàâë þùåì êîëè÷åñòâå ñëó÷àåâ çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé ó ëþäåé.
Â âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , íàïðàâëåííîì íà ïðèìåíåíèå
àóòîëîãè÷íûõ àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ, èììóíîòåðàïè  çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé íå çàâèñèò
îò äîñòóïíîñòè êëåòî÷íûõ ëèíèé èëè CTL, à òàêæå íå òðåáóåò îïðåäåëåíè  àíòèãåííûõ
ýïèòîïîâ â çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòêàõ. Óêàçàííûå ïðåèìóùåñòâà äåëàþò êîìïëåêñû HSP
è/èëè α2Ì, ñâ çàííûõ ñ àóòîëîãè÷íûìè àíòèãåííûìè ïåïòèäàìè, ïðèâëåêàòåëüíûìè
èììóíîãåíàìè ïðîòèâ çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé.

Â äðóãèõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòèãåííûå ïåïòèäû â
òåðàïåâòè÷åñêèõ èëè ïðîôèëàêòè÷åñêèõ êîìïëåêñàõ ìîæíî ïîëó÷àòü èç çëîêà÷åñòâåííîé
òêàíè òîãî æå òèïà çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè îò ñóáúåêòà, àëëîãåííîãî ñóáúåêòó,
êîòîðîìó ââîä ò êîìïëåêñû.

4.6. ÀÄÀÏÒÈÂÍÀß ÈÌÌÓÍÎÒÅÐÀÏÈß
Àäàïòèâíà  èììóíîòåðàïè  îòíîñèòñ  ê òåðàïåâòè÷åñêîìó ïîäõîäó ëå÷åíè 

çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè èëè èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé, ïðè êîòîðîì èììóííûå êëåòêè
ââîä ò õîç èíó ñ òîé öåëüþ, ÷òî êëåòêè áóäóò îïîñðåäîâàòü, êàê ïð ìî, òàê è êîñâåííî,
ñïåöèôè÷íûé èììóíèòåò ïðîòèâ îïóõîëåâûõ êëåòîê è/èëè àíòèãåííûõ êîìïîíåíòîâ èëè
ðåãðåññèþ îïóõîëè èëè ëå÷åíèå èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé, êàê ýòî ìîæåò ñëó÷èòüñ .
(Ñì., íàïðèìåð, ïàòåíò ÑØÀ ¹5985270, âûäàííûé 16 íî áð  1999 ã., êîòîðûé öåëèêîì
âêëþ÷åí â íàñòî ùèé äîêóìåíò â êà÷åñòâå ññûëêè).

Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòèãåí-ïðåçåíòèðóþùèå
êëåòêè (ÀÏÊ) äë  èñïîëüçîâàíè  â àäîïòèâíîé èììóíîòåðàïèè ñåíñèáèëèçèðóþò HSP
è/èëè α2Ì, ñâ çàííûìè â êîìïëåêñ ñ àíòèãåííûìè áåëêàìè è ïåïòèäàìè, ïîëó÷åííûìè â
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ñîîòâåòñòâèè ñî ñïîñîáàìè, îïèñàííûìè â íàñòî ùåì äîêóìåíòå. Êîìïëåêñû ìîæíî
èçãîòàâëèâàòü, ïîëó÷à  êîìïëåêñû õèòøîêîâîãî áåëêà èëè àëüôà-2-ìàêðîãëîáóëèíà ñ
àíòèãåííûìè áåëêàìè, êîòîðûå ïîëó÷åíû ïî ìåíüøåé ìåðå èç 50% ðàçëè÷íûõ áåëêîâ èëè
ïî ìåíüøåé ìåðå 100 ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â àíòèãåííûõ êëåòêàõ èëè
âèðóñíûõ ÷àñòèöàõ, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò àíòèãåííóþ äåòåðìèíàíòó àãåíòà, êîòîðûé
âûçûâàåò èíôåêöèîííîå çàáîëåâàíèå. Êîìïëåêñû ìîæíî òàêæå èçãîòàâëèâàòü (à)
âîçäåéñòâèåì íà áåëêîâûé ïðåïàðàò, ïîëó÷åííûé èç êëåòîê óêàçàííîãî òèïà
çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè, ôåðìåíòàòèâíûì ðàñùåïëåíèåì ïðîòåèíàçàìè èëè êîíòàêòîì ñ
ÀÒÔ, ãèäðîõëîðèäîì ãóàíèäè  è/èëè êèñëîòîé, äë  ãåíåðèðîâàíè  ïîïóë öèè àíòèãåííûõ
ïåïòèäîâ è (b) îáðàçó  êîìïëåêñû ïîïóë öèè àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ ñ õèòøîêîâûì áåëêîì
èëè àëüôà-2-ìàêðîãëîáóëèíîì.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  òåðàïèþ ââåäåíèåì
ïîëó÷åííûõ â âèäå êîìïëåêñîâ in vitro àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ è HSP è/èëè α2Ì,
èçãîòîâëåííûõ ñïîñîáàìè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ìîæíî êîìáèíèðîâàòü ñ
àäîïòèâíîé èììóíîòåðàïèåé ñ èñïîëüçîâàíèåì ÀÏÊ, ñåíñèáèëèçèðîâàííûõ êîìïëåêñàìè
HSP è/èëè α2Ì ñ àíòèãåííûìè ïåïòèäàìè, ïîëó÷åííûõ ëþáûì ñïîñîáîì, èçâåñòíûì
ñïåöèàëèñòàì (ñì., íàïðèìåð, ïàòåíò ÑØÀ ¹5985270), ïðè êîòîðîì àíòèãåííûå ïåïòèäû
äåìîíñòðèðóþò æåëàòåëüíóþ àíòèãåííîñòü (íàïðèìåð, òèïà çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè èëè
ïàòîãåíà). Ñåíñèáèëèçèðîâàííûå ÀÏÊ ìîæíî ââîäèòü îòäåëüíî, â êîìáèíàöèè ñ
ïîëó÷åííûìè êîìïëåêñàìè in vitro áåëêàìè/ïåïòèäàìè è HSP è/èëè α2M, èëè äî èëè ïîñëå
ââåäåíè  ïîëó÷åííûõ êîìïëåêñîâ áåëêîâ/ïåïòèäîâ è HSP è/èëè α2Ì. Â ÷àñòíîñòè,
èñïîëüçîâàíèå ñåíñèáèëèçèðîâàííûõ ÀÏÊ äë  ïðîôèëàêòèêè è ëå÷åíè  çëîêà÷åñòâåííîé
îïóõîëè ìîæåò äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àòü ââåäåíèå ñóáúåêòó â êîëè÷åñòâå, ýôôåêòèâíîì
äë  óêàçàííîãî ëå÷åíè  èëè ïðîôèëàêòèêè, êîìïëåêñîâ, âêëþ÷àþùèõ õèòøîêîâûé áåëîê
è/èëè àëüôà-2-ìàêðîãëîáóëèí, ñâ çàííûõ â êîìïëåêñ ñ àíòèãåííûìè áåëêàìè/ïåïòèäàìè;
ïðè÷åì óêàçàííûå êîìïëåêñû ïîëó÷àþò, êàê îïèñàíî âûøå. Ïîäîáíî ýòîìó, èñïîëüçîâàíèå
ñåíñèáèëèçèðîâàííûõ ÀÏÊ äë  ëå÷åíè  èëè ïðîôèëàêòèêè òèïà èíôåêöèîííîãî
çàáîëåâàíè  ìîæåò äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àòü ââåäåíèå ñóáúåêòó â êîëè÷åñòâå,
ýôôåêòèâíîì äë  óêàçàííîãî ëå÷åíè  èëè ïðîôèëàêòèêè, êîìïëåêñîâ, âêëþ÷àþùèõ
õèòøîêîâûé áåëîê è/èëè àëüôà-2-ìàêðîãëîáóëèí, ñâ çàííûõ â êîìïëåêñû ñ àíòèãåííûìè
áåëêàìè/ïåïòèäàìè.

Ïîìèìî ýòîãî, ñïîñîá ââåäåíè  ñâ çàííûõ â êîìïëåêñû in vitro àíòèãåííûõ
áåëêîâ/ïåïòèäîâ è HSP è/èëè α2Ì ìîæíî âàðüèðîâàòü, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè ,
íàïðèìåð, ïîäêîæíûé, âíóòðèâåííûé èëè âíóòðèìûøå÷íûé ñïîñîá ââåäåíè , õîò 
ïðåäïî÷òèòåëüíûì  âë åòñ  âíóòðèêîæíûé ñïîñîá. Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àäîïòèâíóþ èììóíîòåðàïèþ ââåäåíèåì àíòèãåí-
ïðåçåíòèðóþùèõ êëåòîê, ñåíñèáèëèçèðîâàííûõ êîìïëåêñàìè, èçãîòîâëåííûìè â
ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì, ìîæíî êîìáèíèðîâàòü ñ òåðàïèåé ââåäåíèåì
êîìïëåêñîâ HSP- è/èëè α2Ì-àíòèãåííà  ìîëåêóëà (íàïðèìåð, ïåïòèä), èçãîòîâëåííûìè
ëþáûì ñïîñîáîì, èçâåñòíûì ñïåöèàëèñòàì (ñì., íàïðèìåð, ïàòåíòû ÑØÀ ¹¹5750119,
5837251, 5961979, 5935576, ÐÒÑ ïóáëèêàöèè WO 94/14976 èëè WO 99/50303), â êîòîðîì
àíòèãåííûå ìîëåêóëû äåìîíñòðèðóþò æåëàòåëüíóþ àíòèãåííîñòü (íàïðèìåð, òèïà
çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè èëè ïàòîãåíà).

4.6.1. ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ ÀÍÒÈÃÅÍ-ÏÐÅÇÅÍÒÈÐÓÞÙÈÕ ÊËÅÒÎÊ
Àíòèãåí-ïðåçåíòèðóþùèå êëåòêè, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè , ìàêðîôàãè, äåíäðèòíûå

êëåòêè è Â-êëåòêè, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïîëó÷àþò in vitro èç ñòâîëîâûõ êëåòîê è êëåòîê-
ïðåäøåñòâåííèêîâ èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè èëè êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà, êàê îïèñàíî
Inaba, Ê., et al., 1992, J. Exp. Med. 176:1693-1702. Äåíäðèòíûå êëåòêè ìîæíî ïîëó÷èòü
ëþáûì èç ðàçíîîáðàçíûõ ñïîñîáîâ, èçâåñòíûõ ñïåöèàëèñòàì. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà, íî íå
îãðàíè÷åíè , äåíäðèòíûå êëåòêè ìîæíî ïîëó÷èòü ñïîñîáàìè, îïèñàííûìè â ðàáîòàõ
Sallusto et al., 1994, J. Exp. Med. 179:1109-1118 è Caux et al., 1992, Nature 360,
258-261, êîòîðûå öåëèêîì âêëþ÷åíû â íàñòî ùèé äîêóìåíò â êà÷åñòâå ññûëîê. Â
ïðåäïî÷òèòåëüíîì àñïåêòå èñïîëüçóþò äåíäðèòíûå êëåòêè ÷åëîâåêà, ïîëó÷åííûå èç êëåòîê

Ñòðàíèöà: 38

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 335 295 C2

êðîâè ÷åëîâåêà.
ÀÏÊ ìîæíî ïîëó÷àòü ëþáûì èç ðàçíîîáðàçíûõ ñïîñîáîâ, èçâåñòíûõ ñïåöèàëèñòàì. Â

îäíîì àñïåêòå èñïîëüçóþò ìàêðîôàãè ÷åëîâåêà, ïîëó÷åííûå èç êëåòîê êðîâè ÷åëîâåêà. Â
êà÷åñòâå ïðèìåðà, íî íå îãðàíè÷åíè , ìàêðîôàãè ìîæíî ïîëó÷èòü ñëåäóþùèì îáðàçîì.

Ìîíîíóêëåàðíûå êëåòêè èçîëèðóþò èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ïàöèåíòà
(ïðåäïî÷òèòåëüíî òîãî, ïàöèåíòà, êîòîðîãî áóäóò ëå÷èòü) öåíòðèôóãèðîâàíèåì â
ãðàäèåíòå Ficoll-Hypaque è çàñåâàþò íà ìàòðàñû äë  êóëüòóð òêàíåé, êîòîðûå
ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðûâàþò ñîáñòâåííîé ñûâîðîòêîé ïàöèåíòà èëè äðóãîé ÀÂ+ ñûâîðîòêîé
÷åëîâåêà. Êëåòêè èíêóáèðóþò ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 1 ÷àñà, çàòåì íåçàêðåïèâøèåñ  êëåòêè
óäàë þò ïèïåòêîé. Ê çàêðåïèâøèìñ  êëåòêàì, îñòàâøèìñ  íà ìàòðàñàõ, äîáàâë þò íà
õîëîäó (4°Ñ) 1 ìÌ EDTA â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå ñ ôîñôàòíûì áóôåðîì è ìàòðàñû
îñòàâë þò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå íà 15 ìèíóò. Êëåòêè ñîáèðàþò, ïðîìûâàþò áóôåðîì
RPMI è ñóñïåíäèðóþò â áóôåðå RPMI. Óâåëè÷åííûå êîëè÷åñòâà ìàêðîôàãîâ ìîæíî
ïîëó÷èòü èíêóáèðîâàíèåì ïðè 37°Ì ñ êîëîíèåñòèìóëèðóþùèì ôàêòîðîì ìàêðîôàãîâ (M-
CSF).

4.6.2. ÑÅÍÑÈÁÈËÈÇÀÖÈß ÌÀÊÐÎÔÀÃÎÂ È ÀÍÒÈÃÅÍ-ÏÐÅÇÅÍÒÈÐÓÞÙÈÕ ÊËÅÒÎÊ
ÊÎÌÏËÅÊÑÀÌÈ HSP-ÏÅÏÒÈÄ ÈËÈ α2Ì-ÏÅÏÒÈÄ

ÀÏÊ ñåíñèáèëèçèðóþò HSP èëè α2M, ñâ çàííûìè ñ àíòèãåííûìè ïåïòèäàìè,
ïðåäïî÷òèòåëüíî èíêóáèðîâàíèåì êëåòîê in vitro ñ óêàçàííûìè êîìïëåêñàìè. ÀÏÊ
ñåíñèáèëèçèðóþò êîìïëåêñàìè HSP èëè α2Ì ñ àíòèãåííûìè ìîëåêóëàìè èíêóáèðîâàíèåì
in vitro ñ HSP-êîìïëåêñîì èëè α2Ì-êîìïëåêñîì ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå ïåðèîäà âðåìåíè îò 15

ìèíóò äî 24 ÷àñîâ. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà, íî íå îãðàíè÷åíè , 4×107 äåíäðèòíûõ êëåòîê ìîæíî
èíêóáèðîâàòü ñ 10 ìèêðîãðàììàìè êîìïëåêñîâ gp96-ïåïòèä íà ìë èëè 100 ìèêðîãðàììàìè
êîìïëåêñîâ HSP90-ïåïòèä íà ìë ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå ïåðèîäà âðåìåíè îò 15 ìèíóò äî 24
÷àñîâ â 1 ìë ñðåäû RPMI áåç èñïûòóåìûõ êîìïîíåíòîâ. Êëåòêè ïðîìûâàþò òðè ðàçà è
ðåñóñïåíäèðóþò â ôèçèîëîãè÷åñêîé ñðåäå, ïðåäïî÷òèòåëüíî ñòåðèëüíîé, â ïîäõîä ùåé
êîíöåíòðàöèè (íàïðèìåð, 1×107/ìë) äë  èíúåêöèè ïàöèåíòó. Ïðåäïî÷òèòåëüíî ïàöèåíò,
êîòîðîìó èíúåöèðóþò ñåíñèáèëèçèðîâàííûå äåíäðèòíûå êëåòêè,  âë åòñ  ïàöèåíòîì, îò
êîòîðîãî äåíäðèòíûå êëåòêè áûëè èñõîäíî âûäåëåíû (àóòîëîãè÷íûé âàðèàíò
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè ).

Íåîá çàòåëüíî, ñïîñîáíîñòü ñåíñèáèëèçèðîâàííûõ ÀÏÊ ñòèìóëèðîâàòü, íàïðèìåð,
àíòèãåí-ñïåöèôè÷íûå îãðàíè÷åííûå êëàññîì I öèòîòîêñè÷íûå Ò-ëèìôîöèòû (CTL) ìîæíî
êîíòðîëèðîâàòü ïî èõ ñïîñîáíîñòè ñòèìóëèðîâàòü CTL äë  âûñâîáîæäåíè  ôàêòîðà
íåêðîçà îïóõîëåé è ïî èõ ñïîñîáíîñòè äåéñòâîâàòü â êà÷åñòâå ìèøåíåé óêàçàííûõ CTL.

4.6.3. ÐÅÈÍÔÓÇÈß ÑÅÍÑÈÁÈËÈÇÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÀÏÊ
Ñåíñèáèëèçèðîâàííûå ÀÏÊ ðåèíôóçèðóþò ïàöèåíòó ñèñòåìíî, ïðåäïî÷òèòåëüíî

âíóòðèêîæíî, ñ ïîìîùüþ îáû÷íûõ êëèíè÷åñêèõ ïðîöåäóð. Óêàçàííûå àêòèâèðîâàííûå
êëåòêè ðåèíôóçèðóþò ïðåäïî÷òèòåëüíî ïóòåì ñèñòåìíîãî ââåäåíè  àóòîëîãè÷íîìó
ïàöèåíòó. Ïàöèåíòû îáû÷íî ïîëó÷àþò ïðèáëèçèòåëüíî îò 106 äî ïðèáëèçèòåëüíî 1012

ñåíñèáèëèçèðîâàííûõ äåíäðèòíûõ êëåòîê, â çàâèñèìîñòè îò ñîñòî íè  ïàöèåíòà. Â
íåêîòîðûõ ñõåìàõ ïàöèåíòû ìîãóò, íåîá çàòåëüíî, ïîëó÷àòü âäîáàâîê ïîäõîä ùóþ äîçó
ìîäèôèêàòîðà áèîëîãè÷åñêîãî îòâåòà, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè , öèòîêèíû IFN-α, IFN-γ,
IL-2, IL-4, IL-6, TNF èëè äðóãîé öèòîêèíîâûé ôàêòîð ðîñòà.

4.7. ÔÀÐÌÀÖÅÂÒÈ×ÅÑÊÈÅ ÏÐÅÏÀÐÀÒÛ È ÑÏÎÑÎÁÛ ÂÂÅÄÅÍÈß
Êîìïëåêñû àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ, ñâ çàííûõ ñ HSP è/èëè α2Ì, ïîëó÷åííûå ñïîñîáàìè ïî

íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ìîæíî ââîäèòü ïàöèåíòó â òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíûõ äîçàõ
äë  ëå÷åíè  èëè óëó÷øåíè  íàðóøåíè , ñâ çàííîãî ñ ïðîëèôåðàöèåé êëåòîê èëè
èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíè . Òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíà  äîçà îòíîñèòñ  ê êîëè÷åñòâó
êîìïëåêñîâ, äîñòàòî÷íîìó äë  ïîëó÷åíè  óëó÷øåíè  ñèìïòîìîâ óêàçàííîãî íàðóøåíè .

4.7.1. ÝÔÔÅÊÒÈÂÍÀß ÄÎÇÀ
Êîìïîçèöèè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷àþùèå èììóíîãåííîå, ýôôåêòèâíîå

êîëè÷åñòâî êîìïëåêñîâ ïîïóë öèè àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ ñ HSP è/èëè α2Ì, ââîä ò
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ñóáúåêòó, êîòîðûé íóæäàåòñ  â ëå÷åíèè ïî ïîâîäó çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè èëè
èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíè , â êà÷åñòâå ñïîñîáà èíäóöèðîâàíè  èììóííîãî îòâåòà ïðîòèâ
óêàçàííîé çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè èëè èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíè . Òîêñè÷íîñòü è
òåðàïåâòè÷åñêóþ ýôôåêòèâíîñòü óêàçàííûõ êîìïëåêñîâ ìîæíî îïðåäåëèòü ñòàíäàðòíûìè
ôàðìàöåâòè÷åñêèìè ïðîöåäóðàìè íà êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ èëè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
æèâîòíûõ, íàïðèìåð, äë  îïðåäåëåíè  LD50 (äîçû, ñìåðòåëüíîé äë  50% ïîïóë öèè) è
ED50 (äîçû, òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíîé äë  50% ïîïóë öèè). Ñîîòíîøåíèå äîç ìåæäó
òîêñè÷åñêèì è òåðàïåâòè÷åñêèì ýôôåêòàìè ïðåäñòàâë åò ñîáîé òåðàïåâòè÷åñêèé èíäåêñ, è
åãî ìîæíî âûðàçèòü êàê ñîîòíîøåíèå LD50/ED50. Êîìïëåêñû, êîòîðûå èìåþò áîëüøèå
òåðàïåâòè÷åñêèå èíäåêñû,  âë þòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíûìè. Ïîñêîëüêó ìîæíî èñïîëüçîâàòü
êîìïëåêñû, êîòîðûå äåìîíñòðèðóþò òîêñè÷åñêèå ïîáî÷íûå ýôôåêòû, ñëåäóåò ïðåäïðèí òü
ìåðû ïî ñîçäàíèþ òàêîé ñèñòåìû äîñòàâêè, êîòîðà  íàöåëèâàåò óêàçàííûå êîìïëåêñû íà
îáëàñòü ïîðàæåííîé òêàíè, ñ öåëüþ ñâåñòè ê ìèíèìóìó ïîòåíöèàëüíîå ïîâðåæäåíèå
íåèíôèöèðîâàííûõ êëåòîê è, ñëåäîâàòåëüíî, óìåíüøèòü ïîáî÷íûå ýôôåêòû.

Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  äàííûå, ïîëó÷åííûå â
ðåçóëüòàòå èññëåäîâàíèé íà êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ è ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ, ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äë  óñòàíîâëåíè  ïðåäåëîâ äîç äë  ïðèìåíåíè  ó ÷åëîâåêà. Äîçèðîâêà
êîìïëåêñîâ ëåæèò ïðåäïî÷òèòåëüíî â ïðåäåëàõ öèðêóëèðóþùèõ êîíöåíòðàöèé, êîòîðûå
âêëþ÷àþò ED50 ñ ìàëîé òîêñè÷íîñòüþ èëè áåç òîêñè÷íîñòè. Äîçèðîâêà ìîæåò
âàðüèðîâàòüñ  â óêàçàííûõ ïðåäåëàõ â çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçóåìîé ëåêàðñòâåííîé
ôîðìû è ïóòè ââåäåíè . Äë  ëþáûõ êîìïëåêñîâ, èñïîëüçóåìûõ â ñïîñîáå ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíóþ äîçó ìîæíî ïåðâîíà÷àëüíî óñòàíîâèòü ïî
ðåçóëüòàòàì èññëåäîâàíèé íà êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ. Äîçó ìîæíî óñòàíàâëèâàòü íà
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ äë  äîñòèæåíè  ïðåäåëîâ êîíöåíòðàöèé â ïëàçìå êðîâè,
êîòîðûå âêëþ÷àþò IC50 (ò.å. êîíöåíòðàöèþ èñïûòóåìîãî ñîåäèíåíè , ïðè êîòîðîé
äîñòèãàåòñ  ïîëîâèíà ìàêñèìàëüíîãî èíãèáèðîâàíè  ñèìïòîìîâ), ïî ðåçóëüòàòàì
èññëåäîâàíèé íà êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ. Óêàçàííóþ èíôîðìàöèþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë 
áîëåå òî÷íîãî îïðåäåëåíè  ïðèãîäíûõ äë  ÷åëîâåêà äîç. Óðîâíè â ïëàçìå ìîæíî èçìåð òü,
íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ââîä ò êîëè÷åñòâî
êîìïëåêñîâ HSP70- è/èëè gp96-àíòèãåííà  ìîëåêóëà, êîòîðîå íàõîäèòñ  â ïðåäåëàõ
ïðèáëèçèòåëüíî îò 10 ìèêðîãðàììîâ äî ïðèáëèçèòåëüíî 600 ìèêðîãðàììîâ äë  ïàöèåíòà-
÷åëîâåêà. Äîçèðîâêà êîìïëåêñîâ HSP90-ïåïòèä ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ äë  ïàöèåíòà-
÷åëîâåêà íàõîäèòñ  â ïðåäåëàõ ïðèáëèçèòåëüíî îò 50 äî 5000 ìèêðîãðàììîâ,
ïðåäïî÷òèòåëüíî 100 ìèêðîãðàììîâ. Äîçû, óêàçàííûå âûøå, ïðåäïî÷òèòåëüíî ââîä ò îäèí
ðàç â íåäåëþ â òå÷åíèå ïåðèîäà âðåìåíè ïðèáëèçèòåëüíî 4-6 íåäåëü, à ñïîñîá èëè
îáëàñòü ââåäåíè  ïðåäïî÷òèòåëüíî âàðüèðóåòñ  ñ êàæäûì ââåäåíèåì. Òàêèì îáðàçîì, â
êà÷åñòâå ïðèìåðà, íî íå îãðàíè÷åíè , ïåðâóþ èíúåêöèþ ìîæíî ïðîèçâîäèòü ïîäêîæíî íà
ëåâîé ðóêå, âòîðóþ - íà ïðàâîé ðóêå, òðåòüþ - íà ëåâîé ñòîðîíå æèâîòà, ÷åòâåðòóþ - íà
ïðàâîé ñòîðîíå æèâîòà, ï òóþ - íà ëåâîì áåäðå, øåñòóþ - íà ïðàâîì áåäðå è ò.ï. Îäèí è
òîò æå ó÷àñòîê ìîæåò ïîâòîð òüñ  ïîñëå ïðîìåæóòêà â îäíó èëè áîëåå èíúåêöèé. Òàêæå
ìîæíî ïðîèçâîäèòü èíúåêöèè ïî ÷àñò ì. Òàê, íàïðèìåð, ïîëîâèíó äîçû ìîæíî ââåñòè â
îäíó îáëàñòü, à äðóãóþ - â äðóãóþ îáëàñòü â îäèí è òîò æå äåíü. Àëüòåðíàòèâíî,
ñïîñîáû ââåäåíè  ïîñëåäîâàòåëüíî âàðüèðóþò, íàïðèìåð, åæåíåäåëüíûå èíúåêöèè
ïðîèçâîä ò ïîñëåäîâàòåëüíî, âíóòðèêîæíî, âíóòðèìûøå÷íî, âíóòðèâåííî èëè
èíòðàïåðèòîíåàëüíî. ×åðåç 4-6 íåäåëü äàëüíåéøèå èíúåêöèè ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðîèçâîä ò
ñ äâóõíåäåëüíûìè èíòåðâàëàìè â òå÷åíèå ïåðèîäà âðåìåíè îäèí ìåñ ö. Ïîçæå èíúåêöèè
ìîæíî ïðîèçâîäèòü åæåìåñ ÷íî. ×àñòîòó áîëåå ïîçäíèõ èíúåêöèé ìîæíî èçìåí òü, â
çàâèñèìîñòè îò êëèíè÷åñêîãî ïðîãðåññà è ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê èììóíîòåðàïèè ïàöèåíòà.

Â åùå îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ââîä ò òàêîå êîëè÷åñòâî
êîìïëåêñîâ HSP70- è/èëè gp96-àíòèãåííûé ïåïòèä, êîòîðîå íàõîäèòñ  â ïðåäåëàõ
ïðèáëèçèòåëüíî îò 0,1 ìèêðîãðàììà ïðèáëèçèòåëüíî äî 60 ìèêðîãðàììîâ äë  ïàöèåíòà-
÷åëîâåêà. Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
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òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî êîìïëåêñîâ HSP70- è/èëè gp96-àíòèãåííà 
ìîëåêóëà ñîñòàâë åò ìåíåå 10 ìèêðîãðàììîâ, íàïðèìåð â ïðåäåëàõ îò 0,1 äî 9
ìèêðîãðàììîâ; ïðåäïî÷òèòåëüíà  äîçèðîâêà äë  ÷åëîâåêà  âë åòñ  ïðàêòè÷åñêè
ýêâèâàëåíòíîé äîçèðîâêå, èñïîëüçóåìîé äë  ìûøè ñ ìàññîé òåëà 25 ã, íàïðèìåð, â
ïðåäåëàõ îò 0,5 äî 2,0 ìèêðîãðàììîâ. Ïðåäïî÷òèòåëüíà  äîçèðîâêà äë  êîìïëåêñîâ HSP90-
àíòèãåííà  ìîëåêóëà äë  ïàöèåíòà-÷åëîâåêà, èçãîòîâëåííûõ ñîãëàñíî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, íàõîäèòñ  â ïðåäåëàõ ïðèáëèçèòåëüíî îò 5 äî 500 ìèêðîãðàììîâ. Â
êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  òåðàïåâòè÷åñêè
ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî êîìïëåêñîâ HSP90-àíòèãåííà  ìîëåêóëà ñîñòàâë åò ìåíåå 50
ìèêðîãðàììîâ, íàïðèìåð â ïðåäåëàõ îò 5 äî 49 ìèêðîãðàììîâ; ïðåäïî÷òèòåëüíà 
äîçèðîâêà äë  ÷åëîâåêà íàõîäèòñ  â ïðåäåëàõ îò 5 äî 40 ìèêðîãðàììîâ. Óêàçàííûå äîçû
ïðåäïî÷òèòåëüíî ââîä ò âíóòðèêîæíî èëè ÷åðåç ñëèçèñòûå îáîëî÷êè. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà,
äîçû ìîæíî ââîäèòü, ïðåäïî÷òèòåëüíî, âíóòðèêîæíî, ÷åðåç äåíü, âñåãî 5 èíúåêöèé. Â
ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  äîçû, óêàçàííûå
âûøå, ïðåäïî÷òèòåëüíî ââîä ò îäèí ðàç â íåäåëþ â òå÷åíèå ïåðèîäà âðåìåíè
ïðèáëèçèòåëüíî 4-6 íåäåëü, à ñïîñîá èëè îáëàñòü ââåäåíè  ïðåäïî÷òèòåëüíî âàðüèðóåòñ 
ñ êàæäûì ââåäåíèåì. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì ïðèìåðå ïðîèçâîä ò âíóòðèêîæíûå ââåäåíè ,
êàæäà  îáëàñòü ââåäåíè  ïîñëåäîâàòåëüíî ìåí åòñ .

Ñîîòâåòñòâåííî, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì ïðîôèëàêòèêè è ëå÷åíè 
çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè èëè èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíè  ó ñóáúåêòà, âêëþ÷àþùèì
ââåäåíèå êîìïîçèöèè, êîòîðà  ñòèìóëèðóåò èììóííóþ êîìïåòåíòíîñòü èíäèâèäóóìà-
õîç èíà è âûçûâàåò ñïåöèôè÷íûé èììóíèòåò ïðîòèâ ïðåíåîïëàñòè÷åñêèõ è/èëè
íåîïëàñòè÷åñêèõ êëåòîê èëè èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê.

4.7.2. ÊÎÌÏÎÇÈÖÈÈ È ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅ
Ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè äë  ïðèìåíåíè  â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì

èçîáðåòåíèåì ìîæíî èçãîòàâëèâàòü îáû÷íûìè ñïîñîáàìè, èñïîëüçó  îäèí èëè áîëåå
ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûõ íîñèòåëåé èëè íàïîëíèòåëåé.

Òàê, êîìïëåêñû è èõ ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûå ñîëè è ñîëüâàòû ìîæíî èçãîòàâëèâàòü
äë  ââåäåíè  ïóòåì èíãàë öèè èëè èíñóôôë öèè (÷åðåç ðîò èëè ÷åðåç íîñ) èëè äë 
ïåðîðàëüíîãî, ïàðåíòåðàëüíîãî èëè ðåêòàëüíîãî ââåäåíè .

Äë  ïåðîðàëüíîãî ââåäåíè  ôàðìàöåâòè÷åñêèì êîìïîçèöè ì ìîæíî ïðèäàâàòü ôîðìó,
íàïðèìåð, òàáëåòîê èëè êàïñóë, èçãîòîâëåííûõ îáû÷íûìè ñïîñîáàìè ñ ôàðìàöåâòè÷åñêè
ïðèåìëåìûìè íàïîëíèòåë ìè, òàêèìè êàê ñâ çóþùèå àãåíòû (íàïðèìåð,
ïðåæåëàòèíèçèðîâàííûé êóêóðóçíûé êðàõìàë, ïîëèâèíèëïèððîëèäîí èëè
ãèäðîêñèïðîïèëìåòèëöåëëþëîçà), íàïîëíèòåëè (íàïðèìåð, ëàêòîçà, ìèêðîêðèñòàëëè÷åñêà 
öåëëþëîçà èëè ãèäðîôîñôàò êàëüöè ), ëóáðèêàíòû (íàïðèìåð, ñòåàðàò ìàãíè , òàëüê èëè
äèîêñèä êðåìíè ), äåçèíòåãðàíòû (íàïðèìåð, êàðòîôåëüíûé êðàõìàë èëè ãëèêîë ò íàòðèé-
êðàõìàëà) èëè óâëàæí þùèå àãåíòû (íàïðèìåð, ëàóðèëñóëüôàò íàòðè ). Íà òàáëåòêè
ìîæíî íàíîñèòü ïîêðûòèå ñïîñîáàìè, õîðîøî èçâåñòíûìè ñïåöèàëèñòàì. Æèäêèì
ïðåïàðàòàì äë  ïåðîðàëüíîãî ââåäåíè  ìîæíî ïðèäàâàòü ôîðìó, íàïðèìåð, ðàñòâîðîâ,
ñèðîïîâ èëè ñóñïåíçèé, èëè îíè ìîãóò áûòü ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñóõîãî ïðîäóêòà äë 
âîññòàíîâëåíè  âîäîé èëè äðóãèì ïîäõîä ùèì íîñèòåëåì ïåðåä ïðèìåíåíèåì. Óêàçàííûå
æèäêèå ïðåïàðàòû ìîæíî èçãîòàâëèâàòü îáû÷íûìè ñïîñîáàìè ñ ôàðìàöåâòè÷åñêè
ïðèåìëåìûìè äîáàâêàìè, òàêèìè êàê ñóñïåíäèðóþùèå àãåíòû (íàïðèìåð, ñèðîï ñîðáèòà,
ïðîèçâîäíûå öåëëþëîçû èëè ãèäðîãåíèçèðîâàííûå ñúåäîáíûå æèðû), ýìóëüãèðóþùèå
àãåíòû (íàïðèìåð, ëåöèòèí èëè àðàâèéñêà  êàìåäü), íåâîäíûå íîñèòåëè (íàïðèìåð,
ìèíäàëüíîå ìàñëî, ìàñë íûå ñëîæíûå ýôèðû, ýòèëîâûé ñïèðò èëè ôðàêöèîíèðîâàííûå
ðàñòèòåëüíûå ìàñëà) è êîíñåðâàíòû (íàïðèìåð, ìåòèë- èëè ïðîïèë-ï-ãèäðîêñèáåíçîàòû
èëè ñîðáèíîâà  êèñëîòà). Ïðåïàðàòû ìîãóò òàêæå ñîäåðæàòü áóôåðíûå ñîëè,
êîððèãèðóþùèå âêóñ è çàïàõ, îêðàøèâàþùèå è ïîäñëàùàþùèå àãåíòû, êàê ýòî ïðèí òî.

Ïðåïàðàòû äë  ïåðîðàëüíîãî ââåäåíè  óäîáíî èçãîòàâëèâàòü ñ îáåñïå÷åíèåì
êîíòðîëèðóåìîãî âûñâîáîæäåíè  àêòèâíûõ êîìïëåêñîâ.

Äë  òðàíñáóêêàëüíîãî ââåäåíè  êîìïîçèöè ì ìîæíî ïðèäàâàòü ôîðìó òàáëåòîê èëè
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ïàñòèëîê, èçãîòîâëåííûõ îáû÷íûìè ñïîñîáàìè.
Äë  ââåäåíè  ïóòåì èíãàë öèè êîìïëåêñû äë  ïðèìåíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ

óäîáíî äîñòàâë þòñ  â ôîðìå àýðîçîëüíîãî ñïðå  èç óïàêîâîê ïîä äàâëåíèåì èëè
íåáóëàéçåðà, ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîäõîä ùåãî ïðîïåëëåíòà, íàïðèìåð
äèõëîðäèôòîðìåòàíà, òðèõëîðôòîðìåòàíà, äèõëîðòåòðàôòîðýòàíà, äèîêñèäà óãëåðîäà èëè
äðóãîãî ïîäõîä ùåãî ãàçà. Â ñëó÷àå àýðîçîë , íàõîä ùåãîñ  ïîä äàâëåíèåì, äîçèðîâêó
ìîæåò îïðåäåë òü êëàïàí äë  äîñòàâêè îòìåðåííîãî êîëè÷åñòâà. Ìîæíî èçãîòàâëèâàòü
êàïñóëû è êàðòðèäæè, íàïðèìåð, èç æåëàòèíà äë  èñïîëüçîâàíè  â èíãàë òîðå èëè
èíñóôôë òîðå, ñîäåðæàùèå ïîðîøêîîáðàçíóþ ñìåñü êîìïëåêñîâ è ïîäõîä ùóþ
ïîðîøêîîáðàçíóþ îñíîâó, òàêóþ êàê ëàêòîçà èëè êðàõìàë.

Êîìïëåêñû ìîæíî èçãîòàâëèâàòü äë  ïàðåíòåðàëüíîãî ââåäåíè  èíúåêöèåé, íàïðèìåð
áîëþñíîé èíúåêöèåé èëè ïðîäîëæèòåëüíîé èíôóçèåé. Êîìïîçèöèè äë  èíúåêöèé ìîãóò
áûòü ïðåäñòàâëåíû â åäèíè÷íîé äîçèðîâàííîé ôîðìå, íàïðèìåð, â àìïóëàõ èëè
êîíòåéíåðàõ ñî ìíîæåñòâîì äîç, ñ äîáàâëåíèåì êîíñåðâàíòà. Êîìïîçèöè ì ìîæíî
ïðèäàâàòü òàêóþ ôîðìó êàê ñóñïåíçèè, ðàñòâîðû èëè ýìóëüñèè â ìàñë íûõ èëè âîäíûõ
íîñèòåë õ, è îíè ìîãóò ñîäåðæàòü âñïîìîãàòåëüíûå àãåíòû, òàêèå êàê ñóñïåíäèðóþùèå,
ñòàáèëèçèðóþùèå è/èëè äèñïåðãèðóþùèå àãåíòû. Àëüòåðíàòèâíî, àêòèâíûé èíãðåäèåíò
ìîæåò áûòü â ôîðìå ïîðîøêà äë  âîññòàíîâëåíè  ïîäõîä ùèì íîñèòåëåì, íàïðèìåð
ñòåðèëüíîé àïèðîãåííîé âîäîé, ïåðåä ïðèìåíåíèåì.

Êîìïëåêñû ìîæíî èçãîòàâëèâàòü â ôîðìå ðåêòàëüíûõ êîìïîçèöèé, òàêèõ êàê
ñóïïîçèòîðèè èëè óäåðæèâàþùèå êëèçìû, íàïðèìåð, ñîäåðæàùèå îáû÷íûå îñíîâû äë 
ñóïïîçèòîðèåâ, òàêèå êàê ìàñëî êàêàî èëè äðóãèå ãëèöåðèäû.

Ïîìèìî êîìïîçèöèé, îïèñàííûõ âûøå, êîìïëåêñû òàêæå ìîæíî èçãîòàâëèâàòü â ôîðìå
ïðåïàðàòîâ-äåïî. Óêàçàííûå êîìïîçèöèè äëèòåëüíîãî äåéñòâè  ìîæíî ââîäèòü ïóòåì
èìïëàíòàöèè (íàïðèìåð, ïîäêîæíî èëè âíóòðèìûøå÷íî) èëè âíóòðèìûøå÷íîé èíúåêöèåé.
Òàê, íàïðèìåð, êîìïëåêñû ìîæíî èçãîòàâëèâàòü ñ ïîäõîä ùèìè ïîëèìåðíûìè èëè
ãèäðîôîáíûìè ìàòåðèàëàìè (íàïðèìåð, â ôîðìå ýìóëüñèè â ïðèåìëåìîì ìàñëå) èëè
èîíîîîáìåííûìè ñìîëàìè èëè â ôîðìå óìåðåííî ðàñòâîðèìûõ ïðîèçâîäíûõ, íàïðèìåð
óìåðåííî ðàñòâîðèìîé ñîëè.

Êîìïîçèöèè ìîãóò, åñëè ýòî æåëàòåëüíî, áûòü ïðåäñòàâëåíû â ôîðìå óïàêîâêè èëè
äîçèðóþùåãî óñòðîéñòâà, êîòîðûå ìîãóò ñîäåðæàòü îäíó èëè áîëåå åäèíè÷íûõ
äîçèðîâàííûõ ôîðì, ñîäåðæàùèõ àêòèâíûé èíãðåäèåíò. Óïàêîâêà ìîæåò, íàïðèìåð,
âêëþ÷àòü ìåòàëëè÷åñêóþ èëè ïëàñòèêîâóþ ôîëüãó, òàêóþ êàê áëèñòåðíà  óïàêîâêà. Ê
óïàêîâêå èëè äîçèðóþùåìó óñòðîéñòâó ìîæåò ïðèëàãàòüñ  èíñòðóêöè  ïî ïðèìåíåíèþ.

4.7.3. ÍÀÁÎÐÛ
Íàñòî ùåå  èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê íàáîðàì äë  îñóùåñòâëåíè  ñïîñîáîâ è/èëè

òåðàïåâòè÷åñêèõ ñõåì ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ. Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  óêàçàííûå íàáîðû ñîäåðæàò â îäíîì èëè áîëåå êîíòåéíåðîâ
áåëêîâûå ïðåïàðàòû, âêëþ÷àþùèå àíòèãåííûå áåëêè è ïåïòèäû äë  îáúåäèíåíè  ñ HSP
è/èëè α2Ì, êîòîðûå ñîäåðæàòñ  âî âòîðîì êîíòåéíåðå. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  óêàçàííûå íàáîðû ñîäåðæàò â îäíîì èëè áîëåå êîíòåéíåðîâ
ôåðìåíòàòèâíî ðàñùåïëåííûå ïåïòèäû, âêëþ÷àþùèå àíòèãåííûå ïåïòèäû äë 
îáúåäèíåíè  ñ HSP è/èëè α2Ì, êîòîðûå ñîäåðæàòñ  âî âòîðîì êîíòåéíåðå. Àëüòåðíàòèâíî,
áåëêè è/èëè ïåïòèäû ìîãóò ïîñòàâë òüñ  â îäíîì èëè áîëåå êîíòåéíåðîâ äë  îáðàçîâàíè 
êîìïëåêñîâ ñ HSP èëè α2Ì, âûäåëåííûìè îò êîíêðåòíîãî ïàöèåíòà äë  àóòîëîãè÷íîãî
ââåäåíè . Íåîá çàòåëüíî, î÷èùåííûé HSP äë  îáðàçîâàíè  êîìïëåêñîâ ñ áåëêàìè è
ïåïòèäàìè äîïîëíèòåëüíî ïîñòàâë åòñ  âî âòîðîì êîíòåéíåðå.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  óêàçàííûå íàáîðû ñîäåðæàò
â îäíîì èëè áîëåå êîíòåéíåðîâ òåðàïåâòè÷åñêè èëè ïðîôèëàêòè÷åñêè ýôôåêòèâíûå
êîëè÷åñòâà êîìïëåêñîâ ñ áåëêàìè/ïåïòèäàìè HSP èëè α2Ì, ïðåäïî÷òèòåëüíî î÷èùåííûõ, â
ôðàìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìîé ôîðìå. Íàáîðû, íåîá çàòåëüíî, äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àþò
âî âòîðîì êîíòåéíåðå ñåíñèáèëèçèðîâàííûå ÀÏÊ, ïðåäïî÷òèòåëüíî î÷èùåííûå.

Êîìïëåêñû HSP èëè α2Ì â êîíòåéíåðå íàáîðà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîãóò áûòü â
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ôîðìå ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìîãî ðàñòâîðà, íàïðèìåð, â êîìáèíàöèè ñî ñòåðèëüíûì
ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì, ðàñòâîðîì äåêñòðîçû èëè áóôåðíûì ðàñòâîðîì èëè äðóãîé
ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìîé ñòåðèëüíîé æèäêîñòüþ. Àëüòåðíàòèâíî, êîìïëåêñû HSP
èëè α2Ì ìîãóò áûòü ëèîôèëèçèðîâàíû èëè îáåçâîæåíû; â óêàçàííîì ñëó÷àå íàáîð,
íåîá çàòåëüíî, äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò â êîíòåéíåðå ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûé
ðàñòâîð (íàïðèìåð, ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð, ðàñòâîð äåêñòðîçû è ò.ï.),
ïðåäïî÷òèòåëüíî ñòåðèëüíûé, äë  ðàçâåäåíè  HSP è α2Ì èëè êîìïëåêñîâ,
ñîäåðæàùèõ α2Ì è HSP, äë  ïîëó÷åíè  ðàñòâîðà äë  èíúåêöèé.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  óêàçàííûé íàáîð
äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò èãëó èëè øïðèö, ïðåäïî÷òèòåëüíî óïàêîâàííûå â ñòåðèëüíîé
ôîðìå, äë  èíúåöèðîâàíè  êîìïëåêñà HSP è α2Ì è/èëè óïàêîâàííûé ñïèðòîâîé òàìïîí.
Íåîá çàòåëüíî, âêëþ÷àþò èíñòðóêöèè ïî ââåäåíèþ êîìïëåêñîâ α2Ì- è HSP-ïåïòèä
ìåäèöèíñêèì ðàáîòíèêîì èëè ïàöèåíòîì.

4.8. ÎÏÐÅÄÅËÅÍÈÅ ÈÌÌÓÍÎÃÅÍÍÎÑÒÈ ÊÎÌÏËÅÊÑÎÂ HSP È α2Ì
Íåîá çàòåëüíî, êîìïëåêñû HSP-áåëîê, êîìïëåêñû HSP-ïåïòèä, êîìïëåêñû α2Ì-áåëîê è

êîìïëåêñû α2Ì-ïåïòèä ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî èçó÷èòü íà ïðåäìåò
èììóíîãåííîñòè ñ èñïîëüçîâàíèåì ëþáîãî ñïîñîáà, èçâåñòíîãî ñïåöèàëèñòàì. Â êà÷åñòâå
ïðèìåðà, íî íå îãðàíè÷åíè , ìîæíî èñïîëüçîâàòü îäíó èç ñëåäóþùèõ ïðîöåäóð. Â
ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  èñïîëüçóåòñ  àíàëèç
ELISPOT (ñì. íèæå, ðàçäåë 4.9.4).

4.8.1. ÀÍÀËÈÇ MLTC
Êðàòêî, ìûøàì èíúåöèðóþò íåêîòîðîå êîëè÷åñòâî êîìïëåêñîâ HSP- è/èëè α2Ì,

èñïîëüçó  ëþáîé óäîáíûé ïóòü ââåäåíè . Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîë , äðóãèì
ìûøàì èíúåöèðóþò, íàïðèìåð, HSP, â êîìïëåêñå ñ áåëêàìè è/èëè ïåïòèäàìè,
ïîëó÷åííûìè èç íîðìàëüíîé òêàíè. Êëåòêè, î êîòîðûõ èçâåñòíî, ÷òî îíè ñîäåðæàò
ñïåöèôè÷íûå àíòèãåíû, íàïðèìåð, îïóõîëåâûå êëåòêè èëè êëåòêè, èíôèöèðîâàííûå
àãåíòîì èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíè , ìîãóò ñëóæèòü ïîëîæèòåëüíûì êîíòðîëåì â
èññëåäîâàíèè. Ìûøàì äåëàþò èíúåêöèè äâàæäû, ñ èíòåðâàëîì 7-10 äíåé. ×åðåç äåñ òü
äíåé ïîñëå ïîñëåäíåé èììóíèçàöèè óäàë þò ñåëåçåíêè è ïîëó÷àþò ëèìôîöèòû.
Ïîëó÷åííûå ëèìôîöèòû âïîñëåäñòâèè ìîæíî ïîâòîðíî ñòèìóëèðîâàòü in vitro äîáàâëåíèåì
ìåðòâûõ êëåòîê, êîòîðûå ýêñïðåññèðîâàëè àíòèãåí, ïðåäñòàâë þùèé èíòåðåñ.

Íàïðèìåð, 8×106 èììóííûõ êëåòîê ñåëåçåíêè ìîæíî ñòèìóëèðîâàòü ñ ïîìîùüþ 4×104

êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ìèòîìèöèíîì Ñ èëè îáëó÷åííûõ γ-ëó÷àìè (5-10000 ðàä),
ñîäåðæàùèõ àíòèãåí, ïðåäñòàâë þùèé èíòåðåñ (èëè êëåòîê, òðàíñôèöèðîâàííûõ
ñîîòâåòñòâóþùèì ãåíîì, êàê ýòî ìîæåò èìåòü ìåñòî), â 3 ìë ñðåäû RPMI, ñîäåðæàùåé 10%
ôåòàëüíîé òåë ÷üåé ñûâîðîòêè. Â îïðåäåëåííûõ ñëó÷à õ 33% íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè
âòîðè÷íî ñìåøàííîé êóëüòóðû ëèìôîöèòîâ ìîæíî âêëþ÷èòü â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó â
êà÷åñòâå èñòî÷íèêà ôàêòîðîâ ðîñòà Ò-êëåòîê (ñì. Glasebrook, et al., 1980, J. Exp.
Med. 151:876). Äë  èçó÷åíè  ïåðâè÷íîãî öèòîòîêñè÷åñêîãî Ò-êëåòî÷íîãî îòâåòà ïîñëå
èììóíèçàöèè ñåëåçåíî÷íûå êëåòêè ìîæíî êóëüòèâèðîâàòü áåç ñòèìóë öèè. Â íåêîòîðûõ
ýêñïåðèìåíòàõ ñåëåçåíî÷íûå êëåòêè èììóíèçèðîâàííûõ ìûøåé òàêæå ìîæíî ïîâòîðíî
ñòèìóëèðîâàòü àíòèãåííî îòëè÷íûìè êëåòêàìè, äë  îïðåäåëåíè  ñïåöèôè÷íîñòè
öèòîòîêñè÷åñêîãî Ò-êëåòî÷íîãî îòâåòà.

Øåñòü äíåé ñïóñò  êóëüòóðû òåñòèðóþò íà öèòîòîêñè÷íîñòü â 4-÷àñîâîì àíàëèçå
âûñâîáîæäåíè  51Cr (ñì. Palladino, et al., 1987, Cancer Res. 47:5047-5079 è
Blachere, et al., 1993, J. Immunotherapy 14:352-356). Â äàííîì èññëåäîâàíèè ñìåøàííóþ
êóëüòóðó ëèìôîöèòîâ äîáàâë þò ê ñóñïåíçèè êëåòîê-ìèøåíåé ñ ïîëó÷åíèåì ðàçëè÷íûõ
ñîîòíîøåíèé ýôôåêòîð:ìèøåíü (Ý:Ì) (îáû÷íî, îò 1:1 äî 40:1). Êëåòêè-ìèøåíè
ïðåäâàðèòåëüíî ìåò ò èíêóáèðîâàíèåì 1×106 êëåòîê-ìèøåíåé â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå,
ñîäåðæàùåé 20 ìÊè 51Cr/ìë, â òå÷åíèå îäíîãî ÷àñà ïðè 37°Ñ. Ïîñëå ìå÷åíè  êëåòêè
ïðîìûâàþò òðè ðàçà. Êàæäûé ïóíêò àíàëèçà (ñîîòíîøåíèå Ý:Ì) âûïîëí åòñ  â òðåõ
ïîâòîðíîñò õ è ñ ïîäõîä ùèìè êîíòðîë ìè, ââåäåííûìè äë  èçìåðåíè  ñïîíòàííîãî
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âûñâîáîæäåíè  51Cr (áåç äîáàâëåíè  ëèìôîöèòîâ) è 100% âûñâîáîæäåíè  (êëåòêè,
ëèçèðîâàííûå äåòåðãåíòîì). Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  ñìåñåé êëåòîê â òå÷åíèå 4 ÷àñîâ êëåòêè
ñîáèðàþò öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 200 g â òå÷åíèå 5 ìèíóò. Êîëè÷åñòâî
âûñâîáîäèâøåãîñ  â íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü 51Cr èçìåð þò ãàììà-ñ÷åò÷èêîì. Ïðîöåíò
öèòîòîêñè÷íîñòè èçìåð þò êàê êîëè÷åñòâî èìï./ìèí â èñïûòóåìîì îáðàçöå ìèíóñ
êîëè÷åñòâî èìï./ìèí ïðè ñïîíòàííîì âûñâîáîæäåíèè, äåëåííîå íà êîëè÷åñòâî èìï./ìèí
ïðè òîòàëüíîì âûñâîáîæäåíèè äåòåðãåíòîì ìèíóñ êîëè÷åñòâî èìï./ìèí ïðè ñïîíòàííîì
âûñâîáîæäåíèè.

Ñ öåëüþ áëîêèðîâàòü êàñêàä ÌÍÑ êëàññà I êîíöåíòðèðîâàííóþ íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü
ãèáðèäîì, ïîëó÷åííóþ èç ãèáðèäîìíûõ êëåòîê Ê-44 (ãèáðèäîìà àíòè-ÌÍÑ êëàññà I),
äîáàâë þò ê èñïûòóåìûì îáðàçöàì äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 12,5%.

4.8.2. ÀÍÀËÈÇ ÏÐÎËÈÔÅÐÀÖÈÈ CD4+ Ò-ÊËÅÒÎÊ
Ïåðâè÷íûå Ò-êëåòêè ïîëó÷àþò èç ñåëåçåíêè, ñâåæåé êðîâè èëè CSF è î÷èùàþò

öåíòðèôóãèðîâàíèåì ñ èñïîëüçîâàíèåì FICOLL-PAQUE (PLUS (Pharmacia, Upsalla,
Øâåöè ), ãëàâíûì îáðàçîì, êàê îïèñàíî Kruse è Sebald, 1992, EMBO J. 11:3237-3244.
Ìîíîíóêëåàðíûå êëåòêè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè èíêóáèðóþò â òå÷åíèå 7-10 äíåé ñ ëèçàòîì
êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ àíòèãåííóþ ìîëåêóëó. Àíòèãåí-ïðåçåíòèðóþùèå êëåòêè ìîæíî,
íåîá çàòåëüíî, äîáàâë òü ê êóëüòóðå çà 24-48 ÷àñîâ äî àíàëèçà ñ öåëüþ îáðàáîòêè è
ïðåçåíòàöèè àíòèãåíà â ëèçàòå. Êëåòêè çàòåì ñîáèðàþò öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ïðîìûâàþò
ñðåäîé RPMI 1640 (GibcoBRL, Gaithersburg, Md.) 5×104 àêòèâèðîâàííûõ Ò-êëåòîê íà ëóíêó
ïîìåùàþò â ñðåäó RPMI 1640, ñîäåðæàùóþ 10% ôåòàëüíîé òåë ÷üåé ñûâîðîòêè, 10 ìÌ
HEPES, ðÍ 7,5, 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà, 100 åäèíèö/ìë ïåíèöèëëèíà G è 100 ìêã/ìë
ñòðåïòîìèöèíà ñóëüôàòà â 96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû íà 72 ÷àñà ïðè 37°Ñ, ñ ãåíåðèðîâàíèåì

èìïóëüñîâ 1 ìêÊè 3H-òèìèäèíà (DuPont NEN, Boston, Mass.) íà ëóíêó íà ïåðèîä âðåìåíè 6
÷, ñîáèðàþò è èçìåð þò ðàäèîàêòèâíîñòü íà ñöèíòèëë öèîííîì ñ÷åò÷èêå TOPCOUNT
(Packard Instrument Co., Meriden, Conn.).

4.8.3. ÀÍÀËÈÇ ÀÍÒÈÒÅËÜÍÎÃÎ ÎÒÂÅÒÀ
Â îïðåäåëåííîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  èììóíîãåííîñòü

HSP- èëè α2Ì-êîìïëåêñà îïðåäåë þò èçìåðåíèåì àíòèòåë, âûðàáîòàííûõ â îòâåò íà
âàêöèíàöèþ êîìïëåêñîì. Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
ìèêðîòèòðàöèîííûå ïëàíøåòû (96-ëóíî÷íûå, Inununo Plate II, Nunc) ïîêðûâàþò â
êîëè÷åñòâå 50 ìêë íà ëóíêó ðàñòâîðîì 0,75 ìêã/ìë íå ñâ çàííîé â êîìïëåêñ ñ HSP èëè α2Ì
ôîðìîé áåëêîâ/ïåïòèäîâ, èñïîëüçóåìûõ â âàêöèíå, â PBS ïðè 4°Ñ íà 16 ÷àñîâ è ïðè 20°Ñ
íà 1 ÷àñ. Ëóíêè îïóñòîøàþò è áëîêèðóþò 200 ìêë PBS-T-BSA) (PBS, ñîäåðæàùèì 0,05%
(îá./îá.) TWEEN 20 È 1% (ìàññ./îá.) àëüáóìèíà òåë ÷üåé ñûâîðîòêè) íà ëóíêó ïðè 20°Ñ â
òå÷åíèå 1 ÷àñà, çàòåì ïðîìûâàþò 3 ðàçà PBS-T. Ï òüäåñ ò ìêë íà ëóíêó ïëàçìû èëè CSF
îò âàêöèíèðîâàííîãî æèâîòíîãî (òàêîãî êàê ïîäîïûòíà  ìûøü èëè ïàöèåíò-÷åëîâåê)
íàíîñ ò ïðè 20°Ñ íà 1 ÷àñ, è ïëàíøåòû ïðîìûâàþò 3 ðàçà PBS-T. Çàòåì îïðåäåë þò
àêòèâíîñòü àíòèïåïòèäíûõ àíòèòåë êàëîðèìåòðè÷åñêè, ïîñëå èíêóáèðîâàíè  ïðè 20°Ñ â
òå÷åíèå 1 ÷àñà ñ àíòèìûøèíûì èëè àíòè÷åëîâå÷åñêèì èììóíîãëîáóëèíîì â êîëè÷åñòâå 50
ìêë íà ëóíêó, äîëæíûì îáðàçîì êîíúþãèðîâàííûì ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Amersham),
ðàçâåäåííîé 1:1500 â PBS-T-BSA, è (ïîñëå äîïîëíèòåëüíîãî ïðîìûâàíè  PBS-T 3 ðàçà, êàê
îïèñàíî âûøå) ñ ðàñòâîðîì ñóáñòðàòà î-ôåíèëåíäèàìèíîì (OPD) - Í2O2 â êîëè÷åñòâå 50
ìêë. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàþò ÷åðåç 5 ìèíóò ñ èñïîëüçîâàíèåì 150 ìêë 2 Ì H2SO4 è
îïðåäåë þò ïîãëîùåíèå íà 492 íì (ñò. 620 íì) íà ôîòîìåòðå Kontron SLT-210 (SLT Lab-
instr., Öþðèõ, Øâåéöàðè ).

4.8.4. ÀÍÀËÈÇ ÂÛßÂËÅÍÈß ÖÈÒÎÊÈÍÎÂ
Ïðîëèôåðàòèâíûé îòâåò CD4+ Ò-êëåòîê íà HSP- èëè α2Ì-êîìïëåêñû ïî íàñòî ùåìó

èçîáðåòåíèþ ìîæíî èçìåðèòü ñ ïîìîùüþ âû âëåíè  è êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè 
óðîâíåé ñïåöèôè÷íûõ öèòîêèíîâ. Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè , íàïðèìåð, âíóòðèêëåòî÷íûå öèòîêèíû ìîæíî èçìåð òü ñ èñïîëüçîâàíèåì
àíàëèçà äë  âû âëåíè  IFN-γ, äë  îïðåäåëåíè  èììóíîãåííîñòè êîìïëåêñà ïî íàñòî ùåìó
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èçîáðåòåíèþ. Â ïðèìåðå äàííîãî ñïîñîáà ìîíîíóêëåàðíûå êëåòêè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè
îò ñóáúåêòà, êîòîðîìó ââîäèëè êîìïëåêñ HSP-ïåïòèä èëè α2Ì-ïåïòèä, ñòèìóëèðóþò
ïåïòèäíûìè àíòèãåíàìè äàííîé îïóõîëè èëè ïåïòèäíûìè àíòèãåíàìè àãåíòà
èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíè . Êëåòêè çàòåì îêðàøèâàþò ìå÷åíûìè àíòèòåëàìè,
ñïåöèôè÷íûìè â îòíîøåíèè Ò-êëåòîê, âû âë åìûìè ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé, íàïðèìåð
FITC-êîíúþãèðîâàííûìè àíòè-CDS è PerCP-ìå÷åííûìè àíòè-ÑD4 àíòèòåëàìè. Ïîñëå
ïðîìûâàíè  êëåòêè ôèêñèðóþò, ïðèäàþò èì ïðîíèöàåìîñòü è îñóùåñòâë þò
âçàèìîäåéñòâèå ñ ìå÷åííûìè êðàñêîé àíòèòåëàìè, ðåàêöèîííîãåííûìè â îòíîøåíèè
÷åëîâå÷åñêîãî IFN-γ (ÐÅ-àíòè-IFN-γ). Îáðàçöû àíàëèçèðóþò ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðòíûõ ìåòîäèê.

Àëüòåðíàòèâíî, ôèëüòðàöèîííûé èììóíîàíàëèç, òâåðäîôàçíûé èììóíîñïîò àíàëèç
(ELISPOT) ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  âû âëåíè  ñïåöèôè÷íûõ öèòîêèíîâ, îêðóæàþùèõ Ò-
êëåòêó. Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , íàïðèìåð,
ìèêðîòèòðàöèîííûé ïëàíøåò ñ îñíîâîé èç íèòðîöåëëþëîçû ïîêðûâàþò î÷èùåííûì
öèòîêèí-ñïåöèôè÷íûì àíòèòåëîì, ò.å. àíòè-IFN-γ, è ïëàíøåò áëîêèðóþò, ÷òîáû èçáåæàòü
ôîíà, âîçíèêàþùåãî âñëåäñòâèå íåñïåöèôè÷íîãî ñâ çûâàíè  äðóãèõ áåëêîâ. Ðàçâåäåíè 
îáðàçöà ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòîê êðîâè, ñîäåðæàùåãî êëåòêè, ñåêðåòèðóþùèå öèòîêèíû,
ïîëó÷åííîãî îò ñóáúåêòà, ïîëó÷àâøåãî ëå÷åíèå êîìïëåêñîì HSP-ïåïòèä è/èëè α2Ì-ïåïòèä,
ïîìåùàþò â ëóíêè ìèêðîòèòðàöèîííîãî ïëàíøåòà. Äîáàâë þò ìå÷åíîå, íàïðèìåð
ìå÷åííîå áèîòèíîì, âòîðè÷íîå àíòèöèòîêèíîâîå àíòèòåëî. Çàòåì ìîæíî âû âèòü êîìïëåêñ
àíòèòåëî-öèòîêèí, ò.å. ñ ïîìîùüþ êîíúþãèðîâàííîãî ñ ôåðìåíòîì ñòðåïòàâèäèíà êëåòêè,
ñåêðåòèðóþùèå öèòîêèíû, áóäóò âûãë äåòü êàê "ï òíà" ïðè èñïîëüçîâàíèè âèçóàëüíîãî,
ìèêðîñêîïè÷åñêîãî èëè ýëåêòðîííîãî ñïîñîáîâ âû âëåíè .

4.8.5. ÀÍÀËÈÇ ÒÅÒÐÀÌÅÐÎÂ
Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  äë  èäåíòèôèêàöèè àíòèãåí-

ñïåöèôè÷íûõ Ò-êëåòîê ìîæíî èñïîëüçîâàòü àíàëèç "îêðàøèâàíè  òåòðàìåðîâ" (Altman et
al., 1996, Science 274:94-96). Íàïðèìåð, â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  ìîëåêóëó ÌÍÑ, ñîäåðæàùóþ ñïåöèôè÷íûé ïåïòèäíûé àíòèãåí, òàêîé êàê
îïóõîëåñïåöèôè÷åñêèé àíòèãåí, ìóëüòèìåðèçèðóþò äë  ïîëó÷åíè  ðàñòâîðèìûõ ïåïòèäíûõ
òåòðàìåðîâ è ìåò ò, íàïðèìåð, ïóòåì îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà ñî ñòðåïòàâèäèíîì.
Êîìïëåêñ ÌÍÑ-ïåïòèäíûé àíòèãåí çàòåì ñìåøèâàþò ñ ïîïóë öèåé Ò-êëåòîê, ïîëó÷åííîé îò
ñóáúåêòà, ïîëó÷àâøåãî ëå÷åíèå êîìïëåêñîì HSP-ïåïòèä èëè α2Ì-ïåïòèä. Çàòåì
èñïîëüçóþò áèîòèí äë  îêðàøèâàíè  Ò-êëåòîê, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò àíòèãåí,
ïðåäñòàâë þùèé èíòåðåñ, íàïðèìåð îïóõîëåñïåöèôè÷åñêèé àíòèãåí.

4.9. ÌÎÍÈÒÎÐÈÍÃ ÝÔÔÅÊÒÎÂ ÂÎ ÂÐÅÌß ÏÐÎÔÈËÀÊÒÈÊÈ È ÈÌÌÓÍÎÒÅÐÀÏÈÈ
ÇËÎÊÀ×ÅÑÒÂÅÍÍÛÕ ÎÏÓÕÎËÅÉ

Âëè íèå èììóíîòåðàïèè HSP- èëè α2Ì-êîìïëåêñàìè íà ðàçâèòèå è ïðîãðåññèðîâàíèå
íåîïëàñòè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé ìîæíî êîíòðîëèðîâàòü ëþáûì ñïîñîáîì, èçâåñòíûì
ñïåöèàëèñòàì, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè , îïðåäåëåíèå: à) ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè
çàìåäëåííîãî òèïà êàê îöåíêè êëåòî÷íîãî èììóíèòåòà; b) àêòèâíîñòè öèòîëèòè÷åñêèõ Ò-
ëèìôîöèòîâ in vitro; ñ) óðîâíåé îïóõîëåñïåöèôè÷åñêèõ àíòèãåíîâ, íàïðèìåð
êàðöèíîýìáðèîíàëüíûõ àíòèãåíîâ (ÑÅÀ); d) èçìåíåíèé â ìîðôîëîãèè îïóõîëåé, ñ
èñïîëüçîâàíèåì òàêèõ ìåòîäèê, êàê êîìïüþòåðíà  òîìîãðàôè  (ÊÒ), è å) èçìåíåíèé â
óðîâí õ ìíèìûõ áèîìàðêåðîâ ðèñêà äë  êîíêðåòíîé çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè ó
èíäèâèäóóìîâ, âõîä ùèõ â ãðóïïó ðèñêà, è f) èçìåíåíèé â ìîðôîëîãèè îïóõîëåé ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñîíîãðàììû.

Ñëåäóþùèå ïîäðàçäåëû îïèñûâàþò íåîá çàòåëüíûå, ïðèâåäåííûå â êà÷åñòâå
ïðèìåðîâ, ïðîöåäóðû.

4.9.1. ÊÎÆÍÀß ÏÐÎÁÀ ÍÀ ÃÈÏÅÐ×ÓÂÑÒÂÈÒÅËÜÍÎÑÒÜ ÇÀÌÅÄËÅÍÍÎÃÎ ÒÈÏÀ
Êîæíûå ïðîáû íà ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòü çàìåäëåííîãî òèïà ïðåäñòàâë þò áîëüøóþ

öåííîñòü äë  îöåíêè îáùåé èììóíîêîìïåòåíòíîñòè è êëåòî÷íîãî èììóíèòåòà â îòíîøåíèè
àíòèãåíà. Íåñïîñîáíîñòü ðåàãèðîâàòü íà ð ä ðàñïðîñòðàíåííûõ êîæíûõ àíòèãåíîâ
íàçûâàþò àíåðãèåé (Sato, Ò., et al., 1995, Clin. Immunol. Pathol. 74:35-43).
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Ïðàâèëüíà  ìåòîäèêà ïðîâåäåíè  êîæíûõ ïðîá òðåáóåò õðàíåíè  àíòèãåíîâ â
ñòåðèëüíîì âèäå ïðè 4°Ñ, ñ çàùèòîé îò ñâåòà è ðàçâåäåíè  íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä
èñïîëüçîâàíèåì. Èãëà êàëèáðà 25 èëè 27 ãàðàíòèðóåò âíóòðèêîæíîå, à íå ïîäêîæíîå
ââåäåíèå àíòèãåíà. ×åðåç äâàäöàòü ÷åòûðå è 48 ÷àñîâ ïîñëå âíóòðèêîæíîãî ââåäåíè 
àíòèãåíà ñ ïîìîùüþ ëèíåéêè èçìåð þò íàèáîëüøèå ðàçìåðû ýðèòåìû è óïëîòíåíè .
Ñíèæåíèå ðåàêöèè íà ëþáîé äàííûé àíòèãåí èëè ãðóïïó àíòèãåíîâ ïîäòâåðæäàþò
òåñòèðîâàíèåì ñ áîëåå âûñîêèìè êîíöåíòðàöè ìè àíòèãåíà, èëè, ïðè íåîäíîçíà÷íûõ
ñèòóàöè õ, ïîâòîðåíèåì ïðîáû ñ ïðîìåæóòî÷íîé ïðîáîé.

4.9.2. ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÖÈÒÎËÈÒÈ×ÅÑÊÈÕ Ò-ËÈÌÔÎÖÈÒÎÂ IN VITRO
8×106 Ò-ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ

öåíòðèôóãèðîâàíè  â ãðàäèåíòå Ficoll-Hypaque, ïîâòîðíî ñòèìóëèðóþò ñ ïîìîùüþ 4×104

îïóõîëåâûõ êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ìèòîìèöèíîì Ñ, â 3 ìë ñðåäû RPMI, ñîäåðæàùåé 10%
ôåòàëüíîé òåë ÷üåé ñûâîðîòêè. Â íåêîòîðûõ ýêñïåðèìåíòàõ 33% íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè
âòîðè÷íî ñìåøàííîé êóëüòóðû ëèìôîöèòîâ èëè IL-2 âêëþ÷àþò â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó â
êà÷åñòâå èñòî÷íèêà ôàêòîðîâ ðîñòà Ò-êëåòîê.

Äë  òîãî ÷òîáû èçìåðèòü ïåðâè÷íûé îòâåò öèòîëèòè÷åñêèõ Ò-ëèìôîöèòîâ ïîñëå
èììóíèçàöèè, Ò-êëåòêè êóëüòèâèðóþò áåç ñòèìóë òîðà îïóõîëåâûõ êëåòîê. Â äðóãèõ
ýêñïåðèìåíòàõ Ò-êëåòêè ïîâòîðíî ñòèìóëèðóþò àíòèãåííî îòëè÷íûìè êëåòêàìè. ×åðåç
øåñòü äíåé êóëüòóðû òåñòèðóþò íà öèòîòîêñè÷íîñòü â 4-÷àñîâîì àíàëèçå
âûñâîáîæäåíè  51Cr. Ñïîíòàííîå âûñâîáîæäåíèå 51Cr ìèøåíåé äîëæíî äîñòèãàòü óðîâí 
ìåíåå 20%. Äë  äîñòèæåíè  àíòè-ÌÍÑ êëàññà I áëîêèðóþùåé àêòèâíîñòè
êîíöåíòðèðîâàííóþ â äåñ òü ðàç íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü ãèáðèäîìû W6/32 äîáàâë þò â
òåñò â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 12,5% (Heike M., et al., J. Inununotherapy 15:165-174).

4.9.3. ÓÐÎÂÍÈ ÎÏÓÕÎËÅÑÏÅÖÈÔÈ×ÅÑÊÈÕ ÀÍÒÈÃÅÍÎÂ
Íåñìîòð  íà òî ÷òî âû âëåíèå óíèêàëüíûõ îïóõîëåâûõ àíòèãåíîâ íà âñåõ îïóõîë õ

ìîæåò áûòü íåâîçìîæíûì, ìíîãèå îïóõîëè äåìîíñòðèðóþò àíòèãåíû, êîòîðûå îòëè÷àþò èõ
îò íîðìàëüíûõ êëåòîê. Ðåàãåíòû ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïîçâîë þò âûäåëèòü è
áèîõèìè÷åñêè îõàðàêòåðèçîâàòü àíòèãåíû è îáëàäàþò íåîöåíèìûìè äèàãíîñòè÷åñêèìè
âîçìîæíîñò ìè äë  ðàçëè÷åíè  òðàíñôîðìèðîâàííûõ è íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê è
äë  îïðåäåëåíè  êëåòî÷íîé ëèíèè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê. Íàèáîëåå õîðîøî
èçó÷åííûìè ÷åëîâå÷åñêèìè îïóõîëåàññîöèèðîâàííûìè àíòèãåíàìè  âë þòñ 
îíêîôåòàëüíûå àíòèãåíû. Óêàçàííûå àíòèãåíû ýêñïðåññèðóþòñ  âî âðåì  ýìáðèîãåíåçà,
íî îòñóòñòâóþò èëè î÷åíü òðóäíî âû âë þòñ  â íîðìàëüíîé òêàíè âçðîñëûõ ëþäåé.
Ïðîòîòèïíûì àíòèãåíîì  âë åòñ  êàðöèíîýìáðèîíàëüíûé àíòèãåí (ÑÅÀ), ãëèêîïðîòåèí,
îáíàðóæèâàåìûé íà êèøå÷íèêå ïëîäà, íà êëåòêàõ ðàêà òîëñòîãî êèøå÷íèêà ÷åëîâåêà, íî íå
íà íîðìàëüíûõ êëåòêàõ òîëñòîãî êèøå÷íèêà âçðîñëîãî ÷åëîâåêà. Ïîñêîëüêó ÑÅÀ
ðàñïðîñòðàí åòñ  èç êëåòîê êàðöèíîìû òîëñòîãî êèøå÷íèêà è îáíàðóæèâàåòñ  â ñûâîðîòêå
êðîâè, ñíà÷àëà äóìàëè, ÷òî ïðèñóòñòâèå óêàçàííîãî àíòèãåíà â ñûâîðîòêå êðîâè ìîæíî
áóäåò èñïîëüçîâàòü äë  ñêðèíèíãà ïàöèåíòîâ íà ðàê òîëñòîãî êèøå÷íèêà. Îäíàêî ó
ïàöèåíòîâ, èìåþùèõ äðóãèå îïóõîëè, òàêèå êàê ðàê ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû è ìîëî÷íîé
æåëåçû, òàêæå èìåþòñ  ïîâûøåííûå óðîâíè ÑÅÀ â ñûâîðîòêå êðîâè. Ñëåäîâàòåëüíî,
ìîíèòîðèíã ïîíèæåíè  è ïîâûøåíè  óðîâíåé ÑÅÀ ó ïàöèåíòîâ, èìåþùèõ çëîêà÷åñòâåííûå
îïóõîëè, ïðîõîä ùèõ ëå÷åíèå, îêàçàëñ  ïîëåçíûì äë  ïðîãíîçèðîâàíè  ïðîãðåññèðîâàíè 
îïóõîëè è åå ðåàêöèè íà ëå÷åíèå.

Íåñêîëüêî äðóãèõ îíêîôåòàëüíûõ àíòèãåíîâ  âë þòñ  ïðèãîäíûìè äë  äèàãíîñòèêè è
êîíòðîë  îïóõîëåé ó ÷åëîâåêà, íàïðèìåð àëüôà-ôåòîïðîòåèí, àëüôà-ãëîáóëèí, â íîðìå
ñåêðåòèðóåìûé ïå÷åíüþ ïëîäà è êëåòêàìè æåëòî÷íîãî ìåøêà, íàõîä ò â ñûâîðîòêå
ïàöèåíòîâ, èìåþùèõ îïóõîëè ïå÷åíè è ãåðìèíîìû, è åãî ìîæíî èñïîëüçîâàòü êàê
ïîêàçàòåëü ñîñòî íè  áîëåçíè.

4.9.4. ÊÎÌÏÜÞÒÅÐÍÀß ÒÎÌÎÃÐÀÔÈß (ÊÒ)
ÊÒ îñòàåòñ  ìåòîäèêîé âûáîðà äë  òî÷íîãî îïðåäåëåíè  ñòàäèè çëîêà÷åñòâåííûõ

îïóõîëåé. ÊÒ çàðåêîìåíäîâàëà ñåá  êàê íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíà  è ñïåöèôè÷íà  ìåòîäèêà
ïî ñðàâíåíèþ ñ ëþáîé äðóãîé âèçóàëèçèðóþùåé ìåòîäèêîé äë  âû âëåíè  ìåòàñòàçîâ.
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4.9.5. ÈÇÌÅÐÅÍÈÅ ÌÍÈÌÛÕ ÁÈÎÌÀÐÊÅÐÎÂ
Óðîâíè ìíèìîãî áèîìàðêåðà ðèñêà êîíêðåòíîé çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè èçìåð þò äë 

êîíòðîë  ýôôåêòà êîìïîçèöèé, âêëþ÷àþùèõ öèòîçîëüíûå è ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàíû
áåëêè. Íàïðèìåð, ó ëèö ñ ïîâûøåííûì ðèñêîì ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ñûâîðîòî÷íûé
ïðîñòàòîñïåöèôè÷åñêèé àíòèãåí (ÏÑÀ) èçìåð þò ñ ïîìîùüþ ïðîöåäóðû, îïèñàííîé Brawer,
M.K., et al., 1992, J. Urol., 147:841-845, è Catalona, W.J., et al., 1993, JAMA 270:
948-958; èëè ó ëèö ñ ïîâûøåííûì ðèñêîì êîëîðåêòàëüíîãî ðàêà èçìåð þò ÑÅÀ, êàê îïèñàíî
âûøå â ðàçäåëå 4.5.3., è ó ëèö ñ ïîâûøåííûì ðèñêîì ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû èçìåð þò 16-
à-ãèäðîêñèëèðîâàíèå ýñòðàäèîëà ñ ïîìîùüþ ïðîöåäóðû, îïèñàííîé Schneider, J., et al.,
1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:3047-3051. Ïðèâåäåííûå âûøå èñòî÷íèêè öåëèêîì
âêëþ÷åíû â íàñòî ùèé äîêóìåíò â êà÷åñòâå ññûëîê.

4.9.6. ÑÎÍÎÃÐÀÌÌÀ
Ñîíîãðàììà îñòàåòñ  ìåòîäèêîé àëüòåðíàòèâíîãî âûáîðà äë  òî÷íîãî îïðåäåëåíè 

ñòàäèè çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé.
5. ÏÐÈÌÅÐ
Ñëåäóþùèé ýêñïåðèìåíò ïîêàçûâàåò, ÷òî êîìïëåêñû (à) àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ,

ïîëó÷åííûõ èç êëåòî÷íîé ôðàêöèè, ñ (b) HSP èëè àëüôà-2-ìàêðîãëîáóëèíîì (α2Ì)
 âë þòñ  ýôôåêòèâíûìè äë  ïðîôèëàêòè÷åñêîé çàùèòû æèâîòíîãî îò ðîñòà
çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòîê.

5.1. ÌÀÒÅÐÈÀËÛ È ÌÅÒÎÄ
5.1.1. Âûäåëåíèå áåëêà
Äë  âûäåëåíè  α2Ì ñûâîðîòêó êðîâè ìûøåé ðàçâîäèëè 1:1 0,04 Ì Tris ñ ðÍ 1,6, 0,15

Ì NaCl è ïîìåùàëè íà êîëîíêó 65 ìë Sephacryl S 30 OR (SIGMA), óðàâíîâåøåííóþ è
ýëþèðîâàííóþ òåì æå áóôåðîì. Ôðàêöèè, ïîëîæèòåëüíûå ïî α2Ì, îïðåäåë ëè ñ ïîìîùüþ
äîò-áëîòòèíãà, è áóôåð âî ôðàêöèè çàìåí ëè íà 0,01 Ì áóôåð ôîñôàòà íàòðè  ñ ðÍ 7,5, ñ
ïîìîùüþ êîëîíêè PD-10. Ôðàêöèè, ñîäåðæàâøèå áåëîê, ïîìåùàëè íà êîëîíêó ñ ñåôàðîçîé
Concanavalin À. Ñâ çàííûé áåëîê ýëþèðîâàëè 0,2 Ì ïèðàíîçèäîì ìåòèëìàííîçû è
ïîìåùàëè íà êîëîíêó DEAE, óðàâíîâåøåííóþ 0,05 Ì áóôåðîì àöåòàòà íàòðè . α2Ì
ýëþèðîâàëè â ÷èñòîì âèäå, êàê ïîêàçûâàë àíàëèç SDS-PAGE è èììóíîáëîòòèíã ñ 0,13 Ì
àöåòàòîì íàòðè .

Â íåêîòîðûõ ýêñïåðèìåíòàõ α2Ì ïðèîáðåòàëè ó êîìïàíèè SIGMA.
Gp96 ïîëó÷àëè ñïîñîáîì, îïèñàííûì â ðàçäåëå 4.3.3.
5.1.2. Àíàëèçû îòòîðæåíè  îïóõîëåé
Âñå èììóíèçàöèè ïðîèçâîäèëè ïîäêîæíî â 100 ìêë îáúåìå PBS. Äâå èììóíèçàöèè

îñóùåñòâë ëè ñ èíòåðâàëîì â îäíó íåäåëþ. Ñåìü ìèêðîãðàììîâ α2Ì èëè 1 ìêã gp96
èñïîëüçîâàëè â îäíîé èíúåêöèè, êàê â âèäå êîìïëåêñà, òàê è îòäåëüíî. Æèâûå îïóõîëåâûå
êëåòêè (100000) äî÷èñòà îòìûâàëè îò êóëüòóðàëüíîé ñðåäû, ðåñóñïåíäèðîâàëè â PBS è
èíúåöèðîâàëè ïîäêîæíî ÷åðåç îäíó íåäåëþ ïîñëå ïîñëåäíåé èììóíèçàöèè. Ïðîèçâîäèëè
èçìåðåíèå ðàçìåðîâ îïóõîëè ïî äâóì ïðîìåðàì. Ïîëîâèíó ñðåäíåé âåëè÷èíû
èñïîëüçîâàëè êàê ðàäèóñ îïóõîëè äë  ðàñ÷åòà îáúåìà îïóõîëè. Âåëè÷èíû Ð îïðåäåë ëè ñ
ïîìîùüþ îäíîôàêòîðíîãî äèñïåðñèîííîãî àíàëèçà (ANOVA).

5.1.3. Ïîëó÷åíèå êîìïëåêñîâ
Ëèçàò êëåòîê ïîëó÷àëè èç æèâûõ êëåòîê Meth À ñ ïîìîùüþ ãîìîãåíèçàòîðà Dounce ñ

ïîñëåäóþùèì óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèåì. Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü ïîñëå
öåíòðèôóãèðîâàíè  ïðè 100000 g îáðàáàòûâàëè 0,1% òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòîé (TFA) è 3
ìÌ ÀÒÔ â òå÷åíèå 10 ÷àñîâ, ñ ïîñëåäóþùèì öåíòðèôóãèðîâàíèåì ÷åðåç ìåìáðàííûé
ôèëüòð CENTRICON (Millipore) ñ ïðåäåëîì îòñåêàíè  ëèìèòîì 10 êÄà. Ïåïòèäû ìåíåå 10
êÄà (íàçûâàåìûå "MethA10") âûäåë ëè äîïîëíèòåëüíî, ïóòåì ñâ çûâàíè  íà êîëîíêå ñ
îáðàùåííîé ôàçîé Ñ18, ñ ýëþèðîâàíèåì ïåïòèäîâ ìåòàíîëîì, ñóøêîé ïåïòèäîâ â
óñëîâè õ âàêóóìà è ðàçâåäåíèåì ïåïòèäîâ áóôåðîì, ïîäõîä ùèì äë  îáðàçîâàíè 
êîìïëåêñîâ. Gp96, α2M èëè àëüáóìèí (êîòîðûé èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå êîíòðîë )
íàãðåâàëè äî 50°Ñ â ïðèñóòñòâèè 50 ìîë ðíîãî èçáûòêà MethA10. Ðåàêöèîííûå ñìåñè,
ñîäåðæàâøèå îáðàçîâàâøèåñ  êîìïëåêñû, äåðæàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå 30 ìèíóò, à
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çàòåì ïîìåùàëè íà ëåä. Ñâîáîäíûå, íå ñâ çàííûå â êîìïëåêñ ïåïòèäû óäàë ëè ñ ïîìîùüþ
CENTRICON 50 (Millipore). Ïîëó÷åííûå òàêèì ñïîñîáîì êîìïëåêñû èñïîëüçîâàëè äë 
èììóíèçàöèè.

5.2. ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ
Â äàííîì ýêñïåðèìåíòå îïóõîëåâóþ ìîäåëü Meth À èñïîëüçîâàëè äë  äåìîíñòðàöèè

ïðîòèâîîïóõîëåâîãî èììóíèòåòà, âûçâàííîãî êîìïëåêñàìè gp96-ïåïòèä è
êîìïëåêñàìè α2Ì-ïåïòèä. Àíòèãåííûå ýïèòîïû ÌÍÑ I äàííîé îïóõîëè íåèçâåñòíû.
Êëåòî÷íûå ëèçàòû MethA îáðàáàòûâàëè ÀÒÔ è òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòîé (TFA), è ôðàêöèþ
ïåïòèäîâ, êîòîðûå áûëè ìåíüøå 10 êÄà (MethA10), ñîáèðàëè è ïîëó÷àëè êîìïëåêñ ñ α2Ì
èëè gp96, êàê îïèñàíî âûøå. Ìûøåé BALB/c èììóíèçèðîâàëè α2Ì èëè gp96, â ñîñòàâå
êîìïëåêñà ñ MethA10 èëè ñàìîñòî òåëüíî. Ìûøåé BALB/c èììóíèçèðîâàëè òàêæå
àëüáóìèíîì-MethA10 èëè PBS â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíûõ êîíòðîëåé. Èììóíèçàöèè
ïðîèçâîäèëè äâàæäû, ñ èíòåðâàëîì â îäíó íåäåëþ. Âñåì ìûøàì ïðîâîäèëè àíòèãåííóþ
ñòèìóë öèþ âíóòðèêîæíîé èíúåêöèåé 100000 æèâûõ êëåòîê Meth À ñïóñò  îäíó íåäåëþ
ïîñëå ïîñëåäíåé èììóíèçàöèè. Ðîñò îïóõîëåé êîíòðîëèðîâàëè êàæäûå 5 äíåé äî 20 äí 
ïîñëå àíòèãåííîé ñòèìóë öèè.

Òàáëèöà 1

Êîìïîçèöèè, èñïîëüçîâàííûå äë 
èììóíèçàöèè ìûøåé

Êîë-âî ìûøåé, ïîëó÷èâøèõ àíòèãåííóþ ñòèìóë öèþ
îïóõîëåâûìè êëåòêàìè íà äåíü 0

Êîë-âî ìûøåé ñ èçìåðèìîé
îïóõîëüþ íà äåíü 20

Òîëüêî MethA10 5 5

Àëüáóìèí-MethA10 5 5

PBS 5 5

Êîìïëåêñû α2M-MethA 10 5 0

Êîìïëåêñû gp96-MethA 10 5 0

Gp96, âûäåëåííûé èç ïå÷åíè 5 5

α2Ì, âûäåëåííûé èç ñûâîðîòêè 5 4

Äàííûå, ïðèâåäåííûå â òàáëèöå 1, ïîêàçûâàþò äîñòîâåðíóþ çàùèòó îò îïóõîëè ó
ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ êîìïëåêñàìè α2M-MethA10 (ð<0,05) èëè êîìïëåêñàìè gp96-
MethA10 (ð<0,05), íî íå ó ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ òîëüêî α2Ì, òîëüêî gp96,
àëüáóìèíîì-MethA10 èëè PBS.

5.3. ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ
Ýêñïåðèìåíò ïî èììóíèçàöèè ïðîòèâ îïóõîëåé, îïèñàííûé â íàñòî ùåì äîêóìåíòå,

äåìîíñòðèðóåò íîâûé ïîäõîä ê èììóíîòåðàïèè çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé, ïðè êîòîðîì
ìíîæåñòâî îáùèõ êëåòî÷íûé ïåïòèäîâ èç îïóõîëè, âêëþ÷à  ñîáñòâåííûå è àíòèãåííûå
ïåïòèäû, îáðàçóþò êîìïëåêñû ñ HSP èëè α2Ì. Óêàçàííûå êîìïëåêñû ýôôåêòèâíî
ñòèìóëèðóþò èììóííóþ ñèñòåìó õîç èíà äë  ñïåöèôè÷íîãî îòâåòà, êàê ïîêàçàíî â
íàñòî ùåì äîêóìåíòå. Äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî ïðèãîäíîñòü äàííîãî ïîäõîäà äë 
ïðîôèëàêòèêè ìîæíî ðàñïðîñòðàíèòü íà ëå÷åíèå äîêëèíè÷åñêîé ñòàäèè áîëåçíè, à òàêæå
íà ëå÷åíèå è ïðîôèëàêòèêó ïàòîãåííûõ èíôåêöèé.

Âñå èñòî÷íèêè, ïðîöèòèðîâàííûå â íàñòî ùåì äîêóìåíòå, öåëèêîì âêëþ÷åíû â íåãî â
êà÷åñòâå ññûëîê äë  âñåõ öåëåé, äî òîé æå ñòåïåíè, êàê åñëè áû êàæäà  îòäåëüíà 
ïóáëèêàöè  èëè ïàòåíò èëè ïàòåíòíà  çà âêà áûëà êîíêðåòíî è èíäèâèäóàëüíî óêàçàíà êàê
âêëþ÷åííà  â êà÷åñòâå ññûëêè öåëèêîì äë  âñåõ öåëåé.

Ìíîæåñòâî ìîäèôèêàöèé è èçìåíåíèé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæíî îñóùåñòâë òü áåç
îòñòóïëåíè  îò åãî èäåè è îáúåìà, êàê ýòî áóäåò ïîí òíî ñïåöèàëèñòàì. Êîíêðåòíûå
âàðèàíòû îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , îïèñàííûå â íàñòî ùåì äîêóìåíòå,
ïðèâîä òñ  òîëüêî â êà÷åñòâå ïðèìåðà, à íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îãðàíè÷èâàåòñ  òîëüêî
ïðèëàãàåìîé ôîðìóëîé èçîáðåòåíè  ïîëíûì îáúåìîì ýêâèâàëåíòîâ, íà êîòîðûå óêàçàííà 
ôîðìóëà èçîáðåòåíè  èìååò ïðàâî.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ îäèí èëè áîëåå õèòøîêîâûõ áåëêîâ,

ñâ çàííûõ â êîìïëåêñ ñ àíòèãåííûìè ïåïòèäàìè, ïðåäóñìàòðèâàþùèé êîíòàêòèðîâàíèå
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ïîïóë öèè àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ ñ îäíèì èëè áîëåå ðàçëè÷íûõ õèòøîêîâûõ áåëêîâ in vitro
â óñëîâè õ, â êîòîðûõ óêàçàííûå ïåïòèäû îáðàçóþò êîìïëåêñ ñ óêàçàííûìè õèòøîêîâûìè
áåëêàìè, ãäå ïîïóë öè  àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå 50 ðàçëè÷íûõ
ïåïòèäîâ è ïîëó÷åíà ñïîñîáîì, âêëþ÷àþùèì (i) ðàñùåïëåíèå áåëêîâîãî ïðåïàðàòà îäíîé
èëè áîëåå ïðîòåèíàçàìè èëè (ii) ðàñùåïëåíèå áåëêîâîãî ïðåïàðàòà ïðè ïîìîùè îäíîãî èëè
áîëåå íåôåðìåíòàòèâíûõ ìåòîäîâ, ãäå óêàçàííûé áåëêîâûé ïðåïàðàò ïðîèñõîäèò èç
àíòèãåííûõ êëåòîê èëè èõ êëåòî÷íîé ôðàêöèè è âêëþ÷àåò ïî ìåíüøåé ìåðå 50% ðàçëè÷íûõ
áåëêîâ èëè ïî ìåíüøåé ìåðå 50 ðàçëè÷íûõ áåëêîâ óêàçàííûõ àíòèãåííûõ êëåòîê èëè
êëåòî÷íîé ôðàêöèè ñîîòâåòñòâåííî.

2. Ñïîñîá ïî ï.1, â êîòîðîì áåëêîâûé ïðåïàðàò ïîäâåðãàþò ðàñùåïëåíèþ îäíîé èëè
áîëåå ïðîòåèíàçàìè.

3. Ñïîñîá ïî ï.2, â êîòîðîì ïî ìåíüøåé ìåðå îäíà ïðîòåèíàçà âûáðàíà èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç òðèïñèíà, ñòàôèëîêîêêîâîé ïåïòèäàçû I, õèìîòðèïñèíà, ïåïñèíà, êàòåïñèíà
G, òåðìîëèçèíà, ýëàñòàçû è ïàïàèíà.

4. Ñïîñîá ïî ï.2, â êîòîðîì áåëêîâûé ïðåïàðàò ðàçäåë þò íà àëèêâîòû è ðàñùåïë þò ïî
îòäåëüíîñòè ðàçëè÷íûìè ïðîòåèíàçàìè.

5. Ñïîñîá ïî ï.2, â êîòîðîì ïîñëå óêàçàííîé ñòàäèè ðàñùåïëåíè  äîïîëíèòåëüíî
ïðîâîä ò ñòàäèþ èíàêòèâàöèè ïðîòåèíàç èëè îòäåëåíèå ïðîòåèíàç îò ïîïóë öèè
àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ.

6. Ñïîñîá ïî ï.1, êîòîðûé âêëþ÷àåò ðàñùåïëåíèå óêàçàííîãî áåëêîâîãî ïðåïàðàòà ïðè
ïîìîùè îäíîãî èëè áîëåå íåôåðìåíòàòèâíûõ ìåòîäîâ.

7.Ñïîñîá ïî ï.6, ãäå ðàñùåïëåíèå ïðîâîä ò ïðè ïîìîùè öèàíîãåíáðîìèäà.
8. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå áåëêîâûé ïðåïàðàò âêëþ÷àåò òîëüêî öèòîçîëüíûå

áåëêè.
9. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå áåëêîâûé ïðåïàðàò âêëþ÷àåò òîëüêî áåëêè,

ïîëó÷åííûå èç ìåìáðàíû.
10. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  êëåòêàìè

çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè.
11. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  êëåòêàìè,

êîòîðûå ïðî âë þò àíòèãåííîñòü àãåíòà, âûçûâàþùåãî èíôåêöèîííîå çàáîëåâàíèå.
12. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  êëåòêàìè,

êîòîðûå òðàíñôîðìèðîâàíû ìîëåêóëîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùåé àíòèãåí
èíôåêöèîííîãî àãåíòà, è ýêñïðåññèðóþò àíòèãåí.

13. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  êëåòêàìè,
êîòîðûå òðàíñôîðìèðîâàíû ìîëåêóëîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùåé
îïóõîëåñïåöèôè÷åñêèé àíòèãåí èëè îïóõîëåàññîöèèðîâàííûé àíòèãåí, è ýêñïðåññèðóþò
îïóõîëåñïåöèôè÷åñêèé àíòèãåí èëè îïóõîëåàññîöèèðîâàííûé àíòèãåí.

14. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ 
÷åëîâå÷åñêèìè êëåòêàìè.

15. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè  âë þòñ 
î÷èùåííûìè.

16. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè âûáðàíû èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç HSP60, HSP70, HSP90, gp96, êàëüðåòèêóëèíà, grp78, ïðîòåèí-äèñóëüôèä-
èçîìåðàçû (PDI), HSP110 è grp170.

17. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè ïðåäñòàâë þò ñîáîé
êîìáèíàöèþ ðàçëè÷íûõ õèòøîêîâûõ áåëêîâ, âûáðàííóþ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç HSP60,
HSP70, HSP90, gp96, êàëüðåòèêóëèíà, grp78, ïðîòåèí-äèñóëüôèä-èçîìåðàçû (PDI), HSP110
è grp170.

18. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, â êîòîðîì óêàçàííîå êîíòàêòèðîâàíèå âêëþ÷àåò
îáðàáîòêó ïîïóë öèè àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ è õèòøîêîâûõ áåëêîâ ñøèâàþùèì àãåíòîì.

19. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, â êîòîðîì óêàçàííîå êîíòàêòèðîâàíèå âêëþ÷àåò
îáðàçîâàíèå êîìïëåêñîâ ïîïóë öèè àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ è õèòøîêîâûõ áåëêîâ ÷åðåç
íåêîâàëåíòíóþ ñâ çü.
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20. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àþùèé âûäåëåíèå ïîïóë öèè
àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ ïåðåä ñòàäèåé îáðàçîâàíè  êîìïëåêñîâ.

21. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè  âë þòñ 
÷åëîâå÷åñêèìè õèòøîêîâûìè áåëêàìè.

22. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè  âë þòñ 
ðåêîìáèíàíòíûìè õèòøîêîâûìè áåëêàìè.

23. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, â êîòîðîì õèòøîêîâûå áåëêè  âë þòñ 
ïðåäñòàâèòåë ìè ñåìåéñòâà õèòøîêîâûõ áåëêîâ, ñîñòî ùåãî èç HSP60, HSP70 è HSP90.

24. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå ïîïóë öè  àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ âêëþ÷àåò ïî
ìåíüøåé ìåðå 100, 500, 1000, 5000 èëè 10000 ðàçëè÷íûõ ïåïòèäîâ.

25. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå óêàçàííûé áåëêîâûé ïðåïàðàò ñîñòîèò òîëüêî èç
êëåòî÷íûõ áåëêîâ, òîëüêî èç öèòîçîëüíûõ áåëêîâ èëè òîëüêî èç áåëêîâ, ïîëó÷åííûõ èç
ìåìáðàí óêàçàííûõ àíòèãåííûõ êëåòîê.

26. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå óêàçàííûé áåëêîâûé ïðåïàðàò ñîñòîèò òîëüêî èç
áåëêîâ ôðàêöèè îðãàíåëë, êîòîðà  ïðåäñòàâë åò ñîáîé  äåðíóþ ôðàêöèþ,
ìèòîõîíäðèàëüíóþ ôðàêöèþ, ëèçîñîìàëüíóþ ôðàêöèþ èëè ôðàêöèþ, ïîëó÷åííóþ èç
ýíäîïëàçìàòè÷åñêîé ñåòè.

27. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå ïîïóë öè  ïåïòèäîâ âêëþ÷àåò ïåïòèäû, èìåþùèå
ðàçìåð ïî ìåíüøåé ìåðå 20 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ.

28. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå ïîïóë öè  ïåïòèäîâ âêëþ÷àåò ïåïòèäû, èìåþùèå
ðàçìåð îò 8 äî 19 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ.

29. Ñïîñîá ïî ï.8, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  êëåòêàìè
çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè.

30. Ñïîñîá ïî ï.8, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  ÷åëîâå÷åñêèìè êëåòêàìè.
31. Ñïîñîá ïî ï.8, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè  âë þòñ  î÷èùåííûìè.
32. Ñïîñîá ïî ï.29, ãäå óêàçàííûå êëåòêè çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè  âë þòñ 

÷åëîâå÷åñêèìè êëåòêàìè çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè.
33. Ñïîñîá ïî ï.32, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè âûáðàíû èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

HSP60, HSP70, HSP90, gp96, êàëüðåòèêóëèíà, grp78, ïðîòåèí-äèñóëüôèä-èçîìåðàçû (PDI),
HSP110 è gãp170.

34. Ñïîñîá ïî ï.33, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè  âë þòñ  î÷èùåííûìè.
35. Ñïîñîá ïî ï.10, ãäå óêàçàííûå êëåòêè çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè  âë þòñ 

÷åëîâå÷åñêèìè êëåòêàìè çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè.
36. Ñïîñîá ïî ï.10, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè  âë þòñ  î÷èùåííûìè.
37. Ñïîñîá ïî ï.14, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  êëåòêàìè

çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè.
38. Ñïîñîá ïî ï.14, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè  âë þòñ  î÷èùåííûìè.
39. Ñïîñîá ïî ï.15, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  ÷åëîâå÷åñêèìè êëåòêàìè.
40. Ñïîñîá ïî ï.15, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  êëåòêàìè

çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè.
41. Ñïîñîá ïî ï.16, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  êëåòêàìè

çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè.
42. Ñïîñîá ïî ï.16, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  ÷åëîâå÷åñêèìè êëåòêàìè.
43. Ñïîñîá ïî ï.16, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè  âë þòñ  î÷èùåííûìè.
44. Ñïîñîá ïî ï.19, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  êëåòêàìè

çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè.
45. Ñïîñîá ïî ï.19, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  ÷åëîâå÷åñêèìè êëåòêàìè.
46. Ñïîñîá ïî ï.19, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè  âë þòñ  î÷èùåííûìè.
47. Ñïîñîá ïî ï.25, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  êëåòêàìè

çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè.
48. Ñïîñîá ïî ï.25, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  ÷åëîâå÷åñêèìè êëåòêàìè.
49. Ñïîñîá ïî ï.25, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè  âë þòñ  î÷èùåííûìè.
50. Êîìïîçèöè , ñîäåðæàùà  èììóíîãåííîå êîëè÷åñòâî êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ
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õèòøîêîâûå áåëêè â êîìïëåêñå ñ àíòèãåííûìè ïåïòèäàìè, ãäå óêàçàííûå êîìïëåêñû
ïîëó÷åíû ñïîñîáîì ïî ëþáîìó èç ïï.1-28.

51. Êîìïîçèöè  ïî ï.50, äîïîëíèòåëüíî ñîäåðæàùà  àäúþâàíò.
52. Êîìïîçèöè  ïî ï.50, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  êëåòêàìè

çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè.
53. Êîìïîçèöè  ïî ï.50, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  ÷åëîâå÷åñêèìè

êëåòêàìè.
54. Êîìïîçèöè  ïî ï.50, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè  âë þòñ  î÷èùåííûìè.
55. Êîìïîçèöè  ïî ï.52,  ãäå óêàçàííûå êëåòêè çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè  âë þòñ 

÷åëîâå÷åñêèìè êëåòêàìè çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè.
56. Êîìïîçèöè  ïî ï.55, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè âûáðàíû èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé

èç HSP60, HSP70, HSP90, gp96, êàëüðåòèêóëèíà, grp78, ïðîòåèí-äèñóëüôèä-èçîìåðàçû
(PDI), HSP110 è grp170.

57. Ñïîñîá èíäóöèðîâàíè  èììóííîãî îòâåòà ó ñóáúåêòà ïðîòèâ âòîðîé àíòèãåííîé
êëåòêè, âêëþ÷àþùèé ââåäåíèå óêàçàííîìó ñóáúåêòó ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà êîìïîçèöèè,
ñîäåðæàùåé èììóíîãåííîå êîëè÷åñòâî êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ õèòøîêîâûå áåëêè â
êîìïëåêñå ñ àíòèãåííûìè ïåïòèäàìè, ãäå óêàçàííûå êîìïëåêñû ïîëó÷åíû ñïîñîáîì ïî
ëþáîìó èç ïï.1-28, è ãäå óêàçàííà  âòîðà  àíòèãåííà  êëåòêà ýêñïðåññèðóåò ïî ìåíüøåé
ìåðå îäíó àíòèãåííóþ äåòåðìèíàíòó, îáùóþ ñ àíòèãåííîé êëåòêîé, èç êîòîðîé ïðîèñõîäèò
óêàçàííà  ïîïóë öè  àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ.

58. Ñïîñîá ïî ï.57, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  êëåòêàìè
çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè.

59. Ñïîñîá ïî ï.57, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  ÷åëîâå÷åñêèìè êëåòêàìè.
60. Ñïîñîá ïî ï.57, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè  âë þòñ  î÷èùåííûìè.
61. Ñïîñîá ëå÷åíè  èëè ïðåäóïðåæäåíè  çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè, âêëþ÷àþùèé

ââåäåíèå ñóáúåêòó, íóæäàþùåìóñ  â òàêîì ëå÷åíèè èëè ïðåäóïðåæäåíèè, êîìïîçèöèè,
ñîäåðæàùåé òàêîå êîëè÷åñòâî êîìïëåêñîâ, âêëþ÷àþùèõ õèòøîêîâûå áåëêè â êîìïëåêñå ñ
àíòèãåííûìè ïåïòèäàìè, êîòîðîå ýôôåêòèâíî äë  óêàçàííîãî ëå÷åíè  èëè
ïðåäóïðåæäåíè , ãäå óêàçàííûå êîìïëåêñû ïîëó÷åíû ñïîñîáîì ïî ëþáîìó èç ïï.1-10 è 14-
28, è ãäå óêàçàííà  ïîïóë öè  àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ ïîëó÷åíà èç àíòèãåííûõ êëåòîê
óêàçàííîé çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè.

62. Ñïîñîá ïî ï.61, ãäå óêàçàííûå àíòèãåííûå êëåòêè  âë þòñ  ÷åëîâå÷åñêèìè êëåòêàìè.
63. Ñïîñîá ïî ï.61, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè  âë þòñ  î÷èùåííûìè.
64. Ñïîñîá ïî ï.63, ãäå óêàçàííûå õèòøîêîâûå áåëêè âûáðàíû èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

HSP60, HSP70, HSP90, gp96, êàëüðåòèêóëèíà, grp78, ïðîòåèí-äèñóëüôèä-èçîìåðàçû (PDI),
HSP110 è grp170.

65. Ñïîñîá ëå÷åíè  èëè ïðåäóïðåæäåíè  èíôåêöèîííîãî çàáîëåâàíè , âêëþ÷àþùèé
ââåäåíèå ñóáúåêòó, íóæäàþùåìóñ  â òàêîì ëå÷åíèè èëè ïðåäóïðåæäåíèè, êîìïîçèöèè,
ñîäåðæàùåé òàêîå êîëè÷åñòâî êîìïëåêñîâ, âêëþ÷àþùèõ õèòøîêîâûå áåëêè â êîìïëåêñå ñ
àíòèãåííûìè ïåïòèäàìè, êîòîðîå ýôôåêòèâíî äë  óêàçàííîãî ëå÷åíè  èëè
ïðåäóïðåæäåíè , ãäå óêàçàííûå êîìïëåêñû ïîëó÷åíû ñïîñîáîì ïî ëþáîìó èç ïï.1-9, 11, 12
è 14-28, è ãäå óêàçàííà  ïîïóë öè  àíòèãåííûõ ïåïòèäîâ ïîëó÷åíà èç àíòèãåííûõ êëåòîê,
ýêñïðåññèðóþùèõ àíòèãåííóþ äåòåðìèíàíòó àãåíòà, êîòîðûé âûçûâàåò óêàçàííîå
èíôåêöèîííîå çàáîëåâàíèå.

Ïðèîðèòåò ïî ïï.1, 2, 4-25 è 27-65 îò 20.08.2001, ïî ï.26 îò 06.12.2001, ïî ï.3
ïðèîðèòåò îò 20.08.2002.

Ïðèîðèòåò ïî ïóíêòàì:
20.08.2001 ïî ïï.1, 2, 4-25 è 27-65;
06.12.2001 ïî ï.26;
20.08.2002 ïî ï.3.
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