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(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê èììóíîëîãèè è

áèîòåõíîëîãèè. Â èçîáðåòåíèè ðàñêðûòû âàðèàíòû
íóêëåèíîâîêèñëîòíîãî êîíñòðóêòà (ÍÊ êîíñòðóêòà),
êîäèðóþùåãî àíòèãåí MUC1 íà îñíîâå ñåìè ïîëíûõ
ïîâòîð þùèõñ  áëîêîâ VNTR. Âàðèàíòû âêëþ÷àþò
ÍÊ êîíñòðóêòû, âûáðàííûå èç ãðóïïû: ïîëíûé
MUC1 èç ñåìè ïîëíûõ ïîâòîð þùèõñ  áëîêîâ
VNTR; MUC1 èç ñåìè ïîëíûõ VNTR áåç ñèãíàëüíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè; MUC1 èç ñåìè ïîëíûõ VNTR
áåç ñèãíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
òðàíñìåìáðàííîãî è öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî
äîìåíîâ; ïîëíûé MUC1 èç ñåìè ïîëíûõ VNTR áåç

òðàíñìåìáðàííîãî è öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî
äîìåíîâ, à òàêæå ìóòàíòû óêàçàííûõ âàðèàíòîâ,
ãäå ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí VNTR ìóòèðîâàí äë 
ñíèæåíè  ïîòåíöèàëà ãëèêîçèëèðîâàíè . Ðàñêðûòû
ÍÊ êîíñòðóêòû, äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àþùèå
ýïèòîïû, âûáðàííûå èç ãðóïïû: FLSFHISNL,
NLTISDVSV èëè NSSLEDPSTDYYQELQRDISE.
Îïèñàíû âàðèàíòû ýêñïðåññèðóþùåé ïëàçìèäû,
íåñóùåé ÍÊ êîíñòðóêò, ïðåäñòàâëåííûé â âèäå
ÄÍÊ, ïðîòåèí ñ ïðîòèâîîïóõîëåâîé àêòèâíîñòüþ,
êîäèðóåìûé ÍÊ êîíñòðóêòîì è ôàðìàöåâòè÷åñêà 
êîìïîçèöè  ñ ïðîòèâîîïóõîëåâîé àêòèâíîñòüþ íà
îñíîâå óêàçàííîãî ïðîòåèíà, ÍÊ êîíñòðóêòà èëè
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ïëàçìèäû. Îïèñàíû: ïðèìåíåíèå ÍÊ êîíñòðóêòà, è
ïðîòåèíà â èçãîòîâëåíèè ìåäèêàìåíòà äë  ëå÷åíè 
èëè ïðåäîòâðàùåíè  îïóõîëåé, ýêñïðåññèðóþùèõ
MUC1; ñïîñîá ëå÷åíè  ñ èñïîëüçîâàíèåì ÍÊ
êîíñòðóêòà, ïðîòåèíà èëè ïëàçìèäû. ÍÊ êîíñòðóêòû
îáëàäàþò ïðîòèâîîïóõîëåâîé àêòèâíîñòüþ,
ýêâèâàëåíòíîé àêòèâíîñòè ïðè ââåäåíèè

ïîëíîðàçìåðíîãî MUC1 (ñ ÷èñëîì VNTR îò 30 äî
100), èíäóöèðóþò óñòîé÷èâûå òèòðû àíòèòåë ê
MUC1. Ïëàçìèäû íà îñíîâå ÍÊ êîíñòðóêòîâ
îáëàäàþò ñòàáèëüíûìè ðîñòîâûìè
õàðàêòåðèñòèêàìè. Êîëè÷åñòâî êîïèé ïëàçìèäû ïðè
êîíå÷íîì - äåâ òîì ïåðåñåâå óâåëè÷èâàåòñ  íà
40%. 8 í. è 12 ç.ï. ô-ëû, 16 èë.

(56) (ïðîäîëæåíèå):
endogenous breast cancer mucin. High density and prevalent core 2-based glycosylation», J. Biol. Chem.
2002, v.277 no.29, ñ.26103-26112. WO 0146228 A, 28.06.2001. Xing et al., «Breast cancer in mice:
effect of murine MUC-1 immunization on tumor incidence in Ñ3Í/HeOuj mice», J Immunother, 2001, v.24
no.l, ñ.10-18. HEUKAMP et al, «Identification of three non-VNTR MUC-1-derived HLA-A*0201-restricted T-
cell epitopes that induce protective anti-tumor immunity in HLA-A2/Kb-transgenic mice», Int.J. Cancer.
2001; v.91 no.3, ñ.385-392. WO 0157068 A, 09.08.2001. RU 2174409 C2, 10.10.2001.
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(54) MUC1 ANTIGEN WITH REDUCED NUMBER OF REPEATED VNTR-UNITS

(57) Abstract: 
FIELD: immunology, biotechnology.
SUBSTANCE: invention relates to variants of

nucleic acid construct (NK-construct) encoding of
MUC1 antigen based on seven full repeated VNTR-
units. Variants include NK-constructs selected
from group containing MUC1 based on seven full
repeated VNTR-units, MUC1 based on seven full
repeated VNTR-units without signal sequence, MUC1
based on seven full repeated VNTR-units without
signal sequence, transmembrane and cytoplasm
domains, full MUC1 based on seven full repeated
VNTR-units without transmembrane and cytoplasm
domains, as well as mutants of abovementioned
variants, wherein at least one VNTR is mutated to
reduce of glycosylation potential. Disclosed are

NK-constructs additionally containing epitopes
selected from group: FLSFHISNL, NLTISDVSV or
NSSLEDPSTDYYQELQRDISE. Also described are
variants of expressing plasmide carrying NK-
construct represented as DNA, protein having anti-
tumor activity, encoded with NK-construct and
pharmaceutical composition with anti-tumor
activity based on said protein, NK-construct or
plasmide. Application of NK-construct and protein
for producing of drug for treatment or prevention
of MUC-1 expressing tumors; method for therapy by
using NK-construct, protein, or plasmide also are
disclosed.

EFFECT: NK-constructs with increased anti-
tumor activity.

20 cl, 25 dwg, 5 ex
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Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê íîâûì íóêëåèíîâîêèñëîòíûì êîíñòðóêòàì,
ïîëåçíûì â ïðîòîêîëàõ âàêöèíàöèè íóêëåèíîâîé êèñëîòîé äë  ëå÷åíè  è ïðîôèëàêòèêè
îïóõîëåé, ýêñïðåññèðóþùèõ MUC1. Â ÷àñòíîñòè, íóêëåèíîâà  êèñëîòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ÄÍÊ, è ÄÍÊ-êîíñòðóêòû ñîäåðæàò ãåí, êîäèðóþùèé ïðîèçâîäíîå MUC1, èìåþùåå ìåíåå
÷åì 10 ïîëíîñòüþ ïîâòîð þùèõñ  áëîêîâ. Ýòî èçîáðåòåíèå äîïîëíèòåëüíî ïðåäëàãàåò
ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùèå âûøåóêàçàííûå êîíñòðóêòû, â ÷àñòíîñòè
ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè, àäàïòèðîâàííûå äë  äîñòàâêè ïîñðåäñòâîì ÷àñòèö,
ñïîñîáû äë  èõ ïîëó÷åíè  è èõ ïðèìåíåíèå â ìåäèöèíå. Òàêæå ïðåäëîæåíû íîâûå
ïðîòåèíû, êîäèðóåìûå ýòîé íóêëåèíîâîé êèñëîòîé, è ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè,
ñîäåðæàùèå èõ.

Ïðåäøåñòâóþùèé óðîâåíü òåõíèêè
Ìóöèí ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê MUC1 (òàêæå èçâåñòíûé êàê ýïèñèàëèí èëè ïîëèìîðôíûé

ýïèòåëèàëüíûé ìóöèí, ÐÅÌ) ïðåäñòàâë åò ñîáîé âûñîêîìîëåêóë ðíûé ãëèêîïðîòåèí,
ýêñïðåññèðóþùèéñ  íà ìíîãèõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ. Ýòîò ïðîòåèí ñîñòîèò èç
öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî õâîñòà, òðàíñìåìáðàííîãî äîìåíà è âàðüèðóþùåãî ÷èñëà òàíäåìíûõ
ïîâòîðîâ ìîòèâà èç 20 àìèíîêèñëîò (íàçûâàåìîãî çäåñü VNTR-ìîíîìåð, îí òàêæå ìîæåò
áûòü èçâåñòíûì êàê VNTR-ýïèòîï èëè VNTR-ïîâòîð), ñîäåðæàùåãî áîëüøóþ äîëþ îñòàòêîâ
ïðîëèíà, ñåðèíà è òðåîíèíà. ×èñëî ïîâòîðîâ âàðüèðóåò èç-çà ãåíåòè÷åñêîãî ïîëèìîðôèçìà
â ëîêóñå MUC1 è ÷àùå âñåãî íàõîäèòñ  â äèàïàçîíå 30-100 (Swallow et al., 1987, Nature
328:82-84). Â íîðìàëüíûõ ýïèòåëè õ ïðîòîêîâ ïðîòåèí MUC1 íàéäåí òîëüêî íà àïèêàëüíîé
ïîâåðõíîñòè êëåòêè, îáðàùåííîé ê ïðîñâåòó ïðîòîêà (Graham et al., 1996, Cancer
Immunol Immunother 42:71-80; Barratt-Boyes et al., 1996, Cancer Immunol Immunother 43:
142-151). Îäíèì èç íàèáîëåå ïîðàçèòåëüíûõ ñâîéñòâ ìîëåêóëû MUC1  âë åòñ  åå
îáøèðíîå ãëèêîçèëèðîâàíèå ïî àòîìàì êèñëîðîäà. Èìååòñ  ï òü ïðåäïîëàãàåìûõ ìåñò
ãëèêîçèëèðîâàíè  ïî êèñëîðîäó, äîñòóïíûõ â ïðåäåëàõ êàæäîãî VNTR-ìîíîìåðà MUC1. Â
ñîîòâåòñòâèè ñ íèæåïðèâåäåííîé ñèñòåìîé íóìåðàöèè, èìè  âë þòñ  Thr-4, Ser-10, Thr-
11, Thr-19 è Ser-20.

VNTR ìîæíî õàðàêòåðèçîâàòü êàê òèïè÷íûå èëè ïîëíûå ïîâòîðû, èìåþùèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïîêàçàííóþ íèæå, èëè ìèíîðíûå îòêëîíåíè  îò ýòîãî ïîëíîãî
ïîâòîðà, ñîäåðæàùèå äâà èëè òðè îòëè÷è  íà 20 àìèíîêèñëîò.

Íèæåñëåäóþùåå ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëíîãî ïîâòîðà:

Ïîä÷åðêíóòûå àìèíîêèñëîòû ìîãóò áûòü çàìåíåíû ïîêàçàííûìè àìèíîêèñëîòíûìè
îñòàòêàìè.

Íåïîëíûå ïîâòîðû èìåþò ðàçíûå àìèíîêèñëîòíûå çàìåíû â êîíñåíñóñíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðè èäåíòè÷íîñòè 55-90% íà óðîâíå àìèíîêèñëîò. ×åòûðå íåïîëíûõ
ïîâòîðà ïîêàçàíû íèæå, ïðè÷åì çàìåíû ïîä÷åðêíóòû:

Íåïîëíûå ïîâòîðû â MUC1 äèêîãî òèïà ôëàíêèðóþò îáëàñòü ïîëíûõ ïîâòîðîâ. Â
çëîêà÷åñòâåííûõ êàðöèíîìàõ, âîçíèêàþùèõ ïðè íåîïëàñòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ýòèõ
ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê, íåñêîëüêî èçìåíåíèé âëè þò íà ýêñïðåññèþ MUC1. Ïîë ðèçîâàííà 
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ýêñïðåññè  ïðîòåèíà òåð åòñ , è åãî íàõîä ò ðàñïðîñòðàíåííûì ïî âñåé ïîâåðõíîñòè
òðàíñôîðìèðîâàííîé êëåòêè. Ñóììàðíîå êîëè÷åñòâî MUC1 òàêæå óâåëè÷åíî, ÷àñòî â 10
ðàç èëè áîëüøå, ÷åì â 10 ðàç (Strous&Dekker, 1992, Crit Rev Biochem Mol Biol 27:57-
92). Ñàìîå âàæíîå, çàìåòíî ìåí åòñ  êîëè÷åñòâî è êà÷åñòâî ïðèñîåäèíåííûõ ïî êèñëîðîäó
óãëåâîäîðîäíûõ öåïåé. Ãëèêîçèëèðîâàíî ìåíüøå îñòàòêîâ ñåðèíà è òðåîíèíà. Òå
óãëåâîäîðîäíûå öåïè, êîòîðûå íàõîä ò, àíîðìàëüíî óêîðî÷åíû, ÷òî ñîçäàåò
îïóõîëåàññîöèèðîâàííûé óãëåâîäíûé àíòèãåí STn (Lloyd et al., 1996, J Biol Chem, 271:
33325-33334). Â ðåçóëüòàòå ýòèõ èçìåíåíèé ãëèêîçèëèðîâàíè  ðàçëè÷íûå ýïèòîïû íà
ïåïòèäíîé öåïè MUC1, êîòîðûå ðàíåå ýêðàíèðîâàëè óãëåâîäíûå öåïè, ñòàíîâ òñ 
äîñòóïíûìè. Îäèí èç ýïèòîïîâ, êîòîðûé ñòàíîâèòñ  äîñòóïíûì òàêèì ïóòåì, îáðàçîâàí
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ APDTR (Ala 8 - Arg 12 íà Ôèã.2), ïðèñóòñòâóþùåé â êàæäîì
ïîëíîñòüþ ïîâòîð þùåìñ  ìîíîìåðå VNTR, ñîñòî ùåì èç 20 àìèíîêèñëîò (Burchell et al.,
1989, IntJ Cancer 44:691-696).

Î÷åâèäíî, ÷òî ýòè èçìåíåíè  â MUC1 îçíà÷àþò, ÷òî âàêöèíà, êîòîðà  ìîæåò
àêòèâèðîâàòü èììóííóþ ñèñòåìó ïðîòèâ ýòîé ôîðìû MUC1, ýêñïðåññèðóþùåéñ  íà
îïóõîë õ, ìîæåò áûòü ýôôåêòèâíîé ïðîòèâ îïóõîëåé èç ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê è, íà ñàìîì
äåëå, êëåòîê äðóãèõ òèïîâ, ó êîòîðûõ íàéäåíû MUC1, òàêèõ êàê Ò-êëåòî÷íûå ëèìôîöèòû.
Îäíèì èç ãëàâíûõ ýôôåêòîðíûõ ìåõàíèçìîâ, èñïîëüçóåìûõ èììóííîé ñèñòåìîé äë 
óíè÷òîæåíè  êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ íåíîðìàëüíûå áåëêè,  âë åòñ  èììóííûé îòâåò
öèòîòîêñè÷åñêèõ Ò-ëèìôîöèòîâ, è ýòîò îòâåò æåëàòåëåí â âàêöèíå äë  ëå÷åíè  îïóõîëåé
òàê æå, êàê è àíòèòåëüíûé îòâåò. Õîðîøà  âàêöèíà äîëæíà àêòèâèðîâàòü âñå ñòîðîíû
èììóííîãî îòâåòà. Îäíàêî ñóùåñòâóþùèå óãëåâîäíûå è ïåïòèäíûå âàêöèíû, òàêèå êàê
Theratope èëè BLP25 (Biomira Inc, Ýäìîíòîí, Êàíàäà), ïðåäïî÷òèòåëüíî àêòèâèðóþò îäíó
ñòîðîíó èììóííîãî îòâåòà - ãóìîðàëüíûé è êëåòî÷íûé îòâåò, ñîîòâåòñòâåííî, è äë 
ãåíåðèðîâàíè  áîëåå ñáàëàíñèðîâàííîãî îòâåòà æåëàòåëåí áîëåå õîðîøèé äèçàéí
âàêöèíû.

Íóêëåèíîâîêèñëîòíûå âàêöèíû äàþò ìíîæåñòâî ïðåèìóùåñòâ íàä îáùåïðèí òîé
âàêöèíàöèåé áåëêàìè â òîì îòíîøåíèè, ÷òî èõ ïðîñòî ïîëó÷àòü â áîëüøîì êîëè÷åñòâå.
Ñîîáùàëîñü, ÷òî äàæå ïðè ìàëûõ äîçàõ îíè èíäóöèðóþò ñèëüíûå èììóííûå îòâåòû è ìîãóò
èíäóöèðîâàòü èììóííûé îòâåò öèòîòîêñè÷åñêèõ Ò-ëèìôîöèòîâ, à òàêæå àíòèòåëüíûé îòâåò.

Ñ ïîëíîðàçìåðíûì MUC1, îäíàêî, î÷åíü òðóäíî ðàáîòàòü èç-çà ñèëüíî ïîâòîð þùåéñ 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîñêîëüêó îíà ñèëüíî ïîäâåðæåíà ðåêîìáèíàöèè, ïðè÷åì òàêèå
ñëó÷àè ðåêîìáèíàöèè ïðè÷èí þò çíà÷èòåëüíûå òðóäíîñòè â áèîôàðìàöåâòè÷åñêîé
ðàçðàáîòêå. Äîïîëíèòåëüíî, îáîãàùåííîñòü VNTR-îáëàñòè ÎÑ-ïàðàìè çàòðóäí åò
ñåêâåíèðîâàíèå. Äàëåå ïî þðèäè÷åñêèì ïðè÷èíàì íåîáõîäèìî ïîëíîñòüþ
îõàðàêòåðèçîâàòü ÄÍÊ-êîíñòðóêò. Âåñüìà ïðîáëåìàòè÷íî ñåêâåíèðîâàòü ìîëåêóëó ñî
ñòðóêòóðîé, èìåþùåé òàêóþ âûñîêóþ ÷àñòîòó ïîâòîðíîñòè. Â òàêîé ñèòóàöèè íåèçâåñòíî â
òî÷íîñòè, êàê ìíîãî ïîâòîð þùèõñ  áëîêîâ èìååòñ  â MUC1 äèêîãî òèïà, ïðè÷åì ýòà
íåñïîñîáíîñòü òî÷íî îõàðàêòåðèçîâàòü ïîëíîðàçìåðíûé MUC1 äåëàåò åãî íåïðèåìëåìûì
äë  þðèäè÷åñêîãî îäîáðåíè .

Ñ÷èòàåòñ , ÷òî VNTR-îáëàñòè MUC1 ñîäåðæàò èììóíîäîìèíàíòíûå ýïèòîïû. Ê
óäèâëåíèþ, äàííûå èçîáðåòàòåëè íàøëè, ÷òî ìîæíî ñíèçèòü ÷èñëî VNTR ñ ïîëó÷åíèåì
èììóíîãåííîãî êîíñòðóêòà, êîòîðûé èìååò ýêâèâàëåíòíóþ ïðîòèâîîïóõîëåâóþ àêòèâíîñòü
ïðè ñðàâíåíèè ñ ïîëíîðàçìåðíûì MUC1 äèêîãî òèïà. Êîíñòðóêò ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ ñòàáèëåí. Â ÷àñòíîñòè, ýòè êîíñòðóêòû ñòàáèëüíû â ñìûñëå ðîñòîâûõ
õàðàêòåðèñòèê, óäåðæàíè  ïëàçìèäû è êà÷åñòâà ïëàçìèäû ïðè âûðàùèâàíèè â âèäå êóëüòóð
E.Coli â òå÷åíèå 9 ïåðåñåâîâ, êàæäûé äëèòåëüíîñòüþ 10-14 ÷àñîâ.

Êðàòêîå îïèñàíèå èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå ïðåäëàãàåò íóêëåèíîâîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,

êîäèðóþùóþ àíòèãåí MUC1, êîòîðûé ñïîñîáåí âûçûâàòü èììóííûé îòâåò in vivo è  âë åòñ 
ñòàáèëüíûì è èìååò ñíèæåííóþ ïîäâåðæåííîñòü ðåêîìáèíàöèè â ñðàâíåíèè ñ
ïîëíîðàçìåðíûì MUC1. Ñòàáèëüíîñòü ïðåäñòàâë åò ñîáîé ìåðó êîëè÷åñòâà ïëàçìèäû â
îïðåäåëåííîé ôîðìå. Ïðåäïî÷òèòåëüíûì  âë åòñ  òî, ÷òî çàãð çíåíèå ðåêîìáèíîãåííîé
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ôîðìîé ïîñëå êðóïíîìàñøòàáíîãî âûðàùèâàíè  ñîñòàâë åò ìåíåå ÷åì 2,0% ïðè
îïðåäåëåíèè íà àãàðîçíîì èëè ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ âèçóàëèçàöèåé íà ãëàç.
Êðóïíîìàñøòàáíîå â òèïè÷íûõ ñëó÷à õ îçíà÷àåò âûðàùèâàíèå â ìàñøòàáå áîëüøå, ÷åì
îäèí ëèòð. Îòäåëüíîé ìåðîé ñòàáèëüíîñòè  âë åòñ  òî, ÷òî êîïè  ïëàçìèäû îñòàåòñ 
ñòàáèëüíîé â òå÷åíèå ïåðèîäà ïåðåñåâîâ. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷èñëî êîïèé ïëàçìèäû
óâåëè÷èâàåòñ  ñ ÷èñëîì ïåðåñåâîâ, îñîáåííî îò ïåðåñåâà 1 äî ïåðåñåâà 9.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷èñëî êîïèé ïëàçìèäû óâåëè÷èâàåòñ  íà îêîëî 10%, 20%, 30%, 35%,
40%, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî íà îêîëî 50%, â òå÷åíèå 9 ïåðåñåâîâ. Â êîíêðåòíûõ
âîïëîùåíè õ ýòî èçîáðåòåíèå ïðåäëàãàåò êîíñòðóêòû, èìåþùèå îò 1 äî 15,
ïðåäïî÷òèòåëüíî ìåæäó 1 è 10, ïîëíûõ ïîâòîðîâ VNTR-áëîêîâ. Ïðåäïî÷òèòåëüíûì
 âë åòñ  òî, ÷òî èìååòñ  ìåíåå ÷åì 8 ïîëíûõ ïîâòîðîâ. Ïðåäïî÷òèòåëüíûå âîïëîùåíè 
ïðåäëàãàþò ÄÍÊ-êîíñòðóêòû ñ îäíèì, äâóì , òðåì , ÷åòûðüì , ï òüþ, øåñòüþ è ñåìüþ
ïîâòîðàìè, ñîîòâåòñòâåííî. Â îïðåäåëåííûõ âîïëîùåíè õ ýòîãî èçîáðåòåíè , îáëàñòü
íåïîëíîãî ïîâòîðà ñîõðàíåíà. Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  êîíñòðóêòû, ñîäåðæàùèå
îäèí èëè ñåìü ïîëíûõ ïîâòîðîâ. Áåëêè, êîäèðóåìûå òàêèìè êîíñòðóêòàìè,  âë þòñ 
íîâûìè è îáðàçóþò àñïåêò ýòîãî èçîáðåòåíè .

Â åùå îäíîì àñïåêòå ýòîãî èçîáðåòåíè  íóêëåèíîâîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ â ôîðìå ïëàçìèäû. Ïðåäïî÷òèòåëüíî,
ïëàçìèäà  âë åòñ  ñâåðõñêðó÷åííîé.

Â åùå îäíîì àñïåêòå ýòîãî èçîáðåòåíè  ïðåäëîæåíà ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè ,
ñîäåðæàùà  íóêëåèíîâîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êàêà  ðàñêðûòà çäåñü, è
ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûé ýêñöèïèåíò, ðàçáàâèòåëü èëè íîñèòåëü.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî, íîñèòåëü ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðàíóëó çîëîòà, è ôàðìàöåâòè÷åñêà 
êîìïîçèöè  ïîääàåòñ  äîñòàâêå ïóòåì äîñòàâêè ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà ïîñðåäñòâîì
÷àñòèö.

È â åùå îäíîì äîïîëíèòåëüíîì âîïëîùåíèè ýòî èçîáðåòåíèå ïðåäëàãàåò
ôàðìàöåâòè÷åñêóþ êîìïîçèöèþ è íóêëåèíîâîêèñëîòíûå êîíñòðóêòû äë  ïðèìåíåíè  â
ìåäèöèíå. Â ÷àñòíîñòè, ïðåäëîæåí íóêëåèíîâîêèñëîòíûé êîíñòðóêò ïî ýòîìó èçîáðåòåíèþ
â èçãîòîâëåíèè ìåäèêàìåíòà äë  ïðèìåíåíè  â ëå÷åíèè èëè ïðîôèëàêòèêå îïóõîëåé,
ýêñïðåññèðóþùèõ MUC1.

Ýòî èçîáðåòåíèå äîïîëíèòåëüíî ïðåäëàãàåò ñïîñîáû ëå÷åíè  ïàöèåíòà, ñòðàäàþùåãî
îò èëè ïîäâåðæåííîãî îïóõîëè, ýêñïðåññèðóþùåé MUC1, îñîáåííî îò êàðöèíîìû ãðóäè,
ëåãêèõ,  è÷íèêîâ, ïðîñòàòû (îñîáåííî íåìåëêîêëåòî÷íîé êàðöèíîìû ëåãêèõ), æåëóäêà è
äðóãèõ æåëóäî÷íî-êèøå÷íûõ ëîêàëèçàöèé, ââåäåíèåì áåçîïàñíîãî è ýôôåêòèâíîãî
êîëè÷åñòâà êîìïîçèöèè èëè íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êàêà  îïèñàíà çäåñü.

È â åùå îäíîì äîïîëíèòåëüíîì âîïëîùåíèè ýòî èçîáðåòåíèå ïðåäëàãàåò ñïîñîá
ïîëó÷åíè  ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè, êàêà  îïèñàíà çäåñü, ñìåøèâàíèåì
íóêëåèíîâîêèñëîòíîãî êîíñòðóêòà èëè ïðîòåèíà ïî ýòîìó èçîáðåòåíèþ ñ ôàðìàöåâòè÷åñêè
ïðèåìëåìûì ýêñöèïèåíòîì, ðàçáàâèòåëåì èëè íîñèòåëåì.

Ïîäðîáíîå îïèñàíèå èçîáðåòåíè 
Êàê îïèñàíî çäåñü, íóêëåèíîâîêèñëîòíûå êîíñòðóêòû ïî ýòîìó èçîáðåòåíèþ â òèïè÷íûõ

ñëó÷à õ èìåþò ìåíüøå ÷åì 15, â áîëåå òèïè÷íûõ ñëó÷à õ ìåíåå ÷åì 10, ïîëíûõ ïîâòîðîâ.
Ìîëåêóëà MUC1 äèêîãî òèïà (ñì. Ôèã.1) ñîäåðæèò ñèãíàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ëèäåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, íåïîëíûé èëè íåòèïè÷íûé VNTR, îáëàñòü ïîëíûõ VNTR,
äîïîëíèòåëüíûé íåòèïè÷íûé VNTR, âíåêëåòî÷íûé äîìåí, íå îòíîñ ùèéñ  ê VNTR,
òðàíñìåìáðàííûé äîìåí è öèòîïëàçìàòè÷åñêèé äîìåí.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûå âîïëîùåíè  ýòîãî èçîáðåòåíè  èìåþò ìåíåå ÷åì 14, 13, 12, 11, 10,
9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 ïîâòîðîâ. Îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûå êîíñòðóêòû èìåþò 1, 2 èëè
7 ïîëíûõ ïîâòîðîâ.

Âíåêëåòî÷íûé äîìåí, íå îòíîñ ùèéñ  ê VNTR, ñîñòîèò èç ïðèáëèçèòåëüíî 80
àìèíîêèñëîò ñ 5'-êîíöà VNTR è 190-200 àìèíîêèñëîò ñ 3'-êîíöà VNTR. Âñå êîíñòðóêòû ïî
ýòîìó èçîáðåòåíèþ ñîäåðæàò ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí ýïèòîï èç ýòîé îáëàñòè. Ýïèòîï â
òèïè÷íûõ ñëó÷à õ îáðàçîâàí ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ïî ìåíüøåé ìåðå ñåìè àìèíîêèñëîò.
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Ñîîòâåòñòâåííî, êîíñòðóêòû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àþò â ñåá  ïî ìåíüøåé
ìåðå îäèí ýïèòîï âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà, íå îòíîñ ùåãîñ  ê VNTR. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, îíè
âêëþ÷àþò â ñåá  ïî ñóùåñòâó âñå èëè, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, âñå èç äîìåíîâ, íå
îòíîñ ùèõñ  ê VNTR. Îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûì  âë åòñ  òî, ÷òî ýòîò êîíñòðóêò
ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí ýïèòîï, ñîäåðæàùèéñ  â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè FLSFHISNL,
NSSLEDPSTDYYQELQRDISE èëè NLTISDVSV. Áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûì  âë åòñ  òî, ÷òî â
êîíñòðóêò èíêîðïîðèðîâàíû äâå, ïðåäïî÷òèòåëüíî òðè, ýïèòîïíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âîïëîùåíèè êîíñòðóêòû ñîäåðæàò N-êîíöåâóþ ëèäåðíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Ñèãíàëüíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, òðàíñìåìáðàííûé äîìåí è
öèòîïëàçìàòè÷åñêèé äîìåí êàæäûé èíäèâèäóàëüíî  âë þòñ  íåîá çàòåëüíûìè â
êîíñòðóêòå. Âñå îíè ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü èëè îäèí èëè áîëåå ÷åì îäèí èç íèõ ìîãóò
áûòü èñêëþ÷åíû.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûå êîíñòðóêòû â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì èçîáðåòåíèåì ïðåäñòàâë þò
ñîáîé:

1) 7 VNTR MUC1 (ò.å. ïîëíûé Muñ1 òîëüêî ñ 7 ïîëíûìè ïîâòîðàìè);
2) 7 VNTR MUC1 ∆ss (òàêîé æå, êàê è 1, íî ê òîìó æå ëèøåí ñèãíàëüíîé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè);
3) 7 VNTR MUC1 ∆ÒÌ ∆CYT (òàêîé æå, êàê è 1, íî ëèøåííûé òðàíñìåìáðàííîãî è

öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî äîìåíîâ);
4) 7 VNTR MUC1 ∆ss ∆ÒÌ ∆CYT (òàêîé æå, êàê è 3, íî ê òîìó æå ëèøåííûé ñèãíàëüíîé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè).
Òàêæå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  êîíñòðóêòû, ýêâèâàëåíòíûå âûøåîïèñàííûì îò 1

äî 4, íî ñîäåðæàùèå òîëüêî 2 VNTR èëè 1 VNTR. VNTR â òàêèõ êîíñòðóêòàõ èìåþò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëíîãî ïîâòîðà, êàêà  îïèñàíà çäåñü ðàíåå. Â îäíîì èç âîïëîùåíèé
îäèí èëè áîëåå ÷åì îäèí èç VNTR-áëîêîâ ìóòèðîâàíû äë  ñíèæåíè  ïîòåíöèàëà
ãëèêîçèëèðîâàíè  èçìåíåíèåì ó÷àñòêà ãëèêîçèëèðîâàíè . Ýòà ìóòàöè  ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ïðåäïî÷òèòåëüíî çàìåíó, íî ìîæåò áûòü âñòàâêîé èëè äåëåöèåé. Â òèïè÷íûõ ñëó÷à õ ïî
ìåíüøåé ìåðå îäèí òðåîíèí èëè ñåðèí çàìåíåí âàëèíîì, èçîëåéöèíîì, àëàíèíîì,
àñïàðàãèíîì, ôåíèëàëàíèíîì èëè òðèïòîôàíîì. Â ìîíîìåðå VNTR äèêîãî òèïà èìååòñ  5
ïðåäïîëàãàåìûõ ó÷àñòêîâ ãëèêîçèëèðîâàíè  ïî êèñëîðîäó, äîñòóïíûõ â ïðåäåëàõ êàæäîãî
VNTR-ìîíîìåðà MUC1. Èìè  âë þòñ  (ñì. íóìåðàöèþ) Thr-4, Ser-10, Thr-11, Thr-19 è Ser-
20. Òàêèì îáðàçîì, ïðåäïî÷òèòåëüíûì  âë åòñ  òî, ÷òî ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí,
ïðåäïî÷òèòåëüíî 2 èëè 3 èëè áîëåå ÷åì òðè, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå ÷åòûðå,
îñòàòîê çàìåíåí àìèíîêèñëîòîé, êàê îòìå÷åíî âûøå.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûå çàìåíû âêëþ÷àþò â ñåá :
Thr 4 → Val
Ser 10 → Ala
Thr 11 → lle èëè Val
Thr 19 → Val
Ser 20 → Ala
Â åùå îäíîì âîïëîùåíèè êîíñòðóêòû MUC1 ñíàáæåíû íóêëåèíîâîêèñëîòíîé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êîäèðóþùåé ãåòåðîëîãè÷íûé Ò-êëåòî÷íûé ýïèòîï. Òàêèå ýïèòîïû
âêëþ÷àþò â ñåá  Ò-êëåòî÷íûå ýïèòîïû èç áàêòåðèàëüíûõ áåëêîâ è òîêñèíîâ, òàêèõ êàê
ñòîëáí ÷íûé è äèôòåðèéíûé òîêñèíû, íàïðèìåð ýïèòîïû Ð2 è Ð30 èç ñòîëáí ÷íîãî
òîêñèíà. Òàêèå ýïèòîïû ìîãóò áûòü ÷àñòüþ áîëåå äëèííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ýòè
ýïèòîïû ìîãóò áûòü èíêîðïîðèðîâàííûìè â ìîëåêóëå íóêëåèíîâîé êèñëîòû íà 3' - èëè 5'-
êîíöå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì èçîáðåòåíèåì.

Ìîæíî èìåòü â âèäó äðóãèå ïàðòíåðû ïî ñëè íèþ, òàêèå êàê òå, ÷òî ïðîèñõîä ò èç
êîðîâîãî àíòèãåíà ãåïàòèòà Â èëè èç òóáåðêóëåçà. Â îäíîì èç âîïëîùåíèé ïàðòíåð ïî
ñëè íèþ ïðîèñõîäèò èç Mycobacterium tuberculosis, RA12, ïîäïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÌÒÂ32À
(àìèíîêèñëîòû îò 192 äî 323) (Skeiky et al., Infection and Immunity (1999) 67:3998-4007).

Äðóãèå èììóíîëîãè÷åñêèå ïàðòíåðû ïî ñëè íèþ âêëþ÷àþò â ñåá , íàïðèìåð, ïðîòåèí D
èç Haemophilus influenza Â (WO 91/18926) èëè ÷àñòü (â òèïè÷íûõ ñëó÷à õ Ñ-êîíöåâóþ
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÷àñòü) LYTA èç Streptococcus pneumoniae (Biotechnology 10:795-798, 1992).
Â ñîîòâåòñòâèè ñ åùå îäíèì àñïåêòîì ýòîãî èçîáðåòåíè  ïðåäëîæåí ýêñïðåññèîííûé

âåêòîð, êîòîðûé ñîäåðæèò ïîëèíóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì
èçîáðåòåíèåì è ñïîñîáåí íàïðàâë òü åå ýêñïðåññèþ. Ýòîò âåêòîð ìîæåò áûòü ïîäõîä ùèì
äë  óïðàâëåíè  ýêñïðåññèåé ãåòåðîëîãè÷íîé ÄÍÊ â êëåòêàõ áàêòåðèè, íàñåêîìîãî èëè
ìëåêîïèòàþùåãî, êîíêðåòíî â êëåòêàõ ÷åëîâåêà.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ åùå îäíèì àñïåêòîì ýòîãî èçîáðåòåíè  ïðåäëîæåíà õîç éñêà  êëåòêà,
ñîäåðæàùà  ïîëèíóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì èçîáðåòåíèåì
èëè ýêñïðåññèîííûé âåêòîð â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì èçîáðåòåíèåì. Ýòè õîç éñêèå êëåòêè
ìîãóò áûòü áàêòåðèàëüíûìè, íàïðèìåð E.coli, êëåòêàìè ìëåêîïèòàþùåãî, íàïðèìåð
÷åëîâåêà, èëè ìîãóò áûòü êëåòêàìè íàñåêîìîãî. Êëåòêè ìëåêîïèòàþùåãî, ñîäåðæàùèå
âåêòîð â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì, ìîãóò áûòü êëåòêàìè ê êóëüòóðå,
òðàíñôèöèðîâàííûìè in vitro èëè ìîãóò áûòü òðàíñôèöèðîâàííûìè in vivo ââåäåíèåì
âåêòîðà ìëåêîïèòàþùåìó.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äîïîëíèòåëüíî ïðåäëàãàåò ôàðìàöåâòè÷åñêóþ êîìïîçèöèþ,
ñîäåðæàùóþ ïîëèíóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì èçîáðåòåíèåì.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ýòà êîìïîçèöè  ñîäåðæèò ÄÍÊ-âåêòîð. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âîïëîùåíèè
ýòà êîìïîçèöè  ñîäåðæèò ñîâîêóïíîñòü ÷àñòèö, ïðåäïî÷òèòåëüíî ÷àñòèö çîëîòà, ïîêðûòûõ
ÄÍÊ, ñîäåðæàùåé âåêòîð, êîäèðóþùèé ïîëèíóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî ýòîìó
èçîáðåòåíèþ, ïðè÷åì ýòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîäèðóåò àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü MUC1, êàêà  îïèñàíà çäåñü. Â àëüòåðíàòèâíûõ âîïëîùåíè õ
êîìïîçèöè  ñîäåðæèò ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûé ýêñöèïèåíò è ÄÍÊ-âåêòîð â
ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì.

Êîìïîçèöè  ìîæåò òàêæå âêëþ÷àòü â ñåá  àäúþâàíò èëè áûòü ââîäèìîé ëèáî
îäíîâðåìåííî, ëèáî ïîñëåäîâàòåëüíî ñ àäúþâàíòîì èëè èììóíîñòèìóëèðóþùèì àãåíòîì.

Òàêèì îáðàçîì, â ýòîì âîïëîùåíèè ýòîãî èçîáðåòåíè  âåêòîðû ïî ýòîìó èçîáðåòåíèþ
äîëæíû áûòü èñïîëüçîâàíû ñ èììóíîñòèìóëèðóþùèì àãåíòîì. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ýòîò
èììóíîñòèìóëèðóþùèé àãåíò ââîä ò â òî æå âðåì , ÷òî è íóêëåèíîâîêèñëîòíûé âåêòîð ïî
ýòîìó èçîáðåòåíèþ, è â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âîïëîùåíè õ èõ ââîä ò â ñîñòàâ ïðåïàðàòà
âìåñòå. Òàêèå èììóíîñòèìóëèðóþùèå àãåíòû âêëþ÷àþò â ñåá  (íî ýòîò ñïèñîê íè êîèì
îáðàçîì íå  âë åòñ  èñ÷åðïûâàþùèì è íå èñêëþ÷àåò äðóãèå àãåíòû): ñèíòåòè÷åñêèå
èìèäàçîõèíîëèíû, òàêèå êàê èìèêâèìîä [S-26308, R-837], (Harrison, et al. Reduction of
recurrent HSV disease using imiquimod alone or combined with glycoprotein vaccine',
Vaccine 19:1820-1826, (2001)); è ðåçèêâèìîä [S-28463, R-848] (Vasilakos, et al.
«Adjuvant activites of immune response modifier» R-84 8: Comparison with CpG ODN5,
Cellular Immunology 204:64-74 (2000)), øèôôîâû îñíîâàíè  êàðáîíèëîâ è àìèíîâ, êîòîðûå
êîíñòèòóòèâíî ýêñïðåññèðîâàíû íà ïîâåðõíîñò õ àíòèãåí-ïðåäñòàâë þùèõ êëåòîê è Ò-
êëåòîê, òàêèå êàê òóêàðåñîë (Rhodes, J. et al. «Therapeutic potentiation of the
immune system by costimulatory Schiff-base-forming drugs». Nature 377:71-75 (1995)),
öèòîêèíîâûå, õåìîêèíîâûå è êîñòèìóëèðóþùèå ìîëåêóëû êàê ïðîòåèíîâûå, òàê è
ïåïòèäíûå, ÷òî äîëæíî âêëþ÷àòü â ñåá  ïðîâîñïàëèòåëüíûå öèòîêèíû, òàêèå êàê
èíòåðôåðîíû, â ÷àñòíîñòè èíòåðôåðîíû è GM-CSF, IL-1a, IL-1p, TGFα è TGFβ, ÒÌ-
èíäóêòîðû, òàêèå êàê èíòåðôåðîí-ó, IL-2, IL-12, IL-15, IL-18 è IL-21, Òh2-èíäóêòîðû,
òàêèå êàê IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 è IL-13, è äðóãèå ãåíû õåìîêèíîâ è êîñòèìóë òîðîâ,
òàêèõ êàê ÌÑÐ-1, MIP-1α, MIP-1β, RANTES, ÒÑÀ-3, CD80, CD86 è CD40L, äðóãèå
èììóíîñòèìóëèðóþùèå íàöåëèâàþùèå ëèãàíäû, òàêèå êàê CTLA-4 è L-ñåëåêòèí, áåëêè è
ïåïòèäû, ñòèìóëèðóþùèå àïîïîòîç, òàêèå êàê Fas, (49), àäúþâàíòû íà îñíîâå
ñèíòåòè÷åñêèõ ëèïèäîâ, òàêèå êàê âàêñôåêòèí (Reyes et al., «Vaxfectin enhances
antigen specific antibody titres and maintains Th1 type immune responses to plasmid
DNA immunization». Vaccine 19; 3778-3786), ñêâàëåí, α-òîêîôåðîë, ïîëèñîðáàò 80, DOPC è
õîëåñòåðèí, ýíäîòîêñèí [LPS], Beutler, Â., Endotoxin, Toll-like receptor 4, and the
afferent limb of innate immunity'. Current Opinion in Microbiology 3:23-30 (2000));
îëèãî- è äèíóêëåîòèäû CpG, Sato, Y. et al., «Immunostimulatory DNA sequences
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necessary for effective intradermal gene immunization». Science 273 (5273):352-354
(1996). Hemmi, H. et al., «A Toll-like receptor recognizes bacterial DNA», Nature 408:
740-745, (2000) è äðóãèå ïîòåíöèàëüíûå ëèãàíäû, êîòîðûå âêëþ÷àþò Toll-ðåöåïòîðû äë 
ïðîäóêöèè Th1-èíäóöèðóþùèõ öèòîêèíîâ, òàêèå êàê ñèíòåòè÷åñêèå ìèêîáàêòåðèàëüíûå
ëèïîïðîòåèíû, ìèêîáàêòåðèàëüíûé ïðîòåèí ð19, ïåïòèäîãëèêàí, òåéõîåâà  êèñëîòà è ëèïèä
À. Äðóãèå áàêòåðèàëüíûå èììóíîñòèìóëèðóþùèå áåëêè âêëþ÷àþò â ñåá  õîëåðíûé òîêñèí,
òîêñèí E.Coli è èõ ìóòàíòíûå òîêñîèäû.

Êîíêðåòíûå ïðåäïî÷òèòåëüíûå àäúþâàíòû äë  òîãî, ÷òîáû âûçûâàòü ïðåèìóùåñòâåííî
îòâåò Th1-òèïà, âêëþ÷àþò â ñåá , íàïðèìåð, ïðîèçâîäíîå Ëèïèäà À, òàêîå êàê
ìîíîôîñôîðèë ëèïèäà À, èëè, ïðåäïî÷òèòåëüíî, 3-äåç-O-àöèëèðîâàííûé ìîíîôîñôîðèë
ëèïèäà À. Àäúþâàíòû MPL® äîñòóïíû îò Corixa Corporation (Seattle, WA; ñì.,
íàïðèìåð, Ïàòåíòû ÑØÀ ¹¹ 4436727; 4877611; 4866034 è 4912094). CpG-ñîäåðæàùèå
îëèãîíóêëåîòèäû (â êîòîðûõ äèíóêëåîòèä CpG íå ìåòèëèðîâàí) òàêæå èíäóöèðóþò
ïðåèìóùåñòâåííî Òh1-îòâåò. Òàêèå îëèãîíóêëåîòèäû õîðîøî èçâåñòíû è ðàñêðûòû,
íàïðèìåð, â WO 96/02555, WO 99/33488 è Ïàòåíòàõ ÑØÀ ¹¹ 6008200 è 5856462.
Èììóíîñòèìóëèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ òàêæå îïèñàíû, íàïðèìåð, â Sato et al.,
Science 275:352, 1996. Äðóãîé ïðåäïî÷òèòåëüíûé àäúþâàíò ñîäåðæèò ñàïîíèí, òàêîé êàê
Quil À èëè åãî ïðîèçâîäíûå, â òîì ÷èñëå QS21 è QS7 (Aquila BioPharmaceuticals Inc.,
Framingharn, MA); Ýñöèí, Äèãèòîíèí; èëè ñàïîíèíû Gypsophila èëè Chenopodium quinoa.

Òàêæå ïðåäëîæåíî ïðèìåíåíèå ïîëèíóêëåîòèäà èëè ïðîòåèíà â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì
èçîáðåòåíèåì èëè âåêòîðà â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì èçîáðåòåíèåì â ëå÷åíèè èëè
ïðîôèëàêòèêå îïóõîëè èëè ìåòàñòàçîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ MUC1.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå òàêæå ïðåäëàãàåò ñïîñîáû ëå÷åíè  èëè ïðåäîòâðàùåíè 
îïóõîëåé, ýêñïðåññèðóþùèõ MUC1, ëþáûõ ñèìïòîìîâ èëè çàáîëåâàíèé, àññîöèèðîâàííûõ ñ
íèìè, â òîì ÷èñëå ìåòàñòàçîâ, ïðè÷åì ïðè ýòèõ ñïîñîáàõ ââîä ò ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî
ïîëèíóêëåîòèäà, âåêòîðà èëè ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì
èçîáðåòåíèåì. Ââåäåíèå ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè ìîæåò ïðèîáðåòàòü ôîðìó îäíîé
èëè áîëåå ÷åì îäíîé èç èíäèâèäóàëüíûõ äîç, íàïðèìåð â ðåæèìå òåðàïåâòè÷åñêîé
âàêöèíàöèè «ïåðâè÷íà  âàêöèíàöè  - ïîääåðæèâàþùà  âàêöèíàöè ». Â îïðåäåëåííûõ
ñëó÷à õ «ïåðâè÷íà  âàêöèíàöè » ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíà îïîñðåäîâàííîé ÷àñòèöàìè
äë  äîñòàâêè ÄÍÊ äîñòàâêîé ïîëèíóêëåîòèäà â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì,
ïðåäïî÷òèòåëüíî èíêîðïîðèðîâàííîãî â ïðîèçâîäèìûé èç ïëàçìèäû âåêòîð, à
«ïîääåðæèâàþùà  âàêöèíàöè » ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíà ââåäåíèåì ðåêîìáèíàíòíîãî
âèðóñíîãî âåêòîðà, ñîäåðæàùåãî òó æå ïîëèíóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, èëè
îñóùåñòâëåíèåì ïîääåðæèâàþùåé âàêöèíàöèè ïðîòåèíîì â àäúþâàíòå. Èëè æå ïåðâè÷íà 
âàêöèíàöè  ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíà âèðóñíûì âåêòîðîì èëè ïðîòåèíîâûì ïðåïàðàòîì, â
òèïè÷íûõ ñëó÷à õ ïðîòåèíîâûé ïðåïàðàò âûïîëíåí ñ àäúþâàíòîì, à ïîääåðæèâàþùà  -
ÄÍÊ-âàêöèíîé ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.

Êàê îáñóæäåíî âûøå, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå âêëþ÷àåò â ñåá  ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû,
êîòîðûå ñîäåðæàò íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïî ýòîìó èçîáðåòåíèþ. Â îáëàñòè
ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè òàêèå ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû êîíñòðóèðóþò ðóòèííûì îáðàçîì, è
ýòî ìîæåò, íàïðèìåð, âêëþ÷àòü â ñåá  ïðèìåíåíèå ïëàçìèäíîé ÄÍÊ è íàäëåæàùèõ
èíèöèàòîðîâ, ïðîìîòîðîâ, ýíõàíñåðîâ è äðóãèõ ýëåìåíòîâ, òàêèõ êàê, íàïðèìåð, ñèãíàëû
ïîëèàäåíèëèðîâàíè , êîòîðûå ìîãóò áûòü íåîáõîäèìûìè è êîòîðûå ïîçèöèîíèðóþò â
ïðàâèëüíîé îðèåíòàöèè, ÷òîáû ñäåëàòü âîçìîæíîé ýêñïðåññèþ ïðîòåèíà. Äðóãèå
ïîäõîä ùèå âåêòîðû äîëæíû áûòü î÷åâèäíûìè ñïåöèàëèñòàì. Çà äîïîëíèòåëüíûìè
ïðèìåðàìè â ñâ çè ñ ýòèì ìû îòñûëàåì ê Sambrook et al. Molecular Cloning: a
Laboratory Manual. 2nd Edition. CSH Laboratory Press, (1989).

Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïîëèíóêëåîòèä ïî ýòîìó èçîáðåòåíèþ èëè äë  ïðèìåíåíè  â ýòîì
èçîáðåòåíèè â âåêòîðå  âë åòñ  ðàáîòîñïîñîáíûì îáðàçîì ñâ çàííûì ñ êîíòðîëüíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êîòîðà  ñïîñîáíà îáåñïå÷èâàòü ýêñïðåññèþ êîäèðóþùåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè õîç éñêîé êëåòêîé, òî åñòü âåêòîð ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ýêñïðåññèîííûé âåêòîð. Òåðìèí «ðàáîòîñïîñîáíûì îáðàçîì ñâ çàííûé» îòíîñèòñ  ê
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þêñòàïîçèöèè, â êîòîðîé îïèñàííûå êîìïîíåíòû íàõîä òñ  âî âçàèìîîòíîøåíèè,
ïîçâîë þùåì èì ôóíêöèîíèðîâàòü ïðåäíàçíà÷åííûì îáðàçîì. Ðåãóë òîðíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, òàêà  êàê ïðîìîòîð, «ðàáîòîñïîñîáíûì îáðàçîì ñâ çàííûé» ñ
êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïîçèöèîíèðîâàíà òàêèì îáðàçîì, ÷òî ýòèì äîñòèãàþò
ýêñïðåññèþ êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â óñëîâè õ, ñîâìåñòèìûõ ñ ðåãóë òîðíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ.

Âåêòîðàìè ìîãóò áûòü, íàïðèìåð, ïëàçìèäû, èñêóññòâåííûå õðîìîñîìû (íàïðèìåð, ÂÀÑ,
ÐÀÑ, YAC), âèðóñíûå èëè ôàãîâûå âåêòîðû, ñíàáæåííûå íóëåâûìè òî÷êàìè ðåïëèêàöèè,
âîçìîæíî ïðîìîòîðîì äë  ýêñïðåññèè ïîëèíóêëåîòèäà è âîçìîæíî ðåãóë òîðîì ïðîìîòîðà.
Âåêòîðû ìîãóò ñîäåðæàòü îäèí èëè áîëåå ÷åì îäèí èç ñåëåêòèðóåìûõ ìàðêåðíûõ ãåíîâ,
íàïðèìåð ãåí óñòîé÷èâîñòè ê àìïèöèëëèíó èëè êàíàìèöèíó â ñëó÷àå áàêòåðèàëüíîé
ïëàçìèäû èëè ãåí óñòîé÷èâîñòè äë  ãðèáêîâîãî âåêòîðà. Âåêòîðû ìîæíî ïðèìåí òü in
vitro, íàïðèìåð äë  ïðîäóêöèè ÄÍÊ èëè ÐÍÊ èëè ïðèìåí òü äë  òðàíñôåêöèè èëè
òðàíñôîðìàöèè õîç éñêîé êëåòêè, íàïðèìåð, õîç éñêîé êëåòêè ìëåêîïèòàþùåãî, íàïðèìåð,
äë  ïðîäóêöèè ïðîòåèíà, êîäèðóåìîãî âåêòîðîì. Âåêòîðû ìîæíî òàêæå àäàïòèðîâàòü äë 
ïðèìåíåíè  in vivo, íàïðèìåð, â ñïîñîáå ÄÍÊ-âàêöèíàöèè èëè ãåííîé òåðàïèè.

Ïðîìîòîðû è äðóãèå ñèãíàëû ðåãóë öèè ýêñïðåññèè ìîæíî âûáèðàòü òàê, ÷òîáû îíè
áûëè ñîâìåñòèìû ñ õîç éñêîé êëåòêîé, äë  êîòîðîé ïðåäíàçíà÷åíà ýêñïðåññè . Íàïðèìåð,
ïðîìîòîðû ìëåêîïèòàþùèõ âêëþ÷àþò â ñåá  ïðîìîòîð ìåòàëëîòèîíåèíà, êîòîðûé ìîæíî
èíäóöèðîâàòü â îòâåò íà ò æåëûå ìåòàëëû, òàêèå êàê êàäìèé, è ïðîìîòîð β-àêòèíà. Òàêæå
ìîæíî èñïîëüçîâàòü âèðóñíûå ïðîìîòîðû, òàêèå êàê ïðîìîòîð áîëüøîãî Ò-àíòèãåíà SV40,
íåìåäëåííûé ðàííèé (immediate early, IE) ïðîìîòîð öèòîìåãàëîâèðóñà (CMV) ÷åëîâåêà,
ïðîìîòîð äëèííûõ êîíöåâûõ ïîâòîðîâ (LTR) âèðóñà ñàðêîìû Ðàóñà, ïðîìîòîð àäåíîâèðóñà
èëè ïðîìîòîð âèðóñà ïàïèëëîìû ÷åëîâåêà (HPV), îñîáåííî âûøåëåæàùóþ ðåãóë òîðíóþ
îáëàñòü HPV (URR). Âñå ýòè ïðîìîòîðû õîðîøî îïèñàíû è ëåãêî äîñòóïíû â äàííîé
îáëàñòè òåõíèêè.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûì ïðîìîòîðíûì ýëåìåíòîì  âë åòñ  íåìåäëåííûé ðàííèé ïðîìîòîð
CMV, ëèøåííûé èíòðîíà À, íî âêëþ÷àþùèé â ñåá  ýêçîí 1. Ñîîòâåòñòâåííî, ïðåäëîæåí
âåêòîð, ñîäåðæàùèé ïîëèíóêëåîòèä ïî ýòîìó èçîáðåòåíèþ ïîä êîíòðîëåì IE-ïðîìîòîðà
HCMV.

Ïðèìåðû ïîäõîä ùèõ âèðóñíûõ âåêòîðîâ âêëþ÷àþò â ñåá  âèðóñíûå âåêòîðû,
ïðåäñòàâë þùèå ñîáîé âèðóñ ïðîñòîãî ãåðïåñà, âèðóñ îñïîâàêöèíû, àëüôà-âèðóñíûå
âåêòîðû è ðåòðîâèðóñû, â òîì ÷èñëå ëåíòèâèðóñû, àäåíîâèðóñû è àäåíîàññîöèèðîâàííûå
âèðóñû. Ìåòîäèêè ïåðåíîñà ãåíîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè ýòèõ âèðóñîâ èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì.
Ðåòðîâèðóñíûå âåêòîðû, íàïðèìåð, ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ñòàáèëüíîé èíòåãðàöèè
ïîëèíóêëåîòèäà ïî ýòîìó èçîáðåòåíèþ â õîç éñêèé ãåíîì, õîò  òàêà  ãåêîìáèíàöè  íå
 âë åòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíîé. Äåôåêòèâíûå ïî ðåïëèêàöèè àäåíîâèðóñíûå âåêòîðû,
íàïðîòèâ, îñòàþòñ  ýïèñîìàëüíûìè è ïîýòîìó äåëàþò âîçìîæíîé ïðåõîä ùóþ ýêñïðåññèþ.
Âåêòîðû, ñïîñîáíûå óïðàâë òü ýêñïðåññèåé â êëåòêàõ íàñåêîìîãî (íàïðèìåð,
áàêóëîâèðñíûå âåêòîðû), â êëåòêàõ ÷åëîâåêà èëè â áàêòåðè õ, ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë 
ïîëó÷åíè  íåêîòîðûõ êîëè÷åñòâ ïðîòåèíà ÂÈ×, êîäèðóåìîãî ïîëèíóêëåîòèäàìè ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, íàïðèìåð, äë  ïðèìåíåíè  â êà÷åñòâå ñóáúåäèíè÷íûõ âàêöèí
èëè â èììóííûõ àíàëèçàõ. Ïîëèíóêëåîòèäû ïî  ýòîìó èçîáðåòåíèþ èìåþò îñîáîå
ïðèìåíåíèå â âèðóñíûõ âàêöèíàõ, ïîñêîëüêó ïðåæíèå ïîïûòêè ãåíåðèðîâàòü
ïîëíîðàçìåðíûå êîíñòðóêòû âèðóñà îñïîâàêöèíû áûëè áåçóñïåøíûìè.

Ïîëèíóêëåîòèäû â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì èçîáðåòåíèåì èìåþò ïðèìåíåíèå â ïðîäóêöèè
êîäèðóåìûõ áåëêîâ ýêñïðåññèåé, êîòîðà  ìîæåò èìåòü ìåñòî in vitro, in vivo èëè ex
vivo. Ïîýòîìó ýòè íóêëåîòèäû ìîæíî âîâëåêàòü â ñèíòåç ðåêîìáèíàíòíûõ ïðîòåèíîâ,
íàïðèìåð, äë  óâåëè÷åíè  âûõîäà èëè îíè â ñóùíîñòè ìîãóò íàéòè ïðèìåíåíèå â êà÷åñòâå
òåðàïåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ â ñâîåì ðîäå, èñïîëüçóåìûõ â ìåòîäèêàõ ÄÍÊ-âàêöèíàöèè. Â
ñëó÷à õ, êîãäà ïîëèíóêëåîòèäû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ èñïîëüçóþò â ïîëó÷åíèè
êîäèðóåìûõ áåëêîâ in vitro èëè ex vivo, êëåòêè, íàïðèìåð êëåòêè â êóëüòóðå, íàäî
ìîäèôèöèðîâàòü âêëþ÷åíèåì â íèõ ïîëèíóêëåîòèäà, ïîäëåæàùåãî ýêñïðåññèðîâàíèþ.
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Òàêèå êëåòêè âêëþ÷àþò â ñåá  íåñòàáèëüíûå èëè ïðåäïî÷òèòåëüíî ñòàáèëüíûå ëèíèè
êëåòîê ìëåêîïèòàþùåãî. Êîíêðåòíûå ïðèìåðû êëåòîê, êîòîðûå ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü
âñòàâêîé âåêòîðîâ, êîäèðóþùèõ ïîëèïåïòèä â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì èçîáðåòåíèåì, âêëþ÷àþò
â ñåá  êëåòêè ìëåêîïèòàþùåãî ÍÅÊ293Ò, ÑÍÎ, HeLa, 293 è COS. Ïðåäïî÷òèòåëüíî,
âûáðàííà  êëåòî÷íà  ëèíè  äîëæíà áûòü òàêîé, êîòîðà   âë åòñ  íå òîëüêî ñòàáèëüíîé,
íî òàêæå ïîçâîë þùåé ïîëíîöåííîå ãëèêîçèëèðîâàíèå ïîëèïåïòèäà è åãî ýêñïðåññèþ íà
êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè. Ýêñïðåññèþ ìîæíî äîñòèãàòü â òðàíñôîðìèðîâàííûõ îîöèòàõ.
Ïîëèïåïòèä ìîæíî ýêñïðåññèðîâàòü ñ ïîëèíóêëåîòèäà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ â
êëåòêàõ òðàíñãåííîãî æèâîòíîãî, êîòîðîå íå  âë åòñ  ÷åëîâåêîì, ïðåäïî÷òèòåëüíî ìûøè.
Òðàíñãåííîå æèâîòíîå, êîòîðîå íå  âë åòñ  ÷åëîâåêîì, ýêñïðåññèðóþùåå ïîëèïåïòèä ñ
ïîëèíóêëåîòèäà ïî ýòîìó èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷åíî â îáúåì ýòîãî èçîáðåòåíè .

Ýòî èçîáðåòåíèå ïðåäëàãàåò åùå è ñïîñîá âàêöèíàöèè ìëåêîïèòàþùåãî ñóáúåêòà,
ïðè÷åì åìó ââîä ò ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî òàêîé âàêöèíû èëè âàêöèííîé êîìïîçèöèè.
Íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî òî, ÷òî ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû äë  ïðèìåíåíè  â ÄÍÊ-
âàêöèíàõ, âàêöèííûõ êîìïîçèöè õ è èììóíîòåðàïåâòè÷åñêèõ ñðåäñòâàõ äîëæíû áûòü
ïëàçìèäíûìè âåêòîðàìè.

ÄÍÊ-âàêöèíû ìîæíî ââîäèòü â ôîðìå «ãîëîé ÄÍÊ», íàïðèìåð, â æèäêîì ïðåïàðàòå,
ââîäèìîì ïðè èñïîëüçîâàíèè øïðèöà èëè ñòðóè âûñîêîãî äàâëåíè , èëè â ôîðìå ÄÍÊ,
ââåäåííîé â ñîñòàâ ëèïîñîì èëè ðàçäðàæàþùåãî àãåíòà äë  óëó÷øåíè  òðàíñôåêöèè, èëè
äîñòàâêîé ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ÷àñòèö (particle mediated DNA delivery, PMDD). Âñå ýòè
ñèñòåìû äîñòàâêè õîðîøî èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè. Âåêòîð ìîæíî âíåäðèòü
ìëåêîïèòàþùåìó, íàïðèìåð, ñèñòåìîé äîñòàâêè, ïðåäñòàâë þùåé ñîáîé âèðóñíûé âåêòîð.

Êîìïîçèöèè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî äîñòàâë òü ìíîæåñòâîì ïóòåé, òàêèõ êàê
âíóòðèìûøå÷íûé, ïîäêîæíûé, âíóòðèáðþøèííûé èëè âíóòðèâåííûé.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âîïëîùåíèè êîìïîçèöèþ äîñòàâë þò â êîæó. Â ÷àñòíîñòè,
êîìïîçèöèþ äîñòàâë þò ìåòîäèêàìè ââåäåíè  ãåííûì ïèñòîëåòîì (îñîáåííî
áîìáàðäèðîâêîé ÷àñòèöàìè), ïðè êîòîðûõ íàíîñ ò âåêòîð íà ãðàíóëó (íàïðèìåð, çîëîòóþ),
êîòîðóþ çàòåì ââîä ò ïîä âûñîêèì äàâëåíèåì â ýïèäåðìèñ, íàïðèìåð, òàê, êàê îïèñàíî â
Haynes et al., J Biotechnology 44:37-42 (1996).

Â îäíîì èëëþñòðàòèâíîì ïðèìåðå óñêîðåíèå ÷àñòèö ïîä äåéñòâèåì ãàçà ìîæíî
äîñòèãàòü óñòðîéñòâàìè, òàêèìè êàê òå, ÷òî ïðîèçâîäèò Powderject Pharmaceuticals PLC
(Oxford, UK) è Powderject Vaccines Inc. (Madison, W1), íåêîòîðûå ïðèìåðû êîòîðûõ
îïèñàíû â Ïàòåíòàõ ÑØÀ ¹¹ 5846796, 6010478, 5865796, 5584807 è â Åâðîïåéñêîì
Ïàòåíòå ¹0500799. Ýòîò ïîäõîä äåëàåò âîçìîæíîé äîñòàâêó áåç èñïîëüçîâàíè  èãë,
ïðè÷åì ïðåïàðàò ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ÷àñòèö, òàêèõ êàê ïîëèíóêëåîòèäíûå, ïðåäñòàâë þùèé
ñîáîé ñóõîé ïîðîøîê, óñêîð þò äî âûñîêîé ñêîðîñòè â ñòðóå ãàçà ãåëè , êîòîðóþ
ãåíåðèðóþò óñòðîéñòâîì, êîòîðîå äåðæàò â ðóêå, âíåäð þùèì ýòè ÷àñòèöû â öåëåâóþ
òêàíü, ïðåäñòàâë þùóþ èíòåðåñ, â òèïè÷íûõ ñëó÷à õ â êîæó. Ýòè ÷àñòèöû ïðåäñòàâë þò
ñîáîé ïðåäïî÷òèòåëüíî ãðàíóëû çîëîòà ñ äèàìåòðîì 0,4-4,0 ìêì, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî
0,6-2,0 ìêì, ñ íàíåñåííûì íà íèõ êîíúþãàòîì ÄÍÊ, êîòîðûå çàêëþ÷àþò â êàðòðèäæ èëè
êàññåòó äë  ïîìåùåíè  â «ãåííûé ïèñòîëåò».

Â ðîäñòâåííîì âîïëîùåíèè äðóãèå óñòðîéñòâà è ñïîñîáû, êîòîðûå ìîãóò áûòü
ïîëåçíûìè äë  èíúåêöèè êîìïîçèöèè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ïîä äåéñòâèåì ãàçà è
áåç èãëû, âêëþ÷àþò â ñåá  òå, êîòîðûìè ñíàáæàåò Bioject, Inc. (Portland, OR),
íåêîòîðûå ïðèìåðû êîòîðûõ îïèñàíû â Ïàòåíòàõ ÑØÀ ¹¹ 4790824, 5064413, 5312335,
5383851, 5399163, 5520639 è 5993412.

Âåêòîðû, êîòîðûå ñîäåðæàò íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå àíòèãåííûå
ïåïòèäû, ââîä ò â òàêîì êîëè÷åñòâå, êîòîðîå äîëæíî áûòü ïðîôèëàêòè÷åñêè èëè
òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíûì. Êîëè÷åñòâî íóêëåîòèäà íà äîçó äë  ââåäåíè  íàõîäèòñ , â
îáùåì, â äèàïàçîíå îò îäíîãî ïèêîãðàììà äî 1 ìèëëèãðàììà, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 1
ïèêîãðàììà äî 10 ìèêðîãðàìì äë  äîñòàâêè ïîñðåäñòâîì ÷àñòèö è îò 10 ìèêðîãðàìì äî 1
ìèëëèãðàììà äë  äðóãèõ ïóòåé. Òî÷íîå êîëè÷åñòâî ìîæåò çíà÷èòåëüíî âàðüèðîâàòü â
çàâèñèìîñòè îò ìàññû ïàöèåíòà, êîòîðîãî èììóíèçèðóþò, è îò ïóòè ââåäåíè .
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Ìîæíî ââîäèòü èììóíîãåííûé êîìïîíåíò, ñîäåðæàùèé íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ àíòèãåííûé ïåïòèä, îäíîêðàòíî èëè ìíîãîêðàòíî,
íàïðèìåð îò 1 äî 7 ðàç, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 1 è 4 ðàç, ïðè èíòåðâàëàõ ìåæäó îêîëî 1
äí  è îêîëî 18 ìåñ öåâ. Îäíàêî îï òü æå ýòîò ðåæèì ëå÷åíè  äîëæåí çíà÷èòåëüíî
âàðüèðîâàòü â çàâèñèìîñòè îò ðàçìåðà ïàöèåíòà, çàáîëåâàíè , îò êîòîðîãî
ëå÷àò/çàùèùàþò, êîëè÷åñòâà ââîäèìîé íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïóòè ââåäåíè  è
äðóãèõ ôàêòîðîâ, êîòîðûå äîëæíû áûòü î÷åâèäíûìè îïûòíîìó ïðàêòèêóþùåìó ìåäèêó.
Ïàöèåíò ìîæåò ïîëó÷àòü îäèí èëè áîëåå ÷åì îäèí èç äðóãèõ ïðîòèâîðàêîâûõ
ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ â êà÷åñòâå ÷àñòè èõ îáùåãî ðåæèìà ëå÷åíè .

Ïîäõîä ùèå ìåòîäèêè äë  ââåäåíè  ãîëîãî ïîëèíóêëåîòèäà èëè âåêòîðà â ïàöèåíòà
òàêæå âêëþ÷àþò â ñåá  ìåñòíîå íàíåñåíèå ñ íàäëåæàùèì íîñèòåëåì. Íóêëåèíîâóþ êèñëîòó
ìîæíî ââîäèòü ìåñòíûì îáðàçîì íà êîæó èëè íà ñëèçèñòûå ïîâåðõíîñòè, íàïðèìåð
ââåäåíèåì â íîñ, ïåðîðàëüíûì ïóòåì, â âàãèíó èëè â ïð ìóþ êèøêó. Ãîëûé ïîëèíóêëåîòèä
èëè âåêòîð ìîæíî äàâàòü âìåñòå ñ ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûì ýêñöèïèåíòîì, òàêèì êàê
çàáóôåðåííûé ôîñôàòàìè ôèçðàñòâîð (phosphate buffered saline, PBS). Ïîãëîùåíèþ ÄÍÊ
ìîæíî äîïîëíèòåëüíî ñïîñîáñòâîâàòü ñïîñîáñòâóþùèìè àãåíòàìè, òàêèìè êàê áóïèâàêàèí,
ëèáî â îòäåëüíîñòè, ëèáî ïðè âêëþ÷åíèè â ïðåïàðàò ÄÍÊ. Äðóãèå ñïîñîáû ââåäåíè 
íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïð ìî ðåöèïèåíòó âêëþ÷àþò â ñåá  óëüòðàçâóê, ýëåêòðè÷åñêóþ
ñòèìóë öèþ, ýëåêòðîïîðàöèþ è ìèêðîïîñåâ, êîòîðûé îïèñàí â Ïàòåíòå ÑØÀ 5697901.

Ïîãëîùåíèþ êîíñòðóêòîâ íóêëåèíîâîé êèñëîòû ìîæíî ñïîñîáñòâîâàòü íåñêîëüêèìè
èçâåñòíûìè ìåòîäèêàìè òðàíñôåêöèè, íàïðèìåð òåìè, êîòîðûå âêëþ÷àþò â ñåá 
ïðèìåíåíèå àãåíòîâ òðàíñôåêöèè. Ïðèìåðû ýòèõ àãåíòîâ âêëþ÷àåò â ñåá  êàòèîííûå
àãåíòû, íàïðèìåð ôîñôàò êàëüöè  è ÄÝÀÝ-äåêñòðàí, è ëèïîôåêòàíòû, íàïðèìåð
ëèïîôåêòàì è òðàíñôåêòàì. Äîçèðîâêó íóêëåèíîâîé êèñëîòû äë  ââåäåíè  ìîæíî
èçìåí òü.

Íóêëåèíîâîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî òàêæå
ââîäèòü òðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè. Òàêèå êëåòêè âêëþ÷àþò â ñåá  êëåòêè,
ïîëó÷åííûå èç ñóáúåêòà. Ãîëûé ïîëèíóêëåîòèä èëè âåêòîð ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
ìîæíî èíòðîäóöèðîâàòü â òàêèå êëåòêè in vitro, è ýòè òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè ìîæíî
ïîçæå âîçâðàùàòü ñóáúåêòó. Ïîëèíóêëåîòèä ïî ýòîìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî èíòåãðèðîâàòü â
íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, óæå ïðèñóòñòâóþùóþ â êëåòêå, â ðåçóëüòàòå ñîáûòèé,
ïðåäñòàâë þùèõ ñîáîé ãîìîëîãè÷íóþ ðåêîìáèíàöèþ. Òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè ìîæíî,
åñëè ýòî æåëàòåëüíî, âûðàùèâàòü in vitro, è îäíó èëè áîëåå ÷åì îäíó èç ïîëó÷èâøèõñ 
êëåòîê ìîæíî èñïîëüçîâàòü â äàííîì èçîáðåòåíèè. Êëåòêè ìîæíî äîñòàâë òü â
íàäëåæàùåå ìåñòî â ïàöèåíòå èçâåñòíûìè õèðóðãè÷åñêèìè èëè ìèêðîõèðóðãè÷åñêèìè
ìåòîäèêàìè (íàïðèìåð, òðàíñïëàíòàöèåé, ìèêðîèíúåêöèåé è ò.ä.).

Ïðèìåðû
1.1 Ãåíåðèðîâàíèå êîíñòðóêòîâ
Ñõåìó ñîîòíîøåíèé ìåæäó âñåìè êîíñòðóêòàìè, äåòàëèçèðîâàííûìè íèæå, ìîæíî íàéòè

íà Ôèã.1.
1.2 Êîíñòðóèðîâàíèå êàññåòû ýêñïðåññèè ïîëíîðàçìåðíîãî MUC1
Íà÷àëüíîé òî÷êîé äë  êîíñòðóèðîâàíè  êàññåòû ýêñïðåññèè MUC1 áûëà ïëàçìèäà

pcDNA3-FL-MUC1 (ICRF, Ëîíäîí). Ýòà ïëàçìèäà èìååò ñêåëåò pcDNA3 (Invitrogen),
ñîäåðæàùèé êÄÍÊ-âóþ êàññåòó ïîëíîðàçìåðíîãî MUC1 (FL-MUC1), êëîíèðîâàííóþ â
BamHI-ñàéòå. Íà îñíîâàíèè ðåñòðèêöèîííîãî êàðòèðîâàíè , âûïîëíåííîãî â ICRF, ãåí
MUC1 èìååò ïðèáëèçèòåëüíî 32 áëîêà VNTR (âàðüèðóþùåå ÷èñëî òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ).
Ïðèñóòñòâèå MUC1 ïîäòâåðäèëè ôëóîðåñöåíòíûì ñåêâåíèðîâàíèåì ïðè èñïîëüçîâàíèè
ïðàéìåðîâ 2004MUC1-2014MUC1 (Ïðèëîæåíèå À). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü MUC1, íà êîòîðîé
îñíîâàíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü FL-MUC1, ïîêàçàíà íà Ôèã.2. Íà ïåðâîé ñòàäèè ýòîãî
ñïîñîáà êëîíèðîâàíè  BamHI-ôðàãìåíò, ñîäåðæàùèé êÄÍÊ-âóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïîëíîðàçìåðíîãî MUC1, èçîëèðîâàëè è êëîíèðîâàëè â BamHI-ñàéò ýêñïðåññèîííîãî
âåêòîðà pcDNA3.1(+)/Hygro (Invitrogen), ãåíåðèðó  ïëàçìèäó JNW278. Êîððåêòíóþ
îðèåíòàöèþ ôðàãìåíòà îòíîñèòåëüíî ïðîìîòîðà CMV ïîäòâåðäèëè ìåòîäîì ÏÖÐ è
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ôëóîðåñöåíòíûì ñåêâåíèðîâàíèåì.
Íà ñëåäóþùåé ñòàäèè êëîíèðîâàíè  óäàë ëè 3'-íåòðàíñëèðóåìóþ îáëàñòü (UTRs) è

çàìåí ëè óëó÷øåííûìè ñàéòàìè äë  ðåñòðèêöèîííûõ ôåðìåíòîâ äë  îáëåã÷åíè  áóäóùèõ
ïðîöåäóð êëîíèðîâàíè . Ôðàãìåíò MUC1 àìïëèôèöèðîâàëè â ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè
2062MUC1 è 2063MUC1 (Ïðèëîæåíèå À) ïðè èñïîëüçîâàíèè JNW278 â êà÷åñòâå ìàòðèöû è
ïîäâåðãàëè ðåñòðèêöèè ïðè èñïîëüçîâàíèè BstXI è Xhol. Ïàðàëëåëüíî ïëàçìèäó JNW278
ïîäâåðãàëè ðåñòðèêöèè ïðè èñïîëüçîâàíèè BstXI è Xhol. Î÷èùåííûé âåêòîðíûé ñêåëåò
ëèãèðîâàëè ñ ÏÖÐ-ôðàãìåíòîì, ãåíåðèðó  ïëàçìèäó JNW314. Ðåñòðèêöèîííûé àíàëèç è
ôëóîðåñöåíòíîå ñåêâåíèðîâàíèå ïîäòâåðäèëè ïðèñóòñòâèå êîððåêòíîãî ôðàãìåíòà.

Ïàðàëëåëüíî óäàë ëè 5'-UTR è çàìåí ëè îïòèìàëüíîé Kozak-ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ è
óëó÷øåííûìè ñàéòàìè äë  ðåñòðèêöèîííûõ ôåðìåíòîâ. JNW278 ïîäâåðãàëè äåéñòâèþ
ðåñòðèêòàç Nhel è Xhol, óäàë   öåëèêîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êÄÍÊ MUC1. Ôðàãìåíò MUC1
àìïëèôèöèðîâàëè â ÏÖÐ ñ ÏÖÐ-ïðàéìåðàìè 2060MUC1 è 2061 MUC1 (Ïðèëîæåíèå À),
ïîäâåðãàëè ðåñòðèêöèè ðåñòðèêòàçàìè Nhel è Xhol è ëèãèðîâàëè â ñêåëåò âåêòîðà,
ãåíåðèðó  ïëàçìèäó JNW294.

Íà ñëåäóþùåé ñòàäèè êëîíèðîâàíè  ïîäâåðãàëè JNW294 äåéñòâèþ ðåñòðèêòàçû BsaMI,
âûñâîáîæäà  äâà ôðàãìåíòà (ïðèáëèçèòåëüíî 2,3 òûñ ÷ ïàð îñíîâàíèé è 3,2 òûñ ÷ ïàð
îñíîâàíèé). Áîëüøèé èç ýòèõ äâóõ ôðàãìåíòîâ (Ôðàãìåíò À) èçîëèðîâàëè è î÷èùàëè.
Ïàðàëëåëüíî ïîäâåðãàëè JNW314 äåéñòâèþ ðåñòðèêòàçû BsaMI è áîëüøèé èç äâóõ
ôðàãìåíòîâ (Ôðàãìåíò Â, ðàçìåðîì ïðèáëèçèòåëüíî 7 òûñ ÷ ïàð îñíîâàíèé), èçîëèðîâàëè
è î÷èùàëè. Ôðàãìåíòû À è Â ëèãèðîâàëè âìåñòå, ãåíåðèðó  ïëàçìèäó JNW340. Êîððåêòíóþ
îðèåíòàöèþ ïîäòâåðäèëè ðåñòðèêöèîííûì êàðòèðîâàíèåì ïðè èñïîëüçîâàíèè Nhe-Xhol è,
îòäåëüíî, Xbal.

Íà êîíå÷íîé ñòàäèè êëîíèðîâàíè  ýêñïðåññèîííóþ êàññåòó èçîëèðîâàëè èç JNW340
ðàñùåïëåíèåì ðåñòðèêòàçàìè Nhel è Xhol, âûñâîáîæäà  ôðàãìåíò ïðèáëèçèòåëüíî â 4
òûñ ÷è ïàð îñíîâàíèé. Ýêñïðåññèîííóþ ïëàçìèäó pVAC1 (Thomson Immunology 95:
510Ð106, 1998) ïîäâåðãàëè äåéñòâèþ ðåñòðèêòàç Nhel è Xhol è ëèãèðîâàëè ñ êàññåòîé
MUC1, ãåíåðèðó  ïëàçìèäó JNW358 äë  ýêñïðåññèè ïîëíîðàçìåðíîãî MUC1. Êîððåêòíóþ
îðèåíòàöèþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè MUC1 îòíîñèòåëüíî ïðîìîòîðà CMV ïîäòâåðäèëè
ðåñòðèêöèîííûì ðàñùåïëåíèåì è ôëóîðåñöåíòíûì ñåêâåíèðîâàíèåì. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
êàññåòû ýêñïðåññèè MUC1 ïîêàçàíà íà Ôèã.3.

1.3 Êîíñòðóèðîâàíèå âåêòîðà MUC1, ñîäåðæàùåãî îäèí VNTR-áëîê
Íà÷àëüíîé òî÷êîé äë  êîíñòðóèðîâàíè  êàññåòû äë  ýêñïðåññèè MUC1, ñîäåðæàùåãî

îäèí VNTR-áëîê,  âë åòñ  JNW278. Óíèêàëüíûì ñâîéñòâîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ñ
âûñîêèì ÷èñëîì VNTR-ïîâòîðîâ  âë åòñ  ïðèñóòñòâèå ñàéòà äë  ðåñòðèêòàçû Fsel â
êàæäîì èç ïîâòîð þùèõñ  áëîêîâ. JNW278 ïîäâåðãàëè ïîëíîìó ðåñòðèêöèîííîìó
ðàñùåïëåíèþ ïðè èñïîëüçîâàíèè Fsel, ñêåëåò âåêòîðà èçîëèðîâàëè è ñíîâà ëèãèðîâàëè,
ãåíåðèðó  ïëàçìèäó JNW283. Ïðèñóòñòâèå åäèíñòâåííîãî VNTR-áëîêà ïîäòâåðäèëè
ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì, ÏÖÐ è ôëóîðåñöåíòíûì ñåêâåíèðîâàíèåì.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü MUC1 â JNW283 ïîêàçàíà íà Ôèã.2.

1.4 Êîíñòðóèðîâàíèå âåêòîðà äë  ýêñïðåññèè MUC1, ñîäåðæàùåãî îäèí VNTR-áëîê
Äë  ïåðåíîñà êàññåòû MUC1, ñîäåðæàùåãî îäèí VNTR-áëîê, èç JNW283 â

ýêñïðåññèîííóþ ïëàçìèäó pVAC îñóùåñòâë ëè íèæåñëåäóþùèå ñòàäèè êëîíèðîâàíè . Íà
ïåðâîé ñòàäèè êëîíèðîâàíè  óäàë ëè 5'- è 3'-íåòðàíñëèðóåìûå îáëàñòè (UTRs) è çàìåí ëè
èõ óëó÷øåííûìè ñàéòàìè äë  ðåñòðèêöèîííûõ ôåðìåíòîâ äë  îáëåã÷åíè  áóäóùèõ
ïðîöåäóð êëîíèðîâàíè . Ôðàãìåíò MUC1 àìïëèôèöèðîâàëè â ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè
2060MUC1 è 2062MUC1 ïðè èñïîëüçîâàíèè JNW283 â êà÷åñòâå ìàòðèöû è ïîäâåðãàëè
äåéñòâèþ ðåñòðèêòàç Nhel è Xhol. Ïàðàëëåëüíî ïëàçìèäó pVAC ïîäâåðãàëè ðåñòðèêöèè ïðè
èñïîëüçîâàíèè Nhel è Xhol. Î÷èùåííûé ñêåëåò âåêòîðà ëèãèðîâàëè ñ ÏÖÐ-ôðàãìåíòîì,
ãåíåðèðó  ïëàçìèäó JNW322. Ðåñòðèêöèîííûé àíàëèç è ôëóîðåñöåíòíîå ñåêâåíèðîâàíèå
ïîäòâåðäèëè ïðèñóòñòâèå êîððåêòíîãî ôðàãìåíòà.

1.5 Êîíñòðóèðîâàíèå êàññåòû MUC1, ñîäåðæàùåãî ìàëîå ÷èñëî VNTR-áëîêîâ
Íà÷àëüíîé òî÷êîé äë  êîíñòðóèðîâàíè  êàññåòû äë  ýêñïðåññèè MUC1, ñîäåðæàùåãî
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ìàëîå ÷èñëî VNTR-áëîêîâ,  âë åòñ  JNW283, êîòîðóþ ëèíåàðèçîâàëè ïðè èñïîëüçîâàíèè
Fsel. Ãåíåðèðîâàëè VNTR-áëîêè ÷àñòè÷íûì ðàñùåïëåíèåì ïëàçìèäû JNW278 ðåñòðèêòàçîé
Fsel ñ âûñâîáîæäåíèåì ñåðèè êîðîòêèõ ôðàãìåíòîâ ñ ðàçìåðàìè, âàðüèðóþùèìè îò 60 ïàð
îñíîâàíèé (ýêâèâàëåíò îäíîãî VNTR-áëîêà) äî ïðèáëèçèòåëüíî 420 ïàð îñíîâàíèé, ÷òî
ñîîòâåòñòâóåò ñåìè VNTR-áëîêàì. Ñåðè  ôðàãìåíòîâ VNTR, ãåíåðèðîâàííûõ ÷àñòè÷íûì
ðàñùåïëåíèåì JNW278, ïîêàçàíà íà Ôèã.7. Ôðàãìåíòû ðàçìåðîì 60-500 ïàð îñíîâàíèé
î÷èùàëè ýêñòðàêöèåé ãåëåì è ëèãèðîâàëè ñ Fsel-ëèíåàðèçîâàííîé JNW283. Ñíà÷àëà
ïîäâåðãàëè êëîíû ñêðèíèíãó â ÏÖÐ ïðè èñïîëüçîâàíèè ïðàéìåðîâ 2005MUC1 è 2013MUC1,
êîòîðûå ïîçèöèîíèðîâàíû ñ 5'- è 3'-ñòîðîíû, ñîîòâåòñòâåííî, VNTR-îáëàñòè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè MUC1. ÏÖÐ íàñòðàèâàëè òàê, ÷òî êëîíû, êîòîðûå ñîäåðæàëè
ìíîæåñòâåííûå VNTR-áëîêè, äàâàëè ÏÖÐ-ôðàãìåíòû, áîëåå êðóïíûå, ÷åì ÏÖÐ-
ôðàãìåíòû, ñîîòâåòñòâóþùèå îäíîìó VNTR-áëîêó ïîñëåäîâàòåëüíîñòè JNW283. ÏÖÐ-
ïîçèòèâíûå êëîíû ïîäâåðãàëè äîïîëíèòåëüíîìó àíàëèçó ðåñòðèêöèîííûì ðàñùåïëåíèåì è
ôëóîðåñöåíòíûì ñåêâåíèðîâàíèåì äë  ïîäòâåðæäåíè  ÷èñëà ïðèñóòñòâóþùèõ VNTR-
áëîêîâ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ýòîãî ïðîòîêîëà ïîëó÷àëè ìíîæåñòâî ðàçíûõ ïëàçìèä, â òîì
÷èñëå JNW319, êîòîðà  èìååò â ñóììå ñåìü VNTR-áëîêîâ, è JNW321, êîòîðà  èìååò äâà
VNTR-áëîêà. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè JNW319 è JNW321 ïîêàçàíû íà Ôèã.4 è 5. VNTR-áëîêè â
JNW319 äåìîíñòðèðóþò ïîëèìîðôèçìû, êîòîðûå ïðèñóòñòâóþò â áîëåå îáøèðíîé
ïîïóë öèè (îáîçíà÷åíû çâåçäî÷êàìè).

1.6 Êîíñòðóèðîâàíèå âåêòîðà äë  ýêñïðåññèè MUC1, ñîäåðæàùåãî ñåìü VNTR-áëîêîâ
Äë  ïåðåíîñà êàññåòû MUC1, ñîäåðæàùåãî ñåìü VNTR-áëîêîâ, â ýêñïðåññèîííóþ

ïëàçìèäó pVAC îñóùåñòâë ëè íèæåñëåäóþùèå ñòàäèè êëîíèðîâàíè . Íà ïåðâîé ñòàäèè
êëîíèðîâàíè  óäàë ëè 3'-íåòðàíñëèðóåìóþ îáëàñòü (UTRs) è çàìåí ëè åå óëó÷øåííûìè
ñàéòàìè äë  ðåñòðèêöèîííûõ ôåðìåíòîâ äë  îáëåã÷åíè  áóäóùèõ ïðîöåäóð êëîíèðîâàíè .
Ôðàãìåíò MUC1 àìïëèôèöèðîâàëè â ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè 2062MUC1 è 2063MUC1 ïðè
èñïîëüçîâàíèè JNW278 â êà÷åñòâå ìàòðèöû è ïîäâåðãàëè äåéñòâèþ ðåñòðèêòàç BstXI è
Xhol. Ïàðàëëåëüíî ïëàçìèäó JNW319 ïîäâåðãàëè äåéñòâèþ ðåñòðèêòàç BstXI è Xhol.
Î÷èùåííûé ñêåëåò âåêòîðà ëèãèðîâàëè ñ ÏÖÐ-ôðàãìåíòîì, ãåíåðèðó  ïëàçìèäó JNW622.
Ðåñòðèêöèîííûé àíàëèç è ôëóîðåñöåíòíîå ñåêâåíèðîâàíèå ïîäòâåðäèëè ïðèñóòñòâèå
êîððåêòíîãî ôðàãìåíòà.

Íà ñëåäóþùåé ñòàäèè êëîíèðîâàíè  ïîäâåðãàëè JNW294 ðåñòðèêöèè ïðè èñïîëüçîâàíèè
BsaMI, âûñâîáîæäà  äâà ôðàãìåíòà (ïðèáëèçèòåëüíî 2,3 òûñ ÷ ïàð îñíîâàíèé è 3,2 òûñ ÷
ïàð îñíîâàíèé). Áîëüøèé èç ýòèõ äâóõ ôðàãìåíòîâ (Ôðàãìåíò À) èçîëèðîâàëè è î÷èùàëè.
Ïàðàëëåëüíî ïîäâåðãàëè JNW622 äåéñòâèþ ðåñòðèêòàçû BsaMI è áîëüøèé èç äâóõ
ôðàãìåíòîâ (Ôðàãìåíò Ñ, ðàçìåðîì ïðèáëèçèòåëüíî 4 òûñ ÷è ïàð îñíîâàíèé), èçîëèðîâàëè
è î÷èùàëè. Ôðàãìåíòû À è Ñ ëèãèðîâàëè âìåñòå, ãåíåðèðó  ïëàçìèäó JNW640. Êîððåêòíóþ
îðèåíòàöèþ ïîäòâåðäèëè ðåñòðèêöèîííûì êàðòèðîâàíèåì ïðè èñïîëüçîâàíèè Xbal è
ôëóîðåñöåíòíûì ñåêâåíèðîâàíèåì. Íà êîíå÷íîé ñòàäèè êëîíèðîâàíè  êàññåòó MUC1 èç
JNW640 èçîëèðîâàëè ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé ðåñòðèêòàçàìè Nhel è Xhol è ëèãèðîâàëè ñ
pVAC (òàêæå ëèíåàðèçîâàííîé ðåñòðèêòàçàìè Nhel è Xhol), ãåíåðèðó  ïëàçìèäó JNW656.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êàññåòû äë  ýêñïðåññèè MUC1 ïîäòâåðäèëè ôëóîðåñöåíòíûì
ñåêâåíèðîâàíèåì, è îíà ïîêàçàíà íà Ôèã.6.

1.7 Î÷èñòêà VNTR-áëîêîâ
Ïîñëå ðàñùåïëåíè  JNW278 (FL-MUC1) ðåñòðèêòàçîé Fsel âûñâîáîæäàëàñü ñåðè  VNTR

â äèàïàçîíå îò 60 ïàð îñíîâàíèé (ýêâèâàëåíò îäíîãî VNTR-áëîêà) äî 420 ïàð îñíîâàíèé
(ýêâèâàëåíò ñåìè VNTR-áëîêîâ). Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà èçîëèðîâàëè ýòè ôðàãìåíòû èç
àãàðîçíîãî ãåë  è î÷èùàëè èõ. Ôèã.8 ïîêàçûâàåò äâå ñåðèè VNTR-áëîêîâ. Ìàðêåðû ÄÍÊ
ïîêàçàíû íà äîðîæêàõ À è D. Äîðîæêà Â ïîêàçûâàåò ñåðèþ, ïðåäñòàâë þùóþ VNTR-áëîêè â
äèàïàçîíå 60-240 ïàð îñíîâàíèé. Äîðîæêà Ñ ïîêàçûâàåò ñåðèþ, ïðåäñòàâë þùóþ VNTR-
áëîêè â äèàïàçîíå 180-420 ïàð îñíîâàíèé. Ýòè ôðàãìåíòû äàëåå ëèãèðîâàëè â Fsel-
ëèíåàðèçîâàííóþ JNW283 äë  ïîñòðîåíè  ãåíà MUC1, ñîäåðæàùåãî 2 è 7 VNTR-áëîêîâ.
Àíàëîãè÷íûì îáðàçîì ìîæíî ïîëó÷àòü äðóãèå êîíñòðóêòû, ñîäåðæàùèå 3, 4, 5 èëè 6 VNTR-
áëîêîâ (ñì. Ôèã.7).
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2. Ïîëó÷åíèå êîíñòðóêòîâ äë  êîæíîé èììóíèçàöèè ãåííûì ïèñòîëåòîì
Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ ïðåöèïèòèðîâàëè íà ãðàíóëû çîëîòà äèàìåòðîì 2 ìêì ïðè

èñïîëüçîâàíèè õëîðèäà êàëüöè  è ñïåðìèäèíà. Íàãðóæåííûå ãðàíóëû íàíîñèëè íà òðóáêè
Tefzel, êàê îïèñàíî (Eisenbraum et al., 1993; Pertmer et al., 1996). Áîìáàðäèðîâêó
÷àñòèöàìè âûïîëí ëè ïðè èñïîëüçîâàíèè ñèñòåìû äîñòàâêè ãåíîâ Accell (PCT WO
95/19799). Â ñëó÷àå êàæäîé ïëàçìèäû èììóíèçèðîâàëè ñàìîê ìûøåé Ñ56Â 1/6 3-êðàòíûì
ââåäåíèåì ïëàçìèäû â äíè 0, 21 è 42. Êàæäîå ââåäåíèå ñîñòî ëî èç äâóõ áîìáàðäèðîâîê
ÄÍÊ íà çîëîòå, ÷òî äàâàëî ñóììàðíóþ äîçó ïðèáëèçèòåëüíî â 4-5 ìêã ïëàçìèäû.

2.1 Âíóòðèìûøå÷íà  (i.m.) ÄÍÊ-èììóíèçàöè 
Ñàìîê ìûøåé Ñ57Â1/6 èììóíèçèðîâàëè âíóòðèìûøå÷íî â çàäíþþ íîãó äîçîé â 50 ìêã

ÄÍÊ â PBS â äíè 0, 21 è 42.
2.2 Èíúåêöè  îïóõîëåâûõ êëåòîê
Âûïîëíèëè äâå ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ïî ðåãðåññèè îïóõîëè, â êîòîðûõ, â ïåðâîì

ýêñïåðèìåíòå, èíúåöèðîâàëè 0,5×106 îïóõîëåâûõ êëåòîê ïîäêîæíî â ïðàâûé áîê
àíåñòåçèðîâàííîé ìûøè ÷åðåç äâå íåäåëè ïîñëå ïîñëåäíåé èììóíèçàöèè. Âî âòîðîì
ýêñïåðèìåíòå èñïîëüçîâàëè ãîðàçäî áîëåå àãðåññèâíóþ ìîäåëü, â êîòîðîé æèâîòíîå
ïîëó÷àëî 1,0×106 îïóõîëåâûõ êëåòîê. Ðîñò îïóõîëè ìîíèòîðèðîâàëè äâàæäû â íåäåëþ ïðè
èñïîëüçîâàíèè øòàíãåíöèðêóë  â äâóõ èçìåðåíè õ. Îáúåìû îïóõîëè âû÷èñë ëè êàê
(à×b2)/2, ãäå à ïðåäñòàâë åò áîëüøèé äèàìåòð, è b ïðåäñòàâë åò ìåíüøèé äèàìåòð.
Êîíå÷íóþ òî÷êó ýêñïåðèìåíòà (ñìåðòü) îïðåäåë ëè êàê ìîìåíò âðåìåíè, êîãäà äèàìåòð
îïóõîëè äîñòèãàåò 15 ìì.

3. Òåñòèðîâàíèå êîíñòðóêòîâ
3.1.1 Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Îïóõîëåâûå êëåòêè B16FO è B16FO-MUC1
B16FO (ìûøèíà  ìåòàñòàòè÷åñêà  ìåëàíîìà), òðàíñôèöèðîâàííûå ýêñïðåññèîííûì

âåêòîðîì äë  êÄÍÊ MUC1 ÷åëîâåêà, ïîëó÷àëè îò GlaxoWellcome U.S. Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè â âèäå àäãåçèâíûõ ìîíîñëîåâ â ñðåäå DMEM, îáîãàùåííîé 10%-îé
òåðìè÷åñêè èíàêòèâèðîâàííîé ôåòàëüíîé òåë ÷üåé ñûâîðîòêîé (FCS), 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà,
100 åä/ìë ïåíèöèëëèíà, 100 åä/ìë ñòðåïòîìèöèíà è 1 ìã/ìë àíòèáèîòèêà íåîìèöèíà
(G148). Äë  ïðèìåíåíè  â àíàëèçå ìåòîäîì ELISPOT óäàë ëè êëåòêè èç ôëàêîíîâ ïðè
èñïîëüçîâàíèè Âåðñåíà è îáëó÷àëè (16000 ðàä).

3.1.2 Êîíñòðóèðîâàíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê EL4, ýêñïðåññèðóþùèõ MUC1
Êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè EL4 â ïîëíîé ñðåäå RPMI, ñîäåðæàùåé 10%-óþ FCS, 100 åä/ìë

ïåíèöèëëèíà, 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà, 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà, 50 ìêÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà.
JNW278 (ïîëíîðàçìåðíûé MUC1) ëèíåàðèçîâàëè ðåñòðèêòàçîé Fspl, î÷èùàëè ýêñòðàêöèåé
ñìåñüþ ôåíîë:õëîðîôîðì:èçîàìèëîâûé ñïèðò (25:24:1) ñ ïîñëåäóþùåé ïðåöèïèòàöèåé

ýòàíîëîì. 2×107 êëåòîê â 0,5 ìë ïîëíîé ñðåäû RPMI ñìåøèâàëè ñ 20 ìêã
ëèíåàðèçèðîâàííîé ÄÍÊ â êþâåòå BIORAD íà 0,4 ìì. Êëåòêè òðàíñôèöèðîâàëè
ýëåêòðîïîðàöèåé ïðè 320 Â, 960 ìêÔ. Ïîñëå ýëåêòðîïîðàöèè ñóñïåíçèþ êëåòîê ïåðåíîñèëè
â 30 ìë ïðåäâàðèòåëüíî íàãðåòîé ïîëíîé ñðåäû RPMI è èíêóáèðîâàëè 24 ÷àñà äë 
âîññòàíîâëåíè  ñîñòî íè . Êëåòêè ïîìåùàëè â óñëîâè  ñåëåêöèè â ïîëíóþ ñðåäó RPMI,
ñîäåðæàùóþ 500 ìêã/ìë ãèãðîìèöèíà, è èíêóáèðîâàëè 7-10 äíåé. Âûæèâøèå êëåòêè
ðàçáàâë ëè â ïëàíøåòàõ íà 96 ëóíîê ñ U-îáðàçíûì äíîì äî 0,5 êëåòîê/ëóíêà â 200 ìêë
ïîëíîé ñðåäû RPMI, ñîäåðæàùåé 500 ìêã/ìë ãèãðîìèöèíà. 8-10 äíåé ñïóñò  ïåðåíîñèëè
êëîíû â 24-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû. Íà ýòîé ñòàäèè ïðîâåð ëè ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé
ïðîôèëü ýêñïðåññèè MUC1 è ñîõðàí ëè ïîçèòèâíûå îäíîðîäíûå êëîíû äë  äàëüíåéøåãî
àíàëèçà.

3.2 Àíàëèçû Ò-êëåòî÷íûõ îòâåòîâ íà ïðîäóêò ãåíà MUC1 ìåòîäîì Elispot
3.2.1 Ïîëó÷åíèå ñïëåíîöèòîâ
Ïîëó÷àëè ñåëåçåíêè èç èììóíèçèðîâàííûõ æèâîòíûõ íà 7-é äåíü ïîñëå

ïîääåðæèâàþùåé èììóíèçàöèè, ÷òî ïðîèñõîäèëî ëèáî â äåíü 28, èëè äåíü 49.
Îáðàáàòûâàëè ñåëåçåíêè èçìåëü÷åíèåì ìåæäó ñòåêë ííûìè ñëàéäàìè è ïîëó÷àëè
êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ. Ëèçèðîâàëè êðàñíûå êëåòêè êðîâè õëîðèäîì àììîíè  è óäàë ëè
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îáëîìêè ñ ïîëó÷åíèåì ÷èñòîé ñóñïåíçèè ñïëåíîöèòîâ. Êëåòêè ïîâòîðíî ñóñïåíäèðîâàëè
ïðè êîíöåíòðàöèè 8×106 /ìë â ïîëíîé ñðåäå RPMI äë  ïðèìåíåíè  â àíàëèçàõ ìåòîäîì
ELISPOT.

3.3 Ñêðèíèíã ïåïòèäíîé áèáëèîòåêè
Ïåïòèäíóþ áèáëèîòåêó, îõâàòûâàþùóþ ïîëíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü MUC1, ïîëó÷àëè îò

Mimotopes. Áèáëèîòåêà ñîäåðæàëà 116 15-ìåðíûõ ïåïòèäîâ, ïåðåêðûâàþùèõñ  ïåïòèäàìè
èç 11 àìèíîêèñëîò, ÷òî îõâàòûâàëî âñþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü MUC1 (÷òî âêëþ÷àåò â ñåá  1
êîïèþ îáëàñòè òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ). Ïåïòèäû ïðåäñòàâëåíû ÷èñëàìè îò 184 äî 299. Äë 
ñêðèíèíãà ýòîé ïåïòèäíîé áèáëèîòåêè â ELISPOT ñ IFNγ è IL-2 èñïîëüçîâàëè ïåïòèäû â
êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ, ïðèìåí   ïðîòîêîë, îïèñàííûé íèæå. Äë  ELISPOTS íà
IFNγ ê àíàëèçó äîáàâë ëè IL-2 ïðè 10 íã/ìë. Ñïëåíîöèòû, èñïîëüçîâàííûå â ñêðèíèíãå,
áðàëè â äåíü 49 îò ìûøåé C57BL/6 èëè ìûøåé ÑÂÀ, èììóíèçèðîâàííûõ ïðè
èñïîëüçîâàíèè FL MUC1 â äíè 0, 21 è 42.

3.4 Êàðòèðîâàíèå ýïèòîïà
Äë  äîïîëíèòåëüíîãî èññëåäîâàíè  âûáèðàëè äâå îáëàñòè MUC1, äåìîíñòðèðóþùèõ

õîðîøóþ ðåàêòèâíîñòü ó ìûøåé C57BL/6. Ýòî áûëè îáëàñòè, îõâàòûâàåìûå ïåïòèäàìè
222-225 è 238-239. Ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé (ïðîòîêîë îïèñàí íèæå) ïîêàçûâàëè, ÷òî
êëåòêàìè, ïðîäóöèðóþùèìè IFNγ â îòâåò íà ýòè ïåïòèäû, áûëè CDS-êëåòêè. Äë 
äàëüíåéøåãî êàðòèðîâàíè  ýòèõ ýïèòîïîâ çàêàçûâàëè ó Mimotopes 8- è 9-ìåðíûå ïåïòèäû,
ïåðåêðûâàþùèåñ  íà 7 èëè 8 àìèíîêèñëîò, ñîîòâåòñòâåííî. Èõ òåñòèðîâàëè â ELISPOT ñ
IFNγ ïðè èñïîëüçîâàíèè ñïëåíîöèòîâ èç æèâîòíûõ, èììóíèçèðîâàííûõ êàê äåòàëèçèðîâàíî
âûøå. Èäåíòèôèöèðîâàëè äâà èììóíîäîìèíàíòíûõ ïåïòèäà:

SAPDNRPAL è PTTLASHS.
3.5 Àíàëèç ìåòîäîì ELISPOT
Ïîêðûâàëè ïëàíøåòû êðûñèíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ìûøèíîãî IFNγ èëè ìûøèíîãî IL-2

(Phamingen, 15 ìêã/ìë â PBS) â òå÷åíèå íî÷è ïðè +4°Ñ. Ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì ïðîìûâàëè

ïëàíøåòû òðè ðàçà â PBS. Äîáàâë þò ê ïëàíøåòàì ñïëåíîöèòû ïðè 4×105 êëåòîê/ëóíêà.
Ïåïòèä SAPDNKPAL èñïîëüçîâàëè â àíàëèçàõ â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë. Ïåïòèä
PAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPAHGV (25-ìåðíûé ïåïòèä) èñïîëüçîâàëè â êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 25 ìêÌ. Ýòè ïåïòèäû ïîëó÷àëè îò Genemed Synthesis. Òàêæå â àíàëèçàõ
ìåòîäîì ELISPOT èñïîëüçîâàëè ïåïòèäû, èäåíòèôèöèðîâàííûå â ñêðèíèíãå áèáëèîòåêè è
èññëåäîâàíè õ ïî êàðòèðîâàíèþ ýïèòîïîâ: 203 (DVTLAPATEPATEPA) â êîíöåíòðàöèè 10
ìêÌ, 299 (LSYTNPAVAATSANL) â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ, PTTLASHS â êîíöåíòðàöèè 1 ìêì
(Mimotopes). Îáëó÷åííûå îïóõîëåâûå êëåòêè Â16, B16-MUC1, EL4 è EL4-278 èñïîëüçîâàëè
ïðè ñîîòíîøåíèè îïóõîëåâûå êëåòêè:ýôôåêòîð, ñîñòàâë þùåì 1:4. Àíàëèçû ìåòîäîì
ELISPOT ïðîâîäèëè â ïðèñóòñòâèè IL-2 (10 íã/ìë) èëè IL-7 (10 íã/ìë) èëè áåç öèòîêèíà.
Ñóììàðíûé îáúåì â êàæäîé ëóíêå áûë 200 ìêë. Ïëàíøåòû, ñîäåðæàùèå êëåòêè,
ñòèìóëèðîâàííûå ïåïòèäîì, èíêóáèðîâàëè 16 ÷àñîâ â óâëàæíåííîì èíêóáàòîðå ïðè 37°Ñ,
òîãäà êàê ïëàíøåòû, êîòîðûå ñîäåðæàëè â êà÷åñòâå ñòèìóë òîðîâ îïóõîëåâûå êëåòêè,
èíêóáèðîâàëè 40 ÷àñîâ.

3.5.1 Ïðî âëåíèå ïëàíøåòîâ äë  àíàëèçà ìåòîäîì ELISPOT
Êëåòêè óäàë ëè èç ïëàíøåòîâ îäíîêðàòíîé ïðîìûâêîé â âîäå (ïîãðóæåíèå íà 1 ìèíóòó

äë  îáåñïå÷åíè  ëèçèñà êëåòîê) è òðåõêðàòíîé ïðîìûâêîé â PBS. Êîíúþãèðîâàííûå ñ
áèîòèíîì êðûñèíûå àíòèòåëà ïðîòèâ ìûøèíîãî IFNγ èëè IL-2 (Phamingen) äîáàâë ëè äî 1
ìêã/ìë â PBS. Ïëàíøåòû èíêóáèðîâàëè ïðè âñòð õèâàíèè 2 ÷àñà ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Çàòåì ïðîìûâàëè ïëàíøåòû òðè ðàçà â PBS ïåðåä äîáàâëåíèåì êîìïëåêñà
ñòðåïòàâèäèíà ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé (Caltag) ïðè ðàçâåäåíèè 1/1000. Ïîñëå òðåõ
ïðîìûâîê â PBS âû âë ëè ï òíà èíêóáàöèåé ñ BCICP (Biorad) â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà â
òå÷åíèå 15-45 ìèíóò. Ñóáñòðàò îòìûâàëè ïðè èñïîëüçîâàíèè âîäû è ïëàíøåòàì äàâàëè
âûñîõíóòü. Ï òíà ïîäñ÷èòûâàëè ïðè èñïîëüçîâàíèè ñèñòåìû àíàëèçà èçîáðàæåíèé,
êîòîðóþ ðàçðàáîòàë Brian Hayes èç Asthma Cell Biology unit, GSK.

3.6 Ïðîòî÷íà  öèòîìåòðè  äë  äåòåêòèðîâàíè  ïðîäóêöèè IFNγ èç Ò-êëåòîê â îòâåò íà
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ñòèìóë öèþ ïåïòèäîì
Ïîâòîðíî ñóñïåíäèðîâàëè ñïëåíîöèòû â êîíöåíòðàöèè 4×106/ìë. Äîáàâë ëè ïåïòèä äî

êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ è IL-2 äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë. Êëåòêè
èíêóáèðîâàëè ïðè 37°Ñ 3 ÷. Äîáàâë ëè áðåôåëäèí À â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë è
ïðîäîëæàëè èíêóáàöèþ â òå÷åíèå íî÷è. Êëåòêè ïðîìûâàëè áóôåðîì FACS (PBS+2,5%-à 
FCS+0,1%-ûé àçèä) è îêðàøèâàëè öèõðîìîì ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ CD4 è FITC ñ àíòèòåëàìè
ïðîòèâ CDS (Pharmingen). Ïðîìûâàëè êëåòêè è ôèêñèðîâàëè Ñðåäîé À èç íàáîðà Fix and
Perm (Caltag) 15 ìèíóò ñ ïîñëåäóþùåé ïðîìûâêîé è äîáàâëåíèåì àíòèòåë ïðîòèâ IFNγ ÐÅ
(Pharmingen), ðàçáàâëåííûõ â Ñðåäå Â èç íàáîðà Fix and Perm. Ïîñëå 30 ìèíóò èíêóáàöèè
ïðîìûâàëè êëåòêè è àíàëèçèðîâàëè ïðè èñïîëüçîâàíèè FACSCAN. Â ñóììå ñîáèðàëè
500000 êëåòîê èç ïðîáû è çàòåì ðàçäåë ëè CD4- è CDS-êëåòêè äë  îïðåäåëåíè  ïîïóë öèé
êëåòîê, ñåêðåòèðóþùèõ IFNγ â îòâåò íà êàæäûé ïåïòèä.

3.7 Àíàëèç íà àíòèòåëà ê ïðîäóêòó ãåíà MUC1 ìåòîäîì ELISA
Ïîëó÷àëè ïðîáû ñûâîðîòêè èç æèâîòíûõ ïóíêöèåé âåíû â äíè - 1, 21, 49 è 56 è

àíàëèçèðîâàëè íà ïðèñóòñòâèå àíòèòåë ïðîòèâ MUC1. ELISA âûïîëí ëè ïðè èñïîëüçîâàíèè
ïëàíøåòîâ Nunc Maxisorp, êîòîðûå ïîêðûâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4°Ñ ïðè èñïîëüçîâàíèè 3
ìêã/ìë ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïåïòèäà MUC-01 äèêîãî òèïà (40-ìåðíîãî, ñîîòâåòñòâóþùåãî
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 2 òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ,
PAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPAHGVTSAPDTRPAPGSTAP). Ïîñëå ïðîìûâêè ïðè
èñïîëüçîâàíèè TBS-Tween (çàáóôåðåííûé Òðèñîì ôèçðàñòâîð, ðÍ 7,4, ñîäåðæàùèé Tween
20, 0,05%) ïëàíøåòû áëîêèðîâàëè 3%-ûì áû÷üèì ñûâîðîòî÷íûì àëüáóìèíîì (BSA) â
áóôåðå TBS-Tween â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Âñå ñûâîðîòêè èíêóáèðîâàëè
ïðè ðàçâåäåíèè 1:100 â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â áóôåðå TBS-Tween.
Ñâ çûâàíèå àíòèòåë äåòåêòèðîâàëè ïðè èñïîëüçîâàíèè êîíúþãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé
õðåíà ïðîòèâîìûøèíûõ êðîëè÷üèõ èììóíîãëîáóëèíîâ (¹Ð0260, Dako) ïðè ðàçâåäåíèè 1:
2000 â áóôåðå TBS-Tween. Ïëàíøåòû ïðîìûâàëè ñíîâà è ñâ çàííûé êîíúþãàò
äåòåêòèðîâàëè ïðè èñïîëüçîâàíèè öâåòíûõ ðåàãåíòîâ Fast OPD (Sigma, UK).
Îñòàíàâëèâàëè ðåàêöèþ äîáàâëåíèåì 3 Ì ñåðíîé êèñëîòû è îïðåäåë ëè ïðîäóêò OPD
êîëè÷åñòâåííî èçìåðåíèåì ïîãëîùåíè  ïðè 490 íì.

3.8 Àíàëèç ñûâîðîòîê èç èììóíèçèðîâàííûõ ìûøåé ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé
Äë  òîãî ÷òîáû ïðîäåìîíñòðèðîâàòü, ÷òî àíòèòåëà, âûçâàííûå ýòèìè âàêöèíàìè,

ñïîñîáíû ðàñïîçíàâàòü îïóõîëåâûå êëåòêè, ïðîáû àíòèñûâîðîòîê èç PMID-
èììóíèçèðîâàííûõ ìûøåé èñïîëüçîâàëè, ÷òîáû ìåòèòü ðàçëè÷íûå ëèíèè îïóõîëåâûõ
êëåòîê, è ìåòêè âèçóàëèçèðîâàëè ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé. Êëåòêè (T47-D, MCF-7, EL4, EL4-
278, B16FO è B16FOMUC1; 1õ106) ïðîìûâàëè â áóôåðå PBS, îáîãàùåííîì 5%-îé FCS, è
èíêóáèðîâàëè ïðè 4°Ñ â òå÷åíèå 15 ìèí ñ ìûøèíûìè ñûâîðîòêàìè ïðè ðàçâåäåíèè 1:100.
Ïîñëå ïðîìûâêè èíêóáèðîâàëè êëåòêè ñî âòîðûì àíòèòåëîì (îâå÷üè ïðîòèâîìûøèíûå IgG,
Dako, Äàíè , ïðè ðàçâåäåíèè 1:50) â òåõ æå óñëîâè õ. Êîíòðîëüíûå êëåòêè èíêóáèðîâàëè
ñ áóôåðîì äë  FACS âìåñòî àíòèòåë ïåðâîé ñòàäèè ïåðåä òåì, êàê îêðàøèâàòü ðåàãåíòîì
âòîðîé ñòàäèè. FACS-àíàëèç âûïîëí ëè ïðè èñïîëüçîâàíèè FACScan (Becton Dickinson).
1000-10000 êëåòîê â ïðîáå îäíîâðåìåííî ïðîìåð ëè íà ïåðåäíåóãëîâîå ñâåòîðàññå íèå,
èíòåãðàëüíîå ñâåòîðàññå íèå, à òàêæå íà çåëåíóþ (FL1) ôëóîðåñöåíöèþ (âûðàæàåìóþ êàê
ëîãàðèôì èíòåãðàëüíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî ñâåòà). Çàïèñü ïðîèçâîäèëè, èñêëþ÷à  àãðåãàòû,
÷üå ïåðåäíåóãëîâîå ñâåòîðàññå íèå çàøêàëèâàëî. Äàííûå âûðàæàëè â âèäå ãèñòîãðàìì
÷èñëà êëåòîê (Y-îñü) ïðîòèâ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (Õ-îñü) äë  ðàçíûõ òèïîâ
ìûøèíûõ ñûâîðîòîê, ñâ çàííûõ ñ ïîâåðõíîñòüþ îïóõîëåâûõ êëåòîê.

3.9 Àíàëèçû ìåòîäîì êðàòêîâðåìåííîé òðàíñôåêöèè
Ýêñïðåññèþ MUC1 ñ ðàçëè÷íûõ ÄÍÊ-êîíñòðóêòîâ àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì

êðàòêîâðåìåííîé òðàíñôåêöèè ïëàçìèä â êëåòêè ÑÍÎ ( è÷íèê êèòàéñêîãî õîì ÷êà) ñ
ïîñëåäóþùèì âåñòåðí-áëîòòèíãîì ñ ñóììàðíûì áåëêîì êëåòîê èëè àíàëèçîì MUC1,
ýêñïðåññèðóþùåãîñ  íà êëåòî÷íûõ ìåìáðàíàõ, ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðîìåòðèåé.
Êðàòêîâðåìåííóþ òðàíñôåêöèþ îñóùåñòâë ëè ðåàãåíòîì Transfectam (Promega) â
ñîîòâåòñòâèè ñ óêàçàíè ìè èçãîòîâèòåë . Âêðàòöå, â 24-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû äë  êóëüòóðû
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òêàíåé âûñåâàëè 5×104 êëåòîê ÑÍÎ íà ëóíêó â 1 ìë ïîëíîé ñðåäû DMEM (DMEM, 10%-à 
FCS, 2 ìÌ L-ãëóòàìèí, 100 ÌÅ/ìë ïåíèöèëëèíà, 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà) è èíêóáèðîâàëè
16 ÷àñîâ ïðè 37°Ñ. Äîáàâë ëè 0,5 ìêã ÄÍÊ ê 25 ìêë 0,3 Ì NaCl (äîñòàòî÷íî äë  îäíîé
ëóíêè) è äîáàâë ëè Transfectam (2 ìêë) ê 25 ìêë Milli-Q. Ðàñòâîðû ÄÍÊ è Transfectam
îñòîðîæíî ñìåøèâàëè è èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 15 ìèíóò. Âî
âðåì  ýòîé ñòàäèè èíêóáàöèè êëåòêè ïðîìûâàëè îäèí ðàç â PBS è ïîêðûâàëè
áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäîé (150 ìêë, DMEM, 2 ìÌ L-ãëóòàìèí). Ðàñòâîð ñ ÄÍÊ è Transfectam
äîáàâë ëè êàïë ìè ê êëåòêàì, ïëàíøåòû ì ãêî âñòð õèâàëè è èíêóáèðîâàëè 4-6 ÷àñîâ ïðè
37°Ñ. Äîáàâë ëè 500 ìêë ïîëíîé ñðåäû DMEM è èíêóáèðîâàëè êëåòêè åùå 48-72 ÷àñîâ ïðè
37°Ñ.

3.10 Àíàëèç êëåòîê ÑÍÎ, êðàòêîâðåìåííî òðàíñôèöèðîâàííûõ ïëàçìèäàìè MUC1,
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé

Ïîñëå êðàòêîâðåìåííîé òðàíñôåêöèè ïðîìûâàëè êëåòêè ÑÍÎ îäèí ðàç â PBS è
îáðàáàòûâàëè ñìåñüþ Âåðñåí (1:5000)/0,025%-ûé ðàñòâîð òðèïñèíà äë  ïåðåâåäåíè 
êëåòîê â ñóñïåíçèþ. Ïîñëå òðèïñèíèçàöèè îñàæäàëè êëåòêè ÑÍÎ è ñíîâà ñóñïåíäèðîâàëè â
áóôåðå FACS (PBS, 4%-ûé PCS, 0,01%-ûé àçèä íàòðè ). Ïåðâè÷íûå àíòèòåëà, ATR1,
äîáàâë ëè äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 15 ìêã/ìë è ïðîáû èíêóáèðîâàëè íà ëüäó â òå÷åíèå
15 ìèíóò. Êîíòðîëüíûå êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ áóôåðîì FACS â îòñóòñòâèå ATR1. Êëåòêè
ïðîìûâàëè òðè ðàçà â áóôåðå FACS, ñíîâà ñóñïåíäèðîâàëè â 100 ìêë áóôåðà FACS,
ñîäåðæàùåãî 10 ìêë âòîðè÷íûõ àíòèòåë, ïðåäñòàâë þùèõ ñîáîé êîçüè ïðîòèâîìûøèíûå
èììóíîãëîáóëèíû, êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC, F(ab')2 (Dako, F0479), è èíêóáèðîâàëè íà
ëüäó â òå÷åíèå 15 ìèíóò. Ïîñëå îêðàøèâàíè  âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè ïðîìûâàëè êëåòêè
òðè ðàçà â áóôåðå äë  FACS. Àíàëèç FACS âûïîëí ëè ïðè èñïîëüçîâàíèè FACScan
(Becton Dickinson), 1000-10000 êëåòîê â ïðîáå îäíîâðåìåííî ïðîìåð ëè íà
ïåðåäíåóãëîâîå ñâåòîðàññå íèå, íà èíòåãðàëüíîå ñâåòîðàññå íèå, à òàêæå íà çåëåíóþ
(FL1) ôëóîðåñöåíöèþ (âûðàæàåìóþ êàê ëîãàðèôì èíòåãðàëüíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî ñâåòà).
Çàïèñü ïðîèçâîäèëè, èñêëþ÷à  àãðåãàòû, ÷üå ïåðåäíåóãëîâîå ñâåòîðàññå íèå
çàøêàëèâàëî. Äàííûå âûðàæàëè â âèäå ãèñòîãðàìì ÷èñëà êëåòîê (Y-îñü) ïðîòèâ
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (Õ-îñü).

3.11 Àíàëèç êëåòîê ÑÍÎ, êðàòêîâðåìåííî òðàíñôèöèðîâàííûõ ïëàçìèäàìè MUC1,
âåñòåðí-áëîòòèíãîì

Êðàòêîâðåìåííî òðàíñôèöèðîâàííûå êëåòêè ÑÍÎ ïðîìûâàëè â PBS è îáðàáàòûâàëè
ñìåñüþ Âåðñåí (1:5000)/0,025%-ûé ðàñòâîð òðèïñèíà äë  ïåðåâåäåíè  êëåòîê â ñóñïåíçèþ.
Ïîñëå òðèïñèíèçàöèè îñàæäàëè êëåòêè ÑÍÎ è ñíîâà ñóñïåíäèðîâàëè â 50 ìêë PBS.
Äîáàâë ëè ðàâíûé îáúåì áóôåðà äë  ïðîáû, ïðåäñòàâë þùåãî ñîáîé 2×òðèñãëèöèí ñ
äîäåöèëñóëüôàòîì íàòðè  (Invitrogen), ñîäåðæàùåãî 50 ìÌ äèòèîòðåéòîëà, è íàãðåâàëè
ýòîò ðàñòâîð äî 95°Ñ â òå÷åíèå 5 ìèíóò. 1-20 ìêë ïðîáû íàíîñèëè íà 4-20%
òðèñãëèöèíîâûé ãåëü òîëùèíîé 1,5 ìì (Invitrogen) è ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó ïðè
ïîñòî ííîì íàïð æåíèè (125 Â) â òå÷åíèå 90 ìèí â îäíîêðàòíîì òðèñãëèöèíîâîì áóôåðå
(Invitrogen). Äë  øêàëèðîâàíè  ïðîá èñïîëüçîâàëè ïðåäâàðèòåëüíî îêðàøåííûé ìàðêåð
øèðîêîãî äèàïàçîíà (New England Biolabs, #P7708S). Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ïåðåíîñèëè
ïðîáû íà PVDF-ìåìáðàíó Immobilon-P (Millipore), ïðåäâàðèòåëüíî ñìî÷åííóþ ìåòàíîëîì,
ïðè èñïîëüçîâàíèè ìîäóë  Xcell III Blot (Invitrogen), îäíîêðàòíîãî Transfer-áóôåðà
(Invitrogen), ñîäåðæàùåãî 20% ìåòàíîëà, ïîñòî ííîãî íàïð æåíè  25 Â â òå÷åíèå 90
ìèíóò. Ìåìáðàíó áëîêèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4°Ñ â TBS-Tween (çàáóôåðåííûé Òðèñîì
ôèçðàñòâîð, ðÍ 7,4, ñîäåðæàùèé 0,05%-ûé Tween 20), ñîäåðæàùåì 3% ñóõîãî
îáåçæèðåííîãî ìîëîêà (Marvel). Ïåðâè÷íûå àíòèòåëà (ATR1) ðàçáàâë ëè äî 1:100 è
èíêóáèðîâàëè ñ ìåìáðàíîé â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå îáèëüíîé
ïðîìûâêè â TBS-Tween âòîðè÷íûå àíòèòåëà ðàçáàâë ëè äî 1:2000 â TBS-Tween,
ñîäåðæàùåì 3% ñóõîãî îáåçæèðåííîãî ìîëîêà, è èíêóáèðîâàëè ñ ìåìáðàíîé â òå÷åíèå
îäíîãî ÷àñà ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå îáèëüíîé ïðîìûâêè ìåìáðàíó
èíêóáèðîâàëè ñ ñóáñòðàòîì Supersignal West Pico Chemiluminescent (Pierce) â òå÷åíèå 5
ìèíóò. Èçáûòîê æèäêîñòè óäàë ëè è ìåìáðàíó çàïå÷àòûâàëè ìåæäó äâóì  ëèñòêàìè ëèïêîé
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ïëåíêè è ýêñïîíèðîâàëè ïëåíêå Hyperfilm ECL (AmershamPharmaciaBiotech) â òå÷åíèå 1-
30 ìèí.

4. Ðåçóëüòàòû
4.1 Ñðàâíåíèå ãåííîãî ïèñòîëåòà è âíóòðèìûøå÷íîé èíúåêöèè
Êàññåòó äë  ýêñïðåññèè FL-MUC1 â ïëàçìèäå pcDNA3-FL-MUC1 ââîäèëè ìûøàì ïðè

èñïîëüçîâàíèè PMID è âíóòðèìûøå÷íîé èíúåêöèè.
4.2 Ñðàâíåíèå àíòèòåëüíûõ îòâåòîâ
Îòâåòû ïî àíòèòåëàì ïðîòèâ MUC1 ïîñëå èììóíèçàöèè âíóòðèìûøå÷íîé èíúåêöèåé

(ìûøü À-Ñ) è ïðè èñïîëüçîâàíèè PMID (ìûøü D-F) ïîêàçàíû íà Ôèã.9. Ðåçóëüòàòû
ïîêàçûâàþò, ÷òî ââåäåíèå ñ ïîìîùüþ PMID èíäóöèðóåò áîëåå óñòîé÷èâûé àíòèòåëüíûé
îòâåò ñ áîëåå áûñòðîé êèíåòèêîé, ïðè÷åì 3 èç 3 ìûøåé äàþò îòâåò â äåíü 41. Íàïðîòèâ,
òîëüêî îäíà ìûøü, èììóíèçèðîâàííà  âíóòðèìûøå÷íûì ïóòåì, ïîêàçàëà õîðîøèå
àíòèòåëüíûå îòâåòû â äåíü 41. Äàæå ïîñëå äîïîëíèòåëüíîé ïîääåðæèâàþùåé
èììóíèçàöèè â äåíü 42 òîëüêî 2 èç 3 ìûøåé ïîêàçàëè óðîâíè àíòèòåë ïðîòèâ MUC1,
ñðàâíèìûå ñ òàêîâûìè ó PMID-èììóíèçèðîâàííûõ ìûøåé.

4.3 Ñðàâíåíèå êëåòî÷íûõ îòâåòîâ
Êëåòî÷íûå îòâåòû ïîñëå PMID- èëè âíóòðèìûøå÷íîé (IM) èììóíèçàöèè ïëàçìèäîé

pcDNA3 (ïóñòîé âåêòîð) èëè pcDNA3-FL-MUC1 àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ELISPOT ïîñëå
ïåðâè÷íîé èììóíèçàöèè â äåíü 0 è äâóõ ïîääåðæèâàþùèõ èììóíèçàöèé â äåíü 21 è äåíü
42. Àíàëèç ïðîâîäèëè â äåíü 13 ïîñëå 2-é ïîääåðæèâàþùåé èììóíèçàöèè. Ñïëåíîöèòû
ñòèìóëèðîâàëè ïåïòèäîì SAPDTRPAP (9.1), êîòîðûé áûë ðàíåå îïèñàí â ëèòåðàòóðå êàê
õîðîøèé ýïèòîï Í-2Êb. Îòíîñèòåëüíî îòâåòîâ ïî IFNy, Ôèã.10 ïîêàçûâàåò, ÷òî ó 100%
PMID-èììóíèçèðîâàííûõ ìûøåé åñòü äåòåêòèðóåìûå îòâåòû íà ïåïòèä, òîãäà êàê ó ìûøåé,
èììóíèçèðîâàííûõ âíóòðèìûøå÷íî, îòâåòîâ íå âû âèëè.

4.4 Ýêñïðåññè  êîíñòðóêòîâ MUC1 in vitro - âåñòåðí-áëîòòèíã
Ôèã.11 ïîêàçûâàåò ðåçóëüòàòû âåñòåðí-áëîòòèíãà íà MUC1 ñ ñóììàðíûì áåëêîì êëåòîê

ïîñëå êðàòêîâðåìåííîé òðàíñôåêöèè ðàçëè÷íûõ êîíñòðóêòîâ MUC1 â êëåòêè ÑÍÎ. Ýòè
äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî êîíñòðóêò FL-MUC1 (JNW358) ãåíåðèðóåò ðàçìûòîå ï òíî ïðè 83-
175 êÄà, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ïðåäñêàçàííîé ìîëåêóë ðíîé ìàññå 108 êÄà è ãåòåðîãåííîìó,
íî îáèëüíîìó ãëèêîçèëèðîâàíèþ ñòðóêòóðû VNTR. Êîíñòðóêò 7×VNTR-MUC1 (JNW656)
ïðîäóöèðóåò áîëåå ôîêóñèðîâàííîå ï òíî, öåíòðèðîâàííîå âîêðóã ~65 êÄà, ÷òî
ñîîòâåòñòâóåò ïðåäñêàçàííîé ìîëåêóë ðíîé ìàññå (61 êÄà) è ãåòåðîãåííîìó
ãëèêîçèëèðîâàíèþ ñòðóêòóðû VNTR. Êîíñòðóêò 1×VNTR-MUC1 (JNW332) ïðîäóöèðóåò
åäèíñòâåííóþ áëåäíóþ ïîëîñó 40 êÄà, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ïðèñóòñòâèþ òîëüêî îäíîãî VNTR-
áëîêà.

4.5 Ýêñïðåññè  êîíñòðóêòîâ MUC1 in vitro - ïðîòî÷íà  öèòîìåòðè 
Ïîñëå êðàòêîâðåìåííîé òðàíñôåêöèè êîíñòðóêòîâ MUC1 â êëåòêè ÑÍÎ ýêñïðåññèþ MUC1

íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ïðîâåð ëè ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé ïðè èñïîëüçîâàíèè ñïåöèôè÷íûõ
àíòèòåë ATR1 ïðîòèâ VNTR â MUC1. Ïðîöåíò êëåòîê, ïîçèòèâíûõ ïî MUC1, áûë 9,6% äë 
ïðîá, òðàíñôèöèðîâàííûõ ïðè èñïîëüçîâàíèè FL-MUC1 (JNW358), 8,8% äë  ïðîá,
òðàíñôèöèðîâàííûõ ïðè èñïîëüçîâàíèè 7×VNTR-MUC1, è 9,8% äë  ïðîá,
òðàíñôèöèðîâàííûõ ïðè èñïîëüçîâàíèè 1×VNTR-MUC1 (JNW332). Èç ýòèõ äàííûõ ñëåäóåò,
÷òî ÷èñëî VNTR íå âëè åò íà ñïîñîáíîñòü MUC1 ïåðåìåùàòüñ  ê êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè è
íà åãî âû âë åìîñòü àíòèòåëàìè ATR1

4.6 Àíòèòåëüíûå îòâåòû íà FL-MUC1, 7×VNTR-MUC1 è 1×VNTR-MUC1 ïîñëå PMID-
èììóíèçàöèè

Àíòèòåëüíûå îòâåòû ïîñëå èììóíèçàöèè ïëàçìèäàìè pVAC (ïóñòîé âåêòîð), JNW358
(FL-MUC1), JNW656 (7×VNTR-MUC1) è JNW332 (1×VNTR-MUC1) àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì
ELISA ïîñëå ïåðâè÷íîé PMID-èììóíèçàöè  â äåíü 0 è äâóõ ïîääåðæèâàþùèõ èììóíèçàöèé
â äåíü 21 è äåíü 42. Ôèã.12 ïîêàçûâàåò àíòèòåëüíûå îòâåòû â ñûâîðîòêàõ, âç òûõ â äåíü
56. Â òî âðåì  êàê íà ïóñòîé âåêòîð MUC1 ñïåöèôè÷íûõ îòâåòîâ íå áûëî, êîíñòðóêò FL-
MUC1 è êîíñòðóêò 7×VNTR-MUC1 ïðîäóöèðîâàëè óñòîé÷èâûå è ñðàâíèìûå òèòðû MUC1
ñïåöèôè÷íûõ àíòèòåë, è, íàïðîòèâ, êîíñòðóêò 1×VNTR-MUC1 èíäóöèðîâàë áîëåå íèçêèé
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òèòð àíòèòåëüíîãî îòâåòà. Ôèã.12b ïîêàçûâàåò, ÷òî êèíåòèêè àíòèòåëüíîãî îòâåòà íà FL-
MUC1 è 7×VNTR-MUC1 òàêæå î÷åíü ïîõîæèå, â òî âðåì  êàê îòâåò íà 1×VNTR-MUC1
ðàçâèâàåòñ  áîëåå ìåäëåííî è äë  äîñòèæåíè  ïëàòî òðåáóåò âòîðîé ïîääåðæèâàþùåé
èììóíèçàöèè â äåíü 42. Ýòè äàííûå ïîäòâåðæäàþò, ÷òî äåëåöè  áîëüøèíñòâà VNTR-
áëîêîâ íå  âë åòñ  ãóáèòåëüíîé äë  èíäóêöèè ñèëüíîãî àíòèòåëüíîãî îòâåòà,
ñïåöèôè÷íîãî ê MUC1. Îäíàêî àíòèòåëüíûé îòâåò íà 1×VNTR-MUC1  âë åòñ 
ñóáîïòèìàëüíûì â ñìûñëå åãî ñèëû è êèíåòèêè åãî íà÷àëà.

4.7 Ðàñïîçíàâàíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ MUC1, ñûâîðîòêàìè èç ìûøåé,
èììóíèçèðîâàííûõ ïðè èñïîëüçîâàíèè MUC1

Äë  ïîäòâåðæäåíè  òîãî, ÷òî àíòèòåëà, èíäóöèðóåìûå FL-MUC1, 7×VNTR-MUC1
è 1×VNTR-MUC1, ñïîñîáíû ê ðàñïîçíàâàíèþ òîé ôîðìû ÷åëîâå÷åñêîãî MUC1, êîòîðà 
ýêñïðåññèðóåòñ  íà îïóõîëåâûõ êëåòêàõ, ñûâîðîòêè èç èììóíèçèðîâàííûõ ìûøåé
òåñòèðîâàëè ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé. Öåëåâûìè êëåòêàìè áûëè B16FOMUC1, ëèíè 
îïóõîëåâûõ êëåòîê, íàìåðåííî èçìåíåííûõ òàê, ÷òî îíè ýêñïðåññèðóþò MUC1 ÷åëîâåêà.
Ðåçóëüòàòû, ïîêàçàííûå íà Ôèã.13, ïîäòâåðæäàþò, ÷òî ñûâîðîòêè èç ìûøåé,
èììóíèçèðîâàííûõ ïðè èñïîëüçîâàíèè FL-MUC1 (JNW358), ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ ïðè
èñïîëüçîâàíèè 7×VNTR-MUC1 (JNW656), è ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ ïðè èñïîëüçîâàíèè
1×VNTR-MUC1 (JNW332), ýêâèâàëåíòíû ïî èõ ñïîñîáíîñòè ðàñïîçíàâàòü MUC1,
ýêñïðåññèðóþùèéñ  íà B16FOMUC1, îòêóäà ñëåäóåò ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî óäàëåíèå
áîëüøîãî ÷èñëà VNTR-áëîêîâ íå  âë åòñ  ãóáèòåëüíûì äë  èíäóêöèè ôèçèîëîãè÷åñêè
ñîñòî òåëüíîãî àíòèòåëüíîãî îòâåòà.

4.8 Èäåíòèôèêàöè  íîâûõ Ò-êëåòî÷íûõ ýïèòîïîâ èç MUC1 â ìûøàõ C57BL/6 ñêðèíèíãîì
áèáëèîòåêè ïåïòèäîâ MUC1

Ïîñëå PMID-èììóíèçàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì JNW358 (FL-MUC1) â äåíü 0 è äâóõ
ïîääåðæèâàþùèõ èììóíèçàöèè â äåíü 21 è äåíü 42 ïðîâîäèëè àíàëèçû ìåòîäîì ELISPOT
â äåíü 49. Ïåïòèäû èç áèáëèîòåêè FL-MUC1 òåñòèðîâàëè ïðè êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10
ìêÌ. Ïðè ýòîì èñõîäíîì ñêðèíèíãå áûëî íàéäåíî, ÷òî íåñêîëüêî ãðóïï 15-ìåðíûõ ïåïòèäîâ
ñòèìóëèðóþò ñåêðåöèþ IFNγ èëè IL-2. Îáëàñòè, ïðåäñòàâë þùèå èíòåðåñ, îòìå÷åíû íà
Ôèã.14b, c. Ïåïòèäû, ñòèìóëèðóþùèå ñåêðåöèþ IFNγ, áûëè èçó÷åíû äàëåå âíóòðèêëåòî÷íûì
îêðàøèâàíèåì íà öèòîêèí è ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé äë  îïðåäåëåíè , ñîäåðæàò ëè ýòè
îáëàñòè CD4- èëè ÑD8-ýïèòîïû. Áûëî íàéäåíî, ÷òî ïåïòèäû 223, 224, 225, 238 è 239
èíäóöèðóþò õîðîøóþ ñåêðåöèþ IFNγ èç ÑD8-êëåòîê. Äë  òîãî ÷òîáû êàðòèðîâàòü ÑD8-
ýïèòîïû äàëåå, ïîëó÷àëè 8- è 9-ìåðíûå ïåïòèäû, ïåðåêðûâàþùèåñ  íà 7 èëè 8
àìèíîêèñëîò. Èõ òåñòèðîâàëè â àíàëèçå íà IFNy ìåòîäîì ELISPOT è çàòåì íåñêîëüêî èç
íèõ, äåìîíñòðèðóþùèõ ðåàêòèâíîñòü, òåñòèðîâàëè ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé. Îáëàñòü 223-
225 ñîäåðæàëà êëàñòåðû ÑD8-ýïèòîïîâ. Òèòðîâàíèåì ïîêàçàëè, ÷òî äîìèíàíòíûì
ïåïòèäîì áûë SAPDNRPAL, ïåïòèä, êîòîðûé óæå èñïîëüçîâàëè äðóãèå àâòîðû äë 
èçìåðåíè  îòâåòîâ, ñïåöèôè÷íûõ ê MUC1. Îäíàêî â ýòîé îáëàñòè èäåíòèôèöèðîâàëè
íåñêîëüêî íîâûõ ïåïòèäîâ, êîòîðûå èíäóöèðîâàëè ñåêðåöèþ IFNγ ÑD8-êëåòêàìè ïðè 10 ìêÌ
è áîëåå íèçêîé êîíöåíòðàöèè. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî îäèí èç íèõ, TSAPDNRPA, ñïîñîáåí
èíäóöèðîâàòü öèòîòîêñè÷åñêèå Ò-êëåòêè in vitro (äàííûå íå ïîêàçàíû). Ïîêàçàíî, ÷òî
îáëàñòü 238-239 ñîäåðæèò îäèí ñèëüíûé CD8-ýïèòîï, PTTLASHS, êîòîðûé ìû
èñïîëüçîâàëè äë  ïîñëåäóþùèõ àíàëèçîâ MUC1, à òàêæå íåñêîëüêî áîëåå ñëàáûõ ÑD8-
ýïèòîïîâ.

4.9 Êëåòî÷íûå îòâåòû íà FL-MUC1, 7×VNTR-MUC1 è 1×VNTR-MUC1 ïîñëå PMID-
èììóíèçàöèè

Êëåòî÷íûå îòâåòû ïîñëå èììóíèçàöèè ïëàçìèäàìè pVAC (ïóñòîé âåêòîð), JNW358 (FL-
MUC1), JNW656 (7×VNTR-MUC1) è JNW332 (1×VNTR-MUC1) àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì
ELISPOT ïîñëå ïåðâè÷íîé PMID-èììóíèçàöèè â äåíü 0 è äâóõ ïîääåðæèâàþùèõ
èììóíèçàöèé â äåíü 21 è äåíü 42. Àíàëèçû ïðîâîäèëè ÷åðåç 7 äíåé ïîñëå
ïîääåðæèâàþùåé èììóíèçàöèè. Ïðèìåí ëè òðè âàðèàíòà àíàëèçà: 1) îïóõîëåâûå êëåòêè
B16-MUC1 è EL4-MUC1, ýêñïðåññèðóþùèå MUC1, êîòîðûå èñïîëüçîâàëè äë  äåìîíñòðàöèè
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øèðîêîãî ïðîòèâîîïóõîëåâîãî êëåòî÷íîãî îòâåòà, 2) âûñîêîàôôèííûé ïåïòèä
SAPDNRJPAL âíå VNTR-îáëàñòè MUC1 (ïðåäñòàâëåí îäèí ðàç âî âñåõ èñïîëüçîâàííûõ
êîíñòðóêòàõ), 3) 25-ìåðíûé ïåïòèä, êîäèðóþùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  âêëþ÷àåò â
ñåá  öåëûé ïîâòîð èç VNTR-îáëàñòè è äîïîëíèòåëüíî 5 àìèíîêèñëîò èç ñìåæíîãî ïîâòîðà.
Ýòîò ïåïòèä èíäóöèðóåò ïðåèìóùåñòâåííî ïðîäóêöèþ IL-2 èç èììóíèçèðîâàííûõ
ñïëåíîöèòîâ. Êîíñòðóêòû FL-MUC1, 7×VNTR-MUC1 è 1×VNTR-MUC1 ïðîäóöèðîâàëè
óñòîé÷èâûå è ñðàâíèìûå êëåòî÷íûå îòâåòû, ñïåöèôè÷íûå ê MUC1, íà âñå òåñòèðîâàííûå
ñòèìóëû (Ôèã.14). Â ñëó÷àå ïåïòèäà SAPDNRPAL ìû ïîêàçàëè, ÷òî IFNγ ïðîäóöèðóþò ÑD8-
êëåòêè, òîãäà êàê ïðîäóêöè  IFNγ â îòâåò íà îïóõîëåâûå êëåòêè è ïðîäóêöè  IL-2 â îòâåò
íà 25-ìåðíûå ïåïòèäû âîçìîæíà èç CD4- èëè ÑD8-êëåòîê. Ýòè äàííûå ïîäòâåðæäàþò, ÷òî
äåëåöè  áîëüøèíñòâà VNTR-áëîêîâ íå  âë åòñ  ãóáèòåëüíîé äë  èíäóêöèè ñèëüíîãî
êëåòî÷íîãî îòâåòà, ñïåöèôè÷íîãî ê MUC1, íà ýïèòîïû êàê âíóòðè, òàê è âíå VNTR-îáëàñòè.

4.10 Ñðàâíåíèå çàùèòû (PMID â ñðàâíåíèè ñ IM) ïîñëå îïóõîëåâîãî âîçäåéñòâè 
Ïîñëå òðåõ ââåäåíèé ïëàçìèäû pcDNA3-FL-MUC1, ýêñïðåññèðóþùåé MUC1, èëè ïóñòîãî

âåêòîðà pcDNA3.1 ïðè èñïîëüçîâàíèè PMID èëè âíóòðèìûøå÷íîé èíúåêöèè íà ìûøåé
ïîäåéñòâîâàëè îïóõîëåâûìè êëåòêàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè MUC1 (B16FOMUC1). Ïðîöåíò
ìûøåé áåç îïóõîëåé ïîêàçûâàåò Ôèã.15,  ñíî äåìîíñòðèðóþùà , ÷òî PMID èíäóöèðóåò
çàùèòó îò ïîñëåäóþùåãî îïóõîëåâîãî âîçäåéñòâè  ó áîëüøåãî ÷èñëà ìûøåé ïðè ñðàâíåíèè
ñ äîñòàâêîé òîé æå ïëàçìèäû âíóòðèìûøå÷íîé èíúåêöèåé. Èç ýòèõ äàííûõ â ñî÷åòàíèè ñ
àíòèòåëüíûì è êëåòî÷íûì îòâåòàìè, äåòàëèçèðîâàííûìè âûøå, ñëåäóåò, ÷òî PMID ïðè
ñðàâíåíèè ñ âíóòðèìûøå÷íîé äîñòàâêîé èíäóöèðóåò áîëåå óñòîé÷èâûé êëåòî÷íûé è
àíòèòåëüíûé îòâåòû, ÷òî êîððåëèðóåò ñ óëó÷øåííûì ïðîôèëåì çàùèòû îò îïóõîëè.

4.11 Ýôôåêòèâíîñòü êîíñòðóêòîâ êÄÍÊ MUC1 (F/L MUC1 è 7 VNTR) â ïðîòèâîîïóõîëåâîé
çàùèòå

Ìûøåé èììóíèçèðîâàëè òðè ðàçà êàê îïèñàíî â ìàòåðèàëàõ è ìåòîäàõ ïóñòûì âåêòîðîì
(pVAC, ïóñòîé) èëè âåêòîðîì, êîäèðóþùèì ïîëíîðàçìåðíûé MUC1 (JNW358). ×åðåç äâå
íåäåëè ïîñëå ïîñëåäíåé ïîääåðæèâàþùåé èììóíèçàöèè ìûøåé ïîäâåðãàëè îïóõîëåâîìó
âîçäåéñòâèþ êëåòêàìè B16FOMUC1 è ìîíèòîðèðîâàëè ðîñò îïóõîëè. Ïðè íàëè÷èè
îïóõîëåé îíè ïî âë ëèñü ïðèáëèçèòåëüíî ÷åðåç 10-15 äíåé ïîñëå îïóõîëåâîãî
âîçäåéñòâè  â ãðóïïå, ïîäâåðãíóòîé ïóñòîé âàêöèíàöèè, è ïðèáëèçèòåëüíî ÷åðåç 22 äí  â
ãðóïïå, âàêöèíèðîâàííîé ïðè èñïîëüçîâàíèè FL-MUC1. Ôèã.16À ñîïîñòàâë åò âûæèâàíèå
ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ ëèáî ïóñòûì âåêòîðîì, ëèáî âåêòîðîì, êîäèðóþùèì
ïîëíîðàçìåðíûé MUC1, â îáåèõ ãðóïïàõ. Èìååò ìåñòî çíà÷èòåëüíî ëó÷øåå âûæèâàíèå ó
ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì FL-MUC1 (60% áåç îïóõîëåé), â ñðàâíåíèè ñ
òàêîâûì ó ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ ïóñòûì âåêòîðîì (20% áåç îïóõîëåé). Ôèã.16B
ïîêàçûâàåò ïðîòèâîîïóõîëåâóþ çàùèòó, ñîïîñòàâë   ãðóïïû ñ FL-MUC1 è 7×VNTR è

êîíòðîëüíóþ ãðóïïó ïðè äâóõêðàòíîì êîëè÷åñòâå îïóõîëåâûõ êëåòîê (1,0×106) â ñðàâíåíèè
ñ ïðåäûäóùèìè ýêñïåðèìåíòàìè. Îáà êîíñòðóêòà MUC1 âûçûâàþò çàìåòíûå è ñðàâíèìûå
çàäåðæêè îïóõîëåâîãî ðîñòà îòíîñèòåëüíî êîíòðîëüíîé âàêöèíèðîâàííîé ãðóïïû äî
ïðèáëèçèòåëüíî äí  25. Ïîçæå ýòîò ýôôåêò óìåíüøàëñ , âîçìîæíî, èç-çà èñòîùåíè 
èììóííîãî îòâåòà íà îïóõîëåâûé àíòèãåí.

Â çàêëþ÷åíèå, êîíñòðóêò 7×VNTR-MUC1 äàâàë òàêîé æå çàùèòíûé ïðîòèâîîïóõîëåâûé
îòâåò, êàê è FL-MUC1, äàæå â âåñüìà æåñòêèõ óñëîâè õ.

4.12 FL-MUC1 â ñðàâíåíèè ñ 7×VNTR-MUC1: ñòàáèëüíîñòü â ñèñòåìå, ïðåäñòàâë þùåé
ñîáîé ðåêîìáèíàíòíûé âèðóñ îñïîâàêöèíû

Ïîëíîðàçìåðíûé MUC1 ÷åëîâåêà âñòàâë ëè â âåêòîð pSClinker â âèäå BamHI-
ôðàãìåíòà. Ýòîò êîíñòðóêò èñïîëüçîâàëè äë  ñîçäàíè  ðåêîìáèíàíòíîãî âèðóñà
îñïîâàêöèíû ãîìîëîãè÷íîé ãåêîìáèíàöèåé âåêòîðà â ãåí ÒÊ (òèìèäèíêèíàçû) ãåíîìà âèðóñ
îñïîâàêöèíû.

Íàíîñèëè ðåêîìáèíàíòíûé âèðóñ íà êëåòî÷íûé ñëîé ÍÒÊ-êëåòîê è àíàëèçèðîâàëè
áë øêè íà áåòà-ãàëàêòîçèäàçíóþ àêòèâíîñòü ñïîñîáîì bluo-gal. Ãåí áåòà-ãàëàêòîçèäàçû
ïåðåíîñèòñ  âåêòîðîì è, òàêèì îáðàçîì, ñèíèå áë øêè óêàçûâàþò íà íàëè÷èå
ðåêîìáèíàíòíîãî âèðóñà. Âûáèðàëè è êëîíèðîâàëè ìíîæåñòâî ñèíèõ áë øåê äî òîãî, êàê
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100% áë øåê ñòàëè ïðîäóöèðîâàòü ñèíåå îêðàøèâàíèå ïðè âûïîëíåíèè àíàëèçà bluo-gal.
6 èç ýòèõ êëîíîâ èñïîëüçîâàëè äë  èíôèöèðîâàíè  ÍÒÊ-êëåòîê ïðè êðàòíîñòè

èíôèöèðîâàíè , ðàâíîé 10, è ñîáèðàëè êëåòêè ÷åðåç 6 ÷, 24 ÷ è 32 ÷ ïîñëå
èíôèöèðîâàíè . Ïîâòîðíî ñóñïåíäèðîâàëè ýòè êëåòêè â 200 ìêë ñðåäû è óäàë ëè 40 ìêë è
ñìåøèâàëè ñ áóôåðîì äë  íàíåñåíè  ïðîáû ïðè ýëåêòðîôîðåçå â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå
ñ äîäåöèëñóëüôàò íàòðè .

Ýòè êëåòî÷íûå ýêñòðàêòû ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ
äîäåöèëñóëüôàò íàòðè  è àíàëèçèðîâàëè âåñòåðí-áëîòòèíãîì ïðè èñïîëüçîâàíèè
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ATR1 è HMPG1, ïðè÷åì è òå, è äðóãèå ðàñïîçíàþò ýïèòîïû â
ïðåäåëàõ VNTR-îáëàñòè MUC1. Íè îäíà èç ïðîá, èíôèöèðîâàííûõ ðåêîìáèíàíòíûì
âèðóñîì, íå äàâàëà êàêîãî-ëèáî îêðàøèâàíè  ñ ýòèìè àíòèòåëàìè. Êîíòðîëüíûé êëåòî÷íûé
ýêñòðàêò êëåòîê, òðàíñôèöèðîâàííûõ ïëàçìèäîé pVAC-7VNTRMUC1, îêðàøèâàëñ  ñ
ïîëó÷åíèåì  ðêîé ïîëîñû, óêàçûâàþùåé íà ïðèñóòñòâèå TR-ýïèòîïîâ.

Îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåòà-ãàëàêòîçèäàçû óêàçûâàåò íà ýêñïðåññèþ áåòà-
ãàëàêòîçèäàçû âî âñåõ ïðîáàõ, èíôèöèðîâàííûõ ðåêîìáèíàíòíûì âèðóñîì, íî íå âèðóñîì
äèêîãî òèïà, èëè íå â êëåòî÷íîì êîíòðîëå.

Ìîëåêóë ðíûé àíàëèç ñîáðàííûõ èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê âûïîëí ëè ìåòîäîì ÏÖÐ.
Âûáèðàëè ïàðû ïðàéìåðîâ, êîòîðûå äîëæíû óêàçûâàòü íà ïðèñóòñòâèå ðàçëè÷íûõ ÷àñòåé
êîíñòðóêòà pSCHnuHKep-FLMUCI â ãåíîìå ðåêîìáèíàíòíîãî âèðóñà. Âûáðàëè ñëåäóþùèå
ïàðû ïðàéìåðîâ:

FMC101+2014MUC1 - ìåñòî ñîåäèíåíè  âåêòîðà è 5'-êîíöà MUC1
2008MUC1+FMC102 - ìåñòî ñîåäèíåíè  âåêòîðà è 3'-êîíöà MUC1
2004MUC1+2014MUC1 - ÷àñòü MUC1 ñ 5'-ñòîðîíû îò VNTR-îáëàñòè
2007MUC1+2009MUC1 - ÷àñòü MUC1 ñ 3'-ñòîðîíû îò VNTR-îáëàñòè
FMC101 è FMC102 ïðåäñòàâë þò ñîáîé ïðàéìåðû â âåêòîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,

êîòîðûå íàõîä òñ  ñ 5'-ñòîðîíû è 3'-ñòîðîíû, ñîîòâåòñòâåííî, ëèíêåðíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

FMC101: - CATAAATAATAAATACAATAATTAATTTCTCG
FMC102: - GCCTCCTTAAAGCATTTCATACACACAGC
Îñóùåñòâë ëè ïîêàçàííûå âûøå 4 ÏÖÐ ïðè èñïîëüçîâàíèè 1 ìêë ñîáðàííûõ êëåòîê,

èíôèöèðîâàííûõ ðåêîìáèíàíòíûì âèðóñîì (32 ÷ ïîñëå èíôèöèðîâàíè ) ïîñëå íàãðåâàíè 
äî 80°Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè òàêæå íà ïðîáàõ êëåòîê, èíôèöèðîâàííûõ
âèðóñîì äèêîãî òèïà, è íåèíôèöèðîâàííûõ êëåòîê. Ñþäà âêëþ÷àëè è ïîçèòèâíûé êîíòðîëü,
ïðåäñòàâë þùèé ñîáîé 1 íãÄÍÊ ïëàçìèäû pSñëèíêåð-FLMUC1.

Ïîçèòèâíûé êîíòðîëü ïðîäóöèðîâàë àìïëèôèöèðîâàííûå ôðàãìåíòû êîððåêòíîãî
ðàçìåðà ïðè ýëåêòðîôîðåçå íà àãàðîçíîì ãåëå. Íè îäíà èç äðóãèõ ïðîá íå ïðîäóöèðîâàëà
ñïåöèôè÷åñêèå ïðîäóêòû, èç ÷åãî ñëåäóåò, ÷òî â âèðóñíîì ãåíîìå êîíñòðóêò óæå íå áûë
èíòàêòíûì.

Çàòåì àíàëîãè÷íûì îáðàçîì ïðîäóöèðîâàëè ðåêîìáèíàíòíûé âèðóñ, ñîäåðæàùèé
7ÓÌÒÊ-âàðèàíò ÷åëîâå÷åñêîãî MUC1, è ïîñëå îáåñïå÷åíè  êëîíàëüíîé ïîïóë öèè
èñïîëüçîâàëè åãî äë  èíôèöèðîâàíè  ÍÒÊ-êëåòîê, êîòîðûå ñîáèðàëè êàê è ðàíåå.
Êëåòî÷íûå ýêñòðàêòû ýòèõ èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê  ñíî äåìîíñòðèðîâàëè ýêñïðåññèþ
MUC1 ïðè âåñòåðí-áëîòòèíãå ñ ATR1 è òàêæå ïðè FACS-àíàëèçå èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê
÷åðåç äâà äí  ïîñëå èíôèöèðîâàíè . Ìûøèíûå ÌÑ57-êëåòêè, èíôèöèðîâàííûå âèðóñîì,
ðåêîìáèíàòíûì ñ 7VNTR, èñïîëüçîâàëè äë  ñòèìóë öèè êëåòîê ñåëåçåíêè èç ìûøåé,
êîòîðûõ âàêöèíèðîâàëè ïðè èñïîëüçîâàíèè MUC1, â ELISPOT-àíàëèçå. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå íî÷è êëåòêè ñåëåçåíêè ñåêðåòèðóþò IL-2 â îòâåò íà êëåòêè,
èíôèöèðîâàííûå 7VNTR-BnpycoM îñïîâàêöèíû, íî íå íà êëåòêè, èíôèöèðîâàííûå âèðóñîì
îñïîâàêöèíû äèêîãî òèïà.

Èç ýòèõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò, ÷òî èñïîëüçîâàíèå êîíñòðóêòà MUC1 ñ 7-þ òàíäåìíûìè
ïîâòîðàìè óëó÷øàåò ñòàáèëüíîñòü êîíñòðóêòà. Èç òîãî ôàêòà, ÷òî âèðóñ îñïîâàêöèíû,
ðåêîìáèíàíòíûé ñ ïîëíîðàçìåðíûì MUC1, áûë íåñïîñîáíûì èíäóöèðîâàòü ýêñïðåññèþ
MUC1 â èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê,  âíî ñëåäóåò, ÷òî ýòîò êîíñòðóêò íåñòàáèëåí â ýòèõ
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ñèëüíî ðåêîìáèíîãåííûõ óñëîâè õ. Íè îäèí èç 6 âèðóñíûõ êëîíîâ íå ýêñïðåññèðîâàë
MUC1, è îíè, ïî âèäèìîìó, íå ñîäåðæàëè ãåí MUC1, îäíàêî âñå îíè ýêñïðåññèðîâàëè áåòà-
ãàëàêòîçèäàçó, êîòîðóþ ïåðåíîñèë òîò æå âåêòîð. Îäíàêî 7×ÌÒÐ-âàðèàíò ñ ìåíüøèì
÷èñëîì ïîâòîðîâ  ñíî äåìîíñòðèðîâàë ýêñïðåññèþ â 3 ðàçíûõ àíàëèçàõ, ÷òî óêàçûâàåò íà
áîëåå âûñîêóþ ñòàáèëüíîñòü áåç ïîòåðè ðàñïîçíàâàíè  êàê àíòèòåëàìè, òàê è àíòèãåí-
ñïåöèôè÷íûìè Ò-êëåòêàìè.

5. Ñòàáèëüíîñòü FL- MUC1, 7VNTR è 1VNTR ïðè âûðàùèâàíèè â E.Coli DH1
Äë  òðàíñôîðìèðîâàíè  E.Coli DH1 èñïîëüçîâàëè ñîîòâåòñòâóþùèé âåêòîð. Äë 

êîíòðîë  òðàíñôîðìèðîâàëè òàêæå ïóñòûì âåêòîðîì.
Äë  òîãî ÷òîáû îïðåäåëèòü, âëè åò ëè ÷èñëî ïîâòîðîâ â VNTR-îáëàñòè íà ñòàáèëüíîñòü,

âûïîëí ëè àíàëèç ñòàáèëüíîñòè âî âñòð õèâàåìîì ôëàêîíå ïðè èñïîëüçîâàíèè ïëàçìèä
FL-MUC1, 7×VNTR-MUC1 è 1×VNTR-MUC1.

Ïðè èññëåäîâàíèè ñòàáèëüíîñòè íàáëþäàëè ðîñò, ïðîäóêöèþ ïëàçìèäû è óäåðæàíèå
ïëàçìèäû äë  êàæäîãî èç êîíñòðóêòîâ â êóëüòóðå âî âñòð õèâàåìîì ôëàêîíå íà
ïðîò æåíèå 9 ïåðåñåâîâ, êàæäûé äëèòåëüíîñòüþ ìåæäó 10 è 14 ÷.

Èññëåäîâàíèå ñòàáèëüíîñòè èñïîëüçóþò äë  îïðåäåëåíè  òîãî, ìåí åòñ  ëè ïðîäóêöè  è
êà÷åñòâî ïëàçìèäû â ðåçóëüòàòå ïîâòîðíûõ ïåðåñåâîâ êëåòîê âî âñòð õèâàåìûõ ôëàêîíàõ.
Ïîñêîëüêó óñëîâè  âî âñòð õèâàåìûõ ôëàêîíàõ  âë þòñ  íåêîíòðîëèðóåìûìè (íàïðèìåð,
ðÍ, àýðàöè ), ïîääåðæàíèå êà÷åñòâà è ïðîäóêöèè ïëàçìèäû íà ïðîò æåíèè èññëåäîâàíè 
 âë åòñ  õîðîøèì ïîêàçàòåëåì òîãî, ÷òî ýòè õàðàêòåðèñòèêè äîëæíû îñòàâàòüñ 
ñòàáèëüíûìè.

5. ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ
5.2.1. Ðîñò êóëüòóð
Õîò  èìåëî ìåñòî íåêîòîðîå âàðüèðîâàíèå ìåæäó êîíå÷íîé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòüþ ïðè

600 íì, äîñòèãíóòîé êëåòêàìè èç êàæäîãî ïåðåñåâà, èç-çà ëåãêèõ âàðèàöèé â îáúåìå
èíîêóë òà, â öåëîì íå áûëî çíà÷èòåëüíûõ ðàçëè÷èé â ñêîðîñò õ ðîñòà êàê âî âðåì 
àíàëèçà, òàê è ìåæäó ðàçíûìè êîíñòðóêòàìè MUC1.

5.2.2. Ïðîäóêöè  ïëàçìèä
Âåëè÷èíû ÷èñëà êîïèé ïëàçìèäû (×ÊÏ) ïîëó÷àëè íà 1-ì, 5-ì è 9-ì (êîíå÷íîì) ïåðåñåâå.

Â ñëó÷àå ïîëíîðàçìåðíîãî êîíñòðóêòà ×ÊÏ ñíèæàëîñü íà 54% íà ïðîò æåíèè ýòîãî
ïåðèîäà, òîãäà êàê â ñëó÷à õ äðóãèõ òðåõ êîíñòðóêòîâ îíî óâåëè÷èâàëîñü íà ~40%.
Îáúåìíûé âûõîä (ìã ïëàçìèäû/ë êóëüòóðû) îñòàâàëñ  ñòàáèëüíûì íà ïðîò æåíèè
èññëåäîâàíè  â ñëó÷àå 7VNTR, òîãäà êàê â ñëó÷àå ïîëíîðàçìåðíîãî êîíñòðóêòà îí
ñíèæàëñ  íà 64%. Íåáîëüøîå óìåíüøåíèå îáúåìíîãî âûõîäà íàáëþäàëè â ñëó÷àå ïóñòîãî
âåêòîðà (21%) è êîíñòðóêòà ñ åäèíñòâåííûì VNTR (24%), õîò  ýòî íè êîèì îáðàçîì íå
áûëî ñòîëü æå çàìåòíûì, êàê â ñëó÷àå ïîëíîðàçìåðíîãî êîíñòðóêòà.

5.2.3. Óäåðæàíèå ïëàçìèäû
Óäåðæàíèå ïëàçìèäà èçìåð ëè ïðè èñïîëüçîâàíèè àíàëèçà âûñåâàíè  ðåïëèêè, è îíî íà

ïðîò æåíèè èññëåäîâàíè  ñòàáèëüíîñòè îñòàâàëîñü ó âñåõ êîíñòðóêòîâ ìåæäó 80% è 100%.
Áîëåå òîãî, íå áûëî çíà÷èòåëüíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó êîíñòðóêòàìè.

5.2.4. Ñòàáèëüíîñòü ïëàçìèäû
Äë  èçó÷åíè  ñòàáèëüíîñòè ïëàçìèä íà ïðîò æåíèè äëèòåëüíîñòè ýòîãî èññëåäîâàíè  ñ

ïîìîùüþ âðàùàòåëüíûõ êîëîíîê Qiagen Mini-prep, Plasmide Extraction ïîëó÷àëè ýêñòðàêòû
ïëàçìèä êàê â íà÷àëüíîé òî÷êå (ñáîð â äåíü 0), òàê è â êîíå÷íîé òî÷êå (ñáîð â äåíü
5). Ýòè ýêñòðàêòû çàòåì àíàëèçèðîâàëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèì ðàçäåëåíèåì íà àãàðîçíîì
ãåëå ïåðåä ïîñëåäóþùèì îêðàøèâàíèåì ïðè èñïîëüçîâàíèè Sybr-Gold. Ýòîò ìåòîä
îêðàøèâàíè , îñíîâàííûé íà Sybr-Gold, ñ÷èòàþò îñîáåííî ïîäõîä ùèì äë  àíàëèçà
ñòàáèëüíîñòè ïëàçìèä ïî ïðè÷èíå ïðåäûäóùåé ðàáîòû, ïðîäåìîíñòðèðîâàâøåé, ÷òî îí
ñïîñîáåí äåòåêòèðîâàòü 1 íã «ïèêà» ðåêîìáèíàíòà â 1000 íã ïðîáû. Ðåçóëüòàòû ýòîãî
èññëåäîâàíè  ïîêàçàíû íèæå (ñì. Ôèã.6), è èç ýòèõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò òðè âûâîäà:

1. Êîíñòðóêòû ñ 7×VNTR è 1×VNTR ñîäåðæàò îæèäàåìîå êîëè÷åñòâî ïîâòîðîâ VNTR íà
ïðîò æåíèè ýêñïåðèìåíòà ïðè îòñóòñòâèè ñâèäåòåëüñòâ íåñòàáèëüíîñòè, âû âëåííûõ ëèáî
â ñêåëåòå ïëàçìèäû, ëèáî â ñòðóêòóðå VNTR-ïîâòîðà â ëþáîé ìîìåíò âðåìåíè.
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2. Ïóñòîé âåêòîð ð7313, êîòîðûé èñïîëüçîâàëè â àíàëèçå ñòàáèëüíîñòè, íå èìååò
îæèäàåìîãî ïðîôèë  è îòëè÷àåòñ  îò ñòàíäàðòíîé ïëàçìèäû ð7313.

3. Ïðîáû ïîëíîðàçìåðíîãî Mud, âç òûå â êîíå÷íîé òî÷êå âðåìåíè (äåíü 5; 9-é ïåðåñåâ)
ñîäåðæàò ñëåäû ïëàçìèä íåèçâåñòíîãî ïðîèñõîæäåíè .

Âñëåäñòâèå íå ñíîñòè îòíîñèòåëüíî ïðîôèë  ð7313, à òàêæå èç-çà èäåíòèôèêàöèè
ñëåäîâûõ ðàçíîâèäíîñòåé ïëàçìèä â ñëó÷àå êîíñòðóêòà FL-ÌUÑ1 â äåíü 5 áûëà âûïîëíåíà
äîïîëíèòåëüíà  èññëåäîâàòåëüñêà  ðàáîòà.

Äë  èññëåäîâàíè  íàáëþäàåìûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ïóñòûì âåêòîðîì ð7313,
èñïîëüçîâàííûì â èññëåäîâàíèè ñòàáèëüíîñòè, è ñòàíäàðòíîé ïëàçìèäîé ð7313 ïðîâåëè
àíàëèç ðåñòðèêöèîííûìè ôåðìåíòàìè. Ðåçóëüòàòû ýòîãî àíàëèçà ïîêàçàëè, ÷òî îáëàñòü
â ~800 ïàð îñíîâàíèé êîíñòðóêòà ð7313, ñîäåðæàùà  ðåñòðèêöèîííûå ñàéòû äë  BamHI
(1926 ïàð îñíîâàíèé) è Sapl (2422 ïàð îñíîâàíèé), áûëà óòåð íà. Çàòåì ðàçðàáîòàëè
ïðàéìåðû, ôëàíêèðóþùèå ýòó îáëàñòü, è ïîñëå ýòîãî ñåêâåíèðîâàëè ïëàçìèäó.
Ïîëó÷èâøèåñ  äàííûå î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîäòâåðäèëè, ÷òî îáëàñòü ìåæäó 1866 è 2589
áûëà óòåð íà. Ýòà îáëàñòü ïëàçìèäû ñîäåðæèò Cer-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Èç-çà òîãî, ÷òî
ýòè Cer-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîìîãàþò ðàçäåë òü êîíêàòåìåðû, èõ îòñóòñòâèåì ìîæíî
îáú ñíèòü ìíîæåñòâåííîñòü ïîëîñ ó ðàçíîâèäíîñòåé ïëàçìèäû ð7313, êîòîðóþ íàáëþäàëè
â èññëåäîâàíèè ñòàáèëüíîñòè.

Äîïîëíèòåëüíà  èññëåäîâàòåëüñêà  ðàáîòà: ààëèç ñëåäîâûõ ïëàçìèä â ïðîáàõ ñ FL-
MUC1

Ñëåäîâûå ïëàçìèäû, êîòîðûå íàáëþäàëè òîëüêî â êîíå÷íîé òî÷êå â ïðîáàõ ñ FL-Mud,
àíàëèçèðîâàëè äîïîëíèòåëüíî. Ýòîò àíàëèç îáíàðóæèë, ÷òî ýòè ñëåäû íåëüç  áûëî
âû âèòü äî äí  4. Íàð äó ñ ýòèì îòêðûòèåì, ñ ýòèìè ñëåäîâûìè ïëàçìèäàìè åùå è
ïðîâîäèëè î÷èñòêó â ãåëå, ïîâòîðíóþ òðàíñôîðìàöèþ, ïîâòîðíóþ î÷èñòêó è
ñåêâåíèðîâàíèå. Òàêîé àíàëèç çàòåì èäåíòèôèöèðîâàë ýòè ïëàçìèäû êàê ïðèìåñíûå, à íå
ðåêîìáèíàíòíûå, ïðè÷åì îíè ïðåäñòàâë ëè ñîáîé èìåííî òîò 7×VNTR, êîòîðûé
èñïîëüçîâàëè â àíàëèçå ñòàáèëüíîñòè (ð7656), ð7313 ñ äåëåöèåé â Cer-îáëàñòè
(îáðèñîâàí âûøå), à òàêæå ïðåäïîëîæèòåëüíûé êîíêàòåìåð ýòîé Cer-äåëåöèè â ð7313.

Èç ýòèõ ðåçóëüòàòîâ ñäåëàëè âûâîä, ÷òî ïðîáû ñ FL-MUC1 èìåëè ïðèìåñè â âèäå
ïóñòîãî âåêòîðà ð7313 è êîíñòðóêòîâ 7xVNTR (ð7656) è ÷òî ðåêîìáèíàíòû â êîíå÷íîé
òî÷êå â ïðîáàõ ñ FL-Mud îòñóòñòâóþò. Ñ÷èòàåòñ , ÷òî ýòè ïðèìåñè ïîïàëè â ÷àñòü Å.coli
DH1 ñ FL-Mud âî âðåì  èñõîäíîé òðàíñôîðìàöèè ïëàçìèä. Èç-çà òîãî, ÷òî ýòè ñëåäîâûå
ïëàçìèäû íå ïî âë þòñ  íà àãàðîçíûõ ãåë õ äî äí  4, îäíîé èç âîçìîæíîñòåé  âë åòñ 
òî, ÷òî îíè ïðîøëè ñåëåêöèþ â òå÷åíèå èññëåäîâàíè  èç-çà èõ ìåíüøåãî ðàçìåðà
îòíîñèòåëüíî ïëàçìèäû FL-Mud.

3. ÇÀÊËÞ×ÅÍÈÅ
Äàííûå èññëåäîâàíè  ñòàáèëüíîñòè ïîêàçàëè, ÷òî ïëàçìèäà 7×VNTR-MUC1 ñòàáèëüíà â

ñìûñëå ðîñòîâûõ õàðàêòåðèñòèê, óäåðæàíè  ïëàçìèäû è êà÷åñòâà ïëàçìèäû. Â ñìûñëå
ðîñòîâûõ õàðàêòåðèñòèê, óäåðæàíè  ïëàçìèäû è êà÷åñòâà ïëàçìèäû íå áûëî çàìåòíûõ
ðàçëè÷èé ìåæäó âåêòîðàìè 1×VNTR, 7×VNTR è FL-MUC1. Îäíàêî äàííûå î ÷èñëå êîïèé
âûñâåòèëè çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷è  ìåæäó ýòèìè êîíñòðóêòàìè. Ó ïîëíîðàçìåðíîãî
êîíñòðóêòà ïðè ñðàâíåíèè ñ 7×VNTR â òå÷åíèå èññëåäîâàíè  òàáèëüíîñòè çíà÷èòåëüíî
ñíèæàëèñü è ÷èñëî êîïèé ïëàçìèäû, è îáúåìíûé âûõîä. Õîò  óäåðæàíèå ïëàçìèäû, êàê
âèäíî, îñòàâàëîñü íà óðîâíå 100% íà ïðîò æåíèè ýêñïåðèìåíòà ñ ïîëíîðàçìåðíûì
êîíñòðóêòîì, ýòî òîëüêî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî âñå êëåòêè â ïîïóë öèè âñå åùå ñîäåðæàò
äîñòàòî÷íî ïëàçìèä äë  ïðèäàíè  óñòîé÷èâîñòè ê êàíàìèöèíó. Åñëè áû ýòîò ýêñïåðèìåíò
ïðîâîäèëè äîëüøå, âîçìîæíî, ÷òî ÷èñëî êîïèè ìîãëî óìåíüøèòüñ  äî òàêîãî óðîâí , ÷òî
óñòîé÷èâîñòü ê êàíàìèöèíó ñòàëà áû íåäîñòàòî÷íîé äë  òîãî, ÷òîáû äàòü âîçìîæíîñòü äë 
ðîñòà íà ñåëåêòèâíûõ ïëàíøåòàõ, ÷òî ïðèâåëî áû ê óìåíüøåíèþ íàáëþäàåìîãî óäåðæàíè 
ïëàçìèäû. Èç ýòèõ äàííûõ ñëåäóåò, ÷òî êîíñòðóêò 7×VNTR ìîæåò èìåòü çíà÷èòåëüíûå
ïðåèìóùåñòâà â ñìûñëå áëàãîïðè òíîãî ïðîôèë  ðàçâèòè , ïîñêîëüêó ñîäåðæàíèå
ïëàçìèäû ìîæåò âëè òü íà î÷èñòêó êëåòî÷íîé ìàññû. Ïðè íàëè÷èè ýòèõ ðàçëè÷èé ìåæäó
êîíñòðóêòàìè 7VNTR è FL-MUC1 âåðî òíî, ÷òî 7VNTR áóäåò ëåã÷å î÷èùàòü è ïîëó÷àòü ñ
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áîëåå âûñîêèì âûõîäîì.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Íóêëåèíîâîêèñëîòíûé êîíñòðóêò, êîäèðóþùèé àíòèãåí MUC-1, âûáðàííûé èç:
(à) 7 VNTR MUC-1 (òî åñòü ïîëíûé MUC-1 òîëüêî ñ 7 ïîëíûìè ïîâòîðàìè);
(á) 7 VNTR MUC-1 ∆ss (òàêîé æå, êàê (à), íî ëèøåííûé ñèãíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè);
(â) 7 VNTR MUC-1 ∆TM ∆CYT (òàêîé æå, êàê (à), íî ëèøåííûé òðàíñìåìáðàííîãî è

öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî äîìåíîâ); èëè
(ã) 7 VNTR MUC-1 ∆ss ∆TM ∆CYT (òàêîé æå, êàê (â), íî ëèøåííûé ñèãíàëüíîé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè).
2. Íóêëåèíîâîêèñëîòíûé êîíñòðóêò ïî ï.1, êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåá 

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ýïèòîï, âûáðàííûé èç ãðóïïû: FLSFHISNL,
NSSLEDPSTDYYQELQRDISE èëè NLTISDVSV.

3. Íóêëåèíîâîêèñëîòíûé êîíñòðóêò ïî ï.1, ãäå ýòîò êîíñòðóêò ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ìîëåêóëó ÄÍÊ.

4. Íóêëåèíîâîêèñëîòíûé êîíñòðóêò ïî ï.1 äë  ïðèìåíåíè  äë  ëå÷åíè  èëè
ïðåäîòâðàùåíè  îïóõîëåé, ýêñïðåññèðóþùèõ MUC-1.

5. Íóêëåèíîâîêèñëîòíûé êîíñòðóêò, êîäèðóþùèé àíòèãåí MUC-1, âûáðàííûé èç:
(à) 7 VNTR MUC-1 (òî åñòü ïîëíûé MUC-1 òîëüêî ñ 7 ïîëíûìè ïîâòîðàìè);
(á) 7 VNTR MUC-1 ∆ss (òàêîé æå, êàê (à), íî ëèøåííûé ñèãíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè);
(â) 7 VNTR MUC-1 ∆TM ∆CYT (òàêîé æå, êàê (à), íî ëèøåííûé òðàíñìåìáðàííîãî è

öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî äîìåíîâ); èëè
(ã) 7 VNTR MUC-1 ∆ss ∆TM ∆CYT (òàêîé æå, êàê (â), íî ëèøåííûé ñèãíàëüíîé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè),
ãäå ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí VNTR ìóòèðîâàí äë  ñíèæåíè  ïîòåíöèàëà

ãëèêîçèëèðîâàíè .
6. Íóêëåèíîâîêèñëîòíûé êîíñòðóêò ïî ï.5, êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåá 

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ýïèòîï, âûáðàííûé èç ãðóïïû: FLSFHISNL,
NSSLEDPSTDYYQELQRDISE èëè NLTISDVSV.

7. Íóêëåèíîâîêèñëîòíûé êîíñòðóêò ïî ï.5, ãäå ýòîò êîíñòðóêò ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ìîëåêóëó ÄÍÊ.

8. Íóêëåèíîâîêèñëîòíûé êîíñòðóêò ïî ï.5 äë  ïðèìåíåíè  äë  ëå÷åíè  èëè
ïðåäîòâðàùåíè  îïóõîëåé, ýêñïðåññèðóþùèõ MUC-1.

9. Ýêñïðåññèðóþùà  ïëàçìèäà, ñîäåðæàùà  ìîëåêóëó ÄÍÊ ïî ï.3 èëè 7.
10. Ïëàçìèäà ïî ï.9 äë  ïðèìåíåíè  äë  ëå÷åíè  èëè ïðåäîòâðàùåíè  îïóõîëåé,

ýêñïðåññèðóþùèõ MUC-1.
11. Ïðîòåèí, îáëàäàþùèé ïðîòèâîîïóõîëåâîé àêòèâíîñòüþ, êîäèðóåìûé

íóêëåèíîâîêèñëîòíûì êîíñòðóêòîì ïî ëþáîìó èç ïï.1-3 è 5-7.
12. Ïðîòåèí ïî ï.11 äë  ïðèìåíåíè  äë  ëå÷åíè  èëè ïðåäîòâðàùåíè  îïóõîëåé,

ýêñïðåññèðóþùèõ MUC-1.
13. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè , îáëàäàþùà  ïðîòèâîîïóõîëåâîé àêòèâíîñòüþ,

ñîäåðæàùà  ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî íóêëåèíîâîêèñëîòíîãî êîíñòðóêòà ïî ëþáîìó èç ïï.1-
3 è 5-7, ïëàçìèäû ïî ï.9 èëè ïðîòåèíà ïî ï.11 è ôàðìàöåâòè÷åñêèé ïðèåìëåìûé
ýêñöèïèåíò, ðàçáàâèòåëü èëè íîñèòåëü.

14. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.13, ãäå íîñèòåëü ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ìèêðî÷àñòèöó.

15. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.14, ãäå ìèêðî÷àñòèöà  âë åòñ  çîëîòîé.
16. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ëþáîìó èç ïï.13-15, ñîäåðæàùà  àäúþâàíò.
17. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.13 äë  ïðèìåíåíè  äë  ëå÷åíè  èëè

ïðåäîòâðàùåíè  îïóõîëåé, ýêñïðåññèðóþùèõ MUC-1.
18. Ïðèìåíåíèå íóêëåèíîâîêèñëîòíîãî êîíñòðóêòà ïî ëþáîìó èç ïï.1-3 è 5-7 â

èçãîòîâëåíèè ìåäèêàìåíòà äë  ëå÷åíè  èëè ïðåäîòâðàùåíè  îïóõîëåé, ýêñïðåññèðóþùèõ
MUC-1.
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19. Ïðèìåíåíèå ïðîòåèíà ïî ï.11 â èçãîòîâëåíèè ìåäèêàìåíòà äë  ëå÷åíè  èëè
ïðåäîòâðàùåíè  îïóõîëåé, ýêñïðåññèðóþùèõ MUC-1.

20. Ñïîñîá ëå÷åíè  èëè ïðåäîòâðàùåíè  îïóõîëåé èëè ìåòàñòàçîâ, ïðè êîòîðîì ââîä ò
áåçîïàñíîå è ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî íóêëåèíîâîêèñëîòíîãî êîíñòðóêòà ïî ëþáîìó èç
ïï.1-3 è 5-7, ïëàçìèäû ïî ï.9 èëè ïðîòåèíà ïî ï.11.
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