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Íàñòî ùà  çà âêà ïðèò çàåò íà ïðèîðèòåò ïî äàòå ïîäà÷è çà âêè ÑØÀ ¹ 60/266733
(ôåâðàëü 5, 2001). Ñîäåðæàíèå çà âêè ¹ 60/266733 ïîëíîñòüþ âêëþ÷åíî â íàñòî ùóþ
çà âêó â êà÷åñòâå ññûëêè.

Îáëàñòü èçîáðåòåíè 
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê îáëàñòè èììóíîòåðàïèè âèðóñà ãåïàòèòà B.
Ïðåäïîñûëêè èçîáðåòåíè 
Âèðóñ ãåïàòèòà B (HBV) ïðåäñòàâë åò ñîáîé íåöèòîïàòè÷åñêèé ÄÍÊ-ñîäåðæàùèé âèðóñ,

êîòîðûé çàðàæàåò ëþäåé è ìîæåò ïðèâåñòè ê äâóì êëèíè÷åñêèì èñõîäàì. Â áîëüøèíñòâå
ñëó÷àåâ êëèíè÷åñêîãî èíôèöèðîâàíè  âçðîñëûõ (90-95%) âèðóñ èñ÷åçàåò ïîñëå íåñêîëüêèõ
íåäåëü èëè ìåñ öåâ, à ó ïàöèåíòà ðàçâèâàåòñ  ïîæèçíåííûé èììóíèòåò ïðîòèâ ïîâòîðíîãî
èíôèöèðîâàíè . Îäíàêî â îñòàëüíûõ ñëó÷à õ íå ïðîèñõîäèò óäàëåíèå âèðóñà èç òêàíåé, è
ïàöèåíò îñòàåòñ  õðîíè÷åñêè èíôèöèðîâàííûì. Ïîñëåäñòâè  õðîíè÷åñêîé èíôåêöèè
 âë þòñ  ñåðüåçíûìè: ó òàêèõ ñóáúåêòîâ ñ âûñîêîé âåðî òíîñòüþ ðàçâèâàåòñ  ðóáöåâàíèå
òêàíè ïå÷åíè (öèððîç), à ñî âðåìåíåì ìîæåò ðàçâèòüñ  ãåïàòîöåëëþë ðíà  êàðöèíîìà.

Ñóùåñòâóåò ïðîôèëàêòè÷åñêà  âàêöèíà ïðîòèâ HBV, è ìíîãèå ðàçâèòûå ñòðàíû
âíåäðèëè ïðîãðàììû äåòñêîé âàêöèíàöèè äë  óìåíüøåíè  îáùåãî ðèñêà èíôèöèðîâàíè . Ê
ñîæàëåíèþ, òàê êàê çàáîëåâàåìîñòü è ñìåðòíîñòü â ðåçóëüòàòå èíôèöèðîâàíè  HBV
ïðîèñõîä ò â òå÷åíèå äåñ òèëåòèé, âîçäåéñòâèå âàêöèíàöèè íå áóäåò, êàê ñëåäóåò,
ðåàëèçîâàíî äî íàñòóïëåíè  áóäóùåãî. Äåéñòâèòåëüíî, îæèäàþò, ÷òî åæåãîäíûé ïðîöåíò
èíôèöèðîâàíè  HBV ó âçðîñëûõ ñíèçèòñ  ìåíåå ÷åì äî 5% â òå÷åíèå ñëåäóþùèõ âîñüìè
ëåò. Ê 2008 ãîäó â Ñîåäèíåííûõ Øòàòàõ åæåãîäíî áóäåò ïðîèñõîäèòü áîëåå 150000 íîâûõ
ñëó÷àåâ èíôèöèðîâàíè  è îæèäàþò äàæå áîëåå â Åâðîïå è ßïîíèè. Äàííûå ñóáúåêòû
ñîñòàâ ò îãðîìíûé ðåçåðâóàð âèðóñà, èç êîòîðîãî âîçíèêíóò îò 20000 äî 40000 ñëó÷àåâ
õðîíè÷åñêîãî èíôèöèðîâàíè  â ãîä. Î÷åâèäíî, ÷òî, íåñìîòð  íà äîñòóïíîñòü âàêöèíû,
õðîíè÷åñêà  èíôåêöè  HBV ïðîäîëæèò îñòàâàòüñ  ñåðüåçíîé ïðîáëåìîé äë  çäîðîâü 
ìíîãèõ ïîñëåäóþùèõ ëåò.

Ñîâðåìåííûå ñïîñîáû ëå÷åíè  õðîíè÷åñêîãî HBV âêëþ÷àþò àëüôà, èíòåðôåðîí
(IFN-α) è ëàìèâóäèí. Äàííûå ñïîñîáû ëå÷åíè  îöåíèâàþò ïî èõ ñïîñîáíîñòè óìåíüøàòü
âèðóñíóþ íàãðóçêó è âûçûâàòü ñåðîêîíâåðñèþ èëè ïîòåðþ Hbe-àíòèãåíà, ìàðêåðà
ðåïëèêàöèè HBV, è âèðóñåìèè âûñîêîãî òèòðà. IFN-α ñïîñîáåí ýëèìèíèðîâàòü Hbe, íî
òîëüêî ïðèìåðíî ó îäíîé òðåòè ïàöèåíòîâ, ó òåõ, ó êîòîðûõ íèçêà âèðóñíà  íàãðóçêà.
Ëå÷åíèå  âë åòñ  äîðîãèì è ñâ çàíî ñî çíà÷èòåëüíûìè íåæåëàòåëüíûìè ïîáî÷íûìè
ýôôåêòàìè. Ëàìèâóäèí ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïðîòèâîâèðóñíîå ñðåäñòâî ñ ìàëîé ìîëåêóëîé,
êîòîðîå õîðîøî ïåðåíîñèòñ  ïðè îðàëüíîì ââåäåíèè. Äàííîå ñîåäèíåíèå ýôôåêòèâíî â
óìåíüøåíèè âèðóñíîé íàãðóçêè ó ïàöèåíòîâ, íî îòíîñèòåëüíî ìàëî ïàöèåíòîâ îòâå÷àþò
ïîòåðåé Hbe, à ïðåêðàùåíèå ëå÷åíè  îáû÷íî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ âèðóñíîé íàãðóçêè. Ñ
äðóãîé ñòîðîíû, íåïðåðûâíà  òåðàïè  ìîæåò ïðèâåñòè ê ñåëåêöèè óñòîé÷èâûõ ê
ëàìèâóäèíó ìóòàíòíûõ âàðèàíòîâ. Ñîâìåñòíîå ëå÷åíèå IFN-α è ëàìèâóäèíîì íå ïîêàçàëî
ïîâûøåííîé ýôôåêòèâíîñòè. Î÷åâèäíî, ÷òî óñïåøíà  èììóíîòåðàïè  äë  ëå÷åíè 
èíôåêöèé HBV  âë åòñ  êðàéíå æåëàòåëüíîé.

Ñóùíîñòü èçîáðåòåíè 
Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè ïðåäñòàâëåíû êîìïîçèöèè, âêëþ÷àþùèå ñòðåññîâûé áåëîê

èëè åãî ÷àñòü è àíòèãåí HBV. Äàííûå êîìïîçèöèè äåòàëüíî îáñóæäàþò íèæå. Ìû îòìå÷àåì
çäåñü, ÷òî èõ êîìïîíåíòû ìîæíî ïîëó÷èòü èç ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ, à èõ äëèíà è
ñîäåðæàíèå ìîãóò âàðüèðîâàòü. Íàïðèìåð, ñòðåññîâûé áåëîê ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé
áåëîê, êîòîðûé ýêñïðåññèðóåòñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ ó ëþáîãî ìëåêîïèòàþùåãî
(íàïðèìåð, ó ÷åëîâåêà èëè äðóãèõ ïðèìàòîâ) èëè ó ëþáîãî äðóãîãî êëàññà îðãàíèçìîâ,
ýêñïðåññèðóþùèõ ñòðåññîâûé áåëîê (íàïðèìåð, ó áàêòåðèé èëè ìèêîáàêòåðèé); ñòðåññîâûé
áåëîê èëè àíòèãåí HBV ìîæåò  âë òüñ  ïîëíîðàçìåðíûì, óêîðî÷åííûì èëè óäëèíåííûì
ïîñðåäñòâîì äîáàâëåíè  îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ; è, â
äîïîëíåíèå, ñîäåðæàíèå ñòðåññîâîãî áåëêà èëè àíòèãåíà HBV ìîæåò âàðüèðîâàòü
(íàïðèìåð, ñòðåññîâûé áåëîê èëè åãî ÷àñòü è àíòèãåí HBV ìîãóò ñîäåðæàòü îäèí èëè
íåñêîëüêî àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí). Ðåçóëüòàòîì ëþáîãî èçìåíåíè , îäíàêî, äîëæíà
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 âë òüñ  êîìïîçèöè , êîòîðà  ìîæåò èíäóöèðîâàòü èëè óñèëèòü èììóííûé îòâåò ïðîòèâ
HBV ó ìëåêîïèòàþùèõ. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, èììóííûé îòâåò  âë åòñ  ïî ñóùåñòâó
äîñòàòî÷íûì, ÷òîáû ïàöèåíò, èíôèöèðîâàííûé HBV, ïî÷óâñòâîâàë óëó÷øåíèå â ïðèçíàêå
èëè ñèìïòîìå èíôåêöèè. Òàêèì îáðàçîì, àíòèãåí âêëþ÷àåò âñòðå÷àþùèåñ  â ïðèðîäå
àíòèãåíû, à òàêæå åãî ôðàãìåíòû è äðóãèå âàðèàíòû, êîòîðûå ïðè ââåäåíèè ñóáúåêòó
(íàïðèìåð, ïîñðåäñòâîì îïèñàííûõ çäåñü ñïîñîáîâ) èíäóöèðóþò èììóííûé îòâåò íà îäèí
èëè íåñêîëüêî ýïèòîïîâ, ïðåäñòàâëåííûõ âî ôðàãìåíòå èëè âàðèàíòå.

Òàêæå, â äîïîëíåíèå ê ïîëíîðàçìåðíûì èëè âñòðå÷àþùèìñ  â ïðèðîäå ñòðåññîâûì
áåëêàì, êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ ìîãóò âêëþ÷àòü ôðàãìåíòû ñòðåññîâûõ áåëêîâ,
êîòîðûå ïðåäñòàâë þò ñîáîé èììóíîñòèìóë òîðû (íàïðèìåð, ôðàãìåíòû, êîòîðûå
ñïîñîáñòâóþò èììóííîìó îòâåòó íà àíòèãåí). Ñòðåññîâûé áåëîê èëè åãî ôðàãìåíò
ñïîñîáñòâóåò èììóííîìó îòâåòó òîãäà, êîãäà èììóííûé îòâåò  âë åòñ  áîëåå
çíà÷èòåëüíûì èëè â ëþáîì îòíîøåíèè ëó÷øèì, ÷åì èììóííûé îòâåò, êîòîðûé îáû÷íî
ïðîèñõîäèò ïðè ââåäåíèè îäíîãî àíòèãåíà HBV.

Èììóííûé îòâåò ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé èëè ãóìîðàëüíûé èëè êëåòî÷íûé îòâåò.
Íàïðèìåð, àíòèãåííûé ôðàãìåíò ìîæåò ñîäåðæàòü îäèí èëè íåñêîëüêî ïåïòèäíûõ
àíòèãåíîâ äë  HLA êëàññà I, êàê îïèñàíî çäåñü. Êëåòî÷íûé èììóííûé îòâåò âêëþ÷àåò â
ñåá  àíòèãåí-ñïåöèôè÷åñêèå êëåòêè, òàêèå êàê öèòîòîêñè÷åñêèå T-ëèìôîöèòû (CTL), à
òàêæå, âîçìîæíî, T-õåëïåðíûå ëèìôîöèòû (Th) è êëåòêè âðîæäåííîé èììóííîé ñèñòåìû,
òàêèå êàê ìîíîöèòû, ìàêðîôàãè, äåíäðèòíûå êëåòêè, íàòóðàëüíûå êèëëåðíûå êëåòêè è γδ-T-
êëåòêè. Ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè ëåãêî ñïîñîáåí îáíàðóæèòü èëè èíûì îáðàçîì
îöåíèòü èììóííûé îòâåò, êîòîðûé âûðàæàåòñ , íàïðèìåð, ïîñðåäñòâîì èíäóêöèè
öèòîòîêñè÷åñêèõ T-ëèìôîöèòîâ (ñì. ïðèìåðû íèæå), êëåòî÷íûì ïðîëèôåðàòèâíûì îòâåòîì,
èíäóêöèåé öèòîêèíîâ èëè êîìáèíàöèåé ýòèõ ñîáûòèé.

Â êîíêðåòíîì îñóùåñòâëåíèè, àíòèãåí HBV ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé êîðîâûé àíòèãåí,
èëè åãî ôðàãìåíò, èëè ïðîèçâîäíîå. Ïðîèçâîäíûå àíòèãåíà HBV âêëþ÷àþò âàðèàíòû
àíòèãåíà HBV, òàêèå êàê âàðèàíòû, ñîäåðæàùèå îäíó èëè íåñêîëüêî àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí
(íàïðèìåð, êîíñåðâàòèâíûå çàìåíû àìèíîêèñëîò). Íàïðèìåð, âàðèàíò àíòèãåíà HBV ìîæåò
ñîäåðæàòü 1-2, 2-5, 5-10, 10-25 èëè áîëåå çàìåùåííûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ.
Àëüòåðíàòèâíî, çàìåíû èëè äðóãèå ìóòàöèè, òàêèå êàê äåëåöèè èëè óêîðî÷åíè 
(òðóíêàöèè), ìîãóò ñîñòàâë òü 1-2, 2-5, 5-10 èëè 10-25% ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ïîëíîðàçìåðíîãî àíòèãåíà HBV. Ïîäîáíî àíòèãåííîé ÷àñòè êîìïîçèöèè, âàðèàíò
ñòðåññîâîãî áåëêà ìîæåò ñîäåðæàòü îäíó èëè íåñêîëüêî àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí (íàïðèìåð,
êîíñåðâàòèâíûå çàìåíû àìèíîêèñëîò). Íàïðèìåð, âàðèàíò ñòðåññîâîãî áåëêà ìîæåò
ñîäåðæàòü 1-2, 2-5, 5-10, 10-25 èëè áîëåå êîíñåðâàòèâíûõ çàìåí àìèíîêèñëîò. Çäåñü
çàìåíû èëè äðóãèå ìóòàöèè, òàêèå êàê äåëåöèè èëè óêîðî÷åíè , îï òü ìîãóò ñîñòàâë òü 1-
2, 2-5, 5-10 èëè 10-25% ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëíîðàçìåðíîãî ñòðåññîâîãî áåëêà.

Ðàçëè÷íûå êîìáèíàöèè ñòðåññîâûõ áåëêîâ è àíòèãåíîâ HBV òàêæå íàõîä òñ  â îáúåìå
èçîáðåòåíè . Íàïðèìåð, êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àþò êîìïîçèöèè, â êîòîðûõ
ïîëíîðàçìåðíûé àíòèãåí HBV ïîäâåðãíóò ñëè íèþ ñ ïîëíîðàçìåðíûì ñòðåññîâûì áåëêîì;
àíòèãåí, ñîñòî ùèé èç ôðàãìåíòà èëè äðóãîãî âàðèàíòà àíòèãåíà HBV, îáúåäèíåí ñ
ïîëíîðàçìåðíûì ñòðåññîâûì áåëêîì; ïîëíîðàçìåðíûé àíòèãåí HBV îáúåäèíåí ñ
ôðàãìåíòîì èëè äðóãèì âàðèàíòîì ñòðåññîâîãî áåëêà, è â êîòîðûõ ôðàãìåíò èëè äðóãîé
âàðèàíò àíòèãåíà HBV îáúåäèíåí ñ ôðàãìåíòîì èëè äðóãèì âàðèàíòîì ñòðåññîâîãî áåëêà.
Êîíå÷íî, êàê îïèñàíî çäåñü, ìîæåò ïðèñóòñòâîâàòü áîëåå ÷åì îäèí êàæäîãî èç ýòèõ
êîìïîíåíòîâ (íàïðèìåð, áîëåå ÷åì îäèí àíòèãåí HBV è áîëåå ÷åì îäèí ñòðåññîâûé áåëîê),
à êàæäûé èç êîìïîíåíòîâ ìîæåò ïðèñóòñòâîâàòü â âèäå ïîëíîðàçìåðíîãî áåëêà èëè åãî
èììóíîëîãè÷åñêè àêòèâíîãî ôðàãìåíòà èëè âàðèàíòà.

Áîëåå òîãî, â ëþáîì èç îïèñàííûõ çäåñü âîïëîùåíèé, àíòèãåí HBV è ñòðåññîâûé áåëîê
ìîæíî îáúåäèí òü ëþáûì îáðàçîì. Íàïðèìåð, ñòðåññîâûé áåëîê è àíòèãåí HBV ìîæíî
ïðåäñòàâèòü â ôîðìå ïîëèïåïòèäà ñëè íè  (ãäå ñòðåññîâûé áåëîê è àíòèãåí HBV
êîâàëåíòíî ñâ çûâàþò âî âðåì  òðàíñë öèè ñëèòîé îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè ).
Àëüòåðíàòèâíî, ñòðåññîâûé áåëîê è àíòèãåí HBV ìîæíî ñâ çàòü ïîñðåäñòâîì õèìè÷åñêîé
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êîíúþãàöèè ïîñëå èíäèâèäóàëüíîé òðàíñë öèè èëè ñèíòåçà êàæäîãî èç íèõ. Êîìïîíåíòû
ìîæíî îáúåäèí òü íåêîâàëåíòíî (íàïðèìåð, â ñìåñè èëè áîëåå óïîð äî÷åííîé
êîìïîçèöèè). Òåðìèíû "ïîëèïåïòèä" èëè "áåëîê" ïðèìåí þò ïîïåðåìåííî äë  îïèñàíè 
öåïè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, èñêëþ÷à  ñëó÷àè, êîãäà èç êîíòåêñòà  ñíî, ÷òî
ïîäðàçóìåâàþò îïðåäåëåííûé ñìûñë.

Íåñìîòð  íà òî, ÷òî ñòðåññîâûé áåëîê îáñóæäàåòñ  íèæå, çäåñü àâòîðû íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  çàìå÷àþò, ÷òî ñòðåññîâûé áåëîê ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé áåëîê òåïëîâîãî
øîêà (Hsp). Áîëåå òîãî, Hsp ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ìèêîáàêòåðèàëüíûé Hsp, òàêîé êàê
Hsp65 (íàïðèìåð, Hsp65 èç Mycobacterium bovis) èëè ëþáîé ïðåäñòàâèòåëü ñåìåéñòâà
áåëêîâ Hsp èç ëþáûõ âèäîâ.

Ìîæíî ñîñòàâèòü êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ äë  ââåäåíè  ñóáúåêòó ðàçëè÷íûìè
ïóò ìè è, íåîá çàòåëüíî, ñîäåðæàùèå àäúþâàíò. Äîïîëíèòåëüíûå íåîá çàòåëüíûå
êîìïîíåíòû êîìïîçèöèè âêëþ÷àþò ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûå ðàçáàâèòåëè,
íàïîëíèòåëè è íîñèòåëè.

Òàêæå èçîáðåòåíèå ñîäåðæèò â ñåáå ñïîñîáû ëå÷åíè  èíôåêöèé HBV ó ñóáúåêòà
(íàïðèìåð, ó ìëåêîïèòàþùåãî, òàêîãî êàê ÷åëîâåê) ïîñðåäñòâîì ââåäåíè  êîìïîçèöèè ïî
èçîáðåòåíèþ ñóáúåêòó, èíôèöèðîâàííîìó HBV, è ñïîñîáû ïðåäîòâðàùåíè  (èëè
óìåíüøåíè  âåðî òíîñòè) èíôèöèðîâàíè  ñóáúåêòà (íàïðèìåð, ìëåêîïèòàþùåãî, òàêîãî
êàê ÷åëîâåê) HBV ïîñðåäñòâîì ââåäåíè  ñóáúåêòó êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ äî
èíôèöèðîâàíè  HBV.

Êîìïîíåíòû êîìïîçèöèè íå îá çàòåëüíî ââîäèòü ñóáúåêòó íåïîñðåäñòâåííî â âèäå
ïîëèïåïòèäîâ. Âìåñòî ýòîãî ìîæíî ââîäèòü íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, êîäèðóþùóþ ñòðåññîâûé
áåëîê, àíòèãåí HBV èëè áåëîê ñëè íè , ñîäåðæàùèé îäèí èëè íåñêîëüêî êàæäîãî èç íèõ, è
áåëîê, àíòèãåí èëè áåëîê ñëè íè  áóäóò ýêñïðåññèðîâàòüñ  ó ñóáúåêòà in vivo.
Íóêëåèíîâà  êèñëîòà ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ÷àñòü âèðóñíîãî âåêòîðà, íàïðèìåð ÷àñòü
ãåíîìà âèðóñíîãî âåêòîðà, èëè åå ìîæíî èíêàïñóëèðîâàòü, íàïðèìåð, â ëèïîñîìû.
Àëüòåðíàòèâíî, íóêëåèíîâóþ êèñëîòó ìîæíî äîñòàâë òü êàê ãîëóþ íóêëåèíîâóþ êèñëîòó,
òàêóþ êàê ïëàçìèäíà  ÄÍÊ, íàõîä ùóþñ  ïîä êîíòðîëåì ðåãóë òîðíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ñïåöèôè÷íûõ äë  ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê èëè êëåòîê
ìëåêîïèòàþùèõ. Ñïîñîáû ââåäåíè  ìîëåêóë íóêëåèíîâîé êèñëîòû õîðîøî èçâåñòíû â
äàííîé îáëàñòè.

Êðîìå òîãî, èçîáðåòåíèå âêëþ÷àåò ïðèìåíåíèå êîìïîçèöèé ïî èçîáðåòåíèþ (íàïðèìåð,
áåëêîâ ñëè íè , ñîäåðæàùèõ HBV, êîäèðóþùèõ èõ ìîëåêóë íóêëåèíîâîé êèñëîòû è
ñîäåðæàùèõ èõ ôàðìàöåâòè÷åñêèõ êîìïîçèöèé) äë  ïðîèçâîäñòâà ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà
äë  ëå÷åíè  èíôåêöèé âèðóñà ãåïàòèòà B â ñîîòâåòñòâèè ñ îïèñàííûìè çäåñü ñïîñîáàìè.

Äðóãèå âîçìîæíîñòè èëè ïðåèìóùåñòâà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñòàíóò  ñíû èç
äåòàëüíîãî îïèñàíè , ÷åðòåæåé è ôîðìóëû èçîáðåòåíè . Âñå öèòèðîâàííûå çäåñü çà âêè
íà âûäà÷ó ïàòåíòà, ïàòåíòû è ïóáëèêàöèè âêëþ÷åíû ïîëíîñòüþ ïîñðåäñòâîì ññûëêè.

Êðàòêîå îïèñàíèå ÷åðòåæåé
Ôèãóðà 1 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ êîðîâûé àíòèãåí

(HBc) (SEQ ID NO:1) ó HBV (ïîäòèï adw).
Ôèãóðà 2 ïðåäñòàâë åò ñîáîé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîðîâîãî àíòèãåíà

(SEQ ID NO:2) ó HBV (ïîäòèï adw).
Ôèãóðà 3 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ êîíñòðóêöèè

hisHepCorT(149/87S97F), êîòîðà  êîäèðóåò ìå÷åííûé ãèñòèäèíîì óêîðî÷åííûé êîðîâûé
àíòèãåí HBV (àìèíîêèñëîòû 1-149; SEQ ID NO:3).

Ôèãóðà 4 ïðåäñòàâë åò ñîáîé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóåìóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÄÍÊ, óêàçàííîé íà ôèãóðå 3 (SEQ ID NO:4).

Ôèãóðà 5 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ êîíñòðóêöèè
hisHepCor(97F)Hsp65, êîòîðà  êîäèðóåò ìå÷åííûé ãèñòèäèíîì áåëîê ñëè íè , âêëþ÷àþùèé
ïîëíîðàçìåðíûé êîðîâûé àíòèãåí HBV è áåëîê Hsp65 (SEQ ID NO:5)

Ôèãóðà 6 ïðåäñòàâë åò ñîáîé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóåìóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÄÍÊ, óêàçàííîé íà ôèãóðå 5 (SEQ ID NO:6).
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Ôèãóðà 7 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ êîíñòðóêöèè
hisHepCorT(149/87S97F)Hsp65, êîòîðà  êîäèðóåò ìå÷åííûé ãèñòèäèíîì áåëîê ñëè íè ,
âêëþ÷àþùèé óêîðî÷åííûé (àìèíîêèñëîòû 1-149) êîðîâûé àíòèãåí HBV, ñëèòûé ñ áåëêîì
Hsp65 (SEQ ID NO:7).

Ôèãóðà 8 ïðåäñòàâë åò ñîáîé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóåìóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÄÍÊ, óêàçàííîé íà ôèãóðå 7 (SEQ ID NO:8).

Ôèãóðà 9 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ êîíñòðóêöèè
HepCorT(151/97F)Hsp65, êîòîðà  êîäèðóåò áåëîê ñëè íè , âêëþ÷àþùèé óêîðî÷åííûé
(àìèíîêèñëîòû 1-151) êîðîâûé àíòèãåí HBV, ñëèòûé ñ áåëêîì Hsp65 (SEQ ID NO:9).

Ôèãóðà 10 ïðåäñòàâë åò ñîáîé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóåìóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÄÍÊ ôèãóðû 9 (SEQ ID NO:10).

Ôèãóðà 11 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ êîíñòðóêöèè HepCor(97F)Hsp65,
êîòîðà  êîäèðóåò áåëîê ñëè íè , âêëþ÷àþùèé ïîëíîðàçìåðíûé êîðîâûé àíòèãåí HBV,
ñëèòûé ñ áåëêîì Hsp65 (SEQ ID NO:11).

Ôèãóðà 12 ïðåäñòàâë åò ñîáîé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóåìóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÄÍÊ, óêàçàííîé íà ôèãóðå 11 (SEQ ID NO:12).

Ôèãóðà 13 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðàôèê, îòîáðàæàþùèé àêòèâíîñòü ïðèìèðîâàíè  CTL
(êîððåêòèðîâàííûé % ëèçèñà â çàâèñèìîñòè îò ñîîòíîøåíè  ýôôåêòîð:öåëü) ó ìûøåé
C57BL/6, èììóíèçèðîâàííûõ ðàçëè÷íûìè èììóíîãåíàìè (HepCorT(151/97F)Hsp65,
HepCor(97F)Hsp65, HepCorT(151/97F), HepCor(97F) è hisHepCorT(149/87S97F)Hsp65).
Ðåçóëüòèðóþùóþ àêòèâíîñòü CTL îöåíèâàëè ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè EL4,
ïðåäâàðèòåëüíî èìïóëüñíî àêòèâèðîâàííûõ êîíòðîëüíûì ïåïòèäîì MUT-1.52-59.Kb.
Êîíòðîëüíûì ìûøàì èíúåöèðîâàëè ïëàöåáî (áóôåð).Ôèãóðà 14 ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ãðàôèê, îòîáðàæàþùèé àêòèâíîñòü ïðèìèðîâàíè  CTL (êîððåêòèðîâàííûé % ëèçèñà â
çàâèñèìîñòè îò ñîîòíîøåíè  ýôôåêòîð:öåëü) ó ìûøåé C57BL/6, èììóíèçèðîâàííûõ
ðàçëè÷íûìè èììóíîãåíàìè (êàê íà ôèãóðå 13). Ðåçóëüòèðóþùóþ àêòèâíîñòü CTL îöåíèâàëè
ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè EL4, ïðåäâàðèòåëüíî èìïóëüñíî àêòèâèðîâàííûõ ñïåöèôè÷íûì
äë  àíòèãåíà HBV ïåïòèäîì HBc.93-100.Kb. Êîíòðîëüíûì ìûøàì èíúåöèðîâàëè ïëàöåáî
(áóôåð).

Ôèãóðà 15 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðàôèê, îòîáðàæàþùèé àêòèâíîñòü ïðèìèðîâàíè  CTL
(êîððåêòèðîâàííûé % ëèçèñà â çàâèñèìîñòè îò ñîîòíîøåíè  ýôôåêòîð:öåëü) ó ìûøåé
C57BL/6, èììóíèçèðîâàííûõ ðàçëè÷íûìè èììóíîãåíàìè (êàê íà ôèãóðå 13).
Ðåçóëüòèðóþùóþ àêòèâíîñòü CTL îöåíèâàëè ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè EL4.HBc.1D7,
ýêñïðåññèðóþùèìè êîðîâûé àíòèãåí ãåïàòèòà B. Êîíòðîëüíûì ìûøàì èíúåöèðîâàëè
ïëàöåáî (áóôåð).

Ôèãóðà 16 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðàôèê, îòîáðàæàþùèé àêòèâíîñòü ïðèìèðîâàíè  CTL
(IFN-γ (ïêã/ìë) â çàâèñèìîñòè îò ñîîòíîøåíè  ýôôåêòîð:öåëü) ó ìûøåé C57BL/6,
èììóíèçèðîâàííûõ ðàçëè÷íûìè èììóíîãåíàìè (êàê íà ôèãóðå 13). Ñïîñîáíîñòü
ïîëó÷àþùèõñ  â ðåçóëüòàòå CTL ñåêðåòèðîâàòü ãàììà èíòåðôåðîí (IFN-γ) îöåíèâàëè ïî
ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè EL4, êóëüòèâèðîâàííûìè ñîâìåñòíî ñî ñïåöèôè÷íûì äë  àíòèãåíà
HBV ïåïòèäîì HBc.93-100.Kb. Êîíòðîëüíûì ìûøàì èíúåöèðîâàëè ïëàöåáî (áóôåð).

Ôèãóðà 17 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðàôèê, îòîáðàæàþùèé àêòèâíîñòü ïðèìèðîâàíè  CTL
(TNF-α (OD410)) ó ìûøåé C57BL/6, èììóíèçèðîâàííûõ ðàçëè÷íûìè èììóíîãåíàìè (êàê íà
ôèãóðå 13). Ñïîñîáíîñòü îáðàçîâàâøèõñ  CTL ñåêðåòèðîâàòü ôàêòîð íåêðîçà îïóõîëè
àëüôà (TNF-α) îöåíèâàëè ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè EL4, êóëüòèâèðîâàííûìè ñîâìåñòíî ñî
ñïåöèôè÷íûì äë  àíòèãåíà HBV ïåïòèäîì HBc.93-100.Kb. Êîíòðîëüíûì ìûøàì
èíúåöèðîâàëè ïëàöåáî (áóôåð).

Äåòàëüíîå îïèñàíèå
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöè ì, ñîäåðæàùèì àíòèãåí HBV, ïîäõîä ùèì äë 

ëå÷åíè  èëè ïðåäîòâðàùåíè  èíôåêöèè HBV. Ñîñòàâ êîìïîçèöèé ìîæåò âàðüèðîâàòü, êàê
îïèñàíî çäåñü, íî êîìïîçèöèè âêëþ÷àþò ñòðåññîâûé áåëîê èëè åãî ÷àñòü (íàïðèìåð,
ôðàãìåíò) èëè åãî ïðîèçâîäíîå è àíòèãåí HBV. Íèæå îáñóæäàþò ðàçëè÷íûå ìàòåðèàëû è
ïðîöåäóðû, ïîäõîä ùèå äë  ïðèìåíåíè  â ñïîñîáàõ ïî èçîáðåòåíèþ.
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Òàê êàê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùèå ñòðåññîâûé áåëîê è
áåëêè HBV èçâåñòíû è äîñòóïíû, êîíñòðóêöèè íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùèå èõ (ïî
îäíîìó èëè êàê ïðîäóêò ñëè íè ) ìîæíî ëåãêî ïîëó÷èòü ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïîñîáîâ,
ðåãóë ðíî ïðèìåí åìûõ â äàííîé îáëàñòè. Íàïðèìåð, íóêëåèíîâûå êèñëîòû, êîäèðóþùèå
ñòðåññîâûé áåëîê (Hsp), ôàêóëüòàòèâíî ñâ çàííûå ñ àíòèãåíîì, ñìîòðè â WO 89/12455, WO
94/29459, WO 98/23735, WO 99/07860 è ññûëêàõ, öèòèðîâàííûõ â íèõ. Áåëêè ñëè íè  ìîæíî
ïîëó÷àòü íå òîëüêî ïîñðåäñòâîì ðåêîìáèíàíòíûõ ñïîñîáîâ, íî òàêæå ïîñðåäñòâîì
êîíúþãàöèè ñòðåññîâîãî áåëêà (íàïðèìåð, Hsp) è àíòèãåíà HBV ïîñëå òðàíñë öèè. Ñïîñîáû
êîíúþãàöèè îïèñàíû, íàïðèìåð, ó Hermanson (Bioconjugate Techniques, Academic Press,
San Diego, CA, 1996), Lussow et al. (Eur. J. Immun. 21:2297-2302, 1991) è ó Barrios
et al. (Eur J. Immun. 22:1365-1372, 1992). Òàêèå ñïîñîáû êîíúþãàöèè âêëþ÷àþò
ïðèìåíåíèå ñâ çûâàþùèõ ñðåäñòâ, òàêèõ êàê ãëþòàðàëüäåãèäà, êàðáîäèèìèäîâ è
áèñäèàçîáåíçèäèíà; ïðèìåíåíèå ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíûõ âåùåñòâ, îáðàçóþùèõ
ïîïåðå÷íûå ñâ çè, òàêèõ êàê ñëîæíîãî ýôèðà M-ìàëåèìèäîáåíçîèë-N-ãèäðîêñèñóêöèíèìèäà
èëè èñïîëüçîâàíèå öèñòåèíîâûõ îñòàòêîâ (êîòîðûå ïðèñóòñòâóþò â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ
è/èëè êîòîðûå âêëþ÷èëè ðåêîìáèíàíòíûì ñïîñîáîì) ñòðåññîâîãî áåëêà è àíòèãåíà äë 
ñîäåéñòâè  ôîðìèðîâàíèþ ìåæìîëåêóë ðíûõ äèñóëüôèäíûõ ñâ çåé.

Äë  âêëþ÷åíè  â áåëîê ñëè íè  èëè êîìïîçèöèþ ïî èçîáðåòåíèþ ïîäõîäèò ëþáîé
àíòèãåí HBV. Ïðåäïî÷òèòåëüíûé àíòèãåí HBV ïðåäñòàâë åò ñîáîé êîðîâûé àíòèãåí HBV
èëè åãî ôðàãìåíò èëè ïðîèçâîäíîå. Äë  îáëåã÷åíè  òåñòèðîâàíè  àíòèãåí HBV
íåîá çàòåëüíî ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü òàê, ÷òîáû âêëþ÷àòü èçâåñòíûå ðåñòðèöèðîâàííûå
ïî MHC ìûøèíûå ýïèòîïû CTL, íàïðèìåð, òàêèå êàê ðåñòðèöèðîâàííûå ïî H-2Kb ìûøèíûå
ýïèòîïû CTL. Ïðèìåð òàêîé ìîäèôèêàöèè îïèñàí â ïðèìåðàõ (íàïðèìåð, â øòàììå HBV
adw, îñòàòîê 97 ïðåäñòàâë åò ñîáîé èçîëåéöèí, åãî çàìåíà íà ôåíèëàëàíèí ïðèâîäèò ê
ïîëó÷åíèþ ðåñòðèöèðîâàííîãî ïî H-2Kb ýïèòîïà CTL). Êðîìå òîãî, àíòèãåí ìîæíî
ìîäèôèöèðîâàòü, òàê ÷òîáû îí âêëþ÷àë ýïèòîïû HLA ÷åëîâåêà áîëåå ÷åì èç îäíîãî
ïîäòèïà HBV (íàïðèìåð, adw, ayw, adr èëè ayr). Íàïðèìåð, åäèíè÷íà  çàìåíà òðåîíèíà íà
âàëèí â ïîçèöèè 91 êîðîâîãî àíòèãåíà HBV, ïîêàçàííîãî íà ôèãóðå 2, âîñïðîèçâåäåò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èçâåñòíîãî ðåñòðèöèðîâàííîãî ïî HLA-A11 ýïèòîïà CTL,
îáíàðóæåííîãî è â ïîäòèïå HBV adw è â ïîäòèïå HBV adr. Äðóãèå ïðîèçâîäíûå êîðîâîãî
àíòèãåíà HBV âêëþ÷àþò óêîðî÷åíè . Òàêèå óêîðî÷åíè  âêëþ÷àþò â êà÷åñòâå
íåîãðàíè÷èâàþùèõ ïðèìåðîâ óêîðî÷åíè , ïðè êîòîðûõ óäàë åòñ  âåñü áîãàòûé àðãèíèíîì
C-êîíöåâîé äîìåí èëè åãî ÷àñòü (àìèíîêèñëîòû HBc îò 150 äî 185). Ïîäõîä ùèå
óêîðî÷åííûå ôðàãìåíòû HBc âêëþ÷àþò ôðàãìåíòû, ñîñòî ùèå òîëüêî èç ïåðâûõ N-
êîíöåâûõ 149 àìèíîêèñëîò èëè èç ïåðâûõ N-êîíöåâûõ 151 àìèíîêèñëîò HBc. Â ëþáîì
ñëó÷àå, ïîäõîä ùèé ôðàãìåíò àíòèãåíà HBc (èëè ëþáîãî ïîäõîä ùåãî àíòèãåíà HBV) â
èäåàëå ìîãëè áû âêëþ÷àòü îäèí èëè íåñêîëüêî B-êëåòî÷íûõ èëè T-êëåòî÷íûõ ýïèòîïîâ
(îäèí èëè íåñêîëüêî B-êëåòî÷íûõ ýïèòîïîâ èëè îäèí èëè íåñêîëüêî T-êëåòî÷íûõ
ýïèòîïîâ), ïðåäïî÷òèòåëüíî îäèí èëè íåñêîëüêî ýïèòîïîâ CTL. Äîïîëíèòåëüíî, êîíöåâîé
öèñòåèí êîðîâîãî àíòèãåíà HBV ìîæíî óäàëèòü èëè çàìåíèòü äðóãîé àìèíîêèñëîòîé. Ìîæíî
ïðîèçâåñòè äðóãèå ìîäèôèêàöèè àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Äðóãîé ïðèìåð
ïðåäñòàâë åò ñîáîé çàìåíó  êîðíîãî îñòàòêà èçâåñòíîãî ðåñòðèöèðîâàííîãî ïî HLA
ýïèòîïà CTL äë  óñèëåíè  àêòèâíîñòè ñâ çûâàíè  ïåïòèäà ñ ìîëåêóëîé MHC êëàññà I. Õîò 
äàííûå ìîäèôèöèðîâàííûå êîðîâûå àíòèãåíû HBV ïîäõîä ò äë  âêëþ÷åíè  â áåëêè
ñëè íè , äë  ïîëó÷åíè  èììóííîãî îòâåòà íà HBV èõ òàêæå ìîæíî ïðèìåí òü
ñàìîñòî òåëüíî (ôàêóëüòàòèâíî ñôîðìóëèðîâàííûõ ñ àäúþâàíòîì).

Äîïîëíèòåëüíûå àíòèãåíû HBV, ïîäõîä ùèå äë  ïðèìåíåíè  ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷àþò êîðîâûé àíòèãåí HBV, àíòèãåí HBV e (HBeAg), áåëîê x (HBx),
ïîëèïåïòèä ïîëèìåðàçû è áåëêè îáîëî÷êè HBV S, M è L (Seeger and Mason, Microbiol.
Mol. Biol. Rev. 64:51-68, 2000; Ganem and Schneider, Hepadnavirdae: The viruses and
their replication. In: Knipe, DM and Howley, PM, eds. Fields Virology, Philadelphia:
Lippincott Williams & Wilkins, 2001:2923-2969).

Êàê îïèñàíî âûøå, àíòèãåí HBV, ñòðåññîâûé áåëîê èëè îáà âìåñòå ìîãóò ñîäåðæàòü
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îäíó èëè íåñêîëüêî àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí (íàïðèìåð, êîíñåðâàòèâíûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò). Äàííûå çàìåíû ìîæíî, õîò  è íå îá çàòåëüíî, ïðîèçâåñòè âìåñòî îäíîãî
èëè íåñêîëüêèõ ïðåäñêàçàííûõ îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ íåñóùåñòâåííûõ àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ. Òåðìèí "êîíñåðâàòèâíà  çàìåíà àìèíîêèñëîòû" ïðåäñòàâë åò ñîáîé çàìåíó, â
êîòîðîé îäèí àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê çàìåí þò äðóãèì àìèíîêèñëîòíûì îñòàòêîì,
îáëàäàþùèì ñõîæåé áîêîâîé öåïüþ. Â äàííîé îáëàñòè óñòàíîâëåíû ñåìåéñòâà
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, îáëàäàþùèå ñõîæèìè áîêîâûìè öåï ìè. Äàííûå ñåìåéñòâà
âêëþ÷àþò àìèíîêèñëîòû ñ îñíîâíûìè áîêîâûìè öåï ìè (íàïðèìåð, ëèçèí, àðãèíèí,
ãèñòèäèí), êèñëîòíûìè áîêîâûìè öåï ìè (íàïðèìåð, àñïàðàãèíîâà  êèñëîòà, ãëóòàìèíîâà 
êèñëîòà), íåçàð æåííûìè ïîë ðíûìè áîêîâûìè öåï ìè (íàïðèìåð, ãëèöèí, àñïàðàãèí,
ãëóòàìèí, ñåðèí, òðåîíèí, òèðîçèí, öèñòåèí), íåïîë ðíûìè áîêîâûìè öåï ìè (íàïðèìåð,
àëàíèí, âàëèí, ëåéöèí, èçîëåéöèí, ïðîëèí, ôåíèëàëàíèí, ìåòèîíèí, òðèïòîôàí), áåòà-
ðàçâåòâëåííûìè áîêîâûìè öåï ìè (íàïðèìåð, òðåîíèí, âàëèí, èçîëåéöèí) è
àðîìàòè÷åñêèìè áîêîâûìè öåï ìè (íàïðèìåð, òèðîçèí, ôåíèëàëàíèí, òðèïòîôàí,
ãèñòèäèí). Íåçàâèñèìî îò òîãî, ðàññ÷èòûâàþò ëè ïðîèçâåñòè çàìåíó â ïðåäñêàçàííîì
íåñóùåñòâåííîì ó÷àñòêå èëè âíîñ ò ñëó÷àéíî âî âñþ êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
àíòèãåíà HBV èëè ñòðåññîâîãî áåëêà (íàïðèìåð, ïîñðåäñòâîì íàñûùàþùåãî ìóòàãåíåçà)
èëè åå ÷àñòü, ïîëó÷àþùèåñ  â ðåçóëüòàòå ìóòàíòû ìîæíî ñêðèíèðîâàòü íà àíòèãåííóþ è
èììóíîñòèìóëèðóþùóþ àêòèâíîñòè, ñîîòâåòñòâåííî, äë  îïðåäåëåíè  ìóòàíòîâ,
ñîõðàí þùèõ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü. Âñëåä çà ìóòàãåíåçîì êîäèðóåìûå áåëêè ìîæíî
ðåêîìáèíàíòíî ýêñïðåññèðîâàòü è îïðåäåëèòü àêòèâíîñòü áåëêîâ.

Àíòèãåí HBV ìîæíî ïîäâåðãíóòü ñëè íèþ èëè ñ N-êîíöîì èëè ñ C-êîíöîì ñòðåññîâîãî
áåëêà, ñ ëèíêåðîì èëè ïðîìåæóòî÷íîé ýêçîãåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ èëè áåç íèõ. Â
àëüòåðíàòèâíîì îñóùåñòâëåíèè äâà àíòèãåíà HBV (âñòðå÷àþùèåñ  â åñòåñòâåííûõ
óñëîâè õ èëè âàðèàíò, êàê îïèñàíî çäåñü) ìîæíî ïðèñîåäèíèòü ê ñòðåññîâîìó áåëêó (îäèí
ê N-êîíöó, à äðóãîé ê C-êîíöó ñòðåññîâîãî áåëêà; îáà ê N-êîíöó èëè îáà ê C-êîíöó).
Äîïîëíèòåëüíî, îäèí èëè íåñêîëüêî àíòèãåíîâ HBV (îï òü, âñòðå÷àþùèåñ  â åñòåñòâåííûõ
óñëîâè õ èëè èõ ôðàãìåíòû, èëè äðóãèå âàðèàíòû, èëè èç òîãî æå èëè äðóãîãî áåëêîâ
HBV) ìîæíî ïðèñîåäèíèòü èëè ê N-êîíöó èëè ê C-êîíöó ñòðåññîâîãî áåëêà èëè ê îáîèì.
Äë  ñïåöèàëèñòîâ â äàííîé îáëàñòè  ñíî, ÷òî ìîæíî ïðîèçâåñòè äîïîëíèòåëüíûå
àëüòåðíàòèâíûå ðàñïîëîæåíè , åñëè âêëþ÷èòü áîëåå ÷åì îäèí ñòðåññîâûé áåëîê.

Ñòðåññîâûé áåëîê è àíòèãåí HBV (èëè èõ êîìáèíàöèè, íàïðèìåð ñòðåññîâûé áåëîê è äâà
èëè íåñêîëüêî àíòèãåíîâ HBV) ìîæíî ñâ çàòü ïîñðåäñòâîì õèìè÷åñêîé êîíúþãàöèè ïîñëå
òîãî, êàê êàæäûé òðàíñëèðóåòñ  è ñèíòåçèðóåòñ  èíäèâèäóàëüíî. Êàê îòìå÷åíî âûøå,
êîìïîíåíòû ìîæíî òàêæå îáúåäèí òü íåêîâàëåíòíî (íàïðèìåð, â ñìåñè èëè áîëåå
óïîð äî÷åííîé êîìïîçèöèè). Êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùèå ñòðåññîâûé áåëîê èëè åãî
èììóíîñòèìóë òîðíûå ôðàãìåíòû, íåêîâàëåíòíî îáúåäèíåííûå ñ àíòèãåíîì HBV, ìîæíî
ïîëó÷èòü, êàê îïèñàíî â ïàòåíòàõ ÑØÀ ¹¹ 6048530, 6017544, 6017540, 6007821, 5985270,
5948646, 5935576, 5837251, 5830464 èëè 5750119. Òàêæå ñì. ïàòåíòû ÑØÀ ¹¹ 5997873,
5961979, 6030618, 6139841, 6156302, 6168793 è Ìåæäóíàðîäíóþ ïóáëèêàöèþ ¹ WO
97/06821.

Êðîìå òîãî, â êîìïîçèöèþ ìîæíî âêëþ÷àòü áîëåå ÷åì îäèí òèï âèðóñíîãî àíòèãåíà.
Íàïðèìåð, â äîïîëíåíèå ê àíòèãåíó HBV, êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ ìîãóò âêëþ÷àòü (èëè
êîäèðîâàòü; ëþáûå îïèñàííûå çäåñü áåëêè ìîæíî ââîäèòü íåïîñðåäñòâåííî èëè
ïîñðåäñòâîì íóêëåèíîâûõ êèñëîò) àíòèãåí äðóãîãî ïàòîãåííîãî îðãàíèçìà. Òàêèì îáðàçîì,
â äîïîëíåíèå ê àíòèãåíó HBV, êîìïîçèöèè ìîãóò âêëþ÷àòü (èëè êîäèðîâàòü) àíòèãåí
ãåïàòèòà C, àíòèãåí âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà (HSV), àíòèãåí âèðóñà èììóíîäåôèöèòà
÷åëîâåêà (HIV), àíòèãåí öèòîìåãàëîâèðóñà (CMV), àíòèãåí âèðóñà Ýïøòåéíà-Áàðð (EBV),
àíòèãåí ðåñïèðàòîðíî-ñèíöèòèàëüíîãî âèðóñà (RSV), àíòèãåí âèðóñà ïàïèëëîìû ÷åëîâåêà
(HPV), àíòèãåí âèðóñà ãåðïåñà èëè èõ êîìáèíàöèè. Òàêèå æå àëüòåðíàòèâû, êàêèå áûëè
îïèñàíû äë  îñóùåñòâëåíèé, â êîòîðûõ êîìïîçèöèè ñîäåðæàëè òîëüêî HBV â êà÷åñòâå
âèðóñíîãî àíòèãåíà (íàïðèìåð, ñïîñîá îáúåäèíåíè  ñî ñòðåññîâûì áåëêîì, âêëþ÷åíèå
ïîëíîðàçìåðíûõ, ôðàãìåíòèðîâàííûõ áåëêîâ èëè èõ âàðèàíòîâ; ðàçëè÷íîå êîëè÷åñòâî

Ñòðàíèöà: 8

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 295 536 C2

êîìïîíåíòîâ è èõ ðàñïîëîæåíèå), ïîäõîä ò äë  îñóùåñòâëåíèé, â êîòîðûõ â êîìïîçèöèè
ïðèñóòñòâóþò (èëè åþ êîäèðóþòñ ), ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí àíòèãåí HBV è, ïî ìåíüøåé
ìåðå, îäèí äðóãîé âèðóñíûé àíòèãåí.

Íåîæèäàííî òàêæå îáíàðóæèëè, ÷òî óäàëåíèå Ñ-êîíöåâîãî áîãàòîãî àðãèíèíîì äîìåíà
èç êîðîâîãî àíòèãåíà ïðèâîäèò ê ïîëó÷åíèþ ïîëèïåïòèäà, ñïîñîáíîãî èíäóöèðîâàòü
èììóííûé îòâåò ê êîðîâîìó àíòèãåíó, êîíêðåòíî êëåòî÷íûé è/èëè èììóííûé îòâåò
ïîñðåäñòâîì CTL. Áîãàòûé àðãèíèíîì äîìåí êîðîâîãî àíòèãåíà ðàñïîëîæåí ìåæäó 150 è
183 àìèíîêèñëîòàìè êîðîâîãî àíòèãåíà (Nassal, J. Virol. 66:4107-4116, 1992).
Ïîõîä ùèå ôðàãìåíòû êîðîâîãî àíòèãåíà âêëþ÷àþò, íî íå îãðàíè÷èâàþòñ  èìè,
ôðàãìåíòû áåç âñåãî äàííîãî ðåãèîíà èëè åãî ÷àñòè. Íàïðèìåð, ïîäõîä ùèå ôðàãìåíòû
êîðîâîãî àíòèãåíà ìîãóò ñîäåðæàòü ïåðâûå 149 èëè 151 àìèíîêèñëîòà (èëè ìåíåå ÷åì 149
èëè 151 àìèíîêèñëîòà).

Êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ ìîãóò ôàêóëüòàòèâíî âêëþ÷àòü àäúþâàíò. Ïðèìåð
àäúþâàíòîâ, êîòîðûå ìîãóò áûòü ýôôåêòèâíû, âêëþ÷àþò â êà÷åñòâå íåîãðàíè÷èâàþùèõ
ïðèìåðîâ ïîëíûé àäúþâàíò Ôðåéíäà (FCA), íåïîëíûé àäúþâàíò Ôðåéíäà (FIA), SAF,
ìóðàìèë äèïåïòèä (MDP), ëèïîïîëèñàõàðèä (LPS), ëèïèä A, ìîíîôîñôîðèë ëèïèä A (MPL),
òîêñèí êîêëþøà (PT), ñòåàðèëòèðîçèí, γ-èíóëèí, RIBI (ñîäåðæàùèé òðè êîìïîíåíòà,
âûäåëåííûõ èç áàêòåðèé), Quil-A, ñàïîíèíû (QS21), êâàñöû (ãèäðîõëîðèä àëþìèíè ,
ôîñôàò àëþìèíè ), ôîñôàò êàëüöè , MF-59, èììóíîñòèìóë òîðíûå êîìïëåêñû (ISCOMS),
îëèãîíóêëåîòèäû CpG è öèòîêèíû (Gupta and Siber, Vaccine 13:1263-1276, 1995; Singh
and O'Hagan, Nature Biotechnology 17:1075-1081, 1999).

Ïîäõîä ùèé ôðàãìåíò èëè ïðîèçâîäíîå àíòèãåíà HBV â èäåàëå äîëæåí ñîäåðæàòü, ïî
ìåíüøåé ìåðå, îäèí B-êëåòî÷íûé èëè T-êëåòî÷íûé ýïèòîï (èëè îáà). Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì
îñóùåñòâëåíèè, ôðàãìåíò èëè ïðîèçâîäíîå äîëæíû ñîäåðæàòü, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí
ýïèòîï äë  CTL.

Èçîëèðîâàíû, êëîíèðîâàíû è îõàðàêòåðèçîâàíû ìíîæåñòâî ñòðåññîâûõ áåëêîâ èç
ðàçíîîáðàçíîãî ìíîæåñòâà îðãàíèçìîâ (Mizzen, Biotherapy 10:173-189, 1998). Ëþáîé
èììóíîñòèìóëèðóþùèé Hsp èëè åãî èììóíîñòèìóëèðóþùèé ôðàãìåíò ïîäõîä ò äë 
ïðèìåíåíè  â ïîëèïåïòèäàõ ñëè íè  è êîìïîçèöè õ. Íàïðèìåð, ñðåäè ãëàâíûõ
äåòåðìèíàíò, óçíàâàåìûõ ïîñðåäñòâîì èììóííûõ îòâåòîâ õîç åâ â îòâåò íà èíôåêöèþ
Mycobacterium tuberculosis è Mycobacterium leprae íàõîä òñ  Hsp70, Hsp60, Hsp20-30
(Hsp ñ íèçêîé ìîëåêóë ðíîé ìàññîé) è Hsp10 (ãîìîëîã GroES). Â äîïîëíåíèå îáíàðóæåíî,
÷òî Hsp65 èç Bacille Calmette Guerin (BCG), øòàììà Mycobacterium bovis ïðåäñòàâë åò
ñîáîé ýôôåêòèâíûé èììóíîñòèìóëèðóþùèé àãåíò, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå íèæå.

Ñåìåéñòâà ñòðåññîâûõ ãåíîâ è áåëêîâ äë  ïðèìåíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
õîðîøî èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè è âêëþ÷àþò, íàïðèìåð, Hsp100-200, Hsp100, Hsp90,
Lon, Hsp70, Hsp60, TF55, Hsp40, FKBP, öèêëîôèëèíû, Hsp20-30, ClpP, GrpE, Hsp10,
óáèêâèòèí, êàëíåêñèí è äèñóëüôèäèçîìåðàçû áåëêà. Ñì., íàïðèìåð, Macario, Cold Spring
Harbor Laboratory Res. 25:59-70, 1995; Parsell et al., Rev. Genet. 27:437-496, 1993 è
ïàòåíò ÑØÀ ¹ 5232833.

Ïðèìåðû áåëêîâ Hsp100-200 âêëþ÷àþò Grp170 (áåëîê ðåãóëèðóåìûé ãëþêîçîé). Grp170
íàõîäèòñ  â ïðîñâåòå ER è â êîìïàðòìåíòå, ïðåäøåñòâóþùåì àïïàðàòó Ãîëüäæè, è ìîæåò
èãðàòü ðîëü â óêëàäêå è ñáîðêå èììóíîãëîáóëèíîâ.

Ïðèìåðû áåëêîâ Hsp100 âêëþ÷àþò Hsp100 ìëåêîïèòàþùèõ, Hsp104 äðîææåé è ClpA,
ClpB, ClpC, ClpX è ClpY E. coli.

Ïðèìåðû áåëêîâ Hsp90 âêëþ÷àþò HtpG E. coli, Hsp83 è Hsc83 äðîææåé è Hsp90alpha,
Hsp90beta è Grp94 (ìàëûé gp96) ÷åëîâåêà. Hsp90 ñâ çûâàåò ãðóïïû áåëêîâ, êîòîðûå
ïðåäñòàâë þò ñîáîé òèïè÷íûå ðåãóë òîðíûå ìîëåêóëû, òàêèå êàê ðåöåïòîðû ñòåðîèäíûõ
ãîðìîíîâ (íàïðèìåð, ðåöåïòîðû ãëþêîêîðòèêîèäîâ, ýñòðîãåíîâ, ïðîãåñòåðîíà è
òåñòîñòåðîíà), òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû è ïðîòåèíêèíàçû, êîòîðûå èãðàþò ðîëü â
ìåõàíèçìàõ ïåðåäà÷è ñèãíàëîâ. Áåëêè Hsp90 òàêæå ó÷àñòâóþò â ôîðìèðîâàíèè áîëüøèõ,
÷àñòî âñòðå÷àþùèõñ  êîìïëåêñîâ áåëêîâ, âêëþ÷àþùèõ äðóãèå ñòðåññîâûå áåëêè.

Lon ïðåäñòàâë åò ñîáîé òåòðàìåðíóþ ÀÒÔ-çàâèñèìóþ ïðîòåàçó, êîòîðà  ðàçðóøàåò
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íåñîáñòâåííûå áåëêè E. coli.
Ïðèìåðû áåëêîâ Hsp70 âêëþ÷àþò Hsp72 è Hsc73 êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, DnaK áàêòåðèé

èëè ìèêîáàêòåðèé, òàêèõ êàê Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis, and
Mycobacterium bovis (òàêèå êàê Bacille Calmette Guerin; óêàçàííûé çäåñü âûøå êàê
Hsp71), DnaK E. coli, äðîææåé è äðóãèõ ïðîêàðèîò è BiP è Grp78. Hsp70 ñïîñîáåí
ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàòü ÀÒÔ, à òàêæå ðàçâåðíóòûå ïîëèïåïòèäû è ïåïòèäû è ïðèíèìàòü
ó÷àñòèå â óêëàäêå è ðàçâîðà÷èâàíèè, à òàêæå â ñáîðêå è ðàçðóøåíèè êîìïëåêñîâ áåëêîâ.

Ïðèìåðû áåëêîâ Hsp60 âêëþ÷àþò Hsp65 ìèêîáàêòåðèé. Áàêòåðèàëüíûé Hsp60 òàêæå
øèðîêî èçâåñòåí êàê GroEL. Hsp60 ôîðìèðóåò áîëüøèå  ãîìîîëèãîìåðíûå êîìïëåêñû è,
êàæåòñ , èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â óêëàäêå áåëêà. Ãîìîëîãè Hsp60 ïðèñóòñòâóþò â
ìèòîõîíäðè õ è õëîðîïëàñòàõ ýóêàðèîò.

Ïðèìåðû áåëêîâ TF55 âêëþ÷àþò Tcp1, TRiC è òåðìîñîìó. Äàííûå áåëêè îáû÷íî
âñòðå÷àþòñ  â öèòîïëàçìå ýóêàðèîò è íåêîòîðûõ àðõåáàêòåðèé è ôîðìèðóþò ìíîãî÷ëåííûå
êîëüöà, ñïîñîáñòâóþùèå óêëàäêå áåëêà. Òàêæå îíè ñëàáî ãîìîëîãè÷íû ñ Hsp60.

Ïðèìåðû áåëêîâ Hsp40 âêëþ÷àþò DnaJ ïðîêàðèîò, òàêèõ êàê E. coli è ìèêîáàêòåðèè è
HSJ1, HDJ1 è Hsp40. Â ÷èñëå äðóãèõ àêòèâíûõ âåùåñòâ êëåòêè Hsp40 èãðàåò ðîëü â
êà÷åñòâå ìîëåêóë ðíîãî øàïåðîíà â óêëàäêå áåëêà, îáåñïå÷åíèè òåðìîóñòîé÷èâîñòè è
ðåïëèêàöèè ÄÍÊ.

Ïðèìåðû FKBP âêëþ÷àþò FKBP12, FKBP13, FKBP25 è FKBP59, Fprl è Nepl. Îáû÷íî
áåëêè îáëàäàþò ïåïòèäèëïðîïèëèçîìåðàçíîé àêòèâíîñòüþ è âçàèìîäåéñòâóþò ñ
èììóíîñóïðåññîðàìè, òàêèìè êàê FK506 è ðàïàìèöèí. Áåëêè îáû÷íî îáíàðóæèâàþò â
öèòîïëàçìå è ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå.

Ïðèìåð öèêëîôèëèíà âêëþ÷àþò öèêëîôèëèíû A, B è C. Áåëêè îáëàäàþò
ïåïòèäèëïðîïèëèçîìåðàçíîé àêòèâíîñòüþ è âçàèìîäåéñòâóþò ñ èììóíîñóïðåññîðîì
öèêëîñïîðèíîì A.

Hsp20-30 òàêæå íàçûâàþò ìàëûé Hsp. Hsp20-30 îáû÷íî îáíàðóæèâàþò â áîëüøèõ
ãîìîîëèãîìåðíûõ êîìïëåêñàõ èëè, âîçìîæíî, ãåòåðîîëèãîìåðíûõ êîìïëåêñàõ. Îðãàíèçì
èëè òèï êëåòîê ìîæåò ýêñïðåññèðîâàòü íåñêîëüêî ðàçëè÷íûõ òèïîâ ìàëûõ Hsp. Hsp20-30
âçàèìîäåéñòâóåò ñî ñòðóêòóðàìè öèòîñêåëåòà è ìîæåò èãðàòü ðîëü â ðåãóë öèè
ïîëèìåðèçàöèè/äåïîëèìåðèçàöèè àêòèíà. Hsp20-30 áûñòðî ôîñôîðèëèðóåòñ  ïðè ñòðåññå
èëè âîçäåéñòâèè íà ïîêî ùèåñ  êëåòêè ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ. Ãîìîëîãè Hsp20-30 âêëþ÷àþò
àëüôà-êðèñòàëëèí.

ClpP ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïðîòåàçó E. coli, âîâëå÷åííóþ â äåãðàäàöèþ àíîìàëüíûõ
áåëêîâ. Ãîìîëîãè ClpP îáíàðóæåíû â õëîðîïëàñòàõ. ClpP ôîðìèðóåò ãåòåðîîëèãîìåðíûå
êîìïëåêñû ñ ClpA.

GrpE ïðåäñòàâë åò ñîáîé áåëîê E. coli ìàññîé ïðèìåðíî 20 êÄà, êîòîðûé âîâëå÷åí â
ïîèñê ïîâðåæäåííûõ ñòðåññîì áåëêîâ, à òàêæå äåãðàäàöèþ ïîâðåæäåííûõ áåëêîâ. GrpE
èãðàåò ðîëü â ðåãóë öèè ýêñïðåññèè ñòðåññîâûõ ãåíîâ ó E. coli.Ïðèìåðû Hsp10 âêëþ÷àþò
GroES and Cpn10. Hsp10 îáíàðóæåí ó E. coli è â ìèòîõîíäðè õ è õëîðîïëàñòàõ
ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê. Hsp10 ôîðìèðóåò ñåìè÷ëåííîå êîëüöî, àññîöèèðîâàííîå ñ
îëèãîìåðàìè Hsp60. Hsp10 òàêæå âîâëå÷åí â óêëàäêó áåëêîâ.

Îáíàðóæåíî, ÷òî óáèêâèòèí ñâ çûâàåò áåëêè â êîîðäèíàöèè ñ ïðîòåîëèòè÷åñêèì
óäàëåíèåì áåëêîâ ïîñðåäñòâîì ÀÒÔ-çàâèñèìîé öèòîçîëüíîé ïðîòåàçû.

Â äîïîëíåíèå ê ïîëíîðàçìåðíûì ñòðåññîâûì áåëêàì, ëþáûå èììóíîñòèìóëèðóþùèå
ôðàãìåíòû èëè ïðîèçâîäíûå ìîãëè áû  âë òüñ  ïðèãîäíûìè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.
Èììóíîñòèìóëèðóþùèé ôðàãìåíò èëè ïðîèçâîäíîå (íàïðèìåð, èììóíîñòèìóëèðóþùèé
ôðàãìåíò Hsp) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ôðàãìåíò èëè ïðîèçâîäíîå, êîòîðûå ñïîñîáñòâóþò
èììóííîìó îòâåòó íà àíòèãåí. Ôðàãìåíò èëè ïðîèçâîäíîå ìîãóò ñïîñîáñòâîâàòü èììóííîìó
îòâåòó ð äîì ñïîñîáîâ. Íàïðèìåð, ôðàãìåíò ìîæåò èíäóöèðîâàòü èììóííûé îòâåò,
êîòîðûé íå ìîã áû âîçíèêíóòü èíà÷å, èëè óñèëèâàòü èììóííûé îòâåò, êîòîðûé ìîã áû.
Îïèñàí ð ä èììóíîñòèìóëèðóþùèõ ôðàãìåíòîâ. Ïîäõîä ùèå ôðàãìåíòû âêëþ÷àþò â
êà÷åñòâå íåîãðàíè÷èâàþùèõ ïðèìåðîâ (a) 161-370 àìèíîêèñëîòû Hsp70 ìèêîáàêòåðèé
(êîíêðåòíî, Hsp70 M. tuberculosis) (Huang et al., J. Exp. Med. 191:403-408; 2000,

Ñòðàíèöà: 10

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 295 536 C2

çà âêà íà ïàòåíò ÑØÀ 09/761534, ïîäàííà  16  íâàð  2001 ãîäà); (b) ÀÒÔàçíûé äîìåí èëè
ñâ çûâàþùèé ïåïòèäû äîìåí Hsp70 ìèêîáàêòåðèé (êîíêðåòíî, Hsp70 M. tuberculosis)
(Young, çà âêà ÑØÀ ¹ 09/025178, ïîäàííà  25 íî áð  1997 ãîäà); (c) 280-385
àìèíîêèñëîòû ìûøèíîãî Hsc70 (îñíîâíîãî ïðåäñòàâèòåë  ñåìåéñòâà Hsc70) (Udono et al.,
Int. Immunol. 13:1233-1242, 2001); (d) 359-610 àìèíîêèñëîòû Hsp70 M. tuberculosis
(Wand et al., Immunity 15:971-983, 2001); (e) ñîîòâåòñòâóþùèå ñ (a) ïî (d) ðåãèîíû
ãîìîëîãîâ Hsp70 äðóãèõ âèäîâ è (f) ñ 1 ïî 200 àìèíîêèñëîòû Hsp65 ìèêîáàêòåðèé
(êîíêðåòíî, Hsp65 M. bovis) (Chu et al., çà âêà ÑØÀ ¹ 09/613303, ïîäàííà  10 èþë 
2000 ãîäà).

Ñòðåññîâûå áåëêè, ïðèãîäíûå ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ìîæíî ïîëó÷èòü èç ëþáîãî
ïîäõîä ùåãî îðãàíèçìà, âêëþ÷à  â êà÷åñòâå íåîãðàíè÷åííûõ ïðèìåðîâ
ãðàìïîëîæèòåëüíûå áàêòåðèè, ãðàìîòðèöàòåëüíûå áàêòåðèè, ýíòåðîáàêòåðèè (íàïðèìåð, E.
coli), ìèêîáàêòåðèè (êîíêðåòíî, M. leprae, M. tuberculosis, M. vaccae, M. smegmatis è
M. bovis), äðîææè, äðîçîôèëó è ïîçâîíî÷íûõ (íàïðèìåð, ïòèö, òàêèõ êàê öûïë òà, èëè
ìëåêîïèòàþùèõ, òàêèõ êàê êðûñû, ìûøè èëè ïðèìàòû, âêëþ÷à  ëþäåé).

Äë  ïîëó÷åíè  òåðàïåâòè÷åñêîé (íàïðèìåð, èììóíîòåðàïåâòè÷åñêîé) êîìïîçèöèè,
ñîäåðæàùåé áåëîê ñëè íè , ïîëèïåïòèä ìîæíî ïîëó÷àòü ðåêîìáèíàíòíûì ñïîñîáîì â
áàêòåðè õ, äðîææàõ, ðàñòåíè õ èëè êëåòêàõ ðàñòåíèé èëè æèâîòíûõ èëè êëåòêàõ æèâîòíûõ.
Íàïðèìåð, ïîëèïåïòèäû ñëè íè  ïî èçîáðåòåíèþ ìîæíî ïîëó÷àòü ïîñðåäñòâîì
òðàíñôîðìàöèè (òðàíñôåêöèè, òðàíñäóêöèè èëè èíôåêöèè) êëåòîê-õîç åâ ôðàãìåíòîì ÄÍÊ,
êîäèðóþùèì ïîëèïåïòèä, â ïîäõîä ùåì ýêñïðåññèðóþùåì íîñèòåëå. Ïîäõîä ùèå
ýêñïðåññèðóþùèå íîñèòåëè âêëþ÷àþò ïëàçìèäû, âèðóñíûå ÷àñòèöû è ôàãè. Äë  êëåòîê
íàñåêîìûõ ïîäõîä ò áàêóëîâèðóñíûå ýêñïðåññèðóþùèå âåêòîðû. Öåëûé ýêñïðåññèðóþùèé
íîñèòåëü èëè åãî ÷àñòü ìîæåò èíòåãðèðîâàòüñ  â ãåíîì êëåòêè-õîç èíà. Â íåêîòîðûõ
îáñòî òåëüñòâàõ ýòî æåëàòåëüíî äë  èñïîëüçîâàíè  èíäóöèáåëüíîãî ýêñïðåññèðóþùåãî
âåêòîðà, íàïðèìåð, äë  LACSWITCH® Inducible Expression System (Stratagene; La Jolla, CA).

Ñïåöèàëèñòàì â îáëàñòè ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè ïîí òíî, ÷òî ìîæíî ïðèìåí òü ëþáóþ
èç îáøèðíîãî ìíîæåñòâà ýêñïðåññèðóþùèõ ñèñòåì äë  äîñòàâêè ðåêîìáèíàíòíûõ
ïîëèïåïòèäîâ ñëè íè . Îïðåäåëåííà  êëåòêà-õîç èí è âåêòîð íå êðèòè÷íû äë 
èçîáðåòåíè .

Áåëêè è ïîëèïåïòèäû ìîæíî ïîëó÷àòü ñ ïîìîùüþ êëåòîê ðàñòåíèé. Äë  êëåòîê ðàñòåíèé
ïîäõîä ò âèðóñíûå ýêñïðåññèðóþùèå âåêòîðû (íàïðèìåð, âèðóñ ìîçàèêè öâåòíîé êàïóñòû è
âèðóñ òàáà÷íîé ìîçàèêè) è ïëàçìèäíûå ýêñïðåññèðóþùèå âåêòîðû (íàïðèìåð, ïëàçìèäà Ti).
Òàêèå êëåòêè è âåêòîðû äîñòóïíû èç øèðîêîãî äèàïàçîíà èñòî÷íèêîâ (íàïðèìåð, the
American Type Culture Collection, Manassas, VA; òàêæå ñì., íàïðèìåð, Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, 1994). Ñïîñîáû
òðàíñôîðìàöèè è òðàíñôåêöèè è âûáîð ýêñïðåññèðóþùåãî íîñèòåë  çàâèñèò îò èçáðàííîé
ñèñòåìû-õîç èíà. Ñïîñîáû òðàíñôîðìàöèè è òðàíñôåêöèè ðàíåå îïèñàíû, íàïðèìåð, ó
Ausubel et al. Ýêñïðåññèðóþùèå íîñèòåëè ìîæíî âûáðàòü èç ýêñïðåññèðóþùèõ íîñèòåëåé,
îïèñàííûõ, íàïðèìåð, â Pouwels et al., Cloning Vectors: A Laboratory Manual, 1985,
Supp. 1987. Êëåòêè-õîç åâà, ñîäåðæàùèå ýêñïðåññèðóþùèé íîñèòåëü, ìîæíî
êóëüòèâèðîâàòü â îáû÷íîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå, àäàïòèðîâàííîé êàê íåîáõîäèìî äë 
àêòèâàöèè èëè ðåïðåññèè âûáðàííûõ ãåíîâ, îòáîðà òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê èëè
àìïëèôèêàöèè âûáðàííûõ ãåíîâ.

Êîãäà óìåñòíî è âûãîäíî, íóêëåèíîâà  êèñëîòà, êîäèðóþùà  ïîëèïåïòèä ñëè íè , ìîæåò
âêëþ÷àòü ñèãíàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  âûäåëåíè  ïîëèïåïòèäà ñëè íè , íàïðèìåð,
äë  îáëåã÷åíè  âûäåëåíè  ïîëèïåïòèäà èç êóëüòóðû êëåòîê. Äë  ýôôåêòèâíîé òðàíñë öèè
âñòàâëåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íóêëåèíîâîé êèñëîòû òàêæå ìîãóò  âë òüñ 
íåîáõîäèìûìè ñïåöèôè÷åñêèå ñèãíàëû èíèöèàöèè. Äàííûå ñèãíàëû âêëþ÷àþò
èíèöèèðóþùèé êîäîí ATG è ðàñïîëîæåííûå ð äîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Â íåêîòîðûõ
ñëó÷à õ íåîáõîäèìî ïðåäîñòàâèòü âíåøíèå ñèãíàëû êîíòðîë  òðàíñë öèè, âêëþ÷à ,
âîçìîæíî, èíèöèèðóþùèé êîäîí ATG. Áîëåå òîãî, äë  îáåñïå÷åíè  òðàíñë öèè öåëîé
âñòàâêè, èíèöèèðóþùèé êîäîí äîëæåí íàõîäèòüñ  â ôàçå ñ ðàìêîé ñ÷èòûâàíè 
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æåëàòåëüíîé êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Äàííûå âíåøíèå ñèãíàëû êîíòðîë 
òðàíñë öèè è èíèöèèðóþùèå êîäîíû ìîãóò áûòü ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíè : è
åñòåñòâåííîãî, è ñèíòåòè÷åñêîãî. Ýôôåêòèâíîñòü ýêñïðåññèè ìîæíî óâåëè÷èòü
ïîñðåäñòâîì âêëþ÷åíè  ñîîòâåòñòâóþùèõ óñèëèâàþùèõ òðàíñêðèïöèþ èëè òðàíñë öèþ
ýëåìåíòîâ (íàïðèìåð, êîòîðûå îïèñàíû â Bittner et al., Methods in Enzymol. 153:516,
1987). Äîïîëíèòåëüíî ãåííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü äë 
îïòèìàëüíîãî èñïîëüçîâàíè  êîäîíîâ â ñîîòâåòñòâóþùåé ýêñïðåññèðóþùåé ñèñòåìå èëè,
àëüòåðíàòèâíî, ýêñïðåññèðóþùåãî õîç èíà ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü äë  ýêñïðåññèè
ñïåöèôè÷åñêèõ ìîëåêóë òÐÍÊ äë  ñîäåéñòâè  ýêñïðåññèè æåëàòåëüíîãî ãåíà.

Ìîãëî áû îêàçàòüñ  ïîëåçíûì, åñëè áû ïîëèïåïòèäû ñëè íè  ðàñòâîð ëèñü ïðè
íîðìàëüíûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâè õ. Òàêæå â èçîáðåòåíèè ïðåäñòàâëåíû ñïîñîáû
ïðèìåíåíè  áåëêîâ ñëè íè  (èëè äðóãèõ êîíôèãóðàöèé áåëêîâ, âêëþ÷à  êîâàëåíòíûå è
íåêîâàëåíòíûå êîìïëåêñû è ìèêñòóðû), â êîòîðûõ ñòðåññîâûé áåëîê (èëè åãî
èììóíîñòèìóëèðóþùèé ôðàãìåíò) è àíòèãåí HBV ïîäâåðãíóò ñëè íèþ (èëè èíà÷å
îáúåäèíåíû) ñ íå èìåþùèì ê íèì îòíîøåíè  òðåòüèì áåëêîì èëè ïîëèïåïòèäîì äë 
ñîçäàíè , ïî ìåíüøåé ìåðå, áåëêà, ñîñòî ùåãî èç òðåõ ÷àñòåé, èëè ñìåñè áåëêîâ. Òðåòèé
áåëîê ìîæåò îáëåã÷èòü î÷èñòêó, îáíàðóæåíèå èëè ðàñòâîðåíèå áåëêà ñëè íè  èëè äðóãîãî
êîìïëåêñà èëè îí ìîæåò îáåñïå÷èâàòü íåêîòîðûå äðóãèå ôóíêöèè. Íàïðèìåð, äë  ñîçäàíè 
áåëêîâ ñëè íè  ñ lacZ, ìîæíî ïðèìåí òü ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð pUR278 (Ruther et al.,
EMBO J. 2:1791, 1983). Äë  ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ïîëèïåïòèäîâ êàê áåëêîâ ñëè íè ,
ñîäåðæàùèõ ãëóòàòèîí-S-òðàíñôåðàçó (GST), ìîæíî ïðèìåí òü âåêòîðû pGEX. Â îáùèõ
÷åðòàõ, òàêèå áåëêè ñëè íè  ðàñòâîðèìû è èõ ìîæíî ëåãêî î÷èñòèòü èç ëèçèðîâàííûõ
êëåòîê ïîñðåäñòâîì àäñîðáöèè íà ãëóòàòèîí-àãàðîçíûõ ãðàíóëàõ, ñ ïîñëåäóþùåé ýëþöèåé
â ïðèñóòñòâèè ñâîáîäíîãî ãëóòàòèîíà. Âåêòîðû pGEX ñêîíñòðóèðîâàíû òàê, ÷òîáû âêëþ÷àòü
ó÷àñòêè ðàñùåïëåíè  ïðîòåàçîé òðîìáèíîì èëè ôàêòîðîì Xa òàê, ÷òîáû êëîíèðîâàííûé
öåëåâîé ãåííûé ïðîäóêò ìîã âûñâîáîæäàòüñ  îò ÷àñòè GST.

Áåëîê ñëè íè  èëè êîâàëåíòíûé êîìïëåêñ ìîæíî î÷èñòèòü ñ ïðèìåíåíèåì àíòèòåëà,
êîòîðîå ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàåò ÷àñòü áåëêà ñëè íè  èëè êîìïëåêñà. Àëüòåðíàòèâíî, äë 
î÷èñòêè ìîæíî èñïîëüçîâàòü äðóãèå ñâîéñòâà âêëþ÷åííîãî áåëêà (íàïðèìåð, ñâ çûâàíèå
ìåòàëëà). Íàïðèìåð, ñèñòåìà, îïèñàííà  ó Janknecht et al. (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 88:8972, 1981), ïîçâîë åò áûñòðóþ î÷èñòêó íåäåíàòóðèðîâàííûõ áåëêîâ,
ýêñïðåññèðóþùèõñ  â ëèíè õ êëåòîê ÷åëîâåêà. Â äàííîé ñèñòåìå, èíòåðåñóþùèé ãåí
ñóáêëîíèðîâàí â ðåêîìáèíàíòíóþ ïëàçìèäó êîðîâüåé îñïû òàê, ÷òîáû îòêðûòà  ðàìêà
ñ÷èòûâàíè  ãåíà ïðè òðàíñë öèè ïîäâåðãàëàñü ñëè íèþ ñ àìèíîêîíöåâîé ìåòêîé,
ñîñòî ùåé èç øåñòè ãèñòèäèíîâûõ îñòàòêîâ. Ýêñòðàêòû êëåòîê, çàðàæåííûõ
ðåêîìáèíàíòíûì âèðóñîì êîðîâüåé îñïû, ïîìåùàëè íà êîëîíêè ñ Ni2+

íèòðèëàöåòàòàãàðîçîé, è ìå÷åííûå ãèñòèäèíîì áåëêè ñåëåêòèâíî ýëþèðîâàëè áóôåðàìè,
ñîäåðæàùèìè èìèäàçîë. Òàêóþ æå ïðîöåäóðó ìîæíî ïðèìåí òü äë  áàêòåðèàëüíûõ
êóëüòóð.

Àëüòåðíàòèâíî, òðåòèé áåëîê ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé èììóíîãëîáóëèíîâûé Fc-äîìåí.
Òàêîé áåëîê ñëè íè  ìîæíî ëåãêî âûäåëèòü ñ ïðèìåíåíèåì àôôèííîé êîëîíêè.

Ïîëèïåïòèäû ñëè íè , êîíêðåòíî ñîäåðæàùèå êîðîòêèå àíòèãåííûå ôðàãìåíòû, ìîæíî
ïîëó÷àòü ïîñðåäñòâîì õèìè÷åñêîãî ñèíòåçà (íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ ñïîñîáîâ, îïèñàííûõ â
Solid Phase Peptide Synthesis, 2nd ed., 1984 The Pierce Chemical Co., Rockford, IL).

Ïîñëå âûäåëåíè  ïîëèïåïòèä ñëè íè  ìîæíî, åñëè íåîáõîäèìî, î÷èñòèòü è/èëè
êîíöåíòðèðîâàòü ïðè óñëîâèè, ÷òî äàëüíåéøà  îáðàáîòêà íå óìåíüøèò åãî ñïîñîáíîñòè
èíäóöèðîâàòü (íàïðèìåð, ïîñðåäñòâîì èíäóêöèè èëè óñèëåíè ) èììóííûé îòâåò,
äîñòàòî÷íûé äë  âûïîëíåíè  ñïîñîáîâ ïî èçîáðåòåíèþ. Â äàííîé îáëàñòè èçâåñòíî
ìíîæåñòâî ñïîñîáîâ î÷èñòêè è êîíöåíòðàöèè (ñì., íàïðèìåð, Fisher, Laboratory
Techniques In Biochemistry And Molecular Biology, Work and Burdon, eds., Elsevier,
1980), âêëþ÷àþùèõ óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèå è/èëè ïðåöèïèòàöèþ (íàïðèìåð,
ïîñðåäñòâîì ñóëüôàòà àììîíè ), ìèêðîôèëüòðàöèþ (íàïðèìåð, ÷åðåç 0,45 ìêì ôèëüòðû èç
àöåòàòà öåëëþëîçû), óëüòðàôèëüòðàöèþ (íàïðèìåð, ñ ïðèìåíåíèåì ñîðòèðóþùåé
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ìåìáðàíû è ðåöèðêóëèðóþùåé ôèëüòðàöèè), ãåëü-ôèëüòðàöèþ (íàïðèìåð, êîëîíêè,
çàïîëíåííûå ñåôàðîçîé CL-6B, CL-4B, CL-2B, 6B, 4B èëè 2B, ñåôàêðèëîì S-400 èëè S-300,
Superose 6 èëè Ultrogel A2, A4 èëè A6; âñå äîñòóïíûå îò Pharmacia Corp.), æèäêîñòíóþ
õðîìàòîãðàôèþ äë  óñêîðåííîãî ðàçäåëåíè  áåëêîâ (FPLC) è âûñîêîýôôåêòèâíóþ
æèäêîñòíóþ õðîìàòîãðàôèþ (HPLC).

Ïîëèïåïòèäû â êîìïîçèöè õ ïî èçîáðåòåíèþ ìîãóò âêëþ÷àòü àíòèãåííûå èëè
èììóíîñòèìóëèðóþùèå äåòåðìèíàíòû èëè öåëûå áåëêè áîëåå ÷åì îäíîãî ñòðåññîâîãî
áåëêà è/èëè áîëåå ÷åì îäíîãî áåëêà HBV. Ôàêóëüòàòèâíî, áåëêè ìîãóò âêëþ÷àòü äðóãèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ê êîòîðûì íåîáõîäèì èììóííûé îòâåò.

Èçîáðåòåíèå âêëþ÷àåò èììóíîòåðàïåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùèå, ïî ìåíüøåé
ìåðå, îäèí ïîëèïåïòèä ñëè íè , êàê îïèñàíî çäåñü, è, ôàêóëüòàòèâíî, ôàðìàöåâòè÷åñêè
äîïóñòèìûé íîñèòåëü, òàêîé êàê ðàçáàâèòåëü, íàïðèìåð ñîëåâîé ðàñòâîð, ôîñôàòíî-
ñîëåâîé áóôåð èëè ðàñòâîð ãèäðîêàðáîíàòà (íàïðèìåð, 0,24 Ì NaHCO3). Íîñèòåëè,
ïðèìåí åìûå â êîìïîçèöèè, âûáèðàþò íà îñíîâå ñïîñîáà è ïóòè ââåäåíè  è ñòàíäàðòíîé
ôàðìàöåâòè÷åñêîé ïðàêòèêè. Ïîäõîä ùèå ôàðìàöåâòè÷åñêèå íîñèòåëè è ðàçáàâèòåëè, à
òàêæå íåîáõîäèìûå ôàðìàöåâòè÷åñêèå äîáàâêè è êîìïîíåíòû äë  èõ èñïîëüçîâàíè 
îïèñàíû â Remington's Pharmaceutical Sciences. Àäúþâàíò, íàïðèìåð õîëåðíûé òîêñèí,
òåðìîëàáèëüíûé ýíòåðîòîêñèí Escherichia coli (LT), ëèïîñîìà èëè èììóíîñòèìóëèðóþùèé
êîìïëåêñ (1SCOM), òàêæå ìîæíî âêëþ÷èòü â èììóíîòåðàïåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè.

Êîìïîçèöèè ìîæíî ñîñòàâë òü â âèäå ðàñòâîðà (ïîäõîäèò äë  âíóòðèìûøå÷íîãî,
èíòðàäåðìàëüíîãî èëè âíóòðèâåííîãî ââåäåíè ), ñóñïåíçèè, ñóïïîçèòîðè , òàáëåòêè,
ãðàíóë, ïîðîøêîâ, êàïñóëû, ìàçè èëè êðåìà. Äë  ïîëó÷åíè  äàííûõ êîìïîçèöèé ìîæíî
âêëþ÷àòü îäèí èëè íåñêîëüêî ôàðìàöåâòè÷åñêèõ íîñèòåëåé. Ïðèìåðû ôàðìàöåâòè÷åñêè
ïðèåìëåìûõ íîñèòåëåé âêëþ÷àþò ðàñòâîðû (íàïðèìåð, âîäà èëè ôèçèîëîãè÷åñêèé ñîëåâîé
ðàñòâîð), ðàñòâîðèòåëè (íàïðèìåð, ýòàíîë, ïîëèñîðáàòû èëè Cremophor EL®), ñðåäñòâà
äë  ñîçäàíè  èçîòîíè÷íîñòè, êîíñåðâàíòû, àíòèîêñèäàíòû, íàïîëíèòåëè (íàïðèìåð,
ëàêòîçà, êðàõìàë, êðèñòàëëè÷åñêà  öåëëþëîçà, ìàííèò, ìàëüòîçà, òðåãàëîçà, ãèäðîôîñôàò
êàëüöè , ëåãêèé àíãèäðèä êðåìíèåâîé êèñëîòû èëè êàðáîíàò êàëüöè ), ñâ çóþùèå âåùåñòâà
(íàïðèìåð, êðàõìàë, ïîëèâèíèëïèððîëèäîí, ãèäðîêñèïðîïèëöåëëþëîçà, ýòèëöåëëþëîçà,
êàðáîêñèìåòèëöåëëþëîçà èëè ãóììèàðàáèê), ñìàçî÷íûå ìàòåðèàëû (íàïðèìåð, ñòåàðàò
ìàãíè , òàëüê èëè îòâåðæäåííûå ìàñëà) èëè ñòàáèëèçàòîðû (íàïðèìåð, ëàêòîçà, ìàííèò,
ìàëüòîçà, ïîëèñîðáàòû, ìàêðîãåëè èëè êàñòîðîâîå ìàñëî, îòâåðæäåííîå
ïîëèîêñèýòèëåíîì). Åñëè íåîáõîäèìî äîáàâë þò ãëèöåðèí, äèìåòèëàöåòàìèä, ëàêòàò
íàòðè , ñóðôàêòàíò, ãèäðîêñèä íàòðè , ýòèëåíäèàìèí, ýòàíîëàìèí, áèêàðáîíàò íàòðè ,
àðãèíèí, ìåãëóìèí èëè òðèñàìèíîìåòàí. Ïðè íåîáõîäèìîñòè çàìåäëåííîãî âûñâîáîæäåíè 
êîìïîçèöèè â êà÷åñòâå óïëîòí þùåãî ìàòðèêñà ìîæíî ïðèìåí òü áèîäåãðàäèðóåìûå
ïîëèìåðû, òàêèå êàê ïîëè-D,L-ëàêòèä-êîãëèêîëèä èëè ïîëèãëèêîëèä (ñì., íàïðèìåð,
ïàòåíòû ÑØÀ ¹¹ 5417986, 4675381 è 4450150). Êàê çàìå÷åíî âûøå, ñ äàííûìè
êîìïîíåíòàìè ìîæíî ôîðìèðîâàòü ôàðìàöåâòè÷åñêèå ïðåïàðàòû, òàêèå êàê ðàñòâîðû,
òàáëåòêè, ãðàíóëû èëè êàïñóëû. Åñëè êîìïîçèöèè ââîä ò îðàëüíî, ìîæíî äîáàâë òü
âêóñîâûå äîáàâêè è êðàñèòåëè.

Èììóíîòåðàïåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè ìîæíî ââîäèòü ïîäõîä ùèì ïóòåì, íàïðèìåð
âíóòðèâåííî, âíóòðèàðòåðèàëüíî, ìåñòíî, ïîñðåäñòâîì èíúåêöèè (íàïðèìåð,
èíòðàïåðèòîíåàëüíî, èíòðàïëåâðàëüíî, ïîäêîæíî, âíóòðèìûøå÷íî), îðàëüíî,
èíòðàäåðìàëüíî, ïîä  çûê, èíòðàýïèäåðìàëüíî, èíòðàíàçàëüíî (íàïðèìåð, ïîñðåäñòâîì
èíãàë öèè), èíòðàïóëüìîíàëüíî èëè ðåêòàëüíî.

Êîëè÷åñòâî ââîäèìîé èììóíîòåðàïåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè äîëæíî çàâèñåòü, íàïðèìåð,
îò êîíêðåòíîé êîìïîçèöèè ñòðåññîâîãî áåëêà/àíòèãåíà, îò òîãî ââåäåí ëè ñîâìåñòíî ñ
êîìïîçèöèåé àäúþâàíò, òèïà ñîâìåñòíî ââåäåííîãî àäúþâàíòà, ñïîñîáà è ÷àñòîòû
ââåäåíè  è íåîáõîäèìîãî ýôôåêòà (íàïðèìåð, ïðåäîõðàíåíèå èëè ëå÷åíèå), ÷òî ìîæåò
áûòü îïðåäåëåíî ñïåöèàëèñòîì â äàííîé îáëàñòè. Â îáùèõ ÷åðòàõ,
èììóíîòåðàïåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè ââîä ò â êîëè÷åñòâàõ â äèàïàçîíå ìåæäó 1 ìêã è 100
ìã íà äîçó âçðîñëîìó ÷åëîâåêó. Ïðåäïî÷òèòåëüíî ââîä ò ìåæäó 50 è 10000 ìêã (íàïðèìåð,
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ïðèìåðíî îò 100 äî 5000 ìêã, â ÷àñòíîñòè ïðèìåðíî 500, 1000, 1500 èëè 2000 ìêã) áåëêà
ñëè íè . Åñëè ñîâìåñòíî ñ èììóíîòåðàïåâòè÷åñêèì ñðåäñòâîì ââîä ò àäúþâàíòû, êàê
ïðàâèëî, ìîæíî èñïîëüçîâàòü êîëè÷åñòâà â äèàïàçîíå ìåæäó 1 íã è 100 ìã íà äîçó
âçðîñëîìó ÷åëîâåêó. Ïðè íåîáõîäèìîñòè, ÷òî ìîæåò áûòü îïðåäåëåíî ñïåöèàëèñòîì â
äàííîé îáëàñòè, ââåäåíèå ïîâòîð þò. Íàïðèìåð, çà íà÷àëüíîé äîçîé ìîæåò ñëåäîâàòü
îäíà èëè áîëåå ïîääåðæèâàþùèõ äîç ÷åðåç íåäåëüíûå èëè ìåñ ÷íûå èíòåðâàëû.
Ïîääåðæèâàþùóþ äîçó ìîæíî äàâàòü ñ 3 ïî 12 íåäåëþ ïîñëå ïåðâîé èììóíèçàöèè, à
âòîðóþ ïîääåðæèâàþùóþ äîçó ìîæíî äàâàòü ñ 3 ïî 12 íåäåëþ ïîñëå ïåðâîé
ïîääåðæèâàþùåé äîçû, ïðèìåí   òó æå èëè äðóãóþ ëåêàðñòâåííóþ ôîðìó. Äë 
òåñòèðîâàíè  èììóííîãî îòâåòà, èíäóöèðîâàííîãî èììóíîòåðàïåâòè÷åñêèì ñðåäñòâîì
ïðîòèâ àíòèãåíà HBV, âêëþ÷åííîãî â áåëîê ñëè íè  ó èíäèâèäà ìîæíî ïîëó÷àòü ñûâîðîòêè,
PBL èëè PBMC. Ñïîñîáû àíàëèçà àíòèòåë èëè öèòîòîêñè÷åñêèõ T-êëåòîê ïðîòèâ
ñïåöèôè÷åñêîãî àíòèãåíà õîðîøî èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè. Åñëè íåîáõîäèìî, ìîæíî
äàâàòü äîïîëíèòåëüíûå ïîääåðæèâàþùèå äîçû. Ïîñðåäñòâîì èçìåíåíè  êîëè÷åñòâà
ïîëèïåïòèäà ñëè íè  â êîìïîçèöèè ìîæíî îïòèìèçèðîâàòü ïðîòîêîë èììóíèçàöèè äë 
èíäóêöèè ìàêñèìàëüíîãî èììóííîãî îòâåòà.

Êîíå÷íî, ïîëèïåïòèäû (ñàìîñòî òåëüíî èëè êàê ÷àñòü áåëêà ñëè íè ) ìîæíî äîñòàâë òü
ïîñðåäñòâîì ââåäåíè  íóêëåèíîâîé êèñëîòû, òàêîé êàê âèðóñíûé âåêòîð (íàïðèìåð,
ðåòðîâèðóñíûé èëè àäåíîâèðóñíûé âåêòîð).

Èììóíîòåðàïåâòè÷åñêîå ñðåäñòâî ïî èçîáðåòåíèþ ìîæíî òàêæå ââîäèòü â êîìáèíàöèè ñ
îäíèì èëè íåñêîëüêèìè ñîåäèíåíè ìè èëè êîìïîçèöè ìè, îáëàäàþùèìè àêòèâíîñòüþ
ïðîòèâ HBV (ñðåäñòâî ïðîòèâ HBV). Íàïðèìåð, ïàöèåíòà âíà÷àëå ìîæíî ëå÷èòü ñðåäñòâîì
ïðîòèâ HBV äë  óìåíüøåíè  ò æåñòè èíôåêöèè HBV (÷òî èçìåð þò, íàïðèìåð, ïî
óìåíüøåíèþ èëè ïðåêðàùåíèþ öèðêóë öèè àíòèãåíà HBe (èíäèêàòîð ðåïëèêàöèè HBV è
âèðåìèè ñ âûñîêèì òèòðîì), ïî âëåíèþ àíòèòåë ïðîòèâ HBe, óìåíüøåíèþ èëè
èñ÷åçíîâåíèþ ÄÍÊ HBV â ñûâîðîòêå èëè óìåíüøåíèþ óðîâíåé àëàíèíàìèíîòðàíñôåðàçû
(ALT)). Êîãäà äîñòèãàåòñ  ïîäõîä ùåå óìåíüøåíèå, ïàöèåíòó ìîæíî ââîäèòü
èììóíîòåðàïåâòè÷åñêîå ñðåäñòâî ïî èçîáðåòåíèþ. Àëüòåðíàòèâíî, ñðåäñòâî ïðîòèâ HBV è
èììóíîòåðàïåâòè÷åñêîå ñðåäñòâî ìîæíî ââîäèòü â îñíîâíîì â îäíî è òî æå âðåì 
(ó÷èòûâà , ÷òî ñðåäñòâî ïðîòèâ âèðóñà è èììóíîòåðàïåâòè÷åñêîå ñðåäñòâî ìîãóò îáëàäàòü
ðàçëè÷íûìè ïóò ìè ââåäåíè ), èëè èììóíîòåðàïåâòè÷åñêîå ñðåäñòâî ìîæíî ââåñòè
ïåðâûì, ñ ïîñëåäóþùèì ëå÷åíèåì ñðåäñòâîì ïðîòèâ âèðóñà. Àíòèâèðóñíûå ñîåäèíåíè 
èëè êîìïîçèöèè, ïîäõîä ùèå äë  ïðèìåíåíè  â òàêèõ êîìáèíàöè õ ñ
èììóíîòåðàïåâòè÷åñêèì ñðåäñòâîì âêëþ÷àþò â êà÷åñòâå íåîãðàíè÷èâàþùèõ ïðèìåðîâ
èíòåðôåðîí-α2b (Intron A, Schering Plough), ïåãèëèðîâàííûé èíòåðôåðîí-α2b è
íóêëåîçèäíûå àíàëîãè, òàêèå êàê ëàìèâóäèí [(-)-β-L-3'-òèà-2',3'-äèäåçîêñèöèòèäèí èëè
3TC] (Epivir-HBV, Glaxo Welcome) è ðèáàâèðèí (Rebetron, ICN Pharmaceuticals).
Ñóùåñòâóåò ð ä äîïîëíèòåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ âîçìîæíî ïîäõîä ùèõ ñîåäèíåíèé, è
îíè âêëþ÷àþò: ãåìòðèöèòàáèí (2',3'-äèäåçîêñè-5'-ôòîð-3'-òèàöèòèäèí, FTC, êîâèðàöèë,
Triangle Pharmaceuticals), êëåâóäèí (2'-ôòîð-5-ìåòèë-β-L-àðàáèíîôóðàíîçèëóðàöèë, L-
FMAU, Triangle), àäåôîâèð (9-2-ôîñôîíèëìåòèë)àäåíèí, PMEA, Gilead Sciences),
ýíòåêàâèð (Bristol-Myers Squibb), (-)-áåòà-D-2,6-äèàìèíîïóðèí äèîêñîëàí (DAPD), β-L-2',3'-
äèäåçîêñè-5-ôòîðöèòèäèí (β-L-FddC), β-L-2',3'-äèäåãèäðî-äèäåçîêñè-5-ôòîðöèòèäèí (β-L-
Fd4C) è ôàìöèêëîâèð.

Ïîëàãàþò, ÷òî ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè áåç äîïîëíèòåëüíîãî ñîâåðøåíñòâîâàíè ,
áàçèðó ñü íà ïðèâåäåííîì âûøå îïèñàíèè è ïðèìåðàõ íèæå, ìîæåò èñïîëüçîâàòü
íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå â åãî íàèáîëåå ïîëíîì îáúåìå. Ñëåäóþùèé ïðèìåð ñëåäóåò
èíòåðïðåòèðîâàòü òîëüêî â êà÷åñòâå èëëþñòðàöèè òîãî, êàê ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè
ìîæåò âûäåëèòü è èñïîëüçîâàòü ïîëèïåïòèä ñëè íè  è, â ëþáîì ñëó÷àå, íå îãðàíè÷èâàåò
îñòàâøååñ  îïèñàíèå. Âñå ïóáëèêàöèè, öèòèðîâàííûå â äàííîì îïèñàíèè, âêëþ÷åíû ñþäà
ïîñðåäñòâîì ññûëêè.
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Êîíñòðóèðîâàíèå áåëêîâ ñëè íè  êîðîâîãî àíòèãåíà HBV è Hsp
Îñíîâíûå ñïîñîáû è ïðîöåäóðû ïîëó÷åíè  áåëêîâ ñëè íè  ìîæíî íàéòè â WO 94/29459,

WO 98/23735, WO 99/07860; òàì æå ïðèâåäåíû ññûëêè.
Ãåí, êîäèðóþùèé ïîäòèï HBV adw, ïîëó÷àëè èç ïëàçìèäû pBR/HBV (ïðèîáðåòåíà â

ATCC, ATCC 45020). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ, êîäèðóþùà  ïîëíîðàçìåðíûé
áåëîê, ïðèâåäåíà íà Ôèãóðå 1; ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àìèíîêèñëîò ïîëíîðàçìåðíîãî áåëêà
ïîêàçàíà íà Ôèãóðå 2.

Ãåí, êîäèðóþùèé ïîëíîðàçìåðíûé áåëîê Hsp65 èç M. bovis BCG, ïîëó÷àëè èç ïëàçìèäû
pET65 (ñì. WO 99/07860).

Äë  ïîëó÷åíè  áåëêà ñ èñïîëüçîâàíèåì îïèñàííûõ èñõîäíûõ ìàòåðèàëîâ è
ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðàéìåðîâ ïîäãîòîâèëè è êëîíèðîâàëè â pET28a (Novagen) ñëåäóþùèå
êîíñòðóêöèè:

1.1 hisHepCorT(149/87S97F): ôðàãìåíò ÄÍÊ, êîäèðóþùèé óêîðî÷åííûé êîðîâûé àíòèãåí
HBV (àìèíîêèñëîòû ñ 1 ïî 149). Êîíñòðóêöè  ñîäåðæèò òàêæå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç 20 N-
êîíöåâûõ àìèíîêèñëîò, ñîäåðæàùèõ ãèñòèäèíîâóþ ìåòêó. Äàííà  êîíñòðóêöè  ñîäåðæèò äâå
àìèíîêèñëîòíûå çàìåíû ïî ñðàâíåíèþ ñ áåëêîì äèêîãî òèïà: àìèíîêèñëîòà â ïîëîæåíèè 87
çàìåíåíà ñ àñïàðàãèíà íà ñåðèí, à àìèíîêèñëîòà â ïîëîæåíèè 97 çàìåíåíà ñ èçîëåéöèíà
íà ôåíèëàëàíèí. Äàííûå çàìåíû ïðîâîäèëè, ÷òîáû âîñïðîèçâåñòè èçâåñòíûå ýïèòîïû CTL
ìûøè. Òàêæå ê C-êîíöó óêîðî÷åííîãî áåëêà äîáàâèëè ýêçîãåííûé àñïàðàãèíîâûé îñòàòîê.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ ïîêàçàíà íà ôèãóðå 3, êîäèðóåìà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
àìèíîêèñëîò ïîêàçàíà íà ôèãóðå 4.

1.2 hisHepCor(97F)Hsp65: ÄÍÊ, êîäèðóþùà  áåëîê ñëè íè , âêëþ÷àþùèé àìèíîêèñëîòû
ïîëíîðàçìåðíîãî êîðîâîãî áåëêà HBV, ñëèòûå ñ N-êîíöîì Hsp65 èç M. bovis BCG. Òàêæå
êîíñòðóêöè  ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç 20 N-êîíöåâûõ àìèíîêèñëîò, ñîäåðæàùèõ
ãèñòèäèíîâóþ ìåòêó è çàìåíó àìèíîêèñëîòû â ïîëîæåíèè 97 ñ èçîëåéöèíà íà ôåíèëàëàíèí.
Ìåæäó êîðîâûì áåëêîì HBV è áåëêîì Hsp65 âñòàâèëè äâà äîïîëíèòåëüíûõ
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêà: àñïàðàãèí è âàëèí. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ ïîêàçàíà íà ôèãóðå
5, êîäèðóåìà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àìèíîêèñëîò ïîêàçàíà íà ôèãóðå 6.

1.3 hisHepCorT(149/87S97F)Hsp65: ÄÍÊ, êîäèðóþùà  áåëîê ñëè íè , ñîäåðæàùèé ñ 1 ïî
149 àìèíîêèñëîòû êîðîâîãî áåëêà HBV, ñëèòûå ñ N-êîíöîì Hsp65 èç M. bovis BCG.
Êîíñòðóêöè  òàêæå ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç 20 N-êîíöåâûõ àìèíîêèñëîò,
ñîäåðæàùèõ ãèñòèäèíîâóþ ìåòêó, è ñîäåðæèò äîïîëíèòåëüíûé àñïàðàãèíîâûé îñòàòîê
ìåæäó êîðîâûì áåëêîì HBV è áåëêîì Hsp65. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ ïîêàçàíà íà ôèãóðå
7, êîäèðóåìà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àìèíîêèñëîò ïîêàçàíà íà ôèãóðå 8.

1.4 HepCorT(151/97F)Hsp65: ÄÍÊ, êîäèðóþùà  áåëîê ñëè íè , ñîäåðæàùèé ñ 1 ïî 151
àìèíîêèñëîòû êîðîâîãî áåëêà HBV, ñëèòûå ñ N-êîíöîì Hsp65 èç M. bovis BCG (áåç âñòàâêè
äîïîëíèòåëüíûõ àìèíîêèñëîò ìåæäó äâóì  ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
êîðîâîãî áåëêà HBV ìîäèôèöèðîâàëè ñëåäóþùèì îáðàçîì: â îòëè÷èå îò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äèêîãî òèïà èçîëåéöèí â ïîëîæåíèè 97 çàìåí ëè íà ôåíèëàëàíèí.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ ïîêàçàíà íà ôèãóðå 9, êîäèðóåìà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
àìèíîêèñëîò ïîêàçàíà íà ôèãóðå 10. 1.5 HepCor(97F)Hsp65: ÄÍÊ, êîäèðóþùà  áåëîê
ñëè íè , ñîäåðæàùèé ïîëíîðàçìåðíûé êîðîâûé áåëîê HBV, ñëèòûé ñ N-êîíöîì Hsp65 èç M.
bovis BCG (áåç âñòàâêè äîïîëíèòåëüíûõ àìèíîêèñëîò ìåæäó äâóì 
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè). Êàê è â ïðåäûäóùåé êîíñòðóêöèè, àìèíîêèñëîòó â ïîëîæåíèè 97
êîðîâîãî áåëêà HBV çàìåí ëè ñ èçîëåéöèíà íà ôåíèëàëàíèí. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ
ïîêàçàíà íà ôèãóðå 11, êîäèðóåìà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àìèíîêèñëîò ïîêàçàíà íà ôèãóðå
12.

1.6 HepCorT(151/97F). ÄÍÊ, êîäèðóþùà  óêîðî÷åííûé êîðîâûé àíòèãåí HBV
(àìèíîêèñëîòû ñ 1 ïî 151). Ïîìèìî òîãî, ÷òî áåëîê adw â äàííîé êîíñòðóêöèè óêîðî÷åí
äî 151 àìèíîêèñëîòû, â íåì ïðèñóòñòâóåò îäíà çàìåíà àìèíîêèñëîòû ïî ñðàâíåíèþ ñ
äèêèì òèïîì, ïðåäñòàâëåííûì íà ôèãóðå 2: àìèíîêèñëîòó â ïîëîæåíèè 97 çàìåíèëè ñ
èçîëåéöèíà íà ôåíèëàëàíèí, ÷òîáû âîñïðîèçâåñòè èçâåñòíûé ýïèòîï CTL ìûøè.

1.7 HepCor(97F). ÄÍÊ, êîäèðóþùà  ïîëíîðàçìåðíûé êîðîâûé àíòèãåí HBV. Â äàííîé
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êîíñòðóêöèè ïðèñóòñòâóåò îäíà àìèíîêèñëîòíà  çàìåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ áåëêîì adw äèêîãî
òèïà, ïðåäñòàâëåííûì íà ôèãóðå 2: àìèíîêèñëîòó â ïîëîæåíèè 97 çàìåíèëè ñ èçîëåéöèíà
íà ôåíèëàëàíèí, ÷òîáû âîñïðîèçâåñòè èçâåñòíûé ýïèòîï CTL ìûøè.

Äîïîëíèòåëüíûå êîíñòðóêöèè ìîæíî ïîñòðîèòü ñ èñïîëüçîâàíèåì äðóãèõ ñòðåññîâûõ
áåëêîâ, òàêèõ êàê Hsp70 Mycobacterium tuberculosis.

Ìîëåêóëó HBc â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ ìîäèôèöèðîâàëè ââåäåíèåì îäíîé èëè áîëåå
àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí â ïðîäóêò ãåíà HBc, ÷òîáû âîñïðîèçâåñòè èçâåñòíûå ñïåöèôè÷íûå
äë  ìûøè ýïèòîïû CTL. Îäíó èç àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí ââîäèëè â ïîëîæåíèè 87, ãäå
àñïàðàãèí çàìåí ëè íà ñåðèí. Ýòà çàìåíà ñîçäàâàëà ýïèòîï CTL
ìûøè (87SYVNTNMGL95), ðåñòðèöèðîâàííûé ïî H-2Kd (HBc.Kd) (Kuhrober, et al., Int.
Immunol. 9:1203-1212, 1997). Âòîðóþ àìèíîêèñëîòíóþ çàìåíó ââîäèëè â ïîëîæåíèè 97, ãäå
èçîëåéöèí çàìåí ëè íà ôåíèëàëàíèí. Ýòà çàìåíà ñîçäàâàëà ìûøèíûé CTL
ýïèòîï (93MGLKFRQLl00), ðåñòðèöèðîâàííûé ïî H-2Kb (HBc.Kb) (Kuhober et al., J.
Immunol. 156:3687-3695, 1996). Ôðàãìåíò ÄÍÊ, êîäèðóþùèé 20 àìèíîêèñëîò, ñîäåðæàùèõ
øåñòü ãèñòèäèíîâûõ îñòàòêîâ (His-ìåòêà), ïðèñîåäèí ëè ê N-êîíöó íåêîòîðûõ êîíñòðóêöèé
äë  îáëåã÷åíè  î÷èñòêè. Áåëêè ñëè íè  ìîæíî ëåãêî ïîëó÷èòü áåç äàííûõ ìîäèôèêàöèé.

Ïðèìåð 2
Î÷èñòêà áåëêà
Èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå ñîêðàùåíè : BCG - Mycobacterium bovis var. Bacille Calmette-

Guerin; CV - îáúåì êîëîíêè; ET - ýíäîòîêñèí; EU - ýíäîòîêñèíîâûå åäèíèöû; IB - òåëüöå
èëè òåëüöà âêëþ÷åíè ; MT - Mycobacterium tuberculosis; è PBS - ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåð.

Âñå êîíñòðóêöèè ðàñòèëè â 15 ë ôåðìåíòàòîðå (Braun ED). Áèîìàññó áàêòåðèàëüíûõ
êëåòîê äî ïðèìåíåíè  äë  âûäåëåíè  áåëêà õðàíèëè ïðè -70°C.

2.1 Î÷èñòêà hisHepCorT(149/87S97F)
Ëèçèñ êëåòîê: ïðèìåðíî 277 ã çàìîðîæåííîé êëåòî÷íîé áèîìàññû ñìåøèâàëè ñ 800 ìë

ëèçèðóþùåãî áóôåðà (30 ìÌ Tris, 10 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîë, 2 ìÌ EDTA, 0,2 ìÌ PMSF, pH
8,5). Çàòåì äîáàâë ëè ëèçîöèì äî 200 ìêã/ìë è 50 ìêë BenzonaseTM. Êëåòêè çàìîðàæèâàëè
â òå÷åíèå íî÷è ïðè -70°C, çàòåì îòòàèâàëè â òå÷åíèå ÷àñà, ðàçëèâàëè àëèêâîòû â 50 ìë
öåíòðèôóæíûå ïðîáèðêè, õðàíèëè íà ëüäó è ðàçðóøàëè óëüòðàçâóêîì ïîñðåäñòâîì
BRANSON Sonifier II, îñíàùåííîãî íàêîíå÷íèêîì ðàçìåðîì 0,5 äþéìà, â ðåæèìå 9, 6 ðàç
ïî 45 ñåê.

Êëåòî÷íûå îáëîìêè è IB îòäåë ëè îò ñóïåðíàòàíòà öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 17000
îá/ìèí (Beckman, Avanti J-30, ðîòîð JA30.50) 20 ìèí ïðè 4°C. Îñàäîê â êàæäîé ïðîáèðêå
ðåñóñïåíäèðîâàëè â 25 ìë áóôåðà äë  ïðîìûâêè (30 ìÌ Tris, 10 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîë, 2%
(îá/îá) Òðèòîí X-100, pH 8,5). Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíè  ïðè 22000 îá/ìèí 20 ìèí ïðè 4°C
ñóïåðíàòàíò óäàë ëè è äîáàâë ëè 20 ìë 8 Ì ìî÷åâèíû, 30 ìÌ Tris, 10 ìÌ 2-
ìåðêàïòîýòàíîë, 1 ìÌ EDTA, 0,2 ìÌ PMSF, pH 8,5 è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4°C.
Ñóïåðíàòàíò ñ ðàñòâîðåííûìè IB ñîáèðàëè ïîñðåäñòâîì öåíòðèôóãèðîâàíè  ïðè 22000
îá/ìèí 30 ìèí çàòåì ðàçäåë ëè íà äâå ïîðöèè è çàìîðàæèâàëè ïðè -70°C.

Ni-õåëàòíà  õðîìàòîãðàôè : 250 ìë õåëàòèðóþùåé ñåôàðîçû äë  áûñòðîãî ïðîòîêà
(Amersham-Pharmacia) íàáèâàëè â êîëîíêó XK50/30 (Amersham-Pharmacia). Ñìîëó
ïðîìûâàëè ïî 3 CV êàæäîãî èç 50 ìÌ ÝÄÒÀ, âîäû, êà÷åñòâà Milli-QTM, 0,5 Ì NaOH, 2 Ì
NaCl, âîäû, êà÷åñòâà Milli-QTM, 70% (îá/îá) ýòàíîëà è âîäû, êà÷åñòâà Milli-QTM. Çàòåì
ñìîëó çàð æàëè 200 ìÌ NiSO4, ïðîìûâàëè âîäîé, êà÷åñòâà Milli-QTM è óðàâíîâåøèâàëè 5
CV èñõîäíîãî áóôåðà (6 Ì ãóàíèäèí-HCl, 30 ìÌ Tris, 2 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîë, 20 ìÌ
èìèäàçîë, pH 8,5).

Îäíó ÷àñòü îáðàçöà íàíîñèëè íà êîëîíêó ñî ñêîðîñòüþ 5 ìë/ìèí, çàòåì ïðîìûâàëè
èñõîäíûì áóôåðîì ñî ñêîðîñòüþ 10 ìë/ìèí, ïîêà èçìåð åìîå ïðè 280 íì ôîíîâîå
ïîãëîùåíèå íå äîñòèãàëî áàçîâîãî óðîâí . Äë  óäàëåíè  ET êîëîíêó ïðîìûâàëè 5 CV 6 Ì
ãóàíèäèíà-HCl, 30 ìÌ Tris, 2 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 20 ìÌ èìèäàçîëà, 2% (îá/îá)
Òðèòîíà X-100, pH 8,5. Ïîòîì êîëîíêó ïðîìûâàëè 6 Ì ìî÷åâèíû, 30 ìÌ Tris, 2 ìÌ 2-
ìåðêàïòîýòàíîëà, 20 ìÌ èìèäàçîëà, pH 8,5, çàòåì áåëîê ýëþèðîâàëè 5 CV ãðàäèåíòà îò 0
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äî 500 ìÌ èìèäàçîëà â 6 Ì ìî÷åâèíû, 30 ìÌ Tris, 2 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 20 ìÌ
èìèäàçîëà, pH 8,5, ñî ñêîðîñòüþ 5 ìë/ìèí.

Äàííóþ ñòàäèþ õðîìàòîãðàôèè ïîâòîð ëè äë  âòîðîé ÷àñòè îáðàçöà, è ôðàêöèè,
ñîäåðæàùèå îòíîñèòåëüíî ÷èñòûé áåëîê, îáúåäèí ëè.

Àíèîíîîáìåííà  õðîìàòîãðàôè  ñ èñïîëüçîâàíèåì Source 15Q: 60 ìë ñìîëû Source
15Q (Amersham-Pharmacia) íàáèâàëè â êîëîíêó XK26/40 (Amersham-Pharmacia). Ñìîëó
ïðîìûâàëè ñî ñêîðîñòüþ 5 ìë/ìèí 2 CV âîäû, êà÷åñòâà Milli-QTM, 3 CV 1 Ì NaOH, 3 CV
âîäû, êà÷åñòâà Milli-QTM, 2 CV NaCl, 2 CV âîäû, êà÷åñòâà Milli-QTM, 2 CV ñìåñè 10% (îá/îá)
óêñóñíîé êèñëîòû è 40% (îá/îá) èçîïðîïàíîëà, 2 CV âîäû, êà÷åñòâà Milli-QTM, çàòåì
óðàâíîâåøèâàëè 3 CV èñõîäíîãî áóôåðà (6 Ì ìî÷åâèíà, 30 ìÌ Tris, 10 ìÌ 2-
ìåðêàïòîýòàíîë, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, pH 8,5).

Îáúåäèíåííûé îáðàçåö, ïîëó÷åííûé íà ïðåäûäóùåé ñòàäèè, íàíîñèëè íà êîëîíêó ñî
ñêîðîñòüþ 0,5 ìë/ìèí, çàòåì ïðîìûâàëè èñõîäíûì áóôåðîì ñî ñêîðîñòüþ 6 ìë/ìèí, ïîêà
èçìåð åìîå ïðè 280 íì ôîíîâîå ïîãëîùåíèå íå äîñòèãàëî áàçîâîãî óðîâí . Çàòåì êîëîíêó
ïðîìûâàëè 10 CV 2% (îá/îá) Òðèòîíà X-100 â èñõîäíîì áóôåðå. Áåëîê ýëþèðîâàëè 11 CV
îò 0 äî 600 ìÌ NaCl â èñõîäíîì áóôåðå.

Äàííóþ ñòàäèþ õðîìàòîãðàôèè ïîâòîð ëè, è ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå îòíîñèòåëüíî
÷èñòûé áåëîê, îáúåäèí ëè.

Êàòèîíîîáìåííà  õðîìàòîãðàôè  ñ èñïîëüçîâàíèåì Source 15S: 50 ìë ñìîëû Source
15S (Amersham-Pharmacia) íàáèâàëè â êîëîíêó XK26/40 (Amersham-Pharmacia). Ñìîëó
ïðîìûâàëè ñî ñêîðîñòüþ 5 ìë/ìèí 2 CV 1 Ì NaOH, 3 CV âîäû, êà÷åñòâà Milli-QTM, 2 CV
NaCl, 2 CV âîäû, êà÷åñòâà Milli-QTM, 2 CV ñìåñè 10% (îá/îá) óêñóñíîé êèñëîòû è 40%
(îá/îá) èçîïðîïàíîëà, 2 CV âîäû, êà÷åñòâà Milli-QTM, çàòåì óðàâíîâåøèâàëè 3 CV èñõîäíîãî
áóôåðà (6 Ì ìî÷åâèíû, 23 ìÌ àöåòàòà íàòðè , 10 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, pH
4,8).

Îáúåäèíåííûé îáðàçåö, ïîëó÷åííûé íà ïðåäûäóùåé ñòàäèè, íàíîñèëè íà êîëîíêó ñî
ñêîðîñòüþ 3 ìë/ìèí, çàòåì ïðîìûâàëè èñõîäíûì áóôåðîì ñî ñêîðîñòüþ 3 ìë/ìèí, ïîêà
èçìåð åìîå ïðè 280 íì ôîíîâîå ïîãëîùåíèå íå äîñòèãàëî áàçîâîãî óðîâí . Áåëîê
÷àñòè÷íî ýëþèðîâàëè 15 CV îò 0 äî 1000 ìÌ NaCl â èñõîäíîì áóôåðå, ñî ñêîðîñòüþ 6
ìë/ìèí, äë  íàïîìèíàíè  ñ 6 Ì ãóàíèäèíà-HCl, 30 ìÌ Tris, 10 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 1
ìÌ ÝÄÒÀ, pH 8,5.

Äèàëèç è ïðèãîòîâëåíèå îáðàçöîâ: Âïîñëåäñòâèè ïðîâîäèëè äèàëèç îáúåäèíåííîãî
îáðàçöà ïðîòèâ ñëåäóþùèõ ðàñòâîðîâ, â äàííîì ïîð äêå:

1. 4 ë 6 Ì ìî÷åâèíû, 30 ìÌ Tris-HCl pH 8,5, 10 ìÌ 2 ìåðêàïòîýòàíîëà, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 0,8
Ì àðãèíèíà, â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4°C.

2. 4 ë 3 Ì ìî÷åâèíû, 30 ìÌ Tris-HCI pH 8,5, 2 ìÌ 2 ìåðêàïòîýòàíîëà, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 25%
(ìàññ/îá) ñàõàðîçû, â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4°C. 3. 2 ë 30 ìÌ Tris-HCl pH 8,5, 4,5 ìÌ
âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà, 0,5 ìÌ îêèñëåííîãî ãëóòàòèîíà, 0,8 Ì àðãèíèíà, 25%
(ìàññ/îá) ñàõàðîçû, â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4°C.

4. 2 ë 10 ìÌ PBS pH 7,4, 4,5 ìÌ âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà, 0,5 ìÌ îêèñëåííîãî
ãëóòàòèîíà, 25% (ìàññ/îá) ñàõàðîçû, â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4°C.

5. Ïîâòîðåíèå ñòàäèè 4.
Ïîëàãà , ÷òî êàæäóþ ñòàäèþ äèàëèçà çàêàí÷èâàëè ïðè äîñòèæåíèè ðàâíîâåñè ,

êîíå÷íûå êîíöåíòðàöèè èíãðåäèåíòîâ ñîñòàâë ëè: 10 ìÌ PBS, 4,5 ìÌ âîññòàíîâëåííîãî
ãëóòàòèîíà, 0,5 ìÌ îêèñëåííîãî ãëóòàòèîíà, àðãèíèíà ≤48 ìÌ, ìî÷åâèíû ≤25 ìÌ, 730 ìÌ
èëè 25% (ìàññ/îá) ñàõàðîçû.

2.2 Î÷èñòêà hisHepCorT(149/87S97F)Hsp65
Ëèçèñ êëåòîê: 79 ã çàìîðîæåííîé êëåòî÷íîé áèîìàññû ñìåøèâàëè ñ 1000 ìë

ëèçèðóþùåãî áóôåðà (30 ìÌ Tris, 10 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîë, pH 7,5). Ëèçàò çàìîðàæèâàëè â
òå÷åíèå íî÷è ïðè -70°C. Çàòåì ëèçàò ðàçìîðàæèâàëè, äîáàâë ëè ëèçîöèì äî 200 ìêã/ìë è
èíêóáèðîâàëè êëåòêè â òå÷åíèå ÷àñà. Äîáàâë ëè ñìåñü íåñêîëüêèõ èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç
(ïî 40 ìã/ìë àïðîòèíèíà, ëåéïåïòèíà è ïåïñòàòèíà) è 15 ìêë Benzonase. Ëèçàò
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ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ óëüòðàçâóêà â 250 ìë êþâåòå Rosette Cooling Cell (Fisher) ñ
ïîìîùüþ BRANSON Sonifier II, îñíàùåííîãî íàêîíå÷íèêîì 0,5 äþéìà, â ðåæèìå 7, 6 ðàç ïî
60 ñåê.

Êëåòî÷íûå îñêîëêè è IB îòäåë ëè îò ñóïåðíàòàíòà öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 23000
îá/ìèí (Beckman, Avanti J-30, ðîòîð JA30.50) â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 4°C. Ê ñóïåðíàòàíòó
äîáàâë ëè ãóàíèäèí-HCl äî êîíöåíòðàöèè 6 Ì, äîâîä  îáúåì äî 1400 ìë. Îáðàçåö
ðàçäåë ëè íà îäíó ôðàêöèþ îáúåìîì 400 ìë è äâå ôðàêöèè îáúåìîì 500 ìë.

Ni-õåëàòíà  õðîìàòîãðàôè : 187 ìë õåëàòèðóþùåé ñåôàðîçû äë  áûñòðîãî ïðîòîêà
(Amersham-Pharmacia) íàáèâàëè â êîëîíêó XK50/30 (Amersham-Pharmacia). Ñìîëó,
ïðåäâàðèòåëüíî ðåãåíåðèðîâàííóþ ïî ðåêîìåíäàöè ì ïðîèçâîäèòåë , óðàâíîâåøèâàëè 5
CV èñõîäíîãî áóôåðà (6 Ì ãóàíèäèí-HCl, 50 ìÌ èìèäàçîë, 30 ìÌ Tris, 1 ìÌ 2-
ìåðêàïòîýòàíîë, pH 7,5).

Îáðàçåö îáúåìîì 400 ìë íàíîñèëè íà êîëîíêó ñî ñêîðîñòüþ 10 ìë/ìèí, çàòåì
ïðîìûâàëè èñõîäíûì áóôåðîì, ïîêà èçìåð åìîå ïðè 280 íì ôîíîâîå ïîãëîùåíèå íå
äîñòèãàëî áàçîâîãî óðîâí . Äë  óäàëåíè  ET êîëîíêó ïðîìûâàëè 5 CV 6 Ì ãóàíèäèíà-HCl,
30 ìÌ Tris, 1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 2% (îá/îá) Òðèòîíà X-100, pH 7,5. Çàòåì êîëîíêó
ïðîìûâàëè 8 Ì ìî÷åâèíîé, 30 ìÌ Tris, pH 8,5. Çàòåì áåëîê ýëþèðîâàëè â ãðàäèåíòå îò 0
äî 500 ìÌ èìèäàçîëà â 8 Ì ìî÷åâèíå, 30 ìÌ Tris, 1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëå, pH 7,5.

Ýòó ñòàäèþ õðîìàòîãðàôèè ïîâòîð ëè, èñïîëüçó  äâå ôðàêöèè ïî 500 ìë èç
ïðåäûäóùåé ñòàäèè. Ôðàêöèè,  ñîáðàííûå ïîñëå âñåõ òðåõ ýëþöèé, îáúåäèí ëè.

Àíèîíîîáìåííà  õðîìàòîãðàôè  ñ èñïîëüçîâàíèåì Source 30Q: 167 ìë ñìîëû Source
15Q (Amersham-Pharmacia) íàáèâàëè â êîëîíêó XK50/30 (Amersham-Pharmacia). Ñìîëó
ðåãåíåðèðîâàëè 5 CV 2 Ì NaCl, 1 Ì NaOH, âîäû, êà÷åñòâà Milli-QTM, 40% (îá/îá)
èçîïðîïàíîëà, 10% (îá/îá) óêñóñíîé êèñëîòû, âîäû, êà÷åñòâà Milli-QTM. Çàòåì êîëîíêó
óðàâíîâåøèâàëè 3 CV èñõîäíîãî áóôåðà (6 Ì ìî÷åâèíû, 30 ìÌ Tris, 10 ìÌ 2-
ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 7,5).

Îáúåäèíåííûå ôðàêöèè, ïîëó÷åííûå íà ïðåäûäóùåé ñòàäèè, íàíîñèëè íà êîëîíêó ñî
ñêîðîñòüþ 10 ìë/ìèí, çàòåì ïðîìûâàëè èñõîäíûì áóôåðîì, ïîêà èçìåð åìîå ïðè 214 íì,
254 íì è 280 íì ôîíîâîå ïîãëîùåíèå íå äîñòèãàëî áàçîâîãî óðîâí . Áåëîê ýëþèðîâàëè â
ãðàäèåíòå îò 0 äî 500 ìÌ NaCl â èñõîäíîì áóôåðå, ñî ñêîðîñòüþ 6 ìë/ìèí. Ôðàêöèè,
ñîäåðæàùèå èñêîìûé áåëîê, îáúåäèí ëè.

Õðîìàòîãðàôè  ñ èñïîëüçîâàíèåì êåðàìè÷åñêîãî ãèäðîêñèàïàòèòà: 53 ìë êåðàìè÷åñêîãî
ãèäðîêñèàïàòèòà íàáèâàëè â êîëîíêó XK26/40 (Amersham-Pharmacia), ðåãåíåðèðîâàëè 3 CV
1 Ì NaOH è 0,5 Ì ôîñôàòà íàòðè , pH 6,8. Çàòåì êîëîíêó óðàâíîâåøèâàëè 6Ì ìî÷åâèíû,
20 ìÌ ôîñôàòà íàòðè , pH 6,8.

Îáúåäèíåííûå ïîñëå ïðåäûäóùåé êîëîíêè ôðàêöèè íàíîñèëè ñî ñêîðîñòüþ 5 ìë/ìèí,
çàòåì ïðîìûâàëè 6 Ì ìî÷åâèíîé, 20 ìÌ ôîñôàòîì íàòðè , pH 6,8, ïîêà èçìåð åìîå ïðè
214 íì, 254 íì è 280 íì ôîíîâîå ïîãëîùåíèå íå äîñòèãàëî áàçîâîãî óðîâí . Ïðèìåñè
ñâ çûâàëèñü íà êîëîíêå, â òî âðåì  êàê hisHepCorT(149/87S97F)Hsp65 îñòàâàëñ  â
ïðîòî÷íîé ôàçå.

Äèàëèç è ïðèãîòîâëåíèå îáðàçöîâ: Ïðîòîê ïîñëå ïðåäûäóùåé õðîìàòîãðàôèè
îáúåäèí ëè (250 ìë) è ïðîâîäèëè äèàëèç ïðîòèâ ñëåäóþùèõ ðàñòâîðîâ, â äàííîì ïîð äêå:

1. 4 ë 3 Ì ãóàíèäèíà-HCl, 10 ìÌ ôîñôàòà íàòðè , 0,8 Ì àðãèíèíà, 4,5 ìÌ
âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà, 0,5 ìÌ îêèñëåííîãî ãëóòàòèîíà, 25% (ìàññ/îá) ñàõàðîçû, â
òå÷åíèå íî÷è ïðè 4°C.

2. 4 ë 10 ìÌ ôîñôàòà íàòðè , 4,5 ìÌ âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà, 0,5 ìÌ îêèñëåííîãî
ãëóòàòèîíà, 25% (ìàññ/îá) ñàõàðîçû, â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4°C.

3. Ïîâòîð ëè ïðåäûäóùóþ ñòàäèþ. Ïîëàãà , ÷òî êàæäóþ ñòàäèþ äèàëèçà çàêàí÷èâàëè
ïðè äîñòèæåíèè ðàâíîâåñè , êîíå÷íûå êîíöåíòðàöèè èíãðåäèåíòîâ ñîñòàâë ëè: 10 ìÌ
ôîñôàòà íàòðè , 1,85 ìÌ ìî÷åâèíû, 4,5 ìÌ âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà, 0,5 ìÌ
îêèñëåííîãî ãëóòàòèîíà, 730 ìÌ èëè 25% (ìàññ/îá) ñàõàðîçû.

Ãåëü-ôèëüòðàöèîííà  õðîìàòîãðàôè : êîëîíêó äë  ãåëü-ôèëüòðàöèè HiLoad 26/60
Superdex 200 (Amersham-Pharmacia), ïðåäâàðèòåëüíî íàáèòóþ ïðîèçâîäèòåëåì,
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ðåãåíåðèðîâàëè 1 Ì NaOH, çàòåì óðàâíîâåøèâàëè 10 ìÌ ôîñôàòà íàòðè , 4,5 ìÌ
âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà, 0,5 ìÌ îêèñëåííîãî ãëóòàòèîíà, 25% (ìàññ/îá) ñàõàðîçà,
pH 7.4.

Îáðàçåö ïîñëå äèàëèçà ðàçäåë ëè íà òðè ïîðöèè (30 ìë, 20 ìë, 20 ìë), ïî îòäåëüíîñòè
ïðîïóñêàëè ÷åðåç êîëîíêó â áóôåðå äë  óðàâíîâåøèâàíè  ñî ñêîðîñòüþ 1,5 èëè 2 ìë/ìèí,
è îáúåäèí ëè ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå áåëîê.

2.3 Î÷èñòêà HepCorT(151/97F)Hsp65
Ëèçèñ êëåòîê: 500 ã çàìîðîæåííîé êëåòî÷íîé áèîìàññû ñìåøèâàëè ñ 2500 ìë

ëèçèðóþùåãî áóôåðà (30 ìÌ Tris, 10 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîë, 2 ìÌ ÝÄÒÀ, 0,1 ìÌ PMSF, 10
ìã/ìë àïðîòèíèí, 10 ìã/ìë ëåéïåïòèí, 5 ìÌ ï-àìèíîáåíçàìèäèí, 0,2 ìã/ìë ëèçîöèì, pH
7,5), çàòåì, ïî ìåíüøåé ìåðå, äâà ÷àñà çàìîðàæèâàëè ïðè -70°C.

Çàìîðîæåííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê îòòàèâàëè ïðè 37°C, õðàíèëè íà ëüäó è ïîäâåðãàëè
îáðàáîòêå óëüòðàçâóêîì (Branson Sonifier 450, íàêîíå÷íèê 3/4 äþéìà) 4 ðàçà ïî 1 ìèí.
Ëèçàò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 15000g, ðàñòâîðèìóþ ôðàêöèþ îñâåòë ëè ïðè 64000g, è
ñîáèðàëè ðàñòâîðåííûé îáðàçåö. Ïîñëå äîáàâëåíè  6 Ì ìî÷åâèíû ê ðàñòâîðèìîé
ôðàêöèè, åå ðàçäåë ëè íà òðè ðàâíûå ïîðöèè.

Õðîìàòîãðàôè  ñ èñïîëüçîâàíèåì Source 30Q: Êîëîíêó XK50/30 (Amersham-Pharmacia),
ñîäåðæàùóþ 190 ìë ñìîëû Source 30Q (Amersham-Pharmacia), ðåãåíåðèðîâàëè, çàòåì
óðàâíîâåøèâàëè 3 CV èñõîäíîãî áóôåðà (6 Ì ìî÷åâèíà, 30 ìÌ Tris, 10 ìÌ 2-
ìåðêàïòîýòàíîë, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, pH 7,5).

Îäíó ïîðöèþ ìàòåðèàëà íàíîñèëè íà êîëîíêó. Ñìîëó ïðîìûâàëè èñõîäíûì áóôåðîì,
ïîêà èçìåð åìîå ïðè 214 íì, 254 íì è 280 íì ôîíîâîå ïîãëîùåíèå íå äîñòèãàëî áàçîâîãî
óðîâí , çàòåì áåëîê ýëþèðîâàëè 5 CV ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà îò 0 äî 500 ìÌ NaCl â
èñõîäíîì áóôåðå. Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå HepCor65T(151/97F), îáúåäèí ëè.

Ñòàäèþ õðîìàòîãðàôèè ïîâòîð ëè äë  äâóõ äðóãèõ ïîðöèé ìàòåðèàëà. Îáúåìû âñåõ
òðåõ ïîðöèé îáúåäèí ëè è ïîäâåðãàëè äèàëèçó ïðîòèâ 6 Ì ìî÷åâèíû, 25 ìÌ àöåòàòà
íàòðè , 10 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, pH 5,5. Çàòåì îáðàçåö ðàçäåë ëè íà äâå
ïîðöèè.

Õðîìàòîãðàôè  ñ èñïîëüçîâàíèåì Source 15S ïðè pH 5,5: Êîëîíêó XK26/40 (Amersham-
Pharmacia), ñîäåðæàùóþ 50 ìë ñìîëû Source 15S (Amersham-Pharmacia), ðåãåíåðèðîâàëè,
çàòåì óðàâíîâåøèâàëè èñõîäíûì áóôåðîì Sl (6 Ì ìî÷åâèíû, 25 ìÌ àöåòàòà íàòðè , 10 ìÌ
2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, pH 5,5).

Îäíó ïîðöèþ îáðàçöà ïîñëå Source 30Q íàíîñèëè íà êîëîíêó, ïðîìûâàëè a) èñõîäíûì
áóôåðîì S1, ïîêà ôîíîâîå ïîãëîùåíèå ïðè 280 íì íå ñòàáèëèçèðîâàëîñü, b) 10 CV 2%
(îá/îá) Òðèòîíà X-100 â èñõîäíîì áóôåðå S1 è c) èñõîäíûì áóôåðîì S1, ïîêà ôîíîâîå
ïîãëîùåíèå ïðè 280 íì íå ñòàáèëèçèðîâàëîñü. Â çàêëþ÷åíèå áåëîê ýëþèðîâàëè 18 CV
ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà îò 0 äî 230 ìÌ NaCl. Îñòàâøèéñ  áåëîê óäàë ëè ñ êîëîíêè íà ñòàäèè
ïðîìûâêè 1 M NaCl.

Ñòàäèþ õðîìàòîãðàôèè ïîâòîð ëè äë  âòîðîé ïîðöèè îáðàçöà ïîñëå Source 30Q.
Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå HepCor65T(151/97F), îáúåäèí ëè, êîíöåíòðèðîâàííîé óêñóñíîé
êèñëîòîé äîâîäèëè pH äî 4,8 è ðàçäåë ëè íà äâå ïîðöèè.

Õðîìàòîãðàôè  ñ èñïîëüçîâàíèåì Source 15S ïðè pH 4,8: Êîëîíêó Source 15S
ðåãåíåðèðîâàëè è óðàâíîâåøèâàëè èñõîäíûì áóôåðîì S2 (6 Ì ìî÷åâèíà, 25 ìÌ àöåòàò
íàòðè , 10 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîë, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, pH 4,8).

Îäíó ïîðöèþ îáðàçöà ïîñëå Source 15S íàíîñèëè íà êîëîíêó, ïðîìûâàëè a) èñõîäíûì
áóôåðîì S2, ïîêà ôîíîâîå ïîãëîùåíèå ïðè 280 íì íå ñòàáèëèçèðîâàëîñü, b) 10 CV 2%
(îá/îá) Òðèòîíà X-100 â èñõîäíîì áóôåðå S2, è c) èñõîäíûì áóôåðîì S2, ïîêà ôîíîâîå
ïîãëîùåíèå ïðè 280 íì íå ñòàáèëèçèðîâàëîñü.

Áåëîê ýëþèðîâàëè 10 CV ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà îò 0 äî 500 ìÌ NaCl â èñõîäíîì áóôåðå
S2. Îñòàâøèéñ  áåëîê óäàë ëè ñ êîëîíêè ïðîìûâêîé 2 CV 1 Ì NaCl è ôèíàëüíîé
ïðîìûâêîé 3 CV 6 Ì ãóàíèäèíà-HCl. Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå HepCorT(151/97F)Hsp65,
îáúåäèí ëè.

Õðîìàòîãðàôè  ñ èñïîëüçîâàíèåì Source 15S ïðè pH 4,8 - óäàëåíèå ýíäîòîêñèíà: Ïîñëå
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äèàëèçà îáúåäèíåííûõ ôðàêöèé èç ïðåäûäóùåé ñòàäèè â èñõîäíîì áóôåðå S2, èõ
íàíîñèëè ïîâòîðíî íà êîëîíêó Source 15S.

Êîëîíêó Source 15S ðåãåíåðèðîâàëè è óðàâíîâåøèâàëè â èñõîäíîì áóôåðå S2.
Ïîëîâèíó îáðàçöà ïîñëå Source 15S íàíîñèëè íà êîëîíêó, ïðîìûâàëè èñõîäíûì áóôåðîì
S2, ïîêà ôîíîâîå ïîãëîùåíèå ïðè 280 íì íå ñòàáèëèçèðîâàëîñü, çàòåì 10 CV 2% (îá/îá)
Òðèòîíà X-100 â èñõîäíîì áóôåðå S2 è ñíîâà èñõîäíûì áóôåðîì S2, ïîêà ôîíîâîå
ïîãëîùåíèå ïðè 280 íì íå ñòàáèëèçèðîâàëîñü.

Áåëîê ýëþèðîâàëè íà ñòàäèè ïðîìûâêè 4 CV 1 Ì NaCl è ôèíàëüíîé ïðîìûâêîé 3 CV 6 Ì
ãóàíèäèíà-HCl. Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå HepCor65T(151/97F), îáúåäèí ëè è ïðîâîäèëè òðè
ñòàäèè äèàëèçà â DPBS, 10% (ìàññ/îá) ñàõàðîçå.

2.4 Î÷èñòêà HepCor(97F)Hsp65
Ëèçèñ êëåòîê: 200 ã çàìîðîæåííîé êëåòî÷íîé áèîìàññû ñìåøèâàëè ñ 600 ìë áóôåðà äë 

ëèçèñà (30 ìÌ Tris, 20 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîë, 5 ìÌ ÝÄÒÀ, 0,1 ìÌ PMSF, 0,2 ìã/ìë
ëèçîöèì, pH 7,5) è ïåðåìåøèâàëè ïðè 4°C ïðèìåðíî 30 ìèí.

Ñóñïåíçèþ êëåòîê ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ óëüòðàçâóêà (Branson Sonifier 450,
íàêîíå÷íèê 3/4 äþéìà, ðåæèì 9) 4 ðàçà ïî 1 ìèí. Ëèçàò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 18500g è
ñîáèðàëè ðàñòâîðåííûé îáðàçåö. Ðàñòâîð áåëêà îñâåòë ëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè
108850g 20 ìèí ïðè 4°C.

Îñàæäåíèå ñóëüôàòîì àììîíè : Ê îñâåòëåííîìó ðàñòâîðó áåëêà äîáàâë ëè ñóëüôàò
àììîíè  äî 25% íàñûùåíè , è îñàæäàëè áåëîê ïðè 10000g. Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â
áóôåðå äë  ëèçèñà.

Îñàæäåíèå óêñóñíîé êèñëîòîé: Ðàñòâîð áåëêà îñòîðîæíî äîâîäèëè 1 Ì óêñóñíîé
êèñëîòîé äî pH 4,5, à çàòåì ïåðåìåøèâàëè 20 ìèí ïðè 4°C. Çàòåì áåëîê îñàæäàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 10000g 10 ìèí ïðè 4°C. Îñàäîê áåëêà ðåñóñïåíäèðîâàëè â Q-
áóôåðå A (6 Ì ìî÷åâèíû, 30 ìÌ Tris, 10 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 5 ìÌ ÝÄÒÀ, 0,1 ìÌ PMSF,
pH 8,5).

Âûñîêîýôôåêòèâíà  õðîìàòîãðàôè  íà Q-ñåôàðîçå: Êîëîíêó XK50/30 (Amersham
Pharmacia), ñîäåðæàùóþ 150 ìë ñìîëû âûñîêîýôôåêòèâíîé Q-ñåôàðîçû (Amersham-
Pharmacia), âîññòàíàâëèâàëè, çàòåì óðàâíîâåøèâàëè 3-5 CV Q-áóôåðà A.

Îáðàçåö íàíîñèëè íà êîëîíêó è ñîáèðàëè â ïðîòî÷íîé ôàçå. Äîáàâë ëè 2-
ìåðêàïòîýòàíîë äî 150 ìÌ è îáúåì áåëêà èíêóáèðîâàëè 1 ÷àñ ïðè 4°C.

Âòîðà  âûñîêîýôôåêòèâíà  õðîìàòîãðàôè  íà Q-ñåôàðîçå: Êîëîíêó, ñîäåðæàùóþ
âûñîêîýôôåêòèâíóþ Q-ñåôàðîçó, ðåãåíåðèðîâàëè, çàòåì óðàâíîâåøèâàëè Q-áóôåðîì A.

Íà êîëîíêó íàíîñèëè ïðîòîê ïîñëå ïåðâîé êîëîíêè ñ Q-ñåôàðîçîé äë  áûñòðîãî ïðîòîêà
è ñíîâà ñîáèðàëè ïðîòî÷íóþ ôàçó. Äîáàâë ëè 2-ìåðêàïòîýòàíîë äî 300 ìÌ. Äîáàâë ëè
ãóàíèäèíõëîðèä äî 6 Ì. Çàòåì îáðàçåö áåëêà èíêóáèðîâàëè 72 ÷àñà ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ôèëüòð ñ äèàìåòðîì ïîð 0,22 ìêì.

Ãåëü-ôèëüòðàöèîííà  õðîìàòîãðàôè  ñ èñïîëüçîâàíèåì Superdex 200: Êîëîíêó XK50/90
(Amersham Pharmacia), ñîäåðæàùóþ 1800 ìë ñìîëû Superdex 200 (Amersham-Pharmacia),
óðàâíîâåøèâàëè 2 CV áóôåðà GF (6 Ì ìî÷åâèíû, 30 ìÌ Tris, 20 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 2
ìÌ ÝÄÒÀ, pH 7,5).

Îáðàçåö ðàçäåë ëè íà 10 ðàâíûõ ïîðöèé ïî 70 ìë. Çàòåì îòäåëüíûå ïîðöèè ïðîïóñêàëè
÷åðåç êîëîíêó è îáúåäèí ëè ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå HepCor(97F)Hsp65.

Âûñàëèâàþùà  ãåëü-ôèëüòðàöèîííà  õðîìàòîãðàôè  íà ñåôàäåêñå 25: êîëîíêó XK50/30
(Amersham-Pharmacia), ñîäåðæàùóþ 300 ìë ñìîëû ñåôàäåêñ 25 (Amersham-Pharmacia)
ðåãåíåðèðîâàëè, çàòåì óðàâíîâåøèâàëè áóôåðîì GF25 (6 Ì ìî÷åâèíû, 50 ìÌ óêñóñíîé
êèñëîòû, 5 ìÌ NaOH, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 10 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 4,7).

Îáðàçåö ðàçäåë ëè íà ïîðöèè ïî 75 ìë, ïîñëå ÷åãî îáðàáàòûâàëè. Ôðàêöèè,
ñîäåðæàùèå áåëîê, îáúåäèí ëè.

Âûñîêîýôôåêòèâíà  õðîìàòîãðàôè  íà SP-ñåôàðîçå: 275 ìë âûñîêîýôôåêòèâíîé SP-
ñåôàðîçû (Amersham-Pharmacia) ðåãåíåðèðîâàëè, çàòåì óðàâíîâåøèâàëè SP-áóôåðîì A (6
Ì ìî÷åâèíû, 50 ìÌ óêñóñíîé êèñëîòû, 5 ìÌ NaOH, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 10 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà,
pH 4,7).
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Îáúåäèíåííûé îáðàçåö, ïîëó÷åííûé íà ïðåäûäóùåé ñòàäèè, ñìåøèâàëè ñî ñìîëîé è
èíêóáèðîâàëè â ãîðèçîíòàëüíîì øåéêåðå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì
ñóñïåíçèþ íàáèâàëè â êîëîíêó XK50/30 (Amersham-Pharmacia) è ïðîìûâàëè 2 CV SP-
áóôåðà A. Çàòåì êîëîíêó ïðîìûâàëè 15 CV 2% (îá/îá) Òðèòîíà X-100 â SP-áóôåðå A.
Äåòåðãåíò óäàë ëè ïðîìûâêîé 5 CV SP-áóôåðà A è 2 CV 1 Ì NaCl â SP-áóôåðå A. Çàòåì
áåëîê èçîêðàòè÷åñêè ýëþèðîâàëè 6 Ì ìî÷åâèíû, 10 ìÌ Tris, pH 7,5.

Õðîìàòîãðàôè  íà ìåäüñîäåðæàùåé õåëàòèðóþùåé ñåôàðîçå äë  áûñòðîãî ïðîòîêà:
Êîëîíêó XK50/30 (Amersham-Pharmacia), ñîäåðæàùóþ 180 ìë õåëàòèðóþùåé ñåôàðîçû äë 
áûñòðîãî ïðîòîêà (Amersham Pharmacia), ðåãåíåðèðîâàëè, íàñûùàëè ñóëüôàòîì ìåäè,
çàòåì óðàâíîâåøèâàëè 2 CV Cu-áóôåðà A (6 Ì ãóàíèäèíãèäðîõëîðèäà, 30 ìÌ ôîñôàò
íàòðè , pH 7,0).

Îáðàçåö íàíîñèëè íà êîëîíêó, ïðîìûâàëè 3 CV Cu-áóôåðà A, çàòåì 5 CV 2% (îá/îá)
Òðèòîíà X-100 â Cu-áóôåðå A è â çàêëþ÷åíèå, 3 CV Cu-áóôåðà A äë  óäàëåíè  äåòåðãåíòà.
Áåëîê ýëþèðîâàëè 300 ìÌ èìèäàçîëîì â Cu-áóôåðå A. Ïîòîì ïðîâîäèëè 5 ñòàäèé äèàëèçà
áåëêà â DPBS.

2.5 Î÷èñòêà HepCorT(151/97F)
Ëèçèñ êëåòîê: 425 ã çàìîðîæåííîé êëåòî÷íîé áèîìàññû ñìåøèâàëè ñ 2,5 ë îõëàæäåííîãî

íà ëüäó 10 ìÌ ÝÄÒÀ, 100 ìÌ NaCl, 1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 8,0. Ïîñëå ïåðåìåøèâàíè 
êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì 10 ìèí ïðè 10500g. Êëåòêè
ðåñóñïåíäèðîâàëè â 50 ìÌ NaCl, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 0,2 ã/ìë ëèçîöèìà,
pH 8,0, ïåðåìåøèâàëè è èíêóáèðîâàëè íà ëüäó 1 ÷àñ.

Ñóñïåíçèþ êëåòîê ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ óëüòðàçâóêà (Branson Sonifier 450,
íàêîíå÷íèê 3/4 äþéìà, ðåæèì 8) 2 ðàçà ïî 2 ìèí. Ëèçàò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 18500g è
ñîáèðàëè ðàñòâîðåííûé îáðàçåö.

Îñàæäåíèå ñóëüôàòîì àììîíè : Ê ðàñòâîðèìîé ôðàêöèè äîáàâë ëè ñóëüôàò àììîíè 
äî 25% íàñûùåíè , çàòåì îñàæäàëè ïðèìåñè 40 ìèí ïðè 10000g. Ê ñóïåðíàòàíòó
äîïîëíèòåëüíî äîáàâë ëè ñóëüôàò àììîíè  äî 35% íàñûùåíè . Ïîñëå ïåðåìåøèâàíè  â
òå÷åíèå 30 ìèí áåëîê îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 10000g 30 ìèí. Îñàäîê
ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 8,0 è îñâåòë ëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 76500g 20 ìèí.

Ïîâòîðíîå îñàæäåíèå ñóëüôàòîì àììîíè : Ïîñëå ïåðâîãî îñàæäåíè  îáðàçåö
ðàñòâîð ëè â 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 8,0 è ïîäâåðãàëè òàêîé æå
ïðîöåäóðå, êàê îïèñàíî âûøå.

Õðîìàòîãðàôè  íà ôåíèëñåôàðîçå äë  áûñòðîãî ïðîòîêà: Êîëîíêó XK50/30 (Amersham
Pharmacia), ñîäåðæàùóþ 200 ìë ôåíèëñåôàðîçû äë  áûñòðîãî ïðîòîêà (Amersham-
Pharmacia) ðåãåíåðèðîâàëè, çàòåì óðàâíîâåøèâàëè 0,85 Ì ñóëüôàòà àììîíè , 20 ìÌ
ôîñôàòà íàòðè , 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 6,8.

Ê îáðàçöó äîáàâë ëè 1 Ì ôîñôàò íàòðè , 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ BME, pH 6,8, äîâîä 
êîíöåíòðàöèþ ôîñôàòà íàòðè  äî 10 ìÌ è ïðîöåíò íàñûùåíè  ñóëüôàòà àììîíè  äî 20%.

Ïîëîâèíó îáðàçöà íàíîñèëè íà êîëîíêó è ïðîìûâàëè áóôåðîì äë  óðàâíîâåøèâàíè ,
ïîêà èçìåð åìîå ïðè 280 íì ôîíîâîå ïîãëîùåíèå íå äîñòèãàëî áàçîâîãî óðîâí . Áåëîê
ýëþèðîâàëè 300 ìë îáðàòíîãî ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà äî êîíöåíòðàöèè 20 ìÌ ôîñôàòà
íàòðè , 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 6,8. Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå
HepCorT(151/97F), îáúåäèí ëè.

Ïîâòîðíà  õðîìàòîãðàôè  íà ôåíèëñåôàðîçå äë  áûñòðîãî ïîòîêà: Êîëîíêó
ðåãåíåðèðîâàëè è óðàâíîâåøèâàëè 0,85 Ì ñóëüôàòà àììîíè , 20 ìÌ ôîñôàòà íàòðè , 1
ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 6,8.

Îáúåäèíåííûé îáðàçåö ïîñëå ïåðâîé êîëîíêè ñ ôåíèëñåôàðîçîé FF ðàçâîäèëè
áóôåðîì äë  óðàâíîâåøèâàíè  äî êîíöåíòðàöèè áåëêà 2,5 ìã/ìë. Çàòåì ðàçâåäåííûé
îáðàçåö íàíîñèëè íà êîëîíêó, ïðîìûâàëè áóôåðîì äë  óðàâíîâåøèâàíè , ïîêà
èçìåð åìîå ïðè 280 íì ôîíîâîå ïîãëîùåíèå íå äîñòèãàëî áàçîâîãî óðîâí , è ýëþèðîâàëè
300 ìë ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà äî êîíöåíòðàöèè 20 ìÌ ôîñôàòà íàòðè , 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ 2-
ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 6,8.
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Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå HepCorT(151/97F), îáúåäèí ëè è áåëîê îñàæäàëè äîáàâëåíèåì
ñóëüôàòà àììîíè  äî 35% íàñûùåíè  ñ ïîñëåäóþùèì öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 12000g â
òå÷åíèå 50 ìèí. Çàòåì îñàäîê ñíîâà ðàñòâîð ëè â 700 ìë 8 Ì ìî÷åâèíû, 10 ìÌ àöåòàòà
íàòðè , 30 ìÌ óêñóñíîé êèñëîòû, 25 ìÌ NaCl, 0,5 ìÌ ÝÄÒÀ, 5 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH
8,0.

Õðîìàòîãðàôè  íà SP-ñåôàðîçå äë  áûñòðîãî ïîòîêà: Êîëîíêó XK50/30 (Amersham-
Pharmacia), ñîäåðæàùóþ 180 ìë SP-ñåôàðîçû äë  áûñòðîãî ïîòîêà (Amersham-Pharmacia)
ðåãåíåðèðîâàëè, çàòåì óðàâíîâåøèâàëè 5 CV 8 Ì ìî÷åâèíû, 10 ìÌ àöåòàòà íàòðè , 30 ìÌ
óêñóñíîé êèñëîòû, 25 ìÌ NaCl, 0,5 ìÌ ÝÄÒÀ, 5 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 8,0.

Ïîëîâèíó îáðàçöà íàíîñèëè íà êîëîíêó è ïðîìûâàëè áóôåðîì äë  óðàâíîâåøèâàíè ,
ïîêà èçìåð åìîå ïðè 280 íì ôîíîâîå ïîãëîùåíèå íå äîñòèãàëî áàçîâîãî óðîâí . Áåëîê
ýëþèðîâàëè 600 ìë ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà îò áóôåðà äë  óðàâíîâåøèâàíè  äî 10 ìÌ
àöåòàòà íàòðè , 30 ìÌ óêñóñíîé êèñëîòû, 1 Ì NaCl, 5 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 0,5 ìÌ
ÝÄÒÀ. Â çàêëþ÷åíèå, êîëîíêó îòìûâàëè 6 Ì ãóàíèäèíîì-HCl, 50 ìÌ Tris, pH 8,5.

Ïðîöåäóðó ïîâòîð ëè äë  âòîðîé ïîëîâèíû îáðàçöà, çàòåì ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå
HepCorT, îáúåäèí ëè è ïîäâåðãàëè äèàëèçó ïðîòèâ 6 Ì ìî÷åâèíû, 20 ìÌ Tris, pH 8,5, 0,5
ìÌ ÝÄÒÀ, 5 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 8,5, è, â çàêëþ÷åíèå, ïðîòèâ 6 Ì ìî÷åâèíû, 20 ìÌ
Tris, 5 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 8,5.

Õðîìàòîãðàôè  ñ èñïîëüçîâàíèåì Source 30Q: Êîëîíêó XK50/30 (Amersham-Pharmacia),
ñîäåðæàùóþ 150 ìë ñìîëû Source 30Q (Amersham-Pharmacia), ðåãåíåðèðîâàëè, çàòåì
óðàâíîâåøèâàëè 4 CV áóôåðà äë  óðàâíîâåøèâàíè  (6 Ì ìî÷åâèíû, 20 ìÌ Tris, 5 ìÌ 2-
ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 8,5).

Îäíó òðåòü îáðàçöà íàíîñèëè íà êîëîíêó, ïðîìûâàëè 95% áóôåðà äë  óðàâíîâåøèâàíè 
è 5% áóôåðà äë  ýëþöèè (6 Ì ìî÷åâèíû, 1 ìÌ NaCl, 20 ìÌ Tris, 5 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà,
pH 8,5), çàòåì áåëîê ýëþèðîâàëè 1 ë ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà äî 100% áóôåðà äë  ýëþöèè.

Âòîðóþ è òðåòüþ ÷àñòè îáðàçöà îáðàáàòûâàëè òàêèì æå îáðàçîì. Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå
HepCorT îáúåäèí ëè, çàòåì ïîäâåðãàëè äèàëèçó ïðîòèâ 6 Ì ìî÷åâèíû, 20 ìÌ àöåòàòà
íàòðè , 20 ìÌ óêñóñíîé êèñëîòû, 0,5 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 8,0.

Âûñîêîýôôåêòèâíà  õðîìàòîãðàôè  íà SP-ñåôàðîçå: Êîëîíêó XK50/30 (Amersham
Pharmacia), ñîäåðæàùóþ 180 ìë âûñîêîýôôåêòèâíîé SP-ñåôàðîçû (Amersham Pharmacia),
ðåãåíåðèðîâàëè, çàòåì óðàâíîâåøèâàëè 5 CV 6 Ì ìî÷åâèíû, 20 ìÌ àöåòàòà íàòðè , 20 ìÌ
óêñóñíîé êèñëîòû, 0,5 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 8,0.

Ïîëîâèíó îáðàçöà íàíîñèëè íà êîëîíêó è ïðîìûâàëè áóôåðîì äë  óðàâíîâåøèâàíè ,
ïîêà èçìåð åìîå ïðè 280 íì ôîíîâîå ïîãëîùåíèå íå äîñòèãàëî áàçîâîãî óðîâí .

Ïðèìåñè ýëþèðîâàëè äâóì  ëèíåéíûìè ãðàäèåíòàìè, ò.å. îò 0 äî 1 Ì NaCl â áóôåðå äë 
óðàâíîâåøèâàíè , çàòåì ëèíåéíûé ãðàäèåíò äî áóôåðà äë  ýëþöèè 2 (6 Ì ìî÷åâèíû, 40
ìÌ àöåòàòà íàòðè , 10 ìÌ óêñóñíîé êèñëîòû, 0,5 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH
8,0). Êîëîíêó ïðîìûâàëè 2% (îá/îá) Òðèòîíà X-100 â áóôåðå äë  ýëþöèè 2, çàòåì 10 CV
áóôåðà äë  ýëþöèè äë  óäàëåíè  äåòåðãåíòà. Çàòåì áåëîê ýëþèðîâàëè â ãðàäèåíòå
êîíöåíòðàöèè äî 6 M ìî÷åâèíû, 50 ìÌ Tris, 0,5 ìÌ ÝÄÒÀ, 5 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 8.0.

Ïîñëå ïîâòîðåíè  ïðîöåäóðû äë  âòîðîé ïîëîâèíû îáðàçöà ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå
HepCorT(151/9F), îáúåäèí ëè è ïîäâåðãàëè áåëîê äâóì ñòàäè ì äèàëèçà â 5 ìÌ ôîñôàòå
íàòðè , 50 ìÌ NaCl, 3,1 ìÌ ìî÷åâèíå, 20% (ìàññ/îá) ñàõàðîçå, pH 8,5.

2.6 Î÷èñòêà HepCor(97F)
Ëèçèñ êëåòîê: 100 ã çàìîðîæåííîé êëåòî÷íîé áèîìàññû ñìåøèâàëè ñ 400 ìë

îõëàæäåííîãî íà ëüäó 5 ìÌ ÝÄÒÀ, 5 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëîì, pH 8,0. Ïîñëå
ïåðåìåøèâàíè  ñóñïåíçèè êëåòîê äîáàâë ëè ëèçîöèì äî 0,2 ã/ìë, ñóñïåíçèþ
ïåðåìåøèâàëè è èíêóáèðîâàëè âî ëüäó 1 ÷àñ.

Ñóñïåíçèþ êëåòîê ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ óëüòðàçâóêà (Branson Sonifier 450,
íàêîíå÷íèê 3/4 äþéìà, ðåæèì 8) 2 ðàçà ïî 2 ìèí, çàòåì äîáàâë ëè 200 ìë îõëàæäåííîãî
íà ëüäó 20 ìÌ àöåòàòà íàòðè , 5 ìÌ óêñóñíîé êèñëîòû, 3 Ì ñóëüôàòà àììîíè  è õîðîøî
ïåðåìåøèâàëè. Ñóñïåíçèþ ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ óëüòðàçâóêà (Branson Sonifier 450,
íàêîíå÷íèê 3/4 äþéìà, ðåæèì 8) 3 ìèí. Â çàêëþ÷åíèå ëèçàò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 18500g
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è ñîáèðàëè ðàñòâîðåííûé îáðàçåö.
Îñàæäåíèå ñóëüôàòîì àììîíè : Ðàñòâîðèìóþ ôðàêöèþ ðàçâîäèëè â 1 ë 0,85 Ì

ñóëüôàòà àììîíè . Ïðè ïåðåìåøèâàíèè ìåäëåííî äîáàâë ëè 70 ã/ë òâåðäîãî ñóëüôàòà
àììîíè . Ïîñëå äàëüíåéøåãî ïåðåìåøèâàíè  â òå÷åíèå 30 ìèí ñóñïåíçèþ
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 18500g 60 ìèí. Ïîòîì îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 500 ìë 1 ìÌ
ÝÄÒÀ, 5 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà. Ïðè ïåðåìåøèâàíèè ìåäëåííî äîáàâë ëè 113,4 ã/ë
ñóëüôàòà àììîíè  è ïåðåìåøèâàëè åùå 30 ìèí. Áåëîê îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè
76500g 20 ìèí.

Îñàäîê ñíîâà ðàñòâîð ëè ïîñðåäñòâîì äîáàâëåíè  1 Ì ôîñôàòà íàòðè , 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 5
ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, ñóëüôàòà àììîíè  â 20% íàñûùåíèè äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
ôîñôàòà íàòðè  5 ìÌ.

Õðîìàòîãðàôè  íà ôåíèëñåôàðîçå äë  áûñòðîãî ïîòîêà: Êîëîíêó XK50/30 (Amersham
Pharmacia), ñîäåðæàùóþ 200 ìë ôåíèëñåôàðîçû äë  áûñòðîãî ïîòîêà (Amersham-
Pharmacia), ðåãåíåðèðîâàëè, çàòåì óðàâíîâåøèâàëè 0,85 Ì ñóëüôàòà àììîíè , 5 ìÌ
ôîñôàòà íàòðè , 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 5 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 6,8.

Îáðàçåö íàíîñèëè íà êîëîíêó è ïðîìûâàëè áóôåðîì äë  óðàâíîâåøèâàíè , ïîêà
èçìåð åìîå ïðè 280 íì ôîíîâîå ïîãëîùåíèå íå äîñòèãàëî áàçîâîãî óðîâí . Áåëîê
ýëþèðîâàëè ñòóïåí÷àòûì ãðàäèåíòîì äî 6 Ì ìî÷åâèíû. Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå HepCorT,
îáúåäèí ëè, è áåëîê îñàæäàëè äîáàâëåíèåì ñóëüôàòà àììîíè  äî 32% íàñûùåíè . Ïîñëå
îñàæäåíè  áåëêà öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 12100g â òå÷åíèå 50 ìèí, åãî ñíîâà ðàñòâîð ëè
â 500 ìë 8 Ì ìî÷åâèíû, 5 ìÌ Tris, 5 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 7,5.

Õðîìàòîãðàôè  ñ èñïîëüçîâàíèåì Source 30Q: Êîëîíêó XK50/30 (Amersham-Pharmacia),
ñîäåðæàùóþ 150 ìë ñìîëû Source 30Q (Amersham-Pharmacia), ðåãåíåðèðîâàëè, çàòåì
óðàâíîâåøèâàëè 4 CV áóôåðà äë  óðàâíîâåøèâàíè  (6 Ì ìî÷åâèíû, 5 ìÌ Tris, 5 ìÌ 2-
ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 7,5).

Îáðàçåö íàíîñèëè íà êîëîíêó, ïðîìûâàëè áóôåðîì äë  óðàâíîâåøèâàíè . Áåëîê
ýëþèðîâàëè â ëèíåéíîì ãðàäèåíòå îò áóôåðà äë  óðàâíîâåøèâàíè  äî 6 Ì ìî÷åâèíû, 1 Ì
NaCl, 5 ìÌ Tris, 5 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 7,5. Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå HepCor(97F),
îáúåäèí ëè è ðàçäåë ëè íà òðè ïîðöèè.

Õðîìàòîãðàôè  íà âûñîêîýôôåêòèâíîé SP-ñåôàðîçå: Êîëîíêó XK50/30 (Amersham
Pharmacia), ñîäåðæàùóþ 190 ìë âûñîêîýôôåêòèâíîé SP-ñåôàðîçû (Amersham Pharmacia),
ðåãåíåðèðîâàëè, çàòåì óðàâíîâåøèâàëè 5 CV 6 Ì ìî÷åâèíû, 30 ìÌ àöåòàòà íàòðè , 10 ìÌ
óêñóñíîé êèñëîòû, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 5 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 8,0.

Îäíó ïîðöèþ îáðàçöà íàíîñèëè íà êîëîíêó è ïðîìûâàëè 20 CV 6 Ì ìî÷åâèíû, 40 ìÌ
àöåòàòà íàòðè , 10 ìÌ óêñóñíîé êèñëîòû, 0,5 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 2%
(îá/îá) Òðèòîíà X-100, pH 8,0. Çàòåì äë  óäàëåíè  Òðèòîíà X-100 êîëîíêó ïðîìûâàëè 10
CV 6 Ì ìî÷åâèíû, 40 ìÌ àöåòàòà íàòðè , 10 ìÌ óêñóñíîé êèñëîòû, 0,5 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ 2-
ìåðêàïòîýòàíîëà, pH 8,0.

Áåëîê ýëþèðîâàëè 600 ìë ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà äî 6 Ì ìî÷åâèíû, 20 ìÌ Tris, 1 Ì NaCl,
1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 0,5 ìÌ ÝÄÒÀ, pH 8,5.

Ïðîöåäóðó ïîâòîð ëè ñ äâóì  äðóãèìè ïîðöè ìè ìàòåðèàëà, çàòåì ôðàêöèè,
ñîäåðæàùèå HepCor(97F), îáúåäèí ëè. Çàòåì áåëîê ïîäâåðãàëè 5 ñòàäè ì äèàëèçà â 40
ìÌ àöåòàòå íàòðè , 0,05 ìÌ DTT, pH 6,5.

Ïðèìåð 3
Ïðèìèðîâàíèå àêòèâíîñòè CTL ìûøåé
Ìûøè: Ìûøè C57BL/6 (H-2b) ïðèîáðåòåíû â Charles River Laboratories (St. Constant, PQ).
Êëåòî÷íûå ëèíèè: ëèíè  êëåòîê òèìîìû EL4 (H-2b) ïîëó÷åíà èç ATCC è êóëüòèâèðîâàíà

â ìîäèôèöèðîâàííîé ïî Äóëüáåêêî ñðåäå Èãëà, ñîäåðæàùåé 10% FBS è 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà
(DMEM-10). Êëåòêè EL4.HBc.1D7, ýêñïðåññèðóþùèå àíòèãåí HBc âûâåäåíû íà Stressgen
ïîñðåäñòâîì òðàíñôèöèðîâàíè  êëåòîê EL4 ïëàçìèäîé, êîäèðóþùåé ïîëíîðàçìåðíûé ãåí
HBc è ìàðêåð óñòîé÷èâîñòè ê íåîìèöèíó. Ãåí ïîëíîðàçìåðíîãî àíòèãåíà HBc êëîíèðîâàëè
èç ïîäòèïà HBV adw è ìîäèôèöèðîâàëè äë  êîäèðîâàíè  èçâåñòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ìûøèíûõ ðåñòðèöèðîâàííûõ ïî H-2Kb è H-2Kd ýïèòîïîâ CTL (â áåëêå adw ïðîâåëè 2
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çàìåíû àìèíîêèñëîò ïî ñðàâíåíèþ ñ áåëêîì äèêîãî òèïà: àìèíîêèñëîòó â ïîëîæåíèè 87
èçìåíèëè ñ àñïàðàãèíà íà ñåðèí, à àìèíîêèñëîòó â ïîëîæåíèè 97 èçìåíèëè ñ èçîëåéöèíà
íà ôåíèëàëàíèí. Äàííûå äâå çàìåíû ïðîâåëè äë  âîñïðîèçâåäåíè  èçâåñòíûõ ìûøèíûõ
ýïèòîïîâ CTL). Òðàíñôèöèðîâàííûå êëåòêè îòáèðàëè â DMEM-10, ñîäåðæàùåé 1500 ìêã/ìë
G418 è êëîíèðîâàëè ïîñðåäñòâîì îãðàíè÷èâàþùèõ ðàçâåäåíèé äë  ïîëó÷åíè  êëîíà
EL4.HBc.1D7. Ýêñïðåññèþ áåëêà HBc â äàííîé êëåòî÷íîé ëèíèè ïîäòâåðæäàëè ïîñðåäñòâîì
àíàëèçà âåñòåðí-èììóíîáëîòòèíãà ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë, ñïåöèôè÷íûõ ê HBc.
Ïðåçåíòàöèþ MHC êëàññà 1 ðåñòðèöèðîâàííîãî ïî H-2Kb ýïèòîïà CTL ïîäòâåðæäàëè
ïîñðåäñòâîì ëèçèñà ñ ëèíèåé CTL, ñïåöèôè÷íîé ê ýòîìó ýïèòîïó. Àíàëèç FACS âû âèë
âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè MHC êëàññà 1 íà òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ, ñõîäíûé ñ
óðîâíåì ýêñïðåññèè ðîäèòåëüñêîé êëåòî÷íîé ëèíèè.

Ïðèìèðîâàíèå àêòèâíîñòè CTL ìûøåé: Ìûøåé èììóíèçèðîâàëè (ïîñðåäñòâîì
ïîäêîæíîé èíúåêöèè ëèáî â çàäíþþ ÷àñòü øåè ëèáî îáëàñòü ìåæäó ëîïàòêàìè) áóôåðîì
èëè 2,9 íìîëü îäíîãî èç ñëåäóþùèõ: HepCorT(151/97F)Hsp65, HepCorT(97F)Hsp65,
hisHepCorT(149/87S97F)Hsp65, HepCorT(151/97F) èëè HepCorT(97F). Íà ñåäüìûå ñóòêè
ïîñëå èììóíèçàöèè ìûøåé ïîäâåðãëè ýâòàíàçèè ïîñðåäñòâîì èíãàë öèè CO2 èëè
öåðâèêàëüíîé äèñëîêàöèè è èçú ëè èõ ñåëåçåíêè. Ïîëó÷èëè åäèíóþ êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ
êëåòîê ñåëåçåíêè â ñðåäå äë  CTL (RPMI-1640, 10% FBS, 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà, 1 ìÌ ïèðóâàòà
íàòðè , 50 ìêÌ 2-ME è 45 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà) 30×106 æèçíåñïîñîáíûõ ëèìôîèäíûõ êëåòîê
ðåñòèìóëèðîâàëè ïîñðåäñòâîì èíêóáàöèè ïðè 37°Ñ/5% CO2 â ïðèñóòñòâèè 1 ìêÌ ïåïòèäà
HBc.93-100.Kb, MGLKFRQL ýïèòîïà HBc CTL (Kuhober et al., J. Immunol. 156:3687-95,
1996). Äàííûé ñèíòåòè÷åñêèé ïåïòèä (ñèíòåçèðîâàííûé Research Genetics, Huntsville,
AL), ïðèìåí åìûé äë  ðåñòèìóë öèè, âêëþ÷àåò ìûøèíûé ýïèòîï CTL ðåñòðèöèðîâàííûé
ïî H-2Kb.

Ýôôåêòîðíûå êëåòêè ñîáèðàëè ïîñëå 7 ñóòîê è êóëüòèâèðîâàëè â êðóãëîäîííûõ 96-
ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ äë  ìèêðîòèòðîâàíè  âìåñòå ñ ìå÷åííûìè 51Cr öåëåâûìè êëåòêàìè.
Êîíòðîëüíûå öåëè EL4 ïðåäñòàâë ëè ñîáîé êëåòêè, ïðåäâàðèòåëüíî èìïóëüñíî
àêòèâèðîâàííûå íåñâ çàííûì, ðåñòðèöèðîâàííûì ïî H-2Kb (MUT-1.52-59.Kb) ïåïòèäîì
(ñì. ôèãóðó 13). Öåëåâûå êëåòêè ïðåäñòàâë ëè ñîáîé êëåòêè EL4, ïðåäâàðèòåëüíî
èìïóëüñíî àêòèâèðîâàííûå èëè ïåïòèäîì HBc.93-100.Kb (ñì. ôèãóðó 14) èëè EL4.HBc.1D7
(ñì. ôèãóðó 15). CTL (100 ìêë) êóëüòèâèðîâàëè ñ 5×103 èëè 5×104 öåëåâûìè êëåòêàìè (100
ìêë) â ðàçëè÷íûõ ñîîòíîøåíè õ ýôôåêòîð:öåëåâà  êëåòêà (100:1, 33:1 èëè 11:1). Äë 
îïðåäåëåíè  ñïîíòàííîãî âûñâîáîæäåíè  ìåòêè ðàâíîå êîëè÷åñòâî öåëåâûõ êëåòîê
êóëüòèâèðîâàëè áåç ýôôåêòîðíûõ êëåòîê â îáùåì îáúåìå 200 ìêë ñðåäû äë  CTL. Îáùåå
âûñâîáîæäåíèå ìåòêè îïðåäåë ëè ïîñðåäñòâîì äîáàâëåíè  100 ìêë Òðèòîíà X-100 (2%
îá/îá â âîäå) ê ðàâíîìó êîëè÷åñòâó öåëåâûõ êëåòîê. Ïîñëå 4 ÷àñîâ èíêóáàöèè ïëàíøåòû
äë  ìèêðîòèòðîâàíè  öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 200g 5 ìèí è ñîáèðàëè 100 ìêë ñóïåðíàòàíòà
êóëüòóðû. Âûñâîáîæäåííóþ ðàäèîàêòèâíîñòü îïðåäåë ëè ïîñðåäñòâîì ïîäñ÷åòà
ñöèíöèëë öèé. Êîððåêòèðîâàííûé % ëèçèñà ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå:

Êîððåêòèðîâàííûé % ëèçèñà (CL)=100×(CPMtest-CPMspont)/(CPMtotal-CPMspont).
Àíàëèç öèòîêèíîâ: äë  ïîäñ÷åòà âûñâîáîæäåíè  ãàììà èíòåðôåðîíà (IFN-γ) è ôàêòîðà

íåêðîçà îïóõîëè (TNF-α) èç ðåñòèìóëèðîâàííûõ CTL, ýôôåêòîðíûå êëåòêè ïîìåùàëè â
êðóãëîäîííûå 96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû äë  ìèêðîòèòðîâàíè  è êóëüòèâèðîâàëè âìåñòå ñ 1
ìêÌ ïåïòèäà HBc.93-100.Kb è öåëåâûìè êëåòêàìè â ñîîòíîøåíè õ ýôôåêòîð:öåëü 100:1,
33:1 èëè 11:1. Ñóïåðíàòàíòû ñîáèðàëè ïîñëå 4 èëè 24 ÷àñîâ èíêóáàöèè è àíàëèçèðîâàëè
óðîâåíü IFN-γ (ôèãóðà 16) èëè TNF-α (ôèãóðà 17) ïîñðåäñòâîì ñýíäâè÷-ELISA.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Áåëîê ñëè íè , âêëþ÷àþùèé
(i) ñòðåññîâûé áåëîê èëè åãî ÷àñòü, îáëàäàþùà  èììóíîñòèìóë òîðíûì äåéñòâèåì, è
(ii) áåëîê âèðóñà ãåïàòèòà Â (HBV) èëè åãî àíòèãåííûé ôðàãìåíò, ãäå áåëîê ñëè íè 

ïðè ââåäåíèè èíäèâèäóóìó, èíäóöèðóåò èëè óñèëèâàåò èììóííûé îòâåò ïðîòèâ áåëêà HBV.
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2. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.1, ãäå áåëîê HBV ïðåäñòàâë åò ñîáîé êîðîâûé àíòèãåí âèðóñà
ãåïàòèòà Â (HBV).

3. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.2, ãäå êîðîâûé àíòèãåí HBV âêëþ÷àåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID
No:2.

4. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.2 èëè 3, ãäå ó áåëêà ñëè íè  îòñóòñòâóåò C-êîíöåâîé áîãàòûé
àðãèíèíîì äîìåí êîðîâîãî àíòèãåíà HBV.

5. Áåëîê ñëè íè  ïî ëþáîìó èç ïï.2-4, ãäå áåëîê ñëè íè  âêëþ÷àåò àìèíîêèñëîòû 1-149
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID No:2.

6. Áåëîê ñëè íè  ïî ëþáîìó èç ïï.2-4, ãäå áåëîê ñëè íè  âêëþ÷àåò àìèíîêèñëîòû 1-151
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID No:2.

7. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.1, ãäå áåëîê HBV ïðåäñòàâë åò ñîáîé àíòèãåí HBV å, áåëîê õ,
ïîëèïåïòèä ïîëèìåðàçû, áåëîê îáîëî÷êè HBV S, áåëîê îáîëî÷êè HBV M èëè áåëîê
îáîëî÷êè HBV L.

8. Áåëîê ñëè íè  ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå ñòðåññîâûé áåëîê ïðåäñòàâë åò ñîáîé áåëîê
òåïëîâîãî øîêà.

9. Áåëîê ñëè íè  ïî ëþáîìó èç ïï.1-7, ãäå ñòðåññîâûé áåëîê âûáðàí èç Hsp10, Hsp40,
Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hsp100-200, Hsp100, Lon, TF55, Hsp40, FKBP, öèêëîôèëèíà, Hsp20-
30, ClpP, GrpE, óáèêâèòèíà, êàëíåêñèíà èëè áåëêà äèñóëüôèäèçîìåðàçû èëè ÷ëåíà
ñåìåéñòâà ñòðåññîâûõ áåëêîâ ñ ìàëîé ìîëåêóë ðíîé ìàññîé.

10. Áåëîê ñëè íè  ïî ëþáîìó èç ïï.1-9, ãäå ñòðåññîâûé áåëîê ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñòðåññîâûé áåëîê ìèêîáàêòåðèé.

11. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.10, ãäå ñòðåññîâûé áåëîê ìèêîáàêòåðèé ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñòðåññîâûé áåëîê M.bovis BCG.

12. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.10, ãäå ñòðåññîâûé áåëîê M.bovis BCG ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñòðåññîâûé áåëîê Hsp65 M.bovis BCG.

13. Áåëîê ñëè íè  ïî ëþáîìó èç ïï.1-12, ãäå ñòðåññîâûé áåëîê ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñòðåññîâûé áåëîê ïîëíîé äëèíû.

14. Áåëîê ñëè íè  ïî ëþáîìó èç ïï.1-13, ãäå áåëîê HBV ïðåäñòàâë åò ñîáîé áåëîê HBV
ïîëíîé äëèíû.

15. Áåëîê ñëè íè , âêëþ÷àþùèé
(i) ñòðåññîâûé áåëîê èëè åãî ÷àñòü, îáëàäàþùà  èììóíîñòèìóë òîðíûì äåéñòâèåì, è
(ii) âàðèàíò êîðîâîãî àíòèãåíà HBV ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ SEQ ID No:2, ãäå âàðèàíò

ñîäåðæèò àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID No:2, â êîòîðîé çàìåùåíû ïî
ìåíüøåé ìåðå îäèí, íî íå áîëåå ÷åì 25 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, è áåëîê ñëè íè , ïðè
ââåäåíèè èíäèâèäóóìó èíäóöèðóåò èëè óñèëèâàåò èììóííûé îòâåò ïðîòèâ êîðîâîãî
àíòèãåíà HBV.

16. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.15, ãäå çàìåùåíû îò 1 äî 10 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID No:2.

17. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.15, ãäå çàìåùåíû îò 1 äî 5 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID No:2.

18. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.15, ãäå çàìåùåíû îò 1 äî 2 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID No:2.

19. Áåëîê ñëè íè  ïî ëþáîìó èç ïï.15-18, ãäå âàðèàíò ñîäåðæèò àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID No:2, â êîòîðîé ïî ìåíüøåé ìåðå îñòàòîê èçîëåéöèíà â
ïîëîæåíèè 97 çàìåùåí.

20. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.19, ãäå îñòàòîê èçîëåéöèíà â ïîëîæåíèè 97 çàìåùåí íà
êîíñåðâàòèâíûé àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê.

21. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.15, ãäå îñòàòîê èçîëåéöèíà â ïîëîæåíèè 97 çàìåùåí íà
ôåíèëàëàíèí.

22. Áåëîê ñëè íè  ïî ëþáîìó èç ïï.15-18, ãäå îñòàòîê òðåîíèíà â ïîëîæåíèè 91
çàìåùåí.

23. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.22, ãäå îñòàòîê òðåîíèíà â ïîëîæåíèè 91 çàìåùåí íà
êîíñåðâàòèâíûé àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê.
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24. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.22, ãäå îñòàòîê òðåîíèíà â ïîëîæåíèè 91 çàìåùåí íà âàëèí.
25. Áåëîê ñëè íè  ïî ëþáîìó èç ïï.15-18, ãäå îñòàòîê àñïàðàãèíà â ïîëîæåíèè 87

çàìåùåí.
26. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.25, ãäå îñòàòîê àñïàðàãèíà â ïîëîæåíèè 87 çàìåùåí íà

êîíñåðâàòèâíûé àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê.
27. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.25, ãäå îñòàòîê àñïàðàãèíà â ïîëîæåíèè 87 çàìåùåí íà ñåðèè.
28. Áåëîê ñëè íè  ïî ëþáîìó èç ïï.15-27, ãäå ñòðåññîâûé áåëîê ïðåäñòàâë åò ñîáîé

áåëîê òåïëîâîãî øîêà.
29. Áåëîê ñëè íè  ïî ëþáîìó èç ïï.15-27, ãäå ñòðåññîâûé áåëîê âûáðàí èç Hsp10,

Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hsp100-200, Hsp100, Lon, TF55, Hsp40, FKBP, öèêëîôèëèíà,
Hsp20-30, ClpP, GrpE, óáèêâèòèíà, êàëíåêñèíà, èëè áåëêà äèñóëüôèäèçîìåðàçû, èëè ÷ëåíà
ñåìåéñòâà ñòðåññîâûõ áåëêîâ ñ ìàëîé ìîëåêóë ðíîé ìàññîé.

30. Áåëîê ñëè íè  ïî ëþáîìó èç ïï.15-29, ãäå ñòðåññîâûé áåëîê ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñòðåññîâûé áåëîê ìèêîáàêòåðèé.

31. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.30, ãäå ñòðåññîâûé áåëîê ìèêîáàêòåðèé ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñòðåññîâûé áåëîê M.bevis BCG.

32. Áåëîê ñëè íè  ïî ï.30, ãäå ñòðåññîâûé áåëîê Ì. bovis BCG ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñòðåññîâûé áåëîê Hsp65 M.bovis BCG.

33. Áåëîê ñëè íè  ïî ëþáîìó èç ïï.15-32, ãäå ñòðåññîâûé áåëîê ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñòðåññîâûé áåëîê ïîëíîé äëèíû.

34. Áåëîê ñëè íè  ïî ëþáîìó èç ïï.15-33, ãäå áåëîê HBV ïðåäñòàâë åò ñîáîé áåëîê HBV
ïîëíîé äëèíû.

35. Áåëîê ñëè íè , âêëþ÷àþùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID N0:6, SEQ ID N0:8, SEQ ID
No: 10 èëè SEQ ID No: 12, ãäå áåëîê ñëè íè  ïðè ââåäåíèè èíäèâèäóóìó èíäóöèðóåò èëè
óñèëèâàåò èììóííûé îòâåò ïðîòèâ áåëêà HBV.

36. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè , âêëþ÷àþùà  áåëîê ñëè íè  ïî ëþáîìó èç ïï.1-35 è
ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûé íîñèòåëü èëè íàïîëíèòåëü, ãäå êîìïîçèöè  ïðè ââåäåíèè
èíäèâèäóóìó èíäóöèðóåò èëè óñèëèâàåò èììóííûé îòâåò ïðîòèâ áåëêà HBV.

37. Íóêëåèíîâà  êèñëîòà, âêëþ÷àþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ áåëîê ñëè íè 
ïî ëþáîìó èç ïï.1-35, ãäå áåëîê ñëè íè  ïðè ââåäåíèè èíäèâèäóóìó èíäóöèðóåò èëè
óñèëèâàåò èììóííûé îòâåò ïðîòèâ áåëêà HBV.

38. Íóêëåèíîâà  êèñëîòà, âêëþ÷àþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID No:5, SEQ ID No:7,
SEQ ID No:9 èëè SEQ ID No:11, ãäå íóêëåèíîâà  êèñëîòà êîäèðóåò áåëîê ñëè íè , êîòîðûé
ïðè ââåäåíèè èíäèâèäóóìó èíäóöèðóåò èëè óñèëèâàåò èììóííûé îòâåò ïðîòèâ áåëêà HBV.

39. Ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð, âêëþ÷àþùèé íóêëåèíîâóþ êèñëîòó ïî ï.37 èëè 38.
40. Ðåòðîâèðóñíûé âåêòîð, âêëþ÷àþùèé íóêëåèíîâóþ êèñëîòó ïî ï.37 èëè 38.
41. Êëåòêà, âêëþ÷àþùà  ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð ïî ï.39, ãäå ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð

âêëþ÷àåò íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, êîäèðóþùóþ áåëîê ñëè íè , êîòîðûé ïðè ââåäåíèè
èíäèâèäóóìó èíäóöèðóåò èëè óñèëèâàåò èììóííûé îòâåò ïðîòèâ áåëêà HBV.

42. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  áåëêà ñëè íè , ãäå ñïîñîá âêëþ÷àåò
(a) ïðåäîñòàâëåíèå êëåòêè, âêëþ÷àþùåé ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð, âêëþ÷àþùèé

íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, êîòîðà  âêëþ÷àåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ áåëîê ñëè íè 
ïî ëþáîìó èç ïï.1-35; è

(b) êóëüòèâèðîâàíèå êëåòêè â óñëîâè õ, ïîçâîë þùèõ ýêñïðåññèþ íóêëåèíîâîé êèñëîòû,
êîäèðóþùóþ óêàçàííûé áåëîê ñëè íè .

43. Ñïîñîá èíäóêöèè èëè óñèëåíè  èììóííîãî îòâåòà ïðîòèâ áåëêà HBV ó ñóáúåêòà, ãäå
ñïîñîá âêëþ÷àåò ââåäåíèå ñóáúåêòó ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà áåëêà ñëè íè  ïî ëþáîìó èç
ïï.1-35.

44. Ñïîñîá èíäóêöèè èëè óñèëåíè  èììóííîãî îòâåòà ïðîòèâ áåëêà HBV ó ñóáúåêòà, ãäå
ñïîñîá âêëþ÷àåò ââåäåíèå ñóáúåêòó ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà ôàðìàöåâòè÷åñêîé
êîìïîçèöèè ïî ï.36.

45. Ñïîñîá èíäóêöèè èëè óñèëåíè  èììóííîãî îòâåòà ïðîòèâ áåëêà HBV ó ñóáúåêòà, ãäå
ñïîñîá âêëþ÷àåò ââåäåíèå ñóáúåêòó ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà ýêñïðåññèðóþùåãî âåêòîðà

Ñòðàíèöà: 26

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 295 536 C2

ïî ï.39.
46. Ñïîñîá èíäóêöèè èëè óñèëåíè  èììóííîãî îòâåòà ïðîòèâ áåëêà HBV ó ñóáúåêòà, ãäå

ñïîñîá âêëþ÷àåò ââåäåíèå ñóáúåêòó ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà ðåòðîâèðóñíîãî âåêòîðà ïî
ï.40.
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