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(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïîëèïåïòèäíûì

èììóíîãåíàì, ñïîñîáíûì âûçûâàòü çàùèòíûé
èììóííûé îòâåò ïðîòèâ Staphylococcus aureus.
Ïîëèïåïòèäû ïî èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àþò
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñòðóêòóðíî
ðîäñòâåííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:1,
ïðèâåäåííîé â òåêñòå îïèñàíè . Èçîáðåòåíèå
îòíîñèòñ  ê èñïîëüçîâàíèþ òàêèõ ïîëèïåïòèäîâ â
êà÷åñòâå èììóíîãåíîâ, â òîì ÷èñëå â ñîñòàâå
êîìïîçèöèé. Èçîáðåòåíèå ðàñêðûâàåò òàêæå

ýêñïðåññèîííûå ñèñòåìû äë  ïðîäóöèðîâàíè 
òàêèõ ïîëèïåïòèäîâ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID
NO:1 ïðåäñòàâë åò ñîáîé óñå÷åííîå ïðîèçâîäíîå
ïîëíîðàçìåðíîãî ïîëèïåïòèäà S. aureus. Ýòîò
ïîëíîðàçìåðíûé ïîëèïåïòèä îáîçíà÷àåòñ  â
èçîáðåòåíèè êàê ïîëíîðàçìåðíûé "ORF0657n".
Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîëèïåïòèäû, îïèñàííûå â
èçîáðåòåíèè è ñîäåðæàùèå àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:1, âûçûâàþò
çàùèòíûé èììóííûé îòâåò ïðîòèâ S. aureus. 11 í. è
32 ç.ï. ô-ëû, 12 èë., 6 òàáë.
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(57) Abstract: 
FIELD: medicine; pharmacology.
SUBSTANCE: polypeptides under the invention

include amino-acid sequence, structurally related
sequence SEQ ID NO:1 resulted in the text of the
description, to use of such polypeptides as
immunogens, including as a part of compositions.
The invention opens also expression systems for
producing such polypeptides. The sequence SEQ ID

NO:1 represents a truncated derivative of full-
size polypeptide S. aureus. This full-size
polypeptide is designated in the invention as
full-size "ORF0657n". It is established, that the
polypeptides described in the invention and
containing amino-acid sequence are SEQ ID NO:1.

EFFECT: polypeptides cause protective immune
response against staphylococcus aureus.

43 cl, 56 dwg, 4 tbl, 17 ex
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Ïåðåêðåñòíà  ññûëêà íà ðîäñòâåííûå çà âêè
Â íàñòî ùåé çà âêå èñïðàøèâàåòñ  ïðèîðèòåò ïðåäâàðèòåëüíîé çà âêè íà ïàòåíò ÑØÀ

60/489840, ïîäàííîé 24 èþë  2003, è ïðåäâàðèòåëüíîé çà âêè íà ïàòåíò ÑØÀ 60/520115,
ïîäàííîé 14 íî áð  2003, êàæäà  èç êîòîðûõ ïðèâåäåíà çäåñü â êà÷åñòâå ññûëêè.

Ïðåäøåñòâóþùèé óðîâåíü òåõíèêè
Öèòèðóåìûå â íàñòî ùåé çà âêå ðàáîòû íå äîëæíû ðàññìàòðèâàòüñ  êàê ïðîòîòèïû

çà âëåííîãî èçîáðåòåíè .
Staphylococcus aureus ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïàòîãåí, îòâåòñòâåííûé çà ðàçâèòèå

áîëüøîãî ÷èñëà çàáîëåâàíèé è ñîñòî íèé. Ïðèìåðàìè çàáîëåâàíèé è ñîñòî íèé,
âûçûâàåìûõ S. aureus,  âë þòñ  áàêòåðèåìè , èíôåêöèîííûé ýíäîêàðäèò, ôîëëèêóëèò,
ôóðóíêóëû, êàðáóíêóëû, èìïåòèãî, áóëëåçíîå èìïåòèãî, öåëëþëèò, áîòðèîìèîçèò, ñèíäðîì
òîêñè÷åñêîãî øîêà, ñèíäðîì îáîææåííîé êîæè, èíôåêöèè öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû,
èíôåêöèîííûå è âîñïàëèòåëüíûå çàáîëåâàíè  ãëàç, îñòåîìèåëèò è äðóãèå èíôåêöèîííûå
çàáîëåâàíè  ñóñòàâîâ è êîñòåé, è èíôåêöèè äûõàòåëüíûõ ïóòåé (The Staphylococci in
Human Disease, Crossley & Archer (eds.), Churchill Livingstone Inc. 1997).

Äë  áîðüáû ïðîòèâ èíôåêöèé, âûçûâàåìûõ S. aureus, è èõ ðàñïðîñòðàíåíè  ìîãóò áûòü
ïðèìåíåíû èììóíîëîãè÷åñêèå ñòðàòåãèè. Èììóíîëîãè÷åñêèå ñòðàòåãèè âêëþ÷àþò
ïàññèâíóþ è àêòèâíóþ èììóíèçàöèþ. Ïàññèâíà  èììóíèçàöè  ïðåäóñìàòðèâàåò
èñïîëüçîâàíèå èììóíîãëîáóëèíîâ, êîíúþãèðîâàííûõ ñ S. aureus. Àêòèâíà  èììóíèçàöè 
ïðåäóñìàòðèâàåò èíäóêöèþ èììóííîãî îòâåòà ïðîòèâ S. aureus.

Ïðåäïîëàãàåìûå âàêöèíû íàöåëåíû íà ïîëèñàõàðèäû è ïîëèïåïòèäû S. aureus.
Íàöåëèâàíèå ìîæåò áûòü äîñòèãíóòî ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîäõîä ùèõ ïîëèñàõàðèäîâ èëè
ïîëèïåïòèäîâ S. aureus â êà÷åñòâå êîìïîíåíòîâ âàêöèíû. Ïðèìåðû âîçìîæíûõ
ïîëèñàõàðèäíûõ êîìïîíåíòîâ âàêöèíû âêëþ÷àþò êàïñóëüíûå ïîëèñàõàðèäû S. aureus òèïà
5 è òèïà 8 (Shinefield et al., N. Eng. J. Med. 346:491-496, 2002). Ïðèìåðû
ïîëèïåïòèäîâ, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå âîçìîæíûõ êîìïîíåíòîâ
âàêöèíû, âêëþ÷àþò êîëëàãåí, àäãåçèí, ôèáðèíîãåí-ñâ çûâàþùèå áåëêè è ôàêòîð
ñâåðòûâàíè  êðîâè (Mamo et al., FEMS Immunology and Medical Microbiology 10:47-54,
1994, Nilsson et al., J. Clin. Invest. 101:2640-2649, 1998, Josefsson et al., The
Journal of Infectious Diseases 184:1572-1580, 2001).

Ñâåäåíè  î ïîëèïåïòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ S. aureus áûëè ïîëó÷åíû èç äàííûõ
ñåêâåíèðîâàíè  ãåíîìà S. aureus (Kuroda et al., Lancet 357:1225-1240, 2001, Baba et
al., Lancet 359:1819-1827, 2000, Kunsch et al., åâðîïåéñêà  ïàòåíòíà  çà âêà ÅÐ
0786519, îïóáëèêîâàííà  30 èþë  1997). Äë  õàðàêòåðèñòèêè ïîëèïåïòèäíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïîëó÷åííûõ íà îñíîâå äàííûõ ñåêâåíèðîâàíè  ãåíîìà, áûëè
ïðåäïðèí òû ïîïûòêè ïðèìåíåíè  íåêîòîðûõ ìåòîäîâ áèîèíôîðìàòèêè (Kunsch et al.,
Åâðîïåéñêà  ïàòåíòíà  çà âêà ÅÐ 0786519, îïóáëèêîâàííà  30 èþë  1997).

Äë  èäåíòèôèêàöèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ âîçìîæíûå àíòèãåíû, ìîãóò áûòü ÷àñòè÷íî
ïðèìåíåíû òàêèå ìåòîäû, êàê òåõíîëîãèè ìîëåêóë ðíîãî äèñïëå  è òåõíîëîãèè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñûâîðîòêè îò èíôèöèðîâàííûõ ïàöèåíòîâ (Foster et al., Ìåæäóíàðîäíà 
çà âêà ¹ WO 01/98499, îïóáëèêîâàííà  27 äåêàáð  2001, Meinke et al., Ìåæäóíàðîäíà 
çà âêà ¹ WO 02/059148, îïóáëèêîâàííà  1 àâãóñòà 2002).

Îïèñàíèå ñóùíîñòè èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïîëèïåïòèäàì, ñîäåðæàùèì àìèíîêèñëîòíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñòðóêòóðíî îòíîñ ùóþñ  ê SEQ ID NO:1, ê èñïîëüçîâàíèþ òàêèõ
ïîëèïåïòèäîâ è ê ýêñïðåññèîííûì ñèñòåìàì äë  ïîëó÷åíè  òàêèõ ïîëèïåïòèäîâ. SEQ ID
NO:1 ïðåäñòàâë åò ñîáîé óñå÷åííîå ïðîèçâîäíîå ïîëíîðàçìåðíîãî ïîëèïåïòèäà S. aureus.
Ýòîò ïîëíîðàçìåðíûé ïîëèïåïòèä îáîçíà÷åí çäåñü êàê ïîëíîðàçìåðíûé "ORF0657n". Áûëî
îáíàðóæåíî, ÷òî ïîëèïåïòèäû, ñîäåðæàùèå àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID
NO:1, âûçûâàþò çàùèòíûé èììóííûé îòâåò ïðîòèâ S. aureus.

Òåðìèí "çàùèòíûé" èììóíèòåò èëè èììóííûé îòâåò îçíà÷àåò îïðåäåë åìûé óðîâåíü
çàùèòû ïðîòèâ èíôåêöèè S. aureus. Óðîâåíü çàùèòû ìîæåò áûòü îöåíåí íà ìîäåë õ
æèâîòíûõ, íàïðèìåð íà ìîäåë õ, îïèñàííûõ â íàñòî ùåé çà âêå.
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Òàêèì îáðàçîì, â ïåðâîì ñâîåì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê
ïîëèïåïòèäíîìó èììóíîãåíó, ñîäåðæàùåìó àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà 
ïî êðàéíåé ìåðå íà 90% èäåíòè÷íà SEQ ID NO:1, ãäå ïîëèïåïòèä íå ñîäåðæèò êàðáîêñè-
êîíöåâîé êîíåö, ñîñòî ùèé èç àìèíîêèñëîò 609-645 SEQ ID NO:2, è ãäå ïîëèïåïòèä
îáåñïå÷èâàåò çàùèòíûé èììóíèòåò ïðîòèâ S. aureus. SEQ ID NO:2 ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ïîëíîðàçìåðíûé ïîëèïåïòèä ORF0657n, ãäå àìèíîêèñëîòû 609-645 ñîñòàâë þò êàðáîêñè-
êîíöåâîé äîìåí, íà÷èíàþùèéñ  ñ ìîòèâà LPXTG (íàçûâàåìûé çäåñü "ñèãíàëîì ñîðòèðîâêè
áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè").

Òåðìèí "èììóíîãåí" îçíà÷àåò âåùåñòâî, îáëàäàþùåå ñïîñîáíîñòüþ âûçûâàòü çàùèòíûé
èììóíèòåò.

Âûðàæåíèå "ñîäåðæàùèé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïî êðàéíåé
ìåðå íà 90% èäåíòè÷íà SEQ ID NO:1" ïîäðàçóìåâàåò ïðèñóòñòâèå îáëàñòè, ðîäñòâåííîé
SEQ ID NO:1, è âîçìîæíîå ïðèñóòñòâèå äðóãèõ ïîëèïåïòèäíûõ îáëàñòåé. Åñëè
ïðèñóòñòâóþò äðóãèå ïîëèïåïòèäíûå îáëàñòè, òî óêàçàííûé ïîëèïåïòèä íå ñîäåðæèò
êàðáîêñè-êîíöåâîé ìîòèâ LPXTG, ñîñòî ùèé èç àìèíîêèñëîò 609-645 SEQ ID NO:2.

Â äðóãîì ñâîåì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê èììóíîãåíó, ñîäåðæàùåìó
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  âûçûâàåò çàùèòíûé èììóíèòåò ïðîòèâ S.
aureus. Èììóíîãåí ñîäåðæèò àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïî êðàéíåé
ìåðå íà 90% èäåíòè÷íà SEQ ID NO:1, è îäíó èëè íåñêîëüêî äîïîëíèòåëüíûõ îáëàñòåé èëè
÷àñòåé, êîâàëåíòíî ñâ çàííûõ íà êàðáîêñèëüíîì êîíöå èëè àìèíî-êîíöå, ãäå êàæäà 
óêàçàííà  îáëàñòü èëè ÷àñòü íåçàâèñèìî âûáðàíà èç îáëàñòè èëè ÷àñòè, îáëàäàþùèõ ïî
êðàéíåé ìåðå îäíèì èç ñëåäóþùèõ ñâîéñòâ: ñïîñîáíîñòüþ óñèëèâàòü èììóííûé îòâåò,
ñïîñîáíîñòüþ îáëåã÷àòü î÷èñòêó ïîëèïåïòèäà èëè ñïîñîáíîñòüþ îáåñïå÷èâàòü åãî
ñòàáèëüíîñòü.

Òåðìèí "äîïîëíèòåëüíà  îáëàñòü èëè ÷àñòü" îáîçíà÷àåò îáëàñòü èëè ÷àñòü, îòëè÷íóþ îò
ORF0657n-ðîäñòâåííîãî ïîëèïåïòèäà, êîòîðûé ìîæåò ïðîäóöèðîâàòüñ  â áèîëîãè÷åñêîì
õîç èíå, òàêîì êàê ïðîêàðèîòè÷åñêèé èëè ýóêàðèîòè÷åñêèé õîç èí. Òàêîé äîïîëíèòåëüíîé
îáëàñòüþ èëè ÷àñòüþ ìîãóò áûòü, íàïðèìåð, äîïîëíèòåëüíà  ïîëèïåïòèäíà  îáëàñòü èëè
íå-ïåïòèäíà  îáëàñòü.

Â äðóãîì ñâîåì àñïåêòå, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöèè, ñïîñîáíîé
èíäóöèðîâàòü ó ïàöèåíòà çàùèòíûé èììóíèòåò ïðîòèâ S. aureus. Óêàçàííà  êîìïîçèöè 
ñîäåðæèò ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûé íîñèòåëü è èììóíîëîãè÷åñêè ýôôåêòèâíîå
êîëè÷åñòâî èììóíîãåíà, îáåñïå÷èâàþùåãî âûðàáîòêó çàùèòíîãî èììóíèòåòà ïðîòèâ S.
aureus.

Èììóíîëîãè÷åñêè ýôôåêòèâíûì êîëè÷åñòâîì  âë åòñ  êîëè÷åñòâî, äîñòàòî÷íîå äë 
âûðàáîòêè çàùèòíîãî èììóíèòåòà ïðîòèâ èíôåêöèè, âûçûâàåìîé S. aureus. Òàêîå
êîëè÷åñòâî äîëæíî áûòü äîñòàòî÷íûì äë  íàäåæíîãî ïðåäóïðåæäåíè  âåðî òíîñòè
âîçíèêíîâåíè  èëè îáîñòðåíè  èíôåêöèè, âûçûâàåìîé S. aureus.

Â äðóãîì ñâîåì àñïåêòå, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê íóêëåèíîâîé êèñëîòå,
ñîäåðæàùåé ðåêîìáèíàíòíûé ãåí, êîäèðóþùèé ïîëèïåïòèä, êîòîðûé âûçûâàåò çàùèòíûé
èììóíèòåò ïðîòèâ S. aureus. Ðåêîìáèíàíòíûé ãåí ñîäåðæèò ðåêîìáèíàíòíóþ íóêëåèíîâóþ
êèñëîòó, êîäèðóþùóþ ïîëèïåïòèä, âìåñòå ñ ðåãóë òîðíûìè ýëåìåíòàìè äë  "ïðàâèëüíîé"
òðàíñêðèïöèè è ïðîöåññèíãà (êîòîðûìè ìîãóò áûòü òðàíñë öèîííûå è ïîñòòðàíñë öèîííûå
ýëåìåíòû). Óêàçàííûé ðåêîìáèíàíòíûé ãåí ìîæåò ïðèñóòñòâîâàòü íåçàâèñèìî îò ãåíîìà
õîç èíà, ëèáî îí ìîæåò áûòü ÷àñòüþ ãåíîìà õîç èíà.

Ðåêîìáèíàíòíà  íóêëåèíîâà  êèñëîòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé íóêëåèíîâóþ êèñëîòó,
êîòîðà  èìååò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è/èëè ôîðìó, íå âñòðå÷àþùóþñ  â ïðèðîäå. Ïðèìåðû
ðåêîìáèíàíòíîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû âêëþ÷àþò î÷èùåííóþ íóêëåèíîâóþ êèñëîòó;
íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, â êîòîðîé äâå èëè íåñêîëüêî îáëàñòåé íóêëåèíîâûõ êèñëîò,
îáúåäèíåíû âìåñòå è îáðàçóþò íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, íå âñòðå÷àþùóþñ  â ïðèðîäå; è
íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, â êîòîðîé îòñóòñòâóåò îäíà èëè íåñêîëüêî îáëàñòåé íóêëåèíîâûõ
êèñëîò (íàïðèìåð, â 3′-5′ íàïðàâëåíèè èëè â 5′-3′ íàïðàâëåíèè), ñâ çàííûõ äðóã ñ äðóãîì
â ïðèðîäå.

Ñòðàíèöà: 4

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 337 108 C2

Â äðóãîì ñâîåì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ðåêîìáèíàíòíîé êëåòêå. Ýòà
êëåòêà ñîäåðæèò ðåêîìáèíàíòíûé ãåí, êîäèðóþùèé ïîëèïåïòèä, êîòîðûé âûçûâàåò
çàùèòíûé èììóíèòåò ïðîòèâ S. aureus.

Â äðóãîì ñâîåì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè 
ïîëèïåïòèäà, âûçûâàþùåãî çàùèòíûé èììóíèòåò ïðîòèâ S. aureus. Óêàçàííûé ñïîñîá
ïðåäóñìàòðèâàåò êóëüòèâèðîâàíèå ðåêîìáèíàíòíîé êëåòêè, ñîäåðæàùåé ðåêîìáèíàíòíóþ
íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, êîäèðóþùóþ óêàçàííûé ïîëèïåïòèä, è î÷èñòêó ïîëèïåïòèäà.

Â äðóãîì ñâîåì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïîëèïåïòèäó, êîòîðûé
âûçûâàåò çàùèòíûé èììóíèòåò ó õîç èíà ïðîòèâ S. aureus è êîòîðûé ïîëó÷àþò ñïîñîáîì,
ïðåäóñìàòðèâàþùèì ñòàäèþ êóëüòèâèðîâàíè  ðåêîìáèíàíòíîé êëåòêè, ñîäåðæàùåé
ðåêîìáèíàíòíóþ íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, êîäèðóþùóþ óêàçàííûé ïîëèïåïòèä, è î÷èñòêó ýòîãî
ïîëèïåïòèäà. Äë  ýòèõ öåëåé ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ðàçëè÷íûå êëåòêè-õîç åâà. Â îäíîì
èç âàðèàíòîâ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  óêàçàííîé êëåòêîé-õîç èíîì  âë åòñ  äðîææåâà 
êëåòêà.

Â äðóãîì ñâîåì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó èíäóêöèè ó
ïàöèåíòà çàùèòíîãî èììóííîãî îòâåòà ïðîòèâ S. aureus. Óêàçàííûé ñïîñîá
ïðåäóñìàòðèâàåò ñòàäèþ ââåäåíè  ïàöèåíòó èììóíîëîãè÷åñêè ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà
èììóíîãåíà, âûçûâàþùåãî çàùèòíûé èììóíèòåò ïðîòèâ S. aureus.

Â äðóãîì ñâîåì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó èíäóêöèè
àíàìíåòè÷åñêîé ðåàêöèè ó ïàöèåíòà. Óêàçàííûé ñïîñîá ïðåäóñìàòðèâàåò ñòàäèþ ââåäåíè 
ïàöèåíòó ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà èììóíîãåíà äë  ïðîäóêöèè àíàìíåòè÷åñêîé ðåàêöèè.

Â äðóãîì ñâîåì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê íóêëåèíîâîé êèñëîòå,
êîäèðóþùåé ORF0657n-ðîäñòâåííûé ïîëèïåïòèä, êîòîðûé îïòèìèçèðîâàí äë  ýêñïðåññèè â
äðîææàõ. Äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ îïòèìèçèðóþò îäèí èëè íåñêîëüêî êîäîíîâ.

Â äðóãîì ñâîåì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè 
ïîëèïåïòèäà, âûçûâàþùåãî çàùèòíûé èììóíèòåò ïðîòèâ S. aureus â ðåêîìáèíàíòíîé
äðîææåâîé êëåòêå. Óêàçàííûé ñïîñîá ïðåäóñìàòðèâàåò:

(à) ñòàäèþ êóëüòèâèðîâàíè  ðåêîìáèíàíòíîé äðîææåâîé êëåòêè â óñëîâè õ,
áëàãîïðè òíûõ äë  ýêñïðåññèè ïîëèïåïòèäà, ãäå óêàçàííà  ðåêîìáèíàíòíà  äðîææåâà 
êëåòêà ñîäåðæèò ðåêîìáèíàíòíûé ãåí, êîäèðóþùèé óêàçàííûé ïîëèïåïòèä, è ãäå óêàçàííûì
ïîëèïåïòèäîì  âë åòñ  ïîëíîðàçìåðíûé ïîëèïåïòèä ORF0657n, âûçûâàþùèé çàùèòíûé
èììóíèòåò ïðîòèâ èíôåêöèè, âûçûâàåìîé S. aureus, èëè åãî ôðàãìåíò, ñîäåðæàùèé
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïî êðàéíåé ìåðå íà 90% èäåíòè÷íà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:1; è

(b) ñòàäèþ î÷èñòêè óêàçàííîãî ïîëèïåïòèäà.
Åñëè êîíêðåòíûå òåðìèíû  âë þòñ  âçàèìîèñêëþ÷àþùèìè, òî ñëîâî "èëè" îçíà÷àåò

îäíó èç äâóõ âîçìîæíîñòåé. Èñïîëüçóåìîå èíîãäà ñî÷åòàíèå ñëîâ "è/èëè" îçíà÷àåò ëþáóþ
èëè îáå âîçìîæíîñòè.

Íåîãðàíè÷èâàþùèå òåðìèíû, òàêèå êàê "âêëþ÷àåò" ïîäðàçóìåâàþò ïðèñóòñòâèå
äîïîëíèòåëüíûõ ýëåìåíòîâ èëè ñòàäèé. Èñïîëüçóåìîå èíîãäà ñî÷åòàíèå ñëîâ "îäèí èëè
íåñêîëüêî" âìåñòå ñ îãðàíè÷èâàþùèì èëè íåîãðàíè÷èâàþùèì óñëîâèåì ïîäðàçóìåâàåò
âîçìîæíîñòü íàëè÷è  äîïîëíèòåëüíûõ ýëåìåíòîâ èëè ñòàäèé.

Åñëè ýòî íå îãîâîðåíî îñîáî, òî óïîòðåáëåíèå àðòèêëåé "à" èëè "an" íå ïîäðàçóìåâàåò
îãðàíè÷åíèå ëèøü åäèíñòâåííûì ÷èñëîì. Òàê, íàïðèìåð, óïîòðåáëåíèå ñëîâà "a cell"
(êëåòêà) íå èñêëþ÷àåò ìíîæåñòâåííîãî ÷èñëà, òî åñòü "cells" (êëåòêè). Èñïîëüçóåìîå
èíîãäà ñî÷åòàíèå ñëîâ, òàêîå êàê "îäèí èëè íåñêîëüêî", ìîæåò îçíà÷àòü ïðèñóòñòâèå
ìíîæåñòâà ýëåìåíòîâ.

Äðóãèå îòëè÷èòåëüíûå ïðèçíàêè è ïðåèìóùåñòâà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áóäóò
î÷åâèäíû èç ïðèâåäåííîãî íèæå äîïîëíèòåëüíîãî îïèñàíè , âêëþ÷à  ðàçëè÷íûå ïðèìåðû.
Ïðèâåäåííûå ïðèìåðû èëëþñòðèðóþò ðàçëè÷íûå êîìïîíåíòû è ìåòîäèêó, ïðèìåí åìóþ
äë  îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Ýòè ïðèìåðû íå îãðàíè÷èâàþò îáúåìà
ïðèò çàíèé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Èñõîä  èç îïèñàíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , ëþáîé
ñðåäíèé ñïåöèàëèñò ìîæåò èäåíòèôèöèðîâàòü è èñïîëüçîâàòü äðóãèå êîìïîíåíòû è
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ìåòîäû, êîòîðûå ìîãóò áûòü ïðèìåíåíû äë  ïðàêòè÷åñêîãî îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè .

Êðàòêîå îïèñàíèå ãðàôè÷åñêîãî ìàòåðèàëà
Íà ôèã.1À, 1Â, 1Ñ è 1D ñõåìàòè÷åñêè ïðîèëëþñòðèðîâàíû ïîëèïåïòèäíûå îáëàñòè,

ðîäñòâåííûå ïîëèïåïòèäó ORF0657n è ñêðèíèðîâàííûå íà íàëè÷èå çàùèòíîãî îòâåòà ó
æèâîòíûõ, à òàêæå íåêîòîðûå äðóãèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ORF0657n. Íà ôèã.1À
ñõåìàòè÷åñêè ïðîèëëþñòðèðîâàíû ïðîòåñòèðîâàííûå ïîëèïåïòèäû, êîòîðûå, êàê áûëî
îáíàðóæåíî,  âë þòñ  çàùèòíûìè (ïîêàçàíû ÷åðíûìè ïð ìîóãîëüíèêàìè);
ïðîòåñòèðîâàííûå ïîëèïåïòèäû, êîòîðûå, êàê áûëî îáíàðóæåíî, íå  âë þòñ  çàùèòíûìè
(ïîêàçàíû íåçàøòðèõîâàííûìè ïð ìîóãîëüíèêàìè); è íå ïðîòåñòèðîâàííûå ïîëèïåïòèäû
(ïîêàçàíû øòðèõîì). Íà ôèã.1Â ïðåäñòàâëåíà ïîëíîðàçìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
èñïîëüçóåìà  íà ôèã.1À êàê ýòàëîííà  (SEQ ID NO:2). Íà ôèã.1Ñ ïðåäñòàâëåíà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:28. SEQ ID NO:28 ñîäåðæèò êàðáîêñè-êîíöåâóþ "His-ìåòêó"
(LEHHHHHH; SEQ ID NO:64). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:28, ñîäåðæàùà  êàðáîêñè-
êîíöåâóþ His-ìåòêó, òàêæå îáîçíà÷åíà çäåñü "His-tag-ORF0657n". Íà ôèã.1D ïðåäñòàâëåíà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ORF0657nI+.

Íà ôèã.2À-2Å ïðîèëëþñòðèðîâàíî ñðàâíåíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ðàçëè÷íûõ
ORF0657n-ðîäñòâåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â îáëàñòè ORF0657nÍ. Íà ôèãóðàõ SEQ ID
NO: îáîçíà÷àþò "ID".

Íà ôèã.3À, 3Â è 3Ñ ïðîèëëþñòðèðîâàíà ñïîñîáíîñòü ORF0657n-ðîäñòâåííûõ
ïîëèïåïòèäîâ, ñîäåðæàùèõ ïîëíîðàçìåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, à èìåííî îáëàñòü
ORF0657nÍ è îáëàñòü ORF0657nI, âûçûâàòü çàùèòíûé èììóíèòåò ïðîòèâ S. aureus Becker.
Ýòè ïîëèïåïòèäû èñïîëüçîâàëè âìåñòå ñ àäúþâàíòîì, à èìåííî ñ ãèäðîêñèôîñôàòîì
àëþìèíè  (ÀÍÐ). Íà ôèã.3À ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì SEQ
ID NO:28. Íà ôèã.3Â ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì SEQ ID NO:
4, ñîäåðæàùåé êàðáîêñè-êîíöåâóþ His-ìåòêó. Íà ôèã.3Ñ ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû,
ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì SEQ ID NO:5, ñîäåðæàùåé êàðáîêñè-êîíöåâóþ His-ìåòêó.
Òåðìèí "êàðáîêñèëüíà  His-ìåòêà" îçíà÷àåò His-ìåòêó ãðóïïû LEHHHHHH (SEQ ID NO:64),
ïðèñóòñòâóþùóþ íà êàðáîêñèëüíîì êîíöå.

Íà ôèã.4À-4Í ïðîèëëþñòðèðîâàíà ñïîñîáíîñòü ORF0657n-ðîäñòâåííûõ ïîëèïåïòèäîâ
âûçûâàòü çàùèòíûé èììóíèòåò ïðîòèâ çàðàæåíè  äðóãèìè S. aureus. Ïîëèïåïòèä SEQ ID
NO:28 èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå èììóíîãåíà. Íà ôèã.4À ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû,
ïîëó÷åííûå ïðè ïðîâîêàöèîííîì çàðàæåíèè øòàììîì CL-10 (2,2õ108 ê.î.å./ìë). Íà
ôèã.4Â ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ïðè ïðîâîêàöèîííîì çàðàæåíèè øòàììîì
CL-10 (2,1õ108 ê.î.å./ìë). Íà ôèã.4Ñ ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ïðè
ïðîâîêàöèîííîì çàðàæåíèè øòàììîì CL-13 (2,9õ108 ê.î.å./ìë). Íà ôèã.4D ïðåäñòàâëåíû
ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ïðè ïðîâîêàöèîííîì çàðàæåíèè øòàììîì CL-13 (2,8õ108

ê.î.å./ìë). Íà ôèã.4Å ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ïðè ïðîâîêàöèîííîì
çàðàæåíèè øòàììîì CL-30 (3,1õ108 ê.î.å./ìë). Íà ôèã.4F ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû,
ïîëó÷åííûå ïðè ïðîâîêàöèîííîì çàðàæåíèè øòàììîì CL-30 (3,0õ108 ê.î.å./ìë). Íà
ôèã.4G ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ïðè ïðîâîêàöèîííîì çàðàæåíèè øòàììîì
CL-18 (1,0õ108 ê.î.å./ìë). Íà ôèã.4Í ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ïðè
ïðîâîêàöèîííîì çàðàæåíèè øòàììîì CL-21 (1,6õ108 ê.î.å./ìë).

Íà ôèã.5À è 5Â ïðîèëëþñòðèðîâàíû êàðòû ýêñïðåññèîííûõ ïëàçìèä S. cerevisiae. Íà
ôèã.5À ïðåäñòàâëåíà ïëàçìèäíà  êàðòà âåêòîðà ðGAL110. Íà ôèã.5Â ïðåäñòàâëåíà
ïëàçìèäíà  êàðòà äë  piUC-1, ãäå ïîêàçàíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îïòèìèçèðîâàííà  ïî
êîäîíàì äë  ýêñïðåññèè äðîææåé è êëîíèðîâàííà  ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ãåíà GAL1
âåêòîðà ðGAL110.

Íà ôèã.6À è 6Â ïðåäñòàâëåíû Âåñòåðí-áëîòû, èëëþñòðèðóþùèå âíóòðèêëåòî÷íóþ
ýêñïðåññèþ ïîëíîðàçìåðíîãî ORF0657n, èìåþùåãî àìèíîêèñëîòû 1-646 SEQ ID NO:28
(SEQ ID NO:28 áåç êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêè). Äîðîæêà 1: ñòàíäàðòû ìîëåêóë ðíûõ
ìàññ; äîðîæêà 2: ðåêîìáèíàíòíà  ïîëíîðàçìåðíà  îáëàñòü ORF0657n (SEQ ID NO:28),
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ïðîäóöèðîâàííà  â î÷èùåííîé E.coli, 100 íã; äîðîæêè 3-6 ñîäåðæàò 20 ìêã ëèçàòà
äðîææåâûõ êëåòîê; äîðîæêè 3-4: êëåòî÷íûå ëèçàòû, ïîëó÷åííûå ïîñëå äâóõ äóáëèêàòíûõ
ôåðìåíòàöèé òðàíñôîðìàíòîâ 1260 (ôèã.6À) è 1309 (ôèã.6Â), ñîäåðæàùèõ òîëüêî âåêòîð
ðGAL110; äîðîæêè 5-6: êëåòî÷íûå ëèçàòû, ïîëó÷åííûå ïîñëå äâóõ äóáëèêàòíûõ
ôåðìåíòàöèé òðàíñôîðìàíòîâ 1260 (ôèã.6À) è 1309 (ôèã.6Â), ñîäåðæàùèõ pRUnkC-
ðGAL110, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò ïîëíîðàçìåðíóþ îáëàñòü ORF0657n (SEQ ID NO:28 áåç
êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêè).

Íà ôèã.7À è 7Â ïðîèëëþñòðèðîâàíû êóìàññè-îêðàøèâàíèå ÄÑÍ-ÏÀÀÃ-ãåë  è Âåñòåðí-
áëîò-àíàëèç, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âíóòðèêëåòî÷íà  ýêñïðåññèè
S. cerevisiae èç íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùåé SEQ ID NO:3. Äîðîæêà 1, ïàíåëü À,
BSA, 1,25 ìêã; ïàíåëü Â, ðåêîìáèíàíòíûé ïîëíîðàçìåðíûé ORF0657n â î÷èùåííîé E.coli
(SEQ ID NO:28), 100 íã; äîðîæêà 2, êëåòî÷íûé ëèçàò ïðîäóöåíòà ORF0657nÍ (SEQ ID NO:4
ñ êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêîé) â E.coli; ïàíåëü À, 1,25 ìêã, ïàíåëü Â, 0,5 ìêã.
Äîðîæêè 3-7, ïàíåëè À è Â ñîäåðæàò 1,25 è 0,5 ìêã ëèçàòà äðîææåâûõ êëåòîê
ñîîòâåòñòâåííî; äîðîæêà 3, òðàíñôîðìàíò, ñîäåðæàùèé òîëüêî âåêòîð ðGAL110; äîðîæêà 4,
òðàíñôîðìàíò, ñîäåðæàùèé ïîëíîðàçìåðíûé ORF0657n (SEQ ID NO:28 áåç êàðáîêñè-
êîíöåâîé His-ìåòêè); äîðîæêè 5, 6 è 7, òðàíñôîðìàíò 1-1, ñîäåðæàùèé piUC-S(-),
ýêñïðåññèðóþùèé îáëàñòü çðåëîãî ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3); äîðîæêà 7 ñîäåðæèò
êëåòî÷íûé ëèçàò (òðàíñôîðìàíòà 1-1), êîòîðûé çàìîðàæèâàëè, à çàòåì îòòàèâàëè. Äîðîæêà
8 ñîäåðæèò ñòàíäàðòû ìîëåêóë ðíîé ìàññû.

Íà ôèã.8À-8U ïðîèëëþñòðèðîâàíû ïðèìåðû ðàçëè÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùèõ ORF0657n-ðîäñòâåííûå ïîëèïåïòèäû. Íà ôèã.8À
ïðåäñòàâëåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû (SEQ ID NO:29), êîäèðóþùà  SEQ
ID NO:2 ïëþñ êàðáîêñè-êîíöåâà  His-ìåòêà. Íà ôèã.8Â ïðåäñòàâëåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
íóêëåèíîâîé êèñëîòû (SEQ ID NO:30), êîäèðóþùà  SEQ ID NO:4 ïëþñ êàðáîêñè-êîíöåâà 
His-ìåòêà. Íà ôèã.8Ñ ïðåäñòàâëåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû (SEQ ID NO:
31), îïòèìèçèðîâàííà  ïî êîäîíàì äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ è êîäèðóþùà  SEQ ID NO:28
áåç êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêè. Íà ôèã.8D ïðåäñòàâëåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
íóêëåèíîâîé êèñëîòû (SEQ ID NO:32), îïòèìèçèðîâàííà  ïî êîäîíàì äë  ýêñïðåññèè â
äðîææàõ è êîäèðóþùà  SEQ ID NO:3. Íà ôèã.8Å ïðåäñòàâëåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
íóêëåèíîâîé êèñëîòû (SEQ ID NO:33), îïòèìèçèðîâàííà  ïî êîäîíàì äë  ýêñïðåññèè â
äðîææàõ è êîäèðóþùà  SEQ ID NO:1. Íà ôèã.8F-8M ïðåäñòàâëåíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
íóêëåèíîâîé êèñëîòû (SEQ ID NO:34, 35, 36, 37, 38, 39, 40 è 41), îïòèìèçèðîâàííûå ïî
êîäîíàì äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ è êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:7,
ñîäåðæàùóþ ìåòèîíèí ó àìèíî-êîíöà. Íà ôèã.8N-8U ïðåäñòàâëåíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
íóêëåèíîâîé êèñëîòû (SEQ ID NO:46-53), îïòèìèçèðîâàííûå ïî êîäîíàì äë  ýêñïðåññèè â
äðîææàõ è êîäèðóþùèå ðàçëè÷íûå ORF0657n-ðîäñòâåííûå ïîëèïåïòèäû íà îñíîâå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé SEQ ID NO:17 èëè SEQ ID NO:20.

Íà ôèã.9 ïðîèëëþñòðèðîâàí Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç äë  ñðàâíåíè  âíóòðèêëåòî÷íîé
ýêñïðåññèè ORF0657n-ðîäñòâåííûõ ïîëèïåïòèäîâ â S. cerevisiae. Äîðîæêè 1 è 18:
ñòàíäàðòû ìîëåêóë ðíîé ìàññû. Äîðîæêè 2 è 5: 50 è 100 íã ñîîòâåòñòâåííî î÷èùåííîãî
ORF0657n, ïðîäóöèðîâàííîãî â E.coli (SEQ ID NO:4 ïëþñ êàðáîêñè-êîíöåâà  His-ìåòêà).
Äîðîæêà 5 ñîäåðæèò 500 íã áåëêà êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ êîíòðîë , òðàíñôîðìèðîâàííîãî
âåêòîðîì S. cerevisiae. Äîðîæêè 7, 8 è 9 ñîäåðæàò 1,0, 2,0 è 4,0 ìêã áåëêà êëåòî÷íûõ
ëèçàòîâ îò S. cerevisiae-òðàíñôîðìàíòà, ïðîäóöèðóþùåãî SEQ ID NO:28 áåç êàðáîêñè-
êîíöåâîé His-ìåòêè. Äîðîæêè 11 è 12 ñîäåðæàò 50 è 100 íã ñîîòâåòñòâåííî áåëêà
êëåòî÷íîãî ëèçàòà îò S. cerevisiae-òðàíñôîðìàíòà, ïðîäóöèðóþùåãî ORF0657nÍ (SEQ ID
NO:3). Äîðîæêè 14 è 15 ñîäåðæàò 250 è 500 íã ñîîòâåòñòâåííî áåëêà êëåòî÷íîãî ëèçàòà
îò S. cerevisiae-òðàíñôîðìàíòà, ïðîäóöèðóþùåãî ORF0657nG (SEQ ID NO:44). Äîðîæêà 17
ñîäåðæèò 250 íã áåëêà êëåòî÷íîãî ëèçàòà îò E.coli, ïðîäóöèðóþùåé ORF0657nG (SEQ ID
NO:44 ïëþñ êàðáîêñè-êîíöåâóþ His-ìåòêó). Äîðîæêè 4, 6, 10, 13 è 16  âë þòñ  ïóñòûìè.

Íà ôèã.10 ïðåäñòàâëåíû äàííûå, äåìîíñòðèðóþùèå, ÷òî ORF0657n-ðîäñòâåííûå
ïîëèïåïòèäû, ïðîäóöèðîâàííûå â E.coli è â äðîææàõ, âûçûâàþò çàùèòíûé èììóííûé îòâåò.
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Îáîçíà÷åíèå "ORF0657nÍ (E.coli)" ñîîòâåòñòâóåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:4 ñ
êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêîé. Îáîçíà÷åíèå "ORF0657nI (E.coli)" ñîîòâåòñòâóåò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:5 ñ êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêîé. Îáîçíà÷åíèå
"ORF0657nÑ (E.coli)" ñîîòâåòñòâóåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:28. Îáîçíà÷åíèå
"ORF0657nÍ (äðîææè)" ñîîòâåòñòâóåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:3.

Íà ôèã.11 ïðîèëëþñòðèðîâàí Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç äë  ñðàâíåíè  âíóòðèêëåòî÷íîé
ýêñïðåññèè ORF0657nI â S. cerevisiae. Äîðîæêè 1 è 25, ñòàíäàðòû ìîëåêóë ðíîé ìàññû.
Äîðîæêè 2, 3 è 24: 25, 50 è 100 íã ñîîòâåòñòâåííî î÷èùåííîé îáëàñòè ïîëèïåïòèäà
ORF0657nÍ (SEQ ID NO:4 ñ êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêîé), ïðîäóöèðîâàííîãî â E.coli.
Äîðîæêè 4-23 ñîäåðæàò áåëîê êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ îò äðîææåâûõ òðàíñôîðìàíòîâ. Äîðîæêè
13-21 ïðåäñòàâë þò äóáëèêàòû êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ, ïîëó÷åííûõ èç òîãî æå ñàìîãî
ôåðìåíòèðîâàííîãî îáðàçöà, êàê è ëèçàòû íà äîðîæêàõ 4-12. Äîðîæêè 4 è 13 ñîäåðæàò 200
íã áåëêà êîíòðîëüíîãî âåêòîðíîãî òðàíñôîðìàíòà, ñîäåðæàùåãî ðGAL110. Äîðîæêè 5 è 14
ñîäåðæàò 100 íã áåëêà îò òðàíñôîðìàíòà 1-1, ïðîäóöèðóþùåãî îáëàñòü ORF0657nÍ (SEQ
ID NO:3). Äîðîæêè 6 è 15 ñîäåðæàò 200 íã áåëêà îò òðàíñôîðìàíòà 1-1. Äîðîæêè 7 è 16
ñîäåðæàò 100 íã áåëêà, à äîðîæêè 8 è 17 ñîäåðæàò 200 íã áåëêà îò òðàíñôîðìàíòà I1.
Äîðîæêè 9 è 18 ñîäåðæàò 100 íã áåëêà, à äîðîæêè 10 è 19 ñîäåðæàò 200 íã áåëêà
òðàíñôîðìàíòà I2. Äîðîæêè 11 è 20 ñîäåðæàò 100 íã áåëêà, à äîðîæêè 12 è 21 ñîäåðæàò
200 íã áåëêà îò òðàíñôîðìàíòà I3. Äîðîæêè 22 è 23 ñîäåðæàò 100 è 200 íã áåëêà
êëåòî÷íîãî ëèçàòà, ïîëó÷åííîãî ðàíåå ïóòåì ïðåäâàðèòåëüíîé ôåðìåíòàöèè
òðàíñôîðìàíòà 1-1.

Íà ôèã.12 ïðèâîä òñ  äàííûå èììóíèçàöèè ìàêàê-ðåçóñîâ. Ìàêàê-ðåçóñîâ
èììóíèçèðîâàëè ëèáî ïðîäóöèðóåìûì â äðîææàõ ORF0657n-ðîäñòâåííûì ïîëèïåïòèäîì
(ORF0657nÍ, SEQ ID NO:3), ëèáî ýêñïðåññèðóåìûì â E.coli ORF0657n-ðîäñòâåííûì
ïîëèïåïòèäîì (ïîëíîðàçìåðíûì ïîëèïåïòèäîì ORF0657nÑ, SEQ ID NO:28),
ïðèãîòîâëåííûìè â ÀÍÐ èëè áåç íåãî. Îáåçü íàì, âõîä ùèì â ãðóïïó âàêöèíàöèè,
âíóòðèìûøå÷íî ââîäèëè 50 ìêã ORF0657n-ðîäñòâåííûõ ïîëèïåïòèäîâ.

Ïîäðîáíîå îïèñàíèå èçîáðåòåíè 
Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ORF0657n-ðîäñòâåííûå ïîëèïåïòèäû, âêëþ÷à  ïîëíîðàçìåðíûå

è áîëåå êîðîòêèå ïðîèçâîäíûå, ñîäåðæàùèå îáëàñòü ORF0657nI, âûçûâàþò ó æèâîòíûõ-
ìîäåëåé çàùèòíûé èììóíèòåò ïðîòèâ S. aureus. Íà ôèã.1À ïîêàçàíà ëîêàëèçàöè 
ðàçëè÷íûõ ORF0657n-ðîäñòâåííûõ ïîëèïåïòèäíûõ îáëàñòåé, âûçûâàþùèõ çàùèòíûé
èììóíèòåò ïðîòèâ èíôåêöèè, âûçûâàåìîé S. aureus, à òàêæå ëîêàëèçàöè  îáëàñòåé,
êîòîðûå íå âûçûâàþò çàùèòíîãî èììóíèòåòà. Íà ôèã.1À ORF0657n îçíà÷àåò
ïîëíîðàçìåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîîòâåòñòâóþùóþ SEQ ID NO:2; ORF0657nI
îçíà÷àåò îáëàñòü, ñîîòâåòñòâóþùóþ SEQ ID NO:1 (áåç àìèíî-êîíöåâîãî ìåòèîíèíà), à
ORF0657nÍ îçíà÷àåò îáëàñòü, ñîîòâåòñòâóþùóþ SEQ ID NO:3 (áåç àìèíî-êîíöåâîãî
ìåòèîíèíà).

"ORF0657n-ðîäñòâåííûé" ïîëèïåïòèä ñîäåðæèò îáëàñòü, êîòîðà   âë åòñ  ñòðóêòóðíî
ðîäñòâåííîé ïîëíîðàçìåðíîìó ORF0657n èëè åãî ôðàãìåíòó. ORF0657n-ðîäñòâåííûå
ïîëèïåïòèäû ïðåäñòàâë þò ñîáîé ïîëèïåïòèäû, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîòîðûõ ïî êðàéíåé
ìåðå ïðèìåðíî íà 90% èäåíòè÷íà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîîòâåòñòâóþùåé îáëàñòè
ïðèðîäíîãî ORF0657n. Ñðàâíèâàåìûé ïîëèïåïòèä ORF0657n, ïîêàçàííûé íà ôèã.1,
ñîîòâåòñòâóåò ïîëèïåïòèäó ORF0657n, ïðîèñõîä ùåìó îò COL S. aureus (SEQ ID NO:2).

Ïðîöåíò èäåíòè÷íîñòè ñðàâíèâàåìîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îïðåäåë þò ïóòåì
âûðàâíèâàíè  äàííîé ïîëèïåïòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñî ñðàâíèâàåìîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ è îïðåäåëåíè  ÷èñëà èäåíòè÷íûõ àìèíîêèñëîò. Ýòî ÷èñëî äåë ò íà
îáùåå ÷èñëî àìèíîêèñëîò â ñðàâíèâàåìûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ, à çàòåì ðåçóëüòàò
óìíîæàþò íà 100 è îêðóãë þò äî áëèæàéøåãî öåëîãî ÷èñëà.

Ôèã.1À ïîçâîë åò ïðîèëëþñòðèðîâàòü âàæíîå çíà÷åíèå êîðîâîé îáëàñòè, ñîäåðæàùåé
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñòðóêòóðíî ðîäñòâåííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ
ID NO:1. SEQ ID NO:1 ñîäåðæèò àìèíîêèñëîòû 42-486 ORF0657n COL. SEQ ID NO:1 òàêæå
ñîäåðæèò àìèíî-êîíöåâîé ìåòèîíèí äë  îáëåã÷åíè  ýêñïðåññèè. Ïîëèïåïòèäíûå
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ôðàãìåíòû, ñîñòî ùèå èç àìèíîêèñëîò 461-609, àìèíîêèñëîò 82-486 èëè àìèíîêèñëîò 42-
196 SEQ ID NO:2, íå  âë þòñ  çàùèòíûìè.

Â îïèñàíèè íàñòî ùåé çà âêè ïðèâîä òñ  è äðóãèå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
è ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Â òàáëèöå 1 ñèñòåìàòèçèðîâàíû íåêîòîðûå
ïîëèïåïòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ óêàçàíèåì îáëàñòè, ïîêàçàííîé íà ôèã.1, è
äîïîëíèòåëüíûõ ìîäèôèêàöèé. Â òàáëèöå 2 â ñèñòåìàòèçèðîâàííîì âèäå ïðåäñòàâëåíû
íåêîòîðûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâûõ êèñëîò.
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SEQ ID NO:1 Ðîäñòâåííûå ïîëèïåïòèäû
Ïîëèïåïòèäíà  îáëàñòü, ñòðóêòóðíî ðîäñòâåííà  SEQ ID NO:1, ñîäåðæèò àìèíîêèñëîòó

ïî êðàéíåé ìåðå íà 90% èäåíòè÷íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:1. Ïîëèïåïòèäû,
ñîäåðæàùèå îáëàñòü, ñòðóêòóðíî ðîäñòâåííóþ SEQ ID NO:1, ìîãóò áûòü ñêîíñòðóèðîâàíû â
ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû
ïîëèïåïòèäû, âûçûâàþùèå çàùèòíûé îòâåò ïðîòèâ S. aureus.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì SEQ ID NO:1 â êà÷åñòâå îñíîâû è ïðèíèìà  âî âíèìàíèå
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðàçëè÷íûõ ïðèðîäíûõ ïîëèïåïòèäîâ ORF0657n è
èçâåñòíûå ñâîéñòâà àìèíîêèñëîò, ìîãóò áûòü ñîçäàíû ðàçëè÷íûå ìîäèôèêàöèè. Òàêèìè
ìîäèôèêàöè ìè  âë þòñ  îäíî èëè íåñêîëüêî èç äîáàâëåíèé, äåëåöèé è/èëè çàìåí. Îáùèé
ýôôåêò ðàçëè÷íûõ ìîäèôèêàöèé ìîæåò áûòü îöåíåí îïèñàííûìè çäåñü ìåòîäàìè äë 
ïîäòâåðæäåíè  ñïîñîáíîñòè êîíêðåòíîãî ïîëèïåïòèäà âûçûâàòü çàùèòíûé èììóíèòåò.

Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ORF0657n  âë åòñ  äîñòàòî÷íî êîíñåðâàòèâíûì ïî âñåé
ñîâîêóïíîñòè ïàòîëîãè÷åñêè è òàêñîíîìè÷åñêè îòëè÷àþùèõñ  êëèíè÷åñêèõ èçîë òîâ S.
aureus. (ñì. íèæå, ïðèìåð 5). Íà ôèã.2 ïðîèëëþñòðèðîâàíî ñðàâíåíèå ðàçëè÷íûõ
àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ñîäåðæàùèõ SEQ ID NO:1. Ñðàâíåíèå ýòèõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïðåäñòàâëåíî äë  îáëàñòè ORF0657nÍ. Îáëàñòü ORF0657nÍ
âêëþ÷àåò ìåíüøóþ ïî ðàçìåðó çàùèòíóþ îáëàñòü ORF0657nI.

Íà ôèã.2 ïðèâîäèòñ  ñðàâíåíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé SEQ ID NO:1 è 3-27. Ýòî
ñðàâíåíèå èëëþñòðèðóåò ðàçëè÷èå ìåæäó àìèíîêèñëîòíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè
êëèíè÷åñêèõ èçîë òîâ S. aureus, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë  âíåñåíè 
ïîòåíöèàëüíûõ ìîäèôèêàöèé â ïîëèïåïòèäû, ðîäñòâåííûå ïîëèïåïòèäàì S. aureus, òàêèì
êàê SEQ ID NO:1 è 3. Êðîìå òîãî, òàêèå ìîäèôèêàöèè ìîãóò áûòü âíåñåíû ñ ó÷åòîì
èçâåñòíûõ ñâîéñòâ àìèíîêèñëîò. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:1, 3-6 è 8-26  âë þòñ 
ïðèðîäíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, â êîòîðûå, íà÷èíà  ñ ïîëîæåíè  3, à â íåêîòîðûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ, ñ ïîëîæåíèé 1 è 2 ñî ñòîðîíû àìèíî-êîíöà áûëè ââåäåíû ìåòèîíèí
èëè ìåòèîíèí-ãëèöèí. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:11-26 áûëè ïîëó÷åíû èç ðàçëè÷íûõ
êëèíè÷åñêèõ èçîë òîâ. SEQ ID NO:7 è 27 ïðåäñòàâë þò ñîáîé âàðèàíòû îáëàñòè
ORF0657nÍ SEQ ID NO:4, êîòîðà  ñîäåðæèò ï òü àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí â îáëàñòè,
ðàñïîëîæåííîé çà ïðåäåëàìè êîðîâîé îáëàñòè SEQ ID NO:1.

Ïðè ñðàâíåíèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïðîâîäèìîì äë  ïîèñêà íóæíûõ ìîäèôèêàöèé,
ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äîïîëíèòåëüíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ORF0657n. Ïðèìåðû
äîïîëíèòåëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé îáëàñòåé ORF0657nÍ S. aureus ïðåäñòàâëåíû â
SEQ ID NO:54-63, à ïîëíîðàçìåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:17 è 20
ïðåäñòàâëåíû â SEQ ID NO:106 è 107.

Â îáùèõ ÷åðòàõ, äë  ñîõðàíåíè  àêòèâíîñòè ïðè çàìåíàõ ðàçëè÷íûõ àìèíîêèñëîò
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû çàìåí åìûå àìèíîêèñëîòû èìåëè àíàëîãè÷íûå ñâîéñòâà. Ïðè
çàìåíå àìèíîêèñëîò ñëåäóåò ó÷èòûâàòü òàêèå ôàêòîðû, êàê ðàçìåð, çàð ä, ïîë ðíîñòü è
ãèäðîôîáíîñòü àìèíîêèñëîò. Âëè íèå ðàçëè÷íûõ àìèíîêèñëîòíûõ R-ãðóïï íà ñâîéñòâà
àìèíîêèñëîò õîðîøî èçâåñòíî ñïåöèàëèñòàì (ñì., íàïðèìåð, Ausubel, Current Protocols
in Molecular Biology, John Wiley, 1987-2002, Appendix IC).

Äë  ñîõðàíåíè  àêòèâíîñòè ïðè çàìåíå àìèíîêèñëîò çàìåí åìà  àìèíîêèñëîòà äîëæíà
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èìåòü îäíî èëè íåñêîëüêî ñâîéñòâ, àíàëîãè÷íûõ ñâîéñòâàì çàìåíåííîé àìèíîêèñëîòû, îíà
äîëæíà èìåòü ïðèìåðíî òàêîé æå çàð ä, è/èëè ðàçìåð, è/èëè òàêóþ æå ïîë ðíîñòü, è/èëè
ãèäðîôîáíîñòü. Òàê, íàïðèìåð, õîðîøèìè êàíäèäàòàìè íà çàìåíó, êîòîðà  íå ïðèâîäèò ê
èçìåíåíèþ ôóíêöèè ïîëèïåïòèäà,  âë þòñ  çàìåíû ëåéöèíà íà âàëèí, ëèçèíà íà àðãèíèí è
ãëóòàìèíà íà àñïàðàãèí.

Ìîäèôèêàöè ìè, âíîñèìûìè äë  äîñòèæåíè  êîíêðåòíîé öåëè,  âë þòñ  ìîäèôèêàöèè,
ñîçäàâàåìûå äë  ñòèìóë öèè ïðîäóöèðîâàíè  èëè ïîâûøåíè  ýôôåêòèâíîñòè äàííîãî
ïîëèïåïòèäà èëè äë  êëîíèðîâàíè  êîäèðóþùåé íóêëåèíîâîé êèñëîòû. Ïðîäóöèðîâàíèå
ïîëèïåïòèäà ìîæåò áûòü ñòèìóëèðîâàíî ñ èñïîëüçîâàíèåì èíèöèèðóþùåãî êîäîíà
(íàïðèìåð, êîäèðóþùåãî ìåòèîíèí), ïîäõîä ùåãî äë  ðåêîìáèíàíòíîé ýêñïðåññèè. Òàêîé
ìåòèîíèí ìîæåò áûòü çàòåì óäàëåí âî âðåì  êëåòî÷íîãî ïðîöåññèíãà. Ïðîöåññ
êëîíèðîâàíè  ìîæåò áûòü îáëåã÷åí, íàïðèìåð, ïóòåì ââåäåíè  ðåñòðèêöèîííûõ ñàéòîâ,
êîòîðîå ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíî âìåñòå ñ äîáàâëåíèåì èëè çàìåíîé àìèíîêèñëîò.

Ýôôåêòèâíîñòü èíäóöèðîâàíè  èììóííîãî îòâåòà ïîëèïåïòèäîì ìîæåò áûòü óâåëè÷åíà
ïóòåì "óñèëåíè " ýïèòîïà. Óñèëåíèå ýïèòîïà ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíî ðàçëè÷íûìè
ìåòîäàìè, òàêèìè êàê ââåäåíèå ìîäèôèêàöèé  êîðíûõ îñòàòêîâ äë  ïîâûøåíè 
àôôèííîñòè ïåïòèäà ïî îòíîøåíèþ ê ìîëåêóëàì ÌÍÂ è óâåëè÷åíè  àôôèííîñòè
êîìïëåêñà "ïåïòèä-ÌÍÑ" ïî îòíîøåíèþ ê Ò-êëåòî÷íîìó ðåöåïòîðó (Berzofsky et al.,
Nature Review 1:209-219, 2001).

×òî êàñàåòñ  îáëàñòè ïîëèïåïòèäà, ðîäñòâåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:1, òî â
ðàçëè÷íûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ýòà îáëàñòü ïî êðàéíåé ìåðå íà 90%, ïî
êðàéíåé ìåðå íà 94% èëè ïî êðàéíåé ìåðå íà 99% èäåíòè÷íà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID
NO:1 è îòëè÷àåòñ  îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:1 ìîäèôèêàöè ìè, ÷èñëî êîòîðûõ
ìîæåò ñîñòàâë òü 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24 èëè 25 èëè äî 50, ëèáî óêàçàííà  îáëàñòü ñîñòîèò èëè, â
îñíîâíîì, ñîñòîèò èç ORF0657nI-ðîäñòâåííîé îáëàñòè, âûáðàííîé èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé
èç:

àìèíîêèñëîò 1-442 SEQ ID NO:11, 15, 16, 18 èëè 54;
àìèíîêèñëîò 1-443 SEQ ID NO:63,
àìèíîêèñëîò 1-444 SEQ ID NO:57 èëè 59,
àìèíîêèñëîò 1-445 SEQ ID NO:7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 17, 19, 20, 55, 56 èëè 58,
àìèíîêèñëîò 1-446 SEQ ID NO:23 èëè 24,
àìèíîêèñëîò 1-446 èëè 2-446 SEQ ID NO:1 èëè 3,
àìèíîêèñëîò 1-447 SEQ ID NO:25 èëè 26,
àìèíîêèñëîò 1-447, 2-447 èëè 3-447 SEQ ID NO:4, 5 èëè 27,
àìèíîêèñëîò 1-449 SEQ ID NO:61 èëè 62,
àìèíîêèñëîò 1-453 SEQ ID NO:60 è
àìèíîêèñëîò 1-454 SEQ ID NO:6, 21 èëè 22.
Òåðìèí "â îñíîâíîì, ñîñòîèò" èç óêàçàííûõ àìèíîêèñëîò îçíà÷àåò, ÷òî ïîìèìî

óêàçàííûõ àìèíîêèñëîò ìîãóò òàêæå ïðèñóòñòâîâàòü äîïîëíèòåëüíûå àìèíîêèñëîòû.
Òàêèìè äîïîëíèòåëüíûìè àìèíîêèñëîòàìè ìîãóò áûòü àìèíîêèñëîòû, íàõîä ùèåñ  ó
êàðáîêñè- èëè ó àìèíî-êîíöà. Â ðàçëè÷íûõ âàðèàíòàõ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîãóò
ïðèñóòñòâîâàòü 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 èëè
20 äîïîëíèòåëüíûõ àìèíîêèñëîò. Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ èçîáðåòåíè  ó àìèíî-
êîíöà ïðèñóòñòâóåò ìåòèîíèí ëèáî ìåòèîíèí-ãëèöèí.

Â îäíîì èç âàðèàíòîâ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ñîñòîèò èç
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà  ïî êðàéíåé ìåðå íà 90% èäåíòè÷íà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:42 èëè åå ôðàãìåíòó, ñîäåðæàùåìó àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñòðóêòóðíî ðîäñòâåííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:1. ×òî
êàñàåòñ  SEQ ID NO:42, òî â äðóãèõ âàðèàíòàõ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  óêàçàííûé
ïîëèïåïòèä ïî êðàéíåé ìåðå íà 94% èëè ïî êðàéíåé ìåðå íà 99% èäåíòè÷åí SEQ ID NO:42
è îòëè÷àåòñ  îò SEQ ID NO:42 ìîäèôèêàöè ìè, ÷èñëî êîòîðûõ ìîæåò ñîñòàâë òü 0, 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 èëè
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25 èëè äî 50 èëè äî 65, ëèáî óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ñîñòîèò èëè, â îñíîâíîì, ñîñòîèò èç
SEQ ID NO:42 èëè ORF0657nI+-ðîäñòâåííîé îáëàñòè, âûáðàííîé èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç:

àìèíîêèñëîò 1-477 SEQ ID NO:11, 15, 16, 18 èëè 54;
àìèíîêèñëîò 1-478 SEQ ID NO:63,
àìèíîêèñëîò 1-479 SEQ ID NO:57 èëè 59,
àìèíîêèñëîò 1-480 SEQ ID NO:7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 17, 19, 20, 55, 56 èëè 58,
àìèíîêèñëîò 1-481 SEQ ID NO:23 èëè 24,
àìèíîêèñëîò 1-481 èëè 2-481 SEQ ID NO:1 èëè 3,
àìèíîêèñëîò 1-482 SEQ ID NO:25 èëè 26,
àìèíîêèñëîò 1-482, 2-482 èëè 3-482 SEQ ID NO:4, 5 èëè 27,
àìèíîêèñëîò 1-484 SEQ ID NO:61 èëè 62,
àìèíîêèñëîò 1-488 SEQ ID NO:60 è
àìèíîêèñëîò 1-489 SEQ ID NO:6, 21 èëè 22.
Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  óêàçàííûé ïîëèïåïòèä

ñîñòîèò èç àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà  ïî êðàéíåé ìåðå íà 90%
èäåíòè÷íà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:3 èëè åå ôðàãìåíòó, ñîäåðæàùåìó
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñòðóêòóðíî ðîäñòâåííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ
ID NO:1. ×òî êàñàåòñ  SEQ ID NO:3, òî â äðóãèõ âàðèàíòàõ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ïî êðàéíåé ìåðå íà 94% èëè ïî êðàéíåé ìåðå íà 99% èäåíòè÷åí
SEQ ID NO:3; îòëè÷àåòñ  îò SEQ ID NO:3 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, èëè 25 ìîäèôèêàöè ìè, èëè 50
ìîäèôèêàöè ìè, èëè 65 ìîäèôèêàöè ìè ëèáî ñîñòîèò èëè, â îñíîâíîì, ñîñòîèò èç
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, âûáðàííîé èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç SEQ ID NO: 3, 4,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62 è 63.

Â äðóãîì âàðèàíòå èçîáðåòåíè  óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ñîñòîèò èëè, â îñíîâíîì, ñîñòîèò
èç ïîëèïåïòèäà SEQ ID NO:2, ìîäèôèöèðîâàííîãî ïóòåì âêëþ÷åíè  ãëèöèíà ïîñëå
èíèöèèðóþùåãî ìåòèîíèíà, èëè èç óêàçàííîãî ïîëèïåïòèäà áåç èíèöèèðóþùåãî ìåòèîíèíà.

Â äðóãîì âàðèàíòå èçîáðåòåíè  òàêèì ïîëèïåïòèäîì  âë åòñ  î÷èùåííûé ïîëèïåïòèä.
Òåðìèí "î÷èùåííûé ïîëèïåïòèä" îçíà÷àåò, ÷òî ýòîò ïîëèïåïòèä ïðèñóòñòâóåò â îêðóæåíèè,
íå ñîäåðæàùåì îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ äðóãèõ ïîëèïåïòèäîâ, ñ êîòîðûìè îí îáû÷íî
àññîöèèðîâàí â ïðèðîäå, è/èëè ñîäåðæàùåì äðóãèå ïîëèïåïòèäû â êîëè÷åñòâå,
ñîñòàâë þùåì ïî êðàéíåé ìåðå ïðèìåðíî 10% îò îáùåãî ïðèñóòñòâóþùåãî áåëêà. Â äðóãèõ
âàðèàíòàõ èçîáðåòåíè  î÷èùåííûé ïîëèïåïòèä ñîñòàâë åò ïî êðàéíåé ìåðå ïðèìåðíî
50%, ïî êðàéíåé ìåðå ïðèìåðíî 75% èëè ïî êðàéíåé ìåðå ïðèìåðíî 95% îò îáùåãî áåëêà,
ïðèñóòñòâóþùåãî â îáðàçöå èëè â ïðåïàðàòå.

Â äðóãîì âàðèàíòå èçîáðåòåíè  óêàçàííûé ïîëèïåïòèä  âë åòñ  "â îñíîâíîì,
î÷èùåííûì". "Â îñíîâíîì, î÷èùåííûì"  âë åòñ  ïîëèïåïòèä, êîòîðûé ïðèñóòñòâóåò â
îêðóæåíèè, íå ñîäåðæàùåì âñåõ èëè áîëüøèíñòâà äðóãèõ ïîëèïåïòèäîâ, ñ êîòîðûìè îí
îáû÷íî àññîöèèðîâàí â ïðèðîäå. Òàê, íàïðèìåð, â îñíîâíîì, î÷èùåííûé ïîëèïåïòèä S.
aureus ïðèñóòñòâóåò â îêðóæåíèè, íå ñîäåðæàùåì âñåõ èëè áîëüøèíñòâà äðóãèõ
ïîëèïåïòèäîâ S. aureus. Òàêèì îêðóæåíèåì ìîæåò áûòü, íàïðèìåð, îáðàçåö èëè ïðåïàðàò.

Òåðìèí "î÷èùåííûé" èëè "â îñíîâíîì, î÷èùåííûé" íå îçíà÷àåò, ÷òî äàííûé ïîëèïåïòèä
äîëæåí áûòü ïîäâåðãíóò ëþáîé î÷èñòêå; òàê, íàïðèìåð, îí ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé
õèìè÷åñêè ñèíòåçèðîâàííûé ïîëèïåïòèä, êîòîðûé íå áûë î÷èùåí.

Ñòàáèëüíîñòü ïîëèïåïòèäà ìîæåò áûòü óâåëè÷åíà ïóòåì ìîäèôèêàöèè êàðáîêñèëüíîãî
èëè àìèíî-êîíöà ïîëèïåïòèäà. Ïðèìåðàìè âîçìîæíûõ ìîäèôèêàöèé  âë åòñ  ââåäåíèå
àìèíî-êîíöåâûõ çàùèòíûõ ãðóïï, òàêèõ êàê àöåòèë, ïðîïèë, ñóêöèíèë, áåíçèë,
áåíçèëîêñèêàðáîíèë èëè òðåò-áóòèëîêñèêàðáîíèë, è êàðáîêñè-êîíöåâûõ çàùèòíûõ ãðóïï,
òàêèõ êàê àìèä, ìåòèëàìèä è ýòèëàìèä.

Â îäíîì èç âàðèàíòîâ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  çàùèòíûé ïîëèïåïòèä  âë åòñ  ÷àñòüþ
èììóíîãåíà, ñîñòî ùåãî èç ïîëèïåïòèäà è îäíîé èëè íåñêîëüêèõ äîïîëíèòåëüíûõ îáëàñòåé
èëè ÷àñòåé, êîâàëåíòíî ïðèñîåäèíåííûõ ê ïîëèïåïòèäó ó êàðáîêñèëüíîãî êîíöà èëè ó
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àìèíî-êîíöà. Êàæäà  îáëàñòü èëè ÷àñòü äîëæíà áûòü íåçàâèñèìî âûáðàíà èç îáëàñòè èëè
÷àñòè, îáëàäàþùåé ïî êðàéíåé ìåðå îäíèì èç íèæåñëåäóþùèõ ñâîéñòâ: ñïîñîáíîñòè
óñèëèâàòü èììóííûé îòâåò, ñïîñîáíîñòè îáëåã÷àòü î÷èñòêó èëè ñïîñîáíîñòè ïîâûøàòü
ñòàáèëüíîñòü ïîëèïåïòèäîâ. Ñòàáèëüíîñòü ïîëèïåïòèäà ìîæåò áûòü óâåëè÷åíà, íàïðèìåð,
ñ èñïîëüçîâàíèåì òàêèõ ãðóïï, êàê ïîëèýòèëåíãëèêîëü, êîòîðûé ìîæåò ïðèñóòñòâîâàòü ó
àìèíî-êîíöà èëè ó êàðáîêñèëüíîãî êîíöà.

Î÷èñòêà ïîëèïåïòèäà ìîæåò áûòü îáëåã÷åíà ïóòåì ïðèñîåäèíåíè  ê êàðáîêñèëüíîìó
êîíöó èëè ê àìèíî-êîíöó ãðóïïû, ñïîñîáñòâóþùåé îáëåã÷åíèþ î÷èñòêè. Ïðèìåðàìè ãðóïï,
êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë  îáëåã÷åíè  î÷èñòêè,  âë þòñ  ïîëèïåïòèäû,
ïðåäñòàâë þùèå ñîáîé àôôèííûå ìåòêè. Ïðèìåðàìè òàêèõ àôôèííûõ ìåòîê  âë þòñ 
ìåòêà èç øåñòè ãèñòèäèíîâ, trpE, ãëóòàòèîí è áåëîê, ñâ çûâàþùèéñ  ñ ìàëüòîçîé.

Ñïîñîáíîñòü ïîëèïåïòèäà ïðîäóöèðîâàòü èììóííûé îòâåò ìîæåò áûòü óñèëåíà ñ
èñïîëüçîâàíèåì ãðóïï, êîòîðûå îáû÷íî ñòèìóëèðóþò èììóííûé îòâåò. Ïðèìåðàìè ãðóïï,
êîòîðûå ìîãóò áûòü ïðèñîåäèíåíû ê ïîëèïåïòèäó äë  óñèëåíè  èììóííîãî îòâåòà ïðîòèâ
óêàçàííîãî ïîëèïåïòèäà,  âë þòñ  òàêèå öèòîêèíû, êàê IL-2 (Buchan et al., 2000,
Molecular Immunology 37:545-552).

Ïðîäóöèðîâàíèå ïîëèïåïòèäîâ
Ïîëèïåïòèäû ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè, âêëþ÷à  ìåòîäû

õèìè÷åñêîãî ñèíòåçà ïîëèïåïòèäîâ è ìåòîäû èõ î÷èñòêè èç êëåòêè, ïðîäóöèðóþùåé ýòè
ïîëèïåïòèäû. Ìåòîäû õèìè÷åñêîãî ñèíòåçà ïîëèïåïòèäîâ õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì
(ñì., íàïðèìåð, Vincent, Peptide and Protein Drug Delivery, New York, N.Y., Decker, 1990).

Ñïîñîáû î÷èñòêè ïîëèïåïòèäà èç êëåòêè ïðîèëëþñòðèðîâàíû â ïðèìåðàõ, îïèñàííûõ
íèæå. Äðóãèå ïðèìåðû ìåòîäîâ î÷èñòêè õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì (ñì., íàïðèìåð,
Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley, 1987-2002).

Âûäåëåíèå ïîëèïåïòèäîâ èç êëåòêè ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíî ñ èñïîëüçîâàíèåì
òåõíèêè ðåêîìáèíàíòíûõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò äë  ïðîäóöèðîâàíè  ïîëèïåïòèäîâ. Òåõíèêà
ðåêîìáèíàíòíûõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ïðèìåí åìà  äë  ïðîäóöèðîâàíè  ïîëèïåïòèäà,
ïðåäóñìàòðèâàåò ââåäåíèå â êëåòêó èëè ïðîäóöèðîâàíèå â ýòîé êëåòêå ðåêîìáèíàíòíîãî
ãåíà, êîäèðóþùåãî ïîëèïåïòèä, è ýêñïðåññèþ äàííîãî ïîëèïåïòèäà.

Ðåêîìáèíàíòíûé ãåí ñîäåðæèò íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, êîäèðóþùóþ ïîëèïåïòèä âìåñòå ñ
ðåãóë òîðíûìè ýëåìåíòàìè äë  ýêñïðåññèè ïîëèïåïòèäà. Ðåêîìáèíàíòíûé ãåí ìîæåò
ïðèñóòñòâîâàòü â êëåòî÷íîì ãåíîìå, ëèáî îí ìîæåò áûòü ÷àñòüþ ýêñïðåññèðóþùåãî
âåêòîðà.

Ðåãóë òîðíûìè ýëåìåíòàìè, êîòîðûå ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü êàê ÷àñòü ðåêîìáèíàíòíîãî
ãåíà,  âë þòñ  ýëåìåíòû, îáû÷íî àññîöèèðîâàííûå ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êîäèðóþùåé
äàííûé ïîëèïåïòèä, è ýêçîãåííûå ðåãóë òîðíûå ýëåìåíòû, êîòîðûå îáû÷íî íå
àññîöèèðîâàíû ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êîäèðóþùåé ýòîò ïîëèïåïòèä. Ýêçîãåííûå
ðåãóë òîðíûå ýëåìåíòû, òàêèå êàê ýêçîãåííûé ïðîìîòîð, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë 
ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíîãî ãåíà â êîíêðåòíîì õîç èíå èëè äë  ïîâûøåíè  óðîâí  åãî
ýêñïðåññèè. Â îáùèõ ÷åðòàõ, ðåãóë òîðíûìè ýëåìåíòàìè, êîòîðûå ïðèñóòñòâóþò â
ðåêîìáèíàíòíîì ãåíå,  âë þòñ  òðàíñêðèïöèîííûé ïðîìîòîð, ñàéò ñâ çûâàíè  ñ
ðèáîñîìîé, òåðìèíàòîð è íåîá çàòåëüíî, ïðèñóòñòâóþùèé îïåðàòîð. Ïðåäïî÷òèòåëüíûì
ýëåìåíòîì ïðîöåññèíãà â ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ  âë åòñ  ñèãíàë ïîëèàäåíèëèðîâàíè .

Ýêñïðåññè  ðåêîìáèíàíòíîãî ãåíà â êëåòêå ìîæåò áûòü ñòèìóëèðîâàíà ñ
èñïîëüçîâàíèåì ýêñïðåññèðóþùåãî âåêòîðà. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû ýêñïðåññèðóþùèé
âåêòîð, ïîìèìî ðåêîìáèíàíòíîãî ãåíà, òàêæå ñîäåðæàë ñàéò èíèöèàöèè àâòîíîìíîé
ðåïëèêàöèè â êëåòêå-õîç èíå, ñåëåêòèâíûé ìàðêåð, îãðàíè÷åííîå ÷èñëî ïîäõîä ùèõ
ðåñòðèêöèîííûõ ñàéòîâ è, ïî âîçìîæíîñòè, áîëüøîå ÷èñëî êîïèé. Ïðèìåðàìè
ýêñïðåññèðóþùèõ âåêòîðîâ  âë þòñ  êëîíèðóþùèå âåêòîðû, ìîäèôèöèðîâàííûå
êëîíèðóþùèå âåêòîðû, êîíêðåòíî ñêîíñòðóèðîâàííûå ïëàçìèäû è âèðóñû.

Èç-çà âûðîæäåííîñòè ãåíåòè÷åñêîãî êîäà äë  êîäèðîâàíè  êîíêðåòíîãî ïîëèïåïòèäà
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî áîëüøîå ÷èñëî ðàçëè÷íûõ êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
íóêëåèíîâîé êèñëîòû. Âûðîæäåííîñòü ãåíåòè÷åñêîãî êîäà îáóñëîâëåíà òåì, ÷òî ïî÷òè âñå
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àìèíîêèñëîòû êîäèðóþòñ  ðàçëè÷íûìè êîìáèíàöè ìè íóêëåîòèäíûõ òðèïëåòîâ èëè
"êîäîíîâ". Àìèíîêèñëîòû êîäèðóþòñ  ñëåäóþùèìè êîäîíàìè:

À=Ala=àëàíèí: êîäîíû GCA, GCC, GCG, GCU
Ñ=Cys=öèñòåèí: êîäîíû UGC, UGU
D=Asp=àñïàðàãèíîâà  êèñëîòà: êîäîíû GAC, GAU
Å=Glu=ãëóòàìèíîâà  êèñëîòà: êîäîíû GAA, GAG
F=Phe=ôåíèëàëàíèí: êîäîíû UUC, UUU
G=Gly=ãëèöèí: êîäîíû GGA, GGC, GGG, GGU
H=His=ãèñòèäèí: êîäîíû CAC, CAU
I=Ile=èçîëåéöèí: êîäîíû AUA, AUC, AUU
Ê=Lys=ëèçèí: êîäîíû ÀÀÀ, AAG
L=Leu=ëåéöèí: êîäîíû UUA, UUG, CUA, CUC, CUG, CUU
Ì=Met=ìåòèîíèí: êîäîí AUG,
N=Asn=àñïàðàãèí: êîäîíû AAC, AAU
Ð=Pro=ïðîëèí: êîäîíû CCA, CCC, CCG, CCU
Q=Gln=ãëóòàìèí: êîäîíû CAA, CAG
R=Arg=àðãèíèí: êîäîíû AGC, AGG, CGA, CGC, CGG, CGU
S=Ser=ñåðèí: êîäîíû AGC, AGU, UCA, UCC, UCG, UCU
Ò=Thr=òðåîíèí: êîäîíû ACA, ACC, ACG, ACU
V=Val=âàëèí: êîäîíû GUA, GUC, GUG, GUU
W=Trp=òðèïòîôàí: êîäîí UGG
Y=Tyr=òèðîçèí: êîäîíû UAC, UAU
Ïîäõîä ùèìè êëåòêàìè äë  ðåêîìáèíàíòíîé ýêñïðåññèè íóêëåèíîâîé êèñëîòû,

êîäèðóþùåé ORF0657n-ðîäñòâåííûå ïîëèïåïòèäû,  âë þòñ  ïðîêàðèîòû è ýóêàðèîòû.
Ïðèìåðàìè ïðîêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê  âë þòñ  E.coli, ÷ëåíû ðîäà Staphylococcus, òàêèå
êàê S. aureus; ÷ëåíû ðîäà Lactobacillus, òàêèå êàê L.plantarum; ÷ëåíû ðîäà
Lactococcus, òàêèå êàê L. lactis; è ÷ëåíû ðîäû Bacillus, òàêèå êàê B. subtilis.
Ïðèìåðàìè ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê  âë þòñ  êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ, êëåòêè íàñåêîìûõ,
äðîææåâûå êëåòêè, òàêèå êàê ÷ëåíû ðîäà Saccharomyces (íàïðèìåð, S. cerevisiae); ÷ëåíû
ðîäà Pichia (íàïðèìåð, P. pastoris), ÷ëåíû ðîäà Hansenula (íàïðèìåð, H. polymorpha),
÷ëåíû ðîäà Kluyveromyces (íàïðèìåð, K. lactis èëè K.fragilis) è ÷ëåíû
Schizosaccharomyces (íàïðèìåð, S. pombe).

Ìåòîäû ïðîäóöèðîâàíè  ðåêîìáèíàíòíîãî ãåíà, ââåäåíè  åãî â êëåòêó è åãî ýêñïðåññèè
â êëåòêå õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì. Ïðèìåðû òàêèõ ìåòîäîâ îïèñàíû â ðóêîâîäñòâàõ,
íàïðèìåð â ðóêîâîäñòâå Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley,
1987-2002 è Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd Edition,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.

Åñëè ýòî íåîáõîäèìî, òî ýêñïðåññè  â êîíêðåòíîì õîç èíå ìîæåò áûòü óñèëåíà ïóòåì
îïòèìèçàöèè êîäîíîâ. Îïòèìèçàöè  êîäîíîâ ïðåäóñìàòðèâàåò èñïîëüçîâàíèå áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíûõ êîäîíîâ. Ìåòîäû îïòèìèçàöèè êîäîíîâ äë  ýêñïðåññèè â ðàçëè÷íûõ
õîç åâàõ õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì.

ORF0657n-ðîäñòâåííûå ïîëèïåïòèäû ìîãóò ñîäåðæàòü ïîñòòðàíñë öèîííûå
ìîäèôèêàöèè, ââåäåííûå, íàïðèìåð, ïóòåì N-ãëèêîçèëèðîâàíè , Î-ãëèêîçèëèðîâàíè  èëè
àöåòèëèðîâàíè . Òåðìèíû "ïîëèïåïòèä" èëè "àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü"
ïîëèïåïòèäà îçíà÷àþò ïîëèïåïòèäû, ñîäåðæàùèå îäíó èëè íåñêîëüêî àìèíîêèñëîò è
èìåþùèå ñòðóêòóðó, îáðàçîâàííóþ ïîñòòðàíñë öèîííîé ìîäèôèêàöèåé â êëåòêå-õîç èíå,
òàêîé êàê õîç éñêà  êëåòêà ìëåêîïèòàþùåãî, íàñåêîìîãî èëè äðîææåé.

Ïîñòòðàíñë öèîííûå ìîäèôèêàöèè ìîãóò áûòü ââåäåíû õèìè÷åñêèì ìåòîäîì èëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïîäõîä ùèõ õîç åâ. Òàê, íàïðèìåð, â S. cerevisiae ïðèðîäà
ïðåäïîñëåäíåé àìèíîêèñëîòû, î÷åâèäíî, îïðåäåë åòñ  íåçàâèñèìî îò òîãî, îòñóòñòâóåò ëè
N-êîíöåâîé ìåòèîíèí èëè íåò. Êðîìå òîãî, ïðèðîäà ïðåäïîñëåäíåé àìèíîêèñëîòû òàêæå

îïðåäåë åòñ  íåçàâèñèìî îò òîãî,  âë åòñ  ëè N-êîíöåâà 
àìèíîêèñëîòà Nα-àöåòèëèðîâàííîé èëè íåò (Huang et al., Biochemistry 26:8242-8246,
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1987). Äðóãèì ïðèìåðîì  âë åòñ  ïîëèïåïòèä, êîòîðûé ìîæåò ñåêðåòèðîâàòüñ  áëàãîäàð 
ïðèñóòñòâèþ ñåêðåòîðíîé ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (íàïðèìåð, ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà),
ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä  âë åòñ  ìîäèôèöèðîâàííûì ïóòåì N-èëè Î-ãëèêîçèëèðîâàíè 
(Kukuruzinska et al., Ann. Rev. Biochem. 56:915-944, 1987).

Ýêñïðåññè  â äðîææàõ
Ýêñïðåññèþ ORF0657n-ðîäñòâåííûõ ïîëèïåïòèäîâ ïðåäïî÷òèòåëüíî îñóùåñòâë þò â

äðîææàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîäèðóþùåé íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ñîäåðæàùåé êîäîíû,
îïòèìèçèðîâàííûå äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ. Ýêñïðåññè  â äðîææàõ ìîæåò áûòü
îñóùåñòâëåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåêîìáèíàíòíîãî ãåíà, êîäèðóþùåãî ORF0657n-
ðîäñòâåííûé ïîëèïåïòèä è ðåãóë òîðíûå îáëàñòè äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ. Â
çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçóåìîé ýêñïðåññèîííîé ñèñòåìû ïðîäóöèðóåìûé áåëîê ìîæåò
îñòàâàòüñ  ëèáî âíóòðè êëåòêè èëè îí ìîæåò ñåêðåòèðîâàòüñ  èç êëåòêè.

Ïðè ýòîì ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû ïðîìîòîðîì äë  ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíîãî ãåíà
áûë èíäóöèáåëüíûé ïðîìîòîð, òàêîé êàê ïðîìîòîð, ïðîèñõîä ùèé îò ãåííîãî êëàñòåðà
äðîææåâîé ãàëàêòîçû (ïðîìîòîð GAL, òàêîé êàê GAL1, GAL7, GAL10, ÌÅL1), èëè ïðîìîòîð
êèñëîé ôîñôàòàçû ÐÍ05, èëè ïðîìîòîð àëêîãîëü-äåãèäðîãåíàçû II ADH2, èëè
ðåãóëèðóåìûé ìåäüþ ïðîìîòîð ìåòàëëîòèîíåèíà CUP1. Ïðèìåðàìè "êîíñòèòóòèâíûõ"
ïðîìîòîðîâ, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû,  âë þòñ  ïðîìîòîðû GAP (TDH), PGK èëè
TP1 (Romanos et al., YEAST 8:423-488, 1992).

Äðîææåâûå êëåòêè-õîç åâà, èñïîëüçóåìûå äë  ðåêîìáèíàíòíîé ýêñïðåññèè, ìîãóò áûòü
âûáðàíû èëè ñêîíñòðóèðîâàíû òàê, ÷òîáû îíè ñòèìóëèðîâàëè ýêñïðåññèþ ðåêîìáèíàíòíîãî
ãåíà. Îáû÷íî æåëàòåëüíûìè  âë þòñ  òàêèå ìóòàöèè, êàê mnn9, prb1 è/èëè pep4. Äë 
óñèëåíè  ýêñïðåññèè îò ïðîìîòîðîâ GAL ìîæåò áûòü äîñòèãíóòà ñâåðõýêñïðåññè  ôàêòîðà
òðàíñêðèïöèè GAL4 (Hopper et al., ïàòåíò ÑØÀ ¹ 5068185).

Îïòèìèçàöèþ êîäîíîâ äë  êîíêðåòíîãî õîç èíà îñóùåñòâë þò ïóòåì çàìåíû êîäîíîâ,
èìåþùèõ íèçêóþ èëè óìåðåííóþ ÷àñòîòó âñòðå÷àåìîñòè â äàííîì õîç èíå, êîäîíàìè,
èìåþùèìè âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè â äàííîì õîç èíå. Ïðîöåíò îïòèìàëüíûõ êîäîíîâ,
ïðèñóòñòâóþùèõ â êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ìîæåò âàðüèðîâàòüñ . Â äðóãèõ
âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ÷èñëî îïòèìàëüíûõ êîäîíîâ (âêëþ÷à 
ïåðâîíà÷àëüíî ïðèñóòñòâóþùèå êîäîíû è ââåäåííûå êîäîíû) ñîñòàâë åò ïî êðàéíåé ìåðå
50%, ïî êðàéíåé ìåðå 75%, ïî êðàéíåé ìåðå 95% èëè 100% îò îáùåãî ÷èñëà êîäîíîâ.

Îïòèìèçàöè  êîäîíîâ ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíà ñëåäóþùèì îáðàçîì.
1. Äë  äàííîãî êîäîíà ñðàâíèâàþò ÷àñòîòó âñòðå÷àåìîñòè êîäîíà äèêîãî òèïà ñ

÷àñòîòîé âñòðå÷àåìîñòè âñåõ êîäîíîâ â ãåíàõ äðîææåé.
2. Åñëè äàííûé êîäîí íå  âë åòñ  îäíèì èç êîäîíîâ, êîòîðûå íàèáîëåå ÷àñòî

âñòðå÷àþòñ  â äðîææàõ, òî åãî çàìåí þò îïòèìàëüíûì êîäîíîì, èìåþùèì âûñîêèé
óðîâåíü ýêñïðåññèè â äðîææåâûõ êëåòêàõ.

3. Ïîâòîð þò ñòàäèè (2) è (2) äë  äðóãèõ êîäîíîâ äî òåõ ïîð, ïîêà íå áóäåò
äîñòèãíóò æåëàåìûé óðîâåíü îïòèìèçàöèè êîäîíîâ.

4. Íîâóþ êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èññëåäóþò íà íàëè÷èå íåæåëàòåëüíûõ
ãåíåðèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, òàêèõ êàê íåæåëàòåëüíûå ðåñòðèêöèîííûå ñàéòû,
ñàéòû ñïëàéñèíãà, ïðîìîòîðû, íåæåëàòåëüíûå ïàëèíäðîìíûå èëè ïîâòîð þùèåñ 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè, è íà âûñîêóþ ÷àñòîòó
âñòðå÷àåìîñòè GC. Óäàëåíèå íåæåëàòåëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé îñóùåñòâë þò ñ
èñïîëüçîâàíèåì àëüòåðíàòèâíîãî êîäîíà.

Âñòðå÷àåìîñòü àëüòåðíàòèâíûõ êîäîíîâ îïèñàíà Lathe J. Molec. Biol. 183:1-12, 1985.
×àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè êîäîíîâ â ðàçëè÷íûõ äðîææåâûõ õîç åâàõ õîðîøî èçâåñòíà
ñïåöèàëèñòàì. Òàê, íàïðèìåð, â ðàáîòå Sharp et al., Yeast 7:657-678, 1991, îïèñàíà
÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè ñèíîíèìè÷íûõ êîäîíîâ â Saccharomyces cerevisiae.

Íà ôèã.8Ñ-8Ì ïðåäñòàâëåíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâûõ êèñëîò,
îïòèìèçèðîâàííûå äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ. Íà ôèã.8Ñ ïðåäñòàâëåíà îïòèìèçèðîâàííà 
äë  äðîææåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû (SEQ ID NO:31), êîäèðóþùà  SEQ
ID NO:28 áåç His-ìåòêè íà êàðáîêñèëüíîì êîíöå. Íà ôèã.8D ïðåäñòàâëåíà
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îïòèìèçèðîâàííà  äë  äðîææåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû (SEQ ID NO:32),
êîäèðóþùà  SEQ ID NO:3. Íà ôèã.8E ïðåäñòàâëåíà îïòèìèçèðîâàííà  äë  äðîææåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû (SEQ ID NO:33), êîäèðóþùà  SEQ ID NO:1. Íà
ôèã.8F-8Ì ïðåäñòàâëåíû îïòèìèçèðîâàííûå äë  äðîææåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
íóêëåèíîâûõ êèñëîò (SEQ ID NO:34-41), êîäèðóþùèå SEQ ID NO:7, ñîäåðæàùóþ àìèíî-
êîíöåâîé ìåòèîíèí. Íà ôèã.8N-8U ïðåäñòàâëåíû îïòèìèçèðîâàííûå äë  äðîææåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâûõ êèñëîò (SEQ ID NO:46-53), êîäèðóþùèå ðàçëè÷íûå
ORF0657n-ðîäñòâåííûå ïîëèïåïòèäû, ïîëó÷åííûå íà îñíîâå SEQ ID NO:17 èëè SEQ ID
NO:20.

Ýêñïðåññè  â äðîææàõ ìîæåò áûòü äîñòèãíóòà ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé,
îïòèìèçèðîâàííûõ èëè íå îïòèìèçèðîâàííûõ äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ (íàïðèìåð,
íóêëåîòèä 1-1935, èëè 124-1458 SEQ ID NO:29, èëè íóêëåîòèäû 1-1710 SEQ ID NO:30).
Ìåòîäû ýêñïðåññèè â äðîææàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì îïòèìèçèðîâàííûõ èëè
íåîïòèìèçèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé îïèñàíû â íèæåïðèâèäåííûõ ïðèìåðàõ.

ORF0657n ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîâåðõíîñòíûé áåëîê, ñîäåðæàùèé Ñ-êîíöåâîé ñèãíàë
ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè, ñîñòî ùèé èç 36 àìèíîêèñëîò è èìåþùèé
êîíñåðâàòèâíûé ìîòèâ "LPXTG" (Schneedwind et al., 1993, EMBO, 12:4803-4811, 1993).
Áåëêè, ñîäåðæàùèå ñèãíàë ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè, ñâ çàíû ñ îáîëî÷êîé
êëåòî÷íîé ñòåíêè ïîñðåäñòâîì ìåõàíèçìà òðàíñïåïòèäèçàöèè, êàòàëèçèðóåìîãî ìåìáðàíî-
ñâ çàííûì áåëêîì, ñîðòàçîé (Mazmanian et al., Science 299:906-909, 2001). Äë 
ñâ çûâàíè  ïîâåðõíîñòíûé áåëîê äîëæåí òàêæå ñîäåðæàòü N-êîíöåâîé ñèãíàëüíûé ïåïòèä
äë  íàïðàâëåíè  íà ñåêðåòîðíûé ïóòü. Â ýòîì ñåêðåòîðíîì ïóòè ñèãíàëüíûé ïåïòèä
óäàë åòñ , è ñèãíàë ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè ñïîñîáñòâóåò ïðîõîæäåíèþ
áåëêîì ýòîãî ñåêðåòîðíîãî ïóòè. Çàòåì ñîðòàçà ðàñùåïë åò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìåæäó
òðåîíèíîì è ãëèöèíîì ìîòèâà LPXTG è êàòàëèçèðóåò îáðàçîâàíèå àìèäíîé ñâ çè ìåæäó
êàðáîêñèëüíîé ãðóïïîé òðåîíèíà è àìèíîãðóïïîé ïåïòèäîãëèêàíîâûõ ïîïåðå÷íûõ ìîñòèêîâ.

Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ïðè óäàëåíèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé
ñòåíêè ýêñïðåññè  â äðîææàõ çíà÷èòåëüíî óñèëèâàåòñ . Â äðóãèõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  ïîëèïåïòèä-êîäèðóþùèå êîíñòðóêöèè íå ñîäåðæàò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè, à áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî îíè íå ñîäåðæàò
ôóíêöèîíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè è
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé ñèãíàëüíûé ïåïòèä. Ñîîòâåòñòâóþùèå ORF0657n-
ðîäñòâåííûå ïîëèïåïòèäû íå ñîäåðæàò ôóíêöèîíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîðòèðîâêè
áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè èëè îáåèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé
ñòåíêè è ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà.

Â äðóãèõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  â ïîëèïåïòèäå èëè â íóêëåèíîâîé
êèñëîòå, êîäèðóþùåé ýòîò ïîëèïåïòèä, îòñóòñòâóåò ïî êðàéíåé ìåðå ïî÷òè âñ 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè èëè îáå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè è ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà. Â äðóãèõ âàðèàíòàõ
èçîáðåòåíè  óðîâåíü ýêñïðåññèè áåëêà ïîâûøàåòñ  ïî êðàéíåé ìåðå â 10 ðàç, ïî êðàéíåé
ìåðå ïðèìåðíî â 15 ðàç èëè ïî êðàéíåé ìåðå â 20 ðàç ïîñëå óäàëåíè  ïî êðàéíåé ìåðå
ïî÷òè âñåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè èëè îáåèõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè è ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà. Áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû êîäèðóþùà  êîíñòðóêöè  òàêæå ñîäåðæàëà îäèí èëè íåñêîëüêî
êîäîíîâ, îïòèìèçèðîâàííûõ äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ (íàïðèìåð, â S. cerevisiae).

Ïðèìåðû ïðèáëèçèòåëüíûõ îáëàñòåé äë  ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñîðòèðîâêè áåëêîâ
êëåòî÷íîé ñòåíêè ORF0657n è ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà ìîãóò áûòü
ïðîèëëþñòðèðîâàíû äë  SEQ ID NO:2. Àìèíîêèñëîòíà  îáëàñòü 1-42 ñîäåðæèò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà. Àìèíîêèñëîòíà  îáëàñòü 609-645 ñîäåðæèò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè.

Àäúþâàíòû
Àäúþâàíòû ïðåäñòàâë þò ñîáîé âåùåñòâà, êîòîðûå óñèëèâàþò ïðîäóöèðîâàíèå

èììóíîãåíîì èììóííîãî îòâåòà. Àäúþâàíòû ìîãóò ôóíêöèîíèðîâàòü â ñîîòâåòñòâèè ñ
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îäíèì èëè íåñêîëüêèìè ðàçëè÷íûìè ìåõàíèçìàìè, òàêèìè êàê óâåëè÷åíèå áèîëîãè÷åñêîãî
èëè èììóíîëîãè÷åñêîãî âðåìåíè ïîëóæèçíè; ñòèìóë öè  äîñòàâêè àíòèãåíà ê àíòèãåí-
ïðåçåíòèðóþùèì êëåòêàì; ñòèìóë öè  ïðîöåññèíãà àíòèãåíà è åãî ïðåçåíòàöèè àíòèãåí-
ïðåçåíòèðóþùèìè êëåòêàìè è ñòèìóë öè  ïðîäóöèðîâàíè  èììóíîìîäóë òîðíûõ
öèòîêèíîâ (Vogel, Clinical Infectious Diseases 30(suppl.3):S266-270, 2000).

Äë  ñòèìóë öèè ïðîäóöèðîâàíè  èììóííîãî îòâåòà ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû
àäúþâàíòû ðàçëè÷íûõ òèïîâ. Ïðèìåðàìè êîíêðåòíûõ àäúþâàíòîâ  âë þòñ  ãèäðîêñèä
àëþìèíè , ôîñôàò àëþìèíè  èëè äðóãèå ñîëè àëþìèíè , ôîñôàò êàëüöè , ÄÍÊ-ìîòèâ
CpG, ìîíîôîñôîðèë-ëèïèä À, õîëåðíûé òîêñèí, òåðìîëàáèëüíûé òîêñèí E.coli, êîêëþøíûé
òîêñèí, ìóðàìèëîâûé äèïåïòèä, íåïîëíûé àäúþâàíò Ôðåéíäà, MF59, SAF,
èììóíîñòèìóëèðóþùèå êîìïëåêñû, ëèïîñîìû, áèîðàçëàãàåìûå ìèêðîñôåðû, ñàïîíèíû,
íåèîíîãåííûå áëîê-ñîïîëèìåðû, àíàëîãè ìèðàìèëîâîãî ïåïòèäà, ïîëèôîñôàöåí,
ñèíòåòè÷åñêèå ïîëèíóêëåîòèäû, IFNγ, IL-2, IL-12 è ISCOMS (Vogel Clinical Infectious
Diseases 30(suppl.3):S266-270, 2000, Klein et al., Journal of Pharmaceutical Sciences
89:311-321, 2000, Rimmelzwaan et al., Vaccine 19:1180-1187, 2001, Kersten Vaccine 21:
915-920, 2003, O'Hagen Curr.Drug.Target.Infect.Disord., 1:273-286, 2001).

Ïàöèåíòû, íóæäàþùèåñ  â èíäóöèðîâàíèè çàùèòíîãî èììóíèòåòà
Òåðìèí "ïàöèåíò" îçíà÷àåò ìëåêîïèòàþùåå, êîòîðîå ìîæåò áûòü èíôèöèðîâàíî S.

aureus. Ýòîò ïàöèåíò ìîæåò áûòü ïîäâåðãíóò ïðîôèëàêòè÷åñêîìó èëè òåðàïåâòè÷åñêîìó
ëå÷åíèþ. Ïðè ïðîôèëàêòè÷åñêîì ëå÷åíèè ïðîèñõîäèò èíäóêöè  çàùèòíîãî èììóíèòåòà ó
äàííîãî ïàöèåíòà äë  ñíèæåíè  âåðî òíîñòè âîçíèêíîâåíè  èëè îáîñòðåíè  èíôåêöèè S.
aureus. Òåðàïåâòè÷åñêîå ëå÷åíèå ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíî äë  îñëàáëåíè  ò æåñòè
èíôåêöèè S. aureus.

Ïðîôèëàêòè÷åñêîå ëå÷åíèå ìîæåò áûòü ïðîâåäåíî ñ èñïîëüçîâàíèåì âàêöèíû,
ñîäåðæàùåé îïèñàííûé çäåñü èììóíîãåí. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû òàêîå ëå÷åíèå áûëî
ïðîâåäåíî ÷åëîâåêó. Âàêöèíû ìîãóò áûòü ââåäåíû âñåìó íàñåëåíèþ èëè êîíêðåòíûì
èíäèâèäóóìàì ñ ïîâûøåííûì ðèñêîì èíôèöèðîâàíè  S. aureus.

Èíäèâèäóóìàìè ñ ïîâûøåííûì ðèñêîì èíôèöèðîâàíè  S. aureus  âë þòñ  ìåäèöèíñêèå
ðàáîòíèêè; ãîñïèòàëèçèðîâàííûå áîëüíûå; ïàöèåíòû ñ îñëàáëåííîé èììóííîé ñèñòåìîé;
ïàöèåíòû, ïåðåíåñøèå õèðóðãè÷åñêóþ îïåðàöèþ; ïàöèåíòû, êîòîðûì áûë ââåäåí
ýêçîãåííûé èìïëàíòàò, òàêîé êàê êàòåòåð èëè ñîñóäèñòîå óñòðîéñòâî; ïàöèåíòû,
ïîäâåðãàåìûå òåðàïèè, ïðèâîä ùåé ê îñëàáëåíèþ èììóíèòåòà; ïàöèåíòû ñ îæîãàìè èëè
ðàíàìè è ïàöèåíòû, ïðîôåññèè êîòîðûõ ñâ çàíû ñ ïîâûøåííûì ðèñêîì ïîëó÷åíè  îæîãîâ
èëè ðàí (The Staphylococci in Human Disease, Crossley & Archer (ed.), Churchill
Livingstone Inc. 1997).

Ïàöèåíòàìè-æèâîòíûìè, êîòîðûå ìîãóò áûòü èíôèöèðîâàíû S. aureus,  âë þòñ  êîðîâû,
ñâèíüè, îâöû, êîçû, êðîëèêè, ëîøàäè, ñîáàêè, êîøêè è ìûøè. Òàêîå ëå÷åíèå ïàöèåíòîâ-
æèâîòíûõ è ïîñëåäóþùà  îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè äàííîãî ëå÷åíè  ìîãóò áûòü ïðîâåäåíû â
öåë õ çàùèòû îò èíôåêöèé äîìàøíèõ ïèòîìöåâ è äîìàøíåãî ñêîòà.

Àíàìíåñòè÷åñêà  ðåàêöè 
Áûëî îáíàðóæåíî, ORF0657n-ðîäñòâåííûå ïîëèïåïòèäû ïðîäóöèðóþò áûñòðûé è

ýôôåêòèâíûé èììóííûé îòâåò ó ìàêàê ðåçóñ ïîñëå ââåäåíè  îäíîé äîçû (ñì. íèæå ïðèìåð
17). Íàáëþäàåìûé îòâåò ñîîòâåòñòâîâàë àíàìíåñòè÷åñêîé ðåàêöèè.

Ïðîäóöèðîâàíèå àíàìíåñòè÷åñêîé ðåàêöèè èìååò çíà÷èòåëüíûå ïðåèìóùåñòâà, òàêèå
êàê ñïîñîáíîñòü èíäóöèðîâàòü ýôôåêòèâíûé èììóíèòåò ïðè ââåäåíèè îäíîé äîçû è
ñïîñîáíîñòü èíäóöèðîâàòü ýôôåêòèâíûé èììóíèòåò çà êîðîòêèé ïðîìåæóòîê âðåìåíè. Â
äðóãèõ âàðèàíòàõ èçîáðåòåíè  àíàìíåñòè÷åñêà  ðåàêöè  ïðèâîäèò ïî êðàéíåé ìåðå ê 3-
êðàòíîìó, ïî êðàéíåé ìåðå ê 5-êðàòíîìó èëè ïî êðàéíåé ìåðå ê 6-êðàòíîìó óâåëè÷åíèþ
ãåîìåòðè÷åñêè ñðåäíèõ òèòðîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûìè òèòðàìè, è òàêîå ìíîãîêðàòíîå
óâåëè÷åíèå òèòðîâ ïðîäóöèðóåòñ  â òå÷åíèå 3, 5, 7, 9, 14 èëè 21 äíåé.

Âîçìîæíîñòü áûñòðîãî ãåíåðèðîâàíè  ýôôåêòèâíîãî èììóííîãî îòâåòà ïîçâîë åò
ñíèçèòü ðàñõîäû íà âàêöèíàöèþ ïî ñðàâíåíèþ ñ âàêöèíàöèåé ïóòåì ââåäåíè  íåñêîëüêèõ
äîç è ïîçâîë åò ïðîâîäèòü âàêöèíàöèþ ïàöèåíòîâ ñ ïîâûøåííûì ðèñêîì èíôèöèðîâàíè 
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S. aureus. Èíäèâèäóóìàìè ñ ïîâûøåííûì ðèñêîì èíôèöèðîâàíè  S. aureus  âë þòñ 
ìåäèöèíñêèå ðàáîòíèêè; ãîñïèòàëèçèðîâàííûå áîëüíûå; ïàöèåíòû ñ îñëàáëåííîé
èììóííîé ñèñòåìîé; ïàöèåíòû, ïåðåíåñøèå õèðóðãè÷åñêóþ îïåðàöèþ; ïàöèåíòû, êîòîðûì
áûë ââåäåí ýêçîãåííûé èìïëàíòàò, òàêîé êàê êàòåòåð èëè ñîñóäèñòîå óñòðîéñòâî;
ïàöèåíòû, ïîäâåðãíóòûå òåðàïèè, ïðèâîä ùåé ê îñëàáëåíèþ èììóíèòåòà; ïàöèåíòû ñ
îæîãàìè èëè ðàíàìè è ïàöèåíòû, ïðîôåññèè êîòîðûõ ñâ çàíû ñ ïîâûøåííûì ðèñêîì
ïîëó÷åíè  îæîãîâ èëè ðàí (The Staphylococci in Human Disease, Crossley & Archer (ed.),
Churchill Livingstone Inc. 1997). Â äðóãèõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè ,
ïàöèåíòîâ ïîäâåðãàþò íåìåäëåííîé âàêöèíàöèè èëè â äíè 3, 5, 7, 9, 14, èëè 21 ïîñëå
ïðîâåäåíè  ìåäèöèíñêîé ïðîöåäóðû.

Êîìáèíèðîâàííà  âàêöèíà
ORF0657n-ðîäñòâåííûå ïîëèïåïòèäû, îáåñïå÷èâàþùèå çàùèòíûé èììóíèòåò, ìîãóò

áûòü èñïîëüçîâàíû îòäåëüíî èëè â êîìáèíàöèè ñ äðóãèìè èììóíîãåíàìè â öåë õ
ïðîäóöèðîâàíè  èììóííîãî îòâåòà. Òàêèìè äîïîëíèòåëüíûìè èììóíîãåíàìè, êîòîðûå
ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â ýòèõ öåë õ,  âë þòñ  îäèí èëè íåñêîëüêî äîïîëíèòåëüíûõ
èììóíîãåíîâ S. aureus, êîòîðûå óïîìèíàëèñü âûøå â ðàçäåëå "Ïðåäøåñòâóþùèé óðîâåíü
òåõíèêè" íàñòî ùåãî îïèñàíè ; îäèí èëè íåñêîëüêî èììóíîãåíîâ, âûçûâàþùèõ èììóííûé
îòâåò ïðîòèâ îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ Staphylococcus, òàêèõ êàê S.
epidermidis, S. haemolyticus, S. warneri èëè S.lugunensis; è îäèí èëè íåñêîëüêî
èììóíîãåíîâ, âûçûâàþùèõ èììóííûé îòâåò ïðîòèâ äðóãèõ èíôåêöèîííûõ
ìèêðîîðãàíèçìîâ.

Ñèñòåìû æèâîòíûõ-ìîäåëåé
Äë  îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè ïîëèïåïòèäà â ïðîäóöèðîâàíèè çàùèòíîãî èììóííîãî îòâåòà

ïðîòèâ S. aureus èñïîëüçóþò ñèñòåìó æèâîòíûõ-ìîäåëåé. Èíäóêöè  çàùèòíîãî îòâåòà ó
æèâîòíîãî-ìîäåëè ñâ çàíà ñ äâóì  ïðîáëåìàìè: (1) äë  ïðåîäîëåíè  âðîæäåííîãî
èììóíèòåòà íåîáõîäèìî ââåäåíèå î÷åíü âûñîêîé ïðîâîêàöèîííîé äîçû è (2) âðåì 
íàñòóïëåíè  ãèáåëè æèâîòíûõ ñëèøêîì ìàëî äë  äåòåêöèè çàùèòíîãî îòâåòà. Áîëåå
êîíêðåòíî, ìûøè ïîãèáàëè îò èíôåêöèè â òå÷åíèå 24 ÷àñîâ ïîñëå áàêòåðèàëüíîãî
çàðàæåíè , è ýòîãî ïåðèîäà âðåìåíè áûëî íåäîñòàòî÷íî äë  èíäóêöèè ñïåöèôè÷åñêèõ
èììóííûõ îòâåòîâ äë  èçëå÷åíè  îò èíôåêöèè. Ïðè ñíèæåíèè äîçû êîíòðîëüíûå è
èììóíèçîâàííûå ìûøè âûæèâàëè ïîñëå èíôèöèðîâàíè .

Äë  ðåøåíè  ýòèõ ïðîáëåì áûëè èñïîëüçîâàíû ìîäåëè, êîòîðûå èìåëè ìåäëåííóþ
êèíåòèêó ëåòàëüíîñòè è êîòîðûå áûëè çàðàæåíû ìèêðîîðãàíèçìîì S. aureus, ïîëó÷åííûì
èç êëåòîê â ñòàöèîíàðíîé ôàçå ðîñòà, ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì òèòðîâàííûì è
ââåäåííûì âíóòðèâåííî. Òàêà  ìåäëåííà  êèíåòèêà ëåòàëüíîñòè äàåò äîñòàòî÷íîå âðåì 
äë  îáåñïå÷åíè  ñïåöèôè÷åñêîé èììóííîé çàùèòû îò áàêòåðèàëüíîé èíôåêöèè (íàïðèìåð,
10 äíåé âìåñòî 24 ÷àñîâ).

Êëåòêè S. aureus â ñòàöèîíàðíîé ôàçå ðîñòà ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû èç êëåòîê,
êóëüòèâèðîâàííûõ íà òâåðäîé ñðåäå. Îíè ìîãóò áûòü òàêæå ïîëó÷åíû èç æèäêîñòè, îäíàêî
ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ïðè èñïîëüçîâàíèè êëåòîê, êóëüòèâèðîâàííûõ íà òâåðäîé ñðåäå,
 âë þòñ  áîëåå âîñïðîèçâîäèìûìè. Êëåòêè óäîáíåå âñåãî êóëüòèâèðîâàòü â òå÷åíèå íî÷è
íà òâåðäîé ñðåäå. Òàê, íàïðèìåð, êëåòêè S. aureus ìîãóò áûòü âûðàùåíû ïðèìåðíî â
òå÷åíèå 18-24 ÷àñîâ â óñëîâè õ, ïðè êîòîðûõ âðåì  èõ óäâîåíè  ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 20-
30 ìèíóò.

Ñòàôèëîêîêêè (Staphylococcus) ìîãóò áûòü âûäåëåíû èç òâåðäîé èëè æèäêîé ñðåäû
ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè, îáåñïå÷èâàþùèìè èõ èììóíîãåííîñòü. Âûäåëåííûå
ñòàôèëîêîêêè ìîãóò õðàíèòüñ , íàïðèìåð, ïðè -70°Ñ â âèäå ïðîìûòîé ñóñïåíçèè âûñîêîé

ïëîòíîñòè (>109 êîëîíèåîáðàçóþùèõ åäèíèö (ê.î.å.)/ìë) â çàáóôåðåííîì ôîñôàòîì
ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì ãëèöåðèí.

Òèòð çàðàæåíè  ñòàôèëîêîêêàìè äîëæåí áûòü òàêèì, ÷òîáû îí ïðèâîäèë ê ãèáåëè
ïðèìåðíî 80-90% æèâîòíûõ-ìîäåëåé çà ïåðèîä âðåìåíè ïðèìåðíî 7-10 äíåé, íà÷èíà  ñ
ïåðâîãî èëè âòîðîãî äí  ïîñëå çàðàæåíè . Äë  ìîíèòîðèíãà èììóíîãåííîñòè èíîêóë òà
Staphylococcus, íàõîä ùåãîñ  íà õðàíåíèè, äë  æèâîòíûõ-ìîäåëåé ìîãóò áûòü ïðîâåäåíû
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ýêñïåðèìåíòû ïî òèòðîâàíèþ. Òàêèå ýêñïåðèìåíòû ïî òèòðîâàíèþ ìîãóò áûòü ïðîâåäåíû
ïðèìåðíî çà îäíó èëè äâå íåäåëè äî ïðîâåäåíè  ýêñïåðèìåíòà ïî èíîêóë öèè.

Íà÷àëüíûå òèòðû äë  ýêñïåðèìåíòîâ ïî òèòðîâàíèþ ìîãóò áûòü îïðåäåëåíû èñõîä  èç
ïðåäûäóùèõ ýêñïåðèìåíòîâ. Äë  çàðàæåíè  æèâîòíûõ ìîäåëåé øòàììîì Becker S. aureus
ïîäõîä ùèé òèòð çàðàæåíè  äîëæåí ñîñòàâë òü â ïðåäåëàõ 5×108-8×108 ê.î.å./ìë.

Ââåäåíèå
Èììóíîãåíû ìîãóò áûòü ïðèãîòîâëåíû è ââåäåíû ïàöèåíòó â ñîîòâåòñòâèè ñ îïèñàííîé

çäåñü ìåòîäèêîé è â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé, õîðîøî èçâåñòíîé ñïåöèàëèñòàì. Ìåòîäèêà
ââåäåíè  ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ â îáùèõ ÷åðòàõ îïèñàíà, íàïðèìåð, â
ðóêîâîäñòâàõ: Vaccines Eds. Plotkin and Orenstein, W.B. Sanders Company, 1999;
Remington's Pharmaceutical Sciences, 20th Edition, Ed.Gennaro, Mack Publishing. 2000;
è Modern Pharmaceutics 2nd Edition, Eds. Banker and Rhodes, Marcel Dekker, Inc.,
1990, êàæäîå èç êîòîðûõ ââîäèòñ  â íàñòî ùåå îïèñàíèå ïîñðåäñòâîì ññûëêè.

Äë  ëó÷øåãî õðàíåíè  è ââåäåíè  èììóíîãåíà ïàöèåíòó îáû÷íî èñïîëüçóþò
ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûå íîñèòåëè. Ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûå íîñèòåëè ìîãóò
ñîäåðæàòü ðàçëè÷íûå êîìïîíåíòû, òàêèå êàê áóôåð, ñòåðèëüíà  âîäà äë  èíúåêöèé,
íîðìàëüíûé ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð èëè çàáóôåðåííûé ôîñôàòîì ôèçèîëîãè÷åñêèé
ðàñòâîð, ñàõàðîçà, ãèñòèäèí, ñîëè è ïîëèñîðáàò.

Èììóíîãåí ìîæåò áûòü ââåäåí ðàçëè÷íûìè ïóò ìè, íàïðèìåð ïîäêîæíî,
âíóòðèìûøå÷íî èëè ÷åðåç ñëèçèñòóþ. Ïîäêîæíîå è âíóòðèìûøå÷íîå ââåäåíèå ìîæåò áûòü
îñóùåñòâëåíî, íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ èãëû èëè ñ ïîìîùüþ áåçûãîëüíîãî øïðèöà.

Ïîäõîä ùóþ ñõåìó ââåäåíè  äîç îïðåäåë þò ïðåäïî÷òèòåëüíî ñ ó÷åòîì õîðîøî
èçâåñòíûõ ôàêòîðîâ, âêëþ÷à  âîçðàñò, âåñ, ïîë è êëèíè÷åñêîå ñîñòî íèå ïàöèåíòà,
ñïîñîá ââåäåíè , æåëàåìûé ýôôåêò è êîíêðåòíî ââîäèìîå ñîåäèíåíèå. Èììóíîãåí ìîæåò
áûòü ââåäåí â ôîðìàòå âàêöèíàöèè ìíîãîêðàòíûìè äîçàìè. Äîçà îáùåãî ïîëèïåïòèäà
äîëæíà ñîñòàâë òü  ïðåäïîëîæèòåëüíî â ïðåäåëàõ îò 1,0 ìêã äî 1,0 ìã. Â íåêîòîðûõ
âàðèàíòàõ èçîáðåòåíè  ýòà äîçà ñîñòàâë åò îò 0,01 ìã äî 1,0 ìã è 0,1 ìã äî 1,0 ìã.

Âðåì  ââåäåíè  äîç çàâèñèò îò ôàêòîðîâ, õîðîøî èçâåñòíûõ ñïåöèàëèñòàì. Åñëè
íåîáõîäèìî, òî ïîñëå íà÷àëüíîãî ââåäåíè  ìîãóò áûòü ïîñëåäîâàòåëüíî ââåäåíû îäíà èëè
íåñêîëüêî áóñòåð-äîç äë  ïîääåðæàíè  èëè óâåëè÷åíè  òèòðîâ àíòèòåë. Ïðèìåðîì ñõåìû
ââåäåíè  äîç ìîæåò ñëóæèòü ñëåäóþùèé ðåæèì: ââåäåíèå â 1-é äåíü; çàòåì ââåäåíèå
÷åðåç 1 ìåñ ö è ââåäåíèå òðåòüåé äîçû - ÷åðåç 4, 6 èëè 12 ìåñ öåâ è, åñëè íåîáõîäèìî,
ââåäåíèå äîïîëíèòåëüíûõ áóñòåð-äîç ÷åðåç äëèòåëüíûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè.

Ãåíåðèðîâàíèå àíòèòåë
ORF0657n-ðîäñòâåííûé ïîëèïåïòèä, ñïîñîáíûé èíäóöèðîâàòü çàùèòíûé èììóíèòåò,

ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äë  ïðîäóöèðîâàíè  àíòèòåë è ôðàãìåíòîâ àíòèòåë, êîòîðûå
ñâ çûâàþòñ  ñ äàííûì ïîëèïåïòèäîì èëè ñ S. aureus. Òàêèå àíòèòåëà èëè èõ ôðàãìåíòû
èñïîëüçóþòñ  â ðàçëè÷íûõ öåë õ, âêëþ÷à  î÷èñòêó ïîëèïåïòèäà, èäåíòèôèêàöèþ S. aureus
ëèáî ëå÷åíèå èëè ïðîôèëàêòèêà èíôåêöèé, âûçûâàåìûõ S. aureus.

Àíòèòåëà ìîãóò áûòü ïîëèêëîíàëüíûìè èëè ìîíîêëîíàëüíûìè. Ñïîñîáû
ïðîäóöèðîâàíè  è ïðèìåíåíè  àíòèòåë õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì. Ïðèìåðû òàêèõ
ñïîñîáîâ îïèñàíû ó Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley, 1987-
1998, Harlow et al., Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1988, è Kohler et al., Nature 256: 495-497, 1975.

Ïðèìåðû
Íèæå ïðèâîä òñ  ïðèìåðû, êîòîðûå äîïîëíèòåëüíî èëëþñòðèðóþò îòëè÷èòåëüíûå

ïðèçíàêè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Â ýòèõ ïðèìåðàõ òàêæå ïðîèëëþñòðèðîâàíà ìåòîäèêà,
ïîäõîä ùà  äë  îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Ýòè ïðèìåðû íå îãðàíè÷èâàþò
çà âëåííîå èçîáðåòåíèå.

Ïðèìåð 1: Èñïîëüçîâàíèå îáëàñòè ORF0657n äë  èíäóêöèè çàùèòíîãî èììóíèòåòà
Â ýòîì ïðèìåðå ïðîèëëþñòðèðîâàíà ñïîñîáíîñòü ïîëíîðàçìåðíîé îáëàñòè ORF0657n

âûçûâàòü çàùèòíûé èììóíèòåò.
Êëîíèðîâàíèå è ýêñïðåññè  ORF0657n
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ÏÖÐ-ïðàéìåðû êîíñòðóèðîâàëè äë  àìïëèôèêàöèè ãåíà, êîäèðóþùåãî ORF0657n è
ïðîñòèðàþùåãîñ  îò ïåðâîãî àñïàðàãèíîâîãî îñòàòêà è äî êîíöåâîãî àñïàðàãèíîâîãî
îñòàòêà, ðàñïîëîæåííîãî ïåðåä ñòîï-êîäîíîì. Ýòè ÏÖÐ-ïðàéìåðû òàêæå ñîäåðæàëè
äîïîëíèòåëüíûå NcoI-ñàéò (ïð ìîé ïðàéìåð) è XhoI-ñàéò (îáðàòíûé ïðàéìåð) äë 
îáëåã÷åíè  êëîíèðîâàíè  â ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð.

Êîäèðóåìûé áåëîê êîíñòðóèðîâàëè òàê, ÷òîáû îí ýêñïðåññèðîâàëñ  èç âåêòîðà ðÅÒ28 ñ
êîíöåâûìè îñòàòêàìè His è ñòîï-êîäîíîì, êîäèðóåìûì ýòèì âåêòîðîì. Êðîìå òîãî, â ýòîò
áåëîê ïîñëå èíèöèèðóþùåãî ìåòèîíèíà áûë äîáàâëåí ãëèöèíîâûé îñòàòîê. Ïîëó÷åííà 
àìïëèôèöèðîâàííà  ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîäèðóåò ORF0657n ñ His-ìåòêîé íà
êàðáîêñè-êîíöå (SEQ ID NO:28).

ÏÖÐ-àìïëèôèöèðîâàííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëèãèðîâàëè â âåêòîð ðÅÒ28 (Novagen) ñ
èñïîëüçîâàíèåì NcoI/XhoI-ñàéòîâ, êîòîðûå áûëè ñêîíñòðóèðîâàíû â ÏÖÐ-ïðàéìåðàõ è
ââåäåíû â DH5α E.coli (Invitrogen) ïîñðåäñòâîì òåïëîâîãî øîêà. Ñìåñü äë 

òðàíñôîðìàöèè êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37îÑ â òå÷åíèå íî÷è íà ïëàíøåòàõ ñ àãàðîì Ëóðè -
Áåðòàíè (LB), ñîäåðæàùèì ñ 100 ìêã/ìë êàíàìèöèíà. Êîëîíèè îòáèðàëè, êóëüòèâèðîâàëè â
LB ñ 30 ìêã/ìë êàíàìèöèíà è ïðèãîòàâëèâàëè ìèíè-ïðåïàðàòû ÄÍÊ (Promega), ïîñëå ÷åãî
îïðåäåë ëè öåëîñòíîñòü âñòàâêè ñ ïîìîùüþ ãèäðîëèçà ðåñòðèêòèðóþùèìè ôåðìåíòàìè è
ÏÖÐ. ×åòûðå ìèíè-ïðåïàðàòà, ñîäåðæàùèå âñòàâêó íóæíîãî ðàçìåðà, ñåêâåíèðîâàëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ Ì13F (SEQ ID NO:65), Ì13R (SEQ ID NO:66), ORF0657nF (SEQ
ID NO:67) è ORF0657nR (SEQ ID NO:68). Çàòåì èç íóæíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îòáèðàëè
êëîí, íå ñîäåðæàùèé ÄÍÊ-ìîäèôèêàöèé.

Êëåòêè HMS174 (DÅ3) E.coli (Novagen) òðàíñôîðìèðîâàëè è êóëüòèâèðîâàëè íà
ïëàíøåòàõ ñî ñðåäîé LB, ñîäåðæàùåé êàíàìèöèí (30 ìêã/ìë), è 3 êîëîíèè (UnkC-1, UnkC-2
è UnkC-3) îòáèðàëè äë  òåñòèðîâàíè  íà ýêñïðåññèþ. Æèäêèå LB-êóëüòóðû (êàíàìèöèí)
èíêóáèðîâàëè ïðè 37îÑ, ïðè 250 îá/ìèí, äî òåõ ïîð, ïîêà îïòè÷åñêà  ïëîòíîñòü À600 íå
äîñòèãàëà 0,6-1,0, ïîñëå ÷åãî ýòè êóëüòóðû èíäóöèðîâàëè äîáàâëåíèåì IPTG äî êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ, à çàòåì ñíîâà èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå òðåõ ÷àñîâ. Êóëüòóðû ñîáèðàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 5000×g â òå÷åíèå 5 ìèíóò ïðè 4°Ñ. Êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â
500 ìêë áóôåðà äë  ëèçèñà (Bug Buster, ñ èíãèáèòîðàìè ïðîòåàçû, Novagen). Çàòåì
äîáàâë ëè ðàâíûé îáúåì áóôåðà äë  çàãðóçêè (â êîòîðûé áûë äîáàâëåí β-ìåðêàïòîýòàíîë
äî êîíå÷íîãî îáúåìà 5%) è îáðàçöû íàãðåâàëè ïðè 70°Ñ â òå÷åíèå 5 ìèíóò. Ýêñòðàêòû
ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â 4-20% òðèñ-ãëèöèíîâîì ãåëå Novex è áåëêè âèçóàëèçèðîâàëè
(ïóòåì îêðàøèâàíè  êóìàññè ñèíèì), à çàòåì ïîäâåðãàëè áëîòòèíãó íà íèòðîöåëëþëîçå è
çîíäèðîâàëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ His-6 (Zymed).

Î÷èñòêà ORF0657n
Îïèñàííóþ âûøå ëàáîðàòîðíóþ ïðîöåäóðó ïðîïîðöèîíàëüíî ìàñøòàáèðîâàëè è ýòó

ïðîöåäóðó ïðîâîäèëè â ïåðåìåøèâàåìûõ ôåðìåíòåðàõ (â îáúåìå 75 ëèòðîâ) ñ ðàáî÷èì
îáúåìîì 50 ëèòðîâ. Èíîêóë ò êóëüòèâèðîâàëè â 250-ìèëëèëèòðîâîé êîëáå, ñîäåðæàùåé 50
ìë ñðåäû Ëóðè -Áåðòàíè (LB)(ïëþñ êàíàìèöèí), èíîêóëèðîâàëè 1 ìë çàìîðîæåííîé
ïîñåâíîé êóëüòóðû è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 3 ÷àñîâ. Îäèí ìèëëèëèòð ýòîé ïîñåâíîé
êóëüòóðû èñïîëüçîâàëè äë  èíîêóë öèè 2-ëèòðîâîé êîëáû, ñîäåðæàùåé 500 ìë ñðåäû LB
(ïëþñ êàíàìèöèí) è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 16 ÷àñîâ. Â ïðîìûøëåííîì ôåðìåíòåðå
(îáúåìîì 75 ëèòðîâ) êóëüòèâèðîâàëè 50 ëèòðîâ ñðåäû LB (ïëþñ êàíàìèöèí). Ïðè ýòîì
áûëè èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå ïàðàìåòðû ôåðìåíòàöèè: äàâëåíèå=5 ôóíò/êâ.äþéì,
ñêîðîñòü ïåðåìåøèâàíè =300 îá/ìèí, ïîòîê âîçäóõà=15 ë/ìèí è òåìïåðàòóðà=37îÑ.
Êëåòêè èíêóáèðîâàëè äî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (OD), ðàâíîé 0,8 åäèíèö, ïðè äëèíå âîëíû
600 íì, è èíäóöèðîâàëè èçîïðîïèë-β-K-òèîãàëàêòîçèäîì (IPTG) ïðè êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ.
Âðåì  IPTG-èíäóöèðîâàíè  ñîñòàâë ëî òðè ÷àñà. Êëåòêè ñîáèðàëè ïðè ïîíèæåíèè
òåìïåðàòóðû äî 15°Ñ, çàòåì êîíöåíòðèðîâàëè ïóòåì ïðîïóñêàíè  ÷åðåç êàðòðèäæ èç ïîëîãî
âîëîêíà 500ÊMWCO è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 9000×g è ïðè 4°Ñ â òå÷åíèå 20 ìèíóò.
Ñóïåðíàòàíòû äåêàíòèðîâàëè è ìîêðûé êëåòî÷íûé îñàäîê ðåêîìáèíàíòíûõ E.coli
çàìîðàæèâàëè ïðè -70°Ñ.
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Ðåêîìáèíàíòíûå êëåòêè E.coli (19,2 ã ñûðîé êëåòî÷íîé ìàññû) ñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå
äë  ëèçèñà (50 ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 8,0, 0,1Ì NaCl, 2 ìÌ MgCl2, 10 ìÌ èìèäàçîëà, 0,1%
òâèíàÒÌ 80 è 6Ì ãóàíèäèíà-HCl) ïðè êîíöåíòðàöèè 8 ìë/ã ñûðîé êëåòî÷íîé ìàññû. Çàòåì â
ñóñïåíçèþ äîáàâë ëè ñìåñü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàçû, èñïîëüçóåìóþ ñ áåëêàìè, ìå÷åííûìè
ïîëèãèñòèäèíîì (Sigma, Ð8849), ïðè êîíöåíòðàöèè 0,05 ìë/ã êëåòî÷íîé ïàñòû. Êðîìå
òîãî, äîáàâë ëè ëèçîçèì äî 1 ìã/ìë è áåíçîíàçóÒÌ (ÅÌ Ind.) äî 1 ìêë/ìë. Ëèçèñ êëåòîê
îñóùåñòâë ëè ïóòåì 4-êðàòíîãî ïðîïóñêàíè  ñóñïåíçèè ÷åðåç ìèêðîôëþèäèçàòîð ïðè
14000 ôóíò/êâ.äþéì (Microfluidics Model 110S) ïðè 4°Ñ. Êëåòî÷íûé äåáðèñ îñàæäàëè ïðè
11000×g â òå÷åíèå 30 ìèíóò ïðè 4°Ñ è ñóïåðíàòàíò ñîõðàí ëè.

Áåëêè, íåñóùèå His-ìåòêó, âûäåë ëè èç ñóïåðíàòàíòà. Ñóïåðíàòàíò ñìåøèâàëè ñ 20 ìë
Ni+-NTA-àãàðîçû (Qiagen) ïðè 4°Ñ, îñòîðîæíî ïåðåâîðà÷èâà , â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ. Ñìåñü
âûëèâàëè â îòêðûòóþ êîëîíêó (1,5 ñì × 20 ñì) è íåñâ çàííóþ ôðàêöèþ ñîáèðàëè â ïóë.
Êîëîíêó ïðîìûâàëè áóôåðîì äë  ïðîìûâêè (20 ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 8,0, 0,15Ì NaCl, 0,1%
òâèíàÒÌ 80). His-ìå÷åííûé ORF0657n ýëþèðîâàëè ñòóïåí÷àòûì ãðàäèåíòîì 300 ìÌ
èìèäàçîëà, 20 ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 7,5, 0,15Ì NaCl, 0,1% òâèíàÒÌ 80.

Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå His-ìå÷åííûé ORF0657n (SEQ ID NO:28), äåòåêòèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â îêðàøåííîì êóìàññè ÄÑÍ-ÏÀÀÃ è îáúåäèí ëè. Îáúåäèíåííûå
ôðàêöèè ôèëüòðîâàëè ÷åðåç 0,2-ìèêðîííûé ôèëüòð äë  óäàëåíè  êðóïíûõ ÷àñòèö è
íàíîñèëè íà ýêñêëþçèîííóþ êîëîíêó (êîëîíêó ñ ñåôàêðèëîì S-300 26/60, Amersham
Bioscience), à çàòåì ýëþèðîâàëè ïðè 1 ìë/ìèí 10 ìÌ MOPS, ðÍ 7,1, 150 ìÌ NaCl.
Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå His-ìå÷åííûé ORF0657n, äåòåêòèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà
â îêðàøåííîì êóìàññè ÄÑÍ-ÏÀÀÃ è ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîòòèíãà (ñ èñïîëüçîâàíèåì Mab
ïðîòèâ òåòðà-His, Qiagen). Ýíäîòîêñèí óäàë ëè ïóòåì ôèëüòðàöèè ÷åðåç áèîôèëüòð Zeta-
PlusÒÌ (CUNO). Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåë ëè ñ ïîìîùüþ ÂÑÀ (Pierce). ×èñòîòó
îïðåäåë ëè ïóòåì äåíñèòîìåòðèè íà ãåë õ, îêðàøåííûõ êóìàññè.

Ïðèìåð 2: Ïîëó÷åíèå ïðåïàðàòà äë  êîíòðîëüíîãî çàðàæåíè  S. aureus
S. aureus êóëüòèâèðîâàëè íà ïëàíøåòàõ ñ òðèïòèêàçî-ñîåâûì àãàðîì (TSA)(Becton

Dickinson, Sparks, MD) ïðè 37îÑ â òå÷åíèå íî÷è. Áàêòåðèè âûìûâàëè èç TSA-ïëàíøåòîâ
ïóòåì äîáàâëåíè  â ïëàíøåò 5 ìë PBS, ïîñëå ÷åãî áàêòåðèè ñëåãêà ðåñóñïåíäèðîâàëè
ñòåðèëüíûì øïàòåëåì. Áàêòåðèàëüíóþ ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 6000 îá/ìèí â
òå÷åíèå 20 ìèíóò íà öåíòðèôóãå Sorvall RC-5B (DuPont Instrument). Îñàäîê
ðåñóñïåíäèðîâàëè â 16% ãëèöåðèíå è àëèêâîòû õðàíèëè â çàìîðîæåííîì âèäå ïðè -70°Ñ.

Ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì èíîêóë òû îòòàèâàëè, ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì ðàçâîäèëè è
èñïîëüçîâàëè äë  èíôèöèðîâàíè . Äë  îïðåäåëåíè  äîçû, ïîäõîä ùåé äë 
èíäóöèðîâàíè  çàìåäëåííîé êèíåòèêè ãèáåëè íåèììóíèçîâàííûõ ìûøåé, êàæäûé
ìàòî÷íûé ðàñòâîð òèòðîâàëè ïî êðàéíåé ìåðå 3 ðàçà. Çàòåì ïðîâîäèëè íåïðåðûâíûé
ìîíèòîðèíã èììóíîãåííîñòè áàêòåðèàëüíîãî èíîêóë òà (ñïîñîáíîãî âûçûâàòü ãèáåëü 80-
90% ìûøåé) äë  ïîäòâåðæäåíè  âîñïðîèçâîäèìîñòè äàííîé ìîäåëè. Çà äåñ òü äíåé äî
ïðîâåäåíè  êàæäîãî ýêñïåðèìåíòà ïî èíîêóë öèè îñóùåñòâë ëè êîíòðîëüíîå çàðàæåíèå è
ïðîâîäèëè ìîíèòîðèíã ãðóïïû èç 10 êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ (èììóíèçîâàííûõ òîëüêî
àäúþâàíòîì).

Ïðèìåð 3: Èññëåäîâàíè  ïî èíäóöèðîâàíèþ èììóíèòåòà ñ èñïîëüçîâàíèåì His-
ìå÷åííûõ ORF0657n-ðîäñòâåííûõ ïîëèïåïòèäîâ

Äâàäöàòü ï òü ìûøåé BALB/ñ èììóíèçèðîâàëè òðåì  äîçàìè His-ìå÷åííîãî ORF0657n
(SEQ ID NO:28), 20 ìêã íà äîçó, ñ èñïîëüçîâàíèåì àäúþâàíòà íà îñíîâå ãèäðîêñèôîñôàòà
àëþìèíè  (450 ìêã íà äîçó). Àäúþâàíò íà îñíîâå ãèäðîêñèôîñôàòà àëþìèíè  (ÀÍÐ)
îïèñàí Klein et al., Journal of Pharmaceutical Sciences 89, 311-321, 2000. Ýòè äîçû
ââîäèëè â âèäå äâóõ âíóòðèìûøå÷íûõ 50 ìêë-èíúåêöèé â äíè 0, 7 è 21. Íà 28-é äåíü ó
ìûøåé áðàëè êðîâü è èõ ñûâîðîòêó ñêðèíèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ELISA íà ðåàêöèþ ñ His-
ìå÷åííûì ORF0657n.

Íà 35-é äåíü ýêñïåðèìåíòà ìûøåé çàðàæàëè ïóòåì âíóòðèâåííîé èíúåêöèè
êóëüòèâèðîâàííîãî S. aureus â äîçå (7,3×108 ê.î.å./ìë), îïðåäåëåííîé â ýêñïåðèìåíòàõ ïî
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òèòðîâàíèþ äîçû, ïðèâîä ùåé ê ãèáåëè ïðèìåðíî ÷åðåç 2-7 äíåé. Âûæèâàåìîñòü ýòîé
ëåòàëüíîé ìîäåëè ñ íèçêîé êèíåòèêîé ãèáåëè îöåíèâàëè ïóòåì ñðàâíåíè  ñ
âûæèâàåìîñòüþ êîíòðîëüíîé ãðóïïû ìûøåé, êîòîðûå áûëè ïîäâåðãíóòû ëèøü ëîæíîé
èììóíèçàöèè ÀÍÐ. Çàòåì ïðîâîäèëè ìîíèòîðèíã íà âûæèâàíèå ìûøåé â òå÷åíèå 14 äíåé
(ôèã.3À). Ïî îêîí÷àíèè ýêñïåðèìåíòà â ORF0657n-èììóíèçîâàííîé ãðóïïå âûæèâàëî 11
ìûøåé, à â êîíòðîëüíîé ÀÍÐ-ãðóïïå âûæèëî òîëüêî 3 ìûøè.

Íà ôèã.3Â è 3Ñ ïðîèëëþñòðèðîâàíî èíäóöèðîâàíèå èììóíèòåòà ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïîëèïåïòèäîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ îáëàñò ì ORF0657nÍ è ORF0657nI. Íà ôèã.3Â
ïðîèëëþñòðèðîâàíî èíäóöèðîâàíèå èììóíèòåòà ñ èñïîëüçîâàíèåì SEQ ID NO:4,
ñîäåðæàùåé êàðáîêñè-êîíöåâóþ His-ìåòêó. Íà ôèã.3Ñ ïðîèëëþñòðèðîâàíû ðåçóëüòàòû,
ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì SEQ ID NO:5, ñîäåðæàùåé êàðáîêñè-êîíöåâóþ His-ìåòêó.

Ïðèìåð 4: Ïîëó÷åíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ORF0657n
Ñ÷èòàåòñ , ÷òî ORF0657n èãðàåò îïðåäåëåííóþ ðîëü â óòèëèçàöèè æåëåçà áàêòåðèåé S.

aureus (Andrade et al., Genome Biology 3(9):47.1-47.5, 2003). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ORF0657n, íåêîòîðûå èç êîòîðûõ áûëè ïîëó÷åíû èç ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ, â ðàçëè÷íûõ
ðàáîòàõ èìåþò ðàçëè÷íûå îáîçíà÷åíè  (ñì. íàïðèìåð, Etz et al., PNAS USA, 99:6573-
6578, 2002 (LPXTGVI); Baba et al., The Lancet 359:1819-1827, 2002 (MW 1011); Kuroda
et al., The Lancet 357, 1225-1240, 2001 (SA0976); Andrade et al., Genome Biology 3(9):
47.1-47.5, 2003 (S_aur2); Mazmanian et al., Science 299:906-909, 2003 (isdB);
Mazmanian et al., Molecular Microbiology 40:1049-1057, 2001 (sasJ) & Taylor et al., Mol.
Microbiol. 43:1603-1614, 2002 (sirH).

Ïîëèïåïòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîîòâåòñòâóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêà
ORF0657n, îïèñàíà â ðàçëè÷íûõ ïóáëèêàöè õ ïàòåíòíûõ çà âîê (Meinke et al.,
Ìåæäóíàðîäíà  çà âêà ¹ WO 02/059148, îïóáëèêîâàííà  1 àâãóñòà 2002, Wang et al.,
Ìåæäóíàðîäíà  çà âêà ¹ WO 02/077183, îïóáëèêîâàííà  3 îêò áð  2002, Masignani et al.,
Ìåæäóíàðîäíà  çà âêà ¹ WO 02/094868, îïóáëèêîâàííà  28 íî áð  2002, Foster et al.,
Ìåæäóíàðîäíà  çà âêà ¹ WO 02/102829, îïóáëèêîâàííà  27 äåêàáð  2002, è Foster et al.,
Ìåæäóíàðîäíà  çà âêà ¹ WO 03/011899, îïóáëèêîâàííà  13 ôåâðàë  2003).

Ãåíîìíóþ ÄÍÊ ïîëó÷àëè èç ðàçëè÷íûõ êëèíè÷åñêèõ èçîë òîâ S. aureus. Êëèíè÷åñêèå
èçîë òû äîáàâë ëè â 3 ìë òðèïòèêàçî-ñîåâîãî áóëüîíà Difco (Becton Dickinson, Sparks,
MD) è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37îÑ è ïðè 150 îá/ìèí. Íî÷íûå êóëüòóðû
öåíòðèôóãèðîâàëè â 1,5 ìë-ïðîáèðêàõ Ýïïåíäîðôà ïðè 14000 îá/ìèí â òå÷åíèå 5 ìèíóò.
Çàòåì áóëüîí äåêàíòèðîâàëè è îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 500 ìêë áóôåðà äë 
ðåñóñïåíäèðîâàíè  (25% ñàõàðîçà, 10 ìÌ Òðèñ, ðÍ 7,5). Çàòåì â êàæäûé
ðåñóñïåíäèðîâàííûé îñàäîê äîáàâë ëè 5 ìêë-àëèêâîòó 2 ìã/ìë ðàñòâîðà ëèçîñòàôèíà
(Sigma-Aldrich, St.Louis, MO). Ïîñëå ýòîãî ñóñïåíçèè èíêóáèðîâàëè ïðè 37îÑ â òå÷åíèå 1
÷àñà.

Ïî îêîí÷àíèè èíêóáèðîâàíè  â êàæäóþ ïðîáèðêó äîáàâë ëè 250 ìêë 2% ÄÑÍ è
ñîäåðæèìîå ïåðåìåøèâàëè äî òåõ ïîð, ïîêà íå íàáëþäàëîñü çàìåòíîå ñíèæåíèå â çêîñòè
ðàñòâîðà. Ïîñëå ýòîãî äîáàâë ëè 250 ìêë ðàñòâîðà ôåíîëà-õëîðîôîðìà-èçîàìèëîâîãî
ñïèðòà (25:24:1, îá/îá)(Gibco/Invitrogen Corporation, Grand Island, NY). Ñìåñü
ïåðåìåøèâàëè â òå÷åíèå 30 ñåêóíä è öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèíóò ïðè 14000
îá/ìèí. Âåðõíþþ âîäíóþ ôàçó óäàë ëè è ñòàäèè îñàæäåíè  ïîâòîð ëè äî òåõ ïîð, ïîêà íå
îñòàâàëàñü åäâà çàìåòíà  ãðàíèöà ðàçäåëà ôàç. Â êàæäóþ ïðîáèðêó äîáàâë ëè 0,1 îáúåìà
3Ì NaOAC, ðÍ 4,8, è ñîäåðæèìîå ïåðåìåøèâàëè. Çàòåì äîáàâë ëè îäèí îáúåì
èçîïðîïàíîëà è ñîäåðæèìîå ñíîâà ïåðåìåøèâàëè. Ïîñëå ýòîãî ïðîáèðêè îñòàâë ëè íà 5
ìèíóò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå äë  èíêóáèðîâàíè , à çàòåì öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
14000 îá/ìèí â òå÷åíèå 15 ìèíóò. Ñóïåðíàòàíò äåêàíòèðîâàëè è ïðîáèðêè ñòàâèëè íà
òêàíü ââåðõ äíîì äë  îñóøêè. Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 50 ìêë ñòåðèëüíîé H2O.

Âûäåëåííóþ ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ìàòðèöû äë  ÏÖÐ. Ãåí àìïëèôèöèðîâàëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïð ìîãî ïðàéìåðà (ORF0657nF, SEQ ID NO:67) è îáðàòíîãî ïðàéìåðà
(ORF0657nR, SEQ ID NO:68). ÏÖÐ-ïðîäóêòû ñåêâåíèðîâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñî
ñòàíäàðòíûìè ïðîòîêîëàìè Big Dye.
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Ïðèìåð 5: Ñðàâíåíèå ORF0657n îò ðàçëè÷íûõ èçîë òîâ S. aureus
Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ORF0657n  âë åòñ  äîñòàòî÷íî êîíñåðâàòèâíûì âî âñåé

ñîâîêóïíîñòè ïàòîëîãè÷åñêè è òàêñîíîìè÷åñêè îòëè÷àþùèõñ  êëèíè÷åñêèõ èçîë òîâ S.
aureus. Â òàáëèöå 3 ñèñòåìàòèçèðîâàíû âåëè÷èíû ïðîöåíòà èäåíòè÷íîñòè ðàçëè÷íûõ
èçîë òîâ, âêëþ÷à  êëèíè÷åñêèå èçîë òû.

Òàáëèöà 3

Øòàìì MLST Èñòî÷íèê Ñòðàíà ÑÐ ORF0657n, %
èäåíòè÷íîñòè

CL-1 1 Ãèïåðâèðóëåíòíûé îáùèé
èçîë ò êðîâè

Âåëèêîáðèòàíè  MSSA 8 99

MW2 1 Ãèïåðâèðóëåíòíûé îáùèé
èçîë ò êðîâè

ÑØÀ MRSA 8 99

CL-2 1 Ðàíà ëåâîãî ïðåäïëå÷ü  ÑØÀ MSSA 8 99

CL-3 1 Ðàíà ïëå÷à ÑØÀ MSSA 8 99

CL-4 5 Ëåâà  ñòóïí  ÑØÀ MRSA 5 99

CL-5 5 Ðàíà ÑØÀ MRSA 5 100

Mu-50 5 Ãíîéíà  èíôåêöè 
õèðóðãè÷åñêîé ðàíû

ßïîíè  VISA 5 100

N315 5 Ìàçîê, âç òûé èç ãëîòêè ßïîíè  MRSA 5 100

CL-6 5 CDC3 ÑØÀ MRSA/VISA 5 97

CL-7 8 Êðîâü Ãåðìàíè  MRSA 5 98

NÑÒÑ8325 8 Ëàáîðàòîðíûé øòàìì MSSA ÑØÀ MSSA 5 99

CL-8 8 Ðàíà ïðàâîé íîãè ÑØÀ MRSA 5 99

CL-90 9 Íîçäðè Âåëèêîáðèòàíè  MSSA 5 97

CL-10 9 Êðîâü Âåëèêîáðèòàíè  MSSA 5 97

CL-11 12 Êðîâü Íèäåðëàíäû MSSA 8 97

CL-12 12 Íîçäðè Âåëèêîáðèòàíè  MSSA 8 97

CL-13 15 Êîæà ïàëüöåâ ëåâîé
êîíå÷íîñòè

ÑØÀ MSSA 8 99

CL-14 15 Ãíîéíûé ó÷àñòîê ëåâîãî ëîêò  ÑØÀ MSSA 8 99

CL-15 15 Êðîâü Âåëèêîáðèòàíè  MSSA 8 99

CL-16 22 Êðîâü Êàíàäà MSSA 5 99

CL-17 22 áàðíèí-MRSA Ãåðìàíè  MRSA 5 99

CL-18 25 Êðîâü Êàíàäà MRSA 5 97

CL-19 25 Êðîâü Âåëèêîáðèòàíè  MSSA 5 97

CL-20 25 Íîçäðè Âåëèêîáðèòàíè  MSSA 5 97

CL-21 30 mecIV íåèçâåñòíîãî èñòî÷íèêà Øâåöè  MRSA 8 94

CL-22 30 mecIV íåèçâåñòíîãî èñòî÷íèêà Ãåðìàíè  MRSA 8 94

CL-23 36 Êðîâü ýïèäåðìèñà ñ MRSA Âåëèêîáðèòàíè  MRSA 8 94

CL-24 45 Ãíîé êóëüòè ëåâîé íîãè ÑØÀ MRSA 8 95

CL-25 45 Íîçäðè ÑØÀ MRSA 8 95

Becker 45 Ïðîòîòèï øòàììà ñ êàïñóëîé 8 ÑØÀ MSSA 8 95

COL 88 Ëàáîðàòîðíûé øòàìì MRSA ÑØÀ MRSA 5 100

CL-26 97 Êðîâü Íèäåðëàíäû MSSA 5 98

CL-27 97 Êðîâü Êàíàäà MSSA 5 99

CL-28 97 Íîçäðè Âåëèêîáðèòàíè  MSSA 5 99

CL-29 121 Íîçäðè, îáùåå çàáîëåâàíèå Âåëèêîáðèòàíè  MSSA 8 96

CL-30 121 Êðîâü Âåëèêîáðèòàíè  MSSA 8 96

ÑÐ - òèï êàïñóëû; MLST - ìóëüòèëîêóñíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  òèïèðîâàíè  òàêñîíîìè÷åñêèõ ãðóïï; MRSA - ðåçèñòåíòíûé ê ìåòèöèëëèíó
S. aureus; MSSA - âîñïðèèì÷èâûé ê ìåòèöèëëèíó S. aureus; "CL" îçíà÷àåò êëèíè÷åñêèé èçîë ò; "ID" îçíà÷àåò èäåíòè÷íîñòü; "VISA" îçíà÷àåò
èíòåðìåäèàò S. aureus, âîñïðèèì÷èâûé ê âàíêîìèöèíó.

Ïðîöåíò èäåíòè÷íîñòè (% ID) ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îïðåäåë ëè ïóòåì âûðàâíèâàíè 
äàííîé ïîëèïåïòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ SEQ ID NO:2 è
îïðåäåëåíè  ÷èñëà èäåíòè÷íûõ àìèíîêèñëîò. Ýòî ÷èñëî äåë ò íà îáùåå ÷èñëî
àìèíîêèñëîò (â SEQ ID NO:2), à çàòåì ðåçóëüòàò óìíîæàþò íà 100 è îêðóãë þò äî
áëèæàéøåãî öåëîãî ÷èñëà.

Ïðèìåð 6: Èììóíèòåò ïðîòèâ ðàçëè÷íûõ êëèíè÷åñêèõ èçîë òîâ S. aureus
Èììóíîãåííóþ ýôôåêòèâíîñòü ORF0657n êàê èììóíîãåíà ïðîòèâ ðàçëè÷íûõ

êëèíè÷åñêèõ èçîë òîâ S. aureus îöåíèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì His-ìå÷åííîãî ORF0657n â
êà÷åñòâå èììóíîãåíà (SEQ ID NO:28). Â êà÷åñòâå èíîêóë òà äë  çàðàæåíè  èñïîëüçîâàëè
ñóáñåðèþ òàêñîíîìè÷åñêè îòëè÷àþùèõñ  èçîë òîâ, îïèñàííûõ â òàáëèöå 3.
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Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ORF0657n â ýòèõ ðàçëè÷íûõ èçîë òàõ îòëè÷àëèñü îò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ORF0657n, èñïîëüçóåìîé â âàêöèíå.

Øòàììû, èñïîëüçóåìûå äë  çàðàæåíè , ïîëó÷àëè ìåòîäàìè, îïèñàííûìè â ïðèìåðå 2.
Ìûøåé èììóíèçîâàëè è ïîäâåðãàëè êîíòðîëüíîìó çàðàæåíèþ ìåòîäàìè, îïèñàííûìè â
ïðèìåðå 3, à çàòåì ïðîâîäèëè ìîíèòîðèíã â òå÷åíèå 10 äíåé. Êîëè÷åñòâî èíîêóë òà äë 
çàðàæåíè , ââîäèìîå æèâîòíûì-ìîäåë ì, çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàëî óðîâåíü
èíôèöèðîâàíè , îáû÷íî íàáëþäàåìûé ó ÷åëîâåêà.

Áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî èíäóöèðîâàíèå èììóíèòåòà ïðîòèâ âîñïðèèì÷èâûõ è
ðåçèñòåíòíûõ ê ìåòèöèëëèíó øòàììîâ. Ýòè ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà ôèã.4À-4Í.

Ïðèìåð 7: Îïòèìèçàöè  êîäîíîâ SEQ ID NO:28 äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùåé àìèíîêèñëîòû 1-646 SEQ ID

NO:28, îïòèìèçèðîâàëè ïî êîäîíàì äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ. Îïòèìèçèðîâàííà  ïî
êîäîíàì ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àìèíîêèñëîò 1-646 SEQ ID NO:28 ïðåäñòàâëåíà íà
ôèã.8Ñ (SEQ ID NO:31).

Â êà÷åñòâå èñõîäíîé êîíñòðóêöèè äë  îïòèìèçàöèè áûëà èñïîëüçîâàíà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:29, íå ñîäåðæàùà  îáëàñòè, êîäèðóþùåé êàðáîêñè-
êîíöåâóþ His-ìåòêó. Âñòðå÷àåìîñòü âñåõ êîäîíîâ, êîäèðóþùèõ äàííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
äî åå îïòèìèçàöèè, áûëà ñëåäóþùåé: î÷åíü ðåäêèå êîäîíû èëè êîäîíû, êîòîðûå íèêîãäà íå
âñòðå÷àþòñ  â âûñîêî ýêñïðåññèðóåìûõ ãåíàõ äðîææåé, ñîñòàâë ëè 28% (179), à
îòíîñèòåëüíî ðåäêèå êîäîíû ñîñòàâë ëè 20% (126).

Îïòèìèçàöèþ êîäîíîâ íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùåé àìèíîêèñëîòû 1-646 SEQ ID
NO:28, îñóùåñòâë ëè â öåë õ çàìåíû êîäîíîâ, èìåþùèõ íèçêèé èëè óìåðåííûé óðîâåíü
ýêñïðåññèè â äðîææàõ, íà êîäîíû, èìåþùèå âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè â äðîææàõ. Êðîìå
òîãî, áûë äîáàâëåí ãëèöèíîâûé êîäîí âî âòîðîì ïîëîæåíèè. Îïòèìèçàöèþ êîäîíîâ
îñóùåñòâë ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû MacDNAsis Pro V3.0. Â òàáëèöå
ïðèìåí åìûõ ïàðàìåòðîâ, èñïîëüçóåìûõ äë  îáðàòíîé òðàíñë öèè áåëêîâ, óêàçàíû
êîäîíû ñ âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè â S. cerevisiae. Â ïðîãðàììå MacDNAsis Pro V3.0.
áûëà èñïîëüçîâàíà ôóíêöè  "Translate>[Protein-->DNA]". Âûõîäíûå äàííûå áûëè
îçàãëàâëåíû "Amino Acid Conversion" ("Ïðåîáðàçîâàíèå àìèíîêèñëîò").

Â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ äë  äàííîé àìèíîêèñëîòû èìåëîñü áîëåå îäíîãî âûñîêî
ýêñïðåññèðóþùåãîñ  êîäîíà. Òàê, íàïðèìåð, ñåðèí êîäèðóåòñ  ëèáî "ÒÑÒ", ëèáî "ÒÑÑ". Â
ýòèõ ñëó÷à õ ìîæíî èñïîëüçîâàòü ïðèáëèçèòåëüíî ðàâíîå ÷èñëî ýòèõ äâóõ ðàçëè÷íûõ
êîäîíîâ. Â òàáëèöå 4 ïðèâîä òñ  êîäîíû ñ âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè â S. cerevisiae.

Òàáëèöà 4

Àìèíîêèñëîòà Îïòèìàëüíûé(å) êîäîí(û) Àìèíîêèñëîòà Îïòèìàëüíûé(å) êîäîí(û)

Phe TTC His CAC

Leu TTG Gln CAA

Ile ATT, ATC Asn AAC

Met ATG Lys AAG

Val GTT, GTC Asp GAC

Ser TCT, TCC Glu GAA

Pro CCA Cys TGT

Thr ACT, ACC Trp TGG

Ala GCT Arg AGA

Tyr TAC Gly GGT

Âñå êîäîíû, êîòîðûå íå  âë þòñ  îïòèìàëüíûìè, áûëè çàìåíåíû êîäîíàìè,
îáíàðóæåííûìè â âûñîêîé ñòåïåíè ýêñïðåññèðóþùèõñ  ãåíàõ äðîææåé, çà èñêëþ÷åíèåì
äâóõ àëàíèíîâûõ êîäîíîâ, êîòîðûå áûëè çàìåíåíû êîäîíàìè, îáíàðóæåííûìè â óìåðåííî
ýêñïðåññèðóþùèõñ  ãåíàõ (êîäîíû GCG, íà÷èíàþùèåñ  ñ íóêëåîòèäîâ 505 è 1546) SEQ ID
NO:31.

Ïîëíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ORF0657n, ïîëó÷àëè ïóòåì îòæèãà è
óäëèíåíè  íà 25 îëèãîìåðîâ (SEQ ID NO:69-93), ñêîíñòðóèðîâàííûõ òàê, ÷òîáû îíè
êîäèðîâàëè íóæíóþ êîíå÷íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Ýòè îëèãîìåðû èìåþò äëèíó 8-110 ï.í.
Òàêèå îëèãîìåðû ïðåäñòàâë þò ñîáîé ÷åðåäóþùóþñ  ORF0657n-êîäèðóþùóþ
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ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Êàæäûé îëèãîìåð èìååò êîìïëåìåíòàðíóþ îáëàñòü â 25-29 ï.í.,
ïåðåêðûâàþùóþñ  ñ ïðèìûêàþùèì îëèãîìåðîì, è ýòîò äóïëåêñ èìååò Tm 80-84°Ñ. Ýòà
òåìïåðàòóðà áûëà âû÷èñëåíà âðó÷íóþ ïóòåì ïðèñâàèâàíè  ïàðå îñíîâàíèé GC
çíà÷åíè  4°Ñ, à ïàðå îñíîâàíèé ÀÒ - çíà÷åíè  2°Ñ.

Ïðîâîäèëè ñåìü îòäåëüíûõ ðåàêöèé óäëèíåíè  ñ èñïîëüçîâàíèåì òðåõ èëè ÷åòûðåõ
ñìåæíûõ è ïåðåêðûâàþùèõñ  îëèãîìåðîâ è ñìûñëîâûõ è àíòèñìûñëîâûõ ÏÖÐ-ïðàéìåðîâ
äëèíîé 23-26 íóêëåîòèäîâ ñ Tm äóïëåêñà 70-72°Ñ. Íàòèâíóþ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó Pfu
(STRATAGENE, La Jolla, CA) èñïîëüçîâàëè äë  îñóùåñòâëåíè  ÏÖÐ-ðåàêöèé ñ
ïðèìåíåíèåì ñòðàòåãèè "ôèêñàöèè", ïðè ñëåäóþùèõ ðåàêöèîííûõ óñëîâè õ: 1 öèêë: 95°Ñ,
90 ñåêóíä; 5 öèêëîâ: 95°Ñ, 30 ñåêóíä, 55°Ñ, 30 ñåêóíä, 68°Ñ, 3 ìèíóòû; è íåïîñðåäñòâåííî
çà íèìè ïðîâîäèëè âòîðóþ ñåðèþ ðåàêöèè; 20 öèêëîâ: 95°Ñ, 30 ñåêóíä, 52°Ñ, 30 ñåêóíä,
68°Ñ, 3 ìèíóòû. Ýòó ðåàêöèþ çàâåðøàëè ïóòåì èíêóáèðîâàíè  ïðè 68°Ñ â òå÷åíèå 7
ìèíóò. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåíè  ýòèõ ÏÖÐ-ðåàêöèé ïîëó÷àëè ñåìü êîëëèíåàðíûõ
ôðàãìåíòîâ ãåíà (äë  óäîáñòâà, îáîçíà÷åííûõ çäåñü 1, 2, 3, 4, 5, 6 è 7).

Ýòè ôðàãìåíòû âûäåë ëè ïóòåì ýëåêòðîôîðåçà â àãàðîçíîì ãåëå è ïðîäóêòû
ñîîòâåòñòâóþùåãî ðàçìåðà âûðåçàëè è î÷èùàëè ìåòîäîì GENECLEAN® II (QBIOgene,
Carlsbad, CA) â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöè ìè ïðîèçâîäèòåëåé. Êîëëèíåàðíûå
ôðàãìåíòû 1, 2 è 3, êîëëèíåàðíûå ôðàãìåíòû 4 è 5 è êîëëèíåàðíûå ôðàãìåíòû 6 è 7
îáúåäèí ëè â ïîñëåäóþùèõ ÏÖÐ-ðåàêöè õ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðàéìåðîâ
è ïîëó÷àëè ôðàãìåíòû À, Â è Ñ ñîîòâåòñòâåííî. Çàòåì îñóùåñòâë ëè ñáîðêó ïîëíîãî ãåíà
ORF0657n ïóòåì ïðîâåäåíè  äîïîëíèòåëüíîé ÏÖÐ-ðåàêöèè, â êîòîðîé ôðàãìåíòû À, Â è Ñ
îáúåäèí ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì äèñòàëüíûõ ñìûñëîâûõ è àíòèñìûñëîâûõ ïðàéìåðîâ.
Êîíå÷íûé ÏÖÐ-ïðîäóêò âûäåë ëè èç ãåë  è êëîíèðîâàëè â pCR®-Blunt II-TOPO®
(INVITROGEN, Carlsbad, CA) â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöè ìè ïðîèçâîäèòåë . Òàêèì
îáðàçîì, ïîëó÷àëè ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íåñêîëüêèõ íåçàâèñèìûõ êëîíîâ è
èäåíòèôèöèðîâàëè îøèáêè.

Îøèáêè êîððåêòèðîâàëè íà ðàçëè÷íûõ ñåãìåíòàõ òðåõ íåçàâèñèìûõ êëîíîâ, pUC3, pUC4
è pUC6, ëèáî ïîñëåäîâàòåëüíî ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà äë  ñàéò-íàïðàâëåííîãî
ìóòàãåíåçà QUIK-CHANGE, ëèáî îäíîâðåìåííî ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà äë  ñàéò-
íàïðàâëåííîãî ìóëüòèìóòàãåíåçà QUIK-CHANGE (STRATAGENE, La Jolla, CA) â
ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöè ìè ïðîèçâîäèòåë . Êîíå÷íóþ ñêîððåêòèðîâàííóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëó÷àëè ïóòåì çàìåíû ðåïàðèðîâàííûõ ðåñòðèêöèîííûõ ôðàãìåíòîâ
èç òðåõ êëîíîâ. Ðåïàðèðîâàííûé 1,1 ò.ï.í.-XmnI-ôðàãìåíò êëîíà pUC4 çàìåí ëè íà
ñîîòâåòñòâóþùèé XmnI-ôðàãìåíò pUC3 äë  êîíñòðóèðîâàíè  pUnkC13. Ðåïàðèðîâàííûé
456 ò.ï.í.-AccI-ôðàãìåíò êëîíà pUC6 çàìåí ëè íà ñîîòâåòñòâóþùèé ôðàãìåíò pUnkC13 äë 
êîíñòðóèðîâàíè  pUnkCR1 è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ ïîäòâåðæäàëè.

Ïðèìåð 8: Êîíñòðóèðîâàíèå øòàììîâ Saccharomyces cerevisiae äë  ýêñïðåññèè
ðåêîìáèíàíòíîãî ãåíà

Â ýòîì ïðèìåðå ïðîèëëþñòðèðîâàíû ìåòîäû, êîòîðûå ìîãóò áûòü ïðèìåíåíû â öåë õ
ïîëó÷åíè  øòàììîâ Saccharomyces cerevisiae äë  ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíîãî ãåíà.
Ñîçäàíèå øòàììîâ, îáîçíà÷åííûõ 1260 è 1309, îïèñàíî íèæå. Ïîñêîëüêó ãåíåòè÷åñêèé ôîí
øòàììà ìîæåò ñèëüíî âëè òü íà ñïîñîáíîñòü øòàììà ýêñïðåññèðîâàòü ãåòåðîëîãè÷íûé
áåëîê, òî æåëàòåëüíî ñêîíñòðóèðîâàòü äðîææåâûå øòàììû ñ ðàçëè÷íûìè ãåíåòè÷åñêèìè
ôîíàìè, êîòîðûå òàêæå èìåþò íåñêîëüêî íóæíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ: (1) ìóòàöèþ mnn9
äë  ïðåäóïðåæäåíè  ãèïåðãëèêîçèëèðîâàíè  ñåêðåòèðóåìûõ áåëêîâ; (2) ìóòàöèè ïðîòåàçû
prb1 è/èëè pep4 äë  ðåøåíè  ïðîáëåìû, ñâ çàííîé ñ ïðîòåîëèçîì, è (3) ñâåðõýêñïðåññèþ
ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè GAL4 äë  ïîâûøåíè  óðîâí  ýêñïðåññèè ñ ïðîìîòîðîâ GAL.

Êîíñòðóèðîâàíèå øòàììà S. cerevisiae, îáîçíà÷åííîãî 1260
Èñõîäíûé øòàìì S. cerevisiae êîíñòðóèðîâàëè ñëåäóþùèì îáðàçîì. Øòàìì Y379-5D S.

cerevisiae (MATα, cyh2, nib1, rho-, ciro)(Livingston, Genetics 86:73-84, 1977) ñêðåùèâàëè
ñî øòàììîì DC04 (ÌÀÒà, ade1, adeX, leu2-04, ciro)(Broach et al., Cell 21:501-508,
1980). Ïîëó÷åííûé äèïëîèäíûé øòàìì ïîäâåðãàëè ñïîðóë öèè è òåòðàäû èññåêàëè
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ñòàíäàðòíûìè ñïîñîáàìè. Îäíà èç ãàïëîèäíûõ ñïîð ïðîäóöèðîâàëà øòàìì 2150-2-3
(ÌÀÒà, ade1, leu2-04, ciro). Øòàìì S. cerevisiae òèïà LB-347-1Ñ (ÌÀÒα, mnn9),
ïðåäíàçíà÷åííûé äë  α-ñêðåùèâàíè , ïðåäñòàâë åò ñîáîé øòàìì X2180-1B (ÌÀÒα, SUC2,
mal, mel, gal2, CUP1; ÀÒÑÑ ðåã.¹ 204504), ñîäåðæàùèé ìóòàöèþ mnn9. LB-347-1Ñ
ñêðåùèâàëè ñî øòàììîì òèïà 2150-2-3 (MATa, leu2-04, ade1) ïóòåì ñìåøèâàíè  óêàçàííîãî
øòàììà íà ïëàíøåòå ñ àãàðîì, ñîäåðæàùèì ïîëíóþ ñðåäó YEHD (Carty et al., J. Ind.
Micro. 2:117-121, 1987). Äë  îòáîðà äèïëîèäîâ ñêðåùåííûå øòàììû âûñåâàëè â âèäå
ðåïëèê íà ìèíèìàëüíóþ ñðåäó, íå ñîäåðæàùóþ ëåéöèíà è ñîäåðæàùóþ 2% ñàõàðîçó â
êà÷åñòâå åäèíñòâåííîãî èñòî÷íèêà óãëåðîäà. Ïîñëå âûäåëåíè  îäèíî÷íûõ êîëîíèé
äèïëîèäû ïîäâåðãàëè ñïîðóë öèè è ñóìêè èññåêàëè ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè. Øòàìì KHY-
107 âûäåë ëè â âèäå îäíîé ãàïëîèäíîé ñïîðû è õàðàêòåðèçîâàëè êàê ADE1, leu2 è mnn9
(ïóòåì îêðàøèâàíè  ïî Øèôôó). Çàòåì ïðèãîòàâëèâàëè çàìîðîæåííûé ìàòî÷íûé ðàñòâîð â
ãëèöåðèíå è õðàíèëè ïðè -70°Ñ.

KHY-107 (cir+) êóëüòèâèðîâàëè èç ìàòî÷íîãî ðàñòâîðà (-70°Ñ) è òðàíñôîðìèðîâàëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì äðîææåâîãî âåêòîðà ðÑ1/1, êîòîðûé ñîäåðæèò äðîææåâîé ãåí LEU2-d è
 âë åòñ  ðîäñòâåííûì âåêòîðó ðJDB219 (Beggs, Nature 275:104-109, 1978), çà
èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî ÄÍÊ ðÌÂ9 çàìåí ëè ÄÍÊ ðÂR322. Âûäåëåííûé òðàíñôîðìàíò
êóëüòèâèðîâàëè íà ñåëåêòèâíîé æèäêîé ñðåäå (íå ñîäåðæàùåé ëåéöèí è ñîäåðæàùåé 1Ì
ñîðáèò), à çàòåì êóëüòèâèðîâàëè ïóòåì ìíîãîêðàòíûõ ïàññàæåé â îáîãàùåííîé ñðåäå
(ñîäåðæàùåé 1Ì ñîðáèò) äë  óäàëåíè  ðÑ1/1 è 2 ìêì ÄÍÊ. Êîëîíèè, êîòîðûå íå ñîäåðæàëè
ðÑ1/1 (òî åñòü, áûëè íåñïîñîáíû ðàñòè íà ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé ëåéöèí), îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ ÄÍÊ-ÄÍÊ-ãèáðèäèçàöèè íà ïðèñóòñòâèå 2 ìêì ÄÍÊ. Âûäåëåííûé êëîí, KHY-107
(cirî)-1, íå îáíàðóæèâàþùèé 2 ìêì ÄÍÊ, îòáèðàëè è ïðèãîòàâëèâàëè êàê çàìîðîæåííûé
ìàòî÷íûé ðàñòâîð (-70°Ñ) â ãëèöåðèíå.

KHY-107 (cirî)-1 ñîçäàâàëè ïóòåì äèçðóïöèè ãåíà ura3. Äë  ýòîãî êîíñòðóèðîâàëè
ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ ãåí URA3 S. cerevisiae, ïîäâåðãíóòûé äèçðóïöèè 2 êîïè ìè ãåíà
Aph3'I èç Tn903. 5'-URA3-Aph3'I-URA3-3'-êëàñòåð âûðåçàëè èç âåêòîðà è èñïîëüçîâàëè
äë  òðàíñôîðìàöèè KHY-107 (cirî)-1. Òðàíñôîðìàíòû, êîòîðûå ñîäåðæàëè
èíòåãðèðîâàííûé â íèõ êëàñòåð ñ ïîäâåðãíóòûì äèçðóïöèè ãåíîì ura3, îòáèðàëè íà ÷àøêàõ
ñ 5-ôòîðîðîòîâîé êèñëîòîé (Kaiser C. et al., Methods in Yeast Genetics - 1994
Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (Cold Spring Harbor, NY, 1994)pages 214-
215), è áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî îíè íå ñïîñîáíû ðàñòè íà ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé óðàöèë.
Îäèí âûäåëåííûé êëîí, KHY-107ura3(PN2), îòáèðàëè è ïðèãîòàâëèâàëè êàê çàìîðîæåííûé
ìàòî÷íûé ðàñòâîð (-70°Ñ) â ãëèöåðèíå.

KHY-107ura3(PN2) êóëüòèâèðîâàëè íà êîìïëåêñíîé ñðåäå (ñîäåðæàùåé 1Ì ñîðáèò), à
çàòåì âûñåâàëè íà ñèíòåòè÷åñêóþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ êàíàâàíèí âìåñòî àðãèíèíà, è
ïîëó÷àëè ìóòàíòû, ðåçèñòåíòíûå ê êàíàâàíèíó (canR). Äë  ïîëó÷åíè  îòäåëüíûõ êîëîíèé
ñïîíòàííûå canR-ìóòàíòû âûñåâàëè øòðèõîì íà òâåðäóþ ñèíòåòè÷åñêóþ ñðåäó,
ñîäåðæàùóþ êàíàâàíèí âìåñòî àðãèíèíà. Âûäåëåííûå êîëîíèè áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû ñ
ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ òåñòîâ íà ãåíåòè÷åñêóþ êîìïëåìåíòàöèþ êàê can1-êîëîíèè. Îäíó
âûäåëåííóþ can1-êîëîíèþ, DÌY10, îòáèðàëè è õðàíèëè â âèäå çàìîðîæåííîãî (-70°Ñ)
ìàòî÷íîãî ðàñòâîðà â ãëèöåðèíå.

Äë  ñâåðõýêñïðåññèè ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè GAL4 â äðîææàõ ãèáðèäíûé ãåí GAL10ð-
GAL4 èíòåãðèðîâàëè â ãåí HIS3 DÌY10. Êëàñòåð 5'-HIS3-GAL10ð-GAL4-URA3-HIS3-3'
âûðåçàëè èç pKHint-C (Schultz et al., Gene 61:123-133, 1987) è èñïîëüçîâàëè äë 
òðàíñôîðìàöìè DÌY10. Òðàíñôîðìàíòû, êîòîðûå ñîäåðæàëè óêàçàííûé èíòåãðèðîâàíûé
êëàñòåð, îòáèðàëè íà òâåðäîé ñèíòåòè÷åñêîé ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé óðàöèë, è áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî îíè íå ñïîñîáíû ðàñòè íà ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé ãèñòèäèí. Èíòåãðàöèþ
ýòîãî êëàñòåðà òîëüêî â ëîêóñå HIS3 ïîäòâåðæäàëè ñ ïîìîùüþ Ñàóçåðí-ãèáðèäèçàöèè.
Îäèí âûäåëåííûé èíòåãðàíò, DÌY10int-3, îòáèðàëè è ïðèãîòàâëèâàëè êàê çàìîðîæåííûé
ìàòî÷íûé ðàñòâîð (-70°Ñ) â ãëèöåðèíå. Ýòîò øòàìì îáîçíà÷àëè CF52.

Ïëàçìèäó FP8∆Í, íåñóùóþ ãåí PRB1 S. cerevisiae (Moehle et al., Genetics 115:255-
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263, 1987), ãèäðîëèçîâàëè ôåðìåíòàìè HindIII è XhoI è 3,2 ò.ï.í-ÄÍÊ-ôðàãìåíò, íåñóùèé
ãåí PRB1, ïîäâåðãàëè ãåëü-î÷èñòêå è êîíöû çàòóïë ëè ïóòåì îáðàáîòêè ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé
Ò4. Ïëàçìèäó pUC18 ãèäðîëèçîâàëè ôåðìåíòîì BamHI, ïîäâåðãàëè ãåëü-î÷èñòêå è
çàòóïë ëè ïî êîíöàì ïóòåì îáðàáîòêè ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé Ò4. Ïîëó÷åííûé ôðàãìåíò âåêòîðà
ëèãèðîâàëè ñ âûøåóêàçàííûì ôðàãìåíòîì ãåíà PRB1 è ïîëó÷àëè ïëàçìèäó pUC18-PRB1.
Ïëàçìèäó YEp6 (Struhl et al., Proc.Natl. Acad. Sci., USA, 76:1035, 1979), ñîäåðæàùóþ
ãåí HIS3, ãèäðîëèçîâàëè ôåðìåíòîì BamHI. Ïîëó÷åííûé 1,7-ò.ï.í.-BamHI-ôðàãìåíò,
íåñóùèé ôóíêöèîíàëüíûé ãåí HIS3, ïîäâåðãàëè ãåëü-î÷èñòêå, à çàòåì çàòóïë ëè ïî êîíöàì
ïóòåì îáðàáîòêè ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé Ò4. Âåêòîð pUC18-PRB1 ãèäðîëèçîâàëè ôåðìåíòàìè
EcoRV è NcoI, êîòîðûå ðàçðåçàëè ñàéò â PRB1-êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è óäàë ëè
àêòèâíûé öåíòð ïðîòåàçû Â è ôëàíêèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. 5,7 ò.ï.í-EcoRV-NcoI-
ôðàãìåíò, íåñóùèé îñòàòî÷íûå 5'- è 3'-÷àñòè PRB1-êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â
pUC18, ïîäâåðãàëè ãåëü-î÷èñòêå, çàòóïë ëè ïî êîíöàì ïóòåì îáðàáîòêè ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé
Ò4, äåôîñôîðèëèðîâàëè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé è ëèãèðîâàëè ñ çàòóïëåííûì ïî êîíöàì
HIS3-ôðàãìåíòîì, îïèñàííûì âûøå. Ïîëó÷åííà  ïëàçìèäà (îáîçíà÷åííà  pUC18-prb1::
HIS3, øòàìì #1245) ñîäåðæàëà ôóíêöèîíàëüíûé ãåí HIS3 âìåñòî ÷àñòè ãåíà PRB1,
êîòîðûé áûë äåëåòèðîâàí, êàê îïèñàíî âûøå.

Âåêòîð ñ äèçðóïöèåé ãåíà PRB1 (pUC18-prb1::HIS3) ãèäðîëèçîâàëè ôåðìåíòàìè SacI è
XbaI, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïîëó÷àëè ëèíåéíûé êëàñòåð ñ äèçðóïöèåé ãåíà prb1::HIS3 è ýòîò
êëàñòåð èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè øòàììà CF52 ìåòîäîì ñ ïðèìåíåíèåì àöåòàòà
ëèòè  (Ito et al., J. Bacteriol. 153:163, 1983). His+-òðàíñôîðìàíòû îòáèðàëè íà ñèíòåòè÷åñêîé
àãàðîâîé ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé ãèñòèäèíà, è ñíîâà âûñåâàëè øòðèõîì íà òó æå ñàìóþ
ñðåäó äë  ïîëó÷åíè  êëîíàëüíûõ èçîë òîâ. Ãåíîìíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç ÷èñëà ïîëó÷åííûõ
His+-èçîë òîâ, ãèäðîëèçîâàëè ôåðìåíòîì EcoRI, à çàòåì ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â 0,8%
àãàðîçíûõ ãåë õ. Ñàóçåðí-áëîò-àíàëèçû ïîäòâåðäèëè ïðèñóòñòâèå íóæíîé êîíñòðóêöèè ñ
äèçðóïöèåé ãåíà prb1∆::HIS3.

Îäèí èç èçîë òîâ, ñîäåðæàùèõ íóæíóþ äèçðóïöèþ ãåíà prb1∆::HIS3, îòáèðàëè äë 
ïîñëåäóþùåãî èñïîëüçîâàíè  è îáîçíà÷àëè êàê øòàìì #1260. Çàìîðîæåííûå ìàòî÷íûå
ðàñòâîðû â ãëèöåðèíå ïðèãîòàâëèâàëè äë  õðàíåíè  øòàììà #1260 ïðè -70°Ñ. Ïîëó÷åííûé
ãåíîòèï øòàììà 1260 ïðåäñòàâë ë ñîáîé MATa, leu2-2, 112, mnn9, ura3∆, can1, his3∆::

GAL10p-GAL4-URA3, prb1∆::HIS3, ciro.
Êîíñòðóèðîâàíèå øòàììà S. cerevisiae, îáîçíà÷åííîãî 1309
Øòàìì BJ1995 S. cerevisiae (MATα, leu2, trp1, ura3-52, prb1-1122, pep4-3, gal2)

áûë îïèñàí ðàíåå (Jones, E.W. Tackling the Protease Problem in Saccharomyces
cerevisiae, Methods in Enzymology 194(1991), pages 428-453). ciro-Ïðîèçâîäíîå BJ1995, íå
ñîäåðæàùåå ýíäîãåííóþ 2 ìê-ÄÍÊ-ïëàçìèäó, âûäåë ëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîöåäóðîé,
îïèñàííîé äë  êîíñòðóèðîâàíè  øòàììà 1260. Ïîëó÷åííûé ciro-èçîë ò îáîçíà÷àëè
øòàììîì 91 è õðàíèëè â âèäå çàìîðîæåííîãî ìàòî÷íîãî ðàñòâîðà (-70°Ñ) â ãëèöåðèíå.

Çàòåì êîíñòðóèðîâàëè ïðîèçâîäíîå øòàììà 91, êîòîðîå îáëàäàëî ñïîñîáíîñòüþ ê
ñâåðõïðîäóöèðîâàíèþ ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè GAL4, äë  ïîâûøåíè  óðîâí  òðàíñêðèïöèè ñ
ïðîìîòîðîâ GAL. Ïëàçìèäó pKHint-C (Schultz et al., Gene 61:123-133, 1987)
ãèäðîëèçîâàëè ôåðìåíòîì BamHI è ïîëó÷åííûé êëàñòåð 5'-HIS3-GAL10p-GAL4-URA3-HIS3-
3' èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè øòàììà 91. Òðàíñôîðìàíòû, êîòîðûå ñîäåðæàëè è
óêàçàííûé èíòåãðèðîâàííûé êëàñòåð, îòáèðàëè íà òâåðäîé ñèíòåòè÷åñêîé ñðåäå, íå
ñîäåðæàùåé óðàöèë, è áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî îíè íå ñïîñîáíû ðàñòè íà ñðåäå, íå
ñîäåðæàùåé ãèñòèäèí. Æåëàòåëüíà  èíòåãðàöè  ýòîãî êëàñòåðà â ëîêóñå HIS3 áûëà
ïîäòâåðæäåíà ñ ïîìîùüþ Ñàóçåðí-ãèáðèäèçàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì çîíäà äë  ãåíà HIS3
äðîææåé. Îäèí âûäåëåííûé èíòåãðàíò, BJ1995ciroint#22, îòáèðàëè è ïðèãîòàâëèâàëè êàê
çàìîðîæåííûé ìàòî÷íûé ðàñòâîð (-70°Ñ) â ãëèöåðèíå. Ýòîò èçîë ò îáîçíà÷àëè øòàììîì
1282.

Çàòåì ïðîèçâîäíîå øòàììà 1282, ñîäåðæàùåå äèçðóïöèþ ãåíà MNN9, âûäåë ëè â
ïîñëåäóþùèõ ñòàäè õ. Äë  äèçðóïöèè ãåíà MNN9 íåîáõîäèìî ñíà÷àëà êëîíèðîâàòü ãåí
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MNN9 èç ãåíîìíîé ÄÍÊ S. cerevisiae â öåë õ ïîëó÷åíè  âåêòîðà ñ äèçðóïöèåé ãåíà. Ýòî
áûëî îñóùåñòâëåíî ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíîé ÏÖÐ-òåõíèêè. 5'-Ñìûñëîâîé ïðàéìåð è 3'-
àíòèñìûñëîâîé ïðàéìåð äë  ÏÖÐ ïîëíîðàçìåðíîé MNN9-êîäèðóþùåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êîíñòðóèðîâàëè èñõîä  èç îïóáëèêîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà
MNN9 äðîææåé (MacKay et al., Åâðîïåéñêà  ìåæäóíàðîäíà  ïàòåíòíà  çà âêà ¹
ÅÐ0314096, îïóáëèêîâàííà  3 ìà  1989). Áûëè èñïîëüçîâàíû íèæåñëåäóþùèå
îëèãîäåçîêñèíóêëåîòèäíûå ïðàéìåðû, ñîäåðæàùèå ôëàíêèðóþùèå HindIII-ñàéòû
(ïîä÷åðêíóòû):

ñìûñëîâîé ïðàéìåð (SEQ ID NO:94): 5'-CTT AAA GCT TAT GTC ACT TTC TCT TGT ATC
G-3'

àíòèñìûñëîâîé ïðàéìåð (SEQ ID NO:95): 5'-TGA TAA GCT TGC TCA ATG GTT CTC TTC
CTC-3'.

Èíèöèèðóþùèé ìåòèîíèíîâûé êîäîí äë  ãåíà MNN9 âûäåëåí æèðíûì øðèôòîì.
ÏÖÐ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ãåíîìíîé ÄÍÊ îò S. cerevisiae â êà÷åñòâå ìàòðèöû.

Ïîëó÷åííûé 1,2-ò.ï.í.-ÏÖÐ-ôðàãìåíò, íåñóùèé ãåí MNN9, ãèäðîëèçîâàëè ôåðìåíòîì
HindIII, ïîäâåðãàëè ãåëü-î÷èñòêå è ëèãèðîâàëè ñ HindIII-ãèäðîëèçîâàííûì è
îáðàáîòàííûì ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé âåêòîðîì pUC13. Ïîëó÷åííóþ ïëàçìèäó îáîçíà÷àëè
ð1183. Ãåí TRP1 äðîææåé âûäåë ëè èç YRð7 (Struhl et al., Proc.Natl. Acad. Sci., USA,
76:1035-1039, 1979) â âèäå 0,85 ò.ï.í. EcoRI-BglII-ôðàãìåíòà ñ äîñòðîåííûìè êîíöàìè,
à çàòåì âñòðàèâàëè â PmlI-ñàéò ð1183. PmlI-ñàéò íàõîäèòñ  â ñåðåäèíå êîäèðóþùåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè MNN9, â ðåçóëüòàòå ÷åãî âñòðàèâàíèå ýòîãî ãåíà TRP1 â óêàçàííûé
ñàéò ïðèâîäèò ê äèçðóïöèè ãåíà. Çàòåì ïîëó÷åííóþ ïëàçìèäó pUC13-mnn9::TRP1 (p11885-
239-1) ãèäðîëèçîâàëè ôåðìåíòàìè HpaI è EcoRI è êëàñòåð 5'-mnn9-TRP1-mnn9-3'
èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè øòàììà 1282 ìåòîäîì ñ ïðèìåíåíèåì àöåòàòà ëèòè  (Ito
et al., J. Bacteriol. 153:163, 1983).

Trp+-òðàíñôîðìàíòû îòáèðàëè íà ÷àøêàõ ñ ñèíòåòè÷åñêîé àãàðîâîé ñðåäîé, íå
ñîäåðæàùåé òðèïòîôàíà, è ïåðåñåâàëè øòðèõîì íà òå æå ñàìûå ÷àøêè äë  ïîëó÷åíè 
èçîë òîâ îäèíî÷íûõ êîëîíèé. Ãåíîìíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç ð äà ïîëó÷åííûõ
Trp+-èçîë òîâ, ãèäðîëèçîâàëè ôåðìåíòîì HindIII, à çàòåì ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â
0,8% àãàðîçíûõ ãåë õ. Ñàóçåðí-áëîò àíàëèç ïîäòâåðäèë ïðèñóòñòâèå íóæíîé äèçðóïöèè
ãåíà mnn9::TRP1. Îäèí èç ýòèõ èçîë òîâ, ñîäåðæàùèõ íóæíóþ äèçðóïöèþ ãåíà mnn9::TRP1,
îòáèðàëè äë  ïîñëåäóþùåãî èñïîëüçîâàíè  è îáîçíà÷àëè øòàììîì 1309. Çàìîðîæåííûå
ìàòî÷íûå ðàñòâîðû â ãëèöåðèíå ïðèãîòàâëèâàëè äë  õðàíåíè  øòàììà 1309 ïðè -70°Ñ.
Ãåíîòèï øòàììà 1309 ïðåäñòàâë ë ñîáîé MATα, leu2, mnn9::TRP1, trp1, ura3-52, his3∆::

GAL10p-GAL4-URA3, prb1-1122, pep4-3, gal2, ciro.
Ïðèìåð 9: Ýêñïðåññè  ïîëíîðàçìåðíîé îáëàñòè ORF0657n
Ïîëíîðàçìåðíóþ îáëàñòü ORF0657n ýêñïðåññèðîâàëè â E.coli (SEQ ID NO:28; His-

ìå÷åííûé ORF0657n) è â S. cerevisiae (àìèíîêèñëîòû 1-646 SEQ ID NO:28) è ïðîäóêòû
ýêñïðåññèè ñðàâíèâàëè.

Ýêñïðåññè  â S. cerevisiae
ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ áåëîê ORF0657n ñ êîäîíàìè, îïòèìèçèðîâàííûìè äë  ýêñïðåññèè â

äðîææàõ, àìïëèôèöèðîâàëè èç êîíå÷íîãî ñêîððåêòèðîâàííîãî êëîíà, pUnkCR1 (ïðèìåð 7),
ñ èñïîëüçîâàíèåì ñëåäóþùèõ ñìûñëîâîãî è àíòèñìûñëîâîãî ïðàéìåðîâ ñîîòâåòñòâåííî:
UnkCY-F (SEQ ID NO:96), 5'-AAC CGG TTT GGA TCC CAC AAA ACA AAA TGG GTA ACA
AGC AAC AAA AGG AAT TC-3' è UnkCY-R (SEQ ID NO:97), 5'-AAC CGG TTT GGA TCC TTA
GTT CTT TCT CTT TCT TGG CAA GAC-3', ñîäåðæàùèõ ôëàíêèðóþùèå ðåñòðèêöèîííûå
BamHI-ñàéòû. Ñìûñëîâîé ïðàéìåð ñîäåðæèò 5'-íåòðàíñëèðóåìóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è
êîäîí ATG, à àíòèñìûñëîâîé ïðàéìåð ñîäåðæèò ÒÀÀ â êà÷åñòâå ñòîï-êîäîíà. Ïîëó÷åííûé
1,9 ò.ï.í-ïðîäóêò âûäåë ëè èç ãåë  è êëîíèðîâàëè â âåêòîð ðÑR2.1 ÒÎÐÎ ÒÀ (INVITROGEN
CORPORATION, Carlsbad, CA) â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè ïðîèçâîäèòåëåé è ïîëó÷àëè
ïëàçìèäó UnkC-B1. Çàòåì ïîäòâåðæäàëè ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âñòàâêè. BamHI-
ôðàãìåíò âûäåë ëè èç ãåë  è ñóáêëîíèðîâàëè â "ïðàâèëüíîé" îðèåíòàöèè â äðîææåâîé
âåêòîð (pGAL110, ôèã.5À), â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïîëó÷àëè êîíñòðóêöèþ pRUnkC-pGAL110.
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Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âñòàâêè ïîäòâåðæäàëè ïóòåì ñåêâåíèðîâàíè  ÄÍÊ.
Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ îò pRUnkC-pGAL110 èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè øòàììîâ S.

cerevisiae, ñîäåðæàùèõ leu2-ìóòàöèþ, ïðèâîä ùóþ ê ïðîòîòðîôèè ïî ëåéöèíó (Leu+), â
ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì òðàíñôîðìàöèè ñôåðîïëàñòîâ (Hinnen et al., Proc.Natl. Acad.
Sci., USA, 75:1929-33, 1978). Êîíñòðóèðîâàíèå øòàììîâ 1260 è 1309 îïèñàíî âûøå â
ïðèìåðå 8.

Òðàíñôîðìàíòû îòáèðàëè íà ñèíòåòè÷åñêîé àãàðîâîé ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé ëåéöèíà è
ñîäåðæàùåé 1Ì ñîðáèò. Ïîëíóþ è ìèíèìàëüíóþ ñèíòåòè÷åñêóþ àãàðîâóþ ñðåäó, íå
ñîäåðæàùóþ ëåéöèíà è ñîäåðæàùóþ 1Ì ñîðáèò, ïîëó÷àëè îò REMEL, Lenexa, KS (cat #
09459 è 92155 ñîîòâåòñòâåííî). Êëîíàëüíûå Leu+-èçîë òû ïîëó÷àëè ïóòåì ñåðèéíîãî
ðàçìíîæåíè  íà SD-÷àøêàõ áåç ëåéöèíà. (KD MEDICAL, Columbia MD).

Äë  ñêðèíèíãà ìíîæåñòâåííûõ òðàíñôîðìàíòîâ 5,0 ìë êóëüòóð-ïðîäóöåíòîâ
êóëüòèâèðîâàëè â êóëüòóðàëüíûõ ïðîáèðêàõ ñ ìåäëåííûì âðàùåíèåì ïðè 30°Ñ. Çàòåì
ïðîäóöèðîâàíèå îòîáðàííûõ òðàíñôîðìàíòîâ ïîäòâåðæäàëè â 25 ìë-êóëüòóðàõ â 125 ìë-
êîëáàõ. Â îáîèõ ñëó÷à õ 5 ìë ïîñåâíûõ êóëüòóð êóëüòèâèðîâàëè ïðè 30°Ñ â 5õ ñðåäå, íå
ñîäåðæàùåé ëåéöèíà è ñîäåðæàùåé 4,0% ãëþêîçû è 0,1Ì ñîðáèòà, â òå÷åíèå 18-24 ÷àñîâ
äî äîñòèæåíè  OD600=1,5-3,0/ìë. 5Õ ñðåäà áåç ëåéöèíà ñîäåðæàëà ñëåäóþùèå êîìïîíåíòû
íà ëèòð: äðîææåâîå àçîòèñòîå îñíîâàíèå áåç äîáàâëåíè  àìèíîêèñëîò èëè ñóëüôàòà
àììîíè  8,5 ã; àäåíèí 0,40 ã; L-òèðîçèí 0,25 ã; óðàöèë 0,20 ã;  íòàðíà  êèñëîòà 10,0
ã; ñóëüôàò àììîíè  5,0 ã è 50 ìë ðàñòâîðà #3, íå ñîäåðæàùåãî ëåéöèíà. Ðàñòâîð #3 áåç
ëåéöèíà ñîäåðæàë íà îäèí ëèòð äèñòèëëèðîâàííîé âîäû: L-àðãèíèí 2 ã; L-ãèñòèäèí 1,0 ã;
L-èçîëåéöèí 6 ã; L-ëèçèí 4,0 ã; L-ìåòèîíèí 1,0 ã; L-ôåíèëàëàíèí 6,0 ã; L-òðèïòîôàí
4,0 ã. ðÍ ñðåäû äîâîäèëè äî 5,3 äîáàâëåíèåì 50%-íîãî ãèäðîêñèäà íàòðè .

Äë  ïðîäóöèðîâàíè  òðàíñôîðìàíòîâ â ïðîáèðêàõ 0,3 ìë àëèêâîò ïîñåâíîé êóëüòóðû
ïåðåíîñèëè ëèáî â 5,0 ñðåäû 5Õ, íå ñîäåðæàùåé ëåéöèíà è ñîäåðæàùåé 2% ãëþêîçó, 4%
ãàëàêòîçó, ëèáî â ñðåäó YEHDG, íà 72 ÷àñà äî äîñòèæåíè  OD600 5-16,0/ìë. Ñðåäà YEHDG
ñîäåðæàëà íà 1 ëèòð: L-Hy-ñîåâûé ïåïòîííûé áóëüîí Øåôôèëäà 10 ã; äðîææåâîé ýêñòðàêò
20 ã; L-äåêñòðîçà 16 ã; D(+)-ãàëàêòîçà 40 ã. Äë  ïðîäóöèðîâàíè  òðàíñôîðìàíòà â
êîëáàõ 1,5 ìë àëèêâîòó ïîñåâíîé êóëüòóðû ïåðåíîñèëè â 25 ìë ñðåäû è êóëüòèâèðîâàëè,
êàê îïèñàíî âûøå, ñî âñòð õèâàíèåì ïðè 220 îá/ìèí.

Ïîñëå ñáîðà 10 åäèíèö OD íà îáðàçåö êëåòî÷íûé îñàäîê ðàçðóøàëè ñ ïîìîùüþ
ñòåêë ííûõ ñôåð â 0,3 ìë áóôåðå äë  ëèçèñà (0,1Ì íàòðèéôîñôàòíîãî áóôåðà, ðÍ 7,2, 0,5
Ì NaCl, 2 ìÌ PMSF). Ëèçàò âûäåë ëè ïóòåì öåíòðèôóãèðîâàíè , íåðàçðóøåííûå
êëåòêè/ñôåðû ïðîìûâàëè 0,3 ìë áóôåðà äë  ëèçèñà è îñâåòëåííûå ñóïåðíàòàíòû
îáúåäèí ëè. Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåë ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû ðåàãåíòîâ-
êðàñèòåëåé äë  àíàëèçà íà áåëîê BIO-RAD (BIO-RAD, Hercules, CA) â ñîîòâåòñòâèè ñ
èíñòðóêöè ìè ïðîèçâîäèòåëåé. Êëåòî÷íûå ëèçàòû àíàëèçèðîâàëè íà ýêñïðåññèþ ORF0657n
ïóòåì ïðîâåäåíè  èììóíîáëîò-àíàëèçà ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà â 4-20% ãðàäèåíòå òðèñ-
ãëèöèíîâûõ ãåëåé (INVITROGEN, Carlsbad, CA) â 1õ òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå ñ ÄÑÍ (BIO-
RAD) â óñëîâè õ âîññòàíîâëåíè  è äåíàòóðàöèè. Îáðàçöû ñîäåðæàëè 20 ìêã îáùåãî
êëåòî÷íîãî áåëêà. Ãåëè ïîäâåðãàëè ýëåêòðîáëîòòèíãó íà 0,45-ìèêðîííûõ
íèòðîöåëëþëîçíûõ ìåìáðàííûõ ôèëüòðàõ (Optitran from Schleicher and Schuell, Keene,
NH). Äë  îöåíêè ðàçìåðà áåëêà ïàðàëëåëüíî ïðîâîäèëè ýëåêòðîôîðåç ïðåäâàðèòåëüíî
îêðàøåííûõ ñòàíäàðòîâ ñ ìàññîé â ïðåäåëàõ 6,4-203 êÄà (Broad Range Prestained SDS-
PAGE Standard, BIO-RAD) è ëèçàòîâ.

E.coli-ñòàíäàðò
His-ìå÷åííûé ORF0657n (SEQ ID NO:28) âûäåë ëè èç êóëüòóðû-ïðîäóöåíòà E.coli

(øòàììà-õîç èíà E.coli ÍÌS174(DÅ3), Madison, NOVAGEN, WI), ñòèìóëèðîâàííîé äë 
ïðîäóöèðîâàíè  ORF0657n, è êëåòî÷íûé ëèçàò èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ñòàíäàðòîâ. E.coli
òðàíñôîðìèðîâàëè ýêñïðåññèîííûì âåêòîðîì, ýêñïðåññèðóþùèì His-ìå÷åííûé ORF0657n.
Êóëüòóðó E.coli âûðàùèâàëè â òå÷åíèå íî÷è íà LB-áóëüîíå, ñîäåðæàùåì 30 ìêã/ìë
êàíàìèöèíà ïðè 37îÑ. Íà ñëåäóþùèé äåíü 60 ìêë íî÷íîé êóëüòóðû èñïîëüçîâàëè äë 
èíîêóë öèè 6,0 ìë LB ïëþñ 30 ìêã íà ìë êàíàìèöèíà. Ýòó êóëüòóðó âûðàùèâàëè ïðè 37îÑ â
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òå÷åíèå ïðèáëèçèòåëüíî 3 ÷àñîâ äî òåõ ïîð, ïîêà OD600 íå äîñòèãàëà 0,4-1,0. Ýêñïðåññèþ
èíäóöèðîâàëè 1 ìÌ IPTG â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ ïðè 37îÑ. Çàòåì êëåòêè ñîáèðàëè è êëåòî÷íûé
îñàäîê õðàíèëè ïðè -80°Ñ.

Ëèçàò E.coli ïîëó÷àëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàãåíòà äë  ýêñòðàêöèè áåëêà (Bugbuster)
(NOVAGEN, Madison, WI) â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì ïðîèçâîäèòåë . Áåëêè ïîäâåðãàëè
èììóíîäåòåêöèè ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîòòèíãà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìûøèíîãî
ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà (îáîçíà÷åííîãî "2Í2Â8") ïðîòèâ ORF0657n â êà÷åñòâå "ïåðâîãî"
àíòèòåëà è êîíúþãèðîâàííîãî ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà öåëîãî êîçüåãî àíòèòåëà ïðîòèâ
ìûøèíîãî IgG (Í+L)(ZYMED LABORATORIES, South San Francisco, CA) â êà÷åñòâå "âòîðîãî"
àíòèòåëà. Mab 2Í2Â8 ãåíåðèðîâàëè ïóòåì èììóíèçàöèè ìûøåé î÷èùåííûì è
ïðîäóöèðîâàííûì â E.coli ïîëíîðàçìåðíûì ORF0657n. Mab 2Í2Â8 îòáèðàëè ñ ïîìîùüþ
ELISA, è áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýòî àíòèòåëî îáëàäàåò ñïåöèôè÷íîñòüþ ê ORF0657n. Ôèëüòðû
îáðàáàòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà, ñîäåðæàùåãî ÏÕ-êîíúþãèðîâàííûé ñóáñòðàò BIO-
RAD.

Ïðîäóêòû ýêñïðåññèè èç E.coli è S. cerevisiae
Èñõîä  èç íà÷àëüíîãî ñêðèíèíãà äðîææåâûõ òðàíñôîðìàíòîâ, îäèí òðàíñôîðìàíò îò

êàæäîãî èç äðîææåâûõ øòàììîâ 1260 è 1309 îòáèðàëè êàê íàèëó÷øèé èç ïðîäóöåíòîâ
ïîëíîðàçìåðíîé îáëàñòè ORF0657n (SEQ ID NO:28 áåç His-ìåòêè íà êàðáîêñè-êîíöå).
Ïðèìåð ïðîäóöèðîâàíè  ýòèì øòàììîì ïîëíîðàçìåðíîé îáëàñòè ORF0657n ïîñëå 72-
÷àñîâîé ôåðìåíòàöèè â ñðåäå YEHDG ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðîäóöèðîâàíèåì îáëàñòè
ORF0657n (SEQ ID NO:28) â E.coli ïðèâîäèòñ  íà ôèã.6À-6Â.

Ìàæîðíûé áåëîê, äåòåêòèðîâàííûé ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì
mab 2H2B8, èìåë ìîëåêóë ðíóþ ìàññó ~105-110 êÄà, êàê ïîêàçàíî íà ôèã.6À (øòàìì
1260) è 6Â (øòàìì 1309): äîðîæêè 5 è 6. ~105-110 êÄà-áåëîê ïî ñâîåìó ðàçìåðó
ñîîòâåòñòâîâàë ñàìîìó êðóïíîìó áåëêó, äåòåêòèðîâàííîìó â îáðàçöå î÷èùåííîãî
ðåêîìáèíàíòíîãî ORF0657n, ïðîäóöèðîâàííîãî â E.coli (SEQ ID NO:28; äîðîæêà 2) èëè â
ýêñòðàêòå èíäóöèðîâàííîé ORF0657n-ïðîäóöèðóþùåé êóëüòóðû E.coli (ïîñëåäí   íå
âêëþ÷åíà â ãåëè, ïîêàçàííûå íà ôèã.6). 105-110 êÄà-áåëêè, ïðîäóöèðóåìûå â E.coli è S.
cerevisiae, èìåëè áîëåå âûñîêóþ ìîëåêóë ðíóþ ìàññó, ÷åì ýòî áûëî ïðåäñêàçàíî â
àíàëèçå, ïðîâåäåííîì àâòîðàìè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû ãåëü-
ýëåêòðîôîðåçà. Ïðè ýòîì ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïðåîáëàäàþùèå ìîëåêóëû, äåòåêòèðóåìûå
â E.coli-êîíòðîë õ, èìåëè ìåíüøèé ðàçìåð, ~95 êÄà, è ìèãðèðîâàëè âìåñòå ñ íåáîëüøèì
êîëè÷åñòâîì áåëêà, ïðîäóöèðîâàííîãî â äðîææàõ. Î÷åâèäíî, ÷òî ~105-110 êÄà-áåëîê
ñîîòâåòñòâóåò ïîëíîðàçìåðíîìó ORF0657n, êîòîðûé ýêñïðåññèðîâàëñ  ñ ëèäåðíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ E.coli êàê â E.coli, òàê è â S. cerevisiae, à 95 êÄà-áåëîê,
î÷åâèäíî,  âë åòñ  ïðîäóêòîì äåãðàäàöèè. Â ýêñòðàêòå êîíòðîëüíîãî òðàíñôîðìàíòà,
ïîëó÷åííîãî ñ èñïîëüçîâàíèåì òîëüêî âåêòîðà ðGAL110 (äîðîæêè 3 è 4) áåëîê íå
äåòåêòèðîâàëñ .

Îöåíêà êîëè÷åñòâà îáëàñòè ORF0657n (SEQ ID NO:28 áåç ìåòêè His íà êàðáîêñè-êîíöå),
ïðîäóöèðîâàííîé òðàíñôîðìàíòàìè 1260 è 1309, ïîêàçàëà, ÷òî ýòî êîëè÷åñòâî
ñîñòàâë ëî ~10 ìèêðîãðàììîâ ORF0657n/ìë ñðåäû YEHDG, ãäå îáëàñòü ORF0657n
ñîñòàâë ëà ~2% îò îáùåãî áåëêà, êàê áûëî îïðåäåëåíî ñ ïîìîùüþ ïîëóêîëè÷åñòâåííîãî
Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì 100 íã î÷èùåííîãî ORF0657n (SEQ ID NO:28) â
êà÷åñòâå ñòàíäàðòà. Êîëè÷åñòâà îáîèõ ýêñïðåññèðóåìûõ òðàíñôîðìàíòîâ è % îáëàñòè
ORF0657n (SEQ ID NO:28 áåç êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêè) îò îáùåãî áåëêà ÷åðåç 72 ÷àñà
áûëè âûøå, ÷åì óêàçàííûå êîëè÷åñòâà â îáîèõ øòàììàõ ÷åðåç 48 ÷àñîâ (äàííûå íå
ïðèâîä òñ ). Òèòð îáëàñòè ORF0657n (SEQ ID NO:28 áåç êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêè),
ïðîäóöèðîâàííîé òðàíñôîðìàíòàìè 1260 â 5õ ñðåäå ñ ëåéöèíîì, ñîäåðæàùåé 2% ãëþêîçó
è 4% ãàëàêòîçó, ñîñòàâë ë ~8,0 ìêã/ìë, à % îáùåãî áåëêà ñîñòàâë ë 2,0.

Ïðèìåð 10: Ýêñïðåññè  ñåêðåòèðîâàííîé è îïòèìèçèðîâàííîé ïî êîäîíàì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé îáëàñòü ORF0657nÍ

Âåêòîð ðÊÍ4-3Â (Carty et al., Biotechnol. Lett. 12:879-884, 1990) ñîäåðæèò
ñåêðåòîðíóþ ëèäåðíóþ ïðå-ïðî-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äðîææåâîãî àëüôà-ôàêòîðà (MFα1).
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Îáðàçîâàíèå ãèáðèäà íóæíîãî áåëêà ñ ýòîé ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ïðèâîäèò ê
òðàíñë öèè ïðîäóêòà, êîòîðûé ñíà÷àëà îòùåïë åòñ  ñèãíàëüíîé ïåïòèäàçîé S. cerevisiae.
Çàòåì ïðîòåàçà Êåõ2 îòùåïë åò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ðàñïîëîæåííóþ çà îñòàòêàìè "Lys
Arg" â ñåêðåòîðíîé ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî âûñâîáîæäàåòñ 
çðåëûé áåëîê. Äë  çàïóñêà ýêñïðåññèè áåëêà èñïîëüçîâàëè èíäóöèáåëüíûé ïðîìîòîð
GAL10 S. cerevisiae.

Äë  ýêñïðåññèè îïòèìèçèðîâàííîãî ïî êîäîíàì ãåíà, êîäèðóþùåãî ìîäèôèöèðîâàííóþ
SEQ ID NO:3, èñïîëüçîâàëè âåêòîð ðÊÍ4-3Â. SEQ ID NO:3 ìîäèôèöèðîâàëè ïóòåì
óäàëåíè  àìèíî-êîíöåâîãî ìåòèîíèíà è äîáàâëåíè  àìèíî-êîíöåâîé ëèäåðíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Îïòèìèçèðîâàííà  ïî êîäîíàì SEQ ID NO:3-êîäèðóþùà  îáëàñòü
ïðåäñòàâëåíà íóêëåîòèäàìè 4-1710 SEQ ID NO:32, à ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà 
ëèäåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îáåñïå÷èâàëàñü âåêòîðîì ðÊÍ4-3Â, ïîëó÷åííûì, êàê
îïèñàíî íèæå.

Áûë ïîëó÷åí ãèáðèä ñåêðåòîðíîé ëèäåðíîé ïðå-ïðî-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àëüôà-ôàêòîðà
ðÊÍ4-3Â ñ îáëàñòüþ ORF0657nÍ SEQ ID NO:3 ñ ñîõðàíåíèåì ðàìêè ñ÷èòûâàíè . Ýòî áûëî
îñóùåñòâëåíî ïóòåì ãèäðîëèçà âåêòîðà ðÊÍ4-3Â ôåðìåíòîì SphI, à çàòåì ïóòåì îáðàáîòêè
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé Ò4 äë  óäàëåíè  SphI-âûñòóïàþùèõ êîíöîâ è ñîçäàíè  òóïîãî 5'-êîíöà ñ
ñîîòâåòñòâóþùèì êîäîíîì ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Çàòåì âåêòîð ãèäðîëèçîâàëè
ôåðìåíòîì BamHI äë  ñîçäàíè  3'-ñàéòà êëîíèðîâàíè . Äë  ýòîé êîíñòðóêöèè òðåáîâàëñ 
ÏÖÐ-ïðîäóêò ñ çàòóïëåííûì 5'-êîíöîì, ñîîòâåòñòâóþùèì âòîðîìó êîäîíó
ðåêîíñòðóèðîâàííîé îáëàñòè ORF0657nÍ (SEQ ID NO:32), è ñ 3'-êîíöîì, èìåþùèì ñòîï-
êîäîí è ðåñòðèêöèîííûé BamHI-ñàéò.

ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ îáëàñòü ORF0657nÍ ñ êîäîíàìè, îïòèìèçèðîâàííûìè äë  ýêñïðåññèè
â äðîææàõ, àìïëèôèöèðîâàëè èç pUnkCR1 (ïðèìåð 7) ñ èñïîëüçîâàíèåì íèæåñëåäóþùèõ
ñìûñëîâîãî è àíòèñìûñëîâîãî ïðàéìåðîâ ñîîòâåòñòâåííî: UCKHS2 (SEQ ID NO:98),
5'GCTGAAGAAACTGGTGGTACCAAC-3' è UCKHA2 (SEQ ID NO:99), 5'-
GTCACGGATCCTTAAGACTTAGCCTTGTTTTCTTGAGTGTTC-3'. 5'-êîíåö ñìûñëîâîãî
ïðàéìåðà, GCT, êîäèðóåò àëàíèí, ïðåäñêàçàííûé N-êîíåö îáëàñòè ORF0657nÍ.
Àíòèñìûñëîâîé ïðàéìåð ñîäåðæèò ñòîï-êîäîí ÒÀÀ è BamHI-ñàéò (ïîä÷åðêíóò). Ïîëó÷åííûé
1,7 ò.ï.í.-ÏÖÐ-ïðîäóêò âûäåë ëè èç ãåë  è êëîíèðîâàëè â ðÊÍ4-3Â (ïîëó÷åííûé, êàê
îïèñàíî âûøå) ñ îáðàçîâàíèåì êîíñòðóêöèè pUS38. Çàòåì ïîäòâåðæäàëè âñþ ÄÍÊ-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âñòàâêè è íåïîëíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âåêòîðà, è áûëî ïîêàçàíî,
÷òî â ðåçóëüòàòå áûë ñîçäàí íóæíûé ãèáðèä ñ ñåêðåòîðíîé ëèäåðíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ. Ñîîòâåòñòâóþùåå ðàñùåïëåíèå ïðîòåàçîé Êåõ2ð èñõîäíîãî áåëêà,
ýêñïðåññèðîâàííîãî èç ýòîé êîíñòðóêöèè, äîëæíî ïðèâîäèòü ê îáðàçîâàíèþ áåëêà,
ñîîòâåòñòâóþùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:3 è íå ñîäåðæàùåé N-êîíöåâîãî
ìåòèîíèíà.

Ïëàçìèäó pUS38 èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè øòàììîâ 1260 è 1309 S. cerevisiae,
òàê, ÷òîáû îíè îáëàäàëè ïðîòîòðîôèåé ïî ëåéöèíó (Leu+), â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì
òðàíñôîðìàöèè ñôåðîïëàñòàìè (Hinnen et al., Proc.Natl. Acad. Sci., USA, 75:1929-33,
1978). Òðàíñôîðìàíòû îòáèðàëè íà ñèíòåòè÷åñêîé àãàðîâîé ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé
ëåéöèíà è ñîäåðæàùåé 1Ì ñîðáèò. Ïîëíóþ è ìèíèìàëüíóþ ñèíòåòè÷åñêóþ àãàðîâóþ ñðåäó,
íå ñîäåðæàùóþ ëåéöèíà è ñîäåðæàùóþ 1Ì ñîðáèò, ïîëó÷àëè îò REMEL, Lenexa, KS (cat #
09459 è 92155 ñîîòâåòñòâåííî). Êëîíàëüíûå Leu+-èçîë òû ïîëó÷àëè ïóòåì ñåðèéíîãî
ðàçìíîæåíè  íà SD-÷àøêàõ áåç ëåéöèíà (KD MEDICAL, Columbia MD).

Äë  ñêðèíèíãà ìíîæåñòâåííûõ òðàíñôîðìàíòîâ 5 ìë ïîñåâíûõ êóëüòóð êóëüòèâèðîâàëè
ïðè 30°Ñ â 5õ ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé ëåéöèíà è ñîäåðæàùåé 4,0% ãëþêîçû è 0,1Ì ñîðáèòà,
â òå÷åíèå 18-24 ÷àñîâ äî äîñòèæåíè  OD600 1,5-3,0/ìë. 5Õ Ñðåäà áåç ëåéöèíà ñîäåðæàëà
ñëåäóþùèå êîìïîíåíòû íà ëèòð: äðîææåâîå àçîòèñòîå îñíîâàíèå áåç äîáàâëåíè 
àìèíîêèñëîò èëè ñóëüôàòà àììîíè  8,5 ã; àäåíèí 0,40 ã; L-òèðîçèí 0,25 ã; óðàöèë 0,20
ã;  íòàðíà  êèñëîòà 10,0 ã; ñóëüôàò àììîíè  5,0 ã è 50 ìë ðàñòâîðà #3, íå ñîäåðæàùåãî
ëåéöèíà. Ðàñòâîð #3 áåç ëåéöèíà ñîäåðæèò íà îäèí ëèòð äèñòèëëèðîâàííîé âîäû: L-
àðãèíèí 2 ã; L-ãèñòèäèí 1,0 ã; L-èçîëåéöèí 6 ã; L-ëèçèí 4,0 ã; L-ìåòèîíèí 1,0 ã; L-
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ôåíèëàëàíèí 6,0 ã; L-òðèïòîôàí 4,0 ã. ðÍ ñðåäû äîâîäèëè äî 5,3 äîáàâëåíèåì 50%-íîãî
ãèäðîêñèäà íàòðè . 0,3 ìë-àëèêâîòó ïåðåíîñèëè ëèáî â 5,0 ìë 5õ ñðåäû, íå ñîäåðæàùåé
ëåéöèí è ñîäåðæàùåé 2% ãëþêîçó + 4% ãàëàêòîçó, ëèáî â ñðåäó YEHDG, íà 72 ÷àñà äî
äîñòèæåíè  êîíå÷íîé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè OD600 10-20,0/ìë. Ñðåäà YEHDG ñîäåðæàëà íà
1 ëèòð: L-Hy-ñîåâûé ïåïòîííûé áóëüîí Øåôôèëäà 10 ã; äðîææåâîé ýêñòðàêò 20 ã; L-
äåêñòðîçó 16 ã; D(+)-ãàëàêòîçó 40 ã.

Ïðîäóêòû ôåðìåíòàöèè ñîáèðàëè ïóòåì óäàëåíè  äðîææåâûõ êëåòîê è àíàëèçà
ñóïåðíàòàíòîâ íåïîñðåäñòâåííî íà ýêñïðåññèþ îáëàñòè ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3) ñ
ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà è êóìàññè-îêðàøèâàíè  ÄÑÍ-ÏÀÀÃ-ãåëåé. Äë 
èììóíîáëîò-àíàëèçà 10-25 ìèêðîëèòðîâ îáðàçöîâ ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â 4-15%
ãðàäèåíòå Òðèñ-HCl-ãåëåé (BIO-RAD, Hercules, CA) â 1õ òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå ñ ÄÑÍ
(BIO-RAD, Hercules, CA) â óñëîâè õ âîññòàíîâëåíè  è äåíàòóðàöèè. Ãåëè ïîäâåðãàëè
ýëåêòðîáëîòòèíãó íà 0,2-ìèêðîííûõ ìåìáðàííûõ ÏÂÄÔ-ôèëüòðàõ. Áåëêè ïîäâåðãàëè
èììóíîäåòåêöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà 2Í2Â8 â êà÷åñòâå "ïåðâîãî"
àíòèòåëà è êîíúþãèðîâàííîãî ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà öåëîãî êîçüåãî àíòèòåëà ïðîòèâ
ìûøèíûõ IgG (Í+L)(ZYMED LABORATORIES, South San Francisco, CA) â êà÷åñòâå "âòîðîãî"
àíòèòåëà. Mab 2Í2Â8 îïèñàíî â ïðèìåðå 9. Ôèëüòðû îáðàáàòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
íàáîðà äë  õåìèëþìèíåñöåíöèè WESTERN LIGHTNINGTm Chemiluminescence Reagent
Plus Kit (PERKIN ELMER, Wellesley, MA).

Äë  àíàëèçà íà ýêñïðåññèþ ðåêîìáèíàíòíîé äðîææåâîé îáëàñòè ORF0657nÍ (SEQ ID
NO:3) ïóòåì êóìàññè-îêðàøèâàíè  ÄÑÍ-ÏÀÀÃ-ãåëåé îáðàçöû ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â
4-15% ãðàäèåíòå òðèñ-HCl-ãåëåé (BIO-RAD) â 1õ òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå ñ ÄÑÍ (BIO-RAD)
â óñëîâè õ âîññòàíîâëåíè  è äåíàòóðàöèè. Ãåëè îêðàøèâàëè áèîëîãè÷åñêè áåçîïàñíûì
êðàñèòåëåì êóìàññè (Bio-Safe) G250 â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì ïðîèçâîäèòåë  (BIO-
RAD).

Êëåòî÷íûé ëèçàò êóëüòóðû E.coli, ïðîäóöèðóþùåé ORF0657n (SEQ ID NO:4 ñ êàðáîêñè-
êîíöåâîé His-ìåòêîé), èñïîëüçîâàëè êàê êà÷åñòâåííûé ñòàíäàðò. Ïðåäñêàçàííà 
àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îáëàñòè ORF0657nÍ, ýêñïðåññèðóåìîé â E.coli, áûëà
èäåíòè÷íà ïðåäñêàçàííîé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îáëàñòè ORF0657nÍ,
ýêñïðåññèðóåìîé âî âíóòðåííåé ÷àñòè S. cerevisiae (SEQ ID NO:3), çà èñêëþ÷åíèåì òîãî,
÷òî â E.coli-êîíñòðóêöèè ãëèöèí íàõîäèëñ  çà N-êîíöåâûì ìåòèîíèíîì.

Äë  ïðîäóöèðîâàíè  îáëàñòè ORF0657nÍ â E.coli êóëüòóðó-ïðîäóöåíò êóëüòèâèðîâàëè â
òå÷åíèå íî÷è íà áóëüîíå LB, ñîäåðæàùåì 50 ìêã/ìë êàíàìèöèíà ïðè 37îÑ. Äë  ýêñïðåññèè
áåëêà èñïîëüçîâàëè ðÅÒ28, êîäèðóþùèé SEQ ID NO:4 ñ êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêîé. Íà
ñëåäóþùèé äåíü 500 ìêë íî÷íîé êóëüòóðû èñïîëüçîâàëè äë  èíîêóë öèè 5,0 ìë áóëüîíà LB
ïëþñ 50 ìêã íà ìë êàíàìèöèíà. Ýòó êóëüòóðó âûðàùèâàëè ïðè 37îÑ â òå÷åíèå
ïðèáëèçèòåëüíî 3 ÷àñîâ äî òåõ ïîð, ïîêà OD600 íå äîñòèãàëà 0,6. Ýêñïðåññèþ
èíäóöèðîâàëè 1 ìÌ IPTG â òå÷åíèå 3,5 ÷àñîâ ïðè 37îÑ. Ýòè êëåòêè ñîáèðàëè è êëåòî÷íûé
îñàäîê õðàíèëè ïðè -80°Ñ. Ëèçàò E.coli ïîëó÷àëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàãåíòà äë 
ýêñòðàêöèè áåëêà (Bugbuster)(NOVAGEN, Madison, WI) â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì
ïðîèçâîäèòåë .

Áåëîê òðàíñôîðìàíòà 1-1 êëåòî÷íîãî ëèçàòà S. cerevisiae, ýêñïðåññèðóþùåãî
âíóòðåííþþ îáëàñòü ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3), îïèñàííóþ è ïîëó÷åííóþ, êàê ïîêàçàíî
íèæå â ïðèìåðå 11, áûë òàêæå âêëþ÷åí â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà. Äë  îöåíêè ðàçìåðà áåëêà
ïàðàëëåëüíî ïðîâîäèëè ýëåêòðîôîðåç ïðåäâàðèòåëüíî îêðàøåííûõ ñòàíäàðòîâ ñ ìàññîé â
ïðåäåëàõ 10-250 êÄà (BIO-RAD) è îáðàçöîâ íà ÄÑÍ-ÏÀÀÃ-ãåë õ äë  èõ àíàëèçà ïóòåì
îêðàøèâàíè  êóìàññè è Âåñòåðí-áëîòòèíãà.

Ïðîäóöèðîâàíèå íóæíûõ ìîëåêóë îñóùåñòâë ëè â 5Õ ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé ëåéöèí è
ñîäåðæàùåé 2% ãëþêîçó è 4% ãàëàêòîçó. Òðàíñôîðìàíòû, ñîäåðæàùèå ðUS38 îáîèõ
øòàììîâ 1260 è 1309, ñåêðåòèðîâàëè ~80 êÄà-áåëîê, êîòîðûé î÷åíü òåñíî ìèãðèðîâàë ñ
îáëàñòüþ ORF0657nÍ, ýêñïðåññèðóåìîé âíóòðè äðîææåâîé êëåòêè (èç íóêëåèíîâîé
êèñëîòû, êîäèðóþùåé SEQ ID NO:3), è ñ îáëàñòüþ ORF0657nÍ, ýêñïðåññèðóåìîé â E.coli
(èç íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùåé SEQ ID NO:4 ñ êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêîé),
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êîòîðûå äåòåêòèðîâàëè ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîòòèíãà è îêðàøèâàíè  êóìàññè. Â îáû÷íîì
ýêñïåðèìåíòå 500 íã ýòèõ êîíòðîëüíûõ ëèçàòîâ è 25 ìèêðîëèòðîâ ñóïåðíàòàíòà ñðåäû
ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó. Äåòåêöè , ïðîâîäèìà  ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîòòèíãà è
îêðàøèâàíè  êóìàññè, áûëà ñïåöèôè÷åñêîé, òî åñòü ~80 êÄà-áåëîê íå äåòåêòèðîâàëñ  â
ñóïåðíàòàíòå òðàíñôîðìàíòà, ñîäåðæàùåãî òîëüêî âåêòîð. Ñåêðåòèðîâàííûé ~80 êÄà-
áåëîê äîëæåí ñîîòâåòñòâîâàòü çðåëîé íå ãëèêîçèëèðîâàííîé îáëàñòè ORF0657nÍ (SEQ ID
NO:3), èëè, àëüòåðíàòèâíî, îí äîëæåí ñîäåðæàòü íåñêîëüêî ãëèêîçèëüíûõ îñòàòêîâ.
Âûñîêîìîëåêóë ðíûå áåëêè â ñóïåðíàòàíòàõ, à òàêæå äâà íèçêîìîëåêóë ðíûõ áåëêà,
êàæäûé èç êîòîðûõ áûë îêðàøåí êóìàññè ñèíèì, äåòåêòèðîâàëè ñ ïîìîùüþ àíòèòåëà.
Âûñîêîìîëåêóë ðíûå áåëêè äîëæíû ñîäåðæàòü íåïðîöåññèðîâàííóþ ëèäåðíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, è/èëè îíè äîëæíû áûòü ãëèêîçèëèðîâàíû. Íèçêîìîëåêóë ðíûå
ïðîäóêòû, âåðî òíî,  âë þòñ  ïðîäóêòàìè äåãðàäàöèè.

Îöåíêà êîëè÷åñòâà 80 êÄà-ïðîäóêòîâ, ñåêðåòèðîâàííûõ òðàíñôîðìàíòàìè îáîèõ
øòàììîâ 1260 è 1309, ïîêàçàëà, ÷òî ýòî êîëè÷åñòâî ñîñòàâë åò ~2 ìêã/ìë êóëüòóðàëüíîé
ñðåäû. Ýòî áûëî îïðåäåëåíî ïóòåì ñðàâíåíè  Âåñòåðí-ñèãíàëà ïðè 80 êÄà ñ ñèãíàëîì
îáðàçöà äðîææåâîãî êëåòî÷íîãî ëèçàòà, ñîäåðæàùåãî îáëàñòü ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3),
÷òî ïîçâîë åò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îáëàñòü ORF0657nÍ ñîñòàâë åò ïî êðàéíåé ìåðå 50% îò
îáùåãî áåëêà. Áûëî îïðåäåëåíî, ÷òî îáúåäèíåííûé òèòð îñòàëüíûõ ìîëåêóë îáëàñòè
ORF0657n ñîñòàâë ë ïðèáëèçèòåëüíî 50 ìêã íà ìë êóëüòóðàëüíîé ñðåäû.

Ïðèìåð 11. Âíóòðèêëåòî÷íà  ýêñïðåññè  îáëàñòè ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3) â S.
cerevisiae

Ïðîäóöèðóåìûé íà î÷åíü âûñîêîì óðîâíå áåëîê â âèäå îòäåëüíûõ ôðàêöèé áûë ïîëó÷åí
ïóòåì âíóòðèêëåòî÷íîé ýêñïðåññèè SEQ ID NO:3 â S. cerevisiae. Ýêñïðåññèþ îñóùåñòâë ëè
ñ èñïîëüçîâàíèåì êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâîé êèñëîòû ñ êîäîíàìè,
îïòèìèçèðîâàííûìè äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ.

ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ îáëàñòü ORF0657nÍ ñ êîäîíàìè, îïòèìèçèðîâàííûìè äë  ýêñïðåññèè
â äðîææàõ (SEQ ID NO:32), àìïëèôèöèðîâàëè èç pUnkCR1 (ïðèìåð 7) ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñëåäóþùèõ ñìûñëîâîãî è àíòèñìûñëîâîãî ïðàéìåðîâ ñîîòâåòñòâåííî: (SEQ ID NO:100) 5'-
GGGG GGATCC CACAAAACAAA ATG GCT GAA GAA ACT GGT GG -3' è (SEQ ID NO:101) 5'-
GGG GGG GGATCC TTA AGA CTT AGC CTT GTT TTC TTG AGT-3', ñîäåðæàùèõ
ôëàíêèðóþùèå ðåñòðèêöèîííûå BamHI-ñàéòû (ïîä÷åðêíóòû). Ñìûñëîâîé ïðàéìåð
ñîäåðæàë 5'-íåòðàíñëèðóåìóþ ëèäåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è êîäîí ATG, à
àíòèñìûñëîâîé ïðàéìåð ñîäåðæàë ÒÀÀ â êà÷åñòâå ñòîï-êîäîíà.

Ïîëó÷åííûé 1,7 ò.ï.í-ïðîäóêò âûäåë ëè èç ãåë  è êëîíèðîâàëè â âåêòîð ðÑR2.1 ÒÎÐÎ ÒÀ
(INVITROGEN CORPORATION, Carlsbad, CA) â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè
ïðîèçâîäèòåëåé è ïîëó÷àëè ïëàçìèäó pCR_iUC-S. Çàòåì ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âñòàâêè
ïîäòâåðæäàëè èñõîä  èç äâóõ íåçàâèñèìûõ êëîíîâ, pCR_iUCS2.2 è pCR_iUCS-2.4. Â êàæäîé
èç ýòèõ âñòàâîê, ëîêàëèçîâàííûõ íà ðàçëè÷íûõ HindIII-ôðàãìåíòàõ êàæäîé ïëàçìèäû, áûëà
îáíàðóæåíà îäíà ÏÖÐ-îøèáêà. Ïëàçìèäó ñî ñêîððåêòèðîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
ïîëó÷àëè ïóòåì çàìåíû 1,3 ò.ï.í.-HindIII-ôðàãìåíòà ïëàçìèäû pCR_iUC-S2.2 ñî
ñêîððåêòèðîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ íà ñîîòâåòñòâóþùèé ôðàãìåíò pCR_iUCS-2.4.

1,3 ò.ï.í.-ôðàãìåíò pCR_iUC-S2.2 è 4,3 ò.ï.í.-ôðàãìåíò pCR_iUCS-2.4 âûäåë ëè èç
ãåë  è ëèãèðîâàëè. Êëîí ñ íóæíûìè ôðàãìåíòàìè, pCR_iUC-S, îòáèðàëè, è
ñîîòâåòñòâóþùóþ îðèåíòàöèþ è íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîäòâåðæäàëè ïóòåì
ñåêâåíèðîâàíè  ÄÍÊ. Çàòåì 1,7 ò.ï.í.-BamHI-ôðàãìåíò ñóáêëîíèðîâàëè â ðGAL110 (ôèã.5À)
äë  êîíñòðóèðîâàíè  piUCS-S(-).

Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ îò piUC-S(-)èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè øòàììîâ 1260 è 1309 S.
cerevisiae, ïðèâîä ùåé ê ïðîòîòðîôèè ïî ëåéöèíó (Leu+), â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì
òðàíñôîðìàöèè ñôåðîïëàñòîâ (Hinnen et al., Proc.Natl. Acad. Sci., USA, 75:1929-33,
1978). Òðàíñôîðìàíòû îòáèðàëè íà ñèíòåòè÷åñêîé àãàðîâîé ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé
ëåéöèíà è ñîäåðæàùåé 1Ì ñîðáèò. Ïîëíóþ è ìèíèìàëüíóþ ñèíòåòè÷åñêóþ àãàðîâóþ ñðåäó,
íå ñîäåðæàùóþ ëåéöèíà è ñîäåðæàùóþ 1Ì ñîðáèò, ïîëó÷àëè îò REMEL, Lenexa, KS (cat #
09459 è 92155 ñîîòâåòñòâåííî). Êëîíàëüíûå Leu+-èçîë òû ïîëó÷àëè ïóòåì ñåðèéíîãî
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ðàçìíîæåíè  íà SD-÷àøêàõ áåç ëåéöèíà (KD MEDICAL, Columbia MD).
Ìíîæåñòâî òðàíñôîðìàíòîâ ñêðèíèðîâàëè íà ïðîäóöèðîâàíèå îáëàñòè ORF0657nÍ â

óñëîâè õ ôåðìåíòàöèè, îïèñàííûõ â ïðèìåðå 9. Êëåòî÷íûå ëèçàòû àíàëèçèðîâàëè íà
ïðîäóöèðîâàíèå îáëàñòè ORF0657nÍ ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà èëè ñ ïîìîùüþ
àíàëèçà â ÄÑÍ-ÏÀÀÃ-ãåë õ, îêðàøåííûõ êóìàññè ñèíèì.

Äë  Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà îáðàçöû ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â 4-15% ãðàäèåíòå òðèñ-
HCl-ãåëåé Criterion (BIO-RAD, Hercules, CA) â 1õ òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå ñ ÄÑÍ (BIO-
RAD) â óñëîâè õ âîññòàíîâëåíè  è äåíàòóðàöèè. Ãåëè ïîäâåðãàëè ýëåêòðîáëîòòèíãó íà 0,2-
ìèêðîííûõ Ìåìáðàííûõ ÏÂÄÔ-ôèëüòðàõ. Áåëêè ïîäâåðãàëè èììóíîäåòåêöèè ñ ïîìîùüþ
Âåñòåðí-áëîòòèíãà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà 2Í2Â8 ïðîòèâ
ïîëíîðàçìåðíîãî ORF0657n (SEQ ID NO:28) â êà÷åñòâå "ïåðâîãî" àíòèòåëà è
êîíúþãèðîâàííîãî ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà öåëîãî êîçüåãî àíòèòåëà ïðîòèâ ìûøèíûõ IgG (Í+
L)(ZYMED LABORATORIES, South San Francisco, CA) â êà÷åñòâå "âòîðîãî" àíòèòåëà. Mab
2Í2Â8 îïèñàíî â ïðèìåðå 9. Ôèëüòðû îáðàáàòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà äë 
õåìèëþìèíåñöåíöèè WESTERN LIGHTNINGTm Chemiluminescence Reagent Plus Kit
(PERKIN ELMER, Wellesley, MA).

Äë  àíàëèçà íà ýêñïðåññèþ ðåêîìáèíàíòíîé äðîææåâîé îáëàñòè ORF0657nÍ
(êîäèðóåìîé SEQ ID NO:3) ïóòåì êóìàññè-îêðàøèâàíè  ÄÑÍ-ÏÀÀÃ-ãåëåé îáðàçöû
ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â 4-15% ãðàäèåíòå Òðèñ-HCl-ãåëåé Criterion (BIO-RAD) â 1õ
òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå ñ ÄÑÍ (BIO-RAD) â óñëîâè õ âîññòàíîâëåíè  è äåíàòóðàöèè. Ãåëè
îêðàøèâàëè áèîëîãè÷åñêè áåçîïàñíûì êðàñèòåëåì êóìàññè (Bio-Safe) G250 â ñîîòâåòñòâèè
ñ ïðîòîêîëîì ïðîèçâîäèòåë   (BIO-RAD).

Îáðàçöû äðîææåâûõ êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ, ïîäâåðãàåìûõ ýëåêòðîôîðåçó, ñîäåðæàëè 0,5 è
1,25 ìêã îáùåãî êëåòî÷íîãî äðîææåâîãî áåëêà ñîîòâåòñòâåííî äë  Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà è
äë  îêðàøèâàíè  êóìàññè. Â êà÷åñòâå êîëè÷åñòâåííîãî ñòàíäàðòà äë  îêðàøèâàíè 
êóìàññè èñïîëüçîâàëè î÷èùåííûé BSA (100X, NEW ENGLAND BIOLABS, Beverly, MA). Â
êà÷åñòâå êîëè÷åñòâåííîãî ñòàíäàðòà äë  Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà èñïîëüçîâàëè î÷èùåííóþ
èç E.coli ïîëíîðàçìåðíóþ ðåêîìáèíàíòíóþ îáëàñòü ORF0657n (SEQ ID NO:28).
Êà÷åñòâåííûì ñòàíäàðòîì äë  îáîèõ àíàëèçîâ áûë êëåòî÷íûé ëèçàò, âûäåëåííûé èç
êóëüòóðû E.coli, ïðîäóöèðóþùåé îáëàñòü ORF0657nÍ (SEQ ID NO:4 ñ His-ìåòêîé íà
êàðáîêñè-êîíöå), èíäóöèðîâàííóþ äë  ïîëó÷åíè  ORF0657nÍ.

Äë  ïðîäóöèðîâàíè  îáëàñòè ORF0657nÍ (SEQ ID NO:4 ñ His-ìåòêîé íà êàðáîêñè-êîíöå)
â E.coli, êóëüòóðó-ïðîäóöåíò êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è íà áóëüîíå LB, ñîäåðæàùåì
50 ìêã/ìë êàíàìèöèíà ïðè 37îÑ. Íà ñëåäóþùèé äåíü 500 ìêë íî÷íîé êóëüòóðû
èñïîëüçîâàëè äë  èíîêóë öèè 5,0 ìë áóëüîíà LB ïëþñ 50 ìêã íà ìë êàíàìèöèíà. Ýòó
êóëüòóðó âûðàùèâàëè ïðè 37îÑ â òå÷åíèå ïðèáëèçèòåëüíî 3 ÷àñîâ äî òåõ ïîð, ïîêà OD600

íå äîñòèãàëà 0,6. Ýêñïðåññèþ èíäóöèðîâàëè 1 ìÌ IPTG â òå÷åíèå 3,5 ÷àñîâ ïðè 37îÑ. Ýòè
êëåòêè ñîáèðàëè è êëåòî÷íûé îñàäîê õðàíèëè ïðè -80°Ñ. Ëèçàò E.coli ïîëó÷àëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ðåàãåíòà äë  ýêñòðàêöèè áåëêà (Bugbuster)(NOVAGEN, Madison, WI) â
ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì ïðîèçâîäèòåë . Äë  îöåíêè ðàçìåðà áåëêà ïàðàëëåëüíî
ïðîâîäèëè ýëåêòðîôîðåç ïðåäâàðèòåëüíî îêðàøåííûõ ñòàíäàðòîâ ñ ìàññîé â ïðåäåëàõ 10-
250 êÄà è ëèçàòîâ (BIO-RAD).

Èñõîä  èç íà÷àëüíîãî ñêðèíèíãà äðîææåâûõ òðàíñôîðìàíòîâ, îäèí òðàíñôîðìàíò
äðîææåâîãî øòàììà 1260, îáîçíà÷åííûé 1-1, îòáèðàëè êàê íàèëó÷øèé ïðîäóöåíò îáëàñòè
ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3). Ïðèìåð ïðîäóöèðîâàíè  îáëàñòè ORF0657nÍ ïîñëå 72-÷àñîâîé
ôåðìåíòàöèè â êîìïëåêñíîé ñðåäå YEHDG â øåéêåðíûõ êîëáàõ ïðîèëëþñòðèðîâàí íà
ôèã.7À è 7Â. Ìàæîðíûé áåëîê, äåòåêòèðîâàííûé ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíè  êóìàññè (À) èëè
àíòèòåëîì (Â), èìåë ìîëåêóë ðíóþ ìàññó ~85 êÄà (ñì. äîðîæêè 5, 6 è 7) è ìèãðèðîâàë
âìåñòå ñ ORF0657nÍ E.coli (SEQ ID NO:4, ñ êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêîé; äîðîæêà 2).
Ìîëåêóë ðíà  ìàññà ORF0657n, ýêñïðåññèðóåìîãî â E.coli, è ORF0657n, ýêñïðåññèðóåìîãî
â äðîææàõ, áûëà âûøå, ÷åì ìàññà, ïðåäñêàçàííà  â àíàëèçå, ïðîâåäåííîì àâòîðàìè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà. Äåòåêöè  ~85 êÄà-áåëêà áûëà
ñïåöèôè÷åñêîé, òî åñòü ýòîò áåëîê íå äåòåêòèðîâàëñ  â êëåòî÷íîì ëèçàòå òðàíñôîðìàíòà,
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ñîäåðæàùåãî òîëüêî âåêòîð ðGAL110 (äîðîæêà 3). Îáëàñòü ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3)
ïðîäóöèðîâàëàñü â çíà÷èòåëüíî áîëüøåì êîëè÷åñòâå, ÷åì ïîëíîðàçìåðíà  îáëàñòü
ORF0657n (SEQ ID NO:28, áåç êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêè), ñð. äîðîæêè 5, 6 è 7 ñ
äîðîæêîé 4. Òðàíñôîðìàíò, ñîäåðæàùèé ïîëíîðàçìåðíûé ORF0657n, ôåðìåíòèðîâàëè
îäíîâðåìåííî ñ òðàíñôîðìàíòîì, ñîäåðæàùèì îáëàñòü ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3), â
èäåíòè÷íûõ óñëîâè õ. Ïðè ýòîì íàáëþäàëàñü ìåíåå çàìåòíà  äåãðàäàöè  çðåëîé
ýêñïðåññèðóåìîé â äðîææàõ îáëàñòè ORF0657nÍ.

Äë  îöåíêè ñòàáèëüíîñòè áåëêà îáðàçåö êëåòî÷íîãî ëèçàòà òðàíñôîðìàíòà 1-1, êîòîðûé
çàìîðàæèâàëè íà íåñêîëüêî äíåé, íî çàòåì íå îòòàèâàëè, áûë âêëþ÷åí â ãåëü (ôèã.7,
äîðîæêà 7). Ìîæíî âèäåòü, ÷òî öåëîñòíîñòü è êîëè÷åñòâî ýòîãî îáðàçöà àíàëîãè÷íû
öåëîñòíîñòè è êîëè÷åñòâó ñâåæèõ îáðàçöîâ (äîðîæêè 5 è 6). Îòñóòñòâèå äåãðàäàöèè è
ñòàáèëüíîñòè îáëàñòè ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3) ïîäòâåðæäàëè ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîò-
àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì êîçüåãî ïîëèêëîíàëüíîãî àíòèòåëà, âûðàáàòûâàåìîãî ïðîòèâ
ïîëíîðàçìåðíîãî ORF0657n E.coli (SEQ ID NO:28)(äàííûå íå ïðèâîä òñ ).

Îöåíêà êîëè÷åñòâà îáëàñòè ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3) ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîò-
àíàëèçà è îêðàøèâàíè  ãåë  êóìàññè ïîêàçàëà, ÷òî ýòî êîëè÷åñòâî ñîñòàâë ëî ~360
ìêã/ìë ñðåäû YEHD, à % îáùåãî áåëêà ñîñòàâë ë ~50%. Êîëè÷åñòâî ýòîé îáëàñòè,
ïðîäóöèðóåìîå â îïðåäåëåííîé ñðåäå, ñîñòàâë ëî 225 ìêã/ìë êóëüòóðàëüíîé ñðåäû, à %
îáùåãî áåëêà ñîñòàâë ë ~50%. Êîëè÷åñòâî îáëàñòè ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3) (350 ìêã/ìë)
è % îáùåãî áåëêà (50%) áûëè âûøå, ÷åì êîëè÷åñòâî ïîëíîðàçìåðíîé îáëàñòè ORF0657n
(SEQ ID NO:28, áåç êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêè)(10 ìêã/ìë) è % îáùåãî áåëêà (2,0%).

Ïðèìåð 12. Âíóòðèêëåòî÷íà  ýêñïðåññè  îáëàñòè ORF0657nG (SEQ ID NO:44) â S.
cerevisiae

Â íèæåñëåäóþùåì ïðèìåðå îöåíèâàëè âíóòðèêëåòî÷íóþ ýêñïðåññèþ ORF0657n-
ðîäñòâåííûõ ïîëèïåïòèäîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ÄÍÊ-êîíñòðóêöèè, êîäèðóþùåé îáëàñòü
ORF0657nG (SEQ ID NO:44). ORF0657nG (SEQ ID NO:44) ïðåäñòàâë åò ñîáîé óñå÷åííûé
âàðèàíò SEQ ID NO:2, â êîòîðîì îòñóòñòâóåò àìèíî-êîíöåâà  ñèãíàëüíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Â SEQ ID NO:44 ñîõðàí þòñ  N-êîíöåâîé ìåòèîíèí è àìèíîêèñëîòû
42-645 SEQ ID NO:2.

ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ îáëàñòü ORF0657nG (SEQ ID NO:44), îïòèìèçèðîâàííóþ äë 
ýêñïðåññèè â äðîææàõ, àìïëèôèöèðîâàëè èç pUnkCR1 (ïðèìåð 7) ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñëåäóþùèõ ñìûñëîâîãî è àíòèñìûñëîâîãî ïðàéìåðîâ ñîîòâåòñòâåííî 5'-
GGGGGGATCCCACAAAACAAAATGGCTGAAGAAACTGGTGG-3' (SEQ ID NO:102) è 5'-
GGGGGGGATCCTTAGTTCTTTCTCTTTCTTGG-3' (SEQ ID NO:103), ñîäåðæàùèõ
ôëàíêèðóþùèå ðåñòðèêöèîííûå BamHI-ñàéòû. Ñìûñëîâîé ïðàéìåð ñîäåðæàë 5'-
íåòðàíñëèðóåìóþ ëèäåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è êîäîí ATG, à àíòèñìûñëîâîé ïðàéìåð
ñîäåðæàë ÒÀÀ â êà÷åñòâå ñòîï-êîäîíà. Ïîëó÷åííûé 1,8 ò.ï.í-ïðîäóêò âûäåë ëè èç ãåë  è
êëîíèðîâàëè â âåêòîð ðÑR2.1 ÒÎÐÎ ÒÀ (INVITROGEN CORPORATION, Carlsbad, CA) â
ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè ïðîèçâîäèòåëåé è ïîëó÷àëè ïëàçìèäó pCR_iUC-L4. Àíàëèç
ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîäòâåðäèë ïðèñóòñòâèå îäíîé äåëåöèè ó 5'-êîíöà.

Êëîí ñî ñêîððåêòèðîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ïîëó÷àëè ïóòåì çàìåíû 1,3 ò.ï.í.-
HindIII-HindIII-ôðàãìåíòà pCR_iUC-S2.2, ñîäåðæàùåãî ñêîððåêòèðîâàííóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (ñì. ïðèìåð 11), íà ñîîòâåòñòâóþùèé ôðàãìåíò pCR_iUC-L4. 1,3 ò.ï.í-
ôðàãìåíò pCR_iUC-S2.2 è 4,4 ò.ï.í.-ôðàãìåíò pCR_iUC-L4 âûäåë ëè èç ãåë  è ëèãèðîâàëè.
Êëîí ñ íóæíûìè ôðàãìåíòàìè pCR_iUC-L îòáèðàëè è ñîîòâåòñòâóþùóþ îðèåíòàöèþ è
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîäòâåðæäàëè ñ ïîìîùüþ ñåêâåíèðîâàíè  ÄÍÊ. Çàòåì
1,8 ò.ï.í.-BamHI-ôðàãìåíò ñóáêëîíèðîâàëè â ðGAL110 ñ ïîëó÷åíèåì êîíñòðóêöèè piUC-L(-)
è ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîäòâåðæäàëè.

Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ îò piUC-L(-) èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè øòàììà 1260 S.
cerevisiae, ïðèâîä ùåé ê ïðîòîòðîôèè ïî ëåéöèíó (Leu+), êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 9.
Íåñêîëüêî äðîææåâûõ òðàíñôîðìàíòîâ ñêðèíèðîâàëè íà âíóòðèêëåòî÷íîå ïðîäóöèðîâàíèå
îáëàñòè ORF0657nG (SEQ ID NO:44) â óñëîâè õ ôåðìåíòàöèè è ðàçðóøåíè  êëåòîê,
îïèñàííûõ â ïðèìåðå 11. 0,25-0,5 ìêã áåëêà êëåòî÷íîãî ëèçàòà àíàëèçèðîâàëè íà
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ïðîäóöèðîâàíèå îáëàñòè ORF0657nG ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà, îïèñàííîãî â
ïðèìåðå 11. Âûäåëåííóþ èç E.coli îáëàñòü ORF0657nÍ (SEQ ID NO:4 ñ êàðáîêñè-êîíöåâîé
His-ìåòêîé) èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå êîëè÷åñòâåííîãî ñòàíäàðòà, à êëåòî÷íûé ëèçàò,
âûäåëåííûé èç êóëüòóðû E.coli, ïðîäóöèðóþùåé îáëàñòü ORF0657nG (SEQ ID NO:44 ñ
êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêîé) è ñòèìóëèðîâàííîé äë  ïðîäóöèðîâàíè  îáëàñòè
ORF0657nG, èñïîëüçîâàëè êàê êà÷åñòâåííûé ñòàíäàðò. Îáðàçöû ïîäâåðãàëè
ýëåêòðîôîðåçó â 4-15% ãðàäèåíòå òðèñ-HCl-ãåëåé Criterion (BIO-RAD, Hercules, CA) â 1õ
òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå ñ ÄÑÍ (BIO-RAD) â óñëîâè õ âîññòàíîâëåíè  è äåíàòóðàöèè. Ãåëè
ïîäâåðãàëè ýëåêòðîáëîòòèíãó íà 0,2-ìèêðîííûõ ìåìáðàííûõ ÏÂÄÔ-ôèëüòðàõ (BIO-RAD).

Áåëêè ïîäâåðãàëè èììóíîäåòåêöèè ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîòòèíãà ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïîëèêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ïðîòèâ âûäåëåííîãî èç E.coli ïîëíîðàçìåðíîãî ORF0657n (SEQ
ID NO:28, áåç êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêè) â êà÷åñòâå "ïåðâîãî" àíòèòåëà è
êîíúþãèðîâàííîãî ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà öåëîãî êîçüåãî àíòèòåëà ïðîòèâ ìûøèíûõ IgG (Í+
L)(ZYMED LABORATORIES, South San Francisco, CA) â êà÷åñòâå "âòîðîãî" àíòèòåëà. Ýòî
ïîëèêëîíàëüíîå àíòèòåëî ãåíåðèðîâàëè ïóòåì èììóíèçàöèè âûäåëåííîé èç E.coli
ïîëíîðàçìåðíîé îáëàñòüþ ORF0657n (SEQ ID NO:28). Ôèëüòðû îáðàáàòûâàëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà äë  õåìèëþìèíåñöåíöèè WESTERN LIGHTNINGTm

Chemiluminescence Reagent Plus Kit (PERKIN ELMER, Wellesley, MA).
Äë  ñðàâíåíè , îáëàñòü ORF0657nG (SEQ ID NO:44 ñ êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêîé)

êëîíèðîâàëè â ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð E.coli, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 1, è
ýêñïðåññèðîâàëè. Äë  ïðîäóöèðîâàíè  îáëàñòè ORF0657nG â E.coli êóëüòóðó-ïðîäóöåíò
êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è íà áóëüîíå LB, ñîäåðæàùåì 50 ìêã/ìë êàíàìèöèíà, ïðè
37îÑ. Íà ñëåäóþùèé äåíü 500 ìêë íî÷íîé êóëüòóðû èñïîëüçîâàëè äë  èíîêóë öèè 5,0 ìë
áóëüîíà LB ïëþñ 50 ìêã íà ìë êàíàìèöèíà. Ýòó êóëüòóðó âûðàùèâàëè ïðè 37îÑ â òå÷åíèå
ïðèáëèçèòåëüíî 3 ÷àñîâ äî òåõ ïîð, ïîêà OD600 íå äîñòèãàëà 0,6. Ýêñïðåññèþ
èíäóöèðîâàëè 1 ìÌ IPTG â òå÷åíèå 3,5 ÷àñîâ ïðè 37îÑ. Ýòè êëåòêè ñîáèðàëè è êëåòî÷íûé
îñàäîê õðàíèëè ïðè -80°Ñ. Ëèçàò E.coli ïîëó÷àëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàãåíòà äë 
ýêñòðàêöèè áåëêà (Bugbuster)(NOVAGEN, Madison, WI) â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì
ïðîèçâîäèòåë . Äë  îöåíêè ðàçìåðà áåëêà ïàðàëëåëüíî ïðîâîäèëè ýëåêòðîôîðåç
ïðåäâàðèòåëüíî îêðàøåííûõ ñòàíäàðòîâ ñ ìàññîé â ïðåäåëàõ 10-250 êÄà (BIO-RAD) è
ëèçàòîâ.

Èñõîä  èç íà÷àëüíîãî ñêðèíèíãà äðîææåâûõ òðàíñôîðìàíòîâ, îäèí òðàíñôîðìàíò
äðîææåâîãî øòàììà 1260, îáîçíà÷åííûé iUC-L3, áûë îòîáðàí êàê õîðîøèé ïðîäóöåíò
îáëàñòè ORF0657nG ïîñëå 72-÷àñîâîé ôåðìåíòàöèè â êîìïëåêñíîé ñðåäå YEHDG â êîëáàõ
äë  êóëüòèâèðîâàíè , êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 11. Ìàæîðíûé áåëîê, äåòåêòèðîâàííûé ëèáî ñ
ïîìîùüþ îêðàøèâàíè  êóìàññè, ëèáî àíòèòåëîì, èìåë ìîëåêóë ðíóþ ìàññó ~ 85 êÄà è
ìèãðèðîâàë âìåñòå ñ ýêñïðåññèðóåìîé â E.coli îáëàñòüþ ORF0657nG (SEQ ID NO:44, ñ
êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêîé). Ìîëåêóë ðíà  ìàññà îáëàñòè ORF0657nG,
ýêñïðåññèðóåìîé â E.coli, è îáëàñòè ORF0657nG, ýêñïðåññèðóåìîé â äðîææàõ, áûëà âûøå,
÷åì ìàññà, ïðåäñêàçàííà  â àíàëèçå, ïðîâåäåííîì àâòîðàìè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû
ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà. Äåòåêöè  ~85 êÄà-áåëêà áûëà ñïåöèôè÷åñêîé, òî åñòü ýòîò áåëîê íå
äåòåêòèðîâàëñ  â êëåòî÷íîì ëèçàòå òðàíñôîðìàíòà, ñîäåðæàùåãî òîëüêî âåêòîð ðGAL110.
Ñðåäíèé òèòð ORF0657nG, îïðåäåëåííûé ïîñëå ïðîâåäåíè  òðåõ Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçîâ,
ñîñòàâë ë 30 ìêã/ìë ñðåäû YEHDG, à îöåíåííûé % îáùåãî áåëêà ñîñòàâë ë 10,0 (ñì. íèæå
ïðèìåð 13).

Ïðèìåð 13: Óäàëåíèå ñèãíàëà ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè ïðèâîäèò ê
ïîâûøåíèþ óðîâí  âíóòðèêëåòî÷íîé ýêñïðåññèè

Ýôôåêò óäàëåíè  îäíîé Ñ-êîíöåâîé îáëàñòè ORF0657n, êîäèðóþùåé êëåòî÷íóþ
ñîðòàçó, è â êîìáèíàöèè ñ óäàëåíèåì N-êîíöåâîé ñèãíàëüíîé îáëàñòè îöåíèâàëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì îïòèìèçèðîâàííûõ ïî êîäîíàì ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíîâ ORF0657n,
SEQ ID NOs: 31, 32 è 45. SEQ ID NO:31 êîäèðóåò ïîëíîðàçìåðíóþ îáëàñòü ORF0657n. SEQ
ID NO:32 êîäèðóåò îáëàñòü ORF0657nÍ, â êîòîðîé îòñóòñòâóþò N-êîíöåâà  ñèãíàëüíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è Ñ-êîíöåâà  îáëàñòü ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè. SEQ ID
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NO:45 êîäèðóåò îáëàñòü ORF0657nG, â êîòîðîé îòñóòñòâóåò òîëüêî ñèãíàëüíà  ïåïòèäíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.

Îäèí òðàíñôîðìàíò, ýêñïðåññèðóþùèé ïîëíîðàçìåðíóþ îáëàñòü ORF0657n (SEQ ID NO:
28 áåç êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêè; òðàíñôîðìàíò rUnkC1), îäèí òðàíñôîðìàíò,
ýêñïðåññèðóþùèé îáëàñòü ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3, òðàíñôîðìàíò 1-1), è îäèí
òðàíñôîðìàíò, ýêñïðåññèðóþùèé îáëàñòü ORF0657nG (SEQ ID NO:44, òðàíñôîðìàíò iUC-
L3), ïîäâåðãàëè ôåðìåíòàöèè è ïîëó÷àëè êëåòî÷íûå ëèçàòû, êîòîðûå àíàëèçèðîâàëè, êàê
îïèñàíî â ïðèìåðå 11. Ðåïðåçåíòàòèâíûé Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ïðîèëëþñòðèðîâàí íà
ôèã.9. Êîëè÷åñòâî áåëêà êëåòî÷íîãî ëèçàòà, çàãðóæåííîãî íà ãåëü îò ðàçëè÷íûõ
òðàíñôîðìàíòîâ, íå áûëî îäèíàêîâûì, è ýòî áûëî ñäåëàíî äë  òîãî, ÷òîáû
êîìïåíñèðîâàòü ðàçëè÷íûå óðîâíè ýêñïðåññèè òðåõ êîíñòðóêöèé, êîäèðóþùèõ îáëàñòè
ORF0657n. Â êàæäîì ñëó÷àå áûëè çàãðóæåíû ðàçëè÷íûå êîëè÷åñòâà ïî êðàéíåé ìåðå äâóõ
áåëêîâ êëåòî÷íîãî ëèçàòà îò êàæäîãî èç ORF0657n-ñîäåðæàùèõ òðàíñôîðìàíòîâ.

Òèïè÷íûå ðåçóëüòàòû, óêàçûâàþùèå íà òî, ÷òî îáëàñòü ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3)
ýêñïðåññèðîâàëàñü íà ãîðàçäî áîëåå âûñîêîì óðîâíå, ÷åì ïîëíîðàçìåðíà  îáëàñòü
ORF0657n (SEQ ID NO:28 áåç êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêè) èëè îáëàñòü ORF0657nG (SEQ
ID NO:44), ïðåäñòàâëåíû íà ôèã.9. Çàìåòíûé ñèãíàë äåòåêòèðîâàëñ  ëèøü îò 50 è 100 íã
áåëêà êëåòî÷íîãî ëèçàòà ïðîäóöåíòîâ îáëàñòè ORF0657nÍ, êàê ïîêàçàíî íà äîðîæêàõ 11 è
12. Äë  ñðàâíåíè  èñïîëüçîâàëè 1,0 è 2,0 ìêã áåëêà êëåòî÷íîãî ëèçàòà ïðîäóöåíòà
ïîëíîðàçìåðíîé îáëàñòè ORF0657nÑ, äîðîæêè 7 è 8, ñîîòâåòñòâåííî. Õîðîøèé ñèãíàë îò
îáëàñòè ORF0657nG äåòåêòèðîâàëñ  ñ ìåíüøèì êîëè÷åñòâîì áåëêà, ïðè çàãðóçêå 250 è 500
íã áåëêà, êàê âèäíî íà äîðîæêàõ 14 è 15.

Â òàáëèöå 5 ïðîèëëþñòðèðîâàíî ñðàâíåíèå ñðåäíåãî òèòðà êàæäîé èç òðåõ ÎÐÑ è %
îáùåãî áåëêà, îïðåäåëåííûõ îò òðåõ íåçàâèñèìûõ Âåñòåðí-áëîòîâ. Äë  êàæäîãî Âåñòåðí-
áëîòà ïîëó÷àëè ñâåæèå êëåòî÷íûå ëèçàòû. Ñðåäíèå âåëè÷èíû ïðåäñòàâë þò ñîáîé
ðåçóëüòàòû îò äâóõ íåçàâèñèìûõ ôåðìåíòàöèé. Êîëè÷åñòâî ñïåöèôè÷åñêîãî ORF0657n
îïðåäåë ëè ïî îòíîøåíèþ ê î÷èùåííîìó ñòàíäàðòó ORF0657nÍ E.coli (SEQ ID NO:4 ñ
êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêîé).

Òàáëèöà 5

Ïðîäóöèðóåìûé ORF0657n Òèòð, ìêã/ìë ñðåäû YEHDG % îáùåãî áåëêà

Ñ 10,0 4,0

G 30, 10,0

Í 425,0 80,0

Óäàëåíèå ñèãíàëüíîé ïåïòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ %
îáùåãî áåëêà è ê 2,5-3-êðàòíîìó óâåëè÷åíèþ òèòðà, êàê áûëî îïðåäåëåíî ïóòåì ñðàâíåíè 
ýêñïðåññèè ïîëíîðàçìåðíîé îáëàñòè ORF0657n (SEQ ID NO:28 áåç êàðáîêñè-êîíöåâîé His-
ìåòêè) è îáëàñòè ORF0657nG (SEQ ID NO:44). Óäàëåíèå ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà è ñèãíàëà
ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè ïðèâîäèëî ê 8-14-êðàòíîìó óâåëè÷åíèþ óðîâí 
ýêñïðåññèè ïî ñðàâíåíèþ ñ óäàëåíèåì òîëüêî ñèãíàëüíîé ïåïòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
(ïðè ñðàâíåíèè îáëàñòåé G è Í) è ê 20-42,5-êðàòíîìó óâåëè÷åíèþ óðîâí  ýêñïðåññèè ïî
ñðàâíåíèþ ñ óäàëåíèåì ïîëíîðàçìåðíîãî áåëêà (ïðè ñðàâíåíèè îáëàñòåé Ñ è Í). Âåëè÷èíà
ïîâûøåíè  óðîâí  ýêñïðåññèè ïîñëå óäàëåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîðòèðîâêè áåëêîâ
êëåòî÷íîé ñòåíêè íå áûëà ïðåäñêàçàíà.

Ïðèìåð 14: Âíóòðèêëåòî÷íà  ýêñïðåññè  îáëàñòè ORF0657nI â S. cerevisiae
ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ îáëàñòü ORF0657nI ñ êîäîíàìè, îïòèìèçèðîâàííûìè äë  ýêñïðåññèè â

äðîææàõ (SEQ ID NO:33), àìïëèôèöèðîâàëè èç pUnkCR1 (ïðèìåð 7) ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñëåäóþùèõ ñìûñëîâîãî è àíòèñìûñëîâîãî ïðàéìåðîâ ñîîòâåòñòâåííî: 5'-
CTCCGGATCCCACAAAACAAAATGGCTGAAGAAACTGGT-3' (SEQ ID NO:104) è 5'-
GCTGCCGGGATCCTTATGGGGTTGGCTTAGATGGGGTAG-3' (SEQ ID NO:105), ñîäåðæàùèõ
ôëàíêèðóþùèå ðåñòðèêöèîííûå BamHI-ñàéòû (ïîä÷åðêíóòû). Ñìûñëîâîé ïðàéìåð
ñîäåðæèò 5'-íåòðàíñëèðóåìóþ ëèäåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è êîäîí ATG, à
àíòèñìûñëîâîé ïðàéìåð ñîäåðæèò ÒÀÀ â êà÷åñòâå ñòîï-êîäîíà. Ïîëó÷åííûé 1,3 ò.ï.í-
ïðîäóêò âûäåë ëè èç ãåë  è êëîíèðîâàëè â âåêòîð ðGAL110 (ôèã.5À) ñ ïîëó÷åíèåì
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êîíñòðóêöèè piUC-I (ôèã.5Â) è ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîäòâåðæäàëè.
Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ îò piUC-I èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè øòàììà 1260 S. cerevisiae,

ïðèâîä ùåé ê ïðîòîòðîôèè ïî ëåéöèíó (Leu+), êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 9. Òðè
Leu+-òðàíñôîðìàíòà ñêðèíèðîâàëè íà âíóòðèêëåòî÷íîå ïðîäóöèðîâàíèå îáëàñòè
ORF0657nI (SEQ ID NO:1) â ëàáîðàòîðíûõ óñëîâè õ ôåðìåíòàöèè (5,0 ìë êóëüòóðû), êàê
îïèñàíî â ïðèìåðå 9.

Ïðîäóöèðîâàíèå óêàçàííîé îáëàñòè ñðàâíèâàëè ñ ïðîäóöèðîâàíèåì îáëàñòè
ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3) òðàíñôîðìàíòîì 1-1 S. cerevisiae (ñì. ïðèìåð 11). Êëåòî÷íûå
ëèçàòû ïîëó÷àëè, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 9, è 100 è 200 íã áåëêà äðîææåâîãî êëåòî÷íîãî
ëèçàòà àíàëèçèðîâàëè íà ïðîäóöèðîâàíèå ORF0657nI è ORF0657nÍ ñ ïîìîùüþ
ïîëóêîëè÷åñòâåííîãî Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà, îïèñàííîãî â ïðèìåðå 11. Âûäåëåííûé èç
E.coli ORF0657nÍ (SEQ ID NO:4 ñ êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêîé) èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå
êîëè÷åñòâåííîãî ñòàíäàðòà. Îáðàçöû ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â 10-20% ãðàäèåíòå òðèñ-
HCl-ãåëåé Criterion (BIO-RAD, Hercules, CA) â 1õ òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå ñ ÄÑÍ (BIO-
RAD) â óñëîâè õ âîññòàíîâëåíè  è äåíàòóðàöèè. Ãåëè ïîäâåðãàëè ýëåêòðîáëîòòèíãó íà 0,2-
ìèêðîííûõ ìåìáðàííûõ ÏÂÄÔ-ôèëüòðàõ (BIO-RAD). Áåëêè ïîäâåðãàëè èììóíîäåòåêöèè ñ
ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîòòèíãà ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîëèêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ïðîòèâ
âûäåëåííîãî èç E.coli ïîëíîðàçìåðíîãî ORF0657n (SEQ ID NO:28) â êà÷åñòâå "ïåðâîãî"
àíòèòåëà è êîíúþãèðîâàííîãî ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà öåëîãî êîçüåãî àíòèòåëà ïðîòèâ
ìûøèíûõ IgG (Í+L)(ZYMED LABORATORIES, South San Francisco, CA) â êà÷åñòâå "âòîðîãî"
àíòèòåëà. Ïîëèêëîíàëüíîå àíòèòåëî ãåíåðèðîâàëè ïóòåì èììóíèçàöèè âûäåëåííîé èç
E.coli ïîëíîðàçìåðíîé îáëàñòüþ ORF0657n (SEQ ID NO:28). Ôèëüòðû îáðàáàòûâàëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà äë  õåìèëþìèíåñöåíöèè WESTERN LIGHTNINGTm

Chemiluminescence Reagent Plus Kit (PERKIN ELMER, Wellesley, MA). Äë  îöåíêè ðàçìåðà
áåëêà ïàðàëëåëüíî ïðîâîäèëè ýëåêòðîôîðåç ïðåäâàðèòåëüíî îêðàøåííûõ ñòàíäàðòîâ ñ
ìàññîé â ïðåäåëàõ 10-250 êÄà è (BIO-RAD) ëèçàòîâ.

Íà ôèã.11 ïðåäñòàâëåí ðåçóëüòàò 72-÷àñîâîé ôåðìåíòàöèè â êîìïëåêñíîé ñðåäå YEHDG
â ïðîáèðêàõ äë  êóëüòèâèðîâàíè . Áûë äåòåêòèðîâàí ñèëüíûé ñèãíàë ýêñïðåññèðóåìîé â
äðîææàõ îáëàñòè ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3), êàê ïîêàçàíî íà äîðîæêàõ 5, 6, 14, 15, 21 è
22. ~60 êÄà-áåëîê â òðàíñôîðìàíòàõ, ñêîíñòðóèðîâàííûõ äë  ýêñïðåññèè ORF0657nI (SEQ
ID NO:1), òàêæå ëåãêî äåòåêòèðîâàëñ , êàê ïîêàçàíî íà äîðîæêàõ 7-12 è 16-21.
Ýêñïðåññèðóåìûé â äðîææàõ ORF0657nI (SEQ ID NO:1) ìèãðèðîâàë âìåñòå ñ îáëàñòüþ
ORF0657nI, ýêñïðåññèðóåìîé è âûäåëåííîé èç E.coli (SEQ ID NO:5 ñ êàðáîêñè-êîíöåâîé
His-ìåòêîé) (äàííûå íå ïðèâîä òñ ). Ìîëåêóë ðíà  ìàññà îáëàñòè ORF0657nI,
ýêñïðåññèðóåìîé â E.coli, è îáëàñòè ORF0657nI, ýêñïðåññèðóåìîé â äðîææàõ, áûëà âûøå,
÷åì ìàññà, ïðåäñêàçàííà  â àíàëèçå, ïðîâåäåííîì àâòîðàìè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû
ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà. 60 êÄà-áåëîê, äåòåêòèðîâàííûé â òðàíñôîðìàíòàõ,
ñêîíñòðóèðîâàííûõ äë  ýêñïðåññèè îáëàñòè ORF0657nI (SEQ ID NO:1), áûë
ñïåöèôè÷åñêèì, òî åñòü ýòîò áåëîê íå äåòåêòèðîâàëñ  â êëåòî÷íîì ëèçàòå îò
êîíòðîëüíîãî òðàíñôîðìàíòà, ñîäåðæàùåãî òîëüêî âåêòîð (äîðîæêè 4 è 13).

Êîëè÷åñòâî îáëàñòåé ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3) è ORF0657nI (SEQ ID NO:1) íà ãåëå
îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïîëóêîëè÷åñòâåííîãî Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà ïóòåì ñðàâíåíè  ñ
èçâåñòíûì êîëè÷åñòâîì î÷èùåííîãî ORF0657nÍ (SEQ ID NO:4 ñ êàðáîêñè-êîíöåâîé His-
ìåòêîé). Òèòðû è ïðîöåíò îáùåãî áåëêà âû÷èñë ëè êàê ñðåäíþþ âåëè÷èíó, îïðåäåëåííóþ
èñõîä  èç ëèçàòîâ, âç òûõ â äóáëèêàòå, ñîäåðæàùèõ äâà ðàçëè÷íûõ êîëè÷åñòâà áåëêà â
ãåëå. Âîëþìåòðè÷åñêèå òèòðû îáëàñòè ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3), îïðåäåëåííûå äë 
ñâåæåôåðìåíòèðîâàííîãî îáðàçöà è çàìîðîæåííîãî êëåòî÷íîãî ëèçàòà, áûëè ñðàâíèìûìè,
ò.å. îíè ñîñòàâë ëè ~500 è ~550 ìêã/ìë êóëüòóðàëüíîé ñðåäû, à òèòð îáëàñòè ORF0657nI
(SEQ ID NO:1) ñîñòàâë ë 320 ìêã íà 1 ìë êóëüòóðàëüíîé ñðåäû (òèòð îáëàñòè ORF0657nI
äë  òðàíñôîðìàíòà II). Âû÷èñëåííûé ïðîöåíò îáëàñòè ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3)
ñîñòàâë ë 78% è 80% îò îáùåãî áåëêà ñîîòâåòñòâåííî, à ïðîöåíò îáëàñòè ORF0657nI (SEQ
ID NO:1) ñîñòàâë ë 45% îò îáùåãî áåëêà.

Òàêèì îáðàçîì, îáëàñòü ORF0657nI õîðîøî ýêñïðåññèðîâàëàñü â S. cerevisiae, ïðè ýòîì

Ñòðàíèöà: 39

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 337 108 C2

åå òèòð áûë ïðèìåðíî â 1,5 ðàç íèæå òèòðà îáëàñòè ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3), à % îáùåãî
áåëêà áûë íèæå ïðèìåðíî â 1,3 ðàçà. Õîðîøà  ýêñïðåññè  îáëàñòè ORF0657nI â äðîææàõ
áûëà ïîäòâåðæäåíà ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíè  êóìàññè ÄÑÍ-ÏÀÀÃ-ãåë , ñîäåðæàùåãî
êëåòî÷íûå ëèçàòû. Ýêñïðåññè  îáëàñòè ORF0657nI â ñðåäå YEDHG áûëà ìàñøòàáèðóåìîé:
ïðîäóöèðîâàíèå â øåéêåðíûõ êîëáàõ åìêîñòüþ ëèáî 125 ìë, ëèáî 2 ë áûëî ñðàâíèìî ñ
ïðîäóöèðîâàíèåì ïðè ëàáîðàòîðíîé ýêñïðåññèè â êóëüòóðàëüíûõ ïðîáèðêàõ.

Îáëàñòü ORF0657nI (SEQ ID NO:1) òàêæå õîðîøî ýêñïðåññèðîâàëàñü â îïðåäåëåííîé 5Õ
ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé ëåéöèíà (â ñðåäå, îïèñàííîé â ïðèìåðå 9). Òèòð ýòîé îáëàñòè áûë
âñåãî â ~1,5 ðàç íèæå, ÷åì òèòð óêàçàííîé îáëàñòè â êîìïëåêñíîé ñðåäå YEHDG, à %
îáùåãî áåëêà áûë ñðàâíèì â îáåèõ ñðåäàõ. Öåëîñòíîñòü ORF0657nI â îáåèõ ñðåäàõ áûëà
õîðîøåé, è êàêîé-ëèáî çàìåòíîé äåãðàäàöèè íå íàáëþäàëîñü. Óðîâåíü ïðîäóöèðîâàíè 
îáëàñòè ORF0657nI ÷åðåç 72 ÷àñà áûë âûøå, ÷åì óðîâåíü ïðîäóöèðîâàíè  â êîìïëåêñíîé
ñðåäå è â 5õ ñðåäå áåç ëåéöèíà ÷åðåç 96 ÷àñîâ, êàê áûëî îáíàðóæåíî ïðè òåñòèðîâàíèè â
øåéêåðíûõ êîëáàõ-ôåðìåíòåðàõ.

Ïðèìåð 15: Êðóïíîìàñøòàáíà  ôåðìåíòàöè  äðîææåâîãî øòàììà, ïðîäóöèðóþùåãî
ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3)

Çàìîðîæåííûé ïîñåâíîé ìàòåðèàë äðîææåâîãî øòàììà 1-1 (øòàììà 1260,
òðàíñôîðìèðîâàííîãî ïëàçìèäîé piUC-S(-), îïèñàííîãî â ïðèìåðå 11) èñïîëüçîâàëè äë 
êðóïíîìàñøòàáíîé ôåðìåíòàöèè è î÷èñòêè. Ñîñóä ñ ïîñåâíûì ìàòåðèàëîì îòòàèâàëè è 1,0
ìë èñïîëüçîâàëè äë  èíîêóë öèè 250 ìë-êîëáû Ýðëåíìåéåðà, ñîäåðæàùåé 50 ìë
ñåëåêòèâíîé ñðåäû áåç ëåéöèíà (5Õ Leu--ñðåäû, Bayne et al., Gene 66(2):235-44, 1988),
ñîäåðæàùåé 4% ãëþêîçó. Ñîäåðæèìîå êîëáû èíêóáèðîâàëè ïðè 28°Ñ, 250 îá/ìèí, íà
ðîòîðíîì øåéêåðå. ×åðåç 24 ÷àñà (23,5 ã/ë îñòàòî÷íîé ãëþêîçû) â 2-ëèòðîâóþ êîëáó,
ñîäåðæàùóþ 877 ìë òîé æå ñðåäû, äîáàâë ëè 13 ìë-îáúåì êóëüòóðû. È ñíîâà êîëáó
èíêóáèðîâàëè ïðè 28°Ñ è ïåðåìåøèâàëè ïðè 250 îá/ìèí. ×åðåç 24 ÷àñà (4,04 ã/ë
îñòàòî÷íîé ãëþêîçû) ñîäåðæàíèå 2-ëèòðîâîé êîëáû èñïîëüçîâàëè äë  èíîêóë öèè 20-
ëèòðîâîãî ðåàêòîðà, ñîäåðæàùåãî ñðåäó ñ îïðåäåëåííûì õèìè÷åñêèì ñîñòàâîì (Oura,
Biotechnol. Bioengineer. 16:1197, 1974), êîòîðà  áûëà îïòèìèçèðîâàíà äë  èñïîëüçóåìûõ
øòàììîâ. Ýòà ñðåäà ñîäåðæàëà 20 ã/ë ãëþêîçû, à çàòåì â íåå äîáàâë ëè 25 ã/ë ãàëàêòîçû
äë  èíäóöèðîâàíè . Ðåàêòîð ðàáîòàë ïðè 28°Ñ, 4,7 ë/ìèí, 15 ôóíò/êâ.äþéì è 300 îá/ìèí.
Â ýòèõ óñëîâè õ ðàñòâîðåííûé êèñëîðîä ïîääåðæèâàëè íà óðîâíå íàñûùåíè  áîëåå ÷åì
30%. Çàòåì ïðîâîäèëè ìîíèòîðèíã êëåòî÷íîãî ðîñòà íà óòèëèçàöèþ ãëþêîçû, îïòè÷åñêóþ
ïëîòíîñòü (À600 íì, 1 ñì-êþâåòû), ñóõóþ ìàññó êëåòîê, óòèëèçàöèþ ãàëàêòîçû è íà
ïðîäóöèðîâàíèå ýòàíîëà. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðîäîëæàëè â òå÷åíèå 90 ÷àñîâ äî òåõ ïîð,
ïîêà À600 íå äîñòèãàëà 33,9, à ñóõà  ìàññà êëåòîê íå ñîñòàâë ëà 17,5 ã/ë.

Êóëüòóðó ñîáèðàëè ïóòåì ôèëüòðàöèè â òàíãåíöèàëüíîì ïîòîêå íà ôèëüòðå èç ïîëîãî
âîëîêíà (êàðòðèäæ AMICON H5MP01-43) è íà ïîäñòàâêå äë  ñáîðà AMICON DC-10
(MILLIPORE, Billerica, MA). Çàòåì ïåðìåàò îòáðàñûâàëè è êëåòêè êîíöåíòðèðîâàëè,
ïîäâåðãàëè äèàôèëüòðàöèè PBS è ñîáèðàëè ïóòåì öåíòðèôóãèðîâàíè  ïðè 8000
îá/ìèí, 4°Ñ â òå÷åíèå 20 ìèíóò ñ èñïîëüçîâàíèåì öåíòðèôóãè RC Sorvall Evolution (ðîòîð
SLA-3000). Êëåòêè õðàíèëè ïðè -70°Ñ.

Äë  îöåíêè ïðîäóöèðîâàíè  ORF0657nÍ øòàììîì 1-1 ïðè êðóïíîìàñøòàáíîé
ôåðìåíòàöèè êëåòî÷íûå ëèçàòû ïîëó÷àëè èç ñîáðàííîé êóëüòóðû ñ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòüþ
OD600 = 10 åäèíèö, êàê áûëî ïîäðîáíî îïèñàíî â ïðèìåðå 11 (ðåçóëüòàòû íå ïðèâîä òñ ).
Òàêæå îöåíèâàëè ïðîäóöèðîâàíèå ORF0657nÍ â øåéêåðíîé êîëáå-ôåðìåíòåðå (72 ÷àñà,
êîìïëåêñíà  ñðåäà YEHDG). Ðåçóëüòàòû Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà (îñóùåñòâë åìîãî, êàê
îïèñàíî â ïðèìåðå 11) ïîêàçàëè, ÷òî áåëîê, ïðîäóöèðîâàííûé ïðè êðóïíîìàñøòàáíîé
ôåðìåíòàöèè, ìèãðèðîâàë âìåñòå ñ ORF0657nÍ, ïðîäóöèðîâàííûì â øåéêåðíîé êîëáå-
ôåðìåíòåðå (ðåçóëüòàòû íå ïðèâîä òñ ). Áûëî îïðåäåëåíî, ÷òî òèòð ORF0657nÍ,
ïðîäóöèðîâàííîãî ïðè êðóïíîìàñøòàáíîé ôåðìåíòàöèè (20 ë), ñîñòàâë ë 739 ìêã/ìë, à %
îáùåãî áåëêà ñîñòàâë ë 55% ïî ñðàâíåíèþ ñ ôåðìåíòàöèåé â øåéêåðíûõ êîëáàõ, ãäå òèòð
ORF0657nÍ ñîñòàâë ë 732 ìêã/ìë, à % îáùåãî áåëêà ñîñòàâë ë 58% (îöåíêà ïðîâîäèëàñü
ìåòîäîì ïîëóêîëè÷åñòâåííîãî Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà, îïèñàííîãî â ïðèìåðå 11). Ýòè
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ðåçóëüòàòû ïîäòâåðäèëè, ÷òî ïðîäóöèðîâàíèå ORF0657n â äðîææàõ ìîæåò áûòü óâåëè÷åíî.
Ïðèìåð 16: Çàùèòíûé èììóíèòåò, âûçûâàåìûé ORF0657n-ðîäñòâåííûìè

ïîëèïåïòèäàìè, ïðîäóöèðóåìûìè â äðîææàõ
Ñïîñîáíîñòü ORF0657n-ðîäñòâåííûõ ïîëèïåïòèäîâ, ïðîäóöèðóåìûõ â äðîææàõ,

âûçûâàòü çàùèòíûé èììóíèòåò îöåíèâàëè ïî ýêñïðåññèè ïîëèïåïòèäà SEQ ID NO:3 â
äðîææàõ. Â êà÷åñòâå êîíòðîë  èñïîëüçîâàëè E.coli, êîòîðà  ýêñïðåññèðóåò
ïîëíîðàçìåðíûé ORF0657nÑ (SEQ ID NO:28), ORF0657nÍ (SEQ ID NO:4 ñ êàðáîêñè-
êîíöåâîé His-ìåòêîé) è ORF0657nI (SEQ ID NO:5 ñ êàðáîêñè-êîíöåâîé His-ìåòêîé), è îäèí
ëèøü àäúþâàíò.

ORF0657n-ðîäñòâåííûé ïîëèïåïòèä SEQ ID NO:3 ïîëó÷àëè èç äðîææåé è èñïîëüçîâàëè
ó æèâîòíîãî-ìîäåëè äë  èíäóêöèè çàùèòíîãî èììóíèòåòà. Ïîëèïåïòèä SEQ ID NO:3
ýêñïðåññèðîâàëè, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 11.

Çàìîðîæåííûå êëåòêè ðåêîìáèíàíòíîãî S. cerevisiae, ýêñïðåññèðóþùåãî ORF0657nÍ
(SEQ ID NO:3), ðåñóñïåíäèðîâàëè â 5 ìë íà ãðàìì ñûðîé êëåòî÷íîé ìàññû â 0,2Ì MOPS,
ðÍ 7,0, ñ èíãèáèòîðàìè ïðîòåàçû (áåç EDTA). Ëèçàò ïîëó÷àëè ïóòåì ÷åòûðåõ ïàññàæåé
÷åðåç ìèêðîôëþèäèçàòîð ïðè 14000 ôóíò/êâ.äþéì (Microfluidics Model 110S). Çàòåì ëèçàò
îñâåòë ëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (10000×g, 20 ìèíóò, 2-8°Ñ), ïîñëå ÷åãî ïðîâîäèëè ãðóáóþ
ôèëüòðàöèþ (÷åðåç ñòåêëîâîëîêîííûé ïðåäâàðèòåëüíûé ôèëüòð, Millipore) è òîíêóþ
ôèëüòðàöèþ (÷åðåç 0,2 ìêì àöåòàòà öåëëþëîçû, Whatman).

Îñâåòëåííûé ëèçàò ôðàêöèîíèðîâàëè íà ýêñêëþçèîííîé õðîìàòîãðàôè÷åñêîé êîëîíêå
(SEC)(Pharmacia HiPrep 26/60 Sephacryl S-300 HR, ïîäâèæíà  ôàçà: 0,2Ì MOPS, pH 7,0).
Ôðàêöèè àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â ÄÑÍ-ÏÀÀÃ ñ îêðàøèâàíèåì êóìàññè è
Âåñòåðí-áëîòòèíãîì ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèñûâîðîòêè ïðîòèâ áåëêà ORF0657n (ïðîòèâ
ïîëíîðàçìåðíîãî ORF0657n, SEQ ID NO:28). Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå ïðîäóêò, îáúåäèí ëè.

SEC-ïðîäóêò ïîäâåðãàëè ñòåðèëüíîé ôèëüòðàöèè ÷åðåç 0,2 ìêì àöåòàòà öåëëþëîçû â
àñåïòè÷åñêèõ óñëîâè õ. ×èñòîòà ñòåðèëüíî îòôèëüòðîâàííîãî ïðîäóêòà ñîñòàâë ëà ≥94%
èëè âûøå ïðè îöåíêå ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â ÄÑÍ-ÏÀÀÃ è Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà.
Ñòåðèëüíî îòôèëüòðîâàííûé ïðîäóêò ðàçâîäèëè äî 0,2 ìã/ìë äîáàâëåíèåì ÀÍÐ è
òèìåðîçàëà.

Ñïîñîáíîñòü ORF0657n-ðîäñòâåííûõ ïîëèïåïòèäîâ, ïðîäóöèðóåìûõ â äðîææàõ,
âûçûâàòü çàùèòíûé èììóíèòåò ïðîèëëþñòðèðîâàíà íà ôèã.10. Ýêñïðåññèðóåìûé â
äðîææàõ ORF0657nÍ (SEQ ID NO:3) ïðîäóöèðîâàë çàùèòíûé èììóíèòåò, ýêâèâàëåíòíûé
èììóíèòåòó, ïðîäóöèðóåìîìó ïîëèïåïòèäàìè, ýêñïðåññèðóåìûìè â E.coli.

Òàêæå áûëè ïîëó÷åíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå â ýêñïåðèìåíòå ñ äðîææàìè,
ýêñïðåññèðóþùèìè ORF0657nI. Äðîææè, ýêñïðåññèðóþùèå ORF0657nI, îáåñïå÷èâàëè
çàùèòó ìûøåé ICR, ìûøåé BALB/C, â ñî÷åòàíèè ñ ýíäîòîêñèíîì, íî íå îáåñïå÷èâàëè
çàùèòó ìûøàì BALB/C áåç ýíäîòîêñèíà (ñì. òàáëèöó 6).

Òàáëèöà 6

Ìûøè BALB/C Ìûøè ICR

Ýêñïðåññè  â äðîææàõ + ýíäîòîêñèí Ýêñïðåññè  â äðîææàõ - ýíäîòîêñèí Ýêñïðåññè  â äðîææàõ

ORF065nI Çàùèòà Íåò çàùèòû Çàùèòà

Ñàì ïî ñåáå ýíäîòîêñèí íå äàâàë çàùèòíîé ðåàêöèè. Â êàæäîì ñëó÷àå â êà÷åñòâå
àäúþâàíòà èñïîëüçîâàëè ãèäðîêñèôîñôàò àëþìèíè .

Ïðîöåäóðû î÷èñòêè äë  ïîëó÷åíè  ORF0657nI E.coli äàâàëè ïðîäóêò, ñîäåðæàùèé êàê
ORF0657nI, òàê è ýíäîòîêñèí. Äðîææè, ïðîäóöèðóþùèå ORF0657nI, íå ñîäåðæàëè
ýíäîòîêñèí. Òàêèì îáðàçîì, íà ìîäåëè BALB/C ìûøåé áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýíäîòîêñèí äàåò
äîïîëíèòåëüíûé ýôôåêò äë  ORF0657nI.

Ïðèìåð 17: Àíàìíåñòè÷åñêèé îòâåò ó ïðèìàòîâ çà èñêëþ÷åíèåì ÷åëîâåêà
Òðè ãðóïïû ìàêàê ðåçóñîâ èììóíèçèðîâàëè ëèáî ïðîäóöèðóåìûì â äðîææàõ ORF0657n-

ðîäñòâåííûì ïîëèïåïòèäîì (ORF0657nH, SEQ ID NO:3), ëèáî ïðîäóöèðóåìûì â E.coli
ÎÐÃ0657ï-ðîäñòâåííûì ïîëèïåïòèäîì (ïîëíîðàçìåðíûì ORF0657n, SEQ ID NO:28),
ïîëó÷åííûìè ñ ÀÍÐ èëè áåç íåãî. Îáåçü íàì â âàêöèíèðóåìîé ãðóïïå ââîäèëè
âíóòðèìûøå÷íî 50 ìêã ORF0657n-ðîäñòâåííûõ ïîëèïåïòèäîâ.
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Êàê ïîêàçàíî íà ôèã.12, ó æèâîòíûõ, ïîäâåðãíóòûõ âàêöèíàöèè, íàáëþäàëñ  îòâåò ïîñëå
ââåäåíè  îäíîé äîçû, ïðè ýòîì ó ýòèõ æèâîòíûõ íàáëþäàëîñü 3-6-êðàòíîå óâåëè÷åíèå
ãåîìåòðè÷åñêè ñðåäíèõ òèòðîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ íèçêèìè èñõîäíûìè òèòðàìè, ÷òî ïîçâîë åò
ïðåäïîëîæèòü îá èíäóöèðîâàíèè àíàìíåñòè÷åñêîãî îòâåòà. Â îòëè÷èå îò ýòîãî
ãåîìåòðè÷åñêè ñðåäíèå òèòðû ó æèâîòíûõ êîíòðîëüíîé ãðóïïû îñòàâàëèñü íà òîì æå óðîâíå
(ñ íåêîòîðîé âàðèàáåëüíîñòüþ ïðè àíàëèçå ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåëà). Ïîñëå ââåäåíè 
âòîðîé äîçû âàêöèíû âàêöèíèðóåìîé ãðóïïå è êîíòðîëüíîé ãðóïïå ãåîìåòðè÷åñêè ñðåäíèå
òèòðû î÷åíü ìàëî èçìåí ëèñü ïî ñðàâíåíèþ ñ òèòðàìè, êîòîðûå íàáëþäàëèñü ïîñëå
ââåäåíè  ïåðâîé äîçû.

Äë  ìîíèòîðèíãà èíäóöèðîâàíè  ãóìîðàëüíîãî îòâåòà ïîñëå ââåäåíè  òîëüêî îäíîé
äîçû ãðóïïó, êîòîðîé ââîäèëè ýêñïðåññèðóåìóþ â äðîææàõ îáëàñòü ORF0657nH (SEQ ID
NO:3) íàáëþäàëè â òå÷åíèå 3 ìåñ öåâ (äî îêîí÷àíè  èñïûòàíè ). Òèòðû àíòèòåë
ïðîäîëæàëè óâåëè÷èâàòüñ  ÷åðåç 9 äíåé, äîñòèãà  óðîâíåé, êîòîðûå íå ïîâûøàëèñü äàæå
ïîñëå ââåäåíè  2 èëè 3 äîç âàêöèíû.

Ýòè íàáëþäåíè  äàþò îñíîâàíèå ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îäíà äîçà âàêöèíû ìîæåò
èíäóöèðîâàòü çíà÷èòåëüíûå è óñòîé÷èâûå ãóìîðàëüíûå îòâåòû ïîñëå åñòåñòâåííîé
ñòèìóë öèè èììóííîé ñèñòåìû, âåðî òíî, îáóñëîâëåííîé âíåøíèì âîçäåéñòâèåì
ìèêðîîðãàíèçìà S. aureus. Íàáëþäåíèå èñõîäíûõ òèòðîâ àíòèòåëà ó ÷åëîâåêà ïîêàçàëî
ïðèñóòñòâèå íèçêèõ òèòðîâ àíòèòåë ïðîòèâ ORF0657n âî âñåõ ïðîòåñòèðîâàííûõ îáðàçöàõ
(äàííûå íå ïðèâîä òñ ).

Îáúåì íèæåñëåäóþùåé ôîðìóëû èçîáðåòåíè  âêëþ÷àåò è äðóãèå âàðèàíòû åãî
îñóùåñòâëåíè . Õîò  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå ïðîèëëþñòðèðîâàíî è îïèñàíî íà íåñêîëüêèõ
åãî âàðèàíòàõ, â íåãî ìîãóò áûòü âíåñåíû ðàçëè÷íûå ìîäèôèêàöèè, íå âûõîä ùèå çà
ðàìêè îáúåìà è ñóùíîñòè èçîáðåòåíè .

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ïî ñóùåñòâó î÷èùåííûé ïîëèïåïòèäíûé èììóíîãåí, ñïîñîáíûé âûçûâàòü çàùèòíûé

èììóííûé îòâåò ïðîòèâ Staphylococcus aureus, ñîäåðæàùèé àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïî êðàéíåé ìåðå íà 90% èäåíòè÷íà SEQ ID NO:1, ïðè÷åì,
åñëè óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ñîäåðæèò îäíó èëè íåñêîëüêî äîïîëíèòåëüíûõ ïîëèïåïòèäíûõ
îáëàñòåé, òî óêàçàííûé ïîëèïåïòèä íå ñîäåðæèò êàðáîêñè-êîíåö, ñîäåðæàùèé
àìèíîêèñëîòû 609-645 SEQ ID NO:2.

2. Ïîëèïåïòèä ïî ï.1, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ñîñòîèò èç àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà  ïî êðàéíåé ìåðå íà 90% èäåíòè÷íà SEQ ID NO:3, èëè åãî
ôðàãìåíòà, ñîäåðæàùåãî àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïî êðàéíåé ìåðå
íà 90% èäåíòè÷íà SEQ ID NO:1.

3. Ïîëèïåïòèä ïî ï.1, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ñîñòîèò èç àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà  ïî êðàéíåé ìåðå íà 94% èäåíòè÷íà SEQ ID NO:3, èëè åãî
ôðàãìåíòà, ñîäåðæàùåãî àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïî êðàéíåé ìåðå
íà 94% èäåíòè÷íà SEQ ID NO:1.

4. Ïîëèïåïòèä ïî ï.3, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ñîñòîèò èç àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà  ïî êðàéíåé ìåðå íà 94% èäåíòè÷íà SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:
3 èëè SEQ ID NO:42.

5. Ïîëèïåïòèä ïî ï.4, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ïðåäñòàâë åò ñîáîé SEQ ID NO:1 èëè
îòëè÷àåòñ  îò SEQ ID NO:1 ìàêñèìóì 25 àìèíîêèñëîòíûìè ïåðåñòðîéêàìè.

6. Ïîëèïåïòèä ïî ï.5, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ïðåäñòàâë åò ñîáîé SEQ ID NO:1 èëè
îòëè÷àåòñ  îò SEQ ID NO:1 ìàêñèìóì 10 àìèíîêèñëîòíûìè ïåðåñòðîéêàìè.

7. Ïîëèïåïòèä ïî ï.6, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ïðåäñòàâë åò ñîáîé SEQ ID NO:7 èëè
îòëè÷àåòñ  îò SEQ ID NO:1 ìàêñèìóì 5 àìèíîêèñëîòíûìè ïåðåñòðîéêàìè.

8. Ïîëèïåïòèä ïî ï.1, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ïðåäñòàâë åò ñîáîé SEQ ID NO:1.
9. Ïîëèïåïòèä ïî ï.4, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ïðåäñòàâë åò ñîáîé SEQ ID NO:3 èëè

îòëè÷àåòñ  îò SEQ ID NO:3 ìàêñèìóì 25 àìèíîêèñëîòíûìè ïåðåñòðîéêàìè.
10. Ïîëèïåïòèä ïî ï.9, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ïðåäñòàâë åò ñîáîé SEQ ID NO:3 èëè
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îòëè÷àåòñ  îò SEQ ID NO:3 ìàêñèìóì 10 àìèíîêèñëîòíûìè ïåðåñòðîéêàìè.
11. Ïîëèïåïòèä ïî ï.10, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ïðåäñòàâë åò ñîáîé SEQ ID NO:3 èëè

îòëè÷àåòñ  îò SEQ ID NO:3 ìàêñèìóì 5 àìèíîêèñëîòíûìè ïåðåñòðîéêàìè.
12. Ïîëèïåïòèä ïî ï.11, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ïðåäñòàâë åò ñîáîé SEQ ID NO:3.
13. Ïîëèïåïòèä ïî ï.4, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ïðåäñòàâë åò ñîáîé SEQ ID NO:42 èëè

îòëè÷àåòñ  îò SEQ ID NO:42 ìàêñèìóì 25 àìèíîêèñëîòíûìè ïåðåñòðîéêàìè.
14. Ïîëèïåïòèä ïî ï.13, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ïðåäñòàâë åò ñîáîé SEQ ID NO:42

èëè îòëè÷àåòñ  îò SEQ ID NO:42 ìàêñèìóì 10 àìèíîêèñëîòíûìè ïåðåñòðîéêàìè.
15. Ïîëèïåïòèä ïî ï.14, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ïðåäñòàâë åò ñîáîé SEQ ID NO:42

èëè îòëè÷àåòñ  îò SEQ ID NO:42 ìàêñèìóì 5 àìèíîêèñëîòíûìè ïåðåñòðîéêàìè.
16. Ïîëèïåïòèä ïî ï.15, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ïðåäñòàâë åò ñîáîé SEQ ID NO:42.
17. Ïîëèïåïòèä ïî ï.1, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ñîñòîèò èç àìèíîêèñëîòíîé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:1, 3, 7, 17, 20 èëè 42, è ìàêñèìóì èç 20 äîïîëíèòåëüíûõ
àìèíîêèñëîò.

18. Ïîëèïåïòèä ïî ï.17, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ñîñòîèò èç àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:7, 17 èëè 20.

19. Èììóíîãåí, ñïîñîáíûé âûçûâàòü çàùèòíóþ èììóííóþ ðåàêöèþ ïðîòèâ
Staphylococcus aureus, ñîñòî ùèé èç ïîëèïåïòèäà ïî ëþáîìó èç ïï.1-18 è îäíîé èëè
íåñêîëüêèõ äîïîëíèòåëüíûõ îáëàñòåé èëè ÷àñòåé, êîâàëåíòíî ïðèñîåäèíåííûõ ê
óêàçàííîìó ïîëèïåïòèäó íà êàðáîêñèëüíîì êîíöå èëè íà àìèíî-êîíöå, ãäå êàæäà  îáëàñòü
èëè ÷àñòü íåçàâèñèìî âûáðàíû èç îáëàñòåé èëè ÷àñòåé, îáëàäàþùèõ ïî êðàéíåé ìåðå
îäíèì èç  ñëåäóþùèõ ñâîéñòâ: ñïîñîáíîñòüþ óñèëèâàòü èììóííûé îòâåò, ñïîñîáíîñòüþ
îáëåã÷àòü î÷èñòêó èëè ñïîñîáíîñòüþ îáåñïå÷èâàòü ñòàáèëüíîñòü ïîëèïåïòèäà.

20. Êîìïîçèöè , ñïîñîáíà  èíäóöèðîâàòü çàùèòíûé èììóííûé îòâåò ó ïàöèåíòà,
ñîäåðæàùà  èììóíîëîãè÷åñêè ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî èììóíîãåíà ïî ëþáîìó èç ïï.1-19
è ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûé íîñèòåëü.

21. Êîìïîçèöè  ïî ï.20, ãäå óêàçàííà  êîìïîçèöè  äîïîëíèòåëüíî ñîäåðæèò àäúþâàíò.
22. Íóêëåèíîâà  êèñëîòà, ñîäåðæàùà  ðåêîìáèíàíòíûé ãåí, ñîäåðæàùèé íóêëåîòèäíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ïîëèïåïòèäíûé èììóíîãåí ïî ëþáîìó èç ïï.1-18.
23. Íóêëåèíîâà  êèñëîòà ïî ï.10, ãäå óêàçàííà  íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü

ëèøåíà ïî êðàéíåé ìåðå ïî ñóùåñòâó âñåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé ñèãíàëüíûé
ïåïòèä è ñèãíàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè.

24. Íóêëåèíîâà  êèñëîòà ïî ï.22, ãäå óêàçàííûé ðåêîìáèíàíòíûé ãåí ñîäåðæèò îäèí èëè
íåñêîëüêî êîäîíîâ, îïòèìèçèðîâàííûõ äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ.

25. Íóêëåèíîâà  êèñëîòà ïî ï.24, ãäå óêàçàííà  íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
èìååò ïî êðàéíåé ìåðå 50% êîäîíîâ, îïòèìèçèðîâàííûõ äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ.

26. Íóêëåèíîâà  êèñëîòà ïî ï.22, ãäå óêàçàííà  íóêëåèíîâà  êèñëîòà ïðåäñòàâë åò
ñîáîé ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð.

27. Íóêëåèíîâà  êèñëîòà ïî ï.22, ãäå óêàçàííà  íóêëåèíîâà  êèñëîòà âûáðàíà èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç SEQ ID NO:30; SEQ ID NO:31; SEQ ID NO:32; SEQ ID NO:33; SEQ ID
NO:34; SEQ ID NO:35; SEQ ID NO:36; SEQ ID NO:37; SEQ ID NO:38; SEQ ID NO:39; SEQ ID
NO:40; SEQ ID NO:41; SEQ ID NO:46; SEQ ID NO:47; SEQ ID NO:48; SEQ ID NO:49; SEQ ID
NO:50; SEQ ID NO:51; SEQ ID NO:52 è SEQ ID NO:53.

28. Íóêëåèíîâà  êèñëîòà ïî ï.27, ãäå óêàçàííà  íóêëåèíîâà  êèñëîòà ïðåäñòàâë åò
ñîáîé ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð.

29. Ðåêîìáèíàíòíà  êëåòêà äë  ïðîäóêöèè ïîëèïåïòèäà, ñïîñîáíîãî èíäóöèðîâàòü
çàùèòíûé èììóííûé îòâåò ïðîòèâ Staphylococcus aureus, ñîäåðæàùà  íóêëåèíîâóþ
êèñëîòó ïî ëþáîìó èç ïï.22-28.

30. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  ïîëèïåïòèäíîãî èììóíîãåíà, ñïîñîáíîãî âûçûâàòü çàùèòíûé
èììóííûé îòâåò ïðîòèâ Staphylococcus aureus, ãäå óêàçàííûé ñïîñîá ïðåäóñìàòðèâàåò
ñòàäèè:

(a) êóëüòèâèðîâàíè  ðåêîìáèíàíòíîé êëåòêè ïî ï.29 â óñëîâè õ, áëàãîïðè òíûõ äë 
ýêñïðåññèè ïîëèïåïòèäà; è
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(b) î÷èñòêè óêàçàííîãî ïîëèïåïòèäà.
31. Ñïîñîá ïî ï.30, ãäå óêàçàííîé ðåêîìáèíàíòíîé êëåòêîé  âë åòñ  Saccharomyces

cerevisiae.
32. Ñïîñîá èíäóêöèè çàùèòíîãî èììóííîãî îòâåòà ïðîòèâ Staphylococcus aureus ó

ïàöèåíòà, âêëþ÷àþùèé ñòàäèþ ââåäåíè  óêàçàííîìó ïàöèåíòó èììóíîëîãè÷åñêè
ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà èììóíîãåíà, ñîäåðæàùåãî ïîëèïåïòèä, ñïîñîáíûé âûçûâàòü
çàùèòíûé èììóííûé îòâåò ïðîòèâ Staphylococcus aureus, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä
ñîäåðæèò àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïî êðàéíåé ìåðå íà 90%
èäåíòè÷íà SEQ ID NO:1.

33. Ñïîñîá ïî ï.32, ãäå óêàçàííûé èììóíîãåí ïðåäñòàâë åò ñîáîé èììóíîãåí ïî ëþáîìó
èç ïï.1-19.

34. Ñïîñîá ïî ï.33, ãäå óêàçàííûì ïàöèåíòîì  âë åòñ  ÷åëîâåê.
35. Ñïîñîá ïî ï.34, ãäå óêàçàííûé ïàöèåíò ïîäâåðãàåòñ  ïðîôèëàêòè÷åñêèì ìåðàì ïî

ïðåäóïðåæäåíèþ âîçíèêíîâåíè  èíôåêöèè, âûçâàííîé s-aureus.
36. Ñïîñîá èíäóêöèè çàùèòíîãî èììóííîãî îòâåòà ïðîòèâ Staphylococcus aureus ó

ïàöèåíòà, âêëþ÷àþùèé ñòàäèþ ââåäåíè  óêàçàííîìó ïàöèåíòó èììóíîëîãè÷åñêè
ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà ïîëèïåïòèäà, ïîëó÷åííîãî ñïîñîáîì ïî ï.30.

37. Ñïîñîá èíäóêöèè àíàìíåñòè÷åñêîé ðåàêöèè ó ïàöèåíòà, ïðåäóñìàòðèâàþùèé ñòàäèþ
ââåäåíè  óêàçàííîìó ïàöèåíòó ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà èììóíîãåíà, ñîäåðæàùåãî
ïîëèïåïòèä ñ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êîòîðà  ïî êðàéíåé ìåðå íà 90%
èäåíòè÷íà SEQ ID NO:1, è âûçûâàþùåãî çàùèòíûé èììóíèòåò ïðîòèâ Staphylococcus
aureus.

38. Ñïîñîá ïî ï.37, ãäå óêàçàííà  àíàìíåñòè÷åñêà  ðåàêöè  ïðèâîäèò ïî êðàéíåé ìåðå
ê 3-êðàòíîìó óâåëè÷åíèþ ãåîìåòðè÷åñêè ñðåäíèõ òèòðîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûìè
òèòðàìè, â òå÷åíèå 3 äíåé.

39. Îïòèìèçèðîâàííà  äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé
êèñëîòû, êîäèðóþùà  ORF0657n-ðîäñòâåííûé ïîëèïåïòèä, êîòîðûé âûçûâàåò çàùèòíûé
èììóíèòåò ïðîòèâ èíôåêöèé, âûçûâàåìûõ Staphylococcus aureus, èëè åãî ôðàãìåíò,
ñîäåðæàùèé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïî êðàéíåé ìåðå íà 90%
èäåíòè÷íà SEQ ID NO:1.

40. Îïòèìèçèðîâàííà  äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ íóêëåèíîâà  êèñëîòà ïî ï.39, ãäå
óêàçàííà  íóêëåèíîâà  êèñëîòà íå êîäèðóåò ñèãíàëüíûé ïåïòèä ORF0657n èëè ñèãíàëüíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè.

41. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  ïîëèïåïòèäà, êîòîðûé âûçûâàåò çàùèòíûé èììóíèòåò ïðîòèâ
Staphylococcus aureus, ãäå óêàçàííûé ñïîñîá ïðåäóñìàòðèâàåò ñòàäèè:

(a) êóëüòèâèðîâàíè  ðåêîìáèíàíòíîé äðîææåâîé êëåòêè â óñëîâè õ, áëàãîïðè òíûõ äë 
ýêñïðåññèè óêàçàííîãî ïîëèïåïòèäà, ãäå óêàçàííà  ðåêîìáèíàíòíà  äðîææåâà  êëåòêà
ñîäåðæèò ðåêîìáèíàíòíûé ãåí, êîäèðóþùèé óêàçàííûé ïîëèïåïòèä, à óêàçàííûì
ïîëèïåïòèäîì  âë åòñ  ïîëíîðàçìåðíûé ORF0657n-ðîäñòâåííûé ïîëèïåïòèä,
âûçûâàþùèé çàùèòíûé èììóíèòåò ïðîòèâ èíôåêöèè, âûçûâàåìîé Staphylococcus aureus,
èëè åãî ôðàãìåíò, ñîäåðæàùèé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïî êðàéíåé
ìåðå íà 90% èäåíòè÷íà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:1; è

(b) î÷èñòêè óêàçàííîãî ïîëèïåïòèäà.
42. Ñïîñîá ïî ï.41, ãäå óêàçàííûé ðåêîìáèíàíòíûé ãåí íå êîäèðóåò ôóíêöèîíàëüíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ORF0657n ñèãíàëà ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè.
43. Ñïîñîá ïî ï.40, ãäå óêàçàííûé ðåêîìáèíàíòíûé ãåí íå êîäèðóåò ôóíêöèîíàëüíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ORF0657n ñèãíàëà ñîðòèðîâêè áåëêîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè èëè
ñèãíàëüíóþ ïåïòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.

Ïðèîðèòåò ïî ïóíêòàì è ïðèçíàêàì:
Ïóíêò(û) Çà âêà Êîììåíòàðèè

1-3 US 60/520115, 14.11.2003

4 US 60/520115, 14.11.2003 (SEQ ID NO:1 è 3);

PCT/US2004/023523, 22.06.2004 (SEQ ID NO:42)

5-12 US 60/520115, 14.11.2003 Îòíîñèòñ  ê ïîëèïåïòèäàì SEQ ID NO:1 è 3
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13-16 PCT/US2004/023523, 22.06.2004 Îòíîñèòñ  ê ïîëèïåïòèäó SEQ ID NO:42

17 US 60/520115, 14.11.2003 (SEQ ID NO:1, 3, 7, 17 è 20)
PCT/US2004/023523, 22.06.2004 (SEQ ID NO:42)

18 US 60/520115, 14.11.2003 Îòíîñèòñ  ê SEQ ID N0:7, 17 è 20

19 US 60/520115, 14.11.2003 (ñì. ïï.1-12,17 è 18)
PCT/US2004/023523, 22.06.2004 (ñì. ïï.4 è 13-16)

Ïóíêò 19 îòíîñèòñ  ê ïîëèïåïòèäó ïî ïï.1-18

20 US 60/520115, 14.11.2003; è PCT/US2004/023523, 22.06.2004
(ñì. ï.19)

Ïóíêò 20 îòíîñèòñ  ê èììóíîëîãè÷åñêè ýôôåêòèâíîìó êîëè÷åñòâó
ïîëèïåïòèäà ïî ïï.1-19 + íîñèòåëü

21 US 60/520115, 14.11.2003; è PCT/US2004/023523, 22.06.2004
(ñì. ï.20)

Ïóíêò 21 îòíîñèòñ  ê ïóíêò ó20 + àäúþâàíò

22 US 60/520115, 14.11.2003 (ñì. ïï.1-12, 17 è 18);
PCT/US2004/023523, 22.06.2004 (ñì. ïï.4 è 13-16)

Ïóíêò 22 îòíîñèòñ  ê íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
êîäèðóþùåé ïîëèïåïòèä ïî ëþáîìó èç ïï.1-18

23 US 60/520115, 14.11.2003 è PCT/US2004/023523, 22.06.2004

24 US 60/520115, 14.11.2003 è PCT/US2004/023523, 22.06.2004 Ïóíêò 24 îòíîñèòñ  ê ïóíêòó 22 + îäèí èëè íåñêîëüêî êîäîíîâ,
îïòèìèçèðîâàííûõ äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ

25 US 60/520115, 14.11.2003 è PCT/US2004/023523, 22.06.2004 Ïóíêò 25 îòíîñèòñ  ê ïóíêòó 24 + ïî ìåíüøåé ìåðå 50% êîäîíîâ,
îïòèìèçèðîâàíî

26 US 60/520115, 14.11.2003 è PCT/US2004/023523, 22.06.2004 Ïóíêò 26 îòíîñèòñ  ê ïóíêòó 22 + ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð

27 US 60/520115, 14.11.2003 (SEQ ID NO:30-41)
PCT/US2004/023523, 22.06.2004 (SEQ ID NO:46-53)

28 US 60/520115, 14.11.2003 è PCT/US2004/023523, 22.06.2004 (ñì. ï.27) Ïóíêò 28 îòíîñèòñ  ê ïóíêòó 27 + ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð

29 US 60/520115, 14.11.2003 è   PCT/US2004/023523,
22.06.2004 (ñì. ïï.22-28)

Ïóíêò 29 îòíîñèòñ  ê ðåêîìáèíàíòíîé êëåòêå, ñîäåðæàùåé íóêëåèíîâóþ
êèñëîòó ïî ïï.22-28

30 US 60/520115, 14.11.2003 è PCT/US2004/023523,
22.06.2004 (ñì. ï.29)

Ïóíêò 30 îòíîñèòñ  ê ïðèìåíåíèþ ðåêîìáèíàíòíîé êëåòêè ïî ï.29

31 US 60/520115, 14.11.2003 è PCT/US2004/023523,
22.06.2004 (ñì. ï.30)

Â ïóíêòå 31 óêàçàíî, ÷òî ðåêîìáèíàíòíîé êëåòêîé ïî ï.30  âë åòñ 
S.cerevisiae

32 US 60/489840, 24.06.2003 è

US 60/520115, 14.11.2003

33 US 60/520115, 14.11.2003 è PCT/US2004/023523,
22.06.2004 (ñì. ïï.1-19)

Ïóíêò 33 îòíîñèòñ  ê èììóíîãåíó ïî ïï.1-19

34 US 60/520115, 14.11.2003 è PCT/US2004/023523,
22.06.2004 (ñì. ï.33)

Ïóíêò 34 îòíîñèòñ  ê ï.33 è óêàçûâàåò, ÷òî ïàöèåíòîì  âë åòñ  ÷åëîâåê

35 US 60/520115, 14.11.2003 è PCT/US2004/023523,
22.06.2004 (ñì. ï.34)

Ïóíêò 35 îòíîñèòñ  ê ïóíêòó 34 è óêàçûâàåò íà ïðîôèëàêòèêó áîëüíîãî

36 US 60/520115, 14.11.2003 è PCT/US2004/023523,
22.06.2004 (ñì. ï.30)

Ïóíêò 36 îòíîñèòñ  ê èíäóêöèè çàùèòíîãî èììóííîãî îòâåòà, èñïîëüçó 
ïîëèïåïòèä, ïîëó÷åííûé â ï.30

37,38 PCT/US2004/023523, 22.06.2004 Îòíîñèòñ  ê èíäóêöèè àíàìíåñòè÷åñêîé ðåàêöèè

39 US 60/489840, 24.06.2003 è

US 60/520115, 14.11.2003

40 US 60/520115, 14.11.2003 è PCT/US2004/023523,
22.06.2004

41 US 60/489840, 24.06.2003 è US 60/520115, 14.11.2003

42 US 60/520115, 14.11.2003 è PCT/US2004/023523,
22.06.2004

43 US 60/520115, 14.11.2003 è PCT/US2004/023523,
22.06.2004
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