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Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê îáëàñò ì

ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè, âèðóñîëîãèè, èììóíîëîãèè
è ìåäèöèíû. Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöèè,
ñîäåðæàùåé âèðóñîïîäîáíóþ ÷àñòèöó è, ïî
ìåíüøåé ìåðå, îäèí ñâ çàííûé ñ íåé ãðåëèí èëè
ïîëó÷åííûé èç ãðåëèíà ïåïòèä. Èçîáðåòåíèå òàêæå
îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  êîíúþãàòîâ è
óïîð äî÷åííûõ è ïîâòîð þùèõñ  ìàññèâîâ.

Êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ ïðèãîäíû äë 
ïîëó÷åíè  âàêöèí äë  ëå÷åíè  îæèðåíè  è äðóãîãî
çàáîëåâàíè , àññîöèèðîâàííîãî ñ óâåëè÷åííûì
ïîòðåáëåíèåì ïèùè èëè óâåëè÷åííîé ìàññîé òåëà,
è äë  ýôôåêòèâíîé èíäóêöèè èììóííûõ îòâåòîâ, â
÷àñòíîñòè îòâåòîâ àíòèòåëàìè. Êðîìå òîãî,
êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ îñîáåííî ïðèãîäíû
äë  ýôôåêòèâíîé èíäóêöèè àóòîñïåöèôè÷íûõ
èììóííûõ îòâåòîâ. 5 í. è 25 ç.ï. ô-ëû, 3 èë.

Ñòðàíèöà: 1

RU

R
U

2
3
2
5
2
0
2

C
2

2
C

2
0

2
5

2
3

2
U

R

http://www.fips.ru/cdfi/fips.dll/ru?ty=29&docid=2325202


RUSSIAN FEDERATION

FEDERAL SERVICE
FOR INTELLECTUAL PROPERTY,

PATENTS AND TRADEMARKS

(19) RU (11) 2 325 202(13) C2
(51) Int. Cl.

A61P   3/04   (2006.01)
A61K  39/00   (2006.01)

(12) ABSTRACT OF INVENTION

(21), (22) Application: 2005104565/13, 18.07.2003

(24) Effective date for property rights: 18.07.2003

(30) Priority: 
19.07.2002 (cl.1-30) US 60/396638

(43) Application published: 10.09.2005

(45) Date of publication: 27.05.2008 Bull. 15

(85) Commencement of national phase: 21.02.2005

(86) PCT application:
EP 03/07849 (18.07.2003)

(87) PCT publication:
WO 2004/009124 (29.01.2004)

Mail address:
129010, Moskva, ul. B.Spasskaja, 25, str.3,
OOO "Juridicheskaja firma Gorodisskij i
Partnery", pat.pov. E.E.Nazinoj, reg. ¹ 517

(72) Inventor(s):     
BAKhMANN Martin F. (CH),
FULURIJa Al'ma (CH)

(73) Proprietor(s):  
TsITOS BAJOTEKNOLODZhI AG (CH)

(54) CONJUGATES OF GHRELIN CARRIER

(57) Abstract: 
FIELD: molecular biology; virology; immunology;

medicine.
SUBSTANCE: invention is related to a

composition containing virus-like particle and at
least one bound ghrelin or peptide obtained from
ghrelin. The invention is also related to the
production method of conjugates and well-ordered
and recurring massifs. Invented compositions are

suitable for vaccine production to treat obesity
or other diseases associated with increased
consumption of food or body weight. They are also
suitable for effective induction of immune
responses and antibodies responses, in particular.

EFFECT: invented compositions are suitable for
effective induction of auto specific immune responses.
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ÏÐÅÄÏÎÑÛËÊÈ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Îáëàñòü èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê îáëàñò ì ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè, âèðóñîëîãèè,

èììóíîëîãèè è ìåäèöèíû. Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùåé ìàññèâ
óïîð äî÷åííûõ è ïîâòîð þùèõñ  àíòèãåíîâ èëè àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò, à â ÷àñòíîñòè
ìàññèâ ãðåëèíà èëè ïîëó÷åííûõ èç ãðåëèíà ïåïòèäîâ. Áîëåå êîíêðåòíî èçîáðåòåíèå
îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùåé âèðóñîïîäîáíóþ ÷àñòèöó è ñâ çàííûé ñ íåé, ïî
ìåíüøåé ìåðå, îäèí ãðåëèí èëè ïîëó÷åííûé èç ãðåëèíà ïåïòèä.

Èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  êîíúþãàòîâ è óïîð äî÷åííûõ è
ïîâòîð þùèõñ  ìàññèâîâ ñîîòâåòñòâåííî. Êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ ïðèãîäíû äë 
ïîëó÷åíè  âàêöèí äë  ëå÷åíè  îæèðåíè  è äðóãèõ çàáîëåâàíèé, àññîöèèðîâàííûõ ñ
óâåëè÷åííûì ïîòðåáëåíèåì ïèùè èëè óâåëè÷åííîé ìàññîé òåëà, è äë  ýôôåêòèâíîé
èíäóêöèè èììóííûõ îòâåòîâ, â ÷àñòíîñòè îòâåòîâ àíòèòåëàìè. Êðîìå òîãî, êîìïîçèöèè ïî
èçîáðåòåíèþ îñîáåííî ïðèãîäíû äë  ýôôåêòèâíîé èíäóêöèè àóòîñïåöèôè÷íîãî èììóííîãî
îòâåòà â ðàìêàõ óêàçàííîãî êîíòåêñòà.

Ñâ çàííà  îáëàñòü
Îæèðåíèå ïðåäñòàâë åò ñîáîé çàáîëåâàíèå, ïîðàæàþùåå ìèëëèîíû ëþäåé ïî âñåìó

ìèðó. Õîò  ëåæàùèå â îñíîâå îæèðåíè  ïðè÷èíû ìîãóò  âë òüñ  ðàçëè÷íûìè, îáùåé
ïðè÷èíîé ïî÷òè äë  âñåõ ôîðì îæèðåíè   âë åòñ  ïîâûøåííîå ïîòðåáëåíèå ïèùè.
×óâñòâî ãîëîäà è ïèùåâîå ïîâåäåíèå ðåãóëèðóþò ìíîãèå ôàêòîðû, âêëþ÷àþùèå â ñåá 
ëåïòèí, ãîðìîí ðîñòà, íåéðîïåïòèä Y (NPY), ðîäñòâåííûé àãóòè-áåëîê (AGRP) è äðóãèå.
Íåäàâíî èäåíòèôèöèðîâàííûì êëþ÷åâûì ðåãóë òîðîì ïèùåâîãî ïîâåäåíè   âë åòñ 
ãðåëèí, àöèëèðîâàííûé ïåïòèä, ïðîäóöèðóåìûé â æåëóäêå, à òàêæå â íåêîòîðûõ îòäåëàõ
ãîëîâíîãî ìîçãà (ãèïîòàëàìóñ) (Kojima et al. Nature 402: 656-660 (1999)). Ãðåëèí
îáðàçóåòñ  ïðè ôåðìåíòàòèâíîì ðàñùåïëåíèè èç ôîðìû ïðåäøåñòâåííèêà ïðîáåëêà,
ñîñòî ùåé èç 117 àìèíîêèñëîò, ñ îáðàçîâàíèåì ïåïòèäà èç 28 àìèíîêèñëîò ñ í-
îêòàíîèëèðîâàíèåì ïî ñåðèíó 3. í-Îêòàíîèëèðîâàíèå ïî äàííîìó ïîëîæåíèþ íåîáõîäèìî
äë  áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ãðåëèíà. Èäåíòèôèöèðîâàíà âòîðà  èçîôîðìà ãðåëèíà èç 27
à.ê. (ãðåëèí-desQ14) ñ îòñóòñòâóþùèì â ïîëîæåíèè 14 ãëóòàìèíîì (Q), îäíàêî äàííà 
èçîôîðìà ïðåäñòàâë åò ñîáîé òîëüêî íåçíà÷èòåëüíóþ ñîñòàâë þùóþ öèðêóëèðóþùåãî
ãðåëèíà. Ïîäîáíî ïîëíîðàçìåðíîìó ãðåëèíó áèîëîãè÷åñêà  àêòèâíîñòü ãðåëèíà-desQ14
çàâèñèò îò í-îêòàíîèëüíîé ãðóïïû íà ñåðèíå 3. Îäíàêî íàèáîëüøà  ôóíêöèîíàëüíà 
àêòèâíîñòü äîñòèãàåòñ  çà ñ÷åò èçîôîðìû ãðåëèíà èç 28 à.ê. (Hosoda et al. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 279 (3): 909-913 (2000)). Ãðåëèí âûñîêîêîíñåðâàòèâåí, òàê êàê
÷åëîâå÷åñêèé è êðûñèíûé ãðåëèí îòëè÷àþòñ  òîëüêî íà 2 àìèíîêèñëîòû
(GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID ¹ 31) â ñðàâíåíèè ñ
GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID ¹ 32)) (Kojima et al. Nature 402: 656-660
(1999)).

Ðåöåïòîðû äë  ãðåëèíà (GHS-R) ýêñïðåññèðîâàíû â ðàçëè÷íûõ îáëàñò õ ãîëîâíîãî
ìîçãà, âêëþ÷àþùèõ â ñåá  äóãîîáðàçíîå  äðî (Arc) è âåíòðîìåäèàëüíîå  äðî ãèïîòàëàìóñà
è ãèïîôèçà (Howard etal. Science 273: 974-977 (1996)); McKee et al. Mol Endokrin. 11:
415-423 (1997); Guan et al., Mol Brain Research 48: 23-29 (1997)), óêàçûâà  íà òî,
÷òî ãðåëèí ïðåèìóùåñòâåííî äåéñòâóåò â ãîëîâíîì ìîçãå. Â äîïîëíåíèå ê ñòèìóë öèè
ãðåëèíîì âûñâîáîæäåíè  GH èç ãèïîôèçà (Kojima et al. Nature 402: 656-660 (1999))
íåäàâíî åãî èäåíòèôèöèðîâàëè êàê êëþ÷åâîé öåíòðàëüíûé ðåãóë òîð ïèòàíè  (Nakazato et
al., Nature 409: 194-198 (2001)). Êîíêðåòíî ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå
èíòðàöåðåáðîâåíòðèêóë ðíîãî ââåäåíè  ãðåëèí ñòèìóëèðóåò ïîòðåáëåíèå ïèùè. Êðîìå
òîãî, èíòðàöåðåáðîâåíòðèêóë ðíîå ââåäåíèå àíòèòåë ïðîòèâ ãðåëèíà ïîäàâë åò
ïîòðåáëåíèå ïèùè. Èíúåêöè  ãðåëèíà èíäóöèðîâàëà ïîâûøåííîå âûñâîáîæäåíèå NPY, à
àíòèòåëà ïðîòèâ NPY ñîâìåñòíî ñ àíòàãîíèñòàìè AGRP áëîêèðîâàëè èíäóöèðîâàííîå
ãðåëèíîì ïîòðåáëåíèå ïèùè, óêàçûâà  íà òî, ÷òî ãðåëèí ìîäóëèðóåò ïîòðåáëåíèå ïèùè
ïîñðåäñòâîì óñèëåíè  ýêñïðåññèè NPY è AGRP (Nakazato et al., Nature 409: 194-198
(2001)). Êðîìå òîãî, ïåðèôåðèéíîå åæåäíåâíîå ââåäåíèå ãðåëèíà èíäóöèðîâàëî
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óâåëè÷åíèå ìàññû òåëà ìûøåé è êðûñ, à ñûâîðîòî÷íûå êîíöåíòðàöèè ãðåëèíà
óâåëè÷èâàëèñü ó ãîëîäàþùèõ êðûñ è óìåíüøàëèñü ïðè êîðìëåíèè, äîïîëíèòåëüíî
óêàçûâà  íà òî, ÷òî ãðåëèí èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ðåãóë öèè ïîòðåáëåíè  ïèùè (Tschop
et al, Nature 407: 908-912). Äë  òðàíñãåííûõ êðûñ, ýêñïðåññèðóþùèõ â Arc
àíòèñìûñëîâóþ ê GHS-R ÐÍÊ, ïîêàçàíà ìåíüøà  ìàññà òåëà è ìåíüøåå êîëè÷åñòâî
àäèïîçíîé òêàíè, ÷òî ïîääåðæèâàåò òî÷êó çðåíè  î òîì, ÷òî ãðåëèí ðåãóëèðóåò ìàññó
òåëà (Shuto et al., JCI 109: 14291436 (2002)). Òàêæå ñóùåñòâóþò äîêàçàòåëüñòâà òîãî,
÷òî ãðåëèí èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ïèùåâîì ïîâåäåíèè ëþäåé. Ïåðèôåðè÷åñêîå ââåäåíèå
ãðåëèíà ëþä ì óñèëèâàëî àïïåòèò è óâåëè÷èâàëî ïîòðåáëåíèå ïèùè ó ëþäåé (Wren et al.,
J Clin Endocrinol Metab 86: 5992-5998 (2001)). Ó ëþäåé ñ ñèíäðîìîì Ïðàäåðà-Âèëëè ñ
íàèáîëåå îáùåé ôîðìîé ÷åëîâå÷åñêîãî ñèíäðîìíîãî îæèðåíè  âû âë þò ÷ðåçâû÷àéíî
âûñîêèå óðîâíè ãðåëèíà (Cummings et al. Nat Med 8: 643-644 (2002)). Êðîìå òîãî, ó
ëþäåé óðîâíè ãðåëèíà â ïëàçìå ñèëüíî óâåëè÷åíû ïîñëå âûçâàííîé äèåòîé ïîòåðè ìàññû,
êîððåëèðó  ñ áûñòðûì âîññòàíîâëåíèåì ìàññû ïîñëå ïðåêðàùåíè  ëþäüìè äèåòû.
Íàïðîòèâ, ó ïàöèåíòîâ ñ îïåðàöèåé îáõîäíîãî æåëóäî÷íîãî àíàñòîìîçà óðîâíè ãðåëèíà
îñòàâàëèñü íèçêèìè è ïîñëå äèåòû, è ó ïàöèåíòîâ â äàííûõ óñëîâè õ èõ ìàññà îáû÷íî íå
âîññòàíàâëèâàëàñü (Cummings et al., N Engl J Med 21: 1623-1630 (2002)).
Ñëåäîâàòåëüíî, ïî-âèäèìîìó, ãðåëèí ïðåäñòàâë åò ñîáîé êëþ÷åâîé ðåãóë òîð
ïîòðåáëåíè  ïèùè è ìàññû òåëà ó ëþäåé.

Òàê êàê ïåðèôåðè÷åñêîå ââåäåíèå ãðåëèíà ìîãëî óâåëè÷èâàòü ïîòðåáëåíèå ïèùè, âåä  ê
óâåëè÷åíèþ ìàññû òåëà (Tschop et al, Nature 407: 908-912), âåðî òíî, ÷òî ãðåëèí,
ïðîäóöèðóåìûé â æåëóäêå, äîñòèãàåò ãîëîâíîãî ìîçãà ÷åðåç êðîâîòîê è ïåðåêëþ÷àåò
ïèùåâîå ïîâåäåíèå. Òàêèì îáðàçîì, âîçìîæíî, ÷òî áëîêèðîâàíèå ïîñòóïëåíè  ãðåëèíà èç
êðîâè â ãîëîâíîé ìîçã îñòàíîâèò ïîòðåáëåíèå ïèùè ó æèâîòíûõ è ëþäåé. Òàê êàê
ïîêàçàíî, ÷òî ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà ìîãóò áëîêèðîâàòü äåéñòâèå ãðåëèíà â ãîëîâíîì
ìîçãå (Nakazato et al., Nature 409: 194-198 (2001)), âåðî òíî, ÷òî ïåðèôåðè÷åñêèå
àíòèòåëà òàêæå áóäóò ñïîñîáíû áëîêèðîâàòü äåéñòâèå ïåðèôåðè÷åñêîãî ãðåëèíà. Êðîìå
òîãî, òàê êàê àíòèòåëà íåýôôåêòèâíî ïðîõîä ò ÷åðåç ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêèé áàðüåð,
ñïåöèôè÷íûå ê ãðåëèíó àíòèòåëà, âåðî òíî, ñìîãóò èçîëèðîâàòü ãðåëèí îò ãîëîâíîãî
ìîçãà, íî íå áóäóò äåéñòâîâàòü íà ãðåëèí â ãîëîâíîì ìîçãå. Ýòî ìîãëî áû  âë òüñ 
îñîáåííî ïðèò ãàòåëüíîé âîçìîæíîñòüþ, òàê êàê ãðåëèí òàêæå ïðîäóöèðóåòñ  â ãîëîâíîì
ìîçãå, ãäå îí, âåðî òíî, âûïîëí åò îòëè÷íûå îò ðåãóëèðîâàíè  ïîòðåáëåíè  ïèùè ôóíêöèè
(Nakazato et al., Nature 409: 194-198 (2001)). Ñëåäîâàòåëüíî, ïîòåíöèàëüíîé òåðàïèåé
îæèðåíè  ìîãëà áû  âë òüñ  èíäóêöè  ñïåöèôè÷íûõ ê ãðåëèíó àíòèòåë ó õîç èíà, âåäóùà 
ê äîëãîâðåìåííîé áëîêàäå ãðåëèíà, ïðèâîä ùåé ê óìåíüøåíèþ ïîòðåáëåíè  ïèùè,
ïîäîáíî òîé, êîòîðóþ íàáëþäàþò ó ïàöèåíòîâ ñ îáõîäíûì æåëóäî÷íûì àíàñòîìîçîì.

Â WÎ98/42840 îïèñàíî âëè íèå ãðåëèíà è ïîëó÷åííûõ èç ãðåëèíà ôðàãìåíòîâ íà
æåëóäî÷íî-êèøå÷íûé òðàêò è, òàêèì îáðàçîì, â ÷àñòíîñòè, èõ ýôôåêòû íà ïåðèñòàëüòèêó
æåëóäêà è îïîðîæíåíèå æåëóäêà. Êðîìå òîãî, â US 6420521 îïèñàíî ïðèìåíåíèå êîðîòêèõ
ïåïòèäîâ ãðåëèíà äë  âîçäåéñòâè  íà ôóíêöèþ æåëóäêà, âêëþ÷à  îïîðîæíåíèå æåëóäêà,
ñîêðàòèòåëüíóþ ñïîñîáíîñòü æåëóäêà è âñàñûâàíèå ãëþêîçû.

Îäíàêî, êàê ïðàâèëî, òðóäíî èíäóöèðîâàòü àíòèòåëî, îòâå÷àþùåå ïðîòèâ ïåïòèäîâ, â
îñîáåííîñòè ïðîòèâ ñîáñòâåííûõ ïåïòèäîâ. Îäèí èç ñïîñîáîâ óâåëè÷èòü ýôôåêòèâíîñòü
âàêöèíàöèè ïðåäñòàâë åò ñîáîé óâåëè÷åíèå ñòåïåíè ïîâòîð åìîñòè ïðèìåí åìîãî
àíòèãåíà. Â îòëè÷èå îò îòäåëüíûõ áåëêîâ âèðóñû èíäóöèðóþò áûñòðûå è ýôôåêòèâíûå
èììóííûå îòâåòû â îòñóòñòâèå êàêèõ-ëèáî àäúþâàíòîâ è ïðè ïîìîùè è áåç ïîìîùè T-
êëåòîê (Bachmann and Zinkernagel, Ann. Rev. Immunol: 15: 235-270 (1991)). Õîò  âèðóñû
÷àñòî ñîñòî ò èç íåìíîãèõ áåëêîâ, îíè ñïîñîáíû èíèöèèðîâàòü çíà÷èòåëüíî áîëåå ñèëüíûå
èììóííûå îòâåòû, ÷åì èõ îòäåëüíûå êîìïîíåíòû. Äë  B-êëåòî÷íûõ îòâåòîâ èçâåñòíî, ÷òî
îäíèì èç êëþ÷åâûõ ôàêòîðîâ äë  èììóíîãåííîñòè âèðóñîâ  âë åòñ  ïîâòîð åìîñòü è
ïîð äîê ïîâåðõíîñòíûõ ýïèòîïîâ. Ìíîãèå âèðóñû îáëàäàþò êâàçèêðèñòàëëè÷åñêîé
ïîâåðõíîñòüþ, îáíàðóæèâàþùåé ðåãóë ðíûé íàáîð ýïèòîïîâ, ýôôåêòèâíî ñâ çûâàþùèõ
ñïåöèôè÷íûå ê ýïèòîïàì èììóíîãëîáóëèíû íà B-êëåòêàõ (Bachmann and Zinkernagel,
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Immunol. Today 17: 553-558 (1996)). Äàííîå ñâ çûâàíèå ïîâåðõíîñòíûõ èììóíîãëîáóëèíîâ
íà B-êëåòêàõ ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñèëüíûé àêòèâàöèîííûé ñèãíàë, ïð ìî èíäóöèðóþùèé
ïðîäâèæåíèå ïî êëåòî÷íîìó öèêëó è ïðîäóêöèþ àíòèòåë IgM. Äàëåå, òàêèå èíèöèèðîâàííûå
B-êëåòêè ñïîñîáíû àêòèâèðîâàòü õåëïåðíûå T-êëåòêè, â ñâîþ î÷åðåäü èíäóöèðóþùèå â B-
êëåòêàõ ïåðåêëþ÷åíèå ïðîäóêöèè àíòèòåë ñ IgM íà IgG è îáðàçîâàíèå äîëãîæèâóùèõ B-
êëåòîê ïàì òè - öåëü ëþáîé âàêöèíàöèè (Bachmann and Zinkernagel, Ann. Rev. Immunol.
15: 235-270 (1997)). Ñòðóêòóðà âèðóñà äàæå ñâ çàíà ñ îáðàçîâàíèåì àíòè-àíòèòåë ïðè
àóòîèììóííîì çàáîëåâàíèè è êàê ÷àñòü åñòåñòâåííîãî îòâåòà íà ïàòîãåíû (ñì. Fehr, T.,
et al., J Exp. Med. 185: 1785-1792 (1997)). Òàêèì îáðàçîì, àíòèòåëà, ïðåäñòàâë åìûå
âûñîêîîðãàíèçîâàííîé âèðóñíîé ïîâåðõíîñòüþ, ñïîñîáíû èíäóöèðîâàòü ñèëüíûå îòâåòû
ïðîòèâ àíòèòåë.

Îäíàêî, êàê óêàçàíî, èììóííà  ñèñòåìà, êàê ïðàâèëî, íå ìîæåò îáðàçîâûâàòü àíòèòåëà
ïðîòèâ ñîáñòâåííûõ ñòðóêòóð. Äë  ðàñòâîðèìûõ àíòèãåíîâ, ïðåäñòàâëåííûõ â íèçêèõ
êîíöåíòðàöè õ, ýòî ïðîèñõîäèò âñëåäñòâèå òîëåðàíòíîñòè íà óðîâíè Th-êëåòîê. Â äàííûõ
óñëîâè õ ñâ çûâàíèå ñîáñòâåííîãî àíòèãåíà ñ íîñèòåëåì, êîòîðûé ñïîñîáåí îáåñïå÷èâàòü
ïîìîùü T-êëåòîê, ìîæåò íàðóøèòü òîëåðàíòíîñòü. Äë  ðàñòâîðèìûõ áåëêîâ,
ïðèñóòñòâóþùèõ â âûñîêèõ êîíöåíòðàöè õ, èëè ìåìáðàííûõ áåëêîâ â íèçêèõ êîíöåíòðàöè õ
B- è Th-êëåòêè ìîãóò  âë òüñ  òîëåðàíòíûìè. Îäíàêî òîëåðàíòíîñòü B-êëåòîê ìîæåò
 âë òüñ  îáðàòèìîé (àíýðãè ), è åå ìîæíî ðàçðóøèòü ââåäåíèåì àíòèãåíà â
âûñîêîîðãàíèçîâàííîé ôîðìå, ñâ çàííûì ñ ÷óæåðîäíûì íîñèòåëåì (Bachmann and
Zinkernagel, Ann. Rev. Immunol. 15: 235-270 (1997)).

ÑÓÙÍÎÑÒÜ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Àâòîðû îáíàðóæèëè, ÷òî ãðåëèí èëè ïåïòèäû ãðåëèíà, ñâ çàííûå ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé,

îáëàäàþùåé ñòðóêòóðîé ñ ñîáñòâåííîé ïîâòîð þùåéñ  îðãàíèçàöèåé è, â ÷àñòíîñòè, äë 
äàííîãî ñëó÷à  ñ âèðóñîïîäîáíûìè ÷àñòèöàìè (VLP) è ñóáúåäèíèöàìè VLP ñîîòâåòñòâåííî
ïðèâîä ò ê âûñîêîîðãàíèçîâàííûì è ïîâòîð þùèìñ  êîíúþãàòàì, ïðåäñòàâë þùèì ñîáîé
ñèëüíûå èììóíîãåíû äë  èíäóêöèè ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë. Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå
îòíîñèòñ  ê ïðîôèëàêòè÷åñêîìó è òåðàïåâòè÷åñêîìó ñðåäñòâó äë  ëå÷åíè  îæèðåíè  è
ñâ çàííûõ çàáîëåâàíèé, îñíîâàííîìó íà óïîð äî÷åííîì è ïîâòîð þùåìñ  ìàññèâå
êîðîâûõ ÷àñòèö ñ ãðåëèíîì èëè ïîëó÷åííûìè èç ãðåëèíà ïåïòèäàìè è, â ÷àñòíîñòè, íà
êîíúþãàòå è ìàññèâå VLP-ãðåëèí/ïåïòèä ãðåëèíà ñîîòâåòñòâåííî. Äàííà 
ïðîôèëàêòè÷åñêà  è òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ñïîñîáíà èíäóöèðîâàòü âûñîêèå òèòðû
àíòèòåë ïðîòèâ ãðåëèíà ó âàêöèíèðîâàííîãî æèâîòíîãî èëè ÷åëîâåêà. Ñëåäîâàòåëüíî,
íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ãðåëèíó è åãî èìåþùèì îòíîøåíèå ê ãîëîâíîìó ìîçãó
ñâîéñòâàì. Êðîìå òîãî, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê öåíòðàëüíûì ýôôåêòàì
ãðåëèíà íà ãîëîâíîé ìîçã, ÷òî áîëåå âàæíî, ê ðåãóë öèè àïïåòèòà, ñåêðåöèè ãîðìîíà
ðîñòà è ýíåðãåòè÷åñêîìó ãîìåîñòàçó. Ñëåäîâàòåëüíî, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû àíòèòåëà,
èíäóöèðîâàííûå ïîñðåäñòâîì ñòðàòåãèè âàêöèíàöèè àâòîðîâ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè ,
 âë ëèñü ñïîñîáíûìè ñâ çûâàòüñ  ñ í-îêòàíîèëèðîâàííîé ôîðìîé(àìè) ãðåëèíà. Êàê
óêàçàíî, ãðåëèí èëè áîëåå êîðîòêèå ïåïòèäíûå ôðàãìåíòû ãðåëèíà ìîæíî ïðèìåí òü, êîãäà
îíè ñâ çàíû ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé, è àëüòåðíàòèâíî èëè ïðåäïî÷òèòåëüíî ââîäèòü â
àäúþâàíòå äë  èíäóêöèè ñïåöèôè÷íûõ ê ãðåëèíó àíòèòåë ó ëþäåé èëè æèâîòíûõ.

Ñëåäîâàòåëüíî, êîðîòêèå ïåïòèäíûå ôðàãìåíòû ãðåëèíà, îñîáåííî áîëåå êîðîòêèå
ïåïòèäû èç îñòàòêîâ 24-33, 42-51, 31-41 è 28-37, ñâ çàííûå èëè C- èëè N-êîíöîì ñ
êîðîâîé ÷àñòèöåé èëè âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöåé ñîîòâåòñòâåííî, ñïîñîáíû èíäóöèðîâàòü
âûñîêîñïåöèôè÷íûå àíòèòåëà ïðîòèâ ãðåëèíà, ñïîñîáíûå íåéòðàëèçîâàòü ïåðèôåðè÷åñêè
öèðêóëèðóþùèé ãðåëèí äî åãî ïðîíèêíîâåíè  â ÖÍÑ è âîçäåéñòâè  íà ãîðìîí ðîñòà è,
ñëåäîâàòåëüíî, íà ïîòðåáëåíèå ïèùè.

Òàêèì îáðàçîì, â ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòèãåí
èëè àíòèãåííóþ äåòåðìèíàíòó âûáèðàþò èç ãðóïïû ïåïòèäîâ ãðåëèíà, ñîîòâåòñòâóþùèõ
îñòàòêàì 24-33, 42-51, 31-41 è 28-37 ëþáîé èç óêàçàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñ SEQ ID
¹ 144 ïî 146, ãäå óêàçàííûå ïðåäïî÷òèòåëüíûå ïåïòèäíûå ôðàãìåíòû ãðåëèíà âûáèðàþò
èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç (a) ÷åëîâå÷åñêîãî ãðåëèíà; (b) êîðîâüåãî ãðåëèíà; (c)
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îâå÷üåãî ãðåëèíà; (d) ñîáà÷üåãî ãðåëèíà; (e) êîøà÷üåãî ãðåëèíà; (f) ìûøèíîãî ãðåëèíà;
(g) ñâèíîãî ãðåëèíà; è (h) ëîøàäèíîãî ãðåëèíà.

Áîëåå êîíêðåòíî â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè àâòîðû ñìîãëè èíäóöèðîâàòü âûñîêèå óðîâíè
àíòèòåë, íåîæèäàííî ðàñïîçíàþùèõ í-îêòàíîèëèðîâàííóþ ôîðìó ãðåëèíà, êàê ïîêàçàíî
çäåñü, à â ÷àñòíîñòè, â ïðèìåðå 17. Êðîìå òîãî, ïîëó÷åííûå àíòèòåëà òàêæå
ðàñïîçíàâàëè àëüòåðíàòèâíóþ èçîôîðìó ãðåëèí-desQ14. Êàê ðåçóëüòàò, àíòèòåëà,
ïîëó÷åííûå ïðè âàêöèíàöèè ãðåëèíîì è ïåïòèäîì ãðåëèíà ñîîòâåòñòâåííî, ñâ çàííûìè C-
èëè N-êîíöîì ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé èëè ïðåäïî÷òèòåëüíî ñ VLP,  âë ëèñü ñïîñîáíûìè
áëîêèðîâàòü ïðîíèêíîâåíèå í-îêòàíîèëèðîâàííîãî ãðåëèíà â ãîëîâíîé ìîçã è
ìîäóëèðîâàëè ïîòðåáëåíèå ïèùè ó ìûøåé. Ñëåäîâàòåëüíî, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå
îòíîñèòñ  ê ñòðàòåãè ì âàêöèíàöèè ïðîòèâ àêòèâíîãî ãðåëèíà, êàê ëå÷åíèþ îò îæèðåíè  è
äðóãèõ ñâ çàííûõ çàáîëåâàíèé.

Êàê ïîêàçàíî çäåñü, à â ÷àñòíîñòè â ïðèìåðå 18, âàêöèíàöè  ãðåëèíîì è ïåïòèäîì
ãðåëèíà ñîîòâåòñòâåííî, ñâ çàííûìè C- èëè N-êîíöîì ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé èëè
ïðåäïî÷òèòåëüíî ñ VLP âåäåò ê óìåíüøåíèþ ïîòðåáëåíè  ïèøè ó ìûøåé, ÷òî ïîçâîë åò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ãðåëèí è ïåïòèä ãðåëèíà ñîîòâåòñòâåííî ïðåäñòàâë þò ñîáîé êëþ÷åâîé
ðåãóë òîð ïîòðåáëåíè  ïèùè, è ïîëàãàþò, ÷òî àíòèòåëà, íàïðàâëåííûå ñîîòâåòñòâåííî ê
ãðåëèíó è ïåïòèäó ãðåëèíà, ïðåäñòàâë þò ñîáîé âîçìîæíîå òåðàïåâòè÷åñêîå ñðåäñòâî
ïðîòèâ îæèðåíè  è äðóãèõ ñâ çàííûõ çàáîëåâàíèé.

Òàêèì îáðàçîì, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöèè ñîäåðæàùåé: (a)
êîðîâóþ ÷àñòèöó, ïî ìåíüøåé ìåðå, ñ îäíèì ïåðâûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè  è (b) ïî
ìåíüøåé ìåðå, îäèí àíòèãåí èëè àíòèãåííóþ äåòåðìèíàíòó, ïî ìåíüøåé ìåðå, ñ îäíèì
âòîðûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè , ãäå óêàçàííûé àíòèãåí èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðåëèí èëè ïîëó÷åííûé èç ãðåëèíà ïåïòèä è ãäå óêàçàííûé âòîðîé
ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  âûáðàí èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç (i) ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè , íå
âñòðå÷àþùåãîñ  â ïðèðîäå ñ óêàçàííûì àíòèãåíîì èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòîé, è (ii)
ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè , âñòðå÷àþùåãîñ  â ïðèðîäå ñ óêàçàííûì àíòèãåíîì èëè àíòèãåííîé
äåòåðìèíàíòîé, ãäå óêàçàííûé âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ñïîñîáåí ê àññîöèàöèè ñ
óêàçàííûì ïåðâûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè  è ãäå óêàçàííûé àíòèãåí èëè àíòèãåííà 
äåòåðìèíàíòà è óêàçàííà  êîðîâà  ÷àñòèöà âçàèìîäåéñòâóþò ïîñðåäñòâîì óêàçàííîé
àññîöèàöèè äë  ôîðìèðîâàíè  óïîð äî÷åííîãî è ïîâòîð þùåãîñ  ìàññèâà àíòèãåíîâ.
Ïðåäïî÷òèòåëüíûå îñóùåñòâëåíè  êîðîâûõ ÷àñòèö, ïðèãîäíûõ äë  ïðèìåíåíè  ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ïðåäñòàâë þò ñîáîé âèðóñû, âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû,
áàêòåðèîôàã, âèðóñîïîäîáíóþ ÷àñòèöó ÐÍÊ-ôàãà, áàêòåðèàëüíûé ïèëü èëè æãóòèê èëè
ëþáóþ äðóãóþ êîðîâóþ ÷àñòèöó ñ ñîáñòâåííîé ïîâòîð þùåéñ  ñòðóêòóðîé, ñïîñîáíîé ê
ôîðìèðîâàíèþ óïîð äî÷åííîãî è ïîâòîð þùåãîñ  ìàññèâà àíòèãåíîâ ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ.

Áîëåå êîíêðåòíî èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùåé óïîð äî÷åííûé è
ïîâòîð þùèéñ  ìàññèâ àíòèãåíîâ èëè àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò è, â ÷àñòíîñòè äë  äàííîãî
ñëó÷à , êîíúþãàòû ãðåëèíà èëè ïîëó÷åííûõ èç ãðåëèíà ïåïòèäîâ ñ VLP. Áîëåå êîíêðåòíî
èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùåé âèðóñîïîäîáíóþ ÷àñòèöó è, ïî ìåíüøåé
ìåðå, îäèí ñâ çàííûé ñ íåé ãðåëèí èëè ïîëó÷åííûé èç ãðåëèíà ïåïòèä. Òàêæå èçîáðåòåíèå
îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  êîíúþãàòîâ è óïîð äî÷åííûõ è ïîâòîð þùèõñ  ìàññèâîâ
ñîîòâåòñòâåííî. Êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ ïðèãîäíû äë  ïîëó÷åíè  âàêöèí äë  ëå÷åíè 
îæèðåíè  è ñâ çàííûõ çàáîëåâàíèé è â êà÷åñòâå ôàðìàêöèíû äë  ïðîôèëàêòèêè èëè
ëå÷åíè  îæèðåíè  è ñâ çàííûõ çàáîëåâàíèé è äë  ýôôåêòèâíîé èíäóêöèè èììóííûõ
îòâåòîâ, â îñîáåííîñòè îòâåòîâ àíòèòåëàìè. Êðîìå òîãî, êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ
îñîáåííî ïðèãîäíû äë  ýôôåêòèâíîé èíäóêöèè àóòîñïåöèôè÷íûõ èììóííûõ îòâåòîâ â
óêàçàííîì êîíòåêñòå.

Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè ãðåëèí èëè ïîëó÷åííûé èç ãðåëèíà ïåïòèä ñâ çàí ñ êîðîâîé
÷àñòèöåé è VLP ñîîòâåòñòâåííî, êàê ïðàâèëî, îðèåíòèðîâàííûì îáðàçîì ñ ïîëó÷åíèåì
óïîð äî÷åííîãî è ïîâòîð þùåãîñ  ìàññèâà àíòèãåíîâ ãðåëèíà èëè ïîëó÷åííîãî èç ãðåëèíà
ïåïòèäà. Êðîìå òîãî, âûñîêîïîâòîð þùà ñ  è îðãàíèçîâàííà  ñòðóêòóðà êîðîâûõ ÷àñòèö è
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VLP ñîîòâåòñòâåííî îïîñðåäóåò ïðåäñòàâëåíèå ãðåëèíà èëè ïîëó÷åííîãî èç ãðåëèíà
ïåïòèäà â âûñîêîóïîð äî÷åííîì è ïîâòîð þùåìñ  âèäå, ïðèâîä  ê
âûñîêîîðãàíèçîâàííîìó è ïîâòîð þùåìóñ  ìàññèâó àíòèãåíîâ. Êðîìå òîãî, ñâ çûâàíèå
ãðåëèíà èëè ïîëó÷åííîãî èç ãðåëèíà ïåïòèäà ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé è VLP ñîîòâåòñòâåííî
îáåñïå÷èâàåò ýïèòîïû õåëïåðíûõ T-êëåòîê, òàê êàê êîðîâà  ÷àñòèöà è VLP  âë þòñ 
÷óæåðîäíûìè äë  õîç èíà, èììóíèçèðîâàííîãî ìàññèâîì êîðîâà  ÷àñòèöà-ãðåëèí èëè
ïîëó÷åííûé èç ãðåëèíà ïåïòèä è ìàññèâîì VLP-ãðåëèí èëè ïîëó÷åííûé èç ãðåëèíà ïåïòèä
ñîîòâåòñòâåííî. Äàííûå ìàññèâû îòëè÷àþòñ  îò ðàíåå èçâåñòíûõ â äàííîé îáëàñòè
êîíúþãàòîâ, â ÷àñòíîñòè èõ âûñîêîîðãàíèçîâàííîé ñòðóêòóðîé, ðàçìåðàìè è
ïîâòîð åìîñòüþ àíòèãåíà íà ïîâåðõíîñòè ìàññèâà.

Â îäíîì àñïåêòå èçîáðåòåíè  ãðåëèí èëè ïîëó÷åííûé èç ãðåëèíà ïåïòèä ýêñïðåññèðóþò
â ïîäõîä ùåì ýêñïðåññèðóþùåì õîç èíå èëè ñèíòåçèðóþò, òîãäà êàê êîðîâóþ ÷àñòèöó è
VLP ñîîòâåòñòâåííî ýêñïðåññèðóþò è î÷èùàþò èç ýêñïðåññèðóþùåãî õîç èíà, ïîäõîä ùåãî
äë  óêëàäêè è ñáîðêè êîðîâîé ÷àñòèöû è VLP ñîîòâåòñòâåííî. Ãðåëèí èëè ïîëó÷åííûå èç
ãðåëèíà ïåïòèäû ìîæíî ñèíòåçèðîâàòü õèìè÷åñêè. Òàê êàê áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûé ãðåëèí
âêëþ÷àåò â ñåá  í-îêòàíîèëèðîâàííûé ñåðèí â òðåòüåì ïîëîæåíèè, õèìè÷åñêèé ñèíòåç
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïðåäïî÷òèòåëüíûé ïóòü ïîëó÷åíè  ãðåëèíà äë  ñîäåðæàùåãî
áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûå ôîðìû ãðåëèíà âàêöèííîãî ïðåïàðàòà. Çàòåì ìàññèâ ãðåëèíà èëè
ïîëó÷åííîãî èç ãðåëèíà ïåïòèäà ñîáèðàþò ïîñðåäñòâîì ñâ çûâàíè  ãðåëèíà èëè
ïîëó÷åííîãî èç ãðåëèíà ïåïòèäà ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé èëè VLP ñîîòâåòñòâåííî.

Â äðóãîì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùåé (a)
âèðóñîïîäîáíóþ ÷àñòèöó è (b) ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí àíòèãåí èëè àíòèãåííóþ
äåòåðìèíàíòó, ãäå óêàçàííûé àíòèãåí èëè óêàçàííà  àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðåëèí èëè ïîëó÷åííûé èç ãðåëèíà ïåïòèä è ãäå, ïî ìåíüøåé ìåðå,
îäèí óêàçàííûé àíòèãåí èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà ñâ çàíû ñ óêàçàííîé
âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöåé.

Â äîïîëíèòåëüíîì àñïåêòå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè,
ñîäåðæàùåé (a) êîìïîçèöèþ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ è (b) ïðèåìëåìûé
ôàðìàöåâòè÷åñêèé íîñèòåëü.

Â åùå îäíîì äîïîëíèòåëüíîì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âàêöèííîé
êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùåé êîìïîçèöèþ, ñîäåðæàùóþ (a) êîðîâóþ ÷àñòèöó, ïî ìåíüøåé ìåðå,
ñ îäíèì ïåðâûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè  è (b) ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí àíòèãåí èëè
àíòèãåííóþ äåòåðìèíàíòó, ïî ìåíüøåé ìåðå, ñ îäíèì âòîðûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè , ãäå
óêàçàííûé àíòèãåí èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðåëèí èëè
ïîëó÷åííûé èç ãðåëèíà ïåïòèä è ãäå óêàçàííûé âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  âûáðàí èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç (i) ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè , íå âñòðå÷àþùåãîñ  â ïðèðîäå ñ
óêàçàííûì àíòèãåíîì èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòîé, è (ii) ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè ,
âñòðå÷àþùåãîñ  â ïðèðîäå ñ óêàçàííûì àíòèãåíîì èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòîé, ãäå
óêàçàííûé âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ñïîñîáåí ê àññîöèàöèè ñ óêàçàííûì ïåðâûì
ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè  è ãäå óêàçàííûé àíòèãåí èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà è óêàçàííà 
êîðîâà  ÷àñòèöà âçàèìîäåéñòâóþò ïîñðåäñòâîì óêàçàííîé àññîöèàöèè äë  ôîðìèðîâàíè 
óïîð äî÷åííîãî è ïîâòîð þùåãîñ  ìàññèâà àíòèãåíîâ.

Â äîïîëíèòåëüíîì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âàêöèííîé êîìïîçèöèè,
ñîäåðæàùåé êîìïîçèöèþ, ãäå óêàçàííà  êîìïîçèöè  ñîäåðæèò (a) âèðóñîïîäîáíóþ ÷àñòèöó
è (b) ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí àíòèãåí èëè àíòèãåííóþ äåòåðìèíàíòó, ãäå óêàçàííûé
àíòèãåí èëè óêàçàííà  àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðåëèí èëè
ïîëó÷åííûé èç ãðåëèíà ïåïòèä è ãäå, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí óêàçàííûé àíòèãåí èëè
àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà ñâ çàíû ñ óêàçàííîé âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöåé.

Â åùå îäíîì äîïîëíèòåëüíîì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó
ïîëó÷åíè  êîìïîçèöèè ïî ï. 1 ôîðìóëû èçîáðåòåíè , âêëþ÷àþùåìó â ñåá : (a) ïîëó÷åíèå
âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöû è (b) ïîëó÷åíèå, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî àíòèãåíà è àíòèãåííîé
äåòåðìèíàíòû, ãäå óêàçàííûé àíòèãåí èëè óêàçàííà  àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðåëèí èëè ïîëó÷åííûé èç ãðåëèíà ïåïòèä; (c) îáúåäèíåíèå óêàçàííîé
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âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöû è, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî óêàçàííîãî àíòèãåíà èëè àíòèãåííîé
äåòåðìèíàíòû òàê, ÷òîáû, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí óêàçàííûé àíòèãåí èëè àíòèãåííà 
äåòåðìèíàíòà  âë ëèñü ñâ çàííûìè ñ óêàçàííîé âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöåé.

Àíàëîãè÷íî íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïðîöåññó äë  ïîëó÷åíè  êîìïîçèöèè ïî
èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷àþùåìó â ñåá : (a) ïîëó÷åíèå êîðîâîé ÷àñòèöû, ïî ìåíüøåé ìåðå, ñ
îäíèì ïåðâûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè ; (b) ïîëó÷åíèå, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî àíòèãåíà
èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòû, ïî ìåíüøåé ìåðå, ñ îäíèì âòîðûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè ,
ãäå óêàçàííûé àíòèãåí èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðåëèí èëè
ïîëó÷åííûé èç ãðåëèíà ïåïòèä, è ãäå óêàçàííûé âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  âûáðàí èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç (i) ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè , íå âñòðå÷àþùåãîñ  â ïðèðîäå ñ
óêàçàííûì àíòèãåíîì èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòîé, è (ii) ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè ,
âñòðå÷àþùåãîñ  â ïðèðîäå ñ óêàçàííûì àíòèãåíîì èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòîé, è ãäå
óêàçàííûé âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ñïîñîáåí ê àññîöèàöèè ñ óêàçàííûì ïåðâûì
ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè ; è (c) îáúåäèíåíèå óêàçàííîé êîðîâîé ÷àñòèöû è, ïî ìåíüøåé
ìåðå, îäíîãî óêàçàííîãî àíòèãåíà èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòû, ãäå óêàçàííûé àíòèãåí
èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà è óêàçàííà  êîðîâà  ÷àñòèöà âçàèìîäåéñòâóþò ïîñðåäñòâîì
óêàçàííîé àññîöèàöèè äë  ôîðìèðîâàíè  óïîð äî÷åííîãî è ïîâòîð þùåãîñ  ìàññèâà
àíòèãåíîâ.

Â äðóãîì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó èììóíèçàöèè,
âêëþ÷àþùåìó â ñåá  ââåäåíèå êîìïîçèöèè ïî ï. 1 ôîðìóëû èçîáðåòåíè  æèâîòíîìó èëè
÷åëîâåêó.

Â äîïîëíèòåëüíîì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïðèìåíåíèþ êîìïîçèöèè
ïî ï. 1 ôîðìóëû èçîáðåòåíè  äë  ïîëó÷åíè  ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà äë  ëå÷åíè 
îæèðåíè  èëè ñâ çàííîãî çàáîëåâàíè .

Â åùå îäíîì äîïîëíèòåëüíîì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïðèìåíåíèþ
êîìïîçèöèè ïî ï. 1 ôîðìóëû èçîáðåòåíè  äë  ïîëó÷åíè  ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà äë 
òåðàïåâòè÷åñêîãî èëè ïðîôèëàêòè÷åñêîãî ëå÷åíè  îæèðåíè  èëè ñâ çàííîãî çàáîëåâàíè .
Êðîìå òîãî, â åùå îäíîì äîïîëíèòåëüíîì àñïåêòå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê
ïðèìåíåíèþ êîìïîçèöèè ïî ï. 1 ôîðìóëû èçîáðåòåíè  èëè îòäåëüíî, èëè â ñî÷åòàíèè ñ
äðóãèìè ñðåäñòâàìè äë  ïîëó÷åíè  êîìïîçèöèè, âàêöèíû èëè ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà äë 
ëå÷åíè  èëè ïðîôèëàêòèêè îæèðåíè  èëè ñâ çàííîãî çàáîëåâàíè  è/èëè äë  ñòèìóë öèè
èììóííîé ñèñòåìû ìëåêîïèòàþùåãî.

Ñëåäîâàòåëüíî, èçîáðåòåíèå, â ÷àñòíîñòè, îòíîñèòñ  ê âàêöèííûì êîìïîçèöè ì,
ïîäõîä ùèì äë  ïðîôèëàêòèêè è/èëè óìåíüøåíè  èëè ëå÷åíè  îæèðåíè  èëè ñâ çàííûõ ñ
íèì ñîñòî íèé. Èçîáðåòåíèå äîïîëíèòåëüíî îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì èììóíèçàöèè è
âàêöèíàöèè ñîîòâåòñòâåííî äë  ïðåäîòâðàùåíè  è/èëè óìåíüøåíè  èëè ëå÷åíè  îæèðåíè 
èëè ñâ çàííûõ ñ íèì ñîñòî íèé ó æèâîòíûõ è îñîáåííî ó äîìàøíèõ æèâîòíûõ, òàêèõ êàê
êîøêè èëè ñîáàêè, à òàêæå ó ëþäåé. Êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ ìîæíî ïðèìåí òü
ïðîôèëàêòè÷åñêè èëè òåðàïåâòè÷åñêè.

Â êîíêðåòíûõ îñóùåñòâëåíè õ èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì ïðîôèëàêòèêè,
ëå÷åíè  è/èëè óìåíüøåíè  îæèðåíè  èëè ñâ çàííûõ ñ íèì ñîñòî íèé, âûçûâàåìûõ èëè
óñèëèâàåìûõ "ñîáñòâåííûìè" ãåííûìè ïðîäóêòàìè, ò.å. "àóòîàíòèãåíàìè", êàê ïðèìåí þò
çäåñü. Â ñâ çàííûõ îñóùåñòâëåíè õ èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì èíäóêöèè
èììóíîëîãè÷åñêèõ îòâåòîâ ó æèâîòíûõ è èíäèâèäóóìîâ ñîîòâåòñòâåííî, âåäóùèõ ê
îáðàçîâàíèþ àíòèòåë, ÷òî ïðåäîòâðàùàåò, ëå÷èò è/èëè óìåíüøàåò îæèðåíèå èëè
ñâ çàííûå ñ íèì ñîñòî íè , âûçûâàåìûå èëè óñèëèâàåìûå "ñîáñòâåííûìè" ãåííûìè
ïðîäóêòàìè.

Êàê ìîæåò ïîí òü ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè, êîãäà êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ
ââîä ò æèâîòíîìó èëè ÷åëîâåêó, îíè ìîãóò íàõîäèòüñ  â êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùåé ñîëè,
áóôåðû, àäúþâàíòû èëè äðóãèå âåùåñòâà, æåëàòåëüíûå äë  óâåëè÷åíè  ýôôåêòèâíîñòè
êîìïîçèöèè. Ïðèìåðû ïðèãîäíûõ äë  ïðèìåíåíè  â ïîëó÷åíèè ôàðìàöåâòè÷åñêèõ
êîìïîçèöèé âåùåñòâ ïðåäîñòàâëåíû â ìíîãî÷èñëåííûõ èñòî÷íèêàõ, âêëþ÷àþùèõ â ñåá 
Remington's Pharmaceutical Sciences (Osol, A, ed., Mack Publishing Co. (1990)).
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Óêàçàíî, ÷òî êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ  âë þòñ  "ôàðìàêîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûìè"
åñëè ïîëó÷àþùèé èõ èíäèâèä ìîæåò ïåðåíîñèòü èõ ââåäåíèå. Êðîìå òîãî, êîìïîçèöèè ïî
èçîáðåòåíèþ ââîä ò â "òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíîì êîëè÷åñòâå" (ò.å. â êîëè÷åñòâå,
âûçûâàþùåì æåëàòåëüíûé ôèçèîëîãè÷åñêèé ýôôåêò).

Êîìïîçèöèè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî ââîäèòü ðàçëè÷íûìè èçâåñòíûìè â
äàííîé îáëàñòè ñïîñîáàìè, íî îáû÷íî èõ ââîä ò ïîñðåäñòâîì èíúåêöèè, èíôóçèè,
èíãàë öèè, îðàëüíîãî ââåäåíè  èëè äðóãèõ ôèçè÷åñêèõ ñïîñîáîâ. Êîìïîçèöèè
àëüòåðíàòèâíî ìîæíî ââîäèòü âíóòðèìûøå÷íî, âíóòðèâåííî èëè ïîäêîæíî. Êîìïîíåíòû
êîìïîçèöèé äë  ââåäåíè  âêëþ÷àþò â ñåá  ñòåðèëüíûå âîäíûå (íàïðèìåð,
ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð) èëè íåâîäíûå ðàñòâîðû è ñóñïåíçèè. Ïðèìåðû íåâîäíûõ
ðàñòâîðèòåëåé ïðåäñòàâë þò ñîáîé ïðîïèëåíãëèêîëü, ïîëèýòèëåíãëèêîëü, ðàñòèòåëüíûå
ìàñëà, òàêèå êàê îëèâêîâîå ìàñëî, è èíúåöèðóåìûå îðãàíè÷åñêèå ñëîæíûå ýôèðû, òàêèå
êàê ýòèëîëåàò. Äë  óâåëè÷åíè  ïðîíèöàåìîñòè ÷åðåç êîæó è óâåëè÷åíè  âñàñûâàíè 
àíòèãåíà ìîæíî ïðèìåí òü íîñèòåëè èëè íåïðîíèöàåìîå ïîêðûòèå.

Ñïåöèàëèñòó â äàííîé îáëàñòè â ñâåòå òîãî, ÷òî èçâåñòíî â äàííîé îáëàñòè,
ñëåäóþùåãî íèæå îïèñàíè  èçîáðåòåíè  è ôîðìóëû èçîáðåòåíè  ñòàíóò î÷åâèäíû äðóãèå
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .

ÊÐÀÒÊÎÅ ÎÏÈÑÀÍÈÅ ÐÈÑÓÍÊÎÂ/ÔÈÃÓÐ
Íà ôèãóðå 1 ïðåäñòàâëåíû ïðîäóêòû ñâ çûâàíè  ðåàêöèè ìûøèíîãî C-ãðåëèíà (SEQ ID:

¹ 77) èëè ìûøèíîãî ãðåëèíà-GC (SEQ ID: ¹ 105) ñ êàïñèäíûì áåëêîì Qβ. Ïîëîñà M
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ìàðêåð, ïîëîñà 1 ïðåäñòàâë åò ñîáîé äåðèâàòèçèðîâàííûé VLP Qβ,
ïîëîñà 2 ïðåäñòàâë åò ñîáîé Qβ-C-ãðåëèí â ðàñòâîðèìîé ôðàêöèè, ïîëîñà 3 ïðåäñòàâë åò
ñîáîé Qβ-C-ãðåëèí â íåðàñòâîðèìîé ôðàêöèè, ïîëîñà 4 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðåëèí-GC-Qβ
â ðàñòâîðèìîé ôðàêöèè, ïîëîñà 5 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðåëèí-GC-Qβ â íåðàñòâîðèìîé
ôðàêöèè. Â íåðàñòâîðèìîé ôðàêöèè íàõîäèòñ  î÷åíü ìàëî ïðîäóêòà.

Íà ôèãóðå 2 ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå òèòðû ñïåöèôè÷íûõ ê ãðåëèíó àíòèòåë IgG,
îáíàðóæåííûå â îáùåé ñûâîðîòêå ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ ìûøèíûì Qβ-C-ãðåëèíîì
(Qb-cGhr), ìûøèíûì ãðåëèíîì-GC-Qβ (Qb-GhrC) èëè PBS íà 0, 14, 21 è 42 ñóòêè. Òèòðû
ELISA ïðåäñòàâëåíû êàê ðàçâåäåíè  ñûâîðîòêè, ïðèâîä ùèå ê ïîëîâèíå ìàêñèìàëüíîé OD
ïðè àíàëèçå ELISA. Ïëàíøåòû äë  ELISA ïîêðûâàëè ìûøèíûì ãðåëèíîì ñ
îêòàíîèëèðîâàííûì ñåðèíîì (Bachem, Product ¹ H-4862) â êîíöåíòðàöèè 20 ìêã/ìë.
Ïëàíøåòû áëîêèðîâàëè, à çàòåì èíêóáèðîâàëè ñ ñåðèéíî ðàçâåäåííûìè ìûøèíûìè
ñûâîðîòêàìè îò 14, 21 è 42 ñóòîê. Ñâ çàâøèåñ  àíòèòåëà âû âë ëè ñ ïðèìåíåíèåì
ôåðìåíòàòèâíî ìå÷åííîãî àíòèòåëà ïðîòèâ ìûøèíûõ IgG. Â êà÷åñòâå êîíòðîë  òàêæå
òåñòèðîâàëè ñûâîðîòêó îò òåõ æå ìûøåé ïåðåä èììóíèçàöèåé.

Íà ôèãóðå 3 ïðåäñòàâëåíî îáùåå ïîòðåáëåíèå ïèùè ìûøàìè, èììóíèçèðîâàííûìè
ìûøèíûì Qβ-C-ãðåëèíîì (Qb-cGhr), ìûøèíûì ãðåëèíîì-GC-Qβ (Qb-GhrC) èëè PBS. Â
êà÷åñòâå êîíòðîë  ìûøåé èììóíèçèðîâàëè PBS. Âñåõ ìûøåé îò 0 äî 14 ñóòîê ñîäåðæàëè
íà íîðìàëüíîé äèåòå. Âïîñëåäñòâèè âñåõ ìûøåé ñîäåðæàëè íà äèåòå ñ âûñîêèì
ñîäåðæàíèåì æèðà (45%) äë  îáëåã÷åíè  ðàçâèòè  âûçâàííîãî äèåòîé îæèðåíè . Ïèùó è
âîäó äàâàëè áåç îãðàíè÷åíèé. ×åðåç ðåãóë ðíûå èíòåðâàëû ïîñëå èììóíèçàöèè (íà 5, 11,
14, 21, 28, 35, 40, 49 è 55 ñóòêè ïîñëå èììóíèçàöèè) ó êàæäîé ìûøè êîíòðîëèðîâàëè
èçìåíåíè  ìàññû òåëà, à òàêæå êîíòðîëèðîâàëè ðàñõîä ïèùè è âîäû íà êëåòêó (ò.å. ãðóïïó).

ÏÎÄÐÎÁÍÎÅ ÎÏÈÑÀÍÈÅ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Åñëè íå îïðåäåëåíî èíà÷å, âñå ïðèìåí åìûå çäåñü òåõíè÷åñêèå è íàó÷íûå òåðìèíû

îáëàäàþò òåìè æå çíà÷åíè ìè, êàê è îáû÷íî ïîíèìàåìûå ñïåöèàëèñòîì â äàííîé îáëàñòè,
ê êîòîðîé ïðèíàäëåæèò äàííîå èçîáðåòåíèå. Õîò  â ïðàêòè÷åñêîì îñóùåñòâëåíèè èëè äë 
òåñòèðîâàíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæíî ïðèìåí òü ëþáûå ñïîñîáû è âåùåñòâà,
ïîäîáíûå èëè ýêâèâàëåíòíûå òåì, êîòîðûå îïèñàíû çäåñü, íèæå îïèñàíû
ïðåäïî÷òèòåëüíûå ñïîñîáû è âåùåñòâà.

1. Îïðåäåëåíè :
Àäúþâàíò: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "àäúþâàíò" îòíîñèòñ  ê íåñïåöèôè÷åñêèì

ñòèìóë òîðàì èììóííîãî îòâåòà èëè âåùåñòâàì, ïîçâîë þùèì îáðàçîâàíèå ó õîç èíà
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äåïî, êîòîðîå â ñî÷åòàíèè ñ âàêöèíîé èëè ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèåé ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ ñîîòâåòñòâåííî ìîæåò îáåñïå÷èòü äàæå áîëåå ñèëüíûé èììóííûé îòâåò.
Ìîæíî ïðèìåí òü ìíîæåñòâî àäúþâàíòîâ. Ïðèìåðû âêëþ÷àþò â ñåá  ïîëíûé è íåïîëíûé
àäúþâàíò Ôðåéíäà, ãèäðîêñèä àëþìèíè  è ìîäèôèöèðîâàííûé ìóðàìèëäèïåïòèä.
Äîïîëíèòåëüíûìè àäúþâàíòàìè  âë þòñ  ìèíåðàëüíûå ãåëè, òàêèå êàê ãèäðîêñèä
àëþìèíè , ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíûå âåùåñòâà, òàêèå êàê ëèçîëåöèòèí, ïëþðîíèëîâûå
ïîëèîëû, ïîëèàíèîíû, ïåïòèäû, ìàñë íûå ýìóëüñèè, ãåìîöèàíèíû ìîðñêîãî áëþäöà,
äèíèòðîôåíîë è ïîòåíöèàëüíî ïðèãîäíûå ÷åëîâå÷åñêèå àäúþâàíòû, òàêèå êàê BCG
(áàöèëëà Êàëüìåòà-Ãåðåíà) è Corynebacterium parvum. Òàêèå àäúþâàíòû òàêæå õîðîøî
èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè. Äîïîëíèòåëüíûå àäúþâàíòû, êîòîðûå ìîæíî ââîäèòü ñ
êîìïîçèöè ìè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷àþò â ñåá  â êà÷åñòâå
íåîãðàíè÷èâàþùèõ ïðèìåðîâ ìîíîôîñôîðèëüíûé ëèïèäíûé èììóíîìîäóë òîð, AdjuVax
100a, QS-21, QS-18, CRL1005, ñîëè àëþìèíè  (êâàñöû), MF-59, OM-174, OM-197, OM-294 è
âèðîñîìàëüíóþ àäúþâàíòíóþ òåõíîëîãèþ. Àäúþâàíòû òàêæå ìîãóò ñîäåðæàòü ñìåñü
äàííûõ âåùåñòâ.

Â äàííîé îáëàñòè èçâåñòíû èììóíîëîãè÷åñêè àêòèâíûå ñàïîíèíîâûå ôðàêöèè,
ïîëó÷åííûå èç îáëàäàþùåé àêòèâíîñòüþ àäúþâàíòà, êîðû þæíîàìåðèêàíñêîãî äåðåâà
Quillaja Saponaria Molina. Íàïðèìåð, QS21, òàêæå èçâåñòíûé êàê QA21, ïðåäñòàâë åò
ñîáîé î÷èùåííóþ ïðè ïîìîùè ÂÝÆÕ ôðàêöèþ èç äåðåâà Quillaja Saponaria Molina, à ñïîñîá
åãî ïîëó÷åíè  (êàê QA21) îïèñàí â ïàòåíòå ÑØÀ ¹ 5057540. Òàêæå êàê àäúþâàíòû ó Scott
et al, Int. Archs. Allergy Appl. Immun., 1985, 77, 409 îïèñàíû ñàïîíèíû êèëàéè. Â
äàííîé îáëàñòè èçâåñòåí ìîíîôîñôîðèëëèïèä A è åãî ïðîèçâîäíûå. Ïðåäïî÷òèòåëüíîå
ïðîèçâîäíîå ïðåäñòàâë åò ñîáîé 3-äå-O-àöèëèðîâàííûé ìîíîôîñôîðèëëèïèä A, è îíî
èçâåñòíî èç ïàòåíòà Âåëèêîáðèòàíèè ¹ 2220211. Äîïîëíèòåëüíûå ïðåäïî÷òèòåëüíûå
àäúþâàíòû îïèñàíû â WO00/00462, îïèñàíèå êîòîðîãî âêëþ÷åíî ñþäà â êà÷åñòâå ññûëêè.

Îäíàêî âûãîäíîé îñîáåííîñòüþ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  âûñîêà 
èììóíîãåííîñòü êîìïîçèöèé ïî èçîáðåòåíèþ. Êàê óæå óêàçûâàëè çäåñü è ñòàíåò î÷åâèäíûì
ïî õîäó äàííîé ñïåöèôèêàöèè, â äîïîëíèòåëüíûõ àëüòåðíàòèâíûõ èëè ïðåäïî÷òèòåëüíûõ
îñóùåñòâëåíè õ ïðåäîñòàâëåíû âàêöèíû è ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè áåç
àäúþâàíòîâ, ÷òî ïðèâîäèò ê âàêöèíàì è ôàðìàöåâòè÷åñêèì êîìïîçèöè ì äë  ëå÷åíè  AD
áåç àäúþâàíòîâ è, òàêèì îáðàçîì, îáëàäàþùèõ áîëåå âûñîêèì ïðîôèëåì áåçîïàñíîñòè,
òàê êàê àäúþâàíòû ìîãóò âûçûâàòü ïîáî÷íûå ýôôåêòû. Êàê ïðèìåí þò çäåñü â êîíòåêñòå
âàêöèí è ôàðìàöåâòè÷åñêèõ êîìïîçèöèé äë  ëå÷åíè  AD, òåðìèí "áåç" îòíîñèòñ  ê
âàêöèíàì è ôàðìàöåâòè÷åñêèì êîìïîçèöè ì, ïðèìåí åìûì áåç àäúþâàíòîâ.

Àìèíîêèñëîòíûé ëèíêåð: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, "àìèíîêèñëîòíûé ëèíêåð", èëè òàêæå
ïðîñòî îáîçíà÷àåìûé â ïðåäåëàõ äàííîé ñïåöèôèêàöèè êàê "ëèíêåð", èëè àññîöèèðóåò
àíòèãåí èëè àíòèãåííóþ äåòåðìèíàíòó ñî âòîðûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè  èëè áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî óæå âêëþ÷àåò â ñåá  èëè ñîäåðæèò âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè , êàê
ïðàâèëî, íî íå îá çàòåëüíî, â âèäå îäíîãî àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà, ïðåäïî÷òèòåëüíî â
âèäå öèñòåèíîâîãî îñòàòêà. Îäíàêî, êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "àìèíîêèñëîòíûé
ëèíêåð" íå ïîäðàçóìåâàåò, ÷òî òàêîé àìèíîêèñëîòíûé ëèíêåð ñîñòîèò èñêëþ÷èòåëüíî èç
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, äàæå åñëè àìèíîêèñëîòíûé ëèíêåð, ñîñòî ùèé èç
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïðåäïî÷òèòåëüíîå îñóùåñòâëåíèå
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè àìèíîêèñëîòíîãî ëèíêåðà
ïðåäïî÷òèòåëüíî ñîñòî ò èç âñòðå÷àþùèõñ  â ïðèðîäå àìèíîêèñëîò èëè íåïðèðîäíûõ
àìèíîêèñëîò, èçâåñòíûõ â äàííîé îáëàñòè, âñåõ L èëè âñåõ D èëè èõ ñìåñåé. Îäíàêî
èçîáðåòåíèå òàêæå âêëþ÷àåò â ñåá  àìèíîêèñëîòíûé ëèíêåð, ñîäåðæàùèé ìîëåêóëó ñ
ñóëüôãèäðèëüíîé ãðóïïîé èëè öèñòåèíîâûé îñòàòîê. Òàêà  ìîëåêóëà ïðåäïî÷òèòåëüíî
ñîäåðæèò C1-C6-àëêèëüíóþ, öèêëîàëêèëüíóþ (C5, C6), àðèëüíóþ èëè ãåòåðîàðèëüíóþ
ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó. Îäíàêî êðîìå àìèíîêèñëîòíîãî ëèíêåðà â îáëàñòü èçîáðåòåíè 
òàêæå íåîáõîäèìî âêëþ÷èòü ëèíêåð, ïðåäïî÷òèòåëüíî ñîäåðæàùèé C1-C6-àëêèëüíóþ,
öèêëîàëêèëüíóþ (C5, C6), àðèëüíóþ èëè ãåòåðîàðèëüíóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó è íå
ñîäåðæàùèé àìèíîêèñëîò(û). Àññîöèàöè  ìåæäó àíòèãåíîì èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòîé
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èëè, íåîá çàòåëüíî, âòîðûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè  è àìèíîêèñëîòíûì ëèíêåðîì
ïðåäïî÷òèòåëüíî îñóùåñòâë åòñ , ïî ìåíüøåé ìåðå, ïîñðåäñòâîì îäíîé êîâàëåíòíîé
ñâ çè, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî - ïî ìåíüøåé ìåðå, ïîñðåäñòâîì îäíîé ïåïòèäíîé ñâ çè.

Æèâîòíîå: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "æèâîòíîå" ïðåäíàçíà÷åí äë  âêëþ÷åíè  â
ñåá , íàïðèìåð, ëþäåé, îâåö, ëîñåé, îëåí , ÷åðíîõâîñòîãî îëåí , íîðîê, ìëåêîïèòàþùèõ,
îáåçü í, ëîøàäåé, êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, ñâèíåé, êîç, ñîáàê, êîøåê, êðûñ, ìûøåé,
ïòèö, öûïë ò, ðåïòèëèé, ðûá, íàñåêîìûõ è ïàóêîîáðàçíûõ.

Àíòèòåëî: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "àíòèòåëî" îòíîñèòñ  ê ìîëåêóëàì, ñïîñîáíûì ê
ñâ çûâàíèþ ýïèòîïîâ èëè àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò. Òåðìèí ïðåäíàçíà÷åí äë  âêëþ÷åíè  â
ñåá  ïîëíûõ àíòèòåë è èõ àíòèãåíñâ çûâàþùèõ ôðàãìåíòîâ, âêëþ÷à  îäíîöåïî÷å÷íûå
àíòèòåëà. Íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûå àíòèòåëà ïðåäñòàâë þò ñîáîé
àíòèãåíñâ çûâàþùèå ôðàãìåíòû ÷åëîâå÷åñêèõ àíòèòåë è âêëþ÷àþò â ñåá  â êà÷åñòâå
íåîãðàíè÷èâàþùèõ ïðèìåðîâ Fab, Fab' è F(ab')2, Fd, îäíîöåïî÷å÷íûå Fvs
(scFv),îäíîöåïî÷å÷íûå àíòèòåëà, ñâ çàííûå äèñóëüôèäíûìè ñâ ç ìè Fvs (sdFv) è
ôðàãìåíòû, ñîäåðæàùèå èëè VL- èëè VH-äîìåí. Àíòèòåëà ìîãóò ïðîèñõîäèòü îò ëþáîãî
æèâîòíîãî, âêëþ÷à  ïòèö è ìëåêîïèòàþùèõ. Ïðåäïî÷òèòåëüíî àíòèòåëà  âë þòñ 
÷åëîâå÷åñêèìè, ìûøèíûìè, êðîëè÷üèìè, êîçüèìè, àíòèòåëàìè ìîðñêèõ ñâèíîê,
âåðáëþæüèìè, ëîøàäèíûìè èëè êóðèíûìè. Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "÷åëîâå÷åñêèå"
àíòèòåëà âêëþ÷àåò â ñåá  àíòèòåëà ñ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÷åëîâå÷åñêîãî
èììóíîãëîáóëèíà è âêëþ÷àåò â ñåá  àíòèòåëà, âûäåëåííûå èç áèáëèîòåê ÷åëîâå÷åñêèõ
èììóíîãëîáóëèíîâ èëè èç æèâîòíûõ, òðàíñãåííûõ ïî îäíîìó èëè íåñêîëüêèì ÷åëîâå÷åñêèì
èììóíîãëîáóëèíàìè è íå ýêñïðåññèðóþùèõ ýíäîãåííûå èììóíîãëîáóëèíû, êàê îïèñàíî,
íàïðèìåð, â ïàòåíòå ÑØÀ ¹ 5939598, âûäàííîìó Kucherlapati et al.

Àíòèãåí: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "àíòèãåí" îòíîñèòñ  ê ìîëåêóëå, êîòîðóþ
ñïîñîáíî ñâ çûâàòü àíòèòåëî èëè T-êëåòî÷íûé ðåöåïòîð (TCR), åñëè îíà ïðåäñòàâëåíà
ìîëåêóëàìè MHC. Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "àíòèãåí" òàêæå îõâàòûâàåò T-êëåòî÷íûå
ýïèòîïû. Àíòèãåí äîïîëíèòåëüíî ñïîñîáåí ðàñïîçíàâàòüñ  èììóííîé ñèñòåìîé è/èëè
ñïîñîáåí èíäóöèðîâàòü ãóìîðàëüíûé èììóííûé îòâåò è/èëè êëåòî÷íûé èììóííûé îòâåò,
ïðèâîä  ê àêòèâàöèè B- è/èëè T-ëèìôîöèòîâ. Ýòî, îäíàêî, ìîæåò ïîòðåáîâàòü, ÷òîáû, ïî
ìåíüøåé ìåðå, â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ àíòèãåí ñîäåðæàë ýïèòîï Th-êëåòîê èëè  âë ëñ 
ñâ çàííûì ñ íèì è ÷òîáû åãî ââîäèëè â àäúþâàíòå. Àíòèãåí ìîæåò îáëàäàòü îäíèì èëè
íåñêîëüêèìè ýïèòîïàìè (B- è T-ýïèòîïû). Êàê ïðåäïîëàãàþò, óêàçàííà  âûøå êîíêðåòíà 
ðåàêöè  óêàçûâàåò íà òî, ÷òî àíòèãåí ïðåäïî÷òèòåëüíî ðåàãèðóåò, êàê ïðàâèëî,
âûñîêîèçáèðàòåëüíî ñ ñîîòâåòñòâóþùèì àíòèòåëîì èëè TCR, à íå ñ ìíîæåñòâîì àíòèòåë
èëè TCR èíäóöèðóåìûõ äðóãèìè àíòèãåíàìè. Êàê ïðèìåí þò çäåñü, àíòèãåíû ìîãóò
ïðåäñòàâë òü ñîáîé ñìåñè íåñêîëüêèõ îòäåëüíûõ àíòèãåíîâ.

Àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà"
ïðåäíàçíà÷åí äë  îáîçíà÷åíè  òîé ÷àñòè àíòèãåíà, êîòîðà  ñïåöèôè÷åñêè ðàñïîçíàåòñ  B-
èëè T-ëèìôîöèòàìè. B-ëèìôîöèòû, ðåàãèðóþùèå íà àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû, îáðàçóþò
àíòèòåëà, òîãäà êàê T-ëèìôîöèòû îòâå÷àþò íà àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû ïðîëèôåðàöèåé è
ðàçâèòèåì ýôôåêòîðíûõ ôóíêöèé, âàæíûõ äë  îïîñðåäîâàíè  êëåòî÷íîãî è/èëè
ãóìîðàëüíîãî èììóíèòåòà.

Àññîöèàöè : Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "àññîöèàöè ", êàê åãî ïðèìåí þò ê ïåðâîìó è
âòîðîìó ó÷àñòêàì ïðèêðåïëåíè , îòíîñèòñ  ê ñâ çûâàíèþ ïåðâîãî è âòîðîãî ó÷àñòêà
ïðèêðåïëåíè , ïðåäïî÷òèòåëüíî ïîñðåäñòâîì, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîé íåïåïòèäíîé ñâ çè.
Ñâ çü ìîæåò  âë òüñ  êîâàëåíòíîé, èîííîé, ãèäðîôîáíîé, ïîë ðíîé èëè ëþáûì èõ
ñî÷åòàíèåì, ïðåäïî÷òèòåëüíî òèï ñâ çè  âë åòñ  êîâàëåíòíûì.

Ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè , ïåðâûé: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, ôðàçà "ïåðâûé ó÷àñòîê
ïðèêðåïëåíè " îòíîñèòñ  ê ýëåìåíòó íåïðèðîäíîãî èëè ïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäåíè , ñ
êîòîðûì ìîæåò àññîöèèðîâàòüñ  âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè , ðàñïîëîæåííûé íà
àíòèãåíå èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòå. Ïåðâûé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ìîæåò ïðåäñòàâë òü
ñîáîé áåëîê, ïîëèïåïòèä, àìèíîêèñëîòó, ïåïòèä ñàõàð, ïîëèíóêëåîòèä, ïðèðîäíûé èëè
ñèíòåòè÷åñêèé ïîëèìåð, âòîðè÷íûé ìåòàáîëèò èëè ñîåäèíåíèå (áèîòèí, ôëóîðåñöåèí,
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ðåòèíîë, äèãîêñèãåíèí, èîíû ìåòàëëîâ, ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèä), èëè èõ ñî÷åòàíèå,
èëè èõ õèìè÷åñêè àêòèâíûå ãðóïïû. Ïåðâûé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè , êàê ïðàâèëî è
ïðåäïî÷òèòåëüíî ðàñïîëîæåí íà ïîâåðõíîñòè êîðîâîé ÷àñòèöû, ïðåäïî÷òèòåëüíî òàêîé êàê
âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà. Íà ïîâåðõíîñòè êîðîâîé èëè âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèö
ñîîòâåòñòâåííî íàõîä òñ  ìíîæåñòâî ïåðâûõ ó÷àñòêîâ ïðèêðåïëåíè , êàê ïðàâèëî, â
ïîâòîð þùåéñ  êîíôèãóðàöèè.

Ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè , âòîðîé: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, ôðàçà "âòîðîé ó÷àñòîê
ïðèêðåïëåíè " îòíîñèòñ  ê ýëåìåíòó, àññîöèèðîâàííîìó ñ àíòèãåíîì èëè àíòèãåííîé
äåòåðìèíàíòîé, ñ êîòîðûì ìîæåò àññîöèèðîâàòüñ  ïåðâûé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè ,
ðàñïîëîæåííûé íà ïîâåðõíîñòè êîðîâîé ÷àñòèöû èëè âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöû
ñîîòâåòñòâåííî. Âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  àíòèãåíà èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòû
ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé áåëîê, ïîëèïåïòèä, ïåïòèä, ñàõàð, ïîëèíóêëåîòèä, ïðèðîäíûé
èëè ñèíòåòè÷åñêèé ïîëèìåð, âòîðè÷íûé ìåòàáîëèò èëè ñîåäèíåíèå (áèîòèí, ôëóîðåñöåèí,
ðåòèíîë, äèãîêñèãåíèí, èîíû ìåòàëëîâ, ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèä), èëè èõ ñî÷åòàíèå,
èëè èõ õèìè÷åñêè àêòèâíûå ãðóïïû. Íà àíòèãåíå èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòå íàõîäèòñ ,
ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè . Ñëåäîâàòåëüíî, òåðìèí "àíòèãåí èëè
àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà, ïî ìåíüøåé ìåðå, ñ îäíèì âòîðûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè "
îòíîñèòñ  ê àíòèãåíó èëè àíòèãåííîé êîíñòðóêöèè, ñîäåðæàùåé, ïî ìåíüøåé ìåðå, àíòèãåí
èëè àíòèãåííóþ äåòåðìèíàíòó è âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè . Îäíàêî â àíòèãåíå èëè
àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòå, â ÷àñòíîñòè äë  âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè  íåïðèðîäíîãî
ïðîèñõîæäåíè , ò.å. íå âñòðå÷àþùåãîñ  â ïðèðîäå, äàííûé àíòèãåí èëè àíòèãåííûå
êîíñòðóêöèè ñîäåðæàò "àìèíîêèñëîòíûé ëèíêåð".

Ñâ çü: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "ñâ çü" îòíîñèòñ  ê ñâ çûâàíèþ èëè ïðèêðåïëåíèþ,
êîòîðîå ìîæåò  âë òüñ  êîâàëåíòíûì, íàïðèìåð, ïîñðåäñòâîì õèìè÷åñêîãî ñâ çûâàíè ,
èëè íåêîâàëåíòíûì, íàïðèìåð, èîííûå âçàèìîäåéñòâè , ãèäðîôîáíûå âçàèìîäåéñòâè 
âîäîðîäíûå ñâ çè è ò.ï. Êîâàëåíòíûå ñâ çè ìîãóò, íàïðèìåð, ïðåäñòàâë òü ñîáîé ñëîæíûå
ýôèðû, ïðîñòûå ýôèðû, ôîñôîýôèðû, àìèäû, ïåïòèäû, èìèäû, ñåðîóãëåðîäíûå ñâ çè,
ôîñôîóãëåðîäíûå ñâ çè è ò.ï. Òåðìèí "ñâ çàí"  âë åòñ  áîëåå øèðîêèì, ÷åì òàêèå
òåðìèíû, êàê "ñîåäèíåí", "ñëèò" è "ïðèêðåïëåí", è âêëþ÷àåò èõ â ñåá .

Áåëîê(êè) îáîëî÷êè: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "áåëîê(êè) îáîëî÷êè" îòíîñèòñ  ê
áåëêó(àì) áàêòåðèîôàãà èëè ÐÍÊ-ôàãà, ñïîñîáíîãî âñòðàèâàòüñ  â êàïñèäíóþ êîíñòðóêöèþ
áàêòåðèîôàãà èëè ÐÍÊ-ôàãà. Îäíàêî ïðè ññûëêå íà êîíêðåòíûé ãåííûé ïðîäóêò ãåíà áåëêà
îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ ïðèìåí þò òåðìèí "CP". Íàïðèìåð, êîíêðåòíûé ãåííûé ïðîäóêò ãåíà
áåëêà îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãà Qβ îáîçíà÷åí "CP Qβ", òîãäà êàê "áåëêè îáîëî÷êè"
áàêòåðèîôàãà Qβ âêëþ÷àþò â ñåá  "CP Qβ", à òàêæå áåëîê A1. Êàïñèä áàêòåðèîôàãà Qβ
ïðåèìóùåñòâåííî ñîñòîèò èç CP Qβ ñ íåáîëüøèì ñîäåðæàíèåì áåëêà A1. Ïîäîáíûì
îáðàçîì áåëîê îáîëî÷êè VLP Qβ ïðåèìóùåñòâåííî ñîñòîèò èç CP Qβ ñ íåáîëüøèì
ñîäåðæàíèåì áåëêà A1.

Êîðîâà  ÷àñòèöà: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "êîðîâà  ÷àñòèöà" îòíîñèòñ  ê æåñòêîé
ñòðóêòóðå ñ ñîáñòâåííîé ïîâòîð þùåéñ  ñòðóêòóðîé. Êàê ïðèìåí þò çäåñü, êîðîâà 
÷àñòèöà ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ïðîäóêò ñèíòåòè÷åñêîãî ïðîöåññà èëè ïðîäóêò
áèîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññà.

Ñâ çàí: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "ñâ çàí" îòíîñèòñ  ê ïðèêðåïëåíèþ ïîñðåäñòâîì
êîâàëåíòíûõ ñâ çåé èëè ïîñðåäñòâîì ñèëüíûõ íåêîâàëåíòíûõ âçàèìîäåéñòâèé, êàê
ïðàâèëî è ïðåäïî÷òèòåëüíî ê ïðèêðåïëåíèþ ïîñðåäñòâîì êîâàëåíòíûõ ñâ çåé. Ïî äàííîìó
èçîáðåòåíèþ ìîæíî ïðèìåí òü ëþáîé ñïîñîá, îáû÷íî ïðèìåí åìûé ñïåöèàëèñòàìè â
äàííîé îáëàñòè äë  ñâ çûâàíè  áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ.

Ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî"
îòíîñèòñ  ê êîëè÷åñòâó, íåîáõîäèìîìó èëè äîñòàòî÷íîìó äë  ðåàëèçàöèè æåëàåìîãî
áèîëîãè÷åñêîãî ýôôåêòà. Ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî êîìïîçèöèè ïðåäñòàâë åò ñîáîé
êîëè÷åñòâî, ñ ïðèìåíåíèåì êîòîðîãî äîñòèãàþò äàííîãî âûáðàííîãî ðåçóëüòàòà, è òàêîå
êîëè÷åñòâî ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè ìîæåò îïðåäåëèòü, ïî ñóòè, îáû÷íûìè ñïîñîáàìè.
Íàïðèìåð, ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî äë  ëå÷åíè  íåäîñòàòî÷íîñòè èììóííîé ñèñòåìû
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ìîæåò  âë òüñ  êîëè÷åñòâîì, íåîáõîäèìûì äë  òîãî, ÷òîáû ïîñëóæèòü ïðè÷èíîé àêòèâàöèè
èììóííîé ñèñòåìû, ïðèâîä ùåãî ê ðàçâèòèþ ñïåöèôè÷íîãî ê àíòèãåíó èììóííîãî îòâåòà
ïðè ýêñïîçèöèè àíòèãåíà. Òåðìèí òàêæå  âë åòñ  ñèíîíèìîì ñ "äîñòàòî÷íûì êîëè÷åñòâîì".

Ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî äë  ëþáîãî êîíêðåòíîãî ïðèìåíåíè  ìîæåò âàðüèðîâàòü, â
çàâèñèìîñòè îò òàêèõ ôàêòîðîâ êàê çàáîëåâàíèå èëè ñîñòî íèå, êîòîðîå íåîáõîäèìî
ëå÷èòü, êîíêðåòíîé êîìïîçèöèè äë  ââåäåíè , ðàçìåðà ñóáúåêòà è/èëè ò æåñòè
çàáîëåâàíè  èëè ñîñòî íè . Ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè, áåç íåîáõîäèìîñòè
÷ðåçìåðíîãî ýêñïåðèìåíòèðîâàíè , ìîæåò ýìïèðè÷åñêè îïðåäåëèòü ýôôåêòèâíîå
êîëè÷åñòâî êîíêðåòíîé êîìïîçèöèè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.

Ýïèòîï: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "ýïèòîï" îòíîñèòñ  ê íåïðåðûâíûì èëè
ïðåðûâàþùèìñ  ÷àñò ì ïîëèïåïòèäà ñ àíòèãåííîé èëè èììóíîãåííîé àêòèâíîñòüþ ó
æèâîòíîãî, ïðåäïî÷òèòåëüíî ìëåêîïèòàþùåãî, à íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî - ó ÷åëîâåêà.
Ýïèòîï ðàñïîçíàåòñ  àíòèòåëîì èëè T-êëåòêîé ïîñðåäñòâîì åå T-êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà â
îêðóæåíèè ìîëåêóëû MHC. Êàê ïðèìåí þò çäåñü, "èììóíîãåííûé ýïèòîï" îïðåäåëåí êàê
÷àñòü ïîëèïåïòèäà, âûçûâàþùà  îòâåò àíòèòåëàìè èëè èíäóöèðóþùà  T-êëåòî÷íûé îòâåò ó
æèâîòíîãî, êàê îïðåäåëåíî ëþáûì èçâåñòíûì â äàííîé îáëàñòè ñïîñîáîì. (Ñì., íàïðèìåð,
Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 3998-4002 (1983)). Êàê ïðèìåí þò çäåñü,
òåðìèí "àíòèãåííûé ýïèòîï" îïðåäåëåí êàê ÷àñòü áåëêà, ñ êîòîðûì àíòèòåëî ìîæåò
èììóíîñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàòü ñâîé àíòèãåí, êàê îïðåäåëåíî ëþáûì õîðîøî èçâåñòíûì â
äàííîé îáëàñòè ñïîñîáîì. Èììóíîñïåöèôè÷åñêîå ñâ çûâàíèå èñêëþ÷àåò íåñïåöèôè÷åñêîå
ñâ çûâàíèå, íî íå îá çàòåëüíî èñêëþ÷àåò ïåðåêðåñòíóþ ðåàêòèâíîñòü ñ äðóãèìè
àíòèãåíàìè. Àíòèãåííûì ýïèòîïàì íå îá çàòåëüíî íåîáõîäèìî  âë òüñ  èììóíîãåííûìè.
Àíòèãåííûå ýïèòîïû òàêæå ìîãóò ïðåäñòàâë òü ñîáîé T-êëåòî÷íûå ýïèòîïû, è â äàííîì
ñëó÷àå îíè ìîãóò èììóíîñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàòüñ  T-êëåòî÷íûì ðåöåïòîðîì â îêðóæåíèè
ìîëåêóëû MHC.

Ýïèòîï ìîæåò âêëþ÷àòü â ñåá  3 àìèíîêèñëîòû â ïðîñòðàíñòâåííîé êîíôîðìàöèè,
óíèêàëüíîé äë  ýïèòîïà. Êàê ïðàâèëî, ýïèòîï ñîñòîèò, ïî ìåíüøåé ìåðå, ïðèáëèçèòåëüíî
èç 5 òàêèõ àìèíîêèñëîò, à áîëåå îáû÷íî ñîñòîèò, ïî ìåíüøåé ìåðå, ïðèáëèçèòåëüíî èç 8-
10 òàêèõ àìèíîêèñëîò. Åñëè ýïèòîï ïðåäñòàâë åò ñîáîé îðãàíè÷åñêóþ ìîëåêóëó, îí ìîæåò
 âë òüñ  òàêèì æå ìàëûì, êàê íèòðîôåíèë.

Ñëè íèå: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "ñëè íèå" îòíîñèòñ  ê îáúåäèíåíèþ
àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíè  â îäíîé ïîëèïåïòèäíîé
öåïè ïîñðåäñòâîì îáúåäèíåíè  âíóòðè îäíîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  èõ êîäèðóþùèõ
íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Òåðìèí "ñëè íèå" â äîïîëíåíèå ê ñëè íèþ ñ îäíèì èç
åãî êîíöîâ  âíî âêëþ÷àåò â ñåá  âíóòðåííèå ñëè íè , ò.å. âñòàâêè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
äðóãîãî ïðîèñõîæäåíè  â ïîëèïåïòèäíóþ öåïü.

Ãðåëèí: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "ãðåëèí" îòíîñèòñ  ê ïåïòèäó, ïîëó÷åííîìó èç
áåëêà, êîäèðóåìîãî ãåíîì ãðåëèíà. Êàê ïðèìåí þò çäåñü, ãðåëèí âêëþ÷àåò â ñåá  âñå
ôîðìû ãðåëèíîâ, èçâåñòíûå ó ëþäåé, êîøåê, ñîáàê è âñåõ äîìàøíèõ æèâîòíûõ, à òàêæå
äðóãèõ æèâîòíûõ. Êàê ïðèìåí þò çäåñü, ãðåëèí âêëþ÷àåò â ñåá  ãðåëèí ñ í-îêòàíîèëîâîé
ìîäèôèêàöèåé èëè áåç íåå. Êðîìå òîãî, ãðåëèí òàêæå âêëþ÷àåò â ñåá  âñå âàðèàíòû
ñïëàéñèíãà, ñóùåñòâóþùèå ó ãðåëèíà. Êðîìå òîãî, ââèäó âûñîêîé ãîìîëîãèè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ó ãðåëèíîâ ðàçíûõ âèäîâ (ó êðûñû è ÷åëîâåêà îòëè÷àþòñ  òîëüêî 2
à.ê.) è ÷åëîâå÷åñêîãî ãðåëèíà (Kojima et al. Nature 402: 656-660 (1999)), âñå
ïðèðîäíûå âàðèàíòû ãðåëèíà ñ áîëåå ÷åì 80% èäåíòè÷íîñòè, ïðåäïî÷òèòåëüíî - áîëåå ÷åì
ñ 90%, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî - áîëåå ÷åì ñ 95% è äàæå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî - áîëåå
÷åì ñ 99% ñ ÷åëîâå÷åñêèì ãðåëèíîì îáîçíà÷àþò çäåñü êàê "ãðåëèí".

Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "ïîëó÷åííûé èç ãðåëèíà ïåïòèä" èëè "ïåïòèäû ãðåëèíà" â
øèðîêîì êîíòåêñòå îïðåäåëåí êàê ëþáîé ïåïòèä, ïðåäñòàâë þùèé ñîáîé ÷àñòü ãðåëèíà èëè
ñîäåðæàùèé, ïî ìåíüøåé ìåðå, äâà, ïðåäïî÷òèòåëüíî - ïî ìåíüøåé ìåðå, òðè, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî - ïî ìåíüøåé ìåðå, ÷åòûðå, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî - ïî ìåíüøåé ìåðå,
ï òü èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, øåñòü è äàæå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî - ïî ìåíüøåé ìåðå,
âîñåìü èëè äåâ òü èëè äàæå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî - ïî ìåíüøåé ìåðå, äåñ òü
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ïîñëåäîâàòåëüíûõ àìèíîêèñëîò èñõîäíîãî ïåïòèäà ãðåëèíà. Êàê ïðàâèëî, "ïåïòèä ãðåëèíà"
è "ôðàãìåíò ãðåëèíà" ïðèìåí þò ïîïåðåìåííî. Êðîìå òîãî, êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèíû
"ïåïòèä ãðåëèíà è åãî ôðàãìåíòû" äîëæíû âêëþ÷àòü êðîìå ïåïòèäà ãðåëèíà ëþáóþ ÷àñòü
óêàçàííîãî ïåïòèäà ãðåëèíà, ãäå óêàçàííóþ ÷àñòü ïðåäïî÷òèòåëüíî ìîæíî ïîëó÷èòü
ïîñðåäñòâîì óäàëåíè  îäíîé èëè íåñêîëüêèõ àìèíîêèñëîò îò N- è/èëè C-êîíöà. Ïåïòèä
ãðåëèíà ìîæíî ïîëó÷èòü ïîñðåäñòâîì ðåêîìáèíàíòíîé ýêñïðåññèè â ýóêàðèîòè÷åñêèõ èëè
ïðîêàðèîòè÷åñêèõ ýêñïðåññèîííûõ ñèñòåìàõ, êàê ïåïòèä ãðåëèíà îòäåëüíî èëè êàê ãèáðèä
ñ äðóãèìè àìèíîêèñëîòàìè èëè áåëêàìè, íàïðèìåð, äë  îáëåã÷åíè  óêëàäêè, ýêñïðåññèè
èëè ðàñòâîðèìîñòè ïåïòèäà ãðåëèíà èëè äë  îáëåã÷åíè  î÷èñòêè ïåïòèäà ãðåëèíà. Äë 
îáëåã÷åíè  èëè âîçìîæíîñòè ïðàâèëüíîé óêëàäêè ãèáðèäíûõ áåëêîâ ïåïòèäîâ ãðåëèíà è
áåëêîâ ñóáúåäèíèö VLP èëè êàïñèäîâ ê ïåïòèäàì ãðåëèíà ìîæíî äîáàâë òü îäíó èëè
íåñêîëüêî àìèíîêèñëîò íà N- èëè C-êîíöå. Äë  îáåñïå÷åíè  âîçìîæíîñòè ñâ çûâàíè 
ïåïòèäîâ ãðåëèíà ñ áåëêàìè ñóáúåäèíèö VLP èëè êàïñèäîâ èëè êîðîâûõ ÷àñòèöà ê ïåïòèäó
ãðåëèíà ìîæíî äîáàâèòü, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè .
Àëüòåðíàòèâíî ïåïòèäû ãðåëèíà ìîæíî ñèíòåçèðîâàòü ñ ïðèìåíåíèåì èçâåñòíûõ â äàííîé
îáëàñòè ñïîñîáîâ. Òàêèå ïåïòèäû äàæå ìîãóò ñîäåðæàòü àìèíîêèñëîòû, íå ñîäåðæàùèåñ  â
ñîîòâåòñòâóþùåì áåëêå ãðåëèíà. Ïåïòèäû ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü í-îêòàíîèëèðîâàíèåì.

Îñòàòîê: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "îñòàòîê" îçíà÷àåò êîíêðåòíóþ àìèíîêèñëîòó â
ïîëèïåïòèäíîì îñòîâå èëè áîêîâîé öåïè.

Èììóííûé îòâåò: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "èììóííûé îòâåò" îòíîñèòñ  ê
ãóìîðàëüíîìó èììóííîìó îòâåòó è/èëè êëåòî÷íîìó èììóííîìó îòâåòó, ïðèâîä ùèì ê
àêòèâàöèè èëè ïðîëèôåðàöèè B- è/èëè T-ëèìôîöèòîâ è/èëè àíòèãåíïðåäñòàâë þùèõ
êëåòîê. Îäíàêî â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ èììóííûå îòâåòû ìîãóò îáëàäàòü ìàëîé
èíòåíñèâíîñòüþ è èõ ìîæíî îáíàðóæèòü òîëüêî ïðè ïðèìåíåíèè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî
âåùåñòâà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ. "Èììóíîãåííûé" îòíîñèòñ  ê ñðåäñòâó,
ïðèìåí åìîìó äë  ñòèìóë öèè èììóííîé ñèñòåìû æèâîãî îðãàíèçìà òàê, ÷òî óñèëèâàþòñ 
è íàïðàâë þòñ  ïðîòèâ èììóíîãåííîãî ñðåäñòâà îäíà èëè íåñêîëüêî ôóíêöèé èììóííîé
ñèñòåìû. "Èììóíîãåííûé ïîëèïåïòèä" ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîëèïåïòèä, âûçûâàþùèé
êëåòî÷íûé è/èëè ãóìîðàëüíûé èììóííûé îòâåò, èëè ñàì èëè êîãäà ñâ çàí ñ íîñèòåëåì â
ïðèñóòñòâèè èëè â îòñóòñòâèå àäúþâàíòà. Ïðåäïî÷òèòåëüíî àíòèãåíïðåäñòàâë þùà 
êëåòêà ìîæåò  âë òüñ  àêòèâèðîâàííîé.

Âåùåñòâî, "óñèëèâàþùåå" èììóííûé îòâåò ïðåäñòàâë åò ñîáîé òàêîå âåùåñòâî, êîãäà
ïðè äîáàâëåíèè âåùåñòâà íàáëþäàþò èììóííûé îòâåò, áîëüøèé èëè áîëåå èíòåíñèâíûé
èëè, âî âñ êîì ñëó÷àå, îòëè÷àþùèéñ  ïðè ñðàâíåíèè ñ òàêèì æå èììóííûì îòâåòîì,
èçìåðåííûì áåç äîáàâëåíè  âåùåñòâà. Íàïðèìåð, ëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü öèòîòîêñè÷åñêèõ
T-êëåòîê ìîæíî èçìåðèòü, íàïðèìåð, ïðèìåí   àíàëèç âûñâîáîæäåíè  51Cr â îáðàçöàõ,
ïîëó÷åííûõ ñ ïðèìåíåíèåì âî âðåì  èììóíèçàöèè âåùåñòâà èëè áåç íåãî. Ïîëàãàþò, ÷òî
êîëè÷åñòâî âåùåñòâà, ïðè êîòîðîì óâåëè÷èâàåòñ  ëèòè÷åñêà  àêòèâíîñòü CTL ïðè
ñðàâíåíèè ñ ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ CTL áåç âåùåñòâà,  âë åòñ  êîëè÷åñòâîì,
äîñòàòî÷íûì äë  óñèëåíè  èììóííîãî îòâåòà æèâîòíîãî íà àíòèãåí. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì
îñóùåñòâëåíèè èììóííûé îòâåò óâåëè÷åí, ïî ìåíüøåé ìåðå, ïðèáëèçèòåëüíî â 2 ðàçà,
áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî - ïðèáëèçèòåëüíî â 3 ðàçà è áîëåå. Òàêæå ìîæíî èçìåí òü
êîëè÷åñòâî èëè òèï ñåêðåòèðóåìûõ öèòîêèíîâ. Àëüòåðíàòèâíî òàêæå ìîæíî èçìåí òü
êîëè÷åñòâî èíäóöèðóåìûõ àíòèòåë èëè èõ ïîäêëàññîâ.

Èììóíèçàöè : Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèíû "èììóíèçèðîâàòü" èëè "èììóíèçàöè " èëè
ðîäñòâåííûå òåðìèíû îòíîñ òñ  ê ïðèäàíèþ ñïîñîáíîñòè ïðî âë òü çíà÷èòåëüíûé
èììóííûé îòâåò (âêëþ÷àþùèé â ñåá  àíòèòåëà è/èëè êëåòî÷íûé èììóíèòåò, òàêîé êàê
ýôôåêòîðíûå CTL) ïðîòèâ öåëåâîãî àíòèãåíà èëè ýïèòîïà. Äàííûå òåðìèíû íå òðåáóþò
òîãî, ÷òîáû ñîçäàâàëñ  ïîëíûé èììóíèòåò, à ñêîðåå ÷òîáû îáðàçîâûâàëñ  èììóííûé
îòâåò, ñóùåñòâåííî áîëüøèé, ÷åì íà èñõîäíîì óðîâíå. Íàïðèìåð, ìëåêîïèòàþùåå ìîæíî
ðàññìàòðèâàòü êàê èììóíèçèðîâàííîå ïðîòèâ öåëåâîãî àíòèãåíà, åñëè ïîñëå ïðèìåíåíè 
ñïîñîáîâ ïî èçîáðåòåíèþ ðàçâèâàåòñ  êëåòî÷íûé è/èëè ãóìîðàëüíûé èììóííûé îòâåò íà
öåëåâîé àíòèãåí.
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Ïðèðîäíîå ïðîèñõîæäåíèå: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "ïðèðîäíîå ïðîèñõîæäåíèå"
îçíà÷àåò, ÷òî öåëîå èëè åãî ÷àñòü íå ñèíòåçèðîâàíû è ñóùåñòâóþò èëè ïîëó÷åíû â
ïðèðîäíûõ óñëîâè õ.

Íåïðèðîäíûé: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí, êàê ïðàâèëî, îçíà÷àåò íå èç ïðèðîäû,
áîëåå êîíêðåòíî òåðìèí îçíà÷àåò ñäåëàííûé ÷åëîâåêîì.

Íåïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäåíè : Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "íåïðèðîäíîãî
ïðîèñõîæäåíè ", êàê ïðàâèëî, îçíà÷àåò ñèíòåòè÷åñêèé èëè íå èç ïðèðîäû; áîëåå
êîíêðåòíî, òåðìèí îçíà÷àåò ñäåëàííûé ÷åëîâåêîì.

Óïîð äî÷åííûé è ïîâòîð þùèéñ  ìàññèâ àíòèãåíîâ èëè àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò: Êàê
ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "óïîð äî÷åííûé è ïîâòîð þùèéñ  ìàññèâ àíòèãåíîâ èëè
àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò", êàê ïðàâèëî, îòíîñèòñ  ê ïîâòîð þùåéñ  ñòðóêòóðå àíòèãåíîâ
èëè àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò, õàðàêòåðèçóþùåéñ  òèïè÷íûì è ïðåäïî÷òèòåëüíî
îäíîîáðàçíûì ïðîñòðàíñòâåííûì ðàñïîëîæåíèåì àíòèãåíîâ èëè àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò
ïî îòíîøåíèþ ê êîðîâîé ÷àñòèöå èëè âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöå ñîîòâåòñòâåííî. Â îäíîì
îñóùåñòâëåíèè äàííîãî èçîáðåòåíè  ïîâòîð þùà ñ  ñòðóêòóðà ìîæåò  âë òüñ 
ãåîìåòðè÷åñêîé ñòðóêòóðîé. Òèïè÷íûå è ïðåäïî÷òèòåëüíûå ïðèìåðû ïðèãîäíûõ
óïîð äî÷åííûõ è ïîâòîð þùèõñ  ìàññèâîâ àíòèãåíîâ èëè àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò
ïðåäñòàâë þò ñîáîé ìàññèâû, îáëàäàþùèå òî÷íî ïîâòîð þùèìèñ  ïàðàêðèñòàëëè÷åñêèìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè àíòèãåíîâ èëè àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò, ïðåäïî÷òèòåëüíî ñ øàãîì
îò 1 äî 30 íàíîìåòðîâ, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 5 äî 15 íàíîìåòðîâ.

Ïèëè: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "ïèëè" (åäèíñòâåííîå ÷èñëî ïðåäñòàâë åò ñîáîé
"ïèëü") îòíîñèòñ  ê âíåêëåòî÷íûì ñòðóêòóðàì áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê, ñîñòî ùèõ èç
áåëêîâûõ ìîíîìåðîâ (íàïðèìåð, ìîíîìåðîâ ïèëèíà), îðãàíèçîâàííûõ â óïîð äî÷åííûå è
ïîâòîð þùèåñ  ñòðóêòóðû. Êðîìå òîãî, ïèëè ïðåäñòàâë þò ñîáîé ñòðóêòóðû, âîâëå÷åííûå
â òàêèå ïðîöåññû, êàê ïðèêðåïëåíèå áàêòåðèàëüíîé ñòåíêè ê ïîâåðõíîñòíûì ðåöåïòîðàì
êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè õîç èíà, ìåæêëåòî÷íûé ãåíåòè÷åñêèé îáìåí è óçíàâàíèå êëåòêà-
êëåòêà. Ïðèìåðû ïèëåé âêëþ÷àþò â ñåá  ïèëè òèïà 1, P-ïèëè, F1C-ïèëè, S-ïèëè è 987P-
ïèëè. Äîïîëíèòåëüíûå ïðèìåðû ïèëåé ðàññìîòðåíû íèæå.

Ïèëåîáðàçíà  ñòðóêòóðà: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, ôðàçà "ïèëåîáðàçíà  ñòðóêòóðà"
îòíîñèòñ  ê ñòðóêòóðàì ñî ñõîäíûìè ñ ïèë ìè õàðàêòåðèñòèêàìè è ñîñòî ùèì èç áåëêîâûõ
ìîíîìåðîâ. Îäíèì ïðèìåðîì "ïèëåîáðàçíîé ñòðóêòóðû"  âë åòñ  ñòðóêòóðà, ôîðìèðóåìà 
áàêòåðèàëüíîé ñòåíêîé, ýêñïðåññèðóþùåé ìîäèôèöèðîâàííûå ïèëèíîâûå áåëêè, íå
ôîðìèðóþùèå óïîð äî÷åííûå è ïîâòîð þùèåñ  ìàññèâû, èäåíòè÷íûå òàêîâûì ïðèðîäíûõ
ïèëåé.

Ïîëèïåïòèä: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "ïîëèïåïòèä" îòíîñèòñ  ê ìîëåêóëå,
ñîñòî ùåé èç ìîíîìåðîâ (àìèíîêèñëîò), ëèíåéíî ñâ çàííûõ àìèäíûìè ñâ ç ìè (òàêæå
èçâåñòíûìè êàê ïåïòèäíûå ñâ çè). Îí îçíà÷àåò ìîëåêóë ðíóþ öåïü àìèíîêèñëîò è íå
îòíîñèòñ  ê êîíêðåòíîé äëèíå ïðîäóêòà. Òàêèì îáðàçîì, ïåïòèäû, äèïåïòèäû, òðèïåïòèäû,
îëèãîïåïòèäû è áåëêè âêëþ÷åíû â îïðåäåëåíèå ïîëèïåïòèäà. Äàííûé òåðìèí òàêæå
ïðåäíàçíà÷åí äë  îáîçíà÷åíè  ïîñòýêñïðåññèîííûõ ìîäèôèêàöèé ïîëèïåïòèäà, íàïðèìåð
ãëèêîçèëèðîâàíèé, àöåòèëèðîâàíèé, ôîñôîðèëèðîâàíèé è ò.ï. Ðåêîìáèíàíòíûé èëè
ïðîèçâîäíûé ïîëèïåïòèä íå îá çàòåëüíî òðàíñëèðîâàí ñ óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
íóêëåèíîâîé êèñëîòû. Åãî òàêæå ìîæíî ïîëó÷èòü ëþáûì ñïîñîáîì, âêëþ÷à  õèìè÷åñêèé
ñèíòåç.

Àóòîàíòèãåí: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "àóòîàíòèãåí" îòíîñèòñ  ê áåëêàì,
êîäèðóåìûì ÄÍÊ õîç èíà, à ïðîäóêòû, îáðàçóåìûå áåëêàìè èëè ÐÍÊ, êîäèðóåìûìè ÄÍÊ
õîç èíà, îïðåäåëåíû êàê ñîáñòâåííûå. Êðîìå òîãî, áåëêè, îáðàçóþùèåñ  ïðè îáúåäèíåíèè
äâóõ èëè íåñêîëüêèõ ñîáñòâåííûõ ìîëåêóë èëè ïðåäñòàâë þùèå ñîáîé ÷àñòü ñîáñòâåííîé
ìîëåêóëû è áåëêîâ, îáëàäàþùèõ âûñîêîé ãîìîëîãèåé ñî âòîðîé ñîáñòâåííîé ìîëåêóëîé,
êàê îïðåäåëåíî âûøå (>95%, ïðåäïî÷òèòåëüíî - >97%, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî - >99%),
òàêæå ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ñîáñòâåííûå.

Ëå÷åíèå: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèíû "ëå÷åíèå", "ëå÷èòü", "ëå÷åíûé" èëè "ëå÷àùèé"
îòíîñ òñ  ê ïðîôèëàêòèêå è/èëè ëå÷åíèþ. Êîãäà åãî ïðèìåí þò, íàïðèìåð, ïî îòíîøåíèþ ê
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èíôåêöèîííîìó çàáîëåâàíèþ, òåðìèí îòíîñèòñ  ê ïðîôèëàêòè÷åñêîìó ëå÷åíèþ,
óâåëè÷èâàþùåìó óñòîé÷èâîñòü ñóáúåêòà ê èíôåêöèè ïàòîãåíîì èëè, äðóãèìè ñëîâàìè,
óìåíüøàåò âåðî òíîñòü òîãî, ÷òî ñóáúåêò áóäåò èíôèöèðîâàí äàííûì ïàòîãåíîì èëè
ïðîäåìîíñòðèðóåò ïðèçíàêè çàáîëåâàíè , ñâîéñòâåííûå èíôåêöèè, à òàêæå ëå÷åíèþ ïîñëå
èíôèöèðîâàíè  ñóáúåêòà äë  áîðüáû ñ èíôåêöèåé, íàïðèìåð óìåíüøåíèþ èëè óñòðàíåíèþ
èíôåêöèè èëè ïðîôèëàêòèêå óõóäøåíè . Êîãäà åãî ïðèìåí þò ïî îòíîøåíèþ ê îæèðåíèþ
èëè ñâ çàííûì çàáîëåâàíè ì, òåðìèí "ëå÷åíèå" îòíîñèòñ  ê ïðîôèëàêòè÷åñêîìó èëè
òåðàïåâòè÷åñêîìó ëå÷åíèþ, óâåëè÷èâàþùåìó óñòîé÷èâîñòü ñóáúåêòà ê îæèðåíèþ è/èëè
îáðàùàþùåìó åãî.

Âàêöèíà: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "âàêöèíà" îòíîñèòñ  ê ïðåïàðàòó, ñîäåðæàùåìó
êîìïîçèöèþ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ è íàõîä ùåìóñ  â ôîðìå, êîòîðóþ ìîæíî ââåñòè
æèâîòíîìó. Êàê ïðàâèëî, âàêöèíà ñîäåðæèò òðàäèöèîííóþ ñîëåâóþ èëè çàáóôåðåííóþ
ñðåäó âîäíîãî ðàñòâîðà, â êîòîðîé ñóñïåíäèðîâàíà èëè ðàñòâîðåíà êîìïîçèöè  ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ. Â äàííîé ôîðìå êîìïîçèöèþ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ áåç
òðóäà ìîæíî ïðèìåí òü äë  ïðîôèëàêòèêè, îñëàáëåíè  èëè äðóãîãî ëå÷åíè  ñîñòî íè .
Ïîñëå ââåäåíè  õîç èíó âàêöèíà ñïîñîáíà ïðîâîöèðîâàòü èììóííûé îòâåò, âêëþ÷àþùèé â
ñåá  â êà÷åñòâå íåîãðàíè÷èâàþùèõ ïðèìåðîâ îáðàçîâàíèå àíòèòåë è/èëè öèòîêèíîâ è/èëè
àêòèâàöèþ öèòîòîêñè÷åñêèõ T-êëåòîê, àíòèãåíïðåäñòàâë þùèõ êëåòîê, õåëïåðíûõ T-êëåòîê,
äåíäðèòíûõ êëåòîê è/èëè äðóãèå âèäû êëåòî÷íîãî îòâåòà.

Íåîá çàòåëüíî âàêöèíà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò â ñåá 
àäúþâàíò, êîòîðûé îòíîñèòåëüíî ñîåäèíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæåò
ïðèñóòñòâîâàòü â ìåíüøåé èëè â áîëüøåé ïðîïîðöèè.

Âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà (VLP): Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà"
îòíîñèòñ  ê ñòðóêòóðå, ïîäîáíîé âèðóñíîé ÷àñòèöå. Êðîìå òîãî, âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà
ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ  âë åòñ  íåðåïëèöèðóåìîé è íåèíôåêöèîííîé, òàê êàê ó íåå
îòñóòñòâóþò âåñü èëè ÷àñòü âèðóñíîãî ãåíîìà, â ÷àñòíîñòè, ðåïëèêàòèâíûé è
èíôåêöèîííûé êîìïîíåíòû âèðóñíîãî ãåíîìà. Âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ ìîæåò ñîäåðæàòü íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, îòëè÷íóþ îò åå ãåíîìà. Òèïè÷íûì è
ïðåäïî÷òèòåëüíûì îñóùåñòâëåíèåì âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
 âë åòñ  âèðóñíûé êàïñèä, òàêîé êàê âèðóñíûé êàïñèä ñîîòâåòñòâóþùåãî âèðóñà,
áàêòåðèîôàãà èëè ÐÍÊ-ôàãà. Êàê ïîî÷åðåäíî ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèíû "âèðóñíûé êàïñèä"
èëè "êàïñèä" îòíîñ òñ  ê ìàêðîìîëåêóë ðíîé ñòðóêòóðå, ñîñòî ùåé èç ñóáúåäèíèö
âèðóñíîãî áåëêà. Òèïè÷íî è ïðåäïî÷òèòåëüíî ñóáúåäèíèöû âèðóñíîãî áåëêà ñîáèðàþòñ  â
âèðóñíûé êàïñèä è êàïñèä ñîîòâåòñòâåííî, îáëàäàþùèé ñòðóêòóðîé ñ ñîáñòâåííîé
ïîâòîð þùåéñ  îðãàíèçàöèåé, ãäå óêàçàííà  ñòðóêòóðà, êàê ïðàâèëî,  âë åòñ 
ñôåðè÷åñêîé èëè òðóá÷àòîé. Íàïðèìåð, êàïñèäû ÐÍÊ-ôàãîâ èëè HBcAg îáëàäàþò
ñôåðè÷åñêîé ôîðìîé èêîñàýäðè÷åñêîé ñèììåòðèè. Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "ñòðóêòóðà
ïîäîáíà  êàïñèäó" îòíîñèòñ  ê ìàêðîìîëåêóë ðíîé ñòðóêòóðå, ñîñòî ùåé èç ñóáúåäèíèö
âèðóñíîãî áåëêà, ïîäîáíîé ìîðôîëîãèè êàïñèäà â îïðåäåëåííîì âûøå ñìûñëå, íî
îòêëîí þùåéñ  îò îáû÷íîé ñèììåòðè÷åñêîé ñòðóêòóðû, õîò  è ïðè ïîääåðæàíèè
äîñòàòî÷íîé ñòåïåíè óïîð äî÷åííîñòè è ïîâòîð åìîñòè.

Âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà áàêòåðèîôàãà: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "âèðóñîïîäîáíà 
÷àñòèöà áàêòåðèîôàãà" îòíîñèòñ  ê âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöå ïîäîáíîé ñòðóêòóðå
áàêòåðèîôàãà, íå  âë þùåéñ  ðåïëèöèðóþùåéñ  è èíôåêöèîííîé è â êîòîðîé îòñóòñòâóþò,
ïî ìåíüøåé ìåðå, ãåí èëè ãåíû, êîäèðóþùèå àïïàðàò ðåïëèêàöèè áàêòåðèîôàãà, è, êàê
ïðàâèëî, òàêæå îòñóòñòâóåò ãåí èëè ãåíû, êîäèðóþùèå áåëîê èëè áåëêè, îòâåòñòâåííûå çà
ïðèêðåïëåíèå âèðóñà èëè ïðîíèêíîâåíèå âèðóñà â õîç èíà. Îäíàêî äàííîå îïðåäåëåíèå
äîëæíî òàêæå îõâàòûâàòü âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû áàêòåðèîôàãîâ, â êîòîðûõ óêàçàííûé
âûøå ãåí èëè ãåíû âñå åùå ïðèñóòñòâóþò, íî íå àêòèâíû è, ñëåäîâàòåëüíî, òàêæå
ïðèâîä ò ê íåðåïëèöèðóþùåéñ  è íåèíôåêöèîííîé âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöå áàêòåðèîôàãà.

Áåëîê îáîëî÷êè VLP èëè ÐÍÊ-ôàãà: Êàïñèäíóþ ñòðóêòóðó, ñôîðìèðîâàííóþ ïîñðåäñòâîì
ñàìîñáîðêè 180 ñóáúåäèíèö áåëêà îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãà è íåîá çàòåëüíî ñîäåðæàùóþ ÐÍÊ
õîç èíà, îáîçíà÷àþò êàê "áåëîê îáîëî÷êè VLP èëè ÐÍÊ-ôàãà". Êîíêðåòíûé ïðèìåð

Ñòðàíèöà: 16

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 325 202 C2

ïðåäñòàâë åò ñîáîé áåëîê îáîëî÷êè VLP Qβ. Â äàííîì êîíêðåòíîì ñëó÷àå áåëîê îáîëî÷êè
VLP Qβ ìîæåò ñîáèðàòüñ  èëè èñêëþ÷èòåëüíî èç ñóáúåäèíèö CP Qβ (îáðàçóåìûõ
ïîñðåäñòâîì ýêñïðåññèè ãåíà CP Qβ, ñîäåðæàùåãî, íàïðèìåð, ñòîï-êîäîí TAA,
ïðåäîòâðàùàþùèé ëþáóþ ýêñïðåññèþ áîëåå äëèííîãî áåëêà A1 âñëåäñòâèå ñóïðåññèè, ñì.
Kozlovska, T. M., et al., Intervirology 39: 9-15 (1996)), èëè äîïîëíèòåëüíî ñîäåðæàòü
â ñòðóêòóðå êàïñèäà ñóáúåäèíèöû áåëêà A1.

Âèðóñíà  ÷àñòèöà: Êàê ïðèìåí þò çäåñü, òåðìèí "âèðóñíà  ÷àñòèöà" îòíîñèòñ  ê
ìîðôîëîãè÷åñêîé ôîðìå âèðóñà. Íåêîòîðûå òèïîâ âèðóñîâ ñîäåðæèò ãåíîì, îêðóæåííûé
áåëêîâûì êàïñèäîì; äðóãèå îáëàäàþò äîïîëíèòåëüíûìè ñòðóêòóðàìè (íàïðèìåð, îáîëî÷êè,
õâîñòû è ò.ï.).

Îäèí èëè êàêîé-ëèáî: Êîãäà â äàííîì îïèñàíèè ïðèìåí þò òåðìèíû "îäèí" èëè "êàêîé-
ëèáî", îíè îçíà÷àþò "ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí" èëè "îäèí èëè íåñêîëüêî", åñëè íå óêàçàíî
èíà÷å.

Êàê ñòàíåò  ñíî ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè, îïðåäåëåííûå îñóùåñòâëåíè  äàííîãî
èçîáðåòåíè  âêëþ÷àþò â ñåá  ïðèìåíåíèå òåõíîëîãèé ðåêîìáèíàíòíûõ íóêëåèíîâûõ
êèñëîò, òàêèõ êàê êëîíèðîâàíèå, ïîëèìåðàçíà  öåïíà  ðåàêöè , î÷èñòêà ÄÍÊ è ÐÍÊ,
ýêñïðåññè  ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ â ïðîêàðèîòè÷åñêèõ è ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ è ò.ï.
Òàêèå ñïîñîáû õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè, è èõ áåç òðóäà ìîæíî
íàéòè â îïóáëèêîâàííûõ ðóêîâîäñòâàõ ïî ëàáîðàòîðíûì ìåòîäàì (íàïðèìåð, Sambrook, J.
et al., eds., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd. edition, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989); Ausubel, F. et al., eds.,
Current Protocols in Molecular Biology, John H. Wiley & Sons, Inc. (1997)). Ôóíäàìåíòàëüíûå
ëàáîðàòîðíûå òåõíîëîãèè äë  ðàáîòû ñ êëåòî÷íûìè ëèíè ìè òêàíåâûõ êóëüòóð (Celis, J.,
ed., Cell Biology, Academic Press, 2nd edition, (1998)) è òåõíîëîãèè, îñíîâàííûå íà
àíòèòåëàõ (Harlow, E. and Lane, D., Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N. Y. (1988); Deutscher, M. P., "Guide to
Protein Purification", Meth. Enzymol. 128, Academic Press San Diego (1990); Scopes,
R. K., Protein Purification Principles and Practice, 3rd ed., Springer-Verlag, New
York (1994)) òàêæå â äîñòàòî÷íîé ìåðå îïèñàíû â ëèòåðàòóðå, è âñå âêëþ÷åíû ñþäà â
êà÷åñòâå ññûëêè.

2. Êîìïîçèöèè è ñïîñîáû äë  óñèëåíè  èììóííîãî îòâåòà.
Ðàñêðûâàåìîå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöè ì è ñïîñîáàì äë  óñèëåíè 

èììóííîãî îòâåòà ïðîòèâ ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà ó æèâîòíîãî. Êîìïîçèöèè ïî
èçîáðåòåíèþ ñîäåðæàò èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòî ò èç (a) êîðîâîé ÷àñòèöû, ïî ìåíüøåé
ìåðå, ñ îäíèì ïåðâûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè  è (b) ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî àíòèãåíà èëè
àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòû, ïî ìåíüøåé ìåðå, ñ îäíèì âòîðûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè , ãäå
óêàçàííûé àíòèãåí èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðåëèí èëè
ïîëó÷åííûé èç ãðåëèíà ïåïòèä è ãäå óêàçàííûé âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  âûáðàí èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç (i) ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè , íå âñòðå÷àþùåãîñ  â ïðèðîäå ñ
óêàçàííûì àíòèãåíîì èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòîé, è (ii) ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè ,
âñòðå÷àþùåãîñ  â ïðèðîäå ñ óêàçàííûì àíòèãåíîì èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòîé, ãäå
óêàçàííûé âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ñïîñîáåí ê àññîöèàöèè ñ óêàçàííûì ïåðâûì
ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè  è ãäå óêàçàííûé àíòèãåí èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà è óêàçàííà 
êîðîâà  ÷àñòèöà âçàèìîäåéñòâóþò ïîñðåäñòâîì óêàçàííîé àññîöèàöèè äë  ôîðìèðîâàíè 
óïîð äî÷åííîãî è ïîâòîð þùåãîñ  ìàññèâà àíòèãåíîâ. Áîëåå êîíêðåòíî, êîìïîçèöèè ïî
èçîáðåòåíèþ ñîäåðæàò èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòî ò èç âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöû è, ïî
ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî àíòèãåíà èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòû, ãäå àíòèãåí èëè àíòèãåííà 
äåòåðìèíàíòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà è ãäå, ïî ìåíüøåé ìåðå,
îäèí àíòèãåí èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà ñâ çàíû ñ âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöåé, òàê ÷òîáû
ôîðìèðîâàòü óïîð äî÷åííûé è ïîâòîð þùèéñ  ìàññèâ àíòèãåí-VLP. Êðîìå òîãî,
èçîáðåòåíèå ïîçâîë åò ïðàêòèêàì ëåãêî ñêîíñòðóèðîâàòü òàêóþ êîìïîçèöèþ, â ÷àñòíîñòè,
äë  ëå÷åíè  è/èëè ïðîôèëàêòè÷åñêîãî ïðåäîòâðàùåíè  îæèðåíè .

Â îäíîì îñóùåñòâëåíèè êîðîâà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò èëè âûáðàíà èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé
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èç âèðóñà, áàêòåðèàëüíîãî ïèë , ñòðóêòóðû, ñôîðìèðîâàííîé áàêòåðèàëüíûì ïèëèíîì,
áàêòåðèîôàãà, âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöû, âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöû ÐÍÊ-ôàãà, ÷àñòèöû
âèðóñíîãî êàïñèäà èëè èõ ðåêîìáèíàíòà. Â êà÷åñòâå êîðîâîé ÷àñòèöû ïî èçîáðåòåíèþ
ìîæíî âûáðàòü ëþáîé èçâåñòíûé â äàííîé îáëàñòè âèðóñ ñ óïîð äî÷åííîé è
ïîâòîð þùåéñ  îáîëî÷êîé è/èëè ñòðóêòóðîé áåëêîâ îáîëî÷êè; ïðèìåðû ïðèãîäíûõ âèðóñîâ
âêëþ÷àþò â ñåá  âèðóñ ñèíäáèñ è äðóãèå àëüôàâèðóñû, ðàáäîâèðóñû (íàïðèìåð, âèðóñ
âåçèêóë ðíîãî ñòîìàòèòà), ïèêîðíàâèðóñû (íàïðèìåð, ÷åëîâå÷åñêèé ðèíîâèðóñ, âèðóñ
Àé÷è), òîãàâèðóñû (íàïðèìåð, âèðóñ êðàñíóõè), îðòîìèêñîâèðóñû (âèðóñ Òîãîòî, âèðóñ
Áàòêåí, âèðóñ ïòè÷üåé ÷óìû), âèðóñû ïîëèîìû (íàïðèìåð, âèðóñ ïîëèîìû BK, âèðóñ
ïîëèîìû JC, ïòè÷èé âèðóñ ïîëèîìû BFDV), ïàðâîâèðóñû, ðîòàâèðóñû, âèðóñ Íîðôîëêà,
âèðóñ   ùóðà, ðåòðîâèðóñ, âèðóñ ãåïàòèòà B, âèðóñ òàáà÷íîé ìîçàèêè, âèðóñ Îâå÷üèõ
êîøàð è âèðóñ ïàïèëëîìû ÷åëîâåêà è ïðåäïî÷òèòåëüíî ÐÍÊ-ôàã, áàêòåðèîôàã Qβ,
áàêòåðèîôàã R17, áàêòåðèîôàã M11, áàêòåðèîôàã MX1, áàêòåðèîôàã NL95, áàêòåðèîôàã fr,
áàêòåðèîôàã GA, áàêòåðèîôàã SP, áàêòåðèîôàã MS2, áàêòåðèîôàã f2, áàêòåðèîôàã PP7
(íàïðèìåð, ñì. òàáëèöó 1 ó Bachmann, M. F. and Zinkernagel, R. M., Immunol. Today 17:
553-558 (1996)).

Â äîïîëíèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè â èçîáðåòåíèè ïðèìåí þò ãåíåòè÷åñêóþ èíæåíåðèþ
âèðóñà äë  ñîçäàíè  ãèáðèäà ìåæäó óïîð äî÷åííûì è ïîâòîð þùèìñ  âèðóñíûì áåëêîì
îáîëî÷êè è ïåðâûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè , ñîäåðæàùèì ãåòåðîëîãè÷íûé áåëîê, ïåïòèä,
àíòèãåííóþ äåòåðìèíàíòó èëè àêòèâíûé àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê âûáîðà, èëè,
àëüòåðíàòèâíî èëè ïðåäïî÷òèòåëüíî,  âë þùèìñ  èì. Ïðè êîíñòðóèðîâàíèè êîìïîçèöèé ïî
èçîáðåòåíèþ ìîæíî âêëþ÷àòü äðóãèå èçâåñòíûå ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè
ãåíåòè÷åñêèå ìàíèïóë öèè; íàïðèìåð ìîæåò  âë òüñ  æåëàòåëüíûì îãðàíè÷èòü
ðåïëèêàöèîííóþ ñïîñîáíîñòü ðåêîìáèíàíòíîãî âèðóñà ïîñðåäñòâîì ãåíåòè÷åñêîé ìóòàöèè.
Êðîìå òîãî, ïðèìåí åìûé äë  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  âèðóñ  âë åòñ  ðåïëèêàöèîííî
íåïîëíîöåííûì âñëåäñòâèå õèìè÷åñêîé èëè ôèçè÷åñêîé èíàêòèâàöèè èëè, êàê óêàçàíî,
âñëåäñòâèå îòñóòñòâè  ñïîñîáíîãî ê ðåïëèêàöèè ãåíîìà. Âèðóñíûé áåëîê, âûáðàííûé äë 
ñëè íè  ñ ïåðâûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè , äîëæåí îáëàäàòü óïîð äî÷åííîé è
ïîâòîð þùåéñ  ñòðóêòóðîé. Òàêà  îðãàíèçîâàííà  è ïîâòîð þùà ñ  ñòðóêòóðà âêëþ÷àåò â
ñåá  ïàðàêðèñòàëëè÷åñêèå ñòðóêòóðû ñ øàãîì 5-30 íì, ïðåäïî÷òèòåëüíî - 5-15 íì, íà
ïîâåðõíîñòè âèðóñà. Ñîçäàíèå ãèáðèäíîãî áåëêà äàííîãî òèïà äàåò â ðåçóëüòàòå
ìíîæåñòâåííûå, óïîð äî÷åííûå è ïîâòîð þùèåñ  ïåðâûå ó÷àñòêè ïðèêðåïëåíè  íà
ïîâåðõíîñòè âèðóñà è îòðàæàåò íîðìàëüíóþ ñòðóêòóðó ïðèðîäíîãî âèðóñíîãî áåëêà. Êàê
áóäåò ïîí òíî ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè, ïåðâûé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ìîæåò
 âë òüñ  èëè íå  âë òüñ  ÷àñòüþ ëþáîãî ïðèãîäíîãî áåëêà, ïîëèïåïòèäà, ñàõàðà,
ïîëèíóêëåîòèäà, ïåïòèäà (àìèíîêèñëîòû), ïðèðîäíîãî èëè ñèíòåòè÷åñêîãî ïîëèìåðà,
âòîðè÷íîãî ìåòàáîëèòà èëè èõ ñî÷åòàíèé, êîòîðûå ìîãóò ñëóæèòü äë  ñïåöèôè÷åñêîãî
ïðèêðåïëåíè  àíòèãåíà èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòû, âåäóùåãî ê óïîð äî÷åííîìó è
ïîâòîð þùåìóñ  ìàññèâó àíòèãåíîâ.

Â äðóãîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè  êîðîâà  ÷àñòèöà ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ðåêîìáèíàíòíûé àëüôàâèðóñ, à áîëåå êîíêðåòíî, ðåêîìáèíàíòíûé âèðóñ ñèíäáèñ.
Àëüôàâèðóñû ïðåäñòàâë þò ñîáîé ÐÍÊ-ñîäåðæàùèå âèðóñû ñ ïîëîæèòåëüíûìè öåï ìè,
êîòîðûå ïîëíîñòüþ è áåç ïðîìåæóòî÷íîé ÄÍÊ ðåïëèöèðóþò ñâîþ ãåíîìíóþ ÐÍÊ â
öèòîïëàçìå èíôèöèðîâàííîé êëåòêè (Strauss, J. and Strauss, E., Microbiol. Rev. 58:
491-562 (1994)). Íà íåêîòîðûõ ïðåäñòàâèòåëåé ñåìåéñòâà àëüôàâèðóñîâ, ñèíäáèñ (Xiong,
C. et al., Science 243: 1188-1191 (1989); Schlesinger, S., Trends Biotechnol. 11: 18-
22 (1993)), âèðóñ ëåñà Ñåìëèêè (SFV) (Liljestrom, P. & Garoff, H., Bio/Technology 9: 1356-
1361 (1991)) è äðóãèå (Davis, N. L. et al., Virology 171: 189-204 (1989)), îáðàòèëè
çíà÷èòåëüíîå âíèìàíèå â íàïðàâëåíèè ïðèìåíåíè  â êà÷åñòâå îñíîâàííûõ íà âèðóñàõ
ýêñïðåññèðóþùèõ âåêòîðîâ èç-çà ìíîæåñòâà ðàçëè÷íûõ áåëêîâ (Lundstrom, K., Curr. Opin.
Biotechnol. 8: 578-582 (1997); Liljestrom, P., Curr. Opin. Biotechnol. 5: 495-500
(1994)) è â êà÷åñòâå êàíäèäàòîâ äë  ðàçðàáîòêè âàêöèí. Íåäàâíî áûë âûäàí ð ä
ïàòåíòîâ, íàïðàâëåííûõ íà ïðèìåíåíèå àëüôàâèðóñîâ äë  ýêñïðåññèè ãåòåðîëîãè÷íûõ
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áåëêîâ è äë  ðàçðàáîòêè âàêöèí (ñì. ïàòåíòû ÑØÀ ¹¹ 5766602; 5792462; 5739026;
5789245 è 5814482). Êîíñòðóèðîâàíèå àëüôàâèðóñíûõ êîðîâûõ ÷àñòèö ïî èçîáðåòåíèþ
ìîæíî ïðîèçâåñòè ñðåäñòâàìè, â îñíîâíîì èçâåñòíûìè â äàííîé îáëàñòè òåõíîëîãèè
ðåêîìáèíàíòíûõ ÄÍÊ, êàê îïèñàíî â óêàçàííûõ âûøå ñòàòü õ, âêëþ÷åííûõ ñþäà â êà÷åñòâå
ññûëêè.

Äë  ïîëó÷åíè  îñíîâàííûõ íà âèðóñàõ êîðîâûõ ÷àñòèö äë  ïðèêðåïëåíè  àíòèãåíîâ èëè
àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò ìîæíî ïðèìåí òü ìíîæåñòâî ðàçëè÷íûõ ðåêîìáèíàíòíûõ êëåòîê-
õîç åâ. Íàïðèìåð, èçâåñòíî, ÷òî àëüôàâèðóñû îáëàäàþò øèðîêèì êðóãîì õîç åâ; âèðóñ
ñèíäáèñ èíôèöèðóåò êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ, ðåïòèëèé è àìôèáèé, à òàêæå
íåêîòîðûå êëåòêè íàñåêîìûõ (Clark, H., J. Natl. Cancer Inst. 51: 645 (1973); Leake,
C., J. Gen. Virol. 35: 335 (1977); Stollar, V. â THE TOGAVIRUSES, R. W. Schlesinger,
Ed., Academic Press, (1980), pp. 583-621). Òàêèì îáðàçîì, â ïðàêòè÷åñêîì ïðèìåíåíèè
èçîáðåòåíè  ìîæíî èñïîëüçîâàòü ìíîæåñòâî ðåêîìáèíàíòíûõ êëåòîê-õîç åâ. Êëåòêè BHK,
COS, Vero, HeLa è CHO îñîáåííî ïðèãîäíû äë  ïîëó÷åíè  ãåòåðîëîãè÷íûõ áåëêîâ, òàê êàê
îíè îáëàäàþò ïîòåíöèàëîì äë  ãëèêîçèëèðîâàíè  ãåòåðîëîãè÷íûõ áåëêîâ ñõîäíûì ñ
÷åëîâå÷åñêèì êëåòêàìè îáðàçîì (Watson, E. et al., Glycobiology 4: 227, (1994)) è èõ
ìîæíî ïîäâåðãàòü ñåëåêöèè (Zang, M. et al., Bio/Technology 13: 389 (1995)) èëè
ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàòü (Renner W. et al., Biotech. Bioeng 4: 476 (1995); Lee K.
et al. Biotech. Bioeng 50: 336 (1996)) äë  ðîñòà â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè, à òàêæå â ñóñïåíçèè.

Ââåäåíèå ïîëèíóêëåîòèäíûõ âåêòîðîâ â êëåòêè-õîç åâà ìîæíî ïðîâîäèòü ñïîñîáàìè,
îïèñàííûìè â ñòàíäàðòíûõ ëàáîðàòîðíûõ ðóêîâîäñòâàõ (ñì., íàïðèìåð, Sambrook, J. et
al., eds., MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL, 2nd. edition, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989), ãëàâà 9; Ausubel, F. et al.,
eds., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John H. Wiley & Sons, Inc.
(1997), ãëàâà 16), âêëþ÷àþùèõ â ñåá  òàêèå ñïîñîáû, êàê ýëåêòðîïîðàöè ,
îïîñðåäîâàííà  DEAE-äåêñòðàíîì òðàíñôåêöè , òðàíñôåêöè , ìèêðîèíúåêöè , êàòèîííà 
îïîñðåäîâàííà  ëèïèäàìè òðàíñôåêöè , òðàíñäóêöè , scrape loading, áàëëèñòè÷åñêîå
ââåäåíèå è èíôèöèðîâàíèå. Ñïîñîáû ââåäåíè  ýêçîãåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ â
êëåòêè-õîç åâà îáñóæäàþòñ  ó Felgner, P. et al., ïàòåíò ÑØÀ ¹ 5580859.

Óïàêîâàííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÐÍÊ òàêæå ìîæíî ïðèìåí òü äë  èíôåêöèè êëåòîê-
õîç åâ. Äàííûå óïàêîâàííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÐÍÊ ìîæíî ââîäèòü êëåòêàì-õîç åâàì
ïîñðåäñòâîì äîáàâëåíè  èõ ê ñðåäå êóëüòèâèðîâàíè . Íàïðèìåð, ïîëó÷åíèå
íåèíôåêöèîííûõ àëüôàâèðóñíûõ ÷àñòèö îïèñàíî â ð äå èñòî÷íèêîâ, âêëþ÷àþùèõ â ñåá 
"Sindbis Expression System", Version C (Invitrogen Catalog ¹ K750-1).

Êîãäà â êà÷åñòâå ðåêîìáèíàíòíûõ êëåòîê-õîç åâ äë  ïîëó÷åíè  îñíîâàííûõ íà âèðóñàõ
êîðîâûõ ÷àñòèö ïðèìåí þò êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ, äàííûå êëåòêè, êàê ïðàâèëî, ðàñòóò â
òêàíåâîé êóëüòóðå. Ñïîñîáû âûðàùèâàíè  êëåòîê â êóëüòóðå õîðîøî èçâåñòíû â äàííîé
îáëàñòè (ñì., íàïðèìåð, Celis, J., ed., CELL BIOLOGY, Academic Press, 2nd edition,
(1998); Sambrook, J. et al., eds., MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL, 2nd.
edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989);
Ausubel, F. et al., eds., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John H. Wiley &
Sons, Inc. (1997); Freshney, R., CULTURE OF ANIMAL CELLS, Alan R. Liss, Inc. (1983)).

Äîïîëíèòåëüíûå ïðèìåðû ÐÍÊ-âèðóñîâ, ïðèãîäíûõ äë  ïðèìåíåíè  â êà÷åñòâå êîðîâîé
÷àñòèöû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷àþò â ñåá  â êà÷åñòâå íåîãðàíè÷èâàþùèõ
ïðèìåðîâ ñëåäóþùåå: ïðåäñòàâèòåëè ñåìåéñòâà Reoviridae, âêëþ÷àþùèå â ñåá  ðîä
Orthoreovirus (ìíîæåñòâî ñåðîòèïîâ ðåòðîâèðóñîâ ìëåêîïèòàþùèõ è ïòèö), ðîä Orbivirus
(âèðóñ êàòàðàëüíîé ëèõîðàäêè îâåö, âèðóñ Eugenangee, âèðóñ Êåìåðîâî, âèðóñ
àôðèêàíñêîé áîëåçíè ëîøàäåé è âèðóñ êîëîðàäñêîé êëåùåâîé ëèõîðàäêè), ðîä Rotavirus
(ðîòàâèðóñ ÷åëîâåêà, âèðóñ äèàðåè òåë ò Íåáðàñêè, ìûøèíûé ðîòàâèðóñ, ðîòàâèðóñ
îáåçü í, ðîòàâèðóñ êîðîâ èëè îâåö, ïòè÷èé ðîòàâèðóñ); ñåìåéñòâî Picomaviridae,
âêëþ÷àþùåå â ñåá  ðîä Enterovirus (ïîëèîâèðóñ, âèðóñ êîêñàêè A è B, êèøå÷íûå
öèòîïàòè÷åñêèå ÷åëîâå÷åñêèå "ñèðîòñêèå" (ECHO) âèðóñû, âèðóñû ãåïàòèòîâ A, C, D, E è
G, îáåçü íüè ýíòåðîâèðóñû, âèðóñû ìûøèíîãî ýíöåôàëîìèåëèòà (ME), âèðóñ

Ñòðàíèöà: 19

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 325 202 C2

ïîëèîìèåëèòà ìûøåé, êîðîâüè ýíòåðîâèðóñû, ýíòåðîâèðóñû ñâèíåé), ðîä Cardiovirus
(âèðóñ ýíöåôàëîìèîêàðäèòà (EMC), ìåíãîâèðóñ), ðîä Rhinovirus (÷åëîâå÷åñêèé ðèíîâèðóñ,
âêëþ÷àþùèé â ñåá , ïî ìåíüøåé ìåðå, 113 ïîäòèïîâ; äðóãèå ðèíîâèðóñû), ðîä Apthovirus
( ùóð (FMDV)); ñåìåéñòâî Calciviridae, âêëþ÷àþùåå â ñåá  âèðóñ âåçèêóë ðíîé ýêçàíòåìû
ñâèíåé, âèðóñ ìîðñêèõ ëüâîâ Ñàí-Ìèãåë , Êîøà÷èé ïèêîðíàâèðóñ è âèðóñ Íîðôîëê;
ñåìåéñòâî Togaviridae, âêëþ÷àþùåå â ñåá  ðîä Alphavirus (âîñòî÷íûé âèðóñ ëîøàäèíîãî
ýíöåôàëèòà, âèðóñ ëåñà Ñåìëèêè, âèðóñ ñèíäáèñ, âèðóñ ÷èêóíãóíü , âèðóñ O'Nyong-Nyong,
âèðóñ Ðîññ-Ðèâåð, âåíåñóýëüñêèé âèðóñ ëîøàäèíîãî ýíöåôàëèòà, çàïàäíûé âèðóñ
ëîøàäèíîãî ýíöåôàëèòà), ðîä Flavirius (ïåðåäàâàåìûé êîìàðàìè âèðóñ æåëòîé ëèõîðàäêè,
âèðóñ òðîïè÷åñêîé ëèõîðàäêè,  ïîíñêèé âèðóñ ýíöåôàëèòà, âèðóñ ýíöåôàëèòà Ñåíò-
Ëüþèñà, âèðóñ ýíöåôàëèòà äîëèíû Ìóððåé, âèðóñ Çàïàäíîãî Íèëà, âèðóñ Êóíæèí,
öåíòðàëüíîåâðîïåéñêèé ïåðåäàâàåìûé êëåùàìè âèðóñ, äàëüíåâîñòî÷íûé ïåðåäàâàåìûé
êëåùàìè âèðóñ, êèàñàíóðñêèé ëåñíîé âèðóñ, âèðóñ øîòëàíäñêîãî ýíöåôàëèòà, âèðóñ
Powassan, îìñêèé âèðóñ ãåìîððàãè÷åñêîé ëèõîðàäêè), ðîä Rubivirus (âèðóñ êðàñíóõè),
ðîä Pestivirus (âèðóñ çàáîëåâàíè  ñëèçèñòîé, âèðóñ õîëåðû ñâèíåé, âèðóñ ïîãðàíè÷íîé
áîëåçíè îâåö); ñåìåéñòâî Bunyaviridae, âêëþ÷àþùåå â ñåá  ðîä Bunyvirus (Áóíü ìâåðà è
ðîäñòâåííûå âèðóñû, âèðóñû ãðóïïû êàëèôîðíèéñêîãî ýíöåôàëèòà), ðîä Phlebovirus
(ñèöèëèéñêèé âèðóñ ôëåáîòîìíîé ëèõîðàäêè, âèðóñ ëèõîðàäêè äîëèíû Ðèôò), ðîä
Nairovirus (âèðóñ êîíãî-êðûìñêîé ãåìîððàãè÷åñêîé ëèõîðàäêè, âèðóñ áîëåçíè
íàéðîáèàíñêèõ îâåö), è ðîä Uukuvirus (Uukuniemi è ðîäñòâåííûå âèðóñû); ñåìåéñòâî
Orthomyxoviridae, âêëþ÷àþùåå â ñåá  ðîä Influenza virus (âèðóñ ãðèïïà òèïà A,
ìíîæåñòâî ÷åëîâå÷åñêèõ ïîäòèïîâ); âèðóñ ãðèïïà ñâèíåé è îáåçü í è âèðóñû ãðèïïà
ëîøàäåé; ãðèïï òèïà B (ìíîæåñòâî ÷åëîâå÷åñêèõ ïîäòèïîâ) è ãðèïï òèïà C (âîçìîæíî
îòäåëüíûé ðîä); ñåìåéñòâî Paramyxoviridae, âêëþ÷àþùåå â ñåá  ðîä Paramyxovirus (âèðóñ
ïàðàãðèïïà òèïà 1, âèðóñ ñåíäàé, âèðóñ ãåìàäñîðáöèè, âèðóñû ïàðàãðèïïà òèïîâ ñî 2 ïî
5, âèðóñ áîëåçíè Íüþêàñòëà, âèðóñ ñâèíêè), ðîä Morbillivirus (âèðóñ êîðè, âèðóñ
ïîäîñòðîãî ñêëåðîçèðóþùåãî ïàíýíöåôàëèòà, âèðóñ ÷óìêè, âèðóñ ÷óìû ðîãàòîãî ñêîòà),
ðîä Pneumovirus (ðåñïèðàòîðíî-ñèíöèòèàëüíûé âèðóñ (RSV), áû÷èé ðåñïèðàòîðíî-
ñèíöèòèàëüíûé âèðóñ è âèðóñ ïíåâìîíèè ìûøåé); ñåìåéñòâî Rhabdoviridae, âêëþ÷àþùåå â
ñåá  ðîä Vesiculovirus (VSV), âèðóñ Øàíäèïóðà, âèðóñ ôëàíäðèéñêîãî îëåíüåãî ïàðêà),
ðîä Lyssavirus (âèðóñ áåøåíñòâà), ðàáäîâèðóñû ðûá è ôèëîâèðóñû (ìàðáóðãñêèé âèðóñ è
âèðóñ Ýáîëà); ñåìåéñòâî Arenaviridae, âêëþ÷àþùåå â ñåá  âèðóñ ëèìôîöèòàðíîãî
õîðèîìåíèíãèòà (LCM), âèðóñíûé êîìïëåêñ Tacaribe è âèðóñ Ëàññà; ñåìåéñòâî
Coronoaviridae, âêëþ÷àþùåå â ñåá  âèðóñ èíôåêöèîííîãî áðîíõèòà (IBV), âèðóñ ìûøèíîãî
ãåïàòèòà, ÷åëîâå÷åñêèé êèøå÷íûé êîðîíàâèðóñ è âèðóñ êîøà÷üåãî ïåðèòîíèòà (êîøà÷èé
êîðîíàâèðóñ).

Èëëþñòðàòèâíûå ÄÍÊ-ñîäåðæàùèå âèðóñû, êîòîðûå ìîæíî ïðèìåí òü â êà÷åñòâå
êîðîâûõ ÷àñòèö, âêëþ÷àþò â ñåá  â êà÷åñòâå íåîãðàíè÷èâàþùèõ ïðèìåðîâ ñåìåéñòâî
Poxviridae, âêëþ÷àþùåå â ñåá  ðîä Orthopoxvirus (íàòóðàëüíà  îñïà, àëàñòðèì,
îáåçü íü  ïîêñâàêöèíà, êîðîâü  îñïà, îñïà áóéâîëîâ, îñïà êðîëèêîâ, ýêòðîìåëè ), ðîä
Leporipoxvirus (ìèêñîìà, ôèáðîìà), ðîä Avipoxvirus (îñïà ïòèö, äðóãèå ïòè÷üè
ïîêñâèðóñû), ðîä Capripoxvirus (îñïà îâåö, îñïà êîç), ðîä Suipoxvirus (îñïà ñâèíåé),
ðîä Parapoxvirus (âèðóñ êîíòàãèîçíîãî ïóñòóëåçíîãî äåðìàòèòà, ëîæíà  êîðîâü  îñïà,
âèðóñ áû÷üåãî ïàïóëåçíîãî ñòîìàòèòà); ñåìåéñòâî Iridoviridae (âèðóñ àôðèêàíñêîé
ëèõîðàäêè ñâèíåé, âèðóñû ë ãóøêè 2 è 3, âèðóñ ëèìôîöèñòîçà ðûá); ñåìåéñòâî
Herpesviridae, âêëþ÷àþùåå â ñåá  àëüôà-ãåðïåñâèðóñû (ïðîñòîé ãåðïåñ òèïîâ 1 è 2,
âåòð íà  îñïà, âèðóñ àáîðòîâ ëîøàäåé, ëîøàäèíûé âèðóñ ãåðïåñà 2 è 3, âèðóñ
ïñåâäîáåøåíñòâà, âèðóñ èíôåêöèîííîãî áû÷üåãî êåðàòîêîíúþíêòèâèòà, âèðóñ
èíôåêöèîííîãî áû÷üåãî ðèíîòðàõåèòà, âèðóñ êîøà÷üåãî ðèíîòðàõåèòà, âèðóñ
èíôåêöèîííîãî ëàðèíãîòðàõåèòà) áåòà-ãåðïåñâèðóñû (÷åëîâå÷åñêèé öèòîìåãàëîâèðóñ è
öèòîìåãàëîâèðóñû ñâèíåé, îáåçü í è ãðûçóíîâ); ãàììà-ãåðïåñâèðóñû (âèðóñ Ýïøòåéíà-Áàð
(EBV), âèðóñ áîëåçíè Ìàðåêà, ãåðïåñ Saimiri, ãåðïåñâèðóñ Ateles, ãåðïåñâèðóñ
Sylvilagus, âèðóñ ãåðïåñà ìîðñêèõ ñâèíîê, âèðóñ îïóõîëè Lucke); ñåìåéñòâî
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Adenoviridae, âêëþ÷àþùåå â ñåá  ðîä Mastadenovirus (÷åëîâå÷åñêèå ïîäãðóïïû A, B, C, D
è E è íåñãðóïïèðîâàííûå; îáåçü íüè àäåíîâèðóñû (ïî ìåíüøåé ìåðå, 23 ñåðîòèïà),
èíôåêöèîííûé ñîáà÷èé ãåïàòèò è àäåíîâèðóñû êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, ñâèíåé, îâåö,
ë ãóøåê è ìíîãèõ äðóãèõ âèäîâ, ðîä Aviadenovirus (ïòè÷üè àäåíîâèðóñû) è
íåêóëüòèâèðóåìûå àäåíîâèðóñû; ñåìåéñòâî Papoviridae, âêëþ÷àþùåå â ñåá  ðîä
Papillomavirus (âèðóñû ïàïèëëîìû ÷åëîâåêà, âèðóñû ïàïèëëîìû êîðîâ, âèðóñ ïàïèëëîìû
êðîëèêîâ Øîóïà è ðàçëè÷íûå ïàòîãåííûå âèðóñû ïàïèëëîìû äðóãèõ âèäîâ), ðîä
Polyomavirus (âèðóñ ïîëèîìû, âàêóîëèçèðóþùèé îáåçü íèé âèðóñ (SV-40),
âàêóîëèçèðóþùèé êðîëè÷èé âèðóñ (RKV), âèðóñ K, âèðóñ BK, âèðóñ JC è äðóãèå âèðóñû
ïîëèîìû ïðèìàòîâ, òàêèå êàê ëèìôîòðîïíûé âèðóñ ïàïèëëîìû); ñåìåéñòâî Parvoviridae
âêëþ÷àþùåå â ñåá  ðîä àäåíîàññîöèèðîâàííûõ âèðóñîâ, ðîä Parvovirus (êîøà÷èé âèðóñ
ïàíëåéêîïåíèè, êîðîâèé ïàðâîâèðóñ, ñîáà÷èé ïàðâîâèðóñ, âèðóñ àëåóòñêîé áîëåçíè íîðîê
è ò.ï.). Íàêîíåö, ÄÍÊ-ñîäåðæàùèå âèðóñû ìîãóò âêëþ÷àòü â ñåá  òàêèå âèðóñû, êàê
õðîíè÷åñêèå èíôåêöèîííûå íåéðîïàòè÷åñêèå àãåíòû (âèðóñ CHINA).

Â äðóãèõ îñóùåñòâëåíè õ äë  ïîëó÷åíè  êîìïîçèöèé è âàêöèííûõ êîìïîçèöèé ïî
èçîáðåòåíèþ ñîîòâåòñòâåííî ïðèìåí þò áàêòåðèàëüíûé ïèëèí, ñóáôðàãìåíò
áàêòåðèàëüíîãî ïèëèíà èëè ãèáðèäíûé áåëîê, ñîäåðæàùèé èëè áàêòåðèàëüíûé ïèëèí èëè
åãî ñóáôðàãìåíò. Ïðèìåðû ïèëèíîâûõ áåëêîâ âêëþ÷àþò â ñåá  ïèëèíû,
ïðîäóöèðóåìûå Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Neisseria
gonorrhoeae, Caulobacter crescentus, Pseudomonas stutzeri è Pseudomonas aeruginosa.
Àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïèëèíîâûõ áåëêîâ, ïðèãîäíûå äë  ïðèìåíåíè  ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷àþò â ñåá  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðèâåäåííûå â
ïðîòîêîëàõ GenBank AJ000636, AJ132364, AF229646, AF051814, AF051815 è X00981,
ïîëíîå îïèñàíèå êîòîðûõ âêëþ÷åíî ñþäà â êà÷åñòâå ññûëêè.

Áàêòåðèàëüíûå ïèëèíîâûå áåëêè äî ýêñïîðòà áåëêîâ â áàêòåðèàëüíóþ ïåðèïëàçìó, êàê
ïðàâèëî, ïðîöåññèðóþòñ  ñ óäàëåíèåì N-êîíöåâûõ ëèäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.
Äàëåå, êàê ìîæåò ïîí òü ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè, áàêòåðèàëüíûå ïèëèíîâûå áåëêè,
ïðèìåí åìûå äë  êîìïîçèöèé è âàêöèííûõ êîìïîçèöèé ïî èçîáðåòåíèþ ñîîòâåòñòâåííî,
êàê ïðàâèëî, íå íåñóò ïðèñóòñòâóþùèõ îò ïðèðîäû ëèäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.

Îäèí êîíêðåòíûé ïðèìåð ïèëèíîâîãî áåëêà, ïðèãîäíîãî äë  ïðèìåíåíè  ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, ïðåäñòàâë åò ñîáîé P-ïèëèí E. coli (ïðîòîêîë GenBank AF237482 (SEQ ID ¹
1)). Ïðèìåð ïèëèíà E. coli òèïà 1, ïðèãîäíîãî äë  ïðèìåíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ,
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïèëèí ñ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðèâåäåííîé â
ïðîòîêîëå GenBank P04128 (SEQ ID ¹ 2), êîäèðóåìîãî íóêëåèíîâîé êèñëîòîé ñ
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðèâåäåííîé â ïðîòîêîëå GenBank M27603 (SEQ ID
¹ 3). Ïîëíûå îïèñàíè  äàííûõ ïðîòîêîëîâ GenBank âêëþ÷åíû ñþäà â êà÷åñòâå ññûëêè.
Êðîìå òîãî, çðåëóþ ôîðìó óêàçàííîãî âûøå áåëêà, êàê ïðàâèëî, ìîæíî ïðèìåí òü äë 
ïðèãîòîâëåíè  êîìïîçèöèé è âàêöèííûõ êîìïîçèöèé ïî èçîáðåòåíèþ ñîîòâåòñòâåííî.

Áàêòåðèàëüíûå ïèëèíû èëè ñóáôðàãìåíòû ïèëèíîâ, ïðèãîäíûå äë  ïðèìåíåíè  â
ïðàêòè÷åñêîì ïðèìåíåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , êàê ïðàâèëî, ñïîñîáíû àññîöèèðîâàòü
ñ ôîðìèðîâàíèåì óïîð äî÷åííûõ è ïîâòîð þùèõñ  ìàññèâîâ àíòèãåíîâ.

Ñïîñîáû ïîëó÷åíè  ïèëåé è ïèëåîáðàçíûõ ñòðóêòóð in vitro èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè.
Íàïðèìåð, Bullitt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 12890-12895 (1996) îïèñûâàþò
âîññòàíîâëåíèå in vitro ñóáúåäèíèö P-ïèëåé E. coli. Êðîìå òîãî, Eshdat et al., J.
Bacteriol. 148: 308-314 (1981) îïèñûâàþò ñïîñîáû, ïðèãîäíûå äë  äèññîöèèðóþùèõ
ïèëåé E. coli òèïà 1 è âîññòàíîâëåíè  ïèëåé. Êîðîòêî äàííûå ñïîñîáû ñîñòî ò â
ñëåäóþùåì: ïèëè äèññîöèèðóþò ïîñðåäñòâîì èíêóáàöèè ïðè 37°C â íàñûùåííîì
ãóàíèäèíãèäðîõëîðèäå. Ïèëèíîâûå áåëêè çàòåì î÷èùàþò õðîìàòîãðàôèåé, ïîñëå ÷åãî
ôîðìèðóþò ïèëèíîâûå äèìåðû ïîñðåäñòâîì äèàëèçà ïðîòèâ 5 ìÌ
òðèñ(ãèäðîêñèìåòèë)àìèíîìåòàíãèäðîõëîðèäà (pH 8,0). Eshdat et al. òàêæå îáíàðóæèëè,
÷òî ïèëèíîâûå äèìåðû âíîâü ñîáèðàþòñ  â ôîðìó ïèëåé ïðè äèàëèçå ïðîòèâ 5 ìÌ
òðèñ(ãèäðîêñèìåòèë)àìèíîìåòàíà (pH 8,0), ñîäåðæàùåãî 5 ìÌ MgCl2.

Êðîìå òîãî, ñ ïðèìåíåíèåì, íàïðèìåð, òðàäèöèîííîé ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè è
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ñïîñîáîâ ìîäèôèêàöèè áåëêîâ ïèëèíîâûå áåëêè ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü òàê, ÷òîáû îíè
ñîäåðæàëè ïåðâûé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè , ñ êîòîðûì ÷åðåç âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè 
ñâ çûâàåòñ  àíòèãåí èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà. Àëüòåðíàòèâíî, àíòèãåíû è àíòèãåííûå
äåòåðìèíàíòû ïîñðåäñòâîì âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè  ìîæíî ïð ìî ñâ çàòü ñ
àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè, ïðèñóòñòâóþùèìè â äàííûõ áåëêàõ îò ïðèðîäû. Äàííûå
ìîäèôèöèðîâàííûå ïèëèíîâûå áåëêè çàòåì ìîæíî ïðèìåí òü â âàêöèííûõ êîìïîçèöè õ ïî
èçîáðåòåíèþ.

Áàêòåðèàëüíûå ïèëèíîâûå áåëêè, ïðèìåí åìûå äë  ïîëó÷åíè  êîìïîçèöèé è âàêöèííûõ
êîìïîçèöèé ïî èçîáðåòåíèþ ñîîòâåòñòâåííî, ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü ñïîñîáîì, ïîäîáíûì
ñïîñîáó, îïèñàííîìó çäåñü äë  HBcAg. Íàïðèìåð, îñòàòêè öèñòåèíà è ëèçèíà ìîæíî èëè
óäàëèòü èëè çàìåíèòü äðóãèìè àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè, à ê äàííûì áåëêàì ìîæíî
äîáàâèòü ïåðâûå ó÷àñòêè ïðèêðåïëåíè . Êðîìå òîãî, ïèëèíîâûå áåëêè ìîæíî èëè
ýêñïðåññèðîâàòü â ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìå èëè ìîäèôèöèðîâàòü õèìè÷åñêè ïîñëå
ýêñïðåññèè. Ïîäîáíûì îáðàçîì èíòàêòíûå ïèëè ìîæíî îòäåëèòü îò áàêòåðèé è çàòåì
õèìè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàòü.

Â äðóãîì îñóùåñòâëåíèè ïèëè èëè ïèëåîáðàçíûå ñòðóêòóðû âûäåë þò èç áàêòåðèé
(íàïðèìåð, E. coli) è ïðèìåí þò äë  ïîëó÷åíè  êîìïîçèöèé è âàêöèííûõ êîìïîçèöèé ïî
èçîáðåòåíèþ. Îäèí ïðèìåð ïèëåé, ïðèãîäíûõ äë  ïîëó÷åíè  êîìïîçèöèé è âàêöèííûõ
êîìïîçèöèé, ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïèëü E. coli òèïà 1, êîòîðûé ñôîðìèðîâàí èç ïèëèíîâûõ
ìîíîìåðîâ ñ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðèâåäåííîé â SEQ ID ¹ 2.

Â äàííîé îáëàñòè èçâåñòåí ð ä ñïîñîáîâ âûäåëåíè  áàêòåðèàëüíûõ ïèëåé. Íàïðèìåð,
Bullitt and Makowski (Biophys. J. 74: 623-632 (1998)) îïèñûâàþò ñïîñîá î÷èñòêè ïèëåé
äë  âûäåëåíè  P-ïèëåé èç E. coli. Ïî äàííîìó ñïîñîáó ïèëè ñðåçàþò ñ
ãèïåðïèëèðîâàííîé E. coli, ñîäåðæàùåé ïëàçìèäó ñ P-ïèëåì, è î÷èùàþò ïîñðåäñòâîì
öèêëîâ ñîëþáèëèçàöèè è îñàæäåíè  â MgCl2 (1,0 M).

Ïîñëå âûäåëåíè  ïèëè èëè ïèëåîáðàçíûå ñòðóêòóðû ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü
ìíîæåñòâîì ñïîñîáîâ. Íàïðèìåð, ê ïèë ì ìîæíî äîáàâë òü ïåðâûé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè ,
ê êîòîðîìó ïîñðåäñòâîì âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè  ìîãóò ïðèêðåïë òüñ  àíòèãåíû èëè
àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû. Äðóãèìè ñëîâàìè, áàêòåðèàëüíûå ïèëè èëè ïèëåîáðàçíûå
ñòðóêòóðû ìîæíî âûäåëèòü è ìîäèôèöèðîâàòü äë  ïîëó÷åíè  óïîð äî÷åííûõ è
ïîâòîð þùèõñ  ìàññèâîâ àíòèãåíîâ.

Àíòèãåíû è àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû ìîæíî ñâ çàòü ñ ïðèðîäíûìè öèñòåèíîâûìè èëè
ëèçèíîâûìè îñòàòêàìè, íàõîä ùèìèñ  â ïèë õ èëè ïèëåîáðàçíûõ ñòðóêòóðàõ. Â òàêèõ
ñëó÷à õ âûñîêèé ïîð äîê è ïîâòîð åìîñòü ïðèðîäíîãî àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà ìîãëà áû
íàïðàâë òü ñâ çûâàíèå àíòèãåíîâ èëè àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò ñ ïèë ìè èëè
ïèëåîáðàçíûìè ñòðóêòóðàìè. Íàïðèìåð, ïèëè èëè ïèëåîáðàçíûå ñòðóêòóðû ìîæíî ñâ çàòü
ñî âòîðûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè  àíòèãåíîâ èëè àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò ñ ïðèìåíåíèåì
ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíîãî ñøèâàþùåãî ñðåäñòâà.

Êîãäà ñòðóêòóðû, êîòîðûå ñèíòåçèðóþòñ  îðãàíèçìàìè â ïðèðîäå (íàïðèìåð, ïèëè),
ïðèìåí þò äë  ïîëó÷åíè  êîìïîçèöèé è âàêöèííûõ êîìïîçèöèé ïî èçîáðåòåíèþ, ÷àñòî
âûãîäíî ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàòü äàííûå îðãàíèçìû òàê, ÷òîáû îíè ïðîäóöèðîâàëè
ñòðóêòóðû, îáëàäàþùèå æåëàòåëüíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè. Íàïðèìåð, êîãäà ïðèìåí þò
ïèëè E. coli òèïà 1, E. coli, èç êîòîðûõ âûäåë þò äàííûå ïèëè, ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü òàê,
÷òîáû ïðîäóöèðîâàòü ñòðóêòóðû ñî ñïåöèôè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè. Ïðèìåðû
âîçìîæíûõ ìîäèôèêàöèé ïèëèíîâûõ áåëêîâ âêëþ÷àþò â ñåá  âñòàâêó îäíîãî èëè
íåñêîëüêèõ ëèçèíîâûõ îñòàòêîâ, óäàëåíèå èëè çàìåíó îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ïðèðîäíûõ
ëèçèíîâûõ îñòàòêîâ è óäåëåíèå èëè çàìåíó îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ïðèðîäíûõ öèñòåèíîâûõ
îñòàòêîâ (íàïðèìåð, öèñòåèíîâûõ îñòàòêîâ â ïîçèöè õ 44 è 84 â SEQ ID ¹ 2).

Êðîìå òîãî, ïèëèíîâûå ãåíû ìîæíî ïîäâåðãàòü äîïîëíèòåëüíûì ìîäèôèêàöè ì,
êîòîðûå ïðèâîä ò ê ýêñïðåññèè ïðîäóêòîâ, ñîäåðæàùèõ ïåðâûé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè ,
îòëè÷íûé îò ëèçèíîâîãî îñòàòêà (íàïðèìåð, äîìåí FOS èëè JUN). Êîíå÷íî, ïîäõîä ùèå
ïåðâûå ó÷àñòêè ïðèêðåïëåíè , êàê ïðàâèëî, îãðàíè÷åíû òåìè, êîòîðûå íå ìåøàþò ïèëèíó
ôîðìèðîâàòü ïèëè èëè ïèëåîáðàçíûå ñòðóêòóðû, ïðèãîäíûå äë  ïðèìåíåíè  â âàêöèííûõ
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êîìïîçèöè õ ïî èçîáðåòåíèþ.
Ïèëèíîâûå ãåíû, íàõîä ùèåñ  â ïðèðîäå â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ, ìîæíî

ìîäèôèöèðîâàòü in vivo (íàïðèìåð, ïîñðåäñòâîì ãîìîëîãè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè), èëè â
äàííûå êëåòêè ìîæíî âíåñòè ïèëèíîâûå ãåíû ñ êîíêðåòíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè. Íàïðèìåð,
ïèëèíîâûå ãåíû ìîæíî ââåñòè â áàêòåðèàëüíûå êëåòêè êàê êîìïîíåíò èëè
ðåïëèöèðóþùåãîñ  êëîíèðóþùåãî âåêòîðà, èëè âåêòîðà, êîòîðûé èíòåãðèðóåò â
áàêòåðèàëüíóþ õðîìîñîìó. Âíåñåííûå ïèëèíîâûå ãåíû ìîæíî òàêæå ñâ çàòü ñ
ðåãóëèðóþùèìè ýêñïðåññèþ êîíòðîëüíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè
(íàïðèìåð, lac-îïåðàòîð).

Â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ïèëè èëè ïèëåîáðàçíûå ñòðóêòóðû, ïðèìåí åìûå â êîìïîçèöè õ
è âàêöèííûõ êîìïîçèöè õ ïî èçîáðåòåíèþ ñîîòâåòñòâåííî, ñîñòî ò èç ïèëèíîâûõ
ñóáúåäèíèö îäíîãî òèïà. Ïèëè èëè ïèëåîáðàçíûå ñòðóêòóðû, ñîñòî ùèå èç èäåíòè÷íûõ
ñóáúåäèíèö, êàê ïðàâèëî, ïðèìåí þò, òàê êàê îæèäàþò, ÷òî îíè ñôîðìèðóþò ñòðóêòóðû,
ïðåäñòàâë þùèå ñîáîé âûñîêîóïîð äî÷åííûå è ïîâòîð þùèåñ  ìàññèâû àíòèãåíîâ.

Îäíàêî êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ òàêæå âêëþ÷àþò â ñåá  êîìïîçèöèè èëè âàêöèíû,
ñîäåðæàùèå ïèëè èëè ïèëåîáðàçíûå ñòðóêòóðû, ñôîðìèðîâàííûå ãåòåðîãåííûìè
ïèëèíîâûìè ñóáúåäèíèöàìè. Ïèëèíîâûå ñóáúåäèíèöû, ôîðìèðóþùèå äàííûå ïèëè èëè
ïèëåîáðàçíûå ñòðóêòóðû, ìîæíî ýêñïðåññèðîâàòü ñ ãåíîâ, íàõîä ùèõñ  â áàêòåðèàëüíîé
êëåòêå â ïðèðîäå, èëè ìîæíî âíåñòè â êëåòêè. Êîãäà ïðèðîäíûé ïèëèíîâûé ãåí è
âíåñåííûé ãåí îáà ýêñïðåññèðîâàíû â êëåòêå, ôîðìèðóþùåé ïèëè èëè ïèëåîáðàçíûå
ñòðóêòóðû â ðåçóëüòàòå, êàê ïðàâèëî, îáðàçóþòñ  ñòðóêòóðû, ñôîðìèðîâàííûå èç ñìåñè
äàííûõ ïèëèíîâûõ áåëêîâ. Êðîìå òîãî, êîãäà â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå ýêñïðåññèðîâàíû äâà
èëè áîëåå ïèëèíîâûõ ãåíà, îòíîñèòåëüíà  ýêñïðåññè  êàæäîãî ïèëèíîâîãî ãåíà, êàê
ïðàâèëî,  âë åòñ  ôàêòîðîì, îïðåäåë þùèì ñîîòíîøåíèå ðàçëè÷íûõ ïèëèíîâûõ
ñóáúåäèíèö â ïèë õ èëè ïèëåîáðàçíûõ ñòðóêòóðàõ.

Êîãäà æåëàòåëüíû ïèëè èëè ïèëåîáðàçíûå ñòðóêòóðû, îáëàäàþùèå êîíêðåòíûì
ñîñòàâîì ñìåøàííûõ ïèëèíîâûõ ñóáúåäèíèö, ýêñïðåññèþ, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî èç
ïèëèíîâûõ ãåíîâ ìîæíî ðåãóëèðîâàòü ãåòåðîëîãè÷íûì èíäóöèáåëüíûì ïðîìîòîðîì. Òàêèå
ïðîìîòîðû, à òàêæå äðóãèå ãåíåòè÷åñêèå ýëåìåíòû ìîæíî ïðèìåí òü äë  ðåãóë öèè
îòíîñèòåëüíûõ êîëè÷åñòâ ðàçëè÷íûõ ïèëèíîâûõ ñóáúåäèíèö, ïðîäóöèðóåìûõ
áàêòåðèàëüíîé êëåòêîé è, ñëåäîâàòåëüíî, ñîñòàâà ïèëåé èëè ïèëåîáðàçíûõ ñòðóêòóð.

Êðîìå òîãî, àíòèãåí èëè àíòèãåííóþ äåòåðìèíàíòó ìîæíî ñâ çàòü ñ áàêòåðèàëüíûìè
ïèë ìè èëè ïèëåîáðàçíûìè ñòðóêòóðàìè ïîñðåäñòâîì ñâ çè, êîòîðà  íå  âë åòñ 
ïåïòèäíîé ñâ çüþ, áàêòåðèàëüíûå êëåòêè, ïðîäóöèðóþùèå ïèëè èëè ïèëåîáðàçíûå
ñòðóêòóðû, ïðèìåí åìûå â êîìïîçèöè õ ïî èçîáðåòåíèþ, ìîæíî ãåíåòè÷åñêè
ñêîíñòðóèðîâàòü äë  ïîëó÷åíè  ïèëèíîâûõ áåëêîâ, ñëèòûõ ñ àíòèãåíîì èëè àíòèãåííîé
äåòåðìèíàíòîé. Òàêèå ãèáðèäíûå áåëêè, ôîðìèðóþùèå ïèëè èëè ïèëåîáðàçíûå ñòðóêòóðû,
ïðèãîäíû äë  ïðèìåíåíè  â âàêöèííûõ êîìïîçèöè õ ïî èçîáðåòåíèþ.

Âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû â êîíòåêñòå íàñòî ùåé çà âêè îòíîñ òñ  ê ñòðóêòóðàì,
ïîäîáíûì âèðóñíîé ÷àñòèöå, íî íå  âë þùèìñ  ïàòîãåííûìè. Â îáùèõ ÷åðòàõ â
âèðóñîïîäîáíûõ ÷àñòèöàõ îòñóòñòâóåò âèðóñíûé ãåíîì è, ñëåäîâàòåëüíî, îíè  âë þòñ 
íåèíôåêöèîííûìè. Òàêæå âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû ìîæíî ïîëó÷èòü â áîëüøèõ
êîëè÷åñòâàõ ïîñðåäñòâîì ãåòåðîëîãè÷íîé ýêñïðåññèè, è èõ ìîæíî ëåãêî î÷èñòèòü.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè êîðîâà  ÷àñòèöà ïðåäñòàâë åò ñîáîé
âèðóñîïîäîáíóþ ÷àñòèöó, ãäå âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ðåêîìáèíàíòíóþ âèðóñîïîäîáíóþ ÷àñòèöó. Ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè ìîæåò ïîëó÷èòü
VLP ñ ïðèìåíåíèåì òåõíîëîãèè ðåêîìáèíàíòíûõ ÄÍÊ è êîäèðóþùèõ âèðóñû
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîòîðûå áåç òðóäà äîñòóïíû ïóáëè÷íî. Íàïðèìåð, êîäèðóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îáîëî÷êè âèðóñà èëè êîðîâîãî áåëêà ìîæíî ñêîíñòðóèðîâàòü äë 
ýêñïðåññèè â áàêóëîâèðóñíîì ýêñïðåññèðóþùåì âåêòîðå ñ ïðèìåíåíèåì êîììåð÷åñêè
äîñòóïíîãî áàêóëîâèðóñíîãî âåêòîðà ïîä ðåãóë òîðíûì êîíòðîëåì âèðóñíîãî ïðîìîòîðà ñ
ñîîòâåòñòâóþùèìè ìîäèôèêàöè ìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ÷òîáû ïîçâîëèòü
ôóíêöèîíàëüíîå ñâ çûâàíèå êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ ðåãóë òîðíîé
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ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ. Êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îáîëî÷êè âèðóñà èëè êîðîâîãî
áåëêà òàêæå ìîæíî ñêîíñòðóèðîâàòü äë  ýêñïðåññèè, íàïðèìåð, â áàêòåðèàëüíîì
ýêñïðåññèðóþùåì âåêòîðå.

Ïðèìåðû VLP âêëþ÷àþò â ñåá  â êà÷åñòâå íåîãðàíè÷èâàþùèõ ïðèìåðîâ êàïñèäíûå
áåëêè âèðóñà ãåïàòèòà B (Ulrich, et al., Virus Res. 50: 141-182 (1998)), âèðóñ êîðè
(Warnes, et al., Gene 160: 173-178 (1995)), âèðóñ ñèíäáèñ, ðîòàâèðóñ (US 5071651 è US
5374426), âèðóñ  ùóðà (Twomey, et al., Vaccine 13: 1603-1610, (1995)), âèðóñ Íîðôîëêà
(Jiang, X., et al., Science 250: 1580-1583 (1990); Matsui, S. M., et al., J. Clin.
Invest. 87: 1456-1461 (1991)), ðåòðîâèðóñíûé áåëîê GAG (WO 96/30523), áåëîê
ðåòðîòðàíñïîçîíà Ty p1, ïîâåðõíîñòíûé áåëîê âèðóñà ãåïàòèòà B (WO 92/11291), âèðóñ
ïàïèëëîìû ÷åëîâåêà (WO 98/15631), ÐÍÊ-ôàãè, Ty, fr-ôàã, GA-ôàã, AP205-ôàã è Qβ-ôàã.

Êàê ëåãêî óâèä ò ñïåöèàëèñòû â äàííîé îáëàñòè, VLP ïî èçîáðåòåíèþ íå îãðàíè÷åíà
êàêîé-ëèáî êîíêðåòíîé ôîðìîé. ×àñòèöó ìîæíî ñèíòåçèðîâàòü õèìè÷åñêè èëè ïîñðåäñòâîì
áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, êîòîðûå ìîãóò  âë òüñ  ïðèðîäíûìè èëè íåïðèðîäíûìè. Â
êà÷åñòâå ïðèìåðà äàííûé òèï îñóùåñòâëåíè  âêëþ÷àåò â ñåá  âèðóñîïîäîáíóþ ÷àñòèöó
èëè åå ðåêîìáèíàíòíûå ôîðìû.

Â áîëåå êîíêðåòíîì îñóùåñòâëåíèè VLP ìîæåò âêëþ÷àòü â ñåá  èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî
ñóùåñòâó ñîñòî òü èç èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòî òü èç ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ èëè
èõ ôðàãìåíòîâ, âûáðàííûõ èç ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ ðîòàâèðóñà, ðåêîìáèíàíòíûõ
ïîëèïåïòèäîâ âèðóñà Íîðôîëêà, ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ àëüôàâèðóñà,
ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ âèðóñà  ùóðà, ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ âèðóñà êîðè,
ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ âèðóñà ñèíäáèñ, ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ âèðóñà
ïîëèîìû, ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ ðåòðîâèðóñà, ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ
âèðóñà ãåïàòèòà B (íàïðèìåð, HBcAg), ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ âèðóñà òàáà÷íîé
ìîçàèêè, ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ âèðóñà îâå÷üèõ êîøàð, ðåêîìáèíàíòíûõ
ïîëèïåïòèäîâ ÷åëîâå÷åñêîãî âèðóñà ïàïèëëîìû, ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ
áàêòåðèîôàãîâ, ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ ÐÍÊ-ôàãîâ, ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ
Ty, ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ ôàãà fr, ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ ôàãà GA è
ðåêîìáèíàíòíûõ ïîëèïåïòèäîâ ôàãà Qβ. Âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà äîïîëíèòåëüíî ìîæåò
ñîäåðæàòü èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòî òü èç èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòî òü èç
îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ôðàãìåíòîâ òàêèõ ïîëèïåïòèäîâ, à òàêæå âàðèàíòîâ òàêèõ
ïîëèïåïòèäîâ. Âàðèàíòû ïîëèïåïòèäîâ ìîãóò îáëàäàòü, íàïðèìåð, ïî ìåíüøåé ìåðå, 80%,
85%, 90%, 95%, 97% èëè 99% èäåíòè÷íîñòè íà óðîâíå àìèíîêèñëîò ñ èõ êîïè ìè äèêîãî
òèïà.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò, ïî ñóùåñòâó
ñîñòîèò èç èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò èç ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ÐÍÊ-ôàãà èëè èõ
ôðàãìåíòîâ. Ïðåäïî÷òèòåëüíî ÐÍÊ-ôàã âûáðàí èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç a)
áàêòåðèîôàãà Qβ; b) áàêòåðèîôàãà R17; c) áàêòåðèîôàãà fr; d) áàêòåðèîôàãà GA; e)
áàêòåðèîôàãà SP; f) áàêòåðèîôàãà MS2; g) áàêòåðèîôàãà M11; h) áàêòåðèîôàãà MX1; i)
áàêòåðèîôàãà NL95; k) áàêòåðèîôàãà f2; 1) áàêòåðèîôàãà PP7 è m) áàêòåðèîôàãà AP205.

Â äðóãîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  âèðóñîïîäîáíà 
÷àñòèöà ñîäåðæèò èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòîèò èç èëè, àëüòåðíàòèâíî,
ñîñòîèò èç ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ÐÍÊ-áàêòåðèîôàãà Qβ èëè ÐÍÊ-áàêòåðèîôàãà fr, èëè
ÐÍÊ-áàêòåðèîôàãà AP205 èëè èõ ÷àñòåé.

Â äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè âêëþ÷àþò â ñåá , èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòî ò èç,
èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòî ò èç áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ.

Áåëêè îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ, ôîðìèðóþùèå êàïñèäû èëè VLP èëè ôðàãìåíòû áåëêîâ
îáîëî÷êè áàêòåðèîôàãîâ, ñîãëàñóþùèåñ  ñ ñàìîñòî òåëüíîé ñáîðêîé â êàïñèä èëè VLP,
 âë þòñ , ñëåäîâàòåëüíî, äîïîëíèòåëüíûìè ïðåäïî÷òèòåëüíûìè îñóùåñòâëåíè ìè
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Áåëêè îáîëî÷êè áàêòåðèîôàãà Qβ, íàïðèìåð, ìîæíî
ðåêîìáèíàíòíî ýêñïðåññèðîâàòü â E. coli. Äàëåå, ïîñëå òàêîé ýêñïðåññèè äàííûå áåëêè
ñïîíòàííî ôîðìèðóþò êàïñèäû. Äîïîëíèòåëüíî, äàííûå êàïñèäû ôîðìèðóþò ñòðóêòóðó ñ
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ñîáñòâåííîé ïîâòîð þùåéñ  îðãàíèçàöèåé.
Êîíêðåòíûå ïðåäïî÷òèòåëüíûå ïðèìåðû áåëêîâ îáîëî÷êè áàêòåðèîôàãîâ, êîòîðûå

ìîæíî ïðèìåí òü äë  ïîëó÷åíè  êîìïîçèöèé ïî èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷àþò â ñåá  áåëêè
îáîëî÷êè ÐÍÊ-áàêòåðèîôàãîâ, òàêèõ êàê áàêòåðèîôàã Qβ (SEQ ID ¹ 4; PIR Database,
èíâåíòàðíûé íîìåð ¹ VCBPQβ, óêàçûâàþùèé íà CP Qβ è SEQ ID ¹ 5; èíâåíòàðíûé íîìåð
¹ AAA16663, óêàçûâàþùèé íà áåëîê A1 Qβ), áàêòåðèîôàã R17 (SEQ ID ¹ 6; èíâåíòàðíûé
íîìåð PIR ¹ VCBPR7), áàêòåðèîôàã fr (SEQ ID ¹ 7; èíâåíòàðíûé íîìåð PIR ¹ VCBPFR),
áàêòåðèîôàã GA (SEQ ID ¹ 8; èíâåíòàðíûé íîìåð GenBank ¹ NP-040754), áàêòåðèîôàã
SP (SEQ ID ¹ 9; èíâåíòàðíûé íîìåð GenBank ¹ CAA30374, óêàçûâàþùèé íà SP CP è SEQ
ID ¹ 10; Accession ¹ NP 695026, óêàçûâàþùèé íà SP áåëêà A1), áàêòåðèîôàã MS2 (SEQ ID
¹ 11; èíâåíòàðíûé íîìåð PIR ¹ VCBPM2), áàêòåðèîôàã M11 (SEQ ID ¹ 12; èíâåíòàðíûé
íîìåð GenBank ¹ AAC06250), áàêòåðèîôàã MX1 (SEQ ID ¹ 13; èíâåíòàðíûé íîìåð
GenBank ¹ AAC14699), áàêòåðèîôàã NL95 (SEQ ID ¹ 14; èíâåíòàðíûé íîìåð GenBank ¹
AAC14704), áàêòåðèîôàã f2 (SEQ ID ¹ 15; èíâåíòàðíûé íîìåð GenBank ¹ P03611),
áàêòåðèîôàã PP7 (SEQ ID ¹ 16) è áàêòåðèîôàã AP205 (SEQ ID ¹ 28). Êðîìå òîãî, â
êîíñòðóêöèþ êàïñèäà áåëêîâ îáîëî÷êè Qβ ìîæíî âíîñèòü áåëîê A1 áàêòåðèîôàãà Qβ (SEQ
ID ¹ 5) èëè óêîðî÷åííûå íà C-êîíöå ôîðìû áåç 100, 150 èëè 180 àìèíîêèñëîò íà åãî C-
êîíöå. Êàê ïðàâèëî, äîë  áåëêà A1 Qβ îòíîñèòåëüíî CP Qβ â êîíñòðóêöèè êàïñèäà
îãðàíè÷åíà, äë  ãàðàíòèè ôîðìèðîâàíè  êàïñèäà.

Òàêæå îáíàðóæèëè, ÷òî áåëîê îáîëî÷êè Qβ ñàìîñòî òåëüíî ñîáèðàåòñ  â êàïñèäû ïðè
ýêñïðåññèè â E. coli (Kozlovska TM. et al., GENE 137: 133-137 (1993)). Ïîëó÷åííûå
êàïñèäû èëè âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû äåìîíñòðèðîâàëè èêîñàýäðè÷åñêóþ ôàãîïîäîáíóþ
êàïñèäíóþ ñòðóêòóðó ñ äèàìåòðîì 25 íì è êâàçèñèììåòðèåé T=3. Êðîìå òîãî, ðàçðåøèëè
êðèñòàëëè÷åñêóþ ñòðóêòóðó ôàãà Qβ. Êàïñèä ñîäåðæèò 180 êîïèé áåëêà îáîëî÷êè,
ñâ çàííûõ â êîâàëåíòíûå ïåíòàìåðû è ãåêñàìåðû äèñóëüôèäíûìè ìîñòèêàìè
(Golmohammadi, R. et al., Structure 4: 543-5554 (1996)), ÷òî ïðèâîäèò ê ïîðàçèòåëüíîé
ñòàáèëüíîñòè êàïñèäà èç áåëêà îáîëî÷êè Qβ. Îäíàêî êàïñèäû èëè VLP, ïîëó÷åííûå èç
ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà îáîëî÷êè Qβ, ìîãóò ñîäåðæàòü â êàïñèäå ñóáúåäèíèöû, íå
ñâ çàííûå äèñóëüôèäíûìè ñâ ç ìè ñ äðóãèìè ñóáúåäèíèöàìè èëè ñâ çàííûìè ÷àñòè÷íî.
Îäíàêî â VLP, êàê ïðàâèëî, ïðèáëèçèòåëüíî áîëåå ÷åì 80% ñóáúåäèíèö ñâ çàíû äðóã ñ
äðóãîì äèñóëüôèäíûìè ìîñòèêàìè. Òàêèì îáðàçîì, ïîñëå ïîìåùåíè  ðåêîìáèíàíòíîãî
êàïñèäà Qβ íà íåâîññòàíàâëèâàþùèé SDS-PAGE âèäíû ïîëîñû, ñîîòâåòñòâóþùèå
ìîíîìåðíîìó áåëêó îáîëî÷êè Qβ, à òàêæå ïîëîñû, ñîîòâåòñòâóþùèå ãåêñàìåðíîìó èëè
ïåíòàìåðíîìó áåëêó îáîëî÷êè Qβ. ×àñòè÷íî ñâ çàííûå äèñóëüôèäíûìè ñâ ç ìè
ñóáúåäèíèöû íà íåâîññòàíàâëèâàþùåì SDS-PAGE ìîãóò âû âë òüñ  êàê äèìåðíà ,
òðèìåðíà  èëè äàæå òåòðàìåðíà  ïîëîñà. Êàïñèäíûé áåëîê Qβ òàêæå äåìîíñòðèðóåò
íåîáû÷íóþ óñòîé÷èâîñòü ê îðãàíè÷åñêèì ðàñòâîðèòåë ì è äåíàòóðèðóþùèì ñðåäñòâàì.
Íåîæèäàííî àâòîðû èçîáðåòåíè  îáíàðóæèëè, ÷òî ÄÌÑÎ è àöåòîíèòðèë â êîíöåíòðàöè õ
äî 30% è ãóàíèäèí â êîíöåíòðàöè õ äî 1 Ì íå âëè þò íà ñòàáèëüíîñòü êàïñèäà. Âûñîêà 
ñòàáèëüíîñòü êàïñèäíîãî áåëêà îáîëî÷êè Qβ ïðåäñòàâë åò ñîáîé âûãîäíóþ ÷åðòó, â
îñîáåííîñòè äë  åãî ïðèìåíåíè  ïðè èììóíèçàöèè è âàêöèíàöèè ìëåêîïèòàþùèõ è ëþäåé
ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.

Ïðè ýêñïðåññèè â E. coli N-êîíöåâîé ìåòèîíèí áåëêà îáîëî÷êè Qβ, êàê ïðàâèëî,
óäàë åòñ , êàê íàáëþäàëè àâòîðû ïðè N-êîíöåâîì ñåêâåíèðîâàíèè ïî Ýäìàíó, êàê îïèñàíî
ó Stoll, E. et al. J. Biol. Chem. 252: 990-993 (1977). VLP, ñîñòàâëåííûé èç áåëêîâ
îáîëî÷êè Qβ, ãäå N-òåðìèíàëüíûé ìåòèîíèí íå óäàëåí, èëè VLP, âêëþ÷àþùèå â ñåá  ñìåñü
áåëêîâ îáîëî÷êè Qβ, ãäå N-òåðìèíàëüíûé ìåòèîíèí èëè îòùåïëåí èëè ïðèñóòñòâóåò -
òàêæå âõîä ò â îáúåì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .

Äîïîëíèòåëüíûå ïðåäïî÷òèòåëüíûå âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû ÐÍÊ-ôàãîâ, â
îñîáåííîñòè Qβ, ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ îïèñàíû â WO 02/056905, îïèñàíèå êîòîðîãî
ïîëíîñòüþ âêëþ÷åíî ñþäà â êà÷åñòâå ññûëêè.

Ïîêàçàíî, ÷òî äîïîëíèòåëüíûå áåëêè îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ òàêæå ñàìîñòî òåëüíî
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ñîáèðàþòñ  ïîñëå ýêñïðåññèè â áàêòåðèàëüíîì õîç èíå (Kastelein, RA. et al., Gene 23:
245-254 (1983), Kozlovskaya, TM. et al., Dokl. Akad. Nauk SSSR 287: 452-455 (1986),
Adhin, MR. et al., Virology 170: 238-242 (1989), Ni, CZ., et al., Protein Sci. 5:
2485-2493 (1996), Priano, C. et al., J. Mol. Biol. 249: 283-297 (1995)).
Äîïîëíèòåëüíî ê áåëêó îáîëî÷êè êàïñèä ôàãà Qβ ñîäåðæèò òàê íàçûâàåìûé ïðî÷èòàííûé
äî êîíöà áåëîê A1 è çðåëûé áåëîê A2. A1 îáðàçóåòñ  ïîñðåäñòâîì  ñóïðåññèè â ñòîï-
êîäîíå UGA è îáëàäàåò äëèíîé 329 à.ê. Êàïñèä èç ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà îáîëî÷êè
ôàãà Qβ, ïðèìåí åìûé ïî èçîáðåòåíèþ, ëèøåí áåëêà ëèçèñà A2 è ñîäåðæèò ÐÍÊ õîç èíà.
Áåëîê îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñâ çûâàþùèé ÐÍÊ áåëîê è
âçàèìîäåéñòâóåò ñ ïåòëåé ñòåáë  ðèáîñîìñâ çûâàþùåãî ó÷àñòêà ãåíà ðåïëèêàçû, äåéñòâó 
êàê òðàíñë öèîííûé ðåïðåññîð â òå÷åíèå æèçíåííîãî öèêëà âèðóñà. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è
ñòðóêòóðíûå ýëåìåíòû âçàèìîäåéñòâè  èçâåñòíû (Witherell, GW. & Uhlenbeck, OC.
Biochemistry 28: 71- 76 (1989); Lim F. et al., J Biol. Chem. 271: 31839-31845
(1996)). Â îáùèõ ÷åðòàõ èçâåñòíî, ÷òî ïåòë  ñòåáë  è ÐÍÊ âîâëå÷åíû â ñáîðêó âèðóñà
(Golmohammadi, R. et al., Structure 4: 543-5554 (1996)).

Â äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòîèò èç, èëè,
àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò èç ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ÐÍÊ-ôàãà èëè èõ ôðàãìåíòîâ, ãäå
ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè âêëþ÷àþò â ñåá , èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòî ò èç,
èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòî ò èç ìóòàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãà, ïðåäïî÷òèòåëüíî -
èç ìóòàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè óêàçàííûõ âûøå ÐÍÊ-ôàãîâ. Â äðóãîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì
îñóùåñòâëåíèè ìóòàíòíûå áåëêè îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ ìîäèôèöèðîâàíû ïîñðåäñòâîì
óäàëåíè , ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, äâóõ ëèçèíîâûõ
îñòàòêîâ ïîñðåäñòâîì çàìåùåíè , èëè ïîñðåäñòâîì äîáàâëåíè , ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî
ëèçèíîâîãî îñòàòêà ïîñðåäñòâîì çàìåùåíè ; àëüòåðíàòèâíî, ìóòàíòíûå áåëêè îáîëî÷êè
ÐÍÊ-ôàãîâ ìîäèôèöèðîâàíû ïîñðåäñòâîì óäàëåíè , ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî èëè,
àëüòåðíàòèâíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, äâóõ ëèçèíîâûõ îñòàòêîâ, èëè ïîñðåäñòâîì äîáàâëåíè ,
ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî ëèçèíîâîãî îñòàòêà ïîñðåäñòâîì âñòàâêè. Óäàëåíèå, çàìåùåíèå
èëè äîáàâëåíèå, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî ëèçèíîâîãî îñòàòêà ïîçâîë åò âàðüèðîâàòü
ñòåïåíü ñâ çûâàíè , ò.å. êîëè÷åñòâî Aβ1-6 ïåïòèäîâ íà ñóáúåäèíèöó VLP ÐÍÊ-ôàãîâ, â
÷àñòíîñòè, äë  ñîîòâåòñòâè  è ïðèñïîñàáëèâàíè  ê òðåáîâàíè ì âàêöèíû.

Â äðóãîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò, èëè,
àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòîèò èç, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò èç ðåêîìáèíàíòíûõ
áåëêîâ ÐÍÊ-áàêòåðèîôàãà Qβ èëè èõ ôðàãìåíòîâ, ãäå ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè âêëþ÷àþò â
ñåá , èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòî ò èç, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòî ò èç
áåëêîâ îáîëî÷êè ñ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ SEQ ID ¹ 4 èëè ñìåñè áåëêîâ
îáîëî÷êè ñ àìèíîêèñëîòíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè SEQ ID ¹ 4 è SEQ ID ¹ 5 èëè
ìóòàíòíûõ SEQ ID ¹ 5 è ãäå N-êîíöåâîé ìåòèîíèí ïðåäïî÷òèòåëüíî îòùåïëåí.

Â äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòîèò èç, èëè,
àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò èç ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ Qβ èëè èõ ôðàãìåíòîâ, ãäå
ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè âêëþ÷àþò â ñåá , èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòî ò èç,
èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòî ò èç ìóòàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè Qβ. Â äðóãîì
ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè äàííûå ìóòàíòíûå áåëêè îáîëî÷êè ìîäèôèöèðîâàíû
ïîñðåäñòâîì óäàëåíè , ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî ëèçèíîâîãî îñòàòêà ïîñðåäñòâîì
çàìåùåíè  èëè ïîñðåäñòâîì äîáàâëåíè , ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî ëèçèíîâîãî îñòàòêà
ïîñðåäñòâîì çàìåùåíè . Àëüòåðíàòèâíî äàííûå ìóòàíòíûå áåëêè îáîëî÷êè
ìîäèôèöèðîâàíû ïîñðåäñòâîì óäàëåíè , ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî ëèçèíîâîãî îñòàòêà èëè
ïîñðåäñòâîì äîáàâëåíè , ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî ëèçèíîâîãî îñòàòêà ïîñðåäñòâîì
âñòàâêè.

Íà ïîâåðõíîñòè êàïñèäà èç áåëêà îáîëî÷êè Qβ ïðåäñòàâëåíû ÷åòûðå ëèçèíîâûõ îñòàòêà.
Ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî òàêæå ïðèìåí òü ìóòàíòíûå Qβ, äë  êîòîðûõ
ïðåäñòàâëåííûå ëèçèíîâûå îñòàòêè çàìåùåíû íà àðãèíèíîâûå îñòàòêè. Òàêèì îáðàçîì, â
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ïðàêòè÷åñêîì ïðèìåíåíèè äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîæíî ïðèìåí òü ñëåäóþùèå ìóòàíòíûå
ïî áåëêó îáîëî÷êè Qβ èëè ìóòàíòíûå VLP Qβ: "Qβ-240" (Lys13-Arg; SEQ ID ¹ 17),
"Qβ-243" (Asn10-Lys; SEQ ID ¹ 18), "Qβ-250" (Lys2-Arg, Lys13-Arg; SEQ ID ¹ 19), "Qβ-251"
(SEQ ID ¹ 20) è "Qβ-259" (Lys2-Arg, Lys16-Arg; SEQ ID ¹ 21). Òàêèì îáðàçîì, â
äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòîèò èç, èëè,
àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò èç ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ìóòàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè Qβ,
âêëþ÷àþùèõ â ñåá  áåëêè ñ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, âûáðàííîé èç ãðóïïû a)
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID ¹ 17; b) àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID ¹ 18; c) àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID ¹ 19; d)
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID ¹ 20 è e) àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID ¹ 21. Ñòðóêòóðà, ýêñïðåññè  è î÷èñòêà óêàçàííûõ âûøå
áåëêîâ îáîëî÷êè Qβ, VLP è êàïñèäû èç ìóòàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè Qβ ñîîòâåòñòâåííî
îïèñàíû â WO 02/056905. Â îñîáåííîñòè ýòî îòíîñèòñ  ê ïðèìåðó 18 óêàçàííîé âûøå
çà âêè.

Â äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòîèò èç, èëè,
àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò èç ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ Qβ èëè èõ ôðàãìåíòîâ, ãäå
ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè âêëþ÷àþò â ñåá , ïî ñóùåñòâó ñîñòî ò èç èëè, àëüòåðíàòèâíî,
ñîñòî ò èç ñìåñè îäíîãî èç óêàçàííûõ ðàíåå ìóòàíòíûõ Qβ è ñîîòâåòñòâóþùåãî áåëêà A1.

Â äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòîèò èç, èëè,
àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò èç ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ÐÍÊ-ôàãà AP205 èëè èõ ôðàãìåíòîâ.

Ãåíîì AP205 ñîñòîèò èç áåëêà ñîçðåâàíè , áåëêà îáîëî÷êè, ðåïëèêàçû è äâóõ îòêðûòûõ
ðàìîê ñ÷èòûâàíè , íå ñóùåñòâóþùèõ â ðîäñòâåííûõ ôàãàõ - ãåíà ëèçèçà è îòêðûòîé ðàìêè
ñ÷èòûâàíè  èãðàþùåé ðîëü â òðàíñë öèè ãåíà ñîçðåâàíè  (Klovins, J., et al., J. Gen.
Virol. 83: 1523-33 (2002)). Áåëîê îáîëî÷êè AP205 ìîæíî ýêñïðåññèðîâàòü ñ ïëàçìèäû
pAP283-58 (SEQ ID ¹ 27),  âë þùåéñ  ïðîèçâîäíîé pQb10 (Kozlovska, T. M. et al., Gene
137: 133-37 (1993)) è ñîäåðæàùåé ðèáîñîìñâ çûâàþùèé ó÷àñòîê AP205. Àëüòåðíàòèâíî
áåëîê îáîëî÷êè AP205 ìîæíî êëîíèðîâàòü â pQb185, íèæå ðèáîñîìñâ çûâàþùåãî ó÷àñòêà,
ïðèñóòñòâóþùåãî â âåêòîðå. Îáà ïîäõîäà ïðèâîä ò ê ýêñïðåññèè áåëêà è ôîðìèðîâàíèþ
êàïñèäîâ, êàê îïèñàíî â ñîâìåñòíî ðàññìàòðèâàåìîé ïðåäâàðèòåëüíîé ïàòåíòíîé çà âêå
ÑØÀ ñ çàãîëîâêîì "Ìîëåêóë ðíûå àíòèãåííûå ìàññèâû", ïîäàííîé ïðàâîïðååìíèêîì
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  17 èþë  2002, ïîëíîñòüþ âêëþ÷åííîé ñþäà â êà÷åñòâå ññûëêè.
Âåêòîðû pQb10 è pQb185 ïðåäñòàâë þò ñîáîé âåêòîðû, ïîëó÷åííûå èç âåêòîðà pGEM, à
ýêñïðåññè  êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ â äàííûõ âåêòîðàõ íàõîäèòñ  ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà
trp (Kozlovska, T. M. et al., Gene 137: 133-37 (1993)). Ïëàçìèäà pAP283-58 (SEQ ID ¹
27) ñîäåðæèò ïðåäïîëàãàåìûé ðèáîñîìñâ çûâàþùèé ó÷àñòîê AP205 â ñëåäóþùåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íàõîä ùåéñ  íèæå ó÷àñòêà XbaI, è íåïîñðåäñòâåííî âûøå ñòàðòîâîãî
êîäîíà ATG áåëêà îáîëî÷êè AP205:
tctagaATTTTCTGCGCACCCATCCCGGGTGGCGCCCAAA-GTGAGGAAAATCACatg (SEQ ID
¹ 57). Âåêòîð pQb185 ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Øàéíà-Äàëüãàðíî íèæå ó÷àñòêà XbaI
è âûøå ñòàðòîâîãî êîäîãà (tctagaTTAACCCAACGCGTAGGAGTCAGGCCatg (SEQ ID ¹ 58),
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Øàéíà-Äàëüãàðíî ïîä÷åðêíóòà).

Â äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòîèò èç, èëè,
àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò èç ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãà AP205 èëè èõ
ôðàãìåíòîâ.

Òàêèì îáðàçîì, äàííîå ïðåäïî÷òèòåëüíîå îñóùåñòâëåíèå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
âêëþ÷àåò â ñåá  ôîðìèðóþùèå êàïñèäû áåëêè îáîëî÷êè AP205. Òàêèå áåëêè ýêñïðåññèðóþò
ðåêîìáèíàíòíî èëè ïîëó÷àþò èç íàòóðàëüíûõ èñòî÷íèêîâ. Áåëêè îáîëî÷êè AP205,
ïðîäóöèðîâàííûå â áàêòåðèè, ñïîíòàííî ôîðìèðóþò êàïñèäû, êàê äîêàçàíî ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèåé (EM) è èììóíîäèôôóçèåé. Ñòðóêòóðíûå ñâîéñòâà êàïñèäà, ñôîðìèðîâàííîãî
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áåëêîì îáîëî÷êè AP205 (SEQ ID ¹ 28) è ñòðóêòóðíûå ñâîéñòâà êàïñèäà, ñôîðìèðîâàííîãî
áåëêîì îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãà AP205, ïðè ïðîñìîòðå ñ ïðèìåíåíèåì EM ïî÷òè íå îòëè÷àþòñ .
VLP AP205  âë þòñ  âûñîêîèììóíîãåííûìè, è èõ ìîæíî ñâ çàòü ñ àíòèãåíàìè è/èëè
àíòèãåííûìè äåòåðìèíàíòàìè äë  ïîëó÷åíè  âàêöèííûõ êîíñòðóêöèé ïðåäñòàâë þùèõ
àíòèãåíû è/èëè àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû ðàñïîëîæåííûìè ïîâòîð þùèìñ  îáðàçîì.
Âûñîêèå òèòðû, îáðàçóþùèåñ  ïðîòèâ ïðåäñòàâëåííûõ òàêèì îáðàçîì àíòèãåíîâ,
äåìîíñòðèðóþò, ÷òî ñâ çàííûå àíòèãåíû è/èëè àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû äîñòóïíû äë 
âçàèìîäåéñòâè  ñ ìîëåêóëàìè àíòèòåë è  âë þòñ  èììóíîãåííûìè.

Â äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòîèò èç, èëè,
àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò èç ðåêîìáèíàíòíûõ ìóòàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãà AP205
èëè èõ ôðàãìåíòîâ.

Ïðèãîäíûå äë  ñáîðêè ìóòàíòíûå ôîðìû VLP AP205, âêëþ÷àþùèå â ñåá  áåëêè
îáîëî÷êè AP205 ñ çàìåíîé ïðîëèíà â ïîëîæåíèè 5 íà òðåîíèí (SEQ ID ¹ 29), òàêæå ìîæíî
ïðèìåí òü äë  ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , è îíè ïðèâîä ò ê
äîïîëíèòåëüíîìó ïðåäïî÷òèòåëüíîìó îñóùåñòâëåíèþ èçîáðåòåíè . Äàííûå VLP, VLP
AP205, ïîëó÷åííûå èç ïðèðîäíûõ èñòî÷íèêîâ, èëè âèðóñíûå ÷àñòèöû AP205 ìîæíî
ñâ çûâàòü ñ àíòèãåíàìè äë  ïîëó÷åíè  óïîð äî÷åííûõ ïîâòîð þùèõñ  ìàññèâîâ
àíòèãåíîâ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.

Ìóòàíòíûé áåëîê îáîëî÷êè AP205 P5-T ìîæíî ýêñïðåññèðîâàòü ñ ïîëó÷åííîé
íåïîñðåäñòâåííî èç pQb185 ïëàçìèäû pAP281-32 (SEQ ID ¹ 30), ñîäåðæàùåé ãåí
ìóòàíòíîãî áåëêà îáîëî÷êè AP205 âìåñòî ãåíà ìóòàíòíîãî áåëêà îáîëî÷êè Qβ. Âåêòîðû
äë  ýêñïðåññèè áåëêà îáîëî÷êè AP205 òðàíñôèöèðóþò â E. coli äë  ýêñïðåññèè áåëêà
îáîëî÷êè AP205.

Ñïîñîáû äë  ýêñïðåññèè áåëêà îáîëî÷êè è ìóòàíòíîãî áåëêà îáîëî÷êè ñîîòâåòñòâåííî,
ïðèâîä ùèå ê ñàìîñòî òåëüíîé ñáîðêå â VLP, îïèñàíû â ïðèìåðàõ 20 è 21. Ïðèãîäíûå
øòàììû E. coli âêëþ÷àþò â ñåá  â êà÷åñòâå íåîãðàíè÷èâàþùèõ ïðèìåðîâ K802, JM 109,
RR1 E. coli. Ïðèãîäíûå âåêòîðû è øòàììû è èõ ñî÷åòàíè  ìîæíî îïðåäåëèòü
òåñòèðîâàíèåì ýêñïðåññèè áåëêà îáîëî÷êè è ìóòàíòíîãî áåëêà îáîëî÷êè ñîîòâåòñòâåííî
ïîñðåäñòâîì SDS-PAGE è ôîðìèðîâàíèåì êàïñèäà è ñáîðêè ïîñðåäñòâîì íåîá çàòåëüíîé
ïåðâîé î÷èñòêè êàïñèäîâ ãåëü-ôèëüòðàöèåé è ïîñëåäóþùåãî òåñòèðîâàíè  èõ â àíàëèçå
èììóíîäèôôóçèè (Ouchterlony test) èëè ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèåé (Kozlovska, T. M. et
al., Gene 137: 133-37 (1993)).

Ó áåëêîâ îáîëî÷êè AP205, ýêñïðåññèðîâàííûõ ñ âåêòîðîâ pAP283-58 è pAP281-32, ìîæåò
îòñóòñòâîâàòü íà÷àëüíà  àìèíîêèñëîòà - ìåòèîíèí, âñëåäñòâèå ïðîöåññèíãà â
öèòîïëàçìå E. coli. Ðàñùåïëåííûå, íåðàñùåïëåííûå ôîðìû VLP AP205 èëè èõ ñìåñè
ïðåäñòàâë þò ñîáîé äîïîëíèòåëüíûå ïðåäïî÷òèòåëüíûå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè .

Â äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòîèò èç, èëè,
àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò èç ñìåñè ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãà AP205 èëè èõ
ôðàãìåíòîâ è ðåêîìáèíàíòíûõ ìóòàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãà AP205 èëè èõ
ôðàãìåíòîâ.

Â äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòîèò èç, èëè,
àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò èç ôðàãìåíòîâ ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè èëè
ðåêîìáèíàíòíûõ ìóòàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãà AP205.

Ôðàãìåíòû ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè AP205, ñïîñîáíûå ê ñáîðêå â VLP èëè
êàïñèä ñîîòâåòñòâåííî, òàêæå ïðèãîäíû â ïðàêòè÷åñêîì ïðèìåíåíèè äàííîãî èçîáðåòåíè .
Äàííûå ôðàãìåíòû ìîæíî ïîëó÷èòü ïîñðåäñòâîì óäàëåíè  èëè âíóòðåííåé ÷àñòè, èëè
êîíöîâ áåëêà îáîëî÷êè è ìóòàíòíîãî áåëêà îáîëî÷êè ñîîòâåòñòâåííî. Âñòàâêè â
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêà îáîëî÷êè è ìóòàíòíîãî áåëêà îáîëî÷êè èëè ñëè íè  àíòèãåííûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè áåëêà îáîëî÷êè è ìóòàíòíîãî áåëêà
îáîëî÷êè, ñîâìåñòèìûå ñî ñáîðêîé â VLP, ïðåäñòàâë þò ñîáîé äîïîëíèòåëüíûå
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îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  è äàþò â ðåçóëüòàòå ãèáðèäíûå áåëêè îáîëî÷êè AP205 è
÷àñòèöû ñîîòâåòñòâåííî. Ðåçóëüòàò âñòàâîê, óäàëåíèé è ñëè íèé ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
áåëêà îáîëî÷êè è ñîâìåñòèì ëè îí ñî ñáîðêîé â VLP, ìîæíî îïðåäåëèòü ïîñðåäñòâîì
ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè.

Ñôîðìèðîâàííûå îïèñàííûìè âûøå áåëêîì îáîëî÷êè AP205, ôðàãìåíòàìè áåëêà
îáîëî÷êè èëè ãèáðèäíûìè áåëêàìè îáîëî÷êè ÷àñòèöû, ìîæíî âûäåëèòü â ÷èñòîì âèäå
ïîñðåäñòâîì îáúåäèíåíè  ñòàäèé ôðàêöèîíèðîâàíè  ïîñðåäñòâîì ïðåöèïèòàöèè è ñòàäèé
î÷èñòêè ïîñðåäñòâîì ãåëü-ôèëüòðàöèè ñ ïðèìåíåíèåì, íàïðèìåð, êîëîíîê ñ ñåôàðîçîé CL-
4B, ñåôàðîçîé CL-2B, ñåôàðîçîé CL-6B è èõ ñî÷åòàíèé. Â äàííîé îáëàñòè èçâåñòíû äðóãèå
ñïîñîáû âûäåëåíè  âèðóñîïîäîáíûõ ÷àñòèö, è èõ ìîæíî ïðèìåí òü äë  âûäåëåíè 
âèðóñîïîäîáíûõ ÷àñòèö (VLP) áàêòåðèîôàãà AP205. Íàïðèìåð, â ïàòåíòå ÑØÀ ¹ 4918166
ïîëíîñòüþ âêëþ÷åííîì ñþäà â êà÷åñòâå ññûëêè, îïèñàíî ïðèìåíåíèå
óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíè  äë  âûäåëåíè  VLP äðîææåâîãî ðåòðîòðàíñïîçîíà Ty.

Îïðåäåëåíà êðèñòàëëè÷åñêà  ñòðóêòóðà íåêîòîðûõ ÐÍÊ-áàêòåðèîôàãîâ (Golmohammadi,
R. et al., Structure 4: 543-554 (1996)). Ñ ïðèìåíåíèåì òàêîé èíôîðìàöèè ìîæíî
èäåíòèôèöèðîâàòü ïðåäñòàâëåííûå íà ïîâåðõíîñòè îñòàòêè è, òàêèì îáðàçîì, ìîæíî
ìîäèôèöèðîâàòü áåëêè îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ òàê, ÷òîáû ïîñðåäñòâîì âñòàâêè èëè
çàìåùåíè   âë ëîñü âîçìîæíûì âñòàâèòü îäèí èëè íåñêîëüêî õèìè÷åñêè àêòèâíûõ
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Êàê ñëåäñòâèå, òàêèå ìîäèôèöèðîâàííûå ôîðìû áåëêîâ
îáîëî÷êè áàêòåðèîôàãîâ òàêæå ìîæíî ïðèìåí òü äë  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Òàêèì
îáðàçîì, âàðèàíòû áåëêîâ, ôîðìèðóþùèõ êàïñèäû èëè ïîäîáíûå êàïñèäàì ñòðóêòóðû
(íàïðèìåð, áåëêè îáîëî÷êè áàêòåðèîôàãà Qβ, áàêòåðèîôàãà R17, áàêòåðèîôàãà fr,
áàêòåðèîôàãà GA, áàêòåðèîôàãà SP, áàêòåðèîôàãà AP205 è áàêòåðèîôàãà MS2) òàêæå
ìîæíî ïðèìåí òü äë  ïîëó÷åíè  êîìïîçèöèé ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.

Õîò  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âàðèàíòîâ áåëêîâ, îáñóæäàåìûõ âûøå, îòëè÷àåòñ  îò èõ êîïèé
äèêîãî òèïà, äàííûå âàðèàíòû áåëêîâ, êàê ïðàâèëî, ñîõðàí þò ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü
êàïñèäû èëè ïîäîáíûå êàïñèäàì ñòðóêòóðû. Òàêèì îáðàçîì, èçîáðåòåíèå äîïîëíèòåëüíî
âêëþ÷àåò â ñåá  êîìïîçèöèè è âàêöèííûå êîìïîçèöèè ñîîòâåòñòâåííî, äîïîëíèòåëüíî
âêëþ÷àþùèå â ñåá  âàðèàíòû áåëêîâ, ôîðìèðóþùèå êàïñèäû èëè ïîäîáíûå êàïñèäàì
ñòðóêòóðû, à òàêæå ñïîñîáû ïîëó÷åíè  òàêèõ êîìïîçèöèé è âàêöèííûõ êîìïîçèöèé
ñîîòâåòñòâåííî îòäåëüíûõ áåëêîâûõ ñóáúåäèíèö, ïðèìåí åìûõ äë  ïîëó÷åíè  òàêèõ
êîìïîçèöèé è ìîëåêóë íóêëåèíîâûõ êèñëîò, êîäèðóþùèõ äàííûå áåëêîâûå ñóáúåäèíèöû.
Òàêèì îáðàçîì, â îáúåì èçîáðåòåíè  âêëþ÷åíû âàðèàíòíûå ôîðìû áåëêîâ äèêîãî òèïà,
ôîðìèðóþùèå êàïñèäû èëè ïîäîáíûå êàïñèäàì ñòðóêòóðû è ñîõðàí þùèå ñïîñîáíîñòü
àññîöèèðîâàòü è ôîðìèðîâàòü êàïñèäû èëè ïîäîáíûå êàïñèäàì ñòðóêòóðû.

Êàê ðåçóëüòàò, èçîáðåòåíèå äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò â ñåá  êîìïîçèöèè è âàêöèííûå
êîìïîçèöèè ñîîòâåòñòâåííî, âêëþ÷àþùèå â ñåá  áåëêè, ñîäåðæàùèå, èëè, àëüòåðíàòèâíî,
ïî ñóùåñòâó ñîñòî ùèå èç, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòî ùèå èç àìèíîêèñëîòíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîòîðûå, ïî ìåíüøåé ìåðå, íà 80%, 85%, 90%, 95%, 97% èëè 99%
èäåíòè÷íû áåëêàì äèêîãî òèïà, ôîðìèðóþùèì óïîð äî÷åííûå ìàññèâû è îáëàäàþùèå
ñîáñòâåííîé ïîâòîð þùåéñ  ñòðóêòóðîé ñîîòâåòñòâåííî.

Äîïîëíèòåëüíî â îáúåì èçîáðåòåíè  âêëþ÷åíû ìîëåêóëû íóêëåèíîâûõ êèñëîò,
êîäèðóþùèå áåëêè, ïðèìåí åìûå äë  ïîëó÷åíè  êîìïîçèöèé ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.

Â äðóãèõ îñóùåñòâëåíè õ èçîáðåòåíèå äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò â ñåá  êîìïîçèöèè,
ñîäåðæàùèå áåëêè, âêëþ÷àþùèå â ñåá , èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòî ùèå èç,
èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòî ùèå èç àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïî ìåíüøåé
ìåðå, íà 80%, 85%, 90%, 95%, 97% èëè 99% èäåíòè÷íûõ ëþáîé èç àìèíîêèñëîòíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïðåäñòàâëåííûõ â SEQ ID ¹¹: 4-21.

Áåëêè, ïðèãîäíûå äë  ïðèìåíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, òàêæå âêëþ÷àþò â ñåá 
óêîðî÷åííûå íà C-êîíöå ìóòàíòû áåëêîâ, ôîðìèðóþùèå êàïñèä èëè ïîäîáíûå êàïñèäó
ñòðóêòóðû èëè VLP. Êîíêðåòíûå ïðèìåðû òàêèõ óêîðî÷åííûõ ìóòàíòîâ âêëþ÷àþò â ñåá 
áåëêè ñ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðåäñòàâëåííîé â ëþáîé èç SEQ ID ¹¹: 4-
21, ãäå ñ C-êîíöà óäàëåíû 1, 2, 5, 7, 9, 10, 12, 14, 15 èëè 17 àìèíîêèñëîò. Êàê
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ïðàâèëî, äàííûå óêîðî÷åííûå íà C-êîíöå ìóòàíòû ñîõðàí þò ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü
êàïñèäû èëè ïîäîáíûå êàïñèäàì ñòðóêòóðû.

Äîïîëíèòåëüíî áåëêè, ïðèãîäíûå äë  ïðèìåíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, òàêæå
âêëþ÷àþò â ñåá  óêîðî÷åííûå íà N-êîíöå ìóòàíòû áåëêîâ, ôîðìèðóþùèõ êàïñèäû èëè
ïîäîáíûå êàïñèäàì ñòðóêòóðû. Êîíêðåòíûå ïðèìåðû òàêèõ óêîðî÷åííûõ ìóòàíòîâ âêëþ÷àþò
â ñåá  áåëêè ñ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðåäñòàâëåííîé â ëþáîé èç SEQ ID
¹¹: 4-21, ãäå ñ N-êîíöà óäàëåíû 1, 2, 5, 7, 9, 10, 12, 14, 15 èëè 17 àìèíîêèñëîò. Êàê
ïðàâèëî, äàííûå óêîðî÷åííûå íà N-êîíöå ìóòàíòû ñîõðàí þò ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü
êàïñèäû èëè ïîäîáíûå êàïñèäàì ñòðóêòóðû.

Äîïîëíèòåëüíûå áåëêè, ïðèãîäíûå äë  ïðèìåíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, òàêæå
âêëþ÷àþò â ñåá  óêîðî÷åííûå íà N- è C-êîíöå ìóòàíòû áåëêîâ, ôîðìèðóþùèõ êàïñèäû èëè
ïîäîáíûå êàïñèäàì ñòðóêòóðû. Ïðèãîäíûå óêîðî÷åííûå ìóòàíòû âêëþ÷àþò â ñåá  áåëêè ñ
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðåäñòàâëåííîé â ëþáîé èç SEQ ID ¹¹: 4-21, ãäå
1, 2, 5, 7, 9, 10, 12, 14, 15 èëè 17 àìèíîêèñëîò óäàëåíû ñ N-êîíöà è 1, 2, 5, 7, 9,
10, 12, 14, 15 èëè 17 àìèíîêèñëîò óäàëåíû ñ C-êîíöà. Êàê ïðàâèëî, äàííûå óêîðî÷åííûå
íà N-êîíöå è íà C-êîíöå ìóòàíòû ñîõðàí þò ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü êàïñèäû èëè
ïîäîáíûå êàïñèäàì ñòðóêòóðû.

Èçîáðåòåíèå äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò â ñåá  áåëêè, âêëþ÷àþùèå â ñåá , èëè,
àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòî ùèå èç, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòî ùèå èç
àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïî ìåíüøåé ìåðå, íà 80%, 85%, 90%, 95%, 97% èëè
99% èäåíòè÷íûõ îïèñàííûì âûøå óêîðî÷åííûì ìóòàíòàì.

Òàêèì îáðàçîì, èçîáðåòåíèå âêëþ÷àåò â ñåá  êîìïîçèöèè è âàêöèííûå êîìïîçèöèè,
ïîëó÷åííûå èç áåëêîâ, ôîðìèðóþùèõ êàïñèäû èëè VLP, ñïîñîáû ïîëó÷åíè  äàííûõ
êîìïîçèöèé èç îòäåëüíûõ áåëêîâûõ ñóáúåäèíèö è VLP èëè êàïñèäîâ, ñïîñîáû ïîëó÷åíè 
äàííûõ îòäåëüíûõ áåëêîâûõ ñóáúåäèíèö, ìîëåêóë íóêëåèíîâûõ êèñëîò, êîäèðóþùèõ
äàííûå ñóáúåäèíèöû, è ñïîñîáû âàêöèíèðîâàíè  è/èëè âûçîâà èììóíîëîãè÷åñêèõ îòâåòîâ
ó èíäèâèäîâ ñ ïðèìåíåíèåì äàííûõ êîìïîçèöèé ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.

Â îäíîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âàêöèííîé êîìïîçèöèè ïî
èçîáðåòåíèþ, äîïîëíèòåëüíî ñîäåðæàùåé àäúþâàíò. Â äðóãîì îñóùåñòâëåíèè â âàêöèííîé
êîìïîçèöèè àäúþâàíò îòñóòñòâóåò. Â äîïîëíèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè âàêöèííà 
êîìïîçèöè  ñîäåðæèò êîðîâóþ ÷àñòèöó ïî èçîáðåòåíèþ, ãäå êîðîâà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò, à
ïðåäïî÷òèòåëüíî  âë åòñ  âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöåé, ãäå ïðåäïî÷òèòåëüíî óêàçàííà 
âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ðåêîìáèíàíòíóþ âèðóñîïîäîáíóþ ÷àñòèöó.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó
ñîñòîèò èç, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò èç ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ÐÍÊ-ôàãà èëè èõ
÷àñòåé, ïðåäïî÷òèòåëüíî èç áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì
îñóùåñòâëåíèè áåëîê îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ îáëàäàåò àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ âûáðàííîé èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç:(a) SEQ ID ¹ 4; (b) ñìåñè SEQ
ID ¹ 4 è SEQ ID ¹ 5; (c) SEQ ID ¹ 6; (d) SEQ ID ¹ 7; (e) SEQ ID ¹ 8; (f) SEQ ID ¹ 9;
(g) ñìåñè SEQ ID ¹ 9 è SEQ ID ¹ 10; (h) SEQ ID ¹ 11; (i) SEQ ID ¹ 12; (k) SEQ ID ¹ 13;
(1) SEQ ID ¹ 14; (m) SEQ ID ¹ 15; (n) SEQ ID ¹ 16 è (o) SEQ ID ¹ 28. Àëüòåðíàòèâíî
ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöû âàêöèííîé êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ
ñîäåðæàò, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòî ò èç, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòî ò èç
ìóòàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ, ãäå óêàçàííûé ÐÍÊ-ôàã âûáðàí èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç (a) áàêòåðèîôàãà Qβ; (b) áàêòåðèîôàãà R17; (c) áàêòåðèîôàãà fr; (d)
áàêòåðèîôàãà GA; (e) áàêòåðèîôàãà SP; (f) áàêòåðèîôàãà MS2; (g) áàêòåðèîôàãà M11; (h)
áàêòåðèîôàãà MX1; (i) áàêòåðèîôàãà NL95; (k) áàêòåðèîôàãà f2; (1) áàêòåðèîôàãà PP7; è
(m) áàêòåðèîôàãà AP205.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè ìóòàíòíûå áåëêè îáîëî÷êè óêàçàííîãî ÐÍÊ-ôàãà
ìîäèôèöèðóþò ïîñðåäñòâîì óäàëåíè  èëè ïóòåì äîáàâëåíè , ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî
ëèçèíîâîãî îñòàòêà ïîñðåäñòâîì çàìåùåíè . Â äðóãîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè
ìóòàíòíûå áåëêè îáîëî÷êè óêàçàííîãî ÐÍÊ-ôàãà ìîäèôèöèðóþò ïîñðåäñòâîì óäàëåíè , ïî
ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî ëèçèíîâîãî îñòàòêà èëè ïóòåì äîáàâëåíè , ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî
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ëèçèíîâîãî îñòàòêà ïîñðåäñòâîì âñòàâêè. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè
âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè ÐÍÊ-ôàãà Qβ, èëè,
àëüòåðíàòèâíî, ÐÍÊ-ôàãà fr, èëè ÐÍÊ-ôàãà AP205 èëè èõ ôðàãìåíòû.

Êàê óêàçàíî ðàíåå, èçîáðåòåíèå âêëþ÷àåò â ñåá  âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû èëè èõ
ðåêîìáèíàíòíûå ôîðìû. Â îäíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè ïðèìåí åìûå â
êîìïîçèöè õ ïî èçîáðåòåíèþ ÷àñòèöû ñîñòî ò èç êîðîâîãî áåëêà âèðóñà ãåïàòèòà B
(HBcAg) èëè ôðàãìåíòà HBcAg. Â äîïîëíèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè ïðèìåí åìûå â
êîìïîçèöè õ ïî èçîáðåòåíèþ ÷àñòèöû ñîñòî ò èç êîðîâîãî áåëêà âèðóñà ãåïàòèòà B
(HBcAg) èëè ôðàãìåíòà HBcAg, ìîäèôèöèðîâàííûõ èëè óäàëåíèåì èëè âîññòàíîâëåíèåì
ð äà ñâîáîäíûõ öèñòåèíîâûõ îñòàòêîâ. Zhou et al. (J. Virol. 66: 5393-5398 (1992))
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî HBcAg, ìîäèôèöèðîâàííûå óäàëåíèåì ïðèðîäíûõ öèñòåèíîâûõ
îñòàòêîâ, ñîõðàí þò ñïîñîáíîñòü ê àññîöèàöèè è ôîðìèðîâàíèþ êàïñèäîâ. Òàêèì îáðàçîì,
VLP, ïðèãîäíûå äë  ïðèìåíåíè  â êîìïîçèöè õ ïî èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷àþò â ñåá  VLP,
ñîäåðæàùèå ìîäèôèöèðîâàííûå HBcAg èëè èõ ôðàãìåíòû, â êîòîðûõ îäèí èëè íåñêîëüêî
ïðèðîäíûõ öèñòåèíîâûõ îñòàòêîâ èëè óäàëåíû, èëè çàìåùåíû äðóãèì àìèíîêèñëîòíûì
îñòàòêîì (íàïðèìåð, ñåðèíîâûì îñòàòêîì).

HBcAg ïðåäñòàâë åò ñîáîé áåëîê, îáðàçóåìûé ïðè ïðîöåññèíãå áåëêà-ïðåäøåñòâåííèêà
êîðîâîãî àíòèãåíà ãåïàòèòà B. Ð ä èçîòèïîâ HBcAg èäåíòèôèöèðîâàíû, è èõ
àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëåãêî äîñòóïíû ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè. Â
áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ êîìïîçèöèè è âàêöèííûå êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ ñîîòâåòñòâåííî
ïîëó÷àþò ñ ïðèìåíåíèåì ïðîöåññèðîâàííîé ôîðìû HBcAg (ò.å., HBcAg, èç êîòîðîãî
óäàëåíà N-êîíöåâà  ëèäèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áåëêà-ïðåäøåñòâåííèêà êîðîâîãî
àíòèãåíà ãåïàòèòà B).

Êðîìå òîãî, êîãäà HBcAg ïîëó÷àþò â óñëîâè õ, ãäå íå ïðîèñõîäèò ïðîöåññèíã, HBcAg,
êàê ïðàâèëî, ýêñïðåññèðóþò â "ïðîöåññèðîâàííîé" ôîðìå. Íàïðèìåð, êîãäà äë  ïîëó÷åíè 
HBcAg ïî èçîáðåòåíèþ ïðèìåí þò ýêñïðåññèðóþùóþ ñèñòåìó E. coli, íàïðàâë þùóþ
ýêñïðåññèþ áåëêà â öèòîïëàçìó, äàííûå áåëêè, êàê ïðàâèëî, ýêñïðåññèðóþò òàê, ÷òîáû N-
êîíöåâà  ëèäèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áåëêà-ïðåäøåñòâåííèêà êîðîâîãî àíòèãåíà
ãåïàòèòà B íå áûëà ïðåäñòàâëåíà.

Ïîëó÷åíèå ïîäîáíûõ âèðóñó ãåïàòèòà B ÷àñòèö, êîòîðûå ìîæíî ïðèìåí òü äë 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , îïèñàíî, íàïðèìåð, â WO 00/32227, à òàì, â ÷àñòíîñòè, â
ïðèìåðàõ ñ 17 ïî 19 è ñ 21 ïî 24, à òàêæå â WO 01/85208, à òàì, â ÷àñòíîñòè, â
ïðèìåðàõ ñ 17 ïî 19, ñ 21 ïî 24, ñ 31 ïî 41 è â WO 02/056905. Äë  ïîñëåäíåé çà âêè íà
íåãî, â ÷àñòíîñòè, ññûëàþòñ  â ïðèìåðàõ 23, 24, 31 è 51. Âñå òðè äîêóìåíòà ïîëíîñòüþ
âêëþ÷åíû ñþäà â êà÷åñòâå ññûëêè.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå òàêæå âêëþ÷àåò â ñåá  âàðèàíòû HBcAg, ìîäèôèöèðîâàííûå
óäàëåíèåì èëè çàìåùåíèåì îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ äîïîëíèòåëüíûõ öèñòåèíîâûõ îñòàòêîâ.
Â äàííîé îáëàñòè èçâåñòíî, ÷òî ñâîáîäíûå öèñòåèíîâûå îñòàòêè ìîãóò âîâëåêàòüñ  â ð ä
ïîáî÷íûõ õèìè÷åñêèõ ðåàêöèé. Äàííûå ïîáî÷íûå ðåàêöèè âêëþ÷àþò â ñåá  äèñóëüôèäíûå
îáìåíû, ðåàêöèè ñ õèìè÷åñêèìè âåùåñòâàìè èëè ìåòàáîëèòàìè, êîòîðûå, íàïðèìåð,
ââîä ò èëè ôîðìèðóþò ïðè ñî÷åòàííîé ñ äðóãèìè âåùåñòâàìè òåðàïèè, èëè ïð ìîå
îêèñëåíèå è ðåàêöèþ ñ íóêëåîòèäàìè ïðè ýêñïîçèöèè â UV-ñâåòå. Òàêèì îáðàçîì, ìîãóò
îáðàçîâàòüñ  òîêñè÷åñêèå ïðîäóêòû, îñîáåííî ïðèíèìà  âî âíèìàíèå ôàêò òîãî, ÷òî HBcAg
îáëàäàåò ñèëüíîé òåíäåíöèåé ñâ çûâàòü íóêëåèíîâûå êèñëîòû. Òàêèì îáðàçîì,
òîêñè÷åñêèå ïðîäóêòû áóäóò ðàñïðåäåëåíû ìåæäó ìíîãîîáðàçèåì ìîëåêóë, êîòîðûå
èíäèâèäóàëüíî ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü â ìàëûõ êîíöåíòðàöè õ, íî äîñòèãàòü òîêñè÷åñêèõ
óðîâíåé âìåñòå.

Ââèäó óêàçàííîãî âûøå îäíèì èç ïðåèìóùåñòâ ïðèìåíåíè  â âàêöèííûõ êîìïîçèöè õ
HBcAg, ìîäèôèöèðîâàííîãî óäàëåíèåì ïðèðîäíûõ öèñòåèíîâûõ îñòàòêîâ,  âë åòñ  òî, ÷òî
óìåíüøåíî êîëè÷åñòâî ó÷àñòêîâ, ñ êîòîðûìè ïðè àññîöèàöèè àíòèãåíîâ èëè àíòèãåííûõ
äåòåðìèíàíò ìîãóò ñâ çûâàòüñ  òîêñè÷åñêèå ìîëåêóëû, èëè îíè âñå óäàëåíû.

Îïðåäåëåí ð ä âñòðå÷àþùèõñ  â ïðèðîäå âàðèàíòîâ HBcAg, ïðèãîäíûõ äë 
ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Íàïðèìåð, Yuan et al., (J. Virol. 73:
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10122-10128 (1999)) îïèñûâàþò âàðèàíòû, â êîòîðûõ èçîëåéöèíîâûé îñòàòîê â ïîçèöèè,
ñîîòâåòñòâóþùåé ïîçèöèè 97 â SEQ ID ¹ 22, çàìåùåí èëè ëåéöèíîâûì îñòàòêîì èëè
ôåíèëàëàíèíîâûì îñòàòêîì. Àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ð äà âàðèàíòîâ HBcAg,
à òàêæå íåêîòîðûå âàðèàíòû ïðåäøåñòâåííèêîâ êîðîâîãî àíòèãåíà ãåïàòèòà B îïèñàíû â
ïðîòîêîëàõ GenBank AAF121240, AF121239, X85297, X02496, X85305, X85303, AF151735,
X85259, X85286, X85260, X85317, X85298, AF043593, M20706, X85295, X80925, X85284,
X85275, X72702, X85291, X65258, X85302, M32138, X85293, X85315, U95551, X85256,
X85316, X85296, AB033559, X59795, X85299, X85307, X65257, X85311, X85301 (SEQ ID ¹
23), X85314, X85287, X85272, X85319, AB010289, X85285, AB010289, AF121242, M90520
(SEQ ID ¹ 24), P03153, AF110999 è M95589, îïèñàíè  êàæäîãî èç êîòîðûõ âêëþ÷åíû ñþäà
â êà÷åñòâå ññûëêè. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè óêàçàííûõ âûøå âàðèàíòîâ ïðåäøåñòâåííèêà
êîðîâîãî àíòèãåíà ãåïàòèòà B äîïîëíèòåëüíî îïèñàíû â WO 01/85208 â SEQ ID ¹¹: 89-
138. Äàííûå âàðèàíòû HBcAg â àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îòëè÷àþòñ  ïî ð äó
ïîçèöèé, âêëþ÷àþùèõ â ñåá  àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè, ñîîòâåòñòâóþùèå àìèíîêèñëîòíûì
îñòàòêàì, ðàñïîëîæåííûì â ïîçèöè õ 12, 13, 21, 22, 24, 29, 32, 33, 35, 38, 40, 42,
44, 45, 49, 51, 57, 58, 59, 64, 66, 67, 69, 74, 77, 80, 81, 87, 92, 93, 97, 98, 100,
103, 105, 106, 109, 113, 116, 121, 126, 130, 133, 135, 141, 147, 149, 157, 176, 178,
182 è 183 â SEQ ID ¹ 25. Äîïîëíèòåëüíî âàðèàíòû HBcAg, êîòîðûå ïðèãîäíû äë 
ïðèìåíåíè  â êîìïîçèöè õ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ è êîòîðûå ìîæíî äîïîëíèòåëüíî
ìîäèôèöèðîâàòü ñîãëàñíî îïèñàíèþ äàííîé ñïåöèôèêàöèè, îïèñàíû â WO 00/198333, WO
00/177158 è WO 00/214478.

Êàê îòìå÷åíî âûøå, â êîìïîçèöè õ èëè âàêöèííûõ êîìïîçèöè õ ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ ñîîòâåòñòâåííî ïðèìåí þò, êàê ïðàâèëî, ïðîöåññèðîâàííûå HBcAg (ò.å. òå, â
êîòîðûõ îòñóòñòâóþò ëèäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè). Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå âêëþ÷àåò
â ñåá  âàêöèííûå êîìïîçèöèè, à òàêæå ñïîñîáû ïðèìåíåíè  äàííûõ êîìïîçèöèé, â êîòîðûõ
ïðèìåí þò îïèñàííûå âûøå âàðèàíòû HBcAg.

Îáëàäàåò ëè àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëèïåïòèäà àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êîòîðà , ïî ìåíüøåé ìåðå, íà 80%, 85%, 90%, 95%, 97% èëè 99%
èäåíòè÷íà îäíîé èç óêàçàííûõ âûøå àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äèêîãî òèïà
èëè åå ÷àñòè, ìîæíî óñëîâíî îïðåäåëèòü ñ ïðèìåíåíèåì èçâåñòíûõ êîìïüþòåðíûõ
ïðîãðàìì, òàêèõ êàê ïðîãðàììà Bestfit. Ïðè ïðèìåíåíèè Bestfit èëè äðóãîé ïðîãðàììû
âûðàâíèâàíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äë  îïðåäåëåíè  òîãî, îáëàäàåò ëè êîíêðåòíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, íàïðèìåð, 95% èäåíòè÷íîñòè ñ ðåôåðåíñíîé àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïàðàìåòðû óñòàíàâëèâàþò òàê, ÷òîáû ïðîöåíò èäåíòè÷íîñòè
ðàññ÷èòûâàëñ  ïî ïîëíîé äëèíå ðåôåðåíñíîé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è
÷òîáû â ðåôåðåíñíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äîïóñêàëèñü ïðîïóñêè â ãîìîëîãèè äî 5%
îáùåãî ÷èñëà àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ.

Àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè óêàçàííûõ âûøå âàðèàíòîâ HBcAg è
ïðåäøåñòâåííèêè îòíîñèòåëüíî ñõîäíû äðóã ñ äðóãîì. Òàêèì îáðàçîì, ññûëêà íà
àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê âàðèàíòà HBcAg, ðàñïîëîæåííûé â ïîçèöèè, ñîîòâåòñòâóþùåé
êîíêðåòíîé ïîçèöèè â SEQ ID ¹ 25, îòíîñèòñ  ê àìèíîêèñëîòíîìó îñòàòêó, íàõîä ùåìóñ  â
äàííîé ïîçèöèè â àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðèâåäåííîé â SEQ ID ¹ 25.
Ñðåäè âèðóñîâ ãåïàòèòà B, èíôèöèðóþùèõ ìëåêîïèòàþùèõ, ãîìîëîãè  ìåæäó äàííûìè
âàðèàíòàìè HBcAg â öåëîì  âë åòñ  äîñòàòî÷íî âûñîêîé, òàê ÷òî ñïåöèàëèñò â äàííîé
îáëàñòè íå èñïûòàåò áîëüøèõ çàòðóäíåíèé, ðàññìàòðèâà  è àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðèâåäåííóþ â SEQ ID ¹ 25, è àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
êîíêðåòíîãî HBcAg, è èäåíòèôèöèðó  "ñîîòâåòñòâóþùèå" àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè. Êðîìå
òîãî, ïðèâåäåííà  â SEQ ID ¹ 24 àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü HBcAg,
äåìîíñòðèðóþùà  àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü HBcAg, ïîëó÷åííîãî èç âèðóñà,
èíôèöèðóþùåãî ëåñíîãî ñåâåðîàìåðèêàíñêîãî ñóðêà, îáëàäàåò äîñòàòî÷íîé ãîìîëîãèåé ñ
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ HBcAg, ïðèâåäåííîé â SEQ ID ¹ 25, òàê ÷òî ëåãêî
ïîí òü, ÷òî òðè âñòàâëåííûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêà ïðèñóòñòâóþò â SEQ ID ¹ 23 ìåæäó
àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè 155 è 156 SEQ ID ¹ 25.
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Èçîáðåòåíèå òàêæå âêëþ÷àåò â ñåá  âàêöèííûå êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùèå âàðèàíòû
HBcAg âèðóñîâ ãåïàòèòà B, èíôèöèðóþùèå ïòèö, à òàêæå âàêöèííûå êîìïîçèöèè,
ñîäåðæàùèå ôðàãìåíòû äàííûõ âàðèàíòîâ HBcAg. Äë  äàííûõ âàðèàíòîâ HBcAg îäèí,
äâà, òðè èëè áîëåå öèñòåèíîâûõ îñòàòêîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â ïðèðîäå â äàííûõ
ïîëèïåïòèäàõ, ìîãóò  âë òüñ  èëè çàìåùåííûìè äðóãèì àìèíîêèñëîòíûì îñòàòêîì, èëè
óäàëåííûìè äî èõ âêëþ÷åíè  â âàêöèííûå êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ.

Êàê îáñóæäàëîñü âûøå, óäàëåíèå ñâîáîäíûõ öèñòåèíîâûõ îñòàòêîâ óìåíüøàåò
êîëè÷åñòâî ó÷àñòêîâ, ãäå ñ HBcAg ìîãóò ñâ çûâàòüñ  òîêñè÷åñêèå êîìïîíåíòû, à òàêæå
óäàë åò ó÷àñòêè, ãäå ìîæåò ïðîèñõîäèòü ñøèâàíèå ëèçèíîâûõ è öèñòåèíîâûõ îñòàòêîâ òîé
æå èëè ñîñåäíèõ ìîëåêóë HBcAg. Ñëåäîâàòåëüíî, â äðóãîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  îäèí èëè íåñêîëüêî öèñòåèíîâûõ îñòàòêîâ êàïñèäíîãî áåëêà âèðóñà ãåïàòèòà
B èëè óäàëåíû èëè çàìåùåíû äðóãèì àìèíîêèñëîòíûì îñòàòêîì.

Â äðóãèõ îñóùåñòâëåíè õ êîìïîçèöèè è âàêöèííûå êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ
ñîîòâåòñòâåííî ñîäåðæàò HBcAg, èç êîòîðîãî óäàëåíà C-êîíöåâà  îáëàñòü (íàïðèìåð,
àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè 145-185 èëè 150-185 èç SEQ ID ¹ 25). Òàêèì îáðàçîì,
äîïîëíèòåëüíî ìîäèôèöèðîâàííûå HBcAg, ïðèãîäíûå äë  ïðèìåíåíè  â ïðàêòè÷åñêîì
îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , âêëþ÷àþò â ñåá  óêîðî÷åííûå íà C-êîíöå
ìóòàíòû. Ïðèãîäíûå óêîðî÷åííûå ìóòàíòû âêëþ÷àþò â ñåá  HBcAg, ãäå ñ C-êîíöà óäàëåíû
1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 34, 35 àìèíîêèñëîò.

Ïðèãîäíûå äë  ïðèìåíåíè  â ïðàêòè÷åñêîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
HBcAg òàêæå âêëþ÷àþò â ñåá  óêîðî÷åííûå íà N-êîíöå ìóòàíòû. Ïðèãîäíûå óêîðî÷åííûå
ìóòàíòû âêëþ÷àþò â ñåá  ìîäèôèöèðîâàííûå HBcAg, ãäå ñ N-êîíöà óäàëåíû 1, 2, 5, 7, 9,
10, 12, 14, 15 èëè 17 àìèíîêèñëîò.

Äîïîëíèòåëüíî ïðèãîäíûå äë  ïðèìåíåíè  â ïðàêòè÷åñêîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  HBcAg òàêæå âêëþ÷àþò â ñåá  ìóòàíòû, óêîðî÷åííûå íà N- è C-êîíöå.
Ïðèãîäíûå óêîðî÷åííûå ìóòàíòû âêëþ÷àþò â ñåá  ìîäèôèöèðîâàííûå HBcAg, ãäå ñ N-
êîíöà óäàëåíû 1, 2, 5, 7, 9, 10, 12, 14, 15 èëè 17 àìèíîêèñëîò è ñ C-êîíöà óäàëåíû 1,
5, 10, 15, 20, 25, 30, 34, 35 àìèíîêèñëîò.

Äîïîëíèòåëüíî èçîáðåòåíèå âêëþ÷àåò â ñåá  êîìïîçèöèè è âàêöèííûå êîìïîçèöèè
ñîîòâåòñòâåííî, ñîäåðæàùèå ïîëèïåïòèäû HBcAg, ñîäåðæàùèå, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî
ñóùåñòâó ñîñòî ùèå èç, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòî ùèå èç àìèíîêèñëîòíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïî ìåíüøåé ìåðå, íà 80%, 85%, 90%, 95%, 97% èëè 99% èäåíòè÷íûõ
îïèñàííûì âûøå óêîðî÷åííûì ìóòàíòàì.

Â îïðåäåëåííûõ îñóùåñòâëåíè õ èçîáðåòåíè  äë  îïîñðåäîâàíè  ñâ çûâàíè  ãðåëèíà
èëè ïåïòèäà ãðåëèíà ñ VLP èç HBcAg â ïîëèïåïòèä HBcAg ââîä ò ëèçèíîâûé îñòàòîê. Â
ïðåäïî÷òèòåëüíûõ îñóùåñòâëåíè õ êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ ïîëó÷àþò ñ ïðèìåíåíèåì
HBcAg ñîäåðæàùèõ, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòî ùèõ èç, èëè, àëüòåðíàòèâíî,
ñîñòî ùèõ èç àìèíîêèñëîò 1-144 èëè 1-149, 1-185 èç SEQ ID ¹ 25, ìîäèôèöèðîâàííûõ òàê,
÷òî ñîîòâåòñòâóþùèå ïîëîæåíè ì 79 è 80 àìèíîêèñëîòû çàìåùåíû ïåïòèäîì ñ
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ Gly-Gly-Lys-Gly-Gly (SEQ ID ¹ 33), ÷òî ïðèâîäèò ê
ïîëèïåïòèäó HBcAg ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðèâåäåííîé â SEQ ID ¹ 26. Â
äîïîëíèòåëüíûõ ïðåäïî÷òèòåëüíûõ îñóùåñòâëåíè õ öèñòåèíîâûå îñòàòêè â ïîëîæåíè õ 48
è 107 â SEQ ID ¹ 25 çàìåíåíû íà ñåðèí. Èçîáðåòåíèå äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò â ñåá 
êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùèå ñîîòâåòñòâóþùèå ïîëèïåïòèäû, ñ àìèíîêèñëîòíûìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, ïðåäñòàâëåííûìè â ëþáîì èç óêàçàííûõ âûøå âàðèàíòîâ
ïðåäøåñòâåííèêà êîðîâîãî àíòèãåíà ãåïàòèòà B, êîòîðûå òàêæå îáëàäàþò óêàçàííûìè
âûøå èçìåíåíè ìè àìèíîêèñëîò. Êðîìå òîãî, â îáúåì èçîáðåòåíè  âõîä ò äîïîëíèòåëüíûå
âàðèàíòû HBcAg, ñïîñîáíûå ê àññîöèàöèè ñ ôîðìèðîâàíèåì êàïñèäà èëè VLP è
îáëàäàþùèå óêàçàííûìè âûøå èçìåíåíè ìè àìèíîêèñëîò. Òàêèì îáðàçîì, èçîáðåòåíèå
äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò â ñåá  êîìïîçèöèè è âàêöèííûå êîìïîçèöèè ñîîòâåòñòâåííî,
ñîäåðæàùèå ïîëèïåïòèäû HBcAg, ñîäåðæàùèå, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó
ñîñòî ùèå èç, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòî ùèå èç àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïî
ìåíüøåé ìåðå, íà 80%, 85%, 90%, 95%, 97% èëè 99% èäåíòè÷íûõ ëþáîé èç
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àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äèêîãî òèïà è ôîðìû äàííûõ áåëêîâ, êîòîðûå, ãäå
ïîäõîäèò, ïðåîáðàçîâàíû óäàëåíèåì N-êîíöåâîé ëèäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, è ãäå
ïðîâåäåíû óêàçàííûå âûøå èçìåíåíè .

Êîìïîçèöèè èëè âàêöèííûå êîìïîçèöèè ïî èçîáðåòåíèþ ìîãóò ñîäåðæàòü ñìåñè
ðàçëè÷íûõ HBcAg. Òàêèì îáðàçîì, äàííûå âàêöèííûå êîìïîçèöèè ìîãóò ñîñòî òü èç HBcAg,
îòëè÷àþùèõñ  ïî àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Íàïðèìåð, ìîæíî ïîëó÷èòü
âàêöèííûå êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùèå HBcAg "äèêîãî òèïà" è ìîäèôèöèðîâàííûé HBcAg, â
êîòîðîì èçìåíåíû îäèí èëè áîëåå àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (íàïðèìåð, óäàëåíû,
âñòàâëåíû èëè çàìåùåíû). Êðîìå òîãî,  ïðåäïî÷òèòåëüíûå âàêöèííûå êîìïîçèöèè ïî
èçîáðåòåíèþ ïðåäñòàâë þò ñîáîé âàêöèííûå êîìïîçèöèè, ïðåäñòàâë þùèå
âûñîêîóïîð äî÷åííûé è ïîâòîð þùèéñ  ìàññèâ àíòèãåíîâ, ãäå àíòèãåí ïðåäñòàâë åò
ñîáîé ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà.

Â äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , ïî
ìåíüøåé ìåðå, îäèí ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà ñâ çàí ñ óêàçàííîé êîðîâîé ÷àñòèöåé è
âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöåé ñîîòâåòñòâåííî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîé êîâàëåíòíîé ñâ çüþ.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà ñâ çàí ñ êîðîâîé
÷àñòèöåé èëè âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöåé, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîé êîâàëåíòíîé ñâ çüþ ãäå
óêàçàííà  êîâàëåíòíà  ñâ çü,  âë åòñ  íåïåïòèäíîé ñâ çüþ, ïðèâîä ùåé ê
óïîð äî÷åííîìó è ïîâòîð þùåìóñ  ìàññèâó êîðîâà  ÷àñòèöà - ãðåëèí è ìàññèâó èëè
êîíúþãàòó ãðåëèí - VLP ñîîòâåòñòâåííî. Äàííûé ìàññèâ è êîíúþãàò ãðåëèí - VLP
ñîîòâåòñòâåííî, êàê ïðàâèëî è ïðåäïî÷òèòåëüíî îáëàäàåò ïîâòîð þùåéñ  è
óïîð äî÷åííîé ñòðóêòóðîé, òàê êàê, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí, íî, êàê ïðàâèëî, áîëåå ÷åì
îäèí ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà ñâ çàí ñ VLP è êîðîâîé ÷àñòèöåé ñîîòâåòñòâåííî
îðèåíòèðîâàííûì îáðàçîì. Ïðåäïî÷òèòåëüíî ñ VLP ñâ çàíû áîëåå ÷åì 120,
ïðåäïî÷òèòåëüíî - áîëåå ÷åì 180, ïðåäïî÷òèòåëüíî - áîëåå ÷åì 270 è ïðåäïî÷òèòëüíî -
áîëåå ÷åì 360 ãðåëèíîâ èëè ïåïòèäîâ ãðåëèíà. Ôîðìèðîâàíèå ïîâòîð þùåãîñ  è
îðèåíòèðîâàííîãî ìàññèâà è êîíúþãàòà ñîîòâåòñòâåííî ãðåëèí - VLP è êîðîâà  ÷àñòèöà
ñîîòâåòñòâåííî îáåñïå÷èâàåòñ  îðèåíòèðîâàííûì è íàïðàâëåííûì, à òàêæå îïðåäåëåííûì
ñâ çûâàíèåì è ïðèñîåäèíåíèåì ñîîòâåòñòâåííî ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî ãðåëèíà èëè
ïåïòèäà ãðåëèíà ñ VLP è êîðîâîé ÷àñòèöåé ñîîòâåòñòâåííî, êàê ñòàíåò  ñíî â
äàëüíåéøåì. Êðîìå òîãî, òèïè÷íà  ñîáñòâåííà  âûñîêîïîâòîð þùà ñ  è îðãàíèçîâàííà 
ñòðóêòóðà VLP è êîðîâûõ ÷àñòèö ñîîòâåòñòâåííî ïðåèìóùåñòâåííî ñîäåéñòâóåò
ïðåäñòàâëåíèþ ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà â âûñîêîîðèåíòèðîâàííîé è ïîâòîð þùåéñ 
ôîðìå, ïðèâîä  ê âûñîêîîðãàíèçîâàííîìó è ïîâòîð þùåìóñ  ìàññèâó èëè êîíúþãàòó
ãðåëèí-VLP/êîðîâà  ÷àñòèöà ñîîòâåòñòâåííî.

Ñëåäîâàòåëüíî, ïðåäïî÷òèòåëüíûå êîíúþãàòû è ìàññèâû ïî èçîáðåòåíèþ
ñîîòâåòñòâåííî îòëè÷àþòñ  îò ïðåäûäóùèõ êîíúþãàòîâ â äàííîé îáëàñòè èõ
âûñîêîîðãàíèçîâàííîé ñòðóêòóðîé, ðàçìåðàìè è ïîâòîð åìîñòüþ àíòèãåíà íà ïîâåðõíîñòè
ìàññèâà. Êðîìå òîãî, ïðåäïî÷òèòåëüíîå îñóùåñòâëåíèå äàííîãî èçîáðåòåíè  äîïóñêàåò
ýêñïðåññèþ è ÷àñòèöû, è àíòèãåíà â ýêñïðåññèðóþùåì õîç èíå, ãàðàíòèðó  ïðàâèëüíóþ
óêëàäêó àíòèãåíà, ò.å. ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà, è
ïðàâèëüíóþ óêëàäêó è ñáîðêó VLP.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îïèñûâàåò ñïîñîáû ñâ çûâàíè  ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà ñ
êîðîâûìè ÷àñòèöàìè è VLP ñîîòâåòñòâåííî. Êàê óêàçàíî â îäíîì àñïåêòå èçîáðåòåíè ,
ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà ñâ çàí ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé è VLP ñîîòâåòñòâåííî ïîñðåäñòâîì
îáðàçîâàíè  ïîïåðå÷íûõ õèìè÷åñêèõ ñâ çåé, êàê ïðàâèëî è ïðåäïî÷òèòåëüíî ñ
ïðèìåíåíèåì ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíîãî ñøèâàþùåãî ñðåäñòâà. Â äàííîé îáëàñòè èçâåñòíî
íåñêîëüêî ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíûõ ñøèâàþùèõ ñðåäñòâ. Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ
îñóùåñòâëåíè õ ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíûå ñøèâàþùèå ñðåäñòâà ñîäåðæàò
ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, êîòîðà  ìîæåò ðåàãèðîâàòü ñ ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ïåðâûìè
ó÷àñòêàìè ïðèêðåïëåíè , ò.å. ñ àìèíîãðóïïîé áîêîâîé öåïè ëèçèíîâûõ îñòàòêîâ êîðîâîé
÷àñòèöû è VLP èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîé ñóáúåäèíèöû VLP ñîîòâåòñòâåííî, è
äîïîëíèòåëüíóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, êîòîðà  ìîæåò ðåàãèðîâàòü ñ ïðåäïî÷òèòåëüíûì
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âòîðûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè , ò.å. öèñòåèíîâûì îñòàòêîì, ïðèñóòñòâóþùèì â ïðèðîäå,
ñäåëàííûì äîñòóïíûì äë  ðåàêöèè ïîñðåäñòâîì âîññòàíîâëåíè , èëè âñòðîåííûì â ãðåëèí
èëè ïåïòèä ãðåëèíà è, íåîá çàòåëüíî, òàêæå ñäåëàííûì äîñòóïíûì äë  ðåàêöèè
ïîñðåäñòâîì âîññòàíîâëåíè . Ïåðâà  ñòàäè  ïðîöåäóðû, êàê ïðàâèëî, íàçûâàåìîé
äåðèâàòèçàöèåé, ïðåäñòàâë åò ñîáîé ðåàêöèþ êîðîâîé ÷àñòèöû èëè VLP ñî ñøèâàþùèì
ñðåäñòâîì. Ïðîäóêò äàííîé ðåàêöèè ïðåäñòàâë åò ñîáîé àêòèâèðîâàííóþ êîðîâóþ ÷àñòèöó
èëè àêòèâèðîâàííóþ VLP, òàêæå íàçûâàåìóþ àêòèâèðîâàííûé íîñèòåëü. Íà âòîðîé ñòàäèè
íåïðîðåàãèðîâàâøåå ñøèâàþùåå ñðåäñòâî óäàë þò ñ ïðèìåíåíèåì îáû÷íûõ ñïîñîáîâ,
òàêèõ êàê ãåëü-ôèëüòðàöè  èëè äèàëèç. Íà òðåòüåé ñòàäèè ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà
ðåàãèðóåò ñ àêòèâèðîâàííûì íîñèòåëåì è äàííóþ ñòàäèþ, êàê ïðàâèëî, íàçûâàþò ñòàäèåé
ñâ çûâàíè . Íåïðîðåàãèðîâàâøèé ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà íåîá çàòåëüíî ìîæíî
óäàëèòü íà ÷åòâåðòîé ñòàäèè, íàïðèìåð, ïîñðåäñòâîì äèàëèçà. Â äàííîé îáëàñòè èçâåñòíî
íåñêîëüêî ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíûõ ñøèâàþùèõ ñðåäñòâ. Îíè âêëþ÷àþò â ñåá 
ïðåäïî÷òèòåëüíûå ñøèâàþùèå ñðåäñòâà SMPH (Pierce), Sulfo-MBS, Sulfo-EMCS, Sulfo-
GMBS, Sulfo-SIAB, Sulfo-SMPB, Sulfo-SMCC, SVSB, SIA è äðóãèå ñøèâàþùèå ñðåäñòâà,
äîñòóïíûå, íàïðèìåð, èç Pierce Chemical Company (Rockford, IL, USA), ñ îäíîé
ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïîé, ðåàãèðóþùåé ñ àìèíîãðóïïàìè è îäíîé ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïîé,
ðåàãèðóþùåé ñ öèñòåèíîâûìè îñòàòêàìè. Âñå óêàçàííûå âûøå ñøèâàþùèå ñðåäñòâà ïîñëå
ðåàêöèè ñ àìèíîãðóïïîé ïðèâîä ò ê ôîðìèðîâàíèþ àìèäíîé ñâ çè, à ïîñëå ðåàêöèè ñ
öèñòåèíîì - òèîýôèðíîé ñâ çè. Äðóãîé êëàññ ñøèâàþùèõ ñðåäñòâ, ïðèãîäíûõ â
ïðàêòè÷åñêîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè , õàðàêòåðèçóåòñ  ââåäåíèåì äèñóëüôèäîé ñâ çè
ìåæäó ãðåëèíîì èëè ïåïòèäîì ãðåëèíà è êîðîâîé ÷àñòèöû èëè VLP ïðè ñâ çûâàíèè.
Ïðåäïî÷òèòåëüíûå ñøèâàþùèå ñðåäñòâà, ïðèíàäëåæàùèå ê äàííîìó êëàññó, âêëþ÷àþò â
ñåá , íàïðèìåð, SPDP è Sulfo-LC-SPDP (Pierce). Íà ñòåïåíü äåðèâàòèçàöèè êîðîâîé
÷àñòèöû è VLP ñîîòâåòñòâåííî ñøèâàþùèì ñðåäñòâîì ìîæíî âëè òü èçìåíåíèåì
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèé, òàêèõ êàê êîíöåíòðàöè  êàæäîãî èç ðåàãèðóþùèõ ïàðòíåðîâ,
èçáûòîê îäíîãî ðåàãåíòà ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèì, pH, òåìïåðàòóðà è èîííà  ñèëà. Äë 
ñîîòâåòñòâè  òðåáîâàíè ì âàêöèíû ñòåïåíü ñâ çûâàíè , ò.å. êîëè÷åñòâî ãðåëèíà èëè
ïåïòèäà ãðåëèíà íà ñóáúåäèíèöó êîðîâîé ÷àñòèöû è VLP ñîîòâåòñòâåííî, ìîæíî
ðåãóëèðîâàòü èçìåíåíèåì îïèñàííûõ âûøå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèé. Ðàñòâîðèìîñòü
ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà ìîæåò íàêëàäûâàòü îãðàíè÷åíèå íà êîëè÷åñòâî ãðåëèíà èëè
ïåïòèäà ãðåëèíà, êîòîðîå ìîæåò ñâ çûâàòüñ  ñ êàæäîé ñóáúåäèíèöåé è â òåõ ñëó÷à õ,
êîãäà ïîëó÷åííà  âàêöèíà ìîæåò  âë òüñ  íåðàñòâîðèìîé, óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà
ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà íà ñóáúåäèíèöó  âë åòñ  âûãîäíûì.

Îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûé ñïîñîá ñâ çûâàíè  ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà ñ êîðîâîé
÷àñòèöåé è VLP ñîîòâåòñòâåííî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñâ çûâàíèå ëèçèíîâîãî îñòàòêà íà
ïîâåðõíîñòè êîðîâîé ÷àñòèöû è VLP ñîîòâåòñòâåííî ñ öèñòåèíîâûì îñòàòêîì íà ãðåëèíå
èëè ïåïòèäå ãðåëèíà. Òàêèì îáðàçîì, â ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  ïåðâûé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ïðåäñòàâë åò ñîáîé ëèçèçîâûé îñòàòîê, à
âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ïðåäñòàâë åò ñîáîé öèñòåèíîâûé îñòàòîê. Â íåêîòîðûõ
îñóùåñòâëåíè õ äë  ñâ çûâàíè  ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé èëè VLP ñîîòâåòñòâåííî ìîæåò
ïîòðåáîâàòüñ  êîíñòðóèðîâàíèå ñîäåðæàùåãî â êà÷åñòâå âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè 
èëè åãî ÷àñòè öèñòåèíîâûé îñòàòîê àìèíîêèñëîòíîãî ëèíêåðà ñ ãðåëèíîì èëè ïåïòèäîì
ãðåëèíà. Àëüòåðíàòèâíî öèñòåèí ìîæíî ââåñòè èëè âñòàâêîé èëè ìóòàöèåé â ïðåäåëàõ
ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà. Àëüòåðíàòèâíî öèñòåèíîâûé îñòàòîê ìîæíî ââåñòè
ïîñðåäñòâîì õèìè÷åñêîãî ñâ çûâàíè .

Âûáîð àìèíîêèñëîòíîãî ëèíêåðà çàâèñèò îò ïðèðîäû àíòèãåíà è àóòîàíòèãåíà
ñîîòâåòñòâåííî, ò.å. îò ïðèðîäû ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà, îò åãî áèîõèìè÷åñêèõ
ñâîéñòâ, òàêèõ êàê pI, ðàñïðåäåëåíèå çàð äà è ãëèêîçèëèðîâàíèå. Êàê ïðàâèëî,
ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  ãèáêèå àìèíîêèñëîòíûå ëèíêåðû. Ïðåäïî÷òèòåëüíûå
îñóùåñòâëåíè  àìèíîêèñëîòíûõ ëèíêåðîâ âûáèðàþò èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç (a) CGG; (b)
N-êîíöåâîé ãàììà-1-ëèíêåð; (c) N-êîíöåâîé ãàììà-3-ëèíêåð; (d) îáëàñòè øàðíèðà Ig; (e)
N-êîíöåâûå ãëèöèíîâûå ëèíêåðû; (f) (G)kC(G)n ñ n=0-12 è k=0-5 (SEQ ID ¹ 34); (g) N-
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êîíöåâûå ãëèöèí-ñåðèíîâûå ëèíêåðû; (h) (G)kC(G)m(S)i(GGGGS)n ñ n=0-3, k=0-5, m=0-10,
l=0-2 (SEQ ID ¹ 35); (i) GGC; (k) GGC-NH2; (1) C-êîíöåâîé ãàììà-1-ëèíêåð; (m) C-
êîíöåâîé ãàììà-3-ëèíêåð; (n) C-êîíöåâûå ãëèöèíîâûå ëèíêåðû; (o) (G)nC(G)k ñ n=0-12 è k=
0-5 (SEQ ID ¹ 36); (p) C-êîíöåâûå ãëèöèí-ñåðèíîâûå ëèíêåðû; (q)
(G)m(S)i(GGGGS)n(G)oC(G)k ñ n=0-3, k=0-5, m=0-10, l=0-2 è o=0-8 (SEQ ID ¹ 37).

Äîïîëíèòåëüíûìè ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ïðèìåðàìè àìèíîêèñëîòíûõ ëèíêåðîâ  âë þòñ 
øàðíèðíà  îáëàñòü èììóíîãëîáóëèíîâ, ãëèöèí-ñåðèíîâûå ëèíêåðû (GGGGS)n (SEQ ID ¹
38) è ãëèöèíîâûå ëèíêåðû (G)n, âñå äîïîëíèòåëüíî ñîäåðæàùèå öèñòåèíîâûé îñòàòîê â
êà÷åñòâå âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè  è, íåîá çàòåëüíî, äîïîëíèòåëüíûå ãëèöèíîâûå
îñòàòêè. Êàê ïðàâèëî, ïðåäïî÷òèòåëüíûå ïðèìåðû óêàçàííûõ àìèíîêèñëîòíûõ ëèíêåðîâ
ïðåäñòàâë þò ñîáîé N-êîíöåâûå ãàììà-1: CGDKTHTSPP (SEQ ID ¹ 39); C-êîíöåâûå
ãàììà-1: DKTHTSPPCG (SEQ ID ¹ 40); N-êîíöåâûå ãàììà-3: CGGPKPSTPPGSSGGAP
(SEQ ID ¹ 41); Ñêîíöåâûå ãàììà-3: PKPSTPPGSSGGAPGGCG (SEQ ID ¹ 42); N-êîíöåâîé
ãëèöèíîâûé ëèíêåð: GCGGGG (SEQ ID ¹ 43); C-êîíöåâîé ãëèöèíîâûé ëèíêåð: GGGGCG
(SEQ ID ¹ 44); C-êîíöåâîé ãëèöèí-ëèçèíîâûé ëèíêåð: GGKKGC (SEQ ID ¹ 45); N-êîíöåâîé
ãëèöèí-ëèçèíîâûé ëèíêåð: CGKKGG (SEQ ID ¹ 46).

Â äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , è
îñîáåííî åñëè àíòèãåí ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïåïòèä ãðåëèíà, ïðåäïî÷òèòåëüíûìè â êà÷åñòâå
àìèíîêèñëîòíûõ ëèíêåðîâ  âë þòñ  ëèíêåðû GGCG (SEQ ID ¹ 47), GGC èëè GGC-NH2

("NH2" ñòîèò äë  àìèäèðîâàíè ) íà C-êîíöå ïåïòèäà èëè ëèíêåðû CGG íà åãî N-êîíöå. Êàê
ïðàâèëî, ãëèöèíîâûå îñòàòêè âñòàâë þò ìåæäó îáúåìíûìè àìèíîêèñëîòàìè è öèñòåèíîì
äë  ïðèìåíåíè  â êà÷åñòâå âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè  âî èçáåæàíèå ïîòåíöèàëüíîé
ïîìåõè áîëåå îáúåìíîé àìèíîêèñëîòû â ðåàêöèè ñâ çûâàíè .

Öèñòåèíîâûé îñòàòîê, ïðèñóòñòâóþùèé íà ãðåëèíå èëè ïåïòèäå ãðåëèíà, äë  ðåàêöèè ñ
ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíûì ñøèâàþùèì ñðåäñòâîì íà àêòèâèðîâàííîé VLP äîëæåí
íàõîäèòüñ  â âîññòàíîâëåííîì ñîñòî íèè, òî åñòü ñâîáîäíûé öèñòåèí èëè öèñòåèíîâûé
îñòàòîê ñî ñâîáîäíîé ñóëüôãèäðèëüíîé ãðóïïîé äîëæåí  âë òüñ  äîñòóïíûì. Íàïðèìåð,
êîãäà öèñòåèíîâûé îñòàòîê äë  ôóíêöèîíèðîâàíè  â êà÷åñòâå ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè 
íàõîäèòñ  â îêèñëåííîé ôîðìå, íàïðèìåð, åñëè îí ôîðìèðóåò äèñóëüôèäíûé ìîñòèê,
íåîáõîäèìî âîññòàíîâëåíèå äàííîãî äèñóëüôèäíîãî ìîñòèêà, íàïðèìåð, DTT, TCEP

èëè β-ìåðêàïòîýòàíîëîì.
Ñâ çûâàíèå ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé è VLP ñîîòâåòñòâåííî ñ

ïðèìåíåíèåì ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíîãî ñøèâàþùåãî ñðåäñòâà ïðåäïî÷òèòåëüíûìè
îïèñàííûìè âûøå ñïîñîáàìè îáåñïå÷èâàåò îðèåíòèðîâàííîå ñâ çûâàíèå ãðåëèíà èëè
ïåïòèäà ãðåëèíà ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé è VLP ñîîòâåòñòâåííî. Äðóãèå ñïîñîáû ñâ çûâàíè 
ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé è VLP ñîîòâåòñòâåííî âêëþ÷àþò â ñåá 
ñïîñîáû, ãäå ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà ñøèò ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé è VLP ñîîòâåòñòâåííî ñ
ïðèìåíåíèåì êàðáîäèèìèä-EDC è NHS. Ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà òàêæå ñíà÷àëà ìîæíî
ìîäèôèöèðîâàòü òèîëüíîé ãðóïïîé â ðåàêöèè, íàïðèìåð, ñ SATA, SATP èëè
èìèíîòèîëàíîì. Ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà ïîñëå ñí òè  çàùèòû, åñëè íåîáõîäèìî, çàòåì
ìîæíî ñâ çûâàòü ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé è VLP ñîîòâåòñòâåííî, êàê èçëîæåíî íèæå. Ïîñëå
îòäåëåíè  èçáûòêà òèîèëèðóþùåãî ðåàãåíòà, ãðåëèí è ïåïòèä ãðåëèíà âñòóïàþò â ðåàêöèþ
ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé è VLP ñîîòâåòñòâåííî, ðàíåå àêòèâèðîâàííûìè
ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíûìè ñøèâàþùèìè ñðåäñòâàìè, ñîäåðæàùèìè ðåàãèðóþùóþ ñ
öèñòåèíîì ãðóïïó è, ñëåäîâàòåëüíî, ïðåäñòàâë þùèìè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíó èëè
íåñêîëüêî ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï, âñòóïàþùèõ â ðåàêöèþ ñ öèñòåèíîâûìè îñòàòêàìè, ñ
êîòîðûìè ìîæåò ðåàãèðîâàòü òèîèëèðîâàííûé ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà òàê, êàê îïèñàíî
âûøå. Íåîá çàòåëüíî, â ðåàêöèîííóþ ñìåñü äîáàâë þò íåáîëüøèå êîëè÷åñòâà
âîññòàíàâëèâàþùåãî ñðåäñòâà. Â äîïîëíèòåëüíûõ ñïîñîáàõ ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà
ñâ çûâàþò ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé è VLP ñîîòâåòñòâåííî ñ ïðèìåíåíèåì
ãîìîáèôóíêöèîíàëüíîãî ñøèâàþùåãî ñðåäñòâà, òàêîãî êàê ãëóòàðîâûé àëüäåãèä, DSG, BM
[PEO]4, BS3 (Pierce Chemical Company, Rockford, IL, USA), èëè äðóãèå èçâåñòíûå
ãîìîáèôóíêöèîíàëüíûå ñøèâàþùèå ñðåäñòâà ñ ôóíêöèîíàëüíûìè ãðóïïàìè, âñòóïàþùèìè
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â ðåàêöèþ ñ àìèíîãðóïïàìè èëè êàðáîêñèëüíûìè ãðóïïàìè íà êîðîâîé ÷àñòèöå è VLP
ñîîòâåòñòâåííî.

Äðóãèå ñïîñîáû ñâ çûâàíè  VLP ñ ãðåëèíîì èëè ïåïòèäîì ãðåëèíà âêëþ÷àþò â ñåá 
ñïîñîáû, ãäå êîðîâà  ÷àñòèöà è VLP ñîîòâåòñòâåííî áèîòèíèëèðîâàíû, à ãðåëèí èëè
ïåïòèä ãðåëèíà ýêñïðåññèðîâàíû êàê ãèáðèäíûé áåëîê ñî ñòðåïòàâèäèíîì, èëè ñïîñîáû,
ãäå è ãðåëèí èëè ïåïòèäû ãðåëèíà è êîðîâà  ÷àñòèöà è VLP ñîîòâåòñòâåííî
áèîòèíèëèðîâàíû, íàïðèìåð, êàê îïèñàíî â WO 00/23955. Â äàííîì ñëó÷àå ãðåëèí èëè
ïåïòèä ãðåëèíà ìîæíî ñíà÷àëà ñâ çàòü ñî ñòðåïòàâèäèíîì èëè àâèäèíîì, ðåãóëèðó 
ñîîòíîøåíèå ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà ê ñòðåïòàâèäèíó òàê, ÷òîáû ñâîáîäíûå ó÷àñòêè
ïðèêðåïëåíè  âñå åùå  âë ëèñü äîñòóïíûìè äë  ñâ çûâàíè  êîðîâîé ÷àñòèöû è VLP
ñîîòâåòñòâåííî, êîòîðûå äîáàâë þò íà ñëåäóþùåé ñòàäèè. Àëüòåðíàòèâíî âñå êîìïîíåíòû
ìîæíî ñìåøàòü â ðåàêöèè "â îäíîì ñîñóäå". Â êà÷åñòâå ñâ çûâàþùèõ ñðåäñòâ äë 
ñâ çûâàíè  ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé è VLP ñîîòâåòñòâåííî ìîæíî
ïðèìåí òü äðóãèå ïàðû ëèãàíä-ðåöåïòîð, ãäå âîçìîæíà ðàñòâîðèìà  ôîðìà ðåöåïòîðà è
ëèãàíäà, ñïîñîáíûå ñøèâàòüñ  ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé è VLP ñîîòâåòñòâåííî è ñ ãðåëèíîì èëè
ïåïòèäîì ãðåëèíà. Àëüòåðíàòèâíî, ñ ãðåëèíîì èëè ïåïòèäîì ãðåëèíà ìîæíî ñëèòü èëè
ëèãàíä, èëè ðåöåïòîð è, òàêèì îáðàçîì, îïîñðåäîâàòü ñâ çûâàíèå ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé è
VLP ñîîòâåòñòâåííî, õèìè÷åñêè ñâ çàííîé èëè ñëèòîé èëè ñ ðåöåïòîðîì èëè ñ ëèãàíäîì
ñîîòâåòñòâåííî. Îáðàçîâàíèå ãèáðèäà ìîæíî ïðîâîäèòü ïîñðåäñòâîì âñòàâêè èëè çàìåíû.

Êàê óæå óêàçûâàëîñü, â ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  VLP
ïðåäñòàâë åò ñîáîé VLP ÐÍÊ-ôàãà, à â åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè VLP
ïðåäñòàâë åò ñîáîé VLP èç áåëêà îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãà Qβ.

Ñ îäíîé ñóáúåäèíèöåé êàïñèäà èëè VLP áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ ìîæíî ñâ çàòü îäíó
èëè íåñêîëüêî ìîëåêóë àíòèãåíà, ò.å. ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà, ïðåäïî÷òèòåëüíî
ïîñðåäñòâîì íåçàùèùåííûõ ëèçèíîâûõ îñòàòêîâ VLP ÐÍÊ-ôàãîâ, åñëè îíè ñòåðè÷åñêè
äîñòóïíû. Ñïåöèôè÷åñêîé îñîáåííîñòüþ VLP èç áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ, à, â
÷àñòíîñòè, VLP èç áåëêà îáîëî÷êè Qβ, òàêèì îáðàçîì,  âë åòñ  âîçìîæíîñòü ñâ çûâàòü
íåñêîëüêî àíòèãåíîâ ñ îäíîé ñóáúåäèíèöåé. Ýòî ïîçâîë åò îáðàçîâàíèå ïëîòíûõ ìàññèâîâ
àíòèãåíîâ.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè  ñâ çûâàíèå è ïðèêðåïëåíèå
ñîîòâåòñòâåííî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà ê êîðîâîé ÷àñòèöå
è âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöå ñîîòâåòñòâåííî ïðîèñõîäèò ïîñðåäñòâîì âçàèìîäåéñòâè  è
àññîöèàöèè ñîîòâåòñòâåííî ìåæäó, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíèì ïåðâûì ó÷àñòêîì
ïðèêðåïëåíè  âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöû è, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíèì âòîðûì ó÷àñòêîì
ïðèêðåïëåíè  àíòèãåíà èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòû.

VLP èëè êàïñèäû èç áåëêîâ îáîëî÷êè Qβ ïðåäñòàâë þò íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè
îïðåäåëåííîå êîëè÷åñòâî ëèçèíîâûõ îñòàòêîâ ñ îïðåäåëåííîé òîïîëîãèåé ñ òðåì 
ëèçèíîâûìè îñòàòêàìè, íàïðàâëåííûìè âíóòðü êàïñèäà è âçàèìîäåéñòâóþùèìè ñ ÐÍÊ, è
÷åòûðüì  äðóãèìè ëèçèíîâûìè îñòàòêàìè, âûñòàâëåííûìè íàðóæó êàïñèäà. Äàííûå
îïðåäåëåííûå ñâîéñòâà ïîìîãàþò ñâ çûâàíèþ àíòèãåíîâ ñ âíåøíåé ïîâåðõíîñòè ÷àñòèöû,
à íå ñ âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè ÷àñòèöû, ãäå ëèçèíîâûå îñòàòêè âçàèìîäåéñòâóþò ñ ÐÍÊ.
VLP èç áåëêîâ îáîëî÷êè äðóãèõ ÐÍÊ-ôàãîâ òàêæå îáëàäàþò îïðåäåëåííûì êîëè÷åñòâîì
ëèçèíîâûõ îñòàòêîâ íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè è îïðåäåëåííîé òîïîëîãèåé äàííûõ ëèçèíîâûõ
îñòàòêîâ.

Â äîïîëíèòåëüíûõ ïðåäïî÷òèòåëüíûõ îñóùåñòâëåíè õ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïåðâûé
ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ïðåäñòàâë åò ñîáîé ëèçèíîâûé îñòàòîê è/èëè âòîðîé ó÷àñòîê
ïðèêðåïëåíè  ñîäåðæèò ñóëüôãèäðèëüíóþ ãðóïïó èëè öèñòåèíîâûé îñòàòîê. Â î÷åíü
ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïåðâûé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè 
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ëèçèíîâûé îñòàòîê, à âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ïðåäñòàâë åò
ñîáîé öèñòåèíîâûé îñòàòîê.

Â î÷åíü ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ãðåëèí èëè ïåïòèä
ãðåëèíà ñâ çàí ïîñðåäñòâîì ïðèñóòñòâóþùåãî íà ãðåëèíå èëè ïåïòèäå ãðåëèíà â ïðèðîäå
èëè ñêîíñòðóèðîâàííîãî öèñòåèíîâîãî îñòàòêà ñ ëèçèíîâûìè îñòàòêàìè VLP áåëêà

Ñòðàíèöà: 37

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 325 202 C2

îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãà, à â ÷àñòíîñòè ñ VLP èç áåëêà îáîëî÷êè Qβ.
Äðóãèì ïðåèìóùåñòâîì VLP, ïîëó÷åííûõ èç ÐÍÊ-ôàãîâ,  âë åòñ  âûñîêèé óðîâåíü èõ

ýêñïðåññèè ó áàêòåðèé, îáåñïå÷èâàþùèé îáðàçîâàíèå áîëüøèõ êîëè÷åñòâ ìàòåðèàëà ïðè
äîïóñòèìîé ñòîèìîñòè.

Êàê óêàçàíî, êîíúþãàòû è ìàññèâû ïî èçîáðåòåíèþ ñîîòâåòñòâåííî îòëè÷àþòñ  îò
ïðåäûäóùèõ êîíúþãàòîâ â äàííîé îáëàñòè èõ âûñîêîîðãàíèçîâàííîé ñòðóêòóðîé,
ðàçìåðàìè è ïîâòîð åìîñòüþ àíòèãåíà íà ïîâåðõíîñòè ìàññèâà. Êðîìå òîãî, ïðèìåíåíèå
VLP â êà÷åñòâå íîñèòåëåé îáåñïå÷èâàåò ôîðìèðîâàíèå óñòîé÷èâûõ ìàññèâîâ è êîíúþãàòîâ
àíòèãåíîâ ñîîòâåòñòâåííî ñ ðàçëè÷íîé àíòèãåííîé ïëîòíîñòüþ. Â ÷àñòíîñòè, ïðèìåíåíèå
VLP ÐÍÊ-ôàãîâ è, â ÷àñòíîñòè, äë  äàííîãî ñëó÷à  ïðèìåíåíèå VLP èç áåëêîâ îáîëî÷êè
ÐÍÊ-ôàãà Qβ îáåñïå÷èâàåò äîñòèæåíèå î÷åíü âûñîêîé ïëîòíîñòè ýïèòîïîâ. Ïîëó÷åíèå
êîìïîçèöèé VLP èç áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ ñ âûñîêîé ïëîòíîñòüþ ýïèòîïîâ ìîæíî
îñóùåñòâë òü ïðèìåíåíèåì óêàçàíè  äàííîé çà âêè. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè
èçîáðåòåíè , êîãäà ïåïòèä ãðåëèíà ïðåäïî÷òèòåëüíî ñâ çàí ñ VLP èç áåëêîâ îáîëî÷êè Qβ,
ïðåäïî÷òèòåëüíûì  âë åòñ  ñðåäíåå êîëè÷åñòâî ïåïòèäîâ ãðåëèíà íà ñóáúåäèíèöó â
êîëè÷åñòâå 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9,
2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9 èëè áîëåå.

Êàê îïðåäåëåíî çäåñü, âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ìîæåò  âë òüñ  ïðåäñòàâëåííûì íà
àíòèãåíå èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòå â ïðèðîäå èëè  âë òüñ  íåïðèðîäíûì.

Â ñëó÷àå îòñóòñòâè  íà àíòèãåíå èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòå ïðèãîäíîãî
âñòðå÷àþùåãîñ  â ïðèðîäå âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè  íà àíòèãåíå íåîáõîäèìî
ñêîíñòðóèðîâàòü íåïðèðîäíûé âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè .

Êàê îïèñàíî âûøå, ÷åòûðå ëèçèíîâûõ îñòàòêà âûñòàâëåíû íà ïîâåðõíîñòü VLP èç áåëêà
îáîëî÷êè Qβ. Êàê ïðàâèëî, äàííûå îñòàòêè ïðè ðåàêöèè äåðèâàòèçèðîâàíû ñøèâàþùåé
ìîëåêóëîé. Â ñëó÷àå êîãäà íå âñå ýêñïîíèðîâàííûå ëèçèíîâûå îñòàòêè ìîãóò ñâ çûâàòüñ 
ñ àíòèãåíîì, ëèçèíîâûå îñòàòêè, ïðîðåàãèðîâàâøèå ñ ñøèâàþùèì ñðåäñòâîì, îñòàþòñ  ñ
ñøèâàþùåé ìîëåêóëîé ñâ çàííîé ñ ε-àìèíîãðóïïîé ïîñëå ñòàäèè äåðèâàòèçàöèè. Ýòî
ïðèâîäèò ê èñ÷åçíîâåíèþ îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ïîëîæèòåëüíûõ çàð äîâ, ÷òî ìîæåò
 âë òüñ  âðåäíûì äë  ðàñòâîðèìîñòè è ñòàáèëüíîñòè VLP. Çàìåùåíèåì íåêîòîðûõ èç
ëèçèíîâûõ îñòàòêîâ íà îñòàòêè àðãèíèíà, êàê â îïèñàííûõ íèæå ïðåäîñòàâë åìûõ ìóòàíòàõ
ïî áåëêàì îáîëî÷êè Qβ, àâòîðû ïðåäîòâðàùàþò èçáûòî÷íîå èñ÷åçíîâåíèå ïîëîæèòåëüíûõ
çàð äîâ, òàê êàê àðãèíèíîâûå îñòàòêè íå ðåàãèðóþò ñî ñøèâàþùèì ñðåäñòâîì. Êðîìå òîãî,
çàìåùåíèå ëèçèíîâûõ îñòàòêîâ àðãèíèíîâûìè ìîæåò ïðèâîäèòü ê îáðàçîâàíèþ áîëåå
îïðåäåëåííûõ ìàññèâîâ àíòèãåíîâ, òàê êàê äë  ðåàêöèè ñ àíòèãåíîì äîñòóïíî ìåíüøå
ó÷àñòêîâ.

Òàêèì îáðàçîì, âûñòàâëåííûå ëèçèíîâûå îñòàòêè çàìåùåíû àðãèíèíîâûìè â
ñëåäóþùèõ ìóòàíòàõ ïî áåëêó îáîëî÷êè Qβ è ìóòàíòíûõ VLP Qβ, ïðåäñòàâë åìûõ â äàííîé
çà âêå: Qβ-240 (Lys13-Arg; SEQ ID ¹ 17), Qβ-250 (Lys2-Arg, Lys13-Arg; SEQ ID ¹ 19)
è Qβ-259 (Lys2-Arg, Lys16-Arg; SEQ ID ¹ 21). Êîíñòðóêöèè êëîíèðîâàíû, áåëêè
ýêñïðåññèðîâàíû, VLP î÷èùåíû è ïðèìåíåíû äë  ñâ çûâàíè  ïåïòèäíûõ èëè áåëêîâûõ
àíòèãåíîâ. Òàêæå ñêîíñòðóèðîâàíû Qβ-251; (SEQ ID ¹ 20), ðóêîâîäñòâî î òîì êàê
ýêñïðåññèðîâàòü, î÷èùàòü è ñâ çûâàòü VLP èç áåëêà îáîëî÷êè Qβ-251, ìîæíî íàéòè ïî
õîäó äàííîé çà âêè.

Â äîïîëíèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè àâòîðû ïðåäñòàâë þò ìóòàíòíûé áåëîê îáîëî÷êè Qβ
ñ îäíèì äîïîëíèòåëüíûì ëèçèíîâûì îñòàòêîì, ïðèãîäíûé äë  ïîëó÷åíè  äàæå áîëåå
ïëîòíûõ ìàññèâîâ àíòèãåíîâ. Äàííûé ìóòàíòíûé áåëîê Qβ, Qβ-243 (Asn 10-Lys; SEQ ID ¹
18) êëîíèðîâàí, áåëîê ýêñïðåññèðîâàí è âûäåëåí, è î÷èùåí êàïñèä èëè VLP,
äåìîíñòðèðó , ÷òî ââåäåíèå äîïîëíèòåëüíîãî îñòàòêà ñîâìåñòèìî ñ ñàìîñòî òåëüíîé
ñáîðêîé ñóáúåäèíèö â êàïñèä èëè VLP. Òàêèì îáðàçîì, ìàññèâû è êîíúþãàòû ãðåëèíà èëè
ïåïòèäà ãðåëèíà ñîîòâåòñòâåííî ìîæíî ïîëó÷èòü ñ ïðèìåíåíèåì VLP èç ìóòàíòíûõ áåëêîâ
îáîëî÷êè Qβ. Ïðåäïî÷òèòåëüíûì íà ïðàêòèêå ñïîñîáîì ñâ çûâàíè  àíòèãåíîâ ê VLP è, â
÷àñòíîñòè, ê VLP èç áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ  âë åòñ  ñâ çûâàíèå ëèçèíîâîãî îñòàòêà,
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ïðåäñòàâëåííîãî íà ïîâåðõíîñòè VLP èç áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ ñ öèñòåèíîâûì
îñòàòêîì, ïðèñóòñòâóþùåì â ïðèðîäå èëè ñêîíñòðóèðîâàííîì íà àíòèãåíå, ò.å. ãðåëèíå
èëè ïåïòèäå ãðåëèíà. Äë  òîãî ÷òîáû öèñòåèíîâûé îñòàòîê  âë ëñ  ýôôåêòèâíûì â
êà÷åñòâå âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè , ñóëüôãèäðèëüíà  ãðóïïà äîëæíà  âë òüñ 
äîñòóïíîé äë  ñâ çûâàíè . Òàêèì îáðàçîì, íåîáõîäèìî, ÷òîáû öèñòåèíîâûé îñòàòîê
íàõîäèòñ  â âîññòàíîâëåííîì ñîñòî íèè, òî åñòü ñâîáîäíûé öèñòåèí èëè öèñòåèíîâûé
îñòàòîê ñî ñâîáîäíîé ñóëüôãèäðèëüíîé ãðóïïîé äîëæåí  âë òüñ  äîñòóïíûì. Â ñëó÷àå, ãäå
öèñòåèíîâûé îñòàòîê äë  ôóíêöèîíèðîâàíè  â êà÷åñòâå âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè 
íàõîäèòñ  â îêèñëåííîé ôîðìå, íàïðèìåð, åñëè îí ôîðìèðóåò äèñóëüôèäíûé ìîñòèê,
íåîáõîäèìî âîññòàíîâëåíèå äàííîãî äèñóëüôèäíîãî ìîñòèêà, íàïðèìåð DTT, TCEP
èëè β-ìåðêàïòîýòàíîëîì. Äë  êàæäîãî àíòèãåíà íåîáõîäèìî îòðåãóëèðîâàòü êîíöåíòðàöèþ
âîññòàíîâèòåë  è ìîë ðíûé èçáûòîê âîññòàíîâèòåë  íàä àíòèãåíîì. Åñëè íåîáõîäèìî,
íà÷èíà  ñ òàêèõ ìàëûõ êîíöåíòðàöèé êàê 10 ìêÌ èëè ìåíåå äî êîíöåíòðàöèé îò 10 äî 20
ìÌ èëè áîëåå, òåñòèðóþò äèàïàçîí òèòðîâàíè  âîññòàíîâèòåë  è îïðåäåë þò ñâ çûâàíèå
àíòèãåíà. Õîò  íèçêèå êîíöåíòðàöèè âîññòàíîâèòåë  ñîâìåñòèìû ñ ðåàêöèåé ñâ çûâàíè ,
êàê îïèñàíî â WO 02/056905, áîëåå âûñîêèå êîíöåíòðàöèè èíãèáèðóþò ðåàêöèþ
ñâ çûâàíè , êàê èçâåñòíî ñïåöèàëèñòó â äàííîé îáëàñòè, è â äàííîì ñëó÷àå
âîññòàíîâèòåëü íåîáõîäèìî óäàë òü äèàëèçîì èëè ãåëü-ôèëüòðàöèåé. Ïðåèìóùåñòâåííî
pH áóôåðà äë  äèàëèçà èëè ðàâíîâåñíîãî áóôåðà íèæå ÷åì 7, ïðåäïî÷òèòåëüíî - 6.
Ñîâìåñòèìîñòü áóôåðà ñ íèçêèì pH ñ àêòèâíîñòüþ èëè ñòàáèëüíîñòüþ àíòèãåíà íà
òåñòèðîâàëè.

Ïëîòíîñòü ýïèòîïîâ íà VLP èç ïîâåðõíîñòíûõ áåëêîâ ÐÍÊ-ôàãîâ ìîæíî èçìåí òü
âûáîðîì ñøèâàþùåãî ñðåäñòâà è äðóãèõ óñëîâèé ðåàêöèè. Íàïðèìåð, ñøèâàþùèå ñðåäñòâà
Sulfo-GMBS è SMPH, êàê ïðàâèëî, ïîçâîë þò äîñòèãàòü âûñîêîé ïëîòíîñòè ýïèòîïîâ. Íà
äåðèâàòèçàöèþ ïîçèòèâíî âëè åò âûñîêà  êîíöåíòðàöè  ðåàãåíòîâ, à äë  êîíòðîë 
êîëè÷åñòâà ñâ çàííûõ ñ VLP èç áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ, à â îñîáåííîñòè ñ VLP áåëêà
îáîëî÷êè Qβ, àíòèãåíîâ ìîæíî ïðèìåí òü óïðàâëåíèå óñëîâè ìè ðåàêöèè.

Äî êîíñòðóèðîâàíè  íåïðèðîäíîãî âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè  íåîáõîäèìî âûáðàòü
ïîëîæåíèå, â êîòîðîì åãî íåîáõîäèìî ñëèòü, âñòàâèòü èëè ïîäâåðãíóòü êîíñòðóèðîâàíèþ â
îáùåì ñìûñëå. Òàêèì îáðàçîì, ïîëîæåíèå âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè  íåîáõîäèìî
âûáðàòü òàê, ÷òîáû èçáåæàòü ñòåðè÷åñêèõ ïðåï òñòâèé îò âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè 
èëè ñîäåðæàùåãî åãî àìèíîêèñëîòíîãî ëèíêåðà. Â äîïîëíèòåëüíûõ îñóùåñòâëåíè õ
æåëàòåëåí îòâåò àíòèòåëàìè, íàïðàâëåííûé íà ó÷àñòîê, îòëè÷íûé îò ó÷àñòêà
âçàèìîäåéñòâè  àóòîàíòèãåíà ñ åãî ïðèðîäíûì ëèãàíäîì. Â òàêèõ îñóùåñòâëåíè õ âòîðîé
ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ìîæíî âûáðàòü òàê, ÷òîáû îí ïðåäîòâðàùàë îáðàçîâàíèå àíòèòåë
ïðîòèâ ó÷àñòêà âçàèìîäåéñòâè  àóòîàíòèãåíà ñ åãî ïðèðîäíûìè ëèãàíäàìè.

Â íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûõ îñóùåñòâëåíè õ ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà ñîäåðæàò
âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  èëè åäèíñòâåííûé ðåàêöèîííîñïîñîáíûé ó÷àñòîê
ïðèêðåïëåíè , ñïîñîáíûé ê àññîöèàöèè ñ ïåðâûìè ó÷àñòêàìè ïðèêðåïëåíè  íà êîðîâîé
÷àñòèöå è VLP èëè ñóáúåäèíèöàõ VLP ñîîòâåòñòâåííî. Ýòî îáåñïå÷èâàåò îïðåäåëåííîå è
îäíîðîäíîå ñâ çûâàíèå è àññîöèàöèþ ñîîòâåòñòâåííî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî, íî, êàê
ïðàâèëî, áîëåå ÷åì îäíîãî, ïðåäïî÷òèòåëüíî - áîëåå ÷åì 10, 20, 40, 80, 120, 150, 180,
210, 240, 270, 300, 360, 400, 450 àíòèãåíîâ ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé è VLP ñîîòâåòñòâåííî.
Òàêèì îáðàçîì, îáåñïå÷åíèå åäèíñòâåííîãî âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè  èëè
åäèíñòâåííîãî ðåàêöèîííîñïîñîáíîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè  íà àíòèãåíå ãàðàíòèðóåò
åäèíûé è îäíîîáðàçíûé òèï ñâ çûâàíè  è àññîöèàöèè ñîîòâåòñòâåííî, ïðèâîä ùèé ê î÷åíü
âûñîêîóïîð äî÷åííûì è ïîâòîð þùèìñ  ìàññèâàì. Íàïðèìåð, åñëè ñâ çûâàíèå è
àññîöèàöèþ ñîîòâåòñòâåííî îñóùåñòâë þò ïîñðåäñòâîì âçàèìîäåéñòâè  ëèçèíà (â
êà÷åñòâå ïåðâîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè ) è öèñòåèíà (â êà÷åñòâå âòîðîãî ó÷àñòêà
ïðèêðåïëåíè ) ïî ïðåäïî÷òèòåëüíîìó îñóùåñòâëåíèþ èçîáðåòåíè , ãàðàíòèðîâàíî, ÷òî
òîëüêî îäèí öèñòåèíîâûé îñòàòîê íà àíòèãåí íåçàâèñèìî îò òîãî,  âë åòñ  ëè
ïðèñóòñòâóþùèé íà àíòèãåíå öèñòåèíîâûé îñòàòîê ïðèðîäíûì èëè íåïðèðîäíûì, ñïîñîáåí
ê ñâ çûâàíèþ è àññîöèàöèè ñîîòâåòñòâåííî ñ VLP è ïåðâûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè 
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êîðîâîé ÷àñòèöû ñîîòâåòñòâåííî.
Â íåêîòîðûõ îñóùåñòâëåíè õ êîíñòðóèðîâàíèå âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè  íà

àíòèãåíå òðåáóåò ñëè íè  àìèíîêèñëîòíîãî ëèíêåðà, ñîäåðæàùåãî àìèíîêèñëîòó,
ïðèãîäíóþ â êà÷åñòâå âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè  ïî îïèñàíè ì äàííîãî èçîáðåòåíè .
Ñëåäîâàòåëüíî, â ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
àìèíîêèñëîòíûé ëèíêåð ñâ çàí ñ àíòèãåíîì èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòîé, ïî ìåíüøåé
ìåðå, îäíîé êîâàëåíòíîé ñâ çüþ. Ïðåäïî÷òèòåëüíî àìèíîêèñëîòíûé ëèíêåð ñîäåðæèò
âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò èç íåãî. Â äîïîëíèòåëüíîì
ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè àìèíîêèñëîòíûé ëèíêåð ñîäåðæèò ñóëüôãèäðèëüíóþ
ãðóïïó èëè öèñòåèíîâûé îñòàòîê. Â äðóãîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè
àìèíîêèñëîòíûé ëèíêåð ïðåäñòàâë åò ñîáîé öèñòåèí. Íåêîòîðûå êðèòåðèè âûáîðà
àìèíîêèñëîòíîãî ëèíêåðà, à òàêæå äîïîëíèòåëüíûå ïðåäïî÷òèòåëüíûå îñóùåñòâëåíè 
àìèíîêèñëîòíîãî ëèíêåðà ïî èçîáðåòåíèþ óæå óêàçàíû âûøå.

Â äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè  ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé è
âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöåé ñîîòâåòñòâåííî ñëèòû, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí àíòèãåí èëè
àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà, ò.å. ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà. Êàê óêàçàíî âûøå, VLP, êàê
ïðàâèëî, ñîñòîèò, ïî ìåíüøåé ìåðå, èç îäíîé ñóáúåäèíèöû, ñîáèðàþùåéñ  â VLP. Òàêèì
îáðàçîì, â åùå îäíîì äîïîëíèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè  àíòèãåí èëè
àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí ãðåëèí èëè ïåïòèä
ãðåëèíà ñëèòû, ïî ìåíüøåé ìåðå, ìåðå ñ îäíîé ñóáúåäèíèöåé âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöû
èëè áåëêà, ñïîñîáíîãî âíåäð òüñ  â VLP, îáðàçó  ãèáðèäíûé áåëîê ñóáúåäèíèöû VLP-
ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà.

Ñëè íèå ãðåëèíà èëè ïåïòèäîâ ãðåëèíà ìîæíî ïðîâîäèòü âñòàâêîé â
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñóáúåäèíèöû VLP èëè ñëè íèåì ñ N- èëè ñ C-êîíöîì ñóáúåäèíèöû
VLP èëè áåëêà, ñïîñîáíîãî ê âêëþ÷åíèþ â VLP. Íèæå ïðè óêàçàíèè íà ãèáðèäíûå áåëêè
ïåïòèäà ñ ñóáúåäèíèöåé VLP èìåþò â âèäó ñëè íèå ñ êàêèì-ëèáî èç êîíöîâ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñóáúåäèíèöû èëè âñòàâêó ïåïòèäà âíóòðü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ñóáúåäèíèöû.

Ñëè íèå òàêæå ìîæíî ïðîâîäèòü ïîñðåäñòâîì âñòàâêè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãðåëèíà
èëè ïåïòèäà ãðåëèíà â âàðèàíò ñóáúåäèíèöû VLP, ãäå óäàëåíà ÷àñòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ñóáúåäèíèöû, òî, ÷òî äàëåå îáîçíà÷àþò êàê óêîðî÷åííûå ìóòàíòû. Ó óêîðî÷åííûõ ìóòàíòîâ
ìîãóò  âë òüñ  óäàëåííûìè N- èëè C-êîíåö èëè âíóòðåííèå ÷àñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ñóáúåäèíèöû VLP. Íàïðèìåð, êîíêðåòíà  VLP HBcAg, íàïðèìåð, ñ óäàëåíèåì
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ñ 79 ïî 81 ïðåäñòàâë åò ñîáîé óêîðî÷åííûé ìóòàíò ñ âíóòðåííåé
äåëåöèåé. Ñëè íèå ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà èëè N- èëè C-êîíöîì óêîðî÷åííîãî
ìóòàíòà ñóáúåäèíèö VLP òàêæå ïðèâîäèò ê îñóùåñòâëåíè ì èçîáðåòåíè . Ïîäîáíûì
îáðàçîì ñëè íèå ýïèòîïà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ñóáúåäèíèöû VLP òàêæå ìîæíî
ïðîâîäèòü ïîñðåäñòâîì çàìåíû, ãäå, íàïðèìåð, äë  êîíêðåòíîé VLP HBcAg àìèíîêèñëîòû
79-81 çàòåíåíåíû íà ÷óæåðîäíûé ýïèòîï. Òàêèì îáðàçîì, ñëè íèå, êàê óêàçàíî äàëåå,
ìîæíî ïðîâîäèòü âñòàâêîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà â
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñóáúåäèíèöû VLP ïîñðåäñòâîì çàìåíû ÷àñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ñóáúåäèíèöû VLP ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà èëè ïîñðåäñòâîì
ñî÷åòàíè  óäàëåíè , çàìåíû èëè âñòàâîê.

Ãèáðèäíà  ñ ãðåëèíîì èëè ïåïòèäîì ãðåëèíà ñóáúåäèíèöà VLP, êàê ïðàâèëî, ñïîñîáíà ê
ñàìîñòî òåëüíîé ñáîðêå â VLP. VLP, ïðåäñòàâë þùóþ ýïèòîïû, ñëèòûå ñ åå
ñóáúåäèíèöàìè, çäåñü òàêæå îáîçíà÷àþò êàê íà ãèáðèäíûå VLP. Êàê óêàçàíî,
âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò, ïî ìåíüøåé ìåðå, èç
îäíîé ñóáúåäèíèöû VLP. Â äîïîëíèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè  âèðóñîïîäîáíà 
÷àñòèöà ñîäåðæèò èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò èç ñìåñè ãèáðèäíûõ ñóáúåäèíèö è
íåãèáðèäíûõ ñóáúåäèíèö, ò.å. ñóáúåäèíèö VLP, íå íåñóùèõ ñëèòîãî ñ íèìè àíòèãåíà, ÷òî
ïðèâîäèò ê òàê íàçûâàåìûì ìîçàè÷íûì ÷àñòèöàì. Ýòî ìîæåò  âë òüñ  âûãîäíûì äë 
îáåñïå÷åíè  ôîðìèðîâàíè  è ñáîðêè VLP. Â äàííûõ îñóùåñòâëåíè õ ñîîòíîøåíèå
ãèáðèäíûõ ñóáúåäèíèö VLP ìîæåò ñîñòàâë òü 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
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90, 95% èëè áîëåå.
Ê ëþáîìó êîíöó ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïåïòèäà èëè ýïèòîïà äë  ñëè íè  èëè ñ êîíöîì

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñóáúåäèíèöû VLP, èëè äë  âíóòðåííåé âñòàâêè òàêîé ïåïòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñóáúåäèíèöû VLP ìîæíî äîáàâë òü
ôëàíêèðóþùèå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè. Îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûìè àìèíîêèñëîòàìè
äë  ïðèìåíåíè  âî ôëàíêèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ, äîáàâë åìûõ ê ãðåëèíó èëè
ïåïòèäó ãðåëèíà äë  ñëè íè ,  âë þòñ  îñòàòêè ãëèöèíà è ñåðèíà. Ãëèöèíîâûå îñòàòêè
äàþò äîïîëíèòåëüíóþ ãèáêîñòü, ÷òî ìîæåò óìåíüøèòü ïîòåíöèàëüíî äåñòàáèëèçèðóþùåå
äåéñòâèå ñëè íè  ÷óæåðîäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ñóáúåäèíèöû
VLP.

Â êîíêðåòíîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè  VLP ïðåäñòàâë åò ñîáîé VLP êîðîâîãî
àíòèãåíà ãåïàòèòà B. Îïèñàíû è ïðåäñòàâë þò ñîáîé ïðåäïî÷òèòåëüíûå îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  ãèáðèäíûå áåëêè èëè ñ N-êîíöîì HBcAg (Neyrinck, S. et al., Nature Med. 5:
1157-1163 (1999)) èëè âñòàâêè â òàê íàçûâàåìóþ ãëàâíóþ èììóíîäîìèíàíòíóþ îáëàñòü
(MIR) (Punpens, P. and Grens, E., Intervirology 44: 98-114 (2001)), WO 01/98333).
Òàêæå îïèñàíû âñòðå÷àþùèåñ  â ïðèðîäå âàðèàíòû HBcAg ñ äåëåöè ìè â MIR (Pumpens,
P. and Grens, E., Intervirology 44: 98-114 (2001), ñïåöèàëüíî âêëþ÷åííûå â êà÷åñòâå
ññûëêè ïîëíîñòüþ), à ñëè íè  ñ N- èëè C-êîíöîì, à òàêæå âñòàâêè â ïîëîæåíèå MIR,
ñîîòâåòñòâóþùèå ó÷àñòêó äåëåöèè, â ñðàâíåíèè ñ wt HBcAg,  âë þòñ  äîïîëíèòåëüíûìè
îñóùåñòâëåíè ìè èçîáðåòåíè . Òàêæå îïèñàíû ñëè íè  ñ C-êîíöîì (Pumpens, P. and
Grens, E., Intervirology 44: 98-114 (2001)). Ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè ëåãêî íàéäåò
ðóêîâîäñòâî î òîì, êàê êîíñòðóèðîâàòü ãèáðèäíûå áåëêè ñ ïðèìåíåíèåì êëàññè÷åñêèõ
ñïîñîáîâ ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè (Sambrook, J. et al., eds., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 2nd. edition, Cold Spring Habor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N. Y. (1989), Ho et al., Gene 77: 51 (1989)). Îïèñàíû âåêòîðû è ïëàçìèäû,
êîäèðóþùèå HBcAg è ãèáðèäíûå áåëêè HBcAg è ïðèãîäíûå äë  ýêñïðåññèè HBcAg è
ãèáðèäíûõ áåëêîâ HBcAg (Pumpens, P. & Grens, E. Intervirology 44: 98-114 (2001),
Neyrinck, S. et al., Nature Med. 5: 1157-1163 (1999)), è èõ ìîæíî ïðèìåí òü â
ïðàêòè÷åñêîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè . Òàêæå ïîñðåäñòâîì ïðèìåðà (ïðèìåð 6) àâòîðû
îïèñûâàþò âñòàâêó ýïèòîïà â MIR HBcAg, ïðèâîä ùóþ ê ãèáðèäíîìó ñàìîñòî òåëüíî
ñîáèðàþùåìóñ  HBcAg. Âàæíûì ôàêòîðîì äë  îïòèìèçàöèè ýôôåêòèâíîñòè
ñàìîñòî òåëüíîé ñáîðêè è ïðåäñòàâëåíè  ýïèòîïà, êîòîðûé áóäåò âñòàâëåí â MIR HBcAg,
 âë åòñ  âûáîð ó÷àñòêà âñòàâêè, à òàêæå êîëè÷åñòâî àìèíîêèñëîò, êîòîðîå áóäåò óäàëåíî
èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè HBcAg â ïðåäåëàõ MIR (Pumpens, P. and Grens, E., Intervirology
44: 98-114 (2001); EP 421635; US 6231864) ïðè âñòàâêå, èëè, èíûìè ñëîâàìè, êàêèå
àìèíîêèñëîòû, ôîðìèðóþùèå HBcAg, ïîäëåæàò çàìåíå íîâûì ýïèòîïîì. Íàïðèìåð,
îïèñàíà çàìåíà àìèíîêèñëîò 76-80,79-81, 79-80, 75-85 èëè 80-81 HBcAg ÷óæåðîäíûìè
ýïèòîïàìè (Pumpens, P. and Grens, E., Intervirology 44: 98-114 (2001); EP0421635; US
6231864). HBcAg ñîäåðæèò äëèííûé êîíåö èç àðãèíèíîâûõ îñòàòêîâ (Pumpens, P. and
Grens, E., Intervirology 44: 98-114 (2001)), êîòîðûé íåñóùåñòâåíåí äë  ñáîðêè êàïñèäà
è ñïîñîáåí ê ñâ çûâàíèþ íóêëåèíîâûõ êèñëîò (Pumpens, P. and Grens, E., Intervirology
44: 98-114 (2001)). Ñîäåðæàùèå äàííûé êîíåö èç àðãèíèíîâûõ îñòàòêîâ èëè íå ñîäåðæàùèå
åãî HBcAg ïðåäñòàâë þò ñîáîé îñóùåñòâëåíè  äàííîãî èçîáðåòåíè .

Â äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè  VLP ïðåäñòàâë åò
ñîáîé VLP ÐÍÊ-ôàãà. Îñíîâíûå áåëêè îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ ïðè ýêñïðåññèè â áàêòåðè õ è, â
÷àñòíîñòè, â E. coli ñïîíòàííî ñîáèðàþòñ  â VLP. Êîíêðåòíûå ïðèìåðû áåëêîâ îáîëî÷êè
áàêòåðèîôàãîâ, êîòîðûå ìîæíî ïðèìåí òü äë  ïîëó÷åíè  êîìïîçèöèé ïî èçîáðåòåíèþ,
âêëþ÷àþò â ñåá  áåëêè îáîëî÷êè òàêèõ ÐÍÊ-áàêòåðèîôàãîâ, êàê áàêòåðèîôàã Qβ (SEQ ID ¹
4; PIR Database, èíâåíòàðíûé ¹ VCBPQβ, óêàçûâàþùèé íà CP Qβ è SEQ ID ¹ 5;
èíâåíòàðíûé ¹ AAA16663, óêàçûâàþùèé íà áåëîê A1 Qβ) and áàêòåðèîôàã fr (SEQ ID ¹
7; èíâåíòàðíûé ¹ â PIR VCBPFR).

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí ãðåëèí èëè ïåïòèä
ãðåëèíà ñëèò ñ áåëêîì îáîëî÷êè Qβ. Îïèñàíû êîíñòðóêöèè ãèáðèäíûõ áåëêîâ, ãäå ýïèòîïû
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ñëèòû c C-êîíöîì óêîðî÷åííîé ôîðìû áåëêà A1 Qβ èëè âñòàâëåíû â áåëîê A1 (Kozlovska,
T. M., et al., Intervirology, 39: 9-15 (1996)). Áåëîê A1 ïîëó÷àþò ñóïðåññèåé ñòîï-
êîäîíà UGA, è îí îáëàäàåò äëèíîé 329 à.ê. èëè 328 à.ê., åñëè ïðèí òü â ðàñ÷åò
îòùåïëåíèå N-êîíöåâîãî ìåòèîíèíà. Îòùåïëåíèå N-êîíöåâîãî ìåòèîíèíà ïåðåä  àëàíèíîì
(âòîðà  àìèíîêèñëîòà, êîäèðóåìà  ãåíîì CP Qβ), êàê ïðàâèëî, ïðîèñõîäèò â E. coli, è ýòî
èìååò ìåñòî äë  N-êîíöîâ áåëêîâ îáîëî÷êè CP Qβ. ×àñòü ãåíà A1 â íàïðàâëåíèè 3' îò
àìáåð-êîäîíà UGA êîäèðóåò ïðîäîëæåíèå CP ñ äëèíîé 195 àìèíîêèñëîò. Âñòàâêà, ïî
ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà ìåæäó ïîëîæåíè ìè 72 è 73 â
ïðîäîëæåíèè CP ïðèâîäèò ê äîïîëíèòåëüíûì îñóùåñòâëåíè ì èçîáðåòåíè  (Kozlovska, T.
M., et al., Intervirology 39: 9-15 (1996)). Ñëè íèå ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà ñ C-
êîíöîì óêîðî÷åííîãî íà C-êîíöå áåëêà A1 Qβ âåäåò ê äîïîëíèòåëüíûì îñóùåñòâëåíè ì
èçîáðåòåíè . Íàïðèìåð, Kozlovska et al., (Intervirology, 39: 9-15 (1996)) îïèñûâàþò
ãèáðèäíûå áåëêè A1 Qβ, ãäå ýïèòîï ñëèò ñ C-êîíöîì óäëèíåíè  CP Qβ, óêîðî÷åííîãî ïî
ïîëîæåíèþ 19.

Êàê îïèñàíî ó Kozlovska et al. (Intervirology, 39: 9-15 (1996)), ñáîðêà ÷àñòèö
ïðåäñòàâë þùèõ ñëèòûå ýïèòîïû äë  ôîðìèðîâàíè  ìîçàè÷íîé ÷àñòèöû, êàê ïðàâèëî,
òðåáóåò ïðèñóòñòâè  è ãèáðèäà áåëîê A1-ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà, è wt CP. Îäíàêî
îñóùåñòâëåíè , âêëþ÷àþùèå â ñåá  âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû è, â ÷àñòíîñòè, äë  äàííîãî
ñëó÷à , VLP èç áåëêà îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãà Qβ, èñêëþ÷èòåëüíî ñîñòî ùèå èç ñóáúåäèíèö
VLP, ïî ìåíüøåé ìåðå, ñ îäíèì ñëèòûì ñ íèìè ãðåëèíîì èëè ïåïòèäîì ãðåëèíà, òàêæå
íàõîä òñ  â îáúåìå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .

Îáðàçîâàíèå ìîçàè÷íûõ ÷àñòèö ìîæíî ïðîâîäèòü ð äîì ñïîñîáîâ. Kozlovska et al.,
Intervirolog, 39: 9-15 (1996), îïèñûâàþò äâà ñïîñîáà, îáà èç êîòîðûõ ìîæíî ïðèìåí òü
ïðè ïðàêòè÷åñêîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè . Â ïåðâîì ïîäõîäå ýôôåêòèâíîå
ïðåäñòàâëåíèå ñëèòîãî ýïèòîïà íà VLP îïîñðåäóþò ýêñïðåññèåé ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé
áåëîê A1 Qβ ñî ñòîï-êîäîíîì UGA ìåæäó CP è óäëèíåíèåì CP â øòàììå E. coli, íåñóùåì
ïëàçìèäó, êîäèðóþùóþ êëîíèðîâàííóþ ñóïðåññîðíóþ äë  UGA òÐÍÊ, ÷òî âåäåò ê
òðàíñë öèè êîäîíà UGA â Trp (ïëàçìèäà pISM3001 (Smiley B. K., et al., Gene 134: 33-40
(1993))). Â äðóãîì ïîäõîäå ñòîï-êîäîí ãåíà CP ìîäèôèöèðóþò â UAA, ñîâìåñòíî
òðàíñôîðìèðóþò âòîðóþ ïëàçìèäó, ýêñïðåññèðóþùóþ ãèáðèä áåëîê A1-ãðåëèí èëè ïåïòèä
ãðåëèíà. Âòîðà  ïëàçìèäà êîäèðóåò ðàçëè÷íóþ óñòîé÷èâîñòü ê àíòèáèîòèêàì, à íà÷àëî
ðåïëèêàöèè ñî÷åòàåòñ  ñ ïåðâîé ïëàçìèäîé (Kozlovska, T. M., et al., Intervirology 39:
9-15 (1996)). Â òðåòüåì ïîäõîäå ãèáðèä áåëîê CP è áåëîê A1-ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà
êîäèðóþò â âèäå äâóõ öèñòðîíîâ, ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííûõ ñ òàêèì ïðîìîòîðîì, êàê Trp-
ïðîìîòîð, êàê îïèñàíî íà ôèãóðå 1 â Kozlovska et al., Intervirology, 39: 9-15 (1996).

Â äîïîëíèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà âñòàâëåí ìåæäó
àìèíîêèñëîòàìè 2 è 3 (íóìåðàöè  ðàñùåïëåííîãî CP, òî åñòü òàì, ãäå îòùåïëåí N-
êîíöåâîé ìåòèîíèí) CP fr, òàêèì îáðàçîì ïðèâîä  ê ãèáðèäíîìó áåëêó ãðåëèí èëè ïåïòèä
ãðåëèíà-CP fr. Îïèñàíû âåêòîðû è ýêñïðåññèðóþùèå ñèñòåìû äë  êîíñòðóèðîâàíè  è
ýêñïðåññèè ãèáðèäíûõ áåëêîâ CP fr, ñàìîñòî òåëüíî ñîáèðàþùèõñ  â VLP è ïðèãîäíûõ â
ïðàêòè÷åñêîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè  (Pushko P. et al., Prot. Eng. 6: 883-891
(1993)). Â êîíêðåòíîì îñóùåñòâëåíèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ãðåëèíà
âñòàâëåíà â äåëåöèîííûé âàðèàíò CP fr ïîñëå àìèíîêèñëîòû 2, ãäå îñòàòêè CP fr 3 è 4
óäàëåíû (Pushko P. et al., Prot. Eng. 6: 883-891 (1993)).

Òàêæå îïèñàíî ñëè íèå ýïèòîïîâ ñ N-êîíöåâîé âûñòóïàþùåé β-øïèëüêîé áåëêà
îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãà MS-2 è ïîñëåäóþùåå ïðåäñòàâëåíèå ñëèòîãî ýïèòîïà íà
ñàìîñòî òåëüíî ñîáèðàþùåéñ  VLP ÐÍÊ-ôàãà MS-2 (WO 92/13081), à ñëè íèå ãðåëèíà èëè
ïåïòèäà ãðåëèíà ïîñðåäñòâîì âñòàâêè èëè çàìåíû â áåëêå îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãà MS-2 òàêæå
ïîïàäàþò â îáëàñòü èçîáðåòåíè .

Â äðóãîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè  ãðåëèí èëè ïåïòèäû ãðåëèíà ñëèòû ñ áåëêîì
êàïñèäà âèðóñà ïàïèëëîìû. Â áîëåå êîíêðåòíîì îñóùåñòâëåíèè ãðåëèí èëè ïåïòèäû
ãðåëèíà ñëèòû ñ ãëàâíûì áåëêîì êàïñèäà L1 êîðîâüåãî âèðóñà ïàïèëëîìû òèïà 1 (BPV-1).
Îïèñàíû âåêòîðû è ýêñïðåññèîííûå ñèñòåìû äë  êîíñòðóèðîâàíè  è ýêñïðåññèè ãèáðèäíûõ
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áåëêîâ BPV-1 â êëåòî÷íûõ ñèñòåìàõ áàêóëîâèðóñ/êëåòêè íàñåêîìûõ (Chackerian, B. et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 2373-2378 (1999), WO 00/23955). Çàìåíà
àìèíîêèñëîò 130-136 L1 BPV-1 íà ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà ïðèâîäèò ê ãèáðèäíîìó áåëêó
L1 BPV-1-ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà, êîòîðûé ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïðåäïî÷òèòåëüíîå
îñóùåñòâëåíèå èçîáðåòåíè . Îïèñàíî êëîíèðîâàíèå â áàêóëîâèðóñíîì âåêòîðå è
ýêñïðåññè  â èíôèöèðîâàííûõ áàêóëîâèðóñîì êëåòêàõ Sf9, è åãî ìîæíî ïðèìåí òü â
ïðàêòè÷åñêîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè  (Chackerian, B. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 96: 2373-2378 (1999), WO 00/23955). Î÷èñòêó ñîáðàííûõ ÷àñòèö, ïðåäñòàâë þùèõ
ñëèòûå ãðåëèí èëè ïåïòèäû ãðåëèíà, ìîæíî ïðîâîäèòü ð äîì ñïîñîáîâ, íàïðèìåð, òàêèõ
êàê ãåëü-ôèëüòðàöè  èëè óëüòðàöåíòèôóãèðîâàíèå íà ãðàäèåíòå ñàõàðîçû (Chackerian, B.
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 2373-2378 (1999), WO 00/23955).

Â äîïîëíèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè  ãðåëèí èëè ïåïòèäû ãðåëèíà ñëèòû ñ
áåëêîì Ty, ñïîñîáíûì âêëþ÷àòüñ  â VLP Ty. Â áîëåå êîíêðåòíîì îñóùåñòâëåíèè ãðåëèí
èëè ïåïòèäû ãðåëèíà ñëèòû ñ p1 èëè êàïñèäíûì áåëêîì, êîäèðóåìûì ãåíîì TYA gene
(Roth, J. F., Yeast 16: 785-795 (2000)). Äðîææåâûå ðåòðîòðàíñïîçîíû Ty1, 2, 3 è 4
âûäåëåíû èç Saccharomyces Cerevisiae, òîãäà êàê ðåòðîòðàíñïîçîí Tf1 âûäåëåí
èç Schizosaccharomyces Pombae (Boeke, J. D. and Sandmeyer, S. B., "Yeast
Transposable elements", â The molecular and Cellular Biology of the Yeast
Saccharomyces: Genome dynamics, Protein Synthesis, and Energetics., p. 193, Cold
Spring Harbor Laboratory Press (1991)). Ðåòðîòðàíñïîçîíû Ty1 è 2 îòíîñ òñ  ê êëàññó copia
ýëåìåíòîâ ðàñòåíèé è æèâîòíûõ, òîãäà êàê Ty3 ïðèíàäëåæèò ñåìåéñòâó
ðåòðîòðàíñïîçîíîâ gypsy, îòíîñ ùåãîñ  ê ðåòðîâèðóñàì ðàñòåíèé è æèâîòíûõ. Â
ðåòðîòðàíñïîçîíå Ty1 áåëîê p1, òàêæå îáîçíà÷àåìûé êàê Gag èëè êàïñèäíûé áåëîê,
îáëàäàåò äëèíîé 440 àìèíîêèñëîò. P1 â òå÷åíèå ñîçðåâàíè  VLP ðàñùåïë åòñ  ïî
ïîëîæåíèþ 408, ÷òî âåäåò ê áåëêó p2, íåîòúåìëåìîìó êîìïîíåíòó VLP.

Îïèñàíû ãèáðèäíûå áåëêè ñ p1 è âåêòîðû äë  ýêñïðåññèè óêàçàííûõ ãèáðèäíûõ áåëêîâ â
äðîææàõ (Adams, S. E., et al., Nature 329: 68-70 (1987)). Òàê, íàïðèìåð, ãðåëèí èëè
ïåïòèä ãðåëèíà ìîæíî ñëèòü ñ p1 ïîñðåäñòâîì âñòàâêè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé
ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà â ó÷àñòîê BamH1 ïëàçìèäû pMA5620 (Adams, S. E., et al.,
Nature 329: 68-70 (1987)). Êëîíèðîâàíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîäèðóþùèõ ÷óæåðîäíûå
ýïèòîïû, â âåêòîð pMA5620 ïðèâîäèò ê ýêñïðåññèè ãèáðèäíûõ áåëêîâ, ñîäåðæàùèõ
àìèíîêèñëîòû 1-381 p1 Ty1-15, C-êîíöîì ñëèòûõ ñ N-êîíöîì ÷óæåðîäíîãî ýïèòîïà.
Ïîäîáíûì îáðàçîì N-êîíöåâîå ñëè íèå ãðåëèíà èëè ïåïòèäîâ ãðåëèíà, èëè âíóòðåííþþ
âñòàâêó â ïîñëåäîâàòåëüíîñòü p1, èëè çàìåíó ÷àñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè p1 òàêæå
ïîäðàçóìåâàþò ïîïàäàþùèìè â îáúåì èçîáðåòåíè . Â ÷àñòíîñòè, âñòàâêà ãðåëèíà èëè
ïåïòèäîâ ãðåëèíà â ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Ty ìåæäó àìèíîêèñëîòàìè áåëêà p1 Ty 30-31, 67-
68,113-114 è 132-133 (EP0677111) ïðèâîäèò ê ïðåäïî÷òèòåëüíûì îñóùåñòâëåíè ì
èçîáðåòåíè .

Äîïîëíèòåëüíûå VLP, ïðèãîäíûå äë  ñëè íè  ñ ãðåëèíîì èëè ïåïòèäàìè ãðåëèíà,
ïðåäñòàâë þò ñîáîé, íàïðèìåð, ïîäîáíûå ðåòðîâèðóñàì ÷àñòèöû (WO 9630523), Gag HIV2
(Kang, Y. C., et al, Biol. Chem. 380: 353-364 (1999)), âèðóñ ìîçàèêè êîðîâüåãî ãîðîõà
(Taylor, K. M. et al., Biol. Chem. 380: 387-392 (1999)), VLP ïàðâîâèðóñà VP2 (Rueda,
P. et al., Virology 263: 89-99 (1999)), HBsAg (US 4722840, EP0020416B1).

Ïðèìåðû ãèáðèäíûõ VLP, ïðèãîäíûõ äë  ïðàêòè÷åñêîãî îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè ,
òàêæå ïðåäñòàâë þò ñîáîé VLP, îïèñàííûå â Intervirology 39: 1 (1996). Äîïîëíèòåëüíûå
ïðèìåðû VLP, ðàññìàòðèâàåìûõ äë  ïðèìåíåíè  â èçîáðåòåíèè, ïðåäñòàâë þò ñîáîé:
HPV-1, HPV-6, HPV-11, HPV-16, HPV-18, HPV-33, HPV-45, CRPV, COPV, HIV GAG, âèðóñ
òàáà÷íîé ìîçàèêè. Òàêæå ñêîíñòðóèðîâàíû âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû SV-40, âèðóñà
ïîëèîìû, àäåíîâèðóñà, âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà, ðîòàâèðóñà è âèðóñà Íîðôîëêà, à
ãèáðèäíûå VLP äàííûõ VLP òàêæå íàõîä òñ  â îáúåìå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .

Â äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àíòèãåí
èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà ïðåäñòàâë þò ñîáîé ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà.

Â äîïîëíèòåëüíîì î÷åíü ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè  àíòèãåí èëè
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àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà âûáðàíû èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç a) ÷åëîâå÷åñêîãî ãðåëèíà; b)
êîøà÷üåãî ãðåëèíà; c) ñîáà÷üåãî ãðåëèíà; d) êîðîâüåãî ãðåëèíà; e) îâå÷üåãî ãðåëèíà;
f) ëîøàäèíîãî ãðåëèíà; g) ñâèíîãî ãðåëèíà; h) ïåïòèäà èëè åãî ôðàãìåíòà ëþáîãî
ãðåëèíà èç a)-g).

Â äîïîëíèòåëüíîì î÷åíü ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè  àíòèãåí èëè
àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà ñîäåðæèò, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòîèò èç, èëè,
àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò èç àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, âûáðàííîé èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç:

(a) GSSFLSPEHQRVQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID ¹ 48)
(b) GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID ¹ 31)
(c) GSSFLSPEHQKLQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID ¹ 49)
(d) GSSFLSPEHQKLQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID ¹ 50)
(e) GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID ¹ 32)
(f) GSSFLSPEHQKAQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID ¹ 51)
(g) KKPPAKLQPR (SEQ ID ¹ 52)
(h) PPAKLQPR (SEQ ID ¹ 53)
(i) AKLQPR (SEQ ID ¹ 54)
(j) GSSFLSPEHQ (SEQ ID ¹ 55)
(k) EHQRVQQRKE (SEQ ID ¹ 56)
(l) KLQPR (SEQ ID ¹ 59)
(m) GSSFLSPEHQRVQ (SEQ ID ¹ 60)
(n) QRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID ¹ 61)
(o) GSSFLSPEHQKLQ (SEQ ID ¹ 62)
(p) QRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID ¹ 63)
(q) EHQRVQQRKES (SEQ ID ¹ 111)
(r) EHQKAQQRKE (SEQ ID ¹ 112)
(s) EHQKAQQRKES (SEQ ID ¹ 113)
(t) EHQKLQQRKE (SEQ ID ¹ 114)
(u) EHQKLQQRKES (SEQ ID ¹ 115)
(v) LSPEHQRVQQ (SEQ ID ¹ 116)
(w) LSPEHQKAQQ (SEQ ID ¹ 117)
(x) LSPEHQKLQQ (SEQ ID ¹ 118).
Â äîïîëíèòåëüíîì î÷åíü ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè  àíòèãåí èëè

àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ÷åëîâå÷åñêèé, ñîáà÷èé, ñâèíîé, ëîøàäèíûé,
îâå÷èé, áû÷èé, ìîðñêèõ ñâèíîê, ñîáà÷èé èëè ìûøèíûé ãðåëèí è ïåïòèä ãðåëèíà
ñîîòâåòñòâåííî. Ãðåëèíû è ïåïòèäû ãðåëèíîâ ñîîòâåòñòâåííî ìîæíî ïîëó÷èòü ïîñðåäñòâîì
ýêñïðåññèè ÄÍÊ, êîäèðóþùåé ãðåëèí è ïåïòèä ãðåëèíà ñîîòâåòñòâåííî ïîä êîíòðîëåì
ñèëüíîãî ïðîìîòîðà. Ïðåäïî÷òèòåëüíî ÄÍÊ êîäèðóåò íå ïðåäøåñòâåííèê ïðîãðåëèíà, à
òîëüêî ïåïòèäíûé êàðêàñ àêòèâíîãî ìîäèôèöèðîâàííîãî í-îêòàíîèëîì ïåïòèäà. Ðàçëè÷íûå
ïðèìåðû ýòîãî îïèñàíû â ëèòåðàòóðå, è èõ ìîæíî ïðèìåí òü, âîçìîæíî, ïîñëå
ìîäèôèêàöèé, äë  ýêñïðåññèè ãðåëèíà ëþáûõ æåëàåìûõ âèäîâ.

Â äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè èçîáðåòåíè  àíòèãåí èëè
àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîëó÷åííûé èç ãðåëèíà ïåïòèä èëè åãî
ôðàãìåíò. Ïðåäïî÷òèòåëüíî ïåïòèä ãðåëèíà âûáðàí èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç a) ïåïòèäà
÷åëîâå÷åñêîãî ãðåëèíà; b) ïåïòèäà êîðîâüåãî ãðåëèíà; c) ïåïòèäà êîøà÷üåãî ãðåëèíà; d)
ïåïòèäà ñîáà÷üåãî ãðåëèíà; e) ïåïòèäà ñâèíîãî ãðåëèíà; f) ïåïòèäà ãðåëèíà êóðèö; g)
ïåïòèäà ìûøèíîãî ãðåëèíà; h) ïåïòèäà ëîøàäèíîãî ãðåëèíà; i) ïåïòèäà îâå÷üåãî ãðåëèíà;
è j) ôðàãìåíòà ëþáîãî ïåïòèäà ãðåëèíà èç a)-i).

Òàêèå ïåïòèäû ãðåëèíà èëè èõ ôðàãìåíòû ìîæíî ïîëó÷èòü ñ ïðèìåíåíèåì ñòàíäàðòíûõ
ñïîñîáîâ ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè, ãäå íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ
èíòåðåñóþùèé ôðàãìåíò, àìïëèôèöèðóþò ïîñðåäñòâîì GWH è êëîíèðóþò êàê ñëè íèå ñ
ïîëèïåïòèäíîé ìåòêîé, òàêîé êàê ãèñòèäèíîâà  ìåòêà, ìåòêà Flag, ìåòêà myc èëè
êîíñòàíòíà  îáëàñòü àíòèòåëà (îáëàñòü Fc). Ïîñðåäñòâîì âíåñåíè  ó÷àñòêà ðàñùåïëåíè 
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ýíòåðîêèíàçîé ìåæäó ôðàãìåíòîì ãðåëèíà è ìåòêîé ôðàãìåíò ãðåëèíà ïîñëå î÷èñòêè
ìîæíî îòäåëèòü îò ìåòêè ïîñðåäñòâîì ðàñùåïëåíè  ýíòåðîêèíàçîé. Â äðóãîì ïîäõîäå
ôðàãìåíò ãðåëèíà ìîæíî ñèíòåçèðîâàòü in vitro ñ ìîäèôèêàöèåé í-îêòàíîèëîì èëè áåç íåå
ñ ïðèìåíåíèåì ñòàíäàðòíûõ ðåàêöèé ïåïòèäíîãî ñèíòåçà, èçâåñòíûõ ñïåöèàëèñòó â äàííîé
îáëàñòè. Â äîïîëíèòåëüíîì ïîäõîäå ôðàãìåíòû ãðåëèíà ìîæíî ïîëó÷èòü ïîñðåäñòâîì
ðàñùåïëåíè  ïðîòåàçîé èëè õèìè÷åñêèì ðàñùåïëåíèåì ïîëíîðàçìåðíîãî ãðåëèíà, ãäå îáà
ñïîñîáû õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè.

Â äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïåïòèä
ãðåëèíà ñîäåðæèò, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí àíòèãåííûé ó÷àñòîê ãðåëèíà. Ñïåöèàëèñò â
äàííîé îáëàñòè çíàåò, êàê èäåíòèôèöèðîâàòü ñîîòâåòñòâóþùèå ïåïòèäû è àìèíîêèñëîòíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîîòâåòñòâåííî. Ïðåäïî÷òèòåëüíî ôðàãìåíòû ìîãóò âêëþ÷àòü â ñåá 
N- èëè C-êîíåö ãðåëèíà. C-êîíåö ìîæåò  âë òüñ  îñîáåííî ïðèãîäíûì, òàê êàê
ìîäèôèêàöè  í-îêòàíîèëîì, êîòîðà  âîçìîæíî ìîæåò ïðåï òñòâîâàòü ñâ çûâàíèþ
ñïåöèôè÷íûõ ê íåìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìå àíòèòåë, íàõîäèòñ  âáëèçè N-êîíöà.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûå ÷åëîâå÷åñêèå ïåïòèäû ãðåëèíà âêëþ÷àþò â ñåá :
KKPPAKLQPR (SEQ ID ¹ 52)
PPAKLQPR (SEQ ID ¹ 53)
AKLQPR (SEQ ID ¹ 54)
KLQPR (SEQ ID ¹ 59)
GSSFLSPEHQ (SEQ ID ¹ 55)
EHQRVQQRKES (SEQ ID ¹ 111)
LSPEHQRVQQ (SEQ ID ¹ 116)
GSSFLSP (SEQ ID ¹ 119)
Îäíàêî ïåïòèäû èç âíóòðåííèõ ó÷àñòêîâ ãðåëèíà òàêæå ìîãóò  âë òüñ 

ïðèâëåêàòåëüíûìè êàíäèäàòàìè äë  âàêöèí. Òàê êàê ãðåëèíû ðàçëè÷íûõ âèäîâ  âë þòñ 
âûñîêîãîìîëîãè÷íûìè, âåðî òíî òî, ÷òî ìîæíî èíäóöèðîâàòü îòâåòû ïåðåêðåñòíî-
ðåàêòèâíûìè àíòèòåëàìè. Òàêèì îáðàçîì, àíòèòåëî, îòâå÷àþùåå ïðîòèâ ñîáà÷üåãî èëè
ìûøèíîãî ãðåëèíà, òàêæå ðàñïîçíàåò ÷åëîâå÷åñêèé ãðåëèí è íàîáîðîò. Ñëåäîâàòåëüíî, â
îáúåìå äàííîãî èçîáðåòåíè  íàõîä òñ  òî, ÷òî âñå ãðåëèíû è ïåïòèäû, ïîëó÷åííûå èç
íèõ, ñ àìèíîêèñëîòàìè áîëåå ÷åì íà 80%, ïðåäïî÷òèòåëüíî - áîëåå ÷åì íà 85%, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî - áîëåå ÷åì íà 90% è äàæå áîëå ïðåäïî÷òèòåëüíî - áîëåå ÷åì íà 95%,
97% èëè äàæå 99% èäåíòè÷íûìè ÷åëîâå÷åñêîìó ãðåëèíó, ìîæíî ïðèìåí òü äë 
âàêöèíàöèè.

Ðóêîâîäñòâî î òîì, êàê ìîäèôèöèðîâàòü ÷åëîâå÷åñêèé ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà, â
÷àñòíîñòè, äë  ñâ çûâàíè  ñ âèðóñîïîäîáíîé ÷àñòèöåé, äàíî â äàííîé çà âêå.
Èììóíèçàöè  ïðîòèâ ãðåëèíà ñ ïðèìåíåíèåì êîìïîçèöèé ïî èçîáðåòåíèþ, ñîäåðæàùèõ
ïðåäïî÷òèòåëüíî ÷åëîâå÷åñêèé ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà, ñâ çàííûé ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé
è VLP ñîîòâåòñòâåííî, ìîæåò ïðåäîñòàâèòü ñïîñîá ëå÷åíè  îæèðåíè .

Â äîïîëíèòåëüíîì î÷åíü ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
àíòèãåí èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà,
ñîäåðæàùèé, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòî ùèé èç, èëè, àëüòåðíàòèâíî,
ñîñòî ùèé èç àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, âûáðàííîé èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç:

(a) GSSFLSPEHQRVQRKESKKPPAKLQPR (÷åëîâåê) (SEQ ID ¹ 48)
(b) GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR (÷åëîâåê) (SEQ ID ¹ 31)
(c) GSSFLSPEHQRVQ (÷åëîâåê) (SEQ ID ¹ 60)
(d) QRKESKKPPAKLQPR (÷åëîâåê) (SEQ ID ¹ 61)
(å) PPAKLQPR (÷åëîâåê) (SEQ ID ¹ 53)
(f) GSSFLSPEHQKLQQRKESKKPPAKLQPR (ñîáàêà) (SEQ ID ¹ 49)
(g) GSSFLSPEHQKLQRKESKKPPAKLQPR (ñîáàêà) (SEQ ID ¹ 50)
(h) GSSFLSPEHQKLQ (ñîáàêà) (SEQ ID ¹ 62)
(i) QRKESKKPPAKLQPR (ñîáàêà) (SEQ ID ¹ 63)
(k) EHQRVQQRKE (÷åëîâåê) (SEQ ID ¹ 56)
(l) GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR (ìûøü) (SEQ ID ¹ 32)
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(n) àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëþáîãî ôðàãìåíòà ëþáîãî èç (a)-(l)
Â åùå îäíîì äîïîëíèòåëüíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî

èçîáðåòåíè  àíòèãåí èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà äîïîëíèòåëüíî ñîäåðæàò, ïî ìåíüøåé
ìåðå, îäèí âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè , âûáèðàåìûé èç: (i) ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè , íå
âñòðå÷àþùåãîñ  â ïðèðîäå ñ óêàçàííûì àíòèãåíîì èëè àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòîé, è (ii)
ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè , âñòðå÷àþùåãîñ  â ïðèðîäå ñ óêàçàííûì àíòèãåíîì èëè àíòèãåííîé
äåòåðìèíàíòîé. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì îñóùåñòâëåíèè óêàçàííûé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè 
ñîäåðæèò àìèíîêèñëîòíûé ëèíêåð ïî èçîáðåòåíèþ, ïðåäïî÷òèòåëüíî ëèíêåðíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç C, CG èëè CGG. Ïðåäïî÷òèòåëüíî àíòèãåí èëè àíòèãåííà 
äåòåðìèíàíòà ñ óêàçàííûì, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíèì âòîðûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè 
ñîäåðæèò, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ïî ñóùåñòâó ñîñòîèò èç, èëè, àëüòåðíàòèâíî, ñîñòîèò èç
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, âûáðàííîé èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç:

(a) CGSSFLSPEHQRVQRKESKKPPAKLQPR (÷åëîâåê) (SEQ ID ¹ 64)
(b) CGSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR (÷åëîâåê) (SEQ ID ¹ 65)
(c) GSSFLSPEHQRVQRKESKKPPAKLQPRC (÷åëîâåê) (SEQ ID ¹ 66)
(d) GSSFLSPEHQRVQRKESKKPPAKLQPRGC (÷åëîâåê) (SEQ ID ¹ 120)
(e) GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPRC (÷åëîâåê) (SEQ ID ¹ 67)
(f) GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPRGC (÷åëîâåê) (SEQ ID ¹ 121)
(g) GSSFLSPEHQRVQC (÷åëîâåê) (SEQ ID ¹ 68)
(h) GSSFLSPEHQRVQGC (÷åëîâåê) (SEQ ID ¹ 122)
(i) CQRKESKKPPAKLQPR (÷åëîâåê) (SEQ ID ¹ 69)
(j) CPPAKLQPR (÷åëîâåê) (SEQ ID ¹ 70)
(k) CGSSFLSPEHQKLQQRKESKKPPAKLQPR (ñîáàêà) (SEQ ID ¹ 71)
(l) CGSSFLSPEHQKLQRKESKKPPAKLQPR (ñîáàêà) (SEQ ID ¹ 72)
(m) GSSFLSPEHQKLQQRKESKKPPAKLQPRC (ñîáàêà) (SEQ ID ¹ 73)
(n) GSSFLSPEHQKLQQRKESKKPPAKLQPRGC (ñîáàêà) (SEQ ID ¹ 123)
(o) GSSFLSPEHQKLQRKESKKPPAKLQPRC (ñîáàêà) (SEQ ID ¹ 74)
(p) GSSFLSPEHQKLQRKESKKPPAKLQPRGC (ñîáàêà) (SEQ ID ¹ 124)
(q) GSSFLSPEHQKLQC (SEQ ID ¹ 75)
(r) GSSFLSPEHQKLQGC (SEQ ID ¹ 125)
(s) CEHQRVQQRKE (SEQ ID ¹ 76)
(t) CGSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR (ìûøü) (SEQ ID ¹ 77)
(u) GSSFLSPEHQKAQRKESKKPPAKLQPRC (ìûøü) (SEQ ID ¹ 126)
(v) GSSFLSPEHQKAQRKESKKPPAKLQPRGC (ìûøü) (SEQ ID ¹ 127)
(w) GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPRC (ìûøü) (SEQ ID ¹ 128)
(x) GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPRGC (ìûøü) (SEQ ID ¹ 129)
(y) GSSFLSPEHQKAQC (ìûøü) (SEQ ID ¹ 130)
(z) GSSFLSPEHQKAQGC (ìûøü) (SEQ ID ¹ 131)
(aa) GGSSFLSPEHQGC (SEQ ID ¹ 132)
(bb) CKKPPAKLQPR (SEQ ID ¹ 133)
(cc) CEHQKAQQRKE (SEQ ID ¹ 134)
(dd) CEHQKAQQRKES (SEQ ID ¹ 135)
(ee) CLSPEHQKAQQ (SEQ ID ¹ 136)
(ff) CEHQRVQQRKES (SEQ ID ¹ 137)
(gg) CLSPEHQRVQQ (SEQ ID ¹ 138)
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëþáîãî ôðàãìåíòà ëþáîãî èç (a)-(gg)
Íåêîòîðûå èç î÷åíü ïðåäïî÷òèòåëüíûõ ïåïòèäîâ ãðåëèíà îïèñàíû â ïðèìåðå 13, ãäå, â

÷àñòíîñòè, îïèñàíû ñîîòâåòñòâóþùèå ìûøèíûå ïåïòèäû. Äàííûå ïåïòèäû â êà÷åñòâå
âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè  äë  ñâ çûâàíè  ñ VLP è ïèë ìè ñîäåðæàò N- èëè C-êîíöåâîé
öèñòåèíîâûé îñòàòîê. Äàííûå î÷åíü ïðåäïî÷òèòåëüíûå êîðîòêèå ïåïòèäíûå ôðàãìåíòû
ãðåëèíà ñïîñîáíû îáëàäàòü î÷åíü âûñîêîé èììóííîãåííîñòüþ ïðè ñâ çûâàíèè ñ VLP è
êîðîâîé ÷àñòèöåé ñîîòâåòñòâåííî. Êðîìå òîãî, ïðåäïî÷òèòåëüíûå ôðàãìåíòû ãðåëèíà
òàêæå ñïîñîáíû ïðåîäîëåòü ïðîáëåìû áåçîïàñíîñòè, âîçíèêàþùèå, êîãäà öåëåâûå
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ñîáñòâåííûå áåëêè êàê áîëåå êîðîòêèé ôðàãìåíò ñî çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé âåðî òíîñòüþ
ñîäåðæàò T-êëåòî÷íûå ýïèòîïû. Êàê ïðàâèëî, ÷åì êîðî÷å ïåïòèäû - òåì áåçîïàñíåå â
îòíîøåíèè àêòèâàöèè T-êëåòîê. Îäíàêî ñëèøêîì êîðîòêèå ïåïòèäû ìîãóò íå âûçâàòü
èíäóêöèè âûñîêîàôôèííûõ àíòèòåë, ñïîñîáíûõ ê ïðî÷íîìó ñâ çûâàíèþ ãðåëèíà â
ðàñòâîðå.

Ñíà÷àëà âûáðàëè î÷åíü ïðåäïî÷òèòåëüíûå ôðàãìåíòû ïåïòèäîâ ãðåëèíà,
ñîîòâåòñòâóþùèå ôðàãìåíòó ìûøèíîãî ãðåëèíà èç îñòàòêîâ 1-10 (GSSFLSPEHQ) (SEQ ID
¹ 55), òàê êàê N-êîíöåâîé ñåãìåíò ãðåëèíà èäåíòè÷åí ó âñåõ èçâåñòíûõ âèäîâ. Êðîìå
òîãî, âåðî òíî, ÷òî îí èäåíòè÷åí ó âèäîâ, ãäå ãðåëèí åùå íå èäåíòèôèöèðîâàí. Êðîìå
òîãî, C-êîíöåâîé îñòàòîê, ãëóòàìèí, ìîæåò óâåëè÷èâàòü ðàñòâîðèìîñòü, îáëåã÷à 
ïîëó÷åíèå ðàñòâîðèìîãî âàêöèííîãî ïðîäóêòà ïðè ñâ çûâàíèè ñ VLP è ñ êîðîâîé ÷àñòèöåé
ñîîòâåòñòâåííî. Ôàêòè÷åñêè ðàñòâîðèìîñòü ïåïòèäîâ ÷àñòî ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ëèìèòèðóþùèé ôàêòîð äë  ýôôåêòèâíîñòè ñâ çûâàíè  è ñòàáèëüíîñòè âàêöèíû.
Äàëüíåéøåå ðàññóæäåíèå âêëþ÷àåò â ñåá  ïðåäîòâðàùåíèå ïîòåíöèàëüíîãî T-êëåòî÷íîãî
ýïèòîïà. Âûáîð ìåíüøåãî ôðàãìåíòà ïåïòèäà óìåíüøàåò âåðî òíîñòü ïðèñóòñòâè  T-
êëåòî÷íîãî ýïèòîïà. Ñâ çûâàíèå îñòàòêîâ 1-10 ìûøèíîãî ãðåëèíà ÷åðåç C-êîíåö ñ VLP,
ïðè èììóíèçàöèè ìûøåé èíäóöèðóåò ñïåöèôè÷åñêèå ê N-êîíöó àíòèòåëà, ñïîñîáíûå
ñâ çûâàòü àêòèâíûé ãðåëèí è, ñëåäîâàòåëüíî, ïðåäîòâðàùàþò åãî ïðîõîæäåíèå ÷åðåç
ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêèé áàðüåð, ïðèâîä  ê óìåíüøåííîìó ïîòðåáëåíèþ ïèùè.

Äîïîëíèòåëüíûå î÷åíü ïðåäïî÷òèòåëüíûå ôðàãìåíòû ïåïòèäîâ ãðåëèíà,
ñîîòâåòñòâóþùèå ôðàãìåíòó ïåïòèäà ìûøèíîãî ãðåëèíà èç îñòàòêîâ 42-51 (KKPPAKLQPR)
(SEQ ID ¹ 52), âûáðàëè èñõîä  èç îñíîâàíèé, ñõîäíûõ ñ óêàçàííûìè âûøå. Åäèíñòâåííà 
ðàçíèöà, ñîñòîèò â òîì, ÷òî äàííûé ôðàãìåíò ïåïòèäà, ñâ çàííûé ÷åðåç N-êîíåö,
ñïîñîáåí ïðè èììóíèçàöèè ó ìûøåé èíäóöèðîâàòü àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íûå ê C-êîíöåâîé
÷àñòè ãðåëèíà. Êðîìå òîãî, ìîæíî óñèëèòü óçíàâàíèå àíòèòåë, ïîñêîëüêó ìîæíî èçáåæàòü
í-îêòàíîèëüíîé ãðóïïû íà ñåðèíå 3, ñëåäîâàòåëüíî, óìåíüøà  åé âîçìîæíîñòü ñëóæèòü
ïîìåõîé. Ñâ çûâàíèå îñòàòêîâ 42-51 ìûøèíîãî ãðåëèíà ÷åðåç N-êîíåö ñ VLP èíäóöèðóåò
àíòèòåëà, ñïîñîáíûå íåéòðàëèçîâàòü àêòèâíûé ãðåëèí è, ñëåäîâàòåëüíî, ïðåäîòâðàùàþò
åãî ïðîõîæäåíèå ÷åðåç ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêèé áàðüåð, ïðèâîä  ê óìåíüøåííîìó
ïîòðåáëåíèþ ïèùè.

Êðîìå òîãî, âûáðàëè åùå íåñêîëüêî äîïîëíèòåëüíûõ î÷åíü ïðåäïî÷òèòåëüíûõ
ôðàãìåíòîâ ïåïòèäîâ ãðåëèíà, ñîîòâåòñòâóþùèõ ôðàãìåíòàì ïåïòèäà ìûøèíîãî ãðåëèíà
èç îñòàòêîâ 31-41 (EHQKAQQRKES) (SEQ ID ¹ 113) è îñòàòêîâ 28-37 (LSPEHQKAQQ) (SEQ
ID ¹ 117), îõâàòûâàþùèõ öåíòðàëüíûé ñåãìåíò ãðåëèíà. Ïîäîáíûì îáðàçîì äàííûå
ôðàãìåíòû ãðåëèíà ëèøåíû ïîòåíöèàëüíûõ T-êëåòî÷íûõ ýïèòîïîâ, à òàêæå ëèøåíû í-
îêòàíîèëüíîé ãðóïïû íà ñåðèíå 3. Ñâ çûâàíèå äàííûõ ïåïòèäîâ ÷åðåç N- èëè C-êîíåö ñ
VLP èíäóöèðóåò àíòèòåëà, ñïîñîáíûå íåéòðàëèçîâàòü àêòèâíûé ãðåëèí è, ñëåäîâàòåëüíî,
ïðåäîòâðàùàþò åãî ïðîõîæäåíèå ÷åðåç ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêèé áàðüåð, ïðèâîä  ê
óìåíüøåííîìó ïîòðåáëåíèþ ïèùè.

Äîïîëíèòåëüíûå ïðåäïî÷òèòåëüíûå ïåïòèäû ãðåëèíà, ïðèãîäíûå äë  ïðèìåíåíè  ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü ïîñðåäñòâîì ïðèìåíåíè 
ñóùåñòâóþùèõ èëè áóäóùèõ ìîíîêëîíàëüíûõ èëè ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë.

Äîïîëíèòåëüíûå ïðåäïî÷òèòåëüíûå ìîëåêóëû è ïåïòèäû ãðåëèíà, ïîëó÷åííûå èç
ìîëåêóë, ìîæíî âû âë òü â ïðèðîäå â âèäàõ, ãäå åùå íå äîñòóïíà èíôîðìàöè  î
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Ñïåöèàëèñò â ïîäõîä ùèõ îáëàñò õ ïîéìåò, ÷òî áåç îòêëîíåíè  îò îáúåìà èçîáðåòåíè 
èëè ëþáîãî åãî îñóùåñòâëåíè  ëåãêî óâèäåòü è ñäåëàòü äðóãèå ïðèãîäíûå ìîäèôèêàöèè è
àäàïòàöèè ê îïèñàííûì çäåñü ñïîñîáàì è ïðèìåíåíè ì. Òåïåðü, ïîñëå ïîäðîáíîãî
îïèñàíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , òî æå ñàìîå áóäåò áîëåå ëåãêî ïîí òü ïðè ññûëêå ê
ñëåäóþùèì ïðèìåðàì, âêëþ÷åííûì ñþäà òîëüêî ñ öåëüþ èëëþñòðàöèè è íå
ïðåäíàçíà÷åííûì  âë òüñ  îãðàíè÷åíèåì èçîáðåòåíè .

ÏÐÈÌÅÐÛ
ÏÐÈÌÅÐ 1
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Êîíñòðóèðîâàíèå è ýêñïðåññè  ìóòàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè Qβ è î÷èñòêà VLP èëè
êàïñèäîâ èç ìóòàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè Qβ

Êîíñòðóèðîâàíèå ïëàçìèäû è êëîíèðîâàíèå ìóòàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè.
Êîíñòðóèðîâàíèå pQβ-240:
Â êà÷åñòâå èñõîäíîé ïëàçìèäû äë  êîíñòðóèðîâàíè  pQβ-240 ïðèìåí ëè ïëàçìèäó

pQβ10 (Kozlovska, TM, et al., Gene 137: 133-137). Ïîñðåäñòâîì îáðàùåííîé ÏÖÐ
ñîçäàâàëè ìóòàöèþ Lys13→Arg. Îáðàùåííûå ïðàéìåðû ðàçðàáàòûâàëè â îáðàùåííûõ
íàïðàâëåíè õ õâîñò ê õâîñòó:

5'-GGTAACATCGGTCGAGATGGAAAACAAACTCTGGTCC-3' (SEQ ID ¹ 78)
è
5'-GGACCAGAGTTTGTTTTCCATCTCGACCGATGTTACC-3' (SEQ ID ¹ 79).
Ïðîäóêòû ïåðâîé ÏÖÐ ïðèìåí ëè êàê ìàòðèöû äë  âòîðîé ðåàêöèè ÏÖÐ, â êîòîðîé

ïðèìåí ëè ïð ìîé ïðàéìåð
5'-AGCTCGCCCGGGGATCCTCTAG-3' (SEQ ID ¹ 80)
è îáðàòíûé ïðàéìåð
5'-CGATGCATTTCATCCTTAGTTATCAATACGC-TGGGTTCAG3' (SEQ ID ¹ 81).
Ïðîäóêò âòîðîé ÏÖÐ ðàñùåïë ëè XbaI è Mph1103I è êëîíèðîâàëè â ýêñïðåññèðóþùèé

âåêòîð pQβ10, ðàñùåïëåííûé òåìè æå ðåñòðèêöèîííûìè ôåðìåíòàìè. Ïðîâîäèëè ðåàêöèè
ÏÖÐ ñ íàáîðîì ðåàãåíòîâ äë  ÏÖÐ è ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ïðîèçâîäèòåë  (MBI Fermentas,
Vilnius, Lithuania).

Ñåêâåíèðîâàíèåì ñ ïðèìåíåíèåì ñïîñîáà ïð ìîãî âêëþ÷åíè  ìåòêè ïîäòâåðæäàëè
íàëè÷èå æåëàòåëüíûõ ìóòàöèé. Êëåòêè E. coli, íåñóùèå pQβ-240, ïîääåðæèâàëè
ýôôåêòèâíûé ñèíòåç áåëêà ìàññîé 14 êÄà, ñîâìåñòíî ìèãðèðóþùåãî íà SDS-PAGE ñ
êîíòðîëüíûì áåëêîì îáîëî÷êè Qβ, âûäåëåííûì èç ÷àñòèö ôàãà Qβ.

Ïîëó÷åííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü: (SEQ ID ¹ 17)
AKLETVTLGNIGRDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVP
ALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVQVKIQNPTACTANGSCDPSVTRQ
KYADVTFSFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY
Êîíñòðóèðîâàíèå pQβ-243:
Â êà÷åñòâå èñõîäíîé ïëàçìèäû äë  êîíñòðóèðîâàíè  pQβ-243 ïðèìåí ëè ïëàçìèäó

pQβ10. Ïîñðåäñòâîì îáðàùåííîé ÏÖÐ ñîçäàâàëè ìóòàöèþ Asn10→Lys. Îáðàùåííûå
ïðàéìåðû ðàçðàáàòûâàëè â îáðàùåííûõ íàïðàâëåíè õ õâîñò ê õâîñòó:

5'-GGCAAAATTAGAGACTGTTACTTTAGGTAAGATCGG-3' (SEQ ID ¹ 82)
è
5'-CCGATCTTACCTAAAGTAACAGTCTCTAATTTTGCC-3' (SEQ ID ¹ 83).
Ïðîäóêòû ïåðâîé ÏÖÐ ïðèìåí ëè êàê ìàòðèöû äë  âòîðîé ðåàêöèè ÏÖÐ, â êîòîðîé

ïðèìåí ëè ïð ìîé ïðàéìåð
5'-AGCTCGCCCGGGGATCCTCTAG-3' (SEQ ID ¹ 80)
è îáðàòíûé ïðàéìåð
5'-CGATGCATTTCATCCTTAGTTATCAATACGCTGGGTTCAG-3' (SEQ ID ¹ 81).
Ïðîäóêò âòîðîé ÏÖÐ ðàñùåïë ëè XbaI è Mph1103I è êëîíèðîâàëè â ýêñïðåññèðóþùèé

âåêòîð pQβ10, ðàñùåïëåííûé òåìè æå ðåñòðèêöèîííûìè ôåðìåíòàìè. Ïðîâîäèëè ðåàêöèè
ÏÖÐ ñ íàáîðîì ðåàãåíòîâ äë  ÏÖÐ è ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ïðîèçâîäèòåë  (MBI Fermentas,
Vilnius, Lithuania).

Ñåêâåíèðîâàíèåì ñ ïðèìåíåíèåì ñïîñîáà ïð ìîãî âêëþ÷åíè  ìåòêè ïîäòâåðæäàëè
íàëè÷èå æåëàòåëüíûõ ìóòàöèé. Êëåòêè E. coli, íåñóùèå pQβ-243, ïîääåðæèâàëè
ýôôåêòèâíûé ñèíòåç áåëêà ìàññîé 14 êÄà, ñîâìåñòíî ìèãðèðóþùåãî íà SDS-PAGE ñ
êîíòðîëüíûì áåëêîì îáîëî÷êè Qβ, âûäåëåííûì èç ÷àñòèö ôàãà Qβ.

Ïîëó÷åííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü: (SEQ ID ¹ 18)
AKLETVTLGKIGKDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVP
ALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVQVKIQNPTACTANGSCDPSVTRQ
KYADVTFSFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY
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Êîíñòðóèðîâàíèå pQβ-250:
Â êà÷åñòâå èñõîäíîé ïëàçìèäû äë  êîíñòðóèðîâàíè  pQβ-250 ïðèìåí ëè ïëàçìèäó

pQβ-240. Ïîñðåäñòâîì ñàéò-ñïåöèôè÷åñêîãî ìóòàãåíåçà ñîçäàâàëè ìóòàöèþ Lys2→Arg.
Äë  ñèíòåçà ìóòàíòíîãî ôðàãìåíòà ÏÖÐ, âñòàâë åìîãî ïî óíèêàëüíûì ó÷àñòêàì
ðåñòðèêöèè NcoI and HindIII â ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð pQβ-185, ïðèìåí ëè ïð ìîé
ïðàéìåð

5'-GGCCATGGCACGACTCGAGACTGTTACTTTAGG-3' (SEQ ID ¹ 84)
è îáðàòíûé ïðàéìåð
5'-GATTTAGGTGACACTATAG-3' (SEQ ID ¹ 85).
Ïðîâîäèëè ðåàêöèè ÏÖÐ ñ íàáîðîì ðåàãåíòîâ äë  ÏÖÐ è ñîãëàñíî ïðîòîêîëó

ïðîèçâîäèòåë  (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania).
Ñåêâåíèðîâàíèåì ñ ïðèìåíåíèåì ñïîñîáà ïð ìîãî âêëþ÷åíè  ìåòêè ïîäòâåðæäàëè

íàëè÷èå æåëàòåëüíûõ ìóòàöèé. Êëåòêè E. coli, íåñóùèå pQβ-250, ïîääåðæèâàëè
ýôôåêòèâíûé ñèíòåç áåëêà ìàññîé 14 êÄà, ñîâìåñòíî ìèãðèðóþùåãî íà SDS-PAGE ñ
êîíòðîëüíûì áåëêîì îáîëî÷êè Qβ, âûäåëåííûì èç ÷àñòèö ôàãà Qβ.

Ïîëó÷åííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü: (SEQ ID ¹ 19)
ARLETVTLGNIGRDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVP
ALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVQVKIQNPTACTANGSCDPSVTRQ
KYADVTFSFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY
Êîíñòðóèðîâàíèå pQβ-251:
Â êà÷åñòâå èñõîäíîé ïëàçìèäû äë  êîíñòðóèðîâàíè  pQβ-251 ïðèìåí ëè ïëàçìèäó

pQβ10. Ïîñðåäñòâîì îáðàùåííîé ÏÖÐ ñîçäàâàëè ìóòàöèþ Lys16→Arg. Îáðàùåííûå
ïðàéìåðû ðàçðàáàòûâàëè â îáðàùåííûõ íàïðàâëåíè õ õâîñò-ê-õâîñòó:

5'-GATGGACGTCAAACTCTGGTCCTCAATCCGCGTGGGG-3' (SEQ ID ¹ 86)
è
5'-CCCCACGCGGATTGAGGACCAGAGTTTGACGTCCATC-3' (SEQ ID ¹ 87).
Ïðîäóêòû ïåðâîé ÏÖÐ ïðèìåí ëè êàê ìàòðèöû äë  âòîðîé ðåàêöèè ÏÖÐ, â êîòîðîé

ïðèìåí ëè ïð ìîé ïðàéìåð
5'-AGCTCGCCCGGGGATCCTCTAG-3' (SEQ ID ¹ 80)
è îáðàòíûé ïðàéìåð
5'-CGATGCATTTCATCCTTAGTTATCAATACGCTGGGTTCAG-3' (SEQ ID ¹ 81).
Ïðîäóêò âòîðîé ÏÖÐ ðàñùåïë ëè XbaI è Mph1103I è êëîíèðîâàëè â ýêñïðåññèðóþùèé

âåêòîð pQβ10, ðàñùåïëåííûé òåìè æå ðåñòðèêöèîííûìè ôåðìåíòàìè. Ïðîâîäèëè ðåàêöèè
ÏÖÐ ñ íàáîðîì ðåàãåíòîâ äë  ÏÖÐ è ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ïðîèçâîäèòåë  (MBI Fermentas,
Vilnius, Lithuania).

Ñåêâåíèðîâàíèåì ñ ïðèìåíåíèåì ñïîñîáà ïð ìîãî âêëþ÷åíè  ìåòêè ïîäòâåðæäàëè
íàëè÷èå æåëàòåëüíûõ ìóòàöèé. Êëåòêè E. coli, íåñóùèå pQβ-251, ïîääåðæèâàëè
ýôôåêòèâíûé ñèíòåç áåëêà ìàññîé 14 êÄà, ñîâìåñòíî ìèãðèðóþùåãî íà SDS-PAGE ñ
êîíòðîëüíûì áåëêîì îáîëî÷êè Qβ, âûäåëåííûì èç ÷àñòèö ôàãà Qβ.

Ïîëó÷åííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóåìà  äàííîé êîíñòðóêöèåé,
ïðèâåäåíà â SEQ ID ¹ 20.

Êîíñòðóèðîâàíèå pQβ-259:
Â êà÷åñòâå èñõîäíîé ïëàçìèäû äë  êîíñòðóèðîâàíè  pQβ-259 ïðèìåí ëè ïëàçìèäó

pQβ-251. Ïîñðåäñòâîì ñàéò-ñïåöèôè÷åñêîãî ìóòàãåíåçà ñîçäàâàëè ìóòàöèþ Lys2→Arg.
Äë  ñèíòåçà ìóòàíòíîãî ôðàãìåíòà ÏÖÐ, âñòàâë åìîãî ïî óíèêàëüíûì ó÷àñòêàì
ðåñòðèêöèè NcoI and HindIII â ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð pQβ-185, ïðèìåí ëè ïð ìîé
ïðàéìåð

5'-GGCCATGGCACGACTCGAGACTGTTACTTTAGG-3' (SEQ ID ¹ 84)
è îáðàòíûé ïðàéìåð
5'-GATTTAGGTGACACTATAG-3' (SEQ ID ¹ 85).
Ïðîâîäèëè ðåàêöèè ÏÖÐ ñ íàáîðîì ðåàãåíòîâ äë  ÏÖÐ è ñîãëàñíî ïðîòîêîëó

ïðîèçâîäèòåë  (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania).
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Ñåêâåíèðîâàíèåì ñ ïðèìåíåíèåì ñïîñîáà ïð ìîãî âêëþ÷åíè  ìåòêè ïîäòâåðæäàëè
íàëè÷èå æåëàòåëüíûõ ìóòàöèé. Êëåòêè E. coli, íåñóùèå pQβ-259, ïîääåðæèâàëè
ýôôåêòèâíûé ñèíòåç áåëêà ìàññîé 14 êÄà, ñîâìåñòíî ìèãðèðóþùåãî íà SDS-PAGE ñ
êîíòðîëüíûì áåëêîì îáîëî÷êè Qβ, âûäåëåííûì èç ÷àñòèö ôàãà Qβ.

Ïîëó÷åííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü: (SEQ ID ¹ 21)
AKLETVTLGNIGKDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVP
ALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVQVKIQNPTACTANGSCDPSVTRQ
KYADVTFSFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY
Îñíîâíûå ñïîñîáû ýêñïðåññèè è î÷èñòêè Qβ è ìóòàíòîâ Qβ.
Î÷èñòêà
JM109 E. coli òðàíñôîðìèðîâàëè ýêñïðåññèðóþùåé áåëîê îáîëî÷êè Qβ ïëàçìèäîé. 5 ìë

æèäêîé ñðåäû LB, ñîäåðæàùåé 20 ìêã/ìë àìïèöèëëèíà, èíîêóëèðîâàëè êëîíàìè,
òðàíñôîðìèðîâàííûìè ýêñïðåññèðóþùèìè áåëîê îáîëî÷êè Qβ ïëàçìèäàìè.
Èíîêóëèðîâàííóþ êóëüòóðó èíêóáèðîâàëè 16-24 ÷àñà ïðè 37°C áåç ïåðåìåøèâàíè .
Ïîëó÷åííûé èíîêóë ò ïîñëåäîâàòåëüíî ðàçâîäèëè 1:100 â 100-300 ìë ñâåæåé ñðåäû LB,
ñîäåðæàùåé 20 ìêã/ìë àìïèöèëëèíà, è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37°C áåç
ïåðåìåøèâàíè . Ïîëó÷åííûé âòîðîé èíîêóë ò ðàçâîäèëè 1:50 â ñðåäå M9, ñîäåðæàùåé 1%
êàçàìèíîâûõ êèñëîò è 0,2% ãëþêîçû, â êîëáàõ è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37°C ïðè
ïåðåìåøèâàíèè.

Î÷èñòêà
Ðàñòâîðû è áóôåðû äë  ïðîöåäóðû î÷èñòêè
1. Áóôåð äë  ëèçèçà LB
50 ìÌ Tris-HCl pH 8,0 ñ 5 ìÌ ÝÄÒÀ, 0,1% TritonÕ100 è ñâåæåïðèãîòîâëåííûé PMSF â

êîíöåíòðàöèè 5 ìèêðîãðàìì íà ìë. Áåç ëèçîöèìà è ÄÍÊàçû.
2. SAS
Íàñûùåííûé ñóëüôàò àììîíè  â âîäå
3. Áóôåð NET.
20 ìÌ Tris-HCl, pH 7,8 ñ 5 ìÌ ÝÄÒÀ è
150 ìÌ NaCl.
4. PEG
40% (ìàñ./îá.) ïîëèýòèëåíãëèêîë  6000 â NET
Ðàçðóøåíèå è ëèçèñ
Çàìîðîæåííûå êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â LB ïðè 2 ìë/ã êëåòîê. Ñìåñü ïîäâåðãàëè

âîçäåéñòâèþ óëüòðàçâóêà ï òü ðàç ïî 15 ñåêóíä ïðè 22 êÃö ñ èíòåðâàëàìè â 1 ìèí äë 
îõëàæäåíè  ðàñòâîðà íà ëüäó. Çàòåì ëèçàò 1 ÷àñ öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 14000 îá/ìèí ñ
ïðèìåíåíèåì ðîòîðà Janecki K 60. Âñå ñòàäèè öåíòðèôóãèðîâàíè , îïèñàííûå íèæå,
ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì ýòîãî æå ðîòîðà, åñëè íå óêàçàíî èíà÷å. Ñóïåðíàòàíò õðàíèëè
ïðè 4°C, â òî âðåì  êàê êëåòî÷íûé äåáðèñ äâàæäû îòìûâàëè LB. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíè 
ñóïåðíàòàíòû ëèçàòà è îòìûòûå ôðàêöèè îáúåäèí ëè.

Ôðàêöèîíèðîâàíèå
Ê îáúåäèíåííîìó âûøå ëèçàòó ïðè ïåðåìåøèâàíèè êàïåëüíî äîáàâë ëè íàñûùåííûé

ðàñòâîð ñóëüôàòà àììîíè . Îáúåì SAS äîâîäèëè äî îäíîé ï òîé îáùåãî îáúåìà äë 
ïîëó÷åíè  20% íàñûùåíè . Ðàñòâîð îñòàâë ëè íà íî÷ü, à íà ñëåäóþùèå ñóòêè
öåíòðèôóãèðîâàëè 20 ìèíóò ïðè 14000 îá/ìèí. Îñàäîê îòìûâàëè ìàëûì êîëè÷åñòâîì 20%
ñóëüôàòà àììîíè  è ñíîâà öåíòðèôóãèðîâàëè. Ïîëó÷åííûå ñóïåðíàòàíòû îáúåäèí ëè è
êàïåëüíî äîáàâë ëè SAS äë  ïîëó÷åíè  40% íàñûùåíè . Ðàñòâîð îñòàâë ëè íà íî÷ü, à íà
ñëåäóþùèå ñóòêè öåíòðèôóãèðîâàëè 20 ìèíóò ïðè 14000 îá/ìèí. Ïîëó÷åííûé îñàäîê
ðàñòâîð ëè â áóôåðå NET.

Õðîìàòîãðàôè 
Áåëîê êàïñèäà èëè VLP ïîâòîðíî ðàñòâîðåííûé â áóôåðå NET ïîìåùàëè â êîëîíêó ñ

ñåôàðîçîé CL-4B. Â õîäå õðîìàòîãðàôèè ýëþèðîâàëè òðè ïèêà. Ïåðâûé ïèê â îñíîâíîì
ñîäåðæàë ìåìáðàíû è ôðàãìåíòû ìåìáðàí, è åãî íå ñîáèðàëè. Êàïñèäû ñîäåðæàëèñü âî
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âòîðîì ïèêå, òîãäà êàê òðåòèé ïèê ñîäåðæàë äðóãèå áåëêè E. coli.
Ïèêîâûå ôðàêöèè îáúåäèí ëè è êîíöåíòðàöèþ NaCl äîâîäèëè äî êîíå÷íîé

êîíöåíòðàöèè 0,65 Ì. Ïðè ïåðåìåøèâàíèè êàïåëüíî äîáàâë ëè îáúåì ðàñòâîðà PEG,
ñîîòâåòñòâóþùèé ïîëîâèíå îáúåäèíåííîé ôðàêöèè ïèêîâ. Ðàñòâîð îñòàâë ëè íà íî÷ü áåç
ïåðåìåøèâàíè . Êàïñèäíûé áåëîê îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì 20 ìèí ïðè 14000
îá/ìèí. Çàòåì åãî ðàñòâîð ëè â ìèíèìàëüíîì îáúåìå NET è ñíîâà ïîìåùàëè íà êîëîíêó ñ
ñåôàðîçîé CL-4B. Ïèêîâûå ôðàêöèè îáúåäèí ëè è îñàæäàëè ñóëüôàòîì àììîíè  ïðè 60%
íàñûùåíèè (ìàñ./îá.). Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíè  è ïîâòîðíîãî ðàñòâîðåíè  â áóôåðå NET
êàïñèäíûé áåëîê ïîìåùàëè íà êîëîíêó ñ ñåôàðîçîé CL-4B äë  ïîâòîðíîé õðîìàòîãðàôèè.

Äèàëèç è ñóøêà
Ïîëó÷åííûå âûøå ïèêîâûå ôðàêöèè îáúåäèí ëè è ïîäâåðãàëè èíòåíñèâíîìó äèàëèçó

ïðîòèâ ñòåðèëüíîé âîäû è ëèîôèëèçèðîâàëè äë  õðàíåíè .
Ýêñïðåññè  è î÷èñòêà Qβ-240
Êëåòêè (JM 109 E. coli, òðàíñôîðìèðîâàííûå ïëàçìèäîé pQβ-240) ðåñóñïåíäèðîâàëè â

LB, ï òü ðàç ïî 15 ñåêóíä ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ óëüòðàçâóêà (â áàíå èç ëåä íîé âîäû)
è 1 ÷àñ öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 13000 îá/ìèí. Ñóïåðíàòàíòû õðàíèëè ïðè 4°C äî
äàëüíåéøåé îáðàáîòêè, â òî âðåì  êàê äåáðèñ 2 ðàçà îòìûâàëè 9 ìë LB, à â  çàêëþ÷åíèå 9
ìë 0,7 Ì ìî÷åâèíû â LB. Âñå ñóïåðíàòàíòû îáúåäèí ëè è ïîìåùàëè íà êîëîíêó ñ
ñåôàðîçîé CL-4B. Ñîáðàííûå ïèêîâûå ôðàêöèè îñàæäàëè ñóëüôàòîì àììîíè  è
öåíòðèôóãèðîâàëè. Çàòåì ïîâòîðíî ðàñòâîðåííûé áåëîê äîïîëíèòåëüíî î÷èùàëè íà
êîëîíêå ñ ñåôàðîçîé 2B, à â çàêëþ÷åíèå íà êîëîíêå ñ ñåôàðîçîé 6B. Êàïñèäíûé ïèê â
çàêëþ÷åíèå ïîäâåðãàëè èíòåíñèâíîìó äèàëèçó ïðîòèâ âîäû è ëèîôèëèçèðîâàëè, êàê
îïèñàíî âûøå. Ñáîðêó áåëêà îáîëî÷êè â êàïñèä ïîäòâåðæäàëè ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèåé.

Ýêñïðåññè  è î÷èñòêà Qβ-243
Êëåòêè (RR1 E. coli) ðåñóñïåíäèðîâàëè â LB è îáðàáàòûâàëè, êàê îïèñàíî â îñíîâíîé

ïðîöåäóðå. Áåëîê î÷èùàëè äâóì  ïîñëåäîâàòåëüíûìè ñòàäè ìè ãåëü-ôèëüòðàöèè íà
êîëîíêå ñ ñåôàðîçîé CL-4B è â çàêëþ÷åíèè íà êîëîíêå ñ ñåôàðîçîé CL-2B. Ïèêîâûå
ôðàêöèè îáúåäèí ëè è ëèîôèëèçèðîâàëè, êàê îïèñàíî âûøå. Ñáîðêó áåëêà îáîëî÷êè â
êàïñèä ïîäòâåðæäàëè ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèåé.

Ýêñïðåññè  è î÷èñòêà Qβ-250
Êëåòêè (JM109 E. coli, òðàíñôîðìèðîâàííûå Qβ-250) ðåñóñïåíäèðîâàëè â LB è

îáðàáàòûâàëè, êàê îïèñàíî â îñíîâíîé ïðîöåäóðå. Áåëîê î÷èùàëè ãåëü-ôèëüòðàöèåé íà
êîëîíêå ñ ñåôàðîçîé CL-4B è â çàêëþ÷åíèè íà êîëîíêå ñ ñåôàðîçîé CL-2B è
ëèîôèëèçèðîâàëè, êàê îïèñàíî âûøå. Ñáîðêó áåëêà îáîëî÷êè â êàïñèä ïîäòâåðæäàëè
ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèåé.

Ýêñïðåññè  è î÷èñòêà Qβ-259
Êëåòêè (JM109 E. coli, òðàíñôîðìèðîâàííûå Qβ-259) ðåñóñïåíäèðîâàëè â LB è

îáðàáàòûâàëè óëüòðàçâóêîì. Äåáðèñ îäíîêðàòíî îòìûâàëè 10 ìë LB è âòîðîé ðàç 10 ìë 0,7
Ì ìî÷åâèíû â LB. Áåëîê î÷èùàëè äâóì  ïîñëåäîâàòåëüíûìè ñòàäè ìè ãåëü-ôèëüòðàöèè íà
êîëîíêå ñ ñåôàðîçîé CL-4B. Áåëîê ïîäâåðãàëè äèàëèçó è ëèîôèëèçèðîâàëè, êàê îïèñàíî
âûøå. Ñáîðêó áåëêà îáîëî÷êè â êàïñèä ïîäòâåðæäàëè ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèåé.

ÏÐÈÌÅÐ 2
Âñòàâêà ñîäåðæàùåãî ëèçèíîâûé îñòàòîê ïåïòèäà â ýïèòîï c/e1 HBcAg (1-149)
Ýïèòîï c/e1 (îñòàòêè ñ 72 ïî 88) HBcAg ðàñïîëîæåí â âåðõíåé îáëàñòè íà ïîâåðõíîñòè

êàïñèäà âèðóñà ãåïàòèòà B(HBcAg). ×àñòü äàííîé îáëàñòè (ïðîëèí 79 è àëàíèí 80)
ãåíåòè÷åñêè çàìåíèëè ïåïòèäîì Gly-Gly-Lys-Gly-Gly (SEQ ID ¹ 33), ÷òî ïðèâåëî ê
êîíñòðóêöèè HBcAg-Lys (SEQ ID ¹ 26). Ââåäåííûé ëèçèíîâûé îñòàòîê ñîäåðæèò íà åãî
áîêîâîé öåïè ðåàêöèîííîñïîñîáíóþ àìèíîãðóïïó, êîòîðóþ ìîæíî ïðèìåí òü äë 
âíóòðèìîëåêóë ðíîãî õèìè÷åñêîãî ñøèâàíè  ÷àñòèö HBcAg ñ ëþáûì àíòèãåíîì,
ñîäåðæàùèì ñâîáîäíóþ öèñòåèíîâóþ ãðóïïó.

ÄÍÊ HBcAg-Lys ñ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðèâåäåííîé â SEQ ID ¹ 78,
ïîëó÷àëè ïîñðåäñòâîì ÏÖÐ: Äâà ôðàãìåíòà, êîäèðóþùèõ ôðàãìåíòû HBcAg
(àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè ñ 1 ïî 78 è ñ 81 ïî 149), ðàçäåëüíî àìïëèôèöèðîâàëè
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ïîñðåäñòâîì ÏÖÐ. Ïðàéìåðû, ïðèìåí åìûå äë  äàííûõ ÏÖÐ, òàêæå âíîñèëè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ ïåïòèä Gly-Gly-Lys-Gly-Gly (SEQ ID ¹ 33). Ôðàãìåíò
HBcAg (ñ 1 ïî 78) àìëèôèöèðîâàëè ñ pEco63 ñ ïðèìåíåíèåì ïðàéìåðîâ EcoRIHBcAg(s) è
Lys-HBcAg(as). Ôðàãìåíò HBcAg (ñ 81 ïî 149) àìëèôèöèðîâàëè ñ pEco63 ñ ïðèìåíåíèåì
ïðàéìåðîâ Lys-HBcAg(s) è HBcAg(1-149)Hind(as). Ïðàéìåðû Lys-HBcAg(as) è Lys-HBcAg(s)
íà êîíöàõ ïðîäóêòîâ ÏÖÐ âíîñèëè â êîìïëåìåíòàðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, ïîçâîë  
ñëè íèå äàííûõ äâóõ ïðîäóêòîâ ÏÖÐ ïðè ïîñëåäóþùåé îáúåäèí þùåé ÏÖÐ. Ñîáðàííûå
ôðàãìåíòû àìïëèôèöèðîâàëè ïîñðåäñòâîì ÏÖÐ ñ ïðèìåíåíèåì ïðàéìåðîâ EcoRIHBcAg(s)
è HbcAg(1-149)Hind(as).

Äë  ÏÖÐ ïðèìåí ëè 100 ïìîëü êàæäîãî îëèãîíóêëåîòèäà è 50 íã ìàòðè÷íîé ÄÍÊ â 50 ìë
ðåàêöèîííûõ ñìåñåé ñ 2 åäèíèöàìè ïîëèìåðàçû Pwo, 0,1 ìÌ dNTP è 2 ìÌ MgSO4. Äë 
îáåèõ ðåàêöèé öèêëè÷íîå èçìåíåíèå òåìïåðàòóðû ïðîâîäèëè, êàê óêàçàíî íèæå: 2 ìèíóòû -
94°C; 30 öèêëîâ, ñîñòî ùèõ èç 94°C (1 ìèíóòà), 50°C (1 ìèíóòà), 72°C (2 ìèíóòû).

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðîâ:
EcoRIHBcAg(s):
(5'-CCGGAATTCATGGACATTGACCCTTATAAAG-3') (SEQ ID ¹ 88);
Lys-HBcAg(as):
(5'-CCTAGAGCCACCTTTGCCACCATCTTCTAAATTAGTACCCACCCAG
GTAGC-3') (SEQ ID ¹ 89);
Lys-HBcAg(s):
(5'-
GAAGATGGTGGCAAAGGTGGCTCTAGGGACCTAGTAGTCAGTTAT
GTC -3') (SEQ ID ¹ 90);
HBcAg(1-149)Hind(as):
(5'-CGCGTCCCAAGCTTCTAAACAACAGTAGTCTCCGGAAG-3') (SEQ ID ¹ 91).
Äë  ñëè íè  äâóõ ôðàãìåíòîâ ÏÖÐ ïðèìåí ëè 100 ïìîëü ïðàéìåðîâ EcoRIHBcAg(s) è

HBcAg(1-149)Hind(as) ñî 100 íã äâóõ î÷èùåííûõ ôðàãìåíòîâ ÏÖÐ â 50 ìë ðåàêöèîííîé
ñìåñè, ñîäåðæàùåé 2 åäèíèöû ïîëèìåðàçû Pwo, 0,1 ìÌ dNTP è 2 ìÌ MgSO4. Ïàðàìåòðû
öèêëîâ ÏÖÐ ñîñòàâë ëè: 94°C - 2 ìèíóòû; 30 öèêëîâ, ñîñòî ùèõ èç 94°C (1 ìèíóòà), 50°C
(1 ìèíóòà), 72°C (2 ìèíóòû). Îáúåäèíåííûé ïðîäóêò ÏÖÐ àíàëèçèðîâàëè ýëåêòðîôîðåçîì â
àãàðîçíîì ãåëå, î÷èùàëè è ðàñùåïë ëè ðåñòðèêöèîííûìè ôåðìåíòàìè EcoRI è HindIII 19
÷àñîâ â ñîîòâåòñòâóþùåì áóôåðå. Ðàñùåïëåííûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ ëèãèðîâàëè â
ðàñùåïëåííûé EcoRI/HindIII âåêòîð pKK äë  ïîëó÷åíè  ýêñïðåññèóðþùåãî âåêòîðà pKK-
HBcAg-Lys. Âñòàâêó ïðîäóêòà ÏÖÐ â âåêòîð àíàëèçèðîâàëè ðåñòðèêöèîííûì
àíàëèçîì EcoRI/HindIII è îïðåäåëåíèåì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âñòàâêè ÄÍÊ.

ÏÐÈÌÅÐ 3
Ýêñïðåññè  è î÷èñòêà HBcAg-Lys.
Øòàììû K802 èëè JM109 E. coli òðàíñôîðìèðîâàëè pKK-HBcAg-Lys. 1 ìë íî÷íîé

êóëüòóðû áàêòåðèé ïðèìåí ëè äë  èíîêóë öèè 100 ìë ñðåäû LB ñîäåðæàùåé 100 ìêã/ìë
àìïèöèëëèíà. Äàííóþ êóëüòóðó 4 ÷àñà ðàñòèëè ïðè 37°C äî òåõ ïîð, ïîêà OD ïðè 600 íì
íå äîñòèãàëà ïðèáëèçèòåëüíî 0,8. Èíäóêöèþ ñèíòåçà HBcAg-Lys ïðîâîäèëè äîáàâëåíèåì
IPTG äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ. Ïîñëå èíäóêöèè áàêòåðèè äîïîëíèòåëüíî
ïåðåìåøèâàëè 4 ÷àñà ïðè 37°C. Áàêòåðèè ñîáèðàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì 15 ìèíóò ïðè
5000×g. Îñàäîê çàìîðàæèâàëè ïðè -80°C. Îñàäîê ðàçìîðàæèâàëè è ðåñóñïåíäèðîâàëè â
áóôåðå äë  ëèçèñà áàêòåðèé (10 ìÌ Na2HPO4, pH 7,0, 30 ìÌ NaCl, 0,25% Tween-20, 10
ìÌ ÝÄÒÀ), äîïîëíåííîì 200 ìêã/ìë ëèçîöèìîì è 10 ìêë áåíçîàçû (Merck). Êëåòêè 30 ìèíóò
èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû è ðàçðóøàëè îáðàáîòêîé óëüòðàçâóêîì. Äë 
èíäóêöèè ýêñïðåññèè HBcAg-Lys ïîñðåäñòâîì IPTG ïðèìåí ëè êëåòêè E. coli, íåñóùèå
ýêñïðåññèðóþùóþ ïëàçìèäó pKK-HBcAg-Lys èëè êîíòðîëüíóþ ïëàçìèäó. Äî äîáàâëåíè 
IPTG èç áàêòåðèàëüíîé êóëüòóðû, íåñóùåé ïëàçìèäó pKK-HBcAg-Lys, è èç êóëüòóðû,
íåñóùåé êîíòðîëüíóþ ïëàçìèäó, îòáèðàëè îáðàçöû. ×åðåç ÷åòûðå ÷àñà ïîñëå äîáàâëåíè 
IPTG èç áàêòåðèàëüíîé êóëüòóðû, ñîäåðæàùåé ïëàçìèäó pKK-HBcAg-Lys, è èç êîíòðîëüíîé
êóëüòóðû ñíîâà îòáèðàëè îáðàçöû. Ýêñïðåññèþ áåëêà êîíòðîëèðîâàëè ïîñðåäñòâîì SDS-
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PAGE ñ ïîñëåäóþùèì îêðàøèâàíèåì Êóìàññè.
Çàòåì ëèçàò 30 ìèíóò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 12000×g äë  óäàëåíè  íåðàñòâîðèìîãî

êëåòî÷íîãî äåáðèñà. Ñóïåðíàòàíò è îñàäîê àíàëèçèðîâàëè ïîñðåäñòâîì âåñòåðí-áëîòòèíãà
ñ ïðèìåíåíèåì ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ïðîòèâ HBcAg (YVS1841, ïîëó÷åííîãî èç
Accurate Chemical and Scientific Corp., Westbury, NY, USA), óêàçûâàâøåãî íà òî, ÷òî
çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî áåëêà HBcAg-Lys  âë ëîñü ðàñòâîðèìûì. Êðàòêî, ëèçàòû èç
êëåòîê E. coli, ýêñïðåññèðóþùèõ HBcAg-Lys, è èç êîíòðîëüíûõ êëåòîê 30 ìèíóò
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 14000×g. Ñóïåðíàòàíò (= ðàñòâîðèìà  ôðàêöè ) è îñàäîê (=
íåðàñòâîðèìà  ôðàêöè ) ðàçäåë ëè è ðàçáàâë ëè áóôåðîì ñ SDS äë  îáðàçöà äî ðàâíûõ
îáúåìîâ. Îáðàçöû àíàëèçèðîâàëè ïîñðåäñòâîì SDS-PAGE ñ ïîñëåäóþùèì âåñòåðí-
áëîòòèíãîì ñ ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì ïðîòèâ HBcAg YVS 1841.

Î÷èùåííûé êëåòî÷íûé ëèçàò ïðèìåí ëè äë  öåíòðèôóãèðîâàíè  â ñòóïåí÷àòîì
ãðàäèåíòå ñ ïðèìåíåíèåì ñòóïåí÷àòîãî ãðàäèåíòà ñàõàðîçû, ñîñòî ùåãî èç 4 ìë 65%
ðàñòâîðà ñàõàðîçû, ñ íàñëîåííûìè 3 ìë 15% ðàñòâîðà ñàõàðîçû è ñ ïîñëåäóþùèìè 4 ìë
áàêòåðèàëüíîãî ëèçàòà. Îáðàçåö öåíòðèôóãèðîâàëè 3 ÷àñà ïðè 100000×g ïðè 4°C. Ïîñëå
öåíòðèôóãèðîâàíè  ñîáèðàëè 1 ìë ôðàêöèé ñâåðõó ãðàäèåíòà è àíàëèçèðîâàëè
ïîñðåäñòâîì SDS-PAGE ñ ïîñëåäóþùèì îêðàøèâàíèåì Êóìàññè. Áåëîê HBcAg-Lys
âû âë ëè ïîñðåäñòâîì îêðàøèâàíè  Êóìàññè.

Áåëîê HBcAg-Lys  âë ëñ  îáîãàùåííûì íà ãðàíèöå ðàçäåëà 15 è 65% ñàõàðîçû,
îçíà÷à , ÷òî îí ñôîðìèðîâàë êàïñèäíóþ ÷àñòèöó. Áîëüøèíñòâî áàêòåðèàëüíûõ áåëêîâ
îñòàâàëèñü â âåðõíåì ñëîå ãðàäèåíòà áåç ñàõàðîçû, ñëåäîâàòåëüíî, öåíòðèôóãèðîâàíèå
÷àñòèö HBcAg-Lys â ñòóïåí÷àòîì ãðàäèåíòå âåëî ê îáîãàùåíèþ è ê ÷àñòè÷íîé î÷èñòêå
÷àñòèö.

Ýêñïðåññèþ è î÷èñòêó HBcAg-Lys â öåëîì ïðîâîäèëè, êàê óêàçàíî íèæå. Íî÷íóþ êóëüòóðó
ãîòîâèëè èíîêóëèðîâàíèåì îäíîé êîëîíèè â 100 ìë LB, 100 ìêã/ìë àìïèöèëëèíà è
âûðàùèâàíèåì êóëüòóðû â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37°C. 25 ìë ïðåäâàðèòåëüíîé êóëüòóðû íà
ñëåäóþùèå ñóòêè ðàçáàâë ëè 800 ìë ñðåäû LB ñ àìïèöèëëèíîì è êóëüòóðó ðàñòèëè äî
îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè OD600, ðàâíîé 0,6-0,8. Çàòåì êóëüòóðó èíäóöèðîâàëè 1 ìÌ IPTG, è
îñòàâë ëè ðàñòè åùå 4 ÷àñà. Êëåòêè ñîáèðàëè è ëèçèðîâàëè, ïî ñóùåñòâó, êàê îïèñàíî
âûøå.

Çàòåì HBcAg-Lys î÷èùàëè ïîñðåäñòâîì ïåðâîãî îñàæäåíè  áåëêà èç î÷èùåííîãî
êëåòî÷íîãî ëèçàòà â ñóëüôàòå àììîíè  (30% íàñûùåíè ), çàãðóæà  çàòåì ïîâòîðíî
ðàñòâîðåííûé îñàäîê íà êîëîíêó äë  ãåëü-ôèëüòðàöèè (ñåôàêðèë S-400, Pharmacia).
Îáúåäèíåííûå ôðàêöèè ñíîâà îñàæäàëè ñóëüôàòîì àììîíè , ïîâòîðíî ðàñòâîð ëè è
âòîðîé ðàç ïîìåùàëè íà òó æå êîëîíêó äë  ãåëü-ôèëüòðàöèè. Â çàêëþ÷åíèå ôðàêöèè
ñîáèðàëè è êîíöåíòðèðîâàëè, à êîíöåíòðàöèè îöåíèâàëè ñ ïðèìåíåíèåì ñïîñîáà
Áðýäôîðäà (BioRad).

ÏÐÈÌÅÐ 4
Êîíñòðóèðîâàíèå ëèøåííîãî öèñòåèíîâûõ îñòàòêîâ è ñîäåðæàùåãî âñòàâëåííûé

ëèçèíîâûé îñòàòîê HBcAg
Êîðîâûé àíòèãåí ãåïàòèòà (HBcAg), îáîçíà÷àåìûé çäåñü êàê HBcAg-lys-2cys-Mut,

ëèøåííûé öèñòåèíîâûõ îñòàòêîâ â ïîçèöè õ, ñîîòâåòñòâóþùèõ 48 è 107 â SEQ ID ¹ 25 è
ñîäåðæàùèé âñòàâëåííûé ëèçèíîâûé îñòàòîê, ñêîíñòðóèðîâàëè ñ ïðèìåíåíèåì ñëåäóþùèõ
ñïîñîáîâ.

Ïîñðåäñòâîì ïåðâîé ðàçäåëüíîé àìïëèôèêàöèè òðåõ ôðàãìåíòîâ ãåíà HBcAg-Lys,
ïîëó÷åííûõ, êàê îïèñàíî âûøå â ïðèìåðå 2, ñî ñëåäóþùèìè íèæå ñî÷åòàíè ìè ïðàéìåðîâ
äë  ÏÖÐ âíåñåíû äâå ìóòàöèè. Äë  ïîëó÷åíè  ãåíà HBcAg-lys-2cys-Mut ïðèìåí ëè ñïîñîáû
ÏÖÐ è òðàäèöèîííûå ñïîñîáû êëîíèðîâàíè .

Êðàòêî, äë  ïîëó÷åíè  ôðàãìåíòà 1 ïðèìåí ëè ñëåäóþùèå íèæå ïðàéìåðû:
Ïðàéìåð 1: EcoRIHBcAg(s)
CCGGAATTCATGGACATTGACCCTTATAAAG (SEQ ID ¹ 88)
Ïðàéìåð 2: 48as
GTGCAGTATGGTGAGGTGAGGAATGCTCAGGAGACTC (SEQ ID ¹ 92)
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Äë  ïîëó÷åíè  ôðàãìåíòà 2 ïðèìåí ëè ñëåäóþùèå íèæå ïðàéìåðû:
Ïðàéìåð 3: 48s
GAGTCTCCTGAGCATTCCTCACCTCACCATACTGCAC (SEQ ID ¹ 93)
Ïðàéìåð 4: 107as
CTTCCAAAAGTGAGGGAAGAAATGTGAAACCAC (SEQ ID ¹ 94)
Äë  ïîëó÷åíè  ôðàãìåíòà 3 ïðèìåí ëè ñëåäóþùèå íèæå ïðàéìåðû:
Ïðàéìåð 5: HBcAg149hind-as
CGCGTCCCAAGCTTCTAAACAACAGTAGTCTCCGGAAGCGTTGATAG (SEQ ID ¹ 95)
Ïðàéìåð 6: 107s
GTGGTTTCACATTTCTTCCCTCACTTTTGGAAG (SEQ ID ¹ 96)
Çàòåì ôðàãìåíòû 1 è 2 îáúåäèí ëè ñ ïðàéìåðàìè äë  ÏÖÐ EcoRIHBcAg(s) è 107as äë 

ïîëó÷åíè  ôðàãìåíòà 4. Çàòåì ôðàãìåíò 4 è ôðàãìåíò 3 îáúåäèí ëè ñ ïðàéìåðàìè
EcoRIHBcAg(s) and HBcAg149hind-as äë  ïîëó÷åíè  ïîëíîðàçìåðíîãî ãåíà. Çàòåì
ïîëíîðàçìåðíûé ãåí ðàñùåïë ëè ôåðìåíòàìè EcoRI (GAATTC) è HindIII (AAGCTT) è
êëîíèðîâàëè â âåêòîð pKK (Pharmacia), ðàñùåïëåííûé ïî òåì æå ó÷àñòêàì ðåñòðèêöèè.
Ýêñïðåññèþ è î÷èñòêó HBcAg-lys-2cys-Mut ïðîâîäèëè, êàê óêàçàíî â ïðèìåðå 3.

ÏÐÈÌÅÐ 5
Êîíñòðóèðîâàíèå HBcAg1-185-Lys.
Êîðîâûé àíòèãåí ãåïàòèòà (HBcAg) 1-185 ìîäèôèöèðîâàëè, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 2.

×àñòü (ïðîëèí 79 è àëàíèí 80) îáëàñòè ýïèòîïà c/e1 (îñòàòêè ñ 72 ïî 88) ãåíåòè÷åñêè
çàìåíèëè ïåïòèäîì Gly-Gly-Lys-Gly-Gly (SEQ ID ¹ 33), ïîëó÷èâ â ðåçóëüòàòå êîíñòðóêöèþ
HBcAg-Lys (SEQ ID ¹ 26). Ââåäåííûé ëèçèíîâûé îñòàòîê ñîäåðæèò íà åãî áîêîâîé öåïè
ðåàêöèîííîñïîñîáíóþ àìèíîãðóïïó, êîòîðóþ ìîæíî ïðèìåí òü äë  âíóòðèìîëåêóë ðíîãî
õèìè÷åñêîãî ñøèâàíè  ÷àñòèö HBcAg ñ ëþáûì àíòèãåíîì, ñîäåðæàùèì ñâîáîäíóþ
öèñòåèíîâóþ ãðóïïó. Äë  ïîëó÷åíè  ãåíà HBcAg1-185-Lys ïðèìåí ëè ñïîñîáû ÏÖÐ è
òðàäèöèîííûå ñïîñîáû êëîíèðîâàíè 

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Gly-Gly-Lys-Gly-Gly (SEQ ID ¹ 33) âñòàâë ëè ïîñðåäñòâîì
àìïëèôèêàöèè äâóõ îòäåëüíûõ ôðàãìåíòîâ ãåíà HBcAg ñ pEco63, êàê îïèñàíî âûøå â
ïðèìåðå 2, è ïîñëåäóþùåãî ñëè íè  äâóõ ôðàãìåíòîâ ïîñðåäñòâîì ÏÖÐ äë  ñáîðêè
ïîëíîðàçìåðíîãî ãåíà. Ïðèìåí ëè ñëåäóþùèå ñî÷åòàíè  ïðàéìåðîâ äë  ÏÖÐ:

Ôðàãìåíò 1:
Ïðàéìåð 1: EcoRIHBcAg(s) ((SEQ ID ¹ 88), ñì. ïðèìåð 2)
Ïðàéìåð 2: Lys-HBcAg(as) ((SEQ ID ¹ 89), ñì. ïðèìåð 2)
Ôðàãìåíò 2:
Ïðàéìåð 3: Lys-HBcAg(s) ((SEQ ID ¹ 90), ñì. ïðèìåð 2)
Ïðàéìåð 4: HBcAgwtHindIIII
CGCGTCCCAAGCTTCTAACATTGAGATTCCCGAGATTG (SEQ ID ¹ 97)
Ñáîðêà:
Ïðàéìåð 1: EcoRIHBcAg(s) ((SEQ ID ¹ 88), ñì. ïðèìåð 2)
Ïðàéìåð 2: HBcAgwtHindIIII (SEQ ID ¹ 97)
Ñîáðàííûé ïîëíîðàçìåðíûé ãåí çàòåì ðàñùåïë ëè ôåðìåíòàìè EcoRI (GAATTC)

è HindIII (AAGCTT) è êëîíèðîâàëè â âåêòîð pKK (Pharmacia), ðàñùåïëåííûé ïî òåì æå
ó÷àñòêàì ðåñòðèêöèè.

ÏÐÈÌÅÐ 6
Ñëè íèå ýïèòîïà ïåïòèäà â îáëàñòè MIR HBcAg.
Îñòàòêè HBcAg1-185 79 è 80 çàìåí ëè ýïèòîïîì CεH3 ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ

VNLTWSRASG (SEQ ID ¹ 98). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü CεH3 ïðîèñõîäèò èç
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè òðåòüåãî êîíñòàíòíîãî äîìåíà ò æåëîé öåïè ÷åëîâå÷åñêîãî IgE.
Ýïèòîï âñòàâë ëè â ïîñëåäîâàòåëüíîñòü HBcAg1-185 ñ ïðèìåíåíèåì ñïîñîáà
îáúåäèí þùåé ÏÖÐ. Íà ïåðâîé ñòàäèè ÏÖÐ ãåí HBcAg1-185, ïðîèñõîä ùèé èç êëîíà ATCC
pEco63 è àìïëèôèöèðîâàííûé ñ ïðàéìåðàìè HBcAg-wt EcoRI fwd è HBcAg-wt Hind III rev,
ïðèìåí ëè â êà÷åñòâå ìàòðèöû â äâóõ îòäåëüíûõ ðåàêöè õ äë  àìïëèôèêàöèè äâóõ
ôðàãìåíòîâ, ñîäåðæàùèõ ýëåìåíòû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
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CεH3. Çàòåì äàííûå äâà ôðàãìåíòà îáúåäèí ëè íà âòîðîé ñòàäèè ÏÖÐ, â îáúåäèí þùåé
ðåàêöèè ÏÖÐ.

Ñî÷åòàíè  ïðàéìåðîâ íà ïåðâîé ñòàäèè ÏÖÐ: ÑεÐ3fwd ñ HBcAg-wt HindIII rev è HBcAg-
wt EcoRI fwd ñ ÑεÐ3rev. Â îáúåäèí þùåé ðåàêöèè ÏÖÐ äâà ôðàãìåíòà, âûäåëåííûõ íà
ïåðâîé ñòàäèè ÏÖÐ, ñíà÷àëà îáúåäèí ëè â òå÷åíèå 3 öèêëîâ ÏÖÐ áåç âíåøíèõ ïðàéìåðîâ,
êîòîðûå âïîñëåäñòâèè äîáàâë ëè â ðåàêöèîííóþ ñìåñü äë  ñëåäóþùèõ 25 öèêëîâ.
Âíåøíèå ïðàéìåðû: HBcAg-wt EcoRI fwd è HBcAg-wt Hind III rev.

Ïðîäóêò ÏÖÐ êëîíèðîâàëè â pKK223.3 ñ ïðèìåíåíèåì ó÷àñòêîâ EcoRI è HindIII äë 
ýêñïðåññèè â E. coli (ñì. ïðèìåð 2). Ãèáðèäíóþ VLP ýêñïðåññèðîâàëè â E. coli è î÷èùàëè,
êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 2. Îáúåì ýëþöèè, ïðè êîòîðîì HBcAg1-185-ÑεÐ3 ýëþèðîâàë ïðè
ãåëü-ôèëüòðàöèè, ïîêàçûâàë ñáîðêó ãèáðèäíûõ áåëêîâ â ãèáðèäíóþ VLP.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ:
CεH3fwd:
5'GTT AAC TTG ACC TGG TCT CGT GCT TCT GGT GCA TCC AGG GAT CTA GTA GTC

3'(SEQ ID ¹ 99)
V N L T W S R A S G A80 S R D L V V86 (SEQ ID ¹ 100)
CεH3rev:
5' ACC AGA AGC ACG AGA CCA GGT CAA GTT AAC ATC TTC CAA ATT ATT ACC CAC 3'

(SEQ ID ¹ 101)
D78 E L N N G V72 (SEQ ID ¹ 102)
HBcAg-wt EcoRI fwd:
5' CCGgaattcATGGACATTGACCCTTATAAAG (SEQ ID ¹ 103)
HBcAG-wt Hind III rev:
5' CGCGTCCCaagcttCTAACATTGAGATTCCCGAGATTG (SEQ ID ¹ 104)
ÏÐÈÌÅÐ 7
Ñëè íèå ýïèòîïà ïåïòèäà ãðåëèíà ñ îáëàñòüþ MIR HBcAg.
Îñòàòêè 79 è 80 HBcAg1-185 çàìåùàëè ýïèòîïîì ïåïòèäà ãðåëèíà ñ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ: EHQRVQQRKE (SEQ ID ¹ 56). Ñêîíñòðóèðîâàëè äâà
ïåðåêðûâàþùèõñ  ïðàéìåðà ñ ïðèìåíåíèåì òîé æå ñòðàòåãè, ÷òî è îïèñàííà  â ïðèìåðå 6,
è ïîñðåäñòâîì îáúåäèí þùåé ÏÖÐ êîíñòðóèðîâàëè ãèáðèäíûé áåëîê. Ïðîäóêò ÏÖÐ
êëîíèðîâàëè â âåêòîð pKK223.3 è ýêñïðåññèðîâàëè â K802 E. coli. Ãèáðèäíûå VLP
ýêñïðåññèðîâàëè è î÷èùàëè, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 3.

ÏÐÈÌÅÐ 8
Ñëè íèå ýïèòîïà ïåïòèäà ãðåëèíà ñ C-êîíöîì óêîðî÷åííîãî ïî ïîçèöèè 19 óäëèíåíè  CP

áåëêà A1 Qβ.
Â ðåàêöèè ÏÖÐ ñ pQβ10 â êà÷åñòâå ìàòðèöû ïðèìåí ëè ïðàéìåð, îòæèãàþùèéñ  ê 5'-

êîíöó ãåíà A1 Qβ, è ïðàéìåð, îòæèãàþùèéñ  ê 3'-êîíöó ãåíà A1 Qβ è äîïîëíèòåëüíî
ñîäåðæàùèé ýëåìåíò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèé ôðàãìåíò ãðåëèíà ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ KKPPAKLQPR (SEQ ID ¹ 52). Ïðîäóêò ÏÖÐ êëîíèðîâàëè â pQβ10
(Kozlovska T. M. et al., Gene 137: 133-37 (1993)), à ãèáðèäíóþ VLP ýêñïðåññèðîâàëè è
î÷èùàëè, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 1.

ÏÐÈÌÅÐ 9
Âñòàâêà ýïèòîïà ïåïòèäà ãðåëèíà ìåæäó ïîëîæåíè ìè 2 è 3 áåëêà îáîëî÷êè fr.
Â ó÷àñòîê Bsp119I âåêòîðà pFrd8 (Pushko, P. et al., Prot. Eng. 6: 883-91 (1993))

ïîñðåäñòâîì ñòàíäàðòíûõ ñïîñîáîâ ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè âñòàâë ëè êîìïëåìåíòàðíûå
ïðàéìåðû, êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïåïòèäà ãðåëèíà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
EHQRVQQRKE (SEQ ID ¹ 56) è ñîäåðæàùèå ñîâìåñòèìûå ñ Bsp119I êîíöû è
äîïîëíèòåëüíûå íóêëåîòèäû nucleotides, äàþùèå âîçìîæíîñòü âñòàâêè ñ ñîõðàíåíèåì
ðàìêè ñ÷èòûâàíè . Àëüòåðíàòèâíî "ëèïêèå êîíöû" âåêòîðà pFrd8 ïîñëå
ðàñùåïëåíè  Bsp119I äîïîëí ëè ôðàãìåíòîì Êëåíîâà è â pFrd8 ëèãèðîâàëè
îëèãîíóêëåîòèäû, êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïåïòèäà ãðåëèíà ìûøèíîãî ïåïòèäà
ãðåëèíà è äîïîëíèòåëüíûå íóêëåîòèäû äë  êëîíèðîâàíè  ñ ñîõðàíåíèåì ðàìêè
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ñ÷èòûâàíè , ïîñëå îáðàáîòêè ôðàãìåíòîì Êëåíîâà. Êëîíû ñî âñòàâêîé â ïðàâîé
îðèåíòàöèè àíàëèçèðîâàëè ïîñðåäñòâîì îïðåäåëåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ýêñïðåññèþ è
î÷èñòêó õèìåðíîãî ãèáðèäíîãî áåëêà â JM109 E. coli èëè K802 E. coli ïðîâîäèëè, êàê
îïèñàíî ó Pushko, P. et al, Prot. Eng. 6: 883-91 (1993), êðîìå ñòàäèé õðîìàòîãðàôèè,
êîòîðûå ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì ñåôàðîçû CL-4B èëè ñåôàêðèëà S-400 (Pharmacia).
Êëåòî÷íûé ëèçàò îñàæäàëè ñóëüôàòîì àììîíè  è î÷èùàëè ïîñðåäñòâîì äâóõ
ïîñëåäîâàòåëüíûõ ñòàäèé î÷èñòêè ãåëü-ôèëüòðàöèåé ïîäîáíî ïðîöåäóðå, îïèñàííîé
äë  Qβ â ïðèìåðå 1.

ÏÐÈÌÅÐ 10
Âñòàâêà ýïèòîïà ïåïòèäà ãðåëèíà ìåæäó ïîëîæåíè ìè 67 è 68 áåëêà p1 Ty1 â âåêòîð

pOGS8111.
Ñèíòåçèðîâàëè äâà êîìïëåìåíòàðíûõ íóêëåîòèäà, êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü

EHQRVQQRKE (SEQ ID ¹ 56) ïåïòèäà ÷åëîâå÷åñêîãî ãðåëèíà, ñ êîíöàìè, ñîâìåñòèìûìè ñ
ó÷àñòêîì NheI pOGS8111. Äîáàâë ëè äîïîëíèòåëüíûå íóêëåîòèäû äë  îáåñïå÷åíè 
âñòàâêè áåç ñäâèãà ðàìêè ñ÷èòûâàíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé ýïèòîï ìûøèíîãî
ãðåëèíà, ïî îïèñàíèþ EP06777111. Ôëàíêèðóþùèå âñòàâëåííûé ýïèòîï àìèíîêèñëîòû AS è
SS êîäèðóþòñ  èçìåíåííûìè ó÷àñòêàìè NheI, ÷òî ïðîèñõîäèò â ðåçóëüòàòå âñòàâêè
îëèãîíóêëåîòèäà â ãåí TyA(d) pOGS8111.

POGS8111 òðàíñôîðìèðîâàëè â øòàìì MC2 S. cervisiae äë  ýêñïðåññèè ãèáðèäíîé VLP
Ty, êàê îïèñàíî â EP0677111 è óêàçàíî çäåñü. Ãèáðèäíûå VLP Ty î÷èùàëè ïîñðåäñòâîì
óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíè  íà ãðàäèåíòå ñàõàðîçû, êàê îïèñàíî â EP0677111.

ÏÐÈÌÅÐ 11
Âñòàâêà ýïèòîïà ïåïòèäà ãðåëèíà â ãëàâíûé êàïñèäíûé áåëîê L1 âèðóñà ïàïèëëîìû òèïà

1 (BPV-1).
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êîäèðóþùåé ýïèòîï ãðåëèíà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ

EHQRVQQRKE (SEQ ID ¹ 56), çàìåùàëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ àìèíîêèñëîòû
130-136 ãåíà L1 BPV-1, êëîíèðîâàííîãî â âåêòîð pFastBac1 (GIBCO/BRL), êàê îïèñàíî
(Chackerian, B. et al., Proc. Natl. Acad. USA 96: 2373-2378 (1999)).
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîíñòðóêöèè ïðîâåð ëè ïîñðåäñòâîì àíàëèçà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
íóêëåîòèäîâ. Ñ ïðèìåíåíèåì áàêóëîâèðóñíîé ñèñòåìû GIBCO/BRL ïîëó÷àëè
ðåêîìáèíàíòíûé áàêóëîâèðóñ, êàê îïèñàíî ó ïðîèçâîäèòåë . Ãèáðèäíûå VLP î÷èùàëè îò
çàðàæåííûõ áàêóëîâèðóñîì êëåòîê Sf9, êàê îïèñàíî ó Kirnbauer, R. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. 89: 12180-84 (1992) è Greenstone, H. L., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 95:
1800-05 (1998).

ÏÐÈÌÅÐ 12
Èììóíèçàöè  ìûøåé ñëèòûìè ñ VLP ïåïòèäàìè ãðåëèíà.
Ãèáðèäíûå VLP, ïðåäñòàâë þùèå ýïèòîï ìûøèíîãî ãðåëèíà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ

EHQRVQQRKE (SEQ ID ¹ 56), ïîëó÷åííûé â ïðèìåðàõ 7, 9, 10 è 11, ïðèìåí ëè äë 
èììóíèçàöèè ìûøåé, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 15. Ïîëó÷åííûå ó èììóíèçèðîâàííûõ ìûøåé
ñûâîðîòêè àíàëèçèðîâàëè â ñïåöèôè÷íîì ê ãðåëèíó ELISA, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 14.

Ýôôåêò âàêöèíû ïðîâåð ëè ïîñëåäóþùèì óâåëè÷åíèåì ìàññû ìûøåé è èçìåðåíèåì
ïîòðåáëåíè  ïèùè.

ÏÐÈÌÅÐ 13
Ñâ çûâàíèå ìûøèíîãî ãðåëèíà è ïåïòèäîâ ìûøèíîãî ãðåëèíà ñ áåëêîì êàïñèäà Qβ:

âàêöèíû èç ïåïòèäîâ ãðåëèíà.
Õèìè÷åñêè ñèíòåçèðîâàëè ñëåäóþùèå ïåïòèäû ãðåëèíà:
cGhrel: CGSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID ¹ 77)
GhreIC: GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPRGC (SEQ ID ¹ 105)
cGhrQ14: CGSSFLSPEHQKAQRKESKKPPAKLQPR(SEQ ID ¹ 106)
GhrQ14C: GSSFLSPEHQKAQRKESKKPPAKLQPRGC (SEQ ID ¹ 107)
Ghrel24-33C GGSSFLSPEHQGC (SEQ ID ¹ 132)
cGhrel42-51 CKKPPAKLQPR (SEQ ID ¹ 133)
cGhrel31-40 CEHQKAQQRKE (SEQ ID ¹ 134)
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cGhrel31-41 CEHQKAQQRKES (SEQ ID ¹ 135)
cGhrel28-37 CLSPEHQKAQQ (SEQ ID ¹ 136)
ñîäåðæàùèå äîáàâëåííûé íà N- èëè C-êîíöå öèñòåèíîâûé îñòàòîê äë  ñâ çûâàíè  ñ

VLP èëè ïèë ìè è ïðèìåí åìûå äë  õèìè÷åñêîãî ñâ çûâàíè  ñ Qβ, êàê îïèñàíî äàëåå.
Ðàñòâîð 5 ìë 140 ìÌ êàïñèäíîãî áåëêà Qβ â 20 ìÌ Hepes, 150 ìÌ NaCl pH 7,4 íà 30

ìèíóò ïîäâåðãàþò âçàèìîäåéñòâèþ ñî 108 ìêë 65 ìÌ ðàñòâîðà SMPH (Pierce) â H2O ïðè
25°C íà êà÷àþùåìñ  øåéêåðå. Çàòåì ðåàêöèîííûé ðàñòâîð äâàæäû ïîäâåðãàþò äèàëèçó â
òå÷åíèå 2 ÷àñîâ ïðîòèâ 5 ë 20 ìÌ Hepes, 150 ìÌ NaCl, pH 7,2 ïðè 4°C. Çàòåì 100 ìêë
äèàëèçèðîâàííîé ðåàêöèîííîé ñìåñè ïîäâåðãàëè âçàèìîäåéñòâèþ èëè ñ 28,6 ìêë 10 ìÌ
ìàòî÷íîãî ðàñòâîðà (â ÄÌÑÎ) ïåïòèäà ãðåëèíà (ñîîòíîøåíèå ïåïòèä/êàïñèäíûé áåëîê Qβ
ñîñòàâë åò 1:10). Ðåàêöèþ ñâ çûâàíè  ïðîâîä ò 2 ÷àñà ïðè 15°C â âîä íîé áàíå. Çàòåì
ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïîäâåðãàþò äèàëèçó â òå÷åíèå 24 ÷àñîâ ïðîòèâ 2×5 ë 20 ìÌ Hepes,
150 ìÌ NaCl, pH 7,2 ïðè 4°C.

Ïðîäóêòû ñâ çûâàíè  öåíòðèôóãèðóþò, à ñóïåðíàòàíòû è îñàäêè àíàëèçèðóþò íà 16%
ãåë õ SDS-PAGE â âîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâè õ. Ãåëè îêðàøèâàþò êóìàññè
áðèëëèàíòîâûì ãîëóáûì.

Ñâ çûâàíèå ïåïòèäîâ ãðåëèíà ñ áåëêîì êàïñèäà fr
Ðàñòâîð 120 ìÌ áåëêà êàïñèäà fr â 20 ìÌ Hepes, 150 ìÌ NaCl pH 7,2 30 ìèíóò

ïîäâåðãàþò âçàèìîäåéñòâèþ ñ 10-êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì SMPH (Pierce)),
ðàçâåäåííûì èç ìàòî÷íîãî ðàñòâîðà â ÄÌÑÎ, ïðè 25°C íà êà÷àþùåìñ  øåéêåðå. Çàòåì
ðåàêöèîííûé ðàñòâîð äâàæäû ïîäâåðãàþò äèàëèçó â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ ïðîòèâ 1 ë 20 ìÌ
Hepes, 150 ìÌ NaCl, pH 7,2 ïðè 4°C. Çàòåì äèàëèçèðîâàííóþ ðåàêöèîííóþ ñìåñü fr â
òå÷åíèå íî÷è ïðè 16°C íà êà÷àþùåìñ  øåéêåðå ïîäâåðãàþò âçàèìîäåéñòâèþ ñ
ýêâèìîë ðíîé êîíöåíòðàöèåé ïåïòèäà ãðåëèíà èëè ñ ñîîòíîøåíèåì ïåïòèä ãðåëèíà/fr,
ñîñòàâë þùèì 1:2. Ïðîäóêòû ñâ çûâàíè  àíàëèçèðóþò ïîñðåäñòâîì SDS-PAGE.

Ñâ çûâàíèå ïåïòèäîâ ãðåëèíà ñ HBcAg-Lys-2cys-Mut
Ðàñòâîð 120 ìÌ HBcAg-Lys-2cys-Mut â 20 ìÌ Hepes, 150 ìÌ NaCl pH 7,2 30 ìèíóò

ïîäâåðãàþò âçàèìîäåéñòâèþ ñ 10-êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì SMPH (Pierce)),
ðàçâåäåííûì èç ìàòî÷íîãî ðàñòâîðà â ÄÌÑÎ, ïðè 25°C íà êà÷àþùåìñ  øåéêåðå. Çàòåì
ðåàêöèîííûé ðàñòâîð äâàæäû ïîäâåðãàþò äèàëèçó â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ ïðîòèâ 1 ë 20 ìÌ
Hepes, 150 ìÌ NaCl, pH 7,2 ïðè 4°C. Çàòåì äèàëèçèðîâàííóþ ðåàêöèîííóþ ñìåñü HBcAg-
Lys-2cys-Mut â òå÷åíèå íî÷è ïðè 16°C íà êà÷àþùåìñ  øåéêåðå ïîäâåðãàþò
âçàèìîäåéñòâèþ ñ ýêâèìîë ðíîé êîíöåíòðàöèåé ïåïòèäà ãðåëèíà èëè ñ ñîîòíîøåíèåì
ïåïòèä ãðåëèíà/HBcAg-Lys-2cys-Mut, ñîñòàâë þùèì 1:2. Ïðîäóêòû ñâ çûâàíè 
àíàëèçèðóþò ïîñðåäñòâîì SDS-PAGE.

Ñâ çûâàíèå ïåïòèäîâ ãðåëèíà ñ ïèë ìè
Ðàñòâîð 125 ìÌ ïèëåé òèïà 1 E. coli â 20 ìÌ Hepes, pH 7,2 60 ìèíóò ïîäâåðãàþò

âçàèìîäåéñòâèþ ñ 50-êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì ñøèâàþùåãî ñðåäñòâà SMPH (Pierce)),
ðàçâåäåííûì èç ìàòî÷íîãî ðàñòâîðà â ÄÌÑÎ, ïðè RT íà êà÷àþùåìñ  øåéêåðå.
Ðåàêöèîííóþ ñìåñü îáåññîëèâàþò íà êîëîíêå PD-10 (Amersham-Pharmacia Biotech).
Ñîáèðàþò ñîäåðæàùèå áåëîê ôðàêöèè, ýëþèðóþùèåñ  ñ êîëîíêè, è îáåññîëåííûé
äåðèâàòèçèðîâàííûé áåëîê ïèëåé â òå÷åíèå íî÷è ïðè 16°C íà êà÷àþùåìñ  øåéêåðå
ïîäâåðãàþò âçàèìîäåéñòâèþ ñ ïåïòèäàìè ãðåëèíà â ýêâèìîë ðíîì ñîîòíîøåíèè èëè â
ñîîòíîøåíèè ïåïòèäà ñ ïèë ìè, ñîñòàâë þùåì 1:2. Ïðîäóêòû ñâ çûâàíè  àíàëèçèðóþò
ïîñðåäñòâîì SDS-PAGE.

ÏÐÈÌÅÐ 14
Èììóíèçàöè  ìûøåé êîíúþãàòàìè VLP-ïåïòèä ãðåëèíà.
Èììóíèçàöè  ìûøåé ñâ çàííûìè ñ Qβ ïåïòèäàìè ãðåëèíà
Ñàìîê ìûøåé C57BL/6 èììóíèçèðóþò ïåðå÷èñëåííûìè â ïðèìåðå 13 ïåïòèäàìè

ìûøèíîãî ãðåëèíà, ñâ çàííûìè ñ Qβ, ñìåøàííûìè ñ êâàñöàìè, ðàñòâîðåííûìè â IFA, èëè
áåç àäúþâàíòà. 50 ìêã èíúåöèðóþò ïîäêîæíî íà 0, 14 è 28 ñóòêè. Ó ìûøåé ïîñëå
èììóíèçàöèè ðåòðîîðáèòàëüíî ñîáèðàëè êðîâü íà 14, 21, 28, 42 ñóòêè è çàòåì ÷åðåç
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ìåñ ÷íûå èíòåðâàëû ïîñëå ýòîãî. Ñûâîðîòêó àíàëèçèðîâàëè ñ ïðèìåíåíèåì ñïåöèôè÷íîãî
ê ïåïòèäàì ãðåëèíà ELISA.

ÏÐÈÌÅÐ 15
Ñâ çûâàíèå C-ãðåëèíà è ãðåëèíà-GC ñ áåëêîì îáîëî÷êè Qβ
2 ìë ðàñòâîðà 2,0 ìã/ìë êàïñèäíîãî áåëêà Qβ â 20 ìÌ Hepes, 150 ìÌ NaCl pH 7,2 30

ìèíóò ïðè 25°C ïîäâåðãàëè âçàèìîäåéñòâèþ ñî 114,4 ìêë ðàñòâîðà SMPH (Pierce) (èç 50
ìÌ ìàòî÷íîãî ðàñòâîðà, ðàçâåäåííîãî ÄÌÑÎ). Çàòåì ðåàêöèîííûé ðàñòâîð äâàæäû
ïîäâåðãàëè äèàëèçó â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ ïðîòèâ 2 ë 20 ìÌ Hepes, 150 ìÌ NaCl, pH 7,2
ïðè 4°C.

Çàòåì äèàëèçèðîâàííóþ äåðèâàòèçèðîâàííóþ VLP Qβ ïîäâåðãàëè ðåàêöèè ñ ïåïòèäîì
ìûøèíîãî C-ãðåëèíà (SEQ ID: ¹ 77) èëè ìûøèíîãî ãðåëèíà-GC (SEQ ID: ¹ 105) â òå÷åíèå
2 ÷àñîâ ïðè 15°C â 20 ìÌ Hepes, 150 ìÌ NaCl, pH 7,2. Ðåàêöèþ ñâ çûâàíè  ïðîâîäèëè â
íåñêîëüêèõ àëèêâîòàõ, ãäå 1 ìë äåðèâàòèçèðîâàííîé VLP Qβ (â êîíöåíòðàöèè 2 ìã/ìë)
ïîäâåðãàëè ðåàêöèè ñ 286 ìêë 10 ìÌ ðàñòâîðà ïåïòèäà. Äë  ðåàêöèè ñâ çûâàíè 
äîáàâë ëè 10% àöåòîíèòðèë. Ðåàêöèîííûé ðàñòâîð îäíîêðàòíî ïîäâåðãàëè äèàëèçó â
òå÷åíèå 2 ÷àñîâ, à çàòåì - â òå÷åíèå íî÷è ïðîòèâ 2 ë 20 ìÌ Hepes, 150 ìÌ NaCl, pH 7,2
ïðè 4°C.

Ïðîäóêòû ñâ çûâàíè  àíàëèçèðîâàëè íà 16% ãåë õ SDS-PAGE. Ãåëè îêðàøèâàëè
êóìàññè áðèëëèàíòîâûì ãîëóáûì. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà ôèãóðå 1. Ïðîäóêòû
ñâ çûâàíè  ìîæíî âû âèòü â îêðàøåííûõ êóìàññè ãåë õ è îò÷åòëèâî äåìîíñòðèðóþò
êîâàëåíòíîå ñâ çûâàíèå C-ãðåëèíà èëè ãðåëèíà-GC ñ êàïñèäíûì áåëêîì Qβ. Ïîëîñû,
ñîîòâåòñòâóþùèå ñâ çûâàíèþ îäíîãî, äâóõ, òðåõ èëè ÷åòûðåõ ïåïòèäîâ, ñâ çàííûõ ñ îäíîé
ñóáúåäèíèöåé, îáîçíà÷åíû ñòðåëêàìè.

Íà ôèãóðå 1 ïðåäñòàâëåíû ïðîäóêòû ñâ çûâàíè  ðåàêöèè ìûøèíîãî C-ãðåëèíà èëè
ìûøèíîãî ãðåëèíà-GC ñ êàïñèäíûì áåëêîì Qβ. Ïîëîñû 2 è 4 äåìîíñòðèðóþò ïðîäóêòû
ñâ çûâàíè  â ðàñòâîðèìîé ôðàêöèè Qβ-C-ãðåëèí è ãðåëèí-GC-Qβ ñîîòâåòñòâåííî. Â
íåðàñòâîðèìîé ôðàêöèè íàõîäèòñ  î÷åíü ìàëî ïðîäóêòà.

ÏÐÈÌÅÐ 16
Èììóíèçàöè  ìûøåé ñâ çàííûì ñ êàïñèäíûì áåëêîì Qβ C-ãðåëèíîì èëè ãðåëèíîì-GC
Ñàìîê ìûøåé C57BL/6 (5 íà ãðóïïó) âàêöèíèðîâàëè èëè ìûøèíûì C-ãðåëèíîì (SEQ ID:

¹ 77) èëè ìûøèíûì ãðåëèíîì-GC (SEQ ID: ¹ 105), ñâ çàííûì ñ êàïñèäíûì áåëêîì Qβ.
50 ìêã äèàëèçèðîâàííîé âàêöèíû èç êàæäîãî îáðàçöà ðàçâîäèëè â PBS äî îáúåìà 200 ìêë è
èíúåöèðîâàëè ïîäêîæíî (ïî 100 ìêë ñ äâóõ ñòîðîí áðþøêà) íà 0, 14 è 42 ñóòêè. Âàêöèíó
ââîäèëè áåç äîïîëíèòåëüíîãî àäúþâàíòà. Â êà÷åñòâå êîíòðîë  ãðóïïó ìûøåé
èììóíèçèðîâàëè PBS. Ó ìûøåé íà 0, 14, 21, 42 ñóòêè ðåòðîîðáèòàëüíî ñîáèðàëè êðîâü è
èõ ñûâîðîòêó àíàëèçèðîâàëè ñ ïðèìåíåíèåì ñïåöèôè÷íîãî ê ãðåëèíó ELISA (îïèñàííîì â
ïðèìåðå 17). Êðîìå òîãî, ó ìûøåé â òå÷åíèå ýêñïåðèìåíòà ÷åðåç ðåãóë ðíûå
êîíòðîëèðîâàëè ìàññó òåëà è ïîòðåáëåíèå ïèùè (îïèñàíî ïðèìåðå 18).

ÏÐÈÌÅÐ 17
Âû âëåíèå ñïåöèôè÷íûõ ê ãðåëèíó àíòèòåë â ELISA
Ïëàíøåòû ELISA ïîêðûâàëè ìûøèíûì ãðåëèíîì ñ îêòàíîèëèðîâàííûì ñåðèíîì

(Bachem, Product ¹ H-4862) â êîíöåíòðàöèè 20 ìêã/ìë. Ïëàíøåòû áëîêèðîâàëè, à çàòåì
èíêóáèðîâàëè ñ ñåðèéíî ðàçâåäåííûìè ìûøèíûìè ñûâîðîòêàìè îò 14, 21 è 42 ñóòîê.
Ñâ çûâàíèå àíòèòåë âû âë ëè ñ ïðèìåíåíèåì ôåðìåíòàòèâíî ìå÷åííûõ àíòèòåë ïðîòèâ
ìûøèíûõ IgG. Â êà÷åñòâå êîíòðîë  òàêæå òåñòèðîâàëè ñûâîðîòêó äî èììóíèçàöèè (ôèãóðà
2).

Ó ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ Qβ-C-ãðåëèíîì èëè ãðåëèíîì-CG-Qβ, ñðåäíèé òèòð íà 21
ñóòêè äîñòèãàë 13000 è 8000 ñîîòâåòñòâåííî (ôèãóðà 2). Ñûâîðîòêè äî èììóíèçàöèè èëè
ñûâîðîòêè îò ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ PBS, íå ïîêàçàëè êàêîé-ëèáî àêòèâíîñòè â
îòíîøåíèè ãðåëèíà. Ýòî ÷åòêî äåìîíñòðèðóåò, ÷òî êîíúþãàò ãðåëèí-VLP ñïîñîáåí
èíäóöèðîâàòü âûñîêèé òèòð àíòèòåë ïðîòèâ ãðåëèíà, äàæå åñëè îí  âë åòñ  ñîáñòâåííûì
áåëêîì.
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ÏÐÈÌÅÐ 18
Ýôôåêòèâíîñòü ýêñïåðèìåíòîâ ñ C-ãðåëèíîì èëè ãðåëèíîì-GC, ñâ çàííûì ñ êàïñèäíûì

áåëêîì Qβ
Ñàìîê ìûøåé C57BL/6 (5 íà ãðóïïó) âàêöèíèðîâàëè ìûøèíûì C-ãðåëèíîì èëè

ãðåëèíîì-GC, ñâ çàííûì ñ êàïñèäíûì áåëêîì Qβ, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 16. Â êà÷åñòâå
êîíòðîë  ãðóïïó ìûøåé èììóíèçèðîâàëè PBS. Âñåõ ìûøåé ìåæäó ñóòêàìè 0 è 14
ñîäåðæàëè íà íîðìàëüíîé äèåòå. Çàòåì âñåõ ìûøåé ñîäåðæàëè íà äèåòå ñ âûñîêèì
ñîäåðæàíèåì æèðà (45%) äë  îáëåã÷åíè  ðàçâèòè  èíäóöèðîâàííîãî äèåòîé îæèðåíè .
Ïèùó è âîäó ââîäèëè ñâîáîäíî. Ó îòäåëüíûõ ìûøåé êîíòðîëèðîâàëè èçìåíåíè  ìàññû
òåëà, à òàêæå ÷åðåç ðåãóë ðíûå èíòåðâàëû ïîñëå èììóíèçàöèè (íà 5, 11, 14, 21, 28, 35,
40, 49 è 55 ñóòêè ïîñëå èììóíèçàöèè) êîíòðîëèðîâàëè ïîòðåáëåíèå ïèùè è âîäû íà êëåòêó
(ò.å. ãðóïïó) (ñì. ôèãóðó 3).

Ó ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ ìûøèíûì Qβ-C-ãðåëèíîì èëè ìûøèíûì ãðåëèíîì-
CG-Qβ, äîñòèãàëîñü ñðåäíåå óìåíüøåíèå ïîòðåáëåíè  ïèùè ïðèáëèçèòåëüíî íà 30-40% ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè ìûøàìè, èììóíèçèðîâàííûìè PBS (ôèãóðà 3). Ýòî îò÷åòëèâî
äåìîíñòðèðóåò, ÷òî êîíúþãàò ãðåëèí-VLP ñïîñîáåí ïîäàâë òü àïïåòèò è óìåíüøàòü
ïîòðåáëåíèå ïèùè.

ÏÐÈÌÅÐ 19
Ýôôåêòèâíîñòü ýêñïåðèìåíòîâ ñ C-ãðåëèíîì èëè ãðåëèíîì-GC, ñâ çàííûì ñ êàïñèäíûì

áåëêîì Qβ â æèâîòíîé ìîäåëè îæèðåíè 
Ñàìîê ìûøåé C57BL/6 ob/ob (5 íà ãðóïïó) âàêöèíèðîâàëè ìûøèíûì C-ãðåëèíîì èëè

ãðåëèíîì-GC, ñâ çàííûì ñ êàïñèäíûì áåëêîì Qβ. Êîíòðîëüíûõ ìûøåé èììóíèçèðîâàëè
PBS èëè òîëüêî VLP Qβ. 50 ìêã äèàëèçèðîâàííîé âàêöèíû èëè êîíòðîëüíîãî áåëêà
ðàñòâîð þò â îáúåìå PBS 200 ìêë è ïîäêîæíî èíúåöèðóþò (ïî 100 ìêë ñ äâóõ ñòîðîí
áðþøêà) ñ êâàñöàìè èëè áåç íà 0 ñóòêè. Ìûøåé ïîäâåðãàëè âòîðè÷íîé ñòèìóë öèè
ñîîòâåòñòâóþùèì ïðåïàðàòîì íà 14, 28 è 42 ñóòêè.

Ó ìûøåé ðåòðîîðáèòàëüíî ñîáèðàþò êðîâü íà 0, 14, 21, 42, 56, 70 ñóòêè è çàòåì ÷åðåç
ìåñ ÷íûå èíòåðâàëû. Ñûâîðîòêè àíàëèçèðóþò íà íàëè÷èå àíòèòåë, ñïåöèôè÷íûõ ê
ãðåëèíó, â ñïåöèôè÷íîì ê ãðåëèíó ELISA, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 17. Åñëè òèòðû
ñïåöèôè÷íûõ ê ãðåëèíó àíòèòåë çíà÷èòåëüíî óìåíüøàþòñ  â òå÷åíèå ïåðèîäà
ýêñïåðèìåíòà, ìûøåé ñîîòâåòñòâåííî ïîäâåðãàþò âòîðè÷íîé ñòèìóë öèè. Äåéñòâèå
âàêöèíû ïðîâåð ëè èçìåðåíèåì ïîòðåáëåíè  ïèùè â óñëîâè õ îòñóòñòâè  îãðàíè÷åíèé è
ïîñëåäóþùåãî óâåëè÷åíè  ìàññû ìûøåé, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 18.

ÏÐÈÌÅÐ 20
Êëîíèðîâàíèå ãåíà áåëêà îáîëî÷êè AP205
êÄÍÊ áåëêà îáîëî÷êè (CP) AP205 (SEQ ID ¹ 28) ñîáèðàëè èç äâóõ ôðàãìåíòîâ êÄÍÊ,

ïîëó÷åííûõ èç ÐÍÊ ôàãà AP205 ñ ïðèìåíåíèåì ñïîñîáà îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè-ÏÖÐ è
êëîíèðîâàíè  â êîììåð÷åñêóþ ïëàçìèäó pCR 4-TOPO äë  îïðåäåëåíè 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ñïîñîáû îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì â
ñîîòâåòñòâóþùåé îáëàñòè. Ïåðâûé ôðàãìåíò, ñîäåðæàùèéñ  â ïëàçìèäå p205-246,
ñîäåðæàë 269 íóêëåîòèäîâ ââåðõ îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè CP è 74 íóêëåîòèäà, êîäèðóþùèõ
ïåðâûå 24 N-êîíöåâûõ àìèíîêèñëîò CP. Âòîðîé ôðàãìåíò, ñîäåðæàùèéñ  â ïëàçìèäå p205-
262, ñîäåðæàë 364 íóêëåîòèäîâ, êîäèðóþùèõ àìèíîêèñëîòû l2-131 CP è äîïîëíèòåëüíûå
162 íóêëåîòèäà âíèç îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè CP. È p205-246 è p205-262 ïðåäñòàâë ëè
ñîáîé âåëèêîäóøíûé ïîäàðîê J. Klovins.

Äë  ñëè íè  îáîèõ ôðàãìåíòîâ CP èç ïëàçìèä p205-246 è p205-262 â îäíó
ïîëíîðàçìåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü CP ïîñðåäñòâîì äâóõñòàäèéíîé ÏÖÐ
ñêîíñòðóèðîâàëè ïëàçìèäó 283.-58.

Ïðèìåð ëè ïð ìîé ïðàéìåð p1.44, ñîäåðæàùèé ó÷àñòîê NcoI äë  êëîíèðîâàíè  â
ïëàçìèäó pQb185, èëè p1.45,ñîäåðæàùèé ó÷àñòîê XbaI äë  êëîíèðîâàíè  â ïëàçìèäó
pQb10, è îáðàòíûé ïðàéìåð p1.46, ñîäåðæàùèé ðåñòðèêöèîííûé ó÷àñòîê HindIII
(ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ðàñïîçíàâàåìûå ôåðìåíòàìè ðåñòðèêöèè, ïîä÷åðêíóòû):

p1.44 5'-AACCATGGCAAATAAGCCAATGCAACCG-3' (SEQ ID ¹ 139)
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p1.45 5'-AATCTAGAATTTTCTGCGCACCCATCCCGG-3' (SEQ ID ¹ 140)
p1.46 5'-AAAAGCTTAAGCAGTAGTATCAGACGATACG-3' (SEQ ID ¹ 141)
Äë  àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòîâ ïåðâîé ÏÖÐ ïðèìåí ëè äâà äîïîëíèòåëüíûõ ïðàéìåðà:

p1.47, îòæèãàþùèéñ  ê 5'-êîíöó ôðàãìåíòà, ñîäåðæàùåãîñ  â p205-262, è p1.48,
îòæèãàþùèéñ  ê 3'êîíöó ôðàãìåíòà, ñîäåðæàùåãîñ  â ïëàçìèäå p205-246. Ïðàéìåðû p1.47
è p1.48 êîìïëåìåíòàðíû äðóã äðóãó.

p1.47: 5'-GAGTGATCCAACTCGTTTATCAACTACATTTTCAGCAAGTCTG-3' (SEQ ID ¹
142)

p1.48: 5'-CAGACTTGCTGAAAATGTAGTTGATAAACGAGTTGGATCACTC-3' (SEQ ID ¹
143)

Â ïåðâûõ äâóõ ðåàêöè õ ÏÖÐ ïîëó÷àëè äâà ôðàãìåíòà. Ïåðâûé ôðàãìåíò ïîëó÷àëè ñ
ïðàéìåðàìè p1.45 è p1.48 è ìàòðèöåé p205-246. Âòîðîé ôðàãìåíò ïîëó÷àëè ñ ïðàéìåðàìè
p1.47 è p1.46, è ìàòðèöåé p205-262. Îáà ôðàãìåíòà ïðèìåí ëè â êà÷åñòâå ìàòðèö äë 
âòîðîé ðåàêöèè ÏÖÐ, ðàñøèðåíèå ñðàùèâàíè -ïåðåêðûâàíè , ñ ñî÷åòàíèåì ïðàéìåðîâ
p1.45 è p1.46 èëè p1.44 è p1.46. Ïðîäóêò äâóõ ðåàêöèé ÏÖÐ âòîðîé ñòàäèè ðàñùåïë ëè XbaI
èëè NcoI ñîîòâåòñòâåííî è HindIII è êëîíèðîâàëè â òå æå ó÷àñòêè ðåñòðèêöèè â pQb10 èëè
pQb185 ñîîòâåòñòâåííî äâà ïîëó÷åííûõ èç pGEM ýêñïðåññèðóþùèõ âåêòîðà ïîä êîíòðîëåì
ïðîìîòîðà òðèïòîôàíîâîãî îïåðîíà E. coli.

Ïîëó÷àëè äâå ïëàçìèäû, pAP283-58 (SEQ ID ¹ 27), ñîäåðæàùóþ ãåí, êîäèðóþùèé CP wt
AP205 (SEQ ID ¹ 28) â pQb10, è pAP281-32 (SEQ ID ¹ 30) ñ ìóòàöèåé Pro5→Thr (SEQ ID
¹ 29), â pQbl85. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêîâ îáîëî÷êè ïðîâåð ëè ïîñðåäñòâîì
îïðåäåëåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ. PAP283-58 ñîäåðæàëà 49 íóêëåîòèäîâ ââåðõ îò
êîäîíà ATG CP, âíèç îò ó÷àñòêà XbaI è ñîäåðæàëà ïðåäïîëàãàåìûé èñõîäíûé ó÷àñòîê
ïðèêðåïëåíè  ðèáîñîìû ìÐÍÊ áåëêà îáîëî÷êè.

ÏÐÈÌÅÐ 21:
Ýêñïðåññè  è î÷èñòêà ðåêîìáèíàíòíîé VLP AP205
A. Ýêñïðåññè  ðåêîìáèíàíòíîé VLP AP205
JM109 E. coli òðàíñôîðìèðîâàëè ïëàçìèäîé pAP283-58. 5 ìë æèäêîé ñðåäû LB ñ 20

ìêã/ìë àìïèöèëëèíà èíîêóëèðîâàëè îäíîé êîëîíèåé è 16-24 ÷àñîâ èíêóáèðîâàëè ïðè 37°C
áåç ïåðåìåøèâàíè .

Ïîëó÷åííûé èíîêóë ò ðàçáàâë ëè 1:100 â 100-300 ìë ñðåäû LB, ñîäåðæàùåé 20 ìêã/ìë
àìïèöèëëèíà, è â òå÷åíèå íî÷è èíêóáèðîâàëè ïðè 37°C áåç ïåðåìåøèâàíè . Ïîëó÷åííûé
âòîðîé èíîêóë ò ðàçáàâë ëè 1:50 â ñðåäå 2TY medium, ñîäåðæàùåé 0,2 % ãëþêîçû è
ôîñôàòà äë  áóôåðèçàöèè, è â òå÷åíèå íî÷è èíêóáèðîâàëè ïðè 37°C íà øåéêåðå. Êëåòêè
ñîáèðàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è çàìîðàæèâàëè ïðè -80°C.

B. Î÷èñòêà ðåêîìáèíàíòíîé VLP AP205
Ðàñòâîðû è áóôåðû:
Áóôåð äë  ëèçèñà
50 ìÌ Tris-HCl pH 8,0 ñ 5 ìÌ ÝÄÒÀ, 0,1% TritonÕ100 è PMSF ïðè 5 ìèêðîãðàììàõ íà ìë.
SAS
Íàñûùåííûé ñóëüôàò àììîíè  â âîäå
Áóôåð NET.
20 ìÌ Tris-HCl, pH 7,8 ñ 5 ìÌ ÝÄÒÀ è
150 ìÌ NaCl.
PEG
40% (ìàñ./îá.) ïîëèýòèëåíãëèêîë  6000 â NET
Ëèçèñ
Çàìîðîæåííûå êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå äë  ëèçèñà ïðè 2 ìë/ã êëåòîê. Ñìåñü

ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ óëüòðàçâóêà ï òü ðàç ïî 15 ñåêóíä ïðè 22 êÃö ñ èíòåðâàëàìè â 1
ìèí äë  îõëàæäåíè  ðàñòâîðà íà ëüäó. Çàòåì ëèçàò 20 ìèíóò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 12000
îá/ìèí ñ ïðèìåíåíèåì ðîòîðà F34-6-38 (Eppendorf). Âñå ñòàäèè öåíòðèôóãèðîâàíè ,
îïèñàííûå íèæå, ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì ýòîãî æå ðîòîðà, åñëè íå óêàçàíî èíà÷å.
Ñóïåðíàòàíò õðàíèëè ïðè 4°C, â òî âðåì  êàê êëåòî÷íûé äåáðèñ äâàæäû îòìûâàëè
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áóôåðîì äë  ëèçèñà. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíè  ñóïåðíàòàíòû ëèçàòà è îòìûòûå ôðàêöèè
îáúåäèí ëè.

Äë  î÷èñòêè VLP AP205 äîïîëíèòåëüíî ìîæíî ïðèìåí òü îñàæäåíèå ñóëüôàòîì
àììîíè . Íà ïåðâîé ñòàäèè âûáèðàþò êîíöåíòðàöèþ ñóëüôàòà àììîíè , ïðè êîòîðîé VLP
AP205 íå îñàæäàåòñ . Ïîëó÷åííûé îñàäîê îòáðàñûâàþò. Íà ñëåäóþùåé ñòàäèè âûáèðàþò
êîíöåíòðàöèþ ñóëüôàòà àììîíè , ïðè êîòîðîé VLP AP205 îñàæäàåòñ  êîëè÷åñòâåííî, à
VLP AP205 âûäåë þò èç îñàäêà, îáðàçîâàííîãî íà äàííîé ñòàäèè, ïîñðåäñòâîì
öåíòðèôóãèðîâàíè  (14000 îá/ìèí, 20 ìèí). Ïîëó÷åííûé îñàäîê ðàñòâîð þò â áóôåðå NET.

Õðîìàòîãðàôè :
Êàïñèäíûé áåëîê èç îáúåäèíåííûõ ñóïåðíàòàíòîâ ïîìåùàëè íà êîëîíêó ñ ñåôàðîçîé 4B

column (2,8×70 ñì) è ýëþèðîâàëè áóôåðîì NET ïðè 4 ìë/÷àñ/ôðàêöèþ. Ôðàêöèè 28-40
ñîáèðàëè è îñàæäàëè ñóëüôàòîì àììîíè  ïðè íàñûùåíèè 60%. Ôðàêöèè àíàëèçèðîâàëè
ïîñðåäñòâîì SDS-PAGE è âåñòåðí-áëîòòèíãà ñ àíòèñûâîðîòêîé, ñïåöèôè÷íîé ê AP205 äî
îñàæäåíè . Âûäåëåííûé ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè îñàäîê ïîâòîðíî ðàñòâîð ëè â áóôåðå
NET è ïîìåùàëè íà êîëîíêó ñ ñåôàðîçîé 2B (2,3×65 ñì), ïðîâîä  ýëþöèþ ïðè 3
ìë/÷àñ/ôðàêöèþ. Ôðàêöèè àíàëèçèðîâàëè ïîñðåäñòâîì SDS- PAGE, à ôðàêöèè 44-50
ñîáèðàëè, îáúåäèí ëè è îñàæäàëè ñóëüôàòîì àììîíè  ïðè íàñûùåíèè 60%. Âûäåëåííûé
ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè îñàäîê ïîâòîðíî ðàñòâîð ëè â áóôåðå NET è î÷èùàëè íà êîëîíêå ñ
ñåôàðîçîé 6B (2,5×47 ñì), ïðîâîä  ýëþöèþ ïðè 3 ìë/÷àñ/ôðàêöèþ. Ôðàêöèè àíàëèçèðîâàëè
ïîñðåäñòâîì SDS-PAGE. Ñîáèðàëè ôðàêöèè 23-27, êîíöåíòðàöèþ ñîëè äîâîäèëè äî 0,5 M è
îñàæäàëè PEG 6000, äîáàâëåííîãî èç 40% ìàòî÷íîãî ðàñòâîðà â âîäå, äî êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 13,3%. Âûäåëåííûé ïîñðåäñòâîì öåíòðèôóãèðîâàíè  îñàäîê ïîâòîðíî
ðàñòâîð ëè â áóôåðå NET è ïîìåùàëè íà òó æå êîëîíêó ñ ñåôàðîçîé 2B, ÷òî è âûøå,
ïðîâîä  ýëþöèþ òàêèì æå ñïîñîáîì. Ñîáèðàëè ôðàêöèè 43-53 è îñàæäàëè ñóëüôàòîì
àììîíè  ïðè íàñûùåíèè 60%. Âûäåëåííûé ïîñðåäñòâîì öåíòðèôóãèðîâàíè  îñàäîê
ïîâòîðíî ðàñòâîð ëè â âîäå è ïîëó÷åííûé ðàñòâîð áåëêà èíòåíñèâíî äèàëèçèðîâàëè
ïðîòèâ âîäû. Âîçìîæíûì ïîëó÷èòü  âë ëîñü ïðèáëèçèòåëüíî 10 ìã î÷èùåííîãî áåëêà íà
ãðàìì êëåòîê.

Ïðîâåðêà âèðóñîïîäîáíûõ ÷àñòèö ïîñðåäñòâîì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ïîêàçàëà, ÷òî
îíè èäåíòè÷íû ôàãîâûì ÷àñòèöàì.

Òåïåðü, ïîñëå ïîëíîãî îïèñàíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  â íåêîòîðûõ äåòàë õ
ïîñðåäñòâîì èëëþñòðàöèè è ïðèìåðà ñ öåëüþ ÷åòêîñòè ïîíèìàíè , ñïåöèàëèñòó â äàííîé
îáëàñòè áóäåò î÷åâèäíî, ÷òî òî æå ñàìîå ìîæíî èñïîëí òü ïîñðåäñòâîì ìîäèôèêàöèè èëè
èçìåíåíè  èçîáðåòåíè  â øèðîêîì è ýêâèâàëåíòíîì äèàïàçîíå óñëîâèé, êîìïîçèöèé è
äðóãèõ ïàðàìåòðîâ áåç âëè íè  íà îáúåì èçîáðåòåíè  èëè ëþáîå åãî êîíêðåòíîå
îñóùåñòâëåíèå è ÷òî òàêèå ìîäèôèêàöèè èëè èçìåíåíè  ïîäðàçóìåâàþò âêëþ÷åííûìè â
îáúåì ïðèëàãàåìîé ôîðìóëû èçîáðåòåíè .

Âñå ïóáëèêàöèè, ïàòåíòû è ïàòåíòíûå çà âêè, óêàçàííûå â äàííîé ñïåöèôèêàöèè,
óêàçûâàþò íà óðîâåíü, äîñòèãíóòûé ñïåöèàëèñòàìè â äàííîé îáëàñòè, ê êîòîðîé
ïðèíàäëåæèò äàííîå èçîáðåòåíèå, è âêëþ÷åíû ñþäà â êà÷åñòâå ññûëêè â òàêîé æå ñòåïåíè,
êàê åñëè áû êàæäóþ îòäåëüíóþ ïóáëèêàöèþ, ïàòåíò èëè ïàòåíòíóþ çà âêó êîíêðåòíî è
îòäåëüíî óêàçûâàëè áû êàê âêëþ÷åííóþ â êà÷åñòâå ññûëêè.
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Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Êîìïîçèöè , ïðåäíàçíà÷åííà  äë  èñïîëüçîâàíè  â ëå÷åíèè îæèðåíè , ñîäåðæàùà :
(a) êîðîâóþ ÷àñòèöó, ïî ìåíüøåé ìåðå, ñ îäíèì ïåðâûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè , ãäå

óêàçàííà  êîðîâà  ÷àñòèöà ïðåäñòàâë åò ñîáîé âèðóñîïîäîáíóþ ÷àñòèöó, ãäå
ïðåäïî÷òèòåëüíî óêàçàííà  âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ðåêîìáèíàíòíóþ
âèðóñîïîäîáíóþ ÷àñòèöó è

(b) ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí àíòèãåí èëè àíòèãåííóþ äåòåðìèíàíòó, ïî ìåíüøåé ìåðå, ñ
îäíèì âòîðûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè , ãäå óêàçàííûé àíòèãåí èëè àíòèãåííà 
äåòåðìèíàíòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà è ãäå óêàçàííûé âòîðîé
ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  âûáðàí èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç:

(i) ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè , íå âñòðå÷àþùåãîñ  â ïðèðîäå ñ óêàçàííûì àíòèãåíîì èëè
àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòîé è

(ii) ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè , âñòðå÷àþùåãîñ  â ïðèðîäå ñ óêàçàííûì àíòèãåíîì èëè
àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòîé,

ãäå óêàçàííûé âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ñïîñîáåí ê àññîöèàöèè ñ óêàçàííûì ïåðâûì
ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè  è ãäå óêàçàííûé ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà è óêàçàííà  êîðîâà 
÷àñòèöà âçàèìîäåéñòâóþò ïîñðåäñòâîì óêàçàííîé àññîöèàöèè ñ îáðàçîâàíèåì
óïîð äî÷åííîãî è ïîâòîð þùåãîñ  ìàññèâà àíòèãåíîâ.

2. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå óêàçàííà  âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ïðåäñòàâë åò ñîáîé
êîðîâûé àíòèãåí âèðóñà ãåïàòèòà Â èëè ñîäåðæèò ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè èëè èõ
ôðàãìåíòû, âûáðàííûå èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç: (à) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ âèðóñà
ãåïàòèòà Â;

(b) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ âèðóñà êîðè;
(c) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ âèðóñà ñèíäáèñ;
(d) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ðîòàâèðóñà;
(e) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ âèðóñà  ùóðà;
(f) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ðåòðîâèðóñà;
(g) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ âèðóñà Íîðôîëêà;
(h) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ àëüôàâèðóñà;
(i) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ âèðóñà ïàïèëëîìû ÷åëîâåêà;
(j) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ âèðóñà ïîëèîìû;
(k) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ áàêòåðèîôàãîâ;
(l) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ÐÍÊ-ôàãîâ;
(m) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ Òó;
(n) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ôàãà Qβ;
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(î) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ôàãà GA;
(ð) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ôàãà fr;
(q) ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ôàãà ÀÐ205 è
(r) ôðàãìåíòîâ ëþáîãî èç ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ îò (à) äî (q).
3. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå óêàçàííà  âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò èëè

àëüòåðíàòèâíî ñîñòîèò èç ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ÐÍÊ-ôàãà èëè èõ ôðàãìåíòîâ, ãäå
óêàçàííûé ÐÍÊ-ôàã ïðåäïî÷òèòåëüíî âûáðàí èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç:

(a) áàêòåðèîôàãà Qβ;
(b) áàêòåðèîôàãà R17;
(c) áàêòåðèîôàãà fr;
(d) áàêòåðèîôàãà GA;
(e) áàêòåðèîôàãà SP;
(f) áàêòåðèîôàãà MS2;
(g) áàêòåðèîôàãà M11;
(h) áàêòåðèîôàãà ÌÕ1;
(i) áàêòåðèîôàãà NL95;
(k) áàêòåðèîôàãà f2;
(l) áàêòåðèîôàãà ÐÐ7; è
(m) áàêòåðèîôàãà ÀÐ205.
4. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå óêàçàííà  âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ñîäåðæèò èëè

àëüòåðíàòèâíî ñîñòîèò èç ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ÐÍÊ-ôàãà Qβ, ÐÍÊ-ôàãà fr èëè ÐÍÊ-
ôàãà ÀÐ205 èëè èõ ôðàãìåíòîâ.

5. Êîìïîçèöè  ïî ï.3, ãäå ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè ñîäåðæàò èëè àëüòåðíàòèâíî, ïî
ñóùåñòâó, ñîñòî ò èëè àëüòåðíàòèâíî ñîñòî ò èç áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ.

6. Êîìïîçèöè  ïî ï.5, ãäå óêàçàííûé áåëîê îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãà èìååò àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:4.

7. Êîìïîçèöè  ïî ï.3, ãäå ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè ñîäåðæàò èëè àëüòåðíàòèâíî, ïî
ñóùåñòâó, ñîñòî ò èëè àëüòåðíàòèâíî ñîñòî ò èç ìóòàíòíûõ áåëêîâ îáîëî÷êè ÐÍÊ-ôàãîâ, è
ãäå óêàçàííûé ÐÍÊ-ôàã ïðåäïî÷òèòåëüíî âûáðàí èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç:

(a) áàêòåðèîôàãà Qβ;
(b) áàêòåðèîôàãà R17;
(c) áàêòåðèîôàãà fr;
(d) áàêòåðèîôàãà GA;
(e) áàêòåðèîôàãà SP;
(f) áàêòåðèîôàãà MS2;
(g) áàêòåðèîôàãà M11;
(h) áàêòåðèîôàãà ÌÕ1;
(i) áàêòåðèîôàãà NL95;
(k) áàêòåðèîôàãà f2;
(l) áàêòåðèîôàãà ÐÐ7; è
(m) áàêòåðèîôàãà ÀÐ205.
8. Êîìïîçèöè  ïî ï.7, ãäå óêàçàííûå ìóòàíòíûå áåëêè îáîëî÷êè óêàçàííîãî ÐÍÊ-ôàãà

ìîäèôèöèðîâàíû ïîñðåäñòâîì (i) óäàëåíè , ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî ëèçèíîâîãî îñòàòêà
ïîñðåäñòâîì çàìåíû; èëè (ii) äîáàâëåíè , ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî ëèçèíîâîãî îñòàòêà
ïîñðåäñòâîì çàìåíû; èëè (iii) äåëåöèè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî ëèçèíîâîãî îñòàòêà;
èëè (iv) äîáàâëåíè  îäíîãî ëèçèíîâîãî îñòàòêà ïîñðåäñòâîì âñòàâêè.

9. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå óêàçàííà  âèðóñîïîäîáíà  ÷àñòèöà ïðåäñòàâë åò ñîáîé
âèðóñîïîäîáíóþ ÷àñòèöó ÐÍÊ-ôàãà.

10. Êîìïîçèöè  ïî ï.9, ãäå óêàçàííûé ÐÍÊ-ôàã ïðåäñòàâë åò ñîáîé Qβ.
11. Êîìïîçèöè  ïî ï.9, ãäå óêàçàííûé âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ñïîñîáåí ê

àññîöèàöèè ñ óêàçàííûì ïåðâûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè  ïîñðåäñòâîì, ïî ìåíüøåé ìåðå,
îäíîé íåïåïòèäíîé êîâàëåíòíîé ñâ çè.

12. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå óêàçàííûé àíòèãåí èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà
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ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà, âûáðàííûé èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç:
(a) ÷åëîâå÷åñêîãî ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ÷åëîâå÷åñêîãî ãðåëèíà;
(b) êîðîâüåãî ãðåëèíà èëè ïåïòèäà êîðîâüåãî ãðåëèíà;
(c) îâå÷üåãî ãðåëèíà èëè ïåïòèäà îâå÷üåãî ãðåëèíà;
(d) ñîáà÷üåãî ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ñîáà÷üåãî ãðåëèíà;
(e) êîøà÷üåãî ãðåëèíà èëè ïåïòèäà êîøà÷üåãî ãðåëèíà;
(f) ìûøèíîãî ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ìûøèíîãî ãðåëèíà;
(g) ñâèíîãî ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ñâèíîãî ãðåëèíà;
(h) ëîøàäèíîãî ãðåëèíà èëè ïåïòèäà ëîøàäèíîãî ãðåëèíà; è
(k) ïåïòèäà èëè åãî ôðàãìåíòà ëþáîãî ãðåëèíà èç (à)-(h).
13. Êîìïîçèöè  ïî ï.12, ãäå óêàçàííûé àíòèãåí èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà

ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïåïòèä ãðåëèíà è ãäå óêàçàííûé ïåïòèä ãðåëèíà ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ïåïòèä ÷åëîâå÷åñêîãî ãðåëèíà, ïåïòèä ñîáà÷üåãî ãðåëèíà èëè ïåïòèä êîøà÷üåãî ãðåëèíà.

14. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå óêàçàííûé ïåïòèä ãðåëèíà ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå ï òü
ïîñëåäîâàòåëüíûõ àìèíîêèñëîò óêàçàííîãî ãðåëèíà.

15. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå óêàçàííûé ãðåëèí èëè óêàçàííûé ïåïòèä ãðåëèíà ñîäåðæèò
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âûáðàííóþ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç:

(a) GSSFLSPEHQRVQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 48)
(b) GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 31)
(c) GSSFLSPEHQKLQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 49)
(d) GSSFLSPEHQKLQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 50)
(e) GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 32)
(f) GSSFLSPEHQKAQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 51)
(q) KKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 52)
(h) PPAKLQPR (SEQ ID NO: 53)
(i) AKLQPR (SEQ ID NO: 54)
(j) GSSFLSPEHQ (SEQ ID NO: 55)
(k) EHQRVQQRKE (SEQ ID NO: 56)
(l) KLQPR (SEQ ID NO: 59)
(m) GSSFLSPEHQRVQ (SEQ ID NO: 60)
(n) QRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 61)
(î) GSSFLSPEHQKLQ (SEQ ID NO: 62)
(p) QRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 63)
(q) EHQRVQQRKES (SEQ ID NO: 111)
(r) EHQKAQQRKE (SEQ ID NO: 112)
(s) EHQKAQQRKES (SEQ ID NO: 113)
(t) EHQKLQQRKE (SEQ ID NO: 114)
(u) EHQKLQQRKES (SEQ ID NO: 115)
(v) LSPEHQRVQQ (SEQ ID NO: 116)
(w) LSPEHQKAQQ (SEQ ID NO: 117)
(x) LSPEHQKLQQ (SEQ ID NO: 118) è
(ó) GSSFLSP (SEQ ID NO: 119).
16. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå óêàçàííûé ïåïòèä ãðåëèíà ñîäåðæèò àìèíîêèñëîòíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO: 119.
17. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå óêàçàííûé ãðåëèí èëè óêàçàííûé ïåïòèä ãðåëèíà ñîñòîèò èç

àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, âûáðàííîé èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç:
(a) GSSFLSPEHQRVQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 48)
(b) GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 31)
(c) GSSFLSPEHQKLQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 49)
(d) GSSFLSPEHQKLQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 50)
(e) GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 32)
(f) GSSFLSPEHQKAQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 51)
(g) KKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 52)
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(h) PPAKLQPR (SEQ ID NO: 53)
(i) AKLQPR (SEQ ID NO: 54)
(j) GSSFLSPEHQ (SEQ ID NO: 55)
(k) EHQRVQQRKE (SEQ ID NO: 56)
(l) KLQPR (SEQ ID NO: 59)
(m) GSSFLSPEHQRVQ (SEQ ID NO: 60)
(n) QRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 61)
(î) GSSFLSPEHQKLQ (SEQ ID NO: 62)
(p) QRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 63)
(q) EHQRVQQRKES (SEQ ID NO: 111)
(r) EHQKAQQRKE (SEQ ID NO: 112)
(s) EHQKAQQRKES (SEQ ID NO: 113)
(t) EHQKLQQRKE (SEQ ID NO: 114)
(u) EHQKLQQRKES (SEQ ID NO: 115)
(v) LSPEHQRVQQ (SEQ ID NO: 116)
(w) LSPEHQKAQQ (SEQ ID NO: 117)
(x) LSPEHQKLQQ (SEQ ID NO: 118) è
(ó) GSSFLSP (SEQ ID NO: 119).
18. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå óêàçàííûé âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ñïîñîáåí ê

àññîöèàöèè ñ óêàçàííûì ïåðâûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè  ïîñðåäñòâîì, ïî ìåíüøåé ìåðå,
îäíîé íåïåïòèäíîé êîâàëåíòíîé ñâ çè.

19. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, äîïîëíèòåëüíî ñîäåðæàùà  àìèíîêèñëîòíûé ëèíêåð, ãäå
óêàçàííûé àìèíîêèñëîòíûé ëèíêåð ñîäåðæèò èëè àëüòåðíàòèâíî ñîñòîèò èç óêàçàííîãî
âòîðîãî ó÷àñòêà ïðèêðåïëåíè , è ãäå óêàçàííûé âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  èëè
óêàçàííûé àìèíîêèñëîòíûé ëèíêåð ñ óêàçàííûì âòîðûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè  ñâ çàí ñ
óêàçàííûì ãðåëèíîì èëè óêàçàííûì ïåïòèäîì ãðåëèíà ïî åãî Ñ-êîíöó èëè àëüòåðíàòèâíî
ïî åãî N-êîíöó è óêàçàííûé âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  èëè óêàçàííûé àìèíîêèñëîòíûé
ëèíêåð ñ óêàçàííûì âòîðûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè  âûáðàí èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç:

(a) GGC;
(b) GGC-CONH2,
(c) GC;
(d) GC-CONH2,
(e) Ñ; è
(f) C-CONH2.
20. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå óêàçàííûé ãðåëèí èëè óêàçàííûé ïåïòèä ãðåëèíà ñ

óêàçàííûì ïî ìåíüøåé ìåðå âòîðûì ó÷àñòêîì ïðèêðåïëåíè  ñîñòîèò èç àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, âûáðàííîé èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç:

(a) CGSSFLSPEHQRVQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 64)
(b) CGSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 65)
(c) CGSSFLSPEHQKLQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 71)
(d) CGSSFLSPEHQKLQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 72)
(e) CGSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 77)
(f) CGSSFLSPEHQKAQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 106)
(g) GSSFLSPEHQRVQRKESKKPPAKLQPRC (SEQ ID NO: 66)
(h) GSSFLSPEHQRVQRKESKKPPAKLQPRGC (SEQ ID NO: 120)
(i) GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPRC (SEQ ID N0:67)
(j) GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPRGC (SEQ ID NO: 121)
(k) GSSFLSPEHQKLQQRKESKKPPAKLQPRC (SEQ ID NO: 73)
(l) GSSFLSPEHQKLQQRKESKKPPAKLQPRGC (SEQ ID NO: 123)
(m) GSSFLSPEHQKLQRKESKKPPAKLQPRC (SEQ ID NO: 74)
(n) GSSFLSPEHQKLQRKESKKPPAKLQPRGC (SEQ ID NO: 124)
(î) GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPRC (SEQ ID NO: 105)
(p) GSSFLSPEHQKAQRKESKKPPAKLQPRC (SEQ ID NO: 107)
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(q) CKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 108)
(r) CPPAKLQPR (SEQ ID NO: 70)
(s) CAKLQPR (SEQ ID NO: 109)
(t) GSSFLSPEHQC (SEQ ID NO: 110)
(u) CEHQRVQQRKE (SEQ ID NO: 76)
(v) GSSFLSPEHQRVQC (SEQ ID NO: 68)
(w) GSSFLSPEHQRVQGC (SEQ ID NO: 122)
(x) CQRKESKKPPAKLQPR (SEQ ID NO: 69)
(ó) GSSFLSPEHQKLQC (SEQ ID NO: 75)
(z) GSSFLSPEHQKLQGC (SEQ ID NO: 125)
(aa) GSSFLSPEHQKAQRKESKKPPAKLQPRC (SEQ ID NO: 126)
(bb) GSSFLSPEHQKAQRKESKKPPAKLQPRGC (SEQ ID NO: 127)
(cc) GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPRC (SEQ ID NO: 128)
(dd) GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPRGC (SEQ ID NO: 129)
(åå) GSSFLSPEHQKAQC (SEQ ID NO: 130)
(ff) GSSFLSPEHQKAQGC (SEQ ID NO: 131)
(gg) GGSSFLSPEHQGC (SEQ ID NO: 132)
(hh)CKKPPAKLQPR(SEQ ID NO: 133)
(ii) CEHQKAQQRKE (SEQ ID NO: 134)
(jj) CEHQKAQQRKES (SEQ ID NO: 135)
(kk) CLSPEHQKAQQ (SEQ ID NO: 136)
(ll) CEHQRVQQRKES (SEQ ID NO: 137) è
(mm) CLSPEHQRVQQ (SEQ ID NO: 138).
21. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå ïåðâûé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ïðåäñòàâë åò ñîáîé ëèçèíîâûé

îñòàòîê, à âòîðîé ó÷àñòîê ïðèêðåïëåíè  ïðåäñòàâë åò ñîáîé öèñòåèíîâûé îñòàòîê.
22. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå óêàçàííûé àíòèãåí èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà

ïðåäñòàâë åò ñîáîé áèîëîãè÷åñêè íåàêòèâíóþ ôîðìó ãðåëèíà èëè ïðåäïî÷òèòåëüíî ïåïòèä
ãðåëèíà, íå ñîäåðæàùèé ìîäèôèêàöèè í-îêòàíîèëîì.

23. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå óêàçàííûé ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà ñîäåðæèò í-
îêòàíîèëèðîâàíèå ïî îñòàòêó ñåðèíà, ãäå óêàçàííûé îñòàòîê ñåðèíà ñîîòâåòñòâóåò
îñòàòêó ñåðèíà â ïîëîæåíèè 3 ãðåëèíà.

24. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè , ïðåäíàçíà÷åííà  äë  èñïîëüçîâàíè  â ëå÷åíèè
îæèðåíè , ñîäåðæàùà :

(a) êîìïîçèöèþ ïî ï.1 è
(b) ïðèåìëåìûé ôàðìàöåâòè÷åñêèé íîñèòåëü,
è ãäå ïðåäïî÷òèòåëüíî óêàçàííà  ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  äîïîëíèòåëüíî

ñîäåðæèò àäúþâàíò èëè ãäå ïðåäïî÷òèòåëüíî óêàçàííà  ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  íå
ñîäåðæèò àäúþâàíò.

25. Âàêöèííà  êîìïîçèöè , ïðåäíàçíà÷åííà  äë  èñïîëüçîâàíè  â ëå÷åíèè îæèðåíè ,
ñîäåðæàùà  êîìïîçèöèþ ïî ï.1.

26. Âàêöèííà  êîìïîçèöè  ïî ï.25, ãäå óêàçàííà  âàêöèííà  êîìïîçèöè  íå ñîäåðæèò
àäúþâàíò.

27. Âàêöèííà  êîìïîçèöè  ïî ï.25, ãäå óêàçàííà  âàêöèííà  êîìïîçèöè  äîïîëíèòåëüíî
ñîäåðæèò àäúþâàíò.

28. Ñïîñîá èììóíèçàöèè, ïðåäóñìàòðèâàþùèé ââåäåíèå æèâîòíîìó èëè ÷åëîâåêó
êîìïîçèöèè ïî ëþáîìó èç ïðåäûäóùèõ ïóíêòîâ, ãäå ïðåäïî÷òèòåëüíî óêàçàííûé àíòèãåí
èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé àóòîàíòèãåí.

29. Ñïîñîá èììóíèçàöèè ïî ï.28, ãäå (i) óêàçàííîå æèâîòíîå ïðåäñòàâë åò ñîáîé
÷åëîâåêà è ãäå óêàçàííûé àíòèãåí èëè àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé
÷åëîâå÷åñêèé ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà; èëè (ii) ãäå óêàçàííîå æèâîòíîå ïðåäñòàâë åò
ñîáîé æèâîòíîå èç ñåìåéñòâà êîøà÷üèõ è ãäå óêàçàííûé àíòèãåí èëè àíòèãåííà 
äåòåðìèíàíòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà; èëè (iii) ãäå óêàçàííîå
æèâîòíîå ïðåäñòàâë åò ñîáîé æèâîòíîå ñåìåéñòâà ïñîâûõ è ãäå óêàçàííûé àíòèãåí èëè
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àíòèãåííà  äåòåðìèíàíòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé êîøà÷èé ãðåëèí èëè ïåïòèä ãðåëèíà.
30. Ñïîñîá ëå÷åíè  îæèðåíè , ïðåäóñìàòðèâàþùèé ââåäåíèå êîìïîçèöèè ïî ëþáîìó èç

ïï.1-23, âàêöèííîé êîìïîçèöèè ïî ëþáîìó èç ïï.25-27 èëè ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè
ïî ï.24 æèâîòíîìó, ïðåäïî÷òèòåëüíî ÷åëîâåêó, êîøêå èëè ñîáàêå.
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