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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê îáëàñòè èììóíîëîãèè.

Ñóùíîñòü åãî çàêëþ÷àåòñ  â ðàçðàáîòêå
êîìïîçèöèé è ñïîñîáîâ äîñòèæåíè  èììóííîé
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àãåíò, êîòîðûé èíãèáèðóåò êîñòèìóëèðóþùèé
ñèãíàë, ïåðåäàâàåìûé ìåæäó Ò-êëåòêîé è àíòèãåí-
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îñîáåííî àóòîèììóííûõ çàáîëåâàíèé. 5 í. è 40 ç.ï.
ô-ëû, 3 èë.

Ñòðàíèöà: 1

RU

R
U

2
2
7
0
6
9
1

C
2

2
C

1
9

6
0

7
2

2
U

R

http://www.fips.ru/cdfi/fips.dll/ru?ty=29&docid=2270691


RUSSIAN FEDERATION

FEDERAL SERVICE
FOR INTELLECTUAL PROPERTY,

PATENTS AND TRADEMARKS

(19) RU (11) 2 270 691(13) C2
(51) Int. Cl.

A61K  38/20   (2006.01)
A61P  37/06   (2006.01)

(12) ABSTRACT OF INVENTION

(21), (22) Application: 2002133447/15, 14.05.2001

(24) Effective date for property rights: 14.05.2001

(30) Priority: 12.05.2000 US 60/203,801

(43) Application published: 10.04.2004

(45) Date of publication: 27.02.2006 Bull. 6

(85) Commencement of national phase: 15.12.2002

(86) PCT application:
US 01/15578 (14.05.2001)

(87) PCT publication:
WO 01/87330 (22.11.2001)

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

(72) Inventor(s):     
STROM Terri B. (US),
MASLINSKI Vlodzimezh (PL),
ZKhENG Ksin Ksiao (US),
KIM Jon Su (KR),
LAKRA Sil'vi Ferrari (CH)

(73) Proprietor(s):  
BET IZRAEL DIKONESS MEDIKAL SENTER, INK.
(US)

(54) COMPOSITIONS AND METHOD FOR IMMUNOSUPPRESSION

(57) Abstract: 
FIELD: medicine, immunology.
SUBSTANCE: invention relates to compositions
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Claimed compositions contain two main agents:
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ÎÁËÀÑÒÜ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Îáëàñòüþ èçîáðåòåíè   âë åòñ  èììóííà  ñóïðåññè .
ÏÐÅÄÏÎÑÛËÊÀ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Ýôôåêòèâíûé èììóííûé îòâåò íà÷èíàåòñ  â òîì ñëó÷àå, êîãäà àíòèãåí èëè ìèòîãåí

èíèöèèðóåò àêòèâàöèþ Ò-êëåòîê. Â ïðîöåññå àêòèâàöèè Ò-êëåòîê ïðîèñõîä ò
ìíîãî÷èñëåííûå êëåòî÷íûå èçìåíåíè , êîòîðûå âêëþ÷àþò â ñåá  ýêñïðåññèþ öèòîêèíîâ è
ðåöåïòîðîâ öèòîêèíîâ. Îäíèì èç öèòîêèíîâ, âîâëå÷åííûõ â èììóííûé îòâåò,  âë åòñ 
èíòåðëåéêèí-15 (IL-15), êîòîðûé  âë åòñ  ôàêòîðîì ðîñòà Ò-êëåòîê, êîòîðûé in vitro
ñòèìóëèðóåò ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó Â-êëåòîê, Ò-êëåòîê, êëåòîê ïðèðîäíûõ
êèëëåðîâ (NK) è êëåòîê àêòèâèðóåìûõ ëèìôîöèòàìè êèëëåðîâ (LAK). Ïðîëèôåðàöè 
óêàçàííûõ òèïîâ êëåòîê in vivo óñèëèâàåò èììóííûé îòâåò.

Ïàöèåíòû ïîëó÷àþò ïîëüçó â ðåçóëüòàòå ñóïðåññèè èììóííîãî îòâåòà â ð äå ñëó÷àåâ,
íàïðèìåð â ñëó÷àå òðàíñïëàíòàöèè îðãàíîâ èëè èììóííîãî çàáîëåâàíè , â ÷àñòíîñòè
àóòîèììóííîé áîëåçíè. Â äðóãèõ ñëó÷à õ, íàïðèìåð, êîãäà èçáðàííûå èììóííûå êëåòêè
ñòàëè çëîêà÷åñòâåííûìè èëè àóòîàãðåññèâíûìè, ïîëåçíûì  âë åòñ  èõ àêòèâíîå
ðàçðóøåíèå.

ÑÓÙÍÎÑÒÜ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Äàííîå èçîáðåòåíèå îñíîâàíî íà îòêðûòèè íîâûõ ñïîñîáîâ ñóïðåññèè èììóííîãî îòâåòà.

Â êàæäîì ñëó÷àå ñóïðåññè  äîñòèãàåòñ  ââåäåíèåì ïåðâîãî àãåíòà, ìèøåíüþ êîòîðîãî
 âë åòñ  ðåöåïòîð èíòåðëåéêèíà-15 (IL-15R), è âòîðîãî àãåíòà, êîòîðûé áëîêèðóåò
êîñòèìóëèðóþùèé ñèãíàë, êîòîðûé â íîðìå ïåðåäàåòñ  îò àíòèãåí-ïðåçåíòèðóþùèõ êëåòîê
(ÀÏÊ) ê Ò-êëåòêàì. Òàêèì îáðàçîì, ñóùåñòâåííûì ïðèçíàêîì èçîáðåòåíè   âë þòñ 
ñïîñîáû ëå÷åíè  ïàöèåíòà, êîòîðîìó ïîëåçíà èììóííà  ñóïðåññè  (íàïðèìåð, ïàöèåíòà,
êîòîðûé ïîëó÷èë, èëè êîòîðîìó íàçíà÷åíî ïîëó÷åíèå òðàíñïëàíòàòà, èëè ó êîòîðîãî
èìååòñ  èììóííîå çàáîëåâàíèå, â ÷àñòíîñòè àóòîèììóííà  áîëåçíü), ïóòåì ââåäåíè 
îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ àãåíòîâ, ìèøåíüþ êîòîðûõ  âë åòñ  IL-15R, è îäíîãî èëè
íåñêîëüêèõ àãåíòîâ, êîòîðûå áëîêèðóþò êîñòèìóëèðóþùèé ñèãíàë. Ñóùåñòâåííûì
ïðèçíàêîì èçîáðåòåíè  òàêæå  âë þòñ  òåðàïåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè, êîòîðûå ñîäåðæàò
îäèí èëè íåñêîëüêî îïèñàííûõ âûøå ïåðâûõ è âòîðûõ àãåíòîâ. Õîò  òàêèå êîìïîçèöèè
îá çàòåëüíî äîëæíû ñîäåðæàòü áîëåå îäíîãî àãåíòà, ñïîñîáû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ íå
îãðàíè÷åíû ñïîñîáàìè, â êîòîðûõ àãåíòû îá çàòåëüíî ââîä ò îäíîâðåìåííî. Àãåíòû
ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ è ñïîñîáû èõ ïðèìåíåíè  îïèñàíû äàëåå.

Ìíîãèå èç àãåíòîâ, èñïîëüçóåìûõ â êîíòåêñòå äàííîãî èçîáðåòåíè , îáëàäàþò
ïðèçíàêàìè, èìåþùèìè ïðåèìóùåñòâà ïðè òåðàïèè. Íàïðèìåð, àãåíòû, ìèøåíüþ êîòîðûõ
 âë åòñ  IL-15R, ìîãóò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ãèáðèäíûå áåëêè, êîòîðûå ñîäåðæàò ìóòàíòíûé
ïîëèïåïòèä IL-15 (mIL-15). Óêàçàííûå àãåíòû, ïî-âèäèìîìó, íå  âë þòñ  èììóíîãåííûìè,
ïîñêîëüêó ÷àñòü ãèáðèäíîãî áåëêà â âèäå ìóòàíòíîãî IL-15 ìîæåò îòëè÷àòüñ  îò IL-15
äèêîãî òèïà òîëüêî íåñêîëüêèìè çàìåíåííûìè îñòàòêàìè. Êðîìå òîãî, òàê êàê ïîëèïåïòèäû
mIL-15 ìîãóò ñâ çûâàòüñ  ñ IL-15α ñ òàêîé æå àôôèííîñòüþ, êàê è IL-15 äèêîãî òèïà, îíè
ìîãóò ýôôåêòèâíî êîíêóðèðîâàòü çà ðåöåïòîð. Êðîìå òîãî, àãåíòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ
ìîãóò àêòèâèðîâàòü êîìïîíåíòû èììóííîé ñèñòåìû õîç èíà, òàêèå êàê êîìïëåìåíò è
ôàãîöèòîç, êîòîðûå â êîíå÷íîì èòîãå îïîñðåäóþò ýëèìèíàöèþ, ò.å. èñòîùåíèå ïîïóë öèè
êëåòîê, íåñóùèõ ðåöåïòîð, ñ êîòîðûì àãåíò ñâ çûâàåòñ  (íàïðèìåð, îïîñðåäó  ëèçèñ èëè
ôàãîöèòîç êëåòîê-ìèøåíåé). Òàê êàê ñóáúåäèíèöà àëüôà ðåöåïòîðà IL-15 (IL-15Rα)
ýêñïðåññèðóåòñ  àêòèâèðîâàííûìè èëè çëîêà÷åñòâåííûìè èììóííûìè êëåòêàìè, íî íå
ïîêî ùèìèñ  èììóííûìè êëåòêàìè, àãåíòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë 
òîãî, ÷òîáû ñïåöèôè÷íî ïîðàæàòü óêàçàííûå êëåòêè-ìèøåíè, êîòîðûå áûëè àêòèâèðîâàíû
(íàïðèìåð, àêòèâèðîâàííûå àíòèãåíîì Ò-êëåòêè) èëè êîòîðûå ñòàëè çëîêà÷åñòâåííûìè.
Ñëåäóþùåå ïðåèìóùåñòâî èçîáðåòåíè  ñîñòîèò â òîì, ÷òî êîãäà àãåíò, ìèøåíüþ êîòîðîãî
 âë åòñ  IL-15R, ââîä ò ñ àãåíòîì, êîòîðûé áëîêèðóåò êîñòèìóëèðóþùèé ñèãíàë,
èíäóöèðóåòñ  òîëåðàíòíîñòü. Â ðåçóëüòàòå èììóíîñóïðåññè  ìîæåò áûòü ïðåêðàùåíà áåç
îòòîðæåíè  òðàíñïëàíòàòà èëè âòîðè÷íûå òðàíñïëàíòàòû ìîãóò íå îòòîðãàòüñ  áåç
äàëüíåéøåé èììóíîñóïðåññèè.
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Ïðèìåíåíèå êîìïîçèöèé ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ äë  òîãî, ÷òîáû ñóïðåññèðîâàòü
èììóííûé îòâåò, èëè ïðè ïîëó÷åíèè ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà äë  ëå÷åíè  èììóííîãî
çàáîëåâàíè , òàêæå  âë åòñ  ñóùåñòâåííûì ïðèçíàêîì èçîáðåòåíè .

Äðóãèå ïðèçíàêè è ïðåèìóùåñòâà èçîáðåòåíè  áóäóò î÷åâèäíû èç ñëåäóþùåãî
ïîäðîáíîãî îïèñàíè  è èç ôîðìóëû èçîáðåòåíè . Õîò  íà ïðàêòèêå èëè ïðè òåñòèðîâàíèè
èçîáðåòåíè  ìîæíî èñïîëüçîâàòü ìàòåðèàëû è ñïîñîáû, ñõîäíûå èëè ýêâèâàëåíòíûå
îïèñàííûì çäåñü, ïðåäïî÷òèòåëüíûå ìàòåðèàëû è ñïîñîáû îïèñàíû íèæå.

ÊÐÀÒÊÎÅ ÎÏÈÑÀÍÈÅ ÔÈÃÓÐ
Íà ôèã.1 ïðåäñòàâëåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû IL-15 äèêîãî òèïà

(SEQ ID NO:1) è ðàññ÷èòàííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (SEQ ID NO:2).
Íà ôèã.2 ïðåäñòàâëåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû ìóòàíòíîãî IL-15 (SEQ

ID NO:3) è ðàññ÷èòàííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (SEQ ID NO:4). Îáà êîäîíà,
êîäîí äèêîãî òèïà, êîäèðóþùèé ãëóòàìèí â ïîëîæåíèè 149, CAG, è êîäîí äèêîãî òèïà,
êîäèðóþùèé ãëóòàìèí â ïîëîæåíèè 156, CAA, èçìåíèëè íà GAC, êîòîðûé êîäèðóåò
àñïàðòàò (Óêàçàííûå ïîëîæåíè  (149 è 156) ñîîòâåòñòâóþò ïîëîæåíè ì 101 è 108,
ñîîòâåòñòâåííî, â çðåëîì ïîëèïåïòèäå IL-15, â êîòîðîì îòñóòñòâóåò ñèãíàëüíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç 48 àìèíîêèñëîò).

Ôèã.3 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ëèíåéíûé ãðàôèê, èçîáðàæàþùèé ïðîöåíò âûæèâàíè 
òðàíñïëàíòàòà ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê îñòðîâêîâ îò äîíîðíûõ ìûøåé DBA2
ðåöèïèåíòíûì ìûøàì B6AF1. Ðåöèïèåíòû ëèáî íå ïîäâåðãàëè, ëèáî ïîäâåðãàëè
îáðàáîòêå mIL-15/Ig, CTLA4/Ig èëè êîìáèíàöèåé mIL-15/Ig è CTLA4/Ig.

ÏÎÄÐÎÁÍÎÅ ÎÏÈÑÀÍÈÅ
Ýôôåêòèâíûé èììóííûé îòâåò íà÷èíàåòñ  â òîì ñëó÷àå, êîãäà àíòèãåí èëè ìèòîãåí

èíèöèèðóåò àêòèâàöèþ Ò-êëåòîê. Ôðàãìåíòû àíòèãåíà íàõîä òñ  â àññîöèàöèè ñ
ìîëåêóëàìè ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòèìîñòè (ÌÍÑ) íà ïîâåðõíîñòè àíòèãåí-
ïðåçåíòèðóþùèõ êëåòîê (ÀÏÊ). ÀÏÊ òàêæå äîñòàâë þò êîñòèìóëèðóþùèå ñèãíàëû,
íàïðèìåð ñèãíàëû, îïîñðåäîâàííûå CD40/CD154 è CD28/B7-1 èëè B7-2 ("êîñòèìóëèðóþùèå
ñèãíàëû Ò-êëåòîê" èëè "êîñòèìóëèðóþùèå ñèãíàëû"). Â ïðîöåññå àêòèâàöèè Ò-êëåòîê
ïðîèñõîä ò ìíîãî÷èñëåííûå êëåòî÷íûå èçìåíåíè , êîòîðûå âêëþ÷àþò â ñåá  ýêñïðåññèþ
öèòîêèíîâ è ðåöåïòîðîâ öèòîêèíîâ. Îäíèì èç öèòîêèíîâ, ïðèíèìàþùèõ ó÷àñòèå â
èììóííîì îòâåòå,  âë åòñ  èíòåðëåéêèí-15 (IL-15). IL-15 ñâ çûâàåò ãåòåðîòðèìåðíûé
ðåöåïòîð, ñîñòî ùèé èç β- è γ-ñóáúåäèíèö äðóãèõ ðåöåïòîðîâ èíòåðëåéêèíîâ è óíèêàëüíîé
ñóáúåäèíèöû IL-15Rα. Êàê îïèñàíî âûøå, IL-15 îõàðàêòåðèçîâàí êàê ôàêòîð ðîñòà Ò-
êëåòîê, êîòîðûé in vitro ñòèìóëèðóåò ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó Â-êëåòîê, Ò-
êëåòîê, êëåòîê ïðèðîäíûõ êèëëåðîâ (NK) è àêòèâèðîâàííûõ ëèìôîöèòàìè êëåòîê êèëëåðîâ
(LAK). In vivo ïðîëèôåðàöè  óêàçàííûõ òèïîâ êëåòîê óñèëèâàåò èììóííûé îòâåò.

Äàííîå èçîáðåòåíèå îñíîâàíî íà îòêðûòèè íîâûõ ñïîñîáîâ èíãèáèðîâàíè  èììóííîãî
îòâåòà. Èíãèáèðîâàíè  ìîæíî äîáèòüñ  ââåäåíèåì êîìáèíàöèè àãåíòîâ, ìèøåíüþ îäíîãî
èç êîòîðûõ  âë åòñ  IL-15R. Ïîäðàçóìåâàåòñ , ÷òî òåðìèí "àãåíò" îõâàòûâàåò ïî
ñóùåñòâó ëþáîé òèï ìîëåêóëû, êîòîðóþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå òåðàïåâòè÷åñêîãî
ñðåäñòâà. Áåëêè, òàêèå êàê àíòèòåëà, ãèáðèäíûå áåëêè è ðàñòâîðèìûå ëèãàíäû, ëþáîé èç
êîòîðûõ ìîæåò áûòü ëèáî èäåíòè÷íûì áåëêó äèêîãî òèïà, ëèáî ñîäåðæèò ìóòàöèþ (ò.å.
äåëåöèþ, ïðèñîåäèíåíèå èëè çàìåíó îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ), è
ìîëåêóëû íóêëåèíîâûõ êèñëîò, êîòîðûå èõ êîäèðóþò, - âñå  âë þòñ  "àãåíòàìè". Àãåíòû
ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîæíî ââîäèòü ëèáî ñèñòåìíî, ëèáî ëîêàëüíî, ëèáî ïîñðåäñòâîì
òåðàïèè, îñíîâàííîé íà êëåòêàõ (ò.å. àãåíò ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîæíî ââîäèòü
ïàöèåíòó ïóòåì ââåäåíè  êëåòêè, êîòîðà  ýêñïðåññèðóåò àãåíò ó ïàöèåíòà). Êëåòêà ìîæåò
ïðåäñòàâë òü ñîáîé êëåòêó, ââåäåííóþ ïàöèåíòó èñêëþ÷èòåëüíî â öåë õ ýêñïðåññèè
òåðàïåâòè÷åñêîãî ñðåäñòâà. Êëåòêà òàêæå ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé êëåòêó êëåòî÷íîãî,
îðãàííîãî èëè òêàíåâîãî òðàíñïëàíòàòà, ïðè ýòîì òðàíñïëàíòèðîâàííûé ìàòåðèàë
îáðàáàòûâàþò àãåíòîì èëè òðàíñäóöèðóþò íóêëåèíîâîé êèñëîòîé, êîäèðóþùåé
òåðàïåâòè÷åñêèé àãåíò äî, ex vivo èëè ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè. Òàêèì îáðàçîì
òðàíñïëàíòèðîâàííà  êëåòêà ïðîäóöèðóåò ñâîé ñîáñòâåííûé èììóíîñóïðåññèðóþùèé
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ôàêòîð(ðû). Íàïðèìåð, êëåòêó, ïðîäóöèðóþùóþ èíñóëèí â êà÷åñòâå ïðèãîäíîãî ôåíîòèïà,
ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü òàê, ÷òîáû îíà ñîäåðæàëà ãåí, ïðîäóöèðóþùèé
èììóíîñóïðåññèðóþùèé ôàêòîð(ðû) ñîãëàñíî äàííîìó èçîáðåòåíèþ. Óêàçàííûé è äðóãèå
ñïîñîáû ââåäåíè  îáû÷íî èñïîëüçóþòñ  ñïåöèàëèñòàìè â äàííîé îáëàñòè è îáñóæäàþòñ 
äàëåå.

Àãåíòû, ìèøåíüþ êîòîðûõ  âë åòñ  IL-15R
Àãåíòû, ìèøåíüþ êîòîðûõ  âë åòñ  IL-15R, âêëþ÷àþò àãåíòû, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  ñ IL-

15R, à òàêæå àãåíòû, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  è çàòåì ðàçðóøàþò êëåòêè, íåñóùèå IL-15R,
òàêèå êàê àêòèâèðîâàííûå Ò-êëåòêè. Òàêèì îáðàçîì, àãåíòû, ïðèãîäíûå äë  äîñòèæåíè 
èììóííîé ñóïðåññèè, ìîãóò ñîäåðæàòü äâà ôóíêöèîíàëüíûõ êîìïîíåíòà: íàïðàâë þùèé ê
ìèøåíè êîìïîíåíò, êîòîðûé íàïðàâë åò àãåíò ê ìèøåíè - êëåòêå, íåñóùåé IL-15R, è
êîìïîíåíò, èñòîùàþùèé ïîïóë öèþ êëåòîê-ìèøåíåé (ò.å. ëèçèðóþùèé), êîòîðûé ïðèâîäèò ê
ýëèìèíàöèè êëåòîê, íåñóùèõ IL-15R. Â îäíîì âàðèàíòå íàïðàâë þùèé ê ìèøåíè êîìïîíåíò
ñâ çûâàåòñ  ñ IL-15R áåç ýôôåêòèâíîé òðàíñäóêöèè ñèãíàëà ÷åðåç äàííûé ðåöåïòîð.
Íàïðèìåð, íàïðàâë þùèé ê ìèøåíè êîìïîíåíò ìîæåò âêëþ÷àòü â ñåá  ìóòàíòíûé
ïîëèïåïòèä IL-15, à êîìïîíåíò, èñòîùàþùèé ïîïóë öèþ êëåòîê-ìèøåíåé, ìîæåò ñîäåðæàòü
Fc-îáëàñòü ìîëåêóëû èììóíîãëîáóëèíà, ïðè ýòîì óêàçàííóþ Fc-îáëàñòü ïîëó÷àþò èç IgG,
òàêîãî êàê IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 ÷åëîâåêà, èëè àíàëîãè÷íûå IgG ìëåêîïèòàþùèõ, èëè èç
IgM, òàêîãî êàê IgM ÷åëîâåêà èëè àíàëîãè÷íûå IgM ìëåêîïèòàþùèõ. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì
âàðèàíòå Fc-îáëàñòü ñîäåðæèò øàðíèðíûé äîìåí, CH2- è CH3-äîìåíû IgG1 ÷åëîâåêà èëè
IgG2a ìûøè. Õîò  èçîáðåòåíèå íå îãðàíè÷åíî àãåíòàìè, êîòîðûå ðàáîòàþò ñîãëàñíî
êàêîìó-ëèáî êîíêðåòíîìó ìåõàíèçìó, ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî Fc-îáëàñòü îïîñðåäóåò
óïðàâë åìóþ êîìïëåìåíòîì èëè ôàãîöèòàìè ýëèìèíàöèþ êëåòîê, íåñóùèõ IL-15R.

Ïîëó÷åíû ìóòàíòíûå ïîëèïåïòèäû IL-15, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  ñ ðåöåïòîðíûì
êîìïëåêñîì IL-15 ñ àôôèííîñòüþ, ñõîäíîé ñ àôôèííîñòüþ IL-15 äèêîãî òèïà, íî íå ìîãóò
ïîëíîñòüþ àêòèâèðîâàòü ñèãíàëüíóþ òðàíñäóêöèþ. Óêàçàííûå ìóòàíòíûå ïîëèïåïòèäû
ýôôåêòèâíî êîíêóðèðóþò ñ ïîëèïåïòèäàìè IL-15 äèêîãî òèïà è ìîãóò èíãèáèðîâàòü îäíî
èëè íåñêîëüêî ñîáûòèé, êîòîðûå â íîðìå ïðîèñõîä ò â îòâåò íà ïåðåäà÷ó ñèãíàëà IL-15,
òàêèõ êàê ïðîëèôåðàöè  êëåòîê. Óêàçàííûé çäåñü "ïîëèïåïòèä IL-15 äèêîãî òèïà"
 âë åòñ  ïîëèïåïòèäîì, êîòîðûé èäåíòè÷åí IL-15 ïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäåíè  (íàïðèìåð,
ïîëèïåïòèä IL-15 äèêîãî òèïà ïîêàçàí íà ôèã.1). Íàïðîòèâ, "ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-
15" ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîëèïåïòèä, êîòîðûé èìååò, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíó ìóòàöèþ ïî
ñðàâíåíèþ ñ IL-15 äèêîãî òèïà, è êîòîðûé èíãèáèðóåò, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíó èç
àêòèâíîñòåé in vivo èëè in vitro, êîòîðûå îáû÷íî ñòèìóëèðóþòñ  IL-15 äèêîãî òèïà.

Ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15, êîòîðûé ìîæíî èñïîëüçîâàòü ñîãëàñíî äàííîìó
èçîáðåòåíèþ, êàê ïðàâèëî, áóäåò áëîêèðîâàòü, ïî ìåíüøåé ìåðå, 40%, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 70% è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå,
90% îäíîé èëè íåñêîëüêèõ àêòèâíîñòåé ìîëåêóëû IL-15 äèêîãî òèïà. Ñïîñîáíîñòü
ìóòàíòíîãî ïîëèïåïòèäà IL-15 áëîêèðîâàòü àêòèâíîñòü IL-15 äèêîãî òèïà ìîæíî îöåíèòü
ìíîæåñòâîì àíàëèçîâ, âêëþ÷à  îïèñàííûé çäåñü àíàëèç ïðîëèôåðàöèè êëåòîê BAF-BO3
(ïðè êîòîðîì êëåòêè òðàíñôèöèðîâàëè êîíñòðóêöèåé, êîäèðóþùåé IL-2Rβ). Êðîìå òîãî,
ìóòàíòíûå ïîëèïåïòèäû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîæíî îõàðàêòåðèçîâàòü â ñîîòâåòñòâèè ñ
êîíêðåòíîé èäåíòè÷íîñòüþ â ïðîöåíòàõ, êîòîðóþ îíè ïðî âë þò ïî îòíîøåíèþ ê IL-15
äèêîãî òèïà. Ïðè îïðåäåëåíèè ïðîöåíòà èäåíòè÷íîñòè ìåæäó äâóì  ïîëèïåïòèäàìè äëèíà
ñðàâíèâàåìûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êàê ïðàâèëî, áóäåò ñîñòàâë òü, ïî ìåíüøåé ìåðå, 16
àìèíîêèñëîò, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 20 àìèíîêèñëîò, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 25 àìèíîêèñëîò è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî
ìåíüøåé ìåðå, 35 àìèíîêèñëîò.Òåðìèí "èäåíòè÷íîñòü", èñïîëüçóåìûé â îòíîøåíèè
ïîëèïåïòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, îòíîñèòñ  ê
èäåíòè÷íîñòè ìåæäó ñóáúåäèíèöàìè (àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè áåëêîâ èëè
íóêëåîòèäàìè ìîëåêóë ÄÍÊ) â ïðåäåëàõ äâóõ ñðàâíèâàåìûõ ïîëèïåïòèäíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ. Åñëè ïîëîæåíèå ñóáúåäèíèöû â
îáåèõ ìîëåêóëàõ çàí òî îäíîé è òîé æå ìîíîìåðíîé ñóáúåäèíèöåé (ò.å. îäíèì è òåì æå
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àìèíîêèñëîòíûì îñòàòêîì èëè íóêëåîòèäîì), â òàêîì ñëó÷àå ìîëåêóëû  âë þòñ 
èäåíòè÷íûìè â äàííîì ïîëîæåíèè. Ñõîäñòâî ìåæäó äâóì  àìèíîêèñëîòíûìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè èëè äâóì  íóêëåîòèäíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè  âë åòñ  ïð ìîé
ôóíêöèåé êîëè÷åñòâà èäåíòè÷íûõ ïîëîæåíèé. Òàêèì îáðàçîì, ïîëèïåïòèä, êîòîðûé íà 50%
èäåíòè÷åí ýòàëîííîìó ïîëèïåïòèäó, êîòîðûé èìååò äëèíó, ðàâíóþ 100 àìèíîêèñëîòàì,
ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ïîëèïåïòèä èç 50 àìèíîêèñëîò, êîòîðûé ïîëíîñòüþ èäåíòè÷åí
÷àñòè ýòàëîííîãî ïîëèïåïòèäà, èìåþùåé äëèíó, ðàâíóþ 50 àìèíîêèñëîòàì. Òàêæå ìîæåò
áûòü ïîëèïåïòèä äëèíîé 100 àìèíîêèñëîò, êîòîðûé íà 50% èäåíòè÷åí ýòàëîííîìó
ïîëèïåïòèäó íà ïðîò æåíèè âñåé åãî äëèíû. Êîíå÷íî, òàêèì æå êðèòåðè ì ìîãóò îòâå÷àòü
ìíîãèå äðóãèå ïîëèïåïòèäû. Îáû÷íî è íàèáîëåå óäîáíî èäåíòè÷íîñòü èçìåð þò ñ
èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû àíàëèçà ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, òàêîé êàê ïàêåò
êîìïüþòåðíûõ ïðîãðàìì äë  àíàëèçà ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé Genetics Computer Group â
University of Wisconsin Biotechnology Center (1710 University Avenue, Madison, WI
53705), ñ ïàðàìåòðàìè, èñïîëüçóåìûìè ïî óìîë÷àíèþ.

Ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15 ìîæåò áûòü, ïî ìåíüøåé ìåðå, íà 65%, ïðåäïî÷òèòåëüíî,
ïî ìåíüøåé ìåðå, íà 80%, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, íà 90% è íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, íà 95% (íàïðèìåð, íà 96%, 97%, 98% èëè 99%)
èäåíòè÷íûì IL-15 äèêîãî òèïà. Ìóòàöè  ìîæåò ñîñòî òü â èçìåíåíèè êîëè÷åñòâà èëè
ñîäåðæàíè  àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Íàïðèìåð, ìóòàíòíûé IL-15 ìîæåò èìåòü áîëüøåå
èëè ìåíüøåå êîëè÷åñòâî àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ÷åì IL-15 äèêîãî òèïà. Àëüòåðíàòèâíî
èëè äîïîëíèòåëüíî ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä ìîæåò ñîäåðæàòü çàìåíó îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, êîòîðûå ïðèñóòñòâóþò â IL-15 äèêîãî òèïà. Ìóòàíòíûé
ïîëèïåïòèä IL-15 ìîæåò îòëè÷àòüñ  îò IL-15 äèêîãî òèïà ïðèñîåäèíåíèåì, äåëåöèåé èëè
çàìåíîé îäíîãî àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà, íàïðèìåð ïðèñîåäèíåíèåì, äåëåöèåé èëè
çàìåíîé îñòàòêà â ïîëîæåíèè 156. Ïîäîáíûì îáðàçîì ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä ìîæåò
îòëè÷àòüñ  îò ïîëèïåïòèäà äèêîãî òèïà ïðèñîåäèíåíèåì, äåëåöèåé èëè çàìåíîé äâóõ
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, íàïðèìåð îñòàòêîâ â ïîëîæåíè õ 156 è 149. Íàïðèìåð,
ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15 ìîæåò îòëè÷àòüñ  îò IL-15 äèêîãî òèïà çàìåíîé ãëóòàìèíà íà
àñïàðòàò â îñòàòêàõ 156 è 149 (êàê ïîêàçàíî íà ôèã.2). Ìóòàíòíûå ïîëèïåïòèäû,
ïðèãîäíûå â êà÷åñòâå íàïðàâë þùèõ ê ìèøåíè àãåíòîâ, ïîäîáíî IL-15 äèêîãî òèïà, óçíàþò
è ñâ çûâàþò êîìïîíåíò IL-15R. Â îäíîì âàðèàíòå ìóòàöè  IL-15 íàõîäèòñ  â äîìåíå
êàðáîêñèëüíîãî êîíöà öèòîêèíà, êîòîðûé ïðåäïîëîæèòåëüíî ñâ çûâàåòñ  ñ IL-
2Rγ (ñóáúåäèíèöåé ðåöåïòîðà IL-2). Àëüòåðíàòèâíî èëè äîïîëíèòåëüíî ìóòàíòíûå
ïîëèïåïòèäû IL-15 ìîãóò ñîäåðæàòü îäíó èëè íåñêîëüêî ìóòàöèé â äîìåíå, ñâ çûâàþùåì
IL-2Rβ (β-ñóáúåäèíèöó ðåöåïòîðà IL-2).

Â òîì ñëó÷àå, êîãäà ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15 ñîäåðæèò çàìåíó îäíîãî
àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà íà äðóãîé, çàìåíà ìîæåò, íî íåîá çàòåëüíî, ïðåäñòàâë òü ñîáîé
êîíñåðâàòèâíóþ çàìåíó, êîòîðà  âêëþ÷àåò â ñåá  çàìåíó â ïðåäåëàõ ñëåäóþùèõ ãðóïï:
ãëèöèí, àëàíèí; âàëèí, èçîëåéöèí, ëåéöèí; àñïàðàãèíîâà  êèñëîòà, ãëóòàìèíîâà  êèñëîòà;
àñïàðàãèí, ãëóòàìèí; ñåðèí, òðåîíèí; ëèçèí, àðãèíèí; è ôåíèëàëàíèí, òèðîçèí.

Âìåñòî èñïîëüçîâàíè  èëè äîïîëíèòåëüíî ê èñïîëüçîâàíèþ ïîëèïåïòèäà IL-15
(íàïðèìåð, ìóòàíòíîãî ïîëèïåïòèäà IL-15) íàïðàâëåíèå ê ìèøåíè IL-15R ìîæíî
îñóùåñòâë òü ñ ïîìîùüþ àíòèòåë, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  ñ êîìïîíåíòîì IL-15R (íàïðèìåð,
ñóáúåäèíèöåé IL-15Rα). Ñïîñîáû, ïîñðåäñòâîì êîòîðûõ ìîæíî ïîëó÷àòü àíòèòåëà, âêëþ÷à 
ãóìàíèçèðîâàííûå àíòèòåëà, ïðîòèâ êîìïîíåíòà IL-15R, õîðîøî èçâåñòíû â äàííîé
îáëàñòè. Ïðåäïî÷òèòåëüíî àíòèòåëà äîëæíû îáëàäàòü ñïîñîáíîñòüþ àêòèâèðîâàòü
êîìïëåìåíò èëè ôàãîöèòîç, íàïðèìåð ïîäêëàññû IgG3 è IgG1 ÷åëîâåêà (ïðåäïî÷òèòåëüíî
ïîñëåäíèé) èëè ïîäêëàññ IgG2a ìûøè.

Êàê îïèñàíî âûøå, àãåíòû, ïðèãîäíûå äë  äîñòèæåíè  èììóííîé ñóïðåññèè, ìîãóò
ñîäåðæàòü äâà ôóíêöèîíàëüíûõ êîìïîíåíòà: íàïðàâë þùèé ê ìèøåíè êîìïîíåíò, êîòîðûé
íàïðàâë åò àãåíò ê ìèøåíè - êëåòêå, íåñóùåé IL-15R (òàêîé, êàê òîëüêî ÷òî îïèñàííà 
ìóòàíòíà  ìîëåêóëà IL-15), è êîìïîíåíò, èñòîùàþùèé ïîïóë öèþ êëåòîê-ìèøåíåé,
êîòîðûé, íàïðèìåð, ëèçèðóåò èëè äðóãèì îáðàçîì ïðèâîäèò ê ýëèìèíàöèè êëåòêè, íåñóùåé

Ñòðàíèöà: 6

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 270 691 C2

IL-15R. Òàêèì îáðàçîì, àãåíò ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé õèìåðíûé ïîëèïåïòèä, êîòîðûé
ñîäåðæèò ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15 è ãåòåðîëîãè÷íûé ïîëèïåïòèä, òàêîé êàê Fc-îáëàñòü
àíòèòåë ïîäêëàññîâ IgG è IgM. Fc-îáëàñòü ìîæåò âêëþ÷àòü â ñåá  ìóòàöèþ, êîòîðà 
èíãèáèðóåò ôèêñàöèþ êîìïëåìåíòà è ñâ çûâàíèå ðåöåïòîðà Fc èëè îíà ìîæåò èñòîùàòü
ïîïóë öèþ êëåòîê-ìèøåíåé (ò.å. ñïîñîáíà ðàçðóøàòü êëåòêè ïîñðåäñòâîì ñâ çûâàíè 
êîìïëåìåíòà èëè íà îñíîâå äðóãîãî ìåõàíèçìà, òàêîãî êàê çàâèñèìûé îò àíòèòåë ëèçèñ ñ
ó÷àñòèåì êîìïëåìåíòà).

Fc-îáëàñòü ìîæíî âûäåëèòü èç èñòî÷íèêà ïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäåíè , ïîëó÷àòü
ðåêîìáèíàíòíûì ñïîñîáîì èëè ñèíòåçèðîâàòü (ïîäîáíî òîìó, êàê ìîæíî ïîëó÷èòü ëþáîé
ïîëèïåïòèä, îõàðàêòåðèçîâàííûé â äàííîì èçîáðåòåíèè). Íàïðèìåð, Fc-îáëàñòü, êîòîðà 
ãîìîëîãè÷íà Ñ-êîíöåâîìó äîìåíó IgG, ìîæíî ïîëó÷èòü ðàñùåïëåíèåì IgG ïàïèíîì. Fc IgG
èìååò ìîëåêóë ðíóþ ìàññó, ïðèìåðíî ðàâíóþ 50 êÄà. Ïîëèïåïòèäû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ
ìîãóò âêëþ÷àòü â ñåá  ïîëíóþ Fc-îáëàñòü èëè ìåíüøóþ ÷àñòü, êîòîðà  ñîõðàí åò
ñïîñîáíîñòü ëèçèðîâàòü êëåòêè. Êðîìå òîãî, ïîëíîðàçìåðíûå èëè ôðàãìåíòèðîâàííûå Fc-
îáëàñòè ìîãóò  âë òüñ  âàðèàíòàìè ìîëåêóëû äèêîãî òèïà. À èìåííî îíè ìîãóò ñîäåðæàòü
ìóòàöèè, êîòîðûå ìîãóò âëè òü èëè íå âëè òü íà ôóíêöèþ ïîëèïåïòèäà.

Fc-îáëàñòü ìîæåò áûòü "èñòîùàþùåé ïîïóë öèþ êëåòîê-ìèøåíåé" èëè "íå èñòîùàþùåé
ïîïóë öèþ êëåòîê-ìèøåíåé". Â ñëó÷àå Fc-îáëàñòè, íå èñòîùàþùåé ïîïóë öèþ êëåòîê-
ìèøåíåé, îáû÷íî îòñóòñòâóåò ñàéò ñâ çûâàíè  âûñîêî àôôèííîãî Fc-ðåöåïòîðà è ñàéò
ñâ çûâàíè  C'1q. Ñàéò ñâ çûâàíè  âûñîêî àôôèííîãî Fc-ðåöåïòîðà Fc ìûøèíîãî IgG
ñîäåðæèò îñòàòîê Leu â ïîëîæåíèè 235 â Fc IgG. Òàêèì îáðàçîì, ñàéò ñâ çûâàíè 
ðåöåïòîðà Fc ìûøè ìîæíî ðàçðóøèòü ïîñðåäñòâîì ìóòàöèè èëè äåëåòèðîâàíè  Leu 235.
Íàïðèìåð, çàìåíà Leu 235 íà Glu èíãèáèðóåò ñïîñîáíîñòü Fc-îáëàñòè ñâ çûâàòü âûñîêî
àôôèííûé Fc-ðåöåïòîð. Ñàéò ñâ çûâàíè  C'1q ìûøè ìîæíî ôóíêöèîíàëüíî ðàçðóøèòü
ïîñðåäñòâîì ìóòàöèè èëè äåëåòèðîâàíè  îñòàòêîâ Glu 318, Lys 320 è Lys 322 â IgG.
Íàïðèìåð, çàìåíà Glu 318, Lys 320 è Lys 322 íà Ala äåëàåò Fc IgG1 íåñïîñîáíîé
ñòèìóëèðîâàòü çàâèñèìûé îò àíòèòåë ëèçèñ ñ ó÷àñòèåì êîìïëåìåíòà. Íàïðîòèâ,
èñòîùàþùà  ïîïóë öèþ êëåòîê-ìèøåíåé Fc-îáëàñòü IgG èìååò ñàéò ñâ çûâàíè  âûñîêî
àôôèííîãî Fc-ðåöåïòîðà è ñàéò ñâ çûâàíè  C'1q. Ñàéò ñâ çûâàíè  âûñîêî àôôèííîãî Fc-
ðåöåïòîðà ñîäåðæèò îñòàòîê Leu â ïîëîæåíèè 235 Fc IgG, à ñàéò, ñâ çûâàþùèé C'1q,
ñîäåðæèò îñòàòêè Glu 318, Lys 320 è Lys 322 IgG1. Èñòîùàþùà  ïîïóë öèþ êëåòîê-ìèøåíåé
Fc IgG èìååò â óêàçàííûõ ñàéòàõ îñòàòêè äèêîãî òèïà èëè êîíñåðâàòèâíûå àìèíîêèñëîòíûå
çàìåíû. Èñòîùàþùà  ïîïóë öèþ êëåòîê-ìèøåíåé Fc IgG ìîæåò äåëàòü êëåòêè ìèøåíüþ
äë  çàâèñèìîé îò àíòèòåë êëåòî÷íîé öèòîòîêñè÷íîñòè èëè âûçûâàåìîãî êîìïëåìåíòîì
öèòîëèçà (CDC). Ñîîòâåòñòâóþùèå ìóòàöèè IgG ÷åëîâåêà òàêæå èçâåñòíû (ñìîòðè,
íàïðèìåð, Morrison et al., The Immunologist 2: 119-124, 1994; è Brekke et al., The
Immunologist 2: 125, 1994).

Àãåíòû, ìèøåíüþ êîòîðûõ  âë åòñ  IL-15R, òàêæå ìîãóò ïðåäñòàâë òü ñîáîé àãåíòû,
êîòîðûå ñîäåðæàò ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15 è ïîëèïåïòèä, êîòîðûé ôóíêöèîíèðóåò êàê
àíòèãåííà  ìåòêà, òàêîé êàê ïîñëåäîâàòåëüíîñòü FLAG. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè FLAG
óçíàþòñ  áèîòèíèëèðîâàííûìè, âûñîêî ñïåöèôè÷íûìè àíòè-FLAG àíòèòåëàìè, êàê çäåñü
îïèñàíî (ñìîòðè òàêæå Blanar et al., Science 256: 1014, 1992; LeClair et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89: 8145, 1992).

Àãåíòû, êîòîðûå èíãèáèðóþò êîñòèìóëèðóþùèé ñèãíàë
×òîáû èíãèáèðîâàòü èììóííûé îòâåò, àãåíòû, ìèøåíüþ êîòîðûõ  âë þòñ  îïèñàííûå

âûøå êëåòêè, íåñóùèå IL-15R, ìîæíî ââîäèòü âìåñòå ñ àãåíòîì, êîòîðûé èíãèáèðóåò
êîñòèìóëèðóþùèé ñèãíàë, êîòîðûé â íîðìå ïåðåäàåòñ  ñ ÀÏÊ íà Ò-êëåòêó. Àãåíò, êîòîðûé
ââîä ò "âìåñòå ñ" äðóãèì àãåíòîì, ìîæíî, íî íåîá çàòåëüíî, ââîäèòü îäíîâðåìåííî.
Íàïðèìåð, â êîíòåêñòå äàííîãî èçîáðåòåíè  àãåíò, ìèøåíüþ êîòîðîãî  âë åòñ  IL-15R,
ìîæíî ââîäèòü äî èëè ïîñëå àãåíòà, êîòîðûé èíãèáèðóåò êîñòèìóëèðóþùèé ñèãíàë. Äë 
òîãî ÷òîáû èíãèáèðîâàòü êîñòèìóëèðóþùèé ñèãíàë, ìîæíî ââîäèòü ëþáîé àãåíò, êîòîðûé
ñâ çûâàåòñ  è áëîêèðóåò îäíó èëè íåñêîëüêî ìîëåêóë ëèáî íà Ò-êëåòêå, ëèáî íà ÀÏÊ, î
êîòîðûõ èçâåñòíî, ÷òî îíè ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ïåðåäà÷å êîñòèìóëèðóþùåãî ñèãíàëà
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ìåæäó äâóì  óêàçàííûìè òèïàìè êëåòîê. Íàïðèìåð, ìîæíî ââîäèòü ëþáîé àãåíò, êîòîðûé
ñâ çûâàåòñ  ñ ìîëåêóëîé Â7 (âêëþ÷à , íî íå îãðàíè÷èâà  ýòèì, B7-1 èëè B7-2) íà ÀÏÊ
èëè ñ CD28, êîòîðà  ýêñïðåññèðóåòñ , íàïðèìåð, Ò-êëåòêàìè è ñâ çûâàåòñ  Â7. Óêàçàííûå
àãåíòû âêëþ÷àþò àíòèòåëà, êîòîðûå ñâ çûâàþò ìîëåêóëû Â7 (íàïðèìåð, àíòè-Â7-
àíòèòåëî), CTLA4/Ig è àíòèòåëà, êîòîðûå ñâ çûâàþò CD28. Àëüòåðíàòèâíî èëè
äîïîëíèòåëüíî ìîæíî ââîäèòü ëþáîé àãåíò, êîòîðûé ñâ çûâàåò CD40 íà ÀÏÊ èëè CD40L
(òàêæå íàçûâàåìóþ CD154), êîòîðà  ýêñïðåññèðóåòñ , íàïðèìåð, Ò-êëåòêàìè è ñâ çûâàåòñ 
CD40. Óêàçàííûå àãåíòû âêëþ÷àþò àíòèòåëà, êîòîðûå ñâ çûâàþò CD40 èëè CD40L.

Ñïîñîáû ñêðèíèíãà àãåíòîâ, êîòîðûå èíãèáèðóþò èììóííûé îòâåò
Êðîìå òåñòèðîâàíè  èññëåäóåìîãî àãåíòà (íàïðèìåð, ìóòàíòíîãî ïîëèïåïòèäà IL-15) â

àíàëèçàõ in vitro, îïèñàííûõ â ïðèìåðàõ äàëåå, ìîæíî èñïîëüçîâàòü ëþáîé èç ñëåäóþùèõ
àíàëèçîâ in vivo, ÷òîáû ïðîâåðèòü, êàêèå êîíêðåòíûå êîìáèíàöèè îïèñàííûõ çäåñü
àãåíòîâ íàèáîëåå ýôôåêòèâíî âûçûâàþò èììóííóþ ñóïðåññèþ. Íàïðèìåð, ìîæíî
òåñòèðîâàòü îäèí èëè íåñêîëüêî àãåíòîâ, ìèøåíüþ êîòîðûõ  âë åòñ  IL-15R, â êîìáèíàöèè
ñ îäíèì èëè íåñêîëüêèìè àãåíòàìè, êîòîðûå ëèáî áëîêèðóþò êîñòèìóëèðóþùèé ñèãíàë,
êîòîðûé â íîðìå ïåðåäàåòñ  îò ÀÏÊ ê Ò-êëåòêàì,  âë þòñ  àíòàãîíèñòàìè TCR, èíãèáèðóþò
êàëüöèíóðèí, èíãèáèðóþò ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê èëè êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  è èíàêòèâèðóþò
àêòèâèðîâàííûå àíòèãåíîì Ò-êëåòêè. Óêàçàííûå àíàëèçû in vivo ïðåäñòàâë þò ñîáîé
òîëüêî íåêîòîðûå èç îáû÷íûõ ñïîñîáîâ, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè
ìîæåò äàëåå òåñòèðîâàòü ýôôåêòèâíîñòü àãåíòîâ ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ. Âûáðàííûå
óêàçàííûå àíàëèçû âêëþ÷åíû çäåñü âñëåäñòâèå òîãî, ÷òî îíè ïîäõîä ò äë  ìíîãèõ
êëèíè÷åñêèõ ñîñòî íèé, ïîääàþùèõñ  ëå÷åíèþ àãåíòàìè, ìèøåíüþ êîòîðûõ  âë åòñ  IL-
15R. Íàïðèìåð, àíàëèçû ïîäõîä ò äë  òðàíñïëàíòàöèè îðãàíîâ, èììóííîãî çàáîëåâàíè , â
÷àñòíîñòè àóòîèììóííîé áîëåçíè, è çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé èììóííîé ñèñòåìû
(íàïðèìåð, çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé, êîòîðûå âîçíèêàþò â òîì ñëó÷àå, êîãäà Ò-êëåòêè
ñòàíîâ òñ  çëîêà÷åñòâåííûìè).

Ïðèíöèïû òðàíñïëàíòàöèè
×òîáû îïðåäåëèòü, îñóùåñòâë åò ëè àãåíò ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ èëè êîìáèíàöè  òàêèõ

àãåíòîâ èììóííóþ ñóïðåññèþ, èõ ââîä ò (ëèáî íåïîñðåäñòâåííî ñ ïîìîùüþ îñíîâàííîé íà
ãåíàõ òåðàïèè, ëèáî ïîñðåäñòâîì òåðàïèè, îñíîâàííîé íà êëåòêàõ) â êîíòåêñòå õîðîøî
ðàçðàáîòàííûõ ïðèíöèïîâ òðàíñïëàíòàöèè.

Àãåíòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ èëè êîäèðóþùèå èõ ìîëåêóëû íóêëåèíîâûõ êèñëîò ìîæíî
ââîäèòü ñèñòåìíî èëè ëîêàëüíî ñòàíäàðòíûìè ñïîñîáàìè ëþáîìó îáû÷íîìó
ëàáîðàòîðíîìó æèâîòíîìó, òàêîìó êàê êðûñà, ìûøü, êðîëèê, ìîðñêà  ñâèíêà èëè ñîáàêà,
ïåðåä òåì, êàê æèâîòíîìó ïðîâåäåíà àëëîãåííà  èëè êñåíîãåííà  ïåðåñàäêà êîæè,
òðàíñïëàíòàöè  îðãàíà èëè èìïëàíòàöè  êëåòîê. Ëèíèè ìûøåé, òàêèå êàê C57B1-10, B10.BR
è B10.AKM (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME), êîòîðûå èìåþò îäèí è òîò æå
ãåíåòè÷åñêèé ôîí, íî íå ñîîòâåòñòâóþò ïî ëîêóñó H-2, õîðîøî ïîäõîä ò äë  îöåíêè
ðàçëè÷íûõ ïåðåñàäîê îðãàíîâ.

Òðàíñïëàíòàöè  ñåðäöà
Ñïîñîá âûïîëíåíè  ïåðåñàäîê ñåðäöà ïîñðåäñòâîì àíàñòîìîçà ñåðäöà äîíîðà ñ

ìàãèñòðàëüíûì ñîñóäîì áðþøíîé ïîëîñòè õîç èíà âïåðâûå îïóáëèêîâàí Ono et al. (J.
Thorac. Cardiovasc. Surg. 57: 225, 1969; ñìîòðè òàêæå Corry et al., Transplantation
16: 343, 1973). Ñ ïîìîùüþ óêàçàííîé õèðóðãè÷åñêîé ïðîöåäóðû íàêëàäûâàþò àíàñòîìîç
ìåæäó àîðòîé ñåðäöà äîíîðà è àîðòîé áðþøíîé ïîëîñòè õîç èíà è íàêëàäûâàþò àíàñòîìîç
ìåæäó ëåãî÷íîé àðòåðèåé ñåðäöà äîíîðà è áëèçëåæàùåé ïîëîé âåíîé, èñïîëüçó 
ñòàíäàðòíóþ òåõíîëîãèþ ìèêðîñîñóäîâ. Ïîñëå òîãî, êàê ñåðäöå áóäåò ïåðåñàæåíî íà ìåñòî
è íàãðåòî äî 37°C ðàñòâîðîì ëàêòàòà Ðèíãåðà, âîññòàíîâèòñ  íîðìàëüíûé ñèíóñîâûé ðèòì.
Ôóíêöèîíèðîâàíèå òðàíñïëàíòèðîâàííîãî ñåðäöà ÷àñòî ìîæíî îöåíèòü ïîñðåäñòâîì
ïàëüïàöèè ñîêðàùåíèé æåëóäî÷êîâ ÷åðåç áðþøíóþ ñòåíêó. Îòòîðæåíèå îïðåäåë þò êàê
îñòàíîâêó ñîêðàùåíèé ìèîêàðäà. Àãåíòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ (íàïðèìåð, êîìáèíàöè 
ìóòàíòíîãî IL-15/Fc è CTLA4/Ig) áóäóò ñ÷èòàòüñ  ýôôåêòèâíûìè â ñíèæåíèè îòòîðæåíè 
îðãàíà, åñëè ó õîç åâ, êîòîðûå ïîëó÷àëè óêàçàííûå àãåíòû, íàáëþäàåòñ  áîëåå
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äëèòåëüíûé ïåðèîä ïðèæèâëåíè  òðàíñïëàíòèðîâàííîãî ñåðäöà äîíîðà, ÷åì ó
íåîáðàáîòàííûõ õîç åâ.

Ïåðåñàäêà êîæè
Ýôôåêòèâíîñòü ðàçëè÷íûõ êîìáèíàöèé àãåíòîâ ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ òàêæå ìîæíî

îöåíèòü ïîñëå ïåðåñàäêè êîæè. ×òîáû âûïîëíèòü ïåðåñàäêè êîæè íà ãðûçóíàõ æèâîòíîå-
äîíîðà àíåñòåçèðóþò è ñ ÷àñòè õâîñòà óäàë þò êîæó íà âñþ òîëùèíó ïîëíîñòüþ.
Æèâîòíîãî-ðåöèïèåíòà òàêæå àíåñòåçèðóþò è ãîòîâ ò ëîæå äë  ïåðåñàäêè óäàëåíèåì
ëîñêóòà êîæè ñ îáðèòîãî áîêà. Êàê ïðàâèëî, ëîñêóò èìååò ðàçìåð ïðèìåðíî 0,5×0,5 ñì.
Êîæå äîíîðà ïðèäàþò ôîðìó, ñîîòâåòñòâóþùóþ ôîðìå ëîæà äë  ïåðåñàäêè, óêëàäûâàþò
íà ìåñòî, ïîêðûâàþò ìàðëåé è áèíòóþò. Òðàíñïëàíòàòû ìîæíî îáñëåäîâàòü åæåäíåâíî,
íà÷èíà  ñ øåñòîãî äí  ïîñëå îïåðàöèè, è òðàíñïëàíòàò ñ÷èòàåòñ  îòòîðãíóòûì â òîì
ñëó÷àå, êîãäà áîëåå ïîëîâèíû òðàíñïëàíòèðîâàííîãî ýïèòåëè  âûãë äèò
íåæèçíåñïîñîáíûì. Àãåíòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ (íàïðèìåð, êîìáèíàöè  ìóòàíòíîãî IL-
15/Fc è CTLA4/Ig) ñ÷èòàþòñ  ýôôåêòèâíûìè â ñíèæåíèè îòòîðæåíè  ïðè ïåðåñàäêå êîæè â
òîì ñëó÷àå, åñëè ó õîç åâ, êîòîðûå ïîëó÷àëè óêàçàííûå àãåíòû, íàáëþäàåòñ  áîëåå
äëèòåëüíûé ïåðèîä ïðèæèâëåíè  êîæè äîíîðà, ÷åì ó íåîáðàáîòàííûõ õîç åâ.

Ìîäåëü àëëîòðàíñïëàíòàòà îñòðîâêîâ
Àëëîòðàíñïëàíòàòû êëåòîê îñòðîâêîâ DBA/2J ìîæíî òðàíñïëàíòèðîâàòü ãðûçóíàì, òàêèì

êàê ìûøè B6 AF1 6-8-íåäåëüíîãî âîçðàñòà, ó êîòîðûõ äèàáåò âûçâàí îäíîêðàòíîé
âíóòðèáðþøèííîé èíúåêöèåé ñòðåïòîçîòîöèíà (225 ìã/êã; Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO). Â êà÷åñòâå êîíòðîë  ñèíãåííûå òðàíñïëàíòàòû êëåòîê îñòðîâêîâ ìîæíî
òðàíñïëàíòèðîâàòü ìûøàì ñ äèàáåòîì. Òðàíñïëàíòàöèþ îñòðîâêîâûõ êëåòîê ìîæíî
âûïîëíèòü ñ ïîìîùüþ ñëåäóþùèõ îïóáëèêîâàííûõ ïðîòîêîëîâ (íàïðèìåð, ñìîòðè Gotoh et
al., Transplantation 42: 387, 1986). Êîðîòêî, ïîäæåëóäî÷íóþ æåëåçó äîíîðà ïåðôóçèðóþò
in situ êîëëàãåíàçîé òèïà IV (2 ìã/ìë; Worthington Biochemical Corp., Freehold, NJ).
Ïîñëå 40-ìèíóòíîãî ïåðèîäà ðàñùåïëåíè  ïðè 37°C îñòðîâêè âûäåë þò â ñòóïåí÷àòîì
ãðàäèåíòå ôèêîëà. Çàòåì 300-400 îñòðîâêîâ òðàíñïëàíòèðóþò ïîä ïî÷å÷íóþ êàïñóëó
êàæäîãî ðåöèïèåíòà. Çà ôóíêöèîíèðîâàíèåì àëëîòðàíñïëàíòàòà ìîæíî ñëåäèòü
ïîñðåäñòâîì ñåðèè èçìåðåíèé ãëþêîçû â êðîâè (Accu-Check IIITM; Boehringer, Mannheim,
Germany). Ïåðâè÷íîå ôóíêöèîíèðîâàíèå òðàíñïëàíòàòà îïðåäåë þò â âèäå óðîâí 
ãëþêîçû â êðîâè íèæå 11,1 ììîëü/ë íà 3 äåíü ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè, è îòòîðæåíèå
òðàíñïëàíòàòà îïðåäåë þò â âèäå ïîäúåìà êîíöåíòðàöèè ãëþêîçû â êðîâè, ïðåâûøàþùåì
16,5 ììîëü/ë (ïî ìåíüøåé ìåðå, â êàæäûé èç 2 ñëåäóþùèõ äðóã çà äðóãîì äíåé) ïîñëå
ïåðèîäà ïåðâè÷íîãî ôóíêöèîíèðîâàíè  òðàíñïëàíòàòà.

Ìîäåëè àóòîèììóííîãî çàáîëåâàíè 
Ìîäåëè àóòîèììóííîãî çàáîëåâàíè  îáåñïå÷èâàþò äðóãèå ñïîñîáû îöåíêè êîìáèíàöèé

àãåíòîâ ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ in vivo. Óêàçàííûå ìîäåëè õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì â
äàííîé îáëàñòè, è èõ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  îïðåäåëåíè  òîãî, áóäåò ëè äàííà 
êîìáèíàöè  àãåíòîâ, êîòîðà  âêëþ÷àåò â ñåá  àãåíò, ìèøåíüþ êîòîðîãî  âë åòñ  IL-15R,
òåðàïåâòè÷åñêè ïðèãîäíîé äë  ëå÷åíè  êîíêðåòíîãî àóòîèììóííîãî çàáîëåâàíè  â ñëó÷àå
íåïîñðåäñòâåííîé äîñòàâêè â ðåçóëüòàòå ãåíåòè÷åñêîé òåðàïèè èëè ïîñðåäñòâîì òåðàïèè,
îñíîâàííîé íà êëåòêàõ.

Àóòîèììóííûå çàáîëåâàíè , ìîäåëè êîòîðûõ ïîëó÷åíû íà æèâîòíûõ, âêëþ÷àþò
çàáîëåâàíè  ðåâìàòèçìîì, òàêèå êàê ðåâìàòîèäíûé àðòðèò è ñèñòåìíà  êðàñíà  âîë÷àíêà
(ÑÊÂ), äèàáåò òèïà I è àóòîèììóííûå çàáîëåâàíè  ùèòîâèäíîé æåëåçû, êèøå÷íèêà è
öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû. Íàïðèìåð, ìîäåëè ÑÊÂ íà æèâîòíûõ âêëþ÷àþò ìûøåé
MRL, ìûøåé BXSB è ìûøåé NZB è èõ ãèáðèäû F1. Óêàçàííûõ æèâîòíûõ ìîæíî ñêðåùèâàòü
äë  òîãî, ÷òîáû èññëåäîâàòü êîíêðåòíûå àñïåêòû ïðîöåññà çàáîëåâàíè  ðåâìàòèçìîì; ó
ïîòîìñòâà ëèíèè NZB ðàçâèâàåòñ  ò æåëà  ôîðìà âîë÷àíî÷íîãî ãëîìåðóëîíåôðèòà ïðè
ñêðåùèâàíèè ñ ìûøàìè NZW (Bielschowsky et al., Proc. Univ. Otago Med. Sch. 37: 9,
1959; ñìîòðè òàêæå Fundamental Immunology, Paul, Ed., Raven Press, New York, NY,
1989). Ïîäîáíûì îáðàçîì ñäâèã ê ëåòàëüíîìó íåôðèòó íàáëþäàåòñ  â ïîòîìñòâå îò
ñêðåùèâàíè  NBZ X SWR (Data et al., Nature 263: 412, 1976). Ãèñòîëîãè÷åñêèå
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ïðî âëåíè  ïîâðåæäåíèé ïî÷åê ó ìûøåé SNF1 õîðîøî îõàðàêòåðèçîâàíû (Eastcott et
al., J Immunol. 131: 2232, 1983; ñìîòðè òàêæå Fundamental Immunology, âûøå). Òàêèì
îáðàçîì, îáùåå ñîñòî íèå çäîðîâü  æèâîòíîãî, à òàêæå ãèñòîëîãè÷åñêèé âèä ïî÷å÷íîé
òêàíè ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  òîãî, ÷òîáû îïðåäåëèòü, ñóïðåññèðóåòñ  ëè ýôôåêòèâíî
èììóííûé îòâåò ó æèâîòíîãî â ìîäåëè ÑÊÂ ïðè ââåäåíèè àãåíòîâ, ìèøåíüþ êîòîðûõ
 âë åòñ  IL-15R, è êîòîðûå, íàïðèìåð, èíãèáèðóþò êîñòèìóë öèþ.

Ó îäíîé èç ëèíèé ìûøåé MRL, ó êîòîðûõ ðàçâèâàåòñ  ÑÊÂ, MRL-lpr/lpr, òàêæå
ðàçâèâàåòñ  ôîðìà àðòðèòà, êîòîðà  ïîõîæà íà ðåâìàòîèäíûé àðòðèò ó ÷åëîâåêà
(Theofilopoulos et al., Adv. Immunol. 37: 269, 1985). Àëüòåðíàòèâíî,
ýêñïåðèìåíòàëüíûé àðòðèò ìîæíî èíäóöèðîâàòü ó   ãðûçóíîâ ïîñðåäñòâîì èíúåêöèè
êîëëàãåíà òèïà II êðûñ (2 ìã/ìë), ñìåøàííîãî 1:1 ñ ïîëíûì àäúþâàíòîì Ôðåéíäà (âñåãî
100 ìêë), â îñíîâàíèå õâîñòà. Àðòðèò ðàçâèâàåòñ  ÷åðåç 2-3 íåäåëè ïîñëå èììóíèçàöèè.
Ñïîñîáíîñòü ìîëåêóë íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùèõ àãåíòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ
(íàïðèìåð, àãåíòû, ìèøåíüþ êîòîðûõ  âë åòñ  IL-15R, è àãåíòû, êîòîðûå èíãèáèðóþò
êîñòèìóë öèþ èëè êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  è èíàêòèâèðóþò Ò-êëåòêè, àêòèâèðîâàííûå
àíòèãåíîì), ñóïðåññèðîâàòü èììóííûé îòâåò ìîæíî îöåíèòü öåëåíàïðàâëåííîé äîñòàâêîé
ìîëåêóë íóêëåèíîâîé êèñëîòû ê Ò-ëèìôîöèòàì. Îäèí èç ñïîñîáîâ öåëåíàïðàâëåííîé
äîñòàâêè ê Ò-ëèìôîöèòàì ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñëåäóþùåå. Ñóñïåíçèè êëåòîê ñåëåçåíêè
ãîòîâ ò ÷åðåç 2-3 äí  ïîñëå íà÷àëà àðòðèòà è èíêóáèðóþò ñ êîëëàãåíîì (100 ìêã/ìë) â
òå÷åíèå 48 ÷àñîâ, ÷òîáû èíäóöèðîâàòü ïðîëèôåðàöèþ àêòèâèðóåìûõ êîëëàãåíîì Ò-êëåòîê.
Â ýòî âðåì  êëåòêè òðàíñäóöèðóþò âåêòîðîì, êîäèðóþùèì ïðåäñòàâë þùèé èíòåðåñ
ïîëèïåïòèäíûé àãåíò. Â êà÷åñòâå êîíòðîë  âûðàùèâàþò ïàðàëëåëüíûå êóëüòóðû, íî íå
òðàíñäóöèðóþò èõ, èëè òðàíñäóöèðóþò "ïóñòûì" âåêòîðîì. Çàòåì êëåòêè èíúåöèðóþò
âíóòðèáðþøèííî (5×107 êëåòîê/æèâîòíîå). Ýôôåêòèâíîñòü ëå÷åíè  îöåíèâàþò, ñëåä  çà
ñèìïòîìàìè çàáîëåâàíè  â òå÷åíèå ñëåäóþùèõ 2 íåäåëü, êàê îïèñàíî Chernajovsky et al.
(Gene Therapy 2: 731-735, 1995). Ìåíåå âûðàæåííûå ñèìïòîìû ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî êîìáèíèðîâàííûå àãåíòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ è ìîëåêóëû
íóêëåèíîâûõ êèñëîò, êîòîðûå èõ êîäèðóþò, ôóíêöèîíèðóþò â êà÷åñòâå èììóíîñóïðåññîðîâ
è ïîýòîìó ïðèìåíèìû äë  ëå÷åíè  èììóííîãî çàáîëåâàíè , â ÷àñòíîñòè àóòîèììóííîé
áîëåçíè.

Ñïîñîáíîñòü ðàçëè÷íûõ êîìáèíàöèé àãåíòîâ ñóïðåññèðîâàòü èììóííûé îòâåò â ñëó÷àå
äèàáåòà òèïà I ìîæíî òåñòèðîâàòü íà ëèíèè êðûñ BB, êîòîðà  áûëà ïîëó÷åíà èç
êîììåð÷åñêîé êîëîíèè êðûñ Wistar â Bio-Breeding Laboratories â Îòòàâå. Ó óêàçàííûõ
êðûñ ñïîíòàííî âûðàáàòûâàþòñ  àóòîàíòèòåëà ïðîòèâ îñòðîâêîâûõ êëåòîê è èíñóëèíà,
òî÷íî òàê, êàê ïðîèñõîäèò â ñëó÷àå äèàáåòà òèïà I ÷åëîâåêà. Àëüòåðíàòèâíî â êà÷åñòâå
ìîäåëüíîé ñèñòåìû ìîæíî èñïîëüçîâàòü ìûøåé NOD (äèàáåòè÷åñêèå ìûøè áåç îæèðåíè ).

Àóòîèììóííûå çàáîëåâàíè  ùèòîâèäíîé æåëåçû ìîäåëèðîâàëè ó öûïë ò. Ó öûïë ò
ëèíèè, â êîòîðîé íàáëþäàåòñ  îæèðåíèå (OS), åäèíîîáðàçíî ðàçâèâàåòñ  ñïîíòàííûé
àóòîèììóííûé òèðåîèäèò, àíàëîãè÷íûé áîëåçíè Õàøèìîòî (Cole et al., Science 160: 1357,
1968).

Ïðèìåðíî 15% óêàçàííûõ ïòèö ïðîäóöèðóþò àóòîàíòèòåëà ê ïàðèåòàëüíûì êëåòêàì
æåëóäêà, òî÷íî òàê æå êàê ïðè àóòîèììóííîì òèðåîèäèòå ÷åëîâåêà. Ìàíèôåñòàöè 
çàáîëåâàíè  ó öûïë ò OS, êîòîðóþ ìîæíî ïðîñëåæèâàòü ïðè ëþáîé ñõåìå ëå÷åíè ,
âêëþ÷àåò â ñåá  ðàçìåð òåëà, îòëîæåíèå æèðà, ëèïèäû â ñûâîðîòêå, ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê
õîëîäó è áåñïëîäèå.

Ìîäåëè àóòîèììóííîãî çàáîëåâàíè  â öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìå (ÖÍÑ) òàêæå
ìîæíî èíäóöèðîâàòü ýêñïåðèìåíòàëüíî. Âîñïàëåíèå ÖÍÑ, êîòîðîå ïðèâîäèò ê ïàðàëè÷ó,
ìîæíî èíäóöèðîâàòü îäíîêðàòíîé èíúåêöèåé àäúþâàíòà â òêàíü ãîëîâíîãî ìîçãà èëè
ñïèííîãî ìîçãà ìíîãèõ ðàçíûõ ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ, âêëþ÷à  ãðûçóíîâ è ïðèìàòîâ.
Óêàçàííà  ìîäåëü, íàçûâàåìà  ýêñïåðèìåíòàëüíûì àëëåðãè÷åñêèì ýíöåôàëîìèåëèòîì
(EAE), îïîñðåäîâàíà Ò-êëåòêàìè. Ïîäîáíûì îáðàçîì ìîæíî ïîëó÷èòü ýêñïåðèìåíòàëüíî
èíäóöèðîâàííóþ ìèàñòåíèþ áåðåìåííûõ ïóòåì îäíîêðàòíîé èíúåêöèè àöåòèëõîëèíîâîãî
ðåöåïòîðà ñ àäúþâàíòîì (Lennon et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 274: 283, 1976).
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Àóòîèììóííûå çàáîëåâàíè  êèøå÷íèêà ìîæíî ìîäåëèðîâàòü ó "íîêàóòèðîâàííûõ"
ìûøåé ïî IL-2 èëè IL-10, èëè ó ìûøåé, êîòîðûå ïîëó÷àëè êëèçìû, ñîäåðæàùèå áû÷èé
ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí.

Ìîëåêóëû íóêëåèíîâûõ êèñëîò, êîòîðûå êîäèðóþò àãåíòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ
Ïîëèïåïòèäíûå àãåíòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷à  àãåíòû, êîòîðûå  âë þòñ 

ãèáðèäíûìè áåëêàìè (íàïðèìåð, ìîëåêóëû ìóòàíòíîãî IL-15/Fc è CTLA4/Ig), ìîæíî
ïîëó÷èòü íå òîëüêî ïîñðåäñòâîì ýêñïðåññèè ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû â ïîäõîä ùåé
ýóêàðèîòè÷åñêîé èëè ïðîêàðèîòè÷åñêîé ýêñïðåññèðóþùåé ñèñòåìå in vitro è ïîñëåäóþùåé
î÷èñòêè ïîëèïåïòèäíîãî àãåíòà, íî òàêæå ìîæíî ââåñòè ïàöèåíòó ñ ïîìîùüþ ïîäõîä ùåãî
ãåíîòåðàïåâòè÷åñêîãî ýêñïðåññèðóþùåãî âåêòîðà, êîäèðóþùåãî ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé
êèñëîòû. Êðîìå òîãî, íóêëåèíîâóþ êèñëîòó ìîæíî ââåñòè â êëåòêó òðàíñïëàíòàòà ïåðåä
òðàíñïëàíòàöèåé òðàíñïëàíòàòà. Òàêèì îáðàçîì, ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû,
êîäèðóþùèå îïèñàííûå âûøå àãåíòû, âõîä ò â ðàìêè èçîáðåòåíè . Òî÷íî òàê æå, êàê
ïîëèïåïòèäû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ (íàïðèìåð, ïîëèïåïòèäû ìóòàíòíîãî IL-15/Fc) ìîæíî
îïèñàòü â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ èäåíòè÷íîñòüþ ñ ïîëèïåïòèäàìè äèêîãî òèïà (íàïðèìåð,
ïîëèïåïòèäàìè IL-15 äèêîãî òèïà), ìîëåêóëû êîäèðóþùèõ èõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò
íåïðåìåííî áóäóò îáëàäàòü îïðåäåëåííîé èäåíòè÷íîñòüþ ñ ìîëåêóëàìè, êîòîðûå
êîäèðóþò ñîîòâåòñòâóþùèå ïîëèïåïòèäû äèêîãî òèïà. Íàïðèìåð, ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé
êèñëîòû, êîäèðóþùà  ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15, ìîæåò áûòü, ïî ìåíüøåé ìåðå, íà 65%,
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, íà 75%, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, íà
85%, è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, íà 95% (íàïðèìåð, 96%, 97%, 98%
èëè 99%) èäåíòè÷íà íóêëåèíîâîé êèñëîòå, êîäèðóþùåé IL-15 äèêîãî òèïà. Â ñëó÷àå
íóêëåèíîâûõ êèñëîò äëèíà ñðàâíèâàåìûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé áóäåò, êàê ïðàâèëî,
ñîñòàâë òü, ïî ìåíüøåé ìåðå, 50 íóêëåîòèäîâ, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 60
íóêëåîòèäîâ, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 75 íóêëåîòèäîâ è íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî 110 íóêëåîòèäîâ.

Ìîëåêóëû íóêëåèíîâûõ êèñëîò, êîòîðûå êîäèðóþò àãåíòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, ìîãóò
ñîäåðæàòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäåíè  èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
êîòîðûå îòëè÷àþòñ  îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäåíè , íî âñëåäñòâèå
âûðîæäåííîñòè ãåíåòè÷åñêîãî êîäà êîäèðóþò òîò æå ñàìûé ïîëèïåïòèä. Óêàçàííûå
ìîëåêóëû íóêëåèíîâûõ êèñëîò ìîãóò ñîñòî òü èç ÐÍÊ èëè ÄÍÊ (íàïðèìåð, ãåíîìíîé ÄÍÊ,
êÄÍÊ èëè ñèíòåòè÷åñêîé ÄÍÊ, òàêîé, êîòîðóþ ïîëó÷àþò ïîñðåäñòâîì ñèíòåçà, îñíîâàííîãî
íà ôîñôîðîàìèäèòàõ) èëè êîìáèíàöèé èëè ìîäèôèêàöèé íóêëåîòèäîâ â ïðåäåëàõ
óêàçàííûõ òèïîâ íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Êðîìå òîãî, ìîëåêóëû íóêëåèíîâûõ êèñëîò ìîãóò
áûòü äâóíèòåâûìè èëè îäíîíèòåâûìè (ò.å. ëèáî ñìûñëîâà , ëèáî àíòèñìûñëîâà  íèòü).

Ìîëåêóëû íóêëåèíîâûõ êèñëîò ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ íàçûâàþò "èçîëèðîâàííûìè", òàê
êàê îíè îòäåëåíû îò 5'- èëè 3'-êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñ êîòîðîé îíè
íåïîñðåäñòâåííî ãðàíè÷àò â ãåíîìå îðãàíèçìà ïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäåíè . Òàêèì îáðàçîì,
ìîëåêóëû íóêëåèíîâûõ êèñëîò íå îãðàíè÷åíû ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, êîòîðûå êîäèðóþò
ïîëèïåïòèäû; òàêæå ìîãóò áûòü âêëþ÷åíû íåêîòîðûå èëè âñå íåêîäèðóþùèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå ëåæàò "ëåâåå" èëè "ïðàâåå" êîäèðóþùåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ñïåöèàëèñòû â îáëàñòè ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè çíàêîìû ñî
ñòàíäàðòíûìè ïðîöåäóðàìè âûäåëåíè  ìîëåêóë íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Èõ, íàïðèìåð, ìîæíî
ïîëó÷èòü îáðàáîòêîé ãåíîìíîé ÄÍÊ ýíäîíóêëåàçàìè ðåñòðèêöèè èëè ïîñðåäñòâîì
âûïîëíåíè  ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ). Â òîì ñëó÷àå, êîãäà ìîëåêóëà
íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïðåäñòàâë åò ñîáîé ðèáîíóêëåèíîâóþ êèñëîòó (ÐÍÊ), ìîëåêóëû
ìîæíî ïîëó÷èòü ñ ïîìîùüþ òðàíñêðèïöèè in vitro.

Èçîëèðîâàííûå ìîëåêóëû íóêëåèíîâûõ êèñëîò ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîãóò ñîäåðæàòü
ôðàãìåíòû, íå âû âë åìûå êàê òàêîâûå â ïðèðîäíîé ôîðìå. Òàêèì îáðàçîì, èçîáðåòåíèå
îõâàòûâàåò ðåêîìáèíàíòíûå ìîëåêóëû, òàêèå êàê ìîëåêóëû, â êîòîðûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
íóêëåèíîâîé êèñëîòû (íàïðèìåð, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  ìóòàíòíûé IL-15)
âêëþ÷åíà â âåêòîð (íàïðèìåð, ïëàçìèäíûé èëè âèðóñíûé âåêòîð) èëè â ãåíîì
ãåòåðîëîãè÷íîé êëåòêè (èëè ãåíîì ãîìîëîãè÷íîé êëåòêè, â ïîëîæåíèè, îòëè÷íîì îò
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åñòåñòâåííîãî ïîëîæåíè  â õðîìîñîìå).
Êàê îïèñàíî âûøå, àãåíòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîãóò  âë òüñ  ãèáðèäíûìè áåëêàìè.

Äîïîëíèòåëüíî èëè âìåñòî îïèñàííûõ âûøå ãåòåðîëîãè÷íûõ ïîëèïåïòèäîâ ìîëåêóëà
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùà  àãåíò ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, ìîæåò ñîäåðæàòü
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå "ìàðêåð" èëè "ðåïîðòåð". Ïðèìåðû ìàðêåðíûõ èëè
ðåïîðòåðíûõ ãåíîâ âêëþ÷àþò β-ëàêòàìàçó, õëîðàìôåíèêîëàöåòèëòðàíñôåðàçó (ÕÀÒ),

àäåíîçèíäåçàìèíàçó (ADA), àìèíîãëèêîçèäôîñôîòðàíñôåðàçó (neor, G418r),
äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçó (DHFR), ãèãðîìèöèí-B-ôîñôîòðàíñôåðàçó (HPH), òèìèäèíêèíàçó
(TK), lacZ (êîäèðóþùèé β-ãàëàêòîçèäàçó) è êñàíòèíãóàíèíôîñôîðèáîçèëòðàíñôåðàçó
(XGPRT). Êàê â ñëó÷àå ìíîãèõ ñòàíäàðòíûõ ñïîñîáîâ, ñâ çàííûõ ñ ïðàêòè÷åñêèì
ïðèìåíåíèåì èçîáðåòåíè , ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè áóäåò çíàòü äîïîëíèòåëüíûå
ïðèãîäíûå ðåàãåíòû, íàïðèìåð äîïîëíèòåëüíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå ìîãóò
âûïîëí òü ôóíêöèþ ìàðêåðà èëè ðåïîðòåðà.

Ìîëåêóëû íóêëåèíîâûõ êèñëîò ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîæíî ïîëó÷èòü ââåäåíèåì
ìóòàöèè â àãåíò ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ (íàïðèìåð, ìîëåêóëó IL-15 èëè ìîëåêóëó CTLA4),
ïîëó÷åííûé èç ëþáîé áèîëîãè÷åñêîé êëåòêè, òàêîé êàê êëåòêà ìëåêîïèòàþùåãî, èëè
ïîëó÷åííûé ñòàíäàðòíûìè ñïîñîáàìè êëîíèðîâàíè . Òàêèì îáðàçîì, íóêëåèíîâûå êèñëîòû
ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîãóò ïðåäñòàâë òü ñîáîé íóêëåèíîâûå êèñëîòû ìûøè, êðûñû,
ìîðñêîé ñâèíêè, êîðîâû, îâöû, ëîøàäè, ñâèíüè, êðîëèêà, îáåçü íû, áàáóèíà, ñîáàêè èëè
êîøêè. Ïðåäïî÷òèòåëüíî ìîëåêóëû íóêëåèíîâûõ êèñëîò áóäóò  âë òüñ  ìîëåêóëàìè
÷åëîâåêà.

Îïèñàííûå âûøå ìîëåêóëû íóêëåèíîâûõ êèñëîò ìîãóò âõîäèòü â ñîñòàâ âåêòîðà,
êîòîðûé ñïîñîáåí óïðàâë òü èõ ýêñïðåññèåé, íàïðèìåð, â êëåòêå, êîòîðà  áûëà
òðàíñäóöèðîâàíà âåêòîðîì. Ñîîòâåòñòâåííî â äîïîëíåíèå ê ïîëèïåïòèäíûì àãåíòàì ê
÷èñëó ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòîâ îòíîñ òñ  ýêñïðåññèðóþùèå âåêòîðû, ñîäåðæàùèå
ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùóþ óêàçàííûå àãåíòû, è êëåòêè,
òðàíñôèöèðîâàííûå óêàçàííûìè âåêòîðàìè.

Ïîäõîä ùèå äë  ïðèìåíåíè  â äàííîì èçîáðåòåíèè âåêòîðû âêëþ÷àþò âåêòîðû íà
îñíîâå Ò7 äë  ïðèìåíåíè  â áàêòåðè õ (ñìîòðè, íàïðèìåð, Rosenberg et al., Gene 56:
125, 1987), ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð pMSXND äë  ïðèìåíåíè  â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ
(Lee and Nathans, J. Biol. Chem. 263: 3521, 1988), äðîææåâûå ýêñïðåññèðóþùèå ñèñòåìû,
òàêèå êàê ñèñòåìû Pichia pastoris (íàïðèìåð, ñåìåéñòâî ýêñïðåññèðóþùèõ âåêòîðîâ PICZ
îò Invitrogen, Carlsbad, CA) è îñíîâàííûå íà áàêóëîâèðóñàõ âåêòîðû (íàïðèìåð,
ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð pBacPAK9 îò Clontech, Palo Alto, CA) äë  ïðèìåíåíè  â êëåòêàõ
íàñåêîìûõ. Â òàêèõ âåêòîðàõ âñòàâêè íóêëåèíîâûõ êèñëîò, êîòîðûå êîäèðóþò
ïðåäñòàâë þùèé èíòåðåñ ïîëèïåïòèä, ìîæíî îïåðàòèâíî ñâ çàòü ñ ïðîìîòîðîì, êîòîðûé
âûáðàí, íàïðèìåð, íà îñíîâå òèïà êëåòîê, â êîòîðûõ ïûòàþòñ  ïîëó÷èòü ýêñïðåññèþ.
Íàïðèìåð, ïðîìîòîð Ò7 ìîæíî èñïîëüçîâàòü â áàêòåðè õ, ïðîìîòîð ïîëèýäðèíà ìîæíî
èñïîëüçîâàòü â êëåòêàõ íàñåêîìûõ, à ïðîìîòîð öèòîìåãàëîâèðóñà èëè ìåòàëëîòèîíåèíà
ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ. Òàêæå â ñëó÷àå âûñøèõ ýóêàðèîò øèðîêî
èñïîëüçóþò òêàíåñïåöèôè÷íûå è ñïåöèôè÷íûå äë  òèïà êëåòîê ïðîìîòîðû. Óêàçàííûå
ïðîìîòîðû íàçûâàþò òàê èç-çà èõ ñïîñîáíîñòè íàïðàâë òü ýêñïðåññèþ ìîëåêóëû
íóêëåèíîâîé êèñëîòû â îðãàíèçìå â òêàíè èëè êëåòêå äàííîãî òèïà. Ñïåöèàëèñò â äàííîé
îáëàñòè õîðîøî çíàêîì ñ ìíîãî÷èñëåííûìè ïðîìîòîðàìè è äðóãèìè ðåãóë òîðíûìè
ýëåìåíòàìè, êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  óïðàâëåíè  ýêñïðåññèåé íóêëåèíîâûõ
êèñëîò.

Êðîìå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîòîðûå ñïîñîáñòâóþò òðàíñêðèïöèè âñòðîåííîé ìîëåêóëû
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, âåêòîðû ìîãóò ñîäåðæàòü íà÷àëà ðåïëèêàöèè è äðóãèå ãåíû,
êîäèðóþùèå ñåëåêòèðóåìûé ìàðêåð. Íàïðèìåð, ãåí óñòîé÷èâîñòè ê íåîìèöèíó (neor)
ïðèäàåò óñòîé÷èâîñòü ê G418 êëåòêàì, â êîòîðûõ îí ýêñïðåññèðóåòñ , è òàêèì îáðàçîì
îáåñïå÷èâàåò ôåíîòèïè÷åñêóþ ñåëåêöèþ òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòîê. Äðóãèå ïîäõîä ùèå
ãåíû ñåëåêòèðóåìûõ ìàðêåðîâ, ïîçâîë þùèå îñóùåñòâë òü ôåíîòèïè÷åñêóþ ñåëåêöèþ
êëåòîê, âêëþ÷àþò ðàçëè÷íûå ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè, íàïðèìåð áåëîê ñ çåëåíîé
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ôëóîðåñöåíöèåé (GFP) è åãî âàðèàíòû. Ñïåöèàëèñòû â äàííîé îáëàñòè ëåãêî îïðåäåë ò,
ïîäõîäèò ëè äàííûé ðåãóë òîðíûé ýëåìåíò èëè ñåëåêòèðóåìûé ìàðêåð äë  ïðèìåíåíè  â
êîíêðåòíîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé ñèòóàöèè.

Âèðóñíûå âåêòîðû, êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü â èçîáðåòåíèè, âêëþ÷àþò, íàïðèìåð,
ðåòðîâèðóñíûå, àäåíîâèðóñíûå âåêòîðû è âåêòîðû íà îñíîâå àäåíîàññîöèèðîâàííûõ
âèðóñîâ, âèðóñà ãåðïåñà, âèðóñà îáåçü í 40 (SV40) è âèðóñà ïàïèëëîìû áûêà (ñìîòðè,
íàïðèìåð, Gluzman (Ed.), Eukaryotic Viral Vectors, CSH Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, New York).

Ïðîêàðèîòè÷åñêèå èëè ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè, êîòîðûå ñîäåðæàò ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé
êèñëîòû, êîòîðà  êîäèðóåò àãåíò ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, è ýêñïðåññèðóþò áåëîê,
êîäèðóåìûé äàííîé ìîëåêóëîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû, in vitro,  âë þòñ  ñóùåñòâåííûì
ïðèçíàêîì èçîáðåòåíè . Êëåòêà ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ïðåäñòàâë åò ñîáîé
òðàíñôèöèðîâàííóþ êëåòêó, ò.å. êëåòêó, â êîòîðóþ ïîñðåäñòâîì òåõíîëîãèè
ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ áûëà ââåäåíà ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû, íàïðèìåð ìîëåêóëà
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùà  ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15. Ïîòîìñòâî òàêîé êëåòêè
òàêæå ñ÷èòàåòñ  âõîä ùèì â ðàìêè äàííîãî èçîáðåòåíè . Òî÷íûå êîìïîíåíòû ñèñòåìû
ýêñïðåññèè íå  âë þòñ  êðèòè÷åñêèìè. Íàïðèìåð, ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15 ìîæíî
ïîëó÷èòü â ïðîêàðèîòè÷åñêîì õîç èíå, òàêîì êàê áàêòåðè  E.coli, èëè â ýóêàðèîòè÷åñêîì
õîç èíå, òàêîì êàê êëåòêà íàñåêîìîãî (íàïðèìåð, êëåòêè Sf21), èëè êëåòêè
ìëåêîïèòàþùèõ (íàïðèìåð, êëåòêè COS, êëåòêè ÑÍÎ, êëåòêè 293, êëåòêè NIH 3T3 èëè
êëåòêè HeLa). Óêàçàííûå êëåòêè äîñòóïíû èç ìíîãèõ èñòî÷íèêîâ, âêëþ÷à  Àìåðèêàíñêóþ
êîëëåêöèþ òèïîâûõ êóëüòóð (Manassas, VA). Ïðè âûáîðå ýêñïðåññèðóþùåé ñèñòåìû
çíà÷åíèå èìååò òîëüêî òî, ÷òîáû êîìïîíåíòû áûëè ñîâìåñòèìû äðóã ñ äðóãîì. Ñïåöèàëèñò
â äàííîé îáëàñòè ñïîñîáåí ýòî îïðåäåëèòü. Êðîìå òîãî, åñëè íåîáõîäèìî ðóêîâîäñòâî ïðè
âûáîðå ýêñïðåññèðóþùåé ñèñòåìû, ìîæíî îáðàòèòüñ  ê Ausubel et al. (Current Protocols
in Molecular Biology, John Wiley and Sons, New York, NY, 1993) è Pouwels et al.
(Cloning Vectors: A Laboratory Manual, 1985 Suppl. 1987).

Ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè, êîòîðûå ñîäåðæàò ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîòîðà 
êîäèðóåò àãåíò ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, è in vivo ýêñïðåññèðóþò áåëîê, êîäèðóåìûé òàêîé
ìîëåêóëîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû, òàêæå  âë þòñ  ñóùåñòâåííûì ïðèçíàêîì èçîáðåòåíè .

Êðîìå òîãî, ýóêàðèîòè÷åñêèìè êëåòêàìè ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîãóò áûòü êëåòêè,
êîòîðûå  âë þòñ  ÷àñòüþ êëåòî÷íîãî òðàíñïëàíòàòà, òðàíñïëàíòàòà òêàíè èëè îðãàíà.
Òàêèå òðàíñïëàíòàòû ìîãóò ñîäåðæàòü ëèáî ïåðâè÷íûå êëåòêè, âç òûå èç îðãàíèçìà
äîíîðà, èëè êëåòêè, êîòîðûå áûëè êóëüòèâèðîâàíû, ìîäèôèöèðîâàíû è/èëè ïðîøëè
ñåëåêöèþ in vitro äî òðàíñïëàíòàöèè â îðãàíèçì, ðåöèïèåíòà, íàïðèìåð, ëèíèè
ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê, âêëþ÷à  ñòâîëîâûå êëåòêè èëè êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè. Òàê êàê
ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè â îðãàíèçìå ðåöèïèåíòà ìîæåò èìåòü ìåñòî ïðîëèôåðàöè  êëåòîê,
ïîòîìñòâî òàêîé êëåòêè òàêæå ðàññìàòðèâàåòñ  â ðàìêàõ èçîáðåòåíè . Êëåòêà,  âë þùà ñ 
÷àñòüþ êëåòî÷íîãî òðàíñïëàíòàòà, òðàíñïëàíòàòà òêàíè èëè îðãàíà, ìîæåò áûòü
òðàíñôèöèðîâàíà íóêëåèíîâîé êèñëîòîé, êîäèðóþùåé ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15, è çàòåì
òðàíñïëàíòèðîâàíà â îðãàíèçì ðåöèïèåíòà, ãäå ïðîèñõîäèò ýêñïðåññè  ìóòàíòíîãî
ïîëèïåïòèäà IL-15. Êðîìå òîãî, òàêà  êëåòêà ìîæåò ñîäåðæàòü îäíó èëè íåñêîëüêî
äîïîëíèòåëüíûõ êîíñòðóêöèé íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ïîçâîë þùèõ ïðèìåí òü ïðîöåäóðû
ñåëåêöèè, íàïðèìåð, ñïåöèôè÷íûõ ëèíèé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê èëè òèïîâ êëåòîê ïåðåä
òðàíñïëàíòàöèåé â îðãàíèçì ðåöèïèåíòà.

Ýêñïðåññèðîâàííûå ïîëèïåïòèäû ìîæíî î÷èñòèòü èç ýêñïðåññèðóþùåé ñèñòåìû ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðòíûõ áèîõèìè÷åñêèõ ñïîñîáîâ, è ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå
äèàãíîñòè÷åñêèõ ñðåäñòâ èëè â êà÷åñòâå òåðàïåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ, êàê îïèñàíî íèæå
(òåðàïåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîæíî ïîíèìàòü êàê
ôàðìàöåâòè÷åñêèå ïðåïàðàòû). Ñëåäîâàòåëüíî, ñóùåñòâåííûì ïðèçíàêîì èçîáðåòåíè 
òàêæå  âë åòñ  ñïîñîá ïîëó÷åíè  òåðàïåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùåé ìóòàíòíûé
ïîëèïåïòèä IL-15, êîòîðûé ñâ çûâàåò ñóáúåäèíèöó IL-15R, è ïîëèïåïòèä, êîòîðûé
ñâ çûâàåò ìîëåêóëó Â7. Ñïîñîá ìîæíî îñóùåñòâèòü, íàïðèìåð, ïîñðåäñòâîì (à) î÷èñòêè
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ìóòàíòíîãî ïîëèïåïòèäà IL-15 èç ýêñïðåññèðóþùåé ñèñòåìû; (b) î÷èñòêè ïîëèïåïòèäà,
êîòîðûé ñâ çûâàåò Â7, èç ýêñïðåññèðóþùåé ñèñòåìû; è (c) îáúåäèíåíèåì ïîëèïåïòèäà IL-
15 è ïîëèïåïòèäà, êîòîðûé ñâ çûâàåò Â7. Òåðàïåâòè÷åñêóþ êîìïîçèöèþ ìîæíî ïðèãîòîâèòü
(êàê çäåñü îïèñàíî è ñïîñîáàìè, èçâåñòíûìè ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè) äë  òîãî,
÷òîáû ëå÷èòü ïàöèåíòîâ, èìåþùèõ ëþáîå îïèñàííîå çäåñü èììóííîå çàáîëåâàíèå
(íàïðèìåð, ëþáîå àóòîèììóííîå çàáîëåâàíèå).

Àãåíòû, ìèøåíüþ êîòîðûõ  âë åòñ  IL-15R, ïðèãîäíû äë  äèàãíîñòèðîâàíè 
Àãåíòû, ìèøåíüþ êîòîðûõ  âë åòñ  IL-15R, ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  îïðåäåëåíè  òîãî,

èìååòñ  ëè ó ïàöèåíòà çàáîëåâàíèå (íàïðèìåð, èììóííîå çàáîëåâàíèå, â ÷àñòíîñòè
àóòîèììóííà  áîëåçíü), êîòîðîå ïîääàåòñ  ëå÷åíèþ êîìáèíàöèåé îïèñàííûõ çäåñü
àãåíòîâ. Ñïîñîá äèàãíîñòèêè ìîæíî, íàïðèìåð, îñóùåñòâèòü, ïîëó÷à  îáðàçåö òêàíè îò
ïàöèåíòà, ó êîòîðîãî ïðåäïîëàãàåòñ  íàëè÷èå èììóííîãî çàáîëåâàíè , â ÷àñòíîñòè
àóòîèììóííîé áîëåçíè, èëè çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè, êîòîðóþ îáíàðóæèâàþò â âèäå
çëîêà÷åñòâåííûõ èììóííûõ êëåòîê, è ïîäâåðãà  äàííóþ òêàíü âîçäåéñòâèþ ìå÷åííîãî
àíòèãåíîì ïîëèïåïòèäà, ìèøåíüþ êîòîðîãî  âë åòñ  IL-15R. Îáðàçåö ìîæåò ïðåäñòàâë òü
ñîáîé ëþáîé áèîëîãè÷åñêèé îáðàçåö, òàêîé êàê îáðàçåö êðîâè, ìî÷è, ñûâîðîòêè èëè
ïëàçìû. Êðîìå òîãî, îáðàçåö ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé îáðàçåö òêàíè (íàïðèìåð, òêàíè
áèîïñèè), èëè âûïîò, ïîëó÷åííûé èç ñóñòàâà (íàïðèìåð, ñèíîâèàëüíà  æèäêîñòü), èç
áðþøíîé ïîëîñòè (íàïðèìåð, àñöèòíà  æèäêîñòü), èç ãðóäíîé êëåòêè (íàïðèìåð,
ïëåâðàëüíà  æèäêîñòü) èëè èç öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû (íàïðèìåð, ñïèííîìîçãîâà 
æèäêîñòü). Îáðàçåö òàêæå ìîæåò ñîñòî òü èç êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê, êîòîðûå èñõîäíî
áûëè ïîëó÷åíû îò ïàöèåíòà (íàïðèìåð, ìîíîíóêëåàðíûå êëåòêè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè).
Îáðàçåö ìîæíî ïîëó÷èòü èç îðãàíèçìà ìëåêîïèòàþùåãî, òàêîãî êàê ïàöèåíò - ÷åëîâåê.
Åñëè îáðàçåö ñîäåðæèò êëåòêè, êîòîðûå ñâ çàíû ñ àãåíòîì, âîçäåéñòâèþ êîòîðîãî èõ
ïîäâåðãàëè, òî ñ âûñîêîé âåðî òíîñòüþ îíè áóäóò ñâ çûâàòüñ  ñ òàêèì àãåíòîì
(íàïðèìåð, àãåíòîì, ìèøåíüþ êîòîðîãî  âë åòñ  IL-15R) in vivo, è òàêèì îáðàçîì, in
vivo ìîæíî èíãèáèðîâàòü èõ ïðîëèôåðàöèþ èëè ðàçðóøàòü èõ. Èìåþùèåñ  ñèìïòîìû
ïàöèåíòîâ-êàíäèäàòîâ äë  òàêîãî òåñòèðîâàíè  è ñîîòâåòñòâóþùèå òêàíè, êîòîðûå
íåîáõîäèìî èññëåäîâàòü â ñëó÷àå äàííîãî êîíêðåòíîãî íàáîðà ñèìïòîìîâ, õîðîøî
èçâåñòíû ñïåöèàëèñòó â äàííîé îáëàñòè.

Ïàöèåíòû, ïîäëåæàùèå ëå÷åíèþ
Êîìáèíàöèè àãåíòîâ ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ëå÷åíè  ïàöèåíòîâ,

êîòîðûå ñòðàäàþò èììóííûì çàáîëåâàíèåì, â ÷àñòíîñòè àóòîèììóííûì çàáîëåâàíèåì,
âêëþ÷à , íî íå îãðàíè÷èâà  ýòèì, ñëåäóþùèå áîëåçíè: (1) ðåâìàòè÷åñêîå çàáîëåâàíèå,
òàêîå êàê ðåâìàòîèäíûé àðòðèò, ñèñòåìíà  êðàñíà  âîë÷àíêà, ñèíäðîì Øåãðåíà,
ñêëåðîäåðìè , ñìåøàííîå çàáîëåâàíèå ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè, äåðìàòîìèîçèò,
ïîëèìèîçèò, ñèíäðîì Ðåéòåðà èëè áîëåçíü Áåêåòà; (2) äèàáåò òèïà I èëè òèïà II; (3)
àóòîèììóííîå çàáîëåâàíèå ùèòîâèäíîé æåëåçû, òàêîå êàê òèðåîèäèò Õàøèìîòî èëè
áîëåçíü Ãðåéâñà; (4) àóòîèììóííîå çàáîëåâàíèå öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû, òàêîå êàê
ìíîæåñòâåííûé ñêëåðîç, ìèàñòåíè  áåðåìåííûõ èëè ýíöåôàëîìèåëèò; (5) ðàçëè÷íûå
ôîðìû ïåìôèãóñà, òàêèå êàê ïåìôèãóñ îáûêíîâåííûé, ïåìôèãóñ âåãåòèðóþùèé, ïåìôèãóñ
ëèñòîâèäíûé, ñèíäðîì Ñèíåàðà-Óøåðà èëè áðàçèëüñêèé ïåìôèãóñ, (6) çàáîëåâàíè  êîæè,
òàêèå êàê ïñîðèàç èëè íåéðîäåðìàòèò, è (7) âîñïàëèòåëüíîå çàáîëåâàíèå êèøå÷íèêà
(íàïðèìåð,  çâåííûé êîëèò èëè áîëåçíü Êðîíà). Êîìáèíàöèè àãåíòîâ ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ
òàêæå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ëå÷åíè  ñèíäðîìà ïðèîáðåòåííîãî èììóíîäåôèöèòà
(ÑÏÈÄ). Ïîäîáíûì îáðàçîì, ñïîñîáû, ïîñðåäñòâîì êîòîðûõ ââîä ò óêàçàííûå àãåíòû,
ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ëå÷åíè  ïàöèåíòà, êîòîðûé ïîëó÷èë òðàíñïëàíòàò ñèíòåòè÷åñêîãî
èëè áèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà, èëè èõ êîìáèíàöèþ. Òàêèå òðàíñïëàíòàòû ìîãóò áûòü
òðàíñïëàíòàòàìè îðãàíîâ, òêàíåé èëè êëåòîê, èëè ñèíòåòè÷åñêèìè òðàíñïëàíòàòàìè,
çàñåâàåìûìè êëåòêàìè, íàïðèìåð ñèíòåòè÷åñêèìè ñîñóäèñòûìè òðàíñïëàíòàòàìè,
çàñåâàåìûìè êëåòêàìè ñîñóäîâ. Êðîìå òîãî, òàêîé ñïîñîá ïîëåçåí ïàöèåíòàì ñ
ïîâðåæäåíèåì ñîñóäîâ.

Òàê êàê èçîáðåòåíèå âêëþ÷àåò â ñåá  ââåäåíèå ôîðìû àãåíòà, èñòîùàþùåãî ïîïóë öèþ
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êëåòîê-ìèøåíåé, ìèøåíüþ êîòîðîãî  âë åòñ  IL-15R, ìîæíî èçáèðàòåëüíî óáèâàòü
àóòîðåàêòèâíûå èëè "ðàçðóøàþùèå òðàíñïëàíòàò" èììóííûå êëåòêè áåç ìàññèâíîãî
óíè÷òîæåíè  íîðìàëüíûõ Ò-êëåòîê. Ñëåäîâàòåëüíî, ñóùåñòâåííûì ïðèçíàêîì èçîáðåòåíè 
 âë åòñ  ñïîñîá óíè÷òîæåíè  êëåòîê, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò IL-15R in vivo, êîòîðûå
âêëþ÷àþò àêòèâèðîâàííûå èëè àóòîðåàêòèâíûå èëè "ðàçðóøàþùèå òðàíñïëàíòàò"
èììóííûå êëåòêè èëè çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè. Óêàçàííûå ñïîñîáû ìîæíî âûïîëíèòü
ââåäåíèåì ïàöèåíòó êîìáèíàöèè àãåíòîâ, êîòîðà  âêëþ÷àåò â ñåá  àãåíò, ìèøåíüþ
êîòîðîãî  âë åòñ  IL-15R è êîòîðûé àêòèâèðóåò ñèñòåìó êîìïëåìåíòà, ëèçèðóåò êëåòêè
ïîñðåäñòâîì ìåõàíèçìà ADCC èëè äðóãèì îáðàçîì óáèâàåò êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå
ðåöåïòîðíûé êîìïëåêñ IL-15 äèêîãî òèïà. Óêàçàííûé ñïîñîá ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë 
ëå÷åíè  ïàöèåíòîâ ñ IL-15R+-ëåéêîçîì, ëèìôîìîé èëè äðóãèìè çëîêà÷åñòâåííûìè
çàáîëåâàíè ìè IL-15R+, òàêèìè êàê ðàê òîëñòîãî êèøå÷íèêà.

Êîìïîçèöèè äë  ïðèìåíåíè  è ïóòè ââåäåíè 
Ñïîñîáû ñîãëàñíî äàííîìó èçîáðåòåíèþ è òåðàïåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè, èñïîëüçóåìûå

äë  èõ îñóùåñòâëåíè , âêëþ÷àþò â ñåá  "â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè î÷èùåííûå" àãåíòû.
Íàïðèìåð, â òîì ñëó÷àå, êîãäà àãåíòîì  âë åòñ  ïîëèïåïòèä, ïîëèïåïòèä, ïî ìåíüøåé
ìåðå, íà 60% ïî ìàññå (ìàññà ñóõîãî âåùåñòâà) ñîñòîèò èç ïðåäñòàâë þùåãî èíòåðåñ
ïîëèïåïòèäà, íàïðèìåð ïîëèïåïòèäà, êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  è ðàçðóøàåò êëåòêè, íåñóùèå
IL-15R. Ïðåäïî÷òèòåëüíî àãåíòû (íàïðèìåð, ïîëèïåïòèäû), ïî ìåíüøåé ìåðå, íà 75%,
áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, íà 90% è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî
ìåíüøåé ìåðå, íà 99% ïî ìàññå ñîñòî ò èç ïðåäñòàâë þùåãî èíòåðåñ àãåíòà. ×èñòîòó
ìîæíî èçìåðèòü ëþáûì ïîäõîä ùèì ñòàíäàðòíûì ñïîñîáîì, íàïðèìåð õðîìàòîãðàôèåé íà
êîëîíêå, ýëåêòðîôîðåçîì â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå èëè àíàëèçîì ÂÝÆÕ.

Õîò  àãåíòû, ïðèìåíèìûå â ñïîñîáàõ ñîãëàñíî äàííîìó èçîáðåòåíèþ, ìîæíî ïîëó÷èòü
èç èñòî÷íèêîâ ïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäåíè , èõ òàêæå ìîæíî ñèíòåçèðîâàòü èëè ïðîèçâåñòè
äðóãèì ñïîñîáîì (íàïðèìåð, àãåíòû, êîòîðûå ñâ çûâàþò è ðàçðóøàþò êëåòêè, íåñóùèå IL-
15R, ìîæíî ïîëó÷èòü â ðåçóëüòàòå ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíîé ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé
êèñëîòû). Ïîëèïåïòèäû, êîòîðûå ïîëó÷àþò èç ýóêàðèîòè÷åñêèõ îðãàíèçìîâ èëè ñèíòåçèðóþò
â E.coli èëè äðóãèõ ïðîêàðèîòàõ, èëè ïîëèïåïòèäû, êîòîðûå ñèíòåçèðóþò õèìè÷åñêèì
ñïîñîáîì, áóäóò â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè îñâîáîæäåíû îò êîìïîíåíòîâ, ñâ çàííûõ ñ íèìè â
åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ. Â òîì ñëó÷àå, êîãäà ïîëèïåïòèä  âë åòñ  õèìåðîé, îí ìîæåò
êîäèðîâàòüñ  ãèáðèäíîé ìîëåêóëîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ñîäåðæàùåé îäíó
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  êîäèðóåò âåñü èëè ÷àñòü àãåíòà (íàïðèìåð,
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15, è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
êîäèðóþùà  Fc-îáëàñòü IgG). Àãåíòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ (íàïðèìåð, ïîëèïåïòèäû)
ìîæíî ñëèâàòü ñ ìåòêîé ãåêñàãèñòèäèíà, ÷òîáû îáëåã÷èòü î÷èñòêó ýêñïðåññèðîâàííîãî â
áàêòåðè õ áåëêà, èëè ñ ãåìàããëþòèíèíîâîé ìåòêîé, ÷òîáû îáëåã÷èòü î÷èñòêó áåëêà,
ýêñïðåññèðîâàííîãî â ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ.

Ñïîñîáû, êîòîðûå íåîáõîäèìû äë  ïîëó÷åíè  àãåíòîâ ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ,  âë þòñ 
ñòàíäàðòíûìè â äàííîé îáëàñòè, è ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè ìîæåò èõ âûïîëíèòü, íå
ïðèáåãà  ê ÷ðåçìåðíîìó ýêñïåðèìåíòèðîâàíèþ. Íàïðèìåð, ìóòàöèþ, êîòîðà  çàêëþ÷àåòñ 
â çàìåíå îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ â IL-15, ìîæíî ñîçäàòü,
èñïîëüçó  òåõíîëîãèþ ìóòàãåíåçà ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ, îïèñàííóþ çäåñü äë  ñîçäàíè  ìóòàíòà
ïîëèïåïòèäà IL-15, â êîòîðîì îñòàòîê ãëóòàìèíà â ïîëîæåíè õ 149 è 156 çàìåí ëè íà
îñòàòêè àñïàðàãèíîâîé êèñëîòû. Ìóòàöèè, êîòîðûå ñîñòî ò èç äåëåöèé èëè ïðèñîåäèíåíèé
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (ê ïîëèïåïòèäó IL-15 èëè ê ëþáûì äðóãèì îïèñàííûì çäåñü
ïðèãîäíûì ïîëèïåïòèäàì, íàïðèìåð ïîëèïåïòèäàì, êîòîðûå èíãèáèðóþò êîñòèìóë öèþ,
èëè êîòîðûå ñâ çûâàþò àêòèâèðîâàííûå Ò-êëåòêè), ìîæíî òàêæå îñóùåñòâèòü
ñòàíäàðòíûìè ðåêîìáèíàíòíûìè ñïîñîáàìè. Ïðè òåðàïåâòè÷åñêèõ ïðèìåíåíè õ àãåíòû
ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîæíî ââîäèòü ñ ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûì íîñèòåëåì, òàêèì êàê
ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð ñîëè. Òåðàïåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ òàêæå
ìîãóò ñîäåðæàòü íîñèòåëü èëè íàïîëíèòåëü, ìíîãèå èç êîòîðûõ èçâåñòíû ñïåöèàëèñòó â
äàííîé îáëàñòè. Íàïîëíèòåëè, êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü, âêëþ÷àþò áóôåðû (íàïðèìåð,
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öèòðàòíûé áóôåð, ôîñôàòíûé áóôåð, àöåòàòíûé áóôåð è áèêàðáîíàòíûé áóôåð),
àìèíîêèñëîòû, ìî÷åâèíó, ñïèðòû, àñêîðáèíîâóþ êèñëîòó, ôîñôîëèïèäû, áåëêè (íàïðèìåð,
ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí), EDTA, õëîðèä íàòðè , ëèïîñîìû, ìàííèò, ñîðáèò è ãëèöåðèí.
Àãåíòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîæíî ïðèãîòîâèòü â êîìïîçèöèè ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè
ñîãëàñíî ñîîòâåòñòâóþùåìó ïóòè ââåäåíè . Íàïðèìåð, äë  ïðèåìà âîâíóòðü èëè èíúåêöèè
ìîæíî ïðèãîòîâèòü æèäêèå ðàñòâîðû; ãåëè èëè ïîðîøêè ìîæíî ïðèãîòîâèòü äë  ïðèåìà
âîâíóòðü, èíãàë öèè èëè ìåñòíîãî ïðèìåíåíè . Ñïîñîáû ïîëó÷åíè  òàêèõ êîìïîçèöèé
õîðîøî èçâåñòíû, è èõ ìîæíî íàéòè, íàïðèìåð, â "Remington's Pharmaceutical Sciences".

Ïóòè ââåäåíè  òàêæå õîðîøî èçâåñòíû îïûòíûì ôàðìàêîëîãàì è ïðàêòèêóþùèì âðà÷àì
è âêëþ÷àþò âíóòðèáðþøèííîå, âíóòðèìûøå÷íîå, ïîäêîæíîå è âíóòðèâåííîå ââåäåíèå.
Äîïîëíèòåëüíûå ïóòè âêëþ÷àþò èíòðàêðàíèàëüíîå (íàïðèìåð, âíóòðèöèñòåðíîâîå èëè
âíóòðèæåëóäî÷êîâîå), âíóòðèãëàçíè÷íîå, ãëàçíîå, âíóòðèêàïñóë ðíîå, èíòðàñïèíàëüíîå,
âíóòðèáðþøèííîå, ÷åðåç ñëèçèñòóþ îáîëî÷êó, ìåñòíîå, ïîäêîæíîå è ïåðîðàëüíîå
ââåäåíèå. Ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî ïðåäïî÷òèòåëüíûìè áóäóò  âë òüñ  âíóòðèâåííûé èëè
âíóòðèàðòåðèàëüíûé ïóòè äë  ââåäåíè  àãåíòîâ, ìèøåíüþ êîòîðûõ  âë åòñ  ðåöåïòîð IL-
15. ×àñòî òàêæå ìîæíî èñïîëüçîâàòü ïîäêîæíûé ïóòü, òàê êàê ïîäêîæíà  òêàíü
îáåñïå÷èâàåò ñòàáèëüíóþ îêðóæàþùóþ ñðåäó äë  ïîëèïåïòèäîâ, èç êîòîðîé îíè ìîãóò
ìåäëåííî âûñâîáîæäàòüñ .

Â ñëó÷àå îñíîâàííîé íà êëåòêàõ òåðàïèè (ãåíîòåðàïèè) êëåòêè/òêàíè/îðãàíû ìîæíî
ïåðåä òðàíñïëàíòàöèåé òðàíñôèöèðîâàòü êîìïîçèöèåé íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïîñðåäñòâîì
èíêóáàöèè, èíôóçèè èëè ïåðôóçèè, òàê, ÷òîáû òåðàïåâòè÷åñêèé áåëîê ýêñïðåññèðîâàëñ  è
çàòåì âûñâîáîæäàëñ  òðàíñïëàíòèðîâàííûìè êëåòêàìè/òêàí ìè/îðãàíàìè â îðãàíèçìå
ðåöèïèåíòà. À òàêæå êëåòêè/òêàíè/îðãàíû ìîæíî ïîäâåðãàòü ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêå
ïîñðåäñòâîì ïåðôóçèè èëè ïðîñòîé èíêóáàöèè ñ òåðàïåâòè÷åñêèì áåëêîì ïåðåä
òðàíñïëàíòàöèåé, äë  òîãî, ÷òîáû óäàëèòü ñâ çàííûå ñ òðàíñïëàíòàòîì èììóííûå êëåòêè,
ïðèëèïøèå ê êëåòêàì/òêàí ì/îðãàíàì äîíîðà (õîò  ýòî òîëüêî ïîáî÷íûé àñïåêò, êîòîðûé
âîçìîæíî íå áóäåò èìåòü êàêîé-ëèáî êëèíè÷åñêîé çíà÷èìîñòè). Â ñëó÷àå êëåòî÷íûõ
òðàíñïëàíòàòîâ êëåòêè ìîæíî ââîäèòü ëèáî ñïîñîáîì èìïëàíòàöèè, ëèáî ñïîñîáîì
èíúåêöèè ñ ïîìîùüþ êàòåòåðà ÷åðåç ñòåíêó êðîâåíîñíîãî ñîñóäà. Â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ
êëåòêè ìîæíî ââîäèòü âûñâîáîæäåíèåì â ñîñóäèñòóþ ñèñòåìó, èç êîòîðîé îíè çàòåì
ðàñïðåäåë þòñ  ïîòîêîì êðîâè è/èëè ìèãðèðóþò â îêðóæàþùóþ òêàíü (ýòî îñóùåñòâë þò
ïðè òðàíñïëàíòàöèè îñòðîâêîâûõ êëåòîê, êîãäà îñòðîâêîâûå êëåòêè âûñâîáîæäàþòñ  â
âîðîòíóþ âåíó è çàòåì ìèãðèðóþò â òêàíü ïå÷åíè).

Â îáëàñòè ìåäèöèíû õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî äîçû äë  êàêîãî-ëèáî ïàöèåíòà çàâèñ ò îò
ìíîãèõ ôàêòîðîâ, âêëþ÷à  îáùåå ñîñòî íèå çäîðîâü , ïîë, ìàññó, ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè
òåëà è âîçðàñò ïàöèåíòà, à òàêæå êîíêðåòíîãî ñîåäèíåíè , êîòîðîå íåîáõîäèìî ââåñòè,
âðåìåíè è ïóòè ââåäåíè  è äðóãèõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ, ââîäèìûõ îäíîâðåìåííî.
Äîçû ïîëèïåïòèäà ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ áóäóò âàðüèðîâàòü, íî ïðè ââåäåíèè âíóòðèâåííî
ìîãóò äàâàòüñ  â äîçàõ ïîð äêà îò 1 ìèêðîãðàììà äî 10 ìã/êã ìàññû òåëà èëè ïîð äêà îò
0,01 ìã/ë äî 100 ìã/ë îáúåìà êðîâè. Äîçó ïðè íåîáõîäèìîñòè ìîæíî ââîäèòü îäèí èëè
íåñêîëüêî ðàç â äåíü, è ëå÷åíèå ìîæåò ïðîäîëæàòüñ  â òå÷åíèå äëèòåëüíûõ ïåðèîäîâ
âðåìåíè. Îïðåäåëåíèå ñîîòâåòñòâóþùåé äîçû äë  äàííîãî ïðèìåíåíè  íå ñîñòàâë åò
ïðîáëåì äë  êâàëèôèöèðîâàííîãî ñïåöèàëèñòà â äàííîé îáëàñòè.

ÏÐÈÌÅÐÛ
Ðåàãåíòû
Äë  îïèñàííûõ çäåñü èññëåäîâàíèé èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàãåíòû:

ðåêîìáèíàíòíûé IL-2 ÷åëîâåêà ïîëó÷àëè îò Hoffman-La Roche (Nutley, NJ); ðàïàìèöèí
ïîëó÷àëè îò Wyeth-Ayerst (Princeton, NJ); öèêëîñïîðèí-À (CsA) ïîëó÷àëè îò Sandoz
(East Hanover, NJ); RPMI-1640 è ôåòàëüíóþ ñûâîðîòêó òåëåíêà (FCS) ïîëó÷àëè îò
BioWittaker (Walkersville, MD); ïåíèöèëëèí, ñòðåïòîìèöèí, G418 è ñòðåïòàâèäèí-RED670
ïîëó÷àëè îò Gibco-BRL (Gaithersburg, MD); äåêñàìåòàçîí, ÔÃÀ, ëèçîöèì, Nonidet P-40,
NaCl, HEPES è PMSF ïîëó÷àëè îò Sigma (St. Louis, MO); ôèêîë-ãèïàê ïîëó÷àëè îò
Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden); ðåêîìáèíàíòíûé IL-15 ÷åëîâåêà è Àò ïðîòèâ IL-15
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÷åëîâåêà ïîëó÷àëè îò PeproTech (Rocky Hill, NJ); àíòè-FLAG-Àò è àíòè-FLAG-àôôèííûå
øàðèêè ïîëó÷àëè îò International Biotechnologies, Inc. (Kodak, New Haven, CT); pRcCMV
ïîëó÷àëè îò InVitrogen Corporation (San Diego, CA); ãåíèñòåèí ïîëó÷àëè îò ICN
Biomedicals (Irvine, CA); äèñóêöèíèìèäèëñóáåðàò (DSS) ïîëó÷àëè îò Pierce (Rockford,
IL); ýíäîíóêëåàçû ðåñòðèêöèè ïîëó÷àëè îò New England Biolabs (Beverly, MA); [3H]TdR
ïîëó÷àëè îò New England Nuclear (Boston, MA); è êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðåñöåíòíûì
êðàñèòåëåì àíòèòåëà CD25-PE3, CD14-PE, CD16-PE, CD122-PE, CD4-ÔÈÒÖ, CD8-ÔÈÒÖ,
IgG1-PE èëè IgG1-ÔÈÒÖ ïîëó÷àëè îò Beckton/Dickinson (San Jose, CA). FLAG-ïåïòèä
ñèíòåçèðîâàëè íà îáîðóäîâàíèè äë  ñèíòåçà ïåïòèäîâ â Harvard Medical School.

Ïîëó÷åíèå ãèáðèäíîãî áåëêà FLAG-HMK-IL-15
×òîáû èññëåäîâàòü õàðàêòåð ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà IL-15 ÷åëîâåêà â êëåòêàõ,

ñêîíñòðóèðîâàëè ïëàçìèäó, êîòîðóþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ýêñïðåññèè ãèáðèäíîãî áåëêà
IL-15. Ïëàçìèäà êîäèðóåò ïîëèïåïòèä IL-15, èìåþùèé N-êîíåö, êîâàëåíòíî ñâ çàííûé ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ FLAG-HMK èç 18 àìèíîêèñëîò (FLAG-HMK-IL-15). FLAG-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè óçíàþòñ  áèîòèíèëèðîâàííûìè âûñîêî ñïåöèôè÷íûìè àíòè-FLAG-
àíòèòåëàìè (Blanar et al., Science 256: 1014, 1992); LeClair et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89: 8145, 1992), òîãäà êàê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè HMK (ñàéò óçíàâàíè 
êèíàçû ñåðäå÷íîé ìûøöû) ïîçâîë þò ââîäèòü â ìîëåêóëó ðàäèîàêòèâíóþ ìåòêó [32P]
(Blanar et al., âûøå, LeClair et al., âûøå).

Äë  êîíñòðóèðîâàíè  ïëàçìèäû FLAG-HMK-IL-15 ôðàãìåíò êÄÍÊ ðàçìåðîì 322 ï.í.,
êîäèðóþùèé çðåëûé áåëîê IL-15, àìïëèôèöèðîâàëè ïîñðåäñòâîì ÏÖÐ, èñïîëüçó 
ñèíòåòè÷åñêèå îëèãîíóêëåîòèäû [ñìûñëîâîé 5'-GGAATTCAACTGGGTGAATGTAATA-3' (SEQ
ID NO:5; ñàéò EcoRI (ïîä÷åðêíóò) ïëþñ îñíîâàíè  145-162); àíòèñìûñëîâîé 5'-
CGGGATCCTCAAGAAGTGTTGATGAA-3' (SEQ ID NO:5; ñàéò BamHI [ïîä÷åðêíóò] ïëþñ
îñíîâàíè  472-489)]. ÄÍÊ-ìàòðèöó ïîëó÷àëè èç àêòèâèðîâàííûõ ÔÃÀ PBMC ÷åëîâåêà.
Ïðîäóêò ÏÖÐ î÷èùàëè, ðàñùåïë ëè EcoRI è BamHI è êëîíèðîâàëè â ïëàçìèäå
pAR(DRI)59/60, ðàñùåïëåííîé EcoRI-BamHI, êàê îïèñàíî (Blanar et al., Science 256:
1014, 1992; LeClair et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 8145, 1992). Îñíîâíà 
÷àñòü ïëàçìèäû pAR(DRI)59/60 ñîäåðæèò â ðàìêå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïåïòèäîâ äë  óçíàâàíè  FLAG è HMK (Blanar et al, Science 256:
1014, 1992; LeClair et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 8145, 1992).

Ýêñïðåññè  è î÷èñòêà ãèáðèäíîãî áåëêà FLAG-HMK-IL-15
Ãèáðèäíóþ êîíñòðóêöèþ FLAG-HMK-IL-15, ðîäñòâåííóþ IL-15, ýêñïðåññèðîâàëè â øòàììå

BL-21 E.coli è àôôèííî î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ øàðèêîâ, ïîêðûòûõ àíòè-FLAG, êàê îïèñàíî
(Blanar et al., Science 256: 1014, 1992; LeClair et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:
8145, 1992). Ãèáðèäíûé áåëîê ýëþèðîâàëè ñ àôôèííûõ êîëîíîê ïîñëå òùàòåëüíîé
ïðîìûâêè 0,1 Ì ãëèöèíîì (pH 3,0). Ýëþàò, ñîäåðæàùèé FLAG-HMK-IL-15, äèàëèçîâàëè
ïðîòèâ áóôåðà, ñîäåðæàùåãî 50 ìÌ Òðèñ (pH 7,4) è 0,1 Ì NaCl, â òå÷åíèå 18 ÷àñîâ
ïðè 4°C, ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ìåìáðàíó ñ äèàìåòðîì ïîð 0,2 ìêì è õðàíèëè ïðè -20°C.

FLAG-HMK-IL-15 ñâ çûâàåò ñóáúåäèíèöó IL-15Rα
Î÷èùåííûé ãèáðèäíûé áåëîê FLAG-HMK-IL-15 òåñòèðîâàëè äë  òîãî, ÷òîáû îïðåäåëèòü,

âçàèìîäåéñòâóåò ëè îí ñ ðåöåïòîðàìè IL-15 íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê. Êàê îïèñàíî âûøå, [32P]
-FLAG-HMK-IL-15 äîáàâë ëè ê êóëüòóðàì PBMC, êîòîðûå àêòèâèðîâàëè ìèòîãåíîì ÔÃÀ.
Äë  òîãî ÷òîáû ñâ çàòü âçàèìîäåéñòâóþùèå áåëêè äðóã ñ äðóãîì, ïîñòî ííî äîáàâë ëè
õèìè÷åñêèé ïåðåêðåñòíî ñøèâàþùèé àãåíò äèñóêöèíèìèäèëñóáåðàò (DSS). Êëåòêè
ïðîìûâàëè, ëèçèðîâàëè, öåíòðèôóãèðîâàëè è ðàñòâîðèìûå â äåòåðãåíòå áåëêè ðàçäåë ëè
â SDS-ÏÀÀÃ. Àâòîðàäèîãðàôè  ðàçäåëåííûõ â SDS-ÏÀÀÃ áåëêîâ âû âèëà åäèíñòâåííóþ
ïîëîñó â îáëàñòè 75-80 êÄà, ñîîòâåòñòâóþùóþ ñóììàðíîé ìîëåêóë ðíîé ìàññå FLAG-HMK-
IL-15 (15 êÄà) è ñóáúåäèíèöû IL-15Rα ÷åëîâåêà (60-65 êÄà). Èäåíòè÷íîñòü óêàçàííîé
ïîëîñû ñóáúåäèíèöå IL-15Rα ïîäòâåðæäàëè ýêñïåðèìåíòàìè ïî ïåðåêðåñòíîìó ñøèâàíèþ,
âûïîëíåííûìè â ïðèñóòñòâèè ìîë ðíîãî èçáûòêà hIL-15. Â äàííûõ óñëîâè õ àâòîðû íå
ìîãëè îáíàðóæèòü ðàäèîàêòèâíî ìå÷åíóþ ïîëîñó ñ Ì.ì. 15 êÄà. Òàêèì îáðàçîì,
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êîíôîðìàöè  ãèáðèäíûõ áåëêîâ [32P]-FLAG-HMK-IL-15 äàåò âîçìîæíîñòü äë  ñàéò-
ñïåöèôè÷íîãî ñâ çûâàíè  ñ ñóáúåäèíèöåé IL-15Rα ñ Ì.ì. 60-65 êÄà, ýêñïðåññèðóåìîé íà
ïîâåðõíîñòè àêòèâèðîâàííûõ ìèòîãåíîì PBMC.

FLAG-HMK-IL-15  âë åòñ  áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûì ôàêòîðîì ðîñòà, êîòîðûé òðåáóåò
ýêñïðåññèè IL-2Rβ

Â ñëåäóþùåé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ãèáðèäíûé áåëîê FLAG-HMK-IL-15 òåñòèðîâàëè äë 
òîãî, ÷òîáû îïðåäåëèòü, ìîæåò ëè îí ôóíêöèîíèðîâàòü â êà÷åñòâå áèîëîãè÷åñêè àêòèâíîãî
ôàêòîðà ðîñòà. Àêòèâèðîâàííûå ÔÃÀ PBMC ÷åëîâåêà ïðîëèôåðèðóþò â îòâåò ëèáî
íà FLAG-HMK-IL-15, ëèáî íà   ðåêîìáèíàíòíûé IL-2 ÷åëîâåêà, ÷òî îïðåäåë ëè ïîñðåäñòâîì
àíàëèçà âêëþ÷åíè  [3H]-TdR. Ïåïòèä FLAG â îòñóòñòâèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè IL-15 íå
ñòèìóëèðóåò ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê. Êàê è IL-2, ãèáðèäíûé áåëîê FLAG-HMK-IL-15
ñòèìóëèðóåò ïðîëèôåðàöèþ òðàíñôåêòàíòîâ êëåòîê IL-2Rγ+BAF-BO3, êîòîðûå
ýêñïðåññèðóþò ñóáúåäèíèöó IL-2Rβ. Îäíàêî ãèáðèäíûé áåëîê FLAG-HMK-IL-15 íå
ñòèìóëèðóåò ïðîëèôåðàöèþ ðîäèòåëüñêèõ êëåòîê BAF-BÎ3, êîòîðûå áûëè
òðàíñôèöèðîâàíû âåêòîðîì, â êîòîðîì îòñóòñòâóþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè öåïè IL-2Rβ.
Òàêèì îáðàçîì, FLAG-HMK-IL-15  âë åòñ  áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûì ôàêòîðîì ðîñòà,
êîòîðûé òðåáóåò ýêñïðåññèè öåïåé IL-2Rβ íà êëåòêàõ-ìèøåí õ äë  òîãî, ÷òîáû
ñòèìóëèðîâàòü êëåòî÷íóþ ïðîëèôåðàöèþ.

Àêòèâèðîâàííûå ìèòîãåíîì, íî íå ïîêî ùèåñ  PBMC ýêñïðåññèðóþò ñóáúåäèíèöó IL-
15Rα

Ãèáðèäíûé áåëîê FLAG-HMK-IL-15, áèîòèíèëèðîâàííîå àíòè-FLAG-àíòèòåëî è
ñòðåïòàâèäèí-RED670 èñïîëüçîâàëè äë  òîãî, ÷òîáû âû âèòü ýêñïðåññèþ ñàéòîâ
ñâ çûâàíè  IL-15 íà PBMC ÷åëîâåêà ïîñðåäñòâîì öèòîôëóîðîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà.
Òåñòèðîâàííûå PBMC áûëè ëèáî ñâåæåâûäåëåííûìè, ëèáî àêòèâèðîâàííûìè ÔÃÀ.
Óêàçàííûå êëåòêè ïðîìûâàëè è èíêóáèðîâàëè ëèáî òîëüêî â ñðåäå, ëèáî ñ FLAG-HMK-IL-15,
ïîñëå ÷åãî ñ áèîòèíèëèðîâàííûìè àíòè-FLAG-Àò è ñòðåïòàâèäèíîì-RED670. Îêðàøåííûå
êëåòêè àíàëèçèðîâàëè ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé. PBMC, êîòîðûå áûëè àêòèâèðîâàíû ÔÃÀ,
ýêñïðåññèðîâàëè áåëêè IL-15Rα, à ïîêî ùèåñ  PBMC íå ýêñïðåññèðîâàëè. Â ñîîòâåòñòâèè ñ
ðåçóëüòàòîì îïèñàííûõ âûøå ýêñïåðèìåíòîâ ïî ïåðåêðåñòíîìó ñøèâàíèþ ñâ çûâàíèå
FLAG-HMK-IL-15 ñ àêòèâèðîâàííûìè ÔÃÀ PBMC áëîêèðóåòñ  ìîë ðíûì èçáûòêîì rIL-15,
ñâèäåòåëüñòâó , òàêèì îáðàçîì, î ñïåöèôè÷íîñòè ñâ çûâàíè  FLAG-HMK-IL-15 ñ ñàéòàìè
ñâ çûâàíè  IL-15. Öåïè IL-15Rα ýêñïðåññèðóþò êàê àêòèâèðîâàííûå êëåòêè CD4+, òàê è
êëåòêè CD8+. Èíäóöèðóåìûå ïðè àêòèâàöèè öåïè IL-15Rα òàêæå âû âë ëè íà êëåòêàõ

CD14 +(ìîíîöèòû/ìàêðîôàãè) è êëåòêàõ CD16+(ïðèðîäíûå êèëëåðû).
Ñóáúåäèíèöû IL-2Rα è IL-2Rβ íå òðåáóþòñ  äë  ñâ çûâàíè  IL-15
FACS-àíàëèç àêòèâèðîâàííûõ ÔÃÀ PBMC, îêðàøåííûõ áåëêàìè FLAG-HMK-IL-15 è àíòè-

CD25 Ìàò ïðîòèâ ñóáúåäèíèöû IL-2Rα, âû âë åò ïîïóë öèè êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ êàê
IL-15Rα-, òàê è IL-2Rα-ñóáúåäèíèöû, à òàêæå ïîïóë öèè êëåòîê, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò

îäíó èç äâóõ ñóáúåäèíèö, íî íå ýêñïðåññèðóþò îáå ñóáúåäèíèöû. Èìåþòñ  êëåòêè IL-
2Rα+, êîòîðûå íå ñâ çûâàþò FLAG-HMK-IL-15. Ïî÷òè âñå PBMC, êîòîðûå áûëè
ñòèìóëèðîâàíû ÔÃÀ â òå÷åíèå òîëüêî îäíîãî äí , ýêñïðåññèðóþò ëèáî öåïè IL-15Rα, ëèáî
öåïè IL-2Rβ, íî íå ýêñïðåññèðóþò îáà áåëêà. Íàïðîòèâ, ÷åðåç 3 äí  ïîñëå ñòèìóë öèè

ÔÃÀ îòìå÷àëè íàìíîãî áîëüøóþ ïîïóë öèþ êëåòîê IL-15Rα+, IL-2Rβ+(äâàæäû ïîçèòèâíûõ)

è íàìíîãî ìåíüøóþ ïîïóë öèþ êëåòîê IL-15Rα+, IL-2Rβ - (ïîçèòèâíûõ ïî îäíîìó ìàðêåðó).

Èíòåðåñíî, ÷òî èìåþòñ  êëåòêè IL-2Rβ+, êîòîðûå íå ñâ çûâàþòñ  ñ IL-15. Òàêèì îáðàçîì,
ýêñïðåññè  öåïåé IL-2Rβ íå äîñòàòî÷íà äë  ñâ çûâàíè  IL-15.

Âìåñòå âç òûå ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî IL-15 ìîæåò ñâ çûâàòüñ 
ñ êëåòêàìè IL-15Rα+, IL-2Rα- è IL-2Rβ -. Ñõîäíîå çàêëþ÷åíèå áûëî ñäåëàíî â õîäå

ýêñïåðèìåíòîâ, â êîòîðûõ èññëåäîâàëè âçàèìîäåéñòâèå IL-15 ñ êëåòêàìè IL-2Rα-, β -,
òðàíñôèöèðîâàííûìè ñóáúåäèíèöåé IL-15Rα (Anderson et al., J. Biol. Chem. 270:
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29862, 1995; Giri et al., EMBO J. 14: 3654, 1995). Êðîìå òðåáîâàíè  ýêñïðåññèè
ñóáúåäèíèöû IL-15Rα, òðåáóþòñ  ñóáúåäèíèöû IL-2Rβ è IL-2Rγ äë  ïðèäàíè  êëåòêàì
÷óâñòâèòåëüíîñòè ê èíèöèèðóåìîìó IL-15 ðîñòó.

Â çàêëþ÷åíèå, ïðåäñòàâëåííûå âûøå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî: (i) ñóáúåäèíèöû IL-
15Rα áûñòðî ýêñïðåññèðóþòñ  àêòèâèðîâàííûìè ìàêðîôàãàìè, Ò-êëåòêàìè è êëåòêàìè NK è
(ii) èíäóêöè  ñóáúåäèíèöû IL-15Rα áëîêèðóåòñ  äåêñàìåòàçîíîì, íî íå CsA èëè
ðàïàìèöèíîì. Êðîìå òîãî, ýêñïåðèìåíòû ïîäòâåðäèëè, ÷òî ñóáúåäèíèöà IL-
15Rα íåîáõîäèìà è äîñòàòî÷íà äë  ñâ çûâàíè  IL-15 è ÷òî ãèáðèäíûé áåëîê FLAG-HMK-IL-
15  âë åòñ  èñêëþ÷èòåëüíî ïîëåçíûì ñðåäñòâîì äë  èññëåäîâàíè  ðåöåïòîðîâ IL-15.

Íàáîð ôîñôîðèëèðîâàííûõ ïî òèðîçèíó áåëêîâ, èíäóöèðîâàííûõ IL-2,  âë åòñ  òàêèì
æå, êàê íàáîð áåëêîâ, èíäóöèðîâàííûõ IL-15

Ñóáúåäèíèöà IL-2Rβ  âë åòñ  íåîáõîäèìîé äë  ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè êàê IL-2, òàê
è IL-15

Ñíèæåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè àêòèâèðîâàííûõ Ò-êëåòîê è òåì ñàìûì èñòîùåíèå
ïîïóë öèè àêòèâèðîâàííûõ Ò-êëåòîê äàåò ñïîñîá ñíèæåíè  ïðîäóêöèè ëèìôîêèíîâ è
ìèòîãåíîâ, êîòîðûå ñïîñîáñòâóþò óñêîðåííîìó ðàçâèòèþ àòåðîñêëåðîçà, îòòîðæåíè 
àëëîòðàíñïëàíòàòà, íåêîòîðûõ ëåéêîçîâ è äðóãèõ èììóíîëîãè÷åñêè îïîñðåäîâàííûõ
ïàòîëîãèé. Êðîìå òîãî, áëîêèðîâàíèå ïóòè ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè, àêòèâèðîâàííîé IL-
15, òàêæå ïðåäîñòàâë åò ñïîñîá ñíèæåíè  ïðîäóêöèè ëèìôîêèíîâ è ìèòîãåíîâ, êîòîðûå
ñïîñîáñòâóþò óñêîðåííîìó ðàçâèòèþ àòåðîñêëåðîçà, îòòîðæåíè  àëëîòðàíñïëàíòàòà,
íåêîòîðûõ ëåéêîçîâ è äðóãèõ èììóíîëîãè÷åñêè îïîñðåäîâàííûõ ïàòîëîãèé. Êîãäà Ò-êëåòêè
àêòèâèðîâàíû, îíè ïðîëèôåðèðóþò è ýêñïðåññèðóþò íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè ðåöåïòîðû
èíòåðëåéêèíîâ. Êðîìå òîãî, àêòèâèðîâàííûå Ò-êëåòêè âûñâîáîæäàþò, ïî ìåíüøåé ìåðå, 3
ëèìôîêèíà: ãàììà-èíòåðôåðîí, ôàêòîð äèôôåðåíöèðîâêè Â-êëåòîê II è IL-3. Óêàçàííûå
ëèìôîêèíû ìîãóò ïðèâîäèòü ê ðàçëè÷íûì íåæåëàòåëüíûì ñîáûòè ì, òàêèì êàê îòòîðæåíèå
àëëîòðàíñïëàíòàòà. Íàïðîòèâ, ïîêî ùèåñ  Ò-êëåòêè è Ò-êëåòêè äîëãîâðåìåííîé ïàì òè íå
ýêñïðåññèðóþò ðåöåïòîðû ëèìôîêèíîâ. Òàêîå ðàçëè÷èå â ýêñïðåññèè ðåöåïòîðîâ äàåò
ñðåäñòâà äë  öåëåíàïðàâëåííîãî âîçäåéñòâè  íà àêòèâèðîâàííûå èììóííûå êëåòêè, áåç
âîçäåéñòâè  íà ïîêî ùèåñ  êëåòêè. Ìîëåêóëû, ñêîíñòðóèðîâàííûå äë  óçíàâàíè  êàêîé-
ëèáî ñóáúåäèíèöû IL-15R, áóäóò óçíàâàòü àêòèâèðîâàííûå ìîíîöèòû/ìàêðîôàãè, à òàêæå
àêòèâèðîâàííûå Ò-êëåòêè, è èõ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  èçáèðàòåëüíîãî èíãèáèðîâàíè  èëè
ðàçðóøåíè  óêàçàííûõ êëåòîê. Ïðîèçâîäíûå IL-15, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  ñ ñóáúåäèíèöåé
IL-15R, íî ó êîòîðûõ îòñóòñòâóåò àêòèâíîñòü IL-15, ïîñêîëüêó îíè ëèáî áëîêèðóþò
ñâ çûâàíèå è/ëèáî íàêîïëåíèå íàñòî ùåãî IL-15, ïðèìåíèìû â ñïîñîáå èçîáðåòåíè .
Îïèñàííà  íèæå ìóòàíòíà  ìîëåêóëà IL-15 ïðåäñòàâë åò ðàáî÷èé ïðèìåð òàêîãî
ïðîèçâîäíîãî.

Ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15, ìèøåíüþ êîòîðîãî  âë åòñ  IL-15R
Ãåíåòè÷åñêà  êîíñòðóêöè  ìóòàíòíîãî IL-15
Áåëîê IL-15 ÷åëîâåêà, íåñóùèé äâîéíóþ ìóòàöèþ (Q149D; Q156D), êîíñòðóèðîâàëè äë 

òîãî, ÷òîáû öåëåíàïðàâëåííî âîçäåéñòâîâàòü íà ïðåäïîëàãàåìûå ñàéòû, âàæíûå äë 
ñâ çûâàíè  ñ ñóáúåäèíèöåé IL-2Rγ. Îñóùåñòâë ëè ìóòàöèþ ïîë ðíûõ, íî íåçàð æåííûõ
îñòàòêîâ ãëóòàìèíà â ïîëîæåíè õ 149 è 156 â êèñëûå îñòàòêè àñïàðàãèíîâîé êèñëîòû ñ
ïîìîùüþ ìóòàãåíåçà ñ ïðèìåíåíèåì ÏÖÐ. êÄÍÊ, êîäèðóþùóþ äâîéíîé ìóòàíò IL-15,
àìïëèôèöèðîâàëè â ÏÖÐ, èñïîëüçó  ñèíòåòè÷åñêèé ñìûñëîâîé îëèãîíóêëåîòèä
[5'-G GAATTCAACTGGGTGAATGTAATA-3' ñàéò EcoRI (ïîä÷åðêíóòûé ãåêñàìåð) ïëþñ
îñíîâàíè  145-162] è ñèíòåòè÷åñêèé àíòèñìûñëîâîé îëèãîíóêëåîòèä (5'-CGGGATCCTC-
AAGAAGTGTTGATGAACATGTCGACAATATGTACAAAACTGTCCAAAAAT-3'; ñàéò BamHI
(ïîä÷åðêíóòûé ãåêñàìåð) ïëþñ îñíîâàíè  438-489; ìóòàíòíûå îñíîâàíè  îòäåëüíî
ïîä÷åðêíóòû]. Ìàòðèöåé áûëà ïëàçìèäà, ñîäåðæàùà  êÄÍÊ, êîòîðà  êîäèðóåò FLAG-HMK-
IL-15 ÷åëîâåêà. Àìïëèôèöèðîâàííûé ôðàãìåíò ðàñùåïë ëè EcoRI/BamHI è êëîíèðîâàëè â
ïëàçìèäå pAR(DRI)59/60, ðàñùåïëåííîé EcoRI/BamHI, êàê îïèñàíî (LeClair et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89: 8145, 1989). Íàëè÷èå ìóòàöèè â îñòàòêå 156 ïîäòâåðæäàëè
ðàñùåïëåíèåì SalI; ìóòàöè  ââîäèò íîâûé ñàéò ðåñòðèêöèè SalI. Êðîìå òîãî, ìóòàöèè

Ñòðàíèöà: 19

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 270 691 C2

ïîäòâåðæäàëè ñåêâåíèðîâàíèåì ÄÍÊ ñîãëàñíî ñòàíäàðòíîìó ñïîñîáó. Áåëîê FLAG-HMK-IL-
15 ñ äâîéíîé ìóòàöèåé (Q149D; Q156D) ïîëó÷àëè, î÷èùàëè è ïîäòâåðæäàëè
ñåêâåíèðîâàíèåì, êàê îïèñàíî âûøå, äë  áåëêà FLAG-HMK-IL-15 äèêîãî òèïà.

Èñïîëüçó  òó æå ñàìóþ ñòðàòåãèþ, ïîëó÷èëè ìóòàíòû, êîòîðûå ñîäåðæàò åäèíñòâåííóþ
àìèíîêèñëîòíóþ çàìåíó ëèáî â ïîëîæåíèè 149, ëèáî â ïîëîæåíèè 156. Êàê îïèñàíî âûøå,
óêàçàííûå ïîëîæåíè  (149 è 156) ñîîòâåòñòâóþò ïîëîæåíè ì 101 è 108 ñîîòâåòñòâåííî â
çðåëîì ïîëèïåïòèäå IL-15, â êîòîðîì îòñóòñòâóåò ñèãíàëüíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç 48
àìèíîêèñëîò.

Ïîäîáíûì îáðàçîì óêàçàííóþ ñòðàòåãèþ èñïîëüçîâàëè äë  òîãî, ÷òîáû âêëþ÷èòü ëþáóþ
äðóãóþ àìèíîêèñëîòó âìåñòî îñòàòêîâ ãëóòàìèíà â ïîëîæåíè õ 149 èëè 156, èëè ÷òîáû
ââåñòè àìèíîêèñëîòíûå çàìåíû â ïîëîæåíè , îòëè÷íûå îò ïîëîæåíè  149 è/èëè 156.

Ïðîëèôåðàöè  êëåòîê BAF-BO3 â ïðèñóòñòâèè áåëêîâ, ðîäñòâåííûõ IL-15
Äâîéíîé ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15 ìîæåò èíãèáèðîâàòü ïðîëèôåðàöèþ BAF-BO3

äîçî-çàâèñèìûì îáðàçîì: äîáàâëåíèå 30 ìêë (ïðèìåðíî 50 ìêã/ìë) äâîéíîãî ìóòàíòà IL-15
èíãèáèðîâàëî ïðîëèôåðàöèþ áîëåå ïîëíî, ÷åì äîáàâëåíèå 20 ìêë äâîéíîãî ìóòàíòà IL-15
òàêîé æå êîíöåíòðàöèè.

Ïðîëèôåðàöè  PBMC ÷åëîâåêà, ñòèìóëèðîâàííûõ ÔÃÀ
Ñïîñîáíîñòü äâîéíîãî ìóòàíòíîãî ïîëèïåïòèäà FLAG-HMK-IL-15 ñâ çûâàòü

àêòèâèðîâàííûå ÔÃÀ PBMC ÷åëîâåêà ïîêàçàëè ñëåäóþùèì îáðàçîì. Àêòèâèðîâàííûå ÔÃÀ
PBMC ïðîìûâàëè è èíêóáèðîâàëè òîëüêî â ñðåäå èëè â ïðèñóòñòâèè äâîéíîãî ìóòàíòà
FLAG-HMK-IL-15. Çàòåì êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ áèîòèíèëèðîâàííûì àíòè-FLAG-àíòèòåëîì
è êðàñèëè ñòðåïòàâèäèíîì, êîíúþãèðîâàííûì ñ RED670. Îêðàøåííûå êëåòêè
àíàëèçèðîâàëè ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé.

FACS-àíàëèç ëèíèé ëåéêîçíûõ êëåòîê, îêðàøåííûõ ñ ïîìîùüþ FLAG-HMK-IL-15 äèêîãî
òèïà

Â ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ, ïîäîáíûõ îïèñàííûì âûøå, ïîêàçàëè ñïîñîáíîñòü ïîëèïåïòèäà
FLAG-HMK-IL-15 äèêîãî òèïà ñâ çûâàòüñ  ñ ëåéêîçíûìè êëåòêàìè. Îáðàáîòàííûå êëåòêè
ïîëó÷àëè èç ëèíèé ëåéêîçíûõ êëåòîê MOLT-14, YT, HuT-102 è èç ëèíèé êëåòîê, êîòîðûå â
íàñòî ùåå âðåì  ñîçäàíû â Beth Israel Hospital (Boston, MA) è íàçâàíû 2A è 2B.
Êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ïðîìûâàëè è èíêóáèðîâàëè ëèáî òîëüêî â ñðåäå, ëèáî â ñðåäå,
ñîäåðæàùåé ïîëèïåïòèä FLAG-HMK-IL-15 äèêîãî òèïà. Çàòåì êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ
áèîòèíèëèðîâàííûì àíòè-FLAG-àíòèòåëîì è êðàñèëè ñòðåïòàâèäèíîì, êîíúþãèðîâàííûì ñ
RED670. Îêðàøåííûå êëåòêè àíàëèçèðîâàëè ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé.

Ãåíåòè÷åñêà  êîíñòðóêöè  äîïîëíèòåëüíûõ ìóòàíòíûõ õèìåðíûõ ïîëèïåïòèäîâ IL-15
Êðîìå õèìåðû FLAG-HMK-IL-15, â êîòîðîé ìóòàíòíûé IL-15 ñíàáæåí àíòèãåííîé ìåòêîé,

ñ ëþáûì ìóòàíòîì IL-15 ìîæíî ñâ çàòü ìíîæåñòâî äðóãèõ ïîëèïåïòèäîâ. Íàïðèìåð,
ìóòàíòíûé IL-15 ìîæíî ñâ çàòü ñ Fc-ôðàãìåíòîì àíòèòåë ïîäêëàññà IgG â ñîîòâåòñòâèè ñî
ñëåäóþùèì ñïîñîáîì.

Ãåíåòè÷åñêà  êîíñòðóêöè  ìóòàíòíîãî IL-15/Fc
êÄÍÊ Fcγ2a ìîæíî ïîëó÷èòü íà îñíîâå ìÐÍÊ, ýêñòðàãèðîâàííîé èç ãèáðèäîìû,

ñåêðåòèðóþùåé IgG2a, èñïîëüçó  ñòàíäàðòíûé ñïîñîá ñ ïðèìåíåíèåì îáðàòíîé
òðàíñêðèïòàçû (MMLV-RT; Gibco-BRL, Grand Island, NY) è ñèíòåòè÷åñêîãî îëèãîíóêëåîòèäà
îëèãî-dT (12-18) (Gibco BRL). êÄÍÊ ìóòàíòíîãî IL-15 ìîæíî àìïëèôèöèðîâàòü íà
ïëàçìèäíîé ìàòðèöå â ÏÖÐ, èñïîëüçó  ñèíòåòè÷åñêèå îëèãîíóêëåîòèäû, ñïåöèôè÷íûå äë 
IL-15.

Êîíñòðóèðóþò 5'-îëèãîíóêëåîòèä, ÷òîáû âñòðîèòü óíèêàëüíûé ñàéò ðåñòðèêöèè NotI íà
ðàññòî íèè 40 íóêëåîòèäîâ ñ 5'-ñòîðîíû îò ñòàðòîâîãî êîäîíà òðàíñë öèè, òîãäà êàê 3'-
îëèãîíóêëåîòèä óäàë åò êîäîí òåðìèíàöèè è èçìåí åò èñïîëüçîâàíèå êîäîíà äë  Ñ-
êîíöåâîãî îñòàòêà Ser ñ AGC íà TCG, ÷òîáû îáåñïå÷èòü ñîçäàíèå óíèêàëüíîãî ñàéòà BamHI
â ìåñòå ñîåäèíåíè  ìóòàíòíîãî IL-15/Fc. Ñèíòåòè÷åñêèå îëèãîíóêëåîòèäû, èñïîëüçóåìûå
äë  àìïëèôèêàöèè êÄÍÊ äîìåíà Fcγ2a, èçìåí þò ïåðâûé êîäîí øàðíèðà ñ Glu íà Asp äë 
òîãî, ÷òîáû ñîçäàòü óíèêàëüíûé ñàéò BamHI, îõâàòûâàþùèé ïåðâûé êîäîí øàðíèðà, è
ââîä ò óíèêàëüíûé ñàéò XbaI ñ 3'-ñòîðîíû îò êîäîíà òåðìèíàöèè. Fc-ôðàãìåíò ìîæíî
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ìîäèôèöèðîâàòü òàê, ÷òîáû îí íå èñòîùàë ïîïóë öèþ êëåòîê-ìèøåíåé, ò.å. áûë íå
ñïîñîáåí àêòèâèðîâàòü ñèñòåìó êîìïëåìåíòà. ×òîáû ñîçäàòü êîíñòðóêöèþ ìóòàíòíîãî IL-
15, êîòîðà  íå èñòîùàåò ïîïóë öèþ êëåòîê-ìèøåíåé (mIL-15/Fc), èñïîëüçóþò ñàéò-
ñïåöèôè÷íûé ìóòàãåíåç ñ ïðèìåíåíèåì îëèãîíóêëåîòèäîâ, ÷òîáû çàìåíèòü Glu 318, Lys
320, Lys 322 ìîòèâà, ñâ çûâàþùåãî Ñ'1q, îñòàòêàìè Ala. Ïîäîáíûì îáðàçîì, Leu 235
çàìåí þò Glu, ÷òîáû èíàêòèâèðîâàòü ñàéò ñâ çûâàíè  FcγRI. Ëèãèðîâàíèå êîìïîíåíòîâ
öèòîêèíà è Fc â ïðàâèëüíîé òðàíñë öèîííîé ðàìêå ñ÷èòûâàíè  â óíèêàëüíîì ñàéòå BamHI
äàåò îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíè  äëèíîé 1236 ïàð îñíîâàíèé, êîäèðóþùóþ îäèí
ïîëèïåïòèä èç 411 àìèíîêèñëîò (âêëþ÷à  ñèãíàëüíûé ïåïòèä IL-15 èç 18 àìèíîêèñëîò), â
êîòîðîì âñåãî 13 îñòàòêîâ öèñòåèíà. Ðàññ÷èòàíî, ÷òî çðåëûé ñåêðåòèðóåìûé ãîìîäèìåð IL-
15/Fc èìååò âñåãî äî âîñüìè âíóòðèìîëåêóë ðíûõ äèñóëüôèäíûõ ñâ çè è òðè
äèñóëüôèäíûõ ñâ çè ìåæäó ò æåëûìè öåï ìè è ìîëåêóë ðíóþ ìàññó, ïðèìåðíî ðàâíóþ 85
êÄà, íå âêëþ÷à  ãëèêîçèëèðîâàíèå.

Ýêñïðåññè  è î÷èñòêà ãèáðèäíûõ áåëêîâ mIL-15/Fc
Ïðàâèëüíóþ ãåíåòè÷åñêóþ êîíñòðóêöèþ mIL-15/Fc ìîæíî ïîäòâåðäèòü àíàëèçîì

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ïîñëå êëîíèðîâàíè  ãèáðèäíîãî ãåíà â âèäå êàññåòû NotI-XbaI â
ýóêàðèîòè÷åñêîé ýêñïðåññèðóþùåé ïëàçìèäå pRc/CMV (Invitrogen, San Diego, CA).
Óêàçàííà  ïëàçìèäà íåñåò ïðîìîòîð/ýíõàíñåð CMV, ñèãíàë ïîëèàäåíèëèðîâàíè  ãîðìîíà
ðîñòà áûêà è ãåí óñòîé÷èâîñòè ê íåîìèöèíó äë  ñåëåêöèè ñ ïîìîùüþ G418. Ïëàçìèäàìè,
íåñóùèìè ãèáðèäíûé ãåí mIL-15/Fc, òðàíñôèöèðóþò êëåòêè  è÷íèêà êèòàéñêîãî õîì ÷êà
(CHO-K1, äîñòóïíûå äë  ïðèîáðåòåíè  èç Àìåðèêàíñêîé êîëëåêöèè òèïîâ êóëüòóð) ïóòåì
ýëåêòðîïîðàöèè (1,5 êÂ/3 ìêÔ/0,4 ñì/PBS) è ïðîâîä ò ñåëåêöèþ â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå
Ultra-CHO (BioWhittaker Inc., Walkerville, MD), ñîäåðæàùåé 1,5 ìã/ìë G418 (Geneticin,
Gibco BRL). Ïîñëå ñóáêëîíèðîâàíè  êëîíû, êîòîðûå íà âûñîêîì óðîâíå ïðîäóöèðóþò
ãèáðèäíûé áåëîê, îòáèðàþò ïîñðåäñòâîì ñêðèíèíãà íàäîñàäêîâ â îòíîøåíèè IL-15 â ELISA
(PharMingen, San Diego, CA). Ãèáðèäíûå áåëêè mIL-15/Fc î÷èùàþò èç íàäîñàäêîâ êóëüòóð
àôôèííîé õðîìàòîãðàôèåé íà áåëîê À-ñåôàðîçå, ïîñëå ÷åãî äèàëèçóþò ïðîòèâ PBS è
ñòåðèëèçóþò, èñïîëüçó  0,22 ìêì-ôèëüòð. Î÷èùåííûå áåëêè ìîæíî õðàíèòü ïðè -20°C äî
ïðèìåíåíè .

Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ïîñëå SDS-ÏÀÀÃ â âîññòàíàâëèâàþùèõ (ñ ÄÒÒ) è
íåâîññòàíàâëèâàþùèõ (áåç ÄÒÒ) óñëîâè õ ìîæíî îñóùåñòâèòü, èñïîëüçó  ìîíîêëîíàëüíûå
èëè ïîëèêëîíàëüíûå àíòè-mIL-15 èëè àíòè-Fcγ ïåðâè÷íûå àíòèòåëà, ÷òîáû îöåíèòü ðàçìåð
è èçîòèïè÷åñêóþ ñïåöèôè÷íîñòü ãèáðèäíûõ áåëêîâ. Ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü
ìóòàíòíîãî IL-15/Fc ìîæíî îöåíèòü ñòàíäàðòíûì àíàëèçîì ïðîëèôåðàöèè Ò-êëåòîê, êàê
îïèñàíî âûøå.

Ââåäåíèå mIL-15 è CTLA4/Ig
Ñëåäóþùà  ðàáîòà äåìîíñòðèðóåò, ÷òî æèçíåñïîñîáíîñòü àëëîòðàíñïëàíòàòà

ïîðàçèòåëüíî ïîâûøàåòñ  â òîì ñëó÷àå, êîãäà ðåöèïèåíòà àëëîòðàíñïëàíòàòà
îáðàáàòûâàþò àãåíòîì, ìèøåíüþ êîòîðîãî  âë åòñ  IL-15R, è àãåíòîì, êîòîðûé áëîêèðóåò
êîñòèìóëèðóþùèé ñèãíàë. Íåî÷èùåííûå àëëîòðàíñïëàíòàòû îñòðîâêîâ èìïëàíòèðîâàëè
ìûøàì, ó êîòîðûõ âûçûâàëè äèàáåò èíúåêöèåé ñòðåïòîçîòîöèíà. Âñå àëëîòðàíñïëàíòàòû
îò äîíîðîâ DBA/2J(H-2d) ðåöèïèåíòàì B6AF1 (H-2b/d,k) ïîñòî ííî ïðèæèâàëèñü â òîì
ñëó÷àå, êîãäà ìûøåé îáðàáàòûâàëè CTLA4/Ig è mIL-15/Fc. Ïîñòî ííîãî ïðèæèâëåíè 
íèêîãäà íå íàáëþäàëè ó íåîáðàáîòàííûõ ìûøåé èëè ìûøåé, îáðàáîòàííûõ îäíèì áåëêîì.
Ïîëíîñòüþ íåñîâïàäàþùèå ïî ÌÍÑ àëëîòðàíñïëàíòàòû îñòðîâêîâ îò Balb/c(Í2d) ê
C57B1/6 (H2b) îòòîðãàëèñü ïðè ñðåäíåì âðåìåíè âûæèâàíè , ðàâíîì 15 äí ì ó
íåîáðàáîòàííûõ ìûøåé, 30 äí ì ó ìûøåé, îáðàáîòàííûõ îäíèì CTLA4/Ig è 30 äí ì ó
ìûøåé, îáðàáîòàííûõ îäíèì mIL-15Fc. Â îòëè÷èå îò ýòîãî îáðàáîòêà CTLA4/Ig è mIL-15/Fc
ïðèâîäèëà ê ïîñòî ííîé æèçíåñïîñîáíîñòè òðàíñïëàíòàòà áîëåå ÷åì ó 70% îáðàáîòàííûõ
ìûøåé (ñìîòðè òàêæå ôèã.3). Êðîìå òîãî, íàáëþäàëè ñîñòî íèå ñòàáèëüíîé òîëåðàíòíîñòè
ê àëëîòðàíñïëàíòàòó ó äâóõ ðåöèïèåíòîâ, êîòîðûå íå îòòîðãàëè âòîðîé àëëîòðàíñïëàíòàò
îñòðîâêîâ Balb/c áåç èììóíîñóïðåññèðóþùåé îáðàáîòêè. Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ÎÒ-ÏÖÐ
òêàíåé òðàíñïëàíòàòà è ëèìôàòè÷åñêèõ óçëîâ òàêæå âû âèë çàìåòíîå ñíèæåíèå ýêñïðåññèè
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òðàíñêðèïòîâ Ò-êëåòî÷íûõ ðåöåïòîðîâ, à òàêæå ìíîãèõ ãåíîâ ëèìôîêèíîâ ïîñëå
êîìáèíèðîâàííîé îáðàáîòêè. Ãèñòîëîãè÷åñêèé àíàëèç ïîäòâåðäèë, ÷òî êîìáèíèðîâàííà 
îáðàáîòêà çàùèùàåò òðàíñïëàíòàò îò ëåéêîöèòàðíîé èíôèëüòðàöèè.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Òåðàïåâòè÷åñêà  èììóíîñóïðåññèâíà  êîìïîçèöè , ñîäåðæàùà  ïåðâûé àãåíò,

ìèøåíüþ êîòîðîãî  âë åòñ  ðåöåïòîð èíòåðëåéêèíà-15 (IL-15R), è âòîðîé àãåíò, êîòîðûé
èíãèáèðóåò êîñòèìóëèðóþùèé ñèãíàë, ïåðåäàâàåìûé ìåæäó Ò-êëåòêîé è àíòèãåí-
ïðåçåíòèðóþùåé êëåòêîé (ÀÏÊ).

2. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.1, èñïîëüçóåìà  äë  ñóïðåññèðîâàíè  èììóííîãî
îòâåòà ó ïàöèåíòà.

3. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.1, èñïîëüçóåìà  äë  ïîëó÷åíè  ëåêàðñòâåííîãî
ïðåïàðàòà äë  ñóïðåññèðîâàíè  èììóííîãî îòâåòà ó ïàöèåíòà.

4. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.2 èëè 3, ãäå ïàöèåíò ñòðàäàåò ðåâìàòèçìîì,
ðåâìàòîèäíûì àðòðèòîì, äèàáåòîì 1 òèïà, äèàáåòîì II òèïà, àóòîèììóííûì çàáîëåâàíèåì
ùèòîâèäíîé æåëåçû, àóòîèììóííûì çàáîëåâàíèåì öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû,
ðàçëè÷íûìè ôîðìû ïåìôèãóñà, ïñîðèàçîì, âîñïàëèòåëüíûì çàáîëåâàíèåì êèøå÷íèêà,
ñèíäðîìîì ïðèîáðåòåííîãî âèðóñà èììóíîäåôèöèòà (ÑÏÈÄîì), ïàöèåíòó áûë
òðàíñïëàíòèðîâàí áèîëîãè÷åñêèé îðãàí, òêàíü èëè êëåòêà, èëè ó íåãî èìååòñ  ñîñóäèñòîå
ïîâðåæäåíèå.

5. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå ïåðâûé àãåíò âêëþ÷àåò â ñåá  â
çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè î÷èùåííûé ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15, êîòîðûé ñâ çûâàåò
ñóáúåäèíèöó IL-15R.

6. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.5, ãäå ñóáúåäèíèöà ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñóáúåäèíèöó IL-15Rα.

7. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.6, ãäå ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15 èìååò ìóòàöèþ
â ïîëîæåíèè 149 â SEQ ID NO:2.

8. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.6, ãäå ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15 èìååò ìóòàöèþ
â ïîëîæåíèè 156 â SEQ ID NO:2.

9. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.8, ãäå ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15 òàêæå èìååò
ìóòàöèþ â ïîëîæåíèè 149 â SEQ ID N0: 2.

10. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.8, ãäå ìóòàöè  â ïîëîæåíèè 156 â SEQ ID NO:2
 âë åòñ  çàìåíîé ãëóòàìèíà íà àñïàðòàò.

11. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.9, ãäå ìóòàöè  â ïîëîæåíèè 149 â SEQ ID NO:2
 âë åòñ  çàìåíîé ãëóòàìèíà íà àñïàðòàò.

12. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.8, ãäå ìóòàíòíûé ïîëèïåïòèä IL-15 ñîäåðæèò
çàìåíó ãëóòàìèíà íà àñïàðòàò â ïîëîæåíè õ 149 è 156 â SEQ ID NO:2.

13. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.5, ãäå ïåðâûé àãåíò, êðîìå òîãî, ñîäåðæèò
êîìïîíåíò, êîòîðûé ïðèâîäèò ê ýëèìèíàöèè êëåòêè, íåñóùåé IL-15R.

14. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.13, ãäå êîìïîíåíò, êîòîðûé ëèçèðóåò êëåòêè,
íåñóùèå IL-15R, ïðåäñòàâë åò ñîáîé Fc-îáëàñòü ìîëåêóëû IgG.

15. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå ïåðâûé àãåíò ñîäåðæèò â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè î÷èùåííîå àíòè-IL15R-àíòèòåëî.

16. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå âòîðîé àãåíò ñîäåðæèò â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè î÷èùåííûé ïîëèïåïòèä, êîòîðûé ñâ çûâàåò ìîëåêóëó Â7.

17. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.16, ãäå ìîëåêóëà Â7 ïðåäñòàâë åò ñîáîé Â7-1.
18. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.16, ãäå ìîëåêóëà Â7 ïðåäñòàâë åò ñîáîé Â7-2.
19. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.16, ãäå ïîëèïåïòèä, êîòîðûé ñâ çûâàåò Â7,

 âë åòñ  ïîëèïåïòèäîì, ñîäåðæàùèì CTLA4/Ig.
20. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.16, ãäå ïîëèïåïòèä, êîòîðûé ñâ çûâàåò Â7,

ñîäåðæèò àíòè-Â7-àíòèòåëî.
21. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå âòîðîé àãåíò ñîäåðæèò â çíà÷èòåëüíîé

ñòåïåíè î÷èùåííûé ïîëèïåïòèä, êîòîðûé ñâ çûâàåò CD28.
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22. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.21, ãäå ïîëèïåïòèä, êîòîðûé ñâ çûâàåò CD28,
âêëþ÷àåò â ñåá  àíòè-CD28-àíòèòåëî.

23. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå âòîðîé àãåíò ñîäåðæèò â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè î÷èùåííûé ïîëèïåïòèä, êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ñ CD40L.

24. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.23, ãäå ïîëèïåïòèä, êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ñ
CD40L,  âë åòñ  ïîëèïåïòèäîì, âêëþ÷àþùèì â ñåá  àíòè-CD40L-àíòèòåëî.

25. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå âòîðîé àãåíò ñîäåðæèò â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè î÷èùåííûé ïîëèïåïòèä, êîòîðûé ñâ çûâàåò CD40.

26. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.1, ãäå ïîëèïåïòèä, êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ñ CD40,
 âë åòñ  ïîëèïåïòèäîì, âêëþ÷àþùèì â ñåá  àíòè-CD40-àíòèòåëî.

27. Ñïîñîá ñóïðåññèè èììóííîãî îòâåòà ó ïàöèåíòà, ïðè ýòîì ñïîñîá âêëþ÷àåò â ñåá 
ââåäåíèå ïàöèåíòó òåðàïåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè ïî ï.1, ñîäåðæàùåé ïåðâûé àãåíò,
ìèøåíüþ êîòîðîãî  âë åòñ  IL-15R, è âòîðîé àãåíò, êîòîðûé èíãèáèðóåò êîñòèìóëèðóþùèé
ñèãíàë, ïåðåäàâàåìûé ìåæäó Ò-êëåòêîé è àíòèãåí-ïðåçåíòèðóþùåé êëåòêîé (ÀÏÊ).

28. Ñïîñîá ïî ï.27, ãäå ó ïàöèåíòà èìååòñ  èììóííîå çàáîëåâàíèå, â ÷àñòíîñòè
àóòîèììóííîå çàáîëåâàíèå, èëè ñóùåñòâóåò ðèñê ðàçâèòè  èììóííîãî çàáîëåâàíè , â
÷àñòíîñòè àóòîèììóííîãî çàáîëåâàíè .

29. Ñïîñîá ïî ï.28, ãäå àóòîèììóííîå çàáîëåâàíèå ïðåäñòàâë åò ñîáîé çàáîëåâàíèå
ðåâìàòèçìîì, âûáðàííîå èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ñèñòåìíîé êðàñíîé âîë÷àíêè, ñèíäðîìà
Øåãðåíà, ñêëåðîäåðìèè, ñìåøàííîãî çàáîëåâàíè  ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè, äåðìàòîìèîçèòà,
ïîëèìèîçèòà, ñèíäðîìà Ðåéòåðà èëè áîëåçíè Áåêåòà.

30. Ñïîñîá ïî ï.28, ãäå àóòîèììóííûì çàáîëåâàíèåì  âë åòñ  ðåâìàòîèäíûé àðòðèò.
31. Ñïîñîá ïî ï.28, ãäå àóòîèììóííûì çàáîëåâàíèåì  âë åòñ  äèàáåò òèïà I.
32. Ñïîñîá ïî ï.28, ãäå àóòîèììóííûì çàáîëåâàíèåì  âë åòñ  àóòîèììóííîå

çàáîëåâàíèå ùèòîâèäíîé æåëåçû, âûáðàííîå èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç òèðåîèäèòà
Õàøèìîòî èëè áîëåçíè Ãðåéâñà.

33. Ñïîñîá ïî ï.28, ãäå àóòîèììóííûì çàáîëåâàíèåì  âë åòñ  àóòîèììóííîå
çàáîëåâàíèå öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû, âûáðàííîå èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç
ìíîæåñòâåííîãî ñêëåðîçà, ìèàñòåíèè áåðåìåííûõ è ýíöåôàëîìèåëèòà.

34. Ñïîñîá ïî ï.28, ãäå àóòîèììóííûì çàáîëåâàíèåì  âë þòñ  ðàçëè÷íûå ôîðìû
ïåìôèãóñà, âûáðàííûå èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ïåìôèãóñà îáûêíîâåííîãî, ïåìôèãóñà
âåãåòèðóþùåãî, ïåìôèãóñà ëèñòîâèäíîãî, ñèíäðîìà Ñèíåàðà-Óøåðà è áðàçèëüñêîãî
ïåìôèãóñà.

35. Ñïîñîá ïî ï.28, ãäå àóòîèììóííûì çàáîëåâàíèåì  âë åòñ  ïñîðèàç.
36. Ñïîñîá ïî ï.28, ãäå àóòîèììóííûì çàáîëåâàíèåì  âë åòñ  âîñïàëèòåëüíîå

çàáîëåâàíèå êèøå÷íèêà.
37. Ñïîñîá ïî ï.28, ãäå ó ïàöèåíòà èìååòñ  ñèíäðîì ïðèîáðåòåííîãî èììóíîäåôèöèòà

(ÑÏÈÄ).
38. Ñïîñîá ïî ï.28, ãäå ïàöèåíò ïîëó÷èë òðàíñïëàíòàò áèîëîãè÷åñêîãî îðãàíà, òêàíè

èëè êëåòêè.
39. Ñïîñîá ïî ï.28, ãäå ïàöèåíò èìååò ïîâðåæäåíèå ñîñóäîâ.
40. Ñïîñîá ïî ï.28, ãäå ó ïàöèåíòà èìååòñ  äèàáåò òèïà II.
41. Ñïîñîá ýëèìèíèðîâàíè  êëåòêè, êîòîðà  ýêñïðåññèðóåò ðåöåïòîð IL-15, ïðè ýòîì

ñïîñîá âêëþ÷àåò â ñåá  ýêñïîíèðîâàíèå êëåòêè ñ òåðàïåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèåé ïî ï.1,
ñîäåðæàùåé ïåðâûé àãåíò, ìèøåíüþ êîòîðîãî  âë åòñ  IL-15R, è âòîðîé àãåíò, êîòîðûé
èíãèáèðóåò êîñòèìóëèðóþùèé ñèãíàë, ïåðåäàâàåìûé ìåæäó êëåòêîé èììóííîé ñèñòåìû è
àíòèãåí-ïðåçåíòèðóþùåé êëåòêîé.

42. Ñïîñîá ïî ï.41, ãäå êëåòêà ïðåäñòàâë åò ñîáîé êëåòêó èììóííîé ñèñòåìû.
43. Ñïîñîá ïî ï.41, ãäå êëåòêà ïðåäñòàâë åò ñîáîé çëîêà÷åñòâåííóþ êëåòêó.
44. Ñïîñîá äèàãíîñòèðîâàíè  ó ïàöèåíòà íàëè÷è  çàáîëåâàíè  èëè ñîñòî íè , êîòîðîå

ìîæíî ëå÷èòü ñ ïîìîùüþ òåðàïåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè ïî ï.1, ñïîñîá âêëþ÷àåò â ñåá 
ïîëó÷åíèå îáðàçöà òêàíè îò ïàöèåíòà è ýêñïîíèðîâàíèå îáðàçöà ñ ìå÷åíûì àíòèãåíîì
ïîëèïåïòèäîì, ìèøåíüþ êîòîðîãî  âë åòñ  IL-15R, ïðè ýòîì íàëè÷èå ñâ çûâàíè 
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ïîëèïåïòèäà ñ êëåòêîé â îáðàçöå ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî êëåòêó ìîæíî ñâ çàòü in
vivo àãåíòîì, ìèøåíüþ êîòîðîãî  âë åòñ  IL-15R, è òåì ñàìûì èíãèáèðîâàòü
ïðîëèôåðàöèþ â îòâåò íà IL-15 äèêîãî òèïà in vivo.

45. Ñïîñîá ïðèãîòîâëåíè  òåðàïåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùåé ìóòàíòíûé
ïîëèïåïòèä IL-15, êîòîðûé ñâ çûâàåò ñóáúåäèíèöó IL-15R, è ïîëèïåïòèä, êîòîðûé
ñâ çûâàåò ìîëåêóëó Â7, ñïîñîá âêëþ÷àåò â ñåá 

a) î÷èñòêó ìóòàíòíîãî ïîëèïåïòèäà IL-15 èç ýêñïðåññèðóþùåé ñèñòåìû è
b) î÷èñòêó ïîëèïåïòèäà, êîòîðûé ñâ çûâàåò Â7, èç ýêñïðåññèðóþùåé ñèñòåìû;
c) êîìáèíèðîâàíèå ïîëèïåïòèäà IL-15 è ïîëèïåïòèäà, êîòîðûé ñâ çûâàåò Â7.
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