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Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå ïðèò çàåò íà ýôôåêò ïðåäâàðèòåëüíîé çà âêè íà ïàòåíò US
¹60/172370, ïîäàííîé 16 äåêàáð  1999 ã., êîòîðà  ïîëíîñòüþ âêëþ÷åíà â íàñòî ùåå
îïèñàíèå â êà÷åñòâå ññûëêè.

Îáëàñòü òåõíèêè èçîáðåòåíè 
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ , â ÷àñòíîñòè, ê íîâûì ïîëèíóêëåîòèäàì è ïîëèïåïòèäàì;

âàðèàíòàì è ïðîèçâîäíûì ïîëèíóêëåîòèäîâ è ïîëèïåïòèäîâ; ñïîñîáàì ïîëó÷åíè 
ïîëèíóêëåîòèäîâ è ïîëèïåïòèäîâ è èõ âàðèàíòîâ è ïðîèçâîäíûõ; àíòèòåëàì ê
ïîëèïåïòèäàì, èõ âàðèàíòàì è ïðîèçâîäíûì; è ê ïðèìåíåíèþ ïîëèíóêëåîòèäîâ,
ïîëèïåïòèäîâ, âàðèàíòîâ, ïðîèçâîäíûõ è àíòèòåë. Â ÷àñòíîñòè, ñîãëàñíî ýòèì è äðóãèì
îáúåêòàì èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê íîâûì ïîëèïåïòèäàì ÷åëîâå÷åñêîãî âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà (îáîçíà÷åííûì êàê RG1), ïîëèíóêëåîòèäàì, êîòîðûå êîäèðóþò ýòè ïîëèïåïòèäû,
àíòèòåëàì ê ýòèì ïîëèïåïòèäàì è àíòèñìûñëîâûì ïîëèíóêëåîòèäàì, êîòîðûå áëîêèðóþò
ýêñïðåññèþ RG1.

Ïðåäïîñûëêè ñîçäàíè  èçîáðåòåíè 
Ðàê ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ïðåäñòàâë åò ñîáîé ÷àñòî âñòðå÷àþùååñ  ó ìóæ÷èí

çàáîëåâàíèå, êîòîðîå îáíàðóæèâàþò ïðèìåðíî ó îäíîé òðåòè ìóæ÷èí ñòàðøå 45 ëåò.
Èìåþòñ  äàííûå, ÷òî ïðè÷èíà çàáîëåâàíè  ìîæåò èìåòü êàê ãåíåòè÷åñêóþ îñíîâó, òàê è
îáóñëîâëèâàòüñ  ôàêòîðàìè, ñâ çàííûìè ñ îêðóæàþùåé ñðåäîé, ïðè÷åì, â áîëüøèíñòâå
ñëó÷àåâ çàáîëåâàíèå, âåðî òíî,  âë åòñ  ðåçóëüòàòîì îáåèõ ïðè÷èí. Èçó÷åíèå ñåìåéíîãî
ðàêà ïîçâîëèëî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ãåíåòè÷åñêà  ïðåäðàñïîëîæåííîñòü èãðàåò ðîëü
ïðèìåðíî ó 5-10% âñåõ áîëüíûõ, ñòðàäàþùèõ ðàêîì ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû, è ïðèìåðíî ó
45% ìóæ÷èí ìîëîæå 55 ëåò.

Èìåþòñ  äîêàçàòåëüñòâà òîãî, ÷òî ðàê ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ðàçâèâàåòñ  â âèäå
áîëåçíè, âêëþ÷àþùåé íåñêîëüêî ñòàäèé, ïðè÷åì îäíèì èç ðàííèõ íàðóøåíèé  âë åòñ 
ïðîñòàòè÷åñêà  èíòðàýïèòåëèàëüíà  íåîïëàçè  (ÏÈÍ). Ðàííèå ñòàäèè áîëåçíè çàâèñ ò îò
àíäðîãåíà, à ïîçäíèå ñòàäèè íå çàâèñ ò îò ãîðìîíîâ. Ïðîëèôåðàòèâíîå çàáîëåâàíèå
ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû, èçâåñòíîå êàê äîáðîêà÷åñòâåííà  ãèïåðïëàçè , ÷àñòî
îáíàðóæèâàþò â êëèíè÷åñêèõ óñëîâè õ, íî îíî, âåðî òíî, íå  âë åòñ  îäíîé èç ñòàäèé
ðàçâèòè  ðàêà. Îäíàêî îíî ÷àñòî ñâ çàíî ñ ðàêîì ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû. Ðàê
ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ÷àñòî  âë åòñ  ìíîãîëîêóñíûì, êàê ïðàâèëî, îí ìåäëåííî
ðàçâèâàåòñ  è  âë åòñ  ãåòåðîãåííûì. Íà ïîçäíèõ ñòàäè õ ðàêà ÷àñòî îáðàçóþòñ 
ìåòàñòàçû â ëèìôàòè÷åñêèõ óçëàõ è êîñòíîé òêàíè.

Ðàê ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû, êàê ïðàâèëî, äèàãíîñòèðóþò ïðè ôèçè÷åñêîì îáñëåäîâàíèè
è ïî óðîâí ì â ñûâîðîòêå àíòèãåíà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû (PSA). Ïðè ëîêàëèçîâàííîé
áîëåçíè â êà÷åñòâå ëå÷åíè  èñïîëüçóþò ðàäèêàëüíóþ ïðîñòàòýêòîìèþ. Ëå÷åíèå
ðàçâèâøåãîñ  ìåòàñòàòè÷åñêîãî çàáîëåâàíè  â íàñòî ùåå âðåì  îñóùåñòâë þò ïóòåì
óäàëåíè  èç îðãàíèçìà àíäðîãåíà ñ ïîìîùüþ îðõèýêòîìèè èëè ëå÷åíè  ñ èñïîëüçîâàíèåì
GnRF (ãîíàäîïðîïèí-ðèëèçèíã-ôàêòîð) èëè ñ ïîìîùüþ àíòèàíäðîãåííîé òåðàïèè. Îäíàêî
ðàçâèâøååñ  çàáîëåâàíèå ïðàêòè÷åñêè âñåãäà ñòàíîâèòñ  óñòîé÷èâûì ê äåéñòâèþ
ãîðìîíîâ, è îíî íå ïîääàåòñ  ëå÷åíèþ. Êðîìå òîãî, èçâåñòíû ñåðüåçíûå ïîáî÷íûå
âîçäåéñòâè , ñâ çàííûå êàê ñ ðàäèêàëüíîé ïðîñòàòýêòîìèåé, òàê è ñ ëå÷åíèåì,
îñíîâàííûì íà óäàëåíèè èç îðãàíèçìà àíäðîãåíà. Îíè âêëþ÷àþò âûñîêèé ðèñê
âîçíèêíîâåíè  èíêîíòèíåíöèè è èìïîòåíöèè, ñâ çàííûõ ñ ðàäèêàëüíîé ïðîñòàòýêòîìèåé, è
ïåðåëîìû êîñòåé è îñòåîïîðîç, ñâ çàííûå ñ ëå÷åíèåì, îñíîâàííûì íà óäàëåíèè èç
îðãàíèçìà àíäðîãåíà.

Òàêèì îáðàçîì, ñóùåñòâóåò áîëüøà  ïîòðåáíîñòü â ðàçâèòèè íîâûõ òåðàïåâòè÷åñêèõ
ïîäõîäîâ ê ëå÷åíèþ ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû êàê íà ðàííèõ, òàê è íà ïîçäíèõ ñòàäè õ
ðàçâèòè . Òàêæå ñóùåñòâóåò íåîáõîäèìîñòü â ðàçðàáîòêå íîâûõ äèàãíîñòè÷åñêèõ àãåíòîâ,
â ÷àñòíîñòè àãåíòîâ, ïîçâîë þùèõ ðàçëè÷àòü ñòàäèè áîëåçíè, ïîñêîëüêó ýòî â
çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè îïðåäåë åò âûáîð ëå÷åíè . Íàïðèìåð, åñëè áîëåçíü
ðàñïðîñòðàí åòñ  çà ïðåäåëû ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû è ìåòàñòàçèðóåò â ëèìôàòè÷åñêèå
óçëû, òî ðàäèêàëüíà  ïðîñòàòýêòîìè  íå ïîêàçàíà, ïîñêîëüêó îíà íå îêàçûâàåò
âîçäåéñòâè  íà ðàçâèòèå áîëåçíè, íî ìîæåò ïðèâåñòè ê ñåðüåçíûì íåæåëàòåëüíûì
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ïîáî÷íûì äåéñòâè ì. Àãåíò, ñ ïîìîùüþ êîòîðîãî ìîæíî îáíàðóæèòü ìåòàñòàçû in vivo,
èìååò î÷åíü âàæíîå çíà÷åíèå.

Ïðè ðàêå ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû âû âëåíû èçìåíåíè  ýêñïðåññèè ñïåöèôè÷åñêèõ
ïðîòåèíîâ, âêëþ÷à  àíîìàëüíóþ ýêñïðåññèþ ð53 íà ïîñëåäíåé ñòàäèè ðàêà
ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû, ïîíèæåííûå óðîâíè ðåöåïòîðîâ TGF-β, ïîíèæåííûå óðîâíè Å-
êàäõåðèíà, Ñ-Cam (ìîëåêóëà êëåòî÷íîé àäãåçèè) è íåêîòîðûõ èíòåãðèíîâ. Ýêñïðåññè 
îíêîãåíà bcl-2 ðåçêî ïîâûøàåòñ  íà ïîñëåäíåé ñòàäèè ðàçâèòè  íå çàâèñ ùèõ îò
àíäðîãåíà îïóõîëåé, è ïðîãíîç äë  ïàöèåíòîâ, ó êîòîðûõ ýêñïðåññèðóþòñ  ïîâûøåííûå
óðîâíè bcl-2,  âë åòñ  âåñüìà ïëîõèì. Â òî âðåì  êàê óêàçàííûå âûøå èçìåíåíè 
ýêñïðåññèè ãåíîâ õîðîøî îïèñàíû âî ìíîãèõ ïóáëèêàöè õ, íå áûëè âû âëåíû íèêàêèå
èçìåíåíè  ýêñïðåññèè,  âë þùèåñ  ïðè÷èíîé çàáîëåâàíè . Îòñþäà ñëåäóåò âàæíîñòü
èäåíòèôèêàöèè íîâûõ ïðîòåèíîâ, ýêñïðåññè  êîòîðûõ ñâ çàíà ñ ïðèñóòñòâèåì èëè
ðàçâèòèåì îïóõîëåé ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû, êîòîðûå ìîãóò ñëóæèòü â êà÷åñòâå
ìîëåêóë ðíûõ ìèøåíåé äë  äèàãíîñòèêè è òåðàïèè ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû.

Â íàñòî ùåì îïèñàíèè ïðåäñòàâëåí íîâûé ãîìîëîã ñóïåðñåìåéñòâà ïðîòåèíîâ
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Ýòîò ãîìîëîã, à èìåííî RG1, ýêñïðåññèðóåòñ  â òêàíè
ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû, è â îïóõîë õ ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ìîæåò íàáëþäàòüñ  åãî
ñâåðõýêñïðåññè .

Âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñëîæíóþ ñåòü êîëëàãåíà è ýëàñòèíà,
ïîãðóæåííóþ â â çêîóïðóãóþ îñíîâó, ñîñòî ùóþ èç ïðîòåîãëèêàíîâ è ãëèêîïðîòåèíîâ.
Ìàòðèêñ ïðåäñòàâë åò ñîáîé òðåõìåðíûé ïîääåðæèâàþùèé êàðêàñ, êîòîðûé ðàçäåë åò
òêàíåâûå êîìïàðòìåíòû, îïîñðåäóåò ñîåäèíåíèå êëåòîê è îïðåäåë åò àðõèòåêòóðó òêàíè
(Bissel è äð., J. Theor. Biol., 99: 31-68, 1982; Carlson è äð., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 78: 2403-2406, 1981). Ìàòðèêñ äåéñòâóåò ïîäîáíî ìàêðîìîëåêóë ðíîìó ôèëüòðó
(Hay E.D., Cell Biology of Extracellular Matrix, New York, Plenum Press, 1982), à
òàêæå âëè åò íà äèôôåðåíöèðîâêó, ìèòîãåíåç è ìîðôîãåíåç êëåòîê (Gospodarowiczs D.,
Cancer Res., 38: 4155-4171, 1978). Áèîõèìè÷åñêèå âçàèìîäåéñòâè  ìåæäó íîðìàëüíûìè
êëåòêàìè è ìàòðèêñîì ïðè íåîïëàçèè ìîãóò èçìåí òüñ  è ýòî ìîæåò âëè òü íà
ïðîëèôåðàöèþ îïóõîëè. Îïóõîëåâûå êëåòêè ìîãóò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ìàòðèêñîì
ðàçëè÷íûìè ïóò ìè. Âî-ïåðâûõ, îïóõîëåâûå êëåòêè ìîãóò ïðèêðåïë òüñ  ê ìàòðèêñó
ïîñðåäñòâîì ñïåöèôè÷íûõ äë  ïëàçìåííîé ìåìáðàíû ðåöåïòîðîâ (Terranova è äð., Cancer
Res., 42: 2265-2269, 1982). Âî-âòîðûõ, êàñêàäîì ôåðìåíòîâ, êîòîðûå ïðèñóùè îïóõîëåâîé
êëåòêå è õîç èíó, îïîñðåäóåòñ  ðàçëîæåíèå ìàòðèêñà (Eisen è äð., Bioch. Biophys.
Acta, 151: 637-645, 1968). Â-òðåòüèõ, â äèôôåðåíöèðîâàííûõ îáëàñò õ îïóõîëåé
îïóõîëåâûå êëåòêè ìîãóò ñèíòåçèðîâàòü è íàêàïëèâàòü ìàòðèêñ èëè èíäóöèðîâàòü ó êëåòîê-
õîç åâ ñïîñîáíîñòü íàêàïëèâàòü èçáûòî÷íûé ìàòðèêñ (Brownstein è äð., Cancer, 40: 2979-
2986, 1977).

RG1 èìååò ãîìîëîãèþ ñ ñóïåðñåìåéñòâîì ïðîòåèíîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà,
êîäèðóåìûìè ãåíàìè Mindin/F-spondin (Ìèíäèí/F-ñïîíäèí). Îáùèì äë  ñåìåéñòâà ãåíîâ
 âë åòñ  íàëè÷èå äâóõ êîíñåðâàòèâíûõ äîìåíîâ ñïîíäèíà, ò.å. FS1 è FS2, âáëèçè N-êîíöà
è ïî ìåíüøåé ìåðå îäíîãî ïîâòîðà òðîìáîñïîíäèíà òèïà 1 (TSR1) íà Ñ-êîíöå (Shimeld
S.M., Mol. Biol. Evol., 15(9): 1218-1223, 1998). TSR-ìîòèâ âïåðâûå áûë îáíàðóæåí â
ïðîòåèíàõ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ïîçâîíî÷íûõ (Bornstein P., J. Cell Biol., 130: 503-
506, 1995), à çàòåì áûë âû âëåí â íåêîòîðûõ äðóãèõ ïðîòåèíàõ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà.
Ñóùåñòâóåò ð ä äîêàçàòåëüñòâ òîãî, ÷òî TSR îïîñðåäóþò êëåòî÷íóþ àäãåçèþ è èãðàþò
ðåøàþùóþ ðîëü â ãåíåçå îïóõîëåé. Íàïðèìåð, áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñîäåðæàùèå TSR
ïðîòåîëèòè÷åñêèå ôðàãìåíòû òðîìáîñïîíäèíà è ñèíòåòè÷åñêèå ïåïòèäû, èìåþùèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîîòâåòñòâóþùèå îáëàñòè TSR òðîìáîñïîíäèíà, óñèëèâàþò àäãåçèþ
è ìåòàñòàçèðîâàíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê (Prater è äð., J. Cell Biol., 112: 1031-1040,
1991; Tuszynski è Nicosia, BioEssays, 18: 71-76, 1996), îáëàäàþò àíòèàíãèîãåííîé
àêòèâíîñòüþ (Tolsma è äð., J. Cell Biol., 122: 497-511, 1993) è èíãèáèðóþò àãðåãàöèþ
òðîìáîöèòîâ è ìåòàñòàçèðîâàíèå ìåëàíîì (Tuszynski è äð., J. Cell Biol., 116: 209-217, 1992).

Ê íàñòî ùåìó âðåìåíè îáíàðóæåíû ïðåäñòàâèòåëè ýòîãî ñóïåðñåìåéñòâà, âêëþ÷àþùèå
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ãåí Caenorthabditis elegans, îäèí ãåí Drosophila è ìíîæåñòâî ãåíîâ ïîçâîíî÷íûõ. Ó Ñ.
elegans ãåí F.10E7.4 êîäèðóåò 5 TSR ïîìèìî FS1- è FS2-äîìåíîâ (Higashijima è äð.,
Dev. Biol., 192: 211-227, 1997). Ó Drosophila ïðåäñòàâèòåëü ñåìåéñòâà, îáîçíà÷åííûé
êàê Ì-ñïîíäèí (mspo), ñîäåðæèò FS1- è FS2-äîìåíû è îäèí TSR (Umemiya è äð., Dev.
Biol., 186: 165-176, 1997). Ãåí Ì-ñïîíäèíà êîäèðóåò ñåêðåòèðóåìûé ïðîòåèí,
ëîêàëèçîâàííûé â ìåñòàõ ïðèêðåïëåíè  ìûøö, è, âåðî òíî, âûïîëí åò ôóíêöèþ ïðîòåèíà
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, êîòîðûé ïîääåðæèâàåò ñîåäèíåíèå ìûøöà-àïîäåìà.
Ïðåäñòàâèòåëè ñåìåéñòâà, îáíàðóæåííûå ó ïîçâîíî÷íûõ, âêëþ÷àþò ãåíû, âûäåëåííûå èç
ïîëîñàòîé ïåðöèíû (Ìèíäèí1 è Ìèíäèí2, F-ñïîíäèí1 è F-ñïîíäèí2), êðûñèíûé F-ñïîíäèí,
F-ñïîíäèí Xenopus è êðûñèíûé Ìèíäèí. Ìèíäèí1 è Ìèíäèí 2 âåñüìà ïîõîæè è èìåþò
ãåííóþ ñòðóêòóðó, àíàëîãè÷íóþ ãåíó Ì-ñïîíäèíà Drosophila. Ãåíû Ìèíäèí1 è Ìèíäèí2 îáà
êîäèðóþò îäèí TSR ïîìèìî FS1- è FS2-äîìåíîâ (Higashijima è äð., Dev. Biol., 192: 211-
227, 1997). Âñå ãåíû, òàêèå êàê F-ñïîíäèí 1 è Ð-ñïîíäèí2 ïîëîñàòîé ïåðöèíû, êðûñèíûé
F-ñïîíäèí (Klar è äð., Cell, 69: 95-110, 1992) è F-ñïîíäèí Xenopus (Altaba è äð.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 8268-8272, 1992), èìåþò ñõîäíóþ ñòðóêòóðó, êîäèðóþò 6
êîïèé TSR ïîìèìî FS1- è FS2-äîìåíîâ. Ó ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ ñóïåðñåìåéñòâî
Ìèíäèí/F-ñïîíäèí ìîæíî ðàçäåëèòü íà 2 ãðóïïû: ãåíû, îáëàäàþùèå çíà÷èòåëüíûì
ñõîäñòâîì ñ èñõîäíûìè êðûñèíûìè ãåíàìè F-ñïîíäèíà è Ìèíäèíà, è ãåíû, îáëàäàþùèå
çíà÷èòåëüíûì ñõîäñòâîì ñ ãåíîì Ì-ñïîíäííà Drosophila. Ó ïîçâîíî÷íûõ êàê ãåíû Ìèíäèíà,
òàê è ãåíû F-ñïîíäèíà, êîäèðóþò ïðîòåèíû, êîòîðûå ãëàâíûì îáðàçîì ýêñïðåññèðóþòñ 
âåíòðàëüíîé ïëàñòèíêîé íåðâíîé òðóáêè â ïðîöåññå ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòè .

Â íàñòî ùåå âðåì  îäèí ãåí, ðîäñòâåííûé ãåíó F-ñïîíäèíà, ò.å. AmphiF-ñïîíäèí, áûë
âûäåëåí èç ëàíöåòíèêà Amphioxus (Shimeld S.M., Mol. Biol. Evol., 15(9): 1218-1223,
1998). Íà îñíîâå ìîëåêóë ðíûõ ôèëîãåíåòè÷åñêèõ äàííûõ óñòàíîâëåíî, ÷òî AmphiF-
ñïîíäèí  âë åòñ  áëèçêèì àíàëîãîì îïðåäåëåííîé ïîäãðóïïû ãåíîâ òèïà F-ñïîíäèíà
ïîçâîíî÷íûõ, êîòîðûå êîäèðóþò øåñòü TSR. AmphiF-ñïîíäèí êîäèðóåò òðè TSR è äâà
ïîâòîðà ôèáðîíåêòèíà òèïà III, îäèí èç êîòîðûõ â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè èäåíòè÷åí
ïîâòîðó ôèáðîíåêòèíà òèïà III èç Deleted in Colorectal Cancer (DCC). Ýêñïðåññè 
ïðîòåèíà îáíàðóæåíà â áîëüøåé ÷àñòè öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû è íå îãðàíè÷åíà
ñðåäíåé ëèíèåé, êàê ýòî èçâåñòíî äë  ïðîòåèíîâ Ìèíäèíà è F-ñïîíäèíà ïîçâîíî÷íûõ.

Ýòè äàííûå ïîçâîë þò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðîòåèíû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, òàêèå êàê
íîâûé ïðîòåèí RG1, êîòîðûé  âë åòñ  ãîìîëîãîì ñóïåðñåìåéñòâà Ìèíäèíà/F-ñïîíäèíà,
ìîãóò îêàçàòüñ  ïåðñïåêòèâíûìè àãåíòàìè äë  äèàãíîñòèêè ðàêà è òåðàïåâòè÷åñêîãî
âìåøàòåëüñòâà.

Êðàòêîå èçëîæåíèå ñóùíîñòè èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê óíèêàëüíîé ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,

êîòîðà  êîäèðóåò íîâûé ïðîòåèí, îáîçíà÷åííûé êàê RG1. Ïîëèïåïòèäû RG1 îáëàäàþò
ãîìîëîãèåé ñ êðûñèíûì ïðîòåèíîì âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ìèíäèíîì. Îí ñîäåðæèò
ãèäðîôîáíóþ ñèãíàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íà N-êîíöå, äâà äîìåíà ñïîíäèíà (FS1- è
FS2) è ïîâòîð òðîìáîñïîíäèíà òèïà 1 íà Ñ-êîíöå. RG1 íà 89,7% àíàëîãè÷åí êðûñèíîìó
ìèíäèíó. Ïîëèíóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îáîçíà÷åííà  â íàñòî ùåì îïèñàíèè êàê
rg1 è ïðåäñòàâëåííà  íà ôèã.1 (SEQ ID NO:1), êîäèðóåò àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü RG1, êîòîðà  ïðèâåäåíà íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2).

Òàêèì îáðàçîì, îáúåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë þòñ  ïîëèïåïòèäû, êîòîðûå
ñðåäè ïðî÷åãî èäåíòèôèöèðîâàíû â êà÷åñòâå íîâûõ ïðîòåèíîâ, èìåþùèõ ãîìîëîãèþ ñ
ñåìåéñòâîì ïðîòåèíîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà òèïà ìèíäèí, ÷òî ïîäòâåðæäåíî
ñðàâíèòåëüíûì àíàëèçîì àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðèâåäåííîé íà ôèã.2
(SEQ ID NO:2), è èçâåñòíûõ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äðóãèõ ïðîòåèíîâ
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà.

Åùå îäíèì îáúåêòîì èçîáðåòåíè   âë þòñ  ïîëèíóêëåîòèäû, êîòîðûå êîäèðóþò òàêèå
ïîëèïåïòèäû, â ÷àñòíîñòè, ïîëèíóêëåîòèäû, êîòîðûå êîäèðóþò ïîëèïåïòèä, îáîçíà÷åííûé
â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  êàê RG1.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì îáúåêòîì èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííûì
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ïîëèíóêëåîòèäàì, êîòîðûå êîäèðóþò RG1, âêëþ÷à  ìÐÍÊ, êÄÍÊ, à òàêæå â äîïîëíèòåëüíûõ
âàðèàíòàõ ýòîãî îáúåêòà ê èõ âàðèàíòàì, àíàëîãàì èëè ïðîèçâîäíûì, âêëþ÷à  èõ
ôðàãìåíòû, âêëþ÷à  ôðàãìåíòû âàðèàíòîâ, àíàëîãîâ è ïðîèçâîäíûõ, êîòîðûå îáëàäàþò
öåííûìè áèîëîãè÷åñêèìè, äèàãíîñòè÷åñêèìè, êëèíè÷åñêèìè èëè òåðàïåâòè÷åñêèìè
ñâîéñòâàìè.

Îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûìè âàðèàíòàìè ýòîãî îáúåêòà  âë þòñ  âñòðå÷àþùèåñ  â
åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ àëëåëüíûå âàðèàíòû ïîëèíóêëåîòèäîâ, êîòîðûå êîäèðóþò
âàðèàíòû ïîëèïåïòèäà, îáîçíà÷åííîãî â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  êàê RG1.

Òàêèì îáðàçîì, îáúåêòîì èçîáðåòåíè   âë þòñ  íîâûå ÷åëîâå÷åñêèå ïîëèïåïòèäû,
îáîçíà÷åííûå â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  êàê RG1, à òàêæå èõ âàðèàíòû è
ïðîèçâîäíûå, âêëþ÷à  âàðèàíòû è ïðîèçâîäíûå ôðàãìåíòîâ, è èõ àíàëîãè, ïðèãîäíûå ñ
áèîëîãè÷åñêîé, äèàãíîñòè÷åñêîé èëè òåðàïåâòè÷åñêîé òî÷åê çðåíè .

Îäíèì èç íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòîâ ýòîãî îáúåêòà èçîáðåòåíè   âë þòñ 
âàðèàíòû RG1, êîäèðóåìûå âñòðå÷àþùèìèñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ àëëåëüíûìè
âàðèàíòàìè ïîëèíóêëåîòèäà rg1.

È åùå îäíèì îáúåêòîì èçîáðåòåíè   âë åòñ  ñïîñîá ïîëó÷åíè  âûøåóêàçàííûõ
ïîëèïåïòèäîâ, ôðàãìåíòîâ ïîëèïåïòèäîâ, âàðèàíòîâ è ïðîèçâîäíûõ, ôðàãìåíòîâ
âàðèàíòîâ è ïðîèçâîäíûõ è èõ àíàëîãîâ. Ñîãëàñíî ïðåäïî÷òèòåëüíîìó âàðèàíòó ýòîãî
îáúåêòà èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì ïîëó÷åíè  âûøåóêàçàííûõ ïåïòèäîâ RG1,
êîòîðûé ïðåäóñìàòðèâàåò êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê-õîç åâ, îáëàäàþùèõ ñïîñîáíîñòüþ
ýêñïðåññèðîâàòü âêëþ÷åííûé â íèõ êîäèðóþùèé RG1 ïîëèíóêëåîòèä ýêçîãåííîãî
ïðîèñõîæäåíè  â óñëîâè õ, ïðåäíàçíà÷åííûõ äë  ýêñïðåññèè ÷åëîâå÷åñêîãî RG1 â
õîç èíå, è çàòåì âûäåëåíèå ýêñïðåññèðîâàííîãî ïîëèïåïòèäà.

Ñëåäóþùèì îáúåêòîì èçîáðåòåíè   âë þòñ  ïðîäóêòû, êîìïîçèöèè, ïðîöåññû è
ìåòîäû, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ âûøåóêàçàííûå ïîëèïåïòèäû è ïîëèíóêëåîòèäû ïðèìåí þò
ñðåäè ïðî÷åãî äë  èññëåäîâàòåëüñêèõ, áèîëîãè÷åñêèõ, êëèíè÷åñêèõ è òåðàïåâòè÷åñêèõ
öåëåé.

Îïðåäåëåííûìè ïðåäïî÷òèòåëüíûìè âàðèàíòàìè ýòîãî îáúåêòà èçîáðåòåíè   âë þòñ 
ïðîäóêòû, êîìïîçèöèè, ïðîöåññû è ìåòîäû, ïðåäíàçíà÷åííûå ñðåäè ïðî÷åãî äë  îöåíêè
ýêñïðåññèè RG1 â êëåòêàõ ïóòåì îáíàðóæåíè  ïîëèïåïòèäîâ RG1 èëè êîäèðóþùåé RG1
ìÐÍÊ; è îöåíêè ãåíåòè÷åñêèõ âàðèàöèé è àíîìàëèé, òàêèõ êàê äåôåêòû, â ãåíàõ rg1.

Îïðåäåëåííûìè ïðåäïî÷òèòåëüíûìè âàðèàíòàìè ýòîãî è äðóãèõ îáúåêòîâ  âë þòñ 
çîíäû, êîòîðûå ãèáðèäèçóþòñ  ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè rg1.

È åùå îäíèì îáúåêòîì èçîáðåòåíè   âë þòñ  àíòèòåëà, îáëàäàþùèå âûñîêîé
ñåëåêòèâíîñòüþ â îòíîøåíèè ïîëèïåïòèäîâ RG1 èëè èõ ôðàãìåíòîâ è êîòîðûå ìîæíî
ïðèìåí òü â ìåòîäå äèàãíîñòèêè è/èëè îáíàðóæåíè  ýêñïðåññèè RG1, êîòîðà  ìîæåò áûòü
ñâ çàíà ñ ðàêîì ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû. Ñîãëàñíî îïðåäåëåííûì ïðåäïî÷òèòåëüíûì
âàðèàíòàì ýòîãî îáúåêòà èçîáðåòåíè  àíòèòåëà ìåò ò òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ïîëó÷èòü
ñèãíàë, êîòîðûé ìîæíî îáíàðóæèòü. Îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  àíòèòåëà,
ìå÷åííûå ñ ïîìîùüþ ðàäèîàêòèâíîãî èçîòîïà, ôåðìåíòà, õðîìîôîðà èëè
ôëóîðåñöèðóþùåãî àãåíòà.

È åùå îäíèì îáúåêòîì èçîáðåòåíè   âë þòñ  àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ
òåðàïåâòè÷åñêèì àãåíòîì, ñ öåëüþ ââåäåíè  â êëåòêè in vitro, â êëåòêè ex vivo è â
êëåòêè in vivo èëè â ìíîãîêëåòî÷íûé îðãàíèçì. Â ýòîì ïëàíå îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûìè
 âë þòñ  òåðàïåâòè÷åñêèå àãåíòû, îáëàäàþùèå öèòîòîêñè÷åñêèì äåéñòâèåì. Ñîãëàñíî
îïðåäåëåííûì ïðåäïî÷òèòåëüíûì âàðèàíòàì òàêèå êîíúþãèðîâàííûå àíòèòåëà ââîä ò
áîëüíûì ëþä ì äë  ëå÷åíè  áîëåçíåííîãî ñîñòî íè , äë  êîòîðîãî õàðàêòåðíû àêòèâíîñòü
èëè ýêñïðåññè  RG1, òàêîãî êàê ðàê ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû.

È åùå îäíèì îáúåêòîì èçîáðåòåíè   âë þòñ  ïåïòèäû è àíòèèäèîòèïè÷åñêèå àíòèòåëà,
êîòîðûå ìîæíî ïðèìåí òü äë  ñòèìóëèðîâàíè  èììóííîãî îòâåòà.

Ñëåäóþùèì îáúåêòîì èçîáðåòåíè   âë þòñ  ðèáîçèìû è ïîëèíóêëåîòèäû,
êîìïëåìåíòàðíûå ïîëèíóêëåîòèäàì rg1 (ò.å. àíòèñìûñëîâûå ïîëèíóêëåîòèäû),
ïðåäíàçíà÷åííûå äë  ââåäåíè  â êëåòêè in vitro, â êëåòêè åõ vivo è â êëåòêè in vivo
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èëè â ìíîãîêëåòî÷íûé îðãàíèçì. Â ýòîì ïëàíå îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûì  âë åòñ 
ââåäåíèå áîëüíûì ëþä ì àíòèñìûñëîâûõ ìîëåêóë ñ öåëüþ ëå÷åíè  áîëåçíåííîãî
ñîñòî íè , òàêîãî êàê ðàê ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû èëè äîáðîêà÷åñòâåííà  ãèïåðïëàçè 
ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû, êîòîðîå îáëåã÷àåòñ  ïðè ñíèæåíèè óðîâí  àêòèâíîñòè RG1.

Äðóãèå îáúåêòû, îñîáåííîñòè, ïðåèìóùåñòâà è àñïåêòû íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñòàíóò
î÷åâèäíûìè ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè èç ïðèâåäåííîãî íèæå îïèñàíè . Îäíàêî
ñëåäóåò ïîíèìàòü, ÷òî ïðèâåäåííîå íèæå îïèñàíèå è êîíêðåòíûå ïðèìåðû, â êîòîðûõ
ïðåäñòàâëåíû ïðåäïî÷òèòåëüíûå âàðèàíòû îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , äàíû òîëüêî ñ
öåëüþ èëëþñòðàöèè. Áåç îãðàíè÷åíè  ñóùíîñòè è îáúåìà èçîáðåòåíè  ìîãóò áûòü âíåñåíû
ðàçëè÷íûå èçìåíåíè  è ìîäèôèêàöèè, êîòîðûå ñòàíóò î÷åâèäíû ñïåöèàëèñòàì â äàííîé
îáëàñòè ïîñëå îçíàêîìëåíè  ñ ïðèâåäåííûì íèæå îïèñàíèåì è äðóãèìè ðàçäåëàìè
èçîáðåòåíè .

Êðàòêîå îïèñàíèå ÷åðòåæåé
Ôèã.1: Ïîëèíóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü rg1 (SEQ ID NO:1), êîòîðà  êîäèðóåò

áèîëîãè÷åñêè èëè èììóíîëîãè÷åñêè àêòèâíóþ ôîðìó RG1.
Ôèã.2: Âûâåäåííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü RG1 (SEQ ID NO:2) ñ äîìåíàìè

F-ñïîíäèíà (ïîä÷åðêíóòû ïðîñòîé ëèíèåé) è äîìåíîì òðîìáîñïîíäèíà (ïîä÷åðêíóò äâîéíîé
ëèíèåé).

Ôèã.3: Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç àìèíîêèëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé RG1 è êðûñèíîãî
ìèíäèíà. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü RG1 ïðèâåäåíà ñâåðõó.

Ôèã.4: Ïîëèíóêëåîòèäíà  è âûâåäåííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè RG1.
Ôèã.5: Ýêñïðåññè  ìÐÍÊ rg1 â òêàí õ ÷åëîâåêà, îöåíåííà  ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ íà îñíîâå

Taqman-ìåòîäà. Èç òêàíåé ÷åëîâåêà, êàê îïóõîëåâûõ, òàê è çäîðîâûõ, âûäåë ëè ÐÍÊ
ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè. Ïðàéìåðû è çîíä äë  îáíàðóæåíè  ýêñïðåññèè ìÐÍÊ rg1
êîíñòðóèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Perkin Elmer's Primer Express è ñèíòåçèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ Synthetic Genetics. ìÐÍÊ rg1 áûëà îáíàðóæåíà â òêàí õ ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû
÷åëîâåêà. Ñóùåñòâåííî áîëåå íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ rg1 âû âëåí â äðóãèõ
òêàí õ, íàïðèìåð, ïå÷åíè.

Ôèã.6: Î÷èñòêà íàòèâíîãî ïðîòåèíà RG1, ñåêðåòèðóåìîãî êëåòêàìè ëèíèè LNCap. Äë 
îáíàðóæåíè  íàòèâíîãî ïðîòåèíà RG1, ñåêðåòèðóåìîãî êëåòêàìè ëèíèè LNCap,
îñóùåñòâë ëè àíàëèç ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîòòèíãà ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèñûâîðîòêè,
ïîëó÷åííîé ïóòåì èììóíèçàöèè ñèíòåòè÷åñêîé ïåïòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ RG1 (ÇÑ,
SEQ ID NO:10; ñì. ïðèìåð 4). Íà ÷åðòåæå ïðåäñòàâëåíû ôðàêöèè, ýëþèðîâàííûå ïðè
îñóùåñòâëåíèè õðîìàòîãðàôèè íà Q-ñåôàðîçå êîíöåíòðèðîâàííîé êîíäèöèîíèðîâàííîé
ñðåäû äë  êëåòîê ëèíèè LNCap: (L) - çàãðóçêà êîëîíêè, (F) - ðàçãîíêà â êîëîíêå, (1-
12) - ôðàêöèè, ýëþèðîâàííûå ñ ïîìîùüþ ñîëåâîãî ãðàäèåíòà. Ïðåäñêàçàííà 
ìîëåêóë ðíà  ìàññà RG1 ñîñòàâë åò ~36 êÄ, îäíàêî óñòàíîâëåíî, ÷òî äë  ïðîòåèíà RG1,
ýêñïðåññè  êîòîðîãî ïðîèñõîäèëà â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ, â ÂÍÊ (êëåòêè ïî÷êè äåòåíûøà
õîì êà) è â êëåòêàõ ëèíèè LNCap, âî âñåõ ñëó÷à õ ìèãðàöè  íà ÏÀÀÃ ñîîòâåòñòâîâàëà ~45
êÄà (L, ôðàêöèè 6-9).

Ôèã.7: Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ñ öåëüþ îáíàðóæåíè  ýêñïðåññèè RG1 â
òêàí õ ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ÷åëîâåêà. Òêàíü ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ïîëó÷àëè èç
îòäåëåíè  óðîëîãèè ìåäèöèíñêîé øêîëû Ñòýíôîðäñêîãî óíèâåðñèòåòà (Urology Department
at Stanford University School of Medicine). Îêðàøèâàíèå îñóùåñòâë ëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà
Vector ABC-AP (ÀÊ5002). Âèçóàëèçàöèþ îêðàøèâàíè  îñóùåñòâë ëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà
Vector Red substrate (SK-5100), à êîíòðàñòíîå îêðàøèâàíèå ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
ãåìàòîêñèëèíà. Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î âûðàæåííîì îêðàøèâàíèè
ïåðèëóìèíàëüíîé ìåìáðàíû â æåëåçèñòûõ îáðàçîâàíè õ.

Ïîäðîáíîå îïèñàíèå èçîáðåòåíè 
Îïðåäåëåíè 
Â îïèñàíèè, ïðèìåðàõ è ïðèëàãàåìîé ôîðìóëå èçîáðåòåíè , åñëè íå óêàçàíî èíîå,

ñëåäóþùèå ïîí òè  èìåþò óêàçàííûå íèæå çíà÷åíè :
Ïîí òèå "RG1" îáîçíà÷àåò ïîëèïåïòèä, èìåþùèé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
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ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2); åãî âàðèàíòû, àíàëîãè, ïðîèçâîäíûå è ôðàãìåíòû
è ôðàãìåíòû âàðèàíòîâ, àíàëîãîâ è ïðîèçâîäíûõ. Ïîí òè  "ôðàãìåíò", "ïðîèçâîäíîå" è
"àíàëîã" ïî îòíîøåíèþ ê ïîëèïåïòèäó, ïðåäñòàâëåííîìó íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2),
îáîçíà÷àþò ïîëèïåïòèä, êîòîðûé â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ñîõðàí åò áèîëîãè÷åñêóþ è/èëè
èììóíîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ïðèñóùóþ ïîëèïåïòèäó, ïðåäñòàâëåííîìó íà ôèã.2 (SEQ ID
NO:2).

Ïîí òèå "rg1" îáîçíà÷àåò ïîëèíóêëåîòèä, èìåþùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.1 (SEQ ID NO:1), è ïîëèíóêëåîòèäû, êîäèðóþùèå ïîëèïåïòèäû,
êîòîðûå èìåþò àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü RG1, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.2 (SEQ
ID NO:2); è ïîëèíóêëåîòèäû, êîäèðóþùèå âàðèàíòû, àíàëîãè, ïðîèçâîäíûå è ôðàãìåíòû
RG1 è ôðàãìåíòû âàðèàíòîâ, àíàëîãîâ è ïðîèçâîäíûõ. Ïîí òèå "rg1" òàêæå îáîçíà÷àåò
ïîëèíóêëåîòèäû, âêëþ÷àþùèå ÐÍÊ, à òàêæå ïîëèíóêëåîòèäû, êîìïëåìåíòàðíûå
ïîëèíóêëåîòèäàì, êîòîðûå êîäèðóþò ïîëèïåïòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ
íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2).

Ïîí òèå "ïîëèíóêëåîòèä(û)" â öåëîì îòíîñèòñ  ê ëþáîìó ïîëèðèáîíóêëåîòèäó èëè
ïîëèäåçîêñèðèáîíóêëåîòèäó, êîòîðûé ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé íåìîäèôèöèðîâàííóþ
ÐÍÊ èëè ÄÍÊ èëè ìîäèôèöèðîâàííóþ ÐÍÊ èëè ÄÍÊ. Òàê, íàïðèìåð, â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî
îïèñàíè  ïîí òèå ïîëèíóêëåîòèä îáîçíà÷àåò ñðåäè ïðî÷åãî îäíî- è äâóõöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ,
ÄÍÊ, ïðåäñòàâë þùóþ ñîáîé ñìåñü îäíî- è äâóõöåïî÷å÷íûõ ó÷àñòêîâ, îäíî- è
äâóõöåïî÷å÷íóþ ÐÍÊ è ÐÍÊ, êîòîðà  ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñìåñü îäíî- è äâóõöåïî÷å÷íûõ
ó÷àñòêîâ, ãèáðèäíûå ìîëåêóëû, âêëþ÷àþùèå ÄÍÊ è ÐÍÊ, êîòîðûå ìîãóò áûòü
îäíîöåïî÷å÷íûìè èëè áîëåå ÷àñòî äâóõöåïî÷å÷íûìè èëè ïðåäñòàâë þò ñîáîé ñìåñü îäíî-
è äâóõöåïî÷å÷íûõ ó÷àñòêîâ. Êðîìå òîãî, â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  ïîëèíóêëåîòèäû
îáîçíà÷àþò òðåõöåïî÷å÷íûå îáëàñòè, ñîäåðæàùèå ÐÍÊ èëè ÄÍÊ èëè è ÐÍÊ è ÄÍÊ. Â òàêèõ
îáëàñò õ öåïè ìîãóò ñîñòî òü èç îäíèõ è òåõ æå ìîëåêóë èëè èç ðàçëè÷íûõ ìîëåêóë.
Îáëàñòè ìîãóò âêëþ÷àòü âñå, ò.å. îäíó èëè íåñêîëüêî ìîëåêóë, îäíàêî îáû÷íî îáëàñòü
âêëþ÷àåò òîëüêî íåñêîëüêî ìîëåêóë. Îäíà èç ìîëåêóë òðåõñïèðàëüíîé îáëàñòè ÷àñòî
ïðåäñòàâë åò ñîáîé îëèãîíóêëåîòèä.

Â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  ïîí òèå "ïîëèíóêëåîòèä" âêëþ÷àåò ÄÍÊ èëè ÐÍÊ, êàê
îïèñàíî âûøå, êîòîðûå ñîäåðæàò îäíî èëè íåñêîëüêî ìîäèôèöèðîâàííûõ îñíîâàíèé. Òàê,
ïîä óêàçàííîå ïîí òèå "ïîëèíóêëåîòèäû" ïîäïàäàþò ÄÍÊ è ÐÍÊ, êàðêàñû êîòîðûõ
ìîäèôèöèðîâàíû ñ öåëüþ ïðèäàíè  ñòàáèëüíîñòè èëè ïî èíûì ïðè÷èíàì. Êðîìå òîãî, ïîä
ïîí òèå "ïîëèíóêëåîòèäû" ïîäïàäàþò ÄÍÊ è ÐÍÊ, êîòîðûå âêëþ÷àþò íåîáû÷íûå
îñíîâàíè , òàêèå êàê èíîçèí, èëè ìîäèôèöèðîâàííûå îñíîâàíè , òàêèå êàê ìå÷åííûå ñ
ïîìîùüþ òðèòè  îñíîâàíè , ïðè÷åì, äâà óêàçàííûõ ïðèìåðà íå îãðàíè÷èâàþò îáúåì
èçîáðåòåíè .

Ïîäðàçóìåâàåòñ , ÷òî â ÄÍÊ è ÐÍÊ ìîæíî ââîäèòü øèðîêîå ðàçíîîáðàçèå ìîäèôèêàöèé,
èçâåñòíûõ ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè, ñ öåëüþ ïðèäàíè  èì öåííûõ ñâîéñòâ. Â
êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  ïîä ïîí òèå "ïîëèíóêëåîòèä" ïîäïàäàþò òàêèå õèìè÷åñêè,
ôåðìåíòàòèâíî èëè ìåòàáîëè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûå ôîðìû ïîëèíóêëåîòèäîâ, à òàêæå
õèìè÷åñêèå ôîðìû ÄÍÊ è ÐÍÊ, õàðàêòåðíûå äë  âèðóñîâ è êëåòîê, âêëþ÷à  ñðåäè ïðî÷åãî
ïðîñòûå è ñëîæíûå êëåòêè.

Ïîí òèå "ïîëèïåïòèäû" â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  âêëþ÷àåò âñå îïèñàííûå íèæå
ïîëèïåïòèäû. Îñíîâíà  ñòðóêòóðà ïîëèïåòèäîâ õîðîøî èçâåñòíà â äàííîé îáëàñòè è
îïèñàíà â î÷åíü áîëüøîì êîëè÷åñòâå ó÷åáíèêîâ è äðóãèõ ïóáëèêàöèé. Â ýòîì êîíòåêñòå
èñïîëüçóåìîå â äàííîì îïèñàíèè ïîí òèå îòíîñèòñ  ê ëþáîìó ïåïòèäó èëè ïðîòåèíó,
êîòîðûå ñîäåðæàò 2 èëè áîëåå àìèíîêèñëîò, ñîåäèíåííûõ äðóã ñ äðóãîì â âèäå ëèíåéíîé
öåïè ñ ïîìîùüþ ïåïòèäíûõ ñâ çåé. Â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  ïîí òèå îòíîñèòñ 
êàê ê ïîëèïåïòèäàì ñ êîðîòêîé öåïüþ, êîòîðûå îáû÷íî â äàííîé îáëàñòè íàçûâàþò,
íàïðèìåð, ïåïòèäàìè, îëèãîïåïòèäàìè è îëèãîìåðàìè, òàê è ê ïîëèïåïòèäàì ñ áîëåå
äëèííîé öåïüþ, êîòîðûå, êàê ïðàâèëî, â äàííîé îáëàñòè íàçûâàþò ïðîòåèíàìè è êîòîðûå
âêëþ÷àþò ìíîãî òèïîâ.

Ïîäðàçóìåâàåòñ , ÷òî ïîëèïåïòèäû ÷àñòî âêëþ÷àþò àìèíîêèñëîòû, îòëè÷íûå îò 20
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àìèíîêèñëîò, îáû÷íî îáîçíà÷àåìûõ êàê 20 âñòðå÷àþùèõñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ
àìèíîêèñëîò, è ÷òî ìíîãèå àìèíîêèñëîòû â äàííîì ïîëèïåïòèäå, âêëþ÷à  êîíöåâûå
àìèíîêèñëîòû, ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü ëèáî ñ ïîìîùüþ åñòåñòâåííûõ ïðîöåññîâ, òàêèõ êàê
ãëèêîçèëèðîâàíèå è äðóãèå ïîñòòðàíñë öèîííûå ìîäèôèêàöèè, ëèáî ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ
õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè, õîðîøî èçâåñòíûõ â äàííîé îáëàñòè. Äàæå îáû÷íûå
ìîäèôèêàöèè, ïðîèñõîä ùèå â ïîëèïåïòèäàõ â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ,  âë þòñ  ñëèøêîì
ìíîãî÷èñëåííûìè, äë  òîãî ÷òîáû ïåðå÷èñëèòü èõ ïîëíîñòüþ â äàííîì îïèñàíèè, íî îíè
ïîäðîáíî îïèñàíû â îñíîâíûõ ó÷åáíèêàõ è â áîëåå ïîäðîáíûõ ìîíîãðàôè õ, òàêæå â
îáøèðíîé íàó÷íîé ëèòåðàòóðå è õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè. Ñðåäè
èçâåñòíûõ ìîäèôèêàöèé, êîòîðûå ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü â ïîëèïåïòèäàõ ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, ñ öåëüþ èëëþñòðàöèè ìîæíî óêàçàòü íåêîòîðûå, â òîì ÷èñëå
àöåòèëèðîâàíèå, àöèëèðîâàíèå, ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèå, àìèäèðîâàíèå, êîâàëåíòíîå
ïðèñîåäèíåíèå ôëàâèíà, êîâàëåíòíîå ïðèñîåäèíåíèå ôðàãìåíòà ãåìà, êîâàëåíòíîå
ïðèñîåäèíåíèå ïîëèíóêëåîòèäà èëè ïðîèçâîäíîãî ïîëèíóêëåîòèäà, êîâàëåíòíîå
ïðèñîåäèíåíèå ëèïèäà èëè ïðîèçâîäíîãî ëèïèäà, êîâàëåíòíîå ïðèñîåäèíåíèå
ôîñôîòèäèëèíîçèòîëà, ïîïåðå÷íîå ñâ çûâàíèå, öèêëèçàöèþ, îáðàçîâàíèå äèñóëüôèäíîãî
ìîñòèêà, äåìåòèëèðîâàíèå, îáðàçîâàíèå êîâàëåíòíûõ ïîïåðå÷íûõ ñâ çåé, îáðàçîâàíèå
öèñòèíà, îáðàçîâàíèå ïèðîãëóòàìàòà, ôîðìèëèðîâàíèå, ãàììà-êàðáîêñèëèðîâàíèå,
ãëèêèðîâàíèå, ãëèêîçèëèðîâàíèå, îáðàçîâàíèå GPI- êîð , ãèäðîêñèëèðîâàíèå,
éîäèíèðîâàíèå, ìåòèëèðîâàíèå, ìèðèñòîèëèðîâàíèå, îêèñëåíèå, ïðîòåîëåòè÷åñêèé
ïðîöåññèíã, ôîñôîðèëèðîâàíèå, ïðåíèëèðîâàíèå, ðàöåìèçàöèþ, ñåëåíîèëèðîâàíèå,
ñóëüôèðîâàíèå, îïîñðåäîâàííîå òðàíñïîðòíîé ÐÍÊ äîáàâëåíèå àìèíîêèñëîò ê ïðîòåèíàì,
òàêîå êàê àðãèíèëèðîâàíèå è óáèêèòèíèðîâàíèå.

Òàêèå ìîäèôèêàöèè õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè è ïîäðîáíî
îïèñàíû â íàó÷íîé ëèòåðàòóðå. Íåêîòîðûå íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûå ìîäèôèêàöèè,
òàêèå êàê ãëèêîçèëèðîâàíèå, ïðèñîåäèíåíèå ëèïèäîâ, ñóëüôèðîâàíèå, ãàììà-
êàðáîêñèëèðîâàíèå îñòàòêîâ ãëóòàìèíîâîé êèñëîòû, ãèäðîêñèëèðîâàíèå è ÀÒÔ-
ðèáîçèëèðîâàíèå, îïèñàíû, íàïðèìåð, â áîëüøîì êîëè÷åñòâå èçâåñòíûõ ó÷åáíèêîâ,
íàïðèìåð, ó I.E.Creighton, Proteins-Structure and Molecular Properties, 2-å èçä.,
W.H.Freeman and Company, New York, 1993. Ýòîìó ïðåäìåòó ïîñâ ùåíû ìíîãèå îáøèðíûå
îáçîðû, òàêèå, íàïðèìåð, êàê ïðåäñòàâëåííûå Wold F. â: Posttranslational Covalent
Modification of Proteins, ðåä. Â.Ñ.Johnson, Academic Press, New York, ñòð.1-12, 1983;
Seifter è äð., Meth. Enzymol. 182: 626-646, 1990 è Rattan è äð.. Protein Synthesis:
Posttranslational Modifications and Aging, Ann. N.Y. Acad. Sci. 663: 48-62, 1992.

Êàê ýòî õîðîøî èçâåñòíî è óêàçàíî âûøå, ïîäðàçóìåâàåòñ , ÷òî ïîëèïåïòèäû íå âñåãäà
 â þòñ  ïîëíîñòüþ ëèíåéíûìè. Íàïðèìåð, ïîëèïåïòèäû ìîãóò áûòü ðàçâåòâëåííûìè â
ðåçóëüòàòå óáèêèòèíèçàöèè, è îíè ìîãóò áûòü êîëüöåâûìè è èìåòü ðàçâåòâëåíè , êàê
ïðàâèëî â ðåçóëüòàòå ïîñòòðàíñë öèîííûõ ïðîöåññèíãîâ, âêëþ÷à  âñòðå÷àþùèåñ  â
åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ ñëó÷àè ïðîöåññèíãà è ñëó÷àè,  âë þùèåñ  ðåçóëüòàòîì
ìàíèïóë öèé ÷åëîâåêà, êîòîðûå íå ïðîèñõîä ò â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ, èëè íå èìåòü
ðàçâåòâëåíèé. Êîëüöåâûå, ðàçâåòâëåííûå è ðàçâåòâëåííûå êîëüöåâûå ïîëèïåïòèäû ìîãóò
áûòü ñèíòåçèðîâàíû ñ ïîìîùüþ íåòðàíñë öèîííûõ âñòðå÷àþùèõñ  â åñòåñòâåíûõ
óñëîâè õ ïðîöåññîâ, à òàêæå òîëüêî ïóòåì ñèíòåçà.

Ìîäèôèêàöèè ìîãóò çàòðàãèâàòü ëþáûå îáëàñòè ïîëèïåïòèäà, âêëþ÷à  êàðêàñ ïåïòèäà,
àìèíîêèñëîòíûå áîêîâûå öåïè è N- èëè Ñ-êîíöû. Êàê ïðàâèëî áëîêàäà â ïîëèïåïòèäå
àìèíî- èëè êàðáîêñèëüíîé ãðóïïû èëè îáåèõ ýòèõ ãðóïï ïóòåì êîâàëåíòíûõ ìîäèôèêàöèé
 âë åòñ  îáû÷íîé äë  âñòðå÷àþùèõñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ è ñèíòåòè÷åñêèõ
ïîëèïåïòèäîâ, è òàêèå ìîäèôèêàöèè ìîãóò òàêæå ïðèñóòñòâîâàòü â ïîëèïåïòèäàõ ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ. Íàïðèìåð, àìèíîêîíöåâîé îñòàòîê ïîëèïåïòèäîâ, ïîëó÷åííûõ â
Å.coli, äî ïðîòåîëèòè÷åñêîãî ïðîöåññèíãà ïî÷òè âñåãäà ïðåäñòàâë åò ñîáîé N-
ôîðìèëìåòèîíèí.

Ìîäèôèêàöèè, êîòîðûå ìîãóò èìåòü ìåñòî â ïîëèïåïòèäå, ÷àñòî çàâèñ ò îò òîãî, êàêèì
îáðàçîì îí ïîëó÷åí. Äë  ïîëèïåïòèäîâ, ïîëó÷åííûõ, íàïðèìåð, â ðåçóëüòàòå ýêñïðåññèè
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êëîíèðîâàííîãî ãåíà â õîç èíå, ïðèðîäà è ñòåïåíü ìîäèôèêàöèé â áîëüøîé ÷àñòè
îïðåäåë þòñ  ñïîñîáíîñòüþ êëåòêè-õîç èíà ê ïîñòòðàíë öèîííîé ìîäèôèêàöèè è
íàëè÷èåì ñèãíàëîâ ìîäèôèêàöèè â àìèíîêèñëîòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëèïåïòèäà.
Íàïðèìåð, êàê õîðîøî èçâåñòíî, ãëèêîçèëèðîâàíèå ÷àñòî íå èìååò ìåñòî â áàêòåðè õ-
õîç åâàõ, òàêèõ êàê Å.coli. Òàêèì îáðàçîì, êîãäà òðåáóåòñ  ãëèêîçèëèðîâàíèå,
ïîëèïåïòèä íåîáõîäèìî ýêñïðåññèðîâàòü â õîç èíå, äë  êîòîðîãî õàðàêòåðíî
ãëèêîçèëèðîâàíèå, êàê ïðàâèëî, â ýóêàðèîòè÷åñêîé  êëåòêå. Â  êëåòêàõ íàñåêîìûõ ÷àñòî
ïðîèñõîä ò òàêèå æå ïîñòòðàíë öèîííûå ïðîöåññû ãëèêîçèëèðîâàíè , ÷òî è â êëåòêàõ
ìëåêîïèòàþùèõ, è ïî ýòîé ïðè÷èíå áûëè ðàçðàáîòàíû ñèñòåìû ýêñïðåññèè, íà îñíîâå
êëåòîê íàñåêîìûõ, êîòîðûå ïðèìåí ëè äë  ýôôåêòèâíîé ýêñïðåññèè ïðîòåèíîâ
ìëåêîïèòàþùèõ, èìåþùèõ ñðåäè ïðî÷åãî åñòåñòâåííûå ñõåìû ãëèêîçèëèðîâàíè .
Àíàëîãè÷íûå ñîîáðàæåíè  ïðèìåíèìû ê äðóãèì ìîäèôèêàöè ì.

Ïîäðàçóìåâàåòñ , ÷òî îäèí è òîò æå òèï ìîäèôèêàöèè ìîæåò ïðèñóòñòâîâàòü â òàêîé æå
èëè â äðóãîé ñòåïåíè â íåñêîëüêèõ îáëàñò õ äàííîãî ïîëèïåïòèäà. Êðîìå òîãî, äàííûé
ïîëèïåïòèä ìîæåò âêëþ÷àòü ìíîãî òèïîâ ìîäèôèêàöèé.

Â öåëîì, â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  ïîí òèå ïîëèïåïèòèä âêëþ÷àåò âñå òàêèå
ìîäèôèêàöèè, â ÷àñòíîñòè ìîäèôèêàöèè, êîòîðûå ïðèñóòñòâóþò â ïîëèïåïòèäàõ,
ñèíòåçèðîâàííûõ ïóòåì ýêñïðåññèè ïîëèíóêëåîòèäà â êëåòêå-õîç èíå.

Ïîí òèå "ïîëèíóêëåîòèä, êîäèðóþùèé ïîëèïåïòèä" â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè 
âêëþ÷àåò ïîëèíóêëåîòèäû, êîòîðûå ñîäåðæàò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ
ïîëèïåïòèä ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, â ÷àñòíîñòè ïîëèïåïòèä RG1, èìåþùèé
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðèâåäåííóþ íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2). Ïîí òèå
âêëþ÷àåò ïîëèíóêëåîòèäû, êîòîðûå ñîäåðæàò îäíó íåïðåðûâíóþ îáëàñòü èëè ïðåðûâèñòûå
îáëàñòè, êîäèðóþùèå ïîëèïåïòèä (íàïðèìåð, ïðåðâàííûå èíòðîíàìè), â ñî÷åòàíèè ñ
äðóãèìè îáëàñò ìè.

Ïîí òèå "áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûé" îòíîñèòñ  ê ñòðóêòóðíûì, ðåãóë òîðíûì èëè
áèîõèìè÷åñêèì ôóíêöè ì âñòðå÷àþùåãîñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ ïîëèïåïòèäà RG1.

Ïîí òèå "èììóííîëîãè÷åñêà  àêòèâíîñòü" îáîçíà÷àåò ñïîñîáíîñòü âñòðå÷àþùåãîñ  â
åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ ðåêîìáèíàíòíîãî èëè ñèíòåòè÷åñêîãî RG1 èëè ëþáîãî åãî
ôðàãìåíòà âûçûâàòü ñïåöèôè÷åñêèé èììóííûé îòâåò ó ñîîòâåòñòâóþùèõ æèâîòíûõ èëè â
êëåòêàõ è ñâ çûâàòüñ  ñî ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè.

Ïîí òèå "îëèãîíóêëåîòèä(û)" îòíîñèòñ  ê îòíîñèòåëüíî êîðîòêèì ïîëèíóêëåîòèäàì.
×àñòî ïîí òèå îòíîñèòñ  ê îäíîöåïî÷å÷íûì äåçîêñèðèáîíóêëåîòèäàì, íî îíî òàêæå ìîæåò
îòíîñèòüñ  êàê ê îäíî-, òàê è ê äâóõöåïî÷å÷íûì ðèáîíóêëåîòèäàì, ãèáðèäàì ÐÍÊ:ÄÍÊ è
ñðåäè ïðî÷åãî ê äâóõöåïî÷å÷íûì ÄÍÊ. Îëèãîíóêëåîòèäû, òàêèå êàê îëèãîíóêëåîòèäíûå
çîíäû, ïðåäñòàâë þùèå ñîáîé îäíîöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ, ÷àñòî ñèíòåçèðóþò õèìè÷åñêèìè
ìåòîäàìè, íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ àâòîìàòè÷åñêèõ ñèíòåçàòîðîâ îëèãîíóêëåîòèäîâ. Îäíàêî
îëèãîíóêëåîòèäû òàêæå ìîæíî ïîëó÷àòü ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ äðóãèõ ìåòîäîâ, âêëþ÷à 
ìåòîäû in vitro, îñíîâàííûå íà ïðèìåíåíèè ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ, è ñ ïîìîùüþ ýêñïðåññèè
ÄÍÊ â êëåòêàõ è îðãàíèçìàõ. Ïîí òè  "îëèãîíóêëåîòèäû" èëè "îëèãîìåðû" èëè
ïîëèíóêëåîòèäíûé "ôðàãìåíò", "ó÷àñòîê" èëè "ñåãìåíò" îòíîñ òñ  ê ïîëèíóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîñòî ùåé ïî ìåíüøåé ìåðå èç 10 íóêëåîòèäîâ è ìàêñèìóì ïðèìåðíî
èç 60 íóêëåîòèäîâ, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðèìåðíî èç 15-30 íóêëåîòèäîâ è íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðèìåðíî èç 20-25 íóêëåîòèäîâ.

Ïîí òèå "âñòðå÷àþùèéñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ RG1" îòíîñèòñ  ê RG1, êîòîðûé
ïðîäóöèðóåòñ  ÷åëîâå÷åñêèìè êëåòêàìè, êîòîðûå íå áûëè ïîëó÷åíû ñ ïîìîùüþ
ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè, è âêëþ÷àåò ðàçëè÷íûå ôîðìû RG1, îáðàçîâàâøèåñ  â ðåçóëüòàòå
ïîñòòðàñë öèîííûõ ìîäèôèêàöèé ïîëèïåïòèäà, âêëþ÷à  (íî íå îãðàíè÷èâà ñü èìè)
àöåòèëèðîâàíèå, êàðáîêñèëèðîâàíèå, ãëèêîçèëèðîâàíèå, ôîñôîðèëèðîâàíèå,
ïðèñîåäèíåíèå ëèïèäîâ (ëèïèäàöèþ), àöèëèðîâàíèå è ðàñùåïëåíèå.

Ïîí òèå "âàðèàíò(û)" ïîëèíóêëåîòèäîâ èëè ïîëèïåïòèäîâ â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî
îïèñàíè  îáîçíà÷àåò ïîëèíóêëåîòèäû èëè ïîëèïåïòèäû, êîòîðûå îòëè÷àþòñ  îò
ïîëèíóêëåîòèäà èëè ïîëèïåïòèäà, ñ êîòîðûì ïðîâîäèòñ  ñðàâíåíèå (ýòàëîííîãî)

Ñòðàíèöà: 11

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 283 130 C2

ñîîòâåòñòâåííî. Òàêèå âàðèàíòû îïèñàíû áîëåå äåòàëüíî íèæå è â äðóãèõ ðàçäåëàõ
íàñòî ùåãî îïèñàíè .

(1) Ïîëèíóêëåîòèä, êîòîðûé îòëè÷àåòñ  ïî íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îò äðóãîãî
ýòàëîííîãî ïîëèíóêëåîòèäà. Êàê ïðàâèëî, ðàçëè÷è  îãðàíè÷åíû òåì, ÷òî ýòàëîííà 
ïîëèíóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âàðèàíòà âåñüìà ñõîæè â
öåëîì è âî ìíîãèõ îáëàñò õ èäåíòè÷íû.

Êàê áóäåò îïèñàíî íèæå, çàìåíû â ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âàðèàíòà
ìîãóò áûòü ìîë÷àùèìè. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî îíè ìîãóò íå èçìåí òü àìèíîêèñëîòíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóåìûå ïîëèíóêëåîòèäîì. Åñëè èçìåíåíè  îãðàíè÷åíû
ìîë÷àùèìè çàìåíàìè, òî âàðèàíò ýòîãî òèïà ìîæåò êîäèðîâàòü ïîëèïåïòèä ñ òàêîé æå
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ÷òî ýòàëîííûé ïîëèíóêëåîòèä. Êàê áóäåò îïèñàíî
íèæå, çàìåíû â ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âàðèàíòà ìîãóò èçìåí òü
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëèïåïòèäà, êîäèðóåìîãî ýòàëîííûì
ïîëèíóêëåîòèäîì. Òàêèå çàìåíû â ïîëèíóêëåîòèäå ìîãóò ïðèâåñòè ê àìèíîêèñëîòíûì
çàìåíàì, äîáàâëåíè ì, äåëåöè ì, ñëè íè ì è óñå÷åíè ì â ïîëèïåïòèäå, êîäèðóåìîì
ýòàëîííûì ïîëèíóêëåîòèäîì, ÷òî áóäåò ïî ñíåíî íèæå.

(2) Ïîëèïåïòèä, êîòîðûé îòëè÷àåòñ  ïî àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îò äðóãîãî
ýòàëîííîãî ïîëèïåïòèäà. Êàê ïðàâèëî, ðàçëè÷è  îãðàíè÷åíû òåì, ÷òî ýòàëîííûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è âàðèàíò âåñüìà ñõîæè â öåëîì è âî ìíîãèõ îáëàñò õ èäåíòè÷íû.
Âàðèàíò è ýòàëîííûé ïîëèïåïòèä ìîãóò îòëè÷àòüñ  íàëè÷èåì â àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îäíîé èëè íåñêîëüêèõ çàìåí, äîáàâëåíèé, äåëåöèé, ñëè íèé è
óñå÷åíèé, êîòîðûå ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü â ëþáîé êîìáèíàöèè. Ðåêîìáèíàíòíûå âàðèàíòû,
êîäèðóþùèå îäèíàêîâûå èëè àíàëîãè÷íûå ïîëèïåïòèäû, ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ñ ïîìîùüþ
ñèíòåçà èëè îòîáðàíû íà îñíîâå "èçáûòî÷íîñòè" (âûðîæäåííîñòè) ãåíåòè÷åñêîãî êîäà.
Ðàçëè÷íûå çàìåíû êîäîíîâ, òàêèå êàê ìîë÷àùèå çàìåíû, êîòîðûå îáðàçóþò ðàçëè÷íûå
ñàéòû ðåñòðèêöèè, ìîæíî ââîäèòü ñ öåëüþ îïòèìèçàöèè êëîíèðîâàíè  â ïëàçìèäíîì èëè
âèðóñíîì âåêòîðå èëè ýêñïðåññèè â êîíêðåòíîé ïðîêàðèîòè÷åñêîé èëè ýóêàðèîòè÷åñêîé
ñèñòåìå. Òàêæå ìîæíî ñîçäàâàòü ìóòàöèè ñ öåëüþ èçìåíåíè  ñâîéñòâ ïîëèïåïòèäà,
èçìåíåíè  àôôèííîñòåé â îòíîøåíè  ñâ çûâàíè  ëèãàíäîâ, ìåæöåïî÷å÷íûõ àôôèííîñòåé
èëè äåãðàäàöèè ïîëèïåïòèäà, èëè èíòåíñèâíîñòè êðóãîâîðîòà.

Ïîí òèå "àëëåëüíûé âàðèàíò" îáîçíà÷àåò àëüòåðíàòèâíóþ ôîðìó ïîëèíóêëåîòèäà rg1.
Àëëåëè îáðàçóþòñ  â ðåçóëüòàòå ìóòàöèè, ò.å. èçìåíåíè  ïîëèíóêëåîòèäîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, è îáû÷íî ïðîäóöèðóþò èçìåíåííûå ìÐÍÊ èëè ïîëèíóêëåîòèäû,
ñòðóêòóðà èëè ôóíêöè  êîòîðûõ ìîæåò áûòü èçìåíåíà èëè íå èçìåíåíà. Ëþáîé êîíêðåòíûé
ãåí ìîæåò íå èìåòü âîîáùå, èìåòü îäíó èëè íåñêîëüêî àëëåëüíûõ ôîðì. Îáùèå
îáóñëîâëåííûå ìóòàöè ìè èçìåíåíè , êîòîðûå ïðèâîä ò ê ïîëó÷åíèþ àëëåëåé, îáû÷íî
ñâ çûâàþò ñ âñòðå÷àþùèìèñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ äåëåöè ìè, äîáàâëåíè ìè èëè
çàìåíàìè íóêëåîòèäîâ. Êàæäûé èç ýòèõ òèïîâ èçìåíåíèé ìîæåò âñòðå÷àòüñ  ïî
îòäåëüíîñòè èëè â ñî÷åòàíèè äðóã ñ äðóãîì, îäèí èëè íåñêîëüêî ðàç â äàííîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Ïîí òèå "ïðîèçâîäíîå" îòíîñèòñ  ê ïîëèíóêëåîòèäàì èëè ïîëèïåïòèäàì, âûâåäåííûì èç
âñòðå÷àþùèõñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ rg1 èëè RG1 ñîîòâåòñòâåííî, ïóòåì õèìè÷åñêèõ
ìîäèôèêàöèé, òàêèõ êàê óáèêèòèíèçàöè , ââåäåíèå ìåòêè (íàïðèìåð, ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðàäèîàêòèâíûõ èçîòîïîâ, ðàçëè÷íûõ ôåðìåíòàòèâíûõ ìîäèôèêàöèé), ÏÝÃèëèðîâàíè 
(äåðèâàòèçàöè  ñ ïîìîùüþ ïîëèýòèëåíãëèêîë  (ÏÝÃ)) èëè ïóòåì èíñåðöèè èëè çàìåíû
àìèíîêèñëîò, òàêèõ êàê îðíèòèí (èëè çàìåíû íóêëåîòèäîâ, êîòîðûå êîäèðóþò òàêèå
àìèíîêèñëîòû), êîòîðûå â íîðìå íå âñòðå÷àþòñ  â ÷åëîâå÷åñêèõ ïðîòåèíàõ.

Ïîí òèå "äåëåöè " îáîçíà÷àåò èçìåíåíèå ëèáî ïîëèíóêëåîòèäíîé, ëèáî
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, â ðåçóëüòàòå êîòîðîãî ïðîèñõîäèò óäàëåíèå îäíîãî
èëè íåñêîëüêèõ ïîëèíóêëåîòèäîâ èëè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ñîîòâåòñòâåííî.

Ïîí òèå "èíñåðöè " èëè "äîáàâëåíèå" îáîçíà÷àåò èçìåíåíèå ëèáî ïîëèíóêëåîòèäíîé,
ëèáî àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîòîðîå ïðèâîäèò ê äîáàâëåíèþ îäíîãî èëè
íåñêîëüêèõ ïîëèíóêëåîòèäîâ èëè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ñîîòâåòñòâåííî ïî ñðàâíåíèþ
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ñî âñòðå÷àþùèìèñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ ïîëèíóêëåîòèäíîé èëè àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ.

"Çàìåíà" ïðèâîäèò ê çàìåùåíèþ îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ïîëèíóêëåîòèäîâ èëè
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ äðóãèìè ïîëèíóêëåîòèäàìè èëè àìèíîêèñëîòàìè ñîîòâåòñòâåííî.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî àìèíîêèñëîòíûå çàìåíû ïðåäñòàâë þò ñîáîé ðåçóëüòàò çàìåíû îäíîé
àìèíîêèñëîòû íà äðóãóþ àìèíîêèñëîòó, êîòîðà  èìååò àíàëîãè÷íûå ñòðóêòóðíûå è/èëè
õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà, íàïðèìåð, çàìåíû ëåéöèíà íà èçîëåéöèí èëè âàëèí, àñïàðòàòà íà
ãëóòàìàò, èëè òðåîíèíà íà ñåðèí, ò.å. ïðåäñòàâë þò ñîáîé êîíñåðâàòèâíûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò. Èíñåðöèè èëè äåëåöèè, êàê ïðàâèëî, çàòðàãèâàþò ïðèìåðíî 1-5 àìèíîêèñëîò.
Äîïóñòèìîñòü âàðèàöèè ìîæíî îïðåäåë òü ýêñïåðèìåíòàëüíî ïóòåì ñèñòåìàòè÷åñêîãî
îñóùåñòâëåíè  èíñåðöèè, äåëåöèé èëè çàìåí àìèíîêèñëîò â ïîëèïåïòèäå ñ ïîìîùüþ
ìåòîäîâ ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ è àíàëèçà àêòèâíîñòè ïîëó÷åííûõ ðåêîìáèíàíòíûõ
âàðèàíòîâ.

Ïîí òèå "ôðàãìåíò" îáîçíà÷àåò ïîëèïåïòèä, èìåþùèé àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïîëíîñòüþ ñîîòâåòñòâóåò ÷àñòè, íî íå âñåé àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âûøåóêàçàííûõ ïîëèïåïòèäîâ RG1 è èõ âàðèàíòîâ èëè ïðîèçâîäíûõ.

Ïîëèïåïòèäíûé "ôðàãìåíò", "÷àñòü" èëè "ñåãìåíò" ñîñòîèò èç ïîñëåäîâàòåëüíûõ
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèìåðíî 5 àìèíîêèñëîò, ÷àñòî ïî ìåíüøåé
ìåðå ïðèìåðíî 7 àìèíîêèñëîò, êàê ïðàâèëî ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèìåðíî 9-13 àìèíîêèñëîò,
è â ðàçëè÷íûõ âàðèàíòàõ ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèìåðíî 17 èëè áîëåå àìèíîêèñëîò.

Ïîí òèå "ðåêîìáèíàíò" èëè "ðåêîìáèíàíòíà  ìîëåêóëà ÄÍÊ" îòíîñèòñ  ê
ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà  íå âñòðå÷àåòñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ
èëè ïîëó÷åíà ïóòåì èñêóññòâåííîé êîìáèíàöèè äâóõ èìåþùèõ ðàçëè÷íîå ïðîèñõîæäåíèå
ñåãìåíòîâ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ïîä ïîí òèåì "ïîëó÷åííûé ðåêîìáèíàíòíûì ïóòåì"
ïîäðàçóìåâàþò èñêóññòâåííóþ êîìáèíàöèþ, ÷àñòî îñóùåñòâë åìóþ ëèáî ñ ïîìîùüþ
õèìè÷åñêîãî ñèíòåçà, ëèáî ñ ïîìîùüþ èñêóññòâåííîãî ìàíèïóëèðîâàíè  âûäåëåííûìè
ñåãìåíòàìè ïîëèíóêëåîòèäîâ, íàïðèìåð, ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäîâ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè.
Òàêîå ìàíèïóëèðîâàíèå îáû÷íî îñóùåñòâë þò äë  çàìåíû êîäîíà "èçáûòî÷íûì"
(âûðîæäåííûì) êîäîíîì, êîòîðûé êîäèðóåò ýòó æå èëè êîíñåðâàòèâíóþ àìèíîêèñëîòó, êàê
ïðàâèëî, ââîä  èëè óäàë   ïðè ýòîì ñàéò ðàñïîçíàâàíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Â
àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå åãî îñóùåñòâë þò äë  ñîåäèíåíè  âìåñòå ïîëèíóêëåîòèäíûõ
ñåãìåíòîâ ñ òðåáóåìûìè ôóíêöè ìè ñ ïîëó÷åíèåì åäèíîãî ãåíåòè÷åñêîãî ýëåìåíòà,
îáëàäàþùåãî òðåáóåìîé êîìáèíàöèåé ôóíêöèé, êîòîðà  íå âñòðå÷àåòñ  â îáû÷íûõ
ïðèðîäíûõ ôîðìàõ. Òàêèì ïóòåì ìîæíî âêëþ÷àòü ñàéòû, ðàñïîçíàâàåìûå ðåñòðèêòàçàìè,
ðåãóë òîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîíòðîëèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èëè äðóãèå
âàæíûå ýëåìåíòû. Ïîí òèå "ðåêîìáèíàíòíûå ìîëåêóëû ÄÍÊ" âêëþ÷àåò êëîíèðóþùèå è
ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû. Ïîí òèå "ðåêîìáèíàíò" òàêæå ìîæåò îáîçíà÷àòü ïîëèíóêëåîòèä,
êîòîðûé êîäèðóåò ïîëèïåïòèä è êîòîðûé ïîëó÷åí ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ.

Ïîí òèå "âûäåëåííûé" îáîçíà÷àåò èçìåíåííûé ñ ïîìîùüþ ÷åëîâåêà îòíîñèòåëüíî
ñâîåãî åñòåñòâåííîãî ñîñòî íè , ò.å., åñëè îí âñòðå÷àåòñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ, òî
îí èçìåíåí èëè óäàëåí èç åñòåñòâåííîãî îêðóæåíè  èëè è èçìåíåí è óäàëåí. Íàïðèìåð,
âñòðå÷àþùèéñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ ïîëèíóêëåîòèä èëè ïîëèïåïòèä, â åñòåñòâåííûõ
óñëîâè õ, ïðèñóòñòâóþùèé â æèâîì îðãàíèçìå â åãî åñòåñòâåííîì ñîñòî íèè, íå  âë åòñ 
"âûäåëåííûì" â òîì ñìûñëå, â êîòîðîì èñïîëüçóåòñ  ýòî ïîí òèå â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî
îïèñàíè . Íàïðèìåð, â îòíîøåíèè ïîëèíóêëåîòèäîâ ïîí òèå "âûäåëåííûé" îáîçíà÷àåò, ÷òî
îí âûäåëåí èç õðîìîñîìû è êëåòêè, â êîòîðîé îí âñòðå÷àåòñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ.

Ïîëèíóêëåîòèäû è ïîëèïåïòèäû ìîãóò íàõîäèòüñ  â ñîñòàâå êîìïîçèöèè, òàêîé êàê
êîìïîçèöè  â ñðåäàõ, â ðàñòâîðàõ äë  èíòðîäóêöèè ïîëèíóêëåîòèäîâ èëè ïîëèïåïòèäîâ,
íàïðèìåð, â êëåòêè, êîìïîçèöèé èëè ðàñòâîðîâ äë  õèìè÷åñêèõ èëè ôåðìåíòàòèâíûõ
ðåàêöèé, êîòîðûå, íàïðèìåð, íå  âë þòñ  âñòðå÷àþùèìèñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ
êîìïîçèöè ìè, è ïðè ýòîì îíè ïîäïàäàþò ïîä ïîí òèå âûäåëåííûå ïîëèíóêëåîòèäû è
ïîëèïåïòèäû â òîì ñìûñëå, â êîòîðîì èñïîëüçóåòñ  ýòî ïîí òèå â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî
îïèñàíè .
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Ïîí òè  "ïðàêòè÷åñêè î÷èùåííûé" è "ïðàêòè÷åñêè ãîìîãåííûé" èñïîëüçóþòñ 
âçàèìîçàìåí åìî è îòíîñ òñ  ê ïîëèïåïòèäó RG1, åãî ôðàãìåíòàì èëè ïîëèíóêëåîòèäíîìó
ñåãìåíòó, êîäèðóþùåìó èõ, êîãäà òàêîé ïîëèïåïòèä èëè ïîëèíóêëåîòèä îòäåë þò îò
êîìïîíåíòîâ, ñ êîòîðûìè îí ñâ çàí â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ. Ïîëèïåïòèä RG1 èëè åãî
ôðàãìåíò, èëè ñåãìåíò ÄÍÊ, êîäèðóþùèé èõ,  âë þòñ  ïðàêòè÷åñêè î÷èùåííûìè îò
ñâ çàííûõ ñ íèìè â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ êîìïîíåíòîâ, êîãäà îíè îòäåëåíû îò
åñòåñòâåííûõ çàãð çíèòåëåé, êîòîðûå ñîïðîâîæäàþò èõ â åñòåñòâåííîì ñîñòî íèè. Òàê,
ïîëèïåïòèä, ñèíòåçèðîâàííûé õèìè÷åñêèì ïóòåì èëè ñèíòåçèðîâàííûé â êëåòî÷íîé
ñèñòåìå, îòëè÷íîé îò êëåòêè, â êîòîðîé îí ïðèñóòñòâóåò â ïðèðîäå, äîëæåí ïðàêòè÷åñêè
íå ñîäåðæàòü êîìïîíåíòîâ, ñâ çàííûõ ñ íèì â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ. Àíàëîãè÷íî ýòîìó,
ïîëèíóêëåîòèä, ñèíòåçèðîâàííûé õèìè÷åñêèì ïóòåì èëè ñèíòåçèðîâàííûé â êëåòî÷íîé
ñèñòåìå, îòëè÷íîé îò êëåòêè, â êîòîðîé îí ïðèñóòñòâóåò â ïðèðîäå, äîëæåí ïðàêòè÷åñêè
íå ñîäåðæàòü êîìïîíåíòîâ, ñâ çàííûõ ñ íèì â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ.

"Ãîìîëîãè÷íûé" ïðè îïèñàíèè ïîëèíóêëåîòèäà îáîçíà÷àåò, ÷òî ó äâóõ ïîëèíóêëåîòèäîâ
èëè õàðàêòåðèçóþùèõ èõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïðè èõ îïòèìàëüíîì âûðàâíèâàíèè è
ñðàâíåíèè ñ ó÷åòîì ñîîòâåòñòâóþùèõ íóêëåîòèäíûõ èíñåðöèé èëè äåëåöèé èäåíòè÷íûìè
 âë þòñ  ïî ìåíüøåé ìåðå 70% íóêëåîòèòèäîâ, êàê ïðàâèëî, ïðèìåðíî 75-99% è áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðèìåðíî ïî ìåíüøåé ìåðå 98-99% íóêëåîòèäîâ.

"Ñòåïåíü àíàëîãè÷íîñòè" ïðè îïèñàíèè ïîëèïåïòèäà îïðåäåë þò ïóòåì ñðàâíåíè 
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è êîíñåðâàòèâíûõ àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí
ïîëèïåïòèäà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ âòîðîãî ïîëèïåïòèäà.

Ïîí òèå "ïîëèìåðàçíà  öåïíà  ðåàêöè " èëè "ÏÖÐ" îòíîñèòñ  ê ïðîöåäóðå, ïðè êîòîðîé
îïðåäåëåííûå ó÷àñòêè ÄÍÊ àìïëèôèöèðóþò ñîãëàñíî ìåòîäèêå, îïèñàííîé â ïàòåíòå ÑØÀ
4683195, âûäàííîì 28 èþë  1987 ã. Êàê ïðàâèëî, íåîáõîäèìî ðàñïîëàãàòü èíôîðìàöèåé î
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êîíöîâ ïðåäñòàâë þùåãî èíòåðåñ ïîëèïåïòèäíîãî ôðàãìåíòà èëè
íåïîñðåäñòâåííî çà íèìè, íà îñíîâàíèè ÷åãî ìîæíî ñêîíñòðóèðîâàòü îëèãîíóêëåîòèäíûå
ïðàéìåðû; ýòè ïðàéìåðû äîëæíû áûòü îðèåíòèðîâàíû íàâñòðå÷ó äðóã äðóãó è äîëæíû áûòü
èäåíòè÷íû èëè àíàëîãè÷íû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîòèâîïîëîæíûõ öåïåé ìàòðèöû,
ïîäëåæàùåé àìïëèôèêàöèè. 5'-êîíöåâûå íóêëåîòèäû äâóõ ïðàéìåðîâ äîëæíû
ñîîòâåòñòâîâàòü êîíöàì àìïëèôèöèðóåìîãî ïðîäóêòà. ÏÖÐ ìîæíî ïðèìåí òü äë 
àìïëèôèêàöèè îïðåäåëåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ èç îáùåé ãåíîìíîé ÄÍÊ, êÄÍÊ,
òðàíñêðèáèðóåìîé èç îáùåé êëåòî÷íîé ÐÍÊ, ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïëàçìèä è ò.ä. (ñì.
îáùèå ïîëîæåíè  ó Mullis è äð.. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 51: 263, 1987;
Erlich ðåä., PCR Technology, Stockton Press, NY, 1989).

Ïîä ïîí òèåì "ñòðîãîñòü" îáû÷íî ïîäðàçóìåâàþò, ÷òî òåìïåðàòóðà ðåàêöèè íàõîäèòñ  â
äèàïàçîíå îò ïðèìåðíî tïë-5°Ñ (òåìïåðàòóðà íà 5°Ñ íèæå òåìïåðàòóðû ïëàâëåíè  (tïë)
çîíäà) äî òåìïåðàòóðû ïðèìåðíî íà 20-25°Ñ íèæå tïë. Ñïåöèàëèñòó â äàííîé îáëàñòè
äîëæíî áûòü î÷åâèäíî, ÷òî íàèáîëåå ñòðîãóþ ãèáðèäèçàöèþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë 
èäåíòèôèêàöèè èëè îáíàðóæåíè  èäåíòè÷íûõ ïîëèíóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èëè
äë  èäåíòèôèêàöèè èëè îáíàðóæåíè  àíàëîãè÷íûõ èëè ðîäñòâåííûõ ïîëèíóêëåîòèäíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  ïîí òèå "ñòðîãèå óñëîâè "
îáîçíà÷àåò, ÷òî ãèáðèäèçàöè  äîëæíà ïðîèñõîäèòü òîëüêî ïðè íàëè÷èè ïî ìåíüøåé ìåðå
95%-íîé èëè ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå 97%-íîé èäåíòè÷íîñòè ìåæäó
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè.

Ïîí òèå "ãèáðèäèçàöè " â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  ìîæåò îòíîñèòüñ  ê "ëþáîìó
ïðîöåññó, ñ ïîìîùüþ êîòîðîãî ïîëèíóêëåîòèäíà  öåïü ñîåäèí åòñ  ñ êîìïëåìåíòàðíîé
öåïüþ ïîñðåäñòâîì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé" (Coombs J., Dictionary of Biotechnology,
Stockton Press, New York, N.Y., 1994).

Ïîí òèå "òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíà  äîçà" îáîçíà÷àåò òàêîå êîëè÷åñòâî ïîëèïåïòèäà
èëè àíòèòåë ê íåìó, åãî àíòàãîíèñòîâ èëè èíãèáèòîðîâ, âêëþ÷à  àíòèñìûñëîâûå ìîëåêóëû
è ðèáîçèìû, êîòîðîå îáëåã÷àåò ñèìïòîìû èëè ñîñòî íè  áîëåçíè. Òåðàïåâòè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü è òîêñè÷íîñòü òàêèõ ñóáñòàíöèé ìîæíî îïðåäåë òü ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ
ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ïðîöåäóð â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ èëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
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ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ ñ îïðåäåëåíèåì, íàïðèìåð, çíà÷åíèé ED50 (äîçà,
îáëàäàþùà  òåðàïåâòè÷åñêîé ýôôåêòèâíîñòüþ â îòíîøåíèè 50% ïîïóë öèè) è
LD 50 (äîçà, ëåòàëüíà  äë  50% ïîïóë öèè). Ñîîòíîøåíèå ìåæäó äîçàìè, îáëàäàþùèìè
òåðàïåâòè÷åñêèì è òîêñè÷åñêèì äåéñòâè ìè, ïðåäñòàâë åò ñîáîé òåðàïåâòè÷åñêèé èíäåêñ,
è åãî ìîæíî âûðàæàòü â âèäå ñîîòíîøåíè  ED50/LD50.

Ïîí òè  "ëå÷èòü" èëè "ëå÷åíèå" â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  îòíîñèòñ  ê ëå÷åíèþ
áîëåçíåííîãî ñîñòî íè  ó áîëüíûõ ëþäåé, ãäå áîëåçíåííîå ñîñòî íèå ñâ çàíî ñ ðîñòîì
îïóõîëè ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû è âêëþ÷àåò áîëåçíåííûå ñîñòî íè , ïðè êîòîðûõ ïàöèåíò
íóæäàåòñ  â ñíèæåíèè óðîâíåé RG1.

Ïîäðîáíîå îïèñàíèå èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ñðåäè ïðî÷åãî ê íîâûì ïîëèïåïòèäàì RG1,

ïîëèíóêëåîòèäàì rg1 è àíòèòåëàì ê ïîëèïåïòèäàì RG1, ÷òî áîëåå ïîäðîáíî îïèñàíî íèæå.
Â ÷àñòíîñòè, èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê íîâûì ïîëèïåïòèäàì RG1 è ïîëèíóêëåîòèäàì,
êîäèðóþùèì ýòè ïîëèïåïòèäû RG1, è ïðåæäå âñåãî ê RG1, êîòîðûé èìååò àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2), è rg1, êîòîðûé èìååò
ïîëèíóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.1 (SEQ ID NO:1). Ïîä
îáúåì èçîáðåòåíè  ïîäïàäàþò òàêæå âàðèàíòû RG1. Ïðåäïî÷òèòåëüíûì âàðèàíòîì RG1
 âë åòñ  âàðèàíò, ïîëèïåïòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîòîðîãî ïî ìåíüøåé ìåðå íà 70%
àíàëîãè÷íà (ïðåäïî÷òèòåëüíî èäåíòè÷íà ïî ìåíüøåé ìåðå íà 70%) è áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå íà 90% àíàëîãè÷íà (áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî èäåíòè÷íà
ïî ìåíüøåé ìåðå íà 90%) ïîëèïåïòèäó, ïðåäñòàâëåííîìó íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2), è åùå
áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå íà 95% àíàëîãè÷íà (åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî
èäåíòè÷íà ïî ìåíüøåé ìåðå íà 95%) ïîëèïåïòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäñòàâëåííîé
íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2), à òàêæå âêëþ÷àåò ó÷àñòêè òàêèõ ïîëèïåïòèäîâ, ïðè÷åì ó÷àñòîê
ïîëèïåïòèäà, êàê ïðàâèëî, ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå 30 àìèíîêèñëîò è áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå 50 àìèíîêèñëîò.

Êîäèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âûâåäåííîãî ïîëèïåïòèäà RG1 íà÷èíàåòñ  íà
ðàññòî íèè 296 ïàð îñíîâàíèé îò 5'-êîíöà íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
ïðåäñòàâëåííîé íà ôèã.1 (SEQ ID NO:1). RG1 ñîäåðæèò òðè ñòðóêòóðíûõ äîìåíà,
õàðàêòåðíûõ äë  ïðîòåèíîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ñóïåðñåìåéñòâà Ìèíäèíà/F-ñïîíäèíà:
äâà äîìåíà ñïîíäèíà (FS1 è FS2), ñîñòî ùèå èç àìèíîêèñëîò 31-103 è 138-221
ñîîòâåòñòâåííî, è äîìåí òðîìáîñïîíäèíà, ñîñòî ùèé èç àìèíîêèñëîò 278-330.

Îäíèì èç îáúåêòîâ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  íàëè÷èå ñòðóêòóðíîé ãîìîëîãèè,
ïîêàçàííîé íà ôèã.3, ìåæäó RG1 è êðûñèíûì ìèíäèíîì, äðóãèì ïðåäñòàâèòåëåì ñåìåéñòâà
ïðîòåèíîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü RG1 ïðèìåðíî íà
89,7% àíàëîãè÷íà êðûñèíîìó ìèíäèíó.

Åùå îäíèì îáúåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ïðîôèëü ýêñïðåññèè RG1, â
÷àñòíîñòè åãî ýêñïðåññèè â áèáëèîòåêàõ ëèíèé òêàíè ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû è
ñâåðõýêñïðåññèè â áèáëèîòåêàõ ëèíèé ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû. Ýòîò ïðîôèëü
ýêñïðåññèè â òêàíè äîêàçàí ïóòåì àíàëèçà ýêñïðåññèè ìÐÍÊ â îáðàçöàõ òêàíè,
ïðåäñòàâë þùèõ ñîáîé çäîðîâûå è îïóõîëåâûå òêàíè ñ ïîìîùüþ îñíîâàííîãî íà ÏÖÐ
Taqman-àíàëèçà. Ñ ïîìîùüþ ýòîãî àíàëèçà ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî äë  ìÐÍÊ,
êîäèðóþùåé RG1, õàðàêòåðíà ñâåðõýêñïðåññè  â òêàí õ ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ïî
ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè òêàí ìè.

Ïîëèíóêëåîòèäû
Îäíèì èç îáúåêòîâ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë þòñ  âûäåëåííûå ïîëèíóêëåîòèäû,

êîòîðûå êîäèðóþò ïîëèïåïòèä RG1, èìåþùèé âûâåäåííóþ àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2).

Íà îñíîâå ïðèâåäåííûõ â íàñòî ùåì îïèñàíèè äàííûõ, òàêèõ êàê äàííûå î
ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäñòàâëåííîé íà ôèã.1 (SEQ ID NO:1),
ïîëèíóêëåîòèä ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, êîäèðóþùèé ïîëèïåïòèä RG1, ìîæíî
ïîëó÷àòü ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ êëîíèðîâàíè  è ñêðèíèíãà, íàïðèìåð,
îïèñàííûõ äë  êëîíèðîâàíè  êÄÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå èñõîäíîãî ïðîäóêòà ìÐÍÊ,
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ïîëó÷åííîé èç êëåòîê òêàíè ÷åëîâåêà. Èçîáðåòåíèå èëëþñòðèðóåòñ  òåì ôàêòîì, ÷òî
ïîëèíóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííà  íà ôèã.1 (SEQ ID NO:1),
îáíàðóæåíà â êëîíàõ êÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ èç òêàíè ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ÷åëîâåêà.
Äîêàçàòåëüñòâî ýêñïðåññèè ãåíà rg1 â ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçå ïîëó÷åíî íà îñíîâå áàçû
äàííûõ Incyte's LifeSeq. Íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èäåíòèôèöèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ñïðàâî÷íîãî ïîèñêà â áàçå äàííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíè  "Protein
Function", ðàçðàáîòàííîãî ôèðìîé Incyte äë  öåëè àíàëèçà áàçû äàííûõ. Íóêëåîòèäíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îáíàðóæåíà â êàòåãîðèè ìîëåêóë êëåòî÷íîé àäãåçèè â ñïðàâî÷íîé áàçå
äàííûõ è îïèñàíà â êà÷åñòâå ãîìîëîãà f-ñïîíäèíà. Îñóùåñòâëåííûé ñ ïîìîùüþ ÝÂÌ
Íîçåðí-àíàëèç ðàñïðåäåëåíè  ïîëèíóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé rg1 â íàáîðå
áèáëèîòåê â áàçå äàííûõ ïîçâîëèë îáíàðóæèòü âûñîêèå óðîâíè ýêñïðåññèè rg1 â
áèáëèîòåêàõ òêàíåé ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû è áîëåå íèçêèå óðîâíè â áèáëèîòåêàõ äðóãèõ
òêàíåé, âêëþ÷à  çäîðîâûå è îïóõîëåâûå òêàíè.

Ïîñëå ñáîðêè íàáîðà êëîíîâ rg1 â áàçàõ äàííûõ â íåïðåðûâíóþ ïîëèíóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è ðåäàêòèðîâàíè  íåïðåðûâíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â ïðåäñêàçàííîì
ñîáðàííîì ïîëèíóêëåîòèäå áûëà âû âëåíà ïîëíîðàçìåðíà  êîäèðóþùà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Ýòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîäèðîâàëà ïðîòåèí, ãîìîëîãè÷íûé
êðûñèíîìó ìèíäèíó.

Äë  ïðîâåäåíè  ýêñïåðèìåíòîâ áûëè ïîëó÷åíû Incyte-êëîíû 1640796, 1712252 è
1880265 ôèðìû Incyte, è áûë âû âëåí êëîí 3360733, ñîäåðæàùèé áîëüøóþ ÷àñòü 5'-
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ýòî êëîí ïîëíîñòüþ ñåêâåíèðîâàëè è áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî îí ñîäåðæèò ïîëíóþ êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðåäñêàçàííîãî
ïðîòåèíà RG1. Ýòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðåäñòàâëåíà íà ôèã.1 (SEQ ID NO:1).

Ïîëèíóêëåîòèäû ïî èçîáðåòåíèþ ìîãóò èìåòü ôîðìó ÐÍÊ, íàïðèìåð, ìÐÍÊ, èëè ôîðìó
ÄÍÊ, âêëþ÷à , íàïðèìåð, êÄÍÊ è ãåíîìíóþ ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå ïóòåì êëîíèðîâàíè  èëè ñ
ïîìîùüþ ìåòîäîâ õèìè÷åñêîãî ñèíòåçà èëè êîìáèíàöèåé ýòèõ ìåòîäîâ èëè ñ ïîìîùüþ
ñïîñîáà, ïðèâåäåííîãî â íàñòî ùåì îïèñàíèè. ÄÍÊ ìîæåò áûòü äâóõöåïî÷å÷íîé èëè
îäíîöåïî÷å÷íîé. Îäíîöåïî÷å÷íà  ÄÍÊ ìîæåò âêëþ÷àòü êîäèðóþùóþ öåïü (òàê æå
èçâåñòíà  êàê ÄÍÊ, âêëþ÷àþùà  ñìûñëîâóþ öåïü), èëè îíà ìîæåò âêëþ÷àòü íåêîäèðóþùóþ
öåïü, êîòîðóþ òàêæå íàçûâàþò àíòèñìûñëîâîé öåïüþ.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  êîäèðóåò ïîëèïåïòèä, ìîæåò áûòü èäåíòè÷íà êîäèðóþùåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëèíóêëåîòèäà, ïðåäñòàâëåííîé ôèã.1 (SEQ ID NO:1). Ýòî òàêæå
ìîæåò áûòü ïîëèíóêëåîòèä, èìåþùèé äðóãóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðûé â ðåçóëüòàòå
èçáûòî÷íîñòè (âûðîæäåííîñòè) ãåíåòè÷åñêîãî êîäà êîäèðóåò ïîëèïåïòèä, ïðåäñòàâëåííûé
íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2).

Ïîëèíóêëåîòèäû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, êîòîðûå êîäèðóþò ïîëèïåïòèä,
ïðåäñòàâëåííûé íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2), ìîãóò âêëþ÷àòü (íî íå îãðàíè÷èâà ñü èìè)
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ òîëüêî ïîëèïåïòèä; ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ
ïîëèïåïòèä, â ñî÷åòàíèè ñ äîïîëíèòåëüíûìè íåêîäèðóþùèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè,
âêëþ÷à  (íî íå îãðàíè÷èâà ñü èìè) èíòðîíû è íåêîäèðóþùèå 5'- è 3'-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
òàêèå êàê òðàíñêðèáèðóåìûå íåòðàíñëèðóåìûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå ïðèíèìàþò
ó÷àñòèå â òðàíñêðèïöèè, ïðîöåññèíãå ìÐÍÊ (íàïðèìåð, ñèãíàëû ñïëàéñèíãà è
ïîëèàäåíèëèðîâàíè ), èëè äîïîëíèòåëüíûå êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå
êîäèðóþò äîïîëíèòåëüíûå àìèíîêèñëîòû, íàïðèìåð, îáåñïå÷èâàþùèå äîïîëíèòåëüíûå
ôóíêöèè. Òàê, íàïðèìåð, ïîëèïåïòèä ìîæåò áûòü ñëèò ñ ìàðêåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ,
òàêîé êàê ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïåïòèäà, îáëåã÷àþùåãî î÷èñòêó ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà. Â
îïðåäåëåííûõ ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ ýòîãî îáúåêòà èçîáðåòåíè  ìàðêåðíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñðåäè ïðî÷åãî ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ïåïòèä ãåêñàãèñòèäèí, òàêîé
êàê tag, íàõîä ùèéñ  â âåêòîðå pTrcHisB (ôèðìà Invitrogen, Êàðëñáàä, øòàò
Êàëèôîðíè ), ìíîãèå èç ìàðêåðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èìåþòñ  â ïðîäàæå. Êàê îïèñàíî
ó Gentz è äð. (Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 86: 821-824, 1989) ãåêñàãèñòèäèí,
íàïðèìåð îáåñïå÷èâàåò óäîáíóþ î÷èñòêó ñëèòîãî ïðîòåèíà.

Ïîëèíóêëåîòèäû ìîãóò êîäèðîâàòü ïîëèïåïòèä, êîòîðûé ïðåäñòàâë åò ñîáîé
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ïîëèïåïòèä, âêëþ÷àþùèé äîïîëíèòåëüíûå àìèíî- èëè êàðáîêñèêîíöåâûå àìèíîêèñëîòû,
èëè àìèíîêèñëîòû, ðàñïîëîæåííûå âíóòðè ïîëèïåïòèäà (êîãäà àêòèâíà  ôîðìà ñîñòîèò,
íàïðèìåð, áîëåå ÷åì èç îäíîé ïîëèïåïòèäíîé öåïè). Òàêèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñðåäè
ïðî÷åãî ìîãóò èãðàòü ðîëü â ïðîöåññèíãå ïîëèïåïòèäà èç ïðåäøåñòâåííèêà äî êîíå÷íîé
ôîðìû, ìîãóò îáëåã÷àòü ìèãðàöèþ ïîëèïåïòèäà, ìîãóò ïðîëîíãèðîâàòü èëè ñîêðàùàòü
âðåì  ïîëóæèçíè ïîëèïåïòèäà èëè ìîãóò îáëåã÷àòü îáðàáîòêó ïîëèïåïòèäà äë  àíàëèçà
èëè ïîëó÷åíè . Êàê ïðàâèëî, in situ äîïîëíèòåëüíûå àìèíîêèñëîòû ìîãóò áûòü îòùåïëåíû
îò ïîëèïåïòèäà ñ ïîìîùüþ ïðîòåîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê âàðèàíòàì îïèñàííûõ âûøå
ïîëèíóêëåîòèäîâ, êîòîðûå êîäèðóþò ôðàãìåíòû, àíàëîãè è ïðîèçâîäíûå ïîëèïåïòèäà,
èìåþùåãî âûâåäåííóþ àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.2
(SEQ ID NO:2). Âàðèàíò ïîëèíóêëåîòèäà ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé âñòðå÷àþùèéñ  â
åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ âàðèàíò, òàêîé êàê âñòðå÷àþùèéñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ
àëëåëüíûé âàðèàíò, èëè ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé âàðèàíò, êîòîðûé íå âñòðå÷àåòñ  â
åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ. Òàêèå íå âñòðå÷àþùèåñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ âàðèàíòû
ïîëèíóêëåîòèäà ìîæíî ïîëó÷àòü ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ìóòàãåíåçà, âêëþ÷à  ìåòîäû,
ïðèìåíèìûå ê ïîëèíóêëåîòèäàì, êëåòêàì èëè îðãàíèçìàì.

Â ýòîé ñâ çè âàðèàíòû ìîãóò ïðåäñòàâë òü ñîáîé âàðèàíòû, êîòîðûå îòëè÷àþòñ  îò
âûøåîïèñàííûõ ïîëèíóêëåîòèäîâ íàëè÷èåì ïîëèíóêëåîòèäíûõ çàìåí, äåëåöèé èëè
äîáàâëåíèé. Çàìåíû, äåëåöèè èëè äîáàâëåíè  ìîãóò çàòðàãèâàòü îäèí èëè íåñêîëüêî
ïîëèíóêëåîòèäîâ. Â âàðèàíòàõ ìîãóò áûòü ñäåëàíû èçìåíåíè  â êîäèðóþùåé èëè
íåêîäèðóþùåé îáëàñò õ èëè è â òåõ, è â äðóãèõ îáëàñò õ. Èçìåíåíè  â êîäèðóþùèõ
îáëàñò õ âêëþ÷àþò êîíñåðâàòèâíûå èëè íåêîíñåðâàòèâíûå àìèíîêèñëîòíûå çàìåíû,
äåëåöèè èëè äîáàâëåíè .

Â ýòîì ïëàíå ñðåäè íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòîâ ñëåäóåò îòìåòèòü
ïîëèíóêëåîòèäû, êîäèðóþùèå ïîëèïåïòèäû, êîòîðûå èìåþò àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü RG1, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2); èõ âàðèàíòû, àíàëîãè,
ïðîèçâîäíûå è ôðàãìåíòû è ôðàãìåíòû âàðèàíòîâ, àíàëîãîâ è ïðîèçâîäíûõ.

Â ýòîì ïëàíå îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  ïîëèíóêëåîòèäû, êîäèðóþùèå
âàðèàíòû, àíàëîãè, ïðîèçâîäíûå è ôðàãìåíòû RG1 è âàðèàíòû, àíàëîãè è ïðîèçâîäíûå
ôðàãìåíòîâ, êîòîðûå èìåþò àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëèïåïòèäà RG1,
ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2), â êîòîðîé â ëþáîé êîìáèíàöèè íåñêîëüêî,
íåìíîãî, 5-10, 1-5, 1-3, 2, 1 àìèíîêèñëîòíûé(ûå) îñòàòîê(òêè) çàìåíåí(û), äîáàâëåí(û)
èëè óäàëåí(û), èëè íè îäèí èç àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ íå çàìåíåí, äîáàâëåí èëè
óäàëåí. Íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè â ýòîì ïëàíå  âë þòñ  ìîë÷àùèå ìóòàöèè,
äîáàâëåíè  èëè äåëåöèè, êîòîðûå íå èçìåí þò ñâîéñòâà è àêòèâíîñòü ïîëèïåïòèäà RG1.
Òàêæå îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûìè â ýòîì ïëàíå  âë þòñ  êîíñåðâàòèâíûå çàìåíû.

Íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  ïîëèíóêëåîòèäû, êîäèðóþùèå ïîëèïåïòèäû,
êîòîðûå èìåþò àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.2 (SEQ ID
NO:2), êîòîðà  íå ñîäåðæèò çàìåíû.

Òàêæå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè âàðèàíòàìè îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè   âë þòñ 
ïîëèíóêëåîòèäû, êîòîðûå ïî ìåíüøåé ìåðå íà 70% èäåíòè÷íû ïîëèíóêëåîòèäó,
êîäèðóþùåìó ïîëèïåïòèä RG1, êîòîðûé èìååò àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2), è ïîëèíóêëåîòèäû, êîìïëåìåíòàðíûå òàêèì
ïîëèíóêëåîòèäàì. Â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ 
ïîëèíóêëåîòèäû, êîòîðûå âêëþ÷àþò îáëàñòü, ïî ìåíüøåé ìåðå íà 80% èäåíòè÷íóþ
ïîëèíóêëåîòèäó, êîäèðóþùåìó ïîëèïåïòèä RG1, è ïîëèíóêëåîòèäû, êîìïëåìåíòàðíûå èì.
Íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  ïîëèíóêëåîòèäû, èäåíòè÷íûå åìó ïî ìåíüøåé
ìåðå íà 90%, è åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  ïîëèíóêëåîòèäû, èäåíòè÷íûå åìó
ïî ìåíüøåé ìåðå íà 95%. Êðîìå òîãî, ïîëèíóêëåîòèäû, èäåíòè÷íûå ïî ìåíüøåé ìåðå íà
97%,  âë þòñ  áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè, ÷åì òå, êîòîðûå èäåíòè÷íû, ïî ìåíüøåé ìåðå
íà 95%, ïîëèíóêëåòèäû, èäåíòè÷íûå ïî ìåíüøåé ìåðå íà 98% è ïî ìåíüøåé ìåðå íà 99%,
 âë þòñ  åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè, à èäåíòè÷íûå ïî ìåíüøåé ìåðå íà 99%
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 âë þòñ  íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè.
Êðîìå òîãî, â ýòîì ïëàíå íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè âàðèàíòàìè îñóùåñòâëåíè 

 âë þòñ  ïîëèíóêëåîòèäû, êîäèðóþùèå ïîëèïåïòèäû, êîòîðûå ñîõðàí þò òàêóþ æå
áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ÷òî è ïîëèïåïòèä, êîäèðóåìûé ïîëèíóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðåäñòàâëåííîé íà ôèã.1 (SEQ ID NO:1).

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê ïîëèíóêëåîòèäàì, êîòîðûå ãèáðèäèçóþòñ  ñ
âûøåîïèñàííûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè. Â ýòîì ïëàíå èçîáðåòåíèå ïðåæäå âñåãî
îòíîñèòñ  ê ïîëèíóêëåîòèäàì, êîòîðûå ãèáðèäèçóþòñ  ñ îïèñàííûìè âûøå
ïîëèíóêëåîòèäàìè â ñòðîãèõ óñëîâè õ.

Êàê áóäåò äîïîëíèòåëüíî îáñóæäåíî ïðè îïèñàíèè ìåòîäîâ àíàëèçà ïîëèíóêëåîòèäîâ,
óêàçàííûå âûøå ïîëèíóêëåîòèäû ïî èçîáðåòåíèþ ìîæíî, íàïðèìåð, èñïîëüçîâàòü â
êà÷åñòâå çîíäîâ äë  ãèáðèäèçàöèè êÄÍÊ è ãåíîìíîé ÄÍÊ ñ öåëüþ âûäåëåíè 
ïîëíîðàçìåðíûõ êÄÍÊ è ãåíîìíûõ êëîíîâ, êîäèðóþùèõ RG1, è ñ öåëüþ âûäåëåíè  êÄÍÊ è
ãåíîìíûõ êëîíîâ äðóãèõ ãåíîâ, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êîòîðûõ èìåþò âûñîêóþ ñòåïåíü
àíàëîãèè ñ ãåíîìîì rg1.

Òàêèå çîíäû, êàê ïðàâèëî, âêëþ÷àþò ïî ìåíüøåé ìåðå 15 îñíîâàíèé. Ïðåäïî÷òèòåëüíî
òàêèå çîíäû èìåþò ïî ìåíüøåé ìåðå 30 îñíîâàíèé è ìîãóò èìåòü ïî ìåíüøåé ìåðå 50
îñíîâàíèé.

Íàïðèìåð, êîäèðóþùóþ îáëàñòü ãåíà rg1 ìîæíî âûäåë òü ïóòåì ñêðèíèíãà áèáëèîòåê ñ
ïîìîùüþ ñèíòåòè÷åñêèõ îëèãîíóêëåîòèäíûõ çîíäîâ, êîòîðûå ñîçäàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì
èçâåñòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ. Íàïðèìåð, äë  ñêðèíèíãà áèáëèîòåêè êÄÍÊ èëè
ãåíîìíîé ÄÍÊ ñ öåëüþ èäåíòèôèêàöèè êëîíîâ, ãèáðèäèçóþùèõñ  ñ çîíäîì, ìîæíî
ïðèìåí òü ìå÷åíûé îëèãîíóêëåîòèä, èìåþùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîìïëåìåíòàðíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëèíóêëåîòèäà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëèíóêëåîòèä ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæåò êîäèðîâàòü
ïîëèïåïòèä, ïîëèïåïòèä ïëþñ ëèäåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (êîòîðûé ìîæåò áûòü
îáîçíà÷åí êàê ïðåïîëèïåïòèä).

Ïîäðàçóìåâàåòñ , ÷òî èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ñðåäè ïðî÷åãî ê ïîëèíóêëåîòèäàì,
êîäèðóþùèì ôðàãìåíòû ïîëèïåïòèäîâ, ïîëèíóêëåîòèäàì, ãèáðèäèçóþùèìñ  ñ
ïîëèíóêëåîòèäàìè, êîäèðóþùèìè ôðàãìåíòû ïîëèïåïòèäîâ, ïðåæäå âñåãî
ãèáðèäèçóþùèìñ  â ñòðîãèõ óñëîâè õ, è ê ïîëèíóêëåîòèäàì, òàêèì êàê ÏÖÐ-ïðàéìåðû, äë 
àìïëèôèêàöèè ïîëèíóêëåîòèäîâ, êîòîðûå êîäèðóþò ôðàãìåíòû ïîëèïåïòèäîâ. Â ýòîì
ïëàíå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ïîëèíóêëåîòèäàìè  âë þòñ  ïîëèíóêëåîòèäû, êîòîðûå
ñîîòâåòñòâóþò îïèñàííûì íèæå ïðåäïî÷òèòåëüíûì ôðàãìåíòàì ïîëèïåïòèäîâ.

Ïîëèïåïòèäû
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê ïîëèïåïòèäó RG1, êîòîðûé èìååò

âûâåäåííóþ àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.2 (SEQ ID NO:
2).

Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê ôðàãìåíòàì, àíàëîãàì è ïðîèçâîäíûì ýòèõ
ïîëèïåïòèäîâ. Ïîí òèå ôðàãìåíò, ïðîèçâîäíîå è àíàëîã ïî îòíîøåíèþ ê ïîëèïåïòèäó,
ïðåäñòàâëåííîìó íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2), îáîçíà÷àåò ïîëèïåïòèä, êîòîðûé â öåëîì
ñîõðàí åò òàêóþ æå áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ÷òî è ó ïîëèïåïòèäà RG1.

Ïîëèïåïòèä ïî èçîáðåòåíèþ ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ðåêîìáèíàíòíûé ïîëèïåïòèä,
âñòðå÷àþùèéñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ, èëè ñèíòåòè÷åñêèé ïîëèïåïòèä. Â îïðåäåëåííûõ
ïðåäî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ îí ïðåäñòàâë åò ñîáîé ðåêîìáèíàíòíûé ïîëèïåïòèä.

Ôðàãìåíò, ïðîèçâîäíîå èëè àíàëîã ïîëèïåïòèäà, ïðåäñòàâëåííîãî íà ôèã.2 (SEQ ID NO:
2), ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé (I) ïîëèïåïòèä, â êîòîðîì îäèí èëè íåñêîëüêî
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ çàìåíåíû êîíñåðâàòèâíûìè èëè íåêîíñåðâàòèâûìè
àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè (ïðåäïî÷òèòåëüíî êîíñåðâàòèâíûì àìèíîêèñëîòíûì
îñòàòêîì) è òàêîé çàìåí þùèé àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê ìîæåò êîäèðîâàòüñ  èëè íå
êîäèðîâàòüñ  ãåíåòè÷åñêèìè êîäîì, èëè (II) ïîëèïåïòèä, â êîòîðîì îäèí èëè íåñêîëüêî
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ âêëþ÷àåò çàìåùàþùóþ ãðóïïó, èëè (III) ïîëèïåïòèä, ñëèòûé ñ
äðóãèì ñîåäèíåíèåì, íàïðèìåð, ñ ñîåäèíåíèåì, êîòîðîå óâåëè÷èâàåò âðåì  ïîëóæèçíè
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ïîëèïåïòèäà (íàïðèìåð, ïîëèýòèëåíãëèêîëü), èëè (IV) ïîëèïåïòèä, â êîòîðîì ñ
ïîëèïåïòèäîì ñëèòû äîïîëíèòåëüíûå àìèíîêèñëîòû, òàêèå êàê ëèäåðíà  èëè ñåêðåòîðíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðèìåí åìà  äë  î÷èñòêè ïîëèïåïòèäà.
Òàêèå ôðàãìåíòû, ïðîèçâîäíûå è àíàëîãè äîëæíû ñòàòü î÷åâèäíû ñïåöèàëèñòàì â äàííîé
îáëàñòè ïîñëå îçíàêîìëåíè  ñ íàñòî ùèì îïèñàíèåì.

Â ýòîì ïëàíå ñðåäè îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  ñëåäóåò
îòìåòèòü ïîëèïåïòèäû, êîòîðûå èìåþò àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü RG1,
ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2), èõ âàðèàíòû, àíàëîãè, ïðîèçâîäíûå è ôðàãìåíòû
è âàðèàíòû, àíàëîãè è ïðîèçâîäíûå ôðàãìåíòîâ.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  âàðèàíòû, êîòîðûå îòëè÷àþòñ  îò ýòàëîííîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êîíñåðâàòèâíûìè àìèíîêèñëîòíûìè çàìåíàìè. Òàêèå çàìåíû
ïðåäñòàâë þò ñîáîé çàìåíó äàííîé àìèíîêèñëîòû â ïîëèïåïòèäå äðóãîé àìèíîêèñëîòîé,
êîòîðà  èìååò áëèçêèå õàðàêòåðèñòèêè. Êàê ïðàâèëî, â êà÷åñòâå êîíñåðâàòèâíûõ
ðàññìàòðèâàþòñ  çàìåíû äðóã íà äðóãà àëèôàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîò Ala, Val, Leu è Ile,
âçàèìîçàìåíà íåñóùèõ ãèäðîêñèëüíûå ãðóïïû îñòàòêîâ Ser è Thr, çàìåíà äðóã íà äðóãà
îñòàòêîâ êèñëûõ àìèíîêèñëîò Asp è Glu, çàìåíà äðóã íà äðóãà ñîäåðæàùèõ àìèäíóþ ãðóïïó
îñòàòêîâ Asn è Gln,  çàìåíà äðóã íà  äðóãà îñòàòêîâ îñíîâíûõ àìèíîêèñëîò Lys è Arg è
çàìåíû îñòàòêîâ àðîìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîò Phe è Tyr.

Â ýòîì ïëàíå òàêæå îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  âàðèàíòû, àíàëîãè,
ïðîèçâîäíûå è ôðàãìåíòû è âàðèàíòû, àíàëîãè è ïðîèçâîäíûå ôðàãìåíòîâ, êîòîðûå èìåþò
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü RG1, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2), â
êîòîðûõ â ëþáîé êîìáèíàöèè íåñêîëüêî, íåìíîãî, 5-10, 1-5, 1-3, 2, 1
àìèíîêèñëîòíûé(ûå) îñòàòîê(òêè) çàìåíåí(û), äîáàâëåí(û) èëè óäàëåí(û), èëè íè îäèí èç
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ íå çàìåíåí, äîáàâëåí èëè óäàëåí. Íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè
â ýòîì ïëàíå  âë þòñ  ìîë÷àùèå çàìåíû, äåëåöèè èëè äîáàâëåíè , êîòîðûå íå èçìåí þò
ñâîéñòâà è àêòèâíîñòü ïîëèïåïòèäà RG1. Òàêæå îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûìè â ýòîì ïëàíå
 âë þòñ  êîíñåðâàòèâíûå çàìåíû. Íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  ïîëèïåïòèäû,
èìåþùèå àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2),
êîòîðà  íå ñîäåðæèò çàìåíû.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî ïîëèïåïòèäû è ïîëèíóêëåîòèäû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
íàõîä òñ  â âûäåëåííîé ôîðìå è îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíî î÷èùåíû äî ãîìîãåííîãî
ñîñòî íè .

Ïîëèïåïòèäû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ òàêæå âêëþ÷àþò ïîëèïåïòèä,
ïðåäñòàâëåííûé íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2), à òàêæå ïîëèïåïòèäû, êîòîðûå ïî ìåíüøåé ìåðå
íà 70% àíàëîãè÷íû (ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå íà 70% èäåíòè÷íû) ïîëèïåïòèäó,
ïðåäñòàâëåííîìó íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2), è áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, êîòîðûå ïî ìåíüøåé
ìåðå íà 90% àíàëîãè÷íû (ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå íà 90% èäåíòè÷íû)
ïîëèïåïòèäó, ïðåäñòàâëåííîìó íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2), è åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî,
êîòîðûå ïî ìåíüøåé ìåðå íà 95% àíàëîãè÷íû (ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå íà 95%
èäåíòè÷íû) ïîëèïåïòèäó, ïðåäñòàâëåííîìó íà ôèã.2 (SEQ ID NO: 2), è òàêæå âêëþ÷àþò
ó÷àñòêè òàêèõ ïîëèïåïòèäîâ, ïðè÷åì, òàêîé ó÷àñòîê ïîëèïåïòèäà, êàê ïðàâèëî, ñîäåðæèò
ïî ìåíüøåé ìåðå 30 àìèíîêèñëîò è áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå 50
àìèíîêèñëîò.

Êàê èçâåñòíî â äàííîé îáëàñòè, "ñòåïåíü àíàëîãè÷íîñòè" ìåæäó äâóì  ïîëèïåïòèäàìè
îïðåäåë þò, ñðàâíèâà  àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è êîíñåðâàòèâíûå
àìèíîêèñëîòíûå çàìåíû â îäíîì ïîëèïåïòèäå ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ âòîðîãî
ïîëèïåïòèäà.

Ôðàãìåíòû èëè ó÷àñòêè ïîëèïåïòèäîâ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî ïðèìåí òü
äë  ïîëó÷åíè  ñîîòâåòñòâóþùèõ ïîëíîðàçìåðíûõ ïîëèïåïòèäîâ ñ ïîìîùüþ ïåïòèäíîãî
ñèíòåçà; òàêèì îáðàçîì, ôðàãìåíòû ìîæíî ïðèìåí òü â êà÷åñòâå ïðîìåæóòî÷íûõ
ïðîäóêòîâ äë  ïîëó÷åíè  ïîëíîðàçìåðíûõ ïîëèïåïòèäîâ.

Ôðàãìåíòû
Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè âàðèàíòàìè îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë þòñ 
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òàêæå ïîëèïåïòèäû, ñîäåðæàùèå ôðàãìåíòû RG1, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ôðàãìåíòû
RG1, ïðåäñòàâëåííîãî íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2).

Â ýòîì êîíòåêñòå ôðàãìåíò ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîëèïåïòèä, èìåþùèé àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïîëíîñòüþ ñîâïàäàåò ñ ÷àñòüþ, íî íå âñåé àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ îïèñàííûõ âûøå ïîëèïåïòèäîâ RG1 è èõ âàðèàíòîâ èëè
ïðîèçâîäíûõ.

Òàêèå ôðàãìåíòû ìîãóò ïðåäñòàâë òü ñîáîé "îòäåëüíî ñòî ùèå" ôðàãìåíòû, ò.å.
ôðàãìåíòû, êîòîðûå íå  âë þòñ  ÷àñòüþ èëè íå ñëèòû ñ äðóãèìè àìèíîêèñëîòàìè èëè
ïîëèïåïòèäàìè, èëè îíè ìîãóò íàõîäèòüñ  â ñîñòàâå áîëåå êðóïíîãî ïîëèïåïòèäà, îáðàçó 
òåì ñàìûì åãî îáëàñòü. Åñëè îíè âõîä ò â ñîñòàâ áîëåå êðóïíîãî ïîëèïåïòèäà, òî
ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  ôðàãìåíòû,
îáðàçóþùèå îòäåëüíóþ íåïðåðûâíóþ îáëàñòü. Îäíàêî íåêîòîðûå êîìïîíåíòû ìîãóò
âõîäèòü â ñîñòàâ îäíîãî áîëåå êðóïíîãî ïîëèïåïòèäà. Íàïðèìåð, îïðåäåëåííûìè
ïðåäïî÷òèòåëüíûìè âàðèàíòàìè îñóùåñòâëåíè   âë åòñ  ôðàãìåíò ïîëèïåïòèäà RG1 ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, âõîä ùèé â ñîñòàâ ïîëèïåïòèäà-ïðåäøåñòâåííèêà, ñîçäàííîãî ñ
öåëüþ ýêñïðåññèè â õîç èíå è íåñóùåãî ãåòåðîëîãè÷íûå ïðå- è ïðîïîëèïåïòèäíûå îáëàñòè,
ñëèòûå ñ N-êîíöîì RG1-ôðàãìåíòà, è äîïîëíèòåëüíóþ îáëàñòü, ñëèòóþ ñ Ñ-êîíöîì
ôðàãìåíòà. Òàêèì îáðàçîì, â ÷àñòíîñòè, ïîä ôðàãìåíòîì â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè 
ïîíèìàþò ÷àñòü èëè ÷àñòè ñëèòîãî ïîëèïåïòèäà èëè ñëèòîãî ïðîòåèíà, ïîëó÷åííîãî èç RG1.

Â êà÷åñòâå ðåïðåçåíòàòèâíûõ ïðèìåðîâ ôðàãìåíòîâ ïîëèïåïòèäîâ ïî èçîáðåòåíèþ
ìîæíî îòìåòèòü ôðàãìåíòû, âêëþ÷àþùèå îò ïðèìåðíî 25 äî ïðèìåðíî 331 àìèíîêèñëîò.

Â ýòîì êîíòåêñòå "ïðèìåðíî" âêëþ÷àåò êîíêðåòíî óêàçàííûé äèàïàçîí è äèàïàçîíû,
êîòîðûå áîëüøå èëè ìåíüøå ëèáî îäíîãî èç êðàéíèõ çíà÷åíèé, ëèáî îáîèõ êðàéíèõ
çíà÷åíèé íà íåñêîëüêî, íåìíîãî, 5, 4, 3, 2 èëè 1 àìèíîêèñëîòó. Íàïðèìåð, â ýòîì
êîíòåêñòå ôðàãìåíò äëèíîé ïðèìåðíî 331 àìèíîêèñëîòû îáîçíà÷àåò ôðàãìåíò
ïîëèïåïèäà, èìåþùèé äëèíó îò 25 àìèíîêèñëîò ïëþñ èëè ìèíóñ íåñêîëüêî, íåáîëüøîå
êîëè÷åñòâî, 5, 4, 3, 2 èëè 1 àìèíîêèñëîòà äî 331 ïëþñ ìèíóñ íåñêîëüêî, íåáîëüøîå
êîëè÷åñòâî, 5, 4, 3, 2 èëè 1 àìèíîêèñëîòíûõ(ûé) îñòàòêîâ(îê), ò.å. äèàïàçîí âêëþ÷àåò
êàê îò 25 ìèíóñ íåñêîëüêî àìèíîêèñëîò äî 331 ïëþñ íåñêîëüêî àìèíîêèñëîò, òàê è îò 25
ïëþñ íåñêîëüêî àìèíîêèñëîò äî 331 ìèíóñ íåñêîëüêî àìèíîêèñëîò.

Â ýòîì ïëàíå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  óêàçàííûå äèàïàçîíû, â êîòîðûõ îäíî
èëè îáà êðàéíèõ çíà÷åíèé îòëè÷àþòñ  íà ïëþñ èëè ìèíóñ 5 àìèíîêèñëîò. Åùå áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  óêàçàííûå äèàïàçîíû, â êîòîðûõ îäíî èëè îáà êðàéíèõ
çíà÷åíèé îòëè÷àþòñ  íà ïëþñ èëè ìèíóñ 3 àìèíîêèñëîòû. Íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî,
êîãäà â óêàçàííûõ äèàïàçîíàõ îäíî èëè îáà êðàéíèõ çíà÷åíèé îòëè÷àþòñ  íà ïëþñ èëè
ìèíóñ 1 àìèíîêèñëîòó, ëèáî êîãäà äèàïàçîíû ñòðîãî ñîîòâåòñòâóþò óêàçàííûì ïðåäåëüíûì
çíà÷åíè ì. È ñàìûìè ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  ôðàãìåíòû, âêëþ÷àþùèå îò ïðèìåðíî
25 äî ïðèìåðíî 331 àìèíîêèñëîòû.

Ñðåäè íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûõ ôðàãìåíòîâ ïî èçîáðåòåíèþ ìîæíî îòìåòèòü
óñå÷åííûå ìóòàíòû RG1. Óñå÷åííûå ìóòàíòû RG1 âêëþ÷àþò âàðèàíòû èëè ïðîèçâîäíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäñòàâëåííîé íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2), çà èñêëþ÷åíèåì äåëåöèé
íåïðåðûâíûõ ð äîâ îñòàòêîâ (ò.å. íåïðåðûâíîé îáëàñòè, ÷àñòè èëè ó÷àñòêà), âêëþ÷àþùèõ
N-êîíåö ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäñòàâëåííîé íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2), èëè íåïðåðûâíûõ
ð äîâ îñòàòêîâ, âêëþ÷àþùèõ Ñ-êîíåö, èëè â ñëó÷àå ìóòàíòîâ ñ äâîéíûì óñå÷åíèåì -
äåëåöèé äâóõ íåïðåðûâíûõ ð äîâ îñòàòêîâ, îäèí èç êîòîðûõ ñîäåðæèò N-êîíåö, à âòîðîé
ñîäåðæèò Ñ-êîíåö. Ôðàãìåíòû, èìåþùèå ðàçìåð, êîòîðûé íàõîäèòñ  â óêàçàííîì âûøå
äèàïàçîíå, òàêæå ïðåäñòàâë þò ñîáîé ïðåäïî÷òèòåëüíûå âàðèàíòû îñóùåñòâëåíè 
óñå÷åííûõ ôðàãìåíòîâ, êîòîðûå â öåëîì  âë þòñ  íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè
ôðàãìåíòàìè.

Ñîãëàñíî ýòîìó îáúåêòó èçîáðåòåíè  îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ 
ôðàãìåíòû, îòëè÷àþùèåñ  íàëè÷èåì áèîëîãè÷åñêîé è/èëè èììóíîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè,
ñâîéñòâåííîé RG1. Òàêèå ôðàãìåíòû âêëþ÷àþò ôðàãìåíòû, âêëþ÷àþùèå ïðåäñêàçàííûå
ñòðóêòóðíûå äîìåíû RG1, ñîñòî ùèå ïî ìåíüøåé ìåðå èç àìèíîêèñëîò â ïîëîæåíèè îò 31
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äî 103, îò 138 äî 221 è îò 278 äî 330, èëè ôðàãìåíòû, êîòîðûå ïðèìåí þò äë  ïîëó÷åíè 
àíòèòåë, íàïðèìåð, îïèñàííûå â ïðèìåðå 4.

Êîíêðåòíûå ïðåäïî÷òèòåëüíûå â ýòîì ïëàíå îáëàñòè ïðèâåäåíû íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2)
è âêëþ÷àþò (íî íå îãðàíè÷èâà ñü èìè) îáëàñòè óêàçàííûõ âûøå òèïîâ, âû âëåííûå ñ
ïîìîùüþ àíàëèçà àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäñòàâëåííîé íà ôèã.2 (SEQ ID
NO:2).

Ñðåäè íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûõ ôðàãìåíòîâ ïî èçîáðåòåíèþ ìîæíî îòìåòèòü
ôðàãìåíòû, âêëþ÷àþùèå îáëàñòè RG1, îáúåäèí þùèå íåñêîëüêî ñòðóêòóðíûõ
îñîáåííîñòåé, òàêèõ êàê îïèñàííûå âûøå îñîáåííîñòè. Â ýòîì ïëàíå íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíûìè îáëàñò ìè  âë þòñ  äâà äîìåíà ñïîíäèíà è îäèí äîìåí
òðîìáîñïîíäèíà, ïðîñòèðàþùèåñ  ïðèìåðíî îò àìèíîêèñëîòû â ïîëîæåíèè 31 äî 103, îò
138 äî 221 è îò 278 äî 330 ñîîòâåòñòâåííî, ÷òî õàðàêòåðíî äë  ñóïåðñåìåéñòâà
Ìèíäèíà/ñïîíäèíà ïðîòåèíîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Òàêèå îáëàñòè ìîãóò âêëþ÷àòü
áîëåå êðóïíûå ïîëèïåïòèäû èëè ìîãóò ñàìè  âë òüñ  ïðåäïî÷òèòåëüíûì ôðàãìåíòîì ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, êàê óêàçàíî âûøå. Â ýòîì ðàçäåëå ïîí òèå "ïðèìåðíî" èìååò
óêàçàííîå âûøå çíà÷åíèå è îòíîñèòñ  ê ôðàãìåíòàì â öåëîì.

Òàêæå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  îáëàñòè, îïîñðåäóþùèå àêòèâíîñòü RG1. Â ýòîì
ïëàíå íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  ôðàãìåíòû, êîòîðûå îáëàäàþò õèìè÷åñêîé,
áèîëîãè÷åñêîé èëè äðóãèìè âèäàìè àêòèâíîñòè RG1, âêëþ÷à  ôðàãìåíòû, îáëàäàþùèå
òàêîé æå èëè áîëåå âûñîêîé àêòèâíîñòüþ èëè îáëàäàþùèå áîëåå íèçêîé íåæåëàòåëüíîé
àêòèâíîñòüþ. Íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè â ýòîì ïëàíå  âë þòñ  ôðàãìåíòû, êîòîðûå
ñîäåðæàò îáëàñòè, ãîìîëîãè÷íûå ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èëè íàõîä ùèåñ  â òàêîì æå
ïîëîæåíèè, èëè è ãîìîëîãè÷íûå ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è íàõîä ùèåñ  â òàêîì æå
ïîëîæåíèè, ÷òî è àêòèâíûå îáëàñòè ðîäñòâåííûõ ïîëèïåïòèäîâ, íàïðèìåð, äðóãèõ
ïðîòåèíîâ ñåìåéñòâà ìèíäèíà, ê êîòîðîìó îòíîñèòñ  RG1.

Âåêòîðû, êëåòêè-õîç åâà è ñèñòåìû ýêñïðåññèè
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê âåêòîðàì, êîòîðûå âêëþ÷àþò ïîëèíóêëåîòèäû

ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, êëåòêàì-õîç åâàì, êîòîðûå ãåíåòè÷åñêè êîíñòðóèðóþò ñ
èñïîëüçîâàíèåì âåêòîðîâ ïî èçîáðåòåíèþ, è ê ïîëó÷åíèþ ïîëèïåïòèäîâ ïî èçîáðåòåíèþ ñ
ïîìîùüþ ìåòîäîâ ðåêîìáèíàöèè. Òàêèå ìåòîäû îïèñàíû ó Sambrook è äð., Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y., 1989 è ó
Ausubel F.M. è äð., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York,
N.Y., 1989.

Êëåòêè-õîç åâà ìîæíî ñîçäàâàòü ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ñ öåëüþ
âêëþ÷åíè  ïîëèíóêëåîòèäîâ è ýêñïðåññèè ïîëèïåïòèäîâ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.
Íàïðèìåð, ïîëèíóêëåîòèäû ìîæíî èíòðîäóöèðîâàòü â êëåòêè-õîç åâà ñ ïîìîùüþ õîðîøî
èçâåñòíûõ ìåòîäîâ çàðàæåíè , òðàíñäóêöèè, òðàíñôåêöèè, òðàíñâåêöèè è òðàíñôîðìàöèè.
Ïîëèíóêëåîòèäû ìîæíî èíòðîäóöèðîâàòü ïî îòäåëüíîñòè èëè â ñî÷åòàíèè ñ äðóãèìè
ïîëèíóêëåîòèäàìè. Òàêèå äîïîëíèòåëüíûå ïîëèíóêëåîòèäû ìîæíî èíòðîäóöèðîâàòü
íåçàâèñèìî, èíòðîäóöèðîâàòü ñîâìåñòíî èëè èíòðîäóöèðîâàòü ïîñëå ñâ çûâàíè  ñ
ïîëèíóêëåîòèäàìè ïî èçîáðåòåíèþ.

Òàê, íàïðèìåð, ïîëèíóêëåîòèäàìè ïî èçîáðåòåíèþ ìîæíî òðàíñôåêòèðîâàòü êëåòêè-
õîç åâà, íàïðèìåð, êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ, ñîâìåñòíî ñ äðóãèì îòäåëüíûì
ïîëèíóêëåîòèäîì, êîäèðóþùèì ñåëåêòèðóåìûé ìàðêåð, ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðòíûõ
ìåòîäîâ ñîâìåñòíîé òðàíñôåêöèè (êîòðàíñôåêöèè) è ñåëåêöèè. Â ýòîì ñëó÷àå
ïîëèíóêëåîòèäû äîëæíû áûòü ñòàáèëüíî èíòåãðèðîâàíû â ãåíîì êëåòêè-õîç èíà.

Â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå ïîëèíóêëåîòèäû ìîæíî ñâ çûâàòü ñ âåêòîðîì, ñîäåðæàùèì
ñåëåêòèðóåìûé ìàðêåð, äë  ðàçìíîæåíè  â õîç èíå. Âåêòîðíóþ êîíñòðóêöèþ ìîæíî
èíòðîäóöèðîâàòü â êëåòêè-õîç åâà ñ ïîìîùüþ âûøåóêàçàííûõ ìåòîäîâ. Êàê ïðàâèëî,
ïëàçìèäíûé âåêòîð èíòðîäóöèðóþò â êëåòêè-õîç åâà â âèäå ÄÍÊ â ïðåöèïèòàòå, òàêîì êàê
ïðåöèïèòàò ôîñôàòà êàëüöè , èëè â âèäå êîìïëåêñà ñ çàð æåííûì ëèïèäîì. Äë 
èíòðîäóêöèè ïîëèíóêëåîòèäîâ â õîç èíà òàêæå ìîæíî èñïîëüçîâàòü ýëåêòðîïîðàöèþ. Åñëè
âåêòîð ïðåäñòàâë åò ñîáîé âèðóñ, òî åãî ìîæíî óïàêîâûâàòü in vitro èëè
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èíòðîäóöèðîâàòü â óïàêîâûâàþùóþ êëåòêó è óïàêîâàííûé âèðóñ ìîæíî òðàíñäóöèðîâàòü â
êëåòêè. Øèðîêîå ðàçíîîáðàçèå ìåòîäîâ, êîòîðûå ìîæíî ïðèìåí òü äë  ïîëó÷åíè 
ïîëèíóêëåîòèäîâ è äë  èíòðîäóêöèè ïîëèíóêëåîòèäîâ â êëåòêè,  âë þòñ  õîðîøî
èçâåñòíûìè è ñòàíäàðòíûìè äë  ñïåöèàëèñòîâ â äàííîé îáëàñòè. Òàêèå ìåòîäû ïîëíîñòüþ
îáîáùåíû â ïðîöèòèðîâàííîì âûøå ñïðàâî÷íèêå Sambrook ñ ñîàâòîðàìè, â êîòîðîì
ïðîèëëþñòðèðîâàíû ìíîãèå ðóêîâîäñòâà ïî ïðîâåäåíèþ ëàáîðàòîðíûõ èññëåäîâàíèé ñ
îïèñàíèåì äåòàëåé ýòèõ ìåòîäîâ. Ñîãëàñíî ýòîìó îáúåêòó èçîáðåòåíè  âåêòîð ìîæåò
ïðåäñòàâë òü ñîáîé, íàïðèìåð, ïëàçìèäíûé âåêòîð, îäíî- èëè äâóõöåïî÷å÷íûé ôàãîâûé
âåêòîð, âèðóñíûé ÐÍÊ-îâûé èëè ÄÍÊ-îâûé âåêòîð, ãäå ÐÍÊ èëè ÄÍÊ ìîãóò áûòü îäíî- èëè
äâóõöåïî÷å÷íûìè. Òàêèå âåêòîðû ìîæíî èíòðîäóöèîâàòü â êëåòêè â âèäå ïîëèíóêëåîòèäîâ,
ïðåäïî÷òèòåëüíî ÄÍÊ, ñ ïîìîùüþ õîðîøî èçâåñòíûõ ìåòîäîâ èíòðîäóêöèè ÄÍÊ è ÐÍÊ â
êëåòêè. Â ñëó÷àå ôàãîâûõ è âèðóñíûõ âåêòîðîâ èõ òàêæå ìîæíî è ïðåäïî÷òèòåëüíî
èíòðîäóöèðîâàòü â êëåòêè â âèäå óïàêîâàííîãî èëè êàïñóëèðîâàííîãî âèðóñà ñ
èñïîëüçîâàíèåì õîðîøî èçâåñòíûõ ìåòîäîâ çàðàæåíè  è òðàíñäóêöèè. Âèðóñíûå âåêòîðû
ìîãóò áûòü ðåïëèêîí-êîìïåòåíòíûìè èëè ðåïëèêîí-äåôèöèòíûìè. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå
ðàçìíîæåíèå âèðóñà, êàê ïðàâèëî, ïðîèñõîäèò òîëüêî â êîìïëåìåíòèðóþùèõ êëåòêàõ-
õîç åâàõ.

Â îïðåäåëåííûõ àñïåêòàõ ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  âåêòîðû, ïðåäíàçíà÷åííûå äë 
ýêñïðåññèè ïîëèíóêëåîòèäîâ è ïîëèïåïòèäîâ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ. Êàê ïðàâèëî,
òàêèå âåêòîðû âêëþ÷àþò äåéñòâóþùèå â öèñ-íàïðàâëåíèè êîíòðîëèðóþùèå îáëàñòè,
ýôôåêòèâíûå äë  ýêñïðåññèè â õîç èíå, ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííûå ñ ïîëèíóêëåîòèäîì,
ïîäëåæàùèì ýêñïðåññèè. Ñîîòâåòñòâóþùèå äåéñòâóþùèå â òðàíñ-íàïðàâëåíèè ôàêòîðû
ïîñòàâë þòñ  ëèáî õîç èíîì, ëèáî êîìëåìåíòèðóþùèì âåêòîðîì, ëèáî ñàìèì âåêòîðîì
ïðè èíòðîäóêöèè â õîç èíà.

Â ýòîé ñâ çè êîíêðåòíûìè ïðåäïî÷òèòåëüíûìè âàðèàíòàìè  âë þòñ  âåêòîðû,
ïðåäíàçíà÷åííûå äë  ñïåöèôè÷åñêîé ýêñïðåññèè. Òàêà  ñïåöèôè÷åñêà  ýêñïðåññè  ìîæåò
ïðåäñòàâë òü ñîáîé èíäóöèáåëüíóþ ýêñïðåññèþ èëè ýêñïðåññèþ òîëüêî â îïðåäåëåííûõ
òèïàõ êëåòîê èëè êàê èíäóöèáåëüíóþ, òàê è ñïåöèôè÷íóþ äë  îïðåäåëåííûõ êëåòîê
ýêñïðåññèþ. Ñðåäè èíäóöèáåëüíûõ âåêòîðîâ íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ 
âåêòîðû, ýêñïðåññèþ êîòîðûõ ìîæíî èíäóöèðîâàòü ñ ïîìîùüþ ôàêòîðîâ îêðóæàþùåé
ñðåäû, êîòîðûìè ëåãêî ìàíèïóëèðîâàòü, òàêèìè êàê òåìïåðàòóðà èëè ïèùåâûå äîáàâêè.
Ðàçëè÷íûå âåêòîðû ïî èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷à  êîíñòèòóòèâíûå è èíäóöèáåëüíûå
ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû, êîòîðûå ìîæíî ïðèìåí òü â ïðîêàðèîòè÷åñêèõ è ýóêàðèîòè÷åñêèõ
õîç åâàõ,  âë þòñ  õîðîøî èçâåñòíûìè è ñîîòâåòñòâóþò îáû÷íî ïðèìåí åìûì
ñïåöèàëèñòàìè â äàííîé îáëàñòè.

Ñêîíñòðóèðîâàííûå êëåòêè-õîç åâà ìîæíî êóëüòèâèðîâàòü â îáùåïðèí òîé ïèòàòåëüíîé
ñðåäå, êîòîðóþ ïðè íåîáõîäèìîñòè ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü ñðåäè ïðî÷åãî ñ öåëüþ
àêòèâàöèè ïðîìîòîðîâ, îòáîðà òðàíñôîðìàíòîâ èëè àìïëèôèêàöèè ãåíîâ. Óñëîâè 
êóëüòèâèðîâàíè , òàêèå êàê òåìïåðàòóðà, çíà÷åíèå ðÍ è ò.ï., ðàíåå ïðèìåí åìûå äë 
êëåòêè-õîç èíà, îòîáðàííîãî äë  îñóùåñòâëåíè  ýêñïðåññèè, êàê ïðàâèëî, ïðèãîäíû äë 
ýêñïðåññèè ïîëèïåïòèäîâ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ÷òî äîëæíî áûòü î÷åâèäíî
ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè.

Äë  ýêñïðåññèè ïîëèïåïòèäà ïî èçîáðåòåíèþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü øèðîêîå
ðàçíîîáðàçèå ýêñïðåññèîííûõ âåêòîðîâ. Òàêèå âåêòîðû âêëþ÷àþò õðîìîñîìíûå,
ýïèñîìíûå è ïðîèñõîä ùèå èç âèðóñà âåêòîðû, íàïðèìåð, âåêòîðû, ïðîèñõîä ùèå èç
áàêòåðèàëüíûõ ïëàçìèä, èç áàêòåðèîôàãîâ, èç ýïèñîì äðîææåé, èç ýëåìåíòîâ õðîìîñîì
äðîææåé, èç âèðóñîâ, òàêèõ êàê áàêóëîâèðóñ, ïàïîâàâèðóñ, òàêîé êàê SV40, âèðóñ
êîðîâüåé îñïû, àäåíîâèðóñ, âèðóñ îñïû äîìàøíåé ïòèöû, âèðóñ ïñåâäîáåøåíñòâà,
ðåòðîâèðóñ è àëüôàâèðóñ, òàêîé êàê Ñèíäáèñ-âèðóñ, è âåêòîðû, ïîëó÷åííûå ïóòåì èõ
êîìáèíàöèé, òàêèå êàê ïîëó÷åííûå èç ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ ïëàçìèäû è áàêòåðèîôàãà,
íàïðèìåð, êîñìèäû è ôàãìèäû, ïðè÷åì ñîãëàñíî äàííîìó îáúåêòó èçîáðåòåíè  âñå ýòè
âèðóñû ìîæíî ïðèìåí òü äë  ýêñïðåññèè. Êàê ïðàâèëî, äë  ýêñïðåññèè ìîæíî ïðèìåí òü
ëþáîé âåêòîð, ïðèãîäíûé äë  ïîääåðæàíè , ðàçìíîæåíè  èëè ýêñïðåññèè ïîëèíóêëåîòèäîâ
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ñ öåëüþ ýêñïðåññèè ïîëèïåïòèäà â õîç èíå.
Ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ ìîæíî âñòðàèâàòü â âåêòîð ñ ïîìîùüþ

ëþáîé èç øèðîêîãî ðàçíîîáðàçè  èçâåñòíûõ è ñòàíäàðòíûõ ìåòîäèê. Â öåëîì,
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, ïðåäíàçíà÷åííóþ äë  ýêñïðåññèè, ñâ çûâàþò ñ ýêñïðåññèîííûì
âåêòîðîì ïóòåì ðàñùåïëåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ è ýêñïðåññèîííîãî âåêòîðà ñ
ïîìîùüþ îäíîé èëè íåñêîëüêèõ ðåñòðèêòàç, è ïîñëåäóþùåãî îáúåäèíåíè  ðåñòðèêöèîííûõ
ôðàãìåíòîâ ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-ëèãàçû ôàãà Ò4. Ìåòîäû ðåñòðèêöèè è ñâ çûâàíè  ïóòåì
ëèãèðîâàíè , êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ýòîé öåëè, õîðîøî èçâåñòíû è  âë þòñ 
ñòàíäàðòíûìè äë  ñïåöèàëèñòîâ â äàííîé îáëàñòè. Àëüòåðíàòèâíûå ìåòîäèêè ðåñòðèêöèè
è ñâ çûâàíè  ïóòåì ëèãèðîâàíè , à òàêæå êîíñòðóèðîâàíè  ýêñïðåññèîííûõ âåêòîðîâ,
êîòîðûå òàêæå õîðîøî èçâåñòíû è  âë þòñ  ñòàíäàðòíûìè äë  ñïåöèàëèñòîâ â äàííîé
îáëàñòè, èçëîæåíû áîëåå ïîäðîáíî â ïðîöèòèðîâàííîì âûøå ðóêîâîäñòâå Sambrook ñ
ñîàâòîðàìè.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ â ýêñïðåññèîííîì âåêòîðå ôóíêöèîíàëüíî ñâ çûâàþò ñ
ñîîòâåòñòâóþùèìè(åé) êîíòðîëèðóþùèìè(åé) ýêñïðåññèþ ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè(òüþ),
âêëþ÷à , íàïðèìåð, ïðîìîòîð äë  íàïðàâëåíè  òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ. Ëèøü íåêîòîðûìè
ðåïðåçåíòàòèâíûìè ïðèìåðàìè òàêèõ õîðîøî èçâåñòíûõ ïðîìîòîðîâ  âë þòñ  ïðîìîòîð
PL ôàãà ë ìáäà, ïðîìîòîðû lac, trp, tac è trc E.coli, ðàííèå è ïîçäíèå ïðîìîòîðû SV40
è ïðîìîòîðû ðåòðîâèðóñíûõ LTR (äëèííûå ïîâòîðû ÐÍÊ íà êîíöàõ ãåíîìà). Ñëåäóåò
ïîíèìàòü, ÷òî ñîãëàñíî ýòîìó îáúåêòó èçîáðåòåíè  ìîæíî ïðèìåí òü ìíîãî÷èñëåííûå íå
óïîì íóòûå ïðîìîòîðû, êîòîðûå õîðîøî èçâåñòíû è êîòîðûå ñïåöèàëèñòû â äàííîé
îáëàñòè ìîãóò ëåãêî èñïîëüçîâàòü òàêèì æå îáðàçîì, êîòîðûé ïðîèëëþñòðèðîâàí è
îáñóæäåí íèæå â ïðèìåðàõ.

Â öåëîì, êîíñòðóêöèè äë  ýêñïðåññèè äîëæíû ñîäåðæàòü ñàéòû äë  èíèöèàöèè è
òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè è â òðàíñêðèáèðóåìîé îáëàñòè - íåîáõîäèìûé äë  òðàíñë öèè
ñàéò ñâ çûâàíè  ðèáîñîì. Êîäèðóþùà  îáëàñòü òðàíñêðèïòîâ, ýêñïðåññèðóìûõ ñ ïîìîùüþ
êîíñòðóêöèé, äîëæíà âêëþ÷àòü ñàéò èíèöèàöèè AUG â íà÷àëå è ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì
ðàñïîëîæåííûé òåðìèíèðóþùèé êîäîí íà êîíöå ïîëèïåïòèäà, ïîäëåæàùåãî òðàíñë öèè.

Êðîìå òîãî, êîíñòðóêöèè ìîãóò ñîäåðæàòü êîíòðîëèðóþùèå îáëàñòè, êîòîðûå
ðåãóëèðóþò, à òàêæå èíèöèèðóþò ýêñïðåññèþ. Êàê ïðàâèëî, ñîãëàñíî ìíîãî÷èñëåííûì
îáû÷íî ïðèìåí åìûì ìåòîäèêàì, òàêèå îáëàñòè, â ÷àñòíîñòè, ñàéòû ñâ çûâàíè 
ðåïðåññîðà è ýíõàíñåðû, ìîãóò êîíòðîëèðîâàòü òðàíñêðèïöèþ.

Âåêòîðû äë  ðàçìíîæåíè  è ýêñïðåññèè, êàê ïðàâèëî, äîëæíû âêëþ÷àòü ñåëåêòèðóåìûå
ìàðêåðû. Òàêèå ìàðêåðû òàêæå ìîæíî ïðèìåí òü äë  àìïëèôèêàöèè, èëè âåêòîðû ìîãóò
ñîäåðæàòü äîïîëíèòåëüíûå ìàðêåðû äë  ýòîé öåëè. Â ýòîé ñâ çè ýêñïðåññèîíííûå âåêòîðû
ïðåäïî÷òèòåëüíî ñîäåðæàò îäèí èëè íåñêîëüêèõ ñåëåêòèðóåìûõ ìàðêåðíûõ ãåíîâ äë 
îáåñïå÷åíè  ïðî âëåíè  ôåíîòèïè÷åñêîãî ïðèçíàêà ñ öåëüþ îòáîðà òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê-õîç åâ. Ïðåäïî÷òèòåëüíûå ìàðêåðû âêëþ÷àþò ãåíû, îáóñëîâëèâàþùèå
óñòîé÷èâîñòü ê äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçå, íåîìèöèíó, ïóðîìèöèíó èëè ãèãðîìèöèíó äë 
êóëüòóðû ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê, è ãåíû, îáóñëîâëèâàþùèå óñòîé÷èâîñòü ê òåòðàöèêëèíó,
òåîìèöèíó, êàíàìèöèíó èëè àìïèöèëëèíó, äë  êóëüòóðû Å.coli è äðóãèõ áàêòåðèé.

Âåêòîð, ñîäåðæàùèé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, îïèñàííóþ âûøå, à
òàêæå ñîîòâåòñòâóþùèé ïðîìîòîð è äðóãèå ñîîòâåòñòâóþùèå êîíòðîëèðóþùèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ìîæíî èíòðîäóöèðîâàòü â ñîîòâåòñòâóþùåãî õîç èíà ñ ïîìîùüþ
ðàçëè÷íûõ õîðîøî èçâåñòíûõ ìåòîäèê, ïðèãîäíûõ äë  ýêñïðåññèè â íåì òðåáóåìîãî
ïîëèïåïòèäà. Ðåïðåçåíòàòèâíûå ïðèìåðû ñîîòâåòñòâóþùèõ õîç åâ âêëþ÷àþò
áàêòåðèàëüíûå êëåòêè, òàêèå êàê êëåòêè Å.coli, Streptomyces è Salmonella typhimurium;
ãðèáíûå êëåòêè, òàêèå êàê êëåòêè äðîææåé; êëåòêè íàñåêîìûõ, òàêèå êàê êëåòêè ëèíèè S2
Drosophila è ëèíèè Sf9 Spodoptera; êëåòêè æèâîòíûõ, òàêèå êàê êëåòêè ÑÍÎ, COS è
ìåëàíîìû Áîâåñà; è ðàñòèòåëüíûå êëåòêè, ïðåäïî÷òèòåëüíî êëåòêè íàñåêîìûõ ëèíèè BTI-
TN-5B1-4. Õîç åâà, â êîòîðûõ ìîæíî îñóùåñòâë òü ýêñïðåññèþ øèðîêîãî ðàçíîîáðàçè 
êîíñòðóêöèé, õîðîøî èçâåñòíû, è ñïåöèàëèñòû â äàííîé îáëàñòè, èñõîä  èç íàñòî ùåãî
îïèñàíè , ëåãêî ìîãóò âûáðàòü õîç èíà äë  ýêñïðåññèè ïîëèïåïòèäîâ ïî èçîáðåòåíèþ.
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Äë  ýêñïðåññèè òàêæå ìîæíî ïðèìåí òü ðàçëè÷íûå ñèñòåìû êóëüòóð êëåòîê
ìëåêîïèòàþùèõ. Ïðèìåðû ñèñòåì ýêñïðåññèè ìëåêîïèòàþùèõ âêëþ÷àþò ëèíèè COS-7
ôèáðîáëàñòà ïî÷êè îáåçü íû (Gluzman è äð., Cell, 23: 175, 1991). Äðóãèå ëèíèè êëåòîê,
â êîòîðûõ ìîæåò ïðîèñõîäèòü ýêñïðåññè  ñîâìåñòèìîãî âåêòîðà, âêëþ÷àþò, íàïðèìåð,
ëèíèè êëåòîê Ñ127, 3Ò3, ÑÍÎ, HeLa, ëèíèþ êëåòîê ïî÷êè ÷åëîâåêà 293 è ëèíèþ ÂÍÊ. Â
êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ-õîç åâàõ ìîæíî ïðèìåí òü ìíîãî÷èñëåííûå îñíîâàííûå íà
âèðóñàõ ýêñïðåññèîííûå ñèñòåìû. Â ñëó÷àå, êîãäà â êà÷åñòâå ýêñïðåññèîííîãî âåêòîðà
èñïîëüçóåòñ  àäåíîâèðóñ, ïîëèíóêëåîòèä, êîäèðóþùèé ïîëèïåïòèä RG1, ìîæíî âñòðàèâàòü
ïóòåì ëèãèðîâàíè  â êîìïëåêñ òðàíñêðèïöèè/òðàíñë öèè àäåíîâèðóñà, âêëþ÷àþùèé
ïîçäíèé ïðîìîòîð è ñîñòî ùóþ èç òðåõ ÷àñòåé ëèäåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.
Âñòðàèâàíèå â íå èìåþùóþ ðåøàþùåãî çíà÷åíè  îáëàñòü Å1 èëè Å3 âèðóñíîãî ãåíîìà
äîëæíî ïðèâåñòè ê ïîëó÷åíèþ æèçíåñïîñîáíîãî âèðóñà, îáëàäàþùåãî ñïîñîáíîñòüþ
ýêñïðåññèðîâàòü RG1 â çàðàæåííûõ êëåòêàõ-õîç åâàõ (Logan è Shenk, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 81: 3655-3659, 1984). Êðîìå òîãî, ýíõàíñåðû òðàíñêðèïöèè, òàêèå êàê
ýíõàíñåð âèðóñà ñàðêîìû Ðàóñà (RSV), ìîæíî ïðèìåí òü äë  óñèëåíè  ýêñïðåññèè â
êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ-õîç åâàõ.

Áîëåå êîíêðåòíî, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå âêëþ÷àåò òàêæå ðåêîìáèíàíòíûå êîíñòðóêöèè,
òàêèå êàê êîíñòðóêöèè äë  ýêñïðåññèè, âêëþ÷àþùèå îäíó èëè íåñêîëüêî îïèñàííûõ âûøå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Êîíñòðóêöèè âêëþ÷àþò âåêòîð, òàêîé êàê ïëàçìèäíûé èëè âèðóñíûé
âåêòîð, â êîòîðûé äîëæíà áûòü âñòðîåíà êîíñòðóêöè  ïî èçîáðåòåíèþ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ìîæíî âñòðàèâàòü â ïð ìîé èëè îáðàòíîé îðèåíòàöèè. Â îïðåäåëåííûõ ïðåäïî÷òèòåëüíûõ
âàðèàíòàõ êîíñòðóêöè  äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò ðåãóë òîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, â òîì
÷èñëå, íàïðèìåð, ïðîìîòîð, ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííûé ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ.
Ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè èçâåñòíî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ïðèåìëåìûõ âåêòîðîâ è
ïðîìîòîðîâ è ìíîãèå èìåþùèåñ  â ïðîäàæå âåêòîðû ìîæíî ïðèìåí òü ñîãëàñíî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.

Ñëåäóþùèå âåêòîðû, êîòîðûå èìåþòñ  â ïðîäàæå, ïðèâåäåíû â êà÷åñòâå ïðèìåðà.
Ñðåäè âåêòîðîâ ïðåäïî÷òèòåëüíûìè äë  ïðèìåíåíè  â áàêòåðè õ  âë þòñ  pQE70, pQE60
è pQE-9, ïîñòàâë åìûå ôèðìîé Qiagen ÑØÀ (Âàëåíñè , øòàò Êàëèôîðíè ); âåêòîðû pBS,
âåêòîðû Phagescript®, âåêòîðû Bluescript®, pNH8A, pNHI6a, pNHI8A, pNH46A,
ïîñòàâë åìûå ôèðìîé Stratagene (Ëà Äæîëëà, øòàò Êàëèôîðíè ); è ptrc99, pK223-3,
pKK233-3, pDR540, pRIT5, ïîñòàâë åìûå ôèðìîé Pharmacia Biotech (Ïèñêàòàâåé, øòàò
Íüþ-Äæåðñè). Íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûì  âë åòñ  âåêòîð pTrcHisB, ïîñòàâë åìûé
ôèðìîé Invitrogen. Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ýóêàðèîòè÷åñêèìè âåêòîðàìè  âë þòñ  pWLNEO,
pSV2CAT, pOG44, PXTI è pSG, ïîñòàâë åìûå ôèðìîé Stratagene; è PSVK3, pBPV, pMSG è
pSVl, ïîñòàâë åìûå ôèðìîé Pharmacia Biotech. Íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûì  âë åòñ 
âåêòîð pCIneo, ïîñòàâë åìûé ôèðìîé Promega. Ýòè âåêòîðû ïåðå÷èñëåíû òîëüêî â
êà÷åñòâå èëëþñòðàöèè öåëîãî ð äà èìåþùèõñ  â ïðîäàæå è õîðîøî èçâåñòíûõ âåêòîðîâ,
êîòîðûå ìîãóò ïðèìåí òüñ  ñïåöèàëèñòàìè â äàííîé îáëàñòè ñîãëàñíî ýòîìó îáúåêòó
èçîáðåòåíè . ßñíî, ÷òî ëþáûå äðóãèå ïëàçìèäû èëè âåêòîðû, ïðèãîäíûå, íàïðèìåð, äë 
èíòðîäóêöèè, ïîääåðæàíè , ðàçìíîæåíè  èëè ýêñïðåññèè ïîëèíóêëåîòèäà èëè ïîëèïåïòèäà
ïî èçîáðåòåíèþ â õîç èíå, ìîæíî ïðèìåí òü ñîãëàñíî ýòîìó îáúåêòó èçîáðåòåíè .

Ïðîìîòîðíûå îáëàñòè ìîæíî âûáèðàòü èç ëþáîãî òðåáóåìîãî ãåíà, èñïîëüçó  âåêòîðû,
êîòîðûå ñîäåðæàò ðåïîðòåðíóþ òðàíñêðèïöèîííóþ åäèíèöó, ëèøåííóþ ïðîìîòîðíîé
îáëàñòè, òàêóþ êàê òðàíñêðèïöèîííà  åäèíèöà õëîðàìôåíèêîëàöåòèëòðàíñôåðàçû ("cat"),
ðàñïîëîæåííóþ ïî õîäó òðàíñêðèïöèè ñàéòà èëè ñàéòîâ ðåñòðèêöèè, äë  èíòðîäóêöèè
ïðîìîòîðíîãî ôðàãìåíòà-êàíäèäàòà, ò.å. ôðàãìåíòà, êîòîðûé ìîæåò ñîäåðæàòü ïðîìîòîð.
Êàê õîðîøî èçâåñòíî, èíòðîäóêöè  â âåêòîð ñîäåðæàùåãî ïðîìîòîð ôðàãìåíòà â ñàéò
ðåñòðèêöèè, ðàñïîëîæåííûé ïðîòèâ õîäà òðàíñêðèïöèè îòíîñèòåëüíî ãåíà cat, óñèëèâàåò
ïðîèçâîäñòâî ÑÀÒ-àêòèâíîñòè, ÷òî ìîæíî îáíàðóæèòü ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ àíàëèçîâ
CAT. Âåêòîðû, ïðèãîäíûå äë  ýòîé öåëè, õîðîøî èçâåñòíû è ëåãêî äîñòóïíû. Â êà÷åñòâå
ïðèìåðà äâóõ òàêèõ âåêòîðîâ ìîæíî îòìåòèòü ðÊÊ232-Â è ðÑÌ7. Òàêèì îáðàçîì, äë 
ýêñïðåññèè ïîëèíóêëåîòèäîâ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî ïðèìåí òü íå òîëüêî
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õîðîøî èçâåñòíûå è ëåãêî äîñòóïíûå ïðîìîòîðû, íî òàêæå è ïðîìîòîðû, êîòîðûå ëåãêî
ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ñ ïîìîùüþ âûøåèçëîæåííîãî ìåòîäà ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðåïîðòåðíîãî ãåíà.

Èç èçâåñòíûõ áàêòåðèàëüíûõ ïðîìîòîðîâ, ïðèãîäíûõ äë  ýêñïðåññèè ïîëèíóêëåîòèäîâ è
ïîëèïåïòèäîâ ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ñëåäóåò îòìåòèòü ïðîìîòîðû lacI è lacZ
Å.coli, ïðîìîòîðû ôàãîâ Ò3 è Ò7, ïðîìîòîð tac ôàãà Ò5, ïðîìîòîðû PR, PI ôàãà ë ìáäà,
ïðîìîòîð trp è ãèáðèäíûé ïðîìîòîð trc, ïîëó÷åííûé èç ïðîìîòîðîâ trp è lac. Èç
èçâåñòíûõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ ïðîìîòîðîâ ïðèãîäíûìè â ýòîì ïëàíå  âë þòñ 
íåïîñðåäñòâåííûé ðàííèé ïðîìîòîð CMV, ïðîìîòîð òèìèäèíêèíàçû HSV, ðàííèé è
ïîçäíèé ïðîìîòîðû SV40, ïðîìîòîðû ðåòðîâèðóñíûõ LTR, òàêèå êàê ïðîìîòîðû âèðóñà
ñàðêîìû Ðàóñà ("RSV"), è ïðîìîòîðû ìåòàëëîòèîíåèíà, òàêîé êàê ìûøèíûé ïðîìîòîð
ìåòàëëîòèîíåèíà-1.

Âûáîð ñîîòâåòñòâóþùèõ âåêòîðîâ è ïðîìîòîðîâ äë  ýêñïðåññèè â êëåòêå-õîç èíå
 âë åòñ  õîðîøî èçâåñòíîé ïðîöåäóðîé è òðåáîâàíè  ê ìåòîäèêàì êîíñòðóèðîâàíè 
ýêñïðåññèîííûõ âåêòîðîâ, èíòðîäóêöèè âåêòîðà â õîç èíà è ýêñïðåññèè â õîç èíå
 âë þòñ  ñòàíäàðòíûìè äë  ñïåöèàëèñòîâ â äàííîé îáëàñòè.

Êàê ïðàâèëî, ðåêîìáèíàíòíûå ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû äîëæíû âêëþ÷àòü ñàéòû
èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè, ïðîìîòîð, ïîëó÷åííûé èç ãåíà ñ âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè, äë 
îñóùåñòâëåíè  òðàíñêðèïöèè ïî õîäó òðàíñêðèïöèè ñòðóêòóðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è
ñåëåêòèðóåìûé ìàðêåð äë  îñóùåñòâëåíè  âûäåëåíè  ñîäåðæàùèõ âåêòîð êëåòîê ïîñëå
îáðàáîòêè âåêòîðîì.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê êëåòêàì-õîç åâàì, ñîäåðæàùèì
âûøåóêàçàííûå êîíñòðóêöèè, êîòîðûå îïèñàíû âûøå. Êëåòêà-õîç èí ìîæåò ïðåäñòàâë òü
ñîáîé êëåòêó âûñøåãî ýóêàðèîòè÷åñêîãî îðãàíèçìà, òàêóþ êàê êëåòêà ìëåêîïèòàþùåãî, èëè
êëåòêó íèçøåãî ýóêàðèîòè÷åñêîãî îðãàíèçìà, òàêóþ êàê êëåòêà äðîææåé, èëè êëåòêà-
õîç èí ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ïðîêàðèîòè÷åñêóþ êëåòêó, òàêóþ êàê áàêòåðèàëüíà 
êëåòêà. Â êëåòêàõ-õîç åâàõ ìîæíî ïðèìåí òü îáùåïðèí òûì îáðàçîì êîíñòðóêöèè,
ïðåäíàçíà÷åííûå äë  ïîëó÷åíè  ãåííîãî ïðîäóêòà, êîäèðóåìîãî ðåêîìáèíàíòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ.

Ïîëèïåïòèäû ìîæíî ýêñïðåññèðîâàòü â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ, äðîææåé, áàêòåðèé èëè
â äðóãèõ êëåòêàõ ïîä êîíòðîëåì ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðîìîòîðîâ. Äë  ïîëó÷åíè  òàêèõ
ïðîòåèíîâ òàêæå ìîæíî ïðèìåí òü áåñêëåòî÷íûå ñèñòåìû òðàíñë öèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ÐÍÊ, ïîëó÷åííûõ èç êîíñòðóêöèé ÄÍÊ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.

Ñîîòâåòñòâóþùèå êëîíèðóþùèå è ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû, êîòîðûå ìîæíî ïðèìåí òü â
ñî÷åòàíèè ñ ïðîêàðèîòè÷åñêèìè è ýóêàðèîòè÷åñêèìè õîç åâàìè, îïèñàíû â
ïðîöèòèðîâàííîì ðàíåå ðóêîâîäñòâå Sambrook ñ ñîàâòîðàìè.

Òðàíñêðèïöèþ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé ïîëèïåïòèäû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, â âûñøèõ
ýóêàðèîòàõ ìîæíî óñèëèâàòü ïóòåì âñòðàèâàíè  â âåêòîð ýíõàíñåðíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ýíõàíñåðû ïðåäñòàâë þò ñîáîé öèñ-äåéñòâóþùèå ýëåìåíòû ÄÍÊ, êàê
ïðàâèëî äëèíîé 10-300 ïàð îñíîâàíèé, äåéñòâèå êîòîðûõ çàêëþ÷àåòñ  â ïîâûøåíèè
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ïðîìîòîðà â äàííîì òèïå êëåòêè-õîç èíà. Ïðèìåðû
ýíõàíñåðîâ âêëþ÷àþò ýíõàíñåð SV40, êîòîðûé ëîêàëèçîâàí íà êîíöå ñàéòà èíèöèàöèè
òðàíñêðèïöèè â îáëàñòè îò 100 äî 270 ïàð îñíîâàíèé, ýíõàíñåð ðàííåãî ïðîìîòîðà
öèòîìåãàëîâèðóñà, ýíõàíñåð ïîëèîìû íà êîíöå ñàéòà èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè è ýíõàíñåðû
àäåíîâèðóñîâ.

Ïîëèíóêëåîòèäû ïî èçîáðåòåíèþ, êîäèðóþùèå ãåòåðîëîãè÷íóþ ñòðóêòóðíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëèïåïòèäà ïî èçîáðåòåíèþ, êàê ïðàâèëî, äîëæíû áûòü âñòðîåíû â
âåêòîð ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ìåòîäèê òàê, ÷òîáû äë  îáåñïå÷åíè  èõ ýêñïðåññèè îíè
áûëè ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàíû ñ ïðîìîòîðîì. Ïîëèíóêëåîòèäû äîëæíû áûòü ðàñïîëîæåíû
òàê, ÷òîáû ñàéò íà÷àëà òðàíñêðèïöèè áûë ëîêàëèçîâàí â íàïðàâëåíèè 5'-êîíöà
îòíîñèòåëüíî ñàéòà ñâ çûâàíè  ðèáîñîì. Ñàéò ñâ çûâàíè  ðèáîñîì äîëæåí áûòü
ðàñïîëîæåí íà 5'-êîíöå îòíîñèòåëüíî AUG, èíèöèèðóþùåãî òðàíñë öèþ ïîëèïåïòèäà,
ïîäëåæàùåãî ýêñïðåññèè. Êàê ïðàâèëî, íå äîëæíû ïðèñóòñòâîâàòü íèêàêèå äðóãèå îòêðûòûå

Ñòðàíèöà: 25

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 283 130 C2

ðàìêè ñ÷èòûâàíè , êîòîðûå íà÷èíàëèñü áû íà èíèöèèðóþùåì êîäîíå, îáû÷íî AUG, è
íàõîäèëèñü áû ìåæäó ñàéòîì ñâ çûâàíè  ðèáîñîì è èíèöèèðóþùèì êîäîíîì AUG. Òàêæå,
êàê ïðàâèëî, íà êîíöå ïîëèïåïòèäà äîëæåí ïðèñóòñòâîâàòü ñòîï-êîäîí òðàíñë öèè è
äîëæíû ïðèñóòñòâîâàòü ñèãíàë ïîëèàäåíèëèðîâàíè  è ñèãíàë òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè,
ðàñïîëîæåííûå â íàïðàâëåíèè 3'-êîíöà òðàíñêðèáèðóåìîé îáëàñòè.

Äë  ñåêðåöèè ïðîòåèíà ïîñëå åãî òðàíñë öèè â ïîëîñòü ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî
ðåòèêóëóìà, â ïåðèïëàçìàòè÷åñêîå ïðîñòðàíñòâî èëè âî âíåêëåòî÷íîå îêðóæåíèå â
ýêñïðåññèðóåìûé ïîëèïåïòèä ìîãóò áûòü âêëþ÷åíû ñîîòâåòñòâóþùèå ñèãíàëû ñåêðåöèè.
Ñèãíàëû ìîãóò áûòü ýíäîãåííûìè ïî îòíîøåíèþ ê ïîëèïåïòèäó, èëè îíè ìîãóò
ïðåäñòàâë òü ñîáîé ãåòåðîëîãè÷íûå ñèãíàëû. Ïîëèïåïòèä ìîæíî ýêñïðåññèðîâàòü â
ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìå, òàêîé êàê ñëèòûé ïðîòåèí, è îí ìîæåò âêëþ÷àòü íå òîëüêî
ñèãíàëû ñåêðåöèè, íî òàêæå è äîïîëíèòåëüíûå ãåòåðîëîãè÷íûå ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûå
îáëàñòè. Òàê, íàïðèìåð, ê N-êîíöó ïîëèïåïòèäà ìîæíî äîáàâë òü îáëàñòü äîïîëíèòåëüíûõ
àìèíîêèñëîò, â ÷àñòíîñòè çàð æåííûõ àìèíîêèñëîò, äë  óëó÷øåíè  ñòàáèëüíîñòè è
ïåðñèñòåíòíîñòè â êëåòêå-õîç èíå â ïðîöåññå î÷èñòêè èëè â ïðîöåññå ïîñëåäóþùåé
îáðàáîòêè è õðàíåíè . Êðîìå òîãî, ê ïîëèïåïòèäó òàêæå ìîæíî äîáàâë òü ñïåöèàëüíûå
îáëàñòè ñ öåëüþ îáëåã÷åíè  î÷èñòêè. Òàêèå îáëàñòè ìîãóò áûòü óäàëåíû äî êîíå÷íîé
ñòàäèè ïîëó÷åíè  ïîëèïåïòèäà. Äîáàâëåíèå ê ïîëèïåïòèäàì ïåïòèäíûõ ôðàãìåíòîâ ñðåäè
ïðî÷åãî ñ öåëüþ óñèëåíè  ñåêðåöèè èëè ýêñêðåöèè, ñ öåëüþ óëó÷øåíè  ñòàáèëüíîñòè è
îáëåã÷åíè  î÷èñòêè  âë åòñ  èçâåñòíûì è åãî îñóùåñòâë þò ñ ïîìîùüþ îáùåïðèí òûõ
ìåòîäèê â äàííîé îáëàñòè. Íàïðèìåð, êîãäà äë  èíäóêöèè àíòèòåë íåîáõîäèìû áîëüøèå
êîëè÷åñòâà RG1, ìîãóò òðåáîâàòüñ  âåêòîðû, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò âûñîêèé óðîâåíü
ýêñïðåññèè ñëèòûõ ïðîòåèíîâ, ëåãêî ïîääàþùèõñ  î÷èñòêå. Òàêèå âåêòîðû âêëþ÷àþò (íî íå
îãðàíè÷èâà ñü èìè) ìíîãîôóíêöèîíàëüíûå êëîíèðóþùèå è ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû Å.coli,
òàêèå êàê Bluescript® (ôèðìà Stratagen), â êîòîðûå êîäèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü rg1
ìîæåò áûòü âñòðîåíà ïóòåì ëèãèðîâàíè  â âåêòîð â ðàìêó ñ÷èòûâàíè  N-êîíöåâîãî Met è
ñóáïîñëåäîâàòåëüíîñòè 7 îñòàòêîâ β-ãàëàêòîçèäàçû òàê, ÷òî ïðîäóöèðóåòñ  ãèáðèäíûé
ïðîòåèí; âåêòîð pIN (Van Heede è Shuster, J. Biol. Chem., 264: 5503-5509, 1989) è
ò.ï. Âåêòîðû pTrcHis (ôèðìà Invitrogen, Êàðëñáàä, øòàò Êàëèôîðíè ) ìîæíî èñïîëüçîâàòü
äë  ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ ïîëèïåïòèäîâ â âèäå ñëèòûõ ïðîòåèíîâ, ñîäåðæàùèõ
ïîëèãèñòèäèíîâóþ ìåòêó (6xHis) äë  áûñòðîé î÷èñòêè. Ïðîòåèíû, ïîëó÷åííûå â òàêèõ
ñèñòåìàõ, êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îíè âêëþ÷àëè ñàéòû ðàñùåïëåíè , òàêèå êàê ñàéò
ðàñùåïëåíè  ýíòåðîêèíàçîé, â ðåçóëüòàòå ÷åãî â ñëó÷àå íåîáõîäèìîñòè ïðåäñòàâë þùèé
èíòåðåñ êëîíèðîâàííûé ïîëèïåïòèä ìîæåò âûñâîáîæäàòüñ  èç ñëèòîãî ïåïòèäíîãî
ôðàãìåíòà.

Ïîñëå òðàíñôîðìàöèè ïðèåìëåìîé ëèíèè õîç èíà è âûðàùèâàíè  ëèíèè õîç èíà äî
òðåáóåìîé ïëîòíîñòè êëåòîê èíäóöèáåëüíûå ïðîìîòîðû, åñëè îíè ïðèñóòñòâóþò, ìîæíî
èíäóöèðîâàòü ñîîòâåòñòâóþùèìè ñòèìóëàìè (íàïðèìåð, ñäâèãîì òåìïåðàòóðû èëè
îáðàáîòêîé õèìè÷åñêèì èíäóöèðóþùèì àãåíòîì) è êóëüòèâèðîâàòü êëåòêè â òå÷åíèå
äîïîëíèòåëüíîãî ïåðèîäà âðåìåíè.

Çàòåì, êàê ïðàâèëî, êëåòêè ñîáèðàþò öåíòðèôóãèðîâàíèåì, ðàçðóøàþò ôèçè÷åñêèì èëè
õèìè÷åñêèì ïóòåì è îáðàçîâàâøèéñ  íåî÷èùåííûé ýêñòðàêò õðàí ò äë  äàëüíåéøåé
î÷èñòêè.

Ïðèìåí åìûå äë  ýêñïðåññèè ïðîòåèíà êëåòêè ìèêðîîðãàíèçìîâ ìîæíî ðàçðóøàòü
ëþáûì îáùåïðèí òûì ìåòîäîì, â òîì ÷èñëå ñ èñïîëüçîâàíèåì öèêëîâ çàìîðàæèâàíè -
îòòàèâàíè , îáëó÷åíè  óëüòðàçâóêîì, ìåõàíè÷åñêîãî ðàçðóøåíè  èëè ñ ïîìîùüþ
ëèçèðóþùèõ êëåòêè àãåíòîâ, ýòè ìåòîäû õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè.

Ïîëèïåïòèä RG1 ìîæíî âûäåë òü è î÷èùàòü îò êóëüòóð ðåêîìáèíàíòíûõ êëåòîê ñ
ïîìîùüþ õîðîøî èçâåñòíûõ ìåòîäîâ, òàêèõ êàê îñàæäåíèå ñóëüôàòîì àììîíè  èëè
ýòàíîëîì, ýêñòðàêöè  êèñëîòîé, àíèîí- èëè êàòèîíîáìåííà  õðîìàòîãðàôè ,
õðîìàòîãðàôè  íà ôîñôîöåëëþëîçå, õðîìàòîãðàôè , îñíîâàííà  íà ãèäðîôîáíîì
âçàèìîäåéñòâèè, àôôèííà  õðîìàòîãðàôè , õðîìàòîãðàôè  íà ãèäðîêñèëàïàòèòå è
õðîìàòîãðàôè  íà ëåöèòèíå. Íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî äë  î÷èñòêè èñïîëüçîâàòü
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æèäêîñòíóþ õðîìàòîãðàôèþ âûñîêîãî ðàçðåøåíè  ("ÆÕÂÐ"). Äë  âîçîáíîâëåíè 
ñêëàä÷àòîñòè ïðîòåèíà ñ öåëüþ âîññòàíîâëåíè  àêòèâíîé êîíôîðìàöèè â ñëó÷àå, êîãäà
ïðîòåèí áûë äåíàòóðèðîâàí â ïðîöåññå âûäåëåíè  è/èëè î÷èñòêè, ìîæíî ïðèìåí òü
õîðîøî èçâåñòíûå ìåòîäû. Ðàçëè÷íûå äðóãèå ìåòîäû î÷èñòêè ïðîòåèíîâ, õîðîøî
èçâåñòíûå â äàííîé îáëàñòè, âêëþ÷àþò ìåòîäû, îïèñàííûå ó Deutscher Ì., â: Methods in
Enzymology, òîì 182, Academic Press, San Diego, 1982; è ó Scorpes R. â: Protein
Purification: Principles and Practic, Springer-Verlag, New York, 1982.

Â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå ïîëèïåïòèäû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî ïîëó÷àòü
ïóòåì ïð ìîãî ïåïòèäíîãî ñèíòåçà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäèê òâåðäîôàçíîãî ñèíòåçà
(Stewart è äð., Solid-Phase Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., San Francisco, 1969;
Merrifield J., J. Am. Chem. Soc. 85: 2149-2154, 1963). Ñèíòåç ïðîòåèíîâ in vitro
ìîæíî îñóùåñòâë òü âðó÷íóþ èëè àâòîìàòè÷åñêè. Àâòîìàòè÷åñêèé ñèíòåç ìîæíî
ïðîâîäèòü, íàïðèìåð, ñ èñïîëüçîâàíèåì ïåïòèäíîãî ñèíòåçàòîðà òèïà Applied Biosystems
431 À (ôèðìà Perkin Elmer, Ôîñòåð Ñèòè, øòàò Êàëèôîðíè ) ñîãëàñíî èíñòðóêöè ì
ïðîèçâîäèòåë . Ðàçëè÷íûå ôðàãìåíòû RG1 ìîæíî ñèíòåçèðîâàòü õèìè÷åñêèì ïóòåì ïî
îòäåëüíîñòè è îáúåäèí òü ñ ïîìîùüþ õèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ ñ ïîëó÷åíèåì ïîëíîðàçìåðíîé
ìîëåêóëû.

Ïîëèïåïòèäû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àþò âñòðå÷àþùèåñ  â åñòåñòâåííûõ
óñëîâè õ î÷èùåííûå ïðîäóêòû, ïðîäóêòû, ïîëó÷åííûå õèìè÷åñêèì ñèíòåçîì, è ïðîäóêòû,
ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ðåêîìáèíàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîêàðèîòè÷åñêèõ èëè
ýóêàðèîòè÷åñêèõ õîç åâ, òàêèõ, íàïðèìåð, êàê êëåòêè áàêòåðèé, äðîææåé, âûñøèõ
ðàñòåíèé, íàñåêîìûõ è ìëåêîïèòàþùèõ. Â çàâèñèìîñòè îò õîç èíà, èñïîëüçóåìîãî äë 
ïîëó÷åíè  ïîëèïåïòèäîâ ðåêîìáèíàíòíûì ïóòåì, ïîëèïåïòèäû ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ ìîãóò áûòü ãëèêîçèëèðîâàíû èëè íå ãëèêîçèëèðîâàíû. Êðîìå òîãî,
ïîëèïåïòèäû ïî èçîáðåòåíèþ ìîãóò òàêæå âêëþ÷àòü ïðåäâàðèòåëüíî ìîäèôèöèðîâàííûé
îñòàòîê ìåòèîíèíà, ÷òî â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ  âë åòñ  ðåçóëüòàòîì ñâ çàííûõ ñ õîç èíîì
ïðîöåññîâ.

Ïðèìåíåíèå ïîëèïåïòèäîâ RG1 è êîäèðóþùèõ  èõ  ïîëèíóêëåîòèäîâ
Ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ïîëèíóêëåîòèäû rg1 è ïîëèïåïòèäû RG1 ìîæíî èñïîëüçîâàòü

äë  ðàçëè÷íûõ öåëåé, â ÷àñòíîñòè íà îñíîâå õèìè÷åñêèõ è áèîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ RG1.
Äîïîëíèòåëüíûå ïóòè ïðèìåíåíè  ñâ çàíû ñ äèàãíîñòèêîé è ëå÷åíèåì íàðóøåíèé
êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè, òàêèõ êàê ðàê ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû. Ýòè îáúåêòû èçîáðåòåíè 
äîïîëíèòåëüíî ïðîèëëþñòðèðîâàíû è îáñóæäåíû íèæå è ïðèâåäåíû â îïèñàíèè.

Âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíè  ïîëèíóêëåîòèäíûõ è ïîëèïåïòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ÷àñòè÷íî îáóñëîâëåíà õèìè÷åñêîé è ñòðóêòóðíîé ãîìîëîãèåé
ìåæäó RG1 ïî èçîáðåòåíèþ è äðóãèìè ìîëåêóëàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà è
ïðåäïî÷òèòåëüíîé ýêñïðåññèåé RG1 â òêàí õ ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ïî ñðàâíåíèþ ñ
äðóãèìè òêàí ìè. RG1 ìîæíî ïðèìåí òü äë  äèàãíîñòèêè è ëå÷åíè  ñîñòî íèé, íàðóøåíèé
èëè çàáîëåâàíèé, ñâ çàííûõ ñ àíîìàëüíûì ðîñòîì òêàíè ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû. Îíè
âêëþ÷àþò (íî íå îãðàíè÷èâà ñü èìè) ðàê è ìåòàñòàòè÷åñêèé ðîñò îïóõîëè.

Ïîëèíóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè rg1 ìîæíî ïðèìåí òü â êà÷åñòâå ÄÍÊ-çîíäîâ è â
êà÷åñòâå ìèøåíåé äë  àíòèñìûñëîâîé è ðèáîçèìíîé òåðàïèè èëè â êà÷åñòâå ìàòðèö äë 
ïîëó÷åíè  àíòèñìûñëîâûõ ïîëèíóêëåîòèäîâ.

Ïîëèïåïòèäû RG1 ìîæíî ïðèìåí òü äë  âûðàáîòêè àíòèòåë ê RG1, êîòîðûå ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äë  îáíàðóæåíè  óðîâíåé ïîëèïåïòèäà RG1 â êëåòêàõ è òêàí õ, è äë 
íàïðàâëåííîãî ïåðåíîñà ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ ê ïåðâè÷íûì è ìåòàñòàòè÷åñêèì
îïóõîë ì.

Ïîëèïåïòèäû RG1 ìîæíî ïðèìåí òü äë  ñòèìóë öèè èììóííîãî îòâåòà íà ñîäåðæàùèå
RG1 êëåòêè.

Ïîëèíóêëåîòèäû, êîäèðóþùèå RG1, ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  äèàãíîñòè÷åñêèõ àíàëèçîâ
ñ öåëüþ îáíàðóæåíè  óðîâíåé êîäèðóþùèõ RG1 ïîëèíóêëåîòèäîâ â êëåòêàõ è òêàí õ.

Ïðè ñîñòî íè õ, ñâ çàííûõ ñ ýêñïðåññèåé RG1, òàêèõ êàê ðàê ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû,
ìîæíî îêàçàòüñ  öåëåñîîáðàçíûì ïîäàâë òü ýêñïðåññèþ èëè àêòèâíîñòü RG1. Ýêñïðåññèþ
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RG1 ìîæíî ïîäàâë òü ââåäåíèåì àíòèñìûñëîâûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ èëè ðèáîçèìîâ. Â
äðóãîì âàðèàíòå äë  ëå÷åíè  áîëåçíåé èëè ñîñòî íèé, ñâ çàííûõ ñ àêòèâíîñòüþ RG1,
ìîæíî ïðèìåí òü àíòèòåëà, ñïåöèôè÷åñêè ðàñïîçíàþùèå îáëàñòè ïîëèïåïòèäà RG1,
êîòîðûå îòâåòñòâåííû çà åãî àêòèâíîñòü.

Àíàëèç ïîëèíóêëåîòèäîâ
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê ïðèìåíåíèþ ñâ çàííûõ ñ rg1

ïîëèíóêëåîòèäîâ äë  âû âëåíè  êîìïëåìåíòàðíûõ ïîëèíóêëåîòèäîâ, íàïðèìåð, â êà÷åñòâå
äèàãíîñòè÷åñêîãî ðåàãåíòà. Âû âëåíèå ïîëèíóêëåîòèäîâ rg1, ñâ çàííûõ ñ áîëåçíåííûì
ñîñòî íèåì, ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé èíñòðóìåíò äë  ðàçâèòè  ìåòîäîâ äèàãíîñòèêè in
vitro è in vivo äèàãíîñòèêè, êîòîðûå ìîãóò ñïîñîáñòâîâàòü äîïîëíåíèþ èëè óòî÷íåíèþ
äèàãíîçà èëè âû âëåíè  íàëè÷è  ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê çàáîëåâàíèþ,  âë þùåìóñ 
ðåçóëüòàòîì òêàíåñïåöèôè÷íîé ýêñïðåññèè RG1.

Ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ ìåòîäèê íà óðîâíå ÄÍÊ ìîæíî îáíàðóæèòü èíäèâèäóóìîâ,
êîòîðûå íåñóò ìóòàöèè â ãåíå, êîäèðóþùåì RG1. Îáðàçöû ïîëèíóêëåîòèäîâ äë 
äèàãíîñòèêè ìîæíî ïîëó÷àòü èç êëåòîê ïàöèåíòà, íàïðèìåð, èç êðîâè, ìî÷è, ñëþíû,
ìàòåðèàëà, ïîëó÷åííîãî ñ ïîìîùüþ áèîïñèè è àóòîïñèè òêàíè. Äë  àíàëèçà ãåíîìíóþ ÄÍÊ
ìîæíî èñïîëüçîâàòü íåïîñðåäñòâåííî èëè ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé ôåðìåíòàòèâíîé
àìïëèôèêàöèè ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ (Saiki è äð., Nature, 324: 163-166, 1986). Àíàëîãè÷íûì
îáðàçîì ìîæíî ïðèìåí òü ÐÍÊ èëè êÄÍÊ. Íàïðèìåð, ÏÖÐ-ïðàéìåðû, êîìïëåìåíòàðíûå
ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé RG1, ìîæíî ïðèìåí òü äë 
èäåíòèôèêàöèè è àíàëèçà ýêñïðåññèè è ìóòàöèé rg1. Íàïðèìåð, äåëåöèè è èíñåðöèè ìîæíî
îáíàðóæèòü ïî èçìåíåíèþ ðàçìåðà àìïëèôèöèðîâàííîãî ïðîäóêòà ïî ñðàâíåíèþ ñ
íîðìàëüíûì ãåíîòèïîì. Òî÷êîâûå ìóòàöèè ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü ñ ïîìîùüþ
ãèáðèäèçàöèè àìïëèôèöèðîâàííîé ÄÍÊ ñ ðàäèîàêòèâíîìå÷åííîé ÐÍÊ rg1 èëè â äðóãîì
âàðèàíòå ñ ïîìîùüþ ðàäèîàêòèâíîìå÷åííûõ àíòèñìûñëîâûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ.
Òî÷íî ñîâïàäàþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîæíî îòëè÷àòü îò îøèáî÷íî ñïàðèâøèõñ 
äóïëåêñîâ íà îñíîâå ðàñùåïëåíè  ÐÍÊàçîé À èëè ïî ðàçëè÷è ì â òåìïåðàòóðàõ
ïëàâëåíè .

Ðàçëè÷è  ìåæäó ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè ýòàëîííûõ ãåíîâ è ãåíîâ, èìåþùèõ ìóòàöèè,
òàêæå ìîãóò áûòü îáíàðóæåíû ïóòåì íåïîñðåäñòâåííîãî ñåêâåíèðîâàíè  ÄÍÊ. Êðîìå òîãî,
êëîíèðîâàííûå ñåãìåíòû ÄÍÊ ìîæíî ïðèìåí òü â êà÷åñòâå çîíäîâ äë  îáíàðóæåíè 
ñïåöèôè÷åñêèõ ñåãìåíòîâ ÄÍÊ. ×óâñòâèòåëüíîñòü òàêèõ ìåòîäîâ ìîæíî ñóùåñòâåííî
óâåëè÷èòü ïóòåì ñîîòâåòñòâóþùåãî ïðèìåíåíè  ÏÖÐ èëè äðóãîãî ìåòîäà àìïëèôèêàöèè.
Íàïðèìåð, ïðàéìåðû äë  ñåêâåíèðîâàíè  ïðèìåí þò â ñî÷åòàíèè ñ äâóõöåïî÷å÷íûì ÏÖÐ-
ïðîäóêòîì èëè îäíîöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëîé ìàòðèöû, ïîëó÷åííîé ñ ïîìîùüþ
ìîäèôèöèðîâàííîé ÏÖÐ. Îïðåäåëåíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îñóùåñòâë þò ñ ïîìîùüþ
îáùåïðèí òûõ ìåòîäèê ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàäèîàêòèâíîìå÷åííîãî ïîëèíóêëåîòèäà èëè
ïóòåì ïðîöåäóð àâòîìàòè÷åñêîãî ñåêâåíèðîâàíè  ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíûõ
ìåòîê.

Ãåíåòè÷åñêîå òåñòèðîâàíèå, îñíîâàííîå íà ðàçëè÷è õ â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ,
ìîæíî îñóùåñòâë òü ïóòåì âû âëåíè  èçìåíåíè  â ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â ãåë õ ñ äîáàâëåíèåì äåíàòóðèðóþùèõ àãåíòîâ èëè áåç íèõ. Íåáîëüøèå
äåëåöèè è èíñåðöèè â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîæíî âèçóàëèçèðîâàòü ñ ïîìîùüþ ãåëü-
ýëåêòðîôîðåçà âûñîêîãî ðàçðåøåíè . Ðàçëè÷èå ìåæäó ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ ðàçëè÷íûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìîæíî âû âë òü ñ èñïîëüçîâàíèåì äåíàòóðèðóþùèõ ãåëåé â
ãðàäèåíòå ôîðìàìèäà, íà êîòîðûõ ïîäâèæíîñòü ðàçëè÷íûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ çàìåäë åòñ  â
ãåëå â ðàçëè÷íûõ ïîëîæåíè õ â çàâèñèìîñòè îò èõ ñïåöèôè÷åñêîé òåìïåðàòóðû ïëàâëåíè 
èëè ÷àñòè÷íîé òåìïåðàòóðû ïëàâëåíè  (ñì., íàïðèìåð, Myers è äð., Science, 230: 1242,
1985).

Çàìåíû â îïðåäåëåííûõ îáëàñò õ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîæíî âû âë òü ñ ïîìîùüþ
àíàëèçîâ íà îñíîâå çàùèòû íóêëåàçû, òàêèõ êàê çàùèòà îò äåéñòâè  ÐÍÊàçû è S1, èëè
ìåòîäîì õèìè÷åñêîãî ðàñùåïëåíè  (ñì., íàïðèìåð, Caton è äð., Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA, 85: 4397-4401, 1985).
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Òàê, îáíàðóæåíèå ñïåöèôè÷åñêîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ìîæíî îñóùåñòâë òü ñ
ïîìîùüþ òàêèõ ìåòîäîâ, êàê ãèáðèäèçàöè , çàùèòà ÐÍÊàçû, õèìè÷åñêîå ðàñùåïëåíèå,
íåïîñðåäñòâåííîå ñåêâåíèðîâàíèå ÄÍÊ èëè ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàç (íàïðèìåð,
ïîëèìîðôèçì äëèí ðåñòðèêöèîííûõ ôðàãìåíòîâ ("ÏÄÐÔ") è Ñàóçåðí-áëîòòèíã ãåíîìíîé
ÄÍÊ).

Ïîìèìî èñïîëüçîâàíè  íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ ìåòîäîâ ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà è
ñåêâåíèðîâàíè  ÄÍÊ ìóòàöèè òàêæå ìîæíî âû âë òü ïóòåì àíàëèçîâ in situ.

Àíàëèçû ïîëèïåïòèäîâ
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê äèàãíîñòè÷åñêèì àíàëèçàì, òàêèì êàê

êîëè÷åñòâåííûå è äèàãíîñòè÷åñêèå àíàëèçû äë  âû âëåíè  óðîâíåé ïîëèïåïòèäà RG1 â
êëåòêàõ è òêàí õ è îáùåé âîäå îðãàíèçìà, âêëþ÷à  îïðåäåëåíèå íîðìàëüíûõ è àíîìàëüíûõ
óðîâíåé. Òàê, íàïðèìåð, äèàãíîñòè÷åñêèé àíàëèç ïî èçîáðåòåíèþ äë  îáíàðóæåíè 
ñâåðõýêñïðåññèè ïîëèïåïòèäà RG1 ïî ñðàâíåíèþ ñ îáðàçöàìè íîðìàëüíîé êîíòðîëüíîé
òêàíè ìîæíî ïðèìåí òü äë  îáíàðóæåíè  ïðèñóòñòâè  íåîïëàçèè, íàïðèìåð, ðàêà
ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû. Òàêèå äèàãíîñòè÷åñêèå òåñòû ìîæíî òàêæå ïðèìåí òü äë 
îáíàðóæåíè  ìåòàñòè÷åñêîãî ðîñòà îïóõîëè. Ìåòîäû àíàëèçîâ, êîòîðûå ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äë  îïðåäåëåíè  óðîâíåé ïîëèïåïòèäà, òàêîãî êàê ïîëèïåïòèä RG1 ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, â îáðàçöå, âç òîì èç îðãàíèçìà õîç èíà, õîðîøî èçâåñòíû
ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè. Òàêèå ìåòîäû àíàëèçîâ âêëþ÷àþò ðàäèîèììóíîàíàëèç
(ÐÈÀ), àíàëèçû êîíêóðåíòíîãî ñâ çûâàíè , Âåñòåðí-áëîòòèíã è òâåðäîôàçíûé
èììóíîôåðìåíòûé àíàëèç (ELISA), à òàêæå àíàëèç ñ èñïîëüçîâàíèåì êëåòî÷íîãî ñîðòåðà ñ
âîçáóæäåíèåì ôëóîðåñöåíöèè (FACS). Èç ýòèõ ìåòîäîâ ÷àñòî ïðåäïî÷òèòåëüíûì  âë åòñ 
ELISA. Ìåòîä ELISA âêëþ÷àåò ïåðâîíà÷àëüíîå ïîëó÷åíèå àíòèòåëà, ñïåöèôè÷åñêîãî ïî
îòíîøåíèþ ê RG1, ïðåäïî÷òèòåëüíî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà. Êðîìå òîãî, êàê ïðàâèëî
ïîëó÷àþò ðåïîðòåðíîå àíòèòåëî, êîòîðîå îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ ê ñâ çûâàíèþ ñ
ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì. Ðåïîðòåðíîå àíòèòåëî ñâ çûâàþò ñ îáíàðóæèâàåìûì
ðåàãåíòîì, òàêèì êàê ðàäèîàêòèâíûé, ôëóîðåñöåíòíûé ðåàãåíò èëè ôåðìåíò, íàïðèìåð,
ïåðîêñèäàçà èç õðåíà.

Äë  îñóùåñòâëåíè  ELISA îáðàçåö âûäåë þò èç õîç èíà è èíêóáèðóþò íà òâåðäîé
ïîäëîæêå, íàïðèìåð, ïîëèñòèðîëîâîì ïëàíøåòå, êîòîðà  ñâ çûâàåò ïîëèïåïòèäû îáðàçöà.
Âñå ñâîáîäíûå ñàéòû ñâ çûâàíè  íà ïëàíøåòå çàòåì ñåíñèáèëèçèðóþò (ïîêðûâàþò) ïóòåì
èíêóáàöèè ñ íåñïåöèôè÷åñêèì ïðîòåèíîì, òàêèì êàê áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí. Çàòåì
ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî èíêóáèðóþò íà ïëàíøåòå, â ýòî âðåì  ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà
ñâ çûâàþòñ  ñî âñåìè ïîëèïåïòèäàìè RG1, êîòîðûå ñâ çàíû ñ ïîëèñòèðîëîâûì
ïëàíøåòîì. Íåñâ çàííîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî îòìûâàþò áóôåðîì. Ðåïîðòåðíîå
àíòèòåëî, ñâ çàííîå ñ ïåðîêñèäàçîé èç õðåíà, ïîìåùàþò â ïëàíøåò, ÷òî ïðèâîäèò ê
ñâ çûâàíèþ ðåïîðòåðíîãî àíòèòåëà ñî âñåìè ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè, ñâ çàííûìè ñ
RG1. Íåïðèñîåäèíåííîå ðåïîðòåðíîå àíòèòåëî çàòåì îòìûâàþò. Çàòåì â ïëàíøåò âíîñ ò
ðåàãåíòû äë  îïðåäåëåíè  ïåðîêñèäàçíîé àêòèâíîñòè, âêëþ÷à  êîëîðèìåòðè÷åñêèé
ñóáñòðàò. Èììîáèëèçîâàííà  ïåðîêñèäàçà, ñâ çàííà  ñ RG1 ÷åðåç ïåðâè÷íûå è âòîðè÷íûå
àíòèòåëà, îáðàçóåò îêðàøåííûé ïðîäóêò ðåàêöèè. Êîëè÷åñòâî îáðàçîâàâøåãîñ 
îêðàøåííîãî ïðîäóêòà â îïðåäåëåííûé ïåðèîä âðåìåíè ñâèäåòåëüñòâóåò î êîëè÷åñòâå
ïîëèïåïòèäà RG1, ïðèñóòñòâóþùåãî â îáðàçöå. Êîëè÷åñòâåííûå äàííûå, êàê ïðàâèëî,
ïîëó÷àþò ïóòåì ñðàâíåíè  ñî ñòàíäàðòíîé êðèâîé.

Ìîæíî ïðèìåí òü êîíêóðåíòíûé àíàëèç, ñîãëàñíî êîòîðîìó àíòèòåëà, ñïåöèôè÷åñêèå ïî
îòíîøåíèþ ê RG1, ñâ çûâàþò ñ òâåðäîé ïîäëîæêîé è ìå÷åíûé RG1 è îáðàçåö, ïîëó÷åííûé
èç õîç èíà, íàíîñ ò íà òâåðäóþ ïîäëîæêó, ïðè ýòîì êîëè÷åñòâî îáíàðóæåííîé ìåòêè,
ïðèñîåäèíåííîé ê òâåðäîé ïîäëîæêå, ìîæåò êîððåëèðîâàòü ñ êîëè÷åñòâîì RG1 â îáðàçöå.

Ýòè è äðóãèå àíàëèçû îïèñàíû ñðåäè ïðî÷åãî ó Hampton è äð. (Serological Methods, a
Laboratory Manual, APS Press, St Paul, Minn, 1990) è ó Maddox è äð. (J. Exp. Med.,
158: 12111, 1983).

Àíòèòåëà
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê àíòèòåëàì, êîòîðûå ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàþòñ  ñ RG1,

Ñòðàíèöà: 29

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 283 130 C2

êîòîðûå â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  íàçûâàþò àíòèòåëà ê RG1. Òàêèå
õàðàêòåðèñòèêè, êàê ñâåðõýêñïðåññè  RG1 â òêàí õ ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû è åãî
ëîêàëèçàöè  íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè,  âë þòñ  ïðåêðàñíûì ìàðêåðîì äë  ñêðèíèíãà,
äèàãíîñòèêè, ïðîãíîçà, ïîñëåäóþùèõ àíàëèçîâ è âèçóàëèçàöèè. Êðîìå òîãî, ýòè
õàðàêòåðèñòèêè ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî RG1 ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé î÷åíü õîðîøóþ
ìèøåíü äë  òåðàïåâòè÷åñêèõ ìåòîäîâ, òàêèõ êàê íàïðàâëåííà  òåðàïè  ñ èñïîëüçîâàíèåì
àíòèòåë, èììóíîòåðàïè  è ãåííà  òåðàïè . Â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  ïîí òèå
"ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàåòñ  ñ" îáîçíà÷àåò âçàèìîäåéñòâèå àíòèòåëà è ïîëèïåïòèäà,
ïðè÷åì âçàèìîäåéñòâèå çàâèñèò îò ïðèñóòñòâè  îïðåäåëåííîé ñòðóêòóðû (ò.å. àíòèãåííîé
äåòåðìèíàíòû èëè ýïèòîïà) íà ïîëèïåïòèäå; äðóãèìè ñëîâàìè, àíòèòåëî ðàñïîçíàåò è
ñâ çûâàåòñ  ñî ñïåöèôè÷åñêîé ñòðóêòóðîé ïîëèïåïòèäà, à íå ñ ïðîòåèíàìè â öåëîì.

Ïîëèïåïòèäû RG1, èõ ôðàãìåíòû èëè äðóãèå ïðîèçâîäíûå èëè èõ àíàëîãè, èëè êëåòêè,
ýêñïðåññèðóþùèå èõ, ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå èììóíîãåíà äë  ïîëó÷åíè  àíòèòåë ê
íèì (Harlow, Antibodies, Cold Spring Harbor Press, N.Y. (1989). Ýòè àíòèòåëà ìîãóò,
íàïðèìåð, ïðåäñòàâë òü ñîáîé ïîëèêëîíàëüíûå èëè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà. Íàñòî ùåå
èçîáðåòåíèå âêëþ÷àåò òàêæå õèìåðíûå, îäíîöåïî÷å÷íûå, ãóìàíèçèðîâàííûå è
÷åëîâå÷åñêèå àíòèòåëà, à òàêæå èõ Fab-ôðàãìåíòû èëè ïðîäóêòû ýêñïðåññèîííîé
áèáëèîòåêè Fab. Ðàçëè÷íûå èçâåñòíûå â äàííîé îáëàñòè ìåòîäèêè ìîæíî ïðèìåí òü äë 
ïîëó÷åíè  òàêèõ àíòèòåë è ôðàãìåíòîâ.

Àíòèòåëà ê ïîëèïåïòèäàì, ñîîòâåòñòâóþùèì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, ìîæíî ïîëó÷àòü ïóòåì íåïîñðåäñòâåííîé èíúåêöèè ïîëèïåïòèäîâ â æèâîòíîå
èëè ïóòåì ââåäåíè  ïîëèïåïòèäîâ æèâîòíîìó, ïðåäïî÷òèòåëüíî êðîìå ÷åëîâåêà.
Ïîëó÷åííîå òàêèì îáðàçîì àíòèòåëî çàòåì äîëæíî ñâ çûâàòüñ  ñ ñàìèìè ïîëèïåïòèäàìè.
Ïðè òàêîì ìåòîäå äàæå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ òîëüêî ôðàãìåíò ïîëèïåïòèäîâ,
ìîæíî ïðèìåí òü äë  ïîëó÷åíè  àíòèòåë, ñâ çûâàþùèõñ  ñ ïîëíîðàçìåðíûìè íàòèâíûìè
ïîëèïåïòèäàìè. Òàêèå àíòèòåëà çàòåì ìîæíî ïðèìåí òü äë  âûäåëåíè  ïîëèïåïòèäà èç
òêàíè, â êîòîðîé ïðîèñõîäèò ýêñïðåññè  ïîëèïåïòèäà.

Äë  ïîëó÷åíè  ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ìîæíî ïðèìåí òü ëþáûå ìåòîäèêè,
îáåñïå÷èâàþùèå âûðàáîòêó àíòèòåë íåïðåðûâíûìè êóëüòóðàìè ëèíèé êëåòîê. Ïðèìåðû
âêëþ÷àþò ìåòîä, îñíîâàííûé íà èñïîëüçîâàíèè ãèáðèäîì (Kohler è Milstein, Nature, 256:
495-497, 1975), ìåòîä, îñíîâàííûé íà èñïîëüçîâàíèè ÷åëîâå÷åñêèõ Â-êëåòî÷íûõ ãèáðèäîì
(Kozbor è äð.. Immunology Today, 4: 72, 1983), è ìåòîä, îñíîâàííûé íà ïðèìåíåíèè EBV-
ãèáðèäîì, äë  ïîëó÷åíè  ÷åëîâå÷åñêèõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (Cole è äð., â:
Monoclonal Antibodies and Cancer, Alan R. Liss, Inc., 77-96, 1985).

Êðîìå òîãî, ìîæíî ïðèìåí òü ìåòîäèêè, ïðåäíàçíà÷åííûå äë  ïîëó÷åíè  "õèìåðíûõ
àíòèòåë", ñïëàéñèíãà ãåíîâ ìûøèíûõ àíòèòåë ñ ãåíàìè ÷åëîâå÷åñêèõ àíòèòåë ñ ïîëó÷åíèåì
ìîëåêóëû ñ ñîîòâåòñòâóþùåé àíòèãåííîé ñïåöèôè÷íîñòüþ è áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ
(Morrisson è äð., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855, 1984; Neuberger è äð.,
Nature, 312: 604-608, 1984; Takeda è äð., Nature, 314: 452-454, 1985). Â
àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå ìåòîäèêè, îïèñàííûå äë  ïîëó÷åíè  îäíîöåïî÷å÷íûõ àíòèòåë
(ïàòåíò ÑØÀ 4946778), ìîæíî àäàïòèðîâàòü äë  ïðîèçâîäñòâà RG1-ñïåöèôè÷åñêèõ
îäíîöåïî÷å÷íûõ àíòèòåë.

Êðîìå òîãî, "÷åëîâå÷åñêèå" àíòèòåëà ìîæíî ïîëó÷àòü ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ, îïèñàííûõ â
ïàòåíòàõ ÑØÀ 5877397 è 5569825, êîòîðûå ïîëíîñòüþ âêëþ÷åíû â íàñòî ùåå îïèñàíèå â
êà÷åñòâå ññûëêè.

Àíòèòåëà ìîæíî òàêæå ïîëó÷àòü, èíäóöèðó  ïðîèçâîäñòâî in vivo â ïîïóë öèè
ëèìôîöèòîâ, èëè ïóòåì ñêðèíèíãà áèáëèîòåê èëè ïàíåëåé ðåêîìáèíàíòíûõ
èììóíîãëîáóëèíîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàãåíòîâ ñ âûñîêîé ñïåöèôè÷íîñòüþ ñâ çûâàíè 
ñîãëàñíî ìåòîäó, îïèñàííîìó ó Orlandi è äð. (Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 86: 3833-
3837, 1989) è ó Winter è Milstein (Nature, 349: 293-299, 1991).

Òàêæå ìîæíî ïîëó÷àòü ôðàãìåíòû àíòèòåë, êîòîðûå ñîäåðæàò ñïåöèôè÷åñêèå
ñâ çûâàþùèå RG1 ñàéòû. Íàïðèìåð, òàêèå ôðàãìåíòû âêëþ÷àþò (íî íå îãðàíè÷èâà ñü
èìè) Ð(ab')2-ôðàãìåíòû, êîòîðûå ìîæíî ïîëó÷àòü ðàñùåïëåíèåì ïåïñèíîì ìîëåêóëû
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àíòèòåëà, è Fab-ôðàãìåíòû, êîòîðûå ìîæíî ïîëó÷àòü âîññòàíîâëåíèåì äèñóëüôèäíûõ
ìîñòèêîâ Ð(ab')2-ôðàãìåíòîâ. Â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå ìîæíî êîíñòðóèðîâàòü
ýêñïðåññèîííûå áèáëèîòåêè Fab, êîòîðûå ïîçâîë þò áûñòðî è ëåãêî èäåíòèôèöèðîâàòü
ìîíîêëîíàëüíûå Fab-ôðàãìåíòû, îáëàäàþùèå òðåáóåìîé ñïåöèôè÷íîñòüþ (Huse è äð.,
Science, 256: 1270-1281, 1989).

Àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü RG1, ïðåäñòàâëåííóþ â íàñòî ùåì îïèñàíèè,
ìîæíî ïðèìåí òü äë  âûáîðà ñïåöèôè÷åñêèõ îáëàñòåé ïîëèïåïòèäà RG1 ñ öåëüþ
ïîëó÷åíè  àíòèòåë. Êàê äîëæíî áûòü î÷åâèäíî ñïåöèàëèñòàì, îáëàñòè èëè ýïèòîïû
ïîëèïåïòèäà RG1, ê êîòîðûì íàïðàâëåíî àíòèòåëî, ìîãóò âàðüèðîâàòüñ  â çàâèñèìîñòè îò
ïðåäïîëàãàåìîãî ïðèìåíåíè . Íàïðèìåð, àíòèòåëà, ïðåäíàçíà÷åííûå äë  ïðèìåíåíè  â
èììóíîàíàëèçå äë  îáíàðóæåíè  ñâ çàííîãî ñ ìåìáðàíîé RG1 íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê
ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû, äîëæíû ñâ çûâàòüñ  ñ äîñòóïíûìè ýïèòîïàìè íà ïîëèïåïòèäå
RG1. Îáëàñòè ïîëèïåïòèäà RG1, èìåþùèå èììóíîãåííóþ ñòðóêòóðó, à òàêæå äðóãèå
îáëàñòè è äîìåíû ëåãêî ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ äðóãèõ ìåòîäîâ,
èçâåñòíûõ â äàííîé îáëàñòè, òàêèõ êàê àíàëèçû Chou-Fasman, Garnier-Robson èëè Jameson-
Wolf. Ôðàãìåíòû, ñîäåðæàùèå ýòè îñòàòêè, íàèáîëåå ïðèãîäíû äë  ïîëó÷åíè  àíòèòåë ê
RG1. Îñîáåííî öåííûå â ýòîì ïëàíå ôðàãìåíòû âêëþ÷àþò (íî íå îãðàíè÷èâà ñü èìè)
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü PLGGESICSAGAPAKYSIT (SEQ ID NO:8); HSSDYSMWRKNQYVS (SEQ
ID NO:10); DAGTDSGFTFSSPNFATIPQDTV (SEQ ID NO:11) è NEIVDSASVPET (SEQ ID NO:
12). Ïîëó÷åíèå ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê ýòèì îáëàñò ì îïèñàíî â ïðèìåðå 4.

Àíòèòåëà ê RG1 ïî èçîáðåòåíèþ ìîãóò áûòü îñîáåííî öåííûìè äë  äèàãíîñòè÷åñêèõ
àíàëèçîâ, ìåòîäîâ âèçóàëèçàöèè è òåðàïåâòè÷åñêèõ ìåòîäîâ, íàïðàâëåííûõ íà
ðåãóëèðîâàíèå ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû. Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ðàçëè÷íûì
èììóíîëîãè÷åñêèì àíàëèçàì, êîòîðûå ìîæíî ïðèìåí òü äë  îáíàðóæåíè  ïîëèïåïòèäîâ
RG1 è äë  äèàãíîñòèêè ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû. Äë  òàêèõ àíàëèçîâ, êàê ïðàâèëî,
ïðèìåí þò îäíî èëè íåñêîëüêî àíòèòåë ê RG1, îáëàäàþùèõ ñïîñîáíîñòüþ ðàñïîçíàâàòü è
ñâ çûâàòüñ  ñ ïîëèïåïòèäîì RG1. Íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûå àíòèòåëà äîëæíû
èçáèðàòåëüíî ñâ çûâàòüñ  ñ RG1 è íå äîëæíû ñâ çûâàòüñ  (èëè ñëàáî ñâ çûâàòüñ ) ñ
ïîëèïåïòèäàìè, íå îòíîñ ùèìèñ  ê RG1. Àíàëèçû âêëþ÷àþò ðàçëè÷íûå ôîðìàòû
èììóíîíîëîãè÷åñêèõ àíàëèçîâ, êîòîðûå õîðîøî èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè, âêëþ÷à  (íî íå
îãðàíè÷èâà ñü èìè) ðàçëè÷íûå òèïû ðàäèîèììóíîàíàëèçîâ, òâåðäîôàçíûå
èììóíîôåðìåíòíûå àíàëèçû è ò.ï. Êðîìå òîãî, èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê ìåòîäàì
èììóíîëîãè÷åñêîé âèçóàëèçàöèè, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ ìîæíî îáíàðóæèòü ðàê
ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû, âêëþ÷à  (íî íå îãðàíè÷èâà ñü èìè) ìåòîäû
ðàäèîñöèíòèãðàôè÷åñêîé âèçóàëèçàöèè, îñíîâàííûå íà èñïîëüçîâàíèè ìå÷åíûõ àíòèòåë ê
RG1. Òàêèå àíàëèçû ìîãóò ïðèìåí òüñ  â êëèíè÷åñêèõ óñëîâè õ äë  îáíàðóæåíè ,
ìîíèòîðèíãà è ïðîãíîçà ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû.

Îïèñàííûå âûøå àíòèòåëà ìîæíî ïðèìåí òü äë  âûäåëåíè  èëè èäåíòèôèêàöèè
êëîíîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ ïîëèïåïòèä, èëè äë  î÷èñòêè ïîëèïåïåòèäà ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ ïóòåì ïðèêðåïëåíè  àíòèòåëà ê òâåðäîé ïîäëîæêå äë  âûäåëåíè  è/èëè
î÷èñòêè ñ ïîìîùüþ àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè.

Êðîìå òîãî, àíòèòåëà ê RG1 ìîæíî ïðèìåí òü äë  âûäåëåíè  RG1-ïîçèòèâíûõ êëåòîê ñ
ïîìîùüþ ìåòîäîâ ñîðòèðîâêè è î÷èñòêè êëåòîê. Â ÷àñòíîñòè, àíòèòåëà ê RG1 ìîæíî
ïðèìåí òü äë  âûäåëåíè  êëåòîê ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû èç êñåíîòðàíñïëàíòàòîâ
îïóõîëåâîé òêàíè, èç êëåòîê â êóëüòóðå è ò.ä. ñ èñïîëüçîâàíèåì îñíîâàííûõ íà
ïðèìåíåíèè àíòèòåë ìåòîäîâ ñîðòèðîâêè èëè î÷èñòêè êëåòîê ñ ïîìîùüþ àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèè. Äðóãèå âàðèàíòû ïðèìåíåíè  àíòèòåë ê RG1 ïî èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àþò
ïîëó÷åíèå àíòèèäèîòèïè÷åñêèõ àíòèòåë, èìèòèðóþùèõ ïîëèïåïòèä RG1.

Àíòèòåëà ê RG1 ìîæíî ïðèìåí òü äë  îáíàðóæåíè  ïðèñóòñòâè  ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé
æåëåçû èëè ìåòàñòàçîâ îïóõîëè. Ïðèñóòñòâèå òàêèõ ñîäåðæàùèõ RG1 êëåòîê â ðàçëè÷íûõ
áèîëîãè÷åñêèõ îáðàçöàõ, âêëþ÷à  ñûâîðîòêó, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ áèîïñèè îáðàçöû
ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû èëè äðóãèõ òêàíåé, ìîæíî âû âë òü ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê RG1.
Êðîìå òîãî, àíòèòåëà ê RG1 ìîæíî ïðèìåí òü äë  ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ âèçóàëèçàöèè, òàêèõ
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êàê èìììóíîñöèíòèãðàôè  ñ èñïîëüçîâàíèåì Òñ-99m (èëè äðóãîãî èçîòîïà),
êîíúþãèðîâàííîãî ñ àíòèòåëîì. Íàïðèìåð, äë  îáíàðóæåíè  ðåêóðåíòíûõ è
ìåòàñòàòè÷åñêèõ êàðöèíîì ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ìîæíî èñïîëüçîâàòü ïðîòîêîë
âèçóàëèçàöèè, àíàëîãè÷íûé íåäàâíî îïèñàííîìó, êîòîðûé îñíîâàí íà ïðèìåíåíèè In-111,
êîíúþãèðîâàííîãî ñ àíòèòåëîì ê ñïåöèôè÷åñêîìó äë  ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû
ìåìáðàííîìó àíòèãåíó (PSMA) (Sodee è äð., Clin. Nuc. Med., 21: 759-766, 1997).

Àíòèòåëà ê RG1 ïî èçîáðåòåíèþ ìîæíî ìåòèòü ñ ïîìîùüþ îáíàðóæèâàåìîãî ìàðêåðà
èëè èõ ìîæíî êîíúþãèðîâàòü ñ âòîðîé ìîëåêóëîé, òàêîé êàê öèòîòîêñè÷åñêèé àãåíò, è
ïðèìåí òü äë  íàïðàâëåííîãî ïåðåíîñà âòîðîé ìîëåêóëû â RG1-ïîçèòèâíûå êëåòêè (Vitetta
E.S. è äð., â: Immunotoxin Therapy, ðåä. DeVita Ir. V.T. è äð., Cancer: Principles
and Practice of Oncology, 4-oe èçä., J.B.Lippincott Co., Philadelphia, 2624-2636,
1993). Ïðèìåðû öèòîòîêñè÷åñêèõ àãåíòîâ âêëþ÷àþò (íî íå îãðàíè÷èâà ñü èìè) ðèöèí,
äîêñîðóáèöèí, äàóíîðóáèöèí, òàêñîë, áðîìèä ýòèäè , ìèòîìèöèí, ýòîïîçèä, òåíîïîçèä,
âèíêðèñòèí, âèíáëàñòèí, êîëõèöèí, äèãèäðîêñèàíòðàöèíäèîí, àêòèíîìèöèí D, äèôòåðèéíûé
òîêñèí, ýêçîòîêñèí Pseudomonas (ÐÅ) À, ÐÅ40, àáðèí è ãëþêîêîðòèêîèä, è äðóãèå
õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèå àãåíû, à òàêæå ðàäèîàêòèâíûå èçîòîïû. Ïðèåìëåìûå
îáíàðóæèâàåìûå ìàðêåðû âêëþ÷àþò (íî íå îãðàíè÷èâà ñü èìè) ðàäèîàêòèâíûé èçîòîï,
ôëóîðåñöåíòíîå ñîåäèíåíèå, áèîëþìèíåñöåíòíîå ñîåäèíåíèå, õåìèëþìèíåñöåíòíîå
ñîåäèíåíèå, ìåòàëëè÷åñêèé õåëàòîð èëè ôåðìåíò. Ïðèåìëåìûå ðàäèîàêòèâíûå èçîòîïû
âêëþ÷àþò ñëåäóþùèå: ñóðüìà-124, ñóðüìà-125, ìûøü ê-74, áàðèé-103, áàðèé-140,
áåðèëëèé-7, âèñìóò-206, âèñìóò-207, êàäìèé-109, êàäìèé-115m, êàëüöèé-45, öåðèé-139,
öåðèé-141, öåðèé-144, öåçèé-137, õðîì-51, êîáàëüò-56, êîáàëüò-57, êîáàëüò-58, êîáàëüò-
60, êîáàëüò-64, ýðáèé-169, åâðîïèé-152, ãàäîëèíèé-153, çîëîòî-195, çîëîòî-199, ãàôíèé-
175, ãàôíèé-181, èíäèé-11, éîä-123, èîä-131, èðèäèé-192, æåëåçî-55, æåëåçî-59,
êðèïòîí-85, ñâèíåö-210, ìàðãàíåö-54, ðòóòü-197, ðòóòü-203, ìîëèáäåí-99, íåîäèì-147,
íåïòóíèé-237, íèêåëü-63, íèîáèé-95, îñìèé-185+191, ïàëëàäèé-103, ïëàòèíà-195m,
ïðàçåîäèì-143, ïðîìåòèé-147, ïðîòàêòèíèé-233, ðàäèé-226, ðåíèé-186, ðóáèäèé-86,
ðóòåíèé-103, ðóòåíèé-106, ñêàíäèé-44, ñêàíäèé-46, ñåëåí-75, ñåðåáðî-110m, ñåðåáðî-11,
íàòðèé-22, ñòðîíöèé-85, ñòðîíöèé-89, ñòðîíöèé-90, ñåðà-35, òàíòàë-185, òåõíåöèé-99m,
òåëëóð-125, òåëëóð-132, òàëëèé-170, òàëëèé-204, òîðèé-228, òîðèé-232, îëîâî-113,
òèòàí-44, âîëüôðàì-185, âàíàäèé-48, âàíàäèé-49, èòòåðáèé-169, èòòðèé-88, èòòðèé-90,
èòòðèé-91, öèíê-65 è öèðêîíèé-95.

Èììóíîòåðàïè  ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ðàçëè÷íûì èììóíîòåðàïåâòè÷åñêèì ìåòîäàì,

ïðåäíàçíà÷åííûì äë  ëå÷åíè  ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû, âêëþ÷à  òåðàïèþ ñ
èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë, âàêöèíàöèþ in vivo è èììóíîòåðàïåâòè÷åñêèå ïîäõîäû äë 
ëå÷åíè  åõ vivo. Ñîãëàñíî îäíîìó èç âàðèàíòîâ èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê àíòèòåëàì ê
RG1, êîòîðûå ìîæíî ïðèìåí òü ñèñòåìíî äë  ëå÷åíè  ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû.
Íàïðèìåð íåêîíúþãèðîâàííûå àíòèòåëà ê RG1 ìîæíî ââîäèòü ïàöèåíòó òàêèì îáðàçîì, ÷òî
àíòèòåëî ñâ çûâàåòñ  ñ RG1 íà ïîâåðõíîñòè, âíóòðè îïóõîëåâûõ êëåòîê ïðåäñòàòåëüíîé
æåëåçû èëè àññîöèèðóåòñ  ñ ýòèìè êëåòêàìè è îïîñðåäóåò ðàçðóøåíèå êëåòîê è îïóõîëè ñ
ïîìîùüþ ìåõàíèçìîâ, êîòîðûå ìîãóò âêëþ÷àòü îïîñðåäîâàííûé êîìïëåìåíòîì öèòîëèçèñ,
çàâèñ ùóþ îò àíòèòåëà êëåòî÷íóþ öèòîòîêñè÷íîñòü, èçìåíåíèå ôèçèîëîãè÷åñêîé ôóíêöèè
RG1 è/èëè èíãèáèðîâàíèå ñâ çûâàíè  ëèãàíäîâ èëè ïóòåé òðàíñäóêöèè ñèãíàëîâ. Àíòèòåëà
ê RG1, êîíúþãèðîâàííûå ñ òîêñè÷åñêèìè àãåíòàìè, òàêèìè êàê ðèöèí èëè ðàäèîàêòèâíûå
èçîòîïû, òàêæå ìîæíî ïðèìåí òü ïðè òåðàïèè äë  ââåäåíè  òîêñè÷åñêîãî àãåíòà
íåïîñðåäñòâåííî â íåñóùèå RG1 îïóõîëåâûå êëåòêè ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû, òåì ñàìûì
ðàçðóøà  îïóõîëåâûå êëåòêè.

Èììóíîòåðàïèþ ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê RG1 ìîæíî
îñóùåñòâë òü ñîãëàñíî ðàçëè÷íûì ïîäõîäàì, ñ óñïåõîì ïðèìåí âøèìñ  ïî îòíîøåíèþ ê
äðóãèì òèïàì ðàêà, êîòîðûå âêëþ÷àþò (íî íå îãðàíè÷èâà ñü èìè) ðàê îáîäî÷íîé êèøêè
(Arlen è äð., Crit. Rev. Immunol., 18: 133-138, 1998), ìíîæåñòâåííóþ ìèåëîìó (Ozaki è
äð., Blood, 90: 3179-3186, 1997; Tsunenari è äð., Blood, 90: 2437-2444, 1997), ðàê
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æåëóäêà (Kasprzyk è äð., Cancer Res., 52: 2771-2776, 1992), Â-êëåòî÷íóþ ëèìôîìó
(Funakoshi è äð., Immunother. Emphasis Tumor Immunol., 19: 93-101, 1996), ëåéêîç
(Zhong è äð., Leuk. Res., 20: 581-589, 1996), êîëîðåêòàëüíûé ðàê (Moun è äð., Cancer
Res., 54: 6160-6166, 1994; Velders è äð., Cancer Res., 55: 4398-4403, 1995) è ðàê
ìîëî÷íîé æåëåçû (Shepard è äð., J. Clin. Immunol., 11: 117-127, 1991).

Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê âàêöèíàì, â ñîñòàâ êîòîðûõ âõîäèò ïîëèïåïòèä RG1 èëè
åãî ôðàãìåíò. Ïðèìåíåíèå îïóõîëåâîãî àíòèãåíà â âàêöèíå äë  ïîëó÷åíè  ãóìîðàëüíîãî è
îïîñðåäóåìîãî êëåòêîé èììóíèòåòà äë  ïðîòèâîðàêîâîé òåðàïèè õîðîøî èçâåñòíî â äàííîé
îáëàñòè è ðàíåå íàøëî ïðèìåíåíèå ïðè ðàêå ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ñ èñïîëüçîâàíèåì â
êà÷åñòâå èììóíîãåíîâ ÷åëîâå÷åñêîãî PSMA è ÐÀÐ ãðûçóíîâ (Hodge è äð., Int. J. Cancer,
63: 231-237, 1995; Fong è äð., J. Immunol., 159: 3113-3117, 1997). Òàêèå ìåòîäû ìîæíî
ëåãêî àäàïòèðîâàòü íà ïðàêòèêå äë  èñïîëüçîâàíè  ïîëèïåïòèäà RG1 èëè åãî ôðàãìåíòà
èëè ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùåé RG1, è ðåêîìáèíàíòíîãî âåêòîðà,
îáëàäàþùåãî ñïîñîáíîñòüþ ýêñïðåññèðîâàòü è ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì ïðåçåíòèðîâàòü
èììóíîãåí RG1.

Íàïðèìåð, äë  ââåäåíè  êîäèðóþùåé RG1 ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû ìîæíî
ïðèìåí òü ñèñòåìû, îñíîâàííûå íà èñïîëüçîâàíèè âèðóñíûõ ãåíîâ. Ðàçëè÷íûå ñèñòåìû
ââåäåíè , îñíîâàííûå íà èñïîëüçîâàíèè âèðóñíûõ ãåíîâ, êîòîðûå ìîæíî ïðèìåí òü äë 
ïðàêòè÷åñêîãî âîïëîùåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , âêëþ÷àþò (íî íå îãðàíè÷èâà ñü èìè)
âèðóñû êîðîâüåé îñïû, îñïû äîìàøíåé ïòèöû, îñïû êàíàðååê, àäåíîâèðóñ, âèðóñ ãðèïïà,
ïîëèîâèðóñ, àäåíîàññîöèèðîâàííûé âèðóñ, ëåíòèâèðóñ è ñèíäáóñ-âèðóñ (Restifo â: Curr.
Opin. Immunol., 8: 658-663, 1996). Òàêæå ìîæíî ïðèìåí òü íåâèðóñíûå ñèñòåìû ââåäåíè 
ñ èñïîëüçîâàíèåì "îãîëåííîé" ÄÍÊ, êîäèðóþùåé ïîëèïåïòèä RG1 èëè åãî ôðàãìåíò,
êîòîðóþ ââîä ò ïàöèåíòó (ò.å. âíóòðèìûøå÷íî) äë  òîãî, ÷òîáû èíäóöèðîâàòü
ïðîòèâîîïóõîëåâûé îòâåò. Ñîãëàñíî îäíîìó èç âàðèàíòîâ ìîæíî ïðèìåí òü
ïîëíîðàçìåðíóþ ÷åëîâå÷åñêóþ êÄÍÊ rg1. Ñîãëàñíî äðóãîìó âàðèàíòó ìîæíî ïðèìåí òü
ôðàãìåíòû ÷åëîâå÷åñêîé êÄÍÊ rg1. Ñîãëàñíî åùå îäíîìó âàðèàíòó ìîæíî ïðèìåí òü
ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû rg1, êîäèðóþùèå ñïåöèôè÷åñêèå ýïèòîïû Ò-ëèìôîöèòîâ
(öèòîòîêñè÷åñêèå ëèìôîêèíû, CTL). CTL-ýïèòîïû ìîæíî âû âë òü ñ èñïîëüçîâàíèåì
îïðåäåëåííûõ àëãîðèòìîâ (íàïðèìåð, Epimer, Brown University), êîòîðûå ïîçâîë þò
èäåíòèôèöèðîâàòü ïåïòèäû â ïîëèïåïòèäå RG1, îáëàäàþùèå ñïîñîáíîñòüþ îïòèìàëüíî
ñâ çûâàòüñ  ñî ñïåöèôè÷åñêèìè àëëåë ìè ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòèìîñòè
÷åëîâåêà (HLA).

Òàêæå ìîæíî èñïîëüçîâàòü ðàçëè÷íûå ñòðàòåãèè ex vivo. Îäèí èç ïîäõîäîâ âêëþ÷àåò
ïðèìåíåíèå äåíäðèòíûõ êëåòîê äë  ïðåçåíòàöèè ïîëèïåïòèäà RG1 èììóííîé ñèñòåìå
ïàöèåíòà â êà÷åñòâå àíòèãåíà. Äåíäðèòíûå êëåòêè ýêñïðåññèðóþò ìîëåêóëû êëàññà I è II
ÌÍÑ (ãëàâíûé êîìïëåêñ ãèñòîñîâìåñòèìîñòè), Â7-êîñòèìóë òîð è IL-12, è âñëåäñòâèå
ýòîãî îíè  âë þòñ  âûñîêî ñïåöèàëèçèðîâàííûìè àíòèãåíïðåçåíòèðóþùèìè êëåòêàìè. Ïðè
ðàêå ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû àóòîëîãè÷íûå äåíäðèòíûå êëåòêè, çàïóñêàåìûå ïåïòèäàìè
ñïåöèôè÷íîãî äë  ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ìåìáðàííîãî àíòèãåíà (PSMA), ïðèìåí þò íà
ôàçå I êëèíè÷åñêîãî îïûòà äë  ñòèìóëèðîâàíè  èììóííîé ñèñòåìû ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ
ðàêîì ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû (Tjoa è äð., Prostate, 28: 65-69, 1996; Murphy è äð.,
Prostate, 29: 371-380, 1996). Äåíäðèòíûå êëåòêè ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ïðåçåíòàöèè
ïîëèïåïòèäîâ RG1 Ò-êëåòêàì â êîíòåêñòå ìîëåêóë êëàññà I è II ÌÍÑ. Ñîãëàñíî îäíîìó èç
âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  àóòîëîãè÷íûå äåíäðèòíûå êëåòêè çàïóñêàþò ñ ïîìîùüþ
ïîëèïåïòèäîâ RG1, êîòîðûå îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ñâ çûâàòüñ  ñ ìîëåêóëàìè ÌÍÑ.
Ñîãëàñíî äðóãîìó âàðèàíòó îñóùåñòâëåíè  äåíäðèòíûå êëåòêè çàïóñêàþò ñ ïîìîùüþ
ïîëíîðàçìåðíîãî ïîëèïåïòèäà RG1. Ñîãëàñíî åùå îäíîìó âàðèàíòó îñóùåñòâëåíè  â
äåíäðèòíûõ êëåòêàõ ñîçäàþò ñâåðõýêñïðåññèþ ãåíà rg1 ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçëè÷íûõ
îáåñïå÷èâàþùèõ ðåøåíèå çàäà÷è âåêòîðîâ, õîðîøî èçâåñòíûõ â äàííîé îáëàñòè, òàêèõ êàê
àäåíîâèðóñ (Arthur è äð., Cancer Gene Ther., 4: 17-25, 1997), ðåòðîâèðóñ (Henderson è
äð., Cancer Res., 56: 3763-3770, 1996), ëåíòèâèðóñ, àäåíîàññîöèèðîâàííûé âèðóñ,
òðàíñôåêöèè ÄÍÊ (Ribas è äð., Cancer Res., 57: 2865-2869, 1997) è òðàíñôåêöèè
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ïîëó÷åííîé èç îïóõîëè ÐÍÊ (Ashley è äð., J. Exp. Med., 186: 1177-1182, 1997).
Àíòèèäèîòèïè÷åñêíå àíòèòåëà ê RG1 òàêæå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ïðîòèâîðàêîâîé

òåðàïèè â âèäå âàêöèíû äë  èíäóêöèè èììóííîãî îòâåòà íà êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå
ïîëèïåïòèä RG1. Â ÷àñòíîñòè, ïîëó÷åíèå àíòèèäèîòèïè÷åñêèõ àíòèòåë õîðîøî èçâåñòíî â
äàííîé îáëàñòè, è ýòè ìåòîäû ëåãêî àäàïòèðîâàòü äë  ïîëó÷åíè  àíòèèäèîòèïè÷åñêèõ
àíòèòåë ê RG1, èìèòèðóþùèõ ýïèòîï íà ïîëèïåïòèäå RG1 (ñì, íàïðèìåð, Wagner è äð.,
Hybridoma, 16: 33-40, 1997; Foon è äð., J. Clin. Invest., 96: 334-342, 1995; Herlyn è
äð., Cancer Immunol Immunother, 43: 65-76, 1996). Òàêîå àíòèèäèîòèïè÷åñêîå àíòèòåëî
ìîæíî ïðèìåí òü äë  àíòèèäèîòèïè÷åñêîé òåðàïèè, êàê ýòî â íàñòî ùåå âðåì 
ïðèìåí åòñ  íà ïðàêòèêå ñ èñïîëüçîâàíèåì äðóãèõ àíòèèäèîòèïè÷åñêèõ àíòèòåë ê
îïóõîëåâûì àíòèãåíàì.

Ìåòîäû ãåíåòè÷åñêîé èììóíèçàöèè ìîæíî ïðèìåí òü äë  ïîëó÷åíè  ïðîôèëàêòè÷åñêèõ
èëè òåðàïåâòè÷åñêèõ ãóìîðàëüíûõ è êëåòî÷íûõ èììóííûõ îòâåòîâ íà ðàêîâûå êëåòêè,
ýêñïðåññèðóþùèå RG1. Ñ èñïîëüçîâàíèåì îïèñàííûõ âûøå êîäèðóþùèõ RG1 ìîëåêóë ÄÍÊ
êîíñòðóêöèè, êîòîðûå ñîäåðæàò ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ ïîëèïåïòèä/èììóíîãåí RG1 è
ñîîòâåòñòâóþùèå ðåãóë òîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ìîæíî èíúåöèðîâàòü
íåïîñðåäñòâåííî â ìûøöó èëè êîæó èíäèâèäóóìà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî êëåòêè ìûøöû èëè
êîæè ïîëó÷àþò êîíñòðóêöèþ è ýêñïðåññèðóþò êîäèðóåìûé ïîëèïåïòèä/èììóíîãåí RG1.
Ïîëèïåïòèä/èììóíîãåí RG1 ìîæåò ýêñïðåññèðîâàòüñ  â âèäå ïîëèïåïòèäà êëåòî÷íîé
ïîâåðõíîñòè èëè ñåêðåòèðîâàòüñ . Ýêñïðåññè  ïîëèïåïòèäà/èììóíîãåíà RG1 ïðèâîäèò ê
ïîëó÷åíèþ ïðîôèëàêòè÷åñêîãî èëè òåðàïåâòè÷åñêîãî ãóìîðàëüíîãî è êëåòî÷íîãî
èììóíèòåòà ê ðàêó ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû. Ìîæíî ïðèìåí òü ðàçëè÷íûå
ïðîôèëàêòè÷åñêèå è òåðàïåâòè÷åñêèå ìåòîäû ãåíåòè÷åñêîé èììóíèçàöèè, èçâåñòíûå â
äàííîé îáëàñòè (äë  îáîáùåíè  äàííûõ ñì. èíôîðìàöèþ è ññûëêè, îïóáëèêîâàííûå íà
ñàéòå Èíòåðíåòà www.genweb.com).

Àíòèñìûñëîâûå îëèãîíóêëåîòèäû, àíòèñìûñëîâûå âåêòîðû è ðèáîçèìû
Àíòèñìûñëîâûå ïîëèíóêëåîòèäû, êîìïëåìåíòàðíûå rg1, ìîæíî ïîëó÷àòü ñèíòåòè÷åñêèì

ïóòåì. Òàêèå îëèãîíóêëåîòèäû ìîæíî ââîäèòü â êëåòêè ñ ïîìîùüþ ëèïèäîâ, êîòîðûå
ñïîñîáñòâóþò ïðîíèêíîâåíèþ àíòèñìûñëîâûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ â êëåòêè, èëè áåç íèõ.

Â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû, ïîëó÷åííûå èç ðåòðîâèðóñà,
àäåíîâèðóñà, âèðóñà ãåðïåñà ïðîñòîãî èëè âèðóñà êîðîâüåé îñïû èëè èç ðàçëè÷íûõ
áàêòåðèàëüíûõ ïëàçìèä, ìîæíî ïðèìåí òü äë  êîíñòðóèðîâàíè  è ââåäåíè 
ðåêîìáèíàíòíûõ âåêòîðîâ, êîòîðûå ìîãóò ýêñïðåññèðîâàòü àíòèñìûñëîâîé rg1 (ñì.,
íàïðèìåð, ìåòîäû, îïèñàííûå ó Sambrook è äð., (âûøå) è ó Ausubel è äð., (âûøå)).

Ïîëèíóêëåîòèäû, âêëþ÷àþùèå ïîëíîðàçìåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êÄÍÊ è/èëè
ðåãóë òîðíûå ýëåìåíòû, äàþò âîçìîæíîñòü èññëåäîâàòåë ì ïðèìåí òü ïîëèíóêëåîòèäû
rg1 â êà÷åñòâå èíñòðóìåíòà äë  èçó÷åíè  ñìûñëîâûõ öåïåé (Youssoufian è Lodish, Mol.
Cell. Biol., 13: 98-104, 1993) èëè àíòèñìûñëîâûõ öåïåé (Eguchi è äð., Annu. Rev.
Biochem., 60: 631-652, 1991) ñ öåëüþ ðåãóë öèè ôóíêöèè ãåíà. Òàêîé ìåòîä õîðîøî
èçâåñòåí â äàííîé îáëàñòè è ñìûñëîâûå èëè àíòèñìûñëîâûå îëèãîìåðû èëè áîëåå
êðóïíûå ôðàãìåíòû ìîæíî êîíñòðóèðîâàòü èç ðàçëè÷íûõ ó÷àñòêîâ, íàõîä ùèõñ  íà
êîäèðóþùèõ èëè êîíòðîëèðóþùèõ îáëàñò õ.

Ãåíû, êîäèðóþùèå RG1, ìîæíî âûêëþ÷àòü ïóòåì òðàíñôåêöèè êëåòêè èëè òêàíè
ýêñïðåññèîííûìè âåêòîðàìè, äë  êîòîðûõ õàðàêòåðíû âûñîêèå óðîâíè ýêñïðåññèè
òðåáóåìîãî ôðàãìåíòà ïîëèíóêëåîòèäà rg1. Òàêèå êîíñòðóêöèè ìîãóò ïîâûøàòü â êëåòêàõ
êîëè÷åñòâî íåòðàíñëèðóåìûõ ñìûñëîâûõ èëè àíòèñìûñëîâûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Äàæå
â îòñóòñòâèå èíòåãðàöèè â ÄÍÊ òàêèå âåêòîðû ìîãóò ïðîäîëæàòü òðàíñêðèáèðîâàòü
ìîëåêóëû ÐÍÊ äî òåõ ïîð, ïîêà âñå êîïèè íå áóäóò óíè÷òîæåíû ýíäîãåííûìè íóêëåàçàìè.
Êðàòêîâðåìåííà  ýêñïðåññè  ìîæåò ïðîäîëæàòüñ  â íåðåïëèöèðóþùåìñ  âåêòîðå â
òå÷åíèå ìåñ öà èëè áîëåå è äàæå â òå÷åíèå åùå áîëåå äëèòåëüíîãî ñðîêà, åñëè
ñîîòâåòñòâóþùèå ýëåìåíòû ðåïëèêàöèè âõîä ò â ñîñòàâ âåêòîðíîé ñèñòåìû.

Êàê îòìå÷àëî ðàíåå, ìîäèôèêàöèþ ýêñïðåññèè ãåíà ìîæíî ïîëó÷èòü ïóòåì ñîçäàíè 
àíòèñìûñëîâûõ ìîëåêóë, ÄÍÊ èëè ÐÍÊ äë  êîíòðîëèðóþùèõ îáëàñòåé rg1, ò.å. ïðîìîòîðîâ,

Ñòðàíèöà: 34

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 283 130 C2

ýíõàíñåðîâ è èíòðîíîâ. Îëèãîíóêëåîòèäû, ïîëó÷åííûå èç ñàéòà èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè,
íàïðèìåð, èç îáëàñòåé, ïðîñòèðàþùèõñ  îò -10 äî +10 ïàð îñíîâàíèé ëèäåðíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,  âë þòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíûìè. Àíòèñìûñëîâûå ìîëåêóëû òàêæå
ìîæíî êîíñòðóèðîâàòü ñ öåëüþ áëîêàäû òðàíñë öèè ìÐÍÊ, ïðåï òñòâó  ñâ çè òðàíñêðèïòà
ñ ðèáîñîìàìè. Àíàëîãè÷íî ýòîìó èíãèáèðîâàíèå ìîæåò áûòü äîñòèãíóòî ñ ïîìîùüþ
ìåòîäèêè "òðåõñïèðàëüíîãî" ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé. Òðåõñïèðàëüíîå ñïàðèâàíèå óõóäøàåò
ñïîñîáíîñòü äâîéíîé ñïèðàëè îòêðûâàòüñ  â äîñòàòî÷íîé ñòåïåíè äë  ñâ çûâàíè  ñ
ïîëèìåðàçàìè, ôàêòîðàìè òðàíñêðèïöèè èëè ðåãóë òîðíûìè ìîëåêóëàìè. Ñîâðåìåííûå
óñïåøíûå òåðàïåâòè÷åñêèå ïîäõîäû, îñíîâàííûå íà èñïîëüçîâàíèè òðåõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ,
îáîáùåíû ó Gee J.E. ñ ñîàâòîðàìè (â: Hurber è Car, Molecular and Immunologic
Approaches, Futura Publishing Co., Mt. Kisco, N.Y., 1994).

Ðèáîçèìû ïðåäñòàâë þò ñîáîé îáëàäàþùèå ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòüþ ìîëåêóëû
ÐÍÊ, êîòîðûå ìîãóò êàòàëèçèðîâàòü ñïåöèôè÷åñêîå ðàñùåïëåíèå ÐÍÊ (ïàòåíò US 4987071;
WO 93/23057). Ìåõàíèçì äåéñòâè  ðèáîçèìà âêëþ÷àåò ñïåöèôè÷åñêóþ äë 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãèáðèäèçàöèþ ìîëåêóëû ðèáîçèìà ñ êîìïëåìåíòàðíîé ÐÍÊ-ìèøåíüþ
ñ ïîñëåäóþùèì ýíäîíóêëåîëèòè÷åñêèì ðàñùåïëåíèåì. Ïîä îáúåì èçîáðåòåíè  ïîäïàäàþò
ñêîíñòðóèðîâàííûå, íåñóùèå ìîòèâ â âèäå ìîëîòîîáðàçíîé ãîëîâêè ìîëåêóëû ðèáîçèìà,
êîòîðûå ìîãóò ñïåöèôè÷íî è ýôôåêòèâíî êàòàëèçèðîâàòü ýíäîíóêëåîëèòè÷åñêîå
ðàñùåïëåíèå ÐÍÊ, êîäèðóþùåé RG1. Ñïåöèôè÷åñêèå ñàéòû ðàñùåïëåíè  ðèáîçèìîì íà
ëþáîé ïîòåíöèàëüíîé ÐÍÊ-ìèøåíè ñíà÷àëà èäåíòèôèöèðóþò ñ ïîìîùüþ ñêàíèðîâàíè 
ìîëåêóëû-ìèøåíè â îòíîøåíèè ñàéòîâ ðàñùåïëåíè  ðèáîçèìîì, êîòîðûå âêëþ÷àþò
ñëåäóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè: GUA, GUU è GUC. Ïîñëå èäåíòèôèêàöèè êîðîòêèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÐÍÊ äëèíîé îò 15 äî 20 ðèáîíóêëåîòèäîâ, ñîîòâåòñòâóþùèå îáëàñòè
ãåíà-ìèøåíè, êîòîðà  ñîäåðæèò ñàéò ðàñùåïëåíè , ìîæíî îöåíèòü â îòíîøåíèè
îñîáåííîñòåé âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû, êîòîðûå ìîãóò ñäåëàòü îëèãîíóêëåîòèä
íåîïåðàáåëüíûì. Ïðèãîäíîñòü âûáðàííûõ ìèøåíåé òàêæå ìîæíî îöåíèòü ïóòåì
îïðåäåëåíè  âîçìîæíîñòè ãèáðèäèçàöèè ñ êîìïëåìíòàðíûìè îëèãîíóêëåîòèäàìè ñ
ïîìîùüþ àíàëèçîâ, îñíîâàííûõ íà çàùèòå îò ðèáîíóêëåàçû (Irie è äð., Advance.
Pharmacol., 40: 207-257, 1997).

Àíòèñìûñëîâûå ìîëåêóëû è ðèáîçèìû ïî èçîáðåòåíèþ ìîæíî ïîëó÷àòü ñ ïîìîùüþ
ëþáîãî ìåòîäà, ïðèìåí åìîãî â äàííîé îáëàñòè äë  ñèíòåçà ìîëåêóë ÐÍÊ. Ýòè ìåòîäèêè
âêëþ÷àþò õèìè÷åñêèé ñèíòåç îëèãîíóêëåîòèäîâ, òàêîé êàê òâåðäîôàçíûé
ôîñôîðàìèäèòíûé õèìè÷åñêèé ñèíòåç. Â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå ìîëåêóëû ÐÍÊ ìîæíî
ïîëó÷àòü ïóòåì òðàíñêðèïöèè in vitro è in vivo èëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ, êîäèðóþùèõ RG1. Òàêèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ìîæíî
âêëþ÷àòü â øèðîêîå   ðàçíîîáðàçèå âåêòîðîâ ñ ïðèåìëåìûìè äë  ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû
ïðîìîòîðàìè, òàêèì êàê Ò7 èëè SP6. Â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå â ëèíèè êëåòîê, êëåòêè
èëè òêàíè ìîæíî èíòðîäóöèðîâàòü àíòèñìûñëîâûå êîíñòðóêöèè êÄÍÊ, êîòîðûå ñèíòåçèðóþò
àíòèñìûñëîâóþ ÐÍÊ êîíñòèòóòèâíî èëè èíäóöèáåëüíî.

Ìîëåêóëû ÐÍÊ ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü ñ öåëüþ ïîâûøåíè  âíóòðèêëåòî÷íîé
ñòàáèëüíîñòè è âðåìåíè ïîëóæèçíè. Âîçìîæíûå ìîäèôèêàöèè âêëþ÷àþò (íî íå
îãðàíè÷èâà ñü èìè) äîáàâëåíèå ôëàíêèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íà 5'- è/èëè 3'-êîíöû
ìîëåêóë èëè ïðèìåíåíèå ôîñôîðòèîàòà èëè 2'O-ìåòèëà âìåñòî ôîñôîäèýñòåðàçíûõ
ñâ çåé â êàðêàñå ìîëåêóëû. Ïîâûøåííóþ ñòàáèëüíîñòü òàêæå ìîæíî ïîëó÷àòü ïóòåì
âêëþ÷åíè  íåòðàäèöèîííûõ îñíîâàíèé, òàêèõ êàê èíîçèò è êâåîçèí, à òàêæå àöåòèë-,
ìåòèë-, òèî- è àíàëîãè÷íûì îáðàçîì ìîäèôèöèðîâàííûõ ôîðì àäåíèíà, öèòèäèíà,
ãóàíèíà, òèìèäèíà è óðèäèíà, êîòîðûå òðóäíî ðàñïîçíàþòñ  ýíäîãåííûìè ýíäîíóêëåàçàìè.

Ìåòîäû èíòðîäóêöèè àíòèñìûñëîâûõ âåêòîðîâ â êëåòêè è òêàíè âêëþ÷àþò îïèñàííûå
âûøå è àíàëîãè÷íûå èì ìåòîäû, êîòîðûå ìîæíî ïðèìåí òü äë  òåðàïèè in vivo, in vitro è
ex vivo. Äë  òåðàïèè ex vivo àíòèñìûñëîâûå âåêòîðû èíòðîäóöèðóþò â êëåòêè, âç òûå ó
ïàöèåíòà, è ðàçìíîæàþò êëîíèðîâàíèåì ñ öåëüþ îáðàòíîé àóòîëîãè÷íîé òðàíñïëàíòàöèè
ýòîìó æå ïàöèåíòó, êàê ýòî îïèñàíî â ïàòåíòàõ ÑØÀ 5399493 è 5437994, êîòîðûå âêëþ÷åíû
â íàñòî ùåå îïèñàíèå â êà÷åñòâå ññûëêè. Ââåäåíèå ïóòåì òðàíñôåêöèè è ñ ïîìîùüþ
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ëèïîñîì èëè äðóãèõ àãåíòîâ, îñíîâîé êîòîðûõ  âë þòñ  èëè íå  âë þòñ  ëèïèäû, õîðîøî
èçâåñòíî â äàííîé îáëàñòè.

Àíàëèçû ñ öåëüþ âû âëåíè  àãåíòîâ, ñâ çûâàþùèõñ  ñ RG1
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê àíàëèçàì è ñïîñîáàì, êîòîðûå ìîæíî

ïðèìåí òü äë  èäåíòèôèêàöèè àãåíòîâ, ñâ çûâàþùèõñ  ñ RG1. Â ÷àñòíîñòè, àãåíòû,
ñâ çûâàþùèåñ  ñ RG1, ìîæíî âû âë òü ïî ñïîñîáíîñòè ëèãàíäà ê RG1 èëè äðóãîãî àãåíòà
èëè åãî ñîñòàâë þùåãî ñâ çûâàòüñ  ñ RG1 è/èëè ïî èõ ñïîñîáíîñòè
èíãèáèðîâàòü/ñòèìóëèðîâàòü àêòèâíîñòü RG1.

Â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå àãåíòû, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  ñ ïîëèïåïòèäîì RG1, ìîæíî
âû âë òü ñ ïîìîùüþ äâóõãèáðèäíîé ñèñòåìû íà îñíîâå äðîææåé èëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
àíàëèçà çàõâàòà ñâ çûâàíè . Ïðè èñïîëüçîâàíèè äâóõãèáðèäíîé ñèñòåìû íà îñíîâå
äðîææåé îäíó åäèíèöó ýêñïðåññèè, êîäèðóþùóþ ñëèòûé ïðîòåèí, êîòîðà  âêëþ÷àåò îäíó èç
äâóõ ñóáúåäèíèö ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè è ïîëèïåïòèäà RG1, èíòðîäóöèðóþò è
ýêñïðåññèðóþò â êëåòêå äðîææåé. Êëåòêó äîïîëíèòåëüíî ìîäèôèöèðóþò òàê, ÷òîáû îíà
âêëþ÷àëà (1) åäèíèöó ýêñïðåññèè, êîäèðóþùóþ îáíàðóæèâàåìûé ìàðêåð, äë  ýêñïðåññèè
êîòîðîãî íåîáõîäèìû äâå ñóáúåäèíèöû ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè, è (2) åäèíèöó ýêñïðåññèè,
êîäèðóþùóþ ñëèòûé ïðîòåèí, ñîñòî ùóþ èç âòîðîé ñóáúåäèíèöû ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè è
êëîíèðîâàííîãî ñåãìåíòà ÄÍÊ. Åñëè êëîíèðîâàííûé ñåãìåíò ÄÍÊ êîäèðóåò ïðîòåèí,
êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ñ ïîëèïåïòèäîì RG1, òî ýêñïðåññè  ïðèâîäèò ê âçàèìîäåéñòâèþ RG1
è êîäèðóåìîãî ïðîòåèíà. Ýòî ïðèâîäèò ê òåñíîìó âçàèìîäåéñòâèþ äâóõ åäèíèö ôàêòîðà
òðàíñêðèïöèè, ïîçâîë þùåìó âîññòàíîâèòü ôàêòîð òðàíñêðèïöèè. Ýòî ïðèâîäèò ê
îáíàðóæèâàåìîé ýêñïðåññèè ìàðêåðà. Èñïîëüçîâàíèå äâóõãèáðèäíîé ñèñòåìû íà îñíîâå
äðîææåé îñîáåííî öåííî äë  ñêðèíèíãà áèáëèîòåêè êÄÍÊ, êîäèðóþùåé ñåãìåíòû
ïàðòíåðîâ RG1 äë  êëåòî÷íîãî ñâ çûâàíè .

Ïîëèïåïòèäû RG1, êîòîðûå ìîæíî ïðèìåí òü â âûøåóêàçàííûõ àíàëèçàõ, âêëþ÷àþò (íî
íå îãðàíè÷èâà ñü èìè) âûäåëåííûé ïîëèïåïòèä RG1, ôðàãìåíò ïîëèïåïòèäà RG1, êëåòêó,
êîòîðà  áûëà èçìåíåíà ñ öåëüþ ýêñïðåññèè ïîëèïåïòèäà RG1, èëè ôðàêöèþ êëåòêè,
êîòîðà  áûëà èçìåíåíà ñ öåëüþ ýêñïðåññèè ïîëèïåïòèäà RG1. Êðîìå òîãî, ïîëèïåïòèä RG1
ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ïîëíîðàçìåðíûé ïîëèïåïòèä èëè îïðåäåëåííûé ôðàãìåíò
ïîëèïåïòèäà RG1. Ñïåöèàëèñòó â äàííîé îáëàñòè äîëæíî áûòü î÷åâèäíî, ÷òî åñëè
ïîëèïåïòèä RG1 ìîæíî ïðèìåí òü â ýòîì àíàëèçå äë  âû âëåíè  ñâ çûâàþùèõñ  ñ íèì
àãåíòîâ, íàïðèìåð, íà îñíîâå îöåíêè èçìåíåíè  ìîëåêóë ðíîé ìàññû èëè àêòèâíîñòè, òî
ìîæíî èñïîëüçîâàòü îïèñàííûé ìåòîä àíàëèçà.

Ìåòîä, ïðèìåí åìûé äë  âû ñíåíè  òîãî, ñâ çûâàåòñ  ëè àãåíò/êëåòî÷íûé êîìïîíåíò ñ
ïîëèïåïòèäîì RG1, ïðåæäå âñåãî äîëæåí áàçèðîâàòüñ  íà ïðèðîäå èñïîëüçóåìîãî
ïîëèïåïòèäà RG1. Íàïðèìåð, àíàëèç íà çàìåäëåíèå ïîäâèæíîñòè â ãåëå ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äë  îïðåäåëåíè  òîãî, ñâ çûâàåòñ  ëè àãåíò ñ RG1 èëè åãî ôðàãìåíòîì. Â
àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå èììóíîëîãè÷åñêèé àíàëèç è àíàëèç ñ èñïîëüçîâàíèåì áèî÷èïà
ìîæíî àäàïòèðîâàòü äë  ïðèìåíåíè  ñ ïîëèïåïòèäîì RG1. Ñïåöèàëèñò ìîæåò ëåãêî
ïðèìåíèòü ðàçëè÷íûå èçâåñòíûå â äàííîé îáëàñòè ìåòîäèêè äë  îïðåäåëåíè  òîãî,
ñâ çûâàåòñ  ëè êîíêðåòíûé àãåíò ñ ïîëèïåïòèäîì RG1.

Àãåíòû è êëåòî÷íûå êîìïîíåíòû òàêæå ìîæíî îöåíèâàòü â îòíîøåíèè èõ ñïîñîáíîñòè
ìîäóëèðîâàòü àêòèâíîñòü ïîëèïåïòèäà RG1 ñ ïîìîùüþ àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì
áåñêëåòî÷íîé ñèñòåìû èëè àíàëèçà ñ ïîìîùüþ êëåòî÷íîé ñèñòåìû. Ïî ìåðå òîãî, êàê
àêòèâíîñòè ïîëèïåïòèäà RG1 ñòàíîâ òñ  áîëåå âûðàæåííûìè, ìîæíî ïðèìåí òü
ôóíêöèîíàëüíûå àíàëèçû, îñíîâàííûå íà îïðåäåëåíèè àêòèâíîñòè.

Â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  ñ÷èòàåòñ , ÷òî àãåíò àíòàãîíèçèðóåò àêòèâíîñòü RG1,
êîãäà àãåíò ñíèæàåò àêòèâíîñòü RG1. Ïðåäïî÷òèòåëüíûé àíòàãîíèñò äîëæåí èçáèðàòåëüíî
àíòàãîíèçèðîâàòü RG1, íå îêàçûâà  âîçäåéñòâè  íà ëþáûå äðóãèå êëåòî÷íûå ïðîòåèíû.
Êðîìå òîãî, ïðåäïî÷òèòåëüíûé àíòàãîíèñò äîëæåí ñíèæàòü àêòèâíîñòü RG1 áîëåå ÷åì íà
50%, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî áîëåå ÷åì íà 90%, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ïîëíîñòüþ
èíãèáèðîâàòü àêòèâíîñòü RG1.

Àãåíòû, êîòîðûå àíàëèçèðóþò ñ ïîìîùüþ îïèñàííîãî âûøå ìåòîäà, ìîæíî îòáèðàòü
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ñëó÷àéíûì îáðàçîì (ïðîèçâîëüíî) èëè îòáèðàòü öåëåíàïðàâëåííî èëè êîíñòðóèðîâàòü. Â
êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  ñ÷èòàåòñ , ÷òî àãåíò âûáèðàþò ñëó÷àéíûì îáðàçîì, êîãäà
àãåíò âûáèðàþò ïðîèçâîëüíî áåç ó÷åòà ñïåöèôè÷åñêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîëèïåïòèäà
RG1. Ïðèìåðîì èñòî÷íèêîâ äë  ïðîèçâîëüíîãî âûáîðà àãåíòîâ  âë þòñ  áàíêè õèìè÷åñêèõ
ñîåäèíåíèé èëè ïåïòèäíà  êîìáèíàòîðíà  áèáëèîòåêà èëè áóëüîí äë  âûðàùèâàíè 
îðãàíèçìà èëè ðàñòèòåëüíûé ýêñòðàêò.

Â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  ñ÷èòàåòñ , ÷òî àãåíò îòáèðàþò öåëåíàïðàâëåííî èëè
êîíñòðóèðóþò, êîãäà àãåíò âûáèðàþò íà íåñëó÷àéíîé îñíîâå, ïðèíèìà  âî âíèìàíèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñàéòà-ìèøåíè/èëè åãî êîíôîðìàöèþ, ñâ çàííóþ ñ àêòèâíîñòüþ àãåíòà.
Àãåíòû ìîæíî öåëåíàïðàâëåííî îòáèðàòü èëè öåëåíàïðàâëåííî êîíñòðóèðîâàòü ñ
ïîìîùüþ ïåïòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, èç êîòîðûõ ñîñòîèò ïîëèïåïòèä RG1.
Íàïðèìåð, öåëåíàïðàâëåííî îòîáðàííûé ïåïòèäíûé àãåíò ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé
ïåïòèä, àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîòîðîãî èäåíòè÷íà àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ôðàãìåíòà ïîëèïåïòèäà RG1.

Àãåíòû, êîòîðûå àíàëèçèðóþò ñ ïîìîùüþ îïèñàííûõ âûøå ìåòîäîâ, ìîãóò ïðåäñòàâë òü
ñîáîé, íàïðèìåð, ïåïòèäû, àíòèòåëà, îëèãîíóêëåîòèäû, íåáîëüøèå ìîëåêóëû è
ïðîèçâîäíûå âèòàìèíîâ, à òàêæå óãëåâîäû. Ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè äîëæíî áûòü
î÷åâèäíî, ÷òî äë  àãåíòîâ, ïðèìåí åìûõ â íàñòî ùåì ìåòîäå ñêðèíèíãà, íå ñóùåñòâóåò
îãðàíè÷åíèé, ñâ çàííûõ ñî ñòðóêòóðíûìè îñîáåííîñò ìè. Îäíèì èç êëàññîâ àãåíòîâ ïî
èçîáðåòåíèþ  âë þòñ  ïåïòèäíûå àãåíòû, àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êîòîðûõ
âûáèðàþò ñ ó÷åòîì àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëèïåïòèäà RG1.

Ïåïòèäíûå àãåíòû ìîæíî ïîëó÷àòü ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ òâåðäîôàçíîãî
(èëè æèäêîôàçíîãî) ñèíòåçà ïåïòèäîâ, êîòîðûå èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè. Êðîìå òîãî,
ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ ýòè ïåïòèäû, ìîæíî ñèíòåçèðîâàòü ñ ïîìîùüþ èìåþùåãîñ  â ïðîäàæå
èíñòðóìåíòàðè  äë  ñèíòåçà îëèãîíóêëåîòèäîâ è ïîëó÷àòü ìåòîäîì ðåêîìáèíàöèè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåì äë  ïîëó÷åíè  ðåêîìáèíàíòîâ. Ïîëó÷åíèå ñ èñïîëüçîâàíèåì
òâåðäîôàçíîãî ñèíòåçà ïåïòèäîâ  âë åòñ  íåîáõîäèìûì, åñëè òðåáóåòñ  âêëþ÷èòü
àìèíîêèñëîòû, êîòîðûå íå êîäèðóþòñ  ãåíîì.

Åùå îäíèì êëàññîì àãåíòîâ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ  âë þòñ  àíòèòåëà,
èììóíîðåàêòèâíûå â îòíîøåíèè èìåþùèõ ðåøàþùåå çíà÷åíèå ïîëîæåíèé ïîëèïåïòèäà
RG1. Êàê îáñóæäàëîñü âûøå, àíòèòåëà ïîëó÷àþò èììóíèçàöèåé ïðèåìëåìûõ
ìëåêîïèòàþùèõ ïåïòèäàìè, ñîäåðæàùèìè àíòèãåííûå îáëàñòè, òå ó÷àñòêè ïîëèïåïòèäà
RG1, êîòîðûå äîëæíû ïðåäñòàâë òü ñîáîé ìèøåíü äë  àíòèòåë. Òàêèå àãåíòû ìîæíî
ïðèìåí òü äë  àíàëèçîâ êîíêóðåíòíîãî ñâ çûâàíè  ïðè èäåíòèôèêàöèè âòîðîãî ïîêîëåíè 
èíãèáèðóþùèõ àãåíòîâ, à òàêæå äë  áëîêàäû àêòèâíîñòè RG1.

Êëåòî÷íûå ýêñòðàêòû, êîòîðûå àíàëèçèðóþò ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, ìîãóò ïðåäñòàâë òü ñîáîé, íàïðèìåð âîäíûå ýêñòðàêòû êëåòîê èëè òêàíåé,
îðãàíè÷åñêèå ýêñòðàêòû êëåòîê èëè òêàíåé èëè ÷àñòè÷íî î÷èùåííûå êëåòî÷íûå ôðàêöèè.
Ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè äîëæíî áûòü î÷åâèäíî, ÷òî íå ñóùåñòâóåò îãðàíè÷åíèé,
ñâ çàííûõ ñ èñòî÷íèêîì êëåòî÷íîãî ýêñòðàêòà, ïðèìåí åìîãî äë  ìåòîäà ñêðèíèíãà ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.

Àãåíòû, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  ñ ïîëèïåïòèäîì RG1, òàêèå êàê àíòèòåëà ê RG1, ìîæíî
ïðèìåí òü äë  ìîäóë öèè àêòèâíîñòè RG1, äë  íàïðàâëåííîãî ïåðåíîñà ïðîòèâîðàêîâîãî
àãåíòà ê ñîîòâåòñòâóþùèì êëåòêàì ìëåêîïèòàþùèõ èëè äë  âû âëåíè  àãåíòîâ, êîòîðûå
áëîêèðóþò âçàèìîäåéñòâèå ñ RG1. Êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå RG1, ìîæíî íàïðàâë òü èëè
èäåíòèôèöèðîâàòü ñ ïîìîùüþ àãåíòîâ, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  ñ RG1.

Ìåòîä ïðèìåíåíè  àãåíòîâ, ñâ çûâàþùèõñ  ñ RG1, çàâèñèò îò ïðèðîäû ñâ çûâàþùåãîñ 
ñ RG1 àãåíòà. Íàïðèìåð, ñâ çûâàþùèéñ  ñ RG1 àãåíò ìîæíî ïðèìåí òü äë  ïåðåíîñà
êîíúþãèðîâàííûõ òîêñèíîâ, òàêèõ êàê äèôòåðèéíûé òîêñèí, õîëåðíûé òîêñèí, ðèöèí èëè
ýêçîòîêñèí Pseudomonas, â ýêñïðåññèðóþùóþ RG1 êëåòêó; ìîäóë öèè àêòèâíîñòè RG1; äë 
öåëåíàïðàâëåííîãî óíè÷òîæåíè  ýêñïðåññèðóþùåé RG1 êëåòêè; èëè äë  ñêðèíèíãà ñ öåëüþ
âû âëåíè  àãåíòîâ äë  êîíêóðåíòíîãî ñâ çûâàíè . Íàïðèìåð, èíãèáèðóþùèé RG1 àãåíò
ìîæíî ïðèìåí òü äë  íåïîñðåäñòâåííîãî èíãèáèðîâàíè  ðîñòà ýêñïðåññèðóþùèõ RG1
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êëåòîê, â òî âðåì  êàê ñâ çûâàþùèéñ  ñ RG1 àãåíò ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå àãåíòà
äë  äèàãíîñòèêè.

Ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè è ïóòè ââåäåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê ôàðìàöåâòè÷åñêèì êîìïîçèöè ì, êîòîðûå

ìîãóò âêëþ÷àòü ïîëèíóêëåîòèäû rg1, ïîëèïåïòèäû RG1, àíòèòåëà, àãîíèñòû, àíòàãîíèñòû
èëè èíãèáèòîðû èíäèâèäóàëüíî èëè â ñî÷åòàíèè ïî ìåíüøåé ìåðå ñ îäíèì äðóãèì àãåíòîì,
òàêèì êàê ñòàáèëèçàòîð, êîòîðûå ìîæíî ââîäèòü â ëþáîì ñòåðèëüíîì áèîñîâìåñòèìîì
ôàðìàöåâòè÷åñêîì íîñèòåëå, âêëþ÷à  (íî íå îãðàíè÷èâà ñü èìè) ôèçèîëîãè÷åñêèé
ðàñòâîð, çàáóôåðåííûé ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð, äåêñòðîçó è âîäó. Ëþáûå èç óêàçàííûõ
ìîëåêóë ìîæíî ââîäèòü ïàöèåíòó èíäèâèäóàëüíî èëè â ñî÷åòàíèè ñ äðóãèìè àãåíòàìè,
ëåêàðñòâåííûìè ñðåäñòâàìè èëè ãîðìîíàìè, êîòîðûå â ôàðìàöåâòè÷åñêèõ êîìïîçèöè õ
ñìåøèâàþò ñ ýêñöèïèåíòîì(àìè) èëè ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûìè íîñèòåë ìè.
Ñîãëàñíî îäíîìó èç âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ôàðìàöåâòè÷åñêè
ïðèåìëåìûé íîñèòåëü  âë åòñ  ôàðìàöåâòè÷åñêè èíåðòíûì.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê ïóò ì ââåäåíè  ôàðìàöåâòè÷åñêèõ
êîìïîçèöèé. Ââåäåíèå îñóùåñòâë þò ïåðîðàëüíî èëè ïàðåíòåðàëüíî. Ïàðåíòåðàëüíîå
ââåäåíèå âêëþ÷àåò ìåñòíîå, âíóòðèàðòåðèàëüíîå (íåïîñðåäñòâåííî â îïóõîëü),
âíóòðèìûøå÷íîå, ïîäêîæíîå, èíòðàìåäóëë ðíîå, âíóòðèòðàõåàëüíîå,
èíòðàâåíòðèêóë ðíîå, âíóòðèâåííîå, âíóòðèáðþøèííîå èëè èíòðàíàçàëüíîå ââåäåíèå.
Ïîìèìî äåéñòâóþùèõ âåùåñòâ ýòè ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè ìîãóò ñîäåðæàòü
ïðèãîäíûå ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûå íîñèòåëè, âêëþ÷à  ýêñöèïèåíòû è
âñïîìîãàòåëüíûå âåùåñòâà, êîòîðûå îáëåã÷àþò ïðèãîòîâëåíèå íà îñíîâå äåéñòâóþùèõ
âåùåñòâ ïðåïàðàòîâ, êîòîðûå ìîæíî ïðèìåí òü â ôàðìàöåâòèêå. Äîïîëíèòåëüíûå
ïîäðîáíîñòè ìåòîäîâ ïðèãîòîâëåíè  è ââåäåíè  ìîæíî íàéòè â ïîñëåäíåì èçäàíèè
Remington's Pharmaceutical Science (èçä. Maack Publishing Co., Easton Pa).

Ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè äë  ïåðîðàëüíîãî ââåäåíè  ìîæíî ïðèãîòàâëèâàòü ñ
èñïîëüçîâàíèåì õîðîøî èçâåñòíûõ â äàííîé îáëàñòè íîñèòåëåé â âèäå äîçèðóåìûõ ôîðì,
ïðèãîäíûõ äë  ïåðîðàëüíîãî ââåäåíè . Òàêèå íîñèòåëè ïîçâîë þò ïðèãîòàâëèâàòü
ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè â âèäå òàáëåòîê, ïèëþëü, äðàæå, êàïñóë, æèäêîñòåé, ãåëåé,
ñèðîïîâ, ñóñïåíçèé è ò.ï., ïðåäíàçíà÷åííûõ äë  ïðèåìà âíóòðü ïàöèåíòàìè.

Ôàðìàöåâòè÷åñêèå ïðåïàðàòû äë  ïåðîðàëüíîãî ââåäåíè  ìîæíî ïîëó÷àòü
îáúåäèíåíèåì äåéñòâóþùèõ âåùåñòâ ñ òâåðäûì ýêñöèïèåíòîì, íåîá çàòåëüíî
èçìåëü÷åíèåì îáðàçîâàâøåéñ  ñìåñè è îáðàáîòêîé ñìåñè ãðàíóë ïîñëå äîáàâëåíè  ïðè
íåîáõîäèìîñòè ïðèåìëåìûõ âñïîìîãàòåëüíûõ âåùåñòâ ñ ïîëó÷åíèåì  äåð òàáëåòîê èëè
äðàæå. Ïðèåìëåìûå ýêñöèïèåíòû âêëþ÷àþò óãëåâîäíûå èëè ïðîòåèíîâûå íàïîëíèòåëè,
òàêèå êàê ñàõàðà, âêëþ÷à  ëàêòîçó, ñàõàðîçó, ìàííèò èëè ñîðáèò; êðàõìàë, ïîëó÷åííûé
èç êóêóðóçû, ïøåíèöû, ðèñà, êàðòîôåë  èëè äðóãèõ ðàñòåíèé; öåëëþëîçó, òàêóþ êàê
ìåòèëöåëëþëîçà, ãèäðîêñèïðîïèëìåòèëöåëëþëîçà èëè êàðáîêñèìåòèëöåëëþëîçà íàòðè ; è
êàìåäè, âêëþ÷à  ãóììèàðàáèê è òðàãàêàíò; è ïðîòåèíû, òàêèå êàê æåëàòèí è êîëëàãåí.
Ïðè íåîáõîäèìîñòè ìîæíî äîáàâë òü ðàçðûõëèòåëè èëè ñîëþáèëèçàòîðû, òàêèå êàê
ñøèòûé ïîëèâèíèëïèððîëèäîí, àãàð, àëüãèíîâà  êèñëîòà è åå ñîëè, òàêèå êàê àëüãèíàò
íàòðè .

Íà  äðà äðàæå íàíîñ ò ïðèåìëåìûå ïîêðûòè , òàêèå êàê êîíöåíòðèðîâàííûå ñàõàðíûå
ðàñòâîðû, êîòîðûå ìîãóò òàêæå âêëþ÷àòü ãóììèàðàáèê, òàëüê, ïîëèâèíèëïèððîëèäîí,
ãåëåîáðàçóþùèé àãåíò êàðáîïîë, ïîëèýòèëåíãëèêîëü è/èëè äèîêñèä òèòàíà, ðàñòâîðû ëàêà
è ïðèåìëåìûå îðãàíè÷åñêèå ðàñòâîðèòåëè èëè ñìåñè ðàñòâîðèòåëåé. Â ïîêðûòè  òàáëåòîê
èëè äðàæå òàêæå ìîæíî äîáàâë òü êðàñèòåëè èëè ïèãìåíòû ñ öåëüþ èäåíòèôèêàöèè èëè
äë  õàðàêòåðèñòèê êîëè÷åñòâà äåéñòâóþùåãî âåùåñòâ â äîçèðóåìîé ôîðìå.

Ôàðìàöåâòè÷åñêèå ïðåïàðàòû, êîòîðûå ìîæíî ïðèìåí òü ïåðîðàëüíî, âêëþ÷àþò ëåãêî
ïðîãëàòûâàåìûå êàïñóëû, èçãîòîâëåííûå èç æåëàòèíà, à òàêæå ì ãêèå çàïå÷àòàííûå
êàïñóëû, èçãîòîâëåííûå èç æåëàòèíà è èìåþùèå ïîêðûòèå èç ãëèöåðèíà èëè ñîðáèòà. Ëåãêî
ïðîãëàòûâàåìûå êàïñóëû ìîãóò ñîäåðæàòü äåéñòâóþùèå âåùåñòâà â ñìåñè ñ íàïîëíèòåëåì
èëè ñâ çóþùèìè âåùåñòâàìè, òàêèì êàê ëàêòîçà èëè êðàõìàëû, çàìàñëèâàòåë ìè, òàêèìè
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êàê òàëüê èëè ñòåàðàò ìàãíè , è íåîá çàòåëüíî ñòàáèëèçàòîðàìè. Â ì ãêèõ êàïñóëàõ
äåéñòâóþùèå âåùåñòâà ìîæíî ðàñòâîð òü èëè ñóñïåíäèðîâàòü â ïðèåìëåìûõ æèäêîñò õ,
òàêèõ êàê æèðíûå ìàñëà, âàçåëèí èëè æèäêèé ïîëèýòèëåíãëèêîëü, ñ äîáàâëåíèåì
ñòàáèëèçàòîðîâ èëè áåç íèõ.

Ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè äë  ïàðåíòåðàëüíîãî ââåäåíè  âêëþ÷àþò âîäíûå
ðàñòâîðû äåéñòâóþùèõ âåùåñòâ. Äë  èíúåêöèè ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè ïî
èçîáðåòåíèþ ìîæíî ïðèãîòàâëèâàòü â âîäíûõ ðàñòâîðàõ, ïðåäïî÷òèòåëüíî â
ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûõ áóôåðàõ, òàêèõ êàê ðàñòâîð Õýíêñà, ðàñòâîð Ðèíãåðíà èëè
çàáóôåðåííûé ôîñôàòîì ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð. Âîäíûå ñóñïåíçèè äë  èíúåêöèé ìîãóò
ñîäåðæàòü âåùåñòâà, êîòîðûå ïîâûøàþò â çêîñòü ñóñïåíçèè, òàêèå êàê
êàðáîêñèìåòèëöåëëþëîçà íàòðè , ñîðáèò èëè äåêñòðàí. Êðîìå òîãî, ñóñïåíçèè
äåéñòâóþùèõ âåùåñòâ ìîæíî ïîëó÷àòü â âèäå ñîîòâåòñòâóþùèõ ìàñë íûõ ñóñïåíçèé äë 
èíúåêöèé. Ïðèåìëåìûå ëèïîôèëüíûå ðàñòâîðèòåëè èëè íîñèòåëè âêëþ÷àþò æèðíûå
ìàñëà, òàêèå êàê êóíæóòíîå ìàñëî, èëè ñèíòåòè÷åñêèå ýôèðû æèðíûõ êèñëîò, òàêèå êàê
ýòèëîëåàò èëè òðèãëèöåðèäû, èëè ëèïîñîìû. Íåîá çàòåëüíî ñóñïåíçè  ìîæåò òàêæå
âêëþ÷àòü ïðèåìëåìûå ñòàáèëèçàòîðû èëè àãåíòû, ïîâûøàþùèå ðàñòâîðèìîñòü
ñîåäèíåíèé, ÷òî ïîçâîë åò ïîëó÷àòü âûñîêî êîíöåíòðèðîâàííûå ðàñòâîðû.

Äë  ìåñòíîãî èëè íàçàëüíîãî ïðèìåíåíè  â êîìïîçèöèè èñïîëüçóþò ñìà÷èâàþùèå
(óâåëè÷èâàþùèå ïðîíèêíîâåíèå) âåùåñòâà, ñîîòâåòñòâóþùèå êîíêðåòíîìó áàðüåðó, ÷åðåç
êîòîðûé íåîáõîäèìî ïðîíèêíóòü. Òàêèå ñìà÷èâàþùèå âåùåñòâà õîðîøî èçâåñòíû â äàííîé
îáëàñòè.

Íàáîðû
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå â ôàðìàöåâòè÷åñêèì óïàêîâêàì è íàáîðàì, ñîäåðæàùèì

îäèí èëè íåñêîëüêî êîíòåéíåðîâ, âêëþ÷àþùèì îäèí èëè íåñêîëüêî èíãðåäèåíòîâ
îïèñàííûõ âûøå êîìïîçèöèé ïî èçîáðåòåíèþ. Ïðèìåí åìûå â íàáîðå òàêîé(èå)
êîíòåéíåð(û) äîëæåí(íû) óäîâëåòâîð òü çàêîíîäàòåëüíûì òðåáîâàíè ì, ðåãóëèðóþùèì
ïðîèçâîäñòâî, ïðèìåíåíèå èëè ïðîäàæó ôàðìàöåâòè÷åñêèõ èëè áèîëîãè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ,
êîòîðûå óòâåðæäåíû ó÷ðåæäåíèåì, óïîëíîìî÷åííûì îñóùåñòâë òü êîíòðîëü çà
ïðîèçâîäñòâîì, ïðèìåíåíèåì è ïðîäàæåé ïðîäóêòîâ, êîòîðûå ìîæíî ââîäèòü ëþä ì.

Ïðîèçâîäñòâî è õðàíåíèå
Ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî ïðèãîòàâëèâàòü

õîðîøî èçâåñòíûì ìåòîäîì, íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ îáùåïðèí òûõ ïðîöåññîâ ñìåøåíè ,
ðàñòâîðåíè , ãðàíóë öèè, èçãîòîâëåíè  äðàæå, ðàñòèðàíè  â ïîðîøîê, ýìóëüãèðîâàíè ,
êàïñóëèðîâàíè , óëàâëèâàíè  èëè ëèîôèëèçàöèè.

Ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè ìîæíî ïîëó÷àòü â âèäå ñîëè è ìîæíî ãîòîâèòü
äîáàâëåíèåì êèñëîò, êîòîðûå âêëþ÷àþò (íî íå îãðàíè÷èâà ñü èìè) ñîë íóþ, ñåðíóþ,
óêñóñíóþ, ìîëî÷íóþ, âèííóþ,  áëî÷íóþ,  íòàðíóþ êèñëîòó è äð. Ñîëè ïîòåíöèàëüíî
 âë þòñ  áîëåå ðàñòâîðèìûìè â âîäíûõ è äðóãèõ ïðîòîííûõ ðàñòâîðèòåë õ, ÷åì
ñîîòâåòñòâóþùèå ôîðìû â âèäå ñâîáîäíûõ îñíîâàíèé. Â äðóãèõ ñëó÷à õ
ïðåäïî÷òèòåëüíûé ïðåïàðàò ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ëèîôèëèçèðîâàííûé ïîðîøîê â 1-5
ìÌ ðàñòâîðå ãèñòèäèíà, 0,1-2%-íîì ðàñòâîðå ñàõàðîçû, 2-7%-íîì ðàñòâîðå ìàííèòà ïðè
ðÍ 4,5-5,5, êîòîðûé ïåðåä ïðèìåíåíèåì îáúåäèí þò ñ áóôåðîì.

Ïîñëå ïðèãîòîâëåíè  ôàðìàöåâòè÷åñêèõ êîìïîçèöèé, êîòîðûå âêëþ÷àþò äåéñòâóþùåå
âåùåñòâî ïî èçîáðåòåíèþ â ïðèåìëåìîì íîñèòåëå, èõ ìîæíî ïîìåùàòü â ñîîòâåòñòâóþùèé
êîíòåéíåð è ñíàáæàòü ýòèêåòêîé ñ óêàçàíèåì ñõåìû ëå÷åíè  êîíêðåòíîãî ñîñòî íè . Äë 
ââåäåíè  RG1 òàêà  ýòèêåòêà äîëæíà ñîäåðæàòü ñâåäåíè  î êîëè÷åñòâå, ÷àñòîòå è ïóòè
ââåäåíè .

Òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíà  äîçà
Ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè, êîòîðûå ìîæíî ïðèìåí òü ñîãëàñíî íàñòî ùåìó

èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷àþò êîìïîçèöèè, â êîòîðûõ äåéñòâóþùåå âåùåñòâî ïðèñóòñòâóåò â
ýôôåêòèâíîì êîëè÷åñòâå äë  äîñòèæåíè  ïîñòàâëåííîé öåëè, ò.å. ëå÷åíè  îïðåäåëåííîãî
áîëåçíåííîãî ñîñòî íè , äë  êîòîðîãî õàðàêòåðíà ýêñïðåññè  RG1. Îïðåäåëåíèå
ýôôåêòèâíîé äîçû íàõîäèòñ  â êîìïåòåíöèè ñïåöèàëèñòîâ â äàííîé îáëàñòè.
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Äë  ëþáîãî ñîåäèíåíè  òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíóþ äîçó ìîæíî ïåðâîíà÷àëüíî
îïðåäåë òü ëèáî ñ ïîìîùüþ òåñòîâ íà êóëüòóðàõ êëåòîê, íàïðèìåð, íåîïëàñòè÷åñêèõ
êëåòîê, ëèáî ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå ìîäåëåé æèâîòíûõ, êàê ïðàâèëî, ìûøåé,
êðîëèêîâ, ñîáàê èëè ñâèíåé. Ìîäåëèðîâàíèå íà æèâîòíûõ òàêæå ïðèìåí þò äë  îöåíêè
òðåáóåìîãî äèàïàçîíà êîíöåíòðàöèé è ïóòè ââåäåíè . Òàêóþ èíôîðìàöèþ çàòåì ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äë  îïðåäåëåíè  ïðèåìëåìûõ äîç è ïóòåé ââåäåíè  ëþä ì.

Òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíà  äîçà ñîîòâåòñòâóåò êîëè÷åñòâó ïðîòåèíà èëè àíòèòåëà ê
íåìó, åãî àíòàãîíèñòîâ èëè èíãèáèòîðîâ, êîòîðîå îáëåã÷àåò ñèìïòîìû èëè ñîñòî íèå.
Òåðàïåâòè÷åñêóþ ýôôåêòèâíîñòü è òîêñè÷íîñòü òàêèõ ñîåäèíåíèé ìîæíî îïðåäåë òü ñ
ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ìåòîäîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì êóëüòóð êëåòîê èëè
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ, íàïðèìåð ñ îïðåäåëåíèåì ED50 (äîçà, îáëàäàþùà 
òåðàïåâòè÷åñêîé ýôôåêòèâíîñòüþ äë  50% ïîïóë öèè) è LD50 (äîçà, ëåòàëüíà  äë  50%
ïîïóë öèè). Ñîîòíîøåíèå äîç, îáëàäàþùèõ òåðàïåâòè÷åñêèì è òîêñè÷åñêèì äåéñòâè ìè,
îáîçíà÷àþò êàê òåðàïåâòè÷åñêèé èíäåêñ, êîòîðûé ìîæíî âûðàæàòü â âèäå ñîîòíîøåíè 
ED 50/LD50. Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè, êîòîðûå èìåþò
âûñîêèé òåðàïåâòè÷åñêèé èíäåêñ. Äàííûå, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ àíàëèçîâ íà êóëüòóðàõ
êëåòîê è îïûòîâ íà æèâîòíûõ, èñïîëüçóþò äë  îïðåäåëåíè  äèàïàçîíà äîç,
ïðåäíàçíà÷åííûõ äë  ââåäåíè  ëþä ì. Äîçû òàêèõ ñîåäèíåíèé ïðåäïî÷òèòåëüíî
íàõîä òñ  â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé â êðîâîòîêå, ñîîòâåòñòâóþùèõ âåëè÷èíå ED50,
êîòîðà  îáëàäàåò íèçêîé òîêñè÷íîñòüþ èëè  âë åòñ  íåòîêñè÷íîé. Âàðüèðîâàíèå äîç â
óêàçàííîì äèàïàçîíå çàâèñèò îò ïðèìåí åìîé äîçèðóåìîé ôîðìû, ÷óâñòâèòåëüíîñòè
ïàöèåíòà è ïóòè ââåäåíè .

Òî÷íóþ äîçó âûáèðàåò êàæäûé ëå÷àùèé âðà÷ â çàâèñèìîñòè îò ïîäëåæàùåãî ëå÷åíèþ
ïàöèåíòà. Äîçà è ïóòü ââåäåíè  ðåãóëèðóþòñ  òàê, ÷òîáû îáåñïå÷èâàòü óðîâíè
ôðàãìåíòîâ, äîñòàòî÷íûå äë  ïðî âëåíè  àêòèâíîñòè èëè ïîääåðæàíè  òðåáóåìîãî
äåéñòâè . Äîïîëíèòåëüíûå ôàêòîðû, êîòîðûå ñëåäóåò ó÷èòûâàòü, âêëþ÷àþò ñåðüåçíîñòü
áîëåçíåííîãî ñîñòî íè , íàïðèìåð, ðàçìåð è ëîêàëèçàöèþ îïóõîëè; âîçðàñò è âåñ
ïàöèåíòà; äèåòó, âðåì  è ÷àñòîòó ââåäåíè , êîìáèíàöèþ(èè) ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ,
ðåàêöèîííûå ÷óâñòâèòåëüíîñòè è ïåðåíîñèìîñòü/ðåàêöèþ íà ëå÷åíèå. Ôàðìàöåâòè÷åñêèå
êîìïîçèöèè äë  äëèòåëüíîãî ïðèìåíåíè  ìîæíî ââîäèòü êàæäûå 3-4 äí , êàæäóþ íåäåëþ
èëè îäèí ðàç â êàæäûå äâå íåäåëè â çàâèñèìîñòè îò âðåìåíè ïîëóæèçíè è ñêîðîñòè
êëèðåíñà êîíêðåòíîé êîìïîçèöèè.

Íîðìàëüíûå óðîâíè äîç ìîãóò âàðüèðîâàòüñ  îò 0,1 äî 100000 ìêã âïëîòü äî îáùåé
äîçû ïðèìåðíî 1 ã â çàâèñèìîñòè îò ïóòè ââåäåíè . Ðåêîìåíäàöèè, êàñàþùèåñ  êîíêðåòíûõ
äîç è ïóòåé èõ ââåäåíè , èçâåñòíû èç ëèòåðàòóðû (ñì. ïàòåíòû US 4657760; 5206344 èëè
5225212). Ñïåöèàëèñòû â äàííîé îáëàñòè ìîãóò ïðèãîòàâëèâàòü ðàçëè÷íûå êîìïîçèöèè äë 
ïîëèíóêëåîòèäîâ è ïðîòåèíîâ èëè èõ èíãèáèòîðîâ. Àíàëîãè÷íî ýòîìó, ââåäåíèå
ïîëèíóêëåîòèäîâ èëè ïîëèïåïòèäîâ äîëæíî áûòü ñïåöèôè÷íî â îòíîøåíèè êîíêðåòíûõ
êëåòîê, óñëîâèé, ìåñòîïîëîæåíèé è ò.ä.

Íèæå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå ïðîèëëþñòðèðîâàíî ñ ïîìîùüþ ïðèìåðîâ. Ïðèìåðû äàíû
òîëüêî ñ öåëüþ èëëþñòðàöèè èçîáðåòåíè  ñî ññûëêîé íà êîíêðåòíûå âàðèàíòû
îñóùåñòâëåíè . Ýòè ïðèìåðû, èëëþñòðèðóþùèå êîíêðåòíûå îáúåêòû èçîáðåòåíè , íå
îãðàíè÷èâàþò îáúåì èçîáðåòåíè .

Âñå ïðèìåðû îñóùåñòâë ëè ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ, õîðîøî èçâåñòíûõ è
îáùåïðèí òûõ äë  ñïåöèàëèñòîâ â äàííîé îáëàñòè, â ïðîòèâíîì ñëó÷àå îíè ïîäðîáíî
îïèñàíû. Ñòàíäàðòíûå ìåòîäû ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè, ïðèìåí åìûå â ïðèâåäåííûõ íèæå
ïðèìåðàõ, ìîæíî îñóùåñòâë òü ñîãëàñíî ñòàíäàðòíûì ðóêîâîäñòâàì ïî ïðîâåäåíèþ
ëàáîðàòîðíûõ ýêñïåðèìåíòîâ, òàêèì êàê Sambrook è äð., Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, 2-e èçä.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989.

Ïðèìåð 1: Èäåíòèôèêàöè  ÷åëîâå÷åñêîãî ïîëèíóêëåîòèäà rg1
Rg1 èäåíòèôèöèðîâàëè â êà÷åñòâå ãåíà, ýêñïðåññèðóåìîãî â ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçå ñ

èñïîëüçîâàíèåì áàçû äàííûõ Incyte's LifeSeq. Íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
èäåíòèôèöèðîâàëè ïóòåì àííîòàöèîííîãî ïîèñêà ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå
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èíñòðóìåíòà äë  àíàëèçà áàçû äàííûõ, ïðåäîñòàâëåííîé ôèðìîé Incyte ïðîãðàììû
"Protein Function". Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áûëà îáíàðóæåíà â êàòåãîðèè
ìîëåêóë êëåòî÷íîé àäãåçèè â àííîòàöèîííîé áàçå äàííûõ è îïèñàíà â êà÷åñòâå ãîìîëîãà f-
ñïîíäèíà. Ýëåêòðîííûé Íîçåðí-àíàëèç ðàñïðåäåëåíè  ïîëèíóêëåîòèäíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé rg1 â íàáîðå áèáëèîòåê â áàçå äàííûõ ïîäòâåðäèë, ÷òî âûñîêèé
óðîâåíü ýêñïðåññèè rg1 îáíàðóæåí â áèáëèîòåêå ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû è áîëåå íèçêèå
óðîâíè â öåëîì ð äå áèáëèîòåê äðóãèõ òêàíåé, â òîì ÷èñëå êàê íîðìàëüíûõ, òàê è
îïóõîëåâûõ òêàíåé.

Ïîñëå ñáîðêè íàáîðà êëîíîâ rg1 â áàçå äàííûõ â íåïðåðûâíóþ ïîëèíóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è ðåäàêòèðîâàíè  íåïðåðûâíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áûëà
èäåíòèôèöèðîâàíà ïîëíîðàçìåðíà  êîäèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü â ïðåäñêàçàííîì
ñîáðàííîì ïîëèíóêëåîòèäå. Ýòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîäèðîâàëà ïðîòåèí, ãîìîëîãè÷íûé f-
ñïîíäèíó è Ìèíäèíó-2.

Êëîíû ôèðìû Incyte 1640796, 1712252 è 1880265 ïîëó÷àëè íà îñíîâå
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé ôèðìû Incyte, à êëîí 3360733 èäåíòèôèöèðîâàëè â
êà÷åñòâå êëîíà, ñîäåðæàùåãî áîëüøóþ ÷àñòü 5'-íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ýòîò
êëîí ïîëíîñòüþ ñåêâåííðîâàëè è óñòàíîâëåíî, ÷òî îí ñîäåðæèò ïîëíîðàçìåðíóþ
êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðåäñêàçàííîãî ïðîòåèíà RG1. Ýòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïðåäñòàâëåíà íà ôèã.1 (SEQ ID NO:1).

Ïðèìåð 2: Ýêñïðåññè  ìÐÍÊ rg1
Óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ rg1 â ðàçëè÷íûõ îáðàçöàõ íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ òêàíåé è

â ëèíè õ êëåòîê îïðåäåë ëè ñ ïîìîùüþ ïîëóêîëè÷åñòâåííîé ÏÖÐ è Taqman-àíàëèçà
(ôèðìà Perkin-Elmer). Îáðàçöû íîðìàëüíîé òêàíè, äîáðîêà÷åñòâåííîé è çëîêà÷åñòâåííîé
îïóõîëè ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû, êëàññèôèöèðîâàííûå ñîãëàñíî ìîäèôèöèðîâàííîé
ñèñòåìå êëàññèôèêàöèè Ãëåàñîíà (Gleason), ïîëó÷àëè èç îòäåëåíè  óðîëîãèè ìåäèöèíñêîé
øêîëû Ñòýíôîðäñêîãî Óíèâåðñèòåòà (Stanford University Schoool of Medicine). Èç
îáðàçöîâ âûäåë ëè ÐÍÊ ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ. ÐÍÊ èç äðóãèõ îïóõîëåâûõ è
íîðìàëüíûõ òêàíåé ïîëó÷àëè èç ïîñòóïàþùèõ â ïðîäàæó îáðàçöîâ, âêëþ÷à  îáðàçöû ôèðì
Clonetech è Biochain. Ëèíèè êëåòîê îïóõîëè ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû (PC-3, LNCaP è
DU145) ïîëó÷àëè èç àìåðèêàíñêîé êîëëåêöèè òèïîâûõ êóëüòóð è ðàçìíîæàëè â êóëüòóðå
ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñîäåðæàùåé ñûâîðîòêó ñðåäû. Ïîëó÷åííûå èç
ýòèõ ëèíèé êëåòîê êñåíîòðàíñïëàíòàòû îïóõîëåé èìïëàíòèðîâàëè áåñòèìóñíûì ìûøàì è
âûäåë ëè èç ìûøåé ïðèìåðíî ÷åðåç 4-6 íåäåëü ïîñëå èìïëàíòàöèè. Ñ ïîìîùüþ
ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ èç ýòèõ îïóõîëåé âûäåë ëè ÐÍÊ.

Îñíîâàííóþ íà Taqman-àíàëèçå ÏÖÐ îñóùåñòâë ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ: CGC
GCA TAG CTC CGA ÑÒÀ Ñ (SEQ ID NO:3) è GCC GCC TCC GCA AAG (SEQ ID NO:4) è
Taqman-çîíäà: 6-FAM-AGG AAG AAC CAG TAC GTC AGT AAC GGG CTG-Tamra (SEQ ID
NO:5).

Ýòè ïðàéìåðû è çîíä êîíñòðóèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíè 
Perkin Elmer's Primer Express è ñèíòåçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôèðìû Synthetic Genetics. ÏÖÐ
îñóùåñòâë ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì 30-40 öèêëîâ è ðåçóëüòàò êîëè÷åñòâåííî îöåíèâàëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ÐÍÊ ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû äë  ïîëó÷åíè  ñòàíäàðòíîé êðèâîé, êîòîðóþ
ïðèìåí ëè äë  ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà. Ýòîò àíàëèç ïðîäåìîíñòðèðîâàë, ÷òî íàèáîëåå
âûñîêîå ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ rg1 îáíàðóæåíî â ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçå, à â ð äå äðóãèõ
òêàíåé ýòîò óðîâåíü çíà÷èòåëüíî íèæå (ñì. ôèã.5).

Ïðèìåð 3: Êëîíèðîâàíèå è ýêñïðåññè  RG1 â êëåòêàõ ëèíèè ÂÍÊ
Êîäèðóþùóþ îáëàñòü RG1 ïîëó÷àëè èç ïëàçìèäû 3360733 ôèðìû Incyte. Êîäèðóþùóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîäâåðãàëè ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ SST115
(5'-TCCCTCTAGAGCCACCATGGAAAACCCCAGCCCGGC-3') (SEQ ID NO:6) è SST113 (5'-
AAGGCATCACGTGTTAGACGCAGTTATCAGGGACG-3') (SEQ ID NO:7) â ñòàíäàðòíîé ÏÖÐ
(100 ìêë), èñïîëüçó  îäíîêðàòíûé (1õ) áóôåð äë  ïîëèìåðàçû Pfu Turbo (ôèðìà
Stratagene, Ëà Äæîëëà, øòàò Êàëèôîðíè )/200 ìêÌ äÍÒÔ/0,2 ìêÌ îëèãîíóêëåîòèäíûå
ïðàéìåðû/2,5 åä. ïîëèìåðàçû Pfu Turbo (ôèðìà Stratagene). Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå
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óñëîâè  ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè: 3 ìèí ïðè 95°Ñ (15 ñ ïðè 95°Ñ, 30 ñ ïðè 60°Ñ, 2 ìèí ïðè
72 °Ñ) ×35, 7 ìèí ïðè 72°Ñ. Îáðàçîâàâøèéñ  ïðîäóêò ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè î÷èùàëè ñ
ïîìîùüþ êîëîíêè òèïà QIAquick PCR (ôèðìà Qiagen, Âàëåíñè , øòàò Êàëèôîðíè ) è
ðàñùåïë ëè ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàç XbaI è PmlI, ïîëó÷à  ôðàãìåíò äëèíîé 1010 ïàð
îñíîâàíèé, êîòîðûé î÷èùàëè íà 1% àãàðîçíîì ãåëå, èñïîëüçó  íàáîð BIO 101 GeneClean
(ôèðìà Vista, øòàò Êàëèôîðíè ). Î÷èùåííûé ôðàãìåíò âñòðàèâàëè ïóòåì ëèãèðîâàíè 
(èñïîëüçó  íàáîð Epicientre Fast Link (ôèðìà Epicienter, Ìýäèñîí, øòàò Âèñêîíñèí) ñ
íåöèòîïàòîãåííûì ýêñïðåññèîííûì âåêòîðîì ôèðìû Sindbis pSINrep 21 (Agapov è äð.,
PNAS, 95: 12989-12994, 1998), ðàñùåïëåííûì ñ ïîìîùüþ XbaI è PmlI, è òðàíñôîðìèðîâàëè
êîìïåòåíòíûå êëåòêè ëèíèè DH5 àëüôà (ôèðìà Life Technologies, Ãåéòåðñáåðã, øòàò
Êàëèôîðíè ) è îòáèðàëè íà àãàðîâûõ LB-ïëàíøåòàõ, ñîäåðæàùèõ àìïèöèëëèí (100 ìêã/ìë).
Îäíó òàêóþ óñòîé÷èâóþ ê àìïèöèëëèíó êîëîíèþ âûðàùèâàëè â LB-ñðåäå ñ àìïèöèëëèíîì è
ñ ïîìîùüþ àíàëèçà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè óñòàíîâëåíî, ÷òî îíà ñîäåðæèò âñòðîåííóþ
êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü RG1. Ýòó ïëàçìèäó îáîçíà÷àëè êàê pPEG6.

2 ìêã pPEG6 èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôåêöèè 1-3×105 êëåòîê ïî÷êè äåòåíûøà õîì êà
(ÂÍÊ), èñïîëüçó  ðåàãåíò Ëèïîôåêòàìèí Ïëþñ (ôèðìà Life Technologies, Ãåéòåðñáåðã,
øòàò Êàëèôîðíè ) ñîãëàñíî èíñòðóêöè ì ïðîèçâîäèòåë . Ïîñëå òðàíñôåêöèè êëåòêè
èíêóáèðîâàëè â ñðåäå DMEM, äîïîëíåííîé ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêîé, â òå÷åíèå 24-48
÷, â ýòîò ïðîìåæóòîê âðåìåíè êëåòêè ðàçâîäèëè â ñîîòíîøåíèè 1:10 è îñóùåñòâë ëè îòáîð
â îòíîøåíèè ñîäåðæàùèõ ïëàçìèäû êëåòîê, êîòîðûé èíèöèèðîâàëè ïóòåì äîáàâëåíè 
ïóðîìèöèíà (êîíå÷íà  êîíöåíòðàöè  2,5 ìêã/ìë) è ñðåäû DMEM, äîïîëíåííîé ñûâîðîòêîé.
Ïîñëå äîñòèæåíè  êëåòêàìè êîíôëþýíòíîñòè (÷åðåç 4-5 äíåé ïîñëå äîáàâëåíè 
ïóðîìèöèíà) êëåòêè ïðîìûâàëè ÇÔÐ, ðàçâîäèëè â ñîîòíîøåíèè 1:10 è äîáàâë ëè ñðåäó
DMEM, äîïîëíåííóþ ñûâîðîòêîé è 5 ìêã/ìë ïóðîìèöèíà. Åùå ÷åðåç 2-3 äí  ñðåäó
çàìåí ëè áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäîé DMEM, ñîäåðæàùåé 5 ìêã/ìë ïóðîìèöèíà, âûðàùèâàëè
â òå÷åíèå 2-3 äíåé è ïðèñóòñòâèå ïðîòåèíà RG1 â ñðåäå âû âë ëè ìåòîäîì Âåñòåðí-
áëîòòèíãà ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê RG1. Îáíàðóæåíà êîíöåíòðàöè  ïðîòåèíà RG1 1
ìêã/ìë.

Ïðèìåð 4: Ïîëó÷åíèå àíòèòåë
Ïîëó÷àëè êðîëè÷üþ ïîëèêëîíàëüíóþ àíòèñûâîðîòêó ê 5 ñèíòåòè÷åñêèì ïîëèïåïòèäíûì

ïîñëåäîâàòåëüíîñò ì, âûâåäåííûì èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîòåèíà RG1. Ýòè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áûëè âûáðàíû èç-çà èõ ïðåäïîëàãàåìîé ëîêàëèçàöèè íà ïîâåðõíîñòè
ïðîòåèíà ñ öåëüþ ïîëó÷åíè  àíòèñûâîðîòêè, êîòîðóþ ëåã÷å ðàçëè÷àòü ïîâåðõíîñòíûì
ýïèòîïàì. Îñòàòêè öèñòåèíà äë  ñèíòåçà çàìåí ëè àìèíîìàñë íîé êèñëîòîé (Abu). Íèæå
äë  5 ïåïòèäîâ ïðèâåäåíû ñïåöèôè÷åñêèå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èõ
ïîëîæåíè  â ïðîòåèíå RG1 è îáîçíà÷åíè .

Îáîçíà÷åíèå Ïîëîæåíèå Àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü

C 28-46 PLGGESICSAGAPAKYSIT (SEQ ID NO:8)

2C 46-64 TFTGKWSQTAFPKQYPLFR (SEQ ID NO:9)

3C 77-91 HSSDYSMWRKNQYVS (SEQ ID NO:10)

4C 188-210 DAGTDSGFTFSSPNFATIPQDTV (SEQ ID NO:11)

5C 263-274 NEIVDSASVPET (SEQ ID NO:12)

Äë  ïðèìåíåíè  â êà÷åñòâå èììóíîãåíà ïåïòèäû êîâàëåíòî ñâ çûâàëè ñ ãåìîöèàíèíîì
ëèìôû óëèòêè (KLH) ÷åðåç äîïîëíèòåëüíûé Ñ-êîíöåâîé öèñòåèí. Àíàëîãè÷íî ýòîìó,
ãîòîâèëè êîíúþãàò áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ) äë  àíàëèçà òèòðîâ
àíòèñûâîðîòêè ñ ïîìîùüþ ELISA.

Êàæäûì ïåïòèäîì èììóíèçèðîâàëè äâóõ æèâîòíûõ. Ñåíñèáèëèçàöèþ îñóùåñòâë ëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïîëíîãî àäúþâàíòà Ôðåéíäà (0,5 ìã/æèâîòíîå), ïîñëåäóþùèå
âíóòðèìûøå÷íûå áóñòåð-èíúåêöèè îñóùåñòâë ëè ñ òðåõíåäåëüíûìè èíòåðâàëàìè,
èñïîëüçó  0,25 ìã/æèâîòíîå â íåïîëíîì àäúþâàíòå Ôðåéíäà. Ïåðèîäè÷åñêè áðàëè îáðàçöû
êðîâè äë  àíàëèçà è ñ ïîìîùüþ ELISA îïðåäåë ëè â íèõ òèòð àíòèòåë, ñïåöèôè÷åñêèõ ïî
îòíîøåíèþ ñ êîíúþãàòó ÁÑÀ-ïåïòèä, è ñðàâíèâàëè ñ äàííûìè äë  ïðåèììóííîé ñûâîðîòêè.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî àíòèñûâîðîòêà ê ïåïòèäàì 1Ñ è 3C  âë ëàñü àêòèâíîé. Àíòèñûâîðîòêà ê
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ïåïòèäó 2Ñ íå ðàñïîçíàâàëà ïîëèïåïòèä RG1. Àíòèñûâîðîòêè ê ïåïòèäàì 4C è 5C íå
àíàëèçèðîâàëè.

Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê RG1 ïîëó÷àëè ïóòåì èììóíèçàöèè òðàíñãåííûõ ìûøåé
ïåïòèäàìè RG1 è ìå÷åííûì ñ ïîìîùüþ 6 îñòàòêîâ ãèñòèäèíà ñëèòîãî ïðîòåèíà RG1,
ýêñïðåññèðóåìîãî â Å.coli. Ñïëåíîöèòû ýòèõ æèâîòíûõ ñëèâàëè ñ êëåòêàìè ìèåëîìû ñ
öåëüþ ïîëó÷åíè  êëåòîê ãèáðèäîìû. Ñ ïîìîùüþ ELISA îñóùåñòâë ëè ñêðèíèíã
îáðàçîâàâøèõñ  ãèáðèäîì â îòíîøåíèè âûðàáîòêè àíòèòåë ê ïåïòèäàì è ïðîòåèíó RG1.

Ïðèìåð 5: Àíàëèç àíòèòåë ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîòòèíãà
Àíòèñûâîðîòêó îöåíèâàëè â îòíîøåíèè RG1-ñïåöèôè÷íîñòè ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-

áëîòòèíãà. Ñïåöèôè÷åñêóþ àíòèñûâîðîòêó ê RG1 (ïîëó÷åííóþ ïðè èììóíèçàöèè
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè 1Ñ è 3Ñ, âûøå) îöåíèâàëè â îòíîøåíèè êðàòêîâðåìåííîé
ýêñïðåññèè RG1 â COS-êëåòêàõ, ñåêðåöèè íàòèâíîãî RG1 èç êëåòîê ëèíèè LNCaP è
ïðîèçâîäñòâà RG1 â òðàíñôåêòèðîâàííûõ êëåòêàõ ïî÷êè äåòåíûøà õîì êà (ÂÍÊ). RG1-
ñïåöèôè÷åñêóþ àíòèñûâîðîòêó äîïîëíèòåëüíî èçó÷àëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ëèçàòîâ,
ïîëó÷åííûõ èç: îïóõîëåé LNCaP, êëåòîê LNCaP, îïóõîëåé ÐÑ-3, êëåòîê ÐÑ-3 è íåñêîëüêèõ
êëèíè÷åñêèõ îáðàçöîâ îïóõîëåé ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ÷åëîâåêà. Êëåòêè è òêàíè
ëèçèðîâàëè â äåòåðãåíòíîì áóôåðå. Ïîñëå êèï ÷åíè  â òå÷åíèå 5 ìèí 10 ìêë êàæäîãî
ëèçàòà âíîñèëè â 12% ÄÑÍ-ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü ñ öåëüþ ðàçäåëåíè  ïðîòåèíîâ. Çàòåì
ðàçäåëåííûå ïðîòåèíû ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåëëþëîçíûå ìåìáðàíû. Ñïåöèôè÷íîñòü
ñâ çûâàíè  àíòèòåë ê RG1 ïîäòâåðæäàëè ïóòåì ñâ çûâàíè  â ïðèñóòñòâèè ãîìîëîãè÷íûõ è
ãåòåðîëîãè÷íûõ ïåïòèäîâ. RG1-ñïåöèôè÷åñêà  àíòèñûâîðîòêà âû âèëà ïðîòåèí âî âñåõ
îáðàçöàõ êðîìå êëåòîê ÐÑ-3 è îïóõîëåé ÐÑ-3.

Ïðèìåð 6: Î÷èñòêà íàòèâíîãî ïðîòåèíà RG1, ñåêðåòèðóåìîãî èç êëåòîê LNCaP
Ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîòòèíãà óñòàíîâëåíî, ÷òî âûðàùåííûå â êóëüòóðå êëåòêè LNCaP

ñåêðåòèðóþò íàòèâíûé ïðîòåèí RG1. Äë  î÷èñòêè íàòèâíîãî ïðîòåèíà êëåòêè âûðàùèâàëè â
òå÷åíèå 48 ÷ â áåññûâîðîòî÷íûõ ñðåäàõ. Ýòè áåññûâîðîòî÷íûå êîíäèöèîíèðîâàííûå
ñðåäû ñîáèðàëè, öåíòðèôóãèðîâàëè äë  óäàëåíè  ëþáûõ êëåòîê è êîíöåíòðèðîâàëè
ïðèìåðíî â 50 ðàç óëüòðàôèëüòðàöèåé. Êîíöåíòðèðîâàííûå ñðåäû çàòåì ðàçáàâë ëè â 10
ðàç 20 ìÌ íàòðèé-àöåòàòíûì áóôåðîì, ðÍ 6,5 è âíîñèëè â Q-ñåôàðîçíóþ àíèîíîîáìåííóþ
êîëîíêó. Ýëþèðîâàíèå êîëîíêè îñóùåñòâë ëè â ãðàäèåíòå õëîðèäà íàòðè  (0,5% â ìèí),
ñîáèðà  ôðàêöèè îáúåìîì 2,0 ìë. Ïðîòåèí RG1 ýëþèðîâàëñ  ïðèìåðíî ïðè 75 ìÌ NaCI,
÷òî äîêàçàíî ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîòòèíãà è ÄÑÍ-ÏÀÀÃ. Ïîëîñû, ñîîòâåòñòâóþùèå
íàòèâíîìó ïðîòåèíó RG1, ñîîòâåòñòâîâàëè ìàðêåðàì ñ íåñêîëüêî ìåíüøåé ìîëåêóë ðíîé
ìàññîé, ÷åì ñëèòûé ïðîòåèí 6His-RG1, ýêñïðåññèðóåìûé â áàêòåðè õ, âåðî òíî èç-çà
òîãî, ÷òî â íåì îòñóòñòâóåò ñëèòûé ïðîòåèí.

Ïðèìåð 7: Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ñ öåëüþ âû âëåíè  ýêñïðåññèè RG1
Óðîâåíü ýêñïðåññèè ïðîòåèíà RG1 îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ íàáîðîâ ôèðìû LifeSpan

Biosciences Inc. â ðàçëè÷íûõ îáðàçöàõ ÷åëîâå÷åñêèõ òêàíåé, âêëþ÷à  ïî÷êó, ïå÷åíü,
ïîäæåëóäî÷íóþ æåëåçó, ìûøöó, ãîëîâíîé ìîçã è ïðåäñòàòåëüíóþ æåëåçó. Äîïîëíèòåëüíûå
îáðàçöû òêàíè ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ïîëó÷àëè èç îòäåëåíè  óðîëîãèè ìåäèöèíñêîé
øêîëû Ñòýíôîðäñêîãî Óíèâåðñèòåòà è òåñòèðîâàëè íà Berlex. Èç ñðåçîâ òêàíåé óäàë ëè
ïàðàôèí ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ìåòîäèê. Èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíîå   àíòèòåëî ê
RG1-3C â êà÷åñòâå ïåðâè÷íîãî àíòèòåëà, ñèñòåìó âû âëåíè , îñíîâàííóþ íà ïðèìåíåíèè
íàáîðà ÀÂÑ-ÀÐ (ÀÊ5002) è íàáîðà Vector red substrate (Sk5002). Äë  ïîëó÷åíè 
îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîë  îêðàøèâàíèå îñóùåñòâë ëè â îòñóòñòâèå ïåðâè÷íîãî àíòèòåëà.

Âñå óêàçàííûå â âûøåèçëîæåííîì îïèñàíèè ïóáëèêàöèè è ïàòåíòû âêëþ÷åíû â íåãî â
êà÷åñòâå ññûëêè. Õîò  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îïèñàíî ñî ññûëêîé íà êîíêðåòíûå
âàðèàíòû îñóùåñòâëåíè , ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè äîëæíî áûòü î÷åâèäíî, ÷òî áåç
îòêàçà îò ñóùíîñòè è îáúåìà èçîáðåòåíè  â íåãî ìîæíî âíîñèòü ðàçëè÷íûå èçìåíåíè  è
ýêâèâàëåíòíûå çàìåíû. Êðîìå òîãî, ìîãóò áûòü ñäåëàíû ìíîãî÷èñëåííûå ìîäèôèêàöèè
äë  òîãî, ÷òîáû àäàïòèðîâàòü êîíêðåòíóþ ñèòóàöèþ, ìàòåðèàë, êîìïîçèöèþ, ïðîöåññ,
ñòàäèþ èëè ñòàäèè ïðîöåññà ê ñóùíîñòè è îáúåìó íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .
Ïîäðàçóìåâàåòñ , ÷òî òàêèå ìîäèôèêàöèè ïîäïàäàþò ïîä îáúåì ïðèâåäåííîé íèæå
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ôîðìóëû èçîáðåòåíè .

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Âûäåëåííîå àíòèòåëî èëè ôðàãìåíò àíòèòåëà, ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàþùèåñ  ñ

ïîëèïåïòèäîì RG 1, âûáðàííûì èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé
(à) ïîëèïåïòèä èëè åãî áèîëîãè÷åñêè èëè èììóíîëîãè÷åñêè àêòèâíûé ôðàãìåíò,

èìåþùèé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2);
(á) ïîëèïåïòèä, âêëþ÷àþùèé àìèíîêèñëîòû 28-46 ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäñòàâëåííîé

íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2);
(â) ïîëèïåïòèä, âêëþ÷àþùèé àìèíîêèñëîòû 77-91 ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäñòàâëåííîé

íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2);
(ã) ïîëèïåïòèä, âêëþ÷àþùèé àìèíîêèñëîòû 188-210 ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,

ïðåäñòàâëåííîé íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2);
(ä) ïîëèïåïòèä, âêëþ÷àþùèé àìèíîêèñëîòû 263-274 ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,

ïðåäñòàâëåííîé íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2); è
(å) ïîëèïåïòèä, êîòîðûé ïî ìåíüøåé ìåðå íà 70% èäåíòè÷åí ïîëèïåïòèäó, óêàçàííîìó â

(à), (á), (â), (ã) èëè (ä).
2. Àíòèòåëî ïî ï.1, ãäå àíòèòåëî ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàåòñ  ñ àìèíîêèñëîòíîé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ PLGGESICSAGAPAKYSIT (SEQ ID NO:8).
3. Àíòèòåëî ïî ï.1, ãäå àíòèòåëî ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàåòñ  ñ àìèíîêèñëîòíîé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ HSSDYSMWRKNQYVS (SEQ ID NO:10).
4. Àíòèòåëî ïî ï.1, ãäå àíòèòåëî ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàåòñ  ñ àìèíîêèñëîòíîé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ DAGTDSGFTFSSPNFATIPQDTV (SEQ ID NO:11).
5. Àíòèòåëî ïî ï.1, ãäå àíòèòåëî ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàåòñ  ñ àìèíîêèñëîòíîé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ NEIVDSASVPET (SEQ ID NO:12).
6. Àíòèòåëî ïî ï.1, ãäå àíòèòåëî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîëèêëîíàëüíîå àíòèòåëî.
7. Àíòèòåëî ïî ï.1, ãäå àíòèòåëî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî.
8. Àíòèòåëî ïî ï.1, ãäå àíòèòåëî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ÷åëîâå÷åñêîå àíòèòåëî.
9. Èììóíîêîíúþãàò, âêëþ÷àþùèé âûäåëåííîå àíòèòåëî èëè ôðàãìåíò àíòèòåëà,

ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàþùèåñ  ñ ïîëèïåïòèäîì RG1, âûáðàííûì èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé
(à) ïîëèïåïòèä èëè åãî áèîëîãè÷åñêè èëè èììóíîëîãè÷åñêè àêòèâíûé ôðàãìåíò,

èìåþùèé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2);
(á) ïîëèïåïòèä, âêëþ÷àþùèé àìèíîêèñëîòû 21-331 ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,

ïðåäñòàâëåííîé íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2);
(â) ïîëèïåïòèä, âêëþ÷àþùèé àìèíîêèñëîòû 27-331 ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,

ïðåäñòàâëåííîé íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2);
(ã) ïîëèïåïòèä, âêëþ÷àþùèé àìèíîêèñëîòû 28-46 ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäñòàâëåííîé

íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2);
(ä) ïîëèïåïòèä, âêëþ÷àþùèé àìèíîêèñëîòû 77-91 ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäñòàâëåííîé

íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2);
(å) ïîëèïåïòèä, âêëþ÷àþùèé àìèíîêèñëîòû 188-210 ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,

ïðåäñòàâëåííîé íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2);
(æ) ïîëèïåïòèä, âêëþ÷àþùèé àìèíîêèñëîòû 263-274 ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,

ïðåäñòàâëåííîé íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2), è
(ç) ïîëèïåïòèä, êîòîðûé ïî ìåíüøåé ìåðå íà 70% èäåíòè÷åí ïîëèïåïòèäó, óêàçàííîìó â

(à), (á), (â), (ã), (ä), (å) èëè (æ),
êîíúþãèðîâàííûé ñ òåðàïåâòè÷åñêèì àãåíòîì.
10. Èììóíîêîíúþãàò ïî ï.9, ïðåäñòàâë þùèé ñîáîé ðàäèîêîíúþãàò, ìå÷åííûé ñ

ïîìîùüþ 111In èëè 90Y.
11. Èììóíîêîíúþãàò ïî ï.9, ãäå òåðàïåâòè÷åñêèé àãåíò ïðåäñòàâë åò ñîáîé

öèòîòîêñè÷åñêèé àãåíò.
12. Èììóíîêîíúþãàò ïî ï.11, ãäå öèòîòîêñè÷åñêèé àãåíò âûáèðàþò èç ãðóïïû,

âêëþ÷àþùåé ðèöèí, äîêñîðóáèöèí, äàóíîðóáèöèí, òàêñîë, áðîìèä ýòèäè , ìèòîìèöèí,
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ýòîïîçèä, òåíîïîçèä, âèíêðèñòèí, âèíáëàñòèí, êîëõèöèí, äèãèäðîêñèàíòðàöèíäèîí,
àêòèíîìèöèí D, äèôòåðèéíûé òîêñèí, ýêçîòîêñèí Pseudomonas (ÐÅ) À, ÐÅ40, àáðèí,
ãëþêîêîðòèêîèä è ðàäèîàêòèâíûå èçîòîïû.

13. Èììóíîêîíúþãàò ïî ï.9, ãäå ôðàãìåíòû àíòèòåëà âûáèðàþò èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé
Fv-, F(ab') è F(ab')2-ôðàãìåíòû.

14. Ñïîñîá èçáèðàòåëüíîãî ðàçðóøåíè  êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùåé ïîëèïåïòèä,
ïðåäñòàâëåííûé íà ôèã.2 (SEQ ID NO:2), ïðåäóñìàòðèâàþùèé âçàèìîäåéñòâèå
èììóíîêîíúþãàòà ïî ï.9 ñ êëåòêîé òàêèì îáðàçîì, ÷òî òåðàïåâòè÷åñêèé àãåíò
èììóíîêîíúþãàòà ìîæåò ðàçðóøàòü êëåòêó.

15. Ñïîñîá ëå÷åíè  ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû, ïðåäóñìàòðèâàþùèé ââåäåíèå
ïàöèåíòó òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà èììóíîêîíúþãàòà ïî ï.10.

16. Ñïîñîá äèàãíîñòèêè ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû ó ïàöèåíòà ïîñðåäñòâîì
èçìåðåíè  ñâåðõ ýêñïðåññèè RG1, ïðåäóñìàòðèâàþùèé

(à) ïîëó÷åíèå èç îðãàíèçìà ïàöèåíòà òêàíè ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû;
(á) êîíòàêòèðîâàíèå îáðàçöà ñ àíòèòåëîì èëè ôðàãìåíòîì àíòèòåëà, êîòîðîå (ûé)

ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàåòñ  ñ îäíèì èëè áîëåå ýïèòîïàìè, ïðèñóòñòâóþùèìè â
÷åëîâå÷åñêîì ïîëèïåïòèäå RG1, èìåþùåì àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID
NO:2;

(â) îáíàðóæåíèå â îáðàçöå ñâ çûâàíè  àíòèòåëà èëè ôðàãìåíòà àíòèòåëà ñ
÷åëîâå÷åñêèì ïîëèïåïòèäîì RG1 è

(ä) îïðåäåëåíèå, ïîâûøåí ëè óðîâåíü ñâ çûâàíè  â îáðàçöå, ïî ñ ñðàâíåíèþ ñ óðîâíåì,
îáíàðóæåííûì â êîíòðîë õ íîðìû.

17. Ñïîñîá äèàãíîñòèêè ìåòàñòàçîâ ó ïàöèåíòà ñ ðàêîì ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû
ïîñðåäñòâîì èçìåðåíè  ñâåðõ ýêñïðåññèè RG1, ïðåäóñìàòðèâàþùèé

(à) ïîëó÷åíèå îáðàçöà òêàíè, êîòîðà  íå  âë åòñ  òêàíüþ ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû è/èëè
æèäêîñòè èç îðãàíèçìà ïàöèåíòà;

(á) êîíòàêòèðîâàíèå îáðàçöà ñ àíòèòåëîì èëè ôðàãìåíòîì àíòèòåëà, êîòîðîå (ûå)
ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàþòñ  ñ îäíèìè èëè áîëåå ýïèòîïàìè, ïðèñóòñòâóþùèìè â
÷åëîâå÷åñêîì ïîëèïåïòèäå RG1, èìåþùåì àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID
NO:2;

(â) îáíàðóæåíèå â îáðàçöå ñâ çûâàíè  àíòèòåëà èëè ôðàãìåíòà àíòèòåëà ñ
÷åëîâå÷åñêèì ïîëèïåïòèäîì RG1 è

(ä) îïðåäåëåíèå, ïîâûøåí ëè óðîâåíü ñâ çûâàíè  â îáðàçöå, ïî ñðàâíåíèþ ñ óðîâíåì,
îáíàðóæåííûì â êîíòðîë õ íîðìû.

18. Ñïîñîá ïî ï.17, ãäå àíòèòåëî èëè ôðàãìåíò àíòèòåëà ìåò ò ñîåäèíåíèåì,
âûáðàííûì èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ðàäèîàêòèâíóþ ìåòêó, ôåðìåíò, õðîìîôîð è
ôëóîðåñöèðóþùèé àãåíò äë  òîãî, ÷òîáû íåïîñðåäñòâåííî èëè îïîñðåäîâàííî âûçûâàòü
îáíàðóæèâàåìûé ñèãíàë.

19. Ñïîñîá äèàãíîñòèêè ìåòàñòàçîâ ó ïàöèåíòà ñ ðàêîì ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû,
ïîñðåäñòâîì èçìåðåíè  ñâåðõ ýêñïðåññèè RG1, ïðåäóñìàòðèâàþùèé

(à) ââåäåíèå ïàöèåíòó ðàäèîàêòèâíî ìå÷åíîãî àíòèòåëà èëè ôðàãìåíòà àíòèòåëà,
êîòîðîå(ûé) ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàåòñ  ñ îäíèì èëè áîëåå ýïèòîïàìè, ïðèñóòñòâóþùèìè â
÷åëîâå÷åñêîì ïîëèïåïòèäå RG1, èìåþùåì àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID
NO:2;

(â) îáíàðóæåíèå ó ïàöèåíòà ñ ïîìîùüþ èììóíîñöèíòîãðàôèè ñâ çûâàíè 
ðàäèîàêòèâíîãî ìå÷åíîãî àíòèòåëà èëè ôðàãìåíòà àíòèòåëà ñ îäíèì èëè áîëåå ýïèòîïàìè,
ïðèñóòñòâóþùèìè â ÷åëîâå÷åñêîì ïîëèïåïòèäå RG1, è

(ä) îïðåäåëåíèå, ïîâûøåí ëè ýòîò óðîâåíü ñâ çûâàíè  ó ïàöèåíòà, ïî ñðàâíåíèþ ñ
óðîâíåì, îáíàðóæåííûì â íîðìàëüíîì êîíòðîëå.

20. Ñïîñîá ïî ïï.16, 17 èëè 19, ãäå àíòèòåëî èëè ôðàãìåíò àíòèòåëà ñïåöèôè÷åñêè
ñâ çûâàåòñ  ñ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ PLGGESICSAGAPAKYSIT (SEQ ID
NO:8).

21. Ñïîñîá ïî ïï.16, 17 èëè 19, ãäå àíòèòåëî èëè ôðàãìåíò àíòèòåëà ñïåöèôè÷åñêè

Ñòðàíèöà: 45

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 283 130 C2

ñâ çûâàåòñ  ñ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ HSSDYSMWRKNQYVS (SEQ ID NO:
10).

22. Ñïîñîá ïî ïï.16, 17 èëè 19, ãäå àíòèòåëî èëè ôðàãìåíò àíòèòåëà ñïåöèôè÷åñêè
ñâ çûâàåòñ  ñ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ DAGTDSGFTFSSPNFATIPQDTV
(SEQ ID NO:11).

23. Ñïîñîá ïî ïï.16, 17 èëè 19, ãäå àíòèòåëî èëè ôðàãìåíò àíòèòåëà ñïåöèôè÷åñêè
ñâ çûâàåòñ  ñ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ NEIVDSASVPET (SEQ ID NO:12).

24. Ñïîñîá ïî ïï.16, 17 èëè 19, ãäå àíòèòåëî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîëèêëîíàëüíîå
àíòèòåëî.

25. Ñïîñîá ïî ïï.16, 17 èëè 19, ãäå àíòèòåëî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ìîíîêëîíàëüíîå
àíòèòåëî.

26. Ñïîñîá ïî ïï.16, 17 èëè 19, ãäå ôðàãìåíò àíòèòåëà ïðåäñòàâë åò ñîáîé F(ab')2
ôðàãìåíò.

27. Ñïîñîá ïî ï.19, ãäå ðàäèîàêòèâíîé ìåòêîé  âë åòñ  In-111 èëè Òñ-99m.
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