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(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê áèîòåõíîëîãèè è

ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî â ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå.
Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî èçîáðåòåíèþ
ñîäåðæèò äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå
èëè áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè àíòèòåëà,
ñîåäèíåííûå íàïð ìóþ èëè ÷åðåç ëèíêåð
êîâàëåíòíîé èëè íåêîâàëåíòíîé ñâ çüþ. Àíòèòåëî
èìååò ìåíüøèé ðàçìåð ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì
àíòèòåëîì, îáëàäàþùèì èëè ïî ñóùåñòâó íå
îáëàäàþùèì àãîíèñòè÷åñêèì äåéñòâèåì ê
ðåöåïòîðó ÒÐÎ. Àíòèòåëî ïî èçîáðåòåíèþ
 âë åòñ  àãîíèñòîì ÒÐÎ, ñïîñîáíî ñïåöèôè÷åñêè
ðàñïîçíàâàòü è ïîïåðå÷íî ñøèâàòü ðåöåïòîð ÒÐÎ.
Äë  èíäóêöèè àãíîñòè÷åñêîãî äåéñòâè  â êëåòêàõ,

ýêñïðåññèðóþùèõ ðåöåïòîð ÒÐÎ, êëåòêè
êîíòàêòèðóþò ñ ìîäèôèöèðîâàííûì àíòèòåëîì.
Èçìåðåíèå ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêîãî äåéñòâè 
àíòèòåëà îñóùåñòâë þò ïî ïîïåðå÷íîé ñøèâêå
ðåöåïòîðà ÒÐÎ. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî â êà÷åñòâå
ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà äë  ëå÷åíè 
òðîìáîöèòîïåíèè. Ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà
îáëàäàþò áîëåå âûñîêîé àêòèâíîñòüþ, ÷åì
öåëüíûå àíòèòåëà (IgG), è áëàãîäàð  óìåíüøåííûì
ìîëåêóë ðíûì ðàçìåðàì è îòñóòñòâèþ êîíñòàíòíûõ
îáëàñòåé îíè îáëàäàþò óëó÷øåííîé ïðîíèêàþùåé
ñïîñîáíîñòüþ â òêàíè. 5 í. è 33 ç.ï. ô-ëû, 59
èë., 3 òàáë.
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(57) Abstract: 
FIELD: biotechnology, medicine, immunology.
SUBSTANCE: invention relates to a modified

antibody comprising two or more V-regions in H-
chain and two or more V-regions in L-chain of
antibody bound directly or over a linker by
covalent or noncovalent bond. Antibody has a
lesser size as compared with the parent antibody
possessing or not possessing the agonistic effect
to TPO receptors. Antibody represents TPO agonist
and able for specific recognizing and cross-
linking the TPO receptor. For induction of the
agonistic effect in cells expressing TPO
receptors cells are contacted with the modified
antibody. Measurement of the antibody TRO-
agonistic effect is carried out by cross-linking
TRO receptors. The modified antibody can be used
as a medicinal agent in treatment of
thrombocytopenia. Modified antibodies possess
higher activity as compared whole antibodies
(JgG) and improved penetration capacity into
tissues owing to decreased molecular sizes and

absence of constant regions.
EFFECT: improved and valuable properties of

antibody.
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RU 2 287 534 C2

Îáëàñòü òåõíèêè, ê êîòîðîé îòíîñèòñ  èçîáðåòåíèå
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ìîäèôèöèðîâàííûì àíòèòåëàì, ñîäåðæàùèì äâå

èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè àíòèòåëà, êîòîðûå
ïðî âë þò ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïóòåì ïîïåðå÷íîãî ñøèâàíè  ÒÐÎ-ðåöåïòîðà.
Ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà îáëàäàþò àêòèâíîñòüþ ÒÐÎ-àãîíèñòîâ, òðàíñäóöèðó  ñèãíàë
â êëåòêè ïóòåì ïîïåðå÷íîãî ñøèâàíè  ÒÐÎ-ðåöåïòîðà, è ìîãóò ïðèìåí òüñ  êàê
ëåêàðñòâåííûå ñðåäñòâà â ðàçëè÷íûõ öåë õ.

Óðîâåíü òåõíèêè
Îòêðûòûé â 1994 ã. òðîìáîïîýòèí (ÒÐÎ) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ôàêòîð, ðåãóëèðóþùèé

îáðàçîâàíèå òðîìáîöèòîâ, è, êàê èçâåñòíî, ñîñòîèò èç ãëèêîïðîòåèíà ñ ìîëåêóë ðíîé
ìàññîé 70-80 òûñ. Äà è âûðàáàòûâàåòñ  ãëàâíûì îáðàçîì â ïå÷åíè. Òðîìáîïîýòèí - ýòî
öèòîêèí, ïîìîãàþùèé êëåòêàì ïðåäøåñòâåííèêà òðîìáîöèòîâ â êîñòíîì ìîçãå âûæèâàòü,
ðàçìíîæàòüñ , äèôôåðåíöèðîâàòüñ  è ñîçðåâàòü, òî åñòü îí ñòèìóëèðóåò
äèôôåðåíöèðîâêó è ïðîëèôåðàöèþ ìåãàêàðèîöèòîâ. Ðåöåïòîð òðîìáîïîýòèíà (ÒÐÎ) áûë
èäåíòèôèöèðîâàí ðàíåå ÒÐÎ êàê ñ-Mpl, ðåöåïòîð ñïåöèôè÷åñêîãî ôàêòîðà ðåãóë öèè
îáðàçîâàíè  òðîìáîöèòîâ (Ì. Souyri et al., Cell 63: 1137 (1990)). Êàê ñîîáùàëîñü, ñ-
Mpl ðàñïðîñòðàíåí ïðåèìóùåñòâåííî â êëåòêàõ ïðåäøåñòâåííèêà òðîìáîöèòîâ,
ìåãàêàðèîöèòàõ, è â êëåòêàõ òðîìáîöèòîâ, è ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè ñ-Mpl èçáèðàòåëüíî
òîðìîçèò îáðàçîâàíèå ìåãàêàðèîöèòîâ (Ì. Methia et al., Blood 82: 1395 (1993)).
Ñîîáùåíèå î òîì, ÷òî ëèãàíäîì ê ñ-Mpl  âë åòñ  ÒÐÎ, îñíîâûâàëîñü íà ðåçóëüòàòàõ
àíàëèçà ïðîëèôåðàöèè êëåòîê, ñïåöèôè÷íûõ ê ëèãàíäó ê ñ-Mpl, è î÷èñòêè ëèãàíäà ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñ-Mpl (F. De Sauvage et al., Nature 369: 533 (1994); TD. Bartley et
al., Cell 77: 1117 (1994)). Â íàñòî ùåå âðåì  Mpl íàçûâàþò ÒÐÎ-ðåöåïòîðîì. Êàê
ïîëàãàþò, àãîíèñòû ÒÐÎ è ÒÐÎ-ðåöåïòîðà ìîãóò áûòü ïðèìåíåíû, òàêèì îáðàçîì, â
êà÷åñòâå òåðàïåâòè÷åñêîãî ñðåäñòâà ïðîòèâ òðîìáîöèòîïåíèè, íàïðèìåð, êàê
ëåêàðñòâåííûé ïðåïàðàò, ñíèæàþùèé òðîìáîöèòîïåíèþ, âûçâàííóþ ïîäàâëåíèåì êîñòíîãî
ìîçãà èëè ðåçåêöèåé êîñòíîãî ìîçãà ïðè ëå÷åíèè áîëüíûõ ðàêîì.

Ïîìèìî ýòîãî, ðàçðàáàòûâàëèñü ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà, â ÷àñòíîñòè àíòèòåëà ñ
óìåíüøåííûìè ðàçìåðàìè ìîëåêóëû, êàê, íàïðèìåð, îäíîöåïî÷å÷íûå Fv, äë  óëó÷øåíè 
ïðîíèêàþùåé ñïîñîáíîñòè â òêàíè è îïóõîëè çà ñ÷åò óìåíüøåíè  ðàçìåðà ìîëåêóë è
êîòîðûå ìîæíî áûëî áû ïîëó÷àòü ðåêîìáèíàíòíûì ñïîñîáîì. Â ïîñëåäíåå âðåì  äèìåðû
îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv, îñîáåííî áèñïåöèôè÷íûå äèìåðû, èñïîëüçóþò äë  íàãë äíîãî
ñøèâàíè  êëåòîê. Òèïè÷íûìè ïðèìåðàìè ïîäîáíûõ äèìåðîâ  âë þòñ  ãåòåðîäèìåðû
îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv, ðàñïîçíàþùèå àíòèãåíû ðàêîâûõ êëåòîê è àíòèãåíû êëåòîê-õîç èíà,
íàïðèìåð, NK êëåòîê (åñòåñòâåííûå êèëëåðû) è íåéòðîôèëîâ (Kipriyanov et al., Int. J.
Cancer, 77, 9763-9772, 1998). Èõ ïîëó÷àþò ìåòîäàìè êîíñòðóèðîâàíè  èç îäíîöåïî÷å÷íûõ
Fv â âèäå ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë, êîòîðûå áîëåå ýôôåêòèâíû ïðè ëå÷åíèè
ðàçíîâèäíîñòåé ðàêà ïóòåì èíäóöèðîâàíè  ïîïåðå÷íîãî ìåæêëåòî÷íîãî ñøèâàíè . Êàê
ïîëàãàþò, îáðàçîâàíèå ìåæêëåòî÷íûõ ïîïåðå÷íûõ ñøèâîê èíäóöèðóåòñ  àíòèòåëàìè è èõ
ôðàãìåíòàìè (íàïðèìåð, Fab-ôðàãìåíòîì), áèñïåöèôè÷íûìè ìîäèôèöèðîâàííûìè
àíòèòåëàìè è äàæå äèìåðàìè îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv, êîòîðûå ñàìè ïî ñåáå ìîíîñïåöèôè÷íû.

Ïðèìåðû àíòèòåë, î êîòîðûõ èçâåñòíî, ÷òî îíè ñïîñîáíû òðàíñäóöèðîâàòü ñèãíàë ïóòåì
îáðàçîâàíè  ïîïåðå÷íûõ ñøèâîê ïîâåðõíîñòíûõ ìîëåêóë/ìîëåêóëû êëåòêè, âêëþ÷àþò òàêèå
êàê àíòèòåëî ê ÅÐÎ-ðåöåïòîðó, ó÷àñòâóþùåìó â äèôôåðåíöèðîâêå è ïðîëèôåðàöèè (JP-A
2000-958000), àíòèòåëî ê MuSK-ðåöåïòîðó (Xie et al., Nature Biotech. 15, 768-771,
1997) è äð. Èçâåñòíî òàêæå àíòèòåëî-àãîíèñò ê ðåöåïòîðó ÒÐÎ, åãî ôðàãìåíòû è
îäíîöåïî÷å÷íûå Fvs (WO 99/17364). Îäíàêî íèêàêèõ ñâåäåíèé î òîì, ÷òî äèìåðû
îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv è òàêèå ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà, êàê îäíîöåïî÷å÷íûå
áèâàëåíòíûå àíòèòåëà, îáëàäàþò àãîíèñòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, íå ïðèâîäèëîñü.

Îáðàòèâ âíèìàíèå íà òîò ôàêò, ÷òî ìîíîìåðû îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv, ïðîèñõîä ùèå îò
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (àíòèòåëî MABL-1 è àíòèòåëî MABL-2, ïîëó÷åííûå àâòîðàìè
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè ), èíäóöèðóþùèõ àïîïòîç IAP-ñîäåðæàùèõ êëåòîê, íå èíäóöèðóþò
àïîïòîç êëåòîê, à äèìåðû èíäóöèðóþò àïîïòîç, àâòîðû èçîáðåòåíè  îòêðûëè, ÷òî äèìåðû
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ïîïåðå÷íî ñøèâàþò (äèìåðèçèðóþò) IAP-ðåöåïòîð íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè è òàêèì ïóòåì
ñèãíàë òðàíñäóöèðóåòñ  â êëåòêè, ÷òî â èòîãå ïðèâîäèò ê èíäóöèðîâàíèþ àïîïòîçà. Ýòî
äàëî îñíîâàíèå ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äèìåðû ìîíîñïåöèôè÷íûõ îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv
ïîïåðå÷íî ñøèâàþò ìîëåêóëó/ìîëåêóëû íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè (ò.å. ðåöåïòîð) è
òðàíäóöèðóþò ñèãíàë, ïîäîáíî ëèãàíäó, ôóíêöèîíèðó  òàêèì îáðàçîì êàê àãîíèñòû.

Ñîñðåäîòî÷èâ ñâîå âíèìàíèå íà îáðàçîâàíèè ìåæêëåòî÷íûõ ïîïåðå÷íûõ ñøèâîê,
àâòîðû îáíàðóæèëè, ÷òî âûøåóêàçàííûå äèìåðû îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv íå âûçûâàþò
ãåìàããëþòèíàöèè, â òî âðåì  êàê âûøåóêàçàííûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà âûçûâàþò åå.
Òàêèå æå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû è äë  îäíîöåïî÷å÷íûõ äâóõâàëåíòíûõ àíòèòåë
(îäíîöåïî÷å÷íûå ïîëèïåïòèäû, ñîäåðæàùèå äâå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå V-îáëàñòè L-
öåïè). Èç ýòîãî ñëåäîâàëî, ÷òî ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ìîãóò îáðàçîâûâàòü
ìåæêëåòî÷íûå ïîïåðå÷íûå ñøèâêè, òîãäà êàê ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà òèïà äèìåðîâ
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv è îäíîöåïî÷å÷íûõ äâóõâàëåíòíûõ àíòèòåë, ïîïåðå÷íî ñøèâàþò
ìîëåêóëó/ìîëåêóëû ïîâåðõíîñòè êëåòêè, îäíàêî ìåæêëåòî÷íûõ ïîïåðå÷íûõ ñøèâîê íå
îáðàçóþò.

Îñíîâûâà ñü íà äàííûõ íàáëþäåíè õ, àâòîðû íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  âïåðâûå
îáíàðóæèëè, ÷òî òàêèå ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà, êàê äèìåðû îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv è
îäíîöåïî÷å÷íûå áèâàëåíòíûå àíòèòåëà, ïîïåðå÷íî ñøèâàþò ìîëåêóëó/ìîëåêóëû íà
ïîâåðõíîñòè êëåòêè èëè æå âíóòðèêëåòî÷íóþ ìîëåêóëó/ìîëåêóëû òîé æå êëåòêè, ïîìèìî óæå
èçâåñòíîãî ìåæêëåòî÷íîãî ïîïåðå÷íîãî ñøèâàíè , è ÷òî îíè ïðèåìëåìû â êà÷åñòâå
ëèãàíäîâ ê ìîëåêóëå/ìîëåêóëàì (â ÷àñòíîñòè, â êà÷åñòâå ëèãàíäà, èìèòèðóþùåãî äåéñòâèå
åñòåñòâåííîãî ëèãàíäà).

Îáíàðóæèâ ïîìèìî ýòîãî, ÷òî ìîëåêóëó àíòèòåëà (öåëüíûé IgG) ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü
â äèìåðû îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, îäíîöåïî÷å÷íûå áèâàëåíòíûå àíòèòåëà è ò.ï., êîòîðûå
îáðàçóþò ïîïåðå÷íûå ñøèâêè ìîëåêóëû/ìîëåêóë ïîâåðõíîñòè êëåòêè, óìåíüøà  òåì ñàìûì
íåæåëàòåëüíûå ïîñëåäñòâè  ìåæêëåòî÷íîãî ïîïåðå÷íîãî ñøèâàíè  è îáåñïå÷èâà  íîâûå
ëåêàðñòâåííûå ñðåäñòâà, îêàçûâàþùèå òîëüêî æåëàòåëüíîå âîçäåéñòâèå íà êëåòêó, àâòîðû
òàêèì îáðàçîì çàâåðøèëè ñâîå èçîáðåòåíèå. Ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  îáëàäàþò çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêîé àêòèâíîñòüþ, ÷åì öåëüíûå àíòèòåëà
(IgG), ñîäåðæàùèå òó æå ñàìóþ V-îáëàñòü, ÷òî è ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà. Áëàãîäàð 
óìåíüøåííûì, ïî ñðàâíåíèþ ñ ìîëåêóëàìè àíòèòåë, ìîëåêóë ðíûì ðàçìåðàì è áëàãîäàð 
îòñóòñòâèþ ó íèõ êîíñòàíòíûõ îáëàñòåé, îíè îáëàäàþò óëó÷øåííîé ïðîíèêàþùåé
ñïîñîáíîñòüþ â òêàíè.

Ñóùíîñòü èçîáðåòåíè 
Öåëüþ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ïîëó÷åíèå ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë-

àãîíèñòîâ ñ óìåíüøåííûì ðàçìåðîì ìîëåêóëû, ñîäåðæàùèõ äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-
öåïè è äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà è ïðî âë þùèõ ÒÐÎ-
àãîíèñòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïóòåì ïîïåðå÷íîãî ñøèâàíè  ÒÐÎ-ðåöåïòîðà.

Òàêèì îáðàçîì, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ìîäèôèöèðîâàííûì àíòèòåëàì,
ñîäåðæàùèì äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè,
ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 2 äî 6 êàæäîé, îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 2 äî 4 êàæäîé, íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî äâå êàæäîé, è ïðî âë þùèì àêòèâíîñòü êàê ÒÐÎ-àãîíèñòû ïóòåì
ïîïåðå÷íîãî ñøèâàíè  ÒÐÎ-ðåöåïòîðà.

"Ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà" â íàñòî ùåì îïèñàíèè îçíà÷àþò ëþáîå âåùåñòâî,
ñîäåðæàùåå äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè, â êîòîðîì
âûøåîçíà÷åííûå V-îáëàñòè ñâ çàíû íàïð ìóþ èëè æå ÷åðåç ëèíêåð ñ ïîìîùüþ
êîâàëåíòíîé èëè íåêîâàëåíòíîé ñâ çè. Íàïðèìåð, ïîëèïåïòèäû è ñîåäèíåíè , ïîëó÷åííûå
ñîåäèíåíèåì êàæäîé V-îáëàñòè àíòèòåëà ÷åðåç ïåïòèäíûé ëèíêåð èëè ñ ïîìîùüþ
õèìè÷åñêîãî ïîïåðå÷íîñøèâàþùåãî àãåíòà èëè ò.ï. Äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå
èëè áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè, èñïîëüçóåìûå â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè, ìîãóò áûòü
ïðîèçâîäíûìè îäíîãî è òîãî æå àíòèòåëà èëè æå ðàçíûõ àíòèòåë.

Ìîäèôèöèðîâàííûìè àíòèòåëàìè, ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ìîãóò áûòü
ëþáûå âåùåñòâà, ïîêà îíè ñîõðàí þò ñïîñîáíîñòü ñïåöèôè÷åñêîãî ðàñïîçíàâàíè  è
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ïîïåðå÷íîãî ñøèâàíè  ÒÐÎ-ðåöåïòîðà è òàêèì îáðàçîì ìîãóò òðàíñäóöèðîâàòü ñèãíàë â
êëåòêè. Ñþäà âõîä ò ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà, ïîëó÷åííûå äàëüíåéøåé
ìîäèôèêàöèåé îäíîé èç ÷àñòåé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè V-îáëàñòè
ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ïðèìåðàìè ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ  âë þòñ  òàêèå ìóëüòèìåðû, êàê äèìåðû, òðèìåðû è òåòðàìåðû
îäíîöåïî÷íîãî Fv, ñîäåðæàùèå V-îáëàñòü Í-öåïè è V-îáëàñòü L-öåïè, èëè îäíîöåïî÷å÷íûå
ïîëèïåïòèäû, ñîäåðæàùèå äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè L-
öåïè. Äë  ñëó÷àåâ, êîãäà ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
 âë þòñ  ìóëüòèìåðàìè îäíîöåïî÷íîãî Fv, íàïðèìåð äèìåðàìè, òðèìåðàìè, òåòðàìåðàìè
è ò.ï., ñîäåðæàùèìè V-îáëàñòü Í-öåïè è V-îáëàñòü L-öåïè, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû V-
îáëàñòü Í-öåïè è V-îáëàñòü L-öåïè, ïðèñóòñòâóþùèå â îäíîé è òîé æå öåïè, íå áûëè áû
ñîåäèíåíû òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îáðàçîâûâàòü àíòèãåíñâ çûâàþùèé öåíòð.

Áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ïðèìåðàìè  âë þòñ  äèìåðû îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv,
ñîäåðæàùåãî V-îáëàñòü Í-öåïè è V-îáëàñòü L-öåïè, èëè îäíîöåïî÷å÷íûé ïîëèïåïòèä,
ñîäåðæàùèé äâå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå V-îáëàñòè L-öåïè. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû V-
îáëàñòü Í-öåïè è V-îáëàñòü L-öåïè â ýòèõ ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåëàõ áûëè ñîåäèíåíû
÷åðåç ëèíêåð.

Ïðèìåðû âûøåóêàçàííîãî ìóëüòèìåðà îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv âêëþ÷àþò ìóëüòèìåðû ñ
íåêîâàëåíòíîé ñâ çüþ, ìóëüòèìåðû ñ êîâàëåíòíîé ñâ çüþ, ïîëó÷åííûå ïðè ïîìîùè
ïîïåðå÷íîñøèâàþùåãî ðàäèêàëà, è ìóëüòèìåðû, ïîëó÷åííûå ïîñðåäñòâîì
ïîïåðå÷íîñøèâàþùåãî ðåàãåíòà (àíòèòåëà, ôðàãìåíòà àíòèòåëà èëè äâóõâàëåíòíîãî
ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà). Â êà÷åñòâå ïîïåðå÷íîñøèâàþùèõ ðàäèêàëîâ äë 
îáðàçîâàíè  ìóëüòèìåðà ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ñòàíäàðòíûå ïîïåðå÷íîñøèâàþùèå
ðàäèêàëû, ïðèìåí åìûå äë  ïîïåðå÷íîé ñøèâêè ïåïòèäîâ. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà ìîæíî
ïðèâåñòè äèñóëüôèäíóþ ìîñòèêîâóþ ñâ çü ïî îñòàòêàì öèñòåèíà, äðóãèå
ïîïåðå÷íîñøèâàþùèå ðàäèêàëû, íàïðèìåð Ñ4-Ñ10 àëêèëåí (ò.å. òåòðàìåòèëåí,
ïåíòàìåòèëåí, ãåêñàìåòèëåí, ãåïòàìåòèëåí è îêòàìåòèëåí è ò.ä.), èëè Ñ4-Ñ10 àëêåíèëåí
(öèñ-/òðàíñ-3-áóòåíèëåí, öèñ-/òðàíñ-2-ïåíòåíèëåí, öèñ-/òðàíñ-3-ïåíòåíèëåí, öèñ-/òðàíñ-
3-ãåêñåíèëåí è ò.ä.).

Êðîìå òîãî, òàêèì ïîïåðå÷íîñøèâàþùèì ðåàãåíòîì, êîòîðûé ìîæåò ñîåäèí òüñ  ñ
îäíîöåïî÷å÷ííûì Fv,  âë åòñ , íàïðèìåð, àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðóþ
ìîæíî íåîá çàòåëüíî ââîäèòü â Fv, íàïðèìåð, àíòèòåëî ê FLAG-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èëè
ïîäîáíîé èëè åãî ôðàãìåíò èëè ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî, ïðîèñõîä ùåå èç àíòèòåëà,
íàïðèìåð îäíîöåïî÷å÷íûé Fv.

"ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêîå äåéñòâèå" â íàñòî ùåì îïèñàíèè îáîçíà÷àåò áèîëîãè÷åñêîå
äåéñòâèå, ïðîòåêàþùåå â êëåòêå/êëåòêàõ, ñèãíàë â êîòîðóþ/êîòîðûå òðàíñäóöèðóåòñ 
ïóòåì ïîïåðå÷íîãî ñøèâàíè  ÒÐÎ-ðåöåïòîðà, íàïðèìåð, ïðîëèôåðàöè , äèôôåðåíöèðîâêà
èëè ñòèìóë öè  ðîñòà ìåãàêàðèîöèòîâ èëè îáðàçîâàíèå òðîìáîöèòîâ.

ED50 ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêîãî äåéñòâè , ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, îïðåäåë þò
îáùåïðèí òûìè äë  èçìåðåíè  àãîíèñòè÷åñêîãî äåéñòâè  ñïîñîáàìè. Ïðèìåðû ìåòîäîâ
òàêîãî èçìåðåíè  âêëþ÷àþò àíàëèç êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè ñ ïðèìåíåíèåì êëåòî÷íûõ
ëèíèé, ÷óâñòâèòåëüíûõ ê ÒÐÎ, òèïà BaF/mpl èëè UT7/TPO; èçìåðåíèå ôîñôîðèëèðîâàíè 
áåëêà MPL; àíàëèç äèôôåðåíöèàöèè êîëîíèè ìåãàêàðèîöèòîâ èç êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà;
àíàëèç âîññòàíîâèòåëüíîãî ñèíòåçà â òðîìáîöèòàõ ìûøåé in vivo; èçìåðåíèå èíäóêöèè
ýêñïðåññèè òðîìáîöèòàðíîãî àíòèãåíà GPIIbIIIa (àíòè-GPIIbIIIa) ñ èñïîëüçîâàíèåì ëèíèè
ìåãàêàðèîáëàñòíûõ êëåòîê ëåéêåìèè ÷åëîâåêà (ÑÌÊ) èëè èçìåðåíèå èíäóêöèè ïîëèïëîèäèè
êëåòî÷íîé ëèíèè ìåãàêàðèîáëàñòîâ (DAMI). ED50 - ýòî äîçà, íåîáõîäèìà  äë  äîñòèæåíè 
50% ðåàêöèè ïî îòíîøåíèþ ê ìàêñèìóìó àêòèâíîñòè, ïðèí òîìó çà 100% íà êðèâîé "äîçà-
ðåàêöè ".

Ïðåäïî÷òèòåëüíûå ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ îáëàäàþò
ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêèì äåéñòâèåì (ED50), ðàâíûì èëè æå áîëüøèì, ÷åì ó àíòèòåëà ñ òîé æå
àíòèãåíñâ çûâàþùåé îáëàñòüþ, êàê ó ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà, òî åñòü, ÷åì ó öåëîãî
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àíòèòåëà (äàëåå ïî òåêñòó "èñõîäíîå àíòèòåëî"), íàïðèìåð IgG, èìåþùåãî òó æå ïàðó V-
îáëàñòè Í-öåïè è V-îáëàñòè L-öåïè, ÷òî è ïàðà V-îáëàñòè Í-öåïè è V-îáëàñòè L-öåïè,
îáðàçóþùà  àíòèãåíñâ çûâàþùóþ îáëàñòü ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà. Áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà, ó êîòîðûõ ÒÐÎ-
àãîíèñòè÷åñêîå äåéñòâèå (ED50) áîëåå ÷åì â äâà ðàçà âûøå, ÷åì ó èñõîäíîãî àíòèòåëà,
åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíû ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà ñ áîëåå ÷åì 5-êðàòíûì
ïðåâûøåíèåì, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíû ñ áîëåå ÷åì 10-êðàòíûì ïðåâûøåíèåì.
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ìîäèôèöèðîâàííûì àíòèòåëàì ñ ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêèì
äåéñòâèåì, ñîäåðæàùèì V-îáëàñòü Í-öåïè è V-îáëàñòü L-öåïè, îáðàçóþùèå òàêóþ æå
àíòèãåíñâ çûâàþùóþ îáëàñòü, êàê è èñõîäíîå àíòèòåëî, êîòîðîå ñâ çûâàåòñ  ñ ÒÐÎ-
ðåöåïòîðîì, îäíàêî íå îáëàäàåò ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêèì äåéñòâèåì â îòíîøåíèè ìîëåêóëû.

Ñîåäèíåíè , ñîäåðæàùèå äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè L-
öåïè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, - ýòî ëþáûå ñîåäèíåíè , êîòîðûå ñîäåðæàò äâå èëè
áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè àíòèòåëà è îêàçûâàþò ÒÐÎ-
àãîíèñòè÷åñêîå äåéñòâèå (ED50), ðàâíîå èëè ëó÷øåå, ÷åì ó òðîìáîïîýòèíà (ÒÐÎ).
Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  òàêèå, ó êîòîðûõ ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêîå äåéñòâèå (ED50)
âûøå, ÷åì ó ÒÐÎ, áîëåå ÷åì â äâà ðàçà, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíû ñ áîëåå ÷åì 5-êðàòíûì
ïðåâûøåíèåì, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíû ñ áîëåå ÷åì 10-êðàòíûì ïðåâûøåíèåì.

Óïîìèíàåìûå çäåñü "ñîåäèíåíè " âêëþ÷àþò íå òîëüêî ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà ïî
èçîáðåòåíèþ, íî òàêæå è ëþáûå ñîåäèíåíè , ñîäåðæàùèå äâå èëè áîëåå, ïðåäïî÷òèòåëüíî
îò 2 äî 6, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 2 äî 4, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî 2,
àíòèãåíñâ çûâàþùèå îáëàñòè, òàêèå, êàê öåëûå àíòèòåëà èëè F(ab')2.

Ó ïðåäïî÷òèòåëüíûõ ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë èëè ñîåäèíåíèé ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, ñîäåðæàùèõ äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè L-
öåïè àíòèòåëà, ìåæêëåòî÷íîå àäãåçèîííîå äåéñòâèå (ED50) íå ïðåâûøàåò 1/10
ñðàâíèòåëüíî ñ èñõîäíûì àíòèòåëîì, ó áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûõ ñêîëüêî-íèáóäü
ñóùåñòâåííîå ìåæêëåòî÷íîå àäãåçèîííîå äåéñòâèå îòñóòñòâóåò.

Âûøåóêàçàííîå ED50 ìåæêëåòî÷íîãî àäãåçèîííîãî äåéñòâè  îïðåäåë åòñ 
ñòàíäàðòíûìè ñïîñîáàìè èçìåðåíè  ìåæêëåòî÷íîãî àäãåçèîííîãî äåéñòâè , íàïðèìåð
èçìåðåíèåì àãëîìåðàöèè êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ÒÐÎ-ðåöåïòîð.

Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ìîëåêóëàì ÄÍÊ, êîäèðóþùèì ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà.
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êëåòêàì æèâîòíûõ èëè ìèêðîîðãàíèçìîâ, êîòîðûå ïðîäóöèðóþò

ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà.
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê èñïîëüçîâàíèþ ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà â êà÷åñòâå ÒÐÎ-

àãîíèñòà.
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó òðàíñäóêöèè ñèãíàëà â êëåòêè ïóòåì ïîïåðå÷íîãî

ñøèâàíè  ÒÐÎ-ðåöåïòîðà ñ ïîìîùüþ ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà è èíäóöèðîâàíè 
òàêèì îáðàçîì ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêîãî äåéñòâè , êàê, íàïðèìåð, ïðîëèôåðàöèè,
äèôôåðåíöèðîâêè-èíäóêöèè, èëè ñòèìóë öèè ðîñòà ìåãàêàðèîöèòîâ, îáðàçîâàíè 
òðîìáîöèòîâ, ôîñôîðèëèðîâàíè  áåëêà ÒÐÎ-ðåöåïòîðà è ò.ä.

Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ëåêàðñòâåííîìó ñðåäñòâó äë  ëå÷åíè  òðîìáîöèòîïåíèè è ò.ï.,
êîòîðîå ñîäåðæèò ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî â êà÷åñòâå àêòèâíîãî êîìïîíåíòà.

Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïðèìåíåíèþ ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà â êà÷åñòâå
ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà.

Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ñêðèíèíãà èëè êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè 
ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà, êîòîðîå ñîäåðæèò äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå
èëè áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè àíòèòåëà è îêàçûâàåò ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêîå äåéñòâèå ïóòåì
ïîïåðå÷íîãî ñøèâàíè  ÒÐÎ-ðåöåïòîðà, ïðè÷åì ñïîñîá âêëþ÷àåò 1) ïîëó÷åíèå
ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà, ñîäåðæàùåãî äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå èëè
áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè àíòèòåëà è ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàþùåãîñ  ñ ÒÐÎ-ðåöåïòîðîì, 2)
êîíòàêòèðîâàíèå ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà ñ êëåòêàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè ÒÐÎ-
ðåöåïòîð è 3) èçìåðåíèå ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêîãî äåéñòâè , êîòîðîå ïðîèñõîäèò â êëåòêàõ
ïóòåì îáðàçîâàíè  ïîïåðå÷íûõ ñøèâîê ÒÐÎ-ðåöåïòîðà. Ñïîñîá êîëè÷åñòâåííîãî
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îïðåäåëåíè  ïðèìåí åòñ  äë  êîíòðîë  êà÷åñòâà ïðè ïðîèçâîäñòâå ìîäèôèöèðîâàííûõ
àíòèòåë ïî èçîáðåòåíèþ â êà÷åñòâå ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ è â äðóãèõ öåë õ.

Ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà ìîãóò áûòü êàê ìîíîñïåöèôè÷íûìè ìîäèôèöèðîâàííûìè
àíòèòåëàìè, òàê è ìóëüòèñïåöèôè÷íûìè ìîäèôèöèðîâàííûìè àíòèòåëàìè, íàïðèìåð
áèñïåöèôè÷íûìè ìîäèôèöèðîâàííûìè àíòèòåëàìè. Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ 
ìîíîñïåöèôè÷íûå ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê ìîäèôèöèðîâàííûì àíòèòåëàì, ó êîòîðûõ V-
îáëàñòü Í-öåïè è/èëè V-îáëàñòü L-öåïè - ýòî V-îáëàñòü Í-öåïè, ïðîèñõîä ùà  èç
÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà, è/èëè V-îáëàñòü L-öåïè, ïðîèñõîä ùà  èç ÷åëîâå÷åñêîãî
àíòèòåëà. V-îáëàñòü Í-öåïè è/èëè V-îáëàñòü L-öåïè, ïðîèñõîä ùèå èç ÷åëîâå÷åñêîãî
àíòèòåëà, ìîæíî ïîëó÷èòü ïóòåì ñêðèíèíãà áèáëèîòåêè ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà, êàê ýòî
îïèñàíî â WO 99/10494. V-îáëàñòü Í-öåïè è/èëè V-îáëàñòü L-öåïè, ïðîèñõîä ùèå èç
÷åëîâå÷åñêèõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, ïðîäóöèðóåìûõ òðàíñãåííûìè ìûøàìè è ò.ï.,
òàêæå âêëþ÷åíû â èçîáðåòåíèå.

Êðîìå òîãî, èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê ìîäèôèöèðîâàííûì àíòèòåëàì, ó êîòîðûõ V-
îáëàñòè Í-öåïè è/èëè V-îáëàñòè L-öåïè  âë þòñ  ãóìàíèçèðîâàííûìè V-îáëàñò ìè Í-öåïè
è/èëè ãóìàíèçîâàííûìè V-îáëàñò ìè L-öåïè. Êîíêðåòíî, ãóìàíèçèðîâàííûå
ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà ñîñòî ò èç ãóìàíèçèðîâàííîé V-îáëàñòè L-öåïè, êîòîðà 
ñîäåðæèò êàðêàñíûå îáëàñòè (FR), ïðîèñõîä ùèå èç V-îáëàñòè L-öåïè ÷åëîâå÷åñêîãî
ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà, è îáëàñòè, îïðåäåë þùèå êîìïëåìåíòàðíîñòü (äàëåå ïî òåêñòó
"CDR"), ïðîèñõîä ùèå èç V-îáëàñòè L-öåïè ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà êàêîãî-ëèáî
ìëåêîïèòàþùåãî, êðîìå ÷åëîâåêà (íàïðèìåð, ìûøü, êðûñà, êîðîâà, îâöà,
÷åëîâåêîîáðàçíà  îáåçü íà), è/èëè ãóìàíèçèðîâàííîé V-îáëàñòü Í-öåïè, ñîäåðæàùåé FR,
ïðîèñõîä ùèå èç V-îáëàñòè Í-öåïè ÷åëîâå÷åñêîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà, è CDR,
ïðîèñõîä ùèå èç V-îáëàñòè Í-öåïè ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà êàêîãî-ëèáî
ìëåêîïèòàþùåãî, êðîìå ÷åëîâåêà (íàïðèìåð, ìûøü, êðûñà, êîðîâà, îâöà,
÷åëîâåêîîáðàçíà  îáåçü íà). Â ýòîì ñëó÷àå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè CDR è
FR ìîãóò áûòü ÷àñòè÷íî èçìåíåíû, íàïðèìåð äåëåòèðîâàíû, çàìåùåíû èëè äîáàâëåíû.

V-îáëàñòè Í-öåïè è/èëè V-îáëàñòè L-öåïè ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë ïî èçîáðåòåíèþ
ìîãóò áûòü V-îáëàñò ìè Í-öåïè è/èëè V-îáëàñò ìè L-öåïè, ïðîèñõîä ùèìè èç
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ìëåêîïèòàþùèõ, êðîìå ÷åëîâåêà (íàïðèìåð, ìûøü, êðûñà,
êîðîâà, îâöà, ÷åëîâåêîîáðàçíà  îáåçü íà, öûïëåíîê è ò.ï.). Â ýòîì ñëó÷àå
àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè CDR è FR ìîãóò áûòü ÷àñòè÷íî èçìåíåíû, íàïðèìåð
äåëåòèðîâàíû, çàìåùåíû èëè äîáàâëåíû.

Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê ìîëåêóëàì ÄÍÊ, êîäèðóþùèì ðàçëè÷íûå
ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà, êàê ýòî áûëî óêàçàíî âûøå, è ê ãåííî-èíæåíåðíûì ìåòîäàì
ïîëó÷åíè  ðåêîìáèíàíòíûõ âåêòîðîâ, âêëþ÷àþùèõ ÄÍÊ.

Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê êëåòêàì-õîç åâàì, òðàíñôîðìèðîâàííûì
ðåêîìáèíàíòíûìè âåêòîðàìè. Ïðèìåðàìè êëåòîê-õîç åâ ìîãóò áûòü ÷åëîâå÷åñêèå êëåòêè,
ìûøèíûå è ò.ï. è ìèêðîîðãàíèçìû, êàê Å.colli. Bacillus sublilis. äðîææè è ò.ä.

Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë, êîòîðûé
âêëþ÷àåò êóëüòèâèðîâàíèå âûøåóïîì íóòûõ êëåòîê-õîç åâ è ýêñòðàãèðîâàíèå
ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë èç ïîëó÷åííîé êóëüòóðû.

Êðîìå òîãî, èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  äèìåðà îäíîöåïî÷å÷íîãî
Fv, êîòîðûé âêëþ÷àåò êóëüòèâèðîâàíèå æèâîòíûõ êëåòîê-õîç åâ, ïðîäóöèðóþùèõ
îäíîöåïî÷å÷íûé Fv, â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå äë  ñåêðåöèè îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv â ñðåäó è
âûäåëåíèå äèìåðà îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, îáðàçóþùåãîñ  â ñðåäå.

Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê ïðèìåíåíèþ ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë â êà÷åñòâå
ÒÐÎ-àãîíèñòà. Ýòî çíà÷èò, ÷òî îíî îòíîñèòñ  ê àãîíèñòó òðàíñäóêöèè ñèãíàëà, êîòîðûé
âêëþ÷àåò â ñåá  â êà÷åñòâå àêòèâíîé ñîñòàâë þùåé ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî,
ïîëó÷åííîå âûøåóêàçàííûì ñïîñîáîì.

Òàêèì îáðàçîì, ôàðìàöåâòè÷åñêèå ïðåïàðàòû, ñîäåðæàùèå ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêèå
ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà ïî èçîáðåòåíèþ â êà÷åñòâå àêòèâíîãî êîìïîíåíòà, ìîãóò áûòü
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èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ïðîôèëàêòè÷åñêèõ èëè ëå÷åáíûõ ñðåäñòâ ïðè çàáîëåâàíè õ
êðîâè, ñâ çàííûõ ñ óìåíüøåíèåì ñîäåðæàíè  òðîìáîöèòîâ, òðîìáîöèòîïåíèè, âûçâàííîé
õèìèîòåðàïèåé ïðè ðàêîâûõ çàáîëåâàíè õ èëè ëåéêåìèè, è ò.ï.

Ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñîäåðæàò äâå èëè áîëåå V-
îáëàñòè Í-öåïè è äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè, ïðîèñõîä ùèå èç àíòèòåë. Ïî ñâîåé
ñòðóêòóðå ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ìîæåò áûòü äèìåðîì îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv,
ñîäåðæàùåãî îäíó V-îáëàñòü Í-öåïè è îäíó V-îáëàñòü L-öåïè, èëè ïîëèïåïòèäîì,
ñîäåðæàùèì äâå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå V-îáëàñòè L-öåïè. Ó ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë
ïî èçîáðåòåíèþ V-îáëàñòè Í-öåïè è L-öåïè ñâ çàíû ïðåäïî÷òèòåëüíî ÷åðåç ïåïòèäíûé
ëèíêåð, êîòîðûé ñîñòîèò èç îäíîé èëè áîëåå àìèíîêèñëîò. Ïîëó÷àþùèåñ 
ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà ñîäåðæàò âàðèàáåëüíûå îáëàñòè àíòèòåë è ñâ çûâàþòñ  ñ
àíòèãåíîì ñ òàêîé æå ñïåöèôè÷íîñòüþ, ÷òî è èñõîäíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà.

V-îáëàñòü Í-öåïè
Ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, V-îáëàñòü Í-öåïè, ïðîèñõîä ùà  èç àíòèòåëà,

ðàñïîçíàåò ÒÐÎ-ðåöåïòîð è îëèãîìåðèçóåò, íàïðèìåð äèìåðèçóåò, âûøåíàçâàííóþ
ìîëåêóëó ïóòåì îáðàçîâàíè  ïîïåðå÷íîé ñøèâêè, òðàíñäóöèðó  òàêèì îáðàçîì ñèãíàë â
êëåòêè. V-îáëàñòü Í-öåïè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àåò V-îáëàñòè Í-öåïè,
ïðîèñõîä ùèå èç êàêîãî-ëèáî ìëåêîïèòàþùåãî (íàïðèìåð, ÷åëîâå÷åñêèå, ìûøèíûå,
êðûñèíûå, áû÷üè, îâå÷üè, ÷åëîâåêîîáðàçíûõ îáåçü í è ò.ï.), è V-îáëàñòè Í-öåïè,
ñîäåðæàùèå ÷àñòè÷íî ìîäèôèöèðîâàííûå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè V-
îáëàñòåé Í-öåïåé. Áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîé  âë åòñ  ãóìàíèçèðîâàííà  V-îáëàñòü Í-öåïè,
ñîäåðæàùà  FR V-îáëàñòè Í-öåïè ÷åëîâå÷åñêîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà è CDR-ó÷àñòîê
V-îáëàñòè Í-öåïè ìûøèíîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà. Òàêæå ïðåäïî÷òèòåëüíîé  âë åòñ 
V-îáëàñòü Í-öåïè, èìåþùà  àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðîèñõîä ùóþ èç
÷åëîâåêà, êîòîðóþ ìîæíî ïîëó÷èòü ðåêîìáèíàíòíûì ìåòîäîì. V-îáëàñòü Í-öåïè ïî
èçîáðåòåíèþ ìîæåò áûòü ôðàãìåíòîì âûøåóêàçàííîé V-îáëàñòè Í-öåïè, êàêîâîé ôðàãìåíò
ñîõðàí åò ñïîñîáíîñòü ñâ çûâàòü àíòèãåí.

V-îáëàñòü L-öåïè
Ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, V-îáëàñòü L-öåïè, ïðîèñõîä ùà  èç àíòèòåëà,

ðàñïîçíàåò ÒÐÎ-ðåöåïòîð è îëèãîìåðèçóåò, íàïðèìåð äèìåðèçóåò, âûøåíàçâàííóþ
ìîëåêóëó ïóòåì îáðàçîâàíè  ïîïåðå÷íîé ñøèâêè, òðàíñäóöèðó  òàêèì îáðàçîì ñèãíàë â
êëåòêè. V-îáëàñòü L-öåïè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àåò V-îáëàñòè L-öåïè,
ïðîèñõîä ùèå èç ìëåêîïèòàþùåãî (íàïðèìåð, ÷åëîâå÷åñêèå, ìûøèíûå, êðûñèíûå, áû÷üè,
îâå÷üè, ÷åëîâåêîîáðàçíûõ îáåçü í è ò.ï.), è V-îáëàñòè L-öåïè, ñîäåðæàùèå ÷àñòè÷íî
ìîäèôèöèðîâàííûå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè V-îáëàñòåé L-öåïè. Áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíîé  âë åòñ  ãóìàíèçèðîâàííà  V-îáëàñòü L-öåïè, ñîäåðæàùà  FR V-
îáëàñòè L-öåïè ÷åëîâå÷åñêîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà è CDR V-îáëàñòè L-öåïè
ìûøèíîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà. Òàêæå ïðåäïî÷òèòåëüíîé  âë åòñ  V-îáëàñòü L-öåïè,
èìåþùà  àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðîèñõîä ùóþ èç ÷åëîâåêà, êîòîðóþ
ìîæíî ïîëó÷èòü ðåêîìáèíàíòíûì ìåòîäîì. V-îáëàñòü L-öåïè ïî èçîáðåòåíèþ ìîæåò áûòü
ôðàãìåíòîì âûøåóêàçàííîé V-îáëàñòè L-öåïè, êàêîâîé ôðàãìåíò ñîõðàí åò ñïîñîáíîñòü
ñâ çûâàòü àíòèãåí.

Îáëàñòü, îïðåäåë þùà  êîìïëåìåíòàðíîñòü (CDR)
Êàæäà  V-îáëàñòü L-öåïè è Í-öåïè îáðàçóåò àíòèãåíñâ çûâàþùèé ñàéò. Âàðèàáåëüíà 

îáëàñòü L- è Í-öåïåé ñîñòàâëåíà èç ÷åòûðåõ ñðàâíèòåëüíî êîíñåðâàòèâíûõ îáùèõ
êàðêàñíûõ îáëàñòåé, ñîåäèíåííûõ ñ òðåì  ãèïåðâàðèàáåëüíûìè ó÷àñòêàìè, èëè îáëàñòåé,
îïðåäåë þùèõ êîìïëåìåíòàðíîñòü (CDR) (Kabat E.A. et al., "Sequences of Protein of
Immunological Interest", US Dept. Health and Human Services, 1983).

Ãëàâíûå ÷àñòè ÷åòûðåõ êàðêàñíûõ îáëàñòåé (FRs) îáðàçóþò β-ñêëàä÷àòûå ñòðóêòóðû, à
òðè CDR îáðàçóþò, òàêèì îáðàçîì, ïåòëþ. Â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ CDR ìîãóò îáðàçîâûâàòü
÷àñòü β-ñêëàä÷àòîé ñòðóêòóðû. Òðè CDR óäåðæèâàþòñ  â ïðîñòðàíñòâåííî áëèçêîì
ïîëîæåíèè äðóã ê äðóãó ñ ïîìîùüþ FR, êîòîðûé âíîñèò âêëàä â ôîðìèðîâàíèå
àíòèãåíñâ çûâàþùåãî ñàéòà íàð äó ñ òðåì  CDR.
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Ýòè CDR ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü, ñðàâíèâà  àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü V-
îáëàñòè ïîëó÷åííîãî àíòèòåëà ñ óñòàíîâëåííûìè àìèíîêèñëîòíûìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè V-îáëàñòåé èçâåñòíûõ àíòèòåë ñîãëàñíî ýìïèðè÷åñêîìó ïðàâèëó
Kabat E.A. et al., "Sequences of Protein of Immunological Interest".

Îäíîöåïî÷å÷íûé Fv.
Îäíîöåïî÷å÷íûé Fv - ýòî ïîëèïåïòèòäíûé ìîíîìåð, ñîäåðæàùèé ñâ çàííûå äðóã ñ

äðóãîì V-îáëàñòü Í-öåïè è V-îáëàñòü L-öåïè, ïðîèñõîä ùèå èç àíòèòåë. Ïîëó÷åííûå
îäíîöåïî÷å÷íûå Fv âêëþ÷àþò âàðèàáåëüíûå îáëàñòè èñõîäíûõ àíòèòåë è ñîõðàí þò
îáëàñòè, îïðåäåë þùèå êîìïëåìåíòàðíîñòü, è, ñëåäîâàòåëüíî, îäíîöåïî÷å÷íûå Fv
ñâ çûâàþòñ  ñ àíòèãåíîì ñ òîé æå ñïåöèôè÷íîñòüþ, ÷òî è èñõîäíûå àíòèòåëà (JP-Appl. 11-
63557). ×àñòü âàðèàáåëüíîé îáëàñòè è/èëè CDR îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv ïî èçîáðåòåíèþ èëè
÷àñòü åå àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîæíî ÷àñòè÷íî èçìåíèòü, íàïðèìåð,
äåëåòèðîâàòü, çàìåñòèòü èëè ïðèñîåäèíèòü. Âûøåóêàçàííûå V-îáëàñòü Í-öåïè è V-îáëàñòü
L-öåïè, âõîä ùèå â ñîñòàâ îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv èçîáðåòåíè , ìîæíî ñîåäèí òü
íåïîñðåäñòâåííî èëè ÷åðåç ëèíêåð, ïðåäïî÷òèòåëüíî ÷åðåç ïåïòèäíûé ëèíêåð. Ó
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv ìîæåò áûòü ñëåäóþùåå ñòðîåíèå: [V-îáëàñòü Í-öåïè] - [V-îáëàñòü L-
öåïè] èëè [V-îáëàñòü L-öåïè] - [V-îáëàñòü Í-öåïè]. Ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
ìîæíî ñäåëàòü òàê, ÷òîáû îäíîöåïî÷å÷íûé Fv îáðàçîâûâàë äèìåð, òðèìåð èëè òåòðàìåð,
èç êîòîðûõ ìîæåò áûòü îáðàçîâàíî ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî èçîáðåòåíè .
Îäíîöåïî÷å÷íîå ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî

Îäíîöåïî÷å÷íûå ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , ñîäåðæàùèå
äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò
äâóõ äî ÷åòûðåõ êàæäîé, îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî äâå êàæäîé, ñîäåðæàò äâå èëè
áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè è V-îáëàñòè L-öåïè, êàê óêàçàíî âûøå. Êàæäà  èç îáëàñòåé
ïåïòèäà äîëæíà áûòü îðãàíèçîâàíà òàê, ÷òîáû ìîäèôèöèðîâàííîå îäíîöåïî÷íîå àíòèòåëî
îáðàçîâûâàëî ñïåöèôè÷åñêóþ ïðîñòðàíñòâåííóþ ñòðóêòóðó, òî÷íî èìèòèðóþùóþ
ïðîñòðàíñòâåííóþ ñòðóêòóðó, îáðàçóåìóþ äèìåðîì îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv. Íàïðèìåð, V-
îáëàñòè ìîæíî ðàñïîëîæèòü â íèæåñëåäóþùåì ïîð äêå:

[V-îáëàñòü Í-öåïè] - [V-îáëàñòü L-öåïè] - [V-îáëàñòü Í-öåïè] - [V-îáëàñòü L-öåïè]
èëè [V-îáëàñòü L-öåïè] - [V-îáëàñòü Í-öåïè] - [V-îáëàñòü L-öåïè] - [V-îáëàñòü Í-öåïè]
, ãäå äàííûå îáëàñòè ñîåäèí þòñ  ñîîòâåòñòâåííî ÷åðåç ïåïòèäíûé ëèíêåð.

Ëèíêåð
Ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, ëèíêåðîì äë  ñîåäèíåíè  V-îáëàñòè Í-öåïè ñ V-îáëàñòüþ L-

öåïè ìîæåò áûòü ëþáîé ïåïòèäíûé ëèíêåð, êîòîðûé ìîæåò áûòü ââåäåí ñ ïîìîùüþ
ìåòîäîâ ãåííîé èíæåíåðèè, èëè ëþáîé õèìè÷åñêè ñèíòåçèðóåìûé ëèíêåð. Íàïðèìåð,
ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, ìîæíî èñïîëüçîâàòü ëèíêåðû, ðàñêðûòûå â ëèòåðàòóðå, íàïðèìåð,
Protein Engineering, 9(3), 299-305, 1996. Ëèíêåðû â îäíîé è òîé æå ìîëåêóëå ìîãóò
áûòü îäèíàêîâûìè èëè ðàçíûìè. Åñëè òðåáóþòñ  ïåïòèäíûå ëèíêåðû, òî íèæå ïðèâîä òñ 
èõ ïðèìåðû:

Ser
Gly-Ser
Gly-Gly-Ser
Ser-Gly-Gly
Gly-Gly-Gly-Ser
Ser-Gly-Gly-Gly
Gly-Gly-Gly-Gly-Ser
Ser-Gly-Gly-Gly-Gly
Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser
Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly
Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser
Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly
(Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)n è
(Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)n,
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ãäå n - öåëîå ÷èñëî íå ìåíåå åäèíèöû. Ïðåäïî÷òèòåëüíà  äëèíà ïåïòèäà-ëèíêåðà
âàðüèðóåò â çàâèñèìîñòè îò òîãî, êàêîé ðåöåïòîð áóäåò àíòèãåíîì, äë  îäíîöåïî÷å÷íûõ
Fv îáû÷íî ïðåäïî÷òèòåëüíûì  âë åòñ  äèàïàçîí 1-20 àìèíîêèñëîò. Â ñëó÷àå
îäíîöåïî÷å÷íûõ ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë, ñîäåðæàùèõ äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-
öåïè è äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè, ïåïòèäíûå ëèíêåðû, ñîåäèí þùèå îáëàñòè,
îáðàçóþùèå îäèí è òîò æå àíòèãåíñâ çûâàþùèé öåíòð, âêëþ÷àþùèé [V-îáëàñòü Í-öåïè] -
[V-îáëàñòü L-öåïè] (èëè [V-îáëàñòü L-öåïè] - [V-îáëàñòü  Í-öåïè]),  èìåþò äëèíó îò 1-30
àìèíîêèñëîò, ïðåäïî÷òèòåëüíî 1-20 àìèíîêèñëîò, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî 3-18
àìèíîêèñëîò. Ïåïòèäíûå ëèíêåðû, ñîåäèí þùèå îáëàñòè, íå îáðàçóþùèå îáùèé
àíòèãåíñâ çûâàþùèé öåíòð, âêëþ÷àþùèé [V-îáëàñòü Í-öåïè] - [V-îáëàñòü L-öåïè] (èëè [V-
îáëàñòü L-öåïè] - [V-îáëàñòü Í-öåïè]), èìåþò äëèíó îò 1-40 àìèíîêèñëîò,
ïðåäïî÷òèòåëüíî 3-30 àìèíîêèñëîò, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî 5-20 àìèíîêèñëîò. Ñïîñîá
ââåäåíè  ýòèõ ëèíêåðîâ áóäåò îïèñàí íèæå ïðè îáú ñíåíèè êîíñòðóèðîâàíè  ÄÍÊ,
êîäèðóþùåé ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà èçîáðåòåíè .

Õèìè÷åñêè ñèíòåçèðîâàííûìè ëèíêåðàìè, òî åñòü õèìè÷åñêèìè ïîïåðå÷íîñøèâàþùèìè
àãåíòàìè, ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, ìîãóò áûòü ëþáûå ëèíêåðû, ïðèìåí åìûå îáû÷íî äë 
ñøèâàíè  ïåïòèäîâ. Â ÷èñëî òàêèõ ëèíêåðîâ âõîä ò N-ãèäðîêñèñóêöèíèìèä (NHS),
äèñóêöèíèìèäèëñóáåðàò (DSS), áèñ(ñóëüôîñóêöèíèìèäèë)ñóáåðàò (BS3),
äèòèîáèñ(ñóêöèíèìèäèëïðîïèîíàò) (DSP), äèòèîáèñ(ñóëüôîñóêöèíèìèäèëïðîïèîíàò)
(DTSSP), ýòèëåíãëèêîëüáèñ(ñóêöèíèìèäèëñóêöèíàò) (EGS),
ýòèëåíãëèêîëüáèñ(ñóëüôîñóêöèíèìèäèëñóêöèíàò) (ñóëüôî-EGS), äèñóêöèíèìèäèëòàðòðàò
(DST), äèñóëüôîñóêöèíèìèäèëòàðòðàò (ñóëüôî-DST), áèñ[2-
(ñóêöèíèìèäîîêñèêàðáîíèëîêñè)ýòèë]ñóëüôîí (BSOCOES), áèñ[2-
(ñóëüôîñóêöèíèìèäîîêñèêàðáîíèëîêñè)ýòèë]ñóëüôîí (ñóëüôî-BSOCOES) è ò.ï. Âñå îíè
 âë þòñ  êîììåð÷åñêè äîñòóïíûìè. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû õèìè÷åñêè ñèíòåçèðîâàííûå
ëèíêåðû èìåëè äëèíó, ðàâíóþ äëèíå ïåïòèäíûõ ëèíêåðîâ.

Äë  ïîëó÷åíè  äèìåðà îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv ïðåäïî÷òèòåëüíî âûáèðàòü ëèíêåð,
ïîäõîä ùèé äë  äèìåðèçàöèè â òàêîì ðàñòâîðå, êàê êóëüòóðíà  ñðåäà, áîëåå 20%
îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv, ïðîäóöèðóåìûõ â êëåòêàõ-õîç åâàõ, ïðåäïî÷òèòåëüíî áîëåå 50%,
áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî áîëåå 80%, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî áîëåå 90%. Îñîáåííî
ïðåäïî÷òèòåëüíûì  âë åòñ  ëèíêåð, âêëþ÷àþùèé îò 2 äî 12 àìèíîêèñëîò,
ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 3 äî 10 àìèíîêèñëîò, èëè æå äðóãèå ëèíêåðû, ñîîòâåòñòâóþùèå èì.

Ïîëó÷åíèå ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë
Ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà ìîæíî ïîëó÷àòü ïðèñîåäèíåíèåì, ÷åðåç âûøåóêàçàííûé

ëèíêåð, V-îáëàñòè Í-öåïè è V-îáëàñòè L-öåïè, ïðîèñõîä ùèõ èç èçâåñòíûõ èëè íîâûõ
àíòèòåë, ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàþùèõñ  ñ ÒÐÎ-ðåöåïòîðîì. Â êà÷åñòâå ïðèìåðîâ
îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv ïðèâîä òñ  òå, ÷òî ñîäåðæàò V-îáëàñòü Í-öåïè è V-îáëàñòü L-öåïè
àíòèòåëà 12Â5 è àíòèòåëà 12Å10, ðàñêðûòûõ â WO 99/10494. Â êà÷åñòâå ïðèìåðîâ
ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë ïî èçîáðåòåíèþ, ñîäåðæàùèõ äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè
è äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè, ïðèâîä òñ  äèìåð sc12B5 (ëèíêåð: 15 àìèíîêèñëîò),
äèìåð sc12E10 (ëèíêåð: 15 àìèíîêèñëîò), äèìåð db12B5 (ëèíêåð: 5 àìèíîêèñëîò), äèìåð
db12E10 (ëèíêåð: 5 àìèíîêèñëîò), sc12B5sc(FV)2 è sc12E10sc(FV)2, êîòîðûå ñîäåðæàò V-
îáëàñòè Í-öåïè è V-îáëàñòè L-öåïè, ïðîèñõîä ùèå èç âûøåóêàçàííûõ ìîíîêëîíàëüíûõ
àíòèòåë.

Ïðè ïîëó÷åíèè ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë ñèãíàëüíûé ïåïòèä ìîæíî ïðèñîåäèí òü ê
åãî N-êîíöó, åñëè íóæíî, ÷òîáû ïîëó÷åííûé ïîëèïåïòèä áûë ñåêðåòîðíûì ïåïòèäîì. Äë 
ýôôåêòèâíîé î÷èñòêè ïîëèïåïòèäà ìîæíî ïðèìåíèòü òàêóþ øèðîêî èñïîëüçóåìóþ äë 
î÷èñòêè ïîëèïåïòèäîâ àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êàê FLAG-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Â ýòîì ñëó÷àå äèìåð ìîæíî ïîëó÷èòü ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòè-FLAG
àíòèòåëà.

Äë  ïîëó÷åíè  ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà ïî èçîáðåòåíèþ íåîáõîäèìî ïîëó÷èòü
ÄÍÊ, òî åñòü ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ îäíîöåïî÷å÷íûé Fv, èëè ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ
ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé ïîëèïåïòèä. Ýòè ÄÍÊ ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû,
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îñîáåííî äë  sc12B5, db12B5, sc12E10 è/èëè db12E10, èç ÄÍÊ, êîäèðóþùèõ V-îáëàñòè Í-
öåïè è V-îáëàñòè L-öåïè, ïðîèñõîä ùèå èç óêàçàííûõ Fv. Èõ ìîæíî òàêæå ïîëó÷èòü
ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ), èñïîëüçó  ýòè ÄÍÊ â êà÷åñòâå ìàòðèöû è
àìïëèôèöèðó  ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ñîäåðæàùèåñ  â íèõ, êîòîðûå êîäèðóþò òðåáóåìóþ
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñ ïîìîùüþ äâóõ ïðàéìåðîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ îáîèì
êîíöàì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Åñëè íóæíî, ÷òîáû êàæäà  V-îáëàñòü ñîäåðæàëà ÷àñòè÷íî ìîäèôèöèðîâàííóþ
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, òî òàêèå V-îáëàñòè, â êîòîðûõ ìîäèôèöèðîâàíû, òî
åñòü óòðà÷åíû, çàìåùåíû èëè äîáàâëåíû îäíà èëè íåñêîëüêî àìèíîêèñëîò, ìîæíî
ïîëó÷èòü ñ ïîìîùüþ õîðîøî èçâåñòíîãî èç óðîâí  òåõíèêè ìåòîäà ÏÖÐ. Äë  òîãî ÷òîáû
ïîëó÷èòü ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî, êîòîðîå áûëî áû äîñòàòî÷íî àêòèâíûì â
îòíîøåíèè ñïåöèôè÷åñêîãî àíòèãåíà, ïðåäïî÷òèòåëüíî ìîäèôèöèðîâàòü ÷àñòü
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè V-îáëàñòè ìåòîäîì ÏÖÐ, õîðîøî èçâåñòíûì èç
óðîâí  òåõíèêè.

Äë  âûáîðà ïðàéìåðîâ äë  àïëèôèêàöèè ìåòîäîì ÏÖÐ, åñëè â êà÷åñòâå èñõîäíîãî
ìàòåðèàëà èñïîëüçóåòñ  ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî, îïðåäåë þò òèïû Í-è L-öåïåé ìåòîäîì
òèïèðîâàíè , èçâåñòíûì èç óðîâí  òåõíèêè.

Äë  àìïëèôèêàöèè V-îáëàñòåé L-öåïè àíòèòåëà 12Â5 è àíòèòåëà 12Å10 ìåòîäîì ÏÖÐ 5'-
êîíöåâîé è 3'-êîíöåâîé îëèãîíóêëåîòèäíûå ïðàéìåðû âûáèðàþò, êàê óïîì íóòî âûøå.
Òàêèì æå îáðàçîì âûáèðàþò 5'-êîíöåâîé è 3'-êîíöåâîé îëèãîíóêëåîòèäíûå ïðàéìåðû äë 
àìïëèôèêàöèè V-îáëàñòåé Í-öåïè àíòèòåëà 12Â5 è àíòèòåëà 12Å10.

Â âîïëîùåíè õ èçîáðåòåíè  èñïîëüçóþòñ  5'-êîíöåâûå ïðàéìåðû, êîòîðûå ñîäåðæàò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü "GANTC", îáåñïå÷èâàþùóþ ñàéò óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû Hinf I, âáëèçè
îò èõ S'-êîíöà, è 3''-êîíöåâûå, êîòîðûå ñîäåðæàò íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
"CCCGGG", îáåñïå÷èâàþùóþ ñàéò óçíàâàíè  XmaI, âáëèçè îò èõ 5'-êîíöà. Âìåñòî ýòèõ
ñàéòîâ ìîæíî èñïîëüçîâàòü ñàéòû óçíàâàíè  äðóãèõ ðåñòðèêòàç äî òåõ ïîð, ïîêà èõ
ïðèìåí þò äë  ñóáêëîíèðîâàíè  òðåáóåìûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â êëîíèðóþùèé âåêòîð.

Ñïåöèàëüíî ñêîíñòðóèðîâàííûå ÏÖÐ-ïðàéìåðû ïðèìåí þò äë  òîãî, ÷òîáû îáåñïå÷èòü
ñîîòâåòñòâóþùèå íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íà 5'-êîíöå è 3'-êîíöå êÄÍÊ,
êîäèðóþùåé V-îáëàñòè àíòèòåë 12Â5 è 12Å10, òàê, ÷òîáû êÄÍÊ ëåãêî âñòðàèâàëàñü â
ýêñïðåññèîííûé âåêòîð è ôóíêöèîíèðîâàëà áû â ýåêñïðåññèîííîì âåêòîðå
ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì (ò.å. èçîáðåòåíèå ïðåäóñìàòðèâàåò óâåëè÷åíèå ýôôåêòèâíîñòè
òðàíñêðèïöèè çà ñ÷åò âñòðàèâàíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Êîçàêà). V-îáëàñòè àíòèòåë 12Â5 è
12Å10, ïîëó÷åííûå àìïëèôèêàöèåé ìåòîäîì ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì òàêèõ ïðàéìåðîâ,
âñòðàèâàþò â ýêñïðåññèîííûé âåêòîð HEF, ñîäåðæàùèé æåëàåìóþ Ñ-îáëàñòü ÷åëîâåêà (ñì.
WO 92/19759). Êëîíèðîâàííûå ÄÍÊ ìîæíî ñåêâåíèðîâàòü ëþáûì îáùåïðèí òûì ñïîñîáîì,
íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ àâòîìàòè÷åñêîãî ñåêâåíàòîðà ÄÍÊ (Applied Biosystems).

Ëèíêåð, òàêîé êàê, íàïðèìåð, ïåïòèäíûé ëèíêåð, ìîæíî ââåñòè â ìîäèôèöèðîâàííîå
àíòèòåëî èçîáðåòåíè  ñëåäóþùèì îáðàçîì. Êîíñòðóèðóþò ïðàéìåðû, êîòîðûå èìåþò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ÷àñòè÷íî êîìïëåìåíòàðíûå ïðàéìåðàì äë  V-îáëàñòåé Í-öåïåé è V-
îáëàñòåé L-öåïåé, îïèñàííûì âûøå, è êîòîðûå êîäèðóþò N-êîíåö è Ñ-êîíåö ëèíêåðà. Çàòåì
ìîæíî ïðîâåñòè ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì ýòèõ ïðàéìåðîâ äë  ïîëó÷åíè  ÄÍÊ, êîäèðóþùåé
ïåïòèäíûé ëèíêåð, èìåþùèé æåëàåìûå àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è äëèíó.
ÄÍÊ, êîäèðóþùèå V-îáëàñòü Í-öåïè è V-îáëàñòü L-öåïè, ìîæíî ñîñòûêîâàòü ñ ïîìîùüþ
ïîëó÷åííîé ÄÍÊ, ÷òîáû ïîëó÷èòü ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî
èçîáðåòåíè , ñîäåðæàùåå òðåáóåìûé ïåïòèäíûé ëèíêåð. Êàê òîëüêî ïîëó÷åíà ÄÍÊ,
êîäèðóþùà  îäíî èç ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë, ëåãêî ìîæíî ïîëó÷èòü ÄÍÊ, êîäèðóþùèå
ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà ñ òðåáóåìûì ïåïòèäíûì ëèíêåðîì èëè áåç íåãî, ïóòåì
êîíñòðóèðîâàíè  ðàçëè÷íûõ ïðàéìåðîâ äë  ëèíêåðà, à çàòåì ïðîâåäåíè  ÏÖÐ ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ è âûøåóêàçàííîé ÄÍÊ â êà÷åñòâå ìàòðèöû.

Êàæäóþ V-îáëàñòü ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæíî
ãóìàíèçèðîâàòü ïî îáùåïðèí òîé ìåòîäèêå (Sato Ê. et al., Cancer Res., 53, 1-6
(1993)). Êàê òîëüêî ïîëó÷åíà ÄÍÊ, êîäèðóþùà  êàæäûé èç ãóìàíèçèðîâàííûõ Fv, ëåãêî
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ìîæíî ïîëó÷èòü ãóìàíèçèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv, ôðàãìåíò ãóìàíèçèðîâàííîãî
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, ãóìàíèçèðîâàííîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî è ôðàãìåíò
ãóìàíèçîâàííîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà â ñîîòâåòñòâèè ñ îáùåïðèí òîé ìåòîäèêîé.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èõ V-îáëàñòåé ìîãëè áûòü
ïðè íåîáõîäèìîñòè ÷àñòè÷íî ìîäèôèöèðîâàíû.

Äàëåå, ìîæíî ïîëó÷èòü ÄÍÊ, ïðîèñõîä ùóþ îò äðóãîãî ìëåêîïèòàþùåãî, íàïðèìåð, ÄÍÊ,
êîäèðóþùóþ êàæäóþ èç V-îáëàñòåé àíòèòåëà ÷åëîâåêà, òàêèì æå ñïîñîáîì, êàêèì áûëà
ïîëó÷åíà ÄÍÊ, êîäèðóþùà  V-îáëàñòü Í-öåïè è V-îáëàñòü L-öåïè, ïðîèñõîä ùèå èç ìûøè,
â ñîîòâåòñòâèè ñ îáùåïðèí òûìè ìåòîäàìè, óïîì íóòûìè âûøå. Ðåçóëüòèðóþùóþ ÄÍÊ
ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ïîëó÷åíè  V-îáëàñòè Í-öåïè è V-îáëàñòè L-öåïè äðóãèõ
ìëåêîïèòàþùèõ, â ÷àñòíîñòè, ïðîèñõîä ùèõ èç àíòèòåëà ÷åëîâåêà, îäíîöåïî÷å÷íûé Fv,
ïðîèñõîä ùèé èç ÷åëîâåêà, è åãî ôðàãìåíò, è ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî ÷åëîâå÷åñêîãî
ïðîèñõîæäåíè  è åãî ôðàãìåíò.

Â ñëó÷à õ, êîãäà ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà, ñîîòâåòñòâóþùèå èçîáðåòåíèþ,
 âë þòñ  áèñïåöèôè÷åñêèìè ìîäèôèöèðîâàííûìè àíòèòåëàìè, èõ ïîëó÷àþò îäíèì èç
èçâåñòíûõ èç óðîâí  òåõíèêè ñïîñîáîâ (íàïðèìåð, ñïîñîá, îïèñàííûé â WO 9413804).

Êàê áûëî óêàçàíî âûøå, êîãäà ïîëó÷åíû òðåáóåìûå ÄÍÊ, êîäèðóþùèå V-îáëàñòè
ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë è V-îáëàñòè ãóìàíèçèðîâàííûõ ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë,
òî ìîæíî ïîëó÷èòü ñîäåðæàùèå èõ ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû è õîç åâ,
òðàíñôîðìèðîâàííûõ ýòèìè âåêòîðàìè, ñòàíäàðòíûìè ñïîñîáàìè. Êðîìå òîãî,
ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè ìîæíî êóëüòâèðîâàòü õîç åâ, äë  òîãî ÷òîáû ïîëó÷èòü
ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv, ðåêîíñòðóèðîâàííûé ãóìàíèçèðîâàííûé
îäíîöåïî÷å÷íûé Fv, ãóìàíèçèðîâàííûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà è èõ ôðàãìåíòû. Èõ
ìîæíî âûäåëèòü èç êëåòîê èëè èç ñðåäû è î÷èñòèòü äî ãîìîãåííîé ìàññû. Â ýòèõ öåë õ
ìîæíî ïðèìåí òü ëþáûå ñòàíäàðòíûå ìåòîäû âûäåëåíè  è î÷èñòêè, ïðèìåí åìûå äë 
áåëêîâ, íàïðèìåð õðîìàòîãðàôèþ, óëüòðàôèëüòðàöèþ, âûñàëèâàíèå è äèàëèç, ïðè
íåîáõîäèìîñòè êîìáèíèðó  èõ áåç êàêèõ-ëèáî îãðàíè÷åíèé.

Åñëè ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïîëó÷àþò
êóëüòèâèðîâàíèåì æèâîòíîé êëåòêè, òàêîé êàê, íàïðèìåð, COS7-êëåòêè èëè ÑÍÎ-êëåòêè,
ïðåäïî÷òèòåëüíî ÑÍÎ-êëåòêè, â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå, òî ìîæíî ñòàáèëüíî ïîëó÷àòü è
î÷èùàòü ñ âûñîêèì âûõîäîì îáðàçóþùèéñ  â äàííîé ñðåäå äèìåð Fv. Òàêîé î÷èùåííûé
äèìåð ìîæåò ñòàáèëüíî õðàíèòüñ  â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî ñðîêà. Â êà÷åñòâå
áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäû, ïðèìåí åìîé ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, ìîæíî èñïîëüçîâàòü ëþáóþ
ñðåäó, ñòàíäàðòíî ïðèìåí åìóþ ïðè ïîëó÷åíèè ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ, áåç êàêèõ-ëèáî
îãðàíè÷åíèé.

Äë  ïîëó÷åíè  ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæíî
èñïîëüçîâàòü ëþáûå ñèñòåìû ýêñïðåññèè, íàïðèìåð, òàêèå ýóêàðèîòè÷íûå êëåòêè, êàê
æèâîòíûå êëåòêè, íàïðèìåð, àäàïòèðîâàííûå ëèíèè êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, íèò÷àòûå
ãðèáû è äðîææè, è òàêèå ïðîêàðèîòè÷íûå êëåòêè, êàê êëåòêè áàêòåðèé, íàïðèìåð, Å.coli.
Ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà ïî èçîáðåòåíèþ ïðåäïî÷òèòåëüíî ýêñïðåññèðîâàòü â êëåòêàõ
ìëåêîïèòàþùèõ, íàïðèìåð, COS7-êëåòêàõ èëè ÑÍÎ-êëåòêàõ.

Â òàêèõ ñëó÷à õ ìîæíî èñïîëüçîâàòü ñòàíäàðòíûå ïðîìîòîðû, ïðèãîäíûå äë 
ýêñïðåññèè â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ. Ïðåäïî÷òèòåëüíî èñïîëüçîâàòü íåìåäëåííî-ðàííèé
ïðîìîòîð öèòîìåãàëîâèðóñà ÷åëîâåêà (HCMV). Â ÷èñëî ýêñïðåññèîííûõ âåêòîðîâ,
ñîäåðæàùèõ HCMV-ïðîìîòîð, âõîä ò HCMV-VH-HCγ 1, HCMV-VL-HCK è ò.ï., êîòîðûå
ïîëó÷åíû èç pSV2neo (WO 92/19759).

Ïðèìåðû äðóãèõ ïðîìîòîðîâ äë  ýêñïðåññèè ãåíîâ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ, êîòîðûå
ìîæíî èñïîëüçîâàòü ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àþò âèðóñíûå
ïðîìîòîðû, ïðîèñõîä ùèå èç ðåòðîâèðóñà, âèðóñà ïîëèîìû, àäåíîâèðóñà è îáåçü íåãî
âèðóñà 40 (SV40), è òàêèå ïðîìîòîðû, ïðîèñõîä ùèå èç ìëåêîïèòàþùèõ, êàê, íàïðèìåð,
ôàêòîð-1α ýëîíãàöèè ïîëèïåïòèäíîé öåïè ÷åëîâåêà (HEF-1α). Ïðîìîòîð SV40 ëåãêî ìîæåò
áûòü èñïîëüçîâàí ïî ñïîñîáó Mulligan R.C. et al. (Nature 277, 108-114 (1979), à
ïðîìîòîð HEF-1α - ïî ñïîñîáó Mizushima S. et al. (Nucleic Acids Research, 18, 5322 (1990).
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Ïðèìåðû îðèäæèíà - òî÷êè èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè (ori), êîòîðûå ìîãóò, ñîãëàñíî
èçîáðåòåíèþ, áûòü èñïîëüçîâàíû, âêëþ÷àþò ori, ïðîèñõîä ùèå èç SV40, âèðóñà ïîëèîìû,
àäåíîâèðóñà, âèðóñà áû÷üåé ïàïèëëîìû (BPV) è ò.ï. Ýêñïðåññèîííûé âåêòîð ìîæåò
âêëþ÷àòü â êà÷åñòâå ñåëåêòèâíîãî ìàðêåðà ãåí ôîñôîòðàíñôåðàçû ÀÐÍ (3') II èëè I
(neo), ãåí òèìèäèíêèíàçû (ÒÊ), ãåí êñàíòèí-ãóàíèíôîñôîðèáîñèëòðàíñôåðàçû Å.coli
(Ecogpt) èëè ãåí äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû (DHFR).

Àíòèãåíñâ çûâàþùóþ àêòèâíîñòü ïîëó÷åííîãî âûøå ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà
ìîæíî êîëè÷åñòâåííî îïðåäåëèòü ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè, òàêèìè êàê, íàïðèìåð,
ðàäèîèììóíîàíàëèç (ÐÈÀ), ôåðìåíòíûé èììóíîñîðáåíòíûé àíàëèç (ELISA) èëè
ïîâåðõíîñòíûé ïëàçìåííûé ðåçîíàíñ. Åå ìîæíî òàêæå îöåíèòü, èñïîëüçó  â êà÷åñòâå
ïîêàçàòåë  ñïîñîáíîñòü èíãèáèðîâàòü ñâ çûâàíèå èñõîäíîãî àíòèòåëà, íàïðèìåð, ïî
îòñóòñòâèþ èëè íàëè÷èþ çàâèñ ùåãî îò êîíöåíòðàöèè èíãèáèðîâàíè  ñâ çûâàíè 
óêàçàííîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ñ àíòèãåíîì.

Åñëè áîëåå ïîäðîáíî, òî êóëüòèâèðóþò êëåòêè æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíè ,
òðàíñôîðìèðîâàííûå ýêñïðåññèîííûì âåêòîðîì, ñîäåðæàùèì ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ
ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî, ñîîòâåòñòâóþùåå èçîáðåòåíèþ, íàïðèìåð êóëüòèâèðóþò
êëåòêè COS7 èëè êëåòêè ÑÍÎ. Êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè è/èëè ñóïåðíàòàíò ñðåäû èëè
î÷èùåííîå ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî èñïîëüçóþò äë  îïðåäåëåíè  ñâ çûâàíè  ñ
àíòèãåíîì. Äë  êîíòðîë  èñïîëüçóþò ñóïåðíàòàíò êóëüòóðàëüíîé ñðåäû, â êîòîðîé
êóëüòèâèðîâàëèñü êëåòêè, òðàíñôîðìèðîâàííûå îäíèì òîëüêî ýêñïðåññèîííûì âåêòîðîì. Â
ñëó÷àå àíòèãåíà, íàïðèìåð, äë  àíòèòåëà 12Â5 è àíòèòåëà 12Å10 ê êëåòêàì Ba/F3,
ýêñïðåññèðóþùèì MPL ÷åëîâåêà, äîáàâë þò èññëåäóåìûé îáðàçåö ìîäèôèöèðîâàííîãî
àíòèòåëà ïî èçîáðåòåíèþ èëè ñóïåðíàòàíò êîíòðîëüíîé ïðîáû, à çàòåì ïðîâîä ò àíàëèç,
íàïðèìåð, ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè äë  êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè 
àíòèãåíñâ çûâàþùåé àêòèâíîñòè.

Â óñëîâè õ in vitro êîëè÷åñòâåíóþ îöåíêó ýôôåêòà òðàíñäóêöèè ñèãíàëà (íàïðèìåð,
ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè-èíäóêöèè èëè ñòèìóë öèè ðîñòà ìåãàêàðèîöèòîâ,
îáðàçîâàíè  òðîìáîöèòîâ èëè ôîñôîðèëèðîâàíè  áåëêà ÒÐÎ-ðåöåïòîðà) âûïîëí þò
ñëåäóþùèì îáðàçîì. Èññëåäóåìûé îáðàçåö âûøåóêàçàííîãî ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà
äîáàâë þò ê êëåòêàì, ýêñïðåññèðóþùèì àíòèòåëî, èëè ê êëåòêàì, â êîòîðûå ââåäåí ãåí
äàííîãî àíòèòåëà, è ïî èçìåíåíè ì, âûçâàííûì òðàíñäóêöèåé ñèãíàëà (íàïðèìåð, ïî
ïðîëèôåðàöèè, ñïåöèôè÷íîé â îòíîøåíèè MPL-àíòèãåíà ÷åëîâåêà, ïî èçìåðåíèþ
ôîñôîðèëèðîâàíè  áåëêîâ èëè ýêñïðåññèè òðîìáîöèòîñïåöèôè÷åñêîãî àíòèãåíà), äàþò
êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè.

Â óñëîâè õ in vivo êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ïðîâîä ò ïóòåì ââåäåíè  ìûøàì
ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà, ðàñïîçíàþùåãî MPL, ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà ïî
èçîáðåòåíèþ è çàáóôåðåííîãî ôîñôàòîì ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà (PBS) â êà÷åñòâå
êîíòðîë  è ïóòåì êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  ñòåïåíè àêòèâíîñòè ïî èçìåíåíèþ
êîëè÷åñòâà òðîìáîöèòîâ â ìûøèíîé ñûâîðîòêå.

Êàê óêàçàíî âûøå, ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà èçîáðåòåíè  ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû
êîíñòðóèðîâàíèåì ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë, êîòîðûå ñîäåðæàò äâå èëè áîëåå V-
îáëàñòè Í-öåïè è äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè è ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàþòñ  ñ ÒÐÎ-
ðåöåïòîðîì, è ïðîâîä  ñêðèíèíã ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïîñîáîâ
àíàëèçà in vivo èëè in vitro, êàê ýòî îïèñàíî âûøå.

Ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà ïî èçîáðåòåíèþ, êîòîðûå ñîäåðæàò äâå èëè áîëåå V-
îáëàñòè Í-öåïè è äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 2 äî 4 êàæäîé,
áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî 2 êàæäîé, ìîãóò áûòü äèìåðàìè îäíîöåïî÷íîãî Fv, ñîäåðæàùåãî
îäíó V-îáëàñòü Í-öåïè è îäíó V-îáëàñòü L-öåïè, èëè îäíîöåïî÷íûìè ïîëèïåïòèäàìè, â
ìîëåêóëå êîòîðûõ ñîåäèíåíû äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè è V-îáëàñòè L-öåïè.
Ïîëàãàþò, ÷òî áëàãîäàð  òàêîìó ñòðîåíèþ, ïåïòèä èìèòèðóåò òðåõìåðíóþ ñòðóêòóðó ÒÐÎ, à
ñëåäîâàòåëüíî, ñîõðàí åò ïðåâîñõîäíóþ àíòèãåíñâ çûâàþùóþ ñïîñîáíîñòü è ÒÐÎ-
àãîíèñòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü.

Ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà èçîáðåòåíè  èìåþò çíà÷èòåëüíî ìåíüøèå ìîëåêóë ðíûå
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ðàçìåðû ïî ñðàâíåíèþ ñ ìîëåêóëîé èñõîäíîãî àíòèòåëà (íàïðèìåð, IgG) è ïîýòîìó
îòëè÷àþòñ  âûñîêîé ïðîíèêàþùåé ñïîñîáíîñòüþ â òêàíè è îïóõîëè è áîëåå âûñîêîé
àêòèâíîñòüþ, ÷åì ìîëåêóëû èñõîäíîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà. Ñëåäîâàòåëüíî,
ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà èçîáðåòåíè  ñïîñîáíû ýôôåêòèâíî òðàíñäóöèðîâàòü ÒÐÎ-
ñèãíàë â êëåòêè. Ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè, èõ ñîäåðæàùèå, ìîãóò ïðèìåí òüñ  äë 
ëå÷åíè  çàáîëåâàíèé êðîâè, ñâ çàííûõ ñî ñíèæåíèåì êîëè÷åñòâà òðîìáîöèòîâ, è
òðîìáîöèòîïåíèè, âûçûâàåìîé õèìèîòåðàïèåé ïðè ðàêîâûõ çàáîëåâàíè õ è ëåéêåìèè.
Ïîìèìî ýòîãî, àíòèòåëî ïî èçîáðåòåíèþ ìîæíî áóäåò èñïîëüçîâàòü êàê êîíòðàñòíûé àãåíò
ïðè ðàäèîèììóííîì ìå÷åíèè. Ýôôåêò ìîæíî óñèëèòü ïóòåì ïðèñîåäèíåíè  ê
ðàäèîèììóííîìó ñîåäèíåíèþ èëè òîêñèíó.

Ïåðå÷åíü ÷åðòåæåé
Ôèã.1 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî àíòèòåëî

IgG ÷åëîâåêà íå ñâ çûâàåòñ  êëåòêàìè L1210, ýêñïðåññèðóþùèìè IAP ÷åëîâåêà
(hIAP/L1210).

Ôèã.2 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî õèìåðíîå
àíòèòåëî MABL-1 ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàåòñ  ñ êëåòêàìè L1210, ýêñïðåññèðóþùèìè IAP
÷åëîâåêà (hIAP/L1210).

Ôèã.3 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî õèìåðíîå
àíòèòåëî MABL-2 ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàåòñ  ñ êëåòêàìè L1210, ýêñïðåññèðóþùèìè IAP
÷åëîâåêà (hIAP/L1210).

Ôèã.4 ñõåìàòè÷åñêè èëëþñòðèðóåò ñïîñîá ïîëó÷åíè  îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv â ñîîòâåòñòâèè
ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì.

Ôèã.5 îòîáðàæàåò ñòðóêòóðó ýêñïðåññèîííîé ïëàçìèäû, êîòîðóþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë 
ýêñïðåññèè ÄÍÊ, êîäèðóþùåé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv èçîáðåòåíè , â Å coli.

Ôèã.6 îòîáðàæàåò ñòðóêòóðó ýêñïðåññèîííîé ïëàçìèäû, êîòîðà  èñïîëüçóåòñ  äë 
ýêñïðåññèè ÄÍÊ, êîäèðóþùåé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv èçîáðåòåíè , â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ.

Ôèã.7 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû Western áëîòòèíãà èç Ïðèìåðà 5.4. Ñëåâà: ìàðêåð
ìîëåêóë ðíûõ ìàññ (ñâåðõó âíèç 97,4, 66, 45, 31, 21,5 è 14,5 êÄà), êóëüòóðàëüíûé
ñóïåðíàòàíò êëåòîê COS7, ñîäåðæàùèõ pCHO1, è êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò êëåòîê COS7,
ñîäåðæàùèõ ðÑÍÎÌ2. Çäåñü ïîêàçàíî, ÷òî ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv
àíòèòåëà MABL-2 (ñòðåëêà) ñîäåðæèòñ  â ñóïåðíàòàíòå êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ðÑÍÎÌ2.

Ôèã.8 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî êîíòðîëüíîå
àíòèòåëî èç êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà êëåòîê pCHO1/COS7 íå ñâ çûâàåòñ  ñ
êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè pCOS1/L1210.

Ôèã.9 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî àíòèòåëî èç
êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà êëåòîê MABL2-scFv/COS7 íå ñâ çûâàåòñ  ñ êîíòðîëüíûìè
êëåòêàìè pCOS1/L1210.

Ôèã.10 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî àíòèòåëî èç
êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà êëåòîê pCOS1/COS7 â êà÷åñòâå êîíòðîë  íå ñâ çûâàåòñ  ñ
êëåòêàìè hIAP/L1210.

Ôèã.11 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî àíòèòåëî èç
êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà êëåòîê MABL2-scFv/COS7 ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàåòñ  ñ
êëåòêàìè hIAP/L1210.

Ôèã.12 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû êîíêóðåíòíîãî èììóíîàíàëèçà ELISA èç Ïðèìåðà 5.6,
ãäå ñâ çûâàþùà  àêòèâíîñòü îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv èçîáðåòåíè  (MABL2-scFv) â îòíîøåíèè
àíòèãåíà, ñðàâíèòåëüíî ñ êóëüòóðàëüíûì ñóïåðíàòàíòîì êîíòðîëüíûõ êëåòîê pCHO1/COS7,
âûðàæåíà â ôîðìå èíãèáèðîâàíè  ñâ çûâàíè  àíòèãåíà ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì
MABL-2 ìûøè, ïðèí òîãî çà ïîêàçàòåëü.

Ôèã.13 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àïîïòîç-èíäóöèðóþùåãî ýôôåêòà èç Ïðèìåðà 5.7,
ïîêàçûâàþùèå, ÷òî êîíòðîëüíîå àíòèòåëî èç êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà êëåòîê
pCHO1/COS7 íå èíäóöèðóåò àïîïòîç êîíòðîëüíûõ êëåòîê pCOS1/L1210.

Ôèã.14 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àïîïòîç-èíäóöèðóþùåãî ýôôåêòà èç Ïðèìåðà 5.7,
ïîêàçûâàþùèå, ÷òî àíòèòåëî èç êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà êëåòîê MABL2-scFv/COS7 íå
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èíäóöèðóåò àïîïòîç êîíòðîëüíûõ êëåòîê pCOS1/L1210.
Ôèã.15 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àïîïòîç-èíäóöèðóþùåãî ýôôåêòà èç Ïðèìåðà 5.7,

ïîêàçûâàþùèå, ÷òî êîíòðîëüíîå àíòèòåëî èç êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà êëåòîê
pCHO1/COS7 íå èíäóöèðóåò àïîïòîç êëåòîê hIAP/L1210.

Ôèã.16 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àïîïòîç-èíäóöèðóþùåãî ýôôåêòà èç Ïðèìåðà 5.7,
ïîêàçûâàþùèå, ÷òî êîíòðîëüíîå àíòèòåëî èç êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà êëåòîê MABL2-
scFv/COS7 ñïåöèôè÷åñêè èíäóöèðóåò àïîïòîç êëåòîê hIAP/L1210.

Ôèã.17 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àïîïòîç-èíäóöèðóþùåãî ýôôåêòà èç Ïðèìåðà 5.7,
ïîêàçûâàþùèå, ÷òî êîíòðîëüíîå àíòèòåëî èç êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà êëåòîê
pCHO1/COS7 íå èíäóöèðóåò àïîïòîç êëåòîê CCRF-CEM (ïðè 50%-íîé êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè).

Ôèã.18 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àïîïòîç-èíäóöèðóþùåãî ýôôåêòà èç Ïðèìåðà 5.7,
ïîêàçûâàþùèå, ÷òî àíòèòåëî èç êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà êëåòîê MABL2-scFv/COS7
ñïåöèôè÷åñêè èíäóöèðóåò àïîïòîç êëåòîê CCRF-CEM (ïðè 50%-íîé êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè).

Ôèã.19 èçîáðàæàåò õðîìàòîãðàììó, ïîëó÷åííóþ ïðè î÷èñòêå îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv,
ïðîèñõîä ùåãî èç àíòèòåëà MABL-2, ïðîäóöèðóåìîãî êëåòêàìè ÑÍÎ èç Ïðèìåðà 5.9,
êîòîðà  ïîêàçûâàåò, ÷òî ôðàêöè  À è ôðàêöè  Â ïîëó÷àþòñ  â âèäå îñíîâíûõ ïèêîâ ïðè
î÷èñòêå ôðàêöèè ñ êîëîíêè ñ Blue-Sepharose íà êîëîíêå ñ ãèäðîêñèàïàòèòîì.

Ôèã.20 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû î÷èñòêè ãåëü-ôèëüòðàöèåé ôðàêöèè À è ôðàêöèè Â,
ïîëó÷åííûõ â Ïðèìåðå 5.9-(2), ïîêàçûâàþùèå, ÷òî îñíîâíûå ïèêè (AI è BI
ñîîòâåòñòâåííî) ýëþèðóþòñ  â ñëó÷àå ôðàêöèè À ñ êàæóùèìñ  ìîëåêóë ðíûì âåñîì îêîëî
36 êÄà è â ñëó÷àå ôðàêöèè Â - îêîëî 76 êÄà.

Ôèã.21 èëëþñòðèðóåò SDS-PAGE-àíàëèç ôðàêöèé, ïîëó÷åííûõ ïðè î÷èñòêå
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, ïðîèñõîä ùåãî èç àíòèòåëà MABL-2, ïðîäóöèðóåìîãî êëåòêàìè ÑÍÎ â
Ïðèìåðå 5.9, ïîêàçûâàþùèé, ÷òî â îáåèõ ôðàêöè õ íàáëþäàåòñ  åäèíñòâåííà  ïîëîñà ñ
ìîëåêóë ðíûì âåñîì îêîëî 35 êÄà.

Ôèã.22 îòðàæàåò ðåçóëüòàòû àíàëèçà ôðàêöèé AI è BI, ïîëó÷åííûõ ãåëü-ôèëüòðàöèåé
ïðè î÷èñòêå îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, ïðîèñõîä ùåãî èç àíòèòåëà MABL-2, ïðîäóöèðóåìîãî
êëåòêàìè ÑÍÎ, ãäå ôðàêöè  AI âêëþ÷àåò ìîíîìåð, à ôðàêöè  BI âêëþ÷àåò äèìåð.

Ôèã.23 èëëþñòðèðóåò ñòðóêòóðó ýêñïðåññèîííîé ïëàçìèäû, êîòîðóþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü
äë  ýêñïðåññèè ÄÍÊ, êîäèðóþùåé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv èçîáðåòåíè , â E.coli.

Ôèã.24 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû î÷èñòêè íà ãåëü-ôèëüòðàöèîííîé êîëîíêå ãðóáîãî
ïðåïàðàòà îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv ïîëèïåïòèäà, ïðîèñõîä ùåãî èç àíòèòåëà MABL-2,
ïðîäóöèðóåìîãî Å.coli. ïîëó÷åííûõ â Ïðèìåðå 5.12, ãäå ïèêè ñîîòâåòñòâóþò ìîíîìåðó èëè
äèìåðó îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, ïðîäóöèðóåìîãî Å.coli.

Ôèã.25 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àïîïòîç-èíäóöèðóþùåãî äåéñòâè  èç Ïðèìåðà 5.13,
ïîêàçûâàþùèå, ÷òî êîíòðîëüíîå àíòèòåëî IgG ìûøè íå èíäóöèðóåò àïîïòîç êëåòîê
hIAP/L1210 (êîíå÷íà  êîíöåíòðàöè  3 ìêã/ìë).

Ôèã.26 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àïîïòîç-èíäóöèðóþùåãî äåéñòâè  èç Ïðèìåðà 5.13,
ïîêàçûâàþùèå, ÷òî äèìåð MABL2-scFv, ïðîäóöèðóåìûé êëåòêàìè ÑÍÎ, â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè èíäóöèðóåò àïîïòîç êëåòîê hIAP/L1210 (êîíå÷íà  êîíöåíòðàöè  3 ìêã/ìë).

Ôèã.27 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àïîïòîç-èíäóöèðóþùåãî äåéñòâè  èç Ïðèìåðà 5.13,
ïîêàçûâàþùèå, ÷òî äèìåð MABL2-scFv, ïðîäóöèðóåìûé Å.coli., â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè
èíäóöèðóåò àïîïòîç êëåòîê hIAP/L1210 (êîíå÷íà  êîíöåíòðàöè  3 ìêã/ìë).

Ôèã.28 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àïîïòîç-èíäóöèðóþùåãî äåéñòâè  èç Ïðèìåðà 5.13,
ïîêàçûâàþùèå, ÷òî èíäóêöè  àïîïòîçà êëåòîê hIAP/L1210 ìîíîìåðîì MABL2-scFv,
ïðîäóöèðóåìûì êëåòêàìè ÑÍÎ, ïî âåëè÷èíå òàêà  æå, ÷òî è â êîíòðîëå (êîíå÷íà 
êîíöåíòðàöè  3 ìêã/ìë).

Ôèã.29 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àïîïòîç-èíäóöèðóþùåãî äåéñòâè  èç Ïðèìåðà 5. 13,
ïîêàçûâàþùèå, ÷òî èíäóêöè  àïîïòîçà êëåòîê hIAP/L1210 ìîíîìåðîì MABL2-scFv,
ïðîäóöèðóåìûì Å.coli., ïî âåëè÷èíå òàêà  æå, ÷òî è â êîíòðîëå (êîíå÷íà  êîíöåíòðàöè 
3 ìêã/ìë).
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Ôèã.30 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àïîïòîç-èíäóöèðóþùåãî äåéñòâè  èç Ïðèìåðà 5. 13,
ïîêàçûâàþùèå, ÷òî êîíòðîëüíîå àíòèòåëî IgG ìûøè íå èíäóöèðóåò àïîïòîç ó êëåòîê
hIAP/L1210 äàæå ïðè äîáàâëåíèè àíòè-FLAG àíòèòåëà (êîíå÷íà  êîíöåíòðàöè  3 ìêã/ìë).

Ôèã.31 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àïîïòîç-èíäóöèðóþùåãî äåéñòâè  èç Ïðèìåðà 5.13,
ïîêàçûâàþùèå, ÷òî ìîíîìåð MABL2-scFv, ïðîäóöèðóåìûé êëåòêàìè ÑÍÎ, â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè èíäóöèðóåò àïîïòîç êëåòîê hIAP/L1210 ïðè óñëîâèè äîáàâëåíè  àíòè-FLAG
àíòèòåëà (êîíå÷íà  êîíöåíòðàöè  3 ìêã/ìë).

Ôèã.32 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  IgG ÷åëîâåêà â
ñûâîðîòêå ìûøè ñ òðàíñïëàíòèðîâàííîé êëåòî÷íîé ëèíèåé ìèåëîìû ÷åëîâåêà ÊÐÌÌ2,
ïîêàçûâàþùèå êîëè÷åñòâî IgG ÷åëîâåêà, ïðîäóöèðóåìîãî êëåòêàìè ìèåëîìû ÷åëîâåêà â
ìûøè. Âèäíî, ÷òî äèìåð scFv/CHO â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè òîðìîçèò ðîñò êëåòîê ÊÐÌÌ2.

Ôèã.33 èëëþñòðèðóåò ïðîäîëæèòåëüíîñòü âûæèâàíè  ìûøè ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè
îïóõîëè, ïîêàçûâà , ÷òî ó ãðóïïû, êîòîðîé áûë ââåäåí äèìåð scFv/CHO,
ïðîäîëæèòåëüíîñòü âûæèâàíè  çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñ .

Ôèã.34 èëëþñòðèðóåò ñòðóêòóðó ýêñïðåññèîííîé ïëàçìèäû, êîòîðà  ýêñïðåññèðóåò
ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî [sc(Fv)2], ñîäåðæàùåå äâå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå V-îáëàñòè
L-öåïè, ïðîèñõîä ùèå èç àíòèòåëà MABL-2.

Ôèã.35 èëëþñòðèðóåò ñòðóêòóðó ïëàçìèäû, êîòîðà  ýêñïðåññèðóåò scFv (HL-òèï) â
êîòîðîì V-îáëàñòè ñâ çàíû áåç ïåïòèäíîãî ëèíêåðà ñëåäóþùèì îáðàçîì: [Í-öåïü] - [L-
öåïü].

Ôèã.36 èëëþñòðèðóåò ñòðóêòóðó ïîëèïåïòèäà HL-òèïà è àìèíîêèñëîòíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïåïòèäíûõ ëèíêåðîâ.

Ôèã.37 èëëþñòðèðóåò ñòðóêòóðó ïëàçìèäû, êîòîðà  ýêñïðåññèðóåò scFv (LH-òèï), â
êîòîðîì V-îáëàñòè ñîåäèíåíû áåç ïåïòèäíîãî ëèíêåðà ñëåäóþùèì îáðàçîì: [L-öåïü] - [Í-
öåïü].

Ôèã.38 èëëþñòðèðóåò ñòðóêòóðó ïîëèïåïòèäà LH-òèïà è àìèíîêèñëîòíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïåïòèäíûõ ëèíêåðîâ.

Ôèã.39 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû Western áëîòòèíãà èç Ïðèìåðà 6.4, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî
ýêñïðåññèðóþòñ  ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî sc(Fv)2, ñîäåðæàùåå äâå V-îáëàñòè Í-öåïè
è äâå V-îáëàñòè L-öåïè, è MABL2-scFv, ñîäåðæàùèå ïåïòèäíûå ëèíêåðû ðàçëè÷íîé äëèíû.

Ôèã.40à è 40b èëëþñòðèðóþò ðåçóëüòàòû ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà êëåòîê COS7, ïîëó÷åííîãî èç Ïðèìåðà 6.3 (1),
ïîêàçûâàþùèå, ÷òî MABL2-scFv è sc(Fv)2, èìåþùèå ïåïòèäíûå ëèíêåðû ðàçëè÷íîé äëèíû,
èìåþò âûñîêîå ñðîäñòâî ê IAP ÷åëîâåêà.

Ôèã.41à è 41b èëëþñòðèðóþò ðåçóëüòàòû àïîïòîç-èíäóöèðóþùåãî äåéñòâè  èç Ïðèìåðà
6.6, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî scFv<HL3, 4, 6, 7, LH3, 4, 6, è 7> è sc(Fv)2 â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè
èíäóöèðóþò êëåòî÷íóþ ñìåðòü ó êëåòîê hIAP/L1210.

Ôèã.42 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíè  àíòèãåíñâ çûâàþùåé ñïîñîáíîñòè èç
Ïðèìåðà 6.10, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî äèìåð ScFv <HL5> è sc(Fv)2 èìåþò âûñîêîå ñðîäñòâî ê
IAP ÷åëîâåêà.

Ôèã.43 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àïîïòîç-èíäóöèðóþùåãî äåéñòâè  in vitro èç Ïðèìåðà
6.11, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî äèìåð ScFv <HL5> è sc(Fv)2 èíäóöèðóþò àïîïòîç êëåòîê
hIAP/L1210 è êëåòîê CCRF-CEM çàâèñ ùèì îò êîíöåíòðàöèè îáðàçîì.

Ôèã.44 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû êîëè÷åñòâåííûõ èçìåðåíèé Ì-áåëêà, ïðîäóöèðóåìîãî
êëåòî÷íîé ëèíèåé ìèåëîìû ÷åëîâåêà ÊÐÌÌ2 â ñûâîðîòêå ìûøè ñ òðàíñïëàíòèðîâàííûìè
êëåòêàìè ìèåëîìû ÷åëîâåêà. Âèäíî, ÷òî äèìåð scFv <HL5> è sc(Fv)2 â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè òîðìîç ò ðîñò êëåòîê ÊÐÌÌ2.

Ôèã.45 èëëþñòðèðóåò ïðîäîëæèòåëüíîñòü âûæèâàíè  (â äí õ) ìûøåé ïîñëå
òðàíñïëàíòàöèè îïóõîëè, ïîêàçûâà , ÷òî ïðîäîëæèòåëüíîñòü âûæèâàíè  â ãðóïïå, êîòîðîé
áûë ââåäåí scFv <HL5>, â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè óâåëè÷èâàåòñ .

Ôèã.46 èëëþñòðèðóåò ïðîäîëæèòåëüíîñòü âûæèâàíè  (â äí õ) ìûøåé ïîñëå
òðàíñïëàíòàöèè îïóõîëè, ïîêàçûâà , ÷òî ïðîäîëæèòåëüíîñòü âûæèâàíè  â ãðóïïå, êîòîðîé
áûë ââåäåí sc(Fv)2, â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè óâåëè÷èâàåòñ .
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Ôèã.47 èëëþñòðèðóåò ñõåìàòè÷åñêè ñïîñîá êîíñòðóèðîâàíè  ôðàãìåíòà ÄÍÊ,
êîäèðóþùåãî ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv 12B5, ñîäåðæàùèé ëèíêåðíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîñòî ùóþ èç 15 àìèíîêèñëîò, è åãî ñòðóêòóðó.

Ôèã.48 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû î÷èñòêè ãåëü-ôèëüòðàöèåé êàæäîãî èç îäíîöåïî÷å÷íûõ
Fv 12B5, ïîëó÷åííûõ â Ïðèìåðå 7.5 (1), ïîêàçûâàþùèå, ÷òî sc12B5 ðàçäåë åòñ  íà äâà
ïèêà (ôðàêöèè À è Â).

Ôèã.49 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àíàëèçà êàæäîé èç ôðàêöèé À è Â ìåòîäîì SDS-PAGE,
ïðîâåäåííîãî â Ïðèìåðå 7.5 (2).

Ôèã.50a è 50b èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àíàëèçà êàæäîé èç ôðàêöèé À è Â íà êîëîíêå
Superdex200, ïðîâåäåííîãî â Ïðèìåðå 7.5 (2), ïîêàçûâàþùèå, ÷òî îñíîâíîé ïèê ôðàêöèè À
ýëþèðóåòñ  ñ êàæóùåéñ  ìîëåêóë ðíîé ìàññîé îêîëî 44 êÄà (à) è ÷òî îñíîâíîé ïèê
ôðàêöèè Â ýëþèðóåòñ  ñ êàæóùåéñ  ìîëåêóë ðíîé ìàññîé îêîëî 22 êÄà (b).

Ôèã.51 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû èçìåðåíè  ÒÐÎ-ïîäîáíîé àãîíèñòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
sc12B5 è àíòèòåëà 12B5 (IgG, Fab), ïîêàçûâàþùèå, ÷òî 12B5IgG è ìîíîâàëåíòíûé
îäíîöåïî÷å÷íûé Fv (sc12B5) ïðî âë þò ÒÐÎ-ïîäîáíóþ àãîíèñòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü,
çàâèñ ùóþ îò êîíöåíòðàöèè.

Ôèã.52 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû èçìåðåíè  ÒÐÎ-ïîäîáíîé àãîíèñòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
ìîíîìåðà è äèìåðà sc12B5, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî îäíîöåïî÷å÷íûé Fv (äèìåð sc12B5),
èìåþùèé áèâàëåíòíûé àíòèãåíñâ çûâàþùèé öåíòð, èìååò àãîíèñòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü â
400 ðàç âûøå, ÷åì ó ìîíîâàëåíòíîãî sc12B5, è ÷òî åãî ýôôåêòèâíîñòü ðàâí åòñ  èëè
ïðåâûøàåò ýôôåêòèâíîñòü ÒÐÎ ÷åëîâåêà.

Ôèã.53 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû î÷èñòêè ïîëó÷åííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî àíòèòåëà
sc12E10 ìåòîäîì ãåëü-ôèëüòðàöèîííîé õðîìàòîãðàôèè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîëîíêè
Superdex200HR, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî db12E10 ðàçäåë åòñ  íà äâà ïèêà (ôðàêöèè À è Â).

Ôèã.54 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû î÷èñòêè ïîëó÷åííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî àíòèòåëà
db12E10 ìåòîäîì ãåëü-ôèëüòðàöèîííîé õðîìàòîãðàôèè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîëîíêè
Superdex200HR, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî db12E10 ðàçäåë åòñ  íà äâà ïèêà (ôðàêöèè Ñ è D).

Ôèã.55 èëëþñòðèðóåò àíàëèç ìåòîäîì SDS-PAGE ôðàêöèé À è Â (sc12E10) è ôðàêöèé Ñ
è D (db12E10) â âîññòàíàâëèâàþùèõ è íåâîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâè õ.

Ôèã.56 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àíàëèçà ôðàêöèé À è Â ìåòîäîì ãåëü-ôèëüòðàöèîííîé
õðîìàòîãðàôèè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîëîíêè Superdex200HR, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî îñíîâíîé
ïèê ôðàêöèè À ýëþèðóåòñ  ñ êàæóùåéñ  ìîëåêóë ðíîé ìàññîé îêîëî 42 êÄà è ÷òî îñíîâíîé
ïèê ôðàêöèè Â ýëþèðóåòñ  ñ êàæóùåéñ  ìîëåêóë ðíîé ìàññîé îêîëî 20 êÄà.

Ôèã.57 èëëþñòðèðóåò ðåçóëüòàòû àíàëèçà ôðàêöèé Ñ è D ìåòîäîì ãåëü-ôèëüòðàöèîííîé
õðîìàòîãðàôèè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîëîíêè Superdex200HR, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî îñíîâíîé
ïèê ôðàêöèè Ñ ýëþèðóåòñ  ñ êàæóùåéñ  ìîëåêóë ðíîé ìàññîé îêîëî 69 êÄà è ÷òî îñíîâíîé
ïèê ôðàêöèè Ä ýëþèðóåòñ  ñ êàæóùåéñ  ìîëåêóë ðíîé ìàññîé îêîëî 41 êÄà.

Ôèã.58 èëëþñòðèðóåò àãîíèñòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ðàçëè÷íûõ ìîëåêóë àíòèòåëà 12Å10 ê
MPL, ïîêàçûâàþùóþ, ÷òî îäíîöåïî÷å÷íûå Fv (sc12E10, db12E10) ïðî âë þò ÒÐÎ-
ïîäîáíóþ àãîíèñòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, â òî âðåì  êàê 12Å10 IgG è 12Å10 Fab íå ïðî âë þò.

Ôèã.59 - ãðàôèê, èëëþñòðèðóþùèé àãîíèñòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ìîíîìåðà è äèìåðà
sc12E10 è äèìåðà è òðèìåðà db12E10 â îòíîøåíèè MPL, ïîêàçûâàþùèé, ÷òî äèìåð
sc12E10 è äèìåð è òðèìåð db12E10 ïðî âë þò áîëåå âûñîêóþ ÒÐÎ-ïîäîáíóþ
àãîíèñòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ÷åì ÒÐÎ.

Ñâåäåíè , ïîäòâåðæäàþùèå âîçìîæíîñòü îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè 
Íèæåñëåäóþùèå ïðèìåðû ñëóæàò ëèøü äë  èëëþñòðàöèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  è èõ

íè â êîåì ñëó÷àå íå ñëåäóåò ðàññìàòðèâàòü äë  îãðàíè÷åíè  îáúåìà ïðèò çàíèé.
Äë  èëëþñòðàöèè ñïîñîáà ïîëó÷åíè  ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë ïî èçîáðåòåíèþ íèæå

ïðèâîä òñ  ïðèìåðû ïîëó÷åíè  îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv. Â ïðèâîäèìûõ ïðèìåðàõ ïîëó÷åíè 
òàêèõ ìîäèôèöèðîâàííûõ àíòèòåë áûëè èñïîëüçîâàíû àíòèòåëà ìûøè ê IAP ÷åëîâåêà,
MABL-1 MABL-2. Ãèáðèäîìû MABL-1 è MABL-2, ñîîòâåòñòâåííî ïðîäóöèðóþùèå èõ,
äåïîíèðîâàíû 11-ãî ñåíò áð  1997 ã. íà ìåæäóíàðîäíîì óðîâíå â Àãåíòñòâå
èíäóñòðèàëüíîé íàóêè è òåõíîëîãèè. Ìèíèñòðîì ìåæäóíàðîäíîé òîðãîâëè è
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ïðîìûøëåííîñòè (National Institute of Bioscience and Human Technology, Agency of
Industrial Science and Technology, Minister of International Trade and Industry (1-3
Higasi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japan) êàê óïîëíîìî÷åííîì äåïîçèòàðèè
ìèêðîîðãàíèçìîâ ïîä èíâåíòàðíûìè íîìåðàìè FERM ÂÐ-6100 è FERM BP-6101.

Ïðèìåðû
Ïðèìåð 1 (êëîíèðîâàíèå ìîëåêóë ÄÍÊ, êîäèðóþùèõ V-îáëàñòè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë

ìûøè ê IAP ÷åëîâåêà)
Ìîëåêóëû ÄÍÊ, êîäèðóþùèå âàðèàáåëüíûå îáëàñòè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ìûøè ê

IAP ÷åëîâåêà, MABL-1 è MABL-2, êëîíèðóþò ñëåäóþùèì îáðàçîì.
1.1 Ïîëó÷åíèå ìàòðè÷íîé ÐÍÊ(ìÐÍÊ)
Ïîëó÷àþò ìÐÍÊ èç ãèáðèäîâ MABL-1 è MABL-2, èñïîëüçó  íàáîð äë  î÷èñòêè ìÐÍÊ

(mRNA Purification Kit, Pharmacia Biotech).
1.2 Ñèíòåç äâóõöåïî÷å÷íîé êÄÍÊ
Ñèíòåçèðóþò äâóõöåïî÷å÷íóþ êÄÍÊ èç ïðèáëèçèòåëüíî 1 ìêã ìÐÍÊ, èñïîëüçó  íàáîð

Marathon cDNA Amplification Kit (CLONTECH) ñ ïðèñîåäèíåíèåì àäàïòîðà.
1.3 ÏÖÐ-àìïëèôèêàöè  ãåíîâ, êîäèðóþùèõ âàðèàáåëüíûå îáëàñòè àíòèòåëà
ÏÖÐ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ òåðìîöèêëåðà (Thermal Cycler, PERKLN ELMER).
(1) Àìïëèôèêàöè  ãåíà, êîäèðóþùåãî V-îáëàñòü L-öåïè MABL-1
Ïðàéìåðàìè, èñïîëüçóåìûìè â ÏÖÐ-ìåòîäå, áûëè Adapter Primer-1 (CLONTECH),

ïîêàçàííûé â SEQ ID NO.1, êîòîðûé ãèáðèäèçóåòñ  ñ ÷àñòüþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àäàïòîðà,
è ïðàéìåð ÌÊÑ (Mouse Kappa Constant, Bio/Technology, 9, 88-89, 1991)), ïîêàçàííûé â
SEQ ID NO.2, êîòîðûé ãèáðèäèçóåòñ  V-îáëàñòüþ L-öåïè ìûøè.

Â 50 ìêë ÏÖÐ-ðàñòâîðà ñîäåðæèòñ  5 ìêë 10-êðàòíîãî ÏÖÐ-áóôåðà II, 2 ìÌ MgCl2, 0,16
ìÌ dNTPs (dATP, dGTP, dCTP è dTTP), 2,5 åäèíèöû ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû AmpliTaq Gold
(PERKIN ELMER), 0,2 ìêÌ àäàïòîðíîãî ïðàéìåðà SEQ ID NO.1, 0,2 ìêÌ ïðàéìåðà-MKC
SEQ ID NO.2 è 0,1 ìêã äâóõöåïî÷å÷íîé êÄÍÊ, ïðîèñõîä ùåé èç MABL-1. Ðàñòâîð
ïðåäâàðèòåëüíî íàãðåâàþò ïðè íà÷àëüíîé òåìïåðàòóðå 94°Ñ â òå÷åíèå 9 ìèíóò, à çàòåì
â óêàçàíîì ïîð äêå íàãðåâàþò ïðè 94°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèí, ïðè 60°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèí è ïðè
72°Ñ - 1 ìèí 20 ñåê. Òàêîé òåìïåðàòóðíûé öèêë  ïîâòîð þò  35 ðàç, à çàòåì ðåàêöèîííóþ
ñìåñü íàãðåâàþò äîïîëíèòåëüíî ïðè 72°Ñ â òå÷åíèå 10 ìèíóò.

(2) Àìïëèôèêàöè  êÄÍÊ, êîäèðóþùåé V-îáëàñòü Í-öåïè MABL-1
Â êà÷åñòâå ïðàéìåðîâ äë  ÏÖÐ èñïîëüçóþò Adapter Primer-1, ïîêàçàííûé â SEQ ID NO.1,

è ïðàéìåð ÌÍÑ-γ1 (Mouse Heavy Constant (Bio/Technology, 9, 88-89, 1991)), ïîêàçàííûé
â SEQ ID NO.3.

Àìïëèôèêàöèþ êÄÍÊ îñóùåñòâë þò òàê æå, êàê àìïëèôèêàöèþ ãåíà V-îáëàñòè L-öåïè,
êîòîðà  îïèñàíà â Ïðèìåðå 1.3-(1), ñ òîé ðàçíèöåé, ÷òî èñïîëüçóþò 0,2 ìêÌ ïðàéìåðà
MHC-γ1, âìåñòî 0,2 ìêÌ ïðàéìåðà ÌÊÑ.

(3) Àìïëèôèêàöè  ÄÍÊ, êîäèðóþùåé V-îáëàñòü L-öåïè MABL-2
Â êà÷åñòâå ïðàéìåðîâ äë  ÏÖÐ èñïîëüçóþò Adapter Primer-1, ïîêàçàííûé â SEQ ID NO.1,

è ïðàéìåð ÌÊÑ, ïîêàçàííûé â SEQ ID NO.2.
Àìïëèôèêàöèþ êÄÍÊ ïðîâîä ò òàê æå, êàê àìïëèôèêàöèþ ãåíà V-îáëàñòè L-öåïè MABL-

1, êîòîðà  îïèñàíà â Ïðèìåðå 1.3-(1), ñ òîé ðàçíèöåé, ÷òî èñïîëüçóþò 0,1 ìêã
äâóõöåïî÷å÷íîé êÄÍÊ, ïðîèñõîä ùåé èç MABL-2, âìåñòî 0,1 ìêã äâóõöåïî÷å÷íîé êÄÍÊ,
ïðîèñõîä ùåé èç MABL-1.

(4) Àìïëèôèêàöè  ÄÍÊ, êîäèðóþùåé V-îáëàñòü Í-öåïè MABL-2
Â êà÷åñòâå ïðàéìåðîâ äë  ÏÖÐ èñïîëüçóþò Adapter Primer-1, ïîêàçàííûé â SEQ ID NO.1,

è ïðàéìåð ÌÍÑ-γ2à (Bio/Technology, 9, 88-89, 1991)), ïîêàçàííûé â SEQ ID NO.4.
Àìïëèôèêàöèþ êÄÍÊ ïðîâîä ò òàê æå, êàê àìïëèôèêàöèþ ãåíà V-îáëàñòè L-öåïè,

êîòîðà  îïèñàíà â Ïðèìåðå 1.3-(3), ñ òîé ðàçíèöåé, ÷òî èñïîëüçóþò 0,2 ìêÌ ïðàéìåðà
ÌÍÑ-γ2à âìåñòî 0,2 ìêÌ ïðàéìåðà ÌÊÑ.

1.4 Î÷èñòêà ïðîäóêòîâ ÏÖÐ
Ôðàãìåíò ÄÍÊ, àìïëèôèöèðîâàííûé ìåòîäîì ÏÖÐ, î÷èùàþò ïðè ïîìîùè íàáîðà

QIAquick ÏÖÐ Purification Kit (QIAGEN) è ðàñòâîð þò â 10 ìÌ Tris-HCl (pH 8,0),
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ñîäåðæàùåì 1 ìÌ ÝÄÒÀ.
1.5 Ëèãèðîâàíèå è òðàíñôîðìàöè 
Îêîëî 140 íã ôðàãìåíòà ÄÍÊ, ñîäåðæàùåãî ãåí, êîäèðóþùèé V-îáëàñòü L-öåïè êàïïà-

òèïà ìûøè, ïðîèñõîä ùóþ èç MABL-1, ïîëó÷åííîãî òàê, êàê áûëî îïèñàíî âûøå, ëèãèðóþò ñ
50 íã âåêòîðà pGEM-T Easy (Promega) â ðåàêöèîííîì áóôåðå, ñîäåðæàùåì 30 ìÌ Tris-HCl
(pH 7,8), 10 ìÌ MgCl2, 10 ìÌ äèòèîòðåéòîëà, 1 ìÌ ÀÒÐ è 3 åäèíèöû ÄÍÊ-ëèãàçû Ò4
(Promega), ïðè 15°Ñ â òå÷åíèå 3 ÷àñîâ.

Çàòåì 1 ìêë ðåàêöèîííîé ñìåñè äîáàâë þò ê 50 ìêë êîìïåòåíòíûõ êëåòîê Å.coli DH5α
(Toyobo Inc.) è íà 30 ìèí ïîìåùàþò íà ëåä, èíêóáèðóþò â òåðìîñòàòå ïðè 42°Ñ â òå÷åíèå 1
ìèí è âíîâü ïîìåùàþò íà ëåä íà 2 ìèí. Äîáàâë þò 100 ìêë SOC-ñðåäû (GIBCO BRL).
Êëåòêè áàêòåðèè Å.coli ðàññåâàþò íà àãàðèçîâàííóþ ñðåäó LB (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989),
ñîäåðæàùóþ 100 ìêã/ìë àìïèöèëëèíà (SIGMA), è êóëüòèâèðóþò ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå íî÷è
äë  ïîëó÷åíè  òðàíñôîðìàíòà Å.coli.

Òðàíñôîðìàíò êóëüòèâèðóþò â 3 ìë ñðåäû LB, ñîäåðæàùåé 50 ìêã/ìë àìïèöèëëèíà, ïðè
37°Ñ â òå÷åíèå íî÷è è èç êóëüòóðû ïðè ïîìîùè íàáîðà QIAprep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN) âûäåë þò ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ.

Ïîëó÷åííóþ ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ ãåí, êîäèðóþùèé V-îáëàñòü L-öåïè êàïïà-òèïà
ìûøè, ïðîèñõîä ùóþ èç ãèáðèäîìû MABL-1, îáîçíà÷àþò êàê pGEM-M1L.

Òî÷íî òàêèì æå îáðàçîì, êàê ýòî îïèñàíî âûøå, èç î÷èùåííîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ
ïîëó÷àþò ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ ãåí, êîäèðóþùèé V-îáëàñòü Í-öåïè ìûøè, ïðîèñõîä ùóþ
èç ãèáðèäîìû MABL-1, è îáîçíà÷àþò êàê pGEM-M1H.

Ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ ãåí, êîäèðóþùèé V-îáëàñòü L-öåïè êàïïà-òèïà ìûøè,
ïðîèñõîä ùóþ èç ãèáðèäîìû MABL-2, ïîëó÷àþò èç î÷èùåííîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ è
îáîçíà÷àþò êàê pGEM-M2L.

Ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ ãåí, êîäèðóþùèé V-îáëàñòü Í-öåïè ìûøè, ïðîèñõîä ùóþ èç
ãèáðèäîìû MABL-2, ïîëó÷àþò èç î÷èùåííîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ è îáîçíà÷àþò êàê pGEM-M2H.

Ïðèìåð 2 (ñåêâåíèðîâàíèå ÄÍÊ)
Îïðåäåë þò íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êÄÍÊ-êîäèðóþùåé îáëàñòè

âûøåóêàçàííûõ ïëàçìèä ïðè ïîìîùè ñåêâåíàòîðà Auto DNA Sequencer (Applied Biosystem)
è íàáîðà ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied
Biosystem) â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì ïðîèçâîäèòåë .

Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà, êîäèðóþùåãî V-îáëàñòü L-öåïè ìûøèíîãî
àíòèòåëà MABL-1, âêëþ÷åííà  â ïëàçìèäó pGEM-M1L, ïðèâåäåíà â SEQ ID NO.5.

Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà, êîäèðóþùåãî V-îáëàñòü Í-öåïè àíòèòåëà
MABL-1 ìûøè, âõîä ùà  â ïëàçìèäó pGEM-M1H, ïðèâåäåíà â SEQ ID NO.6.

Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà, êîäèðóþùåãî V-îáëàñòü L-öåïè àíòèòåëà MABL-
2 ìûøè, âõîä ùà  â ïëàçìèäó pGEM-M2L, ïðèâåäåíà â SEQ ID NO.7.

Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà, êîäèðóþùåãî V-îáëàñòü Í-öåïè àíòèòåëà
MABL-2 ìûøè, âõîä ùà  â ïëàçìèäó pGEM-M2H, ïðèâåäåíà â SEQ ID NO.8.

Ïðèìåð 3 (îïðåäåëåíèå CDR)
V-îáëàñòè L- è Í-öåïåé áûâàþò îáû÷íî ñõîäíûìè ïî ñâîåé ñòðóêòóðå, è â íèõ êàæäûå

÷åòûðå êàðêàñíûå îáëàñòè ñîåäèíåíû òðåì  ãèïåðâàðèàáåëüíûìè îáëàñò ìè, ò.å.
ó÷àñòêàìè, îïðåäåë þùèì êîìïëåìåíòàðíîñòü (CDR). Àìèíîêèñëîòíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êàðêàñà îòíîñèòåëüíî êîíñåðâàòèâíà, â òî âðåì  êàê àìèíîêèñëîòíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü CDR îòëè÷àåòñ  ÷ðåçâû÷àéíî áîëüøèì ðàçíîîáðàçèåì (Kabat E.A. et
al., "Sequences of Proteins of Immunological Interest", US Dept. Health and Human
Services, 1983).

Ñ ó÷åòîì ýòèõ ôàêòîâ àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âàðèàáåëüíûõ îáëàñòåé
ìûøíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê IAP ÷åëîâåêà áûëè ñîïîñòàâëåíû ñ áàçîé äàííûõ ïî
àìèíîêèñëîòíûì ïîñëåäîâàòåëüíîñò ì àíòèòåë, ñîçäàííîé Kabat et al., äë  âû âëåíè 
ãîìîëîãèè. Îáëàñòè CDR áûëè îïðåäåëåíû íà îñíîâå ãîìîëîãèè, êàê ïîêàçàíî â Òàáëèöå 1.

Таблица 1
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Плазмида SEO ID NO. CDR (1) CDR (2) CDR (3)

pGEM-M1L 5 43-58 74-80 113-121

pGEM-M1H 6 50-54 69-85 118-125

pGEM-M2L 7 43-58 74-80 113-121

pGEM-M2H 8 50-54 69-85 118-125

Ïðèìåð 4 (âû âëåíèå ýêñïðåññèè êëîíèðîâàííîé êÄÍÊ)
(Ïîëó÷åíèå õèìåðíîãî àíòèòåëà MABL-1 è õèìåðíîãî àíòèòåëà MABL-2)
4.1 Ïîëó÷åíèå âåêòîðîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ õèìåðíîå àíòèòåëî MABL-1
êÄÍÊ-êëîíû, pGEM-M1L è pGEM-M1H, êîäèðóþùèå ñîîòâåòñòâåííî V-îáëàñòè L-öåïè è

Í-öåïè àíòèòåëà MABL-1 ìûøè, ìîäèôèöèðóþò ìåòîäîì ÏÖÐ è ââîä ò â ýêñïðåññèîíûé
âåêòîð HEF (WO 92/19759) äë  ïîëó÷åíè  âåêòîðîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ õèìåðíîå àíòèòåëî
MABL-1.

Ïð ìîé ïðàéìåð MLS (SEQ ID NO.9) äë  V-îáëàñòè L-öåïè è ïð ìîé ïðàéìåð MHS (SEQ
ID NO.10) äë  V-îáëàñòè Í-öåïè êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îíè ãèáðèäèçîâàëèñü ñ ÄÍÊ,
êîäèðóþùåé íà÷àëî ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç êàæäîé V-îáëàñòåé, è ñîäåðæàëè
êîíñåíñóñíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Êîçàêà (J. Mol. Biol., 196, 947-950, 1987)) è ñàéòà
äë  ðåñòðèêòàçû HindIII. Îáðàòíûé ïðàéìåð MLAS (SEQ ID NO.11) äë  V-îáëàñòè L-öåïè è
îáðàòíûé ïðàéìåð MHAS (SEQ ID NO.12) äë  V-îáëàñòè Í-öåïè êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû
îíè ãèáðèäèçîâàëèñü ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé êîíöåâîé ó÷àñòîê J-îáëàñòè, è ñîäåðæàëè
äîíîðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñïëàéñèíãà è ñàéò äë  ðåñòðèêòàçû BamHI.

100 ìêë ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 10 ìêë 10-êðàòíîãî ÏÖÐ-áóôåðà II, 2 ìÌ MgCl2, 0,16
ìÌ dNTPs (dATP, dGTP, dCTP è dTTP), 5 åäèíèö ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû AmpliTaq Gold, ïî 0,4
ìêÌ êàæäîãî èç ïðàéìåðîâ è 8 íã ÄÍÊ-ìàòðèöû (pGEM-M1L èëè pGEM-M1H), íàãðåâàþò
ïðåäâàðèòåëüíî ïðè íà÷àëüíîé òåìïåðàòóðå 94°Ñ â òå÷åíèå 9 ìèí, à çàòåì ïðîâîä ò
íàãðåâàíèå â ñëåäóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè: ïðè 94°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèí, ïðè 60°Ñ 1 ìèí è
ïðè 72°Ñ 1 ìèí 20 ñåê. Òàêîé òåìïåðàòóðíûé öèêë ïîâòîð þò 35 ðàç, à çàòåì ðåàêöèîííóþ
ñìåñü íàãðåâàþò äîïîëíèòåëüíî ïðè 72°Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí.

Ïðîäóêò ÏÖÐ î÷èùàþò ñ ïîìîùüþ íàáîðà QIAquick ÏÖÐ Purification Kit (QIAGEN), à
çàòåì ðàñùåïë þò ôåðìåíòàìè HindIII è BamHI. Ïðîäóêò V-îáëàñòè L-öåïè êëîíèðóþò â
ýêñïðåññèîííîì âåêòîðå HEF, HEF-κ, à ïðîäóêò V-îáëàñòè Í-öåïè êëîíèðóþò â
ýêñïðåññèîííîì âåêòîðå HEF, HEF-γ. Ïîñëå ñåêâåíèðîâàíè  ÄÍÊ ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå
ÄÍÊ-ôðàãìåíòû ñ ïðàâèëüíîé ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, îáîçíà÷àþò ñîîòâåòñòâåííî êàê
HEF-M1L è HEF-M1H.

4.2 Ïîëó÷åíèå âåêòîðîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ õèìåðíûå àíòèòåëà MABL-2
Ìîäèôèêàöèþ è êëîíèðîâàíèå êÄÍÊ ïðîâîä ò òàê, êàê îïèñàíî â Ïðèìåðå 4.1, ñ òåì

èñêëþ÷åíèåì, ÷òî èñïîëüçóþò pGEM-M2L è pGEM-M2H â êà÷åñòâå ìàòðè÷íîé ÄÍÊ âìåñòî
pGEM-M1L è pGEM-M1H. Ïîñëå ñåêâåíèðîâàíè  ÄÍÊ ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå ÄÍÊ-
ôðàãìåíòû ñ ïðàâèëüíîé ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, îáîçíà÷àþò ñîîòâåòñòâåííî êàê HEF-
M2L è HEF-M2H.

4.3 Òðàíñôåêöè  â êëåòêè COS7
Âûøåóïîì íóòûå âåêòîðû ýêñïðåññèè ïðîâåð þò íà êëåòêàõ COS7 äë  íàáëþäåíè  çà

âðåìåííîé ýêñïðåññèåé õèìåðíûõ àíòèòåë MABL-1 è MABL-2.
(1) Òðàíñôåêöè  ãåíàìè õèìåðíîãî àíòèòåëà MABL-1
Êëåòêè COS7 êîòðàíñôîðìèðóþò âåêòîðàìè HEF-M1L è HEF-M1H ìåòîäîì

ýëåêòðîïîðàöèè ïðè ïîìîùè óñòðîéñòâà Gene Pulser (BioRad). Â êþâåòó âíîñ ò ïî 10 ìêã
êàæäîé ÄÍÊ è 0,8 ìë PBS ñ 1×107 êëåòîê/ìë. Ñìåñü îáðàáàòûâàþò èìïóëüñîì ïðè 1,5 êÂ,
ïðè ýëåêòðè÷åñêîé åìêîñòè 25 ìêÔ.

Ïîñëå 10-ìèíóòíîãî âîññòàíîâëåíè  ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ýëåêòðîïîðèðîâàííûå
êëåòêè ïåðåíîñ ò â ñðåäó äë  êóëüòèâèðîâàíè  DMEM (GIBCO BRL), ñîäåðæàùóþ 10%-íóþ
ôåòàëüíóþ áû÷üþ ñûâîðîòêó, ñâîáîäíóþ îò γ-ãëîáóëèíà. Ïîñëå 72-÷àñîâîãî
êóëüòèâèðîâàíè  ñóïåðíàòàíò ñîáèðàþò, öåíòðèôóãèðóþò äë  óäàëåíè  êëåòî÷íûõ
ôðàãìåíòîâ è îòáèðàþò.
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(2) Òðàíñôåêöè  ãåíàìè, êîäèðóþùèìè õèìåðíîå àíòèòåëî MABL-2
Êîòðàíñôåêöèþ êëåòîê COS7 ãåíàìè, êîäèðóþùèìè õèìåðíîå àíòèòåëî MABL-2,

âûïîëí þò òàê æå, êàê â Ïðèìåðå 4.3-(1), ñ òåì èñêëþ÷åíèåì, ÷òî èñïîëüçóþò âåêòîðû
HEF-M2L è HEF-M2H âìåñòî âåêòîðîâ HEF-M1L è HEF-M1H. Òî÷íî òàêèì æå îáðàçîì
ïîëó÷àþò ñóïåðíàòàíò.

4.4 Ïðîòî÷íà  öèòîìåòðè 
Äë  èçìåðåíè  ñâ çûâàíè  ñ àíòèãåíîì ïðîâîä ò ïðîòî÷íóþ öèòîìåòðèþ, èñïîëüçó 

âûøåóêàçàííûé êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò êëåòîê COS7. Êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò
êëåòîê COS7, ýêñïðåññèðóþùèõ õèìåðíîå àíòèòåëî MABL-1, èëè êëåòêè COS7,
ýêñïðåññèðóþùèå õèìåðíîå àíòèòåëî MABL-2, èëè àíòèòåëî ÷åëîâåêà IgG (SIGMA) â
êà÷åñòâå êîíòðîë  äîáàâë þò ê 4×105 êëåòîê êëåòî÷íîé ëèíèè ëåéêåìèè ìûøè L1210,
ýêñïðåññèðóþùåé IAP ÷åëîâåêà, è èíêóáèðóþò íà ëüäó. Ïîñëå îòìûâêè òóäà äîáàâë þò
ìå÷åííîå ÔÈÒÖ àíòèòåëî ïðîòèâ IgG ÷åëîâåêà (Cappel). Ïîñëå èíêóáàöèè è îòìûâàíè 
èçìåð þò èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ïðè ïîìîùè àïïàðàòà FACScan (BECTON
DICKINSON).

Ïîñêîëüêó õèìåðíûå àíòèòåëà MABL-1 è MABL-2 ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàþòñ  ñ êëåòêàìè
L1210, ýêñïðåññèðóþùèìè ÷åëîâå÷åñêèé IAP, òî ýòî ïîäòâåðæäàåò, ÷òî òàêèå õèìåðíûå
àíòèòåëà èìåþò õàðàêòåðíóþ ñòðóêòóðó V-îáëàñòåé ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ìûøè MABL-1
è MABL-2 ñîîòâåòñòâåííî (Ôèã.1-3).

Ïðèìåð 5 (ïîëó÷åíèå ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv (scFv) àíòèòåëà MABL-1
è àíòèòåëà MABL-2)
5.1 Ïîëó÷åíèå ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà MABL-1
Ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv àíòèòåëà MABL-1 ïîëó÷àþò ñëåäóþùèì

îáðàçîì. Ìåòîäîì ÏÖÐ àìïëèôèöèðóþò ñîîòâåòñòâåííî V-îáëàñòü Í-öåïè è V-îáëàñòü L-
öåïè àíòèòåëà MABL-1 è ëèíêåð, è ñîñòûêîâûâàþò äë  ïîëó÷åíè  ðåêîíñòðóèðîâàííîãî
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà MABL-1. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  ïîêàçàí íà Ôèã.4. Äë  ïîëó÷åíè 
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà MABL-1 èñïîëüçóþò øåñòü ïðàéìåðîâ (A-F). Ïðàéìåðû À, Ñ è
Å èìåþò ñìûñëîâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, à ïðàéìåðû D è F èìåþò àíòèñìûñëîâóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.

Ïð ìîé ïðàéìåð VHS äë  V-îáëàñòè Í-öåïè (Ïðàéìåð A, SEQ ID NO.13) êîíñòðóèðóþò
òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé N-êîíåö V-îáëàñòè Í-öåïè, ñîäåðæà ñàéò
óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû Ncol. Îáðàòíûé ïðàéìåð VHAS äë  V-îáëàñòè Í-öåïè (Ïðàéìåð D,
SEQ ID NO.14) êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö V-
îáëàñòè Í-öåïè è äë  ïåðåêðûâàíè  ëèíêåðîì.

Ïð ìîé ïðàéìåð LS äë  ëèíêåðà (Ïðàéìåð Ñ, SEQ ID NO.15) êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí
ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé N-êîíåö ëèíêåðà, è ïåðåêðûâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé
Ñ-êîíåö V-îáëàñòè Í-öåïè. Ïð ìîé ïðàéìåð LAS äë  ëèíêåðà (Ïðàéìåð D, SEQ ID NO.16)
êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö ëèíêåðà è
ïåðåêðûâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé N-êîíåö V-îáëàñòè L-öåïè.

Ïð ìîé ïðàéìåð VLS äë  V-îáëàñòè L-öåïè (Ïðàéìåð Å, SEQ ID NO.17) êîíñòðóèðîâàëè
òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö ëèíêåðà, è ïåðåêðûâàëñ  ñ ÄÍÊ,
êîäèðóþùåé N-êîíåö V-îáëàñòè L-öåïè. Îáðàòíûé ïðàéìåð VLAS-FLAG äë  V-îáëàñòè L-
öåïè (Ïðàéìåð F, SEQ ID NO.18) êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ,
êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö V-îáëàñòè L-öåïè, è ñîäåðæàë ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ
FLAG-ïåïòèä (Íîðð Ò.Ð. et al., Bio/Technology, 6, 1204-1210, 1988), äâà ñòîï-êîäîíà è
ñàéò óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû EcoRI.

Íà ïåðâîì ýòàïå ÏÖÐ ïðîâîä ò òðè ðåàêöèè, À-Â, C-D è E-F, è î÷èùàþò ïðîäóêòû ÏÖÐ.
Òðè ÏÖÐ-ïðîäóêòà, ïîëó÷åííûõ íà ïåðâîì ýòàïå ÏÖÐ, ñîñòûêîâûâàþò â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ
êîìïëåìåíòàðíîñòüþ. Çàòåì äîáàâë þò ïðàéìåðû À è F è àìïëèôèöèðóþò
ïîëíîðàçìåðíóþ ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv àíòèòåëà
MABL-1 (âòîðà  ÏÖÐ). Â ïåðâîé ÏÖÐ â êà÷åñòâå ìàòðèöû èñïîëüçóþò ñîîòâåòñòâåííî
ïëàçìèäó pGEM-M1H, êîäèðóþùóþ V-îáëàñòü Í-öåïè àíòèòåëà MABL-1 (ñì. Ïðèìåð 2),
ïëàçìèäó pSC-DPI, êîòîðà  ñîäåðæèò ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ îáëàñòü
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ëèíêåðà, ñîäåðæàùóþ Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser (SEQ
ID NO.19) (Huston J.S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 5879-5883, 1988), è
ïëàçìèäó pGEM-M1L, êîäèðóþùóþ V-îáëàñòü L-öåïè àíòèòåëà MABL-1 (ñì. Ïðèìåð 2).

50 ìêë ðàñòâîðà äë  ïåðâîãî ýòàïà ÏÖÐ ñîäåðæèò 5 ìêë 10-êðàòíîãî ÏÖÐ-áóôåðà II, 2
ìÌ MgCl2, 0,16 ìÌ êàæäîãî èç dNTP, 2,5 åäèíèöû ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû AmpliTaq Gold (PERKIN
ELMER), 0,4 ìêÌ êàæäîãî ïðàéìåðà è 5 íã êàæäîé ìàòðè÷íîé ÄÍÊ. Ðàñòâîð äë  ÏÖÐ
ïðåäâàðèòåëüíî íàãðåâàþò ïðè íà÷àëüíîé òåìïåðàòóðå 94°Ñ â òå÷åíèå 9 ìèíóò, à çàòåì
ïîñëåäîâàòåëüíî íàãðåâàþò ïðè 94°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèí, ïðè 65°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèí è ïðè
72°Ñ 1 ìèí 20 ñåê. Òàêîé òåìïåðàòóðíûé öèêë ïîâòîð þò 35 ðàç, à çàòåì ðåàêöèîííóþ
ñìåñü íàãðåâàþò äîïîëíèòåëüíî ïðè 72°Ñ â òå÷åíèå 7 ìèíóò.

ÏÖÐ-ïðîäóêòû À-Â (371 ï.î.), C-D (63 ï.î.), E-F (384 ï.î.) î÷èùàþò ñ ïîìîùüþ íàáîðà
QIAquick ÏÖÐ Purification Kit (QIAGEN) è ñîñòûêîâûâàþò â õîäå âòîðîé ÏÖÐ. Âî âòîðîé
ÏÖÐ 98 ìêë ÏÖÐ-ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 120 íã ïðîäóêòà À-Â ïåðâîé ÏÖÐ, 20 íã ÏÖÐ-
ïðîäóêòà C-D è 120 íã ÏÖÐ-ïðîäóêòà E-F, 10 ìêë 10-êðàòíîãî ÏÖÐ-áóôåðà II, 2 ìÌ MgCl2,
0,16 ìÌ êàæäîãî èç dNTP, 5 åäèíèö ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû AmpliTaq Gold (PERKIN ELMER),
ïðåäâàðèòåëüíî íàãðåâàþò ïðè íà÷àëüíîé òåìïåðàòóðå 94°Ñ â òå÷åíèå 8 ìèíóò, à çàòåì
íàãðåâàþò ïîñëåäîâàòåëüíî ïðè 94°Ñ 2 ìèí, ïðè 65°Ñ 2 ìèí è ïðè 72°Ñ 2 ìèí. Òàêîé
òåìïåðàòóðíûé öèêë ïîâòîð þò äâàæäû, à çàòåì ââîä ò â ðåàêöèþ ïî 0,4 ìêÌ
ñîîòâåòñòâåííî êàæäîãî èç ïðàéìåðîâ À è F. Ñìåñü ïðåäâàðèòåëüíî íàãðåâàþò ïðè
íà÷àëüíîé òåìïåðàòóðå 94°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèí, à çàòåì ïîñëåäîâàòåëüíî íàãðåâàþò ïðè
94°Ñ 1 ìèí, ïðè 65°Ñ 1 ìèí è ïðè 72°Ñ 1 ìèí 20 ñåê. Òàêîé òåìïåðàòóðíûé öèêë ïîâòîð þò
35 ðàç, à çàòåì ðåàêöèîííóþ ñìåñü íàãðåâàþò äîïîëíèòåëüíî ïðè 72°Ñ â òå÷åíèå 7 ìèíóò.

ÄÍÊ-ôðàãìåíò ðàçìåðîì 843 ï.î., ïîëó÷åííûé âî âòîðîé ÏÖÐ, î÷èùàþò è ðàñùåïë þò
ïðè ïîìîùè NcoI è EcoRI. Êëîíèðóþò ïîëó÷åííûé ÄÍÊ-ôðàãìåíò â âåêòîð pSCFVT7.
Ýêñïðåññèîíûé âåêòîð pSCFVT7 ñîäåðæèò pelB-ñèãíàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ïîäõîä ùóþ äë  ïåðèïëàçìàòè÷åñêîé ñèñòåìû ýêñïðåññèè Å.coli (Lei S.P. et al., J.
Bacteriology, 169, 4379-4383, 1987). Ïîñëå ñåêâåíèðîâàíè  ÄÍÊ ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ
ôðàãìåíò ÄÍÊ, êîäèðóþùèé ïðàâèëüíóþ àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà MABL-1, îáîçíà÷àþò êàê "pscM1" (ñì.
Ôèã.5). Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà MABL-1, ñîäåðæàùèåñ  â ïëàçìèäå
pscM1, ïðèâåäåíû â SEQ ID NO.20.

pscM1-âåêòîð ìîäèôèöèðóþò ìåòîäîì ÏÖÐ äë  ïîëó÷åíè  âåêòîðà, ýêñïðåññèðóþùåãî
ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv àíòèòåëà MABL-1 â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ.
Ïîëó÷åííûé ÄÍÊ-ôðàãìåíò âñòðàèâàþò â ýêñïðåññèîííûé âåêòîð pCHO1. Òàêîé
ýêñïðåññèîííûé âåêòîð, pCHO1, áûë ñêîíñòðóèðîâàí ïóòåì ðàñùåïëåíè  DHFR-∆E-rvH-
PM1-f (WO 92/19759) ñ èñïîëüçîâàíèåì EcoRI è SmaI äë  ýëèìèíàöèè ãåíà àíòèòåëà è
ïðèñîåäèíåíè  ê íåìó àäàïòåðà EcoRI-NotI-BamHI (Takara Shuzo).

Â êà÷åñòâå ïð ìîãî ïðàéìåðà äë  ÏÖÐ êîíñòðóèðóþò ïðàéìåð Sal-VHS, ïîêàçàííûé â
SEQ ID NO.21 òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé N-êîíåö V-îáëàñòè Í-öåïè,
è ñîäåðæàë ñàéò óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû SalI. Â êà÷åñòâå îáðàòíîãî ïðàéìåðà äë  ÏÖÐ
êîíñòðóèðóþò ïðàéìåð FRH1-anti, ïîêàçàííûé â SEQ ID NO.22 òàê, ÷òîáû îí
ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé êîíåö ïåðâîé êàðêàñíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

100 ìêë ÏÖÐ-ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 10 ìêë 10-êðàòíîãî ÏÖÐ-áóôåðà II, 2 ìÌ MgCl2,
0,16 ìÌ êàæäîãî èç dNTP, 5 åäèíèö ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû AmpliTaq Gold, no 0,4 ìêÌ êàæäîãî èç
ïðàéìåðîâ è 8 íã ìàòðè÷íîé ÄÍÊ (pscM1), ïðåäâàðèòåëüíî íàãðåâàþò ïðè íà÷àëüíîé
òåìïåðàòóðå 95°Ñ â òå÷åíèå 9 ìèí, à çàòåì íàãðåâàþò ïîñëåäîâàòåëüíî ïðè 95°Ñ â
òå÷åíèå 1 ìèí, ïðè 60°Ñ 1 ìèí è ïðè 72°Ñ 1 ìèí 20 ñåê. Òàêîé òåìïåðàòóðíûé öèêë
ïîâòîð þò 35 ðàç, à çàòåì ðåàêöèîííóþ ñìåñü äîïîëíèòåëüíî íàãðåâàþò ïðè 72°Ñ â
òå÷åíèå 7 ìèí.

ÏÖÐ-ïðîäóêò î÷èùàþò ïðè ïîìîùè íàáîðà QIAquick ÏÖÐ Purification Kit (QIAGEN), à
çàòåì ðàñùåïë þò ñ ïîìîùüþ SalI è MboII äë  ïîëó÷åíè  ÄÍÊ-ôðàãìåíòà, êîäèðóùåãî N-
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êîíåö ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà MABL-1. Âåêòîð pscM1
ðàñùåïë þò MboII è EcoRI äë  ïîëó÷åíè  ÄÍÊ-ôðàãìåíòà, êîäèðóùåãî Ñ-êîíåö
ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà MABL-1. ÄÍÊ-ôðàãìåíò SalI-MboII è
ÄÍÊ-ôðàãìåíò MboII-EcoRI êëîíèðóþò â âåêòîð pCHO1-Igs. Ïîñëå ñåêâåíèðîâàíè  ÄÍÊ
ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ òðåáóåìóþ ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îáîçíà÷àþò, êàê "ðÑÍÎÌ1"
(ñì. Ôèã.6). Ýêñïðåññèîííûé âåêòîð, pCHO1-Igs, ñîäåðæèò ñèãíàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
IgG1 ìûøè, ïîäõîä ùóþ äë  ñèñòåìû ñåêðåöèè-ýêñïðåññèè â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùåãî
(NATURE, 322, 323-327, 1988). Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è àìèíîêèñëîòíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà MABL-1,
ñîäåðæàùèåñ  â ïëàçìèäå pCHOM1, ïîêàçàíû â SEQ ID NO.23.

5.2 Ïîëó÷åíèå ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà MABL-2
Ðåêîíñòðóèðîâàííîå îäíîöåïî÷å÷íîå Fv àíòèòåëà MABL-2 ïîëó÷àþò ñîãëàñíî

âûøåïðèâåäåííîìó Ïðèìåðó 5.1. Äë  ïîëó÷åíè  ïëàçìèäû pscM2, êîòîðà  ñîäåðæèò ÄÍÊ-
ôðàãìåíò, êîäèðóþùèé òðåáóåìóþ àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà MABL-2, íà ïåðâîì ýòàïå ÏÖÐ
èñïîëüçóþò ïëàçìèäó pGEM-M2H, êîäèðóþùóþ V-îáëàñòü Í-öåïè MABL-2 (ñì. Ïðèìåð 2),
âìåñòî pGEM-M1H è ïëàçìèäó pGEM-M2L, êîäèðóþùóþ V-îáëàñòü L-öåïè MABL-2 (ñì.
Ïðèìåð 2), âìåñòî pGEM-M1L. Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è àìèíîêèñëîòíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà MABL-2,
ñîäåðæàùèåñ  â ïëàçìèäå pscM2, ïðèâåäåíû â SEQ ID NO.24.

Âåêòîð pscM2 ìîäèôèöèðóþò ìåòîäîì ÏÖÐ äë  ïîëó÷åíè  âåêòîðà, ðÑÍÎÌ2, äë 
ýêñïðåññèè â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ, êîòîðûé ñîäåðæèò ÄÍÊ-ôðàãìåíò, êîäèðóþùèé
ïðàâèëüíóþ àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî
Fv àíòèòåëà MABL-2. Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è àìèíîêèñëîòíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà MABL-2,
ñîäåðæàùèåñ  â ïëàçìèäå ðÑÍÎÌ2, ïîêàçàíû â SEQ ID NO.25.

5.3 Òðàíñôåêöè  â êëåòêè COS7
Òåñòèðîâàíèå âåêòîðà ðÑÍÎÌ2 íà êëåòêàõ COS7 îñóùåñòâë þò äë  òîãî, ÷òîáû

íàáëþäàòü âðåìåííóþ ýêñïðåññèþ ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà
MABL-2.

Êëåòêè COS7 òðàíñôîðìèðóþò âåêòîðîì ðÑÍÎÌ2 ìåòîäîì ýëåêòðîïîðàöèè ïðè ïîìîùè
àïïàðàòà Gene Pulser (BioRad). Äîáàâë þò â êþâåòó ÄÍÊ (10 ìêã) è 0,8 ìë PBS ñ 1×107

êëåòîê/ìë. Ñìåñü îáðàáàòûâàþò èìïóëüñîì ïðè 1,5 êÂ, ïðè ýëåêòðè÷åñêîé åìêîñòè 25 ìêÔ.
Ïîñëå âîññòàíîâëåíè  â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå

ýëåêòðîïîðèðîâàííûå êëåòêè ïåðåíîñ ò â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó IMDM (GIBCO BRL),
ñîäåðæàùóþ 10%-íóþ ôåòàëüíóþ áû÷üþ ñûâîðîòêó. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíè  â òå÷åíèå 72
÷àñîâ ñîáèðàþò ñóïåðíàòàíò, öåíòðèôóãèðóþò äë  óäàëåíè  êëåòî÷íûõ ôðàãìåíòîâ è
îòáèðàþò.

5.4 Îáíàðóæåíèå ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà MABL-2 â
êóëüòóðàëüíîì ñóïåðíàòàíòå êëåòîê COS7

Ïðèñóòñòâèå ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà MABL-2 â
êóëüòóðàëüíîì ñóïåðíàòàíòå êëåòîê COS7, òðàíñôèöèðîâàíûõ âåêòîðîì ðÑÍÎÌ2,
ïîäòâåðæäàëè ìåòîäîì Western-áëîòòèíãà.

Êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò êëåòîê COS7, òðàíñôèöèðîâàííûõ âåêòîðîì ðÑÍÎÌ2, è
êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò êëåòîê COS7, òðàíñôèöèðîâàííûõ âåêòîðîì pCHOM1, â
êà÷åñòâå êîíòðîë  ïîäâåðãàþò ýëåêòðîôîðåçó â ïðèñóòñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà íàòðè  è
ïåðåíîñ ò íà ìåìáðàíó REINFORCED NC (Schleicher & Schuell). Ìåìáðàíó áëîêèðóþò 5%-
íûì ñí òûì ìîëîêîì (Morinaga Nyu-gyo), ïðîìûâàþò ðàñòâîðîì 0,05% Tween 20-PBS è
ñìåøèâàþò ñ àíòèòåëîì ïðîòèâ FLAG (SIGMA). Ìåìáðàíó èíêóáèðóþò ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå, îòìûâàþò è ñìåøèâàþò ñ àíòèòåëîì IgG ìûøè, êîíúþãèðîâàííûì ñ
ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé (Zymed). Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  è îòìûâàíè  ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå äîáàâë þò ðàñòâîð ñóáñòðàòà (Kirkegaard Perry Laboratories) äë  ðàçâèòè 
îêðàñêè (Ôèã.7).
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FLAG-ïåïòèä-ñïåöèôè÷íûé áåëîê îáíàðóæèâàåòñ  òîëüêî â êóëüòóðàëüíîì ñóïåðíàòàíòå
êëåòîê COS7 ñ ââåäåííûì âåêòîðîì ðÑÍÎÌ2, è ýòî ïîäòâåðæäàåò, ÷òî
ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv àíòèòåëà MABL-2 ñåêðåòèðîâàëñ  â äàííîì
êóëüòóðàëüíîì ñóïåðíàòàíòå.

5.5 Ïðîòî÷íà  öèòîìåòðè 
Äë  èçìåðåíè  ñâ çûâàíè  ñ àíòèãåíîì ïðèìåí þò ìåòîä ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè,

èñïîëüçó  âûøåóêàçàííûé êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò êëåòîê COS7. Êóëüòóðàëüíûé
ñóïåðíàòàíò êëåòîê COS7, ýêñïðåññèðóþùèõ ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv
àíòèòåëà MABL-2, èëè êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò êëåòîê COS7, òðàíñôîðìèðîâàííûõ
âåêòîðîì pCHOM1, â êà÷åñòâå êîíòðîë , äîáàâë þò ê 2×105 êëåòîê êëåòî÷íîé ëèíèè
ëåéêåìèè ìûøè L1210, ýêñïðåññèðóþùèõ èíòåãðèíàññîöèèðîâàííûé áåëîê (IAP) ÷åëîâåêà,
èëè êëåòî÷íîé ëèíèè L1210, òðàíñôîðìèðîâàííîé pCOS1, â êà÷åñòâå êîíòðîë . Ïîñëå
èíêóáèðîâàíè  íà ëüäó è îòìûâàíè  äîáàâë þò àíòèòåëî ïðîòèâ FLAG (SIGMA). Çàòåì
êëåòêè èíêóáèðóþò è îòìûâàþò. Çàòåì òóäà äîáàâë þò ìå÷åííîå ÔÈÒÖ àíòèòåëî ïðîòèâ
IgG ìûøè (BECTON DICKINSON) è êëåòêè åùå ðàç èíêóáèðóþò è îòìûâàþò. Ïîòîì
èçìåð þò èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ñ ïîìîùüþ àïïàðàòà FACScan (BECTON
DICKINSON).

Ïîäòâåðæäàåòñ , ÷òî ïîñêîëüêó îäíîöåïî÷å÷íûé Fv àíòèòåëà MABL-2 ñïåöèôè÷åñêè
ñâ çûâàåòñ  ñ êëåòêàìè L1210, ýêñïðåññèðóþùèìè IAP ÷åëîâåêà, òî ðåêîíñòðóèðîâàííûé
îäíîöåïî÷å÷íûé Fv àíòèòåëà MABL-2 îáëàäàåò ñðîäñòâîì ê èíòåãðèíàññîöèèðîâàííîìó
áåëêó ÷åëîâåêà (IAP) (Ôèã.8-11).

5.6 Êîíêóðåíòíûé ôåðìåíòíûé èììóíîñîðáåíòíûé àíàëèç (ELISA)
Ñâ çûâàþùóþ àêòèâíîñòü ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà MABL-2

îïðåäåë ëè ïî èíãèáèðóþùåé àêòèâíîñòè â îòíîøåíèè ñâ çûâàíè  ìîíîêëîíàëüíûõ
àíòèòåë ìûøè ñ àíòèãåíîì.

Â êàæäóþ ëóíêó 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà äîáàâë þò àíòèòåëî ïðîòèâ FLAG â
êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë è èíêóáèðóþò ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 2 ÷àñ. Ïîñëå îòìûâàíè  ïðîâîä ò
áëîêèðîâàíèå ñ èñïîëüçîâàíèåì 1% ÁÑÀ-PBS. Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  è îòìûâàíè  ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò êëåòîê COS7, â êîòîðûé áûë ââåäåí
ãåí ÷åëîâå÷åñêîãî IAP-àíòèãåíà ñåêðåòîðíîãî òèïà (SEQ ID NO.26), ðàçâîä ò PBS, äî
äâóêðàòíîãî îáúåìà è âíîñ ò â êàæäóþ ëóíêó. Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  è îòìûâàíè  ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå äîáàâë þò â êàæäóþ ëóíêó ñìåñü èç 50 ìêë áèîòèíèëèðîâàííîãî
àíòèòåëà MABL-2 â êîíöåíòðàöèè 100 íã/ìë è 50 ìêë ïîñëåäîâàòåëüíî ðàçâåäåííîãî
ñóïåðíàòàíòà êëåòîê COS7, ýêñïðåññèðóþùèõ ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv
àíòèòåëà MABL-2. Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  è îòìûâàíè  ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
äîáàâë þò â êàæäóþ ëóíêó ñòðåïòîàâèäèí, êîíúþãèðîâàííûé ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé
(Zymed). Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  è îòìûâàíè  ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå äîáàâë þò
ðàñòâîð ñóáñòðàòà (SIGMA) è ïðè 405 íì èçìåð þò îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ðåàêöèîííîé
ñìåñè â êàæäîé ëóíêå.

Êàê ïîêàçûâàþò ðåçóëüòàòû, ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv àíòèòåëà MABL-2
(MABL2-scFv), ïî ñðàâíåíèþ ñ âç òûì â êà÷åñòâå êîíòðîë  êóëüòóðàëüíûì ñóïåðíàòàíòîì
êëåòîê COS7 ñ ââåäåíîé ÐÑÍO1, íåñîìíåííî èíãèáèðóåò ñâ çûâàíèå àíòèòåëà MABL-2
ìûøè ñ IAP-àíòèãåíîì ÷åëîâåêà (Ôèã.12), çàâèñ ùèì îò êîíöåíòðàöèè îáðàçîì.
Ñëåäîâàòåëüíî, ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv àíòèòåëà
MABL-2 ñîäåðæèò ïðàâèëüíóþ ñòðóêòóðó êàæäîé èç V-îáëàñòåé ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà
MABL-2 ìûøè.

5.7 Ýôôåêò èíäóêöèè àïîïòîçà in vitro
Àïîïòîç-èíäóöèðóþùåå äåéñòâèå ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv àíòèòåëà

MABL-2 èññëåäóþò ïóòåì îêðàøèâàíè  Àííåêñèíîì-V (Boehringer Mannheim) ñ
èñïîëüçîâàíèåì êëåòîê L1210, òðàíñôèöèðîâàííûõ ãåíîì IAP ÷åëîâåêà, êëåòîê L1210,
òðàíñôèöèðîâàííûõ âåêòîðîì pCOS1 â êà÷åñòâå êîíòðîë , è êëåòîê CCRF-CEM.

Ê êàæäîìó òèïó âûøåóêàçàííûõ êëåòîê, âç òûõ â êîëè÷åñòâå 1×105 êëåòîê, äîáàâë þò
êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò êëåòîê COS7, ýêñïðåññèðóþùèõ ðåêîíñòðóèðîâàííûé
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îäíîöåïî÷å÷íûé Fv àíòèòåëà MABL-2, èëè êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò êëåòîê COS7,
òðàíñôèöèðîâàííûõ âåêòîðîì ðÑÍÎ1 â êà÷åñòâå êîíòðîë , â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 50%,
è ñìåñè êóëüòèâèðóþò â òå÷åíèå 24 ÷àñ. Çàòåì îñóùåñòâë þò îêðàøèâàíèå Àííåêñèíîì-V è
èçìåð þò èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ñ ïîìîùüþ àïïàðàòà FACScan (BECTON
DICKINSON).

Ðåçóëüòàòû îêðàøèâàíè  Àííåêñèíîì-V ïîêàçàíû ñîîòâåòñòâåííî íà Ôèã.13-18. Òî÷êè â
ëåâîé íèæíåé ÷àñòè ïðåäñòàâë þò æèâûå êëåòêè, òî÷êè â ïðàâîé íèæíåé ÷àñòè
ïðåäñòàâë þò êëåòêè íà ðàííåé ñòàäèè àïîïòîçà, òî÷êè â ïðàâîé âåðõíåé ÷àñòè
ïðåäñòàâë þò êëåòêè íà ïîçäíåé ñòàäèè àïîïòîçà. Äàííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv àíòèòåëà MABL-2
(MABL2-scFv) âåñüìà çàìåòíî èíäóöèðóåò êëåòî÷íóþ ñìåðòü êëåòîê L1210, ñïåöèôè÷íûõ â
îòíîøåíèè IAP-àíòèãåíà ÷åëîâåêà (Ôèã.13-16), è ÷òî ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé
Fv àíòèòåëà MABL-2 òàêæå âåñüìà çàìåòíî èíäóöèðóåò êëåòî÷íóþ ñìåðòü êëåòîê CCRF-
CEM (Ôèã.17-18).

5.8 Ýêñïðåññè  ïðîèñõîä ùåãî èç MABL-2 îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv â êëåòêàõ ÑÍÎ
Êëåòêè ÑÍÎ òðàíñôèöèðóþò âåêòîðîì ðÑÐÎÌ2 äë  ïîëó÷åíè  ëèíèè êëåòîê ÑÍÎ,

êîòîðà  ïîñòî ííî ýêñïðåññèðóåò îäíîöåïî÷å÷íûé Fv (ïîëèïåïòèä), ïðîèñõîä ùèé èç
àíòèòåëà MABL-2.

Êëåòêè ÑÍÎ òðàíñôîðìèðóþò âåêòîðîì ðÑÐÎÌ2 ìåòîäîì ýëåêòðîïîðàöèè ïðè ïîìîùè
ïðèáîðà Gene Pulser (BioRad). Â êþâåòó âíîñ ò ñìåñü ÄÍÊ (10 ìêã) è 0,7 ìë PBS ñ
êëåòêàìè ÑÍÎ (1×107 êëåòêè/ìë). Ñìåñü ïîäâåðãàþò âîçäåéñòâèþ èìïóëüñà ïðè 1,5 êÂ,
ïðè ýëåêòðè÷åñêîé åìêîñòè 25 ìêÔ. Ïîñëå âîññòàíîâëåíè  ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â
òå÷åíèå 10 ìèí ýëåêòðîïîðèðîâàííûå êëåòêè ïåðåíîñ ò â α-ÌÅÌ ñðåäó, ñâîáîäíóþ îò
íóêëåèíîâîé êèñëîòû (GIBCO BRL), ñîäåðæàùóþ 10% ôåòàëüíóþ áû÷üþ ñûâîðîòêó, è
êóëüòèâèðóþò. Ýêñïðåññèþ òðåáóåìîãî áåëêà â ïîëó÷åííûõ êëîíàõ ïîäòâåðæäàþò ìåòîäîì
ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà íàòðè  (SDS-
PAGE) è îòáèðàþò êëîí ñ âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè â êà÷åñòâå êëåòî÷íîé ëèíèè,
ïðîäóöèðóþùåé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv, ïðîèñõîä ùåé èç MABL-2 àíòèòåëà. Êëåòî÷íóþ ëèíèþ
êóëüòèâèðóþò â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå CHO-S-SFM II (GIBCO BRL), ñîäåðæàùåé 10 íÌ
ìåòîòðåêñàò (SIGMA). Çàòåì êóëüòóðàëüííûé ñóïåðíàòàíò ñîáèðàþò, öåíòðèôóãèðóþò äë 
óäàëåíè  ôðàãìåíòîâ êëåòîê è îòáèðàþò.

5.9 Î÷èñòêà ïðîèñõîä ùåãî èç MABL-2 îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, ïðîäóöèðóåìîãî â êëåòêàõ
ÑÍÎ

Êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò êëåòî÷íîé ëèíèè ÑÍÎ, ýêñïðåññèðóþùåé îäíîöåïî÷å÷íûé
Fv, ïîëó÷åííûé â Ïðèìåðå 5.8, êîíöåíòðèðóþò â äâàäöàòü ðàç, ïðèìåí   äë  ýòîé öåëè
êàðòðèäæ äë  èñêóññòâåííîãî äèàëèçà (PAN130SF, ASAHI MEDICALS). Êîíöåíòðèðîâàííûé
ðàñòâîð õðàí ò ïðè - 20°Ñ è ðàçìîðàæèâàþò ïåðåä î÷èñòêîé.

Î÷èùàþò îäíîöåïî÷å÷íûé Fv èç êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà êëåòîê ÑÍÎ ïðè ïîìîùè
òðåõ âàðèàíòîâ õðîìàòîãðàôèè: íà Blue-Sepharose, íà ãèäðîêñèàïàòèòå è ãåëü-
ôèëüòðàöèåé.

(1) Êîëîíî÷íà  õðîìàòîãðàôè  íà Blue-Sepharose
Êîíöåíòðèðîâàííûé ñóïåðíàòàíò ðàçâîä ò â 10 ðàç 20 ìÌ àöåòàòíûì áóôåðîì (ðÍ 6,0) è

öåíòðèôóãèðóþò äë  óäàëåíè  íåðàñòâîðèìûõ âåùåñòâ (10000 îá/ìèí, 30 ìèí).
Ñóïåðíàòàíò íàíîñ ò íà êîëîíêó ñ Blue-Sepharose (20 ìë), óðàâíîâåøåííóþ òåì æå
áóôåðîì. Ïîñëå ïðîìûâàíè  êîëîíêè òåì æå áóôåðîì áåëêè, àäñîðáèðîâàííûå íà
êîëîíêå, ýëþèðóþò, èñïîëüçó  ñòóïåí÷àòûé ãðàäèåíò NaCl â òîì æå áóôåðå: 0,1, 0,2,
0,3, 0,5 è âïëîòü äî 1,0 Ì. Ôðàêöèþ, âûõîä ùóþ ñ êîëîíêè â ñâîáîäíîì îáúåìå, è êàæäóþ
èç ýëþèðîâàííûõ ôðàêöèé àíàëèçèðóþò ñ ïîìîùüþ SDS-PAGE. Ôðàêöèè, íàëè÷èå â
êîòîðûõ îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv ïîäòâåðæäàåòñ  (ôðàêöèè, ýëþèðîâàííûå ïðè êîíöåíòðàöèè
NaCl îò 0,1 äî 0,3 Ì), îáúåäèí þò è, èñïîëüçó  CentriPrep-10 (AMICON), êîíöåíòðèðóþò
ïðèáëèçèòåëüíî â 20 ðàç.

(2) Ãèäðîêñèàïàòèò
Êîíöåíòðèðîâàííûé ðàñòâîð, ïîëó÷åííûé íà ýòàïå (1), ðàçâîä ò â 10 ðàç 10 ìÌ
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ôîñôàòíûì áóôåðîì (ðÍ 7,0) è íàíîñ ò íà êîëîíêó ñ ãèäðîêñèàïàòèòîì (20 ìë, BIORAD).
Êîëîíêó ïðîìûâàþò 60 ìë 10 ìÌ ôîñôàòíîãî áóôåðà (ðÍ 7,0). Çàòåì áåëêè,
àäñîðáèðîâàííûå íà êîëîíêå, ýëþèðóþò ëèíåéíûì ãðàäèåíòîì íàòðèé-ôîñôàòíîãî áóôåðà
äî êîíöåíòðàöèè 200 ìÌ (ñì. Ôèã.19). Àíàëèç ôðàêöèé ñ ïîìîùüþ SDS-PAGE
ïîäòâåðæäàåò íàëè÷èå îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv âî ôðàêöèè À è âî ôðàêöèè Â.

(2) Ãåëü-ôèëüòðàöè 
Êàæäóþ èç ôðàêöèé À è Â ñ ýòàïà (2) êîíöåíòðèðóþò îòäåëüíî ñ ïîìîùüþ CentriPrep-10

è íàíîñ ò íà êîëîíêó ñ TSKgel G3000SWG (21,5×600 ìì), óðàâíîâåøåííóþ 20 ìÌ
àöåòàòíûì áóôåðîì (ðÍ 6,0), ñîäåðæàùèì 0,15 Ì NaCl. Õðîìàòîãðàììû ïîêàçàíû íà
Ôèã.20. Àíàëèç ôðàêöèé ñ ïîìîùüþ SDS-PAGE ïîäòâåðäèë, ÷òî îáà ãëàâíûå ïèêà (AI è BI)
ñîîòâåòñòâóþò æåëàåìîìó îäíîöåïî÷å÷íîìó Fv. Ïðè àíàëèçå ïóòåì ãåëü-ôèëüòðàöèè
ôðàêöè  À ýëþèðóåòñ  ñ êàæóùåéñ  ìîëåêóë ðíîé ìàññîé 36 êÄà, à ôðàêöè  Â ýëþèðóåòñ 
ñ ìàññîé 76 êÄà. Àíàëèç î÷èùåííûõ îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv (AI, BI) ïðîâîä ò â 15%
ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ SDS. Ïðîáû îáðàáàòûâàþòñ  â îòñóòñòâèå èëè â ïðèñóòñòâèè
âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà, ýëåêòðîôîðåç ïðîâîä ò ïî ìåòîäó Ëýììëè (Laemmli). Çàòåì
îêðàøèâàþò áåëîê êóìàññè áðèëëèàíòîâûì ãîëóáûì. Êàê ïîêàçàíî íà Ôèã.21, è AI è BI
äàþò åäèíñòâåííóþ îêðàøåííóþ ïîëîñó ñ êàæóùåéñ  ìîëåêóë ðíîé ìàññîé 35 êÄà, âíå
çàâèñèìîñòè îò îòñóòñòâè  èëè ïðèñóòñòâè  âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà. Íà îñíîâàíèè
âûøåñêàçàííîãî ìîæíî ñäåëàòü âûâîä, ÷òî AI  âë åòñ  ìîíîìåðîì îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, a
BI - ñâ çàííûì íåêîâàëåíòíî äèìåðîì îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv. Ãåëü-ôèëüòðàöèîííûé àíàëèç
ôðàêöèé AI è BI íà êîëîíêå TSKgel G3000SWG (7,5×60 ìì) ïîêàçàë, ÷òî ïèê ìîíîìåðà
îáíàðóæèâàåòñ  òîëüêî âî ôðàêöèè AI, à ïèê äèìåðà îáíàðóæèâàåòñ  òîëüêî âî ôðàêöèè BI
(Ôèã.22). Ôðàêöè  äèìåðà (ôðàêöè  BI) ñîîòâåòñòâóåò 4% îáùåãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv.
Áîëåå 90% äèìåðà âî ôðàêöèè äèìåðà ñòàáèëüíî ñîõðàí åòñ  áîëåå ìåñ öà ïðè 4°Ñ.

5.10 Êîíñòðóèðîâàíèå âåêòîðà, ýêñïðåññèðóþùåãî îäíîöåïî÷å÷íûé Fv, ïðîèñõîä ùèé èç
àíòèòåëà MABL-2, â êëåòêå Å.coli

Äë  ïîëó÷åíè  âåêòîðà, ýôôåêòèâíî ýêñïðåññèðóþùåãî îäíîöåïî÷å÷íûé Fv,
ïðîèñõîä ùèé èç àíòèòåëà MABL-2, â êëåòêàõ Å.coli., âåêòîð pscM2 ìîäèôèöèðóþò ìåòîäîì
ÏÖÐ. Ïîëó÷àåìûé ôðàãìåíò ÄÍÊ âñòðàèâàþò â ýêñïðåññèîííûé âåêòîð pSCFVT7.

Â êà÷åñòâå ïð ìîãî ïðàéìåðà äë  ÏÖÐ ïðàéìåð Nde-VHSm02, ïîêàçàííûé â SEQ ID
NO.27, êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé N-êîíåö V-îáëàñòè
Í-öåïè è ñîäåðæàë èíèöèèðóþùèé êîäîí è ñàéò óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû NdeI. Â êà÷åñòâå
îáðàòíîãî ïðàéìåðà äë  ÏÖÐ ïðàéìåð VLAS, ïîêàçàííûé â SEQ ID NO.28, êîíñòðóèðóþò
òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö V-îáëàñòè L-öåïè, è ñîäåðæàë
äâà èíèöèèðóþùèõ ñòîï-êîäîíà è ñàéò óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû EcoRI. Ïð ìîé ïðàéìåð,
Nde-VHSm02, ñîäåðæèò ï òü òî÷å÷íûõ ìóòàöèé â òîé ÷àñòè, êîòîðà  ãèáðèäèçóåòñ  ñ ÄÍÊ,
êîäèðóþùåé N-êîíåö V-îáëàñòè Í-öåïè, äë  ýôôåêòèâíîé ýêñïðåññèè â Å.coli.

100 ìêë ÏÖÐ-ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 10 ìêë 10-êðàòíîãî ÏÖÐ-áóôåðà ¹1, 1 ìÌ MgCl2,
0,2 ìÌ êàæäîãî èç dNTP, 5 åäèíèö ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû KOD (âñå îò TOYOBO), ïî 1 ìêÌ
êàæäîãî ïðàéìåðà è 100 íã ìàòðè÷íîé ÄÍÊ (pscM2), íàãðåâàþò â ñëåäóþùåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè: ïðè 98°Ñ â òå÷åíèå 15 ñåê, ïðè 65°Ñ 2 ñåê è ïðè 74°Ñ 30 ñåê. Òàêîé
òåìïåðàòóðíûé öèêë ïîâòîð þò 25 ðàç.

ÏÖÐ-ïðîäóêò î÷èùàþò ñ ïîìîùüþ íàáîðà QIAquick ÏÖÐ Purification Kit (QIAGEN) è
ðàñùåïë þò ôåðìåíòàìè NdeI è EcoRI, à çàòåì ïîëó÷åííûé ôðàãìåíò ÄÍÊ êëîíèðóþò â
âåêòîð pSCFVT7, èç êîòîðîãî áûëà ýëèìèíèðîâàíà ñèãíàëüíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðå1Â
ïðè ðàñùåïëåíèè ñ ïîìîùüþ NdeI è EcoRI. Ïîñëå ñåêâåíèðîâàíè  ÄÍÊ ïîëó÷åííóþ
ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ ÄÍÊ-ôðàãìåíò ñ òðåáóåìîé ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, îáîçíà÷àþò
êàê "pscM2DEm02"(ñì. Ôèã.23). Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è   àìèíîêèñëîòíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, ïðîèñõîä ùåãî èç MABL-2, ñîäåðæàùèåñ  â
ïëàçìèäå pscM2DEm02, ïîêàçàíû â SEQ ID NO.29.

5.11 Ýêñïðåññè  îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, ïðîèñõîä ùåãî èç àíòèòåëà MABL-2, â êëåòêàõ
Å.coli

Äë  ïîëó÷åíè  øòàììà Å.coli, ýêñïðåññèðóþùåãî îäíîöåïî÷å÷íûé Fv, ïðîèñõîä ùèé èç
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MABL-2, Å.coli BL21 (DE3)pLysS (STRATAGENE) òðàíñôîðìèðóþò âåêòîðîì pscM2DEm02.
Ñ ïîìîùüþ SDS-PAGE ïîëó÷åííûå êëîíû àíàëèçèðóþò íà ýêñïðåññèþ òðåáóåìîãî áåëêà, è
â êà÷åñòâå øòàììà, ïðîäóöèðóþùåãî îäíîöåïî÷å÷íûé Fv, ïðîèñõîä ùèé èç MABL-2,
îòáèðàþò êëîí ñ âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè.

5.12 Î÷èñòêà îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, ïðîèñõîä ùåãî èç àíòèòåëà MABL-2. ïðîäóöèðóåìîãî
â Å.coli

Åäèíè÷íóþ êîëîíèþ Å.coli., ïîëó÷åííóþ ïóòåì òðàíñôîðìàöèè, êóëüòèâèðóþò â 3 ìë
ñðåäû LB ïðè 28°Ñ â òå÷åíèå 7 ÷àñ, à çàòåì â 70 ìë ñðåäû LB ïðè 28°Ñ â òå÷åíèå íî÷è.
Òàêóþ ïðåäêóëüòóðó ïåðåíîñ ò â 7 ë ñðåäû LB è êóëüòèâèðóþò â ôåðìåíòåðå (Jar-
fermenter) ïðè 28°Ñ ïðè ïåðåìåøèâàíèè ïðè 300 îá/ìèí. Êîãäà îïòè÷åñêà  ïëîòíîñòü ñðåäû
äîñòèãàåò çíà÷åíè  O.D.=1,5, áàêòåðèè èíäóöèðóþò ñ ïîìîùüþ 1 ìÌ IPTG è çàòåì
êóëüòèâèðóþò â òå÷åíèå 3 ÷àñ.

Êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó öåíòðèôóãèðóþò (10000×g, 10 ìèí) è ñîáèðàþò îñàæäåííûå
áàêòåðèè. Ê áàêòåðè ì äîáàâë þò 50 ìÌ Tris-HCl áóôåð (ðÍ 8,0), ñîäåðæàùèé 5 ìÌ ÝÄÒÀ,
0,1 Ì NaCl è 1%-íûé Triton X-100, è áàêòåðèè ðàçðóøàþò óëüòðàçâóêîâîé îáðàáîòêîé
(âûõîä: 4, ðàáî÷èé öèêë: 70%, 1 ìèí×10 ðàç). Ñóñïåíçèþ ðàçðóøåííûõ áàêòåðèé
öåíòðèôóãèðóþò (12000×g, 10 ìèí) äë  îñàæäåíè  òåëåö âêëþ÷åíè . Ïîëó÷åííûå òåëüöà
âêëþ÷åíè  ñìåøèâàþò ñ 50 ìÌ Tris-HCl áóôåðîì (ðÍ 8,0), ñîäåðæàùèì 5 ìÌ ÝÄÒÀ, 0,1 Ì
NaCl è 4%-íûé Triton Õ-100, è åùå ðàç ïîäâåðãàþò óëüòðàçâóêîâîé îáðàáîòêå (âûõîä: 4,
ðàáî÷èé öèêë: 50%, 30 ñåê×2 ðàçà) è öåíòðèôóãèðóþò (12000×g, 10 ìèí) äë  òîãî, ÷òîáû
îòäåëèòü òðåáóåìûé áåëîê â âèäå îñàäêà è ÷òîáû óäàëèòü ïðèìåñíûå áåëêè, íàõîä ùèåñ 
â ñóïåðíàòàíòå.

Òåëüöà âêëþ÷åíè , ñîäåðæàùèå æåëàåìûé áåëîê, ëèçèðóþò â 50 ìÌ áóôåðå Tris-HCl (ðÍ
8,0), ñîäåðæàùåì 6 Ì ìî÷åâèíó, 5 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,1 Ì NaCl, íàíîñ ò íà ãåëü-
ôèëüòðàöèîííóþ êîëîíêó Sephacryl S-300 (5×90 ñì, Amersharm Pharmacia),
óðàâíîâåøåííóþ 50 ìÌ Tris-HCl áóôåðîì (ðÍ 8,0), ñîäåðæàùèì 4 Ì ìî÷åâèíó, 5 ìÌ ÝÄÒÀ,
0,1 Ì NaCl è 10 ìÌ ìåðêàïòîýòàíîë, ïðè ñêîðîñòè ïîäà÷è 5 ìë/ìèí, äë  óäàëåíè 
àññîöèèðîâàííûõ îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv ñ áîëüøîé ìîëåêóë ðíîé ìàññîé. Ïîëó÷åííûå
ôðàêöèè àíàëèçèðóþò ñ ïîìîùüþ SDS-PAGE; ôðàêöèè âûñîêîé ñòåïåíè ãîìîãåííîñòè
áåëêà ðàçâîä ò áóôåðîì, èñïîëüçóåìûì ïðè ãåëü-ôèëüòðàöèè, äî O.D.280=0,25. Çàòåì äë 
òîãî, ÷òîáû îñóùåñòâèòü ïîâòîðíûé ôîëäèíã áåëêà, ôðàêöèè òðèæäû äèàëèçóþò ïðîòèâ 50
ìÌ áóôåðà Tris-HCl (ðÍ 8,0), ñîäåðæàùåãî 5 ìÌ ÝÄÒÀ, 0,1 Ì NaCl, 0,5 Ì Arg, 2 ìÌ
ãëóòàòèîí â âîññòàíîâëåííîé ôîðìå è 0,2 ìÌ ãëóòàòèîí â îêèñëåííîé ôîðìå. Ôðàêöèè
äîïîëíèòåëüíî òðèæäû äèàëèçóþò ïðîòèâ 20 ìÌ àöåòàòíîãî áóôåðà (ðÍ 6,0), ñîäåðæàùåãî
0,15 NaCl, äë  òîãî ÷òîáû ñìåíèòü áóôåð.

Äë  óäàëåíè  íåçíà÷èòåëüíîãî êîëè÷åñòâà áåëêà ñ âûñîêîé ìîëåêóë ðíîé ìàññîé,
êîòîðûé áûë ïîïåðå÷íî ñøèò ìåæìîëåêóë ðíûìè S-S-ñâ ç ìè, äèàëèçîâàííûé ïðîäóêò
íàíîñ ò íà ãåëü-ôèëüòðàöèîííóþ êîëîíêó Superdex 200 pg (2,6×60 ñì, Amersharm
Pharmacia), óðàâíîâåøåííóþ 20 ìÌ àöåòàòíûì áóôåðîì (ðÍ 0,6), ñîäåðæàùèì 0, 15 Ì
NaCl. Êàê ïîêàçàíî íà Ôèã.24, äâà ïèêà, ãëàâíûé è ìèíîðíûé, áûëè ýëþèðîâàíû ïîñëå
øèðîêèõ ïèêîâ, êîòîðûå, êàê îæèäàëîñü, îòíîñ òñ  ê àãðåãàòó ñ âûñîêîé ìîëåêóë ðíîé
ìàññîé. Àíàëèç ìåòîäîì SDS-PAGE (ñì. Ôèã.21) è ïîçèöèè ýëþöèè äâóõ ïèêîâ ïðè ãåëü-
ôèëüòðàöèîííîì àíàëèçå äàþò îñíîâàíè  ïîëàãàòü, ÷òî ãëàâíûé ïèê ïðèíàäëåæèò
ìîíîìåðó îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, à ìèíîðíûé - íåêîâàëåíòíî ñâ çàííîìó äèìåðó
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv. 4% îò âñåõ îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv ñîñòàâë þò íåêîâàëåíòíî ñâ çàííûå
äèìåðû.

5.13 Àïîïòîç-èíäóöèðóþùà  àêòèâíîñòü in vitro îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, ïðîèñõîä ùåãî èç
àíòèòåëà MABL-2

Àïîïòîç-èíäóöèðóþùåå äåéñòâèå in vitro îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, ïðîèñõîä ùåãî èç
àíòèòåëà MABL-2 (MABL2-scFv), ïðîäóöèðóåìîãî êëåòêàìè ÑÍÎ è Å.coli., èññëåäóþò â
ñîîòâåòñòâèè ñ äâóì  ïðîòîêîëàìè, ïðè ïîìîùè ìåòîäà îêðàøèâàíè  Àííåêñèíîì-V
(Boehringer Mannheim), èñïîëüçó  êëåòêè L1210 (hIAP/L1210), â êîòîðûå áûë ââåäåí ãåí
LAP ÷åëîâåêà.
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Ñîãëàñíî ïåðâîìó ïðîòîêîëó îáðàçåö àíòèòåë â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 3 ìêã/ìë
äîáàâë þò ê 5×104 êëåòîê êëåòî÷íîé ëèíèè hIAP/L1210 è êóëüòèâèðóþò â òå÷åíèå 24 ÷àñ.
Àíàëèçèðóþò îáðàçåö àíòèòåë, ò.å. ìîíîìåð è äèìåð îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv MABL-2 èç êëåòîê
ÑÍÎ, ïîëó÷åííûå â Ïðèìåðå 5.9, ìîíîìåð è äèìåð îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv MABL-2 èç Å.coli.
ïîëó÷åííûå â Ïðèìåðå 5.12, è IgG-àíòèòåëî ìûøè, âç òîå â êà÷åñòâå êîíòðîë . Ïîñëå
êóëüòèâèðîâàíè  ïðîâîä ò îêðàøèâàíèå Àííåêñèíîì-V è èçìåð þò èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè ïðè ïîìîùè ïðèáîðà FACScan (BECTON DICKINSON).

Ñîãëàñíî âòîðîìó ïðîòîêîëó îáðàçåö àíòèòåë â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 3 ìêã/ìë
äîáàâë þò ê 5×104 êëåòîê êëåòî÷íîé ëèíèè hIAP/L1210, êóëüòèâèðóþò â òå÷åíèå 2 ÷àñ è
ñìåøèâàþò ñ àíòè-FLAG àíòèòåëîì (SIGMA) â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 15 ìêã/ìë è
äîïîëíèòåëüíî êóëüòèâèðóþò â òå÷åíèå 22 ÷àñ. Àíàëèçèðóþò îáðàçåö àíòèòåë ìîíîìåðà
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv èç MABL-2 èç êëåòîê ÑÍÎ, ïîëó÷åííûõ â Ïðèìåðå 5.9, è IgG-àíòèòåëî
ìûøè, âç òîå â êà÷åñòâå êîíòðîë . Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíè  ïðîâîä ò îêðàøèâàíèå
Àííåêñèíîì-V è èçìåð þò èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ïðè ïîìîùè FACScan (BECTON
DICKINSON).

Ðåçóëüòàòû àíàëèçà ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíè  Àííåêñèíîì-V ïîêàçàíû íà Ôèã.25-31.
Äàííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî, â ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëüíûì îáðàçöîì (Ôèã.25),
äèìåðû îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv ïîëèïåïòèäà MABL-2, ïðîäóöèðóåìûå â êëåòêàõ ÑÍÎ è Å.coli,
çàìåòíûì îáðàçîì èíäóöèðóþò êëåòî÷íóþ ñìåðòü (Ôèã.26, 27), â òî âðåì  êàê ó ìîíîìåðîâ
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv ïîëèïåïòèäà MABL-2, ïðîäóöèðóåìîãî â êëåòêàõ ÑÍÎ è Å.coli, òàêîå
àïîïòîç-èíäóöèðóþùåå äåéñòâèå íå íàáëþäàåòñ  (Ôèã.28, 29). Ïðè èñïîëüçîâàíèè
ñîâìåñòíî ñ àíòè-FLAG àíòèòåëîì, ìîíîìåð îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv ïîëèïåïòèäà,
ïðîèñõîä ùåãî èç MABL-2, ïðîäóöèðîâàííûé â êëåòêàõ ÑÍÎ, â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè, ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûì îáðàçöîì, èíäóöèðóåò êëåòî÷íóþ ñìåðòü (Ôèã.30).

5.14 Ïðîòèâîîïóõîëåâûé ýôôåêò ìîíîìåðà è äèìåðà ïîëèïåïòèäà scFv/CHO íà
ìûøèíîé ìîäåëè ÷åëîâå÷åñêîé ìèåëîìû

(1) Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå IgG ÷åëîâåêà â ìûøèíîé ñûâîðîòêå
Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå IgG ÷åëîâåêà (Ì-áåëîê), ïðîäóöèðóåìîãî êëåòêàìè

÷åëîâå÷åñêîé ìèåëîìû è ñîäåðæàùåãîñ  â ìûøèíîé ñûâîðîòêå, ïðîâîä ò ìåòîäîì ELISA
ñëåäóþùèì îáðàçîì. Âíîñ ò â êàæäóþ ëóíêó 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà (Nunc) 100 ìêë
êîçëèíîãî àíòèòåëà ïðîòèâ IgG ÷åëîâåêà (BIOSOURCE, Lot#7902), ðàçâåäåííîãî äî
êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë 0,1%-íûì áèêàðáîíàòíûì áóôåðîì (ðÍ 9,6), è èíêóáèðóþò ïðè 4°Ñ
â òå÷åíèå íî÷è äî èììîáèëèçàöèè àíòèòåëà. Ïîñëå áëîêèðîâàíè  â êàæäóþ ëóíêó
äîáàâë þò 100 ìêë ñòóïåí÷àòî ðàçâåäåííîé ìûøèíîé ñûâîðîòêè èëè IgG ÷åëîâåêà
(CAPPEL, Lot#00915) â êà÷åñòâå ýòàëîíà è èíêóáèðóþò â òå÷åíèå 2 ÷àñ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Ïîñëå îòìûâàíè  äîáàâë þò 100 ìêë ìå÷åííîãî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé
àíòèòåëà ïðîòèâ IgG ÷åëîâåêà (BIOSOURCE, Lot#7902), ðàçâåäåííîãî â 5000 ðàç, è â
òå÷åíèå 1 ÷àñ ïðîâîä ò èíêóáàöèþ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå îòìûâàíè 
äîáàâë þò ðàñòâîð ñóáñòðàòà. Ïîñëå èíêóáàöèè èçìåð þò ïîãëîùåíèå ïðè 405 íì ïðè
ïîìîùè MICROPLATE READER Model 3550 (BioRad). Êîíöåíòðàöèþ IgG ÷åëîâåêà â
ñûâîðîòêå ìûøè îïðåäåë þò ïî êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé, ïîñòðîåííîé ïî âåëè÷èíàì
ïîãëîùåíè  äë  IgG ÷åëîâåêà â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà.

(2) Ïîëó÷åíèå àíòèòåë äë  ââåäåíè 
Äë  òîãî, ÷òîáû ïðèãîòîâèòü îáðàçöû äë  ââåäåíè , ìîíîìåð è äèìåð scFv/CHO

ïîëèïåïòèäà ðàçâîä ò äî êîíöåíòðàöèè 0,4 ìã/ìë èëè 0,25 ìã/ìë ñîîòâåòñòâåííî
ñòåðèëèçîâàííûì ôèëüòðîâàíèåì PBS(-) íåïîñðåäñòâåííî â äåíü ïðèìåíåíè .

(3) Ïîëó÷åíèå ìûøèíîé ìîäåëè ÷åëîâå÷åñêîé ìèåëîìû
Ìûøèíóþ ìîäåëü ÷åëîâå÷åñêîé ìèåëîìû ïîëó÷àþò ñëåäóþùèì îáðàçîì. Êëåòêè

ÊÐÌÌ2, ïàññèðîâàííûå in vivo (JP-Appl. 7-236475) â ìûøàõ SCID (Japan Clare),
ñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå RPMI1640 (GIBCO-BRL), ñîäåðæàùåé 10%-íóþ ôåòàëüíóþ áû÷üþ
ñûâîðîòêó (GIBCO-BRL), è ðàçâîäèëè äî êîíöåíòðàöèè 3×107 êëåòîê/ìë. 200 ìêë ñóñïåíçèè
êëåòîê ÊÐÌÌ2 (6×106 êëåòîê/ìûøü) òðàíñïëàíòèðóþò ÷åðåç õâîñòîâóþ âåíó ìûøè SCID
(ñàìåö, 6-íåäåëüíûé), êîòîðîé áûëà ñäåëàíà ïîäêîæíà  èíúåêöè  àíòèòåëà ê àñèàëî-GM1
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(WAKO JUNYAKU, 1 àìïóëà, ðàñòâîðåííà  â 5 ìë) çà äåíü äî òðàíñïëàíòàöèè.
(4) Ââåäåíèå àíòèòåë
Îáðàçöû àíòèòåë, ïðèãîòîâëåííûå â (2), ìîíîìåð (250 ìêë) è äèìåð (400 ìêë) ââîä ò â

ìûøèíûå ìîäåëè ÷åëîâå÷åñêîé ìèåëîìû, ïîëó÷åííûå â (3), ÷åðåç õâîñòîâóþ âåíó.
Íà÷èíàþò ââåäåíèå ÷åðåç òðè äí  ïîñëå òðàíñïëàíòàöè êëåòîê è ÊÐÌÌ2 è ïðîâîä ò
äâàæäû â äåíü â òå÷åíèå òðåõ äíåé. Êîíòðîëüíîé ãðóïïå àíàëîãè÷íûì îáðàçîì ââîä ò 200
ìêë ñòåðèëèçîâàííîãî ôèëüòðîâàíèåì PBS(-) äâàæäû â äåíü â òå÷åíèå òðåõ äíåé â
õâîñòîâóþ âåíó. Êàæäà  ãðóïïà âêëþ÷àåò ïî ñåìü ìûøåé.

(5) Îöåíêà ïðîòèâîîïóõîëåâîãî ýôôåêòà ìîíîìåðà è äèìåðà scFv/CHO ïîëèïåïòèäà íà
ìûøíîé ìîäåëè ÷åëîâå÷åñêîé ìèåëîìû

Ïðîòèâîîïóõîëåâûé ýôôåêò ìîíîìåðà è äèìåðà scFv/CHO ïîëèïåïòèäà íà ìûøèíîé
ìîäåëè ÷åëîâå÷åñêîé ìèåëîìû îöåíèâàþò ïî èçìåíåíèþ êîíöåíòðàöèè IgG ÷åëîâåêà (Ì-
áåëîê) â ñûâîðîòêå ìûøè è ïî âðåìåíè âûæèâàíè  ìûøè. Èçìåíåíèå êîíöåíòðàöèè IgG
÷åëîâåêà îïðåäåë þò, èçìåð   åå â ìûøèíîé ñûâîðîòêå, ñîáèðàåìîé ñïóñò  24 äí  ïîñëå
òðàíñïëàíòàöèè ÊÐÌÌ2 êëåòîê, ïðè ïîìîùè ELISA, êàê îïèñàíî âûøå (1). Êîëè÷åñòâî
ñûâîðîòî÷íîãî IgG ÷åëîâåêà (Ì-ïðîòåèí) â ñûâîðîòêå ó òîé ãðóïïû (êîíòðîëüíîé),
êîòîðîé ââîäèëè PBS(-), âîçðîñëî ïðèáëèçèòåëüíî äî 8500 ìêã/ìë, â òî âðåì  êàê
êîëè÷åñòâî IgG ÷åëîâåêà â ãðóïïå, êîòîðîé ââîäèëè äèìåð scFv/CHO, áûëî óäèâèòåëüíî
íèçêèì, à èìåííî îíî ñîñòàâë ëî îäíó äåñ òóþ èëè ìåíåå îò âåëè÷èíû â êîíòðîëüíîé
ãðóïïå. Ñëåäîâàòåëüíî, äàííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî äèìåð scFv/CHO ñèëüíî
ïîäàâë åò ðîñò êëåòîê ÊÐÌÌ2 (Ôèã.32). Êàê ïîêàçûâàåò Ôèã.33, â ãðóïïå, êîòîðîé
ââîäèëè äèìåð scFv/CHO, íàáëþäàëîñü çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå âðåìåíè âûæèâàíè  ïî
ñðàâíåíèþ ñ ãðóïïîé, êîòîðîé ââîäèëè PBS(-).

Âñå âûøåèçëîæåííîå ïîäòâåðæäàåò, ÷òî äèìåð scFv/CHO îêàçûâàåò ïðîòèâîîïóõîëåâûé
ýôôåêò íà ìûøèíîé ìîäåëè ÷åëîâå÷åñêîé ìèåëîìû. Ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî
ïðîòèâîîïóõîëåâûé ýôôåêò äèìåðà scFv/CHO, ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè ,  âë åòñ  ðåçóëüòàòîì àïîïòîç-èíäóöèðóþùåãî äåéñòâè  ìîäèôèöèðîâàííîãî
àíòèòåëà.

5.15 Ðåàêöè  ãåìàããëþòèíàöèè
Ðåàêöèþ ãåìàããëþòèíàöèè è îïðåäåëåíèå ãåìàããëþòèíàöèè âûïîëí þò â ñîîòâåòñòâèè ñ

"Immuno-Biochemical Investigation", Zoku-Seikagaku Jikken Koza, èçäàííûì the
Biochemical Society of Japan, îïóáëèêîâàííûì Tokyo Kagaku Dojin.

Áåðóò êðîâü ó çäîðîâîãî äîíîðà, èñïîëüçó  îáðàáîòàííûé ãåïàðèíîì øïðèö, è òðèæäû
îòìûâàþò PBS(-), à çàòåì ãîòîâ ò ñóñïåíçèþ ýðèòðîöèòîâ ñ êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèåé 2% â
PBS(-). Äë  ðåàêöèè áåðóòñ  ñëåäóþùèå îáðàçöû: àíòèòåëî MABL-2, ìîíîìåð è äèìåð
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv ïîëèïåïòèäà, ïðîäóöèðîâàííîãî êëåòêàìè ÑÍÎ, è ìîíîìåð è äèìåð
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv èîëèïåïòèäà, ïðîäóöèðîâàííîãî Å.coli, â êà÷åñòâå êîíòðîë  áåðåòñ 
IgG ìûøè (ZYMED). Äë  èññëåäîâàíè  ýôôåêòà ãåìàããëþòèíàöèè ïðèìåí þòñ  96-
ëóíî÷íûå ïëàíøåòû ñ êðóãëûìè äîíöàìè, ïðîèçâîäèìûå Falcon. Â ëóíêè ïëàíøåòà âíîñ ò
ïî 50 ìêë íà ëóíêó âûøåóïîì íóòûõ îáðàçöîâ àíòèòåë è ïî 50 ìêë 2%-íîé ñóñïåíçèè
ýðèòðîöèòîâ è ïåðåìåøèâàþò. Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 2 ÷àñ
ðåàêöèîííóþ ñìåñü îñòàâë þò íà íî÷ü ïðè 4°Ñ è îïðåäåë þò â íèõ ãåìàããëþòèíàöèþ. Â
êà÷åñòâå êîíòðîë  èñïîëüçóþò ïî 50 ìêë PBS(-) íà ëóíêó è àíàëîãè÷íûì îáðàçîì
îñóùåñòâë þò ïîñòàíîâêó ðåàêöèè ãåìàããëþòèíàöèè. IgG ìûøè è àíòèòåëî MABL-2 áûëè
èñïîëüçîâàíû â ñëåäóþùèõ êîíå÷íûõ êîíöåíòðàöè õ àíòèòåë: 0,01, 0,1, 1,0, 10,0 èëè
100,0 ìêã/ìë. Îäíîöåïî÷å÷íûå Fv áûëè èñïîëüçîâàíû â ñëåäóþùèõ êîíå÷íûõ
êîíöåíòðàöè õ àíòèòåë: 0,004, 0,04, 0,4, 4,0, 40,0 èëè 80,0 ìêã/ìë, è äîïîëíèòåëüíî
160,0 ìêã/ìë òîëüêî äë  äèìåðà ïîëèïåïòèäà, ïðîäóöèðîâàííîãî Å.coli. Ðåçóëüòàòû
ïðèâîä òñ  â Òàáëèöå 2. Ãåìàããëþòèíàöè  â ñëó÷àå àíòèòåëà MABL-2 íàáëþäàåòñ  ïðè
êîíöåíòðàöèè, ïðåâûøàþùåé 0,1 ìêã/ìë, â òî âðåì  êàê â ñëó÷à õ êàê ìîíîìåðà, òàê è
äèìåðà îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv ãåìàããëþòèíàöè  íå íàáëþäàåòñ .

Таблица 2
Реакци  гемагглютинации

Контроль 0.01 0.1 1 10 100 мкг/мл
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MIgG - - - - - -

MABL-2 (интактное) - - + +++ +++ ++

Контроль 0.004 0.04 0.4 4 40 80 мкг/мл

мономер scFv/CHO - - - - - - -

димер scFv/CHO - - - - - - -

Контроль 0.004 0.04 0.4 4 40 80 160 мкг/мл

мономер scFv/E.coli - - - - - - -

димер scFv/E.coli - - - - - - - -

Ïðèìåð 6 (ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî sc(Fv)2, êëþ÷àþùåå äâå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå
V-îáëàñòè L-öåïè, è àíòèòåëî MABL-2 scFv ñ ëèíêåðàìè ðàçëè÷íîé äëèíû)

6.1 Êîíñòðóèðîâàíèå ïëàçìèäû, ýêñïðåññèðóþùåé ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî sc(Fv)2

MABL-2
Äë  ïîëó÷åíè  ïëàçìèäû, ýêñïðåññèðóþùåé ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî [sc(Fv)2],

êîòîðîå ñîäåðæèò äâå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå V-îáëàñòè L-öåïè, ïðîèñõîä ùèå èç
àíòèòåëà MABL-2, âûøåóïîì íóòóþ ðÑÍÎÌ2, êîòîðà  ñîäåðæèò ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ scFv,
ïðîèñõîä ùóþ èç MABL-2, îïèñàííûé âûøå, ìîäèôèöèðóþò ÏÖÐ-ìåòîäîì, êàê îïèñàíî
íèæå, è âñòðàèâàþò ïîëó÷åííûé ôðàãìåíò ÄÍÊ â ðÑÍÎÌ2.

Äë  ÏÖÐ èñïîëüçóþòñ  ñëåäóþùèå ïðàéìåðû: ïðàéìåð EF1 (SEQ ID NO.:30) â êà÷åñòâå
ñìûñëîâîãî ïðàéìåðà, êîòîðûé êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ,
êîäèðóþùåé EF1α, è àíòèñìûñëîâîé ïðàéìåð (SEQ ID NO.:19), êîòîðûé êîíñòðóèðóþò òàê,
÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö V-îáëàñòè L-öåïè, è ñîäåðæàë
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ îáëàñòü ëèíêåðà, è ïðàéìåð VLLAS, ñîäåðæàùèé
ñàéò óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû Sall (SEQ ID NO.31).

100 ìêë ÏÖÐ-ðàñòâîðà ñîäåðæèò 10 ìêë 10-êðàòíîãî ÏÖÐ-áóôåðà #1,1 ìÌ MgCl2, 0,2
ìÌ dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 5 åäèíèö ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû KOD (Toyobo, Inc.), no 1
ìêÌ êàæäîãî ïðàéìåðà è 100 íã ìàòðè÷íîé ÄÍÊ (ðÑÍÎÌ2). ÏÖÐ-ðàñòâîð ïîñëåäîâàòåëüíî
íàãðåâàþò ïðè 94°Ñ â òå÷åíèå 30 ñåê, ïðè 50°Ñ â òå÷åíèå 30 ñåê è ïðè 74°Ñ â òå÷åíèå 1
ìèí. Äàííûé òåìïåðàòóðíûé öèêë ïîâòîð þò 30 ðàç.

ÏÖÐ-ïðîäóêò î÷èùàþò ïðè ïîìîùè íàáîðà QIAquick ÏÖÐ Purification Kit (QIAGEN), à
çàòåì ðàñùåïë þò ñ ïîìîùüþ Sall. Ïîëó÷åííûé ôðàãìåíò ÄÍÊ êëîíèðóþò â âåêòîð
pBluescript KS+ (Toyobo, Inc.). Ïîñëå ñåêâåíèðîâàíè  ÄÍÊ ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ
òðåáóåìóþ ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ðàñùåïë þò Sall è ïðè ïîìîùè íàáîðà Rapid DNA
Ligation Kit (BOEHRINGER MANNHEIM), ïðèñîåäèí þò ïîëó÷åííûé ÄÍÊ-ôðàãìåíò ê
ðÑÍÎÌ2, ðàñùåïëåííîé ñ ïîìîùüþ Sall. Ïîñëå ñåêâåíèðîâàíè  ÄÍÊ ïëàçìèäó,
ñîäåðæàùóþ èñêîìóþ ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îáîçíà÷àþò êàê "pCHOM2(Fv)2" (ñì.
Ôèã.34). Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îáëàñòè
àíòèòåëà sc(Fv)2 MABL-2, âêëþ÷åííîé â ïëàçìèäó pCHOM2(Fv)2, ïîêàçàíû â SEQ ID NO.32.

6.2. Ïîëó÷åíèå ïëàçìèäû, ýêñïðåññèðóþùåé àíòèòåëà scFv MABL-2, èìåþùèå ëèíêåðû
ðàçëè÷íîé äëèíû.

scFv, ñîäåðæàùèå ëèíêåðû ðàçëè÷íîé äëèíû, è V-îáëàñòè, èìåþùèå ñëåäóþùèå
ñòðóêòóðû [Í-öåïü] - [L-öåïü] (äàëåå ïî òåêñòó "HL") èëè [L-öåïü] - [Í-öåïü] (äàëåå
ïî òåêñòó "LH"), ïîëó÷àþò, èñïîëüçó  â êà÷åñòâå ìàòðèö êÄÍÊ, êîäèðóþùèå Í-öåïü è L-
öåïü, ïðîèñõîä ùèå èç MABL-2, êàê ýòî áóäåò îïèñàíî íèæå.

Äë  êîíñòðóèðîâàíè  scFv òèïà HL ïðîâîä ò ÏÖÐ, èñïîëüçó  â êà÷åñòâå ìàòðèöû
ðÑÍÎÌ2 (Fv)2. Íà ýòàïå ÏÖÐ ïðèìåí þò ïàðó ïðàéìåðîâ CFHL-F1(SEQ ID NO.:33) è CFHL-
R2 (SEQ ID NO.:34) èëè ïàðó ïðàéìåðîâ CFHL-F2 (SEQ ID NO.:35)) è CFHL-R1(SEQ ID NO.:
36) è KOD-ïîëèìåðàçó. Äë  òîãî, ÷òîáû ïîëó÷èòü êÄÍÊ äë  Í-öåïè, ñîäåðæàùåé ëèäåðíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ íà 5'-êîíöå èëè êÄÍÊ äë  L-öåïè, ñîäåðæàùåé FLAG-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íà 3'-êîíöå, ïðîâîä ò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îïåðàöèé ÏÖÐ, ïîâòîð   30
ðàç òåìïåðàòóðíûé öèêë, ñîñòî ùèé èç íàãðåâàíè  ïðè 94°Ñ â òå÷åíèå 30 ñåê, 60°Ñ â
òå÷åíèå 30 ñåê è 72°Ñ 1 ìèí â óêàçàííîì ïîð äêå. Ïîëó÷åííûå êÄÍÊ äë  Í-öåïè è L-öåïè
ïåðåìåøèâàþò è, èñïîëüçó  èõ ñìåñü êàê ìàòðèöû, à òàêæå KOD-ïîëèìåðàçó, ïðîâîä ò
ÏÖÐ ïóòåì 5-êðàòíîãî ïîâòîðåíè  òåìïåðàòóðíîãî öèêëà, ñîñòî ùåãî èç 94°Ñ â òå÷åíèå 30
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ñåê, 60°Ñ â òå÷åíèå 30 ñåê, à ïîòîì 72°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèí â óêàçàííîì ïîð äêå. Ê
ðåàêöèîíîé ñìåñè äîáàâë þò ïðàéìåðû CFHL-F1 è CFHL-R1 è ïðîâîä ò ÏÖÐ, ïîâòîð  
âûøåóêàçàííûé òåìïåðàòóðíûé öèêë 30 ðàç, ÷òîáû ïîëó÷èòü êÄÍÊ äë  HL-0 òèïà áåç
ëèíêåðà.

Äë  êîíñòðóèðîâàíè  scFv òèïà LH ïðîâîä ò ÏÖÐ, èñïîëüçó  â êà÷åñòâå ìàòðèöû pGEM-
M2L è pGEM-M2H, êîòîðûå âêëþ÷àþò êÄÍÊ, êîäèðóþùèå ñîîòâåòñòâåííî V-îáëàñòü L-öåïè
è V-îáëàñòü Í-öåïè àíòèòåëà MABL-2 (ñì. JP-Appl. 11-63557). Èñïîëüçóþò ïàðó ïðàéìåðîâ
Ò7 (SEQ ID NO.:37) è CFLH-R2 (SEQ ID NO.:38) èëè ïàðó ïðàéìåðîâ CFLH-F2 (SEQ ID NO.:
39) è CFLH-R1 (SEQ ID NO.:40), è KOD-ïîëèìåðàçó (Toyobo Inc.). Äë  ïîëó÷åíè  êÄÍÊ äë 
L-öåïè, ñîäåðæàùåé ëèäåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íà 5'-êîíöå, èëè êÄÍÊ äë  Í-öåïè,
ñîäåðæàùåé FLAG-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íà 3'-êîíöå, ïðîâîä ò ÏÖÐ, ïîâòîð   30 ðàç
òåìïåðàòóðíûé öèêë, ñîñòî ùèé èç 30 ñåê ïðè 94°Ñ, 30 ñåê ïðè 60°Ñ è 1 ìèí ïðè 72°Ñ â
óêàçàííîì ïîð äêå. Ïîëó÷åííûå êÄÍÊ äë  L-öåïè è Í-öåïè ñìåøèâàþò, ïðîâîä ò ÏÖÐ,
èñïîëüçó  â êà÷åñòâå ìàòðèöû ïîëó÷åííóþ ñìåñü è KOD-ïîëèìåðàçó, ïóòåì 5-êðàòíîãî
ïîâòîðåíè  òåìïåðàòóðíîãî öèêëà, ñîñòî ùåãî èç 30 ñåê ïðè 94°Ñ, 30 ñåê ïðè 60°Ñ è 1 ìèí
ïðè 72°Ñ â óêàçàííîì ïîð äêå. Ê ðåàêöèîííîé ñìåñè äîáàâë þò ïðàéìåðû Ò7 è CFLH-R1 è
îñóùåñòâë þò ðåàêöèþ, ïîâòîð   30 ðàç âûøåóïîì íóòûé òåìïåðàòóðíûé öèêë. Äë 
ïîëó÷åíè  êÄÍÊ äë  LH-0 òèïà áåç ëèíêåðà èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå ìàòðèöû ïðîäóêò
ðåàêöèè è ïðîâîä ò ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàðû ïðàéìåðîâ CFLH-F4 (SEQ ID NO.:41) è
CFLH-R1 ïóòåì ïîâòîðåíè  30 ðàç òåìïåðàòóðíîãî öèêëà, ñîñòî ùåãî èç 30 ñåê ïðè 94°Ñ,
30 ñåê ïðè 60°Ñ è 1 ìèí ïðè 72°Ñ â óêàçàííîì ïîð äêå.

Ïîëó÷åííûå êÄÍÊ äë  LH-0 è HL-0 òèïîâ ðàñùåïë þò ðåñòðèêòàçàìè EcoRI è BamHI
(Takara Shuzo) è âñòðàèâàþò ðàñùåïëåííûå êÄÍÊ â ýêñïðåññèîíóþ ïëàçìèäó INPEP4 äë 
êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ ñîîòâåòñòâåííî, èñïîëüçó  íàáîð Ligation High (Noyobo Inc.).
Êîìïåòåíòíûå êëåòêè Å.coli JM109 (Nippon Gene) òðàíñôîðìèðóþò êàæäîé èç ïëàçìèä è
âûäåë þò æåëàåìûå ïëàçìèäû èç òðàíñôîðìèðîâàííîé Å.coli ïðè ïîìîùè íàáîðà QIAGEN
Plasmid Maxi Kit (QIAGEN). Òàêèì îáðàçîì ïîëó÷àþò ïëàçìèäû pCF2LH-0 è pCF2HL-0.

Äë  êîíñòðóèðîâàíè  ýêñïðåññèîííûõ ïëàçìèä HL-òèïà, ñîäåðæàùèõ ëèíêåðû ðàçíîãî
ðàçìåðà, èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå ìàòðèöû pCF2HL-0, â êà÷åñòâå ñìûñëîâîãî ïðàéìåðà
CFHL-X3 (SEQ ID NO.:42), CFHL-X4 (SEQ ID NO.:43), CFHL-X5 (SEQ ID NO.:44), CFHL-X6
(SEQ ID NO.:45) èëè CFHL-X7 (SEQ ID NO.:46), è â êà÷åñòâå àíòèñìûñëîâîãî ïðàéìåðà
BGH-1 (SEQ ID NO.:47), êîòîðûé êîìïëåìåíòàðåí âåêòîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. ÏÖÐ
ïðîâîä ò ñ èñïîëüçîâàíèåì KOD-ïîëèìåðàçû, ïîâòîð   30 ðàç òåìïåðàòóðíûé öèêë,
ñîñòî ùèé èç 30 ñåê ïðè 94°Ñ, 30 ñåê ïðè 60°Ñ è 1 ìèí ïðè 72°Ñ â óêàçàííîì ïîð äêå;
ïðîäóêòû ðåàêöèè ðàñùåïë þò ðåñòðèêòàçàìè XhoI è BamHI (Takara Shuzo). Ðàñùåïëåííûå
ôðàãìåíòû âñòðàèâàþò â pCF2HL-0 ñîîòâåòñòâåííî ìåæäó ñàéòàìè XhoI è BamHI,
èñïîëüçó  íàáîð Ligation High (Toyobo Inc.). Òðàíñôîðìèðóþò êîìïåòåíòíûå êëåòêè
Å.coli JM109 êàæäîé èç ïëàçìèä è ñ ïîìîùüþ íàáîðà Qiagen Plasmid Maxi Kit âûäåë þò
òðåáóåìûå ïëàçìèäû èç òðàíñôîðìèðîâàííîé Å.coli. Òàêèì îáðàçîì ïîëó÷àþò
ýêñïðåññèîííûå ïëàçìèäû pCF2HL-3, pCF2HL-4, pCF2HL-5, pCF2HL-6 è pCF2HL-7.

×òîáû ñêîíñòðóèðîâàòü ýêñïðåññèîííóþ ïëàçìèäó äë  âðåìåííîé ýêñïðåññèè â êëåòêàõ
COS7, ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàç EcoRI è BamHI (Takara Shuzo) ðàñùåïë þò ïëàçìèäû
pCF2HL-0, pCF2HL-3, pCF2HL-4, pCF2HL-5, pCF2HL-6 è pCF2HL-7 è î÷èùàþò ïîëó÷åííûå
ôðàãìåíòû ðàçìåðîì ïðèáëèçèòåëüíî 800 ï.î. ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â àãàðîçíîì
ãåëå. Ïîëó÷åííûå ôðàãìåíòû âñòðàèâàþò, èñïîëüçó  íàáîð Ligation High (Toyobo Inc.),
ñîîòâåòñòâåííî ìåæäó ñàéòàìè EcoRI è BamHI ýêñïðåññèîííîé ïëàçìèäû pCOS1 äë 
ýêñïðåññèè â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ. Òðàíñôîðìèðóþò êàæäîé èç ïëàçìèä êîìïåòåíòíûå
êëåòêè Å.coli DH5α (Toyobo Inc.) è âûäåë þò èç òðàíñôîðìèðîâàííîé Å.coli òðåáóåìûå
ïëàçìèäû, èñïîëüçó  íàáîð Qiagen Plasmid Maxi Kit. Òàêèì îáðàçîì ïîëó÷àþò
ýêñïðåññèîííûå ïëàçìèäû pCF2HL-0/pCOS1, pCF2HL-3/pCOS1, pCF2HL-4/pCOS1, pCF2HL-
5/pCOS1, pCF2HL-6/pCOS1 è pCF2HL-7/pCOS1.

Ôèã.35 èëëþñòðèðóåò, â êà÷åñòâå òèïè÷íîãî ïðèìåðà äë  äàííûõ ïëàçìèä,
êîíñòðóèðîâàíèå ïëàçìèäû pCF2HL-0/pCOS1, à íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è
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àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü MABL2-scFv <HL-0>, âêëþ÷åííûå â ïëàçìèäó,
ïîêàçàíû â SEQ ID NO.:48. Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è àìèíîêèñëîòíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëèíêåðíûõ îáëàñòåé ýòèõ ïëàçìèä ïîêàçàíû òàêæå íà Ôèã.36.

Äë  òîãî ÷òîáû ñêîíñòðóèðîâàòü ýêñïðåññèîííûå ïëàçìèäû LH-òèïà, ñîäåðæàùèå
ëèíêåðû ðàçíîãî ðàçìåðà, èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå ìàòðèöû pCF2LH-0, â êà÷åñòâå
ñìûñëîâîãî ïðàéìåðà CFLH-X3 (SEQ ID NO.:49), CFLH-X4 (SEQ ID NO.:50), CFLH-X5 (SEQ
ID NO.:51), CFLH-X6 (SEQ ID NO.:52) èëè CFLH-X7 (SEQ ID NO.:53), è ïðàéìåð BGH-1 â
êà÷åñòâå àíòèñìûñëîâîãî ïðàéìåðà, êîòîðûé êîìïëåìåíòàðåí âåêòîðíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ïðîâîä ò ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì KOD-ïîëèìåðàçû, ïîâòîð   30 ðàç
òåìïåðàòóðíûé öèêë, ñîñòî ùèé èç 30 ñåê ïðè 94°Ñ, 30 ñåê ïðè 60°Ñ è 1 ìèí ïðè 72°Ñ â
óêàçàííîì ïîð äêå; ïðîäóêòû ðåàêöèè ðàñùåïë þò ðåñòðèêòàçàìè XhoI è BamHI.
Ðàñùåïëåííûå ôðàãìåíòû âñòðàèâàþò ñîîòâåòñòâåííî ìåæäó ñàéòàìè XhoI è BamHI â
pCF2LH-0, èñïîëüçó  íàáîð Ligation High. Êàæäîé èç ïëàçìèä òðàíñôîðìèðóþò
êîìïåòåíòíûå êëåòêè Å.coli DH5a (Toyobo Inc.) è ñ ïîìîùüþ íàáîðà Qiagen Plasmid Maxi
Kit âûäåë þò òðåáóåìûå ïëàçìèäû èç òðàíñôîðìèðîâàííîé Å.coli. Òàêèì îáðàçîì
ïîëó÷àþò ýêñïðåññèîííûå ïëàçìèäû pCF2LH-3, pCF2LH-4, pCF2LH-5, pCF2LH-6 è pCF2LH-
7.

×òîáû ñêîíñòðóèðîâàòü ýêñïðåññèîííóþ ïëàçìèäó äë  âðåìåííîé ýêñïðåññèè â êëåòêàõ
COS7, ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàç EcoRI è BamHI (Takara Shuzo) ðàñùåïë þò ïëàçìèäû
pCF2LH-0, pCF2LH-3, pCF2LH-4, pCF2LH-5, pCF2LH-6 è pCF2LH-7 è î÷èùàþò ïîëó÷åííûå
ôðàãìåíòû ðàçìåðîì ïðèáëèçèòåëüíî 800 ï.î. ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â àãàðîçíîì
ãåëå. Ïîëó÷åííûå ôðàãìåíòû âñòðàèâàþò, èñïîëüçó  íàáîð Ligation High, ñîîòâåòñòâåííî
ìåæäó ñàéòàìè XhoI è BamHI ýêñïðåññèîííîé ïëàçìèäû pCOS1 äë  ýêñïðåññèè â êëåòêàõ
ìëåêîïèòàþùèõ. Êàæäîé èç ïëàçìèä òðàíñôîðìèðóþò êîìïåòåíòíûå êëåòêè Å.coli DHα
(Toyobo Inc.) è âûäåë þò èç òðàíñôîðìèðîâàííîé E. coli òðåáóåìûå ïëàçìèäû, èñïîëüçó 
íàáîð Qiagen Plasmid Maxi Kit. Òàêèì îáðàçîì ïîëó÷àþò ýêñïðåññèîííûå ïëàçìèäû CF2LH-
0/pCOS1, CF2LH-3/pCOS1, CF2LH-4/pCOS1, CF2LH-5/pCOS1, CF2LH-6/pCOS1 è CF2LH-
7/pCOS1.

Ôèã.37 èëëþñòðèðóåò, â êà÷åñòâå òèïè÷íîãî ïðèìåðà äë  äàííûõ ïëàçìèä,
êîíñòðóèðîâàíèå ïëàçìèäû CF2LH-0/pCOS1, à íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è
àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü MABL2-scFv <LH-0>, âêëþ÷åííûå â ïëàçìèäó,
ïîêàçàíû â SEQ ID NO.:54. Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è àìèíîêèñëîòíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëèíêåðíûõ îáëàñòåé ýòèõ ïëàçìèä ïîêàçàíû òàêæå íà Ôèã.38.

6.3 Ýêñïðåññè  scFv è sc(Fv)2 â êëåòêàõ COS7
(1) Ïîëó÷åíèå êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà ñ èñïîëüçîâàíèåì ñûâîðîòî÷íîé

êóëüòóðàëüíîé ñðåäû.
scFv è sc(Fv)2 HL-òèïà è LH-òèïà âðåìåííî ýêñïðåññèðîâàëèñü â êëåòêàõ COS7

(JCRB9127, Japan Health Sciences Foundation). Êëåòêè COS7 ïàññèðóþò íà ñðåäå DMEM
(GIBCO BRL), ñîäåðæàùåé 10%-íóþ ôåòàëüíóþ áû÷üþ ñûâîðîòêó (FBS) (HyClone), ïðè
37°Ñ â CO2-èíêóáàòîðå. Êëåòêè COS7 òðàíñôèöèðóþò âåêòîðàìè CF2HL-0, 3~7/pCOS1 èëè
CF2LH-0, 3~7/pCOS1, ïîëó÷åííûìè â Ïðèìåðå 6.2, èëè ðÑÍÎÌ2 (Fv)2 ïðè ïîìîùè
ýëåêòðîïîðàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì àïïàðàòà Gene Pulser (BioRad). ÄÍÊ (10 ìêã) è 0,25 ìë
ñóñïåíçèè êëåòîê ñ êîíöåíòðàöèåé 2×107 êëåòîê/ìë â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå DMEM,
ñîäåðæàùåé 10%-íóþ FBS è 5 ìÌ BES (SIGMA), âíîñ ò â êþâåòó. Äàþò ñìåñè ïîñòî òü 10
ìèíóò è îáðàáàòûâàþò èìïóëüñîì ïðè 0,17 êÂ, ïðè ýëåêòðè÷åñêîé åìêîñòè 950 ìêÔ. ×åðåç
10 ìèíóò ïîñëå âîññòàíîâëåíè  ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ýëåêòðîïîðèðîâàííûå êëåòêè
ïåðåíîñ ò â êîëáó îáúåìîì 75 ñì3 ñ êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé DMEM (10% FBS). Ïîñëå
êóëüòèâèðîâàíè  â òå÷åíèå 72 ÷àñîâ êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò ñîáèðàþò è óäàë þò
öåíòðèôóãèðîâàíèåì êëåòî÷íûå ôðàãìåíòû. Äë  ïîëó÷åíè  êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà
(äàëåå ïî òåêñòó ÑÌ), êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò ôèëüòðóþò ñ ïîìîùüþ íàñàäêè äë 
ôèëüòðîâàíè  ñ äèàìåòðîì ïîð 0,22 ìêì (FALCON).

(2) Ïðèãîòîâëåíèå êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà ñ èñïîëüçîâàíèåì áåññûâîðîòî÷íîé
êóëüòóðàëüíîé ñðåäû
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Êëåòêè, òðàíñôèöèðîâàííûå òàêèì æå îáðàçîì, êàê ýòî äåëàåòñ  â (1), ïåðåíîñ ò â
êîëáó îáúåìîì 75 ñì3 ñ êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé DMEM (10%FBS) è êóëüòèâèðóþò â òå÷åíèå
íî÷è. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíè  ñóïåðíàòàíò îòáðàñûâàþò, à êëåòêè îòìûâàþò ðàñòâîðîì
PBS, à çàòåì âíîñ ò â ñðåäó CHO-S-SFM II (GIBCO BRL). Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíè  â òå÷åíèå
72 ÷àñîâ êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò ñîáèðàþò, öåíòðèôóãèðóþò äë  óäàëåíè  êëåòî÷íûõ
ôðàãìåíòîâ è ôèëüòðóþò ñ ïîìîùüþ íàñàäêè äë  ôèëüòðîâàíè  ñ äèàìåòðîì ïîð 0,22 ìêì
(FALCON) äë  ïîëó÷åíè  ÑÌ.

6.4 Îáíàðóæåíèå scFv è sc(Fv)2 â ÑÌ êëåòîê COS7
Ðàçëè÷íûå MABL2-scFvs è sc(Fv)2 â ÑÌ êëåòîê COS7, ïîëó÷åííûå â ïðèâåäåííîì âûøå

Ïðèìåðå 6.3 (2), âû âë þò ìåòîäîì Western áëîòòèíãà.
Êàæäûé ÑÌ êëåòîê COS7 ïîäâåðãàþò SDS-PAGE è ïåðåíîñ ò íà ìåìáðàíó

REINFORCED NC (Schleicher & Schuell). Ìåìáðàíó áëîêèðóþò 5%-íûì ñí òûì ìîëîêîì
(Morinaga Nyu-gyo) è îòìûâàþò ðàñòâîðîì TBS. Çàòåì òóäà äîáàâë þò àíòè-FLAG àíòèòåëî
(SIGMA). Ìåìáðàíó èíêóáèðóþò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è îòìûâàþò. Äîáàâë þò
ìå÷åíîå ïåðîêñèäàçîé IgG-àíòèòåëî ìûøè (Jackson Immuno Research). Ïîñëå
èíêóáèðîâàíè  è îòìûâàíè  ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå äîáàâë þò ðàñòâîð ñóáñòðàòà
(Kirkegaard Perry Laboratories) äë  ðàçâèòè  îêðàñêè (Ôèã.39).

6.5 Ïðîòî÷íà  öèòîìåòðè 
Äë  èçìåðåíè  ñâ çûâàíè  MABL2-scFVs è sc(Fv)2 ñ àíòèãåíîì -

èíòåãðèíàññîöèèðîâàííûì áåëêîì ÷åëîâåêà (IAP) ïðèìåí þò ìåòîä ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè,
èñïîëüçó  êóëüòóðàëüíûå ñóïåðíàòàíòû êëåòîê COS7, ïîëó÷åííûå â ïðèìåðå 6.3 (1).
Äîáàâë þò òåñòèðóåìûå êóëüòóðàëüíûå ñóïåðíàòàíòû èëè êîíòðîëüíûé êóëüòóðàëüíûé
ñóïåðíàòàíò êëåòîê COS7 ê 2×105 êëåòîê êëåòî÷íîé ëèíèè ëåéêåìèè ìûøè L1210,
ýêñïðåññèðóþùèõ ÷åëîâå÷åñêèé IAP. Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  íà ëüäó è îòìûâàíè  äîáàâë þò
10 ìêã/ìë ìûøèíîãî àíòè-FLAG àíòèòåëà (SIGMA), çàòåì êëåòêè èíêóáèðóþò è îòìûâàþò.
Çàòåì òóäà äîáàâë þò ìå÷åííîå ÔÈÒÖ àíòèòåëî ïðîòèâ ìûøèíîãî IgG (BECTON
DICKINSON) è êëåòêè åùå ðàç èíêóáèðóþò è îòìûâàþò. Èçìåð þò èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè ïðè ïîìîùè àïïàðàòà FACScan (BECTON DICKINSON). Êàê ïîêàçûâàþò
ðåçóëüòàòû ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, MABL2-scFv ñ ëèíêåðàìè ðàçëè÷íîé äëèíû è sc(Fv)2 â
êóëüòóðàëüíûõ ñóïåðíàòàíòàõ êëåòîê COS7 èìåþò âûñîêîå ñðîäñòâî ê ÷åëîâå÷åñêîìó LAP
(ñì. Ôèã.40à è 40b).

6.6 Àïîïòîç-èíäóöèðóþùèé ýôôåêò in vitro
Àïîïòîç-èíäóöèðóþùåå äåéñòâèå êóëüòóðàëüíûõ ñóïåðíàòàíòîâ COS7, ïîëó÷åííûõ â

Ïðèìåðå 6.3 (1), èññëåäóþò ïðè ïîìîùè îêðàøèâàíè  Àííåêñèíîì-V (Boehringer Mannheim)
ñ èñïîëüçîâàíèåì êëåòîê L1210, òðàíñôèöèðîâàííûõ ãåíîì IAP ÷åëîâåêà (hIAP/L1210).

Ê 5×104 êëåòîê hIAP/L1210 äîáàâë þò êóëüòóðàëüíûå ñóïåðíàòàíòû êëåòîê COS7,
òðàíñôèöèðîâàííûõ êàæäûì âåêòîðîì, èëè êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò êëåòîê COS7 â
êà÷åñòâå êîíòðîë  10%-íîé êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè è êóëüòèâèðóþò äàíûå ñìåñè â òå÷åíèå
24 ÷àñîâ. Çàòåì ïðîâîä ò îêðàøèâàíèå Àííåêñèíîì-V/PI è îïðåäåë þò èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè ïðè ïîìîùè àïïàðàòà FACScan (BECTON Dickinson). Êàê ïîêàçûâàþò
ðåçóëüòàòû, scFv <HL3, 4, 6, 7, LH3, 4, 6, 7> è sc(Fv)2 â CM êëåòîê COS7 â âåñüìà
çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè èíäóöèðóþò êëåòî÷íóþ ñìåðòü êëåòîê hIAP/L1210. Ýòè ðåçóëüòàòû
îòðàæåíû íà Ôèã.41.

6.7 Êîíñòðóèðîâàíèå âåêòîðîâ äë  ýêñïðåññèè scFv è sc(Fv)2 â êëåòêàõ ÑÍÎ
Äë  âûäåëåíè  è î÷èñòêè MABL2-scFv è sc(Fv)2 èç êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà

êîíñòðóèðóþò ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû äë  ýêñïðåññèè â êëåòêàõ ÑÍÎ, êàê îïèñàíî íèæå.
EcoRI-BamHI ôðàãìåíòû pCF2HL-0, 3~7, è pCF2LH-0, 3~7, ïîëó÷åííûå â Ïðèìåðå 6.2,

âñòðàèâàþò ìåæäó ñàéòàìè EcoRI è BamHI ýêñïðåññèîííîãî âåêòîðà ðÑÍÎ1 äë  êëåòîê
ÑÍÎ, èñïîëüçó  íàáîð Ligation High. Èëè òðàíñôîðìèðóþò êîìïåòåíòíûå êëåòêè Å.coli

DH5α. Âûäåë þò ïëàçìèäû èç òðàíñôîðìèðîâàííîé Å.coli ñ ïîìîùüþ íàáîðà QIAGEN
Plasmid Midi Kit (QIAGEN) äë  ïîëó÷åíè  ýêñïðåññèîííûõ ïëàçìèä pCHOM2HL-0, 3~7 è
pCHOM2LH-0, 3~7.

6.8 Ïîëó÷åíèå êëåòîê ÑÍÎ, ýêñïðåññèðóþùèõ MABL2-scFv <HL-0, 3~7>, MABL2-
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scFv <LH-0, 3~7> è sc(Fv)2, è ïîëó÷åíèå êóëüòóðàëüíûõ ñóïåðíàòàíòîâ
Äë  ïîëó÷åíè  êëåòîê ÑÍÎ, êîíñòàíòíî ýêñïðåññèðóþùèõ êàæäîå ìîäèôèöèðîâàííîå

àíòèòåëî, êëåòêè ÑÍÎ òðàíñôîðìèðóþò êàæäîé èç ýêñïðåññèîííûõ ïëàçìèä pCHOM2HL-0,
3~7, è pCHOM2LH-0, 3~7, ñêîíñòðóèðîâàííûõ â Ïðèìåðå 6.7, è âåêòîðîì ðÑÍÎÌ2 (Fv)2. Â
êà÷åñòâå òèïè÷íîãî ïðèìåðà íèæå ïðèâîäèòñ  ïîëó÷åíèå ÑÍÎ-êëåòîê, êîíñòàíòíî
ýêñïðåññèðóþùèõ MABL2-scFv <HL-5> èëè sc(Fv)2.

Ýêñïðåññèîííûå ïëàçìèäû pCHOM2HL-5 è pCHOM2(Fv)2 ëèíåàðèçèðóþò ðàñùåïëåíèåì
ôåðìåíòà ðåñòðèêòàçàìè Pvul è òðàíñôèöèðóþò â êëåòêè ÑÍÎ ïóòåì ýëåêòðîïîðàöèè ïðè
ïîìîùè àïïàðàòà Gene Pulser (BioRad). Âíîñ ò â êþâåòó ÄÍÊ (10 ìêã) è 0,75 ìë PBS 1×107

êëåòîê/ìë è îáðàáàòûâàþò èìïóëüñîì ïðè 1,5 êÂ, ïðè ýëåêòðè÷åñêîé åìêîñòè 25 ìêÔ.
Ïîñëå âîññòàíîâëåíè  ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 10 ìèí ýëåêòðîïîðèðîâàííûå
êëåòêè ïåðåíîñ ò â ñîäåðæàùóþ íóêëåèíîâóþ êèñëîòó êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó α-ÌÅÌ (GIBCO
BRL), ñîäåðæàùóþ 10%-íóþ ôåòàëüíóþ áû÷üþ ñûâîðîòêó, è êóëüòèâèðóþò. Ïîñëå
êóëüòèâèðîâàíè  â òå÷åíèå íî÷è ñóïåðíàòàíò îòáðàñûâàþò. Êëåòêè îòìûâàþò ðàñòâîðîì
PBS è ïåðåíîñ ò â ñâîáîäíóþ îò íóêëåèíîâîé êèñëîòû êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó α-ÌÅÌ
(GIBCO BRL), ñîäåðæàùóþ 10%-íóþ ôåòàëüíóþ áû÷üþ ñûâîðîòêó. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíè 
â òå÷åíèå 2 íåäåëü êëåòêè êóëüòèâèðóþò íà ñðåäå, ñîäåðæàùåé 10 íÌ (êîíå÷íà 
êîíöåíòðàöè ) ìåòîòðåêñàò (SIGMA), çàòåì 50 íÌ è 100 íÌ ìåòîòðåêñàò. Ïîëó÷åííûå
êëåòêè êóëüòèâèðóþò â áåññûâîðîòî÷íîé CHO-S-SFM II ñðåäå (GIBCO BRL) â ðîëëåðíîì
ôëàêîíå. Çàòåì êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò ñîáèðàþò, öåíòðèôóãèðîâàíèåì óäàë þò
êëåòî÷íûå ôðàãìåíòû è ôèëüòðóþò ñîîòâåòñòâåííî ïðè ïîìîùè ôèëüòðà ñ ðàçìåðîì ïîð
0,22 ìêì äë  ïîëó÷åíè  ÑÌ.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ èçëîæåíûì âûøå ïîëó÷àþò êëåòêè ÑÍÎ, êîòîðûå êîíñòàíòíî
ýêñïðåññèðóþò MABL2-scFv <HL-0, -3, -4, -6, -7> è <LH-0, -3, -4, -5, -6, -7>, è èõ ÑÌ.

6.9 Î÷èñòêà äèìåðà MABL2-scFv <HL-5> è sc(Fv)2

MABL2-scFv <HL-5> è sc(Fv)2 î÷èùàþò èç CM, ïîëó÷åííûõ â Ïðèìåðå 6.8, èñïîëüçóþò
äâà ñïîñîáà î÷èñòêè, ïðèâîäèìûõ íèæå.

<Ñïîñîá î÷èñòêè 1>
HL-5 è sc(Fv)2 î÷èùàþò ñ ïîìîùüþ õðîìàòîãðàôèè íà   êîëîíêå ñ èììîáèëèçîâàííûìè

àíòè-FLAG àíòèòåëàìè ñ èñïîëüçîâàíèåì FLAG-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ðàñïîëîæåííîé íà Ñ-
êîíöå ïîëèïåïòèäîâ, è ñ ïîìîùüþ ãåëü-ôèëüòðàöèè. Îäèí ëèòð ÑÌ, ïîëó÷åííîãî â 6.8,
íàíîñ ò íà êîëîíêó (7,9 ìë), çàïîëíåííóþ ãåëåì anti-FLAG M2 Affinity gel (SIGMA),
óðàâíîâåøåííûì 50 ìÌ Tris-HCl áóôåðîì (TBS, pH 7,5), ñîäåðæàùèì 150 ìÌ NaCl. Ïîñëå
ïðîìûâàíè  êîëîíêè ðàñòâîðîì TBS, scFv ýëþèðóþò áóôåðîì 0,1 Ì ãëèöèí-HCl, pH 3,5.
Ïîëó÷åííûå ôðàêöèè àíàëèçèðóþò ìåòîäîì SDS-PAGE è ïîäòâåðæäàþò ýëþèðîâàíèå
scFv. Ñìåøèâàþò ôðàêöèþ scFv ñ Tween 20 ñ êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèåé 0,01% è
êîíöåíòðèðóþò, èñïîëüçó  CENTRICON-10 (MILLIPORE). Êîíöåíòðàò íàíîñ ò íà êîëîíêó ñ
TSKgel G3000SWG (7,5×600 ìì), óðàâîâåøåííóþ 20 ìÌ àöåòàòíûì áóôåðîì (pH 6,0),
ñîäåðæàùèì 150 ìÌ NaCl è 0,01% Tween 20. Ïðè ñêîðîñòè ïîäà÷è 0,4 ìë/ìèí scFv
äåòåêòèðóþò ïî ïîãëîùåíèþ ïðè 280 íì. HL-5 ýëþèðóåòñ  â âèäå îñíîâíîé ôðàêöèè â
ïîëîæåíèè äèìåðà è sc(Fv)2 ýëþèðóåòñ  â ïîëîæåíèè ìîíîìåðà.

<Ñïîñîá î÷èñòêè 2>
HL-5 è sc(Fv)2 î÷èùàþò â òðè ýòàïà, âêëþ÷àþùèå èîíîîáìåííóþ õðîìàòîãðàôèþ,

õðîìàòîãðàôèþ íà ãèäðîêñèàïàòèòå è ãåëü-ôèëüòðàöèþ. Ïðè èîíîîáìåííîé
õðîìàòîãðàôèè èñïîëüçóåòñ  êîëîíêà ñ Q-Sepharose Fast Flow (Pharmacia) äë  HL-5 è ñ
SP-Sepharose Fast Flow äë  sc(Fv)2. Íà ýòàïå 2 è ïîñëå íåãî HL-5 è sc(Fv)2 îáðàáàòûâàþò
ïî åäèíîé ñõåìå.

Ïåðâûé ýòàï äë  HL-5
ÑÌ HL-5 ðàçâîä ò â 2 ðàçà â 20 ìÌ Tris-HCl áóôåðå (ðÍ 9,0), ñîäåðæàùåì 0,02% Tween

20, à çàòåì äîâîä ò ðÍ äî 9,0 ñ ïîìîùüþ 1 Ì Tris. Ðàñòâîð íàíîñ ò íà êîëîíêó Q-
Sepharose Fast Flow, óðàâíîâåøåííóþ 20 ìÌ Tris-HCl áóôåðîì (ðÍ 8,5), ñîäåðæàùèì 0,02%
Tween 20. Ýëþèðóþò ïîëèïåïòèä, àäñîðáèðîâàííûé íà êîëîíêå ëèíåéíûì ãðàäèåíòîì NaCl
â òîì æå áóôåðå: îò 0,1 äî 0,55 Ì. Ïðîâîä  ìîíèòîðèíã ýëþèðóåìûõ ôðàêöèé ìåòîäîì
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SDS-PAGE, îòáèðàþò ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå HL-5, è íà 2 ýòàïå ïðîâîä ò õðîìàòîãðàôèþ
íà ãèäðîêñèàïàòèòå.

Ïåðâûé ýòàï äë  sc(Fv)2

CM sc(Fv)2 ðàçâîä ò 2 ðàçà 20 ìÌ àöåòàòíûì áóôåðîì (ðÍ 5,5), ñîäåðæàùèì 0,02%
Tween 20, è äîâîä ò åãî ðÍ äî 5,5 ñ ïîìîùüþ 1 Ì óêñóñíîé êèñëîòû. Ðàñòâîð íàíîñ ò íà
SP-Sepharose Fast Row, óðàâíîâåøåííóþ 20 ìÌ àöåòàòíûì áóôåðîì (ðÍ 5,5), ñîäåðæàùèì
0,02% Tween 20. Ïîëèïåïòèä, àäñîðáèðîâàííûé íà êîëîíêå, ýëþèðóþò ëèíåéíûì
ãðàäèåíòîì NaCl â áóôåðå: îò 0 äî 0,5 Ì. Ïðîâîä  ìîíèòîðèíã ýëþèðóåìûõ ôðàêöèé
ìåòîäîì SDS-PAGE, ñîáèðàþò ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå sc(Fv)2, è íà âòîðîì ýòàïå ïðîâîä ò
õðîìàòîãðàôèþ íà ãèäðîêñèàïàòèòå.

Âòîðîé ýòàï: õðîìàòîãðàôè  HL-5 è sc(Fv)2 íà ãèäðîêñèàïàòèòå
Ôðàêöèè HL-5 è sc(Fv)2, ïîëó÷åííûå íà ýòàïå 1, ðàçäåëüíî íàíîñ ò íà êîëîíêó ñ

ãèäðîêñèàïàòèòîì (Type I, BIORAD), óðàâíîâåøåííóþ 10 ìÌ ôîñôàòíûì áóôåðîì,
ñîäåðæàùèì 0,02% Tween 20, ðÍ 7,0. Ïîñëå ïðîìûâàíè  êîëîíêè òåì æå áóôåðîì
ýëþèðóþò ïîëèïåïòèäû, àäñîðáèðîâàííûå íà êîëîíêå, ëèíåéíûì ãðàäèåíòîì ôîñôàòíîãî
áóôåðà äî êîíöåíòðàöèè 0,5 Ì. Ïðîâîä  ìîíèòîðèíã ýëþèðóåìûõ ôðàêöèé ïðè ïîìîùè
SDS-PAGE, ñîáèðàþò ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå òðåáóåìûå ïîëèïåïòèäû.

Òðåòèé ýòàï: ãåëü-ôèëüòðàöè  HL-5 è sc(Fv)2

Ôðàêöèè, ïîëó÷åííûå íà ýòàïå 2, ðàçäåëüíî êîíöåíòðèðóþò ñ ïîìîùüþ CentriPrep-10
(MILIPORE) è íàíîñ ò íà êîëîíêó Superdex 200 (2,6×60 ñì, Pharmacia), óðàâíîâåøåííóþ 20
ìÌ àöåòàòíûì áóôåðîì (ðÍ 6,0), ñîäåðæàùèì 0,02% Tween 20 è 0,15 Ì NaCl. HL-5
ýëþèðóåòñ  â ïîëîæåíèè äèìåðà, a sc(Fv)HL-5 è sc(Fv)2 ñîîòâåòñòâåííî ýëþèðîâàíû êàê
îñíîâíûå ïèêè â ïîëîæåíèè ìîíîìåðà.

Ïîñêîëüêó ìîíîìåð HL-5 ïðàêòè÷åñêè íå îáíàðóæèâàåòñ  ïðè èñïîëüçîâàíèè îáîèõ
ñïîñîáîâ î÷èñòêè, ýòî äîêàçûâàåò, ÷òî äèìåðû îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv îáðàçóþòñ  ñ âûñîêèì
âûõîäîì â òåõ ñëó÷à õ, êîãäà ëèíêåð äë  îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv ñîäåðæèò îêîëî 5
àìèíîêèñëîò. Êðîìå òîãî, äèìåðû HL-5 è sc(Fv)2 ïîñëå î÷èñòêè ñòàáèëüíî õðàí òñ  â
òå÷åíèå ìåñ öà ïðè 4°Ñ.

6.10 Îöåíêà ñâ çûâàþùåé àêòèâíîñòè î÷èùåííîãî äèìåðà scFv<HL-5> è sc(Fv)2 â
îòíîøåíèè àíòèãåíà

Ïðîâîä ò ïðîòî÷íóþ öèòîìåòðèþ ñ èñïîëüçîâàíèåì î÷èùåííîãî äèìåðà MABL2-
scFv<HL-5> è î÷èùåííîãî sc(Fv)2, ÷òîáû îöåíèòü ñâ çûâàíèå ñ àíòèãåíîì -
èíòåãðèíàññîöèèðîâàííûì áåëêîì ÷åëîâåêà (IAP). 10 ìêã/ìë î÷èùåííîãî äèìåðà Ìàbl2-
scFv<HL-5>, î÷èùåííîãî sc(Fv)2, àíòèòåëî Mabl-2 êàê ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü è ìûøèíûé
IgG (Zymed) êàê îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü äîáàâë þò ê 2×105 êëåòîê êëåòî÷íîé ëèíèè
ëåéêåìèè ìûøè L1210, ýêñïðåññèðóþùåé ÷åëîâå÷åñêèé IAP (hIAP/L1210), èëè êëåòî÷íîé
ëèíèè L1210, òðàíñôîðìèðîâàííîé pCOS1 (pCOS1/L1210), â êà÷åñòâå êîíòðîë . Ïîñëå
èíêóáèðîâàíè  íà ëüäó è îòìûâàíè  äîáàâë þò 10 ìêã/ìë àíòè-FLAG àíòèòåëà ìûøè
(SIGMA) è çàòåì êëåòêè èíêóáèðóþò è îòìûâàþò. Ê íèì äîáàâë þò ìå÷åííîå ÔÈÒÖ
àíòèòåëî ïðîòèâ ìûøèíîãî IgG (BECTON DICKINSON) è ñíîâà èíêóáèðóþò êëåòêè è
îòìûâàþò. Çàòåì èçìåð þò èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, èñïîëüçó  àïïàðàò FACScan
(BECTON DICKINSON).

Ïîñêîëüêó î÷èùåííûé äèìåð MABL2-scFv<HL-5> è î÷èùåííûé sc(Fv)2 ñïåöèôè÷åñêè
ñâ çûâàþòñ  ñ êëåòêàìè hIAP/L1210, òî ýòèì ïîäòâåðæäàåòñ , ÷òî äèìåð sc(Fv)<HL-5> è
sc(Fv)2 èìåþò âûñîêîå ñðîäñòâî ê ÷åëîâå÷åñêîìó IAP (ñì. Ôèã.42).

6.11 Àïîïòîç-èíäóöèðóþùà  àêòèâíîñòü î÷èùåííîãî äèìåðà scFv<HL-5> è sc(Fv)2 in vitro
Àïîïòîç-èíäóöèðóþùåå äåéñòâèå î÷èùåííîãî äèìåðà MABL2-scFv<HL-5> è î÷èùåííîãî

sc(Fv)2 èññëåäóþò ìåòîäîì îêðàøèâàíè  Àííåêñèíîì-V (Boehringer Mannheim) ñ
èñïîëüçîâàíèåì êëåòîê L1210 (hIAP/11210), â êîòîðûå áûë ââåäåí ãåí ÷åëîâå÷åñêîãî LAP,
è êëåòêè êëåòî÷íîé ëèíèè ëåéêåìèè ÷åëîâåêà CCRF-CEM.

Ê 5×104 êëåòîê êëåòî÷íîé ëèíèè hIAP/L1210 èëè ê 1×105 êëåòîê êëåòî÷íîé ëèíèè CCRF-
CEM äîáàâë þò ðàçëè÷íûå êîíöåíòðàöèè î÷èùåííîãî äèìåðà MABL2-scFv <HL-5>,
î÷èùåííîãî MABL2-sc(Fv)2, àíòèòåëà MABL-2 â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîë  èëè IgG
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ìûøè â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîë . Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíè  â òå÷åíèå 24 ÷àñîâ
ïðîâîä ò îêðàøèâàíèå Àííåêñèíîì-V è ïðè ïîìîùè ïðèáîðà FACScan (BECTON
DICKINSON) èçìåð þò èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè. Êàê ïîêàçûâàþò ðåçóëüòàòû,
äèìåðû MABL2-scFv <HL-5> è MABL2-sc(Fv)2 â ñèëüíîé ñòåïåíè èíäóöèðóþò êëåòî÷íóþ
ñìåðòü hIAP/L1210 è CCRF-CEM çàâèñèìûì îò êîíöåíòðàöèè ñïîñîáîì (ñì. Ôèã.43). Â
ðåçóëüòàòå ïîêàçàíî, ÷òî äèìåðû MABL2-scFv <HL-5> è MABL2-sc(Fv)2 çíà÷èòåëüíî
ýôôåêòèâíåå èíäóöèðóþò àïîïòîç â ñðàâíåíèè ñ èñõîäíûì àíòèòåëîì MABL-2.

6.12 Ðåàêöè  ãåìàããëþòèíàöèè ñ î÷èùåííûì äèìåðîì scFv <HL-5> è sc(Fv)2

Ðåàêöèþ ãåìàããëþöèíàöèè ñòàâ ò, èñïîëüçó  ðàçëè÷íûå êîíöåíòðàöèè î÷èùåííîãî
äèìåðà scFv <HL-5> è î÷èùåííîãî sc(Fv)2 â ñîîòâåòñòâèè ñ Ïðèìåðîì 5.15.

Ãåìàããëþöèíàöè  íàáëþäàëàñü ñ àíòèòåëîì MABL-2 â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî
êîíòðîë , â òî âðåì  êàê â ñëó÷àå ñ îäíîöåïî÷å÷íûì àíòèòåëîì MABL2-sc(Fv)2, òàê è â
ñëó÷àå MABL2-scFv <HL-5> ãåìàããëþöèíàöèè íå íàáëþäàëîñü. Ïîìèìî ýòîãî, íèêàêîãî
ñóùåñòâåííîãî ðàçëè÷è  â ãåìàããëþöèíàöèè ìåæäó äâóì  áóôåðàìè, èñïîëüçîâàííûìè â
ýêñïåðèìåíòå ñ àíòèòåëîì MABL-2, íå íàáëþäàëîñü. Äàííûå ðåçóëüòàòû îòðàæåíû â
Òàáëèöå 3.

ТАБЛИЦА 3
Реакци  гемагглютинации

Разбавитель: PBS (мкг/мл)

контр. 28.9 14.45 7.225 3.612 1.8063 0.9031 0.4516 0.2258 0.1129 0.0564 0.0282 0.0141 0.0071 0.0035 0.0018

MABL2-sc(Fv)2 - - - - - - - - - - - - - - - -

контр. 28.0 14.0 7.0 3.5 1.75 0.875 0.4375 0.2188 0.1094 0.0547 0.0273 0.0137 0.0068 0.0034 0.0017

MABL2-sc(Fv) <HL5> - - - - - - - - - - - - - - - -

контр. 80 40 20 10 5 2.5 1.25 0.625 0.3125 0.1563 0.0781 0.0391 0.0195 0.0098 0.0049

MABL2 (интактный) - + + + + + + + + + ± - - - - -

mIgG - - - - - - - - - - - - - - - -

Разбавитель: ацетатный буфер (мкг/мл)

контр. 80 40 20 10 5 2.5 1.25 0.625 0.3125 0.1563 0.0781 0.0391 0.0195 0.0098 0.0049

MABL2 (интактный) - + + + + + + + + + + + - - - -

6.13 Ïðîòèâîîïóõîëåâîå äåéñòâèå î÷èùåííûõ äèìåðà scFv <HL-5> è sc(Fv)2 íà ìûøèíîé
ìîäåëè ÷åëîâå÷åñêîé ìèåëîìû

Èñïûòûâàþò ïðîòèâîîïóõîëåâîå äåéñòâèå äèìåðà scFv <HL-5> è sc(Fv)2, ïîëó÷åííûõ è
î÷èùåííûõ â Ïðèìåðàõ 6.8 è 6.9. Ýêñïåðèìåíò ïðîâîä ò, èñïîëüçó  ìûøèíóþ ìîäåëü
÷åëîâå÷åñêîé ìèåëîìû, ïîëó÷åííîé â Ïðèìåðå 5.1, è îïðåäåë   êîëè÷åñòâî Ì-áåëêà,
ïðîäóöèðóåìîãî êëåòêàìè ÷åëîâå÷åñêîé ìèåëîìû â ìûøèíîé ñûâîðîòêå, ìåòîäîì ELISA, è
íàáëþäà  çà âðåìåíåì âûæèâàíè  ìûøåé. Çàòåì îöåíèâàþò ïðîòèâîîïóõîëåâûå ýôôåêòû
äèìåðà scFv <HL-5> è sc(Fv)2 ïî èçìåíåíèþ êîëè÷åñòâà Ì-áåëêà â ìûøèíîé ñûâîðîòêå è
ïðîäîëæèòåëüíîñòè âûæèâàíè  ìûøåé.

Äë  ýêñïåðèìåíòà HL-5 è sc(Fv)2 ïðèìåí þò â âèäå ðàñòâîðà ñ êîíöåíòðàöèåé 0,01, 0,1
èëè 1 ìã/ìë â ðàñòâîðèòåëå, ñîäåðæàùåì 150 ìÌ NaCl, 0,02% Òâèí è 20 ìÌ àöåòàòíûé
áóôåð (ðÍ 6,0), è ââîä ò ìûøàì â äîçèðîâêàõ 0,1, 1 èëè 10 ìã/êã. Êîíòðîëüíîé ãðóïïå
ìûøåé ââîä ò òîëüêî ðàñòâîðèòåëü.

Ñïóñò  26 äíåé ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê ÷åëîâå÷åñêîé ìèåëîìû ñîáèðàþò
ìûøèíóþ ñûâîðîòêó è èçìåð þò êîëè÷åñòâî Ì-áåëêà â ñûâîðîòêå ìåòîäîì ELISA â
ñîîòâåòñòâèè ñ Ïðèìåðîì 5.14. Êàê ïîêàçûâàþò ðåçóëüòàòû, êîëè÷åñòâî Ì-áåëêà â
ñûâîðîòêå ìûøåé îáåèõ ãðóïï, êîòîðûì áûëè ââåäåíû äèìåð HL-5 è sc(Fv)2, óìåíüøàëîñü
çàâèñ ùèì îò äîçû îáðàçîì (ñì. Ôèã.44). Ïîìèìî ýòîãî, íàáëþäàëîñü çíà÷èòåëüíîå
óâåëè÷åíèå âðåìåíè âûæèâàíè  â îáåèõ ãðóïïàõ, êîòîðûì áûëè ââåäåíû HL-5 (Ôèã.45) è
sc(Fv)2 (Ôèã.46), â ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëüíîé ãðóïïîé, êîòîðîé ââîäèëè òîëüêî
ðàñòâîðèòåëü. Êàê ïîêàçûâàþò äàííûå ðåçóëüòàòû, HL-5 è sc(Fv)2 ïî èçîáðåòåíèþ
îáëàäàþò îòëè÷íûì ïðîòèâîîïóõîëåâûì ýôôåêòîì in vivo.

Ïðèìåð 7
Îäíîöåïî÷å÷íûé Fv, âêëþ÷àþùèé V-îáëàñòü Í-öåïè è V-îáëàñòü L-öåïè ÷åëîâå÷åñêîãî

àíòèòåëà 12Â5 ê ÷åëîâå÷åñêîìó MPL
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ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ V-îáëàñòè ÷åëîâå÷åñêîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà 12Â5 ê
÷åëîâå÷åñêîìó MPL, êîíñòðóèðóþò ñëåäóþùèì îáðàçîì.

7.1 Êîíñòðóèðîâàíèå ãåíà, êîäèðóþùåãî V-îáëàñòü Í-öåïè 12Â5
Ãåí, êîäèðóþùèé V-îáëàñòü Í-öåïè ÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà 12Â5, ñâ çûâàþùåãîñ  ñ

÷åëîâå÷åñêèì MPL, êîíñòðóèðóþò ïóòåì ïðèñîåäèíåíè  íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
äàííîãî ãåíà (SEQ ID NO.:55) ïî 5'-êîíöó ê ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (SEQ ID NO.:
56), ïðîèñõîä ùåé èç ãåíà ÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà (Eur. J. Immunol. 1996; 26; 63-69).
Ñêîíñòðóèðîâàííóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðàçáèâàþò íà 4 îëèãîíóêëåîòèäà,
ñîäåðæàùèõ ÷àñòè÷íî ïåðåêðûâàþùèåñ  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äëèíîé 15 ï.î. êàæäà 
(12B5VH-1, 12B5VH-2, 12B5VH-3, 12B5VH-4). 12 ÂÍ5-1 (SEQ ID NO.:57) è 12B5VH-3 (SEQ ID
NO.:59) ñèíòåçèðîâàíû â ñìûñëîâîé îðèåíòàöèè, à 12B5VH-2 (SEQ ID NO.:58) è 12B5VH-4
(SEQ ID NO.:60) ñîîòâåòñòâåííî â àíòèñìûñëîâîé îðèåíòàöèè. Ïîñëå ñîñòûêîâêè êàæäîãî
èç ñèíòåçèðîâàííûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ ïî ñîîòâåòñòâóþùåé êîìïëåìåíòàðíîñòè äîáàâë þò
âíåøíèå ïðàéìåðû (12B5VH-S è 12B5VH-A) äë  àìïëèôèêàöèè ïîëíîðàçìåðíîãî ãåíà.
12B5VH-S (SEQ ID NO.:61) â êà÷åñòâå ïð ìîãî ïðàéìåðà êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí
ãèáðèäèçîâàëñ  ñ 5'-êîíöîì ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ñîäåðæàë ñàéò óçíàâàíè 
ðåñòðèêòàçû Hind III è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Êîçàêà, à 12B5VH-A (SEQ ID NO.:62)
êîíñòðóèðóþò â êà÷åñòâå îáðàòíîãî ïðàéìåðà òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö V-îáëàñòè Í-öåïè, è ñîäåðæàë
äîíîðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñïëàñèíãà è ñàéò óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû BamHI
ñîîòâåòñòâåííî.

100 ìêë ÏÖÐ-ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 10 ìêë 10-êðàòíîãî áóôåðà PCR Gold Buffer II, 1,5
ìÌ MgCl2, 0,08 ìÌ dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 5 åäèíèö ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû AmpliTaq
Gold (âñå îò PERIKIN ELMER) è ïî 2,5 ïìîë  êàæäîãî ñèíòåçèðîâàííîãî îëèãîíóêëåîòèäà
(12B5VH-1 äî - 4), íàãðåâàþò ïðè íà÷àëüíîé òåìïåðàòóðå 94°Ñ â òå÷åíèå 9 ìèí, ïðè 94°Ñ 2
ìèí, ïðè 55°Ñ 2 ìèí, ïðè 72°Ñ 2 ìèí. Ïîñëå äâóêðàòíîãî ïîâòîðåíè  öèêëà äîáàâë þò ïî
100 ïìîëåé êàæäîãî èç âíåøíèõ ïðàéìåðîâ 12B5VH-S è 12B5VH-A. Ñìåñü ïîäâåðãàþò 35
öèêëàì, ñîñòî ùèì èç 30 ñåê ïðè 94°Ñ, 30 ñåê ïðè 55°Ñ, 1 ìèí ïðè 72°Ñ, ïîñëå ÷åãî ñìåñü
äîïîëíèòåëüíî íàãðåâàþò â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 72°Ñ.

ÏÖÐ-ïðîäóêò î÷èùàþò â 1,5%-íîì ãåëå ëåãêîïëàâêîé àãàðîçû (Sigma), ðàñùåïë þò
ðåñòðèêòàçû BamHI è Hind III è êëîíèðóþò â ýêñïðåññèîííûé âåêòîð HEF-gγl äë  Í-öåïè
÷åëîâåêà. Ïîñëå îïðåäåëåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ
ïðàâèëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, îáîçíà÷àþò êàê HEF-12B5VH-gγl.

Ðàñùåïë þò HEF-12B5VH-gγl ðåñòðèêòàçû EcoRI è BamHI äë  ïîëó÷åíè  ãåíà,
êîäèðóþùåãî 12B5VH, êîòîðûé çàòåì êëîíèðóþò â ýêñïðåññèîííûé âåêòîð pCOS-Fd äë 
Fab Í-öåïè ÷åëîâåêà, ÷òîáû ïîëó÷èòü pFd-12B5H. Ýêñïðåññèîííûé âåêòîð äë  Í-öåïè Fab
÷åëîâåêà êîíñòðóèðóþò, àìïëèôèöèðó  ìåòîäîì ÏÖÐ ÄÍÊ (SEQ ID NO.:63), ñîäåðæàùóþ
îáëàñòü èíòðîíà, ðàñïîëîæåííóþ ìåæäó ãåíàìè, êîäèðóþùèìè V-îáëàñòü Í-öåïè
÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà è êîíñòàíòíóþ îáëàñòü, è ãåí, êîäèðóþùèé ÷àñòü êîíñòàíòíîé
îáëàñòè ÷åëîâå÷åñêîé Í-öåïè, è âñòðàèâà  ÏÖÐ-ïðîäóêò â ýêñïðåññèîííûé âåêòîð pCOS1
äë  æèâîòíûõ êëåòîê. Êîíñòàíòíóþ îáëàñòü Í-öåïè ÷åëîâåêà äë  ãåíà àìïëèôèöèðóþò ïðè
òåõ æå óñëîâè õ, ÷òî è âûøå, èñïîëüçó  HEF-gγl â êà÷åñòâå ìàòðèöû, G1CH1-S (SEQ ID NO.:
64) â êà÷åñòâå ïð ìîãî ïðàéìåðà, êîòîðûé êîíñòðóèðîâàëè òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ 
ñ 5'-êîíöåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ èíòðîíà 1 è ñîäåðæàë ñàéòû óçíàâàíè  ðåñòðèêòàç
EcoRI è BamHI, è G1CH1-A (SEQ ID NO.:65) â êà÷åñòâå îáðàòíîãî ïðàéìåðà, êîòîðûé
êîíñòðóèðîâàëè òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ 5'-êîíöîì ÄÍÊ ÑÍ1-äîìåíà êîíñòàíòíîé
îáëàñòè Í-öåïè ÷åëîâåêà, è ñîäåðæàë ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ÷àñòü øàðíèðíîé
îáëàñòè, 2 ñòîï-êîäîíà è ñàéò óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû Bgl II.

Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ðåêîíñòðóèðîâàííîé âàðèàáåëüíîé îáëàñòè Í-öåïè 12Â5, âêëþ÷åííûå â ïëàçìèäû HEF-
12B5VH-gγl è pFd-12B5H, ïîêàçàíû â SEQ ID NO:66.

7.2 Êîíñòðóèðîâàíèå ãåíà, êîäèðóþùåãî V-îáëàñòü L-öåïè 12Â5
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Ãåí, êîäèðóþùèé V-îáëàñòü L-öåïè ÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà 12Â5, ñâ çûâàþùèéñ  ñ
÷åëîâå÷åñêèì MPL, êîíñòðóèðóåòñ  ïóòåì ïðèñîåäèíåíè  íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà (SEQ ID NO.:67) ïî 5'-êîíöó ê ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
(SEQ ID NO.:68), ïðîèñõîä ùåé èç ãåíà ÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà 3D6 (Nuc. Acid Res. 1990;
18; 4927). Òàêæå, êàê â âûøåïðèâåäåííîì ïðèìåðå, ñêîíñòðóèðîâàííóþ íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðàçáèâàþò íà 4 îëèãîíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùèõ ÷àñòè÷íî
ïåðåêðûâàþùèåñ  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äëèíîé 15 ï.î. êàæäà  (12B5VL-1, 12B5VL-2,
12B5VL-3, 12B5VL-4) è ñèíòåçèðóþò ñîîòâåòñòâåííî. 12B5VL-1 (SEQ ID NO.:69) è 12B5VL-3
(SEQ ID NO.:71) èìåþò ñìûñëîâóþ îðèåíòàöèþ, à 12B5VL-2 (SEQ ID NO.:70) è 12B5VL-4
(SEQ ID NO.:72) èìåþò àíòèñìûñëîâóþ îðèåíòàöèþ ñîîòâåòñòâåííî. Ïîñëå ñîñòûêîâêè
êàæäîãî èç ñèíòåçèðîâàííûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ â ñîîòâåòñòâèè ñ êîìïëåìåíòàðíîñòüþ
äîáàâë þò âíåøíèå ïðàéìåðû (12B5VL-S è 12B5VL-A) äë  àìïëèôèêàöèè
ïîëíîðàçìåðíîãî ãåíà. 12B5VL-S (SEQ ID NO.:73) êàê ïð ìîé ïðàéìåð êîíñòðóèðóþò òàê,
÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ 5'-êîíöîì ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ñîäåðæàë ñàéò
óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû Hind III è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Êîçàêà. 12B5VL-A (SEQ ID NO.:74)
êàê îáðàòíûé ïðàéìåð êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö V-îáëàñòè L-öåïè è ñîäåðæàë ñîîòâåòñòâåííî
äîíîðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñïëàéñèíãà è ñàéò óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû BamHI.

Ïî ïðîâåäåíèè ÏÖÐ, êàê áûëî óïîì íóòî âûøå, ïðîäóêò ðåàêöèè î÷èùàþò â 1,5%-íîì
ãåëå ëåãêîïëàâêîé àãàðîçû (Sigma), ðàñùåïë þò ðåñòðèêòàçàìè BamHI è Hind III è
êëîíèðóþò â ýêñïðåññèîííûé âåêòîð HEF-gK äë  L-öåïè ÷åëîâåêà. Ïîñëå îïðåäåëåíè 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ ïðàâèëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ,
îáîçíà÷àþò êàê HEF-12B5VL-gK. Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è àìèíîêèñëîòíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðåêîíñòðóèðîâàííîé V-îáëàñòè L-öåïè 12Â5, âêëþ÷åííûå â ïëàçìèäó
HEF-12B5VL-gK, ïîêàçàíû â SEQ ID NO:75.

7.3 Ïîëó÷åíèå ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv (scFv) 12B5
Ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷íûé Fv àíòèòåëà 12B5 êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí èìåë

ñòðóêòóðó 12Â5ÓÍ-ëèíêåð-12Â5VL è ñîäåðæàë FLAG-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (SEQ ID NO.:76)
íà Ñ-êîíöå äë  îáëåã÷åíè  äåòåêöèè è î÷èñòêè. Ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv
12B5 (sc12B5) êîíñòðóèðóþò, èñïîëüçó  ëèíêåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîñòî ùóþ èç 15
àìèíîêèñëîò, ïðåäñòàâëåííûõ (Gly4Ser)3.

(1) Ïîëó÷åíèå ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv 12B5 ñ èñïîëüçîâàíèåì
ëèíêåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîñòî ùåé èç 15 àìèíîêèñëîò

Ãåí, êîäèðóþùèé ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv àíòèòåëà 12B5, ñîäåðæàùèé
ëèíêåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîñòî ùóþ èç 15 àìèíîêèñëîò, êîíñòðóèðóþò ïóòåì
ñîåäèíåíè  V-îáëàñòè Í-öåïè 12B5, ëèíêåðíîé îáëàñòè è V-îáëàñòè L-öåïè 12B5, êîòîðûå
àìïëèôèöèðóþò ñîîòâåòñòâåííî ìåòîäîì ÏÖÐ. Ýòîò ñïîñîá ñõåìàòè÷åñêè ïðåäñòàâëåí íà
Ôèã.47. Äë  ïîëó÷åíè  ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv 12B5 èñïîëüçóåòñ  øåñòü
ïðàéìåðîâ ÏÖÐ (A-F). Ïðàéìåðû À, Ñ è Å èìåþò ñìûñëîâûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, à
ïðàéìåðû Â, D è F - àíòèñìûñëîâûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Ïð ìîé ïðàéìåð 12B5-S (ïðàéìåð A, SEQ ID NO.:77) äë  V-îáëàñòè Í-öåïè
êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ 5'-êîíöîì ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Í-
öåïè è ñîäåðæàë ñàéò óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû EcoRI. Îáðàòíûé ïðàéìåð HuVHJ3 (Ïðàéìåð
Â, SEQ ID NO.:78) äë  V-îáëàñòè Í-öåïè êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ
ÄÍÊ, êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö V-îáëàñòè Í-öåïè.

Ïð ìîé ïðàéìåð RHuJH3 (ïðàéìåð Ñ, SEQ ID NO.:79) äë  ëèíêåðà êîíñòðóèðóþò òàê,
÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé N-êîíåö ëèíêåðà, è ïåðåêðûâàëñ  ñ ÄÍÊ,
êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö V-îáëàñòè Í-öåïè. Îáðàòíûé ïðàéìåð RHuVK1 (ïðàéìåð D, SEQ ID
NO.:80) äë  ëèíêåðà êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé Ñ-
êîíåö ëèíêåðà, è ÷òîáû ïåðåêðûâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé N-êîíåö V-îáëàñòè L-öåïè.

Ïð ìîé ïðàéìåð HuVK1.2 (ïðàéìåð Å, SEQ ID NO.:81) äë  V-îáëàñòè L-öåïè
êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé N-êîíåö V-îáëàñòè L-öåïè.
Îáðàòíûé ïðàéìåð 12B5F-A äë  V-îáëàñòè L-öåïè (ïðàéìåð F, SEQ ID NO.:82)
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êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö V-îáëàñòè L-öåïè,
è ñîäåðæàë ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ FLAG ïåïòèä (Íîðð Ò.Ð. et al.,
Bio/Technology, 6, 1204-1210, 1988), äâà òðàíñêðèïöèîííûõ ñòîï-êîäîíà è ñàéò
óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû NotI.

Íà ïåðâîì ýòàïå ÏÖÐ ñòàâ ò òðè ðåàêöèè, À-Â, C-D è E-F, è òðè ÏÖÐ-ïðîäóêòà,
ïîëó÷åííûå íà ýòàïå 1, ñîñòûêîâûâàþò â ñîîòâåòñòâèè ñ êîìïëåìåíòàðíîñòüþ. Ïîñëå
äîáàâëåíè  ïðàéìåðîâ À è F àìïëèôèöèðóþò ïîëíîðàçìåðíóþ ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ
ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv 12B5, èìåþùèé ëèíêåð, ñîñòî ùèé èç 15
àìèíîêèñëîò (âòîðà  ÏÖÐ). Íà ïåðâîì ýòàïå ÏÖÐ èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå ìàòðèö
ñîîòâåòñòâåííî ïëàçìèäó HEF-12B5H-gγl (ñì. Ïðèìåð 7.1), êîäèðóþùóþ
ðåêîíñòðóèðîâàííóþ V-îáëàñòü Í-öåïè 12B5, pSCFVT7-hM21 (ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî
ONS-M21) (Ohtomo et al., Anticancer Res. 18 (1998), 4311-4316), ñîäåðæàùóþ ÄÍÊ (SEQ
ID NO.:83), êîäèðóþùóþ ëèíêåðíóþ îáëàñòü, ñîñòî ùóþ èç Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser (Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 5879-
5883, 1988), è ïëàçìèäó HEF-12B5L-gκ (ñì. Ïðèìåð 7.2), êîäèðóþùóþ ðåêîíñòðóèðîâàííóþ
V-îáëàñòü L-öåïè 12B5.

Â 50 ìêë ÏÖÐ-ðàñòâîðà ïåðâîãî ýòàïà ñîäåðæèòñ  5 ìêë 10-êðàòíîãî áóôåðà ÏÖÐ Gold
Buffer II, 1,5 ìÌ MgCl2, 0,08 ìÌ êàæäîãî dNTP, 5 åäèíèö ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû AmpliTaq Gold
(âñå îò PERKIN ELMER) è ïî 100 ïìîëü êàæäîãî ïðàéìåðà è ïî 100 íã êàæäîé ìàòðè÷íîé
ÄÍÊ. ÏÖÐ-ðàñòâîð íàãðåâàþò ïðè íà÷àëüíîé òåìïåðàòóðå 94°Ñ â òå÷åíèå 9 ìèí, ïðè 94°Ñ
30 ñåê, çàòåì ïðè 55°Ñ 30 ñåê, ïðè 72°Ñ 1 ìèí. Äàííûé öèêë ïîâòîð þò 35 ðàç, ïîñëå ÷åãî
ðåàêöèîííóþ ñìåñü äîïîëíèòåëüíî íàãðåâàþò ïðè 72°Ñ â òå÷åíèå 5 ìèí.

ÏÖÐ-ïðîäóêòû À-Â, C-D è E-F ñîñòûêîâûâàþò ïðè ïîìîùè âòîðîé ÏÖÐ. ÏÖÐ-ñìåñü äë 
âòîðîãî ýòàïà îáúåìîì 98 ìêë, ñîäåðæàùóþ â êà÷åñòâå ìàòðèöû 1 ìêë ïðîäóêòà À-Â ïåðâîé
ÏÖÐ, 0,5 ìêë ÏÖÐ0-ïðîäóêòà C-D è 1 ìêë ÏÖÐ-ïðîäóêòà E-F, 10 ìêë 10-êðàòíîãî áóôåðà
ÏÖÐ Gold Buffer II, 1,5 ìÌ MgCl2, 0,08 ìÌ êàæäîãî dNTP, 5 åäèíèö ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû
AmpliTaq Gold (âñå îò PERKIN ELMER), íàãðåâàþò ïðè íà÷àëüíîé òåìïåðàòóðå 94°Ñ â
òå÷åíèå 9 ìèí, çàòåì ïðè 94°Ñ 2 ìèí, ïðè 65°Ñ 2 ìèí, ïðè 72°Ñ 2 ìèí. Ïîñëå äâóêðàòíîãî
ïîâòîðåíè  äàííîãî öèêëà äîáàâë þò ïî 100 ïìîëü ïðàéìåðîâ À è F. Öèêë, ñîñòî ùèé èç
94°Ñ â òå÷åíèå 30 ñåê, 55°Ñ â òå÷åíèå 30 ñåê, 72°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèí, ïîâòîð þò 35 ðàç,
ïîñëå ÷åãî ðåàêöèîííóþ ñìåñü íàãðåâàþò ïðè 72 °Ñ â òå÷åíèå 5 ìèí.

Ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå â õîäå âòîðîé ÏÖÐ, î÷èùàþò â 1,5%-íîì ãåëå ëåãêîïëàâêîé
àãàðîçû (Sigma), ðàñùåïë þò ôåðìåíòàìè EcoRI è NotI è êëîíèðóþò â âåêòîð ðÑÍÎ1 è â
âåêòîð pCOS1 (Japanese Patent Application No. 8-255196). Ýêñïðåññèîííûé âåêòîð
pCHO1 - ýòî âåêòîð, ïîëó÷åííûé äåëåöèåé ãåíà àíòèòåëà èç DHFR-∆E-rvH-PM1-f (ñì. WO
92/19759) â ðåçóëüòàòå ðàñùåïëåíè  SmaI è EcoRI è ïðèñîåäèíåíèåì àäàïòîðà EcoRI-NotI-
BamHI Adaptor (TAKARA SHUZO). Ïîñëå îïðåäåëåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ïëàçìèäû,
ñîäåðæàùèå ôðàãìåíò ÄÍÊ, êîäèðóþùèé ïðàâèëüíóþ àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv 12B5 îáîçíà÷àþò êàê pCHO-
sc12B5 è pCOS-sc12B5. Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è àìèíîêèñëîòíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðåêîíñòðóèðîâàíîãîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv 12B5, âêëþ÷åííûå â
ïëàçìèäû pCHO-sc12B5 è pCOS-sc12B5, ïðåäñòàâëåíû â SEQ ID NO.:84.

7.4 Ýêñïðåññè  àíòèòåëà 12B5 (IgG, Fab) è îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv ïîëèïåïòèäà æèâîòíîé
êëåòêîé

Àíòèòåëî 12B5 (IgG, Fab) è îäíîöåïî÷íûé Fv, ïðîèñõîä ùèé èç àíòèòåëà 12B5,
ýêñïðåññèðóþò ñ èñïîëüçîâàíèåì êëåòîê COS7 èëè ÑÍÎ.

Îñóùåñòâë åòñ  âðåìåííà  ýêñïðåññè  ñ èñïîëüçîâàíèåì êëåòîê COS7 ñëåäóþùèì
îáðàçîì. Ìåòîäîì ýëåêòðîïîðàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì àïïàðàòà Gene Pulser (BioRad)
îñóùåñòâë þò òðàíñôåêöèþ. Äë  ýêñïðåññèè àíòèòåëà 12B5 (IgG) äîáàâë þò ïî 10 ìêã
êàæäîãî èç âûøåóïîì íóòûõ ýêñïðåññèîííûõ âåêòîðîâ, HEF-12B5H-gγl è HEF-12B5L-gκ,
äë  ýêñïðåññèè ôðàãìåíòà 12B5Fab äîáàâë þò ïî 10 ìêã pFd-12B5H è HEF-12B5L-gκ è
äë  ýêñïðåññèè îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv 10 ìêã pCOS-sc12B5 äîáàâë þò ê êëåòêàì COS-7
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(1×107 êëåòîê/ìë), ñóñïåíäèðîâàííûõ â 0,8 ìë PBS. Ñìåñü, ïîìåùåííóþ â êþâåòó,
îáðàáàòûâàþò èìïóëüñîì ïðè 1,5 êÂ, ïðè ýëåêòðè÷åñêîé åìêîñòè 25 ìêÔ. Ïîñëå 10 ìèí
âîññòàíîâëåíè  ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ýëåêòðîïîðèðîâàííûå êëåòêè ïåðåíîñ ò â
êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ÄÌÅÌ (GIBCO BRL), ñîäåðæàùóþ 10%-íóþ ôåòàëüíóþ áû÷üþ
ñûâîðîòêó, è êóëüòèâèðóþò. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíè  â òå÷åíèå íî÷è êëåòêè îòìûâàþò îäèí
ðàç ðàñòâîðîì PBS, äîáàâë þò ê áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå CHO-S-SFM II è êóëüòèâèðóþò â
òå÷åíèå 2 äíåé. Öåíòðèôóãèðîâàíèåì óäàë þò èç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû êëåòî÷íûé äåáðèñ
è ôèëüòðóþò ÷åðåç ôèëüòð ñ ðàçìåðîì ïîð 0,22 ìêì äë  ïîëó÷åíè  êóëüòóðàëüíîãî
ñóïåðíàòàíòà.

Äë  ïîëó÷åíè  ëèíèè êëåòîê ÑÍÎ ñî ñòàáèëüíîé ýêñïðåññèåé îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv
(ïîëèïåïòèäà), ïðîèñõîä ùåãî èç àíòèòåëà 12B5, ýêñïðåññèîííûé âåêòîð pCHO-sc12B5
ââîä ò â êëåòêè ÑÍÎ ñëåäóþùèì îáðàçîì.

Ýêñïðåññèîííûé âåêòîð ââîä ò â êëåòêè ÑÍÎ ìåòîäîì ýëåêòðîïîðàöèè ïðè ïîìîùè
àïïàðàòà Gene Pulser (BioRad). Ëèíåàðèçèðîâàííóþ ÄÍÊ (100 ìêã), ïîëó÷åííóþ
ðàñùåïëåíèåì ðåñòðèêòàçîé Pvul, è êëåòêè ÑÍÎ (1×107 ìë), ñóñïåíäèðîâàííûå 0,8 ìë PBS
ñìåøèâàþò â êþâåòå, äàþò ïîñòî òü íà ëüäó â òå÷åíèå 10 ìèí è îáðàáàòûâàþò èìïóëüñîì
ïðè 1,5 êÂ, ïðè ýëåêòðè÷åñêîé åìêîñòè 25 ìêÔ. Ïîñëå âîññòàíîâëåíè  â òå÷åíèå 10 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ýëåêòðîïîðèðîâàííûå êëåòêè äîáàâë þò ê ñðåäå CHO-S-SFM II
(GIBCO BRL), ñîäåðæàùåé10%-íóþ ôåòàëüíóþ áû÷üþ ñûâîðîòêó, è êóëüòèâèðóþò. Ïîñëå
êóëüòèâàöèè â òå÷åíèå 2 äíåé êóëüòèâàöèþ ïðîäîëæàþò â ñðåäå CHO-S-SFM II (GIBCO
BRL), ñîäåðæàùåé 5 íÌ ìåòîòðèêñàò (SIGMA) è 10%-íóþ ôåòàëüíóþ áû÷üþ ñûâîðîòêó. Èç
ïîëó÷åííûõ òàêèì îáðàçîì êëîíîâ îòáèðàþò êëîí ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ ýêñïðåññèè â
êà÷åñòâå êëåòî÷íîé ëèíèè-ïðîäóöåíòà îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv 12B5. Ïîñëå êóëüòèâàöèè â
áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå CHO-S-SFM II (GIBCO BRL), ñîäåðæàùåé 5 íÌ ìåòîòðèêñàò
(SIGMA), ïîëó÷àþò êóëüòóðíûé ñóïåðíàòàíò ïóòåì îòäåëåíè  êëåòî÷íîãî äåáðèñà
öåíòðèôóãèðîâàíèåì.

7.5 Î÷èñòêà îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, ïðîèñõîä ùåãî èç 12B5, ïðîäóöèðóåìîãî êëåòêàìè
ÑÍÎ

Êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò êëåòî÷íîé ëèíèè ÑÍÎ, ýêñïðåññèðóþùåé îäíîöåïî÷å÷íûé
Fv 12B5, ïîëó÷åííûé â 7.4, î÷èùàþò ñ ïîìîùüþ êîëîíêè ñ àíòè-FLAG àíòèòåëîì è ãåëü-
ôèëüòðàöèîííîé êîëîíêè.

(1) Êîëîíêà ñ àíòè-FLAG àíòèòåëîì
Êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò äîáàâë þò ê ãåìî anti-FLAG M2 Affinity Gel (SIGMA),

óðàâíîâåøåííîìó PBS. Ïîñëå îòìûâàíè  êîëîíêè òåì æå áóôåðîì ýëþèðóþò áåëêè,
àäñîðáèðîâàííûå íà êîëîíêå, ñ ïîìîùüþ 0,1 Ì ãëèöèí-HCl áóôåðà (ðÍ 3,5). Ýëþèðîâàííûå
ôðàêöèè ñðàçó æå íåéòðàëèçóþò äîáàâëåíèåì 1 Ì Tris-HCl áóôåðà (ðÍ 8,0). Ýëþèðîâàííûå
ôðàêöèè àíàëèçèðóþò ìåòîäîì SDS-PAGE è êîíöåíòðèðóþò ïðè ïîìîùè Centricon-10
(MILLIPORE) òó ôðàêöèþ, â êîòîðîé ïîäòâåðäèëîñü íàëè÷èå îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv.

(2) Ãåëü-ôèëüòðàöè 
Êîíöåíòðèðîâàííûé ðàñòâîð, ïîëó÷åííûé â (1), íàíîñ ò íà êîëîíêó Superdex200

(10×300 ìì, AMERSHAM PHARMACIA), óðàâíîâåøåííóþ PBS, ñîäåðæàùèì 0,01%-íûé
Tween 20. Ïðîäóêò sc12B5 ýëþèðóåòñ  äâóì  ïèêàìè (À, Â) (ñì. Ôèã.48). Ôðàêöèè À è Â
àíàëèçèðóþò, èñïîëüçó  14%-SDS-ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü. Ýëåêòðîôîðåç îáðàçöà
îñóùåñòâë þò ïî ìåòîäó Ëýììëè (Laemmli) â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå
âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà è îêðàøèâàþò ñ ïîìîùüþ Êóìàññè Áðèëëèàíòîâûì Ãîëóáûì
ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà. Êàê ïîêàçàíî íà Ôèã.49, ôðàêöèè À è Â, íåçàâèñèìî îò íàëè÷è  èëè
îòñóòñòâè  âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà, äàþò åäèíñòâåííóþ ïîëîñó ñ êàæóùèìñ 
ìîëåêóë ðíûì âåñîì îêîëî 31 êÄà. Ïðè àíàëèçå ôðàêöèé À è Â ìåòîäîì ãåëü-ôèëüòðàöèè
ñ èñïîëüçîâàíèåì Superdex200 PC 3,2/30 (3,2×300 ìì, AMERSHAM PHARMACIA) ôðàêöè 
À äàåò ïðîäóêò, ýëþèðóåìûé ñ êàæóùèìñ  ìîëåêóë ðíûì âåñîì îêîëî 44 êÄà, à ôðàêöè  Â
ñ îêîëî 22 êÄà (ñì. Ôèã.50à è 50b). Êàê ïîêàçûâàþò ðåçóëüòàòû, ôðàêöè  À  âë åòñ 
äèìåðîì îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv sc12B5 ñ íåêîâàëåíåòíîé ñâ çüþ, à Â  âë åòñ  ìîíîìåðîì.

7.6 Èçìåðåíèå ÒÐÎ-ïîäîáíîé àãîíèñòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ðàçëè÷íûõ îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv
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ÒÐÎ-ïîäîáíóþ àêòèâíîñòü îäíîöåïî÷å÷íîãî àíòè-MPL àíòèòåëà îöåíèâàþò, èçìåð  
ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè Ba/F3 êëåòîê (BaF/mpl), ýêñïðåññèðóþùèõ
÷åëîâå÷åñêèé ÒÐÎ-ðåöåïòîð (MPL). Ïîñëå äâóêðàòíîãî îòìûâàíè  BaF/Mpl êëåòîê
êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé RPM11640 (GIBCO), ñîäåðæàùåé 10%-íóþ ôåòàëüíóþ áû÷üþ
ñûâîðîòêó (GIBCO), êëåòêè ñóñïåíäèðóþò â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ïðè ïëîòíîñòè
êëåòîê 5×105 êëåòîê/ìë. Îäíîöåïî÷å÷íîå àíòè-MPL àíòèòåëî è ÷åëîâå÷åñêèé ÒÐÎ (R&D
Systems) ðàçâîä ò ñîîòâåòñòâåííî êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé. 50 ìêë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè è
50 ìêë ðàçâåäåííîãî àíòèòåëà èëè ÷åëîâå÷åñêîãî ÒÐÎ âíîñ ò â ëóíêè 96-ëóíî÷íîãî
ìèêðîïëàíøåòà (ïëîñêîäîííîãî) (Falcon) è êóëüòèâèðóþò â CO2-èíêóáàòîðå (êîíöåíòðàöè 
CO2 5%) â òå÷åíèå 24 ÷àñîâ. Ïîñëå èíêóáàöèè äîáàâë þò 10 ìêë ðåàãåíòà WST-8 (ðåàãåíò
äë  îïðåäåëåíè  ÷èñëà æèâûõ êëåòîê SF: Nacalai Tesque) è ñðàçó æå èçìåð þò ïîãëîùåíèå
ïðè äëèíå âîëíû èçìåðåíè  450 íì è îïîðíîé äëèíå âîëíû 620 íì ñ ïîìîùüþ
ôëóîðåñöåíòíî-àáñîðáöèîííîãî ôîòîìåòðà SPECTRA Fluor (TECAN). Ïîñëå
èíêóáèðîâàíè  â ÑÎ2-èíêóáàòîðå (êîíöåíòðàöè  CO2 5%) â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ ñíîâà
èçìåð þò ïîãëîùåíèå ïðè äëèíå âîëíû èçìåðåíè  450 íì è îïîðíîé äëèíå âîëíû 620 íì ñ
ïîìîùüþ SPECTRA Fluor. Ïîñêîëüêó ðåàãåíò WST-8 ðàçâèâàåò îêðàñêó ïðè äëèíå âîëíû
450 íì â çàâèñèìîñòè îò ÷èñëà æèâûõ êëåòîê, òî ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü BaF/Mpl
îöåíèâàþò ïî èçìåíåíèþ ïîãëîùåíè  çà 2 ÷àñà ñ ïîìîùüþ ED50, êîòîðûé ðàññ÷èòûâàþò
ñëåäóþùèì îáðàçîì. Íà ãðàôèêå ïðîëèôåðàöèè, ïî îðäèíàòå êîòîðîãî îòêëàäûâàþò
ïîãëîùåíèå, à ïî àáñöèññå - êîíöåíòðàöèþ àíòèòåëà, ïîãëîùåíèå íà ïëàòî ïðèíèìàþò çà
100% ñêîðîñòè ðåàêöèè. Ïîëüçó ñü ôîðìóëîé ëèíåéíîãî ïðèáëèæåíè  íà îñíîâàíèè
îòëîæåííûõ íà ãðàôèêå çíà÷åíèé, áëèçêèõ ê 50% ñêîðîñòè ðåàêöèè, ðàññ÷èòûâàþò
êîíöåíòðàöèþ àíòèòåëà, ñîîòâåòñòâóþùóþ 50% ñêîðîñòè ðåàêöèè, è ïðèíèìàþò åå çà ED50.

Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíè  àãîíèñòè÷åñêîé àêòèâíîñòè â îòíîøåíèè MPL ñ
èñïîëüçîâàíèåì êóëüòóðàëüíûõ ñóïåðíàòàíòîâ êëåòîê COS-7, ýêñïðåññèðóþùèõ ðàçëè÷íûå
ìîëåêóëû àíòèòåëà 12Â5, îòðàæåíû íà Ôèã.51, ãäå ïîêàçàíî, ÷òî 12B5IgG, èìåþùèé
áèâàëåíòíûé àíòèãåíñâ çûâàþùèé öåíòð, óâåëè÷èâàåò ïîãëîùåíèå çàâèñèìûì îò
êîíöåíòðàöèè îáðàçîì è îáëàäàåò ÒÐÎ-ïîäîáíîé àãîíèñòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ (ED50; 29
íÌ), â òî âðåì  êàê àãîíèñòè÷åñêà  àêòèâíîñòü 12B5Fab, èìåþùåãî ìîíîâàëåíòíûé
àíòèãåíñâ çûâàþùèé öåíòð, îêàçàëàñü î÷åíü ñëàáîé (ED50; 34724 íÌ). Â
ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó îäíîöåïî÷å÷íûé Fv (sc12B5), èìåþùèé, ïîäîáíî Fab,
ìîíîâàëåíòíûé àíòèãåíñâ çûâàþùèé öåíòð, ïðî âë åò âûñîêóþ àãîíèñòè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü ñ ED50, ðàâíûì 75 íÌ. Îäíàêî, êàê èçâåñòíî, âàðèàáåëüíûå îáëàñòè Í-öåïè è
L-öåïè îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv ñâ çàíû íåêîâàëåíòíîé ñâ çüþ è, ñëåäîâàòåëüíî, â ðàñòâîðå
êàæäà  âàðèàáåëüíà  îáëàñòü äèññîöèèðóåò è ìîæåò ñâ çûâàòüñ  ñ âàðèàáåëüíîé
îáëàñòüþ äðóãîé ìîëåêóëû ñ îáðàçîâàíèåì ìóëüòèìåðîâ, íàïðèìåð äèìåðîâ. Ïðè
èçìåðåíèè ìîëåêóë ðíîãî âåñà sc12B5, î÷èùåííîãî ãåëü-ôèëüòðàöèåé, áûëî óñòàíîâëåíî,
÷òî â íåì ïðèñóòñòâóþò ìîëåêóëû, êîòîðûå áûëè ïðèçíàíû ìîíîìåðàìè è äèìåðàìè (ñì.
Ôèã.48). Çàòåì èçîëèðóþò ìîíîìåð sc12B5 è äèìåð sc12B5 (ñì. Ôèã.50) è èçìåð þò èõ
àãîíèñòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè MPL. Êàê ïîêàçàíî íà Ôèã.51 è 52, ED50 ìîíîìåðà
sc12B5 ñîñòàâë åò 4438,7 íÌ, ÷òî ïîäòâåðæäàåò, ÷òî åãî àãîíèñòè÷åñêà  àêòèâíîñòü
îêàçûâàåòñ  áîëåå íèçêîé ïî ñðàâíåíèþ ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè ñ êóëüòóðàëüíûì
ñóïåðíàòàíòîì êëåòîê COS-7. È íàîáîðîò, îäíîöåïî÷å÷íûé Fv (äèìåð sc12B5), èìåþùèé
áèâàëåíòíûé àíòèãåíñâ çûâàþùèé öåíòð, ïðî âë åò àãîíèñòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü (ED50;
10,1 íÌ) â 400 ðàç áîëåå âûñîêóþ, ÷åì ó ìîíîâàëåíòíîãî sc12B5. Ïîìèìî òîãî,
áèâàëåíòíûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv ïðî âë åò àãîíèñòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ýêâèâàëåíòíóþ
èëè áîëåå âûñîêóþ, ÷åì àãîíèñòè÷åñêà  àêòèâíîñòü ÷åëîâå÷åñêîãî ÒÐÎ èëè 12B5IgG.

Ïðèìåð 8
Êîíñòðóèðîâàíèå ãåíà, êîäèðóþùåãî âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà

12Å10 ê ÷åëîâå÷åñêîìó MPL
ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà 12Å10 ÷åëîâåêà ê

÷åëîâå÷åñêîìó MPL, êîíñòðóèðóþò ñëåäóþùèì îáðàçîì.
8.1 Êîíñòðóèðîâàíèå ãåíà, êîäèðóþùåãî V-îáëàñòü Í-öåïè 12Å10
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Íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO.:86 êîíñòðóèðóþò íà îñíîâå
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îïèñàííîé â WO 99/10494 (SEQ ID NO.:85), êàê ãåí,
êîäèðóþùèé V-îáëàñòü Í-öåïè ÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà 12Å10, ñâ çûâàþùåãîñ  ñ
÷åëîâå÷åñêèì MPL. Ïîëíîðàçìåðíóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëó÷àþò
ïðèñîåäèíåíèåì ê åå 5'-êîíöó ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (SEQ ID NO.:87),
ïðîèñõîä ùåé èç ãåíà ÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà (GenBank accession NO.AF062252).
Ñêîíñòðóèðîâàííóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðàçáèâàþò íà 4 îëèãîíóêëåîòèäà,
èìåþùèõ ïåðåêðûâàþùèåñ  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äëèíîé 15 ï.î. êàæäà  (12E10VH1,
12E10VH2, 12E10VH3, 12E10VH4). 12E10VH1 (SEQ ID NO.:88) è 12E10VH3 (SEQ ID NO.:90)
ñèíòåçèðóþò â ñìûñëîâîé îðèåíòàöèè, à 12E10VH2 (SEQ ID NO.:89) è 12E10VH4 (SEQ ID
NO.:91) â àíòèñìûñëîâîé îðèåíòàöèè ñîîòâåòñòâåííî. Ïîñëå ñîñòûêîâêè êàæäîãî èç
ñèíòåçèðîâàííûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ â ñîîòâåòñòâèè ñ êîìïëåìåíòàðíîñòüþ äîáàâë þò
âíåøíèå ïðàéìåðû (12E10VHS è 12E10VHA) äë  àìïëèôèêàöèè ïîëíîðàçìåðíîãî ãåíà.
12E10VHS (SEQ ID NO.:92) â êà÷åñòâå ïð ìîãî ïðàéìåðà êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí
ãèáðèäèçîâàëñ  ñ 5'-êîíöîì ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ñîäåðæàë ñàéò óçíàâàíè 
ðåñòðèêòàçû Hind III è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Êîçàêà, à 12Å 10VHA (SEQ ID NO.:93) â
êà÷åñòâå îáðàòíîãî ïðàéìåðà êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö V-îáëàñòè Í-öåïè è ñîäåðæàë äîíîðñêóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñïëàéñèíãà è ñàéò óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû BamHI ñîîòâåòñòâåííî.

100 ìêë ÏÖÐ-ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 10 ìêë 10-êðàòíîãî áóôåðà ÏÖÐ GOLD Buffer II, 1,5
ìÌ MgCl2, 0,08 ìÌ dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 5 åäèíèö ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû AmpliTaq
Gold (âñå îò PERKJN ELMER) è ïî 2,5 ïìîëü êàæäîãî èç ñèíòåçèðîâàííûõ
îëèãîíóêëåîòèäîâ (12E10VH-1 äî - 4), íàãðåâàþò ïðè íà÷àëüíîé òåìïåðàòóðå 94°Ñ â
òå÷åíèå 9 ìèí, çàòåì ïðè 94°Ñ 2 ìèí, ïðè 55°Ñ 2 ìèí è ïðè 72°Ñ 2 ìèí. Ïîñëå äâóêðàòíîãî
ïîâòîðåíè  öèêëà äîáàâë þò ïî 100 ïìîëü êàæäîãî èç âíåøíèõ ïðàéìåðîâ 12E10VHS è
12E10VHA. Ñìåñü ïîäâåðãàþò öèêëó, âêëþ÷àþùåìó 94°Ñ â òå÷åíèå 30 ñåê, 55°Ñ â òå÷åíèå
30 ñåê, 72°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèí, êîòîðûé ïîâòîð þò 35 ðàç, ïîñëå ÷åãî äîïîëíèòåëüíî
íàãðåâàþò ïðè 72°Ñ â òå÷åíèå 5 ìèí.

ÏÖÐ-ïðîäóêò î÷èùàþò â 1,5%-íîì ãåëå ñ ëåãêîïëàâêîé àãàðîçîé (Sigma), ðàñùåïë þò
ôåðìåíòàìè - ðåñòðèêòàçàìè BamHI è Hind III - è êëîíèðóþò â ýêñïðåññèîííûé âåêòîð
HEF-gγl äë  Í-öåïè ÷åëîâåêà. Ïîñëå îïðåäåëåíè  ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàçìèäó,
ñîäåðæàùóþ ïðàâèëüíóþ ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îáîçíà÷àþò êàê HEF-12E10H-gγl.

HEF-12E10H-gγl ðàñùåïë þò ðåñòðèêòàçàìè EcoRI è BamHI äë  òîãî, ÷òîáû ïîëó÷èòü
ãåí, êîäèðóþùèé 12E10VH, è çàòåì åãî êëîíèðóþò â ýêñïðåññèîííûé âåêòîð äë  Í-öåïè Fab
÷åëîâåêà, pCOS-Fd, äë  ïîëó÷åíè  pFd-12E10H. Ýêñïðåññèîííûé âåêòîð äë  Í-öåïè Fab
÷åëîâåêà ïîëó÷àþò, àìïëèôèöèðó  ÄÍÊ (SEQ ID NO.:63), ñîäåðæàùóþ îáëàñòü èíòðîíà,
íàõîä ùóþñ  ìåæäó ãåíàìè, êîäèðóþùèìè V-îáëàñòü Í-öåïè àíòèòåëà ÷åëîâåêà è
êîíñòàíòíóþ îáëàñòü, è ãåí, êîäèðóþùèé ÷àñòü êîíñòàíòíîé îáëàñòè Í-öåïè ÷åëîâåêà,
ìåòîäîì ÏÖÐ è âñòðàèâà  ÏÖÐ-ïðîäóêò â ýêñïðåññèîííûé âåêòîð äë  æèâîòíûõ êëåòîê
pCOS1. Êîíñòàíòíóþ îáëàñòü Í-öåïè ÷åëîâåêà àìïëèôèöèðóþò äë  ïîëó÷åíè  ãåíà ïðè òåõ
æå óñëîâè õ, êîòîðûå áûëè îïèñàíû âûøå, èñïîëüçó  â êà÷åñòâå ìàòðèöû HEF-gγl, â
êà÷åñòâå ïð ìîãî ïðàéìåðà G1CH1-S (SEQ ID NO.:64), êîòîðûé êîíñòðóèðîâàëè òàê, ÷òîáû
îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ 5'-êîíöîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èíòðîíà 1 è ñîäåðæàë ñàéòû óçíàâàíè 
ðåñòðèêòàçû EcoRI è BamHI, è â êà÷åñòâå îáðàòíîãî ïðàéìåðà - G1CH1-A (SEQ ID NO.:65),
êîòîðûé êîíñòðóèðîâàëè òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ 3'-êîíöîì ÄÍÊ ÑÍ1-äîìåíà
êîíñòàíòíîé îáëàñòè Í-öåïè ÷åëîâåêà è ñîäåðæàë ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ÷àñòü
øàðíèðíîé îáëàñòè, äâà ñòîï-êîäîíà è ñàéò óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû Bgl II.

Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ðåêîíñòðóèðîâàííîé âàðèàáåëüíîé îáëàñòè Í-öåïè 12Å10, êîòîðûå áûëè âêëþ÷åíû â
ïëàçìèäû HEF-12E10H-gγl è pFd-12E10H, ïðèâåäåíû â SEQ ID NO.:94.

8.2 Êîíñòðóèðîâàíèå ãåíà, êîäèðóþùåãî V-îáëàñòü L-öåïè 12Å10
Íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO.:96 êîíñòðóèðóþò íà îñíîâå
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àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îïèñàííîé â WO 99/10494 (SEQ ID NO.:95) êàê ãåí,
êîäèðóþùèé V-îáëàñòü L-öåïè ÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà 12Å10, ñâ çûâàþùåãîñ  ñ
÷åëîâå÷åñêèì MPL. Äàëåå åãî êîíñòðóêöè  âêëþ÷àåò ïðèñîåäèíåíèå ê åãî 5'-êîíöó
ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (SEQ ID NO.:97), ïðîèñõîä ùåé èç ãåíà ÷åëîâå÷åñêîãî
àíòèòåëà (Mol. Immunol. 1992; 29: 1515-1518). Òàêèì æå îáðàçîì, êàê îïèñàíî âûøå,
ñêîíñòðóèðîâàííóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðàçáèâàþò íà 4 îëèãîíóêëåîòèäà,
èìåþùèõ ïåðåêðûâàþùèåñ  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïî 15 ï.î. êàæäà  (12E10VL1, 12E10VL2,
12E10VL3, 12E10VL4), è ñèíòåçèðóþò ñîîòâåòñòâåííî. 12E10VL1 (SEQ ID NO.:98) è
12E10VL3 (SEQ ID NO.:100) ñîäåðæàò ñìûñëîâûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, à 12E10VL2 (SEQ
ID NO.:99) è 12E10VL4 (SEQ ID NO.:101) ñîäåðæàò ñîîòâåòñòâåííî àíòèñìûñëîâûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ïîñëå ñîñòûêîâêè êàæäîãî èç ñèíòåçèðîâàííûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ â
ñîîòâåòñòâèè ñ êîìïëåìåíòàðíîñòüþ, äîáàâë þò âíåøíèå ïðàéìåðû (12E10VLS è
12Å10VÅÀ) äë  àìïëèôèöèðîâàíè  ïîëíîðàçìåðíîãî ãåíà. 12E10VLS (SEQ ID NO.:102) êàê
ïð ìîé ïðàéìåð êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ 5'-êîíöîì ëèäåðíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ñîäåðæàë ñàéò óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû EcoRI è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
Êîçàêà. 12E10VLA (SEQ ID NO.:103) â êà÷åñòâå îáðàòíîãî ïðàéìåðà êîíñòðóèðóåòñ  òàê,
÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö V-
îáëàñòè L-öåïè è ñîäåðæàë ñàéò óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû BlnI.

Ïîñëå ïðîâåäåíè  ÏÖÐ, êàê îïèñàíî âûøå, ÏÖÐ-ïðîäóêò î÷èùàþò â 1,5%-íîì ãåëå
ëåãêîïëàâêîé àãàðîçû (Sigma), ðàñùåïë þò ðåñòðèêòàçàìè EcoRI è BInI è êëîíèðóþò â
pUC19, ñîäåðæàùóþ ãåí êîíñòàíòíîé îáëàñòè ëàìáäà-öåïè ÷åëîâåêà. Ïîñëå îïðåäåëåíè 
ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ ïðàâèëüíóþ ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ðàñùåïë þò EcoRI äë  ïîëó÷åíè  ãåíà, êîäèðóþùåãî V-îáëàñòü L-öåïè 12Å10 è
êîíñòàíòíóþ îáëàñòü ë ìáäà-öåïè ÷åëîâåêà, à çàòåì âñòðàèâàþò â ýêñïðåññèîííûé âåêòîð
pCOS1. Ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ ãåí L-öåïè 12Å10 (SEQ ID NO.:104), îáîçíà÷àþò êàê pCOS-
12E10L.

8.3 Ïîëó÷åíèå ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv 12E10
Ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv àíòèòåëà 12Å10 êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû åãî

ñòðóêòóðà áûëà ñëåäóþùåé: 12Å10VÍ-ëèíêåð-12Å10VL, è ÷òîáû îí ñîäåðæàë FLAG-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (SEQ ID NO.:105) íà Ñ-êîíöå äë  îáëåã÷åíè  äåòåêöèè è î÷èñòêè.
Ðåêîíñòðóèðîâàííûå îäíîöåïî÷å÷íûå Fv 12E10 (sc12E10 è db12E10) êîíñòðóèðóþò,
èñïîëüçó  ëèíêåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîñòî ùóþ èç 15 àìèíîêèñëîò, ïðåäñòàâëåííûõ
(Gly4Ser)3, èëè èç 5 àìèíîêèñëîò, ïðåäñòàâëåííûõ (Gly4Ser)1.

(1) Ïîëó÷åíèå ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv 12E10 ñ èñïîëüçîâàíèåì
ëèíêåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîñòî ùåé èç 5 àìèíîêèñëîò.

Ãåí, êîäèðóþùèé ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv 12E10, ñîäåðæàùèé
ëèíêåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîñòî ùóþ èç 5 àìèíîêèñëîò, êîíñòðóèðóþò ïóòåì
ââåäåíè  íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äë  ëèíêåðà (Gly4Ser) â 3'-êîíöåâîå
ïîëîæåíèå ãåíà, êîäèðóþùåãî V-îáëàñòü Í-öåïè 12E10, è â 5'-êîíöåâîå ïîëîæåíèå ãåíà,
êîäèðóþùåãî V-îáëàñòü L-öåïè 12E10, àìïëèôèêàöèè ïîëó÷åííîãî òàêèì îáðàçîì
ñîîòâåòñòâóþùåãî ãåíà ìåòîäîì ÏÖÐ è ñîñòûêîâêè àìïëèôèöèðîâàííûõ ãåíîâ. Äë 
ïîëó÷åíè  ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv 12E10 èñïîëüçóþò ÷åòûðå ÏÖÐ
ïðàéìåðà (À-D). Ïðàéìåðû À è Ñ èìåþò ñìûñëîâûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, à ïðàéìåðû Â è D
àíòèñìûñëîâûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Â êà÷åñòâå ïð ìîãî ïðàéìåðà äë  V-îáëàñòè Í-öåïè èñïîëüçóþò 12E10S (ïðàéìåð A,
SEQ ID NO.:106). Îáðàòíûé ïðàéìåð DB2 (ïðàéìåð Â, SEQ ID NO.:107) äë  V-îáëàñòè Í-
öåïè êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö V-îáëàñòè Í-
öåïè, è ñîäåðæàë íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ëèíêåð (Gly4Ser)1, è
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ N-êîíåö V-îáëàñòè L-öåïè.

Ïð ìîé ïðàéìåð DB1 (ïðàéìåð Ñ, SEQ ID NO.:108) äë  V-îáëàñòè L-öåïè êîíñòðóèðóþò
òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé N-êîíåö V-îáëàñòè L-öåïè è ñîäåðæàë
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ëèíêåð (Gly4Ser)1, è íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ Ñ-êîíåö V-îáëàñòè Í-öåïè. Îáðàòíûé ïðàéìåð 12E10FA
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(ïðàéìåð D, SEQ ID NO.:109) äë  V-îáëàñòè L-öåïè êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí
ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö V-îáëàñòè L-öåïè, è ñîäåðæàë íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ FLAG è ñàéò óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû NotI.

Íà ïåðâîì ýòàïå ÏÖÐ ïðîâîä ò äâå ðåàêöèè À-Â è C-D è äâà ÏÖÐ-ïðîäóêòà, ïîëó÷åííûõ
íà ïåðâîì ýòàïå ÏÖÐ, ñîñòûêîâûâàþò â ñîîòâåòñòâèè ñ êîìïëåìåíòàðíîñòüþ. Ïîñëå
äîáàâëåíè  ïðàéìåðîâ À è D àìïëèôèöèðóþò ïîëíîðàçìåðíóþ ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ
ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv 12E10, ñîäåðæàùèé ëèíêåð, ñîñòî ùèé èç 5
àìèíîêèñëîò (âòîðîé ýòàï ÏÖÐ). Íà ïåðâîì ýòàïå ÏÖÐ â êà÷åñòâå ìàòðèö èñïîëüçóþò
ñîîòâåòñòâåííî ïëàçìèäó HEF-12E10H-gγl (ñì. Ïðèìåð 8.1), êîäèðóþùóþ V-îáëàñòü Í-
öåïè 12E10, è pCOS-12E10L (ñì. Ïðèìåð 8.2), êîäèðóþùóþ ðåêîíñòðóèðîâàííóþ V-îáëàñòü
L-öåïè 12E10.

50 ìêë ÏÖÐ-ðàñòâîðà ïåðâîãî ýòàïà ñîäåðæàëè 5 ìêë 10-êðàòíîãî áóôåðà ÏÖÐ Gold
Buffer II, 1,5 ìÌ MgCl2, 0,08 ìÌ êàæäîãî èç dNTP, 5 åäèíèö ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû AmpliTaq Gold
(âñå îò PERKIN ELMER), ïî 100 ïìîëü êàæäîãî ïðàéìåðà è ïî 100 íã êàæäîé ìàòðè÷íîé
ÄÍÊ. ÏÖÐ-ðàñòâîð íàãðåâàþò ïðè íà÷àëüíîé òåìïåðàòóðå 94°Ñ â òå÷åíèå 9 ìèíóò, çàòåì
ïðè 94°Ñ â òå÷åíèå 30 ñåê, ïðè 55°Ñ â òå÷åíèå 30 ñåê, ïðè 72°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèí. Ïîñëå
ïîâòîðåíè  öèêëà 35 ðàçðåàêöèîííóþ ñìåñü äîïîëíèòåëüíî íàãðåâàþò ïðè 72°Ñ â òå÷åíèå
5 ìèí.

Ïðîäóêòû ÏÖÐ-ðåàêöèè À-Â (429 ï.î.) è C-D (395 ï.î.) ñîñòûêîâûâàþò âî âòîðîé ÏÖÐ.
ÏÖÐ-ñìåñü 2 ýòàïà (98 ìêë), ñîäåðæàùóþ ïî 1 ìêë êàæäîãî èç ÏÖÐ-ïðîäóêòîâ À-Â è C-D
ïåðâîãî ýòàïà â êà÷åñòâå ìàòðèö, ïî 100 ïìîëü êàæäîãî èç ïðàéìåðîâ, 10 ìêë 10-
êðàòíîãî áóôåðà ÏÖÐ Gold Buffer II, 1,5 ìÌ MgCl2, 0,08 ìÌ êàæäîãî dNTP, 5 åäèíèö ÄÍÊ-
ïîëèìåðàçû AmpliTaq Gold (âñå îò PERKIN ELMER), ïîäâåðãàþò ðåàêöèè â òåõ æå óñëîâè õ,
÷òî áûëè óïîì íóòû âûøå.

Ôðàãìåíò ÄÍÊ (795 ï.î.), ïîëó÷åííûé íà âòîðîì ýòàïå ÏÖÐ, î÷èùàþò â 1,5%-íîì ãåëå
ëåãêîïëàâêîé àãàðîçû, ðàñùåïë þò ðåñòðèêòàçàìè EcoRI è NotI è êëîíèðóþò â âåêòîð
ðÑÍÎ1 èëè â âåêòîð pCOS1. Ýêñïðåññèîííûé âåêòîð pCHO1 - ýòî âåêòîð, ïîëó÷åííûé
äåëåöèåé ãåíà àíòèòåëà èç DHFR-∆E-RVH-PM1-f (ñì. WO 92/19759) â ðåçóëüòàòå
ðàñùåïëåíè  ðåñòðèêòàçàìè EcoRI è SmaI è ïðèñîåäèíåíèåì àäàïòîðà EcoRI-NotI-BamHI
(TAKARA SHUZO). Ïîñëå îïðåäåëåíè  ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå
ÄÍÊ-ôðàãìåíò, êîäèðóþùèé ïðàâèëüíóþ àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv 12B5, îáîçíà÷àþò êàê pCHO-db12E10 è pCOS-
db12E10. Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv 12E10, âêëþ÷åííûå â ïëàçìèäû pCHO-db12E10 è
pCOS-db12E10, ïðèâåäåíû â SEQ ID NO.:110.

(2) Ïîëó÷åíèå ðåêîíñòðóèðîâàííîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv 12E10 ñ èñïîëüçîâàíèåì
ëèíêåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîñòî ùåé èç 15 àìèíîêèñëîò

Ãåí, êîäèðóþùèé ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv 12E10, êîòîðûé ñîäåðæèò
ëèíêåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîñòî ùóþ èç 15 àìèíîêèñëîò, êîíñòðóèðóþò ïóòåì
ââåäåíè  íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëèíêåðà (Gly4Ser)3 â 3'-êîíöåâîå ïîëîæåíèå
ãåíà, êîäèðóþùåãî V-îáëàñòü Í-öåïè 12E10, è â 5'-êîíöåâîå ïîëîæåíèå ãåíà, êîäèðóþùåãî
V-îáëàñòü L-öåïè 12E10, àìïëèôèêàöèè ïîëó÷åííûõ òàêèì îáðàçîì ãåíîâ ìåòîäîì ÏÖÐ è
ñîñòûêîâêè àìïëèôèöèðîâàííûõ ãåíîâ. Äë  ïîëó÷åíè  ðåêîíñòðóèðîâàííîãî
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv 12E10 èñïîëüçóþò 4 ÏÖÐ-ïðàéìåðà (A-D). Ïðàéìåðû À è Ñ èìåþò
ñìûñëîâûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, à ïðàéìåðû Â è D èìåþò àíòèñìûñëîâûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Ïð ìûì ïðàéìåðîì äë  V-îáëàñòè Í-öåïè  âë åòñ  12E10S (Ïðàéìåð A, SEQ ID NO.:
106). Îáðàòíûé ïðàéìåð sc4.3 (Ïðàéìåð Â, SEQ ID NO.111) äë  V-îáëàñòè Í-öåïè
êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí ãèáðèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö V-îáëàñòè Í-öåïè è
ñîäåðæàë íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ëèíêåð (Gly4Ser)3, è
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ N-êîíåö V-îáëàñòè L-öåïè.

Ïð ìîé ïðàéìåð scl.3 (Ïðàéìåð Ñ, SEQ ID NO.:112) êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí
ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé N-êîíåö V-îáëàñòè L-öåïè, è ñîäåðæàë íóêëåîòèäíóþ
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ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ëèíêåð (Gly4Ser)3, è íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
êîäèðóþùóþ Ñ-êîíåö V-îáëàñòè Í-öåïè. Îáðàòíûé ïðàéìåð 12E10FA (Ïðàéìåð D, SEQ ID
NO.:109) êîíñòðóèðóþò òàê, ÷òîáû îí ãèáðèäèçîâàëñ  ñ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé Ñ-êîíåö V-
îáëàñòè L-öåïè, è ñîäåðæàë íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ FLAG ñàéò
óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû è NotI.

Íà ïåðâîì ýòàïå ÏÖÐ îñóùåñòâë þò äâå ðåàêöèè À-Â è C-D, è äâà ÏÖÐ-ïðîäóêòà,
ïîëó÷åííûå íà ïåðâîì ýòàïå ÏÖÐ, ñîñòûêîâûâàþò â ñîîòâåòñòâèè ñ êîìïëåìåíòàðíîñòüþ.
Ïîñëå äîáàâëåíè  ïðàéìåðîâ À è D àìïëèôèöèðóþò (âòîðà  ÏÖÐ) ïîëíîðàçìåðíóþ ÄÍÊ,
êîäèðóþùóþ ðåêîíñòðóèðîâàííûé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv 12E10, ñîäåðæàùèé ëèíêåð,
ñîñòî ùèé èç 15 àìèíîêèñëîò. Íà ïåðâîì ýòàïå ÏÖÐ â êà÷åñòâå ìàòðèöû èñïîëüçóþò
ïëàçìèäó pCOS-db12E10 (ñì. Ïðèìåð 8.3 (1)), êîäèðóþùóþ ðåêîíñòðóèðîâàííûé
îäíîöåïî÷å÷íûé Fv 12E10.

Â 50 ìêë ðàñòâîðà äë  ïåðâîãî ýòàïà ÏÖÐ ñîäåðæèòñ  5 ìêë 10-êðàòíîãî áóôåðà ExTaq,
0,4 ìÌ êàæäîãî èç dNTP, 2,5 åäèíèöû ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû TaKaRa ExTaq (îò TAKARA), è ïî
100 ïìîëü êàæäîãî ïðàéìåðà è ïî 10 íã êàæäîé ìàòðè÷íîé ÄÍÊ. ÏÖÐ-ðàñòâîð íàãðåâàþò
ïðè íà÷àëüíîé òåìïåðàòóðå 94°Ñ â òå÷åíèå 30 ñåê, çàòåì ïðè 94°Ñ â òå÷åíèå 15 ñåê, ïðè
72°Ñ â òå÷åíèå 2 ìèí è äàííûé öèêë ïîâòîð þò 5 ðàç. Ïîñëå 28-êðàòíîãî ïîâòîðåíè 
öèêëà, ñîñòî ùåãî èç íàãðåâàíè  ïðè 94°Ñ â òå÷åíèå 15 ñåê è ïðè 70°Ñ â òå÷åíèå 2 ìèí,
ðåàêöèîííóþ ñìåñü äîïîëíèòåëüíî íàãðåâàþò ïðè 72°Ñ â òå÷åíèå 5 ìèí.

ÏÖÐ-ïðîäóêòû À-Â (477 ï.î.) è C-D (447 ï.î.) ñîñòûêîâûâàþò âî âòîðîé ÏÖÐ.
Ðåàêöèîííóþ ñìåñü äë  âòîðîãî ýòàïà ÏÖÐ (98 ìêë), ñîäåðæàùóþ 1 ìêë êàæäîãî èç
ïðîäóêòîâ À-Â è C-D ïåðâîé ÏÖÐ â êà÷åñòâå ìàòðèö, ïî 100 ïìîëü êàæäîãî èç ïðàéìåðîâ À
è D, 5 ìêë 10-êðàòíîãî áóôåðà ExTaq, 0,4 ìÌ êàæäîãî dNTP, 2,5 åäèíèöû ÄÍÊ ïîëèìåðàçû
TaKaRa ExTaq (TAKARA) ïîäâåðãàþò ðåàêöèè â òåõ æå óñëîâè õ, ÷òî îïèñàíû âûøå.

ÄÍÊ-ôðàãìåíò (825 ï.î.), ïîëó÷åííûé âî âòîðîé ÏÖÐ, î÷èùàþò â 1,0%-íîì ãåëå
ëåãêîïëàâêîé àãàðîçû, ðàñùåïë þò ðåñòðèêòàçàìè EcoRI è NotI. Ïîëó÷åííûé òàêèì
îáðàçîì ÄÍÊ-ôðàãìåíò êëîíèðóþò â âåêòîð ðÑÍÎ1 èëè â âåêòîð pCOS1. Ïîñëå
îïðåäåëåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå ÄÍÊ-ôðàãìåíò,
êîäèðóþùèé ïðàâèëüíóþ àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðåêîíñòðóèðîâàííîãî
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv 12E10, îáîçíà÷àþò êàê pCHO-sc12E10 è pCOS-sc12E10. Íóêëåîòèäíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðåêîíñòðóèðîâàííîãî
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv 12E10, âêëþ÷åííûå â ïëàçìèäû pCHO-sc12E10 è pCOS-sc12E10,
ïðèâåäåíû â SEQ ID NO:113.

8.4 Ýêñïðåññè  àíòèòåëà 12E10 (IgG, Fab) è îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv-ïîëèïåïòèäà â
æèâîòíûõ êëåòêàõ

Àíòèòåëî 12E10 (IgG, Fab) è îäíîöåïî÷å÷íûé Fv, ïðîèñõîä ùèé èç àíòèòåëà 12E10
(ëèíêåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç 5 àìèíîêèñëîò, èç 15 àìèíîêèñëîò), ýêñïðåññèðóþò ñ
èñïîëüçîâàíèåì êëåòîê COS-7 èëè ÑÍÎ.

Âðåìåííà  ýêñïðåññè  ñ ïðèìåíåíèåì êëåòîê COS-7 îñóùåñòâë åòñ  ñëåäóþùèì
îáðàçîì. Ìåòîäîì ýëåêòðîïîðàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì àïïàðàòà Gene Pulser II (BioRad)
îñóùåñòâë þò òðàíñôåêöèþ. Äë  ýêñïðåññèè àíòèòåëà 12E10 (IgG) äîáàâë þò ïî 10 ìêã
êàæäîãî èç âûøåóïîì íóòûõ ýêñïðåññèîíûõ âåêòîðîâ, HEF-12E10H-gγl è pCOS-12E10L,
äë  ýêñïðåññèè ôðàãìåíòà 12E10Fab äîáàâë þò ïî 10 ìêã pFd-12E10H è pCOS-12E10L è
äë  ýêñïðåññèè îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv pCOS-sc12E10 (10 ìêã) èëè pCOS-db 12E10 (10 ìêã)
äîáàâë þò ê êëåòêàì COS-7 (1×107 êëåòîê/ìë), ñóñïåíäèðîâàííûõ â 0,8 ìë PBS. Ñìåñü,
ïîìåùåííóþ â êþâåòó, îáðàáàòûâàþò èìïóëüñîì ïðè 1,5 êÂ, ïðè ýëåêòðè÷åñêîé åìêîñòè 25
ìêÔ. Ïîñëå 10 ìèí âîññòàíîâëåíè  ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ýëåêòðîïîðèðîâàííûå
êëåòêè ïîìåùàþò â ñðåäó DMEM (GIBCO BRL), ñîäåðæàùóþ 10%-íóþ ôåòàëüíóþ áû÷üþ
ñûâîðîòêó, è êóëüòèâèðóþò. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíè  â òå÷åíèå íî÷è êëåòêè îòìûâàþò îäèí
ðàç ðàñòâîðîì PBS, äîáàâë þò ê áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå CHO-S-SFM II (GIBCO BRL) è
êóëüòèâèðóþò â òå÷åíèå 3 äíåé. Öåíòðèôóãèðîâàíèåì óäàë þò èç êóëüòóðàëüíîãî
ñóïåðíàòàíòà êëåòî÷íûé äåáðèñ è ôèëüòðóþò ÷åðåç ôèëüòð ñ äèàìåòðîì ïîð 0,22 ìêì.

Äë  ïîëó÷åíè  êëåòî÷íîé ëèíèè ÑÍÎ, ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþùåé îäíîöåïî÷å÷íûé Fv
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(ïîëèïåïòèä), ïðîèñõîä ùèé èç àíòèòåëà 12Å10, ýêñïðåññèîííûé âåêòîð pCHO-sc12E10 èëè
pCHO-dsl2E10 ââîä ò â êëåòêè ÑÍÎ ñëåäóþùèì îáðàçîì.

Êàæäûé ýêñïðåññèîííûé âåêòîð ââîä ò â êëåòêè ÑÍÎ ìåòîäîì ýëåêòðîïîðàöèè ïðè
ïîìîùè àïïàðàòà Gene Pulser II (BioRad). Ëèíåàðèçèðîâàííóþ ÄÍÊ (100 ìêã), ïîëó÷åííóþ
ðàñùåïëåíèåì ðåñòðèêòàçîé Pvul, è êëåòêè ÑÍÎ (1×107 êëåòîê/ìë), ñóñïåíäèðîâàííûõ â
âèäå âçâåñè â 0,8 ìë PBS, ñìåøèâàþò â êþâåòå, äàþò ïîñòî òü íà ëüäó â òå÷åíèå 10 ìèí
è îáðàáàòûâàþò èìïóëüñîì ïðè 1,5 êÂ, ïðè ýëåêòðè÷åñêîé åìêîñòè 25 ìêÔ. Ïîñëå
âîññòàíîâëåíè  â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ýëåêòðîïîðèðîâàííûå êëåòêè
äîáàâë þò ê ñðåäå CHO-S-SFM II (GIBCO BRL), ñîäåðæàùåé 10%-íóþ ôåòàëüíóþ áû÷üþ
ñûâîðîòêó è íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, è êóëüòèâèðóþò. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíè  â òå÷åíèå 2
äíåé êóëüòèâèðîâàíèå ïðîäîëæàþò â ñâîáîäíîé îò íóêëåèíîâîé êèñëîòû ñðåäå CHO-S-SFM
II (GIBCO BRL), ñîäåðæàùåé 10%-íóþ äèàëèçèðîâàííóþ ôåòàëüíóþ áû÷üþ ñûâîðîòêó. Èç
ïîëó÷åííûõ òàêèì îáðàçîì êëîíîâ îòáèðàþò êëîí ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ ýêñïðåññèè â
êà÷åñòâå êëåòî÷íîé ëèíèè-ïðîäóöåíòà îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv 12E10. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíè 
â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå CHO-S-SFM II (GIBCO BRL), êóëüòóðíûé ñóïåðíàòàíò
öåíòðèôóãèðóþò äë  óäàëåíè  êëåòî÷íîãî äåáðèñà è ôèëüòðóþò ÷åðåç ôèëüòð ñ äèàìåòðîì
ïîð 0,22 ìêì.

8.5 Î÷èñòêà îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, ïðîèñõîä ùåãî èç 12Å10, ïðîäóöèðóåìîãî êëåòêàìè
ÑÍÎ

Êóëüòóðàëüíûå ñóïåðíàòàíòû, ïðîäóöèðóåìûå ëèíè ìè êëåòîê ÑÍÎ, ýêñïðåññèðóþùèìè
îäíîöåïî÷å÷íûå Fv 12E10 (sc12E10, db12E10), ïîëó÷åííûå â Ïðèìåðå 8.4, î÷èùàþò ñ
ïîìîùüþ êîëîíêè ñ àíòè-FLAG àíòèòåëîì è ãåëü-ôèëüòðàöèîííîé êîëîíêè ñîîòâåòñòâåííî,
äë  òîãî ÷òîáû ïîëó÷èòü î÷èùåííûå îäíîöåïî÷å÷íûå Fv.

(1) Î÷èñòêà ñ ïîìîùüþ êîëîíêè ñ àíòè-FLAG àíòèòåëîì
Êàæäûé êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò (sc12E10, db12E10) íàíîñèëè íà êîëîíêó ñ anti-FLAG

M2 Affinity gel (SIGMA), óðàâíîâåøåííóþ 50 ìÌ Tris-HCl áóôåðîì (ðÍ 7,4), ñîäåðæàùèì
150 ìÌ NaCl. Ïîñëå îòìûâàíè  êîëîíêè òåì æå áóôåðîì, ýëþèðóþò áåëêè,
àäñîðáèðîâàííûå íà êîëîíêå, ñ ïîìîùüþ 100 ìÌ ãëèöèíîâîãî áóôåðà (ðÍ 3,5).
Ýëþèðîâàííûå ôðàêöèè ñðàçó æå íåéòðàëèçóþò äîáàâëåíèåì 1 Ì Tris-HCl áóôåðà (ðÍ 8,0)
è àíàëèçèðóþò ìåòîäîì SDS-PAGE. Òå ôðàêöèè, â êîòîðûõ ïîäòâåðäèëîñü íàëè÷èå
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, îáúåäèí þò è êîíöåíòðèðóþò â 20 ðàç ïðè ïîìîùè Centricon-10
(AMICON).

(2) Ãåëü-ôèëüòðàöè 
Êîíöåíòðèðîâàííûé ðàñòâîð, ïîëó÷åííûé â (1), íàíîñ ò íà êîëîíêó Superdex200 HR

(10×300 ìì, AMERSHAM PHARMACIA), óðàâíîâåøåííóþ PBS, ñîäåðæàùèì 0,01%-íûé
Tween 20. Õðîìàòîãðàììû ïðèâåäåíû íà Ôèã.53 è 54. Ïðîäóêò sc12E10 ýëþèðóåòñ  äâóì 
ïèêàìè (À, Â) (ñì. Ôèã.53). Ïðîäóêò db12E10 ýëþèðóåòñ  äâóì  ïèêàìè (Ñ, D) (ñì.
Ôèã.54). Ôðàêöèþ êàæäîãî ïèêà ñîáèðàþò, îáðàáàòûâàþò â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå
âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà è ïðîâîä ò ýëåêòðîôîðåç ïî ìåòîäó Ëýììëè è ïîñëå
ýëåêòðîôîðåçà îêðàøèâàþò Êóìàññè Áðèëëèàíòîâûì Ãîëóáûì. Êàê ïîêàçàíî íà Ôèã.55, âñå
ôðàêöèè À, Â, Ñ è D, íåçàâèñèìî îò íàëè÷è  èëè îòñóòñòâè  âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà,
äàþò åäèíñòâåííóþ ïîëîñó, èìåþùóþ êàæóùèéñ  ìîëåêóë ðíûé âåñ îêîëî 31 êÄà. Ïðè
àíàëèçå ýòèõ ôðàêöèé ìåòîäîì ãåëü-ôèëüòðàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì Superdex200 HR,
ôðàêöè  À äàåò ïðîäóêò, ýëþèðóåìûé ñ êàæóùèìñ  ìîëåêóë ðíûì âåñîì îêîëî 42 êÄà,
ôðàêöè  Â 20 êÄà (ñì. Ôèã.56), ôðàêöè  Ñ 69 êÄà è ôðàêöè  D 41 êÄà (ñì. Ôèã.57). Êàê
ïîêàçûâàþò ðåçóëüòàòû, ïðîèñõîä ùà  èç sc12E10 ôðàêöè   âë åòñ  äèìåðîì
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv ñ íåêîâàëåíòíîé ñâ çüþ, è ôðàêöè  Â - ìîíîìåðîì îäíîöåïî÷å÷íîãî
Fv, à ïðîèñõîä ùà  èç db12E10 ôðàêöè  Ñ  âë åòñ  òðèìåðîì îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv ñ
íåêîâàëåíòíîé ñâ çüþ è ôðàêöè  D - äèìåðîì îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv ñ íåêîâàëåíòíîé
ñâ çüþ.

8.6 Èçìåðåíèå ÒÐÎ-ïîäîáíîé àãîíèñòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ðàçëè÷íûõ îäíîöåïî÷å÷íûõ Fv
ÒÐÎ-ïîäîáíóþ àêòèâíîñòü îäíîöåïî÷å÷íîãî àíòèòåëà ê mpl îöåíèâàþò, èçìåð  

ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè êëåòîê Ba/F3 (BaF/mpl), ýêñïðåññèðóþùèõ
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÷åëîâå÷åñêèé ÒÐÎ-ðåöåïòîð (MPL).
Ïîñëå äâóêðàòíîãî îòìûâàíè  êëåòîê BaF/mpl ñðåäîé RPMI1640 (GIBCO), ñîäåðæàùåé

1%-íóþ ôåòàëüíóþ áû÷üþ ñûâîðîòêó (GIBCO), êëåòêè ñóñïåíäèðóþò â ñðåäå ïðè ïëîòíîñòè
êëåòîê 5×105 êëåòîê/ìë. Îäíîöåïî÷å÷íîå ê MPL àíòèòåëî èëè ÒÐÎ ÷åëîâåêà (R&D Systems)
ñîîòâåòñòâåííî ðàçâîä ò â ñðåäå. 50 ìêë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè è 50 ìêë ðàçâåäåííîãî
àíòèòåëà èëè ÷åëîâå÷åñêîãî ÒÐÎ âíîñ ò â ëóíêè 96-ëóíî÷íîãî ìèêðîïëàíøåòà (ñ ïëîñêèì
äíîì) (Corning) è êóëüòèâèðóþò â CO2-èíêóáàòîðå (êîíöåíòðàöè  CO2 5%) â òå÷åíèå 24
÷àñîâ. Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  äîáàâë þò 10 ìêë ðåàãåíòà WST-8 (ðåàãåíò äë  èçìåðåíè 
êîëè÷åñòâà æèâûõ êëåòîê SF: Nacalai Tesque) è ñðàçó æå èçìåð þò ïîãëîùåíèå ïðè äëèíå
âîëíû èçìåðåíè  450 íì è îïîðíîé äëèíå âîëíû 655 íì ïðè ïîìîùè àáñîðáöèîííîãî
ôîòîìåòðà Benchmark Plus (BioRad). Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  â ÑÎ2-èíêóáàòîðå
(êîíöåíòðàöè  ÑÎ2 5%) â òå÷åíèå äâóõ ÷àñîâ ñíîâà ïðè ïîìîùè Benchmark Plus èçìåð þò
ïîãëîùåíèå ïðè äëèíå âîëíû èçìåðåíè  450 íì è îïîðíîé äëèíå âîëíû 655 íì. Ïîñêîëüêó
ðåàãåíò WST-8 ðàçâèâàåò îêðàñêó ïðè äëèíå âîëíû 450 íì â çàâèñèìîñòè îò ÷èñëà æèâûõ
êëåòîê, òî ïðîëèôåðàòèâíà  àêòèâíîñòü BaF/mpl îöåíèâàåòñ  íà îñíîâàíèè èçìåíåíè 
ïîãëîùåíè  çà 2 ÷àñà.

Àãîíèñòè÷åñêà  àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè MPL, èçìåðåííà  ñ èñïîëüçîâàíèåì
êóëüòóðàëüíûõ ñóïåðíàòàíòîâ êëåòîê COS-7, ýêñïðåññèðóþùèõ ðàçëè÷íûå ìîëåêóëû
àíòèòåëà 12Å10, ïðåäñòàâëåíà íà Ôèã.58. Îäíîöåïî÷å÷íûå Fv, èìåþùèå ëèíêåð èç 5
àìèíîêèñëîò (dsl2E10) è ëèíêåð èç 15 àìèíîêèñëîò (sc12E10), óâåëè÷èâàëè ïîãëîùåíèå,
çàâèñèìûì îò êîíöåíòðàöèè îáðàçîì, äåìîíñòðèðó  ÒÐÎ-ïîäîáíóþ àãîíèñòè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü (ED50; 9 ïÌ è 51 ïÌ ñîîòâåòñòâåííî), â òî âðåì , êàê 12E10IgG è 12E10Fab
íå ïðî âë ëè àêòèâíîñòè.

Êàê èçâåñòíî, Í-öåïü è L-öåïü îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv îáðàçóþò ñâ çè íå òîëüêî âíóòðè
ìîëåêóëû, íî òàêæå è ìåæäó ìîëåêóëàìè ñ îáðàçîâàíèåì ìóëüòèìåðîâ, íàïðèìåð äèìåðîâ.
Çàòåì êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò êëåòîê ÑÍÎ, ýêñïðåññèðóþùèõ îäíîöåïî÷å÷íûå Fv
12E10, ïîäâåðãàþò ãåëü-ôèëüðàöèè è èññëåäóþò íà àãîíèñòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü â
îòíîøåíèè MPL. Ðåçóëüòàòû ïîêàçàíû íà Ôèã.59. Äèìåð, ñîäåðæàùèéñ  â sc12E10 â ìàëîì
êîëè÷åñòâå, ïðî âèë ÒÐÎ-ïîäîáíóþ àãîíèñòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü (äèìåð sc12E10, ED50; 1,9
ïÌ, â 5000 ðàç ïðåâûøàþùóþ àêòèâíîñòü ìîíîìåðà (ìîíîìåð sc12E10, ED50; >10 íÌ).
Ýòà àêòèâíîñòü âûøå, ÷åì ó ÒÐÎ (ED50; 27 ïÌ). Äèìåð db12E10 (äèìåð db 12E10, ED50;
2,0 ïÌ) ïðîäåìîíñòðèðîâàë áîëåå âûñîêóþ àêòèâíîñòü ñðàâíèòåëüíî ñ äèìåðîì sc12E10.
Òðèìåð db12E10 (ED50; 7,4 ïÌ), êîòîðûé ïðåäïîëîæèòåëüíî  âë ëñ  òðèìåðîì íà
îñíîâàíèè ìîëåêóë ðíîãî âåñà, îïðåäåëåííîãî ãåëü-ôèëüòðàöèåé, îáëàäàåò âûñîêîé
àêòèâíîñòüþ, êîòîðà  îêàçàëàñü íèæå, ÷åì àêòèâíîñòü äèìåðà db12E10. Íà îñíîâå
ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî äë  àêòèâíîñòè àíòèòåëà-àãîíèñòà 12E10
âàæíî, ÷òîáû àíòèãåíñâ çûâàþùèé öåíòð áûë áèâàëåíòíûì (äèìåð). Ïðèíèìà  âî
âíèìàíèå, ÷òî IgG 12E10 íå ïðîäåìîíñòðèðîâàë íèêàêîé àêòèâíîñòè, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî è äðóãèå ôàêòîðû, ïîìèìî áèâàëåíòíîñòè, èìåþò çíà÷åíè , íàïðèìåð, òàêèå êàê
ðàñïîëîæåíèå àíòèãåíñâ çûâàùåãî öåíòðà, óäàëåííîñòü èëè óãîë.

Ïðîìûøëåííîå ïðèìåíåíèå
Ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà èçîáðåòåíè  îáëàäàþò àãîíèñòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ -

ñïîñîáíîñòüþ òðàíñäóöèðîâàòü ñèãíàë â êëåòêè ïóòåì îáðàçîâàíè  ïîïåðå÷íûõ ñøèâîê
ìîëåêóë (ìîëåêóëû) ïîâåðõíîñòè êëåòêè è îáëàäàåò òåì ïðåèìóùåñòâîì, ÷òî èõ
ñïîñîáíîñòü ïðîíèêíîâåíè  â òêàíè è îïóõîëè çà ñ÷åò óìåíüøåííûõ â ñðàâíåíèè ñ
ìîëåêóëîé àíòèòåëà (öåëûé IgG) ìîëåêóë ðíûõ ðàçìåðîâ âûñîêà. Äàííîå èçîáðåòåíèå
îáåñïå÷èâàåò ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà ñî çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêîé àãîíèñòè÷åñêîé
àêòèâíîñòüþ, ÷åì ó ÒÐÎ èëè èñõîäíûõ àíòèòåë (öåëûé IgG). Â ÷àñòíîñòè, äàæå íå
îáëàäàþùèå àãîíèñòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ èñõîäíûå àíòèòåëà ìîãóò áûòü ïðåîáðàçîâàíû â
ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà ñ àãîíèñòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ áîëåå âûñîêîé, ÷åì ó ÒÐÎ.
Òàêèì îáðàçîì, ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà ìîãóò ïðèìåí òüñ  â êà÷åñòâå àãîíèñòîâ
òðàíñäóêöèè ñèãíàëà. Ìîäèôèêàöè  ìîëåêóëû àíòèòåëà ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ ïîáî÷íûõ
ýôôåêòîâ, âûçûâàåìûõ îáðàçîâàíèåì ìåæêëåòî÷íûõ ïîïåðå÷íûõ ñøèâîê, è îáåñïå÷èâàåò
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íîâûå ëåêàðñòâåííûå ñðåäñòâà, âûçûâàþùèå òîëüêî æåëàòåëüíûå ïîñëåäñòâè  ïðè
ïîïåðå÷íîé ñøèâêå ìîëåêóëû èëè ìîëåêóë êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè. Ìåäèöèíñêèå
ïðåïàðàòû, ñîäåðæàùèå â êà÷åñòâå àêòèâíîãî êîìïîíåíòà ìîäèôèöèðîâàííûå àíòèòåëà
èçîáðåòåíè , ìîãóò ïðèìåí òüñ  êàê ïðîôèëàêòè÷åñêèå è/èëè ëåêàðñòâåííûå ñðåäñòâà ïðè
çàáîëåâàíè õ êðîâè, ñâ çàííûõ ñ òðîìáîöèòàìè, ïðè òðîìáîöèòîïåíèè, âûçâàííîé
õèìèîòåðàïèåé ïðè ëå÷åíèè ðàçíûõ âèäîâ ðàêà èëè ëåéêåìèè è ò.ï.
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Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî - àãîíèñò ÒÐÎ, ñïîñîáíîå ñïåöèôè÷åñêè ðàñïîçíàâàòü è

ïîïåðå÷íî ñøèâàòü ðåöåïòîð ÒÐÎ, ñîäåðæàùåå äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå èëè
áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè àíòèòåëà, ñîåäèíåííûå íàïð ìóþ èëè ÷åðåç ëèíêåð êîâàëåíòíîé
ñâ çüþ èëè íåêîâàëåíòíîé ñâ çüþ, è èìåþùåå ìåíüøèé ðàçìåð, ÷åì èñõîäíîå(ûå)
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àíòèòåëî(à) ê ðåöåïòîðó ÒÐÎ, îáëàäàþùåå (èå) àãîíèñòè÷åñêèì äåéñòâèåì èëè ïî ñóùåñòâó
íå îáëàäàþùåå (èå) àãîíèñòè÷åñêèì äåéñòâèåì.

2. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ï.1, ãäå ëèíêåð  âë åòñ  ïåïòèäíûì ëèíêåðîì,
ñîäåðæàùèì ïî êðàéíåé ìåðå îäíó àìèíîêèñëîòó.

3. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.1 è 2, êîòîðîå  âë åòñ  ìóëüòèìåðîì
îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv, ñîäåðæàùåãî V-îáëàñòü Í-öåïè è V-îáëàñòü L-öåïè.

4. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ï.3, êîòîðîå  âë åòñ  òåòðàìåðîì, òðèìåðîì èëè
äèìåðîì îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv.

5. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ï.4, êîòîðîå  âë åòñ  äèìåðîì îäíîöåïî÷å÷íîãî Fv.
6. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.3-5, â êîòîðîì V-îáëàñòü Í-öåïè è

V -îáëàñòü L-öåïè, íàõîä ùèåñ  â îäíîé è òîé æå öåïè, îáúåäèíåíû òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû
íå îáðàçîâûâàòü àíòèãåíñâ çûâàþùèé öåíòð.

7. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.1 è 2, êîòîðîå  âë åòñ 
îäíîöåïî÷å÷íûì ïîëèïåïòèäîì, ñîäåðæàùèì äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå èëè
áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè.

8. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ï.7, êîòîðîå  âë åòñ  îäíîöåïî÷å÷íûì
ïîëèïåïòèäîì, ñîäåðæàùèì äâå V-îáëàñòè Í-öåïè è äâå V-îáëàñòè L-öåïè.

9. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.1-8, êîòîðîå äîïîëíèòåëüíî ñîäåðæèò
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (ïîñëåäîâàòåëüíîñòè) äë  î÷èñòêè ïåïòèäà.

10. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.1-9, êîòîðîå  âë åòñ  î÷èùåííûì.
11. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.1-10, â êîòîðîì V-îáëàñòü Í-öåïè

è/èëè V-îáëàñòü L-öåïè  âë þòñ  V-îáëàñòüþ Í-öåïè è/èëè V-îáëàñòüþ L-öåïè,
ïðîèñõîä ùèìè èç àíòèòåëà ÷åëîâåêà.

12. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.1-10, â êîòîðîì V-îáëàñòü Í-öåïè
è/èëè V-îáëàñòü L-öåïè  âë åòñ  ãóìàíèçèðîâàííîé V-îáëàñòüþ Í-öåïè è/èëè
ãóìàíèçèðîâàííîé V-îáëàñòüþ L-öåïè.

13. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.1-12, êîòîðîå  âë åòñ 
ìîíîñïåöèôè÷åñêèì ìîäèôèöèðîâàííûì àíòèòåëîì.

14. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.1-12, êîòîðîå  âë åòñ 
ìóëüòèñïåöèôè÷åñêèì ìîäèôèöèðîâàííûì àíòèòåëîì.

15. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ï.14, êîòîðîå  âë åòñ  áèñïåöèôè÷åñêèì
ìîäèôèöèðîâàííûì àíòèòåëîì.

16. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ï.13, â êîòîðîì V-îáëàñòü L-öåïè è V-îáëàñòü Í-
öåïè ïðîèñõîäèò èç îäíîãî è òîãî æå ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà.

17.  Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.1-16, êîòîðîå ïðî âë åò ðàâíîå èëè
áîëåå ñèëüíîå àãîíèñòè÷åñêîå äåéñòâèå (ED50), ñðàâíèòåëüíî ñ èñõîäíûì
ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì.

18. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ï.17, êîòîðîå ïðî âë åò ïî êðàéíåé ìåðå
äâóõêðàòíîå ïðåâûøåíèå àãîíèñòè÷åñêîãî äåéñòâè  (ED50), ñðàâíèòåëüíî ñ èñõîäíûì
ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì.

19. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ï.18, êîòîðîå ïðî âë åò ïî êðàéíåé ìåðå 10-
êðàòíîå ïðåâûøåíèå àãîíèñòè÷åñêîãî äåéñòâè  (ED50), ñðàâíèòåëüíî ñ èñõîäíûì
ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì.

20. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.1-16, êîòîðîå ïðîèñõîäèò èç
èñõîäíîãî àíòèòåëà, ïî ñóùåñòâó íå îáëàäàþùåãî àãîíèñòè÷åñêèì äåéñòâèåì.

21. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.1-20, ó êîòîðîãî ED50 ÒÐÎ-
àãîíèñòè÷åñêîé àêòèâíîñòè íå ïðåâûøàåò 20 ïÌ.

22. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ï.21, ó êîòîðîãî ED50 ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêîé
àêòèâíîñòè íå ïðåâûøàåò 10 ïÌ.

23. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ï.22, ó êîòîðîãî ED50 ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêîé
àêòèâíîñòè íå ïðåâûøàåò 2 ïÌ.

24. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.1-23, êîòîðîå îáëàäàåò
ìåæêëåòî÷íûì àäãåçèâíûì äåéñòâèåì (ED50), íå ïðåâûøàþùèì 1/10, ñðàâíèòåëüíî ñ
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èñõîäíûì àíòèòåëîì.
25. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.1-23, êîòîðîå ïî ñóùåñòâó

ïðàêòè÷åñêè íå îáëàäàåò ìåæêëåòî÷íûì àäãåçèâíûì äåéñòâèåì.
26. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.1-20, ïðî âë þùåå ðàâíîå èëè

áîëüøåå àãîíèñòè÷åñêîå äåéñòâèå (ED50), ñðàâíèòåëüíî ñ òðîìáîïîýòèíîì (ÒÐÎ).
27. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ï.26, êîòîðîå ïðî âë åò ïî êðàéíåé ìåðå

äâóêðàòíîå ïðåâûøåíèå àãîíèñòè÷åñêîãî äåéñòâè  (ED50), ñðàâíèòåëüíî ñ ÒÐÎ.
28. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ï.27, êîòîðîå ïðî âë åò ïî êðàéíåé ìåðå 10-

êðàòíîå ïðåâûøåíèå àãîíèñòè÷åñêîãî äåéñòâè  (ED50), ñðàâíèòåëüíî ñ ÒÐÎ.
29. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.26-28, ó êîòîðîãî ED50 ÒÐÎ-

àãîíèñòè÷åñêîé àêòèâíîñòè íå ïðåâûøàåò 20 ïÌ.
30. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ï.29, ó êîòîðîãî ED50 ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêîé

àêòèâíîñòè íå ïðåâûøàåò 10 ïÌ.
31. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ï.30, ó êîòîðîãî ED50 ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêîé

àêòèâíîñòè íå ïðåâûøàåò 2ïÌ.
32. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.26-31, êîòîðîå îáëàäàåò

ìåæêëåòî÷íûì àäãåçèâíûì äåéñòâèåì (ED50), íå ïðåâûøàþùèì 1/10, ñðàâíèòåëüíî ñ
èñõîäíûì àíòèòåëîì.

33. Ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.26-31, êîòîðîå ïî ñóùåñòâó
ïðàêòè÷åñêè íå îáëàäàåò ìåæêëåòî÷íûì àäãåçèâíûì äåéñòâèåì.

34. Ñïîñîá èíäóêöèè àãîíèñòè÷åñêîãî äåéñòâè  â êëåòêàõ, ýêñïðåññèðóþùèõ ðåöåïòîð
ÒÐÎ, ïðåäóñìàòðèâàþùèé òðàíñäóêöèþ ñèãíàëà ÒÐÎ â êëåòêè ïóòåì ïîïåðå÷íîé ñøèâêè
ðåöåïòîðà ÒÐÎ ïðè êîíòàêòèðîâàíèè óêàçàííûõ êëåòîê ñ ìîäèôèöèðîâàííûì àíòèòåëîì ïî
ëþáîìó èç ïï.1-33.

35. Ñïîñîá ïî ï.34, â êîòîðîì àãîíèñòè÷åñêîå äåéñòâèå âêëþ÷àåò ïðîëèôåðàöèþ,
äèôôåðåíöèðîâêó - èíäóêöèþ èëè ñòèìóë öèþ ðîñòà ìåãàêàðèîöèòîâ, îáðàçîâàíèå
òðîìáîöèòîâ èëè ôîñôîðèëèðîâàíèå áåëêà ðåöåïòîðà ÒÐÎ.

36. Ëåêàðñòâåííîå ñðåäñòâî äë  ëå÷åíè  òðîìáîöèòîïåíèè, âêëþ÷àþùåå â êà÷åñòâå
àêòèâíîãî êîìïîíåíòà ìîäèôèöèðîâàííîå àíòèòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.1-33.

37. Ïðèìåíåíèå ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà ïî ëþáîìó èç ïï.1-33 â êà÷åñòâå
ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà äë  ëå÷åíè  òðîìáîöèòîïåíèè.

38. Ñïîñîá èçìåðåíè  àãîíèñòè÷åñêîãî äåéñòâè  ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà ïî
ëþáîìó èç ïï.1-33, êîòîðûé âêëþ÷àåò ñëåäóþùèå ýòàïû:

(1) ïîëó÷åíèå ìîäèôèöèðîâàííîãî àíòèòåëà, âêëþ÷àþùåãî äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè Í-
öåïè è äâå èëè áîëåå V-îáëàñòè L-öåïè àíòèòåëà è ñâ çûâàþùåãîñ  ñïåöèôè÷åñêè ñ
ðåöåïòîðîì ÒÐÎ,

(2) îñóùåñòâëåíèå ðåàêöèè âçàèìîäåéñòâè  êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ óêàçàííûé
ðåöåïòîð ÒÐÎ, ñ óêàçàííûì ìîäèôèöèðîâàííûì àíòèòåëîì è

(3) èçìåðåíèå ÒÐÎ-àãîíèñòè÷åñêîãî äåéñòâè  â êëåòêàõ, âûçâàííîãî ïîïåðå÷íîé ñøèâêîé
ðåöåïòîðà ÒÐÎ.
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