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ìåäèöèíû è êàñàåòñ  àíòèòåë ïðîòèâ ìèåëèí-
àññîöèèðîâàííîãî ãëèêîïðîòåèíà (MAG). Ñóùíîñòü
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êîìïîçèöèþ, ñîäåðæàùóþ èõ, è ê ïðèìåíåíèþ òàêèõ
àíòèòåë â ëå÷åíèè è/èëè ïðîôèëàêòèêè
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ôàçå. 2 í. è 4 ç.ï. ô-ëû, 9 èë.
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(57) Abstract: 
FIELD: medicine, immunology.
SUBSTANCE: invention relates to antibodies

raised against myelin-associated glycoprotein
(MAG). Invention involves humanized antibody or
its functional fragment that bind with MAG
(myelin-associated glycoprotein) and a
pharmaceutical composition containing thereof,

and to using such antibodies in treatment and/or
prophylaxis of neurological diseases/disturbances
being insult especially. The advantage of
invention involves enhancement of the
neuroprotective effect in acute phase of disease.

EFFECT: valuable medicinal properties of
antibodies.
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Îáëàñòü èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê èçìåíåííûì àíòèòåëàì, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  ñ

ìèåëèí-àññîöèèðîâàííûì ãëèêîïðîòåèíîì (MAG) è íåéòðàëèçóþò åãî ôóíêöèþ,
ïîëèíóêëåîòèäàì, êîäèðóþùèì òàêèå àíòèòåëà, ôàðìàöåâòè÷åñêèì ïðåïàðàòàì,
ñîäåðæàùèì óêàçàííûå àíòèòåëà, è ê ïðèìåíåíèþ òàêèõ àíòèòåë â ëå÷åíèè è/èëè
ïðîôèëàêòèêå íåâðîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. Äðóãèå àñïåêòû, îáúåêòû è ïðåèìóùåñòâà
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñòàíóò ïîí òíû èç ñëåäóþùåãî íèæå îïèñàíè .

Ïðåäøåñòâóþùèé óðîâåíü òåõíèêè
Èíñóëüò  âë åòñ  âàæíîé ïðè÷èíîé ñìåðòè è èíâàëèäíîñòè â çàïàäíîì ìèðå. Íå

ñóùåñòâóåò çàðåêîìåíäîâàâøåãî ñåá  ñïîñîáà ëå÷åíè  èíñóëüòà çà èñêëþ÷åíèåì t-PA
(òêàíåâîãî àêòèâàòîðà ïëàçìèíîãåíà), êîòîðûé íåîáõîäèìî ââîäèòü íå ïîçæå ÷åì ÷åðåç 3
÷àñà ñ ìîìåíòà íà÷àëà, ïîñëå ÑÒ (êîìïüþòåðíà  òîìîãðàôè ) ñêàíèðîâàíè  äë  òîãî,
÷òîáû èçáåæàòü êðîâîèçëè íè . Äî ñåãîäí øíåãî äí  áîëüøà  ÷àñòü òåðàïåâòè÷åñêèõ
àãåíòîâ, íàïðàâëåííûõ íà ëå÷åíèå îñòðîãî èíñóëüòà (ò.å. íåéðîïðîòåêöèþ),
ïðåèìóùåñòâåííî çàòðàãèâàëà öåëåâûå ãëóòàìàòíûå ðåöåïòîðû è íèñõîä ùèå îò íèõ
ñèãíàëüíûå ïóòè, ïðî êîòîðûå èçâåñòíî, ÷òî îíè âîâëå÷åíû â îñòðûé íåêðîç êëåòîê.
Îäíàêî äî íàñòî ùåãî âðåìåíè ýòè ñòðàòåãèè îêàçûâàëèñü íåóäà÷íûìè ïðè êëèíè÷åñêèõ
èñïûòàíè õ è ÷àñòî áûâàþò ñâ çàíû ñ ïîáî÷íûìè äåéñòâè ìè, îãðàíè÷èâàþùèìè äîçó
(Hill & Hachinski, The Lancet. 352: (suppi III) 10-14 (1998)). Ñëåäîâàòåëüíî,
ñóùåñòâóåò ïîòðåáíîñòü â íîâûõ ïîäõîäàõ, íàïðàâëåííûõ íà óìåíüøåíèå ãèáåëè êëåòîê
ïîñëå îñòàíîâêè êðîâîòîêà.

Ïîñëå íà÷àëà èíñóëüòà ó ìíîãèõ ïàöèåíòîâ íàáëþäàåòñ  â íåêîòîðîé ñòåïåíè
ñïîíòàííîå ôóíêöèîíàëüíîå âîññòàíîâëåíèå, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ìîçã
îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ (õîò  è îãðàíè÷åííîé) âîññòàíàâëèâàòüñ  è/èëè ïåðåñòðàèâàòüñ 
ïîñëå ïîâðåæäåíè . Àãåíòû, êîòîðûå ìîãóò óñèëèâàòü ýòî âîññòàíîâëåíèå, ìîãóò,
ñëåäîâàòåëüíî, ïîçâîëèòü, ÷òîáû âìåøàòåëüñòâî ïîñëå íà÷àëà èøåìèè ìîçãà
îñóùåñòâë ëîñü ïîçäíåå (ïîòåíöèàëüíî íà íåñêîëüêî ñóòîê). Àãåíòû, êîòîðûå ìîãóò
îáåñïå÷èòü êàê íåéðîïðîòåêöèþ â îñòðîé ôàçå, òàê è óñèëåíèå ôóíêöèîíàëüíîãî
âîññòàíîâëåíè , ìîãóò èìåòü çíà÷èòåëüíûå ïðåèìóùåñòâà ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè
èìåþùèìèñ  â íàñòî ùåå âðåì  ïîòåíöèàëüíûìè ñòðàòåãè ìè íåéðîïðîòåêöèè.

Ìåõàíèçìû, ëåæàùèå â îñíîâå ôóíêöèîíàëüíîãî âîññòàíîâëåíè , â íàñòî ùåå âðåì  íå
èçâåñòíû. Â êà÷åñòâå îäíîãî èç âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ ïðåäëîæåí ñïðóòèíã ïîâðåæäåííûõ
è íåïîâðåæäåííûõ àêñîíîâ. Îäíàêî õîò  in vivo èññëåäîâàíè  ïîêàçàëè, ÷òî ëå÷åíèå
ïîâðåæäåíè  ñïèííîãî ìîçãà èëè èíñóëüòà íåéðîòðîôè÷åñêèìè ôàêòîðàìè ïðèâîäèò ê
óñèëåíèþ ôóíêöèîíàëüíîãî âîññòàíîâëåíè  è óâåëè÷åíèþ ñòåïåíè ñïðóòèíãà àêñîíîâ, îíè
íå ïîäòâåðæäàþò ïð ìóþ ñâ çü ìåæäó ñòåïåíüþ ñïðóòèíãà àêñîíîâ è ñòåïåíüþ
ôóíêöèîíàëüíîãî âîññòàíîâëåíè  (Jakeman, et al. 1998, Exp. Neurol. 154: 170-184,
Kawamata et al. 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA.. 94: 8179-8184, Ribotta, et al.
2000, J. Neurosci. 20: 5144-5152). Êðîìå òîãî, äë  ñïðóòèíãà àêñîíîâ òðåáóåòñ 
æèçíåñïîñîáíûé íåéðîí. Ïðè òàêèõ çàáîëåâàíè õ, êàê èíñóëüò, êîòîðûé ñâ çàí ñ ìàññîâîé
ãèáåëüþ êëåòîê, óñèëåíèå ôóíêöèîíàëüíîãî âîññòàíîâëåíè , îáåñïå÷èâàåìîå äàííûì
àãåíòîì ïîñëå èíñóëüòà, ñëåäîâàòåëüíî, ìîæåò îñóùåñòâë òüñ  ïîñðåäñòâîì ìåõàíèçìîâ,
îòëè÷íûõ îò ñïðóòèíãà àêñîíîâ, òàêèõ êàê äèôôåðåíöèàöè  ýíäîãåííûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê,
àêòèâàöè  ðåçåðâíûõ ïóòåé, èçìåíåíè  â ðàñïðåäåëåíèè ðåöåïòîðîâ èëè âîçáóäèìîñòè
íåéðîíîâ èëè ãëèè (Fawcett & Asher, 1999, Brain Res. Bulletin. 49: 377-391, Homer & Gage,
2000. Nature 407 963-970).

Ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî îãðàíè÷åííà  ñïîñîáíîñòü öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû (ÖÍÑ)
âîññòàíàâëèâàòüñ  ïîñëå ïîâðåæäåíè  ÷àñòè÷íî îáú ñí åòñ  íàëè÷èåì â ÖÍÑ îêðóæåíèè
ìîëåêóë, êîòîðûå îáëàäàþò èíãèáèòîðíûì äåéñòâèåì â îòíîøåíèè ñïðóòèíãà àêñîíîâ
(ðàçðàñòàíè  íåéðèòîâ). Ïîëàãàþò, ÷òî ìèåëèí ÖÍÑ ñîäåðæèò èíãèáèòîðíûå ìîëåêóëû
(Schwab ME and Caroni P (1988) J. Neurosci 8, 2381-2193). Äâà ìèåëèíîâûõ áåëêà,
ìèåëèí-àññîöèèðîâàííûé ãëèêîïðîòåèí (MAG) è Nogo áûëè êëîíèðîâàíû è
èäåíòèôèöèðîâàíû êàê ïðåäïîëàãàåìûå èíãèáèòîðû ðàçðàñòàíè  íåéðèòîâ (Sato S. et al.
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(1989) Biochem. Biophys. Res. Comm. 163, 1473-1480; McKerracher L. et al. (1994)
Neuron 13, 805-811; Mukhopadhyay G. et al. (1994) Neuron 13, 757-767; Torigoe Ê. and
Lundborg G. (1997) Exp.Neurology 150, 254-262; Schafer et al. (1996) Neuron 16, 1107-
1113; WO 9522344; WO 9701352; Prinjha R. et al. (2000) Nature 403, 383-384; Chen MS
et al. (2000) Nature 403, 434-439; GrandPre Ò. et al. (2000) Nature 403, 439-444; US
005250414 A; WO 200005364 A1; WO 0031235).

Ìèåëèí-àññîöèèðîâàííûé ãëèêîïðîòåèí ïðåäñòàâë åò ñîáîé òðàíñìåìáðàííóþ
ìîëåêóëó êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè, ýêñïðåññèðóåìóþ íà ïîâåðõíîñòè ìèåëèíà, ñîñòî ùóþ èç
ï òè âíåêëåòî÷íûõ èììóíîãëîáóëèíîâûõ äîìåíîâ, îäíîãî òðàíñìåìáðàííîãî äîìåíà è
âíóòðèêëåòî÷íîãî äîìåíà. Ýêñïðåññè  MAG îãðàíè÷åíà ìèåëèíèçèðîâàííîé ãëèåé â ÖÍÑ è
ïåðèôåðè÷åñêîé íåðâíîé ñèñòåìå (ÏÍÑ). Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî MAG âçàèìîäåéñòâóåò ñ
ðåöåïòîðîì(àìè) íåéðîíîâ, êîòîðûå îïîñðåäóþò âîçäåéñòâè  íà öèòîñêåëåò íåéðîíîâ,
âêëþ÷àþùèå â ñåá  ôîñôîðèëèðîâàíèå íåéðîôèëàìåíòîâ è èíãèáèðîâàíèå ðîñòà íåâðèòà
in vitro. Õîò  ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî àíòàãîíèñòû MAG ïîëåçíû äë  àêòèâèçàöèè ñïðóòèíãà
àêñîíîâ ïîñëå ïîâðåæäåíè  (WO 522344, WO 9701352 è WO 9707810), ýòè çà âëåíè  íå
ïîäòâåðæäåíû in vivo äàííûìè. Êðîìå òîãî, íå äîêàçàíà ðîëü MAG â êà÷åñòâå èíãèáèòîðà
ñïðóòèíãà àêñîíîâ ÖÍÑ íåéðîíîâ in vivo (Li CM et al. (1994) Nature 369, 747-750;
Montag, D et al. (1994) Neuron 13, 229-246; Lassmann H et al. (1997) GLIA 19, 104-110;
Li Ñ et al. (1998) J. Neuro. Res. 51, 210-217; Yin X et al. (1998) J. Neurosci. 18,
1953-1962; Bartsch U et al. (1995) Neuron 15 1375-1381; Li Metal (1996) 46, 404-414).

Àíòèòåëà îáû÷íî âêëþ÷àþò â ñåá  äâå ò æåëûå öåïè, ñâ çàííûå äðóã ñ äðóãîì
äèñóëüôèäíûìè ñâ ç ìè, è äâå ëåãêèå öåïè. Êàæäà  ëåãêà  öåïü ñâ çàíà ñ
ñîîòâåòñòâóþùåé ò æåëîé öåïüþ äèñóëüôèäíûìè ñâ ç ìè. Íà îäíîì êîíöå êàæäîé
ò æåëîé öåïè èìååòñ  âàðèàáåëüíûé äîìåí, çà êîòîðûì ñëåäóåò íåêîòîðîå êîëè÷åñòâî
êîíñòàíòíûõ äîìåíîâ. Ó êàæäîé ëåãêîé öåïè èìååòñ  âàðèàáåëüíûé äîìåí íà îäíîì êîíöå
è êîíñòàíòíûé äîìåí íà äðóãîì åå êîíöå. Âàðèàáåëüíûé äîìåí ëåãêîé öåïè ñîâìåùåí ñ
âàðèàáåëüíûì äîìåíîì ò æåëîé öåïè. Êîíñòàíòíûé äîìåí ëåãêîé öåïè ñîâìåùåí ñ
ïåðâûì êîíñòàíòíûì äîìåíîì ò æåëîé öåïè. Êîíñòàíòíûå äîìåíû ëåãêîé è ò æåëîé öåïåé
íå âîâëå÷åíû íåïîñðåäñòâåííî â ñâ çûâàíèå àíòèòåëà ñ àíòèãåíîì.

Âàðèàáåëüíûå äîìåíû êàæäîé ïàðû ëåãêîé è ò æåëîé öåïåé îáðàçóþò
àíòèãåíñâ çûâàþùèé ñàéò. Âàðèàáåëüíûå äîìåíû ëåãêîé è ò æåëîé öåïåé èìåþò
îäèíàêîâóþ îáùóþ ñòðóêòóðó, è êàæäûé äîìåí âêëþ÷àåò â ñåá  êàðêàñ, ñîñòî ùèé èç
÷åòûðåõ îáëàñòåé, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êîòîðûõ  âë þòñ  îòíîñèòåëüíî êîíñåðâàòèâíûìè,
ñîåäèíåííûìè òðåì  îïðåäåë þùèìè êîìïëåìåíòàðíîñòü îáëàñò ìè (CDR), ÷àñòî
íàçûâàåìûìè ãèïåðâàðèàáåëüíûìè îáëàñò ìè. ×åòûðå êàðêàñíûå îáëàñòè â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè ïðèíèìàþò êîíôîðìàöèþ áåòà-ñêëàäîê, è CDR îáðàçóþò ïåòëè, ñâ çûâàþùèå è â
íåêîòîðûõ ñëó÷à õ îáðàçóþùèå ÷àñòü ñòðóêòóðû áåòà-ñêëàäîê. CDR óäåðæèâàþòñ  â
íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè êàðêàñíûìè îáëàñò ìè è âìåñòå ñ CDR èç äðóãîãî äîìåíà
ó÷àñòâóþò â îáðàçîâàíèè àíòèãåíñâ çûâàþùåãî ñàéòà. CDR è êàðêàñíûå îáëàñòè àíòèòåë
ìîãóò áûòü îïðåäåëåíû ñîãëàñíî ññûëêå Kabat et al. («Sequences of proteins of
immunological interest» US Dept. of Health and Human Services, US Government Printing
Office, 1987).

Òåïåðü îáíàðóæåíî, ÷òî àíòè-MAG ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî, îïèñàííîå (Poltorak et al.
(1987) Journal of Cell Biology 105, 1893-1899, DeBellard et al. (1996) Mol. Cell.
Neurosci. 7, 89-101; Tang et al. (1997) Mol. Cell. Neurosci. 9, 333-346; Torigoe Ê
and Lundborg G (1997) Exp.Neurology 150, 254-262) è èìåþùååñ  â ïðîäàæå (ÌÀÂ1567
(Chemicon)), ïðè ââåäåíèè êàê íåïîñðåäñòâåííî â ãîëîâíîé ìîçã, òàê è âíóòðèâåííî
ïîñëå î÷àãîâîé öåðåáðàëüíîé èøåìèè ó êðûñ (ìîäåëü èíñóëüòà), îáåñïå÷èâàåò
íåéðîïðîòåêöèþ è óñèëèâàåò ôóíêöèîíàëüíîå âîññòàíîâëåíèå. Òàêèì îáðàçîì, àíòè-MAG
àíòèòåëà ïðåäñòàâë þò ñîáîé ñèëüíûå òåðàïåâòè÷åñêèå àãåíòû êàê äë  íåéðîïðîòåêöèè â
îñòðîé ôàçå, òàê è äë  àêòèâèçàöèè ôóíêöèîíàëüíîãî âîññòàíîâëåíè  ïîñëå èíñóëüòà. Ýòî
àíòèòåëî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ìûøèíîå àíòèòåëî. Õîò  ìûøèíûå àíòèòåëà ÷àñòî
èñïîëüçóþòñ  â êà÷åñòâå äèàãíîñòè÷åñêèõ àãåíòîâ, èõ ïîëåçíîñòü â êà÷åñòâå
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òåðàïåâòè÷åñêîãî ñðåäñòâà áûëà ïîäòâåðæäåíà òîëüêî â íåñêîëüêèõ ñëó÷à õ. Èõ
îãðàíè÷åííîå ïðèìåíåíèå ÷àñòè÷íî  âë åòñ  ñëåäñòâèåì òîãî, ÷òî ïîâòîðíîå ââåäåíèå
ìîíîêëîíàëüíûõ ìûøèíûõ àíòèòåë ëþä ì îáû÷íî âûçûâàåò ó ëþäåé èììóííûå îòâåòû
ïðîòèâ ýòèõ ìîëåêóë. Äë  òîãî ÷òîáû ïðåîäîëåòü ýòè íåæåëàòåëüíûå ñâîéñòâà, ïðèñóùèå
ìîíîêëîíàëüíûì ìûøèíûì àíòèòåëàì, «èçìåíåííûå» àíòèòåëà, ñêîíñòðóèðîâàííûå òàê,
÷òîáû âêëþ÷àòü â ñåá  îáëàñòè ÷åëîâå÷åñêèõ àíòèòåë, áûëè ðàçðàáîòàíû è ïîëó÷èëè
îáùåå ïðèçíàíèå â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè. Íàïðèìåð, ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî
ñîäåðæèò îïðåäåë þùèå êîìïëåìåíòàðíîñòü îáëàñòè (CDR), ïðîèñõîä ùèå íå îò ëþäåé, à
áîëüøà  ÷àñòü îñòàëüíîé ñòðóêòóðû ïðîèñõîäèò îò ÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà.

Ïðîöåññ íåéðîäåãåíåðàöèè ëåæèò â îñíîâå ìíîãèõ íåâðîëîãè÷åñêèõ
çàáîëåâàíèé/ðàññòðîéñòâ, âêëþ÷à  îñòðûå çàáîëåâàíè , òàêèå êàê èíñóëüò,
òðàâìàòè÷åñêîå ïîâðåæäåíèå ãîëîâíîãî ìîçãà è ïîâðåæäåíèå ñïèííîãî ìîçãà, à òàêæå
õðîíè÷åñêèå çàáîëåâàíè , âêëþ÷à  áîëåçíü Àëüöãåéìåðà, ëîáíî-âèñî÷íûå äåìåíöèè
(òàóïàòèè), ïåðèôåðè÷åñêóþ íåâðîïàòèþ, áîëåçíü Ïàðêèíñîíà, áîëåçíü Ãåíòèíãòîíà è
ðàññå ííûé ñêëåðîç. Ñëåäîâàòåëüíî, àíòè-MAG ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà (mabs) ìîãóò
áûòü ïîëåçíû â ëå÷åíèè ýòèõ çàáîëåâàíèé/ðàññòðîéñòâ ïîñðåäñòâîì óìåíüøåíè 
êëåòî÷íîé ãèáåëè, ñâ çàííîé ñ ýòèìè çàáîëåâàíè ìè/ðàññòðîéñòâàìè, è àêòèâèçàöèè
ôóíêöèîíàëüíîãî âîññòàíîâëåíè .

Âñå ïóáëèêàöèè, êàê æóðíàëüíûå, òàê è ïàòåíòíûå, îïèñàííûå â íàñòî ùåé çà âêå,
ïð ìî è ïîëíîñòüþ âêëþ÷åíû â äàííîå îïèñàíèå èçîáðåòåíè  ïîñðåäñòâîì ññûëêè.

Êðàòêîå îïèñàíèå ñóùíîñòè èçîáðåòåíè 
Â äàííîì èçîáðåòåíèè ïðåäëîæåíî èçìåíåííîå àíòèòåëî èëè åãî ôóíêöèîíàëüíûé

ôðàãìåíò, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  ñ MAG è íåéòðàëèçóþò åãî, è âêëþ÷àþò â ñåá  îäíó èëè
áîëåå ñëåäóþùóþ CDR. CDR èäåíòèôèöèðîâàíû, êàê îïèñàíî Kabat (Kabat et al. (1991)
Sequences of proteins of immunological interest; Fifth Edition; US Department of
Health and Human Services; NIH publication ¹91-3242). CDR ïðåäïî÷òèòåëüíî  âë þòñ 
òàêèìè, êàê îïðåäåëåíî Kabat, íî â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðèíöèïàìè ñòðóêòóðû è óêëàäêè
áåëêîâ, îïðåäåëåííûìè Chothia è Lesk (Chothia et al., (1989) Conformations of
immunoglobulin hypervariable regions; Nature 342, p.877-883), î÷åâèäíî, ÷òî
äîïîëíèòåëüíûå îñòàòêè òàêæå ìîæíî ðàññìàòðèâàòü â êà÷åñòâå ôðàãìåíòà
àíòèãåíñâ çûâàþùåãî öåíòðà, è îíè, òàêèì îáðàçîì, îõâà÷åííûå íàñòî ùèì
èçîáðåòåíèåì.

CDR ëåãêîé öåïè
CDR Ñîãëàñíî Kabat

L1 KSSHSVLYSSNQKNYLA (SEQUENCE ID NO: 1)

L2 WASTRES (SEQUENCE ID NO: 2)

L3 HQYLSSLT (SEQUENCE ID NO: 3)

CDR ò æåëîé öåïè
CDR Ñîãëàñíî Kabat

H1 NYGMN (SEQUENCE ID NO: 4)

H2 WINTYTGEPTYADDFTG (SEQUENCE ID NO: 5)

Í3 NPINYYGINYEGYVMDY (SEQUENCE ID NO: 6)

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê àíòèòåëó, êîòîðîå ñâ çûâàåòñ  ñ òåì æå
ñàìûì ýïèòîïîì, ÷òî è àíòèòåëî, èìåþùåå îïèñàííûå âûøå CDR. Äë  êàðòèðîâàíè 
ýïèòîïîâ àíòèãåíà èñïîëüçóþò àíàëèçû êîíêóðåíòíîãî èíãèáèðîâàíè . Òàêèì îáðàçîì,
òàêæå ïðåäëîæåíî àíòè-MAG àíòèòåëî (èçìåíåííîå èëè íåèçìåíåííîå), êîòîðîå
êîíêóðåíòíî èíãèáèðóåò ñâ çûâàíèå ñ MAG, ïðåäïî÷òèòåëüíî ÷åëîâå÷åñêèì MAG,
èçìåíåííîãî àíòèòåëà, èìåþùåãî îïèñàííûå âûøå CDR.

Â åùå îäíîì àñïåêòå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåäëîæåíî èçìåíåííîå àíòèòåëî èëè
åãî ôóíêöèîíàëüíûé ôðàãìåíò, êîòîðûå ñîäåðæàò âàðèàáåëüíûé äîìåí ò æåëîé öåïè,
êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåá  îäíó èëè áîëåå CDR, âûáðàííóþ èç CDRH1, CDRH2 è CDRH3,
è/èëè âàðèàáåëüíûé äîìåí ëåãêîé öåïè, êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåá  îäíó èëè áîëåå CDR,
âûáðàííóþ èç CDRL1, CDRL2 è CDRL3.
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Â äàííîì èçîáðåòåíèè òàêæå ïðåäëîæåíî èçìåíåííîå àíòè-MAG àíòèòåëî èëè åãî
ôóíêöèîíàëüíûé ôðàãìåíò, êîòîðûå ñîäåðæàò:

à) âàðèàáåëüíûé äîìåí ò æåëîé öåïè (VH), êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåá  ïîñëåäîâàòåëüíî
CDRH1, CDRH2 è CDRH3,

è/èëè
á) âàðèàáåëüíûé äîìåí ëåãêîé öåïè (VL), êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåá  ïîñëåäîâàòåëüíî

CDRL1, CDRL2 è CDRL3.
Â åùå îäíîì àñïåêòå äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäëîæåíà ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè ,

ñîäåðæàùà  èçìåíåííîå àíòè-MAG àíòèòåëî ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ èëè åãî
ôóíêöèîíàëüíûé ôðàãìåíò âìåñòå ñ ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûì ðàçáàâèòåëåì èëè
íîñèòåëåì.

Â åùå îäíîì àñïåêòå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåäëîæåí ñïîñîá ëå÷åíè  èëè
ïðîôèëàêòèêè èíñóëüòà è äðóãèõ íåâðîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé ó ÷åëîâåêà, âêëþ÷àþùèé
ââåäåíèå óêàçàííîìó ÷åëîâåêó, íóæäàþùåìóñ  â ýòîì, ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà àíòè-
MAG àíòèòåëà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ èëè åãî ôóíêöèîíàëüíûõ ôðàãìåíòîâ.

Â åùå îäíîì àñïåêòå â äàííîì èçîáðåòåíèè ïðåäëîæåíî ïðèìåíåíèå àíòè-MAG
àíòèòåëà ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ èëè åãî ôóíêöèîíàëüíîãî ôðàãìåíòà â èçãîòîâëåíèè
ëåêàðñòâà äë  ëå÷åíè  èëè ïðîôèëàêòèêè èíñóëüòà è äðóãèõ íåâðîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé.

Â åùå îäíîì àñïåêòå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåäëîæåí ñïîñîá çàìåäëåíè 
íåéðîäåãåíåðàöèè è/èëè àêòèâèçàöèè ôóíêöèîíàëüíîãî âîññòàíîâëåíè  ó ÷åëîâåêà-
ïàöèåíòà, ñòðàäàþùåãî èíñóëüòîì èëè äðóãèì íåâðîëîãè÷åñêèì çàáîëåâàíèåì, èëè
èìåþùåãî ðèñê èõ ðàçâèòè , âêëþ÷àþùèé ââåäåíèå óêàçàííîìó ÷åëîâåêó, íóæäàþùåìóñ  â
ýòîì, ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà àíòè-MAG àíòèòåëà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ èëè åãî
ôóíêöèîíàëüíîãî ôðàãìåíòà.

Â åùå îäíîì àñïåêòå äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäëîæåíî ïðèìåíåíèå àíòè-MAG àíòèòåëà
ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ èëè åãî ôóíêöèîíàëüíîãî ôðàãìåíòà â èçãîòîâëåíèè ëåêàðñòâà
äë  çàìåäëåíè  íåéðîäåãåíåðàöèè è/èëè àêòèâèçàöèè ôóíêöèîíàëüíîãî âîññòàíîâëåíè  ó
÷åëîâåêà-ïàöèåíòà, ïîðàæåííîãî èíñóëüòîì èëè äðóãèì íåâðîëîãè÷åñêèì çàáîëåâàíèåì,
èëè èìåþùåãî ðèñê èõ ðàçâèòè .

Äðóãèå àñïåêòû è ïðåèìóùåñòâà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  îïèñàíû íèæå â ïîäðîáíîì
îïèñàíèè è åãî ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âîïëîùåíè õ.

Îïèñàíèå ãðàôè÷åñêèõ ìàòåðèàëîâ
Ôèã.1: Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ò æåëîé öåïè õèìåðíîãî ìûøèíîãî/÷åëîâå÷åñêîãî àíòè-MAG

àíòèòåëà (Seq ID No. 27).
Ôèã.2: Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ëåãêîé öåïè õèìåðíîãî ìûøèíîãî/÷åëîâå÷åñêîãî àíòè-MAG

àíòèòåëà (Seq ID No. 28).
Ôèã.3: Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ò æåëîé öåïè õèìåðíîãî ìûøèíîãî/÷åëîâå÷åñêîãî àíòè-MAG

àíòèòåëà (Seq ID No. 29).
Ôèã.4: Õèìåðíîå àíòè-MAG àíòèòåëî ñâ çûâàåòñ  ñ êðûñèíûì MAG.
Ôèã.5: Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãóìàíèçèðîâàííûõ àíòè-MAG àíòèòåë.
Ôèã.6: Ãóìàíèçèðîâàííûå àíòè-MAG àíòèòåëà ñâ çûâàþòñ  ñ êðûñèíûì MAG.
Ôèã.7: Ãóìàíèçèðîâàííûå àíòè-MAG àíòèòåëà ñâ çûâàþòñ  ñ êðûñèíûì MAG.
Ôèã.8: Ãóìàíèçèðîâàííûå àíòè-MAG àíòèòåëà ñâ çûâàþòñ  ñ ÷åëîâå÷åñêèì MAG.
Ôèã.9: Êîíêóðåíòíûé ELISA (òâåðäîôàçíûé èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç) ñ ìûøèíûìè è

ãóìàíèçèðîâàííûìè àíòè-MAG àíòèòåëàìè.
Ïîäðîáíîå îïèñàíèå èçîáðåòåíè 
Àíòè-MAG àíòèòåëî
Èçìåíåííîå àíòèòåëî ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðåäñòàâë åò ñîáîé

ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî (mAb) è ïðåäïî÷òèòåëüíî  âë åòñ  õèìåðíûì,
ãóìàíèçèðîâàííûì èëè ïåðåôîðìèðîâàííûì, ïðè÷åì ãóìàíèçèðîâàííîå  âë åòñ 
îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûì èç ïåðå÷èñëåííûõ.

Èçìåíåííîå àíòèòåëî ïðåäïî÷òèòåëüíî èìååò ñòðóêòóðó ïðèðîäíîãî àíòèòåëà èëè åãî
ôðàãìåíòà. Ñëåäîâàòåëüíî, àíòèòåëî ìîæåò âêëþ÷àòü â ñåá  ïîëíîå àíòèòåëî, (Fab1)2
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ôðàãìåíò, Fab ôðàãìåíò, äèìåð ëåãêîé öåïè èëè äèìåð ò æåëîé öåïè. Àíòèòåëî ìîæåò
ïðåäñòàâë òü ñîáîé IgG1, IgG2, IIgG3 èëè IgG4; èëè IgM; IgA, IgE èëè IgD, èëè åãî
ìîäèôèöèðîâàííûé âàðèàíò. Ñîîòâåòñòâåííî ìîæåò áûòü âûáðàí êîíñòàíòíûé äîìåí
ò æåëîé öåïè àíòèòåëà. Êîíñòàíòíûé äîìåí ëåãêîé öåïè ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé
êîíñòàíòíûé äîìåí êàïïà èëè ë ìáäà. Êðîìå òîãî, àíòèòåëî ìîæåò âêëþ÷àòü â ñåá 
ìîäèôèêàöèè âñåõ êëàññîâ, íàïðèìåð, IgG äèìåðû, Fc ìóòàíòû, êîòîðûå áîëüøå íå
ñâ çûâàþòñ  ñ Fc-ðåöåïòîðàìè èëè îïîñðåäóþò Clq-ñâ çûâàíèå (áëîêèðóþùèå àíòèòåëà).
Àíòèòåëî ìîæåò òàêæå ïðåäñòàâë òü ñîáîé õèìåðíîå àíòèòåëî îïèñàííîãî â WO 86/01533
âèäà, êîòîðîå âêëþ÷àåò â ñåá  àíòèãåíñâ çûâàþùóþ îáëàñòü è íåèììóíîãëîáóëèíîâóþ
îáëàñòü. Àíòèãåíñâ çûâàþùà  îáëàñòü ïðåäñòàâë åò ñîáîé âàðèàáåëüíûé äîìåí ëåãêîé
öåïè èëè âàðèàáåëüíûé äîìåí ò æåëîé öåïè àíòèòåëà. Îáû÷íî àíòèãåíñâ çûâàþùà 
îáëàñòü âêëþ÷àåò â ñåá  âàðèàáåëüíûå äîìåíû êàê ëåãêîé, òàê è ò æåëîé öåïè.
Íåèììóíîãëîáóëèíîâà  îáëàñòü ñëèòà íà ñâîåì Ñ-êîíöå ñ àíòèãåíñâ çûâàþùåé îáëàñòüþ.
Íåèììóíîãëîáóëèíîâà  îáëàñòü îáû÷íî ïðåäñòàâë åò ñîáîé íåèììóíîãëîáóëèíîâûé áåëîê
è ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ôåðìåíò, òîêñèí èëè áåëîê, îáëàäàþùèé èçâåñòíîé
ñïåöèôè÷íîñòüþ ñâ çûâàíè . Äâå îáëàñòè ýòîãî òèïà õèìåðíîãî àíòèòåëà ìîãóò
ñîåäèí òüñ  ÷åðåç ðàñùåïë åìóþ ëèíêåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Èììóíîàäãåçèíû,
èìåþùèå îïèñàííûå âûøå CDR, òàêæå ðàññìàòðèâàþòñ  â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè.

Êîíñòàíòíóþ îáëàñòü âûáèðàþò â ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáóåìîé ôóíêöèîíàëüíîñòüþ.
Îáû÷íî IgG1 äåìîíñòðèðóåò ëèòè÷åñêóþ ñïîñîáíîñòü ïîñðåäñòâîì ñâ çûâàíè  ñ
êîìïëåìåíòîì è/èëè îïîñðåäóåò ADCC (àíòèòåëî-çàâèñèìóþ êëåòî÷íóþ öèòîòîêñè÷íîñòü).
Åñëè òðåáóåòñ  íåöèòîòîêñè÷íîå áëîêèðóþùåå àíòèòåëî, ïðåäïî÷òèòåëüíûì  âë åòñ 
IgG4. Îäíàêî IgG4-àíòèòåëà ìîãóò äåìîíñòðèðîâàòü íåñòàáèëüíîñòü ïðîäóöèðîâàíè  è,
ñëåäîâàòåëüíî, ìîæåò áûòü áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ìîäèôèöèðîâàòü â îáùåì ñëó÷àå
áîëåå ñòàáèëüíûé IgG1. Ïðåäëîæåííûå ìîäèôèêàöèè îïèñàíû â ÅÐ 0307434,
ïðåäïî÷òèòåëüíûå ìîäèôèêàöèè âêëþ÷åíû â ïîçèöèè 235 è 237. Òàêèì îáðàçîì, â äàííîì
èçîáðåòåíèè ïðåäëîæåíà ëèòè÷åñêà  è íåëèòè÷åñêà  ôîðìû àíòèòåëà ïî äàííîìó
èçîáðåòåíèþ.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì àñïåêòå èçìåíåííîå àíòèòåëî ïðåäñòàâë åò ñîáîé IgG, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî IgG1 êëàññ.

Ñëåäîâàòåëüíî, â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ ôîðìàõ àíòèòåëî ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîëíîðàçìåðíîå íåëèòè÷åñêîå IgG1-àíòèòåëî, èìåþùåå îïèñàííûå
âûøå CDR. Â íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûõ ôîðìàõ àâòîðû äàííîãî èçîáðåòåíè 
ïðåäëàãàþò ïîëíîðàçìåðíîå íåëèòè÷åñêîå IgG1-àíòèòåëî, èìåþùåå CDR ñ SEQ ID NO: 13
è 16, è ïîëíîðàçìåðíîå íåëèòè÷åñêîå IgG1-àíòèòåëî, èìåþùåå CDR ñ SEQ ID NO: 15 è 18.

Â åùå îäíîì àñïåêòå äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäëîæåíû ïîëèíóêëåîòèäû, êîäèðóþùèå
CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 è CDRL3. Ïðåäïî÷òèòåëüíûå ïîëèíóêëåîòèäíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðåäñòàâë þò ñîáîé:

CDR ëåãêîé öåïè
CDR

L1 AAGAGCAGCCACAGCGTGCTGTACAGCAGCAACCAGAAGAACTACCTGGCC (SEQUENCE ID NO: 7)

L2 TGGGCCAGCACCCGCGAGAGC (SEQUENCE IDS NO: 8)

L3 CACCAGTACCTGAGCAGCCTGACC (SEQUENCE ID NO: 9)

CDR ò æåëîé öåïè
CDR

Í1 AACTACGGCATGAAC (SEQUENCE ID NO: 10)

Í2 TGGATCAACACCTACACCGGCGAGCCCACCTACGCCGACGACTTCACCGGC (SEQUENCE ID NO: 11)

Í3 AACCCCATCAACTACTACGGCATCAACTACGAGGGCTACGTGATGGACTAC(SEQUENCE ID NO: 12)

Â åùå îäíîì àñïåêòå äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäëîæåí ïîëèíóêëåîòèä, êîäèðóþùèé
âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ëåãêîé öåïè èçìåíåííîãî àíòè-MAG àíòèòåëà, âêëþ÷àþùèé â ñåá 
ïî ìåíüøåé ìåðå îäíó CDR, âûáðàííóþ èç CDRL1, CDRL2 è CDRL3, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî âêëþ÷àþùèé â ñåá  ïîñëåäîâàòåëüíî âñå òðè CDR.

Â åùå îäíîì àñïåêòå äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäëîæåí ïîëèíóêëåîòèä, êîäèðóþùèé
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âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè èçìåíåííîãî àíòè-MAG àíòèòåëà, âêëþ÷àþùèé â ñåá 
ïî ìåíüøåé ìåðå îäíó CDR, âûáðàííóþ èç CDRH1, CDRH2 è CDRH3, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî âêëþ÷àþùèé â ñåá  ïîñëåäîâàòåëüíî âñå òðè CDR.

Â îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíîì àñïåêòå àíòè-MAG àíòèòåëî ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî.

Ñëåäîâàòåëüíî, â äàííîì èçîáðåòåíèè, êðîìå òîãî, ïðåäëîæåíî ãóìàíèçèðîâàííîå
àíòèòåëî èëè åãî ôóíêöèîíàëüíûé ôðàãìåíò, êîòîðîå ñâ çûâàåòñ  ñ MAG è íåéòðàëèçóåò
åãî, êîòîðîå ñîäåðæèò âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  îäíó èç
ñëåäóþùèõ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé:

QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLEWMGWI
NTYTGEPTYADDFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKABDTAVYYCARNPIN
YYGINYEGYVMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID No 13).
QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLEWMGWI
NTYTGEPTYADDFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYFCARNPIN
YYGIMYEGYVMDYWGQGTLVTVSS (Sequence ID No 14)
QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLEWMGWI
NTYTGEPTYADDFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTATYFCARNPIN
YYGINYEGYVMDYWGQGTLVTVSS (sequence ID No 15)
Â åùå îäíîì àñïåêòå äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäëîæåíî ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî èëè

åãî ôóíêöèîíàëüíûé ôðàãìåíò, êîòîðîå ñâ çûâàåòñ  ñ MAG, êîòîðîå ñîäåðæèò
âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè ñ Sequence ID No 13, 14 èëè 15 âìåñòå ñ
âàðèàáåëüíîé îáëàñòüþ ëåãêîé öåïè, âêëþ÷àþùåé â ñåá  àìèíîêèñëîòíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Sequence ID No 16, 17, 18 èëè 19:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSNQKHYLAWYQQKPGQPPK
LLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEPVAVYYCHQYLSSLT
FGQGTKLEIKRTV (SEQ ID No 16)
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSNQKNYLAWYQQKPGQPPK
LLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTIINLQABDVAVYYCHQYLSSLT
FGQGTKLEIKRTV (SEQ ID No 17)
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSYQKNYLAWYQQKPGQPPK
LLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLHTEDVAVYYCHQYLSSLT
FGQGTKLEIKRTV (SEQ ID No 18)
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSNQKNYLAWYQQKPGQPPK
LLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTIINLHTEDVAVYYCHQYLSSLT
FGQGTKLEIKRTV (SEQ ID No 19)
Â åùå îäíîì àñïåêòå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåäëîæåíî ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî,

ñîäåðæàùåå:
âàðèàáåëüíûé ôðàãìåíò ò æåëîé öåïè, âêëþ÷àþùèé â ñåá  SEQ ID No 13, 14 èëè 15, è

êîíñòàíòíóþ ÷àñòü èëè åå ôðàãìåíò ò æåëîé öåïè ÷åëîâåêà, è
âàðèàáåëüíûé ôðàãìåíò ëåãêîé öåïè, âêëþ÷àþùèé â ñåá  SEQ ID No 16, 17, 18 èëè 19, è

êîíñòàíòíóþ îáëàñòü èëè åå ôðàãìåíò ëåãêîé öåïè ÷åëîâåêà.
Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì àñïåêòå ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî ïðåäñòàâë åò ñîáîé êëàññ IgG,

áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî IgG1.
Ïðåäïî÷òèòåëüíûå àíòèòåëà ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ ñîäåðæàò:
Âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 13, è

âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ëåãêîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 16;
Âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 13, è

âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ëåãêîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 17;
Âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 13, è

âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ëåãêîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 18;
Âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 13, è

âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ëåãêîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 19.
Âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 14, è
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âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ëåãêîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 16;
Âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 14, è

âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ëåãêîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 17;
Âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 14, è

âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ëåãêîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 18;
Âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 14, è

âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ëåãêîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 19.
Âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 15, è

âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ëåãêîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 16;
Âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 15, è

âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ëåãêîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 17;
Âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 15, è

âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ëåãêîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 18;
Âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 15, è

âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ëåãêîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Seq ID No 19.
Â åùå îäíîì àñïåêòå äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäëîæåíû ïîëèíóêëåîòèäû, êîäèðóþùèå

âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè, âêëþ÷àþùóþ â ñåá  Sequence ID No 13, 14 è 15, è
âàðèàáåëüíûå îáëàñòè ëåãêîé öåïè, âêëþ÷àþùèå â ñåá  Sequence ID No 16, 17, 18 è 19.

Ïðåäïî÷òèòåëüíà  ïîëèíóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà 
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID No 13, ïðåäñòàâë åò ñîáîé:

CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGTTGAAGAAGCCTGGGGCCTCA
GTGAAGGTTTCGTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACTAACTACGGCATG
AACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATC
AACACCTACACCGGCGAGCCCACCTACGCCGACGACTTCACCGGCCGGTTT
GTCTTCTCCTTGGACACCTCTGTCAGCACGGCATATCTGCAGATCAGCAGC
CTAAAGGCTGAGGACACTGCCGTGTATTACTGTGCGAGAAACCCCATCAAC
TACTACGGCATCAACTACGAGGGCTACGTGATGGACTACTGGGGCCAGGGC
ACACTAGTCACAGTCTCCTCA (SEQ ID No 20)
Ïðåäïî÷òèòåëüíà  ïîëèíóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà 

àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Sequence ID No 14, ïðåäñòàâë åò ñîáîé:
CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGTTGAAGAAGCCTGGGGCCTCA
GTGAAGGTTTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACTAACTACGGCATG
AACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATC
AACACCTACACCGGCGAGCCCACCTACGCCGACGACTTCACCGGCCGGTTT
GTCTTCTCCTTGGACACCTCTGTCAGCACGGCATATCTGCAGATCAGCAGC
CTAAAGGCTGAGGACACTGCCGTGTATTTCTGTGCGAGAAACCCCATCAAC
TACTACGGCATCAACTACGAGGGCTACGTGATGGACTACTGGGGCCAGGGC
ACACTAGTCACAGTCTCCTCA (SEQ ID No 21)
Ïðåäïî÷òèòåëüíà  ïîëèíóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà 

àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID No 15, ïðåäñòàâë åò ñîáîé:
CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGTTGAAGAAGCCTGGGGCCTCA
GTGAAGGTTTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACTAACTACGGCATG
AACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATC
AACACCTACACCGGCGAGCCCACCTACGCCGACGACTTCACCGGCCGGTTT
GTCTTCTCCTTGGACACCTCTGTCAGCACGGCATATCTGCAGATCAGCAGC
CTAAAGGCTGAGGACACTGCCACCTATTTCTGTGCGAGAAACCCCATCAAC
TACTACGGCATCAACTACGAGGGCTACGTGATGGACTACTGGGGCCAGGGC
ACACTAGTCACAGTCTCCTCA (SEQ ID No 22)
Ïðåäïî÷òèòåëüíà  ïîëèíóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà 

àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID No 16, ïðåäñòàâë åò ñîáîé:
GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAG
AGGGCACCATGCAACTGCAAGAGCAGCCACAGCGTGCTGTACAGCAGCAAC
CAGAAGAACTACCTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGCCTCCTAAG

Ñòðàíèöà: 9

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 303 461 C2

CTGCTCATTTACTGGGCATCTACCCGGGAATCCGGGGTCCCTGACCGATTC
AGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAG
GCTGAAGATGTGGCAGTTTATTACTGTCACCAGTACCTGAGCAGCCTGACC
TTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTACGGTG (SEQ ID No 23)
Ïðåäïî÷òèòåëüíà  ïîëèíóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà 

àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID No 17, ïðåäñòàâë åò ñîáîé:
GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAG
AGGGCCACCATCAACTGCAAGAGCAGCCACAGCGTGCTGTACAGCAGCAAC
CAGAAGAACTACCTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGCCTCCTAAG
CTGCTCATTTACTGGGCATCTACCCGGGAATCCGGGGTCCCTGACCGATTC
AGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCATCAACCTGCAG
GCTGAAGATGTGGCAGTTTATTACTGTCACCAGTACCTGAGCAGCCTGACC
TTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTACGGTG (SEQ ID No 24)
Ïðåäïî÷òèòåëüíà  ïîëèíóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà 

àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID No 18, ïðåäñòàâë åò ñîáîé:
GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAG
AGGGCCACCATACGCTGCAAGAGCAGCCACAGCGTGCTGTACAGCAGCAAC
CAGAAGAACTACCTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGCCTCCTAAG
CTGCTCATTTACTGGGCATCTACCCGGGAUTCCGGGGTCCCTGACCGATTC
AGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAC
ACCGAAGATGTGGCAGTTTATTACTGTCACCAGTACCTGAGCAGCCTGACC
TTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTACGGTG (SEQ ID No 25)
Ïðåäïî÷òèòåëüíà  ïîëèíóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà 

àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID No 19, ïðåäñòàâë åò ñîáîé:
GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAG
AGGGCCACCATCAAGTGCAAGAGCAGCCACAGCGTGCTGTACAGCAGCAAC
CAGAAGAACTACCTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGCCTCCTAAG
CTGCTCATTTACTGGGCATCTACCCGGGAATCCGGGGTCCCTGACCGATTC
AGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCATCAACCTGCAC
ACCGAAGATGTGGCAGTTTATTACTGTCACCAGTACCTGAGCAGCCTGACC
TTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTACGGTG (SEQ ID No 26)
«Íåéòðàëèçóþùåå» îòíîñèòñ  ê îáùåìó èëè ÷àñòè÷íîìó èíãèáèðîâàíèþ ôóíêöèè MAG,

âêëþ÷à  åãî ñâ çûâàíèå ñ íåéðîíàìè è èíãèáèðîâàíèå ðîñòà íåéðèòà.
«Èçìåíåííîå àíòèòåëî» îòíîñèòñ  ê áåëêó, êîäèðóåìîìó îáëàñòüþ êîäèðîâàíè 

èçìåíåííîãî èììóíîãëîáóëèíà, êîòîðûé ìîæåò áûòü ïîëó÷åí ïîñðåäñòâîì ýêñïðåññèè â
âûáðàííîé êëåòêå õîç èíå. Òàêèå èçìåíåííûå àíòèòåëà âêëþ÷àþò â ñåá  ãåííî-
èíæåíåðíûå àíòèòåëà (íàïðèìåð õèìåðíûå, ïåðåôîðìèðîâàííûå, ãóìàíèçèðîâàííûå èëè
âåêòîðíûå àíòèòåëà) èëè ôðàãìåíòû àíòèòåë, ëèøåííûå ÷àñòè èëè âñåé
èììóíîãëîáóëèíîâîé êîíñòàíòíîé îáëàñòè, íàïðèìåð Fv, Fab èëè F(ab)2 è ò.ï.

"Îáëàñòü, êîäèðóþùà  èçìåíåííûé èììóíîãëîáóëèí" îòíîñèòñ  ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
íóêëåèíîâûõ êèñëîò, êîäèðóþùåé èçìåíåííîå àíòèòåëî. Êîãäà èçìåíåííîå àíòèòåëî
ïðåäñòàâë åò ñîáîé CDR-òðàíñïëàíòèðîâàííîå èëè ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî,
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå êîäèðóþò îïðåäåë þùèå êîìïëåìåíòàðíîñòü îáëàñòè (CDR)
èììóíîãëîáóëèíà, íå  âë þùåãîñ  ÷åëîâå÷åñêèì, âñòðàèâàþò â ïåðâîãî
èììóíîãëîáóëèíîâîãî ïàðòíåðà, ñîäåðæàùåãî ÷åëîâå÷åñêèå âàðèàáåëüíûå êàðêàñíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Âîçìîæíî, ÷òî ïåðâûé èììóíîãëîáóëèíîâûé ïàðòíåð
ôóíêöèîíàëüíûì îáðàçîì ñâ çàí ñî âòîðûì èììóíîãëîáóëèíîâûì ïàðòíåðîì.

«Ïåðâûé èììóíîãëîáóëèíîâûé ïàðòíåð» îòíîñèòñ  ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâûõ
êèñëîò, êîäèðóþùåé ÷åëîâå÷åñêóþ êàðêàñíóþ èëè ÷åëîâå÷åñêóþ èììóíîãëîáóëèíîâóþ
âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü, â êîòîðîé ïðèðîäíûå (èëè âñòðå÷àþùèåñ  â ïðèðîäå) CDR-
êîäèðóþùèå îáëàñòè çàìåíåíû CDR-êîäèðóþùèìè îáëàñò ìè äîíîðíîãî àíòèòåëà.
×åëîâå÷åñêà  âàðèàáåëüíà  îáëàñòü ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ò æåëóþ öåïü, ëåãêóþ
öåïü (èëè îáå öåïè) èììóíîãëîáóëèíà, åå àíàëîã èëè ôóíêöèîíàëüíûå ôðàãìåíòû. Òàêèå
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CDR îáëàñòè, ðàñïîëîæåííûå â âàðèàáåëüíîé îáëàñòè àíòèòåë (èììóíîãëîáóëèíîâ), ìîãóò
áûòü èçâåñòíûìè â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè ñïîñîáàìè. Íàïðèìåð, â Kabat et al.
(Sequences of Proteins of Immunological Interest. 4th Ed., U.S. Department of Health
and Human Services, National Institutes of Health (1987)) îïèñàíû ïðàâèëà
ðàñïîëîæåíè  CDR. Êðîìå òîãî, èçâåñòíû êîìïüþòåðíûå ïðîãðàììû, êîòîðûå ïîëåçíû äë 
èäåíòèôèêàöèè CDR îáëàñòåé/ñòðóêòóð.

«Âòîðîé èììóíîãëîáóëèíîâûé ïàðòíåð» îòíîñèòñ  ê äðóãîé íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé áåëîê èëè ïåïòèä, ñ êîòîðîé ñëèò ïåðâûé
èììóíîãëîáóëèíîâûé ïàðòíåð âíóòðè ðàìêè ñ÷èòûâàíè  èëè ïîñðåäñòâîì âîçìîæíîé
îáùåïðèí òîé ñâ çûâàþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (ò.å. ñâ çàí ôóíêöèîíàëüíûì îáðàçîì).
Ïðåäïî÷òèòåëüíî îí ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãåí èììóíîãëîáóëèíà. Âòîðîé
èììóíîãëîáóëèíîâûé ïàðòíåð ìîæåò ñîäåðæàòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâûõ êèñëîò,
êîäèðóþùóþ ïîëíóþ êîíñòàíòíóþ îáëàñòü òîãî æå ñàìîãî (ò.å. ãîìîëîãè÷íîãî - ïåðâîå è
âòîðîå èçìåíåííîå àíòèòåëî ïîëó÷åíû èç îäíîãî è òîãî æå èñòî÷íèêà) èëè
äîïîëíèòåëüíîãî (ò.å. ãåòåðîëîãè÷íîãî) èíòåðåñóþùåãî àíòèòåëà. Îí ìîæåò ïðåäñòàâë òü
ñîáîé ò æåëóþ èëè ëåãêóþ öåïü èììóíîãëîáóëèíà (èëè îáå öåïè êàê ÷àñòü îäíîãî
ïîëèïåïòèäà). Âòîðîé èììóíîãëîáóëèíîâûé ïàðòíåð íå îãðàíè÷åí êîíêðåòíûì êëàññîì èëè
èçîòèïîì èììóíîãëîáóëèíîâ. Êðîìå òîãî, âòîðîé èììóíîãëîáóëèíîâûé ïàðòíåð ìîæåò
ñîäåðæàòü ÷àñòü êîíñòàíòíîé îáëàñòè èììóíîãëîáóëèíà, òàê êàê îáíàðóæåíî â Fab èëè
F(ab)2 (ò.å. äèñêðåòíóþ ÷àñòü ïîäõîä ùåé ÷åëîâå÷åñêîé êîíñòàíòíîé îáëàñòè èëè
êàðêàñíîé îáëàñòè). Òàêîé âòîðîé èììóíîãëîáóëèíîâûé ïàðòíåð ìîæåò òàêæå ñîäåðæàòü
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ èíòåãðàëüíûé ìåìáðàííûé áåëîê, ýêñïîíèðîâàííûé íà
âíåøíåé ïîâåðõíîñòè êëåòêè õîç èíà, íàïðèìåð, êàê ÷àñòü ôàãîâîé äèñïëåéíîé
áèáëèîòåêè, èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ áåëîê äë  àíàëèòè÷åñêîãî èëè
äèàãíîñòè÷åñêîãî îáíàðóæåíè , íàïðèìåð, ïåðîêñèäàçó õðåíà, (3-ãàëàêòîçèäàçó, è ò.ä.

Òåðìèíû Fv, Fc, Fd, Fab èëè F(ab)2 èñïîëüçóþòñ  â ñîîòâåòñòâèè ñî ñâîèìè îáû÷íûìè
çíà÷åíè ìè (ñìîòðè, íàïðèìåð, Harlow et al., Antibodies A Laboratory Manual. Cold
Spring Harbor Laboratory, (1988)).

Â äàííîì êîíòåêñòå òåðìèí «ãåííî-èíæåíåðíîå àíòèòåëî» îïèñûâàåò òèï èçìåíåííîãî
àíòèòåëà, ò.å. ïîëíîðàçìåðíîãî ñèíòåòè÷åñêîãî àíòèòåëà (íàïðèìåð, õèìåðíîãî,
ïåðåôîðìèðîâàííîãî èëè ãóìàíèçèðîâàííîãî àíòèòåëà â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ôðàãìåíòó
àíòèòåëà), â êîòîðîì ÷àñòü âàðèàáåëüíûõ äîìåíîâ ëåãêèõ è/èëè ò æåëûõ öåïåé âûáðàííîãî
àêöåïòîðíîãî àíòèòåëà çàìåíåíà íà àíàëîãè÷íûå ÷àñòè îäíîãî èëè áîëåå äîíîðíûõ
àíòèòåë îáëàäàþùèõ ñïåöèôè÷íîñòüþ â îòíîøåíèè âûáðàííîãî ýïèòîïà. Íàïðèìåð, òàêèå
ìîëåêóëû ìîãóò âêëþ÷àòü àíòèòåëà, õàðàêòåðèçóþùèåñ  ãóìàíèçèðîâàííîé ò æåëîé öåïüþ
â àññîöèèàöèè ñ íåìîäèôèöèðîâàííîé ëåãêîé öåëüþ (èëè õèìåðíîé ëåãêîé öåïüþ), èëè
íàîáîðîò. Ãåííî-èíæåíåðíûå àíòèòåëà ìîãóò òàêæå õàðàêòåðèçîâàòüñ  èçìåíåíèåì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íóêëåèíîâûõ êèñëîò, êîäèðóþùèõ êàðêàñíûå îáëàñòè ëåãêîãî è/èëè
ò æåëîãî âàðèàáåëüíîãî äîìåíà àêöåïòîðíîãî àíòèòåëà, äë  ñîõðàíåíè  ñâ çûâàþùåé
ñïåöèôè÷íîñòè äîíîðíîãî àíòèòåëà. Ýòè àíòèòåëà ìîãóò âêëþ÷àòü çàìåíó îäíîé èëè áîëåå
CDR (ïðåäïî÷òèòåëüíî âñåõ) àêöåïòîðíîãî àíòèòåëà íà CDR äîíîðíîãî àíòèòåëà,
îïèñàííîãî çäåñü.

«Õèìåðíîå àíòèòåëî» îòíîñèòñ  ê òèïó ãåííî-èíæåíåðíîãî àíòèòåëà, êîòîðîå ñîäåðæèò
âñòðå÷àþùóþñ  â ïðèðîäå âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü (ëåãêà  öåïü è ò æåëûå öåïè),
ïðîèñõîä ùóþ îò äîíîðíîãî àíòèòåëà, â àññîöèàöèè ñ êîíñòàíòíûìè îáëàñò ìè ëåãêèõ è
ò æåëûõ öåïåé, ïðîèñõîä ùèìè îò àêöåïòîðíîãî àíòèòåëà.

«Ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî» îòíîñèòñ  ê òèïó ãåííî-èíæåíåðíîãî àíòèòåëà, èìåþùåãî
CDR, ïîëó÷åííûå èç èììóíîãëîáóëèíîâ äîíîðà, íå  âë þùåãîñ  ÷åëîâåêîì, ïðè÷åì
îñòàëüíûå ïðîèñõîä ùèå îò èììóíîãëîáóëèíà ôðàãìåíòû ìîëåêóëû ïðîèñõîä ò îò îäíîãî
(èëè áîëåå) ÷åëîâå÷åñêîãî(èõ) èììóíîãëîáóëèíà(îâ). Êðîìå òîãî, îñòàòêè îñíîâû êàðêàñà
ìîãóò áûòü èçìåíåíû äë  ñîõðàíåíè  àôôèííîñòè ñâ çûâàíè  (ñìîòðè, íàïðèìåð, Queen
et al., Proc. Natl Acad Sci USA. 86: 10029-10032 (1989), Hodgson et al.,
Bio/Technologv. 9: 421 (1991)). Ïîäõîä ùèì ÷åëîâå÷åñêèì àêöåïòîðíûì àíòèòåëîì ìîæåò
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áûòü âûáðàííîå èç îáû÷íîé áàçû äàííûõ, íàïðèìåð, ÊÀÂÀÒ® áàçû äàííûõ, áàçû äàííûõ
Ëîñ Àëàìîñà è øâåäñêîé áàçû äàííûõ áåëêîâ, â ñîîòâåòñòâèè ñ ãîìîëîãèåé íóêëåîòèäíîé è
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äîíîðíîãî àíòèòåëà. ×åëîâå÷åñêîå àíòèòåëî,
õàðàêòåðèçóþùååñ  ãîìîëîãèåé ñ êàðêàñíûìè îáëàñò ìè äîíîðíîãî àíòèòåëà (íà
àìèíîêèñëîòíîé îñíîâå), ìîæåò áûòü ïîäõîä ùèì äë  îáåñïå÷åíè  âñòðàèâàíè  äîíîðíûõ
CDR â êîíñòàíòíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè è/èëè âàðèàáåëüíóþ êàðêàñíóþ îáëàñòü ò æåëîé
öåïè. Ïîäõîä ùåå àêöåïòîðíîå àíòèòåëî, ñïîñîáíîå ïðåäîñòàâë òü êîíñòàíòíûå èëè
âàðèàáåëüíûå êàðêàñíûå îáëàñòè ëåãêîé öåïè, ìîæåò áûòü âûáðàíî àíàëîãè÷íî. Ñëåäóåò
ïîíèìàòü, ÷òî ò æåëûå è ëåãêèå öåïè àêöåïòîðíîãî àíòèòåëà íå îá çàòåëüíî äîëæíû
ïðîèñõîäèòü îò îäíîãî è òîãî æå àêöåïòîðíîãî àíòèòåëà. Â ïðåäøåñòâóþùåì óðîâíå
òåõíèêè áûëè îïèñàíû íåñêîëüêî ïóòåé ïðîäóöèðîâàíè  òàêèõ ãóìàíèçèðîâàííûõ àíòèòåë -
ñìîòðè, íàïðèìåð, ÅÐ-À-0239499 è ÅÐ-À-054951.

«Ïåðåôîðìèðîâàííîå ÷åëîâå÷åñêîå àíòèòåëî» îòíîñèòñ  ê èçìåíåííîìó àíòèòåëó, â
êîòîðîì ìèíèìàëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå îäíó CDR ïåðâîãî ÷åëîâå÷åñêîãî ìîíîêëîíàëüíîãî
äîíîðíîãî àíòèòåëà çàìåí åò CDR âî âòîðîì ÷åëîâå÷åñêîì àêöåïòîðíîì àíòèòåëå.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî çàìåíåíû âñå øåñòü CDR. Áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî âñ 
àíòèãåíñâ çûâàþùà  îáëàñòü (íàïðèìåð Fv, Fab èëè F(ab')2) ïåðâîãî ÷åëîâå÷åñêîãî
äîíîðíîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà çàìåí åò ñîîòâåòñòâóþùóþ îáëàñòü âî âòîðîì
÷åëîâå÷åñêîì àêöåïòîðíîì ìîíîêëîíàëüíîì àíòèòåëå. Íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî Fab
îáëàñòü ïåðâîãî ÷åëîâå÷åñêîãî äîíîðà ôóíêöèîíàëüíûì îáðàçîì ñâ çàíà ñ
ñîîòâåòñòâóþùèìè êîíñòàíòíûìè îáëàñò ìè âòîðîãî ÷åëîâå÷åñêîãî àêöåïòîðíîãî àíòèòåëà
ñ îáðàçîâàíèåì ïîëíîðàçìåðíîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà.

«Âåêòîðíîå àíòèòåëî» îòíîñèòñ  ê àíòèòåëó, ê êîòîðîìó ïðèñîåäèíåí àãåíò äë 
óëó÷øåíè  òðàíñïîðòà ÷åðåç ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêèé áàðüåð (ÂÂÂ) (ñìîòðè îáçîð Pardridge;
Advanced Drug Delivery Review 36, 299-321, 1999). Ïðèñîåäèíåíèå ìîæåò áûòü õèìè÷åñêèì
èëè, àëüòåðíàòèâíî, ýòà ãðóïïèðîâêà ìîæåò áûòü ââåäåíà ãåííî-èíæåíåðíûì ïóòåì â
àíòèòåëî. Îäíèì èç ïðèìåðîâ  âë åòñ  ïîëó÷åíèå õèìåðû ñ àíòèòåëîì, íàïðàâëåííûì íà
ðåöåïòîð ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê êàïèëë ðîâ ãîëîâíîãî ìîçãà, íàïðèìåð, ñ àíòèòåëîì
ïðîòèâ ðåöåïòîðà èíñóëèíà èëè àíòèòåëîì ïðîòèâ ðåöåïòîðà òðàíñôåððèíà (Saito et al.
(1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92 10227-31; Pardridge et al. (1995) Pharm. Res. 12
807-816; Broadwell et al. (1996) Exp.Neurol. 142 47-65; Bickel et al. (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90, 2618-2622; Friden et al. (1996) J. Pharm. Exp. Ther. 278
1491-1498, US 5182107, US 5154924, US 5833988, US 5527527). Ñâ çàâøèñü ñ ðåöåïòîðîì,
îáà êîìïîíåíòà áèñïåöèôè÷íîãî àíòèòåëà ïðîõîä ò ÷åðåç ÂÂÂ ïîñðåäñòâîì ïðîöåññà
òðàíñöèòîçà. Àëüòåðíàòèâíî àãåíò ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ëèãàíä, êîòîðûé ñâ çûâàåòñ 
ñ òàêèìè ðåöåïòîðàìè êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè, íàïðèìåð èíñóëèí, òðàíñôåððèí èëè
ëèïîïðîòåèí íèçêîé ïëîòíîñòè (Descamps et al. (1996) Am. J. Physiol. 270 H1149-H1158;
Duffy et al., (1987) Brain Res. 420 32-38; Dehouck et al., (1997) J. Cell Biol. 1997
877-889). Òàêæå ìîæíî èñïîëüçîâàòü âñòðå÷àþùèåñ  â ïðèðîäå ïåïòèäû, òàêèå êàê
ïåíåòðàòèí è SynB1 è SynB3, ïðî êîòîðûå èçâåñòíî, ÷òî îíè óëó÷øàþò òðàíñïîðò ÷åðåç
ÂÂÂ (Rouselle et al. (2000) Mol. Pharm. 57, 679-686 è Rouselle et al. (2001) Journal
of Pharmacology and Experimental Therapeutics 296, 124-131).

Òåðìèí «äîíîðíîå àíòèòåëî» îòíîñèòñ  ê àíòèòåëó (ìîíîêëîíàëüíîìó èëè
ðåêîìáèíàíòíîìó), êîòîðîå ïðåäîñòàâë åò àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñâîèõ
âàðèàáåëüíûõ îáëàñòåé, CDR èëè äðóãèå ôóíêöèîíàëüíûå ôðàãìåíòû èëè èõ àíàëîãè
ïåðâîìó èììóíîãëîáóëèíîâîìó ïàðòíåðó, òàê ÷òîáû ïîëó÷èòü êîäèðóþùóþ îáëàñòü
èçìåíåííîãî èììóíîãëîáóëèíà è â ðåçóëüòàòå ýêñïðåññèþ èçìåíåííîãî àíòèòåëà ñ
àíòèãåííîé ñïåöèôè÷íîñòüþ è íåéòðàëèçóþùåé àêòèâíîñòüþ, õàðàêòåðíîé äë  äîíîðíîãî
àíòèòåëà.

Òåðìèí «àêöåïòîðíîå àíòèòåëî» îòíîñèòñ  ê àíòèòåëó (ìîíîêëîíàëüíîìó èëè
ðåêîìáèíàíòíîìó), ãåòåðîëîãè÷íîìó äîíîðíîìó àíòèòåëó, êîòîðîå ïðåäîñòàâë åò âñå (èëè
ëþáóþ ÷àñòü, íî ïðåäïî÷òèòåëüíî âñå) àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå
åãî êàðêàñíûå îáëàñòè ò æåëûõ è/èëè ëåãêèõ öåïåé, è/èëè åãî êîíñòàíòíûå îáëàñòè
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ò æåëûõ è/èëè ëåãêèõ öåïåé, ïåðâîìó èììóíîãëîáóëèíîâîìó ïàðòíåðó. Ïðåäïî÷òèòåëüíî
÷åëîâå÷åñêîå àíòèòåëî ïðåäñòàâë åò ñîáîé àêöåïòîðíîå àíòèòåëî.

«CDR» îïðåäåëåíû êàê àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îáëàñòè àíòèãåíà,
îïðåäåë þùåé êîìïëåìåíòàðíîñòü, ïðåäñòàâë þùèå ñîáîé ãèïåðâàðèàáåëüíûå îáëàñòè
ò æåëîé è ëåãêîé öåïåé èììóíîãëîáóëèíà. Ñìîòðè, íàïðèìåð, Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest. 4th Ed., U.S. Department of Health and Human
Services, National Institutes of Health (1987). Â âàðèàáåëüíîé ÷àñòè èììóíîãëîáóëèíà
èìåþòñ  òðè CDR (èëè ãèïåðâàðèàáåëüíûå îáëàñòè) ñ ò æåëûìè è òðè CDR ñ ëåãêèìè
öåï ìè. Òàêèì îáðàçîì, â äàííîì êîíòåêñòå «CDR» îòíîñèòñ  êî âñåì òðåì CDR ñ
ò æåëûìè öåï ìè èëè âñåì òðåì CDR ñ ëåãêèìè öåï ìè (èëè êàê ê CDR ñ ò æåëûìè, òàê è
êî âñåì CDR ñ ëåãêèìè öåï ìè, åñëè ýòî  âë åòñ  ïîäõîä ùèì). Ñòðóêòóðà è áåëêîâîå
ñâîðà÷èâàíèå àíòèòåëà ìîæåò îçíà÷àòü, ÷òî äðóãèå îñòàòêè ðàññìàòðèâàþòñ  êàê ÷àñòü
àíòèãåíñâ çûâàþùåãî öåíòðà, êàê äîëæíû ïîíèìàòü ñïåöèàëèñòû â äàííîé îáëàñòè
òåõíèêè. Ñìîòðè, íàïðèìåð, Chothia et al., (1989) Conformations of immunoglobulin
hypervariable regions; Nature 342, p.877-883. Äë  óäîáñòâà CDR, êàê îíè îïðåäåëåíû
Kabat â SEQ ID No 13-26, ïîä÷åðêíóòû.

CDR îáåñïå÷èâàåò áîëüøóþ ÷àñòü êîíòàêòíûõ îñòàòêîâ äë  ñâ çûâàíè  àíòèòåëà ñ
àíòèãåíîì èëè ýïèòîïîì. Èíòåðåñóþùèå â äàííîì èçîáðåòåíèè CDR ïðîèñõîä ò îò
âàðèàáåëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ò æåëûõ è ëåãêèõ öåïè äîíîðíîãî àíòèòåëà è
âêëþ÷àþò àíàëîãè âñòðå÷àþùèõñ  â ïðèðîäå CDR, êîòîðûå òàêæå îáëàäàþò ÷àñòüþ èëè
ñîõðàí þò òàêóþ æå àíòèãåíñâ çûâàþùóþ ñïåöèôè÷íîñòü è/èëè íåéòðàëèçóþùóþ
ñïîñîáíîñòü, ÷òî è äîíîðíîå àíòèòåëî, îò êîòîðîãî îíè ïðîèñõîä ò.

«Ôóíêöèîíàëüíûé ôðàãìåíò» ïðåäñòàâë åò ñîáîé ÷àñòè÷íóþ âàðèàáåëüíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ò æåëîé èëè ëåãêîé öåïè (íàïðèìåð ìèíîðíûå äåëåöèè íà àìèíî- èëè
êàðáîêñèëüíîì êîíöå âàðèàáåëüíîé îáëàñòè èììóíîãëîáóëèíà), êîòîðà  ñîõðàí åò òàêóþ
æå àíòèãåíñâ çûâàþùóþ ñïåöèôè÷íîñòü è/èëè íåéòðàëèçóþùóþ ñïîñîáíîñòü, ÷òî è
àíòèòåëî, îò êîòîðîãî ýòîò ôðàãìåíò áûë ïîëó÷åí.

«Àíàëîã» ïðåäñòàâë åò ñîáîé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ìîäèôèöèðîâàííóþ ïî ìåíüøåé ìåðå ïî îäíîé àìèíîêèñëîòå, ãäå óêàçàííà  ìîäèôèêàöè 
ìîæåò áûòü õèìè÷åñêîé èëè ïðåäñòàâë òü ñîáîé çàìåùåíèå èëè ïåðåãðóïïèðîâêó
íåñêîëüêèõ àìèíîêèñëîò (ò.å. íå áîëåå ÷åì 10), ïðè÷åì ýòà ìîäèôèêàöè  ïîçâîë åò
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîõðàí òü áèîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè, íàïðèìåð,
àíòèãåííóþ ñïåöèôè÷íîñòü è âûñîêóþ àôôèííîñòü íåìîäèôèöèðîâàííîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Íàïðèìåð, ïóòåì çàìåùåíè  ìîãóò áûòü ñîçäàíû (ìîë÷àùèå)
ìóòàöèè, êîãäà îïðåäåëåííûå ñàéòû ýíäîíóêëåàçíîé ðåñòðèêöèè ñîçäàþò â CDR-
êîäèðóþùèõ îáëàñò õ èëè âîêðóã íèõ. Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå ïðåäïîëàãàåò ïðèìåíåíèå
àíàëîãîâ àíòèòåëà ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ. Õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî ìèíîðíûå èçìåíåíè  â
àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ íóêëåèíîâûõ êèñëîò ìîãóò
ïðèâåñòè, íàïðèìåð, ê àëëåëüíîé ôîðìå èñõîäíîãî áåëêà, êîòîðà  ñîõðàí åò ïî ñóùåñòâó
àíàëîãè÷íûå ñâîéñòâà. Òàêèì îáðàçîì, àíàëîãè àíòèòåëà ïî èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àþò òàêèå
àíàëîãè, â êîòîðûõ CDR â ãèïåðâàðèàáåëüíîé îáëàñòè ò æåëûõ è ëåãêèõ öåïåé èìåþò ïî
ìåíüøåé ìåðå 80%-íóþ ãîìîëîãèþ, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå 90%-íóþ
ãîìîëîãèþ, è áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå 95%-íóþ ãîìîëîãèþ ñ CDR, êàê îíè
îïðåäåëåíû âûøå, òàêèìè êàê CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 è CDRL3, è
ñîõðàí þò MAG-íåéòðàëèçóþùóþ àêòèâíîñòü. Àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èìåþò
ïî ìåíüøåé ìåðå 80%-íóþ ãîìîëîãèþ, åñëè îíè èìåþò 80% èäåíòè÷íûõ àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ â îäèíàêîâûõ ïîëîæåíè õ, êîãäà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îïòèìàëüíî âûðîâíåíû,
ïðè÷åì ïðîïóñêè èëè âñòàâêè ñ÷èòàþò êàê íåèäåíòè÷íûå îñòàòêè. Â äàííîì èçîáðåòåíèè
òàêæå ðàññìàòðèâàþòñ  àíàëîãè àíòèòåë ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ, ãäå êàðêàñíûå îáëàñòè
ïî ìåíüøåé ìåðå íà 80%, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå íà 90% è áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå íà 95% ãîìîëîãè÷íû êàðêàñíûì îáëàñò ì,
ïðèâåäåííûì äàëåå â Seq ID 1-5. Àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïî ìåíüøåé ìåðå
íà 80% ãîìîëîãè÷íû â òîì ñëó÷àå, åñëè îíè èìåþò 80% èäåíòè÷íûõ àìèíîêèñëîòíûõ
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îñòàòêîâ â îäèíàêîâûõ ïîçèöè õ, êîãäà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îïòèìàëüíî âûðîâíåíû,
ïðè÷åì ïðîïóñêè èëè âñòàâêè ñ÷èòàþò êàê íåèäåíòè÷íûå îñòàòêè.

Àíàëîãè ìîãóò òàêæå âîçíèêàòü êàê àëëåëüíûå âàðèàöèè. «Àëëåëüíà  âàðèàöè  èëè
ìîäèôèêàöè » ïðåäñòàâë åò ñîáîé èçìåíåíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâûõ êèñëîò.
Òàêèå âàðèàöèè èëè ìîäèôèêàöèè ìîãóò  âë òüñ  ñëåäñòâèåì âûðîæäåííîñòè
ãåíåòè÷åñêîãî êîäà èëè ìîãóò áûòü ñïåöèàëüíî ñîçäàíû äë  ïîëó÷åíè  æåëàåìûõ
õàðàêòåðèñòèê. Ýòè âàðèàöèè èëè ìîäèôèêàöèè ìîãóò ïðèâåñòè èëè ìîãóò íå ïðèâåñòè â
ðåçóëüòàòå ê èçìåíåíè ì â êàêîé-ëèáî êîäèðóåìîé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Òåðìèí «ýôôåêòîðíûå àãåíòû» îòíîñèòñ  ê íåáåëêîâûì ìîëåêóëàì-íîñèòåë ì, ñ
êîòîðûìè èçìåíåííûå àíòèòåëà è/èëè ïðèðîäíûå èëè ñèíòåòè÷åñêèå ëåãêèå èëè ò æåëûå
öåïè äîíîðíîãî àíòèòåëà èëè äðóãèå ôðàãìåíòû äîíîðíîãî àíòèòåëà ìîãóò áûòü
àññîöèèðîâàíû îáû÷íûìè ñïîñîáàìè. Òàêèå íåáåëêîâûå íîñèòåëè ìîãóò âêëþ÷àòü
òðàäèöèîííûå íîñèòåëè, èñïîëüçóåìûå â äèàãíîñòè÷åñêîé îáëàñòè, íàïðèìåð
ïîëèñòèðîëüíûå èëè äðóãèå ïëàñòìàññîâûå ãðàíóëû, ïîëèñàõàðèäû, íàïðèìåð òàêèå,
êîòîðûå èñïîëüçóþòñ  â ñèñòåìå BIAcore [Pharmacia], èëè äðóãèå íåáåëêîâûå âåùåñòâà,
ïîëåçíûå â ìåäèöèíñêîé îáëàñòè è áåçîïàñíûå äë  ââåäåíè  ëþä ì è ìëåêîïèòàþùèì.
Äðóãèå ýôôåêòîðíûå àãåíòû ìîãóò âêëþ÷àòü ìàêðîöèêë äë  õåëàòèðîâàíè  àòîìà ò æåëîãî
ìåòàëëà èëè ðàäèîèçîòîïîâ. Òàêèå ýôôåêòîðíûå àãåíòû òàêæå ìîãóò áûòü ïîëåçíûìè äë 
óâåëè÷åíè  âðåìåíè ïîëóæèçíè èçìåíåííûõ àíòèòåë, ïðèìåð ïîëèýòèëåíãëèêîëü.

Íåéòðàëèçóþùåå àíòèòåëî, ñïåöèôè÷íîå ê MAG, áûëî îïèñàíî (Poltorak et al. (1987)
Journal of Cell Biology 105, 1893-1899, DeBellard et al. (1996) Mol. Cell. Neurosci.
7, 89-101; Tang et al. (1997) Mol. Cell. Neurosci. 9, 333-346; Torigoe Ê and Lundborg
G (1997) Exp. Neurology 150, 254-262) è èìååòñ  â ïðîäàæå (MAB1567 (Chemicon)).

Àëüòåðíàòèâíî ìîæíî ñêîíñòðóèðîâàòü àíòèòåëà, èçìåíåííûå àíòèòåëà è ôðàãìåíòû
ïóòåì èììóíèçàöèè âèäîâ, íå  âë þùèõñ  ëþäüìè (íàïðèìåð êîðîâ, îâåö, îáåçü í,
öûïë ò, ãðûçóíîâ (íàïðèìåð ìûøåé èëè êðûñ) è ò.ä.), äë  âûðàáîòêè æåëàåìîãî
èììóíîãëîáóëèíà ïîñëå ïðåçåíòàöèè ïðèðîäíîãî MAG èç ëþáûõ âèäîâ, ïðîòèâ êîòîðûõ
ìîãóò âûðàáàòûâàòüñ  àíòèòåëà, ïåðåêðåñòíî-ðåàêòèâíûå ñ ÷åëîâå÷åñêèì MAG, íàïðèìåð
÷åëîâåêà èëè öûïë ò. Îáû÷íûå ñïîñîáû ïîëó÷åíè  ãèáðèäîì èñïîëüçóþòñ  äë  ïîëó÷åíè 
êëåòî÷íûõ ëèíèé ãèáðèäîì, ñåêðåòèðóþùèõ íå÷åëîâå÷åñêèé mAb ê MAG. Òàêèå ãèáðèäîìû
çàòåì ïîäâåðãàþò ñêðèíèíãó ïî ñâ çûâàíèþ, èñïîëüçó  ïîêðûòûå MAG 384- èëè 96-
ëóíî÷íûå ïëàíøåòû ñ áèîòèíèëèðîâàííûì MAG, ñâ çàííûì ñ ïîêðûòûì ñòðåïòàâèäèíîì
ïëàíøåòîì, èëè â ãîìîãåííîì èììóíîàíàëèçå ñ åâðîïèåì-ÀÐÑ (àëëîôèêîöèàíèíîì) ñ
èñïîëüçîâàíèåì áèîòèíèëèðîâàííîãî MAG.

Íàòèâíîå ÷åëîâå÷åñêîå àíòèòåëî ìîæåò ïðîäóöèðîâàòüñ  ìûøüþ, ïðîäóöèðóþùåé
÷åëîâå÷åñêèå àíòèòåëà, òàêîé êàê «Xenomouse» (Abgenix), ó êîòîðîé ãåíû ìûøèíûõ
èììóíîãëîáóëèíîâ óäàëåíû, è â ìûøèíóþ õðîìîñîìó âñòðîåíû ãåíû, êîäèðóþùèå
÷åëîâå÷åñêèå èììóíîãëîáóëèíû. Òàêèõ ìûøåé èììóíèçèðóþò òàê æå, êàê íîðìàëüíûõ, è ó
íèõ ðàçâèâàåòñ  àíòèòåëîãåíåç, ïîðîæäàåìûé ÷åëîâå÷åñêèìè ãåíàìè. Òàêèì îáðàçîì,
ìûøü ïðîäóöèðóåò ÷åëîâå÷åñêèå àíòèòåëà, ÷òî óñòðàí åò íåîáõîäèìîñòü ãóìàíèçàöèè
ïîñëå îòáîðà ïîëîæèòåëüíûõ ãèáðèäîì (ñìîòðè Green LL, J Immunol Methods 1999 Dec 10;
231 (1-2): 11-23).

Â íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå òàêæå âêëþ÷åíî ïðèìåíåíèå Fab ôðàãìåíòîâ èëè F(ab')2

ôðàãìåíòîâ, ïîëó÷åííûõ èç mAbs, íàïðàâëåííûõ ïðîòèâ MAG. Ýòè ôðàãìåíòû  âë þòñ 
ïîëåçíûìè â êà÷åñòâå àãåíòîâ, îêàçûâàþùèõ çàùèòíîå äåéñòâèå in vivo. Fab ôðàãìåíò
ñîäåðæèò ïîëíóþ ëåãêóþ öåïü è àìèíîêîíöåâóþ ÷àñòü ò æåëîé öåïè; è F(ab')2 ôðàãìåíò
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ôðàãìåíò, îáðàçîâàííûé äâóì  Fab ôðàãìåíòàìè, ñâ çàííûìè
äèñóëüôèäíûìè ñâ ç ìè. Fab ôðàãìåíòû è F(ab')2 ôðàãìåíòû ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû
îáû÷íûìè ñïîñîáàìè, íàïðèìåð ðàñùåïëåíèåì mAb ïîäõîä ùèìè ïðîòåîëèòè÷åñêèìè
ôåðìåíòàìè, ïàïàèíîì è/èëè ïåïñèíîì, èëè ðåêîìáèíàíòíûìè ñïîñîáàìè. Fab è F(ab')2

ôðàãìåíòû  âë þòñ  ïîëåçíûìè ñàìè ïî ñåáå â êà÷åñòâå òåðàïåâòè÷åñêèõ èëè
ïðîôèëàêòè÷åñêèõ àãåíòîâ, è â êà÷åñòâå äîíîðîâ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, âêëþ÷àþùèõ â
ñåá  âàðèàáåëüíûå îáëàñòè è CDR-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîëåçíûå â îáðàçîâàíèè
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ðåêîìáèíàíòíûõ èëè ãóìàíèçèðîâàííûõ àíòèòåë, êàê îïèñàíî çäåñü.
Fab è F(ab')2 ôðàãìåíòû òàêæå ìîãóò áûòü ñêîíñòðóèðîâàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì

êîìáèíàòîðíîé ôàãîâîé áèáëèîòåêè (ñìîòðè, íàïðèìåð, Winter et al., Ann. Rev. Immunol.
12: 433-455 (1994)) èëè ïóòåì ïåðåñòàíîâêè èììóíîãëîáóëèíîâûõ öåïåé (ñìîòðè,
íàïðèìåð, Marks et al., Bio/Technologv. 10: 779-783 (1992), îáà èç êîòîðûõ âêëþ÷åíû â
äàííîå îïèñàíèå èçîáðåòåíè  ññûëêîé âî âñåé ñâîåé ïîëíîòå.

Òàêèì îáðàçîì, ôðàãìåíòû ÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà (Fv, scFv, Fab), ñïåöèôè÷íûå ê
MAG, ìîãóò áûòü âûäåëåíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ôàãîâûõ äèñïëåéíûõ áèáëèîòåê ôðàãìåíòîâ
÷åëîâå÷åñêèõ àíòèòåë. Áèáëèîòåêó ÷àñòèö áàêòåðèîôàãîâ ñ äèñïëååì áåëêîâûõ
ôðàãìåíòîâ ÷åëîâå÷åñêèõ àíòèòåë ïîäâåðãàþò ïýííèíãó ïðîòèâ MAG-áåëêà. Ôàã-
äèñïëåéíûå ôðàãìåíòû àíòèòåë, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  ñ MAG, ñîõðàí þò â áèáëèîòåêå è
êëîíàëüíî àìïëèôèöèðóþò. Ãåíû ÷åëîâå÷åñêèõ àíòèòåë çàòåì âûðåçàþò èç òàêîãî
ñïåöèôè÷íîãî áàêòåðèîôàãà è âñòðàèâàþò â êîíñòðóêöèè, ýêñïðåññèðóþùèå ÷åëîâå÷åñêèé
IgG, ñîäåðæàùèå êîíñòàíòíûå îáëàñòè ÷åëîâå÷åñêîãî IgG ñ îáðàçîâàíèåì èíòàêòíîé
ìîëåêóëû ÷åëîâå÷åñêîãî IgG ñ âàðèàáåëüíûìè îáëàñò ìè èç âûäåëåííîãî áàêòåðèîôàãà,
ñïåöèôè÷íîãî ê MAG.

Äîíîðíûå àíòèòåëà ìîãóò ïðåäîñòàâë òü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, òàêèå êàê âàðèàáåëüíûå
ïåïòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ò æåëûõ è/èëè ëåãêèõ öåïåé, êàðêàñíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, CDR-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èõ ôóíêöèîíàëüíûå ôðàãìåíòû è àíàëîãè
è êîäèðóþùèå èõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ïîëåçíûå â êîíñòðóèðîâàíèè è
ïîëó÷åíèè ðàçëè÷íûõ èçìåíåííûõ àíòèòåë, êîòîðûå õàðàêòåðèçóþòñ  àíòèãåíñâ çûâàþùåé
ñïåöèôè÷íîñòüþ äîíîðíîãî àíòèòåëà.

Ó÷èòûâà  âûðîæäåííîñòü ãåíåòè÷åñêîãî êîäà, ìîãóò áûòü ñêîíñòðóèðîâàíû ðàçëè÷íûå
êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå êîäèðóþò âàðèàáåëüíûå àìèíîêèñëîòíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ò æåëûõ è ëåãêèõ öåïåé, è CDR-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, à òàêæå èõ
ôóíêöèîíàëüíûå ôðàãìåíòû è àíàëîãè, êîòîðûå îáëàäàþò àíòèãåííîé ñïåöèôè÷íîñòüþ
äîíîðíîãî àíòèòåëà. Âûäåëåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâûõ êèñëîò èëè èõ
ôðàãìåíòû, êîäèðóþùèå ïåïòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âàðèàáåëüíîé öåïè èëè CDR,
ìîãóò ïðèìåí òüñ  äë  ïïðîäóöèðîâàíè  èçìåíåííûõ àíòèòåë, íàïðèìåð õèìåðíûõ èëè
ãóìàíèçèðîâàííûõ àíòèòåë, èëè äðóãèõ ãåííî-èíæåíåðíûõ àíòèòåë, ïðè êîìáèíèðîâàíèè
ôóíêöèîíàëüíûì îáðàçîì ñî âòîðûì èììóíîãëîáóëèíîâûì ïàðòíåðîì.

Èçìåíåííûå èììóíîãëîáóëèíîâûå ìîëåêóëû ìîãóò êîäèðîâàòü èçìåíåííûå àíòèòåëà,
êîòîðûå âêëþ÷àþò ãåííî-èíæåíåðíûå àíòèòåëà, òàêèå êàê õèìåðíûå àíòèòåëà è
ãóìàíèçèðîâàííûå àíòèòåëà. Æåëàåìà  îáëàñòü, êîäèðóþùà  èçìåíåííûé
èììóíîãëîáóëèí, ñîäåðæèò CDR-êîäèðóþùèå îáëàñòè, êîòîðûå êîäèðóþò ïåïòèäû,
îáëàäàþùèå àíòèãåííîé ñïåöèôè÷íîñòüþ àíòè-MAG àíòèòåëà, ïðåäïî÷òèòåëüíî
âûñîêîàôôèííîãî àíòèòåëà, âñòðîåííûå â ïåðâîãî èììóíîãëîáóëèíîâîãî ïàðòíåðà
(÷åëîâå÷åñêà  êàðêàñíà  èëè ÷åëîâå÷åñêà  èììóíîãëîáóëèíîâà  âàðèàáåëüíà  îáëàñòü).

Ïðåäïî÷òèòåëüíî ïåðâûé èììóíîãëîáóëèíîâûé ïàðòíåð ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàí ñî
âòîðûì èììóíîãëîáóëèíîâûì ïàðòíåðîì. Âòîðîé èììóíîãëîáóëèíîâûé ïàðòíåð îïðåäåëåí
âûøå, è ìîæåò âêëþ÷àòü â ñåá  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ èíòåðåñóþùóþ îáëàñòü
âòîðîãî àíòèòåëà, íàïðèìåð Fc-îáëàñòü. Âòîðûå èììóíîãëîáóëèíîâûå ïàðòíåðû ìîãóò
òàêæå âêëþ÷àòü â ñåá  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå äðóãîé èììóíîãëîáóëèí, ñ
êîòîðûì êîíñòàíòíà  îáëàñòü ëåãêîé èëè ò æåëîé öåïè ñëèòà âíóòðè ðàìêè èëè
ïîñðåäñòâîì ëèíêåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ãåííî-èíæåíåðíûå àíòèòåëà, íàïðàâëåííûå
ïðîòèâ ôóíêöèîíàëüíûõ ôðàãìåíòîâ èëè àíàëîãîâ MAG, ìîãóò áûòü ðàçðàáîòàíû, ÷òîáû
äîñòè÷ü óëó÷øåííîãî ñâ çûâàíè .

Âòîðîé èììóíîãëîáóëèíîâûé ïàðòíåð ìîæåò òàêæå íàõîäèòüñ  â àññîöèàöèè ñ
ýôôåêòîðíûìè àãåíòàìè, òàêèìè êàê îïðåäåëåíû âûøå, âêëþ÷àþùèìè íåáåëêîâûå
ìîëåêóëû-íîñèòåëè, ñ êîòîðûìè âòîðîé èììóíîãëîáóëèíîâûé ïàðòíåð ìîæåò áûòü
ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàí îáû÷íûìè ñïîñîáàìè.

Ñëè íèå èëè ñâ çü ìåæäó âòîðûìè èììóíîãëîáóëèíîâûìè ïàðòíåðàìè, íàïðèìåð
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè àíòèòåë, è ýôôåêòîðíûì àãåíòîì ìîæåò îñóùåñòâë òüñ  ëþáûì
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ïîäõîä ùèì ñïîñîáîì, íàïðèìåð ïîñðåäñòâîì îáû÷íûõ êîâàëåíòíûõ èëè èîííûõ ñâ çåé,
ñëè íèé áåëêîâ èëè ãåòåðî-áèôóíêöèîíàëüíûõ êðîññ-ëèíêåðîâ, íàïðèìåð, êàðáîäèèìèäà,
ãëóòàðîâîãî àëüäåãèäà, è ò.ï. Òàêèå ñïîñîáû èçâåñòíû èç óðîâí  òåõíèêè è õîðîøî
îïèñàíû â îáû÷íûõ ðóêîâîäñòâàõ ïî õèìèè è áèîõèìèè.

Êðîìå òîãî, îáû÷íûå ëèíêåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå ïðîñòî îáåñïå÷èâàþò
æåëàåìûé îáúåì ïðîñòðàíñòâà ìåæäó âòîðûì èììóíîãëîáóëèíîâûì ïàðòíåðîì è
ýôôåêòîðíûì àãåíòîì, òàêæå ìîãóò áûòü ñêîíñòðóèðîâàíû â êîäèðóþùåé îáëàñòè
èçìåíåííîãî èììóíîãëîáóëèíà. Êîíñòðóèðîâàíèå òàêèõ ëèíêåðîâ õîðîøî èçâåñòíî
ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè. Â äðóãèõ àñïåêòàõ äàííîãî èçîáðåòåíè  àâòîðû
èçîáðåòåíè  ïðåäëàãàþò äè-òåëà (áèâàëåíòíûå èëè áèñïåöèôè÷íûå), òðè-òåëà, òåòðà-òåëà
è äðóãèå ðàçíîâèäíîñòè ìóëüòèâàëåíòíûõ áåëêîâûõ scFV, èìåþùèå îäèí èëè áîëåå CDR,
êàê îïèñàíî âûøå, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  ñ MAG è íåéòðàëèçóþò åãî ôóíêöèþ.

Â åùå îäíîì âîïëîùåíèè ê àíòèòåëó ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ ìîæåò áûòü ïðèñîåäèíåí
äîïîëíèòåëüíîé àãåíò. Íàïðèìåð, ìåòîäèêó òåõíîëîãèè ðåêîìáèíàíòíûõ ÄÍÊ ìîæíî
ïðèìåí òü äë  ïîëó÷åíè  ãåííî-èíæåíåðíîãî àíòèòåëà ïî èçîáðåòåíèþ, ãäå Fc-ôðàãìåíò
èëè ÑÍ2-ÑÍÇ äîìåí ïîëíîðàçìåðíîé ìîëåêóëû àíòèòåëà çàìåí ëè ôåðìåíòîì èëè äðóãîé
îáíàðóæèâàåìîé ìîëåêóëîé (ò.å. ïîëèïåïòèäíîé ýôôåêòîðíîé ìîëåêóëîé èëè ðåïîðòåðíîé
ìîëåêóëîé).

Âòîðîé èììóíîãëîáóëèíîâûé ïàðòíåð òàêæå ìîæåò áûòü ôóíêöèîíàëüíûì îáðàçîì
ñâ çàí ñ íåèììóíîãëîáóëèíîâûì ïåïòèäîì, áåëêîì èëè åãî ôðàãìåíòîì, ãåòåðîëîãè÷íûì
CDR-ñîäåðæàùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îáëàäàþùåé àíòèãåííîé ñïåöèôè÷íîñòüþ àíòè-
MAG àíòèòåëà. Ïîëó÷åííûé â ðåçóëüòàòå áåëîê ìîæåò ïðî âë òü êàê àíòè-MAG àíòèãåííóþ
ñïåöèôè÷íîñòü, òàê è õàðàêòåðèñòèêè íåèììóíîãëîáóëèíà ïðè ýêñïðåññèè. Òàêà 
õàðàêòåðèñòèêà ïàðòíåðà ñëè íè  ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé, íàïðèìåð, ôóíêöèîíàëüíóþ
õàðàêòåðèñòèêó, òàêóþ êàê åùå îäèí ñâ çûâàþùèé èëè ðåöåïòîðíûé äîìåí, èëè
òåðàïåâòè÷åñêóþ õàðàêòåðèñòèêó, åñëè ïàðòíåð ñëè íè  ñàì ïðåäñòàâë åò ñîáîé
òåðàïåâòè÷åñêèé áåëîê, èëè äîïîëíèòåëüíûå àíòèãåííûå õàðàêòåðèñòèêè.

Åùå îäèí æåëàòåëüíûé áåëîê ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ ìîæåò ñîäåðæàòü ïîëíóþ
ìîëåêóëó àíòèòåëà, èìåþùóþ ïîëíîðàçìåðíûå ò æåëûå è ëåãêèå öåïè, èëè êàêèå-ëèáî åå
äèñêðåòíûå ôðàãìåíòû, òàêèå êàê Fab èëè F(ab')2 ôðàãìåíòû, äèìåð ò æåëîé öåïè èëè
ëþáûå ìèíèìàëüíî ðåêîìáèíàíòíûå åå ôðàãìåíòû, òàêèå êàê Fv èëè îäíîöåïî÷å÷íîå
àíòèòåëî (SCA), èëè ëþáóþ äðóãóþ ìîëåêóëó ñ òàêîé æå ñïåöèôè÷íîñòüþ, ÷òî è ó
âûáðàííîãî äîíîðà mAb. Òàêîé áåëîê ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â ôîðìå èçìåíåííîãî
àíòèòåëà èëè ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â íåñëèòîé ôîðìå.

Êîãäà âòîðîé èììóíîãëîáóëèíîâûé ïàðòíåð ïðîèñõîäèò îò àíòèòåëà, îòëè÷íîãî îò
äîíîðíîãî àíòèòåëà, íàïðèìåð, êàêîãî-ëèáî èçîòèïà èëè êëàññà èììóíîãëîáóëèíîâûõ
êàðêàñíûõ èëè êîíñòàíòíûõ îáëàñòåé, â ðåçóëüòàòå ïîëó÷àåòñ  ãåííî-èíæåíåðíîå
àíòèòåëî. Ãåííî-èíæåíåðíûå àíòèòåëà ìîãóò ñîäåðæàòü èììóíîãëîáóëèíîâûå (Ig)
êîíñòàíòíûå îáëàñòè è âàðèàáåëüíûå êàðêàñíûå îáëàñòè èç îäíîãî èñòî÷íèêà, íàïðèìåð
àêöåïòîðíîå àíòèòåëî, è îäíó èëè áîëåå (ïðåäïî÷òèòåëüíî âñå) CDR èç äîíîðíîãî
àíòèòåëà. Êðîìå òîãî, ìîãóò áûòü îñóùåñòâëåíû èçìåíåíè , íàïðèìåð äåëåöèè, çàìåùåíè 
èëè äîáàâëåíè  êàðêàñíîé îáëàñòè ëåãêîãî è/èëè ò æåëîãî âàðèàáåëüíîãî äîìåíà
àêöåïòîðíîãî mAb íà óðîâíå íóêëåèíîâûõ êèñëîò èëè àìèíîêèñëîò, èëè äîíîðíûõ îáëàñòåé
CDR äë  ñîõðàíåíè  àíòèãåíñâ çûâàþùóþ ñïåöèôè÷íîñòè äîíîðíîãî àíòèòåëà.

Òàêèå ãåííî-èíæåíåðíûå àíòèòåëà ðàçðàáîòàíû äë  èñïîëüçîâàíè  îäíîé (èëè îáåèõ)
âàðèàáåëüíûõ ò æåëûõ è/èëè ëåãêèõ öåïåé àíòè-MAG mAb èëè îäíîé èëè áîëåå CDR
ò æåëîé èëè ëåãêîé öåïè. Ãåííî-èíæåíåðíûå àíòèòåëà ìîãóò áûòü íåéòðàëèçîâàíû, êàê
îïðåäåëåíî âûøå.

Òàêèå ãåííî-èíæåíåðíûå àíòèòåëà ìîãóò âêëþ÷àòü â ñåá  ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî,
ñîäåðæàùåå êàðêàñíûå îáëàñòè âûáðàííîãî ÷åëîâå÷åñêîãî èììóíîãëîáóëèíà èëè ïîäòèïà,
èëè õèìåðíîå àíòèòåëî, ñîäåðæàùåå ÷åëîâå÷åñêèå êîíñòàíòíûå îáëàñòè ò æåëûõ è ëåãêèõ
öåïåé, ñëèòûå ñ ôóíêöèîíàëüíûìè ôðàãìåíòàìè àíòè-MAG àíòèòåëà. Ïîäõîä ùåå
÷åëîâå÷åñêîå (èëè äðóãîãî æèâîòíîãî) àêöåïòîðíîå àíòèòåëî ìîæåò áûòü âûáðàíî èç
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ñòàíäàðòíîé áàçû äàííûõ, íàïðèìåð áàçû äàííûõ ÊÀÂÀÒ®, áàçû äàííûõ Ëîñ Àëàìîñà è
øâåäñêîé áàçû äàííûõ áåëêîâ, íà îñíîâå ãîìîëîãèè ñ íóêëåîòèäíîé è àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè äîíîðíîãî àíòèòåëà. ×åëîâå÷åñêîå àíòèòåëî, õàðàêòåðèçóþùååñ 
ãîìîëîãèåé ñ êàðêàñíûìè îáëàñò ìè äîíîðíîãî àíòèòåëà (íà àìèíîêèñëîòíîé îñíîâå)
ìîæåò áûòü ïîäõîä ùèì äë  ïîëó÷åíè  êîíñòàíòíîé îáëàñòè ò æåëîé öåïè è/èëè
âàðèàáåëüíîé êàðêàñíîé îáëàñòè ò æåëîé öåïè äë  âñòðàèâàíè  äîíîðíûõ CDR.
Ïîäõîä ùåå àêöåïòîðíîå àíòèòåëî, ñïîñîáíîå ïðåäîñòàâë òü êîíñòàíòíûå èëè
âàðèàáåëüíûå êàðêàñíûå îáëàñòè ëåãêîé öåïè, ìîæåò áûòü âûáðàíî àíàëîãè÷íûì îáðàçîì.
Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî íå òðåáóåòñ , ÷òîáû ò æåëûå è ëåãêèå öåïè àêöåïòîðíîãî
àíòèòåëà áûëè ïîëó÷åíû èç îäíîãî è òîãî æå àêöåïòîðíîãî àíòèòåëà.

Æåëàòåëüíî, ÷òîáû ãåòåðîëîãè÷íûå êàðêàñíûå è êîíñòàíòíûå îáëàñòè áûëè âûáðàíû èç
êëàññîâ è èçîòèïîâ ÷åëîâå÷åñêîãî èììóíîãëîáóëèíà, òàêèõ êàê IgG (ïîäòèïû 1-4), IgM,
IgA è IgE. Îäíàêî àêöåïòîðíîå àíòèòåëî íå äîëæíî ñîäåðæàòü òîëüêî ÷åëîâå÷åñêèå
èììóíîãëîáóëèíîâûå áåëêîâûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Íàïðèìåð, ìîæåò áûòü
ñêîíñòðóèðîâàí ãåí, â êîòîðîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, êîäèðóþùà  ÷àñòü öåïè
÷åëîâå÷åñêîãî èììóíîãëîáóëèíà, ñëèòà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé
íåèììóíîãëîáóëèíîâóþ àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, òàêóþ êàê ïîëèïåïòèäíà 
ýôôåêòîðíà  èëè ðåïîðòåðíà  ìîëåêóëà.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî â ãóìàíèçèðîâàííîì àíòèòåëå âàðèàáåëüíûå äîìåíû â ÷åëîâå÷åñêîé
êàê ò æåëîé, òàê è ëåãêîé öåï õ ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ïðè ïîìîùè ãåííîé èíæåíåðèè
ïîñðåäñòâîì çàìåíû îäíîé èëè áîëåå CDR. Ìîæíî èñïîëüçîâàòü âñå øåñòü CDR èëè
ðàçëè÷íûå êîìáèíàöèè ìåíåå ÷åì øåñòè CDR. Ïðåäïî÷òèòåëüíî çàìåíåíû âñå øåñòü CDR.
Ìîæíî çàìåí òü CDR òîëüêî â ÷åëîâå÷åñêîé ò æåëîé öåïè, èñïîëüçó  â êà÷åñòâå ëåãêîé
öåïè íåìîäèôèöèðîâàííóþ ëåãêóþ öåïü èç ÷åëîâå÷åñêîãî àêöåïòîðíîãî àíòèòåëà.
Àëüòåðíàòèâíî ñîâìåñòèìà  ëåãêà  öåïü ìîæåò áûòü âûáðàíà èç äðóãîãî ÷åëîâå÷åñêîãî
àíòèòåëà ïóòåì îáðàùåíè  ê ñòàíäàðòíûì áàçàì äàííûõ àíòèòåë. Îñòàâøà ñ  ÷àñòü ãåííî-
èíæåíåðíîãî àíòèòåëà ìîæåò ïðîèñõîäèòü îò ëþáîãî ïîäõîä ùåãî àêöåïòîðíîãî
÷åëîâå÷åñêîãî èììóíîãëîáóëèíà,

Òàêèì îáðàçîì, ãåííî-èíæåíåðíîå ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî ïðåäïî÷òèòåëüíî èìååò
ñòðóêòóðó ïðèðîäíîãî ÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà èëè åãî ôðàãìåíòà è îáëàäàåò êîìáèíàöèåé
ñâîéñòâ, òðåáóåìûõ äë  ýôôåêòèâíîãî òåðàïåâòè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíè .

Ñïåöèàëèñòó â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè î÷åâèäíî, ÷òî ãåííî-èíæåíåðíîå àíòèòåëî ìîæåò
áûòü äîïîëíèòåëüíî ìîäèôèöèðîâàíî ïóòåì èçìåíåíèé àìèíîêèñëîò â âàðèàáåëüíîì
äîìåíå, áåç îá çàòåëüíîãî âëè íè  íà ñïåöèôè÷íîñòü è âûñîêóþ àôôèííîñòü äîíîðíîãî
àíòèòåëà (ò.å. àíàëîã). Ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî àìèíîêèñëîòû ò æåëîé è ëåãêîé öåïè ìîãóò
áûòü çàìåíåíû äðóãèìè àìèíîêèñëîòàìè ëèáî â âàðèàáåëüíûõ äîìåíàõ êàðêàñîâ èëè CDR,
ëèáî â îáîèõ.

Êðîìå òîãî, êîíñòàíòíà  îáëàñòü ìîæåò áûòü èçìåíåíà äë  óñèëåíè  èëè óìåíüøåíè 
âûáðàííûõ ñâîéñòâ ìîëåêóë ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ. Íàïðèìåð äèìåðèçàöèè,
ñâ çûâàíè  ñ Fc-ðåöåïòîðàìè èëè ñïîñîáíîñòè ñâ çûâàòüñ  ñ êîìïëåìåíòîì è
àêòèâèðîâàòü åãî (ñìîòðè, íàïðèìåð, Angal et al., Mol. Immunol. 30: 105-108 (1993),
Xu et al, J. Biol. Chem. 269: 3469-3474 (1994), Winter et al., EP 307434-B).

Èçìåíåííîå àíòèòåëî, êîòîðîå ïðåäñòàâë åò ñîáîé õèìåðíîå àíòèòåëî, îòëè÷àåòñ  îò
ãóìàíèçèðîâàííûõ àíòèòåë, îïèñàííûõ âûøå, ïðåäîñòàâëåíèåì ïîëíîðàçìåðíûõ
âàðèàáåëüíûõ îáëàñòåé ò æåëûõ è ëåãêèõ öåïåé íå÷åëîâå÷åñêîãî äîíîðíîãî àíòèòåëà,
âêëþ÷à  êàðêàñíûå îáëàñòè, â àññîöèàöèè ñ èììóíîãëîáóëèíîâûìè êîíñòàíòíûìè
îáëàñò ìè îáîèõ öåïåé èç äðóãèõ âèäîâ, ïðåäïî÷òèòåëüíî ÷åëîâåêà.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî âàðèàáåëüíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëåãêîé è/èëè ò æåëîé öåïè è CDR
ïîäõîä ùèõ äîíîðíûõ mAb è êîäèðóþùèå èõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâûõ êèñëîò
èñïîëüçóþòñ  â êîíñòðóèðîâàíèè èçìåíåííûõ àíòèòåë, ïðåäïî÷òèòåëüíî ãóìàíèçèðîâàííûõ
àíòèòåë ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ ñëåäóþùèì ñïîñîáîì. Òàêèå æå èëè ïîõîæèå ñïîñîáû
òàêæå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë  ïîëó÷åíè  äðóãèõ âîïëîùåíèé äàííîãî èçîáðåòåíè .

Ãèáðèäîìó, ïðîäóöèðóþùóþ âûáðàííîå äîíîðíîå mAb, êëîíèðóþò îáû÷íûì îáðàçîì, è
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ÄÍÊ åãî âàðèàáåëüíûõ îáëàñòåé ò æåëûõ è ëåãêèõ öåïåé ïîëó÷àþò ñïîñîáàìè, èçâåñòíûìè
ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè, íàïðèìåð ñïîñîáàìè, îïèñàííûìè â Sambrook et
at., (Molecular Cloning (A Laboratory Manual). 2nd edition, Cold Spring Harbor
Laboratory (1989)). Âàðèàáåëüíûå îáëàñòè ò æåëûõ è ëåãêèõ öåïåé, ñîäåðæàùèå ïî
ìåíüøåé ìåðå CDR-êîäèðóþùèå îáëàñòè è ÷àñòè êàðêàñíûõ îáëàñòåé âàðèàáåëüíîãî
äîìåíà ëåãêîé è/èëè ò æåëîé öåïè àêöåïòîðíîãî mAb, òðåáóþùèåñ  äë  ñîõðàíåíè 
ñâ çûâàþùåé ñïåöèôè÷íîñòè äîíîðíîãî mAb, à òàêæå îñòàëüíûå ïðîèçâîäíûå îò
èììóíîãëîáóëèíà ÷àñòè öåïè àíòèòåëà, ïðîèçâîäíûå ÷åëîâå÷åñêîãî èììóíîãëîáóëèíà,
ïîëó÷àþò, èñïîëüçó  ïîëèíóêëåîòèäíûå ïðàéìåðû è îáðàòíóþ òðàíñêðèïòàçó. CDR-
êîäèðóþùèå îáëàñòè èäåíòèôèöèðóþò, èñïîëüçó  èçâåñòíóþ áàçó äàííûõ è ïóòåì
ñðàâíåíè  ñ äðóãèìè àíòèòåëàìè.

Çàòåì ìûøèíîå/÷åëîâå÷åñêîå õèìåðíîå àíòèòåëî ìîæåò áûòü ïîëó÷åíî è
ïðîàíàëèçèðîâàíî â îòíîøåíèè ñâ çûâàþùåé ñïîñîáíîñòè. Òàêîå õèìåðíîå àíòèòåëî
ñîäåðæèò ïîëíîðàçìåðíûå îáëàñòè íå÷åëîâå÷åñêîãî äîíîðíîãî àíòèòåëà VH è VL â
àññîöèàöèè ñ êîíñòàíòíûìè îáëàñò ìè ÷åëîâå÷åñêîãî Ig äë  îáîèõ öåïåé.

Ãîìîëîãè÷íûå êàðêàñíûå îáëàñòè âàðèàáåëüíîé îáëàñòè ò æåëîé öåïè èç ÷åëîâå÷åñêîãî
àíòèòåëà ìîãóò áûòü èäåíòèôèöèðîâàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé áàçû äàííûõ,
íàïðèìåð ÊÀÂÀÒ®, è ÷åëîâå÷åñêîå àíòèòåëî, èìåþùåå ãîìîëîãèþ ñ äîíîðíûì àíòèòåëîì,
âûáèðàþò êàê àêöåïòîðíîå àíòèòåëî. Àíàëîãè÷íî ìîæåò áûòü ñêîíñòðóèðîâàíà ïîäõîä ùà 
âàðèàáåëüíà  êàðêàñíà  îáëàñòü ëåãêèõ öåïåé.

Ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî ìîæåò ïðîèñõîäèòü îò õèìåðíîãî àíòèòåëà èëè
ïðåäïî÷òèòåëüíî áûòü ïîëó÷åíî ñèíòåòè÷åñêè ïóòåì âñòðàèâàíè  CDR-êîäèðóþùèõ
îáëàñòåé äîíîðíîãî mAb èç ò æåëûõ è ëåãêèõ öåïåé ñîîòâåòñòâåííî â âûáðàííûé êàðêàñ
ò æåëûõ è ëåãêèõ öåïåé. Àëüòåðíàòèâíî ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî ìîæíî ïîëó÷èòü,
èñïîëüçó  ñòàíäàðòíûå ìåòîäû ìóòàãåíåçà. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷àþùååñ  â ðåçóëüòàòå
ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî ñîäåðæèò ÷åëîâå÷åñêèå êàðêàñíûå îáëàñòè è CDR-êîäèðóþùèå
îáëàñòè äîíîðíîãî mAb. Çàòåì ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíà ìàíèïóë öè  êàðêàñíûìè
îñòàòêàìè. Ïîëó÷àþùååñ  â ðåçóëüòàòå  ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî ìîæåò
ýêñïðåññèðîâàòüñ  â ðåêîìáèíàíòíûõ êëåòêàõ õîç åâàõ, íàïðèìåð êëåòêàõ ëèíè  COS, CHO
( è÷íèêîâ êèòàéñêîãî õîì ÷êà) èëè êëåòêàõ ìèåëîìû.

Îáû÷íûé âåêòîð ýêñïðåññèè èëè ðåêîìáèíàíòíóþ ïëàçìèäó ïîëó÷àþò ïîñðåäñòâîì
çàìåíû ýòèõ êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íà àíòèòåëî â ôóíêöèîíàëüíîé àññîöèàöèè
ñ îáû÷íûìè ðåãóë òîðíûìè êîíòðîëèðóþùèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, ñïîñîáíûìè
êîíòðîëèðîâàòü ðåïëèêàöèþ è ýêñïðåññèþ â êëåòêàõ õîç åâàõ, è/èëè ñåêðåöèþ èç êëåòîê
õîç åâ. Ðåãóë òîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âêëþ÷àþò â ñåá  ïðîìîòîðíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íàïðèìåð ïðîìîòîð CMV (öèòîìåãàëîâèðóñíûé), è ñèãíàëüíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå ìîãóò ïðîèñõîäèòü îò äðóãèõ èçâåñòíûõ àíòèòåë. Àíàëîãè÷íî
ìîæåò áûòü ïîëó÷åí âòîðîé âåêòîð ýêñïðåññèè, èìåþùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ,
êîòîðà  êîäèðóåò êîìïëåìåíòàðíóþ ëåãêóþ èëè ò æåëóþ öåïü àíòèòåëà. Ïðåäïî÷òèòåëüíî
ýòîò âòîðîé âåêòîð ýêñïðåññèè èäåíòè÷åí ïåðâîìó çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî çàòðàãèâàåò
êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ñåëåêòèðóåìûå ìàðêåðû, òàêèì ÷òîáû ãàðàíòèðîâàòü,
íàñêîëüêî ýòî âîçìîæíî, ÷òî êàæäà  ïîëèïåïòèäíà  öåïü ôóíêöèîíàëüíî ýêñïðåññèðóåòñ .
Àëüòåðíàòèâíî êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ò æåëîé è ëåãêîé öåïè èçìåíåííîãî
àíòèòåëà ìîãóò íàõîäèòüñ  íà îäíîì âåêòîðå.

Âûáðàííà  êëåòêà-õîç èí ñîâìåñòíî òðàíñôåöèðóåòñ  îáû÷íûìè ñïîñîáàìè êàê
ïåðâûì, òàê è âòîðûì âåêòîðàìè (èëè ïðîñòî òðàíñôåöèðóåòñ  îäíèì âåêòîðîì) ñ
ñîçäàíèåì òðàíñôåöèðîâàííîé êëåòêè-õîç èíà ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ, ñîäåðæàùåé êàê
ðåêîìáèíàíòíûå èëè ñèíòåòè÷åñêèå ëåãêèå, òàê è ò æåëûå öåïè. Òðàíñôåöèðîâàííóþ
êëåòêó çàòåì êóëüòèâèðóþò îáû÷íûìè ñïîñîáàìè ñ ïîëó÷åíèåì ãåííî-èíæåíåðíîãî
àíòèòåëà ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ. Ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî, êîòîðîå âêëþ÷àåò â ñåá 
àññîöèàöèþ ðåêîìáèíàíòíîé ò æåëîé öåïè è/èëè ëåãêîé öåïè, îòáèðàþò èç êóëüòóðû ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïîäõîä ùåãî àíàëèçà, òàêîãî êàê ELISA (òâåðäîôàçíûé
èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç) èëè RIA (ðàäèîèììóííûé àíàëèç). Àíàëîãè÷íûå ñòàíäàðíûå
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ñïîñîáû ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë  êîíñòðóèðîâàíè  äðóãèõ èçìåíåííûõ àíòèòåë è
ìîëåêóë.

Ïîäõîä ùèå âåêòîðû äë  ñòàäèé êëîíèðîâàíè  è ñóáêëîíèðîâàíè , èñïîëüçóåìûå â
ñïîñîáàõ è êîíñòðóèðîâàíèè êîìïîçèöèé ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ, ìîãóò áûòü âûáðàíû
ñïåöèàëèñòîì â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè. Íàïðèìåð, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû îáû÷íûå
pUC ñåðèè êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ. Îäèí âåêòîð, pUC19, èìååòñ  â ïðîäàæå îò
ïîñòàâùèêîâ, òàêèõ êàê Amersham (Buckinghamshire, United Kingdom) èëè Pharmacia
(Uppsala, Sweden). Êðîìå òîãî, ëþáîé âåêòîð, êîòîðûé ñïîñîáåí ëåãêî ðåïëèöèðîâàòüñ ,
èìååò ìíîæåñòâî ñàéòîâ êëîíèðîâàíè  è ñåëåêòèðóåìûõ ãåíîâ (íàïðèìåð óñòîé÷èâîñòè ê
àíòèáèîòèêàì), è ëåãîê äë  ìàíèïóë öèè, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äë  êëîíèðîâàíè .
Òàêèì îáðàçîì, âûáîð êëîíèðóþùåãî âåêòîðà íå  âë åòñ  îãðàíè÷èâàþùèì ôàêòîðîì äë 
äàííîãî èçîáðåòåíè .

Àíàëîãè÷íî âåêòîðû, èñïîëüçóåìûå äë  ýêñïðåññèè àíòèòåë, ìîãóò áûòü âûáðàíû
ñïåöèàëèñòîì â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè èç ëþáîãî îáû÷íîãî âåêòîðà. Ýòè âåêòîðû òàêæå
ñîäåðæàò âûáðàííûå ðåãóë òîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (òàêèå êàê CMV ïðîìîòîðû),
êîòîðûå óïðàâë þò ðåïëèêàöèåé è ýêñïðåññèåé ãåòåðîëîãè÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ
â âûáðàííûõ êëåòêàõ-õîç åâàõ. Ýòè âåêòîðû ñîäåðæàò âûøåîïèñàííûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, êîòîðûå êîäèðóþò àíòèòåëî, èëè êîäèðóþùóþ îáëàñòü
èçìåíåííîãî èììóíîãëîáóëèíà. Êðîìå òîãî, ýòè âåêòîðû ìîãóò âêëþ÷àòü â ñåá  âûáðàííûå
èììóíîãëîáóëèíîâûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ìîäèôèöèðîâàííûå ïóòåì âñòðàèâàíè 
æåëàòåëüíûõ ñàéòîâ ðåñòðèêöèè äë  ëåãêîé ìàíèïóë öèè.

Âåêòîðû ýêñïðåññèè òàêæå ìîãóò õàðàêòåðèçîâàòüñ  ãåíàìè, ïîäõîä ùèìè äë 
óñèëåííîé ýêñïðåññèè ãåòåðîëîãè÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ, íàïðèìåð ãåíîì
äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçû ìëåêîïèòàþùåãî (DHFR). Äðóãèå ïðåäïî÷òèòåëüíûå âåêòîðíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âêëþ÷àþò ïîëè-À-ñèãíàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, òàêóþ êàê
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áû÷üåãî ãîðìîíà ðîñòà (BGH) è áåòàãëîáèíîâà  ïðîìîòîðíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (áåòàãëîïðî). Âåêòîðû ýêñïðåñèè, ïîëåçíûå â äàííîì èçîáðåòåíèè,
ìîãóò áûòü ñèíòåçèðîâàíû ñïîñîáàìè, õîðîøî èçâåñòíûìè ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè
òåõíèêè.

Êîìïîíåíòû òàêèõ âåêòîðîâ, íàïðèìåð ðåïëèêîíû, ñåëåêòèðóåìûå ãåíû, ýíõàíñåðû,
ïðîìîòîðû, ñèãíàëüíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ò.ï., ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû èç òîðãîâûõ èëè
ïðèðîäíûõ èñòî÷íèêîâ èëè ñèíòåçèðîâàíû èçâåñòíûìè ñïîñîáàìè, ïðèìåí åìûìè â
óïðàâëåíèè ýêñïðåññèåé è/èëè ñåêðåöèåé ïðîäóêòà ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ â âûáðàííîì
õîç èíå. Äë  ýòîé çàäà÷è ìîãóò òàêæå áûòü âûáðàíû äðóãèå ïîäõîä ùèå âåêòîðû
ýêñïðåññèè, ìíîæåñòâî òèïîâ êîòîðûõ èçâåñòíî èç óðîâí  òåõíèêè äë  ýêñïðåññèè â
ìëåêîïèòàþùèõ, áàêòåðè õ, íàñåêîìûõ, äðîææàõ è ãðèáàõ.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå òàêæå âêëþ÷àåò â ñåá  êëåòî÷íóþ ëèíèþ, òðàíñôåöèðîâàííóþ
ðåêîìáèíàíòíîé ïëàçìèäîé, ñîäåðæàùåé êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àíòèòåë èëè èõ
èçìåíåííûõ èììóíîãëîáóëèíîâûõ ìîëåêóë. Êëåòêè-õîç åâà, ïîäõîä ùèå äë  êëîíèðîâàíè 
è äðóãèõ ìàíèïóë öèé ñ ýòèìè êëîíèðóþùèìè âåêòîðàìè, òàêæå  âë þòñ  îáû÷íûìè.
Îäíàêî íàèáîëåå æåëàòåëüíî èñïîëüçîâàòü äë  ðåïëèêàöèè êëîíèðóþùèõ âåêòîðîâ è
äðóãèõ ñòàäèé êîíñòðóèðîâàíè  èçìåíåííûõ àíòèòåë ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ êëåòêè
ðàçëè÷íûõ øòàììîâ Å. coli.

Ïîäõîä ùèå êëåòêè-õîç åâà èëè êëåòî÷íûå ëèíèè äë  ýêñïðåññèè àíòèòåëà ïî äàííîìó
èçîáðåòåíèþ ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðåäñòàâë þò ñîáîé êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ, òàêèå êàê NS0,
Sp2/0, CHO, COS, êëåòêè ôèáðîáëàñòîâ (íàïðèìåð 3Ò3) è êëåòêè ìèåëîìû, è áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî êëåòêè CHO èëè ìèåëîìû. Ìîæíî èñïîëüçîâàòü ÷åëîâå÷åñêèå êëåòêè,
òàêèì îáðàçîì äåëà  âîçìîæíîé ìîäèôèêàöèþ ìîëåêóëû ñ ó÷àñòèåì ñïîñîáîâ
ãëèêîçèëèðîâàíè  ÷åëîâåêà. Àëüòåðíàòèâíî ìîæíî èñïîëüçîâàòü äðóãèå ëèíèè
ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê. Âûáîð ïîäõîä ùåé êëåòêè õîç èíà-ìëåêîïèòàþùåãî è ñïîñîáîâ
òðàíñôîðìàöèè, êóëüòèâèðîâàíè , àìïëèôèêàöèè, ñêðèíèíãà è ïðîäóöèðîâàíè  è î÷èñòêè
ïðîäóêòà õîðîøî èçâåñòíû èç óðîâí  òåõíèêè. Ñìîòðè, íàïðèìåð, óïîì íóòûé âûøå
Sambrook et al.
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Áàêòåðèàëüíûå êëåòêè ìîãóò îêàçàòüñ  ïîëåçíûìè â êà÷åñòâå êëåòîê-õîç åâ, ïîäõîä ùèõ
äë  ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíûõ Fab ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ (ñìîòðè, íàïðèìåð
Pluckthun, A., Immunol. Rev.. 130: 151-188 (1992)). Îäíàêî èç-çà òåíäåíöèè áåëêîâ,
ýêñïðåññèðóåìûõ â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ, íàõîäèòüñ  â íåñâåðíóòîé èëè íåïðàâèëüíî
ñâåðíóòîé ôîðìå èëè â íåãëèêîçèëèðîâàííîé ôîðìå, ëþáîé ðåêîìáèíàíòíûé Fab,
ïðîäóöèðóþùèéñ  â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå, äîëæåí áûòü ïîäâåðãíóò ñêðèíèíãó íà
ñîõðàíåíèå àíòèãåíñâ çûâàþùåé ñïîñîáíîñòè. Åñëè ìîëåêóëà, ýêñïðåññèðóåìà 
áàêòåðèàëüíîé êëåòêîé, ïðîäóöèðóåòñ  â ïðàâèëüíî ñâåðíóòîé ôîðìå, ýòà áàêòåðèàëüíà 
êëåòêà áóäåò  âë òüñ  æåëàòåëüíûì õîç èíîì. Íàïðèìåð ðàçëè÷íûå øòàììû Å. coli,
èñïîëüçóåìûå äë  ýêñïðåññèè, õîðîøî èçâåñòíû â êà÷åñòâå êëåòîê-õîç åâ â îáëàñòè
áèîòåõíîëîãèè. Ðàçëè÷íûå øòàììû Â. subtilis, Streptomyces, äðóãèõ áàöèëë è ò.ï.òàêæå
ìîæíî èñïîëüçîâàòü â ýòîì ñïîñîáå.

Êîãäà ýòî æåëàòåëüíî, øòàììû äðîææåâûõ êëåòîê, èçâåñòíûå ñïåöèàëèñòàì â äàííîé
îáëàñòè òåõíèêè, òàêæå ïðèìåíèìû â êà÷åñòâå êëåòîê-õîç åâ, òàê æå êàê êëåòêè
íàñåêîìûõ, íàïðèìåð Drosophila è Lepidoptera, è âèðóñíûå ñèñòåìû ýêñïðåññèè. Ñìîòðè,
íàïðèìåð Miller et al., Genetic Engineering. 8: 277-298, Plenum Press (1986) è
ïðèâåäåííûå â íåì ññûëêè.

Îáùèå ñïîñîáû, ïðè ïîìîùè êîòîðûõ ìîãóò áûòü ñêîíñòðóèðîâàíû âåêòîðû, ñïîñîáû
òðàíñôåêöèè, òðåáóþùèåñ  äë  ïîëó÷åíè  êëåòîê-õîç åâ ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ, è
ñïîñîáû êóëüòèâèðîâàíè , íåîáõîäèìûå äë  ïðîäóöèðîâàíè  èçìåíåííîãî àíòèòåëà ïî
äàííîìó èçîáðåòåíèþ òàêîé êëåòêîé-õîç èíîì, ïðåäñòàâë þò ñîáîé òðàäèöèîííûå
ñïîñîáû. Òàêæå ïîñëå ïðîäóöèðîâàíè  àíòèòåëà ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ ìîãóò áûòü
î÷èùåíû îò ñîäåðæèìîãî êëåòî÷íîé êóëüòóðû â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíûìè ñïîñîáàìè
äàííîé îáëàñòè òåõíèêè, âêëþ÷à  îñàæäåíèå ñóëüôàòîì àììîíè , àôôèííûå êîëîíêè,
êîëîíî÷íà  õðîìàòîãðàôè , ãåëü-ýëåêòðîôîðåç è ò.ï. Òàêèå ñïîñîáû âõîä ò â êîìïåòåíöèþ
ñïåöèàëèñòîâ â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè è íå îãðàíè÷èâàþò äàííîå èçîáðåòåíèå. Íàïðèìåð,
ïîëó÷åíèå èçìåíåííûõ àíòèòåë îïèñàíî â WO 99/58679 è WO 96/16990.

Â åùå îäíîì ñïîñîáå ýêñïðåññèè àíòèòåë ìîæåò èñïîëüçîâàòüñ  ýêñïðåññè  â
òðàíñãåííîì æèâîòíîì, êàê îïèñàíî â ïàòåíòå ÑØÀ ¹4873316. Ýòî îòíîñèòñ  ê ñèñòåìå
ýêñïðåññèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîìîòîðà êàçåèíà æèâîòíîãî, êîòîðûé ïðè òðàíñãåííîì
âñòðàèâàíèè â ìëåêîïèòàþùåãî äàåò âîçìîæíîñòü ñàìêå â åå ìîëîêå ïðîäóöèðîâàòü
æåëàåìûå ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè.

Ïîñëå ýêñïðåññèè æåëàòåëüíûì ñïîñîáîì àíòèòåëî çàòåì ïðîâåð þò íà in vitro
àêòèâíîñòü, èñïîëüçó  ïîäõîä ùèé àíàëèç. Äë  îöåíêè êîëè÷åñòâåííîãî è êà÷åñòâåííîãî
ñâ çûâàíè  àíòèòåëà ñ MAG èñïîëüçóþò îáû÷íûå â íàñòî ùåå âðåì  ôîðìàòû ELISA
àíàëèçà. Êðîìå òîãî, äðóãèå in vitro àíàëèçû òàêæå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë 
ïîäòâåðæäåíè  íåéòðàëèçóþùåé ýôôåêòèâíîñòè ïåðåä ïîñëåäóþùèìè êëèíè÷åñêèìè
èññëåäîâàíè ìè íà ëþä õ, îñóùåñòâë åìûìè äë  âû ñíåíè  óñòîé÷èâîñòè àíòèòåëà â
îðãàíèçìå âîïðåêè îáû÷íûì ìåõàíèçìàì êëèðåíñà.

Òåðàïåâòè÷åñêèå àãåíòû ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî ââîäèòü â êà÷åñòâå
ïðîôèëàêòè÷åñêèõ èëè ïîñëå ïîâðåæäåíè , èëè ïðè äðóãîé íåîáõîäèìîñòè. Äîçà è
ïðîäîëæèòåëüíîñòü ëå÷åíè  ñâ çàíà ñ îòíîñèòåëüíîé ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ íàõîæäåíè 
ìîëåêóë ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ â êðîâîòîêå ÷åëîâåêà è ìîæåò áûòü ñêîððåêòèðîâàíà
ñïåöèàëèñòîì â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè â çàâèñèìîñòè îò ñîñòî íè , êîòîðîå ëå÷àò, è
îáùåãî ñîñòî íè  çäîðîâü  ïàöèåíòà.

Ñïîñîá ââåäåíè  òåðàïåâòè÷åñêîãî àãåíòà ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ ìîæåò ïðåäñòàâë òü
ñîáîé ëþáîé ïîäõîä ùèé ïóòü, êîòîðûé äîñòàâë åò àãåíòà õîç èíó. Àíòàãîíèñòû è
àíòèòåëà è ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ îñîáåííî ïðèãîäíû
äë  ïàðåíòåðàëüíîãî ââåäåíè , ò.å. ïîäêîæíîãî, âíóòðèìûøå÷íîãî, âíóòðèâåííîãî èëè
èíòðàíàçàëüíîãî.

Òåðàïåâòè÷åñêèå àãåíòû ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ ìîãóò áûòü ïðèãîòîâëåíû â âèäå
ôàðìàöåâòè÷åñêèõ êîìïîçèöèé, ñîäåðæàùèõ ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî àíòàãîíèñòà èëè
àíòèòåëà ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ â êà÷åñòâå àêòèâíîãî èíãðåäèåíòà â ôàðìàöåâòè÷åñêè
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ïðèåìëåìîì íîñèòåëå. Â ïðîôèëàêòè÷åñêîì àãåíòå ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ
ïðåäïî÷òèòåëüíîé  âë åòñ  âîäíà  ñóñïåíçè  èëè ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé ãåííî-èíæåíåðíîå
àíòèòåëî, ïðåäïî÷òèòåëüíî çàáóôåðåííûé ïðè ôèçèîëîãè÷åñêîì çíà÷åíèè ðÍ, â ãîòîâîé
äë  èíúåêöèè ôîðìå. Êîìïîçèöèè äë  ïàðåíòåðàëüíîãî ââåäåíè , êàê ïðàâèëî, ñîäåðæàò
ðàñòâîð àíòàãîíèñòà èëè àíòèòåëà ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ èëè èõ ñìåñü, ðàñòâîðåííóþ â
ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìîì íîñèòåëå, ïðåäïî÷òèòåëüíî â âîäíîì íîñèòåëå. Ìîæíî
èñïîëüçîâàòü ìíîæåñòâî âîäíûõ íîñèòåëåé, íàïðèìåð 0,9%-íûé ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð,
0,3%-íûé ãëèöèí è ò.ï. Ýòè ðàñòâîðû  âë þòñ  ñòåðèëüíûìè è, êàê ïðàâèëî, íå ñîäåðæàò
òâåðäûõ ÷àñòèö. Ýòè ðàñòâîðû ìîæíî ñòåðèëèçîâàòü îáû÷íûìè õîðîøî èçâåñòíûìè
ñïîñîáàìè ñòåðèëèçàöèè (íàïðèìåð ôèëüòðàöèåé). Ýòè êîìïîçèöèè ìîãóò ñîäåðæàòü
ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûå âñïîìîãàòåëüíûå âåùåñòâà, êàê, íàïðèìåð, òðåáóþùèåñ 
äë  äîñòèæåíè  ñîñòî íèé, áëèçêèõ ôèçèîëîãè÷åñêèì, òàêèå êàê ðÍ-ðåãóëèðóþùèå èëè
áóôåðíûå àãåíòû àãåíòû, è ò.ä. Êîíöåíòðàöè  àíòàãîíèñòà èëè àíòèòåëà ïî èçîáðåòåíèþ â
òàêîì ôàðìàöåâòè÷åñêîì ïðåïàðàòå ìîæåò âàðüèðîâàòüñ  øèðîêî, ò.å. îò ìåíåå
ïðèáëèçèòåëüíî 0,5%, îáû÷íî ðàâíîé èëè ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî ðàâíîé 1%, äî
15 èëè 20% ïî ìàññå, è áóäåò âûáðàíà ãëàâíûì îáðàçîì íà îñíîâàíèè îáúåìîâ æèäêîñòè,
â çêîñò õ è ò.ä., â ñîîòâåòñòâèè ñ êîíêðåòíûì âûáðàííûì ñïîñîáîì ââåäåíè .

Òàêèì îáðàçîì, ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî èçîáðåòåíèþ äë  âíóòðèìûøå÷íîé
èíúåêöèè ìîæåò áûòü ïðèãîòîâëåíà ñîäåðæàùåé 1 ìë ñòåðèëüíîé çàáóôåðåííîé âîäû è îò
ïðèáëèçèòåëüíî 1 íã äî ïðèáëèçèòåëüíî 100 ìã, íàïðèìåð îò ïðèáëèçèòåëüíî 50 íã äî
ïðèáëèçèòåëüíî 30 ìã èëè áîëåå, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò ïðèáëèçèòåëüíî 5 ìã äî
ïðèáëèçèòåëüíî 25 ìã àíòàãîíèñòà èëè àíòèòåëà ïî èçîáðåòåíèþ. Àíàëîãè÷íî
ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî èçîáðåòåíèþ äë  âíóòðèâåííîãî âëèâàíè  ìîæåò áûòü
ïðèãîòîâëåíà ñîäåðæàùåé ïðèáëèçèòåëüíî 250 ìë ñòåðèëüíîãî ðàñòâîðà Ðèíãåðà è îò
ïðèáëèçèòåëüíî 1 äî ïðèáëèçèòåëüíî 30, è ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 5 ìã äî ïðèáëèçèòåëüíî 25
ìã ãåííî-èíæåíåðíîãî àíòèòåëà ïî èçîáðåòåíèþ. Ñîâðåìåííûå ñïîñîáû èçãîòîâëåíè 
ïàðåíòåðàëüíî ââîäèìûõ êîìïîçèöèé õîðîøî èçâåñòíû èëè î÷åâèäíû ñïåöèàëèñòàì â
äàííîé îáëàñòè òåõíèêè è îïèñàíû áîëåå ïîäðîáíî, íàïðèìåð, â Remington's
Pharmaceutical Science, 15th ed., Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû òåðàïåâòè÷åñêèé àãåíò ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ â
òåðàïåâòè÷åñêîì ïðåïàðàòå áûë ïðåäñòàâëåí â âèäå ñòàíäàðòíûõ ëåêàðñòâåííûõ ôîðì.
Ïîäõîä ùà  òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíà  äîçà ìîæåò áûòü ëåãêî îïðåäåëåíà
ñïåöèàëèñòîì â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè. Äë  ýôôåêòèâíîãî ëå÷åíè  èíñóëüòà è äðóãèõ
íåâðîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé ó ÷åëîâåêà ñëåäóåò ââîäèòü ïàðåíòåðàëüíî,
ïðåäïî÷òèòåëüíî âíóòðèâåííî (â.â.) èëè âíóòðèìûøå÷íî (â.ì.), ðàçîâóþ äîçó àíòàãîíèñòà
èëè àíòèòåëà ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ, ñîñòàâë þùóþ äî 700 ìã âêëþ÷èòåëüíî íà 70 êã
ìàññû òåëà. Òàêóþ äîçó ìîæíî ïðè íåîáõîäèìîñòè ïîâòîðèòü â ïîäõîä ùèå ïðîìåæóòêè
âðåìåíè, âûáðàííûå â çàâèñèìîñòè îò öåëåñîîáðàçíîñòè ëå÷àùèì âðà÷îì.

Îïèñàííûå çäåñü àíòèòåëà ìîãóò áûòü ëèîôèëüíî âûñóøåíû äë  õðàíåíè  è ðàçâåäåíû
â ïîäõîä ùåì íîñèòåëå ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýòîò ñïîñîá
ýôôåêòèâåí äë  îáû÷íûõ èììóíîãëîáóëèíîâ è ìîãóò áûòü ïðèìåíåíû èçâåñòíûå èç óðîâí 
òåõíèêè ìåòîäèêè ëèîôèëèçàöèè è ðàñòâîðåíè .

Â åùå îäíîì àñïåêòå â äàííîì èçîáðåòåíèè ïðåäëîæåíà ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè ,
ñîäåðæàùà  àíòè-MAG àíòèòåëî ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ èëè åãî ôóíêöèîíàëüíûé
ôðàãìåíò è ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûé íîñèòåëü, äë  ëå÷åíè  èëè ïðîôèëàêòèêè
èíñóëüòà è äðóãèõ íåâðîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé.

Â åùå îäíîì àñïåêòå â äàííîì èçîáðåòåíèè ïðåäëîæåíà ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè ,
âêëþ÷àþùà  â ñåá  àíòè-MAG àíòèòåëî ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ èëè åãî
ôóíêöèîíàëüíûé ôðàãìåíò è ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûé íîñèòåëü äë  èíãèáèðîâàíè 
íåéðîäåãåíåðàöèè è/èëè àêòèâèçàöèè ôóíêöèîíàëüíîãî âîññòàíîâëåíè  ïàöèåíòà-
÷åëîâåêà, ñòðàäàþùåãî èíñóëüòîì èëè äðóãèì íåâðîëîãè÷åñêèì çàáîëåâàíèåì èëè
èìåþùåãî ðèñê èõ ðàçâèòè .

Ñëåäóþùèå ïðèìåðû èëëþñòðèðóþò äàííîå èçîáðåòåíèå
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Ïðèìåð 1 - Àíòè-MAG àíòèòåëî â ìîäåëè èíñóëüòà
Ìàòåðèàëû è ñïîñîáû
Àíòè-MAG ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî
Àíòè-MAG ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ìûøèíîå àíòè-MAG öûïëåíêà

àíòèòåëî ÌÀÂ 1567, ïîëó÷åííîå îò Chemicon. Ýòî àíòèòåëî èìååò ñëåäóþùèå
õàðàêòåðèñòèêè:

Àíòèãåí: ìèåëèí-àññîöèèðîâàííûé ãëèêîïðîòåèí (÷åëîâå÷åñêèé, ìûøèíûé, êðûñèíûé,
áû÷èé, öûïëåíêà, ë ãóøêè)

Èçîòèï: IgG1
Íåéòðàëèçóþùà  ñïîñîáíîñòü: ñìîòðè DeBellard et al. (1996) Mol. Cell. Neurosci. 7,

89-101; Tang et al. (1997) Mol. Cell. Neurosci. 9, 333-346; Torigoe Ê and Lundborg G
(1997) Exp. Neurology 150, 254-262.

Êîíòðîëüíîå mAb IgG1 áûëî ïðèîáðåòåíî â R+D Systems.
Èíòðàöåðåáðàëüíîå âåíòðèêóë ðíîå êàíþëèðîâàíèå (òîëüêî äë  èññëåäîâàíè  1)
Ïîä ãàëîòàíîâîé àíåñòåçèåé óñòàíàâëèâàëè èíòðàöåðåáðàëüíóþ âåíòðèêóë ðíóþ (è.ö.â.)

êàíþëþ â áîêîâîé ëåâûé æåëóäî÷åê ãîëîâíîãî ìîçãà (êîîðäèíàòû: 1,6 ìì îò ñðåäèííîé
ëèíèè, 0,8 ìì êàóäàëüíî îò òåìåíè, 4,1 ìì îò ïîâåðõíîñòè ÷åðåïà, ãðàíèöà ðàçðåçà -
3,2 ìì íèæå íóë  â ñîîòâåòñòâèè ñ Paxinos and Watson, 1986). Âñåõ êðûñ ðàçìåùàëè ïî
îäíîé äë  òîãî, ÷òîáû ïðåäîòâðàòèòü ïîâðåæäåíèå èñïîëüçóåìîé èëè ôèêòèâíîé êàíþëè.
×åðåç 7 äíåé ïîñëå îïåðàöèè ïðàâèëüíîå ðàñïîëîæåíèå êàíþëè ïðîâåð ëè ïðè ïîìîùè
èíòåíñèâíîãî ïèòüåâîãî îòâåòà íà àíãèîòåíçèí II (100 íã, Simpson et al., 1978). ×åðåç
äåâ òü ñóòîê æèâîòíûõ ïîäâåðãàëè èøåìèè ìîçãà.

Ïðåõîä ùà  î÷àãîâà  èøåìè  ìîçãà
Ïðåõîä ùóþ (90 ìèí) î÷àãîâóþ èøåìèþ ìîçãà èíäóöèðîâàëè ó ñàìöîâ êðûñ Sprague

Dawley ìàññîé îò 300 äî 350 ã.Íà íà÷àëüíîé ñòàäèè æèâîòíûõ àíåñòåçèðîâàëè ñìåñüþ 5%
ãàëîòàíà, 60% çàêèñè àçîòà è 30% êèñëîðîäà, ïîìåùàåìîé íà ìàñêó, è çàòåì àíåñòåçèþ
ïîääåðæèâàëè ïðè 1,5% ãàëîòàíà. Çàêóïîðêó ñðåäíåé àðòåðèè áîëüøîãî ìîçãà (ÌÑÀÎ)
îñóùåñòâë ëè, èñïîëüçó  ìåòîä âíóòðèïðîñâåòíîãî ïåðåâ çûâàíè , îïèñàííûé ðàíåå (Zea
Longa, et al., 1989). Ó æèâîòíûõ â ïðîöåññå õèðóðãè÷åñêîé ïðîöåäóðû ïîääåðæèâàëè
íîðìàëüíóþ òåìïåðàòóðó, äàâàëè âîçìîæíîñòü ïðèäòè â ñåá  â òå÷åíèå 1 ÷ â èíêóáàòîðå,
çàòåì ðàçìåùàëè ïî îäíîìó. Â ýòî èññëåäîâàíèå áûëè âêëþ÷åíû òîëüêî æèâîòíûå ñ
íåâðîëîãè÷åñêîé îöåíêîé 3 ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå çàêóïîðêè (ïðè îöåíêå ñ èñïîëüçîâàíèåì 5-
áàëëüíîé ñèñòåìû: 0 - îòñóòñòâóåò íåäîñòàòî÷íîñòü; 1 - êîíòðàëàòåðàëüíûé ðåôëåêñ; 2 -
ñëàáà  ñóäîðîãà; 3 - êðóæåíèå; 4 - íåïîäâèæíîñòü; 5 - ñìåðòü). Æèâîòíûõ ñîäåðæàëè â
òå÷åíèå 1 íåäåëè, ïîñëå ÷åãî æèâîòíûõ óìåðùâë ëè ïóòåì òðàíñêàðäèàëüíîé ïåðôóçèè
0,9%-íîãî ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà, çàòåì 4%-íîãî ïàðàôîðìàëüäåãèäà â 100 ìÌ
ôîñôàòíîì áóôåðå. Ìîçãè çàòåì ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì ïàðàôîðìàëüäåãèäå ïðè 4°Ñ â
òå÷åíèå 48 ÷, â òå÷åíèå êîòîðûõ èõ èçâëåêàëè èç ÷åðåïîâ è ðàçðåçàëè íà áëîêè òîëùèíîé
2 ìì, èñïîëüçó  ìàòðèöó äë  ãîëîâíîãî ìîçãà êðûñ. Ñðåçû òîëùèíîé 2 ìì çàòåì ïîìåùàëè
â ïàðàôèí, èñïîëüçó  Shandon Citadel 1000 tissue processor (òêàíåâûé ïðîöåññîð),
ðàçðåçàëè íà ñðåçû òîëùèíîé 6 ìêì, èñïîëüçó  ìèêðîòîì, è óñòàíàâëèâàëè íà ïðåäìåòíûå
ñòåêëà, ïîêðûòûå ïîëè-L-ëèçèíîì. Ñðåçû çàòåì ïîäâåðãàëè îêðàøèâàíèþ êðåçèëîâûì
ôèîëåòîâûì áûñòðûì (CFV).

Ñõåìà ïðèåìà
Ìîíîêëîíàëüíîå àíòè-MAG àíòèòåëî è ìûøèíîå êîíòðîëüíîå àíòèòåëî èçîòèïà IgG1

äèàëèçîâàëè ïðîòèâ ñòåðèëüíîãî 0,9%-íîãî õëîðèäà íàòðè  â òå÷åíèå íî÷è è ïîäõîä ùèì
îáðàçîì êîíöåíòðèðîâàëè.

Èññëåäîâàíèå 1: Æèâîòíûå ïîëó÷àëè 2,5 ìêã àíòè-MAG mAb èëè 2,5 ìêã ìûøèíîãî IgG
èíòðàöåðåáðîâåíòðèêóë ðíî ÷åðåç 1, 24 è 72 ÷ ïîñëå ÌÑÀÎ (5 ìêë íà äîçó).

Èññëåäîâàíèå 2: Æèâîòíûå ïîëó÷àëè 200 ìêã àíòè-MAG mAb èëè 200 ìêã ìûøèíîãî IgG
âíóòðèâåííî ÷åðåç 1 è 24 ÷ ïîñëå ÌÑÀÎ.

Èññëåäîâàòåëü íå èìåë èíôîðìàöèè î ïðèðîäå äîçèðóåìûõ ðàñòâîðîâ.
Íåâðîëîãè÷åñêà  îöåíêà
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Ïåðåä èíäóêöèåé ìîçãîâîé èøåìèè êðûñ äë  èññëåäîâàíè  1 òðåíèðîâàëè õîäèòü ïî
áðóñó è â òåñòå ñ íàêëåéêàìè. Æèâîòíûõ, íå óäîâëåòâîð þùèõ êðèòåðè ì â îáîèõ òåñòàõ,
èñêëþ÷àëè èç äàëüíåéøåãî èññëåäîâàíè . Ïîñëå òðåíèðîâêè îñòàâøèõñ  æèâîòíûõ
ðàçäåë ëè â ñîîòâåòñòâèè ñ õàðàêòåðèñòèêàìè íà äâå ðàâíûå ãðóïïû. Â ïðîöåññå
íåâðîëîãè÷åñêîé îöåíêè èññëåäîâàòåëè íå èìåëè èíôîðìàöèè îòíîñèòåëüíî
îáðàáàòûâàåìîé ãðóïïû æèâîòíûõ.

Áèëàòåðàëüíûé òåñò ñ íàêëåéêàìè
Áèëàòåðàëüíûé òåñò ñ íàêëåéêàìè (Schallert et al., Pharmacology Biochemistry and

Behaviour 16: 455-462, (1983)) èñïîëüçîâàëè äë  îöåíêè êîíòðàëàòåðàëüíîé ïîòåðè
÷óâñòâèòåëüíîñòè/èïñèëàòåðàëüíîãî íàðóøåíè  ðàâíîâåñè . Ýòî ìîäåëèðóåò óãàñàíèå
òàêòèëüíûõ îùóùåíèé, íàáëþäàåìîå ó ïàöèåíòîâ-ëþäåé, ñòðàäàþùèõ èíñóëüòîì (Rose, et
al., 1994). Ýòîò òåñò áûë ïîäðîáíî îïèñàí ðàíåå (Hunter, et al., Neuropharmacology 39:
806-816 (2000); Virley et al., Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism. 20: 563-582
(2000)). Â êðàòêîì èçëîæåíèè, êðóãëóþ áóìàæíóþ íàêëåéêó ïëîòíî îáåðòûâàëè âîêðóã
áåçâîëîñîé îáëàñòè ïåðåäíèõ ëàï ñ ðàâíûì äàâëåíèåì â ñëó÷àéíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
åå ðàñïîëîæåíè  (ëåâà , ïðàâà ). Ñåàíñû òðåíèðîâêè ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 6 ñóòîê ïåðåä
ÌÑÀÎ, ïðè÷åì äàííûå, ïîëó÷åííûå íà 6 ñóòêè, èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå áàçîâîãî çíà÷åíè 
ïåðåä îïåðàöèåé (Ñóòêè 0). Ñ æèâîòíûìè ïðîâîäèëè äâà èñïûòàíè  ÷åðåç 24 ÷ è 7 ñóòîê
ïîñëå ÌÑÀÎ, äàííûå äåìîíñòðèðóþò ñðåäíåå çíà÷åíèå ïî ðåçóëüòàòàì äâóõ èñïûòàíèé,
Ëàòåíòíîñòü ê êîíòàêòó è óäàëåíèþ íàêëååê ðåãèñòðèðîâàëè è àíàëèçèðîâàëè, èñïîëüçó 
ëîãëèíåéíûé àíàëèç (Ñîõ, J. Royal Statistical Society Â 34: 187-220 (1972)).

Õîæäåíèå ïî áðóñó
Õîæäåíèå ïî áðóñó èñïîëüçîâàëè äë  îöåíêè êîîðäèíàöèè çàäíèõ è ïåðåäíèõ

êîíå÷íîñòåé êàê ðàññòî íèå, ïðîéäåííîå ïî ïðèïîäí òîìó 100 ñàíòèìåòðîâîìó áðóñó (2,3
ñì â äèàìåòðå, 48 ñì íàä ïîëîì), êàê ðàíåå áûëî ïîäðîáíî îïèñàíî (Virley et al.,
Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism. 20: 563-582 (2000)). Êðûñ òðåíèðîâàëè
ïåðåõîäèòü áðóñ îò íà÷àëà äî êîíöà. Äë  òåñòèðîâàíè  ñ êàæäîé êðûñîé ïðîâîäèëè 2
èñïûòàíè  ÷åðåç 24 ÷ è 7 ñóòîê ïîñëå ÌÑÀÎ, äàííûå ïðåäñòàâë þò ñîáîé ñðåäíåå
çíà÷åíèå èç äâóõ èñïûòàíèé. Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðåäñòàâë åò ñîáîé ANOVA
(äèñïåðñèîííûé àíàëèç) ñ ïîñëåäóþùèì t-òåñòîì Ñòüþäåíòà.

27-áàëëüíà  íåâðîëîãè÷åñêà  îöåíêà (Èññëåäîâàíèå-1)
Ýòî èññëåäîâàíèå ñîñòîèò èç ñåðèè òåñòîâ äë  îöåíêè íåâðîëîãè÷åñêîãî ñòàòóñà,

âêëþ÷àþùåãî â ñåá  ïîëîæåíèå êîíå÷íîñòåé, âèçóàëüíîå êàñàíèå ïåðåäíåé êîíå÷íîñòüþ,
ãîðèçîíòàëüíîå ïðåï òñòâèå, êîíòðàëàòåðàëüíîå êðóæåíèå, íàêëîííà  ïëîñêîñòü, ðåôëåêñ
âûïð ìëåíè , êîíòðàëàòåðàëüíûé ðåôëåêñ, ïîäâèæíîñòü è îáùåå ñîñòî íèå, êàê áûëî
îïèñàíî ðàíåå (Hunter, et al., Neuropharmacoloqy 39: 806-816 (2000)) ñ
äîïîëíèòåëüíûìè èçìåðåíè ìè ñèëû çàõâàòà (îöåíêè 2 äë  õîðîøåãî çàõâàòà ïðàâîé
ïåðåäíåé êîíå÷íîñòüþ, 1 äë  ñëàáîãî çàõâàòà). Îáùà  îöåíêà äë  íîðìàëüíîãî æèâîòíîãî=
27.

Äë  èññëåäîâàíè  2 ýòîò òåñò áûë äîïîëíèòåëüíî ìîäèôèöèðîâàí: ñèëà çàõâàòà -
íîðìàëüíûå îöåíêè 3, õîðîøà  - 2, ñëàáà  - 1, î÷åíü ñëàáà  - 0; ïîäâèæíîñòü -
íîðìàëüíûå îöåíêè 4, ïðåâîñõîäíà  - 3, î÷åíü õîðîøà  - 2, õîðîøà  - 1, ïëîõà  - 0;
îáùåå ñîñòî íèå - íîðìàëüíûå îöåíêè 4, îòëè÷íûå - 3, î÷åíü õîðîøà  - 2, õîðîøà  - 1,
ïëîõà  - 0; êðóæåíèå - îòñóòñòâèå - îöåíêà 5, ïðåäïî÷òèòåëüíî îäíîñòîðîííåå - îöåíêà
4, áîëüøîé êðóã - 3, ñðåäíèé êðóã - 2, ìàëåíüêèé êðóã - 1, êðóæåíèå âîêðóã îñè - 0.
Îáùà  îöåíêà äë  íîðìàëüíîãî æèâîòíîãî=32.

Â îáîèõ èññëåäîâàíè õ æèâîòíûõ òåñòèðîâàëè ÷åðåç 1, 24, 48 ÷ è 7 ñóòîê ïîñëå ÌÑÀÎ,
îöåíêè çäîðîâûõ íîðìàëüíûõ æèâîòíûõ ñîñòàâë ëè 27 èëè 32 ñîîòâåòñòâåííî. Äàííûå
ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé, ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðåäñòàâë åò ñîáîé àíàëèç
ANOVA Êðóñêèë-Âàëëèñà (Kruskil Wallis).

Îöåíêà ïîâðåæäåíè 
Èññëåäîâàíèå 1 - Äë  êàæäîãî æèâîòíîãî ïëîùàäè ïîâðåæäåíè  îöåíèâàëè íà ñðåçàõ èç

òðåõ ïðåäâàðèòåëüíî îïðåäåëåííûõ óðîâíåé ãîëîâíîãî ìîçãà (0, -2,0 è -6,0 ìì îò òåìåíè
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ñîîòâåòñòâåííî). Íåâðîëîãè÷åñêîå ïîâðåæäåíèå îöåíèâàëè, èñïîëüçó  îêðàøèâàíèå
êðåçèëîâûì ôèîëåòîâûì áûñòðûì, è ïëîùàäü ïîâðåæäåíè  èçìåð ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïàêåòà âèçóàëèçàöèè Optimas 6.1. Äàííûå âûðàæåíû â âèäå ñðåäíåé ïëîùàäè (ìì2) ±
ñòàíäàðòíà  îøèáêà ñðåäíåãî (sem).

Èññëåäîâàíèå 2 - Äë  êàæäîãî æèâîòíîãî îöåíèâàëè ïëîùàäè ïîâðåæäåíè  íà ñðåçàõ èç
ñåìè ïðåäâàðèòåëüíî îïðåäåëåííûõ óðîâíåé ãîëîâíîãî ìîçãà (îò +3 äî -8 ìì îòíîñèòåëüíî
òåìåíè). Ïîâðåæäåíèå íåéðîíîâ îöåíèâàëè, èñïîëüçó  îêðàøèâàíèå êðåçèëîâûì
ôèîëåòîâûì áûñòðûì, è ïëîùàäü ïîâðåæäåíè  îöåíèâàëè, èñïîëüçó  ïàêåò âèçóàëèçàöèè
Optimas 6.1. Äàííûå âûðàæåíû â âèäå ñðåäíåé ïëîùàäè (ìì2) ± sem.

Ðåçóëüòàòû
Èññëåäîâàíèå 1 - Èíòðàöåðåáðîâåíòèêóë ðíîå (è.ö.â.) ââåäåíèå àíòè-MAG mAb
Íåâðîëîãè÷åñêà  îöåíêà
×åðåç îäèí ÷àñ ïîñëå ÌÑÀÎ æèâîòíûå â îáåèõ îáðàáàòûâàåìûõ ãðóïïàõ

äåìîíñòðèðîâàëè çàìåòíîå óõóäøåíèå íåâðîëîãè÷åñêîé îöåíêè (ñðåäí   îöåíêà 12 â
êàæäîé ãðóïïå). Â ýòîò ìîìåíò íå íàáëþäàëîñü çíà÷èòåëüíîãî ðàçëè÷è  ìåæäó ãðóïïàìè.
Îäíàêî ÷åðåç 24 ÷ (ð=0,02), 48 ÷ (ð=0,005) è 7 ñóòîê (ð=0,006) ïîñëå ÌÑÀÎ æèâîòíûå,
îáðàáîòàííûå àíòè-MAG mAb (2,5 ìêã, 1, 24 è 72 ÷ ïîñëå ÌÑÀÎ), äåìîíñòðèðîâàëè
çíà÷èòåëüíî ëó÷øóþ îáùóþ íåâðîëîãè÷åñêóþ îöåíêó ïî ñðàâíåíèþ ñ æèâîòíûìè,
îáðàáîòàííûìè êîíòðîëüíûì IgG. Ñðåäíèå çíà÷åíè  íåâðîëîãè÷åñêèõ îöåíîê ÷åðåç 24, 48
÷ è 7 ñóòîê ïîñëå ÌÑÀÎ â ãðóïïå, îáðàáîòàííîé IgG1, ñîñòàâë ëè 15, 14 è 18
ñîîòâåòñòâåííî ïî ñðàâíåíèþ ñ 19,5, 21,5 è 22 äë  æèâîòíûõ, îáðàáîòàííûõ àíòè-MAG
mAb. Â äîïîëíèòåëüíûõ àíàëèçàõ èíäèâèäóàëüíîãî ïîâåäåíè , âêëþ÷àþùèõ îáùóþ
îöåíêó, ýòî çíà÷èòåëüíîå óëó÷øåíèå áûëî â îñíîâíîì îòíåñåíî ê óëó÷øåííîìó ïîêàçàòåëþ
â ñëåäóþùèõ òåñòàõ: ïîëîæåíèå êîíå÷íîñòè (24 ÷, ð=0,045; 48 ÷, ð=0,016; 7 ñóòîê, ð=
0,008), ñèëà çàõâàòà (24 ÷, ð=0,049, 48 ÷, ð=0,0495; 7 ñóòîê, ð=0,243), ïîäâèæíîñòü
(24 ÷, ð=0,199; 48 ÷, ð=0,012; 7 ñóòîê, ð=0,067), ãîðèçîíòàëüíîå ïðåï òñòâèå (24 ÷, ð=
0,065; 48 ÷, ð=0,005; 7 ñóòîê, ð=0,016), íàêëîííà  ïëîñêîñòü (24 ÷, ð=0,006; 48 ÷, ð=
0,006; 7 ñóòîê, ð=0,169), âèçóàëüíîå êàñàíèå ïåðåäíåé êîíå÷íîñòüþ (48 ÷, ð=0,049, 7
ñóòîê, ð=0,049) è ñòåïåíü êðóæåíè  (24 ÷, ð=0,417; 48 ÷, ð=0,034; 7 ñóòîê, ð=0,183).

Õîæäåíèå ïî áðóñó
Ïåðåä îïåðàöèåé âñåõ æèâîòíûõ òðåíèðîâàëè ïåðåñåêàòü áðóñ (100 ñì). ×åðåç äâàäöàòü

÷åòûðå ÷àñà ïîñëå îïåðàöèè íàáëþäàëîñü çíà÷èòåëüíîå óõóäøåíèå ðàññòî íè ,
ïðîéäåííîãî ïî áðóñó æèâîòíûìè, îáðàáîòàííûìè êàê àíòè-MAG (50±18 ñì), òàê è
IgG1 (22±14 ñì), ïî ñðàâíåíèþ ñî çíà÷åíè ìè äî îïåðàöèè. Õîò  è íå ñóùåñòâåííî,
æèâîòíûå, îáðàáîòàííûå àíòè-MAG, äåìîíñòðèðîâàëè çíà÷èòåëüíîå óëó÷øåíèå ïî
ñðàâíåíèþ ñ æèâîòíûìè, îáðàáîòàííûìè IgG1, òàê êàê ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ÌÑÀÎ îíè
ïðåîäîëåâàëè âäâîå áîëüøóþ äèñòàíöèþ ïî ñðàâíåíèþ ñ æèâîòíûìè, îáðàáîòàííûìè
IgG1. Îäíàêî ÷åðåç ñåìü ñóòîê ïîñëå îïåðàöèè, õîò  îáå ãðóïïû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè
çíà÷èòåëüíîå óëó÷øåíèå ïî ïðîøåñòâèè âðåìåíè, ïîêàçàòåëè æèâîòíûõ, îáðàáîòàííûõ
IgG, îñòàâàëèñü çíà÷èòåëüíî õóäøèìè ïî ñðàâíåíèþ ñ áàçîâûì çíà÷åíèåì (55±15 ñì; ð=
0,005). Îäíàêî â îòëè÷èå îò ýòîãî ÷åðåç 7 ñóòîê ïîñëå ÌÑÀÎ ïîêàçàòåëè æèâîòíûõ,
îáðàáîòàííûõ àíòè-MAG mAb (2,5 ìêã, ÷åðåç 1, 24 è 72 ÷ è.ö.â. ïîñëå ÌÑÀÎ),
ñóùåñòâåííî íå îòëè÷àëèñü îò áàçîâîãî çíà÷åíè  (75±15 ñì; ð=0,07). Ýòè äàííûå
äåìîíñòðèðóþò, ÷òî îáðàáîòêà àíòè-MAG mAb óñèëèâàåò âîññòàíîâëåíèå âûïîëíåíè 
ýòîãî çàäàíè  õîæäåíè  ïî áðóñó ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîë ìè, îáðàáîòàííûìè ìûøèíûì
IgG1.

Íàêëåéêà
Ïåðåä îïåðàöèåé æèâîòíûå â êàæäîé îáðàáàòûâàåìîé ãðóïïå áûñòðî êàñàëèñü è

óäàë ëè íàêëåéêè ñ êàæäîé ïåðåäíåé êîíå÷íîñòè, ïåðåä îáðàáîòêîé íå áûëî çíà÷èòåëüíîãî
ðàçëè÷è  ìåæäó ãðóïïàìè (Òàáëèöà 1). ×åðåç äâàäöàòü ÷åòûðå ÷àñà è 7 ñóòîê ïîñëå ÌÑÀÎ
ëàòåíòíîñòü ê êàñàíèþ ëåâîé êîíå÷íîñòè â êàæäîé îáðàáàòûâàåìîé ãðóïïå îñòàâàëàñü
îòíîñèòåëüíî íåèçìåííîé, òîãäà êàê äë  ïðàâîé êîíå÷íîñòè çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëàñü.
Îäíàêî íå íàáëþäàëîñü çíà÷èòåëüíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó âðåìåíåì óäàëåíè  ó æèâîòíûõ,
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îáðàáîòàííûõ àíòè-MAG è IgG1. Êðîìå òîãî, ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ÌÑÀÎ ëàòåíòíîñòü ê
óäàëåíèþ ñ îáîèõ - ëåâîé è ïðàâîé ïåðåäíåé êîíå÷íîñòåé - çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëàñü â
îáåèõ îáðàáàòûâàåìûõ ãðóïïàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ áàçîâûì çíà÷åíèåì, îäíàêî ó æèâîòíûõ,
îáðàáîòàííûõ àíòè-MAG, ëàòåíòíîñòü ê óäàëåíèþ ñ ëåâîé êîíå÷íîñòè áûëà çíà÷èòåëüíî
êîðî÷å ïî ñðàâíåíèþ ñ æèâîòíûìè, îáðàáîòàííûìè IgG1 (p=0,03). Òàêæå íàáëþäàëàñü
òåíäåíöè  ê óìåíüøåííîé ëàòåíòíîñòè ê óäàëåíèþ ñ ïðàâîé êîíå÷íîñòè ó æèâîòíûõ,
îáðàáîòàííûõ àíòè-MAG, ïî ñðàâíåíèþ ñ æèâîòíûìè, îáðàáîòàííûìè IgG1 (p=0,08)
(Òàáëèöà 1). Íà 7 ñóòêè íàáëþäàëàñü íåêîòîðà  ñòåïåíü âîññòàíîâëåíè  ó æèâîòíûõ,
îáðàáîòàííûõ IgG1, âûðàæåííà  â òîì, ÷òî ëàòåíòíîñòü êî âðåìåíè óäàëåíè  äë  êàæäîé
ïåðåäíåé êîíå÷íîñòè óìåíüøàëîñü ïî ñðàâíåíèþ ñ ëàòåíòíîñòüþ ÷åðåç 24 ÷ (Òàáëèöà 1).
Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî îáðàáîòêà êðûñ àíòè-MAG mAb óñêîð åò
âîññòàíîâëåíèå â ýòîì òåñòå ñ íàêëåéêàìè ïîñëå tMCAO.

Òàáëèöà 1 - Äàííûå òåñòà ñ íàêëåéêàìè
Ñóòêè Îáðàáîòêà Âðåì  êîíòàêòà (ñ) (Ñðåäíåå±sem) Âðåì  óäàëåíè  (ñ) (Ñðåäíåå±sem)

Ëåâà  ïåðåäí   êîíå÷íîñòü Ïðàâà  ïåðåäí   êîíå÷íîñòü Ëåâà  ïåðåäí   êîíå÷íîñòü Ïðàâà  ïåðåäí   êîíå÷íîñòü

0 Àíòè-MAG 2,4±0,2 3,6±0,5 12±2 12±2

0 IgG1 3,3±0,6 4,2±0,7 10±1 9±1

1 Àíòè-MAG 5,9±3,7 109,6±27,5 *61±26 96±26

1 IgG1 3,6±0,5 71,8±31,7 130±21 156±19

7 Àíòè-MAG 3,8±1 36,4±10,2 54±23 80±30

7 IgG1 2,8±0,3 64±28 23±8 87±20

(*ð=0,03 àíòè-MAG ïî ñðàâíåíèþ ñ IgG1, èñïîëüçó  ëîãëèíåéíûé òåñò)
Èçìåðåíè  ïëîùàäè ïîâðåæäåíè 
Ââåäåíèå àíòè-MAG mAb è.ö.â. çíà÷èòåëüíî óìåíüøàëî ïëîùàäü ïîâðåæäåíè  â äâóõ èç

òðåõ èññëåäîâàííûõ óðîâíåé ìîçãà ïî ñðàâíåíèþ ñ æèâîòíûìè, îáðàáîòàííûìè ðàâíûì
êîëè÷åñòâîì ìûøèíîãî IgG1 ïðè îöåíêå ÷åðåç 7 ñóòîê ïîñëå ÌÑÀÎ (Òàáëèöà 2).

Òàáëèöà 2
Ñðåäí   ïëîùàäü ïîâðåæäåíè ±sem (ìì2) ÷åðåç 7 ñóòîê ïîñëå ÌÑÀÎ

Îáðàáîòêà 0 ìì îòíîñèòåëüíî òåìåíè -2 ìì îòíîñèòåëüíî òåìåíè -6 ìì îòíîñèòåëüíî òåìåíè

àíòè-MAG mAb (n=8) *9±2 $4±3 #3±1

Ìûøèíûé IgG1 (n=9) 14±1 12±1 5±1

(*ð=0,02, $ð=0,03, #ð=0,06, àíòè-MAG ïî ñðàâíåíèþ ñ IgG1, èñïîëüçó  îäíîñòîðîííèé
íåïàðíûé t-òåñò Ñòüþäåíòà)

Èññëåäîâàíèå 2 - Âíóòðèâåííîå (â.â.) ââåäåíèå
Íåâðîëîãè÷åñêà  îöåíêà
×åðåç îäèí ÷àñ ïîñëå ÌÑÀÎ æèâîòíûå â îáåèõ ãðóïïàõ äåìîíñòðèðîâàëè çàìåòíîå

óõóäøåíèå íåâðîëîãè÷åñêîé îöåíêè. Â ýòîò ìîìåíò íå íàáëþäàëîñü çíà÷èòåëüíîãî
ðàçëè÷è  ìåæäó ãðóïïàìè, ñðåäíèå îöåíêè ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè àíòè-MAG mAb è
IgG1 ñîñòàâë ëè 20 è 18 ñîîòâåòñòâåííî (ð=0,5). ×åðåç ñîðîê âîñåìü ÷àñîâ ïîñëå ÌÑÀÎ
æèâîòíûå, îáðàáîòàííûå àíòè-MAG mAb (200 ìêã, â.â ÷åðåç 1 è 24 ÷ ïîñëå ÌÑÀÎ),
äåìîíñòðèðîâàëè çíà÷èòåëüíîå óëó÷øåíèå ïîëîæåíè  êîíå÷íîñòè (ð=0,048) è ñèëû çàõâàòà
(ð=0,033). ×åðåç ñåìü ñóòîê ïîñëå íà÷àëà èøåìèè ìîçãà æèâîòíûå, îáðàáîòàííûå àíòè-
MAG mAb, ïðîäîëæàëè äåìîíñòðèðîâàòü óëó÷øåíèå (ïîëîæåíèå êîíå÷íîñòè ð=0,041; ñèëà
çàõâàòà ð=0,048; ïîäâèæíîñòü ð=0,05) è äåìîíñòðèðîâàëè çíà÷èòåëüíîå óëó÷øåíèå îáùåé
íåâðîëîãè÷åñêîé îöåíêè (ñðåäí   îöåíêà 25) ïî ñðàâíåíèþ ñ æèâîòíûìè, îáðàáîòàííûìè
ìûøèíûì IgG1 (ñðåäí   îöåíêà 23, ð=0,047).

Èçìåðåíè  ïëîùàäè ïîâðåæäåíè 
Àíòè-MAG àíòèòåëî ïðè â.â. ââåäåíèè ïîñëå ÌÑÀÎ çíà÷èòåëüíî óìåíüøàëî ïëîùàäü

ïîâðåæäåíè  â 5 èç 7 ïðåäâàðèòåëüíî îïðåäåëåííûõ óðîâíåé ìîçãà (îò +3 äî -8 ìì
îòíîñèòåëüíî òåìåíè) ïî ñðàâíåíèþ ñ èçîòèïíûìè êîíòðîë ìè ïðè îöåíêå ÷åðåç 7 ÷óòîê
ïîñëå ÌÑÀÎ.

Óðîâåíü ãîëîâíîãî ìîçãà
îòíîñèòåëüíî òåìåíè

Ñðåäí   ïëîùàäü ïîâðåæäåíè  ±sem (ìì2) -
îáðàáîòêà àíòè-MAG

Ñðåäí   ïëîùàäü ïîâðåæäåíè  ±sem (ìì2) -
îáðàáîòêà ìûøèíûì IgG1
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3 ìì *0,38±0,27 1,77±0,45

1 ìì *5,82±1,65 9,627±1,14

-1 ìì 8,98±2,58 12,07±1,57

-2 ìì 7,28±1,92 10,04±1,87

-4 ìì *5,57±1,06 10,38±1,39

-6 MM *1,36±0,51 4,43±1,95

-8 ìì *0,27±0,27 1,93±0,56

*p<0,05 - íåïàðíûé îäíîñòîðîííèé t-òåñò Ñòüþäåíòà
Çàêëþ÷åíè 
Ìîíîêëîíàëüíîå àíòè-MAG àíòèòåëî ïðè ââåäåíèè êàê íåïîñðåäñòâåííî â CSF (ñïèííî-

ìîçãîâóþ æèäêîñòü) èëè âíóòðèâåííî ïîñëå ïðåõîä ùåé îêêëþçèè ñðåäíåé ìîçãîâîé
àðòåðèè ó êðûñû óìåíüøàåò ïëîùàäü êëåòî÷íîé ãèáåëè è óëó÷øàåò ôóíêöèîíàëüíîå
âîññòàíîâëåíèå ïî ñðàâíåíèþ ñ æèâîòíûìè, îáðàáîòàííûìè êîíòðîëåì. Ñòåïåíü
íåéðîïðîòåêöèè, íàáëþäàåìà  â ýòèõ èññëåäîâàíè õ, ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ýòî
äåéñòâèå íå ìîæåò îòíîñèòüñ  ê ñïðóòèíãó àêñîíîâ, òàê êàê ýòî íå ïðèâîäèò â
ðåçóëüòàòå ê ñîõðàíåíèþ íåéðîíîâ. Óëó÷øåíèå ôóíêöèîíàëüíîãî âîññòàíîâëåíè ,
íàáëþäàåìîå ÷åðåç 24 è 48 ÷ ïîñëå ÌÑÀÎ, âåðî òíî, îòðàæàåò ñòåïåíü íåéðîïðîòåêöèè,
îáåñïå÷èâàåìóþ ýòèì àíòèòåëîì ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè îáðàáîòàííûìè
æèâîòíûìè. Îäíàêî ñ òå÷åíèåì âðåìåíè  ñîñòî íèå æèâîòíûõ, ïî-âèäèìîìó,
äîïîëíèòåëüíî óëó÷øàåòñ , ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî áëîêèðóþùà  MAG àêòèâíîñòü
òàêæå ìîæåò ñ òå÷åíèåì âðåìåíè óñèëèâàòü ôóíêöèîíàëüíîå âîññòàíîâëåíèå.

Ïðåäñòàâëåííûå çäåñü èññëåäîâàíè   âë þòñ  äîêàçàòåëüñòâîì òîãî, ÷òî áëîêèðîâàíèå
äåéñòâèé MAG îáåñïå÷èâàåò êàê íåéðîïðîòåêöèþ, òàê è óñèëåííîå ôóíêöèîíàëüíîå
âîññòàíîâëåíèå â ìîäåëè èíñóëüòà ó êðûñ è, ñëåäîâàòåëüíî, àíòè-MAG àíòèòåëà  âë þòñ 
ïîòåíöèàëüíûìè òåðàïåâòè÷åñêèìè àãåíòàìè äë  íåéðîïðîòåêöèè â îñòðûõ ñîñòî íè õ
è/èëè óñèëåíè  ôóíêöèîíàëüíîãî âîññòàíîâëåíè  ïîñëå èíñóëüòà. Íèçêèå êîëè÷åñòâà
àíòèòåëà, ââîäèìîãî âíóòðèâåííûì ïóòåì, è ïîëó÷àåìûå â ðåçóëüòàòå íèçêèå óðîâíè
àíòèòåëà â ñûâîðîòêå êðîâè, â ñâîþ î÷åðåäü, äîëæíû ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ÷ðåçâû÷àéíî
íèçêèõ êîíöåíòðàöè õ àíòèòåëà â ìîçãå âñëåäñòâèå îãðàíè÷åííîãî ïðîíèêíîâåíè  àíòèòåëà
÷åðåç ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêèé áàðüåð. Íåîæèäàííî, îäíàêî, ýòî âñå æå ïðèâåëî â
ðåçóëüòàòå êàê ê íàáëþäàåìîé íåéðîïðîòåêöèè, òàê è óñèëåííîìó ôóíêöèîíàëüíîìó
âîññòàíîâëåíèþ. Àíòè-MAG àíòèòåëà òàêæå ìîãóò áûòü ïîòåíöèàëüíî èñïîëüçîâàíû â
ëå÷åíèè äðóãèõ íåâðîëîãè÷åñêèõ ðàññòðîéñòâ, ïðè êîòîðûõ î÷åâèäíî ðàçðóøåíèå êëåòîê
è/èëè íåðâíûõ âîëîêîí, òàêèõ êàê ïîâðåæäåíèå ñïèííîãî ìîçãà, òðàâìà ãîëîâíîãî ìîçãà,
ïåðèôåðè÷åñêà  íåâðîïàòè , áîëåçíü Àëüöãåéìåðà, ëîáíî-âèñî÷íûå äåìåíöèè
(òàóîïàòèè), áîëåçíü Ïàðêèíñîíà, áîëåçíü Ãåíòèíãòîíà è ðàññå ííûé ñêëåðîç. Â
ñëåäóþùèõ ïðèìåðàõ CDR õèìåðíûõ è ãóìàíèçèðîâàííûõ àíòèòåë, îïèñàííûõ çäåñü,
ïðåäñòàâë þò ñîáîé CDR àíòèòåëà Ïðèìåðà 1.

Ïðèìåð 2 - Õèìåðíîå àíòèòåëî
Èçìåíåííûå àíòèòåëà âêëþ÷àþò õèìåðíûå àíòèòåëà, êîòîðûå ñîäåðæàò âàðèàáåëüíûå

îáëàñòè, ïðîèñõîä ùèå îò îäíèõ âèäîâ, ñâ çàííûå ñ êîíñòàíòíûìè îáëàñò ìè èç äðóãèõ
âèäîâ. Ïðèìåðû öåïåé ìûøèíî-÷åëîâå÷åñêîãî õèìåðíîãî àíòè-MAG èììóíîãëîáóëèíà ïî
èçîáðåòåíèþ ïðåäñòàâëåíû íà Ôèã.1, 2 è 3. Ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ìûøèíî-÷åëîâå÷åñêèå
õèìåðû ñ èñïîëüçîâàíèåì êîíñòàíòíûõ îáëàñòåé ÷åëîâå÷åñêèõ IgG1, IgG2, IgG3, IgG4,
IgA, IgE, IgM, IgD, à òàêæå õèìåðû, â êîòîðûõ ìûøèíûå âàðèàáåëüíûå îáëàñòè íàõîä òñ 
â àññîöèèàöèè ñ êîíñòàíòíûìè îáëàñò ìè ò æåëûõ èëè ëåãêèõ öåïåé âèäîâ, îòëè÷íûõ îò
÷åëîâåêà.

Íà Ôèã.1 (Seq ID No. 27) ïðåäñòàâëåíà àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü õèìåðíîé
èììóíîãëîáóëèíîâîé ò æåëîé öåïè, â êîòîðîé âàðèàáåëüíà  îáëàñòü ìûøèíîé àíòè-MAG
ò æåëîé öåïè àññîöèèðîâàíà ñ ôóíêöèîíàëüíîé ñèãíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
ñåêðåöèè èììóíîãëîáóëèíà è ñ èçìåíåííîé ôîðìîé êîíñòàíòíîé îáëàñòè ÷åëîâå÷åñêîãî
IgG1, ãäå Kabat îñòàòêè 248 è 250 èçìåíåíû íà àëàíèí, ÷òîáû áëîêèðîâàòü ýôôåêòîðíûå
ôóíêöèè ñâ çûâàíè  ñ FcγRI è áåëêîì êîìïëåìåíòà C1q (Duncan, A. R. and Winter, G.
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Localization of the C1q binding site on antibodies by surface scanning. Nature 332,
738-740, 1988. Duncan, A. R., Woolf, J. M., Partridge, L. J., Burton, D. R. and
Winter, G. Localisation of the binding site for human FcRt on IgG. Nature 332, 563-
564, 1988). Òàêèå ìóòàöèè, âîçìîæíî, îñóùåñòâë þò äë  òîãî, ÷òîáû íàñòðîèòü ñâîéñòâà
èçìåíåííîãî àíòèòåëà íà äîñòèæåíèå êîíêðåòíîãî òåðàïåâòè÷åñêîãî ýôôåêòà - íàïðèìåð
ñâ çûâàíè  ñ àíòèãåíîì è áëîêèðîâàíè  åãî ôóíêöèè áåç àêòèâàöèè ëèòè÷åñêèõ
ýôôåêòîðíûõ ìåõàíèçìîâ.

Íà Ôèã.2 (Seq ID No. 28) ïðåäñòàâëåíà àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ëåãêîé öåïè
õèìåðíîãî èììóíîãëîáóëèíà, â êîòîðîé âàðèàáåëüíà  îáëàñòü ìûøèíîé àíòè-MAG ëåãêîé
öåïè àññîöèèðîâàíà ñ ôóíêöèîíàëüíîé ñèãíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ñåêðåöèè
èììóíîãëîáóëèíà è ñ ÷åëîâå÷åñêîé êîíñòàíòíîé îáëàñòüþ êàïïà.

Àíàëîãè÷íî, àíòè-MAG âàðèàáåëüíûå îáëàñòè ìîãóò áûòü àññîöèèðîâàíû ñ
êîíñòàíòíûìè îáëàñò ìè èììóíîãëîáóëèíà, êîòîðûå ëèøåíû ìóòàöèé, áëîêèðóþùèõ
ýôôåêòîðíûå ôóíêöèè. Íà Ôèã.3 (Seq ID No. 29) ïðåäñòàâëåíà àìèíîêèñëîòíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ò æåëîé öåïè õèìåðíîãî èììóíîãëîáóëèíà, ãäå âàðèàáåëüíà  îáëàñòü
ò æåëîé öåïè ìûøèíîãî àíòè-MAG àíòèòåëà àññîöèèðîâàíà ñ ôóíêöèîíàëüíîé ñèãíàëüíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ñåêðåöèè èììóíîãëîáóëèíà è ñ ôîðìîé äèêîãî òèïà êîíñòàíòíîé
îáëàñòè ÷åëîâå÷åñêîãî IgG1.

Ñîãëàñíî èíôîðìàöèè, ïðåäñòàâëåííîé íà Ôèã.1-3, âñòàâêè êÄÍÊ, êîäèðóþùèå ýòè
õèìåðíûå öåïè, ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè,
õîðîøî èçâåñòíûìè ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè. Â êðàòêîì èçëîæåíèè,
ãåíåòè÷åñêèé êîä èñïîëüçóåòñ  äë  èäåíòèôèêàöèè íóêëåîòèäíûõ êîäîíîâ, êîäèðóþùèõ
æåëàòåëüíûå àìèíîêèñëîòû, ñîçäàâà  âèðòóàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êÄÍÊ,
êîäèðóþùóþ õèìåðíûé áåëîê. Åñëè æåëàòåëüíî, ÷òîáû êÄÍÊ âñòàâêà ýêñïðåññèðîâàëàñü â
êîíêðåòíîì îðãàíèçìå, òî ìîãóò áûòü âûáðàíû èìåþùèå îñîáåííûå ïðåèìóùåñòâà êîäîíû
â ñîîòâåòñòâèè ñ èçâåñòíûìè ìíåíè ìè ïî èñïîëüçîâàíèþ êîäîíîâ. Çàòåì ñèíòåçèðóþò
æåëàòåëüíóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîñðåäñòâîì ÐÑÐ (ïîëèìåðàçíà  öåïíà 
ðåàêöè ) àìïëèôèêàöèè ìàòðèöû, ñîäåðæàùåé ïåðåêðûâàþùèåñ  ñèíòåòè÷åñêèå
îëèãîíóêëåîòèäû, êîòîðûå ïðè ñáëèæåíèè ïðåäñòàâë þò ñîáîé æåëàòåëüíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Ïîëó÷åííûé â ðåçóëüòàòå ïðîäóêò òàêæå ìîæåò áûòü ìîäèôèöèðîâàí
ïîñðåäñòâîì PCR èëè ìóòàãåíåçà ñ ïðèñîåäèíåíèåì ñàéòîâ ðåñòðèêöèè äë  îáëåã÷åíè 
êëîíèðîâàíè  â ïîäõîä ùóþ ïëàçìèäó äë  ýêñïðåññèè èëè äîïîëíèòåëüíûõ ìàíèïóë öèé.

Ïðèìåð 3 - Õèìåðíîå àíòèòåëî ñâ çûâàåòñ  ñ êðûñèíûì MAG â ELISA
Õèìåðíîå àíòè-MAG àíòèòåëî, ñîäåðæàùåå CDR ëåãêîé è ò æåëîé öåïåé ïî äàííîìó

èçîáðåòåíèþ, ïîëó÷àëè ïóòåì âðåìåííîé òðàíñôåêöèè ÑÍÎ êëåòîê. Äë  ýòîãî
èñïîëüçîâàëè ðåàêòèâ äë  òðàíñôåêöèè Transfast (Promega; E2431), è òðàíñôåêöèè
îñóùåñòâë ëè â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè ïðîèçâîäèòåëåé. Â êðàòêîì èçëîæåíèè,
ïðèáëèçèòåëüíî 106 ÑÍÎ êëåòîê âíîñèëè â êàæäóþ ëóíêó 6-ëóíî÷íûõ êóëüòóðàëüíûõ
ïëàíøåòîâ. Íà ñëåäóþùèå ñóòêè ÄÍÊ âåêòîðà ýêñïðåññèè ìëåêîïèòàþùåãî, êîäèðóþùóþ
ñîîòâåòñòâóþùóþ ò æåëóþ èëè ëåãêóþ öåïü, ñìåøèâàëè â îòíîøåíèè 1:1 (5 ìêã ÄÍÊ âñåãî)
â ñðåäå (Optimeml ñ Glutamax; Gibco #51985-026). Äîáàâë ëè ðåàêòèâ äë  òðàíñôåêöèè
Transfast è ðàñòâîð ïåðåíîñèëè â ëóíêè ñ êîíôëþýíòíûìè ñëî ìè êëåòîê. ×åðåç 1 ÷ ïðè
37°Ñ â èíêóáàòîðå äë  êëåòîê ñìåñü ÄÍÊ/Transfast ïîêðûâàëè 2 ìë ñðåäû Optimam è
îñòàâë ëè â èíêóáàòîðå íà 48-72 ÷. Ñóïåðíàòàíòû ñîáèðàëè, î÷èùàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì
è ïðîïóñêàëè ÷åðåç ôèëüòðû 0,2 ìêì. Êîíöåíòðàöèþ àíòèòåë â ñóïåðíàòàíòå ÑÍÎ
êëåòî÷íîé êóëüòóðû îïðåäåë ëè ïîñðåäñòâîì ELISA è îöåíèâàåìà  êîíöåíòðàöè 
ñîñòàâë ëà 0,5 ìêã/ìë. Äë  ñâ çûâàíè  MAG èñïîëüçîâàëè èìåþùèåñ  â ïðîäàæå
êðûñèíûé MAG-Fc. Áëàãîäàð  ñëè íèþ ñ ÷åëîâå÷åñêèì Fc, õèìåðíûå àíòèòåëà íåëüç 
îáíàðóæèòü, èñïîëüçó  âòîðè÷íûå àíòèòåëà ïðîòèâ ÷åëîâå÷åñêîãî IgG. Âìåñòî ýòîãî
èñïîëüçîâàëè ñïåöèôè÷íîå àíòèòåëî ïðîòèâ ÷åëîâå÷åñêîé ëåãêîé öåïè êàïïà. Íà Ôèã.4
ïîêàçàíî, ÷òî ýòî õèìåðíîå àíòèòåëî ñâ çûâàåòñ  ñ MAG äàæå â ðàçâåäåíèè 1/64.
Íåðîäñòâåííîå ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî è êóëüòóðàëüíûé ñóïåðíàòàíò ëîæíî-
òðàíñôåöèðîâàííûõ êëåòîê íå ïîïîæäàëè êàêîãî-ëèáî ñèãíàëà â ýòîì àíàëèçå.
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Ìåòîäèêà:
Ìèêðîòèòðàöèîííûå ïëàíøåòû ELISA (Nunc Maxisorp) ïîêðûâàëè 1 ìêã/ìë ñëèòûì

áåëêîì - êðûñèíûé MAG-Fc (R & D systems; 538-MG) â PBS (ôîñôàòíîì áóôåðíîì
ðàñòâîðå) ïðè 4°Ñ â òå÷åíèå íî÷è. Ïëàíøåòû äâàæäû ïðîìûâàëè PBS è çàòåì áëîêèðîâàëè
ñìåñüþ PBS/BSA (áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí) (1 ìàñ.%) â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå (RT). Êóëüòóðàëüíûå ñóïåðíàòàíòû âðåìåííî òðàíñôåöèðîâàííûõ ÑÍÎ
êëåòîê ïðîïóñêàëè ÷åðåç ôèëüòðû 0,2 ìêì è ïîñëåäîâàòåëüíî ðàçâîäèëè â ñìåñè PBS/BSA,
íà÷èíà  ñ íåðàçáàâëåííîãî ñóïåðíàòàíòà äî ðàçâåäåíè  1/64. Ðàçâåäåííûå îáðàçöû
îñòàâë ëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå íà 1 ÷. Ïëàíøåòû çàòåì òðèæäû ïðîìûâàëè ñìåñüþ
PBS/Tween 20 (0,1 îá.%). Îáíàðóæèâàþùåå àíòèòåëî ïðåäñòàâë ëî ñîáîé êîíúþãàò - êîçüå
àíòèòåëî ñïåöèôè÷íîå ïðîòèâ ëåãêîé öåïè êàïïà ÷åëîâåêà ñ ïåðîêñèäàçîé (Sigma A-7164),
ðàçáàâëåííûé 1/2000 â ñìåñè PBS/BSA. Îáíàðóæèâàþùåå àíòèòåëî èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è ïëàíøåòû ïðîìûâàëè, êàê îïèñàíî âûøå.
Ðàñòâîð ñóáñòðàòà äîáàâë ëè (Sigma Fast OPD Ð-9187) è èíêóáèðîâàëè äî ìîìåíòà
îáíàðóæåíè  ïîäõîä ùåãî ðàçâèòè  îêðàñêè è çàòåì îñòàíàâëèâàëè, èñïîëüçó  3
Ì H2SO4. Ðàçâèòèå îêðàñêè ñ÷èòûâàëè ïðè 490 íì.

Ïðèìåð 4 - Ãóìàíèçèðîâàííûå àíòèòåëà
Èçìåíåííûå àíòèòåëà âêëþ÷àþò ãóìàíèçèðîâàííûå àíòèòåëà, êîòîðûå ñîäåðæàò

ãóìàíèçèðîâàííûå âàðèàáåëüíûå îáëàñòè, ñâ çàííûå ñ ÷åëîâå÷åñêèìè êîíñòàíòíûìè
îáëàñò ìè. Ïðèìåðû öåïåé ãóìàíèçèðîâàííûõ àíòè-MAG èììóíîãëîáóëèíîâûõ öåïåé ïî
äàííîìó èçîáðåòåíèþ ïðåäñòàâëåíû íà Ôèã.5. Ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ãóìàíèçèðîâàííûå
àíòèòåëà ñ èñïîëüçîâàíèåì êîíñòàíòíûõ îáëàñòåé ÷åëîâå÷åñêîãî IgG1, IgG2, IgG3, IgG4,
IgA, IgE, IgM, IgD.

Íà Ôèã.5 (Seq ID No. 30) ïðåäñòàâëåí ïðèìåð àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ò æåëîé öåïè ãóìàíèçèðîâàííîãî èììóíîãëîáóëèíà, â êîòîðîé âàðèàáåëüíà  îáëàñòü
ãóìàíèçèðîâàííîé àíòè-MAG ò æåëîé öåïè àññîöèèðîâàíà ñ ôóíêöèîíàëüíîé ñèãíàëüíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ äë  ñåêðåöèè èììóíîãëîáóëèíà, è ñ èçìåíåííîé ôîðìîé
êîíñòàíòíîé îáëàñòè ÷åëîâå÷åñêîãî IgG1, ãäå Kabat îñòàòêè 248 è 250 èçìåíåíû íà
àëàíèí äë  òîãî, ÷òîáû áëîêèðîâàòü ýôôåêòîðíûå ôóíêöèè ñâ çûâàíè  ñ FcγRI è áåëêîì
êîìïëåìåíòà C1q (Duncan, A. R. and Winter, G. Localization of the C1q binding site on
antibodies by surface scanning. Nature 332, 738-740, 1988. Duncan, A. R., Woolf, J.
Ì., Partridge, L. J., Burton, D. R. and Winter, G. Localisation of the binding site
for human FcRt on IgG. Nature 332, 563-564, 1988). Òàêèå ìóòàöèè âîçìîæíî ïîëó÷àþò
äë  òîãî, ÷òîáû íàñòðîèòü ñâîéñòâà èçìåíåííîãî àíòèòåëà íà äîñòèæåíèå êîíêðåòíîãî
òåðàïåâòè÷åñêîãî ýôôåêòà - íàïðèìåð ñâ çûâàíè  ñ àíòèãåíîì è áëîêèðîâàíè  åãî
ôóíêöèè áåç àêòèâàöèè ëèòè÷åñêèõ ýôôåêòîðíûõ ìåõàíèçìîâ.

Íà Ôèã.5 (Seq ID No. 31) òàêæå ïðåäñòàâëåí ïðèìåð àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ëåãêîé öåïè ãóìàíèçèðîâàííîãî èììóíîãëîáóëèíà, ãäå âàðèàáåëüíà 
îáëàñòü ãóìàíèçèðîâàííîé àíòè-MAG ëåãêîé öåïè àññîöèèðîâàíà ñ ôóíêöèîíàëüíîé
ñèãíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ñåêðåöèè èììóíîãëîáóëèíà è ñ ÷åëîâå÷åñêîé
êîíñòàíòíîé îáëàñòüþ êàïïà.

Àíàëîãè÷íî àíòè-MAG âàðèàáåëüíûå îáëàñòè ìîãóò áûòü àññîöèèðîâàíû ñ
êîíñòàíòíûìè îáëàñò ìè èììóíîãëîáóëèíà, êîòîðûå ëèøåíû ìóòàöèé, áëîêèðóþùèõ
ýôôåêòîðíûå ôóíêöèè. Íà Ôèã.5 (Seq ID No. 32) ïðåäñòàâëåíà àìèíîêèñëîòíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ò æåëîé öåïè ãóìàíèçèðîâàííîãî èììóíîãëîáóëèíà, ãäå âàðèàáåëüíà 
îáëàñòü àíòè-MAG ò æåëîé öåïè àññîöèèðîâàíà ñ ôóíêöèîíàëüíîé ñèãíàëüíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ñåêðåöèè èììóíîãëîáóëèíà è ñ êîíñòàíòíîé îáëàñòüþ ôîðìû äèêîãî
òèïà ÷åëîâå÷åñêîãî IgG1.

Ñîãëàñíî èíôîðìàöèè, ïðåäñòàâëåííîé íà Ôèã.5, âñòàâêè êÄÍÊ, êîäèðóþùèå ýòè
ãóìàíèçèðîâàííûå öåïè, ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè ìîëåêóë ðíîé
áèîëîãèè, õîðîøî èçâåñòíûìè ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè. Â êðàòêîì
èçëîæåíèè, ãåíåòè÷åñêèé êîä èñïîëüçóåòñ  äë  èäåíòèôèêàöèè íóêëåîòèäíûõ êîäîíîâ,
êîäèðóþùèõ æåëàòåëüíûå àìèíîêèñëîòû, ñîçäàâà  âèðòóàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
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êÄÍÊ, êîäèðóþùóþ áåëîê. Åñëè æåëàòåëüíî, ÷òîáû âñòàâêà êÄÍÊ ýêñïðåññèðîâàëàñü â
êîíêðåòíîì îðãàíèçìå, òî ìîãóò áûòü âûáðàíû êîäîíû, èìåþùèå îñîáåííûå
ïðåèìóùåñòâà, â ñîîòâåòñòâèè ñ èçâåñòíûìè ìíåíè ìè ïî èñïîëüçîâàíèþ êîäîíîâ. Çàòåì
ñèíòåçèðóþò æåëàòåëüíóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîñðåäñòâîì PCR
àìïëèôèêàöèè ìàòðèöû, ñîäåðæàùåé ïåðåêðûâàþùèåñ  ñèíòåòè÷åñêèå îëèãîíóêëåîòèäû,
êîòîðûå ïðè ñáëèæåíèè ïðåäñòàâë þò ñîáîé æåëàòåëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.
Ïîëó÷åííûé â ðåçóëüòàòå ïðîäóêò òàêæå ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü ïîñðåäñòâîì PCR èëè
ìóòàãåíåçà äë  ïðèñîåäèíåíè  ñàéòîâ ðåñòðèêöèè, ÷òîáû îáëåã÷èòü êëîíèðîâàíèå â
ïîäõîä ùóþ ïëàçìèäó äë  ýêñïðåññèè èëè äîïîëíèòåëüíûõ ìàíèïóë öèé.

Ïðèìåð 5 - Ãóìàíèçèðîâàííûå àíòè-MAG àíòèòåëà ñâ çûâàþòñ  ñ êðûñèíûì è
÷åëîâå÷åñêèì MAG â ELISA

1) Ïð ìîå ñâ çûâàíèå ELISA ñ êðûñèíûì MAG-Fc ñëèòûì áåëêîì íîðìàëèçîâàííûõ
êîëè÷åñòâ êóëüòóðàëüíûõ ñóïåðíàòàíòîâ 9-òè ãóìàíèçèðîâàííûõ êîìáèíàöèé ò æåëûõ è
ëåãêèõ öåïåé

Ãóìàíèçèðîâàííûå àíòè-MAG àíòèòåëà, ñîäåðæàùèå CDR ëåãêèõ è ò æåëûõ öåïåé ïî
èçîáðåòåíèþ, ïîëó÷àëè ïîñðåäñòâîì âðåìåííîé òðàíñôåêöèè ÑÍÎ êëåòîê. Äë  ýòîãî
èñïîëüçîâàëè ðåàêòèâ äë  òðàíñôåêöèè Transfast (Promega; E2431), è òðàíñôåêöèè
îñóùåñòâë ëè â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè ïðîèçâîäèòåëåé. Â êðàòêîì èçëîæåíèè
ïðèáëèçèòåëüíî 106 ÑÍÎ êëåòîê âíîñèëè â êàæäóþ ëóíêó 6-ëóíî÷íûõ êóëüòóðàëüíûõ
ïëàíøåòîâ. Íà ñëåäóþùèå ñóòêè ÄÍÊ âåêòîðà ýêñïðåññèè ìëåêîïèòàþùåãî, êîäèðóþùóþ
ïîäõîä ùóþ ò æåëóþ èëè ëåãêóþ öåïü, ñìåøèâàëè â ñîîòíîøåíèè 1:1 (5 ìêã ÄÍÊ âñåãî) â
ñðåäå (Optimeml ñ Glutamax; Gibco #51985-026). Äîáàâë ëè ðåàêòèâ äë  òðàíñôåêöèè
Transfast è ðàñòâîð ïåðåíîñèëè â ëóíêè ñ êîíôëþýíòíûìè ñëî ìè êëåòîê. ×åðåç 1 ÷ ïðè
37°Ñ â èíêóáàòîðå äë  êëåòîê ñìåñü ÄÍÊ/Ò ransfast ïîêðûâàëè 2 ìë ñðåäû Optimam è
îñòàâë ëè â èêóáàòîðå íà 48-72 ÷. Ñóïåðíàòàíòû ñîáèðàëè, î÷èùàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì
è ïðîïóñêàëè ÷åðåç ôèëüòðû 0,2 ìêì. 9 êîìáèíàöèé ò æåëûõ è ëåãêèõ âàðèàáåëüíûõ öåïåé
ïîëó÷àëè èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïðåäñòàâëåííûõ â ïðèâåäåííîé íèæå òàáëèöå, è
êîíñòàíòíûå îáëàñòè ò æåëîé öåïè IgG1 áûëè ôóíêöèîíàëüíû ïî îòíîøåíèþ ê Sed ID.

Seq ID ¹ (V-îáëàñòè) Îïèñàíèå Àëüòåðíàòèâíîå íàçâàíèå

13 Ãóìàíèçèðîâàííà  Vh BVh1

14 Ãóìàíèçèðîâàííà  Vh BVh2

15 Ãóìàíèçèðîâàííà  Vh BVh3

16 Ãóìàíèçèðîâàííà  VI CVI1

17 Ãóìàíèçèðîâàííà  VI CVI2

18 Ãóìàíèçèðîâàííà  VI CVI3

19 Ãóìàíèçèðîâàííà  VI CVI4

Êîíöåíòðàöèþ àíòèòåë îïðåäåë ëè ïîñðåäñòâîì ELISA, è êîëè÷åñòâà ñóïåðíàòàíòîâ,
èñïîëüçóåìûõ â àíàëèçå, íîðìàëèçîâàëè ê èñõîäíîé êîíöåíòðàöèè 250 èëè 500 íã/ìë (â
çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà). Â êà÷åñòâå àíòèãåíà
èñïîëüçîâàëè èìåþùèéñ  â ïðîäàæå êðûñèíûé MAG-Fc (R&D Systems; 538-MG). Áëàãîäàð 
ñëè íèþ ýòîãî àíòèãåíà ñ ÷åëîâå÷åñêèì Fc ñâ çàííûå õèìåðíûå àíòèòåëà íåëüç  áûëî
îáíàðóæèòü, èñïîëüçó  îáû÷íûå âòîðè÷íûå àíòèòåëà ïðîòèâ ÷åëîâå÷åñêîãî IgG. Âìåñòî
ýòîãî èñïîëüçîâàëè ñïåöèôè÷íîå àíòèòåëî ïðîòèâ ÷åëîâå÷åñêîé ëåãêîé öåïè êàïïà. Íà
Ôèã.6 ïîêàçàíî, ÷òî âñå 9 ãóìàíèçèðîâàííûå àíòèòåëà, èñïûòàííûå çäåñü, ñâ çûâàëèñü ñ
êðûñèíûì MAG ñ î÷åíü ïîõîæèìè êðèâûìè ñâ çûâàíè  äî ïðèáëèçèòåëüíî 4 íã/ìë.
Èñïîëüçóåìîå äë  ñðàâíåíè  õèìåðíîå àíòèòåëî äåìîíñòðèðîâàëî õàðàêòåðèñòèêè
ñâ çûâàíè , êîòîðûå ïîïàäàëè â ãðóïïó èñïûòàííûõ çäåñü ãóìàíèçèðîâàííûõ àíòèòåë.
Õîò  è íåáåçóñëîâíî, ýòî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî àôôèííîñòè èñïûòàííûõ
çäåñü ãóìàíèçèðîâàííûõ àíòèòåë îêàçûâàëèñü î÷åíü áëèçêî ê äèàïàçîíó àôôèííîñòè
èñïîëüçóåìîãî çäåñü äë  ñðàâíåíè  íåãóìàíèçèðîâàííîãî õèìåðíîãî àíòèòåëà.

Ìåòîäèêà:
96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû Nunc Maxisorp ïîêðûâàëè íà íî÷ü ïðè 4°Ñ ñëèòûì áåëêîì -

êðûñèíûé MAG-Fc (1 ìêã/ìë; R & D systems; 538-MG) â PBS. Ïëàíøåòû äâàæäû ïðîìûâàëè

Ñòðàíèöà: 29

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 303 461 C2

PBS, ñîäåðæàùèì Tween 20 (0,1 îá.%; PBST), è áëîêèðîâàëè PBS, ñîäåðæàùèì BSA (1
ìàñ./îá.%) â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (RT). Ðàçëè÷íûå êîëè÷åñòâà
êóëüòóðàëüíûõ ñóïåðíàòàíòîâ ïîñëåäîâàòåëüíî ðàçâîäèëè â áëîêèðóþùåì áóôåðå è
äîáàâë ëè ê áëîêèðîâàííûì ëóíêàì, íà÷èíà  ñ ïðèáëèçèòåëüíî 500 èëè 250 íã/ìë.
Êîíöåíòðàöèè àíòèòåë â ñóïåðíàòàíòàõ áûëè îñíîâàíû íà íåçàâèñèìûõ àíàëèçàõ,
îöåíèâàþùèõ êîëè÷åñòâî ãóìàíèçèðîâàííîãî àíòèòåëà, ïðèñóòñòâóþùåãî â êàæäîì
êóëüòóðàëüíîì ñóïåðíàòàíòå. Äë  ñðàâíåíè  òàêæå áûëî âêëþ÷åíî õèìåðíîå ìûøèíî-
÷åëîâå÷åñêîå (íåãóìàíèçèðîâàííîå) àíòèòåëî. Îáðàçöû àíòèòåë èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1
÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è çàòåì ïëàíøåòû 3 ðàçà ïðîìûâàëè PBST. Äîáàâë ëè
âòîðè÷íîå àíòèòåëî (êîíúþãàò ñïåöèôè÷íîãî êîçüåãî àíòèòåëà ïðîòèâ ÷åëîâå÷åñêîé ëåãêîé
öåïè ñ ïåðîêñèäàçîé; Sigma A-7164), ðàçáàâëåííîå 1/5000 â áëîêèðóþùåì áóôåðå, è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ëóíêè ïðîìûâàëè òðè ðàçà, êàê
îïèñàíî âûøå, è ñâ çûâàíèå îáíàðóæèâàëè ïîñðåäñòâîì äîáàâëåíè  ñóáñòðàòà (òàáëåòêè
OPD (îðòî-ôåíèëåíäèàìèíà äèãèäðîõëîðèäà), ðàñòâîðåííûå â ñîîòâåòñòâèè ñ óêàçàíè ìè;
Sigma P-9187). Ñëåäèëè çà ðàçâèòèåì îêðàñêè è ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè, èñïîëüçó 
3Ì H2SO4. Ðàçâèòèå îêðàñêè ñ÷èòûâàëè ïðè äëèíå âîëíû 490 íì.

2) Ïð ìîå ñâ çûâàíèå ELISA ñ êðûñèíûì MAG-Fc ñëèòûì áåëêîì äâóõ î÷èùåííûõ
êîìáèíàöèé ò æåëîé-ëåãêîé öåïåé ãóìàíèçèðîâàííîãî àíòè-MAG àíòèòåëà

Äâà ãóìàíèçèðîâàííûõ àíòèòåëà, ñîñòî ùèõ èç êîìáèíàöèé âàðèàáåëüíûõ îáëàñòåé
ò æåëûõ è ëåãêèõ öåïåé BVh1/CVI1 è BVh3/CVI3 (Òàáëèöà, Ôèã.5) è ìóòàíòíîé êîíñòàíòíîé
îáëàñòè IgG1, ïðèìåð êîòîðûõ ïðåäñòàâëåí â âèäå SEQ ID No: 30 (ïðåäñòàâë åò ñîáîé
BVh1/CVI1 ìóòàíòíûé IgG1, ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè ìîæåò ëåãêî ïîëó÷èòü
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  BVh3/CVI3 ýêâèâàëåíòà), ïîëó÷àëè ïîñðåäñòâîì óâåëè÷åííîé â
ìàñøòàáå âåðñèè âðåìåííîé òðàíñôåêöèè, îïèñàííîé â Ïðèìåðå 3, è î÷èùàëè, èñïîëüçó 
àôôèííóþ õðîìàòîãðàôèþ ñ áåëêîì À. Âåùåñòâî î÷èùåííûõ àíòèòåë äèàëèçîâàëè ïðîòèâ
PBS è êîíöåíòðàöèþ îïðåäåë ëè ïóòåì ñ÷èòûâàíè  OD280 (îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðè
äëèíå âîëíû 280 íì). Êîíöåíòðàöèè àíòèòåë äîâîäèëè äî 5000 íã/ìë è èñïîëüçîâàëè â
êà÷åñòâå ïîñëåäîâàòåëüíûõ ðàçâåäåíèè â ELISA ñâ çûâàíèè êðûñèíîãî MMAG-Fc. Íà Ôèã.7
ïîêàçàíî, ÷òî î÷èùåííîå âåùåñòâî àíòèòåë ñâ çûâàåòñ  ñ êðûñèíûì MAG-Fc è ÷òî îáå
êîìáèíàöèè âàðèàáåëüíûõ îáëàñòåé ò æåëûõ è ëåãêèõ öåïåé áûëè, èñïûòàííûå çäåñü,
î÷åíü ïîõîæè.

Ñïîñîá:
96-ëóíî÷íûå Nunc Maxisorp ïëàíøåòû ïîêðûâàëè íà íî÷ü ïðè 4°Ñ ñëèòûì áåëêîì -

êðûñèíûé MAG-Fc (2,5 ìêã/ìë; R & D systems; íîìåð ïî êàòàëîãó 538-MG) â PBS. Ïëàíøåòû
äâàæäû ïðîìûâàëè PBS, ñîäåðæàùèì Tween 20 (0,1% îá.; PBST), è áëîêèðîâàëè PBS,
ñîäåðæàùèì BSA (1 ìàñ./îá.%), â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (RT). Î÷èùåííîå
ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî äîâîäèëè äî èñõîäíîé êîíöåíòðàöèè 5 ìêã/ìë â áëîêèðóþùåì
áóôåðå è çàòåì ïîñëåäîâàòåëüíî ðàçâîäèëè. Îáðàçöû àíòèòåë èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, è çàòåì ïëàíøåòû òðè ðàçà ïðîìûâàëè PBST. Äîáàâë ëè
âòîðè÷íîå àíòèòåëî (êîíúþãàò ñïåöèôè÷íîãî êîçüåãî àíòèòåëà ïðîòèâ ÷åëîâå÷åñêîé ëåãêîé
öåïè è ïåðîêñèäàçû; Sigma A-7164), ðàçáàâëåííîå 1/5000 â áëîêèðóþùåì áóôåðå, è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ëóíêè òðèæäû ïðîìûâàëè, êàê
îïèñàíî âûøå, è ñâ çûâàíèå îáíàðóæèâàëè äîáàâëåíèåì ñóáñòðàòà (òàáëåòêè OPD,
ðàñòâîðåííûå â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè; Sigma P-9187). Ñëåäèëè çà ðàçâèòèåì
îêðàñêè, è ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè, èñïîëüçó  3Ì H2SO4. Ðàçâèòèå îêðàñêè ñ÷èòûâàëè ïðè
490 íì.

Ðåçóëüòàòû:
Î÷èùåííûå ãóìàíèçèðîâàííûå àíòèòåëà, êàê íå íåñóùèå, òàê è íåñóùèå ìóòàöèè â

êàðêàñå, äåìîíñòðèðîâàëè î÷åíü ïîõîæåå ñâ çûâàíèå ñ êðûñèíûì MAG. Ðåçóëüòàòû
ïðåäñòàâëåíû íà Ôèã.7.

3) Ñâ çûâàíèå ñ ÷åëîâå÷åñêèì MAG, ýêñïðåññèðóåìûì íà ÎÍÎ êëåòêàõ,
íîðìàëèçîâàííûõ êîëè÷åñòâ êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà äë  äâóõ ãóìàíèçèðîâàííûõ
êîìáèíàöèé ò æåëûõ è ëåãêèõ öåïåé
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Ãóìàíèçèðîâàííûå âàðèàáåëüíûå êîìáèíàöèè ò æåëîé è ëåãêîé öåïåé, àíàëîãè÷íûå
îïèñàííûì â Ïðèìåðå 5.2, òåñòèðîâàëè â âèäå î÷èùåííûõ ñóïåðíàòàíòîâ ïðîòèâ
÷åëîâå÷åñêîãî MAG, ýêñïðåññèðóåìîãî íà ïîâåðõíîñòè ÑÍÎ êëåòîê. Êîëè÷åñòâî
êóëüòóðàëüíîãî ñóïåðíàòàíòà, èñïîëüçóåìîãî äë  êàæäîãî àíòèòåëà, íîðìàëèçîâàëè íà
îñíîâàíèè íà êîíöåíòðàöèé àíòèòåë, îïðåäåëåííûõ ELISA. Äë  ýòîãî 96-ëóíî÷íûå
ïëàíøåòû (Nunc Maxisorp) ïîêðûâàëè íà íî÷ü ïðè 4°Ñ êîçüèìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ
÷åëîâå÷åñêîé IgG (ãàììà) öåïè (Sigma I-3382; â áèêàðáîíàòíîì áóôåðå ðÍ 9,6; 2
ìêã/ìë). Íà ñëåäóþùèå ñóòêè ïëàíøåòû äâàæäû ïðîìûâàëè ïðîìûâî÷íûì áóôåðîì (PBST)
è áëîêèðîâàëè äîáàâëåíèåì ïî ìåíüøåé ìåðå 75 ìêë áëîêèðóþùåãî áóôåðà (PBS,
ñîäåðæàùåãî 1 ìàñ./îá.% BSA) â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ðàñòâîð ñ
îáðàçöàìè àíòèòåë ïîñëåäîâàòåëüíî ðàçâîäèëè â áëîêèðóþùåì áóôåðå (ïåðâîå
ðàçâåäåíèå - íåðàçâåäåí èëè ðàçâåäåí âäâîå) â äâóõ ïàððàëåë õ. Ñòàíäàðò Ab
ïðåäñòàâë ë ñîáîé î÷èùåííîå ãóìàíèçèðîâàííîå IgG1 àíòèòåëî, èìåþùåå íåðîäñòâåííóþ
ñïåöèôè÷íîñòü è èçâåñòíóþ êîíöåíòðàöèþ. Ñòàíäàðòíûé ðàñòâîð òàêæå ïîñëåäîâàòåëüíî
ðàçâîäèëè íà ïëàíøåòå íà÷èíà  ñ 500 íã/ìë. Ðàñòâîðû àíòèòåë èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1
÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïëàíøåòû ïðîìûâàëè òðè ðàçà, êàê îïèñàíî âûøå, è çàòåì
èíêóáèðîâàëè ñ êîíúþãàòîì ñïåöèôè÷íîãî (ñâîáîäíîãî è ñâ çàííîãî) êîçüåãî àíòèòåëà
ïðîòèâ ÷åëîâå÷åñêîé ëåãêîé (êàïïà) öåïè è ïåðîêñèäàçû; Sigma À-7164), ðàçáàâëåííûì
1/5000 â áëîêèðóþùåì áóôåðå, â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïëàíøåòû ñíîâà
ïðîìûâàëè òðè ðàçà, êàê îïèñàíî âûøå, è èíêóáèðîâàëè ñ ðàñòâîðîì ñóáñòðàòà (òàáëåòêè
OPD; Sigma P-9187) äî ðàçâèòè  ñèëüíîé îêðàñêè. Ðàçâèòèå îêðàñêè îñòàíàâëèâàëè
äîáàâëåíèåì 25 ìêë 3 Ì H2SO4, è ïëàíøåòû ñ÷èòûâàëè ïðè 490 íì.

Íà Ôèã.8 ïîêàçàíî, ÷òî îáà èñïûòàííûå çäåñü àíòèòåëà ðàñïîçíàþò ÷åëîâå÷åñêèé MAG è
î÷åíü áëèçêè ïî ñâîèì ñâ çûâàþùèì õàðàêòåðèñòèêàì. ÑÍÎ/- ïðåäñòàâë åò ñîáîé
îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü ÑÍÎ êëåòîê, ó êîòîðûõ íå ýêñïðåññèðóåòñ  MAG.

Ñïîñîá Eu-ELISA íà îñíîâå êëåòîê
96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû (Costar 3595) çàïîëí ëè 100 ìêë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè/ëóíêó

(ñìîòðè â ïðèâåäåííîé íèæå òàáëèöå ðåêîìåíäóåìîå êîëè÷åñòâî êëåòîê äë  ïðîâåäåíè 
àíàëèçà íà 1, 2, 3 èëè 4 ñóòêè).

Ñóòêè Êîëè÷åñòâî êëåòîê/ìë

1 3×105

2 1×105

3 5×105

4 1×104

Êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó óäàë ëè è ïëàíøåòû áëîêèðîâàëè DMEM (ñðåäà Èãëà â
ìîäèôèêàöèè Äóëáåêêî) / F12 (Sigma D6421), ñîäåðæàùåé FCS (ôåòàëüíóþ òåë ÷üþ
ñûâîðîòêó) (10%), BSA (1%), NaN3 (1%, áëîêèðóþùèé áóôåð) â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì áëîêèðóþùèé ðàñòâîð óäàë ëè, è äîáàâë ëè îáðàçåö (â
áëîêèðóþùåì áóôåðå 50 ìêë/ëóíêó). Îáðàçöû èíêóáèðîâàëè ïðè 4°Ñ â òå÷åíèå 1 ÷.
Ïëàíøåòû çàòåì ïðîìûâàëè òðè ðàçà PBS, èñïîëüçó  àïïàðàò äë  ïðîìûâêè ïëàíøåòîâ
Skatron. Ïîñëå ïðîìûâàíè  êëåòêè ôèêñèðîâàëè 0,5%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì
(ðàçáàâëåííûì â PBS) â òå÷åíèå 20 ìèíóò ïðè 4°Ñ è ñíîâà ïðîìûâàëè, êàê îïèñàíî âûøå.
Äîáàâë ëè 50 ìêë/ëóíêó âòîðè÷íîãî àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííîãî ñ åâðîïèåì,
ðàçáàâëåííîãî â åâðîïèåâîì áóôåðå (50 ìÌ Tris-îñíîâàíè , 150 ìÌ NaCl, 0,5% BSA, 0,1
ã/ë Tween 20, 7,86 ìã/ë DTPA (äèýòèëåíòðèàìèíïåíòàóêñóñíîé êèñëîòû) ïðè ðÍ 7,3) è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 4°Ñ.

Ïëàíøåòû ïðîìûâàëè, êàê îïèñàíî âûøå, è äîáàâë ëè 200 ìêë óñèëèâàþùåãî ðàñòâîðà
Delphia/ëóíêó. Ðàñòâîð èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 5-10 ìèíóò.
Ëóíêè ñ÷èòûâàëè â òå÷åíèå 24 ÷àñîâ íà àïïàðàòå Victor.

4) Êîíêóðåíòíûé ELISA äë  ñâ çûâàíè  ñ êðûñèíûì MAG-Fc ñëèòûì áåëêîì äâóõ
î÷èùåííûõ ãóìàíèçèðîâàííûõ àíòèòåë è íåãóìàíèçèðîâàííîãî ìûøèíîãî ìîíîêëîíàëüíîãî
àíòèòåëà
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96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû Nunc Maxisorp ïîêðûâàëè íà íî÷ü ïðè 4°Ñ êðûñèíûì MAG-Fc
ñëèòûì áåëêîì (2,5 ìêã/ìë; R&D systems; 538-MG) â PBS. Ïëàíøåòû äâàæäû ïðîìûâàëè
PBS, ñîäåðæàùèì Tween 20 (0,1 îá.%; PBST), è áëîêèðîâàëè PBS, ñîäåðæàùèì BSA (1
ìàñ./îá.%), â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (RT). Î÷èùåííîå ãóìàíèçèðîâàííîå
àíòèòåëî äîâîäèëè äî èñõîäíîé êîíöåíòðàöèè 200 íã/ìë è ñìåøèâàëè â ðàâíîì îáúåìå ñ
êîíêóðåíòíûìè ìîëåêóëàìè, ïðèãîòîâëåííûìè â áëîêèðóþùåì áóôåðå, â èíòåðâàëå îò
6000 äî 0 íã/ìë. Êîíêóðåíòû ïðåäñòàâë ëè ñîáîé èëè ïàðåíòåðàëüíîå ìûøèíîå
ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî (àíòè-MAG) èëè íåðîäñòâåííîå ìûøèíîå ìîíîêëîíàëüíîå
àíòèòåëî (INN1) â òåõ æå êîíöåíòðàöè õ (òîëüêî BVh1/CVI1). Ðàñòâîðû
àíòèòåëî/êîíêóðåíò èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è çàòåì
ïëàíøåòû ïðîìûâàëè òðè ðàçà PBST. Äîáàâë ëè âòîðè÷íîå àíòèòåëî (êîíúþãàò
ñïåöèôè÷íîãî êîçüåãî àíòèòåëà ïðîòèâ ÷åëîâå÷åñêîé ëåãêîé öåïè è ïåðîêñèäàçû; Sigma A-
7164), ðàçáàâëåííîå 1/5000 â áëîêèðóþùåì áóôåðå, è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ëóíêè òðèæäû ïðîìûâàëè, êàê îïèñàíî âûøå, è ñâ çûâàíèå
îáíàðóæèâàëè äîáàâëåíèåì ñóáñòðàòà (òàáëåòêè OPD, ðàñòâîðåííûå â ñîîòâåòñòâèè ñ
èíñòðóêöè ìè; Sigma P-9187). Ðàçâèòèå îêðàñêè èçìåð ëè ïðè 490 íì.

Ðåçóëüòàòû:
Ñ îáîèìè ïðåïàðàòàìè î÷èùåííîãî àíòèòåëà â ðàâíîé ñòåïåíè êîíêóðèðîâàëî èñõîäíîå

ìûøèíîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî, íî íå ìûøèíîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî, êîòîðîå
îáëàäàëî íåðîäñòâåííîé ñïåöèôè÷íîñòüþ - ñìîòðè Ôèã.9. Ýòî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî
èñõîäíîå ìûøèíîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî è ãóìàíèçèðîâàííûå àíòèòåëà,
èñïûòûâàåìûå çäåñü, âîçìîæíî, ðàñïîçíàþò îäèí è òîò æå ýïèòîï è, âîçìîæíî, îáëàäàþò
î÷åíü áëèçêèìè àôôèííîñò ìè ê êðûñèíîìó MAG.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ãóìàíèçèðîâàííîå àíòèòåëî èëè åãî ôóíêöèîíàëüíûé ôðàãìåíò, êîòîðûå

ñâ çûâàþòñ  ñ MAG (ìèåëèí-àññîöèèðîâàííûì ãëèêîïðîòåèíîì) è íåéòðàëèçóþò åãî è
êîòîðûå ñîäåðæàò âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè SEQ ID NO: 13 è âàðèàáåëüíóþ
îáëàñòü ëåãêîé öåïè SEQ ID NO: 16.

2. Àíòèòåëî ïî ï.1 äë  ëå÷åíè  íåâðîëîãè÷åñêîãî çàáîëåâàíè /ðàññòðîéñòâà,
âûáðàííîãî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç òðàâìàòè÷åñêîãî ïîâðåæäåíè  ãîëîâíîãî ìîçãà,
ïîâðåæäåíè  ñïèííîãî ìîçãà è ïåðèôåðè÷åñêîé íåâðîïàòèè.

3. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè , íåéòðàëèçóþùà  MAG, ñîäåðæàùà  àíòèòåëî ïî ï.1
âìåñòå ñ ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûì ðàçáàâèòåëåì èëè íîñèòåëåì.

4. Êîìïîçèöè  ïî ï.3 äë  ëå÷åíè  èëè ïðîôèëàêòèêè èíñóëüòà.
5. Êîìïîçèöè  ïî ï.4 â ôîðìå, ïîäõîä ùåé äë  âíóòðèâåííîãî ââåäåíè .
6. Êîìïîçèöè  ïî ï.3 äë  ëå÷åíè  äðóãîãî íåâðîëîãè÷åñêîãî çàáîëåâàíè /ðàññòðîéñòâà,

âûáðàííîãî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç òðàâìàòè÷åñêîãî ïîâðåæäåíè  ãîëîâíîãî ìîçãà,
ïîâðåæäåíè  ñïèííîãî ìîçãà è ïåðèôåðè÷åñêîé íåâðîïàòèè.
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