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(57) Ðåôåðàò:

Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê èììóíîëîãèè è
áèîòåõíîëîãèè è ìîæåò íàéòè ïðèìåíåíèå â
ìåäèöèíå. Â èçîáðåòåíèè îïèñûâàåòñ 
àíòèèäèîòèïè÷åñêîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî
(ìèìåîòåëî) èëè åãî ôðàãìåíò ê àíòèòåëó BSW17,
îêàçûâàþùåìó âîçäåéñòâèå íà ñâ çûâàíèå Ñ ε3-
îáëàñòè IgE ñ âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì IgE.
Àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïðåäñòàâëåíà â îïèñàíèè. Àíòèèäèîòèïè÷åñêîå

àíòèòåëî ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî â êà÷åñòâå
èíãðåäèåíòà ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè äë 
ëå÷åíè  áîëåçíåé, îïîñðåäóåìûõ IgE, à òàêæå â
ñîñòàâå âàêöèíû äë  ëå÷åíè  òàêèõ çàáîëåâàíèé.
Èñïîëüçîâàíèå èçîáðåòåíè  ïîçâîë åò
ïðåäîòâðàòèòü àëëåðãè÷åñêèå è âîñïàëèòåëüíûå
ðåàêöèè çà ñ÷åò èíãèáèðîâàíè  óïîì íóòûì
ìèìåîòåëîì âçàèìîäåéñòâèé Cε3-îáëàñòè IgE ñ
âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì IgE. 2 í. è 5 ç.ï. ô-
ëû, 19 èë., 4 òàáë.
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(57) Abstract: 

FIELD: immunology, biotechnology, medicine.
SUBSTANCE: invention relates to

antiidiotypical monoclonal antibody or fragment
thereof for BSW17 antibody effecting on LgE Cε3-
region bonding to high affinity LgE receptor.
Amino acid sequence is as described in
specification. antiidiotypical antibody is useful
as pharmaceutical composition ingredient for LgE-
mediated disease treatment. Invention make in
possible to prevent allergic disorders and
inflammations due to inhibiting interaction
between LgE Cε3-region with high affinity
receptor by claimed antibody.

EFFECT: new agent for allergic and

inflammation disorder treatment.
7 cl, 32 dwg, 5 tbl, 10 ex
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Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê àíòèèäèîòèïè÷åñêèì àíòèòåëàì. Îíî îòíîñèòñ  ê
èíãèáèðîâàíèþ âçàèìîäåéñòâèé, êîòîðûå îáû÷íî âûçûâàþò ñòèìóë öèþ òó÷íûõ êëåòîê è
áàçîôèëîâ, èíäóöèðîâàííóþ ñâ çûâàíèåì ñ êëåòêîé àëëåðãåíà, ñøèòîãî ñ IgE, ÷òî
ïðèâîäèò ê âûäåëåíèþ ãèñòàìèíà è äðóãèõ ìåäèàòîðîâ, à òàêæå ê ñèíòåçó de novo
öèòîêèíîâ, âîâëå÷åííûõ â ðåãóë öèþ àëëåðãè÷åñêèõ è âîñïàëèòåëüíûõ ðåàêöèé.
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê àíòèèäèîòèïè÷åñêèì àíòèòåëàì èëè ôðàãìåíòàì àíòèòåë,
êîòîðûå îêàçûâàþò âîçäåéñòâèå íà ñâ çûâàíèå Ñε 3-îáëàñòè IgE ñ ðåöåïòîðîì,
îáëàäàþùèì âûñîêîé àôôèííîñòüþ ê IgE (âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì IgE.). Âû âëåíèå
ñïåöèôè÷åñêèõ ñàéòîâ ñâ çûâàíè  íà IgE, êîòîðûå âçàèìîäåéñòâóþò ñ åãî
âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì (Fcε RI), îáåñïå÷èâàåò îñíîâó äë  ïîëó÷åíè  àíòèòåë,
êîòîðûå ïðåï òñòâóþò ýòîìó âçàèìîäåéñòâèþ ïóòåì ðàñïîçíàâàíè  ñâ çûâàþùèõ
ýïèòîïîâ. Èíäóêöè  òàêèõ àíòèòåë ïóòåì âàêöèíàöèè ïîçâîë åò ñîçäàòü íîâûé è èìåþùèé
âñåîáúåìëþùåå ïðèìåíåíèå ìåòîä ëå÷åíè  àëëåðãèè. Â ÷àñòíîñòè, íàñòî ùåå
èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âû âëåíèþ è ïîëó÷åíèþ ôðàãìåíòîâ ðåêîìáèíàíòíîãî àíòèòåëà,
êîòîðûå ìîãóò âõîäèòü â ñîñòàâ âàêöèíû äë  ïðîèçâîäñòâà àíòèòåë ê IgE, ÷òî ìîæåò
îáåñïå÷èâàòü çàùèòó îò èíäóêöèè îïîñðåäóåìûõ IgE àëëåðãè÷åñêèõ ðàêöèé.

Àëëåðãè÷åñêèå ñèìïòîìû âûçûâàþòñ  âûäåëåíèåì èç êëåòîê â îêðóæàþùóþ òêàíü è â
ñîñóäèñòûå ñòðóêòóðû âàçîàêòèâíûõ àìèíîâ (ìåäèàòîðîâ), ïðåæäå âñåãî, ãèñòàìèíà.
Ãèñòàìèí â íîðìå çàïàñàåòñ  â ñïåöèàëèçèðîâàííûõ êëåòêàõ, íàçûâàåìûõ òó÷íûìè
êëåòêàìè è áàçîôèëüíûìè ãðàíóëîöèòàìè. Òó÷íûå êëåòêè ðàñïðåäåëåíû â òêàíè æèâîòíîãî,
à áàçîôèëû öèðêóëèðóþò â ñîñóäèñòîé ñèñòåìå. Ýòè êëåòêè ñèíòåçèðóþò è íàêàïëèâàþò
ãèñòàìèí âíóòðè êëåòêè äî òåõ ïîð ïîêà íå ïðîèñõîäèò îïðåäåëåííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ñîáûòèé, ñòèìóëèðóþùà  åãî âûäåëåíèå.

Ðîëü àíòèòåë â âèäå IgE â îïîñðåäîâàíèè àëëåðãè÷åñêèõ ðåàêöèé õîðîøî èçâåñòíà. IgE
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñëîæíóþ, ñîñòî ùóþ èç ïîëèïåïòèäíûõ öåïåé ñòðóêòóðó, êîòîðà  òàê
æå, êàê è ó äðóãèõ èììóíîãëîáóëèíîâ, ñîñòîèò èç äâóõ ëåãêèõ è äâóõ ò æåëûõ öåïåé,
ñøèòûõ âìåñòå äèñóëüôèäíûìè ñâ ç ìè â âèäå "Y-îáðàçíîé" êîíôèãóðàöèè. Êàæäà  ëåãêà 
öåïü èìååò äâå îáëàñòè, îäíó âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü (VL), ñøèòóþ ñ îáëàñòüþ, èìåþùåé
îòíîñèòåëüíî ïîñòî ííóþ àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  íàçûâàåòñ 
êîíñòàíòíîé îáëàñòüþ (ÑL). Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó, ò æåëûå öåïè èìåþò îäíó
âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü (VH), è â ñëó÷àå IgE, ÷åòûðå êîíñòàíòíûõ îáëàñòè
(C H1, CH2, ÑH3, ÑH4, òàêæå èçâåñòíûå êàê Ñε 1, Ñε 2, Ñε 3, Ñε 4). Äâà "ïëå÷à" àíòèòåëà,
îòâåòñòâåííûå çà ñâ çûâàíèå àíòèãåíà, èìåþò îáëàñòè ñ âàðèàáåëüíîé ïîëèïåïòèäíîé
ñòðóêòóðîé, è èõ íàçûâàþò Fab'-ôðàãìåíòàìè èëè F(àb')2, îíè ïðåäñòàâë þò ñîáîé äâà
Fàb'-ïëå÷à, ñøèòûõ âìåñòå äèñóëüôèäíûìè ñâ ç ìè. "Õâîñò", èëè öåíòðàëüíà  îñü
àíòèòåëà, ñîäåðæèò ôèêñèðîâàííóþ èëè ïîñòî ííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïåïòèäîâ è åãî
íàçûâàþò Fc-ôðàãìåíòîì. Fc-ôðàãìåíò ñîäåðæèò èíòåðàêòèâíûå ñàéòû, êîòîðûå äàþò
âîçìîæíîñòü àíòèòåëó âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ äðóãèìè ìîëåêóëàìè èëè êëåòêàìè èììóííîé
ñèñòåìû, ñâ çûâà  åãî ñ èõ Fc-ðåöåïòîðàìè. Fc-ðåöåïòîðû ïðåäñòàâë þò ñîáîé ìîëåêóëû,
êîòîðûå ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàþòñ  ñ àêòèâíûìè ìîëåêóë ðíûìè ñàéòàìè âíóòðè Fc-
îáëàñòåé èììóíîãëîáóëèíà. Fc-ðåöåïòîðû ìîãóò ñóùåñòâîâàòü â âèäå ñâ çàííûõ ñ
ìåìáðàíîé ïðîòåèíîâ â íàðóæíîé ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå êëåòêè èëè ìîãóò
ñóùåñòâîâàòü â âèäå ñâîáîäíûõ "ðàñòâîðèìûõ" ìîëåêóë, êîòîðûå ñâîáîäíî öèðêóëèðóþò â
ïëàçìå êðîâè èëè â äðóãèõ æèäêîñò õ îðãàíèçìà. Â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà âûñîêîàôôèííîå
ñâ çûâàíèå IgE ñ ðåöåïòîðîì Fcε RI ïðîèñõîäèò â ðåçóëüòàòå ñëîæíîãî âçàèìîäåéñòâè 
ïðîòåèí-ïðîòåèí, â êîòîðîì ó÷àñòâóþò ðàçëè÷íûå ÷àñòè äîìåíà òðåòüåé êîíñòàíòíîé
îáëàñòè ò æåëîé öåïè (Ñε 3) IgE è áëèæàéøèé ê ìåìáðàíå èììóíîãëîáóëèíïîäîáíûé äîìåí
(α 2) ñóáúåäèíèöû Fcε RIα . Õîò  áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî îñòàòêè âíóòðè Ñε 3-äîìåíà
êîíñòàíòíîé îáëàñòè ò æåëîé öåïè Fñε è îáëàñòåé, ïðèíàäëåæàùèõ ê α 2-äîìåíó
ðåöåïòîðà Fcε RIa, èìåþò áîëüøîå çíà÷åíèå äë  ñâ çûâàíè , äåòàëüíûé ìåõàíèçì
ïðîöåññà ñâ çûâàíè  ïîêà îñòàåòñ  íå ñíûì. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ïîçâîëèëè
óñòàíîâèòü, ÷òî ÷åëîâå÷åñêèé IgE ïðèíèìàåò èçîãíóòóþ ôîðìó, êîòîðà , êàê
ïðåäïîëàãàåòñ , ïðèäàåò èñêëþ÷èòåëüíî âûñîêóþ àôôèííîñòü IgE ê Fcε RI (Êd≤ 10-10 Ì).
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Êðîìå òîãî, ñ÷èòàåòñ , ÷òî ýòà èçîãíóòà  ôîðìà òàêæå îòâåòñòâåííà çà îáðàçîâàíèå
ýêâèìîë ðíîãî êîìïëåêñà ìåæäó IgE è ñâ çàííûì ñ êëåòêîé èëè ðàñòâîðèìûì Fcε RIα ,
õîò  íà ìîëåêóëå IgE ìîãóò îáðàçîâûâàòüñ  èäåíòè÷íûå ýïèòîïû íà äâóõ Ñε 3-äîìåíàõ,
îòâåòñòâåííûõ çà ñâ çûâàíèå ñ ðåöåïòîðîì. Ýòà ìîíîâàëåíòíîñòü  âë åòñ 
ôóíêöèîíàëüíî íåîáõîäèìîé, åñëè òðåáóåòñ  èçáåæàòü ñòèìóë öèè ðåöåïòîðà â îòñóòñòâèå
àëëåðãåíà.

Èíòåðàêòèâíûå ñàéòû, â çàâèñèìîñòè îò èõ ôóíêöèè, ìîãóò óæå áûòü äîñòóïíûìè è,
ñëåäîâàòåëüíî, îáëàäàòü ñïîñîáíîñòüþ ñâ çûâàòüñ  ñ êëåòî÷íûìè ðåöåïòîðàìè.
Àëüòåðíàòèâíî ýòîìó, îíè ìîãóò áûòü ñêðûòû äî ìîìåíòà ñâ çûâàíè  àíòèòåëà ñ
àíòèãåíîì, ïîñëå ÷åãî àíòèòåëî ìîæåò èçìåíèòü ñòðîåíèå è âñëåäñòâèå ýòîãî ñòàíóò
äîñòóïíûìè äðóãèå àêòèâíûå ñàéòû, êîòîðûå äàëåå ìîãóò ñòèìóëèðîâàòü ñïåöèôè÷åñêóþ
èììóííóþ àêòèâíîñòü. Áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî êîíôîðìàöèîííîå
ïðåîáðàçîâàíèå, îêàçûâàþùåå âîçäåéñòâèå íà ñâ çûâàíèå Ñε 3 ñ ðåöåïòîðîì,  âë åòñ 
ïðè÷èíîé ñòåõèîìåòðè÷åñêîãî ñîîòíîøåíè  1:1 êîìïëåêñà Fcε /Fcε RI íà ïîâåðõíîñòè
êëåòêè.

Àëëåðãè÷åñêîå (èììóíîëîãè÷åñêîå) âûäåëåíèå ìåäèàòîðîâ â îðãàíèçì èç òó÷íûõ êëåòîê
è áàçîôèëîâ ìîæåò ïðîèñõîäèòü òîëüêî ïðè ñëåäóþùèõ îáñòî òåëüñòâàõ: ìîëåêóëà IgE
äîëæíà ïðèñîåäèíèòüñ  èëè ïðèêðåïèòüñ  ñ ïîìîùüþ ñâîåãî Fc-ôðàãìåíòà ê ñàéòó
êëåòî÷íîãî Fc-ðåöåïòîðà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïðîèñõîäèò ïðèêðåïëåíèå ìîëåêóëû IgE ê
òó÷íîé êëåòêå èëè áàçîôèëó; è Fab'-ôðàãìåíòû ñâ çàííûõ ñ êëåòêîé ìîëåêóë IgE äîëæíû
áûòü ïåðåêðåñòíî ñøèòû ñ îïðåäåëåííûì ñîâìåñòèìûì ñ íèìè àíòèãåíîì (àëëåðãåíîì).
Êîãäà òàêîå âçàèìîäåéñòâèå ïðîèñõîäèò, â òó÷íîé êëåòêå èëè â áàçîôèëå àâòîìàòè÷åñêè
ñòèìóëèðóåòñ  âûäåëåíèå ãèñòàìèíà â ëîêàëüíóþ îêðóæàþùóþ ñðåäó, âûçûâà  èçâåñòíûå
ñèìïòîìû àëëåðãèè (ôèã.1). Íà ïîñëåäíåé ôàçå ðåàêöèè ïðîèñõîä ò äðóãèå áèîõèìè÷åñêèå
ïðîöåññû, êîòîðûå ïðèâîä ò ê ñèíòåçó de novo è âûäåëåíèþ öèòîêèíîâ è äðóãèõ
ìåäèàòîðîâ.

Îáùåïðèí òûå ïîäõîäû ê ëå÷åíèþ àëëåðãèè âêëþ÷àþò ñèñòåìíóþ òåðàïèþ ñ
èñïîëüçîâàíèåì àíòèãèñòàìèííûõ ïðåïàðàòîâ èëè äåñåíñèáèëèçàöèþ ïàöèåíòîâ; ýòè
ïîäõîäû íå íàïðàâëåíû íà âìåøàòåëüñòâî â îñíîâíîå âçàèìîäåéñòâèå IgE - òó÷íà 
êëåòêà/áàçîôèë. Äðóãîé ïîäõîä îñíîâàí íà ïîëó÷åíèè ïîëèïåïòèäíûõ öåïåé, ñïîñîáíûõ
áëîêèðîâàòü ñâ çûâàíèå àíòèòåëà â âèäå IgE ñ Fc-ðåöåïòîðàìè íà ïîâåðõíîñò õ êëåòîê, è
íà âûòåñíåíèè IgE èç ñàéòîâ ñâ çûâàíè , ñ êîòîðûìè IgE óæå ñâ çàí, êðîìå òîãî, áûëè
ïðîâåäåíû èññëåäîâàíè  ñ öåëüþ âû ñíåíè  ïðèðîäû ïðåäïîëàãàåìîãî "ýôôåêòîðíîãî"
ñàéòà âíóòðè Fc-îáëàñòè IgE, êîòîðûé, âåðî òíî, ñîçäàåò èììóíîëîãè÷åñêèé ñèãíàë,
ñòèìóëèðóþùåãî âûäåëåíèå ãèñòàìèíà òó÷íûìè êëåòêàìè/áàçîôèëàìè.

Òàêæå áûëè ñäåëàíû ïîïûòêè ïðèìåíåíè  ðåêîìáèíàíòíûõ ôðàãìåíòîâ IgE â êà÷åñòâå
èììóíîãåíîâ äë  ïîëó÷åíè  çàùèòíîé àíòè-IgE âàêöèíû, è îíè îêàçàëèñü ýôôåêòèâíûìè.
Îñíîâíîé àðãóìåíò ïðîòèâ òàêîé âàêöèíû îáóñëîâëåí îïàñåíèåì òîãî, ÷òî èñïîëüçîâàíèå
äë  èììóíèçàöèè áîëüøèõ ôðàãìåíòîâ IgE ìîæåò èíèöèèðîâàòü íå òîëüêî ïðîèçâîäñòâî
èíãèáèòîðíûõ àíòèòåë, íî òàêæå ìîæåò ïðèâîäèòü ê ïîïåðå÷íîìó ñâ çûâàíèþ è òåì ñàìûì
ïðîäóöèðîâàòü îáðàçîâàíèå ó ïàöèåíòîâ àíàôèëàêòîãåííûõ àíòèòåë.

Öåëüþ ñòðàòåãèè, ïîçâîë þùåé ïðåîäîëåòü ýòó ïðîáëåìó,  âë åòñ  âû âëåíèå
íàèìåíüøåãî âîçìîæíîãî ôðàãìåíòà IgE, â èäåàëå ñîñòî ùåãî òîëüêî èç ñàéòà ñâ çûâàíè 
ðåöåïòîðà, êîòîðûé ïîñëå ñâ çûâàíè  îêàçûâàåòñ  ñêðûòûì âíóòðè êîìïëåêñà IgE/IgERI è,
òàêèì îáðàçîì, áîëåå íå äîñòóïíûì äë  ïîïåðå÷íîãî ñâ çûâàíè  ïðè ãåíåðèðóåìîì
âàêöèíîé èììóííîì îòâåòå. Ìàëîâåðî òíî, ÷òîáû ïîïûòêè ðåêîíñòðóèðîâàòü òàêóþ
ñëîæíóþ ìîëåêóë ðíóþ ñòðóêòóðó îêàçàëèñü óñïåøíûìè, ó÷èòûâà  ïðîñòðàíñòâåííîå
óäàëåíèå ðàçëè÷íûõ îáëàñòåé Ñε 3, âîâëå÷åííûõ âî âçàèìîäåéñòâèå IgE/IgERI.

Ïðîáëåìû, ïðèñóùèå "êëàññè÷åñêîìó" ïîäõîäó, îñíîâàííîìó íà ïðèìåíåíèè âàêöèí,
ìîãóò áûòü ïðåîäîëåíû ïóòåì èñïîëüçîâàíè  äë  àêòèâíîé èììóíèçàöèè êîðîòêèõ
ìèìåîòîïíûõ ïåïòèäîâ ëèáî â âèäå ñèíòåçèðîâàííûõ õèìè÷åñêèì ïóòåì ïåïòèäîâ, ñøèòûõ
ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè íîñèòåë ìè, ëèáî â âèäå ðåêîìáèíàòíûõ ñëèòûõ êîíñòðóêöèé,
íàïðèìåð, ñ îâàëüáóìèíîì èëè IgG. Òàêèå ïåïòèäû  âë þòñ  ñòðóêòóðíûìè ìèìèêàìè
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ýïèòîïà, ðàñïîçíàâàåìîãî ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì BSW17, êîòîðîå ðàñïîçíàåò
êîíôîðìàöèîííûé ýïèòîï íà Fcε , â òîì ÷èñëå, òå åãî ÷àñòè, êîòîðûå íàõîä òñ  â Ñε 3-
îáëàñòè è êîòîðûå íàõîä òñ  â Ñε 4-îáëàñòè. Ëèíè  êëåòîê ãèáðèäîìû, ïðîäóöèðóþùà 
BSW17, äåïîíèðîâàíà 19 äåêàáð  1996 ã. â ñîîòâåòñòâèè ñ Áóäàïåøòñêèì äîãîâîðîì î
äåïîíèðîâàíèè ìèêðîîðãàíèçìîâ â Åâðîïåéñêîé êîëëåêöèè êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê
æèâîòíûõ (ÅÑÀÑÑ) ïîä ðåãèñòðàöèîííûì íîìåðîì 96121916. Ýòî àíòèòåëî îáëàäàåò
ïðåäñòàâë þùèì èíòåðåñ ïðîôèëåì áèîëîãè÷åñêèõ àêòèâíîñòåé, ÷òî îáîáùåíî íà ôèã.2.
Îíî ñàìî  âë åòñ  íåàíàôèëàêòîãåííûì è çàùèùàåò òó÷íûå êëåòêè è áàçîôèëû ÷åëîâåêà
îò çàâèñ ùåãî îò IgE âûäåëåíè  ãèñòàìèíà, èíäóöèðóåìîãî òðèããåð-ñèãíàëàìè. BSW17 èëè
BSW17-ïoäoáíûe àíòèòåëà, öèðêóëèðóþùèå â ñîñóäèñòîé ñèñòåìå, çàùèùàþò îò
àëëåðãè÷åñêèõ ðåàêöèé ïóòåì à) èíãèáèðîâàíè  ñòèìóë öèè òó÷íûõ êëåòîê è áàçîôèëîâ ñ
ïîìîùüþ êîíêóðåíòíîãî èíãèáèðîâàíè  âçàèìîäåéñòâè  IgE/IgERI, è á) ñíèæåíè  óðîâíåé
IgE â ñûâîðîòêå ñ ïîìîùüþ ïîíèæàþùåé ðåãóë öèè ñèíòåçà IgE íà óðîâíå Â-êëåòîê. Â
êà÷åñòâå ñòðóêòóðíûõ ìèìèêîâ ýïèòîïà àíòèòåëà ê IgE, ñèíòåçèðîâàííûå õèìè÷åñêèì ïóòåì
BSW17-ìèìåîòîïíûå ïåïòèäû, èíäóöèðóþò èììóííûé îòâåò, ïðèâîä ùèé ê
ïðîäóöèðîâàíèþ BSW17-ïîäîáíûõ àíòèòåë â õîç èíå. Ïîñêîëüêó óñòàíîâëåíî, ÷òî BSW17
 âë þòñ  íåàíàôèëàêòîãåííûìè, èíãèáèðóþò ñâ çûâàíèå IgE/IgERI è ñèíòåç IgE íà
ïîâåðõíîñòè Â-êëåòîê, òî ýòè àíòèòåëà, ñåêðåòèðóåìûå â îòâåò íà ââåäåíèå âàêöèí íà
îñíîâå BSW17-ìèìåîòîïíîãî ïåïòèäà, îáëàäàþò àíàëîãè÷íûìè çàùèòíûìè ñâîéñòâàìè.
Âîçìîæíûì íåäîñòàòêîì òàêèõ âàêöèí íà îñíîâå ÂSW17-ìèìåîòîïíîãî ïåïòèäà ìîæåò
 âë òüñ  íåîáõîäèìîñòü ñâ çûâàíè  ñèíòåçèðîâàííûõ õèìè÷åñêèì ïóòåì ïåïòèäîâ ñ
íîñèòåë ìè-ïðîòåèíàìè äë  óñèëåíè  èììóíîãåííîñòè ïåïòèäîâ. Êðîìå òîãî, ñòðóêòóðíà 
ãèáêîñòü êîðîòêèõ ïåïòèäîâ ïîçâîë åò èì ïðèíèìàòü ðàçëè÷íûå ñòåðè÷åñêèå êîíôîðìàöèè.
Òàêèì îáðàçîì, òîëüêî ôðàêöè  ïîëèêëîíàëüíîãî àíòèìèìåîòîïíîãî èììóííîãî îòâåòà
ìîæåò áûòü òåðàïåâòè÷åñêè àêòèâíîé ïðè ïåðåêðåñòíîé ðåàêöèè ñ ÷åëîâå÷åñêèì IgE.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå ëèøåíî âîçìîæíûõ íåäîñòàòêîâ, ïðèñóùèõ ïîäõîäó,
îñíîâàííîìó íà ïðèìåíåíèè ìèìåîòîïíûõ ïåïòèäîâ. Îíî îñíîâàíî íà ïðèìåíåíèè àíòèòåë
èëè ôðàãìåíòîâ àíòèòåë, êîòîðûå  âë þòñ  àíòèèäèîòèïè÷åñêèìè ïî îòíîøåíèþ ê
àíòèòåëàì, êîòîðûå âîçäåéñòâóþò íà ñâ çûâàíèå IgE ñ åãî âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì,
â ÷àñòíîñòè íà ïðèìåíåíèè ðåêîìáèíàíòíûõ àíòèèäèîòèïè÷åñêèõ àíòèòåë ê BSW17.
Ñîãëàñíî ñõåìàòè÷íîé òåîðèè Jerne (Jerne N., Ann. Immunol. 125C [1974] 373),
ãèïåðâàðèàáåëüíûå ó÷àñòêè àíòèòåëà (Àò1) ñàìè ìîãóò  âë òüñ  àíòèãåíàìè.
Ïðîäóöèðóåìûå òàêèì ïóòåì àíòèòåëà èçâåñòíû êàê àíòèèäèîòèïè÷åñêèå (anti-id) àíòèòåëà
(Àò2), ïîñêîëüêó îíè ñâ çûâàþòñ  ñ èäèîòèïè÷åñêîé îáëàñòüþ ïåðâîãî àíòèòåëà (ôèã.3).
Òàêèå anti-id-àíòèòåëà íàïðàâëåíû ê àíòèãåíñâ çûâàþùåìó öåíòðó (ïàðàòîïó) ïåðâîãî
àíòèòåëà (Àò1) è, òàêèì îáðàçîì, ïðåäñòàâë þò ñîáîé "âíóòðåííèé îáðàç" èñõîäíîãî
àíòèãåíà. Ñëåäîâàòåëüíî, anti-id-àíòèòåëà (Àò2), íàçûâàåìûå àíòèòåëàìè "âíóòðåííåãî
îáðàçà" èëè Àò2β , òàêæå îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ñòèìóëèðîâàòü îáðàçîâàíèå àíòèòåë ñ
ïîìîùüþ èõ ãèïåðâàðèàáåëüíûõ ó÷àñòêîâ. Ýòè àíòèòåëà ê anti-id-àíòèòåëàì (Àò3)
íàïîìèíàþò ïî ñòðóêòóðå ïàðàòîï Àò1 è, ñëåäîâàòåëüíî, îáëàäàþò áèîëîãè÷åñêèìè
ñâîéñòâàìè, àíàëîãè÷íûìè àíòèòåëó Àò1. Â ñëó÷àå ñèñòåìû hIgE/BSW17, IgE ïðåäñòàâë åò
ñîáîé èñõîäíûé àíòèãåí, à BSW17 - àíòèòåëî Àò1. Ïàðàòîï àíòèèäèîòèïè÷åñêîãî àíòèòåëà
ê BSW17, ò.å. Àò2, òàêèì îáðàçîì,  âë åòñ  ñòðóêòóðíûì ìèìèêîì hIgE-îáëàñòè (ýïèòîï),
ðàñïîçíàâàåìîé BSW17. Ñòðóêòóðíî ïàðàòîï Àò2  âë åòñ  ýêâèâàëåíòîì îïèñàííûõ âûøå
ñèíòåçèðîâàííûõ õèìè÷åñêèì ïóòåì BSW17-ìèìåîòîïíûõ ïåïòèäîâ. Åñëè òàêîå
(ðåêîìáèíàíòíîå) àíòèèäèîòèïè÷åñêîå àíòèòåëî ê BSW17 èñïîëüçóåòñ  â êà÷åñòâå
âàêöèíû, òî ó âàêöèíèðîâàííîãî ïàöèåíòà äîëæåí èíäóöèðîâàòüñ  ÂSW17-ïîäîáíûé
èììóííûé îòâåò (Àò3). Ïîäîáíî BSW17, ýòè ïîëèêëîíàëüíûå èììóíîãëîáóëèíû â âèäå Àò3
ìîãóò îêàçûâàòü âîçäåéñòâèå íà ñâ çûâàíèå IgE ñ åãî âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì, òàêèì
îáðàçîì, äåéñòâó  â êà÷åñòâå àíòèàëëåðãè÷åñêèõ àãåíòîâ. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ãèáêèì
ñèíòåòè÷åñêèì ìèìåîòîïíûì ïåïòèäàì ïàðàòîï Àò2 äîëæåí ïðèñóòñòâîâàòü â îêðóæàþùåé
ñðåäå â ñòðóêòóðíî æåñòêîé êîíôîðìàöèè. Òàêèì îáðàçîì, èììóííûé îòâåò ê
îïðåäåëåííîìó ýïèòîïó hIgE äîëæåí áûòü áîëåå ñïåöèôè÷åñêèì. Êðîìå òîãî, ïðè òàêîì
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ïîäõîäå îòïàäàåò íåîáõîäèìîñòü â ãåòåðîëîãè÷íîì èììóíîãåííîì íîñèòåëå. Ïðè ýòîì
óäàåòñ  èçáåæàòü âîçìîæíûõ ïîáî÷íûõ âîçäåéñòâèé, êîòîðûå ñâ çàíû ñ ïðîòåèíîì-
íîñèòåëåì òèïà ñòîëáí ÷íîãî òîêñèíà èëè òîêñîèäà äèôòåðèè.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê àíòèòåëàì èëè ôðàãìåíòàì àíòèòåë, êîòîðûå
 âë þòñ  àíòèèäèîòèïè÷åñêèìè ïî îòíîøåíèþ ê òàêèì àíòèòåëàì, êàê Å25 (îëèçóìàá) èëè
CGP56901 èëè ïðåäïî÷òèòåëüíî BSW17, îêàçûâàþùèì âîçäåéñòâèå íà ñâ çûâàíèå Ñε 3-
îáëàñòè IgE ñ âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì IgE; äàëåå â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè 
îíè êðàòêî îáîçíà÷åíû êàê "ìèìåîòåëà ïî èçîáðåòåíèþ". Â ñëó÷àå, êîãäà îíè  âë þòñ 
àíòèèäèîòèïè÷åñêèìè ïî îòíîøåíèþ ê BSW17, òî èõ êðàòêî îáîçíà÷àþò êàê "BSW17-
ìèìåîòåëà".

Òàêèì îáðàçîì, ìèìåîòåëà ïî èçîáðåòåíèþ ïðåäñòàâë þò ñîáîé àíòèèäèîòèïè÷åñêèå
àíòèòåëà èëè ôðàãìåíòû àíòèòåë, êîòîðûå ñïåöèôè÷íî ñâ çûâàþòñ  ñ ýïèòîïîì, êîòîðûé
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïàðàòîï àíòèòåëà ê IgE, ðàñïîçíàþùèé ñàéò Ñε 3-îáëàñòè ìîëåêóëû
IgE, ñâ çûâàþùåéñ  ñ âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì IgE (Fcε RI).

Åñëè ìèìåîòåëà ïî èçîáðåòåíèþ ïðåäíàçíà÷åíû äë  ââåäåíè  ëþä ì, òî îíè ãëàâíûì
îáðàçîì  âë þòñ  ÷åëîâå÷åñêèìè. Ïðåäïî÷òèòåëüíî îíè  âë þòñ  ðåêîìáèíàíòíûìè.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî îíè  âë þòñ  ìîíîêëîíàëüíûìè. Ïðåäïî÷òèòåëüíî îíè ïðåäñòàâë þò
ñîáîé ôðàãìåíòû àíòèòåë, íàïðèìåð ñîäåðæàò èëè âêëþ÷àþò:

- ëèáî êàê ò æåëûå, òàê è ëåãêèå öåïè (íàïðèìåð, Fab-ôðàãìåíòû), ëèáî òîëüêî
ò æåëûå èëè ëåãêèå öåïè (íàïðèìåð, äèìåðû ëåãêèõ öåïåé), ïðåäïî÷òèòåëüíî â ñî÷åòàíèè
ñ ó÷àñòêàìè êîìïîíåíòà èõ êîíñòàíòíîé îáëàñòè, êîòîðûå, íàïðèìåð, ïðåäñòàâëåíû íà
ôèã.4 (Seq.id. no. 35, 36, 37 è 38), ãäå ïîä "êîíñòàíòíîé îáëàñòüþ" ñëåäóåò òàêæå
ïîíèìàòü êîíñòàíòíóþ îáëàñòü, èìåþùóþ íåçíà÷èòåëüíûå ñòåðè÷åñêèå ìîäèôèêàöèè,
òàêèå êàê ïðèñóòñòâóþùèå â àëëîòèïè÷åñêèõ âàðèàíòàõ, íàïðèìåð â 1-5 ïîëîæåíè õ, êàê
ïðàâèëî, òîëüêî â 1 ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû â êîíñòàíòíîé îáëàñòè;

- èëè èõ ÷àñòè, â ÷àñòíîñòè, ïî ìåíüøåé ìåðå èõ îïðåäåë þùèå ñïåöèôè÷íîñòü ÷àñòè,
íàïðèìåð, ïðåäñòàâëåííûå íà ôèã.5à-5ã (Seq.id. no. 2, 4, 6, 8);

- èëè èõ ïîä÷àñòè, íàïðèìåð, ïî ìåíüøåé ìåðå èõ ãèïåðâàðèàáåëüíûå ó÷àñòêè, òàêèå
êàê ïåïòèäû, ñîñòî ùèå èç ó÷àñòêîâ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, âêëþ÷àþùèõ
ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí CDR, íàïðèìåð, âêëþ÷àþùèõ ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí CDR, èëè
ïðåäïî÷òèòåëüíî äâà èëè åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî òðè CDR, ïðåäñòàâëåííûõ íà
ôèã.5à, 5á, 5â èëè 5ã (Seq.id. no. 2, 4, 6, 8), íåîá çàòåëüíî â ñî÷åòàíèè ñ ñîñåäíèìè
êàðêàñíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, íàïðèìåð, âêëþ÷àþùèìè âïëîòü äî ïðèìåðíî 10
àìèíîêèñëîò íà îäíîì èëè îáîèõ êîíöàõ CDR.

Ìèìåîòåëà ïî èçîáðåòåíèþ ïðåäñòàâë þò ñîáîé âûäåëåííûå è ïðàêòè÷åñêè ÷èñòûå
àíòèòåëà èëè ôðàãìåíòû àíòèòåë, ïîëó÷åííûå èç âñòðå÷àþùèõñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ
anti-id-àíòèòåë ê IgE. Â ÷àñòíîñòè, îíè ïðàêòè÷åñêè íå ñîäåðæàò äðóãèõ àíòèòåë. Ïîä
"ïðàêòè÷åñêîé ÷èñòîòîé" ñëåäóåò ïîíèìàòü ÷èñòîòó, ñîñòàâë þùóþ ïî ìåíüøåé ìåðå
ïðèìåðíî 60 ìàñ.%, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðèìåðíî 90 ìàñ.%, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî
ïðèìåðíî 99 ìàñ.% èëè áîëåå.

Èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê ôàðìàöåâòè÷åñêèì êîìïîçèöè ì, ïðåæäå âñåãî
âàêöèíàì, âêëþ÷àþùèì ìèìåîòåëà ïî èçîáðåòåíèþ ëèáî â âèäå îòäåëüíîé ìîëåêóëû, ëèáî
â âèäå êîíúþãàòà ïðîòåèíà, õèìè÷åñêè ñâ çàííîãî ñ ìîëåêóëîé èììóíîãåííîãî íîñèòåë ,
ïðè íåîáõîäèìîñòè â ñî÷åòàíèè ñ àäúþâàíòîì èëè äðóãèìè îáùåïðèí òûìè
ýêñöèïèåíòàìè.

Îíî òàêæå îòíîñèòñ  ê ìèìåîòåëàì ïî èçîáðåòåíèþ, ïðåäíàçíà÷åííûì äë  ïðèìåíåíè 
â êà÷åñòâå ôàðìàöåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ, â ÷àñòíîñòè, â êà÷åñòâå âàêöèí, ïðåæäå âñåãî,
äë  ëå÷åíè  îïîñðåäóåìûõ IgE áîëåçíåé.

Îíî òàêæå îòíîñèòñ  ê ïðèìåíåíèþ àíòèòåë, êîòîðûå îêàçûâàþò âîçäåéñòâèå íà
ñâ çûâàíèå Ñε 3-îáëàñòè IgE ñ âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì IgE, òàêîãî êàê BSW17, äë 
èäåíòèôèêàöèè ìèìåîòåëà ïî èçîáðåòåíèþ ñ ïîìîùüþ îáùåïðèí òûõ ìåòîäîâ, òàêèõ êàê
òåõíîëîãè  âîñïðîèçâîäñòâà ôàãà.

Êðîìå òîãî, îíî îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ëå÷åíè  îïîñðåäóåìûõ IgE áîëåçíåé, â ÷àñòíîñòè,
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ïóòåì âàêöèíàöèè, ïðåäóñìàòðèâàþùåìó ââåäåíèå òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíîãî
êîëè÷åñòâà ìèìåîòåëà ïî èçîáðåòåíèþ ïàöèåíòó, êîòîðûé íóæäàåòñ  â òàêîì ëå÷åíèè èëè
âàêöèíàöèè.

Îíî òàêæå îòíîñèòñ  ê ïðèìåíåíèþ ìèìåîòåëà ïî èçîáðåòåíèþ äë  ïðèãîòîâëåíè 
ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà äë  ëå÷åíè  îïîñðåäóåìûõ IgE áîëåçíåé, â ÷àñòíîñòè âàêöèíû.

Îíî òàêæå îòíîñèòñ  ê ïðèìåíåíèþ ìèìåîòåë ïî èçîáðåòåíèþ äë  ñîçäàíè 
ïîëèêëîíàëüíûõ èëè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, ïðåäíàçíà÷åííûõ äë  ïàññèâíîé
èììóíèçàöèè; äë  ïîëó÷åíè  ïîëèêëîíàëüíûõ èëè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê ìèìåîòåëàì
ïî èçîáðåòåíèþ äë  ïàññèâíîé èììóíèçàöèè ëèáî ïóòåì ââåäåíè  ìèìåîòåë ïî
èçîáðåòåíèþ ïðèåìëåìîìó æèâîòíîìó (íå ÷åëîâåêó) è âûäåëåíè  è î÷èñòêè ïîëó÷åííûõ
òàêèì îáðàçîì àíòèòåë, ëèáî ñ ïîìîùüþ îáùåïðèí òûõ ìåòîäîâ íà îñíîâå ãèáðèäîì; è ê
ïðèìåíåíèþ ïîëèêëîíàëüíûõ èëè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, ïîëó÷åííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìèìåîòåë ïî èçîáðåòåíèþ, äë  ëå÷åíè  îïîñðåäóåìûõ IgE áîëåçíåé ñ ïîìîùüþ ïàññèâíîé
èììóíèçàöèè.

Îíî òàêæå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó èäåíòèôèêàöèè ìèìåîòåë ïî èçîáðåòåíèþ,
ïðåäóñìàòðèâàþùåìó

- èäåíòèôèêàöèþ âñòðå÷àþùèõñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ àíòèèäèîòèïè÷åñêèõ àíòèòåë
ê IgE;

- âûäåëåíèå èõ ôðàãìåíòîâ; è
- îòáîð èõ ðåêîìáèíàíòíûõ ôðàãìåíòîâ ïóòåì ñâ çûâàíè  ñ ïðèåìëåìûì

ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì ê IgE, òàêèì êàê BSW17, êîòîðîå îêàçûâàåò âîçäåéñòâèå íà
ñâ çûâàíèå Ñε 3-îáëàñòè IgE ñ âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì IgÅ.

Ïîñëå èõ èäåíòèôèêàöèè è èçó÷åíè  ñâîéñòâ ìèìåîòåëà ïî èçîáðåòåíèþ ìîãóò áûòü
ïîëó÷åíû îáû÷íûì îáðàçîì, íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ èëè ïóòåì
õèìè÷åñêîãî ñèíòåçà.

Äë  èäåíòèôèêàöèè àíòèèäèîòèïè÷åñêèõ àíòèòåë, îáëàäàþùèõ òàêîé æå
ñïåöèôè÷íîñòüþ, ÷òî è óêàçàííûå âûøå ìèìåîòîïíûå ïåïòèäû (ò.å. âûáðàííûå ýïèòîïû íà
ìîëåêóëå IgE), ìîæåò èñïîëüçîâàòüñ  äîñòóïíà  áèáëèîòåêà áàêòåðèîôàãà, êîòîðà 
ýêñïðåññèðóåò Fab-îáëàñòü ïîïóë öèè ÷åëîâå÷åñêèõ àíòèòåë. Ýòó áèáëèîòåêó
êîíñòðóèðóþò, íàïðèìåð, èç ãðóïïû Â-êëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç ìèíäàëèí ëþäåé, à
èììîáèëèçîâàííîå àíòèòåëî BSW17 èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå ìèøåíè äë  áèîëîãè÷åñêîãî
ïýííèíãà. Ôàãîâûå ÷àñòèöû, ýêñïðåññèðóþùèå ÷åëîâå÷åñêèå Fab-ôðàãìåíòû, ñïåöèôè÷íî
ðàñïîçíàþùèå BSW17, âûäåë þò è óâåëè÷èâàþò èõ êîëè÷åñòâî. Òàêèì îáðàçîì, ýòè
ðåêîìáèíàíòíûå Fab-ôðàãìåíòû  âë þòñ  ìèìåîòåëàìè ïî èçîáðåòåíèþ è ïðåäñòàâë þò
ñîáîé àíòèèäèîòèïû ê ãèïåðâàðèàëüíûì îáëàñò ì BSW17. Ïðè ïðèìåíåíèè â êà÷åñòâå
âàêöèíû îíè èíäóöèðóþò èììóííûé îòâåò, êîòîðûé ïðèâîäèò ê ïðîèçâîäñòâó BSW17-
ïoäoáíûx àíòèòåë ó ñòðàäàþùåãî àëëåðãèåé ïàöèåíòà. Ïîñêîëüêó BSW17  âë åòñ 
íåàíàôèëàêòîãåííûì è èíãèáèðóåò ñâ çûâàíèå IgE/IgERI è ñèíòåç IgE íà ïîâåðõíîñòè Â-
êëåòîê, òî ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà, ñåêðåòèðóåìûå â îðãàíèçìå ïàöèåíòà â îòâåò íà
ââåäåíèå âàêöèí íà îñíîâå àíòèèäèîòèïè÷åñêèõ Fab-ôðàãìåíòîâ BSW17, îáëàäàþò
àíàëîãè÷íûìè ñâîéñòâàìè. Èììóííûé îòâåò  âë åòñ  î÷åíü ñïåöèôè÷åñêèì è áåçîïàñíûì,
ïîñêîëüêó â ïðîòèâîïîëîæíîñòü "êëàññè÷åñêîìó ïîäõîäó, îñíîâàííîìó íà ïðèìåíåíèè
âàêöèí" íå ïðèñóòñòâóþò íèêàêèå ïðîèñõîä ùèå èç IgE ôðàãìåíòû ïðîòåèíà, êîòîðûå ìîãëè
áû îáåñïå÷èâàòü ïîïåðå÷íîå ñâ çûâàíèå àíòèòåë ó èììóíèçèðîâàííûõ ïàöèåíòîâ, êðîìå
òîãî, ìîãóò ïðèìåí òüñ  êîìïîçèöèè, â êîòîðûõ îòñóòñòâóåò íîñèòåëü.

Ýòè BSW17-ìèìåîòåëà ïðåäñòàâë þò ñîáîé ðåêîìáèíàíòíûå àíòèòåëà èëè ôðàãìåíòû
àíòèòåë, ñîñòî ùèå èç âàðèàáåëüíûõ îáëàñòåé (V-îáëàñòåé) è êîíñòàíòíûõ îáëàñòåé (Ñ-
îáëàñòåé), ïðîèñõîä ùèõ èç ÷åëîâå÷åñêîãî èììóíîãëîáóëèíà G. Äâà ðàçëè÷íûõ êëîíà
(êëîíû 52 è 43), êîòîðûå íåñóò ðàçëè÷íûå ôðàãìåíòû ìèìåîòåë íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè,
áûëè âû âëåíû ïóòåì áèîëîãè÷åñêîãî ïýííèíãà áèáëèîòåê ôàãîâûõ àíòèòåë íà
èììîáèëèçîâàííîì àíòèòåëå BSW17. Ñòðóêòóðà ìèìåîòåëà èìèòèðóåò BSW17-ýïèòîï íà
ôðàãìåíòàõ ÷åëîâå÷åñêîãî IgE âíóòðè ãèïåðâàðèàáåëüíûõ ó÷àñòêîâ (CDR) è ñîñåäíèõ
êàðêàñíûõ ó÷àñòêîâ (FR) V-îáëàñòåé. êÄÍÊ è àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ò æåëîé
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è ëåãêîé öåïåé V-îáëàñòåé êëîíà 52 è êëîíà 43 ïðåäñòàâëåíû íà ôèã.5à-5ã (Seq. id. no.
1-8). Êîíñòðóêöè  ëåãêîé öåïè êëîíà 52 (L.C.)2 âêëþ÷àåò äèìåðíûé "Fab-ïîäîáíûé"
ôðàãìåíò ëåãêîé öåïè. Ïîëíà  ñòðóêòóðà ýòèõ BSW17-ìèìåîòåë ñõåìàòè÷íî ïðåäñòàâëåíà
íà ôèã.4À-4Â, ïðè ýòîì ñëåäóåò ïîíèìàòü, ÷òî ÷àñòè êîíñòàíòíîé îáëàñòè òàêæå ìîãóò
èìåòü íåçíà÷èòåëüíûå ñòåðè÷åñêèå ìîäèôèêàöèè, òàêèå êàê ïðèñóòñòâóþùèå â îïèñàííûõ
âûøå àëëîòèïè÷åñêèõ âàðèàíòàõ. Àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êàæäîé ïîëíîé
ò æåëîé è ëåãêîé öåïè ýòèõ êëîíîâ ïðåäñòàâëåíà íà ôèã.12à-12ã (Seq.id. no. 35-38).

Ìèìåîòåëà ïî èçîáðåòåíèþ îáëàäàþò ôàðìàêîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ. Âñëåäñòâèå
ýòîãî îíè ìîãóò ïðèìåí òüñ  â êà÷åñòâå ôàðìàöåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ, íàïðèìåð àíòèãåíîâ
äë  âàêöèí. Áóäó÷è ïðàêòè÷åñêè íåñïîñîáíûìè âûçûâàòü íåöèòîëèòè÷åñêîå âûäåëåíèå
ãèñòàìèíà, îíè ñïîñîáíû ñòèìóëèðîâàòü ïî âëåíèå àíòèòåë, îáëàäàþùèõ ñèëüíîé
ñåðîëîãè÷åñêîé ïåðåêðåñòíîé ðåàêòèâíîñòüþ ïî îòíîøåíèþ ê àìèíîêèñëîòíûì
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ì-ìèøåí ì Fc-ôðàãìåíòà IgE.

Íà÷àëüíà  äîçà ìèìåîòåëà ïî èçîáðåòåíèþ ñîñòàâë åò, íàïðèìåð, îò ïðèáëèçèòåëüíî
0,05 ìã äî ïðèáëèçèòåëüíî 5 ìã, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðèáëèçèòåëüíî 1 ìã; îíà ìîæåò
ââîäèòüñ , íàïðèìåð, íàçàëüíî èëè ïîäêîæíî èëè âíóòðèìûøå÷íî, ïîñëå ÷åãî ñïóñò  14-28
äíåé ââîä ò ïîâòîðíûå (áóñòåðíûå) äîçû ýòîãî æå ïðåïàðàòà. Äîçû, åñòåñòâåííî, äîëæíû
çàâèñåòü â îïðåäåëåííîé ñòåïåíè îò âîçðàñòà, âåñà è îáùåãî ñîñòî íè  çäîðîâü 
ïàöèåíòà è ìîãóò ðåãóëèðîâàòüñ  ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì.

Íåïîñðåäñòâåííóþ âàêöèíàöèþ, êîòîðà  íàçûâàåòñ  àêòèâíîé èììóíèçàöèåé
ìèìåîòåëàìè ïî èçîáðåòåíèþ, ïðåäïî÷òèòåëüíî îñóùåñòâë þò ñ ïîìîùüþ
ðåêîìáèíàíòíûõ ïåïòèäîâ (Fab-ôðàãìåíòà ëåãêîé öåïè èëè ò æåëîé öåïè), êîòîðûå ìîãóò
áûòü ïîëó÷åíû ñ ïîìîùüþ îáùåïðèí òîé ìåòîäèêè â ðàçëè÷íûõ ýêñïðåññèîííûõ ñèñòåìàõ-
õîç åâàõ, íàïðèìåð áàêòåðè õ, ãðèáàõ èëè ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûì  âë åòñ  ââåäåíèå ñâîáîäíîãî ðåêîìáèíàíòíîãî ìèìåîòåëà. Îäíàêî
òàêæå âîçìîæíî äîïîëíèòåëüíî ïîâûøàòü èììóíîãåííîñòü èììóííîãåíà ïóòåì õèìè÷åñêîãî
ñâ çûâàíè  ñ èììóíîãåííûì íîñèòåëåì. Ïîä ïîí òèåì "èììóíîãåííûé íîñèòåëü" â
êîíòåêñòå íàñòî ùåãî îïèñàíè  ïîäðàçóìåâàþò ìàòåðèàëû, êîòîðûå îáëàäàþò
ñïîñîáíîñòüþ íåçàâèñèìî âûçûâàòü èììóíîãåííûé îòâåò ó æèâîòíîãî-õîç èíà è êîòîðûå
ìîãóò áûòü êîâàëåíòíî ñøèòû ñ ïîëèïåïòèäîì ëèáî íåïîñðåäñòâåííî ïóòåì îáðàçîâàíè 
ïåïòèäíûõ èëè ñëîæíîýôèðíûõ ñâ çåé ìåæäó ñâîáîäíîé êàðáîêñèëüíîé, àìèíî- èëè
ãèäðîêñèëüíîé ãðóïïàìè â ïîëèïåïòèäå è ñîîòâåòñòâóþùèìè ãðóïïàìè íà ìàòåðèàëå
èììóíîãåííîãî íîñèòåë , ëèáî â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå ïóòåì ñâ çè ÷åðåç îáû÷íóþ
áèôóíêöèîíàëüíóþ ñøèâàþùóþ ãðóïïó.

Ïðèìåðû òàêèõ íîñèòåëåé âêëþ÷àþò: àëüáóìèíû ñûâîðîòêè æèâîòíûõ, ãëîáóëèíû
ñûâîðîòêè æèâîòíûõ, òèðîãëîáóëèíû æèâîòíûõ, ãåìàãëîáèíû æèâîòíûõ, ãåìîöèàíèíû
æèâîòíûõ (â ÷àñòíîñòè, ãåìîöèàíèí ëèìôû óëèòêè [KLH]); ïðîòåèíû, ýêñòðàãèðóåìûå èç
àñêàðèä, íàïðèìåð ýêñòðàêòû àñêàðèä, îïèñàííûå â J. Immun. 111 [1973] 260-268, J.
Immun. 122 [1979] 302-308, J. Immun. 98 [1967] 893-900 è â Am. J. Physiol. 199 [1960]
575-578, èëè èõ î÷èùåííûå ïðîäóêòû; ïîëèëèçèí, ïîëèãëóòàìèíîâóþ êèñëîòó, ñîïîëèìåðû
ëèçèíà è ãëóòàìèíîâîé êèñëîòû, ñîïîëèìåðû, ñîäåðæàùèå ëèçèí èëè îðíèòèí, è ò.ä. Â
íàñòî ùåå âðåì  âàêöèíû ïðîèçâîä òñ  ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå ìàòåðèàëà
èììóíîãåííîãî íîñèòåë  òîêñîèäà äèôòåðèè, òàêîãî êàê CRM197, èëè ñòîëáí ÷íîãî
òîêñîèäà (Lepow M.L. è äð., J. Infectious Diseases 150 [1984] 402-406; Coen Beuvery
E. è äð., Infection and Immunity 40 [1983] 39-45), è ýòè òîêñîèäíûå ìàòåðèàëû òàêæå
ìîãóò ïðèìåí òüñ  ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü õèìè÷åñêè
äåòîêñèöèðîâàííîìó òîêñèíó äèôòåðèè, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðèìåí þò ðåêîìáèíàíòíûé
ìóòàíòíûé òîêñèí äèôòåðèè CRM197. Â CRM197 îñòàòîê ãëèöèíà â ïîëîæåíèè 52 çàìåíåí
ãëóòàìèíîâîé êèñëîòîé ñ îáðàçîâàíèåì íåòîêñè÷íîãî ïðîäóêòà. CRM197 ïðåäñòàâë åò
ñîáîé õîðîøî èçâåñòíûé íåòîêñè÷íûé íîñèòåëü-ïðîòåèí, è îí ïðèìåí åòñ  â
çàðåãèñòðèðîâàííîé ÷åëîâå÷åñêîé âàêöèíå. Î÷èùåííîå ïðîòåèíîâîå ïðîèçâîäíîå
òóáåðêóëèíà (PPD)  âë åòñ  îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûì äë  èñïîëüçîâàíè  â ñõåìå
"àêòèâíîé" èììóíèçàöèè, ïîñêîëüêó (1) îíî íå èíäóöèðóåò ñàì Ò-êëåòî÷íûé îòâåò (ò.å.
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îíî  âë åòñ  â äåéñòâèòåëüíîñòè "Ò-êëåòî÷íûì ãàïòåíîì"), íî åùå âåäåò ñåá  êàê
ïîëíîñòüþ ïðîöåññèðîâàííûé àíòèãåí è ïîýòîìó ðàñïîçíàåòñ  Ò-êëåòêîé; (2) èçâåñòíî,
÷òî îíî  âë åòñ  îäíèì èç íàèáîëåå ñèëüíûõ ãàïòåíîâûõ "íîñèòåëåé" ñ òî÷êè çðåíè 
ìåõàíèçìà ðàñïîçíàâàíè ; è (3) îíî ìîæåò ïðèìåí òüñ  äë  èììóíèçàöèè ëþäåé áåç
äîïîëíèòåëüíîãî òåñòèðîâàíè .

Â êà÷åñòâå àãåíòîâ, ñâ çûâàþùèõ ãàïòåí ñ íîñèòåëåì, ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  àãåíòû,
îáû÷íî ïðèìåí åìûå â ïðåïàðàòàõ àíòèãåíîâ. Êîâàëåíòíîå ñøèâàíèå ìèìåîòåë ïî
èçîáðåòåíèþ ñ èììóíîãåííûì ìàòåðèàëîì íîñèòåë  ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíî
îáùåïðèí òûì ìåòîäîì. Òàê, íàïðèìåð, äë  íåïîñðåäñòâåííîãî êîâàëåíòíîãî ñøèâàíè 
ïðåäïî÷òèòåëüíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå ñøèâàþùåãî àãåíòà ïðîèçâîäíûå áèñ-N-
ñóêöèíèìèäèëà, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî áèñ(ñóëüôîñóêöèíèìèäèë)ñóáåðàò (BSS), èëè
ãëóòàðîâûé àëüäåãèä èëè êàðáîäèèìèä, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî
äèöèêëîãåêñèëêàðáîäèèìèä (DC) èëè 1-ýòèë-3-(3-äèìåòèëàìèíîïðîïèë) êàðáîäèèìèä.

Ñîîòíîøåíèå ãàïòåíà, àãåíòà, ñâ çûâàþùåãî ãàïòåí ñ íîñèòåëåì, è íîñèòåë  ìîæåò
áûòü ëåãêî îöåíåíî îáùåïðèí òûì ñïîñîáîì, íî ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû ïðèìåí åìîå
ìàññîâîå ñîîòíîøåíèå íîñèòåë  è ãàïòåíà ñîñòàâë ëî îò ïðèáëèçèòåëüíî 1 äî
ïðèáëèçèòåëüíî 6, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò ïðèáëèçèòåëüíî 1 äî ïðèáëèçèòåëüíî 5 â ïåðåñ÷åòå
íà ìàññó ãàïòåíà, à ñîîòíîøåíèå ìîë ðíûõ ýêâèâàëåíòîâ àãåíòà, ñâ çûâàþùåãî ãàïòåí ñ
íîñèòåëåì, è ãàïòåíà ñîñòàâë ëî îò ïðèáëèçèòåëüíî 5 äî ïðèáëèçèòåëüíî 10. Ñ ïîìîùüþ
îïèñàííîé âûøå ðåàêöèè ñî÷åòàíè  íîñèòåëü ñâ çûâàþò ñ ãàïòåíîì ñ ïîìîùüþ àãåíòà,
ñâ çûâàþùåãî ãàïòåí ñ íîñèòåëåì, ïîëó÷à  íóæíóþ êîìïîçèöèþ àíòèãåíà â âèäå êîìïëåêñà
ïåïòèä-íîñèòåëü, ñîñòî ùåãî èç ìèìåîòîïà ïî èçîáðåòåíèþ è íîñèòåë .

Ïîñëå çàâåðøåíè  ðåàêöèè ïîëó÷åííûé èììóíîãåí ìîæåò áûòü ëåãêî âûäåëåí è î÷èùåí
îáùåïðèí òûì ìåòîäîì, íàïðèìåð äèàëèçîì, ãåëü-ôèëüòðàöèåé èëè ìåòîäîì
ôðàêöèîíèðîâàííîãî îñàæäåíè .

Ïðåäïî÷òèòåëüíûì âàðèàíòîì îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ 
àêòèâíà  èììóíèçàöè  ïóòåì íåïîñðåäñòâåííîé âàêöèíàöèè; îäíàêî òàêæå âîçìîæíà è
ïàññèâíà  èììóíèçàöè . Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå ìèìåîòåëà ïî èçîáðåòåíèþ ââîä ò
ïðèãîäíîìó æèâîòíîìó (íå ÷åëîâåêó) è ïîëó÷åííûå àíòèòåëà âûäåë þò è î÷èùàþò, à çàòåì
ââîä ò ÷åëîâåêó, äë  òîãî ÷òîáû âûçâàòü îáëåã÷åíèå àëëåðãè÷åñêèõ ñèìïòîìîâ.

Ìèìåîòåëà ïî èçîáðåòåíèþ ìîãóò ïðèìåí òüñ  â êà÷åñòâå ôàðìàöåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ,
ïðåæäå âñåãî âàêöèí, â ÷àñòíîñòè, äë  ëå÷åíè  îïîñðåäóåìûõ IgE áîëåçíåé, òàêèõ êàê
àëëåðãè , íàïðèìåð, àñòìà, àòîïè÷åñêèé äåðìàòèò, àëëåðãè÷åñêèå ôîðìû ýîçèíîôèëèè,
ðèíèòû, õðîíè÷åñêà  êðàïèâíèöà è ïèùåâûå àëëåðãèè.

Ïîä ïîí òèåì "ëå÷åíèå" ñëåäóåò ïîíèìàòü ïðîôèëàêòè÷åñêóþ, à òàêæå è ëå÷åáíóþ
èììóíèçàöèþ. Õîç èí ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ÷åëîâåêà, îäíàêî ïðè âíåñåíèè
ñîîòâåòñòâóþùèõ èçìåíåíèé èçîáðåòåíèå òàêæå ïðèìåíèìî ïðàêòè÷åñêè ê ëþáîìó
ìëåêîïèòàþùåìó, íàïðèìåð êîøêå èëè ñîáàêå. Ïðè ðàññìîòðåíèè íàñòî ùåé çà âêè íà
èíòåðíàöèîíàëüíîé ôàçå â êà÷åñòâå ññûëîê áûëè ðàññìîòðåíû ñëåäóþùèå ïðîòîòèïû:

Dl Progr. Allergy Clin. Immunol. (Proc. Int. Congress Allergol. Clin. Immunol., 16-
é) 4 [1997] 339-342;

D2 Int. Arch. Allergy Immunol. 118 [1999] 119-121;
D3 Tumor Biology 18 [1999] Suppl. 2, 59;
D4 Tanox WO 89/06138;
D5 Panent Abstracts of Japan 4 [1999] [Ñ.À. 130 [1999] 138296k] [JP 11/000174].
Ïî ñíåíèå ê ÷åðòåæàì:
Ôèã.1: Âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó IgE è åãî âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì.
Ôèã.2: Ñâîéñòâà ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà BSW17 ê hIgE.
Ôèã.3: Ñõåìà àíòèèäèîòèïè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâè :
Ýïèòîï hIgE, ðàñïîçíàâàåìûé BSW17, è àíòèèäèîòèïè÷åñêèé ïàðàòîï ñõåìàòè÷åñêè

ïîêàçàíû ÷åðíûìè òî÷êàìè. ×åðíûìè îêðóæíîñò ìè îáîçíà÷åíû ãèïåðâàðèàáåëüíûå
îáëàñòè àíòèòåëà BSW17 (Àò1) è ïîëèêëîíàëüíîãî àíòèòåëà 3 (Àò3), èíäóöèðîâàííîãî
èììóíèçàöèåé ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèèäèîòèïè÷åñêîãî àíòèòåëà Àò2.
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Ôèã.4: Ñòðîåíèå òðåõ ðåêîìáèíàíòíûõ BSW17-ìèìåîòåë:
A: Anti-id-BSW17 (àïòèèäèîòèïè÷åñêîå àíòèòåëî ê BSW17),
êëîí 52 (SDS426); ëåãêà  öåïü: (L.C.)2 (Seq.id. no. 36)
Á: Anti-id-BSW17, êëîí 52 (SDS427); Fab: FÀÂ (Seq.id. no. 35 è 36)
Â: Anti-id-BSW17, êëîí 43 (SDS463); Fab: FÀÂ (Seq.id. no. 37 è 38)
Ôèã.5.: Êëîíû Fab-ôðàãìåíòîâ àíòèòåë ê BSW17: ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ

÷åëîâå÷åñêîãî èììóíîãëîáóëèíà, âû âëåííîãî ñ èñïîëüçîâàíèåì áàêòåðèîôàãà, è
âûâåäåííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü:

Ãèïåðâàðèàáåëüíûå ó÷àñòêè (CDR) ïîêàçàíû êóðñèâîì:
Ôèã.5à: êëîí 52; âàðèàáåëüíà  îáëàñòü ò æåëîé öåïè (Seq.id. no. 1 è 2) (CDR1:

Seq.id. no. 39 è 40; CDR2: Seq.id. no. 41 è 42; CDR3: Seq.id. no. 43 è 44);
Ôèã.5á: êëîí 52; âàðèàáåëüíà  îáëàñòü  ëåãêîé öåïè (Seq.id. no. 3 è 4) (CDR1:

Seq.id. no. 45 è 46; CDR2: Seq.id. no. 47 è 48; CDR3: Seq.id. no. 49 è 50);
Ôèã.5â: êëîí 43; âàðèàáåëüíà  îáëàñòü ò æåëîé öåïè (Seq.id. no. 5 è 6) (CDR1:

Seq.id. no. 51 è 52; CDR2: Seq.id. no. 53 è 54; CDR3: Seq.id.no. 55 è 56);
Ôèã.5ã: êëîí 43; âàðèàáåëüíà  îáëàñòü ëåãêîé öåïè (Seq.id. no. 7 è 8) (CDR1:

Seq.id. no. 57 è 58; CDR2: Seq.id. no. 59 è 60; CDR3: Seq.id. no. 61 è 62).
Ôèã.6: Ãîìîëîãè  àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé rFab-ôðàãìåíòîâ àíòèòåë ê

BSW17 è Ñε 3-äîìåíà ÷åëîâå÷åñêîãî IgE:
À: anti-id-Fab, êëîí 52, ò æåëà  öåïü (hIgE, Ñε 3: Seq.id. no. 25; êëîí 52: Seq.id. no.26):
anti-id Fab, êëîí 52, ëåãêà  öåïü, ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé 1

(hIgE, Cε 3: Seq.id. no. 27; êëîí 52: Seq.id. no.28);
anti-id-Fab, êëîí 52, ëåãêà  öåïü, ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé 2

(hIgE, Cε 3: Seq.id. no. 29; êëîí 52: Seq.id. no.30) ñîîòâåòñòâåííî;
Á: anti-id-Fab, êëîí 43, ò æåëà  öåïü (hIgE, Ñε 3: Seq.id. no. 31; êëîí 43: Seq.id. no.32);
anti-id-Fab, êëîí 43, ëåãêà  öåïü (hIgE, Ñε 3: Seq.id. no. 33; êëîí 43: Seq.id. no.34)

ñîîòâåòñòâåííî.
Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé: èäåíòè÷íûå îñòàòêè

îáîçíà÷åíû çàêðàøåííûìè ïð ìîóãîëüíèêàìè, àíàëîãè÷íûå àìèíîêèñëîòû îáîçíà÷åíû
ñåðûìè ïð ìîóãîëüíèêàìè (Lipman è Pearson). Ïîëîæåíè  Fcε -îñòàòêîâ îáîçíà÷åíî íàä
êàæäîé ïàðîé ñðàâíèâàåìûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Ïîëîæåíèå ãèïåðâàðèàáåëüíûõ (CDR)
è êàðêàñíûõ ó÷àñòêîâ (FR) ðåêîìáèíàíòíûõ Fab-ôðàãìåíòîâ îáîçíà÷åíî ïîä êàæäîé ïàðîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.

Ôèã.7: Êîíêóðåíòíîå ñâ çûâàíèå rFab-ôðàãìåíòà anti-id-BSW1 íà ïîâåðõíîñòè
ïðèìèðîâàííûõ IgE ÑÍÎα -êëåòêàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ìå÷åííîãî ñ ïîìîùüþ ÔÈÒÖ BSW17.

Ôèã.8: Ñâ çûâàíèå ñ ÷åëîâå÷åñêèì IgE î÷èùåííûõ ñ ïîìîùüþ àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèè êðîëè÷üèõ èììóíîëîáóëèíîâ àíòèòåëà ê ÂSW17-ìèìåîòåëó:

Âû âëåíèå êîìïëåêñîâ hIgE/àíòèòåëî ê ìèìåîòåëó ñ ïîìîùüþ ñýíäâè÷-ELISA: hIgE è
î÷èùåííûå ñ ïîìîùüþ èììóííîàôôèííîé õðîìàòîãðàôèè ïðåïàðàòû àíòèòåë ê ÂSW17-
ìèìåîòåëó ñìåøèâàëè â ýêâèìîë ðíîé êîíöåíòðàöèè è èíêóáèðîâàëè ïðè 4° Ñ. Ïîñëå
èíêóáàöèè ñìåñè äîáàâë ëè â ëóíêè òèòðàöèîííîãî ìèêðîïëàíøåòà, ñåíñèáèëèçèðîâàííûå
ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì ê hIgE LE27 (1 ìêã/ìë) â êà÷åñòâå èììîáèëèçèðóþùåãî
àíòèòåëà. Ñâ çàííûé IgG ìèìåîòåëà âû âë ëè ñ ïîìîùüþ êîìïëåêñà: êîçèé àíòèêðîëè÷èé
IgG-HRP:

� îáîçíà÷àåò êîìïëåêñû hIgE/SDS410;

Ο îáîçíà÷àåò êîìïëåêñû hIgE/SDS411.
Ôèã.9: Èììóííûé îòâåò íà àíòèòåëî ê ÂSW17-ìèìåîòåëó ó ìûøåé ëèíèè Balb/c:

� îáîçíà÷àåò ìûøü 1; , îáîçíà÷àåò ìûøü 2; ( îáîçíà÷àåò ìûøü 3; ) îáîçíà÷àåò ìûøü

4; îáîçíà÷àåò ìûøü 5
A: anti-id-BSW17.52; ëåãêà  öåïü (SDS426);
Á: anti-id-BSW17.52; Fab (SDS427);
Â: anti-id-BSW17.43; Fab (SDS463).
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Âåëè÷èíû ÎÏ ïðåäñòàâë þò ñîáîé çíà÷åíè  îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè, ñêîððåêòèðîâàííûå
äë  ôîíîâîãî ñâ çûâàíè  â íåñåíñèáèëèçèðîâàííûõ ëóíêàõ. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíè 
ïî äâóì ïîâòîðíîñò ì. Âàðèàöèè îáû÷íî ñîñòàâë þò <0,05 ÎÏ.

Ôèã.10: Èíãèáèðîâàíèå ñâ çûâàíè  hIgE/Fcε RIα ñ èñïîëüçîâàíèåì î÷èùåííûõ ñ
ïîìîùüþ èììóíîàôôèííîé õðîìàòîãðàôèè àíòèòåë ê ìèìåîòåëó:

À: � îáîçíà÷àåò BSW17;

, îáîçíà÷àåò êëîí 52 àíòèòåëà; ëåãêà  öåïü (SDS410);

) îáîçíà÷àåò êëîí 52 àíòèòåëà; Fab (SDS411);

( îáîçíà÷àåò êëîí 52 àíòèòåëà; ëåãêà  öåïü (ïðîïóùåííà  ÷åðåç êîëîíêó);

Á: � îáîçíà÷àåò BSW17;

, îáîçíà÷àåò êëîí 43 àíòèòåëà; Fab (SDS476).

Ôèã.11: Ïðîôèëè ÏÊÀ-áàëëîâ ãðóïï ìàêàê ðåçóñ (n=2), èììóíèçèðîâàííûõ ðàçëè÷íûìè
ïðåïàðàòàìè ìèìåîòåë:

À: Èììóíîãåí: anti-id-BSW17.52; ëåãêà  öåïü (SDS426);
Á: Èììóíîãåí: anti-id-BSW17.52; Fab (SDS427);
Â: Èììóíîãåí: anti-id-BSW17.43; Fab (SDS463).
Ïðåäñòàâëåíû äàííûå î ïàññèâíîé êîæíîé àíàôèëàêòè÷åñêîé (ÏÊÀ) ðåàêöèè êîæè ìàêàê

ðåçóñ ÷åðåç ðàçëè÷íûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè ïîñëå èììóíèçàöèè. Çíà÷åíè  ÏÊÀ-áàëëîâ
îáîçíà÷àþò èíòåíñèâíîñòè ÏÊÀ-ðåàêöèé, ðàññ÷èòàííûå íà îñíîâå âåëè÷èí ïëîùàäåé ïîä
êðèâûìè (AUC), êîòîðûå ïîëó÷åíû ïóòåì ïîñòðîåíè  ãðàôèêà çàâèñèìîñòè äèàìåòðîâ
ãîëóáûõ ï òåí íà êîæå îò êîíöåíòðàöèé èíúåöèðîâàííîãî IgE (JW8). Áàëëû îáîçíà÷àþò
ñðåäíèå çíà÷åíè  äë  êàæäîé ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç 2 îáåçü í, êîòîðûõ èììóíèçèðîâàëè
îäíèì è òåì æå ïðåïàðàòîì ìèìåîòåëà, è èõ ðàññ÷èòûâàëè èñõîä  èç äàííûõ äë  êàæäîé
îáåçü íû, ïðèâåäåííûõ â òàáëèöå 4. Âàðèàöèè ïðèâåäåíû íà ãðàôèêå â âèäå îòðåçêîâ
ïð ìîé, õàðàêòåðèçóþùèõ çíà÷åíèå ïîãðåøíîñòè ðåçóëüòàòà. Ñòàòèñòè÷åñêèå çíà÷åíè  ð
ïîêàçàíû íàä îòðåçêàìè ïð ìîé, õàðàêòåðèçóþùèìè çíà÷åíèå ïîãðåøíîñòè ðåçóëüòàòà.
Ìîìåíòû âðåìåíè, â êîòîðûå ïðîèçâîäèëèñü áóñòåð-èíúåêöèè, îáîçíà÷åíû ïîä îñüþ
àáñöèññ.

ôèã.12: Ïîëíûå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ò æåëîé è ëåãêîé öåïåé òðåõ
ðåêîìáèíàíòíûõ BSW17-ìèìåîòåë:

Ôèã.l2a: Anti-id-BSW17, êëîí 52: âàðèàáåëüíà  è ïåðâà  êîíñòàíòíà  îáëàñòè ò æåëîé
öåïè (Seq.id. no. 35);

Ôèã.12á: Anti-id-BSW17, êëîí 52: âàðèàáåëüíà  è êîíñòàíòíà  îáëàñòè ëåãêîé öåïè
êàïïà-òèïà (Seq.id. no. 36);

Ôèã.12â: Anti-id-BSW17, êëîí 43: íàðèàáåëüíà  è ïåðâà  êîíñòàíòíà  îáëàñòè ò æåëîé
öåïè (Seq.id. no. 37);

Ôèã.12ã: Anti-id-BSW17, êëîí 43: âàðèàáåëüíà  è êîíñòàíòíà  îáëàñòè ëåãêîé öåïè
ë ìáäà-òèïà (Seq.id. no. 38).

Êëîí 52 ìèìåîòåëà (L.C.)2 âêëþ÷àåò ëåãêóþ öåïü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.12á (Seq.id.
no. 36), ñâ çàííóþ äèñóëüôèäíûìè ìîñòèêàìè, êàê ïîêàçàíî íà ôèã.4À.

Fab-ôðàãìåíò êëîíà 52 ìèìåîòåëà âêëþ÷àåò ëåãêóþ öåïü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.12á
(Seq.id. no. 36), è ò æåëóþ öåïü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.12à (Seq.id. no. 35),
ñâ çàííûå äèñóëüôèäíûìè ìîñòèêàìè, êàê ïîêàçàíî íà ôèã.45.

Fab-ôðàãìåíò êëîíà 43 ìèìåîòåëà âêëþ÷àåò ëåãêóþ öåïü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.12ã
(Seq.id. no. 38), è ò æåëóþ öåïü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.12â (Seq.id. no. 37),
ñâ çàííûå äèñóëüôèäíûìè ìîñòèêàìè, êàê ïîêàçàíî íà ôèã.4Â.

Íèæå èçîáðåòåíèå ïðîèëëþñòðèðîâàíî íà ïðèìåðàõ, íå îãðàíèâàþùèõ åãî îáúåì.
Òåìïåðàòóðû äàíû â ãðàäóñàõ Öåëüñè . Â îïèñàíèè èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå ñîêðàùåíè :

anti-id  = àíòèèäèîòèïè÷åñêîå
ABTS  = [2,2'-àçèíîäè(3-ýòèëáåíçòèàçîëèí)ñóëüôîíàò]
ÁÑÀ  = áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí
BSW17  = ìûøèíîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî ê ÷åëîâå÷åñêîìó IgE; Ñε 3 -
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ñïåöèôè÷åñêîå
CDR  = ãèïåðâàðèàáåëüíûå ó÷àñòêè
Ñε 3 = äîìåí òðåòüåé êîíñòàíòíîé îáëàñòè ò æåëîé öåïè IgE;
Ñε 4  = äîìåí ÷åòâåðòîé êîíñòàíòíîé îáëàñòè ò æåëîé öåïè IgE
Ñε Å  = ìèìåîòîïíûé ïåïòèä, èìèòèðóþùèé Ñε 3-ýïèòîïíóþ îáëàñòü, ðàñïîçíàâàåìóþ

BSW17
Ñε Ì  = ìèìåîòîïíûé ïåïòèä, èìèòèðóþùèé Ñε 4-ýïèòîïíóþ îáëàñòü, ðàñïîçíàâàåìóþ

BSW17
ÊÎÅ  = êîëîíèåîáðàçóþùà  åäèíèöà
ELISA  = òâåðäîôàçíûé èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç
Fab  = ôðàãìåíò àíòèòåë, ëèøåííûé êîíñòàíòíûõ îáëàñòåé 2 è 3 ò æåëîé öåïè
Fcε RI; IgERI  = âûñîêîàôôèííûé ðåöåïòîð IgE
Fcε RIα = âûñîêîàôôèííûé ðåöåïòîð IgE, α -öåïü
ÒÔÑ  = ôåòàëüíà  òåë ÷ü  ñûâîðîòêà
FR  = êàðêàñíûå ó÷àñòêè
ÔÈÒÖ  = êîíúþãèðîâàííà  ñ ôëóîðåñöèíèçîòèîöèàíàòîì
HRP = ïåðîêñèäàçïåðîêñèäàçà èç õðåíà
×ÑÀ  = ÷åëîâå÷åñêèé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí
(h)IgE  = (÷åëîâå÷åñêèé) èììóíîãëáóëèí Å
mÀò  = ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî
MNC  = ìîíîíóêëåàðíûå êëåòêè
NIP  = 3-íèòðî-4-ãèäðîêñèéîäôåíèëóêñóñíà  êèñëîòà
p.c.  = ïîëèêëîíàëüíûé
Phab  = ôàã, ïðåäîñòàâë þùèé Fab-ôðàãìåíòû (Fab-ýêñïðåññèðóþùèé áàêòåðèîôàã)
ÇÔÐ  = çàáóôåðåííûé ôîñôàòîì ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð
ÏÊÀ  = ïàññèâíà  êîæíà  àíàôèëàêñè 
PWM  =ìèòîãåí ëàêîíîñà
r  = ðåêîìáèíàíòûé
KT = êîìíàòíà  òåìïåðàòóðà
SPR  = ïîâåðõíîñòíûé ïëàçìåííûé ðåçîíàíñ
Ïðèìåð 1: Êîíñòðóèðîâàíèå äîñòóïíûõ áèáëèîòåê ôàãà
à) Èñòî÷íèê ëèìôîöèòîâ
Â êà÷åñòâå äîíîðîâ äë  ïîëó÷åíè  ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòîê (MNC) èç ïåðèôåðè÷åñêîé

êðîâè èñïîëüçîâàëè äâóõ âçðîñëûõ ìóæ÷èí. Ïåðâîìó âçðîñëîìó ìóæ÷èíå, êîòîðûé  âë ëñ 
àòîïè÷åñêèì äîíîðîì, èìåþùèì êëèíè÷åñêèå ñèìïòîìû àëëåðãèè, ââîäèëè ñ ïîìîùüþ
âíóòðèìûøå÷íîé áóñòåð-èíúåêöèè 0,5 ìë àäñîðáèðîâàííîãî íà êâàñöàõ ñòîëáí ÷íîãî
òîêñîèäà (Òå Anatoxal Bern, Swiss Serum and Vaccine Institute, Áåðí, Øâåéöàðè ).
×åðåç 7 äíåé MNC âûäåë ëè ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíè  â ãðàäèåíòå Ôèêîëëà
(Lymphoprep, ôèðìà Pharmacia, Ìèëóîêè, øòàò Âèñêîíñèí, ÑØÀ) è çàòåì êóëüòèâèðîâàëè â
òå÷åíèå 3 äíåé â ñðåäå RPMI-1640 (ôèðìà Seromed, Áàçåëü, Øâåéöàðè ), ñîäåðæàùåé
10 3 åä./ìë IL-2 (ôèðìà Sigma, Ñåíò-Ëóèñ, Ìèññóðè, ÑØÀ), 50 ìêã/ìë êëåòîê ëèíèè
Pansorbin (øòàìì Staphylococcus aureus Cowan 1, ôèðìà Calbiochem, Ëà Äæîëëà, øòàò
Êàëèôîðíè , ÑØÀ) è ñòîëáí ÷íûé òîêñîèä, ðàçáàâëåííûé â ñîîòíîøåíèè 1:1000 ñðåäîé
RPM1-1640. Çàòåì èç ýòèõ êëåòîê ïîëó÷àëè îáùóþ ÐÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì ôåíîë-
õëîðîôîðìà è ãóàíèäèíèéèçîòèîöèàíàòà (Chomczynsi Ð. è Sacci, N., Anal. Biochem. 162
[1987] 156). Âòîðîìó äîíîðó, êîòîðûé ïðåäñòàâë ë ñîáîé âçðîñëîãî ãèïåðèììóííîãî
ìóæ÷èíó, èìåþùåìó ðåçóñ D, ââîäèëè ñ ïîìîùüþ âíóòðèâåííîé áóñòåð-èíúåêöèè 2 ìë
óïëîòíåííûõ ýðèòðîöèòîâ êðîâè, ïîëó÷åííûõ èç êðîâè èçâåñòíîãî äîíîðà-ìóæ÷èíû,
èìåþùåãî ãðóïïó êðîâè 0 RhD+. MNC âûäåë ëè ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíè  â
ãðàäèåíòå Ôèêîëëà íà 18-é äåíü ïîñëå ðåâàêöèíàöèè. Êëåòêè ïåðåä ýêñòðàêöèåé ÐÍÊ
êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 3 äíåé â ñðåäå RPM1-1640, ñîäåðæàùåé 103 åä./ìë IL-2 è 10
ìêã/ìë ìèòîãåíà ëàêîíîñà (PWM; ôèðìà Sigma, L9379, Áóõñ, Øâåéöàðè ).

Îáðàçöû ÷åëîâå÷åñêèõ ìèíäàëèí ïîëó÷àëè ïîñëå óäàëåíè  ìèíäàëèí ó òðåõ äåòåé.
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Ìèíäàëèíû ðàçì ã÷àëè â ñðåäå RPM1-1640 â ñòåðèëüíûõ ÷àøêàõ Ïåòðè è ðàçðåçàëè íà
ìåëêèå êóñî÷êè. Çàòåì òêàíü, êëåòêè è ñðåäó ïåðåíîñèëè â ñòåðèëüíûå ïðîáèðêè, äàâàëè
îñàäèòüñ  òêàíåâîìó äåáðèñó è èç ñóïåðíàòàíòà âûäåë ëè MNC ñ ïîìîùüþ
öåíòðèôóãèðîâàíè  â ãðàäèåíòå Ôèêîëëà. Îòáèðàëè Â-êëåòêè ïóòåì èíêóáàöèè MNC ñ
ïîêðûòûìè (ñåíñèáèëèçèðîâàííûìè) CD19 ïàðàìàãíèòíûìè ãðàíóëàìè è çàòåì ïîëó÷àëè
ÐÍÊ ñ ïîìîùüþ óêàçàííîãî âûøå ìåòîäà ñ èñïîëüçîâàíèåì ôåíîë-õëîðîôîðìà è
ãóàíèäèíèéèçîòèîöèàíàòà.

Äë  êëîíèðîâàíè  öåïåé âñåõ ìèìåîòåë èñïîëüçîâàëè âåêòîð ðÑomb3, êîòîðûé
ïîëó÷àëè èç Scripps Research Institute La Jolla, øòàò Êàëèôîðíè , ÑØÀ (Barbas III
C.F. è Lerner, R.A., Companion Methods Enzymol. 2 [1991] 119). Øòàìì Escherichia coli
XL1-Blue, êîòîðûé ïðèìåí ëè äë  òðàíñôîðìàöèè âåêòîðà ðÑîmb3, è ôàã-õåëïåð VCSM13,
ïîëó÷àëè îò ôèðìû Stratacyte (Ëà Äæîëëà, øòàòà Êàëèôîðíè , ÑØÀ).

á) Ñîçäàíèå áèáëèîòåê áàêòåðèîôàãîâ
Êîíñòðóèðîâàëè òðè ðàçëè÷íûå áèáëèîòåêè: ïåðâóþ, îáîçíà÷åííóþ êàê BS, èç MNC,

âûäåëåííûõ èç êðîâè ïåðâîãî àòîïè÷åñêîãî äîíîðà-ìóæ÷èíû, âòîðóþ, îáîçíà÷åííóþ êàê
LD2, èç MNC âòîðîãî äîíîðà-ìóæ÷èíû, ïîëó÷åííûõ íà äåíü +18 ïîñëå âíóòðèâåííîé
áóñòåð-èíúåêöèè, è òðåòüþ, îáîçíà÷åííóþ êàê ÑÒ, èç îáîãàùåííîé Â-êëåòêàìè ïîïóë öèè
MNC, âûäåëåííîé èç ìèíäàëèí äåòåé. Èç ýòèõ êëåòîê ïîëó÷àëè îáùóþ ÐÍÊ ñ
èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà íà îñíîâå ôåíîë-õëîðîôîðìà è ãóàíèäèíèéèçîòèîöèàíàòà. 10 ìêã
ýòîé ÐÍÊ èñïîëüçîâàëè äë  ñîçäàíè  êÄÍÊ ñ ïîìîùüþ îëèãî(äÒ)-ïðàéìåðà (400 íã) è
ïîäâåðãàëè îáðàòíîìó òðàíñêðèáèðîâàíèþ ñ ïîìîùüþ îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû M-MuLV è
óñëîâè õ, îïèñàííûõ ó ïîñòàâùèêà (ôèðìà Boehringer Mannheim, Ãåðìàíè ). ÏÖÐ-
àïëèôèêàöèþ îñóùåñòâë ëè ñîãëàñíî ìåòîäó, îïèñàííîìó ó Vogel M. è äð., E.J. of
Immunol. 24 (1994) 1200. Â öåëîì ìåòîä ñîñòîèò â ñëåäóþùåì: èñïîëüçîâàëè 100 ìêë
ñðåäû äë  ÏÖÐ, ñîäåðæàùåé áóôåð Perkin-Elmer ñ 10 ìÌ MgCl2, 5 ìêë êÄÍÊ, 150 íã
êàæäîãî ñîîòâåòñòâóþùåãî 5'- è 3'-ïðàéìåðà, âñå 4 äÍÒÔ, êàæäûé â êîíöåíòðàöèè 200
ìêÌ, è 2 åä./ìë ïîëèìåðàçû Taq (ôèðìà Perkin Elmer, Íüþ-Äæåðñè, ÑØÀ). ÏÖÐ-
àìïëèôèêàöèþ ò æåëîé è ëåãêîé öåïåé Fab- ìîëåêóëû îñóùåñòâë ëè ïî îòäåëüíîñòè ñ
ïîìîùüþ íàáîðà ïðàéìåðîâ ôèðìû Stratacyte (äåòàëè ïðèâåäåíû íèæå). Äë 
àìïëèôèêàöèè ò æåëîé öåïè èñïîëüçîâàëè 6 ïðàéìåðîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ ñèíòåç ïðîòèâ
õîäà òðàíñêðèïöèè, êîòîðûå ãèáðèäèçóþòñ  ñ êàæäûì èç 6 ñåìåéñòâ VH-ãåíîâ, à äë 
àìïëèôèêàöèè ëåãêèõ öåïåé èñïîëüçîâàëè îäèí ïðàéìåð äë  öåïè êàïïà-òèïà è îäèí
ïðàéìåð äë  öåïè ë ìáäà-òèïà. Ïðàéìåðû, îáåñïå÷èâàþùèå ñèíòåç ïî õîäó òðàíñêðèïöèè,
êîíñòðóèðîâàëè òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îíè áûëè ñîâìåñòèìû ñ øàðíèðíîé îáëàñòüþ
êîíñòàíòíûõ äîìåíîâ γ 1 è γ 3 ò æåëîé öåïè. Äë  àìïëèôèêàöèè ëåãêîé öåïè ïðàéìåðû,
îáåñïå÷èâàþùèå ñèíòåç ïî õîäó òðàíñêðèïöèè, äîëæíû ñîîòâåòñòâîâàòü 3'-êîíöó
êîíñòàíòíûõ îáëàñòåé êàïïà-öåïè è ë ìáäà-öåïè. ÏÖÐ-ïðîäóêòû ò æåëîé è ëåãêîé öåïåé
îáúåäèí ëè ïî îòäåëüíîñòè, ïîäâåðãàëè î÷èñòêå íà ãåëå è ðàñùåïë ëè ñîîòâåòñòâåííî ñ
ïîìîùüþ ðåñòðèêòàç XhoI/SpeI è SacI/XbaI (ôèðìà Boehringer Mannheim, Ãåðìàíè ). Ïîñëå
ðàñùåïëåíè  ÏÖÐ-ïðîäóêòû ýêñòðàãèðîâàëè îäèí ðàç ñìåñüþ ôåíîë:õëîðîôîðì:
èçîàìèëîâûé ñïèðò è î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ ãåëü-ýêñöèçèè. Âñòðàèâàíèå ðàñùåïëåííîãî ñ
ïîìîùüþ XhoI/SpeI Fd-ôðàãìåíòà è ïîñëåäóþùåå âñòðàèâàíèå ïóòåì ëèãèðîâàíè 
ðàñùåïëåííîé ñ ïîìîùüþ SacI/XbaI ëåãêîé öåïè â âåêòîð ðÑîmb3, òðàíñôîðìàöèþ êëåòîê
øòàììà XLl-Blu è ïîëó÷åíèå ôàãîâ îñóùåñòâë ëè ñîãëàñíî ìåòîäó, îïèñàííîìó ó Barbas
III C.F. è Lerner R.A., Companion Methods Enzymol. 2 [1991] 119. Ïîñëå òðàíñôîðìàöèè
øòàììà XLl-Blue E.coli îáðàçöû êëåòîê âûäåë ëè è ïîäâåðãàëè òèòðîâàíèþ íà ïëàíøåòàõ ñ
öåëüþ îïðåäåëåíè  ðàçìåðà áèáëèîòåê. Ýòè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
óðîâåíü ýêñïðåññèè áèáëèîòåê ñîñòàâë åò 1× 107, 7,7× 106 è 3× 106 ÊÎÅ
(êîëîíèåîáðàçóþùèõ åäèíèö) äë  BS, LD2 è ÑÒ ñîîòâåòñòâåííî.

â) ÏÖÐ-ïðàéìåðû
VHI 5'-ÑÀÑ ÒÑÑ CAG GTG CAG CTG CTC GAG TCT GG-3' (Seq.id. no. 9):
VHII 5'-GTC CTG ÒÑÑ CAG GTC ÀÀÑ ÒÒÀ CTC GAG TCT GG-3' (Seq.id. no. 10);
VHIII 5'-GTC CAG GTG GAG GTG CAG CTG CTC GAG TCT GG-3' (Seq.id. no. 11);
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VHIV 5'-GTC CTG TCC CAG GTG CAG CTG CTC GAG TCG GG-3' (Seq.id. no. 12):
VHV 5'-GTC TGT GCC GAG GTG CAG CTG CTC GAG TCT GG-3' (Seq.id. no. 13):
VHVI 5'-GTC CTG TCA CAG GTA CAG CTG CTC GAG TCA GG-3' (Seq.id. no. 14):
CHI(γ I) 5'-AGC ATC ACT AGT ÀÑÀ AGA TTT GGG CTC-3' (Seq.id. no. 15);
VL(κ ) 5'- GT GCC AGA TGT GAG CTC GTG ATG ACC CAG TCT CCA-3' (Seq.id. no. 16);
CL(κ ) 5'- Ò CCT TCT AGA ÒÒÀ ÑÒÀ ÀÑÀ CTC ÒÑÑ ÑÑÒ GTT GAA GCT ÑÒÒ TGT GAC

GGG CGA ACT Ñ-3' (Seq.id. no. 17);
VL(λ ) 5'- Ñ TGC ÀÑÀ GGG TCC TGG GCC GAG CTC GTG GTG ACT CA-3' (Seq.id. no. 18);
CL(λ ) 5'- G CAT TCT AGA ÑÒÀ ÒÒÀ TGA ÀÑÀ TTC TGT AGG GGC-3' (Seq.id. no. 19).
Ïðèìåð 2: Îòáîð ðåêîìáèíàíòíûõ ôðàãìåíòîâ ÂSW17-ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë (BSW-17-

ìèìåîòåë) èç áèáëèîòåê ôàãà
Îòáîð ÂSW17-ñïåöèôè÷åñêèõ ôàãîâ îñóùåñòâë ëè ñ ïîìîùüþ 4 öèêëîâ ïýííèíãà.

Êàæäûé öèêë âêëþ÷àë äâå ïðåäâàðèòåëüíûõ àáñîðáöèè íà ÌÀò ê IgE Le27 ïåðåä
àáñîðáöèåé íà ÌÀò ê IgE BSW17. Ïðåäâàðèòåëüíûå àáñîðáöèè îñóùåñòâë ëè ñëåäóþùèì
îáðàçîì: 2 ïðîáèðêè äë  èììóíîàíàëèçà (Maxisorp, Nunc) ñåíñèáèëèçèðîâàëè 4 ìë Le27
(20 ìêã/ìë) â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4° , çàòåì áëîêèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 37° 4 ìë ñìåñè
ÇÔÐ/2% îáåçæèðåííîå ìîëîêî. Ïåðâóþ ïðîáèðêó èíêóáèðîâàëè íà âðàùàþùåéñ  âíèç-
ââåðõ ãîðèçîíòàëüíîé ïëàòôîðìå ïðè ÊÒ â òå÷åíèå 30 ìèí ñ 4 ìë áëîêèðîâî÷íîãî
ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 2× 1012 ÊÎÅ êàæäîé áèáëèîòåêè ôàãà (BS, LD2 è ÑÒ). Çàòåì ôàãè
ïåðåíîñèëè âî âòîðóþ ïðîáèðêó è ïðîöåññ ïîâòîð ëè åùå ðàç. Ïîñëå âòîðîé
ïðåäâàðèòåëüíîé àáñîðáöèè íåñïåöèôè÷åñêèå â îòíîøåíèè Le27 ôàãè äîáàâë ëè â
ïðîáèðêó, ñåíñèáèëèçèðîâàííóþ 4 ìë BSW17 (20 ìêã/ìë), è áëîêèðîâàëè ñìåñüþ ÇÔÐ/2%
îáåçæèðåííîå ìîëîêî, ñîãëàñíî îïèñàííîé âûøå ìåòîäèêå. Ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå 2 ÷
ïðè ÊÒ íà âðàùàþùåéñ  âíèç-ââåðõ ãîðèçîíòàëüíîé ïëàòôîðìå ïðîáèðêó ïîñëåäîâàòåëüíî
ïðîìûâàëè 10 ðàç ÇÔÐ/0,1% Òâèí è 10 ðàç ÇÔÐ. Ïðèêðåïèâøèåñ  ôàãè ïîñëåäîâàòåëüíî
ýëþèðîâàëè ñíà÷àëà ñ ïîìîùüþ 500 ìêë 0,1 Ì òðèýòèëàìèíà, à çàòåì ïîñëå òðåõêðàòíîé
ïðîìûâêè ÇÔÐ ñ ïîìîùüþ 500 ìêë 0,1 Ì ðàñòâîðà HCl, çíà÷åíèå ðÍ êîòîðîãî äîâåäåíî äî
2,2 ñ ïîìîùüþ ãëèöèíà, â êîòîðûé äîáàâë ëè 1 ìã/ìë ÁÑÀ. Êàæäóþ ñòàäèþ ýëþèðîâàíè 
îñóùåñòâë ëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè ÊÒ è ýëþèðîâàííûå ôàãè íåéòðàëèçîâàëè ñ ïîìîùüþ
250 ìêë 1 Ì Òðèñ-HCl, ðH 7,4 è 30 ìêë 2 Ì Òðèñ-îñíîâàíè  ñîîòâåòñòâåííî. Îòîáðàííûå
ôàãè àìïëèôèöèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êëåòîê øòàììà Å. coli XLl-Blue ñîãëàñíî ìåòîäó,
îïèñàííîìó ó Barbas è Lerner âûøå (1991), ïîñëå ÷åãî èõ èñïîëüçîâàëè åùå â òðåõ
öèêëàõ ïýííèíãà. Ïîñëå êàæäîãî öèêëà ïýííèíãà îñóùåñòâë ëè ìîíèòîðèíã òèòðà
ýëèðîâàííûõ ôàãîâ, îïðåäåë   ÊÎÅ (òàáëèöà 2):

Òàáëèöà 2
Óâåëè÷åíèå òèòðà ÂSW17-ñïåöèôè÷åñêèõ Phab ïóòåì ïîñëåäîâàòåëüíûõ öèêëîâ ïýííèíãà

Öèêë ïýííèíãà a) Òèòð ýëþèðîâàííûõ ôàãîâ (ÊÎÅ)

1 3× 105

2 2× 104

3 3× 105

4 5× 107

a) Äë  êàæäîãî öèêëà ïýííèíãà 6× 1012 ôàãîâûõ ÷àñòèö ïðåäâàðèòåëüíî àáñîðáèðîâàëè äâàæäû â ïðîáèðêàõ, ñåíñèáèëèçèðîâàííûõ 20 ìêã/ìë

Le27, a çàòåì èíêóáèðîâàëè â îäíîé ïðîáèðêå, ñåíñèáèëèçèðîâàííîé 20 ìêã/ìë BSW17.

Ïðèìåð 3: Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðåêîìáíàíòíûõ BSW17-ìèìåîòåë.
Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ îòîáðàííûõ êëîíîâ ôàãîâ ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà Nucleotrap

(ôèðìà Machery-Nagel, Äþðåí, Ãåðìàíè ) è ñåêâåíèðîâàíèå íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îñóùåñòâë ëè ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû äë  ñåêâåíèðîâàíè  òèïà ABI 373A
ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà äë  òåðìèíàöèè öåïè PRISM Ready Reactin DyeDeoxy Terminator
Cycle Sequencing (ôèðìà Applied Biosystems, Ãåðìàíè ).

Äë  ñåêâåíèðîâàíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ò æåëîé öåïè èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå
ïðàéìåðû:

CHγ l (5'-CGCTGTGCCCCCAGAGGT-3') (Seq.id. no. 20) è
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ðÑÍ (5'-GGCCGCAAATTCTATTTCAAGG-3') (Seq.id. no. 21).
Äë  ïîëó÷åíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ëåãêîé öåïè èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ïðàéìåðû:
Ñλ (5'-GAGACACACCAGTGTGGC-3') (Seq.id. no. 22).
Ñκ (5'-CACAACAGAGGCAGTTCC-3') (Seq.id. no. 23) è
pCL (5'-CTAAACTAGCTAGTCGCC-3') (Seq.id. no. 24).
Ïðàéìåðû ñèíòåçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ Microsynth (Balgach, Øâåéöàðè ), íà îñíîâå

ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ ðàçëè÷íûõ îòîáðàííûõ êëîíîâ ôàãîâ áûëè âûâåäåíû 2
ðàçëè÷íûå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ò æåëûõ è ëåãêèõ öåïåé ðåêîìáèíàíòíîãî
ÂSW17-ñïåöèôè÷åñêîãî àíòèòåëà (êëîí 52, êëîí 43). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è èõ ëîêàëèçàöè 
íà ãèïåðâàðèàáåëüíûõ ó÷àñòêàõ (CDR) è ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êàðêàñíûõ ó÷àñòêîâ
ïðèâåäåíû íà ôèã.5à-5ã (Seq.id. no. 1-8).

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ôðàãìåíòîâ
ðåêîìáèíàíòíîãî BSW17-ñïåöèôè÷åñêîãî àíòèòåëà, ïðåäñòàâëåííûõ êëîíàìè 52 è 43, è
÷åëîâå÷åñêîãî IgE ïîçâîëèëè âû âèòü ãîìîëîãèè ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè
÷åëîâå÷åñêîãî Ñ ε 3-äîìåíà, êîòîðûé ó÷àñòâóåò â ñâ çûâàíèè ñ âûñîêîàôôèííûì
ðåöåïòîðîì (ôèã.6) (Seq.id. no. 25-34). Òàêèì îáðàçîì, ïàðàòîïû, õàðàêòåðíûå äë 
ôðàãìåíòîâ ðåêîìáèíàíòíîãî àíòèòåëà, èìèòèðóþò îïðåäåëåííûå ñòðóêòóðû,
ïðèñóòñòâóþùèå â ÷åëîâå÷åñêîì IgE ("ìèìåîòåëà"). Òàêèì îáðàçîì, àíòèòåëà, êîòîðûå
âûðàáàòûâàþòñ  ó ñòðàäàþùèõ àëëåðãèåé ïàöèåíòîâ ïðè âàêöèíàöèè ýòèìè
ðåêîìáèíàíòíûìè ìèìåîòåëàìè, äîëæíû ðàñïîçíàâàòü ÷åëîâå÷åñêèé IgE è ïðåäóïðåæäàòü
àëëåðãè÷åñêèå ðåàêöèè ïóòåì èíãèáèðîâàíè  ñâ çûâàíè  IgE/IgERI.

Ïðèìåð 4: Ïîëó÷åíèå è î÷èñòêà ðåêîìáèíàíòíûõ ÂSW17-ìèìåîòåë
Ïîëó÷àëè ðàñòâîðèìûå ìèìåîòåëà èç ôàãîâûõ êëîíîâ 43 è 52 (ôèã.5) (Seq.id. no. 1-8).

Äë  ïîëó÷åíè  ðàñòâîðèìûõ Fab-ôðàãìåíòîâ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü gIII, êîäèðóþùóþ
õâîñòîâîé ïðîòåèí pIII ôàãîâîé ÷àñòèöû, óäàë ëè è çàìåí ëè ñîñòî ùåé èç 6 îñòàòêîâ
ãèñòèäèíà ìåòêîé ñ öåëüþ îáëåã÷åíè  î÷èñòêè Fab-ôðàãìåíòà ñ ïîìîùüþ Ni2+-õåëàòíîé
àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè.

Ôàçìèäíóþ ÄÍÊ ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà Nucleotrap (ôèðìà Macherey-Nagel, Äþðåí,
Ãåðìàíè ) è ðàñùåïë ëè ñ ïîìîùüþ SpeI è NheI. Ôðàãìåíò ÄÍÊ äëèíîé 4,7 ò.ï.ï.,
ëèøåííûé gIII-îáëàñòè, îáðàáàòûâàëè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé è î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ
ýëåêòðîôîðåçà íà àãàðîçíîì ãåëå. Ëèíåàðèçèðîâàííóþ ÄÍÊ ëèãèðîâàëè ñ ôðàãìåíòîì
ÄÍÊ, êîäèðóþùèì øåñòü îñòàòêîâ ãèñòèäèíà íà 5'- è 3'-êîíöàõ ñàéòîâ ðåñòðèêöèè SpeI è
NheI ñîîòâåòñòâåííî. Ïîñëå ëèãèðîâàíè  ÄÍÊ òðàíñôîðìèðîâàëè êëåòêè E. coli XL1-Blue è
îòáèðàëè îòäåëüíûå êëîíû, ïðîäóöèðóþùèå ðàñòâîðèìûå ìèìåîòåëà. Îäèí èç ýòèõ êëîíîâ
áûë îòîáðàí äë  êðóïíîìàñøòàáíîé î÷èñòêè è åãî âûðàùèâàëè â 1 ë SB-ñðåäû (Ñóïåð
áóëüîí), ñîäåðæàùåé 50 ìêã/ìë êàðáåíèöèëëèíà ïðè 37° äî äîñòèæåíè  ÎÏ 1,0 ïðè 600
íì. Çàòåì êóëüòóðû èíäóöèðîâàëè 1 ìÌ èçîïðîïèë-β -D-òèîãàëàêòîïèðàíîçèäîì (IPTG)
(ôèðìà Biofinex, Ïðàðîìàí, Øâåéöàðè ) è âûðàùèâàëè â òå÷åíèå 4 ÷ ïðè 37° . Áàêòåðèè
ïåëëåòèðîâàëè ïðè 6000 îá/ìèí â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 4° ðåñóñïåíäèðîâàëè â 30 ìë
áóôåðîì, â êîòîðîì ïðîèçâîä ò îáðàáîòêó óëüòðàçâóêîì (0,1 Ì Na3PO4, 8 M ìî÷åâèíà, ðÍ
8,0), è çàòåì îáðàáàòûâàëè óëüòðàçâóêîì íà ëüäó. Ïîñëå ýòîãî íåðàñòâîðèìûå êîìïîíåíòû
óäàë ëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 15000 îá/ìèí â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 4° è ñîäåðæàùèé
Fab-ôðàãìåíò ñóïåðíàòàíò î÷èùàëè íà 1-ìèëëèëèòðîâîé íèêåëü-íèòðîàöåòàòíîé êîëîíêå.
Êîëîíêó ïðîìûâàëè áóôåðîì, â êîòîðîì ïðîèçâîä ò îáðàáîòêó óëüòðàçâóêîì, äë  óäàëåíè 
ïðèìåñåé, à çàòåì îñóùåñòâë ëè äâóõñòàäèéíîå ýëþèðîâàíèå áóôåðîì, â êîòîðîì
ïðîèçâîä ò îáðàáîòêó óëüòðàçâóêîì ïðè ðÍ 5,1 è 4 ñîîòâåòñòâåííî. Îñóùåñòâë ëè
ìîíèòîðèíã ôðàêöèé ïðè ÎÏ 280 íì è àëèêâîòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ÄÑÍ-ÏAAÃ
(12%, íå âîññòàíàâëèâàþùèé) äë  ïîäòâåðæäåíè  ÷èñòîòû è èäåíòè÷íîñòè ìèìåîòåë.
Ñîäåðæàùèå ìèìåîòåëà ôðàêöèè çàòåì îáúåäèí ëè, êîíöåíòðèðîâàëè è ïîäâåðãàëè
äèàëèçó â ïðîòèâîòîêå ÇÔÐ.

×èñòîòó êîíå÷íûõ ïðåïàðàòîâ ìèìåîòåë (ïðèâåäåííûõ íà ôèã.4 è 12) (Seq.id. no. 35,
36, 37, 38) îöåíèâàëè, ïîäâåðãà  îáðàçåö ÄÑÍ-ÏÀÀÃ. Ïîëîñû ïðîòåèíà îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ îêðàøèâàíè  êóìàññè áðèëëèàíòîâûì ãîëóáûì. Êîíöåíòðàöèþ îïðåäåë ëè ïóòåì
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ñðàâíåíè  îêðàøåííûõ êóìàññè áðèëëèàíòîâûì ãîëóáûì ïîëîñ ìèìåîòåëà ñ èçâåñòíûìè
êîëè÷åñòâàìè ñòàíäàðòíîãî ïðîòåèíà (ÁÑÀ), à òàêæå ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè. Ýòè
ïðåïàðàòû ìèìåîòåë äàëåå ïðèìåí ëè äë  àíàëèçà êîíêóðåíòíîãî ñâ çûâàíè  è äë 
èììóíèçàöèè êðîëèêîâ.

Ïðèìåð 5: Èíãèáèðîâàíèå îïîñðåäóåìîãî BSW17 çàìåùåíè  ñâ çàííîãî ñ ðåöåïòîðîì
IgE ñ ïîìîùüþ ðåêîìáèíàíòíûõ BSW17-ìèìåîòåë

BSW17 ðàñïîçíàåò è çàìåùàåò IgE, ñâ çàííûé ñ åãî âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì. Äë 
îïðåäåëåíè  òîãî, ìîãóò ëè rFab-ôðàãìåíòû anti-id-BSW17 èíãèáèðîâàòü ýòó ðåàêöèþ
çàìåùåíè , îñóùåñòâë ëè àíàëèç êîíêóðåíòíîãî ñâ çûâàíè  ñ èñïîëüçîâàíèåì IgE,
ïðèñîåäèíåííîãî ê êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè, íà êîòîðîé ïðèñóòñòâóåò IgERI. Äë  àíàëèçà
èñïîëüçîâàëè ðåêîìáèíàíòíóþ ëèíèþ êëåòîê  è÷íèêà êèòàéñêîãî õîì ÷êà (ÑÍÎ), ñòàáèëüíî
òðàíñôåêòèðîâàííóþ ÄÍÊ êîäèðóþùåé α -öåïü ÷åëîâå÷åñêîãî IgERI [ëèíè  êëåòîê ÑÍÎα ;
Blank U. è äð., Eur.J.Biol.Chem. 266 (1991) 2639]. Ñåðèè òåñòèðóåìûõ îáðàçöîâ,
ñîäåðæàùèõ 5× 104 CHOα -êëåòîê, èíêóáèðîâàëè â FACS-áóôåðå (áóôåð äë  êëåòî÷íîãî
ñîðòåðà ñ âîçáóæäåíèåì ôëóîðåñöåíöèè) (ÇÔÐ, 0,3% ÁÑÀ, 0,02% NaN3) ñ 48 íã
ãèáðèäîìû IgE B11 (Zürcher A.W. è äð., Immunol.Lett. 46 (1995) 49-57] â òå÷åíèå 15
ìèí ïðè ÊÒ. Ïîñëå îäíîêðàòíîé ïðîìûâêè FACS-áóôåðîì êàæäûé îáðàçåö èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 15 ìèí ïðè ÊÒ ñ ïðåäâàðèòåëüíî ïîëó÷åííûìè êîìïëåêñàìè BSW17,
êîíúþãèðîâàííîãî ñ ôëóîðåñöèíèçîòèîöèàíàòîì (ÂSW17-ÔÈÒÖ), è ñ âîçðàñòàþùèìè
êîíöåíòðàöè ìè rFab-ôðàãìåíòîâ anti-id BSW17. Êîìïëåêñû ïîëó÷àëè ñëåäóþùèì
îáðàçîì: 50 ìêë ÂSW17-ÔÈÒÖ â êîíöåíòðàöèè 1,3 íÌ èíêóáèðîâàëè ñ ðàçëè÷íûìè
êîëè÷åñòâàìè rFab-ôðàãìåíòîâ anti-id-BSW17 (40 íÌ; 200 íÌ; 1 ìêÌ; 4 ìêÌ; è 40 ìêÌ) â
òå÷åíèå 30 ìèí ïðè ÊÒ. Êîíòðîëüíûé îáðàçåö, ñîäåðæàùèé òîëüêî ÑÍÎα -êëåòêè,
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè ÊÒ ñ BSW17-ÔÈÒÖ äë  îïðåäåëåíè  íåñïåöèôè÷åñêîãî
ñâ çûâàíè . ÑÍÎα -êëåòêè îäíîêðàòíî ïðîìûâàëè FACS-áóôåðîì è ïîñëå äîáàâëåíè  100
ìêë FACS-áóôåðà êëåòêè àíàëèçèðîâàëè â ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå òèïà FACSCalibur (ôèðìà
Becton Dickinson), ñíàáæåííîì àðãîíîâûì ëàçåðîì, íàñòðîåííûì íà äëèíó âîëíû 488 íì.
Äèñêðèìèíèðóþùèå îêíà äë  ðàññåèâàíè  â ïð ìîì íàïðàâëåíèè/áîêîâîì íàïðàâëåíèè
äë  äîò-áëîòà óñòàíàâëèâàëè âîêðóã ìîíîìåðíûõ êëåòîê è ôëóîðåñöåíöèþ îöåíèâàëè
êîëè÷åñòâåííî è âûðàæàëè â âèäå ñðåäíåãî çíà÷åíè  ôëóîðåñöåíöèè äë  êàíàëà (mcf).
Ïðîöåíò ïîçèòèâíûõ êëåòîê ðàññ÷èòûâàëè êàê ïðîöåíò ñâ çûâàíè  BSW17 ñ
ÑÍÎ α -êëåòêàìè. Êàê âèäíî èç ôèã.7, ñâ çûâàíèå BSW17 ñ ÑÍÎα -êëåòêàìè óìåíüøàåòñ 
ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèé Fab-ôðàãìåíòîâ anti-id-BSW17, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,
÷òî 2 êëîíà Fab-ôðàãìåíòîâ anti-id BSW17 îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ èíãèáèðîâàòü
ñâ çûâàíèå BSW17 ñ IgE.

Ïðèìåð 6: Èììóíèçàöè  êðîëèêîâ ðåêîìáèíàíòíûìè BSW17-ìèìåîòåëàìè
Â ýòîì ïðèìåðå ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî èììóíèçàöè  ëèáî rFab-ôðàãìåíòû àòèòåëà ê

BSW17 (êîòîðûå ñîäåðæàò ò æåëóþ ïëþñ ëåãêóþ öåïè êëîíà 52, êàê ïîêàçàíî íà ôèã.4, à
òàêæå íà ôèã.12à è 12á) (Seq.id. no. 35 è 36), ëèáî ðåêîìáèíàíòûì ìèìåîòåëîì,
âêëþ÷àþùèì òîëüêî ëåãêóþ öåïü (ôèã.4À, à òàêæå ôèã.12á) (Seq.id. no. 36), èíäóöèðóåò
ó êðîëèêîâ ãóìîðàëüíûé èììóííûé îòâåò, êîòîðûé äàåò ïåðåêðåñòíóþ ðåàêöèþ ñ
÷åëîâå÷åñêèì IgE. Äâóõ ñàìîê áåëûõ íîâîçåëàíäñêèõ êðîëèêîâ ñåíñèáèëèçèðîâàëè
(ïåðâè÷íî èììóíèçèðîâàëè), ââîä  ïîäêîæíî 300 ìêã/êã rFab-ôðàãìåíòà àíòèòåëà ê BSW17
èëè ôðàãìåíòà ëåãêîé öåïè êëîíà 52, ýìóëüãèðîâàííûõ â ñîîòíîøåíèè 1:1 â ïîëíîì
àäúþâàíòå Ôðåéíäà, è çàòåì òðèæäû êàæäûå 2 íåäåëè ïîäâåðãàëè áóñòåð-èíúåêöè ì òàêèì
æå êîëè÷åñòâîì ìèìåîòåëà, ýìóëüãèðîâàííîãî â ñîîòíîøåíèè 1:1 â íåïîëíîì àäúþâàíòå
Ôðåéíäà. Îáðàçöû ñûâîðîòêè ïîëó÷àëè â äåíü 0 (äî îáðàáîòêè) è ó æèâîòíûõ áðàëè
îáðàçöû êðîâè ÷åðåç 7 äíåé ïîñëå ïîñëåäíåé èíúåêöèè.

Êðîëè÷üþ èììóííóþ ñûâîðîòêó î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ èììóíîàôôèííîé õðîìàòîãðàôèè,
èñïîëüçó  ÷åëîâå÷åñêîå IgE (SUS-11 IgE), õèìè÷åñêè ñøèòîå ñ êîëîíêàìè Sepharose 4B. Ñ
ïîìîùüþ ýòîé ïðîöåäóðû ôðàêöè  àíòèòåëà ê hIgE ìîæåò áûòü âûäåëåíà èç îáùåé
ôðàêöèè èììóíîãëîáóëèíîâ, ÷òî äàåò âîçìîæíîñòü òî÷íî îõàðàêòåðèçîâàòü òåðàïåâòè÷åñêè
âàæíûé èììóííûé îòâåò ñ òî÷êè çðåíè  òèòðîâ àíòèòåë è èõ àôôèííîñòè.
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Èììóíîàôôèííà  î÷èñòêà àíòèòåë ê ìèìåîòåëó, êîòîðûå äàþò ïåðåêðåñòíóþ ðåàêöèþ ñ
÷åëîâå÷åñêèì IgE, âêëþ÷àåò äâå ñòàäèè. Íà ïåðâîé ñòàäèè IgG-ôðàêöèþ âûäåë ëè èç
êðîëè÷üåé àíòèñûâîðîòêè îñàæäåíèåì ñ ïîìîùüþ ñóëüôàòà àììîíè , íà âòîðîé ñòàäèè
hIgE-ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà ê ÂSW17-ìèìåîòåëó ñâ çûâàëè ñ ÷åëîâå÷åñêèì IgE (SUS-11
IgE), êîâàëåíòíî ñøèòûì ñ CH-Sepharose 4B, ñ ïîñëåäóþùèì ýëþèðîâàíèåì, äèàëèçîì è
êîíöåíòðèðîâàíèåì.

Çàâèñ ùåå îò êîíöåíòðàöèè îáðàçîâàíèå â ðàñòâîðå êîìïëåêñà î÷èùåííûõ ñ ïîìîùüþ
èììóíîàôôèííîé õðîìàòîãðàôèè èììóíîãëîáóëèíîâ ñ ÷åëîâå÷åñêèì IgE ïîäòâåðæäàëè ñ
ïîìîùüþ ELISA: SUS-11 IgE èíêóáèðîâàëè ïðè 4° â òå÷åíèå íî÷è ñ ýêâèìîë ðíûìè
êîëè÷åñòâàìè èììóíîãëîáóëèíîâ ê ìèìåîòåëó. Îáðàçîâàííûå â ðàñòâîðå êîìïëåêñû
âíîñèëè â ëóíêè òèòðàöèîííîãî ìèêðîïëàíøåòà, ñåíñèáèëèçèðîâàííûå ìîíîêëîíàëüíûì
àíòèòåëîì LE27 ê hIgE â êà÷åñòâå èììîáèëèçèðóþùåãî àíòèòåëà. Ñâ çàííûé IgG ê
ìèìåîòåëó âû âë ëè ñ ïîìîùüþ êîìïëåêñà: ïîëèêëîíàëüíûé àíòèêðîëè÷èé IgG-HRP.
Ðåçóëüòàòû ïðèâåäåíû íà ôèã.8.

Ïðèìåð 7: Èììóíèçàöè  ìûøåé ðåêîìáèíàíòíûìè ÂSW17-ìèìåîòåëàìè
Ðåêîìáèíàíòíûå ìèìåîòåëà, ïðîèñõîä ùèå èç îáîèõ êëîíîâ 43 è 52, ìîãóò

èíäóöèðîâàòü ïî âëåíèå àíòèòåë ê ìèìåîòåëàì. Ìûøåé ïîäâåðãàëè èììóíèçàöèè. Ãðóïïàì
èç 5 ìûøåé ëèíèè Âàlb/ñ ââîäèëè ïîäêîæíî ïî 5 ìêã íà 5 ìûøü ðåêîìáèíàíòûõ ÂSW17-
ìèìåîòåë, êîòîðûå ïîëó÷àëè â áàêòåðè õ Å. coli è î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ íèêåëü-àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèè. Â êà÷åñòâå àäúþâàíòà èñïîëüçîâàëè ãèäðîêñèä àëþìèíè :

ãðóïïó 1 èììóíèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ îáðàçöà SDS426, ñîîòâåòñòâóþùåãî anti-id-
BSW17.52; ëåãêà  öåïü;

ãðóïïó 2 èììóíèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ îáðàçöà SDS427, ñîîòâåòñòâóþùåãî anti-id-
BSW17.52; Fab-ôðàãìåíò;

ãðóïïó 3 èììóíèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ îáðàçöà SDS463, ñîîòâåòñòâóþùåãî anti-id-
BSW17.43; Fab-ôðàãìåíò.

Â äíè 21 è 41 ïîñëå ïåðâè÷íîé èììóíèçàöèè îñóùåñòâë ëè 2 áóñòåð-èíúåêöèè (ïî 5 ìêã
íà ìûøü). Îáðàçöû êðîâè áðàëè â äíè 0, 20, 28, 35, 42, 49 è 56 ïîñëå ïåðâè÷íîé
èììóíèçàöèè. Ïîëó÷àëè ñûâîðîòêó è çîíäèðîâàëè åå íà ïðèñóòñòâèå àíòèòåëà ê ìèìåîòåëó
ñ ïîìîùüþ ELISA.

Ëóíêè òèòðàöèîííîãî ìèêðîïëàíøåòà ñåíñèáèëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ 1 ìêã/ìë
ïîëèêëîíàëüíîãî ÷åëîâå÷åñêîãî IgG è èíêóáèðîâàëè ñ ðàçáàâëåííîé â ñîîòíîøåíèè 1:50
ìûøèíîé ñûâîðîòêîé, ïîëó÷åííîé èç îáðàçöîâ êðîâè, âç òîé â óêàçàííûå ìîìåíòû
âðåìåíè ïîñëå ïåðâè÷íîé èììóíèçàöèè. Ñâ çàííûå àíòèòåëà ê ìèìåîòåëó (ahIgG ê
÷åëîâå÷åñêèì êàðêàñíûì ó÷àñòêàì è êîíñòàíòíûì îáëàñò ì ÷åëîâå÷åñêîãî àíòèòåëà)
îïðåäåë ëè ñ ïîìîùüþ âòîðîé èíêóáàöèè ñ ïåðîêñèäàçîé èç õðåíà, êîíúþãèðîâàííîé ñ
êðîëè÷üèì àíòèìûøèíûì IgG (gamIgG-HRP). Èçìåíåíèå öâåòà ðåàêöèîííîé ñìåñè
ïîëó÷àëè, èñïîëüçó  õðîìîãåííûé ñóáñòðàò ABTS.

Îáíàðóæåíî, ÷òî âñå ìûøè âûðàáàòûâàëè àíòèòåëà ê ìèìåîòåëàì ïîñëå âòîðîé áóñòåð-
èíúåêöèè ïðè èñïîëüçîâàíèè âñåõ ðåêîìáèíàíòíûõ ïðåïàðàòîâ ìèìåîòåë (ôèã.9).

Ïðèìåð 8: Èììóíîãëîáóëèíû ê ðåêîìáèíàíòíûì ÂSW17-ìèìåîòåëàì, ïîëó÷åííûå â
îðãàíèçìå êðîëèêîâ, ñâ çûâàþòñ  ñ âûñîêîé àôôèííîñòüþ ñ ÷åëîâå÷åñêèì IgE

Óñòàíîâëåíî, ÷òî âàêöèíàöè  ñ ïîìîùüþ ðåêîìáèíàíòíûõ BSW17-ìèìåîòåë èíäóöèðóåò
ãóìîðàëüíûé èììóííûé îòâåò, îòëè÷àþùèéñ  âûñîêîé àôôèííîñòüþ â îòíîøåíèè
÷åëîâå÷åñêîãî IgE. Êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû, õàðàêòåðíûå äë  ñâ çûâàíè  î÷èùåííûõ ñ
ïîìîùüþ èììóíîàôôèííîé õðîìàòîãðàôèè èììóíîãëîáóëèíîâ ê ìèìåîòåëàì ñ
÷åëîâå÷åñêèì IgE, àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïîâåðõíîñòíîãî ïëàçìåííîãî ðåçîíàíñà
(SPR).

SPR-àíàëèç îñóùåñòâë ëè ñ ïîìîùüþ óñòðîéñòâà òèïà BIAcore (ôèðìà Biacore, Óïïñàëà,
Øâåöè ). Ñïåöèôè÷åñêèå ñâ çûâàþùèå ïîâåðõíîñòè ïîëó÷àëè, ñøèâà  ñ ïîìîùüþ
àìèííîãî ñî÷åòàíè  ÷åëîâå÷åñêèé IgE èëè ìûøèíûé IgG3 ñ ñåíñîðíûì ýëåìåíòîì òèïà
ÑÌ5 ñîãëàñíî èíñòðóêöè ìè ïðîèçâîäèòåë . Ñ ïîìîùüþ ýòîé ïðîöåäóðû áèîëîãè÷åñêèå
ìîëåêóëû ñîåäèí þò ïîñðåäñòâîì ïåðâè÷íûõ àìèíîãðóïï ñ êàðáîêñèìåòèëèðîâàííîé
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äåêñòðàíîâîé ïîâåðõíîñòüþ ñåíñîðíîãî ýëåìåíòà. 10 ïìîëåé ÷åëîâå÷åñêîé ìèåëîìû,
âêëþ÷àþùåé IgE èëè SUS-11 IgE, ñâ çûâàëè ñ ðàçëè÷íûìè ïîäâèæíûìè êëåòêàì ýëåìåíòà.
Ìûøèíûé ÌÀò â âèäå IgG3, ABL 364 (ÀÒÑÑ ÍÂ 9324), èììîáèëèçèðîâàëè íà ðàçëè÷íûõ
äîðîæêàõ îäíîãî è òîãî æå ñåíñîðíîãî ýëåìåíòà. ABL 364 èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå
ýòàëîíà äë  îïðåäåëåíè  ñâ çûâàíè  àíòèòåë ê ìèìåîòåëàì ñî ñòðóêòóðàìè, íå
îòíîñ ùèìèñ  ê èììóíîãëîáóëèíó hIgE, è äë  êîððåêöèè âîçìîæíûõ èçìåíåíèé
êîýôôèöèåíòà îòðàæåíè , âûçâàííûõ èçìåíåíè ìè áóôåðà. Ïëîòíîñòè ñî÷åòàíè 
ñîñòàâë ëè ~ 13000 RU.

Âñå áèîìîëåêóë ðíûå âçàèìîäåéñòâè , êîòîðûå îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ óñòðîéñòâà
BIAcore, îñóùåñòâë ëè ïðè 25° , èñïîëüçó  HBS (10 mM Hepes, pH=7,4, 150 ìÌ NaCl, 3,4
ìÌ ÝÄÒÊ è 0,005 îá.% ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíîãî âåùåñòâà Ð-20) â êà÷åñòâå ïîñòî ííî
òåêóùåãî áóôåðà. Êîíöåíòðàöèè êàæäîãî àíàëèçèðóåìîãî îáðàçöà, ïðîïóñêàåìîãî ñ öåëüþ
êèíåòè÷åñêîãî àíàëèçà ïî ïîâåðõíîñòè ñåíñîðíîãî ýëåìåíòà, ñîñòàâë ëè îò 33 ìÌ äî 499
ìÌ. Ñêîðîñòü ïîòîêà ñîñòàâë ëà 5 ìêë/ìèí. Àíàëèçèðóåìûå îáðàçöû èíúåöèðîâàëè â
òå÷åíèå 1200 ñ, à çàòåì ââîäèëè HBS â òå÷åíèå ïðèìåðíî 1800 ñ äë  îöåíêè äèññîöèàöèè
ñâ çàííîãî àíàëèçèðóåìîãî îáðàçöà. Ýëåìåíò ðåãåíåðèðîâàëè, ïðîïóñêà  â òå÷åíèå 120 ñ
10 ìÌ ÍÑl. Íåñïåöèôè÷åñêîå ñâ çûâàíèå îöåíèâàëè, ïðîïóñêà  àíàëèçèðóåìûå îáðàçöû
÷åðåç ýòàëîííóþ äîðîæêó, ñîäåðæàùóþ ABL 364, è ïåðåä ïðîâåäåíèåì êèíåòè÷åñêîãî
àíàëèçà âû÷èòàëè ïîëó÷åííîå çíà÷åíèå èç äàííûõ, ïîëó÷åííûõ äë  ñïåöèôè÷åñêîãî
ñâ çûâàíè .

Êðèâûå ñâ çûâàíè , ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ SPR, àíàëèçèðîâàëè, èñïîëüçó  ïàêåò
ïðîãðàìì äë  àíàëèçà BIAevaluation 3.0. Äë  ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà âçàèìîäåéñòâèé
àíòèòåëà ê ìèìåîòåëó/IgE ïðèìåí ëè îäíîôàçíóþ ìîäåëü. Äë  êàæäîé êðèâîé
ðàññ÷èòûâàëè êîíñòàíòû ñêîðîñòè àññîöèàöèè ka, êîíñòàíòû ñêîðîñòè äèññîöèàöèè kd è
êîíñòàíòû ðàâíîâåñè  äèññîöèàöèè ÊD=1/ÊA (ÊA=êîíñòàíòà àôôèííîñòè), è ýòè äàííûå
îáîáùåíû â òàáëèöå 3:

Î÷åâèäíî, ÷òî àíòèòåëà, îáëàäàþùèå âûñîêîé àôôèííîñòüþ ê ÷åëîâå÷åñêîìó IgE, ìîãóò
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èíäóöèðîâàòüñ  ó êðîëèêîâ, èììóíèçèðîâàííûõ ðåêîìáèíàíòíûìè ÂSW17-ìèìåîòåëà
(çíà÷åíè  KD íàõîä òñ  â íàíîìîë ðíîì äèàïàçîíå). Fab êëîíà 43 (SDS463; ôèã.4Â; anti-
id-BSW17.43) îáëàäàë ñïîñîáíîñòüþ èíäóöèðîâàòü èììóííûé îòâåò, îòëè÷àþùèéñ  î÷åíü
âûñîêîé àôôèííîñòüþ ïî îòíîøåíèþ ê ÷åëîâå÷åñêîìó IgE (KD<1 íÌ).

Òàêèì îáðàçîì, ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèèäèîòèïè÷åñêîãî àíòèòåëà ìîæíî
èíäóöèðîâàòü ñèëüíûé ïîëèêëîíàëüíûé îòâåò ïðîòèâ IgE, ÷òî  âë åòñ  îñíîâíûì
êîìïîíåíòîì ñòðàòåãèè âàêöèíàöèè ÷åëîâåêà.

Ïðèìåð 9: Èììóíîãëîáóëèíû ê ðåêîìáèíàíòíûì  BSW17-ìèìåîòåëàì, ïîëó÷åííûå â
îðãàíèçìå êðîëèêîâ, èíãèáèðóþò ñâ çûâàíèå ÷åëîâå÷åñêîãî IgE ñ åãî âûñîêîàôôèííûì
ðåöåïòîðîì

Äë  òîãî ÷òîáû âàêöèíà áûëà àêòèâíîé ïðîòèâîàëëåðãè÷åñêîé âàêöèíîé, äîëæåí
îáðàçîâûâàòüñ  êîìïëåêñ ìåæäó àíòèòåëàìè ê ìèìåîòåëàì è hIgE, êîòîðûé äîëæåí
ïðåäóïðåæäàòü ñâ çûâàíèå IgE ñ åãî âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì. Â ñâ çûâàíèè ñ
âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì ó÷àñòâóåò Ñε 3-ýïèòîïíà  îáëàñòü Val(370) - Gly(379) â
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Val(370)-Asn(383) (ôèã.6) (Seq.id. no. 25). äë  êîòîðîé âû âëåíà
ãîìîëîãè  àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ CDR ÂSW17-ìèìåîòåëà. Òàêèì îáðàçîì,
ìîæíî îæèäàòü, ÷òî IgE-ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà, êîòîðûå âûðàáàòûâàþòñ  ïðè
èììóíèçàöèè ðåêîìáèíàíòíûìè ÂSW17-ìèìåîòåëàìè, ïðî âë þò ñâîå òåðàïåâòè÷åñêîå
äåéñòâèå ïóòåì èíãèáèðîâàíè  ñâ çûâàíè  IgE ñ åãî âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì ïóòåì
áëîêàäû ñâ çûâàþùåãî äîìåíà. Äë  ïîäòâåðæäåíè  ýòîãî î÷èùåííûå àíòèòåëà ê
ìèìåîòåëó, ïîëó÷åííûå èç èììóíèçèðîâàííûõ êðîëèêîâ, òåñòèðîâàëè â îòíîøåíèè
èíãèáèðîâàíè  ñâ çûâàíè  hIgE/Fcε RIα ñ ïîìîùüþ êîíêóðåíòíîãî àíàëèçà ELISA. Â
êà÷åñòâå õàðàêòåðíîãî äë  áîëåçíè ïðèçíàêà îöåíèâàëè ñïîñîáíîñòü ñâîáîäíîãî IgE
ñâ çûâàòüñ  ñ ðåêîìáèíàíòíûì Fcε RIα (RIα -×CA-RIα äâîéíîé ñëèòûé ïðîòåèí; DFP)
(ôèã.10).

hIgE (SUS-11; 1 ìêã/ìë íà ôèã.10À è 0,1 ìêã/ìë íà ôèã.10Á) ïîäâåðãàëè
ïðåäâàðèòåëüíîé èíêóáàöèè â òå÷åíèå 16 ÷ ïðè +4° ñ âîçðàñòàþùèìè êîíöåíòðàöè ìè
èììóíîãëîáóëèíîâ ê ìèìåîòåëàì èëè ñ ÌÀò BSW17 â êà÷åñòâå ýòàëîíà. Ãðóïïà
èììóíîãëîáóëèíîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ âî ôðàêöèè ïðîïóùåííîãî ÷åðåç êîëîíêó ïðåïàðàòà
SDS410, áûëà âêëþ÷åíà â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîë . Îáðàçîâàâøèåñ  êîìïëåêñû
âíîñèëè â ëóíêè òèòðàöèîííîãî ìèêðîïëàíøåòà, ñåíñèáèëèçèðîâàííûå 1 ìêã/ìë àíòèòåëà
Le27 ê IgE â êà÷åñòâå ñâ çûâàþùåãî àíòèòåëà, è èíêóáèðîâàëè ñ äâîéíûì ñëèòûì
ïðîòåèíîì Fcε RIα - ×ÑÀ - Fcε RIα , ìå÷åííûì ïåðîêñèäàçîé èç õðåíà, â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè
37 ° . Ñâ çàííûé DFP îïðåäåë ëè ñ ïîìîùüþ õðîìîãåííîãî ñóáñòðàòà. Çíà÷åíè  ÎÏ
âûðàæàëè â âèäå % ñâ çûâàíè . Ñâ çûâàíèå ñ íåñîäåðæàùèì êîíêóðåíòà SUS-11 IgE
ïðèíèìàëè çà 100%. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíè  èçìåðåíèé, ïðîâåäåííûõ ñ
äóáëèðîâàíèåì. Âàðèàöèè, êàê ïðàâèëî, ñîñòàâë ëè ìåíåå 2%.

Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî èììóíèçàöè  ãðûçóíîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì
ÂSW17-ìèìåîòåë ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ ñïåöèôè÷åñêèõ âûñîêîàôôèííûõ àíòèòåë ê
hIgE. Ýòè àíòèòåëà ê ìèìåîòåëàì èíãèáèðóþò ñâ çûâàíèå IgE ñ åãî âûñîêîàôôèííûì
ðåöåïòîðîì in vitro, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î âàæíîñòè ñòðàòåãèè âàêöèíàöèè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ÂSW7-ìèìåîòåë äë  ðàçðàáîòêè ïðîòèâîàëëåðãè÷åñêîé âàêöèíû.

Ïðèìåð 10: Èíãèáèðîâàíèå ïàññèâíîé êîæíîé àíàôèëàêñèè ïóòåì âàêöèíàöèè ìàêàê
ðåçóñ ðåêîìáèíàíòíûìè ÂSW17-ìèìåîòåëàìè

Èíãèáèðîâàíèå ïàññèâíîé êîæíîé àíàôèëàêñèè (ÏÊÀ) ó îáåçü í ìîæåò èñïîëüçîâàòüñ 
äë  òåñòà ïðîòèâîàëëåðãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ñîåäèíåíèé in vivo.

Âàêöèíàöè  ìèìåîòåëàìè ïðèâîäèò ê èíãèáèðîâàíèþ àíàôèëàêòè÷åñêèõ êîæíûõ ðåàêöèé
ó ìàêàê ðåçóñ. Ãðóïïàì, ñîñòî ùèì èç 2 îáåçü í, ââîäèëè ïîäêîæíî ïî 500 ìêã íà
æèâîòíîå ðåêîìáèíàíòíûõ ànti-id-ÂSW17-ìèìåîòåë. Ïîñëå ïåðâè÷íîé èììóíèçàöèè
îñóùåñòâë ëè 2 áóñòåð-èíúåêöèè. Ïðèìåðíî ÷åðåç 10 äíåé ïîñëå êàæäîé áóñòåð-èíúåêöèè
îñóùåñòâë ëè òåñòèðîâàíèå ÏÊÀ. Îáåçü í VI 91, VI 92, VI 93 è VI 95 òåñòèðîâàëè â
îòíîøåíèè ÏÊÀ-ðåàêöèè åùå ðàç ÷åðåç 3 ìåñ öà ïîñëå ïîñëåäíåé áóñòåð-èíúåêöèè. Ñõåìà
èììóíèçàöèè îáîáùåíà íèæå â òàáëèöå 1:
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Òàáëèöà 1

Îáåçü íà Èììóíîãåí Áóñòåð-èíúåêöè  (äåíü
¹)

ÏÊË (äåíü ¹)

VI 91 anti-id-BSW17.52; ëåãêà  öåïü (SDS426) (ôèã.4À) 0, 21, 54, 92 0, 30, 61, 105, 203

Îáåçü íà Èììóíîãåí Áóñòåð-èíúåêöè  (äåíü
¹)

ÏÊË (äåíü ¹)

VI 92 anti-id-BSW17.52; ëåãêà  öåïü (SDS426) (ôèã.4À) 0, 21, 54, 92 0, 30, 61, 105, 203

VI 93 anti-id-BSW17.52; Fab (SDS427) (ôèã.4Á) 0, 21, 54, 92 0, 30, 61, 105, 203

VI 95 anti-id-BSW17.52; Fab (SDS427) (ôèã.4Á) 0, 21, 54, 92 0, 30, 61, 105, 203

VI 2 anti-id-BSW17.43; Fab (SDS463) (ôèã.4Â) 0, 21, 54, 112 0, 33, 64, 123

VI 75 anti-id-BSW17.43; Fab (SDS463) (ôèã.4Â) 0, 21, 54, 112 0, 33, 64, 123

Ìàêàêàì ðåçóñ, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûì íåáîëüøèìè äîçàìè ãèäðîõëîðèäà
êåòàìèíà, 10-15 ìã/êã, âíóòðèìûøå÷íî ( Parke Davis, Âåëèêîáðèòàíè ) äë  òîãî,

÷òîáû ïîääåðæèâàòü èõ â íåïîäâèæíîì ñîñòî íèè, ââîäèëè ïóòåì âíóòðèêîæíîé èíúåêöèè
ðàçëè÷íûå äîçû IgE (JW8) (ôèðìà Serotec, Îêñôîðä, Âåëèêîáðèòàíè ) â êîæó áðþøíîãî
îòäåëà. IgE (JW8) ïðåäñòàâë åò ñîáîé õèìåðíîå àíòèòåëî, ñîñòî ùåå èç ìûøèíîãî
àíòèãåíñâ çûâàþùåãî ó÷àñòêà, ñïåöèôè÷åñêîãî äë  ãàïòåíà NIP, è ÷åëîâå÷åñêîãî
Fe ε -ôðàãìåíòà ò æåëîé öåïè. Ñ ïîìîùüþ èãëû 30-ãî ðàçìåðà öåôàëîêàóäàëüíî â îáúåìå
100 ìêë ââîäèëè âîçðàñòàþùèå êîëè÷åñòâà (0, 2, 10, 50, 250 íã/ìë ôèçèîëîãè÷åñêîãî
ðàñòâîðà) IgE (JW8). Ñïóñò  2 ÷ æèâîòíîìó âíóòðèâåííî ââîäèëè 25 ìã NIP,
êîíúþãèðîâàííîãî ñ ÁÑÀ. Ïîñëå êîíòðîëüíîãî çàðàæåíè  êîíúþãàòîì NIP-ÁÑË æèâîòíûõ
âíîâü îáðàáàòûâàëè ñåäàòèâíûì ñðåäñòâîì. Äë  âèçóàëèçàöèè êîæíîé ðåàêöèè
íåìåäëåííî ïîñëå êîíòðîëüíîãî çàðàæåíè  àíòèãåíîì æèâîòíûì ââîäèëè ïîäêîæíî
êðàñèòåëü ãîëóáîé Ýâàíñà (1%, 0,5 ìë/êã). Êîæíûå ðåàêöèè îöåíèâàëè ÷åðåç 20 ìèí ïîñëå
èíúåêöèè àíòèãåíà ïóòåì èçìåðåíè  ñ äóáëèðîâàíèåì äèàìåòðîâ ãîëóáîãî ï òíà è ðàñ÷åòà
èõ ñðåäíåãî çíà÷åíè  â ìì.

ÏÊÀ îöåíèâàëè â îïðåäåëåííûå ìîìåíòû âðåìåíè ïîñëå ïåðâè÷íîé èììóíèçàöèè è
áóñòåð-èíúåêöèé. Èíòåíñèâíîñòü ÏÊÀ ðàññ÷èòûâàëè èç âåëè÷èí ïëîùàäåé ïîä êðèâûìè
(AUC), ïîëó÷åííûìè ïóòåì ïîñòðîåíè  ãðàôèêîâ çàâèñèìîñòè äèàìåòðîâ ãîëóáûõ ï òåí íà
êîæè îò êîíöåíòðàöèé èíúåöèðîâàííûõ IgE (JW8). ÏÊÀ-áàëëû, ïðèâåäåííûå â òàáëèöå 4
äë  êàæäîé îáåçü íû, ïðåäñòàâë þò ñîáîé ðàññ÷èòàííûå çíà÷åíè  AUC:
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Íà îñíîâå ÏÊÀ-áàëëîâ äë  êàæäîãî æèâîòíîãî äî åãî èììóíèçàöèè (çíà÷åíè  â äåíü 0),
èñïîëüçóåìûõ â êà÷åñòâå ýòàëîíà äë  ñðàâíåíè , ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî âñå îáåçü íû
îòâå÷àëè íà âàêöèíàöèþ ÂSW17-ìèìåîòåëîì ñíèæåíèåì èíòåíñèâíîñòè ÏÊÀ. Íàèëó÷øèå
ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû ñ èñïîëüçîâàíèåì êîíñòðóêöèè íà îñíîâå ëåãêîé öåïè êëîíà 52
(SDS426) (ôèã.4À), ïðè ýòîì óðîâíè èíãèáèðîâàíè  ñîñòàâë ëè 60-83% (ÏÊÀ-áàëëû 40 è
17). Ó îáåçü í, èììóíèçèðîâàííûõ Fab-ôðàãìåíòîì êëîíà 52 (îáðàçåö SDS427) (ôèã.4Á),
ÏÊÀ-ðåàêöè  ïîäàâë ëàñü íà 55-65% (ÏÊÀ-áàëëû 45 è 35). Íåñêîëüêî ìåíüøèå óðîâíè
èíãèáèðîâàíè  ÏÊÀ, ñîñòàâë þùèå 18-38% (ÏÊÀ-áàëëû 82 è 62), îáíàðóæåíû ïðè
èñïîëüçîâàíèè Fab-ôðàãìåíòà êëîíà 43 (îáðàçåö SDS463) (ôèã.4Â), íåñìîòð  íà åãî áîëåå
âûñîêèå ïî ñðàâíåíèþ ñ êëîíîì ìèìåîòåë 52 õàðàêòåðèñòèêè â îòíîøåíèè BSW17-
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ñâ çûâàíè  è èíäóêöèè âûñîêîàôôèííûõ àíòèòåë ê hIgE ó êðîëèêîâ.
Ñîãëàñíî ïðîòîêîëó âàêöèíàöèè âàêöèíàöè  ñ èñïîëüçîâàíèåì êëîíà ìèìåîòåë 52

ñòàíîâèòñ  ýôôåêòèâíîé ïîñëå òðåòüåé áóñòåð-èíúåêöèè (çà èñêëþ÷åíèåì îáåçü íû VI92)
è ÷àñòè÷íîå ïîäàâëåíèå ÏÊÀ ñîõðàí åòñ  äàæå ñïóñò  3 ìåñ öà. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü
ýòîìó Fab-ôðàãìåíò êëîíà 43 îêàçàëñ  ýôôåêòèâíûì ïîñëå âòîðîé áóñòåð-èíúåêöèè, â òî
âðåì  êàê òðåòüå êîíòðîëüíîå çàðàæåíèå ìèìåîòåëîì íå îêàçûâàëî äåéñòâè .

Ïðîôèëü ñðåäíèõ ÏÊÀ-áàëëîâ äë  êàæäîé ãðóïïû èç 2 îáåçü í, èììóíèçèðîâàííûõ
îäíèì è òåì æå ïðåïàðàòîì ìèìåîòåëà, ðàññ÷èòàííûé äë  ïîëó÷åííûõ äë  êàæäîé
îáåçü íû äàííûõ (òàáëèöà 4), ïðèâåäåí íà ôèã.11.

Ïîëîæèòåëüíûå â îòíîøåíèè ÏÊÀ ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ïðè âàêöèíàöèè îáåçü í (ïî
ñðàâíåíèþ ñ áàëëàìè, ïîëó÷åííûìè ïåðåä îáðàáîòêîé êàæäîãî æèâîòíîãî èëè ïî
ñðàâíåíèþ ñ íåîáðàáîòàííûìè êîíòðîëüíûìè æèâîòíûìè),  ñíî äîêàçûâàþò
ýôôåêòèâíîñòü âàêöèíàöèè ìèìåîòåëàìè è ïîäòâåðæäàþò êîíöåïöèþ èõ ìåõàíèçìà
äåéñòâè . Âàêöèíàöè  ìàêàê ðåçóñ ðåêîìáèíàíòíûìè BSW17-ìèìåîòåëàìè ïðèâîäèò ê
îáðàçîâàíèþ âûñîêîàôôèííûõ àíòèòåë ê ÷åëîâå÷åñêîìó IgE, êîòîðûå èíãèáèðóþò ÏÊÀ in
vivo.
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Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ðåêîìáèíàòíîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî (ìèìåîòåëî) èëè ôðàãìåíò àíòèòåëà,

 âë þùååñ  àíòèèäèîòèïè÷åñêèì ïî îòíîøåíèþ ê àíòèòåëó BSW17, êîòîðîå îêàçûâàåò
âîçäåéñòâèå íà ñâ çûâàíèå Ñε3-îáëàñòè IgE ñ âûñîêîàôôèííûì ðåöåïòîðîì IgE,
îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî îíî ïðåäñòàâë åò ñîáîé èëè âêëþ÷àåò äèìåð ëåãêîé öåïè èëè îäèí
èç äâóõ Fab-ôðàãìåíòîâ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ôèã.4 (SEQ ID NO : 35, 36, 37 è 38), ïðè
ýòîì èõ êîíñòàíòíûå îáëàñòè äîïîëíèòåëüíî ìîãóò âêëþ÷àòü ñòåðè÷åñêèå ìîäèôèêàöèè äî
5 àìèíîêèñëîò, òàêèå, êàê ïðèñóòñòâóþùèå â àëëîòèïè÷åñêèõ âàðèàíòàõ, è ãäå SEQ ID NO:
36 ñîîòâåòñòâóåò äèìåðó ëåãêîé öåïè (L.Ñ.)2 ìèìèîòåëà êëîíà 52 SDS426;

SEQ ID NO : 35 è 36 ñîîòâåòñòâóþò Fab ôðàãìåíòó ìèìèîòåëà êëîíà 52 SDS427;
SEQ ID NO : 37 è 38 ñîîòâåòñòâóþò Fab ôðàãìåíòó ìèìèîòåëà êëîíà 43SDS463.
2. Ìèìåîòåëî ïî ï.1, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé èëè âêëþ÷àåò

àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèã.5à, 5á, 5â èëè 5 ã (SEQ ID
NO : 2, 4, 6 è 8), ïðè ýòîì åå êîíñòàíòíûå îáëàñòè äîïîëíèòåëüíî ìîãóò âêëþ÷àòü
ñòåðè÷åñêèå ìîäèôèêàöèè äî 5 àìèíîêèñëîò, òàêèå, êàê ïðèñóòñòâóþùèå â àëëîòèïè÷åñêèõ
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âàðèàíòàõ.
3. Ìèìåîòåëî ïî ï.1, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé èëè âêëþ÷àåò ïî

ìåíüøåé ìåðå îäèí CDR èëè ïðåäïî÷òèòåëüíî 2 èëè áîëåå, ïðåäïî÷òèòåëüíî 3, CDR,
ïðåäñòàâëåííûõ íà ôèã.5à (SEQ ID NO : 2, 40, 42 è 44), 5á (SEQ ID NO : 4, 46, 48 è
50), 5â (SEQ ID NO : 6, 52, 54 è 56) èëè 5 ã (SEQ ID NO : 8, 58, 60 è 62),
íåîá çàòåëüíî â ñî÷åòàíèè ñ ñîñåäíèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè êàðêàñíîãî ó÷àñòêà,
âêëþ÷àþùåãî äî 10 àìèíîêèñëîò íà îäíîì èëè îáîèõ êîíöàõ CDR.

4. Ìèìåîòåëî ïî ï.1, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî ïðåäñòàâë åò ñîáîé èëè âêëþ÷àåò, ïî
ìåíüøåé ìåðå, îäíó èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïðèâåäåííûõ íà ôèã.6 äë  êëîíîâ 52 è 43,
êîòîðûå  âë þòñ  ãîìîëîãàìè Ñε3 - äîìåíà ÷åëîâå÷åñêîãî IgE (SEQ ID NO: 26, 28, 30,
32 è 34).

5. Ìèìèîòåëî ïî ëþáîìó èç ïï.1-4, îòëè÷àþùååñ  òåì, ÷òî îíî ïðåäíàçíà÷åíî äë 
ïðèìåíåíè  â êà÷åñòâå àêòèâíîãî èíãðåäèåíòà ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè äë  ëå÷åíè 
îïîñðåäóåìûõ IgE áîëåçíåé.

6. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  äë  ëå÷åíè  îïîñðåäóåìûõ IgE áîëåçíåé,
îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî îíà âêëþ÷àåò ìèìåîòåëî ïî ï.1 ëèáî â âèäå îòäåëüíîé ïîëíîé
ìîëåêóëû, ëèáî â âèäå ïðîòåèíîâîãî êîíúþãàòà, õèìè÷åñêè ñâ çàííîãî ñ ìîëåêóëîé
èììóíîãåííîãî íîñèòåë , ïðè íåîáõîäèìîñòè ñ àäúþâàíòîì è äîïîëíèòåëüíûìè
îáùåïðèí òûìè ýêñöèïèåíòàìè.

7. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.6, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî îíà ïðåäñòàâë åò ñîáîé
âàêöèíó.
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