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Â îñíîâíîì èçîáðåòåíèå êàñàåòñ  àëüôà (α)- èíòåðôåðîíîâûõ êîìïîçèöèé. Â áîëüøåé
ñòåïåíè èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê óëó÷øåííîé àëüôà-èíòåðôåðîíîâîé êîìïîçèöèè,
õàðàêòåðèçóþùåéñ  âûñîêîé ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ è ÷èñòîòîé, ïðåâûøàþùåé 95%,
è êîòîðà , áóäó÷è ïðèìåíåíà íà ëþä õ, îòëè÷àåòñ  ñîîòâåòñòâóþùåé ðåäóêöèåé ïîáî÷íûõ
ýôôåêòîâ, îáû÷íî àññîöèèðîâàííûõ ñ òàêîãî ðîäà êîìïîçèöè ìè. Êðîìå òîãî, èçîáðåòåíèå
îòíîñèòñ  ê êðóïíîìàñøòàáíîìó ïîëó÷åíèþ äàííîé êîìïîçèöèè ñ ïîìîùüþ ëåéêîöèòîâ
ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà

Àëüôà-èíòåðôåðîíû ÷åëîâåêà - ýòî ñåìåéñòâî áîëåå ÷åì ï òíàäöàòè áåëêîâ ñ
àíòèâèðóñíîé, àíòèðîñòîâîé è èììóíîðåãóë òîðíîé àêòèâíîñòüþ [Pestka et al., Ann. Rev.
Biochem. , 56: 727 (1987)]. Òåðàïåâòè÷åñêà  àêòèâíîñòü àëüôà-èíòåðôåðîíîâ ÷åëîâåêà
ïîêàçàíà äë  ðàêîâûõ çàáîëåâàíèé è âèðóñíûõ èíôåêöèé. Íàïðèìåð, ðåêîìáèíàíòíûå
èíòåðôåðîíû (ÈÍÔ α- 2a, ÈÍÔ α- 2b, ÈÍÔ α- 2c), èíòåðôåðîíû, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ
êëåòî÷íûõ ëèíèé (ÈÍÔ α- n1) è ëåéêîöèòîâ (ÈÔÍ α- n3) â íàñòî ùåå âðåì  èñïîëüçóþòñ 
äë  òåðàïèè çàáîëåâàíèé, âûçûâàåìûõ Condyloma acuminata, è ãåïàòèòîâ (Weck et. al.,
Am. J. Med., 85 (Suppl 2A): 159 (1988); Korenman et al., Annal. Intern. Med; 114 :
629 (1991); Friedman - Kien et al., JAMA, 259 : 533 (1988)) äë  ðåãðåññèè íåêîòîðûõ
çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé [Baron et al., JAMA, 266 : 1375 (1991)], ëå÷åíè 
ñâ çàííîé ñî ÑÏÈÄÎÌ ñàðêîìû Êàïîøè [Physicians Desk Reference, 47 th edit., eds.
Medical Economics Data, Montvale, NJ, p.2194 è 2006 (1993)] è ñ÷èòàþòñ 
ïåðñïåêòèâíûìè ïðåïàðàòàìè äë  ëå÷åíè  ñèíäðîìà ïðèîáðåòåííîãî èììóíîäåôèöèòà
(ÑÏÈÄ) êàê ñàìîñòî òåëüíî, òàê è â ñî÷åòàíèè ñ äðóãèìè ïðîòèâîâèðóñíûìè àãåíòàìè
[Hirsch, Am. J. Med., 85 (Suppl. 2A) : 182 (1988)].

Ðåêîìáèíàíòíûå èíòåðôåðîíû ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ñ ïîìîùüþ ãåííî-èíæåíåðíûõ
òåõíîëîãèé, íàïðèìåð ïðè êðóïíîìàñøòàáíîì êóëüòèâèðîâàíèè òðàíñôîðìèðîâàííûõ
Escherichia coli [Gocddel et al., Nature, 287 : 411 (1980); Streuli et al. , Science,
209 : 1343 (1980)]. Îäíàêî ãåííî-èíæåíåðíûå èíòåðôåðîíû ïðåäñòàâëåíû áåëêàìè òîëüêî
îäíîé îïðåäåëåííîé ôîðìû, êîòîðà  íå ïîäâåðãàåòñ  ïîñòòðàíñë öèîííîé ìîäèôèêàöèè è
íå èäåíòè÷íà ïðèðîäíûì èíòåðôåðîíàì, ÷òî ìîæåò îãðàíè÷èâàòü áèîëîãè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü ñîîòâåòñòâóþùåé êîìïîçèöèè. Íàïðèìåð, ïðåïàðàòû Intron® A (ÈÍÔ α- 2b)

[Schering Plough], è Roferon® A (ÈÍÔ α- 2a) [ Hoffman - La Roche] ïðåäñòàâë þò ñîáîé
èñêëþ÷èòåëüíî α-2- ôîðìó èíòåðôåðîíà.

Èíòåðôåðîíû ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ïðèðîäíûõ èñòî÷íèêîâ, òàêèõ êàê
ëèìôîáëàñòîèäíà  êëåòî÷íà  ëèíè  ÷åëîâåêà Namalwa [Mizrahi, Meth. Enzymol., 78 : 54
(1981); Phillips et al., Meth. Enzymol., 119 : 35 (1986)] è ëåéêîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé
êðîâè ÷åëîâåêà [Mogensen et al., Pharmacol. Ther. Part C, 1 : 369 (1977); Cantell et
al., Methods Enzymol., 78 : 29 (1981); Horowitz, Methods Enzymol., 119 : 39 (1986)]
ïðåäñòàâëåíû ìíîãèìè ôîðìàìè, êàæäà  èç êîòîðûõ èìååò îïðåäåëåííóþ ñòðóêòóðó è
áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü.

Òàêèå "ïðèðîäíûå" èíòåðôåðîíû ïî ìíåíèþ íåêîòîðûõ èññëåäîâàòåëåé ñïîñîáíû
îáåñïå÷èòü ïîòåíöèàëüíî áîëåå ëó÷øèé òåðàïåâòè÷åñêèé ýôôåêò ïî ñðàâíåíèþ ñ
ðåêîìáèíàíòíûìè áåëêàìè. Íàïðèìåð, ïðèðîäíûé àëüôà-èíòåðôåðîí ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàí â ÷åòûðåõêðàòíî ìåíüøåé äîçå ïî ñðàâíåíèþ ñ ðåêîìáèíàíòíûìè äë 
ëå÷åíè  çàáîëåâàíèé, âûçûâàåìûõ Condyloma [ñì., íàïðèìåð, Physicians Desk Reference
êàê óêàçàíî âûøå, ñòð. 1879 è 2194]. Íàèáîëåå çíà÷èòåëüíûì ïðåèìóùåñòâîì ïðèðîäíîãî
ëåéêîöèòàðíîãî èíòåðôåðîíà êàê òåðàïåâòè÷åñêîãî àãåíòà  âë åòñ  åãî íèçêà 
èììóíîãåííîñòü ïðè ââåäåíèè áîëüíûì, íóæäàþùèìñ  â òàêîì ëå÷åíèè. Ïîêàçàíî, ÷òî ó
áîëüíûõ, ïîëó÷àþùèõ óêàçàííûå âûøå ðåêîìáèíàíòíûå èíòåðôåðîíû è
ëèìôîáëàñòîèäíûé èíòåðôåðîí Wellferon® ÈÔÍ α- n1 [Burroughs Wellcome] îáðàçóþòñ 
íåéòðàëèçóþùèå àíòèòåëà ê èíòåðôåðîíó [Loket et al., Heratology, 12 : 126 (1990).
Jacobs et al., J, Biol. Resp. Mod., 7 : 447 (1988). Weck et al. , J. Interferon Res.,
1 (Suppl):37 (1989)]. Îäíàêî ó áîëüíûõ, ïîëó÷àþùèõ ëåéêîöèòàðíûé èíòåðôåðîí (ÈÍÔ α-
n3 èëè ÷àñòè÷íî î÷èùåííûé èíòåðôåðîí Êýíòåëëà), â ñûâîðîòêå êðîâè íå âû âë þòñ 
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àíòèòåëà ê èíòåðôåðîíó [Von Wussow et al., Lancet, 2 : 635 (1987); Liao et al., J.
Infect. Dis. , 165 : 757 - 760 (1992)]. Îáðàçîâàíèå íåéòðàëèçóþùèõ àíòèòåë ê
èíòåðôåðîíó ñïîñîáíî áëîêèðîâàòü òåðàïåâòè÷åñêèé ýôôåêò äàííûõ ïðåïàðàòîâ è
ïîýòîìó ìîæåò áûòü ñóùåñòâåííûì ôàêòîðîì êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíè  èíòåðôåðîíîâ.
Îäíàêî ïîêàçàíî, ÷òî ìíîãèå áîëüíûå, ðåçèñòåíòíûå ê ðåêîìáèíàíòíîìó α- èíòåðôåðîíó,
îòâå÷àþò íà ëå÷åíèå ïðèðîäíûì α- èíòåðôåðîíîì.

Îïóáëèêîâàííûå ìåòîäû ïîëó÷åíè  α- èíòåðôåðîíà èç ëåéêîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé
êðîâè ÷åëîâåêà íåýôôåêòèâíû è î÷åíü äîðîãè [Mogensen et al., (1977); Cantell et al. ,
(1981); Horowitz, (1986), âñå ðàáîòû óêàçàíû âûøå]. Ìåòîä ïîëó÷åíè  ïðèðîäíîãî àëüôà-
èíòåðôåðîíà ñ ïîìîùüþ ëåéêîöèòîâ, îïèñàííûé Êýíòåëëîì, ïðèâîäèò ê ïîëó÷åíèþ
îòíîñèòåëüíî íèçêîãî òèòðà èíòåðôåðîíà (60000 ÖÏÄÅä/ ìë) ïðè ñðàâíèòåëüíî âûñîêîé
êëåòî÷íîé ïëîòíîñòè (1,1-7 êëåòîê/ìë).

Èçâåñòíûå ìåòîäû î÷èñòêè ïðèðîäíîãî àëüôà-èíòåðôåðîíà òîæå èìåþò ñâîè
îãðàíè÷åíè . Íàïðèìåð, â ðåçóëüòàòå èñïîëüçîâàíè  ïîñëåäîâàòåëüíîãî ìåòîäà
ïðåöèïèòàöèè äîñòèãàåòñ  òîëüêî ÷àñòè÷íà  î÷èñòêà ëåéêîöèòàðíîãî èíòåðôåðîíà
÷åëîâåêà ïðè åãî ïîëó÷åíèè â áîëüøèõ îáúåìàõ (Cantell et al., Merh. Enzymol. , 78:499
(1981)). Ïîëó÷åííûé ïðåïàðàò îáëàäàåò 1%-íîé ÷èñòîòîé è ñîñòîèò èç ìíîãèõ òèïîâ
èíòåðôåðîíîâûõ áåëêîâ.

Berg et al.[Meth.Enzymol., 78 : 487 (1981)] îïèñàëè ñïîñîá î÷èñòêè ëåéêîöèòàðíîãî
èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ
Ñåôàðîçîé 4B. È íàêîíåö Horowitz (1986, ñì. âûøå) îïóáëèêîâàí ìåòîä ïîëó÷åíè  è
î÷èñòêè ëåéêîöèòàðíîãî èíòåðôåðîíà ÷åëîâåêà â áîëüøèõ îáúåìàõ ïðè èñïîëüçîâàíèè â
êà÷åñòâå èñòî÷íèêà äàííîãî ñîåäèíåíè  ëåéêîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè. Èññëåäîâàòåëü
ïðèìåí ë ñïîñîá ïðåöèïèòàöèè Êýíòåëëà èëè àôôèííóþ õðîìàòîãðàôèþ íà îñíîâå
àíòèòåë NK2.

Â íàñòî ùåå âðåì  êîëè÷åñòâî ïðåïàðàòîâ α- èíòåðôåðîíà, êîòîðûé èñïîëüçóåòñ  äë 
ëå÷åíè  ðàçëè÷íûõ ñîñòî íèé, ïîñòî ííî âîçðàñòàåò. Îäíàêî âñå ïðåïàðàòû îáëàäàþò
ìíîãî÷èñëåííûìè ïîáî÷íûìè ýôôåêòàìè. Ê íèì îòíîñ òñ  òàêèå ïðîñòóäíûå ðåàêöèè, êàê
ëèõîðàäêà, èçìåíåíèå ôîðìóëû êðîâè, æåëóäî÷íî-êèøå÷íûå ðàññòðîéñòâà, íàïðèìåð
ðâîòà è äèàðå , íàðóøåíèå ðàáîòû ïî÷åê, ëåãêèõ, àëëåðãè÷åñêèå ðåàêöèè, òàêèå êàê
ñïàçì áðîíõîâ, àíàôèëàêñè  èëè êîæíûå âûñûïàíè , à òàêæå âûïàäåíèå âîëîñ.

È õîò  íåêîòîðûå ïîáî÷íûå ýôôåêòû ñàìè ïî ñåáå íå î÷åíü ñåðüåçíû, îíè ìîãóò
âûçâàòü ñóùåñòâåííûå íåãàòèâíûå ðåàêöèè ó áîëüíûõ, êîòîðûå âûíóæäåíû ïðèíèìàòü
çíà÷èòåëüíûå äîçû ïðåïàðàòîâ èíòåðôåðîíà â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî ïðîìåæóòêà âðåìåíè.
Íàïðèìåð, â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ, ñêàæåì ïðè ëå÷åíèè àññîöèèðîâàííîé ñî ÑÏÈÄîì
ñàðêîìîé Êàïîøè èëè ñèìïòîìàòè÷åñêîãî ÑÏÈÄà, ýôôåêòèâíà  äîçà èíòåðôåðîíà
âûçûâàåò ïîáî÷íûå ýôôåêòû, êîòîðûå îïàñíåå, ÷åì ïðî âëåíèå ñàìîãî çàáîëåâàíè  íà
îïðåäåëåííîé ñòàäèè. Â êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíè õ ïî ýòèì ïîêàçàòåë ì áîëüíûå áûëè
âûíóæäåíû îòêàçàòüñ  îò ëå÷åíè  èç-çà âîçíèêøèõ ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ, íåñìîòð  íà
ïðîäîëæèòåëüíûé ïîëîæèòåëüíûé ýôôåêò.

Òàêèì îáðàçîì, îñòàåòñ  ïîòðåáíîñòü â ðàçðàáîòêå óëó÷øåííûõ α- èíòåðôåðîíîâûõ
êîìïîçèöèé, êîòîðûå õàðàêòåðèçóþòñ  î÷åíü íèçêîé òîêñè÷íîñòüþ è âûñîêîé ÷èñòîòîé, à
òàêæå âûçûâàþò ìèíèìàëüíûå ïîáî÷íûå ýôôåêòû ïðè ñîîòâåòñòâóþùåé òåðàïèè.

Îäèí àñïåêò íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  îòíîñèòñ  ê ïðàêòè÷åñêè ÷èñòûì α-
èíòåðôåðîíîâûì êîìïîçèöè ì, ñîäåðæàùèì ïðèðîäíóþ ñìåñü α- èíòåðôåðîíîâ ÷åëîâåêà
ðàçëè÷íûõ òèïîâ è ïîäòèïîâ. Áîëåå òîãî, ýòà êîìïîçèöè  õàðàêòåðèçóåòñ  î÷åíü âûñîêîé
ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, îêîëî 4,108 Åä/ìã. Ñóùåñòâåííî, ÷òî òàêà  êîìïîçèöè 
îòëè÷àåòñ  ñïîñîáíîñòüþ îêàçûâàòü òåðàïåâòè÷åñêèé ýôôåêò â îòíîøåíèè çàáîëåâàíèé
÷åëîâåêà ïðè çíà÷èòåëüíîé ðåäóêöèè ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ, â íîðìå àññîöèèðîâàííûõ ñ α-
èíòåðôåðîíàìè.

Äðóãèì ïðåäìåòîì èçîáðåòåíè   âë åòñ  ôàðìàêîëîãè÷åñêà  êîìïîçèöè , ñîäåðæàùà 
â êà÷åñòâå îäíîãî àêòèâíîãî èíãðåäèåíòà ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî α- èíòåðôåðîíîâîé
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êîìïîçèöèè, êàê îïèñàíî âûøå, â ñî÷åòàíèè ñ ôàðìàêîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûì íîñèòåëåì.
Ôàðìàêîëîãè÷åñêà  êîìïîçèöè  ìîæåò ñîäåðæàòü α- èíòåðôåðîíîâóþ êîìïîçèöèþ â
êîìïëåêñå ñ êàêèì-ëèáî äðóãèì ïîäõîä ùèì ôàðìàêîëîãè÷åñêèì àãåíòîì, ïîëåçíûì äë 
ëå÷åíè  äàííîãî çàáîëåâàíè  èëè íàðóøåíè .

Äðóãîé àñïåêò èçîáðåòåíè  çàêëþ÷àåòñ  â ðàçðàáîòêå íîâîãî ìåòîäà ïîëó÷åíè 
îïèñàííîé âûøå α- èíòåðôåðîíîâîé êîìïîçèöèè ñ ïîìîùüþ ëåéêîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé
êðîâè. Ìåòîä îòëè÷àåòñ  íåêîòîðûìè îïòèìèçèðîâàííûìè ïîäõîäàìè ê èíäóêöèè è î÷èñòêå
èíòåðôåðîíà, êîòîðûå ïîçâîë þò ýôôåêòèâíî è ñ ìèíèìàëüíûìè çàòðàòàìè ïîëó÷àòü
áîëüøèå êîëè÷åñòâà óêàçàííîé êîìïîçèöèè.

Åùå îäíèì àñïåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  èñïîëüçîâàíèå î÷èùåííîé α-
èíòåðôåðîíîâîé êîìïîçèöèè, îïèñàííîé âûøå, äë  ëå÷åíè  ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé èëè
íàðóøåíèé èììóííîé ñèñòåìû, òåðàïèè ðàêà è/èëè âèðóñíûõ èíôåêöèé. Ýòè ìåòîäû
ëå÷åíè  âêëþ÷àþò íàçíà÷åíèå çà âëåííûõ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ êîìïîçèöèé êàê
ñàìîñòî òåëüíî, òàê è â ñî÷åòàíèè ñ äðóãèìè ëåêàðñòâàìè, ñîîòâåòñòâóþùèì áîëüíûì.

Äðóãèå àñïåêòû è ïðåèìóùåñòâà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  îïèñàíû íèæå ïðè áîëåå
äåòàëüíîì èçëîæåíèè ñóùåñòâà èçîáðåòåíè  è ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ åãî
èñïîëüçîâàíè .

Ôèã. 1 îïðåäåë åò òèòð èíòåðôåðîíà è ïðîäóêòèâíîñòü ëåéêîöèòîâ êàê ôóíêöèþ
ïëîòíîñòè êëåòîê. Ïðîäóêòèâíîñòü âûðàæàåòñ  â èíòåðôåðîíîâûõ ÈÐÌÀ-åäèíèöàõ íà
10 6 ëåéêîöèòîâ (ÈÐÌÀ - èììóíîðàäèîìåòðè÷åñêèé àíàëèç).

Ôèã. 2 îïðåäåë åò òèòð èíòåðôåðîíà êàê ôóíêöèþ èíäóêöèè êóëüòóðàëüíîãî îáúåìà 6-
ëèòðîâûõ ïëîñêîäîííûõ ôëàêîíîâ.

Ôèã. 3. Ïîêàçàí òèïè÷íûé ïðîôèëü ýëþöèè ÈÔÍ α- n3a ñ õðîìàòîãðàôè÷åñêîé êîëîíêè,
çàïîëíåííîé ñåôàðîçîé.

Ôèã. 4A. Ïîêàçàí òèïè÷íûé ïðîôèëü ýëþöèè ÈÔÍ α- n3a ñ ïîëóïðåïàðàòèâíîé C4 -
êîëîíêè (10õ250 ìì), ïîëó÷åííûé ìåòîäîì îáðàòíî-ôàçîâîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè
âûñîêîãî ðàçðåøåíè  (RP - HPLC îò àíã reverse - phase high performance liquid
chromatography). Ìîæíî ðàçëè÷èòü ïèêè 1a, 1b è 2 - 6. Íà ôèã. 4B äë  ñðàâíåíè 
ïîêàçàí êîíòðîëüíûé "áåñïèêîâûé" ïðîôèëü ýëþöèè, ïîëó÷åííûé òåì æå ìåòîäîì.

Ôèã. 5 èëëþñòðèðóåò âçàèìîñâ çü ìåæäó áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ è ãèäðîôîáíîñòüþ
áåëêîâ â RP-HPLC -ïèêàõ.

Ôèã. 6. Ïîêàçàíà îêðàøåííà  Êóìàññè ñèíèì ýëåêòðîôîðåãðàììà, ïîëó÷åííà  ïðè
îñóùåñòâëåíèè ýëåêòðîôîðåçà ÈÔÍ α- n3a â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè
äîäåöèëñóëüôàòà íàòðè  (SDS - PAGE) â íåâîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâè õ. Êîëîíêà A:
ïîëîæåíèå ïðåäâàðèòåëüíî îêðàøåííûõ íèçêîìîëåêóë ðíûõ ìàðêåðîâ (Biorad). Êîëîíêà B:
ïîëîæåíèå ÈÔÍ α- n3a (íå ôðàêöèîíèðîâàííîãî). Êîëîíêà C: RP - HPLC - ïèê 1a.
Êîëîíêà D: RP - HPLC - ïèê 1b. Êîëîíêà E: RP - HPLC - ïèê 2. Êîëîíêà F: RP - HPLC -
ïèñê 3. Êîëîíêà G: RP - HPLC - ïèê 4. Êîëîíêà H: RP - HPLC - ïèê 5. Êîëîíêà I: RP -
HPLC - ïèê 6.

Ôèã. 7. Ïîêàçàíà îêðàøåííà  Êóìàññè ñèíèì ýëåêòðîôîðåãðàììà ÈÔÍ α- n3a,
ïîëó÷åííà  ïðè îñóùåñòâëåíèè SPS-PAGE, â âîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâè õ. Îáîçíà÷åíè 
êîëîíîê òå æå, ÷òî è íà ôèã. 6.

Ôèã. 8. Ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ èììóíîîêðàøèâàíè  ðåçóëüòàòû Âåñòåðí-áëîòòèíãà
ÈÔÍ α- n3a â íåâîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâè õ. Îáîçíà÷åíè  êîëîíîê òå æå, ÷òî è íà ôèã. 6.

Ôèã. 9. Ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ èììóíîîêðàøèâàíè  ðåçóëüòàòû Âåñòåðí-áëîòòèíãà
ÈÔÍ α- n3a â âîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâè õ. Îáîçíà÷åíè  êîëîíîê òå æå, ÷òî è íà ôèã. 6.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê óëó÷øåííîé α- èíòåðôåðîíîâîé êîìïîçèöèè,
êîòîðà  ñîñòîèò èç ÈÔÍ α- n3a, ñïîñîáó ïîëó÷åíè  äàííîé êîìïîçèöèè è
ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùåé ÈÔÍ α- n3a-êîìïîçèöèþ äë  ëå÷åíè 
çàáîëåâàíèé, ïîääàþùèõñ  òåðàïèè ñ ïîìîùüþ α- èíòåðôåðîíà.

Êîìïîçèöè .
α- Èíòåðôåðîíîâà  êîìïîçèöè , ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ïðåäñòàâë åò
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ñîáîé î÷èùåííóþ ñìåñü ïðèðîäíûõ α- èíòåðôåðîíîâ ÷åëîâåêà ðàçëè÷íûõ òèïîâ è
ñóáúåäèíèö. Êàê ïîäðîáíî îïèñàíî íèæå, ýòà êîìïîçèöè  îòëè÷àåòñ  îò äðóãèõ ïðîäóêòîâ
íà îñíîâå ïðèðîäíîãî α- èíòåðôåðîíà, íàïðèìåð ÈÔÍ α- n3a, áîëåå ÷åì â äâà ðàçà
âûñîêîé àíòèâèðóñíîé ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, ïî êðàéíåé ìåðå â ï òü ðàç ìåíüøåé
çàãð çíåííîñòüþ è ïèðîãåííîé àêòèâíîñòüþ.

Ñîâîêóïíîñòü áåëêîâ ÈÔÍ α- n3a ñîäåðæèò ïðîòåèíû ðàçëè÷íûõ àìèíîêèñëîòíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîòîðûå ìîãóò áûòü îïðåäåëåíû íà îñíîâå îïóáëèêîâàííîé
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà èíòåðôåðîíà. Áîëåå òî÷íî, êîìïîçèöè  íà îñíîâå
ÈÔÍ α- n3a ñîñòîèò èç ñìåñè ïî êðàéíåé ìåðå øåñòè òèïîâ áåëêîâ α- èíòåðôåðîíà
÷åëîâåêà. Íà îñíîâàíèè N-òåðìèíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îïèñàííîé íèæå, ïî êðàéíåé
ìåðå îäèí òèï èíòåðôåðîíà âûáèðàåòñ  èç ñîâîêóïíîñòè α 2b, α2c èëè èõ êîìáèíàöèè. Ïî
êðàéíåé ìåðå âòîðîé òèï âûáèðàåòñ  èç ñîâîêóïíîñòè α 4a, α 4b è/èëè α 16 èëè èõ
êîìáèíàöèè. Ñîîòâåòñòâåííî, òðåòèé èç øåñòè òèïîâ èíòåðôåðîí âûáèðàåòñ 
èç α 7a, α 7b è/èëè α 7c èëè èõ êîìáèíàöèè, ÷åòâåðòûé - èç ñîâîêóïíîñòè α 8a, α/  8b
è/èëè α 8c èëè èõ êîìáèíàöèè. Ï òûé òèï ïðåäñòàâë åò ñîáîé ÈÔÍ α- 10a è íàêîíåö
øåñòîé âûáèðàåòñ  èç ñîâîêóïíîñòè α 17a, α 17b, α 17c, α 17d, α 21a è/èëè α 21b èëè èõ
êîìïîçèöèè. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âñåõ óêàçàííûõ èíòåðôåðîíîâ ìîãóò áûòü îïðåäåëåíû íà
îñíîâå ðàçëè÷íûõ áàç äàííûõ, â òîì ÷èñëå áàçû äàííûõ ôèðìû Intell Genetics, Inc (
Genbank® database, Intell Genetics, Inc., Mountain, View, Ca).

Ñìåñü α- n3a èíòåðôåðîíîâûõ áåëêîâ íå ñîäåðæèò ÈÔÍ- α 14, ÈÔÍ α -2a è ÈÔÍ - α 1.
Îïèñàííûå âûøå òèïû è ïîäòèïû α- èíòåðôåðîíà, ñîäåðæàùèåñ  â çà âëåííîé

êîìïîçèöèè, ìîãóò áûòü îõàðàêòåðèçîâàíû ñ ïîìîùüþ îáðàòíî-ôàçîâîé æèäêîñòíîé
õðîìàòîãðàôèè âûñîêîãî ðàçðåøåíè  (RP - HPLC), êîòîðà  ðàçäåë åò òèïû èíòåðôåðîíà ñ
ñîîòâåòñòâèè ñ èõ îòíîñèòåëüíîé ãèäðîôîáíîñòüþ, êàê äåòàëüíî îïèñàíî â ïðèìåðå 3.
Êîìïîçèöè  íà îñíîâå ÈÔÍ α- n3a èìååò ãèäðîôîáíîñòü, îïðåäåëèìóþ íà RP-HPLC -
êîëîíêå ïóòåì ýëþöèè 40 - 60%-íûì àöåòîíèòðèëîì. N- è C-òåðìèíàëüíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè óêàçàííûõ âûøå òèïîâ è ïîäòèïîâ α- èíòåðôåðîíà, ñîñòàâë þùèõ
çà âëåííóþ êîìïîçèöèþ, ìîãóò áûòü îïðåäåëåíû, êàê äåòàëüíî îïèñàíî â ïðèìåðå 6
(ðàçäåëû B è D).

Êðîìå òîãî, çà âëåííà  ÈÔÍ α- n3a - êîìïîçèöè  õàðàêòåðèçóåòñ  ïî ñâîåé àêòèâíîñòè
â ðàçëè÷íûõ áèîëîãè÷åñêèõ ñèñòåìàõ. Êàê ïîäðîáíî ðàñêðûâàåòñ  â ïðèìåðå 4A,
àíòèâèðóñíà  àêòèâíîñòü (ñì., íàïðèìåð, Linnette et al., Cancer Therapy and Control,
1:109 - 120 (1990)) òåñòèðóåòñ  íà êëåòêàõ ÷åëîâåêà, áûêà è êðîëèêà/ Àíòèâèðóñíà 
ñïåöèôè÷åñêà  àêòèâíîñòü ÈÔÍ α- n3a, îïðåäåëåííà  íà êëåòêàõ áûêà è ÷åëîâåêà,

ñîñòàâë åò (1-10,108 Åä/ìã è â öåëîì ðàâíà èëè ïðåâûøàåò 2,108 Åä/ìã). Åäèíèöà

àêòèâíîñòè èíòåðôåðîíà â äàííîì èññëåäîâàíèè îïðåäåë åòñ  êàê îáðàòíà  âåëè÷èíà
ðàçâåäåíè  â 50%-íîé êîíå÷íîé òî÷êå è êîððåêòèðóåòñ  â ñîîòâåòñòâèè ñ êîíòðîëüíûì
ñòàíäàðòàì Íàöèîíàëüíîãî èíñòèòóòà çäðàâîîõðàíåíè  (Ìåæäóíàðîäíûé ðåôåðåíñ-
ïðåïàðàò ëåéêîöèòàðíîãî èíòåðôåðîíà, 6a 23-902-530). Ñðåäí   ñïåöèôè÷åñêà 
àíòèâèðóñíà  àêòèâíîñòü ÈÔÍ α- n3a íà êëåòêàõ ÷åëîâåêà HEp-2 ñîñòàâë åò îêîëî

(4 , 10)8 Åä/ìã.

Ïîêàçàíî, ÷òî ÈÔÍ- α 2, ïðåäñòàâëåííûé ïîäòèïàìè α 2b è α 2c, îáíàðóæèâàåòñ  â
ïèêàõ 1à è 1á, è íà åãî äîëþ ïðèõîäèòñ  îêîëî 50% îáùåé áåëêîâîé ìàññû α- -n3a.
Îäíàêî ïðè ðàçäåëüíîì èññëåäîâàíèè ïèêîâ (ñì. òàáë. 4) äàííûé òèï èíòåðôåðîíà
îòâå÷àåò òîëüêî çà 25% âñåé àíòèâèðóñíîé àêòèâíîñòè çà âëåííîé êîìïîçèöèè. Áîëåå
òîãî, êàê äåòàëüíî ïîêàçàíî â ïðèìåðå 8, ÈÔÍ α-n3a â 10-100 ðàç áîëåå ýôôåêòèâåí, ÷åì
ýêâèâàëåíòíîå êîëè÷åñòâî ðåêîìáèíàíòíîãî èíòåðôåðîíà α 2, ïðè îïðåäåëåíèè in vitro
èõ ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïî îòíîøåíèþ ê âèðóñó ÑÏÈÄà íà ìîíîöèòàõ.

Êðîìå òîãî, áèîëîãè÷åñêà  àêòèâíîñòü èíòåðôåðîíà îïðåäåë ëàñü è ïî åãî
àíòèïðîëèôåðàòèâíîìó äåéñòâèþ íà êëåòêè ÷åëîâåêà, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 4Á [(ñì.,
íàïðèìåð, Gillis et al., J. Immunol. 12 : 2027 (1978)]. Ñïåöèôè÷åñêà  àêòèâíîñòü
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ñîñòàâë ëà (1-10) , 108 Åä/ìã è â öåëîì áûëà ðàâíà èëè ïðåâûøàëà 1 , 108 Åä/ìã. Ñðåäí  

ñïåöèôè÷åñêà  àíòèïðîëèôåðàòèâíà  àêòèâíîñòü íà êëåòêàõ ÷åëîâåêà ëèíèè Daudi
ñîñòàâë ëà îêîëî 1,5 , 108 Åä/ìã. Åäèíèöà àêòèâíîñòè èíòåðôåðîíà â äàííîì
èññëåäîâàíèè îïðåäåë ëàñü êàê îáðàòíà  âåëè÷èíà ðàçâåäåíè  â 50%-íîé êîíå÷íîé òî÷êå.

Áèîëîãè÷åñêà  àêòèâíîñòü (≥ 99%) çà âëåííîé êîìïîçèöèè, îïðåäåë åìà  â
àíòèâèðóñíîì èññëåäîâàíèè, ìîæåò áûòü íåéòðàëèçîâàíà ïîëèêëîíàëüíîé àíòèñûâîðîòêîé
îâöû (ïîëó÷åííîé ê î÷èùåííîìó ÈÔÍ α- n3), ñïåöèôè÷åñêîé ê ëåéêîöèòàðíîìó
èíòåðôåðîíó ÷åëîâåêà, ïðè îñóùåñòâëåíèè ñòàíäàðòíîãî íåéòðàëèçóþùåãî òåñòà [Y.
Kawada, Meth. Enzymology, 119 : 558-573 (1986)].

Äîïîëíèòåëüíî â ïèðîãåííîì òåñòå, êîòîðûé ïðîâîäèëè íà êðîëèêàõ (Ïèðîãåíîâûé òåñò.
USP XXII/NF XVII, Ôàðìàêîïåéíà  Êîíâåíöè  ÑØÀ, ñ. 1515 (1990)) óâåëè÷åíèå ñðåäíåé
òåìïåðàòóðû òåëà êðîëèêîâ íà 0,2oC ñâèäåòåëüñòâóåò î ÷ðåçâû÷àéíî íèçêîé ïèðîãåííîé
àêòèâíîñòè çà âëåííîé êîìïîçèöèè. Äåéñòâèòåëüíî, òàêîé ðåçóëüòàò ïî êðàéíåé ìåðå â
ï òü ðàç ìåíüøå, ÷åì îïðåäåë åìûé äë  ÈÔÍ α- n3.

Êðîìå òîãî, áûëè îïðåäåëåíû è ôèçè÷åñêèå ñâîéñòâà çà âëåííîé êîìïîçèöèè íà îñíîâå
ÈÔÍ α- n3a. Íàïðèìåð, îíà îòëè÷àåòñ  çíà÷èòåëüíîé ÷èñòîòîé, à èìåííî ñîñòîèò áîëåå
÷åì íà 95% èç α- èíòåðôåðîíîâûõ áåëêîâ ÷åëîâåêà. Ìåíåå ÷åì 5% ñîñòàâë þò ïðèìåñè,
òàêèå êàê α- èíòåðôåðîíîâûå áåëêè íå÷åëîâå÷åñêîé ïðèðîäû, íóêëåèíîâûå êèñëîòû èëè
ôåðìåíòû, ëèïèäû è òîìó ïîäîáíîå. Òî÷íåå, çà âëåííà  êîìïîçèöè  íà 98 èëè áîëåå
ïðîöåíòîâ ñîñòîèò èç α- èíòåðôåðîíîâûõ áåëêîâ ÷åëîâåêà, à íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî -
ïðèìåðíî íà 99%.

×èñòîòà êîìïîçèöèè îïðåäåë åòñ  ýëåêòðîôîðåçîì â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â
ïðèñóòñòâèè äîäåöèëñóôàòà íàòðè  (SDS - PAGE) è Âåñòåðí-áëîòòèíãîì, êàê äåòàëüíî
èçëîæåíî â ïðèìåðå 5. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäîì ïîëó÷åíè , îïèñàííîì íèæå, ÷èñòîòà
êîìïîçèöèè óâåëè÷èâàåòñ  â 800 ðàç â ñðàâíåíèè ñ ïåðâîé ñòàäèåé î÷èñòêè (àôôèííà 
õðîìàòîãðàôè  ñ ïîìîùüþ àíòèòåë N K2) è ïðèìåðíî â äâà ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñî âòîðîé
ñòàäèåé î÷èñòêè ñ ïîìîùüþ ñóïåðîçû. Â öåëîì, îáùà  ñòåïåíü ÷èñòîòû ÈÔÍ α- n3a
ïðèìåðíî â 12 000 ðàç âûøå ïî ñðàâíåíèþ ñ ñûðûì ïðîäóêòîì, ïîëó÷åííûì èç ëåéêîöèòîâ,
êàê äåòàëüíî îïèñàíî íèæå.

Àíàëèç êîìïîçèöèè ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîòòèíãà (ôèã. 8 è 9) â íåâîññòàíàâëèâàþùèõ è
âîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâè õ ñîîòâåòñòâåííî ïîêàçûâàåò, ÷òî âñå áåëêîâûå ïîëîñû
èäåíòèôèöèðóþòñ  êàê èíòåðôåðîíû ÷åëîâåêà ñ óðîâíåì çàãð çíåíè 
íåôðàêöèîíèðîâàííîãî ïðåïàðàòà îêîëî 1% èëè ìåíåå. Ïîñëåäóþùåå ôðàêöèîíèðîâàíèå
ñ ïîìîùüþ RP - HPL C ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî êàêîå-ëèáî çàãð çíåíèå íå îïðåäåë åòñ  íè â
îäíîì ïèêå.

Äâóìåðíûé àíàëèç â ãåëå íåôðàêöèîíèðîâàííîãî ÈÔÍ α- n3a ïîêàçàë, ÷òî âî âñåõ
îáðàçöàõ âû âë þòñ  ìíîãî÷èñëåííûå ï òíà, ðàñïîçíàâàåìûå ìîíîêëîíàëüíûì
àíòèòåëîì LIT-1 (ñì. ïðèìåð 5, ÷àñòü A), ñâèäåòåëüñòâó  î òîì, ÷òî ýòè ï òíà -
èíòåðôåðîíîâûå áåëêè. Ñîãëàñíî ìåòîäó SDS-PAGE, ïðèìåðíà  ìîë. ìàññà êîìïîçèöèè
ñîñòàâë åò 16-27 êÄà. Êðîìå òîãî, êîìïîçèöè  õàðàêòåðèçóåòñ  èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êîé
â äèàïàçîíå 5,0 - 7,5, áîëåå òî÷íî â äèàïàçîíå 5,5 - 6,5. Êîëè÷åñòâî "ï òåí" è
ìîë.ìàññà áåëêîâ êàæäîãî ïèêà ïðèâåäåíû â ïðèìåðå 5, òàáë. 8.

Áèîõèìè÷åñêèå ñâîéñòâà èíòåðôåðîíîâîé êîìïîçèöèè ñîãëàñíî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, íàïðèìåð îïðåäåë åìûå ìåòîäîì àìèíîêèñëîòíîãî àíàëèçà è àìèíî- è
êàðáîêñèòåðìèíàëüíîãî ñåêâåíèðîâàíè , äåòàëüíî îïèñàíû â ïðèìåðå 6. Àìèíî- è
êàðáîêñèòåðìèíàëüíîå ñåêâåíèðîâàíèå ïîêàçûâàåò, ÷òî èíòåðôåðåíîâà  êîìïîçèöè 
ñîäåðæèò èíòàêòíûå ìîëåêóëû èíòåðôåðîíà, êîòîðûå ñîñòî ò ïðèìåðíî èç 165-166
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ íà ìîëåêóëó. Êðîìå òîãî, â êîìïîçèöèè îáíàðóæåíû äâå
äèñóëüôèäíûå ñâ çè.

Äàëåå, êîìïîçèöè  õàðàêòåðèçóåòñ  ñîäåðæàíèåì óãëåâîäîâ, íàïðèìåð ñàõàðîâ,
íåéòðàëüíûõ ñàõàðîâ è ñèàëîâûõ êèñëîò. Ðåçóëüòàòû òàêèõ èññëåäîâàíèé òîæå ïîäðîáíî
îïèñàíû â ïðèìåðå 6B. Ïðåäëîæåííà  êîìïîçèöè  îòëè÷àåòñ  O-ñâ çàííûì óãëåâîäíûì
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ãëèêîçèëèðîâàíèåì, ïðè÷åì ñðåäè óãëåâîäîâ ðàçëè÷àþò ãàëàêòîçàìèí (GalN), ãëþêîçàìèí
(GlcN), ãàëàêòîçó, ãëþêîçó, ìàííîçó è ñèàëîâóþ êèñëîòó. Â ñðåäíåì, êîìïîçèöè 
ñîäåðæèò ≤ 6 ìîëü ñàõàðîâ íà ìîëü èíòåðôåðîíîâûõ áåëêîâ, òî÷íåå 1-3 ìîëü ñàõàðà/ìîëü
èíòåðôåðîíà. Ãëèêîçèëèðîâàíèå ÈÔÍ α- n3a äîëæíî ïðîèñõîäèòü ïî äðóãîìó ñàéòó,
íåæåëè îñòàòîê Asn, êîòîðûé îòâå÷àåò çà N-ñâ çàííîå ãëèêîçèëèðîâàíèå, ïîñêîëüêó
ÈÔÍ α- n3a íå ñîäåðæèò ÈÔÍ - α 14, åäèíñòâåííîãî òèïà α- èíòåðôåðîíîâûõ áåëêîâ,
îòëè÷àþùåãîñ  ïîòåíöèàëüíîé âîçìîæíîñòüþ N-ãëèêîçèëèðîâàíè  ïî îñòàòêó Asn. Ñàéò O-
ñâ çàííîãî ãëèêîçèëèðîâàíè  îïðåäåë þò ïóòåì ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíè  â
ïðîöåññå àìèíîêèñëîòíîãî ñåêâåíèðîâàíè . Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíè  ïîêàçûâàþò, ÷òî
ãëèêîçèëèðîâàíèå ïðîèñõîäèò ïî îñòàòêó òðåîíèíà â ïîëîæåíèè 106 (ïðèìåð 6B).

Äðóãîå áèîõèìè÷åñêîå ñâîéñòâî çà âëåííîé ÈÔÍ α- n3a-êîìïîçèöèè âêëþ÷àåò â ñåá 
íàëè÷èå ñâ çàííûõ ñàéòîâ äë  ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë N K 2 (Celltech, U.K.). Ñîãëàñíî
ñîîáùåíè ì àíòèòåëà N K2 ðàñïîçíàþò òîëüêî îäíó ïîäãðóïïó α- èíòåðôåðîíà, à
èìåííî α 2 (a/b/c), α 8 (a/b/c), α 10a, α 17 (a/b/c/d), α 7 (a/b/c), α 6 è α 21 (a/b). Îíè íå
ðàñïîçíàþò èíòåðôåðîíû α 1, α 5, α 10b, α 14 è α- îìåãà 1. Êðîìå òîãî, ÈÔÍ α- n3a-

êîìïîçèöè  èìååò pH-ñòàáèëüíîñòü â èíòåðâàëå 2-9 è ñòàáèëüíà ê íàãðåâàíèþ ïðè 56oC â
òå÷åíèå äâóõ è áîëåå ÷àñîâ.

Çà âëåííûå êîìïîçèöèè íà îñíîâå ÈÔÍ α- n3a ñóùåñòâåííî îòëè÷àþòñ  îò äðóãèõ α-
èíòåðôåðîíîâ êàê ïðèðîäíûõ, òàê è ðåêîìáèíàíòíûõ, êîòîðûå â íàñòî ùåå âðåì 
ïîñòóïàþò íà ðûíîê è èñïîëüçóþòñ  äë  êëèíè÷åñêèõ íóæä. Íàèáîëåå ñóùåñòâåííîå
îòëè÷èå - ýòî ãîðàçäî ìåíüøà  òîêñè÷íîñòü ÈÔÍ α- n3a ïî ñðàâíåíèþ ñ èçâåñòíûìè α-/
èíòåðôåðîíîâûìè êîìïîçèöè ìè. Â êîììåð÷åñêîé è ñïåöèàëüíîé ëèòåðàòóðå,
ïîñâ ùåííîé ÈÔÍ α- n3, îòìå÷àåòñ , ÷òî ïðèðîäíûå α- ÈÔÍ, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ
ëåéêîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè, ïðè òåñòèðîâàíèè íà áîëüøîì êîëè÷åñòâå áîëüíûõ
îáëàäàþò õàðàêòåðíûìè äë  α- èíòåðôåðîíîâ ïîáî÷íûìè ýôôåêòàìè.

Äðóãèå ðàçëè÷è  ìåæäó çà âëåííîé êîìïîçèöèåé è èçâåñòíûìè ïðèðîäíûìè α-
èíòåðôåðîíàìè ïîêàçàíû âûøå. Â ñðàâíåíèè ñ èçâåñòíûì ïðåïàðàòîì íà îñíîâå ÈÔÍ α-
n3, êîòîðûé èñïîëüçóåòñ  â êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíè õ, íîâà  ÈÔÍ α- n3a-êîìïîçèöè 
èìååò â äâà ðàçà áîëüøóþ ñïåöèôè÷åñêóþ àíòèâèðóñíóþ àêòèâíîñòü, ðàâíóþ ïðèìåðíî

4 , 108 Åä/ìã. Çà âëåííà  êîìïîçèöè  èìååò óðîâåíü çàãð çíåíè  îêîëî 2% ïî ñðàâíåíèþ
ñ 5-10% èçâåñòíûõ ïðîäóêòîâ. Áîëåå òîãî, çà âëåííà  êîìïîçèöè  èìååò î÷åíü íèçêóþ
ïèðîãåííóþ àêòèâíîñòü, îêîëî 0,2oC, â ñðàâíåíèè ñ 1oC, ÷òî õàðàêòåðíî äë  èçâåñòíûõ
ïðåïàðàòîâ ÈÔÍ α- n3. Êðîìå òîãî, ðàçëè÷è  çàòðàãèâàþò è ìåòîä ïîëó÷åíè  çà âëåííûõ
è èçâåñòíûõ ïðîäóêòîâ.

Ðàçëè÷è  â òîêñè÷íîñòè ìåæäó çà âëåííûì è ðåêîìáèíàíòíûì èíòåðôåðîíàìè åùå
áîëåå çíà÷èìû. Â äîïîëíåíèè ê òîìó îáñòî òåëüñòâó, ÷òî äàííà  êîìïîçèöè  ñîäåðæèò
ñìåñü α- èíòåðôåðîíîâ â ñðàâíåíèè ñ îäíèì òèïîì áåëêà ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîäóêòà,
ïðèðîäíûé α- èíòåðôåðîí íå ïîëó÷àþò ñ ïîìîùüþ áàêòåðèé êàê ðåêîìáèíàíòíûé è ïîýòîìó
îí íå çàãð çíåí áàêòåðèàëüíûìè áåëêàìè, êîòîðûå ó ÷åëîâåêà ìîãóò âûçûâàòü
íåæåëàòåëüíûå ïîáî÷íûå ýôôåêòû.

Äë  òîãî, ÷òîáû óáåäèòüñ  â îòñóòñòâèè ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ çà âëåííîé ñîãëàñíî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ êîìïîçèöèè, â ïðèìåðå 7 äåòàëüíî îïèñàíû ðåçóëüòàòû
ýêñïåðèìåíòîâ ïî îïðåäåëåíèþ òîêñè÷íîñòè äàííîé êîìïîçèöèè, êîòîðûå ïðîâîäèëèñü â
ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé, óòâåðæäåííîé ÂÎÇ è îïèñàííîé W.B. Abrams et al. , Marcel
Dekkev, Inc., chap 10, pp. 195-216 (1984). Òàêèå èññëåäîâàíè  òîêñè÷íîñòè,
ïðîâåäåííûå íà áîëüíûõ, ïîëó÷àâøèõ çà âëåííóþ êîìïîçèöèþ â êà÷åñòâå
òåðàïåâòè÷åñêîãî ñðåäñòâà, ïðàêòè÷åñêè íå îáíàðóæèëè ó íåå ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ.

Â äåéñòâèòåëüíîñòè, â òàáë. 16 ïîêàçàíû ðàçëè÷è  â ïîáî÷íûõ ýôôåêòàõ, êîòîðûìè
îáëàäàþò èçâåñòíûå ïðîäóêòû íà îñíîâå α- ÈÔÍ, â ñðàâíåíèè ñ ðåçóëüòàòàìè êëèíè÷åñêèõ
èñïûòàíèé êîìïîçèöèè, çà âëåííîé ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ. Ýòè äàííûå
ïîêàçûâàþò, ÷òî íîâà  êîìïîçèöè  ïðàêòè÷åñêè íå îáëàäàåò ïîáî÷íûìè ýôôåêòàìè, ÷òî
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 âë åòñ  áîëüøèì ïðåèìóùåñòâîì äë  åå ïðèìåíåíè  íà áîëüíûõ â òå÷åíèå
ïðîäîëæèòåëüíîãî ïðîìåæóòêà âðåìåíè. Áîëåå òîãî, ìîãóò áûòü ïðèìåíåíû è áîëåå
âûñîêèå äîçû çà âëåííîé êîìïîçèöèè áåç ðèñêà ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ â ñðàâíåíèè ñ
èçâåñòíûìè α- ÈÔÍ êîìïîçèöè ìè.

Àâòîðàì â íàñòî ùåå âðåì  íåèçâåñòíî, ïî÷åìó çà âëåííà  êîìïîçèöè  îáíàðóæèâàåò
òàêóþ íåïðåäâèäåííî âûñîêóþ ñòåïåíü ðåäóêöèè ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ. Íå æåëà  áûòü
ñâ çàííûìè òåîðèåé, àâòîðû ñ÷èòàþò, ÷òî ïðè÷èíû çíà÷èòåëüíîãî ñíèæåíè  òîêñè÷íîñòè è
ïîáî÷íîãî äåéñòâè  äàííîé êîìïîçèöèè è âñëåäñòâèå ýòîãî åå áîëüøåé òåðàïåâòè÷åñêîé
ýôôåêòèâíîñòè, ìîãóò áûòü îñíîâàíû íà òîì, ÷òî ðàçëè÷íûå òèïû α- èíòåðôåðîíà
÷åëîâåêà, ñîñòàâë þùèå êîìïîçèöèþ, ñâ çûâàþòñ  áîëåå, ÷åì ñ îäíèì ýïèòîïîì èëè
ðåöåïòîðîì íà êëåòêàõ áîëüíîãî, êîòîðîìó íàçíà÷åíà äàííà  êîìïîçèöè . Êðîìå òîãî,
îäíîé èç ïðè÷èí íåîæèäàííûõ ñâîéñòâ çà âëåííîé êîìïîçèöèè ìîæåò áûòü î÷åíü íèçêîå
ñîäåðæàíèå â íåé ïðèìåñåé.

Äàëåå, ïîñêîëüêó ñïåöèôè÷åñêà  àêòèâíîñòü êîìïîçèöèè â àíòèâèðóñíûõ è
àíòèïðîëèôåðàòèâíûõ èññëåäîâàíè õ âûøå, ÷åì äë  äðóãèõ α- èíòåðôåðîíîâ, äë 
ëå÷åíè  áîëüíûõ ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  ìåíüøèå äîçû ïîëó÷åííîãî èíòåðôåðîíà è ýòè
ìàëûå äîçû ìîãóò áûòü ìåíüøå, ÷åì òîêñè÷åñêà  äîçà êîìïîçèöèè, åñëè îíà âîîáùå
îáëàäàåò òîêñè÷åñêèì ýôôåêòîì. Êðîìå òîãî, ïîñòòðàíñë öèîííîå ãëèêîçèëèðîâàíèå
áåëêîâ êîìïîçèöèè ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü äåçàãðåãàöèè, ïðèâîä  ê îñëàáëåíèþ ïîáî÷íîãî
äåéñòâè . Ïðîöåññèíã, â òî æå âðåì , ìîæåò óìåíüøèòü îêñèäàöèþ è õèìè÷åñêóþ
ìîäèôèêàöèþ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ α- èíòðåôåðîíîâûõ áåëêîâ. Óãëåâîäû α-
èíòåðôåðîíîâûõ áåëêîâ íàäåæíî çàùèùàþòñ  â ïðîöåññå ïîëó÷åíè  çà âëåííîé
êîìïîçèöèè è ïîýòîìó ñõîäíû ñ ïðèðîäíûìè α- èíòåðôåðîíàìè ÷åëîâå÷åñêîãî îðãàíèçìà.
Óêàçàííûé ïðîöåññ ìîæåò ïðèâîäèòü ê òîìó, ÷òî â çà âëåííîé êîìïîçèöèè ãëàâíûì
îáðàçîì ïðåîáëàäàþò àêòèâíûå α- èíòåðôåðîíîâûå ìîíîìåðû è îáðàçóåòñ  íåáîëüøîå
êîëè÷åñòâî íåàêòèâíûõ α- èíòåðôåðîíîâûõ îëèãîìåðîâ.

2. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  êîìïîçèöèè.
Â öåëîì ñïîñîá ïîëó÷åíè  α- èíòåðôåðîíîâîé êîìïîçèöèè ñîãëàñíî íàñòî ùåìó

èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àåò êàê ïðîöåññ èíäóêöèè, òàê è ïðîöåññ ÷èñòêè. Ïðîöåññ èíäóêöèè
äåòàëüíî îïèñàí â ïðèìåðå 1, à ïðîöåäóðà î÷èñòêè - â ïðèìåðå 2.

Â ïðîöåññå èíäóêöèè ÈÔÍ α- n3a îáðàçóåòñ  èíäóöèðîâàííîé âèðóñîì Ñåíäàé
ñóñïåíçèåé ëåéêîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (ËÏÊ) ÷åëîâåêà. Îñíîâíûìè ôàêòîðàìè,
êîòîðûå çíà÷èòåëüíûì îáðàçîì âëè þò íà êîëè÷åñòâî α- n3a èíòåðôåðîíà, êîòîðûé
îáðàçóåòñ  ËÏÊ,  âë þòñ  ñëåäóþùèå: ïëîòíîñòü êëåòîê â ïðîöåññå èíäóêöèè,
êîíöåíòðàöè  áèêàðáîíàòà íàòðè  â èíäóêöèîííîé ñðåäå, êîíöåíòðàöè  ñûâîðîòêè êðîâè
÷åëîâåêà, ñâîáîäíîé îò ãàììà-ãëîáóëèíîâ, êîíöåíòðàöè  è òèï ïðàéìåðà, êèíåòèêà
èíäóêöèè, îáúåì êóëüòóð âî ôëàêîíàõ, ñêîðîñòü ïåðåìåøèâàíè  êóëüòóð, òåìïåðàòóðà
èíäóêöèè, ñîñòàâ ñðåäû, à òàêæå êîíöåíòðàöè  è ñâîéñòâà âèðóñà Ñåíäàé.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ óêàçàííûì ïðîöåññîì èíäóêöèè êðîâü çàáèðàþò ó çäîðîâûõ äîíîðîâ è
ïîëó÷àþò ËÏÊ, ñîáèðà  ëåéêîöèòàðíóþ ïëåíêó è ëèçèðó  ýðèòðîöèòû ñ ïîìîùüþ õëîðèäà
àììîíè , ïðåäïî÷òèòåëüíî 0,83%-íîé êîíöåíòðàöèè. Çàòåì ëåéêîöèòû ñóñïåíäèðóþò â
ñðåäå èíäóêöèè äî ïîëó÷åíè  æåëàåìîé ïëîòíîñòè êëåòîê.

Ïëîòíîñòü êëåòîê âàðüèðóåò â èíòåðâàëå (1-10) , 106 êë/ìë. Îòíîñèòåëüíà 
ýôôåêòèâíîñòü ïðîäóêöèè α- èíòåðôåðîíà ìîæåò áûòü âûðàæåíà êàê êîëè÷åñòâî äàííîãî
áåëêà, êîòîðîå îáðàçóåòñ  â ðàñ÷åòå íà êëåòêó ïðè îïðåäåëåííîé ïëîòíîñòè êëåòîê.
Àâòîðû îïðåäåëèëè, ÷òî ïðè âîçðàñòàþùåé ïðîäóêöèè α- èíòåðôåðîíà â ñîîòâåòñòâèè ñ
óâåëè÷åíèåì ïëîòíîñòè êëåòîê îïòèìàëüíà  ïðîäóêöè  α- èíòåðôåðîíà ËÏÊ ÷åëîâåêà

ïðîèñõîäèò ïðè êëåòî÷íîé ïëîòíîñòè 4 , 106 êë/ìë. Ïðîäóêòèâíîñòü ìîæåò áûòü îïðåäåëåíà
ïóòåì èììóíîðàäèîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà (ÈÐÌÀ) [Gelltech Ltd. ] èëè ïî öèòîïàòè÷åñêîìó
äåéñòâèþ (ÖÏÄ), êàê îïèñàíî íèæå. Â ýòèõ èññëåäîâàíè õ òèòðû èíòåðôåðîíà
îïðåäåë þòñ  â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòîì è âûðàæàþòñ  â Åä/ìë (äë  ÈÐÌÀ) è ÌÅä/ìë
(ìåæäóíàðîäíûå åäèíèöû íà 1 ìë äë  èññëåäîâàíè  ÖÏÄ). Â òî âðåì  êàê ìàêñèìàëüíûé
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òèòð èíòåðôåðîíà (îêîëî 50000 ÈÐÌÀ Åä/ìë, ÷òî ýêâèâàëåíòíî ~100000 ÖÏÄ Åä/ìë)
äîñòèãàåòñ  ïðè ïëîòíîñòè êëåòîê â ïðîöåññå èíäóêöèè 1 , 107 ëåéêîöèòîâ/ìë, íàèáîëåå
âûñîêà  ïðîäóêöè  èíòåðôåðîíà (îêîëî 43000 ÈÐÌÀ Åä/ìë, ÷òî ýêâèâàëåíòíî ~86000 ÖÏÄ
Åä/ìë) îòìå÷àåòñ  ïðè ïëîòíîñòè 4 , 106 êë/ìë. Òàêèì îáðàçîì, ïðîäóêòèâíîñòü êëåòîê

ïðè ïëîòíîñòè 107 êë/ìë ñîñòàâë åò ïðèìåðíî ïîëîâèíó îò òàêîâîé ïðè êëåòî÷íîé
ïëîòíîñòè 4 , 106 êë/ìë (cì., íàïðèìåð, ôèã. 1).

Ñðåäà èíäóêöèè ïðåäñòàâë åò ñîáîé ìèíèìàëüíóþ íåîáõîäèìóþ ñðåäó (ÌÅÌ) æåëàåìîé
êîíöåíòðàöèè 0,5Õ - 1,5Õ, ñîäåðæàùóþ ñîëåâîé ðàñòâîð Ýðëà, pH 7,4, äîïîëíåííûé L-
ãëóòàìèíîì, íå íåîáõîäèìûìè àìèíîêèñëîòàìè, òðèöèíîì (4,46 ìã/ìë) è íåîìèäèí
ñóëüôàòîì (24 ìêã/ìë). Òåêóùèå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî íàèáîëåå âûñîêèé èíäóêöèîííûé
òèòð íàáëþäàåòñ  ïðè êîíöåíòðàöèè ÌÅÌ 0,85Õ - 1,15Õ, êîòîðà  èìååò îñìîë ðíîñòü,
ìàêñèìàëüíî ïðèáëèæåííóþ ê îñìîë ðíîñòè ôèçèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòåé îðãàíèçìà.

Êðîìå òîãî, íåîáõîäèìî, ÷òîáû ñðåäà èíäóêöèè ñîäåðæàëà ñûâîðîòêó êðîâè ÷åëîâåêà,
ëèøåííóþ IgG, äë  îáåñïå÷åíè  ïðîäóêöèè α- èíòåðôåðîíà. Ýôôåêòèâíà  êîíöåíòðàöè 
ñûâîðîòêè ñîñòàâë åò 0,1 - 1,5 ìã/ìë, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, 0,1 - 1,0 ìã/ìë.
Ïðåèìóùåñòâåííî èñïîëüçóåòñ  êîíöåíòðàöè  0,4 ìã/ìë.

Áîëåå âûñîêà  êîíöåíòðàöè  ñûâîðîòêè íåýôôåêòèâíà äë  ïðîäóêöèè α- èíòåðôåðîíà,
âîçìîæíî èç-çà ïðèñóòñòâè  èíãèáèðóþùèõ ôàêòîðîâ. Îïòèìàëüíà  êîíöåíòðàöè 
ñûâîðîòêè, íàéäåííà  ïðè îñóùåñòâëåíèè îïèñàííîãî çäåñü ïðîöåññà èíäóêöèè, íàìíîãî
íèæå, ÷åì ðåêîìåíäóåìà  êîíöåíòðàöè , ðàâíà  2,4 ìã/ìë, ñîãëàñíî ìåòîäó Êýíòåëëà.
Èñïîëüçîâàíèå áîëåå íèçêîé êîíöåíòðàöèè ñûâîðîòêè âî âðåì  èíäóêöèè ñóùåñòâåííî
óìåíüøàåò çàãð çíåííîñòü α- èíòåðôåðîíîâ ñûâîðîòî÷íûìè áåëêàìè âî âðåì 
íèñõîä ùèõ ïðîöåññîâ èõ î÷èñòêè.

Ïðîöåññ èíäóêöèè îïòèìèçèðóåòñ  äîáàâëåíèåì íåêîòîðûõ äðóãèõ êîìïîíåíòîâ â ñðåäó.
Æåëàòåëüíî, ÷òîáû èíäóêöèîííà  ñðåäà ñîäåðæàëà âûñîêóþ êîíöåíòðàöèþ áèêàðáîíàòà
íàòðè  (NaHCO3) â ïðîòèâîïîëîæíîñòü èçâåñòíûì ìåòîäàì, êîòîðûå ïðåäóñìàòðèâàþò
èñïîëüçîâàíèå ýòîãî âåùåñòâà â íèçêîé êîíöåíòðàöèè èëè íå ïðåäóñìàòðèâàþò âîîáùå.
Óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè NaHCO3 â ÌÅÌ îêàçûâàåò çíà÷èòåëüíûé ýôôåêò íà âûõîä
èíòåðôåðîíà (íàïðèìåð, â 3-4 ðàçà). Ïðåäïî÷òèòåëüíà  êîíöåíòðàöè  NaHCO3 ñîñòàâë åò
îêîëî 0,3 - 2,5 ìã/ìë, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíà  - 1,7 - 2,2 ìã/ìë. Êîíöåíòðàöè  NaHCO3,
ñîñòàâë þùà  2,2 ìã/ìë, ïî êðàéíåé ìåðå â äâà ðàçà óâåëè÷èâàåò òèòð èíòåðôåðîíà,
ïîëó÷åííîãî â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì.

Äðóãèì ôàêòîðîì, ëèìèòèðóþùèì ïðîäóêöèþ èíòåðôåðîíà ËÏÊ, ìîãóò áûòü
íåîáõîäèìûå ïèòàòåëüíûå êîìïîíåíòû, íàïðèìåð ðåäêèå ìèíåðàëû, âèòàìèíû èëè
æèðíûå êèñëîòû. Äîáàâëåíèå íåêîòîðûõ âèòàìèíîâ â èíäóêöèîííûå êóëüòóðû ñîãëàñíî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ñïîñîáñòâóåò óâåëè÷åíèþ ïðîäóêöèè èíòåðôåðîíà. Äîáàâëåíèå
âèòàìèíîâ C è B3 (íèàöèíà) ïî îòäåëüíîñòè â èíäóêöèîííûå êóëüòóðû óâåëè÷èâàåò âûõîä
èíòåðôåðîíà íà 20-30% â ñðàâíåíèè ñ êóëüòóðàìè, íå ïîëó÷àâøèìè óêàçàííûõ âèòàìèíîâ.
Ýôôåêòèâíà  êîíöåíòðàöè  âèòàìèíà C äë  óâåëè÷åíè  îáðàçîâàíè  èíòåðôåðîíà
ñîñòàâë åò 0,0002 - 2 ìã/ìë. Áîëåå âûñîêèå êîíöåíòðàöèè âèòàìèíà C (> 2 ìã/ìë)
èíãèáèðóþò îáðàçîâàíèå èíòåðôåðîíà ËÏÊ. Ýôôåêòèâíà  êîíöåíòðàöè  âèòàìèíà B3 äë 
óâåëè÷åíè  âûõîäà èíòåðôåðîíà ñîñòàâë åò 0,5 - 1000 ìêã/ìë. Äðóãèå ñîåäèíåíè ,
íàïðèìåð ñóëüôàò æåëåçà, ìàñë íà  êèñëîòà, òîêîôåðîëôîñôàò, òîêîôåðîë, ãëþêîçà è
õîëåñòåðîë, íå îêàçûâàþò âîçäåéñòâè  íà ïðîäóêöèþ α- èíòåðôåðîíà èëè èíãèáèðóþò åå.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  è ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  èíòåðôåðîíà â áîëüøèõ
îáúåìàõ. Îáúåì èíäóêöèîííîé ñðåäû âî ôëàêîíàõ ìîæåò âàðüèðîâàòü îò 150 ìë äî 6 ë èëè
áîëåå. Îáúåì èíäóêöèîííîé êóëüòóðû ìîæåò áûòü óâåëè÷åí äî ïîëíîé âìåñòèìîñòè
ôëàêîíîâ (èëè óìåíüøåí), íå âëè   íà âûõîä èíòåðôåðîíà. Áîëåå òîãî, ïîñêîëüêó
ôëàêîíû ìîãóò áûòü çàïîëíåíû ïîëíîñòüþ, ñïîñîá ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
ïîçâîë åò óâåëè÷èòü âûõîä èíòåðôåðîíà ïðè ìèíèìàëüíîì êîëè÷åñòâå ôëàêîíîâ, òàêèì
îáðàçîì óìåíüøà  ñòîèìîñòü ïðîöåññà è ðàñõîä ïîñóäû. Êðóïíîìàñøòàáíà  èíäóêöè  â
îáúåìàõ äî íåñêîëüêèõ òûñ ÷ ëèòðîâ ìîæåò áûòü äîñòèãíóòà ïðè èñïîëüçîâàíèè
ìíîãîñëîéíûõ áîëüøèõ ôëàêîíîâ èëè áèîðåàêòîðîâ â îïèñàííûõ ñîãëàñíî íàñòî ùåìó
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èçîáðåòåíèþ óñëîâè õ èíäóêöèè.
Ñûðîé èëè î÷èùåííûé ëåéêîöèòàðíûé α- èíòåðôåðîí çàòåì äîáàâë þò â êà÷åñòâå

ïðàéìåðà ê ñóñïåíäèðîâàííûì â èíäóêöèîííîé ñðåäå ËÏÊ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå
ïðàéìåðà ñûðîãî è î÷èùåííîãî ïðèðîäíîãî ëåéêîöèòàðíîãî α- èíòåðôåðîíà èíäóöèðóåòñ 
îáðàçîâàíèå ñõîäíûõ êîëè÷åñòâ ïðîäóêòà ëåéêîöèòàìè. Ëåéêîöèòû ìîãóò áûòü
ïðàéìèðîâàíû â êîëè÷åñòâå 1 - 100000 ÌÅä/ìä, ïðåäïî÷òèòåëüíî îêîëî 10 - 100 ÌÅä/ìë
ñûðîãî α- èíòåðôåðîíîâîãî ñóïåðíàòàíòà èëè î÷èùåííîãî α- èíòåðôåðîíà. Ïîä "ñûðûì
èíòåðôåðîíîì" ïîíèìàþò íåî÷èùåííûé ïðîäóêò, ïîëó÷åííûé èçëàãàåìûì çäåñü ñïîñîáîì
èíäóêöèè. Ïîä "î÷èùåííûì èíòåðôåðîíîì" ïîíèìàþò ÈÔÍ α- n3a, ïîëó÷åííûé
èçëàãàåìûìè çäåñü ìåòîäàìè èíäóêöèè è î÷èñòêè.

Ïîí òíî, ÷òî â êà÷åñòâå ïðàéìåðîâ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äðóãèå èíòåðôåðîíû,
íàïðèìåð β- ÈÔÍ, γ- ÈÔÍ è, âîçìîæíî, äðóãèå öèòîêèíû. Íàïðèìåð, ïðèðîäíûé γ- ÈÔÍ
÷åëîâåêà â êîíöåíòðàöèè 100 - 1000 ÌÅä/ìë ìîæåò ñòèìóëèðîâàòü ïðîäóêöèþ α-
èíòåðôåðîíà, íî ïðèâîäèò ê áîëåå íèçêîìó âûõîäó ïðîäóêòà, ÷åì ïðè èñïîëüçîâàíèè â
êà÷åñòâå ïðàéìåðîâ ñûðîãî èëè î÷èùåííîãî ïðèðîäíîãî α- èíòåðôåðîíà.

Íàéäåíî, ÷òî îïòèìàëüíîå âðåì  íà÷àëà ïðàéìèðîâàíè  ïðèìåðíî ñîñòàâë åò 2-3 ÷ äî
âíåñåíè  âèðóñà Ñåíäàé ïðè 36oC. Èçìåíåíèå ýòîãî âðåìåíè ñóùåñòâåííûì îáðàçîì
èçìåí åò êîëè÷åñòâî èíòåðôåðîíà, ñåêðåòèðóåìîãî ëåéêîöèòàìè. Ïðàéìèðîâàíèå
ëåéêîöèòîâ ìåíåå, ÷åì çà îäèí ÷àñ äî âíåñåíè  âèðóñà, ñíèæàåò âûõîä èíòåðôåðîíà,
áîëåå ÷åì çà 3 ÷àñà - âîîáùå íå ïðèâîäèò ê êàêèì-ëèáî îùóòèìûì ðåçóëüòàòàì.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî, íà ñòàäèè ïðàéìèðîâàíè  ëåéêîöèòû â êîëè÷åñòâå 107 êë/ìë
îáðàáàòûâàþò 20 ÌÅä/ìë ñûðîãî èíòåðôåðîíà ïðèìåðíî çà 3 ÷àñà äî âíåñåíè  âèðóñà
Ñåíäàé.

Ïîñëå ïðàéìèðîâàíè  â ñóñïåíçèþ ëåéêîöèòîâ äîáàâë þò âèðóñ Ñåíäàé, âàæíåéøèé
èíäóêòîð èíòåðôåðîíîâ. Âûõîä èíòåðôåðîíà ñóùåñòâåííûì îáðàçîì âàðüèðóåò â
çàâèñèìîñòè îò ðàçëè÷èé â ïðåïàðàòàõ âèðóñà. Íàïðèìåð, ýòî ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî
ïðèñóòñòâèåì ðàçëè÷íûõ êîëè÷åñòâ äåôåêòíûõ èíòåðôåðèðóþùèõ ÷àñòèö âèðóñà Ñåíäàé â
íåêîòîðûõ ïðåïàðàòàõ. Âûñîêèå êîëè÷åñòâà ýòèõ ÷àñòèö ìîãóò îêàçàòü èíãèáèðóþùåå
âîçäåéñòâèå íà âûõîä èíòåðôåðîíà.

Â öåëîì, àäñîðáöè  âèðóñà Ñåéäàé íà ëåéêîöèòàõ ïðîèñõîäèò íàèáîëåå ýôôåêòèâíî
ïðè âûñîêîé ïëîòíîñòè êëåòîê, óêàçàííîé âûøå, è îïðåäåëåííîé êîíöåíòðàöèè âèðóñà.
Îïòèìàëüíà  êîíöåíòðàöè  âèðóñà, íåîáõîäèìà  äë  ìàêñèìàëüíî ýôôåêòèâíîé èíäóêöèè
èíòåðôåðîíà, äîëæíà áûòü îïðåäåëåíà ýìïèðè÷åñêè è îáû÷íî ñîñòàâë åò îêîëî 50 - 500
ãåìàãëþòèíèðóþùèõ (ÃÀ) åäèíèö/ìë (êîíå÷íà  êîíöåíòðàöè  â òêàíåâîé êóëüòóðàëüíîé
æèäêîñòè). Áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, êîãäà êîíöåíòðàöè  âèðóñà ñîñòàâë åò 50 - 250 ÃÀ
åäèíèö/ìë.

Ïðîäóêöè  èíòåðôåðîíà ìîæåò áûòü ìàêñèìèçèðîâàíà ïðèìåíåíèåì ìåòîäà
àáñîðáöèè/ðàçâåäåíè , ïðè êîòîðîì êîíöåíòðèðîâàííûå êëåòî÷íûå êóëüòóðû
ðàçáàâë þòñ . Ñîãëàñíî äàííîìó ìåòîäó âèðóñ Ñåíäàé â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè îêîëî 375
ÃÀ åäèíèö/ìë àäñîðáèðóåòñ  íà ëåéêîöèòàõ ïðè ïëîòíîñòè êëåòîê 107 êë/ìë ïðèìåðíî â
òå÷åíèå 1 ÷ è 36oC. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, êóëüòóðû ðàçâîä ò â 2,5 ðàçà èíäóêöèîííîé ñðåäîé,
ñîäåðæàùåé ñûâîðîòêó áåç γ- ãëîáóëèíîâ, äî êîíå÷íîé ïëîòíîñòè êëåòîê 4,106 êë/ìë è
êîíöåíòðàöèè âèðóñà Ñåíäàé îêîëî 150 ÃÀ Åä/ìë. Ïðè ëþáûõ óñëîâè õ îáíàðóæåíî, ÷òî
ìåòîä àäñîðáöèè/ðàçâåäåíè  ïðèìåðíî íà 10% óâåëè÷èâàåò òèòð èíòåðôåðîíà â
ñðàâíåíèè ñ òåì ïðîöåññîì, êîãäà äàííûé ìåòîä íå èñïîëüçóåòñ . Ñðåäà ðàçâåäåíè  ìîæåò
áûòü êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû èëè ïðåäâàðèòåëüíî íàãðåòà äî 36oC è ìîæåò ñîäåðæàòü
ëèáî íå ñîäåðæàòü ïðàéìåðû.

Èíäóêöèþ íåîá çàòåëüíî ïðîâîäèòü ïðè èñïîëüçîâàíèè ìåòîäà àäñîðáöèè/ðàçâåäåíè .
Â ýòîì ñëó÷àå ëåéêîöèòû ïðè îïðåäåëåííîé êëåòî÷íîé ïëîòíîñòè ((1-10) , 106 êë/ìë)
ìîãóò áûòü ïðàéìèðîâàíû ñûðûì èíòåðôåðîíîì ïðèìåðíî çà 3 ÷àñà äî âíåñåíè  âèðóñà
Ñåíäàé â óñòàíîâëåííûõ êîíöåíòðàöè õ. Çàòåì êóëüòóðû èíêóáèðóþò â òå÷åíèå 15-16 ÷ è
ñîáèðàþò èíòåðôåðîí àíàëîãè÷íûì îáðàçîì.
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Òåìïåðàòóðà èíêóáàöèè ëåéêîöèòàðíûõ êóëüòóð ïðè îñóùåñòâëåíèè çà âëåííîãî
ñïîñîáà ïîëó÷åíè  α- èíòåðôåðîíà ñîñòàâë åò 35 - 37oC. Îäíàêî îïòèìàëüíà 
òåìïåðàòóðà èíêóáàöèè ñîñòàâë åò 36oC. Ñîãëàñíî ìåòîäó Êýíòåëëà îïòèìàëüíà 
òåìïåðàòóðà èíêóáàöèè äë  îáåñïå÷åíè  ïðîäóêöèè èíòåðôåðîíà ñîñòàâë åò 37,5oC
[Mogense et al., (1977); Cantell et al., Methods Enzymology., (1981) è Horrowitz
(1986), âñå ðàáîòû óêàçàíû âûøå]. Òåì íå ìåíåå, àâòîðû îáíàðóæèëè, ÷òî òåìïåðàòóðà
ìåíåå 37oC ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ âûõîäà èíòåðôåðîíà. Ðåçóëüòàòû èíäóêöèè â òðîéíûõ

6-ëèòðîâûõ ôëàêîíàõ ïðè ïëîòíîñòè êëåòîê (4-5) , 106 êë/ìë, èíêóáèðîâàííûõ ïðè 35, 36

èëè 37oC âî âðåì  ïðîöåññà èíäóêöèè, ïîêàçàëè, ÷òî èíêóáàöè  ïðè 36oC íà 20-50%
óâåëè÷èâàåò âûõîä èíòåðôåðîíà, ïî ñðàâíåíèþ ñ òåìïåðàòóðîé 35 èëè 37oC.

Ñêîðîñòü ïåðåìåøèâàíè  èíäóêöèîííûõ êóëüòóð ñ ïîìîùüþ ìàãíèòíîé ìåøàëêè òîæå
 âë åòñ  âàæíûì ôàêòîðîì äë  ïîääåðæàíè  îïòèìàëüíîé àýðàöèè è íåîáõîäèìîãî
ïåðåìåøèâàíè  êîìïîíåíòîâ. Ïðè ñêîðîñòè âðàùåíè  ìàãíèòíîé ìåøàëêè 72 rpm èç 500-
ìë êóëüòóðàëüíûõ ôëàêîíîâ, ñîäåðæàùèõ 4 , 106 êë/ìë, ïîëó÷àþò 17 000 ÈÐÌÀ ÅÄ/ìë
èíòåðôåðîíà. Ïðè óâåëè÷åíèè ñêîðîñòè ïåðåìåøèâàíè  äî 170-250 rpm êîëè÷åñòâî
îáðàçóþùåãîñ  èíòåðôåðîíà ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåòñ  äî 30000 ÈÐÌÀ Åä/ìë. Òàêèì
îáðàçîì, ñêîðîñòü ïåðåìåøèâàíè  ìåæäó 100 è 300 rpm, ïðåäïî÷òèòåëüíî îêîëî 170 rpm,
íåîáõîäèìà äë  îáåñïå÷åíè  ìàêñèìàëüíîé ïðîäóêöèè èíòåðôåðîíà â ïðîöåññå èíäóêöèè.

Îáùåå âðåì  èíêóáàöèè ïîñëå äîáàâëåíè  âèðóñà Ñåíäàé ñîñòàâë åò 1-48 ÷,
ïðåäïî÷òèòåëüíî 15-22 ÷. Ïîñëå ñîîòâåòñòâóþùåãî âðåìåíè èíêóáàöèè ïðè 36oC ñóñïåíçèþ
öåíòðèôóãèðóþò ïðèìåðíî ïðè 2500 rpm äë  óäàëåíè  êëåòîê è äåáðèñà è ñîáèðàþò
ñûðîé α- èíòåðôåðîí.

Â òàáë. 1 ïðèâåäåíû ñóììàðíûå ðàçëè÷è  çà âëåííîãî ñïîñîáà èíäóêöèè α-
èíòåðôåðîíà (À) è îïèñàííîãî Êýíòåëëëîì [Cantell et al., (1981), ñì. âûøå] (Á).

Òàáëèöà 1.
Ñðåäà èíäóêöèè
À. Ñðåäà Èãëà ÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì ñîëåé Ýðëà, L-ãëóòàìèíà, íå íåîáõîäèìûõ

àìèíîêèñëîò, 4,6 ìã/ìë òðèöèíà, 24 ìêã/ìë íåîìèöèíà ïðè pH 7,4.
Á. Ñðåäà Èãëà ÌÅÌ áåç ôîñôàòà ñ äîáàâëåíèåì 3 ìã/ìë òðèöèíà, 24 ìêã/ì íåîìèöèíà

ïðè pH 7,4.
NaHCO3, ñûâîðîòêà êðîâè ÷åëîâåêà áåç γ- ãëîáóëèíîâ, äîáàâêè.
À. 0,1 - 2,5 ìã/ìë NaHCO3, 0,1 - 1,5 ìã/ìë ñûâîðîòêè è âèòàìèí C èëè âèòàìèí B (íèàöèí).
Á. Òîëüêî 2,4 ìã/ìë ñûâîðîòêè.
Îáúåì ôëàêîíîâ.
À. 150 ìë, 500 ìë, 2 ë è 6 ë. Îáúåì êóëüòóðû ìîæåò ñîñòàâë òü 5 - 100% âìåñòèìîñòè

ôëàêîíîâ.
Á. 2 ë èëè 6 ë. Îáúåì êóëüòóðû ñîñòàâë åò ìåíåå 50% âìåñòèìîñòè ôëàêîíîâ.
Ïëîòíîñòü êëåòîê.
À. 107 êë/ìë íà ñòàäèè ïðàéìèðîâàíè  è àäñîðáöèè âèðóñà ñ ïîñëåäóþùèì

ðàçáàâëåíèåì ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå äîáàâëåíè  âèðóñà äî 4 , 106 êë/ìë. Èëè 4 , 106 êë/ìë íà

ñòàäèè ïðàéìèðîâàíè  è àäñîðáöèè âèðóñà è â òå÷åíèå íî÷íîé èíêóáàöèè.
Á. 107 êë/ìë.
Ïðàéìåð è óñëîâè  ïðàéìèðîâàíè .
À. Ñûðîé ñóïåðíàòàíò α- èíòåðôåðîíà èëè î÷èùåííûé α- èíòåðôåðîí â êîëè÷åñòâå

10 - 50 ÌÅä/ìë; ïðàéìèðîâàíèå 3 ÷ ïðè 36oC.
Á. Ñûðîé ñóïåðíàòàíò α- èíòåðôåðîíà â êîëè÷åñòâå 100 - 200 ÌÅä/ìë, ïðàéìèðîâàíèå 2

÷ ïðè 37,5oC.
Âèðóñ Ñåíäàé.
À. 125 - 500 ÃÀÅä/ìë íà ñòàäèè àäñîðáöèè âèðóñà ñ ïîñëåäóþùèì ðàçâåäåíèåì äî 50 -

200 ÃÀ Åä/ìë.
Á. 100 - 150 ÃÀ Åä/ìë.
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Ñêîðîñòü ïåðåìåøèâàíè  è óñëîâè  èíêóáàöèè.
À. 130 - 250 rpm; 15 - 20 ÷ ïðè 36oC.
Á. Íå óêàçàíî; 17 ÷ ïðè 37,5oC.
Ïîñëå èíäóêöèè òèòð èíòåðôåðîíà îïðåäåë þò ñ ïîìîùüþ ÈÐÌÀ [Celltech, Berkshire,

UK] èëè â èññëåäîâàíèè öèòîïàòè÷åñêîãî äåéñòâè  (ÈÏÄ) âèðóñà âåçèêóë ðíîãî ñòîìàòèòà
(ÂÂÑ) (øòàìì Èíäèàíà ÀÒÑÑ # VR-158) íà ýïèäåðìàëüíûå êëåòêè ÷åëîâåêà ÍÅð-2 (ÀÒÑÑ
CCL 23) ñîãëàñíî îïóáëèêîâàííîé ìåòîäèêå [Linette et al. , Cancer Therapy and
Control, 1 : 109 - 120 (1990)]. Òèòð èíòåðôåðîíà, îïðåäåë åìûé ñ ïîìîùüþ ÈÐÌÀ,
âûðàæàþò â ÈÐÌÀ Åä/ìë èëè Åä/ìë, à òèòð, ïîëó÷åííûé ìåòîäîì ÖÏÄ, - â ÌÅä/ìë
(ìåæäóíàðîäíûå åäèíèöû/ìë) â ñðàâíåíèè ñ ëåéêîöèòàðíûì ñòàíäàðòîì Íàöèîíàëüíîãî
Èíñòèòóòà çäðàâîîõðàíåíè  ÑØÀ (G2 23-902-530). Â ìåòîäå ÈÐÌÀ â êà÷åñòâå äåòåêòîðíûõ
àíòèòåë èñïîëüçóþò ðàäèîàêòèâíî-ìå÷åííûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà N ÊÀ.
Îñíîâûâà ñü íà ñïåöèôè÷åñêîì óçíàâàíèè ýïèòîïîâ èíòåðôåðîíà N ÊÀ-àíòèòåëàìè,
ÈÐÌÀ-òèòð áûâàåò çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì òèòð, îïðåäåë åìûé ïî ÖÏÄ. Îáû÷íî ÈÐÌÀ-
òèòð ñûðîãî èíòåðôåðîíà ïîñëå èíäóêöèè ñîñòàâë åò ïðèìåðíî ïîëîâèíó ÖÏÄ-òèòðà.

Î÷èñòêà ñûðîãî èíòåðôåðîíà.
Ñûðîé èíòåðôåðîí î÷èùàþò ñ ïîìîùüþ ìåòîäèêè, ïîäðîáíî îïèñàííîé â ïðèìåðå 2.

Êðàòêî, ìåòîäèêà ñîñòîèò â ñëåäóþùåì. Âî-ïåðâûõ, ëåéêîöèòàðíûå êóëüòóðû, ñîäåðæàùèå
ñûðîé èíòåðôåðîí ïîñëå èíäóêöèè, öåíòðèôóãèðóþò ïðèìåðíî ïðè 2900 g â òå÷åíèå 15 - 20
ìèí èëè ôèëüòðóþò ÷åðåç ñîîòâåòñòâóþùèå ïàòðîííûå ôèëüòðàöèîííûå ñèñòåìû. Ýòè
ñèñòåìû ñîñòî ò, íàïðèìåð, èç ïðåñòåðèëèçîâàííîãî ôèëüòðà Polygard-CR âûñîêîé
ýôôåêòèâíîñòè, ïàòðîííûõ ôèëüòðîâ ñ ðàçìåðàìè ïîð 0,1 ìêì, ïîñëåäîâàòåëüíî
ñîåäèíåííûõ ñ ôèëüòðàìè Polysep-TP ñ ðàçìåðàìè ïîð 0,5 ìêì (Millipore Corporation,
Bedford, MA).

Ïîëó÷åííûé â ðåçóëüòàòå óêàçàííûõ ïðîöåäóð ñûðîé α- èíòåðôåðîíîâûé ñóïåðíàòàíò
çàòåì êîíöåíòðèðóþò â 10 - 100 ðàç, â îñíîâíîì ñ ïîìîùüþ ôèëüòðàöèîííûõ ñèñòåì
òàíãåíöèàëüíîãî ïîòîêà. Ïðåäïî÷òèòåëüíî êîíöåíòðèðîâàíèå â 50 ðàç.
Ñêîíöåíòðèðîâàííûé ñóïåðíàòàíò çàòåì ìîæíî îòöåíòðèôóãèðîâàòü ïðèìåðíî ïðè 9000 g
â òå÷åíèå 30 ìèí. Îäíàêî, åñëè ôèëüòðàöè  îñóùåñòâë åòñ  ìåòîäîì êîëëåêöèè,
äîïîëíèòåëüíîãî öåíòðèôóãèðîâàíè  íå òðåáóåòñ .

Ïîëó÷åííûé íà äàííîé ñòàäèè ñûðîé ñêîíöåíòðèðîâàííûé α- èíòåðôåðîí ïîäâåðãàþò
ïåðâîé êîëîíî÷íîé õðîìàòîãðàôèè (àôôèííà  êîëîíêà ñ N Ê2-àíòèòåëàìè). Ñ êîëîíêè
ïðåïàðàò ýëþèðóþò ïðè pH 2 ïîñëå èíòåíñèâíîãî îòìûâàíè . Â ðåçóëüòàòå àíòèòåëüíîé
àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè óäàë þòñ  ñûâîðîòî÷íûå áåëêè ÷åëîâåêà è äðóãèå
çàãð çíèòåëè. Èíòåðôåðîí î÷èùàåòñ  â 8000 ðàç è âîññòàíàâëèâàåòñ  ïðèìåðíî 80 - 90%
ÈÐÌÀ-àêòèâíîñòè èíòåðôåðîíà. ×èñòîòà ïðåïàðàòà íà ýòîé ñòàäèè îáû÷íî ïðåâûøàåò
90%.

Ýëþèðîâàííûé α- èíòåðôåðîí ïîäâåðãàþò êèñëîòíîé èíêóáàöèè â òå÷åíèå 5 äíåé
ïðè 4oC, çàòåì íåéòðàëèçàöèè, êîíöåíòðèðîâàíèþ è ãåëü-ôèëüòðàöèè íà
õðîìàòîãðàôè÷åñêîé êîëîíêå (êîëîíêà ñ ñóïåðîçîé 12), â ðåçóëüòàòå ïðèâîä ùåé ê
ïîëó÷åíèþ çà âëåííîé ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ êîìïîçèöèè. Ãåëü-ôèëüòðàöè 
óäàë åò âûñîêî- è íèçêîìîëåêóë ðíûå ïðèìåñè, òàêèå êàê ìûøèíûé IgG, âûìûâàåìûé ñ N
Ê2-êîëîíêè, IgG ÷åëîâåêà, îëèãîìåðû èíòåðôåðîíà è ïðîäóêòû åãî äåãðàäàöèè.

Îáû÷íûé ïðîèôëü ýëþöèè ñ ãåëü-ôèëüòðàöèîííîé õðîìàòîãðàôè÷åñêîé êîëîíêè ïîêàçàí
íà ôèã. 3, ãäå îñíîâíîé ïèê ïîãëîùåíè  ñîîòâåòñòâóåò ýëþàòó α- èíòåðôåðîíà. Â öåëîì,
ïîñëå îñóùåñòâëåíè  àôôèííîé è ãåëü-ôèëüòðàöèîííîé õðîìàòîãðàôèè
âîññòàíàâëèâàåòñ  äî 60 - 70% ÈÐÌÀ-àêòèâíîñòè èíòåðôåðîíà, à ñòåïåíü î÷èñòêè
ïðåïàðàòà ïîâûøàåòñ  ïðèìåðíî â 12000 ðàç. Îêîí÷àòåëüíà  ÷èñòîòà ïðåïàðàòà
èíòåðôåðîíà ñîñòàâë åò îêîëî 99% ïðè îïðåäåëåíèè è Âåñòåðí-áëîòòèíãîì,
ïðîòèâîâèðóñíà  ñïåöèôè÷åñêà  àêòèâíîñòü îöåíèâàåòñ  â 4 , 108 ÌÅä/ìã (ñì. ïðèìåð 4À).

3. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  è ìåòîäû åå ïðèìåíåíè 
Ïîëó÷åííûé ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ î÷èùåííûé α-n3à-èíòåðôåðîí ìîæåò

áûòü èñïîëüçîâàí äë  ëå÷åíè  ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé èììóííîé ñèñòåìû, ðàêà èëè
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âèðóñíûõ èíôåêöèé. Ê ýòèì çàáîëåâàíè ì îòíîñ òñ , íî íå îãðàíè÷èâàþòñ  ïðèâåäåííûì
ïåðå÷íåì, ñëåäóþùèå: áîëåçíü, âûçûâàåìà  Condyloma acuminata, ãåïàòèò B, ãåïàòèò C,
âîëîñàòîêëåòî÷íûé ëåéêîç, ÑÏÈÄ, ñàðêîìà Êàïîøè, ñèíäðîì õðîíè÷åñêîé óñòàëîñòè,
ãåíèòàëüíûé ãåðïåñ, ãåíèòàëüíûå áîðîäàâêè, öåðâèêàëüíà  äèñïëàçè , öåðâèêàëüíà 
êàðöèíîìà è âàãèíàëüíà  êîíäèëîìà. Êðîìå òîãî, ïîëó÷åííûé ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ
ïðåïàðàò ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äë  ëå÷åíè  è äðóãèõ çàáîëåâàíèé, ÷óâñòâèòåëüíûõ
ê α- èíòåðôåðîíó.

Çà âëåííûå ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùèå ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî α-
èíòåðôåðîíà, ïîëó÷åííîãî ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, â êîìïëåêñå ñ
ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûì íîñèòåëåì ìîãóò áûòü ïðèìåíåíû äë  ëå÷åíè  áîëüíûõ,
÷üå ñîñòî íèå ïîääàåòñ  òåðàïèè ñ ïîìîùüþ α- èíòåðôåðîíà.

Òàêèì îáðàçîì, òåðàïåâòè÷åñêèå è ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè, çà âëåííûå ñîãëàñíî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ñîäåðæàò òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî ÈÔÍ α- n3a
â ñìåñè ñ ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûì íîñèòåëåì. Ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè,
èìåþùèå àíòèâèðóñíóþ, àíòèðàêîâóþ èëè èììóíîìîäóëèðóþùóþ àêòèâíîñòü, ìîãóò áûòü
èñïîëüçîâàíû â ñîîòâåòñòâóþùåé ôîðìå, íàïðèìåð â âèäå ðàñòâîðîâ, ñèðîïîâ, ýìóëüñèé,
ïðåïàðàòîâ äë  èíúåêöèé, òàáëåòîê, êàïñóë, ñóïïîçèòîðèåâ èëè ïðåïàðàòîâ äë  íàðóæíîãî
ïðèìåíåíè .

Ïîäõîä ùèå íîñèòåëè õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì, ðàáîòàþùèì â ôàðìàêîëîãèè
(ñì. íàïðèìåð Ïðàêòè÷åñêóþ ôàðìàêîëîãèþ Ðåìèíãòîíà). Â êà÷åñòâå ïðèìåðîâ ìîãóò
ñëóæèò ñòåðèëüíûé ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð è ñàõàðà, òàêèå êàê êñèëîòîë, ãëèöåðîë,
ëàêòîçà è ñóêðîçà. Ê äðóãèì íîñèòåë ì îòíîñ òñ  ôîñôàò êàëüöè , æåëàòèí, äåêñòðèí,
àãàð, öåëëþëîçà, ãèäðîêñèýòèëöåëëþëîçà (äë  ïðåïàðàòîâ íàðóæíîãî ïðèìåíåíè ),
íåôò íîé ãåëü, ïîëèýòèëåíãëèêîëü, ïåêòèí, àðàõèñîâîå ìàñëî, îëèâêîâîå ìàñëî,
ñåçàìîâîå ìàñëî, ñêâàëåí è âîäà.

Äîïîëíèòåëüíî, íîñèòåëü èëè ðàçáàâèòåëü ìîæåò îòíîñèòüñ  ê ðàñòâîð þùåìóñ  ñ
òå÷åíèåì âðåìåíè ìàòåðèàëó, íàïðèìåð ãëèöåðîëìîíîñòåàðàòó, èëè ãëèöåðîëäèñòåàðàòó,
èëè èõ ñìåñè. Êðîìå ýòîãî, ïîäõîä ùèå õèìè÷åñêèå ñòàáèëèçàòîðû ìîãóò áûòü
èñïîëüçîâàíû äë  ïîâûøåíè  ñòàáèëüíîñòè ôàðìàöåâòè÷åñêîãî ïðåïàðàòà.
Ñîîòâåòñòâóþùèå õèìè÷åñêèå ñòàáèëèçàòîðû õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì â äàííîé
îáëàñòè èññëåäîâàíèé è âêëþ÷àþò, íàïðèìåð, ëèìîííóþ êèñëîòó è äðóãèå àãåíòû
äîâåäåíè  pH, õåëàòèðóþùèå èëè ñåêâåñòðèðóþùèå àãåíòû è àíòèîêñèäàíòû.

Ñîñòàâ ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùåé ÈÔÍ α- n3a, ìîæåò îòíîñèòüñ  ê
åäèíè÷íîé äîçå è áûòü ïðèãîòîâëåí ëþáûì ïîäõîä ùèì ñïîñîáîì. Àëüòåðíàòèâíî,
êîìïîçèöè  ìîæåò áûòü ïðèãîòîâëåíà â ëåêàðñòâåííîé ôîðìå, èç êîòîðîé àêòèâíîå íà÷àëî
ìåäëåííî âûñâîáîæäàåòñ  in vivo, êàê èçâåñòíî èç óðîâí  òåõíèêè. Âñå ìåòîäû ïîëó÷åíè 
êîìïîçèöèè ïîäðàçóìåâàþò ñîåäèíåíèå àêòèâíîãî èíãðåäèåíòà ñ íîñèòåëåì, êîòîðûé
ìîæåò ñîñòî òü èç îäíîãî èëè áîëåå âñïîìîãàòåëüíûõ èíãðåäèåíòîâ.

Êîëè÷åñòâî î÷èùåííîãî ïðîäóêòà, êîòîðîå áóäåò ýôôåêòèâíî äë  ëå÷åíè 
îïðåäåëåííîãî çàáîëåâàíè  èëè ñîñòî íè , çàâèñèò îò åãî ïðèðîäû è ìîæåò áûòü
îïðåäåëåíî ñòàíäàðòíûìè êëèíè÷åñêèìè ìåòîäàìè. Ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
æåëàòåëüíî îïðåäåëèòü in vitro öèòîòîêñè÷íîñòü ïîäëåæàùåé ëå÷åíèþ îïóõîëè, à çàòåì è
íà ïîäõîä ùåé ìîäåëüíîé ñèñòåìå íà æèâîòíûõ, ïðåæäå ÷åì òåñòèðîâàòü è èñïîëüçîâàòü
èíòåðôåðîí äë  òåðàïèè ÷åëîâåêà.

Ìåòîäû ââåäåíè  ïðåïàðàòà âêëþ÷àþò, íî íå îãðàíè÷èâàþòñ  óêàçàííûìè, ñëåäóþùèå:
âíóòðèêîæíûé, âíóòðèìûøå÷íûé, èíòðàïåðèòîíåàëüíûé, âíóòðèâåííûé, ïîäêîæíûé,
îðàëüíûé, èíòðàíàçàëüíûé è íàðóæíûé.

Áîëåå òîãî, ìîæåò âîçíèêíóòü íåîáõîäèìîñòü ïðèìåíåíè  çà âëåííîé
ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè ëîêàëüíî íà êàêîì-ëèáî ó÷àñòêå, íóæäàþùåìñ  â ëå÷åíèè.
Ýòî ìîæåò áûòü äîñòèãíóòî ìåòîäîì ëîêàëüíîé èíôóçèè âî âðåì  õèðóðãè÷åñêîé îïåðàöèè,
ïóòåì èíúåêöèè, ïðè èñïîëüçîâàíèè êàòåòåðîâ èëè èìïëàíòàòîâ (ïîðèñòûõ, íåïîðèñòûõ,
ñîñòî ùèõ èç æåëàòèíîïîäîáíîãî ìàòåðèàëà, â òîì ÷èñëå ìåìáðàí, íàïðèìåð
ñèàëàñòè÷íûõ, èëè âîëîêîí). Ìåòîäû ëîêàëüíîé òåðàïèè íå îãðàíè÷èâàþòñ 
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ïåðå÷èñëåííûìè.
Èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê ôàðìàöåâòè÷åñêèì êîìïîçèöè ì íà îñíîâå ÈÔÍ α-/

n3a, êîòîðûå ïðèìåí þò â ñîñòàâå ëèïîñîì, ìèêðî÷àñòèö èëè ìèêðîêàïñóë. Â ðàçëè÷íûõ
âàðèàíòàõ èçîáðåòåíè  èñïîëüçîâàíèå òàêèõ ëåêàðñòâåííûõ ôîðì ìîæåò îêàçàòüñ 
ïîëåçíûì äë  îáåñïå÷åíè  ïîñòåïåííîãî âûñâîáîæäåíè  ñîñòàâë þùèõ êîìïîçèöèè. Â
îñîáîì ñëó÷àå æåëàòåëüíî èñïîëüçîâàòü ëèïîñîìû, ñâ çàííûå ñ àíòèòåëàìè ê
ñïåöèôè÷åñêèì îïóõîëåâûì àíòèãåíàì (íàïðèìåð, ê ïîâåðõíîñòíûì êëåòî÷íûì àíòèãåíàì
íåéðîáëàñòîìû èëè SCLC) [Leonetti et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 2448 - 2451
(1990); Renneisen et al., J. Biol. Chem., 265: 16337 - 16342 (1990)].

Ïîëó÷åííûé ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ α- èíòåðôåðîí òàêæå ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàí â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäàìè è â ñîñòàâå êîìïîçèöèé, çà âëåííûõ àâòîðàìè,
êàê ñàìîñòî òåëüíûì îáðàçîì, òàê è â êîìïëåêñå ñ äðóãèìè òåðàïåâòè÷åñêèìè èëè
äèàãíîñòè÷åñêèìè àãåíòàìè, ïîëåçíûìè äë  íàïðàâëåííîé èëè äîïîëíèòåëüíîé òåðàïèè
íåêîòîðûõ òèïîâ ðàêîâûõ çàáîëåâàíèé, èììóííûõ íàðóøåíèé èëè âèðóñíûõ èíôåêöèé.
Îæèäàåòñ , ÷òî ÈÔÍ α- n3a ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â êîìáèíàöèè ñ äðóãèìè àãåíòàìè,
íàïðèìåð àíòèìåòàáîëèòàìè, àëêèëèðóþùèìè àãåíòàìè, àëêàëîèäàìè áàðâèíêà,
àíòèíåîïëàñòè÷åñêèìè àíòèáèîòèêàìè, ïðîèçâîäíûìè ïëàòèíû, çàìåíèòåë ìè ìî÷åâèíû,
àäðåíîêîðòèêîòðîïíûìè ñòåðîèäàìè, öèòîêèíàìè, èíòåðëåéêèíàìè, ÀÇÒ, ddI, ddc, äðóãèìè
èíòåðôåðîíàìè, äðóãèìè àíòèâèðóñíûìè èëè ïðîòèâîîïóõîëåâûìè àãåíòàìè èëè
àíòèòåëàìè.

Ðåæèì ïðèåìà è äîçèðîâêà ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà ÈÔÍ α- n3a, ïðèìåí åìîãî äë 
ëå÷åíè  îïèñàííûõ âûøå çàáîëåâàíèé, áóäåò îïðåäåë òüñ  íàáëþäàþùèì âðà÷îì ïðè
ó÷åòå ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ, êîòîðûå èçìåí þò äåéñòâèå ëåêàðñòâ, íàïðèìåð, òàêèõ êàê
ïðèðîäà çàáîëåâàíè , âåñ òåëà, ïîë, ïèòàíèå áîëüíîãî, ò æåñòü îïóõîëè,
ïðîäîëæèòåëüíîñòü ïðèåìà ïðåïàðàòà è äðóãèå êëèíè÷åñêèå ôàêòîðû. Äîçà çà âëåííîé
êîìïîçèöèè, èñïîëüçóåìîé äë  ëå÷åíè  ñïåöèôè÷åñêèõ áîëåçíåííûõ ñîñòî íèé, îïèñàííûõ
âûøå, ìîæåò âàðüèðîâàòü â çàâèñèìîñòè îò õàðàêòåðà áîëåçíè è åå ñòàäèè. Íàïðèìåð, ïðè
áîðîäàâêàõ îæèäàåìà  äîçà êîìïîçèöèè ñîñòàâë åò 0,25 ìëí ÌÅä/áîðîäàâêó ÈÔÍ α- n3
èëè ìåíåå òîãî. Äë  ëå÷åíè  ÑÏÈÄà èëè äðóãèõ çàáîëåâàíèé, òðåáóþùèõ áîëåå æåñòêîé
òåðàïèè, ïîäõîä ùà  äîçà ìîæåò áûòü ñóùåñòâåííî ìåíüøå ÷åì 30 - 36 ÌÅä, ÷òî
óñòàíîâëåíî äë  ïðèí òîãî ê èñïîëüçîâàíèþ ðåêîìáèíàíòíîãî α- èíòåðôåðîíà. Áîëåå
òîãî, îæèäàåìà  äîçà èíòåðôåðîíà α- n3 äë  ëå÷åíè  òàêèõ ñîñòî íèé ñîñòàâë åò
ïðèìåðíî 1 - 15 ìëí. Åä.

Â öåëîì, ïðåïàðàò ìîæíî ïðèìåí òü 3 ðàçà â íåäåëþ. Äðóãèå äîçû è ñõåìû ïðèåìà
ïðåïàðàòà ìîãóò áûòü îïðåäåëåíû îäíèì èç èçâåñòíûõ ìåòîäîâ ñïåöèàëèñòîì â äàííîé
îáëàñòè èññëåäîâàíèé.

Ïîìèìî òåðàïèè îïèñàííûõ âûøå çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà óêàçàííûå ìåòîäû è
êîìïîçèöèè ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë 
âåòåðèíàðíûõ öåëåé, â ÷àñòíîñòè äë  ëå÷åíè  ðàêà, èììóííûõ çàáîëåâàíèé èëè âèðóñíûõ
èíôåêöèé ëîøàäåé, ñâèíåé, ðîãàòîãî ñêîòà, ñîáàê, êîøåê è äîìàøíåé ïòèöû. Äë  ëå÷åíè 
ýòèõ çàáîëåâàíèé ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû òå æå ñàìûå äîçû èíòåðôåðîíà, êîòîðûå áûëè
óêàçàíû ðàíåå, êîãäà ðå÷ü øëà î òåðàïèè çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà.

Ñëåäóþùèå ïðèìåðû ïðèâåäåíû ëèøü â öåë õ èëëþñòðàöèè è íè â êàêîì àñïåêòå íå
îãðàíè÷èâàþò çà âëåííîãî èçîáðåòåíè .

Ïðèìåð 1. Ìåòîä ïîëó÷åíè  ÈÔÍ α- n3a, ñòàäè  èíäóêöèè.
Äë  ïîëó÷åíè  ëåéêîöèòàðíîé ïëåíêè èñïîëüçóþò êðîâü èç ñïåöèàëüíûõ öåíòðîâ

(óòâåðæäåííûõ FDA), ñîäåðæàùóþ 500 åäèíèö ËÏÊ ÷åëîâåêà. Ýðèòðîöèòû ëèçèðóþò ñ
ïîìîùüþ õëîðèäà àììîíè  (0,83%) ñîãëàñíî ìåòîäèêå Êýíòåëëà ñ ñîàâò. (Cantell et al.,
1981, ñì. âûøå).

Îáðàáîòàííóþ õëîðèäîì àììîíè  ëåéêîöèòàðíóþ ïëåíêó ðåñóñïåíäèðóþò â IX ñðåäå
Èãëà ÌÅÌ, ñîäåðæàùåé ñîëè Èãëà (Gibco 410 - 1500), L-ãëóòàìèí, íå íåîáõîäèìûå
àìèíîêèñëîòû, 4,46 ìã/ìë Òðèöèíà (Aldtich), pH 7,4, 2,2 ìã/ìë áèêàðáîíàòà íàòðè 
(Fisher), 24 ìêã/ìë íåîìèöèíñóëüôàòà è 0,4 ìã/ìë ñûâîðîòêè êðîâè ÷åëîâåêà áåç γ-
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ãëîáóëèíîâ (NABI).
Ëåéêîöèòû (107 êë/ìë) ñóñïåíäèðóþò â ñðåäå 1 ÷ ÌÅÌ è â êà÷åñòâå ïðàéìåðà äîáàâë þò

20 Åä/ìë ñûðîãî α- èíòåðôåðîíà. Ñûðîé α- èíòåðôåðîí - ýòî ïðîäóêò, ïîëó÷àåìûé â
ðåçóëüòàòå ïðîöåññà èíäóêöèè, êàê çäåñü îïèñàíî, íî íå ïîäâåðãàåìûé î÷èñòêå è
îáðàáîòêå HCl äî pH 2 â òå÷åíèå ï òè äíåé ñ öåëüþ èíàêòèâàöèè êàêèõ-ëèáî ïîñòîðîííèõ
àãåíòîâ èëè ïîòåíöèàëüíûõ âèðóñíûõ êîíòàìèíàíòîâ.

Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ èíêóáèðóþò â 6-ëèòðîâûõ ñòåðèëüíûõ ñòåêë ííûõ ôëàêîíàõ.

Ëåéêîöèòû ïðàéìèðóþò â òå÷åíèå 3 ÷ ïðè 36oC, à çàòåì äîáàâë þò âèðóñ Ñåíäàé (øòàìì
Êýíòåëëà, ïîëó÷åííûé èç SPA FAS Storr, CT) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 150 ÃÀ Åä/ìë.

Ïîñëå îäíîãî ÷àñà èíêóáàöèè äë  ïðèêðåïëåíè  âèðóñà ëåéêîöèòû ðàçâîä ò äî

4 , 106 êë/ìë (â 2,5 ðàçà) òîé æå ñðåäîé, ñîäåðæàùåé ñûâîðîòêó êðîâè ÷åëîâåêà áåç γ-
ãëîáóëèíîâ, áèêàðáîíàò íàòðè , íî íå ñîäåðæàùåé ïðàéìåðà. Çàòåì êóëüòóðû èíêóáèðóþò
15 ÷ ïðè 36oC, óäàë þò êëåòêè è äåáðèñ öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 2 500 îá/ìèí (öåíòðèôóãà
Beckman ìîäåëü J6-B) è îïðåäåë þò òèòð èíòåðôåðîíà ñ ïîìîùüþ ÈÐÌÀ èëè ìåòîäà ÖÏÄ,
êàê óêàçàíî âûøå.

Ïðèìåð 2. Ìåòîä ïîëó÷åíè  ÈÔÍ α- n3a, ñòàäè  î÷èñòêè.

Âñå ïðîöåäóðû î÷èñòêè ïðîâîä ò ïðè 2 - 8oC, åñëè íå óêàçàíî äðóãîé.
À. Ñáîð/êîíöåíòðèðîâàíèå ñûðîãî èíòåðôåðîíà.
Ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå 15 - 20 ÷ ëåéêîöèòû óäàë þò èç èíäóêöèîííûõ êóëüòóð,

ïîëó÷åííûõ êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 1, öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðèìåðíî ïðè 2,900 g â òå÷åíèå
15 - 20 ìèí. Ñóïåðíàòàíò (ñûðîé ðàñòâîð èíòåðôåðîíà) ñîõðàí þò, à ëåéêîöèòû
îòáðàñûâàþò. Åñëè ýòî íå îñóùåñòâë þò íåìåäëåííî, òî ñóïåðíàòàíò õðàí ò â
ñòåðèëèçîâàííûõ êîíòåéíåðàõ ïðè 4oC.

Ñûðîé ðàñòâîð èíòåðôåðîíà êîíöåíòðèðóþò â 50 ðàç, èñïîëüçó  ôèëüòðóþùóþ ñèñòåìó
ñ òàíãåíöèàëüíûì ïîòîêîì, ÷åðåç êîòîðóþ ïðîõîä ò ñîåäèíåíè  ñ ìîë. ìàññîé 10000 Äà è
ìåíåå. Êîíöåíòðèðîâàííûé èíòåðôåðîí öåíòðèôóãèðóþò ïðèìåðíî ïðè 9000 g îêîëî 30
ìèí è çàòåì õðàí ò ïðè -70oC.

Á. Àôôèííà  î÷èñòêà.
1. Ïðèãîòîâëåíèå õðîìàòîãðàôè÷åñêîé êîëîíêè.
Äàííûé ìåòîä î÷èñòêè ïðåäóñìàòðèâàåò èñïîëüçîâàíèå ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë,

ñïåöèôè÷íûõ ê α- èíòåðôåðîíàì ÷åëîâåêà, íàïðèìåð àíòèòåë N Ê2, ïðîèçâîäèìûõ ôèðìîé
Celltech Limited (Slough, Englan). Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ñîåäèí þò ñ àêòèâèðîâàííîé
CNBr Ñåôàðîçîé 4B (íàïðèìåð Reselute NK2) è õðàí ò ïðè 4oC. Ðàçìåð àôôèííîé êîëîíêè
çàâèñèò îò ñâ çûâàþùåé åìêîñòè àôôèííîãî ãåë  äë  èíòåðôåðîíà, êîòîðóþ îïðåäåë þò
äë  êàæäîãî ïðåïàðàòà. Àôôèííûå êîëîíêè ãîòîâ ò, íàïîëí   ñîîòâåòñòâóþùèì
êîëè÷åñòâîì ñåôàðîçíîãî ãåë , ñâ çàííîãî ñ àíòèòåëàìè, ïîäõîä ùèå ñòåêë ííûå êîëîíêè.
Êîëîíêó ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîìûâàþò ïðèìåðíî ï òüþ îáúåìàìè (èìååòñ  â
âèäó îáúåì êîëîíêè) ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà è çàòåì òðåì  îáúåìàìè ðàñòâîðà,
ñîäåðæàùåãî 0,1 Ì ëèìîííîé êèñëîòû è 0,3 Ì õëîðèäà íàòðè  ïðè pH 2. Ïîñëå ýòîãî pH
êîëîíêè íåéòðàëèçóþò äî 7,4, ïðîìûâà  åå òðåì  îáúåìàìè ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî
ðàñòâîðà (PBS). Îïèñàííûé öèêë ìîæåò áûòü ïîâòîðåí åùå ðàçà äâà.

2. Ïðèãîòîâëåíèå êîíöåíòðèðîâàííîãî ñûðîãî ÈÔÍ.
Êîíöåíòðèðîâàííûé ñûðîé èíòåðôåðîí î÷èùàþò öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðèìåðíî ïðè

17700 g â òå÷åíèå 60 ìèí è çàòåì ôèëüòðóþò ÷åðåç ïîäõîä ùèé ôèëüòðîâàëüíûé ïàòðîí ñ
ðàçìåðàìè ïîð 0,22 èëè 0,45 ìêì äî íàíåñåíè  íà êîëîíêó ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè.

Àôôèííà  õðîìàòîãðàôè .
Ïðèìåðíî 150 ìëí åäèíèö ñûðîãî îòôèëüòðîâàííîãî èíòåðôåðîíà íàíîñ ò íà 1 ìë

àôôèííîãî ãåë . Êîëè÷åñòâî åäèíèö èíòåðôåðîíà îïðåäåë þò ïóòåì ÈÐÌÀ (Celltech Ltd.).
Êîëîíêó ïðîìûâàþò ïðèìåðíî 1,5 îáúåìàìè ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà, à çàòåì 10
îáúåìàìè 20 ìÌ ôîñôàòíîãî áóôåðà (pH 7,4), ñîäåðæàùåãî 50% (ïî îáúåìó)
ýòèëåíãëèêîë  è 1,5 Ì õëîðèäà íàòðè . Îêîí÷àòåëüíî êîëîíêó ïðîìûâàþò 10 - 30 îáúåìàìè
ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà. Èíòåðôåðîí ýëþèðóþò ñ àôôèííîé êîëîíêè ðàñòâîðîì,
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ñîäåðæàùåì 0,1 Ì ëèìîííîé êèñëîòû è 0,3 Ì õëîðèäà íàòðè  (pH 2).
Âîññòàíîâëåíèå àôôèííîé êîëîíêè.
Êîëîíêó ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè îòìûâàþò 3 - 5 îáúåìàìè ôîñôàòíîãî

áóôôåðíîãî ðàñòâîðà ïîêà pH ýëþàòà íå ñòàíåò íåéòðàëüíûì. Äë  ñîõðàíåíè  êîëîíêè åå
ïðîìûâàþò 3 - 5 îáúåìàìè ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 0,1% àçèäà
íàòðè .

Â. Êèñëîòíà  èíêóáàöè  è íåéòðàëèçàöè .
Ýëþèðóåìûé ñ àôôèííîé êîëîíêè ðàñòâîð èíòåðôåðîíà (pH ~2) èíêóáèðóþò ïðè 4oC

ìèíèìóì â òå÷åíèå 5 äíåé. Ýòà ñòàäè  êèñëîòíîé èíêóáàöèè íåîáõîäèìà äë  èíàêòèâàöèè
ëþáûõ âîçìîæíûõ ïîñòîðîííèõ àãåíòîâ, òàêèõ êàê ÂÈ×-1. Ïîñëå ï òè äíåé èíêóáàöèè pH
ðàñòâîðà äîâîä ò äî 7,4 - ,0 Òðèñ-HCCl (ãèäðîêñèìåòèëàìèíîìåòàí). Èíòåðôåðîíîâûå
áåëêè â ðàñòâîðå ñêîíöåíòðèðîâàíû ïðèìåðíî äî 1 - 3 ìã/ìë.

Ã. Ãåëü-ôèëüòðàöè .
Äë  ãåëü-ôèëüòðàöèè èñïîëüçóþò ïðåïàðàòèâíóþ ãðàíóëèðîâàííóþ ñåôàðîçó 12

(Pharmacia, Piscataway, NJ). Êîíöåíòðèðîâàííûé èíòåðôåðîí â êîëè÷åñòâå 5% îò îáúåìà
êîëîíêè íàíîñ ò íà êîëîíêó è ïðîâîä ò ýëþöèþ ôîñôàòíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì. Âñå
ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå îñíîâíîé ïèê ñ èíòåðôåðîíîì, îòáèðàþò â ñòåðèëüíûõ óñëîâè õ.
Î÷èùåííûé èíòåðôåðîí ïðîïóñêàþò ÷åðåç ôèëüòð ñ ðàçìåðîì ïîð 0,2 ìêì èëè ìåíåå è
õðàí ò ïðè -70oC.

Ä. Ðåçóëüòàòû.
Ðåçóëüòàòû îáû÷íîé ïðîöåäóðû î÷èñòêè ïîêàçàíû â òàáë. 2, ãäå ïðèâåäåíû äàííûå îá

ýòàïàõ î÷èñòêè, îáùåì îáúåìå è ìàññå áåëêîâ, îáùåé àêòèâíîñòè, êîòîðóþ îïðåäåë þò êàê
÷èñëî åäèíèö èíòåðôåðîíà, ñí òûõ ñ êîëîíêè, óìíîæåííîå íà 109, âûõîäå èíòåðôåðîíà â
ïðîöåíòàõ (îáùåå ÷èñëî åäèíèö ÈÐÌÀ, âîçâðàùàåìîå íà êàæäîé ñòàäèè), ñïåöèôè÷åñêîé
àêòèâíîñòè, èçìåð åìîé â ìèëëèîíàõ åäèíèö íà 1 ìã, è ñòåïåíè î÷èñòêè. Àêòèâíîñòü
èíòåðôåðîíà îïðåäåë þò ñ ïîìîùüþ èììóíîðàäèîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà (Celltech, Ltd), â
êîòîðîì â êà÷åñòâå äåòåêòèðóþùèõ àíòèòåë èñïîëüçóþò ðàäèîàêòèâíî-ìå÷åííûå àíòèòåëà
N Ê2.

Ïðèìåð 3. Îáðàòíî ôàçîâà  æèäêîñòíà  õðîìàòîãðàôè  âûñîêîãî ðàçðåøåíè  (RP-
HPLC).

Â ýòîì ïðèìåðå ïîêàçûâàåòñ , êàê ðàçëè÷íûå ôîðìû α- èíòåðôåðîíà â êîìïîçèöèè
ðàçäåë þòñ  â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ îòíîñèòåëüíîé ãèäðîôîáíîñòüþ ñ ïîìîùüþ RP-HPLC
[Janssen et al., J. Chromatographic. Sci., 22: 234 (1984), Stone et al., J. Chrom.,
359; 203 (1986)]. Ðàçäåëåíèå äîñòèãàåòñ  ïîñòåïåííûì óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè
àöåòîíèòðèëà. Ìåíåå ãèäðîôîáíûå ìîëåêóëû èíòåðôåðîíà ýëþèðóþòñ  â ðàííèõ ïèêàõ, à
áîëåå ãèäðîôîáíûå ìîëåêóëû - ïîçäíåå.

Òèïè÷íûé ïðîôèëü RP-HPLC-ýëþöèè ïîëó÷àþò ñ ïîëóïðåïàðàòèâíîé êîëîíêè (ñì. ôèã.
4), êàê îïèñàíî íèæå. Îêîëî 1-2 ìã î÷èùåííîãî èíòåðôåðîíà α -n3a ôðàêöèîíèðóþò íà
ïîëóïðåïàðàòèâíîé îáðàòíî-ôàçîâîé HPLC-êîëîíêå Vydac C4 (10 , 250 ìì). Ãðàäèåíò

ýëþöèè, èñïîëüçóåìûé äë  ïîëóïðåïàðàòèâíûõ RP-HPLC-êîëîíîê C4 ïðèâåäåí â òàáë. 3.
Ãðàäèåíò ëèíåéíûé è ñîçäàåòñ  ñëåäóþùèìè áóôåðàìè: À : 90% H2O/10% ACN/0,1% TFA
(îáúåì/îáúåì/âåñ Á : 90% ACN/10% H2O/0,1% TFA (îáúåì/îáúåì/âåñ).

Î÷èùåííûé èíòåðôåðîí ôðàêöèîíèðóþò â âèäå ñåìè ïèêîâ: 1a, 1b, 2, 3, 4, 5 è 6.
Ïåðâûé ïèê ïîäðàçäåë åòñ  íà äâà ÷àñòè÷íî ïåðåêðûâàþùèõñ  ïèêà, ò.å. 1a è 1b. Ýòè äâà
ïèêà âî âñåõ àíàëèçàõ õàðàêòåðèçóþò îòäåëüíî. Áåëêè êàæäîãî ïèêà âûäåë þò îòäåëüíî.

Â òàáë. 4 ïðèâåäåíû îòíîñèòåëüíûå ïðîïîðöèè êàæäîãî ïèêà â òèïè÷íîì RP-HPLC-
ïðîôèëå ýëþöèè.

Êàê ïîêàçàíî âûøå, ïèêè 2 è 4 ñîäåðæàò íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî áåëêà. Ïèê 2 â
äàëüíåéøåì íå áûë èññëåäîâàí íà àìèíîêèñëîòíûé ñîñòàâ è ñîäåðæàíèå óãëåâîäîâ. Ïèê 4
â äàëüíåéøåì íå áûë îõàðàêòåðèçîâàí íà ñîäåðæàíèå àìèíîñàõàðîâ ñ ïîìîùüþ HCCl-
ãèëðîëèçà.

Ïîñëå ëèîôèëèçàöèè, èíòåðôåðîí â êàæäîì ïèêå áûë âîññòàíîâëåí 25 ìÌ Òðèñ-HCCl-
áóôåðîì ïðè 7,0. Âîññòàíîâëåííûé ìàòåðèàë çàòåì ñîáèðàþò ñî âñåõ êîëîíîê äë 
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äàëüíåéøåãî èññëåäîâàíè .
Ïðèìåð 4. Áèîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíè .
Àíòèâèðóñíà  àêòèâíîñòü.
Èññëåäîâàíèå àíòèâèðóñíîé àêòèâíîñòè îñóùåñòâë þò ïðè èñïîëüçîâàíèè òðåõ

ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé: 1) ëèíèè ÍÅð-2 êëåòîê ÷åëîâåêà [ÀÒÑÑ CCL 23], 2) êëåòîê
áûêà MDBK [ÀÒÑÑ CRL 6071] è 3) êëåòîê êðîëèêà RK-13 [ÀÒÑÑ CCL 37]. Èíòåðôåðîí
ïîñëåäîâàòåëüíî ðàçâîä ò â äâà ðàçà â 96-ëóíî÷íûõ ïëàòàõ, çàòåì äîáàâë þò êëåòêè â
êîëè÷åñòâå 30000 êë/ëóíêó. Ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå íî÷è êëåòêè èíôèöèðóþò âèðóñîì
âèçèêóë ðíîãî ñòîìàòèòà (BBC, øòàìì Èíäèàíà ÀÒÑÑ # VR-158), çàòåì ïëàòû èíêóáèðóþò â
òå÷åíèå íî÷è åùå ðàç. Öèòîïàòè÷åñêîå äåéñòâèå (ÖÏÄ) îïðåäåë þò ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà
íà ôîíå êîíòðîë  âèðóñà, êîíòðîë  êëåòîê è êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ïðåïàðàòîì
ñòàíäàðòíîãî èíòåðôåðîíà. Êëåòêè îêðàøèâàþò êðèñòàëëè÷åñêèì ôèîëåòîâûì, êîãäà â
ëóíêàõ, ñîäåðæàùèõ ïðåïàðàò ñòàíäàðòíîãî èíòåðôåðîíà, îáíàðóæèâàåòñ  âûðàæåííîå
ÖÏÄ. Äë  âñåõ îáðàçöîâ 50%-íîå ÖÏÄ îïðåäåë þò âèçóàëüíî, à òèòð èíòåðôåðîíà
âû÷èñë þò â ñðàâíåíèè ñ ëàáîðàòîðíûìè ñòàíäàðòàìè, êîòîðûå áûëè ïðåäâàðèòåëüíî
ñòàíäàðòèçèðîâàíû ïðîòèâ ðåôåðåíñ-èíòåðôåðîíà, ðåêîìåíäîâàííîãî Íàöèîíàëüíûì
èíñòèòóòîì çäðàâîîõðàíåíè  (Ga 23-902-530). Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ïðèâåäåíû â òàáë.
5.

Á. Èññëåäîâàíè  ïî èíãèáèðîâàíèþ ïðîëèôåðàöèè.
Èññëåäîâàíè  ïî èíãèáèðîâàíèþ ïðîëèôåðàöèè ïðîâîäèëè íà ëèìôîáëàñòîèäíûõ

êëåòêàõ ÷åëîâåêà ëèíèè Daudi. Â 96-ëóíî÷íûõ ïëàòàõ ãîòîâèëè ïîñëåäîâàòåëüíûå
ï òèêðàòíûå ðàçâåäåíè  èíòåðôåðîíîâ (100 ìêë íà ëóíêó) è çàòåì ê íèì äîáàâë ëè
10 4 êëåòîê ëèíèè Daudi íà ëóíêó (â îáúåìå 100 ìêë). Ïîñëå 40-÷àñîâîé èíêóáàöèè êëåòêè
îáðàáàòûâàëè 1,5 ìêÊ/ëóíêó (â îáúåìå 25 ìêë) 3H-òèìèäèíà â òå÷åíèå 7 ÷. Ïîãëîùåíèå
òèìèäèíà îïðåäåë ëè, ñîáèðà  è îòìûâà  êëåòêè âîäîé íà ôèëüòðàõ èç ñòåêë ííîãî
âîëîêíà è çàòåì ñíèìà  ïîêàçàíè  ïîãëîùåííîé ðàäèîàêòèâíîñòè ñ ïîìîùüþ
ñöèíöèëë òîðíîãî ñ÷åò÷èêà. Òèòðû èíòåðôåðîíà ðàññ÷èòûâàëè è êîððåêòèðîâàëè â
ñîîòâåòñòâèè ñ ëàáîðàòîðíûìè ñòàíäàðòàìè.

Â. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé.
Àíòèâèðóñíà  è àíòèïðîëèôåðàòèâíà  àêòèâíîñòü íåôðàêöèîíèðîâàííîãî ÈÔÍ α n3a è

â ñîñòàâå RP-HPLC-ïèêîâ ïðèâåäåíû â òàáë. 5.
Ñïåöèôè÷åñêóþ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü îïðåäåë þò êàê ÷èñëî áèîëîãè÷åñêèõ åäèíèö

èíòåðôåðîíà íà 1 ìã îáùåé áåëêîâîé ôðàêöèè. Ðåçóëüòàòû, ïðèâåäåííûå â òàáë. 5,
ïîêàçûâàþò, ÷òî ñïåöèôè÷åñêà  ÖÏÄ-àêòèâíîñòü íà ÷åëîâå÷åñêèõ êëåòêàõ HEp-2 è êëåòêàõ
áûêà ÌÄÂÊ â êàæäîì ïèêå ïðèìåðíî îäèíàêîâî. Ñïåöèôè÷åñêà  àíòèïðîëèôåðàòèâíà 
àêòèâíîñòü íà êëåòêàõ Daudi ïðèìåðíî â 2 ðàçà ìåíüøå, ÷åì àíòèâèðóñíà  àêòèâíîñòü â
êàæäîì ïèêå. Ïðè èññëåäîâàíèè ÖÄÏ-àêòèâíîñòè íà êëåòêàõ ïî÷êè êðîëèêà (RK-13)
îáíàðóæåíî î÷åíü íåçíà÷èòåëüíîå áèîëîãè÷åñêîå äåéñòâèå. Ñïåöèôè÷åñêà  àêòèâíîñòü íà
êëåòêàõ RK-13 ïî êðàéíåé ìåðå â 100-1000 ðàç ìåíüøå, ÷åì íà êëåòêàõ ÷åëîâåêà èëè
áûêà. Èíòåðåñíî, ÷òî èíòåðôåðîí â ñîñòàâå òðåòüåãî ïèêà îáëàäàåò íàèáîëüøåé
ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ íà êëåòêàõ RK-13.

Êðîìå òîãî, ñâåäåíè , ïðèâåäåííûå â òàáë.5, ïîêàçûâàþò, ÷òî èíòåðôåðîí â ñîñòàâå
ïåðâûõ ïèêîâ ýëþöèè, òàêèõ êàê 1a è 1b, îáíàðóæèâàåò áîëåå íèçêóþ ñïåöèôè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü íà êëåòêàõ HEp-2, ÌÄÂÊ è Daudi. Â äàííûõ èññëåäîâàíè õ â ïèêàõ 1a è 1b
âû âë åòñ  òîëüêî îîêëî 25%-íîé âñåé òîòàëüíîé àíòèâèðóñíîé àêòèâíîñòè êîìïîçèöèè
ÈÔÍ α- n3a. Ïîñëåäíèé øåñòîé ïèê ýëþöèè îáíàðóæèâàåò íàèáîëåå âûñîêóþ
ñïåöèôè÷åñêóþ àêòèâíîñòü. Äåéñòâèòåëüíî, ïðè ïîñòðîåíèè ãðàôèêà çàâèñèìîñòè
ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè èíòåðôåðîíà îò ïðîöåíòíîãî ñîäåðæàíè  àöåòîíèòðèëà â
ãðàäèåíòå ýëþöèè (ôèã. 5) îáíàðóæèâàåòñ  ïð ìà  ñâ çü ìåæäó óâåëè÷åíèåì
ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè è îòíîñèòåëüíûì óâåëè÷åíèåì ãèäðîôîáíîñòè α-
èíòåðôåðîíîâûõ áåëêîâ. ×åì áîëüøåé ãèäðîôîáíîñòüþ îáëàäàåò èíòåðôåðîí, òåì
áîëüøóþ ñïåöèôè÷åñêóþ àêòèâíîñòü îí ïðî âë åò. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî áîëåå
ãèäðîôîáíûå ïîäòèïû èíòåðôåðîíà ñïîñîáíû ñâ çûâàòüñ  è èíòåðôåðîíîâûìè
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ðåöåïòîðàìè ñ áîëåå âûñîêîé àôôèííîñòüþ èëè èíèöèèðîâàòü êëåòî÷íûå ïðîöåññû áîëåå
ýôôåêòèâíî è âñëåäñòâèå ýòîãî îáëàäàòü áîëåå âûñîêîé ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ.

Ïðèìåð 5. Ôèçè÷åñêèå ñâîéñòâà ÈÔÍ α- n3a.
Èíòåðôåðîíîâûå áåëêè â ñîñòàâå ñåìè ïèêîâ, ôðàêöèîíèðîâàííûõ ìåòîäîì îáðàòíî-

ôàçîâîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè âûñîêîãî ðàçðåøåíè  (RP-HPLC), õàðàêòåðèçóþò ñ
ïîìîùüþ SDS-PAGE.

A. Îäíîìåðíûé SDS-PAGE.
1. Ìåòîäû.
Îäíîìåðíûé SDS-PAGE îñóùåñòâë þò ïî ìåòîäèêå, ñõîäíîé ñ òîé, ÷òî îïèñàíà Ëýììëè

[Laemmli, Nature, 277 : 680 (1970)] . ÈÔÍ α- n3a àíàëèçèðóþò â 14,5%-íîì
ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå êàê â âîññòàíàâëèâàþùèõ, òàê è â íåâîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâè õ.
Ïîëîñû áåëêà âû âë þò âèçóàëüíî ïóòåì îêðàøèâàíè  Êóìàññà ñèíèì. Âåñòåðí-áëîòòèíã
äóáëèêàòîâ SDS - ãåë  îêðàøèâàþò ñ ïîìîùüþ ìûøèíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë LIT-1,
ñïåöèôè÷íûõ ïî îòíîøåíèþ ê α- ÈÔÍ ÷åëîâåêà è èññëåäóþò, êàê îïèñàíî Towbin et al.,
Proc. Natl. Sci (USA) 76: 4350 (1979) è Haid et al., Meth. Enzymol, 96 : 192 (1983).

2. Ðåçóëüòàòû.
Äàííûå ïî àíàëèçó ïðîôèëåé ýëþöèè ñ ïîìîùüþ SDS-PAGE â íåâîññòàíàâëèâàþùèõ è

âîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâè õ ñóììèðîâàíû â òàáë. 6 è 7 ñîîòâåòñòâåííî. Êðîìå òîãî, íà
ôèã. 6 è 7 ïîêàçàíû ñîîòâåòñòâóþùèå SDS-PAGE - ïðîôèëè, ïîëó÷åííûå â
íåâîññòàíàâëèâàþùèõ è âîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâè õ, îêðàøåííûå Êóìàññè ñèíèì.

Äàííûå, ïðèâåäåííûå â òàáë. 6 è 7, ïîêàçûâàþò ãåòåðîãåííîñòü (íàëè÷èå áîëåå îäíîé
áåëêîâîé ïîëîñû) áîëüøèíñòâà ïèêîâ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè îïèñàííîãî ìåòîäà
èññëåäîâàíèé òîëüêî â âîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâè õ ïèê 6, ïî-âèäèìîìó, ñîäåðæèò îäíó
áåëêîâóþ ïîëîñó. Ïèêè 1a è 1b ñîäåðæàò áåëêè ñõîäíûõ ìîë. ìàññ ïðè èññëåäîâàíèè êàê â
âîññòàíàâëèâàþùèõ, òàê è â íå âîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâè õ. Êðîìå òîãî, ýòè äâà ïèêà,
1a è 1b, ñîäåðæàò îäèí è òîò æå îñíîâíîé òèï èíòåðôåðîíà, ÈÔÍ α- 2b, êàê ïîêàçûâàåò
÷àñòè÷íîå àìèíîêèñëîòíîå ñåêâåíèðîâàíèå.

Îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî ïîëîñ èíòåðôåðîíîâûõ áåëêîâ â êàæäîì ïèêå îïðåäåë þò ñ
ïîìîùüþ ëàçåðíîé äåíñèòîìåòðèè. Îòíîñèòåëüíóþ ìîë. ìàññó ðàññ÷èòûâàþò â ñðàâíåíèè
ñ ìàðêåðàìè ìîë. ìàññû.

Ðåçóëüòàòû Âåñòåðí-áëîòòèíãà ïðèâåäåíû íà ôèã. 8 è 9 äë  íåâîññòàíàâëèâàþùèõ è
âîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâèé ñîîòâåòñòâåííî. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî êàæäà  áåëêîâà  ïîëîñà, âû âë åìà  Êóìàññè ñèíèì, ðàñïîçíàåòñ  ìîíîêëîíàëüíûìè
àíòèòåëàìè LIT-1. Ýòî ïîêàçûâàåò, ÷òî âñå áåëêîâûå ïîëîñû â êàæäîì ïèêå
èäåíòèôèöèðóþòñ  êàê α- èíòåðôåðîíû ÷åëîâåêà. Óðîâåíü çàãð çíåíèé
íåôðàêöèîíèðîâàííîãî èíòåðôåðîíà ñîñòàâë åò îêîëî 1%. Ïîñëå ôðàêöèîíèðîâàíè  ñ
ïîìîùüþ RP - HPLC íè â îäíîì èç ïèêîâ ýòîò íèçêèé óðîâåíü çàãð çíåííîñòè íå
îáíàðóæèâàåòñ .

Ñâîéñòâà èíòåðôåðîíà ïðîäîëæàþò èññëåäîâàòü ñ ïîìîùüþ äâóìåðíîãî àíàëèçà â ãåëå.
Á. Äâóìåðíûé SDS-PAGE.
1. Ìåòîäû.
Äâóìåðíûé ãåëü-ýëåêòðîôîðåç âêëþ÷àåò â ñåá  èçîýëåêòðè÷åñêîå ôîêóñèðîâàíèå â

ïåðâîì íàïðàâëåíèè è SDS-PAGE âî âòîðîì íàïðàâëåíèè. Â ïåðâîì èññëåäîâàíèè 50 - 10
ìêã èíòåðôåðîíà èç êàæäîãî RP - HPLC-ïèêà íàíîñ ò íà ãåëü, ñîñòî ùèé èç àêðèëàìèäà è
ìî÷åâèíû è çàëèòûé â ñòåêë ííûå òðóáêè (2 , 180 ìì). Çàòåì áåëêè ðàçãîí þò ïðè

ïîñòî ííîì íàïð æåíèè 400 Â â òå÷åíèå 16 ÷, à ïîñëå ïðè 800 Â â òå÷åíèå 1 ÷. Äë 
èçîýëåêòðîôîêóñèðîâàíè  èñïîëüçóþò àìôîëèíû (Millipore) ñ äèàïàçîíîì pH 3 - 10. Ãåëü
èç òðóáîê âûäàâëèâàþò, óðàâíîâåøèâàþò â áóôåðå äë  îáðàçöîâ, ñîäåðæàùåì SDS, è
íàíîñ ò íà ïëàñòèíó 15%-íîãî SDS-ïîëèàêðèëàìèäíîãî ãåë  äë  àíàëèçà âî âòîðîì
íàïðàâëåíèè. SDS-PAGE îñóùåñòâë þò â òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå ïðè pH 8,3 è
ïîñòî ííîé ñèëå òîêà 35 Áåëêè â ãåë õ, èññëåäîâàííûõ ñ ïîìîùüþ äâóìåðíîãî SDS-

PAGE, âû âë þò âèçóàëüíî ïóòåì îêðàøèâàíè  ñåðåáðîì. Èíòåðôåðîíîâûå áåëêè
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èäåíòèôèöèðóþò èììóíîîêðàøèâàíèåì ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë LIT-1.
2. Ðåçóëüòàòû.
Ðåçóëüòàòû äâóìåðíîãî ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà íåôðàêöèîíèðîâàííîãî ÈÔÍ α- n3a è

áåëêîâ êàæäîãî RP-HPLC C-ïèêà ïîêàçûâàþò, ÷òî âî âñåõ îáðàçöàõ îáíàðóæèâàþòñ 
ìíîãî÷èñëåííûå "ï òíà". Â îáðàçöàõ íåôðàêöèîíèðîâàííîãî ÈÔÍ âû âë åòñ  ïðèìåðíî 30
ï òåí. Âñå ï òíà ðàñïîçíàþòñ  ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè LIT-1. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóþò
î òîì, ÷òî ýòè ï òíà ïðåäñòàâë þò ñîáîé èíòåðôåðîíîâûå áåëêè. ×èñëî ï òåí è ìîë.
ìàññà áåëêîâ â êàæäîì ïèêå ñóììèðîâàíû â òàáë. 8. Èçîýëåêòðè÷åñêèå òî÷êè âñåõ áåëêîâ
ÈÔÍ α- n3a íàõîä òñ  â èíòåðâàëå 5,0 - 7,5.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ äâóìåðíîãî SDS-PAGE äë  ïèêîâ 1a
è 1b, î÷åíü ñõîæè. Îáíàðóæåíû íåçíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷è  â ðàçìåðå ìîëåêóë è çàð äå.
Ïèêè ìîãóò áûòü ýëþèðîâàíû ïî îòäåëüíîñòè ñ ïîìîùüþ RP-HPLC áëàãîäàð  íåêîòîðûì,
íå ñâ çàííûì ñ çàð äîì ìîäèôèêàöè ì áåëêîâ. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé îñòàëüíûõ
ïèêîâ ñ ïîìîùüþ äâóìåðíîãî SDS-PAGE ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñ  ìåæäó ñîáîé. Ïðîôèëü
êàæäîãî ïèêà èìååò ñâîè èíäèâèäóàëüíûå îñîáåííîñòè. Â êàæäîì ïèêå îáíàðóæèâàþòñ 
ìíîãî÷èñëåííûå ï òíà, ñâèäåòåëüñòâó  î ãåòåðîãåííîñòè ïîïóë öèè áåëêîâ. Ýòà
ãåòåðîãåííîñòü ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà ðàçëè÷è ìè â òðàíñë öèè è/èëè ïîñò-
òðàíñë öèîííûìè ìîäèôèêàöè ìè áåëêîâ.

Ïðèìåð 6. Áèîõèìè÷åñêèå ñâîéñòâà ÈÔÍ α- n3a.
A. Àìèíîêèñëîòíûé ñîñòàâ.
Èíòåðôåðîíîâûå áåëêè ãèäðîëèçóþò ñ ïîìîùüþ 6í. HCCl ïðè 104oC â òå÷åíèå 24 ÷ â

íàãðåâàþùåì óñòðîéñòâå Pico-Tag. Ãèäðîëèçàòû âûñóøèâàþò ïîä âàêóóìîì è
îáðàáàòûâàþò 10%-íûì ôåíèëèçîòèîöèàíàòîì (ÔÈÒÖ) â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 70%
ýòàíîëà, 10% âîäû è 10% òðèýòèëàìèíà. Ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå îïèñàííîé ïðîöåäóðû
ÔÒÖ-àìèíîêèñëîòû ðàçäåë þò ïóòåì æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè âûñîêîãî ðàçðåøåíè  íà
êëîíå Pico-Tag C18. Ýëþöèþ ÔÒÖ-àìèíîêèñëîò îñóùåñòâë þò ïðè èñïîëüçîâàíèè 0-60%-
íîãî ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà àöåòîíèòðèëà â âîäå, ñîäåðæàùåé 140 ìÌ àöåòàòà íàòðè  (pH
6,4) è 0,05% òðèýòèëàìèíà. Ïîãëîùåíèå ÔÒÖ-àìèíîêèñëîò èçìåð þò ïðè 269 íì. Äàííûå
ïîãëîùåíè , ïîëó÷åííûå â êàæäîì èññëåäîâàíèè, âûðàæàþò â ÷èñëîâîé ôîðìå è õðàí ò â
ìèêðîêîìïüþòåðå. Öèñòåèíîâûé è òðèïòîôàíîâûé àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè íå
ìîäèôèöèðóþòñ  ÔÈÒÖ â äàííîé ðåàêöèè è ïîýòîìó íå äàþò ñèãíàëà ïîãëîùåíè . Äàííûå,
çàëîæåííûå â êîìïüþòåðå, çàòåì àíàëèçèðóþò íà ñîñòàâ è êîëè÷åñòâåííîå ñîäåðæàíèå
àìèíîêèñëîò, èñïîëüçó  ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå ôèðìû Water's Expert.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé àìèíîêèñëîòíîãî ñîñòàâà α- èíòåðôåðîíà è îòäåëüíûõ RP-
HPLC-ïèêîâ ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 9. Äàííûå òàáëèöû ïîêàçûâàþò, ÷òî â öåëîì
àìèíîêèñëîòíûé ñîñòàâ èíäèâèäóàëüíûõ ïèêîâ ñõîäåí ñ òàêîâûì íåôðàêöèîíèðîâàííîãî
èíòåðôåðîíà è òåìè òèïàìè èíòåðôåðîíà, êîòîðûå ðàñïîçíàþòñ  ìîíîêëîíàëüíûìè
àíòèòåëàìè NK2. Ïðè ñðàâíåíèè ñîñòàâà êàæäîãî ïèêà ñ òåîðåòè÷åñêèì ñîñòàâîì
ñïåöèôè÷åñêèõ ïîäòèïîâ α- èíòåðôåðîíà, èäåíòèôèöèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ N-
òåðìèíàëüíîãî ñåêâåíèðîâàíè , âû âë ëîñü ñîâïàäåíèå â ïðåäåëàõ îäíîé àìèíîêèñëîòû.
Ýòè äàííûå ñòðîãî ïîäòâåðæäàþò èäåíòè÷íîñòü îñíîâíûõ ïîäòèïîâ èíòåðôåðîíà,
âû âë åìûõ N-òåðìèíàëüíûì ñåêâåíèðîâàíèåì.

Á. N-òåðìèíàëüíîå àìèíîêèñëîòíîå ñåêâåíèðîâàíèå.
Ïðîöåäóðó N-òåðìèíàëüíîãî àìèíîêñèëîòíîãî ñåêâåíèðîâàíè  îñóùåñòâë þò ìåòîäàìè,

ñõîäíûìè ñ èçâåñòíûìè [Edman, Acta. Chem. Scant. 4: 283 (1950); Edman et al., Euc. J.
Biochem., 1: 80 (1967)].

Ïðèìåðíî 500 ïìîëü áåëêà êàæäîãî ïèêà íàíîñ ò íà ïðåöèêëèçîâàííûé ôèëüòð è
ñåêâåíèðóþò â òå÷åíèå 30-35 öèêëîâ. Ïðîöåäóðó ïðîâîä ò ïðè èñïîëüçîâàíèè ñåêâåíàòîðà
Ahhlied Biosystems ABI - 470A, îñíàùåííîãî ïîñëåäîâàòåëüíûì ôåíèëãèäàíòèîííûì
àìèíîêèñëîòíûì àíàëèçàòîðîì. Ìåòîäèêà ñåâåíèðîâàíè  îñíîâàíà íà ïðîöåññå
äåãðàäàöèè, ðàçðàáîòàííîì Ýäìàíîì.

N-òåðìèíàëüíîå ñåêâåíèðîâàíèå ïî Ýäìàíó âûñîêîýôôåêòèâíî â öåë õ èäåíòèôèêàöèè
è êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  îñòàòêîâ àìèíîêèñëîò â îòíîñèòåëüíî êîðîòêèõ ïåïòèäíûõ
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ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ (òî åñòü, ìåíåå 20). Îäíàêî äë  äëèííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
(áîëåå 30 àìèíîêèñëîò) èäåíòèôèêàöè  àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, áëèçêèõ ñ C-êîíöó áåëêà
èëè ïîëèïåïòèäà, ñòàíîâèòñ  íåäîñòîâåðíîé. Òàêîå óâåëè÷åíèå íåòî÷íîñòè àíàëèçà
îáóñëîâëåíî ïîâòîðíûì âûõîäîì, êîòîðûé íàìíîãî ìåíüøå 95% è ïîýòîìó ïðèâîäèò ê
êóìóë òèâíîé ïîòåðå ñèãíàëà â êàæäîì äîïîëíèòåëüíîì öèêëå.

Ïî ýòîé ïðè÷èíå áåëêè â ïèêàõ 1a è 1b ðàñùåïë þò ãèäðîëèçîì ïî ìåòèîíèíîâîìó
îñòàòêó ñ ïîìîùüþ CNBr äë  ïîäòâåðæäåíè  èõ ïðèíàäëåæíîñòè ê ïîäòèïàì ÈÔÍ- α 2.
Ðàñùåïëåíèå îñóùåñòâë þò ïóòåì ðàñòâîðåíè  áåëêîâ ÈÔÍ- α 2 â 70%-íîé ìóðàâüèíîé
êèñëîòå è ïîñëåäóþùåãî äîáàâëåíè  CNBr äî êîíöåíòðàöèè 1M, è çàòåì èíêóáèðó  ñìåñü
ïðè 4oC â òå÷åíèå 24 ÷. Ðåàêöèþ ðàñùåïëåíè  îñòàíàâëèâàþò ñêîðîñòíîé ëèîôèëèçàöèåé
ïîä âàêóóìîì, ÷òî óäàë åò èç ðåàêöèîííîé ïðîáèðêè âñå ðàñòâîðèòåëè, âêëþ÷à  CNBr.
Âûñóøåííûå CNBr-ôðàãìåíòû áåëêîâ ðàñòâîð þò â 10%-íîé òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòå
(TFA) è íàíîñ ò íà êîëîíêó C18 (0,2 , 25 ñì, Phenomenex). Ýëþöèþ ôðàãìåíòîâ

îñóùåñòâë þò â ìíîãîñòóïåí÷àòîì ãðàäèåíòå 0,1% TFA/H2O (ðàñòâîðèòåëü À) è 0,1%
TFA/àöåòîíèòðèë (ðàñòâîð Á) ïðè ñêîðîñòè ïîòîêà 0,2 ìë/ìèí. Ìíîãîñòóïåí÷àòûå ëèíåéíûå
ãðàäèåíòû èñïîëüçóþò, êàê îïèñàíî íèæå: 1) 0-40%-íûé ðàñòâîðèòåëü Á â òå÷åíèå 60 ìèí;
2) 40-60%-íûé ðàñòâîðèòåëü Á â òå÷åíèå 50 ìèí; 3) 60-100%-íûé ðàñòâîðèòåëü Á â
òå÷åíèå 13 ìèí è 4) ïîñòî ííî 100%-íûé ðàñòâîðèòåëü Á â òå÷åíèå äîïîëíèòåëüíûõ 5 ìèí.
Ýëþèðóåìûå ôðàãìåíòû âû âë þò ïðè ïîñòî ííîì íàáëþäåíèè âåëè÷èíû ïîãëîùåíè  ïðè
214 íì. Ðàñïàâøèåñ  ôðàãìåíòû ñåêâåíèðóþò, êàê îïèñàíî âûøå.

Ðàñùåïëåíèå ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ øåñòè ôðàãìåíòîâ, êîòîðûå ðàñïàäàþòñ  ïðè
îñóùåñòâëåíèè RP - HPLC. Ïèê, ýëþèðóåìûé â èíòåðâàëå 75-80 ìèí, ñåêâåíèðóþò è â íåì
îáíàðóæèâàþòñ  äâå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Îäíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìîæåò áûòü
ëèíåàðèçîâàíà ñ CNBr-ôðàãìåíòîì NK2, ñîñòî ùèì èç àìèíîêèñëîò â ïîëîæåíè õ 22-59
ÈÔÍ α- 2b, â òî âðåì  êàê âòîðà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìîæåò áûòü ëèíåàðèçîâàíà ñ CNBr-
ôðàãìåíòîì N 5, ñîñòî ùèì èç àìèíîêèñëîò â ïîëîæåíè õ 112-148 ÈÔÍ- α 2b.

3. Ðåçóëüòàòû.
N-òåðìèíàëüíûå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íåôðàêöèîíèðîâàííîãî ÈÔÍ α-

n3a è ôðàêöèîíèðîâàííûõ RP-HPLC-ïèêîâ ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 10. Ðåçóëüòàòû
èññëåäîâàíèé ïîêàçûâàþò, ÷òî íåôðàêöèîíèðîâàííûé α- ÈÔÍ òàê æå, êàê èíäèâèäóàëüíûå
ïèêè, ñîäåðæèò ìíîãî÷èñëåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Âñå îíè ìîãóò áûòü
èäåíòèôèöèðîâàíû êàê îïðåäåëåííûå òèïû α- èíòåðôåðîíîâûõ áåëêîâ ÷åëîâåêà.
Îñíîâíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êàæäîãî ïèêà ïîêàçàíû â òàáë. 11.

Êàê ñâèäåòåëüñòâóþò ðåçóëüòàòû N-òåðìèíàëüíîãî ñåêâåíèðîâàíè , îáíàðóæåíî 18
ïîòåíöèàëüíî âîçìîæíûõ ïîäòèïîâ ÈÔÍ α- n3a. Âû âëåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ñîîòâåòñòâóþò ïîäòèïàì èíòåðôåðîíà, ðàñïîçíàâàåìûì ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè
NK2, êàê ïîêàçàíî ôèðìîé Celltech, Ltd. ÈÔÍ- α 2b è α 8 (a/b/c) - ýòî îñíîâíûå ïîäòèïû,
âû âë åìûå â ÈÔÍ α- n3a. ÈÔÍ - α 2b ïðåèìóùåñòâåííî îáíàðóæèâàåòñ  â ïèêàõ 1a è 1b è
â íåáîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ - â ïèêå 2 ÈÔÍ α- 2c â ñëåäîâûõ êîëè÷åñòâàõ âû âë åòñ  â ïèêå
1a. ÈÔÍ - α 8 (a/b/c) ïðåèìóùåñòâåííî îáíàðóæèâàåòñ  â ïèêàõ 4 è 6.

Äðóãèå ïîäòèïû èíòåðôåðîíà, êîòîðûå ïðèñóòñòâóþò â ìåíüøèõ êîëè÷åñòâàõ, - ýòî
èíòåðôåðîíû α 4 (a/b) è/èëè α 16, âû âë åìûå â ïèêå 2. Ïîäòèï α 10a îáíàðóæèâàåòñ  â
ïèêå 3, α 16 â ñëåäîâûõ êîëè÷åñòâàõ - â ïèêå 2. Ïîäòèïû α 17 (a/b/c) è α 21 (a/b)
ïðåèìóùåñòâåííî îáíàðóæèâàþòñ  â ïèêå 5 è â ñëåäîâûõ êîëè÷åñòâàõ - â ïèêå 4.
Èíòåðôåðîíû α7 (a/b/c) ïðåèìóùåñòâåííî âû âë þòñ  â ïèêå 5. Ïîñêîëüêó
àìèíîêèñëîòíûé àíàëèç îñóùåñòâë åòñ  â òå÷åíèå 30-45 öèêëîâ, òðóäíî ðàçëè÷èòü
íåêîòîðûå ïîäòèïû èíòåðôåðîíà, êîòîðûå â ýòèõ 30-35 öèêëàõ èìåþò èäåíòè÷íûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Îïóáëèêîâàííûå äàííûå ïî N-òåðìèíàëüíîìó ñåêâåíèðîâàíèþ âñåõ
ïîäòèïîâ α- ÈÔÍ ÷åëîâåêà ïîêàçûâàþò, ÷òî ÈÔÍ - α 21 (a/b) è α 17 (a/b/c) èìåþò ñõîäíûå
N-òåðìèíàëüíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äî àìèíîêèñëîòû â ïîëîæåíèè 33), α 4 (a/b) è α 16 -
òîæå äî àìèíîêèñëîòû â ïîëîæåíèè 33, à ÈÔÍ-α/  2b ñðàâíèì ñ α 2c. Òàêèì îáðàçîì,
íåêîòîðûå ìèíîðíûå ïîäòèïû ÈÔÍ íå ìîãëè áûòü âû âëåíû èç-çà îãðàíè÷åíèé
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àìèíîêèñëîòíîãî àíàëèçà.
Íåáîëüøèå ðàçëè÷è , êîòîðûå îáíàðóæèâàþòñ  â àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ

èíäèâèäóàëüíûõ èíòåðôåðîíîâûõ áåëêîâ, ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû ðàçëè÷è ìè áåëêîâûõ
ìîëåêóë ïîäòèïîâ α- ÈÔÍ èëè àëëåëüíîñòüþ ãåíîâ. Ïîñëåäíåå ìîæåò ïðèâåñòè ê
ïî âëåíèþ ñõîäíûõ áåëêîâ ñ àìèíîêèñëîòíûìè ìîäèôèêàöè ìè â îïðåäåëåííîì ó÷àñòêå.

Ïîëó÷åííûé èíòåðôåðîíîâûé ïðîäóêò äàëåå àíàëèçèðóþò íà ñîäåðæàíèå ïîäòèïîâ
ÈÔÍ - α 2. Êàê ñîîáùàëîñü ïðåäâàðèòåëüíî, èçâåñòíû òðè ïîäòèïà ÈÔÍ - α 2, à èìåííî
ÈÔÍ - α 2a, ÈÔÍ α- 2b ÈÔÍ - α 2c.

Ðàçëè÷è  â N-òåðìèíàëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ ýòèõ òðåõ ïîäòèïîâ ÈÔÍ - α 2
âû âë þòñ  â öèêëàõ 23 è 34 è ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 12.

Äàííûå ïî ñåêâåíèðîâàíèþ èíòàêòíûõ áåëêîâ è CNBr-ôðàãìåíòà # 2 äë  ïèêîâ 1a è 1b
äî 35 öèêëà (òàáë. 9) ïîêàçûâàþò, ÷òî ÈÔÍ -α 2b - ýòî îñíîâíîé êîìïîíåíò,
îáíàðóæèâàåìûé â RP - HPLC-ïèêàõ 1a è 1b. Àìèíîêèñëîòû, âûñâîáîæäàåìûå â öèêëàõ 23
è 34, ïðåäñòàâë þò ñîáîé àðãèíèí (Arg) è ãèñòèäèí (His) ñîîòâåòñòâåííî, ÷òî
ñîãëàñóåòñ  ñ èçâåñòíûìè äàííûìè î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÈÔÍ α- 2b. Íå îáíàðóæåíî
çàìåòíîãî âûñâîáîæäåíèå ëèçèíà (Lys) â öèêëå 23, ñâèäåòåëüñòâó  î òîì, ÷òî ÈÔÍ -α 2a
íå âû âë åòñ  â ïèêàõ 1a è 1b èëè â êàêîì-ëèáî äðóãîì RP - HPLC-ïèêå ÈÔÍ α- n3a.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû âåðèôèöèðóþò ïåïòèäíûì êàðòèðîâàíèåì è N-òåðìèíàëüíûì
ñåêâåíèðîâàíèåì áåëêîâûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, âûñâîáîæäàåìûõ â ðåçóëüòàòå
ðàñùåïëåíè  CNBr. Áîëåå òîãî, äë  âû âëåíè  ÈÔÍ -α 2c CNBr-ôðàãìåíò, ðàñïîëîæåííûé
ìåæäó Arg â ïîëîæåíèè 22 è Met â ïîëîæåíèè 60, èçîëèðóþò è ðàñùåïë þò òðèïñèíîì.
Ïîëó÷åííûå ïåïòèäû ðàçäåë þò ïóòåì RP - HPLC è ñåêâåíèðóþò. Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîêàçûâàåò, ÷òî áîëåå ÷åì 90% ÈÔÍ-α 2 â ÈÔÍ α- n3a
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ÈÔÍ -α 2b. ÈÔÍ -α 2c ìîæåò ñîäåðæàòüñ  â ïîëó÷åííîì ïðåïàðàòå,
îäíàêî åãî êîíöåíòðàöè  íèæå îïðåäåë åìîãî óðîâí .

B. Ñîäåðæàíèå óãëåâîäîâ.
Îáðàçåö èíòåðôåðîíîâîãî áåëêà (150 ìêã) äèàëèçóþò â ñîîòíîøåíèè 2 log ïðîòèâ 0,1 Ì

óêñóñíîé êèñëîòû è åãî îáúåì óìåíüøàåòñ  äî 300 ìêë. Ñêîíöåíòðèðîâàííûé îáðàçåö
ðàçäåë þò íà òðè ðàâíûå àëèêâîòû è óïàðèâàþò äîñóõà. Ïîëó÷åííûå îáðàçöû çàòåì
ãèäðîëèçóþò ñëåäóþùèì îáðàçîì: 1) â 2Ì òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû (TFA) ïðè 100oC â
òå÷åíèå 4 ÷ äë  îïðåäåëåíè  íåéòðàëüíûõ ñàõàðîâ, 2) â 6 í. HCCl ïðè 100oC â òå÷åíèå 4
÷ äë  îïðåäåëåíè  àìèíîñàõàðîâ èëè 3) â 0,1 í. HCCl ïðè 80oC â òå÷åíèå 1 ÷ äë 
îïðåäåëåíè  ñèàëîâûõ êèñëîò. Ãèäðîëèçàòû óïàðèâàþò äîñóõà, äîáàâë þò ê âîäå, êîòîðà 
ïðåäíàçíà÷åíà äë  èñïîëüçîâàíè  â HPLC, è áûñòðî ïðîãðåâàþò äî 80-100oC äë 
îáëåã÷åíè  ðàñòâîðåíè .

Ðàñòâîðû ìîíîñàõàðèäîâ, à èìåííî óãëåâîäíûå ñòàíäàðòû, ñîäåðæàùèå 2,5 ìêã/ìë
ãëþêîçû, ãàëàêòîçû, ãëþêîçàìèíà, ãàëàêòîçàìèíà, ôóêîçû è ìàííîçû, ïðèãîòàâëèâàþò íà
HPLC-âîäå. Äë  ðàçäåëåíè  ìîíîñàõàðèäîâ èñïîëüçóþò ñèñòåìó Dionex® HPLC,
îñíàùåííóþ àíèîíîîáìåííîé êîëîíêîé CarboPac® HA1. Ïóëüñîâîé àìïåðîìåòðè÷åñêèé
äåòåêòîð óðàâíîâåøèâàþò 19 ìÌ NaOH ïðè ñêîðîñòè ïîòîêà 1 ìë/ìèí è çàòåì
ïîñòêîëîíî÷íûì ñòàáèëèçàòîðîì (post column stabiilzer) 0,5 M NaOH ïðè ñêîðîñòè ïîòîêà
0,5 ìë/ìèí â òå÷åíèå 2 ÷ 90 ìêë ñòàíäàðòà èëè îáðàçöà ââîä ò â ñèñòåìó ïîñðåäñòâîì
àâòîìàòè÷åñêîãî èíúåêòîðà è ñàõàðà ýëþèðóþò â ðàâíîâåñíûõ óñëîâè õ ñ ïîìîùüþ 19 ìÌ
NaOH.

Ñòàíäàðòíûé ðàñòâîð ñèàëîâûõ êèñëîò â êîíöåíòðàöèè 2,5 ìêã/ìë ãîòîâ ò íà HPLC-âîäå.
Ñèàëîâûå êèñëîòû ýëþèðóþò ïðè èñïîëüçîâàíèè òîé æå ñàìîé ñèñòåìû Dionex® HPLC, êàê
îïèñàíî âûøå. Ïóëüñîâîé àìïåðîìåòðè÷åñêèé äåòåêòîð óðàâíîâåøèâàþò 250 ìÌ NaOH. 90
ìêë ñòàíäàðòà èëè îáðàçöà ãèäðîëèçàòà ââîä ò â ñèñòåìó è ýëþèðóþò â ðàâíîâåñíûõ
óñëîâè õ ñ ïîìîùüþ 250 ìÌ NaOH.

Ñîäåðæàíèå óãëåâîäîâ âû÷èñë þò êàê îòíîøåíèå ìîëåé ñàõàðà ê ìîë ì α-
èíòåðôåðîíîâîãî áåëêà.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ïî ñîäåðæàíèþ óãëåâîäîâ äë  àìèíîñàõàðîâ, íåéòðàëüíûõ
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ñàõàðîâ è ñèàëîâûõ êèñëîò ïðèâåäåíû â òàáë. 13.
Äë  íåôðàêöèîíèðîâàííîãî ÈÔÍ α- n3a òàê æå, êàê è äë  âñåõ èíäèâèäóàëüíûõ ïèêîâ,

ñîäåðæàíèå óãëåâîäîâ ñîñòàâë åò 1-3 ìîëü ñàõàðà íà ìîëü èíòåðôåðîíà. Ïèêè 1a è 1b
ñîäåðæàò íàèáîëüøåå êîëè÷åñòâî óãëåâîäîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ ïèêàìè ïîçäíåé ýëþöèè. Ïèê
6, èíûìè ñëîâàìè ÈÔÍ -α 8 (a/b/c) ñîäåðæèò íàèìåíüøåå êîëè÷åñòâî óãëåâîäîâ. Â
ïîçäíèõ ïèêàõ ñ 3 ïî 6 íå îïðåäåë åòñ  ñîäåðæàíèå ìàííîçû èëè ñèàëîâûõ êèñëîò. Ýòî
îáñòî òåëüñòâî ñâ çàíî ñ ãèäðîôîáíîñòüþ áåëêîâ. Íèçêîå ñîäåðæàíèå óãëåâîäîâ ïðèâîäèò
ê èõ áîëåå âûñîêîé ãèäðîôîáíîñòè è ïîýòîìó òàêèå áåëêè ýëþèðóþòñ  íà ïîçäíèõ ýòàïàõ
RP - HPLC. Äë  áåëêîâ âòîðîãî ïèêà äàííûå íå ïîëó÷åíû èç-çà íèçêîãî ñîäåðæàíè  â íèõ
èññëåäóåìîãî ìàòåðèàëà.

Â äðóãîì ýêñïåðèìåíòå äë  îïðåäåëåíè  ñàéòà ãëèêîçèëèðîâàíè  ïðèìåðíî 100 ìêã
áåëêà ïèêîâ 1a è 1b äåíàòóðèðóþò, âîññòàíàâëèâàþò è àëêèëèðóþò. Çàòåì ïðåïàðàò
ïåðåâàðèâàþò ñ ïîìîùüþ ýíäîïåïòèäàçû V8, ðàñùåïë þùåé áåëêè â ìåñòå ðàñïîëîæåíè 
ãëóòàìèíîâîé êèñëîòû, ïðè ñîîòíîøåíèè 1:100 (ýíçèì:ñóáñòðàò). Ïîëó÷åííûå V8-
ôðàãìåíòû ðàçäåë þò ñ ïîìîùüþ HPLC è ñîáèðàþò ôðàêöèè, êîòîðûå çàòåì ãèäðîëèçóþò
äë  âûñâîáîæäåíè  óãëåâîäîâ è àíàëèçèðóþò íà èõ ñîäåðæàíèå. Îñíîâíîå êîëè÷åñòâî
óãëåâîäîâ ñîäåðæàò ôðàêöèè 52-53. Ñîîòâåòñòâåííî ýòè ôðàêöèè ïîäâåðãàþò N-
òåðìèíàëüíîìó ñåêâåíèðîâàíèþ.

Ñåêâåíèðîâàíèå ïîçâîë åò óñòàíîâèòü, ÷òî íà N-òåðìèíàëüíîì ó÷àñòêå ïåïòèäà
ÈÔÍ -α 2 ïðèáëèçèòåëüíî â ïîëîæåíèè 97-110 ðàñïîëîæåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
AXVIQGVGVXETP [SEQ ID N 0:1], ãäå ïåðâûé X âîçìîæíî ñîîòâåòñòâóåò C, à âòîðîé - T.
Ýòó ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëó÷àþò ðàñùåïëåíèåì ÈÔÍ α- 2b ïî ñàéòó E96 ñ ïîìîùüþ
ýíäîïåïòèäàçû V8. Ïîòåð  ñèãíàëà, ñîîòâåòñòâóþùåãî T â ïîëîæåíèè 106, â òî âðåì  êàê
T â ïîëîæåíèè 108  âíûì îáðàçîì îáíàðóæèâàåòñ , ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî T â
ïîëîæåíèè 106 ìîæåò áûòü ìîäèôèöèðîâàí â ðåçóëüòàòå O-ñâ çûâàíè  óãëåâîäîâ. Òàêèì
îáðàçîì, òðåîíèí 106 èäåíòèôèöèðóåòñ  êàê ñàéò ãëèêîçèëèðîâàíè  ÈÔÍ -α 2 (b/c).

Ã. Êàðáîêñèòåðìèíàëüíûå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.
Áåëêè ïèêîâ 1a è 1b àíàëèçèðóþò ìåòîäîì ñåêâåíèðîâàíè  äë  îïðåäåëåíè 

êàðáîêñèòåðìèíàëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïðè èñïîëüçîâàíèè êàðáîêñèïåïòèäàçû P.
Êàðáîêñèïåïòèäàçà P ãèäðîëèçóåò áåëêè áîëåå áûñòðî è ïðàêòè÷åñêè íå îòäàåò
ïðåäïî÷òåíèå êàêîé-ëèáî àìèíîêèñëîòå. Èíòåðôåðåíîâûå áåëêè ïèêîâ 2-6 íå àíàëèçèðóþò
èç-çà íèçêîãî ñîäåðæàíè  èññëåäóåìîãî ìàòåðèàëà.

Îáðàçåö áåëêà (10-30 ìêã) äèàëèçóþò ïðîòèâ 50 ìÌ àöåòàòà íàòðè  ïðè pH 5,5.
Êàðáîêñèïåïòèäàçó P äîáàâë þò â ñîîòíîøåíèè ýíçèì:ïðîòåèí 1:100 (ïî âåñó). Ïîëó÷åííóþ
ñìåñü èíêóáèðóþò ïðè 37oC è îòáèðàþò àëèêâîòû ÷åðåç 0,5, 1,2, 5, 10 è 60 ìèí. Êàæäóþ
ïðîöåäóðó ïåðåâàðèâàíè  è àíàëèçà ïîâòîð þò ïî ìåíüøåé ìåðå äâàæäû.

Âûñâîáîæäàåìûå íà êàæäîì âðåìåííîì ïðîìåæóòêå àìèíîêèñëîòû îáðàáàòûâàþò O-
ôàòàëüäåãèäîì (OPA) â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 2% SDS/0,4 Ì áîðàòà ëèòè , â òå÷åíèå 30 ñ.
Ïðîèçâîäíûå àìèíîêèñëîò ðàçäåë þò íà îáðàòíî-ôàçîâîé êîëîíêå Pico-Tag C18,
èñïîëüçó  ìåòàíîëîâûé ãðàäèåíò ïðîòèâ âîäíîãî áóôåðà, ñîäåðæàùåãî àöåòàò íàòðè  è
òåòðàãèäðîôóðàí. Èäåíòèôèêàöèþ è êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå âûñâîáîæäàåìûõ
àìèíîêèñëîò ïðîâîä ò â ñðàâíåíèè ñ HPLC-ïðîôèëåì OPA-ïðîèçâîäíûõ ñòàíäàðòíûõ
àìèíîêèñëîò.

Ðåçóëüòàòû C-òåðìèíàëüíîãî ñåêâåíèðîâàíè  ÈÔÍ α- n3a, RP - HPLC-ïèêîâ è
ïîäòèïîâ α- ÈÔÍ ñóììèðîâàíû â òàáë. 14.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èäåíòèôèöèðóþò íà îñíîâå ïîð äêà ïî âëåíè  è ðàñïîëîæåíè 
îòäåëüíûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Íàïðèìåð, ãëóòàìèíîâà  êèñëîòà ïî âë åòñ  è
ðàñïîëàãàåòñ  ðàíüøå, ÷åì äðóãèå è, ñëåäîâàòåëüíî, îíà  âë åòñ  ïåðâûì
àìèíîêèñëîòíûì îñòàòêîì C-êîíöà. Â äðóãèõ öèêëàõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âû âë þòñ  ïî
àíàëîãè÷íîìó ïðèíöèïó. Â ñëó÷àå íåôðàêöèîíèðîâàííîãî α- ÈÔÍ, îñíîâíà  C-
òåðìèíàëüíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îïðåäåë åòñ  êàê Leu-Arg-(Ser/Arg)-Lys-Glu [SEQ ID NO:
2].
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Äë  ñðàâíåíè  òåîðåòè÷åñêè îæèäàåìûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîäòèïîâ α- ÈÔÍ òîæå
ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 14. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ïîêàçûâàþò, ÷òî îñíîâíà  C-êîíöåâà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ïèêîâ 1a è 1b òàê æå, êàê è äë  íåôðàêöèîíèðîâàííîãî
èíòåðôåðîíà, ñõîäíà ñ òàêîâîé ÈÔÍ -α 2b. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
íåôðàêöèîíèðîâàííûé èíòåðôåðîí è áåëêè ïèêîâ 1a è 1b ñîäåðæàò èíòàêòíóþ
êàðáîêñèòåðìèíàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Èñïîëüçóåìûé çäåñü ìåòîä C-òåðìèíàëüíîãî
ñåêâåíèðîâàíè  çíà÷èòåëüíî ìåíåå ÷óâñòâèòåëåí, ÷åì N-òåðìèíàëüíîå ñåêâåíèðîâàíèå.
Êàêèå-ëèáî ìèíèìàëüíûå ðàçëè÷è  â ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ ìîãóò áûòü è íå îáíàðóæåíû.
Íàïðèìåð, C-òåðìèíàëüíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÈÔÍ α- 8 (Leu-Lys-Ser-Lys-Glu [SEQ ID
NO:3] íå âû âë åòñ  â ïðèñóòñòâèè îñíîâíîé C-òåðìèíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ÈÔÍ -α 2b (Leu-Arg-Ser-Lys-Glu) [SEQ ID NO:4] ïðè òîì, ÷òî ýòè äâå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ðàçëè÷àþòñ  òîëüêî â öèêëå -4. Ïðèñóòñòâèå ìèíîðíûõ
èíòåðôåðîíîâûõ êîìïîíåíòîâ ñ ðåäóöèðîâàííûìè C-êîíöàìè íå âû âë åòñ , åñëè
ñîäåðæàíèå ýòèõ êîìïîíåíòîâ ñîñòàâë åò ìåíåå 20%.

Ïðèìåð 7. Ñòàäè  1 èññëåäîâàíèé òîêñè÷íîñòè.
Ïåðâóþ ñòàäèþ èññëåäîâàíèé òîêñè÷íîñòè ÈÔÍ α- n3a ïðîâîä ò íà 20 äîáðîâîëüöàõ ñ

àñèìïòîìàòè÷åñêîé ÂÈ×-èíôåêöèåé, â êðîâè êîòîðûõ ñîäåðæàíèå CD4+ T-êëåòîê
ñîñòàâë åò ≥400/ìì3. Êîìïîçèöè  ÈÔÍ α- n3a äî ñîîòâåòñòâóþùåãî äîçèðîâàííîãî
ðàçâåäåíè  ñîäåðæèò 5 ÌÅä/ìë ÈÔÍ α- n3a â 3,3 ìã ôåíîëà, 1 ìã àëüáóìèíà ÷åëîâåêà,
PBS, pH 7, 8,0 ìã/ìë NaCl, 1,74 ìã/ìë äâóõîñíîâíîãî ôîñôàòà íàòðè , 0,2 ìã/ìë
ìîíîîñíîâíîãî ôîñôàòà êàëè  è 0,2 ìã/ìë õëîðèäà êàëè .

Ýòó êîìïîçèöèþ ïðèìåí þò ïîäêîæíî 3 ðàçà â íåäåëþ (ïîíåäåëüíèê, ñðåäà è ï òíèöà) â
òå÷åíèå 3-6 ìåñ öåâ â ñëåäóþùèõ äîçàõ: 5 ÷åëîâåê ïî 1 ìëí. ÌÅä/äîçó, 10 ÷åëîâåê ïî
2,5 ìëí. ÌÅä/äîçó â òå÷åíèå ïåðâîé íåäåëè è çàòåì 5 ìëí. ÌÅä/äîçó è 5-è áîëüíûì
ââîä ò èõ ìàêñèìàëüíî òîëåðàíòíóþ äîçó. Áîëüíûõ íàáëþäàþò â êëèíèêå â òå÷åíèå ïåðâîé
íåäåëè ïðîâåäåíè  ëåêàðñòâåííîé òåðàïèè.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ïðèâåäåíû íèæå â òàáë. 15. ÈÔÍ α- n3a îáëàäàåò õîðîøåé
òîëåðàíòíîñòüþ ïðè äîçàõ ≤17,5 ìëí. Åä. Ïî-ñóùåñòâó, íå íàáëþäàëîñü ëèõîðàäêè èëè
ïðîñòóäîïîäîáíûõ ñèìïòîìîâ, ïðèçíàêîâ æåëóäî÷íî-êèøå÷íûõ çàáîëåâàíèé, à òàêæå
êîæíûõ âûñûïàíèé. Ëàáîðàòîðíûå èññëåäîâàíè  îáùåãî êîëè÷åñòâà ëåéêîöèòîâ,
ãðàíóëîöèòîâ è òðîìáîöèòîâ ïîêàçàëè ðåçóëüòàòû, ëåæàùèå â ïðåäåëàõ íîðìû, â
ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáîâàíè ìè ÂÎÇ. Ó áîëüøèíñòâà áîëüíûõ îáíàðóæèâàëèñü
äîïîëíèòåëüíûå ìàðêåðû α-èíòåðôåðîíîâîé àêòèâíîñòè (óâåëè÷åííà  ýêñïðåññè 
àíòèãåíîâ ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòèìîñòè êëàññà 1 íà ïîâåðõíîñòè ëåéêîöèòîâ
êðîâè, èíäóöèðîâàíè  α- ÈÔÍ ýêñïðåññè  ãåíîâ).

×àñòîòà âîçíèêíîâåíè  ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ è àíîìàëèè ëàáîðàòîðíûõ èññëåäîâàíèé, î
êîòîðûõ ñîîáùàëîñü â îòíîøåíèè ðåêîìáèíàíòíîãî α- èíòåðôåðîíà, íå íàáëþäàëèñü äë 
ýêâèâàëåíòíûõ äîç çà âëåííîé ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ êîìïîçèöèè. Ýòà
íåîáõîäèìà  áåçîïàñíîñòü è òîëåðîãåííîñòü â ñî÷åòàíèè ñ óáåäèòåëüíûì äîêàçàòåëüñòâîì
in vitro àíòèâèðóñíîé àêòèâíîñòè ìåíåå î÷èùåííîãî ïðîäóêòà, ðàíåå èñïîëüçóåìîãî â
êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíè õ è îïèñàííîãî êàê ÈÔÍ α- n3 [ñì. Alferon A, âêëàäûø,
ïðèëàãàåìûé ê óïàêîâêå, Interferon Sciences, Inc., New Gersey], ñâèäåòåëüñòâóåò î
âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíè  â òåðàïèè çà âëåííîé êîìïîçèöèè êàê ýôôåêòèâíîãî è â
äîñòàòî÷íîé ñòåïåíè áåçîïàñíîãî àíòèâèðóñíîãî ñðåäñòâà.

Äë  òîãî, ÷òîáû ïîêàçàòü ïîðàçèòåëüíûå ïðåèìóùåñòâà çà âëåííîé êîìïîçèöèè (åå
÷ðåçâû÷àéíî íèçêóþ òîêñè÷íîñòü) íàä äðóãèìè èçâåñòíûìè α- èíòåðôåðîíîâûìè
êîìïîçèöè ìè, ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ïî èññëåäîâàíèþ òîêñè÷íîñòè â ñðàâíåíèè ñî
ìíîãèìè äðóãèìè îïèñàííûìè ïðåïàðàòàìè ÈÔÍ -α (ïðèðîäíûìè, ðåêîìáèíàíòíûìè è
ïîëó÷åííûìè ñ ïîìîùüþ êëåòîê) ïðèâåäåíû â òàáë. 16. Äë  îáëåã÷åíè  ñðàâíåíè 
ÈÔÍ α- n3a ñðàâíèâàþò ñ íåñêîëüêèìè α- ÈÔÍ, òàê æå êàê è ñ β- è γ- èíòåðôåðîíàìè,
îïèñàííûìè ïî îòäåëüíîñòè â íèæå ïðèâåäåííûõ èñòî÷íèêàõ èíôîðìàöèè. Â òàáë. 16
íîìåðà ññûëîê ñîîòâåòñòâóþò ñëåäóþùåìó ñïèñêó:
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8. T.Taguchi, Cancer, 57: 1705 (1986).
9. R.M.Bukowski et al., Cancer Research, 51: 836 (1991).
10. H.G.Klingemann et al., Blood, 78: 3306 (1991).
11. Roferon® A, PDR 2006 (1993).
12. Intron® A PDR 2194 (1993).
13. R.J. Wells et al., J. Interferon Res., 8: 309 (1988).
14. G.J.Jones et al., Canser, 57: 1709 (1986).
15. Alferon® N Injection, Package Insert.
Ïðèìåð 8. Àêòèâíîñòü èíòåðôåðîíà α- ï3à â îòíîøåíèè ÂÈ×-1.
Èçâåñòíî, ÷òî èíòåðôåðîíû êàê in vivo, òàê è in vitro îáëàäàþò àíòèâèðóñíîé

àêòèâíîñòüþ. Òèïû ÈÔÍ α- n3a òåñòèðóþò íà àíòèâèðóñíóþ àêòèâíîñòü â ñåðèè
ýêñïåðèìåíòîâ ñ âèðóñîì èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà òèïà 1 (ÂÈ×-1). Îòíîñèòåëüíóþ
àêòèâíîñòü ÈÔÍ α- n3a ñðàâíèâàþò ñ àêòèâíîñòüþ äâóõ ðåêîìáèíàíòíûõ ôîðì àëüôà-
èíòåðôåðîíà (ÈÔÍ α-/  2a è ÈÔÍ α- 2b).

A. Êëåòî÷íà  êóëüòóðà è èññëåäîâàíè  îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû.
Êëåòêè, èñïîëüçóåìûå â ýòèõ èññëåäîâàíè õ, ïðåäñòàâë þò ñîáîé íîðìàëüíûå

ìîíîöèòû ÷åëîâåêà, ïîëó÷åííûå èç ôðàêöèè ìîíîíóêëåàðíûõ ïåðèôåðè÷åñêèõ êëåòîê,
ñåðîíåãàòèâíûõ â îòíîøåíèè ÂÈ× è âèðóñà ãåïàòèò B äîíîðîâ. Êëåòêè ïîëó÷àþò â
ðåçóëüòàòå çàáîðà ëåéêîöèòîâ, î÷èñòêè è ïîäñ÷åòà ìîíîíóêëåàðîâ èç îáîãàùåííîé
ëåéêîöèòàìè ôðàêöèè êëåòîê êðîâè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öåíòðèôóãè, îñíàùåííîé
ýëþòðèàòîðîì. Â êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè îáíàðóæèâàåòñ  áîëåå 98% ìîíîöèòîâ, êîòîðûå
êóëüòèâèðóþò â âèäå ïðèêðåïëåííîãî ìîíîñëî  (1,5 , 105 êë/ìë) â ñðåäå ÄÌÅÌ (Gibco,
Grand Island, N J) ñ äîáàâëåíèåì 10%-íîé èíàêòèâèðîâàííîé íàãðåâàíèåì ñûâîðîòêè êðîâè
÷åëîâåêà, ñîäåðæàùåé àëüáóìèí, 50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà è 1000 Åä/ìë âûñîêîî÷èùåííîãî
ðåêîìáèíàíòíîãî ìàêðîôàãàëüíîãî êîëîíèåñòèìóëèðóþùåãî ôàêòîðà (M-CSF, FAP-809,
Cetus Corp., Emeryville, CA). Âî âñåõ êîìïîíåíòàõ êóëüòóðàëüíîé ñðåäû ïðè
òåñòèðîâàíèè íå îáíàðóæåíà êîíòàìèíàöè  ýíäîòîêñèíàìè.

Ïðèêðåïèâøèåñ  ìîíîöèòû êóëüòèâèðóþò â òå÷åíèå 7 äíåé â îòñóòñòâèè èíòåðôåðîíà äî
âíåñåíè  òðîïíîãî ïî îòíîøåíèþ ê ýòèì êëåòêàì ÂÈ×-1 øòàììà ÀÄÀ. Èíôèöèðîâàííûå
êëåòêè èíêóáèðóþò äî ÷åòûðåõ íåäåëü â îòñóòñòâèè èëè ïðè äîáàâëåíèè èíòåðôåðîíà.
Êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó íàïîëîâèíó çàìåí þò êàæäûå 2 - 3 äí .

Èíòåðôåðîí, èñïîëüçóåìûé â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ, èìååò ðàçëè÷íîå ïðîèñõîæäåíèå è,
ñëåäîâàòåëüíî, åãî ïðåäâàðèòåëüíî òèòðóþò ïðîòèâ äðóãèõ âèðóñîâ, à èìåííî âèðóñà
âåçèêóë ðíîãî ñòîìàòèòà (BBC), ìåòîäîì ÖÏÄ ñ ïîìîùüþ êëåòîê MDBK. Ïðè ýòîì äë 
îïèñûâàåìûõ èññëåäîâàíèé òèòð èíòåðôåðîíà â àíòèâèðóñíûõ åäèíèöàõ äîëæåí
ñîîòâåòñòâîâàòü òèòðó èíòåðôåðîíà â åäèíèöàõ íà ìë êóëüòóðû.

Êîãäà ÈÔÍ äîáàâë þò â îäíî âðåì  ñ âèðóñîì èëè íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä íèì,
îáíàðóæèâàåòñ  äîçîçàâèñèìîå èíãèáèðîâàíèå ïðîäóêöèè ÂÈ× ïîä âëè íèåì
èíòåðôåðîíà.

Â óêàçàííûõ ýêñïåðèìåíòàõ äë  êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  óðîâí  âèðóñíîé
ýêñïðåññèè èñïîëüçóåòñ  îáðàòíà  òðàíñêðèïòàçà ÂÈ×-1 èç ðåïëèöèðóþùèõñ  êëåòî÷íûõ
êóëüòóð. Æèäêèå ïðîáû êóëüòóðàëüíîé ñðåäû ñîáèðàþò â ðàçëè÷íûå âðåìåííûå
ïðîìåæóòêè è çàòåì äîáàâë þò â ðåàêöèîííóþ ñìåñü, ñîñòî ùóþ èç 0,05%-íîãî Íîíèäåòà
P-40 (Sigma Chemical Co), 10 ìêë/ìë ïîëè(A), 0,25 ÅÄ/ìë îäíîãî (dT (Pharmacia,
Piscataway, NJ), 5 ìÌ äèòèîòðåèòîëà (Pharmacia), 150 ìÌ KCCl, 15 ìÌ MgCl2 è 3H-dTTP (2
Êè/ììîëü Amersham Corp., Arlington) â òðèñ-HCCl-áóôåðå (pH 7,9) è îñòàâë þò íà 24 ÷
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ïðè 37oC. Ïîãëîùåííóþ ðàäèîàêòèâíîñòü ïðåöèïèòèðóþò õîëîäíîé òðèõëîðóêñóñíîé
êèñëîòîé, îòìûâàþò è ñîáèðàþò ñ àâòîìàòè÷åñêîãî õàðâåñòåðà êëåòîê (Skatron Inc.,
Sterling, VA íà ñòåêë ííûå ôèëüòðîâàëüíûå äèñêè. Óðîâåíü ðàäèîàêòèâíîñòè èçìåð þò íà
æèäêîñòíîì ñöèíòèëë òîðíîì ñ÷åò÷èêå.

Á. Ñðàâíèòåëüíîå äåéñòâèå èíòåðôåðîíîâ íà ÂÈ×-1 ADA, êîòîðûì èíôèöèðîâàíû
êóëüòóðû ìîíîöèòîâ.

Äîçàâèñèìûå ýôôåêòû ÈÔÍ α- n3a èññëåäóþò in vitro íà ÂÈ×-1-èíôèöèðîâàííûõ
ìîíîöèòàõ â ñðàâíåíèè ñ äâóì  äðóãèìè èçâåñòíûìè ïðåïàðàòàìè, à èìåííî
ðåêîìáèíàíòíûì ÈÔÍ α- 2a ( Roferon® A, Hoffman-La Roche, Nutley) è ðåêîìáèíàíòíûì
ÈÔÍ α- 2b ( Intron® A, Schering Plough, Kenilworth, NJ). Âîçðàñòàþùèå äîçû èíòåðôåðîíà
(0 - 500 Åä/ìë) äîáàâë þò ê ìîíîöèòàì, èíôèöèðîâàííûì ÂÈ×-1ADA (ìíîæåñòâåííîñòü
çàðàæåíè  ñîñòàâë åò 0,01) è èíêóáèðóþò â òå÷åíèå 12 äíåé. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé
ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 17. Îíè ïðåäñòàâë þò ñîáîé óñðåäíåííûå äàííûå òðåõ
ýêñïåðèìåíòîâ è ïîêàçûâàþò, ÷òî îò äîçû ê äîçå ÈÔÍ α- n3a óâåëè÷èâàåò ñâîþ
èíãèáèðóþùóþ àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè ÂÈ×-1-èíôèöèðîâàííûõ ìîíîöèòîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ
äâóì  äðóãèìè ïðåïàðàòàìè ðåêîìáèíàíòíîãî èíòåðôåðîíà.

Ýòè ýêñïåðèìåíòû ïîâòîð ëè ìíîãî ðàç äë  ïîëó÷åíè  äîñòîâåðíûõ ðåçóëüòàòîâ.
Ïîëó÷åííûå äàííûå ñóììèðîâàíû â òàáë. 18.

Ïðèâåäåííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ÈÔÍ α- n3a â 10 ðàç áîëåå
ýôôåêòèâåí, ÷åì ÈÔÍ α- 2b, è ïðèìåðíî â 100 ðàç áîëåå ýôôåêòèâåí, ÷åì ÈÔÍ α- 2a, â
äàííûõ èññëåäîâàíè õ. Ýòî íàáëþäàåòñ  äàæå ïîñëå ïðèâåäåíè  îòíîñèòåëüíîé
êîíöåíòðàöèè èíòåðôåðîíîâ êàæäîãî ïðåïàðàòà ê òîìó æå ñàìîìó òèòðó, êîòîðûé áûë
îïðåäåëåí â èññëåäîâàíè õ ÖÏÄ, êàê îïèñàíî âûøå.

Â. Èññëåäîâàíèå àêòèâíîñòè ÈÔÍ α- n3a â îòíîøåíèè ÂÈ×-1.
Â êà÷åñòâå ïðåïàðàòîâ ÈÔÍ α- n3a, îáëàäàþùèõ ïîâûøåííîé àêòèâíîñòüþ â îòíîøåíèè

èíöèôèðîâàííûõ ÂÈ×-1 êóëüòóð ìîíîöèòîâ, èñïîëüçóþò ôðàêöèîíèðîâàííûå ïèêè ÈÔÍ α-
n3a, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ îáðàòíî-ôàçîâîé HPLC. ÈÔÍ α- n3a ôðàêöèîíèðóþò íà RP-
HPLC-êîëîíêå, êàê îïèñàíî âûøå, è êàæäûé ïèê, ñîäåðæàùèé àêòèâíîñòü ÈÔÍ, òèòðóþò íà
àíòèâèðóñíóþ àêòèâíîñòü (ïî îòíîøåíèþ ê BBC) â èññëåäîâàíèè ÖÏÄ íà êëåòêàõ MDBK äë 
ïðèâåäåíè  ê òîìó æå ñàìîìó òèòðó, ïðåæäå ÷åì èñïîëüçóþò â îïèñûâàåìûõ
ýêñïåðèìåíòàõ. Ïîñëå ñòàíäàðòèçàöèè ÖÏÄ-òèòðà èññëåäóþò ïèêè (a + b), 2, 3, 4, 5 è 6.
Â êàæäîì èññëåäîâàíèè èñïîëüçóþò 100 ÌÅä/ìë ÈÔÍ àêòèâíîñòè ïðè ìíîæåñòâåííîñòè
çàðàæåíè  ÂÈ×-1 ≤ 0,02. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 19.

Ïðèâåäåííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî îñíîâíà  àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè ÂÈ×-1
àññîöèèðîâàíà ñ òèïàìè ÈÔÍ, êîòîðûå ñîäåðæàòñ  â RP-HPLC-ïèêàõ 2 è 6, ïðè÷åì ïèêè 3,
4, 5 èìåþò äîñòàòî÷íî ñèëüíóþ íî âñå-òàêè ìåíüøóþ àêòèâíîñòü. Èíòåðåñíî è íåîæèäàííî
îáíàðóæåíèå òîãî ôàêòà, ÷òî òèïû ÈÔÍ â ïèêå 1 èìåþò íàèìåíüøóþ àêòèâíîñòü â
îòíîøåíèè ðåòðîâèðóñîâ ñðåäè âñåõ òèïîâ ÈÔÍ α- n3a. Â ýòîì ïèêå òèïû èíòåðôåðîíà
îòíîñ òñ  ê ÈÔÍ α- 2 (b/c). Ýòèì îáú ñí åòñ  íèçêà  àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè ÂÈ×-1 êàê
ÈÔÍ α- 2a, òàê è ÈÔÍ α- 2b, ÷òî îïèñàíî âûøå.

Â òî âðåì  êàê çäåñü ïîäðîáíî îïèñàíû íåêîòîðûå âîçìîæíûå ïóòè îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè , ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè èññëåäîâàíè  ïðåäåëüíî  ñíî, ÷òî ìîãóò
ñóùåñòâîâàòü ìíîãî÷èñëåííûå âàðèàíòû è ìîäèôèêàöèè ïðåäëîæåííûõ òåõíè÷åñêèõ
ðåøåíèé. Òàêèì îáðàçîì, ïðåäëîæåííîå èçîáðåòåíèå íå îãðàíè÷èâàåòñ  êàêèì-ëèáî
äåòàëüíî îïèñàííûì âàðèàíòîì åãî îñóùåñòâëåíè  è îïðåäåë åòñ  íå òîëüêî ïðèâåäåííîé
íèæå ñîâîêóïíîñòüþ ñóùåñòâåííûõ ïðèçíàêîâ.

Îïèñàíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
(1) Îñíîâíà  èíôîðìàöè :
(i) Çà âèòåëü:
Testa, Douglas
Liao, Mei-June
Ferencz-Biro, Katalin
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Rashidbaigi, Abbas
Di Paola, Mario
Padhye, Manisha
(ii) Íàçâàíèå èçîáðåòåíè : Óëó÷øåííûå àëüôà-èíòåðôåðîíîâûå êîìïîçèöèè è ñïîñîá èõ

ïîëó÷åíè  ñ ïîìîùüþ ëåéêîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà
(iii) Êîëè÷åñòâî ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé : 22
(iv) Àäðåñ äë  ïåðåïèñêè:
(À) Àäðåñàò: Howson and Howson
(Á) Óëèöà: Spring House Corporate Center P.O. Box 457
(Â) Ãîðîä: Ñïðèíãõàóñ
(Ã) Øòàò: Ïåíñèëüâàíè 
(Ä) Ñòðàíà: ÑØÀ
(Å) Ïî÷òîâûé êîä: 19477
(v) Ôîðìà äë  êîìïüþòåðíîé îáðàáîòêè:
(À) Íîñèòåëü èíôîðìàöèè: ãèáêèé äèñê
(Á) Êîìïüþòåð: IBM-ñîâìåñòèìûé
(Â) Îïåðàöèîííà  ñèñòåìà: PC-DOS/MS-DOS
(Ã) Ïðîãðàììà: Patent In Release 1, âåðñè  1,25
(vi) Òåêóùèå äàííûå çà âêè:
(À) Íîìåð çà âêè:
(Á) Äàòà ïîäà÷è çà âêè:
(Â) Êëàññèôèêàöè :
(vii) Ïðåäøåñòâóþùèå äàííûå çà âêè:
(À) Íîìåð çà âêè: VS 07/835,030
(Á) Äàòà ïîäà÷è çà âêè: 10.02.92
(viii) Èíôîðìàöè  î ïàòåíòíîì ïîâåðåííîì:
(À) Èì : Bak, Mary E.
(Á) Ðåãèñòðàöèîííûé íîìåð: 31,215
(Â) Íîìåð äë  ññûëêè: NPO92USA
(ix) Èíôîðìàöè  î êàíàëàõ ñâ çè:
(A) Òåëåôîí: 215-540-9206
(Á) Òåëåôàêñ: 215-540-5818
(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO: 1:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 13 àìèíîêèñëîò
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíà  ïðèðîäà: ïðîòåèí
(ix) Îñîáåííîñòè:
(À) Êëþ÷åâîå ñëîâî: ó÷àñòîê
(Á) Ðàñïîëîæåíèå: 2
(Â) Äðóãà  èíôîðìàöè : (note = ýòà àìèíîêèñëîòà ìîæåò áûòü Cys)
(ix) Îñîáåííîñòè:
(À) Êëþ÷åâîå ñëîâî: ó÷àñòîê
(Á) Ðàñïîëîæåíèå: 10
(Â) Äðóãà  èíôîðìàöè : (note = ýòà àìèíîêèñëîòà ìîæåò áûòü Thr)
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 1:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 02:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 5 àìèíîêèñëîò
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
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(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíà  ïðèðîäà: ïðîòåèí
(ix) Îñîáåííîñòè:
(À) Êëþ÷åâîå ñëîâî: ó÷àñòîê
(Á) Ðàñïîëîæåíèå: 3
(Â) Äðóãà  èíôîðìàöè : (note = ýòà àìèíîêèñëîòà ìîæåò áûòü Arg)
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 2:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 3:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 5 àìèíîêèñëîò
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : ëèíåéíà 
(ii) Ìîëåêóë ðíà  ïðèðîäà: ïðîòåèí
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 3:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 4:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 5 àìèíîêèñëîò
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíà  ïðèðîäà: ïðîòåèí
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 4:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 5:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 34 àìèíîêèñëîòû
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíà  ïðèðîäà: ïðîòåèí
(ix) Îñîáåííîñòè:
(À) Êëþ÷åâîå ñëîâî: ó÷àñòîê
(Á) Ðàñïîëîæåíèå: 1
(Â) Äðóãà  èíôîðìàöè : (note = ýòà àìèíîêèñëîòà ìîæåò áûòü Cys)
(ix) Îñîáåííîñòè:
(À) Êëþ÷åâîå ñëîâî: ó÷àñòîê
(Á) Ðàñïîëîæåíèå: 11
(Â) Äðóãà  èíôîðìàöè : (note = ýòà àìèíîêèñëîòà ìîæåò áûòü Ser)
(ix) Îñîáåííîñòè:
(À) Êëþ÷åâîå ñëîâî: ó÷àñòîê
(Á) Ðàñïîëîæåíèå: 14
(Â) Äðóãà  èíôîðìàöè : (note = ýòà àìèíîêèñëîòà ìîæåò áûòü Thr)
(ix) Îñîáåííîñòè:
(À) Êëþ÷åâîå ñëîâî: ó÷àñòîê
(Á) Ðàñïîëîæåíèå: 16
(Â) Äðóãà  èíôîðìàöè : (note = ýòà àìèíîêèñëîòà òàêæå ìîæåò áûòü Met)
(ix) Îñîáåííîñòè:
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(À) Êëþ÷åâîå ñëîâî: ó÷àñòîê
(Á) Ðàñïîëîæåíèå: 19
(Â) Äðóãà  èíôîðìàöè : (note = ýòà àìèíîêèñëîòà òàêæå ìîæåò áûòü Gly)
(ix) Îñîáåííîñòè:
(À) Êëþ÷åâîå ñëîâî: ó÷àñòîê
(Á) Ðàñïîëîæåíèå: 22
(Â) Äðóãà  èíôîðìàöè : (note = ýòà àìèíîêèñëîòà òàêæå ìîæåò áûòü Gly)
(ix) Îñîáåííîñòè:
(À) Êëþ÷åâîå ñëîâî: ó÷àñòîê
(Á) Ðàñïîëîæåíèå: 27
(Â) Äðóãà  èíôîðìàöè : (note = ýòà àìèíîêèñëîòà òàêæå ìîæåò áûòü Pro)
(ix) Îñîáåííîñòè:
(À) Êëþ÷åâîå ñëîâî: ó÷àñòîê
(Á) ðàñïîëîæåíèå: 29
(Â) Äðóãà  èíôîðìàöè : (note = ýòà àìèíîêèñëîòà òàêæå ìîæåò áûòü Cys)
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 5:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO6:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 34 àìèíîêèñëîòû
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíûé òèï: ïðîòåèí
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO6:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 7:
(ii) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 34 àìèíîêèñëîòû
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíûé òèï: ïðîòåèí
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 7:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 8:
(ii) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 34 àìèíîêèñëîòû
(Â) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
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(ii) Ìîëåêóë ðíûé òèï: ïðîòåèí
(ix) Îñîáåííîñòè:
(À) Êëþ÷åâîå ñëîâî: ó÷àñòîê
(Á) Ðàñïîëîæåíèå: 11
(Å) Äðóãà  èíôîðìàöè : (note = ýòà àìèíîêèñëîòà ìîæåò òàêæå áûòü Ser)
(ix) Îñîáåííîñòè:
(À) Êëþ÷åâîå ñëîâî: ó÷àñòîê
(Á) Ðàñïîëîæåíèå: 22
(Â) Äðóãà  èíôîðìàöè : (note = ýòà àìèíîêèñëîòà ìîæåò òàêæå áûòü Arg)
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 8:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 9:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 34 àìèíîêèñëîòû
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíûé òèï: ïðîòåèí
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 9:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 10:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 34 àìèíîêèñëîòû
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíûé òèï: ïðîòåèí
(xi) Îñîáåííîñòè:
(À) Êëþ÷åâîå ñëîâî: ó÷àñòîê
(Á) Ðàñïîëîæåíèå: 22
(Â) Äðóãà  èíôîðìàöè : (note = ýòà àìèíîêèñëîòà ìîæåò áûòü Gly
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 10:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 11:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 34 àìèíîêèñëîòû
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ix) Îñîáåííîñòè:
(À) Êëþ÷åâîå ñëîâî: ó÷àñòîê
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(Á) Ðàñïîëîæåíèå: 10
(Â) Äðóãà  èíôîðìàöè : (note = ýòà àìèíîêèñëîòà ìîæåò òàêæå áûòü Arg
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 11:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 12:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 34 àìèíîêèñëîòû
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíûé òèï: ïðîòåèí
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 12:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 13:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 5 àìèíîêèñëîò
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíûé òèï: ïðîòåèí
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 13:

(À) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 14:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 5 àìèíîêèñëîò
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíûé òèï: ïðîòåèí
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 14:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 15:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 5 àìèíîêèñëîò
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíûé òèï: ïðîòåèí
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 15:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 16:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 5 àìèíîêèñëîò
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(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíûé òèï: ïðîòåèí
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 16:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 17:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 5 àìèíîêèñëîò
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíûé òèï: ïðîòåèí
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 17:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 18:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 5 àìèíîêèñëîò
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíûé òèï: ïðîòåèí
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 18:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 19:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 5 àìèíîêèñëîò
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíûé òèï: ïðîòåèí
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 19:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 20:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 5 àìèíîêèñëîò
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíûé òèï: ïðîòåèí
(ix) Îñîáåííîñòè:
(À) Êëþ÷åâîå ñëîâî: ó÷àñòîê
(Á) Ðàñïîëîæåíèå: 3
(Â) Äðóãà  èíôîðìàöè : (note = ýòà àìèíîêèñëîòà òàêæå ìîæåò áûòü Arg)
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 20:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 21:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 5 àìèíîêèñëîò
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
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(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíûé òèï: ïðîòåèí
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 21:

(2) Èíôîðìàöè  î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 22:
(i) Õàðàêòåðèñòèêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:
(À) Äëèíà: 5 àìèíîêèñëîò
(Á) Òèï: àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
(Â) Êîëè÷åñòâî öåïåé: íåèçâåñòíî
(Ã) Òîïîëîãè : íåèçâåñòíà
(ii) Ìîëåêóë ðíûé òèï: ïðîòåèí
(xi) Ñòðóêòóðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO 22:

(

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Êîìïîçèöè  àëüôà-èíòåðôåðîíà, ïîëó÷àåìà  èç ëåéêîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè

÷åëîâåêà, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî â îñíîâíîì ñîñòîèò èç ñìåñè èíòåðôåðîíà òèïîâ α2
è 8α8 è èõ àëëåëåé è ïî êðàéíåé ìåðå îäíîãî òèïà èíòåðôåðîíà, âûáðàííîãî èç ãðóïïû,
âêëþ÷àþùåé α4, α7, α10, α16, α17 è α21 è èõ àëëåëè, à òàêæå ôàêóëüòàòèâíîãî
ôàðìàêîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìîãî íîñèòåë , ïðè÷åì óêàçàííà  êîìïîçèöè  õàðàêòåðèçóåòñ 
óðîâíåì òîêñè÷íîñòè ïî îòíîøåíèþ ê áîëüíûì ëþä ì, êîòîðûé ñóùåñòâåííî ñíèæåí ïî
ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè êîìïîçèöè ìè, ñîäåðæàùèìè èíäèâèäóàëüíûå òèïû èíòåðôåðîíà
èëè ñìåñè äðóãèõ òèïîâ èíòåðôåðîíà.

2. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî èìååò ñîäåðæàíèå óãëåâîäîâ â äèàïàçîíå
1 - 6 ìîëü ñàõàðà íà 1 ìîëü èíòåðôåðîíîâîãî áåëêà, ïî êðàéíåé ìåðå ÷èñòîòó
èíòåðôåðîíîâûõ áåëêîâ ÷åëîâåêà 95%, ïðèáëèçèòåëüíóþ ìîëåêóë ðíóþ ìàññó 1600 -
27000 äàëüòîí è ïî êðàéíåé ìåðå îäíó N-òåðìèíàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç
ïðèâåäåííûõ â òàáë.10, è ïî êðàéíåé ìåðå îäíó èç Ñ-òåðìèíàëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé,
ïðèâåäåííûõ â òàáë.14.

3. Êîìïîçèöè  ïî ï.1, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî õàðàêòåðèçóåòñ  ãèäðîôîáíîñòüþ, êîòîðóþ
èçìåð þò ïóòåì ýëþèðîâàíè  â 0,1%-íîé ÒÃÀ èç îáðàòíîôàçîâîé HPLC (Ñ4)-êîëîíêè â
ëèíåéíîì ãðàäèåíòå 40 - 60%-íîé êîíöåíòðàöèè àöåòîíèòðèëîâîãî ðàñòâîðèòåë  ñ
ïîëó÷åíèåì ïðîôèë  ýëþöèè ïðè ÎÍ280, ïîêàçàííîãî íà ôèã. 4, è îòíîñèòåëüíîãî
ïðîöåíòíîãî ñîäåðæàíè  ñåìè HPLC-ïèêîâ îò îáùåãî ïðîôèë  ýëþöèè, êîòîðîå óêàçàíî â
òàáë.4, ïðè÷åì óêàçàííà  êîìïîçèöè  èìååò ñîäåðæàíèå óãëåâîäîâ â äèàïàçîíå 1 - 6 ìîëü
ñàõàðà íà 1 ìîëü èíòåðôåðîíîâîãî áåëêà, ñïåöèôè÷åñêóþ àêòèâíîñòü îêîëî (1 - 10) x
10 8 Ìåä/ìã, îïðåäåë åìóþ â àíòèâèðóñíîì èññëåäîâàíèè in vitro ñ ïîìîùüþ êëåòîê
÷åëîâåêà è áûêà, N-òåðìèíàëüíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðèâåäåííûå â òàáë.10, è Ñ-
òåðìèíàëüíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðèâåäåííûå â òàáë.14.

4. Ïðèðîäíà  àëüôà-èíòåðôåðîíîâà  êîìïîçèöè , ïîëó÷àåìà  èç ëåéêîöèòîâ
ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî â îñíîâíîì ñîñòîèò èç àëüôà-
èíòåðôåðîíà áåëêà, êîòîðûé âûáèðàþò èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé òèïû
èíòåðôåðîíà α4, α7, α10, α16, α17 è α21 è èõ àëëåëè, à òàêæå èõ êîìáèíàöèè, è
ôàðìàêîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìîãî íîñèòåë , ïðè÷åì óêàçàííà  êîìïîçèöè , ïî ñóùåñòâó, íå
ñîäåðæèò α2 - òèïîâ èíòåðôåðîíà è õàðàêòåðèçóåòñ  àíòèâèðóñíîé àêòèâíîñòüþ in vitro,
ïðåâîñõîä ùåé òàêîâóþ α2 -èíòåðôåðîíà è/èëè åãî àëëåëåé.

5. Êîìïîçèöè  ïî ï.4, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî óêàçàííûé àëüôà-èíòåðôåðîíîâûé áåëîê
âûáèðàþò èç α8 -èíòåðôåðîíà è åãî àëëåëåé.

6. Êîìïîçèöè  ïî ï.4 èë 5, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî îíà ïðåäíàçíà÷åíà äë 
ïðèãîòîâëåíè  ôàðìàêîëîãè÷åñêîé êîìïîçèöèè äë  ëå÷åíè  âèðóñíîé èíôåêöèè ÷åëîâåêà.
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7. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  êîìïîçèöèè àëüôà-èíòåðôåðîíà, âêëþ÷àþùèé ïîëó÷åíèå
ëåéêîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ñîáèðàþò
ëåéêîöèòàðíóþ ïëåíêó ïîñëå ëèçèñà ýðèòðîöèòîâ, ñóñïåíäèðóþò ëåéêîöèòû äî ïëîòíîñòè (1
- 10) x 106 êëåòîê/ìë â ïîäõîä ùåé èíäóêöèîííîé ñðåäå ïðè pH îêîëî 7,4, îáîãàùåííîé L-
ãëóòàìèíîì, áèêàðáîíàòîì íàòðè , 0,1 - 1,5 ìã/ìë ñûâîðîòêè êðîâè ÷åëîâåêà, íå
ñîäåðæàùåé ãàììà-ãëîáóëèíîâ, ôàêóëüòàòèâíûìè âèòàìèíàìè B3 è/èëè Ñ è
ôàêóëüòàòèâíûìè ïîäõîä ùèìè àãåíòàìè, ñïîñîáíûìè èíãèáèðîâàòü ðîñò
ìèêðîîðãàíèçìîâ, äîáàâë þò ñûðîé èëè î÷èùåííûé èíòåðôåðîí â êà÷åñòâå ïðàéìåðà ê
ëåéêîöèòàì, ñóñïåíäèðîâàííûì â èíäóêöèîííîé ñðåäå, èíãèáèðóþò ñóñïåíçèþ äîñòàòî÷íîå
âðåì  ïðè òåìïåðàòóðå îêîëî 36oÑ ïðè ïåðåìåøèâàíèè, äîáàâë þò ê ñóñïåíçèè 50 - 500 ÃÀ
Åä/ìë âèðóñà Ñåíäàé, ñíîâà èíãèáèðóþò äîñòàòî÷íîå âðåì  ïðè òåìïåðàòóðå îêîëî 35oÑ
ïðè ïåðåìåøèâàíèè, öåíòðèôóãèðóþò äë  óäàëåíè  êëåòîê è êëåòî÷íûõ îñòàòêîâ, ñîáèðàþò
ñûðîé àëüôà-èíòåðôåðîí â êà÷åñòâå ïðîäóêòà áåç ðàçäåëåíè  îäíèõ òèïîâ àëüôà-
èíòåðôåðîíà îò äðóãèõ, ïðèñóòñòâóþùèõ â àëüôà-èíòåðôåðîíîâîé ñìåñè.

8. Ñïîñîá ïî ï.7, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî âêëþ÷àåò äàëüíåéøóþ ñòàäèþ ðàçâåäåíè 
ëåéêîöèòàðíîé ñóñïåíçèè ïîñëå ïîâòîðíîãî èíêóáèðîâàíè  ïðè òåìïåðàòóðå îêîëî 36oÑ
äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè îêîëî (1 - 5) x 106 êëåòîê íà 1 ìë â èíäóêöèîííîé ñðåäå.

9. Ñïîñîá ïî ï.7, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî îí äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò êîíöåíòðèðîâàíèå
ñìåñè ñûðîãî èíòåðôåðîíà â 10 - 100 ðàç, óäàëåíèå ïðèìåñåé, ñîäåðæàùèõñ  â ñûðîì
èíòåðôåðîíå, ïóòåì îñóùåñòâëåíè  àíòèòåëüíîé èììóíîàôôèííîé õðîìàòîãðàôèè
êîíöåíòðèðîâàííîé ñìåñè, èíêóáèðîâàíèå àôôèííî-î÷èùåííîãî èíòåðôåðîíà â êèñëîòå ïî
êðàéíåé ìåðå 2 äí  ïðè 4oÑ è äàëüíåéøóþ î÷èñòêó àôôèííî-î÷èùåííîãî èíòåðôåðîíà
ãåëü-ôèëüòðàöèîííîé õðîìàòîãðàôèåé.
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