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ческие }с19тки ].! давать вь1сокие 1и!рь1 при культивирова!'ии (более 101| б.титпкообразутоших

единиц в тгл (БФБ/тгл)[1]'
Фоновяая ияформашия о свойотвах и возможвоотях прип1ет1евия да!1!1ого типа векторов

получена для аденовируоа веловека 5 серотшпа (Ад5)' Ба его ооттове сконотру1!рова]{о отом_
ное количеотво реком6иваятвьтх аденовирусов. бо;тьш-тинство из которьтх исследов&11ось с

цель1о при\1ене11пя в качес1ве вакцив и ген!{о-терапевтичес(их агентов' 8 результате птвого_

ч!1сленвь1{ исследований, в то!, ']исле г!ред1ст1ппичеок{1х и кливичес(их) бьтло доказано, ято

рекоп:бинавтьте Ад5 безопасяьт и эффективвьт как для кивотнь1х' так и дл'! человека'

Безопасяость реко[{бинантньй Ад5 обеспечиваетоя в ос;|ов1{оь! полцьш1 ощав!'1чением цх

способности к разпптожению в клетках млекопита|оп{]х. 1акпе реттликативно_дефектяьте ви-

руоь] содержат делет1ито Б1 области, и дл'| !!х на'(оплен!''! в препаративньтх количеотвах

наиболее часто иоподьзуется опециа.'!ь}ад &петочвая лцвия \1Ё993 (эмбриова.пъного повет_

1]оло эпителия человека), коптпле;тентирутощая фуякции в1 области [2]'
однако в процеосе пассировавия рекомбинантяь!х Ад5 на данпой ли1{,{и клеток происхо_

дит образование ревертантов (репликативво_ком11етентньг. аденовирусов ' Р1сц.), за сче!' го_

птологивной рекомби1{аци1! между участками, флагткирутощими делецию в1 област{1 в соста_

ве геяома репликатив1:о_дефектного вируса гт Б1 область]о адевовируса' присутству1ощей в

геяоме клеток дияии нЁк 29з. это приводит к постепенпо!{у вь!тес!]енито рехоттбипаяттзь;х
Ад5 ревертавтами и' как следствие, к т'евоспро!1звод]мости результатов лабораторных ис-

оледова]{ий' Б ус-товиях же кру!]т1омасд]табньгх фартсацевтпнеских производств содерхание

ревертаптов в ког1ечяом прет1арате рекомбипантвого Ад5 определяется нормами Ё!А и птех_

дут{аРодвьгх фарптакопей, и превь1111еяие этих з1!ачеввй делает невозмохвьтм иопо,'тьзова|1ие

продукта в кливичеокой практике [3]'
для уста11ет1ия данного т]едостатка бь1ла создава !с1е'гочяая ливия Рет.€6, которая' так:ке

как и нвк29з, ст1особна комвлементировать ф}ткцию в1А !! в1Б белков, яо без образовавия

репдикативяо-компетентнь,х Ад5. Фдвако клетки данной ]!]виц характеризу|отся |,изкой

опособностью адаптац11'] к росту в 6ессьтвороточгтьгх среда,\. это являетоя оущественпь1м

ограничениеп! д:ш крупно-птасгштабньтх фармацевтическ1!х производств' так как содер'(ание в

среде компояентов чедовеческого или живот!1ого происхохден!1'| ведет к рио(у ковтап1ива_

ц}'и продукта (рекоптбипавтвого Ад5) разлиштьпли инфекционньгми агевтами' использова_

вие 
'(е 

даввой ливпи в ус'-1овигх вауч1'ьтх лабораторий не воегда бывает доступ|]о, так как
(леточная линия Ре!.€6 запатентована д использовавие ес лицеязировано'

Руководствуясь этим' бы,1а поставле11а цель создагтия (1ето''ной ли11ии' хоторая бь1ла бь1

",'"'б',' 
.'",'""",тг:ровать функт]ито белков в1 облас']и вирусного .енома без образовапия

репликат!{в!1о-коп{пе'гейтттьо< Ад5 и пригод1{ая для получен!1я препаратов рекомбивантнь;х
аденовирусов как в лабораторньтх условиях' так и в ус;товиях 6йР_производотв'

новь19 клеточнь]е линиц обьтчно создают ]ибо ва оонове первичт'ъл{ культ)р клеток' ли-

6о путем ттодификац!1й у)ке существу1ощих перевиваемых культур' так' соботвенво 'пинття

нвк'9з бь'1а п1;ц^т"'а 
" 

помошьто транофекции перви'*{ой кульцрь1 клеток фрагментиро-
вая!1ьтм геяомом аденовируоа [4]' ливия Ре1'с6 также получе1{а из перв!!чпой кульцрь1кле_

ток ретиноблаотов эттбриопа веловека. }1з перевиваемь1х культур для получе;{|{я клеточной

линии, о6еопетиватоцей размт{ожение репликативно_лефектт,ьг( Ад5, бьтли использованъ!

клетки ли1{ии нв[А (ливтти 6Б329, Ёе!а_Б1,[т&) и А549 (линия р106559)' Фднако ви одна

]'тз э'!'тх ди1]ий в настоящее время !1е 1{спо;1ьзу1отоя' так как нв!А и ее про1'1зводяь1е облада-

1от вьтоокой т}.морогет{ной активнооть!о, а ртс6559 - яизк]{м уров!теп{ прод)кции рекоп1би-

на1!тнътх А;{5 из-за отс)тствия экспрессии гева !1Б_55[)а.
д]]я введения фратментов гевома аденовируса в 1с'тетки о цельто получения ноььо( линий

чаото использовапись 11л!вп'1ид!{ь!е 1{овощукци!! [5]' в резу]ьтате э'гото получа!от отвоси_

тельпо п!а,1ое количество трансформированнь]х кдонов клеток' что затрудняет последу1ощ}то
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: а]и}о селекции, что в целом сгтихает вероятвость получения лияии клеток с зада1{г{ьц\1{1

:...йствапти''-"';;;;;;"'"-"* 
вь!1де, ваиболее эффетстт:вньпт способом доставт<и ч1:т1* :::::;

:::кой !вформации в кле'гки яв'!1я!отся вируснь|е векторь1' д']:"1у:: клето!1}{ь!х д1твигт

. ,^""'"щЁ" ,р-'" пр1!]меня1отоя векторь1 на освове ретровир) сов' это о-буслов]]сво цх опо-

::с1ностью ивтещироватьоя в !еяо\1 1!1етки и суцествовать в таком сос-тоя11ии достаточ[{о

_]1го. что и ио.1ользуется дл' созда1{1!я стабильньтх клеточвь1{ ли!тий' в настоящее время

::з,:1ань1,1!]опо-тьзу1отс'векторь11(:!кнаосновеоякоретровирусов'так-инаосвовелент,тви-
сов. Фднако примевецие о|]коретровирусов огр!!ничеяо их веспособвостью тра1{сдуц1!р_

.] ;;.;;;;.;" (цетки. [6]. 1*й" дл' о!{кореФовируояь1х векторов характерт1а !1изкая

::,фективность траяод''кц}!и ред1(о деш1щихоя клеток и весивхровиз1|ровавт{ь!х кульцр'

: (оторь1х кдетки ва{одятся !]а разнь1х отадиях клеточво!о цикла' поскольку !_|ентив!1русъ1

: ;равнеяии о о!!коретровирусами име1о1бо'1ее слото1ую организаци1о тенома' опи опособяьт

:.]нсдуцировать как делящиеся, '''" ! *"д"'^,"", {летки' €пособность лет1т!1вирусов эф_

3ктив11о тра!'одуцировать яедслящиеся ктетки о6уолов'теяа несколькими допо]1вительнь1ми

.,,.""""'','о".'т*!"', **'"'р*,' [7]' маФиксного бепка _ проАукта гена 6а9 [8]' вспомога_

:.:!пого протеина :/рт [91

кроме того !еяом леятив!{руоов содер)кит относитель!{о мевь1!]ее колпвество €р6 ди_

',.,'"'",'", 
чем гецо!1 о!1коретовирусов' что дедает их бо-пее устойвивьгм11 к 1сттеточвь1м

]:!а1'!1з\,ап1 додав]1еЁия э*",р""""'' поэтому доотавка гевов с по!1о1цью лентдвируоов

] ..;1ъше подходит для случаев) котда яеобходпма длительттая экспрессия трансгена' [10]
' 'Б']Б-'#";а 

рабойт 6ьтло получе1{ие ттодифицироваввой кдеточяой ли1{ии !та основе

.--еток адевокарцивомы легкото человека А5;19 с поп1ощь!о тРавсдукции рекомбивантньпти

-нтивируснь1ми ве(торами' веоущими гевьт в1А' в1в_19кда и Ё1Б_55к!а'

йатериаль:
клеточнь!е ''1пвпп
к.,."'-,*,","*'"293(эмбрионапьпойттовклвеловет<а),29зт,А549^(карцинома-цег(ого

.::'1овека), нст116 (карц!1но]!1а толотой киц]ки человека)' !61116/тта{€опА6а1 (карцивома

.]:1стой к'тц1ки че'овека, несуцФ' гея !-тшпактозидазь: т!9д кч1тролем р5з зав{оиь1ого про-

;;й ;;;;";;;;;; на оред" омвм' 
'одержащей 

10о о э[|бриовапьвой оь]воротки крови

:::ят. Бактериа.пьяъ|е |цтам'|!ь!

в оаботе использован ]абораторвь1й шта\1]!1 в5сьет|сь|а со1! )Ё5о' 1рансформаця1о кле_

' 
;#;;;;;;;; ;;"']','" ь ''-:' он5. ,р',','' '' кд|ьциевь!м т:е п олом | | !)'

плазп{идяу}о днк в ,,-",'"'.," 
'''_',чества'{ 

вь!де'|!яли из клеток Ё'со1! тптамма !Ё5с

':'тодом кипячения [12]' ,'-','' из пттамтта Р.со1| о1]5с набо_
пдазмлдвуо днк в препаративньтх ко;1цчествах вьтделя]1и из 1]1там1!

:оц :вт3тдк:'0 р1аэгп16 \4|01ргер 1{11 (6епогпе4)'

11лазмплвьге конструкцтли
испо'ьзов&пи стандартяь!е плаз'\!идвьте векторьт р6Ёй_1 Ёаэу ("Ртотпе9а'' с[1А)' р!ку

. я, р!т-смт-т*"', рсш1у^в.2, ру3у_с (с1оп1есь' с1пА)'

Ёъ:ъ::'" '"."''з"""" 
аденов1']рус чслове(а 5 серотипа <двкото типа) - А65_}1' рекомби-

.:антньй адевовирус яе'овека, """!тш"й 
ген бета_гапактозидазьт -^А45_[ас2 ' Аденов|]русь]

-е:]овека яакаплива]1и в кульцре клеток ли]1ии 29з по метод!1(е 6гееп [13]' очистку и ков-

_,.!'р'р',*'" адецовпрусов проводили у'тьщашентрф1тир-о'ваниепт^в^"Фапиевте 
плотности

:5с! [1з]. титрован{е аде1]овируоов лРоводили методом 6лятпкообразоваттия [14]'

А1{1{ адсвовируоов вь!делялп из '""щ',,"* 
вириояов по модифицированяому методу

' зп ает вь [15].
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Фермепть: ш [ругие редктивь|
3 работе использов!ттись коммерческие препарать1 специфинеоких эндодезо(сирцбову_

клеаз рестрикдии и друтих фермептов фирм ''ге|г,'1еп1а5 \491'' (!птва), ''Ртопе8а'' (сшА)
и шв в;о[аь5 (с]1]А).

д1я приготовле1]ия буферньгх и других растворов иопо]1ьзов&пи соли и д]угие реактивь!
фирм ''$егта'' ([ермания), ''Рьаппас1а'' (1пвеция), ''5|в!па'' (с1[А)' "\4егс['' ([ермания) а так_
хе соли производства "Реахим'' (Росоия) маркировки х'ч. и о.с.ч.

€иятез праймеров бь:л выполпен в ФФФ (синтол).
[{етодьп
получепце ле|'т'!вируспого прец&р!та
1равсфекпито !0.теточной 1\ц1\и\1 29зт проводиди отандартт'ьп'! методом к&.1ьццево_

фосфатной преципитации [16] па ча1пках п9Фп с диаметром 6см 10 мкг омеси щех плазмид:
ру5ус (кодирует поверх1{оствьй гликопротеиц) рсму^Р8.2 (пакутощая плазмида),
р[:/_\ео_Ё1А, взятьтх в соотно11]ении 1:3:3' Б качестве ко|{тро;1'т условий и эффективпооти
щаясфекции в смесь днк добавляли 0'5 мкг пдазмидной АЁ( р€й!_всгР' кодярующей
зеле,{ьтй флуореоцирутощий белок'

1(ультурапьп1,то срелу щансфеширова!{вьтх клеток, содерхащу!о рекоптбинантвьтй лен-
тиврус11ьй вектор !у-шео-в1А, собирали через 48 чаоов пооде трансфекции и фильщова:пт
через яей1оновь|й фильтр с диамеФом пор 0'45 мклл.

Аназотивво полунали леятивируонь1й вектор 1-ку-в1в'
полученпе мод|1ф!1цпровавцой "пи||ип к"петок
клеточпь!е липии нс1'116^масо[Аса1 и А549 рассев,ш!и яа 6 "1уночяь1й плалшет в ко-

личестве 5 х 105 клеток т{а щ.н!т. 9ерез 24 яаса к пощ.ве1{ному клеточво\1у моносло:о добав-
ляли ле!{тивируснь]й вектор !!_1,,1ео_Б1А или !ку_в1в, ит!куб1!ровали 24 часа. коящоль-
нь1е 1(петки оставдяли !!нтакт.'ь!]91и трансдуцировавньте клеточвь1е с) блинии ц ко'ттро'тьяые
клетки культивиров,ц!и в среде омвм в присгстви]! с418 (500 мкг/птл) или 6ластттт\идияа
(10 мкг/мл). |!ереоев клеточ{ь1х культур провод11лся раз в з двя о кратность1о р€введении 1:3

до полной ги6ели клеток в лувк,ц с кот{щольяьп!и клетка\1и' получен|{ые клеточпь|е суб_
ливии проверяли на |1,ши1тие !!ос-!тедовательности трансгева в ге*томной,{!{1( п:етодом |||_{Р.

ошРс тест.
Апализ проводили в ду]1ках 96 луночното плав!пета.
кпетки лромь1в&!и фосфатпо_солевьв!{ буфром и лизировали при ком!1атной тем11ерат}?е

в 20 миц}т в 50 мкл буфера содержащего 20 м!1 ЁЁРББ, рЁ 7.9, 0'|% шР-40 и 5 мм эдтА'
3атем добавля.лпт 100 т*кл Ф]']Р6-содеря<ашего буфща (72 мм }'']а2Ро4' рн 7.5' 1 мг/м.п Ф}'|Р6,
12 птй йя€]:, и 180 мм 2-меркаптоэта1{ода) и инку6иров&ти при комт!атной температуре.

|1осле появлеяия характервой желтой окраски раствора реакци|о оотававлив;|"1и добавле-
цием 100 мкл 1 м ша2со] и провод'{.!и измерение оптической плотности ва пла]дечном
спектрофотомеФе прп дливе во.пяьт 414 нм (йв11!в[ап \4Б; 1ьег|по г!5ье! 5с'еп1!лс)'

ФпреАеленпе экспресспп р-г!.лактоз'!дазь! 1п !11го с помощьпо ократшпвапия !-9а|
1(ульцры клеток, зарахенну1о аде1{овирусом А45-!ао2 фиксировали (в 10% формаш,ве'

раотворе1'1!ом фосфатно-оолевом буффе' рн7,4) 4 наса при темперацре 4'с и окрапивали
раствором, содер'@цетт: 5м\4 !Ре(€}'{)6, 5мй (3Ёе(€\)6' 2пт\4 }49€1, и 200мкг/мл 1-9а1 [17]'

Результатъ! п их обсуя(дев'[е
пощ чеппе плазмиднь!х констр}'кцпй
клонирован'е в1А и в1в о6лаотей ге!'оп{а Аа5 в плазм1..днь1й вектор р6Ёй-1-Ёаэу про-

водили методом пцР' используя праймерь1, флапкирутощие эти области| в1А-!опм 5'-всс-
а8с-вав-1а9_а81-111_с1с_с, в1А-те! 5'-о[о-а[-сае-саа-аса-аа8-вов, в1в-[о|\у 5'-с1д-с1в-1вс-д1а-ас1-

18с_1в8, в1 в-!е! 5' -о1о-аса-а18-о!1-сса-1са-аас'
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[1лазмида р!!-},[ео_в 1А бь!,ца получе]{а путем субспонирования фрагмента тевома аде-
зовируса размером 1069 п.о. (509-1578 п'о.) из плазп:ильт р6Ёй-1-Ё 1А в плазмиду р!:/-}.{ЁФ
:1о сайту эвдодезо(с!1рибонуклеазь! рестрикции ЁсоР1.

[иазмида р[ку-в1в бьтла полувена путепт субкловировавия фраг]!!евта гевома адевов'{-
;}са р!вмеро!т 1888 п.о' (1748-з6з6 п'о.) из п,'тазмидь1 рсвм-т-в1в в плазм]'!ду р[ку-6'9 по
;айту эядодезоксирибонуклкеазьт рестрикции воок1. Ёалцчие вотавки и ее правильна'1 ори-
:нтаци'! проверялась пцР ц рестрикционяьп{ картированием'

по"цче|1ше лецтивирус1|ь|х векторов
лентивирус11ь]й вектор |у-шео_в1А бьтл пощ^{етт путем котРавофекц!!и клеток линии

]9зт тремя п.'тазмидамт; (р!у-шео-Ё1А, рсму^8.2, р!5!-6), обеопевивающ]'!!1и прави'ь-
з!}о с6орку вириояов ]1ентивируса' методотт капьцпево-фосфашой т!реципитации по стФат.

А}т&1огцчио получапи левтивирусны;т вектор !Р!-Б1 Б'
по"цчевие клеточць!х суб.,!|!!'цй, стаб|!льпо экспрессцру|ощпх 81А и в1в белки ге-

номц А05
для полуяения клето.|!(ьтх сублия!]й нст116-в1в' нст116-в1А' А549-в1в и А549-Ё1А

]!спользов&ци препарать: соо1ветству!ощих рекомбит{автпьтх -т!ентивируоов! которь1е добав-
:я]1и в культур&пь1}.то среду клеток ,1и1'ий Ё€11 16/тта{6о:тА6а1 и А549' селекциго ицфици-
.ова11т1ь!х (леток проводили по устойчивости к аптибиотт1кам бдастицидпну и с418, посде-
1овательности 1е11ов которь1х кодирутот пл!в!1идвь1е вектора р[Р!-6'9 и р!у-шво. наличие
1оследовательноотей Б1А и в1в бедки гет{ома А45 в те[1о}{е получевньп( сублиний опреде_

'1яли п{етодом пцР, используя парь1 цраймеров, ф;тапт<ирутощих увастки 300 л'о. ввути в1А
и [1в областей' генетическу!о стаби-)1ьность полу1енвьгх сублиний оце|]ив!г'и в течевие по
:{райней }{еРе 20 пасоахей'

0шепка фувкшпонадьяой акт!|вцост|| белков в1А облас'|'и геноп1а аде*|овяруса че-
.1овека 5 сероти|[а в составе по,]цч€||ць!х сублипий

Фукциот{апьву1о актив!{ооть 6елков в1А обдасти определяди по слособвости белхов в1А
области о6летвать репликаци1о аденовируса в заражег!нь1х 

'{ь1 
клетках' дл'| этого 1(петки линии

]9з, А549, а также полувевньте субливии А549_в1А { А549_в1в зарахали аде}товярусом Аё5_

|ас7 несу:цим гев 9-г!цтактозидазь1 с мво)1(ествеяяостъю инфектцти 0,5' 3аражевяьте клетки

]обир&,11! через 24, 48, 72, 96 и 120 часов после 1.нфекции: триждь. т1ере]!!оражив?цти, пос.т1е чего

серийнь1е разведепи'! ]спеточ]1ь1х ]1!'затов добав!я,'1и к клеткам лттт:ип293 ' 
т{ерез 24 яаса в зара_

хев1'ь!е ш!етках опредед!',!и экслресси1о р-гатактозидазьт с помощь1о ощшливания {-9а1 п

лодсчит&пи количество трансдуццрова1{!]ьтх к]1еток' тить1 аденовируса А05-!ас2 в полувен-

чьг{ |(цеточяьг{ гизатах вь1развли чсрез кол!1чество ща]1сду1щрутощтх един;'тц в пт,т (1Б/мл).

!4з рисупка 1 видно, вто сте1'!ет!ь репликацви аде!1овируоа в клеточной лттнии А549-81А
]а]\{етво вь]|це по срав11ени1о с;1иниями клеток А549-Б19 и ко[ттродьвой А549 но ни1ке по

.раввени1о с ли'\'ией 29з' получевнь]й результат покёзь1вает фу|кциона[ьт1}'1о акт'в}'ость
полу]енной генетической конструкции в ооставе гет'ома оуб-циниии А549_в1А. низкие тцтры
затравочяь|' препаратов, полученяь]х на сублияии А549-в1А' обусловлень! во]]мо)кной низ-

кой копийвостьк) Б1А областп в теноп1е травсдуц}1рованнь!х клеток' что связа11о с проап-

оптот!1ческой способвостьт1) белков в1А об.1ас1и. проаттоптотическая активвость бе.1ков

!1,\ облаоти и!тгибируется !!р!! коэкспресии в1А и Б18 областей [18 19 ']. кодпруемь1е в1в
об-'тастью белки молекулщвой массь1 19 и 55 килодапьтоя (в1в 19к 1в1в 55к) уоилива|от
щаисформирутош1то споооб!1ооть бедков в1А области, позво'ятот из6е'(ать программиРуе-
\!ой клеточной с\'1ерти, ивдушируептой бел(ами в]А облаоти, я позволяет достичь макои]!'&тть_

но эффективной реп]'тикации рекомбцнан'гньтх репл'кативво-дефектяьтх адегтовирусов [20].
поэтому дпя получепия 

'спеточвой 
.{ттв11и, опооо6ной к более эффективной комплементации

в1 об]'асти, целесообразно введение фуакц]'1ов&пьно ак!иввой в1в области в гепоп1 по-цу-

ченной с\'блипии А549-в1А

57
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](инет'ка Росга рехом6инанпо'о р..ликап.!о-дефепною

аден0в|1р'{а на иф{нхлиниях 29з'А549, А5ф'Ё1А и
А5,!'!'.€1в

0,5

* о-с

30'3'
о'?
о,1

о

Р'с' |. к'11неп1!к(1роспа Реко],!6цнанпно2о реп]11!ка'пцвно-оефекпно?о аоеновцруса
на &,!еп1очных )!цн1их 293' А549' А5,19-Ё1А ц А519-Б! в

0цепка экспрессип п фупкццопа.цьной актцввости бечцов 0,1} о6;гасги генопла аде-
повируса 5 серотипа в получе|{ой клеточво|_! сублипи|!

Функцио1!ацьн\,то акт!'внооть белков в1в области определялп по опособвоети белков
в1в облаоти проявлять а]]тиапоптотическ)1о акт1!ввость за ояет ивгибировапия фупкции
белка р5з [21]' фя этого бьтла ис!ользовава клеточт{ая линия Ё€1 1 16/тта{€о!А6а|, содер_
)кащая в своем гено|4е реопонсивнь]й элемент' в котором ген !-гапактозидазы ваходится под
контоле!{ р53_зависимого пРомотора. на ее осБове о помоп]ью левтивирус]]ой трансдукции
векторами !ву_в1в и !!_]\{ео-Б1А бьтли полувевьт субливии нст| 16_в1в, нст116-в1А.

Актпвацию гена р5з вьць]вапи 5-фторурацилом (2,5 мм), уровевь р5з-зависимой экс-
преосии р_га,'тактозидазь! определяп!1 по Ф\Р6 тесту.

Активаци' р5з в оублиниах, содёр)!!ацих
последовательност,! Ё1 облас1и генома

адено6ируса
4,1

0,6

п[

--2'''-'<

.с

Рцс. 2' уРовень р5з-за6цса.мой ]прансак|пцвацша в :сзепо,;нь;х ц;6лнних,
11есу1ц1!| ]1ос]еоова/пе!ьнос,пц Ё ] обл ае пц аоеновнРуса.

введенце в1в области генома адевовируса 5 серотит1а ингибировать функцито белка р53
в получен|{ой сублиттии Ё€1116_Б18, в то врептя как в Ё€1116_Б1А, оодер'(ащей в1А о6-
лаоть, облада;ощуто пРоапоптотическими овойств'ш!и, уровевь р5з-завиоимой травсактива_
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:.1 повь]т1|ея по срав11ени1о с исходной к]1ето!тяой линией нст116^{агсопАса}' таким об-

:_..}{, показаво автитавоптотическое влияпие Б18 облаоти гено1'1а аде1{овируса 5 серотипа

.. 
'',уч"*":- 

сублияи|о клеток нст116-в1в, что док'вь]вает функциоц&ттьну1о а1(тив!{ость

: :\ ченной геветичеокой ко1{струкци''
п'й,-,"" *"''',ой су6ливии, коэкспресс!|ру]ощ€й белки Ё1А п в1в о6ластей ге-

- .\'а {05, и пров€рка ее ко}'п.|ел|ен'! р} юд|ей спо{о6нос'!и

й;;'у;;"*;летоввой сублиншй А549'Ё1АЁ19 тспетки лини{ А549 трансдуццрова!и

,-,,-.'б'',,'в"* ,",тивируоом р[ку_в1в, селекци1о ияфиц11рова1111ь1х 1спеток проводи':ти по
'-]';'"','"'' 

. *''биот''ку бластишилину' н&]ичйе поодедовательностей Б]Б бе1ки ге11о}{а

_..5 ,.",'*" .''у""}{но!] субливдй опреде;1яли методом пцР' зате!\1 поллев'1''!о су6лини1о

.:.,'!'у.,р','', р"коптбичанттть:м ,",1','ру"'" р!у-пео-в1А' оелекци1о ицфицировапцьтх

'_..:ок"пр;од']1и_по устойвивооти к 0418 б1астттттидину' Ёаципие последовательпоотей Б1А

:.::ктт генома А65 в те!1оме полученяой оу6]1'ний о]1ределяли методом [11]Р' [1оследоватедь-

:: введеяис !1Б и Ё1А областей геяома аденовируса о помо1цью леятивирусвьтх тра[!сдук-

]:;: обеопечивает валичие 11оо;1едовательвооти как в1в обдасти' так и в1А области в ге1'оме

' тченнойстблинии и л\чшую вь!живаемос|ь клеточной с}б'|инии'' 
л''у*"'й'' субливтоо А5'[9-Ё1Ав1в провердлп на споообпооть об€спечивать реплика-

_,,.о р".,'^'й",Ё_'ефектяото аде[]овируса в зара)кеняь1х им 1спетка'(' для этото 
'(летки 

,ти-

_.::: 293^ А549' а так)ке получеявь]е с) бпи{{ии А549-в 1А и А549_ в 1АЁ 1в зара];ка]1и адевови-

..'-" ]!:-т'"!2 '"уш," 
!"', 13-.а,,й,'з1!дазь1 с м1:о)кествевяостьто ивфекции 0'5' зара)кен_

.,. -".*, собт'трапй верез 24, 48,12,96 и 120 часов после ифекшип' щижльт перемора)ки_

::1и: после чего серийпые р*'"д""й" клеточяьтх лизатов добавлялп к клеткам лпниц 293'

::рз 24 каса в зара)кеввь1е клетках опреде]1!1]1и экспресоито р]'т11]'."д*" с поп!ощь1о

,,,;й',',," х_3ы ' ,'д"*ит-' .','"""1во трапсдуцирован1'ьтх к'еток' титрь1 аде1{овируса

,-|-\'ас7 в получег1г!ь1х клето.тнь!( лизатах вь1разили через количество траяодуц!!р)топшх

:-иниц в ьсп (1Р/птл).

Ёс[пес!пвеннь!е ц !пехнцческце наукц' м9 !, 3цэ

Ршс. 3. к11неп1|!ка роспэа рекол;бынанпп:оео ретт:т;капэнвно-ёефекопэо?о аоенов1!р\са

на 1(пеп7очных лцн1вх А549'с1АБ1в

14з рисувка 3 видво, нто степе11ь репликации адевов!!руса в клеточяой ли}{и1'

А549- в1Ав1в заметво вьтт]]е по сравпе."''" ,'',""}1, *'1"'ок А549 и А549_Ё1А и оравнима

. -1в\1:.{ей 29з .
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|(летовнуто суб;птнито А5;19-в1Ав1в проверяли ва способяость поддерхивать блитпко-
образовалие рекомбит]аптного репл1|кативво-дефектвого адет1овируса. для этото в мовослой
к;1е1'ок лпт'ии 29з, 

^549, 
а также А5;19- Б1АЁ1в вчосили серий1!ь1е десятищатвь1е разведе-

яия рекоптбинаптного аденовируса Аё,5-[ао7, неоущеого ген р_галактозидазьт. Бля1!коо6ра_
зовапие детект|!ров,|ли при помощи окра1]]ивавия ней1рапьнь-!м краснь1}, через 10 с}ток по-
с-пе ивфекции' 1(оличество БФЁ подотитьтвапи, вьг{иоляди от!1ооительную блятпкообраз1то-

шую способттооть' прияяв т'тр рекомбивавтного адевовируса А45'\ао7 ва клетках лиции
29з з^ |о0ус

А549'в'! А!1 в

Рцс. 4. о!'1носцпельная б;;яэакоо6рсвующая ст1осо6носп'1ъ

р е ком бцн анп1но ? о ре/,т1ска'пцвно-а е фе к,7 ]но?о а0е но варус а
па кцетпочньтх лннтаьх 29з' А519' А519- Б]А' А519- Б]АБ1в

1,1з рисунка 4 видно, вто отепеяь реп.ццкации адевовируоа в клеточной лт!яии

А549-в1АЁ1в заметяо вь]1']е по сравяет1ито с липиями клеток А549'в1А и конФо]!ьяой А549
и срав1]има с лит{ией 29з.

детекция репликатив|!о-компетентвь|х адецовпруспь'х част!|ц в препаратах' полу-
чев!|ь!х прп мв(}гократно]!' пассиров!|нц|! рекомбица[!атного '!деповируса 

на пощ[чеп-

яой сублпнп!' А549.в,1Ап1в
Репликативно-дефектвый рекоп|бинантнь1й аде$ов1!руо Аа5_!ао2 пассировапи на куль-

турах клеток 293, А549-в1А, А549-в1Ав1в, в течение 20 пассахей. для первого зара)кевия

использовапи А45-{ас2 о [!т{о)кеотвеят'ость}о !'нфекцип 50' ]4сходньте т(леточ1'ь]е ливии, а

также тс'|еточнь!й лизат, пол}чецный ва 1, 10, 19 паооа)ке а[{Ф1из|{ровапи в по!1ощь!о пцР_Рв
ва я;штичие днк репликативво-ком1]етет1тнь]х аденовируснь1,\ частиц' АЁ( Репдикативпо-
компетент!ть!х аденовиРусяьтх частиц обпарухиват1ась ва 10 пасоаже при пассировании [1а

293 клетках и не обварРкивалась при паосировавии ва А549-в1Ав1в. титрь! зафавочното
препарата, по'гг{е]1!1ого на субли1{иц А549-в1А не позво'шли провеоти пассирова}{ие

А65-[ас2 бодь1!1е з пассажей.

з
9а

а

б

в

100

96о

540

закл'очен|!е
в да1{ной работе показа'1а

}!ии для пол),чения препара1'ов
векторов.

возможнооть поутения Б1 -комлеме1{тиру1ощей клеточяой ли-
аде1|ов|!русов, свободяь1х от РкА' о помощь}о левтив!{руснь!х

А549_€1А

6о
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1тетовная оублиния А549-в1Ав1в пощчеяа с помощью )1ентивирус11ой котра|1сдукции.
:.;печива!оцей изодирова1'11у1о лок!цизаци1о последовательвостей в1А и в1в областей
:].:]\1а аденовируса в составе гевоп!а '1раясд) ц1рованной клеточт1ой лиг{1ти. получеввая суб_
:::пя обеспс.;ивает раз)!!}'о7т(ен!1е репликативно-дефектвого рекомбипантвого адевов1!руоа.

::з']итель'!Фт оцевка способпости обеспечивать появление РкА пр' мвогократвом паоси_

: ::]яии показь1вает, ч1о затравочнь1е препаратьт' по''учеввь]е на трансдуцпрованвой субли-
::: А549_Б1АБ19 не содерхат (дикото типа) по крайней мере в течение 20 последователь-

. -: пассажей.
11олувеняьте фупкшиона1'!ь|1о активньтс реко!1бцнантт1ьте 'ентивирирусные 

вектора будут
_.]о;тьзовань1 для пол}че11ия щансформировапнь!х клеточньй лшний, способвьтх компде-
:.:.провать фуякци}о в!А и в1в бе"пков без образования Р(А, на освове первич1!ь1х не'гу-

: ']]гевнь1х кде'1'о.тяьтх ливий'
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