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(57) 1. Антигенна композиція, що містить антиген, 
вибраний з групи, що включає патогенні віруси, 
бактерії, гриби, паразитичні організми, антигени 

пухлинних клітин, в тому числі злоякісних, і ефек-
тивну кількість ад'ювантної комбінації з 3-О-
дезацилованого монофосфорилованого ліпіду А 
або монофосфорилованого ліпіду А у комбінації з 
GM-CSF або IL-12, що посилює імунну відповідь на 
вказаний антиген у хребетної тварини. 
2. Антигенна композиція за п.1, де вибраний анти-
ген являє собою антиген вірусу імунодефіциту 
людини (ВІЛ). 
3. Антигенна композиція за п.1, де вибраний анти-
ген являє собою антиген вірусу імунодефіциту 
мавпи (ВІМ). 
4. Антигенна композиція за п.1, де вибраний анти-
ген являє собою Neisseria gonorrhoeae. 
5. Антигенна композиція за п.1, де вибраний анти-
ген являє собою антиген людського респіраторно-
синцитіального вірусу (RSV). 
6. Антигенна композиція, що містить антиген, виб-
раний з групи, що включає алерген або поліпеп-
тид, пептид або фрагмент амілоїдного білка і ефе-
ктивну кількість ад'ювантної комбінації з 3-О-
дезацилованого монофосфорилованого ліпіду А 
або монофосфорилованого ліпіду А у комбінації з 
GM-CSF або IL-12, що посилює імунну відповідь на 
вказаний антиген у хребетної тварини. 
7. Антигенна композиція за будь-яким з пп.1-6, яка 
додатково містить розріджувач або носій. 
8. Застосування ефективної кількості ад'ювантної 
комбінації з 3-О-дезацилованого монофосфорило-
ваного ліпіду А або монофосфорилованого ліпіду 
А у комбінації з GM-CSF або IL-12 для приготуван-
ня антигенної композиції, яка містить антиген, виб-
раний з групи, що включає патогенні віруси, бакте-
рії, гриби або паразитичні організми, причому дана 
ад'ювантна комбінація посилює імунну відповідь 
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на вказаний антиген у хребетної тварини. 
9. Застосування за п.8, де імунна відповідь визна-
чається цитоксичними Т-лімфоцитами. 
10. Застосування за п.8 або 9, де вказаний антиген 
являє собою антиген ВІЛ. 
11. Застосування за п.8 або 9, де вказаний антиген 
являє собою антиген ВІМ. 
12. Застосування за п.8 або 9, де вказаний антиген 
являє собою антиген Neisseria gonorrhoeae. 
13. Застосування за п.8 або 9, де вказаний антиген 
являє собою антиген RSV людини. 
14. Застосування ефективної кількості ад'ювантної 
комбінації з 3-О-дезацилованого монофосфорило-
ваного ліпіду А або монофосфорилованого ліпіду 
А у комбінації з GM-CSF або IL-12 для приготуван-
ня антигенної композиції для лікування або профі-
лактики раку у хребетної тварини, що містить ан-
тиген пухлинних клітин, в тому числі злоякісних. 

15. Застосування ефективної кількості ад'ювантної 
комбінації з 3-О-дезацилованого монофосфорило-
ваного ліпіду А або монофосфорилованого ліпіду 
А у комбінації з GM-CSF або IL-12 для приготуван-
ня антигенної композиції, яка містить вибраний 
алерген, причому дана ад'ювантна комбінація по-
силює здатність організму хребетного послаблю-
вати реакцію на вказаний алерген. 
16. Застосування ефективної кількості ад'ювантної 
комбінації з 3-О-дезацилованого монофосфорило-
ваного ліпіду А або монофосфорилованого ліпіду 
А у комбінації з GM-CSF або IL-12 для приготуван-
ня антигенної композиції для лікування або профі-
лактики захворювання, яке характеризується відк-
ладенням амілоїдного білка в організмі хребетного 
хазяїна, що містить поліпептид, пептид або фраг-
мент амілоїдного білка або антитіло проти нього. 

 
 

 
 

Даний винахід відноситься до застосування 3-
0-дезацильованого монофосфорильованого ліпіду 
А або монофосфорильованого ліпіду А і їх похід-
них і аналогів в комбінації з цитокіном або лімфо-
кіном, зокрема, з гранулоцитарно-макрофагальним 
колонієстимулюючим фактором або інтерлейкі-
ном-12, як ад'ювантною композицією в антигенній 
композиції для посилення імунної відповіді у хре-
бетного господаря на вибраний антиген. 

Імунна система використовує різноманітні ме-
ханізми для боротьби з патогенами. Однак не всі 
ці механізми обов'язково активуються після імуні-
зації. Захисний імунітет, що викликається імуніза-
цією, залежить від здатності вакцини індукувати 
відповідну імунну відповідь для опору або зни-
щення патогену. В залежності від виду патогену це 
може вимагати клітинної і/або гуморальної імунної 
відповіді. 

Сучасне уявлення про роль Т-хелперних клі-
тин в імунній відповіді полягає в тому, що Т-
клітини можуть бути поділені на субпопуляції по 
цитокінам, які вони продукують, і цей індивідуаль-
ний цитокіновий профіль, що спостерігається у 
таких клітин, визначає їх функцію. Дана Т-клітинна 
модель включає дві головні субпопуляції: клітини 
ТН-1, які продукують інтерлейкін-2 (IL-2) і гамма-
інтерферон, що посилюють як клітинну, так і гумо-
ральну (антитільну) імунні відповіді; і клітини ТН-2, 
які продукують інтерлейкін-4, інтерлейкін-5 і інтер-
лейкін-10 (IL-4, IL-5 і IL-10, відповідно), що поси-
люють гуморальні імунні відповіді [бібліографічне 
посилання 1]. 

Часто бажано посилити імуногенну ефектив-
ність антигенна для отримання більш сильної іму-
нної відповіді в імунізованому організмі і посилити 
стійкість господаря до агента, несучого антиген. У 
деяких випадках, бажано змінити імунну відповідь 
від переважаючої гуморальної відповіді (ТН-2) на 
більш збалансовану клітинну (ТН-1) і гуморальну 
(ТН-2) відповідь. 

Клітинна відповідь включає індукцію відповіді, 
опосередкованої CD8+CTL (цитотоксичними Т-
лімфоцитами). Така відповідь бажана при розробці 

вакцин проти внутрішньоклітинних патогенів. За-
хист проти різноманітних патогенів вимагає силь-
них імунних відповідей слизової оболонки, високих 
сироваткових титрів, індукції CTL і сильних клітин-
них відповідей. Такі відповіді не індукуються біль-
шістю антигенних препаратів, включаючи тради-
ційні субодиничні вакцини. Одним з таких 
патогенів є вірус імунодефіциту людини (ВІЛ). 

Таким чином, існує потреба в розробці складів 
антигенних композицій, які здатні індукувати як 
гуморальну, так і клітинну імунні відповіді у хребе-
тного господаря. 

Відповідно, метою даного винаходу є викорис-
тання ад'ювантних комбінованих композицій в 
складі антигенних композицій, що містять 3-0-
дезацильований монофосфорильований ліпід A 
(MPL™) або монофосфорильований ліпід А і їх 
похідні і аналоги в комбінації з цитокіном або лім-
фокіном, зокрема, гранулоцитарно-
макрофагальним колонієстимулюючим фактором 
(GM-CSF) або інтрелейкіном (IL-12), або агоністом 
або антагоністом вказаного цитокіна або лімфокі-
на. Ад'ювант являє собою речовину, яка посилює 
імунну відповідь при спільному введенні з імуноге-
ном або антигеном. Ад'ювантна композиція по да-
ному винаходу вводиться разом з вибраним анти-
геном в антигенній композиції. Антигенні 
композиції по даному винаходу посилюють імунну 
відповідь у хребетного господаря на вибраний 
антиген. Вибраний антиген може бути поліпепти-
дом, пептидом або фрагментом, отриманим [1] з 
патогенного вірусу, бактерії, гриба або паразита, 
або [2] із злоякісної клітини або пухлинної клітини 
або [3] з алергену, який впливає на продукцію IgE, 
для ослаблення алергічних реакцій на алерген або 
[4] з амілоїдного пептидного білка для профілакти-
ки або лікування захворювання, яке характеризу-
ється відкладенням амилоїда у хребетного госпо-
даря. У першому втіленні винаходу, вибраний 
антиген є антигеном ВІЛ. Вибраний антиген ВІЛ 
може бути білком ВІЛ, поліпептидом, пептидом 
або фрагментом, отриманим з вказаного білка. У 
конкретному втіленні винаходу, антиген ВІЛ являє 
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собою специфічний пептид. В інших втіленнях ви-
находу, вибраний антиген є антигеном Neisseria 
gonorrhoeae або респіраторного синцитіального 
вірусу. 

MPL™ може знаходитися у вигляді водного 
розчину або у вигляді стабілізованої емульсії "ма-
сло у воді" (стабільна емульсія, або СЕ). У пере-
важному втіленні винаходу, емульсія "масло у во-
ді" містить сквален, гліцерин і фосфатидилхолін. У 
СЕ композиції MPL™ є змішаним з цитокіном або 
лімфокіном з утворенням антигенної композиції до 
введення. Цитокін або лімфокін не обов'язково 
додають в емульсію. У переважному втіленні ви-
находу, MPL™ знаходиться в формі СЕ. Антигенна 
композиція, крім того, може включати в себе роз-
ріджувач або носій. 

Винахід також відноситься до способів підви-
щення здатності антигенної композиції, що містить 
вибраний антиген з [1] антигена патогенного віру-
су, бактерії, гриба або паразита індукувати імунну 
відповідь у хребетного господаря, або з [2] антиге-
на злоякісної клітини або з асоційованого з пухли-
ною антигена злоякісної або пухлинної клітини, 
викликати терапевтичний або профілактичний 
протираковий ефект у хребетного господаря, або з 
[3] алергену, який впливає на продукцію IgE, осла-
бляти алергічні реакції на алерген, або з [4] анти-
гена амилоїдного білка для профілактики або ліку-
вання захворювання, що характеризується 
відкладенням амилоїда, у хребетного господаря, 
введенням ефективної ад'ювантної (що посилює) 
кількості в комбінації з цитокіном або лімфокіном, 
зокрема, MPL™ з GM-CSF або IL-12, або агоністом 
або антагоністом вказаного цитокіна або лімфо-
кіна. 

Винахід, крім того, відноситься до способів пі-
двищення здатності антигенної композиції, що 
містить антиген, вибраний з антигена патогенного 
вірусу, бактерії, гриба або паразита, активувати 
цитотоксичні Т-лімфоцити у хребетного господаря 
шляхом введення ефективної ад'ювантної (що 
посилює) кількості в комбінації з цитокіном або 
лімфокіном, зокрема, MPL™ з GM-CSF або IL-12, 
або агоністом або антагоністом вказаного цитокіна 
або лімфокіна. 

На Фіг.1 зображені реципрокні кінцеві точки ти-
трувань, визначені у груп з п'яти самиць мишей 
Balb/c, імунізованих 25мкг TISP10MN(A)(-Cys), му-
льтиепітопним пептидом з 39 амінокислот, в складі 
з CFA або IFA (трикутники), або 50мкг 2% стабіль-
ною емульсією (СЕ) MPL™ (квадрати). Мишей 

імунізували на 0 день і повторно імунізували на 28 
день. Титри пептид-специфічних IgG, IgG1 і IgG2a 
визначали в сироватках, зібраних на 42 день з 
допомогою ELISA. 

На Фіг.2 проілюстрований ефект одного СЕ, 
один MPL™ або СЕ MPL™ на посилення впливу 
GM-CSF на титри aнти-TlSP10MN(A)(-Cys) IgG. 
Групи з п'яти самиць Balb/c імунізували 25мкг 
TISP10MN (A) (-Cys) в 0 день і повторно імунізува-
ли на 28 день вказаними ад'ювантними композиці-
ями. CFA і IFA емульгували у водному розчині пе-
птиду у відношенні 1:1. GM-CSF використали в 
концентрації 10мкг/доза. MPL™ вводили мишам у 
вигляді водної композиції в кінцевій концентрації 
50мкг або як компонент стабільної емульсії в кон-
центрації 25мкг с 1% СЕ. Титри визначали через 
дві тижні після повторної імунізації. Дані являють 
собою окремі титри, визначені у п'яти мишей. 

На Фіг.3 приведені результати аналізу вірусної 
нейтралізації. Об'єднану сироватку, взяту на 42 
день у мишей, імунізованих на 0 і 28 дні вказаними 
композиціями, розбавляли (1/1600) і додавали до 
розведень HIVMN адаптованих Т-клітин перед до-
даванням до клітин АА5 in vitro. Через сім днів 
культивування, супернатант клітинної культури 
аналізували на зворотну транскриптазу вірусу як 
індикатора вірусної реплікації. 

На Фіг.4 проілюстрована проліферація клітин 
селезінки мишей, імунізованих TISP10MN (А; і; -
Cys) і різними ад'ювантними композиціями. Кліти-
ни селезінки стимулювали in vitro 3,3мкг/мл 
TISP10MN(A)(-Cys) протягом чотирьох днів. Ре-
зультати показані як зміна впровадження міченого 
тимідину в результаті in vitro стимуляції 
TISP10MN(A)(-Cys) відносно впровадження при 
відсутності стимуляції (різниця кількості імпульсів 
на хвилину). 

На Фіг.5 показана активність CTL з селезінки, 
виділених у мишей через сім днів після повторної 
імунізації. Клітини селезінки збирали у груп з трьох 
мишей Balb/c, імунізованих на 0 і 21 дні 50мкг 
TISP10MN(A) (-Cys) включеним в композицію з 
50мкг MPL'™ в 1% СЕ з або без 10мкг GM-CSF. 
Клітини культивували з пептидом HIVMN, що міс-
тить епітоп CTL, протягом семи днів. Протягом 
останніх п'яти днів в культуру додавали IL-2. Ефе-
кторні клітини селезінки додавали до мічених хро-
мом клітинам Р815, імпульсно-міченим HIVMN, ін-
шим штамам, позначеним як HIVMN, або без 
пептиду, у вказаних пропорціях. Процент активно-
сті CTL розраховували як: 

 

100
.)хв/імп(аннявипромінювспонтанне.)хв/імп(максимумзагальний

.)хв/імп(аннявипромінювспонтанне.)хв/імп(аннявипромінювспецифічне

«Е:Т» означає відношення ефекторних клітин до 
мічених. 

Ад'юванти, цитокіни і лімфокіни являють со-
бою імуно-модулюючі сполуки, які володіють здат-
ністю посилювати і направляти розвиток і профіль 
імунних відповідей на різні антигени, які самі по 
собі є слабими імуногенами. Правильний вибір 
ад'ювантів, цитокінів або лімфокінів може індуку-
вати сильну гуморальну і клітинну імунні відповіді, 
які не розвинулися б за відсутності ад'юванта, ци-

токіна або лімфокіна. Зокрема, ад'юванти, цитокі-
ни і лімфокіни мають значні ефекти посилення 
імунної відповіді на субодиничні і пептидні антиге-
ни у вакцинах. їх стимулююча активність також 
корисна при розвитку антигенспецифічних імунних 
відповідей проти білкових антигенів. Для різних 
антигенів, проти яких потрібне створення сильних 
імунних відповідей слизової оболонки, високих 
сироваткових титрів, індукція CTL і сильні клітинні 
відповіді, комбінації ад'юванта і цитокіна/лімфокіна 
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забезпечують стимули, які не забезпечуються бі-
льшістю антигенних препаратів. 

У множині досліджень оцінювали різні ад'юва-
нтні композиції на тваринних моделях, але в цей 
час єдиним ад'ювантом, дозволеним для широкого 
використання на людях, є алюм (гідроксид алюмі-
нію або фосфат алюмінію). Одна група ад'ювантів, 
стабільних емульсій, що містять різні комбінації 
«вода в маслі» і «масло у воді», привернула знач-
ну увагу внаслідок своєї імунопотенціювальної 
здатності. Ці композиції, як правило, включають 
різні комбінації метаболізованих або інертних ма-
сел, чия дія полягає в стабілізації і депонуванні 
антигенів в місці введення. Одним з таких ад'юва-
нтів є неповний ад'ювант Фройнда (IFA), який 
включає мінеральне масло, воду і емульгатор. 
Повний ад'ювант Фройнда (CFA) являє собою IFA 
з додаванням убитих нагріванням мікобактерій. 
Особливою проблемою при використанні цих типів 
ад'ювантів є подразнення в місці введення, часто 
в результаті інфільтрацій мононуклеарними кліти-
нами, що приводить до утворення гранулематоз-
них осередків. Отже, як можливі ад'юванти дослі-
джуються інші сполуки і композиції. 

Однією з таких сполук є 3-0-дезацильований 
монофосфорильований ліпід A (MPL™), розпо-
всюджуваний Ribi ImunoChem Research Inc. 
(Hamilton, MT). MPL™ [описаний в патенті США 
№4912094 (2)], який включений сюди як поси-
лання. 

Нещодавно, Ribi ImmunoChem Research Inc. 
розробила метаболізовану композицію «масло-в-
воді», яка при об'єднанні з MPL™, приводить до 
утворення стабілізованої емульсії, позначеної як 
СЕ MPL™. Стабільну емульсію отримували шля-
хом мікрозріджування MPL™ маслом сквалену, 
гліцерином і фосфатидилхоліном. Ця композиція 
являє собою характерну мікрозріджену емульсію 
категорії GMP. Емульсії, що містять 1 або 2% мас-
ла описані в експериментах нижче. 

Підшкірне або внутрішньом'язове введення СЕ 
MPL™ мишам Balb/c не приводило до тканинної 
патології, що визначається в місці введення. У 
порівняльних цілях також отримували стабільну 
емульсію що містить ті ж самі компоненти, але без 
MPL™. Конкретно, підшкірна або внутрішньом'язо-
ва імунізація пептидом ВІЛ TISP10MN(A)(+Cys) з 
40 амінокислот або пептидом з видаленим цистеї-
ном TISP10MN(A)(-Cys) з 39 амінокислот (відсут-
ність цистеїнового залишку в положенні 17 40-
амінокислотного пептиду (+Cys)) включеним в 
композицію з ад'ювантом СЕ MPL™ і GM-CSF, не 
приводила до інфільтрації, що визначається, або 
до тканинних порушень через два тижні після іму-
нізації. 

Також даний винахід відноситься до застосу-
вання монофосфорильованого ліпіда А, поперед-
ника MPL™, який також [описаний в патенті США 
№4912094 (2)]. Крім того, даний винахід відно-
ситься до похідних і аналогів MPL™ і монофосфо-
рильованого ліпіда А. 

Введення цитокінів і лімфокінов у вакцинні 
композиції свідчить про розширення і підвищення 
потенціалу вакцини [3]. Було показано, що цитокін 
інтерлейкін-12 (IL-12) стимулює і посилює клітин-
ний імунітет шляхом зсуву розмноження субпопу-

ляції Т-хелперних клітин у бік ТН1 цитокінового 
профілю (тобто, підкласу IgG2 на моделі миші) [4-
6]. На мишах було показано, що рекомбінантний 
мишачій IL-12 посилює перевагу ТН-1 профілю 
імунної відповіді [3]. 

IL-12 продукується різноманітними антиген-
презентуючими клітинами, переважно макрофага-
ми і моноцитами. Він є ключовим елементом інду-
кції ТН1 клітин з нативних Т-клітин. Було показано, 
що продукція IL-12 або властивість відповідати на 
нього є ключовими при розвитку захисних ТН1-
подібних відповідей, наприклад, при паразитарних 
інвазіях, особливо при лейшманіозі [7]. Ефекти IL-
12 опосередковані у великій мірі гамма-
інтерфероном, продукованим NK-клітинами і Т-
хелперними клітинами. Гамма-інтерферон є клю-
човим для індукції антитіл IgG2a проти Т-залежних 
білкових антигенів [8] і HgG3-відповідей на Т-
незалежні антигени [9]. IL-12, спочатку названий як 
стимулюючий фактор натуральних кілерів, пред-
ставляє собою гетеродимерний цитокін [10]. Екс-
пресія і виділення білка IL-12 з рекомбінантних 
клітин-господарів [описані в опублікованій міжна-
родній патентній заявці WO 90/05147 (11)]. 

Іншим цитокіном, який є потенційним ад'юван-
том, є GM-CSF. GM-CSF являє собою особливий 
вигляд колонієстимулюючого фактора (CSF). CSF 
являють собою сімейство лімфокінів, які індукують 
диференціювання клітин-попередників в кістково-
му мозку в конкретні типи зрілих клітин крові. Як 
[описано в патенті США №5078996 (12)], який 
включений сюди як посилання, GM-CSF активує 
макрофаги або попередники-моноцити для опосе-
редкування неспецифічної протипухлинної актив-
ності. Була описана нуклеотидна послідовність, 
що кодує ген GM-CSF людини [12]. Плазмідою, що 
містить кДНК GM-CSF, трансформували Е.соlі і 
депонували в Американській колекції типових ку-
льтур (АТСС), 10801 University Boulevard, 
Manassas, VA 20110-2209, під номером 39900. Як 
[описано в патенті США №5229496 (13)], який 
включений сюди як посилання, ген GM-CSF також 
був вставлений в дріжджову експресруючу плазмі-
ду і депонований в АТСС під номером 53157. Крім 
того, як [описано в патенті США №5073627 (14)], 
який включений сюди як посилання, послідовність 
ДНК, що кодує GM-CSF з видаленими сайтами 
глікозилювання, була депонована в АТСС під но-
мером 67231. 

Показано, що GM-CSF позитивно регулює біл-
кові молекули на антиген-презентуючих клітинах, 
що явно посилюють імунні відповіді [15] і що впли-
вають на секрецію Ig в фракційно-очищених В-
клітинах мишей (16). 

Показано, що інші цитокіни або лімфокіни, 
включаючи, але не обмежуючись ними, інтерлей-
кіни 1-альфа, 1-бета, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 13, 14, 15, 
16, 17 і 18, альфа-, бета- і гамма-інтерферони, 
гранулоцитарний колонієстимулюючий фактор і 
фактори некрозу пухлини альфа і бета, мають 
імуномодулюючу активність. 

При системному введенні будь-якого цитокіна 
або лімфокіна необхідно враховувати біологічні 
наслідки, пов'язані з активністю цитокіна або лім-
фокіна. Крім того, ефекти цитокіна або лімфокіна, 
пов'язані з розвитком антигенспецифічних імунних 
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відповідей, повинні бути посилені, при підтримці 
місцевих концентрацій цитокінов або лімфокінов. 

У попередніх дослідженнях GM-CSF і IL-12 
оцінювалися окремо один від одного; спостерігали 
посилення різних параметрів імунної відповіді. 

Описаний тут винахід демонструє, що при 
комбінуванні антигена, вибраного цитокінового або 
лімфокінового ад'юванта і другого ад'юванта, 
MPL™ (переважно в стабільній метаболізованій 
емульсії), посилюються специфічні імунні відповіді 
на антиген. 

Антигени, вибрані для включення в антигенні 
композиції по даному винаходу, включають пепти-
ди або поліпептиди, отримані з білків, а також 
фрагменти будь-якого з сахаридів, білків, полі- або 
олігонуклеотидів або інших макромолекулярних 
компонентів. Термін, що використовується тут "пе-
птид" включає в себе ряд, принаймні, з шести амі-
нокислот і містить, принаймні, одну антигенну де-
термінанту, в той час як "поліпептид" є більш 
довгою молекулою чим пептид, але все ж не скла-
дає повнорозмірний білок. Термін, що використо-
вується тут "фрагмент" має на увазі частину, але 
меншу, цілого сахариду, білка, полі- або олігонук-
леотида, або інших макромолекулярних компонен-
тів. У випадку ВІЛ, антигенні композиції по даному 
винаходу, крім того, включають повнорозмірні біл-
ки ВІЛ. 

Винахід ілюструється модельною системою, 
що включає пептидні антигени, отримані з ВІЛ. Ці 
пептиди описані або взяті [з патентів №5013548 
(17) і 5019387 (18)], які приведені тут як посилання, 
і тут підсумовані. Ці пептиди включають амінокис-
лотні послідовності, які відповідають області білка 
оболонки ВІЛ, проти яких продукуються нейтралі-
зуючі антитіла і Т-клітинні відповіді. 

ВІЛ являє собою ретровірус людини, який є 
етіологічним агентом синдрому набутого імуноде-
фіциту (СНІД). ВІЛ інфікує Т-лімфоцити імунної 
системи шляхом приєднання свого глікопротеїну 
зовнішньої оболонки до молекули CD4 (Т4) на по-
верхні Т-лімфоцитів, таким чином, використовуючи 
молекулу CD4 (Т4) як рецептор для проникнення і 
інфікування Т-клітин. Спроби стимулювати захисну 
імунну відповідь, специфічну для ВІЛ-інфекції, 
шляхом імунізації мали дуже обмежений успіх. У 
цей час розглядається ряд підходів з метою ви-
значити ефективну і захисну стратегію вакцини. 
Вони включають використання ослабленого і ре-
комбінантного бактерійних векторів, які експресу-
ють антигенні епітопи ВІЛ [19], рекомбінантного 
аденовірусу [20] або векторів на основі вірусу ко-
ров'ячої віспи [21], ДНК-вакцин [22] і синтетичних 
пептидів, які містять різні Т- і В-клітинні епітопи ВІЛ 
[23]. 

Глікопротеїн gp120 зовнішньої оболонки ВІЛ, 
як було показано, здатний індукувати нейтралізу-
ючі антитіла у людини. Рекомбінантний білок РВl, 
що становить приблизно третю частину всієї мо-
лекули gp120, як було показано, включає частину 
білка оболонки, який стимулює утворення нейтра-
лізуючих антитіл. Однак дослідження на шимпанзе 
показали, що ні інтактний gp120, ні РВI, не здатні 
індукувати продукцію високих титрів нейтралізую-
чих антитіл. 

Традиційними способами були синтезовані ко-

роткі пептиди, відповідні антигенним детермінан-
там gp120 і що генерують гуморальну відповідь 
проти gp120, яка нейтралізує вірус і індукує відпо-
віді Т-хелперів і CTL проти вірусу. 

Один такий пептид являє собою пептид HIV-
1MN, що містить мультіепітоп C4/V3, позначений як 
TISP10MN(A)(+Cys), і його варіант з видаленим 
цистеїном, TlSP10MN(A)(-Cys). Ці пептиди вклю-
чають епітопи ТН, TCTL і В, але не індукують анти-
тіла, які перешкоджають скріпленню з CD4. Раніше 
було показано, що ці пептиди C4/V3 ВІЛ є можли-
вими кандидатами для індукції імунних відповідей 
при спільному введенні з CFA або CFA-подібними 
ад'ювантами [24-29]. Як попередньо було показа-
но, ці пептиди містять епітопи, які викликають клі-
тинні відповіді CD4+ ТН-клітин як у мишей, так і у 
людей, і вони містять як головний нейтралізуючий 
епітоп, так і сайт пізнавання CD8+ CTL, і у мишей 
Balb/c, і в людей, яким є HLA В7+. Нещодавно на 
ВІЛ-інфікованих пацієнтах була показана як імуно-
генність, так і безпека пептиду, що складається з 
39 амінокислот [28]. TlSP10MN(A)(+Cys) має на-
ступну послідовність з 40 амінокислот: 

 
TlSP10MN(A)(-Cys) був синтезований без цис-

теїну в положенні 17 і має наступну послідовність з 
39 амінокислот: 

 
Цей залишок цистеїну розташований поза фу-

нкціональними епітопами, розпізнаваними ТН-
клітинами, CTL або В-клітинами. Інші пептиди ВІЛ 
з різних областей вірусного геному [описані в па-
тенті США №5861243 (30), в патенті США 
№5932218 (31), в патенті США №5939074 (32), в 
патенті США №5993819 (33), в патенті США 
№6037135 (34), в опублікованій заявці на видачу 
європейського патенту №671947 (35)], які також 
включені сюди як посилання. 

Антиген ВІЛ може бути білком, поліпептидом, 
пептидом або фрагментом, отриманим з вказаного 
білка. Білок може бути глікопротеїном, таким як 
gp41, gp120 або gp160. Альтернативно, білок може 
бути білком, що кодується такими генами як gag, 
роl, vif, rev, vpr, tat, nеf або env. Пептиди, отримані 
з таких білків, містять, принаймні, одну антигенну 
детермінанту (епітоп) довжиною, принаймні, в 
шість амінокислот. 

Імунна відповідь на пептид ВІЛ може бути по-
силена за допомогою ковалентного скріплення 
(кон'югування) пептиду з молекулою фармацевти-
чно прийнятного носія. Приклади відповідних мо-
лекул носія включають анатоксин правця, анаток-
син дифтерії, гемоціанін морського блюдця і інші 
пептиди, відповідні епітопам Т-клітини глікопротеї-
ну gp120 ВІЛ. 

У цей час передбачається, що успішна страте-
гія вакцинації проти ВІЛ повинна викликати імуні-
тет слизової оболонки на ВІЛ, також як і сильну 
відповідь CTL. У недавньому дослідженні на ми-
шах, використовуючи мультіепітопний пептид 
TISP10MN(A) і холерний токсин як ад'ювант для 
відповіді слизової оболонки було показано, що 
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інтраназальна імунізація індукує нейтралізуючі 
сироваткові антитіла IgGl [36]. Подальше дослі-
дження, також при використанні пептидів петлі V3 
ВІЛ, виявило індукцію синтезу антитіл IgA в слизо-
вій і сильні клітинні відповіді, включаючи відповідь 
пептид-специфічних CTL [37]. Функціональна роль 
високих титрів системних і нейтралізуючих антитіл 
в профілактиці або стабілізації ВІЛ-інфекції неві-
дома, хоч вважається, що високі титри вірус-
специфічного антитіла важливі для запобігання 
поширенню вірусу. 

У переважному втіленні винаходу отримували 
стабільну емульсію «масло у воді», утримуючу 
MPL™, яку потім змішували з цитокінами IL-12 або 
GM-CSF. Дані, представлені нижче, демонструють, 
що ці комбінації приводять до напрацювання висо-
ких титрів ВІЛ-нейтралізуючих сироваткових анти-
тіл. Комбінація СЕ MPL™ і GM-CSF індукує напра-
цювання високих титрів антиген-специфічних 
антитіл IgG і IgA в зведенні піхви в імунізованих 
самиць мишей. Імунізація мишей будь-яким з пеп-
тидів TISPIOMN(A), включених в композицію з СЕ 
MPL™ і GM-CSF, індукувала сильну клітинну імун-
ну відповідь, судячи з посиленої антиген-
специфічної клітинної проліферації і секреції цито-
кінів в культурі, а також, індукції пептид-
специфічних відповідей CTL. 

Звичайно антиген/ад'ювантна композиція 
MPL™ або СЕ MPL™, комбінована з GM-CSF або 
IL-12, і вибраним білком або пептидом, індукує 
напрацювання високих титрів антиген-специфічних 
і вірус-нейтралізуючих антитіл, істотна зміна в 
співвідношенні в підкласі IgG у бік більшої частки 
комплемент-зв'язуючих антитіл IgG (у мишей в бік 
IgG2a), посилення продукції цитокінів і клітинної 
проліферації мононуклеарних клітин у відповідь на 
антигенну стимуляцію in vitro. Ці властивості не 
спостерігалися у композицій з антигена і СЕ у від-
сутність MPL™, або з GM-CSF або IL-12, або без 
них. Композиції по даному винаходу також індуку-
ють сильні клітинні відповіді, судячи з індукції CTL. 

Корисною властивістю СЕ MPL™ є те, що 
композиція не індукує гранулематозне скупчення і 
запалення в місці введення; такі реакції в місці 
введення звичайно викликаються ад'ювантними 
композиціями «вода в маслі» або «масло у воді». 

Здатність індукувати посилену імунну відпо-
відь за допомогою стимулюючих ефектів MPL™ в 
поєднанні з GM-CSF або IL-12 у відсутність місце-
вого гранулематозного запалення не повідомля-
лася для інших ад'ювантних композицій, що про-
понуються в цей час для лікування ВІЛ. 

Проводилися ряд досліджень для порівняння 
MPL™ (або з СЕ, або без неї) плюс GM-CSF або 
IL-12 з кожним з MPL™, CE, GM-CSF, IL-12 або 
CFA/IFA окремо або разом з пептидом ВІЛ. Ре-
зультати будуть коротко представлені з більш до-
кладним обговоренням надалі. 

У першому експерименті, миші Balb/c, підшкір-
но імунізовані пептидом TlSP10MN(A)(-Cys) ВІЛ, 
що містить C4/V3, включеним в композицію з 
MPL™ СЕ і GM-CSF, виявляли сироваткові титри 
IgG вище за 10

7
 лише після двох ін'єкцій. Гумора-

льна відповідь була ВІЛ-нейтралізуючою і харак-
теризувалася істотним збільшенням титрів пептид-
специфічних антитіл IgGI, IgG2a і IgG2b. Клітини 

селезінки, простимульовані в культурі пептидом, 
секретували підвищені кількості IL-4, IL-5 і гамма-
інтерферону. Разом ці результати свідчать про 
індукцію збалансованої відповіді типу ΤΉ-1/ТН-2. У 
промивних рідинах піхви мишей, імунізованих СЕ 
MPL™ і GM-CSF, напрацьовувалися антитіла IgG і 
IgA, специфічні по відношенню до TlSP10MN(A)(-
Cys). Ці результати показують, що комбінація СЕ 
MPL™ і GM-CSF з пептидним антигеном ВІЛ при-
водить до індукції сприятливого профілю імунної 
відповіді. 

У цьому першому експерименті, миші Balb/c, 
імунізовані пептидом TlSP10MN(A)(-Cys) ВІЛ і СЕ-
утримуючою ад'ювантною композицією або GM-
CSF, виявляли титри пептидспецифічних антитіл 
IgG (таблиця 1). Стабільна емульсія (СЕ) «масло у 
воді», що складається з сквалену, гліцерину і ему-
льгатора (фосфатидилхоліну), виявляла здатність 
збільшувати титри пептидспецифічних IgG при 
змішуванні з TISP10MN(A) (-Cys). Титри IgG, інду-
ковані імунізацією 25мкг TlSP10MN(A)(-Cys), вклю-
ченого в композицію з СЕ, індукували титри повто-
рної відповіді, які були рівні приблизно одній п'ятій 
таких, індукованих у мишей, імунізованих пепти-
дом і CFA і повторно імунізованих пептидом в IFA. 
Реципієнти вакцини з CFA/IFA звичайно у відпо-
відь на первинну імунізацію формували 
ТISР10МN(А)(-Суs)-специфічні титри IgG. Для по-
рівняння, мишей імунізували тільки 25мкг пептиду 
TlSP10MN(A)(-Cys). 

Водні і СЕ композиції MPL™ порівнювали по 
відповідях, що індукуються при імунізації мишей з 
ад'ювантами Фройнда або цитокінами IL-12 і GM-
CSF. Реципієнти TISP10MN(A)(-Cys), змішаного з 
IL-12, як правило, не виявляли титри пептидспе-
цифічних антитіл в декількох повторних дослі-
дженнях. Навпаки, реципієнти GM-CSF або СЕ 
MPL™ плюс TISP10MN(A)(-Cys) виявляли низькі, 
але такі, що легко виявляються титри антитіл IgG. 
У відповідь на імунізацію композицією, що містить 
СЕ MPL™ разом з пептидом TISP10MN(A)(-Cys), з 
додаванням IL-12 або GM-CSF, індукувалися зна-
чно більш високі титри IgG. Дійсно, імунізація ми-
шей поєднанням СЕ MPL™ і GM-CSF давала тит-
ри повторної відповіді, які були відповідно 
більшими за такі, визначені у мишей, імунізованих 
будь-якою іншою дослідженою композицією. Титри 
пептидспецифічних IgG були вищими від таких у 
мишей, імунізованих навіть 125мкг TlSP10MN(А)(-
Cys), включених у композицію з ад'ювантами 
Фройнда. 

Бажаною особливістю ВІЛ-специфічної імунної 
відповіді є баланс між клітинним і гуморальним 
компонентами. Встановлений взаємозв'язок інди-
відуальних підкласів ізотипів імуноглобуліну зі зсу-
вом субпопуляції Т-хелперних клітин у бік перева-
жання або ТН-1, або ТН-2. Цитокіни, секретовані 
кожною з цих субпопуляцій Т-хелперних клітин, 
виявляли активність в напрямі перемикання підк-
ласів IgG. Кінцеві точки титрувань підкласу IgG 
визначали з об'єднаних сироваток, зібраних через 
два тижні після другої імунізації (таблиця 2). Імуні-
зація мишей тільки одним TISP10MN(A)(-Cys) або 
в складі або з GM-CSF, або з IL-12, приводила до 
відсутності або низьких титрів підкласу IgG в декі-
лькох повторних дослідженнях. Антитіла IgG3 не 
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були виявлені з допомогою ELISA. У групах ми-
шей, імунізованих TISP10MN(A)(-Cys), емульгова-
ним в CFA, і повторно імунізованих IFА, розвива-
лася переважно гуморальна IgGI імунна відповідь, 
специфічна для TISPIOMN(A) (-Cys). Композиції 
пептиду з СЕ, СЕ MPL™, СЕ MPL™+IL-12 або СЕ 
MPL™+GM-CSF, також індукували високі титри 
антитіла IgGI. Реципієнти, вакциновані СЕ компо-
зицією, неодноразово демонстрували високі титри 
IgGI при невисоких титрах IgG2a або IgG2b. Вклю-
чення MPL™ в СЕ композиції приводило до збіль-
шення TlSP10MN(A)(-Cys)-специфічних титрів ан-
титіл IgG2a і IgG2b. Включення або IL-12, або GM-
CSF в СЕ MPL™ і TISP10MN(A)(-Cys) приводило 
до зсуву відношення титрів антитіл IgGI:IgG2a. Без 
цитокінів вакцинна композиція СЕ MPL™ виклика-
ла схожі титри IgGI і IgG2a. Як IL-12, так і GM-CSF 
збільшували відносні сироваткові концентрації 
пептид-специфічного IgG2a. Крім того, комбінація 
СЕ MPL™ і GM-CSF також спричинила істотне 
збільшення титрів антитіл IgG2b, специфічних для 
T1SP10MN (A) (-Cys) (47-кратне в порівнянні з СЕ 
MPL™ і 74-кратне в порівнянні з СЕ). Титри, що 
напрацьовуються у мишей, імунізованих СЕ MPL™ 
і GM-CSF, разом з пептидом TISP10MN(A)(-Cys), 
були погоджено найвищими в будь-якій групі вак-
цинованих реципієнтів. 

Визначення високих титрів, виміряних в об'єд-
наних сироватках мишей, імунізованих 
TISP10MN(A)(-Cys), MPL™ СЕ і GM-CSF, були 
характерними для окремих мишей в межах групи, 
титри окремих мишей в межах цієї групи порівню-
вали з такими у мишей, імунізованих пептидом з 
ад'ювантом Фройнда (на Фіг.1). Було показано, що 
в середньому окремі сироваткові титри IgG, IgGl і 
IgG2a були схожі з титрами, виміряними в об'єд-
наних сироватках (дані не показані). Співкомпози-
ція TlSP10MN (A) (-Cys) з СЕ MPL™ і GM-CSF 
приводить до значного збільшення титрів IgG, IgGI 
і IgG2a в порівнянні з титрами, індукованими у 
мишей, імунізованих CFA/IFA. Всі миші, імунізовані 
СЕ MPL™ і GM-CSF включеним в композицію з 
пептидом, індукували більш високі титри антитіл 
IgG чим, ті, які вимірювали у мишей, імунізованих 
композицією CFA/IFA. Ці результати показали, що 
комбінація СЕ MPL™ з GM-CSF генерує відповід-
ний профіль гуморальної імунної відповіді, що ви-
значається високими титрами пептид-специфічних 
антитіл, і відповідний розподіл підкласів IgG. Ця 
композиція звичайно індукує самі високі 
ТISР10МN(А)(-Суs)-специфічні титри будь-якої 
композиції вакцини, що використовується. 

Проводили порівняння титрів IgG aнти-
TlSP10MN(A)(-Cys) у мишей, імунізованих GM-
CSF, включеним в композицію із водним MPL™, 
СЕ або СЕ MPL™, для визначення ефектів GM-
CSF як додаткового ад'юванта (на Фіг.2). Резуль-
тати показали, що в цьому окремому втіленні ком-
бінація СЕ MPL з GM-CSF і пептидом є унікальною 
для індукції високого титру антитіл. MPL™ плюс 
GM-CSF демонстрував титри порівнянні з CFA/IFA. 
Таким чином, ад'ювантні властивості MPL™ і GM-
CSF, виглядають синергічними, коли знаходяться 
в загальному складі, де MPL™ знаходиться або у 
водній формі, або у вигляді стабільної емульсії. 

Потім вимірювали TlSP10MN(A)(-Cys)-

специфічні титри антитіл в об'єднаних промивних 
рідинах піхви, отриманих у мишей через чотири 
тижні після другої імунізації (таблиця 3). У мишей, 
імунізованих СЕ MPL™ плюс GM-CSF, формува-
лися високі титри антитіл IgA і IgG. Титри антитіл у 
вагінальній промивній рідині, отриманої у мишей, 
імунізованих іншими композиціями, звичайно не 
виявлялися. Оскільки відношення IgG до slgA у 
вагінальній промивній рідині зсунуте в бік IgG, і 
оскільки IgA не був виміряний, неможливо зробити 
висновок про те, що антитіло IgA, виявлене у вагі-
нальній промивній рідині, є локально таким, що 
синтезується слизовою оболонкою. Дійсно, ймові-
рно, що виявлені титри IgA і IgG є результатом 
транссудативної імуноглобулінової секреції плаз-
матичних клітин, розташованих на периферії сли-
зової оболонки піхви. 

Ці результати показують, що миші, імунізовані 
пептидом ВІЛ TlSP10MN(A) (-Cys) включеним в 
композицію з СЕ MPL™ в комбінації з або IL-12, 
або GM-CSF, мали високі титри пептид-
специфічних сироваткових антитіл. 

Щоб оцінити, чи були ці титри антитіл функці-
онально ефективними, сироватку аналізували на її 
здатність інгібувати інфекцію клітин in vitro за до-
помогою лабораторного штаму ВІЛ. Аналіз вимі-
рював активність зворотної транскриптази вірусу, 
яка знижувалася в супернатанті культури клітин, 
інфікованих відповідним штамом ВІЛ. Сироватка 
мишей, імунізованих СЕ MPL™ і GM-CSF, або СЕ 
MPL™ і IL-12, в обох випадках значно зменшувала 
вірусну інфективність (на Фіг.3). Максимальні оди-
ниці зворотної транскриптази вірусу знаходилися в 
області від 9481 до 10411. Сироватка мишей, іму-
нізованих тією ж композицією, інгібувала вірусну 
реплікацію. Навіть при розведенні вірусу тільки 
1/20, сироватка мишей, імунізованих СЕ MPL™ і 
GM-CSF разом з TISP10MN(A)(-Cys), інгібувала 
вірусну реплікацію приблизно на п'ятдесят проце-
нтів. Титри нейтралізуючої сироватки цієї компо-
зиції визначали як більше ніж 1600, в порівнянні з 
71 для сироватки, отриманої від мишей, імунізова-
них композицією СЕ MPL™, IL-12 і пептидом ВІЛ. 

Титри анти-TlSP10MN(A)(-Cys) сироватки з цих 
груп мишей були схожі (хоч і трохи вище) з тими, 
які були викликані у мишей, імунізованих CFA і 
IFA. Сироватки мишей, імунізованих 
TISP10MN(A)(-Cys), емульговані з CFA/IFA, не де-
монстрували ВІЛ-нейтралізацію в цьому аналізі. 
Сироватки мишей, імунізованих пептидом і комбі-
нацією СЕ MPL

1M
 плюс GM/CSF як ад'ювант, де-

монстрували більшу нейтралізуючу активність, 
чим будь-які інші сироватки. При еквівалентному 
розведенні, сироватки мишей, імунізованих СЕ 
MPL™ плюс GM-CSF і пептидом ВІЛ, нейтралізу-
вали більш високі концентрації вірусу, чим сирова-
тки реципієнтів інших вакцинних композицій. 

Потім вимірювали ВІЛ-пептидспецифічну про-
ліферацію в культурі клітин селезінки. Для вимі-
рювання клітинної реактивності на TISP10MN(A)(-
Cys), клітини селезінки культивували in vitro з пеп-
тидом або контрольними білками. У аналізі вимі-
рювали включення 

3
Н-тимідину в ДНК клітин, що 

діляться (таблиця 4). На відміну від клітин селезін-
ки мишей, імунізованих без ад'юванта, клітини 
селезінки мишей, імунізованих TISP10MN(A) (-Cys) 
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включеним в композицію з СЕ, активно проліферу-
вали у відповідь на пептид. Клітини селезінки вак-
цинованих реципієнтів не відповідали в культурі на 
нерелевантний антиген (лізозим) або на безанти-
генну стимуляцію. На стимуляцію мітогеном СоnА 
всі групи відповідали однаково. У межах більшості 
груп проліферативна відповідь залежала від вка-
заної антигенспецифічної дози. Всі три дози дава-
ли саму високу міру проліферації в групах мишей, 
імунізованих GM-CSF, включеним в композицію з 
СЕ MPL™. Самі низькі проліферативні відповіді 
були отримані у клітин селезінки груп мишей, іму-
нізованих вакцинами з CFA/IFA або IL-12, включе-
ним в композицію з пептидом ВІЛ. Клітини селезін-
ки мишей, імунізованих пептидом і або СЕ, або 
GM-CSF, включали в себе схожі рівні тимідину в 
культурі. Ці результати показали, що співкомпози-
ції пептиду ВІЛ з СЕ MPL™ і GM-CSF забезпечу-
ють саму високу проліферативну активність клітин 
селезінки мишей у відповідь на in vitro презенто-
ваний антиген. 

Культивовані клітини селезінки досліджували 
на їх можливість секретувати цитокіни IL-4 (табли-
ця 5) і гамма-інтерферон (таблиця 6) в культурі 
супернатантів. Ці цитокіни вимірювали в культурах 
супернатантів, зібраних через три і шість днів in 
vitro після стимуляції антигеном або мітогеном. 
Вимірювання IL-4, цитокіна пов'язаного з Т-
хелпером другого типу, показало, що не дивлячись 
на те, що всі групи продукували на 3 день рівні, що 
виявляються у відповідь на стимуляцію мітогеном 
СоnА, тільки миші, імунізовані MPL™ СЕ або СЕ 
MPL™ плюс GM-CSF, продукували IL-4 у відповідь 
на стимуляцію пептидом. Тільки миші, імунізовані 
MPL™ СЕ плюс GM-CSF і TISP10MN(A)(-Cys), сек-
ретували в культуру рівні, що виявляються IL-4 з 
всіма дозами пептиду, що використовуються для 
стимуляції клітин селезінки. На шостий день куль-
тивування, клітини селезінки мишей, імунізованих 
пептидом разом з СЕ MPL™ плюс GM-CSF, секре-
тували більш високі рівні IL-4, ніж ті, що виявля-
ються у мишей, імунізованих пептидом разом з СЕ 
MPL™, СЕ MPL™ плюс IL-12 або СЕ. Рівні IL-4 
були навіть вищими ніж ті, що індукуються шляхом 
стимуляції цих клітин СоnА. Клітини селезінки ми-
шей, що культивуються, імунізованих СЕ MPL™ 
плюс GM-CSF, також у відповідь на стимуляцію 
TISP10MN(A)(-Cys) протягом шести днів секрету-
вали в культуру рівні, що виявляються IL-5 (інший 
цитокін Т-хелпера другого типу (не показано)). 
Клітини селезінки ні від яких інших груп не проду-
кували IL-5, що виявляється в цих культурах. 

У відповідь на триденну стимуляцію культури 
СоnА, клітини селезінки всіх груп мишей секрету-
вали рівні гамма-інтерферону, що виявляються в 
культурі (таблиця 6). Тільки клітини мишей, імуні-
зованих СЕ MPL™ або СЕ MPL™ плюс GM-CSF, 
або СЕ MPL™ плюс GM-CSF, продукували рівні 
гамма-інтерферону, що виявляються, у відповідь 
на триденну стимуляцію пептидом ВІЛ. По завер-
шенню шестиденної стимуляції культури спостері-
галися більш високі концентрації інтерферону га-
мма у відповідь і на СоnА, і на пептид. Важливими 
були рівні гамма-інтерферону, виміряні в культурі 
супернатантів клітин селезінки мишей, імунізова-
них СЕ MPL™ або СЕ MPL™ плюс GM-CSF. Клі-

тини селезінки цих двох груп реципієнтів виділяли 
помітно більш високі концентрації гамма-
інтерферону в культурі супернатантів, ніж клітини 
селезінки мишей, імунізованій пептидом разом з 
СЕ MPL™ плюс IL-12 або СЕ. 

Результати першого експерименту демон-
струють, що введення MPL™ в стабільну емульсію 
«масло у воді» і потім, поєднання емульсії з пеп-
тидом ВІЛ TlSP10MN(A)(-Cys) і GM-CSF, приводи-
ли до індукції нейтралізуючих антитіл. Крім того, 
співкомпозиція GM-CSF разом з СЕ MPL™ і анти-
геном вакцини приводили до збільшення рівнів IL-
4, IL-5 і гамма-інтерферону, що секретуються в 
супернатантах культури, і до посилення проліфе-
ративної відповіді клітин селезінки, стимульованих 
в культурі імунізуючим антигеном. Така композиція 
також індукує самий високі титри IgG, IgG2a, і 
IgG2b при введенні будь-якої з перелічених вище 
вакцинних композицій. Тільки групи мишей, імуні-
зовані комбінацією СЕ MPL™ і GM-CSF разом з 
пептидом, мали титри, що виявляються IgG і IgA в 
промивних рідинах піхви згідно з числом повтор-
них досліджень. Комбінація СЕ MPL™, IL-12 і пеп-
тиду також призводила до збільшення рівнів титрів 
IgGI і IgG2a, збільшенню вірусної нейтралізації, 
збільшенню проліферації клітин селезінки і секре-
ції IL-4 і гамма інтерферону. 

Імунізація мишей будь-яким окремим ад'юван-
том, включеним в композицію з пептидом ВІЛ, не 
давала імунну відповідь з виявленням нейтралізу-
ючих антитіл. 

Часто спостерігалося, що імунізація мишей 
TISP10MN(A)(-Cys), разом з СЕ MPL™ або MPL™ 
у вигляді водної композиції, індукувала високі тит-
ри антитіл. Ці композиції, однак, не індукують іму-
нну відповідь з титрами вагінальних антитіл, тит-
рами нейтралізуючих антитіл (або сильні відповіді 
CTL, описані нижче в експерименті 8). Іноді, MPL™ 
або СЕ MPL™ в комбінації з пептидом індукували 
вимірні титри IgA і IgG в промивних рідинах піхви. 
У деяких дослідженнях, комбінація композиції вак-
цини MPL™ або з IL-12, або з GM-CSF, приводила 
до титрів, які були схожі з тими, які продукувалися 
мишами, імунізованими CFA/IFA, або будь-якими з 
композицій СЕ MPL™ з або без цитокіну. Це спо-
стереження показує, що форма СЕ MPL™ не обо-
в'язкова для високих титрів антисироватки, спе-
цифічної для пептиду ВІЛ. Додавання GM-CSF в 
СЕ носій приводило до збільшення пептид-
специфічних титрів в порівнянні з мишами, імуні-
зованими тільки СЕ або СЕ і IL-12. Звичайно, од-
нак, індукція високих титрів антитіл IgG2a і IgG2b 
залежала від композиції пептиду з СЕ MPL™ і GM-
CSF. Цікаво помітити, що ця композиція індукува-
ли титри IgG, які були сходні з титрами, індукова-
ними шляхом імунізації іншими композиціями, та-
кими як CFA/IFA і пептид. Комбінацію СЕ MPL™ з 
GM-CSF і пептидом складали тільки для демон-
страції індукції як високих титрів антитіл, що нейт-
ралізуються, так і CTL (див. експеримент 8). Вклю-
чення IL-12 разом з СЕ MPL™ і пептидом, також 
індукувало сприятливий профіль імунної відповіді. 
Результати показали, що співкомпозиція СЕ 
MPL™ і цитокінів GM-CSF або IL-12 давала якісну 
відмінність в гуморальній відповіді в порівнянні з 
імунізацією CFA і IFA. Ця відмінність, як вважають, 



17 76406 18 
 
 

 

відноситься до підвищених рівнів IgG2a і IgG2b. 
У другому експерименті використали протоко-

ли першого експерименту з Balb/c-пептид ВІЛ, але 
з невеликими змінами. MPL™ також вводили у 
водній формі з або без цитокіну. 

Імунізація мишей Balb/c пептидом ВІЛ 
TISP10MN(A)(-Cys) без ад'юванта не індукувала 
істотних титрів антитіл. Навпаки, склад пептидного 
антигена з різноманітними композиціями ад'ю-
вант/цитокін приводив до індукції високих титрів 
антитіл після другої імунізації. 

Імунізація пептидом і IL-12, або тільки СЕ при-
водила до титрів, які були невідмітні від титрів, 
індукованих композицією без ад'юванта (таблиця 
7). Реципієнти пептидної співкомпозиції з GM-CSF 
мали обмежені збільшення титрів. У порівнянні з 
реципієнтами, що отримували вакцину, що містить 
CFA/IFA, мікрозріджена СЕ MPL™ демонструвала 
схожі пептид-специфічні титри. У порівнянні з ре-
ципієнтами, що отримували вакцину CFA/IFA, СЕ 
MPL™ індукувала високі рівні пептид-
специфічного IgG2a. Підходи, що використовують-
ся при імунізації можуть впливати на титри анти-
тіл, що спостерігаються. Однак, імунізація мишей 
MPL™ (водний) включеним в композицію з пепти-
дом, індукувала високі титри пептид-специфічних 
антитіл. Додавання GM-CSF або IL-12 в ці компо-
зиції приводило до збільшення титрів більше ніж 
10

6
. Таким чином, комбінація пептиду ВІЛ з MPL™ 

і цитокінами, IL-12 або GM-CSF, індукувала високі 
титри антитіл, специфічних для пептиду. 

Тільки групи мишей, імунізовані пептидом і або 
MPL , або IL-12, або MPL™ і GM-CSF, розвивали 
відносно високі титри антитіл, що виявляються в 
рідинах, отриманих з промивної рідини піхви (таб-
лиця 8). Дійсно, тільки та група мишей, яка була 
імунізована MPL™ і IL-12 з пептидом, продукувала 
пептид-специфічний IgA. 

Проліферативну здатність клітин селезінки в 
культурі у відповідь на in vitro стимуляцію пепти-
дом визначали шляхом введення тимідину. Дані в 
таблиці 9 представлені таким способом, щоб нор-
мувати проліферацію, стандартизувати по відно-
шенню до максимальної проліферації, отриманої 
при стимуляції СоnА. Клітини селезінки мишей, 
імунізованих СЕ MPL™ разом або з GM-CSF, або з 
IL-12, а також мишей, імунізованих тільки GM-CSF, 
демонстрували низькі рівні пептид-асоційованої 
проліферації. Навпаки, клітини селезінки мишей, 
імунізованих пептидом в комбінації з MPL™ і GM-
CSF, демонстрували значну проліферацію. 

Також вимірювали продукцію цитокіну культи-
вованими in vitro клітинами селезінки. Для IL-4, 
тільки миші, імунізовані СЕ MPL™ в комбінації з 
GM-CSF і TISP10MN(A)(-Cys), секретували високі 
рівні IL-4 у відповідь на стимуляцію пептидом 
(таблиця 10). Для гамма-інтерферону, миші, імуні-
зовані СЕ MPL™ і або GM-CSF, або IL-12, або во-
дним MPL™ з GM-CSF або з IL-12, продукували 
рівні, що легко виявляються цього цитокіну в супе-
рнатанті культури (таблиця 11). 

Таким чином, комбінація цитокінів GM-CSF 
або IL-12 з MPL™ або СЕ MPL™ індукувала високі 
титри антитіл, специфічних для пептидного анти-
гена. Титри були подібні тим, які індукувалися при 
імунізації мишей пептидом і CFA/IFA. Дані показу-

ють, що ці комбінації також індукували самі високі 
проліферативні відповіді в клітинах селезінки в 
культурі і стимулювали популяції клітин селезінки, 
які секретували самі високі рівні гамма-
інтерферону у відповідь на стимуляцію пептидом. 

Результати цього другого експерименту пока-
зують, що співкомпозиції TISP10MN(A)(-Cys) з 
MPL™ і цитокінами GM-CSF або IL-12 індукують 
профіль імунної відповіді, подібний викликаному у 
мишей, імунізованих пептидом і CFA і повторно 
імунізованих пептидом і IFA або перевершуючий 
його. 

Гістологічна оцінка (не показана) місця вве-
дення через два тижня після другої імунізації пока-
зала, що миші, імунізовані мікрозрідженим СЕ 
MPL™, не розвивали або не підтримували інфіль-
трацію мононуклеарних клітин в дермі шкіри. За-
барвлені гематоксиліном/еозином тканини були 
такими ж, як отримані у реципієнтів без ад'юванта. 
Навпаки, миші Balb/c, імунізовані CFA і IFA як 
ад'юванти (емульсія «вода в маслі»), мали значне 
скупчення мононуклеарних клітин в цій області. 
Реципієнти СЕ MPL™ з GM-CSF і пептидом пока-
зували помітне, але мінімальне збільшення моно-
нуклеарних клітин в порівнянні з реципієнтами СЕ 
MPL™ без GM-CSF. Тканини мишей, імунізованих 
тільки GM-CSF і пептидом, не досліджувалися. 

Протоколи другого експерименту використали 
в третьому експерименті з мишами Swiss-Webster, 
що використовуються замість мишей Balb/c. Миші 
Swiss-Webster використовувалися для визначення 
ефектів ад'ювантов з пептидним антигеном ВІЛ, де 
МНС-пов'язаний Т-хелперний епітоп не впливав на 
імунну відповідь. Миші Swiss-Webster являють 
собою аутбридінговий штам мишей; і, отже, ніяких 
клітинних досліджень не проводили. У цьому екс-
перименті вимірювали тільки реципрокні кінцеві 
точки титрування антитіл IgG проти пептиду ВІЛ і 
кінцеві точки титрування антитіл IgG і IgA з проми-
вної рідини піхви. Як видно з таблиці 12 і 13, про-
філь відповіді був таким, що його можна зіставити 
з виміряним в першому і другому експерименті у 
мишей Balb/c. 

У четвертому експерименті використовували-
ся протоколи другого експерименту з невеликими 
змінами і використовувалися миші Balb/c. Як пока-
зано в таблиці 14, ад'ювантні композиції MPL™ 
разом з або GM-CSF, або IL-12, викликали значно 
більш високі відповіді IgG GMT, чим один MPL™. 
Як показано в таблиці 15, ад'ювантна композиція 
СЕ MPL™ разом з GM-CSF, викликала істотну 
відповідь підкласу IgG2b. Ад'ювантні композиції 
MPL™ разом або з GM-CSF, або з IL-12, виклика-
ли помітно більш високі відповіді підкласу IgG2a, 
чим один MPL™, в той час як композиції СЕ MPL™ 
разом або з GM-CSF, або з IL-12, викликали більш 
високі відповіді підкласу IgG2a, ніж один MPL™. Як 
показано в таблиці 16, ад'ювантні композиції 
MPL™ разом або з GM-CSF, або з IL-12, виклика-
ли помітно більш високі титри IgG у вагінальній 
промивній рідині, ніж один MPL™. Нарешті, як по-
казано на Фіг.4, ад'ювантні композиції MPL™ ра-
зом або з GM-CSF, або з IL-12, також як і компози-
ції СЕ MPL™ разом або з GM-CSF, або з IL-12, 
демонстрували більш активну проліферацію клітин 
селезінки, чим один MPL™ або одним СЕ MPL™, 
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відповідно. 
У п'ятому експерименті використовувалися 

протоколи другого експерименту з невеликими 
змінами і використовувалися миші Balb/c; IL-12 не 
входив в композиції ад'юванта. Як показано в таб-
лиці 17, композиції ад'юванта, що містять як 
MPL™, так і GM-CSF, викликали помітно більш 
високі відповіді IgG2a і IgG2b, чим один MPL™. 
Крім того, композиції ад'юванта, що містять як 
MPL™, так і GM-CSF, викликали помітно більш 
високі відповіді для всіх підкласів IgG, чим один 
MPL™. 

У шостому експерименті використовувалися 
протоколи другого експерименту з невеликими 
змінами і використовувалися миші Balb/c; IL-12 не 
входив в композиції ад'юванта. Пептид ВІЛ являв 
собою 40 амінокислот через присутність цистеїну в 
позиції 17 амінокислоти. Як показано в таблиці 18, 
ад'ювантні композиції, що містять як СЕ MPL™, 
так і GM-CSF, викликали значно більш високі від-
повіді всіх підкласів IgG, чим один MPL™, і помітно 
більш високі відповіді всіх підкласів, чим один СЕ 
MPL™. 

У сьомому експерименті використовувалися 
протоколи шостого експерименту з невеликими 
змінами і використовувалися миші Balb/c; IL-12 не 
входив в композиції ад'юванта. Як показане в таб-
лиці 19, ад'ювантні композиції, що містять як СЕ 
MPL™, так і GM-CSF, викликали помітно більш 
високі відповіді для всіх підкласів IgG, чим один 
СЕ MPL™, і композиції ад'юванта, що містять як 
MPL™, так і GM-CSF, викликали помітно більш 
високі відповіді для всіх підкласів IgG, чим один 
MPL™. 

У восьмому експерименті для вимірювання 
імунітету, опосередкованого функціональними 
клітинами, оцінювали здатність клітин селезінки 
мишей, імунізованих СЕ MPL™ або СЕ MPL™ 
плюс GM-CSF, включеним в композицію з мультіе-
пітопним пептидом TlSP10MN(A)(+Cys), генерува-
ти відповіді HIVMN-специфічних CTL. 

Як показано на малюнку 5, клітини селезінки 
мишей, імунізованих СЕ MPL™ або СЕ MPL™ 
плюс GM-CSF, демонстрували низьку активність 
відносно клітин-мішеней, які були або немічені, 
або імпульсно-мічені, з епітопом lllВ CTL. Клітини 
селезінки мишей, імунізованих 
TISP10MN(A)(+Cys), включеним в композицію СЕ 
MPL™ і з GM-CSF, разом індукували високу актив-
ність HIVMN-специфічних CTL після одиничної іму-
нізації. HIVMN-специфічний CTL-опосередкований 
лізис клітин-мішеней був помітно збільшений при 
вимірюванні через сім днів після повторної імуні-
зації (на Фіг.5). В окремих експериментах, миші, 
імунізовані без ад'юванта, не стимулювали відпо-
віді CTL. Миші, імунізовані водним MPL™ і пепти-
дом, генерували низькі (<30%) відповіді пептид-
специфічних CTL. 

Єдиною трудністю в оцінці потенційної ефек-
тивності імуногенних композицій проти ВІЛ, було 
те, що примати (не люди), інфіковані ВІЛ, не роз-
вивали СНІД-подібних симптомів. Таким чином, 
можлива модель тварини не відтворює симптома-
тику людини, викликану ВІЛ. На щастя, примати 
(не люди), інфіковані вірусом імунодефіциту мавпи 
(ВІМ), близько родинним ВІЛ, дійсно можуть роз-

вивати СНІД-подібні симптоми. 
Це дозволяє антигенам ВІМ бути оціненим у 

приматів (не людей). Антиген ВІМ може бути біл-
ком, поліпептидом, пептидом або фрагментом, 
отриманим з вказаного білка. Білок може бути глі-
копротеїном, таким як gp41, gp120 або gp160. Аль-
тернативно, білок може бути білком, що кодується 
такими генами, як gag, роl, vif, rev, vpr, tat, nef або 
env. Пептиди, отримані з таких білків, містять, при-
наймні, одну антигенну детермінанту (епітоп) дов-
жиною, принаймні, шість амінокислот. 

Аналогічно з ВІЛ, у приматів (не людей) вико-
ристовується мультіепітопні пептиди ВІМ. Вивчен-
ня проводилося для оцінки можливості викликати 
відповідь CTL різними пептидами в поєднанні з СЕ 
MPL™ і GM-CSF. Резус макаки були підшкірно 
імунізовані на 0, 4, 8 і 18 тижні СЕ MPL™ і GM-
CSF, разом з будь-яким з наступних трьох пепти-
дів (див. таблицю 20): 

(1) Кожний пептид містив наступний епітоп 
CTL в контексті Маnu А*01: 

 
(2) Альтернативно, кожний з цих трьох пепти-

дів був пов'язаний зі змішаним епітопом Т-
хелпера, що має наступну послідовність: 

 
Таким чином, ці три пептиди мали наступні по-

слідовності: 

 
Гепаринізовану кров збирали кожні два тижні, і 

мононуклеарні клітини периферичної крові аналі-
зували на CTL за допомогою тесту з вивільненням 
51

Сr, тетрамерного фарбування свіжих мононукле-
арних клітин периферичної крові (РВМС) і тетра-
мерного фарбування культивованих РВМС. Тет-
рамерне фарбування свіжого РВМС і цитолітичний 
лізис, визначений вивільненням 

51
Cr, не виявляли 

ніякої активності. Однак, імунізація резус макаки в 
контексті Маmu А*01 TH/CTL пeптидними коктей-
лями включеними в композицію з СЕ MPL™ і GM-
CSF, приводила до виявлення тетрамер-
позитивних CD8+ Т-клітин. Результати, представ-
лені в таблицях 21-24, показують, що процент по-
зитивних, тетрамер-позитивних CD8+ (таблиці 21-
23) або CD4+ (таблиця 24) Т-клітин виявляється у 
РВМС, культивованих з відповідним пептидом 
протягом 11 днів. 

Загалом, всі чотири Маmu А* 01 позитивних 
тварин, імунізованих або епітопами CTL (Rh 55, Rh 
142), або без епітопів Th (Rh 13, Rh 80), демон-
стрували CD8+ тетрамер-позитивні клітини, спе-
цифічні для або gag, роl, або env. Як очікувалося, 
ніяких тетрамер-позитивних CD8 клітин не було 
виявлено у Маmu А*01 негативних тварин (Rh 41, 
Rh47). Імунні відповіді, специфічні gag і env BIM, 
спостерігали після праймування, в той час як pol 
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специфічну тетрамер-позитивність спостерігали 
після повторної імунізації. Оскільки заключна по-
вторно імунізуюча доза, що вводиться на 18 тижні, 
не давала подальшого підвищення відповіді, дані 
в таблицях 21-24 після 14 тижня не представлені. 

У результаті, імунізація резус макак в контексті 
Mamu A*01 пeптидними коктейлями, що містять 
Th/BIM gag, роl і env CTL-епітопи, включеними в 
композицію з СЕ MPL™ і людським GM-CSF, ви-
кликала клітинні відповіді, як було показано за 
допомогою чутливого і тетрамерним аналізом. 

Білок порин В Neisserla gonorrhoeae, також ві-
домий як РІВ білок, був рекомбінантно експресо-
ваний (42, приведений тут як посилання) і є канди-
датом на роль антигена для профілактики або 
лікування інфекцій, викликаних Neisserla 
gonorrhoeae. 

Проводили ряд досліджень для порівняння 
MPL™ (або з, або без СЕ) плюс GM-CSF або IL-12, 
з одиночним MPL™ (або з, або без СЕ), разом з 
модифікованою формою білка порина В Neisserla 
gonorrhoea, в якому 16 амінокислот на N-кінці є 
фаговими, а потім зрілою формою білка порина В. 
Короткий виклад результатів представлений далі. 

У першому експерименті мишей Swiss-Webster 
підшкірно імунізували в сідничну область рекомбі-
нантним білком порином В, що генерує титри анти-
ген-специфічних антитіл, демонструючи, що білок 
порин В є життєздатним кандидатом на роль анти-
гена. Додавання GM-CSF в MPL™ і білка порина В 
приводило до підвищення сироваткових титрів 
антитіл IgG і IgG2, в порівнянні з реципієнтами 
MPL™ і білка порина В (див. Таблиці 25 і 26). 

У другому експерименті мишей Swiss-Webster 
підшкірно імунізували в сідничну область білком 
порином В плюс IL-12 і MPL™ або СЕ MPL™, що 
викликало більш високі титри антиген-специфічних 
антитіл (особливо IgG) в порівнянні з реципієнтами 
білка порина В плюс MPL™ або СЕ MPL™. Більш 
високі титри спостерігали після обох, як первинної, 
так і повторної імунізації. Введення в композицію 
IL-12 приводило до приблизно десятиразового 
збільшення титрів IgG, виміряних у вагінальній 
промивній рідині (див. таблиця 27). 

Очищений нативний білок злиття (F) людсько-
го респіраторного синцитіального вірусу (RSV) в 
нативній димерній формі є кандидатом на роль 
антигена для профілактики інфекцій, викликаних 
RSV (43, включений сюди як посилання). 

Проводили ряд досліджень для порівняння 
MPL™ (або з, або без СЕ) плюс GM-CSF або IL-12, 
з кожним з MPL™ (або з або без СЕ), фосфатом 
алюмінію або Stimulon™ QS-21 по окремості, ра-
зом з очищеним нативним F-білком RSV. Короткий 
опис результатів представлений далі. 

У першому експерименті миші Balb/c, внутріш-
ньом'язово імунізовані нативним RSV F-білком, 
генерували титри антиген-специфічних антитіл, 
демонструючи, що F-білок є життєздатним канди-
датом на роль антигена. Додавання GM-CSF в 
MPL™ індукувало підвищення кінцевих точок тит-
рування, в порівнянні з відповіддю на F-білок од-
ного MPL™, після як первинної, так і повторної 
імунізації (див. таблицю 28), а також спричинило 
посилення клітинної відповіді на in vitro стимуля-
цію клітин селезінки в порівнянні з одним MPL™ 

(див. таблицю 29). Додавання GM-CSF в СЕ 
MPL™ приводило до посилення первинної IgG 
відповіді на F-білок, в порівнянні з одним СЕ 
MPL™ (див. таблицю 28). 

У другому експерименті використали протокол 
першого експерименту. Додавання GM-CSF в 
MPL™ індукувало більш високі кінцеві точки тит-
рування, чим у випадку єдиного MPL™, у відповідь 
на F-білок після як первинної, так і повторної імуні-
зації (див. таблицю 30). Додавання GM-CSF до СЕ 
MPL™ також спричинило збільшення кінцевих то-
чок титрування, в порівнянні з одним СЕ MPL™, у 
відповідь на F-білок після первинної імунізації 
(див. Таблицю 30). Додавання GM-CSF в компози-
ції F-білка плюс MPL™ або СЕ MPL™, викликало 
більш високий процент RSV-специфічної CTL ак-
тивності селезінки, чим викликане композиціями у 
відсутність GM-CSF, як показано на клітинах селе-
зінки імунізованих мишей (див. таблицю 31). 

У третьому експерименті GM-CSF замінювали 
на IL-12. Співкомпозиція IL-12 з MPL™ викликала 
більш високі титри IgG після первинної імунізації, в 
порівнянні з введенням F-білка тільки з MPL™ 
(див. таблицю 32). Однак додавання IL-12 до 
MPL™ або СЕ MPL™ не мало ніякого ефекту на 
RSV-специфічну активність CTL, виміряну після in 
vitro стимуляції ефекторних клітин (див. таблицю 
33). 

Одне з досліджень проводилося для порівнян-
ня MPL™ (або з, або без СЕ) плюс GM-CSF і 
окремого MPL™ (або з, або без СЕ), разом з біл-
ком NP (нуклеокапсидний білок) вірусу грипу. Були 
недостатні кількості NP для проведення експери-
менту по вимірюванню титрів антитіл. Мишей, іму-
нізованих NP пептидом разом або без ад'ювантів, 
аналізували на відповіді клітин селезінки при сти-
муляції антигеном на 14 день після остаточної 
імунізації. Введення GM-CSF в композиції, що міс-
тять MPL™ або СЕ MPL™ приводило до помітного 
скорочення CTL активності (дані не показані). 

Незрозуміло, чому був отриманий цей анома-
льний результат. Можливо, були технічні пробле-
ми при проведенні аналізу. 

Антигенні композиції по даному винаходу мо-
дулюють імунну відповідь, поліпшуючи гуморальну 
відповідь і клітинний імунітет хребетного господа-
ря після введення антигенної композиції, що вклю-
чає вибраний антиген патогенного вірусу, гриба, 
бактерії або паразита, і ефективну кількість ад'ю-
ванта MPL™ (у водній або в формі стабільної 
емульсії), комбінована з цитокіном або лімфокі-
ном, зокрема, GM-CSF або IL-12. Інші цитокіни або 
лімфокіни, як було показано, мають імуномодулю-
ючу активність, включаючи, але ними не обмежу-
ючись, інтерлейкіни 1-альфа, 1-бета, 2, 4, 5, 6, 7, 
8, 10, 13, 14, 15, 16, 17 і 18, інтерферони альфа, 
бета і гамма, гранулоцитарний колонієстимулюю-
чий фактор і фактор некрозу пухлини альфа і бе-
та. 

Агоністи або антагоністи вказаних цитокінів 
або лімфокінів також знаходяться в межах даного 
винаходу. Як використовується тут, "агоніст" озна-
чає молекулу, яка посилює активність або функці-
онує таким же чином, як вказані цитокіни або лім-
фокіни. Прикладом такого агоніста є міметик 
вказаних цитокінів або лімфокінів. Як використову-
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ється тут, термін "антагоніст" означає молекулу, 
яка інгібує або перешкоджає активності вказаних 
цитокінів або лімфокінів. Прикладами таких анта-
гоністів є розчинний рецептор IL-4 і розчинний ре-
цептор TNF. 

Як використовується тут, термін "ефективна 
кількість ад'юванта" означає дозу комбінації ад'ю-
вантів, описаних тут, які є відповідними для збіль-
шення імунної відповіді у хребетних тварин. Інди-
відуальна доза залежить зокрема, від віку, маси і 
медичного стану господаря а також способу вве-
дення і антигена. У переважному втіленні, ад'юва-
нтні комбінації MPL™ використовуються в області 
від 1-100мкг/доза. Відповідні дози можуть бути 
легко визначені фахівцями в даній області. Анти-
генні композиції по даному винаходу можуть також 
бути змішані з імунологічно прийнятними розрі-
джувачами або носіями звичайними способами 
для отримання рідкого розчину для введення або 
суспензій. 

Антигенні композиції по даному винаходу вво-
дяться людині або іншому хребетному різними 
шляхами, що включають, але ними що не обме-
жуються, інтраназальний, пероральний, вагіналь-
ний, ректальний, парентеральний, шкіряний, крі-
зьшкірний [див., наприклад міжнародну публікацію 
WO 98/20734 (44)], (яка включена тут як посилан-
ня), внутрішньом'язовий, внутрішньочеревний, 
підшкірний, внутрішньовенний і внутрішньоартері-
альний. Кількість антигенного компонента або 
компонентів антигенної композиції залежить зок-
рема, від індивідуального антигена, а також від 
віку, маси і медичного стану господаря, а також від 
способу введення. І знов, відповідні дози можуть 
бути легко визначені фахівцями в даній області. 
Переважно, хоч не обов'язково, антиген і комбіна-
цію ад'ювантів вводять в один і той самий час. 
Число доз і режим дозування антигенної компози-
ції також може бути легко визначені фахівцями в 
даній області. У деяких випадках, властивості 
ад'юванта в ад'ювантній комбінації можуть змен-
шувати число необхідних доз або час курсу режи-
му дозування. 

Комбінації ад'ювантів по даному винаходу є 
відповідними для використання антигенних компо-
зицій, що містять широку різноманітність антигенів 
з широкого кола патогенних мікроорганізмів, вклю-
чаючи, але ними не обмежуючись, віруси, бактерії, 
гриби або паразитні мікроорганізми, які інфікують 
людей і інших хребетних, або антигени ракових 
клітин або пухлинних клітин. Антигени можуть 
включати пептиди або поліпептиди, отримані з 
білків, а також фрагментів, будь-чого з перерахо-
ваних: сахариди, білки, полі- або олігонуклеотиди, 
ракові клітини або пухлинні клітини, алергени, 
амилоїдний пептидний білок або інші макромоле-
кулярні компоненти. У деяких випадках, в антиген-
ну композицію може бути включено більше ніж 
один антиген. 

Бажані вірусні вакцини, що містять композиції 
ад'юванта по даному винаходу, являють собою 
такі вакцини, які спрямовані на запобігання або/і 
лікування захворювання, викликаного, але ними не 
обмежуючись, вірусом імунодефіциту людини, 
вірусом імунодефіциту мавп, респіраторним син-
цитіальним вірусом, вірусом парагрипу типів 1-3, 

вірусом грипу, вірусом простого герпеса, людським 
цитомегаловірусом, вірусом гепатиту А, вірусом 
гепатиту В, вірусом гепатиту С, вірусом людської 
папіломи, поліовірусом, ротавірусом, каліковіру-
сомами, вірусом кору, вірусом свинки, вірусом 
краснухи, аденовірусом, вірусом сказу, вірусом 
собачої чуми, вірусом чуми рогатої худоби, коро-
навірусом, парвовірусом, інфекційним ринотрахе-
альним вірусом, вірусом лейкемії кішок, вірусом 
інфекційного перитоніту кішок, вірусом інфекційно-
го бурситу у птахів, вірусом хвороби Ньюкасла, 
вірусом хвороби Марека, вірусом респіраторного і 
репродуктивного синдрому у свиней, вірусом кін-
ського артериту і різними енцефалопатичними 
вірусами. 

Бажані бактерійні вакцини, що містять ад'юва-
нтну композицію по даному винаходу, являють 
собою також вакцини, які спрямовані на запобіган-
ня і/або лікування захворювань, викликаних, але 
ними не обмежуючись, Haemophilus Influenzae (як 
типовий, так і нетиповий), Haemophilus somnus, 
Moraxella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae, 
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, 
Streptococcus faecalis, Helicobacter pylori, Neisseria 
meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia 
trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia 
psittaci, Bordetella pertussis, Salmonella typhi, 
Salmonella typhimurium, Salmonella choleraesuis, 
Escherichia coil, Shiqella, Vibrio cholerae, 
Corynebacterium diphtheriae, Mycobacterium 
tuberculosis, Mycobacterium avium-Mycobacterium 
intracellulare complex, Proteus mirabilis, Proteus 
vulgaris, Staphylococcus aureus, Closcridium tetani, 
Leptospira intsrroqans, Borrelia burgdorferi, 
Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida, 
Actinobacsillus pleuropneumoniae і Mycoplasma 
gallisepticum. 

Бажані вакцини проти грибкових патогенів, що 
містять ад'ювантну композицію по даному винахо-
ду, являють собою такі вакцини, які спрямовані на 
запобігання і/або лікування захворювань, виклика-
них, але ними не обмежуючись, Aspergillls, 
Blastomyces, Candida, Coccidiodes, Cryptococcus i 
Histoplasma. 

Бажані вакцини проти паразитів, утримуючі 
ад'ювантну композицію по даному винаходу, яв-
ляють собою такі вакцини, які спрямовані на запо-
бігання і/або лікування захворювань, викликаних, 
але ними не обмежуючись, Leishmania major, 
Ascaris, Trichuris, Giardia, Schistosoma, 
Cryptosporidium, Trichomonas, Toxoplasma gondii і 
Pneumocystis carinii. 

Бажані вакцини, що викликають терапевтичну 
або профілактичну протиракову активність у хре-
бетного господаря, які містять комбінації ад'юван-
та по даному винаходу, включають використання 
таких ракових антигенів або пухлинно-
асоційованих антигенів, які включають, але ними 
не обмежуються, специфічний антиген простати, 
карцино-ембріональний антиген, MUC-1, Her2, CA-
125 і MAGE-3. 

Бажані вакцини для зменшення відповідей на 
алергени у хребетного господаря, які містять ком-
бінації ад'юванта по даному винаходу, включають 
ці алергени або їх фрагмент. Приклади таких але-
ргенів [описані в патенті США №5830877 (45) і 
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опублікованій міжнародній патентній заявці WO 
99/51259 (46)], які включені тут як посилання, і 
включають пилок, отрути комах, тваринну лупу, 
спори грибів і ліків (такі як, пеніцилін). Вакцини 
перешкоджають виробництву антитіл IgE, які, як 
відомо, викликають алергічні реакції. 

Бажані вакцини для запобігання або лікування 
хвороби, що характеризується відкладенням ами-
лоїда у хребетного господаря, які містять комбіна-
ції ад'юванта по винаходу, включають композиції, 
що містять дози цього амилоїдного пептидного 
білка (АРР). Дана хвороба згадується під різними 
назвами наприклад, хвороба Альцгеймера, амило-
їдоз або амилоїдна хвороба. β-Амилоїдний пептид 
(також відомий як пептид Αβ) являє собою 42 амі-
нокислотних фрагмента АРР, які утворюються при 
процессінгу АРР β і у секреторних ферментів, і має 
наступну послідовність: 

 

 
У деяких пацієнтів відкладення амилоїда 

приймає форму агрегованого пептида Αβ. Неспо-
дівано, в цей час виявлено, що введення виділе-
ного пептида Αβ стимулює імунну відповідь проти 
пептидного компонента Αβ відкладення амилоїда 
хребетного господаря [47]. Таким чином, вакцини 
по даному винаходу включають комбінації ад'юва-
нта по даному винаходу разом з пептидом Αβ, а 
також фрагменти пептида Αβ і антитіла до пептиду 
Αβ або його фрагментам. Один такий фрагмент 
пептида Αβ являє собою 28-амінокислотний пеп-
тид, що має наступну послідовність [48]: 

 
У випадку ВІЛ і ВІМ антигенні композиції вклю-

чають, щонайменше, один білок, поліпептид, пеп-
тид або фрагмент, отриманий з вказаного білка. У 
деяких випадках, різноманітних ВІЛ або ВІМ білки, 
поліпептиди, пептиди і/або фрагменти включені в 
антигенну композицію. 

Комбінації ад'ювантних композицій по даному 
винаходу також є відповідними для введення як 
ад'ювант в полінуклеотидні вакцини (також відомі 
як ДНК-вакцини). Такі вакцини можуть, крім того, 
включати полегшуючі засоби, такі як бупивикаїн 
[див. патент США №5593972 (49)], який включений 
сюди як посилання). 

Для того щоб краще зрозуміти даний винахід, 
пропонуються наступні приклади. Приклади при-
ведені тільки з метою ілюстрації і не повинні розг-
лядатися як обмеження можливостей винаходу. 

Приклади 
Експеримент 1 
Імунізація мишей Balb/c пептидом ВІЛ і різни-

ми ад'ювантами 
Приклад 1 
Матеріали і Методи 
Тварини 
Самиці мишей Balb/c, у віці 7-9 тижнів, були 

куплені у Taconic Farms, Inc. (Germantown, NY). Всі 
миші були взяті при схваленні American Association 
for Accreditation of Laboratory Animal Care. Миші 
поступово акліматизувалися на новому місці про-
тягом одного тижня до початку досліджень. 

Пептиди 

Послідовність пептиду TISP10MN(A)(-Cys) з 
мультіепітопом HIV-1-MN являє собою: 

 
Цей пептид був заздалегідь описаний (28,29) і 

містить послідовності ВІЛ-1 gp120MN, які виклика-
ють відповіді CD4

+
Th клітин, як у людей, так і у 

мишей, головний нейтралізуючий детермінант і 
сайт впізнавання CD8

+
 CTL у мишей Balb/c. Пеп-

тид був наданий Dr. R. Scearce (Duke University, 
Durham, NC). Для аналізу CTL, пептиди, відповідні 
епітопу  

 
рестрикція), були куплені у Genosys 
Biotechnologies Inc. (The Woodlands, TX). Перед 
використанням пептиди були солюбілізовані в сте-
рилізованій воді і розбавлені у відповідних буфе-
рах або поживному середовищі для клітин. 

Ад'юванти 
Всі препарати, що містять ад'ювант MPL™, 

були отримані від Ribi ImmunoChem Research, Inc. 
(Hamilton, MT). MPL™ готували у вигляді водної 
композиції з використанням триетаноламіну 
(Sigma, St. Louis, MO). Після солюбілізації, MPL™ 
руйнували ультразвуком згідно з інструкціями ви-
робника з отриманням опалесцуючого/прозорого 
розчину, який стерильно відфільтровували. СЕ 
MPL™ являв собою заздалегідь приготовану на 
основі сквалену емульсію «масло у воді» (масло 1-
2%), що мала концентрацію MPL™ в межах від 0-
2500мкг/мл. Фосфат алюмінію отримували на міс-
ці. Повний ад'ювант Фройнда (CFA) і неповний 
ад'ювант (IFА) були куплені у Difco Laboratories, 
Detroit, MI. Пептиди TISP10MN(A) і ад'юванти 
Фройнда емульгували у відношенні 1:1, викорис-
товуючи два пов'язаних шприци. Експресований 
рекомбінантний мишачий IL-12 був наданий 
Genetics Institute (Cambridge, MA). Рекомбінантний 
мишачий GM-CSF був отриманий від Immunex 
(Seattle, WA), наданий R&D Systems (Minneapolis, 
MN) або був куплений у Biosource International 
(Camarillo, CA) у вигляді ліофілізованого порошку 
без носія. 

Імунізація 
Мишей підшкірно імунізували в сідничну об-

ласть в повному об'ємі 0,2мл, еквівалентно розді-
леним на кожну сторону відносно хвоста. Імунізації 
проводили з різними часовими інтервалами, як 
визначено нижче. Антигени і цитокіни розбавляли 
фосфатним сольовим буфером до відповідних 
концентрацій і змішували з ад'ювантами менше 
ніж за 16 годин до імунізації, в стерильних умовах. 
Вакцини змішували при слабкому перемішуванні і 
зберігали при 4°С. Композиції змішувалися на вор-
тексі безпосередньо перед імунізацією. 

Отримання зразків 
У тварин забирали кров до початку імунізації і 

вказаних часових точках. Сироватку від окремої 
миші аналізували і об'єднували у мишей в межах 
груп.Для оцінки рівнів антитіл виконували вагіна-
льну промивну рідину на мертвих мишах. Він ви-
конувався шляхом вливання 75:1 RPMI-10 в звід 
піхви самиць мишей, використовуючи 200:1 піпет-
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ку. Звід промивали повторним вливанням і вида-
ленням рідини, яку потім додавали в 10:1 FBS. 
Аналізували об'єднану вагінальну промивну рі-
дину. 

Препарати клітин 
Для аналізу проліферації і аналізу цитокінів in 

vitro отримували клітини селезінки мишей в певні 
часові точки. При об'єднанні 3-5 мишей отримува-
ли одиничну клітинну суспензію, вказану в резуль-
татах. Для аналізу проліферації і цитокінів, клітини 
суспендували в круглодонних 96 лункових плаш-
ках, заздалегідь покритих протягом ночі антигена-
ми пептиду ВІЛ, контрольними білками або тільки 
RPMI-10. Клітини селезінки додавали в 

5 10
5
клітин/лунка, використовуючи культуральне 

середовище з 2-ма добавками. Супернатанти клі-
тинної культури збирали з трьох лунок для аналізу 
цитокінів через три або шість днів після введення 
культури. 

Негайно після отримання супернатанту, куль-
тури імпульсно мітили 

3
Н-тимідином протягом 18-

24 годин і збирали для визначення кількості клі-
тинної проліферації. 

Ферментний імуносорбентний аналіз (ELISA) 
Для аналізу пептидспецифічного ВІЛ антитіла і 

розподілу підкласу, пептид суспендували або в 
карбонатному буфері (15мМ Na2СО3, 35мМ 
NaHCO3, рН9,6) або в PBS в концентрації 1мкг/мл і 
вміщували на 96 лункові плашки мікропіпеткою 
(Nunc) в об'ємі 100:1. Після інкубації протягом ночі 
при 37°С, чашки промивали і блокували (0,1% же-
латин/PBS) при кімнатній температурі протягом 2-
4 годин. Перед додаванням послідовно розведеної 
сироватки (PBS, желатин 0,1%, 0,05% Tween™20, 
0,02% азиду натрію) чашки для аналізу ELISA 
промивали буфером (PBS, 0,1% Tween™20). Піс-
ля інкубації протягом чотирьох годин, лунки про-
мивали і додавали відповідні розведені біотині-
льовані антіізотипи/підкласи антитіл для інкубації 
при 4°С протягом ночі. Лунки промивали і культи-
вували із стрепавідин пов'язаною пероксидазою 
хрону. Після інкубації, лунки промивали і виявляли 
ABTS. Лунки аналізували при 405нм. Титри стан-
дартизували з використанням контрольної сирова-
тки. 

Для аналізу цитокіну, супернатант клітинної 
культури додавали в лунки, покриті BVD6-11B11 (у 
випадку анти-ІL4) або R4-6A2 (у випадку гамма 
інтерферону). Після інкубації і промивки, лунки 
досліджували за допомогою біотин-міченого BVD6-
24G2 (для IL4) або XMG 1,2 (для гамма інтерфе-
рону). Концентрацію цитокінів визначали, викорис-
товуючи калібрувальну криву, отриману з рекомбі-
нантного мишачого гамма інтерферону або 
інтерлейкіну-4. Всі цитокінові реагенти були отри-
мані від Pharmingen (San Diego, CA). 

Аналізи нейтралізації HIV-1MN 
Аналізи нейтралізації проводилися в лабора-

торії Dr. Thomas Matthews в університеті Duke. 
Коротко, кодова сироватка забезпечувала нейтра-
лізацію лабораторного ізольованого вірусу HIV-1MN 
(NIH). Аналіз проводили по суті так само, як опи-
сано раніше [25]. Стисло, розбавлені сироватки, 
що тестуються були розділені на 96-лункових тит-

раційних мікроплашках (25:1/лунка). Еквівалентний 
об'єм послідовно розведеного вірусного матеріалу 
додавали в кожну лунку. Після інкубації суміш ві-
рус/антитіло додавали до АА5 мічених клітин. Клі-
тини культивували в 96-лункових титраційних мік-
роплашках, додаючи через день свіже 
середовище. Через сім днів після зараження супе-
рнатант оцінювали на присутність вірусної зворот-
ної транскриптази для вимірювання вірусної реплі-
кації і успішного зараження або його інгібування. 

Приклад 2 
Реципрокні кінцеві точки титрування анти-

TlSP10MN)A) IgG 
Реципрокні кінцеві точки титрування анти-

пептид ВІЛ-специфічного IgG вимірювали в об'єд-
наній сироватці (n=5 Balb/c) в певні часові точки 
після початкової імунізації. Мишей імунізували 
підшкірно в сідничну область 25мкг TISP10MN(A)(-
Cys), якщо не визначено інакше, на 0 день і 27 
день. У випадку реципієнтів ад'ювантів Фройнда, 
мишей праймували пептидом, емульгованим в 
CFA, і повторно імунізували IF A. CE MPL™ являє 
собою емульсію, що містить в дозі 2% масло сква-
лена і 50мкг MPL™. СЕ являє собою транспортну 
емульсію «масло в воді», що містить сквален, глі-
церин і емульгуючий агент. Рекомбінантний миша-
чий IL-12 вводився в дозі 50нг/миша. Рекомбінант-
ний мишачий GM-CSF вводили s дозі 10мкг/миша. 
Результати приводяться в таблиці 1. 

 

 
 
Приклад 3 
Реципрокні кінцеві точки титрування підкласу 

aнти-TlSP10MN(A)(-Cvs) IgG 
Реципрокні кінцеві точки титрування підкласів 

TlSP10MN(A)(-Cys) IgG вимірювали в об'єднаній 
сироватці (n=5 Balb/c) через шість тижнів після 
початкової імунізації, через два тижні після повто-
рної імунізації. Мишей імунізували підшкірно в сід-
ничну область 25мкг пептидом, якщо не визначено 
інакше. У випадку реципієнтів ад'ювантів Фройнда, 
мишей праймували пептидом, емульгованим в 
повному ад'юванті Фройнда і повторно імунізували 
неповним ад'ювантом Фройнда на четвертий і шо-
стий тижні. СЕ MPL™ являє собою емульсію, що 
містить в дозі 2% масло сквалену і 50мкг MPL™. 
СЕ являє собою транспортну емульсію «масло у 
воді», що містить сквален, гліцерин і емульгуючий 
агент. Рекомбінантний мишачий IL-12 вводився в 
дозі 50нг/миша. Рекомбінантний мишачий GM-CSF 
вводили в дозі 10мкг/миша. Результати приво-
дяться в таблиці 2. 
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Приклад 4 
Титри антитіл TISP10MN(A)(-Cvs) IgG і IgA 

промивной рідини піхви 
Титри анти-пептидних антитіл IgG і IgA вимі-

рювали у вагінальній промивній рідині, отриманій 
через 2 тижні після заключної імунізації. Групу з 5 
самиць мишей Balb/c імунізували 25мкг 
TlSP10MN(A)(-Cys) і позначеними композиціями 
ад'юванта на 0, 28, і 42 дні. Титри антитіл визна-
чали в об'єднаній вагінальній промивній рідині. 
Результати приводяться в таблиці 3. 

 

 
 
Приклад 5 
Проліферація клітин селезінки 
Вимірювали проліферацію клітин селезінки 

мишей, імунізованих TISP10MN(A)(-Cys) і різними 
композиціями ад'юванта. Групи з п'яти самиць 
мишей Baib/c імунізували 25мкг TISP10MN(A) (-
Cys) і позначеними ад'ювантами на 0 і 28 дні. Клі-
тини селезінки вносили в культуру на 56 день і 
збирали для вимірювання введеного 

3
Н-тимідану 

через 96 годин після цього. Мишей імунізували 
50нг IL-12, 10мкг GM-CSF, 50мкг MPL™ у вигляді 
водної суміші або у вигляді стабільної емульсії з 
2% СЕ. Дані являють собою дельта срm значення 
відносно проліферуючих значень, виміряних у 
зростаючих клітин в культурі без стимуляції. Фоно-
ві сумарні значення стимуляції були <800срm. Ре-
зультати приведені в таблиці 4. 

 

 

Приклад 6 
Секреція IL-4 клітинами селезінки 
Вимірювали інтерлейкін-4, секретований в ку-

льтурі клітин селезінки, стимульованих 25мкг 
TlSP10MN(A)(-Cys). Клітини селезінки збирали з 
п'яти самиць мишей Balb/c і культивували з позна-
ченими антигенними стимулами (50нг IL-12, 10мкг 
GM-CSF, 50мкг MPL™, як визначено) протягом або 
трьох, або шести днів. Рівні інтерлейкіну-4 визна-
чали за допомогою ELISA і порівнювали зі станда-
ртом, що має відому концентрацію. Пусті осередки 
показували, що аналіз не виявив інтерлейкін-4 при 
цих умовах культивування. Нижня межа чутливос-
ті, що визначається була 22 одиниці/мл. Результа-
ти приведені в таблиці 5. 

 

 

 
 
Приклад 7 
Секреція гамма-інтерферону клітинами селе-

зінки. 
Вимірювали гамма інтерферон, секретований 

в культурі клітин селезінки, стимульованих 25мкг 
TISP10MN(A)(-Cys). Клітини селезінки збирали з 
п'яти самиць мишей Balb/c і культивували з позна-
ченими антигенними стимулами (такі ж, як прикла-
ді 6) протягом або трьох, або шести днів. Рівні га-
мма-інтерферону визначали за допомогою ELISA і 
порівнювали зі стандартом, що має відому концен-
трацію. Пусті лунки показували, що аналіз не ви-
явив гамма інтерферон при цих умовах культиву-
вання. Нижня межа чутливості, що визначається 
була 4 пікограм/мл. Результати приведені в таб-
лиці 6. 
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Експеримент 2 
Імунізація мишей Balb/c пептидом ВІЛ і різни-

ми ад'ювантами 
Приклад 8 
Матеріали і методи 
Тварини 
Використовувалися самиці мишей Balb/c у віці 

7-9 тижнів згідно з прикладом 1 вище. 
Пептиди 
Використовували пептид HIV-1-MN 

TISP10MN(A), описаний в прикладі 1. Пептид регі-
дратували в сольовому розчині з концентрацією 
1мг/мл. 

Ад'юванти 
Ад'юванти, що використовувалися були таки-

ми, як описані в прикладі 1, за винятком того, що в 
деяких випадках MPL™ використовувався у ви-
гляді водної композиції, замість стабільної емуль-
сійної форми. 

Імунізації 
Миші були імунізовані підшкірно в сідничну 

область, в повному об'ємі 0,2мл, однаково розді-
леному на кожну сторону відносно хвоста. Імуніза-
ції пептидом ВІЛ (25мкг) проводили на 0 і 21 дні 
разом із означеною кількістю ад'юваната(ів). Миші, 
що отримували CFA/IFA, отримували CFA на 0 
день і IFA на 21 день. Розбавлення і змішування 
проводили відповідно до описаних в прикладі 1. 

Отримання зразків 
Отримання зразків у тварин проводили у від-

повідності до протоколу прикладу 1 за день до 
кожної імунізації і через 14 днів після другої імуні-
зації 

Препарати клітин 
Отримували препарати клітин проводили і ко-

нтролювали відповідно до протоколу прикладу 1. 
Ферментний імунносорбентний аналіз (ELISA) 
ELISA проводили відповідно до протоколу 

прикладу 1. 
Аналіз нейтралізації HIV-1-MN 
Аналізи нейтралізації знову проводили в ла-

бораторії Університету Duke відповідно до прото-
колу прикладу 1. 

Приклад 9 
Реципрокні кінцеві точки титрування aнти-

TlSP10MN(A)(-Cvs) IqG 
Реципрокні кінцеві точки титрування анти-

TlSP10MN(A)(-Cys) IgG вимірювали або як середнє 
геометричне окремих мишей (GMT) або в об'єдна-
ній сироватці (n=5 Balb/c), отриманій через 14 днів 
після другої імунізації. Граничні титри підкласів 
IgGI і IgG2a також вимірювали в об'єднаній сиро-
ватці. У випадку реципієнтів ад'ювантів Фройнда, 
мишей праймували 25мкг пептиду, емульгованого 
в CFA, і повторно імунізували IFA. СЕ MPL™ являє 
собою емульсію, що містить в дозі 1% масло сква-
лену і 50мкг MPL™. Водний MPL™ вводили в кіль-
кості 50мкг в дозі. Рекомбінантний мишачий IL-12 
вводили в дозі 40нг/миша. Рекомбінантний миша-
чий GM-CSF вводили в дозі 10мкг/миша. Резуль-
тати приводяться в таблиці 7. 

 

 
 
Приклад 10 
Реципрокні кінцеві точки титрування підкласу 

анти-TlSP10MN(A)(-Cvs) IqG 
Реципрокні кінцеві точки титрування ВІЛ-

пептид-специфічних IgG і IgA антитіл з промивної 
рідини піхви вимірювали в об'єднаній сироватці 
(n=5 Balb/c) через 15 днів після повторної імуніза-
ції. Мишей імунізували так само, як описано в при-
кладі 9. СЕ MPL™ являла собою емульсію, що 
містить в дозі 1% масла сквалену і 50мкг MPL™. 
Водний MPL™ вводили в кількості 50мкг в дозі. 
Рекомбінантний мишачий IL-12 вводили в концен-
трації 40нг/миша. Рекомбінантний мишачий GM-
CSF вводили в концентрації 10мкг/миша. Резуль-
тати представлені в таблиці 8. 
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Приклад 11 
Проліферація клітин селезінки 
Вимірювали проліферацію клітин селезінки у 

відповідь на стимуляції in vitro TISP10MN(A)(-Cys) і 
різними композиціями ад'юванта (тими ж, що і в 
прикладі 10). Клітини селезінки культивували всьо-
го протягом 96 годин. У культуру в останні 18 го-
дин вносили 

3
Н-тимідин. Дані представлені як 

проліфераційний індекс, нормалізований відносно 
клітинної стимуляції в культурі СоnА ([середнє срm 
антигена/середнє срm СоА)]-[середнє срm сере-

довища/середнє срm СоnА] 100. Як результат, 
клітини, культивовані в середовищі, мали фонову 
проліферацію рівну 0. Результати приведені в 
таблиці 9. Проліфераційні значення, нижче ніж 
клітинне зростання в культурі без стимуляції, 
представлені в дужках. 

 

 
 
Приклад 12 
Секреція IL-4 клітинами селезінки 
Вимірювали інтерлейкін-4, що секретується в 

культурі клітин селезінки, стимульованих 
TlSP10MN(A)(-Cys). Загальний час культивування 
становив 96 годин. Супернатант клітинної культу-
ри аналізували на IL-4 за допомогою ELISA. Всі 
значення були отримані після віднімання із зна-
чень, визначених в супернатантах клітин, стиму-
льованих 10мкг нерелевантного білка (лізозима). 
Результати приведені в таблиці 10 в пг/мл. Ре-
зультати, які були нижчими за межу виявлення 
після віднімання з стимульованих лізозимом поз-
начені як «нмв». Ад'юванти являли собою 40нг IL-
12, 10мкг GM-CSF і 50мкг MPL™. 

 

 
 
Приклад 13 
Секреція гамма-інтерферону клітинами селе-

зінки 
Вимірювали гамма-интерферон, що секрету-

ється в культурі клітин селезінки, стимульованих 
TISP10MN(A)(-Cys). Загальний час культивування 
клітин дорівнював 96 годинам. Супернатант куль-
тури клітин аналізували на гамма-інтерферон за 
допомогою ELISA. Усі значення були отримані 
після віднімання із значень, визначених з суперна-
тантів клітин, стимульованих 10мкг лізозиму. Ре-
зультати приводяться в таблиці 11 в од./мл. Ре-
зультати, які були нижчими за межу виявлення 
після віднімання з стимульованих лізозимом, поз-
начені як «нмв». Ад'юванти були ті ж, що і в прик-
ладі 12. 

 

 
 
Експеримент 3 
Імунізація мишей Swiss-Webster ВІЛ-пептидом 

і різними ад'ювантами 
Використовувалися протоколи експерименту 

2, крім того, що мишей Swiss-Webster використали 
замість мишей Balb/c. У даному експерименті ви-
мірювали тільки реципрокні кінцеві точки титру-
вання анти-пептидкого IgG і реципрокні кінцеві 
точки титрування антитіл IgG і IgA з промивної 
рідини піхви. 

Приклад 14 
Реципрокні кінцеві точки титрування анти-ВІЛ-

пептидного IqG Реципрокні кінцеві точки титруван-
ня TlSP10MN(A)(-Cys) IgG вимірювали як середнє 
геометричне окремих мишей Swiss-Webster (GMT), 
отримане через 14 днів після другої імунізації. 
Граничні титри підкласів IgGl і IgG2a також вимі-
рювали в об'єднаній сироватці. У випадку реципіє-
нтів ад'ювантів Фройнда, мишей праймували пеп-
тидною емульсією в CFA і повторно імунізували 
IFA. СЕ MPL™ являє собою емульсію, що містить 
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в дозі 1% масло сквалену і 50мкг MPL™. Водний 
MPL™ вводили в кількості 50мкг на дозу. Рекомбі-
нантний мишачий IL-12 вводився в дозі 40нг/миша. 
Рекомбінантний мишачий GM-CSF вводили в дозі 
10мкг/миша. Результати приводяться в таблиці 12. 

 

 
 
Приклад 15 
Реципрокні кінцеві точки титрування підкласу 

анти-ВІЛ-пептидного IgG 
Реципрокні кінцеві точки титрування ВІЛ-

пептид-специфічних антитіл IgG і IgA з промивної 
рідини піхви вимірювали в об'єднаній сироватці 
(n=5 Swiss-Webster) через 15 днів після повторної 
імунізації. Мишей імунізували так само як описано 
в прикладі 14. СЕ MPL™ являла собою емульсію, 
що містить в дозі 1% масла сквалену і 50мкг 
MPL™. Водний MPL™ вводився в кількості 50мкг 
на дозу. Рекомбінантний мишачий IL-12 вводили в 
кількості 40нг/миша. Рекомбінантний мишачий GM-
CSF вводили в кількості 10мкг/миша. Результати 
представлені в таблиці 13. 

 

 
 
Експеримент 4 
Імунізація мишей Balb/c ВІЛ-пептидом і різни-

ми ад'ювантами 
Використовували протоколи експерименту 2, 

за винятком того, що мишей імунізували на 0 і 28 
дні і збирали у них кров для серологічної оцінки на 
0, 27 і 41 день. CFA/IFA змішували з CFA на 0 
день, IF А на 28 день. СЕ MPL™ змішували 50мкг 
MPL™ 2% СЕ, в той час як використовувалися 
50нг ІL-12 і 10мкг GM-CSF. 

Приклад 16 
Реципрокні кінцеві точки титрування анти-ВІЛ-

пептидного IqG 
Реципрокні кінцеві точки титрування анти-

TlSP10MN(A)(-Cys) IgG вимірювали для окремих 

мишей і як їх середнє геометричне значення (n=5 
Balb/c) через 41 днів після первинної імунізації, 
через 13 днів після повторної імунізації. Результа-
ти приводяться в таблиці 14. У день 0 окремі титри 
були все меншими 50. Позначення «немає даних» 
означає, що тварина померла до завершення екс-
перименту. «СВ» означає стандартне відхилення. 

 

 
 
Приклад 17 Реципрокні кінцеві точки титру-

вання підкласу анти-ВІЛ-пептидних IgG 
Реципрокні кінцеві точки титрування анти-ВІЛ-

пептидних IgG вимірювали в об'єднаній сироватці 
(n=5 Balb/c) через 41 день після початкової імуні-
зації, через 13 днів після повторної імунізації. Ре-
зультати приведені в таблиці 15. 

 

 

 
 
Приклад 18 
Титри анти-ВІЛ-пептидних IgG і IgA промивної 

рідини піхви Титри анти-ВІЛ-пептидних антитіл IgG 
і IgA промивної рідини піхви вимірювали через 41 
день після початкової імунізації, через 13 днів піс-
ля повторної імунізації. Результати приведені в 
таблиці 16. 
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Приклад 19 
Проліферація клітин селезінки 
Вимірювали проліферацію клітин селезінки 

мишей, імунізованих TISP10MN(A)(-Cys) і різними 
композиціями ад'юванта. Клітини селезінки стиму-
лювали in vitro протягом чотирьох днів 3,3мкг/мл 
TISP10MN(A)(-Cys). Результати показані на малю-
нку 4, як зміна включення міченого тимідину в ре-
зультаті in vitro стимуляції 3,3 мкг/мл 
TISP10MN(A)(-Cys) відносно включення у відсут-
ність стимуляції (дельта срm). 

Експеримент 5 
Імунізація мишей Balb/c ВІЛ-пептидом і різни-

ми ад'ювантами Використовували протоколи екс-
перименту 2, за винятком того, що мишей імунізу-
вали підшкірно на 0 і 22 дні і брали кров для 
серологічної оцінки на 42 день. СЕ MPL™ отриму-
вали з 50мкг MPL™ і 1% СЕ, нарівні з використан-
ням 10мкг GM-CSF. 

Приклад 20 
Реципрокні кінцеві точки титрування анти-ВІЛ-

пептидного IqG Реципрокні кінцеві точки титруван-
ня анти-пептидних IgG вимірювали в об'єднаній 
сироватці (n=5 Balb/c) через 42 дні після початко-
вої імунізації, через 13 днів після повторної імуні-
зації. Також для IgG вимірювали середні геомет-
ричні величини з допустимим відхиленням. 
Результати представлені в таблиці 17. 

 

 
 
Експеримент 6 
Імунізація мишей Balb/c ВІЛ-пептидом і різни-

ми ад'ювантами Використовували протоколи екс-
перименту 2, за винятком того, що ВІЛ-пептид міс-
тив цистеїн в положенні 17 амінокислоти і мишей 
(n=3 Balb/c) імунізували підшкірно на 0 і 21 дні і 
збирали кров для серологічної оцінки на -1 (день 
перед першою імунізацією), 13, 20 і 28 дні. СЕ 
MPL™ отримували з 50мкг MPL™ і 1% СЕ нарівні з 
використанням 10мкг GM-CSF. ВІЛ-пептид 

TISP10MN(A)(+Cys) (26) містить цистеїн в по-
ложенні 17 амінокислоти і являє собою в довжину 
40 залишків. TISP10MN(A)(+Cys) був отриманий 
від Genosys Biotechnologies (The Woodlands, TX). 

Приклад 21 
Реципрокні кінцеві точки титрування aHTH-

TlSPlOMN(A) IgG Реципрокні кінцеві точки титру-
вання aHTH-TlSPlOMN(A) IgG вимірювали для 
окремих мишей і як їх середні геометричні величи-
ни (n=3 Balb/c) через 28 днів після початкової іму-
нізації. Результати приведені в таблиці 18. 

 

 
 
Експеримент 7 
Імунізація мишей Balb/c ВІЛ-пептидом і різни-

ми ад'ювантами Використовували протоколи екс-
перименту 6, за винятком того, що мишей (n=3 
Balb/c) імунізували підшкірно на 0 і 32 дні і умертв-
ляли для серологічної оцінки на 38 день. СЕ 
MPL™ отримували з 50мкг MPL™ і 1% СЕ, нарівні 
з використанням 10мкг GM-CSF. 

Приклад 22 
Реципрокні кінцеві точки титрування анти-ВІЛ-

пептидного IgG 
Реципрокні кінцеві точки титрування анти-

TlSP10MN(A)(+Cys) IgG 
вимірювали для окремих мишей і як їх середні 

геометричні величини (n=3 Balb/c) через 38 днів 
після початкової імунізації. Результати приведені в 
таблиці 19. 

 

 
 
Експеримент 8 
Аналіз CTL у мишей Balb/c 
Імунізація мишей проводилася з використан-

ням протоколів експерименту 6. Оцінювалася ак-
тивність CTL клітин селезінки, виділених у мишей 
через сім днів після повторної імунізації. СЕ MPL™ 
отримували з 50мкг MPL™ і 1% СЕ, з або без 
10мкг GM-CSF плюс 50мкг TISP10MN(A)(+Cys). 

Приклад 23 
Аналіз CTL у мишей Balb/c 
Для аналізу CTL клітини селезінки виділяли у 

імунізованих мишей через 14 днів після первинної 
і через сім днів після повторної імунізації. По суті 
використовували раніше описаний протокол (34). 
Стисло, об'єднували еритроцит-виснажені клітини 
селезінки у трьох мишей в групі. Ефекторні клітини 

селезінки (4 10
6
/мл) повторно стимулювали в 24 

лункових культуральних плашках в об'ємі 1,5-2мл 
протягом семи днів 1мкг/мл або «MN», або «ПІВ» 
10mer пептидами з епітопами CTL. Обидва епітопи 
CTL були рестриктовані H-2D

d
. У культури дода-

вали 10од./мл рекомбінантного мишачого IL-2 
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(Biosource) протягом останніх п'яти днів культиву-
вання. Для аналізу цитотоксичної активності, Р815 
клітини були мічені Сr

51
 і імпульсно-мічені 5мкг/мл 

пептидом (lllВ або MN) протягом чотирьох годин і 
додані до культивованих ефекторних клітин селе-
зінки. Використовували три розведення пропорцій 
ефекторні клітини - мічені клітини, від 100:1 до 
3,7:1. Процент CTL активності розраховували як 
процент вивільнення хрому, що використовується 
(специфічне вивільнення хрому - спонтанне виві-
льнення хрому)/(максимальне вивільнення хрому - 

спонтанне вивільнення хрому) 100. Вивільнення 
хрому оцінювали після шестигодинного інкубацій-
ного періоду. Середнє спонтанне вивільнення 
хрому було завжди меншим ніж 15% максимально-
го випуску. Результати даних з 28 дня показані на 
Фіг.5. 

Експеримент 9 
Імунізація резус макак різними ВІМ-пептидами 

і ад'ювантами 
СЕ MPL™ і GM-CSF композицію ад'юванта те-

стували на резус макаках (Масаса mulatto.) на її 
здатність стимулювати антиген-специфічні CTL. У 
цьому експерименті ад'ювантну композицію тесту-
вали з тривалентним імуногенним пептидом, що 
містить три окремих епітопи CTL в контексті Mamu 
А*01 (кожний з gag, pol і env), кожний синтезується 
хімічно з або без змішаного ВІМ env епітопа Т-
хелпера в лабораторії Dr. Barton Haynes, універси-
тет Duke. 

Пептиди, що містять CTL епітоп в контексті 
Маmu А*01 були наступні: 

 
Кожний з цих CTL-утримуючих епітопів був та-

кож пов'язаний з епітопом Т-хелпера, що має на-
ступну послідовність: 

 
Таким чином, три мультіепітопних пептиди 

мали наступні послідовності: 

 
Аналіз ЦТК проводили за допомогою аналізу 

тетрамерного ланцюга в контексті Маmu А*01 в 
лабораторії Dr. Norman Letvin, Harvard Medical 
School. 

Тварини, дози і імуногени 
Резус макаки експресу вали HLA-A гомологіч-

ну молекулу Маmu А* 01 і був ідентифікований 

підтип DR 0201 за допомогою ПЛР і вміщений в 
колонію New Iberia, LA. 

Вивчення включало три групи з двох юних ре-
зус макак (Масаса mulatto), кожна описана в таб-
лиці 20. Група 1 складалася з двох Маmu А* 01 
позитивних, DR.p0201 негативних тварин Rh 73 і 
Rh 80. Цих тварин імунізували в контексті Mamu А* 

01 пептидами, що містять епітоп ВІМ gag, env і 
епітоп роl CTL (короткий пептидний коктейль), ра-
зом з СЕ MPL™ і GM-CSF. Група 2 складалася з 

двох Маmu А*01 позитивних, DR 0201 позитивних 
макак, які отримували пептиди, що містять епітопи 
Th/SIVCTL gag, роl і env (довгий пептидний кок-
тейль), разом з СЕ MPL™ і GM-CSF. Група 3 

включала двох Маmu А*01 негативних, DR 0201 
позитивних тварин, імунізованих пептидами 
Th/SIVCTL gag, роl і env (довгий пептидний кок-
тейль). Таблиця 20 представляє групи по типу HLA 
і імунногенних пептидів, що використовуються. 

 

 
 
Всі групи були імунізовані підшкірно 1мл від-

повідного пептидного коктейлю в складі з 50мкг СЕ 
MPL™ в 1% маслі і 250мкг людського GM-CSF на 
0, 4 і 8 тижні. Дозу СЕ MPL™ збільшували до 
125мкг в 1% маслі на 18 тиждень імунізації. Для 
всіх груп, 2,4мг кожного з довгих пептидів і 0,75 мг 
кожного з коротких пептидів розчиняли в 900мкл 
дистильованої, деіонізованої води. Пептидний 
розчин потім використовували для розбавлення 
GM-CSF і додавали 100мкл композиції СЕ MPL™. 

Приклад 24 
Аналіз CTL у резус макак 
У тварин збирали кров кожні два тижні і гепа-

ринізована кров аналізувалася на CTL в контексті 
Mamu А*01 за допомогою тетрамерного фарбу-
вання мононуклеарних клітин (РВМС) свіжої або 
культивованої периферичної крові (50). РВМС 
стимулювали або pile, p68A, р41А, або р46 на 0 
день і потім культивували в присутності IL-2 і ана-
лізували на 11 день. Стандартний метод вивіль-
нення 

51
Сr також проводили на культивованих 

РВМС (50). 
Тетрамерний аналіз проводили таким чином: 
Пептиди, що містять епітопи pllc з gag, p68A з 

pol або р68А з pol або р41А з env інкубували з 
очищеним біотинільованим Mamu А*01 в присут-
ності β2 мікроглобуліну, потім приєднували до аві-
дину і кон'югували з РЕ (фікоеритрин). Цей тетра-
мер потім використовувався для фарбування 
CD8+ клітин макак з Т-клітинними рецепторами, 
які впізнають епітопи pile, р68А або р41А. Різні 

DR 0201 тетрамери утворювали петлі навколо 
домінуючого env p46 епітопа, що дозволяє контра-
стувати CD4+ клітини, які впізнають епітоп р46 Th. 
Результати представлені в Таблицях 21-24. 
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Експеримент 10 
Імунізація мишей Swiss-Webster білком пори-

ном В Neisseria qonorrhoeae і різними ад'ювантами 
Аутбрідних мишей Swiss-Webster розділяли на 

п'ять груп по десять мишей в кожній. Кожна група 
отримувала 1мкг рекомбінантного білка порина В 
(з ланцюжком FA1090 з 16 амінокислот на N-кінці 
фага, а потім зрілою формою білка порина В). Пе-
рша група не отримувала ад'ювант; друга група 
отримувала 50мкг MPL™; третя група отримувала 
MPL™ плюс 5мкг GM-CSF; четверта група отриму-
вала 25мкг СЕ MPL™; п'ята група отримувала СЕ 
MPL™ SE плюс 5мкг GM-CSF. Мишей імунізували 
підшкірно в сідничну область повним об'ємом 
0,2мл, рівно розділеними на кожну сторону віднос-
но області хвоста/хрестця. Імунізацію проводили 
на 0 і 4 тиждень. 

Приклад 25 
Реципрокні кінцеві точки титрування IgG у від-

повідь на білок анти-порин В Мишей знекровлю-
вали за день до кожної імунізації і на 13 день після 
остаточної імунізації. Сироватку аналізували як 
об'єднану від мишей в межах груп.Реципрокні кін-
цеві точки титрування IgG у відповідь на білок ан-
ти-порин В вимірювали в об'єднаній сироватці 
(n=10 Swiss-Webster) промивної рідини піхви на 3 і 

6 тижні. Результати приведені в таблиці 25. Всі 
титри до імунізації на 0 день були нижче за 50. 

 

 
 
Також визначали середньогеометричні окремі 

титри IgG на 6 тижні проти рекомбінантного білка 
порина В. Результати приведені в таблиці 26. 

 

 
 
Експеримент 11 
Імунізація мишей Swiss-Webster білком пори-

ном В Neisseria gonorrhoeae і різними ад'ювантами 
Аутбрідних мишей Swiss-Webster розділяли на 

шість груп по п'ять мишей в кожній. Кожна група 
отримувала 1мкг рекомбінантного білка порина В 
(з ланцюжком FA1090 з 16 амінокислот на N-кінці 
фага, а потім зрілою формою білка порина В). Пе-
рша група не отримувала ад'ювант (білок був 
включеним в композицію з PBS); друга група 
отримувала 40нг IL-12; третя група отримувала 
50мкг MPL™; четверта група отримувала MPL™ 
плюс 40нг IL-12; п'ята група отримувала 25мкг СЕ 
MPL™; шоста група отримувала СЕ MPL™ SE 
плюс 40нг IL-12. Мишей імунізували підшкірно в 
сідничну область повним об'ємом 0,2мл. Імуніза-
цію проводили на 0 і 4 тиждень. 

Приклад 26 
Реципрокні кінцеві точки титрування підкласу 

IgG у відповідь на білок анти-порин В і IgG і IgA з 
промивної рідини піхви 

Мишей знекровлювали за день до кожної іму-
нізації і на 13 день після остаточної імунізації. Си-
роватку аналізували як об'єднану від мишей в ме-
жах груп.Реципрокні кінцеві точки титрування 
підкласу IgG у відповідь на білок анти-порин В ви-
мірювали в об'єднаній сироватці (n=5 Swiss-
Webster) промивної рідини піхви і IgG і IgA вагина-
льних промивок на 3 тижні і 6 тижні. Результати 
приведені в таблиці 27. Всі титри до імунізації на 0 
день були нижчими за 50. Стандартна помилка 
при аналізі промивної рідини піхви була 1/5. 
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Експеримент 12 
Імунізація мишей Balb/c білком респіраторного 

синціального вірусу F і різними ад'ювантами 
Мишей Balb/c розділяли на сім груп з п'яти 

мишей в кожній. Кожна група отримувала 3мкг 
очищеного нативного білка людського респіратор-
ного синціального вірусу (RSV) F (в димерній фо-
рмі). Перша група не отримувала ад'ювант (білок 
був включеним в композицію з PBS); друга група 
отримувала 100мкг фосфату алюмінію (алюм); 
третя група отримувала 20мкг Stimulon™ QS-21 
(Aquila Biopharmaceuticals, Inc., Framingham, MA); 
четверта група отримувала 50мкл MPL™; п'ята 
група отримувала MPL™ плюс 5мкг GM-CSF; шос-
та група отримувала 25мкг СЕ MPL™; сьома група 
отримувала СЕ MPL™ SE плюс 5мкг GM-CSF. 
Мишей імунізували підшкірно в сідничну область 
повним об'ємом 0,2мл у верхню частину стегна. 
Імунізацію проводили на 0 і 4 тиждень. 

Приклад 27 
Реципрокні кінцеві точки титрування підкласу 

IgG у відповідь на білок анти-RSV F 
Мишей знекровлювали за день до кожної іму-

нізації і на 13 день після остаточної імунізації. Си-
роватку аналізували як об'єднану від мишей в ме-
жах груп.Граничні титри підкласів IgG реципрокні 
до білка анти-RSV F вимірювали в об'єднаній си-
роватці (n=5 Balb/c). Результати приведені в таб-
лиці 28. Всі титри до імунізації на 0 день були ниж-
чими за 50. 

 

 
 
Приклад 28 
Проліферація клітин селезінки 
Вимірювали проліферацію клітин селезінки у 

відповідь на стимуляцію in vitro 2,5мкг/мл білком 
RSV F і різними композиціями ад'юванта (ті ж самі, 
що і в прикладі 27). Клітини селезінки збирали на 
14 день після повторної імунізації і вміщували в 

культуру з щільністю 5 10
5
 клітин. Клітини культи-

вували в загальній кількості 96 годин. В останні 18 
годин в культуру додавали 

3
Н-тимідин. Дані пред-

ставлені як індекс проліферації нормалізованих 

відносно клітин стимульованих в культурі СоnА 
([середнє срт антигена/середнє срm СоnА])-

[середнє срт середовища/середнє срm СоnА] 100. 
У результаті культивовані в середовищі клітини 
мають фонову проліферацію 0. Результати приве-
дені в таблиці 29. 

 

 
 
Експеримент 13 
Імунізація мишей Balb/c білком респіраторно-

синцитіального вірусу F і різними ад'ювантами 
Використали протокол експерименту 12 (імуні-

зації на 0 і 4 тижні білком RSV F з або без різних 
ад'ювантов). 

Приклад 29 
Реципрокні кінцеві точки титрування IgG анти-

RSV F у відповідь на білок 
Мишей знекровлювали за день до кожної іму-

нізації і на 13 день після остаточної імунізації. Си-
роватку аналізували як об'єднану від мишей в ме-
жах груп. Прикордонні титри підкласів IgG 
реципрокні до білку анти-RSV F вимірювали в 
об'єднаній сироватці (n=5 Balb/c), Результати при-
ведені в таблиці 30. Всі титри до імунізації на 0 
день були нижчими за 50. 

 

 
 
Приклад 30 
Активність CTL клітини селезінки 
Активність CTL (цитотоксичний Т-лімфоцит) 

клітини селезінки як результат імунізації білком-
RSV і позначені ад'ювантами оцінювали через дві 
тижні після заключної імунізації. Дані представля-
ють процент активності специфічних CTL клітин 
селезінки, культивованих міченими клітинами за-
раженими RSV, на ефективні мічені клітини у від-
ношенні 33:1. Процент специфічної активності CTL 
визначали як в прикладі 24, віднімаючи активність 
CTL незаражених мічених клітин з активності, спе-
цифічної для мічених клітин інфікованих RSV. На-
тивні клітини селезінки інфікували RSV в МОl (різ-
номанітність інфекції) в 1,5 протягом двох годин як 
джерело in vitro стимулюючих клітин. Відповідаючі 
клітини селезінки імунізованих мишей додавали до 
стимуляторних клітин у відношенні 5:1 і культиву-
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вали протягом шести днів. На 5 день мічені кліти-
ни (Balb/C MHC-H-2d клітинна лінія) інфікували 
RSV в МОl 10 протягом двох годин і культивували 
протягом ночі. На 6 день інфіковані і неінфіковані 
мічені клітини збирали і імпульсно мітили 

51
Сr. 

Потім in vitro до мічених клітин додавали ефектор-
ні клітини у відношенні Е:Т в області від 100:1 до 
3:1. Вивільнення хрому вимірювали через чоти-
рьох часів інкубації. Результати приведені в таб-
лиці 31. 

 

 
 
Експеримент 14 
Імунізація мишей Balb/c білком респіраторного 

синціального вірусу F і різними ад'ювантами 
Мишей Balb/c розділяли на шість груп з п'яти 

мишей в кожній. Кожна група отримувала 3мкг 
очищеного нативного білка людського респіратор-
ного синціального вірусу (RSV) F (в димерній фо-
рмі). Перша група не отримувала ад'ювант (білок 
був включеним в композицію з PBS); друга група 
отримувала 40нг IL-12; третя група отримувала 
50мкл MPL™; четверта група отримувала MPL™ 
плюс 40нг IL-12; п'ята група отримувала 25мкг СЕ 
MPL™; шоста група отримувала СЕ MPL™ плюс 
40нг IL-12. Мишей імунізували підшкірно в сідничну 
область повним об'ємом 0,2мл, розділяючи на 
рівну кількість на кожну сторону від хвоста. Імуні-
зацію проводили на 0 і 4 тиждень. 

Приклад 31 
Реципрокні кінцеві точки титрування підкласів 

IgG у відповідь на білок анти-RSV F 
Мишей знекровлювали за день до кожної іму-

нізації і на 13 день після остаточної імунізації. Си-
роватку аналізували як об'єднану від мишей в ме-
жах груп.Граничні титри підкласів IgG, реципрокні 
до білка анти-RSV F, вимірювали в об'єднаній си-
роватці (n=5 Balb/c). Результати приведені в таб-
лиці 32. Всі титри до імунізації на 0 день були ниж-
че за 50. 

 

 
 
Приклад 32 
Активність CTL клітини селезінки 
Активність CTL (цитотоксичний Т-лімфоцит) 

клітини селезінки як результат імунізації білком-

RSV і позначених ад'ювантів оцінювали через дві 
тижні після заключної імунізації. Дані представля-
ють процент активності специфічних CTL клітин 
селезінки, культивованих міченими клітинами за-
раженими RSV, на ефективні мічені клітини у від-
ношенні 33:1. Процент специфічної активності CTL 
визначали як в прикладі 24, віднімаючи активність 
CTL незаражених мічених клітин з активності, спе-
цифічної для мічених клітин, інфікованих RSV. 
Наївні клітини селезінки інфікували RSV в МОl 1,5 
протягом двох годин як джерело in vitro стимулю-
ючих клітин. Відповідаючі клітини селезінки імуні-
зованих мишей додавали до стимуляторних клітин 
у відношенні 5:1 і культивували протягом шести 
днів. На 5 день мічені клітини (Balb/C MHC-H-2d 
клітинна лінія) інфікували RSV в МОl 10 протягом 
двох годин і культивували протягом ночі. На 6 
день інфіковані і неінфіковані мічені клітини зби-
рали і імпульсно мітили 

51
Сr. Потім in vitro до міче-

них клітин додавали ефекторні клітини у відно-
шенні Е:Т в області від 100:1 до 3:1. Вивільнення 
хрому вимірювали через чотири години інкубації. 
Результати приведені в таблиці 33. 

 

 
 
Експеримент 15 
Імунізація мишей Balb/c нуклеокапсидним біл-

ком вірусу грипу і різними ад'ювантами 
Мишей Balb/c розділяли на шість груп з п'яти 

мишей в кожній. Кожна група отримувала 1мкг 
нуклеокапсидного (NP) білка вірусу грипу з штаму 
A/dorn/307/72. [Дослідження груп] Перша група не 
отримувала ад'юванту (пептид був включеним в 
композицію з PBS); друга група отримувала 100мкг 
фосфату алюмінію; третя група отримувала 50мкл 
MPL™; четверта група отримувала MPL™ плюс 
5мкг GM-CSF; п'ята група отримувала 25мкг СЕ 
MPL™; шоста група отримувала СЕ MPL™ плюс 
5мкг GM-CSF. Мишей імунізували підшкірно в сід-
ничну область повним об'ємом 0,2мл. Імунізацію 
проводили на 0 і 4 тиждень. 

Приклад 33 
Активність CTL клітин селезінки 
Активність CTL клітин селезінки як результат 

імунізації NP вірусу грипу і позначених ад'ювантів 
оцінювали через два тижні після заключної імуні-
зації. Оцінку проводили, використовуючи процеду-
ру прикладу 32, використовуючи пептид-імпульсно 
мічені клітини р815 (пептид відповідає амінокисло-
там 147-155 NP і має послідовність: Thr Tyr Gin Arg 
Thr Arg Ala Leu Val (SEQ ID NO: 14). Включення 
GM-CSF в склади, що містять MPL™ або СЕ 
MPL™ приводило до помітного зниження активно-
сті CTL (дані не показані). 
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