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íîãî óäàëåíèÿ ñóáïîïóëÿöèé Ò-ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà.
Ìàòåðèàëû è ìåòîäû: Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èììóíîñïåöè-

ôè÷åñêèõ ñîðáåíòîâ ìàãíåòèòîâûå ïîëèñòèðîëîâûå
ìèêðîñôåðû (ÌÏÌ) êîíúþãèðîâàëè ñ ìîíîêëîíàëüíû-
ìè àíòèòåëàìè (ÌÊÀ) ïðîòèâ ìåìáðàííûõ àíòèãåíîâ
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CD3 (êëîí ICO-90) è CD8 (êëîí ICO-31). Äëÿ àíòèòåë
êàæäîé ñïåöèôè÷íîñòè áûëè ïîëó÷åíû è èññëåäîâàíû
êîíúþãàòû, ðàçëè÷àþùèåñÿ ìåõàíèçìîì ïîâåðõíîñò-
íîé èììîáèëèçàöèè èììóíîãëîáóëèíîâ. Èññëåäîâàíèÿ
ïðîâîäèëè íà ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòêàõ ïåðèôåðè÷åñ-
êîé êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ.
Ðåçóëüòàòû: Ýôôåêòèâíîñòü ñåëåêöèè áûëà íàè-
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ABSTRACT
Purpose: the development of system for selective depletion of human T-lymphocyte subpopulations.
Materials and methods: Immunospecific particles were obtained by conjugation of magnetite polystyrene microspheres

with anti-CD3 or anti-CD8 monoclonal antibodies (Mabs). Various methods of conjugation were used, and selectivity of
cell depletion was evaluated using peripheral blood mononuclear cells from normal donors.
Results: the greatest selection efficacy was obtained using magnetite polystyrene microspheres activated by the

excess of p-toluenesulphonylchloride. The level of T-cell depletion by anti-CD3- and anti-CD8-Mab conjugates at
optimal temperature (resp. 4oC and 13oC) achieved 72 % and 96 %, respectively.
Conclusions: The binding capacity of magnetite polystyrene microspheres for immunoglobulins depends on the

chemical composition and characteristics of microsphere surface. Surface modification by attachment of reactive groups
for protein covalent binding allows Mabs conjugation in the amounts necessary to produce the surface protein monolayer.
The method of Mabs immobilization on the microsphere surface strongly affects the efficacy of negative cell selection

of the conjugates studied. So, the method based on particles activated by p-toluenesulphonylchloride showed the most
complete depletion of target cells.
Temperature of cell incubation with immunomagnetic particles was found to be an important factor determining

the quality of cell separation. Optimal incubation temperatures for CD3- and CD8-lymphocyte selection were 4oC
and 13oC, respectively.
Negative selection using p-toluenesulphonylchloride activated particles conjugated with anti-CD3- and anti-CD8-

Mabs at an optimal temperature allows depletion of 72 % CD3+-cells and 96 % CD8+-cells.
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áîëüøåé ïðè èñïîëüçîâàíèè èììóíîìàãíèòíûõ íîñè-
òåëåé íà îñíîâå ìàãíèòíûõ ÷àñòèö, àêòèâèðîâàííûõ
èçáûòêîì ï-òîëóîëñóëüôîíèëõëîðèäà. Ïðè îïòèìàëü-
íîé òåìïåðàòóðå (4îÑ è 13 îÑ äëÿ êîíúþãàòîâ àíòè-CD3
è àíòè-CD8) äåïëåöèÿ ïî àíòèãåíàì CD3 è CD8 ïðèâî-
äèëà ê óäàëåíèþ 72 è 96% êëåòîê.
Âûâîäû: Ñïîñîáíîñòü ìàãíåòèòîâûõ ïîëèñòèðîëî-

âûõ ìèêðîñôåð ñâÿçûâàòü èììóíîãëîáóëèíû çàâèñèò
îò ñîñòàâà è õèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ èõ ïîâåðõíîñòè. Ìî-
äèôèêàöèÿ ïîâåðõíîñòè ÌÏÌ ñ ôîðìèðîâàíèåì õè-
ìè÷åñêèõ ãðóïï äëÿ êîâàëåíòíîãî ñâÿçûâàíèÿ ïðîòåè-
íîâ äåëàåò âîçìîæíûì èììîáèëèçàöèþ ÌÊÀ â êîëè-
÷åñòâå, íåîáõîäèìîì äëÿ îáðàçîâàíèÿ ïîâåðõíîñòíî-
ãî ïðîòåèíîâîãî ìîíîñëîÿ.
Ìåõàíèçì èììîáèëèçàöèè ÌÊÀ íà ïîâåðõíîñòè

ìàãíèòíîãî íîñèòåëÿ îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå
íà ýôôåêòèâíîñòü íåãàòèâíîé ñåëåêöèè. Èç èññëåäîâàí-
íûõ òèïîâ ñîðáåíòîâ íàèáîëåå ïîëíîå óäàëåíèå êëå-
òîê-ìèøåíåé îáåñïå÷èâàþò êîíúþãàòû íà îñíîâå ÷àñ-
òèö, àêòèâèðîâàííûõ èçáûòêîì Ts-Cl.
Ôàêòîðîì, âëèÿþùèì íà êà÷åñòâî ðàçäåëåíèÿ, ÿâ-

ëÿåòñÿ òåìïåðàòóðíûé ðåæèì èíêóáàöèè êëåòîê ñ ñîð-
áåíòîì. Îïòèìàëüíàÿ òåìïåðàòóðà èíêóáàöèè ïðè íå-
ãàòèâíîé ñåëåêöèè ñîñòàâëÿåò 13îÑ äëÿ àíòèãåíà CD8
è 4îÑ äëÿ àíòèãåíà CD3.
Íåãàòèâíàÿ ñåëåêöèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîíúþãàòîâ

àíòè-CD3 è àíòè-CD8 íà îñíîâå ÷àñòèö, àêòèâèðîâàí-
íûõ èçáûòêîì Ts-Cl, ïðè îïòèìàëüíîì òåìïåðàòóðíîì
ðåæèìå ïðèâîäèò ê óäàëåíèþ 96 % CD8+-êëåòîê è 72 %
CD3+-êëåòîê.

Ââåäåíèå
Íà ñîâðåìåííîì ýòàïå ðàçâèòèÿ îíêîëîãèè ëå÷åíèå

âûñîêîýôôåêòèâíûìè ïðîòèâîîïóõîëåâûìè ïðåïàðà-
òàìè ïîçâîëÿåò ñîõðàíèòüæèçíü áîëüíûì, êîòîðûå ðàíü-
øå ñ÷èòàëèñü íåèçëå÷èìûìè. Îäíàêî öèòîòîêñè÷íîñòü,
ëåæàùàÿ â îñíîâå ïðîòèâîîïóõîëåâîãî äåéñòâèÿ ýòèõ
ïðåïàðàòîâ, îäíîâðåìåííî ÿâëÿåòñÿ è îñíîâíûì îãðà-
íè÷åíèåì èõ ïðèìåíåíèÿ. Îò ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ õèìè-
îòåðàïèè â ïåðâóþ î÷åðåäü ñòðàäàþò ìîëîäûå, àêòèâ-
íî äåëÿùèåñÿ êëåòêè. Íàèáîëåå ñåðüåçíûå îñëîæíåíèÿ
ñâÿçàíû ñ ãèáåëüþ ñòâîëîâûõ ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê
êîñòíîãî ìîçãà, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â ïðîãðåññèðóþùåé
ïîòåðå èììóíèòåòà, íàðóøåíèè ãîìåîñòàçà è àíåìèè.
Ïîäîáíàÿ êàðòèíà íàáëþäàåòñÿ è ïðè îáëó÷åíèè îðãà-
íèçìà âûñîêèìè äîçàìè èîíèçèðóþùèõ èçëó÷åíèé â
ðåçóëüòàòå ðàäèîòåðàïèè.
Íàèáîëåå äåéñòâåííûì ñïîñîáîì âîññòàíîâëåíèÿ

êðîâåòâîðíûõ ôóíêöèé îðãàíèçìà ñëóæèò òðàíñïëàí-
òàöèÿ àëëîãåííûõ (äîíîðñêèõ) èëè àóòîëîãè÷íûõ (ñîá-
ñòâåííûõ êëåòîê áîëüíîãî, âçÿòûõ äî ëå÷åíèÿ è ñîõðà-
íÿåìûõ â æèçíåñïîñîáíîì ñîñòîÿíèè â óñëîâèÿõ ãëóáî-
êîãî õîëîäà) ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà
èëè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè. Òåì íå ìåíåå, ñóùåñòâóåò
ðÿä ïðè÷èí, ïî êîòîðûì ýòà ïðîöåäóðà äàëåêî íå âñå-
ãäà ïðèâîäèò ê æåëàåìîìó òåðàïåâòè÷åñêîìó ýôôåêòó.
Òðàíñïëàíòàöèÿ àóòîëîãè÷íîãî ìàòåðèàëà ñîïðÿæåíà
ñ ðèñêîì ðàçâèòèÿ ðåöèäèâîâ çàáîëåâàíèÿ èç-çà âîçìîæ-
íîé êîíòàìèíàöèè òðàíñïëàíòàòà îïóõîëåâûìè êëåò-
êàìè [2]. Ïðè ïåðåñàäêå êîñòíîãî ìîçãà îò äîíîðîâ

âîçíèêàåò ïðîáëåìà ðàçâèòèÿ ðåàêöèè «òðàíñïëàíòàò-
ïðîòèâ-õîçÿèíà» (ÐÒÏÕ), ñâÿçàííàÿ ñ HLA-íåñîâìåñ-
òèìîñòüþ äîíîðà è ðåöèïèåíòà. Ïðîáëåìà ïîäáîðà
HLA-èäåíòè÷íûõ äîíîðîâ ñòîèò îñîáåííî îñòðî äëÿ
Ðîññèè, âî-ïåðâûõ, â ñèëó îòñóòñòâèÿ ðåàëüíî ðàáîòà-
þùåãî ðåãèñòðà äîíîðîâ â íàøåé ñòðàíå, âî-âòîðûõ, â
ñâÿçè ñ ìàëî÷èñëåííîñòüþ ñåìåé, ÷òî óìåíüøàåò âåðî-
ÿòíîñòü íàõîæäåíèÿ íåîáõîäèìîãî äîíîðà ñðåäè áëè-
æàéøèõ ðîäñòâåííèêîâ. Ïðåäâàðèòåëüíàÿ ñåïàðàöèÿ
òðàíñïëàíòàòà, ïðèâîäÿùàÿ ê óäàëåíèþ íåæåëàòåëü-
íûõ êëåòîê (îïóõîëåâûõ, àëëîðåàêòèâíûõ), ðåøàåò
âîçíèêàþùèå ïðîáëåìû, óâåëè÷èâàÿ âåðîÿòíîñòü óñ-
ïåõà êàê àóòîëîãè÷íîé, òàê è àëëîãåííîé òðàíñïëàí-
òàöèè.
Â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå íàõîäÿò ïðèìåíåíèå äâà

ïðèíöèïèàëüíî ðàçëè÷íûõ ìåòîäà ïðåä òðàíñïëàíòà-
öèîííîãî ðàçäåëåíèÿ ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê: ïîçèòèâ-
íàÿ è íåãàòèâíàÿ ñåëåêöèÿ ìàòåðèàëà. Ñ ïîìîùüþ ïî-
çèòèâíîé ñåëåêöèè (îáîãàùåíèÿ) ïîëó÷àþò ÷èñòûå ôðàê-
öèè ñòâîëîâûõ êðîâåòâîðíûõ êëåòîê (ÑÊÊ). Èñïîëü-
çîâàíèå ÑÊÊ, êàê àëüòåðíàòèâû ââåäåíèþ öåëüíîãî
êîñòíîãî ìîçãà ïðè àóòîëîãè÷íîé òðàíñïëàíòàöèè, ñâî-
äèò ê ìèíèìóìó ðèñê ïîâòîðíîãî çàðàæåíèÿ ïàöèåíòà
îïóõîëåâûìè êëåòêàìè è óïðîùàåò êðèîêîíñåðâàöèþ
ìàòåðèàëà [6]. Íåãàòèâíàÿ ñåëåêöèÿ (äåïëåöèÿ) àóòî-
ëîãè÷íûõ êëåòîê ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ ïðÿìîé î÷èñòêè îò
ìèêðîìåòàñòàçîâ. Â ñëó÷àå àëëîãåííîé òðàíñïëàíòà-
öèè íåãàòèâíàÿ ñåëåêöèÿ èììóíîêîìïåòåíòíûõ êëåòîê
(Ò-ëèìôîöèòîâ) ñïîñîáñòâóåò ïðåäîòâðàùåíèþ ðàçâè-
òèÿ îñòðîé ÐÒÏÕ. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü â ìèðå íå ñó-
ùåñòâóåò îäíîçíà÷íîãî ìíåíèÿ îòíîñèòåëüíî öåëåñî-
îáðàçíîñòè ïîëíîé äåïëåöèè Ò-êëåòîê. Êëèíè÷åñêèå
èññëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî óäàëåíèå âñåõ Ò-ëèì-
ôîöèòîâ äåëàåò íåâîçìîæíûì óñïåøíîå ïðèæèâëåíèå
òðàíñïëàíòàòà [3]. Êðîìå òîãî, ïðèñóòñòâèå â òðàíñ-
ïëàíòàòå èììóíîêîìïåòåíòíûõ êëåòîê èãðàåò êëþ÷å-
âóþ ðîëü â ðàçâèòèè ðåàêöèè «òðàíñïëàíòàò-ïðîòèâ-
îïóõîëè». Ýòè ôàêòû ïîáóäèëè ïîèñê ïîäõîäîâ ê ÷àñ-
òè÷íîé ýëèìèíàöèè Ò-êëåòîê. Íåêîòîðûå èç ðàçðàáî-
òàííûõ ìåòîäîâ ïðåäâàðèòåëüíîé ñåëåêöèè òðàíñïëàí-
òàòîâ, íàïðèìåð, óäàëåíèå CD4+-õåëïåðíûõ êëåòîê ñ
÷àñòè÷íûì èñòîùåíèåì ïîïóëÿöèè öèòîòîêñè÷åñêèõ
CD8+-ëèìôîöèòîâ [5]; äåïëåöèÿ ïî àíòèãåíó CD6 [7, 9],
óæå ïðîõîäÿò êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ. Äðóãèå, òàêèå
êàê êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ðåöèïèåíòà ñ êëåòêàìè
äîíîðà è ïîñëåäóþùàÿ äåïëåöèÿ àêòèâèðîâàííûõ êëå-
òîê ïî ìåìáðàííîìó ðåöåïòîðó CD25 , íàõîäÿòñÿ â ñòà-
äèè ëàáîðàòîðíûõ èññëåäîâàíèé [4].
Ñðåäè èñïîëüçóåìûõ ìåòîäîâ ñåëåêöèè êëåòîê íà

ñåãîäíÿøíèé äåíü îäíèì èç íàèáîëåå ñïåöèôè÷íûõ è
ýôôåêòèâíûõ ÿâëÿåòñÿ èììóíîìàãíèòíàÿ ñåëåêöèÿ
(ÈÌÑ). Òåõíîëîãèÿ ÈÌÑ îñíîâàíà íà îäíîâðåìåí-
íîì èñïîëüçîâàíèè ñòðîãîé èçáèðàòåëüíîñòè âçàèìî-
äåéñòâèÿ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ñ ìåìáðàííûìè àí-
òèãåíàìè êëåòîê-ìèøåíåé è ìàãíèòîóïðàâëÿåìîñòè
êîðïóñêóëÿðíûõ íîñèòåëåé- ìàãíèòíûõ ìèêðîñôåð.
Ñåëåêòèâíî ñâÿçàâøèåñÿ ñ ÷àñòèöàìè êëåòêè ïðèîá-
ðåòàþò ìàãíèòî÷óâñòâèòåëüíîñòü è ìîãóò áûòü èçâëå-
÷åíû èç èñõîäíîé ñìåñè â íåîäíîðîäíîì ìàãíèòíîì
ïîëå. Ýòîò íåòðóäîåìêèé ìåòîä ïîçâîëÿåò çà êîðîò-
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êîå âðåìÿ îáðàáàòûâàòü îáðàçöû, ñîäåðæàùèå äî
1010 êëåòîê. Ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîêàçàíî, ÷òî íè ìèê-
ðî÷àñòèöû, íè ïðîöåäóðà ñåïàðàöèè íå îêàçûâàþò ñó-
ùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà æèçíåñïîñîáíîñòü, ìîðôîëî-
ãèþ è ôóíêöèîíàëüíûå êà÷åñòâà áèîëîãè÷åñêîãî ìà-
òåðèàëà [8].
Öåëüþ íàøåé ðàáîòû ÿâèëàñü ðàçðàáîòêà ñèñòåìû

ñåëåêöèè äëÿ íàïðàâëåííîãî óäàëåíèÿ ñóáïîïóëÿöèé
Ò-ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Â ïîñëåäíèå ãîäû â ëàáîðàòîðèè ìåäèöèíñêîé áèî-

òåõíîëîëîãèè ÍÈÈ ÝÄèÒÎ ÐÎÍÖ ÐÀÌÍ ñîâìåñòíî
ñ Èíñòèòóòîì áèîõèìè÷åñêîé ôèçèêè ÐÀÍ ðàçðàáàòû-
âàþòñÿ òåõíîëîãèè ñîçäàíèÿ ìåëêîäèñïåðñíûõ ìàãíè-
òîóïðàâëÿåìûõ íîñèòåëåé, ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé êîì-
ïîçèòû íà îñíîâå ìàãíèòîìÿãêèõ ôåððîìàãíåòèêîâ (îê-
ñèäû æåëåçà, êàðáîíèëüíîå æåëåçî, ìèêðî÷àñòèöû ìå-
òàëëè÷åñêîãî æåëåçà, ïîëó÷åííûå ïëàçìîõèìè÷åñêèì
èñïàðåíèåì, äð.). Â çàâèñèìîñòè îò öåëè êîíå÷íîãî èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ìèêðî÷àñòèö, èõ ïîâåðõíîñòü ìîæåò áûòü
ñôîðìèðîâàíà èç ïîëèñòèðîëà, êîìïîçèòà íà îñíîâå
{SiO2}n è àêòèâèðîâàíà äëÿ ïîñëåäóþùåãî êîíúþãè-
ðîâàíèÿ ñ âåêòîðíûìè ìîëåêóëàìè.
Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ìèêðîñôåðû äèàìåòðîì 0,8

ìêì, èçãîòîâëåííûå ìåòîäîì ýìóëüñèîííîé ïîëèìåðè-
çàöèè èç ñîïîëèìåðîâ (ñòèðîë, äèâèíèëáåíçîë, ìàëåè-
íîâûé àíãèäðèä) è êîëëîèäà ìàãíåòèòà (Fe3O4) íà îñ-
íîâå îðãàíè÷åñêèõ ðàñòâîðèòåëåé.
Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èììóíîñïåöèôè÷åñêèõ ñîðáåíòîâ

ìàãíåòèòîâûå ïîëèñòèðîëîâûå ìèêðîñôåðû (ÌÏÌ)
êîíúþãèðîâàëè ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè (ÌÊÀ)
ïðîòèâ ìåìáðàííûõ àíòèãåíîâ CD3 (êëîí ICO-90) è CD8
(êëîí ICO-31). Äëÿ àíòèòåë êàæäîé ñïåöèôè÷íîñòè áûëè
ïîëó÷åíû è èññëåäîâàíû êîíúþãàòû, ðàçëè÷àþùèåñÿ
ìåõàíèçìîì ïîâåðõíîñòíîé èììîáèëèçàöèè èììóíîãëî-
áóëèíîâ:
* Êîíúþãàòû íà îñíîâå ÌÏÌ ñ ïîâåðõíîñòíûìè

ãèäðîêñèëüíûìè ãðóïïàìè:
a) âçàèìîäåéñòâóþùèå ñ ïðîòåèíàìè ïóòåì íåñïå-

öèôè÷åñêîé ñîðáöèè (òèï À);
b) ñâÿçûâàþùèå ïðîòåèíû êîâàëåíòíî ïîñëå àêòè-

âàöèè n-òîëóîëñóëüôîíèëõëîðèäîì (Ts-Cl). Áûëè èññëå-
äîâàíû 2 îáðàçöà òàêèõ ÷àñòèö: òèï Â- ïðè àêòèâàöèè
äîáàâëÿëè 100 ìêã Ts-Cl íà 1 ã ôàçû, òèï Ñ- 500 ìêã Ts-
Cl íà 1 ã ôàçû.
* Êîíúþãàòû íà îñíîâå ÌÏÌ ñ ïîâåðõíîñòíûìè

êàðáîêñèëüíûìè ãðóïïàìè äëÿ êîâàëåíòíîãî ñâÿçû-
âàíèÿ èììóíîãëîáóëèíîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì âîäîðà-
ñòâîðèìûõ êàðáîäèèìèäîâ èëè ãëóòàðîâîãî àëüäåãè-
äà (òèï D).
Ìàòåðèàëîì äëÿ ñåëåêöèè ñëóæèëè ìîíîíóêëå-

àðíûå êëåòêè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè çäîðîâûõ äî-
íîðîâ, âûäåëåííûå â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ôèêîëë-
âåðîãðàôèíà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì ðàíåå äëÿ ÌÏÌ ñ ïîâåðõíî-

ñòíûìè ãèäðîêñèëüíûìè ãðóïïàìè äàííûì, äèíàìèêà

ïîâåðõíîñòíîãî ñâÿçûâàíèÿ èììóíîãëîáóëèíîâ ìåíÿ-
åòñÿ ïðè ïåðåõîäå îò îäíîãî êëîíà ÌÊÀ ê äðóãîìó.
×òîáû îïðåäåëèòü ñêîðîñòü èììîáèëèçàöèè èñïîëüçó-
åìûõ àíòèòåë íà ïîâåðõíîñòè ÌÏÌ òèïîâ À, Â è Ñ,
îöåíèâàëè êîíöåíòðàöèþ ñâîáîäíûõ èììóíîãëîáóëè-
íîâ ÷åðåç 6, 12, 20 è 24 ÷ èíêóáàöèè ÷àñòèö ñ ÌÊÀ. Ïî
ðàçíîñòè íà÷àëüíîé è êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèé ÌÊÀ
âû÷èñëÿëè çíà÷åíèå ñîðáöèîííîé åìêîñòè, S (êîëè÷å-
ñòâî ñâÿçàííîãî áåëêà (ìêã) íà 1 ìã íîñèòåëÿ). Â ñëó÷àå
ÌÏÌ, íåñóùèõ ïîâåðõíîñòíûå êàðáîêñèëüíûå ãðóï-
ïû, äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñîðáåíòîâ ñ ðàçíûìè çíà÷åíèÿìè
ñîðáöèîííîé åìêîñòè èçìåíÿëè êîëè÷åñòâî àíòèòåë,
îñòàâëÿÿ ïîñòîÿííûì âðåìÿ èíêóáàöèè (12 ÷).
Îêàçàëîñü, ÷òî õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà ïîâåðõíîñòè

ÌÏÌ è, ñëåäîâàòåëüíî, ìåõàíèçì ñâÿçûâàíèÿ ìàãíèò-
íîé ìàòðèöû ñ èììóíîãëîáóëèíàìè, îêàçûâàþò çàìåò-
íîå âëèÿíèå íà ñïîñîáíîñòü ÷àñòèö ê ñâÿçûâàíèþ èì-
ìóíîãëîáóëèíîâ. Ïðè ïîëó÷åíèè èììóíîìàãíèòíûõ
êîíúþãàòîâ ïóòåì íåñïåöèôè÷åñêîé ñîðáöèè ÌÊÀ íà
ïîâåðõíîñòè ãèäðîêñèëèðîâàííûõ ÌÏÌ, áûëà âûÿâ-
ëåíà íèçêàÿ ïðîòåèí ñâÿçûâàþùàÿ ñïîñîáíîñòü íå àê-
òèâèðîâàííûõ ìèêðîñôåð. Ìàêñèìàëüíàÿ ñîðáöèîííàÿ
åìêîñòü ÷àñòèö (Smax), îïðåäåëÿåìàÿ íàìè êàê êîëè÷å-
ñòâî áåëêà, èììîáèëèçîâàííîãî çà ñóòêè èíêóáàöèè,
ñîñòàâèëà 6,6 ìêã/ìã è 4,0 ìêã/ìã äëÿ ÌÊÀ àíòè-CD3 è
àíòè-CD8. Îáðàáîòêà n-òîëóîëñóëüôîíèëõëîðèäîì â
ñîîòíîøåíèè 100 ìêã àêòèâèðóþùåãî àãåíòà íà 1 ã
ìèêðîñôåð ïîâûøàëà ñðîäñòâî ÷àñòèö ê áåëêó, â ñðåä-
íåì, â 3,5 ðàçà è îáåñïå÷èâàëà âîçìîæíîñòü ñâÿçûâà-
íèÿ äî 17,3 è 16,8 ìêã/ìã ÌÊÀ. Ïðè àêòèâàöèè èçáû-
òî÷íûì êîëè÷åñòâîì Ts-Cl ìàêñèìàëüíàÿ ñîðáöèîííàÿ
åìêîñòü óâåëè÷èâàëàñü åùå â 1,1- 1,2 ðàçà è äîñòèãàëà
19,6 ìêã/ìã è 20,1 ìêã/ìã ôàçû (êëîíû ICO-90 è ICO-
31, ñîîòâåòñòâåííî). Êîíúþãàòû ñ ñàìûì âûñîêèì çíà-
÷åíèåì Smax, îêîëî 30 ìêã/ìã äëÿ îáîèõ ÌÊÀ, ïîëó÷å-
íû ïðè èñïîëüçîâàíèè êàðáîêñèëèðîâàííûõ ÷àñòèö.
Âåëè÷èíà ñîðáöèîííîé åìêîñòè ÿâëÿåòñÿ âàæíîé

õàðàêòåðèñòèêîé èììóíîìàãíèòíûõ ìèêðîñôåð, çàìåò-
íî âëèÿþùåé íà ýôôåêòèâíîñòü ñåïàðàöèè. Ñîãëàñíî
äàííûì ëèòåðàòóðû è ðåçóëüòàòàì ïðåäûäóùèõ èññëå-
äîâàíèé [1], îïòèìàëüíûì ÿâëÿåòñÿ çíà÷åíèå S, êîòî-
ðîå ñîîòâåòñòâóåò îáðàçîâàíèþ ïðîòåèíîâîãî ìîíî-
ñëîÿ íà ïîâåðõíîñòè ïîëèñòèðîëîâûõ ìèêðî÷àñòèö è
ìîæåò áûòü ðàññ÷èòàíî ïî ôîðìóëå:
S=6õC/ñõD,
ãäå Ñ- ïàðàìåòð, ðàâíûé äëÿ èììóíîãëîáóëèíîâ 2,5

ìã/ì2; D- äèàìåòð ìèêðî÷àñòèö, ìêì; ñ- ïëîòíîñòü ìèê-
ðî÷àñòèö, ã/ñì3.
Äëÿ ïîëó÷åííûõ ìàãíèòíûõ ìèêðîñôåð (D=0,8 ìêì;

ñ=1,09 ìã/ñì3) ýòà âåëè÷èíà ðàâíà 17 ìêã/ìã. Ïîýòîìó
èç ïîëó÷åííûõ êîíúþãàòîâ äëÿ äàëüíåéøåé ðàáîòû
áûëè âûáðàíû îáðàçöû ñ ñîðáöèîííîé åìêîñòüþ16- 18
ìêã/ìã- â ñëó÷àå ÷àñòèö Â, Ñ è D, è 6,6 (ÌÊÀ àíòè-
CD3), 4,0 ìêã/ìã (àíòè-CD8)- â ñëó÷àå ÷àñòèö À.
Ïîñëå èíêóáàöèè ñ ÌÊÀ äëÿ ïðåäóïðåæäåíèÿ íå-

ñïåöèôè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ÷àñòèö ñ êëåòêàìè ïî-
òåíöèàëüíûå ñâîáîäíûå ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ áåëêîâ áëî-
êèðîâàëè ÷åëîâå÷åñêèì ñûâîðîòî÷íûì àëüáóìèíîì. Äî
èñïîëüçîâàíèÿ ãîòîâûå êîíúþãàòû õðàíèëè â 0,01 Ì
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PBS ñ äîáàâëåíèåì 0,5 % ×ÑÀ è 0,1 % NaN3.
Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ñåëåêöèåé ìàãíèòíûå ìèê-

ðîñôåðû äâàæäû îòìûâàëè ðàáî÷èì ðàñòâîðîì (2mM
EDTA, 0,5 % ×ÑÀ â 0,01Ì PBS (ðÍ 7.4)), êîíöåíòðè-
ðóÿ â íåîäíîðîäíîì ìàãíèòíîì ïîëå. Èñõîäíûå êëåòêè
(30õ106) ñóñïåíäèðîâàëè â 3 ìë òîãî æå ðàñòâîðà è äî-
áàâëÿëè ê ñêîíöåíòðèðîâàííûì â ïëàñòèêîâîé ïðîáèð-
êå ÷àñòèöàì. Èíêóáàöèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 30 ìèí
ïðè ìåäëåííîé ïîñòîÿííîé ðîòàöèè. Òåìïåðàòóðíûå
óñëîâèÿ èíêóáàöèè êîððåêòèðîâàëèñü ïî ìåðå ïîëó÷å-
íèÿ ðåçóëüòàòîâ. Äëÿ ðàçäåëåíèÿ îáðàçåö ïîìåùàëè â
íåîäíîðîäíîå ìàãíèòíîå ïîëå ïîñòîÿííîãî ìàãíèòà íà
7 - 10 ìèí, êîíöåíòðèðóÿ ñâÿçàâøèåñÿ ñ ÷àñòèöàìè ñîð-
áåíòà êëåòêè (ïîçèòèâíàÿ ôðàêöèÿ) â âèäå óçêîé ïîëî-
ñû íà ñòåíêå ïðîáèðêè, è îñòîðîæíî îòáèðàëè ñóïåðíà-
òàíò (íåãàòèâíàÿ ôðàêöèÿ). Êëåòêè ïîçèòèâíîé ôðàê-
öèè çàòåì ðåñóñïåíäèðîâàëè â 0,01Ì PBS è âíîâü êîí-
öåíòðèðîâàëè â ìàãíèòíîì ïîëå. Ïðîöåäóðó îòìûâêè,
íåîáõîäèìóþ äëÿ òîãî, ÷òîáû èñêëþ÷èòü âåðîÿòíîñòü
ñëó÷àéíîãî ïîïàäàíèÿ â ïîçèòèâíóþ ôðàêöèþ ñâîáîä-
íûõ êëåòîê, ïðîâîäèëè òðèæäû. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ýô-
ôåêòèâíîñòè íåãàòèâíîé ñåëåêöèè ïðîâîäèëè ôåíîòè-
ïèðîâàíèå êëåòîê èñõîäíîãî îáðàçöà è êëåòîê, íå ñâÿ-
çàâøèõñÿ ñ ÷àñòèöàìè, èììóíîôëóîðåñöåíòíûì ìåòî-
äîì ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé ðåçóëüòàòîâ íà ïðîòî÷-

íîì öèòîôëóîðèìåòðå (FACScan, Becton Dickinson).
Îöåíèâàÿ êà÷åñòâî ðàçäåëåíèÿ, ìû íå òîëüêî ðàñ-

ñìàòðèâàëè óðîâåíü ýêñïðåññèè àíòèãåíà-ìèøåíè, íî
è àíàëèçèðîâàëè èçìåíåíèå ñîñòàâà ïîïóëÿöèè, îïðå-
äåëÿÿ äîëþ Â-ëèìôîöèòîâ. Ïðè íåãàòèâíîé ñåëåêöèè
CD3+-êëåòîê îöåíèâàëè óðîâåíü ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ
CD4 è CD8. Ïðè íåãàòèâíîé ñåëåêöèè ïî àíòèãåíó CD8
îöåíèâàëè ïðîöåíò CD4+-êëåòîê, ñðàâíèâàÿ åãî ñ êî-
ëè÷åñòâîì CD3+ Ò-ëèìôîöèòîâ â ïîïóëÿöèè. Â ïåðâûõ
ýêñïåðèìåíòàõ èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ïðîâî-
äèëè ìåòîäîì ïðÿìîãî îêðàøèâàíèÿ êëåòîê êîíúþãà-
òàìè ÌÊÀ ñ ôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàòîì (FITC) èëè
ôèêîýðèòðèíîì (ÐÅ). Îäíàêî ïîëó÷åííûå ïðè ñåëåêöèè
ñ èñïîëüçîâàíèåì èììóíîìàãíèòíûõ ñîðáåíòîâ ïðîòèâ
àíòèãåíà CD3 ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî òàêîé ïîäõîä
íå âïîëíå êîððåêòåí. Õîòÿ êëåòêè íåãàòèâíîé ôðàêöèè
îêðàøèâàëèñü ÌÊÀ àíòè-CD3 PE â ñëàáîé ñòåïåíè,
÷òî ìîãëî áûòü èíòåðïðåòèðîâàíî êàê ðåçóëüòàò ïî÷òè
100 %-íîãî óäàëåíèÿ êëåòîê-ìèøåíåé, ìû íå îáíàðó-
æèëè ñóùåñòâåííîãî óâåëè÷åíèÿ äîëè Â-ëèìôîöèòîâ è
óìåíüøåíèÿ ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ CD4 è CD8. Ïðåä-
ïîëîæèâ âîçìîæíóþ áëîêàäó àíòèãåíîâ-ìèøåíåé àí-
òèòåëàìè, îòùåïèâøèìèñÿ îò ìàãíèòíûõ ÷àñòèö, â äàëü-
íåéøåì ïîìèìî îêðàøèâàíèÿ ïðÿìî ìå÷åíûìè àíòèòå-
ëàìè, àíàëèçèðîâàëè îêðàøèâàíèå êëåòîê êîíúþãàòà-
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Çàâèñèìîñòüýôôåêòèâíîñòèíåãàòèâíîé ñåëåêöèèïî
àíòèãåíóCD3îòòèïàìàãíèòíîãîíîñèòåëÿè
òåìïåðàòóðíîãî ðåæèìà èíêóáàöèè
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ìè àíòèâèäîâûõ (áàðàí-àíòè-ìûøü) àíòèòåë ñ FITC
(F(ab)2-FITC). Öèòîôëóîðîìåòðèÿ òàêèõ ïðîá ïîçâîëÿ-
ëà âûÿâëÿòü â íåãàòèâíîé ôðàêöèè êëåòêè-ìèøåíè, ñâÿ-
çàâøèåñÿ ÌÊÀ, íî íå óäàëåííûå â ïðîöåññå ñåëåê-
öèè.
Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ íåãàòèâíîé ñåëåêöèè ñ èñïîëü-

çîâàíèåì êîíúþãàòîâ ñ ÌÊÀ anti-CD3 ïîêàçàë, ÷òî íà
ýôôåêòèâíîñòü äåïëåöèè CD3+-êëåòîê çàìåòíî âëèÿþò
ìåõàíèçì èììîáèëèçàöèè èììóíîãëîáóëèíîâ è òåìïå-
ðàòóðíûé ðåæèì èíêóáàöèè (ðèñ. 1).
Ïðè ïðîâåäåíèè èíêóáàöèè êëåòîê ñ ìèêðîñôåðàìè

â óñëîâèÿõ êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû (22îÑ) ýôôåêòèâ-
íîñòü ñåëåêöèè ñîñòàâëÿëà 9, 40, 45 è 43 % äëÿ êîíúþ-
ãàòîâ À, Â, Ñ è D, ñîîòâåòñòâåííî. Ñòîëü íåâûñîêèé
óðîâåíü äåïëåöèè ìîã áûòü îáóñëîâëåí îòùåïëåíèåì
ÌÊÀ îò ìàãíèòíûõ ÷àñòèö ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ àíòè-
ãåíîì. Êðîìå òîãî, íåáëàãîïðèÿòíîå âëèÿíèå ìîãëî
îêàçûâàòü ïðîèñõîäèâøåå ïðè èíêóáàöèè ñëèïàíèå
êëåòîê ñ îáðàçîâàíèåì êðóïíûõ êîíãëîìåðàòîâ. Â îò-
íîøåíèè êîíúþãàòîâ Â, Ñ è D ïåðâîå ïðåäïîëîæåíèå
ïîäòâåðæäàëîñü íàëè÷èåì â íåãàòèâíûõ ôðàêöèÿõ
áîëüøîãî êîëè÷åñòâà CD3+ êëåòîê, íåñóùèõ íà ñâîåé
ïîâåðõíîñòè ÌÊÀ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ÷àñòèö íà îñ-
íîâå ÌÏÌ À íèçêàÿ ýôôåêòèâíîñòü ñåëåêöèè, âåðîÿò-
íî, áûëà ñëåäñòâèåì íåäîñòàòî÷íîãî êîëè÷åñòâà èì-

ìîáèëèçîâàííûõ àíòèòåë. Ñíèæåíèå òåìïåðàòóðû èí-
êóáàöèè äî 13îÑ óñòðàíÿëî ñëèïàíèå êëåòîê è ÷àñòè÷-
íî ïðåäóïðåæäàëî îòðûâ àíòèòåë îò ìàãíèòíîãî íîñè-
òåëÿ. Ýôôåêòèâíîñòü ñåëåêöèè ïðè òàêèõ óñëîâèÿõ äëÿ
÷àñòèö Â, Ñ è D âîçðàñòàëà äî 47, 60 è 50 %, ñîîòâåò-
ñòâåííî. Òå æå êîíúþãàòû ïðè ïðîâåäåíèè èíêóáàöèè
ïðè òåìïåðàòóðå 4îÑ îáåñïå÷èâàëè äåïëåöèþ 50, 72 è
53 % CD3+-ëèìôîöèòîâ (ðèñ. 3). Â ñëó÷àå êîíúþãàòà À
ìàêñèìàëüíàÿ ýôôåêòèâíîñòü ñåëåêöèè (17 %) áûëà
äîñòèãíóòà ïðè òåìïåðàòóðå 13îÑ. Ïðè äàëüíåéøåì ïî-
íèæåíèè òåìïåðàòóðû äî 4îÑ óðîâåíü äåïëåöèè óìåíü-
øàëñÿ äî 5 %.
Ïðè òåñòèðîâàíèè êîíúþãàòîâ ñ ÌÊÀ àíòè-CD8 ìû

îáíàðóæèëè, ÷òî çíà÷èòåëüíîå ñîêðàùåíèå ïîïóëÿöèè
àíòèãåí ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê äîñòèãàåòñÿ ïðè èñïîëü-
çîâàíèè âñåõ ÷åòûðåõ òèïîâ ÷àñòèö (ðèñ 2). Îäíàêî, òàê
æå êàê è â ñëó÷àå ñåëåêöèè CD3+-êëåòîê, íàèáîëåå ïîë-
íûì óäàëåíèå áûëî ïðè èñïîëüçîâàíèè èììóíîìàãíèò-
íîãî ñîðáåíòà íà îñíîâå ÌÏÌ Ñ (87 %). Êîíúþãàòû Â è
Ä îáåñïå÷èâàëè óäàëåíèå 78 è 82 % CD8+-êëåòîê, ñîîò-
âåòñòâåííî. Ïðè èñïîëüçîâàíèè êîíúþãàòà À ýôôåêòèâ-
íîñòü ñåëåêöèè áûëà íàèìåíüøåé è íå ïðåâûøàëà 20 %.
Ñíèæåíèå òåìïåðàòóðû èíêóáàöèè äî 13îÑ óâåëè÷èâàëî
ýôôåêòèâíîñòü ñåëåêöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì âñåõ êîíúþ-
ãàòîâ, êðîìå îáðàçöà À (äî 80, 96 è 86% äëÿ êîíúþãà-

Ðèñ. 2
ÇàâèñèìîñòüýôôåêòèâíîñòèíåãàòèâíîéñåëåêöèèïîàíòèãåíóCD8îò
òèïàìàãíèòíîãî íîñèòåëÿèòåìïåðàòóðíîãî ðåæèìàèíêóáàöèè
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Ðèñ. 3
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Ðèñ. 4
Ýôôåêòèâíîñòüíåãàòèâíîé ñåëåêöèèÒ-ëèìôîöèòîâïîàíòèãåíóCD3
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òîâ Â, Ñ è D, ñîîòâåòñòâåííî). Âûñîêèé óðîâåíü äåïëå-
öèè CD8+-ñóáïîïóëÿöèè Ò-ëèìôîöèòîâ ïîäòâåðæäàëñÿ
ðîñòîì ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ CD19 (îáùåãî àíòèãåíà
Â-ëèìôîöèòîâ), óìåíüøåíèåì îáùåé ïîïóëÿöèè Ò-ëèì-
ôîöèòîâ, êîòîðàÿ ïîñëå ñåëåêöèè íà 93- 96 % ñîñòîÿëà
èç CD4+CD8�êëåòîê (ðèñ. 4). Äàëüíåéøåå ïîíèæåíèå
òåìïåðàòóðû èíêóáàöèè äî 4îÑ ðåçêî óõóäøàëî êà÷å-
ñòâî ñåëåêöèè. Ñòåïåíü óäàëåíèÿ êëåòîê-ìèøåíåé â ýòèõ
óñëîâèÿõ íå ïðåâûøàëà 5, 26, 28 è 27% äëÿ ñîðáåíòîâ
À, Â, Ñ è D. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïðè ïðîâåäåíèè íå-
ãàòèâíîé ñåëåêöèè ïî àíòèãåíó CD8 â íåãàòèâíîé ôðàê-
öèè íå áûëî âûÿâëåíî çíà÷èìîãî êîëè÷åñòâà êëåòîê,
íåñóùèõ íà ïîâåðõíîñòè ìîëåêóëû àíòèòåë. Äàæå ïðè
èíêóáàöèè ñ ñîðáåíòàìè À, Â, Ñ è D â óñëîâèÿõ êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðû êîëè÷åñòâî ñâÿçàâøèõñÿ ñ ÌÊÀ, íî
íå óäàëåííûõ êëåòîê, ñîñòàâèëî 1,0; 4,6; 3,1 è 6,0 %.
Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ïî íåãàòèâíîé ñåëåêöèè

Ò-ëèìôîöèòîâ ïî ìåìáðàííûì àíòèãåíàì CD3 è CD8
ïîçâîëÿþò óòâåðæäàòü, ÷òî îïòèìàëüíîé òåõíîëîãèåé
ïîëó÷åíèÿ èììóíîìàãíèòíûõ êîíúþãàòîâ ÿâëÿåòñÿ èì-
ìîáèëèçàöèÿ ÌÊÀ ïî ìåõàíèçìó êîâàëåíòíîãî ñâÿçû-
âàíèÿ ñ íîñèòåëåì, àêòèâèðîâàííûì èçáûòêîì Ts-Cl.
Ðàçëè÷èÿ â ñòåïåíè äåïëåöèè ïðè ñåëåêöèè ïî àíòèãå-
íàì CD3 è CD8 îáúÿñíÿþòñÿ, ñêîðåå âñåãî, îñîáåííîñ-
òÿìè ñàìèõ àíòèãåíîâ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âçà-
èìîäåéñòâèå èììóíîãëîáóëèíà, èììîáèëèçîâàííîãî íà
ìàãíèòíîé ìàòðèöå, ñ CD3-àíòèãåíîì Ò-ëèìôîöèòà
ëèáî âûçûâàåò èçìåíåíèå êîíôîðìàöèè ìîëåêóëû
ÌÊÀ, ëèáî ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîãðóæåíèåì ÌÊÀ â òîë-
ùó ìåìáðàíû âñëåäñòâèå èíòåðíàëèçàöèè ñàìîãî ðå-
öåïòîðà. Ýòî ïðèâîäèò ê ðàçðûâó ñâÿçè ìåæäó ÌÊÀ è
ìàãíèòíûì íîñèòåëåì è îñâîáîæäåíèþ êëåòêè-ìèøå-
íè, êîòîðàÿ ñ ýòîãî ìîìåíòà ñòàíîâèòñÿ «íåâèäèìîé»
äëÿ ÷àñòèö ñîðáåíòà. Ñòàáèëèçàöèè êîíúþãàòîâ è, ñëå-
äîâàòåëüíî, ïîâûøåíèþ ýôôåêòèâíîñòè ñåëåêöèè, îò-
÷àñòè ñïîñîáñòâóåò ïîíèæåíèå òåìïåðàòóðû. Îäíàêî,
äàæå ïðîâîäÿ èíêóáàöèþ ïðè 4îÑ, ïîëíîãî óäàëåíèÿ
CD3+-êëåòîê äîñòè÷ü íå óäàåòñÿ. Äðóãîé âîçìîæíûé
ïîäõîä ê óñòðàíåíèþ âîçíèêøåé ïðîáëåìû çàêëþ÷àåò-
ñÿ â ñîçäàíèè òàê íàçûâàåìûõ «óíèâåðñàëüíûõ» êîíú-
þãàòîâ, íåñóùèõ íà ïîâåðõíîñòè ñïåéñåðíûå ó÷àñòêè
äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ÌÊÀ. Óâåëè÷åíèå ðàññòîÿíèÿ ìåæäó
ìîëåêóëîé àíòèòåëà è ïîâåðõíîñòüþ ìàãíèòíîé ÷àñòè-
öû äîëæíî ñïîñîáñòâîâàòü ñîõðàíåíèþ ñâÿçè ìåæäó
êëåòêîé è ìèêðîñôåðîé ïðè èíòåðíàëèçàöèè àíòèãåíà.
Â íàñòîÿùèé ìîìåíò íà÷àòà ðàáîòà ïî ñîçäàíèþ òàêèõ
êîíúþãàòîâ è îïðåäåëåíèþ óñëîâèé ìåòîäà íåïðÿìîé
èììóíîìàãíèòíîé ñåëåêöèè. Áûë ïîëó÷åí êîíúþãàò íà
îñíîâå ÌÏÌ Â è ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë áàðàíà ïðî-
òèâ Fc-ôðàãìåíòîâ IgG ìûøè. Äëÿ íàïðàâëåííîãî ðàç-
äåëåíèÿ ñîðáåíò èíêóáèðîâàëè ñ êëåòêàìè, ïðåäâàðè-
òåëüíî ìå÷åíûìè ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè. Ðå-
çóëüòàòû ïåðâûõ ýêñïåðèìåíòîâ ñâèäåòåëüñòâóþò îá
ýôôåêòèâíîñòè ïîäõîäà ïðè íåãàòèâíîé ñåëåêöèè Â-
ëèìôîöèòîâ ïî àíòèãåíó CD20. Èñïîëüçîâàíèåì ïîëó-
÷åííîãî êîíúþãàòà â ñî÷åòàíèè ñ ÌÊÀ àíòè-CD3 óäà-
åòñÿ äîñòè÷ü óäàëåíèÿ 87 % Ò-ëèìôîöèòîâ. Ìû ïîëà-
ãàåì, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü äåïëåöèè CD3+-êëåòîê áóäåò
ïîâûøåíà äàëüíåéøåé îïòèìèçàöèåé óñëîâèé ñåëåê-
öèè.

Âûâîäû
1. Ñïîñîáíîñòü ìàãíåòèòîâûõ ïîëèñòèðîëîâûõ ìèê-

ðîñôåð ñâÿçûâàòü èììóíîãëîáóëèíû çàâèñèò îò ñîñòà-
âà è õèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ èõ ïîâåðõíîñòè. Ìåõàíèçìû
íåñïåöèôè÷åñêîé ñîðáöèè íå îáåñïå÷èâàþò ñâÿçûâàíèÿ
äîñòàòî÷íîãî êîëè÷åñòâà èììóíîãëîáóëèíîâ. Ìîäèôè-
êàöèÿ ïîâåðõíîñòè ÌÏÌ ñ ôîðìèðîâàíèåì õèìè÷åñ-
êèõ ãðóïï äëÿ êîâàëåíòíîãî ñâÿçûâàíèÿ ïðîòåèíîâ çà-
ìåòíî óâåëè÷èâàåò åìêîñòü ìàãíèòíîãî íîñèòåëÿ, äå-
ëàÿ âîçìîæíûì èììîáèëèçàöèþ ÌÊÀ â êîëè÷åñòâå,
íåîáõîäèìîì äëÿ îáðàçîâàíèÿ ïîâåðõíîñòíîãî ïðîòå-
èíîâîãî ìîíîñëîÿ.
2. Ìåõàíèçì èììîáèëèçàöèè ÌÊÀ íà ïîâåðõíîñòè

ìàãíèòíîãî íîñèòåëÿ îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå
íà ýôôåêòèâíîñòü íåãàòèâíîé ñåëåêöèè. Èç èññëåäîâàí-
íûõ òèïîâ ñîðáåíòîâ íàèáîëåå ïîëíîå óäàëåíèå êëå-
òîê-ìèøåíåé îáåñïå÷èâàþò êîíúþãàòû íà îñíîâå ãèä-
ðîêñèëèðîâàííûõ ÌÏÌ, àêòèâèðîâàííûõ èçáûòêîì
Ts-Cl.
3. Ôàêòîðîì, âëèÿþùèì íà êà÷åñòâî ðàçäåëåíèÿ,

ÿâëÿåòñÿ òåìïåðàòóðíûé ðåæèì èíêóáàöèè êëåòîê ñ ñîð-
áåíòîì. Îïòèìàëüíàÿ òåìïåðàòóðà èíêóáàöèè ïðè íå-
ãàòèâíîé ñåëåêöèè ñîñòàâëÿåò 13îÑ äëÿ àíòèãåíà CD8
è 4îÑ äëÿ àíòèãåíà CD3.
4. Íåãàòèâíàÿ ñåëåêöèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîíúþãà-

òîâ òèïà Ñ ñ ÌÊÀ ICO-31 è anti-CD3 ïðè îïòèìàëüíîì
òåìïåðàòóðíîì ðåæèìå ïðèâîäèò ê óäàëåíèþ 96 %
CD8+-êëåòîê è 69 % CD3+-êëåòîê.
5. Íèçêàÿ ýôôåêòèâíîñòü ñåëåêöèè CD3+-ëèìôîöè-

òîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè ìàãíèòíûõ êîíúþãàòîâ ñ ÌÊÀ,
âåðîÿòíî, îáóñëîâëåíà îñîáåííîñòÿìè ñòðóêòóðû è
ñâîéñòâ ñàìîãî àíòèãåíà. Ïðèìåíåíèå ìîäèôèöèðîâàí-
íîãî ìåòîäà ÈÌÑ ñ èñïîëüçîâàíèåì «óíèâåðñàëüíî-
ãî» ñîðáåíòà ïîçâîëÿåò óâåëè÷èòü ýôôåêòèâíîñòü äåï-
ëåöèè.
Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîé ðàáîòû áûëè ïîëó÷åíû è

îõàðàêòåðèçîâàíû èììóíîìàãíèòíûå êîíúþãàòû ïðî-
òèâ ìåìáðàííûõ àíòèãåíîâ CD3 è CD8, ðàçëè÷àþùèå-
ñÿ ìåõàíèçìîì èììîáèëèçàöèè ÌÊÀ. Ýêñïåðèìåíòàëü-
íî ïîêàçàíî, ÷òî íàèáîëüøóþ ýôôåêòèâíîñòü ñåëåêöèè
îáåñïå÷èâàþò ìàãíèòíûå íîñèòåëè íà îñíîâå ÌÏÌ,
àêòèâèðîâàííûõ èçáûòêîì ï-òîëóîëñóëüôîíèëõëîðè-
äà. Íåãàòèâíàÿ ñåëåêöèÿ ïðèâîäèò ê óäàëåíèþ 96 %
CD8+ öèòîòîêñè÷åñêèõ Ò-ëèìôîöèòîâ ïðè èñïîëüçîâà-
íèè êîíúþãàòà ñ ÌÊÀ ICO-31, è ñîêðàùàåò äîëþ ïî-
ïóëÿöèè Ò-êëåòîê â öåëîì íà 72 % ïðè èñïîëüçîâàíèè
êîíúþãàòà àíòè-CD3. Íà÷àòà ðàáîòà ïî ñîçäàíèþ
«óíèâåðñàëüíîãî» èììóíîìàãíèòíîãî ñîðáåíòà. Ïîëó-
÷åííûå íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâó-
þò îá ýôôåêòèâíîñòè ñåïàðàöèè CD3+ è CD20+-êëåòîê
è ïîçâîëÿþò íàäåÿòüñÿ íà óñïåøíîå çàâåðøåíèå ýòîãî
ïðîåêòà.
Ñîçäàííûå èììóíîìàãíèòíûå êîíúþãàòû ìîãëè áû

ñòàòü óäîáíûì èíñòðóìåíòîì â äàëüíåéøåì ïîèñêå îï-
òèìàëüíîãî ïóòè ñåëåêöèè êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà è ïå-
ðèôåðè÷åñêîé êðîâè äîíîðîâ, ïðåäóïðåæäàþùåì ðàç-
âèòèå ðåàêöèè «òðàíñïëàíòàò-ïðîòèâ-õîçÿèíà», íî íå
âëèÿþùåé íà ñêîðîñòü âîññòàíîâëåíèÿ ãåìîïîýçà.
Ïðåäïîëàãàåìîå êëèíè÷åñêîå èñïîëüçîâàíèå ïîëó÷åí-
íûõ ñîðáåíòîâ ñâÿçàíî ñ óäàëåíèåì èììóíîêîìïåòåíò-
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íûõ êëåòîê èç àëëîãåííûõ òðàíñïëàíòàòîâ, à òàêæå ñ
ýëèìèíàöèåé îïóõîëåâûõ êëåòîê èç àóòîëîãè÷íîãî ìà-
òåðèàëà ïåðåä òðàíñïëàíòàöèåé áîëüíûì Â- è Ò-êëå-
òî÷íûìè ëèìôîìàìè.
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