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3. Необходимо раннее выявление и лечение пациентов с наследственными нарушениями развития ден-
тина зубов, поскольку при стираемости твердых тканей зубов (оно происходит достаточно быстро вследствие 
их неполноценности) лечение таких пациентов значительно усложняется.

REHABILITATION OF PATIENTS WITH CONGENITAL DEVELOPMENTAL DISORDERS  
OF DENTAL HARD TISSUES

A.P. Dmitrochenko, S.A. Naumovich

The article presents the results of treating patients with congenital developmental disorders of dental hard 
tissues. It has been found that timely dentoprosthetic rehabilitation of patients with congenital developmental disorders 
of dental hard tissues allows to avoid further complications.
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МЕТОД ПОЛУЧЕНИЯ РЕКОМБИНАНТНОЙ ИДИОТИПИЧЕСКОЙ ДНК-ВАКЦИНЫ  
ПРОТИВ ЛИМФОМ

С.Н. Доронина, Е.П. Вашкевич, А.Н. Мелешко
Республиканский научно-практический центр детской онкологии, гематологии и иммунологии

Неходжкинские лимфомы входят в десяток наиболее распространенных и опасных онкологических за-
болеваний. В 2008 г. в мире выявлено 355900 первичных лимфом и 191400 смертей от этого заболевания [1]. 
В Республике Беларусь в 2004 г. выявлено 968 первичных лимфом и этот показатель растет [2]. Классические 
подходы к лечению онкогематологических заболеваний (химиотерапия, лучевая терапия, хирургия) прибли-
жаются к пределу своей эффективности. Все большее распространение получает иммунотерапия, клеточная тера-
пия и применение противораковых вакцин. Противораковая вакцинация, в отличие от инфекций, сталкивается с 
серьезными ограничениями, связанными с малым количеством известных опухоль-ассоциированных антигенов. 

Весьма привлекательным кандидатом на роль опухоль-специфического антигена для 
лимфопролиферативных заболеваний выступают лимфоцитарные иммунорецепторы — иммуноглобулин для 
В-клеток и Т-клеточный рецептор для Т-клеток. Идиотип (Id) — уникальная часть молекулы иммуноглобулина, 
образованная вариабельными доменами тяжелой и легкой цепей иммуноглобулина, в т. ч. экспрессирующeгося 
на поверхности В-лимфоцитов в качестве В-клеточного рецептора. Идиотип уникален для каждого клона 
В-лимфоцитов. Поскольку лимфома является клональным заболеванием, идиотип может использоваться в 
качестве пациент-специфического опухолевого антигена. Разработки идиотипических вакцин начались с 
1992 г., когда Рон Леви и Ларри Квак (Стэндфордский университет, США) впервые вакцинировали пациентов 
с фолликулярной лимфомой опухолевым иммуноглобулином [3]. За последние 10 лет многочисленные 
клинические испытания  показали иммунологический и клинический ответ у вакцинированных пациентов 
[4, 5]. Большая часть этих вакцин были получены путем гибридомной технологии — длительного и 
дорогостоящего метода. Дальнейшие исследования были направлены на получение рекомбинантных вакцин 
путем клонирования вариабельных доменов иммуноглобулина из опухолевых клеток [6]. Различные методы 
экспрессии Id-белков были использованы, включая культуры клеток насекомых [7], растений [8, 9], бактерии 
E.coli [10, 11] или бесклеточные системы экспрессии [12, 13]. Перспективным вариантом является ДНК-
вакцины, когда иммунизация проводится плазмидной ДНК, кодирующей антиген [14].

Все методы получения ДНК-вакцин подразумевают клонирование вариабельных доменов тяжелой и 
легкой цепи иммуноглобулина, соединенных в «линейный вариабельный фрагмент» (scFv), соединенный ко-
ротким пептидным линкером [15]. В этом исследовании мы предлагаем метод амплификации варибельных ре-
гионов IgM, IgG тяжелых цепей, IgK, IgL легких цепей без добавления или потери аминокислот, способ сбор-
ки scFv, клонирования scFv в векторе экспрессии для получения ДНК-вакцины или экспрессии идиотипиче-
ского белка в бактериях E.coli.

Методы: 
1. Клеточные линии и образцы пациентов.
Четыре клеточные линии лимфом, экспрессирующих иммуноглобулин, IM-9, Daudi, RPMI1788 и 

Namalwa использовались для получения идиотипа. Клетки выращивались в RPMI-1640 среде с 10% ЭТС и 
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2 мМ глутамином. Кроме того, использовали опухолевые клетки из пораженных лимфоузлов двух пациентов 
с лимфомой Беркитта и диффузной В-крупноклеточной лимфомой. РНК выделялась с помощью TRI reagent 
(Sigma). 1 мкг РНК использовался для синтеза кДНК с обратной транскриптазой SuperScriptIII (Life Technolo-SuperScriptIII (Life Technolo- (Life Technolo-Life Technolo- Technolo-Technolo-
gies) и Oligo-dT.

2. ПЦР-амплификация вариабельных фрагментов иммуноглобулина.
ПЦР была выполнена для каждого гена полугнездным способом со специально подобранной пане-

лью праймеров. Все праймеры были оптимизированы для температуры отжига 60°C. Реакция проводилась в 
30 мкл с 12,5 пмоль каждого праймера, 200 мкМ дНТП, 1,5 мМ MgCl2 и 1U HF ДНК-полимеразы (Праймтех). 
Амплификация включала 20 циклов для 1 шага и 30 циклов для последующих. ПЦР-продукты проверялись 
электрофорезом в 1,5%-м агарозном геле. 

3. Молекулярное клонирование и секвенирование.
Клонирование выполнялось методом рестрикции эндонуклеазами и лигирования с помощью T4-лигазы 

(Life Technologies). Трансформация клеток E.coli XL1-blue выполнялась стандартным кальций-хладовым ме-
тодом. Выделение плазмид проводили с использованием набора Plasmid Mini Kit (QI�GEN). Фрагмент ДНК 
собранной scFv-конструкции вырезался из агарозного геля, ДНК выделялась набором  QI�quick GelExtraction 
Kit (Qiagen). Секвенирование выполнялось с BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (�pplied Biosys-
tems) на аппарате �BI PRISM 3130.

Результаты и их обсуждение. Дизайн праймеров для ПЦР-амплификации вариабельных доменов имму-
ноглобулина. Большинство В-клеточных лимфом экспрессируют иммуноглобулин M или G с каппа или лямб-
ла легкой цепью [16]. Для покрытия максимального количества лимфом мы разработали расширенную панель 
праймеров на 4 гена иммуноглобулинов: IgM, IgG, IgK и IgL. Генные сегменты были собраны по гомологии  
семейства и выравнены с помощью программы �lignX из пакетаVector NTI 9.0 (Invitrogen). Прямые прайме-
ры подбирались для первых 7–8 кодонов V-генных сегментов, избегая вариабельных или полиморфных нукле-
отидов вблизи 3’-конца праймера. 

Два обратных праймера для проксимального (С1) константного региона IgM, IgG, IgK и IgL генов 
были подобраны для двух шагов полугнездной ПЦР-амплификации вариабельных доменов. Для IgL было 
подобрано два альтернативных проксимальных праймера.

Амплификация вариабельных доменов и сборка scFv-конструкции. Изотип иммуноглобулина и легкая 
цепь определялись методом проточной цитометрии. ПЦР реакции для соответствующих генов были выполне-
ны раздельно с каждой парой праймеров первого шага. 

Каждый из двух вариабельных регионов иммуноглобулина амплифицировался независимо, фрагменты 
очищали, секвенировали и реамплифицировали с праймерами для клонирования. Фрагменты «сшивали» вме-
сте в линейную конструкцию scFv.

Вариабельные домены IgH и IgL собирались в scFv методом «перекрывающейся ПЦР». Для этого 6 ко-
донов гистидина (C�CC�TC�TC�TC�CC�C) добавляется к 5’-концам V-clon праймеру IgK/IgL и обратно-
комплементарная последовательность к 5’-концу C-clon праймера IgH. Каждый из двух фрагментов после это-
го очищается, они смешиваются и подвергаются 10 циклам ПЦР без добавления праймеров с температурой от-
жига 55°С и высокоточной полимеразой. Фрагмент ДНК собранной scFv-конструкции клонировали в pTZ57R, 
после проверки правильности нуклеотидной последовательности субклонировали в вектор pET24b для экс-
прессии белка в клетках E.coli или в вектор pING для применения в качестве ДНК-вакцины. Экспрессия бел-
кового препарата идиотипической вакцины была проверена в клетках E.coli и подтверждена методом иммуно-
блотинга. Иммуногенность ДНК-вакцины усиливается добавлением гена-костимулятора. Ген был клонирован 
из зараженной ткани листьев картофеля и добавлен в конструкцию вакцины на N-конце scFv.

Выводы:
1. Разработан метод ПЦР-амплификации вариабельных доменов иммуноглобулина, охватывающий око-

ло 96% лимфом. 
2. Выполнен дизайн ДНК-вакцины, пригодной для клинического применения. 
Предложения по сотрудничеству: начало клинических испытаний индивидуальной идиотипической 

ДНК-вакцины на пациентах с В-клеточными лимфомами. Приглашаются онкологи, занимающиеся лечением 
неходжкинских лимфом у взрослых пациентов.

PRODUCTION OF PATIENT-SPECIFIC IDIOTYPE DNA-VACCINE AGAINST LYMPHOMA
S.N. Doronina, K.P. Vashkevich, A.N. Meleshko

Idiotype, the unique part of immunoglobulin molecule expressed on the surface of B-cells, represents a specific 
antigen for vaccination against lymphoma. Method of PCR-based amplification of variable immunoglobulin regions 
was developed and optimized. Three immunoglobulin expressing lymphoma cell lines IM-9, Daudi, Namalwa and 
tumor specimens from two pediatric patients with B-cell non-Hodgkin lymphoma were used for idiotype cloning. 
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We performed design of specific primers for direct amplification of all possible variable regions of  IgM, IgG heavy 
chains, IgK, IgL light chains and described method of cloning, assembling scFv and expression of idiotypic protein in 
bacteria E. coli. We add a co-stimulator gene of potato virus X coat protein (PVXCP) to the construction in the N-part 
of the protein. The proposed method of vaccine production is suitable for the production of vaccines for immune 
therapy in more than 96% of cases of B-cell non-Hodgkin lymphoma.
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ВЛИЯНИЕ ХОЛЕСТАЗА МАТЕРИ НА ПЕЧЕНЬ ДВУХСУТОЧНЫХ КРЫСЯТ 
И КОРРЕКЦИЯ ПАТОЛОГИИ УРСОДЕЗОКСИХОЛЕВОЙ КИСЛОТОЙ

Н.И. Дудук
Гродненский государственный медицинский университет

 
Заболевания печени являются одними из самых распространенных хронических болезней беременных 

[3]. В связи с повышением нагрузки на печень и нарастанием уровня женских половых гормонов в третьем 
триместре беременности у женщин иногда развивается застой желчи (холестаз). При этом происходит нако-
пление желчных кислот, билирубина и холестерина в крови [6].

Урсодезоксихолевая кислота (УДХК) — естественная нетоксичная гидрофильная желчная кислота, яв-
ляющаяся составной частью пула желчных кислот. Основными механизмами действия УДХК являются цито-
протективный и холеретический эффекты, обусловленные изменением пула желчных кислот с вытеснением 
УДХК токсических первичных желчных кислот (хенодеоксихолевая и др.), всасывание которых в кишечнике 
тормозится. УДХК обладает также антиапоптозным и антиоксидантным эффектом [5, 7].

Цель работы — выяснение влияния подпеченочного холестаза, вызванного у самок-крыс на 17-е сут бе-
ременности, на морфофункциональное состояние печени двухсуточного потомства и выяснение возможности 
коррекции выявленных нарушений средством УДХК («Урсофальк»).

Материал и методы. В работе использован материал от 30 беспородных белых крысят двухсуточного 
возраста. 20 крысят — потомство животных с экспериментальным подпеченочным холестазом, вызванным на 
17-е сут беременности путем наложения лигатуры на верхнюю часть общего желчного протока [1]. Десять из 
них взяты от самок, которые с 17-х сут беременности и в течение 7 сут после родов получали «Урсофальк» с 


