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Родственные заявки 

По заявке на настоящий патент испрашивается приоритет в соответствии с предварительной заяв-

кой на патент с серийным номером 61/619326, поданной 2 апреля 2012 г.; предварительной заявкой на 

патент с серийным номером 61/668617, поданной 6 июля 2012 г.; предварительной заявкой на патент с 

серийным номером 61/620305, поданной 4 апреля 2012 г.; предварительной заявкой на патент с серий-

ным номером 61/665631, поданной 28 июня 2012 г.; предварительной заявкой на патент с серийным но-

мером 61/678596, поданной 1 августа 2012 г., и предварительной заявкой на патент с серийным номером 

61/678590, поданной 1 августа 2012 г., полное содержание каждой включено в настоящий документ по-

средством ссылки. 

Уровень техники 

Открытие новых лекарственных средств было значительно ускорено с момента открытия ДНК в 

1964 году Джеймсом Уотсоном и Фрэнсисом Криком, пионерами того, что мы сегодня называем молеку-

лярной биологией. Инструменты и продукты молекулярной биологии позволяют обеспечивать быстрое, 

подробное и точное измерение генной регуляции как на уровне ДНК, так и РНК. За следующие три деся-

тилетия после перевернувшего мировоззрение открытия стало известно о генезисе нокаутных животных 

моделей, ключевых связанных с ферментами реакциях и появилось новое понимание механизмов забо-

левания и патофизиологии от вышеупомянутых платформ. Весной 2000 года, когда Крейг Вентер и 

Фрэнсис Коллинз анонсировали начальное секвенирование генома человека, научный мир вступил в но-

вую волну медицины. 

Картирование генома немедленно вызвало надежды, например, возможности контролировать забо-

левание еще до его инициирования, использования генной терапии для полного изменения дегенератив-

ных процессов мозга, которые вызывают заболевание Альцгеймера или Паркинсона, и конструкта, кото-

рый может быть введен в опухолевый сайт и вызвать искоренение заболевания, восстанавливая нормаль-

ную архитектуру ткани и физиологию. Другие приняли спорные неожиданные повороты и предложили 

понятие создания желаемого потомства в соответствии с цветом глаз или волос, ростом и т.д. Десять лет 

спустя, однако, мы все еще ждем без определенного продвижения в видении достижения устойчивого 

успеха генной терапии или даже элементарного контроля генетического процесса. 

Таким образом, видимая реальность такова, что генетика, по меньшей мере, зависящая от поддер-

живающих конструктов, не достигла конечной точки физиологии. Действительно, многие процессы, та-

кие как посттранскрипционные модификации, мутаций, однонуклеотидные полиморфизмы (SNP) и 

трансляционные модификации могут изменить провидение гена и/или кодируемый им комплементарный 

белок, и тем самым внести свой вклад в патологический процесс. 

Сущность изобретения 

Информационный век и создание Интернета вызывает информационную перегрузку, но также со-

действует развитию международного сотрудничества и критики. По иронии судьбы, вышеупомянутые 

реалии могут также быть причиной недооценивания научным сообществом нескольких простых пунктов, 

включающих в себя то, что связь сигнальных каскадов и взаимовлияние внутри и между клетками и/или 

тканями определяет гомеостаз и обмен сообщениями для осуществления корректирующих механизмов, 

когда что-то идет неправильно. 

Доказывающий это пример относится к сердечно-сосудистому заболеванию (CVD), которое остает-

ся ведущей причиной смерти в Соединенных Штатах и большей части развитого мира и на которое при-

ходится 1 из каждых 2,8 смертей в одних только США. Кроме того, CVD представляет собой основную 

патологию, которая способствует связанным с ней осложнениям, таким как хроническое заболевание 

почек (~ 19 млн случаев в США), синдром хронической усталости и ключевой фактор при метаболоми-

ческом синдроме. Значительные достижения в области технологий, связанных с диагностикой, малоин-

вазивными хирургическими методами, стентами с лекарственным покрытием и эффективным клиниче-

ским надзором, способствовали беспрецедентному периоду роста в области интервенционной кардиоло-

гии и позволили более эффективное лечение CVD. Тем не менее, этиология заболевания, связанного с 

сердечно-сосудистым заболеванием и связанными с ним сопутствующими заболеваниями, такими как 

диабет и заболевание периферических сосудов, еще полностью не выяснена. 

Новые подходы для изучения механизмов и путей, вовлеченных в биологический процесс, такие 

как этиологии патологических состояний (например, CVD) и идентификация ключевых регулирующих 

путей и/или молекул-мишеней (например, "лекарственных мишеней") и/или маркеров для улучшения 

диагностики, ведения и/или лечения заболевания, по-прежнему отсутствуют. 

Описанное в настоящем документе изобретение основано, по меньшей мере частично, на новом, 

совместном использовании сети биологических, геномных, протеомных, метаболомических, транскрип-

томных и биоинформатических инструментов и методологий, которые, в сочетании, могут быть исполь-

зованы для изучения любой представляющей интерес биологической системы, такой как отдельные па-

тологические состояния, включающие в себя злокачественную опухоль, диабет, ожирение, сердечно-

сосудистое заболевание и ангиогенез, используя системы биологического подхода. На первом этапе раз-

рабатывают клеточные системы моделирования для исследования различных биологических систем, та-

ких как патологический процесс, включающий связанные с заболеванием клетки, подвергнутые различ-
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ным относящимся к заболеваниям окружающим раздражителям (например, гипергликемии, гипоксии, 

иммунострессу и перекисному окислению липидов, плотности клеток, агонистам и антагонистам крове-

носных сосудов). Согласно некоторым вариантам осуществления клеточная система моделирования 

включает в себя клеточные механизмы взаимовлияния между различными взаимодействующими типами 

клеток (например, гладкомышечные клетки аорты (HASMC), клетки проксимальных канальцев почек 

(HK-2), аорты, эндотелиальные клетки (HAEC) и фибробласты кожи (HDFA)). Высокоэффективное био-

логическое считывание от модели клеточной системы получают с использованием комбинации техник, 

включающим в себя, например, новейшую масс-спектрометрию (ЖХ/МСМС), проточную цитометрию, 

анализы на основе клеток и функциональные анализы. Высокоэффективные биологические считывания 

затем подвергают биоинформатическому анализу для изучения тенденций конгруэнтных данных с по-

мощью моделирования in vitro, in vivo и in silico. Полученные матрицы позволяют перекрестный интел-

лектуальный анализ данных, где линейный и нелинейный регрессионный анализ разрабатывали для дос-

тижения неопровержимых точек давления (или "хабов"). Эти представленные в настоящем документе 

"хабы" представляют собой кандидатов для открытия новых лекарственных средств. В частности, эти 

хабы представляют собой потенциальные маркеры мишеней лекарственных средств и/или заболевания. 

Молекулярные сигнатуры дифференциалов позволяют понимание механизмов, которые диктуют 

изменения в микроокружении ткани, которые приводят к началу и прогрессированию заболевания. Взя-

тые вместе, комбинация вышеупомянутых технологических платформ со стратегическим клеточным мо-

делированием позволяют получать надежную информацию, которая может быть использована в даль-

нейшем для установления понимания заболевания при создании библиотеки биомаркеров и кандидатных 

лекарственных средств, которые могут клинически усиливать стандарт лечения. 

Кроме того, этот подход полезен не только для диагностики заболеваний или вмешательства, но и 

характеризуется общей применимостью практически во всех патологических или не патологических со-

стояниях в биологических системах, таких как биологические системы, где взаимодействуют две или 

более системы клеток. Например, этот подход применим для получения способности проникнуть в сущ-

ность механизмов, связанных с или вызывающих токсичность лекарственных средств. Таким образом, в 

настоящем изобретении предусмотрена основа для перекрестной биологической оценки, которая может, 

как правило, применяться в широком спектре настроек. 

Существенная особенность платформы согласно настоящему изобретению заключается в том, что 

основанная на ИИ система основывается на наборе данных, полученных от модели клеточной системы, 

не прибегая к или принимая во внимание любые имеющиеся знания в настоящей области техники, такие 

как известные биологические связи (т.е. нет искусственных точек данных) в отношении биологического 

процесса. Соответственно, полученные в результате статистические модели, полученные с платформы, 

характеризуются объективностью. Другая важная особенность платформы согласно настоящему изобре-

тению и ее компонентов, например, моделей клеточных систем и наборов данных, полученных из них, 

заключается в том, что она позволяет постоянное построение на клеточных моделях с течением времени 

(например, путем введения новых клеток и/или условий), например, первоначальная консенсусная сеть 

причинно-следственных связей "первого поколения", полученная от клеточной модели для биологиче-

ской системы или процесса, может развиваться вместе с развитием самой клеточной модели до сети при-

чинно-следственных связей множественных поколений (и полученных оттуда дельта или дельта-дельта 

сетей). Таким образом, обе клеточные модели, наборы данных от клеточных моделей и сети причинно-

следственных связей, получаемые от клеточных моделей с помощью способов платформенной техноло-

гии, могут постоянно развиваться и строиться на предыдущих знаниях, полученных от платформенной 

технологии. 

Согласно настоящему изобретению предусмотрены способы идентификации модулятора биологи-

ческой системы, способы, включающие 

создание модели для биологической системы, использующей клетки, связанные с биологической 

системой, для представления характерного аспекта биологической системы; 

получение первого набора данных от модели, причем первый набор данных представляет собой 

глобальные протеомные изменения в клетках, связанных с биологической системы; 

получение второго набора данных от модели, причем второй набор данных представляет собой од-

ну или несколько функциональных активностей или клеточных ответов клеток, связанных с биологиче-

ской системой, причем указанная одна или несколько функциональных активностей или клеточных отве-

тов клеток включает глобальную ферментативную активность и/или эффект глобальной активности 

фермента на метаболиты или субстраты фермента в клетках, связанных с биологической системой; 

создание консенсусной сети причинно-следственных связей между глобальными протеомными из-

менениями и одной или несколькими функциональными активностями или клеточными ответами клеток, 

основанных исключительно на первом и втором наборе данных с использованием запрограммированного 

вычислительного устройства, причем создание консенсусной сети причинно-следственных связей не ос-

новано на любых известных биологических связях, отличных от первого и второго наборов данных; и 

идентификацию из сети причинно-следственных связей причинно-следственной связи, уникальной 

в биологической системе, причем по меньшей мере один фермент, связанный с уникальной причинно-
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следственной связью, идентифицируется в качестве модулятора биологической системы. 

Согласно некоторым вариантам осуществления первый набор данных представляет собой единст-

венный протеомный набор данных. Согласно некоторым вариантам осуществления второй набор данных 

представляет собой единственную функциональную активность или клеточный ответ клеток, ассоцииро-

ванных с биологической системой. Согласно некоторым вариантам осуществления первый набор данных 

дополнительно представляет собой липидомные данные, характеризующие клетки, ассоциированные с 

биологической системой. Согласно некоторым вариантам осуществления консенсусная сеть причинно-

следственных связей создается среди глобальных протеомных изменений, липидомных данных и одной 

или нескольких функциональных активностей или клеточных ответов клеток, причем указанная одна или 

несколько функциональных активностей или клеточных ответов клеток включает глобальную фермента-

тивную активность. 

Согласно некоторым вариантам осуществления первый набор данных дополнительно представляет 

собой одни или несколько из липидомных, метаболомических, транскриптомных, геномных и SNP дан-

ных, характеризующих клетки, связанные с биологической системой. Согласно некоторым вариантам 

осуществления первый набор данных дополнительно представляет собой два или более из липидомных, 

метаболомических, транскриптомных, геномных и SNP данных, характеризующих клетки, связанные с 

биологической системой. Согласно некоторым вариантам осуществления консенсусная сеть причинно-

следственных связей создается среди глобальных протеомных изменений, одних или нескольких из ли-

пидомных, метаболомических, транскриптомных, геномных и SNP данных и одной или нескольких 

функциональных активностей или клеточных ответов клеток, причем упомянутая одна или несколько 

функциональных активностей или клеточных ответов клеток включает глобальную ферментативную 

активность и/или эффект глобальной ферментативной активности на по меньшей мере один метаболит 

или субстрат фермента. 

Согласно некоторым вариантам осуществления глобальная ферментативная активность включает 

глобальную киназную активность. Согласно некоторым вариантам осуществления эффект глобальной 

ферментативной активности на метаболиты или субстраты фермента включает фосфопротеом клеток. 

Согласно некоторым вариантам осуществления второй набор данных, представляющий собой одну 

или несколько функциональных активностей или клеточные ответы клетки, дополнительно содержит 

одно или несколько из биоэнергетик, пролиферации клеток, апоптоза, функционирования органелл, ми-

грации клеток, формирования трубки, хемотаксиса, деградации внеклеточного матрикса, прорастания и 

партнера по генотипу-фенотипу, актуализированного с помощью функциональных моделей, выбранных 

из анализов АТФ, АФК, OXPHOS и Seahorse. Согласно некоторым вариантам осуществления консенсус-

ная сеть причинно-следственных связей создается между глобальными протеомными изменениями, од-

ними или несколькими из липидомных, метаболомических, транскриптомных, геномных и SNP данных и 

одной или несколькими функциональными активностями или клеточными ответами клеток, причем упо-

мянутая одна или несколько функциональных активностей или клеточных ответов клеток включает гло-

бальную ферментативную активность и/или влияние глобальной ферментативной активности на по 

меньшей мере один метаболит или субстрат фермента и дополнительно включает одно или несколько из 

биоэнергетики, пролиферации клеток, апоптоза, функционирования органелл, миграции клеток, форми-

рования трубки, хемотаксиса, деградации внеклеточного матрикса, прорастания и партнера по генотипу-

фенотипу, актуализированного с помощью функциональных моделей, выбранных из анализов АТФ, 

АФК, OXPHOS и Seahorse. 

Согласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения модель биологической си-

стемы включает культуру клеток in vitro, связанную с биологической системой. Согласно некоторым 

вариантам осуществления настоящего изобретения модель биологической системы необязательно до-

полнительно содержит соответствие культуры контрольных клеток in vitro. 

Согласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения модель биологической си-

стемы - культура клеток in vitro подвергается возмущающему воздействию окружающей среды, и куль-

тура in vitro соответствующих контрольных клеток идентична клеткам, не подвергнутым возмущающему 

воздействию окружающей среды. Согласно некоторым вариантам осуществления модель биологической 

системы возмущающего воздействия окружающей среды включает одно или несколько из контакта с 

биологически активным средством, изменения условия культивирования, введения генетической моди-

фикации/мутации и введения наполнителя, который вызывает генетическую модификацию/мутацию. 

Согласно некоторым вариантам осуществления модель биологической системы возмущающего воздей-

ствия окружающей среды включает контактирование клеток с ингибитором ферментативной активности. 

Согласно некоторым вариантам осуществления в модели биологической системы ингибитор фермента-

тивной активности представляет собой ингибитор киназы. Согласно некоторым вариантам осуществле-

ния возмущающее воздействие окружающей среды включает контактирование клеток с CoQ10. Согласно 

некоторым вариантам осуществления возмущающее воздействие окружающей среды включает дополни-

тельное контактирование клеток с CoQ10. 

Согласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения стадия создания осуществ-

ляется посредством основанной на искусственном интеллекте (ИИ) платформы информатики. Согласно 
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некоторым вариантам осуществления основанная на ИИ платформа информатики получает все входные 

данные от первого и второго наборов данных, не применяя статистическую пороговую величину. Со-

гласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения консенсусная сеть причинно-

следственных связей, установленная на этапе создания, дополнительно дорабатывается до моделирую-

щей сети причинно-следственных связей, перед идентифицирующим этапом, путем моделирования in silico 

на основе входных данных, чтобы обеспечить уровень достоверности предположения для одной или не-

скольких причинно-следственных связей внутри консенсусной сети причинно-следственных связей. 

Согласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения уникальная причинно-

следственная связь идентифицируется как часть дифференциальной сети причинно-следственных связей, 

которая уникально присутствует в клетках, связанных с биологической системой, и отсутствует в соот-

ветствующих контрольных клетках. Согласно некоторым вариантам осуществления уникальная причин-

но-следственная связь идентифицируется как часть дифференциальной сети причинно-следственных 

связей, которая однозначно присутствует в клетках, связанных с биологической системой, и отсутствует 

в соответствующих контрольных клетках. 

Согласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения идентифицированная уни-

кальная причинно-следственная связь представляет собой связь между по меньшей мере одной парой, 

выбранной из группы, состоящей из экспрессии гена и содержания липида; экспрессии гена и содержа-

ния транскрипта; экспрессии гена и содержания метаболита; экспрессии первого гена и экспрессии вто-

рого гена; экспрессии гена и наличия SNP; экспрессии гена и функциональной активности; содержания 

липида и содержания транскрипта; содержания липида и содержания метаболита; содержания первого 

липида и содержания второго липида; содержания липида и наличия SNP; содержания липида и функ-

циональной активности; содержания первого транскрипта и содержания второго транскрипта; содержа-

ния транскрипта и содержания метаболита; содержания транскрипта и наличия SNP; содержания первого 

транскрипта и уровня функциональной активности; содержания первого метаболита и содержания вто-

рого метаболита; содержания метаболита и наличия SNP; содержания метаболита и функциональной 

активности; наличия первого SNP и наличия второго SNP; и наличия SNP и функциональной активности. 

Согласно некоторым вариантам осуществления идентифицированная уникальная причинно-следственная 

связь представляет собой связь между, по меньшей мере, содержанием липида, экспрессией гена и одной 

или несколькими функциональными активностями, причем функциональная активность представляет 

собой киназную активность. 

Согласно настоящему изобретению предусмотрены способы идентификации модулятора патологи-

ческого процесса, содержащий 

создание модели патологического процесса, используя связанные с заболеванием клетки, для пред-

ставления характерного аспекта патологического процесса; 

получение первого набора данных от модели, причем первый набор данных представляет собой 

глобальные протеомные изменения в клетках, связанных с заболеванием; 

получение второго набора данных от модели, причем второй набор данных представляет собой од-

ну или несколько функциональных активностей или клеточных ответов клеток, связанных с биологиче-

ской системой, причем указанная одна или несколько функциональных активностей или клеточных отве-

тов клеток включает глобальную ферментативную активность и/или эффект глобальной ферментативной 

активности на метаболиты или субстраты фермента в клетках, связанных с заболеванием; 

создание консенсусной сети причинно-следственных связей между глобальными протеомными из-

менениями и одной или несколькими функциональными активностями или клеточными ответами клеток, 

основанных исключительно на первом и втором наборе данных с использованием запрограммированного 

вычислительного устройства, причем создание консенсусной сети причинно-следственных связей не ос-

новано на любых известных биологических связях, отличных от первого и второго наборов данных; и 

идентификацию из сети причинно-следственных связей причинно-следственной связи, уникальной 

в патологическом процессе, причем по меньшей мере один фермент, связанный с уникальной причинно-

следственной связью, идентифицируется в качестве модулятора патологического процесса. 

Согласно некоторым вариантам осуществления первый набор данных представляет собой единст-

венный протеомный набор данных. Согласно некоторым вариантам осуществления второй набор данных 

представляет собой единственную функциональную активность или клеточный ответ клеток, ассоцииро-

ванных с биологической системой. Согласно некоторым вариантам осуществления первый набор данных 

дополнительно представляет собой липидомные данные, характеризующие клетки, ассоциированные с 

биологической системой. Согласно некоторым вариантам осуществления консенсусная сеть причинно-

следственных связей создается среди глобальных протеомных изменений, липидомных данных и одной 

или нескольких функциональных активностей или клеточных ответов клеток, причем указанная одна или 

несколько функциональных активностей или клеточных ответов клеток включает глобальную фермента-

тивную активность. Согласно некоторым вариантам осуществления первый набор данных дополнитель-

но представляет собой одни или несколько из липидомных, метаболомических, транскриптомных, ге-

номных и SNP данных, характеризующих клетки, связанные с биологической системой. Согласно неко-

торым вариантам осуществления первый набор данных дополнительно представляет собой два или более 
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из липидомных, метаболомических, транскриптомных, геномных и SNP данных, характеризующих клет-

ки, связанные с биологической системой. Согласно некоторым вариантам осуществления консенсусная 

сеть причинно-следственных связей создается среди глобальных протеомных изменений, одних или не-

скольких из липидомных, метаболомических, транскриптомных, геномных и SNP данных и одной или 

нескольких функциональных активностей или клеточных ответов клеток, причем указанная одна или 

несколько функциональных активностей или клеточных ответов клеток включает глобальную фермента-

тивную активность и/или эффект глобальной ферментативной активности на по меньшей мере один ме-

таболит или субстрат фермента. 

Согласно некоторым вариантам осуществления глобальная ферментативная активность включает 

глобальную киназную активность, и причем эффект глобальной ферментативной активности на метабо-

литы или субстраты фермента включает фосфопротеом клеток. Согласно некоторым вариантам осущест-

вления второй набор данных, представляющий собой одну или несколько функциональных активностей 

или клеточные ответы клетки, дополнительно содержит одно или несколько из биоэнергетики, пролифе-

рации клеток, апоптоза, функционирования органелл, миграции клеток, формирования трубки, хемотак-

сиса, деградации внеклеточного матрикса, прорастания и партнера по генотипу-фенотипу, актуализиро-

ванного с помощью функциональных моделей, выбранных из анализов АТФ, АФК, OXPHOS и Seahorse. 

Согласно некоторым вариантам осуществления консенсусная сеть причинно-следственных связей созда-

ется между глобальными протеомными изменениями, одними или несколькими из липидомных, метабо-

ломических, транскриптомных, геномных и SNP данных, и одной или несколькими функциональными 

активностями или клеточными ответами клеток, причем упомянутая одна или несколько функциональ-

ных активностей или клеточных ответов клеток включает одно или несколько из биоэнергетики, проли-

ферации клеток, апоптоза, функционирования органелл, миграции клеток, формирования трубки, хемо-

таксиса, деградации внеклеточного матрикса, прорастания и партнера по генотипу-фенотипу, актуализи-

рованного с помощью функциональных моделей, выбранных из анализов АТФ, АФК, OXPHOS и Sea-

horse. 

Согласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения патологический процесс 

представляет собой злокачественную опухоль, диабет, ожирение, сердечно-сосудистое заболевание, воз-

растную дегенерации макулы, диабетическую ретинопатию, воспалительное заболевание. Согласно не-

которым вариантам осуществления патологический процесс включает ангиогенез. Согласно некоторым 

вариантам осуществления патологический процесс включает гепатоцеллюлярную карциному, злокачест-

венную опухоль легких, злокачественную опухоль молочной железы, злокачественную опухоль предста-

тельной железы, меланому, карциному, саркому, лимфому, лейкемию, плоскоклеточную карциному, зло-

качественную опухоль толстой и прямой кишок, злокачественную опухоль поджелудочной железы, зло-

качественную опухоль щитовидной железы, злокачественную опухоль эндометрия, злокачественную 

опухоль мочевого пузыря, злокачественную опухоль почек, солидную опухоль, лейкоз, неходжкинскую 

лимфому или злокачественную опухоль с лекарственной устойчивостью. 

Согласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения модель заболевания вклю-

чает культуру in vitro патологических клеток, необязательно дополнительно содержащая соответствую-

щую культуру in vitro контрольных или нормальных клеток. Согласно некоторым вариантам осуществ-

ления культура in vitro патологических клеток подвергается возмущающему воздействию окружающей 

среды, и культура in vitro соответствующих контрольных клеток идентична патологическим клеткам, не 

подвергнутым возмущающему воздействию окружающей среды. Согласно некоторым вариантам осуще-

ствления возмущающее воздействие окружающей среды включает одно или несколько из контакта с 

биологически активным средством, изменения условия культивирования, введения генетической моди-

фикации/мутации и введения наполнителя, который вызывает генетическую модификацию/мутацию. 

Согласно некоторым вариантам осуществления возмущающее воздействие окружающей среды включает 

контактирование клеток с ингибитором ферментативной активности. Согласно некоторым вариантам 

осуществления ингибитор ферментативной активности представляет собой ингибитор киназы. Согласно 

некоторым вариантам осуществления возмущающее воздействие окружающей среды дополнительно 

включает контактирование клеток с CoQ10. Согласно некоторым вариантам осуществления возмущаю-

щее воздействие окружающей среды включает контактирование клеток с CoQ10. 

Согласно некоторым вариантам осуществления характерный аспект патологического процесса 

включает в себя состояние гипоксии, гипергликемическое состояние, обогащенные молочной кислотой 

условия культивирования или их комбинации. Согласно некоторым вариантам осуществления этап соз-

дания осуществляется посредством основанной на искусственном интеллекте (ИИ) платформы информа-

тики. Согласно некоторым вариантам осуществления основанная на ИИ платформа информатики полу-

чает все входные данные от первого и второго наборов данных, не применяя статистическую пороговую 

величину. 

Согласно некоторым вариантам осуществления консенсусная сеть причинно-следственных связей, 

установленная на этапе создания, дополнительно дорабатывается до моделирующей сети причинно-

следственных связей, перед идентифицирующим этапом путем моделирования in silico на основе вход-

ных данных, чтобы обеспечить уровень достоверности предсказания для одной или нескольких причин-
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но-следственных связей внутри консенсусной сети причинно-следственных связей. Согласно некоторым 

вариантам осуществления уникальная причинно-следственная связь идентифицируется как часть диффе-

ренциальной сети причинно-следственных связей, которые уникально присутствуют в модели патологи-

ческих клеток и отсутствуют в соответствующих контрольных клетках. Согласно некоторым вариантам 

осуществления уникальная причинно-следственная связь идентифицируется как часть дифференциаль-

ной сети причинно-следственных связей, которая уникально присутствует в клетках, подвергнутых воз-

мущающему воздействию окружающей среды, и отсутствует в соответствующих контрольных клетках. 

В настоящем изобретении предусмотрены способы идентификации модуляторов биологической си-

стемы, способы, включающие 

создание модели биологической системы, используя клетки, связанные с биологической системой, 

для представления характерного аспекта биологической системы; 

получение первого набора данных от модели, причем первый набор данных представляет собой 

глобальные протеомные изменения в клетках и одного или нескольких липидомных, метаболомических, 

транскриптомных, геномных и SNP данных, характеризующих клетки, связанные с биологическими сис-

темами; 

получение второго набора данных от модели, причем второй набор данных представляет собой од-

ну или несколько функциональных активностей или клеточных ответов клеток, связанных с биологиче-

ской системой, причем указанная одна или несколько функциональных активностей или клеточных отве-

тов клеток включает глобальную киназную активность и эффект глобальной киназной активности на 

метаболиты или субстраты киназы в клетках, связанных с биологической системой; 

создание консенсусной сети причинно-следственных связей между глобальными протеомными из-

менениями, одними или несколькими липидомными, метаболомическими, транскриптомными, геном-

ными и SNP данными и одной или несколькими функциональными активностями или клеточными отве-

тами клеток, основанных исключительно на первом и втором наборе данных с использованием запро-

граммированного вычислительного устройства, причем создание консенсусной сети причинно-

следственных связей не основано на любых известных биологических связях, отличных от первого и 

второго наборов данных; и 

идентификацию из сети причинно-следственных связей причинно-следственной связи, уникальной 

в биологической системе, причем по меньшей мере одна киназа, связанная с уникальной причинно-

следственной связью, идентифицируется в качестве модулятора биологической системы. 

В настоящем изобретении предусмотрены способы лечения, облегчения симптома, ингибирования 

прогрессирования, профилактики, диагностики или прогнозирования заболевания у субъектов-

млекопитающих, способы, включающие 

введение нуждающемуся в этом млекопитающему терапевтически эффективного количества фар-

мацевтической композиции, содержащей биологически активное вещество, которое влияет на модулятор, 

идентифицированный с помощью любого из предусмотренных в настоящем документе способов, таким 

образом, оказывая лечение, облегчение симптома, ингибирование прогрессирования, профилактику, ди-

агностику или прогнозирование заболевания. 

В настоящем изобретении предусмотрены способы диагностики или прогнозирования заболевания 

у субъекта-млекопитающего, включающие 

определения уровня экспрессии или активности в полученном от субъекта биологическом образце 

одного или нескольких модуляторов, идентифицированных с помощью любого из предусмотренных в 

настоящем документе способов; и 

сравнение уровня у субъекта с уровнем экспрессии или активности одного или нескольких модуля-

торов в контрольном образце, 

причем разница между уровнем у субъекта и уровнем экспрессии или активности одного или не-

скольких модуляторов в контрольном образце, представляет собой индикатор того, что субъект страдает 

от заболевания или предрасположен к развитию заболевания, благоприятно реагирующий на лечение 

заболевания, тем самым диагностируя или прогнозируя заболевание у субъекта-млекопитающего. 

В настоящем изобретении предусмотрены способы идентификации терапевтического соединения 

для лечения, облегчения симптома, ингибирования прогрессирования или профилактики заболевания у 

субъекта-млекопитающего, способы, включающие 

контактирование биологического образца от субъекта-млекопитающего с исследуемым соединени-

ем; 

определение уровня экспрессии в биологическом образце одного или нескольких модуляторов, 

идентифицированных с помощью любого из предусмотренных в настоящем документе способов; 

сравнение уровня экспрессии одного или нескольких модуляторов в биологическом образце с кон-

трольным образцом, не контактировавшим с исследуемым соединением; и 

выбор исследуемого соединения, которое модулирует уровень экспрессии одного или нескольких 

модуляторов в биологическом образце, 

таким образом, идентифицируя терапевтическое соединение для лечения, облегчения симптома, 

ингибирования прогрессирования или профилактики заболевания у субъекта-млекопитающего. 
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В настоящем изобретении предусмотрены способы лечения, облегчения симптома, ингибирования 

прогрессирования или профилактики заболевания у субъекта-млекопитающего, способы, включающие 

введение нуждающемуся в этом млекопитающему терапевтически эффективного количества фармацев-

тической композиции, содержащей терапевтическое соединение, идентифицированное с использованием 

любого из предусмотренных в настоящем документе способов, таким образом, оказывая лечение, облег-

чение симптома, ингибирование прогрессирования или предупреждение заболевания. 

В настоящем изобретении предусмотрены способы лечения, облегчения симптома, ингибирования 

прогрессирования или профилактики заболевания у субъекта-млекопитающего, способы, включающие 

введение нуждающемуся в этом млекопитающему терапевтически эффективного количества фармацев-

тической композиции, содержащей биологически активное вещество, которое влияет на экспрессию или 

активность одного или нескольких из TCOF1, TOP2A, CAMK2A, CDK1, CLTCL1, EIF4G1, ENO1, FBL, 

GSK3B, HDLBP, HIST1H2BA, HMGB2, HNRNPK, HNRPDL, HSPA9, MAP2K2, LDHA, MAP4, MAPK1, 

MARCKS, NME1, NME2, PGK1, PGK2, RAB7A, RPL17, RPL28, RPS5, RPS6, SLTM, TMED4, TNRCBA, 

TUBB и UBE21, таким образом, оказывая лечение, облегчение симптома, ингибирование прогрессирова-

ния или предупреждение заболевания. Согласно некоторым вариантам осуществления заболевание пред-

ставляет собой гепатоцеллюлярную карциному. 

В настоящем изобретении предусмотрены способы диагностики или прогнозирования заболеваний 

у субъекта-млекопитающего, способы, включающие 

определение уровня экспрессии или активности в полученном от субъекта биологическом образце 

одного или нескольких белков TCOF1, TOP2A, CAMK2A, CDK1, CLTCL1, EIF4G1, ENO1, FBL, GSK3B, 

HDLBP, HIST1H2BA, HMGB2, HNRNPK, HNRPDL, HSPA9, MAP2K2, LDHA, MAP4, MAPK1, 

MARCKS, NME1, NME2, PGK1, PGK2, RAB7A, RPL17, RPL28, RPS5, RPS6, SLTM, TMED4, TNRCBA, 

TUBB и UBE21; и 

сравнение уровня у субъекта с уровнем экспрессии или активности одного или нескольких белков в 

контрольном образце, 

причем разница между уровнем у субъекта и уровнем экспрессии или активности одного или не-

скольких белков в контрольном образце, представляет собой индикатор того, что субъект страдает от 

заболевания или предрасположен к развитию заболевания, или благоприятно реагирующий на лечение 

заболевания, тем самым диагностируя или прогнозируя заболевание у субъекта-млекопитающего. Со-

гласно некоторым вариантам осуществления заболевание представляет собой гепатоцеллюлярную кар-

циному. 

В настоящем изобретении предусмотрены способы идентификации терапевтических соединений 

для лечения, облегчения симптома, ингибирования прогрессирования или профилактики заболеваний у 

субъекта-млекопитающего, способы, включающие 

контактирование биологического образца от субъекта-млекопитающего с исследуемым соединени-

ем; 

определение уровня экспрессии в биологическом образце одного или нескольких белков TCOF1, 

TOP2A, CAMK2A, CDK1, CLTCL1, EIF4G1, ENO1, FBL, GSK3B, HDLBP, HIST1H2BA, HMGB2, 

HNRNPK, HNRPDL, HSPA9, MAP2K2, LDHA, MAP4, MAPK1, MARCKS, NME1, NME2, PGK1, PGK2, 

RAB7A, RPL17, RPL28, RPS5, RPS6, SLTM, TMED4, TNRCBA, TUBB и UBE21; 

сравнения уровня экспрессии одного или нескольких белков в биологическом образце с контроль-

ным образцом, не контактировавшим с исследуемым соединением; и 

выбор исследуемого соединения, которое модулирует уровень экспрессии одного или нескольких 

белков в биологическом образце, 

таким образом, идентифицируя терапевтическое соединение для лечения, облегчения симптома, 

ингибирования прогрессирования или профилактики заболевания у субъекта-млекопитающего. Согласно 

некоторым вариантам осуществления заболевание представляет собой гепатоцеллюлярную карциному. 

В настоящем изобретении предусмотрены способы лечения, облегчения симптома, ингибирования 

прогрессирования или профилактики заболеваний у субъекта-млекопитающего, способы, включающие 

введение нуждающемуся в этом млекопитающему терапевтически эффективного количества фар-

мацевтической композиции, содержащей терапевтическое соединение, идентифицированное с помощью 

любого из предусмотренных в настоящем документе способов, таким образом, оказывая лечение, облег-

чение симптома, ингибирование прогрессирования или предупреждение заболевания. 

В настоящем изобретении предусмотрены способы идентификации модулятора ангиогенеза, ука-

занные способы, включающие: 

(1) создание модели ангиогенеза с использованием клеток, связанных с ангиогенезом, чтобы пред-

ставить характерный аспект ангиогенеза; 

(2) получение первого набора данных от модели ангиогенеза, причем первый набор данных пред-

ставляет собой одни или несколько геномных данных, липидомных данных, протеомных данных, мета-

боломических данных, транскриптомных данных и данных однонуклеотидного полиморфизма (SNP), 

характеризующих клетки, связанные с ангиогенезом; 

(3) получение второго набора данных от модели ангиогенеза, причем второй набор данных пред-
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ставляет собой одну или несколько функциональных активностей или клеточных ответов клеток, связан-

ных с ангиогенезом; 

(4) создание консенсусной сети причинно-следственных связей среди одних или нескольких геном-

ных данных, липидомных данных, протеомных данных, метаболомических данных, транскриптомных 

данных и данных однонуклеотидного полиморфизма (SNP), характеризующих клетки, связанные с ан-

гиогенезом, и одной или несколькими функциональными активностями или клеточными ответами кле-

ток, связанных с ангиогенезом, основанных исключительно на первом наборе данных и втором наборе 

данных с использованием запрограммированного вычислительного устройства, причем создание консен-

сусной сети причинно-следственных связей не основано на любых известных биологических связях, от-

личных от первого набора данных и второго наборов данных; 

(5) идентификацию из сети причинно-следственных связей причинно-следственной связи, уникаль-

ной в ангиогенезе, причем ген, липид, белок, метаболит, транскрипт или SNP, связанные с уникальной 

причинно-следственной связью, идентифицируются в качестве модулятора ангиогенеза. 

В настоящем изобретении предусмотрены способы идентификации модулятора ангиогенеза, ука-

занные способы, включающие: 

(1) создание модели ангиогенеза с использованием клеток, связанных с ангиогенезом, чтобы пред-

ставить характерный аспект ангиогенеза; 

(2) получение первого набора данных от модели ангиогенеза, причем первый набор данных пред-

ставляет собой липидомные данные; 

(3) получение второго набора данных от модели ангиогенеза, причем второй набор данных пред-

ставляет собой одну или несколько функциональных активностей или клеточных ответов клеток, связан-

ных с ангиогенезом; 

(4) создание консенсусной сети причинно-следственных связей среди липидомных данных и функ-

циональной активности или клеточного ответа, основанных исключительно на первом наборе данных и 

втором наборе данных с использованием запрограммированного вычислительного устройства, причем 

создание консенсусной сети причинно-следственных связей не основано на любых известных биологи-

ческих связях, отличных от первого набора данных и второго наборов данных; 

(5) идентификацию из сети причинно-следственных связей причинно-следственной связи, уникаль-

ной в ангиогенезе, причем липид, связанный с уникальной причинно-следственной связью, идентифици-

руется в качестве модулятора ангиогенеза. 

Согласно некоторым вариантам осуществления второй набор данных, представляющий одну или 

несколько функциональных активностей или клеточных ответов клеток, связанных с ангиогенезом, со-

держит глобальную ферментативную активность и влияние глобальной ферментативной активности на 

метаболиты или субстраты ферментов в клетках, связанных с ангиогенезом. 

В настоящем изобретении предусмотрены способы идентификации модулятора ангиогенеза, ука-

занные способы, включающие: 

(1) создание модели ангиогенеза с использованием клеток, связанных с ангиогенезом, чтобы пред-

ставить характерный аспект ангиогенеза; 

(2) получение первого набора данных от модели ангиогенеза, причем первый набор данных пред-

ставляет собой одни или несколько геномных данных, липидомных данных, протеомных данных, мета-

боломических данных, транскриптомных данных и данных однонуклеотидного полиморфизма (SNP), 

характеризующих клетки, связанные с ангиогенезом; 

(3) получение второго набора данных от модели ангиогенеза, причем второй набор данных пред-

ставляет собой одну или несколько функциональных активностей или клеточных ответов киназной ак-

тивности клеток, связанных с ангиогенезом, причем одна или несколько функциональных активностей 

или клеточных ответов включает глобальную ферментативную активность и/или влияние глобальной 

ферментативной активности на метаболиты или субстраты ферментов в клетках, связанных с ангиогене-

зом; 

(4) создание консенсусной сети причинно-следственных связей среди одних или нескольких геном-

ных данных, липидомных данных, протеомных данных, метаболомических данных, транскриптомных 

данных и данных однонуклеотидного полиморфизма (SNP), характеризующих клетки, связанные с ан-

гиогенезом, и одной или несколькими функциональными активностями или клеточными ответами кле-

ток, связанных с ангиогенезом, основанных исключительно на первом наборе данных и втором наборе 

данных с использованием запрограммированного вычислительного устройства, причем создание консен-

сусной сети причинно-следственных связей не основано на любых известных биологических связях, от-

личных от первого набора данных и второго наборов данных; 

(5) идентификацию из сети причинно-следственных связей причинно-следственной связи, уникаль-

ной в ангиогенезе, причем фермент, связанный с уникальной причинно-следственной связью, идентифи-

цируется в качестве модулятора ангиогенеза. 

Согласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения глобальная ферментатив-

ная активность включает глобальную киназную активность и влияние глобальной ферментативной ак-

тивности на метаболиты или субстраты фермента в клетках, связанных с ангиогенезом, включает фосфо-
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протеом клетки. Согласно некоторым вариантам осуществления глобальная ферментативная активность 

включает глобальную протеазную активность. 

Согласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения модулятор стимулирует 

или способствует ангиогенезу. Согласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения 

модулятор ингибирует ангиогенез. 

Согласно некоторым вариантам осуществления модель ангиогенеза, содержащая клетки, связанные 

с ангиогенезом, выбирают из группы, состоящей из культуры клеток in vitro модели ангиогенеза, крыси-

ной модели микрососудов аорты, модели сетчатки новорожденной мыши, модели хорион-аллантоисной 

мембраны (CAM) модели кармана роговицы с ангиогенными факторами роста, модель имплантации 

подкожной губки с ангиогенными факторами роста, модель имплантации MATRIGEL с ангиогенными 

факторами роста и модель имплантации опухоли; и причем модель ангиогенеза, необязательно, дополни-

тельно включает соответствующую контрольную модель ангиогенеза, содержащую контрольные клетки. 

Согласно некоторым вариантам осуществления модель ангиогенеза культуры in vitro выбирают из груп-

пы, состоящей из анализа образования трубки MATRIGEL, миграционного анализа, анализа камеры 

Бойдена, анализа способом зарастания царапин. 

Согласно некоторым вариантам осуществления клетки, связанные с ангиогенезом в модели культу-

ры in vitro, представляют собой эндотелиальные клетки пупочной вены человека (HUVEC). Согласно 

некоторым вариантам осуществления ангиогенный фактор роста в модели кармана роговицы с ангиоген-

ныи фактором роста, модели имплантации подкожной губки с ангиогенными факторами роста, модели 

имплантации MATRIGEL с ангиогенными факторами роста выбирают из группы, состоящей из FGF-2 

и VEGF. 

Согласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения клетки в модели ангиоге-

неза подвергаются возмущающему воздействию окружающей среды, и клетки в соответствующей моде-

ли ангиогенеза представляют собой идентичные клетки, не подвергнутые возмущающему воздействию 

окружающей среды. Согласно некоторым вариантам осуществления возмущающее воздействие окру-

жающей среды включает одно или несколько из контакта со средством, изменения в условиях культиви-

рования, введенной генетической модификации или мутации, наполнителя, которое вызывает генетиче-

скую модификацию или мутацию, и индукцию ишемии. 

Согласно некоторым вариантам осуществления средство представляет собой проангиогенное сред-

ство или антиангиогенное средство. Согласно некоторым вариантам осуществления проангиогенное 

средство выбирают из группы, состоящей из FGF-2 и VEGF. Согласно некоторым вариантам осуществ-

ления антиангиогенное средство выбирают из группы, состоящей из ингибиторов VEGF, антагонистов 

интегрина, ангиостатина, эндостатина, тумстатина, Авастиана, сорафениба, сунитиниба, пазопаниба и 

эверолимуса, растворимого VEGF-рецептора, ангиопоэтина 2, тромбоспондина 1, тромбоспондина 2, 

вазостатина, калретикулина, протромбина (kringle домена-2), фрагмента антитромбина III, ингибитора 

сосудистого эндотелиального роста (VEGI), секретируемого кислого белка, обогащенного цистеином 

(SPARC) и пептида SPARC, соответствующего домену фоллистатину белка (FS Е) и коэнзим Q10. 

Согласно любому из вариантов осуществления средство представляет собой ингибитор фермента-

тивной активности. Согласно любому из вариантов осуществления средство представляет собой ингиби-

тор киназы. 

Согласно любому из вариантов осуществления настоящего изобретения первый набор данных со-

держит уровни экспрессии белка и/или мРНК множества генов в геномном наборе данных. Согласно не-

которым вариантам осуществления настоящего изобретения первый набор данных содержит двое или 

более из геномных данных, липидомных данных, протеомных данных, метаболомических данных, тран-

скриптомных данных, а также данных однонуклеотидного полиморфизма (SNP). Согласно некоторым 

вариантам осуществления настоящего изобретения первый набор данных содержит трое или более ге-

номных данных, липидомных данных, протеомных данных, метаболомических данных, транскриптом-

ных данных, а также данных однонуклеотидного полиморфизма (SNP). 

Согласно любому из вариантов осуществления настоящего изобретения второй набор данных, 

представляющий одну или несколько функциональных активностей или клеточных ответов клеток, свя-

занных с ангиогенезом, содержащий одно или несколько из биоэнергетики, пролиферации клеток, апоп-

тоза, функции органелл, миграции клеток, формирование трубки, ферментативной активности, хемотак-

сиса, деградации внеклеточного матрикса, прорастания и партнера по генотипу-фенотипу, актуализиро-

ванного с помощью функциональных моделей, выбранных из анализов АТФ, АФК, OXPHOS и Seahorse. 

Согласно любому из вариантов осуществления настоящего изобретения первый набор данных мо-

жет представлять собой единственный набор данных, такой как одни из геномных данных, липидомных 

данных, протеомных данных, метаболомических данных, транскриптомных данных, а также данных од-

нонуклеотидного полиморфизма (SNP). Согласно любому из вариантов осуществления первый набор 

данных может представлять собой два набора данных. Согласно любому из вариантов осуществления 

первый набор данных может представлять собой три наборов данных. Согласно любому из вариантов 

осуществления первый набор данных может представлять собой четыре набора данных. Согласно любо-
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му из вариантов осуществления первый набор данных может представлять собой пять наборов данных. 

Согласно любому из вариантов осуществления первый набор данных может представлять собой шесть 

наборов данных. 

Согласно любому из вариантов осуществления настоящего изобретения второй набор данных пред-

ставляет собой единственный набор данных, такой как одна или несколько функциональных активностей 

или клеточных ответов клеток, связанных с ангиогенезом, содержащих одно или несколько из биоэнер-

гетики, пролиферации клеток, апоптоза, функции органелл, миграции клеток, формирование трубки, 

ферментативной активности, хемотаксиса, деградации внеклеточного матрикса, прорастания и партнера 

по генотипу-фенотипу, актуализированного с помощью функциональных моделей, выбранных из анали-

зов АТФ, АФК, OXPHOS и Seahorse. Согласно любому из вариантов осуществления второй набор дан-

ных может представлять собой два набора данных. Согласно любому из вариантов осуществления вто-

рой набор данных может представлять собой три набора данных. Согласно некоторым вариантам осуще-

ствления второй набор данных может представлять собой четыре набора данных. Согласно любому из 

вариантов осуществления второй набор данных может представлять собой пять наборов данных. Соглас-

но любому из вариантов осуществления второй набор данных может представлять собой шесть наборов 

данных. Согласно любому из вариантов осуществления второй набор данных может представлять собой 

семь наборов данных. Согласно любому из вариантов осуществления второй набор данных может пред-

ставлять собой восемь наборов данных. Согласно любому из вариантов осуществления второй набор 

данных может представлять собой девять наборов данных. Согласно некоторым вариантам осуществле-

ния второй набор данных может представлять собой десять наборов данных. 

Согласно любому из вариантов осуществления настоящего изобретения ферментативная актив-

ность может представлять собой киназную активность. Согласно любому из вариантов осуществления 

настоящего изобретения ферментативная активность может представлять собой протеазную активность. 

Согласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения стадия (4) осуществляется 

посредством основанной на искусственном интеллекте (ИИ) платформы информатики. Согласно некото-

рым вариантам осуществления основанная на ИИ платформа информатики содержит REFS(TM). Соглас-

но некоторым вариантам осуществления основанная на ИИ платформа информатики получает все вход-

ные данные от первого набора данных и второго набора данных, не применяя статистическую пороговую 

величину. Согласно некоторым вариантам осуществления консенсусная сеть причинно-следственных 

связей, установленная на этапе (4), дополнительно дорабатывается до моделирующей сети причинно-

следственных связей, перед этапом (5), путем моделирования in silico на основе входных данных, чтобы 

обеспечить уровень достоверности предсказания для одной или нескольких причинно-следственных свя-

зей внутри консенсусной сети причинно-следственных связей. 

Согласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения уникальная причинно-

следственная связь идентифицируется как часть дифференциальной консенсусной сети причинно-

следственных связей, которая уникально присутствует в клетках и отсутствует в соответствующих кон-

трольных клетках. 

Согласно настоящему изобретению идентифицированная уникальная причинно-следственная связь 

представляет собой связь между по меньшей мере одной парой, выбранной из группы, состоящей из экс-

прессии гена и содержания липида; экспрессии гена и содержания транскрипта; экспрессии гена и со-

держания метаболита; экспрессии первого гена и экспрессии второго гена; экспрессии гена и наличия 

SNP; экспрессии гена и функциональной активности; содержания липида и содержания транскрипта; 

содержания липида и содержания метаболита; содержания первого липида и содержания второго липи-

да; содержания липида и наличия SNP; содержания липида и функциональной активности; содержания 

первого транскрипта и содержания второго транскрипта; содержания транскрипта и содержания метабо-

лита; содержания транскрипта и наличия SNP; содержания первого транскрипта и уровня функциональ-

ной активности; содержания первого метаболита и содержания второго метаболита; содержания метабо-

лита и наличия SNP; содержания метаболита и функциональной активности; наличия первого SNP и на-

личия второго SNP; и наличия SNP и функциональной активности. 

Согласно некоторым вариантам осуществления функциональную активность выбирают из группы, 

состоящей из биоэнергетики, пролиферации клеток, апоптоза, функции органелл, миграции клеток, фор-

мирования трубки, ферментативной активности, хемотаксиса, деградации внеклеточного матрикса, про-

растания и партнера по генотипу-фенотипу, актуализированного с помощью функциональных моделей, 

выбранных из анализов АТФ, АФК, OXPHOS и Seahorse. Согласно некоторым вариантам осуществления 

функциональная активность представляет собой киназную активность. Согласно некоторым вариантам 

осуществления функциональная активность представляет собой протеазную активность. 

Согласно некоторым вариантам осуществления идентифицированная уникальная причинно-

следственная связь представляет собой связь между, по меньшей мере, содержанием липида, экспресси-

ей гена и одной или несколькими функциональными активностями, причем функциональная активность 

представляет собой киназную активность. 

Согласно настоящему изобретению способы могут дополнительно включать проверку идентифици-

рованной уникальной причинно-следственной связи в ангиогенезе. 
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Согласно настоящему изобретению предусмотрены способы обеспечения модели ангиогенеза для 

использования в способах платформы, включающие создание модели ангиогенеза с использованием кле-

ток, связанных с ангиогенезом, чтобы представить характерный аспект ангиогенеза, причем модель ан-

гиогенеза применима для создания наборов данных, используемых в способе платформы; тем самым 

обеспечивая модель ангиогенеза для использования в способе платформы. 

Согласно настоящему изобретению предусмотрены способы для получения первого набора данных 

и второго набора данных от модели ангиогенеза для использования в способе платформы, включающие: 

(1) получение первого набора данных от модели ангиогенеза для использования в способе плат-

формы, причем модель ангиогенеза содержит клетки, связанные с ангиогенезом и причем первый набор 

данных представляет собой одни или несколько геномных данных, липидомных данных, протеомных 

данных, метаболомических данных, транскриптомных данных и данных однонуклеотидного полимор-

физма (SNP), характеризующих клетки, связанные с ангиогенезом; 

(2) получение второго набора данных от модели ангиогенеза для использования в способе плат-

формы, причем второй набор данных представляет собой одну или несколько функциональных активно-

стей или клеточных ответов клеток, связанных с ангиогенезом; 

таким образом, получая первый набор данных и второй набор данных от модели ангиогенеза для 

использования в способе платформы. 

Согласно настоящему изобретению предусмотрены способы для идентификации модулятора ангио-

генеза, указанный способ, включающий: 

(1) создание консенсусной сети причинно-следственных связей между первым набором данных и 

вторым набором данных, полученных от модели ангиогенеза, причем модель содержит клетки, связан-

ные с ангиогенезом, и причем первый набор данных представляет собой одни или несколько из геном-

ных данных, липидомных данных, протеомных данных, метаболомических данных, транскриптомных 

данных и данных однонуклеотидного полиморфизма (SNP), характеризующих клетки, связанные с ан-

гиогенезом, и второй набор данных представляет собой одну или несколько функциональных активно-

стей или клеточных ответов клеток, связанных с ангиогенезом, с использованием запрограммированного 

вычислительного устройства, причем создание консенсусной сети причинно-следственных связей не ос-

новано на любых известных биологических связях, отличных от первого набора данных и второго набо-

ров данных; 

(2) идентификацию из консенсусной сети причинно-следственных связей причинно-следственной 

связи, уникальной в ангиогенезе, причем по меньшей мере один ген, липид, белок, метаболит, транс-

крипт или SNP, связанный с уникальной причинно-следственной связью, идентифицируется в качестве 

модулятора ангиогенеза; 

таким образом, идентифицируя модулятор ангиогенеза. 

Согласно настоящему изобретению предусмотрены способы для идентификации модулятора ангио-

генеза, указанный способ, включающий: 

(1) обеспечение консенсусной сети причинно-следственных связей, полученной от модели ангиоге-

неза; 

(2) идентификацию из консенсусной сети причинно-следственных связей причинно-следственной 

связи, уникальной в ангиогенезе, причем по меньшей мере один ген, липид, белок, метаболит, транс-

крипт или SNP, связанный с уникальной причинно-следственной связью, идентифицируется в качестве 

модулятора ангиогенеза; 

таким образом, идентифицируя модулятор ангиогенеза. 

Согласно некоторым вариантам осуществления консенсусная сеть причинно-следственных связей 

создается между первым набором данных и вторым набором данных, полученных от модели ангиогене-

за, причем модель содержит клетки, связанные с ангиогенезом, и причем первый набор данных пред-

ставляет собой одни или несколько из геномных данных, липидомных данных, протеомных данных, ме-

таболомических данных, транскриптомных данных и данных однонуклеотидного полиморфизма (SNP), 

характеризующих клетки, связанные с ангиогенезом; и второй набор данных представляет собой одну 

или несколько функциональных активностей или клеточных ответов клеток, связанных с ангиогенезом, с 

использованием запрограммированного вычислительного устройства, причем создание консенсусной 

сети причинно-следственных связей не основано на любых известных биологических связях, отличных 

от первого набора данных и второго наборов данных. 

Согласно некоторым вариантам осуществления модель ангиогенеза выбирают из группы, состоя-

щей из культуры клеток in vitro модели ангиогенеза, крысиной модели микрососудов аорты, модели сет-

чатки новорожденной мыши, модели хорион-аллантоисной мембраны (CAM), модели кармана роговицы 

с ангиогенными факторами роста, модели имплантации подкожной губки с ангиогенными факторами 

роста, модели имплантации MATRIGEL с ангиогенными факторами роста и модели имплантации опу-

холи; и причем модель ангиогенеза, необязательно, дополнительно включает соответствующую кон-

трольную модель ангиогенеза, содержащую контрольные клетки. 

Согласно некоторым вариантам осуществления первый набор данных содержит липидомные дан-

ные. Согласно некоторым вариантам осуществления первый набор данных содержит только липидомные 
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данные. 

Согласно некоторым вариантам осуществления второй набор данных представляет собой одну или 

несколько функциональных активностей или клеточных ответов клеток, связанных с ангиогенезом, со-

держащий глобальную ферментативную активность, а также влияние глобальной ферментативной ак-

тивности на метаболиты или субстраты ферментов в клетках, связанных с ангиогенезом. 

Согласно некоторым вариантам осуществления второй набор данных содержит киназную актив-

ность или протеазную активность. Согласно некоторым вариантам осуществления второй набор данных 

содержит только киназную активность или протеазную активность. 

Согласно некоторым вариантам осуществления второй набор данных представляет собой одну или 

несколько функциональных активностей или клеточных ответов клеток, связанных с ангиогенезом, со-

держит одно или несколько из биоэнергетического профилирования, пролиферации клеток, апоптоза, 

функции органелл, миграции клеток, формирования трубки, киназной активности, протеазной активно-

сти и партнера по генотипу-фенотипу, актуализированного с помощью функциональных моделей, вы-

бранных из анализов АТФ, АФК, OXPHOS и Seahorse. 

Согласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения ангиогенез связан с пато-

логическим состоянием. 

В настоящем изобретении предусмотрены способы для модулирования ангиогенеза у субъекта-

млекопитающего, способы, включающие введение нуждающемуся в этом млекопитающему терапевти-

чески эффективного количества фармацевтической композиции, содержащей биологически активное 

вещество, которое влияет на модулятор, идентифицированный с помощью любого одного из представ-

ленных в настоящем документе способов, таким образом, модулируя ангиогенез. 

В настоящем изобретении предусмотрен способ определения модулированного ангиогенеза у субъ-

екта-млекопитающего, включающий: 

определение содержания, активности или наличия в полученном от субъекта биологическом образ-

це одного или нескольких модуляторов, определенных с помощью любого одного из представленных в 

настоящем документе способов; и 

сравнение содержания, активности или наличия у субъекта с содержанием, активностью или нали-

чием одного или нескольких модуляторов в контрольном образце, 

причем разница между содержанием, активностью или наличием у субъекта и содержанием, актив-

ностью или наличием одного или нескольких модуляторов в контрольном образце представляет собой 

показатель того, что ангиогенез модулируется у субъекта-млекопитающего. 

Согласно настоящему изобретению предусмотрены способы идентификации терапевтического со-

единения для модуляции ангиогенеза у субъекта-млекопитающего, способы, включающие 

контактирование биологического образца от субъекта-млекопитающего с исследуемым соединением; 

определение в биологическом образце уровня экспрессии одного или нескольких модуляторов, 

идентифицированных с помощью любого одного из представленных в настоящем документе способов; 

сравнение содержания, активности или наличия одного или нескольких модуляторов в биологиче-

ском образце с контрольным образцом, не контактировавшим с исследуемым соединением; и 

выбор исследуемого соединения, которое модулирует содержание, активность или наличие одного 

или нескольких модуляторов в биологическом образце, 

таким образом, идентифицируя терапевтическое соединение для модуляции ангиогенеза у субъек-

та-млекопитающего. 

В настоящем изобретении предусмотрены способы модулирования ангиогенеза у субъекта-

млекопитающего, способы, включающие введение нуждающемуся в этом млекопитающему терапевти-

чески эффективного количества фармацевтической композиции, содержащей биологически активное 

вещество, которое влияет на модулятор, идентифицированный с помощью любого одного из представ-

ленных в настоящем документе способов, таким образом, оказывая лечение, облегчение симптома, инги-

бирование прогрессирования, профилактику, диагностику или прогнозирование заболевания. 

Согласно некоторым вариантам осуществления "возмущающее воздействие окружающей среды", 

также называемое в настоящем документе как "компонент внешнего раздражителя", представляет собой 

терапевтическое средство. Согласно некоторым вариантам осуществления компонент внешнего раздра-

жителя представляет собой небольшую молекулу (например, небольшая молекула не более чем 5, 4, 3, 2, 

1 кДа, 500 Да или 250 Да). Согласно некоторым вариантам осуществления компонент внешнего раздра-

жителя представляет собой биологическое вещество. Согласно некоторым вариантам осуществления 

компонент внешнего раздражителя представляет собой химическое вещество. Согласно некоторым вари-

антам осуществления компонент внешнего раздражителя характеризуется эндогенностью или экзогенно-

стью по отношению к клеткам. Согласно некоторым вариантам осуществления компонент внешнего раз-

дражителя представляет собой MIM или epishifter. Согласно некоторым вариантам осуществления ком-

понент внешнего раздражителя представляет собой стрессовый фактор для такой клеточной системы, как 

гипоксия, гипергликемия, гиперлипидемия, гиперинсулинемия и/или обогащенные молочной кислотой 

условия. 

Согласно некоторым вариантам осуществления компонент внешнего раздражителя может включать 
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в себя терапевтическое средство или кандидатное терапевтическое средство для лечения патологическо-

го состояния, включающее в себя химиотерапевтическое средство, основанные на белках биологические 

лекарственные средства, антитела, слитые белки, низкомолекулярные лекарственные средства, липиды, 

полисахариды, нуклеиновые кислоты и т.д. 

Согласно некоторым вариантам осуществления компонент внешнего раздражителя может пред-

ставлять собой один или несколько стрессовых факторов, такие как те, которые обычно встречаются in 

vivo при различных патологических состояниях, включающих в себя гипоксию, состояния гиперглике-

мии, кислая среда (которая может быть имитирована путем обработки молочной кислоты) и т.д. 

Согласно другим вариантам осуществления компонент внешнего раздражителя может включать в 

себя один или несколько MIM и/или epishifter, определенных в настоящем документе ниже. Иллюстра-

тивные MIM включают в себя коэнзим Q10 (также называемый в настоящем документе CoQ10) и соеди-

нения в семействе витамина B, или нуклеозиды, мононуклеотиды или динуклеотиды, которые содержат 

соединение в семействе витамина B. Согласно некоторым вариантам осуществления внешний раздражи-

тель представляет собой не CoQ10. Согласно некоторым вариантам осуществления внешний раздражи-

тель представляет собой не витамин B или соединение в семействе витамина B. 

В процессе измерений выходных клеточных данных (например, экспрессии белка, содержания ли-

пидов) может быть использовано либо абсолютное количество (например, экспрессия или общее количе-

ство), либо относительный уровень (например, относительный уровень экспрессии или количества). Со-

гласно одному варианту осуществления используются абсолютные количества (например, экспрессия 

или общее количество). Согласно одному варианту осуществления используются относительные уровни 

или количества (например, относительные уровни экспрессии или количества). Например, чтобы опреде-

лить относительный уровень экспрессии белка в клеточной системе, количество любого данного белка в 

клеточной системе с или без внешнего раздражителя к клеточной системе, может быть сравнено с под-

ходящей контрольной клеточной линией или смесью клеточных линии (например, всех клеток, исполь-

зуемых в том же эксперименте) и заданным значением кратного увеличения или кратного снижения. 

Специалисту в настоящей области техники будет понятно, что абсолютные количества или относитель-

ные количества могут быть использованы в любом измерении выходных клеточных данных, таких как 

уровень транскрипции гена и/или РНК, содержание липида или любые функциональные выходные дан-

ные, например, уровень апоптоза, уровень токсичности или ECAR или OCR, описанные в настоящем 

документе. Заранее заданный пороговый уровень для кратного увеличения (например, по меньшей мере 

1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75 или 100 

или более кратное увеличение) или кратного снижения (например, снижение по меньшей мере до 0,9, 

0,8, 0,75, 0,7, 0,6, 0,5, 0,45, 0,4, 0,35, 0,3, 0,25, 0,2, 0,15, 0,1 или 0,05 раза, или снижение на 90, 80, 75, 70, 

65, 60, 55, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10 или 5% или менее) могут быть использованы для выбора стати-

стически достоверных дифференциалов, и выходные данные для статистически достоверных дифферен-

циалов могут быть затем включены в наборы данных (например, первый и второй наборы данных), ис-

пользуемые в способах платформенной технологии согласно настоящему изобретению. Все представ-

ленные в вышеприведенном списке значения, которые также могут быть верхним или нижним пределом 

диапазона, например, от 1,5 и до 5 раз, от 5 и до 10 раз, от 2 и до 5 раз или между 0,9 и 0,7, 0,9 и 0,5, или 

0,7 и 0,3 раза, предназначены для того, чтобы быть частью настоящего изобретения. 

В настоящем изобретении все представленные в перечне значения, например, такие как вышеука-

занные, которые также могут быть верхним или нижним пределом диапазона, предназначены для того, 

чтобы быть частью настоящего изобретения. 

Согласно одному варианту осуществления способов настоящего изобретения не каждая наблюдае-

мая причинно-следственная связь в сети причинно-следственных связей может характеризоваться биоло-

гическим значением. В отношении любой данной биологической системы, для которой применяется пе-

рекрестная биологическая оценка субъекта, некоторые (или могут быть все) причинно-следственные свя-

зи (и связанные с ними гены) могут быть "определяющими" по отношению к специфической рассматри-

ваемой биологической проблеме, например, либо быть ответственными за способствование патологиче-

скому состоянию (потенциальная мишень для терапевтического вмешательства), либо представлять со-

бой биомаркер патологического состояния (потенциальный диагностический или прогностический фак-

тор). Согласно одному варианту осуществления наблюдаемая уникальная в биологической системе при-

чинно-следственная связь представляет собой определяющий фактор по отношению к специфической 

рассматриваемой биологической проблеме. Согласно одному варианту осуществления не каждая наблю-

даемая уникальная в биологической системе причинно-следственная связь представляет собой опреде-

ляющую по отношению к специфической рассматриваемой проблеме. 

Такие определяющие причинно-следственные связи могут быть выбраны конечным пользователем 

рассматриваемого способа или они могут быть выбраны с помощью такого программного обеспечения 

биоинформатики, как REFS, программы анализа сравнительных путей DAVID или программы анализа 

пути KEGG. Согласно некоторым вариантам осуществления используется более одного программного 

обеспечения биоинформатики, и предпочтительны консенсусные результаты от двух или более про-

граммных обеспечений биоинформатики. 
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Используемые в настоящем документе "дифференциалы" клеточных выходных данных включают в 

себя различия (например, повышенные или сниженные уровни) в любом одном или нескольких парамет-

рах клеточных выходов. Согласно некоторым вариантам осуществления дифференциалы, каждый неза-

висимо, выбирают из группы, состоящей из дифференциалов в транскрипции мРНК, экспрессии белка, 

активности белка, уровня метаболита/интермедиата и/или взаимодействия лиганд-мишень. Например, 

касательно уровня экспрессии белка, дифференциалы между двумя клеточными выходными данными, 

например, выходные данные, связанные с клеточной системой до и после лечения с помощью компонен-

та внешнего раздражителя, могут быть измерены и количественно определены с использованием извест-

ных в настоящей области техники таких технологий, как основанные на масс-спектрометрии анализы, 

(например, iTRAQ, 2D-ЖХ-МСМС и т.д.). 

Согласно одному аспекту клеточная модель биологической системы содержит клеточную взаимо-

влияющую систему, причем первая клеточная система, содержащая первую клеточную окружающую 

среду с компонентом внешнего раздражителя, создает первую модифицированную клеточную окру-

жающую среду; таким образом, что взаимовлияющая клеточная система устанавливается путем воздей-

ствия на вторую клеточную систему, содержащую вторую клеточную окружающую среду, первой моди-

фицированной клеточной окружающей средой. 

Согласно одному варианту осуществления создается по меньшей мере один значимый клеточный 

взаимовлияющий дифференциал от взаимовлияющей клеточной системы; и по меньшей мере один опре-

деляющий клеточный взаимовлияющий дифференциал идентифицируется таким образом, что происхо-

дит перекрестная биологическая оценка. Согласно некоторым вариантам осуществления по меньшей 

мере один значимый клеточный взаимовлияющий дифференциал представляет собой множество диффе-

ренциалов. 

Согласно некоторым вариантам осуществления по меньшей мере один определяющий клеточный 

взаимовлияющий дифференциал выбирают с помощью конечного пользователя. Альтернативно, соглас-

но другому варианту осуществления по меньшей мере один определяющий клеточный взаимовлияющий 

дифференциал выбирают с помощью программного обеспечения биоинформатики (такого как, напри-

мер, REFS, анализ пути KEGG или анализ сравнительных путей DAVID) на основе количественных дан-

ных протеомики. 

Согласно некоторым вариантам осуществления способ дополнительно включает создание стати-

стически значимого дифференциала клеточных выходных данных для первой клеточной системы. 

Согласно некоторым вариантам осуществления дифференциалы, каждый независимо, выбирают из 

группы, состоящей из дифференциалов в транскрипции мРНК, экспрессии белка, активности белка, 

уровня метаболита/интермедиата и/или взаимодействия лиганд-мишень. 

Согласно некоторым вариантам осуществления первую клеточную систему и вторую клеточную 

систему независимо выбирают из: гомогенной популяции первичных клеток, клеточной линии злокаче-

ственной опухоли или нормальной клеточной линии. 

Согласно некоторым вариантам осуществления первая модифицированная клеточная окружающая 

среда содержит факторы, секретируемые первой клеточной системой в первую клеточную окружающую 

среду в результате контактирования первой клеточной системы с компонентом внешнего раздражителя. 

Факторы могут содержать секретируемые белки или другие сигнальные молекулы. Согласно некоторым 

вариантам осуществления первая модифицированная клеточная среда по существу свободна от первона-

чального компонента внешнего раздражителя. 

Согласно некоторым вариантам осуществления взаимодействующая клеточная система содержит 

трансвел, характеризующийся наличием встроенного отсека и луночного отсека, разделенных мембра-

ной. Например, первая клеточная система может расти во встроенном отсеке (или луночном отсеке), а 

вторая клеточная система может расти в луночном отсеке (или во встроенном отсеке). 

Согласно некоторым вариантам осуществления взаимодействующая клеточная система содержит 

первую культуру для выращивания первой клеточной системы и вторую культуру для выращивания вто-

рой клеточной системы. В этом случае, первая модифицированная клеточная окружающая среда может 

представлять собой кондиционированную среду от первой клеточной системы. 

Согласно некоторым вариантам осуществления первая клеточная среда и вторая клеточная среда 

могут быть одинаковыми. Согласно некоторым вариантам осуществления первая клеточная среда и вто-

рая клеточная среда могут быть различным. 

Согласно некоторым вариантам осуществления взаимодействующая клеточная система содержит 

совместную культуру первой клеточной системы и второй клеточной системы. 

Способы согласно настоящему изобретению могут быть использованы или применимы к любому 

количеству "перекрестных биологических оценок". Применение способов согласно настоящему изобре-

тению в перекрестной биологической оценке позволяет идентифицировать один или несколько модуля-

торов биологической системы или "драйверы" определяющего клеточного процесса биологической сис-

темы или процесса. 

Способы согласно настоящему изобретению могут быть использованы для проведения широкого 

спектра перекрестных биологических оценок. Согласно некоторым вариантам осуществления перекрест-
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ная биологическая оценка представляет собой диагноз патологического состояния. Согласно некоторым 

вариантам осуществления, перекрестная биологическая оценка представляет собой определение эффек-

тивности препарата. Согласно некоторым вариантам осуществления перекрестная биологическая оценка 

представляет собой определение токсичности препарата. Согласно некоторым вариантам осуществления 

перекрестная биологическая оценка представляет собой постановку патологического состояния. Соглас-

но некоторым вариантам осуществления перекрестная биологическая оценка определяет мишени для 

антивозрастной косметики. 

Используемая в настоящем документе "перекрестная биологическая оценка" может включать в себя 

идентификацию одного или нескольких модуляторов биологической системы, например, "драйверов" 

определяющего клеточного процесса (например, увеличение или снижение активности биологического 

пути или ключевых представителей пути, или ключевых регуляторов представителей пути), связанных с 

возмущающим воздействием окружающей среды или компонентом внешнего раздражителя, или уни-

кальной причинно-следственной связью, уникальной в биологической системе или процессе. Она может 

дополнительно включать в себя дополнительные стадии, разработанные для исследования или проверки 

того, необходимы и/или достаточны идентифицированные драйверы определяющего клеточного процес-

са для последующих событий, связанных с возмущающим воздействием окружающей среды или компо-

нентом внешнего раздражителя, включающие в себя эксперименты на животных моделях in vivo и/или в 

культуре ткани in vitro. 

Согласно некоторым вариантам осуществления перекрестная биологическая оценка представляет 

собой диагностику или постановку патологического состояния, причем идентифицированные модулято-

ры биологической системы, например, драйверы определяющего клеточного процесса (например, взаи-

модействующие дифференциалы или причинно-следственные связи, уникальные в биологической систе-

ме или процессе) представляют собой либо маркеры заболеваний, либо терапевтические мишени, кото-

рые могут быть подвергнуты терапевтическому вмешательству. Рассматриваемая перекрестная биологи-

ческая оценка подходит для любого патологического состояния в теории, но может быть особенно при-

менимой в таких областях, как биология онкологии/злокачественной опухоли, сахарный диабет, ожире-

ние, сердечно-сосудистое заболевание и неврологические заболевания (особенно нейродегенеративные 

заболевания, такие как без ограничения болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, болезнь Хантингто-

на, боковой амиотрофический склероз (ALS) и связанная со старением нейродегенерация) и связанные с 

ангиогенезом состояния. 

Согласно некоторым вариантам осуществления перекрестная биологическая оценка представляет 

собой определение эффективности лекарственного средства, причем идентифицированные модуляторы 

биологической системы, например, драйвер определяющего клеточного процесса (например, взаимодей-

ствующие дифференциалы или причинно-следственные связи, уникальные в биологической системе или 

процессе) могут быть отличительными признаками успешного лекарственного средства, и, в свою оче-

редь, могут быть использованы для идентификации дополнительных средств, таких как MIM или ep-

ishifter, для лечения того же патологического состояния. 

Согласно некоторым вариантам осуществления перекрестная биологическая оценка представляет 

собой идентификацию мишеней лекарственных средств для профилактики или лечения инфекции, при-

чем идентифицированный драйвер определяющего клеточного процесса (например, взаимодействующие 

дифференциалы или причинно-следственные связи, уникальные в биологической системе или процессе) 

могут быть маркерами/индикаторами или ключевыми биологическими молекулами, вызывающими ин-

фекционное состояние, и могут, в свою очередь, быть использованы для идентификации противоинфек-

ционных средств. 

Согласно некоторым вариантам осуществления перекрестная биологическая оценка представляет 

собой оценку молекулярного эффекта средства, например, лекарственного средства, на данный профиль 

заболевания, причем идентифицированные модуляторы биологической системы, например, драйвер оп-

ределяющего клеточного процесса (например, взаимодействующие дифференциалы или причинно-

следственные связи, уникальные в биологической системе или процессе) могут вызывать увеличение или 

снижение активности одного или нескольких биологических путей или ключевых представителей пу-

ти(ей), или регуляторов представителей пути(ей), и, в свою очередь, могут быть использованы, напри-

мер, для предсказания терапевтической эффективности средства для данного заболевания. 

Согласно некоторым вариантам осуществления перекрестная биологическая оценка представляет 

собой оценку токсикологического профиля средства, например, лекарственного средства, на клетку, 

ткань, орган или организм, причем идентифицированные модуляторы биологической системы, напри-

мер, драйвер определяющего клеточного процесса (например, взаимодействующие дифференциалы или 

причинно-следственные связи, уникальные в биологической системе или процессе) могут быть индика-

торами токсичности, например цитотоксичности, и, в свою очередь, могут быть использованы для про-

гнозирования или идентификации токсикологического профиля средства. Согласно одному варианту 

осуществления идентифицированные модуляторы биологической системы, например, драйвер опреде-

ляющего клеточного процесса (например, взаимодействующие дифференциалы или причинно-

следственные связи, уникальные в биологической системе или процессе) представляет собой индикатор 
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кардиотоксичности лекарственного средства или кандидатного лекарственного средства, и может быть, в 

свою очередь, использован для прогнозирования или идентификации кардиотоксикологического профи-

ля лекарственного средства или кандидатного лекарственного средства. 

Согласно некоторым вариантам осуществления перекрестная биологическая оценка представляет 

собой идентификацию мишеней лекарственных средств для профилактики или лечения заболевания или 

нарушения, вызванного биологическим оружием, таким как болезнетворные простейшие, грибы, бакте-

рии, протесты, вирусы или токсины, причем идентифицированные модуляторы биологической системы, 

например, драйвер определяющего клеточного процесса (например, взаимодействующие дифференциа-

лы или причинно-следственные связи, уникальные в биологической системе или процессе) могут быть 

маркерами/индикаторами или ключевыми биологическими молекулами, вызывающими указанное забо-

левание или нарушение, и могут, в свою очередь, использоваться для идентификации средств биологиче-

ской защиты. 

Согласно некоторым вариантам осуществления перекрестная биологическая оценка представляет 

собой идентификацию мишеней для антивозрастных средств, таких как антивозрастная косметика, при-

чем идентифицированные модуляторы биологической системы, например, драйвер определяющего кле-

точного процесса (например, взаимодействующие дифференциалы или причинно-следственные связи, 

уникальные в биологической системе или процессе) могут быть маркерами или индикаторами процесса 

старения, в частности, процесса старения в коже, и в свою очередь, могут быть использованы для иден-

тификации антивозрастных средств. 

Согласно одному варианту осуществления клеточная модель старения, которая используется в спо-

собах согласно настоящему изобретению для идентификации мишеней для антивозрастной косметики, 

клеточная модель содержит стареющие эпителиальные клетки, которые представляют собой, например, 

обработанные УФ-светом (возмущающее воздействие окружающей среды или компонент внешнего раз-

дражителя) и/или клетки новорожденных, которые также необязательно обработаны УФ-светом. Соглас-

но одному варианту осуществления клеточная модель старения содержит клеточную взаимодействую-

щую систему. В одной иллюстративной двухклеточной взаимодействующей системе, установленной для 

определения мишеней для антивозрастной косметики, стареющая эпителиальная клетка (первая клеточ-

ная система) может быть обработана ультрафиолетовым светом (компонент внешнего раздражителя), и 

могут быть измерены изменения, например, протеомные изменения и/или функциональные изменения в 

неонатальной клетке (вторая клеточная система) в результате контактирования неонатальных клеток с 

кондиционированной средой обработанной стареющей эпителиальной клетки, например, протеомные 

изменения могут быть измерены с использованием обычной количественной масс-спектрометрии, или 

причинно-следственная связь, уникальная при старении может быть идентифицирована из сети причин-

но-следственных связей, полученной из данных. 

Согласно другому аспекту в настоящем изобретении предусмотрен набор для проведения перекре-

стной биологической оценки с использованием открытия платформенной технологии, содержащей один 

или несколько реагентов для обнаружения наличия и/или для количественного определения количества 

анализируемого вещества, которое представляет собой предмет сети причинно-следственных связей, 

полученной из способов согласно настоящему изобретению. Согласно одному варианту осуществления 

указанное анализируемое вещество представляет собой предмет уникальной причинно-следственной 

связи в биологической системе, например, ген, связанный с уникальной причинно-следственной связью в 

биологической системе. Согласно некоторым вариантам осуществления анализируемое вещество пред-

ставляет собой белок, и реагенты содержат антитела к белку, метки к белку и/или одно или несколько 

средств для подготовки белка к высокоскоростному анализу (например, основанному на масс-

спектрометрии секвенированию). 

Согласно еще одному аспекту технология включает способ лечения, облегчения симптома, ингиби-

рования прогрессирования, профилактики, диагностики или прогнозирования заболевания у субъекта-

млекопитающего. Способ включает введение нуждающемуся в этом млекопитающему терапевтически 

эффективного количества фармацевтической композиции, содержащей биологически активное вещество, 

которое влияет на экспрессию или активность одного или нескольких из TCOF1, TOP2A, CAMK2A, 

CDK1, CLTCL1, EIF4G1, ENO1, FBL, GSK3B, HDLBP, HIST1H2BA, HMGB2, HNRNPK, HNRPDL, 

HSPA9, MAP2K2, LDHA, MAP4, MAPK1, MARCKS, NME1, NME2, PGK1, PGK2, RAB7A, RPL17, 

RPL28, RPS5, RPS6, SLTM, TMED4, TNRCBA, TUBB и UBE21, тем самым оказывая лечение, облегчение 

симптома, ингибирование прогрессирования, профилактику, диагностику или прогнозирование заболе-

вания. Согласно некоторым вариантам осуществления заболевание представляет собой злокачественная 

опухоль, например, гепатоцеллюлярную карциному. Согласно различным вариантам осуществления спо-

соб может использовать 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 

27, 28, 29, 30, 31, 32, 33 или 34 киназы. Согласно одному варианту осуществления композиция усиливает 

экспрессию и/или активность одной или нескольких киназ. Согласно другому варианту осуществления 

композиция снижает экспрессию и/или активность одной или нескольких киназ. 

Согласно еще одному аспекту технология включает способ диагностики заболевания у субъекта-

млекопитающего. Способ включает (i) определение уровня экспрессии или активности в полученной от 
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субъекта биологическом образце любого одного или нескольких из TCOF1, TOP2A, CAMK2A, CDK1, 

CLTCL1, EIF4G1, ENO1, FBL, GSK3B, HDLBP, HIST1H2BA, HMGB2, HNRNPK, HNRPDL, HSPA9, 

MAP2K2, LDHA, MAP4, MAPK1, MARCKS, NME1, NME2, PGK1, PGK2, RAB7A, RPL17, RPL28, RPS5, 

RPS6, SLTM, TMED4, TNRCBA, TUBB и UBE21, и (ii) сравнение уровня у субъекта с уровнем экспрес-

сии или активности одного или нескольких белков в контрольном образце, причем разница между уров-

нем у субъекта и уровнем экспрессии или активности одного или нескольких белков в контрольном об-

разце представляет собой индикатор того, что субъект страдает от заболевания или предрасположен к 

развитию заболевания, благоприятно реагирующий на лечение заболевания, тем самым диагностируя 

или прогнозируя заболевание у субъекта-млекопитающего. Согласно некоторым вариантам осуществле-

ния заболевание представляет собой злокачественную опухоль, например, гепатоцеллюлярную карцино-

му. Согласно различным вариантам осуществления способ может использовать 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 

11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33 или 34 киназы. Согласно 

одному варианту осуществления композиция усиливает экспрессию и/или активность одной или не-

скольких киназ. Согласно другому варианту осуществления композиция снижает экспрессию и/или ак-

тивность одной или нескольких киназ. 

Согласно еще одному аспекту технология включает способ идентификации терапевтического со-

единения для лечения, облегчения симптома, ингибирования прогрессировала, профилактики, диагно-

стики или прогнозирования заболевания у субъекта-млекопитающего. Способ включает (i) контактиро-

вание биологического образца от субъекта-млекопитающего с исследуемым соединением, (ii), определе-

ние уровня экспрессии в биологическом образце любого одного или нескольких из TCOF1, TOP2A, 

CAMK2A, CDK1, CLTCL1, EIF4G1, ENO1, FBL, GSK3B, HDLBP, HIST1H2BA, HMGB2, HNRNPK, 

HNRPDL, HSPA9, MAP2K2, LDHA, MAP4, MAPK1, MARCKS, NME1, NME2, PGK1, PGK2, RAB7A, 

RPL17, RPL28, RPS5, RPS6, SLTM, TMED4, TNRCBA, TUBB и UBE21, (iii) сравнения уровня экспрес-

сии одного или нескольких белков в биологическом образце с контрольным образцом, не контактиро-

вавшим с исследуемым соединением, и (iv) отбор исследуемого соединения, которое модулирует уро-

вень экспрессии одного или нескольких белков в биологическом образце, тем самым идентифицируя 

терапевтическое соединение для лечения, облегчения симптома, ингибирования прогрессирования, про-

филактики, диагностики или прогнозирования заболевания у субъекта-млекопитающего. Согласно неко-

торым вариантам осуществления заболевание представляет собой злокачественную опухоль, например, 

гепатоцеллюлярную карциному. Согласно различным вариантам осуществления способ может использо-

вать 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 

33 или 34 киназы. Согласно одному варианту осуществления композиция усиливает экспрессию и/или 

активность одной или нескольких киназ. Согласно другому варианту осуществления композиция снижа-

ет экспрессию и/или активность одной или нескольких киназ. 

Согласно еще одному аспекту технология включает способ лечения, облегчения симптома, ингиби-

рования прогрессирования, профилактики, диагностики или прогнозирования заболевания у субъекта-

млекопитающего. Способ включает введение нуждающемуся в этом млекопитающему терапевтически 

эффективного количества фармацевтической композиции, содержащей терапевтическое соединение, 

идентифицированное с помощью описанного выше аспекта (т.е. с использованием любого одного или 

нескольких из TCOF1, TOP2A, CAMK2A, CDK1, CLTCL1, EIF4G1, ENO1, FBL, GSK3B, HDLBP, 

HIST1H2BA, HMGB2, HNRNPK, HNRPDL, HSPA9, MAP2K2, LDHA, MAP4, MAPK1, MARCKS, NME1, 

NME2, PGK1, PGK2, RAB7A, RPL17, RPL28, RPS5, RPS6, SLTM, TMED4, TNRCBA, TUBB и UBE21), 

тем самым оказывая лечение, облегчение симптома, ингибирование прогрессирования, профилактику, 

диагностику или прогнозирование заболевания. Согласно некоторым вариантам осуществления заболе-

вание представляет собой злокачественную опухоль, например, гепатоцеллюлярную карциному. Соглас-

но различным вариантам осуществления способ может использовать 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 

14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33 или 34 киназы. 

Следует иметь в виду, что все описанные в настоящем документе варианты осуществления, в том 

числе те, которые описаны только в примерах, представляют собой части общего описания настоящего 

изобретения, и могут быть объединены с любыми другими вариантами осуществления настоящего изо-

бретения, если это явно не отвергается или неприменимо. 

Краткое описание чертежей 

Различные варианты осуществления настоящего изобретения будут описаны в настоящем докумен-

те ниже со ссылкой на фигуры, где: 

фиг. 1: изображение подхода к идентификации терапевтических средств; 

фиг. 2: изображение системной биологии злокачественной опухоли и соответствующего интегриро-

ванного мультифизиологического интерактивного регулирования выходных данных; 

фиг. 3: изображение систематического запроса биологической актуальности использования MIM. 

фиг. 4: изображение моделирования сети злокачественной опухоли для того, чтобы сделать воз-

можным перекрестный биологический запрос; 

фиг. 5: изображение платформенной технологии перекрестной биологии; 

фиг. 6: изображение технологий, используемых в платформенной технологии; 
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фиг. 7: схематическое представление компонентов платформы, включающей в себя сбор данных, 

интеграцию данных и интеллектуальный анализ данных; 

фиг. 8: схематическое представление систематического запроса с использованием MIM и сбор от-

ветных данных от каскада "омика"; 

фиг. 9: эскиз компонентов, используемых для построения моделей in vitro, представляющих нор-

мальные и диабетические состояния; 

фиг. 10: схематическое представление платформы информатики REFS, используемой для созда-

ния причинно-следственных сетей белка, как они относятся к патофизиологии заболевания; 

фиг. 11: схематическое представление подхода к созданию дифференциальной сети при диабетиче-

ском состоянии, по сравнению с нормальным состоянием, и диабетические узлы, которые восстанавли-

ваются в нормальное состояние обработкой MIM; 

фиг. 12: показательная дифференциальная сеть при диабетическом состоянии, по сравнению с нор-

мальным состоянием; 

фиг. 13: схематическое представление узла и связанных с ним представляющих интерес ребер (узел 

1 в центре). Представлена клеточная функциональность, связанная с каждым ребром; 

фиг. 14: блок-схема высокого уровня иллюстративного способа в соответствии с некоторыми вари-

антами осуществления; 

фиг. 15A-D: схематическое изображение высокого уровня компонентов и процесса основанной на 

ИИ системе информатики, которое может быть использовано с иллюстративными вариантами осуществ-

ления; 

фиг. 16: блок-схема процесса в основанной на ИИ системе информатики, которая может быть ис-

пользована с некоторыми вариантами осуществления; 

фиг. 17: схематически изображает иллюстративную вычислительную среду, подходящую для прак-

тикования описанных в настоящем документе иллюстративных вариантов осуществления; 

фиг. 18: изображение разработки конкретной ситуации, описанной в примере 1; 

фиг. 19: влияние лечения с CoQ10 на нижележащие узлы; 

фиг. 20: лечение с CoQ10 снижает экспрессию LDHA в клеточной линии злокачественной опухоли 

HepG2; 

фиг. 21: иллюстративная консенсусная сеть белковых взаимодействий при частоте фрагмента 70% 

на основании данных от клеточных линий Paca2, HepG2 и THLE2; 

фиг. 22: белки, реагирующие на моделирование экспрессии LDHA в двух клеточных линиях злока-

чественной опухоли, были выявлены с помощью платформенной технологии; 

фиг. 23: анализ Ingenuity Pathway Assist сети LDHA - PARK7 идентифицирует TP53 как вышеле-

жащий хаб; 

фиг. 24: влияние лечения с CoQ10 на уровни экспрессии TP53 в клеточной линии злокачественной 

опухоли SKMEL28; 

фиг. 25: активация TP53, связанного с измененной экспрессией белков BCL-2, осуществляющих 

апоптоз в клеточной линии злокачественной опухоли SKMEL28, и эффекта лечения с CoQ10 на уровни 

экспрессии Bcl-2, Bax и Caspase3 в SKMEL28; 

фиг. 26: изображение математического подхода к созданию сетей дельта-дельта; 

фиг. 27: сеть дифференциала злокачественная опухоль-здоровый (дельта-дельта), которая запускает 

ECAR и OCR. Каждый драйвер содержит дифференциальные эффекты на конечной точке, как показано с 

помощью толщины ребра. Толщина ребра в Cytoscape представляет собой прочность кратности измене-

ния; 

фиг. 28: картирование PARK7 и связанных узлов из перекрестных выходных данных платформен-

ной технологии с использованием IPA: Серые формы включают в себя все узлы, связанные с PARK7 от 

выходных данных перекрестной биологии, которые были импортированы в IPA. Незаполненные формы 

(с названиями) представляют собой новые соединения, включенные с помощью IPA для создания полной 

карты; 

фиг. 29: перекрестная платформенная технология согласно настоящему изобретению демонстриру-

ет новые ассоциации узлов, связанных с PARK7. Ребра, показанные пунктирными линиями, представля-

ют собой связи между двумя узлами в моделировании, которые содержат промежуточные узлы, но не 

содержат промежуточные узлы в IPA. Ребра, показанные линиями в точку, представляют собой связи 

между двумя узлами в моделировании, которые содержат промежуточные узлы, но содержат разные 

промежуточные узлы в IPA; 

фиг. 30: изображение математического подхода к созданию сетей дельта-дельта. Сравнение уни-

кальных ребер от NG в сети дельта NG∩HG с уникальными ребрами HGT1 в сети дельта HG∩HGT1. 

Ребра в пересечении NG и HGT1 представляют собой ребра HG, которые восстанавливаются к NG с T1; 

фиг. 31: сеть дельта-дельта диабетических ребер, восстановленных к нормальным значениям с ле-

чением коэнзимом Q10, наложенным на сеть дельта NG∩HG; 

фиг. 32: сеть дельта-дельта гиперлипидемических ребер, восстановленных к нормальным значениям 
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с лечением коэнзимом Q10, наложенным на сеть дельта нормальной липидемии ∩ гиперлипидемии; 

фиг. 33: схема, представляющая измененную судьбу жирной кислоты при заболевании и лечении 

лекарственными средствами. Баланс между использованием свободной жирной кислоты (FFA) для соз-

дания АТФ и ремоделирования мембраны в ответ на нарушение биологии мембраны был вовлечен в ин-

дуцированную лекарственными средствами кардиотоксичность; 

фиг. 34: схематическое представление экспериментальной разработки и параметров моделирования, 

используемых для изучения индуцированной лекарственным средством токсичности в диабетических 

кардиомиоцитах; 

фиг. 35: нарушение регуляции транскрипционной сети и экспрессии человеческих митохондриаль-

ных генов энергетического обмена в диабетических кардиомиоцитах при лекарственной терапии (T): 

спасательная молекула (R) нормализует экспрессию генов; 

фиг. 36: A. Лекарственная терапия (T) индуцировала экспрессию GPAT1 и TAZ в митохондриях из 

кардиомиоцитов, поддерживаемых в условиях гипергликемии. В сочетании со спасательной молекулой 

(T+R) уровни GPAT1 и TAZ были нормализованы. B. Синтез TAG из G3P; 

фиг. 37: A. Лекарственная терапия (T) снижает митохондриальную OCR (скорость потребления ки-

слорода) в кардиомиоцитах, поддерживаемых в условиях гипергликемии. Спасательная молекула (T+R) 

нормализует OCR. B. Лекарственная терапия (T) подавляет митохондриальный синтез АТФ в кардио-

миоцитах, поддерживаемых в условиях гипергликемии; 

фиг. 38: аннотация GO белков, отрицательно регулируемых лекарственной терапией. Белки, участ-

вующие в митохондриальном энергетическом метаболизме, отрицательно регулировались лекарственной 

терапией; 

фиг. 39: изображение математического подхода к созданию дельта сетей. Сравнение уникальных 

ребер от T против UT обеих моделей, находящихся в диабетической среде; 

фиг. 40: схема, представляющая потенциальные хабы и сети белков, которые управляют патофи-

зиологией вызванной лекарственными средствами токсичности; 

на фиг. 41 показан способ для идентификации модулятора биологической системы или патологиче-

ского процесса; 

на фиг. 42 показано значительное снижение активности ENO1 и не белковой экспрессии в HepG2, 

обработанных сорафенибом; 

на фиг. 43 показано значительное снижение активности PGK1 и не белковой экспрессии в HepG2, 

обработанных сорафенибом; 

на фиг. 44 показано значительное снижение активности LDHA и не белковой экспрессии в HepG2, 

обработанных сорафенибом; 

на фиг. 45 показана сеть причинно-следственных молекулярных взаимодействий, которые могут 

быть произведены путем анализа набора данных с использованием основанной на ИИ системе REFS; 

на фиг. 46 показано, как интеграция мультиомных данных, использующих алгоритмы следствия 

байесовской сети, может привести к более глубокому пониманию сигнальных путей при гепатоцеллю-

лярной карциноме. Желтые квадраты представляют данные посттранскрипционной модификации (фос-

фо), синие треугольники представляют основанные на активности данные (киназа) и зеленые круги пред-

ставляют данные протеомики; 

на фиг. 47 показано, как ауторегуляция и обратная регуляция с отрицательной обратной связью в 

сигнальных путях гепатоцеллюлярной карциномы может быть выведена с помощью платформы. Квадра-

ты представляют данные посттранскрипционной модификации (фосфо) (серый/темный = киназа, жел-

тый/светлый - нет киназной активности), круги представляют данные активности на основе (киназы) + 

протеомики (серый/темный = киназа, желтый/светлый - нет киназной активности); 

на фиг. 48-51 показаны примеры причинно-следственной ассоциации в сигнальных путях, распо-

знанных с помощью платформы. Киназные изоформы указаны на репрезентативных квадратах и кругах с 

причинно-следственными ассоциациями, указанными с помощью соединителей; 

на фиг. 52A-52B показаны эндотелиальные клетки пупочной вены человека (HUVEC), выращенные 

в (A) конфлюэнтной или (б) субконфлюэнтной культурах, которые обрабатывали в течение 24 ч указан-

ным диапазоном концентраций CoQ10. Конфлюэнтные клетки сильно напоминают "нормальные" клетки, 

тогда как субконфлюэнтные клетки наиболее сильно представляют ангиогенный фенотип пролифери-

рующих клеток. В конфлюэнтных культурах добавление повышенных концентраций CoQ10 приводит к 

более тесной ассоциации, удлинению и выравниванию EC. 5000 мкМ приводит к малозаметному увели-

чению у закругленных клеток; 

на фиг. 53A-53C показаны конфлюэнтные (A) и субконфлюэнтные (B) культуры клеток HUVEC, 

которые обрабатывали в течение 24 ч с 100 или 1500 мкМ CoQ10 и анализировали на положительные по 

пропидийиодиду апоптические клетки. CoQ10 был защитным для EC, обработанных при конфлюэнции, в 

то время как субконфлюэнтные клетки были чувствительны к CoQ10 и отображали увеличенный апоптоз 

при 1500 мкМ CoQ10. (C) Репрезентативные гистограммы субконфлюэнтных контрольных EC (слева), 

100 мкМ CoQ10 (посередине) и 1500 мкМ CoQ10 (справа); 

на фиг. 54A-54C показаны субконфлюэнтные культуры клеток HUVEC, обработанных в течение  
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72 ч с 100 или 1500 мкМ CoQ10, и анализировали обе на количество клеток (A) и пролиферацию (B) с 

использованием анализ включения пропидийиодида (обнаруживает G2/M фазу ДНК). Высокие концен-

трации CoQ10 приводят к значительному снижению количества клеток и характеризуются дозозависи-

мым эффектом на пролиферацию EC. Репрезентативные гистограммы пролиферации клеток, гейтиро-

ванные на клетки в G2/M фазе клеточного цикла [контроль EC (слева), 100 мкМ CoQ10 (посередине) и 

1500 мкМ CoQ10 (справа)] показаны на (C); 

на фиг. 55 показаны клетки HUVEC, выращенные до конфлюэнции, исследованные на миграцию с 

использованием анализа методом зарастания царапины. 100 или 1500 мкМ CoQ10 наносили в момент 

получения царапины, и очищенную область контролировали в течение 48 ч. 100 мкМ CoQ10 задерживал 

закрытие эндотелия, по сравнению с контролем. Добавление 1500 мкМ CoQ10 предотвращало закрытие 

даже до 48 ч (данные не показаны); 

на фиг. 56 показаны эндотелиальные клетки, растущие в 3-D матригеле в форме трубок с течением 

времени. Наблюдались дифференциальные эффекты 100 мкМ и 1500 мкМ CoQ10 на формирование 

трубки. Нарушенная ассоциации клеток с клетками и распад ранней трубчатой структуры были значи-

тельными при 1500 мкМ CoQ10. Показанные изображения снимали через 72 ч; 

на фиг. 57A-57B показаны эндотелиальные клетки, выращенные в субконфлюэнтных и конфлюэнт-

ных культурах в присутствии или в отсутствие CoQ10 как в нормальных, так и гипоксических условиях. 

Оценивали образование оксида азота (NO) (A) и активных форм кислорода (АФК) (B) в ответ на коэнзим 

Q10 и гипоксию; 

на фиг. 58A-58D показаны эндотелиальные клетки, выращенные в субконфлюэнтных и конфлюэнт-

ных культурах в присутствии или в отсутствие CoQ10 для оценки митохондриального потребления ки-

слорода при указанных условиях роста. Показана оценка общей OCR (A); митохондриальная OCR (B); 

производство АТФ (C); ECAR (D); 

на фиг. 59A-59C показаны результаты от платформы перекрестной биологии, используемой для 

идентификации ключевых биологических функциональных узлов через модуляцию функции эндотели-

альных клеток с помощью CoQ10. Эти узлы представлены с помощью полной мультиомной сети (A), 

хаба обогащенной белками сети (B) и хаба сети киназных, липидомных и функциональных конечных 

точек (C). Фиг. 59B и 59C представляют собой разорванные части фиг. 59A. 

Подробное описание изобретения 

I. Обзор 

Иллюстративные варианты осуществления настоящего изобретения включают в себя способы, ко-

торые могут быть выполнены с использованием платформы перекрестной биологии ("платформа"), кото-

рая представляет собой инструмент для понимания широкого спектра биологических процессов, таких 

как патофизиология заболевания или ангиогенез, и ключевых молекулярных драйверов, лежащих в осно-

ве таких биологических процессов, включающих в себя факторы, которые делают возможным процесс 

заболевания. Некоторые иллюстративные варианты осуществления включают в себя системы, которые 

могут включать в себя по меньшей мере часть или всю платформу. Некоторые иллюстративные способы 

могут использовать по меньшей мере часть или всю платформу. Цели и задачи некоторых иллюстратив-

ных вариантов осуществления, связанных с платформой, в общем приводятся ниже в иллюстративных 

целях: 

i) создать специфические молекулярные сигнатуры в качестве драйверов критических компонентов 

биологического процесса (например, патологического процесса, ангиогенеза), как они относятся к обще-

му биологическому процессу; 

ii) получить молекулярные сигнатуры или дифференциальные карты, относящиеся к биологическо-

му процессу, который может помочь идентифицировать дифференциальные молекулярные сигнатуры, 

которые различают одно биологическое состояние (например, патологическое состояние, ангиогенное 

состояние) от другой биологической стадии (например, нормальное состояние), и развивать понимание 

того, как сигнатуры или молекулярные субстанции выносят решение относительно механизмов измене-

ния между двумя биологическими состояниями (например, от нормального до патологического состоя-

ния или ангиогенного состояния); и 

iii) исследовать роль "хабов" молекулярной активности, как потенциальных мишеней вмешательств 

для внешнего контроля биологического процесса (например, использовать хаб в качестве потенциальной 

терапевтической мишени или мишени для модуляции ангиогенеза), или как потенциальных био-

маркеров для исследуемого биологического процесса (например, использование специфических к забо-

леванию биомаркеров и специфических ангиогенных маркеров в прогностике и/или тераностике). 

Некоторые иллюстративные способы, включающие в себя платформу, могут включать в себя одну 

или несколько из следующих особенностей: 

1) моделирование биологических процессов (например, патологического процесса, ангиогенного 

процесса) и/или компонентов биологического процесса (например, физиологии и патофизиологии забо-

левания, физиологии ангиогенеза) в одной или нескольких моделях, предпочтительно моделях in vitro 

или лабораторных моделях (например, CAM модели, модели роговичного кармана, модели Матригель), 

с использованием клеток, связанных с биологическим процессом. Например, клетки могут представлять 
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собой полученные от человека клетки, которые обычно участвуют в биологической процессе, о котором 

идет речь. Модель может включать в себя различные клеточные сигналы/условия/возмущения, которые 

специфичны для биологического процесса (например, заболевания, ангиогенеза). В идеале, модель пред-

ставляет собой различные (заболевание, ангиогенез) состояния и постоянно меняющиеся компоненты 

вместо статической оценки биологического (заболевание, ангиогенез) состояния. 

2) профилирование мРНК и/или белковых сигнатур с использованием любых известных в настоя-

щей области техники средств. Например, количественной полимеразной цепной реакции (кПЦР) и инст-

рументов протеомного анализа, таких как масс-спектрометрии (МС). Такие наборы данных мРНК и бел-

ков представляют собой биологическую реакцию на окружающую среду/возмущающее воздействие. Ко-

гда применимо и возможно, также могут быть интегрированы данные липидомики, метаболомики и 

транскриптомики в качестве вспомогательных или альтернативных измерений для биологического про-

цесса, о котором идет речь. Анализ SNP представляет собой еще один компонент, который может быть 

время от времени использован в процессе. Для исследования может быть полезно, например, оказывает 

ли SNP или специфическая мутация какой-нибудь эффект на биологический процесс. Эти переменные 

могут быть использованы для описания биологического процесса либо как статический "снимок", либо 

как представление динамического процесса. 

3) анализ одного или нескольких клеточных ответов на сигналы и возмущающие воздействия, 

включающие в себя без ограничения биоэнергетическое профилирование, пролиферацию клеток, апоп-

тоз и функцию органелл. Истинный партнер по генотипу-фенотипу актуализируется с помощью исполь-

зования функциональных моделей, таких как АТФ, АФК, OXPHOS, анализы Seahorse, анализы каспазы, 

анализы миграции, анализы хемотаксиса, анализы образования трубок и т.д. Такие клеточные ответы 

представляют собой реакцию клеток в биологическом процессе (или его модели) в ответ на соответст-

вующее состояние(я) экспрессии мРНК/белка и любые другие связанные состояния в 2) выше. 

4) интеграция данных функциональных анализов, полученных таким образом в 3) с данными про-

теомики и другими, полученными в 2), и определение белковых ассоциаций в качестве ведущих с помо-

щью причинной зависимости, с помощью использования основанной на искусственном интеллекте (ИИ) 

системы информатики или платформы. Такая основанная на ИИ система базируется на и предпочтитель-

но базируется только на наборах данных, полученных в 2) и/или 3), не прибегая к существующим знани-

ям о биологическом процессе. Предпочтительно, нет точек данных, выпадающих статистически или ис-

кусственно. Вместо этого, все полученные данные подают в системы ИИ для определения белковых ас-

социаций. Одна из целей или выходных данных процесса интеграции заключается в одной или несколь-

ких дифференциальных сетях (иначе могут называться в настоящем документе "сетями дельта" или, в 

некоторых случаях, "сетями дельта-дельта" в зависимости от обстоятельств) между различными биоло-

гическими состояниями (например, заболевание против нормальных состояний). 

5) профилирование выходных данных из основанной на ИИ платформы информатики для исследо-

вания каждого хаба активности в качестве потенциальной терапевтической мишени и/или биомаркера. 

Такое профилирование может быть сделано исключительно in silico на основе полученных наборов дан-

ных, не прибегая к любым актуальным практическим экспериментам. 

6) проверки хаба активности путем использования молекулярных и клеточных техник. Такая про-

верка выходных после информатики данных с практическими основанными на клетках экспериментами 

может быть необязательна, но они помогают создать полный круг опроса. 

Любой или все из описанных выше подходов может быть использован в любой конкретной области 

применения в отношении любого биологического процесса, в зависимости, по меньшей мере частично, 

от природы конкретного применения. То есть, один или несколько описанных выше подходов могут 

быть опущены или модифицированы, и может быть использован один или несколько дополнительных 

подходов, в зависимости от конкретного применения. 

Предусмотрены различные схемы, иллюстрирующие платформу. В частности, изображение иллю-

стративного подхода для идентификации терапевтических средств с использованием платформы, пока-

зано на фиг. 1. Изображение системной биологии злокачественной опухоли и соответствующего интег-

рированного мультифизиологического интерактивного регулирования выходных данных показано на 

фиг. 2. Изображение систематического опроса биологической актуальности использования MIM показа-

но на фиг. 3. Изображение моделирования сети злокачественной опухоли для того, чтобы сделать воз-

можным перекрестный биологический запрос, показано на фиг. 4. 

Изображения платформы перекрестной биологии и технологий, используемых в платформе, пока-

заны на фиг. 5 и 6. Схематическое представление компонентов платформы, включающей в себя сбор 

данных, интеграцию данных и интеллектуальный анализ данных показано на фиг. 7. Схематическое 

представление систематического опроса с использованием MIM и сбор ответных данных от каскада 

"омика" показан на фиг. 8. 

На фиг. 14 показана блок-схема высокого уровня иллюстративного способа 10, в котором указаны 

компоненты иллюстративной системы, которая может быть использована для выполнения иллюстратив-

ного способа. Изначально модель (например, модель in vitro) устанавливается для биологического про-

цесса (например, патологического процесса) и/или компонентов биологического процесса (например, 
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физиологии заболевания и патофизиологии) с использованием клеток, обычно связанных с биологиче-

ским процессом (стадия 12). Например, клетки могут представлять собой полученные от человека клет-

ки, которые обычно участвуют в биологическом процессе (например, заболевании). Клеточная модель 

может включать в себя различные клеточные сигналы, условия и/или возмущения, которые специфичны 

для биологического процесса (например, заболевания). В идеале, клеточная модель представляет собой 

различные (заболевание) состояния и постоянно меняющиеся компоненты биологического процесса (на-

пример, заболевания), а не статическую оценку биологического процесса. Сравнительная клеточная мо-

дель может включать в себя контрольные клетки или нормальные (например, не патологические) клетки. 

Дополнительное описание клеточных моделей появляется ниже в разделах III.A и IV. 

Первый набор данных получают от клеточной модели биологического процесса, который включает 

в себя информацию, представляющую уровни экспрессии множества генов (например, сигнатур мРНК 

и/или белков) (стадия 16) с использованием любого известного процесса или системы (например, коли-

чественной полимеразной цепной реакции (кПЦР) и таких инструментов протеомного анализа, как масс-

спектрометрия (МС)). 

Третий набор данных получают от сравнительной клеточной модели биологического процесса (ста-

дия 18). Третий набор данных включает в себя информацию, представляющую уровни экспрессии мно-

жества генов в клетках сравнения от сравнительной клеточной модели. 

Согласно некоторым вариантам осуществления способов согласно настоящему изобретению эти 

первый и третий наборы данных в совокупности называются в настоящем документе как "первый набор 

данных", который представляет уровни экспрессии множества генов в клетках (все клетки, включающие 

в себя клетки сравнения), связанных с биологической системой. 

Первый набор данных и третий набор данных могут быть получены от одной или нескольких сис-

темы анализа сигнатуры мРНК и/или белка. Данные мРНК и белка в первом и третьем наборе данных 

могут представлять биологические реакции на окружающую среду и/или возмущающее воздействие. 

Когда применимо и возможно, также могут быть интегрированы данные липидомики, метаболомики и 

транскриптомики в качестве вспомогательных или альтернативных измерений биологического процесса, 

о котором идет речь. Анализ SNP представляет собой еще один компонент, который может быть время 

от времени использован в процессе. Для исследования может быть применимо, например, оказывает ли 

однонуклеотидный полиморфизм (SNP) или специфическая мутация какой-нибудь эффект на биологиче-

ский процесс. Эти переменные могут быть использованы для описания биологического процесса либо 

как статический "снимок", либо как представление динамического процесса. Дополнительное описание 

рассмотрения получения информации, представляющей уровни экспрессии множества генов в клетках, 

появляется ниже в разделе III.B. 

Второй набор данных получают от клеточной модели биологического процесса, который включает 

в себя информацию, представляющую функциональную активность или ответ клеток (стадия 20). Анало-

гично, четвертый набор данных получают от сравнительной клеточной модели биологического процесса, 

который включает в себя информацию, представляющую функциональную активность или ответ клеток 

сравнения (стадия 22). 

Согласно некоторым вариантам осуществления способов согласно настоящему изобретению эти 

второй и четвертый наборы данных в совокупности называются в настоящем документе как "второй на-

бор данных", который представляет функциональную активность или клеточный ответ клеток (всех кле-

ток, включающим в себя клетки сравнения), связанных с биологической системой. 

Одна или несколько систем функционального анализа могут быть использованы для получения ин-

формации о функциональной активности или ответа клеток или клеток сравнения. Информация, касаю-

щаяся функциональных клеточных ответов на сигналы и возмущения, может включать в себя без огра-

ничения профилирование биоэнергетики, пролиферацию клеток, апоптоз и функцию органелл. Функ-

циональные модели процессов и путей (например, аденозинтрифосфата (АТФ), активных форм кислоро-

да (АФК), окислительного фосфорилирования (OXPHOS), анализы Seahorse, анализы каспазы, анализы 

миграции, анализы хемотаксиса, анализы образования трубок и т.д. Такая функциональная активность 

или клеточные ответы представляют собой реакцию клеток в биологическом процессе (или его модели) в 

ответ на соответствующее состояние(я) экспрессии мРНК/белка и любые другие связанные состояния 

или возмущающие воздействия. Дополнительная информация о получении информации, представляю-

щей функциональную активность или ответ клеток, приведена ниже в разделе III.B. 

Способ также включает в себя создание реализованных с помощью компьютера моделей биологи-

ческих процессов в клетках и в контрольных клетках. Например, одна или несколько (например, ан-

самбль) байесовских сетей причинно-следственных связей между уровнем экспрессии множества генов и 

функциональной активностью или клеточным ответом могут быть созданы для клеточной модели ("соз-

данные сети клеточной модели") из первого набора данных и второго набора данных (стадия 24). Соз-

данные сети клеточной модели, индивидуально или коллективно, включают в себя количественную ве-

роятностную информацию о направлении связей. Созданные сети клеточной модели не основаны на из-

вестных биологических связах между генной экспрессией и/или функциональной активностью или кле-

точным ответом, отличной от информации, полученной от первого набора данных и второго набора дан-
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ных. Одна или несколько созданных сетей клеточной модели могут все вместе называться консенсусной 

сетью клеточной модели. 

Одна или несколько (например, ансамбль) байесовских сетей причинно-следственных связей между 

уровнем экспрессии множества генов и функциональной активностью или клеточным ответом могут 

быть созданы для клеточной модели ("созданные сети клеточной модели") из первого набора данных и 

второго набора данных (стадия 26). Созданные сети сравнительной клеточной модели, индивидуально 

или коллективно, включают в себя количественную вероятностную информацию о направлении связей. 

Созданные сети клеточной модели не основаны на известных биологических связах между генной экс-

прессией и/или функциональной активностью или клеточным ответом, отличной от информации, полу-

ченной от первого набора данных и второго набора данных. Одна или несколько созданных сетей срав-

нительной клеточной модели могут все вместе называться консенсусной сетью клеточной модели. 

Созданные сети клеточной модели и созданные сети сравнительной клеточной модели могут быть 

созданы с использованием основанной на искусственном интеллекте (ИИ) системы информатики. До-

полнительная информация о получении созданных сетей клеточной модели, получении созданных сетей 

сравнительной клеточной модели и основанной на ИИ системы информатики приводится ниже в разделе 

III.C и в описании фиг. 2A-3. 

Следует отметить, что многие различные основанные на ИИ платформы или системы могут быть 

использованы для создания байесовских сетей причинно-следственных связей, включающих в себя ко-

личественную вероятностную информацию о направлении. Хотя некоторые описанные в настоящем до-

кументе примеры используют одну конкретную имеющуюся в продаже систему, т.е. REFS (обратное 

конструирование/прямое моделирование) от GNS (Cambridge, MA), варианты осуществления не ограни-

чены. Основанные на ИИ системы или платформы, подходящие для реализации некоторых вариантов 

осуществления, используют математические алгоритмы для установления причинно-следственных свя-

зей между входными переменными (например, первый и второй набор данных), основанных только на 

входных данных, не принимая во внимание предварительное существующие знаний о любых потенци-

альных, установленных и/или проверенных биологических связях. 

Например, основанная на ИИ платформа информатики REFS использует экспериментально полу-

ченные сырые (первоначальные) или минимально обработанные входные биологические данные (напри-

мер, генетические, геномные, эпигенетические, протеомные, метаболомические и клинические данные), 

и быстро выполняет триллионы расчетов для определения того, как молекулы взаимодействуют друг с 

другом в полной системе. Основанная на ИИ платформа информатики REFS выполняет обратный про-

цесс конструирования, направленный на создание компьютерно-реализованной клеточной модели in sili-

co (например, созданные сети клеточной модели), на основе входных данных, которые количественно 

представляют базовую биологическую систему. Кроме того, гипотезы о базовой биологической системе 

могут быть разработаны и быстро смоделированы на основе реализуемой компьютером клеточной моде-

ли, с тем чтобы получить предположения, сопровождаемые связанными уровнями достоверности, в от-

ношении гипотез. 

При таком подходе биологические системы представлены количественными реализованными ком-

пьютерами клеточными моделями, в которых "вмешательства" моделируются для того, чтобы узнать 

подробные механизмы биологической системы (например, заболевания), эффективные стратегии вмеша-

тельства и/или клинические биомаркеры, которые определяют, какие пациенты будут отвечать на дан-

ную схему лечения. Обычные известные в биологии биоинформатические и статистические подходы, а 

также подходы, основанные на моделировании, как правило, не в состоянии обеспечить эти типы идей. 

После того как получены созданные сети клеточной модели и созданные сети сравнительной кле-

точной модели, они сравниваются. Определяется одна или несколько причинно-следственных связей, 

присутствующие, по меньшей мере, в некоторых из созданных сетей клеточной модели и отсутствующие 

или характеризующиеся по меньшей мере одним значительно отличающимся параметром в созданной 

сети сравнительной клеточной модели (стадия 28). Такое сравнение может приводить к созданию диф-

ференциала сети. Создание сравнения, идентификации и/или дифференциала (дельта) сети может быть 

проведено с помощью модуля создания дифференциала сети, который описан более подробно ниже в 

разделе III.D и в описании фиг. 26. 

Согласно некоторым вариантам осуществления наборы входных данных представляют собой дан-

ные от одного типа клеток и одного типа клеток сравнения, которые создают ансамбль сетей клеточных 

моделей на основе одного типа клеток и другой ансамбль сетей сравнительных клеточных моделей на 

основе одного типа контрольных клеток сравнения. Дифференциал может быть выполнен между ансамб-

лем сетей одного типа клеток и ансамблем сетей типа(ов) клеток сравнения. 

Согласно другим вариантам осуществления наборы входных данных получают из множества типов 

клеток (например, двух или более типов злокачественных опухолевых клеток, двух или более типов кле-

ток в различных ангиогенных состояниях, например, индуцированных различными проангиогенными 

раздражителями) и множества типов клеток сравнения (например, двух или более нормальных типов 

клеток без злокачественной опухоли, двух или более неангиогенных или ангиогенных типов клеток). 
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Ансамбль сетей клеточных моделей может быть получен для каждого типа клеток и каждого типа клеток 

сравнения по отдельности, и/или данные от множества клеточных типов и множества клеточных типов 

сравнения могут быть объединены в соответствующие составные наборы данных. Составные наборы 

данных производят ансамбль сетей, соответствующий множеству типов клеток (составные данные), а 

другой ансамбль сетей, соответствующий множеству клеточных типов сравнения (составные данные 

сравнения). Дифференциал может быть выполнен на ансамбле сетей для составных данных в сравнении с 

ансамблем сетей для составных данных сравнения. 

Согласно некоторым вариантам осуществления дифференциал может быть выполнен между двумя 

различными дифференциалами сетей. Эти выходные данные могут упоминаться как сеть дельта-дельта, 

и они описаны ниже со ссылкой на фиг. 26. 

Количественная информация связей может быть идентифицирована для каждой связи в созданных 

сетях клеточных моделей (стадия 30). Аналогично, может быть идентифицирована количественная ин-

формация связей для каждой связи в созданных сетях сравнительных клеточных моделей (стадия 32). 

Количественная информация о связи может включать в себя направление, указывающее причинность, 

меру статистической ошибки относительно связи (например, статистическое измерение площади под 

кривой (AUC)) и/или выражение количественной величины силы связи (например, кратность). Различ-

ные связи в созданных сетях клеточных моделей могут быть профилированы с использованием количе-

ственной информации связей для того, чтобы исследовать каждый хаб активности в сетях в качестве по-

тенциальной терапевтической мишени и/или биомаркера. Такое профилирование может быть сделано 

полностью in silico на основе результатов от созданных сетей клеточных моделей, не прибегая к реаль-

ным практическим экспериментам. 

Согласно некоторым вариантам осуществления хаб активности в сетях может быть подтвержден с 

использованием молекулярных и клеточных техник. Такая проверка выходных после информатики дан-

ных с практическими основанными на клетках экспериментами может не выполняться, но она помогает 

создать полный круг опроса. На фиг. 15 показано схематическое изображение упрощенного представле-

ния высокого уровня функциональности иллюстративной основанной на ИИ системе информатики (на-

пример, которое может быть использовано с иллюстративными вариантами осуществления (например, 

основанная на ИИ система информатики REFS) и взаимодействия между основанной на ИИ системой 

и другими элементами или частями платформы перекрестной биологии ("платформы"). На фиг. 15A раз-

личные наборы данных, полученные от модели биологического процесса (например, модели заболева-

ния), например, дозировка лекарственного средства, дозировка лечения, экспрессия белка, экспрессия 

мРНК и любые из многих, связанных с функцией, измерений (например, OCR, ECAR), представлены в 

основанной на ИИ системе. Как показано на фиг. 15B, из наборов входных данных основанная на ИИ 

система создает библиотеку "фрагментов сети", которые включают в себя переменные (белки, липиды и 

метаболиты), которые управляют молекулярными механизмами в биологическом процессе (например, 

заболевании), в процессе, названном набором байесовских фрагментов (фиг. 15B). 

На фиг. 15C основанная на ИИ система выбирает подмножество фрагментов сети в библиотеке и 

конструирует первоначальную пробную сеть из фрагментов. Основанная на ИИ система также выбирает 

другое подмножество фрагментов сети в библиотеке, чтобы сконструировать еще одну первоначальную 

пробную сеть. В конце концов, создается ансамбль первоначальных пробных сетей (например, 1000 се-

тей) из разных подмножеств фрагментов сети в библиотеке. Этот процесс можно назвать параллельным 

отбором образцов ансамблей. Каждая пробная сеть в ансамбле развивается или оптимизируется путем 

добавления, вычитания и/или замены дополнительных фрагментов сети из библиотеки. Если получают 

дополнительные данные, дополнительные данные могут быть включены в фрагменты сети в библиотеке 

и могут быть включены в ансамбль пробных сетей через эволюцию каждой пробной сети. После завер-

шения процесса оптимизации/эволюции, ансамбль пробных сетей может быть описан как созданная сеть 

клеточных моделей. 

Как показано на фиг. 15D, ансамбль созданных сетей клеточных моделей может быть использован 

для моделирования поведения биологической системы. Моделирование может быть использовано для 

прогнозирования поведения биологической системы при изменениях в условиях, что может быть экспе-

риментально проверено с использованием практических основанных на клетках или животных экспери-

ментах. Кроме того, количественные параметры связей в созданных сетях клеточных моделей могут 

быть извлечены с использованием функциональности моделирования путем применения смоделирован-

ных возмущающих воздействий к каждому узлу отдельно, наблюдая за влияниями на другие узлы в соз-

данных сетях клеточных моделей. Более подробная информация представлена ниже в разделе III.C. 

Автоматизированный обратный процесс конструирования основанной на ИИ системы информати-

ки, который изображен на фигурах 2A-2D, создает ансамбль созданных сетей клеточных моделей, что 

представляет собой беспристрастную и систематическую основанную на компьютере клеточную модель. 

Обратное конструирование определяет вероятностные направления соединений сети между моле-

кулярными измерениями в данных, и фенотипическими представляющими интерес выходными данны-

ми. Изменение молекулярных измерений позволяет изучать вероятностные причинно-следственные свя-

зи между этими понятиями и изменениями в конечных точках. Машинное изучение природы платформы 
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также позволяет взаимодействие и прогнозирование на основе набора данных, которые постоянно разви-

ваются. 

Сетевые соединения между молекулярными измерениями в данных представляют собой "вероятно-

стные", отчасти потому, что связь может быть основана на корреляции между наблюдаемыми наборами 

данных, "изученными" с помощью алгоритма компьютера. Например, если уровень экспрессии белка X и 

белка Y положительно или отрицательно коррелирует, основываясь на статистическом анализе набора 

данных, причинно-следственная связь может быть предназначена для установления сетевого соединения 

между белками X и Y. Надежность такой предполагаемой причинно-следственной связи может быть до-

полнительно определена с помощью вероятности связи, которая может быть измерена с помощью р-

величины (например, p<0,1, 0,05, 0,01 и т.д.). 

Сетевые соединения между молекулярными измерения в данных представляют собой "направлен-

ные", отчасти потому, что сетевых соединения между молекулярными измерениями, как это определено 

путем процесса обратного конструирования, отражают причину и влияние связи между соединенным 

геном/белком, таким образом, что повышение уровня экспрессии одного белка может приводить к росту 

или падению уровня экспрессии другого, в зависимости от того, стимулирующее ли соединение или ин-

гибирующее. 

Сетевые соединения между молекулярными измерениями в данных представляют собой "количест-

венные", отчасти потому, что сетевые соединения между молекулярными измерениями, как это опреде-

лено с помощью процесса, могут моделироваться in silico, на основе существующего набора данных и 

вероятностных измерений, связанных с ним. Например, в установленных сетевых соединениях между 

молекулярными измерениями, теоретически возможно увеличить или уменьшить (например, в 1, 2, 3, 5, 

10, 20, 30, 50, 100 раз или более) уровень экспрессии данного белка (или "узла" в сети) и количественно 

моделировать его воздействие на другие соединенные белки в сети. 

Сетевые соединения между молекулярными измерениями в данных представляют собой "беспри-

страстные", по меньшей мере, отчасти потому, что никакие точки данных статистически или искусствен-

но не удаляются, и отчасти потому, что сетевые соединения основаны на одних вводных данных, не об-

ращаясь к уже существующим знаниям о биологическом процессе, о котором идет речь. 

Сетевые соединения между молекулярными измерениями в данных представляют собой "систем-

ные" и (несмещенные), отчасти потому, что все потенциальные соединения среди всех входных пере-

менных были систематически исследованы, например, попарным способом. Зависимость от вычисли-

тельной мощности для выполнения таких системных исследований экспоненциально увеличивается вме-

сте с увеличением количества входных переменных. 

В общем, ансамбля из ~1000 сетей, как правило, достаточно, чтобы предсказать, вероятностные 

причинно-следственные количественные отношения между всеми измеренными понятиями. Ансамбль 

сетей захватывает неопределенность в данных и позволяет рассчитать доверительные метрики для каж-

дого предсказания модели. Предсказания, полученные с помощью ансамбля сетей вместе, где различия в 

предсказаниях от отдельных сетей в ансамбле представляет собой степень неопределенности при про-

гнозировании. Эта функция позволяет присваивать доверительные метрики для предсказаний клиниче-

ского ответа, полученного от модели. 

После того как модели обратно сконструированы, дополнительные запросы моделирования могут 

быть проведены на ансамбле моделей для определения ключевых молекулярных драйверов биологиче-

ского процесса, о котором идет речь, например, болезненного состояния. 

Эскиз компонентов, используемых для создания иллюстративных моделей in vitro, представляющих 

нормальное и диабетическое состояния, изображен на фиг. 9 Схематическое представление иллюстра-

тивной платформы информатики REFS, используемой для создания причинно-следственных сетей 

белка, как они относятся к патофизиологии заболевания изображено на фиг. 10. Схематическое пред-

ставление иллюстративного подхода к созданию дифференциального сети при диабетическом состоянии, 

по сравнению с нормальным состоянием, и диабетические узлы, которые восстанавливаются в нормаль-

ное состояние обработкой MIM, изображены на фиг. 11. Показательная дифференциальная сеть при диа-

бетическом состоянии, по сравнению с нормальным состоянием изображена на фиг. 12. Схематическое 

представление узла и связанных с ним представляющих интерес ребер (узел 1 в центре) и клеточная 

функциональность, связанная с каждым ребром изображены на фиг. 13. 

Изобретение в общем описано выше, в разделах ниже предусмотрено более подробное описание 

различных аспектов или элементов общего изобретения, в сочетании с одной или несколькими конкрет-

ными биологическими системами, которые могут быть проанализированы с использованием способов 

согласно настоящему документу. Следует отметить, однако, используемые для цели иллюстрации кон-

кретные биологические системы ниже не представляют собой ограничивающие. Напротив, предполага-

ется, что другие различные биологические системы, включающие в себя любые их альтернативные вари-

анты, модификации и эквиваленты могут быть проанализированы аналогичным образом с использовани-

ем предмета технологии платформы. 

II. Определения 

Используемые в настоящем документе некоторые термины, предназначенные для специального оп-



038600 

- 26 - 

ределения, но еще не определенные в других разделах спецификации, определены в настоящем докумен-

те. 

Использование единственного числа в настоящем документе обозначает один или более чем один 

(например, по меньшей мере одного) грамматический объект статьи. В качестве примера, "элемент" оз-

начает один элемент или более чем один элемент. 

Термин "включающий в себя" используется в настоящем документе для обозначения и использует-

ся взаимозаменяемо с фразой "включающий в себя без ограничения". 

Термин "или" используется в настоящем документе для обозначения и используется взаимозаме-

няемо с термином "и/или", если в контексте явно не указано иное. 

Термин "такие как" используется в настоящем документе для обозначения и используется взаимо-

заменяемо с фразой "такие как без ограничения". 

"Метаболический путь" относится к последовательности опосредованной ферментом реакции, ко-

торая преобразуют одно соединение в другое и обеспечивает промежуточные соединения и энергию для 

клеточных функций. Метаболический путь может быть линейным или циклическим, или разветвленным. 

"Метаболическое состояние" относится к молекулярному содержанию конкретной клеточной, мно-

гоклеточной или тканевой окружающей среды в данной точке во времени, измеренной с помощью раз-

личных химических и биологических показателей, как они относятся к состоянию здоровья или заболе-

вания. 

"Ангиогенез" относится к физиологическому процессу, включающему в себя рост новых кровенос-

ных сосудов от уже существующих сосудов. Ангиогенез включает в себя, по меньшей мере, пролифера-

цию сосудистых эндотелиальных клеток, миграцию сосудистых эндотелиальных клеток, как правило, в 

ответ на хемоаттрактанты, деградацию внеклеточного матрикса, как правило, с помощью производства 

металлопротеазы матрикса, производство металлопротеиназы матрикса, образование трубки, образова-

ние просвета сосуда, прорастание сосуда, экспрессию адгезивной молекулы, обычно экспрессию интег-

ринов, и дифференцировку. В зависимости от системы культуры (например, одномерная в сравнении с 

трехмерной) и типа клеток, различные аспекты ангиогенеза можно наблюдать в клетках, выращенных 

как in vitro, так и in vivo. Ангиогенные клетки или клетки, проявляющие по меньшей мере одну характе-

ристику ангиогенной клетки, проявляют 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или больше указанных выше характери-

стик. Модуляторы ангиогенеза увеличивают или уменьшают по меньшей мере одну из характеристик, 

приведенную выше. Ангиогенез отличается от васкулогенеза, который представляет собой спонтанное 

образование кровеносных сосудов или врастание, это термин для образования новых кровеносных сосу-

дов путем расщепления существующих. 

Термин "микрочипы" относится к массиву различных полинуклеотидов, олигонуклеотидов, поли-

пептидов (например, антител) или пептидов, синтезированных на таком субстрате, как бумага, нейлон 

или другой тип мембраны, фильтр, чип, стекло или любом другом подходящем твердом носителе. 

Термины "нарушения" и "заболевания" используются включительно и относятся к любому откло-

нению от нормального строения или функции любой части, органа или системы организма (или любой 

их комбинации). Конкретное заболевание проявляется характерными симптомами и признаками, в том 

числе биологическими, химическими и физическими изменениями, и часто ассоциируется с целым ря-

дом других факторов, включающих в себя без ограничения демографический, экологический, занятости, 

генетический и медицинский исторический факторы. Некоторые характерные признаки, симптомы и 

связанные с ними факторы могут быть количественно определены с помощью различных способов, что-

бы получить важную диагностическую информацию. 

Термин "экспрессия" включает в себя процесс, при котором полипептид получается из полинуклео-

тидов, таких как ДНК. Этот процесс может включать в себя транскрипцию гена в мРНК и трансляцию 

этой мРНК в полипептид. В зависимости от контекста, в котором он используется, термин "экспрессия" 

может относиться к производству РНК, белка или того и другого. 

Термины "уровень экспрессии гена" или "уровень генной экспрессии" относятся к содержанию 

мРНК, а также пре-мРНК образующегося транскрипта(ов), промежуточных соединений процессинга 

транскрипта, зрелой мРНК и продуктов распада или содержания белка, кодируемого геном в клетке. 

Термин "модуляция" относится к положительной регуляции (т.е. активации или стимуляции), отри-

цательной регуляции (т.е. ингибированию или подавлению) ответа, или обоим в комбинации или по от-

дельности. "Модулятор" представляет собой соединение или молекулу, которая модулирует и может 

представлять собой, например, агонист, антагонист, активатор, стимулятор, супрессор или ингибитор. 

Фраза "влияет на модулятор" понимается как изменение экспрессии, изменение содержания или 

изменение активности модулятора. 

Используемый в настоящем документе термин "троламин" относится к троламину NF, триэтанола-

мину, TEALAN, TEAlan 99%, триэтаноламину, 99%, триэтаноламину, NF или триэтаноламину, 99%, 

NF. Эти термины могут быть использованы в настоящем описании взаимозаменяемо. 

Термин "геном" относится ко всей генетической информации биологической сущности (клетки, 

ткани, органы, система, организм). Он кодируется либо в ДНК или РНК (у некоторых вирусов, напри-

мер). Геном включает в себя как гены, так и некодирующие последовательности ДНК. 
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Термин "протеом" относится ко всему набору белков, экспрессированных геномом, клеткой, тка-

нью или организмом в данный момент времени. Более конкретно, он может относиться ко всей совокуп-

ности экспрессированных белков в данном типе клеток или организме в данный момент времени в опре-

деленных условиях. Протеом может включать в себя варианты белка в связи с, например, альтернатив-

ным сплайсингом генов и/или посттрансляционными модификациями (например, гликозилированием 

или фосфорилированием). 

Термин "транскриптом" относится ко всему набору транскрибированных молекул РНК, включаю-

щим в себя мРНК, рРНК, тРНК, микроРНК, дайсер-субстратные РНК и другую не-кодирующую РНК, 

произведенные в одной или нескольких популяциях клеток в данный момент времени. Этот термин мо-

жет быть применен к общему набору транскриптов в данном организме или к конкретному подмножест-

ву транскриптов, присутствующих в определенном типе клеток. В отличие от генома, который примерно 

фиксирован для данной клеточной линии (за исключением мутаций), транскриптом может меняться вме-

сте с окружающими условиями. Поскольку он включает в себя все транскрипты мРНК в клетке, транс-

криптом отражает гены, которые в настоящее время активно экспрессируются в любой момент времени, 

за исключением явлений деградации мРНК, такие как транскрипционное затухание. 

Изучение транскриптомики, также упоминаемое как профилирование экспрессии, анализирует уро-

вень экспрессии мРНК в данной популяции клеток, часто с использованием высокоэффективных техник, 

основанных на технологии микрочипов ДНК. 

Термин "метаболом" относится к полному набору низкомолекулярных метаболитов (например, ме-

таболомических промежуточных продуктов, гормонов и других сигнальных молекул и вторичных мета-

болитов), найденным в биологическом образце, таком как единственный организм, в данный момент 

времени при данном состоянии. Метаболом динамичен и может изменяться каждую секунду. 

Термин "липидом" относится к полному набору липидов, который можно найти в биологическом 

образце, таком как единственный организм, в данный момент времени при данном состоянии. Липидом 

динамичен и может изменяться каждую секунду. 

Термин "интерактом" относится ко всему набору молекулярных взаимодействий в изучаемой био-

логической системе (например, клетках). Он может отображаться в виде ориентированной графы. Моле-

кулярные взаимодействия могут происходить между молекулами, принадлежащими к разным биохими-

ческих семействам (белки, нуклеиновые кислоты, липиды, углеводы и т.д.), а также в рамках данного 

семейства. Когда говорят в терминах протеомики, интерактом относится к сети взаимодействий белок-

белок (PPI) или сети взаимодействия белка (PIN). Другой широко изучаемый тип интерактома представ-

ляет собой интерактом белок-ДНК (сеть, образованная транскрипционными факторами (и регуляторны-

ми белками ДНК или хроматина) и их генами-мишенями. 

Термин "клеточные выходные данные" включает в себя коллекцию параметров, предпочтительно 

измеримых параметров, относящихся к клеточному статусу, включающему в себя (без ограничения): 

уровень транскрипции одного или нескольких генов (например, измеряемый с помощью ОТ-ПЦР, кПЦР, 

микрочипом и т.д.), уровень экспрессии одного или нескольких белков (например, измеряемый с помо-

щью масс-спектрометрии или вестерн-блоттинга), абсолютную активность (например, измеряемую как 

коэффициент конверсии субстрата) или относительную активность (например, измеряемую как % значе-

ния по сравнению с максимальной активностью) одного или нескольких ферментов или белков, уровень 

одного или нескольких метаболитов или интермедиатов, уровень окислительного фосфорилирования 

(например, измеряемый по коэффициенту потребления кислорода или OCR), уровень гликолиза (напри-

мер, измеряемый по коэффициенту внеклеточного закисления ECAR), протяженность связывания ли-

ганд-мишень или взаимодействия, активность внеклеточных секретируемых молекул и т.д. Клеточные 

выходные данные могут включать в себя данные для заранее определенного количества генов-мишеней 

или белков и т.д., или могут включать в себя глобальную оценку всех обнаруживаемых генов или белков. 

Например, масс-спектрометрия может быть использована для идентификации и/или количественной 

оценки всех обнаруживаемых белков, экспрессированных в данном образце или популяции клеток, без 

предварительного знания того, может ли любой конкретный белок быть экспрессирован в образце или 

клеточной популяции. 

Используемый в настоящем документе термин "система клеток" включает в себя популяцию гомо-

генных или гетерогенных клеток. Клетки в системе могут расти in vivo, в естественной или физиологиче-

ской среде, или могут расти in vitro, например, контролируемом окружении культуры тканей. Клетки в 

системе могут быть относительно гомогенными (например, не менее 70, 80, 90, 95, 99, 99,5, 99,9% гомо-

генности) или могут содержать два или более типов клеток, таких как типы клеток, которые обычно рас-

тут в непосредственной близости in vivo, или типы клеток, которые могут взаимодействовать друг с дру-

гом in vivo через, например, паракрин или другое дальнее межклеточное взаимодействие. Клетки в сис-

теме клеток могут быть получены из установленных клеточных линий, включающих в себя клеточные 

линии злокачественных опухолей, бессмертные клеточные линии или нормальные клеточные линии, или 

могут быть первичными клетками или клетками, только выделенными из живых тканей или органов. 

Клетки в клеточной системе, как правило, находятся в контакте с "клеточной окружающей средой", 

которая может обеспечивать питательными веществами, газами (кислородом или CO2 и т.д.), химиче-
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скими веществами или белковыми/небелковыми стимуляторами, которые могут определять условия, 

влияющие на клеточное поведение. Клеточная окружающая среда может представлять собой химические 

среды с определенными химическими компонентами и/или менее четко определенными тканевыми экс-

трактами или компонентами сыворотки, и может включать в себя определенное значение pH, содержа-

ние CO2, давление и температуру, при которых клетки растут. Кроме того, клеточная окружающая среда 

может быть естественной или физиологической окружающей средой, найденной in vivo для конкретной 

системы клеток. 

Согласно некоторым вариантам осуществления клеточная окружающая среда содержит условия, 

которые моделируют аспект биологической системы или процесса, например, моделируют состояние, 

процесс или окружающую среду заболевания. Такие условия культивирования включают в себя, напри-

мер, гипергликемию, гипоксию или обогащенные молочной кислотой условия. Многочисленные другие 

подобные условия описаны в настоящем документе. 

Согласно некоторым вариантам осуществления клеточная окружающая среда для конкретной сис-

темы клеток также включает в себя определенные особенности клеточной поверхности системы клеток, 

такие как типы рецепторов или лигандов на клеточной поверхности и их соответствующие активности, 

структуру углеводных или липидных молекул, полярность или текучесть мембраны, состояние кластери-

зации определенных мембранных белков и т.д. Эти особенности клеточной поверхности могут повлиять 

на функцию соседних клеток, таких как клетки, принадлежащие к другой системе клеток. Согласно не-

которым другим вариантам осуществления, однако, клеточная окружающая среда системы клеток не 

включает в себя особенности клеточной поверхности системы клеток. 

Клеточная окружающая среда может быть изменена для того, чтобы стать "модифицированной кле-

точной окружающей средой". Изменения могут включать в себя изменения (например, увеличение или 

уменьшение) любого одного или нескольких компонентов, найденных в клеточной окружающей среде, 

включающей в себя добавление одного или нескольких "компонентов внешнего раздражителя" к клеточ-

ной окружающей среде. Возмущающее воздействие окружающей среды или компонент внешнего раз-

дражителя может быть эндогенным по отношению к клеточной окружающей среде (например, клеточная 

окружающая среда содержит несколько уровней стимулятора, и больше того же добавляют для увеличе-

ния его содержания) или может быть экзогенным по отношению к клеточной окружающей среде (на-

пример, стимулятор в основном отсутствует в клеточной окружающей среде перед изменением). Клеточ-

ная окружающая среда может быть дополнительно изменена путем вторичных изменений, представ-

ляющих собой результат добавления компонента внешнего раздражителя, так как компонент внешнего 

раздражителя может изменить клеточные выходные данные системы клеток, включающие в себя моле-

кулы, секретируемые в клеточной окружающей среде системы клеток. 

Используемый в настоящем документе термин "компонент внешнего раздражителя", также назы-

ваемый в настоящем документе "возмущающим воздействием окружающей среды", включает в себя лю-

бой внешний физический и/или химический раздражитель, который может повлиять на клеточную 

функцию. Он может включать в себя любые большие или маленькие органические или неорганические 

молекулы, природные или синтетические химические вещества, температурные сдвиги, изменение pH, 

радиацию, свет (UVA, UVB и т.д.), микроволны, звуковые волны, электрический ток, модулированные 

или немодулированные магнитные поля и т.д. 

Термин "многомерная внутриклеточная молекула (MIM)" представляет собой выделенную версию 

или синтетический вариант эндогенной молекулы, которая естественным образом вырабатывается в ор-

ганизме и/или присутствует по меньшей мере в одной клетке человека. MIM может входить в клетку, и 

вход в клетку включает в себя полный или частичный вход в клетку до тех пор, пока биологически ак-

тивная часть молекулы полностью проникнет в клетку. MIM способны индуцировать механизм передачи 

сигнала и/или экспрессии гена внутри клетки. MIM характеризуются многомерностью, поскольку моле-

кулы содержат, как терапевтическое средство, так и носитель, например, доставка лекарственных 

средств, эффект. MIM также характеризуются многомерностью, потому что молекулы действуют одним 

путем при патологическом состоянии и по-другому при нормальном состоянии. Например, в случае 

CoQ-10, введение CoQ-10 в клетку меланомы в присутствии VEGF приводит к снижению уровня Bcl2, 

который, в свою очередь, приводит к снижению онкогенного потенциала клеток меланомы. В отличие от 

этого, в нормальном фибробласте совместное введение CoQ-10 и VEFG не влияет на содержание Bcl2. 

Согласно одному варианту осуществления MIM представляет собой также epi-shifter. Согласно дру-

гому варианту осуществления MIM представляет собой epi-shifter. Согласно другому варианту осущест-

вления MIM характеризуется одной или несколькими из указанных выше функций. Согласно другому 

варианту осуществления MIM характеризуется двумя или более из указанных выше функций. Согласно 

дополнительному варианту осуществления MIM характеризуется тремя или более из указанных выше 

функций. Согласно еще одному варианту MIM характеризуется всеми из вышеуказанных функций. Спе-

циалисту в настоящей области техники будет понятно, что MIM согласно настоящему изобретению так-

же охватывает смесь двух или более эндогенных молекул, причем смесь характеризуется одной или не-

сколькими из указанных выше функций. Эндогенные молекулы в смеси присутствуют в таком соотно-

шении, чтобы смесь действовала как MIM. 
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MIM могут представлять собой молекулы на основе липидов или не липидов. Примеры MIM вклю-

чают в себя без ограничения CoQ10, ацетил Co-A, пальмитил Co-A, L-карнитин, такие аминокислоты, 

как, например, тирозин, фенилаланин и цистеин. Согласно одному варианту осуществления MIM пред-

ставляет собой небольшую молекулу. Согласно одному варианту осуществления настоящего изобрете-

ния MIM представляет собой не CoQ10. MIM могут быть обычно определены специалистом в настоящей 

области техники с использованием любого из анализов, описанных подробно в настоящем документе. 

MIM описаны более подробно в патенте США 12/777902 (US 2011-0110914), полное содержание которо-

го специально включено в настоящий документ посредством ссылки. 

Используемый в настоящем документе "вещество, вызывающее выраженные метаболомические 

сдвиги" (epi-shifter) представляет собой молекулу, которая модулирует метаболомический сдвиг от здо-

рового (или нормального) состояния в патологическое состояние и наоборот, тем самым сохраняя или 

восстанавливая клеточное, тканевое, органное и/или системное здоровье у человека. Epi-shifter способны 

осуществлять нормализацию в тканевой микросреде. Например, epi-shifter включает в себя любую моле-

кулу, которая способна, когда добавляется или расщепляется в клетке, влиять на микроокружение (на-

пример, метаболомическое состояние) клетки. Специалисту в настоящей области техники будет понятно, 

что epi-shifter согласно настоящему изобретению также охватывает смесь двух или более молекул, при-

чем смесь характеризуется одной или несколькими из указанных выше функций. Молекулы в смеси при-

сутствуют в таком соотношении, чтобы смесь функционировала как epi-shifter. Примеры epi-shifter 

включают в себя без ограничения CoQ-10; витамин D3; такие компоненты ECM, как фибронектин; такие 

иммуномодуляторы, как TNF или любые из интерлейкинов, например, IL-5, IL-12, IL-23; ангиогенные 

факторы и факторы апоптоза. 

Согласно одному варианту осуществления epi-shifter представляет собой также MIM. Согласно од-

ному варианту осуществления epi-shifter представляет собой не CoQ10. Epi-shifter могут быть обычно 

определены специалистом в настоящей области техники с использованием любого из анализов, описан-

ных подробно в настоящем документе. Epi-shifter описаны более подробно в патенте США 12/777902 

(US 2011-0110914), полное содержание которого специально включено в настоящий документ посредст-

вом ссылки. 

Другие термины явно не определенные в настоящем изобретении характеризуются тем же значени-

ем, которое понятно любому специалисту в настоящей области техники. 

III. Иллюстративные стадии и компоненты платформенной технологии 

Только для цели иллюстрации, следующие стадии предмета платформенной технологии могут быть 

описаны ниже как иллюстративная утилита для интеграции данных, полученных от пользовательского 

построения модели злокачественной опухоли, а также для идентификации новых белков/путей управле-

ния патогенезом злокачественной опухоли. Реляционные карты, полученные в результате этого анализа, 

включают мишени лечения злокачественных опухолей, а также диагностические/прогностические мар-

керы, связанные со злокачественной опухолью. Тем не менее, предмет платформенной технологии ха-

рактеризуется общей применимостью к любой биологической системе или процессу и не ограничивается 

какой-либо конкретной злокачественной опухолью или другими конкретными моделями заболеваний. 

Кроме того, хотя описание ниже представлено в некоторых частях, как дискретные стадии, оно 

предназначено для цели иллюстрации и простоты, и, таким образом, в действительности, это не означает 

такой жесткий порядок и/или разграничение стадий. Кроме того, стадии настоящего изобретения могут 

быть выполнены отдельно, и предусмотренное в настоящем документе изобретение предназначено для 

охвата каждой из стадий в отдельности, а также комбинации из одной или нескольких (например, любой 

одной, двух, трех, четырех, пяти, шести или всех семи стадий) стадий предмета платформенной техноло-

гии, которые могут быть проведены независимо от остальных стадий. 

Настоящее изобретение также предназначено для включения в себя всех аспектов платформенной 

технологии в виде отдельных компонентов, а также вариантов осуществления настоящего изобретения. 

Например, созданные наборы данных предназначены для того, чтобы представлять собой варианты осу-

ществления настоящего изобретения. В качестве дополнительных примеров, созданные сети причинно-

следственных связей, созданные консенсусные сети причинно-следственных связей и/или созданные 

смоделированные сети причинно-следственных связей также предназначены для того, чтобы представ-

лять собой варианты осуществления настоящего изобретения. Причинно-следственные связи, идентифи-

цированные как уникальные в биологической системе, предназначены для того, чтобы представлять со-

бой варианты осуществления настоящего изобретения. Кроме того, построенные по заказу модели для 

конкретной биологической системы также предназначены для того, чтобы представлять собой варианты 

осуществления настоящего изобретения. Например, построенные по заказу модели патологического со-

стояния или процесса, такие как, например, модели ангиогенеза, клеточные модели злокачественных 

опухолей, ожирения/диабета/сердечно-сосудистых заболеваний или пользовательские построенные мо-

дели токсичности (например, кардиотоксичности) лекарственного средства, также предназначены для 

того, чтобы представлять собой варианты осуществления настоящего изобретения. 

A. Построение модели по заказу. 

Первая стадия в платформенной технологии представляет собой создание модели биологической 
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системы или процесса. 

1. Модели ангиогенеза. 

Известны как in vitro, так и in vivo модели ангиогенеза. Например, модель in vitro с использованием 

человеческих эндотелиальных клеток сосудов пуповины (HUVEC) предусмотрена более подробно в 

примерах. Вкратце, когда HUVEC выращивают в суб-конфлюэнтных культурах, они проявляют характе-

ристики ангиогенных клеток. Когда HUVEC выращивают в конфлюэнтных культурах, они не проявляют 

характеристики ангиогенных клеток. Большинство стадий в ангиогенном каскаде могут быть проанали-

зированы in vitro, в том числе пролиферация, миграция и дифференциация эндотелиальных клеток. Ис-

следования пролиферации основаны на подсчете клеток, включении тимидина или иммуно-

гистохимическом окрашивании на клеточную пролиферацию (путем измерения PCNA) или гибель кле-

ток (по терминальному дезоксиуридиновому мечению концов или анализу Tunel). Хемотаксис может 

быть измерен в камере бойдена, которая состоит из верхней и нижней лунок, разделенных мембранным 

фильтром. Хемотаксические растворы помещают в нижнюю лунку, клетки добавляют в верхнюю лунку, 

и после периода инкубации клетки, которые мигрировали в сторону хемотаксического стимула, подсчи-

тывают на нижней поверхности мембраны. Миграцию клеток также можно изучать с помощью анализа 

способом зарастания царапины, представленного в приведенных ниже примерах. Дифференциация мо-

жет быть вызвана in vitro путем культивирования эндотелиальных клеток в разных компонентах ECM, 

включающим в себя двух- и трехмерные сгустки фибрина, гели коллагена и матригель. Также было пока-

зано, что микрососуды растут из колец аорты крысы, встроенных в трехмерный фибриновый гель. Экс-

прессия матриксной металлопротеиназы может быть проанализирована с помощью анализа зимогена. 

Сосудистая сеть сетчатки не сформирована полностью у мышей в момент рождения. Сосудистый 

рост и ангиогенез были подробно изучены на этой модели. Становление сетчатки может быть использо-

вано для анализа ангиогенеза, как нормального биологического процесса. 

Анализ с куриной хорион-аллантоисной мембраной (CAM) хорошо известен в настоящей области 

техники. Ранний куриный эмбрион не характеризуется зрелой иммунной системой и, следовательно, ис-

пользуется для изучения индуцированного опухолью ангиогенеза. Трансплантаты ткани помещают на 

CAM через отверстие в скорлупе. Это вызывало типичную радиальную перестройку сосудов в сторону и 

явное увеличение сосудов вокруг трансплантата в течение четырех дней после имплантации. Входящие в 

трансплантат кровеносные сосуды подсчитываются под стереомикроскопом. Для оценки антиангиоген-

ной или ангиогенной активности исследуемых соединений, соединения получают либо медленным вы-

свобождением полимерных гранул, абсорбированных желатиновыми губками, либо сушат на воздухе на 

пластиковых дисках, а затем имплантируют на CAM. Были описано несколько вариантов анализа CAM, 

включающих в себя культивирование безоболочечных эмбрионов в чашках Петри, а также различные 

количественные способы (т.е. измерение скорости биосинтеза базальной мембраны с использованием 

радио-меченного пролина, подсчета количества судов под микроскопом или анализа изображений). 

Роговица представляет бессосудистый участок in vivo. Таким образом, любые сосуды, проникаю-

щие от лимба в строму роговицы, могут быть идентифицированы как вновь образованные. Чтобы инду-

цировать ангиогенный ответ, полимерные гранулы с замедленным высвобождением [т.е. поли-2-

гидроксиэтилметакрилат (гидрон) или сополимер этилена и винилацетата (ELVAX)], содержащие ангио-

генное вещество (например, FGF-2 VEGF), имплантируют в "карманы", созданные в строме роговицы 

кролика. Кроме того, большое разнообразие тканей, клеток, клеточных экстрактов и кондиционирован-

ных сред было исследовано на их влияние на ангиогенез в роговице. Сосудистая реакция может быть 

определена количественно с помощью компьютерного анализа изображения после перфузии роговицы с 

тушью. Роговица может быть собрана и проанализирована с использованием предусмотренных в на-

стоящем документе способов платформы. 

MATRIGEL представляет собой матрикс новообразования мышиной базальной мембраны, из-

вестный как мышиная саркома Engelbreth-Holm-Swarm. Он представляет собой сложную смесь белков 

базальной мембраны, включающих в себя ламинин, коллаген типа IV, гепарансульфат, фибрин и факто-

ры роста, включающие в себя EGF, TGF-B, PDGF и IGF-1. Изначально он был разработан для изучения 

дифференцировки эндотелиальных клеток in vitro. Тем не менее, содержащие MATRIGEL FGF-2 могут 

быть введены подкожно мышам. MATRIGEL представляет собой жидкость при температуре 4°C, но 

образует твердый гель при 37°C, который захватывает фактор роста, чтобы обеспечить его медленное 

высвобождение. Как правило, через 10 дней, пробки MATRIGEL удаляют и ангиогенез количественно 

определяют гистологически или морфометрически в срезах пробки. Пробки MATRIGEL могут быть 

собраны и проанализированы с использованием способов платформы, предусмотренных в настоящем 

документе. 

2. Модели заболевания in vitro. 

Пример биологической системы или процесса представляет собой злокачественную опухоль. Как и 

любой другой сложной биологический процесс или система, злокачественная опухоль представляет со-

бой сложное патологическое состояние, характеризующееся множественными уникальными аспектами. 

Например, благодаря своей высокой скорости роста многие клетки злокачественной опухоли адаптиро-
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ваны к росту в условиях гипоксии, характеризуются повышающей регуляцией гликолиза и метаболоми-

ческими путями сниженного окислительного фосфорилирования. В результате, клетки злокачественной 

опухоли могут по-разному реагировать на возмущающее воздействие окружающей среды, такое как ле-

чение с помощью потенциального лекарственного средства, по сравнению с реакцией нормальных кле-

ток в ответ на такое же лечение. Таким образом, было бы интересно расшифровать уникальные реакции 

злокачественной опухоли на лекарственную терапию в сравнении с реакциями нормальных клеток. Для 

этого может быть создана пользовательская модель злокачественной опухоли, чтобы моделировать ок-

ружение клетки злокачественной опухоли, например, в опухоли in vivo путем создания условий культи-

вирования клеток близких к условиям клетки злокачественной опухоли в опухоли in vivo, или для ими-

тации различных аспектов роста злокачественной опухоли путем выделения различных условий роста 

клеток злокачественной опухоли. 

Такая "окружающая среда" злокачественной опухоли или стрессовое условие роста представляет 

собой гипоксию, состояние, как правило, обнаруживаемое в солидной опухоли. Гипоксия может быть 

индуцирована в клетках с использованием известных в настоящей области техники способов. Например, 

гипоксия может быть вызвана путем помещения клеточных систем в камеру модульного инкубатора 

(MIC-101, Billups-Rothenberg Inc. Del Mar, CA), которая может быть заполнена промышленной газовой 

смесью, содержащей 5% CO2, 2% O2 и 93% азота. Эффекты могут быть измерены после заранее опреде-

ленного периода, например, через 24 ч после лечения гипоксии с и без дополнительных компонентов 

внешнего раздражителя (например, CoQ10 при 0, 50 или 100 мкМ). 

Точно так же, воздействие молочной кислоты клеток имитирует клеточную окружающую среду, в 

которой активность гликолиза так же высока, как она существует в окружающей опухоль среде in vivo. 

Индуцированный молочной кислотой стресс можно исследовать в конечной концентрации молочной 

кислоты, равной приблизительно 12,5 мМ, в заранее определенное время, например, через 24 ч с и без 

дополнительных компонентов внешнего раздражителя (например, CoQ10 при 0, 50 или 100 мкМ). 

Гипергликемия обычно представляет собой обязательное условие, найденное при диабете; однако, 

гипергликемия также в некоторой степени имитирует один аспект роста злокачественной опухоли, пото-

му что многие клетки злокачественной опухоли зависят от глюкозы как от их основного источника энер-

гии. Воздействие на исследуемые клетки типичным условием гипергликемии может включать добавле-

ние 10% по отношению к культуре глюкозы в подходящие среды, так что конечная концентрация глюко-

зы в средах составляет около 22 мМ. 

Индивидуальные условия, отражающие различные аспекты роста опухоли, могут быть исследованы 

отдельно в построенной по заказу модели злокачественной опухоли и/или могут быть объединены вме-

сте. Согласно одному варианту осуществления комбинации по меньшей мере 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 

20, 25, 30, 40, 50 или более условий, отражающие или моделирующие различные аспекты роста/условий 

опухоли исследуются в построенной по заказу модели злокачественной опухоли. Согласно одному вари-

анту осуществления отдельные условия и, кроме того, комбинации по меньшей мере 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 или более условий, отражающие или моделирующие различные аспекты рос-

та/условий опухоли исследуются в построенной по заказу модели злокачественной опухоли. Все значе-

ния, представленные в вышеизложенном списке, также могут представлять собой верхний или нижний 

предел диапазонов, которые предназначены, чтобы быть частью этого изобретения, например, от 1 до 5, 

от 1 до 10, от 1 до 20, от 1 до 30, от 2 до 5, от 2 до 10, от 5 до 10, от 1 до 20, от 5 до 20, от 10 до 20, от 10 

до 25, от 10 до 30 или от 10 до 50 разных условий. 

В настоящем документе ниже перечислены несколько иллюстративных комбинаций условий, кото-

рые могут быть использованы для воздействия на клетки. Другие комбинации могут быть легко состав-

лены в зависимости от конкретной перекрестной биологической оценки, которая проводится. 

1. Только среды. 

2. 50 мкМ CTL коэнзим Q10 (CoQ10). 

3. 100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

4. 12,5 мМ молочная кислота. 

5. 12,5 мМ молочная кислота + 50 мкМ CTL коэнзим Q10. 

6. 12,5 мМ молочная кислота + 100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

7. Гипоксия. 

8. Гипоксия + 50 мкМ CTL коэнзим Q10. 

9. Гипоксия + 100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

10. Гипоксия + 12,5 мМ молочная кислота. 

11. Гипоксия + 12,5 мМ молочная кислота + 50 мкМ CTL коэнзим Q10. 

12. Гипоксия + 12,5 мМ молочная кислота + 100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

13. Среды + 22 мМ глюкоза. 

14. 50 мкМ CTL коэнзим Q10 + 22 мМ глюкоза. 

15. 100 мкМ CTL коэнзим Q10 + 22 мМ глюкоза. 

16. 12,5 мМ молочная кислота + 22 мМ глюкоза. 

17. 12,5 мМ молочная кислота + 22 мМ глюкоза + 50 мкМ CTL коэнзим Q10. 
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18. 12,5 мМ молочная кислота + 22 мм глюкоза +100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

19. Гипоксия + 22 мМ глюкоза. 

20. Гипоксия + 22 мМ глюкоза + 50 мкМ CTL коэнзим Q10. 

21. Гипоксия + 22 мМ глюкоза + 100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

22. Гипоксия + 12,5 мМ молочная кислота + 22 мМ глюкоза. 

23. Гипоксия + 12,5 мМ молочная кислота + 22 мМ глюкоза + 50 мкМ CTL коэнзим Q10. 

24. Гипоксия + 12,5 мМ молочная кислота + 22 мМ глюкоза +100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

В качестве контроля одну или несколько нормальных клеточных линий (например, THLE2 и HDFA) 

культивируют в аналогичных условиях для того, чтобы идентифицировать уникальные белки или пути 

злокачественной опухоли (см. ниже). Контролем может выступать описанная выше сравнительная кле-

точная модель. 

Множественные клетки злокачественной опухоли одного и того же или разного происхождения 

(например, линии злокачественных опухолей PaCa2, HepG2, PC3 и MCF7), в отличие от одного типа кле-

ток злокачественной опухоли, могут быть включены в модель злокачественной опухоли. В определен-

ных ситуациях эксперименты по взаимовлиянию или ECS между различными клетками злокачественных 

опухолей (например, HepG2 и PaCa2) могут проводиться для нескольких взаимосвязанных целей. 

Согласно некоторым вариантам осуществления, которые включают в себя взаимовлияние, экспери-

менты, проведенные на клеточных моделях, разрабатывают для определения модуляции клеточного со-

стояния или функции одной системы клеток или популяции (например, клетка гепатокарциномы HepG2) 

с помощью другой системы клеток или популяции (например, злокачественная опухоль поджелудочной 

железы PaCa2) при определенных условиях воздействия (например, гипергликемия, гипоксия (ишемия)). 

В соответствии с типичной постановкой первая клеточная система/популяция контактирует с компонен-

тами внешних раздражителей, такими как кандидатная молекула (например, низкомолекулярное лекар-

ственное средство, белок) или кандидатное состояние (например, гипоксия, окружающая среда с высо-

ким содержанием глюкозы). В ответ на это первая клеточная система/популяция изменяет свой транс-

криптом, протеом, метаболом и/или интерактом, что приводит к изменениям, которые можно легко об-

наружить как внутри, так и вне клетки. Например, изменения в транскриптоме могут быть измерены по 

уровню транскрипции множества мРНК-мишеней; изменения в протеоме могут быть измерены по уров-

ню экспрессии множества белков-мишеней и изменения в метаболоме могут быть измерены по уровню 

множества метаболитов-мишеней с помощью анализов, разработанных специально для данных метабо-

литов. С другой стороны, вышеупомянутые изменения в метаболоме и/или протеоме, по меньшей мере, в 

отношении определенных секретируемых метаболитов или белков, могут также быть измерены по влия-

нию на вторую клеточную систему/популяция, включающую в себя модуляцию транскриптома, протео-

ма, метаболома и интерактома второй клеточной системы/популяции. Таким образом, эксперименты мо-

гут быть использованы для идентификации эффектов представляющей интерес молекулы(-), секретируе-

мой первой клеточной системой/популяцией, на вторую клеточную систему/популяцию при различных 

условиях воздействия. Эксперименты также могут быть использованы, чтобы идентифицировать любые 

белки, которые модулируются в результате передачи сигналов от первой клеточной системы (в ответ на 

воздействие компонентом внешнего раздражителя) к другой системе клеток с помощью, например, диф-

ференциального скрининга протеомики. Те же экспериментальные условия также могут быть приспо-

соблены для обратной постановки таким образом, что взаимные эффекты между двумя клеточными сис-

темами также могут быть оценены. В общем, для этого типа эксперимента выбор пар клеточных линий в 

значительной степени основан на таких факторах, как происхождение, патологическое состояния и кле-

точная функция. 

Хотя двухклеточные системы, как правило, участвуют в этом типе экспериментальной постановки, 

аналогичные эксперименты также могут быть разработаны для более чем двухклеточных систем, напри-

мер иммобилизация каждой отдельной системы клеток на отдельной твердой подложке. 

После того как пользовательская модель построена, к системе могут быть применены одно или не-

сколько "возмущающих воздействий", такие как генетическая изменчивость от пациента к пациенту или 

наличие/отсутствие лечения некоторыми лекарственными средствами или пролекарствами. См. фиг. 15D. 

Эффекты таких возмущающих воздействий на систему, в том числе эффект на связанные с заболеванием 

клетки злокачественной опухоли и связанные с заболеванием нормальные контрольные клетки может 

быть измерен с помощью различных известных в настоящей области техники или запатентованных 

средств, описанных в разделе III.B ниже. 

В иллюстративном эксперименте линии злокачественных опухолей PaCa2, HepG2, PC3 и MCF7 и 

нормальные клеточные линии THLE2 и HDFA выдерживали при каждом из условий гипергликемии, ги-

поксии и обогащенности молочной кислотой, а также во всех комбинациях двух или трех условий, и в 

дополнение с или без возмущающего воздействия окружающей среды, в частности, воздействия коэнзи-

мом Q10. 

Построенная по заказу клеточная модель может быть установлена и использоваться на стадиях 

платформенной технологии изобретения конечной идентификации причинно-следственной связи, уни-

кальной в биологической системе, путем проведения описанных в настоящем документе стадий. Специа-
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листу в настоящей области техники будет понятно, однако, что построенная по заказу клеточная модель, 

которая используется для получения начальной, "первого поколения" консенсусной сети причинно-

следственных связей для биологического процесса, может постоянно развиваться или расширяться с те-

чением времени, например, за счет введения дополнительных клеточных линий злокачественных опухо-

лей или нормальных и/или дополнительных условий злокачественных опухолей. Могут быть собраны 

дополнительные данные от усовершенствованной клеточной модели, т.е. данные вновь добавленной час-

ти(ей) клеточной модели. Новые данные, собранные от расширенной или развитой модели клеток, т.е. от 

вновь добавленной части(ей) клеточной модели, могут быть затем введены в наборы данных, ранее ис-

пользуемые для создания консенсусной сети причинно-следственных связей "первого поколения" для 

того, чтобы получить более консенсусную сеть причинно-следственных связей "второго поколения". Но-

вые причинно-следственные связи, уникальные для биологической системы, могут быть затем иденти-

фицированы из консенсусной сети причинно-следственных связей "второго поколения". Таким образом, 

эволюция клеточной модели включает эволюцию консенсусных сетей причинно-следственных связей, 

тем самым обеспечивая новое и/или более надежное понимание модуляторов биологической системы. 

Дополнительные примеры, построенные по заказу клеточных моделей, подробно описаны в на-

стоящем документе. 

B. Сбор данных. 

Как правило, два типа данных могут быть собраны от любых построенных по заказу модельных си-

стем. Один тип данных (например, первый набор данных, третий набор данных), как правило, относится 

к содержанию определенных макромолекул, таких как ДНК, РНК, белок, липид и т.д. Иллюстративный 

набор данных в этой категории представляет собой протеомные данные (например, качественные и ко-

личественные данные, касающиеся экспрессии всех или по существу всех измеримых белков от образца). 

Другой тип данных, как правило, представляет собой функциональные данные (например, второй набор 

данных, четвертый набор данных), которые отражают фенотипические изменения, представляющие со-

бой результат изменений в первом типе данных. 

Что касается первого типа данных, в некоторых примерных вариантах осуществления количествен-

ная полимеразная цепная реакция (кПЦР) и протеомика выполняются на изменениях профиля в экспрес-

сии клеточной мРНК и белка с помощью количественной полимеразной цепной реакции (кПЦР) и про-

теомики. Общая РНК может быть выделена с использованием коммерческого набора для выделения 

РНК. После синтеза кДНК определенные коммерчески доступные массивы кПЦР (например, из SA Bio-

sciences) для области заболевания или таких клеточных процессов, как ангиогенез, апоптоз и диабет, мо-

гут быть использованы для характеристики предопределенного набора генов, следуя инструкциям про-

изводителя. Например, система амплификации Biorad CFX-384 может быть использована для всех экспе-

риментов профилирования транскрипции. После сбора данных (Ct) окончательная кратность изменения 

по отношению к контролю может быть определена с использованием способа δCt, как указано в прото-

коле производителя. Протеомный анализ образцов может быть выполнен, как описано в последующих 

разделах. 

Рассматриваемый способ может использовать масштабный высокоэффективный количественный 

протеомный анализ сотен образцов сходной характеристики и предоставлять данные, необходимые для 

идентификации клеточных выходных дифференциалов. 

Существует множество известных в настоящей области техники технологий, пригодных для этой 

цели. Иллюстративная техника, анализ iTRAQ в сочетании с масс-спектрометрией, кратко описана ниже. 

Подход количественной протеомики базируется на стабильном изотопном мечении с реагентом 8-

plex iTRAQ и 2D-ЖХ MALDI МС/МС для идентификации пептидов и количественного определения. 

Количественное определение с этой техникой характеризуется относительностью: пептидам и белкам 

присваиваются относительные содержания, по сравнению с эталонным образцом. Общие эталонные об-

разцы при многочисленных экспериментах iTRAQ облегчают сравнение образцов во множественных 

экспериментах iTRAQ. 

Например, для реализации этой схемы анализа, шесть основных образцов и два пула контрольных 

образцов могут быть объединены в одну смесь 8-plex iTRAQ в соответствии с рекомендациями изготови-

теля. Эта смесь из восьми образцов может быть затем фракционирована путем двумерной жидкостной 

хроматографии; сильным катионным обменом (SCX) в первом измерении, и обращенно-фазовой ВЭЖХ 

во втором измерении, затем может быть подвергнута масс-спектрометрическому анализу. 

В настоящем документе предусмотрен краткий обзор иллюстративных лабораторных процедур, ко-

торые могут быть использованы. 

Экстракция белка: клетки могут быть лизированы буфером для лизиса с 8 М мочевиной с ингиби-

торами протеазы (ингибитор протеазы Thermo Scientific Halt без ЭДТА) и инкубированы на льду в тече-

ние 30 мин с перемешиванием в течение 5 с каждые 10 мин. Лизис может быть завершен ультразвуком с 

5-секундным импульсом. Клеточные лизаты могут быть центрифугированы при 14000×g в течение 15 

мин (4°C) для удаления продуктов распада клеток. Для определения концентрации белка может быть 

выполнен анализ брэдфорда. 100 мкг белка из каждого образца могут быть редуцированы (10 мМ дити-
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отреитола (ДТТ), 55°C, 1 ч), алкилированы (25 мМ йодацетамида, при комнатной температуре, 30 мин), а 

затем расщеплены трипсином (1:25 вес./вес., 200 мМ триэтиламмониевый бикарбонат (TEAB), 37°C, 16 

ч). 

Подготовка образца секретома: 1) согласно одному варианту осуществления клетки могут быть 

культивированы в бессывороточной среде: кондиционированные среды могут быть сконцентрированы 

путем сублимационной сушки, редуцированы (10 мМ дитиотреитола (ДТТ), 55°C, 1 ч), алкилированы (25 

мМ йодацетамида, при комнатной температуре, 30 мин), а затем обессолены с помощью актоновой пре-

ципитации. Равное количество белков из концентрированных кондиционированных сред могут быть 

расщеплены трипсином (1:25 вес./вес., 200 мМ триэтиламмониевый бикарбонат (TEAB), 37°C, 16 ч). 

Согласно одному варианту осуществления клетки могут быть культивированы в среде, содержащей 

сыворотку: объем среды может быть уменьшен с помощью колонок 3k MWCO Vivaspin (GE Healthcare 

Life Sciences), а затем может быть восстановлен с 1xPBS (Invitrogen). Сывороточный альбумин может 

быть истощен из всех образцов с использованием колонки AlbuVoid (Biotech Support Group, LLC), следуя 

инструкциям производителя с модификациями замены буфера обмена для оптимизации состояния при-

менения среды. 

Мечение 8 Plex iTRAQ: аликвоты от каждого триптического гидролизата в каждом эксперимен-

тальном наборе могут быть объединены вместе для создания объединенного контрольного образца. Рав-

ные аликвоты от каждого образца и объединенный контрольный образец могут быть помечены с помо-

щью реагентов iTRAQ 8 Plex в соответствии с протоколами изготовителя (АВ Sciex). Реакции могут быть 

комбинированы, высушены под вакуумом, ресуспендированы добавлением 0,1% муравьиной кислоты и 

проанализированы с помощью ЖХ-МС/МС. 

2D-наноЖХ-МС/МС: все меченых смеси пептидов могут быть разделены с помощью онлайн-2D-

наноЖХ и проанализированы с помощью тандемной масс-спектрометрии с электрораспылением. Экспе-

рименты можно проводить на ультра системе Eksigent 2D NanoLC, подключенной к масс-спектрометру 

LTQ Orbitrap Velos, оборудованному источником ионов наноэлектрораспыления (Thermo Electron, Bre-

men, Germany). 

Смеси пептидов могут быть введены в колонку 5 см SCX (300 мкм ID, 5 мкм, колонку PolySUL-

FOETHYL Aspartamide от PolyLC, Columbia, MD) с потоком 4 мкл/мин и элюированы в 10 ионные об-

менные сегменты элюирования в колонку-ловушку C18 (2,5 см, 100 мкм ID, 5 мкм, 300 A ProteoPep II от 

New Objective, Woburn, MA) и промыты в течение 5 мин с H2O/0,1% FA. Разделение может быть допол-

нительно проведено при 300 нл/мин с использованием градиента 2-45% B (H2O /0,1% FA (растворитель 

A) и ACN /0,1% FA (растворитель B)) в течение 120 мин на 15 см слитых колонках с силикагелем (75 

мкм ID, 5 мкм, 300 A ProteoPep II от New Objective, Woburn, MA). 

Полное сканирование спектра МС (м/з 300-2000) может быть достигнуто в Orbitrap с разрешением 

30000. Наиболее интенсивные ионы (до 10) могут быть последовательно выделены для фрагментации с 

использованием высокоэнергетической C-ловушки диссоциации (HCD) и динамически исключены в те-

чение 30 с. HCD может быть проведена с шириной изоляции 1,2 Da. Полученные ионы фрагментов могут 

быть отсканированы в Orbitrap с разрешением 7500. LTQ Orbitrap Velos может управляться Xcalibur 2,1 с 

основанием 1.0.1. 

Идентификация и количественное определение пептидов/белков: пептиды и белки могут быть 

идентифицированы с помощью автоматизированного поиска в базе данных с использованием программ-

ного обеспечения Proteome Discoverer (Thermo Electron) с поисковиком Mascot по базе данных SwissProt. 

Параметры поиска могут включать в себя 10 миллионных долей для толерантности MS, 0,02 Da для то-

лерантности MS2 и полное расщепление трипсином, позволяющее до 2 пропущенных расколов. Карба-

мидометилирование (C) может быть установлено как фиксированная модификация. Окисление (M), 

TMT6 и дезамидирование (NQ) могут быть установлены как динамические изменения. Идентификации 

пептидов и белков могут быть отфильтрованы с Mascot Significant Threshold (p <0,05). Фильтры могут 

позволять 99% доверительный уровень идентификации белка (1% FDA). 

Программное обеспечение Proteome Discoverer может применять поправочные коэффициенты на 

репортерные ионы и может отклонять все количественные значения, если не все количественные каналы 

присутствуют. Относительное количественное определение белка может быть достигнуто за счет норма-

лизации при средней интенсивности. 

Что касается второго типа данных в некоторых иллюстративных вариантах осуществления, био-

энергетическое профилирование моделей злокачественной опухоли и нормальных моделей может ис-

пользовать анализатор Seahorse XF24, чтобы обеспечить понимание компонентов гликолиза и окисли-

тельного фосфорилирования. 

В частности, клетки могут быть высеяны на культуральные планшеты Seahorse при оптимальных 

плотностях. Эти клетки могут быть высеяны в 100 мкл среды или обработаны и оставлены в инкубаторе 

при 37°C с 5% CO2. Через 2 ч, когда клетки адгезируют к 24-луночному планшету, могут быть добавлены 

дополнительные 150 мкл либо среды, либо обрабатывающего раствора, и планшеты могут быть оставле-

ны в культуральном инкубаторе на ночь. Эта двухэтапная процедура посева позволяет равномерное рас-

пределение клеток в культуральном планшете. Картриджи Seahorse, которые содержат датчик кислорода 
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и pH, могут быть увлажнены в течение ночи в калибровочной жидкости в инкубаторе без CO2 при 37°C. 

Три митохондриальных препарата, как правило, загружают на три порта в картридже. Олигомицин, ин-

гибитор комплекса III, FCCP, разобщитель и ротенон, ингибитор комплекса I могут быть загружены в 

порты картриджа A, B и C соответственно. Все исходные препараты могут быть приготовлены в 10-

кратной концентрации в незабуференных DMEM средах. Картриджи могут быть сначала проинкубиро-

ваны с митохондриальными соединениями в инкубаторе без CO2 в течение примерно 15 мин до анализа. 

Культуральные планшеты Seahorse могут быть отмыты в основанных на DMEM незабуференных средах, 

которые содержат глюкозу в концентрации, найденной в нормальной ростовой среде. Клетки могут быть 

наслоены с 630 мкл незабуференных сред и могут быть эквилибрированы в инкубаторе без CO2 до раз-

мещения в прибор Seahorse с предварительно откалиброванным картриджем. Прибор может работать в 

течение трех-четырех петель со смесью, ждать и измерять цикл для получения базовой линии, перед 

инициированием введения препаратов через порт. Может быть две петли перед введением следующего 

препарата. 

OCR (норма потребления кислорода) и ECAR (норма внеклеточного закисления) могут быть запи-

саны с помощью электродов в камере 7 мкл и могут быть созданы с картриджем, толкающим против 

планшета культуры Seahorse. 

C. Интеграция данных и получение модели in silico. 

После того как были получены соответствующие наборы данных, интеграция наборов данных и по-

лучение реализованных компьютером статистических моделей может быть выполнена с использованием 

основанной на ИИ системы или платформы информатики (например, платформы REFS). Например, 

иллюстративная основанная на ИИ система может производить основанные на моделировании сети бел-

ковых ассоциаций в качестве ключевых драйверов метаболомических конечных точек (Ecar/OCR). См. 

фиг. 15. Некоторые предшествующие детали о системе REFS могут быть найдены в Xing et al., "Causal 

Modeling Using Network Ensemble Simulations of Genetic and Gene Expression Data Predicts Genes Involved 

in Rheumatoid Arthritis", PLoS Computational Biology, vol. 7, issue. 3, 1-19 (March 2011) (e100105) и в па-

тенте США 7512497 to Periwal, полное содержание каждой из которых полностью включено в настоящий 

документ посредством ссылки. По существу, как описано ранее, система REFS представляет собой 

основанную на ИИ систему, которая использует математические алгоритмы для установления причинно-

следственных связей между входными переменными (например, уровнями экспрессии белка, уровнями 

экспрессии мРНК и соответствующими функциональными данными, такими как значения OCR/ECAR, 

измеренные на культуральных планшетах Seahorse). Этот процесс основан только на одних входных 

данных, не принимая во внимание предварительно существующие знания о любых потенциальных, уста-

новленных и/или проверенных биологических связях. 

В частности, существенное преимущество платформы согласно настоящему изобретению представ-

ляет собой то, что система на основе ИИ основана на наборах данных, полученных от клеточной модели, 

не прибегая к или не принимая во внимание любые имеющиеся знания в настоящей области техники в 

отношении биологического процесса. Кроме того, предпочтительно, никакие точки данных статистиче-

ски или искусственно не удаляются и, вместо этого, все полученные данные попадают в ИИ-систему для 

определения белковых ассоциаций. Соответственно, в результате статистические модели, полученные с 

платформы, представляют собой беспристрастные, так как они не принимают в рассмотрение любые из-

вестные биологические связи. 

В частности, данные протеомики и ECAR/OCR могут быть введены в основанную на ИИ информа-

ционную систему, которая строит статистические модели, основанные на ассоциациях данных, как опи-

сано выше. Основанные на моделировании сети белковых ассоциаций затем получают для каждого забо-

левания в сравнении с нормальным сценарием, в том числе способы лечения и условия с использованием 

следующих методов. 

Подробное описание иллюстративного процесса для построения полученных (например, оптимизи-

рованных или развитых) сетей появится ниже со ссылкой на фиг. 16. Как описано выше, данные из про-

теомики и функциональные данные клеток вводятся в систему на основе ИИ (стадия 210). Входные дан-

ные, которые могут быть необработанными данными или минимально обработанными данными, предва-

рительно обрабатывают, что может включать в себя нормирование (например, с использованием кван-

тильной функции или внутренних стандартов) (стадия 212). Предварительная обработка может также 

включать в себя внесение недостающих значений данных (например, с использованием алгоритма бли-

жайшего к K соседа (K-HH)) (стадия 212). 

Предварительно обработанные данные используются для конструирования библиотеки фрагментов 

сетей (стадия 214). Сетевые фрагменты определяют количественные, продолжительные связи между 

всеми возможными небольшими наборами (например, наборами по 2-3 представителя или наборами по 

2-4 представителя) измеряемых величин (входных данных). Связи между переменными во фрагменте 

могут быть линейными, логистическими, мультиномиальными, доминантными или рецессивными гомо-

зиготными и т.д. Связи в каждом фрагменте присваивается байесовый вероятностный показатель, кото-

рый отражает, насколько вероятно кандидатная связь дается входными данными, а также забраковывает 
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связь за ее математическую сложность. Путем оценивания всех возможных попарных и трех направлен-

ных связей (и согласно некоторым вариантам осуществления также четырех направленных связей), вы-

веденных из входных данных, могут быть идентифицированы наиболее вероятные фрагменты в библио-

теке (вероятные фрагменты). Количественные параметры связей также вычисляют, основываясь на вход-

ных данных, и сохраняют для каждого фрагмента. Различные типы моделей могут быть использованы в 

перечислении фрагментов, включающие в себя без ограничения линейную регрессию, логистическую 

регрессию, (дисперсионный анализ) моделей ANOVA, (корреляционный анализ) моделей ANCOVA, не-

линейные/полиномиальные регрессионные модели и даже непараметрическую регрессию. Предыдущие 

предположения о параметрах моделей можно считать поправочными коэффициентами распределения 

Gull или байесовского информационного критерия (BIC), связанными с числом параметров, используе-

мых в модели. В процессе логического вывода сети каждая сеть в ансамбле начальных пробных сетей 

конструируется из подмножества фрагментов в библиотеке фрагментов. Каждая начальная пробная сеть 

в ансамбле начальных пробных сетей конструируется с другим подмножеством фрагментов из библиоте-

ки фрагментов (стадия 216). 

Обзор математических представлений, лежащих в основе сетей Байеса и сетевых фрагментов, кото-

рый основаны на Xing et al., "Causal Modeling Using Network Ensemble Simulations of Genetic and Gene 

Expression Data Predicts Genes Involved in Rheumatoid Arthritis", PLoS Computational Biology, vol. 7, issue. 

3, 1-19 (March 2011) (e100105), представлен ниже. 

Многомерная система со случайными величинами  может характеризоваться многомер-

ной функцией распределения вероятностей , что включает в себя большое количество пара-

метров Θ. Многомерная функция распределения вероятности может быть разложена и представлена в 

виде произведения локальных условных распределений вероятности: 

 

в которой каждая переменная  не зависит от не происходящих от нее переменных, учитывая ее 

Ki исходные переменные, которые представляют собой  

После разложения на множители каждое локальное распределение вероятностей имеет свои пара-

метры Θi. 

Многомерная функция распределения вероятности может быть разложена на множители по-

разному с каждой конкретной факторизацией и соответствующими параметрами, представляющими со-

бой отдельную вероятностную модель. Каждая фиксированная факторизация (модель) может быть пред-

ставлена в виде направленного ациклического графа (DAG), характеризующегося вершиной для каждой 

переменной  и ориентированными ребрами между вершинами, представляющими зависимости меж-

ду переменными в локальных условных распределениях 

 
Подграфы DAG, каждый из которых включает в себя вершину и связанные направленные ребра, 

представляет собой сетевые фрагменты. 

Модель развивают или оптимизируют путем определения наиболее вероятного разложение и наи-

более вероятных параметров приведенных входных данных. Это может быть описано как "обучение бай-

есовской сети" или, другими словами, с учетом обучающего набора входных данных, обнаружение сети, 

которая наилучшим образом соответствует входным данным. Это достигается с помощью оценочной 

функции, которая оценивает каждую сеть по отношению к входным данным. 

Байесовский каркас используется для определения вероятности факторизации данных входных 

данных. Закон байеса гласит, что апостериорная вероятность, P(D|M), модели M приведенных данных D 

пропорциональна произведению апостериорной вероятности данных, приведенных в ограничениях мо-

дели, P(D|M), умноженному на априорную вероятность модели, P(M), допуская, что вероятность данных, 

P(D), постоянна в моделях. Это выражается в следующей формуле: 

 
Апостериорная вероятность данных, допускающих, что модель представляет собой интеграл прав-

доподобия данных по сравнению с априорным распределением параметров: 

 
Допуская, что все модели одинаково вероятны (т.е. что P (M) представляет собой константу), апо-

стериорная вероятность модели M приведенных данных D может быть разложена в произведение инте-

гралов по параметрам для каждого локального сетевого фрагмента Mi следующим образом: 

 
Следует отметить, что в приведенном выше уравнении ведущий свободный член был опущен. Со-

гласно некоторым вариантам осуществления байесовский информационный критерий (BIC), который 

принимает отрицательный логарифм апостериорной вероятности модели P(D|M), может быть использо-
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ван для "оценки" каждой модели следующим образом: 

 
где общее число Stot для модели M представляет собой сумму локальных чисел S, для каждого ло-

кального фрагмента сети. BIC дополнительно дает выражение для определения числа каждого отдельно-

го сетевого фрагмента: 

 
где k(Mi) представляет собой число подгоняемого параметра в модели Mi и N представляет собой 

число образцов (точек данных). SMLE (Mi) представляет собой отрицательный логарифм функции правдо-

подобия для сетевого фрагмента, который может быть вычислен из функциональных связей, используе-

мых для каждого сетевого фрагмента. Для числа BIC, чем ниже число, тем больше шансов, что модель 

соответствует входным данным. 

Ансамбль пробных сетей в целом оптимизируют, что может быть описано как оптимизирование 

или развитие сетей (стадия 218). Например, пробные сети могут быть развиты и оптимизированы в соот-

ветствии с алгоритмом сэмплирования Метрополис способа Монте-Карло. Смоделированный отжиг мо-

жет быть использован для оптимизации или развития каждой пробной сети в ансамбле через локальные 

преобразования. В качестве примера моделируются процессы отжига, каждая пробная сеть изменяется 

путем добавления фрагмента сети из библиотеки, удаления фрагмента сети из пробной сети, путем заме-

ны фрагмента сети или иных изменений топологии сети, а затем рассчитывается новая оценка для сети. 

В целом, если оценка улучшается, изменение сохраняется, и если оценка ухудшается - изменение отвер-

гается. Параметр "температура" обеспечивает некоторые локальные изменения, которые ухудшают под-

держиваемую оценку, которая помогает процессу оптимизации в предотвращении некоторых локальных 

минимумов. Параметр "температура" уменьшается с течением времени, чтобы обеспечить схождение 

процесса оптимизации/эволюции. 

Весь или часть процесса вывода сети может быть проведен параллельно для пробных различных 

сетей. Каждая сеть может быть оптимизирована параллельно на отдельном процессоре и/или на отдель-

ном вычислительном устройстве. Согласно некоторым вариантам осуществления процесс оптимизации 

может быть проведен на суперкомпьютере, включающем от сотен до тысяч процессоров, которые рабо-

тают параллельно. Информация может быть поделена среди процессов оптимизации, проводимых на 

параллельных процессорах. 

Процесс оптимизации может включать в себя сетевой фильтр, который пропускает любые сети из 

ансамбля, которые не удовлетворяют пороговому стандарту для общего оценки. Пропущенная сеть мо-

жет быть заменена новой исходной сетью. Кроме того любые сети, которые не "без оценки" могут быть 

исключены из ансамбля. После того как ансамбль сетей был оптимизирован или развит, результат можно 

назвать ансамблем полученных сетей клеточных моделей, которые могут быть совместно именованы 

полученной консенсусной сетью. 

D. Моделирование для извлечения количественной информации о связях и для прогнозирования. 

Моделирование может быть использовано для извлечения информации о количественных парамет-

рах относительно каждой связи в полученных сетях клеточных моделей (стадия 220). Например, модели-

рование для извлечения количественной информации может включать в себя 10-кратное возмущающее 

воздействие (увеличение или уменьшение) на каждый узел в сети и вычисление апостериорных распре-

делений для других узлов (например, белков) в моделях. Конечные точки сравнивают с помощью t-теста 

с предположением о 100 образцах в группе и отсечением значимости 0,01. Статистика t-теста представ-

ляет собой медиану 100 t-тестов. Благодаря использованию этой техники моделирования AUC (площадь 

под кривой), представляющая силу предсказания и кратность изменения, представляющая изменение 

величину in silico узла, управляющего конечной точкой, получают для каждой связи в ансамбле сетей. 

Количественный модуль связей локальной компьютерной системы может быть использован, чтобы 

направлять основанную на ИИ систему на выполнение возмущающего воздействия и извлечения инфор-

мации AUC и кратной информации. Извлеченная количественная информация может включать в себя 

кратное изменение и AUC для каждого ребра, соединяющего исходный узел и дочерний узел. Согласно 

некоторым вариантам осуществления построенная на заказ программа R может быть использована для 

извлечения количественной информации. 

Согласно некоторым вариантам осуществления ансамбль полученных сетей клеточных моделей 

может быть использован через моделирование для прогнозирования реакций на изменение условий, ко-

торые могут быть позже проверены через практические основанные на клетках или животных экспери-

менты. 

Выходные данные из системы на основе ИИ могут представлять собой количественные параметры 

связей и/или других предсказания моделирования (222). 

E. Получение дифференциальных (дельта) сетей. 

Модуль создания дифференциальной сети может быть использован для получения дифференциаль-

ных (дельта) сетей между полученными сетями клеточных моделей и полученными сетями сравнитель-
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ных клеточных моделей. Как описано выше, согласно некоторым вариантам осуществления дифферен-

циальная сеть сравнивает все количественные параметры этих связей в полученных сетях клеточных мо-

делей и полученных сравнительных сетях клеточных моделей. Количественные показатели для каждой 

связи в дифференциальной сети основываются на сравнении. Согласно некоторым вариантам осуществ-

ления дифференциал может быть выполнен между различными дифференциальными сетями, которые 

могут быть названы сетью дельта-дельта. Пример сети дельта-дельта описан ниже со ссылкой на фиг. 26 

в разделе "Примеры". Модуль создания дифференциальной сети может представлять собой программу 

или скрипт, написанный на Perl. 

F. Визуализация сетей. 

Значения связей для ансамбля сетей и для дифференциальных сетей могут быть визуализированы с 

использованием программы сетевой визуализации (например, платформы с открытым кодом Cytoscape 

для комплексного анализа сети и визуализации от консорциума Cytoscape). В визуальных изображениях 

сетей толщина каждого ребра (например, каждой линии, соединяющей белки) представляет собой силу 

кратности изменения. Ребра также представляют собой направленное указание причинности, и каждое 

ребро характеризуется соответствующим уровнем доверия предсказания. 

G. Иллюстративная компьютерная система. 

На фиг. 17 схематически изображена иллюстративная компьютерная система/окружающая среда, 

которая может быть использована согласно некоторым вариантам осуществления для связи с основанной 

на ИИ информационной системой для получения дифференциальных сетей, для визуализации сетей, для 

сохранения и хранения данных и/или для взаимодействия с пользователем. Как объясняется выше, рас-

четы для основанной на ИИ информационной системы могут быть выполнены на отдельном суперком-

пьютере с сотней или тысячей параллельных процессоров, который взаимодействуют прямо или косвен-

но с иллюстративной компьютерной системой. Окружение включает в себя вычислительное устройство 

100 с соответствующими периферийными устройствами. Вычислительное устройство 100 программиру-

ется для реализации исполняемого кода 150 для выполнения различных способов или части способов, 

описанных в настоящем документе. Вычислительное устройство 100 включает в себя запоминающее 

устройство 116, например, жесткий диск, CD-ROM или другой не-временный машиночитаемый носи-

тель. Устройство хранения 116 может хранить операционную систему 118 и другое связанное программ-

ное обеспечение. Вычислительное устройство 100 может дополнительно включать в себя память 106. 

Память 106 может содержать компьютерную системную память или оперативное запоминающее устрой-

ство, такое как DRAM, SRAM, EDO RAM и т.п. Память 106 может содержать другие типы памяти или их 

комбинации. Вычислительное устройство 100 может хранить в запоминающем устройстве 116 и/или па-

мяти 106 инструкции для реализации и процессинга каждой части исполняемого кода 150. 

Исполняемый код 150 может включать в себя код для связи с основанной на ИИ информационной 

системой 190 для получения дифференциальных сетей (например, модуль создания дифференциальных 

сетей) для извлечения количественной информации связей из основанной на ИИ информационной сис-

темы (например, о количественном модуле связей) и для визуализации сетей (например, Cytoscape). 

Согласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения вычислительное устройст-

во 100 может взаимодействовать непосредственно или опосредованно с основанной на ИИ информаци-

онной системой 190 (например, системой для выполнения REFS). Например, вычислительное устройство 

100 может взаимодействовать с основанной на ИИ информационной системой 190 путем передачи фай-

лов данных (например, массивов данных) в основанную на ИИ информационную систему 190 через сеть. 

Кроме того, вычислительное устройство 100 может содержать исполняемый код 150, что обеспечивает 

интерфейс и инструкции к основанной на ИИ информационной системе 190. 

Согласно некоторым вариантам осуществления настоящего изобретения вычислительное устройст-

во 100 может взаимодействовать непосредственно или опосредованно с одной или несколькими экспе-

риментальными системами 180, которые обеспечивают данные для множества входных данных. Экспе-

риментальные системы 180 для получения данных могут включать в себя системы для основанной на 

масс-спектрометрии протеомики, микрочипов генной экспрессии, кПЦР генной экспрессии, основанной 

на масс-спектрометрии метаболомики и основанной на масс-спектрометрии липидомики, микрочипов 

SNP, панели функциональных анализов и других in vitro платформ и технологий биологии. 

Вычислительное устройство 100 также включает в себя процессор 102 и может включать в себя 

один или несколько дополнительных процессоров 102' для выполнения программного обеспечения, со-

храненного в памяти 106, и других программ для управления комплектующими системы, периферийны-

ми устройствами и/или периферийными комплектующими. Процессор 102 и процессор(ы) 102' каждый 

может представлять собой одноядерный процессор или многоядерный (104 и 104') процессор. Виртуали-

зация может быть использована в вычислительном устройстве 100 так, что инфраструктура и ресурсы в 

вычислительном устройстве могут быть разделены динамически. Виртуализированные процессоры мо-

гут также быть использованы с исполняемым кодом 150 и другим программным обеспечением в запоми-

нающем устройстве 116. Виртуальная машина 114 может быть предусмотрена для управления процес-

сом, запущенным на нескольких процессорах, так что процесс, как кажется, использует только один вы-

числительный ресурс, а не несколько. Несколько виртуальных машин также могут быть использованы с 
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одним процессором. 

Пользователь может взаимодействовать с вычислительным устройством 100 через такое устройство 

визуального отображения 122, как компьютерный монитор, который может отображать пользователь-

ский интерфейс 124 или любой другой интерфейс. Пользовательский интерфейс 124 устройства отобра-

жения 122 может быть использован для отображения необработанных данных, визуального представле-

ния сетей и т.д. Устройство визуального отображения 122 может также отображать другие аспекты или 

элементы иллюстративных вариантов осуществления (например, символ запоминающего устройства 

116). Вычислительное устройство 100 может включать в себя другие устройства ввода/вывода, такие как 

клавиатуру или многоточечный сенсорный интерфейс (например, сенсорный экран) 108 и указывающее 

устройство 110 (например, мышь, трекбол и/или трекпад) для приема информации от пользователя. Кла-

виатура 108 и указывающее устройство 110 могут быть подключены к устройству визуального отобра-

жения 122 и/или к вычислительному устройству 100 с помощью проводной и/или беспроводной связи. 

Вычислительное устройство 100 может включать в себя сетевой интерфейс 112 для взаимодействия 

с сетевым устройством 126 через локальную сеть (LAN), глобальную сеть (WAN) или через Интернет с 

помощью различных соединений, включающих в себя без ограничения стандартные телефонные линии, 

ссылки LAN или WAN (например, 802.11, T1, T3, 56Kb, X.25), широкополосные соединения (например, 

ISDN, высокоскоростную технологию, основанную на коммутации пакетов, ATM), беспроводные соеди-

нения, сети контроллеров (CAN) или некоторую комбинацию или все из вышеперечисленных. Сетевой 

интерфейс 112 может содержать встроенный сетевой адаптер, сетевую карту, сетевую карту PCMCIA, 

адаптер сети с шинной организацией, адаптер беспроводной сети, адаптер сети USB, модем или любое 

другое устройство, подходящее для включения вычислительного устройства 100, чтобы взаимодейство-

вать с любым описанным в настоящем документе типом сети, способным к связи и выполнению опера-

ций. 

Кроме того, вычислительное устройство 100 может представлять собой любую компьютерную сис-

тему, например, рабочую станцию, настольный компьютер, сервер, ноутбук, КПК или другую форму 

вычислительного или телекоммуникационного устройства, которая способна к передаче информации и 

которая характеризуется достаточной мощностью процессора и объемом памяти для выполнения опи-

санных в настоящем документе операций. 

Вычислительное устройство 100 может управляться любой операционной системой 118, такой как 

любая из версий операционных систем Microsoft Windows, различные выпуски операционных систем 

Unix и Linux, любая версия MacOS для компьютеров Macintosh, любая встроенная операционная систе-

ма, любая операционная система реального времени, любая открытая операционная система, любая соб-

ственная операционная система, любые операционные системы для мобильных вычислительных уст-

ройств или любая другая операционная система, способная работать на вычислительном устройстве и 

выполнять описанные в настоящем документе операции. Операционная система может быть установлена 

в основном режиме или эмулируемом режиме. 

IV. Модели биологической системы и их использование 

A. Создание модели биологической системы. 

Практически все биологические системы или процессы включают в себя сложные взаимодействия 

между различными типами клеток и/или системами органов. Возмущающее воздействие критических 

функций в одном типе клеток или органе может привести к вторичным эффектам у других взаимодейст-

вующих типов клеток и органов и такие последующие изменения могут, в свою очередь, передавать по 

обратной связи начальные изменения и вызывать дальнейшие осложнения. Поэтому, выгодно рассекать 

данную биологическую систему или процесс на ее компоненты, такие как взаимодействие между парами 

клеточных типов или органов и системно исследовать взаимодействия между этими компонентами, что-

бы получить более полное, общее представление о биологической системе или процессе. 

Таким образом, настоящее изобретение включает клеточные модели для биологических систем. Для 

этого, заявители построили клеточные модели для нескольких иллюстративных биологических систем, 

которые были использованы в предмете открытия платформенной технологии. Заявители провели экспе-

рименты с клеточными моделями с использованием предмета открытия платформенной технологии для 

создания консенсусных сетей причинно-следственных связей, включающих в себя причинно-

следственные связи, уникальные в биологической системе, и тем самым идентифицируя "модуляторы" 

или критические молекулярные "драйверы", важные для конкретных биологических систем и процессов. 

Одним значительным преимуществом платформенной технологии и ее компонентов, например, по-

строенных по заказу клеточных моделей и наборов данных, полученных от клеточных моделей, заклю-

чается в том, что первоначальная, консенсусная сеть причинно-следственная связей "первого поколе-

ния", созданная для биологической системы или процесса, может постоянно развиваться или расширять-

ся со временем, например, путем введения дополнительных клеточных линий/типов и/или дополнитель-

ных условий. Могут быть собраны дополнительные данные от усовершенствованной клеточной модели, 

т.е. данные вновь добавленной части(ей) клеточной модели. Новые данные, собранные от расширенной 

или усовершенствованной модели клеток, т.е. от вновь добавленной части(ей) клеточной модели, могут 

быть затем введены в наборы данных, ранее используемые для создания консенсусной сети причинно-
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следственных связей "первого поколения" для того, чтобы получить более устойчивую консенсусную 

сеть причинно-следственных связей "второго поколения". Новые причинно-следственные связи, уни-

кальные для биологической системы, могут быть затем идентифицированы из консенсусной сети при-

чинно-следственных связей "второго поколения". Таким образом, эволюция клеточной модели включает 

эволюцию консенсусных сетей причинно-следственных связей, тем самым обеспечивая новое и/или бо-

лее надежное понимание модуляторов биологической системы. Таким образом, обе клеточные модели, 

наборы данных от клеточных моделей и сети причинно-следственных связей, полученные из клеточных 

моделей с использованием способов платформенной технологии, могут постоянно развиваться и стро-

иться на предыдущем знании, полученном от платформенной технологии. 

Таким образом, настоящее изобретение включает консенсусные сети причинно-следственных свя-

зей, полученные от клеточных моделей, используемых в платформенной технологии. Эти консенсусные 

сети причинно-следственных связей могут представлять собой консенсусные сети причинно-

следственных связей первого поколения или могут представлять собой консенсусные сети причинно-

следственных связей множественного поколения, например, консенсусные сети причинно-следственных 

связей 2-го, 3-го, 4-го, 5-го, 6-го, 7-го, 8-го, 9-го, 10-го, 11-го, 12-го, 13-го, 14-го, 15-го, 16-го, 17-го, 18-

го, 19-го, 20-го или большего поколения. Кроме того, настоящее изобретение включает смоделированные 

консенсусные сети причинно-следственных связей, полученные из клеточных моделей, используемых в 

платформенной технологии. Эти смоделированные консенсусные сети причинно-следственных связей 

могут представлять собой смоделированные консенсусные сети причинно-следственных связей первого 

поколения или могут представлять собой смоделированные консенсусные сети причинно-следственных 

связей множественного поколения, например, смоделированные консенсусные сети причинно-

следственных связей 2-го, 3-го, 4-го, 5-го, 6-го, 7-го, 8-го, 9-го, 10-го, 11-го, 12-го, 13-го, 14-го, 15-го, 16-

го, 17-го, 18-го, 19-го, 20-го или большего поколения. Кроме того, настоящее изобретение включает 

дельта сети и дельта-дельта сети, полученные от любой из консенсусных сетей причинно-следственных 

связей настоящего изобретения. 

Построенная по заказу клеточная модель биологической системы или процесса содержит одну или 

несколько клеток, связанных с биологической системой. Модель биологической системы/процесса мо-

жет быть создана для моделирования окружающей среды биологической системы, например, окружаю-

щей среды клетки злокачественной опухоли in vivo путем создания условий (например, условий культи-

вирования клеток), которые имитируют характерный аспект биологической системы или процесса. 

Множественные клетки одного и того же или различного происхождения, в отличие от клеток од-

ного типа, могут быть включены в клеточную модель. Согласно одному варианту осуществления по 

меньшей мере 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 50 или более 

различных клеточных линий или типов клеток включены в клеточную модель. Согласно одному вариан-

ту осуществления клетки представляют собой все одного типа, например, все клетки злокачественной 

опухоли молочной железы или растительные клетки, но различаются установленными клеточными ли-

ниями, например, различные установленные клеточные линии клеток злокачественной опухоли молоч-

ной железы или клеток растений. Все показатели, представленные в предыдущем перечне, также могут 

представлять собой верхний или нижний предел диапазонов, которые предназначены, чтобы быть ча-

стью настоящего изобретения, например, от 1 до 5, от 1 до 10, от 2 до 5, или от 5 до 15 различных кле-

точных линий или типов клеток. 

Примеры типов клеток, которые могут быть включены в клеточные модели согласно настоящему 

изобретению, включают в себя без ограничения клетки человека, клетки животных, клетки млекопитаю-

щих, клетки растений, дрожжей, бактерий или грибов. Согласно одному варианту осуществления клетки 

клеточной модели могут включать в себя патологические клетки, такие как клетки злокачественной опу-

холи, или бактериально или инфицированные вирусом клетки. Согласно одному варианту осуществле-

ния клетки клеточной модели могут включать в себя связанные с заболеваниями клетки, такие как клет-

ки, вовлеченные в патологические состояния сахарного диабета, ожирения и сердечно-сосудистого забо-

левания, например, гладкомышечные клетки аорты или гепатоциты. Специалист в настоящей области 

техники узнает клетки, которые участвуют или связаны с определенным биологическим состояни-

ем/процессом, например, патологическим состоянием/процессом, и любые такие клетки могут быть 

включены в клеточную модель согласно настоящему изобретению. 

Клеточные модели согласно настоящему изобретению могут включать в себя одну или несколько 

"контрольных клеток". Согласно одному варианту осуществления контрольная клетка может представ-

лять собой необработанную клетку либо клетку без возмущающего воздействия. Согласно другому вари-

анту осуществления "контрольная клетка" может представлять собой нормальную, например, не патоло-

гическую клетку. Согласно одному варианту осуществления по меньшей мере 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 

11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 или более различных контрольных клеток вклю-

чены в клеточную модель. Все показатели, представленные в предыдущем перечне, также могут пред-

ставлять собой верхний или нижний предел диапазонов, которые предназначены, чтобы быть частью 

настоящего изобретения, например, от 1 до 5, от 1 до 10, от 2 до 5, или от 5 до 15 различных контроль-

ных клеточных линий или контрольных типов клеток. Согласно одному варианту осуществления кон-
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трольные клетки представляют собой все одного типа, но различных установленных клеточных линий 

этого типа клеток. Согласно одному варианту осуществления в качестве контроля одну или несколько 

нормальных, например, не патологических, клеточных линии культивируют в аналогичных условиях 

и/или подвергают тому же возмущающему воздействию, что и первичные клетки клеточной модели с 

целью идентификации белков или путей, уникальных для биологического состояния или процесса. 

Пользовательская клеточная модель согласно настоящему изобретению может также содержать ус-

ловия, которые имитируют характерный аспект биологического состояния или процесса. Например, ус-

ловия для культивирования клеток могут быть выбраны такие, чтобы близко соответствовать условиям 

клетки злокачественной опухоли в среде опухоли in vivo или гладкомышечных клеток аорты пациента, 

страдающего от сердечно-сосудистого заболевания. В некоторых случаях, условия представляют собой 

стрессовые условия. Различные условия/стрессовые факторы могут быть использованы в клеточных мо-

делях согласно настоящему изобретению. Согласно одному варианту осуществления эти стрессовые 

факторы/условия могут составлять "возмущающее воздействие", например, внешний раздражитель, для 

клеточных систем. Одно иллюстративное стрессовое условие представляет собой гипоксию, условие, 

которое обычно можно найти, например, в солидных опухолях. Гипоксия может быть индуцирована с 

использованием известных в настоящей области техники способов. Например, гипоксия может быть ин-

дуцирована путем помещения клеточных систем в камеру модульного инкубатора (MIC-101, Billups-

Rothenberg Inc. Del Mar, CA), которая может быть заполнена промышленной газовой смесью, содержа-

щей 5% CO2, 2% O2 и 93% азота. Эффекты могут быть измерены после заранее определенного периода, 

например, через 24 ч после лечения гипоксии с и без дополнительных компонентов внешнего раздражи-

теля (например, CoQ10 при 0, 50 или 100 мкМ). Точно так же, воздействие молочной кислоты клеток 

имитирует клеточную окружающую среду, в которой активность гликолиза высока. Индуцированный 

молочной кислотой стресс можно исследовать в конечной концентрации молочной кислоты, равной при-

близительно 12,5 мМ, в заранее определенное время, например, через 24 ч с и без дополнительных ком-

понентов внешнего раздражителя (например, CoQ10 при 0, 50 или 100 мкМ). Гипергликемия представля-

ет собой условие, обнаруженное при диабете, а также при злокачественной опухоли. Типичное условие 

гипергликемии, которое можно использовать для воздействия на исследуемые клетки, включает в себя 10% 

по отношению к культуре глюкозу, добавленную в подходящие среды, так что конечная концентрация 

глюкозы в средах составляет около 22 мМ. Гиперлипидемия представляет собой условие, найденное, на-

пример, при ожирении и сердечно-сосудистом заболевании. Гиперлипидемические условия могут быть 

обеспечены при культивировании клеток в средах, содержащих 0,15 мМ пальмитат натрия. Гиперинсули-

немия представляет собой условие, найденное, например, при диабетах. Гиперинсулинемические условия 

могут быть индуцированы путем культивирования клеток в средах, содержащих 1000 нМ инсулина. 

Отдельные условия могут быть исследованы отдельно в построенных по заказу моделях согласно 

настоящему изобретению и/или могут быть объединены вместе. Согласно одному варианту осуществле-

ния комбинация по меньшей мере 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 или более условий, отра-

жающих или моделирующих различные характерные аспекты биологической системы исследуются в 

построенной по заказу клеточной модели. Согласно одному варианту осуществления отдельные условия 

и, кроме того, комбинации по меньшей мере 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 или более усло-

вий, отражающих или моделирующих различные характерные аспекты биологической системы иссле-

дуются в построенной по заказу клеточной модели. Все значения, представленные в вышеизложенном 

перечне, также могут представлять собой верхний или нижний предел диапазонов, которые предназна-

чены для того, чтобы быть частью этого изобретения, например, от 1 до 5, от 1 до 10, от 1 до 20, от 1 до 

30, от 2 до 5, от 2 до 10, от 5 до 10, от 1 до 20, от 5 до 20, от 10 до 20, от 10 до 25, от 10 до 30 или от 10 до 

50 разных условий. 

После того как пользовательская клеточная модель построена, одно или несколько "возмущающих 

воздействий" могут быть применены к системе, такие как генетическая изменчивость от пациента к па-

циенту или наличие/отсутствие лечения некоторыми лекарственными средствами или пролекарствами. 

См. фиг. 15 D. Эффекты таких возмущающих воздействий в модели клеточной системы могут быть из-

мерены с использованием различных известных в настоящей области техники или запатентованных 

средств, как описано в разделе III.B ниже. 

Построенная по заказу клеточная модель может подвергаться возмущающему воздействию, напри-

мер, "возмущающему воздействию окружающей среды" или "компоненту внешнего раздражителя". 

"Возмущающее воздействие окружающей среды" или "компонент внешнего раздражителя" могут быть 

эндогенными по отношению к окружающей клетку среде (например, окружающая клетку среда содержит 

несколько уровней стимулятора, и больше такого же добавляется для увеличения его содержания) или 

могут быть экзогенными по отношению к окружающей клетку среде (например, стимуля-

тор/возмущающее воздействие в значительной степени отсутствует в окружающей клетку среде до изме-

нения). Окружающая клетку среда может быть дополнительно изменена с помощью вторичных измене-

ний, представляющих собой результат добавления возмущающего воздействия окружающей среды или 

компонента внешнего раздражителя, так как компонент внешнего раздражителя может изменить клеточ-

ные выходные данные клеточной системы, в том числе молекулы, секретируемые в клеточную окру-
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жающую среду клеточной системой. Возмущающее воздействие окружающей среды или компонент 

внешнего раздражителя может включать в себя любой внешний физический и/или химический раздра-

житель, который может повлиять на клеточную функцию. Он может включать в себя любые большие 

или маленькие органические или неорганические молекулы, природные или синтетические химические 

вещества, температурные сдвиги, изменение pH, радиацию, свет (UVA, UVB и т.д.), микроволны, звуко-

вые волны, электрический ток, модулированные или немодулированные магнитные поля и т.д. Возму-

щающее воздействие окружающей среды или компонент внешнего раздражителя может также включать 

в себя введенную генетическую модификацию или мутацию, или носитель (например, вектор), который 

вызывает генетическую модификацию/мутацию. 

(i) Взаимовлияющие клеточные системы. 

В некоторых ситуациях, когда требуется исследовать взаимодействие между двумя или более кле-

точными системами, может быть сформирована "взаимовлияющая клеточная система", например, приво-

дящая модифицированную клеточную окружающую среду первой клеточной системы в контакт со вто-

рой клеточной системой для влияния на клеточные выходные данные второй клеточной системы. 

Используемая в настоящем документе "взаимовлияющая клеточная система" содержит две или бо-

лее клеточных систем, в которых клеточная окружающая среда по меньшей мере одной клеточной сис-

темы вступает в контакт со второй клеточной системой, так что по меньшей мере одни клеточные вы-

ходные данные во второй клеточной системе изменяются или подвергаются влиянию. Согласно некото-

рым вариантам осуществления клеточные системы в пределах взаимовлияющей клеточной системы мо-

гут находиться в непосредственном контакте друг с другом. Согласно другим вариантам осуществления 

ни одна из клеточных систем не находятся в непосредственном контакте друг с другом. 

Например, согласно некоторым вариантам осуществления взаимовлияющая клеточная система мо-

жет быть в виде трансвелл, в которой первая клеточная система растет во вставке, а вторая клеточная 

система растет в соответствующем компартменте лунки. Эти две клеточные системы могут контактиро-

вать с теми же или разными средами, и могут обмениваться всеми или некоторыми из компонентов сред. 

Компонент внешнего раздражителя, добавленный в одну клеточную систему, может быть значительно 

абсорбирован одной клеточной системой и/или деградирован прежде, чем он может диффундировать в 

другую клеточную систему. Кроме того, компонент внешнего раздражителя в конечном итоге может 

приблизиться или достичь равновесия в двух клеточных системах. 

Согласно некоторым вариантам осуществления взаимовлияющая клеточная система может прини-

мать форму отдельно культивируемых клеточных систем, где у каждой клеточной системы может быть 

своя собственная среда и/или условия культивирования (температура, содержание CO2, pH и т.д.) или 

аналогичные или идентичные условия культивирования. Эти две клеточные системы могут контактиро-

вать, например, путем получения кондиционированной среды от одной клеточной системы и приведения 

ее в контакт с другой клеточной системой. Также могут быть осуществлены при желании прямые кон-

такты клетка-клетка между двумя клеточными системами. Например, клетки из двух клеточных систем 

могут совместно культивироваться в любой момент, если необходимо, и совместно культивируемые кле-

точные системы в дальнейшем могут быть разделены, например, путем FACS-сортировки, когда клетки 

по меньшей мере в одной клеточной системе содержат маркер или метку для сортировки (например, ста-

бильно экспрессируемый флуоресцентный маркер-белок GFP). 

Аналогичным образом, согласно некоторым вариантам осуществления взаимовлияющая клеточная 

система может просто представлять собой сокультуру. Селективная обработка клеток в одной клеточной 

системе может быть подвергнута воздействию первоначальной обработки клеток в этой клеточной сис-

теме перед культивированием обработанных клеток в сокультуре клеток в другой клеточной системе. 

Установка сокультуры взаимовлияющей клеточной системы может быть полезна, когда желательно изу-

чить, например, эффекты на вторую клеточную систему, вызванные изменениями клеточной поверхно-

сти в первой клеточной системе после стимуляции первой клеточной системы с помощью компонента 

внешнего раздражителя. 

Взаимовлияющая клеточная система согласно настоящему изобретению представляет собой осо-

бенно подходящую для исследования эффекта заранее определенного компонента внешнего раздражите-

ля на клеточные выходные данные одной или обеих клеточных систем. Первичный эффект такого раз-

дражителя на первую клеточную систему (с которой раздражитель непосредственно контактирует) мо-

жет быть определен путем сравнения клеточных выходных данных (например, уровня экспрессии белка) 

до и после контакта первой клеточной системы с внешним раздражителем, который, как используется в 

настоящем описании, может быть отнесен к "(значимым) клеточным выходным дифференциалам". Вто-

ричный эффект такого раздражителя на вторую клеточную систему, которая опосредуется через моди-

фицированную клеточную окружающую среду первой клеточной системы (например, ее секретом), так-

же может быть аналогичным образом измерен. Там сравнение, например, протеом второй клеточной сис-

темы может быть сделано между протеомом второй клеточной системы с воздействием внешнего раз-

дражителя на первую клеточную систему, и протеомом второй клеточной системы без воздействия 

внешнего раздражителя на первую клеточную систему. Любые значительные изменения, наблюдаемые 

(в протеоме или любых других представляющих интерес клеточных выходных данных), могут упоми-
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наться как "значимый клеточный выходной дифференциал". 

В процессе измерений клеточных выходных данных (например, экспрессии белка) могут быть ис-

пользованы либо абсолютное количество экспрессии, либо относительный уровень экспрессии. Напри-

мер, чтобы определить относительный уровень экспрессии белка второй клеточной системы, количество 

любого данного белка во второй клеточной системе с или без внешнего раздражителя к первой клеточ-

ной системе может быть сравнено с подходящей контрольной клеточной линией и смесью клеточных 

линий и данным значением кратного увеличения или кратного снижения. Заранее определенный порого-

вый уровень для такого кратного увеличения (например, по меньшей мере 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 

1,9, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75 или 100 или более кратное увеличе-

ние) или кратного снижения (например, по меньшей мере снижение до 0,95, 0,9, 0,8, 0,75, 0,7, 0,6, 0,5, 

0,45, 0,4, 0,35, 0,3, 0,25, 0,2, 0,15, 0,1 или 0,05 раза или на 90, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 

20, 15, 10 или 5% или менее) может быть использован для выбора значимых клеточных взаимовлияющих 

дифференциалов. Все значения, представленные в вышеизложенном перечне, также могут представлять 

собой верхний или нижний предел диапазонов, например, от 1,5 до 5 раз, от 2 до 10 раз, от 1 до 2 раз или 

от 0,9 до 0,7 раз, которые предназначены, чтобы быть частью настоящего изобретения. 

В настоящем изобретении все значения, представленные в перечне, например, таком, как выше, 

также могут представлять собой верхний или нижний предел диапазона, который предназначен, чтобы 

быть частью настоящего изобретения. 

Для иллюстрации, в одной иллюстративной двухклеточной системе, установленной для того, чтобы 

имитировать аспекты модели сердечно-сосудистого заболевания, на линию гладкомышечных клеток 

сердца (первая клеточная система) можно воздействовать условием гипоксии (компонентом внешнего 

раздражителя), и изменения протеома в клеточной линии почки (вторая клеточная система) в результате 

контактирования почечных клеток с кондиционированной средой гладкомышечных клеток сердца могут 

быть измерены с использованием обычной количественной масс-спектрометрии. Значимые клеточные 

взаимовлияющие дифференциалы в этих клетках почек могут быть определены основываясь на сравне-

нии с надлежащим контролем (например, сходным образом культивированными клетками почки, кон-

тактировавшими с кондиционированной средой от сходным образом культивированных гладкомышеч-

ных клеток сердца, не подвергнутых воздействию условиями гипоксии). 

Не каждые наблюдаемые значимые клеточные взаимовлияющие дифференциалы могут характери-

зоваться биологическим значением. В отношении любой данной биологической системы, для которой 

применяется рассматриваемая перекрестная биологическая оценка, некоторые (или, могут быть все) из 

значимых клеточных взаимовлияющих дифференциалов могут быть "определяющими" по отношению к 

изучаемой специфической биологической проблеме, например, либо отвечать за причинение патологиче-

ского состояния (потенциальная мишень для терапевтического вмешательства), либо представлять собой 

биомаркеры патологического состояния (потенциальный диагностический или прогностический фактор). 

Такие определяющие взаимовлияющие дифференциалы могут быть выбраны конечным пользова-

телем рассматриваемого способа или они могут быть выбраны с помощью программного обеспечения 

биоинформатики, такого как совместимая с DAVID программа анализа сравнительного пути или про-

грамма анализа пути KEGG. Согласно некоторым вариантам осуществления используется более одного 

программного обеспечения биоинформатики и предпочтительны консенсусные результаты от двух или 

более программных обеспечений биоинформатики. 

Используемые в настоящем документе "дифференциалы" клеточных выходных данных включают в 

себя различия (например, повышенные или сниженные уровни) любого одного или нескольких парамет-

ров клеточных выходных данных. Например, с точки зрения уровня экспрессии белка, дифференциалы 

между двумя клеточными выходными данными, такими как выходные данные, связанные с клеточной 

системой до и после воздействия компонентом внешнего раздражителя, могут быть измерены и количе-

ственно определены с использованием известных в настоящей области техники технологий, таких как 

основанные на масс-спектрометрии анализы (например, iTRAQ, 2D-ЖХ-МСМС и т.д.). 

(ii) Специфичные к злокачественной опухоли модели. 

Пример биологической системы или процесса представляет собой злокачественную опухоль. Как и 

любой другой сложной биологический процесс или система, злокачественная опухоль представляет со-

бой сложное патологическое состояние, характеризуемое множественными уникальными аспектами. 

Например, благодаря своей высокой скорости роста, многие клетки злокачественной опухоли адаптиро-

ваны к росту в условиях гипоксии, характеризуются повышающей регуляцией гликолиза и метаболоми-

ческими путями сниженного окислительного фосфорилирования. В результате, клетки злокачественной 

опухоли могут по-разному реагировать на возмущающее воздействие окружающей среды, такое как ле-

чение с помощью потенциального лекарственного средства, по сравнению с реакцией нормальных кле-

ток в ответ на такое же лечение. Таким образом, было бы интересно расшифровать уникальные реакции 

злокачественной опухоли на лекарственную терапию в сравнении с реакциями нормальных клеток. Для 

этого, может быть создана пользовательская модель злокачественной опухоли, чтобы моделировать ок-

ружающую среду клетки злокачественной опухоли, например, в опухоли in vivo путем выбора соответ-

ствующих клеточных линий злокачественной опухоли и создания условий культивирования клеток, ко-
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торые имитируют характерный аспект состояние или процесс заболевания. Например, условия культиви-

рования клеток могут быть выбраны такие, которые близко соответствуют условиям клетки злокачест-

венной опухоли в опухоли in vivo, или для имитации различных аспектов роста злокачественной опухоли 

путем выделения различных условий роста клеток злокачественной опухоли. 

Множественные клетки злокачественной опухоли одного и того же или разного происхождения 

(например, линии злокачественной опухоли PaCa2, HepG2, PC3 и MCF7), в отличие от одного типа кле-

ток злокачественной опухоли, могут быть включены в модель злокачественной опухоли. Согласно одно-

му варианту осуществления по меньшей мере 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 

25, 30, 35, 40, 45, 50 или более различных клеточных линий злокачественной опухоли или клеточных 

типов злокачественной опухоли включают в модель злокачественной опухоли. Все значения, представ-

ленные в вышеизложенном перечне, также могут представлять собой верхний или нижний предел диапазо-

нов, которые предназначены для того, чтобы быть частью этого изобретения, например, от 1 до 5, от 1 до 

10, от 2 до 5 или от 5 до 15 различных клеточных линий или клеточных типов злокачественной опухоли. 

Согласно одному варианту осуществления клетки злокачественной опухоли представляют собой 

все одного и того же типа, например, все клетки злокачественной опухоли молочной железы, но пред-

ставляют собой различные установленные клеточные линии, например, различные установленные кле-

точные линии злокачественной опухоли молочной железы. 

Примеры клеточных типов злокачественной опухоли, которые могут быть включены в модель зло-

качественной опухоли, включают в себя без ограничения, злокачественную опухоль легких, злокачест-

венную опухоль молочной железы, злокачественную опухоль предстательной железы, меланому, плос-

коклеточную карциному, злокачественную опухоль толстой и прямой кишок, злокачественную опухоль 

поджелудочной железы, злокачественную опухоль щитовидной железы, злокачественную опухоль эндо-

метрия, злокачественную опухоль мочевого пузыря, злокачественную опухоль почки, солидную опу-

холь, лейкоз, неходжкинскую лимфому. Согласно одному варианту осуществления клетка злокачествен-

ной опухоли с лекарственной устойчивостью может быть включена в модель злокачественной опухоли. 

Конкретные примеры клеточных линий, которые могут быть включены в модель злокачественной опу-

холи, включают в себя без ограничения клетки PaCa2, HepG2, PC3 и MCF7. Многочисленные клеточные 

линии злокачественной опухоли известны в настоящей области техники, и любая такая клеточная линия 

злокачественной опухоли может быть включена в модели злокачественной опухоли согласно настояще-

му изобретению. 

Клеточные модели согласно настоящему изобретению могут включать в себя одну или несколько 

"контрольных клеток". Согласно одному варианту осуществления контрольная клетка может представ-

лять собой необработанную клетку либо клетку без возмущающего воздействия. Согласно другому вари-

анту осуществления "контрольная клетка" может представлять собой нормальную, не злокачественную 

опухолевую клетку. Любая из многочисленных нормальных, незлокачественных опухолевых клеточных 

линий может быть включена в клеточную модель. Согласно одному варианту осуществления нормаль-

ные клетки представляют собой одну или несколько из клеток THLE2 и HDFA. Согласно одному вариан-

ту осуществления по меньшей мере 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 

40, 45, 50 или более различных нормальных клеточных типов включены в клеточную модель. Все пока-

затели, представленные в предыдущем перечне, также могут представлять собой верхний или нижний 

предел диапазонов, которые предназначены, чтобы быть частью настоящего изобретения, например, от 1 

до 5, от 1 до 10, от 2 до 5, или от 5 до 15 различных нормальных клеточных линий или клеточных типов. 

Согласно одному варианту осуществления нормальные клетки представляют собой все одного типа, на-

пример, все здоровые клетки эпителия или молочной железы, но различаются установленными клеточ-

ными линиями, например, различные установленные клеточные линии эпителиальных клеток или клеток 

молочной железы. Согласно одному варианту осуществления в качестве контроля одну или несколько 

нормальных клеточных линий не злокачественной опухоли (например, THLE2 и HDFA) культивируют в 

аналогичных условиях и/или подвергают тому же возмущающему воздействию, что и клетки злокачест-

венной опухоли в клеточной модели с целью идентификации белков или путей, уникальных для злокаче-

ственной опухоли. 

Пользовательская модель злокачественной опухоли может также содержать условия культивирова-

ния клеток, которые имитируют характерный аспект состояния или процесса злокачественной опухоли. 

Например, условия для культивирования клеток могут быть выбраны так, чтобы близко соответствовать 

условиям клетки злокачественной опухоли в окружающей среде опухоли in vivo или, чтобы имитировать 

различные аспекты роста злокачественной опухоли путем выделения различных условий роста клеток 

злокачественной опухоли. В некоторых случаях условия культивирования клеток представляют собой 

стрессовые условия. 

Такая "окружающая среда" злокачественной опухоли или стрессовое условие представляет собой 

гипоксию, состояние, как правило, обнаруживаемое в солидной опухоли. Гипоксия может быть индуци-

рована в клетках с использованием известных в настоящей области техники способов. Например, гипок-

сия может быть индуцирована путем помещения клеточных систем в камеру модульного инкубатора 

(MIC-101, Billups-Rothenberg Inc. Del Mar, CA), которая может быть заполнена промышленной газовой 
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смесью, содержащей 5% CO2, 2% O2 и 93% азота. Эффекты могут быть измерены после заранее опреде-

ленного периода, например, через 24 ч после лечения гипоксии с и без дополнительных компонентов 

внешнего раздражителя (например, CoQ10 при 0, 50 или 100 мкМ). 

Точно так же, воздействие молочной кислоты клеток имитирует клеточную окружающую среду, в 

которой активность гликолиза так же высока, как она существует в окружающей опухоль среде in vivo. 

Индуцированный молочной кислотой стресс можно исследовать в конечной концентрации молочной 

кислоты, равной приблизительно 12,5 мМ, в заранее определенное время, например, через 24 ч с и без 

дополнительных компонентов внешнего раздражителя (например, CoQ10 при 0, 50 или 100 мкМ). 

Гипергликемия представляет собой нормальное условие, найденное при диабете; однако, гипергли-

кемия также в некоторой степени имитирует один аспект роста злокачественной опухоли, потому что 

многие клетки злокачественной опухоли зависят от глюкозы как от их основного источника энергии. 

Воздействие на исследуемые клетки типичным условием гипергликемии может включать добавление 

10% по отношению к культуре глюкозы в подходящие среды, так что конечная концентрация глюкозы в 

средах составляет около 22 мМ. 

Отдельные условия, отражающие различные аспекты роста злокачественной опухоли, могут быть 

исследованы отдельно в построенной по заказу модели злокачественной опухоли и/или могут быть объе-

динены вместе. Согласно одному варианту осуществления комбинации по меньшей мере 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 

9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 или более условий, отражающих или имитирующих различные аспекты рос-

та/условия злокачественной опухоли, исследуются в построенной по заказу модели злокачественной 

опухоли. Согласно одному варианту осуществления отдельные условия и, кроме того, комбинации по 

меньшей мере 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 или более условий, отражающих или имити-

рующих различные аспекты роста/условия злокачественной опухоли, исследуются в построенной по за-

казу модели злокачественной опухоли. Все показатели, представленные в предыдущем перечне, также 

могут представлять собой верхний или нижний предел диапазонов, которые предназначены, чтобы быть 

частью настоящего изобретения, например, от 1 до 5, от 1 до 10, от 1 до 20, от 1 до 30, от 2 до 5, от 2 до 

10, от 5 до 10, от 1 до 20, от 5 до 20, от 10 до 20, от 10 до 25, от 10 до 30 или от 10 до 50 разных условий. 

После того как пользовательская клеточная модель построена, к системе могут быть применены од-

но или несколько "возмущающих воздействий", такие как генетическая изменчивость от пациента к па-

циенту или наличие/отсутствие лечения некоторыми лекарственными средствами или пролекарствами. 

См. фиг. 15D. Эффекты таких возмущающих воздействий на систему, включающие в себя эффект на свя-

занные с заболеванием клетки злокачественной опухоли и связанные с заболеванием нормальные кон-

трольные клетки, могут быть измерены с использованием различных известных в настоящей области 

техники или запатентованных средств, как описано в разделе III.B ниже. 

В иллюстративном эксперименте линии злокачественных опухолей PaCa2, HepG2, PC3 и MCF7 и 

нормальные клеточные линии THLE2 и HDFA выдерживали при каждом из условий гипергликемии, ги-

поксии и обогащенности молочной кислотой, а также во всех комбинациях двух или трех условий и в 

дополнение с или без возмущающего воздействия окружающей среды, в частности, воздействия коэнзи-

мом Q10. Перечисленные в настоящем документе ниже представляют собой такие условия иллюстратив-

ных сочетаний, с или без возмущающего воздействия, воздействия коэнзимом Q10, которые могут быть 

использованы для обработки клеток злокачественной опухоли и/или контрольных (например, нормаль-

ных) клеток клеточной модели злокачественной опухоли. Другие комбинации могут быть легко состав-

лены в зависимости от проводимой конкретной перекрестной биологической оценки. 

1. Только среды. 

2. 50 мкМ CTL коэнзим Q10 (CoQ10). 

3. 100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

4. 12,5 мМ молочная кислота. 

5. 12,5 мМ молочная кислота + 50 мкМ CTL коэнзим Q10. 

6. 12,5 мМ молочная кислота + 100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

7. Гипоксия. 

8. Гипоксия + 50 мкМ CTL коэнзим Q10. 

9. Гипоксия + 100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

10. Гипоксия + 12,5 мМ молочная кислота. 

11. Гипоксия + 12,5 мМ молочная кислота + 50 мкМ CTL коэнзим Q10. 

12. Гипоксия + 12,5 мМ молочная кислота + 100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

13. Среды + 22 мМ глюкоза. 

14. 50 мкМ CTL коэнзим Q10 + 22 мМ глюкоза. 

15. 100 мкМ CTL коэнзим Q10 + 22 мМ глюкоза. 

16. 12,5 мМ молочная кислота + 22 мМ глюкоза. 

17. 12,5 мМ молочная кислота + 22 мМ глюкоза + 50 мкМ CTL коэнзим Q10. 

18. 12,5 мМ молочная кислота + 22 мм глюкоза +100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

19. Гипоксия + 22 мМ глюкоза. 

20. Гипоксия + 22 мМ глюкоза + 50 мкМ CTL коэнзим Q10. 



038600 

- 46 - 

21. Гипоксия + 22 мМ глюкоза + 100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

22. Гипоксия + 12,5 мМ молочная кислота + 22 мМ глюкоза. 

23. Гипоксия + 12,5 мМ молочная кислота + 22 мМ глюкоза + 50 мкМ CTL коэнзим Q10. 

24. Гипоксия + 12,5 мМ молочная кислота + 22 мМ глюкоза +100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

В определенных ситуациях взаимовлияющие или ECS эксперименты между различными клетками 

злокачественных опухолей (например, HepG2 и PaCa2) могут проводиться для нескольких взаимосвязан-

ных целей. Согласно некоторым вариантам осуществления, которые включают взаимовлияние, экспери-

менты, проведенные на клеточных моделях, разрабатывают для определения модуляции клеточного со-

стояния или функции одноклеточной системы или популяции (например, клетка гепатокарциномы 

HepG2) с помощью другой системы клеток или популяции (например, злокачественная опухоль подже-

лудочной железы PaCa2) при определенных условиях воздействия (например, гипергликемия, гипоксия 

(ишемия)). В соответствии с типичной постановкой первая клеточная система/популяция контактирует с 

компонентами внешних раздражителей, такими как кандидатная молекула (например, низкомолекуляр-

ное лекарственное средство, белок) или кандидатное состояние (например, гипоксия, окружающая среда 

с высоким содержанием глюкозы). В ответ на это первая клеточная система/популяция изменяет свой 

транскриптом, протеом, метаболом и/или интерактом, что приводит к изменениям, которые можно легко 

обнаружить как внутри, так и вне клетки. Например, изменения в транскриптоме могут быть измерены 

по уровню транскрипции множества мРНК-мишеней; изменения в протеоме могут быть измерены по 

уровню экспрессии множества белков-мишеней и изменения в метаболоме могут быть измерены по 

уровню множества метаболитов-мишеней с помощью анализов, разработанных специально для данных 

метаболитов. С другой стороны, выше упомянутые изменения в метаболоме и/или протеоме, по меньшей 

мере, в отношении определенных секретируемых метаболитов или белков, могут также быть измерены 

по влиянию на вторую клеточную систему/популяция, включающую в себя модуляцию транскриптома, 

протеома, метаболома и интерактома второй клеточной системы/популяции. Таким образом, экспери-

менты могут быть использованы для идентификации эффектов представляющей интерес молекулы(-), 

секретируемой первой клеточной системой/популяцией, на вторую клеточную систему/популяцию при 

различных условиях воздействия. Эксперименты также могут быть использованы, чтобы идентифициро-

вать любые белки, которые модулируются в результате передачи сигналов от первой клеточной системы 

(в ответ на воздействие компонентом внешнего раздражителя) к другой системе клеток с помощью, на-

пример, дифференциального скрининга протеомики. Те же экспериментальные условия также могут 

быть приспособлены для обратной постановки таким образом, что взаимные эффекты между двумя сис-

темами клеток также могут быть оценены. В общем, для этого типа эксперимента выбор пар клеточных 

линий в значительной степени основан на таких факторах, как происхождение, патологическое состоя-

ние и клеточная функция. 

Хотя двухклеточные системы, как правило, участвуют в этом типе экспериментальной постановки, 

аналогичные эксперименты также могут быть разработаны для более чем двухклеточных систем, напри-

мер иммобилизация каждой отдельной системы клеток на отдельной твердой подложке. 

Построенная по заказу клеточная модель может быть установлена и использоваться на стадиях 

платформенной технологии согласно настоящему изобретению для конечной идентификации причинно-

следственной связи, уникальной в биологической системе, путем проведения описанных в настоящем 

документе стадий. Специалисту в настоящей области техники будет понятно, однако, что построенная по 

заказу модель злокачественной опухоли, которая используется для получения начальной, "первого поко-

ления" консенсусной сети причинно-следственных связей может постоянно развиваться или расширяться 

с течением времени, например, за счет введения дополнительных клеточных линий злокачественных 

опухолей или нормальных и/или дополнительных условий злокачественных опухолей. Могут быть соб-

раны дополнительные данные от усовершенствованной модели злокачественной опухоли, т.е. данные из 

вновь добавленной части(ей) модели злокачественной опухоли. Новые данные, собранные от расширен-

ной или усовершенствованной модели клеток, т.е. от вновь добавленной части(ей) модели злокачествен-

ной опухоли, могут быть затем введены в наборы данных, ранее используемые для создания консенсус-

ной сети причинно-следственных связей "первого поколения" для того, чтобы получить более совершен-

ную консенсусную сеть причинно-следственных связей "второго поколения". Новые причинно-

следственные связи, уникальные для состояния злокачественной опухоли, могут быть затем идентифи-

цированы из консенсусной сети причинно-следственных связей "второго поколения". Таким образом, 

эволюция модели злокачественной опухоли включает эволюцию консенсусных сетей причинно-

следственных связей, тем самым обеспечивая новое и/или более надежное понимание определяющих 

драйверов (или модуляторов) состояния злокачественной опухоли. 

(iii) Клеточные модели сахарного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания. 

Другие примеры биологической системы или процесса представляют собой сахарный диабет, ожи-

рение и сердечно-сосудистое заболевание. Как со злокачественной опухолью, родственные патологиче-

ские состояния сахарный диабет, ожирение и сердечно-сосудистое заболевание представляют собой 

сложные патологические состояния, характеризующиеся несколькими уникальными аспектами. Пред-

ставляет интерес идентификация белков/путей, управляющих патогенезом сахарного диабе-
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та/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания. Было бы также интересно расшифровать уникальный 

ответ клеток, связанных с сахарным диабетом/ожирением/сердечно-сосудистым заболеванием к воздей-

ствию лекарственными средствами, по сравнению с ответами нормальных клеток. С этой целью может 

быть установлена модель сахарного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания, чтобы имити-

ровать окружающую среду, которая сталкивается с устойчивыми к заболеванию клетками, путем выбора 

соответствующих клеточных линий и создания условий для культивирования клеток, которые имитиру-

ют характерный аспект патологического состояния или процесса. Например, условия для культивирова-

ния клеток могут быть выбраны такие, которые близко соответствуют гипергликемии, гиперлипидемии, 

гиперинсулинемии, гипоксии или обогащенным молочной кислотой условиям. 

Любые клетки, относящиеся к сахарному диабету/ожирению/сердечно-сосудистому заболеванию, 

могут быть включены в модель сахарного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания. Приме-

ры клеток, относящиеся к сахарному диабету/ожирению/сердечно-сосудистому заболеванию, включают 

в себя, например, адипоциты, мышечные трубки, гепатоциты, гладкомышечные клетки аорты (HASMC) 

и клетки проксимальных канальцев (например, HK2). Множественные типы клеток одного и того же или 

различного происхождения, в отличие от одного типа клеток, могут быть включены в модель сахарного 

диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания. Согласно одному варианту осуществления по 

меньшей мере 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 или более 

различных типов клеток, включены в модель сахарного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболе-

вания. Все значения, представленные в вышеизложенном перечне, также могут представлять собой верх-

ний или нижний предел диапазонов, которые предназначены для того, чтобы быть частью настоящего 

изобретения, например, от 1 до 5, от 1 до 10, от 2 до 5 или от 5 до 15 различных клеточных типов. Со-

гласно одному варианту осуществления клетки представляют собой все одного типа, например, все ади-

поциты, но различаются установленными клеточными линиями, например, различными установленными 

клеточными линиями адипоцитов. Многочисленные другие клеточные типы, которые вовлечены в со-

стояние сахарного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания, известны в настоящей области 

техники, и любые такие клетки могут быть включены в модель сахарного диабета/ожирения/сердечно-

сосудистого заболевания согласно настоящему изобретению. 

Клеточные модели сахарного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания согласно на-

стоящему изобретению могут включать в себя одну или несколько "контрольных клеток". Согласно од-

ному варианту осуществления контрольная клетка может представлять собой необработанную клетку 

либо клетку без возмущающего воздействия. Согласно другому варианту осуществления "контрольная 

клетка" может представлять собой не относящуюся к заболеванию клетку, такую как клетка эпителия. 

Любые из многочисленных не относящихся к заболеванию клеток, могут быть включены в клеточную 

модель. Согласно одному варианту осуществления по меньшей мере 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 

14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 или более различных не патологических клеточных типов 

включены в клеточную модель. Все показатели, представленные в предыдущем перечне, также могут 

представлять собой верхний или нижний предел диапазонов, которые предназначены, чтобы быть ча-

стью настоящего изобретения, например, от 1 до 5, от 1 до 10, от 2 до 5, или от 5 до 15 различных не па-

тологических клеточных линий или клеточных типов. Согласно одному варианту осуществления не от-

носящиеся к заболеванию клетки представляют собой все одного типа, например, все клетки здорового 

эпителия или молочной железы, но различаются установленными клеточными линиями, например, раз-

личными установленными клеточными линиями эпителиальных клеток или клеток молочной железы. 

Согласно одному варианту осуществления в качестве контроля, одну или несколько не относящихся к 

заболеванию клеточных линий культивируют в аналогичных условиях и/или подвергают такому же воз-

мущающему воздействию, что и относящиеся к заболеванию клетки клеточной модели с целью иденти-

фикации белков или путей, уникальных для сахарного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболе-

вания. 

Пользовательская модель сахарного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания может 

также содержать условия культивирования клеток, которые имитируют характерный аспект (представ-

ляют патофизиологию) состояния или процесса сахарного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого забо-

левания. Например, условия для культивирования клеток могут быть выбраны так, чтобы близко соот-

ветствовать условиям клетки, относящейся к сахарному диабету/ожирению/сердечно-сосудистому забо-

леванию в ее окружающей среде in vivo или, чтобы имитировать различные аспекты сахарного диабе-

та/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания. В некоторых случаях условия культивирования клеток 

представляют собой стрессовые условия. 

Иллюстративные условия, которые представляют патофизиологию сахарного диабе-

та/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания, например, любое одно или несколько из гипоксии, обо-

гащенных молочной кислотой условий, гипергликемии, гиперинсулинемии и гиперлипидемии. Гипоксия 

может быть индуцирована в клетках с использованием известных в настоящей области техники спосо-

бов. Например, гипоксия может быть индуцирована путем помещения клеточных систем в камеру мо-

дульного инкубатора (MIC-101, Billups-Rothenberg Inc. Del Mar, CA), которая может быть заполнена 

промышленной газовой смесью, содержащей 5% CO2, 2% O2 и 93% азота. Эффекты могут быть измерены 



038600 

- 48 - 

после заранее определенного периода, например, через 24 ч после лечения гипоксии с и без дополни-

тельных компонентов внешнего раздражителя (например, CoQ10 при 0, 50 или 100 мкМ). 

Точно так же, воздействие молочной кислоты клеток имитирует клеточную окружающую среду, в 

которой активность гликолиза высока. Индуцированный молочной кислотой стресс можно исследовать в 

конечной концентрации молочной кислоты, равной приблизительно 12,5 мМ в заранее определенное 

время, например, через 24 ч с и без дополнительных компонентов внешнего раздражителя (например, 

CoQ10 при 0, 50 или 100 мкМ). Гипергликемия представляет собой условие, обнаруженное при сахарном 

диабете. Воздействие на рассматриваемые клетки типичным условием гипергликемии может включать в 

себя добавление 10% по отношению к культуре глюкозы в подходящие среды, так что конечная концен-

трация глюкозы в средах составляет приблизительно 22 мМ. Гиперлипидемия представляет собой усло-

вие, обнаруженное при ожирении и сердечно-сосудистом заболевании. Гиперлипидемические условия 

могут быть обеспечены путем культивирования клеток в средах, содержащих 0,15 мМ пальмитат натрия. 

Гиперинсулинемия представляет собой условие, обнаруженное при сахарном диабете. Гиперинсулине-

мические условия могут быть индуцированы путем культивирования клеток в средах, содержащих 1000 

нМ инсулина. 

Дополнительные условия, которые представляют патофизиологию сахарного диабе-

та/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания включают в себя, например, любой один или несколько 

из воспаления, стресса эндоплазматического ретикулума, митохондриального стресса и пероксисомаль-

ного стресса. Способы создания подобного воспалению состояния в клетках известны в настоящей об-

ласти техники. Например, воспалительное состояние может быть смоделировано посредством культиви-

рования клеток в присутствии TNF альфа и или IL-6. Способы создания условий, моделирующих стресс 

эндоплазматического ретикулума также известны в настоящей области техники. Например, условия, мо-

делирующие стресс эндоплазматического ретикулума, могут быть созданы путем культивирования кле-

ток в присутствии тапсигаргина и/или туникамицина. Способы создания условий, моделирующих мито-

хондриальный стресс также известны в настоящей области техники. Например, условия, моделирующие 

митохондриальный стресс, могут быть созданы путем культивирования клеток в присутствии рапамици-

на и/или галактозы. Способы создания условий, моделирующих пероксисомальный стресс, также извест-

ны в настоящей области техники. Например, условия, моделирующие пероксисомальный стресс, могут 

быть созданы путем культивирования клеток в присутствии абсцизовой кислоты. 

Отдельные условия, отражающие различные аспекты сахарного диабета/ожирения/сердечно-

сосудистого заболевания, могут быть исследованы отдельно в построенной по заказу модели сахарного 

диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания и/или могут быть объединены вместе. Согласно 

одному варианту осуществления комбинации по меньшей мере 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 

50 или более условий, отражающих или имитирующих различные аспекты сахарного диабе-

та/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания, исследуются в построенной по заказу модели сахарного 

диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания. Согласно одному варианту осуществления от-

дельные условия и, кроме того, комбинации по меньшей мере 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 

или более условий, отражающих или имитирующих различные аспекты сахарного диабе-

та/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания, исследуются в построенной по заказу модели сахарного 

диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания. Все показатели, представленные в предыдущем 

перечне, также могут представлять собой верхний или нижний предел диапазонов, которые предназна-

чены, чтобы быть частью настоящего изобретения, например, от 1 до 5, от 1 до 10, от 1 до 20, от 1 до 30, 

от 2 до 5, от 2 до 10, от 5 до 10, от 1 до 20, от 5 до 20, от 10 до 20, от 10 до 25, от 10 до 30 или от 10 до 50 

разных условий. 

После того как пользовательская клеточная модель построена, одно или несколько "возмущающих 

воздействий" могут быть применены к системе, такие как генетическая изменчивость от пациента к па-

циенту или наличие/отсутствие лечения некоторыми лекарственными средствами или пролекарствами. 

См. фиг. 15D. Эффекты таких возмущающих воздействий в системе, включающей в себя эффект на са-

харный диабет/ожирение/сердечно-сосудистое заболевание, могут быть измерены с использованием раз-

личных известных в настоящей области техники или запатентованных средств, как описано в разделе 

III.B ниже. 

В иллюстративном эксперименте каждый из адипоцитов, мышечных трубок, гепатоцитов, гладко-

мышечных клеток аорты (HASMC) и клеток проксимальных канальцев (например, HK2) выдерживают 

при каждом из условий гипергликемии, гипоксии, гиперлипидемии, гиперинсулинемии и обогащенности 

молочной кислотой, а также во всех комбинациях двух, трех, четырех или всех пяти условий, и в допол-

нение с или без внешнего возмущающего воздействия, в частности, воздействия коэнзимом Q10. В до-

полнение к иллюстративным комбинациям условий, описанным выше в контексте модели злокачествен-

ной опухоли, перечисленным в настоящем документе ниже, представлены некоторые дополнительные 

иллюстративные комбинации условий, с или без возмущающего воздействия, например, обработка коэн-

зимом Q10, который может быть использован для обработки относящихся к сахарному диабе-

ту/ожирению/сердечно-сосудистому заболеванию клеток (и/или контрольных клеток) клеточной модели 

сахарного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания. Они предназначены только в качестве 
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примеров, и специалисту в настоящей области техники будет понятно, что любое отдельное и/или ком-

бинация вышеуказанных условий, которые представляют патофизиологию сахарного диабе-

та/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания, могут быть использованы в клеточной модели для по-

лучения наборов выходных данных. Другие комбинации могут быть легко составлены в зависимости от 

конкретной проводимой перекрестной биологической оценки. 

1. Только среды. 

2. 50 мкМ CTL коэнзим Q10. 

3. 100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

4. 0,15 мМ пальмитат натрия. 

5. 0,15 мМ пальмитат натрия + 50 мкМ CTL коэнзим Q10. 

6. 0,15 мМ пальмитат натрия + 100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

7. 1000 нМ инсулин. 

8. 1000 нМ инсулин + 50 мкМ CTL коэнзим Q10. 

9. 1000 нМ инсулин + 100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

10. 1000 нМ инсулин + 0,15 мМ пальмитат натрия. 

11. 1000 нМ инсулин + 0,15 мМ пальмитат натрия + 50 мкМ CTL коэнзим Q10. 

12. 1000 нМ инсулин + 0,15 мМ пальмитат натрия +100 мкМ CTL коэнзим Q10. 

В определенных ситуациях взаимовлияющие или ECS эксперименты между различными относя-

щимися к заболеванию клетками (например, клетки HASMC и HK2 или клетки печени и адипоциты) мо-

гут проводиться для нескольких взаимосвязанных целей. Согласно некоторым вариантам осуществления, 

которые включают взаимовлияние, эксперименты, проведенные на клеточных моделях, разрабатывают 

для определения модуляции клеточного состояния или функции одноклеточной системы или популяции 

(например, клеток печени) с помощью другой системы клеток или популяции (например, адипоцитов) 

при определенных условиях воздействия (например, гипергликемия, гипоксия, гиперлипидемия, гипе-

ринсулинемия). В соответствии с типичной постановкой первая клеточная система/популяция контакти-

рует с компонентами внешних раздражителей, такими как кандидатная молекула (например, низкомоле-

кулярное лекарственное средство, белок) или кандидатное состояние (например, гипоксия, окружающая 

среда с высоким содержанием глюкозы). В ответ на это первая клеточная система/популяция изменяет 

свой транскриптом, протеом, метаболом и/или интерактом, что приводит к изменениям, которые можно 

легко обнаружить как внутри, так и вне клетки. Например, изменения в транскриптоме могут быть изме-

рены по уровню транскрипции множества мРНК-мишеней; изменения в протеоме могут быть измерены 

по уровню экспрессии множества белков-мишеней и изменения в метаболоме могут быть измерены по 

уровню множества метаболитов-мишеней с помощью анализов, разработанных специально для данных 

метаболитов. С другой стороны, выше упомянутые изменения в метаболоме и/или протеоме, по меньшей 

мере, в отношении определенных секретируемых метаболитов или белков, могут также быть измерены 

по влиянию на вторую клеточную систему/популяцию, включающую в себя модуляцию транскриптома, 

протеома, метаболома и интерактома второй клеточной системы/популяции. Таким образом, экспери-

менты могут быть использованы для идентификации эффектов представляющей интерес молекулы(-), 

секретируемой первой клеточной системой/популяцией, на вторую клеточную систему/популяцию при 

различных условиях воздействия. Эксперименты также могут быть использованы, чтобы идентифициро-

вать любые белки, которые модулируются в результате передачи сигналов от первой клеточной системы 

(в ответ на воздействие компонентом внешнего раздражителя) к другой клеточной системе с помощью, 

например, дифференциального скрининга протеомики. Те же экспериментальные условия также могут 

быть приспособлены для обратной постановки таким образом, что взаимные эффекты между двумя кле-

точными системами также могут быть оценены. В общем, для этого типа эксперимента выбор пар кле-

точных линий в значительной степени основан на таких факторах, как происхождение, патологическое 

состояния и клеточная функция. 

Хотя двухклеточные системы, как правило, участвуют в этом типе экспериментальной постановки, 

аналогичные эксперименты также могут быть разработаны для более чем двух клеточных систем, на-

пример, иммобилизация каждой отдельной системы клеток на отдельной твердой подложке. 

Построенная по заказу модель сахарного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания мо-

жет быть установлена и использоваться на стадиях платформенной технологии согласно настоящему 

изобретению для конечной идентификации причинно-следственной связи, уникальной при состоянии 

сахарного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания путем проведения описанных в настоя-

щем документе стадий. Специалисту в настоящей области техники будет понятно, однако, что, как и в 

случае с моделью злокачественной опухоли, построенная по заказу модель сахарного диабе-

та/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания, которая используется для получения начальной, "перво-

го поколения" консенсусной сети причинно-следственных связей может постоянно развиваться или рас-

ширяться с течением времени, например, за счет введения дополнительных относящихся к заболеванию 

клеточных линий и/или дополнительных относящихся к заболеванию условий. Могут быть собраны до-

полнительные данные от усовершенствованной модели сахарного диабета/ожирения/сердечно-

сосудистого заболевания, т.е. данные из вновь добавленной части(ей) модели. Новые данные, собранные 
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от расширенной или усовершенствованной модели, т.е. от вновь добавленной части(ей) модели, могут 

быть затем введены в наборы данных, ранее используемые для создания консенсусной сети причинно-

следственных связей "первого поколения" для того, чтобы получить более совершенную консенсусную 

сеть причинно-следственных связей "второго поколения". Новые причинно-следственные связи, уни-

кальные для состояния сахарного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания (или уникальные 

для реакции состояния сахарного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания на возмущающее 

воздействие), могут быть затем идентифицированы из консенсусной сети причинно-следственных связей 

"второго поколения". Таким образом, эволюция модели сахарного диабета/ожирения/сердечно-

сосудистого заболевания включает эволюцию консенсусных сетей причинно-следственных связей, тем 

самым обеспечивая новое и/или более надежное понимание определяющих драйверов (или модуляторов) 

состояния сахарного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания. 

B. Использование клеточных моделей для перекрестных биологических оценок. 

Предусмотренные в настоящем изобретении способы и клеточные модели могут быть использова-

ны для или применительно к любому количеству "перекрестных биологических оценок." Использование 

способов согласно настоящему изобретению для перекрестной биологической оценки облегчает иденти-

фикацию "модуляторов" или "драйверов" определяющих клеточные процессы биологической системы. 

Используемая в настоящем документе "перекрестная биологическая оценка" может включать в себя 

идентификацию одного или нескольких модуляторов биологической системы, например, "драйверов" 

определяющих клеточных процессов (например, повышение или снижение активности биологической 

реакции или ключевых представителей пути, или ключевых регуляторов представителей пути), связан-

ных с возмущающим воздействием окружающей среды или компонентом внешнего раздражителя, или с 

уникальной причинно-следственной связью, уникальной в биологической системе или процессе. Она 

может дополнительно включать в себя добавочные стадии, разработанные для исследования или провер-

ки того, необходимы и/или достаточны ли идентифицированные определяющие драйверы клеточного 

процесса для последующих событий, связанных с возмущающим воздействием окружающей среды или 

компонентом внешнего раздражителя, в том числе в животных моделях in vivo и/или экспериментах на 

культуре ткани in vitro. 

Согласно некоторым вариантам осуществления перекрестная биологическая оценка представляет 

собой диагностику или постановку патологического состояния, причем идентифицированные модулято-

ры биологической системы, например, драйверы определяющих клеточных процессов (например, взаи-

мовлияющие дифференциалы или причинно-следственные связи, уникальные в биологической системе 

или процессе) представляют собой либо маркеры заболеваний, либо терапевтические мишени, которые 

могут быть предметом терапевтического вмешательства. Рассматриваемая перекрестная биологическая 

оценка подходит для любого патологического состояния в теории, но может быть особенно полезна в 

таких областях, как биология онкологии/злокачественных опухолей, диабет, ожирение, сердечно-

сосудистое заболевание и неврологические состояния (особенно нейродегенеративные заболевания, та-

кие как, без ограничения, болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, болезнь Хантингтона, боковой 

амиотрофический склероз (ALS) и связанная со старением нейродегенерация). 

Согласно некоторым вариантам осуществления перекрестная биологическая оценка представляет 

собой определение эффективности лекарственного средства, причем идентифицированные модуляторы 

биологической системы, например, драйвер определяющих клеточных процессов (например, взаимо-

влияющие дифференциалы или причинно-следственные связи, уникальные в биологической системе или 

процессе) могут представлять собой отличительные черты успешного лекарственного средства, и, в свою 

очередь, могут быть использованы, чтобы идентифицировать дополнительные средства, такие как MIM 

или epishifter, для лечения того же патологического состояния. 

Согласно некоторым вариантам осуществления перекрестная биологическая оценка представляет 

собой идентификацию мишеней лекарственных средств для профилактики или лечения инфекции (на-

пример, бактериальной или вирусной инфекции), причем идентифицированные драйверы определяющих 

клеточных процессов (например, взаимовлияющие дифференциалы или причинно-следственные связи, 

уникальные в биологической системе или процессе) могут представлять собой маркеры/индикаторы или 

ключевые биологические молекулы, вызывающие инфекционное состояние, и могут, в свою очередь, 

использоваться для идентификации противоинфекционных средств. 

Согласно некоторым вариантам осуществления перекрестная биологическая оценка представляет 

собой оценку молекулярного эффекта средства, например, лекарственного средства, на данный профиль 

заболевания, причем идентифицированные модуляторы биологической системы, например, драйвер оп-

ределяющих клеточных процессов (например, взаимовлияющие дифференциалы или причинно-

следственные связи, уникальные в биологической системе или процессе), могут представлять собой уве-

личение или снижение активности одного или нескольких биологических путей или ключевых предста-

вителей пути(ей), или регуляторов представителей пути(ей), и, в свою очередь, могут быть использова-

ны, например, для предсказания терапевтической эффективности средства при данном заболевании. 

Согласно некоторым вариантам осуществления перекрестная биологическая оценка представляет 

собой оценку токсикологического профиля средства, например, лекарственного средства, на клетку, 
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ткань, орган или организм, причем идентифицированные модуляторы биологической системы, напри-

мер, драйвер определяющих клеточных процессов (например, взаимовлияющие дифференциалы или 

причинно-следственные связи, уникальные в биологической системе или процессе), могут представлять 

собой показатели токсичности, например цитотоксичности, и, в свою очередь, могут быть использованы 

для прогнозирования или идентификации токсикологического профиля средства. Согласно одному из 

вариантов осуществления идентифицированные модуляторы биологической системы, например, драйвер 

определяющих клеточных процессов (например, взаимовлияющие дифференциалы или причинно-

следственные связи, уникальные в биологической системе или процессе), представляют собой показатель 

кардиотоксичности лекарственного средства или кандидатного лекарственного средства, и могут быть, в 

свою очередь, использованы для прогнозирования или идентификации кардиотоксического профиля ле-

карственного средства или кандидатного лекарственного средства. 

Согласно некоторым вариантам осуществления перекрестная биологическая оценка представляет 

собой идентификацию мишеней лекарственных средств для профилактики или лечения заболевания или 

нарушения, вызванного биологическим оружием, таким как болезнетворные простейшие, грибы, бакте-

рии, вирусы, протесты или токсины, причем идентифицированные модуляторы биологической системы, 

например, драйвер определяющих клеточных процессов (например, взаимовлияющие дифференциалы 

или причинно-следственные связи, уникальные в биологической системе или процессе), могут представ-

лять собой маркеры/индикаторы или ключевые биологические молекулы, вызывающие указанное забо-

левание или нарушение, и могут быть, в свою очередь, использованы для идентификации средств биоло-

гической защиты. 

Согласно некоторым вариантам осуществления перекрестная биологическая оценка представляет 

собой идентификацию мишеней для антивозрастных средств, таких как антивозрастная косметика, при-

чем идентифицированные модуляторы биологической системы, например драйвер определяющих кле-

точных процессов (например, взаимовлияющие дифференциалы или причинно-следственные связи, уни-

кальные в биологической системе или процессе), могут представлять собой маркеры или индикаторы 

процесса старения, в частности процесс старения в коже, и в свою очередь могут быть использованы для 

идентификации антивозрастных средств. 

Согласно одному варианту осуществления клеточная модель старения, которая используется в спо-

собах согласно настоящему изобретению для идентификации мишеней для антивозрастной косметики, 

клеточная модель содержит стареющие эпителиальные клетки, которые представляют собой, например, 

обработанный УФ-светом (окружающее возмущающее воздействие или компонент внешнего раздражи-

теля) и/или клетки новорожденных, которые также необязательно обработаны УФ-светом. Согласно од-

ному варианту осуществления клеточная модель старения содержит клеточную взаимовлияющую систе-

му. В одной иллюстративной двухклеточной взаимовлияющей системе, установленной для идентифика-

ции мишеней для антивозрастной косметики, стареющая эпителиальная клетка (первая клеточная систе-

ма) может быть обработана ультрафиолетовым светом (компонент внешнего раздражителя) и изменения, 

например, протеомные изменения и/или функциональные изменения в неонатальной клетке (вторая кле-

точная система) в результате контактирования неонатальных клеток с кондиционированной средой, об-

работанной стареющей эпителиальной клетки, например, протеомные изменения могут быть измерены с 

использованием обычной количественной масс-спектрометрии, или причинно-следственная связь, уни-

кальная при старении, может быть идентифицирована из сети причинно-следственных связей, получен-

ной из данных. 

V. Протеомный анализ образцов 

Согласно некоторым вариантам осуществления рассматриваемый способ использует масштабный 

высокоэффективный количественный протеомный анализ сотен образцов аналогичного характера, и 

включает данные, необходимые для идентификации клеточных выходных дифференциалов. 

Существуют многочисленные известные в настоящей области техники технологии, пригодные для 

этой цели. Иллюстративная техника, анализ iTRAQ в сочетании с масс-спектрометрией, кратко описана 

ниже. 

Для обеспечения эталонных образцов для относительного количественного определения техникой 

iTRAQ создают множество пулов QC. Два отдельных пула QC, состоящих из аликвот каждой пробы, 

были получены от образцов клетки #1 и клетки #2 - эти образцы обозначены как QCS1 и QCS2, и QCP1 и 

QCP2 для супернатантов и осадков соответственно. Для того чтобы обеспечить сравнения концентрации 

белка в двух клеточных линиях, аликвоты клеточных осадков описанных выше пулов QC объединяют в 

равных объемах для получения эталонных образцов (QCP). 

Подход количественной протеомики базируется на стабильном изотопном мечении с реагентом 8-

Plex iTRAQ и 2D-ЖХ МС/МС MALDI для идентификации и количественного определения пептидов. 

Количественное определение с этой техникой характеризуется относительностью: пептидам и белкам 

присваиваются относительные содержания, по сравнению с эталонным образцом. Общие эталонные об-

разцы при многочисленных экспериментах iTRAQ облегчают сравнение образцов во множественных 

экспериментах iTRAQ. 

Для реализации этой схемы анализа шесть основных образцов и два пула контрольных образцов 
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могут быть объединены в одну смесь 8-plex iTRAQ с контрольным пулом образцов, помеченным реаген-

тами 113 и 117, в соответствии с инструкциями изготовителя. Эта смесь из восьми образцов может быть 

затем фракционирована путем двумерной жидкостной хроматографии; сильным катионным обменом 

(SCX) в первом измерении, и обращенно-фазовой ВЭЖХ во втором измерении. Элюент ВЭЖХ непо-

средственно фракционировали на планшеты MALDI, и планшеты анализировали на масс-спектрометре 

MDS SCIEX/AB 4800 MALDI TOF/TOF. 

В отсутствие дополнительной информации предполагается, что наиболее важные изменения в экс-

прессии белка представляют собой те, которые находятся в одних и тех же типах клеток при различных 

условиях обработки. По этой причине, первичные образцы из клетки #1 и клетки #2 анализируют в от-

дельных смесях iTRAQ. Для облегчения сравнения экспрессии белка в образцах клетки #1 и клетки #2, 

универсальные образцы QCP анализируют в доступных "слотах iTRAQ", не занятых первичными или 

специфичными к клеточной линии QC образцами (QC1 и QC2). 

Краткий обзор применяемых лабораторных процедур предусмотрен в настоящем документе. 

A. Экстракция белка из образцов клеточных супернатантов. 

Для образцов клеточных супернатантов (CSN) белки из культуральной среды присутствуют в 

большом избытке по сравнению с белками, секретируемыми культивируемыми клетками. В попытке 

уменьшить этот фон, осуществляли предварительное истощение находящегося в избытке белка. В каче-

стве специфичных колонок для аффинной хроматографии не доступных для сывороточных белков круп-

ного рогатого скота или лошади, использовали колонку к человеческим IgY14. В то время как антитела 

направлялись против белков человека, ожидалась широкая специфичность, обеспечиваемая поликло-

нальной природой антител, для выполнения истощения белков как крупного рогатого скота, так и лоша-

дей, присутствующих в клеточных культуральных средах, которые использовались. 

Аликвоту объемом 200 мкл материала CSN QC загружают на истощающую колонку с 10 мл IgY14 

до начала исследования, чтобы определить общую концентрацию белка (анализ с бицинхониновой ки-

слотой (BCA)) в проточном материале. Вводимый объем затем выбирается для достижения истощенной 

фракции, содержащей около 40 мкг общего белка. 

B. Экстракция белка из клеточных осадков. 

Аликвоту клетки #1 и клетки #2 лизируют в "стандартном" лизирующем буфере, используемом для 

анализа образцов ткани при BGM, и общее содержание белка определяется с помощью анализа BCA. 

Установив содержание белка этих репрезентативных лизатов клеток, все образцы клеточных осадков (в 

том числе образцы QC, описанных в разделе 1.1) процессировали до клеточных лизатов. Количества ли-

затов приблизительно с 40 мкг общего белка переносили в рабочий процесс процессирования. 

C. Подготовка образцов для масс-спектрометрии. 

Подготовка образца следует стандартным операционным процедурам и состоит из следующих дей-

ствий: 

восстановление и алкилирование белков; 

очистка белков на колонке для обращено-фазовой хроматографии (только клеточные осадки); 

расщепление трипсином; 

мечение iTRAQ; 

сильная катионообменная хроматография - сбор из шести фракций (система Agilent 1200); 

фракционирование ВЭЖХ и точечное нанесения на планшеты MALDI (система Dionex 

Ultimate3000/Probot). 

D. MALDI MC и МС/МС. 

ВЭЖХ-МС обычно использует стратегии онлайн ESI MC/MC. BG Medicine использует офф-лайн 

платформы ЖХ-MALDI МС/МС, что приводит к лучшему согласованию наблюдаемых наборов белка по 

всем первичным образцам без необходимости введения одного и того же образца множество раз. После 

первого прохода сбора данных во всех смесях iTRAQ, поскольку пептидные фракции сохраняются на 

планшетах-мишенях MALDI, образцы могут быть проанализированы во второй раз с использованием 

нацеленного образца обнаружения МС/МС, полученного из знаний, полученных в ходе первого обнару-

жения. Таким образом, осуществляется максимальная частота наблюдения для всех идентифицирован-

ных белков (в идеале, каждый белок должен быть измерен в каждом смеси iTRAQ). 

E. Обработка данных. 

Процесс обработки данных в рабочем процессе BGM протеомики может быть разделен на такие 

процедуры, как предварительная идентификация и количественное определение пептидов, которые за-

полнены для каждой смеси iTRAQ отдельно (раздел 1.5.1) и такие процессы (раздел 1.5.2), как оконча-

тельное распределение пептидов к белкам и окончательная количественная оценка белков, которые не 

заполнены до завершения сбора данных в рамках проекта. 

Основные этапы обработки данных в рамках рабочего процесса BGM протеомики представляют 

собой 

идентификацию пептидов с помощью поисковика по базе данных Mascot (Matrix Science); 

автоматизированную проверку на месте идентификационных номеров Mascot количественное оп-

ределение пептидов и предварительное количественное определение белков; 
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квалифицированное курирование конечного набора данных заключительное распределение пепти-

дов из каждой смеси в общий набор белков с использованием специальной утилиты PVT; 

устранение выбросов и окончательное количественное определение белков. 

(i) Обработка данных отдельных смесей iTRAQ. 

Поскольку каждая смесь iTRAQ обрабатывается через рабочий процесс, спектры МС/МС анализи-

руются с использованием запатентованных программных средств BGM для идентификаций пептидов и 

белков, а также первоначальную оценку количественной информации. На основании результатов этого 

предварительного анализа качество рабочего процесса для каждого первичного образца в смеси судят по 

набору метрик производительности BGM. Если данный образец (или смесь) не проходит установленные 

минимальные метрики производительности и дополнительный материал доступен, этот образец повторя-

ется в полном объеме и данные из этого второго осуществления рабочего процесса включают в конеч-

ный набор данных. 

(ii) Идентификация пептидов. 

Спектры МС/МС искали по базе данных белковых последовательностей Uniprot, содержащей чело-

веческие, бычьи и лошадиные последовательности, дополненные общими последовательностями-

примесями, такими как свиной трипсин. Детали параметров поиска Mascot, включающие в себя полный 

список модификаций, приведены в таблице. 

Параметры поиска Mascot 

 
После завершения поиска Mascot процедура автоматической проверки используется для продвиже-

ния (т.е. проверки) конкретных пептидных совпадений Mascot. Дифференциация между действительны-

ми и недействительными совпадениями основана на достигнутой оценке Mascot по отношению к ожи-

даемой оценке Mascot и разнице между оценками Mascot пептида 1 ранга и пептида 2 ранга. Необходи-

мые для проверки критерии несколько смягчают, если пептид представляет собой один из нескольких 

согласованных с единственным белком в смеси iTRAQ или если пептид присутствует в каталоге ранее 

проверенных пептидов. 

(iii) Количественное определение пептидов и белков. 

Набор проверенных пептидов для каждой смеси используют для вычисления предварительных ко-

личественных метрик белков для каждой смеси. Отношения пептидов рассчитывают путем деления 

площади пика от метки iTRAQ (т.е. m/z 114, 115, 116, 118, 119 или 121) для каждого проверенного пеп-

тида путем лучшего представления площади пика эталонного пула (QC1 или QC2). Это площадь пика 

представляет собой среднее из пиков 113 и 117, предусмотренных обоими образцами, выдержавшими 

критерии приемлемости QC. Предварительные соотношения белков определяют путем расчета среднего 

соотношения всех "полезных" проверенных пептидов, совпадающих с этим белком. "Полезные" пептиды 

представляют собой полностью помеченные iTRAQ (все N-концы помечены либо лизином, либо пирог-

лутаминовой кислотой) и полностью помеченные цистеином (т.е. все остатки цистеина алкилируют кар-

бамидометилом или N-концевым пирокарбамидометилцистеином). 

(iv) Обработка после сбора. 

После того как все проходы сбора данных МС/МС завершены для каждой смеси в проекте, данные 

сопоставляются с использованием трех стадий, обсуждаемых ниже, которые направлены на предостав-

ление результатов от каждого первичного образца, чтобы просто и достоверно сравнить с другим. 

(v) Глобальное распределение пептидных последовательностей к белкам. 

Итоговое распределение пептидных последовательностей к белковым учетным номерам осуществ-

ляется через запатентованный инструмент проверки белка (PVT). Процедура PVT определяет наилуч-

ший, минимальный не излишний набор белков для описания полной коллекции пептидов, идентифици-
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рованных в проекте. Она представляет собой автоматизированную процедуру, которая была оптимизи-

рована для обработки данных из гомогенной таксономии. 

Белковые распределения для экспериментов с супернатантами вручную проверяли, чтобы спра-

виться с трудностями смешанных таксономии в базе данных. Поскольку автоматизированная парадигма 

не распространяется на клеточные культуры, выращенные в бычьей и лошадиной сыворотке, дополнен-

ной средами, подробная проверка вручную необходима для минимизирования неопределенности источ-

ника любого данного белка. 

(vi) Нормирование пептидных соотношений. 

Пептидные соотношения для каждого образца нормируют на основе способа Vandesompele et al. 

Genome Biology, 2002, 3(7), research 0034.1-11. Эта процедура применяется только к измерениям клеточ-

ных осадков. Для надосадочных образцов количественные данные не нормируют с учетом наибольшего 

вклада пептидных идентификаций, поступающих от сред. 

(vii) Конечный расчет соотношений белков. 

Стандартная статистическая процедура элиминации выброса используется для удаления выбросов 

из окружения каждого срединного соотношения белков, выше уровня 1,96 σ в наборе преобразованных 

логарифмически данных. После этого процесса элиминации окончательный набор белковых соотноше-

ний (пере)рассчитывается. 

VI. Маркеры согласно настоящему изобретению и их применение 

Настоящее изобретение основано, по меньшей мере частично, на идентификации новых биомарке-

ров, которые связаны с такой биологической системой, как патологический процесс, или реакцией био-

логической системы на возмущающее воздействие, такое как терапевтическое средство. 

В частности, настоящее изобретение относится к маркерам (далее "маркеры" или "маркеры соглас-

но настоящему изобретению"), которые описаны в примерах. Изобретение включает нуклеиновые кисло-

ты и белки, которые кодируются с помощью или соответствуют маркерам (в дальнейшем "маркерные 

нуклеиновые кислоты" и "маркерные белки", соответственно). Эти маркеры особенно полезны в диагно-

стике патологических состояний; прогнозировании патологических состояний; разработки мишеней ле-

карственных средств для различных патологических состояний; в скрининге на наличие токсичности, 

предпочтительно вызванной лекарственными средствами токсичности, например, кардиотоксичности; 

идентификации средств, которые вызывают или обусловливают риск возникновения токсичности; иден-

тификации средства, которое может уменьшить или предотвратить индуцированную лекарственными 

средствами токсичность, уменьшении или предотвращении лекарственной кардиотоксичности и иденти-

фикации маркеров прогнозирования вызванной лекарственными средствами кардиотоксичности. 

"Маркер" представляет собой ген, чей измененный уровень экспрессии в ткани или клетке, по срав-

нению с уровнем экспрессии в нормальной или здоровой ткани или клетке, связан с патологическим со-

стоянием, таким как злокачественная опухоль, сахарный диабет, ожирение, сердечно-сосудистое заболе-

вание или таким состоянием токсичности, как индуцированная лекарственным средством токсичность, 

например, кардиотоксичность. "Маркерная нуклеиновая кислота" представляет собой нуклеиновую ки-

слоту (например, мРНК, кДНК), кодируемую или соответствующую маркеру настоящего изобретения. 

Такие маркерные нуклеиновые кислоты включают в себя ДНК (например, кДНК), содержащую полную 

или частичную последовательность любого из генов, которые представляют собой маркеры согласно 

настоящему изобретению или комплементарны такой последовательности. Такие последовательности 

известны специалистам в настоящей области техники и могут быть найдены, например, на веб-сайте 

Pubmed государственного национального института здравоохранения. Маркерные нуклеиновые кислоты 

также включают в себя РНК, содержащую полную или частичную последовательность любого из марке-

ров-генов согласно настоящему изобретению или комплементарны такой последовательности, в которой 

все остатки тимидина заменены остатками уридина. "Маркерный белок" представляет собой белок, ко-

дируемый или соответствующий маркеру настоящего изобретения. Маркерный белок содержит полную 

или частичную последовательность любого из маркерных белков согласно настоящему изобретению. 

Такие последовательности известны специалистам в настоящей области техники и могут быть найдены, 

например, на веб-сайте Pubmed государственного национального института здравоохранения. Термины 

"белок" и "полипептид" взаимозаменяемы. 

"Связанная с патологическим состоянием или токсичным состоянием" биологическая жидкость ор-

ганизма представляет собой жидкость в организме пациента, которая контактирует или проходит через 

клетки саркомы или в которую клетки или белки выделяются из клеток саркомы. Иллюстративные свя-

занные с патологическим состоянием или токсическим состоянием жидкости организма включают в себя 

жидкости крови (например, цельную кровь, сыворотку крови, кровь с удаленными из нее тромбоцитами) 

и описаны более подробно ниже. Связанные с патологическим состоянием или токсическим состоянием 

жидкости организма не ограничены цельной кровью, кровью с удаленными из нее тромбоцитами, лим-

фой, жидкостью предстательной железы, мочой и спермой. 

"Нормальный" уровень экспрессии маркера представляет собой уровень экспрессии маркера в клет-

ках субъекта-человека или пациента, не страдающего патологическим состоянием или состоянием ток-

сичности. 
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"Гиперэкспрессия" или "повышенный уровень экспрессии" маркера относится к уровню экспрессии 

в исследуемом образце, который больше, чем стандартная ошибка анализа, используемая для оценки 

экспрессии, и, предпочтительно, по меньшей мере в два раза, а более предпочтительно в три, четыре, 

пять, шесть, семь, восемь, девять или десять раз превышает уровень экспрессии маркера в контрольном 

образце (например, образце от здорового человека, не содержащего маркер, связанный с патологическим 

состоянием или состоянием токсичности, например, злокачественная опухоль, сахарный диабет, ожире-

ние, сердечно-сосудистое заболевание и кардиотоксичность) и предпочтительно, средний уровень экс-

прессии маркера в нескольких контрольных образцах. 

"Пониженный уровень экспрессии" маркера относится к уровню экспрессии в исследуемом образ-

це, который по меньшей мере в два раза, и более предпочтительно в три, четыре, пять, шесть, семь, во-

семь, девять или десять раз ниже, чем уровень экспрессии маркера в контрольном образце (например, 

образце от здорового человека, не содержащего маркер, связанный с патологическим состоянием или 

состоянием токсичности, например, злокачественная опухоль, сахарный диабет, ожирение, сердечно-

сосудистое заболевание и кардиотоксичность) и предпочтительно, средний уровень экспрессии маркера 

в нескольких контрольных образцах. 

"Транскрибируемый полинуклеотид" или "транскрипт нуклеотида" представляет собой полинук-

леотид (например, мРНК, гяРНК, кДНК или аналог такой РНК или кДНК), который комплементарен или 

гомологичен всей или части зрелой мРНК, произведенной транскрипцией маркера согласно настоящему 

изобретению и обычной пост-транскрипционной обработке (например, сплайсинг), если таковая имеется, 

РНК-транскрипта, а также обратной транскрипции РНК-транскрипта. 

"Комплементарный" относится к широкой концепции комплементарности последовательностей 

между областями двух нитей нуклеиновой кислоты или между двумя областями одной и той же нити 

нуклеиновой кислоты. Известно, что остаток аденина первой области нуклеиновой кислоты способен 

образовывать специфические водородные связи ("спаривание оснований") с остатком второй области 

нуклеиновой кислоты, которая антипараллельна к первой области, если остаток представляет собой ти-

мин или урацил. Кроме того, известно, что остаток цитозина первой цепи нуклеиновой кислоты способен 

к спариванию оснований с остатком второй цепи нуклеиновой кислоты, которая антипараллельна по от-

ношению к первой цепи, если остаток представляет собой гуанин. Первая область нуклеиновой кислоты 

комплементарна второй области той же или другой нуклеиновой кислоты, если, когда две области рас-

положены антипараллельно, по меньшей мере один нуклеотидный остаток первой области способен к 

спариванию оснований с остатком второй области. Предпочтительно, чтобы первая область содержала 

первую часть и вторая область содержала вторую часть, в результате чего, когда первая и вторая части 

расположены антипараллельно, по меньшей мере приблизительно 50%, а предпочтительно по меньшей 

мере приблизительно 75%, по меньшей мере приблизительно 90% или по меньшей мере приблизительно 

95% нуклеотидных остатков первой части способны к спариванию оснований с нуклеотидными остатка-

ми во второй части. Более предпочтительно, чтобы все нуклеотидные остатки из первой части были спо-

собны к спариванию оснований с нуклеотидными остатками во второй части. 

Используемый в настоящем документе термин "гомологичный" относится к сходству нуклеотидных 

последовательностей между двумя областями одной и той же нити нуклеиновой кислоты или между об-

ластями двух различных нитей нуклеиновых кислот. Когда положение нуклеотидного остатка в обеих 

областях занимает тот же нуклеотидный остаток, тогда области гомологичны в этом положении. Первая 

область гомологична второй области, если по меньшей мере одно положение нуклеотидного остатка в 

каждой области занимает тот же остаток. Гомологии между двумя областями выражается в терминах 

пропорций положений нуклеотидных остатков двух областей, которые занимаются тем же нуклеотид-

ным остатком. В качестве примера, область, содержащая нуклеотидную последовательность 5'-ATTGCC-

3', и область, содержащая нуклеотидную последовательность 5'-TATGGC-3' характеризуются 50% гомо-

логии. Предпочтительно, первая область содержит первую часть и вторая область содержит вторую 

часть, при этом по меньшей мере приблизительно 50% и предпочтительно по меньшей мере приблизи-

тельно 75%, по меньшей мере приблизительно 90% или по меньшей мере приблизительно 95% положе-

ний нуклеотидных остатков каждой из частей занимает тот же нуклеотидный остаток. Более предпочти-

тельно, все положения нуклеотидных остатков каждой из частей занимает тот же нуклеотидный остаток. 

"Белки согласно настоящему изобретению" охватывают маркерные белки и их фрагменты; вари-

антные маркерные белки и их фрагменты; пептиды и полипептиды, содержащие сегмент по меньшей 

мере 15 аминокислот маркера или вариантного маркерного белка; и слитые белки, содержащие маркер 

или вариантный маркерный белок, или сегмент по меньшей мере 15 аминокислот маркера или вариант-

ного маркерного белка. 

Согласно настоящему изобретению предусмотрены антитела, производные антител и фрагменты 

антител, которые специфически связываются с маркерными белками и фрагментами маркерных белков 

согласно настоящему изобретению. Если не указано иное, термины "антитело" и "антитела" охватывают 

в широком смысле встречающиеся в природе формы антител (например, IgG, IgA, IgM, IgE) и такие ре-

комбинантные антитела, как одноцепочечные антитела, химерные и гуманизированные антитела и муль-

тиспецифические антитела, а также фрагменты и производные всех из вышеперечисленных, при этом 
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фрагменты и производные содержат по меньшей мере один антигенный сайт связывания. Производные 

антител могут содержать белок или химический фрагмент, конъюгированный с антителом. 

Согласно некоторым вариантам осуществления маркеры согласно настоящему изобретению вклю-

чают в себя один или несколько генов (или белков), выбранных из группы, состоящей из HSPA8, FLNB, 

PARK7, HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, 

HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, ATP5A1, CANX, GRP78, GRP75, TIMP1, PTX3, 

HSP76, PDIA4, PDIA1, CA2D1, GPAT1 и TAZ. Согласно некоторым вариантам осуществления маркеры 

представляют собой сочетание по меньшей мере двух, трех, четырех, пяти, шести, семи, восьми, девяти, 

десяти, одиннадцати, двенадцати, тринадцати, четырнадцати, пятнадцати, шестнадцати, семнадцати, во-

семнадцати, девятнадцати, двадцати, двадцати пяти, тридцати или более из вышеуказанных генов (или 

белков). Все значения, представленные в вышеизложенном списке, также могут представлять собой 

верхний или нижний предел диапазонов, которые предназначены, чтобы быть частью этого изобретения, 

например, от 1 до 5, от 1 до 10, от 1 до 20, от 1 до 30, от 2 до 5, от 2 до 10, от 5 до 10, от 1 до 20, от 5 до 

20, от 10 до 20, от 10 до 25, от 10 до 30 вышеуказанных генов (или белков). 

Согласно одному варианту осуществления маркеры настоящего изобретения представляют собой 

гены или белки, связанные с или участвующие в злокачественной опухоли. Такие гены или белки, участ-

вующие в злокачественной опухоли, включают в себя, например, HSPA8, FLNB, PARK7, 

HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, 

HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, ATP5A1 и/или CANX. Согласно некоторым вариан-

там осуществления маркеры представляют собой сочетание по меньшей мере двух, трех, четырех, пяти, 

шести, семи, восьми, девяти, десяти, одиннадцати, двенадцати, тринадцати, четырнадцати, пятнадцати, 

шестнадцати, семнадцати, восемнадцати, девятнадцати, двадцати или более из вышеуказанных генов 

(или белков). Все значения, представленные в вышеизложенном списке, также могут представлять собой 

верхний или нижний предел диапазонов, которые предназначены, чтобы быть частью этого изобретения, 

например, от 1 до 5, от 1 до 10, от 1 до 20, от 1 до 30, от 2 до 5, от 2 до 10, от 5 до 10, от 1 до 20, от 5 до 

20, от 10 до 20, от 10 до 25, от 10 до 30 вышеуказанных генов (или белков). 

Согласно одному варианту осуществления маркеры настоящего изобретения представляют собой 

гены или белки, связанные с или участвующие в вызванной лекарственными средствами токсичности. 

Такие гены или белки, участвующие в вызванной лекарственными средствами токсичности включают в 

себя, например, GRP78, GRP75, TIMP1, PTX3, HSP76, PDIA4, PDIA1, CA2D1, GPAT1 и/или TAZ. Со-

гласно некоторым вариантам осуществления маркеры согласно настоящему изобретению представляют 

собой сочетание по меньшей мере двух, трех, четырех, пяти, шести, семи, восьми, девяти, десяти из вы-

шеуказанных генов (или белков). Все значения, представленные в вышеизложенном списке, также могут 

представлять собой верхний или нижний предел диапазонов, которые предназначены, чтобы быть ча-

стью этого изобретения, например, от 1 до 5, от 1 до 10, от 1 до 20, от 1 до 30, от 2 до 5, от 2 до 10, от 5 

до 10, от 1 до 20, от 5 до 20, от 10 до 20, от 10 до 25, от 10 до 30 вышеуказанных генов (или белков). 

A. Связанные с кардиотоксичностью маркеры. 

Настоящее изобретение основано, по меньшей мере частично, на идентификации новых биомарке-

ров, которые связаны с индуцированной лекарственными средствами кардиотоксичностью. Кроме того, 

настоящее изобретение основано, по меньшей мере частично, на открытии, что коэнзим Q10 способен 

уменьшать или предотвращать индуцированную лекарственными средствами кардиотоксичность. 

Таким образом, в настоящем изобретении предусмотрены способы идентификации средства, кото-

рое вызывает или подвергает риску вызывания токсичности. Согласно одному варианту осуществления 

средство представляет собой лекарственное средство или кандидатное лекарственное средство. Согласно 

одному варианту осуществления токсичность представляет собой индуцированную лекарственными 

средствами токсичность, например, кардиотоксичность. Согласно одному варианту осуществления сред-

ство представляет собой лекарственное средство или кандидатное лекарственное средство для лечения 

сахарного диабета, ожирения или сердечно-сосудистого нарушения. В этих способах оценивают количе-

ство одного или нескольких биомаркеров/белков в паре образцов (первый образец не подлежат медика-

ментозному лечению, а второй образец подвергают обработке лекарственным средством). Модуляция 

уровня экспрессии одного или нескольких биомаркеров во втором образце по сравнению с первым об-

разцом представляет собой показатель того, что лекарственное средство вызывает или подвергает риску 

получения вызванной лекарственным средством токсичности, например, кардиотоксичности. Согласно 

одному варианту осуществления один или несколько биомаркеров выбирают из группы, состоящей из 

GRP78, GRP75, TIMP1, PTX3, HSP76, PDIA4, PDIA1, CA2D1, GPAT1 и TAZ. Способы согласно настоя-

щему изобретению могут быть осуществлены на практике в сочетании с любым другим способом, ис-

пользуемым специалистом в настоящей области техники, чтобы идентифицировать лекарственное сред-

ство с риском вызванной лекарственным средством кардиотоксичности. 

Соответственно, согласно одному аспекту в настоящем изобретении предусмотрен способ иденти-

фикации лекарственного средства, которое вызывает или подвергает риску вызывания индуцированной 

лекарственным средством токсичности (например, кардиотоксичности), включающий сравнение (i) 

уровня экспрессии одного или нескольких биомаркеров, присутствующих в первом образце клеток, по-
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лученных до воздействия лекарственным средством; с (ii) уровнем экспрессии одного или нескольких 

биомаркеров, присутствующих во втором образце клеток, полученных после воздействия лекарственным 

средством; причем один или несколько биомаркеров выбирают из группы, состоящей из GRP78, GRP75, 

TIMP1, PTX3, HSP76, PDIA4, PDIA1, CA2D1, GPAT1 и TAZ; причем модуляция в уровне экспрессии 

одного или нескольких биомаркеров во втором образце в сравнении с первым образцом представляет 

собой показатель того, что лекарственное средство вызывает или подвергает риску получения вызванной 

лекарственным средством токсичности (например, кардиотоксичности). 

Согласно одному варианту осуществления индуцированная лекарственным средством токсичность 

представляет собой индуцированную лекарственным средством кардиотоксичность. Согласно одному 

варианту осуществления клетки представляют собой клетки сердечно-сосудистой системы, например, 

кардиомиоциты. Согласно одному варианту осуществления клетки представляют собой диабетические 

кардиомиоциты. Согласно одному варианту осуществления лекарственное средство представляет собой 

лекарственное средство или кандидатное лекарственное средство для лечения сахарного диабета, ожире-

ния или сердечно-сосудистого заболевания. 

Согласно одному варианту осуществления модуляции (например, увеличение или снижение) уров-

ня экспрессии одного, двух, трех, четырех, пяти, шести, семи, восьми, девяти или всех десяти биомарке-

ров, выбранных из группы, состоящей из GRP78, GRP75, TIMP1, PTX3, HSP76, PDIA4, PDIA1, CA2D1, 

GPAT1 и TAZ во втором образце, по сравнению с первой образцом, представляет собой показатель того, 

что лекарственное средство вызывает или подвергает риску получения индуцированной лекарственным 

средством токсичности. 

Способы идентификации средства, которое может уменьшить или предотвратить вызванную лекар-

ственным средством токсичность, также предусмотрен согласно настоящему изобретению. Согласно 

одному варианту осуществления индуцированная лекарственным средством токсичность представляет 

собой индуцированную лекарственным средством кардиотоксичность. Согласно одному варианту осу-

ществления лекарственное средство представляет собой лекарственное средство или кандидатное лекар-

ственное средство для лечения сахарного диабета, ожирения или сердечно-сосудистого нарушения. В 

этих способах оценивают количество одного или нескольких биомаркеров в трех образцах (первый обра-

зец не подвергают воздействию лекарственного средства, второй образец подвергают воздействию ле-

карственного средства и третий образец подвергают как воздействию лекарственного средства, так и 

средства). Практически такой же уровень экспрессии одного или нескольких биомаркеров в третьем об-

разце, по сравнению с первым образцом, представляет собой показатель того, что средство может 

уменьшать или предотвращать индуцированную лекарственными средствами токсичность, например, 

индуцированную лекарственными средствами кардиотоксичность. Согласно одному варианту осуществ-

ления один или несколько биомаркеров выбирают из группы, состоящей из GRP78, GRP75, TIMP1, 

PTX3, HSP76, PDIA4, PDIA1, CA2D1, GPAT1 и TAZ. 

Используя описанные в настоящем документе способы, разнообразные молекулы, в частности 

включающие в себя молекулы достаточно небольшие, чтобы быть в состоянии пересечь клеточную мем-

брану, могут быть подвергнуты скринингу с целью идентификации молекул, которые модулируют, на-

пример, повышают или снижают экспрессию и/или активность маркера согласно настоящему изобрете-

нию. Идентифицированные таким образом соединения могут быть предоставлены субъекту, чтобы сни-

зить, облегчить или предотвратить вызванную лекарственным средством токсичность у субъекта. 

Соответственно, согласно другому аспекту в настоящем изобретении предусмотрен способ иденти-

фикации средства, которое может снижать или предотвращать индуцированную лекарственным средст-

вом токсичность, предусматривающий: (i) определение уровня экспрессии одного или нескольких био-

маркеров, присутствующих в первом образце клеток, полученном до воздействия индуцирующим ток-

сичность лекарственным средством; (ii) определение уровня экспрессии одного или нескольких биомар-

керов, присутствующих во втором образце клеток, полученном после воздействия индуцирующим ток-

сичность лекарственным средством; (iii) определение уровня экспрессии одного или нескольких биомар-

керов, присутствующих в третьем образце клеток, полученном после воздействия индуцирующим ток-

сичность лекарственным средством и средством; и (iv) сравнение уровня экспрессии одного или не-

скольких биомаркеров, присутствующих в третьем образце с первым образцом; причем один или не-

сколько биомаркеров выбирают из группы, состоящей из GRP78, GRP75, TIMP1, PTX3, HSP76, PDIA4, 

PDIA1, CA2D1, GPAT1 и TAZ; и причем приблизительно один и тот же уровень экспрессии одного или 

нескольких биомаркеров в третьем образце, по сравнению с первым образцом, представляет собой пока-

затель того, что средство может снижать или предотвращать индуцированную лекарственным средством 

токсичность. 

Согласно одному варианту осуществления индуцированная лекарственным средством токсичность 

представляет собой индуцированную лекарственным средством кардиотоксичность. Согласно одному 

варианту осуществления клетки представляют собой клетки сердечно-сосудистой системы, например, 

кардиомиоциты. Согласно одному варианту осуществления клетки представляют собой диабетические 

кардиомиоциты. Согласно одному варианту осуществления лекарственное средство представляет собой 

лекарственное средство или кандидатное лекарственное средство для лечения сахарного диабета, ожире-
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ния или сердечно-сосудистого заболевания. 

Согласно одному варианту осуществления приблизительно тот же уровень экспрессии одного, 

двух, трех, четырех, пяти, шести, семи, восьми, девяти или всех десяти биомаркеров, выбранных из 

группы, состоящей из GRP78, GRP75, TIMP1, PTX3, HSP76, PDIA4, PDIA1, CA2D1, GPAT1 и TAZ в тре-

тьем образце, по сравнению с первым образцом, представляет собой показатель того, что средство может 

снижать или предотвращать индуцированную лекарственным средством токсичность. 

В настоящем изобретении дополнительно предусмотрены способы ослабления, уменьшения или 

предотвращения индуцированной лекарственным средством кардиотоксичности у нуждающегося в этом 

субъекта, включающее введение субъекту (например, млекопитающему, человеку или отличному от че-

ловека животному) средства, идентифицированного с помощью предусмотренных в настоящем докумен-

те способов скрининга, таким образом уменьшая или предотвращая индуцированную лекарственным 

средством кардиотоксичность у субъекта. Согласно одному варианту осуществления средство вводят 

субъекту, которому уже вводили индуцирующее кардиотоксичность лекарственное средство. Согласно 

одному варианту осуществления средство вводят субъекту в то же самое время, что и воздействуют на 

субъект индуцирующим кардиотоксичность лекарственным средством. Согласно одному варианту осу-

ществления средство вводят субъекту до начала воздействия на субъект индуцирующим кардиотоксич-

ность лекарственным средством. 

В настоящем изобретении дополнительно предусмотрены способы ослабления, снижения или пре-

дотвращения индуцированной лекарственным средством кардиотоксичности у нуждающегося в этом 

субъекта, включающий введение коэнзима Q10 субъекту (например, млекопитающему, человеку или 

отличному от человека животному), тем самым уменьшая или предотвращая индуцированную лекарст-

венным средством кардиотоксичность у субъекта. Согласно одному варианту осуществления коэнзим 

Q10 вводят субъекту, которому уже вводили индуцирующее кардиотоксичность лекарственное средство. 

Согласно одному варианту осуществления коэнзим Q10 вводят субъекту в то же самое время, что и воз-

действуют на субъект индуцирующим кардиотоксичность лекарственным средством. Согласно одному 

варианту осуществления коэнзим Q10 вводят субъекту до начала воздействия на субъект индуцирующим 

кардиотоксичность лекарственным средством. Согласно одному варианту осуществления индуцирован-

ная лекарственным средством кардиотоксичность связана с модуляцией экспрессии одного, двух, трех, 

четырех, пяти, шести, семи, восьми, девяти или всех десяти биомаркеров, выбранных из группы, состоя-

щей из GRP78, GRP75, TIMP1, PTX3, HSP76, PDIA4, PDIA1, CA2D1, GPAT1 и TAZ. Все значения, пред-

ставленные в вышеизложенном списке, также могут представлять собой верхний или нижний предел 

диапазонов, которые предназначены, чтобы быть частью этого изобретения, например, от 1 до 5, от 1 до 

10, от 2 до 5, от 2 до 10 или от 5 до 10 вышеуказанных генов (или белков). 

В настоящем изобретении дополнительно предусмотрены биомаркеры (например, гены и/или бел-

ки), которые применимы в качестве предсказывающих маркеров кардиотоксичности, например, индуци-

рованной лекарственным средством кардиотоксичности. Эти биомаркеры включают в себя GRP78, 

GRP75, TIMP1, PTX3, HSP76, PDIA4, PDIA1, CA2D1, GPAT1 и TAZ. Специалист в настоящей области 

техники, однако, способен идентифицировать дополнительные биомаркеры, прогнозирующие индуциро-

ванную лекарственным средством кардиотоксичность, используя описанные в настоящем документе 

способы, например, путем осуществления описанных в примере 3 способов, но с использованием друго-

го лекарственного средства известного, как вызывающее кардиотоксичность. Примеры биомаркеров ин-

дуцированной лекарственным средством кардиотоксичности согласно настоящему изобретению допол-

нительно описаны ниже. 

GRP78 и GRP75 также упоминаются как глюкозо-регулируемые белки. Эти белки связаны с эн-

до/саркоплазматическим ретикулумом (ER стресс) кардиомиоцитов. SERCA, или кальциевая АТФаза 

саркоэндоплазматического ретикулума, регулирует гомеостаз Ca в клетках сердца. Любое разрушение 

этих АТФаз может приводить к сердечной дисфункции и сердечной недостаточности. Основываясь на 

предусмотренных в настоящем документе данных, GRP75 и GRP78 и ребра вокруг них представляют 

собой новые прогностические факторы индуцированной лекарственным средством кардиотоксичности. 

TIMP1, также упоминаемый как ингибитор 1 металлопротеазы TIMP, участвует в ремоделировании 

внеклеточного матрикса в сочетании с MMP. Экспрессия TIMP1 коррелирует с фиброзом сердца, и ги-

поксия сосудистых эндотелиальных клеток также индуцирует экспрессию TIMP1. Основываясь на пре-

дусмотренных в настоящем документе данных, TIMP1 представляют собой новый прогностический фак-

тор индуцированной лекарственным средством кардиотоксичности. 

PTX3, также упоминаемый как пентраксин-3, принадлежит к семейству C-реактивных белков (CRP) 

и представляет собой хороший маркер воспалительного состояния сердца. Тем не менее, PTX3 плазмы 

также может быть представителем системного воспалительного ответа в связи с сепсисом или другими 

медицинскими состояниями. Основываясь на предусмотренных в настоящем документе данных, PTX3 

может быть новым маркером сердечной функции или кардиотоксичности. Кроме того, связанные с PTX3 

в сети ребра могут образовать новую панель биомаркеров. 

HSP76, также упоминаемый как HSPA6, известен только тем, что экспрессируется в эндотелиаль-

ных клетках и B-лимфоцитах. Не известна роль этого белка в сердечной функции. Основываясь на пре-
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дусмотренных в настоящем документе данных, HSP76 может быть новым прогностическим фактором 

индуцированной лекарственным средством кардиотоксичности. 

PDIA4, PDIA1, также упоминаемые как белки семейства A протеиндисульфидизомеразы, связаны 

со стрессовой реакцией ER, подобно GRP. Не известна роль этих белков в сердечной функции. Основы-

ваясь на предусмотренных в настоящем документе данных, эти белки могут быть новыми прогностиче-

скими факторами индуцированной лекарственным средством кардиотоксичности. 

CA2D1, также упоминаемый как кальциевый канал, потенциал зависимый, субъединица альфа-

2/дельта. Субъединица альфа-2/дельта потенциал зависимого кальциевого канала регулирует плотность 

потока кальция и кинетику активации/инактивации кальциевого канала. CA2D1 играет важную роль в 

электромеханическом сопряжении в сердце. Не известна роль этого белка в сердечной функции. Осно-

вываясь на предусмотренных в настоящем документе данных, CA2D1 представляет собой новый прогно-

стический фактор индуцированной лекарственным средством кардиотоксичности. 

GPAT1 представляет собой одну из четырех известных изоформ глицерин-3-

фосфатацилтрансферазы, и расположен на наружной мембране митохондрий, что обеспечивает реци-

прокное регулирование с карнитин пальмитоил трансферазой-1. GPAT1 активируется транскрипционно 

инсулином и SREBP-1c и сильно подавляется AMP-активированной протеинкиназой, в соответствии с 

ролью в синтезе триацилглицерина. Основываясь на предусмотренных в настоящем документе данных, 

GPAT1 представляет собой новый прогностический фактор индуцированной лекарственным средством 

кардиотоксичности. 

TAZ, также упоминаемый как тафаззин, экспрессируется на высоком уровне в сердечной и скелет-

ных мышцах. TAZ участвует в метаболизме кардиолипина и функционирует как фосфолипид-

лизофосфолипид трансацилаза. Тафаззин отвечает за ремоделирование фосфолипида кардиолипина (CL), 

сигнатурного липида внутренней мембраны митохондрий. Основываясь на предусмотренных в настоя-

щем документе данных, TAZ представляет собой новый прогностический фактор индуцированной ле-

карственным средством кардиотоксичности. 

B. Связанные со злокачественной опухолью маркеры. 

Настоящее изобретение основано, по меньшей мере частично, на идентификации новых биомарке-

ров, которые связаны со злокачественной опухолью. Такие маркеры, связанные со злокачественной опу-

холью, включают в себя, например, HSPA8, FLNB, PARK7, HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, 

KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, HADHA, 

PHB2, АТР5А1 и/или CANX. Согласно некоторым вариантам осуществления маркеры согласно настоя-

щему изобретению представляют собой сочетание по меньшей мере двух, трех, четырех, пяти, шести, 

семи, восьми, девяти, десяти, одиннадцати, двенадцати, тринадцати, четырнадцати, пятнадцати, шестна-

дцати, семнадцати, восемнадцати, девятнадцати, двадцати или более из вышеуказанных маркеров. 

Таким образом, в настоящем изобретении предусмотрены способы идентификации средства, кото-

рое вызывает или характеризуется риском индуцирования злокачественной опухоли. Согласно одному 

варианту осуществления средство представляет собой лекарственное средство или кандидатное лекарст-

венное средство. В этих способах оценивают количество одного или нескольких биомаркеров/белков в 

паре образцов (первый образец не подвергают медикаментозному лечению, а второй образец подвергают 

обработке лекарственным средством). Модуляция уровня экспрессии одного или нескольких биомарке-

ров во втором образце по сравнению с первым образцом представляет собой показатель того, что лекар-

ственное средство вызывает или подвергает риску получения злокачественной опухоли. Согласно одно-

му варианту осуществления один или несколько биомаркеров выбирают из группы, состоящей из 

HSPA8, FLNB, PARK7, HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, 

HSPA5, DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, АТР5А1 и CANX. Способы согласно 

настоящему изобретению могут быть осуществлены на практике в сочетании с любым другим способом, 

используемым специалистом в настоящей области техники, чтобы идентифицировать лекарственное 

средство, подвергающее риску развития злокачественной опухоли. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предусмотрены способы оценки эффективности 

терапии для лечения злокачественной опухоли у субъекта, включающий: сравнение уровня экспрессии 

одного или нескольких маркеров, присутствующих в первом образце, полученном от субъекта перед 

введением по меньшей мере части схемы лечения субъекту, причем один или несколько маркеров выби-

рают из группы, состоящей из HSPA8, FLNB, PARK7, HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, 

NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, 

АТР5А1 и CANX; и уровня экспрессии одного или нескольких маркеров, присутствующих во втором 

образце, полученном от субъекта после введения по меньшей мере части схемы лечения, причем моду-

ляции уровня экспрессии одного или нескольких маркеров во втором образце по сравнению с первым 

образцом представляет собой показатель того, что лечение эффективно для лечения злокачественной 

опухоли у субъекта. 

Согласно одному варианту осуществления образец содержит жидкость, полученную от субъекта. 

Согласно одному варианту осуществления жидкость выбирают из группы, состоящей из жидкостей кро-

ви, слюны, рвоты, лимфы, кистозной жидкости, мочи, собранных с помощью бронхиального лаважа 
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жидкостей, собранных с помощью перитонеального полоскания жидкостей и гинекологических жидко-

стей. Согласно одному варианту осуществления образец представляет собой образец крови или ее ком-

понент. 

Согласно другому варианту осуществления образец содержит ткань или ее компонент, полученный 

от субъекта. Согласно одному варианту осуществления ткань выбирают из группы, состоящей из кости, 

соединительной ткани, хряща, легких, печени, почек, мышечной ткани, сердца, поджелудочной железы и 

кожи. 

Согласно одному варианту осуществления субъект представляет собой человека. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии одного или нескольких маркеров в 

биологическом образце определяют путем анализа транскрибированного полинуклеотида или его части в 

образце. Согласно одному варианту осуществления анализируемый транскрибированный полинуклеотид 

содержит амплификацию транскрибированного полинуклеотида. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии маркера в образце субъекта опреде-

ляют путем анализа белка или его части в образце. Согласно одному варианту осуществления белок ана-

лизируют с использованием реагента, который специфически связывается с белком. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии одного или нескольких маркеров в 

образце определяют с использованием техники, выбранной из группы, состоящей из полимеразной цеп-

ной реакции (ПЦР) реакции амплификации, анализа с помощью ПЦР обратной транскриптазы, анализа 

одноцепочечного конформационного полиморфизма (SSCP), обнаружения расщепления ошибочно спа-

ренных оснований, гетеродуплексного анализа, саузерн-блот анализа, нозерн-блот анализа, вестерн-блот 

анализа, гибридизации in situ, матричного анализа, секвенирования дезоксирибонуклеиновой кислоты, 

анализа полиморфизма длин рестрикционных фрагментов и их комбинации или суб-комбинации. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии маркера в образце определяют с ис-

пользованием техники, выбранной из группы, состоящей из иммуногистохимии, иммуноцитохимии, 

проточной цитометрии, ELISA и масс-спектрометрии. 

Согласно одному варианту осуществления определяют уровень экспрессии множества маркеров. 

Согласно одному варианту осуществления субъекта подвергают лечению терапией, выбранной из 

группы, состоящей из влияющего соединения окружающей среды, хирургии, лучевой, гормональной 

терапии, терапии с антителами, терапии с факторами роста, цитокинами, химиотерапии, аллогенной те-

рапии стволовыми клетками. Согласно одному варианту осуществления влияющее соединение окру-

жающей среды представляет собой молекулу коэнзима Q10. 

В настоящем изобретении дополнительно предусмотрены способы оценки того, поражен ли субъ-

ект злокачественной опухолью, включающий: определение уровня экспрессии одного или нескольких 

маркеров, присутствующих в биологическом образце, полученном от субъекта, причем один или не-

сколько маркеров выбирают из группы, состоящей из HSPA8, FLNB, PARK7, HSPA1A/HSPA1B, ST13, 

TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, 

HADHA, PHB2, АТР5А1 и CANX; и сравнение уровня экспрессии одного или нескольких маркеров, 

присутствующих в биологическом образце, полученном от субъекта, с уровнем экспрессии одного или 

нескольких маркеров, присутствующих в контрольном образце, причем модуляция уровня экспрессии 

одного или нескольких маркеров в биологическом образце, полученном от субъекта, по отношению к 

уровню экспрессии одного или нескольких маркеров в контрольном образце, представляет собой показа-

тель того, что субъект поражен злокачественной опухолью, тем самым оценивая, поражен ли субъект 

злокачественной опухолью. 

Согласно одному варианту осуществления образец содержит жидкость, полученную от субъекта. Со-

гласно одному варианту осуществления жидкость выбирают из группы, состоящей из жидкостей крови, 

рвоты, слюны, лимфы, кистозной жидкости, мочи, собранных с помощью бронхиального лаважа жидко-

стей, собранных с помощью перитонеального полоскания жидкостей и гинекологических жидкостей. Со-

гласно одному варианту осуществления образец представляет собой образец крови или ее компонент. 

Согласно другому варианту осуществления образец содержит ткань или ее компонент, полученный 

от субъекта. Согласно одному варианту осуществления ткань выбирают из группы, состоящей из кости, 

соединительной ткани, хряща, легких, печени, почек, мышечной ткани, сердца, поджелудочной железы и 

кожи. 

Согласно одному варианту осуществления субъект представляет собой человека. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии одного или нескольких маркеров в 

биологическом образце определяют путем анализа транскрибированного полинуклеотида или его части в 

образце. Согласно одному варианту осуществления анализируемый транскрибированный полинуклеотид 

содержит амплификацию транскрибированного полинуклеотида. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии маркера в образце субъекта опреде-

ляют путем анализа белка или его части в образце. Согласно одному варианту осуществления белок ана-

лизируют с использованием реагента, который специфически связывается с белком. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии одного или нескольких маркеров в 

образце определяют с использованием техники, выбранной из группы, состоящей из полимеразной цеп-
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ной реакции (ПЦР) реакции амплификации, анализа с помощью ПЦР обратной транскриптазы, анализа 

одноцепочечного конформационного полиморфизма (SSCP), обнаружения расщепления ошибочно спа-

ренных оснований, гетеродуплексного анализа, саузерн-блот анализа, нозерн-блот анализа, вестерн-блот 

анализа, гибридизации in situ, матричного анализа, секвенирования дезоксирибонуклеиновой кислоты, 

анализа полиморфизма длин рестрикционных фрагментов и их комбинации или суб-комбинации. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии маркера в образце определяют с ис-

пользованием техники, выбранной из группы, состоящей из иммуногистохимии, иммуноцитохимии, 

проточной цитометрии, ELISA и масс-спектрометрии. 

Согласно одному варианту осуществления определяют уровень экспрессии множества маркеров. 

Согласно одному варианту осуществления субъекта подвергают лечению терапией, выбранной из 

группы, состоящей из влияющего соединения окружающей среды, хирургии, лучевой, гормональной 

терапии, терапии с антителами, терапии с факторами роста, цитокинами, химиотерапии, аллогенной те-

рапии стволовыми клетками. Согласно одному варианту осуществления влияющее соединение окру-

жающей среды представляет собой молекулу коэнзима Q10. 

В настоящем изобретении дополнительно предусмотрены способы прогнозирования того, предрас-

положен ли субъект к развитию злокачественной опухоли, включающий: определение уровня экспрессии 

одного или нескольких маркеров, присутствующих в биологическом образце, полученном от субъекта, 

причем один или несколько маркеров выбирают из группы, состоящей из HSPA8, FLNB, PARK7, 

HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, 

HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, АТР5А1 и CANX; и сравнение уровня экспрессии 

одного или нескольких маркеров, присутствующих в биологическом образце, полученном от субъекта, с 

уровнем экспрессии одного или нескольких маркеров, присутствующих в контрольном образце, причем 

модуляция уровня экспрессии одного или нескольких маркеров в биологическом образце, полученном от 

субъекта, по отношению к уровню экспрессии одного или нескольких маркеров в контрольном образце, 

представляет собой показатель того, что субъект предрасположен к развитию злокачественной опухоли, 

тем самым оценивая, предрасположен ли субъект к развитию злокачественной опухоли. 

Согласно одному варианту осуществления образец содержит жидкость, полученную от субъекта. Со-

гласно одному варианту осуществления жидкость выбирают из группы, состоящей из жидкостей крови, 

рвоты, слюны, лимфы, кистозной жидкости, мочи, собранных с помощью бронхиального лаважа жидко-

стей, собранных с помощью перитонеального полоскания жидкостей и гинекологических жидкостей. Со-

гласно одному варианту осуществления образец представляет собой образец крови или ее компонент. 

Согласно другому варианту осуществления образец содержит ткань или ее компонент, полученный 

от субъекта. Согласно одному варианту осуществления ткань выбирают из группы, состоящей из кости, 

соединительной ткани, хряща, легких, печени, почек, мышечной ткани, сердца, поджелудочной железы и 

кожи. 

Согласно одному варианту осуществления субъект представляет собой человека. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии одного или нескольких маркеров в 

биологическом образце определяют путем анализа транскрибированного полинуклеотида или его части в 

образце. Согласно одному варианту осуществления анализируемый транскрибированный полинуклеотид 

содержит амплификацию транскрибированного полинуклеотида. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии маркера в образце субъекта опреде-

ляют путем анализа белка или его части в образце. Согласно одному варианту осуществления белок ана-

лизируют с использованием реагента, который специфически связывается с белком. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии одного или нескольких маркеров в 

образце определяют с использованием техники, выбранной из группы, состоящей из полимеразной цеп-

ной реакции (ПЦР) реакции амплификации, анализа с помощью ПЦР обратной транскриптазы, анализа 

одноцепочечного конформационного полиморфизма (SSCP), обнаружения расщепления ошибочно спа-

ренных оснований, гетеродуплексного анализа, саузерн-блот анализа, нозерн-блот анализа, вестерн-блот 

анализа, гибридизации in situ, матричного анализа, секвенирования дезоксирибонуклеиновой кислоты, 

анализа полиморфизма длин рестрикционных фрагментов и их комбинации или суб-комбинации. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии маркера в образце определяют с ис-

пользованием техники, выбранной из группы, состоящей из иммуногистохимии, иммуноцитохимии, 

проточной цитометрии, ELISA и масс-спектрометрии. 

Согласно одному варианту осуществления определяют уровень экспрессии множества маркеров. 

Согласно одному варианту осуществления субъекта подвергают лечению терапией, выбранной из 

группы, состоящей из влияющего соединения окружающей среды, хирургии, лучевой, гормональной 

терапии, терапии с антителами, терапии с факторами роста, цитокинами, химиотерапии, аллогенной те-

рапии стволовыми клетками. Согласно одному варианту осуществления влияющее соединение окру-

жающей среды представляет собой молекулу коэнзима Q10. 

В настоящем изобретении дополнительно предусмотрены способы прогнозирования рецидива зло-

качественная опухоли у субъекта, включающий определение уровня экспрессии одного или нескольких 

маркеров, присутствующих в биологическом образце, полученном от субъекта, причем один или не-
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сколько маркеров выбирают из группы, состоящей из HSPA8, FLNB, PARK7, HSPA1A/HSPA1B, ST13, 

TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, 

HADHA, PHB2, АТР5А1 и CANX; и сравнение уровня экспрессии одного или нескольких маркеров, 

присутствующих в биологическом образце, полученном от субъекта, с уровнем экспрессии одного или 

нескольких маркеров, присутствующих в контрольном образце, причем модуляция уровня экспрессии 

одного или нескольких маркеров в биологическом образце, полученном от субъекта, по отношению к 

уровню экспрессии одного или нескольких маркеров в контрольном образце, представляет собой показа-

тель рецидива злокачественная опухоли, тем самым прогнозируя рецидив злокачественной опухоли у 

субъекта. 

Согласно одному варианту осуществления образец содержит жидкость, полученную от субъекта. 

Согласно одному варианту осуществления жидкость выбирают из группы, состоящей из жидкостей кро-

ви, рвоты, слюны, лимфы, кистозной жидкости, мочи, собранных с помощью бронхиального лаважа 

жидкостей, собранных с помощью перитонеального полоскания жидкостей и гинекологических жидко-

стей. Согласно одному варианту осуществления образец представляет собой образец крови или ее ком-

понент. 

Согласно другому варианту осуществления образец содержит ткань или ее компонент, полученный 

от субъекта. Согласно одному варианту осуществления ткань выбирают из группы, состоящей из кости, 

соединительной ткани, хряща, легких, печени, почек, мышечной ткани, сердца, поджелудочной железы и 

кожи. 

Согласно одному варианту осуществления субъект представляет собой человека. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии одного или нескольких маркеров в 

биологическом образце определяют путем анализа транскрибированного полинуклеотида или его части в 

образце. Согласно одному варианту осуществления анализируемый транскрибированный полинуклеотид 

содержит амплификацию транскрибированного полинуклеотида. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии маркера в образце субъекта опреде-

ляют путем анализа белка или его части в образце. Согласно одному варианту осуществления белок ана-

лизируют с использованием реагента, который специфически связывается с белком. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии одного или нескольких маркеров в 

образце определяют с использованием техники, выбранной из группы, состоящей из полимеразной цеп-

ной реакции (ПЦР) реакции амплификации, анализа с помощью ПЦР обратной транскриптазы, анализа 

одноцепочечного конформационного полиморфизма (SSCP), обнаружения расщепления ошибочно спа-

ренных оснований, гетеродуплексного анализа, саузерн-блот анализа, нозерн-блот анализа, вестерн-блот 

анализа, гибридизации in situ, матричного анализа, секвенирования дезоксирибонуклеиновой кислоты, 

анализа полиморфизма длин рестрикционных фрагментов и их комбинации или суб-комбинации. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии маркера в образце определяют с ис-

пользованием техники, выбранной из группы, состоящей из иммуногистохимии, иммуноцитохимии, 

проточной цитометрии, ELISA и масс-спектрометрии. 

Согласно одному варианту осуществления определяют уровень экспрессии множества маркеров. 

Согласно одному варианту осуществления субъекта подвергают лечению терапией, выбранной из 

группы, состоящей из влияющего соединения окружающей среды, хирургии, лучевой, гормональной 

терапии, терапии с антителами, терапии с факторами роста, цитокинами, химиотерапии, аллогенной те-

рапии стволовыми клетками. Согласно одному варианту осуществления влияющее соединение окру-

жающей среды представляет собой молекулу коэнзима Q10. 

В настоящем изобретении дополнительно предусмотрены способы прогнозирования выживание 

субъекта со злокачественной опухолью, включающий определение уровня экспрессии одного или не-

скольких маркеров, присутствующих в биологическом образце, полученном от субъекта, причем один 

или несколько маркеров выбирают из группы, состоящей из HSPA8, FLNB, PARK7, HSPA1A/HSPA1B, 

ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPA9, 

PARP1, HADHA, PHB2, АТР5А1 и CANX; и сравнение уровня экспрессии одного или нескольких мар-

керов, присутствующих в биологическом образце, полученном от субъекта, с уровнем экспрессии одного 

или нескольких маркеров, присутствующих в контрольном образце, причем модуляция уровня экспрес-

сии одного или нескольких маркеров в биологическом образце, полученном от субъекта, по отношению 

к уровню экспрессии одного или нескольких маркеров в контрольном образце, представляет собой пока-

затель выживание субъекта, тем самым прогнозируя выживание субъекта со злокачественной опухолью. 

Согласно одному варианту осуществления образец содержит жидкость, полученную от субъекта. 

Согласно одному варианту осуществления жидкость выбирают из группы, состоящей из жидкостей кро-

ви, рвоты, слюны, лимфы, кистозной жидкости, мочи, собранных с помощью бронхиального лаважа 

жидкостей, собранных с помощью перитонеального полоскания жидкостей и гинекологических жидко-

стей. 

Согласно одному варианту осуществления образец представляет собой образец крови или ее ком-

понент. 

Согласно другому варианту осуществления образец содержит ткань или ее компонент, полученный 
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от субъекта. Согласно одному варианту осуществления ткань выбирают из группы, состоящей из кости, 

соединительной ткани, хряща, легких, печени, почек, мышечной ткани, сердца, поджелудочной железы и 

кожи. 

Согласно одному варианту осуществления субъект представляет собой человека. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии одного или нескольких маркеров в 

биологическом образце определяют путем анализа транскрибированного полинуклеотида или его части в 

образце. Согласно одному варианту осуществления анализируемый транскрибированный полинуклеотид 

содержит амплификацию транскрибированного полинуклеотида. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии маркера в образце субъекта опреде-

ляют путем анализа белка или его части в образце. Согласно одному варианту осуществления белок ана-

лизируют с использованием реагента, который специфически связывается с белком. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии одного или нескольких маркеров в 

образце определяют с использованием техники, выбранной из группы, состоящей из полимеразной цеп-

ной реакции (ПЦР) реакции амплификации, анализа с помощью ПЦР обратной транскриптазы, анализа 

одноцепочечного конформационного полиморфизма (SSCP), обнаружения расщепления ошибочно спа-

ренных оснований, гетеродуплексного анализа, саузерн-блот анализа, нозерн-блот анализа, вестерн-блот 

анализа, гибридизации in situ, матричного анализа, секвенирования дезоксирибонуклеиновой кислоты, 

анализа полиморфизма длин рестрикционных фрагментов и их комбинации или суб-комбинации. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии маркера в образце определяют с ис-

пользованием техники, выбранной из группы, состоящей из иммуногистохимии, иммуноцитохимии, 

проточной цитометрии, ELISA и масс-спектрометрии. 

Согласно одному варианту осуществления определяют уровень экспрессии множества маркеров. 

Согласно одному варианту осуществления субъекта подвергают лечению терапией, выбранной из 

группы, состоящей из влияющего соединения окружающей среды, хирургии, лучевой, гормональной 

терапии, терапии с антителами, терапии с факторами роста, цитокинами, химиотерапии, аллогенной те-

рапии стволовыми клетками. Согласно одному варианту осуществления влияющее соединение окру-

жающей среды представляет собой молекулу коэнзима Q10. 

В настоящем изобретении дополнительно предусмотрены способы контроля прогрессирования зло-

качественной опухоли у субъекта, включающий: сравнение уровня экспрессии одного или нескольких 

маркеров, присутствующих в первом образце, полученном от субъекта перед введением по меньшей ме-

ре части схемы лечения субъекту, и уровнем экспрессии одного или нескольких маркеров, присутст-

вующих во втором образце, полученном от субъекта после введения по меньшей мере части схемы лече-

ния, причем один или несколько маркеров выбирают из группы, состоящей из HSPA8, FLNB, PARK7, 

HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, 

HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, АТР5А1 и CANX, тем самым контролируя прогрес-

сирование злокачественной опухоли у субъекта. 

Согласно одному варианту осуществления образец содержит жидкость, полученную от субъекта. 

Согласно одному варианту осуществления жидкость выбирают из группы, состоящей из жидкостей кро-

ви, рвоты, слюны, лимфы, кистозной жидкости, мочи, собранных с помощью бронхиального лаважа 

жидкостей, собранных с помощью перитонеального полоскания жидкостей и гинекологических жидко-

стей. Согласно одному варианту осуществления образец представляет собой образец крови или ее ком-

понент. 

Согласно другому варианту осуществления образец содержит ткань или ее компонент, полученный 

от субъекта. Согласно одному варианту осуществления ткань выбирают из группы, состоящей из кости, 

соединительной ткани, хряща, легких, печени, почек, мышечной ткани, сердца, поджелудочной железы и 

кожи. 

Согласно одному варианту осуществления субъект представляет собой человека. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии одного или нескольких маркеров в 

биологическом образце определяют путем анализа транскрибированного полинуклеотида или его части в 

образце. Согласно одному варианту осуществления анализируемый транскрибированный полинуклеотид 

содержит амплификацию транскрибированного полинуклеотида. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии маркера в образце субъекта опреде-

ляют путем анализа белка или его части в образце. Согласно одному варианту осуществления белок ана-

лизируют с использованием реагента, который специфически связывается с белком. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии одного или нескольких маркеров в 

образце определяют с использованием техники, выбранной из группы, состоящей из полимеразной цеп-

ной реакции (ПЦР) реакции амплификации, анализа с помощью ПЦР обратной транскриптазы, анализа 

одноцепочечного конформационного полиморфизма (SSCP), обнаружения расщепления ошибочно спа-

ренных оснований, гетеродуплексного анализа, саузерн-блот анализа, нозерн-блот анализа, вестерн-блот 

анализа, гибридизации in situ, матричного анализа, секвенирования дезоксирибонуклеиновой кислоты, 

анализа полиморфизма длин рестрикционных фрагментов и их комбинации или суб-комбинации. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии маркера в образце определяют с ис-
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пользованием техники, выбранной из группы, состоящей из иммуногистохимии, иммуноцитохимии, 

проточной цитометрии, ELISA и масс-спектрометрии. 

Согласно одному варианту осуществления определяют уровень экспрессии множества маркеров. 

Согласно одному варианту осуществления субъекта подвергают лечению терапией, выбранной из 

группы, состоящей из влияющего соединения окружающей среды, хирургии, лучевой, гормональной 

терапии, терапии с антителами, терапии с факторами роста, цитокинами, химиотерапии, аллогенной те-

рапии стволовыми клетками. Согласно одному варианту осуществления влияющее соединение окру-

жающей среды представляет собой молекулу коэнзима Q10. 

В настоящем изобретении дополнительно предусмотрены способы идентификации соединения для 

лечения злокачественной опухоли у субъекта, включающий получение биологического образца от субъ-

екта; контактирование биологического образца с исследуемым соединением; определение уровня экс-

прессии одного или нескольких маркеров, присутствующих в биологическом образце, полученном от 

субъекта, причем один или несколько маркеров выбирают из группы, состоящей из HSPA8, FLNB, 

PARK7, HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, 

HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, АТР5А1 и CANX с положительной кратностью из-

менения и/или с отрицательной кратностью изменения; сравнение уровня экспрессии одного или не-

скольких маркеров в биологическом образце с соответствующим контролем; и выбор исследуемого со-

единения, которое снижает уровень экспрессии одного или нескольких маркеров с отрицательной кратно-

стью изменения, присутствующей в биологическом образце, и/или увеличивает уровень экспрессии одного 

или нескольких маркеров с положительной кратностью изменения, присутствующей в биологическом об-

разце, тем самым идентифицируя соединение для лечения злокачественной опухоли у субъекта. 

Согласно одному варианту осуществления образец содержит жидкость, полученную от субъекта. 

Согласно одному варианту осуществления жидкость выбирают из группы, состоящей из жидкостей кро-

ви, рвоты, слюны, лимфы, кистозной жидкости, мочи, собранных с помощью бронхиального лаважа 

жидкостей, собранных с помощью перитонеального полоскания жидкостей и гинекологических жидко-

стей. Согласно одному варианту осуществления образец представляет собой образец крови или ее ком-

понент. 

Согласно другому варианту осуществления образец содержит ткань или ее компонент, полученный 

от субъекта. Согласно одному варианту осуществления ткань выбирают из группы, состоящей из кости, 

соединительной ткани, хряща, легких, печени, почек, мышечной ткани, сердца, поджелудочной железы и 

кожи. 

Согласно одному варианту осуществления субъект представляет собой человека. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии одного или нескольких маркеров в 

биологическом образце определяют путем анализа транскрибированного полинуклеотида или его части в 

образце. Согласно одному варианту осуществления анализируемый транскрибированный полинуклеотид 

содержит амплификацию транскрибированного полинуклеотида. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии маркера в образце субъекта опреде-

ляют путем анализа белка или его части в образце. Согласно одному варианту осуществления белок ана-

лизируют с использованием реагента, который специфически связывается с белком. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии одного или нескольких маркеров в 

образце определяют с использованием техники, выбранной из группы, состоящей из полимеразной цеп-

ной реакции (ПЦР) реакции амплификации, анализа с помощью ПЦР обратной транскриптазы, анализа 

одноцепочечного конформационного полиморфизма (SSCP), обнаружения расщепления ошибочно спа-

ренных оснований, гетеродуплексного анализа, саузерн-блот анализа, нозерн-блот анализа, вестерн-блот 

анализа, гибридизации in situ, матричного анализа, секвенирования дезоксирибонуклеиновой кислоты, 

анализа полиморфизма длин рестрикционных фрагментов и их комбинации или суб-комбинации. 

Согласно одному варианту осуществления уровень экспрессии маркера в образце определяют с ис-

пользованием техники, выбранной из группы, состоящей из иммуногистохимии, иммуноцитохимии, 

проточной цитометрии, ELISA и масс-спектрометрии. 

Согласно одному варианту осуществления определяют уровень экспрессии множества маркеров. 

Согласно одному варианту осуществления субъекта подвергают лечению терапией, выбранной из 

группы, состоящей из влияющего соединения окружающей среды, хирургии, лучевой, гормональной 

терапии, терапии с антителами, терапии с факторами роста, цитокинами, химиотерапии, аллогенной те-

рапии стволовыми клетками. Согласно одному варианту осуществления влияющее соединение окру-

жающей среды представляет собой молекулу коэнзима Q10. 

В настоящем изобретении дополнительно предусмотрен набор для оценки эффективности терапии 

для лечения злокачественной опухоли, набор, содержащий реагенты для определения уровня экспрессии 

по меньшей мере одного маркера, выбранного из группы, состоящей из HSPA8, FLNB, PARK7, 

HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, 

HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, АТР5А1 и CANX, и инструкции по применению на-

бора для оценки эффективности терапии для лечения злокачественной опухоли. 

В настоящем изобретении дополнительно предусмотрен набор для оценки того, поражен ли субъект 
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злокачественной опухолью, набор, содержащий реагенты для определения уровня экспрессии по мень-

шей мере одного маркера, выбранного из группы, состоящей из HSPA8, FLNB, PARK7, 

HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, 

HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, АТР5А1 и CANX, и инструкции по применению на-

бора для оценки того, поражен ли субъект злокачественной опухолью. 

В настоящем изобретении дополнительно предусмотрен набор для оценки того, предрасположен ли 

субъект к развитию злокачественной опухоли, набор, содержащий реагенты для определения уровня 

экспрессии по меньшей мере одного маркера, выбранного из группы, состоящей из HSPA8, FLNB, 

PARK7, HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, 

HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, ATP5A1 и CANX, и инструкции по применению на-

бора для оценки того, предрасположен ли субъект к развитию злокачественной опухоли. 

В настоящем изобретении дополнительно предусмотрен набор для прогнозирования рецидива зло-

качественной опухоли у субъекта, набор, содержащий реагенты для оценки уровня экспрессии по мень-

шей мере одного маркера, выбранного из группы, состоящей из HSPA8, FLNB, PARK7, 

HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, 

HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, АТР5А1 и CANX, и инструкции по применению на-

бора для прогнозирования рецидива злокачественной опухоли. 

В настоящем изобретении дополнительно предусмотрен набор для прогнозирования рецидива зло-

качественной опухоли, набор, содержащий реагенты для определения уровня экспрессии по меньшей 

мере одного маркера, выбранного из группы, состоящей из HSPA8, FLNB, PARK7, HSPA1A/HSPA1B, 

ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPA9, 

PARP1, HADHA, PHB2, АТР5А1 и CANX, и инструкции по применению набора для прогнозирования 

рецидива злокачественной опухоли. 

В настоящем изобретении дополнительно предусмотрен набор для прогнозирования выживания 

субъекта со злокачественной опухолью, набор, содержащий реагенты для определения уровня экспрес-

сии по меньшей мере одного маркера, выбранного из группы, состоящей из HSPA8, FLNB, PARK7, 

HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, 

HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, ATP5A1 и CANX, и инструкции по применению на-

бора для прогнозирования выживания субъекта со злокачественной опухолью. 

В настоящем изобретении дополнительно предусмотрен набор для контроля прогрессирования зло-

качественной опухоли у субъекта, набор, содержащий реагенты для определения уровня экспрессии по 

меньшей мере одного маркера, выбранного из группы, состоящей из HSPA8, FLNB, PARK7, 

HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, 

HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, ATP5A1 и CANX, и инструкции по применению на-

бора для прогнозирования прогрессирования злокачественной опухоли у субъекта. 

Наборы согласно настоящему изобретению могут дополнительно содержать средства для получе-

ния биологического образца от субъекта, контрольного образца и/или влияющего соединения окружаю-

щей среды. 

Средства для определения уровня экспрессии по меньшей мере одного маркера могут содержать 

средства для анализа транскрибированного полинуклеотида или его части в образце и/или средства для 

анализа белка или его части в образце. 

Согласно одному варианту осуществления наборы содержат реагенты для определения уровня экс-

прессии множества маркеров. 

Различные аспекты настоящего изобретения будут описаны более подробно в следующих подраз-

делах. 

C. Выделенные молекулы нуклеиновых кислот. 

Один аспект настоящего изобретения относится к выделенным молекулам нуклеиновых кислот, 

включающим в себя нуклеиновые кислоты, которые кодируют маркерный белок или его часть. Выделен-

ные нуклеиновые кислоты согласно настоящему изобретению также включают в себя молекулы нуклеи-

новых кислот, достаточные для использования в качестве зондов гибридизации для идентификации мо-

лекул маркерных нуклеиновых кислот, и фрагменты маркерных молекул нуклеиновых кислот, например, 

пригодные для использования в качестве ПЦР-праймеров для амплификации или мутации молекул мар-

керных нуклеиновых кислот. Используемый в настоящем документе термин "молекула нуклеиновой ки-

слоты" предназначен для включения молекул ДНК (например, кДНК или геномной ДНК) и молекул РНК 

(например, мРНК) и аналогов ДНК или РНК, полученных с использованием нуклеотидных аналогов. 

Молекула нуклеиновой кислоты может быть одноцепочечной или двухцепочечной, но предпочтительно 

представляет собой двухцепочечную ДНК. 

"Выделенная" молекула нуклеиновой кислоты представляет собой ту, которая отделена от других 

молекул нуклеиновых кислот, которые присутствуют в природном источнике молекулы нуклеиновой 

кислоты. Согласно одному варианту осуществления "выделенная" молекула нуклеиновой кислоты пред-

ставляет собой свободную от последовательностей (предпочтительно кодирующих белки последователь-

ностей), которые в норме фланкируют нуклеиновую кислоту (т.е. последовательности, расположенные 
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на 5' и 3' концах нуклеиновой кислоты) в геномной ДНК организма, из которого нуклеиновая кислота 

получена. Например, согласно различным вариантам осуществления выделенная молекула нуклеиновой 

кислоты может содержать менее чем приблизительно 5, 4, 3, 2, 1, 0,5 или 0,1 т.п.н. нуклеотидных после-

довательностей, которые в норме фланкируют молекулу нуклеиновой кислоты в геномной ДНК клетки, 

из которой нуклеиновая кислота получена. Согласно другому варианту осуществления "выделенная" 

молекула нуклеиновой кислоты, такая как молекула кДНК, может быть по существу свободна от другого 

клеточного материала или культуральной среды при получении рекомбинантными способами или по 

существу свободна от химических предшественников или других химических веществ при химическом 

синтезе. Молекула нуклеиновой кислоты, которая по существу не содержит клеточный материал, вклю-

чает в себя препараты, содержащие меньше чем приблизительно 30, 20, 10 или 5% гетерологичной нук-

леиновой кислоты (также называемой в настоящем документе как "загрязняющая нуклеиновая кислота"). 

Молекула нуклеиновой кислоты согласно настоящему изобретению может быть выделена с исполь-

зованием стандартных способов молекулярной биологии и информации о последовательности в записях 

баз данных, описанных в настоящем документе. Используя все или части таких последовательностей 

нуклеиновых кислот, молекулы нуклеиновой кислоты согласно настоящему изобретению могут быть 

выделены с использованием стандартных техник гибридизации и клонирования (например, как описано 

в Sambrook et al., ed, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 

Cold Spring Harbor, NY, 1989). 

Молекула нуклеиновой кислоты согласно настоящему изобретению может быть амплифицирована 

с использованием кДНК, мРНК или геномной ДНК в качестве шаблона и соответствующих олигонукле-

отидных праймеров в соответствии со стандартными техниками ПЦР-амплификации. Нуклеиновая ки-

слота, таким образом амплифицированная, может быть клонирована в подходящий вектор и охарактери-

зована путем анализа последовательности ДНК. Кроме того, нуклеотиды, соответствующие всей или 

части молекулы нуклеиновой кислоты согласно настоящему изобретению могут быть получены с помо-

щью стандартных синтетических техник, например, с использованием автоматического ДНК-

синтезатора. 

Согласно другому предпочтительному варианту осуществления выделенная молекула нуклеиновой 

кислоты согласно настоящему изобретению содержит молекулу нуклеиновой кислоты, которая содержит 

нуклеотидную последовательность, комплементарную нуклеотидной последовательности маркерной 

нуклеиновой кислоты или нуклеотидной последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующей мар-

керный белок. Молекула нуклеиновой кислоты, которая комплементарна данной нуклеотидной последо-

вательности, представляет собой ту, которая достаточно комплементарна данной нуклеотидной последо-

вательности, которую может гибридизовать до данной нуклеотидной последовательности, таким обра-

зом, образуя стабильный дуплекс. 

Кроме того, молекула нуклеиновой кислоты согласно настоящему изобретению может содержать 

только часть последовательности нуклеиновой кислоты, причем полноразмерная последовательность 

нуклеиновой кислоты содержит маркерную нуклеиновую кислоту или ту, которая кодирует маркерный 

белок. Такие нуклеиновые кислоты могут быть использованы, например, в качестве зонда или праймера. 

Зонд/праймер обычно используется в качестве одного или нескольких, по существу, очищенных олиго-

нуклеотидов. Олигонуклеотид, как правило, содержит область нуклеотидной последовательности, кото-

рая гибридизует в строгих условиях по меньшей мере приблизительно 7, предпочтительно приблизи-

тельно 15, более предпочтительно приблизительно 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350 или 

400 или более последовательных нуклеотидов нуклеиновой кислоты согласно настоящему изобретению. 

Зонды, на основе последовательности молекулы нуклеиновой кислоты согласно настоящему изо-

бретению, могут быть использованы для обнаружения транскриптов или геномных последовательностей, 

соответствующих одному или нескольким маркерам согласно настоящему изобретению. Зонд содержит 

меченую группу, присоединенную к нему, например, радиоактивный изотоп, флуоресцентное соедине-

ние, фермент или кофактор фермента. Такие зонды могут быть использованы как часть диагностического 

набора для идентификации клеток или тканей, которые неправильно экспрессируют белок, например, 

путем измерения содержания молекулы нуклеиновой кислоты, кодирующей белок в образце клеток от 

субъекта, например, обнаружения содержания мРНК или определения того, был ли мутирован кодирую-

щий белок ген или удален. 

Кроме того, изобретение охватывает молекулы нуклеиновых кислот, которые отличаются из-за вы-

рожденности генетического кода от нуклеотидной последовательности нуклеиновых кислот, кодирую-

щих маркерный белок, и, таким образом, кодируют тот же белок. 

Специалистам в настоящей области техники будет понятно, что полиморфизмы последовательно-

стей ДНК, которые приводят к изменениям в аминокислотной последовательности, могут существовать в 

популяции (например, человеческой популяции). Такие генетические полиморфизмы могут существо-

вать среди особей в пределах популяции за счет естественной аллельной вариации. Аллель представляет 

собой один из группы генов, которые происходят альтернативно в данном генетическом локусе. Кроме 

того, следует иметь в виду, что также могут существовать и ДНК-полиморфизмы, которые влияют на 

уровни экспрессии РНК, которые могут повлиять на общий уровень экспрессии этого гена (например, 
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путем воздействия на регулирование или деградацию). 

Используемая в настоящем документе фраза "аллельный вариант" относится к нуклеотидной после-

довательности, которая происходит в данном локусе или полипептиде, кодируемом нуклеотидной после-

довательностью. 

Используемые в настоящем документе термины "ген" и "рекомбинантный ген" относятся к молеку-

лам нуклеиновой кислоты, содержащим открытую рамку считывания, кодирующую полипептид, соот-

ветствующий маркеру настоящего изобретения. Такие природные аллельные вариации, как правило, мо-

гут приводить к 1-5% дисперсии в нуклеотидной последовательности данного гена. Альтернативные ал-

лели могут быть идентифицированы путем секвенирования представляющего интерес гена в ряде раз-

личных индивидуумов. Это может быть легко осуществимо с использованием зондов гибридизации для 

идентификации того же генетического локуса у различных индивидуумов. Любые и все такие нуклео-

тидные вариации и полученные в результате аминокислотные полиморфизмы или вариации, которые 

представляют собой результат естественной изменчивости аллелей и которые не изменяют функцио-

нальную активность, предназначены, чтобы быть в пределах объема настоящего изобретения. 

Согласно другому варианту осуществления выделенная молекула нуклеиновой кислоты согласно 

настоящему изобретению составляет по меньшей мере 7, 15, 20, 25, 30, 40, 60, 80, 100, 150, 200, 250, 300, 

350, 400, 450, 550, 650, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800, 2000, 2200, 2400, 2600, 2800, 3000, 

3500, 4000, 4500 или более нуклеотидов в длину и гибридизуется в строгих условиях до маркерной нук-

леиновой кислоты или до нуклеиновой кислоты, кодирующей маркерный белок. Используемый в на-

стоящем документе термин "гибридизуется в строгих условиях" предназначен для описания условий 

гибридизации и отмывания, при которых нуклеотидные последовательности, по меньшей мере на 60% 

(65, 70, предпочтительно 75%) идентичные друг другу, обычно остаются гибридизированными друг с 

другом. Такие строгие условия известны специалистам в настоящей области техники и могут быть най-

дены в разделах 6.3.1-6.3.6 в Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989). Пред-

почтительный неограничивающий пример строгих условий гибридизации представляет собой гибриди-

зацию в 6X хлориде натрия/цитрата натрия (SSC) при температуре около 45°C с последующими одной 

или несколькими отмываниями в 0,2×SSC, 0,1% ДСН при 50-65°C. 

В дополнение к встречающимся в природе аллельным вариантам молекулы нуклеиновой кислоты 

согласно настоящему изобретению, которые могут существовать в популяции, специалисту в настоящей 

области техники будет понятно, что изменения последовательности могут быть введены с помощью му-

тации, таким образом приводя к изменениям в аминокислотной последовательности кодируемого белка 

без изменения биологической активности белка, кодируемого тем же. Например, можно сделать нуклео-

тидные замены, приводящие к заменам аминокислот в "незначимых" аминокислотных остатках. "Незна-

чимый" аминокислотный остаток представляет собой остаток, который может быть изменен по сравне-

нию с последовательностью дикого типа без изменения биологической активности, в то время как "зна-

чимый" аминокислотный остаток необходим для биологической активности. Например, аминокислотные 

остатки, которые не консервативные или полуконсервативные среди гомологов различных видов, могут 

быть незначимыми для активности и, таким образом, по всей вероятности мишенями для изменения. 

Альтернативно, аминокислотные остатки, которые консервативны среди гомологов различных видов 

(например, мыши и человека) могут быть значимыми для активности и, следовательно, не будет вероят-

ными мишенями для изменения. 

Соответственно, другой аспект настоящего изобретения относится к молекулам нуклеиновых ки-

слот, кодирующим вариантный маркерный белок, который содержит изменения в аминокислотных ос-

татках, которые не представляют собой незначимые для активности. Такие вариантные маркерные белки 

отличаются по аминокислотной последовательности от маркерных белков природного происхождения, 

но сохраняют биологическую активность. Согласно одному варианту осуществления такой вариантный 

маркерный белок содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере приблизи-

тельно на 40, 50, 60, 70, 80, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последо-

вательности маркерного белка. 

Выделенная молекула нуклеиновой кислоты, кодирующая вариантный маркерный белок, может 

быть создана путем введения одной или нескольких нуклеотидных замен, добавлений или делеций в 

нуклеотидную последовательность маркерных нуклеиновых кислот таким образом, что одна или не-

сколько замен, добавлений или делеций аминокислотных остатков вводятся в кодируемый белок. Мута-

ции могут быть введены с помощью стандартных техник, таких как сайт-направленный мутагенез и опо-

средованный ПЦР мутагенез. Предпочтительно, консервативные аминокислотные замены осуществляют 

в одном или нескольких предсказанных незначимых аминокислотных остатках. "Консервативная замена 

аминокислоты" представляет собой ту, в которой аминокислотный остаток замещается на аминокислот-

ный остаток, характеризующийся сходной боковой цепью. Семейства аминокислотных остатков, харак-

теризующиеся сходными боковыми цепями, определены в настоящей области техники. Эти семейства 

включают в себя аминокислоты с основными боковыми цепями (например, лизин, аргинин, гистидин), 

кислыми боковыми цепями (например, аспарагиновая кислота, глутаминовая кислота), незаряженными 

полярными боковыми цепями (например, глицин, аспарагин, глутамин, серин, треонин, тирозин, цисте-
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ин), неполярными боковыми цепями (например, аланин, валин, лейцин, изолейцин, пролин, фенилала-

нин, метионин, триптофан), бета-разветвленными боковыми цепями (например, треонин, валин, изолей-

цин) и ароматическими боковыми цепями (например, тирозин, фенилаланин, триптофан, гистидин). 

Кроме того, мутации могут быть введены случайным образом вдоль всей или части кодирующей после-

довательности, например, путем насыщающего мутагенеза, и полученные мутанты могут быть подверг-

нуты скринингу на биологическую активность для идентификации мутантов, которые сохраняют актив-

ность. После мутагенеза, кодируемый белок можно экспрессировать рекомбинантно, и может быть опре-

делена активность белка. 

Настоящее изобретение охватывает антисмысловые молекулы нуклеиновых кислот, т.е. молекулы, 

которые комплементарны смысловой нуклеиновой кислоте согласно настоящему изобретению, напри-

мер, комплементарны кодирующей цепи двухцепочечной молекулы маркерной кДНК или комплемен-

тарны последовательности маркерной мРНК. Соответственно, антисмысловая нуклеиновая кислота со-

гласно настоящему изобретению может образовывать водородную связь (т.е. соединять комплементар-

ные нити с) со смысловой нуклеиновой кислотой согласно настоящему изобретению. Антисмысловая 

нуклеиновая кислота может быть комплементарной к целой кодирующей цепи или только ее части, на-

пример, всей или части кодирующей белок области (или открытой рамки считывания). Антисмысловая 

молекула нуклеиновой кислоты может также быть антисмысловой ко всей или части некодирующей об-

ласти кодирующей цепи нуклеотидной последовательности, кодирующей маркерный белок. Некоди-

рующие области ("5' и 3' нетранслируемые области") представляют собой 5' и 3' последовательности, 

которые фланкируют кодирующую область и не кодируют аминокислоты. 

Антисмысловой олигонуклеотид может составлять, например, приблизительно 5, 10, 15, 20, 25, 30, 

35, 40, 45 или 50 или более нуклеотидов в длину. Антисмысловая нуклеиновая кислота согласно настоя-

щему изобретению может быть получена с использованием химического синтеза и ферментативной ре-

акции лигирования с использованием процедур, известных в настоящей области техники. Например, ан-

тисмысловая нуклеиновая кислота (например, антисмысловой олигонуклеотид) может быть химически 

синтезирована с использованием встречающихся в природе нуклеотидов или по-разному модифициро-

ванных нуклеотидов, разработанных для увеличения биологической стабильности молекул или для по-

вышения физической стабильности дуплекса, образованного между антисмысловыми и смысловыми 

нуклеиновыми кислотами, например, могут быть использованы фосфоротиоатные производные и заме-

щенные с акридином нуклеотиды. Примеры модифицированных нуклеотидов, которые можно использо-

вать для получения антисмысловой нуклеиновой кислоты, включают в себя 5-фторурацил, 5-

бромурацил, 5-хлорурацил, 5-йодурацил, гипоксантин, ксантин, 4-ацетилцитозин, 5-(карбоксигидрокси-

метил)урацил, 5-карбоксиметиламинометил-2-тиоуридин, 5-карбоксиметиламинометилурацил, дигидро-

урацил, бета-D-галактозилквеозин, инозин, N6-изопентениладенин, 1-метилгуанин, 1-метилинозин, 2,2-

диметилгуанин, 2-метиладенин, 2-метилгуанин, 3-метилцитозин, 5-метилцитозин, N6-аденин, 7-

метилгуанин, 5-метиламинометилурацил, 5-метоксиаминометил-2-тиоурацил, бета-D-маннозилквеозин, 

5'-метоксикарбоксиметилурацил, 5-метоксиурацил, 2-метилтио-N6-изопентениладенин, урацил-5-

оксиуксусную кислоту (v), вибутоксозин, псевдоурацил, квеозин, 2-тиоцитозин, 5-метил-2-тиоурацил, 2-

тиоурацил, 4-тиоурацил, 5-метилурацил, метиловый эфир урацил-5-оксиуксусной кислоты, урацил-5-

оксиуксусную кислоту (v), 5-метил-2-тиоурацил, 3-(3-амино-3-N-2-карбоксипропил)урацил, (acp3)w и 

2,6-диаминопурин. Альтернативно, антисмысловая нуклеиновая кислота может быть получена биологи-

чески с использованием вектора экспрессии, в котором нуклеиновая кислота была субклонирована в ан-

тисмысловой ориентации (т.е. РНК, транскрибированная из встроенной нуклеиновой кислоты, будет ха-

рактеризоваться антисмысловой ориентацией к представляющей интерес нуклеиновой кислоте-мишени, 

описанной дополнительно в следующем пункте). 

Используемый в настоящем документе ингибитор "нуклеиновой кислоты" представляет собой лю-

бой ингибитор на основе нуклеиновой кислоты, который вызывает снижение экспрессии мишени путем 

гибридизации по меньшей мере с частью РНК-транскрипта от гена-мишени для того, чтобы уменьшить 

экспрессию мишени. Ингибиторы нуклеиновых кислот включают в себя, например, одноцепочечные 

молекулы нуклеиновых кислот, например, антисмысловые нуклеиновые кислоты, и двухцепочечные 

нуклеиновые кислоты, такие как миРНК, короткая шпилечная РНК, dsiPHK (см., например, опублико-

ванный патент США 20070104688). Используемые в настоящем документе двухцепочечные молекулы 

нуклеиновых кислот разрабатывают, чтобы они составляли по меньшей мере 12, предпочтительно по 

меньшей мере 15 нуклеотидов. Двухцепочечные молекулы нуклеиновой кислоты могут представлять 

собой одноцепочечную нуклеиновую кислоту, предназначенную для гибридизации с собой, например, 

короткую шпилечную РНК. Понятно, что ингибитор нуклеиновой кислоты мишени может быть введен в 

виде выделенной нуклеиновой кислоты. Кроме того, ингибитор нуклеиновой кислоты может быть введен 

в виде конструкта экспрессии с получением ингибитора в клетке. Согласно некоторым вариантам осуще-

ствления ингибитор нуклеиновой кислоты включает в себя одну или несколько химических модифика-

ций, чтобы улучшить активность и/или стабильность ингибитора нуклеиновой кислоты. Такие модифи-

кации хорошо известны в настоящей области техники. Конкретные модификации, которые будут исполь-

зоваться, будут зависеть, например, от типа ингибитора нуклеиновой кислоты. 
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Терапевтическое средство в виде антисмысловой нуклеиновой кислоты относится к одноцепочеч-

ным терапевтическим нуклеиновым кислотам, как правило, приблизительно от 16 до 30 нуклеотидов в 

длину, и оно комплементарно последовательности нуклеиновой кислоты-мишени в клетке-мишени, либо 

в культуре или в организме. 

Предусмотрены патенты, направленные на антисмысловые нуклеиновые кислоты, химические мо-

дификации и применение терапевтических средств, например, патент США № 5898031 связан с химиче-

ски модифицированным РНК-содержащим терапевтическим соединением, и патент США № 6107094 

связан со способами использования этих соединений в качестве терапевтического средства. Патент США 

№ 7432250 связан со способами лечения пациентов путем введения одноцепочечных химически моди-

фицированных РНК-подобных соединений; и патент США № 7432249 связан с фармацевтическими ком-

позициями, содержащими одноцепочечные химически модифицированные РНК-подобные соединения. 

Патент США № 7629321 связан со способами расщепления мРНК-мишени с использованием одноцепо-

чечного олигонуклеотида, содержащего множество РНК нуклеозидов и по меньшей мере одну химиче-

скую модификацию. Каждый из перечисленных в пункте патентов включен в настоящий документ по-

средством ссылки. 

Согласно многим вариантам осуществления дуплексная область составляет 15-30 пар нуклеотидов 

в длину. Согласно некоторым вариантам осуществления дуплексная область составляет 17-23 пары нук-

леотидов в длину, 17-25 пар нуклеотидов в длину, 23-27 пар нуклеотидов в длину, 19-21 пару нуклеоти-

дов в длину и 21-23 пары нуклеотидов в длину. 

Согласно некоторым вариантам осуществления каждая нить содержит 15-30 нуклеотидов. 

Средства РНК интерференции, которые можно использовать в способах согласно настоящему изо-

бретению, включают средства с химическими модификациями, описанными, например, в предваритель-

ной заявке США 61/561710, поданной 18 ноября 2011 г., международной заявке PCT/US2011/051597, 

поданной 15 сентября 2010 г., и публикации PCT WO 2009/073809, полное содержание каждой из кото-

рых включено в настоящий документ посредством ссылки. 

"Средство РНК-интерференции", "средство интерференции двухцепочечной РНК", молекула двух-

цепочечной РНК (дцРНК), также упоминаемая как "средство дцРНК", "дцРНК", "миРНК", "средство 

иРНК" используемые в настоящем документе взаимозаменяемо, относится к комплексу молекул рибо-

нуклеиновых кислот, характеризующихся дуплексной структурой, содержащей две анти-параллельные и 

по существу комплементарные, как определено ниже, цепи нуклеиновой кислоты. Используемое в на-

стоящем документе средство РНК интерференции может также включать в себя dsiPHK (см., например, 

опубликованный патент США 20070104688, включенный в настоящий документ посредством ссылки). В 

общем, большинство из нуклеотидов каждой цепи представляет собой рибонуклеотиды, но, как описано 

выше, каждая или обе цепи могут также включать один или несколько не-рибонуклеотидов, например, 

дезоксирибонуклеотид и/или модифицированный нуклеотид. Кроме того, используемое в настоящем 

документе "средство РНК-интерференции" может включать рибонуклеотиды с химическими модифика-

циями; средство РНК-интерференции может включать существенные модификации во множестве нук-

леотидов. Такие модификации могут включать в себя все типы модификаций, описанные в настоящем 

документе или известные в настоящей области техники. Любые такие модификации, использованные в 

молекуле типа миРНК, охватываются "средством РНК интерференции" для целей настоящего описания и 

формулы изобретения. 

Две нити, образующие дуплексную структуру, могут представлять собой различные части одной 

крупной молекулы РНК или они могут быть отдельными молекулами РНК. Там, где две цепи представ-

ляют собой часть одной крупной молекулы, и, следовательно, соединены в непрерывную цепь нуклеоти-

дов между 3'-концом одной нити и 5'-концом соответствующей другой нити, образующей дуплексную 

структуру, соединяющая цепь РНК упоминается как "петля шпильки". Там, где две нити соединены ко-

валентно посредством отличной от непрерывной цепи нуклеотидов между 3'-концом одной нити и 5'-

концом соответствующего другой нити, образуя дуплексную структуру, соединительная конструкция 

упоминается как "линкер". РНК нити могут содержать одинаковое или различное число нуклеотидов. 

Максимальное количество пар оснований представляет собой число нуклеотидов в самой короткой цепи 

дцРНК минус любые выступы, которые присутствуют в дуплексе. В дополнение к дуплексной структуре 

средство РНК-интерференции может содержать одну или несколько нуклеотидных выступов. Термин 

"миРНК" также используется в настоящем документе для обозначения средства описанной выше РНК-

интерференции. 

Согласно другому аспекту средство представляет собой одноцепочечную антисмысловую молекулу 

РНК. Антисмысловая молекула РНК комплементарна последовательности в мРНК-мишени. Антисмы-

словая РНК может ингибировать трансляцию стехиометрическим способом путем спаривания оснований 

с мРНК и физически препятствуя трансляционной машине, см. Dias, N. et al. (2002), Mol Cancer Ther 

1:347-355. Антисмысловая молекула РНК может содержать около 15-30 нуклеотидов, которые компле-

ментарны мРНК-мишени. Например, молекула антисмысловой РНК может содержать последователь-

ность по меньшей мере из 15, 16, 17, 18, 19, 20 или более смежных нуклеотидов из одного из антисмы-

словых последовательностей таблицы. 
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Термин "антисмысловая цепь" относится к цепи средства интерференции двухцепочечной РНК, ко-

торая включает в себя область, которая по существу комплементарна последовательности-мишени. Ис-

пользуемый в настоящем документе термин "область, комплементарная части мРНК, кодирующей" 

представляющий интерес белок, относится к области на антисмысловой цепи, которая по существу ком-

плементарна части последовательности мРНК-мишени, кодирующей белок. В случае, если область ком-

плементарности не полностью комплементарна последовательности-мишени, ошибочно спаренные ос-

нования наиболее толерантны в концевых областях и, если присутствуют, как правило, находятся в кон-

цевой области или областях, например, в пределах 6, 5, 4, 3 или 2 нуклеотидов 5' и/или 3' конца. 

Используемый в настоящем документе термин "смысловая цепь" относится к нити дцРНК, которая 

включает в себя область, которая по существу комплементарна области антисмысловой нити. 

Согласно различным вариантам осуществления молекулы нуклеиновых кислот согласно настояще-

му изобретению могут быть модифицированы в основном фрагменте, фрагменте сахара или фосфатного 

остова, чтобы улучшить, например, стабильность, гибридизацию или растворимость молекулы. Напри-

мер, сахарофосфатный остов нуклеиновых кислот может быть модифицирован, чтобы производить пеп-

тидные нуклеиновые кислоты (см. Hyrup et al., 1996, Bioorganic & Medicinal Chemistry 4(1): 5-23). Ис-

пользуемые в настоящем документе термины "пептидные нуклеиновые кислоты" или "ПНК" относятся к 

имитаторам нуклеиновых кислот, например, имитаторам ДНК, в которых сахарофосфатный остов заме-

щен на псевдопептидный остов и сохраняются только четыре природных нуклеотидных основания. Ней-

тральный остов ПНК, как было показано, обеспечивает специфическую гибридизацию с ДНК и РНК в 

условиях низкой ионной силы. Синтез олигомеров ПНК может быть выполнен с использованием стан-

дартных протоколов синтеза пептидов в твердой фазе, как описано в Hyrup et al. (1996), выше; Perry-

O'Keefe et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:14670-675. 

ПНК могут быть использованы в терапевтических и диагностических применениях. Например, 

ПНК могут быть использованы в качестве антисмысловых или антигенных средств для специфичной к 

последовательности модуляции генной экспрессии, например, путем индуцирования остановки транс-

крипции или трансляции или ингибирования репликации. ПНК также могут быть использованы, напри-

мер, при анализе отдельных мутаций пар оснований в гене путем, например, направленного ПНК фикси-

рования ПЦР; в качестве искусственных ферментов рестрикции при использовании в комбинации с дру-

гими ферментами, например, S1 нуклеазы (Hyrup (1996), выше), или в качестве зондов или праймеров 

для последовательности ДНК и гибридизации (Hyrup, 1996, выше; Perry-O'Keefe et al. (1996) Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA 93:14670-675). 

Согласно другому варианту осуществления ПНК могут быть модифицированы, например, для по-

вышения их стабильности или клеточного поглощения, путем присоединения липофильных или других 

вспомогательных групп к ПНК с образованием химерных ПНК-ДНК или путем использования липосом 

или других способов доставки лекарственных средств, известных в настоящей области техники. Напри-

мер, могут быть получены химеры ПНК-ДНК, которые могут объединить выгодные свойства ПНК и 

ДНК. Такие химеры позволяют распознавания ДНК ферментами, например, РНКазой H и ДНК-

полимеразами, чтобы взаимодействовать с частью ДНК, в то время как часть ПНК будет обеспечивать 

высокую аффинность и специфичность связывания. Химеры ПНК-ДНК могут быть связаны с помощью 

линкеров соответствующих длин, выбранных с точки зрения базовой укладки, количества связей между 

нуклеотидными основаниями и ориентации (Hyrup, 1996, выше). Синтез химер ПНК-ДНК может быть 

выполнен, как описано в Hyrup (1996), выше, и Finn et al. (1996) Nucleic Acids Res. 24(17):3357-63. На-

пример, цепь ДНК может быть синтезирована на твердой подложке с использованием стандартной фос-

форамидитной химии присоединения и модифицированных аналогов нуклеозидов. Такие соединения, 

как 5'-(4-метокситритил)амино-5'-дезокситимидинфосфорамидит, могут быть использованы в качестве 

связующего звена между ПНК и 5'-концом ДНК (Mag et al., 1989, Nucleic Acids Res. 17:5973-88). Моно-

меры ПНК затем соединяют ступенчатым образом, чтобы получить химерную молекулу с 5' сегментом 

ПНК и 3' сегментом ДНК (Finn et al., 1996, Nucleic Acids Res. 24(17):3357-63). Кроме того, химерные мо-

лекулы могут быть синтезированы с сегментом 5' ДНК и сегментом 3' ПНК (Peterser et al., 1975, Bioor-

ganic Med. Chem. Lett. 5:1119-11124). 

Согласно другим вариантам осуществления олигонуклеотид может включать в себя другие прила-

гаемые группы, такие как пептиды (например, для нацеленного воздействия на рецепторы клетки-

хозяина in vivo) или средства, облегчающие транспорт через клеточную мембрану (см., например, 

Letsinger et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:6553-6556; Lemaitre et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA 84:648-652; публикация PCT № WO 88/09810) или гематоэнцефалический барьер (см., например, 

публикации PCT WO 89/10134). Кроме того, олигонуклеотиды могут быть модифицированы с запус-

кающими гибридизацию расщепляющими средствами (см., например, Krol et al., 1988, Bio/Techniques 

6:958-976) или интеркалирующими средствами (см., например, Zon, 1988, Pharm. Res. 5:539-549). С этой 

целью олигонуклеотид может быть конъюгирован с другой молекулой, например, пептидом, запускаю-

щим гибридизацию сшивающим средством, транспортным средством, запускающим гибридизацию рас-

щепляющим средством и т.д. 

Настоящее изобретение также включает в себя молекулярные маяки нуклеиновые кислоты, содер-
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жащие по меньшей мере одну область, которая комплементарна нуклеиновой кислоте согласно настоя-

щему изобретению, таким образом, что молекулярный маяк полезен для количественного определения 

присутствия нуклеиновой кислоты согласно настоящему изобретению в образце. "Молекулярный маяк" 

нуклеиновой кислоты представляет собой нуклеиновую кислоту, содержащую пару комплементарных 

областей и содержащую флуорофор и связанный с ним флуоресцентный гаситель. Флуорофор и гаситель 

связаны с различными участками нуклеиновой кислоты в такой ориентации, что, когда комплементарные 

области отжигают друг с другом, флуоресценция флуорофора гасится гасителем. Когда комплементар-

ные области нуклеиновой кислоты не отжигают друг с другом, флуоресценция флуорофора гасится в 

меньшей степени. Молекулярные маяки нуклеиновые кислоты, описаны, например, в патенте США 

5876930. 

D. Выделенные белки и антитела. 

Один аспект настоящего изобретения относится к выделенным маркерным белкам и их биологиче-

ски активным частям, а также полипептидным фрагментам, пригодным для использования в качестве 

иммуногенов для получения антител, направленных против маркерного белка или его фрагмента. Со-

гласно одному варианту осуществления нативный маркерный белок может быть выделен из клеточных 

или тканевых источников с помощью соответствующей схемы очистки с использованием стандартных 

способов очистки белков. Согласно другому варианту осуществления белок или пептид, содержащий 

весь или сегмент маркерного белка, производится с помощью способов рекомбинантной ДНК. Альтерна-

тивно рекомбинантной экспрессии, такой белок или пептид может быть синтезирован химически с ис-

пользованием стандартных методик пептидного синтеза. 

"Выделенный" или "очищенный" белок или его биологически активная часть представляет собой по 

существу свободный от клеточного материала или других загрязняющих белков клеточного или тканево-

го источника, из которого получают белок, или, по существу, свободный от химических предшественни-

ков или других химических веществ при химическом синтезе. Выражение "по существу свободные от 

клеточного материала" включает в себя препараты белка, в которых белок отделен от клеточных компо-

нентов клеток, из которых он выделен или рекомбинантно получен. Таким образом, белок, который по 

существу свободен от клеточного материала, включает в себя препараты белка, содержащие менее чем 

приблизительно 30, 20, 10 или 5% (по сухому весу) гетерологичного белка (также называемый в настоя-

щем документе как "загрязняющий белок"). Когда белок или его биологически активная часть получены 

рекомбинантным путем, также предпочтительно чтобы он по существу был свободен от культуральной 

среды, т.е. культуральная среда должна составлять менее чем приблизительно 20, 10 или 5% от объема 

белкового препарата. Когда белок получают путем химического синтеза, он предпочтительно по сущест-

ву свободен от химических предшественников или других химических веществ, т.е. он отделен от хими-

ческих предшественников или других химических веществ, которые участвуют в синтезе белка. Соот-

ветственно такие препараты белка содержат менее чем приблизительно 30, 20, 10, 5% (сухого веса) хи-

мических предшественников или других соединений, чем представляющий интерес полипептид. 

Биологически активные части маркерного белка включают в себя полипептиды, содержащие ами-

нокислотные последовательности, в достаточной степени идентичные или полученные из аминокислот-

ной последовательности маркерного белка, которые включают в себя меньше аминокислот, чем в полно-

размерном белке, и проявляют по меньшей мере одну активность соответствующего полноразмерного 

белка. Как правило, биологически активные части содержат домен или мотив по меньшей мере одной 

активности, соответствующий полноразмерному белку. Биологически активная часть маркерного белка 

согласно настоящему изобретению может быть полипептидом, который составляет, например, 10, 25, 50, 

100 или более аминокислот в длину. Кроме того, другие биологически активные части, в которых другие 

области маркерного белка удалены, могут быть получены с помощью рекомбинантных способов и оце-

нены на одну или несколько функциональных активностей нативной формы маркерного белка. 

Предпочтительные маркерные белки кодируются нуклеотидными последовательностями, содержа-

щими последовательности, кодирующие любой из генов, описанных в примерах. Другие полезные белки 

по существу идентичны (например, по меньшей мере около 40%, предпочтительно 50, 60, 70, 80, 90, 91, 

92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99%) одной из этих последовательностей и сохраняют функциональную ак-

тивность соответствующего природного маркерного белка, но отличаются по аминокислотной последо-

вательности вследствие естественной изменчивости аллелей или мутагенеза. 

Для определения процента идентичности двух аминокислотных последовательностей или двух нук-

леиновых кислот, последовательности выравнивают с целью оптимального сравнения (например, пробе-

лы могут быть введены в последовательности первой аминокислоты или последовательности нуклеино-

вой кислоты для оптимального выравнивания со второй последовательностью аминокислоты или нук-

леиновой кислоты). Аминокислотные остатки или нуклеотиды в соответствующих положениях амино-

кислот или положениях нуклеотидов затем сравниваются. Когда положение в первой последовательно-

сти занимают те же аминокислотные остатки или нуклеотиды, что и в соответствующем положении во 

второй последовательности, то молекулы представляют собой идентичные в данном положении. Пред-

почтительно, процент идентичности между двумя последовательностями рассчитывается с использова-

нием глобального выравнивания. Кроме того, процент идентичности между двумя последовательностями 
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рассчитывается с использованием локального выравнивания. Процент идентичности между двумя по-

следовательностями представляет собой функцию числа идентичных положений, общих для последова-

тельностей (т.е. % идентичности = числу идентичных положений/общее число положений (например, 

перекрывающихся положений)×100). Согласно одному варианту осуществления эти две последователь-

ности характеризуются одинаковой длиной. Согласно другому варианту осуществления две последова-

тельности не характеризуются одинаковой длиной. 

Определение процента идентичности между двумя последовательностями может быть достигнуто с 

использованием математического алгоритма. Предпочтительный неограничивающий пример математи-

ческого алгоритма, используемого для сравнения двух последовательностей, представляет собой алго-

ритм Karlin and Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268, модифицированного как в Karlin 

and Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877. Такой алгоритм включен в программы 

BLASTN и BLASTX Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410. Поиски нуклеотидов BLAST могут 

быть выполнены с помощью программы BLASTN, оценка = 100, длина слова = 12, чтобы получить нук-

леотидные последовательности, гомологичные молекулам нуклеиновых кислот согласно настоящему 

изобретению. Поиски белка BLAST могут быть выполнены с помощью программы BLASTP, оценка = 

50, длина слова = 3 для получения аминокислотных последовательностей, гомологичных молекулам бел-

ка согласно настоящему изобретению. Для получения содержащего пробелы выравнивания для сравне-

ния, более новая версия алгоритма BLAST, названная Gapped BLAST, может быть использована, как 

описано в Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, который способен выполнять содержа-

щие пробелы локальные выравнивания для программ BLASTN, BLASTX и BLASTP. Кроме того, PSI-

BLAST может быть использован для выполнения повторного поиска, который обнаруживает отдаленные 

связи между молекулами. При использовании программ BLAST, Gapped BLAST и PSI-BLAST, могут 

быть использованы параметры по умолчанию соответствующих программ (например, BLASTX и 

BLASTN). См. http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Другой предпочтительный, неограничивающий пример мате-

матического алгоритма, используемого для сравнения последовательностей, представляет собой алго-

ритм Myers and Miller, (1988) CABIOS 4:11-17. Такой алгоритм включен в программу ALIGN (версия 

2.0), которая представляет собой часть последовательности GCG пакета программного обеспечения для 

выравнивания. При использовании программы ALIGN для сравнения аминокислотных последовательно-

стей могут быть использованы таблица веса остатков PAM120, длина штрафного балла пропуска 12 и 

штрафной балл пропуска 4. Еще один полезный алгоритм для идентификации областей локального сход-

ства последовательностей и выравнивания представляет собой алгоритм FASTA, описанный в Pearson 

and Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444-2448. При использовании алгоритма FASTA для 

сравнения нуклеотидных или аминокислотных последовательностей, таблица веса остатков PAM120 мо-

жет, например, быть использована со значением k, кратного 2. 

Процент идентичности между двумя последовательностями может быть определен с использовани-

ем техник, аналогичных описанным выше, с или без учета пробелов. При расчете процента идентичности 

считаются только точные совпадения. 

В настоящем изобретение также предусмотрены химерные или слитые белки, содержащие маркер-

ный белок или его сегмент. Используемый в настоящем документе "химерный белок" или "слитый бе-

лок" содержит весь или часть (предпочтительно биологически активную часть) маркерного белка, функ-

ционально связанного с гетерологичным полипептидом (например, полипептидом, отличным от маркер-

ного белка). В слитом белке термин "функционально связанный" предназначен для обозначения того, что 

маркерный белок или его сегмент и гетерологичный полипептид слиты в рамке считывания друг с дру-

гом. Гетерологичный полипептид может быть слит с амино-концом или карбоксильным концом маркер-

ного белка или сегмента. 

Один полезных слитый белок представляет собой слитый белок GST, в котором маркерный белок 

или сегмент слит с карбоксильным концом последовательностей GST. Такие слитые белки могут облег-

чать очистку рекомбинантного полипептида согласно настоящему изобретению. 

Согласно другому варианту осуществления слитый белок содержит гетерологичную сигнальную 

последовательность на своем амино-конце. Например, нативная сигнальная последовательностью мар-

керного белка может быть удалена и заменена сигнальной последовательностью из другого белка. На-

пример, секреторная последовательность gp67 оболочечного белка бакуловируса может быть использо-

вана в качестве гетерологичной сигнальной последовательности (Ausubel et al., ed., Current Protocols in 

Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY, 1992). Другие примеры эукариотических гетерологичных сиг-

нальных последовательностей включают в себя секреторные последовательности мелиттина и плацен-

тарную щелочную фосфатазу человека (Stratagene; La Jolla, California). В еще одном примере, полезные 

прокариотические гетерологичные сигнальные последовательности включают в себя секреторный сигнал 

PhoA (Sambrook et al., выше), и секреторный сигнал белок А (Pharmacia Biotech; Piscataway, New Jersey). 

Согласно еще одному варианту осуществления слитый белок представляет собой слитый белок-

иммуноглобулин, в котором все или часть маркерного белка сливают с последовательностями, получен-

ными от представителя семейства белков-иммуноглобулинов. Слитые белки-иммуноглобулины согласно 

настоящему изобретению могут быть включены в фармацевтические композиции и введены субъекту, 
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чтобы ингибировать взаимодействие между лигандом (растворимым или мембраносвязанным) и белком 

на поверхности клетки (рецептором), чтобы тем самым подавить передачу сигнала in vivo. Слитый бе-

лок-иммуноглобулин может быть использован для воздействия на биологическую доступность родст-

венного лиганда маркерного белка. Ингибирование взаимодействия лиганда/рецептора может быть по-

лезно в терапевтических целях, как для лечения пролиферативных, так и дифференцирующих наруше-

ний, и для модуляции (например, стимуляции или ингибирования) выживаемости клеток. Кроме того, 

слитые белки-иммуноглобулины согласно настоящему изобретению могут быть использованы в качестве 

иммуногенов для получения антител, направленных против маркерного белка у субъекта, чтобы очи-

стить лиганды и в скрининговых анализах для идентификации молекул, которые ингибируют взаимодей-

ствие маркерного белка с лигандами. 

Химерные и слитые белки согласно настоящему изобретению могут быть получены с помощью 

стандартных техник рекомбинантной ДНК. Согласно другому варианту осуществления слитый ген мож-

но синтезировать обычными способами, включающими в себя автоматизированный синтезатор ДНК. 

Кроме того, ПЦР-амплификация фрагментов генов может быть проведена с использованием якорных 

праймеров, которые порождают комплементарные выступы между двумя последовательными генными 

фрагментами, которые впоследствии могут быть ренатурированы и повторно амплифицированы для по-

лучения последовательности химерного гена (см., например, Ausubel et al., выше). Кроме того, коммер-

чески доступны многие векторы экспрессии, которые уже кодируют слитый фрагмент (например, поли-

пептид GST). Нуклеиновая кислота, кодирующая полипептид согласно настоящему изобретению, может 

быть клонирована в такой вектор экспрессии таким образом, что слитый фрагмент присоединен в рамке 

считывания к полипептиду согласно настоящему изобретению. 

Сигнальная последовательность может быть использована, чтобы облегчить секрецию и выделение 

маркерных белков. Сигнальные последовательности, как правило, характеризуются основой из гидро-

фобных аминокислот, которые, как правило, отщепляются от зрелого белка в процессе секреции в один 

или нескольких событий расщепления. Такие сигнальные пептиды содержат сайты процессинга, которые 

обеспечивают отщепление сигнальной последовательности от зрелых белков, когда они проходят через 

секреторный путь. Таким образом, настоящее изобретение относится к маркерным белкам, слитым бел-

кам или их сегментам, обладающим сигнальной последовательностью, а также к таким белкам, из кото-

рых сигнальная последовательность протеолитически отщепляется (например, продукты расщепления). 

Согласно одному варианту осуществления последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая сиг-

нальную последовательность, может быть функционально связана в векторе экспрессии с представляю-

щим интерес белком, таким как маркерный белок или его сегмент. Сигнальная последовательность на-

правляет секрецию белка, например, от эукариотического хозяина, в котором вектор экспрессии транс-

формируют, и сигнальная последовательность впоследствии или одновременно расщепляется. Белок мо-

жет быть легко очищен из внеклеточной среды с помощью известных в настоящей области техники спо-

собов. Кроме того, сигнальная последовательность может быть связана с представляющим интерес бел-

ком с использованием последовательности, которая облегчает очистку, например, с доменом GST. 

Настоящее изобретение также относится к вариантам маркерных белков. Такие варианты характе-

ризуются измененной аминокислотной последовательностью и могут функционировать либо как агони-

сты (миметики), либо как антагонисты. Варианты могут быть получены путем мутагенеза, например, 

мутацией или усечением дискретной точки. Агонист может сохранять по существу такую же или под-

множество биологических активностей природных форм белка. Антагонист белка может ингибировать 

одну или несколько активностей природной формы белка путем, например, конкурентного связывания 

находящихся на нижних стадиях или на верхних стадиях представителей клеточного сигнального каска-

да, который включает в себя представляющий интерес белок. Таким образом, специфические биологиче-

ские эффекты могут быть выявлены с помощью обработки с вариантом ограниченной функции. Лечение 

субъекта вариантом, характеризующимся подмножеством биологических активностей встречающейся в 

природе формы белка, может иметь меньше побочных эффектов у субъекта, по сравнению с лечением не 

встречающейся в природе формой белка. 

Варианты маркерного белка, которые функционируют либо как агонисты (миметики), либо как ан-

тагонисты могут быть идентифицированы путем скрининга комбинаторных библиотек мутантов, напри-

мер процессированных мутантов белка согласно настоящему изобретению для активности агониста или 

антагониста. Согласно одному варианту осуществления смешанная библиотека вариантов создается пу-

тем комбинаторного мутагенеза на уровне нуклеиновых кислот и кодируется смешанной библиотекой 

генов. Смешанная библиотека вариантов может быть получена с помощью, например, ферментативного 

лигирования смеси синтетических олигонуклеотидов в генные последовательности таким образом, что 

вырожденный набор потенциальных последовательностей белков можно представить в виде отдельных 

полипептидов, или, альтернативно, в виде набора более крупных слитых белков (например, для фагового 

дисплея). Существуют различные способы, которые могут быть использованы для получения библиотек 

потенциальных вариантов маркерных белков из вырожденной олигонуклеотидной последовательности. 

Способы синтеза вырожденных олигонуклеотидов известны в настоящей области техники (см., напри-

мер, Narang, 1983, Tetrahedron 39:3; Itakura et al., 1984, Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura et al., 1984, 
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Science 198:1056; Ike et al., 1983 Nucleic Acid Res. 11:477). 

Кроме того, библиотеки сегментов маркерного белка могут быть использованы для создания сме-

шанной популяции полипептидов для скрининга и последующего отбора вариантных маркерных белков 

или их сегментов. Например, библиотека фрагментов кодирующих последовательностей может быть 

получена путем обработки двухцепочечного фрагмента ПЦР представляющей интерес кодирующей по-

следовательности нуклеазой в условиях, в которых разрезание одной нити происходит только один раз 

на молекулу, денатурации двухцепочечной ДНК, ренатурации ДНК с образованием двухцепочечной 

ДНК, которая может включать в себя смысловые/антисмысловые пары из различных разорванных по 

одной нити продуктов, удаление одноцепочечных частей из реформированных дуплексов путем обра-

ботки нуклеазой S1, и лигирование полученной библиотеки фрагментов в вектор экспрессии. С помощью 

этого способа может быть получена библиотека экспрессии, которая кодирует амино-конец и внутренние 

фрагменты различных размеров представляющего интерес белка. 

В настоящей области техники известно несколько способов для скрининга генных продуктов ком-

бинаторных библиотек с помощью точечных мутаций или усечений, а также для скрининга библиотек 

кДНК на генные продукты, характеризующиеся выбранным свойством. Наиболее широко используемые 

техники, которые поддаются высокоскоростному анализу для скрининга больших библиотек генов, 

обычно включают в себя клонирование генной библиотеки в реплицируемые векторы экспрессии, 

трансформацию подходящих клеток с полученной библиотекой векторов и экспрессию комбинаторных 

генов в условиях, в которых обнаружение желаемой активности облегчает выделение вектора, кодирую-

щего ген, продукт которого был обнаружен. Рекурсивный множественный мутагенез (REM), который 

повышает частоту функциональных мутантов в библиотеках, может быть использован в комбинации со 

скрининговыми анализами для идентификации вариантов белка согласно настоящему изобретению (Ar-

kin and Yourvan, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 59:7811-7815; Delgrave et al., 1993, Protein Engineering 

6(3):327- 331). 

Еще один аспект настоящего изобретения относится к антителам, направленным против белка со-

гласно настоящему изобретению. Согласно предпочтительным вариантам осуществления антитела спе-

цифически связываются с маркерным белком или его фрагментом. Используемые взаимозаменяемо в 

настоящем документе термины "антитело" и "антитела" относятся к молекулам иммуноглобулинов, а 

также их фрагментам и производным, которые содержат иммунологически активную часть молекулы 

иммуноглобулина (т.е. такая часть содержит антигенсвязывающий сайт, который специфически связыва-

ется с таким антигеном, как маркерный белок, например, с эпитопом маркерного белка). Антитело, кото-

рое специфически связывается с белком согласно настоящему изобретению, представляет собой антите-

ло, которое связывается с белком, но по существу не связывается с другими молекулами в образце, на-

пример биологическом образце, который в норме содержит белок. Примеры иммунологически активной 

части молекулы иммуноглобулина включают в себя без ограничения одноцепочечные антитела (scAb), 

фрагменты F(ab) и F(ab')2. 

Выделенный белок согласно настоящему изобретению или его фрагмент может быть использован в 

качестве иммуногена для получения антител. Может быть использован полноразмерный белок, или, аль-

тернативно, настоящее изобретение включает антигенные пептидные фрагменты для использования в 

качестве иммуногенов. Антигенный пептид белка согласно настоящему изобретению содержит по мень-

шей мере 8 (предпочтительно 10, 15, 20 или 30 или более) аминокислотных остатков аминокислотной 

последовательности одного из белков согласно настоящему изобретению и охватывает по меньшей мере 

один такой эпитоп белка, что антитело, индуцированное против пептида, образует специфический им-

мунный комплекс с белком. Предпочтительные эпитопы, охватываемые антигенным пептидом, пред-

ставляют собой области, расположенные на поверхности белка, например, гидрофильные области. Ана-

лиз последовательности гидрофобности, анализ последовательности гидрофильности или похожие ана-

лизы могут быть использованы для идентификации гидрофильных областей. Согласно предпочтитель-

ным вариантам осуществления выделенный маркерный белок или его фрагмент используется в качестве 

иммуногена. 

Иммуноген, как правило, используют для получения антител путем иммунизации подходящего (т.е. 

иммунокомпетентного) субъекта, такого как кролик, коза, мышь или другое млекопитающее или позво-

ночное. Соответствующий иммуногенный препарат может содержать, например, рекомбинантно экс-

прессированный или химически синтезированный белок или пептид. Препарат может дополнительно 

включать в себя адъювант, такой как полный или неполный адъювант Фрейнда, или аналогичное имму-

ностимулирующее средство. Предпочтительные композиции иммуногена представляют собой те, кото-

рые не содержат другие человеческие белки, такие как, например, композиции иммуногена, полученные 

с использованием отличной от человеческой клетки-хозяина для рекомбинантной экспрессии белка со-

гласно настоящему изобретению. Таким образом, полученные в результате композиции антител характе-

ризуются сниженным связыванием или его отсутствием белков человека, отличных от белка согласно 

настоящему изобретению. 

В настоящем изобретении предусмотрены поликлональные и моноклональные антитела. Исполь-

зуемый в настоящем документе термин "моноклональное антитело" или "композиция моноклонального 
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антитела" относится к популяции молекул антител, которые содержат только один вид антигенсвязы-

вающего сайта, способного к иммунной реакции с конкретным эпитопом. Предпочтительные компози-

ции поликлональных и моноклональных антител представляют собой те, которые были отобраны для 

антител, направленных против белка согласно настоящему изобретению. Особенно предпочтительны 

препараты поликлональных и моноклональных антител, которые содержат только антитела, направлен-

ные против маркерного белка или его фрагмента. 

Поликлональные антитела могут быть получены путем иммунизации подходящего субъекта белком 

согласно настоящему изобретению в качестве иммуногена. Титр антител у иммунизированного субъекта 

можно контролировать с течением времени с помощью стандартных техник, таких как твердофазный 

иммуноферментный анализ (ELISA) с использованием иммобилизованного полипептида. В соответст-

вующее время после иммунизации, например, когда специфические титры антител наиболее высоки, 

продуцирующие антитела клетки могут быть получены от субъекта и использованы для получения мо-

ноклональных антител (mAb) с помощью стандартных техник, таких как техника гибридомы, впервые 

описанная Kohler and Milstein (1975) Nature 256:495-497, техника гибридомы B-клеток человека (см. 

Kozbor et al., 1983, Immunol. Today 4:72), техника EBV-гибридомы (см. Cole et al., p. 77-96 In Monoclonal 

Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., 1985) или техники триомы. Технология получения гиб-

ридом хорошо известна (см., в основном, Current Protocols in Immunology, Coligan et al. ed., John Wiley & 

Sons, New York, 1994). Клетки гибридомы, продуцирующие моноклональное антитело согласно настоя-

щему изобретению обнаруживают путем скрининга гибридомных культуральных супернатантов на на-

личие антител, которые связываются с представляющим интерес полипептидом, например, с использо-

ванием стандартного анализа ELISA. 

Альтернативно получению секретирующих моноклональные антитела гибридом, моноклональное 

антитело, направленное против белка согласно настоящему изобретению, может быть идентифицировано 

и выделено путем скрининга рекомбинантной комбинаторной библиотеки иммуноглобулинов (напри-

мер, библиотеки фагового дисплея антител) с представляющим интерес полипептидом. Наборы для по-

лучения и скрининга библиотек фагового дисплея коммерчески доступны (например, the Pharmacia Re-

combinant Phage Antibody System, № в каталоге 27-9400-01; и the Stratagene SurfZAP Phage Display Kit,  

№ в каталоге 240612). Кроме того, примеры способов и реагентов, особенно подходящих для использо-

вания в создании и скрининге библиотеки дисплея антител могут быть найдены, например, в патенте 

США № 5223409; публикации согласно PCT WO 92/18619; публикации согласно PCT WO 91/17271; пуб-

ликации согласно PCT WO 92/20791; публикации согласно PCT WO 92/15679; публикации согласно PCT 

WO 93/01288; публикации согласно PCT WO 92/01047; публикации согласно PCT WO 92/09690; публи-

кации согласно PCT WO 90/02809; Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9:1370-1372; Hay et al. (1992) Hum. 

Antibod. Hybridomas 3:81-85; Huse et al. (1989) Science 246:1275- 1281; Griffiths et al. (1993) EMBO J. 

12:725-734. 

В настоящем изобретение также предусмотрены рекомбинантные антитела, которые специфически 

связываются с белком согласно настоящему изобретению. Согласно предпочтительным вариантам осу-

ществления рекомбинантные антитела специфически связываются с маркерным белком или его фраг-

ментом. Рекомбинантные антитела включают в себя без ограничения химерные и гуманизированные мо-

ноклональные антитела, содержащие как человеческую, так и отличную от человеческой части, одноце-

почечные антитела и мультиспецифические антитела. Химерное антитело представляет собой молекулу, 

в которой различные части происходят от различных видов животных, таких как те, которые содержат 

вариабельную область, полученную из мышиного моноклонального антитела, и константную область 

человеческого иммуноглобулина. (См., например, Cabilly et al., патент США № 4816567; и Boss et al., 

патент США № 4816397, которые полностью включены в настоящий документ посредством ссылки.) 

Одноцепочечные антитела содержат антигенсвязывающий сайт и состоят из одного полипептида. Они 

могут быть получены способами, известными в настоящей области техники, например, с помощью спо-

собов, описанных в Ladner et al. US Pat. No. 4,946,778 (which is incorporated herein by reference in its en-

tirety); Bird et al. (1988), Science 242:423-426; Whitlow et al. (1991), Methods in Enzymology 2:1-9; Whitlow 

et al. (1991), Methods in Enzymology 2:97-105; и Huston et al. (1991), Methods in Enzymology Molecular De-

sign and Modeling: Concepts and Applications 203:46-88. Мультиспецифические антитела представляют 

собой молекулы антител, содержащие по меньшей мере два антигенсвязывающих сайта, которые специ-

фически связываются с различными антигенами. Такие молекулы могут быть получены способами, из-

вестными в настоящей области техники, например, с помощью способов, описанных в Segal, патент 

США  

№ 4676980 (описание которого полностью включено в настоящий документ посредством ссылки); Hol-

liger et al. (1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448; Whitlow et al. (1994), Protein Eng. 7:1017-1026 и 

в патенте США №6121424. 

Гуманизированные антитела представляют собой молекулы антител от отличных от человеческих 

видов, содержащие одну или несколько определяющих комплементарность областей (CDR) от отличных 

от человеческих видов и каркасную область от молекулы иммуноглобулина человека. (См., например, 

Queen, патент США № 5585089, который полностью включен в настоящий документ посредством ссыл-
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ки.) Гуманизированные моноклональные антитела могут быть получены с помощью способов рекомби-

нантной ДНК, известных в настоящей области техники, например, с использованием способов, описан-

ных в публикации согласно PCT WO 87/02671; европейское патентной заявке 184187; европейской па-

тентной заявке 171496; европейской патентной заявке 173494; в публикации согласно PCT WO 86/01533; 

в патенте США № 4816567; европейской патентной заявке 125023; Better et al. (1988) Science 240:1041-

1043; Liu et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-3443; Liu et al. (1987) J. Immunol. 139:3521- 3526; 

Sun et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:214-218; Nishimura et al. (1987) Cancer Res. 47:999-1005; 

Wood et al. (1985) Nature 314:446-449; and Shaw et al. (1988) J. Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559); Morrison 

(1985) Science 229:1202-1207; Oi et al. (1986) Bio/Techniques 4:214; в патенте США 5225539; Jones et al. 

(1986) Nature 321:552-525; Verhoeyan et al. (1988) Science 239:1534 и Beidler et al. (1988) J. Immunol. 

141:4053-4060. 

Более конкретно, гуманизированные антитела могут быть получены, например, с использованием 

трансгенных мышей, которые не способны к экспрессии эндогенных генов тяжелых и легких цепей им-

муноглобулина, но которые могут экспрессировать гены тяжелых и легких цепей человека. Трансгенных 

мышей иммунизируют обычным образом выбранным антигеном, например, всем или частью полипепти-

да, соответствующего маркеру согласно настоящему изобретению. Моноклональные антитела, направ-

ленные против антигена, могут быть получены с использованием обычной технологии гибридомы. 

Трансгены иммуноглобулина человека, собранные от трансгенных мышей, реаранжируют во время диф-

ференцировки B-клеток, а затем подвергаются переключению класса и соматической мутации. Таким 

образом, с использованием такой техники можно производить терапевтически применимые антитела 

IgG, IgA и IgE. Для дополнительной информацию о данной технологии получения антител человека см. 

Lonberg and Huszar (1995) Int. Rev. Immunol. 13:65-93). Для детального обсуждения этой технологии по-

лучения человеческих антител и человеческих моноклональных антител и протоколов получения таких 

антител, см., например, патент США 5625126; патент США 5633425; патент США 5569825; патент США 

5661016 и патент США 5545806. Кроме того, такие компании, как Abgenix, Inc (Freemont, CA), могут 

быть задействованы, чтобы обеспечить человеческие антитела, направленные против выбранного анти-

гена с использованием технологии, аналогичной описанной выше. 

Полностью человеческие антитела, которые распознают выбранный эпитоп, могут быть получены с 

использованием техники, относящейся к "направляемой селекции". В этом подходе выбранное отличное 

от человеческого моноклональное антитело, например мышиное антитело, используется для направления 

селекции полностью человеческого антитела, распознающего тот же эпитоп (Jespers et al., 1994, 

Bio/technology 12:899-903). 

Антитела согласно настоящему изобретению могут быть выделены после производства (например, 

из крови или сыворотке субъекта) или синтеза и дополнительно очищены с помощью хорошо известных 

способов. Например, антитела IgG могут быть очищены с использованием хроматографии белка A. Ан-

титела, специфичные к белку согласно настоящему изобретению, могут быть выбраны или (например, 

частично очищены) или очищены путем, например, аффинной хроматографии. Например, рекомбинант-

но экспрессированный и очищенный (или частично очищенный) белок согласно настоящему изобрете-

нию получают, как описано в настоящем документе, и ковалентно или нековалентно присоединяют к 

твердой подложке, такой как, например, хроматографическая колонка. Колонка затем может быть ис-

пользована для аффинной очистки антител, специфических в отношении белков согласно настоящему 

изобретению, из образца, содержащего антитела, направленные против большого числа различных эпи-

топов, тем самым создавая композицию по существу очищенных антител, т.е. ту, которая по существу 

свободна от загрязняющих антител. Композиция по существу очищенных антител означает, в этом кон-

тексте, что образец антител содержит самое большее только 30% (сухой массы) загрязняющих антител, 

направленных против эпитопов, отличных от желаемого белка согласно настоящему изобретению, и 

предпочтительно самое большее 20%, еще более предпочтительно самое большее 10% и наиболее пред-

почтительно самое большее 5% (сухой массы) образца составляют загрязняющие антитела. Композиция 

очищенных антител означает, что по меньшей мере 99% антител в составе направлены против желаемого 

белка согласно настоящему изобретению. 

Согласно предпочтительному варианту осуществления по существу очищенные антитела согласно 

настоящему изобретению могут специфически связываться с сигнальным пептидом, секретируемой по-

следовательностью, внеклеточным доменом, трансмембранным или цитоплазматическим доменом или 

цитоплазматической мембраной белка согласно настоящему изобретению. Согласно особенно предпоч-

тительному варианту осуществления по существу очищенные антитела согласно настоящему изобрете-

нию специфически связываются с секретируемой последовательностью или внеклеточным доменом 

аминокислотных последовательностей белка согласно настоящему изобретению. Согласно более пред-

почтительному варианту осуществления по существу очищенные антитела согласно настоящему изобре-

тению специфически связываются с секретируемой последовательностью или внеклеточным доменом 

аминокислотных последовательностей маркерного белка. 

Антитело, направленное против белка согласно настоящему изобретению, может быть использова-

но для выделения белка с помощью стандартных способов, таких как аффинная хроматография или им-
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мунопреципитация. Кроме того, такие антитела могут быть использованы для выявления маркерного 

белка или его фрагмента (например, в клеточном лизате или клеточном супернатанте), чтобы оценить 

уровень и характер экспрессии маркера. Антитела могут быть также использованы диагностически для 

контроля содержания белка в тканях или биологических жидкостях организма (например, связанных с 

состоянием заболевания или токсичности жидкостях организма) в качестве части процедуры клиниче-

ских испытаний, например, чтобы определить эффективность данного режима лечения. Обнаружение 

может быть облегчено использованием производного антитела, которое содержит антитело согласно на-

стоящему изобретению в сочетании с детектируемым веществом. Примеры детектируемых веществ 

включают в себя различные ферменты, простетические группы, флуоресцентные материалы, люминес-

центные материалы, биолюминесцентные материалы и радиоактивные материалы. Примеры подходящих 

ферментов включают в себя пероксидазу хрена, щелочную фосфатазу, β-галактозидазу, или ацетилхоли-

нэстеразу; примеры подходящих простетических групп включают в себя стрептавидин/биотин и ави-

дин/биотин; примеры подходящих флуоресцентных материалов включают в себя умбеллиферон, флуо-

ресцеин, флуоресцеинизотиоцианат, родамин, дихлоротриазиниламинфлуоресцеин, дансилхлорид или 

фикоэритрин; пример люминесцентного материала включает в себя люминол; примеры биолюминес-

центных материалов включают в себя люциферазу, люциферин и экворин, и примеры подходящих ра-

диоактивных материалов включают в себя 
125

I, 
131

I, 
35

S или 
3
H. 

Антитела согласно настоящему изобретению могут быть также использованы в качестве терапевти-

ческих средств при лечении злокачественных опухолей. Согласно предпочтительному варианту осуще-

ствления полностью человеческие антитела согласно настоящему изобретению используются для тера-

певтического лечения людей больных злокачественной опухолью, в частности тех, которые характери-

зуются наличием злокачественной опухоли. Согласно другому предпочтительному варианту осуществ-

ления антитела, которые специфически связываются с маркерным белком или его фрагментом, исполь-

зуются для терапевтического лечения. Кроме того, такое терапевтическое антитело может быть произ-

водным антитела или иммунотоксина, содержащее антитело, конъюгированное с терапевтической моле-

кулой, такой как цитотоксин, терапевтическое средство или ион радиоактивного металла. Цитотоксин 

или цитотоксическое средство включает в себя любое средство, которое вредно для клеток. Примеры 

включают в себя таксол, цитохалазин B, грамицидин D, этидиумбромид, эметин, митомицин, этопозид, 

тенопозид, винкристин, винбластин, колхицин, доксорубицин, даунорубицин, дигидроксиантрациндион, 

митоксантрон, митрамицин, актиномицин D, 1-дегидротестостерон, глюкокортикоиды, прокаин, тетра-

каина, лидокаин, пропранолол и пуромицин и их аналоги или гомологи. Терапевтические средства вклю-

чают в себя без ограничения антиметаболиты (например, метотрексат, 6-меркаптопурин, 6-тиогуанин, 

цитарабин, 5-фторурацилдекарбазин), алкилирующие средства (например, мехлорэтамин, тиоэпахлорам-

буцил, мелфалан, кармустин (BSNU) и ломустин (CCNU), циклотосфамид, бусульфан, дибромоманни-

тол, стрептозотоцин, митомицин С и цис-дихлородиамминплатину (II), (DDP) цисплатин), антрациклины 

(например, даунорубицин (ранее дауномицин) и доксорубицин), антибиотики (например, дактиномицин 

(ранее актиномицин), блеомицин, митрамицин и антрамицин (AMC)) и антимитотические средства (на-

пример, винкристин и винбластин). 

Конъюгированные антитела согласно настоящему изобретению могут быть использованы для мо-

дификации данного биологического ответа, для фрагмента лекарственного средства, что не должно быть 

истолковано как ограничение классических химических терапевтических средств. Например, фрагмент 

лекарственного средства может представлять собой белок или полипептид, обладающий желаемой био-

логической активностью. Такие белки могут включать в себя, например, токсин, такой как ингибирую-

щий рибосомы белок (см. Better et al., патент США № 6146631, раскрытие которого полностью включено 

в настоящий документ), абрин, рицин, экзотоксин сине-гнойной палочки или дифтерийный токсин; такой 

белок, как фактор некроза опухоли, альфа-интерферон, β-интерферон, фактор роста нервов, тромбоци-

тарный фактор роста, тканевый активатор плазминогена или такие модификаторы биологического отве-

та, как, например, лимфокины, интерлейкин-1 ("IL-1"), интерлейкин-2 ("IL-2"), интерлейкин-6 ("IL-6"), 

гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор ("GM-CSF"), гранулоцитарный коло-

ниестимулирующий фактор ("G CSF") или другие факторы роста. 

Способы конъюгации такого терапевтического фрагмента с антителами хорошо известны, см., на-

пример, Arnon et al., "Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", in Mono-

clonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom et 

al., "Antibodies For Drug Delivery", in Controlled Drug Delivery (2nd Ed.), Robinson et al. (eds.), pp. 623-53 

(Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", in 

Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, Pinchera et al. (eds.), pp. 475-506 (1985); 

"Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Ther-

apy", in Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al. (eds.), pp. 303-16 (Academic 

Press 1985) и Thorpe et al., "The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates", Immu-

nol. Rev., 62:119-58 (1982). 

Соответственно, согласно одному аспекту в настоящем изобретении предусмотрены по существу 
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очищенные антитела, фрагменты антител и производные, все из которых специфически связываются с 

белком согласно настоящему изобретению, предпочтительно, маркерным белком. Согласно различным 

вариантам осуществления по существу очищенные антитела согласно настоящему изобретению или их 

фрагменты или производные могут быть человеческими, отличными от человеческих, химерными и/или 

гуманизированными антителами. Согласно другому аспекту в настоящем изобретении предусмотрены 

отличные от человеческих антитела, фрагменты антител и производные, все из которых специфически 

связываются с белком согласно настоящему изобретению, предпочтительно, маркерным белком. Такие 

отличные от человеческих антитела могут представлять собой антитела козы, мыши, овцы, лошади, ку-

рицы, кролика или крысы. Альтернативно, отличные от человеческих антитела согласно настоящему 

изобретению могут представлять собой химерные и/или гуманизированные антитела. Кроме того, отлич-

ные от человеческих антитела согласно настоящему изобретению могут представлять собой поликло-

нальные антитела или моноклональные антитела. Согласно еще одному аспекту в настоящем изобрете-

нии предусмотрены моноклональные антитела, фрагменты антител и производные, все из которых спе-

цифически связываются с белком согласно настоящему изобретению, предпочтительно, маркерным бел-

ком. Моноклональные антитела могут представлять собой человеческие, гуманизированные, химерные 

и/или отличные от человеческих антитела. 

В настоящем изобретении также предусмотрен набор, содержащий антитело согласно настоящему 

изобретению, конъюгированное с детектируемым веществом, и инструкции по применению. Еще один 

аспект настоящего изобретения представляет собой фармацевтическую композицию, содержащую анти-

тело согласно настоящему изобретению. Согласно одному варианту осуществления фармацевтическая 

композиция содержит антитело согласно настоящему изобретению и фармацевтически приемлемый но-

ситель. 

E. Предиктивная медицина. 

Настоящее изобретение относится к области предиктивной медицины, в котором диагностические 

анализы, прогностические анализы, фармакогеномика, а также мониторинговые клинические испытания 

используются для прогностических (предиктивных) целей, чтобы тем самым воздействовать на индиви-

дуума профилактически. Соответственно, один аспект настоящего изобретения относится к диагностиче-

ским анализам для определения уровня экспрессии одного или нескольких маркерных белков или нук-

леиновых кислот, для того, чтобы определить, находится ли индивидуум в зоне риска развития некото-

рых заболеваний или индуцированной лекарственным средством токсичности. Такие анализы могут 

быть использованы для прогностических или предиктивных целей, тем самым обеспечивая профилакти-

ческое лечение индивидуума до начала заболевания. 

Еще один аспект настоящего изобретения относится к мониторингу влияния средств (например, ле-

карственных средств или других соединений, вводимых либо для ингибирования, либо для лечения или 

профилактики заболевания или индуцированной лекарственным средством токсичности {т.е. для того, 

чтобы понять индуцированные лекарственным средством токсические эффекты, которые такое лечение 

может вызывать}) на экспрессию или активность маркера согласно настоящему изобретению в клиниче-

ских испытаниях. Эти и другие средства описаны более подробно в следующих разделах. 

F. Диагностические анализы. 

Иллюстративный способ для обнаружения наличия или отсутствия маркерного белка или нуклеи-

новой кислоты в биологическом образце включает в себя получение биологического образца (например, 

связанной с токсичностью жидкости организма или образца ткани) от исследуемого субъекта и контак-

тирование биологического образца с соединением или средством, способным обнаруживать полипептид 

или нуклеиновую кислоту (например, мРНК, геномная ДНК или кДНК). Способы обнаружения согласно 

настоящему изобретению, таким образом, могут быть использованы для обнаружения мРНК, белка, 

кДНК или геномной ДНК, например, в биологическом образце in vitro, a также in vivo. Например, спосо-

бы in vitro для обнаружения мРНК включают в себя нозерн гибридизации и гибридизации in situ. Техни-

ки in vitro для обнаружения маркерного белка включают в себя твердофазные иммуноферментные анали-

зы (ELISA), вестерн блоттинг, иммунопреципитацию и иммунофлюоресценцию. Техники in vitro для 

обнаружения геномной ДНК включают в себя саузерн гибридизацию. Техники in vivo для обнаружения 

мРНК включают в себя полимеразную цепную реакцию (ПЦР), нозерн гибридизации и гибридизации in 

situ. Кроме того, техники in vivo для обнаружения маркерного белка включают в себя введение субъекту 

меченого антитела, направленного против белка или его фрагмента. Например, антитело может быть по-

мечено радиоактивным маркером, присутствие и расположение которого у субъекта может быть обна-

ружено с помощью стандартных способов визуализации. 

Общий принцип таких диагностических и прогностических анализов включает в себя подготовку 

образца или реакционной смеси, который может содержать маркер и зонд, при соответствующих услови-

ях и в течение времени, достаточного, чтобы позволить маркеру и зонду взаимодействовать и связывать-

ся, образуя комплекс, который может быть удален и/или обнаружен в реакционной смеси. Эти анализы 

могут быть проведены различными путями. 

Например, один из способов проведения такого анализа предполагает закрепление маркера или 

зонда на твердофазном носителе, также известном как субстрат, и обнаружение комплексов-мишеней 
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маркеров/зондов, закрепленных на твердой фазе в конце реакции. Согласно одному варианту осуществ-

ления такого способа образец от субъекта, которого должны исследовать на наличие и/или концентра-

цию маркера, могут быть закреплены на носителе или твердофазной подложке. Согласно другому вари-

анту осуществления возможна обратная ситуация, в которой зонд может быть прикреплен к твердой фа-

зе, и образец от субъекта может реагировать как незакрепленный компонент анализа. 

Существует много установленных способов для анализа крепления компонентов к твердой фазе. 

Они включают в себя без ограничения маркеры или молекулы зондов, которые иммобилизуют через 

конъюгацию биотина и стрептавидина. Такие компоненты биотинилированного анализа могут быть по-

лучены из биотин-NHS (N-гидроксисукцинимида) с помощью способов, известных в настоящей области 

техники (например, набора для биотинилирования, Pierce Chemicals, Rockford, IL), и иммобилизованы в 

лунки покрытых стрептавидином 96-луночные планшеты (Pierce Chemical). Согласно некоторым вариан-

там осуществления поверхности с компонентами иммобилизованного анализа, могут быть получены за-

ранее и храниться. 

Другие подходящие носители или твердофазные подложки для таких анализов включают в себя 

любой материал, способный связываться с молекулой класса, к которому принадлежит маркер или зонд. 

Хорошо известные подложки или носители представляют собой без ограничения стекло, полистирол, 

нейлон, полипропилен, нейлон, полиэтилен, декстран, амилазы, природные и модифицированные цел-

люлозы, полиакриламиды, габбро и магнетит. 

Для проведения анализов с упомянутыми выше подходами неиммобилизованный компонент добав-

ляют к твердой фазе, на которой прикреплен второй компонент. После завершения реакции не образо-

вавшие комплексы компоненты могут быть удалены (например, отмывкой) в таких условиях, что любые 

образованные комплексы останутся иммобилизованными на твердой фазе. Обнаружение прикрепленных 

к твердой фазе комплексов маркеров/зондов может быть осуществлено несколькими способами, описан-

ными в настоящем документе. 

Согласно предпочтительному варианту осуществления зонд, когда он представляет собой компо-

нент не прикрепленного анализа, может быть помечен с целью обнаружения и считывания анализа, пря-

мо или косвенно, с описанными в настоящем документе детектируемыми метками и хорошо известными 

специалистам в настоящей области техники. 

Кроме того, возможно непосредственно определить образование комплекса маркеров/зондов без 

дальнейшей обработки или мечения любого компонента (маркера или зонда), например, с использовани-

ем техники переноса энергии флуоресценции (см., например, Lakowicz et al., US Patent No. 5631169; Stav-

rianopoulos, et al., патент США № 4868103). Флуорофорную метку на первой, "донорской" молекуле вы-

бирают так, чтобы при возбуждении падающим светом соответствующей длины волны его излучаемая 

флуоресцентная энергия поглощалась флуоресцентной меткой на второй "акцепторной" молекуле, кото-

рая, в свою очередь, имеет возможность флуоресцировать за счет поглощенной энергии. С другой сторо-

ны, "донорская" молекула белка может просто использовать естественную энергию флуоресценции ос-

татков триптофана. Метки выбирают таким образом, чтобы излучать различные длины волн света, так, 

чтобы метка "акцепторной" молекулы могла быть дифференцирована от таковой "донора". Поскольку 

эффективность передачи энергии между метками связана с разделяющим молекулы расстоянием, могут 

быть оценены пространственные отношения между молекулами. В ситуации, в которой происходит свя-

зывание между молекулами, флуоресцентное излучение метки "акцепторной" молекулы в анализе долж-

но быть максимальным. Событие связывания FET может быть легко измерено с помощью стандартного 

флуорометрического обнаружения способами, хорошо известными в настоящей области техники (на-

пример, с использованием флуориметра). 

Согласно другому варианту осуществления определение способности зонда разпознавать маркер 

может быть достигнуто без мечения анализируемого компонента (зонда или маркера) за счет использо-

вания такой технологии, как биомолекулярный анализ взаимодействия (BIA) в режиме реального време-

ни (см., например, Sjolander, S. and Urbaniczky, C., 1991, Anal. Chem. 63:2338-2345 and Szabo et al., 1995, 

Curr. Opin. Struct. Biol. 5:699-705). Используемый в настоящем документе "BIA" или "поверхностный 

плазмонный резонанс" представляет собой технологию для изучения биоспецифических взаимодействий 

в режиме реального времени без мечения любого из взаимодействующих компонентов (например, 

BIAcore). Изменения в массе на поверхности связывания (указывающие на событие связывания) приво-

дят к изменениям индекса преломления света вблизи поверхности (оптическое явление поверхностного 

плазмонного резонанса (SPR)), приводя к детектируемому сигналу, который может быть использован в 

качестве указания реакции в реальном времени между биологическими молекулами. 

Кроме того, согласно другому варианту осуществления аналогичные диагностические и прогности-

ческие анализы могут быть проведены с маркером и зондом в качестве растворенных веществ в жидкой 

фазе. В таком анализе образовавших комплекс маркер и зонд отделяют от не образовавших комплекс 

компонентов с помощью любого из нескольких стандартных способов, включающих в себя без ограни-

чения: дифференциальное центрифугирование, хроматографию, электрофорез и иммунопреципитацию. 

В дифференциальным центрифугировании комплексы маркера/зонда могут быть отделены от не образо-

вавших комплекс компонентов анализа путем серии стадий центрифугирования благодаря различным 
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равновесиям седиментации комплексов на основе их различных размеров и плотностей (см., например, 

Rivas, G., and Minton, A.P., 1993, Trends Biochem Sci. 18(8):284-7). Стандартные хроматографические 

техники также могут быть использованы для разделения образовавших комплексы молекул от не образо-

вавших. Например, гель-фильтрационная хроматография отделяет молекулы в зависимости от размера и 

за счет использования соответствующей гель-фильтрационной смолы в формате колонки, например, от-

носительно большой комплекс может быть отделен от относительно меньших необразовавших комплекс 

компонентов. Точно так же относительно разные зарядные свойства комплекса маркера/зонда по сравне-

нию с необразовавшими комплекс компонентами могут быть использованы для дифференциации ком-

плекса от не образовавших комплекс компонентов, например путем использования смол ионообменной 

хроматографии. Такие смолы и хроматографические способы хорошо известны специалистам в настоя-

щей области техники (см., например, Heegaard, N.H., 1998, J. Mol. Recognit. Winter 11(1-6):141-8; Hage, 

D.S., and Tweed, S.A. J Chromatogr B Biomed Sci Appl 1997 Oct 10; 699(l-2):499-525). Гель-электрофорез 

также может быть использован для разделения образующих комплексы компонентов анализа от несвя-

занных компонентов (см., например, Ausubel et al., ed., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley 

& Sons, New York, 1987-1999). В этой технике комплексы белка или нуклеиновой кислоты разделяют в 

зависимости от размера или заряда, например. Для того чтобы поддерживать связывающее взаимодейст-

вие в электрофоретическом процессе, как правило, предпочтительны матриксные материалы неденату-

рирующего геля и условия в отсутствие восстанавливающего средства. Подходящие условия для кон-

кретного анализа и его компоненты хорошо известны специалисту в настоящей области техники. 

Согласно конкретному варианту осуществления уровень маркерной мРНК может быть определен 

как в формате in situ, так и in vitro в биологическом образце с использованием способов, известных в на-

стоящей области техники. Термин "биологический образец" предназначен для включения тканей, клеток, 

биологических жидкостей и их изолятов, выделенных из субъекта, а также тканей, клеток и жидкостей, 

присутствующих в субъекте. Многие способы обнаружения экспрессии используют выделенную РНК. 

Для способов in vitro любая техника выделения РНК, которая не отбирает против выделения мРНК, мо-

жет быть использована для очистки РНК от клеток (см., например, Ausubel et al., ed., Current Protocols in 

Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York 1987-1999). Кроме того, большое количество образцов 

ткани могут быть легко процессированы с использованием способов, хорошо известных специалистам в 

настоящей области техники, таких как, например, одностадийный процесс выделения РНК Chomczynski 

(1989, патент США № 4843155). 

Выделенная мРНК может быть использована в анализах гибридизации или амплификации, которые 

включают в себя без ограничения саузерн или нозерн анализы, полимеразную цепную реакцию и матри-

цы зондов. Один предпочтительный способ диагностики для обнаружения содержания мРНК включает в 

себя контактирование выделенной мРНК с молекулой нуклеиновой кислоты (зондом), которая может 

гибридизоваться с мРНК, кодируемой обнаруживаемым геном. Зонд нуклеиновой кислоты может пред-

ставлять собой, например, полноразмерную кДНК или его часть, например, олигонуклеотид, составляю-

щий по меньшей мере 7, 15, 30, 50, 100, 250 или 500 нуклеотидов в длину, и достаточно специфически 

гибридизуется в строгих условиях с мРНК или геномной ДНК, кодирующей маркер согласно настояще-

му изобретению. Другие подходящие зонды для использования в диагностических анализах согласно 

настоящему изобретению описаны в настоящем документе. Гибридизация мРНК с зондом указывает на 

то, что изучаемый маркер экспрессируется. 

В одном формате мРНК иммобилизуют на твердой поверхности и приводят в контакт с зондом, на-

пример, путем разделения выделенной мРНК в агарозном геле и переноса мРНК из геля на такую мем-

брану, как нитроцеллюлоза. В альтернативном формате, зонд(ы) иммобилизуют на твердой поверхности 

и мРНК приводят в контакт с зондом(ами), например, в виде массива геного чипа Affymetrix. Специалист 

в настоящей области техники может легко адаптировать известные способы обнаружения мРНК для ис-

пользования в определении содержания мРНК, кодируемой маркерами согласно настоящему изобрете-

нию. 

Альтернативный способ определения содержания маркерной мРНК в образце включает в себя про-

цесс амплификации нуклеиновых кислот, например, путем ОТ-ПЦР (экспериментальный вариант осуще-

ствления, изложен в Mullis, 1987, патент США 4683202), лигазной цепной реакции (Barany, 1991, Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA, 88:189-193), самоподдерживающейся репликации последовательности (Guatelli et 

al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878), транскрипционной системы амплификации (Kwoh et 

al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177), Q-бета репликазы (Lizardi et al., 1988, Bio/Technology 

6:1197), репликации по типу "катящегося кольца" (Lizardi et al., патент США № 5854033) или любого 

другого способа амплификации нуклеиновой кислоты с последующим обнаружением амплифицирован-

ных молекул с использованием техник, хорошо известных специалистам в настоящей области техники. 

Эти схемы обнаружения особенно полезны для обнаружения молекул нуклеиновых кислот, если такие 

молекулы присутствуют в очень малых количествах. Используемые в настоящем документе праймеры 

амплификации определяются как пара молекул нуклеиновых кислот, которые могут ренатурировать до 5' 

или 3' области гена (плюс и минус нити, соответственно, или наоборот), и содержат короткую область 

между ними. В общем, праймеры амплификации составляют примерно от 10 до 30 нуклеотидов в длину 
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и фланкируют область от приблизительно 50 до 200 нуклеотидов в длину. При соответствующих услови-

ях и с соответствующими реагентами такие праймеры позволяют амплификацию молекулы нуклеиновой 

кислоты, содержащей нуклеотидную последовательность, фланкированную праймерами. 

Для способов in situ мРНК не должна быть выделена до обнаружения. В таких способах клеточный 

или тканевой образец получают/обрабатывают с использованием известных гистологических способов. 

Затем образец иммобилизуют на носителе, обычно, предметном стекле, и затем приводят в контакт с 

зондом, который может гибридизоваться с мРНК, которая кодирует маркер. 

В качестве альтернативы получения определений на основе абсолютного уровня экспрессии марке-

ра, определения могут быть основаны на нормированном уровне экспрессии маркера. Уровни экспрессии 

нормированы с помощью коррекции абсолютного уровня экспрессии маркера, сравнивая его экспрессию 

с экспрессией гена, который не представляет собой маркер, например ген домашнего хозяйства, который 

экспрессируется конститутивно. Подходящие гены для нормирования включают в себя гены домашнего 

хозяйства, такие как ген актина, или эпителиальные клеточно-специфические гены. Такое нормирование 

позволяет сравнивать уровень экспрессии в одном образце, например, в образце пациента, с другим об-

разцом, например, не патологическим или нетоксическим образцом, или между образцами из разных 

источников. 

С другой стороны, уровень экспрессии может быть предусмотрен в виде относительного уровня 

экспрессии. Для определения относительного уровня экспрессии маркера, уровень экспрессии маркера 

определяют для 10 или более образцов нормальных против патологических или токсических изолятов 

клеток, предпочтительно 50 или больше образцов, до определения уровня экспрессии для исследуемого 

образца. Средний уровень экспрессии каждого из генов, проанализированных в большем количестве 

анализов, определяют и используют в качестве базового уровня экспрессии для маркера. Уровень экс-

прессии маркера, определяемый для исследуемого образца (абсолютный уровень экспрессии) затем де-

лится на полученное среднее значение экспрессии для этого маркера. Это обеспечивает относительный 

уровень экспрессии. 

Предпочтительно, образцы, используемые при определении базового уровня, будут от не патологи-

ческих или не токсических клеток. Выбор источника клеток зависит от использования относительного 

уровня экспрессии. Использование экспрессии, обнаруженной в нормальных тканях как средняя оценка 

экспрессии, помогает в проверке того, характеризуется ли анализируемый маркер специфичностью к 

заболеванию или токсичности (по сравнению с нормальными клетками). Кроме того, как будет накопле-

но больше данных, среднее значение экспрессии может быть пересмотрено, обеспечивая улучшенные 

относительные величины экспрессии на основе накопленных данных. Данные экспрессии из патологиче-

ских клеток или токсических клеток обеспечивают средства для классификации тяжести заболевания или 

интоксикации. 

Согласно другому варианту осуществления настоящего изобретения обнаруживают маркерный бе-

лок. Предпочтительное средство для обнаружения маркерного белка согласно настоящему изобретению 

представляет собой антитело, способное связываться с таким белком или его фрагментом, предпочти-

тельно антитело с детектируемой меткой. Антитела могут быть поликлональными или, более предпочти-

тельно, моноклональными. Может быть использовано интактное антитело или его фрагмент или его про-

изводное (например, Fab или F(ab')2). Термин "меченое" по отношению к зонду или антителу предназна-

чен для охвата прямого мечения зонда или антитела путем связывания (т.е. физического соединения) 

детектируемого вещества с зондом или антителом, а также непрямого мечения зонда или антитела по 

реактивности с другим реагентом, который прямо помечен. Примеры косвенного мечения включают в 

себя обнаружение первичного антитела с использованием флуоресцентно меченого вторичного антитела 

и меченого на конце ДНК-зонда с биотином таким образом, что он может быть обнаружен с флуорес-

центно меченным стрептавидином. 

Белки из клеток могут быть выделены с использованием техник, которые хорошо известны специа-

листам в настоящей области техники. Используемые способы выделения белков могут, например, быть 

такими, как те, которые описаны в Harlow и Lane (Harlow and Lane, 1988, Antibodies: A Laboratory 

Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York). 

Могут быть использованы различные форматы, чтобы определить, содержит ли образец белок, ко-

торый связывается с данным антителом. Примеры таких форматов включают в себя без ограничения им-

муноферментный анализ (ИФА), радиоиммуноанализ (РИА), вестерн-блот анализ и твердофазный имму-

ноферментный анализ (ELISA). Специалист в настоящей области техники может легко адаптировать из-

вестные способы обнаружения белка/антитела для использования при определении того, экспрессируют 

ли клетки маркер согласно настоящему изобретению. 

В одном формате антитела или фрагменты антител или их производные могут быть использованы в 

таких способах, как вестерн-блоттинг или иммунофлюоресценция для выявления экспрессированных 

белков. В таких применениях, как правило, предпочтительнее для иммобилизации либо антитело, либо 

белки на твердой подложке. Подходящие твердофазные подложки или носители включают в себя любую 

подложку, способную связываться с антигеном или антителом. Хорошо известные подложки или носи-

тели включают в себя стекло, полистирол, полипропилен, полиэтилен, декстран, нейлон, амилазы, при-



038600 

- 82 - 

родные и модифицированные целлюлозы, полиакриламиды, габбро и магнетит. 

Специалисту в настоящей области техники известны многие другие подходящие носители для свя-

зывания антитела или антигена, и он сможет адаптировать такую подложку для использования с настоя-

щим изобретением. Например, белок, выделенный из патологических или токсических клеток, может 

быть разделен на электрофорезе в полиакриламидном геле и иммобилизован на твердофазной подложке, 

такой как нитроцеллюлоза. Носитель может быть затем отмыт подходящими буферами с последующей 

обработкой обнаруживаемо помеченного антитела. Твердофазная подложка может быть отмыта буфером 

во второй раз для удаления несвязанного антитела. Количество связанной метки на твердом носителе 

можно затем обнаружить с помощью обычных средств. 

Настоящее изобретение также охватывает наборы для обнаружения наличия маркерного белка или 

нуклеиновой кислоты в биологическом образце. Такие наборы могут быть использованы для определе-

ния того, страдает ли субъект от или находится в повышенном риске развития определенных заболева-

ний или индуцированной лекарственным средством токсичности. Например, набор может содержать ме-

ченое соединение или средство, способное обнаруживать маркерный белок или нуклеиновую кислоту в 

биологическом образце, и средства для определения количества белка или мРНК в образце (например, 

антитело, которое связывается с белком или его фрагментом, или олигонуклеотидный зонд, который свя-

зывается с ДНК или мРНК, кодирующей белок). Наборы могут также включать в себя инструкции для 

интерпретации результатов, полученных с использованием набора. 

Для наборов на основе антител, набор может содержать, например: (1) первое антитело (например, 

прикрепленное к твердой подложке), которое связывается с маркерным белком; и, необязательно, (2) 

второе, другое антитело, которое связывается либо с белком, либо с первым антителом, и конъюгировано 

с детектируемой меткой. 

Для наборов на основе олигонуклеотидов набор может содержать, например, (1) олигонуклеотид, 

например, помеченный обнаруживаемой меткой олигонуклеотид, который гибридизуется с последова-

тельностью нуклеиновой кислоты, кодирующей маркерный белок или (2) пару праймеров, применимых 

для амплификации маркерной молекулы нуклеиновой кислоты. Набор может также содержать, напри-

мер, буферное средство, консервант или стабилизирующее белок средство. Набор может дополнительно 

содержать компоненты, необходимые для обнаружения обнаруживаемой метки (например, фермент или 

субстрат). Набор может также содержать контрольный образец или серию контрольных образцов, кото-

рые могут быть проанализированы и сравнены с исследуемым образцом. Каждый компонент набора мо-

жет быть заключен в отдельном контейнере, и все различные контейнеры могут быть в пределах одного 

пакета вместе с инструкциями для интерпретации результатов анализов, выполненных с использованием 

набора. 

G. Фармакогеномика. 

Маркеры согласно настоящему изобретению могут быть также применимы в качестве маркеров 

фармакогеномики. Используемый в настоящем документе "фармакогеномный маркер" представляет со-

бой объективный биохимический маркер, чей уровень экспрессии коррелирует со специфической клини-

ческой реакцией на лекарственное средство или восприимчивость у пациента (см., например, McLeod et 

al. (1999) Eur. J. Cancer 35(12): 1650-1652). Наличие или количество экспрессии фармакогеномного мар-

кера связано с прогнозируемой реакцией пациента и, в частности, патологическими или токсическими 

клетками пациента на терапию со специфическим лекарственным средством или классом лекарственных 

средств. По оценке наличия или количества экспрессии одного или нескольких фармакогеномных мар-

керов у пациента может быть выбрана лекарственная терапия, которая наиболее подходит для пациента, 

или которая по прогнозам характеризуется более высокой степенью успеха. Например, на основании на-

личия или количества РНК или белка, кодируемого специфическими опухолевыми маркерами у пациен-

та, может быть выбрано лекарство или курс лечения, который оптимизирован для лечения конкретной 

опухоли, предположительно присутствующей в организме пациента. Использование фармакогеномных 

маркеров поэтому позволяет выбрать или разработать наиболее подходящее лечение для каждого боль-

ного злокачественной опухолью, без опробования разных лекарственных средств или режимов. 

Другой аспект фармакогеномики связан с генетическими условиями, которые изменяют путь, кото-

рым организм действует на лекарственные средства. Эти фармакогенетические условия могут произойти 

либо в качестве редких дефектов, либо как полиморфизмы. Например, дефицит глюкозо-6-

фосфатдегидрогеназа (G6PD) представляет собой наследственную энзимопатию, в которой основное 

клиническое осложнение представляет собой гемолиз после приема оксидантных лекарственных средств 

(противомалярийные препараты, сульфаниламиды, анальгетики, нитрофураны) и потребления бобовых. 

В качестве иллюстративного варианта осуществления активность метаболизирующих лекарствен-

ные средства ферментов представляет собой основной фактор, определяющий как интенсивность, так и 

продолжительность действия лекарственного средства. Открытие генетических полиморфизмов метабо-

лизирующих лекарственные средства ферментов (например, N-ацетилтрансферазы 2 (NAT 2) и цитохро-

ма P450 CYP2D6 и CYP2C19) предоставило объяснение того, почему некоторые пациенты не получают 

ожидаемые эффекты лекарственных средств или показывают усиленную реакцию на лекарственные 

средства и серьезную токсичность после приема стандартной и безопасной дозы лекарственного средст-
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ва. Эти полиморфизмы экспрессируются в двух фенотипах в популяции, быстрый метаболизатор (EM) и 

медленный метаболизатор (PM). Распространенность PM отличается среди различных популяций. На-

пример, ген, кодирующий CYP2D6, высоко полиморфен, и были идентифицированы несколько мутаций 

в PM, которые приводят к отсутствию функциональной CYP2D6. Медленные метаболизаторы CYP2D6 и 

CYP2C19 довольно часто испытывают повышенную реакцию на лекарственные средства и побочные 

эффекты, когда они получают стандартные дозы. Если метаболит представляет собой активный терапев-

тический фрагмент, PM не покажет терапевтической реакции, что продемонстрировано на обезболиваю-

щем действии кодеина, опосредованным образованным CYP2D6 метаболитом морфина. Другую край-

ность представляют собой так называемые ультра-быстрые метаболизаторы, которые не отвечают на 

стандартные дозы. В последнее время, молекулярная основа ультра-быстрого метаболизма была опреде-

лена, как происходящая за счет амплификации гена CYP2D6. 

Таким образом, уровень экспрессии маркера согласно настоящему изобретению у индивидуума 

может быть определен, чтобы таким образом выбрать соответствующее средство(а) для терапевтическо-

го или профилактического лечения индивидуума. Кроме того, фармакогенетические исследования могут 

быть использованы для применения генотипирования полиморфных аллелей, кодирующих метаболизи-

рующие лекарственные средства ферменты, для идентификации фенотипа отклика на лекарственное 

средство индивидуума. Это знание, в применении к дозированию или выбору препарата, может помочь 

избежать побочные реакции или терапевтическую недостаточность и тем самым повысить терапевтиче-

скую или профилактическую эффективность при лечении субъекта с модулятором экспрессии маркера 

согласно настоящему изобретению. 

H. Мониторинг клинических испытаний. 

Мониторинг влияния средств (например, лекарственных соединений) на уровень экспрессии марке-

ра согласно настоящему изобретению может быть применен не только в основном скрининге лекарст-

венных средств, но и в клинических испытаниях. Например, эффективность средства, влияющего на экс-

прессию маркера, можно контролировать в ходе клинических испытаний субъектов, получающих лече-

ние от некоторых заболеваний, таких как злокачественная опухоль, сахарный диабет, ожирение, сердеч-

но-сосудистое заболевание и кардиотоксичность или индуцированная лекарственными средствами ток-

сичность. Согласно предпочтительному варианту осуществления в настоящем изобретении предусмот-

рен способ для контроля эффективности лечения субъекта средством (например, агонистом, антагони-

стом, пептидомиметиком, белком, пептидом, нуклеиновой кислотой, малой молекулой или другим кан-

дидатным лекарственным средством), содержащим стадии (i) получения образца от субъекта перед вве-

дением средства; (ii) определения уровня экспрессии одного или нескольких выбранных маркеров со-

гласно настоящему изобретению в образце перед введением; (iii) получения одного или нескольких об-

разцов после введения от субъекта; (iv) определения уровня экспрессии маркера(ов) в образцах после 

введения; (v) сравнения уровня экспрессии маркера(ов) в образце до введения с уровнем экспрессии 

маркера(ов) в образце или образцах после введения и (vi) изменения введения средства субъекту соот-

ветственно. Например, увеличенная экспрессия гена(ов) маркера во время курса лечения может указывать 

на неэффективную дозу и желательность увеличения дозы. И наоборот, снижение экспрессии гена(ов) мар-

кера может указывать на эффективное лечение и отсутствие необходимости изменять дозировку. 

I. Матрицы. 

Настоящее изобретение также включает в себя матрицу, содержащую маркер согласно настоящему 

изобретению. Матрица может быть использована для анализа экспрессии одного или нескольких генов в 

матрице. Согласно одному варианту осуществления матрица может быть использована для анализа экс-

прессии генов в ткани, чтобы установить тканевую специфичность генов в матрице. Таким образом, 

вплоть до примерно 7600 генов могут быть одновременно проанализированы на экспрессию. Это позво-

ляет разрабатывать профиль, показывающий батарею генов, специфически экспрессируемых в одной или 

нескольких тканях. 

В дополнение к такому качественному определению, настоящее изобретение позволяет количест-

венное определение экспрессии гена. Таким образом, может быть определена не только тканевая специ-

фичность, но также и уровень экспрессии батареи генов в ткани. Таким образом, гены могут быть сгруп-

пированы на основе их тканевой экспрессии per se и уровня экспрессии в этой ткани. Это применимо, 

например, в определении отношения экспрессии генов между или среди тканей. Таким образом, одна 

ткань может быть подвергнута возмущающему воздействию и может быть определен эффект на экспрес-

сию генов во второй ткани. В этом контексте, может быть определен эффект одного типа клеток на дру-

гой тип клеток в ответ на биологический стимул. Такое определение применимо, например, чтобы узнать 

эффект взаимодействия клетка-клетка на уровне экспрессии генов. Если средство вводят терапевтически 

для воздействия на один тип клеток, но оно оказывает нежелательный эффект на другой тип клеток, на-

стоящее изобретение включает анализ, чтобы определить молекулярную основу нежелательного эффекта 

и, таким образом, включает возможность совместного введения противодействующего средства или 

иным образом воздействовать на нежелательный эффект. Кроме того, даже в пределах одного типа кле-

ток, нежелательные биологические эффекты могут быть определены на молекулярном уровне. Таким 

образом, влияние средства на экспрессию отличного от гена-мишени может быть установлено и оказано 
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противодействие. 

Согласно другому варианту осуществления матрица может быть использована для контроля зави-

симости от времени экспрессии одного или нескольких генов в матрице. Это может происходить в раз-

личных биологических контекстах, как описано в настоящем документе, например, развития индуциро-

ванной лекарственным средством токсичности, прогрессирования индуцированной лекарственным сред-

ством токсичности и таких процессов, как клеточная трансформация, связанной с индуцированной ле-

карственным средством токсичностью. 

Матрица также применима для установления эффект экспрессии гена на экспрессию других генов в 

той же клетке или в различных клетках. Это включает, например, выбор альтернативных молекулярных 

мишеней для терапевтического вмешательства, если конечная или нижележащая мишень не может регу-

лироваться. 

Матрица также применима для установления дифференциальных паттернов экспрессии одного или 

нескольких генов в нормальных и ненормальных клетках. Это включает батарею генов, которые могут 

служить в качестве молекулярной мишени для диагностики или терапевтического вмешательства. 

VII. Способы получения образцов 

Образцы, используемые в способах согласно настоящему изобретению, включают в себя любую 

ткань, клетку, биопсию или образец биологической жидкости, который экспрессирует маркер согласно 

настоящему изобретению. Согласно одному варианту осуществления образец может представлять собой 

ткань, клетку, цельную кровь, сыворотку, плазму, буккальный соскоб, слюну, спинномозговую жид-

кость, мочу, кал или бронхоальвеолярный лаваж. Согласно предпочтительным вариантам осуществления 

образец ткани представляет собой образец патологического состояния или состояние токсичности. Со-

гласно более предпочтительным вариантам осуществления образец ткани представляет собой образец 

злокачественной опухоли, образец сахарного диабета, образец ожирения, образец сердечно-сосудистого 

заболевания или образец индуцированной лекарственным средством токсичности. 

Биологические образцы могут быть получены от субъекту различными способами, известными в 

настоящей области техники, включающими в себя, например, использование биопсии или соскабливания 

или моечной области или с использованием иглы для аспирации жидкостей организма. Способы сбора 

различных биологических образцов хорошо известны в настоящей области техники. 

Образцы тканей, пригодные для обнаружения и количественного определения маркера согласно на-

стоящему изобретению могут быть свежими, замороженными или фиксированными в соответствии со 

способами, известными специалистам в настоящей области техники. Подходящие образцы тканей пред-

ставляют собой предпочтительно срезы и помещаются на предметное стекло для дальнейшего анализа. С 

другой стороны, твердые образцы, т.е. образцы тканей, могут быть растворены и/или гомогенизированы 

и затем проанализированы в виде растворимых экстрактов. 

Согласно одному варианту осуществления свежеприготовленные образцы биопсии замораживают с 

использованием, например, жидкого азота или дифтордихлорметана. Замороженный образец устанавли-

вают для секционирования, используя, например, OCT и серийно делают срезы в криостате. Последова-

тельные срезы собирают на предметное стекло микроскопа. Для иммуногистохимического окрашивания 

слайды могут быть покрыты, например, с помощью хромовых квасцов, желатина или поли-L-лизина, 

чтобы гарантировать, что участки прилипают к слайдам. Согласно другому варианту осуществления об-

разцы фиксируют и заливают до секционирования. Например, образец ткани может быть зафиксирован, 

например, в формалине, последовательно обезвожен и залит, например, в парафин. 

После того как получают образец, может быть использован любой известный в настоящей области 

техники способ как подходящий для обнаружения и количественного определения маркера согласно на-

стоящему изобретению (либо в нуклеиновой кислоте, либо на уровне белка). Такие способы хорошо из-

вестны в настоящей области техники и включают в себя без ограничения вестерн-блоттинг, нозерн-

блоттинг, саузерн-блоттинг, ELISA, иммуногистохимический анализ, например, амплифицированный 

анализ ELISA, иммунопреципитацию, иммунофлюоресценцию, проточную цитометрию, иммуноцито-

химию, масс-спектрометрические анализы, например, MALDI-TOF и SELDI-TOF, техники гибридизации 

нуклеиновых кислот, способы обратной транскрипции нуклеиновых кислот и способы амплификации 

нуклеиновых кислот. Согласно конкретным вариантам осуществления экспрессия маркера согласно на-

стоящему изобретению обнаруживается на уровне белка с использованием, например, антител, которые 

специфически связываются с этими белками. 

Образцы, возможно, должны быть модифицированы для того, чтобы получить маркер согласно на-

стоящему изобретению доступный для связывания антител. В конкретном аспекте иммуноцитохимиче-

ского или иммуногистохимического способов, слайды могут быть переданы в буфер предварительной 

обработки и, возможно, нагреты, чтобы повысить доступность антигена. Нагревание образца в буфере 

предварительной обработки быстро разрушает липидный бислой клеток и делает антигены (может быть 

в случае свежих образцов, но не типично, что происходит в фиксированных образцах) более доступными 

для связывания антитела. Термины "буфер предварительной обработки" и "буфер подготовки" исполь-

зуются в настоящем документе взаимозаменяемо для обозначения буфера, который используется для 

подготовки цитологических или гистологических образцов для иммунного окрашивания, в частности, за 
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счет увеличения доступности маркера согласно настоящему изобретению для связывания антитела. Бу-

фер предварительной обработки может содержать солевой раствор со специфическим pH, полимер, де-

тергент или неионное или анионное поверхностно-активное вещество, такое как, например, этилоксили-

рованное анионное или неионное поверхностно-активное вещество, алканоат или алкоксилат или даже 

смеси этих поверхностно-активных веществ или даже использование солей желчных кислот. Буфер 

предварительной обработки может, например, представлять собой раствор от 0,1% до 1% дезоксихоле-

вой кислоты, натриевой соли или раствор лаурет-13-карбоксилата натрия (например, Sandopan LS) или 

этоксилированный анионный комплекс. Согласно некоторым вариантам осуществления буфер предвари-

тельной обработки также может быть использован в качестве буфера для хранения слайдов. 

Любой способ получения маркерных белков согласно настоящему изобретению, более доступный 

для связывания антител, может быть использован в практике настоящего изобретения, включающий спо-

собы извлечения антигена, известные в настоящей области техники. См., например, Bibbo, et al. (2002) 

Acta. Cytol. 46:25-29; Saqi, et al. (2003) Diagn. Cytopathol. 27:365-370; Bibbo, et al. (2003) Anal. Quant. 

Cytol. Histol. 25:8-11, полное содержание каждого из которых включено в настоящий документ посредст-

вом ссылки. 

После предварительной обработки для увеличения доступности маркерного белка образцы могут 

быть блокированы с использованием соответствующего блокирующего средства, например, блокирую-

щего реагента-пероксидазы, такой как перекись водорода. Согласно некоторым вариантам осуществле-

ния образцы могут быть блокированы с использованием блокирующего белок реагента для предотвра-

щения неспецифического связывания антитела. Блокирующий белок реагент может содержать, напри-

мер, очищенный казеин. Антитело, в частности, моноклональное или поликлональное антитело, которое 

специфически связывается с маркером согласно настоящему изобретению, затем инкубируют с образ-

цом. Специалисту в настоящей области техники будет понятно, что более точный прогноз или диагноз 

может быть получен в некоторых случаях путем обнаружения множественных эпитопов на маркерном 

белке согласно настоящему изобретению в образце пациента. Таким образом, согласно конкретным ва-

риантам осуществления используют по меньшей мере два антитела, направленные на различные эпитопы 

маркера согласно настоящему изобретению. При использовании более чем одного антитела, эти антитела 

могут быть добавлены к одному образцу последовательно в виде отдельных реагентов антител, либо од-

новременно в виде коктейля антител. Кроме того, каждое индивидуальное антитело может быть добав-

лено в отдельный образец от того же пациента и полученные в результате данные объединены. 

Техники для определения связывания антител хорошо известны в настоящей области техники. Свя-

зывание антител с маркером согласно настоящему изобретению может быть обнаружено посредством 

использования химических реагентов, которые создают обнаруживаемый сигнал, соответствующий 

уровню связывания антитела и, соответственно, уровню экспрессии маркерного белка. В одном из имму-

ногистохимических или иммуноцитохимических способов согласно настоящему изобретению связыва-

ние антитела обнаруживают путем использования вторичного антитела, которое конъюгировано с мече-

ным полимером. Примеры меченых полимеров включают в себя без ограничения полимер-ферментные 

конъюгаты. Ферменты в этих комплексах, как правило, используются в качестве катализатора отложение 

хромогена в антиген-связывающем сайте антитела, таким образом приводя к окрашиванию клеток, что со-

ответствует уровню экспрессии представляющего интерес биомаркера. Ферменты, представляющие осо-

бый интерес, включают в себя без ограничения пероксидазу хрена (HRP) и щелочную фосфатазу (AP). 

В одном конкретном иммуногистохимическом или иммуноцитохимическом способе согласно на-

стоящему изобретению антитело, связывающееся с маркером согласно настоящему изобретению, обна-

руживают посредством использования с HRP-меченого полимера, который конъюгирован с вторичным 

антителом. Связывание антител также может быть определено посредством использования видоспеци-

фического зонда реагента, который связывается с моноклональными или поликлональными антителами, 

и полимера, конъюгированного с HRP, который связывается с реагентом видоспецифического зонда. 

Слайды окрашивают на связывание антитела с использованием любого хромогена, например, хромогена 

3,3-диаминобензидина (DAB), а затем контрастно окрашивают гематоксилином и, необязательно, подси-

нивающим средством, таким как гидроксид аммония или TBS/Твин-20. Другие подходящие хромогены 

включают в себя, например, 3-амино-9-этилкарбазол (AEC). Согласно некоторым аспектам настоящего 

изобретения слайды рассматривают микроскопически с помощью лаборанта цитологической лаборато-

рии и/или патологоанатома для оценки окрашивания клеток, например, флуоресцентного окрашивания 

(т.е. экспрессии маркера). Кроме того, образцы могут быть просмотрены с помощью автоматизирован-

ной микроскопии или персоналом с помощью компьютерного программного обеспечения, облегчающего 

идентификацию положительного окрашивания клеток. 

Обнаружение связывания антитела может быть облегчено путем связывания антител к маркерам с 

детектируемым веществом. Примеры детектируемых веществ включают в себя различные ферменты, 

простетические группы, флуоресцентные материалы, люминесцентные материалы, биолюминесцентные 

материалы и радиоактивные материалы. Примеры подходящих ферментов включают в себя пероксидазу 

хрена, щелочную фосфатазу, β-галактозидазу или ацетилхолинэстеразу; примеры подходящих комплек-

сов простетических групп включают в себя стрептавидин/биотин и авидин/биотин; примеры подходящих 
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флуоресцентных материалов включают в себя умбеллиферон, флуоресцеин, флуоресцеинизотиоцианат, 

родамин, дихлоротриазиниламинфлуоресцеин, дансилхлорид или фикоэритрин; пример люминесцентно-

го материала включает в себя люминол; примеры биолюминесцентных материалов включают в себя лю-

циферазу, люциферин и экворин, и примеры подходящих радиоактивных материалов включают в себя 
125

I, 
131

I, 
35

S или 
3
H. 

Согласно одному варианту осуществления настоящего изобретения замороженные образцы полу-

чают, как описано выше, и затем окрашивают антителами к маркеру согласно настоящему изобретению, 

разбавленными до соответствующей концентрации с использованием, например, трис-буферного солево-

го раствора (TBS). Первичные антитела могут быть обнаружены путем инкубации слайдов в биотинили-

рованном анти-иммуноглобулине. Этот сигнал может быть, необязательно, амплифицирован и визуали-

зирован с использованием осаждения диаминобензидином антигена. Кроме того, слайды могут быть, 

необязательно, контрастно окрашены, например, гематоксилином, чтобы визуализировать клетки. 

Согласно другому варианту осуществления фиксированные и встроенные образцы окрашивали ан-

тителами против маркера согласно настоящему изобретению и контрастно окрашивали, как описано вы-

ше для замороженных срезов. Кроме того, пробы могут быть дополнительно обработаны средствами для 

усиления сигнала для визуализации окрашивания антител. Например, может быть использовано катали-

зируемое пероксидазой осаждение биотинил-тирамида, который в свою очередь взаимодействует с 

конъюгированным с пероксидазой стрептавидином (система катализируемого усиление сигнала (CSA), 

DAKO, Carpinteria, CA). 

Анализы на основе ткани (т.е. иммуногистохимия) представляют собой предпочтительные способы 

обнаружения и количественного определения маркера согласно настоящему изобретению. Согласно од-

ному варианту осуществления наличие или отсутствие маркера согласно настоящему изобретению мо-

жет быть определено с помощью иммуногистохимии. Согласно одному варианту осуществления имму-

ногистохимический анализ использует низкие концентрации антитела к маркеру таким образом, что 

клетки, лишенные маркера, не окрашиваются. Согласно другому варианту осуществления наличие или 

отсутствие маркера согласно настоящему изобретению определяется с использованием иммуногистохи-

мического способа, использующего высокие концентрации антитела к маркеру, такие, что клетки, ли-

шенные маркерного белка, окрашиваются в значительной степени. Клетки, которые не окрашиваются, 

содержат либо мутировавший маркер и не приводят к антигенно узнаваемому маркерному белку, или 

представляют собой клетки, в которых пути, которые регулируют содержание маркера, характеризуются 

нарушением регуляции, приводя к стационарному состоянию экспрессии незначительного маркерного 

белка. 

Специалисту в настоящей области техники будет понятно, что концентрация конкретного антитела, 

используемая для практического применения способов согласно настоящему изобретению, будет изме-

няться в зависимости от таких факторов, как время связывания, уровень специфичности антитела к мар-

керу согласно настоящему изобретению и способа пробоподготовки. Кроме того, когда используют 

множественные антитела, требуемая концентрация может зависеть от порядка, в котором антитела при-

меняются к образцу, например, одновременно в виде коктейля или последовательно в виде отдельных 

реагентов антител. Кроме того, химическое обнаружение, используемое для визуализации связывания 

антител с маркером согласно настоящему изобретению, также должно быть оптимизировано для получе-

ния желаемого сигнала к коэффициенту шумов. 

Согласно одному варианту осуществления настоящего изобретения протеомные способы, напри-

мер, масс-спектрометрию, используют для обнаружения и количественного определения маркерных бел-

ков согласно настоящему изобретению. Например, времяпролетная масс-спектрометрия с лазерной ио-

низацией и десорбцией из жидкой матрицы (MALDI-TOF МС) или времяпролетная масс-спектрометрия 

с усиленной поверхностной лазерной десорбцией/ионизацией (SELDI-TOF МС), которые включают в 

себя применение биологического образца, такого как сыворотка, к связывающему белок чипу (Wright, 

G.L., Jr., et al. (2002) Expert Rev Mol Diagn 2:549; Li, J., et al. (2002) Clin Chem 48:1296; Laronga, C., et al. 

(2003) Dis Markers 19:229; Petricoin, E.F., et al. (2002) 359:572; Adam, B.L., et al. (2002) Cancer Res 

62:3609; Tolson, J., et al. (2004) Lab Invest 84:845; Xiao, Z., et al. (2001) Cancer Res 61:6029) могут быть 

использованы для обнаружения и количественного определения белков PY-Shc и/или P66-Shc. Macc-

спектрометрические способы описаны, например, в патентах США № 5622824, 5605798 и 5547835, пол-

ное содержание каждого из которых включено в настоящий документ посредством ссылки. 

Согласно другим вариантам осуществления экспрессию маркера согласно настоящему изобретению 

обнаруживается на уровне нуклеиновой кислоты. Техники на основе нуклеиновых кислот для оценки 

экспрессии хорошо известны в настоящей области техники и включают в себя, например, определение 

уровня маркерной мРНК в образце от субъекта. Многие способы обнаружения экспрессии используют 

изолированную РНК. Любая техника выделения РНК, которая не выбирает против выделения мРНК, 

может быть использована для очистки РНК из клеток, которые экспрессируют маркер согласно настоя-

щему изобретению (см., например, Ausubel et al., ed., (1987-1999) Current Protocols in Molecular Biology 

(John Wiley & Sons, New York. Кроме того, большое количество образцов ткани может быть легко обра-

ботано с использованием техник, хорошо известных специалистам в настоящей области техники, таких 
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как, например, одностадийный процесс выделения РНК Chomczynski (1989, патент США № 4843155). 

Термин "зонд" относится к любой молекуле, которая способна селективно связываться с маркером 

согласно настоящему изобретению, например, нуклеотидным транскриптом и/или белком. Зонды могут 

быть синтезированы специалистом в настоящей области техники или получены из соответствующих 

биопрепаратов. Зонды могут быть специально разработаны для мечения. Примеры молекул, которые мо-

гут быть использованы в качестве зондов, включают в себя без ограничения РНК, ДНК, белки, антитела 

и органические молекулы. 

Выделенная мРНК может быть использована в гибридизационных анализах или анализах амплифи-

кации, которые включают в себя без ограничения саузерн или нозерн анализ, полимеразную цепную ре-

акцию и матрицы зондов. Один способ обнаружения содержания мРНК включает в себя контактирова-

ние выделенной мРНК с молекулой нуклеиновой кислоты (зондом), которая может гибридизоваться с 

маркерной мРНК. Зонд нуклеиновой кислоты может представлять собой, например, полноразмерную 

кДНК или ее часть, например, олигонуклеотид, составляющий по меньшей мере 7, 15, 30, 50, 100, 250 

или 500 нуклеотидов в длину, и достаточно специфически гибридизуется в строгих условиях с маркер-

ной геномной ДНК. 

Согласно одному варианту осуществления мРНК иммобилизуют на твердой поверхности и приво-

дят в контакт с зондом, например, путем разделения выделенной мРНК в агарозном геле и переноса 

мРНК из геля на такую мембрану, как нитроцеллюлоза. Согласно альтернативному варианту осуществ-

ления зонд(ы) иммобилизуют на твердой поверхности и мРНК приводят в контакт с зондом(ами), напри-

мер, в виде матрицы генного чипа Affymetrix. Специалист в настоящей области техники может легко 

адаптировать известные способы обнаружения мРНК для использования в определении уровня маркер-

ной мРНК. 

Альтернативный способ определения уровня маркерной мРНК в образце включает в себя процесс 

амплификации нуклеиновых кислот, например, путем OT-ПЦР (экспериментальный вариант осуществ-

ления, изложен в Mullis, 1987, патент США 4683202), лигазной цепной реакции (Barany, 1991, Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA, 88:189-193), самоподдерживающейся репликации последовательности (Guatelli et al., 

1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878), транскрипционной системы амплификации (Kwoh et al., 

1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177), Q-бета репликазы (Lizardi et al., 1988, Bio/Technology 

6:1197), репликации по типу "катящегося кольца" (Lizardi et al., патент США № 5854033) или любого 

другого способа амплификации нуклеиновой кислоты с последующим обнаружением амплифицирован-

ных молекул с использованием техник, хорошо известных специалистам в настоящей области техники. 

Эти схемы обнаружения особенно применимы для обнаружения молекул нуклеиновых кислот, если та-

кие молекулы присутствуют в очень малых количествах. Согласно конкретным аспектам настоящего 

изобретения экспрессия маркера оценивается с помощью количественной флуорогенной OT-ПЦР (т.е. 

TaqMan System). Такие способы обычно используют пары олигонуклеотидных праймеров, которые спе-

цифичны для маркера согласно настоящему изобретению. Способы разработки олигонуклеотидных прай-

меров, специфичных к известной последовательности, хорошо известны в настоящей области техники. 

Уровни экспрессии маркера согласно настоящему изобретению можно контролировать с использо-

ванием мембранного блота (такого, как используется в гибридизационном анализе, таком как нозерн, 

саузерн, дот и т.п.) или микролунок, пробирок, гелей, гранул или волокон (или любой твердой подложки, 

содержащей связанные нуклеиновые кислоты). См. патенты США № 5770722, 5874219, 5744305, 

5677195 и 5445934, которые включены в настоящий документе посредством ссылки. Обнаружение экс-

прессии маркера может также включать использование зондов нуклеиновых кислот в растворе. 

Согласно одному варианту осуществления настоящего изобретения микрочипы используются для 

обнаружения экспрессии маркера согласно настоящему изобретению. Микрочипы особенно хорошо 

подходят для этой цели благодаря воспроизводимости между различными экспериментами. ДНК-чипы 

обеспечивают один способ для одновременного измерения уровней экспрессии большого числа генов. 

Каждая матрица состоит из воспроизводимого паттерна захватывающих зондов, прикрепленных к твер-

дой подложке. Меченую РНК или ДНК гибридизуют с комплементарными зондами на матрице, а затем 

обнаруживают с помощью лазерного сканирования. Интенсивность гибридизации для каждого зонда на 

матрице определяют и преобразуют в количественное значение, представляющее относительные уровни 

экспрессии гена. См. патенты США № 6040138, 5800992 и 6020135, 6033860 и 6344316, которые включе-

ны в настоящий документ посредством ссылки. Высокоплотные массивы олигонуклеотидов особенно 

применимы для определения профиля экспрессии генов для большого количества РНК в образце. 

Количества маркера и/или математическое соотношение количеств маркера согласно настоящему 

изобретению могут быть использованы для вычисления риска рецидива патологического состояния, на-

пример, злокачественной опухоли, сахарного диабета, ожирения, сердечно-сосудистого заболевания или 

состояния токсичности, например, индуцированной лекарственным средством токсичности или кардио-

токсичности, у субъекта, которого подвергают лечению от патологического состояния или состояния 

токсичности, выживание субъекта, которого подвергают лечению от патологического состояния или со-

стояния токсичности, агрессивно ли патологическое состояние или состояние токсичности, эффективна 

ли схема лечения для лечения патологического состояния или состояния токсичности и тому подобное, с 
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использованием способов согласно настоящему изобретению, которые могут включать в себя способы 

регрессионного анализа, известные в настоящей области техники. Например, подходящие модели рег-

рессии включают в себя без ограничения CART (например, Hill, T, and Lewicki, P. (2006) "STATISTICS 

Methods and Applications" StatSoft, Tulsa, OK), Cox (например, www.evidence-based-medicine.co.uk), экс-

поненциальный, нормальный и логарифмически нормальный (например, 

www.obgyn.cam.ас.uk/mrg/statsbook/stsurvan.html), логистический (например, 

www.en.wikipedia.org/wiki/Logistic_regression), параметрический, непараметрический, семипараметриче-

ский (например, www.socserv.mcmaster.ca/jfox/Books/Companion), линейный (например, 

www.en.wikipedia.org/wiki/Linear_regression) или аддитивный (например, 

www.en.wikipedia.org/wiki/Generalized_additive_model). 

Согласно одному варианту осуществления регрессионный анализ включает в себя количество мар-

кера. Согласно другому варианту осуществления регрессионный анализ включает в себя маркерную ма-

тематическую связь. Согласно еще одному варианту осуществления регрессионный анализ количества 

маркера и/или маркерная математическая связь может включать в себя дополнительные клинические 

и/или молекулярные коварианты. Такие клинические коварианты включают в себя без ограничения со-

стояние лимфоузлов, стадии опухоли, степень злокачественности, размер опухоли, режим лечения, на-

пример, химиотерапию и/или лучевую терапию, клинический исход (например, рецидив, специфическую 

выживаемость, недостаточность терапии) и/или клинический результат в виде функции времени после 

постановки диагноза, времени после начала терапии и/или времени после завершения лечения. 

VIII. Наборы 

В настоящем изобретении также предусмотрены композиции и наборы для прогнозирования пато-

логического состояния, например, злокачественной опухоли, сахарного диабета, ожирения, сердечно-

сосудистого заболевания или состояния токсичности, например, индуцированной лекарственным средст-

вом токсичности или кардиотоксичности, рецидива патологического состояния или состояния токсично-

сти или выживания субъекта, которого подвергают лечению из-за патологического состояния или со-

стояния токсичности. Эти наборы включают в себя одно или несколько из следующего: обнаруживаемое 

антитело, которое специфически связывается с маркером согласно настоящему изобретению, реагенты 

для получения и/или подготовки образцов тканей субъекта для окрашивания и инструкции по примене-

нию. 

Наборы согласно настоящему изобретению могут необязательно содержать дополнительные ком-

поненты, применимые для выполнения способов согласно настоящему изобретению. В качестве приме-

ра, эти наборы могут содержать жидкости (например, буфер SSC), пригодные для отжига комплементар-

ных нуклеиновых кислот или для связывания антитела с белком, с которым он специфически связывает-

ся, один или несколько компартментов образцов, инструкционный материал, который описывает произ-

водительность способа согласно настоящему изобретению и тканеспецифические контроли/стандарты. 

IX. Скрининговые анализы 

Мишени настоящего изобретения включают в себя без ограничения гены и/или белки, перечислен-

ные в настоящем документе. На основании результатов экспериментов, описанных заявителями в на-

стоящем документе, ключевых белки, модулированные при патологическом состояния или состоянии 

токсичности, связаны с или могут быть разделены на различные пути или группы молекул, включающие 

в себя цитоскелетные компоненты, факторов транскрипции, апоптическую реакцию, пентозофосфатный 

путь, путь биосинтеза, окислительный стресс (прооксидант), мембранные изменения и метаболизм окис-

лительного фосфорилирования. Соответственно, согласно одному варианту осуществления настоящего 

изобретения маркер может включать в себя один или несколько генов (или белков), выбранных из груп-

пы, состоящей из HSPA8, FLNB, PARK7, HSPA1A/HSPA1B, ST13, TUBB3, MIF, KARS, NARS, LGALS1, 

DDX17, EIF5A, HSPA5, DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, HADHA, PHB2, АТР5А1, CANX, 

GRP78, GRP75, TIMP1, PTX3, HSP76, PDIA4, PDIA1, CA2D1, GPAT1 и TAZ. Согласно одному варианту 

осуществления маркер может включать в себя один или несколько генов (или белков), выбранных из 

группы, состоящей из GRP78, GRP75, TIMP1, PTX3, HSP76, PDIA4, PDIA1, CA2D1, GPAT1 и TAZ. Со-

гласно некоторым вариантам осуществления маркеры представляют собой сочетание по меньшей мере 

двух, трех, четырех, пяти, шести, семи, восьми, девяти, десяти, одиннадцати, двенадцати, тринадцати, 

четырнадцати, пятнадцати, шестнадцати, семнадцати, восемнадцати, девятнадцати, двадцати, двадцати 

пяти, тридцати или более вышеуказанных генов (или белков). 

Скрининговые анализы, применимые для идентификации модуляторов идентифицированных мар-

керов, описаны ниже. 

В настоящем изобретении также предусмотрены способы (также упоминаемые в настоящем доку-

менте как "скрининговые анализы") для идентификации модуляторов, т.е. кандидатных или исследуемых 

соединений или средств (например, белков, пептидов, пептидомиметиков, пептоидов, небольших моле-

кул или других препаратов), которые применимы для лечения или предупреждения патологического со-

стояния или состояния токсичности путем модулирования экспрессии и/или активности маркера соглас-

но настоящему изобретению. Такие анализы обычно включают реакцию между маркером согласно на-

стоящему изобретению и один или несколько компонентов анализа. Другие компоненты могут представ-
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лять собой либо само исследуемое соединение, либо сочетание исследуемых соединений и естественного 

партнера по связыванию маркера согласно настоящему изобретению. Соединения, идентифицированные 

с помощью таких анализов, как те, что описаны в настоящем документе, могут быть применимы, напри-

мер, для модуляции, например, ингибирования, уменьшения интенсивности симптомов, лечения или 

предотвращения агрессивности патологического состояния или состояния токсичности. 

Исследуемые соединения, используемые в скрининговых анализах согласно настоящему изобрете-

нию, могут быть получены из любого доступного источника, включающего в себя системные библиоте-

ки натуральных и/или синтетических соединений. Исследуемые соединения могут быть также получены 

с помощью любого из многочисленных подходов в способах комбинаторных библиотек, известных в 

настоящей области техники, включающих в себя: биологические библиотеки; пептоидные библиотеки 

(библиотеки молекул, характеризующихся функциональными возможностями пептидов, но с новым, не-

пептидным скелетом, который устойчив к ферментативному расщеплению, но которые тем не менее ос-

тающиеся биологически активными; см., например, Zuckermann et al., 1994, J. Med. Chem. 37:2678-85); 

библиотеки пространственно адресуемых параллельных твердых фаз или растворимых фаз; синтетиче-

ские способы библиотек, требующие деконволюцию; способ библиотеки "одна-гранула-одно-

соединение" и синтетические способы библиотеки, использующие выбор с аффинной хроматографией. 

Подходы биологической библиотеки и пептоидной библиотеки ограничены пептидными библиотеками, 

в то время как другие четыре подхода применимы к пептидной, непептидной олигомерной или низкомо-

лекулярной библиотекам соединений (Lam, 1997, Anticancer Drug Des. 12:145). 

Примеры способов синтеза молекулярных библиотек можно найти в настоящей области техники, 

например в: DeWitt et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6909; Erb et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA 91:11422; Zuckermann et al. (1994). J. Med. Chem. 37:2678; Cho et al. (1993) Science 261:1303; Carrell 

et al. (1994) Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:2059; Carell et al. (1994) Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:2061; 

and in Gallop et al. (1994) J. Med. Chem. 37:1233. 

Библиотеки соединений могут быть представлены в растворе (например, Houghten, 1992, Biotech-

niques 13:412-421) или на гранулах (Lam, 1991, Nature 354:82-84), чипсах (Fodor, 1993, Nature 364:555-

556), бактериях и/или спорах, (Ladner, USP 5223409), плазмидах (Cull et al., 1992, Proc Natl Acad Sci USA 

89:1865-1869) или на фагах (Scott and Smith, 1990, Science 249:386-390; Devlin, 1990, Science 249:404-406; 

Cwirla et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. 87:6378-6382; Felici, 1991, J. Mol. Biol. 222:301-310; Ladner, вы-

ше). 

Способы скрининга согласно настоящему изобретению включают контактирование клетки патоло-

гического состояния или клетки состояния токсичности с исследуемым соединением и определение спо-

собности исследуемого соединения модулировать экспрессию и/или активность маркера согласно на-

стоящему изобретению в клетке. Экспрессия и/или активность маркера согласно настоящему изобрете-

нию может быть определена, как описано в настоящем документе. 

Согласно другому варианту осуществления в настоящем изобретении предусмотрены анализы 

скринингового кандидата или исследуемого соединения, которые представляют собой субстраты марке-

ра согласно настоящему изобретению или их биологически активные части. Согласно еще одному вари-

анту осуществления в настоящем изобретении предусмотрены анализы скринингового кандидата или 

исследуемого соединения, которое связывается с маркером согласно настоящему изобретению или его 

биологически активной частью. Определение способности исследуемого соединения напрямую связы-

ваться с маркером может быть достигнуто, например, путем связывания соединения с радиоизотопной 

или ферментной меткой таким образом, что связывание соединения с маркером может быть определено 

путем обнаружения меченого маркерного соединения в комплексе. Например, соединения (например, 

маркерные субстраты) могут быть помечены 
131

I, 
125

I, 
35

S, 
14

C или 
3
H, прямо или косвенно, и радиоактив-

ный изотоп обнаружен путем непосредственного подсчета радиоизлучения или с помощью сцинтилля-

ционного счетчика. С другой стороны, компоненты анализа могут быть ферментативно помечены, на-

пример, пероксидазой хрена, щелочной фосфатазой или люциферазой, а ферментативная метка обнару-

жена с помощью определения преобразования соответствующего субстратного продукта. 

Настоящее изобретение дополнительно относится к новым средствам, идентифицированным опи-

санными выше скрининговыми анализами. Таким образом, в пределах объема настоящего изобретения 

находится дальнейшее использование средства, идентифицированного, как описано в настоящем доку-

менте в соответствующей животной модели. Например, средства, способные модулировать экспрессию 

и/или активность маркера согласно настоящему изобретению, идентифицированные, как описано в на-

стоящем документе, могут быть использованы в качестве животной модели для определения эффектив-

ности, токсичности и побочных эффектов лечения с таким средством. Кроме того, средство, идентифи-

цированное, как описано в настоящем документе, может быть использовано в животной модели, чтобы 

определить механизм действия такого средства. Кроме того, настоящее изобретение относится к исполь-

зованию новых средств, идентифицированных описанными выше скрининговыми анализами для лече-

ния, как описано выше. 
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Примеры 

Пример 1. Использование платформенной технологии для построения консенсусных и имитацион-

ных сетей для злокачественной опухоли. 

В настоящем примере подробно описанную выше платформенную технологию используют для ин-

теграции данных, полученных от построенной по заказу in vitro модели злокачественной опухоли, и, тем 

самым, идентификации новых белков/путей, управляющих патогенезом злокачественной опухоли. Реля-

ционные карты, полученные в результате анализа, предоставили мишени для лечения злокачественной 

опухоли, а также диагностические/прогностические маркеры, связанные со злокачественной опухолью. 

Схема исследования изображена на фиг. 18. Кратко, две клеточные линии злокачественных опухо-

лей (PaCa2, HepG2) и одну нормальную клеточную линию (THLE2) подвергали воздействию одному из 

семи условий, имитирующих окружающую среду, воздействию которой подвергаются клетки злокачест-

венной опухоли in vivo. В частности, клетки подвергали воздействию гипергликемического условия, ус-

ловия гипоксии, условия воздействия молочной кислоты, условия комбинации гипергликемия + гипок-

сия, условия комбинации гипергликемия + воздействие молочной кислоты, условия комбинации гипок-

сия + воздействие молочной кислоты или условия комбинации гипергликемия + гипоксия + воздействие 

молочная кислота. Различные условия создавали следующим образом: 

Гипергликемическое условие создавали культивированием клеток в средах, содержащих 22 мМ 

глюкозы. 

Условие гипоксии индуцировали помещением клеток в камеру модульного инкубатора (MIC-101, 

Billups-Rothenberg Inc. Del Mar, CA), которую заполняли промышленной газовой смесью, содержащей 

5% CO2, 2% O2 и 93% азота. 

Условие воздействия молочной кислоты создавали культивированием клеток в средах, содержащих 

12,5 мМ молочной кислоты. 

Условие комбинации гипергликемия + гипоксия создавали культивированием клеток в средах, со-

держащих 22 мМ глюкозы и клетки помещали в камеру модульного инкубатора, заполненную промыш-

ленной газовой смесью, содержащей 5% CO2, 2% O2 и 93% азота. 

Условие комбинации гипергликемия + воздействие молочной кислоты создавали культивированием 

клеток в средах, содержащих 22 мМ глюкозы и 12,5 мМ молочной кислоты. 

Условие комбинации гипоксия + воздействие молочной кислоты создавали культивированием кле-

ток в средах, содержащих 12,5 мМ молочной кислоты и клетки помещали в камеру модульного инкуба-

тора, заполненную промышленной газовой смесью, содержащей 5% CO2, 2% O2 и 93% азота. 

Условие комбинации гипергликемия + гипоксия + воздействие молочной кислоты создавали куль-

тивированием клеток в средах, содержащих 22 мМ глюкозы и 12,5 мМ молочной кислоты и клетки по-

мещали в камеру модульного инкубатора, заполненную промышленной газовой смесью, содержащей 5% 

CO2, 2% O2 и 93% азота. 

Клеточную модель, содержащую вышеупомянутые клетки, в которой клетки подвергали каждому 

из описанных выше условий, дополнительно тщательно исследовали, подвергая клетки возмущающему 

воздействию окружающей среды путем обработки с помощью коэнзима Q10. В частности, клетки обра-

батывали коэнзимом Q10 в концентрации 0, 50 или 100 мкМ. 

Образцы клеток, а также образцы сред для каждой клеточной линии при каждом условии и каждой 

обработке коэнзимом Q10 собирали в различные моменты времени после обработки, включая в себя че-

рез 24 и 48 ч после обработки. 

Кроме того, проводили эксперименты по взаимовлиянию между двумя различными клетками зло-

качественной опухоли, клетками PaCa2 и HepG2, в которых сокультивировали клетки PaCa2 и HepG2. 

Этот подход сокультивирования называется эксперимент с применением внеклеточного секретома 

(ECS). Первую клеточную систему (PaCa2) вначале высеивали во вставки лунок ростовой камеры типа 

Трансвелл. Шестилуночные планшеты использовали для обеспечения лучшего статистического анализа. 

Во время посева первой клеточной системы во вставки вставки помещали в отдельный 6-луночный 

планшет. Вторую клеточную систему (HepG2) высеивали в первичную рамку. Рамку со вставками, со-

держащую первую клеточную систему, и первичную рамку, содержащую вторую клеточную систему, 

инкубировали при 37°C в течение ночи. Каждую из клеточных систем выращивали в специфических для 

конкретных клеток средах (причем альтернативно каждую из клеточных систем могли выращивать в 

среде, адаптированной для поддержания роста обоих типов клеток). На следующий день заданную обра-

ботку проводили путем замены сред. В частности, вставки, содержащие первую клеточную систему, по-

мещали в первичную рамку, содержащую вторую клеточную систему. Рамку затем инкубировали в тече-

ние заданного периода времени, например 24 или 48 ч. Лунки в двух параллелях устанавливали в одина-

ковых условиях, и клетки объединяли для получения достаточного материала для 2D анализа. Среды (1 

мл аликвоту), клетки из вставок и клетки из лунок первичной рамки собирали как отдельные образцы. 

Эксперименты проводили в трех параллелях для обеспечения лучшей статистической мощности анализа. 

Эксперименты по взаимовлиянию также проводили с помощью экспериментов "замены сред". В 

частности, культивированные среды или "секретом" из первой клеточной системы (PaCa2) собирали че-

рез 24 или 48 ч после возмущающего воздействия или кондиционирования, как описано выше, и затем 
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добавляли ко второй клеточной системе (HepG2) в течение 24-48 ч. Затем собирали конечные культиви-

рованные среды или "секретом" из второй клеточной системы. Все конечные секретомы подвергали про-

теомному анализу. 

Исследование профиля изменений общей клеточной экспрессии белков с помощью количественной 

протеомики проводили для образцов клеток и сред, собранных для каждой клеточной линии при каждом 

условии и с каждым "возмущающим воздействием окружающей среды", т.е. обработкой коэнзимом Q10, 

с применением техник, описанных выше в подробном описании. Аналогично проводили исследование 

профиля изменений общей клеточной экспрессии белков с помощью количественной протеомики для 

образцов клеток и сред, собранных для каждой сокультивированной клеточной линии при каждом усло-

вии с каждой обработкой. 

Кроме того, биоэнергетическое профилирование клеток злокачественной опухоли, нормальных 

клеток и клеток в экспериментах по взаимовлиянию, подвергнутых каждому условию и с возмущающим 

воздействием коэнзима Q10 или без него, создавали путем использования анализатора Seahorse, главным 

образом, как рекомендовано производителем. OCR (скорость потребления кислорода) и ECAR (коэффи-

циент внеклеточного закисления) регистрировали с помощью электродов в 7 мкл камере, разработанной 

с картриджем, давящим на культуральный планшет Seahorse. 

Все протеомные данные, собранные для каждой клеточной линии (включая в себя клетки в экспе-

риментах по взаимовлиянию) при каждом условии и с каждым возмущающим воздействием, и все дан-

ные биоэнергетического профилирования, собранные для каждой клеточной линии при каждом условии 

и с каждым возмущающим воздействием, вводили в систему REFS и обрабатывали с помощью нее. 

Сырые данные для Раса2, HepG2, THLE2 и экспериментов по взаимовлиянию затем комбинировали с 

применением стандартизированной номенклатуры. Гены с больше чем 15% потерей протеомных данных 

отфильтровывали. Разрабатывали стратегию ввода данных. Например, в пределах повторностей исполь-

зовали модель ошибок, чтобы присвоить данным из экспериментальных условий с повторностями. Алго-

ритм K-NN, основанный на 10 соседних значениях, использовали, чтобы присвоить данным без повтор-

ностей. Различные модели REFS строили для трех биологических систем вместе, только для системы 

Раса2 или только для системы HepG2, объединенные с фенотипическими данными. 

Площадь под кривой и кратность изменений для каждого ребра, соединяющего родительский узел с 

дочерним узлом в имитационных сетях, извлекали с помощью разработанной по заказу программы с 

применением языка программирования R, где язык программирования R представляет собой программ-

ную среду с открытым исходным кодом для статистических вычислений и графического вывода. 

Выходные данные из программы R вводили в Cytoscape, программу с открытым исходным кодом, 

для создания визуального представления консенсусной сети. 

Из всех построенных моделей на фиг. 21 показана иллюстративная консенсусная сеть белкового 

взаимодействия REFS при частоте фрагмента 70%. 

Каждый узел в показанной на фиг. 21 консенсусной сети имитировали путем увеличения или сни-

жения экспрессии LDHA в 4 раза для создания имитационной сети с применением REFS, как описано 

подробно выше в подробном описании. 

Исследовали эффект имитированного изменения экспрессии LDHA на PARK7 и белки в узлах, ас-

социированных с PARK7 с высоким содержанием в иллюстративной консенсусной сети, показанной на 

фиг. 21. Белки, ответственные за имитацию LDHA в двух клеточных линиях злокачественных опухолей, 

т.е. Раса2 и HepG2, идентифицировали с применением REFS (см. фиг. 22). Значения представляли кон-

кретную кратность изменений уровня экспрессии белка. 

Для подтверждения соединений белков, идентифицированных с применением описанного выше 

способа, маркеры, идентифицированные как находящиеся в непосредственной близости к LDHA в ими-

тационной сети, вводили в IPA, программное обеспечение, которое использует нейронные сети для оп-

ределения молекулярной связи между экспериментальными выходными данными в сети, основанными 

на ранее опубликованной литературе. Выходные данные программы IPA показаны на фиг. 23, причем 

маркеры в серых формах идентифицировали как находящиеся в непосредственной близости к LDHA в 

имитационной сети, созданной с помощью платформы, и маркеры в незаполненных формах представля-

ли собой соединения, идентифицированные с помощью IPA на основании известной информации в ранее 

опубликованной литературе. 

Обнаружили, что маркеры, идентифицированные в выходных данных из платформенной техноло-

гии перекрестной биологии (показанной на фиг. 21), т.е. DHX9, HNRNPC, CKAP4, HSPA9, PARP1, 

HADHA, PHB2, АТФ5А1 и CANX, являлись соединенными с такими хорошо известными маркерами 

злокачественной опухоли, как TP53 и PARK7, в пределах созданной IPA сети (показанной на фиг. 23). 

Факт того, что факторы, идентифицированные с применением платформы перекрестной биологии, ха-

рактеризуются общей связностью с известными факторами, опубликованными в научной литературе, 

подтверждает точность сети, созданной с применением платформы перекрестной биологии. Кроме того, 

сетевая ассоциация в пределах подсети LDHA, созданной путем применения выходных данных плат-

формы перекрестной биологии, продемонстрировала присутствие направленного влияния каждого фак-
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тора, в отличие от IPA сети, в которой связь между молекулярными объектами не обеспечивает функ-

циональную направленность между взаимодействующими узлами. Таким образом, путем использования 

непредвзятого подхода для генерации данных, интеграции и обратного проектирования для создания 

вычислительной модели с последующим анализом имитационных и дифференциальных сетей, раскрытая 

платформа перекрестной биологии обеспечивает понимание ранее неизвестных механизмов в патофи-

зиологии злокачественной опухоли, которые согласуются с общепринятыми научными представлениями 

о патофизиологии заболевания. 

На фиг. 19 показан эффект обработки CoQ10 на нижележащие узлы (регистрационные номера бел-

ков в PubMed приведены на фиг. 19) на основании данных об экспрессии белка из исследования профи-

ля. Белок с регистрационным номером P00338 представляет собой LDHA. Подтверждение протеомных 

данных с помощью практических экспериментов проводили для экспрессии LDHA в клетках HepG2 (см. 

фиг. 20). Как показано на фиг. 20, уровни экспрессии LDHA снижались, когда HepG2 обрабатывали 50 

мкМ CoQ10 или 100 мкМ CoQ10 в течение 24 или 48 ч. 

Для хорошо известных маркеров злокачественных опухолей TP53, Bcl-2, Bax и Каспаза3 проводили 

подтверждение эффектов обработки CoQ10 на уровень экспрессии указанных маркеров с помощью прак-

тических экспериментов в SKMEL 28 клетках (см. фиг. 24 и 25). 

Пример 2. Использование платформенной технологии для построения сети дельта-дельта для зло-

качественной опухоли. 

В настоящем примере подробно описанную выше платформенную технологию использовали для 

интеграции данных, полученных из построенной по заказу in vitro модели злокачественной опухоли, и, 

тем самым, идентификации новых белков/путей, управляющих патогенезом злокачественной опухоли. Ре-

ляционные карты, полученные в результате анализа, предоставили мишени для лечения злокачественной 

опухоли, а также диагностические/прогностические маркеры, связанные со злокачественной опухолью. 

Кратко, четыре линии злокачественных опухолей (PaCa2, HepG2, PC3 и MCF7) и две нормальные 

клеточные линии (THLE2 и HDFa) подвергали воздействию различных условий, имитирующих окру-

жающую среду, воздействию которой подвергаются клетки злокачественной опухоли in vivo. В частно-

сти, клетки подвергали воздействию отдельно каждого из гипергликемических условий, гипоксических 

условий и обработке молочной кислотой. Например, гипергликемическое условие создавали культиви-

рованием клеток в средах, содержащих 22 мМ глюкозы. Гипоксическое условие индуцировали помеще-

нием клеток в камеру модульного инкубатора (MIC-101, Billups-Rothenberg Inc. Del Mar, CA), которую 

заполняли промышленной газовой смесью, содержащей 5% CO2, 2% O2 и 93% азота. Для обработки мо-

лочной кислотой каждую клеточную линию обрабатывали 0 или 12,5 мМ молочной кислоты. Кроме того, 

чтобы подвергнуть клетки воздействию каждого из трех вышеупомянутых условий отдельно, клетки 

также подвергали действию комбинаций двух или всех трех условий (т.е. воздействию гипергликемиче-

ского и гипоксического условий; воздействию гипергликемического условия и обработки молочной ки-

слотой; воздействию гипоксического условия и обработки молочной кислотой; и воздействию гипергли-

кемического и гипоксического условий и обработки молочной кислотой). 

Клеточную модель, содержащую вышеупомянутые клетки, в которой каждый тип клеток подверга-

ли воздействию каждого описанного выше условия, дополнительно тщательно исследовали, подвергая 

клетки возмущающему воздействию окружающей среды путем обработки коэнзимом Q10. В частности, 

клетки обрабатывали коэнзимом Q10 в концентрации 0, 50 или 100 мкМ. 

Образцы клеток, а также образцы сред, содержащие секретом из клеток, для каждой клеточной ли-

нии, подвергнутой воздействию каждого условия (или комбинации условий), с обработкой коэнзимом 

Q10 и без нее, собирали в различные моменты времени после обработки, включая в себя через 24 и 48 ч 

после обработки. 

Кроме того, проводили эксперименты по взаимовлиянию между двумя различными клетками зло-

качественной опухоли, клетками PaCa2 и HepG2, в которых сокультивировали клетки PaCa2 и HepG2. 

Этот подход сокультивирования называется эксперимент с использованием внеклеточного секретома 

(ECS). Первую клеточную систему (PaCa2) высеивали во вставки лунок ростовой камеры типа Транс-

велл. Шестилуночные планшеты, как правило, использовали для обеспечения лучшего статистического 

анализа. Во время посева первой клеточной системы во вставки вставки помещали в отдельный 6-

луночный планшет. Вторую клеточную систему (HepG2) высеивали в первичную рамку. 6-луночный 

планшет, содержащий вставки, которые содержали первую клеточную систему, и первичную рамку, со-

держащую вторую клеточную систему, инкубировали при 37°C в течение ночи. Каждую из клеточных 

систем выращивали в соответствующих ее клеткам специфических средах (причем альтернативно, каж-

дую из клеточных систем могли выращивать в среде, адаптированной для поддержания роста обоих ти-

пов клеток). На следующий день заданную обработку проводили путем замены сред. В частности, встав-

ки, содержащие первую клеточную систему и соответствующие среды первой клеточной системы, по-

мещали в первичную рамку, содержащую вторую клеточную систему и соответствующие среды второй 

клеточной системы. Во всех случаях сокультуры, тем не менее, сокультивированные клетки подвергали 

воздействию одинакового "условия злокачественной опухоли" (например, гипергликемии, гипоксии, 

воздействию молочной кислоты или их комбинациям, хотя и отдельно, в течение первого дня перед со-
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культивированием. Иными словами, первую клеточную систему во вставках и вторую клеточную систе-

му в рамках подвергали воздействию одинакового условия перед переносом в устройство для "сокульти-

вирования". Рамку затем инкубировали в течение заданного периода времени, например 24 или 48 ч. 

Лунки в двух параллелях устанавливали с одинаковыми условиями, и клетки объединяли для получения 

достаточного материала для последующего протеомного анализа. Среды, содержащие секретом (1 мл 

аликвоту), клетки из вставок и клетки из лунок первичной рамки собирали в виде отдельных образцов. 

Эксперименты проводили в трех параллелях для обеспечения лучшей статистической мощности. 

Эксперименты по взаимовлиянию также проводили с помощью экспериментов с "заменой сред". В 

частности, культивированные среды или "секретом" из первой клеточной системы (PaCa2) собирали че-

рез 24 ч или 48 ч после возмущающего воздействия и/или кондиционирования и затем добавляли ко вто-

рой клеточной системе в течение 24-48 ч. Затем собирали конечные культивированные среды или "сек-

ретом" из второй клеточной системы. Все конечные секретомы подвергали протеомному анализу. 

После воздействия на клеточную систему описанного выше "условия злокачественной опухоли", 

возмущающего воздействия (т.е. обработки коэнзимом Q10) и/или условий, произведенных в секретоме 

спаренной клетки из эксперимента с сокультурой, затем анализировали ответ клеток путем анализа раз-

личных показателей от клеточной системы. Показатели включали в себя протеомные данные, в частно-

сти, экспрессию внутриклеточных белков, а также белков, секретируемых в среды клеточных культур, и 

функциональные данные, в частности, биоэнергетические показатели клеток. 

Исследование профиля изменений в общей клеточной экспрессии белков с помощью количествен-

ной протеомики проводили для образцов клеток и сред, собранных для каждой клеточной линии (нор-

мальных клеточных линий и клеточных линий злокачественных опухолей), подвергнутой воздействию 

каждого условия (или комбинации условий, с "возмущающим воздействием окружающей среды "или без 

него, т.е. с обработкой коэнзимом Q10 или без нее, с применением описанных выше в подробном описа-

нии техник. 

Кроме того, биоэнергетическое профилирование каждой клеточной линии (нормальных клеточных 

линий и клеточных линий злокачественных опухолей), подвергнутой воздействию каждого условия (или 

комбинации условий), с "возмущающим воздействием окружающей среды "или без него, т.е. с обработ-

кой коэнзимом Q10 или без нее, создавали путем использования анализатора Seahorse, главным образом, 

как рекомендовано производителем. Скорость потребления кислорода (OCR) и коэффициент внеклеточ-

ного закисления (ECAR) регистрировали с помощью электродов в 7 мкл камере, построенной с картрид-

жем, давящим на культуральный планшет Seahorse. 

Протеомные данные, собранные для каждой клеточной линии при каждом условии(ях) и с/без каж-

дого возмущающего воздействия, и данные биоэнергетического профилирования, собранные для каждой 

клеточной линии при каждом условии(ях) и с/без каждого возмущающего воздействия, затем обрабаты-

вали с помощью системы REFS. "Составную сеть для злокачественной опухоли с возмущающим воз-

действием" создавали из комбинированных данных, полученных от всех клеточных линий злокачествен-

ных опухолей, каждая из которых подверглась воздействию каждого конкретного условия (и комбина-

ции условий), и дополнительно подверглась возмущающему воздействию (CoQ10). "Составную сеть для 

злокачественной опухоли без возмущающего воздействия" создавали из комбинированных данных, по-

лученных от всех клеточных линий злокачественных опухолей, каждая из которых подверглась воздей-

ствию каждого конкретного условия (и комбинации условий), без возмущающего воздействия (без 

CoQ10). Аналогично, "составную нормальную сеть с возмущающим воздействием" создавали из комби-

нированных данных, полученных от всех нормальных клеточных линий, каждая из которых подверглась 

воздействию каждого конкретного условия (и комбинации условий), и дополнительно подверглась воз-

мущающему воздействию (CoQ10). "Составную нормальную сеть без возмущающего воздействия" соз-

давали из комбинированных данных, полученных от всех нормальных клеточных линий, каждая из кото-

рых подверглась воздействию каждого конкретного условия (и комбинации условий), без возмущающего 

воздействия (без CoQ10). 

Далее, "имитационные составные сети" (также в настоящем документе имеющие название "имита-

ционные сети") создавали для каждой из четырех составных сетей, описанных выше с применением 

REFS. Для осуществления этого каждый узел в данной консенсусной составной сети имитировали (пу-

тем увеличения или уменьшения в 10 раз) для создания имитационных сетей с применением REFS, как 

подробно описано выше в подробном описании. 

Площадь под кривой и кратность изменений для каждого ребра, соединяющего родительский узел с 

дочерним узлом в имитационных сетях, извлекали с помощью разработанной по заказу программы с 

применением языка программирования R, где язык программирования R представляет собой программ-

ную среду с открытым исходным кодом для статистических вычислений и графического вывода данных. 

В итоге, создавали дельта сети, где дельта сети представляют дифференциал между двумя имита-

ционными составными сетями. Дельта сети создавали из имитационных составных сетей. Для создания 

дифференциальной сети злокачественной опухоли в сравнении с нормой в ответ на воздействие коэнзи-

ма Q10 (сеть дельта-дельта), проводили последовательные стадии сравнения, как проиллюстрировано на 
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фиг. 26, с помощью разработанной по заказу программы с применением языка программирования PERL. 

Во-первых, необработанные сети для злокачественной опухоли (T0) и обработанные сети для зло-

качественной опухоли (T1) сравнивали с применением программы R, и отделяли уникальные обработан-

ные сети для злокачественной опухоли T1 (см. темно-серую серповидную форму на фиг. 26). Это пред-

ставляет собой "дельта" сеть для злокачественной опухоли T1 ∩ (область пересечения) злокачественной 

опухоли T0. Белковое взаимодействие/ассоциации в пределах этой дельта сети могут рассматриваться 

как репрезентативный уникальный ответ злокачественной опухоли на обработку коэнзимом Q10. 

Аналогично, нормальные необработанные (T0) и нормальные обработанные (T1) сети сравнивали с 

применением программы R, и отделяли уникальные нормальные обработанные T1 сети (см. светло-

серую серповидную форму на фиг. 26). Это представляет собой нормальную T1 ∩ нормальную T0 "дель-

та" сеть. Белковые взаимодействия / ассоциации в пределах этой дельта сети могут рассматриваться в 

качестве репрезентативного уникального ответа нормальной клетки на обработку коэнзимом Q10. 

В итоге, уникальные сети злокачественной опухоли T1 (см. темно-серую серповидную форму на 

фиг. 26) и уникальные нормальные T1 сети (см. светло-серую серповидную форму на фиг. 26) сравнива-

ли с применением программы R, и создавали сети, которые являются уникальными только для злокаче-

ственной опухоли, и не присутствуют в нормальных клетках, в ответ на коэнзим Q10 (см. фиг. 26). Этот 

набор белковых взаимодействий/ассоциаций представляет уникальные пути в клетках злокачественной 

опухоли, которые отсутствуют в нормальных клетках при обработке коэнзимом Q10. Этот набор белко-

вых взаимодействий/ассоциаций называется "сеть дельта-дельта", поскольку представляет собой диффе-

ренциальную карту, полученную в результате сравнения дифференциальной карты от клеток злокачест-

венной опухоли и дифференциальной карты от нормальных контрольных клеток. 

Выходные данные из программ PERL и R вводили в Cytoscape, программу с открытым исходным 

кодом, для создания визуального представления сети дельта-дельта. 

Сети дельта-дельта, идентифицированные с применением описанного в настоящем документе спо-

соба, являются в высокой степени применимыми для идентификации мишеней для лечения злокачест-

венных опухолей. Например, согласно сети дельта-дельта, представленной на фиг. 27, белок A ингибиру-

ет OCR3 (параметр для окислительного фосфорилирования) и усиливает ECAR3 (параметр для гликоли-

за). Поскольку это взаимодействие является уникальным в клетках злокачественной опухоли (так как 

сеть дельта-дельта вычла какие-либо взаимодействия, которые обычно присутствуют в нормальных 

клетках при обработке коэнзимом Q10), ингибирование экспрессии белка A, как предполагают, снижает 

основанный на гликолизе энергетический метаболизм, что является признаком метаболомического пути 

злокачественной опухоли, и сдвигает клетки в направлении основанного на окислительном фосфорили-

ровании энергетического метаболизма, который представляет собой фенотип, ближе всего связанный с 

нормальными клетками. Таким образом, предполагают, что комбинированная терапия с применением 

коэнзима Q10 и ингибитора белка A является эффективной в лечении злокачественной опухоли, по 

меньшей мере частично, путем сдвига профиля энергетического метаболизма клетки злокачественной 

опухоли в сторону профиля, присущего нормальной клетке. 

Преимущество платформенной технологии перекрестной биологии согласно настоящему изобрете-

нию дополнительно иллюстрируют путем применения примера по существу, в котором подсеть, полу-

ченную из сетей причинно-следственных связей, сравнивали с молекулярной сетью с применением IPA, 

программы системы программного обеспечения, которая использует нейронные сети для определения 

молекулярной связи между экспериментальными выходными данными и сетями на основании ранее 

опубликованной литературы. Подсеть причинно-следственных связей, содержащая PARK7, обработан-

ную с применением платформы перекрестной биологии (показанной на фиг. 29), применяли в качестве 

примера по существу. Все молекулярные сигнатуры сети PARK7 из платформы перекрестной биологии 

включали в IPA для создания сети на основании известных/существующих литературных данных. Затем 

сравнивали сетевые выходные данные между выходными данными перекрестной биологии и получен-

ными с применением IPA. 

Обнаружили, что шесть маркеров, идентифицированных с помощью выходных данных из плат-

форменной технологии перекрестной биологии (показанной на фиг. 29), т.е. A, B, C, X, Y и Z на фиг. 27-

29, являлись соединенными с TP53 в пределах созданной IPA сети (фиг. 28). В литературе сообщалось, 

что среди шести маркеров, A, B и C связаны со злокачественной опухолью, а также HSPA1A/HSPA1B. X, 

Y и Z идентифицировали как "хабы" или ключевые пусковые факторы состояния злокачественной опу-

холи, и, следовательно, их идентифицировали как новые маркеры злокачественной опухоли. Кроме того, 

MIF1 и KARS также идентифицировали как "хабы" или ключевые пусковые факторы состояния злокаче-

ственной опухоли и, следовательно, идентифицировали как новые маркеры злокачественной опухоли. 

Факт того, что идентифицированные путем применения платформы перекрестной биологии факторы 

характеризуются общей связностью с известными опубликованными в научной литературе факторами, 

подтверждает точность сети, созданной путем применения платформы перекрестной биологии. Кроме 

того, сетевая ассоциация в пределах подсети PARK7, созданной путем применения выходных данных из 

платформы перекрестной биологии (показанных на фиг. 29), демонстрировала присутствие направленно-

го влияния каждого фактора, в отличие от сети IPA (показанной на фиг. 28), в которой связь между мо-
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лекулярными объектами не обеспечивает функциональную направленность между взаимодействующими 

узлами. Более того, выходные данные из платформы перекрестной биологии (показанные как пунктир-

ные линии на фиг. 29) продемонстрировали ассоциацию этих компонентов, ведущую к потенциальным 

механизмам посредством PARK7. Обнаружили, что белок C, белок A и другие узлы PARK7 являются 

ключевыми пусковыми факторами метаболизма злокачественной опухоли (фиг. 27). 

Как подтверждается настоящим примером, с использованием непредвзятого подхода к генерации 

данных, интеграции и обратному проектированию для создания вычислительной модели с последующим 

анализом имитационных и дифференциальных сетей, раскрытая платформа перекрестной биологии 

обеспечивает понимание ранее неизвестных механизмов в патофизиологии злокачественных опухолей, 

которые согласуются с общепринятыми научными представлениями о патофизиологии заболевания. 

Пример 3. Использование платформенной технологии для построения сети дельта-дельта для са-

харного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания. 

В настоящем примере подробно описанную выше в подробном описании платформенную техноло-

гию использовали для интеграции данных, полученных из разработанной по заказу модели сахарного 

диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания (CVD), и для идентификации новые белков/путей, 

управляющих патогенезом сахарного диабета/ожирения/CVD. Реляционные карты, полученные в резуль-

тате настоящего анализа, предоставили мишени для лечения сахарного диабета/ожирения/CVD, а также 

диагностические/прогностические маркеры, связанные с сахарным диабетом/ожирением/CVD. 

Пять первичных клеточных линий человека, а именно адипоциты, мышечные трубки, гепатоциты, 

гладкомышечные клетки аорты (HASMC) и клетки проксимальных канальцев (HK2) подвергали воздей-

ствию одного из пяти условий, имитирующих окружающую среду, воздействию которой подвергаются 

относящиеся к этим заболеваниям клетки in vivo. В частности, каждую из пяти клеточных линий подвер-

гали отдельно воздействию каждого из следующих условий: гипергликемические условия, гиперлипиде-

мические условия, гиперинсулинемические условия, гипоксические условия и воздействие молочной 

кислоты. Гипергликемическое условие индуцировали культивированием клеток в средах, содержащих 22 

мМ глюкозы. Гиперлипидемическое условие индуцировали культивированием клеток в средах, содер-

жащих 0,15 мМ пальмитата натрия. Гиперинсулинемическое условие индуцировали культивированием 

клеток в средах, содержащих 1000 нМ инсулина. Гипоксическое условие индуцировали помещением 

клеток в камеру модульного инкубатора (MIC-101, Billups-Rothenberg Inc. Del Mar, CA), которую запол-

няли промышленной газовой смесью, содержащей 5% CO2, 2% O2 и 93% азота. Каждую клеточную ли-

нию также обрабатывали 0 или 12,5 мМ молочной кислоты. 

Кроме того, проводили эксперименты по взаимовлиянию между двумя различными парами клеток, 

клетками HASMC (клеточная система 1) и HK2 (клеточная система 2) или клетками печени (клеточная 

система 1) и адипоцитами (клеточная система 2), в которых сокультивировали спаренные клетки. Этот 

подход сокультивирования называется экспериментом с использованием внеклеточного секретома 

(ECS). Первую клеточную систему (например, HASMC) вначале высеивали во вставки лунок ростовой 

камеры типа Трансвелл. Шестилуночные планшеты использовали для обеспечения лучшего статистиче-

ского анализа. Во время посева первой клеточной системы во вставки вставки помещали в отдельный 6-

луночный планшет. Вторую клеточную систему (например, HK2) высеивали первичную рамку. Рамку со 

вставками, содержащую первую клеточную систему, и первичную рамку, содержащую вторую клеточ-

ную систему, инкубировали при 37°C в течение ночи. Каждую из клеточных систем выращивали в спе-

цифических для конкретных клеток средах (причем альтернативно, каждую из клеточных систем могли 

выращивать в средах, адаптированных для поддержания роста обоих типов клеток). На следующий день 

заданную обработку проводили путем замены сред. В частности, содержащие первую клеточную систе-

му вставки помещали в первичную рамку, содержащую вторую клеточную систему. Рамку затем инку-

бировали в течение заданного периода времени, например 24 или 48 ч. Лунки в двух параллелях устанав-

ливали с одинаковыми условиями и клетки объединяли для получения достаточного материала для 2D 

анализа. Среды (1 мл аликвоту), клетки из вставок и клетки из лунок первичной рамки собирали как от-

дельные образцы. Эксперименты проводили в трех параллелях для обеспечения лучшей статистической 

мощности анализа. 

Эксперименты по взаимовлиянию также проводили с помощью экспериментов с "заменой сред". В 

частности, культивированные среды или "секретом" из первой клеточной системы, HASMC, собирали 

через 24 или 48 ч после возмущающего воздействия или кондиционирования и затем добавляли ко вто-

рой клеточной системе, адипоцитам, в течение 24-48 ч. Затем собирали конечные культивированные сре-

ды или "секретом" из второй клеточной системы. Все конечные секретомы подвергали протеомному ана-

лизу. 

Клеточную модель, содержащую вышеупомянутые клетки, в которой клетки подвергали воздейст-

вию каждого описанного выше условия, дополнительно "тщательно исследовали", подвергая клетки 

"возмущающему воздействию окружающей среды" путем обработки коэнзимом Q10. В частности, клет-

ки обрабатывали коэнзимом Q10 в концентрации 0, 50 или 100 мкМ. 

Образцы клеток для каждой клеточной линии, условия и обработки коэнзимом Q10 собирали в раз-

личные моменты времени после обработки, включая в себя через 24 и 48 ч после обработки. Для опреде-
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ленных клеток и при определенных условиях, образцы сред также собирали и анализировали. 

Исследование профиля изменений в общей клеточной экспрессии белка с помощью количественной 

протеомики проводили для образцов клеток и сред, собранных для каждой клеточной линии при каждом 

условии и с каждым "возмущающим воздействием окружающей среды", т.е. обработкой коэнзимом Q10, 

с применением описанных выше в подробном описании техник. 

Протеомные данные, собранные для каждой клеточной линии, перечисленной выше при каждом 

условии и с каждым возмущающим воздействием, и данные биоэнергетического профилирования, соб-

ранные для каждой клеточной линии при каждом условии и с каждым возмущающим воздействием, за-

тем обрабатывали с помощью системы REFS. Составную сеть с возмущающим воздействием создава-

ли из комбинированных данных, полученных от всех клеточных линий для одного конкретного условия 

(например, гипергликемии), подвергнутых возмущающему воздействию (CoQ10). Составную сеть без 

возмущающего воздействия создавали из комбинированных данных, полученных от всех клеточных ли-

ний для одинакового одного конкретного условия (например, гипергликемии), без возмущающего воз-

действия (без CoQ10). Аналогично, составную сеть с возмущающим воздействием создавали из комби-

нированных данных, полученных от всех клеточных линий для второго, контрольного условия (напри-

мер, нормальной гликемии), подвергнутых возмущающему воздействию (CoQ10). Составную сеть без 

возмущающего воздействия создавали из комбинированных данных, полученных от всех клеточных ли-

ний для одинакового второго, контрольного условия (например, нормальной гликемии), без возмущаю-

щего воздействия (без CoQ10). 

Каждый узел в описанных выше консенсусных составных сетях имитировали (путем увеличения 

или уменьшения в 10 раз) для создания имитационных сетей с применением REFS, как описано под-

робно выше в подробном описании. 

Площадь под кривой и кратность изменений для каждого ребра, соединяющего родительский узел с 

дочерним узлом в имитационных сетях, извлекали с помощью разработанной по заказу программы с 

применением языка программирования R, где язык программирования R представляет собой программ-

ную среду с открытым исходным кодом для статистических вычислений и графического вывода данных. 

Дельта сети создавали из имитированных составных сетей. Для создания дифференциальной сети 

для условия сахарного диабета/ожирения/сердечно-сосудистого заболевания в сравнении с нормальным 

состоянием в ответ на коэнзим Q10 (сеть дельта-дельта), проводили стадии сравнения, как проиллюстри-

ровано на фиг. 30, с помощью разработанной по заказу программы с применением языка программиро-

вания PERL. 

В частности, как показано на фиг. 30, обработка T1 относится к обработке коэнзимом Q10 и NG и 

HG относятся к нормогликемии и гипергликемии в качестве условий. Уникальные ребра из NG в дельта 

сети NG∩HG сравнивали с уникальными ребрами HGT1 в дельта сети HG∩HGT1. Ребра в области пере-

сечения NG и HGT1 представляют собой ребра HG, которые восстанавливаются до NG с T1. Ребра HG, 

восстановленные до NG с T1, накладывали на дельта сеть NG∩HG (показанную более темными кружка-

ми на фиг. 31) 

В частности, имитированную составную карту условия нормальной гликемии (NG) и имитирован-

ную составную карту условия гипергликемии (HG) сравнивали с применением разработанной по заказу 

программы Perl для создания уникальных ребер условия нормальной гликемии. Имитированную состав-

ную карту условия гипергликемии без обработки коэнзимом Q10 (HG) и имитированную карту условия 

гипергликемии с обработкой коэнзимом Q10 (HGT1) сравнивали с применением разработанной по заказу 

программы Perl для создания уникальных ребер условия гипергликемии с обработкой коэнзимом 

Q10(HGT1). Ребра в области пересечения уникальных ребер из условия нормальной гликемии (NG) и 

уникальные ребра из условия гипергликемии с обработкой коэнзимом Q10 (HGT1) идентифицировали с 

применением программы Perl. Эти ребра представляют факторы/сети, которые восстанавливаются до 

условия нормальной гликемии из условия гипергликемии с помощью обработки коэнзимом Q10. Сеть 

дельта-дельта гипергликемических ребер, восстановленных до нормальных с помощью обработки коэн-

зимом Q10, накладывали на дельта сеть нормальная гликемия ∩ гипергликемия. Образец наложенных 

сетей показан на фиг. 31. На фиг. 31 представлена иллюстративная дифференциальная сеть сахарный 

диабет/ожирение/сердечно-сосудистое заболевание условие в сравнении с нормальным условием в ответ 

на коэнзим Q10 (сеть дельта-дельта). Более темные кружки на фиг. 31 представляют собой идентифици-

рованные ребра, которые восстанавливались до условия нормальной гликемии из условия гипергликемии 

с помощью обработки коэнзимом Q10. Более светлые кружки на фиг. 31 представляют собой идентифи-

цированные уникальные ребра нормальной гликемии. 

Выходные данные из программ PERL и R вводили в Cytoscape, программу с открытым исходным 

кодом, для создания визуального представления сети дельта-дельта. 

Аналогично экспериментам, описанным выше для гипергликемии в сравнении с нормальным гли-

кемическим условием, имитированную составную сеть условия гиперлипидемии (комбинируя данные от 

всех связанных с сахарным диабетом/ожирением/сердечно-сосудистым заболеванием клеток, описанных 

выше) без обработки коэнзимом Q10 и имитированную составную сеть условия гиперлипидемии (ком-
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бинируя данные от всех связанных с сахарным диабетом/ожирением/сердечно-сосудистым заболеванием 

клеток, описанных выше) с обработкой коэнзимом Q10 сравнивали с применением программы Perl для 

создания уникальных ребер условия гиперлипидемии с обработкой коэнзимом Q10. Ребра в области пе-

ресечения уникальных ребер из условия нормальной липидемии и уникальных ребер из гиперлипидеми-

ческого условия с обработкой коэнзимом Q10 идентифицировали с применением программы Perl. Эти 

ребра представляют факторы/сети, которые восстанавливаются до условия нормальной липидемии из 

условия гиперлипидемии с помощью обработки коэнзимом Q10. Сеть дельта-дельта гиперлипидемиче-

ских ребер, восстановленных до нормальных с помощью обработки коэнзимом Q10, накладывали на 

дельта сеть нормальной липидемии ∩ гиперлипидемии. Образец наложенных сетей показан на фиг. 32. 

Более темные кружки на фиг. 32 представляют собой идентифицированные ребра, которые восстанавли-

вались до условия нормальной липидемии из условия гиперлипидемии с помощью обработки коэнзимом 

Q10. Более светлые кружки на фиг. 32 представляют собой идентифицированные уникальные ребра нор-

мальной липидемии. FASN идентифицировали как один важный фактор пути передачи сигнала, который 

модулирует эффект коэнзима Q10 в восстановлении гиперлипидемия до условия нормальной липидемии. 

Жирнокислотная синтаза - ферменты синтеза жирных кислот, такие как FASN, были вовлечены 

практически во все аспекты изменений метаболизма человека, такие как ожирение, устойчивость к инсу-

лину или дислипидемия. Ингибиторы FASN предложили в качестве ведущих молекул для лечения ожи-

рение, хотя молекулярные механизмы неизвестны (Mobbs et al. 2002). Было показано, что ингибиторы 

церуленин и синтетическое соединение С75- FASN характеризуются эффектом в снижении потребления 

пищи и приводят к потере массы тела (Loftus et al. 2000). 

Факт того, что FASN идентифицировали с помощью платформенной технологии, описанной в на-

стоящем документе, в качестве одного важного фактора в сигнальном пути, который модулирует эффект 

коэнзима Q10 в восстановления диабетического состояния до нормального, как показано на фиг. 32, под-

твердил точность этой сети дельта-дельта. Следовательно, другие новые факторы, идентифицированные 

в этой сети дельта-дельта, будут представлять собой потенциальные терапевтические факторы или ми-

шени лекарственных средств для дальнейшего исследования. 

Пример 4. Использование платформенной технологии для построения моделей индуцированной ле-

карственным средством кардиотоксичности. 

В настоящем примере описанную подробно выше в подробном описании платформенную техноло-

гию использовали для интеграции данных, полученных из разработанной по заказу модели кардиоток-

сичности и для идентификации новых белков/путей, управляющих патогенезом/токсичностью лекарст-

венных средств. Реляционные карты, полученные в результате настоящего анализа, предоставили био-

маркеры токсичности. 

В здоровом сердце сократительная функция зависит от баланса окисления жирных кислот и углево-

дов. Считается, что хронический дисбаланс в поглощении, утилизации, биогенезе и секреции в органел-

лах в нежировой ткани (сердце и печени) находится в центре митохондриального повреждения и дис-

функции и является ключевым участником в индуцированной лекарственными средствами кардиоток-

сичности. В настоящем документе авторы настоящего изобретения описывают системный подход, ком-

бинирующий белковые и липидные сигнатуры с функциональными анализами клинических результатов, 

в частности, рассматривая биоэнергетические параметры и функцию митохондриальной мембраны. Мо-

дели in vitro, содержащие диабетические и нормальные кардиомиоциты, дополненные избытком жирных 

кислот и гипергликемией, обрабатывали панелью лекарственных средств для создания сигнатур и потен-

циальных механизмов токсичности. Авторы настоящего изобретению продемонстрировали изменяю-

щиеся эффекты лекарственных средств в дестабилизации митохондрий путем разрушения компонента 

энергетического метаболизма на различных уровнях, включая в себя (i) дисрегуляцию транскрипцион-

ных сетей, которые контролируют экспрессию генов митохондриального энергетического метаболизма; 

(ii) индукцию GPAT1 и таффазина в диабетических кардиомиоцитах, тем самым инициируя синтез фос-

фолипидов de novo и ремоделируя митохондриальную мембрану; и (iii) измененное поведение жирной 

кислоты в диабетических кардиомиоцитах, влияя на поглощение, окисление жирной кислоты и синтез 

АТФ. Кроме того, авторы настоящего изобретения комбинировали мощность данных практических ла-

бораторных биологических экспериментов и ИИ, получая платформу для создания сети причинно-

следственных связей на основании байесовских моделей. Сети белков и липидов, которые являются се-

тями причинно-следственных связей для потери нормальной функции клеток, использовали для установ-

ления механизмов индуцированной лекарственными средствами токсичности из клеточных защитных 

механизмов. Этот новый подход будет служить в качестве мощного нового инструмента для понимания 

механизмов токсичности, при этом обеспечивая разработку более безопасных терапевтических средств, 

которые корректируют измененный фенотип. 

Кардиомиоциты человека подвергали воздействию условия, имитирующего диабетическую окру-

жающую среду, воздействию которой подвергаются связанные с заболеванием клетки in vivo. В частно-

сти, клетки подвергали воздействию гипергликемического условия и условия гиперлипидемии. Гиперг-

ликемическое условие индуцировали культивированием клеток в средах, содержащих 22 мМ глюкозы. 

Условие гиперлипидемии индуцировали культивированием клеток в средах, содержащих 1 мМ L-
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карнитин, 0,7 мМ олеиновой кислоты и 0,7 мМ линолевой кислоты. 

Клеточную модель, содержащую вышеупомянутые клетки, причем клетки подвергали воздействию 

каждого описанного выше условия, дополнительно "тщательно исследовали", подвергая клетки "возму-

щающему воздействию окружающей среды" путем обработки противодиабетическим лекарственным 

средством (T), которое, как известно, вызывает кардиотоксичность, молекулой восстановления (R) или 

как противодиабетическим лекарственным средством, так и молекулой восстановления (T+R). В частно-

сти, клетки обрабатывали противодиабетическим лекарственным средством; или обрабатывали молеку-

лой восстановления коэнзимом Q10 в концентрации 0, 50 или 100 мкМ; или обрабатывали как противо-

диабетическим лекарственным средством, так и молекулой восстановления коэнзимом Q10. 

Образцы клеток из каждого условия с каждым возмущающей обработкой собирали в различные 

моменты времени после обработки, включая в себя через 6 ч после обработки. Для определенных усло-

вий также собирали и анализировали образцы сред. 

Исследование профиля изменений общей клеточной экспрессии белков с помощью количественной 

протеомики проводили для образцов клеток и сред, собранных для каждого условия и с каждым "возму-

щающим воздействием окружающей среды", т.е. обработкой противодиабетическим лекарственным 

средством, обработкой коэнзимом Q10 или и тем и другим, с применением техник, описанных выше в 

подробном описании. Эксперименты в отношении транскрипционного профилирования проводили с 

применением системы амплификации Biorad cfx-384. После сбора данных (Ct) конечную кратность из-

менений по сравнению с контролем определяли с применением способа δCt, изложенного в протоколе 

производителя. Липидомные эксперименты проводили с применением масс-спектрометрии. Такие функ-

циональные анализы, как скорость потребления кислорода OCR, измеряли с использованием анализатора 

Seahorse, главным образом, как рекомендовано производителем. OCR регистрировали с помощью элек-

тродов в 7 мкл камере, построенной с картриджем, давящим на культуральный планшет Seahorse. 

Как показано на фиг. 35, транскрипционную сеть и экспрессию генов митохондриального энергети-

ческого метаболизма человека в диабетических кардиомиоцитах (кардиомиоцитах, подвергнутых воз-

действию гипергликемического условия и условия гиперлипидемии) сравнивали между обработками с 

возмущающим воздействием и без возмущающего воздействия. В частности, данные относительно тран-

скрипционной сети и экспрессии генов митохондриального энергетического метаболизма человека срав-

нивали между образцами диабетических кардиомиоцитов, обработанных противодиабетическим лекар-

ственным средством (T) и необработанных диабетических кардиомиоцитов (UT). Данные относительно 

транскрипционной сети и экспрессии генов митохондриального энергетического метаболизма человека 

сравнивали между образцами диабетических кардиомиоцитов, обработанных как противодиабетическим 

лекарственным средством, так и молекулой восстановления коэнзимом Q10 (T+R), и образцами необра-

ботанных диабетических кардиомиоцитов (UT). Сравнивая с данными от необработанных диабетических 

кардиомиоцитов, экспрессия определенных генов и транскрипция изменялись, когда диабетические кар-

диомиоциты обрабатывали противодиабетическим лекарственным средством. Продемонстрировали, что 

молекула восстановления коэнзим Q10 изменяет на противоположный токсический эффект противодиа-

бетического лекарственного средства и нормализует генную экспрессию и транскрипцию. 

Как показано на фиг. 36A, кардиомиоциты культивировали или в условии нормогликемии (NG), 

или в условии гипергликемии (HG) и обрабатывали или противодиабетическим лекарственным средст-

вом отдельно (T), или как противодиабетическим лекарственным средством, так и молекулой восстанов-

ления коэнзимом Q10 (T+R). Уровни экспрессии белка GPAT1 и TAZ для каждого условия и каждой об-

работки исследовали с помощью вестерн-блоттинга. Как GPAT1, так и TAZ положительно регулирова-

лись в находящихся в условиях гипергликемии и обработанных противодиабетическим лекарственным 

средством кардиомиоцитах. Когда находящиеся в условиях гипергликемии кардиомиоциты обрабатыва-

ли как противодиабетическим лекарственным средством, так и молекулой восстановления коэнзимом 

Q10, уровень подвергнутой положительной регуляции экспрессии белка GPAT1 и TAZ нормализовался. 

Как показано на фиг. 37A, эксперименты относительно митохондриальной скорости потребления 

кислорода (%) проводили для находящихся в условиях гипергликемии образцов кардиомиоцитов. Нахо-

дящиеся в условиях гипергликемии кардиомиоциты были или необработанными (UT), или обработан-

ными противодиабетическим лекарственным средством T1, которое, как известно, вызывает кардиоток-

сичность, или обработанными противодиабетическим лекарственным средством Т2, которое, как извест-

но, вызывает кардиотоксичность, или обработанными как противодиабетическим лекарственным средст-

вом T1, так и молекулой восстановления коэнзимом Q10 (T1+R) или обработанными как противодиабе-

тическим лекарственным средством Т2, так и молекулой восстановления коэнзимом Q10 (T2+R). Срав-

нивая с необработанными контрольными образцами, митохондриальная OCR снижалась, когда находя-

щиеся в условиях гипергликемии кардиомиоциты обрабатывали противодиабетическим лекарственным 

средством T1 или Т2. Тем не менее, митохондриальная OCR нормализовалась, когда находящиеся в ус-

ловиях гипергликемии кардиомиоциты обрабатывали как противодиабетическим лекарственным средст-

вом, так и молекулой восстановления коэнзимом Q10 (T1 + R или Т2 + R). 

Как показано на фиг. 37B, эксперименты относительно синтеза АТФ в митохондриях проводили 

для находящихся в условиях гипергликемии образцов кардиомиоцитов. Находящиеся в условиях гиперг-
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ликемии кардиомиоциты либо оставляли необработанными (UT), либо обрабатывали противодиабетиче-

ским лекарственным средством (T), либо обрабатывали как противодиабетическим лекарственным сред-

ством, так и молекулой восстановления коэнзимом Q10 (T+R). Сравнивая с необработанными контроль-

ными образцами, синтез митохондриальной АТФ подавлялся, когда находящиеся в условиях гипергли-

кемии кардиомиоциты обрабатывали противодиабетическим лекарственным средством (T). 

Как показано на фиг. 38, на основании собранных протеомных данных, белки, отрицательно регу-

лируемые обработкой лекарственным средством, снабжали комментариями с помощью терминов GO. 

Белки, вовлеченные в митохондриальный энергетический метаболизм, подвергались отрицательной ре-

гуляции, когда находящиеся в условиях гипергликемии кардиомиоциты обрабатывали противодиабети-

ческим лекарственным средством, которое, как известно, вызывает кардиотоксичность. 

Данные протеомного, липидомного анализа, транскрипционного профилирования, функциональ-

ных анализов и вестерн-блоттинга, собранные для каждого условия и с каждым возмущающим воздейст-

вием, затем обрабатывали с помощью системы REFS. Составные сети с возмущающим воздействием 

создавали из комбинированных данных, полученных от одного конкретного условия (например, гиперг-

ликемии или гиперлипидемии), подвергая каждому возмущающему воздействию (например, противо-

диабетическому лекарственному средству, CoQ10 или обоим воздействиям). Составные сети без возму-

щающего воздействия создавали из комбинированных данных, полученных от того же одного конкрет-

ного условия (например, гипергликемии или гиперлипидемии) без возмущающего воздействия (необра-

ботанные образцы). Аналогично, составные сети с возмущающим воздействием создавали из комбини-

рованных данных, полученных для второго, контрольного условия (например, нормальной гликемии), 

подвергая каждому возмущающему воздействию (например, противодиабетическому лекарственному 

средству, CoQ10 или обоим воздействиям). Составные сети без возмущающего воздействия создавали из 

комбинированных данных, полученных от того же второго, контрольного условия (например, нормаль-

ной гликемии), без возмущающего воздействия (необработанные образцы). 

Каждый узел в описанных выше консенсусных составных сетях имитировали (путем увеличения 

или уменьшения в 10 раз) для создания имитационных сетей с применением REFS, как описано под-

робно выше в подробном описании. 

Площадь под кривой и кратность изменений для каждого ребра, соединяющего родительский узел с 

дочерним узлом в имитационных сетях, извлекали с помощью разработанной по заказу программы с 

применением языка программирования R, где язык программирования R представляет собой программ-

ную среду с открытым исходным кодом для статистических вычислений и графического вывода данных. 

Дельта сети создавали из имитированных составных сетей. Для создания дифференциальной сети 

условия индуцированной лекарственным средством токсичности в сравнении с нормальным условием в 

ответ на противодиабетическое лекарственное средство (дельта сеть), проводили стадии сравнения, как 

проиллюстрировано на фиг. 39, с помощью разработанной по заказу программы с применением языка 

программирования PERL. 

В частности, как показано на фиг. 39, UT относится к сетям экспрессии белка необработанных кон-

трольных кардиомиоцитов в условии гипергликемии. Обработка T относится к сетям экспрессии белка 

обработанных противодиабетическим лекарственным средством кардиомиоцитов в условиях гипергли-

кемии. Уникальные ребра от T в UT∩T дельта сети представлены на фиг. 40. 

В частности, имитированную составную карту необработанных кардиомиоцитов в условии гиперг-

ликемии и имитированную составную карту обработанных противодиабетическим лекарственным сред-

ством кардиомиоцитов в условии гипергликемии сравнивали с применением разработанной по заказу 

программы Perl для создания уникальных ребер обработанных противодиабетическим лекарственным 

средством кардиомиоцитов в условии гипергликемии. Выходные данные из программ PERL и R вводили 

в Cytoscape, программу с открытым исходным кодом, для создания визуального представления дельта 

сети. Как показано на фиг. 40, сеть представляет дельта сети, которые управляются кардиотоксическими 

моделями обработанными противодиабетическим лекарственным средством в сравнении с необработан-

ными кардиомиоцитам в условии гипергликемии. 

Из дифференциальной сети условия индуцированной лекарственным средством токсичности в 

сравнении с нормальным условием, показанной на фиг. 40, идентифицировали белки, которые управля-

ют патофизиологией индуцированной лекарственным средством кардиотоксичности, такие как GRP78, 

GRP75, TIMP1, PTX3, HSP76, PDIA4, PDIA1, CA2D1. Указанные белки могут функционировать в каче-

стве биомаркеров для идентификации других индуцирующих кардиотоксичность лекарственных средств. 

Указанные белки также могут функционировать в качестве биомаркеров для идентификации средств, 

которые могут облегчать кардиотоксичность. Описанные в настоящем примере эксперименты демонст-

рируют, что подвергнутая возмущающему воздействию биология мембраны и измененное поведение 

жирных кислот в диабетических кардиомиоцитах, подвергнутых обработке лекарственным средством, 

представляют собой ключевой элемент индуцированной лекарственным средством токсичности. Инте-

грация данных и биология сетей предоставили возможность лучшего понимания кардиотоксичности и 

идентификации новых биомаркеров, прогностических для кардиотоксичности. 
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Пример 5. Использование платформенной технологии для осуществления мультипротеомики. 

Модели для выяснения ферментативной активности. 

Как правило, описанную в примере 1-4 выше платформенную технологию можно адаптировать для 

осуществления дополнительных способов для идентификации модулятора биологической системы или 

процесса заболевания. Способы используют модель для биологической системы с применением клеток, 

ассоциированных с биологической системой, для представления характерного аспекта биологической 

системы. Модель применяли для получения по меньшей мере трех уровней данных, а именно (i) первого 

набора данных, представляющего глобальную ферментативную активность в клетках, ассоциированных 

с биологической системой, (ii) второго набора данных, представляющего эффект глобальную фермента-

тивную активность на метаболиты или субстраты ферментов в клетках, ассоциированных с биологиче-

ской системой, и (iii) третьего набора данных, представляющего глобальные протеомные изменения в 

клетках, ассоциированных с биологической системой. Данные применяли для создания консенсусной 

сети причинно-следственных связей между глобальной ферментативной активностью, эффектом гло-

бальной ферментативной активности и глобальными протеомными изменениями. Консенсусную сеть 

причинно-следственных связей основывали исключительно на первом, втором и третьем наборах данных 

с применением программируемого вычислительного устройства (т.е. не на основании какой-либо другой 

известной биологической взаимосвязи). Консенсусную сеть причинно-следственных связей затем ис-

пользуют для идентификации причинно-следственной связи, уникальной для биологической системы, 

где по меньшей мере один ген или белок, ассоциированный с уникальной причинно-следственной свя-

зью, идентифицируют как модулятор биологической системы или процесса заболевания. 

В настоящем примере платформенную технологию адаптировали для осуществления техник муль-

типротеомики для измерения ферментативной активности и прямых эффектов этой активности на проте-

ом, тем самым, обеспечивая систему, которую можно использовать для понимания причинно-

следственных связей между ферментами и их метаболитами/субстратами в контексте глобальных изме-

нений в клеточном протеоме. Такие техники могут предоставить ценные сведения, поскольку, как про-

демонстрировано в настоящем примере, ферментативная активность может быть независима от экспрес-

сии фермента (например, активность отрицательно регулируется, а экспрессия положительно регулиру-

ется). Реляционные карты, полученные в результате такого анализа, могут предоставить мишени для ле-

чения заболевания, а также диагностические/прогностические маркеры, связанные с заболеванием. Такие 

мишени и маркеры могут включать терапевтические композиции и способы. Техники создания моделей, 

получения наборов данных, создания консенсусных сетей причинно-следственных связей и идентифика-

ции причинно-следственной связи, уникальной для биологической системы, обсуждают в кратком и под-

робном раскрытии настоящего изобретения и примерах выше. Дополнительные техники создания моде-

лей и получения наборов данных, представляющих глобальную ферментативную активность и эффект 

глобальной ферментативной активности на метаболиты или субстраты ферментов, представлены ниже. 

На фиг. 41A проиллюстрирован способ идентификации модулятора биологической системы или 

процесса заболевания, который использует мультипротеомные техники для установления ферментатив-

ной (например, киназной) активности. Во-первых, модель создавали в соответствии с платформенной 

технологией, причем клеточные линии подвергают воздействию условий, имитирующих заболевание, и 

тщательно исследуют, подвергая возмущающему воздействию окружающей среды (например, воздейст-

вию сорафениба в конкретном примере гепатоклеточной карциномы, представленном ниже). Контроль 

включают для сравнения. В-вторых, ферментативную активность и ее нижележащие эффекты отслежи-

вают в контексте глобальных протеомных изменений путем анализа (i) глобальной ферментативной ак-

тивности, (ii) конкретного эффекта ферментативной активности на протеом (например, метаболи-

ты/субстраты ферментативной активности), и (iii) глобального эффекта на клеточный протеом. В-

третьих, наборы данных анализируют в соответствии с платформенной технологией для идентификации 

представляющих интерес модуляторов. Например, модель злокачественной опухоли могут тщательно 

исследовать с помощью известного противоракового лекарственного средства - ингибитора киназы; эф-

фекты этого возмущающего воздействия на систему на глобальную киназную активность могут анализи-

ровать, наряду с полученными эффектами на фосфопротеом и полный протеом; и набор данных могут 

анализировать с помощью основанной на ИИ системы REFS. 

В настоящем примере гепатоклеточную карциному (HCC) выбирали для предоставления иллюстра-

тивного осуществления платформенной технологии. HCC представляет собой одну из ведущих причин 

связанной со злокачественными опухолями смертности во всем мире, занимающую третье место среди 

наиболее летальных злокачественных опухолей после карцином легких и желудка. Различная этиология, 

высокая заболеваемость/смертность, отсутствие диагностических маркеров для ранней диагностики и 

крайне изменчивое клиническое течение HCC препятствовали продвижениям в диагностике и лечении. 

После многих лет изучения HCC понимание молекулярных механизмов, действующих в HCC, остается 

неполным. Геномные, транскриптомные и сравнительные протеомные профили дали несколько ценных 

сведений для исследования HCC. Тем не менее, многие исследования фокусировались на одном аспекте 

клеточных изменений, связанных с HCC, затрудняя полное понимание биологических систем в их дейст-

вительной сложности и динамике. 
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Настоящий иллюстративный пример комбинирует мощность (i) клеточной биологии, (ii) интегри-

рованных платформ протеомики и платформы информатики, что создает белковые сети причинно-

следственных связей для выявления роли посттрансляционной модификации, например, фосфорилиро-

вания, и ферментов, которые участвуют в таких механизмах, например, киназ, в патофизиологии HCC. В 

частности, указанный подход включает основанную на активности протеомику, использующую зонды 

обогащения по доменам связывания АТФ и картирование фосфопротеома общих белков в клеточных 

моделях HCC. 

Мультикиназный ингибитор сорафениб, химиотерапевтическое средство первой линии для пациен-

тов с HCC на поздних стадиях, использовали для определения роли общей киназной активности и изме-

нений фосфорилирования белка, связанных с этим лечением. Клеточную линию HepG2 (АТСС регистра-

ционный № HB-8065) выбирали для моделирования клеток HCC и клеточную линию THLE2 (АТСС ре-

гистрационный № CRL-10149) выбирали для моделирования нормальных клеток печени. 

На фиг. 41B проиллюстрирован способ профилирования общего обогащения ферментом (например, 

киназой). Во-первых, получают клеточный лизат, включающий в себя целевой фермент (например, кина-

зу). Вторая стадия представляет собой связывание с зондом (например, зондом АТФ в случае киназы). 

Затем фермент обрабатывают и связанные с зондом фрагменты захватывают. Эти фрагменты можно ана-

лизировать (например, с помощью ЖХ-МС/МС) и, таким образом, идентифицировать соответствующий 

белок (например, посредством поиска в базе данный данных ЖХ-МС/МС). 

Наборы для обогащения киназой THERMO SCIENTIFIC PIERCE и зонды ACTIVX (инструк-

ции доступны от THERMO SCIENTIFIC и PIERCE Biotechnology www.thermoscientific.com/pierce) 

использовали для анализа глобальной ферментативной активности. Кратко, указанные и аналогичные 

наборы обеспечивают селективное мечение и обогащение АТФаз, включая в себя киназы, шапероны и 

метаболомические ферменты. Зонды АТФ и АДФ, как правило, представляют собой нуклеотидные про-

изводные, которые ковалентно модифицируют активный сайт ферментов с консервативными остатками 

лизина в сайте связывания нуклеотида. Например, структура детиобиотин-АТФ и детиобиотин-АДФ со-

стоит из модифицированного биотина, прикрепленного к нуклеотиду лабильной ацил-фосфатной связью. 

В зависимости от положения лизина в пределах активного сайта фермента, либо детиобиотин-АТФ, либо 

детиобиотин-АДФ может быть предпочтительным для мечения конкретных АТФаз. 

Как детиобиотин-АТФ, так и детиобиотин-АДФ может селективно обогащать, идентифицировать и 

определять профиль целевых классов ферментов в образцах или оценивать специфичность и аффинность 

ингибиторов ферментов. Многие АТФазы и другие связывающие нуклеотиды белки связывают нуклео-

тиды или ингибиторы, даже если они являются ферментативно неактивными; эти реагенты связывают 

как неактивные, так и активные ферменты в сложном образце. Предварительную инкубацию образцов с 

низкомолекулярными ингибиторами, которые конкурируют за зонды с активным сайтом, могут исполь-

зовать для определения аффинности связывания ингибитора и специфичности к мишени. 

Оценку мечения активного сайта можно осуществить или с помощью вестерн-блоттинга, или масс-

спектрометрии (МС). Для последовательности операций в вестерн-блоттинге меченные детиобиотином 

белки обогащают для анализа SDS-PAGE и последующего обнаружения с помощью конкретных антител. 

Для последовательности операций в МС меченные детиобиотином белки восстанавливают, алкилируют 

и ферментативно обрабатывают до пептидов. Только меченные детиобиотином пептиды с активным сай-

том обогащают для анализа с помощью ЖХ-МС/МС. Обе последовательности операций могут использо-

вать для определения связывания ингибитора с мишенью, но только последовательность операций в МС 

может идентифицировать глобальные мишени ингибитора и то, что мишенями не является. 

Наборы для TiO2 фосфопептидного обогащения и очищения THERMO SCIENTIFIC PIERCE 

(инструкции доступны от THERMO SCIENTIFIC и PIERCE Biotechnology 

www.thermoscientific.com/pierce) использовали для фосфопротеомного анализа. Кратко, указанные и ана-

логичные наборы могут обеспечить эффективное выделение фосфорилированных пептидов из комплекса 

и обработку фракционированного белка для анализа с помощью масс-спектрометрии (MS). Сферический 

пористый диоксид титана (TiO2), комбинированный с оптимизированными буферами, обеспечивает уси-

ленное обогащение и идентификацию фосфопептидов с минимальным неспецифическим связыванием. 

Формат спин-колонки является быстрым и простым в использовании и может обогатить до 100 мкг фос-

фопептидов из 300-1000 мкг образца обработанного белка. Оптимизированный протокол в наборах, ком-

поненты буферов и графитные спин-колонки дают в результате высокий выход чистых образцов фосфо-

пептидов, готовых к анализу МС. 

Фосфорилирование представляет собой модификацию белка, необходимую для таких биологиче-

ских функций, как передача сигнала в клетке, рост, дифференциация и деление и программируемая кле-

точная смерть. Тем не менее, фосфопептиды характеризуются высокой гидрофильностью и низким со-

держанием, что приводит к неэффективной хроматографии, ионизации и фрагментации. Обогащение 

фосфопептидами, следовательно, необходимо для успешного анализа МС. Набор для обогащения и очи-

щения фосфопептидов может совмещаться с лизисом, восстановлением, алкилированием, обработкой 

ферментами и графитными спин-колонками для обеспечения полного последовательности операций для 
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обогащения и идентификации фосфопептидов. 

Данные сравнительной протеомики, фосфопротеома и ферментативной активности интегрировали в 

основанную на ИИ REFS платформу информатики. Затем создавали сети причинно-следственных свя-

зей белкового взаимодействия, в частности из функциональной точки, а именно киназ-

ной/ферментативной активности и потенциальных мишеней, которые киназы могут фосфорилировать. 

Кроме того, с применением клеточных функциональных выходных данных определяют ферменты/ кина-

зы, которые модулируют фосфорилирование мишеней и управляют механизмами патофизиологического 

клеточного поведения. Иллюстративное осуществление, раскрытое в настоящем документе, облегчает 

определение глобальных характеристик клеточных ответов, проникает в механизмы хемочувствительно-

сти и потенциальных мишеней/биомаркеров для клинического ведения HCC. 

Материалы и способы. 

Клетки культивировали согласно следующему протоколу. День 1: HepG2/Hep3B - высеять 3,2×10
6
 

клеток в колбы для культуры T-75; 7,4×10
6
 клетки в колбы для культуры T-175; или 9,5×10

6
 клеток в 

колбы для культуры T-225. THLE-2 - высеять 1,3×10
6
 клеток в колбы для культуры T-75. День 2: через 

16-24 ч, с конфлюэнтностью 50-70% - добавить обработку. Контроль: DMSO в конечной концентрации, 

составляющей 0,01%. EGF: 500 нг/мл в 10 мМ уксусной кислоты. Сорафениб: 1 мкМ в 0,1% объеме в 

DMSO. День 3: через 24 ч после обработки, собрать клетки путем трипсинизации. Отмыть осадки 2 раза 

с помощью PBS перед замораживанием. 

Анализ глобальной ферментативной активности проводили согласно следующему протоколу. 

Лизис клеток. 

Свежеприготовленный лизирующий буфер - 5 М мочевины, 50 мМ трис-HCl pH 8,4, 0,1% SDS, 1% 

коктейль ингибиторов протеазы, 1% коктейль ингибиторов фосфатазы. 

1) Осадить клетки в 1,5-2 мл микроцентрифужных пробирках Эппендорфа центрифугированием 

при 2000 g в течение 5 мин и удалить супернатант. 

2) Отмыть клетки ресуспендированием осадка в PBS. Повторить отмывку еще раз. 

3) Добавить соответствующее количество лизирующего буфера к каждому образцу и перемешать 

вихревым способом. 

4) Инкубировать на льду в течение 10 мин с периодическим перемешиванием. 

5) Обработать ультразвуком каждый образец по завершения лизиса. 

6) Центрифугировать при верхнем пределе скорости в течение 15 мин. 

7) Перенести лизат (супернатант) в новую пробирку. 

Лизирующий буфер-замена. 

Использовали предварительно приготовленный реакционный буфер Pierce. 

Реакционный буфер - 20 мМ HEPES pH 7,4, 150 мМ NaCl, 0,1% TritonX-100. 

1) Открутить нижнюю крышку деминерализирующей спин-колонки Zeba и ослабить колпачок. 

2) Поместить в 15 мл коническую пробирку. 

3) Центрифугировать колонку при комнатной температуре при 1000 g в течение 2 мин для удаления 

раствора для хранения. 

4) Добавить 3 мл реакционного буфера к колонке. Центрифугировать при 1000 g в течение 2 мин 

для удаления буфера. Повторить еще 2 раза, удаляя буфер. 

а. Дополнительно центрифугировать при 1000 g в течение 2-3 мин, если есть избыток буфера при 

последней отмывке. 

5) Перенести колонку в новую коническую пробирку. 

6) Медленно нанести весь лизат в центр слоя смолы. 

7) Центрифугировать при 1000 g в течение 2 мин для сбора образца. Удалить колонку. 

8) Добавить 1:100 коктейль ингибиторов протеазы/фосфатазы к образцу и поместить на лед. 

а. Образцы можно заморозить в морозильной камере при -80°C. 

Точка остановки. 

Мечение образца с помощью зонда. 

Использовали предварительно приготовленный 1 М MgCl2 от Pierce. 

Приготовили свежий 1 М MnCl2. 

1) Определить концентрацию белка с применением анализа Бредфорда. 

2) Разбавить лизат водой до 2 мг/мл (2 мкг/мкл) по возможности. 

3) Перенести 2 мк в новую микроцентрифужную пробирку. 

4) Добавить 20 мкл 1 М MgCl2 к каждому образцу, перемешать, инкубировать в течение 1 мин при 

комнатной температуре. 

Примечание: конечная концентрация составляет 0,02 М MgCl2. 

5) Добавить 10 мкл 1 М MgCl2 к каждому образцу, перемешать, инкубировать в течение 1 мин при 

комнатной температуре. 

Примечание: конечная концентрация составляет 10 мМ MgCl2. 

6) Привести реагент АТФ/АДФ к комнатной температуре с помощью осушителя. Хранить остаток 
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при -80°C. 

7) Для 20 мкМ реакции - добавить 10 мкл воды высшей степени очистки к реагенту для получения 1 

мМ маточного раствора. 

8) Добавить 20 мкл маточного раствора АТФ/АДФ к каждому образцу и инкубировать в течение 1 ч 

при комнатной температуре. 

Восстановление и алкилирование меченного белка. 

Приготовить свежий раствор 10 М мочевины/50 мМ трис-HCl pH 8,4. 

1) Добавить 1 мл 10 М мочевины/50 мМ трис-HCl к каждой реакции. 

2) Добавить 100 мкл 200 мМ TCEP к каждому образцу. Инкубировать при 55°C в течение 1 ч. 

3) Добавить 100 мкл 375 мМ йодацетамида к каждому образцу. Инкубировать при комнатной тем-

пературе в течение 30 мин в темноте. 

Замена буфера. 

Приготовить свежий буфер для ферментативной обработки - 2 М мочевина, 200 мМ трис-HCl pH 8,4. 

1) Открутить нижнюю крышку деминерализирующей спин-колонки Zeba и ослабить колпачок. 

2) Поместить в 15 мл коническую пробирку. 

3) Центрифугировать колонку при комнатной температуре при 1000 g в течение 2 мин для удаления 

раствора для хранения. 

4) Добавить 3 мл буфера для ферментативной обработки к колонке. Центрифугировать при 1000 g в 

течение 2 мин для удаления буфера. Повторить еще 2 раза, удаляя буфер. 

а. Дополнительно центрифугировать при 1000 g в течение 2-3 мин, если есть избыток буфера при 

последней отмывке. 

5) Перенести колонку в новую коническую пробирку. 

6) Медленно нанести весь образец в центр слоя смолы. 

7) Центрифугировать при 1000 g в течение 2 мин для сбора образца. Удалить колонку. 

Ферментативная обработка меченого белка. 

1) Добавить трипсин в соотношении 1:50 (трипсин:белок). 

2) Инкубировать при 37°C со встряхиванием в течение ночи. 

Захват и элюирование меченого пептида. 

Приготовить свежий буфер для элюирования (50% ACN; 0,1% муравьиная кислота). 

1) Добавить 50 мкл суспензии к каждому обработанному трипсином образцу. Инкубировать в тече-

ние 1,5 ч при комнатной температуре с постоянным перемешиванием. 

2) Перенести образец на спин-колонку Pierce. Центрифугировать при 1000 g в течение 1 мин. Со-

брать элюат и сохранить. 

3) При 1000 g в течение 1 мин на отмывку. 

a. Отмыть смолу 3 раза с помощью 500 мкл 4 М мочевины/50 мМ трис-HCl pH 8,4. 

b. Отмыть смолу 4 раза с помощью 500 мкл PBS. 

c. Отмыть смолу 4 раза с помощью 500 мкл воды. 

4) Элюировать пептиды с помощью 75 мкл буфера для элюирования и инкубировать в течение 3 

мин. Повторить еще 2 раза, комбинируя фракции элюата. 

5) Лиофилизировать образцы в вакуумном концентраторе. 

Не использующее метки, 1-D разделение для анализа ЖХ-МС/МС. 

1) Как только образцы высушивали с помощью лиофилизации, ресуспендировать каждый образец в 

25 мкл 0,1% муравьиной кислоты. 

2) Перенести 10 мкл во флаконы для ЖХ-МС/МС. 

Мечение iTRAQ. 

1) Оставшиеся 15 мкл образцы полностью высушивали. 

2) Ресуспендировать образцы в 30 мкл 200 мМ TEAB. 

3) 15 мкл образца метили с помощью 30 мкл реагента iTRAQ и инкубировали в течение 2 ч при 

комнатной температуре. 

а. 6 мкл на образец объединяли для QCP. 

4) После мечения 8 мкл 5% гидроксамина добавляли для гашения в течение 15 мин при 4°C. 

5) Все MP объединяли вместе, высушивали, деминерализировали и ресуспендировали в 20 мкл 

0,1% муравьиной кислоты. 

С прибор Eksigent/LTQ Orbitrap возникли проблемы, поэтому MP высушивали и ресуспендировали 

в 18 мкл 20 мМ формиата аммония. 

Остатки на каждый образец. 

9 мкл элюата в 200 мМ TEAB в -80°C. 

MP в 20 мМ формиата аммония на приборе. 

Анализ фосфопротеина проводили согласно следующему протоколу. 

Протокол получения образца. 

1. Лизис клеток. 

a. Лизирующий буфер - 5 М мочевины, 50 мМ трис-HCl, 0,1% SDS, 1% коктейль ингибиторов про-
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теазы, 1% коктейль ингибиторов фосфатазы. 

b. Суспендировать осадок в соответствующем количестве лизирующего буфера. 

c. Перемешать вихревым способом и инкубировать в течение 10 мин на льду. Повторить. 

d. Обработать ультразвуком и инкубировать в течение 10 мин на льду. 

e. Центрифугировать при верхнем значении скорости в течение 15 мин. 

f. Повторно обработать ультразвуком, если лизат все еще вязкий/липкий. 

g. Перенести лизат в новую пробирку. 

2. Провести анализ Бредфорда для определения концентрации белка. 

3. Перенести 700 мкг белка (400 мкг для THLE-2) в новую микроцентрифужную пробирку с 45 мкл 

200 мМ TEAB. 

4. Восстановить с помощью 200 мМ TCEP при соотношении 5 мкл TCEP: 100 мкл объема в течение 

1 ч при 55°C. 

5. Алкилировать с помощью 375 мМ йодацетамида при соотношении 5 мкл йодацетамида:100 мкл 

объема при комнатной температуре в течение 30 мин в темноте. 

6. Осаждение ацетоном в 7-кратном объеме в течение ночи в -20°C. 

7. Ресуспендировать белок в 200 мМ TEAB в концентрации 50 мкг/мкл. Обработать с помощью 

трипсин в соотношении 1:40 (трипсин:белок) при 37°C в течение ночи. 

Во время приготовления колонки ресуспендировать образец пептида в 150 мкл буфера B. 

Приготовление колонки. 

1. Поместить переходник для центрифугирования колонки в пробирку-сборник и вставить TiO2 

спин-наконечник в переходник. 

2. Добавить 20 мкл буфера A. Центрифугировать при 3000 g в течение 2 мин. Удалить FT. 

3. Добавить 20 мкл буфера B. Центрифугировать при 3000 g в течение 2 мин. Удалить FT. 

Связывание фосфопептидов. 

1. Перенести спин-наконечник в чистую микроцентрифужную пробирку. 

2. Нанести суспендированный образец на спин-наконечник. Центрифугировать при 1000 g в тече-

ние 10 мин. 

3. Повторно нанести на спин-наконечник и центрифугировать 1000 g в течение 10 мин. Сохранить FT. 

4. Перенести спин-наконечник в новую микроцентрифужную пробирку. 

5. Отмыть колонку путем добавления 20 мкл буфера B. Центрифугировать при 3000 g в течение  

2 мин. 

6. Отмыть колонку путем добавления 20 мкл буфера A. Центрифугировать при 3000 g в течение  

2 мин. Повторить еще раз. 

Элюирование. 

1. Поместить спин-наконечник в новую пробирку-сборник. Добавить 50 мкл буфера для элюирова-

ния 1. Центрифугировать при 1000 g в течение 5 мин. 

2. С использованием этой же пробирки-сборника добавить 50 мкл буфера для элюирования 2 к 

спин-наконечнику. Центрифугировать при 1000 g в течение 5 мин. 

3. Подкислить элюированную фракцию путем добавления 100 мкл 2,5% муравьиной кислоты. 

Графитная очистка фосфопептидов. 

** Заменить TFA муравьиной кислотой, поскольку это окончательная очистка перед анализом 

ЖХ/МС/МС. 

Приготовление колонки. 

1. Удалить верхний и нижний колпачок из графитной спин-колонки. Поместить колонку в 1,5 мл 

микроцентрифужную пробирку. Центрифугировать при 2000 g в течение 1 мин для удаления буфера для 

хранения. 

2. Добавить 100 мкл 1 М NH4OH. Центрифугировать при 2000 g в течение 1 мин. Удалить FT. По-

вторить еще раз. 

3. Активировать графит путем добавления 100 мкл ацетонитрила. Центрифугировать при 2000 g в 

течение 1 мин. Удалить FT. 

4. Добавить 100 мкл 1% муравьиной кислоты. Центрифугировать при 2000 g в течение 1 мин. Уда-

лить FT. Повторить еще раз. 

Связывание и элюирование образца: элюирование = 0,1% FA + 50% ACN. 

1. Поместить колонку в новую пробирку-сборник. Нанести образец поверх слоя смолы. Дать про-

изойти связыванию в течение 10 мин с периодическим перемешиванием вихревым способом. 

2. Центрифугировать при 1000 g в течение 3 мин. Удалить FT. 

3. Поместить колонку в новую пробирку-сборник. Отмыть колонку путем добавления 200 мкл 1% 

FA. Центрифугировать при 2000 g в течение 1 мин. Удалить FT. Повторить еще раз. 

4. Поместить колонку в новую пробирку-сборник. Добавить 100 мкл 0,1% FA/50% ACN для элюи-

рования образца. Центрифугировать при 2000 g в течение 1 мин. Повторить еще 3 раза для общего элюи-

рования 400 мкл. 

5. Высушить образцы в вакуумном испарителе (SpeedVac). 
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HepG2 и Hep3B. 

Начать с 700 мкг белка. 

После обогащения TiO2 и графитной очистки фосфопептиды элюировали в 400 мкл 0,1% муравьи-

ной кислоты/50% ACN. 

400 мкл аликвоты с соотношением (400/700)* забирали из элюента и полностью высушивали. Ее 

ресуспендировали в 20 мкл 200 мМ TEAB для мечения iTRAQ. 

После мечение, образцы деминерализировали, высушивали и ресуспендировали в 20 мкл 0,1% му-

равьиной кислоты. 

Оставшуюся аликвоту полностью высушивали и ресуспендировали в 20 мкл 0,1% муравьиной ки-

слоты. 

10 мкл переносили во флаконы для не использующего метки анализа ЖХ-МС/МС. 

THLE-2. 

Собирали только 400 мкг белка. 

Весь белок обогащали с помощью TiO2 колонок и очищали с помощью графитных колонок. 

Элюаты высушивали, ресуспендировали в 20 мкл 200 мМ TEAB для мечения iTRAQ. 

После мечения образцы деминерализировали, высушивали и ресуспендировали в 20 мкл 0,1% му-

равьиной кислоты. 

Оставшиеся образцы. 

Образцы iTRAQ - на приборе в 20 мМ формиата аммония. 

Не содержащий меток HepG2/Hep3B - 10 мкл в 0,1% муравьиной кислоты в -80°C; 10 мкл в 0,1% 

муравьиной кислоты на приборе. 

Результаты. 

На фиг. 42 проиллюстрировано значительное снижение в активности ENO1, но не в экспрессии 

ENO1 в HepG2, обработанных сорафенибом. На фиг. 43 проиллюстрировано значительное снижение в 

активности PGK1, но не в PGK1 экспрессии белка в HepG2, обработанных сорафенибом. На фиг. 44 про-

иллюстрировано значительное снижение в активности LDHA в HepG2, обработанных сорафенибом. В 

каждом случае экспрессию ENO1 измеряли в единицах относительно образца QC и изменение активно-

сти ENO1 измеряли в единицах относительно контрольного, необработанного образца. 

Данные на фиг. 42-44 показывают, что для ENO1, LDHA и PGK1 в модели заболевания HCC, обра-

ботка клеток сорафенибом давала в результате положительную регуляцию экспрессии белка при одно-

временной отрицательной регуляции ферментативной активности белка. Таким образом, фосфопротеом 

предоставляет дополнительный слой информации, которую можно использовать для установления слож-

ной взаимосвязи между эффектом внеклеточного сигнала (например, молекулы лекарственного средства) 

на киназную активность и общий клеточный белок, тем самым облегчая идентификацию мишеней для 

лечения заболевания, а также диагностических/прогностических маркеров, связанных с заболеванием. 

На фиг. 45 проиллюстрирована (см. рамку слева) сеть причинно-следственных связей молекуляр-

ных взаимодействий, которую можно получить путем анализа полученного набора данных с применени-

ем основанной на ИИ системы REFS. Сеть можно использовать, например, для идентификации пред-

ставляющих интерес сетей, которые различным образом регулируются в нормальных клетках и клетках 

злокачественной опухоли (см. рамки посередине и справа соответственно). Такую информацию можно 

использовать для обеспечения мишеней для лечения HCC, а также диагностических/прогностических 

маркеров, связанных с HCC. 

На фиг. 46-51 проиллюстрировано, как двухмерное химический опрос онкогенных систем и муль-

тиомная интеграция сигнатур может выявить новые сигнальные пути, вовлеченные в патофизиологию 

злокачественной опухоли, тем самым, идентифицируя терапевтические мишени, релевантные биомарке-

ры и/или терапевтические средства. В частности, на фиг. 46-51 проиллюстрировано осуществление об-

щей методологии, показанной на фиг. 41 и в соответствии с различными способами, описанными в на-

стоящем документе. Как показано на фиг. 41, подход работает на базе "двухмерного химического опро-

са", при котором in vitro модели злокачественной опухоли и контроля тщательно исследовали с помощью 

ингибитора киназы (сорафениба) в первом измерении. Глобальные изменения киназной активности фик-

сировали с помощью второго измерения химического опроса, используя основанные на активности зон-

ды обогащения киназой. Киназы идентифицировали с помощью ЖХ-МС. Кроме того, изменения в фос-

фопротеоме в ответ на воздействие с ингибитором киназы фиксировали с применением способа обога-

щения фосфопротеином с последующей ЖХ-МС для идентификации белков. В итоге, получали количе-

ственные изменения в общей экспрессии белка. Полученные мультиомные данные интегрировали с при-

менением основанной на ИИ информатики, приводя к созданию управляемых данными сетей причинно-

следственных связей, представляющих дифференциальную киназную активность, управляющую фосфо-

рилированием белков, которые действуют в модели злокачественной опухоли, но не в "нормальной" мо-

дели. Интеграция этого дополнительного анализа показана в логически выведенных путях фиг. 46 и 47. 

Технология привела к открытию новых киназ и взаимосвязей, которые относятся к механизмам патофи-

зиологии злокачественной опухоли (например, фиг. 48-50). 

На фиг. 46 проиллюстрировано, как интеграция мультиомных данных, с использованием алгорит-
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мов следствия байесовских сетей, может привести к более глубокому пониманию сигнальных путей в 

гепатоклеточной карциноме. Желтые квадраты представляют данные посттранскрипционной модифика-

ции (фосфо), синие треугольники представляют основанные на активности данные (киназа) и зеленые 

кружки представляют протеомные данные. На фиг. 47 проиллюстрировано, как ауторегуляция и обрат-

ная регуляция с отрицательной обратной связью в сигнальных путях гепатоклеточной карциномы может 

быть логически выведена с помощью платформы. Квадраты представляют данные PMT (фосфо) (се-

рый/темный = киназа, желтый/светлый - отсутствие киназной активности), квадраты представляют осно-

ванные на активности данные (киназа) + протеомные данные (серый/темный = киназа, желтый/светлый - 

отсутствие киназной активности). Указанные анализы проводили с применением трехслойной мульти-

протеомной методологии, описанной выше и обобщенно приведенной на фиг. 41. Результаты этих анали-

зов показаны на фиг. 48-51 и обсуждаются подробно ниже. 

На фиг. 48-50 проиллюстрированы примеры причинно-следственной ассоциации в сигнальных пу-

тях, логически выведенной с помощью платформы. Названия киназ указаны на репрезентативных квад-

ратах и кружках, с причинно-следственными ассоциациями, указанными соединителями. На фиг. 48 

идентифицируют изоформы киназы CLTCL1, MAPK1, NME1, HIST1H2BA, RPS5, TMED4 и MAP4 и 

показывают логически выведенную взаимосвязь между ними. На фиг. 49 идентифицируют изоформы 

киназы HNRPDL, HNRNPK, RAB7A, RPL28, HSPA9, MAP2K2, RPS6, FBL, TCOF1, PGK1, SLTM, TUBB, 

PGK2, CDK1, MARCKS, HDLBP и GSK3B и показывают логически выведенную взаимосвязь между ни-

ми. На фиг. 50 идентифицируют изоформы киназы RPS5, TNRCBA, CLTCL1, NME1, MAPK1, RPL17, 

CAMK2A, NME2, UBE21, CLTCL1, HMGB2 и NME2 и показывают логически выведенную взаимосвязь 

между ними. Указанные изоформы киназы представляют потенциальные терапевтические мишени, мар-

керы и терапевтические средства. 

На фиг. 51 проиллюстрирована причинно-следственная ассоциация, выведенная с помощью плат-

формы. В частности, на фиг. 51 идентифицируют изоформы киназы EIF4G1, MAPK1 и TOP2A и показы-

вают логически выведенную взаимосвязь между ними. Эта взаимосвязь обеспечивает подтверждение для 

модели и способа, поскольку она соответствует опубликованной взаимосвязи между киназами EIF, 

MAPK и TOP. 

В заключение следует отметить, что основанный на мультиомике анализ активности фермента (на-

пример, киназы) представляет применимый способ определения нижележащих причинно-следственных 

связей между метаболитами и субстратами как функции поведения клеток. Аналогично, основанный на 

активности протеомный мониторинг изменений глобальной ферментативной активности в ответ на тера-

певтическое лечение может предоставить критически важное понимание динамики передачи сигнала в 

клетке по сравнению с мониторингом только общей клеточной экспрессии белков (например, фермен-

тов). Более того, было показано, что платформа может делать правильные заключения относительно сиг-

нальных путей и обратной регуляции с отрицательной обратной связью в онкогенных окружающих сре-

дах в отличие от нормальных окружающих сред и, следовательно, идентифицировать новые причинно-

следственные ассоциации в онкогенных сигнальных путях. Соответственно, технология обеспечивает 

идентификацию новых киназ и расшифровку механизмов действия ингибиторов киназ. 

Пример 6. Модель ангиогенеза in vitro и модуляция с помощью CoQ10. 

Введение: прогрессирование размера опухоли больше чем 2-5 мм нуждается в индукции ангиогене-

за для снабжения опухоли кислородом и питательными веществами. Ангиогенез происходит вследствие 

внутриопухолевого высвобождения клетками эндотелиальных митогенных факторов в ответ на гипок-

сию или генетическую мутацию, и в настоящее время в клинической разработке находятся многочислен-

ные эндогенные белки в качестве терапевтических мишеней антиангиогенеза, например VEGF и PlGF. В 

настоящем документе авторы исследовали коэнзим Q10 (CoQ10) in vitro, который в настоящее время на-

ходится в стадии исследования прогрессирования злокачественных опухолей на людях. 

Способы: определяющие поведение эндотелиальных клеток (HUVEC) пупочной вены человека ре-

шения, которые модулируют ангиогенный фенотип, изучали в присутствии 100 или 1500 мкМ CoQ10 

или вспомогательного вещества и сравнивали с необработанными контрольными клетками. Проводили 

анализ поведения эндотелиальных клеток в отношении апоптоза, пролиферации, миграции и образова-

ния трубок в 3-D MATRIGEL. 

Результаты: морфологический и проточно-цитометрический анализ положительных в отношении 

аннексина V/пропидиййодида клеток выявил увеличение апоптоза HUVEC в присутствии 1500 мкМ 

CoQ10 по сравнению со вспомогательным веществом или контрольными клетками. Наряду с увеличен-

ной клеточной смертью вследствие действия CoQ10, количество клеток HUVEC существенно снизилось 

в присутствии 1500 мкМ CoQ10. Для оценки потенциальных эффектов CoQ10 на эндотелиальную ми-

грацию HUVEC исследовали через 5 ч после клеточного клиренса, в эндотелиальном анализе методом 

зарастания царапины. Как CoQ10, так и вспомогательное вещество существенно ослаблял миграцию 

HUVEC в обеих концентрациях: 100 и 1500 мкМ, демонстрируя антимиграционную активность как 

вспомогательного вещества, так и CoQ10. Для определения того, обусловлена ли противоопухолевая ак-

тивность CoQ10 эффектами на прорастание эндотелиальных кровеносных сосудов, авторы настоящего 
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изобретения исследовали образование эндотелиальных трубок в культурах 3-D MATRIGEL с течением 

времени. Добавление вспомогательного вещества как в гель, так и наносимые сверху среды нарушало 

образование трубок по сравнению с контролем. Более того, добавление 1500 мкМ CoQ10 дополнительно 

нарушало образование трубок HUVEC по сравнению как со вспомогательным веществом, так и с кон-

трольными необработанными клетками. Эти эффекты отмечали не позже 24 ч после посева и вплоть до 

96 ч в культуре. Обобщая, указанные исследования показывают, что эффект CoQ10, вероятно, по мень-

шей мере частично, обусловлен ингибированием рекрутинга опухолью местного кровоснабжения для 

формирования новых сосудов. 

Эффект CoQ10 на эндотелиальную морфологию: эндотелиальные клетки пупочной вены человека 

(клетки HUVEC) обрабатывали в течение 24 ч с диапазоном концентраций CoQ10. Лекарственное сред-

ство наносили на конфлюэнтные клетки, которые сильно напоминают "нормальные" клетки, а также на 

субконфлюэнтные клетки, которые наиболее близко представляют ангиогенный фенотип пролифери-

рующих клеток. В конфлюэнтных культурах добавление увеличивающихся концентраций CoQ10 приве-

ло к более сильной ассоциации, удлинению и выравниванию EC. 5000 мкМ привела к малозаметному 

увеличению закругленных клеток (фиг. 52A). Ответ субконфлюэнтных эндотелиальных клеток на CoQ10 

отличался от ответа конфлюэнтных клеток (фиг. 52B). Эндотелий визуально не выглядел здоровым при 

концентрации 1000 мкМ CoQ10 и выше. Увеличенную клеточную смерть наблюдали с увеличением кон-

центраций CoQ10. 

CoQ10 характеризуется дивергентными эффектами на выживаемость эндотелиальных клеток: кон-

флюэнтные и субконфлюэнтные культуры клеток HUVEC обрабатывали в течение 24 ч с помощью 100 

или 1500 мкМ CoQ10 и анализировали в отношении положительных к пропидиййодиду апоптических 

клеток. Результаты показаны на фигурах 53A и 53B соответственно. CoQ10 оказывал защитное действие 

на EC, обработанные при конфлюэнтности, тогда как субконфлюэнтные клетки были чувствительными к 

CoQ10 и проявляли увеличенный апоптоз при концентрации 1500 мкМ CoQ10. Репрезентативные гисто-

граммы субконфлюэнтных контрольных EC (слева), 100 мкМ CoQ10 (посередине) и 1500 мкМ CoQ10 

(справа), демонстрирующие повышенные уровни апоптоза с увеличением концентраций CoQ10, показа-

ны на фиг. 53C. 

CoQ10 снижает количество и пролиферацию эндотелиальных клеток: субконфлюэнтные культуры 

клеток HUVEC обрабатывали в течение 72 ч с помощью 100 или 1500 мкМ CoQ10 и анализировали как в 

отношении количества клеток (фиг. 54A), так и пролиферации (фиг. 54B) с применением анализа вклю-

чения пропидиййодида (обнаруживает G2/M фазу ДНК). Высокие концентрации CoQ10 приводили к 

значительному снижению количества клеток и характеризовались дозозависимым эффектом на пролифе-

рацию EC. Репрезентативные гистограммы клеточной пролиферации, гейтированные на клетки в фазе 

G2/M клеточного цикла, демонстрирующие сниженную клеточную пролиферацию с увеличением кон-

центраций CoQ10 [фигура 54С, контрольные EC (слева), 100 мкМ CoQ10 (посередине) и 1500 мкМ 

CoQ10 (справа)]. 

CoQ10 снижает миграцию эндотелиальных клеток: клетки HUVEC выращивали до конфлюэнтно-

сти, исследуемой в отношении миграции с применением анализа методом зарастания царапины. 100 или 

1500 мкМ CoQ10 наносили в момент нанесения царапины и закрытие очищенной области подвергали 

мониторингу в течение 48 ч. 100 мкМ CoQ10 замедлял закрытие эндотелия по сравнению с контролем. 

Репрезентативные изображения в 0, 12, 24 и 36 ч представлены на фиг. 55. Добавление 1500 мкМ CoQ10 

предотвращало закрытие, даже вплоть до 48 ч (данные не показаны). 

CoQ10 нарушает образование эндотелиальных трубок: эндотелиальные клетки, растущие в 3-D 

матригеле, со временем образуют трубки. Наблюдали дифференциальные эффекты 100 мкМ и 1500 мкМ 

CoQ10 на образование трубок. Нарушенная межклеточная ассоциация и разрушение ранней трубчатой 

структуры был значительным при концентрации 1500 мкМ CoQ10. Интересно, что образование трубок 

действительно начиналось в присутствии 1500 мкМ CoQ10, тем не менее, процесс роста и формирования 

трубок нарушался в течение 48 ч. Изображения, показанные на фиг. 56, сделали через 72 ч. 

Результаты и заключение. 

Авторы настоящего изобретения исследовали потенциальные модулирующие ангиогенез эффекты 

CoQ10. CoQ10 представляет собой противораковое средство, находящееся в настоящее время на стадии 

исследования на людях в изучении солидных опухолей, который модулирует клеточный энергетический 

метаболизм. 

CoQ10 в низких дозах оказывал защитный эффект на конфлюэнтные эндотелиальные клетки, тогда 

как добавление CoQ10 к субконфлюэнтным клеткам приводило к увеличенному апоптозу, сниженному 

количеству клеток и являлось сильным ингибитором эндотелиальной пролиферации. Авторы настоящего 

изобретения демонстрируют дивергентные эффекты на конфлюэнтные и субконфлюэнтные клетки, что 

будет защищать "нормальную" сосудистую систему. 

Функциональная оценка способности эндотелиальных клеток мигрировать в 2-D анализах методом 

зарастания царапины выявила сильное ингибирование эндотелиальной миграции. Цейтраферная фото-

съемка выявила динамический эндотелиальный "фронт", которые не может закрыть очищенную зону в 

течение 2 дней культивирования/обработки. 



038600 

- 108 - 

Суспензия эндотелиальных клеток в 3-D матригеле приводит к образованию трубок с течением 

времени. С применением хорошо охарактеризованного анализа, который выявляет многие из факторов, 

играющих роль в ангиогенезе опухоли, авторы настоящего изобретения изучили эффект CoQ10 на обра-

зование эндотелиальных трубок. Добавление 100 мкМ CoQ10 характеризовалось умеренным эффектом 

образование трубок, тем не менее, добавление 1500 мкМ CoQ10 привело к сильному нарушению образо-

вания эндотелиальных трубок. 

Обобщенно, указанные результаты демонстрируют эффект CoQ10 на прорастание, миграцию и 

пролиферацию эндотелия и селективно индуцирует клеточную смерть в ангиогенных эндотелиальных 

клетках. 

Пример 7. Коэнзим Q10 дифференциально модулировал функциональные ответы в конфлюэнтных 

и субконфлюэнтных клетках HUVEC. 

Продемонстрировав дифференциальный эффект CoQ10 на клеточную пролиферацию и миграцию 

клеток HUVEC, растущих при конфлюэнтных и субконфлюэнтных условиях, исследовали эффекты 

CoQ10 на биохимические пути клеток HUVEC. 

Оценивали ответ клеток HUVEC на нормоксию и гипоксию в присутствии или при отсутствии 

CoQ10. В частности, клетки HUVEC выращивали в субконфлюэнтных и конфлюэнтных культурах в ус-

ловиях нормоксии или гипоксии, как описано в настоящем документе. Клетки также подвергали дейст-

вию 0, 100 или 1500 мкМ CoQ10. Содержание оксида азота (NO) и активных форм кислорода (ROS) оп-

ределяли с применением способов, представленных в настоящем документе. Как показано на фиг. 57, 

клетки HUVEC демонстрировали дифференциальное дозозависимое производство оксида азота (NO) и 

активных форм кислорода (ROS) в ответ на CoQ10 и гипоксию. 

Биоэнергетические показатели клеток HUVEC оценивали в присутствии различных концентраций 

CoQ10. В частности, клетки HUVEC выращивали в субконфлюэнтных или конфлюэнтных условиях при 

отсутствии или в присутствии CoQ10 (10, 100, 1500 мкМ). Скорости потребления кислород (OCR), как 

общую, так и митохондриальную, производство АТФ и коэффициент внеклеточного закисления (ECAR) 

оценивали с применением анализов Seahorse. Клетки HUVEC, растущие в субконфлюэнтных культурах, 

ограничивают митохондриальное потребление кислорода по сравнению с конфлюэнтными культурами, 

как показано на фиг. 58A-D ((A) общая OCR; (B) митохондриальная OCR; (C) АТФ; (D) ECAR. Добавле-

ние CoQ10 к субконфлюэнтным культурам возвращает митохондриальную OCR до конфлюэнтного 

уровня OCR (фиг. 58B). 

Пример 8. Применение функциональной протеомики и липидомики для выяснения антиангиоген-

ных механизмов CoQ10. 

Ангиогенез представляет собой ключевой фактор, обеспечивающий признак прогрессирования 

опухоли, который поставляет кислород и питательные вещества, которые необходимы для роста опухо-

левых клеток. Авторы настоящего изобретения исследовали антиангиогенные свойства CoQ10, противо-

опухолевого лекарственного средства, которое в настоящее время находится на стадии исследования 

прогрессирования злокачественных опухолей на людях. CoQ10 нарушает эндотелиальную миграцию в 

анализах "методом зарастания царапины" и образование трубок в анализах образования трубок в 3-D 

MATRIGEL. Добавление CoQ10 также нарушает эндотелиальную пролиферацию, что обнаружили с 

помощью клеток в G2/M фазе и белка ядерного антигена клеточной пролиферации (pCNA). CoQ10 инду-

цирует активацию каспазы 3 и увеличивает апоптоз ангиогенных/пролиферирующих эндотелиальных 

клеток, тогда как клеточная смерть непролиферирующих конфлюэнтных эндотелиальных клеточных 

культур снижается по сравнению с контролями. 

Для определения внутриклеточного протеомного профиля ангиогенных пролиферирующих эндоте-

лиальных клеток и непролиферирующих эндотелиальных клеток, использовали протеомный, липидом-

ный и функциональный протеомный подход. Протеомный анализ и липидомный анализ методом дробо-

вика проводили на LTQ-OrbiTrap-Velos и Vantage-QqQ соответственно. В функциональном протеомном 

подходе использовали основанные на активности зонды в комбинации со сравнительной протеомикой. 

Киназы и другие АТФазы, в частности, метили с помощью зондов обогащения АТФ-связывающим до-

меном, которые взаимодействуют с активными сайтами ферментов в их нативной конформации. Обога-

щение проводили посредством иммунопреципитации с помощью стрептавидиновой смолы. 

С применением интегрированных липидомных и протеомных платформ и основанной на ИИ плат-

формы байесовской информатики, которая генерирует липид-белковые функциональные протеомные 

сети причинно-следственных связей, идентифицировали новые белки, липиды и ферменты, которые мо-

дулируют ангиогенез. Обработанные CoQ10 клетки и сравнение нормальных и ангиогенных эндотели-

альных клеток использовали для зондирования глобальной киназной активности. Данные сравнительной 

протеомики и ферментативной активности интегрировали в основанную на ИИ платформу байесовской 

информатики для исследования сетей причинно-следственных функциональных белок-белковых взаимо-

действий для выяснения сложности и динамики ангиогенеза. Причинно-следственная интерактивная сеть 

показана на фиг. 59A-C. В частности, на фиг. 59A представлена полная мультиомная сеть причинно-

следственных взаимодействий липидов, белков и киназ. На фиг. 59B показан хаб обогащенной белком 

сети и на фиг. 59C показан хаб сети киназы, липидомики и функциональных конечных результатов. В 
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сетях белки показаны кружками, киназы показаны квадратами, липиды показаны ромбами и функцио-

нальная активность или клеточный ответ показаны восьмиугольниками. Представлены некоторые назва-

ния белков и киназ. Выходные данные из платформы подтвердили известные белковые взаимодействия. 

В заключение следует упомянуть, что с применением платформенной технологии исследовали ан-

тиангиогенные механизмы CoQ10 и уникальные характеристики пролиферирующих эндотелиальных 

клеток путем применения интегрированных функциональных протеомных анализов для определения 

глобальных изменений в ферментативной активности. Основанная на опросной "омике" платформа пра-

вильно выявляет клеточный интеллект. Подход конструирования основанных на ИИ сетей для анализа 

данных для установления причинно-следственных связей дает в результате практически реализуемый 

биологический интеллект. Более того, раскрытая платформа обеспечивает улучшенное понимание пато-

физиологии эндотелиальных клеток в ответ на сенсибилизирующее воздействие окружающей среды, 

изменение в метаболомическом статусе и производство адаптивных молекул для ослабления физиологи-

ческих возмущающих воздействий. 

Пример 9. Использование платформенной технологии для построения моделей ангиогенеза. 

В настоящем примере подробно описанную выше в подробном описании платформенную техноло-

гию используют для интеграции данных, полученных из разработанной по заказу модели ангиогенеза, и 

для идентификации новых белков/путей, управляющих ангиогенезом. Реляционные карты, полученные в 

результате настоящего анализа, обеспечивают биомаркеры ангиогенеза. 

Ангиогенез представляет собой результат сложной серии сигнальных путей, которые являются не 

до конца понятными. Ангиогенез играет роль в ряде патологических состояний, включая в себя без огра-

ничения злокачественную опухоль. Системный подход, комбинирующий белковые и липидные сигнату-

ры с анализами функциональных конечных результатов, в частности, изучением клеточных биоэнерге-

тических показателей и функции митохондриальной мембраны, предусмотрен в настоящем документе. 

Как продемонстрировано выше, субконфлюэнтные клетки HUVEC можно использовать для имитации 

ангиогенного состояния, тогда как конфлюэнтные клетки HUVEC можно использовать для имитации 

неангиогенного, т.е. нормального, состояния. 

В модели in vitro клетки HUVEC выращивают при условиях контактного ингибирования (например, 

конфлюэнтные культуры) или при условиях, в которых отсутствует контактное ингибирование (напри-

мер, субконфлюэнтные культуры, например, меньше чем приблизительно на 60% конфлюэнтные, мень-

ше чем приблизительно на 70% конфлюэнтные, меньше чем приблизительно на 80% конфлюэнтные, 

меньше чем приблизительно на 90% конфлюэнтные; трехмерные культуры; или культуры, в которых 

лоскут клеток удаляют с помощью "процарапывания" культуры), в присутствии или при отсутствии та-

кого средства воздействия окружающей среды, как ингибитор ангиогенеза, например, CoQ10, для созда-

ния сигнатур и выяснения потенциальных механизмов ангиогенеза. Протеомные и липидомные сигнату-

ры анализируют с применением платформенных способов, предусмотренных в настоящем документе. 

Биомаркеры ангиогенеза дополнительно подтверждают с применением практических лабораторных спо-

собов. Указанный подход служит мощным инструментом для понимания механизмов ангиогенеза, обес-

печивая идентификацию новых ангиогенных биомаркеров и разработку и испытание средств, которые 

модулируют ангиогенез. 

Эндотелиальные клетки пупочной вены человека подвергают действию условий, имитирующих 

воздействие ангиогенной окружающей среды, которой подвергаются относящиеся к заболеванию клетки 

in vivo. В частности, клетки выращивают в условиях, при которых рост ингибируется вследствие кон-

тактного ингибирования (т.е. нормальные клетки) или в условиях, при которых, по меньшей мере в части 

культуры, рост не ингибируется вследствие контактного ингибирования (т.е. ангиогенные клетки). С це-

лью упрощения такие клетки, выращиваемые в условиях, при которых, по меньшей мере в части культу-

ры, рост не ингибируется вследствие контактного ингибирования, в настоящем документе будут назы-

ваться неконфлюэнтными культурами. 

Клеточную модель, содержащую вышеупомянутые клетки, в которой клетки выращивают в кон-

флюэнтных или неконфлюэнтных культурах, дополнительно "тщательно исследуют", подвергая клетки 

"возмущающему воздействию окружающей среды" путем обработки средством, которое модулирует 

ангиогенез, например, средством, которое ингибирует ангиогенез. Например, клетки обрабатывают коэн-

зимом Q10 в различных концентрациях, например, одной или нескольких из 0, 50, 100, 250, 500, 750, 

1000, 1250 или 1500 мкМ. Как предусмотрено в настоящем документе, возмущающее воздействие может 

включать в себя механическое разрыв клеток, например, с помощью "процарапывания" культуры или 

субкультивирования клеток с низкой плотностью. 

Образцы клеток из каждого условия с обработкой каждым возмущающим воздействием собирали в 

различные моменты времени после обработки, например, через 6, 12, 18, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 или 

120 ч или в некоторые моменты времени между ними после обработки. Для определенных условий также 

собирают и анализируют образцы сред. Образцы можно анализировать в отношении одного или не-

скольких из следующих параметров: уровень экспрессии или активности белка, экспрессия генов и со-

держание липидов. 

Исследование профиля изменений общей клеточной экспрессии белков с помощью количественной 
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протеомики проводят для образцов клеток и сред, собранных для каждого условия и с каждым "возму-

щающим воздействием окружающей среды", т.е. обработкой коэнзимом Q10, с применением описанных 

выше в подробном описании техник. Эксперименты по транскрипционному профилированию проводят, 

например, с применением системы амплификации Biorad CFX-384. После сбора данных (Ct) конечную 

кратность изменений по сравнению с контролем определяют с применением, например, способа δCt, как 

изложено в протоколе производителя. Липидомные эксперименты проводят с применением масс-

спектрометрии. Такие функциональные анализы, как скорость потребления кислорода (OCR), измеряют, 

например, с использованием анализатора Seahorse, главным образом, как рекомендовано производите-

лем. OCR можно регистрировать с помощью электродов в 7 мкл камере, построенной с картриджем, да-

вящим на культуральный планшет Seahorse. 

В заключение следует отметить, что морфологический, ферментативный и проточно-

цитометрический анализ выявил сильные изменения в апоптозе, миграции, производстве оксида азота и 

ROS и биоэнергетическом потенциале в ответ на обработку CoQ10. Липидомный анализ выявил новые 

изменения в липидных путях, подавленных путем изменения митохондриальной функции и плотности 

клеток. Протеомная интеграция с использованием платформенных способов выявила неохарактеризо-

ванную ассоциацию внутриклеточной адаптации и передачи сигнала, направляемого митохондриальной 

модуляцией. Обобщая, эти исследования выявляют, что CoQ10 изменяет эндотелиальную миграцию, 

пролиферацию, апоптоз, продукцию оксида азота, ROS и белок/липидную архитектуру. В настоящем 

документе представлены новые механизмы, в которых противоопухолевая активность CoQ10 обусловле-

на метаболомическим взаимовлиянием ангиогенных и апоптических факторов для ингибирования опу-

холевого рекрутинга локального кровоснабжения для образования новых сосудов. Кроме того, протеом-

ная и липидомная адаптация была ассоциирована с интерактивными сетями, которые поддерживают фи-

зиологические потребности в эндотелиальных клетках в ответ на стимулы окружающей среды. Указан-

ные данные обеспечивают принципиальное понимание селективной адаптации опухолевого ангиогенеза 

за счет разрегулированных элементов, контролирующих митохондриальный метаболизм. 

Пример 10. Использование платформенной технологии для осуществления мультипротеомики. 

Модели для установления ферментативной активности. 

Как правило, описанную в примере 5 выше ферментативную платформенную технологию можно 

адаптировать для осуществления дополнительных способов для идентификации модулятора биологиче-

ской системы или процесса заболевания, такого как ангиогенез. Способы используют модель ангиогене-

за, содержащую клетки, связанные с ангиогенезом, для представления характерного аспекта ангиогенеза. 

Модель применяли для получения по меньшей мере трех уровней данных, а именно (i) первого набора 

данных, представляющего глобальную ферментативную активность в клетках, связанных с ангиогене-

зом, (ii) второго набора данных, представляющего эффект глобальной ферментативной активности на 

метаболиты или субстраты ферментов в клетках, связанных с ангиогенезом, и (iii) третьего набора дан-

ных, представляющего глобальные протеомные изменения в клетках, связанных с ангиогенезом. Допол-

нительные наборы данных представляли собой липидомные, транскриптомные, метаболомические и SNP 

данные. Данные применяли для создания консенсусной сети причинно-следственных связей между гло-

бальной ферментативной активностью, эффектом глобальной ферментативной активности и глобальны-

ми протеомными изменениями. Консенсусную сеть причинно-следственных связей основывают исклю-

чительно на первом, втором и третьем наборах данных с применением программируемого вычислитель-

ного устройства (т.е. не на основании какой-либо другой известной биологической взаимосвязи). Кон-

сенсусную сеть причинно-следственных связей затем используют для идентификации причинно-

следственной связи, уникальной для ангиогенеза, где по меньшей мере один ген или белок, связанный с 

уникальной причинно-следственной связью, идентифицируют как модулятор ангиогенеза. 

В настоящем примере платформенную технологию адаптировали для осуществления мультипроте-

омных техник для измерения ферментативной активности, связанной с ангиогенезом, и прямых эффектов 

этой активности на протеом; и тем самым, для обеспечения системы, которую можно использовать для 

понимания причинно-следственных связей между ферментами (например, киназами и/или протеазами) и 

их метаболитами/субстратами в контексте глобальных изменений в клеточном протеоме в ходе ангиоге-

неза. Такие техники могут предоставить ценные сведения, поскольку ферментативная активность может 

быть противоположна экспрессии фермента (например, активность отрицательно регулируется, а экс-

прессия положительно регулируется). Реляционные карты, полученные в результате такого анализа, мо-

гут предоставить мишени для лечения заболевания путем модуляции ангиогенеза, а также диагностиче-

ские/прогностические маркеры, связанные с ангиогенезом. Такие мишени и маркеры могут включать 

терапевтические композиции и способы. Техники создания моделей, получения наборов данных, созда-

ния консенсусных сетей причинно-следственных связей и идентификации причинно-следственных свя-

зей, уникальных для ангиогенеза, обсуждаются в кратком и подробном раскрытии настоящего изобрете-

ния и примерах выше. Дополнительные техники создания моделей и получения наборов данных, пред-

ставляющих глобальную ферментативную активность и эффект глобальной ферментативной активности 

на метаболиты или субстраты ферментов, представлены ниже. 
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Во-первых, модель создают в соответствии с платформенной технологией, в которой, например, 

клеточные линии подвергают воздействию условий, имитирующих заболевание, и тщательно исследуют, 

подвергая возмущающему воздействию окружающей среды (например, воздействию модулятора ангио-

генеза, например, CoQ10, авастина, ингибитора VEGF, ангиостатина, бевацизумаба, изменением кон-

флюэнтности клеток HUVEC). Контроль включали для сравнения. Во-вторых, ферментативную актив-

ность и ее нижележащие эффекты отслеживали в контексте глобальных протеомных изменений путем 

анализа (i) глобальной ферментативной активности, (ii) конкретного эффекта ферментативной активно-

сти на протеом (например, метаболиты/субстраты ферментативной активности), и (iii) глобального эф-

фекта на клеточный протеом. В-третьих, наборы данных анализируют в соответствии с платформенной 

технологией для идентификации представляющих интерес модуляторов. Например, ангиогенную модель 

можно тщательно исследовать с помощью известного модулятора ангиогенеза; можно анализировать 

эффекты этого возмущающего воздействия на систему на глобальную киназную активность, наряду с 

полученными эффектами на фосфопротеом и целый протеом; и набор данный можно анализировать с 

помощью основанной на ИИ системы REFS. 

Например, клетки HUVEC, выращиваемые при различных условиях, могут использовать для ими-

тации ангиогенных и нормальных (например, неангиогенных) состояний. Так как ангиогенез не проис-

ходит у взрослых людей, за исключением конкретных обстоятельств, например, при беременности, за-

живлении ран и т.д., присутствие ангиогенных маркеров, идентифицированных с применением указан-

ного подхода, может применяться в качестве маркеров-индикаторов болезненного состояния, например, 

злокачественной опухоли, ревматоидного артрита, возрастной макулярной дегенерации или диабетиче-

ской ретинопатии. 

Указанный иллюстративный пример комбинирует мощность (i) клеточной биологии, (ii) интегриро-

ванных платформ протеомики и платформы информатики, что генерирует сети белковых причинно-

следственных связей для выяснения роли посттрансляционной модификации, например, фосфорилиро-

вания, и ферментов, которые участвуют в таких механизмах, например, киназ, в ангиогенезе. В частно-

сти, указанный подход включает основанную на активности протеомику с использованием зондов обо-

гащения по АТФ-связывающим доменам и фосфопротеомное картирование общих белков в моделях ан-

гиогенеза. 

Данные сравнительной протеомики, фосфопротеома и ферментативной активности интегрируют в 

основанную на ИИ платформу информатики REFS. Затем создают сети причинно-следственных связей 

белкового взаимодействия, в частности, из функциональной конечной точки, а именно киназ-

ной/ферментативной активности и потенциальных мишеней, которые киназы могут фосфорилировать. 

Кроме того, с применением клеточных функциональных выходных данных определяют ферменты/ кина-

зы, которые модулируют фосфорилирование мишеней и управляют механизмом патофизиологического 

клеточного поведения. Иллюстративное осуществление, предусмотренное в настоящем документе, об-

легчает получение глобальных характеристик клеточных ответов, дает понимание механизмов ангиоге-

неза и предоставляет потенциальные мишени/биомаркеры для клинического ведения ангиогенеза. 

В качестве иллюстративного примера, клетки, представляющие нормальные клетки и ангиогенные 

клетки, выбирают для сравнения. Как продемонстрировано в настоящем документе, клетки HUVEC, ко-

торые выращивали в субконфлюэнтных культурах, демонстрируют характеристики ангиогенеза, тогда 

как конфлюэнтные клетки HUVEC этого не показывают. Обработка субконфлюэнтных культур клеток 

HUVEC с помощью CoQ10 сдвигает клетки HUVEC в неангиогенное состояние, как продемонстрирова-

но в настоящем документе. Как и в случае предусмотренных выше протеомных способов, способы ана-

лиза ферментативной активности могут включать в себя парный анализ клеток HUVEC, выращенных в 

любых условиях, и необязательно дополнительный анализ результатов из парного сравнения с результа-

тами из третьего набора данных. 

В качестве иллюстративного варианта осуществления собирают эквивалентные количества клеток 

HUVEC, культивированных в конфлюэнтных и неконфлюэнтных культурах, и клетки обогащают в от-

ношении присутствия представляющих интерес пептидов, например, фосфопептидов. Сравнительный 

анализ проводят, как в примере 5, для обнаружения изменений в ферментативной активности, связанной 

с ангиогенезом. 

Включение посредством ссылки. 

Содержание всех приведенных ссылок (включающих в себя литературные ссылки, патенты, па-

тентные заявки, GenBank Numbers в версии, доступной на дату подачи настоящей заявки, и веб-сайты), 

которые могут быть приведены в настоящем изобретении, явным образом полностью включены в на-

стоящий документ посредством ссылки, так же как и приведенные ссылки. В практическом использова-

нии настоящего изобретения будут использованы, если не указано иное, обычные техники состава белка, 

которые хорошо известны в настоящей области техники. 

Эквиваленты. 

Настоящее изобретение может быть осуществлено в других конкретных формах без отхода от сущ-

ности или существенных характеристик настоящего изобретения. Предшествующие варианты осуществ-
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ления, следовательно, следует рассматривать во всех отношениях как иллюстративные, а не ограничи-

вающие настоящее изобретение, описанное в настоящем документе. Объем изобретения, таким образом, 

определяется прилагаемой формулой изобретения, а не вышеприведенным описанием, и все изменения, 

которые подпадают под значение и диапазон эквивалентности формулы изобретения, следовательно, 

предназначены для включения в настоящий документ. 

Аминокислотные и кДНК последовательности для родственных белков 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ для идентификации модулятора биологической системы, включающий: 

(1) получения первого набора данных от модели для биологической системы, причем модель для 

биологической системы содержит клетки, связанные с биологической системой, причем первый набор 

данных представляет собой протеомные изменения в клетках, связанных с биологической системой; 

(2) получение второго набора данных от модели для биологической системы, причем второй набор 

данных представляет собой одну или более функциональных активностей или клеточных ответов этих 

клеток, связанных с биологической системой, причем указанная одна или более функциональных актив-

ностей или клеточных ответов клеток включает ферментативную активность и/или эффект активности 

ферментов на метаболиты или субстраты ферментов в клетках, связанных с биологической системой; 

(3) создание первой модели сети причинно-следственных связей, основанной на одной или более 

байесовских сетях причинно-следственных связей между протеомными изменениями и одной или более 

функциональными активностями или клеточными ответами, основанными исключительно на первом и 

втором наборе данных с использованием запрограммированной вычислительной системы, причем созда-

ние первой модели сети причинно-следственных связей не основано на любых известных биологических 

связях, отличных от первого и второго наборов данных, и причем создание первой модели сети причин-

но-следственных связей включает 

создание библиотеки фрагментов сети и определение вероятностного показателя, связанного с каж-

дым фрагментом сети, на основании первого набора данных и второго набора данных; 

создание ансамбля пробных сетей, причем каждая пробная сеть конструируется из другого под-

множества библиотеки фрагментов сети; и 

оптимизация ансамбля пробных сетей путем развития каждой пробной сети через локальные пре-

образования; 

(4) создание дифференциальной сети причинно-следственных связей из первой модели сети при-

чинно-следственных связей и второй модели сети причинно-следственных связей на основании данных о 

контрольных клетках; и 

(5) идентификацию причинно-следственной связи, уникальной в биологической системе, из создан-

ной дифференциальной сети причинно-следственных связей, причем по меньшей мере один фермент, 

связанный с уникальной причинно-следственной связью, идентифицируется в качестве модулятора био-

логической системы. 

2. Способ для идентификации модулятора патологического процесса, включающий: 

(1) получения первого набора данных от модели для патологического процесса, причем модель для 

патологического процесса содержит связанные с заболеванием клетки, и причем первый набор данных 

представляет собой протеомные изменения в связанных с заболеванием клетках; 

(2) получение второго набора данных от модели, причем второй набор данных представляет собой 

одну или более функциональных активностей или клеточных ответов связанных с заболеванием клеток, 

причем указанная одна или более функциональных активностей или клеточных ответов связанных с за-

болеванием клеток включает ферментативную активность и/или эффект активности ферментов на мета-

болиты или субстраты ферментов в связанных с заболеванием клетках; 

(3) создание первой модели сети причинно-следственных связей, основанной на одной или более 

байесовских сетях причинно-следственных связей между протеомными изменениями и одной или более 

функциональными активностями или клеточными ответами связанных с заболеванием клеток, основан-

ными исключительно на первом и втором наборе данных с использованием запрограммированной вы-

числительной системы, причем создание первой модели сети причинно-следственных связей не основано 

на любых известных биологических связях, отличных от первого и второго наборов данных, и причем 

создание первой модели сети причинно-следственных связей включает 

создание библиотеки фрагментов сети и определение вероятностного показателя, связанного с каж-

дым фрагментом сети, на основании первого набора данных и второго набора данных; 

создание ансамбля пробных сетей, причем каждая пробная сеть конструируется из другого под-

множества библиотеки фрагментов сети; и 

оптимизация ансамбля пробных сетей путем развития каждой пробной сети через локальные пре-

образования; 

(4) создание дифференциальной сети причинно-следственных связей из первой модели сети при-

чинно-следственных связей и второй модели сети причинно-следственных связей на основании данных о 

контрольных клетках; и 

(5) идентификацию причинно-следственной связи, уникальной в патологическом процессе, из диф-

ференциальной сети причинно-следственных связей, причем по меньшей мере один фермент, связанный 

с уникальной причинно-следственной связью, идентифицируется в качестве модулятора патологического 

процесса. 

3. Способ по п.1 или 2, при котором первый набор данных дополнительно содержит липидомные 

данные, характеризующие клетки, связанные с биологической системой, или патологический процесс. 



038600 

- 194 - 

4. Способ по п.3, при котором первая модель сети причинно-следственных связей создается между 

протеомными изменениями, липидомными данными, а также одной или более функциональными актив-

ностями или клеточными ответами клеток, причем указанная одна или более функциональных активно-

стей или клеточных ответов клеток, связанных с биологической системой, или связанных с заболеванием 

клеток, и причем указанная одна или более функциональных активностей или клеточных ответов клеток 

включает ферментативную активность и/или эффект ферментативной активности на по меньшей мере 

один метаболит или субстрат фермента. 

5. Способ по п.1 или 2, при котором первый набор данных дополнительно содержит один или более 

из липидомных, метаболомических, транскриптомных, геномных и SNP данных, характеризующих клет-

ки, связанные с биологической системой, или связанные с заболеванием клетки. 

6. Способ по п.1 или 2, при котором первый набор данных дополнительно содержит два или более 

из липидомных, метаболомических, транскриптомных, геномных и SNP данных, характеризующих клет-

ки, связанные с биологической системой, или связанные с заболеванием клетки. 

7. Способ по любому из п.5 или 6, при котором первая модель сети причинно-следственных связей 

создается среди протеомных изменений, одних или более из липидомных, метаболомических, транс-

криптомных, геномных и SNP данных и одной или более функциональными активностями или клеточ-

ными ответами клеток, связанных с биологической системой, или связанных с заболеванием клеток, и 

причем указанная одна или более функциональных активностей или клеточных ответов клеток, связан-

ных с биологической системой, или связанных с заболеванием клеток, включает ферментативную актив-

ность и/или эффект ферментативной активности на по меньшей мере один метаболит или субстрат фер-

мента. 

8. Способ по любому из пп.1-7, при котором глобальная ферментативная активность включает ки-

назную активность. 

9. Способ по любому из пп.1-8, при котором эффект от ферментативной активности на метаболиты 

или субстраты ферментов включает фосфопротеом клеток. 

10. Способ по любому из пп.1-9, при котором по меньшей мере одна киназа, связанная с уникаль-

ной причинно-следственной связью, идентифицируется в качестве модулятора биологической системы 

или патологического процесса. 

11. Способ по любому из пп.1-10, при котором второй набор данных дополнительно включает дан-

ные, указывающие на одно или более из пролиферации клеток, апоптоза, миграции клеток, формирова-

ния трубки, хемотаксиса, деградации внеклеточного матрикса, прорастания, уровня аденозинтрифосфата 

(АТФ), уровня активных форм кислорода (АФК), уровня окислительного фосфорилирования (OXPHOS), 

уровня скорости потребления кислорода (OCR) и уровня коэффициента внеклеточного закисления 

(ECAR). 

12. Способ по любому из пп.1-11, при котором первая модель сети причинно-следственных связей 

создается среди протеомных изменений, одних или более из липидомных, метаболомических, транс-

криптомных, геномных и SNP данных, и одной или более функциональными активностями или клеточ-

ными ответами клеток, и причем упомянутая одна или более функциональных активностей или клеточ-

ных ответов клеток включает ферментативную активность и/или эффект ферментативной активности на 

по меньшей мере один метаболит или субстрат фермента и дополнительно включает данные, указываю-

щие на одно или более из пролиферации клеток, апоптоза, миграции клеток, формирования трубки, хе-

мотаксиса, деградации внеклеточного матрикса, прорастания, уровня аденозинтрифосфата (АТФ), уров-

ня активных форм кислорода (АФК), уровня окислительного фосфорилирования (OXPHOS), уровня ско-

рости потребления кислорода (OCR) и уровня коэффициента внеклеточного закисления (ECAR). 

13. Способ по любому из пп.1 и 3-12, при котором модель биологической системы содержит свя-

занную с биологической системой культуру клеток in vitro. 

14. Способ по п.13, при котором данные о контрольных клетках получают из соответствующей 

культуры контрольных клеток in vitro. 

15. Способ по п.14, при котором модель биологической системы, содержащая культуру клеток in vi-

tro, связанных с биологической системой, подвергается возмущающему воздействию окружающей сре-

ды, и культура in vitro соответствующих контрольных клеток не подвергается возмущающему воздейст-

вию окружающей среды. 

16. Способ по любому из пп.2-12, при котором модель для патологического процесса содержит 

культуру связанных с заболеванием клеток in vitro. 

17. Способ по п.16, при котором данные о контрольных клетках получают из соответствующей 

культуры контрольных клеток in vitro. 

18. Способ по п.17, при котором модель для патологического процесса, содержащая культуру свя-

занных с заболеванием клеток in vitro, подвергается возмущающему воздействию окружающей среды, и 

соответствующая культура in vitro контрольных клеток не подвергается возмущающему воздействию 

окружающей среды. 

19. Способ по п.15 или 18, при котором возмущающее воздействию окружающей среды включает 

одно или более из контакта с биологически активным средством, изменения условий культивирования, 
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введения генетической модификации/мутации и введения наполнителя, который вызывает генетическую 

модификацию/мутацию. 

20. Способ по п.19, при котором возмущающее воздействие окружающей среды включает контак-

тирование клеток с ингибитором ферментативной активности. 

21. Способ по п.20, при котором ингибитор ферментативной активности представляет собой инги-

битор киназы. 

22. Способ по п.18, при котором возмущающее воздействие окружающей среды включает контак-

тирование клеток с CoQ10. 

23. Способ по п.20, при которых возмущающее воздействие окружающей среды дополнительно 

включает контактирование клетки с CoQ10. 

24. Способ по п.1 или 2, при котором запрограммированная вычислительная система получает все 

входные данные от первого и второго наборов данных, не применяя статистическую пороговую величи-

ну. 

25. Способ по п.1 или 2, при котором первая модель сети причинно-следственных связей дополни-

тельно дорабатывается путем моделирования in silico на основе входных данных, чтобы обеспечить уро-

вень достоверности предположения для одной или более причинно-следственных связей внутри первой 

модели сети причинно-следственных связей, и причем входные данные содержат некоторые или все дан-

ные в первом наборе данных и во втором наборе данных. 

26. Способ по п.1 или 2, при котором уникальная причинно-следственная связь идентифицируется 

как часть дифференциальной сети причинно-следственных связей, которая уникально присутствует в 

первой модели сети причинно-следственных связей, основанной на клетках, связанных с биологической 

системой, или связанных с заболеванием клетках, и отсутствует во второй модели сети причинно-

следственных связей, основанной на данных о контрольных клетках. 

27. Способ по п.15 или 18, при котором уникальная причинно-следственная связь идентифицирует-

ся как часть дифференциальной сети причинно-следственных связей, которая уникально присутствует в 

первой модели сети причинно-следственных связей, основанной на клетках, подвергнутых возмущаю-

щему воздействию окружающей среды, и отсутствует во второй модели сети причинно-следственных 

связей, основанной на данных о контрольных клетках. 

28. Способ по п.1 или 2, дополнительно включающий перед стадией (4) создание второй модели се-

ти причинно-следственных связей на основании данных о контрольных клетках. 

29. Способ по п.11, при котором уникальная причинно-следственная связь представляет собой связь 

между по меньшей мере одной парой, выбранной из группы, состоящей из экспрессии гена и содержания 

липида; экспрессии гена и содержания транскрипта; экспрессии гена и содержания метаболита; экспрес-

сии первого гена и экспрессии второго гена; экспрессии гена и наличия SNP; экспрессии гена и функ-

циональной активности; содержания липида и содержания транскрипта; содержания липида и содержа-

ния метаболита; содержания первого липида и содержания второго липида; содержания липида и нали-

чия SNP; содержания липида и функциональной активности; содержания первого транскрипта и содер-

жания второго транскрипта; содержания транскрипта и содержания метаболита; содержания транскрипта 

и наличия SNP; содержания первого транскрипта и уровня функциональной активности; содержания 

первого метаболита и содержания второго метаболита; содержания метаболита и наличия SNP; содержа-

ния метаболита и функциональной активности; наличия первого SNP и наличия второго SNP; и наличия 

SNP и функциональной активности. 

30. Способ по п.11, при котором идентифицированная уникальная причинно-следственная связь 

представляет собой связь между, по меньшей мере, содержанием липида, экспрессией гена и одной или 

более функциональными активностями, причем функциональная активность представляет собой киназ-

ную активность. 

31. Способ по п.2, при котором патологический процесс представляет собой злокачественную опу-

холь, сахарный диабет, ожирение, сердечно-сосудистое заболевание, связанную с возрастом макулярную 

дегенерацию, диабетическую ретинопатию или воспалительное заболевание. 

32. Способ по п.2, при котором патологический процесс включает ангиогенез. 

33. Способ по п.2, при котором патологический процесс включает гепатоцеллюлярную карциному, 

злокачественную опухоль легких, злокачественную опухоль молочной железы, злокачественную опухоль 

предстательной железы, меланому, карциному, саркому, лимфому, лейкемию, плоскоклеточную карци-

ному, злокачественную опухоль толстой и прямой кишок, злокачественную опухоль поджелудочной же-

лезы, злокачественную опухоль щитовидной железы, злокачественную опухоль эндометрия, злокачест-

венную опухоль мочевого пузыря, злокачественную опухоль почек, солидную опухоль, лейкоз, неход-

жкинскую лимфому или злокачественную опухоль с лекарственной устойчивостью. 

34. Способ идентификации модулятора ангиогенеза, включающий: 

(1) получение первого набора данных от модели ангиогенеза, причем модель ангиогенеза включает 

клетки, связанные с ангиогенезом, и причем первый набор данных представляет собой одни или более 

геномных данных, липидомных данных, протеомных данных, метаболомических данных, транскриптом-

ных данных и данных однонуклеотидного полиморфизма (SNP), характеризующих клетки, связанные с 
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ангиогенезом; 

(2) получение второго набора данных от модели ангиогенеза, причем второй набор данных пред-

ставляет собой одну или более функциональных активностей или клеточных ответов клеток, связанных с 

ангиогенезом; 

(3) создание первой модели сети причинно-следственных связей, основанной на одной или более 

байесовских сетях причинно-следственных связей между одним или более из геномных данных, липи-

домных данных, протеомных данных, метаболомических данных, транскриптомных данных и данных 

однонуклеотидного полиморфизма (SNP), характеризующих клетки, связанные с ангиогенезом, и одной 

или более функциональными активностями или клеточными ответами клеток, связанных с ангиогенезом, 

основанных исключительно на первом наборе данных и втором наборе данных с использованием запро-

граммированной вычислительной системы, причем создание первой модели сети причинно-

следственных связей не основано на любых известных биологических связях, отличных от первого набо-

ра данных и второго наборов данных, и причем создание первой модели сети причинно-следственных 

связей включает 

создание библиотеки фрагментов сети и определение вероятностного показателя, связанного с каж-

дым фрагментом сети, на основании первого набора данных и второго набора данных; 

создание ансамбля пробных сетей, причем каждая пробная сеть конструируется из другого под-

множества библиотеки фрагментов сети; и 

оптимизация ансамбля пробных сетей путем развития каждой пробной сети через локальные пре-

образования; 

(4) создание дифференциальной сети причинно-следственных связей из первой модели сети при-

чинно-следственных связей и второй модели сети причинно-следственных связей на основании данных о 

контрольных клетках; и 

(5) идентификацию причинно-следственной связи, уникальной в ангиогенезе, из созданной диффе-

ренциальной сети причинно-следственных связей, причем ген, липид, белок, метаболит, транскрипт или 

SNP, связанные с уникальной причинно-следственной связью, идентифицируются в качестве модулятора 

ангиогенеза. 

35. Способ идентификации модулятора ангиогенеза, включающий: 

(1) получение первого набора данных от модели ангиогенеза, причем модель ангиогенеза включает 

клетки, связанные с ангиогенезом, и причем первый набор данных представляет собой липидомные дан-

ные; 

(2) получение второго набора данных от модели ангиогенеза, причем второй набор данных пред-

ставляет собой одну или более функциональных активностей или клеточных ответов клеток, связанных с 

ангиогенезом; 

(3) создание первой модели сети причинно-следственных связей среди липидомных данных и одной 

или более функциональными активностями или клеточными ответами, основанными исключительно на 

первом наборе данных и втором наборе данных с использованием запрограммированной вычислитель-

ной системы, причем создание первой модели сети причинно-следственных связей не основано на лю-

бых известных биологических связях, отличных от первого набора данных и второго наборов данных, и 

причем создание первой модели сети причинно-следственных связей включает 

создание библиотеки фрагментов сети и определение вероятностного показателя, связанного с каж-

дым фрагментом сети, на основании первого набора данных и второго набора данных; 

создание ансамбля пробных сетей, причем каждая пробная сеть конструируется из другого под-

множества библиотеки фрагментов сети; и 

оптимизация ансамбля пробных сетей путем развития каждой пробной сети через локальные пре-

образования; 

(4) создание дифференциальной сети причинно-следственных связей из первой модели сети при-

чинно-следственных связей и второй модели сети причинно-следственных связей на основании данных о 

контрольных клетках; и 

(5) идентификацию причинно-следственной связи, уникальной в ангиогенезе, из созданной диффе-

ренциальной сети причинно-следственных связей, причем липид, связанный с уникальной причинно-

следственной связью, идентифицируется в качестве модулятора ангиогенеза. 

36. Способ по п.34 или 35, при котором второй набор данных, представляющий собой одну или бо-

лее функциональных активностей или клеточных ответов клеток, связанных с ангиогенезом, содержит 

ферментативную активность и/или эффект ферментативной активности на метаболиты или субстраты 

ферментов в клетках, связанных с ангиогенезом. 

37. Способ идентификации модулятора ангиогенеза, включающий: 

(1) получение первого набора данных от модели ангиогенеза, причем модель ангиогенеза включает 

клетки, связанные с ангиогенезом, и причем первый набор данных представляет собой одни или более из 

геномных данных, липидомных данных, протеомных данных, метаболомических данных, транскриптом-

ных данных и данных однонуклеотидного полиморфизма (SNP), характеризующих клетки, связанные с 

ангиогенезом; 
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(2) получение второго набора данных от модели ангиогенеза, причем второй набор данных пред-

ставляет собой одну или более функциональных активностей или клеточных ответов клеток, связанных с 

ангиогенезом, причем одна или более функциональных активностей или клеточных ответов включает 

ферментативную активность и/или эффект ферментативной активности на метаболиты или субстраты 

ферментов в клетках, связанных с ангиогенезом; 

(3) создание первой модели сети причинно-следственных связей среди одних или более из геном-

ных данных, липидомных данных, протеомных данных, метаболомических данных, транскриптомных 

данных и данных однонуклеотидного полиморфизма (SNP), характеризующих клетки, связанные с ан-

гиогенезом, и одной или более функциональными активностями или клеточными ответами клеток, свя-

занных с ангиогенезом, основанных исключительно на первом наборе данных и втором наборе данных с 

использованием запрограммированной вычислительной системы, причем создание первой модели сети 

причинно-следственных связей не основано на любых известных биологических связях, отличных от 

первого набора данных и второго наборов данных, и причем создание первой модели сети причинно-

следственных связей включает 

создание библиотеки фрагментов сети и определение вероятностного показателя, связанного с каж-

дым фрагментом сети, на основании первого набора данных и второго набора данных; 

создание ансамбля пробных сетей, причем каждая пробная сеть конструируется из другого под-

множества библиотеки фрагментов сети; и 

оптимизация ансамбля пробных сетей путем развития каждой пробной сети через локальные пре-

образования; 

(4) создание дифференциальной сети причинно-следственных связей из первой модели сети при-

чинно-следственных связей и второй модели сети причинно-следственных связей на основании данных о 

контрольных клетках; и 

(5) идентификацию причинно-следственной связи, уникальной в ангиогенезе, из созданной диффе-

ренциальной сети причинно-следственных связей, причем фермент, связанный с уникальной причинно-

следственной связью, идентифицируется в качестве модулятора ангиогенеза. 

38. Способ по п.36 или 37, при котором ферментативная активность включает киназную активность 

и эффект ферментативной активности на метаболиты или субстраты ферментов в клетках, связанных с 

ангиогенезом, содержит фосфопротеом клетки. 

39. Способ по п.36 или 37, при котором ферментативная активность включает протеазную актив-

ность. 

40. Способ по любому из пп.34-39, при котором модулятор стимулирует или способствует ангиоге-

незу. 

41. Способ по любому из пп.34-39, при котором модулятор ингибирует ангиогенез. 

42. Способ по любому из пп.34-41, при котором модель ангиогенеза, содержащая клетки, связанные 

с ангиогенезом, выбирают из группы, состоящей из культуры клеток in vitro модели ангиогенеза, крыси-

ной модели микрососудов аорты, модели сетчатки новорожденной мыши, модели хорион-аллантоисной 

мембраны (CAM), модели кармана роговицы с ангиогенными факторами роста, модели имплантации 

подкожной губки с ангиогенными факторами роста, модели имплантации MATRIGEL с ангиогенными 

факторами роста и модели имплантации опухоли. 

43. Способ по п.42, при котором модель ангиогенеза культуры in vitro выбирают из группы, со-

стоящей из анализа образования трубки MATRIGEL, миграционного анализа, анализа камеры Бойдена, 

анализа способом зарастания царапин. 

44. Способ по п.42 или 43, при котором клетки, связанные с ангиогенезом в модели культуры in vi-

tro, представляют собой эндотелиальные клетки пупочной вены человека (HUVEC). 

45. Способ по п.42, при котором ангиогенный фактор роста в модели кармана роговицы с ангиоген-

ный фактором роста, модели имплантации подкожной губки с ангиогенными факторами роста, модели 

имплантации MATRIGEL с ангиогенными факторами роста выбирают из группы, состоящей из FGF-2 

и VEGF. 

46. Способ по любому из пп.34-45, при котором клетки в модели ангиогенеза подвергаются возму-

щающему воздействию окружающей среды, и причем контрольные клетки, из которых получают данные 

о контрольных клетках, представляют собой идентичные клетки, не подвергнутые возмущающему воз-

действию окружающей среды. 

47. Способ по п.46, при котором возмущающее воздействие окружающей среды включает одно или 

более из контакта со средством, изменения в условиях культивирования, введенной генетической моди-

фикации или мутации, наполнителя, который вызывает генетическую модификацию или мутацию, и ин-

дукции ишемии. 

48. Способ по п.47, при котором средство представляет собой проангиогенное средство или антиан-

гиогенное средство. 

49. Способ по п.48, при котором проангиогенное средство выбирают из группы, состоящей из FGF-

2 и VEGF. 
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50. Способ по п.48, при котором антиангиогенное средство выбирают из группы, состоящей из ин-

гибиторов VEGF, антагонистов интегрина, ангиостатина, эндостатина, тумстатина, авастиана, сорафени-

ба, сунитиниба, пазопаниба и эверолимуса, растворимого VEGF-рецептора, ангиопоэтина 2, тромбос-

пондина 1, тромбоспондина 2, вазостатина, калретикулина, протромбина (kringle домена-2), фрагмента 

антитромбина III, ингибитора сосудистого эндотелиального роста (VEGI), секретируемого кислого белка, 

обогащенного цистеином (SPARC) и пептида SPARC, соответствующего домену фоллистатину белка (FS 

Е) и коэнзим Q10. 

51. Способ по п.47, при котором средство представляет собой ингибитор ферментативной активно-

сти. 

52. Способ по п.47, при котором средство представляет собой ингибитор киназной активности. 

53. Способ по п.34 или 37, при котором первый набор данных содержит уровни экспрессии белка 

и/или мРНК множества генов в геномном наборе данных. 

54. Способ по п.34 или 37, при котором первый набор данных включает в себя два или более из ге-

номных данных, липидомных данных, протеомных данных, обмена данными, транскриптомных данных, 

а также данных однонуклеотидного полиморфизма (SNP). 

55. Способ по п.34 или 37, при котором первый набор данных содержит три или более из геномных 

данных, липидомных данных, протеомных данных, метаболомических данных, транскриптомных дан-

ных, а также данных однонуклеотидного полиморфизма (SNP). 

56. Способ по любому из пп.34-37, при котором второй набор данных, представляющий одну или 

более функциональных активностей или клеточных ответов клеток, связанных с ангиогенезом, дополни-

тельно содержит данные, указывающие на одно или более из пролиферации клеток, апоптоза, миграции 

клеток, формирования трубки, ферментативной активности, хемотаксиса, деградации внеклеточного 

матрикса, прорастания, уровня аденозинтрифосфата (АТФ), уровня активных форм кислорода (АФК), 

уровня окислительного фосфорилирования (OXPHOS), уровня скорости потребления кислорода (OCR) и 

уровня коэффициента внеклеточного закисления (ECAR). 

57. Способ по п.56, при котором ферментативная активность представляет собой киназную актив-

ность. 

58. Способ по п.56, при котором ферментативная активность представляет собой протеазную ак-

тивность. 

59. Способ по любому из пп.34-37, при котором запрограммированная вычислительная система по-

лучает все входные данные от первого набора данных и второго набора данных, не применяя статистиче-

скую пороговую величину. 

60. Способ по любому из пп.34-37, при котором первая модель сети причинно-следственных связей 

дополнительно дорабатывается путем моделирования in silico на основе входных данных, чтобы обеспе-

чить уровень достоверности предположения для одной или более причинно-следственных связей внутри 

первой модели сети причинно-следственных связей, и причем входные данные содержат некоторые или 

все данные в первом наборе данных и во втором наборе данных. 

61. Способ по любому из пп.34-37, при котором уникальная причинно-следственная связь иденти-

фицируется как часть дифференциальной консенсусной сети причинно-следственных связей, которая 

уникально присутствует в первой модели сети причинно-следственных связей, основанной на клетках, 

связанных с ангиогенезом, и отсутствует во второй модели сети причинно-следственных связей, осно-

ванной на данных о контрольных клетках. 

62. Способ по любому из пп.34-61, при котором уникальная причинно-следственная связь пред-

ставляет собой связь между по меньшей мере одной парой, выбранной из группы, состоящей из экспрес-

сии гена и содержания липида; экспрессии гена и содержания транскрипта; экспрессии гена и содержа-

ния метаболита; экспрессии первого гена и экспрессии второго гена; экспрессии гена и наличия SNP; 

экспрессии гена и функциональной активности; содержания липида и содержания транскрипта; содер-

жания липида и содержания метаболита; содержания первого липида и содержания второго липида; со-

держания липида и наличия SNP; содержания липида и функциональной активности; содержания перво-

го транскрипта и содержания второго транскрипта; содержания транскрипта и содержания метаболита; 

содержания транскрипта и наличия SNP; содержания первого транскрипта и уровня функциональной 

активности; содержания первого метаболита и содержания второго метаболита; содержания метаболита 

и наличия SNP; содержания метаболита и функциональной активности; наличия первого SNP и наличия 

второго SNP и наличия SNP и функциональной активности. 

63. Способ по п.62, при котором функциональную активность выбирают из группы, состоящей из 

пролиферации клеток, апоптоза, функции органелл, миграции клеток, формирования трубки, фермента-

тивной активности, хемотаксиса, деградации внеклеточного матрикса, прорастания, уровня аденозин-

трифосфата (АТФ), уровня активных форм кислорода (АФК), уровня окислительного фосфорилирования 

(OXPHOS), уровня скорости потребления кислорода (OCR) и уровня коэффициента внеклеточного за-

кисления (ECAR). 

64. Способ по п.62 или 63, при котором функциональная активность представляет собой киназную 

активность или протеазную активность. 
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65. Способ по любому из пп.34-64, при котором идентифицированная уникальная причинно-

следственная связь представляет собой связь между, по меньшей мере, содержанием липидов, экспрес-

сией гена и одной или более функциональными активностями, причем функциональная активность пред-

ставляет собой киназную активность. 

66. Способ по любому из пп.34-65, дополнительно включающий перед стадией (4) создание второй 

модели сети причинно-следственных связей на основании данных о контрольных клетках. 
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