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(57) 1. Виділений розчинний рецептор IL-20, що
включає субодиницю L-20RA та субодиницю IL-
20RB, ковалентно зв’язані разом поліпептидним
лінкером або дисульфідним зв’язком, в якому суб-
одиниця IL-20RA являє собою поліпептид, що міс-
тить амінокислотну послідовність, вибрану з групи,
що складається з SEQ ID NO: 12, 38, 55, 63 і 65, а
субодиниця IL-20RB являє собою поліпептид, що
містить амінокислотну послідовність, вибрану з
групи, що складається з SEQ ID NO: 15, 59, 61, 67,
68 і 69.
2. Розчинний рецептор за п. 1, в якому субодиниця
IL-20RA та субодиниця IL-20RB зв'язані разом по-
ліпептидним лінкером.
3. Розчинний рецептор за п. 2, в якому поліпепти-
дний лінкер має приблизно 100-240 амінокислот-
них залишків.

4. Розчинний рецептор за п. 3, в якому поліпепти-
дний лінкер має приблизно 170 амінокислотних
залишків.
5. Розчинний рецептор за п. 1, в якому субодиниця
IL-20RA і субодиниця IL-20RB, кожна, мають полі-
пептидний лінкер, злитий з цією субодиницею, а
кожний з поліпептидних лінкерів має принаймні
один цистеїновий залишок, причому з цистеїном
від поліпептидного лінкера субодиниці IL-20RA та
з цистеїном від поліпептидного лінкера субодиниці
IL-20RB утворений принаймні один дисульфідний
зв'язок.
6. Розчинний рецептор за п. 5, в якому субодиниця
IL-20RA злита з усією константною зоною або з
ділянкою константної зони важкого ланцюга моле-
кули імуноглобуліну, а субодиниця IL-20RB злита з
усією константною зоною або з ділянкою констан-
тної зони легкого ланцюга молекули імуноглобулі-
ну,  а легкий ланцюг та важкий ланцюг зв'язані
один з одним дисульфідним зв’язком.
7. Розчинний рецептор за п. 6, в якому константна
зона важкого ланцюга складається з домену СН1,
домену СН2 та шарнірної послідовності, яка з'єд-
нує домен СН1 з доменом СН2.
8. Розчинний рецептор за п. 6, в якому субодиниця
IL-20RA, злита з константною зоною важкого лан-
цюга, є амінокислотною послідовністю, вибраною з
групи, що складається з SEQ ID NO: 23, 53, 54 і 62,
а субодиниця IL-20RB, злита з константною зоною
легкого ланцюга молекули імуноглобуліну, є амі-
нокислотною послідовністю, вибраною з групи, що
складається з SEQ ID NO: 21, 57, 58 і 60.
9. Розчинний рецептор за п. 5, в якому субодиниця
IL-20RB злита з усією константною зоною або з
ділянкою константної зони важкого ланцюга моле-
кули імуноглобуліну, а субодиниця IL-20RA злита з
усією константною зоною або з ділянкою констан-
тної зони легкого ланцюга молекули імуноглобулі-
ну,  а легкий ланцюг та важкий ланцюг зв'язані
один з одним дисульфідним зв’язком.
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10. Розчинний рецептор за п. 1, в якому субодини-
ці IL-20RA та IL-20RB зв'язані дисульфідним
зв’язком і в якому перша субодиниця є поліпепти-
дом з амінокислотною послідовністю, вибраною з
групи, що складається з SEQ ID NO: 53 і 54, а дру-
га субодиниця є поліпептидом з амінокислотною
послідовністю, вибраною з групи, що складається
з SEQ ID NO: 57 і 58.
11. Розчинний рецептор за п. 1, в якому субодини-
ці IL-20RA та IL-20RB зв'язані дисульфідним
зв’язком і в якому перша субодиниця є поліпепти-
дом з амінокислотною послідовністю, вибраною з
групи, що складається з SEQ ID NO: 23 і 62, а дру-
га субодиниця є поліпептидом з амінокислотною

послідовністю, вибраною з групи, що складається
з SEQ ID NO: 21 і 60.
12. Розчинний рецептор за п. 9, в якому констант-
на зона важкого ланцюга містить СН1 домен, СН2
домен і шарнірну послідовність, яка їх зв’язує.
13. Розчинний рецептор за п. 1, який являє собою
мультимерний, гетеродимерний або гетеротетра-
мерний рецепторний комплекс.
14. Розчинний рецептор за п. 1, який є глікозильо-
ваним або містить мітку спорідненості.
15. Розчинний рецептор за п. 14, в якому міткою
спорідненості є білок, зв'язуючий мальтозу, або
домен імуноглобуліну.

Цитокіни - це розчинні білки, які впливають на
ріст та диференціювання багатьох типів клітин. їхні
рецептори складаються з одного або більше білків
з цілісною мембраною, які зв'язують високоафін-
ний цитокін та трансдукують цей акт зв'язування
до клітини через цитоплазматичні ділянки конкре-
тних субодиниць рецептора. Рецептори цитокіну
було згруповано в декілька класів на основі подіб-
ностей їхніх позаклітинних доменів зв'язування
ліганду. Наприклад, ланцюги рецептора, які відпо-
відають за зв'язування та/або трансдукцію ефекту
інтерферонів, є членами сімейства рецепторів
цитокіну типу II  (СРЦ2),  яке базується на позаклі-
тинному домені з характерним залишком 200. Ви-
явлена in vivo активність цих інтерферонів показує
величезний клінічний потенціал та необхідність
інших цитокінів, речовин, що мають спорідненість
до цитокіну та речовин-антагоністів цитокіну. Деякі
цитокіни утягнуті в ряд запальних процесів і мо-
жуть провокувати такі хвороби, як ревматоїдний
артрит, хворобу Крона, псоріаз, порок серця і т.д.
Отже,  існує необхідність виявлення цитокінів та
їхніх рецепторів, які беруть участь у виникненні
запалення. Потім можна буде використовувати
такі виділені розчинні рецептори цитокіну для інгі-
бування запалення, посередником якого є цитокін.

Фіг.1-8 - схематичні зображення різних варіан-
тів розчинного рецептора, запропонованого даним
винаходом.

Виходячи із згаданої необхідності, даний ви-
нахід пропонує нещодавно виявлений розчинний
рецептор до інтерлейкіну-20 (IL-20). Цей розчин-
ний рецептор можна застосовувати для знижуючо-
го регулювання IL-20 і, таким чином, лікування
хвороб, що протікають із запаленням, наприклад
псоріазу та запалення легенів.

IL-20 раніше мав назву "Zcyto 10" [міжнародна
патентна заявка № WO 99/27103] і містить аміно-
кислотні послідовності SEQ ID NOs: 1-9. Рецептор
до IL-20 складається з двох ланцюгів, альфа-
ланцюга і бета-ланцюга. Альфа-ланцюг, надалі
іменований IL-20RA, раніше мав назву Zcyto R7
[патент США №5945511]. Бета-ланцюг, надалі іме-
нований Il-20RB, раніше мав назву DIRS1 [міжна-
родна патентна заявка № PCT/US 99/03735]. Да-
ний винахід пропонує розчинний рецептор, який

складається з позаклітинного домену IL-20RA та
позаклітинного домену IL-20RB.

Даний винахід стосується виділеного розчин-
ного рецептора, що складається з субодиниці "IL-
20RA" та субодиниці "IL-20RB", де субодиниця IL-
20RA являє собою поліпептид з амінокислотною
послідовністю, вибраною з групи, що складається
з SEQ ID NOs: 12, 38, 55, 63 і 65, а субодиниця IL-
20RB являє собою поліпептид з амінокислотною
послідовністю, вибраною з групи, що складається
з SEQ ID NOs: 15, 59, 61, 67, 68 і 69. Субодиниці
IL-20RA та IL-20RB зазвичай зв'язані разом за до-
помогою поліпептидного лінкера. Зв'язування мо-
жна здійснювати будь-яким способом, але, як пра-
вило, це пептидний зв'язок або дисульфідний
зв'язок між поліпептидом, з'єднаним з субодини-
цею IL-20RA, та поліпептидом, з'єднаним з суб-
одиницею IL-20RB. Об'єктом даного винаходу є
також виділені полінуклеотиди, які кодують нові
поліпептиди Il-20RA та IL-20RB, запропоновані
даним винаходом.

В одному варіанті субодиниця IL-20RA злита з
константною зоною важкого ланцюга молекули
імуноглобуліну (Ig) або з ділянкою константної
зони, а субодиниця IL-20RB злита з константною
зоною легкого ланцюга молекули Ig таким чином,
що константна зона легкого ланцюга дисульфідно
зв'язана з константною зоною важкого ланцюга, як
правило з цистеїновим залишком в шарнірній зоні
важкого ланцюга. Може бути навпаки: субодиниця
IL-20RA може бути злитою з константною зоною
легкого ланцюга молекули Ig, а субодиниця IL-
20RB може бути злитою з константною зоною важ-
кого ланцюга молекули Ig.

В ще одному варіанті запропонованого роз-
чинного рецептора субодиниця IL-20RA злита з
константною зоною важкого ланцюга молекули Ig,
являє собою амінокислотну послідовність, вибрану
з групи, що складається з SEQ ID NOs: 23, 53, 54 і
62, а субодиниця IL-20RB, злита з константною
зоною легкого ланцюга молекули Ig, являє собою
амінокислотну послідовність, вибрану з групи, що
складається з SEQ ID NOs: 21, 57, 58 і 60.

Заявлено також білок з першим поліпептидом
та другим поліпептидом, в якому перший поліпеп-
тид являє собою амінокислотну послідовність SEQ
ID NO 66, а другий поліпептид - амінокислотну
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послідовність, вибрану з групи, що складається з
SEQ ID NOs: 70 і 71. Отриманий в результаті білок
можна застосовувати для генерації антитіл проти
субодиниці IL-20RA та субодиниці IL-20RB.

Визначення термінів
Перед детальним викладанням даного вина-

ходу для кращого його розуміння корисно визна-
чити наступні терміни.

Терміни "амінокінцевий" та "карбоксикінцевий"
використано в даному описі для позначення поло-
жень в поліпептидах.  В контексті,  де це можливо,
ці терміни використано з посиланням на конкретну
послідовність або ділянку поліпептиду для позна-
чення просторової близькості або відносного по-
ложення. Наприклад, певна послідовність, розта-
шована карбоксикінцево до контрольної
послідовності в поліпептиді, знаходиться найбли-
жче до місця прикріплення до карбоксильного кін-
ця контрольної послідовності, але необов'язково
на карбоксильному кінці повного поліпептиду.

В даному описі термін "білок, злитий з антиті-
лом" означає рекомбінантну молекулу, яка вклю-
чає компонент антитіла та терапевтичний агент.
Прикладами терапевтичних агентів, що підходять
для таких злитих білків, є імуномодулятори (зли-
тий білок "антитіло-імуномодулятор") та токсини
(злитий білок "антитіло-токсин").

Термін "пара комплемент-антикомплемент"
означає неідентичні частини, які утворюють неко-
валентно зв'язану стабільну пару за відповідних
умов. Наприклад, біотин та авідин (або стрептові-
дин) є прототипними членами пари комплемент-
антикомплемент. Іншими прикладами пар компле-
мент-антикомплемент є: пари рецептор-ліганд,
пари антитіло-антиген (або гаптен, або епітоп),
пари смисловий-антисмисловий полінуклеотид і
т.п. У тих випадках, коли потрібна подальша дисо-
ціація пари комплемент-антикомплемент, краще
якщо ця пара має афінність зв'язування <109M-1.

Термін "комплементи молекули полінуклеоти-
ду" - це молекула полінуклеотиду з комплемента-
рною послідовністю основ та зворотною орієнтаці-
єю порівняно з контрольною послідовністю.
Наприклад, послідовність 5' ATGCACGGG 3' є
комплементарною до 5' CCCGTGCAT 3'.

Термін "контиг" означає полінуклеотид, який
має суміжний відрізок ідентичної або комплемен-
тарної послідовності по відношенню до іншого
полінуклеотиду. Кажуть, що суміжні послідовності
"перекривають" конкретний відрізок полінуклеоти-
дної послідовності або повністю, або вздовж част-
кового відрізка даного полінуклеотиду. Наприклад,
характерними контигами до полінуклеотидної по-
слідовності 5'-ATGGCTTAGCTT-3' є 5'-
TAGCTTgagtct-3'та 3'-gtcgacTACCGA-5'.

Термін "вироджена нуклеотидна послідов-
ність" означає послідовність нуклеотидів, яка
включає один або більше вироджених кодонів (по-
рівняно з контрольною молекулою полінуклеотиду,
яка кодує поліпептид). Вироджені кодони містять
різні триплети нуклеотидів, але кодують один і той
же амінокислотний залишок (тобто триплети GAU і
GAC, кожний, кодують аспарагінову кислоту (Asp)).

Термін "вектор експресії" використано для по-
значення молекули ДНК, лінійної або кільцевої,
яка включає сегмент, що кодує потрібний поліпеп-

тид, функціонально зв'язаний з додатковими сег-
ментами, що забезпечують його транскрипцію.
Такі додаткові сегменти включають послідовність
промотора і термінатора і можуть також включати
одну або більше точок початку реплікації, один або
більше селектованих маркерів, енхансер, сигнал
поліаденілювання тощо. Вектори експресії, як пра-
вило, походять від плазмідної або вірусної ДНК,
або можуть містити елементи обох.

Термін "виділений" стосовно полінуклеотиду
означає, що цей полінуклеотид було видалено з
його природного генетичного середовища, і він,
таким чином, є вільним від інших посторонніх або
небажаних кодуючих послідовностей і перебуває у
формі, придатній для використання в створених
шляхом генної інженерії білоксинтезуючих систе-
мах. Такі виділені молекули є відокремленими від
їхнього природного середовища і включають кДНК
і геномні клони. Згідно з даним винаходом виділені
молекули ДНК вільні від інших генів, з якими вони
зазвичай асоційовані, але можуть включати при-
родно існуючі нетрансльовані 5'- і 3'-зони, напри-
клад промотори і термінатори. Ідентифікація асо-
ційованих зон очевидна для фіхівців в цій галузі
[див., наприклад, Dynan and Tijan, Nature 316: 774-
78 (1985)].

"Виділений" поліпептид або білок перебувають
у стані, відмінному від його природного середови-
ща, наприклад окремо від крові та тканини твари-
ни. У кращій формі виділений поліпептид є віль-
ним від інших поліпептидів, зокрема інших
поліпептидів тваринного походження. Краще за-
безпечити високочисту форму поліпептидів, тобто
більш ніж 95% чистоти, ще краще більш ніж 99%
чистоти. При використанні в даному контексті тер-
мін "виділений" не включає наявності цього самого
поліпептиду в альтернативних фізичних формах,
наприклад у вигляді димеру або, навпаки, у вигля-
ді глікозильованих або дериватизованих форм.

Термін "функціонально зв'язаний" стосовно се-
гментів ДНК означає, що ці сегменти розташовані
так, що функціонують узгоджено для досягнення
намічених цілей, наприклад транскрипція ініцію-
ється у промоторі та проходить далі через кодую-
чий сегмент в термінатор.

"Полінуклеотид" - це одно- або дволанцюговий
полімер деоксирибонуклеотидних або рибонукле-
отидних основ, що зчитуються з 5'- до 3'-кінця.
Полінуклеотиди включають РНК і ДНК і їх можна
виділяти з природних джерел, синтезувати in vitro
або складати з комбінації природних та синтетич-
них молекул. Розміри полінуклеотидів подають в
парах нуклеотидів (скорочено "п.н."), нуклеотидах
("нт"), або тисячах пар нуклеотидів ("т.п.н."). Там,
де дозволяє контекст, останні два терміни можуть
описувати полінуклеотиди, які є одно- або дволан-
цюговими. Коли цей термін застосовано до двола-
нцюгових молекул, він, як правило, означає зага-
льну довжину і його слід сприймати як еквівалент
терміну "пара нуклеотидів". Фахівцям в цій галузі
відомо, що два ланцюги дволанцюгового полінук-
леотиду можуть трохи відрізнятися по довжині і що
їхні кінці можуть бути з шаховим розташуванням в
результаті ферментативного розщеплення; таким
чином всі нуклеотиди в дволанцюговій молекулі
полінуклеотиду можуть і не бути парними. Такі
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непарні кінці зазвичай не перевищують по довжині
20 нуклеотидів.

"Поліпептид" - це полімер, що складається з
амінокислотних залишків, з'єднаних пептидними
зв'язками,  незалежно від того,  чи створений він
природним шляхом чи штучно. Поліпептиди з
менш ніж 10 амінокислотних залишків зазвичай
називають "пептидами".

Термін "промотор" використано тут в його зна-
ченні, відомому фахівцям, для позначення ділянки
гена, який містить послідовності ДНК, що забезпе-
чують зв'язування полімерази РНК та ініціацію
транскрипції. Послідовності промоторів, як прави-
ло, але не завжди, виявляють в некодуючих 5'-
зонах генів.

"Білок" - це макромолекула, що включає один
або більше поліпептидних ланцюгів. Білок може
також включати непептидні компоненти, напри-
клад карбогідратні групи. Карбогідрати та інші не-
пептидні заміщувачі можуть додаватися до білка
через клітину,  в якій цей білок утворюється,  і бу-
дуть варіюватися в залежності від типу клітини.  В
даному описі білки визначено виходячи з їхніх амі-
нокислотних скелетних структур; заміщувачі, на-
приклад карбогідратні групи, взагалі точно не ви-
значені, але тим не менш можуть бути присутніми.

Термін "рецептор" означає зв'язаний з кліти-
ною білок, який зв'язується з біоактивною молеку-
лою (тобто лігандом) і опосередковує вплив ліган-
ду на клітину. Мембранозв'язані рецептори
характеризуються багатодоменною структурою,
яка включає позаклітинний домен зв'язування лі-
ганду і внутрішньоклітинний домен ефектора, який
зазвичай бере участь у сигнальній трансдукції.
Зв'язування ліганду з рецептором призводить до
конформаційної зміни в рецепторі, яка викликає
взаємодію між доменом ефектора та іншою моле-
кулою(ами) в клітині. Ця взаємодія, в свою чергу,
веде до зміни метаболізму клітин. Метаболічні
акти, які пов'язані з взаємодіями рецептор-ліганд,
включають транскрипцію генів, фосфорилування,
дефосфорилування, збільшення утворення циклі-
чного АМФ, мобілізацію клітинного кальцію, мобі-
лізацію мембранних ліпідів, клітинну адгезію, гід-
роліз ліпідів інозиту та гідроліз фосфоліпідів.
Взагалі, рецептори можуть бути мембранозв'яза-
ними, цитозольними або ядерними, мономерними
(наприклад, рецептор тиреотропного гормону, бе-
та-адренергічний рецептор) або мултимерними
(наприклад, рецептор PDGF, рецептор гормону
росту, рецептор IL-3, рецептор GM-CSF, рецептор
G-CSF, рецептор еритропоетину та рецептор IL-6).

Термін "секреторна сигнальна послідовність"
означає послідовність ДНК, яка кодує поліпептид
("секреторний пептид"), який як компонент більшо-
го поліпептиду спрямовує цей більший поліпептид
по секреторному шляху клітини, в якій він синтезу-
ється. Більший поліпептид зазвичай розщеплю-
ється і виводить секреторний пептид під час про-
ходження по секреторному шляху.

Термін "сплайсваріант" використано в даному
описі для позначення альтернативних форм РНК,
транскрибованих з гена. Сплайсваріація виникає
природно завдяки використанню альтернативних
сплайсинг-сайтів в транскрибованій молекулі РНК,
або не так часто між окремо транскрибованими

молекулами РНК, і може дати в результаті декіль-
ка мРНК, транскрибованих з того самого гена.
Сплайсваріанти можуть кодувати поліпептиди, які
мають змінену амінокислотну послідовність. Тер-
мін "сплайсваріант" також використано тут для
позначення білка, закодованого сплайсваріантом
мРНК, транскрибованого з гена.

Слід розуміти, що молекулярні маси та довжи-
ни полімерів, визначені неточними аналітичними
методами (наприклад, гель-електрофорезом), є
приблизними величинами. Якщо таку величину
виражено у вигляді "приблизно" X, то слід розумі-
ти, що точність величини X визначена з похибкою
±10%.

Як говорилось вище, IL-20 (колишня назва
Zcyto 10) визначено, і способи отримання IL-20 та
антитіл проти IL-20 можна знайти в [заявці
PCT/US98/25228, WO №99/27103, опублікованій
25 листопада 1998 року, та патентній заявці США
№09/313458, поданій 17 травня 1999 року]. Полі-
нуклеотид і поліпептид IL-20 людини представлені
послідовностями SEQ ID NOs: 1-4, a IL-20 миші -
послідовностями SEQ ID NOs: 5-9.

Було відкрито рецептор до IL-20, який являє
собою гетеродимер, що складається з поліпепти-
ду, іменованого "IL-20RA" (колишня назва Zcyto
R7), і поліпептиду, іменованого "IL-20RB". Поліпе-
птид IL-20RA, нуклеїнова кислота, яка кодує його,
антитіла проти IL-20RA та способи їх отримання
описано в [пат. США №5945511, виданому 31 сер-
пня 1999 року]. SEQ ID NOs: 10-12 - це полінуклео-
тиди та поліпептиди IL-20RA. Позаклітинний домен
IL-20RA людини являє собою поліпептид, вибра-
ний з групи, що складається з SEQ ID NOs: 12, 55,
63 і 65, причому субодиниця рецептора повної
довжини являє собою послідовність SEQ ID NO 11.
Позаклітинний домен IL-20RA миші являє собою
SEQ ID N0 38, при цьому SEQ ID NO 37 є IL-20RA
всієї миші.

Позаклітинний домен IL-20RB (SEQ ID NOs:
13-14 і як варіанти SEQ ID NOs: 18 і 19) являє со-
бою поліпептид, вибраний з групи, що складається
з SEQ ID NOs: 15, 59, 61, 67, 68 і 69. Краще, якщо
позаклітинний домен поліпептиду IL-20RA і поза-
клітинний домен поліпептиду IL-20RB ковалентно
зв'язані разом. У кращому варіанті одна позаклі-
тинна поліпептидна субодиниця має константну
зону важкого ланцюга імуноглобуліну, злиту з його
карбоксикінцем, а друга позаклітинна субодиниця
має константну зону легкого ланцюга імуноглобу-
ліну (Ig), злиту з його карбоксикінцем таким чином,
що згадані два поліпептиди разом утворюють роз-
чинний рецептор, і між важким і легким ланцюгами
Ig утворюється дисульфідний зв'язок. В іншому
варіанті пептидний лінкер може бути злитим з
двома карбоксикінцями поліпептидів і утворювати
ковалентно зв'язаний розчинний рецептор.

SEQ ID NOs: 22 і 23 - це структурні компоненти
позаклітинного домена IL-20RA, злитого з констан-
тною зоною мутованого людського імуноглобуліну
гамма-1, отримані згідно з процедурою Прикладу
5. SEQ ID NO 62 - це спрогнозована зріла послідо-
вність без сигнальної послідовності.  SEQ ID  NOs:
20 і 21 - це структурні компоненти позаклітинного
домену IL-20RB, злитого з константною зоною лег-
кого дикого типу легкого ланцюга каппа імуногло-
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буліну людини, отримані згідно з процедурою При-
кладу 5. SEQ ID NO 60 - це спрогнозована зріла
послідовність без сигнальної послідовності. На
Фіг.1 зображений гетеротетрамер, отриманий у
Прикладі 5.

SEQ ID NOs: 52 і 53 - це структурні компоненти
позаклітинного домену IL-20RA, злитого з констан-
тною зоною мутованого людського Ig гамма-1,
отримані згідно з процедурою Прикладу 12. SEQ
ID NO 54 - це спрогнозована зріла послідовність
без сигнальної послідовності. SEQ ID NOs: 56 і 57 -
це структурні компоненти позаклітинного домену
IL-20RB, злитого з константною зоною дикого типу
легкого ланцюга каппа імуноглобуліну людини,
отримані згідно з процедурою Прикладу 12. SEQ
ID NO 58 - це спрогнозована зріла послідовність
без сигнальної послідовності. Отриманий в ре-
зультаті гетеротетрамер є майже ідентичним гете-
ротетрамеру, отриманому в Прикладі 5, причому
головна різниця полягає в тому, що між позаклі-
тинними доменами та початками константних зон
імуноглобуліну немає поліпептидного лінкера (22
на Фіг.1). Далі термін "позаклітинний домен рецеп-
тора" означає позаклітинний домен рецептора або
ділянку цього позаклітинного домену, необхідну
для зв'язування з його лігандом,  якщо лігандом є
IL-20.

Позаклітинні домени IL-20RA та IL-20RB мож-
на зв'язувати разом багатьма шляхами таким чи-
ном, щоб утворений в результаті розчинний реце-
птор міг зв'язуватись з IL-20. На Фіг.1-8 показано
pяд варіантів втілення даного винаходу. Однакові
елементи на кожному з малюнків позначені одна-
ковими числами. На Фіг.1 показаний варіант здійс-
нення даного винаходу згідно з Прикладом 5, який
детально буде описано нижче. Структурний ком-
понент розчинного рецептора, позначений числом
10, складається з двох поліпептидних ланцюгів
сайта зв'язування IL-20, позначених числами 12 і
14. Кожний сайт зв'язування складається з поза-
клітинного домену IL-20RA, позначеного числом
16, та позаклітинного домену IL-20RB, позначеного
числом 18.

Позаклітинний домен IL-20RA, 16, зв'язується
з доменом CH1, 20, в константній зоні важкого ла-
нцюга людського імуноглобуліну гамма-1 за допо-
могою лінкера 22, в результаті чого утворюється
SEQ ID NO 72. Домен CH1, 20, потім зв'язується з
доменом СН2, 24, за допомогою шарнірної зони
23. Домен СН2, 24, зв'язується з доменом СН3, 26,
за допомогою шарнірної зони 25.

При порівнянні структурного компонента Фіг.1
з послідовністю SEQ ID NO 22 видно, що позаклі-
тинний домен IL-20RA, 16, проходить від аміноки-
слотних залишків 36 валіну до амінокислотного
залишку 249 глутаміну послідовності SEQ ID NO
22 включно. Поліпептидний лінкер 22 проходить
від амінокислотного залишку 250 гліцину до аміно-
кислотного залишку 264 серину послідовності SEQ
ID NO 22 включно. Домен CH1 (22 на Фіг.1) прохо-
дить від амінокислотного залишку 265 аланіну до
амінокислотного залишку 362 валіну послідовності
SEQ ID NO 22 включно. Шарнірна зона 23 Фіг.1
проходить від амінокислотного залишку 363 глу-
тамінової кислоти до амінокислотного залишку 377
проліну послідовності SEQ ID NO 22 включно. Ла-

нцюги 12 і 14 дисульфідно зв'язані разом за допо-
могою дисульфідних зв'язків 28 і 30. Ці дисульфід-
ні зв'язки утворені між важкими ланцюгами
завдяки цистеїновим залишкам в позиціях 373 і
376 послідовності SEQ ID NO 22 кожного із двох
згаданих важких ланцюгів.

Позаклітинний домен IL-20RB 18, зв'язаний з
константною зоною легкого ланцюга CL (34 на
Фіг.1) каппа людського Ig за допомогою поліпепти-
дного лінкера 32, в результаті чого утворюється
послідовність SEQ ID NO 72. Позаклітинний домен
IL-20RB, 18, проходить від амінокислотного зали-
шку 30 валіну до амінокислотного залишку 230
аланіну послідовності SEQ ID NO 20 включно. По-
ліпептидний лінкер 32 проходить від амінокислот-
ного залишку 231 гліцину до амінокислотного за-
лишку 245 серину послідовності SEQ ID NO 20
включно. Зона CL (34) каппа проходить від аміно-
кислотного залишку 246 аргініну до фінального
амінокислотного залишку 352 цистеїну послідов-
ності SEQ ID NO 20 включно. Цистеїн в позиції 352
послідовності SEQ ID NO 20 утворює дисульфід-
ний зв'язок (36  на Фіг.1)  з цистеїном в позиції 376
послідовності SEQ ID NO 22. Таким чином, конста-
нтна зона 34 легкого ланцюга зв'язується з шарні-
рною зоною 23 дисульфідним зв'язком 36. Таким
шляхом позаклітинний домен IL-20RA (16) зв'язу-
ється з позаклітинним доменом IL-20RB (18) і
утворює розчинний рецептор.

Якби цистеїнові залишки в позиціях 373 і 376
послідовності SEQ ID NO 22 перейшли до інших
амінокислотних залишків, то згадані два зв'язуючі
поліпептиди IL-20 (12 і 14) не зв'язались би дису-
льфідно разом і утворили б структурний компо-
нент, показаний на Фіг.2, з шарнірною зоною 27.

На Фіг.3 показано запропонований даним ви-
находом дуже простий розчинний рецептор 38, в
якому позаклітинний домен IL-20RA (16) зв'язаний
з позаклітинним доменом IL-20RB (18) за допомо-
гою поліпептидного лінкера 40. Поліпептидний
лінкер проходить від амінокінця позаклітинного
домену IL-20RA (16) і з'єднується з карбоксильним
кінцем позаклітинного домену IL-20RB (18). Полі-
пептидний лінкер повинен бути довжиною 100-240
амінокислот, краще довжиною приблизно 170 амі-
нокислотних залишків.  Підійшов би лінкер,  що
складається з гліцинового та серинового залишків.
Допустимий лінкер може мати багато одиниць по-
слідовності SEQ ID NO 72, краще приблизно 12.

На Фіг.4 показано варіант структури, в якій по-
заклітинний домен IL-20RA (16) зв'язаний з поза-
клітинним доменом IL-20RB (18) за допомогою
лінкера 40, як і на Фіг.3. Хоча позаклітинний домен
IL-20RA (16) зв'язаний з доменом CH1 (20), як на
Фіг.1, поліпептидним лінкером 42, лінкер 42 пови-
нен мати в довжину приблизно 30 амінокислотних
залишків.  Ідеальним лінкером був би такий,  що
складається з гліцину та серину, як у послідовності
SEQ ID NO 72, і шарнірної зони 23 Фіг.1.

На Фіг.5 показано інший можливий варіант
структури, запропонованої даним винаходом. В
цьому варіанті карбоксильний кінець позаклітинно-
го домену IL-20RB (18) зв'язується з амінокінцем
позаклітинного домену IL-20RA (16) за допомогою
поліпептидного лінкера 44 довжиною приблизно
15 амінокислотних залишків, наприклад SEQ ID
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NO 72. Від карбоксикінця позаклітинного домену
IL-20RA (16) до домену СН2 проходить поліпепти-
дний лінкер 46 довжиною приблизно 30 амінокис-
лотних залишків. Краще, якби карбоксильний кі-
нець лінкера 46 складався із шарнірної зони, що
тягнеться від амінокислотного залишку 363 глута-
мінової кислоти до амінокислотного залишку 377
проліну послідовності SEQ ID NO 22 включно. В
ідеалі поліпептидний лінкер 46 на своєму карбок-
сильному кінці повинен був би мати принаймні
один цистеїновий залишок, щоб міг утворитися
дисульфідний зв'язок.

Розчинний рецептор IL-20 з Фіг.6 є ідентичним
розчинному рецептору з Фіг.1, за винятком того,
що домену СН3 (26 на Фіг.1) немає у варіанті стру-
ктури Фіг.6. Зона CH3 починається з амінокислот-
ного залишку 488 гліцину і тягнеться до останнього
залишку 594 послідовності SEQ ID NO 22.

На Фіг.7 показано структурний компонент роз-
чинного рецептора IL-20, ідентичний структурному
компоненту Фіг.1, за винятком того, що немає ані
домену СН2, ані домену CH3. Домени СН2 і CH3
проходять від амінокислотного залишку 378 алані-
ну до кінця поліпептидної послідовності SEQ ID
NO 22.

На Фіг.8 показано структурний компонент, в
якому і IL-20RA (16) і IL-20RB (18) мають поліпеп-
тидний лінкер 48, злитий з їхніми відповідними
карбоксильними кінцями. Кожний поліпептидний
лінкер має два цистеїнові залишки, так що при
експресії цистеїни утворюють два дисульфідні
зв'язки 50  і 52.  В цьому випадку поліпептидний
лінкер складається із шарнірної зони (23 на Фіг.1).
Ця шарнірна зона складається із амінокислотних
залишків 363 глутаміну, які проходять до аміноки-
слотного залишку 377 послідовності SEQ ID NO 22
включно.

В іншому аспекті даний винахід пропонує спо-
сіб продукування розчинного рецептора, що скла-
дається з позаклітинних доменів IL-20RA та IL-
20RB, який полягає у: а) введенні в клітину-хазяїна
першої послідовності ДНК, яка складається з
транскрипційного промотора, функціонально зв'я-
заного з першою секреторною сигнальною послі-
довністю, яка проходить нижче поряд і у відповід-
ній рамці зчитування ДНК, яка кодує позаклітинну
ділянку IL-20RA,  і ДНК,  яка кодує константну зону
легкого ланцюга Ig; б) введенні в згадану клітину-
хазяїна другого структурного компонента ДНК,
який складається з транскрипційного промотора,
функціонально зв'язаного з другим секреторним
сигналом, що проходить нижче поряд і у відповід-
ній рамці зчитування послідовності ДНК, яка кодує
позаклітинну ділянку IL-20RB, і послідовності ДНК,
яка кодує домен константної зони важкого ланцюга
Ig, вибраний з групи, що складається з СН1,  СН2,
СН3  і СН4; в) вирощуванні клітини-хазяїна у відпо-
відному середовищі вирощування у фізіологічних
умовах, які роблять можливою секрецію злитого
білка, який складається з позаклітинних доменів
IL-20RA та IL-20RB; і г) виділенні поліпептиду із
клітини-хазяїна. В одному варіанті друга послідов-
ність ДНК крім того кодує шарнірну зону важкого
ланцюга Ig, причому ця шарнірна зона з'єднана з
доменом константної зони важкого ланцюга. В
іншому варіанті друга послідовність ДНК додатко-

во кодує варіабельну зону імуноглобуліну, з'єдна-
ну вище від неї і у відповідній рамці зчитування з
константною зоною важкого ланцюга імуноглобу-
ліну.

В ще одному варіанті запропоновано спосіб
продукування розчинного рецептора, що склада-
ється з позаклітинних доменів IL-20RA та IL-20RB,
який полягає в: а) введенні в клітину-хазяїна пер-
шої послідовності ДНК, яка складається з транс-
крипційного промотора, функціонально зв'язаного
з першою секреторною сигнальною послідовністю,
яка проходить нижче поруч і у відповідній рамці
зчитування,  ДНК,  яка кодує позаклітинну ділянку
IL-20RB, і ДНК, яка кодує константну зону легкого
ланцюга імуноглобуліну; б) введенні в згадану клі-
тину-хазяїна другого структурного компонента
ДНК, що складається з транскрипційного промото-
ра, функціонально зв'язаного з другим секретор-
ним сигналом,  що проходить нижче поруч і у від-
повідній рамці зчитування, послідовності ДНК, яка
кодує позаклітинну ділянку IL-20RA, і послідовності
ДНК, яка кодує домен константної зони важкого
ланцюга Ig, вибраний з групи, що складається з
CH1, СН2, CH3 і СН4; в) вирощуванні клітини-
хазяїна у відповідному середовищі вирощування у
фізіологічних умовах, які роблять можливою сек-
рецію димеризованого гетеродимерного злитого
білка, який складається з позаклітинних доменів
IL-20RA і IL-20RB; і г) виділенні цього димеризова-
ного поліпептиду з клітини-хазяїна. В одному варі-
анті друга послідовність ДНК крім того кодує шар-
нірну зону важкого ланцюга Ig, причому ця
шарнірна зона з'єднана з доменом константної
зони важкого ланцюга. В іншому варіанті друга
послідовність ДНК крім того кодує варіабельну
зону імуноглобуліну,  з'єднану вище від неї і у від-
повідній рамці зчитування, з константною зоною
важкого ланцюга імуноглобуліну [патент США
№5843725].

Полінуклеотид, зазвичай послідовність кДНК,
кодує описані поліпептиди. Послідовність кДНК,
яка кодує поліпептид, запропонований даним ви-
находом, складається з ряду кодонів, причому
кожний амінокислотний залишок цього поліпепти-
ду кодується одним кодоном, а кожний кодон
складається з трьох нуклеотидів. Амінокислотні
залишки кодуються своїми кодонами таким чином:

Аланін (AIa) кодується кодоном GCA, GCC,
GCG або GCT.

Цистеїн (Cys) кодується кодоном TGC або
TGT.

Аспарагінова кислота (Asp) кодується кодоном
GAC або GAT.

Глутамінова кислота (GIu) кодується кодоном
GAA або GAG.

Фенілаланін (Phe) кодується кодоном TTC або
TTT.

Гліцин (GIy) кодується кодоном GGA, GGC,
GGG або GGT.

Гістидин (His) кодується кодоном CAC або
CAT.

Ізолейцин (Ilе) кодується кодоном ATA, ATC
або ATT.

Лізин (Lys) кодується кодоном AAA або AAG.
Лейцин (Leu) кодується кодоном TTA, TTG,

СТА, CTC, CTG або CTT.
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Метіонін (Met) кодується кодоном ATG.
Аспарагін (Asn) кодується кодоном AAC або

AAT.
Пролін (Pro) кодується кодоном CCA, CCC,

CCG або CCT.
Глутамін (GIn) кодується кодоном CAA або

CAG.
Аргінін (Arg) кодується кодоном AGA, AGG,

CGA, CGC, CGG або CGT.
Серин (Ser) кодується кодоном AGC, AGT,

TCA, TCC, TCG або TCT.
Треонін (Thr) кодується кодоном АСА, ACC,

ACG або ACT.
Валін (VaI) кодується кодоном GTA, GTC, GTG

або GTT.
Триптофан (Тrр) кодується кодоном TGG.
Тирозин (Туr) кодується кодоном TAC або TAT.
Слід визнати, що заявлений і описаний тут за-

пропонований даним винаходом полінуклеотид
розуміють як такий, що являє собою як смисловий
ланцюг, так і антисмисловий ланцюг, і що ДНК,
оскільки вона дволанцюгова, має як смисловий
ланцюг, так і антисмисловий ланцюг, з'єднані ра-
зом своїми водневими зв'язками. Заявлено також
матричну РНК (мРНК), яка кодує запропоновані
поліпептиди, і саме цю мРНК кодує описана тут
кДНК. Матрична РНК буде кодувати поліпептид,
використовуючи такі самі кодони, як ті, що визна-
чені в даному описі,  за винятком того,  що кожний
тиміннуклеотид (T) заміщено урацилнуклеотидом
(U).

Фахівці в цій галузі також розуміють,  що різні
види можуть бути схильними до "вибору кращих
кодонів". [Див., наприклад, Grantham, et al., Nuc.
Acids Res. 8: 1893-1912 (1980); Haas et al., Curr.
Biol 6: 315-324 (1996); Wain-Hobson et al., Gene 13:
355-364 (1981); Grosjean and Fiers, Gene 18: 199-
209 (1982); Holm, Nuc. Acids Res. 14 3075-3087
(1986); Ikemura, J. MoI. Bio/. 158: 573-597 (1982)].
Використаний в даному описі термін "вибір кращих
кодонів" або "кращі кодони" - це спеціальний тер-
мін,  яким називають кодони трансляції білка,  які
найчастіше використовують в клітинах конкретного
виду, таким чином віддаючи перевагу одному або
декільком представникам можливих кодонів, які
кодують кожну амінокислоту. Наприклад, аміноки-
слота треонін може кодуватися кодоном АСА,
ACC, ACG або ACT, але в клітинах ссавців найча-
стіше використовується кодон ACC; в інших видах,
наприклад клітинах комах, дріжджах, вірусах або
бактеріях, можуть бути кращими різні кодони тре-
оніну. Кращі кодони для конкретного виду можна
вводити в запропоновані полінуклеотиди різними
відомими способами. Введення послідовностей
кращих кодонів у рекомбінантну ДНК може, напри-
клад, підсилити утворення білка, роблячи транс-
ляцію білка більш ефективною в межах конкретної
клітини або виду. Послідовності, які містять кращі
кодони, можна тестувати на експресію в різних
видах і оптимізувати, а також тестувати на функці-
ональність, про що йдеться в даному описі.

Способи синтезування амінокислот та аміно-
ацилування тРНК відомі. Транскрипцію та транс-
ляцію плазмід, які містять нонсенс-мутації, здійс-
нюють у безклітинній системі, яка включає
екстракт E. CoIi S30 і комерційно доступні ферме-

нти та інші реагенти. Білки очищують хроматогра-
фією. [Див., наприклад, Robertson et al.,
J.Am.Chem.Soc. 113; 2722 (1991); Ellman et al.,
Methods Enzymol. 202: 301 (1991); Chung et al.,
Science 259: 806-809 (1993); and Chung et al.,
Proc.Natl.Acad.Sci. USA 90: 1014-1019 (1993)]. В
іншому способі трансляцію здійснюють в ооцитах
Xenopus шляхом мікроін'єкції мутованої мРНК та
хімічно аміноацильованих супресорних тРНК,
[Turcatti et al., J. Biol Chem. 271; 19991-19998
(1996)]. В третьому способі клітини E. CoIi виро-
щують за відсутності природної амінокислоти (на-
приклад, фенілаланіну) та у присутності необхідної
амінокислоти(амінокислот), яка(які) не зустріча-
сться(ються) у природі (наприклад, 2-
азафенілаланін, 3-азафенілаланін, 4-
азафенілаланін або 4-флуорофенілаланін). Таку
амінокислоту, що не зустрічається у природі,
включають в білок замість її природного двійника.
[Див., Koide et al., Biochem. 33: 7470-7476 (1994)].
Природні амінокислотні залишки можна конверту-
вати у види, яких немає в природі, шляхом хімічної
модифікації in vitro. Хімічну модифікацію можна
поєднувати із сайт-спрямованим мутагенезом для
подальшого розширення інтервалу замін, [Wynn
and Richards, Protein Sci. 2: 395-403 (1993)].

Амінокислотні залишки можна замінювати об-
меженою кількістю неконсервативних амінокислот,
амінокислот, які не кодуються генетичним кодом,
амінокислот, які не зустрічаються у природі, та
неприродних амінокислот.

Незамінні амінокислоти в запропонованих по-
ліпептидах можна ідентифікувати відомими мето-
дами, наприклад сайт-спрямованим мутагенезом
або аланін-сканувальним мутагенезом,
[Cunningham and Wells, Science 244: 1081-1085
(1989); Bass et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 88:
4498-502 (1991)]. При аланін-сканувальному мута-
генезі у кожний залишок в молекулі вводять оди-
ночні аланін-мутації, і отримані в результаті моле-
кули-мутанти тестують на біологічну активність,
про що йтиметься далі, щоб ідентифікувати аміно-
кислотні залишки, які є вирішальними для актив-
ності молекули. [Див. також Hilton et al., J. Biol.
Chem. 271: 4699-708 (1996)]. Сайти взаємодії лі-
ганд-рецептор також можна визначити фізичним
аналізом структури, наприклад, такими методами,
як ядерний магнітний резонанс, кристалографія,
дифракція електронів або фотоафінне мічення, у
поєднанні з мутацією амінокислот з мнимими сай-
тами контакту. [Див., наприклад, de Vos et al.,
Science 255: 306-312 (1992); Smith et al., J. Mol.
Biol. 224: 899-904 (1992); Wlodaver et al., FEBS Lett.
309: 59-64 (1992)].

Можна здійснювати багаторазові заміни аміно-
кислот та проводити тестування, застосовуючи
відомі методи мутагенезу та рентгеноскопії, на-
приклад такі, які описано [Reidhaar-Olson and
Sauer, Science 241: 53-57 (1988) or Bowie and
Sauer, Proc. Natl. Acad. Sci USA 86: 2152-2156
(1989)]. Стисло, ці автори описують методи одно-
часної рандомізації двох або більше положень в
поліпептиді, вибираючи функціональний поліпеп-
тид, і наступного секвенування поліпептидів, що
пройшли мутаційний процес, для визначення спек-
тра допустимих замін в кожному положенні. Можна
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застосовувати й інші методи, такі як прояв фага,
наприклад, [Lowman et al., Biochem. 30: 10832-
10837 (1991); Ladner et al., Патент США
№5223409; Huse, WIPO Publication WO 92/06204],
та зоно-спрямований мутагенез, [Derbyshire et al.,
Gene 46: 145 (1986); Ner et al., DNA 7: 127(1988)].

Варіанти ДНК і поліпептидних послідовностей
описаного IL-20, IL-20RA та IL-20RB, можна гене-
рувати шляхом переміщення ДНК, описаного
[Stemmer, Nature 370: 389-391 (1994); Stemmer,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 10747-10751 (1994)
and WIPO Publication WO 97/20078]. Стисло, різні
ДНК утворюють гомологічною рекомбінацією in
vitro шляхом довільної фрагментації материнської
ДНК з наступним повторним збиранням з викорис-
танням реакції преципітації (РПЦ), в результаті
чого отримують довільно введені точкові мутації.
Цей метод можна модифікувати, застосовуючи
сімейство материнських ДНК, наприклад алельні
варіанти або дезорибонуклеїнові кислоти із різних
видів, щоб додати варіабельності процесу. Селек-
ція або рентгеноскопія для виявлення потрібної
активності з наступними додатковими ітераціями
мутагенезу та аналіз забезпечують швидку "ево-
люцію" послідовностей шляхом добору для досяг-
нення необхідних мутацій при одночасному доборі
проти шкідливих змін.

Описані методи мутагенезу можна поєднувати
з високопродуктивними автоматизованими мето-
дами рентгеноскопії для виявлення активності
клонованих мутагенезованих поліпептидів в кліти-
нах-хазяях. Мутагенезовані молекули ДНК, які ко-
дують активні поліпептиди,  можна виділяти із клі-
тин-хазяїв і швидко секвенувати, використовуючи
сучасне обладнання. Ці методи дають можливість
швидко визначати важливість окремих амінокис-
лотних залишків в поліпептиді, що становить інте-
рес, і їх можна застосовувати до поліпептидів не-
відомої структури.

Продукування білка
Поліпептиди можна продукувати у створених

шляхом генетичної інженерії клітинах-хазяях відо-
мими методами. Придатними клітинами-хазяями є
такі типи клітин, які можна трансформувати або
трансфектувати за допомогою екзогенної ДНК і
вирощувати в культурі, і які включають бактерії,
грибкові клітини і культивовані вищі еукаріотні клі-
тини. Перевагу віддають еукаріотним клітинам,
зокрема культивованим клітинам багатоклітинних
організмів. Методики маніпулювання клонованими
молекулами ДНК і введення екзогенної ДНК у ве-
лику кількість клітин-хазяїв описані [Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed.,
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1989), and Ausubel et al., eds., Current
Protocols in Molecular Biology (John Wiley and Sons,
Inc., NY, 1987)].

Взагалі, послідовність ДНК, яка кодує поліпеп-
тид, функціонально зав'язана з іншими генетични-
ми елементами,  потрібними для її експресії,  і,  як
правило, включає транскрипційний промотор і те-
рмінатор, в межах вектора експресії. Цей вектор,
як правило, також містить один або більше селек-
тованих маркерів і один або більше реплікаторів,
хоча фахівцям в цій галузі відомо, що в межах кон-
кретних систем селектовані маркери можна забез-

печувати на окремих векторах, а реплікацію екзо-
генної ДНК можна забезпечувати шляхом
інтеграції в геном клітини-хазяїна. Добір промото-
рів, термінаторів, селектованих маркерів, векторів
та інших елементів - це звичайний розрахунок.
Багато таких елементів описано в спеціальній лі-
тературі і їх можна отримати через комерційних
постачальників.

Щоб спрямувати поліпептид у секреторний
шлях клітини-хазяїна, у векторі експресії створю-
ють секреторну сигнальну послідовність (також
відому як лідер-послідовність, послідовність-
посередник, або пре-послідовність). Секреторна
сигнальна послідовність може являти собою по-
слідовність природних поліпептидів, може походи-
ти від іншого секретованого білка (наприклад, tPA)
або бути синтезованою de novo. Секреторна сиг-
нальна послідовність функціонально зв'язана з
послідовністю ДНК, тобто ці дві послідовності з'єд-
нані у правильній рамці зчитування і розташовані
так, щоб спрямовувати щойно синтезований полі-
пептид в секреторний шлях клітини-хазяїна. Сек-
реторні сигнальні послідовності зазвичай мають
положення 5' у послідовності ДНК, яка кодує полі-
пептид, що становить інтерес, хоча певні секрето-
рні сигнальні послідовності можуть знаходитись
будь-де у послідовності ДНК, що становить інтерес
[див., наприклад, Welch et al., патент США
№5037743; Holland et al., патент США №5143830].

З іншого боку, секреторну сигнальну послідов-
ність, яка міститься в поліпептидах, запропонова-
них даним винаходом, застосовують для спряму-
вання інших поліпептидів у секреторний шлях.
Даний винахід пропонує такі злиті поліпептиди.
Секреторна сигнальна послідовність, що міститься
у запропонованих злитих поліпептидах головним
чином злита аміно-термінально з додатковим пеп-
тидом і спрямовує цей додатковий пептид в секре-
торний шлях. Такі структурні компоненти мають
багато застосувань, відомих в цій галузі. Напри-
клад, ці нові злиті структурні компоненти секрето-
рної сигнальної послідовності можуть спрямовува-
ти секрецію активного компонента нормально
несекретованого білка, наприклад рецептора. Такі
злиття можна застосовувати in vivo або in vitro для
спрямування пептидів по секреторному шляху.

В межах даного винаходу придатними хазяями
є вирощені клітини ссавців. Методи введення екзо-
генної ДНК в клітини-хазяї ссавців включають
трансфекцію за допомогою фосфату кальцію
[Wigler et al., Cell 14: 725 (1978); Corsaro and
Pearson, Somatic Cell Genetics 7: 603 (1981);
Graham and Van der Eb, Virology 52: 456 (1973)],
електропорацію [Neumann et al., EMBO J. 1: 841-
845 (1982)], трансфекцію за допомогою діетиламі-
ноетил-декстрану [Ausubel et al., ibid.], трансфек-
цію за допомогою ліпосом [Hawley-Nelson et al.,
Focus 15: 73 (1993); Ciccarone et al., Focus 15: 80
(1993)] та вірусні вектори [Miller and Rosman,
BioTechniques 7: 980 (1989); Wang and Finer,
Nature Med 2: 714 (1996)]. Продукування рекомбі-
нантних поліпептидів у вирощених клітинах ссав-
ців описується, наприклад, у таких [патентах США:
Levinson et al., Патент США №4713339; Hagen et
al., Патент США №4784950; Palmiter et al., Патент
США №4579821; and Ringold, Патент США
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№4656134]. Придатними вирощеними клітинами
ссавців є: COS-1 (ATCC No. CRL 1650), COS-7
(ATCC No. CRL 1651), BHK (ATCC No. CRL 1632),
BHK 570 (ATCC No. CRL 10314), 293 (ATCC No.
CRL 1573; Graham et al., J. Gen. Virol. 36: 59
(1977), а також клітинні лінії яєчника китайського
хом'яка (наприклад, CHO-K1; ATCC No. CCL 61).
Фахівцям в цій галузі відомі інші придатні клітинні
лінії,  які можна придбати з громадських сховищ,
наприклад Американської колекції культур (ATCC,
Rockville, Maryland). Взагалі, перевагу віддають
сильним промоторам транскрипції, наприклад
промоторам з вірусу SV-40 або цитомегаловірусу.
[Див., наприклад, патент США №4956288]. Інші
придатні промотори включають промотори з генів
металотіонеїну [патенти США №№ 4579821 і
4601978] та аденовірусний головний пізній промо-
тор.

Для селекції вирощених клітин ссавців,  в які
було уведено сторонню ДНК, як правило, викорис-
товують "селекцію за лікарськими препаратами".
Такі клітини зазвичай називають "трансфектанта-
ми". Клітини, які було вирощено у присутності ви-
біркового агента і які здатні передавати ген, що
становить інтерес, до їхнього потомства назива-
ють "стабільними трансфектантами". Кращим се-
лектованим маркером є ген, який кодує резистент-
ність до антибіотичного неоміцину. Селекцію
здійснюють у присутності лікарського препарату
типу неоміцину, наприклад G-418, або подібного
до нього. Селекційні системи можна також викори-
стовувати для підвищення рівня експресії гена, що
становить інтерес, і цей процес називається "амп-
ліфікацією". Ампліфікацію здійснюють шляхом
вирощування трансфектантів у присутності неве-
ликої кількості вибіркового агента і наступного збі-
льшення кількості вибіркового агента з метою до-
бору клітин, які продукують високі рівні продуктів
уведених генів. Кращим селектованим маркером,
здатним до ампліфікації, є дигідрофолатредукта-
за, яка дає резистентність до метотрексату. Можна
також застосовувати інші гени з резистентністю до
лікарських препаратів (наприклад, з резистентніс-
тю до гігроміцину, резистентністю до багатьох лі-
карських препаратів, пуроміцин-
ацетилтрансферазу). Для відсортування трансфе-
ктованих клітин від нетрансфектованих клітин та-
кими методами, як сортування за допомогою клі-
тинного сортера із збудженням флуоресценції або
магнітна сепарація з використанням гранул, можна
використовувати інші маркери, які вводять зміне-
ний фенотип, наприклад, зелений флуоресцент-
ний білок або білки клітинної поверхні, наприклад
CD4, CD8, Class I MHC, плацентарна лужна фос-
фатаза

Як хазяї можна також використовувати інші
вищі еукаріотні клітини, в тому числі рослинні клі-
тини, клітини комах або клітини птахів. Таке вико-
ристання Agrobactenum rhizogenes як вектора для
експресії генів в рослинних клітинах розглянуто
[Sinkar et al., J. Biosci. (Bangalore) 11: 47 (1987)].
Трансформацію клітин комах та продукування сто-
ронніх поліпептидів описано в [роботі Guarino et
аl., патенті США №5162222 та міжнародній заявці
WO 94/064463]. Клітини комах можна заражати
рекомбінантними бакуловірусами, отриманими від

вірусу Autographa californica ядерного поліедрозу
(AcNPV). ДНК, яка кодує поліпептид, вводять в
бакуловірусний геном замість послідовності, яка
кодує ген поліедрину AcNPV, одним з двох спосо-
бів. Перший спосіб - це традиційний спосіб гомо-
логічної рекомбінації ДНК між AcNPV дикого типу
та вектором переносу, який містить ген, фланко-
ваний послідовностями AcNPV. Відповідні клітини
комах, наприклад клітини SF9, заражають вірусом
AcNPV дикого типу і трансфектують з вектором
переносу, який містить полінуклеотид, функціона-
льно зв'язаний з промотором гена поліедрину
AcNPV, термінатором або фланкуючими послідов-
ностями. [Див. King, L.A. and Possee, R.D., The
Baculovirus Expression System: A Laboratory Guide,
(Chapman & Hall, London); O'Reilly, D.R. et al.,
Baculovirus Expression Vectors: A Laboratory Manual
(Oxford University Press, New York, New York,
1994); and, Richardson, CD., Ed., Baculovirus
Expression Protocols. Methods in Molecular Biology,
(Humana Press, Totowa, NJ 1995)]. Природна ре-
комбінація всередині клітини комахи дасть в ре-
зультаті рекомбінантний бакуловірус, який містить
кодуючі послідовності, стимульовані промотором
поліедрину. Рекомбінантні вірусні штами створю-
ють відомими в цій галузі способами.

При другому способі створення рекомбінант-
них бакуловірусів застосовують систему на основі
транспозону, описану [Luckow, V. A. et al., J. Virol
67: 4566 (1993)]. Ця система продається в компле-
кті Bac-to-Bac (ф. "Life Technologies", Rockville,
MD). Ця система використовує вектор переносу
pFastBaclÔ  (ф. "Life Technologies"), що містить
транспозон Тn7 для переміщення ДНК, яка кодує
поліпептид, в геном бакуловірусу, який міститься в
E. CoIi як велика плазміда, що має назву "бакмі-
да". Цей вектор переносу pFastBaclÔ  використо-
вує промотор поліедрину AcNPV для стимуляції
експресії гена, що становить інтерес. Однак
pFastBaclÔ  можна значною мірою модифікувати.
Промотор поліедрину можна видалити і замінити
промотором основного білка бакуловірусу (також
відомим як Pcor, р6.9 або промотор MP), який екс-
пресують раніше при зараженні бакуловірусом і
який показав себе кращим для експресії секрето-
ваних білків. [Див., Hill-Perkins, M.S. and Possee,
R.D., J. Gen Virol 71: 971 (1990); Bonning, B.C., J.
Gen Virol 75: 1551 (1994); and, Chazenbalk, G.D.,
and Rapoport, B., J. Biol.Chem. 270: 1543 (1995)]. В
таких структурних компонентах вектора переносу
можна використовувати короткий або довгий варі-
ант промотора основного білка. Більш того, можна
будувати вектори переносу, які заміняють природ-
ні секреторні сигнальні послідовності секреторни-
ми сигнальними послідовностями, отриманими з
білків комах. Наприклад, для заміни природної
секреторної сигнальної послідовності в структур-
них компонентах можна використовувати секрето-
рну сигнальну послідовність із EGT (Ecdysteroid
Glucosyltransferase), мелітину (Melittin) медоносної
бджоли (ф. "Invitrogen", Carlsbad, CA) або бакуло-
вірусу gp67 (ф. "PharMingen", San Diego, CA). Крім
того, вектори переносу можуть включати внутріш-
ньоскелетне злиття з ДНК, яка кодує мітку епітопу
на C- або N-кінці експресованого поліпептиду, на-
приклад мітку GIu-GIu епітопу, [Grussenmeyer, T. et
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al., Proc. Natl. Acad. Sd. 82: 7952 (1985)]. Викорис-
товуючи відомий в цій галузі метод, вектор пере-
носу, що містить рекомбінантний ген, трансфор-
мують в E.  CoIi,  та піддають рентгеноскопії на
виявлення бакмід, які містять перерваний ген
LacZ, що э ознакою рекомбінантних бакуловірусів.
Бакмідну ДНК, яка містить геном рекомбінантних
бакуловірусів, виділяють, застосовуючи відомий
метод, і використовують для трансфектування
клітин Spodoptera frugiperda, наприклад клітин Sf9.
Потім утворюють рекомбінантний вірус, який екс-
пресує поліпептид. Рекомбінантні вірусні штами
отримують відомими в цій галузі способами.

Рекомбінантний вірус використовують для за-
раження клітин-хазяїв, як правило, лінії клітин,
отриманої від "походного черв'яка", Spodoptera
frugiperda. [Див., Glick and Pasternak, Molecular
Biotechnology: Principles and Applications of
Recombinant DNA (ASM Press, Washington, D.C.,
1994)]. Іншою придатною лінією клітин є лінія клі-
тин HighFiveOÔ  (ф. "Invitrogen"), отримана з
Trichoplusia nі [патент США №5300435]. Для виро-
щування і зберігання цих клітин використовують
комерційно доступні безсироваткові середовища.
Придатними середовищами для клітин Sf9 є Sf900
IIÔ  (ф. "Life Technologies") або ESF 921Ô  (ф.
"Expression Systems"); для клітин Т.nі - середови-
ща Ех-сеll0405Ô (ф. "JRН Biosciences", Lenexa,
KS) або ExpressFiveOÔ  (ф. "Lifе Technologies"). Ці
клітини виростають від щільності інокуляції при-
близно 2-5´105 клітин до щільності 1-2´106 клітин, і
в цей час додають рекомбінантний вірусний штам
при множинності зараження 0,1-10, більш типово
приблизно 3. Клітини, заражені рекомбінантним
вірусом, як правило, продукують рекомбінантний
поліпептид на 12-72 годині після зараження і сек-
ретують його з перемінною ефективністю у вище-
згадане середовище. Культуру збирають, як пра-
вило, через 48 годин після зараження. Для
відокремлення клітин від середовища (надосадкові
рідини) застосовують центрифугування. Надосад-
кову рідину, що містить поліпептид, фільтрують
крізь мікропористі фільтри, як правило, з розміром
пор 0,45мкм. Застосовані процедури описано в
доступних лабораторних інструкціях [King, L.A. and
Possee, R.D , ibid., O"Reilly, D.R. et al., ibid.;
Richardson, C.D., ibid.]. Використовуючи описані
там способи, можна здійснити наступну очистку
поліпептиду від надосадкової рідини.

В межах даного винаходу можна також вико-
ристовувати грибкові клітини, в тому числі дріж-
джові.  Види дріжджів,  що становлять інтерес в
цьому відношенні, включають Saccharomyces
cerevisiae, Pichia pastoris та Pichia methanolica.
Способи трансформування клітин S.cerevisiae за
допомогою екзогенної ДНК та продукування з них
рекомбінантних поліпептидів описано, наприклад,
в таких [патентах: Kawasaki, Патент США
№4599311; Kawasaki et al., Патент США
№4931373; Brake, Патент США №4870008; Welch
et al., Патент США №5037743; and Murray et al.,
Патент США №4845075]. Трансформовані клітини
селектують за фенотипом, визначеним селектова-
ним маркером, зазвичай резистивністю до лікарсь-
кого препарату або здатністю рости за відсутності
конкретної поживної речовини (наприклад, лейци-

ну). Кращою векторною системою для використан-
ня в Saccharomyces cerevisiae є векторна система
РОТ1, описана [Kawasaki et al. (патент США
№4931373)], яка дає можливість селектувати
трансформовані клітини шляхом вирощування в
середовищі, що містить глюкозу. Придатними
промоторами і термінаторами для використання в
дріжджах є промотори і термінатори з генів гліколі-
тичних ферментів [див., наприклад, Kawasaki, №
Patent No.4599311; Kingsman et al., Патент США
№4615974; and Bitter, Патент США №4977092] та
генів алкогольдегідрогенази. [Див. також патенти
США №№ 4990446, 5063154, 5139936 та 4661454].
Відомі також трансформаційні системи для інших
дріжджів, в тому числі Hansenula polymorpha,
Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces fragilis, Ustilago maydis, Pichia
pastoris, Pichia methanolica, Pichia guillermondii and
Candida maltosa. [Див., наприклад, Gleeson et al.,
J.Gen.Microbiol. 132: 3459 (1986) and Cregg, патент
США №4882279]. Згідно з методами, описаними
[McKnight et al. в патенті США №4935349], можна
використовувати клітини Aspergillus. У [патенті
США №5162228, автори Sumino et al.], описано
способи трансформування Acremonium
chrysogenum. У [патенті США № 4486533, автор
Lambowitz], описано способи трансформування
Neurospora.

Використання Pichia methanolica як хазяїна
для продукування рекомбінантних білків описано в
[міжнародних заявках №№ WO 97/17450, WO
97/17451, WO 98/02536 та WO 98/02565]. Молеку-
ли ДНК для використання в трансформуванні
P.methanolica можна звичайно отримати у вигляді
дволанцюгових кільцевих плазмід, які краще лініє-
ризувати перед транформацією. Для продукування
поліпептиду в P.methanolica, краще, щоб промотор
і термінатор в плазміді були промотором і терміна-
тором гена P.methanolica, наприклад спиртовико-
ристовуючого гена (AUG1 або AUG2). Інші придат-
ні промотори включають промотори генів
формальдегідтранскетолази, форміатдегідрогена-
зи та каталази. Щоб полегшити інтеграцію ДНК в
хромосому-хазяїна, краще мати повний сегмент
експресії плазміди, фланкованої з обох боків по-
слідовностями ДНК-хазяїна. Для використання в
Pichia methanolica кращим селектованим марке-
ром є ген P.methanolica ADE2, який кодує фосфо-
рибозил-5-аміноімідазол карбоксилазу (AIRC; EC
4.1.1.21), що дає можливість клітинам-хазяям ade2
рости за відсутності аденіну. Для великомасштаб-
них промислових процесів, де необхідно мінімізу-
вати використання метанолу, краще використову-
вати клітини-хазяї, в яких знищено обидва гени,
що використовують метанол (AUG1 та AUG2). Для
продукування секретованих білків перевагу відда-
ють клітинам-хазяям, позбавленим генів вакуоля-
рної протеази (РЕР4 та PRB1). Для полегшення
інтродукції в клітини P.methanolica плазмідовмісної
ДНК, яка кодує поліпептид, що становить інтерес,
застосовують електропорацію. Краще трансфор-
мувати клітини P.methanolica електропорацією,
використовуючи експоненціально згасаюче, імпу-
льсне електричне поле з напруженістю 2,5-
4,5кВ/см, краще приблизно 3,75кВ/см, та сталою
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часу (t) 1-40 мілісекунд, найкраще приблизно 20
мілісекунд.

В межах даного винаходу прийнятними кліти-
нами-хазяями також є прокаріотні клітини-хазяї, в
тому числі штами бактерій Escherichia coli, Bacillus
та інші роди. Методи трансформування цих хазяїв
та експресування послідовностей сторонньої ДНК,
клонованих в них,  добре відомі в цій галузі [див.,
наприклад, Sambrook et al., ibid.]. При експресу-
ванні поліпептиду в таких бактеріях, як Е.coli, полі-
пептид можна утримувати в цитоплазмі,  як прави-
ло, у вигляді нерозчинних гранул або можна
спрямовувати у періплазматичний простір за до-
помогою бактеріальної секреційної послідовності У
першому випадку клітини лізують, і гранули вида-
ляють та денатурують, використовуючи, напри-
клад, ізотіоціанат гуанідину або сечовину. Денату-
рований поліпептид можна потім повторно скласти
та димеризувати шляхом розбавлення денатурую-
чого засобу, наприклад шляхом діалізу поруч з
розчином сечовини та комбінації відновленого та
окисненого глутатіону, та наступного діалізу поруч
з буферним соляним розчином. У другому випадку
поліпептид можна видалити з періплазматичного
простору в розчинній та функціональній формі
шляхом розривання клітин (наприклад, в резуль-
таті обробки ультразвуком або осмотичного шоку),
щоб вивільнити вміст періплазматичного простору
на видалити білок, виключаючи таким чином необ-
хідність денатурації та повторного складання.

Трансформовані або трансфековані клітини-
хазяї культивують згідно із звичайними процеду-
рами у культуральному середовищі, яке містить
поживні речовини та інші компоненти, необхідні
для вирощування вибраних клітин-хазяїв. Відомо
багато відповідних середовищ, в тому числі сере-
довища визначеного складу та комплексні середо-
вища, які, як правило, включають джерело вугле-
цю, джерело азоту, незамінні амінокислоти,
вітаміни та мінерали. Середовища можуть також
містити такі компоненти, як фактори росту або
сироватку, при необхідності. Середовище для ви-
рощування, як правило, буде вибирати клітини, які
містять екзогенно додану ДНК в результаті, напри-
клад, селекції за лікарськими препаратами або
недостатності незамінної поживної речовини, що
доповнюється селектованим маркером, який пе-
реноситься на векторі експресії або котрансфекту-
ється в клітину-хазяїна. Клітини P.methanolica ви-
рощують в середовищі, яке містить відповідні
джерела вуглецю, азоту і поживні речовини у не-
великих кількостях, при температурі приблизно 25-
35°C. Рідкі культури достатньо збагачують повіт-
рям за допомогою відомих засобів, наприклад
струшуючи невеликі колби або барботуючи фер-
ментери. Кращим культуральним середовищем
для P.methanolica є YEPD (2% D-глюкози, 2% пеп-
тону BactoÔ  (ф. "Difco Laboratories", Detroit, MI),
1% дріжджового екстракту BactoÔ  (ф. "Difco
Laboratories"), 0,004% аденіну та 0,006% L-
лейцину).

Виділення білка
Запропоновані даним винаходом поліпептиди

краще очистити до чистоти >80%, краще до >90%
чистоти, ще краще до >95% чистоти, а найкраще
до фармацевтично чистого стану, тобто більше

ніж 99,9% чистоти стосовно до забруднюючих ма-
кромолекул, зокрема інших білків та нуклеїнових
кислот, та звільнити від інфекційних та пірогенних
агентів. У кращому варіанті очищений поліпептид,
головним чином, не містить інших поліпептидів,
зокрема інших поліпептидів тваринного походжен-
ня.

Експресовані рекомбінантні поліпептиди (або
хімерні поліпептиди) можна очищувати, застосо-
вуючи фракціонування та/або традиційні методи
очищення та середовища. Для фракціонування
проб можна застосовувати преципітацію сульфату
амонію та кислотне або хаотропне екстрагування.
Наприклад, етапи очищення можуть включати гід-
роксиапатит, розмірну ексклюзію, рідинну хрома-
тографію високого розділення та рідинну хромато-
графію високого розділення з оберненою фазою.
Відповідні хроматографічні середовища включа-
ють отримані шляхом заміщення декстрани, ага-
розу, целюлозу, поліакриламід, спеціальні оксиди
кремнію тощо. Перевагу віддають похідним полі-
етиленіміну (ΠΕΙ), діетиламіноетилу (ДЕАЕ), глу-
тамінаміноетилу (ГАЕ) та глутаміну (Г). Приклада-
ми хроматографічних середовищ є середовища,
отримані шляхом заміщення за допомогою фені-
лових, бутилових або октилових груп, наприклад
Феніл-сефароза FF (ф. "Pharmacia"), Тойоперлбу-
тил 650 (ф. "ТоsО Haas", Montgomeryville, PA), Ок-
тил-сефароза (ф. "Pharmacia") і т.п.; або поліакри-
латні смоли, наприклад Амберхром CG 71 (ф.
"Toso Haas"), і т.п. Відповідні тверді носії включа-
ють скляні гранули, смоли на основі оксиду крем-
нію, целюлозні смоли, гранули агарози, гранули
зшитої агарози, гранули полістиролу, смоли зши-
того поліакриламіду і т.п.,  які є нерозчинними в
умовах,  в яких їх слід використовувати.  Ці носії
можна модифікувати реактивними групами, які
роблять можливою прив'язаність білків аміногру-
пами, карбоксильними групами, сульфгідрильними
групами, гідроксильними групами та/або карбогід-
ратними частками. Прикладами хімічних техноло-
гій спряження є активація бромціану, активація N-
гідроксисукциніміду, активація епоксисполуки,
сульфгідрильна активація, активація гідразиду, та
карбоксил-та аміно-похідні для хімічних технологій
спряження. Ці та інші тверді середовища добре
відомі і широко застосовуються в цій галузі. Вибір
конкретного методу - справа звичайного плану-
вання досліду і визначається частково властивос-
тями вибраного носія. [Див., наприклад, Affinity
Chromatography: Principles & Methods (Pharmacia
LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden, 1988)].

Поліпептиди можна виділяти, використовуючи
їхні властивості. Наприклад, для очищення збага-
чених гістидином білків,  в тому числі білків,  що
містять мітки полігістидину, можна застосувати
адсорбційну хроматографію іммобілізованих іонів
металу. Стисло, спочатку заряжають гель іонами
двовалентного металу, щоб утворити хелат
(Sulkowski, Trends in Biochem. 3:1 (1985)). Збага-
чені гістидином білки будуть адсорбуватися в цю
матрицю з різними ступенями спорідненості, в за-
лежності від використаного іону металу, і будуть
вимиватися в результаті конкурентної елюції, зни-
жуючи рН, або використання сильних хелатоутво-
рюючих агентів. Інші способи очищення включа-
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ють очистку глікозильованих білків шляхом хрома-
тографії спорідненості до лектину та іоно-обмінної
хроматографії. Білок, злитий з Fc-ділянкою імуно-
глобуліну, можна очистити, використовуючи "коло-
нку білка A" Methods in Enzymol., Vol.182, "Guide to
Protein Purification", M.Deutscher, (ed.), page 529-
539 (Acad. Press, San Diego, 1990). Як додаткові
варіанти даного винаходу для полегшення очи-
щення можна здійснити злиття поліпептиду, що
становить інтерес, і мітки спорідненості (напри-
клад, білок, зв'язуючий мальтозу, домен імуногло-
буліну).

В даному описі термін "антитіла"  включає в
себе поліклональні антитіла, афіно-очищені полі-
клональні антитіла, моноклональні антитіла, анти-
ген-зв'язуючі фрагменти, наприклад протеолітичні
F(ab')2- і Fab-фрагменти. Сюди також включено
створені шляхом генетичної інженерії інтактні ан-
титіла або фрагменти, наприклад химерні антиті-
ла, Fv-фрагменти, одноланцюгові антитіла і подіб-
ні до них, а також синтетичні антиген-зв'язуючі
пептиди і поліпептиди. Нелюдські антитіла можна
наблизити до людських, пересаджуючи нелюдські
комплемент-залежні аргініни на людську остовну
структуру і константні зони, або вводячи цілі не-
людські варіабельні домени (довільно "покриваю-
чи" їх поверхнею, схожою на людську, шляхом
заміни доступних залишків, результатом чого є
"аблактоване" антитіло). В деяких випадках на-
ближені до людських антитіла можуть утримувати
нелюдські залишки в межах людських остовних
доменів варіабельної зони для підсилення належ-
них зв'язуючих характеристик. Шляхом наближен-
ня антитіл до людських можна збільшити біологіч-
ний період піврозпаду, і потенціал несприятливих
імунних реакцій при призначенні людям зменшу-
ється.

Для виявлення антитіл, які прив'язуються до
білка або пептиду, можна застосувати багато ві-
домих видів аналізу. Приклади аналізі детально
описані в [Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow
and Lane (Eds.) (Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1988)]. Репрезентативні приклади таких
аналізів включають: протитечійний імуноелектро-
форез, радіоімуноаналіз, радіоімунопреципітацій-
ний аналіз, імуноферментний спот-аналіз, дот-
блоттинг або вестерн-блоттинг аналіз, аналіз інгі-
бування або конкуренції, пошаровий аналіз.

Запропоновані даним винаходом розчинні ре-
цептори можна використовувати для знижен-
ня/регулювання IL-20, який, як виявили, приймає
участь у ряді запальних процесів. Зокрема, вияви-
ли, що IL-20 підвищує/регулює IL-8. До хвороб, що
протікають із запаленням, в яких IL-8 відіграє зна-
чну роль і для яких зменшення IL-8  було б вигід-
ним, відносяться: розвинуте респіраторне захво-
рювання, септичний шок, ураження багатьох
органів, ушкодження легенів, які викликають запа-
лення, наприклад астма або бронхіт, бактеріальна
пневмонія, псоріаз, екзема, атонічний та контакт-
ний дерматити, хвороби кишок, які протікають із
запаленням, наприклад неспецифічний виразко-
вий коліт та хвороба Крона. Отже, для лікування
цих хвороб пацієнту можна призначати запропо-
нований рецептор до IL-20.

Біологія IL-20, його рецептор та роль в псоріазі

Два безіменні рецептори цитокіну класу II,
обидва з яких експресовано в шкірі, було ідентифі-
ковано як субодиниці рецептора IL-20. Обидві суб-
одиниці рецептора IL-20 необхідні для зв'язування
ліганду, що відрізняє їхню роль від ролі субоди-
ниць в чотирьох інших відомих рецепторах цитокі-
ну класу II. Крім шкіри IL-20RA та IL-20RB також
коекспресовано в ряді тканин людини, в тому числі
яєчнику, наднирковій залозі, яєчку, слинній залозі,
м'язі,  легені,  нирці,  серці і в меншій мірі в тонкій
кишці, які стають додатковими "тканинами-
мішенями" для дії IL-20. Автори дійшли висновку,
що гетеродимерний рецептор IL-20 структурно
схожий на інші рецептори цитокіну класу II і його
експресовано в шкірі, де було продемонстровано
активність ліганду IL-20.

Дві групи даних свідчать про те, що IL-20 та
його рецептор причетні до псоріазу. Це мульти-
генне шкірне захворювання характеризується під-
вищеною проліферацією кератиноциту, зміненим
диференціюванням кератиноциту та інфільтрацією
імунних клітин у шкіру. Перша група даних про
роль IL-20 у псоріазі показує, що спостережуваний
гіперкератоз та потовщений епідерміс у трансген-
них мишей схожі на псоріатичні аномалії людини.
Зменшені кількості тонофіламентів, що пов'язано,
як гадають, з дефективною кератинізацією, є голо-
вною ознакою псоріазу людини. Інтрамітохондріа-
льні включення було виявлено і в хімічно індуко-
ваному, і в стрівальному у природі
гіперпластичних станах шкіри у мишей. Причина
таких включень та їхні впливи на мітохондріальну
функцію,  якщо вони є,  невідомі.  Автори дійшли
висновку, що миші з трансгенним IL-20 виявляють
багато характеристик, які спостерігають при псорі-
азі людини.

Друга група даних, яка свідчить про причет-
ність рецептору IL-20 до псоріазу, показує, що
мРНК і IL-20RA, і IL-20RB в людській псоріатичній
шкірі помітно упорядковані порівняно з нормаль-
ною шкірою. Обидві субодиниці рецептора IL-20
експресовані в кератиноцитах в усьому епідермісі,
і також експресовані в субполяції імунокомпетент-
них та ендотеліальних клітин. Гадають, що підви-
щена експресія активованого рецептора IL-20 мо-
же змінювати взаємодії між ендотеліальними
клітинами, імунокомпетентними клітинами та кера-
тиноцитами, що веде до дисрегуляції проліферації
та диференціювання кератиноцитів.

Вирішальним етапом в розумінні функції ново-
го цитокіну є ідентифікація та характеристика його
спорідненого по жіночій лінії рецептора. Був успі-
шно застосований структурний метод виділення
нового інтерлейкіну, який врешті-решт привів до
виділення його рецептора. IL-20 стимулює транс-
дукцію в клітинній лінії HaCaT кератиноциту, під-
тримуючи пряму дію цього нового ліганду в шкірі.
Крім того, білки IL-1b, EGF та TNF-a, які, як відомо,
є активними в кератиноцитах і зв'язані з проліфе-
ративними та προ-запальними сигналами в шкірі,
підсилюють реакцію на IL-20. І в клітинах HaCaT, і
в клітинах BHK, які експресують рецептор IL-20, IL-
20 подає сигнали через STAT3. Таким чином, IL-20
зв'язує свій рецептор на кератиноцитах і стимулює
шлях трансдукції сигналу, що містить STAT3.



25 84830 26
Використання антагоніста до IL-20 для ліку-

вання псоріазу
Як зазначено у вище та у прикладах, наведе-

них нижче, IL-20 бере участь в патології псоріазу.
Тому, запропоновані даним винаходом рецептори
можна призначати особі для знижуючого регулю-
вання IL-20 і, таким чином, лікування псоріазу.

Псоріаз - це одна з найбільш розповсюджених
дерматологічних хвороб, від якої страждає 1-2%
населення світу. Це хронічне запалення шкіри, яке
характеризується еритематозними, чітко розмежо-
ваними папулами та закругленими бляшками, по-
критими сріблястою, схожою на слюду лускою.
Ураження шкіри при псоріазі супроводжуються
непостійним свербінням. Ураження псоріазом час-
то розвивається з травмованих ділянок. Крім того,
псоріаз можуть загострити інші зовнішні фактори, в
тому числі інфекції, стрес та лікарські засоби, на-
приклад літій, b-блокатори та протималярійні за-
соби.

Найбільш розповсюджена різновидність псорі-
азу - бляшковий псоріаз. Пацієнти, хворі на бляш-
ковий псоріаз, мають постійні, повільно зростаючі
бляшки, які залишаються здебільшого незмінними
впродовж тривалого часу. Найчастіше бляшковий
псоріаз буває на ліктях, колінах, сідничній борозні
та волосистій частині шкіри голови. Ураження має
тенденцію до симетрії. Інверсний псоріаз уражає
інтертригінозні зони, в тому числі пахвову ямку,
пахвинну ділянку,  зону під грудьми та пупок,  і та-
кож має тенденцію уражати волосисту частину
шкіри голови, долоні та підошви стоп. Окремі ура-
ження мають вигляд чітко розмежованих бляшок і
можуть бути зволоженими,  що зумовлено їхнім
місцем розташування. Бляшковий псоріаз, як пра-
вило, розвивається повільно і протікає безболісно.
Його прояви рідко спонтанно зменшуються.

У дітей та молодих дорослих найчастіше бу-
ває псоріаз у вигляді висипу (краплевидний псорі-
аз). Він розвивається гостро у осіб, які не мають
псоріазу або у людей з хронічним бляшковим псо-
ріазом. Пацієнти виявляють у себе багато малень-
ких еритематозних лускатих папул, часто після
зараження верхніх дихальних шляхів b-
гемолітичними стрептококами. У пацієнтів з псорі-
азом можуть також розвинутись пустульозні ура-
ження. Вони можуть локалізуватись на долонях та
підошвах стоп або можуть генералізуватися і асо-
ціюватися з лихоманкою, нездужанням, диареєю
та артралгіями.

Приблизно половина всіх пацієнтів з псоріазом
має ураження нігтів пальців рук, які проявляються
у вигляді точкових віспинок, потовщення нігтів або
піднігтьового гіперкератозу. Приблизно 5-10% па-
цієнтів з псоріазом мають асоційовані скарги на
суглоби, які найчастіше бувають у пацієнтів з ура-
женням нігтів пальців рук. Хоча деякі пацієнти ма-
ють співпадаючий прояв класичного ревматоїдно-
го артриту, багато пацієнтів мають захворювання
суглобів, яке входить в один із п'яти типів, пов'яза-
них з псоріазом: 1) захворювання, обмежене од-
ним або кількома маленькими суглобами (70% всіх
випадків); 2) захворювання, схоже на серонегати-
вний ревматоїдний артрит; 3) ураження перифері-
чних міжфалангових суглобів; 4) тяжкий деструк-

тивний артрит з розвитком "артритних каліцтв"; 5)
хвороба, обмежена хребтом.

Псоріаз можна лікувати шляхом призначення
антагоністів до IL-20. Кращими антагоністами є
або розчинний рецептор до IL-20, або антитіла,
фрагменти антитіл або одноланцюгові антитіла,
які зв'язуються або з рецептором IL-20, або з IL-20.
Антагоністи до IL-20 можна призначати окремо або
у поєднанні з іншими призначеними лікувальними
заходами, наприклад змазуючими речовинами,
кератолітиками, локальними кортикостероїдами,
локальними похідними вітаміну D, антраліном,
системними антиметаболітами, наприклад метот-
рексатом, лікуванням псораленом-
ультрафіолетовим світлом, етретинатом, ізотре-
тиноїном, циклоспорином та локальним кальципо-
тріолом, похідним вітаміну D. Ці антагоністи, зок-
рема розчинний рецептор або антитіла, що
зв'язуються з IL-20 або рецептором Il-20, можна
призначати особі підшкірно, внутрішньовенно або
трансдермально, використовуючи крем або транс-
дермальну пляму, що містить антагоніст IL-20. При
призначенні підшкірно цей антагоніст можна впор-
скувати в одну або більше псоріатичних бляшок.
При призначенні трансдермально антагоніст мож-
на наносити прямо на бляшки, застосовуючи крем,
що містить антагоніст до IL-20.

Використання антагоністів до IL-20 для ліку-
вання запальних станів легенів

Розчинний рецептор IL-20, запропонований
даним винаходом, можна призначати особі, яка
страждає на астму, бронхіт, муковісцидоз або ін-
ший вид запалення легенів, для лікування згада-
них хвороб. Антагоністи можна вводити будь-яким
відповідним способом, в тому числі внутрішньо-
венно, підшкірно, шляхом бронхіального лаважу та
використання леткого препарату, що містить анта-
гоніст до IL-20.

Введення розчинного рецептора IL-20
Кількості розчинного рецептора IL-20, необхід-

ні для ефективного лікування, залежатимуть від
багатьох факторів, в тому числі від засобів уве-
дення, місця уведення, фізіологічного стану паціє-
нта та інших призначених лікарських засобів. От-
же, лікувальні дози слід титрувати для оптимізації
безпеки та ефективності. Як правило, дози, вико-
ристані in vitro, можуть підказати вірний напрямок
визначення правильних доз цих реагентів для
приймання in vivo. Випробування на тваринах
ефективних доз для лікування конкретних пору-
шень забезпечать надалі обгрунтований критерій
визначення дози для людини. Способи уведення
включають: пероральний, внутрішньовенний, пе-
ритонеальний, внутрішньом'язовий, трансдерма-
льний або уведення в легеню або трахею у розпи-
люваній формі за допомогою розпилювача
аерозольного інгалятора. Фармацевтично прийня-
тними носіями є, наприклад, вода, соляні та буфе-
рні розчини. Межі дозування, як правило, розрахо-
вують, виходячи з 1-1000мкг на кілограм маси тіла
на день Для дорослого середнього віку доза роз-
чинного рецептора IL-20 складала б приблизно
25мг два рази на тиждень у вигляді ін'єкції під шкі-
ру. При лікуванні псоріазу ін'єкції можна робити в
місцях псоріатичних уражень. Для підшкірного або
внутрішньовенного уведення антагоніста IL-20
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антитіло або розчинний рецептор може бути у бу-
ферному соляному розчині фосфату. При шкірних
хворобах, наприклад псоріазі, антагоніст до IL-20
можна застосовувати у вигляді мазі або трансдер-
мальної плями.  Дози можуть бути вищими або
нижчими, що визначає лікар-спеціаліст в цій галузі.
Повне обговорення технологій приготування лі-
карського засобу та меж дозування можна знайти
в [Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Ed.,
(Mack Publishing Co., Easton, Perm., 1996), and
Goodman and Gilman's: The Pharmacological Bases
of Therapeutics, 9th Ed. (Pergamon Press 1996)].

Даний винахід далі ілюструється наступними
необмежуючими прикладами.

Приклад 1
Підсилювальне регулювання IL-8 за допомо-

гою IL-20
Способи:
Нормальні людські епідермальні новонаро-

джені кератиноцити (від ф. "Clonetics") при пасажі
2 висівали і вирощували до злиття у 12-ямковому
планшеті для тканинних культур. Середовища для
вирощування кератиноцитів придбали у фірми
"Clonetics". Коли клітини досягали злиття, їх про-
мивали середовищами для вирощування керати-
ноцитів без факторів росту, тобто базальними се-
редовищами для кератиноцитів (БСК). Клітини
витримували без сироватки у БСК впродовж 72
годин перед доданням досліджуваних сполук. Як
позитивні контрольні групи використовували тром-
бін при концентрації 1л.о./мл та трипсин у кількості
25нМ. Додавали один мл середовища на ямку. Як
негативну контрольну групу застосовували тільки
БСК.

Поповнювали IL-20 у БКС і додавали при різ-
них концентраціях, від 2,5мкг/мл до 618нг/мл в
першому експерименті та від 2,5мкг/мл до 3нг/мл в
другому експерименті.

Клітини інкубували при 37°C, 5% CO2 впро-
довж 48 годин. Надосадкові рідини видаляли та
заморожували при -80°C впродовж кількох днів,
щоб проаналізувати рівні IL-8 та GM-CSF. Для ви-
значення продукування цитокіну використовували,
за інструкціями фірми-виробника, набір реагентів
для імуноаналізу № D8050 з IL-8 людини (ф.
"RаndD Systems Inc.") та набір для імуноаналізу №
HSGMO з GM-CSF людини (ф. " RаndD Systems
Inc.").

Результати
Результати показали, що експресії IL-8 та GM-

CSF були індуковані IL-20.
Приклад 2
Клонування IL-20RB
Клонування зони кодування IL-20RB
Підготували два праймери для реакції преци-

пітації (РПЦ) на основі послідовності з [міжнарод-
ної патентної заявки № PCT/US99/03735 (публіка-
ція № WO 99/46379), поданої 8 березня 1999p.]
SEQ ID NO 16 містить кодон ATG (Met1) із сайтом
рестрикції EcoRI, SEQ ID NO 17 містить терміную-
чий кодон (TAG) із сайтом рестрикції Xhol. Амплі-
фікацію РПЦ здійснювали, використовуючи ДНК з
бібліотеки кДНК кератиноциту (HaCaT) людини як
матрицю і послідовності SEQ ID NO 16 та SEQ ID
NO 17 як праймери. Реакцію преципітаціїї (РПЦ)
проводили таким чином: інкубація при 94°C впро-

довж 1хв. З наступними 30 циклами при 94°C
впродовж 30сек. і при 68°C впродовж 2хв., і після
додаткових 4хв. при 68°C реакцію консервували
при 4°C. Продукти РПЦ виливали на 1% агарозний
гель і досліджували стрічку ДНК в 1т.п.н. Продукти
РПЦ відокремлювали від гелю і ДНК очищували,
використовуючи набір реагентів QIAquick для екс-
тракції гелю (ф. "Qiagen"). Очищену ДНК розщеп-
лювали за допомогою EcoRI та Xhol і клонували у
вектор pZP, який назвали pZP7N. Плазміда pZP -
це вектор експресії ссавця, що містить касету екс-
пресії, яка має промотор металотіонеїн-1 миші,
лідерний пептид tPA людини, множинні сайти рес-
трикції для уведення кодуючих послідовностей,
мітку GIu-GIu та термінатор гормону росту людини.
Ця плазміда також має реплікатор Е.coli, одиницю
експресії селектованого маркера ссавця, яка має
промотор SV40, енхансер та реплікатор, а також
ген DHFR і термінатор SV40. Секвенували декіль-
ка клонів IL-20RB-pZP7N. Всі вони містили три
неконсервативні мутації порівняно з послідовністю
IL-20RB, описаною у [PCT/US 99/03735]: (послідо-
вність IL-20RB-pZP7N), 146 Pro (CCC) - Thr (ACC),
148 His (CAT) - Asp (GAT) та 171 Thr (ACG) - Arg
(AGG).

Щоб перевірити ці три заміни в клоні IL-20RB-
pZP7N, здійснювали ампліфікацію РПЦ, викорис-
товуючи як матриці три різні джерела кДНК - ма-
рафонську кДНК фетальної шкіри, ДНК з бібліоте-
ки кДНК HaCaT  і ДНК з бібліотеки кДНК гладкого
м'яза простати. Продукти РПЦ очищали від гелю
та секвенували. Послідовність кожного з трьох
продуктів РПЦ відповідала послідовності клону IL-
20RB-pZP7N. IL-20RB - це SEQ ID NOs: 13 і 14, а
зрілий позаклітинний домен - це SEQ ID NO 15.

Приклад 3
Зв'язування IL-20 з гетеродимером IL-20RB/IL-

20RA
Для перевірки того, чи зв'язується IL-20 з гете-

родимером IL-20RA-IL-20RB, було застосовано
аналіз на зв'язування на основі клітин.

Вектори експресії, що містили відомі та без-
іменні рецептори цитокіну класу II (в тому числі IL-
20RA та IL-20RB), тимчасово трансфектували в
клітини COS в різних комбінаціях, які потім аналі-
зували на їхню здатність зв'язувати білок IL-20,
мічений біотином. Результати показали, що гете-
родимер IL-20RB-IL-20RA - це рецептор до IL-20.
Застосовану процедуру описано нижче.

Трансфекцію клітин COS здійснювали у 12-
ямковому планшеті для тканинних культур таким
чином: 0,5мкг ДНК змішували з середовищем, що
містило 5мкл ліпофектаміну у 92мкл безсироват-
кового модифікованого за способом Дульбекко
середовища Ігла (МДСІ) (55мг пірувату натрію,
146мг L-глутаміну, 5мг трансферину, 2,5мг інсулі-
ну, 1мкг селену та 5мг фетуїну у 500мл МДСІ),
інкубували при кімнатній температурі впродовж
30хв. І потім додавали до 400мкл безсироватково-
го МДСІ.  Ці 500мкл суміші потім додавали до клі-
тин, вирощених до щільності 1,5´105 клітин
COS/ямку, та інкубували впродовж 5 годин при
37°C. Потім додавали 500мкл МДСІ з 20% ембрі-
онної бичачої сироватки (ФБС) та інкубували всю
ніч.
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Аналіз, модифікацію "секреторної пастки"

[Davis, S., et al., Cell 87: 1161-1169 (1996)], прово-
дили таким чином: клітини промивали фізіологіч-
ним розчином з фосфатним буфером (ФРФБ)/1%
альбуміном бичачої сироватки (АБС) та блокували
впродовж 1 години, використовуючи для цього
ТНБ (0,1M Tris-HCl, 0,15M NaCl та 0,5% блокуючо-
го реагента (набір № NEL701 від ф. "ΝΕΝ
Renaissance TSA-Direct") у воді). Потім здійснюва-
ли 1-годинну інкубацію, використовуючи 3мкг/мл
біотинильованого білка в ТНБ. Клітини промивали
ФРФБ/1% АБС та інкубували ще годину, викорис-
товуючи розбавлений у співвідношенні 1:300 стре-
птавідин-пероксидаза хріну (набір ф. "ΝΕΝ") в
ТНБ. Далі здійснювали промивку, клітини фіксува-
ли впродовж 15хв., використовуючи 1,8% форма-
льдегіду у фізіологічному розчині з фосфатним
буфером (ФРФБ). Клітини потім промивали THT
(0,1M Tris-HCl, 0,15M NaCl і 0,05% Tween-20 у во-
ді). Позитивні сигнали зв'язування виявили після 5-
хвилинної інкубації з використанням тираміду
флуоресцеїну, розбавленого у співвідношенні 1:50
в буферному розчині (набір реагентів ф. "ΝΕΝ").
Клітини промивали THT, фіксували за допомогою
підтримуючого середовища Vectashield (ф. "Vector
Labs"), розбавленого у співвідношенні 1:5 в THT, і
візуалізовували, використовуючи фільтр FITC на
інвертованому флуоресцентному мікроскопі.

Приклад 4
Підсилювальне регулювання за допомогою IL-

20 цитокінів, що викликають запалення
Обробка клітин
Клітинну лінію кератиноцитів людини, HaCaT,

вирощували при 37°C ще кілька днів після злиття у
колбах для тканинних культур Т-75. Потім норма-
льне середовище для вирощування (МДСІ+10%
ФБС) видаляли і заміняли безсироватковим сере-
довищем. Далі клітини інкубували впродовж двох
днів при 37°C. МДСІ потім видаляли і за одну об-
робку обробляли чотири колби клітин, кожну одні-
єю з наступних сумішей, впродовж чотирьох годин
при 37°C: рекомбінантним людським (рл) IL-1
альфа при концентрації 5нг/мл, рл IL-1 альфа при
концентрації 20нг/мл, рл IL-1 альфа при концент-
рації 5нг/мл+IL-20 при концентрації 1мкг/мл, рл IL-
20 при концентрації 10нг/мл.

Виділення РНК
Після обробки цитокінів середовище видаля-

ли, і клітини лізували, використовуючи розчин тіо-
ціанату гуанідію. Всю РНК виділяли із клітинного
лізату шляхом центрифугування впродовж ночі на
основі градієнту хлориду цезію. Наступного дня
осад РНК у колбі після центрифугування повторно
суспендували у розчині триета-
нол/додецилсульфат натрію (ТЕ/ДСН) і етанол
осаджували. Потім визначали кількість РНК, вико-
ристовуючи спектрофотометр, далі обробляли
ДНКазою, як описано в [Section V.B. of Clontech's
AtlasÔ  cDNA Expression Arrays User Manual
(version PT3140-1/PR9X390, published 11/5/99)].
Якість зразків РНК перевіряли на основі розрахун-
ків чистоти, які грунтувались на конкретних даних,
та на основі візуалізації на агарозному гелі. Гено-
мне забруднення зразків РНК виключали в резуль-
таті аналізу РПЦ гена b-актину

Синтез зонду

За протоколами ф. "Сlоntech" щодо по-
ліА+збагачення здійснювали синтез зонду та гіб-
ридизацію з послідовностями AtlasÔ  [див. вище
AtlasÔ  Pure Total RNA Labeling System User
Manual, PT3231-1/PR961157, published 6/22/99].
Стисло, поліА+РНК виділяли з 50мг всієї РНК, ви-
користовуючи магнітні гранули, покриті стрептаві-
дином (ф. "Сlоntech", Paolo Alto, CA), і сепаратор
магнітних частинок. ПоліА+РНК потім помічали
aIpha32P-dATP шляхом РПЦ з контролем за допомо-
гою рентгенівських променів або гамма-променів.
В цій реакції використовували праймери CDS ф.
"Сlоntech", специфічні до генів 268 у послідовності
AtlasÔ  людський цитокін/рецептор (№7744-1). Мі-
чений зонд виділяли, застосовуючи хроматогра-
фію на колонках і визначали кількість в сцинтиля-
ційній рідині.

Гібридизація на мембранах-матрицях
Матриці AtlasÔ  попередньо гібридизували, ви-

користовуючи ExpressHyb ф. "Clontech" та ДНК
сперми лосося, денатуровану в теплі при концент-
рації 100мг/мл, впродовж принаймні 30хв. при
68°C при безперервному збовтуванні. Мембрани
потім гібридизували, використовуючи 1,9´10б

СРМ/мл (всього 1,14´107 CPM),  всю ніч при 68°C
при безперервному збовтуванні. Наступного дня
мембрани промивали 4 рази по 30хв. у 2Х SSC
(розчин хлориду і цитрату натрію), 1% SDS (доде-
цилсульфат натрію) при 68°C і ще раз впродовж
30хв. в 0,1Х SSC, 0,5% SDS при 68°C, і ще один,
останній, раз при кімнатній температурі впродовж
5хв. в 2Х SSC. Мембрани послідовностей потім
укладали в пластикові мішки ф. "Kodak", гермети-
чно закривали і впродовж всієї ночі піддавали дії
фосфорного екрану блоку формування зображен-
ня при кімнатній температурі. Наступного дня фо-
сфорні екрани сканували на фосфорному блоці
формування зображення і аналізували, викорис-
товуючи програмні засоби 0,1 AtlaslmageÔ  ф.
"Сlоntech".

Результати
Гени, які позитивно регулюються за допомо-

гою IL-20
1. Фактор некрозу пухлини (ФНП) позитивно

регулювався в 1,9-2,4 рази.
2. Фактори 1 і 2 плацентарного росту позитив-

но регулювалися в 1,9-2,0 рази.
3. Фактор І коагуляції позитивно регулювався в

2,0-2,5.
4. Рецептор кальцитоніну позитивно регулю-

вався в 2,2-2,3 рази.
5. ФНП-стимулюючий гіалуронатзв'язуючий бі-

лок TSG-6 позитивно регулювався в 2,1-2,2 рази.
6. Попередник рецептора-1 васкулярного ен-

дотеліального фактора росту, рецептор тиразин-
протеїн-кінази (FLT-1) ( SFLT) позитивно регулю-
вався в 2,1-2,7 рази.

7. MRP-8 (Са-зв'язуючий білок у макрофагах,
MEF-споріднених) позитивно регулювався в 2,9-
4,1.

8. MRP-14 (Са-зв'язуючий білок у макрофагах,
MIF-споріднених) позитивно регулювався в 3,0-3,8
рази.

9. Релаксини Н2 позитивно регулювався в 3,14
рази.
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10. Рецептор III 300kDа трансформуючого фа-

ктора-бета росту позитивно регулювався в 2,4-3,6
рази.

Гени, що показують синергію при обробці ін-
терлейкіном-20 (IL-20) та інтерлейкіном-1 (IL-1)

1. Кістковий моффогенний білок 2а позитивно
регулювався в 1,8 рази при обробці тільки інтер-
лейкіном-20 (IL-20), у 2,5 рази при обробці тільки
інтерлейкіном-1 (IL-1) і у 8,2 рази при обробці IL-20
та IL-1.

2. MRP-8 позитивно регулювався в 2,9 рази
при обробці тільки IL-20, у 10,7 разів при обробці
тільки IL-1 і у 18,0 разів при обробці IL-20 та IL-1.

3. Фактор еритроїдного диференціювання по-
зитивно регулювався в 1,9 рази при обробці тільки
IL-20, у 9,7 разів при обробці тільки IL-1 і у 19,0
разів при обробці IL-20 та IL-1.

4. MRP-14 (Са-зв'язуючий білок у макрофагах,
MIF-споріднених) позитивно регулювався в 3,0
рази при обробці тільки IL-20, у 12,2 разів при об-
робці тільки IL-1 і у 20,3 разів при обробці IL-20 та
IL-1.

5. Гепарин-зв'язуючий EGF-подібний фактор
позитивно регулювався в 2,0 рази при обробці
тільки IL-20, у 14 разів при обробці тільки IL-1 і у
25,0 разів при обробці IL-20 та IL-1.

6. b-тромбоглобулін-подібний білок позитивно
регулювався в 1,5 рази при обробці тільки IL-20, у
15 разів при обробці тільки IL-1 і у 27 разів при
обробці IL-20 та IL-1.

7. Отриманий з мозоку нейротрофний фактор
позитивно регулювався в 1,7 рази при обробці
тільки IL-20, у 25 разів при обробці тільки IL-1 і у
48 разів при обробці IL-20 та IL-1.

8. Хемотаксичний фактор активації моноцитів
позитивно регулювався в у 1,3 рази при обробці
тільки IL-20, у 32 рази при обробці тільки IL-1 і у 56
разів при обробці IL-20 та IL-1.

Приклад 5
Злитий гетеротетрамер IL-20RA/RB - рецептор

Ig
Для експресії рекомбінантного злитого білка

IL-20- рецептор Ig використовували вектор експре-
сії pEZE3. Плазміду pEZE3 отримали з pDC312.
Плазміду pDC312 отримали за ліцензією ф. "Im-
munex Corporation". Плазміди pDC312 та pEZE3
містять сегмент EASE, описаний у [WO 97/25420].
Присутність сегменту EASE у векторі експресії
може поліпшувати експресію рекомбінантних біл-
ків у 2-8 разів у стабільних клітинних групах.

Плазміда pEZE3 - це трицистронний вектор
експресії, який можна використовувати для екс-
пресії трьох різних білків в клітинах ссавців, краще
в клітинах яєчнику китайського хом'яка. Одиниця
експресії pEZE3 містить енхансер/промотор цито-
мегаловірусу, трироздільну лідерну послідовність
аденовірусу, сайт множинного клонування для
введення кодуючої зони для першого рекомбінан-
тного білка, внутрішній сайт входження рибосоми
поліовірусу типу 2, другий сайт множинного клону-
вання для введення кодуючої зони для другого
рекомбінантного білка, внутрішній сайт входження
рибосоми вірусу енцефаломіокардиту, кодуючий
сегмент дигідрофолатредуктази миші і термінатор
транскрипції SV40. Крім того, pEZE3 містить точку

початку реплікації Е.coli і бактеріальний ген b-
лактамази.

Злитий білок IL-20- рецептор Ig - це дисульфі-
дно зв'язаний гетеротетрамер, який складається з
двох ланцюгів позаклітинного домену людського
IL-20RB, злитого з константною зоною легкого ла-
нцюга каппа людського імуноглобуліну дикого ти-
пу, і двох ланцюгів позаклітинного домену білка IL-
20RA людини, злитого з константною зоною муто-
ваного людського імуноглобуліну гамма-1. Конста-
нтна зона людського імуноглобуліну гамма-1 міс-
тить амінокислотні заміни для зменшення
зв'язування FcgRI і фіксації комплемента C1q.

Злиту конструкцію IL-20RB - константна зона
легкого ланцюга каппа імуноглобуліна людини
отримували за допомогою перекриваючої РПЦ.
Кодуючий сегмент IL-20RB складається з аміноки-
слот 1-230. Матрицю для РПЦ- ампліфікації сег-
менту IL-20R генерували, використавши структур-
ний компонент експресії константної зони легкого
ланцюга каппа людського IL-20RB, як описано далі
у Прикладі 12. Для ампліфікації сегменту IL-20RB
використовували олігонуклеотидні праймери SEQ
ID  NO  24  і SEQ  ID  NO  25.  Використовували всю
константну зону легкого ланцюга каппа людського
імуноглобуліну дикого типу. Матрицю для ампліфі-
кації РПЦ сегменту константної зони легкого лан-
цюга каппа людського імуноглобуліну дикого типу
генерували, використавши структурний компонент
експресії константної зони легкого ланцюга каппа
людського IL-20RB, як описано у Прикладі 12. Для
ампліфікації константної зони легкого ланцюга
каппа людського імуноглобуліну дикого типу вико-
ристовували олігонуклеотидні зanhfdrb SEQ ID NO
26  і SEQ  ID  NO  27.  Ці два білок-кодуючі домени
зв'язували шляхом перекриваючої РПЦ, викорис-
товуючи олігонуклеотидні послідовності SEQ ID
NO 24 і SEQ ID NO 27. Між цими двома білковими
доменами вставляли пептидний лінкер (Gly4Ser)3
(SEQ ID NO 72). Пептидний лінкер (Gly4Ser)3 коду-
вали на праймерах РПЦ:  SEQ ID  NO 26  і SEQ ID
NO 25. Отриманий в результаті злитий структур-
ний компонент позаклітинний домен ІL-
20RВ/константна зона легкого ланцюга показано
послідовностями SEQ ID NOs: 20 і 21. Цей спрог-
нозований зрілий поліпептид, без сигнальної по-
слідовності, являє собою SEQ ID NO 60. Ділянка
позаклітинного домену IL-20RB, яку було фактично
використано, являла собою амінокислотну послі-
довность SEQ ID NO 61. N-термінальне секвену-
вання дало в результаті очікувану амінокислотну
послідовність.

Злиту конструкцію IL-20RA людини - констант-
на зона важкого ланцюга имуноглобуліну гамма 1
людини генерували шляхом перекриваючої РПЦ
чотирьох окремих фрагментів причому кожний
генерували окремою ампліфікацією РПЦ. Перший
фрагмент містив оптимізовану сигнальну послідо-
вність tPA (активатор плазміногена тканини). Цю
сигнальну послідовність tPA ампліфікували, вико-
ристовуючи олігонуклеотидні праймери: SEQ ID
NO 28 і SEQ ID NO 29, застосувавши як матрицю
власний раніше генерований вектор експресії.
Другий фрагмент містив зону, кодуючу позаклітин-
ний домен IL-20RA, яка складалася з амінокислот
30-243 послідовності SEQ ID NO 11. Для ампліфі-
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каціїї цього сегменту IL-20RA використовували
олігонуклеотидні праймери SEQ ID NO 30 і SEQ ID
NO 31, застосовуючи як матрицю раніше генеро-
ваний клон IL-20RA.

Константну зону важкого ланцюга гамма-1 лю-
дини генерували з 2 сегментів. Перший сегмент,
що містив домен CH1, ампліфікували, використо-
вуючи олігонуклеотидні праймери SEQ ID NO 32 і
SEQ ID NO 33, застосовуючи як матрицю клон
константної зони важкого ланцюга людського іму-
ноглобуліну гамма-1 дикого типу. Другий сегмент,
який містив шарнір, що залишився, домени СН2 і
CH3 константної зони важкого ланцюга людського
імуноглобуліну гамма-1 генерували шляхом амп-
ліфікації РПЦ, використовуючи олігонуклеотидні
праймери SEQ ID NO 34 і SEQ ID NO 35. Матрицю
для цієї ампліфікації РПЦ взяли з раніше генеро-
ваного структурного компонента Fc конструкції
імуноглобуліну гамма-1 людини, який містив кодо-
ни для амінокислотних замін,  щоб зменшити зв'я-
зування FcgRI і фіксацію комплемента C1q, як опи-
сано у Прикладі 12.

Ці чотири кодуючі домени зв'язували шляхом
перекриваючої РПЦ, використовуючи олігонуклео-
тидні SEQ ID NO 28 і SEQ ID NO 35. Між білковими
доменами IL-20RA і CH1 вставляли пептидний
лінкер (Gly4Ser)3. Пептидний лінкер (GIy4Ser)3 ко-
дували на РПЦ-праймерах: SEQ ID NO 32 і SEQ ID
NO  31.  Злитий білок "позаклітинний домен IL-
20RА/домен константної зони важкого ланцюга
людського імуноглобуліну гамма 1" і послідовність
ДНК показані в SEQ  ID  NOs:  22  і 23.  Очікувана
зріла поліпептидна послідовність (без сигнальної
послідовності) являє собою SEQ ID NO 62. Факти-
чно використана ділянка позаклітинного домену IL-
20RA являла собою SEQ ID N) 63.

Кодуючий сегмент, злитий з константною зо-
ною легкого ланцюга каппа людського імуноглло-
буліну позаклітинного домену IL-20RB, клонували
в другий кодуючий сегмент миші, тоді як кодуючий
сегмент, злитий з константною зоною важкого ла-
нцюга людського імуноглобуліну гамма-1 позаклі-
тинного домену IL-20RA людини, клонували в пе-
рший кодуючий сегмент миші плазміди pEZE3. Цю
плазміду використали для трансфекції клітин яєч-
ника китайського хом'яка. Клітини селектували в
середовищі без гіпоксантину або тимідину, і транс-
ген ампліфІкували, використавши метотрексат.
Наявність білка аналізували вестерн-блоттингом,
використовуючи константну зону важкого ланцюга
нелюдського імуноглобуліну гамма-1 і антитіла
легкого ланцюга каппа нелюдського імуноглобулі-
ну. N-термінальне секвенування показало, що оп-
тимізований лідер tPA не був повністю розщепле-
ний. Маса, яку досліджували, показала, що
першим залишком поліпептидної послідовності
була піроглутамінова кислота, N-термінальною
послідовністю виявилась
пipoEEIHAELRRFRRVPCVSGG (SEQ ID NO 64),
причому підкреслена ділянка являла собою зали-
шки лідера tPA.

Приклад 6
Трансгенний фенотип IL-20
IL-20 і людини, і миші переекспресовували у

трансгенних мишей, використовуючи різні промо-
тори. Щоб досягти циркулюючих рівнів білка, спо-

чатку використовували промотор альбуміну миші,
специфічний до печінки, який спрямовує експресію
людського IL-20. Наступні дослідження проводили,
використовуючи промотор кератин 14 (К14), який,
головним чином, націлює експресію на епідерміс
та інші багатошарові сквамозні епітеліальні ткани-
ни; промотор металотіонеін-1 миші, який дає ши-
року картину експресії, і промотор ЕmLСK, який
стимулює експресію в клітинах лімфоїдного ряду.
В усіх чотирьох випадках отримали аналогічні ре-
зультати, можливо, тому, що всі ці промотори під-
вищували циркуляційні рівні IL-20.

В усіх випадках трансгенні мишенята, які екс-
пресували трансген IL-20, були меншими, ніж не-
трансгенні брати з приплоду, мали ніби відполіро-
ваний зовнішній вигляд із щільною зморшкуватою
шкірою і вмирали впродовж кількох днів після на-
родження. В шлунках мишенят було молоко, що
вказувало на їхню здатність його смоктати. Ці миші
мали розпухлі кінцівки, хвіст, зони ніздрів та рота і
мали проблеми з пересуванням. Крім того, ці миші
були слабкими, позбавленими видимої жирової
тканини, мали уповільнений розвиток вух та паль-
ців стопи. Низькі рівні експресії в печінці (менш ніж
100 молекул мРНК на клітину) були достатніми і
для летальності новонародженого, і для дефектів
шкіри. Трансгенні миші без видимого фенотипу ані
експресували цей трансген, ані експресували його
на рівнях, які можна було б детектувати, або були
мозаїчними.

Гістологічний аналіз шкіри мишей з трансге-
ном IL-20 показав потовщений епідерміс, гіперке-
ратоз та твердий роговичний шар порівняно з не-
трансгенними мишенятами. Іноді спостерігали
сероклітинні струпи. Аналіз шкіри трансгенних ми-
шей за допомогою електронного мікроскопа пока-
зав включення інтрамітохондріального ліпоїду,
гранули мозаїчного кератогіаліну і відносно мало
тонофіламентів, подібних до філаментів, які спо-
стерігали в псоріатичній шкірі людини і в моделях
хвороб шкіри мишей. Крім того, багато з трансген-
них мишей мали апоптотичні тимусні лімфоцити.
Ніяких інших аномалій гістологічний аналіз не ви-
явив. Ці результати гістологічного аналізу та ана-
лізу за допомогою електронного мікроскопа під-
твердили і розширили отримані шляхом
спостерення макроскопічні зміни шкіри.

Приклад 7
Специфічність та спорідненість IL-20 до його

рецептора
Специфічність та спорідненість IL-20 до його

рецептора визначали, використовуючи клітини
BHK, стабільно трансфековані IL-20RA, IL-20RB
або обома субодиницями рецептора. Аналіз на
зв'язування з використанням ліганду, міченого
радіоактивним ізотопом, показав, що IL-20 зв'язу-
ється з трансфектантами BHK,  які експресують і
IL-20RA, і IL-20RB, а не з трансфекованими кліти-
нами і не з трансфектантами, які експресують
будь-яку одну субодиницю рецептора. Зв'язування
IL-20, міченого ізотопом 125I, виключали в присут-
ності 100-кратного надлишку неміченого IL-20, а не
100-кратного надлишку неспорідненого цитокіну,
IL-21. Визначили, що зв'язувальна схожість (kD) IL-
20 і гетеродимерного рецептора IL-20RA/IL-20RB
складає приблизно 1,5нМ.
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Приклад 8
Активація рецептора IL-20
Щоб визначити,  чи веде зв'язування IL-20  до

активації рецептора, фактор-залежну пре-В клі-
тинну лінію BaF3 котрансфектували IL-20RA та IL-
20RB і обробляли інтерлейкіном-20 (IL-20) при
різних концентраціях. IL-20 стимулював проліфе-
рацію в залежності від дози і давав виявлюваний
сигнал при 1,1рМ, з половинною максимальною
відповіддю при 3,4рМ. Помітили, що концентрація
IL-20 для половинної максимальної проліфератив-
ної відповіді в клітинах BaF3 в 1000 разів нижча,
ніж концентрація для половинної максимальної
зв'язувальної схожості в клітинах BHK. Можливим
поясненням такої великої різниці може бути вико-
ристання різних клітинних ліній, різні рівні експресії
рецепторів і різні результати аналізів. IL-20 також
стимулював сигнальну трансдукцію у біологічно
релевантній клітинній лінії людських кератиноцитів
HaCaT, які природно експресують IL-20RA і IL-
20RB. Отже, IL-20 зв'язує і активує гетеродимер-
ний рецептор IL-20RA/IL-20RB при концентраціях,
очікуваних для цитокіну. Негативні контрольні гру-
пи містили нетрансфековані BaF3.

Приклад 9
Аналіз експресії IL-20RA і IL-20RB
Щоб визначити експресійну картину IL-20RA і

IL-20RB, проводили РПЦ з контролем за допомо-
гою рентгенівських променів або гамма-променів
на ряді тканин людини. Найбільше обидві субоди-
ниці рецептора експресувалися в шкірі та яєчку.
Важливим результатом є те, що IL-20RA і IL-20RB,
обидва, було експресовано в шкірі, де вони були
проміжною ланкою у відповіді, викликаної IL-20. I
IL-20RA, і IL-20RB також було експресовано в мо-
ноцитах, легені, яєчнику, м'язі, яєчку, наднирковій
залозі, серці, слинній залозі та плаценті. IL-20RA
також є в мозку, нирці, печінці, ободовій кишці,
тонкій кишці, шлунку, щитовидній залозі, підшлун-
ковій залозі, матці та простаті, a IL-20RB немає.

Приклад 10
мРНК IL-20RA та IL-20RB позитивно регулю-

ються при псоріазі
Застосовували in situ гібридизацію, щоб ви-

значити, чи змінюється експресія рецептора IL-20
при псоріазі. Проби шкіри від чотирьох пацієнтів,
хворих на псоріаз, і трьох неуражених пацієнтів
аналізували за допомогою зондів, специфічних до
мРНК двох вищезгаданих субодиниць рецептора.
Всі чотири проби псоріатичної шкіри мали високі
рівні мРНК IL-20RA і IL-20RB в кератиноцитах, тоді
як проби нормальної шкіри не мали виявлюваних
рівнів мРНК жодної субодиниці рецептора. Пози-
тивні сигнали у псоріатичній шкірі також спостері-
гали в мононуклеарних імунокомпетентних кліти-
нах і в ендотеліальних клітинах в субпопуляції
судин. Тому, і IL-20RA, і IL-20RB еспресували в
кератиноцитах, імунокомпетентних клітинах та
ендотеліальних клітинах, тобто основних типах
клітин, які, як гадають, взаємодіють при псоріазі.

Приклад 11
Клонування IL-20RA миші
Генерували зонд міжвидової гібридизації, який

містив фрагмент повномірної кДНК, кодуючий IL-
20RA людини. Проводили саузерн-блоттинг гено-
мної ДНК миші і нозерн-блоттинг РНК миші, щоб

показати, що кДНК людського IL-20RA можливо
специфічно гібридизувати з послідовностями миші.
Результати нозерн-блоттингу показали, що РНК IL-
20RA миші є присутньою в 15- і 17-денному ембрі-
оні миші, так само як серце, мозок, легеня, печінка,
нирка, яєчка, селезінка, тимус, шлунок і тонка киш-
ка.

Щоб провести скринінг геномної бібліотеки
миші, використовували зонд гібридизації повномі-
рної ДНК людського IL-20RA. Цю бібліотеку, отри-
ману від ф. "Clontech" (Palo Alto, CA), генерували з
часткового розщеплення МbоІ геномної ДНК миші і
клонували в сайт ВатHI бактеріофага лямбда
EMBL3 SP6/T7. Позитивний бактеріофаг був очи-
щений від бляшок, і ДНК бактеріофага отримува-
ли, використовуючи систему очищення ДНК
"Promega's Wizard Lambda Preps DNA Purification
System". З цього позитивного бактеріофага гене-
рували два фрагменти рестрикційного ферменту,
фрагмент EcoRI довжиною 5,7т.п.н. і фрагмент
Sad довжиною 8,0т.п.н., і клонували в pBluescript.
Аналіз послідовності ДНК виявив наявність 3 екзо-
нів від ортологу миші до IL-20RA людини.

Сконструювали праймери РПЦ з 5' UTR, по-
слідовність SEQ ID NO 40, і 3' UTR, послідовність
SEQ ID NO 41, щоб генерувати повномірну послі-
довність IL-20RA миші шляхом ампліфікації РПЦ.
КДНК 15- та 17-денного ембріону миші використо-
вували як матрицю для ампліфікації РПЦ. Для
підтвердження продукти РПЦ субклонували та
секвенували. Послідовностями миші були SEQ ID
NOs:  36  і 37.  Зрілий позаклітинний домен являв
собою SEQ ID NO 38.

Приклад 12
Конструювання гетеротетрамера рецептора

IL-20
Сконструювали вектор, експресуючий секре-

тований гетеродимер hIL-20RA/hIL-20RB. В цьому
структурному компоненті позаклітинний домен hIL-
20RA був злитий з важким ланцюгом імуноглобулі-
ну гамма 1 класу G (IgGg1), а позаклітинна ділянка
IL-20RB була злитою з легким ланцюгом каппа
людини (легкий ланцюг k людини).

Конструювання векторів злиття IgG гамма 1 і
легкого ланцюга k людини

Важкий ланцюг IgGg1 клонували у вектор екс-
пресії Zem229R ссавця (депонований під №69447
Американської колекції клітинних культур (AККК))
таким чином, що кожну позаклітинну ділянку реце-
птора з сайтом 5' EcoRI і сайтом 3' Nhel можна
було клонувати, отримуючи в результаті злиття "N-
термінальний позаклітинний домен-С-
термінальний IgGg1". Фрагмент IgGg1, застосова-
ний в цьому структурному компоненті, отримували,
використовуючи РПЦ для виділення послідовності
IgGg1 з бібліотеки кДНК печінки зародка людина
(ф. "Clontech") як матриці. Реакцію преципітації з
використанням олігопослідовностей SEQ ID NO 42
і SEQ ID NO 43 проводили таким чином: 40 циклів
при 94°C впродовж 60сек., при 53°C впродовж
60сек. і при 72°C впродовж 120сек.; і при 72°C
впродовж 7 хвилин. Продукти РПЦ відокремлюва-
ли шляхом електрофорезу в агарозному гелі і
очищували, використовуючи набір реагентів
QiaQuickÔ  для екстракції гелю (ф. "Qiagen Inc.",
Valencia, CA). Виділений фрагмент ДНК, довжиною
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990п.о., біологічно обробляли, використовуючи
MIuI і EcoRI (Boerhinger-Mannheim), екстрагували
за допомогою набору QiaQuickÔ для екстракції
гелю і вшивали за допомогою олігопослідовностей
SEQ ID NO 44 і SEQ ID NO 45, які містили лінкер
MluI/EcoRI, в Zem229R, попередньо оброблений
MIuI і EcoRI, застосовуючи описані тут стандартні
методи молекулярної біології. Цей родовий кло-
нуючий вектор назвали Vector No.76 hlgGgammal
w/ Ch1 No.786 Zem229R (Вектор №76). Полінукле-
отидна послідовність позаклітинного домену hIL-
20RA, злитого з важким ланцюгом IgG гамма 1,
показана в SEQ ID NO 52, а відповідна поліпепти-
дна послідовність -  в SEQ ID  NO 53,  причому зрі-
лий поліпептид, без сигнальної послідовності, яв-
ляє собою SEQ ID NO 54. Ділянкою використаного
позаклітинного домену IL-20RA була SEQ ID NO
55.

Людський легкий ланцюг k клонували у вектор
експресії Zem229R (депонований під №69446
AККК) таким чином, що будь-яку позаклітинную
ділянку рецептора з сайтом 5' EcoRI і сайтом 3'
KрnІ можна було клонувати, отримуючи в резуль-
таті злиття "N-термінальний позаклітинний домен-
С-термінальний легкий ланцюг k людини". Фраг-
мент людського легкого ланцюга k, використаний в
цьому структурному компоненті, отримували, за-
стосовуючи РПЦ для виділення послідовності лег-
кого ланцюга k людини з бібліотеки кДНК печінки
зародка людини (ф. "Clontech"), згаданої вище.
Реакцію преципітації проводили, використовуючи
олігопослідовності SEQ ID NO 46 і SEQ ID NO 47.
Продукти РПЦ відокремлювали шляхом електро-
форезу в агарозному гелі і очищували, застосову-
ючи набір QiaQuickÔ  (ф. "Qiagen") для екстракції
гелю. Виділений фрагмент ДНК, довжиною 315п.о.,
біологічно обробляли MIuI і EcoRI (Boerhinger-
Mannheim), екстрагували за допомогою набору
QiaQuickÔ  для екстракції гелю і вшивали за допо-
могою лінкера MluI/EcoRI, описаного вище, в
Zem228R, попередньо оброблений MIuI та EcoRI,
застосовуючи описані тут стандартні методи мо-
лекулярної біології. Цей родовий клонуючий век-
тор назвали Vector No.77 hklight No.774 Zem228R
(Вектор №77). Полінуклеотидна послідовність по-
заклітинної ділянки IL-20RB, злитої з легким лан-
цюгом k людини, показана в SEQ ID NO 56, а від-
повідна поліпептидна послідовність - в SEQ ID NO
57, причому зрілий поліпептид, без сигнальної
послідовності, являє собою SEQ ID NO 58. Ділян-
кою фактично застосованого позаклітинного доме-
ну IL-20RB була SEQ ID NO 59.

Вставляння позаклітинних доменів людського
IL-20RA і IL-20RB в злиті векторні конструкції

Використовуючи описані вище сконструйовані
вектори, отримали структурний компонент з IL-
20RA людини, злитим з IgGg1. Цю структуру буду-
вали, здійснюючи РПЦ для отримання рецептора
людського IL-20RA з Вектора №102 hIL-20RA/lgG
за допомогою олігопослідовностей SEQ ID NO 48 і
SEQ ID  NO 49  за таких умов:  30  циклів при 94°C
впродовж 60сек., при 57°C впродовж 60сек. і при
72°C впродовж 120сек., і ще при 72°C впродовж 7
хвилин. Отриманий в результаті продукт РПЦ біо-
логічно обробляли EcoRI та Nhel, очищували від
гелю описаним вище способом і вшивали у Вектор

№76, попередньо оброблений EcoRI та Nhel і
очищений від диска. Отриманий в результаті век-
тор секвенували для підтвердження того, що злит-
тя людський IL-20RA/IgG гамма 1 (hIL-20RA/Chl
IgG) вірне. Вектор hIL-20RA/Chl IgG gamma 1 No.
1825 Zem229R назвали Вектором №195. Отрима-
на таким чином послідовність IL-20RA/Chl IgGg1
представлена як SEQ ID NOs: 52 і 53. N-
термінальне секвенування вказувало на присут-
ність прогнозованої зрілої поліпептидної послідов-
ності SEQ ID NO 54.

Сконструювали також окремий структурний
компонент з IL-20RB, злитим з легким ланцюгом k.
Структуру ІL-20RВ/легкий ланцюг k людини отри-
мували, як описано вище, шляхом РПЦ з DR1/7N-4
за допомогою олігопослідовностей SEQ ID NO 50 і
SEQ ID NO 51, розщепленням смуги EcoRI та КрnІ
і наступного вшивання цього продукту в попере-
дньо розщеплений EcoRI та КрnІ і очищений від
смуги на гелі Вектор №77 (див. вище). Отриманий
в результаті вектор секвенували для підтверджен-
ня того, що злиття IL-20RB/легкий ланцюг k люди-
ни (IL-20RB/klight) вірне. Цей структурний компо-
нент IL-20RB/klight представлено послідовностями
SEQ ID NOs: 56 і 57. N-термінальне секвенування
цього результуючого поліпептиду вказувало на
наявність прогнозованої зрілої амінокислотної по-
слідовності SEQ ID NO 58. SEQ ID NO 59 - це зріла
ділянка використаного позаклітинного домену IL-
20RB.

Коекспресія рецепторів IL-20RA та IL-20RB
людини

Приблизно 16мкг кожного з вищеописаних век-
торів №194 і №195 трансфектували в клітини ВНК-
570 (AККК № CRL-10314), використавши реагент
LipofectamineÔ (ф. "Gibco/BRL") за інструкціями
виробника. Трансфековані клітини селектували
впродовж 10 днів у розчині МДСІ+5% ФБС (ф.
"Gibco/BRL"), що містив 1мкМ метотрексату (MTC)
(ф. "Sigma", St.Louis, MO) і 0,5мг/мл G418 (ф.
"Gibco/BRL"). Отриману в результаті групу транс-
фектантів знову селектували в 10мкМ MTC і
0,5мг/мл G418 впродовж 10 днів.

Результуючу групу двічі селектовангос клітин
використовували для продукування білка. Три фа-
кторії (ф. "Νunc, Denmark) цієї групи застосовували
для виготовлення 8 L безсироваткового кондиціо-
нованого середовища. Це кондиціоноване середо-
вище пропускали над 1мл-колонкою білка А та
елюювали на 10 фракцій по 750мкл. Чотири з цих
фракцій з виявленою найвищою концентрацією
групували і піддавали діалізу (відсічка 10 kD MW)
поруч з ФБС. І нарешті, діалізований матеріал під-
дали біохімічному аналізу (Pierce) і виявили кон-
центрацію 317мкмл. Всього ж з очистки цих 8 L
кондиціонованого середовища отримали 951мкг.

Приклад 13
Зв'язування IL-20 активує ПСАТ3 в клітинній

лінії кератиноцитів HaCaT
IL-20 зв'язує клітинні лінії, трансфековані обо-

ма субодиницями його рецептора. Однак ці клі-
тинні лінії надекспресують рецептор IL-20 відносно
його нормального рівня, і їхня релевантність до
фізіологічної ролі IL-20 незрозуміла. Щоб досліди-
ти сигнальну трансдукцію IL-20 у біологічно реле-
вантному типі клітин, використовували клітинну
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лінію людських кератиноцитів HaCaT, яка експре-
сує ендогенні IL-20RA та IL-20RB, Клітини HaCaT
заражали рекомбінантним аденовірусом, що міс-
тив інформаційний структурний компонент, щоб
дати можливість виявлення внутрішньоклітинного
передавання сигналу. Цей структурний компонент
складається з гена Рhotinus-люциферин-4 моноок-
сигенази, стимульованого послідовностями про-
мотор/енхансер, які складаються з елементу, реа-
гуючого на сироватку (EPC), та елементів, які є
перетворювачами сигналів та активаторами
трансдукції (ПСАТами). Ця аналітична система
виявляє продуктивні взаємодії ліганд-рецептор та
показує можливі компоненти сигнальної трансдук-
ції справа, які беруть участь в активації рецептора.
Обробка тільки інтерлейкіном-20 (IL-20) призвела
до дозо-залежного збільшення активації люцифе-
рази, причому напівмаксимальна реакція відбува-
лась приблизно при 2,3нМ. Наступні інформаційні
аналізи люциферази з використанням аденовірус-
них векторів, які містили тільки EPC або тільки
ПСАТи, давали виявлювану інформаційну актив-
ність тільки через ПСАТи.

Щоб визначити,  чи діють інші цитокіни узго-
джено з IL-20, клітини HaCaT обробляли тільки IL-
20 або у комбінації з однією субмаксимальною
дозою фактора росту епідерміса, IL-1b або TNFa.
В присутності кожного з цих трьох білків обробка
інтерлейкіном-20 дала в результаті дозо-залежне
збільшення активності люциферази. IL-20 у поєд-
нанні з IL-1b дає в результаті напівмаксимальну
реакцію, приблизно при 0,5нМ, що у 5 разів нижче,
ніж при обробці тільки інтерлейкіном-20. Крім того,
активацію інформаційного гена можливо виявити
при 0,1нМ IL-20, тобто при дозі, яка є принаймні в
10 разів меншою, ніж необхідна доза тільки IL-20.

Щоб визначити, чи необхідне парування реце-
птора для стимуляції інтерлейкіном-20 ПСАТ-
люциферази, використовували клітини BHK,
трансфековані IL-20RA і IL-20RB або обома суб-
одиницями рецептора. Як це було і при аналізах
на зв'язування, тільки клітини, трансфековані обо-

ма субодиницями рецептора, реагували на IL-20 і
робили це з напівмаксимальною реакцією при
5,7нМ. Помітили, що концентрація IL-20 для напів-
максимальної реакції у клітинах BHK в 400 разів
менша за концентрацію для напівмаксимальної
реакції у клітинах НаСаТ. Можливо, що для напів-
максимальної реакції в клітинах BHK потрібна ме-
нша концентрація IL-20, порівняно з клітинами
НаСаТ, завдяки більш високим рівням рецептора в
трансфектантах рецептора BHK IL-20.

Щоб ідентифікувати ПСАТ-білки, утігнуті в дію
IL-20, застосовували аналіз на ядерну транслока-
цію І клітини НаСаТ, з ендогенними рецепторами
IL-20, і клітини BHK, трансфековані IL-20RA і IL-
20RB, обробляли білком IL-20, і транслокацію фа-
кторів транскрипції ПСАТ3 і ПСАТ1 із цитоплазми
в ядро аналізували методом імунофлуоресценції.

В нестимульованих клітинах НаСаТ забарв-
лювання ПСАТ3 відбувалось, переважно, у цито-
плазмі. Обробка клітин НаСаТ інтерлейкіном-20
дала в результаті виразну акумуляцію ПСАТ3 в
ядрі. У відповідь на збільшення концентрацій IL-20
ядерна транслокація відбувалась при напівмакси-
мальній концентрації IL-20 7нМ. На відміну від
транслокації ПСАТ3 клітини НаСаТ, оброблені IL-
20, не показали будь-якої виявлюваної ядерної
акумуояції ПСАТ1.

Щоб підтвердити, що рецептор IL-20 є необ-
хідним для стимуляції інтерлейкіном-20 ядерної
транслокації ПСАТ3, використовували клітини
BHК, трансфековані IL-20RA та IL-20RB. У клітинах
BHK, позбавлених рецептора IL-20, ПСАТ3 зали-
шався цитозольним після обробки інтерлейкіном-
20. В протилежність цьому, в клітинах BHK,
трансфекованих рецептором IL-20, ПСАТ3 транс-
локувався в ядро під впливом IL-20. І знову,
ПСАТ1 залишився цитозольним незалежно від
обробки інтерлейкіном-20 або експресії рецептора
IL-20. Зробили висновок, що рецептор IL-20 необ-
хідний для опосередкованої інтерлейкіном-20 ак-
тивації ПСАТ3.
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