
УКРАЇНА (19) UA (11) 83458 (13) C2
(51) МПК (2006)

C12N 15/12
C12N 15/62
C12N 15/10
C07K 14/715 (2008.01)
C07K 16/28 (2008.01)
C07H 21/04 (2008.01)
C12Q 1/68
A61K 38/17
A61K 48/00
G01N 33/53
G01N 33/68

МІНІСТЕРСТВО ОСВІТИ
І НАУКИ УКРАЇНИ

ДЕРЖАВНИЙ ДЕПАРТАМЕНТ
ІНТЕЛЕКТУАЛЬНОЇ

ВЛАСНОСТІ

ОПИС
ДО ПАТЕНТУ НА ВИНАХІД

(1
9)

U
A

(1
1)

83
45

8
(1

3)
C

2

(54) ВИДІЛЕНИЙ ПОЛІПЕПТИД BAFF-R (РЕЦЕПТОР ФАКТОРА АКТИВАЦІЇ В-КЛІТИН СІМЕЙСТВА TNF)
1 2

(21) 2003043505
(22) 06.09.2001
(86) PCT/US01/28006, 06.09.2001
(31) 60/233,152
(32) 18.09.2000
(33) US
(31) 60/234,140
(32) 21.09.2000
(33) US
(31) 60/268,499
(32) 13.02.2001
(33) US
(31) 60/312,185
(32) 14.08.2001
(33) US
(46) 25.07.2008, Бюл.№ 14, 2008 р.
(72) АМБРОУЗ КРІСТІН М., ТОМПСОН ДЖЕФФРІ
С.
(73) БАЙОДЖЕН АЙДЕК МА ІНК.
(56) WO A 0043032, 27.07.2000.
WO A 0112812, 22.02.2001.
SCHNEIDER P ET AL.: "BAFF, a novel ligand of the
tumor necrosis factor family, stimulates B cell growth"
JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, vol. 189,
no. 11, 7 June 1999 (1999-06-07), pages 1747-1756,
XP000915409 ISSN: 0022-1007.
DATABASE EMBL AOnlineU embl; 9 November 1998
(1998-11-09) NCI-CGAP: "qx03d08.x1
NCI_CGAP_Lym12 Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:2000271 3', mRNA sequence" Database
accession no. AI250289 XP002206618.
DATABASE EMBL AOnlineU EMBL; 2 October 1997
(1997-10-02) CLARK G: "Human DNA sequence from
clone CTA-250D10 on chromosome 22 Contains the
genes for SREBF2 (sterol regulatory element binding
transcription factor 2), NAGA (alpha-N-
acetylgalactosaminidase), a gene similar to neuronal-

specific septin 3, a pseudogene similar to ANT2 ..
etc." Database accession no. Z99716 XP002206619
GROSS J A ET AL.: "TACI and BCMA are receptors
for a TNF homologue implicated in B-cell autoimmune
disease" NATURE, vol. 404, 27 April 2000 (2000-04-
27), pages 995-999, XP002140939 ISSN: 0028-0836
THOMPSON J S ET AL.: "BAFF binds to the tumor
necrosis factor receptor-like molecule B cell
maturation antigen and is important for maintaining
the peripheral B cell population" JOURNAL OF
EXPERIMENTAL MEDICINE, vol. 192, no. 1, 3 July
2000 (2000-07-03), pages 129-135, XP002156772
ISSN: 0022-1007
MARSTERS S A ET AL.: "Interaction of the TNF
homologues BLyS and APRIL with the TNF receptor
homologues BCMA and TACI" CURRENT BIOLOGY,
vol. 10, no. 13, 29 June 2000 (2000-06-29), pages
785-788, XP000992744 ISSN: 0960-9822
YU G ET AL.: "APRIL and TALL-I and receptors
BCMA and TACI: system for regulating humoral
immunity" NATURE IMMUNOLOGY, vol. 1, no. 3,
September 2000 (2000-09), pages 252-256,
XP000982268 ISSN: 1529-2908
DOMINGUES H M: "Rational design strategies to
improve cytokine foldability and minimization of a
functional motif: The IL-4 case" THESIS UNIVERSITY
OF UTRECHT, 26 May 1999 (1999-05-26),
XP002159
WOOD S J ET AL: "Prolines and amyloidogenicity in
fragments of the Alzheimer's peptide beta/A4"
BIOCHEMISTRY, vol. 34, no. 3, 24 January 1995
(1995-01-24), pages 724-730, XP002050228 ISSN:
0006-2960
SCHEIN C H: "Production of soluble recombinant
proteins in bacteria" BIO/TECHNOLOGY, vol. 7, no.
11, 1 November 1989 (1989-11-01), pages 1141-
1149, XP000068927 ISSN: 0733-222X



3 83458 4

KWON K-S ET AL.: "Single amino acid substitutions
of alpha-1-antitrypsin that confer enhancement in
thermal stability." JOURNAL OF BIOLOGICAL
CHEMISTRY, vol. 269, no. 13, 1994, pages 9627-
9631, XP002206613 ISSN: 0021-9258
THOMPSON J S ET AL.: "BAFF-R, a newly identified
TNF receptor that specifically interacts with BAFF."
SCIENCE (WASHINGTON D C), vol. 293, no. 5537,
14 September 2001 (2001-09-14), pages 2108-2111,
XP002206614 ISSN: 0036-8075
YAN M ET AL.: "Identification of a novel receptor for
B lymphocyte stimulator that is mutated in a mouse
strain with severe B cell deficiency." CURRENT
BIOLOGY, vol. 11, no. 19, 2001, pages 1547-1552,
XP002206615 ISSN: 0960-9822
SCHIEMANN B ET AL.: "An essential role for BAFF in
the normal development of B cells through a BCMA-
independent pathway." SCIENCE (WASHINGTON D
C), vol. 293, no. 5537, 14 September 2001 (2001-09-
14), pages 2111-2114, XP002206616 ISSN: 0036-
8075
WALDSCHMIDT T J ET AL.: "Long live the mature B
cell: A BAFFling mystery resolved." SCIENCE
(WASHINGTON D C), vol. 293, no. 5537, 14
September 2001 (2001-09-14), pages 2012-2013,
XP002206617 ISSN: 0036-8075
(57) 1. Виділений поліпептид BAFF-R (рецептор
фактора активації В-клітин сімейства TNF), що
містить амінокислотну послідовність, вибрану з
групи, яка складається з:
(a) SEQ ID NО:5;
(b) фрагмента SEQ ID NО:5, що зв’язується з BAFF
(фактор активації В-клітин сімейства TNF);
(с) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з
BAFF і щонайменше на 70 % ідентична SEQ ID
NО:5, або фрагмента SEQ ID NО:5;
(d) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з
BAFF і щонайменше на 80 % ідентична SEQ ID
NО:5, або фрагмента SEQ ID NО:5;
(е) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з
BAFF і щонайменше на 90% ідентична SEQ ID
NО:5, або фрагмента SEQ ID NО:5;
(f) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з
BAFF і щонайменше на 95% ідентична SEQ ID
NО:5, або фрагмента SEQ ID NО:5; і
(g) SEQ ID NО:5 або фрагмента SEQ ID NО:5, мо-
дифікованих заміною однієї або декількох консер-
вативних амінокислот, де модифікована послідов-
ність зв’язується з BAFF.
2. Виділений поліпептид BAFF-R за п.1, де поліпе-
птид містить амінокислотну послідовність, вибрану
з групи, яка складається з:
(a) SEQ ID NO:10;
(b) фрагмента SEQ ID NО:10, який зв’язується з
BAFF;
(с) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з
BAFF і щонайменше на 70 % ідентична SEQ ID
NО:10, або фрагмента SEQ ID NО:10;
(d) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з
BAFF і щонайменше на 80 % ідентична SEQ ID
NО:10, або фрагмента SEQ ID NО:10;
(е) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з
BAFF і щонайменше на 90 % ідентична SEQ ID
NО:10, або фрагмента SEQ ID NО:10;
(f) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з

BAFF і щонайменше на 95 % ідентична SEQ ID
NО:10, або фрагмента SEQ ID NО:10;
(g) SEQ ID NО:10 або фрагмента SEQ ID NО:10,
модифікованих заміною однієї або декількох кон-
сервативних амінокислот, де модифікована послі-
довність зв'язується з BAFF.
3.  Виділений поліпептид BAFF-R  за п.1  або 2,  де
поліпептид містить амінокислотну послідовність,
вибрану з групи, яка складається з:
(а) амінокислот 19-35 послідовності SEQ ID NО:5;
(b) амінокислот 19-35 послідовності SEQ ID NО:5,
яка модифікована заміною однієї або декількох
консервативних амінокислот, де модифікована
послідовність зв'язується з BAFF;
(с) SEQ ID NО:13; та
(d) SEQ ID NО:13, яка модифікована заміною одні-
єї або декількох консервативних амінокислот, де
модифікована послідовність зв’язується з BAFF.
4. Виділений поліпептид BAFF-R за п.1, де поліпе-
птид містить амінокислотну послідовність, вибрану
з групи, яка складається з:
(a) SEQ ID NО:15;
(b) SEQ ID NО:16;
(c) SEQ ID NО:17;
(d) SEQ ID NО:18;
(е) SEQ ID NО:19;
(f) SEQ ID NО:20;
(g) SEQ ID NО:21;
(h) SEQ ID NО:22;
(i) SEQ ID NО:23;
(j) SEQ ID NО:24;
(k) SEQ ID NО:25;
(l) SEQ ID NО:26;
(m) SEQ ID NО:27;
(n) SEQ ID NO:28;
(о) SEQ ID NО:29;
(р) SEQ ID NО:30;
(q) SEQ ID NО:31;
(r) SEQ ID NО:32;
(s) фрагмента будь-якої послідовності (a)-(r), який
зв'язується з BAFF; та
(t) будь-якої послідовності (а)-(s), яка модифікова-
на заміною однієї або декількох консервативних
амінокислот, де модифікований поліпептид
зв’язується з BAFF.
5. Виділений поліпептид BAFF-R за п.4, який міс-
тить амінокислотну послідовність, вибрану з групи,
що складається з:
(a) SEQ ID NO:19;
(b) SEQ ID NО:22;
(c) SEQ ID NO:24;
(d) SEQ ID NO:25;
(е) SEQ ID NO:26;
(f) SEQ ID NO:27; і
(g) фрагмента будь-якої послідовності (a)-(f), який
зв'язується з BAFF.
6. Виділений поліпептид BAFF-R за п.1 або п.2, де
поліпептид зв'язується з BAFF і має знижену здат-
ність до агрегації у порівнянні з відповідним натив-
ним поліпептидом BAFF-R, і де поліпептид містить:
(a) SEQ ID NO:5 або SEQ ID NO:10, де одна або
декілька неконсервативних амінокислот в ділянці
С19-L27 природного поліпептиду BAFF-R замінена
відповідними амінокислотами поліпептиду BAFF-R
з послідовністю SEQ ID NO:9; або
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(b) фрагмент (а), який зв'язується з BAFF.
7. Виділений поліпептид BAFF-R за п.6, де заміни
введені в одне або декілька положень, вибраних з
групи, що складається з:
(a) V20, Р21, А22 і L27 послідовності SEQ ID
NO:10;
(b) V41, Р42, А43 і L48 послідовності SEQ ID
NO:12; і
(c) C19-L27 послідовності SEQ ID NO:10, яка міс-
тить амінокислоти 2-71.
8. Виділений поліпептид BAFF-R за п.7, який міс-
тить амінокислоти 2-71 послідовності SEQ ID NO:
10, де змінені амінокислоти вибрані з групи, що
складається з:
(a) V20N, P21Q, А22Т і L27P;
(b) V20N і L27P;
(c) P21Q і L27P;
(d) L27P;
(е) V20N і L27A; і
(f) V20N і L27S.
9. Виділений поліпептид BAFF-R за будь-яким з
пп.1-8, де поліпептид є химерним білком.
10. Виділений поліпептид BAFF-R за п.9, який міс-
тить амінокислотну послідовність, вибрану з групи,
що складається з:
(a) SEQ ID NO:12;
(b) фрагмента SEQ ID NO:12, який зв’язується з
BAFF;
(с) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з
BAFF і щонайменше на 80 % ідентична SEQ ID
NO:12, або фрагмента SEQ ID NO:12; та
(d) SEQ ID NO: 12 або фрагмента SEQ ID NO:12,
модифікованого заміною однієї або декількох кон-
сервативних амінокислот, де модифікована послі-
довність зв'язується з BAFF.
11. Виділений поліпептид BAFF-R за п.10, що міс-
тить амінокислоти 23-92 послідовності SEQ ID
NO:12 і Fc-фрагмент IgG1 людини.
12. Виділений поліпептид BAFF-R за п.9, що міс-
тить амінокислотну послідовність, вибрану з групи,
яка складається з:
(a) Fc-фрагмент антитіла;
(b) послідовностей, отриманих з білка імуноглобу-
ліну;
(c) гетерологічних сигнальних послідовностей ,або
(d) глутатіон S-трансферази.
13. Виділений білок за п.9, який містить констант-
ний домен імуноглобуліну і поліпептид BAFF-R,
вибраний з групи, яка складається з:
(a) будь-якої послідовності з SEQ ID NO:13; SEQ
ID NO:15; SEQ ID NO:16; SEQ ID NO:17; SEQ ID
NO:18; SEQ ID NO:19; SEQ ID NO:20; SEQ ID
NO:21; SEQ ID NO:22; SEQ ID NO:23; SEQ ID
NO:24; SEQ ID NO:25; SEQ ID NO:26; SEQ ID
NO:27; SEQ ID NO:28; SEQ ID NO:29; SEQ ID
NO:30; SEQ ID NO: 31; і SEQ ID NO:32; і
(b) фрагмента послідовності (а), який зв'язується з
BAFF.
14. Виділений поліпептид BAFF-R, що містить амі-
нокислотну послідовність, вибрану з групи, яка
складається з:
(a) SEQ ID NO:9;
(b)  фрагмента SEQ  ID  NO:9,  який зв’язується з
BAFF;
(с) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з

BAFF і щонайменше на 70 % ідентична SEQ ID
NO:9, або фрагмента SEQ ID NO:9;
(d) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з
BAFF і щонайменше на 80 % ідентична SEQ ID
NO:9, або фрагмента SEQ ID NO:9;
(е) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з
BAFF і щонайменше на 90 % ідентична SEQ ID
NO:9, або фрагмента SEQ ID NO:9; та
(f) SEQ ID NO:9 або фрагмента SEQ ID NO:9, мо-
дифікованих заміною однієї або декількох консер-
вативних амінокислот, де модифікована послідов-
ність зв'язується з BAFF.
15. Виділений поліпептид BAFF-R, що містить амі-
нокислотну послідовність, вибрану з групи, яка
складається з:
(a) SEQ ID NO:14;
(b) фрагмента SEQ ID NO:14, який зв’язується з
BAFF;
(с) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з
BAFF і щонайменше на 70 % ідентична SEQ ID
NO:14, або фрагмента SEQ ID NO:14;
(d) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з
BAFF і щонайменше на 80 % ідентична SEQ ID
NO:14, або фрагмента SEQ ID NO:14;
(е) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з
BAFF і щонайменше на 90 % ідентична SEQ ID
NO:14, або фрагмента SEQ ID NO:14; або
(f) SEQ ID NO:14 або фрагмента SEQ ID NO:14,
модифікованих заміною однієї або декількох кон-
сервативних амінокислот, де модифікована послі-
довність зв'язується з BAFF.
16. Молекула нуклеїнової кислоти, що містить нук-
леотидну послідовність, яка кодує поліпептид
BAFF-R за п.14 або п.15.
17. Молекула нуклеїнової кислоти, що містить нук-
леотидну послідовність, яка кодує поліпептид
BAFF-R за будь-яким з пп.1-13.
18. Молекула нуклеїнової кислоти за п.17, де мо-
лекула містить нуклеотидну послідовність, вибра-
ну з групи, що складається з:
(a) SEQ ID NO:3;
(b) SEQ ID NO:4;
(c) SEQ ID NO:6;
(d) SEQ ID NO:11;
(е) нуклеотидів 67-276 послідовності SEQ ID
NO:11;
(f) нуклеотидів 67-276 і 280-960 послідовності SEQ
ID NO:11;
(g) фрагмента щонайменше зі 100 послідовних
нуклеотидів будь-якої послідовності (a)-(е), що
кодує поліпептид, який зв’язується з BAFF;
(h) фрагмента будь-якої послідовності (а)-(f), що
кодує поліпептид, який зв'язується з BAFF;
(і) нуклеотидної послідовності, що кодує поліпеп-
тид, який зв'язується з BAFF, і щонайменше на 70
% ідентична будь-якій послідовності (a)-(h);
(j) нуклеотидної послідовності, що кодує поліпеп-
тид, який зв'язується з BAFF, і щонайменше на 80
% ідентична будь-якій послідовності (a)-(h);
(k) нуклеотидної послідовності, що кодує поліпеп-
тид, який зв'язується з BAFF, і щонайменше на 90
% ідентична будь-якій послідовності (a)-(h).
19. Молекула нуклеїнової кислоти за п.17 або п.18,
де молекула кодує поліпептид BAFF-R, який міс-
тить амінокислотну послідовність, вибрану з групи,
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що складається з:
(a) SEQ ID NO:5 або фрагмента SEQ ID NO:5, що
зв’язується з BAFF;
(b) SEQ ID NO:10 або фрагмента SEQ ID NO:10,
що зв’язується з BAFF;
(c) SEQ ID NO:13 або фрагмента SEQ ID NO:13,
що зв’язується з BAFF;
(d) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з
BAFF і щонайменше на 70 % ідентична будь-якій
послідовності (а)-(с);
(е) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з
BAFF і щонайменше на 80 % ідентична будь-якій
послідовності (а)-(с);
(f) амінокислотної послідовності, яка зв'язується з
BAFF і щонайменше на 90% ідентична будь-якій
послідовності (а)-(с).
20. Молекула нуклеїнової кислоти за будь-яким з
пп.17-19, де нуклеотидна послідовність кодує по-
ліпептид, який менший від повнорозмірного BAFF-
R і який зв'язується з BAFF.
21. Молекула нуклеїнової кислоти за п.17, де полі-
пептид, який кодується, вибраний з групи, що
складається з:
(a) SEQ ID NO:19;
(b) SEQ ID NO:22;
(c) SEQ ID NO:24;
(d) SEQ ID NO:25;
(е) SEQ ID NO:26;
(f) SEQ ID NO:27; і
(g) фрагмента будь-якої послідовності (a)-(f), який
зв'язується з BAFF.
22. Молекула нуклеїнової кислоти, яка містить ну-
клеотидну послідовність, яка:
(a) гібридизується у жорстких умовах з SEQ ID
NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6,
або нуклеотидами 67-276 послідовності SEQ ID
NO:11; і
(b) гібридизується в жорстких умовах з послідов-
ностями, комплементарними SEQ ID NO:3 або
SEQ ID NO:4; або
(с) є комплементарною нуклеотидній послідовності
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:6 або нуклеотидам 67-276 послідовності SEQ
ID NO:11,
де жорсткі умови (а) і (b) визначаються 6Х SSC, 50
мМ Tris-HCl (pH 7,5), 1 мМ EDTA, 0,02% PVP,
0,02% Ficoll, 0,02% BSA і 500 мг/мл денатурованої
ДНК сперми лосося при 65 °С, а потім одним або
декількома промиваннями в 0,2 х SSC, 0,1% BSA
при 50 °С, і де послідовністю нуклеотидів (а), (b) та
(с) не є EST Al250289, SEQ ID NO:2 або номер
доступу в Genbank no.Z99716.
23. Молекула нуклеїнової кислоти за п.22, де нук-
леотидна послідовність комплементарна молекулі
нуклеїнової кислоти за п.18.
24. Молекула нуклеїнової кислоти за п.16, яка міс-
тить послідовність нуклеїнової кислоти, вибрану з
групи, що складається з:
(a) SEQ ID NO:8;
(b) фрагмента SEQ ID NO:8, що містить щонайме-
нше 100 послідовних нуклеотидів;
(c) послідовності нуклеїнової кислоти, яка кодує
SEQ ID NO:14;
(d) послідовності нуклеїнової кислоти, що кодує
поліпептид, який щонайменше на 70 % ідентичний

SEQ ID NO:14 та зв’язується з BAFF;
(е) послідовності нуклеїнової кислоти, що кодує
поліпептид, який щонайменше на 90 % ідентичний
SEQ ID NO:14 і зв’язується з BAFF; і
(f) послідовності нуклеїнової кислоти, яка компле-
ментарна будь-якій послідовності (а)-(е).
25. Вектор, що містить молекулу нуклеїнової кис-
лоти за будь-яким з пп.17-23.
26. Клітина, що містить вектор за п.25.
27. Клітина за п.26, де клітина являє собою клітину
яєчника китайського хом'яка.
28. Клітина за п.26, що містить молекулу нуклеїно-
вої кислоти за п.19.
29. Антитіло або поліпептид, що містить анти-
гензв’язувальний домен антитіла, де антитіло або
антигензв’язувальний домен поліпептиду специфі-
чно зв'язуються з частиною поліпептиду за будь-
яким з пп.1-15.
30. Антитіло або поліпептид за п.29, де антитіло
або антигензв’язувальний домен поліпептиду спе-
цифічно зв'язуються з поліпептидом BAFF-R, амі-
нокислотна послідовність якого вибрана з групи,
яка складається з:
(a) SEQ ID NO:5;
(b) SEQ ID NO:10;
(c) SEQ ID NO:13; і
(d) фрагмента будь-якої послідовності (а)-(с), який
зв'язується з BAFF.
31. Антитіло або його антигензв’язувальний домен
за п.29 або 30, де антитіло або анти-
гензв’язувальний домен поліпептиду є одним або
декількома з наступних:
(a) моноклональним;
(b) поліклональним;
(c) химерним;
(d) гуманізованим;
(е) одноланцюговим антитілом;
(f) фрагментом Fab; і
(g) фрагментом F(ab)'2.
32. Антитіло або поліпептид за п.31, де антитіло
або антигензв’язувальний домен поліпептиду спе-
цифічно зв'язується з поліпептидом за п.2 або п.3.
33. Антитіло за пп.29 або 30, яке отримане за до-
помогою:
(a) гібридомного клону #2.1, задепонованого як
АТСС No. РТА-3689; або
(b) гібридомного клону #9.1, задепонованого як
АТСС No. РТА-3688.
34. Антитіло за будь-яким з пп.29-33 або поліпеп-
тид за будь-яким з пп.29-32, де антитіло або анти-
гензв’язувальний домен поліпептиду блокують
зв’язування BAFF з BAFF-R.
35. Антитіло або поліпептид за п.34, де антитіло
або антигензв’язувальний домен поліпептиду є
гуманізованими.
36. Антитіло або поліпептид за п.30, де антитіло
або антигензв’язувальний домен поліпептиду є
гуманізованими.
37. Гібридома, яка продукує антитіло за п.29, виб-
рана з групи, що складається з гібридомного клону
#2.1, задепонованого як АТСС No РТА-3689, і гіб-
ридомного клону #9.1, задепонованого як АТСС
No. РТА-3688.
38. Фармацевтична композиція, що містить моле-
кулу, вибрану з групи, яка складається з:
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(a) поліпептиду за будь-яким з пп.1-13; і
(b) антитіла або поліпептиду, що містить анти-
гензв’язувальний домен антитіла, за будь-яким з
пп.29-36.
39. Фармацевтична композиція за п.38, що містить
антитіло або поліпептид, який складається з анти-
гензв’язуючого домену антитіла за п.36.
40. Поліпептид за будь-яким з пп.1-13 або антитіло
або поліпептид, що містить антигензв’язувальний
домен антитіла, за будь-яким з пп.29-36, для за-
стосування в терапії.
41. Застосування поліпептиду за будь-яким з пп.1-
13 або антитіла або поліпептиду, що містить анти-
гензв’язувальний домен антитіла, за будь-яким з
пп.29-36, для виробництва лікарського засобу для
лікування, профілактики або уповільнення настан-
ня стану, вибраного з групи, яка складається зі:
стану, опосередкованого В-клітинами, захворю-
вання плазмацитів, аутоімунного захворювання,
пухлинного захворювання, гіпертензії, серцево-
судинного захворювання, захворювання нирок,
захворювання, пов'язаного з порушенням пролі-
ферації В-клітин, лімфоми Беркіта, імуносупресив-
ного захворювання, трансплантації органів, запа-
лення або ВІЛ.
42. Застосування за п.41, де захворюванням пла-
змоцитів є множинна мієлома, макроглобулінемія
Вальденстрема, хвороба важких ланцюгів, пер-
винний амілоїдоз або амілоїдоз, асоційований з
імуноцитами, або моноклональна гаммапатія не-
встановленої етиології (MGUS).
43. Застосування за п.41, де аутоімунним захво-
рюванням є ревматоїдний артрит, системний чер-
воний вовчак, міастенія гравіс, аутоімунна гемолі-
тична анемія, ідіопатична тромбоцитопенічна
пурпура, антифосфоліпідний синдром, хвороба
Чагаса, хвороба Грейва, грануломатоз Вегенера,
поліартрит нодозний або гломерулонефрит.
43. Застосування за п.41, де пухлинним захворю-
ванням є В-клітинна карцинома, лейкемія або лі-
мфома.
45. Застосування за п.41, де фармацевтичну ком-
позицію вводять для лікування, профілактики або
затримання розвитку системного червоного вовча-
ка.
46. Застосування за п.41, де фармацевтичну ком-
позицію вводять для лікування, профілактики або
затримання розвитку ревматоїдного артриту.
47. Застосування за п.41, де фармацевтична ком-
позиція містить поліпептид за п.3 або п.5 і її вво-
дять для лікування, профілактики або затримки
розвитку системного червоного вовчака.
48. Застосування за п.41, де фармацевтична ком-
позиція містить антитіло або поліпептид, що міс-
тить антигензв’язувальний домен антитіла за п.36,
і її вводять для лікування, профілактики або за-
тримки розвитку системного червоного вовчака.
49. Застосування за п.41, де фармацевтична ком-
позиція містить поліпептид за п.3 або п.5, її вво-
дять для лікування, профілактики або затримки
розвитку ревматоїдного артриту.
50. Застосування за п.41, де фармацевтична ком-
позиція містить антитіло або поліпептид, що міс-
тить антигензв’язувальний домен антитіла, за
п.36, і її вводять для лікування, профілактики або

затримки розвитку ревматоїдного артриту.
51. Виділений нуклеотидний зонд, який складаєть-
ся з 10-50 послідовних нуклеотидів, вибраних з:
(a) послідовності, вибраної з групи, яка складаєть-
ся з SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 і
SEQ ID NO:6;
(b) SEQ ID NO:8;
(c) послідовності, комплементарної до послідовно-
сті,  вибраної з групи,  яка складається з SEQ  ID
NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 і SEQ ID NO:6; і
(d) вироджених послідовностей (а) або (b), які ко-
дують ту ж амінокислотну послідовність.
52. Спосіб отримання поліпептиду BAFF-R, який
передбачає стадії:
(a) отримання клітини за будь-яким з пп.26-28;
(b) культивування клітини в умовах, прийнятних
для експресії поліпептиду BAFF-R; і
(c) виділення поліпептиду BAFF-R.
53. Спосіб ідентифікації функціонально активного
мутантного поліпептиду BAFF-R за будь-яким з
пп.1-15, де спосіб включає оцінку мутанту BAFF-R
на одну або декілька наступних активностей:
(a) на здатність зв'язуватися з BAFF;
(b) на здатність зв'язуватися з внутрішньоклітин-
ним білком-мішенню або з його біологічно актив-
ною частиною;
(c) на здатність специфічно зв'язуватися з анти-
BAFF-R антитілом,
де наявність однієї або декількох цих активностей
вказує на те, що такий мутант BAFF-R є функціо-
нально активним.
54. Спосіб ідентифікації сполуки, яка модулює ак-
тивність поліпептиду BAFF-R, який передбачає
стадії:
(a) контактування поліпептиду BAFF-R за пп.1-15 із
сполукою; і
(b) визначення чи була змінена активність BAFF-R.
55. Спосіб отримання поліпептиду BAFF-R із зни-
женою здатністю до агрегації у порівнянні з відпо-
відним природним поліпептидом BAFF-R, який
передбачає стадії:
(a) трансформування клітини-хазяїна нуклеїновою
кислотою, що кодує поліпептид BAFF-R за будь-
яким з пп.1-15, в якому одна або декілька неконсе-
рвативних амінокислот у ділянці С19-L27 замінені
відповідними амінокислотами поліпептиду BAFF-R
послідовності SEQ ID NO:9;
(b) культивування клітини в умовах, прийнятних
для експресії поліпептиду BAFF-R з замінами амі-
нокислот(и); і
(c) виділення поліпептиду BAFF-R за (b).
56. Спосіб за п.55 де неконсервативна амінокис-
лота є неполярною амінокислотою.
57. Спосіб за п.56, де неполярна амінокислота
замінена амінокислотою, вибраною з групи, що
складається з проліну, серину або аланіну.
58. Трансгенна тварина, яка не є людиною, в ге-
ном якої введені екзогенні послідовності нуклеїно-
вої кислоти, що кодують поліпептид BAFF-R за
будь-яким з пп.1-15, або в якої змінені ендогенні
послідовності нуклеїнової кислоти, що кодують
поліпептид BAFF-R.
59. Набір, що містить щонайменше одне антитіло
за будь-яким з пп.29-36 і контроль.
60. Спосіб ідентифікації клітин або тканин з пору-
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шеною експресією BAFF-R, що включає:
(а) контактування олігонуклеотидного зонда, що
містить щонайменше 10 послідовних нуклеотидів
послідовності, вибраних з: SEQ ID NO:1, SEQ ID
NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, і
послідовностей, які комплементарні будь-якій по-
слідовності SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID
NO:3, SEQ ID NO:4 і  SEQ ID NO:6, з біологічним
зразком індивідуума; і
(b) вимірювання рівня нуклеїнової кислоти, що
кодує BAFF-R, у біологічному зразку за визначен-
ням рівнів мРНК BAFF-R; або
(c) визначення чи була мутована або делетована
нуклеїнова кислота BAFF-R у біологічному зразку.
61. Діагностичний набір для ідентифікації клітин
або тканин з порушеною експресією BAFF-R, який
містить олігонуклеотидний зонд, що включає що-
найменше 10 послідовних нуклеотидів послідов-
ності, вибраної з: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ
ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, і послідовнос-
ті, які комплементарні будь-якій послідовності SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4
і SEQ ID NO:6.
62. Набір для визначення присутності BAFF-R у
біологічному зразку, який містить:
мічену сполуку або агент, здатний виявляти полі-
пептид BAFF-R за будь-яким з пп.1-15 або мРНК,
що кодує поліпептид BAFF-R за будь-яким з пп.1-
15, у біологічному зразку; пристрій для визначення
кількості BAFF-R у зразку; і пристрій для порівнян-
ня кількості BAFF-R у зразку зі стандартом.
63. Спосіб діагностики захворювання, опосередко-
ваного В-клітинами, у індивідуума, який передба-
чає стадії:
(a) взяття біологічного зразка у індивідуума;
(b) вимірювання кількості поліпептиду BAFF-R за
будь-яким з пп.1-15 або нуклеїнової кислоти BAFF-
R, що кодує поліпептид BAFF за будь-яким з пп.1-
15, у зразку, який був взятий у індивідуума; і
(c) порівняння кількості поліпептиду BAFF-R або
нуклеїнової кислоти BAFF-R  у зразку,  який був
взятий у індивідуума, з кількістю поліпептиду
BAFF-R або нуклеїнової кислоти BAFF-R контро-
льного зразка,
де відмінність кількості поліпептиду BAFF-R або
нуклеїнової кислоти BAFF-R  у зразку,  який був
взятий в індивідуума, і кількості поліпептиду BAFF-
R або нуклеїнової кислоти BAFF-R контрольного
зразка вказує на захворювання, опосередковане
В-клітинами, в індивідуума.
64. Застосування поліпептиду за будь-яким з пп.1-
13 для отримання діагностичного агента для діаг-
ностики захворювання, опосередкованого В-
клітинами.
65. Поліпептид BAFF-R, отриманий способом:
(a) культивування клітини-хазяїна, яка містить мо-
лекулу нуклеїнової кислоти, що кодує поліпептид
за будь-яким з пп.1-13 в умовах, достатніх для
експресії поліпептиду BAFF-R;
(b) виділення експресованого поліпептиду.
66. Химерний поліпептид, отриманий способом:
(а) культивування клітини-хазяїна, що містить мо-
лекулу нуклеїнової кислоти, яка кодує химерний
поліпептид BAFF-R за будь-яким з пп.9-13; і
(b) виділення експресованого химерного поліпеп-

тиду BAFF-R.
67. Поліпептид BAFF-R за п.65 або химерний полі-
пептид за п.66, де поліпептид BAFF-R містить амі-
нокислоти 2-71 SEQ ID NO:10 або його фрагмент,
який зв'язується з BAFF.
68. Поліпептид BAFF-R за п.65 або химерний полі-
пептид за п.66, де поліпептид BAFF-R містить амі-
нокислоти 2-71 SEQ ID NO:10.
69. Химерний поліпептид BAFF-R за будь-яким з
пп.66-68, де поліпептид не-BAFF-R містить домен
Fc людського IgG.
70. Поліпептид BAFF-R за п.65 або химерний полі-
пептид за будь-яким з пп.66-68, де клітина-хазяїн є
клітиною ссавця.
71. Поліпептид за п.70, де клітина ссавця є кліти-
ною яєчника китайського хом'яка.
72. Поліпептид за п.70, де клітина ссавця є кліти-
ною 293 EBNA.
73. Спосіб детектування BAFF-R в біологічному
зразку, взятому в індивідуума, що включає:
(а) отримання біологічного зразка в індивідуума;
(b) детекцію поліпептиду BAFF-R за будь-яким з
пп.1-15 у зразку, взятому в індивідуума, викорис-
товуючи антитіло або поліпептид, що містить анти-
гензв’язувальний домен антитіла, за будь-яким з
пп.29-36.
74. Спосіб за п.73, де антитіло або анти-
гензв’язувальний домен поліпептиду є одним або
декількома з наступних:
(а) моноклональним;
(b) поліклональним;
(с) химерним;
(d) гуманізованим;
(e) одноланцюговим антитілом;
(f) фрагментом Fab; та
(g) фрагментом F(ab)’2.
75. Спосіб визначення чи є геномна полідовність
BAFF-R мутованою або делетованою, що включає:
(а) отримання біологічного зразка в індивідуума; та
(b) визначення чи є геномна послідовність BAFF-R
мутованою або делетованою, використовуючи
молекулу нуклеїнової кислоти, здатної до гібриди-
зації в жорстких умовах з геномними послідовнос-
тями BAFF-R людини (SEQ ID NO:10) або BAFF-R
миші (SEQ ID NO:9);
де жорсткі умови визначаються 6Х SSC, 50 мМ
Tris-HCl (pH 7,5), 1 мМ EDTA, 0,02 % PVP, 0,02 %
Ficoll, 0,02% BSA і 500 мг/мл денатурованої ДНК
сперми лосося при 65 °С, а потім одним або декі-
лькома промиваннями в 0,2 х SSC, 0,1 % BSA при
50 °С.
76. Застосування молекули нуклеїнової кислоти за
будь-яким з пп.17-23 для отримання діагностично-
го агента для діагностики захворювання, опосере-
дкованого В-клітинами.
77. Застосування антитіла за будь-яким з пп.29-36
для отримання діагностичного засобу для діагнос-
тики захворювання, опосередкованого В-клітин.
78. Застосування зонда за п.51 для отримання
діагностичного засобу для діагностики захворю-
вання, опосередкованого В-клітинами.
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Даний винахід забезпечує новий рецепторний
білок. Даний винахід відноситься, загалом, до нук-
леїнових кислот і поліпептидів. Більш конкретно,
даний винахід відноситься до нуклеїнових кислот,
які кодують поліпептиди, що відносяться до рецеп-
тора BAFF, фактора активації В-клітин, що нале-
жить до сімейства Факторів Некрозу Пухлин
(«TNF»), який пов'язаний з експресією В-клітин і
імуноглобулінів. Цей рецептор може бути викорис-
таний для лікування раків, лімфом, аутоімунних
захворювань або спадкових генетичних порушень,
в яких беруть участь В-клітини.

Даний винахід відноситься до нового рецепто-
ра в сімействі TNF. Новий рецептор ідентифікова-
ний як ВAFF-рецептор («BAFF-R»).

Сімейство TNF складається з пар лігандів і їх
специфічних рецепторів, названих лігандами сі-
мейства TNF і рецепторами сімейства TNF
[Bazzoni and Beutler (1996) N.Engl. J.Med. 334(26):
1717-1725]. Це сімейство бере участь у регуляції
імунної системи і, можливо, інших неімунологічних
систем. Ця регуляція часто знаходиться на рівні
«основного перемикання», так що передача сиг-
налу сімейства TKF може приводити до великого
числа подальших подій, найкраще визначених для
TNF. TNF може ініціювати загальну захисну запа-
льну реакцію організму на чужорідну інвазію, яка
включає в себе змінене представлення молекул
адгезії, що беруть участь в переміщенні клітин,
продукування хемокінів для переміщення специфі-
чних клітин в специфічні компартменти і приму-
вання (сенсибілізацію) різних ефекторних клітин.
Як така регуляція цих шляхів має клінічний потен-
ціал.

Вважається, що індукція різних клітинних реа-
кцій, опосередкована такими цитокінами сімейства
TNF, ініціюється їх скріпленням зі специфічними
клітинними рецепторами. Були ідентифіковані,
щонайменше, два TNF-рецептора, що розрізня-
ються, приблизно 55кДа (TNFR1) і 75кДа (TNFR2)
[Hohman et al. (1989) J.Biol. Chem. 264: 14927-
14934; and Brockhaus et al. (1990) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 87: 3127-3131]. Широкий поліморфізм був
асоційований з генами обох TNF-рецепторів. Оби-
два TNFR мають загальну типову структуру рецеп-
торів клітинної поверхні, що включає позаклітин-
ний, трансмембранний і внутрішньоклітинний
домени.  Позаклітинна частина TNFR типу 1  і типу
2 містить картину амінокислотної послідовності,
що повторюється, з чотирьох багатих цистеїнами
доменів (CDR). Схожа картина CDR, що повторю-
ється,  існує в декількох інших білках клітинної по-
верхні, в тому числі рецепторі фактора зростання
нервів р75, антигені CD40 В-клітин, нарівні з інши-
ми.

Ці рецептори є могутніми інструментами для
з'ясування біологічних шляхів внаслідок легкості і
перетворення в злиті з імуноглобулінами білки. Ці
димерні форми розчинного рецептора є хорошими
інгібіторами подій, опосередкованих або секрето-
ваними, або пов'язаними з поверхнею лігандами.

За допомогою скріплення з такими лігандами вони
перешкоджають взаємодії цього ліганду з пов'яза-
ними з клітинами рецепторами, які можуть пере-
давати сигнал. Ці злиті білки рецептор-Fc не тільки
застосовні в експериментальному значенні, але
вони були успішно використані клінічно у вигляді
TNF-R-Fc для лікування запалення кишечнику,
ревматоїдного артриту і гострого клінічного синд-
рому, супутнього введенню ОКТЗ (антигенного
маркера популяції зрілих периферичних Т-
лімфоцитів у людини) [Eason et al. (1996)
Transplantation 61 (2): 224-228; Feldmann et al.
(1996) Int. Arch. Allergy Immunol. Ill (4): 362-365; і
van Dullemen et al. (1995) Gastroenterol 109 (1):
129-135]. Можна передбачити, що маніпулювання
багатьма подіями, опосередкованими передачею
сигналів через сімейство TNF-рецепторів, буде
мати широке застосування для лікування захво-
рювань, в основі яких лежить порушення імунної
системи, а також великого діапазону захворювань
людини, які мають патологічні ускладнення вна-
слідок участі імунної системи. Розчинна форма
нещодавно описаного рецептора, остеопротегери-
ну, може блокувати втрату кісткової маси (остео-
порозу), і, отже, події, регульовані передачею сиг-
налу рецептором TNF-сімейства, необов'язково
обмежуються тільки регуляцією імунної системи
[Simonet et al. (1997) Cell 89 (2): 309-319]. Антитіла
до цього рецептора можуть блокувати скріплення
ліганду і, отже, можуть також мати клінічне засто-
сування. Такі антитіла часто є дуже довго живучи-
ми і можуть мати переваги над злитими білками
розчинний рецептор-Fc, які мають більш короткі
півперіоди існування в крові.

Хоча інгібування опосередкованого рецепто-
ром шляху представляє терапевтичне застосуван-
ня цих рецепторів, що найбільш використовується,
застосуванням, що спочатку використовувалось,
була активація TNF-рецепторів, яка виявила кліні-
чну перспективу [Aggarwal and Natarajan (1996) Eur
Cytokine Netw. 7 (2): 93-124]. Активація TNF-
рецепторів може ініціювати загибель клітин в клі-
тинах-мішенях, і, отже, застосування до пухлин
було і все ще залишається привабливим
[Eggermont et al. (1996) Ann. Surg. 224 (6): 756-
765]. Цей рецептор може активуватися або вве-
денням ліганду, тобто природним шляхом, або
деякими антитілами, які можуть зшивати рецептор
і є також сильними агоністами.  Антитіла могли б
мати перевагу в онкології, оскільки вони можуть
зберігатися в крові протягом тривалих періодів,
тоді як ліганди звичайно мають коротку тривалість
життя в крові. Оскільки багато які з цих рецепторів
можуть експресуватись більш селективно в пухли-
нах або вони можуть тільки передавати сигнал
загибелі клітин або диференціювання в пухлинах,
агоністичні антитіла могли б бути хорошою зброєю
для лікування раку. Подібним чином, численні по-
зитивні імунологічні події опосередковуються че-
рез рецептори TNF-сімейства, наприклад, запальні
реакції хазяїна, продукування антитіл і т.д., і, отже,
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агоністичні антитіла могли б мати корисні ефекти в
інших, неонкологічних застосуваннях.

Парадоксально, інгібування шляху може мати
клінічну користь при лікуванні пухлин. Наприклад,
деякими пухлинами експресується Fas-ліганд, і ця
експресія може приводити до загибелі Fas-
позитивних лімфоцитів, полегшуючи тим самим
здатність пухлини ухилятися від дії імунної систе-
ми. У цьому випадку інгібування Fas-системи мог-
ло б потім дозволити імунній системі реагувати з
пухлиною іншими шляхами тепер,  коли доступ є
можливим [Green and Ware (1997) Proc. Natl( Acad.
Sci. USA 94 (12): 5986-90].

Ліганд BAFF TNF-сімейства, також відомий як
TALL-1, THANK, BLyS і zTNF4 [Sclneider et al.
(1999) J. Exp. Med. 189 (11): 1747-1756; Shu et al.
(1999) J. Leukoc. Biol 65 (5): 680-683;
Mukhopadhyay et al. (1999) J. Biol Chem. 274 (23):
15978-15981; Moore et al. (1999) Science 285
(5425): 260-263; Gross et al. (2000) Nature 404
(6781): 995-999] посилює виживання В-клітин in
vitro [Batten et al. (2000) J. Exp. Med. 192 (10): 1453-
1466] і стає ключовим регулятором популяцій пе-
риферичних В-клітин in vivo. Миші, які понадексп-
ресують BAFF, виявляють гіперплазію зрілих В-
клітин і симптоми системного червоного вовчака
(SLE) [Mackay et al. (1999) J. Exp. Med. 190 (11):
1697-1710]. Деякі пацієнти з SLE мають також зна-
чуще збільшені рівні BAFF в їх сироватці [Zhang et
al. (2001) J. Immunol. 166 (1): 6-10]. Таким чином,
було зроблене припущення, що аномально високі
рівні цього ліганду можуть сприяти патогенезу ау-
тоімунних захворювань за допомогою посилення
виживання аутореактивних В-клітин [Batten et al.
(2000) J. Exp. Med. 192 (10): 1453-1466].

BAFF, мембранний білок типу 2, продукується
клітинами мієлоїдного походження [Schneider et al.
(1999) J. Exp. Med. 189 (11): 1747-1756; Moore et al.
(1999) Science 285 (5425): 260-263] і експресується
або на клітинній поверхні, або знаходиться в роз-
чинній формі [Schneider et al. (1999) J. Exp. Med.
189 (11): 1747-1756]. Раніше було показано, що
два члени сімейства TNF-рецепторів, ВСМА і ТА-
СІ, взаємодіють з BAFF [Gross et al. (2000) Nature
404: 995-999; Thompson et al. (2000) J. Exp. Med.
192 (1): 129-135; Xia et al. (2000) J. Exp. Med. 192:
137-143; Marsters et al. (2000) Curr. Biol. 10 (13):
785-788; Shu et al. (2000) J. Leukoc. Biol. 65 (5):
680-683; Wu et al. (2000) J. Biol. Chem. 275: 35478-
35485].

Даний винахід оснований, частково, на вияв-
ленні "BAFF-R", рецепторного білка BAFF, поліну-
клеотидних послідовностей BAFF-R і поліпептидів
BAFF-R, що кодуються цими послідовностями нук-
леїнових кислот.

В одному аспекті даний винахід забезпечує
ізольовану молекулу нуклеїнової кислоти, яка ко-
дує BAFF-R-поліпептид, або її фрагмент або похі-
дне. Ця нуклеїнова кислота може включати в себе,
наприклад, послідовність нуклеїнової кислоти, яка
кодує поліпептид, щонайменше, на 50% ідентич-
ний, або, щонайменше, на 90% ідентичний поліпе-
птиду, що включає амінокислотну послідовність
Фіг.2D (SEQ ID NО:5).

Даний винахід забезпечує також по суті чисту
молекулу нуклеїнової кислоти, що містить послі-
довність, яка гібридизується при жорстких умовах
з гібридизаційним зондом, причому послідовність
нуклеїнової кислоти цього зонда складається з
кодуючої послідовності Фіг.2А (SEQ ID NО:3),
Фіг.2С (SEQ ID NО:4) або комплементу вказаної
кодуючої послідовності.

У деяких варіантах послідовність нуклеїнової
кислоти кодує поліпептид, що має послідовність
Фіг.2D (SEQ ID NО:5) з, щонайменше, однією кон-
сервативною заміною амінокислоти.

У деяких варіантах послідовність нуклеїнової
кислоти кодує поліпептид, який зв'язує BAFF.

Нуклеїнова кислота може включати в себе,
наприклад, нуклеїнову кислоту, що включає в себе
нуклеотидну послідовність, показану на Фіг.1А
(SEQ ID NО:1), Фіг.1B (SEQ ID NО:2), Фіг.2А (SEQ
ID NО:3), Фіг.2С (SEQ ID NО:4) і Фіг.3 (SEQ ID
NО:6).

Нуклеїнова кислота може бути, наприклад,
фрагментом геномної ДНК, або вона може бути
молекулою кДНК. У даний винахід включені також
вектор, що містить одну або декілька з описаних
тут нуклеїнових кислот,  і клітина,  що містить опи-
сані тут вектори або нуклеїнові кислоти.

В іншому аспекті даний винахід забезпечує по
суті чисту молекулу нуклеїнової кислоти, що кодує
злитий білок, що включає, щонайменше, два сег-
менти, де один з цих сегментів включає поліпеп-
тид або його фрагмент, описані в амінокислотних
послідовностях, приведених у вказаних вище варі-
антах даного винаходу. Даний винахід забезпечує
також злитий білок, що включає, щонайменше, два
або три сегменти, де перший сегмент включає
гетерологічний сигнальний поліпептид, другий
включає поліпептид або його фрагмент, описані в
амінокислотних послідовностях BAFF-R, вказаних
в приведених вище варіантах даного винаходу, і
третій сегмент включає поліпептид імуноглобуліну.
Альтернативно, перший сегмент включає фраг-
мент поліпептиду імуноглобуліну, що містить сиг-
нальну послідовність, а другий сегмент включає
фрагмент поліпептиду BAFF-R.

В інших аспектах даний винахід забезпечує по
суті чистий зв'язувальний агент, який специфічно
зв'язується з поліпептидом вищезгаданих варіан-
тів даного винаходу.

Даний винахід відноситься також до клітин-
хазяїв, трансформованих рекомбінантним експре-
суючим вектором, що містить будь-яку з вищеопи-
саних молекул нуклеїнових кислот.

В іншому аспекті даний винахід включає в се-
бе фармацевтичну композицію, яка включає в се-
бе нуклеїнову кислоту BAFF-R і фармацевтично
прийнятний носій або розріджувач.

У наступному аспекті даний винахід включає в
себе по суті очищений поліпептид BAFF-R, напри-
клад, будь-який з поліпептидів, що кодуються нук-
леїновою кислотою BAFF-R.

Даний винахід включає в себе також фарма-
цевтичну композицію, яка включає в себе поліпеп-
тид BAFF-R і фармацевтично прийнятний носій
або розріджувач.
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Ще в одному варіанті даний винахід забезпе-
чує антитіло, яке зв'язується специфічно з поліпе-
птидом BAFF-R. Це антитіло може бути, напри-
клад, моноклональним або поліклональним
антитілом. Даний винахід включає в себе також
фармацевтичну композицію, що включає в себе
BAFF-R-антитіло і фармацевтично прийнятний
носій або розріджувач. Даний винахід відноситься
також до виділених антитіл,  які зв'язуються з епі-
топом на поліпептиді, що кодується будь-якою з
молекул нуклеїнових кислот, описаних вище.

Далі, даний винахід відноситься до наборів,
що містять антитіла, які зв'язуються з поліпепти-
дом, що кодується будь-якою з молекул нуклеїно-
вих кислот, описаних вище, і антитіло негативного
контролю.

Даний винахід забезпечує, далі, спосіб для
одержання поліпептиду BAFF-R. Цей спосіб пе-
редбачає забезпечення клітини, що містить нукле-
їнову кислоту BAFF-R, наприклад, вектора, який
включає в себе нуклеїнову кислоту BAFF-R, і куль-
тивування цієї клітини в умовах,  достатніх для
експресії поліпептиду BAFF-R, що кодується цією
нуклеїновою кислотою. Потім експресований полі-
пептид BAFF-R  витягують з даної клітини.  Пере-
важно, клітина продукує мало ендогенного поліпе-
птиду BAFF-R або взагалі не продукує ендогенний
поліпептид BAFF-R. Ця клітина може бути, напри-
клад, прокаріотичною клітиною або еукаріотитч-
ною клітиною.

Даний винахід забезпечує спосіб індукції імун-
ної відповіді у ссавця проти поліпептиду, що коду-
ється будь-якою з описаних вище молекул нуклеї-
нових кислот, введенням цьому ссавцеві кількості
поліпептиду, достатньої для індукції імунної відпо-
віді.

Даний винахід відноситься також до способів
ідентифікації сполуки, яка зв'язується з поліпепти-
дом BAFF-R, за допомогою контактування поліпе-
птиду BAFF-R зі сполукою і визначення, чи зв'язу-
ється ця сполука з поліпептидом BAFF-R.

Даний винахід відноситься також до способів
ідентифікації сполуки, яка зв'язується з молекулою
нуклеїнової кислоти, що кодує поліпептид BAFF-R,
за допомогою контактування нуклеїнової кислоти
BAFF-R зі сполукою і визначення, чи зв'язується
ця сполука з цією молекулою нуклеїнової кислоти.

Даний винахід забезпечує також способи іден-
тифікації сполуки, яка модулює активність поліпе-
птиду BAFF-R, за допомогою контактування полі-
пептиду BAFF-R зі сполукою і визначення, чи
модифікована   активність цього поліпептиду
BAFF-R.

Даний винахід відноситься також до сполук, які
модулюють активність поліпептиду BAFF-R, іден-
тифікованих за допомогою контактування поліпеп-
тиду BAFF-R зі сполукою і визначення, чи модифі-
кує ця сполука активність поліпептиду BAFF-R,
зв'язується з поліпептидом BAFF-R або зв'язуєть-
ся з молекулою нуклеїнової кислоти, що кодує по-
ліпептид BAFF-R.

В іншому аспекті даний винахід забезпечує
спосіб діагностики опосередкованого В-клітинами
стану, наприклад, аутоімунного порушення або
раку, у суб'єкта. Цей спосіб передбачає забезпе-

чення проби білка з суб'єкта і вимірювання кілько-
сті поліпептиду BAFF-R в цій пробі суб'єкта. Потім
кількість BAFF-R в пробі суб'єкта порівнюють з
кількістю поліпептиду BAFF-R в контрольній пробі
білка. Зміна в кількості поліпептиду BAFF-R в пробі
білка суб'єкта відносно кількості поліпептиду
BAFF-R в контрольній пробі білка вказує на те, що
суб'єкт має опосередкований В-клітинами стан.
Контрольну пробу переважно беруть з відповідно-
го індивідуума, тобто індивідуума схожого віку, тієї
ж статі або іншого загального стану, але в якому
не передбачається наявність цього стану. Альтер-
нативно, контрольна проба може бути взята з су-
б'єкта в той час, коли в цьому суб'єктові не перед-
бачали наявності даного порушення. У деяких
варіантах, поліпептид ВAFF-R детектують з вико-
ристанням BAFF-R-антитіла.

У наступному аспекті даний винахід включає в
себе спосіб діагностики опосередкованого В-
клітинами стану, наприклад, аутоімунного пору-
шення у суб'єкта. Цей спосіб передбачає забезпе-
чення проби нуклеїнової кислоти, наприклад, РНК
або ДНК, або обох, з суб'єкта і вимірювання кіль-
кості цієї нуклеїнової кислоти BAFF-R в пробі нук-
леїнової кислоти суб'єкта.

Потім цю кількість нуклеїнової кислоти BAFF-R
в пробі нуклеїнової кислоти суб'єкта порівнюють з
кількістю нуклеїнової кислоти BAFF-R в контроль-
ній пробі. Зміна в кількості нуклеїнової кислоти
BAFF-R в даній пробі відносно кількості нуклеїно-
вої кислоти BAFF-R  в контрольній пробі вказує на
те, що даний суб'єкт має аутоімунний стан.

У наступному аспекті даний винахід включає в
себе спосіб діагностики онкогенного або аутоімун-
ного стану у суб'єкта. Цей спосіб передбачає за-
безпечення проби нуклеїнової кислоти з суб'єкта
та ідентифікацію, щонайменше, частини нуклеоти-
дної послідовності нуклеїнової кислоти BAFF-R в
пробі нуклеїнової кислоти суб'єкта. Потім цю кіль-
кість нуклеотидної послідовності BAFF-R в пробі
суб'єкта порівнюють з нуклеотидною послідовніс-
тю BAFF-R контрольної проби. Зміна в нуклеотид-
ній послідовності BAFF-R в пробі відносно нуклео-
тидної послідовності BAFF-R у вказаній
контрольній пробі вказує, що суб'єкт має такий
стан.

У ще одному аспекті даний винахід забезпечує
спосіб лікування або попередження або сповіль-
нення опосередкованого В-клітинами стану. Цей
спосіб включає в себе введення суб'єкту, для яко-
го бажане таке лікування або попередження або
сповільнення, нуклеїнової кислоти BAFF-R, полі-
пептиду BAFF-R або aHTH-BAFF-антитіла в кіль-
кості, достатній для лікування, попередження або
сповільнення онкогенного або імунорегуляторного
стану у суб'єкта.

Стани, що діагностуються, які піддаються ліку-
ванню, попереджаються або сповільнюються з
використанням молекул нуклеїнових кислот BAFF-
R, поліпептидів BAFF-R або BAFF-R-антитіл, мо-
жуть бути раком або імунорегуляторним захворю-
ванням. Ці захворювання включають в себе за-
хворювання, які є аутоімунними за природою, такі
як системний червоний вовчак, ревматоїдний арт-
рит, важка псевдопаралітична міастенія, аутоімун-
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на гемолітична анемія, ідіопатична тромбоцитопе-
нічна пурпура, антифосфоліпідний синдром, хво-
роба Шагаса, хвороба Грейвса, гранулематоз Ве-
генера, нодозний поліартеріїт і швидко
прогресуючий гломерулонефрит. Цей терапевтич-
ний агент має також застосування в порушеннях
плазматичних клітин, таких як множинна мієлома,
макроглобулінемія Вальденстрема, хвороба з ура-
женням важких ланцюгів імуноглобуліну, первин-
ний або імуноцит-асоційований амілоїдоз і монок-
лональна гаммапатія невстановленої етіології
(MGUS). Онкологічні мішені включають в себе В-
клітинні карциноми, лейкоз і лімфоми.

Композиції і способи лікування з використан-
ням нуклеїнових кислот, поліпептидів і антитіл да-
ного винаходу можуть застосовуватися при будь-
якому стані, пов'язаному з небажаною проліфера-
цією клітин.  Зокрема,  даний винахід може бути
використаний для лікування пухлинних клітин, які
експресують BAFF і/або BAFF-R.

Композиції даного винаходу, що містять агоні-
сти BAFF-R (такі як антитіла, які зв'язуються з
BAFF-R і імітують BAFF), також можуть бути вико-
ристані для лікування імунної недостатності, на-
приклад, пов'язаних з низькими кількостями В-
клітин. Такі порушення можуть бути зумовлені,
наприклад, опроміненням і/або хіміотерапією.

В іншому аспекті даного винаходу забезпече-
ний спосіб зменшення агрегації рекомбінантно
експресованого білка. Цей спосіб передбачає по-
рівняння гомологів білка або його злитого білка
для визначення консервативних доменів і неіден-
тичних амінокислот в консервативних доменах.
Звичайно, щонайменше, одну неполярну аміноки-
слоту замінюють на незаряджену полярну аміно-
кислоту, або на пролін, аланін або серин.

Якщо немає інших вказівок,  всі технічні і нау-
кові терміни, що використовуються тут, мають те ж
саме значення, яке розуміється фахівцями з ква-
ліфікацією в області,  до якої відноситься цей ви-
нахід. Хоча способи і матеріали, схожі з описаними
тут або еквівалентні описаним тут, можуть бути
використані на практиці або при тестуванні даного
винаходу, відповідні способи і матеріали описані
нижче. Всі публікації, патентні заявки, патенти та
інші посилання,  що згадуються тут,  включені як
посилання в їх повному вигляді. У разі суперечно-
сті, контролем буде даний опис, в тому числі і від-
носно визначень. Крім того, матеріали, способи і
приклади є тільки ілюстративними і не призначені
для обмеження даного винаходу.

Інші ознаки і переваги даного винаходу будуть
очевидними з наступного докладного опису і фор-
мули винаходу.

Фіг.1А показує ДНК-послідовність кДНК BJAB
(SEQ ID NО:1), клоновану в pJST576.

Фіг.1В показує повну ДНК-послідовність кДНК
клону IMAGE 2000271 (EST AI250289) (SEQ ID
NО:2).

Фіг.2А показує нуклеотидну послідовність
JST576 з видаленим інтроном, передбачену про-
грамою GENESCAN (SEQ ID NО:3).

Фіг.2В показує 1% агарозний гель ПЛР-
продуктів, одержаних для BAFF-R з використан-
ням або кДНК першого ланцюга, генерованої з

РНК BJAB або ІМ-9, або на кДНК JST576. Доріжка
1. Продукт HindIII-розщеплення лямбда-ДНК. До-
ріжка 2. Оліго-dТ-праймований продукт BAF-
225/BAF-191 BJAB. Доріжка 3. Оліго-dТ-
праймований продукт BAF-226/BAF-191 BJAB. До-
ріжка 4. Випадково праймований продукт BAF-
225/BAF-191 BJAB. Доріжка 5. Випадково праймо-
ваний продукт BAF-226/BAF-191 BJAB. Доріжка 6.
Оліго-dТ-праймований продукт ВAF-225/BAF-191
ІМ-9. Доріжка 7. Оліго-dТ-праймований продукт
BAF-226/BAF-191 ІМ-9. Доріжка 8. Випадково
праймований продукт ВAF-225/BAF-191 ІМ-9. До-
ріжка 9. Випадково праймований продукт BAF-
226/BAF-191 ІМ-9. Доріжка 10. В AF-225/BAF-191
кДНК JST576. Доріжка 11. BAF-226/BAF-191 кДНК
JST576. Доріжка 12. BAF-225/BAF-191 без матриці.
Доріжка 13. BAF-226/BAF-191 без матриці.

Фіг.2С показує послідовність зрілого JST576
(BAFF-R) (SEQ ID NО:4) (також номер доступу
GenBank AF373846), визначену секвенуванням
маси ПЛР-продукту, що фланкує передбачений
інтрон з кДНК першого ланцюга BJAB.

Фіг.2D показує амінокислотну послідовність
BAFF-R (JST576) (SEQ ID NО:5). Залишок A (Ala)
(жирний шрифт) вказує послідовність, що утворю-
ється внаслідок використання альтернативного
акцепторного сайта сплайсингу. Передбачений
трансмембранний домен взятий в блок, а перед-
бачуваний сигнал зупинки транспорту є підкресле-
ним.

Фіг.3 показує сплайсовану версію JST576
(SEQ ID NО:6), що містить 5'-UTR-послідовність,
одержану ОТ-ПЛР з кДНК першого ланцюга селе-
зінки людини, і виведену амінокислотну послідов-
ність (SEQ ID NО:7). Ця послідовність містить
стоп-кодон зліва в рамці зчитування з АТС.

Фіг.4А показує послідовність кДНК мишачого
BAFF-R (SEQ ID NО:8) (також номер доступу
GenBank AF373847).

Фіг.4В показує амінокислотну послідовність
мишачого BAFF-R (SEQ ID NО:9). Залишки Cys
надруковані жирним шрифтом і підкреслені, а пе-
редбачений трансмембранний район взятий в
блок.

Фіг.4С показує гомологію між послідовностями
білків BAFF-R людини (SEQ ID NО:10) і миші (SEQ
ID NО:9).

Фіг.5  зображає скріплення BAFF  людини з
трансфікованими JST576 клітинами. Клітини
293EBNA котрансфікували pJST576 або СА336
(huTACI) і репортерною конструкцією GFP. Клітини
аналізували на скріплення BAFF з 1мкг/мл біотині-
льованого myc-huBAFF з подальшим додаванням
SAV-PE.

Фіг.6 показує скріплення BAFF людини і миші з
JSТ576-трансфікованими клітинами. Клітини
293EBNA котрансфікували pJST576 і репортерною
конструкцією GFP. Клітини аналізували через 24
години на скріплення BAFF з 5мкг/мл flag-huBAFF
або flag-muBAFF з подальшим додаванням монок-
лонального антитіла М2 проти flag і мавпячого
антимишачого IgG-PE.

Фіг.7 показує, що APRIL не зв'язується з
JSТ576-трансфікованими клітинами. Клітини
293EBNA котрансфікували pJST576 або СА336
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(huTACI) і репортерною, конструкцією GFP. Кліти-
ни аналізували на скріплення APRIL  з 1мкг/мл
myc-muAPRIL з подальшим додаванням анти-
muAPRIL щурячого IgGb, біотинільованого анти-
щурячого FcG2b і SAV-PE.

Фіг.8  показує,  що BAFF  осаджує білок з
JSТ576-трансфікованих клітин. Клітини 293EBNA
котрансфікували або BAFF-R (pJST576), тільки
вектором (СН269), або huTACI (CA336) і коротко-
часно мітили 35S-цистеїном і метіоніном. Екстракти
імунопреципітували з використанням flag-huBAFF і
піддавали електрофорезу в відновлювальних умо-
вах на ДСН-ПААГ. Маркери молекулярної маси
вказані зліва.

Фіг.9 зображає послідовність нуклеїнової кис-
лоти (SEQ ID NО:11) і виведену з неї амінокислот-
ну послідовність (SEQ ID NО:12) гена, що кодує
злитий білок huBAFF-R:Fc: нуклеотиди 1-63 коду-
ють сигнальну послідовність мишачого IgG-каппа;
нуклеотиди 64-66 використали для введення сайта
рестриктази, нуклеотиди 67-276 кодують частину
позаклітинного домену BAFF-R, нуклеотиди 277-
279 використали для введення сайта рестриктази і
нуклеотиди 280-960 кодують Fc-район IgGl люди-
ни.

Фіг.10 зображає результати Нозерн-блот-
аналізу з використанням EcoNI-фрагмента JST576
як зонд. Всі експозиції становили 4 дні. 10А:
Clontech human Immune II blot; 10B; Clontech
human 12 lane multi-tissue blot; 10C: Clontech
human multi-tissue II blot.

Фіг.11 показує результат Нозерн-блот-аналізу
20мкг тотальної РНК, виділеної з різних клітинних
ліній. Цей блот зондували фрагментом рестрикції
EcoNI JST576 і експонували протягом 4 днів. Зда-
тність цих клітинних ліній зв'язувати BAFF, визна-
чена FACS-аналізом, вказана нижче доріжки.

Фіг.12 показує результати імунопреципітації з
використанням BAFF-R:Fc. BAFF людини імуно-
преципітується за допомогою BAFF-R:Fc або
ВСМА:Ес, але не Fn14-Fc. Контрольний білок
BAFF показаний в доріжці 1.

Фіг.13 показує, що злитий білок BAFF-R люди-
ни:Рс блокує скріплення BAFF людини з клітинами
BJAB. Результати FACS-аналізу показані на
Фіг.13А. Крива Ε представляє скріплення біотині-
льованого BAFF з клітинами BJAB у відсутності
BAFF-R:Fc. Криві B-D представляють здатність
BAFF зв'язуватися з клітинами BJAB в присутності
5мкг/мл, 1мкг/мл або 0,2мкг/мл., відповідно. Крива
А є єдиною кривої другої стадії. Фіг.13В ілюструє
здатність різних концентрацій BAFF-R:Fc (квадра-
ти) в порівнянні з TACI:Fc (трикутники) або неспе-
цифічного злитого білка LT_R:Fc (кружки) блокува-
ти скріплення BAFF з експресуючими рецептор
клітинами BJAB.

Фіг.14 показує здатність BAFF-R:Fc блокувати
BAFF-індуковану ко-стимуляцію В-клітин селезінки.
Показаний графік включення [3Н]-тимідину (імп/хв.)
в залежності від кількостей hBAFF (нг/мл), що збі-
льшуються.

Фіг.15 показує, що обробка BAFF-R:Fcl приво-
дить до втрати периферичних В-клітин у здорової
миші.

Фіг.16 показує, що обробка мишей злитим біл-
ком BAFF-R:Fc людини і миші знижує число В220+
В-клітин селезінки.

Фіг.17 показує, що введення BAFF-R:Fc мишам
знижує процент В220+ В-клітин лімфатичних вуз-
лів.

Фіг.18 показує, що введення ВAFF-R:Fc мишам
знижує процент В220+ В-клітин периферичної кро-
ві.

Фіг.19А показує дані FACS для супернатантів
чотирьох клонів, які продукують антитіла, які зв'я-
зують BAFF-R. Показаний також контрольний су-
пернатант, який не містить антитіл, що зв'язують
BAFF-R.

Фіг.19В показує гістограму, яка показує, що
два клони блокують скріплення BAFF з BAFF-R. (а)
показує контроль без BAFF; (b) показує блокуючу
активність антитіла з клону 2; (с) показує блокуючу
здатність антитіла з клону 9; (d) показує криву для
контрольного антитіла, яке не зв'язує BAFF-R.

Фіг.20 показує зіставлення амінокислотних по-
слідовностей позаклітинних доменів BAFF-R:Fc
людини (hBAFF-R) і BAFF-R:Fc миші (mBAFF-R) і
процент агрегації, що спостерігається при експре-
сії злитих з Fc білків, що містять вказані послідов-
ності. Пронумеровані клони JST представляють
амінокислотні послідовності, що виявляють мутації
(підкреслені) у вихідних послідовностях і одержану
агрегацію експресованого білка. Показані часткові
послідовності для BAFF-R людини (амінокислоти
2-71 послідовності SEQ ID NO:10; SEQ ID NО:13) і
миші (амінокислоти 2-66 послідовності SEQ ID
NО:9; SEQ ID NО:14); і відповідні частини наступ-
них клонів: JST659 (SEQ ID NО:15), JST660 (SEQ
ID NО:16), JST661 (SEQ ID NО:17), JST662 (SEQ
ID NО:18), JST663 (SEQ ID NO:19), JST673 (SEQ
ID NО:20), JST674 (SEQ ID NО:21), JST675 (SEQ
ID NО:22), JST672 (SEQ ID NО:23), JST676 (SEQ
ID NО:24), JST671 (SEQ ID NО:25), JST677 (SEQ
ID NО:26) JST678 (SEQ ID NО:27), JST664 (SEQ ID
NО:28), JST668 (SEQ ID NО:29), JST665 (SEQ ID
NО:30), JST666 (SEQ ID NО:31) і JST667 (SEQ ID
NО:32).

Фіг.21 показує радіоавтограф білків, імунопре-
ципітованих з використанням лізатів, приготованих
з клітин, трансфікованих BAFF-R-i.c.d. (внутріш-
ньоклітинний домен BAFF-R) (доріжка 1), або
трансфікованих контрольним вектором клітин (до-
ріжка 2). Приблизно 6´106 клітин 293 Ε трансфіку-
вали конструкцією, що кодує BAFF-R-i.c.d. або
псевдо- («пустою») плазмідою. Через 48 годин
клітини метаболічно мітили 35S протягом 24 годин,
лізували буфером для лізису, заздалегідь освіт-
лювали і імунопреципітували антитілом anti-myc
mAB, 9E10. Імунопреципітати розділяли електро-
форезом на 10-20% ПААГ-ДСН при відновлюваль-
них умовах.

Посилальні роботи, патенти, патентні заявки і
наукова література, в тому числі номери доступу
для послідовностей бази даних GenBank, на які
даються посилання тут, доводять знання їх фахів-
цями з кваліфікацією в даній області і включені тут
як посилання в їх повному об'ємі тією ж самою
мірою, як якби кожна з них була конкретно і індиві-
дуально вказана як включена як посилання. Будь-



23 83458 24

яка суперечність між будь-яким цитованим тут
посиланням і конкретними описами даної заявки
повинні вирішуватися на користь останньої. Подіб-
но цьому, будь-яка суперечність між визначенням
слова, що визнається в даній області, або фрази і
визначенням слова або фрази, що конкретно да-
ються в даному описі, повинно вирішуватися на
користь останнього.

Стандартні посилальні роботи, що викладають
загальні принципи технології рекомбінантних ДНК,
відомі фахівцям з кваліфікацією в даній області,
включають в себе [Ausubel et al. CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John
Wiley & Sons, New York (1998); Sambrook et al.
MOLECULAR CLONING: A LABORATORY
MANUAL, 2D ED., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Plainview, New York (1989); Kaufman et al.,
Eds., HANDBOOK OF MOLECULAR AND
CELLULAR METHODS IN BIOLOGY AND
MEDICINE, CRC Press, Boca Raton (1995);
McPherson, Ed., DIRECTED MUTAGENESIS: A
PRACTICAL APPROACH, IRL Press, Oxford (1991)].

Даний винахід описує нуклеїнові кислоти
BAFF-R, ізольовані нуклеїнові кислоти, які кодують
поліпептид BAFF-R або його частину, поліпептиди
BAFF-R, вектори, що містять ці нуклеїнові кислоти,
клітини-хазяї, трансформовані цими нуклеїновими
кислотами BAFF-R, антитіла проти BAFF-R і фар-
мацевтичні композиції. Описані також способи
одержання поліпептидів BAFF-R, а також способи
скринінгу, діагностика, лікування станів з викорис-
танням цих сполук і способи скринінгу сполук,  які
модулюють активність поліпептиду BAFF-R.

Нуклеїнові кислоти і поліпептиди BAFF-R,  а
також BAFF-R-антитіла, а також фармацевтичні
композиції, що обговорюються тут, застосовні,
inter alia, для лікування раку і/або імунорегулятор-
них станів. Ці порушення включають в себе, на-
приклад, опосередковані В-клітинами захворюван-
ня, які є аутоімунними за природою, такі як
системний червоний вовчак, ревматоїдний артрит,
важка псевдопаралітична міастенія, аутоімунна
гемолітична анемія, ідіопатична тромбоцитопеніч-
на пурпура, антифосфоліпідний синдром, хвороба
Шагаса, хвороба Грейвса, гранулематоз Вегенера,
нодозний поліартеріїт і швидко прогресуючий гло-
мерулонефрит. Цей терапевтичний агент має та-
кож застосування при порушеннях плазматичних
клітин, таких як множинна мієлома, макроглобулі-
немія Вальденстрема, хвороба з ураженням важ-
ких ланцюгів імуноглобуліну, первинний або іму-
ноцит-асоційований амілоїдоз і моноклональна
гаммапатія невстановленої етіології (MGUS). Он-
кологічні мішені включають в себе В-клітинні кар-
циноми, лейкоз і лімфоми.

Нуклеїнові кислоти BAFF-R
Один аспект даного винаходу відноситься до

ізольованих молекул нуклеїнових кислот, які коду-
ють білки BAFF-R або їх біологічно активні части-
ни. Включені також фрагменти нуклеїнових кислот,
достатні для їх використання як гібридизаційних
зондів для ідентифікації BAFF-R-кодуючих нуклеї-
нових кислот (наприклад, мРНК BAFF-R), або фра-
гменти для використання як праймерів полімераз-
ної ланцюгової реакції (ПЛР) для ампліфікації або

мутації молекул нуклеїнових кислот BAFF-R. У
застосуванні тут термін «молекула нуклеїнової
кислоти» включає в себе молекули ДНК (напри-
клад, кДНК або геномну ДНК), молекули РНК (на-
приклад, мРНК), аналоги ДНК або РНК, що гене-
руються з використанням аналогів нуклеотидів, і їх
похідні, фрагменти і гомологи. Молекула нуклеїно-
вої кислоти може бути одноланцюговою або дво-
ланцюговою, але переважно є дволанцюговою
ДНК.

Термін «зонди» відноситься до послідовностей
нуклеїнових кислот варіабельної довжини, пере-
важно між, щонайменше, 10 нуклеотидами (нт) або
приблизно, наприклад, 6000нт, в залежності від
застосування. Зонди використовують для детекту-
вання ідентичних, схожих або комплементарних
послідовностей нуклеїнових кислот. Зонди більшої
довжини звичайно одержують з природного або
рекомбінантного джерела, вони є високоспецифіч-
ними і гібридизуються набагато повільніше, ніж
олігомери. Зонди можуть бути одно- або дволан-
цюговими і конструюються таким чином, щоб вони
мали специфічність в ПЛР, способах гібридизації
на основі мембрани або ELISA-подібних способах.

«Ізольованою» молекулою нуклеїнової кисло-
ти називають молекулу, яка відділена від інших
молекул нуклеїнових кислот, які присутні в приро-
дному джерелі даної нуклеїнової кислоти. Прикла-
ди ізольованих молекул нуклеїнових кислот вклю-
чають в себе, але не обмежуються ними,
рекомбінантні молекули ДНК, що містяться у век-
торі, рекомбінантні молекули ДНК, що підтриму-
ються в гетерологічній клітині-хазяїні, частково або
по суті очищені молекули нуклеїнових кислот і си-
нтетичні ДНК- або РНК-молекули. Переважно,
«ізольована» молекула нуклеїнової кислоти не
містить послідовностей, які природно фланкують
цю нуклеїнову кислоту (тобто послідовностей, ло-
калізованих на 5'- і 3'-кінцях цієї нуклеїнової кисло-
ти) в геномній ДНК організму, з якого одержана
дана нуклеїнова кислота. Наприклад, в різних ва-
ріантах ізольована молекула нуклеїнової кислоти
BAFF-R  може містити менше ніж приблизно
50т.п.н., 25т.п.н., 5т.п.н., 4т.п.н., 3т.п.н., 2т.п.н.,
1т.п.н. 0,5т.п.н. або 0,1т.п.н. нуклеотидних послі-
довностей, які природно фланкують дану молеку-
лу нуклеїнової кислоти в геномній ДНК клітини,  з
якої одержана ця нуклеїнова кислота. Крім того,
«ізольована» молекула нуклеїнової кислоти, така
як молекула кДНК, може по суті не містити іншого
клітинного матеріалу або культурального середо-
вища при одержанні рекомбінантними способами
або при одержанні з хімічних попередників при
хімічному синтезі.

Молекула нуклеїнової кислоти даного винахо-
ду, наприклад, молекула нуклеїнової кислоти, що
має нуклеотидну послідовність Фіг.1А (SEQ ID
NО:1), Фіг.1B (SEQ ID NО:2), Фіг.2А (SEQ ID NО:3),
Фіг.2С (SEQ ID NО:4) і Фіг.3 (SEQ ID NО:6) або
комплемент будь-якої з цих нуклеотидних послідо-
вностей, може бути ізольована з використанням
стандартних способів молекулярної біології і за-
безпеченої тут інформації про послідовності. З
використанням повних послідовностей або части-
ни послідовностей нуклеїнових кислот Фіг.1А, В,
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2А, С і 3 як гібридизаційного зонда, послідовності
нуклеїнових кислот BAFF-R можуть бути ізольова-
ні з використанням стандартної гібридизації і стан-
дартних способів клонування [наприклад, як опи-
сано в Sambrook et al., Eds., MOLECULAR
CLONING: A LABORATORY MANUAL 2ND ED.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1989; і Ausubel, et al., Eds., CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John
Wiley & Sons, New York, NY, 1993].

Нуклеїнова кислота даного винаходу може бу-
ти ампліфікована з використанням кДНК, мРНК
або, альтернативно, геномної ДНК як матриці і
відповідних олігонуклеотидних праймерів згідно зі
стандартними способами ПЛР-ампліфікації. Амп-
ліфікована таким чином нуклеїнова кислота може
бути клонована у відповідний вектор і охарактери-
зована аналізом секвенування ДНК. Крім того,
олігонуклеотиди, відповідні нуклеотидним послі-
довностям BAFF-R, можуть бути одержані станда-
ртними синтетичними способами, наприклад, з
використанням автоматичного ДНК-синтезатора.

У застосуванні тут термін «олігонуклеотид»
відноситься до ряду пов'язаних нуклеотидних за-
лишків, причому олігонуклеотид має достатнє чис-
ло нуклеотидних основ для використання в ПЛР-
реакції. Коротка олігонуклеотидна послідовність
може бути основана на геномній або кДНК-
послідовності або сконструйована з геномної або
кДНК-послідовності і використана для ампліфіка-
ції, підтвердження або виявлення присутності іде-
нтичної, схожої або комплементарної ДНК або РНК
в конкретній клітині або тканині. Олігонуклеотиди
включають частини послідовності нуклеїнової кис-
лоти, що мають, щонайменше, приблизно 10 нук-
леотидів і так багато, як 50 нуклеотидів, переваж-
но приблизно 15-30 нуклеотидів. Вони можуть бути
синтезовані хімічно і можуть бути використані як
зонди.

В іншому варіанті ізольована молекула нуклеї-
нової кислоти даного винаходу включає молекулу
нуклеїнової кислоти, яка є комплементом нуклео-
тидної послідовності, показаної на Фіг.1А (SEQ ID
NО:1), Фіг.1B (SEQ ID NО:2), Фіг.2А (SEQ ID NО:3),
Фіг.2С (SEQ ID  NО:4)  і Фіг.3  (SEQ ID  NО:6).  В ін-
шому варіанті ізольована молекула нуклеїнової
кислоти даного винаходу включає молекулу нукле-
їнової кислоти, яка є комплементом нуклеотидної
послідовності, показаної на Фіг.1А (SEQ ID NО:1),
Фіг.1B (SEQ ID NО:2), Фіг.2А (SEQ ID NО:3), Фіг.2С
(SEQ ID NО:4) і Фіг.3 (SEQ ID NО:6), або частиною
цієї нуклеотидної послідовності. Молекула нуклеї-
нової кислоти, яка комплементарна нуклеотидній
послідовності, показаної на Фіг.1А (SEQ ID NО:1),
Фіг.1B (SEQ ID NO:2), Фіг.2А (SEQ ID NО:3), Фіг.2С
(SEQ ID NО:4) і Фіг.3 (SEQ ID NО:6), є послідовніс-
тю, яка є досить комплементарною нуклеотидній
послідовності, показаній на Фіг.1A (SEQ ID NО:1),
Фіг.1B (SEQ ID NО:2), Фіг.2А (SEQ ID NО:3), Фіг.2С
(SEQ ID NО:4) і Фіг.3 (SEQ ID NО:6), щоб вона мо-
гла зв'язуватися водневими зв'язками з малою
кількістю помилкових спаровувань або взагалі без
помилкових спаровувань з нуклеотидною послідо-
вністю, показаною на Фіг.1А (SEQ ID NО:1), Фіг.1B
(SEQ ID NО:2), Фіг.2А (SEQ ID NО:3), Фіг.2С (SEQ

ID  NО:4)  і Фіг.3  (SEQ  ID  NО:6),  з утворенням за
допомогою цього стабільного дуплекса.

У застосуванні тут термін «комплементарне»
відноситься до спаровування основ за Уотсоном-
Криком або Хугстіном між нуклеотидними ланками
молекули нуклеїнової кислоти, і термін «скріплен-
ня» означає фізичну або хімічну взаємодію між
двома поліпептидами або сполуками або пов'яза-
ними поліпептидами або сполуками, або їх комбі-
націями. Скріплення включає в себе іонні, неіонні,
ван-дер-ваальсові, гідрофобні взаємодії і т.д. Фі-
зична взаємодія може бути або прямою, або опо-
середкованою. Посередні взаємодії можуть відбу-
ватися за допомогою або внаслідок дій іншого
поліпептиду або сполуки. Прямим скріпленням
називають взаємодії, які не відбуваються за допо-
могою або без допомоги дії іншого поліпептиду
або сполуки,  а здійснюються без інших істотних
хімічних проміжних продуктів.

Крім того, молекула нуклеїнової кислоти дано-
го винаходу може включати тільки частину послі-
довності нуклеїнової кислоти Фіг.1А (SEQ ID NО:1),
Фіг.1В (SEQ ID NО:2), Фіг.2А (SEQ ID NО:3), Фіг.2С
(SEQ ID NО:4) і Фіг.3 (SEQ ID NО:6), наприклад,
фрагмент, який може бути використаний як зонд
або праймер, або фрагмент, що кодує біологічно
активну частину BAFF-R. Забезпечені тут фрагме-
нти визначаються як послідовності з довжиною з,
щонайменше, б нуклеотидів, що безперервно
йдуть одним за одним або, щонайменше, 4 аміно-
кислот, що безперервно йдуть одна за одною ,
достатньої для можливості специфічної гібридиза-
ції у разі нуклеїнових кислот або для специфічного
пізнавання епітопу у разі амінокислот, відповідно, і
вони є щонайбільше меншими, ніж повнорозмірна
послідовність. Фрагменти можуть бути одержані з
будь-якої безперервної частини переважної послі-
довності нуклеїнової кислоти або амінокислотної
послідовності. Похідними є послідовності нуклеї-
нових кислот або амінокислотні послідовності,
утворені з природних сполук або безпосередньо,
або модифікацією, або частковою заміною. Анало-
гами є послідовності нуклеїнових кислот або амі-
нокислотні послідовності, які мають структуру,
схожу, але не ідентичну відносно природної сполу-
ки, але відрізняються від неї відносно певних ком-
понентів або бічних ланцюгів. Аналоги можуть бу-
ти синтетичними або мати відмінне еволюційне
походження і можуть мати схожу або протилежну
метаболічну активність в порівнянні з активністю
дикого типу.

Похідні і аналоги можуть бути повнорозмірни-
ми або мати іншу довжину, якщо похідне або ана-
лог містить модифікований нуклеотид або аналог
модифікованої амінокислоти, як описано нижче.
Похідні і аналоги нуклеїнових кислот або білків
даного винаходу включають в себе, але не обме-
жуються ними, молекули, що включають райони,
які є по суті гомологічними відносно нуклеїнових
кислот або білків даного винаходу, з ідентичністю
в різних варіантах, що дорівнює, щонайменше,
приблизно 45%, 50%, 70%, 80%, 95%, 98% або
навіть 99% (з переважною ідентичністю, 80-99%)
відносно послідовності нуклеїнової кислоти або
амінокислотної послідовності ідентичного розміру
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або при порівнянні з зіставленою послідовністю,
коли зіставлення проводять з використанням ком-
п'ютерної програми гомології, відомої в даній об-
ласті, або кодуюча нуклеїнова кислота яких здатна
гібридизуватись з комплементом послідовності,
що кодує вищезазначені білки, при жорстких, помі-
рно жорстких умовах або при умовах низької жор-
сткості. Див., наприклад, [Ausubel, et al, CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John
Wiley & Sons, New York, NY, 1993] і приведені ниж-
че посилання. Прикладом такої програми є Gap
(Геп)-програма (Wisconsin Sequence Analysis
Package, Version 8 for UNIX, Genetics Computer
Group, University Research Park, Madison, WI) з
використанням установок за умовчанням, які вико-
ристовують алгоритм Сміта і Уотермана [(1981)
Adv. Appl. Math. 2: 482-489], яка включена тут по-
силанням в її повному вигляді.

«Гомологічна послідовність нуклеїнової кисло-
ти» або «гомологічна амінокислотна послідов-
ність» або їх варіації означають послідовності, що
характеризуються гомологією на нуклеотидному
рівні або на рівні амінокислот, як обговорювалося
вище. Гомологічні нуклеотидні послідовності ко-
дують послідовності ізоформ поліпептиду BAFF-R.
Ізоформи можуть експресуватись в різних ткани-
нах одного організму в результаті, наприклад, аль-
тернативного сплайсингу РНК. Альтернативно,
ізоформи можуть кодуватись різними генами. У
даному винаході, гомологічні нуклеотидні послідо-
вності включають в себе нуклеотидні послідовнос-
ті, що кодують поліпептид BAFF-R інших видів, ніж
людина, в тому числі, але не тільки, ссавців, і, от-
же, ці види можуть включати в себе, наприклад,
мишу, щура, кролика, собаку, кішку, корову, коня
та інші організми. Гомологічні нуклеотидні послі-
довності включають в себе також, але не обмежу-
ються ними, алельні варіації, що природно зустрі-
чаються, і мутації представлених тут нуклеотидних
послідовностей. Однак, гомологічна нуклеотидна
послідовність не включає в себе нуклеотидну по-
слідовність, що кодує білок BAFF-R людини. Гомо-
логічні послідовності нуклеїнових кислот включа-
ють в себе ті нуклеотидні послідовності, які
кодують консервативні амінокислотні заміни (див.
нижче)  на Фіг.2D  (SEQ ID  NО:5),  а також поліпеп-
тид, що має BAFF-R-активність. Гомологічна амі-
нокислотна послідовність не кодує амінокислотну
послідовність поліпептиду BAFF-R людини.

Нуклеотидна послідовність, визначена з кло-
нування гена BAFF-R людини, дозволяє генерува-
ти зонди і праймери, сконструйовані для застосу-
вання в ідентифікації і/або клонуванні гомологів
BAFF-R  в інших клітинних типах,  наприклад,  з ін-
ших тканин, а також гомологів BAFF-R з інших сса-
вців. Зонд/праймер звичайно містить по суті очи-
щений олігонуклеотид. Цей олігонуклеотид
звичайно включає район нуклеотидної послідовно-
сті, який гібридизується при жорстких умовах, що-
найменше, зі складеною з приблизно 12, 25, 50,
100, 150, 200, 250, 300, 350 або 400 нуклеотидів,
що безперервно йдуть один за одним, нуклеотид-
ною послідовністю смислового ланцюга будь-якої з
послідовностей Фіг.1А (SEQ ID NO:1), Фіг.1B (SEQ
ID NО:2), Фіг.2А (SEQ ID NО:3), Фіг.2С (SEQ ID

NО:4) і Фіг.3 (SEQ ID NО:6), або нуклеотидною
послідовністю антисмислового ланцюга будь-якої з
послідовностей Фіг.1А (SEQ ID NО:1), Фіг.1B (SEQ
ID NО:2), Фіг.2А (SEQ ID NО:3), Фіг.2С (SEQ ID
NO:4) і Фіг.3 (SEQ ID NО:6) або мутантом, що при-
родно зустрічається, будь-якої з послідовностей
Фіг.1А (SEQ ID NО:1), Фіг.1B (SEQ ID NО:2), Фіг.2А
(SEQ ID NО:3), Фіг.2С (SEQ ID NО:4) і Фіг.3 (SEQ
ID NО:6).

Зонди на основі нуклеотидної послідовності
BAFF-R людини можуть бути використані для де-
тектування транскриптів або геномних послідовно-
стей, що кодують той же самий або гомологічні
білки. У різних варіантах цей зонд додатково
включає приєднану до нього групу мітки, напри-
клад, ця група мітки може бути радіоізотопом,
флуоресцентною сполукою, ферментом або кофа-
ктором ферменту. Такі зонди можуть бути викори-
стані як частина набору для діагностичного тесту
для ідентифікації клітин або тканини, які неправи-
льно експресують білок BAFF-R, наприклад, за
допомогою вимірювання рівня кодуючої BAFF-R
нуклеїнової кислоти в пробі клітин з суб'єкта, на-
приклад, детектування рівня мРНК BAFF-R або
визначенням,  чи був геномний ген BAFF-R  муто-
ваний або делетований.

Термін «поліпептид, що має біологічно активну
частину BAFF-R», означає поліпептиди, що вияв-
ляють активність, схожу, але необов'язково іден-
тичну, з активністю поліпептиду даного винаходу,
в тому числі зрілих форм, при вимірюванні в конк-
ретному біологічному аналізі, із залежністю від
дози або без залежності від дози. Фрагмент нукле-
їнової кислоти, що кодує «біологічно активну час-
тину BAFF-R», може бути одержаний ізолюванням
частини будь-якої послідовності з Фіг.1А (SEQ ID
NО:1), Фіг.1B (SEQ ID NО:2), Фіг.2А (SEQ ID NO:3),
Фіг.2С (SEQ ID NО:4) і Фіг.3 (SEQ ID NО:6), яка
кодує поліпептид, що має біологічну активність
BAFF-R (біологічна активність білків BAFF-R опи-
сана нижче), експресією цієї частини білка, що
кодується BAFF-R (наприклад, рекомбінантною
експресією in vitro) і оцінкою активності частини
BAFF-R, що кодується. Наприклад, фрагмент нук-
леїнової кислоти, що кодує біологічно активну час-
тину BAFF-R, може необов'язково включати в себе
домен скріплення BAFF. В іншому варіанті, фраг-
мент нуклеїнової кислоти, що кодує біологічно ак-
тивну частину BAFF-R, включає в себе один або
декілька районів.

Варіанти BAFF-R
Далі, даний винахід включає в себе молекули

нуклеїнових кислот, які відрізняються від нуклео-
тидних послідовностей, показаних на Фіг.1А (SEQ
ID NО:1), Фіг.1B (SEQ ID NО:2), Фіг.2А (SEQ ID
NО:3), Фіг.2С (SEQ ID NО:4) і Фіг.3 (SEQ ID NО:6),
внаслідок виродженості генетичного коду. Таким
чином, ці нуклеїнові кислоти кодують той же самий
білок BAFF-R, який кодується нуклеотидною по-
слідовністю, показаною на Фіг.1А (SEQ ID NО:1),
Фіг.1B (SEQ ID NО:2), Фіг.2А (SEQ ID NО:3), Фіг.2С
(SEQ ID NО:4) і Фіг.3 (SEQ ID NО:6). В іншому ва-
ріанті ізольована молекула нуклеїнової кислоти
даного винаходу має нуклеотидну послідовність,
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що кодує білок, який має амінокислотну послідов-
ність, показану на Фіг.2D (SEQ ID NО:5).

Фахівцеві з кваліфікацією в даній області буде
зрозуміло, що, крім нуклеотидної послідовності
BAFF-R людини, показаної в будь-якій з послідов-
ностей Фіг.1А (SEQ ID NО:1), Фіг.1B (SEQ ID NО:2),
Фіг.2А (SEQ ID NО:3), Фіг.2С (SEQ ID NО:4) і Фіг.3
(SEQ ID NО:6), поліморфізм послідовності ДНК,
який приводить до змін в амінокислотних послідо-
вностях BAFF-R, може існувати в популяції (на-
приклад, популяції людини). Такий генетичний
поліморфізм в гені BAFF-R може існувати серед
індивідуумів в популяції внаслідок природної але-
льної варіації. У застосуванні тут терміни «ген» і
«рекомбінантний ген» означають молекули нуклеї-
нової кислоти, що включають відкриту рамку зчи-
тування, що кодує білок BAFF-R, переважно білок
BAFF-R ссавця. Такі природні алельні варіації мо-
жуть звичайно приводити до 1-5% відхилення в
нуклеотидній послідовності гена BAFF-R. Перед-
бачається, що будь-які і всі подібні нуклеотидні
варіації і виникаючий в результаті поліморфізм
амінокислот в BAFF-R, які є результатом природ-
ної алельної варіації і які не змінюють функціона-
льну активність BAFF-R, входять в об'єм даного
винаходу.

Крім того, передбачається, що молекули нук-
леїнових кислот, які кодують білки BAFF-R з інших
видів і, отже, мають нуклеотидну послідовність,
яка відрізняється від послідовностей людини
Фіг.1А (SEQ ID NО:1), Фіг.1B (SEQ ID NО:2), Фіг.2А
(SEQ ID NО:3), Фіг.2С (SEQ ID NО:4) і Фіг.3 (SEQ
ID NО:6), знаходяться в об'ємі даного винаходу.
Молекули нуклеїнових кислот, відповідні природ-
ним алельним варіантам і гомологам кДНК BAFF-R
даного винаходу, можуть бути ізольовані на основі
їх гомології з нуклеїновими кислотами BAFF-R лю-
дини, описаними тут, з використанням кДНК у лю-
дини або її частини, у вигляді гібридизаційного
зонда згідно зі стандартними способами гібриди-
зації при жорстких умовах гібридизації. Наприклад,
кДНК розчинної BAFF-R людини може бути ізольо-
вана на основі його гомології з мембранопов'яза-
ним BAFF-R людини. Подібним чином, кДНК мем-
бранопов'язаного BAFF-R людини може бути
ізольована на основі його гомології з розчинним
ВAFF-R людини.

Таким чином, в іншому варіанті ізольована
молекула нуклеїнової кислоти даного винаходу
має довжину, щонайменше, 6 нуклеотидів і гібри-
дизується при жорстких умовах з молекулою нук-
леїнової кислоти, що включає нуклеотидну послі-
довність будь-якої з послідовностей Фіг.1А (SEQ ID
NО:1), Фіг.1B (SEQ ID NО:2), Фіг.2А (SEQ ID NО:3),
Фіг.2С (SEQ ID  NО:4)  і Фіг.3  (SEQ ID  NО:6).  В ін-
шому варіанті ця нуклеїнова кислота має довжину,
щонайменше, 10, 25, 50, 100, 250 або 500 нуклео-
тидів. В іншому варіанті ізольована молекула нук-
леїнової кислоти даного винаходу гібридизується з
кодуючим районом. У застосуванні тут термін «гіб-
ридизується при жорстких умовах» призначений
для опису умов гібридизації і промивання, при яких
нуклеотидні послідовності, щонайменше, на 60%
гомологічні одна одній, звичайно залишаються
гібридизованими одна з одною.

Гомологи (тобто нуклеїнові кислоти, що коду-
ють білки BAFF-R,  що походять з видів,  інших ніж
людина) або інші споріднені послідовності (напри-
клад, паралоги) можуть бути одержані з викорис-
танням умов гібридизації низької, помірної або
високої жорсткості з повною конкретною послідов-
ністю людини або з частиною цієї послідовності як
зонда з використанням способів, добре відомих в
даній області для гібридизації і клонування нуклеї-
нових кислот.

У застосуванні тут фраза «жорсткі умови гіб-
ридизації» означає умови, при яких зонд, праймер
або олігонуклеотид буде гібридизуватись з його
послідовністю-мішенню, але не з іншими послідо-
вностями. Жорсткі умови є послідовність-
залежними і будуть різними в різних обставинах.
Більш довгі послідовності гібридизуються специ-
фічно при більш високих температурах, ніж більш
короткі послідовності. Звичайно жорсткі умови ви-
бирають таким чином, щоб температура була при-
близно на 5°С нижче ніж точка плавлення (Тm) для
цієї конкретної послідовності при визначених іон-
ній силі і рН. Тm є температурою (при визначених
іонній силі, рН і концентрації нуклеїнової кислоти),
при якій 50% зондів, комплементарних послідов-
ності-мішені, гібридизуються з послідовністю-
мішенню при рівновазі. Оскільки послідовності-
мішені звичайно присутні в надлишку, при Тm, 50%
цих зондів займають мішень при рівновазі. Зви-
чайно, жорсткими умовами будуть умови, в яких
концентрація солі дорівнює менше ніж приблизно
1,0Μ іон натрію, звичайно приблизно 0,01-1,0Μ іон
натрію (або інших солей) при рН7,0-8,3, а темпе-
ратура дорівнює, щонайменше, приблизно 30°С
для коротких зондів, праймерів або олігонуклеоти-
дів (наприклад, 10 нуклеотидів - 50 нуклеотидів) і,
щонайменше, приблизно 60°С для більш довгих
зондів, праймерів і олігонуклеотидів. Жорсткі умо-
ви можуть бути також досягнуті з додаванням де-
стабілізуючих агентів, таких як формамід.

Жорсткі умови відомі фахівцям в даній області
і можуть бути знайдені в [CURRENT PROTOCOLS
IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, N.
Y. (1989), 6.3.1-6.3.6]. Переважно, ці умови є таки-
ми, що послідовності, щонайменше, на приблизно
65%, 70%, 75%, 85%, 90%, 95%, 98% або 99% го-
мологічні одна з одною, звичайно залишаються
гібридизованими одна з одною. Необмежувальним
прикладом жорстких умов гібридизації є гібриди-
зація у високосольовому буфері, що містить
6´SSC, 50мМ Трис-НСІ (рН7,5),  мМ ЕДТА, 0,02%
ПВП, 0,02 Фіколл, 0,02% БСА і 500мг/мл денатуро-
ваної ДНК сперми лосося при 65°С. За цією гібри-
дизацією йдуть одне або декілька промивань в
0,2´SSC, 0,01% БСА при 50°С. Ізольована моле-
кула нуклеїнової кислоти даного винаходу, яка
гібридизується при жорстких умовах з послідовно-
стями SEQ ID NО:1, SEQ ID NО:2, SEQ ID NО:3,
SEQ ID NО:4, SEQ ID NО:6, відповідає молекулі
нуклеїнової кислоти, що природно зустрічається. У
застосуванні тут «молекула нуклеїнової кислоти,
що природно зустрічається» означає молекулу
РНК або ДНК, що має нуклеотидну послідовність,
яка зустрічається в природі (наприклад, кодує
природний білок).
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У другому варіанті забезпечена послідовність
нуклеїнової кислоти, яка гібридизується з молеку-
лою нуклеїнової кислоти, що включає нуклеотидну
послідовність будь-якої з послідовностей Фіг.1А
(SEQ ID NО:1), Фіг.1B (SEQ ID NО:2), Фіг.2А (SEQ
ID NО:3), Фіг.2С (SEQ ID NО:4) і Фіг.3 (SEQ ID
NО:6), або її фрагментами, аналогами або похід-
ними, в умовах помірної жорсткості. Необмежува-
льним прикладом умов гібридизації помірної жорс-
ткості є гібридизація в 6´SSC, 5х розчині
Денхардта, 0,5% ДСН і 100мг/мл денатурованій
ДНК спермі лосося при 55°С, з подальшими одним
або декількома промиваннями в 1´SSC, 0,1% ДСН
при 37°С. Інші умови помірної жорсткості, які мо-
жуть бути використані, добре відомі в даній облас-
ті. Див., наприклад, [Ausubel et al., Eds., CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John
Wiley & Sons, NY, 1993; and Knegler, GENE
TRANSFER AND EXPRESSION, A LABORATORY
MANUAL, Stockton Press, NY, 1990].

У третьому варіанті забезпечена нуклеїнова
кислота, яка гібридизується з молекулою нуклеї-
нової кислоти, що включає нуклеотидну послідов-
ність будь-якої з послідовностей Фіг.1А (SEQ ID
NО:1), Фіг.1B (SEQ ID NО:2), Фіг.2А (SEQ ID NО:3),
Фіг.2С (SEQ ID NО:4) і Фіг.3 (SEQ ID NО:6), або її
фрагментами, аналогами або похідними, в умовах
низької жорсткості. Необмежувальним прикладом
умов гібридизації низької жорсткості є гібридизація
в 35% формаміді, 5´SSC, 50мМ Трис-НСІ (рН7,5),
5мМ ЕДТА, 0,02% ПВП, 0,02% Фіколі, 0,2% БСА,
100мг/мл денатурованій ДНК спермі лосося, 10%
(маса/об'єм) декстрансульфаті при 40°С, з пода-
льшими одним або декількома промиваннями в
2´SSC, 25мМ Трис-НСІ (рН7,4), 5мМ ЕДТА і 0,1%
ДСН при 50°С.  Інші умови низької жорсткості,  які
можуть бути використані, добре відомі в даній об-
ласті (наприклад, що використовуються для між-
видових гібридизацій). Див., наприклад, [Ausubel et
al, Eds., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR
BIOLOGY, John Wiley & Sons, NY, 1993; and
Kriegler, GENE TRANSFER AND EXPRESSION, A
LABORATORY MANUAL, Stockton Press, NY, 1990;
Shilo and Weinberg (1981) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 78:6789-6792].

Консервативні мутації
Фахівцеві з кваліфікацією в даній області буде

також зрозуміло, що, крім алельних варіантів по-
слідовності BAFF-R, що природно зустрічаються,
які можуть існувати в популяції, зміни можуть бути
введені мутацією в нуклеотидну послідовність
Фіг.2А (SEQ ID NO:3), Фіг.2С (SEQ ID NО:4), Фіг.3
(SEQ ID  NО:6),  що приводить до змін в амінокис-
лотній послідовності білка, що кодується BAFF-R,
без зміни функціональної активності цього білка
BAFF-R. Наприклад, нуклеотидні заміни, що при-
водять до амінокислотних замін в «не-незамінних»
амінокислотних залишках, можуть бути вироблені
в послідовності будь-якої з Фіг.2А (SEQ ID NО:3),
Фіг.2С (SEQ ID NО:4), Фіг.3 (SEQ ID NО:6). «Не-
незамінним» амінокислотним залишком є залишок,
який може бути змінений, з послідовності дикого
типу BAFF-R без зміни біологічної активності, тоді
як «незамінний» амінокислотний залишок є необ-
хідним для біологічної активності. Наприклад, пе-

редбачається, що амінокислотні залишки, які є
консервативними серед білків BAFF-R даного ви-
находу, є таким, що особливо не піддаються зміні.

Крім того, передбачається також, що аміноки-
слотні залишки, які є консервативними серед чле-
нів сімейства білків BAFF-R даного винаходу, є
також такими, що особливо не піддаються зміні.
Наприклад, білки BAFF-R даного винаходу можуть
містити, щонайменше, один домен, який звичайно
є консервативним районом в членах сімейства
TNF. Як такі, ці консервативні домени, очевидно,
не піддаються мутації. Однак, інші амінокислотні
залишки (наприклад, залишки, які не є консерва-
тивними або є тільки напів консервативними серед
членів білків BAFF-R),  можуть не бути незамінни-
ми для активності і, отже, можуть бути, очевидно,
такими, що піддаються зміні.

Інший аспект даного винаходу відноситься до
молекул нуклеїнових кислот, що кодують білки
BAFF-R, які містять зміни амінокислотних залиш-
ків, які не є незамінними для активності. Такі білки
BAFF-R відрізняються за амінокислотною послідо-
вністю від амінокислотної послідовності з Фіг.2D
(SEQ ID NО:5), але все ще зберігають біологічну
активність. В одному варіанті ізольована молекула
нуклеїнової кислоти включає нуклеотидну послі-
довність, що кодує білок, причому цей білок вклю-
чає амінокислотну послідовність, щонайменше, на
приблизно 45% гомологічну амінокислотних послі-
довності Фіг.2D (SEQ ID NО:5). Переважно, білок,
що кодується цією молекулою нуклеїнової кисло-
ти, є, щонайменше, на приблизно 60% гомологіч-
ним послідовності, щонайменше, на приблизно
70%, 80%, 90%, 95%, 98% і найбільш переважно
на, щонайменше, приблизно 99% гомологічним
послідовності Фіг.2D (SEQ ID NО:5).

Ізольована молекула нуклеїнової кислоти, що
кодує білок BAFF-R, гомологічний білку Фіг.2D,
може бути створена введенням однієї або декіль-
кох нуклеотидних замін, додатків або делецій в
нуклеотидну послідовність Фіг.2А (SEQ ID NО:3),
Фіг.2С (SEQ ID NО:4), Фіг.3 (SEQ ID NО:6), так що
одна або декілька амінокислотних замін, додавань
або делецій вводяться в білок, що кодується.

Мутації можуть бути введені в Фіг.2А (SEQ ID
NО:3), Фіг.2С (SEQ ID NО:4) або Фіг.3 (SEQ ID
NО:6), наприклад, стандартними способами, таки-
ми як сайт-направлений мутагенез і ПЛР-
опосередкований мутагенез. Переважно, вироб-
ляють консервативні заміни амінокислот в одному
або декількох передбачених не-незамінних аміно-
кислотних залишках. «Консервативною амінокис-
лотною заміною» є заміна, при якій амінокислот-
ний залишок замінюють амінокислотним
залишком, що має схожий бічний ланцюг. Сімейс-
тва амінокислотних залишків, що мають схожі бічні
ланцюги, були визначені в даній області. Ці сімей-
ства включають в себе амінокислоти з основними
бічними ланцюгами (наприклад, лізин, аргінін, гіс-
тидин), кислотними бічними ланцюгами (напри-
клад, аспарагінова кислота, глутамінова кислота),
незарядженими полярними бічними ланцюгами
(наприклад, гліцин, аспарагін, глутамін, серин,
треонін, тирозин, цистеїн), неполярними бічними
ланцюгами (наприклад, аланін, валін, лейцин, ізо-
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лейцин, пролін, фенілаланін, метіонін, триптофан),
бета-розгалуженими бічними ланцюгами (напри-
клад, треонін, валін, ізолейцин) і ароматичними
бічними ланцюгами (наприклад, тирозин, феніла-
ланін, триптофан, гістидин). Таким чином, перед-
бачений не-незамінний амінокислотний залишок в
BAFF-R замінюють іншим амінокислотним залиш-
ком з того ж самого сімейства бічних ланцюгів.
Альтернативно, в іншому варіанті мутації можуть
вводитися випадковим чином вздовж всього або
частини кодуючого ланцюга для BAFF-R, напри-
клад, насичувальним мутагенезом, і одержані му-
танти можуть бути піддані скринінгу на біологічну
активність BAFF-R. для ідентифікації мутантів, які
зберігають активність. Після мутагенезу будь-якої
з послідовностей Фіг.2А (SEQ ID NO:3), Фіг.2С
(SEQ ID NО:4), Фіг.3 (SEQ ID NО:6) білок, що коду-
ється може бути експресований будь-яким реком-
бінантним способом,  відомим в даній області,  і
може бути визначена активність цього білка.

В одному варіанті мутантний білок BAFF-R
може бути перевірений на (1) здатність формувати
взаємодії за типом білок-білок з іншими білками
BAFF-R, іншими білками клітинної поверхні або їх
біологічно активними частинами; (2) утворення
комплексу між мутантним білком BAFF-R і ліган-
дом BAFF-R; (3) здатність мутантного білка BAFF-
R зв'язуватися з внутрішньоклітинним білком-
мішенню або його біологічно активною частиною;
(наприклад, білками авідину); (4) здатність зв'язу-
ватися з BAFF; або (5) здатність специфічно зв'я-
зувати антитіло проти білка BAFF-R.

Даний винахід забезпечує специфічні мутанти,
що кодують поліпептид BAFF-R:Fc, сконструйовані
для ослаблення агрегації експресованого білка
при збереженні активності скріплення BAFF. Такі
мутанти включають в себе, наприклад, клони, що
кодують амінокислотні послідовності JST661 (SEQ
ID NО:17), JST662 (SEQ ID NО:18), JST663 (SEQ
ID NО:19), JST673 (SEQ ID NО:20), JST674 (SEQ
ID NО:21), JST675 (SEQ ID NО:22), JST672 (SEQ
ID NО:23), JST676 (SEQ ID NО:24), JST671 (SEQ
ID NО:25), JST677 (SEQ ID NО:26) і JST678 (SEQ
ID NО:27). Інші варіанти включають в себе мутан-
ти, що кодують поліпептид BAFF-R або BAFF-R:Fc,
який має характеристики агрегації, схожі з природ-
ним поліпептидом BAFF-R людини або BAFF-R:Fc,
але також зв'язують BAFF,  в тому числі,  напри-
клад, послідовності, що включають амінокислотні
послідовності JST659 (SEQ ID NО:15), JST660
(SEQ ID NО:16), JST664 (SEQ ID NО:28), JST668
(SEQ ID NО:29), JST665 (SEQ ID NО:30), JST666
(SEQ ID NО:31) і JST667 (SEQ ID NО:32). Інші ва-
ріанти включають в себе мутанти, що кодують по-
ліпептид BAFF-R або BAFF-R:Fc, де консервативні
амінокислоти між BAFF-R людини і миші замінені
на інші консервативні амінокислоти, і де зберіга-
ється зв'язувальна активність поліпептиду BAFF-R
або BAFF-R:Fc у відношенні BAFF. В інших варіан-
тах мутанти кодують поліпептид BAFF-R або
BAFF-R:Fc, що має амінокислоти, які не є консер-
вативними між BAFF-R людини і миші, які були
замінені на інші амінокислоти. Переважно, щонай-
менше, одна неполярна амінокислота замінена на

залишок проліну або на незаряджену полярну амі-
нокислоту.

Антисмислові молекули нуклеїнових кислот
Інший аспект даного винаходу відноситься до

ізольованих антисмислових молекул нуклеїнових
кислот, які можуть гібридизуватись з молекулою
нуклеїнової кислоти, що включає нуклеотидну по-
слідовність Фіг.2А, С 3, або її фрагментами, анало-
гами або похідними, або є комплементарними цій
молекулі нуклеїнової кислоти, або її фрагментам,
аналогам або похідним. «Антисмислова» нуклеї-
нова кислота включає нуклеотидну послідовність,
яка комплементарна «смисловій» нуклеїновій кис-
лоті, що кодує білок, наприклад, комплементарна
кодуючому ланцюгу дволанцюгової кДНК-
молекули або комплементарна мРНК-
послідовності. У специфічних аспектах забезпече-
ні антисмислові молекули нуклеїнових кислот, які
включають послідовність, комплементарну, що-
найменше, приблизно 10, 25, 50, 100, 250 або 500
нуклеотидам або всьому кодуючому ланцюгу
BAFF-R або тільки його частині. Додатково забез-
печені молекули нуклеїнових кислот, кодуючі фра-
гменти, гомологи, похідні і аналоги білка BAFF-R
будь-якої з Фіг.2А (SEQ ID NО:3), Фіг.2С (SEQ ID
NО:4), Фіг.3 (SEQ ID NО:6), або антисмислові нук-
леїнові кислоти, комплементарні послідовності
нуклеїнової кислоти BAFF-R будь-якої з Фіг.2А
(SEQ ID NО:3), Фіг.2С (SEQ ID NО:4), Фіг.3 (SEQ ID
NО:6).

В одному варіанті антисмислова молекула ну-
клеїнової кислоти є антисмисловою відносно «ко-
дуючого району» кодуючого ланцюга нуклеотидної
послідовності, що кодує BAFF-R. Термін «кодую-
чий район» означає район нуклеотидної послідов-
ності, що включає кодони, які транслюються в амі-
нокислотні залишки (наприклад, кодуючий білок
район, BAFF-R людини відповідає нуклеотидам
13-568 Фіг.2А (SEQ ID NО:3) або нуклеотидам 13-
565 Фіг.2С (SEQ ID NО:4) або нуклеотидам 298-
849  Фіг.3  (SEQ ID  NО:6)).  В іншому варіанті анти-
смислова молекула нуклеїнової кислоти є анти-
смисловою відносно «некодуючого району» коду-
ючого ланцюга нуклеотидної послідовності, що
кодує BAFF-R. Термін «некодуючий район» озна-
чає 5'- і 3'-послідовності, які фланкують кодуючий
район, які не транслюються в амінокислоти (тобто
названі також 5'- і 3'-нетрансльованими районами).

За умови, що послідовності кодуючого ланцю-
га, що кодує BAFF-R, описані тут, антисмислові
нуклеїнові кислоти даного винаходу можуть бути
сконструйовані відповідно до правил спаровуван-
ня основ Уотсона і Крику або Хугстіна. Антисмис-
лова молекула нуклеїнової кислоти може бути
комплементарною всьому кодуючому району
мРНК BAFF-R, але більш переважно є олігонукле-
отидом, який є антисмисловим відносно тільки
частини кодуючого або некодуючого району мРНК
BAFF-R. Наприклад, антисмисловий олігонуклео-
тид може бути комплементарним району, що ото-
чує сайт початку трансляції мРНК BAFF-R. Анти-
смисловий олігонуклеотид може мати довжину,
наприклад, приблизно 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45 або 50 нуклеотидів. Антисмислова молекула
нуклеїнової кислоти даного винаходу може бути
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сконструйована з використанням хімічного синтезу
або реакцій ферментативного лігування з викорис-
танням процедур, відомих в даній області. Напри-
клад, антисмислова нуклеїнова кислота (напри-
клад, антисмисловий олігонуклеотид) може бути
хімічно синтезована з використанням нуклеотидів,
що природно зустрічаються, або різним чином мо-
дифікованих нуклеотидів, призначених для збіль-
шення біологічної стабільності цих молекул або
для збільшення фізичної стабільності дуплекса,
що утворюється між антисмисловою і смисловою
нуклеїновими кислотами, наприклад, можуть вико-
ристовуватися фосфоротіоатні похідні і заміщені
акридином нуклеотиди.

Приклади модифікованих нуклеотидів, які мо-
жуть бути використані для генерування антисмис-
лової нуклеїнової кислоти, включають в себе: 5-
фторурацил, 5-бромурацил, 5-хлорурацил, 5-
йодурацил, гіпоксантин, ксантин, 4-ацетилцитозин,
5-(карбоксигідроксилметил)урацил, 5-
карбоксиметиламінометил-2-тіоуридин, 5-
карбоксиметиламінометилурацил, дигідроурацил,
бета-D галактозилквеозин, інозин, N6-
ізопентеніладенін, 1-метилгуанін, 1-метилінозин,
2,2-диметилгуанін, 2-метиладенін, 2-метилгуанін,
3-метилцитозин, 5-метилцитозин, Ν6-аденін, 7-
метилгуанін, 5-метиламінометилурацил, 5-
метоксіамінометил-2-тіоурацил, бета-S-
манозилквеозин, 5'-метоксикарбоксиметилурацил,
5-метоксіурацил, 2-метилтіо-N6-ізопентеніладенін,
урацил-5-оксіоцтову кислоту (ν), вібутоксозин, псе-
вдоурацил, квеозин, 2-тіоцитозин, 5-метил-2-
тіоурацил, 2-тіоурацил, 4-тіоурацил, 5-
метилурацил, метиловий ефір урацил-5-
оксіоцтової кислоти, 5-метил-2-тіоурацил, 3-(3-
аміно-3-N-2-карбоксипропіл)урацил, (acp3)w і 2,6-
діамінопурин. Альтернативно, антисмислова нук-
леїнова кислота може бути одержана біологічно з
використанням експресуючого вектора, в який бу-
ла субклонована нуклеїнова кислота в антисмис-
ловій орієнтації (тобто РНК, транскрибована з ін-
сертованої нуклеїнової кислоти, буде мати
антисмислову орієнтацію відносно нуклеїнової
кислоти, що представляє інтерес, описаної додат-
ково в наступному підрозділі).

Антисмислові молекули нуклеїнових кислот
даного винаходу звичайно вводять суб'єкту або
генерують in situ таким чином, що вони гібридизу-
ються або зв'язуються з клітинною мРНК і/або ге-
номною ДНК,  що кодує білок BAFF-R,  інгібуючи
тим самим експресію цього білка, наприклад, інгі-
буванням транскрипції і/або трансляції. Ця гібри-
дизація може відбуватися за допомогою звичайної
комплементарності нуклеотидів з утворенням ста-
більного дуплекса або, наприклад, у разі антисми-
слової молекули нуклеїнової кислоти, яка зв'язу-
ється з ДНК-дуплексами, за допомогою
специфічних взаємодій в основній борозенці по-
двійної спіралі. Приклад способу введення анти-
смислових молекул нуклеїнових кислот даного
винаходу включає в себе пряму ін'єкцію в ділянку
тканини. Альтернативно, антисмислові молекули
нуклеїнових кислот можуть бути модифіковані для
вибраних клітин-мішеней і потім введені системно.
Наприклад, для системного введення антисмисло-

ві молекули можуть бути модифіковані таким чи-
ном, що вони специфічно зв'язуються з рецепто-
рами або антигенами, експресованими на
вибраній клітинній поверхні, наприклад, за допо-
могою скріплення антисмислових молекул нуклеї-
нових кислот з пептидами або антитілами, які зв'я-
зуються з рецепторами або антигенами клітинної
поверхні. Антисмислові молекули нуклеїнових кис-
лот можуть також доставлятися в клітини з вико-
ристанням описаних тут векторів. Для досягнення
достатніх внутрішньоклітинних концентрацій анти-
смислових молекул переважними є векторні конс-
трукції, в яких антисмислова молекула нуклеїнової
кислоти вміщена під контроль сильного промотора
роl II або роl III.

Ще в одному варіанті антисмислова молекула
нуклеїнової кислоти даного винаходу є α-
аномерною молекулою нуклеїнової кислоти, α-
аномерна молекула нуклеїнової кислоти утворює
специфічні дволанцюгові гібриди з комплементар-
ною РНК,  в яких,  в протилежність звичайним β-
ланкам, ланцюги йдуть паралельно один одному
[Gaultier et al. (1987) Nucl. Acids Res. 15: 6625-
6641]. Антисмислова молекула нуклеїнової кисло-
ти може також містити 2'-О-метилрибонуклеотид
[Inoue et al. (1987) Nucl. Acids Res. 15: 6131-6148]
або химерний РНК-ДНК-аналог [Inoue et al. (1987)
FEBS Lett. 215: 327-330].

Рибозими і ПНК-радикали
Ще в одному варіанті антисмисловою нуклеї-

новою кислотою даного винаходу є рибозим. Ри-
бозими є каталітичними РНК-молекулами з рибо-
нуклеазною активністю, які здатні розщеплювати
одноланцюгову нуклеїнову кислоту, таку як мРНК,
відносно якої вони мають комплементарний район.
Таким чином, рибозими (наприклад, «молотоголо-
ві» рибозими, описані в [Haselhoff and Gerlach
(1988) Nature 334: 585-591], можуть бути викорис-
тані для каталітичного розщеплення мРНК-
транскриптів BAFF-R для інгібування за допомо-
гою цього трансляції мРНК BAFF-R. Рибозим, що
має специфічність відносно BAFF-R-кодуючої нук-
леїнової кислоти, може бути сконструйований на
основі описаної тут нуклеотидної послідовності
ДНК BAFF-R (тобто SEQ ID NО:3, SEQ ID NО:4,
SEQ ID NО:6). Наприклад, може бути сконструйо-
ване похідне РНК Tetrahymena L-19 IVS, в якому
нуклеотидна послідовність активного сайта є ком-
плементарною нуклеотидній послідовності, яка
повинна бути розщеплена, у BAFF-R-кодуючій
мРНК. Див., наприклад, [Cech et al. U.S. Pat. No. 4
987 071; і Cech et al. патент США №5 116 742].
Альтернативно, мРНК BAFF-R може бути викорис-
тана для відбору каталітичної РНК, що має спе-
цифічну рибонуклеазну активність, з пулу РНК-
молекул. Див., наприклад, [Bartel et al., (1993)
Science 261: 1411-1418].

Альтернативно, експресія гена BAFF-R може
бути інгібована наділенням нуклеотидних послідо-
вностей, комплементарних регуляторному району
BAFF-R (наприклад, промотору BAFF-R і/або ен-
хансерам BAFF-R), з утворенням потрійних спіра-
льних структур, які запобігають транскрипції гена
BAFF-R в клітинах-мішенях. Див. у загальному
[Helene (1991) Anticancer Drug Des. 6: 569-84;
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Helene et al. (1992) Ann. N.Y. Acad. Sci. 660: 27-36;
і Maher (1992) Bioassays 14: 807-15].

У різних варіантах нуклеїнові кислоти BAFF-R
можуть бути модифіковані в частині основи,  цук-
ровій частині або фосфатному скелеті молекули
для поліпшення, наприклад, стабільності, гібриди-
зації або розчинності цієї молекули. Наприклад,
дезоксирибозофосфатний скелет нуклеїнових кис-
лот може бути модифікований для генерування
пептиднуклеїнових кислот [див. Hyrap et al. (1996)
Bioorg. Med. Chera. 4: 5-23]. У застосуванні тут
терміни «пептиднуклеїнові кислоти» або «ПНК»
означають міметики нуклеїнових кислот, напри-
клад, ДНК-міметики, в яких дезоксирибозофосфа-
тний скелет замінений псевдопептидним скелетом
і збережені тільки чотири природних нуклеоосно-
ви. Було показано, що нейтральний скелет ПНК
робить можливою специфічну гібридизацію з ДНК і
РНК в умовах низької іонної сили.  Синтез ПНК-
олігонуклеотидів можна виконувати з використан-
ням протоколів стандартного твердофазного пеп-
тидного синтезу, описаних в [Hyrap et al. (1996)
Bioorg. Med. Chem. 4:5-23; Perry-O'Keefe et al.
(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 14670-675].

ПНК BAFF-R  можуть бути використані для те-
рапевтичних і діагностичних застосувань. Напри-
клад, ПНК можуть бути використані як антисмис-
лові або антигенні агенти для послідовність-
специфічної модуляції експресії генів, наприклад,
індукцією зупинки транскрипції або трансляції або
інгібуванням реплікації. ПНК BAFF-R можуть бути
також використані, наприклад, в аналізі мутацій
єдиної пари основ в гені за допомогою, наприклад,
ПНК-направленого утворення ПЛР-«клемпа»; як
штучні рестриктази при застосуванні в комбінації з
іншими ферментами, наприклад, S1-нуклеазами
[Нуruр В. (1996) Bioorg. Med. Chem. 4: 5-23], або як
зонди або праймери для ДНК-послідовності і гіб-
ридизації [Нуruр et al. (1996), Bioorg. Med. Chem. 4:
5-23; Perry-O'Keefe (1996) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 93: 14670-675].

В іншому варіанті ПНК BAFF-R  можуть бути
модифіковані, наприклад, для посилення їх стабі-
льності або клітинного поглинання, приєднанням
ліпофільних або інших допоміжних груп до ПНК з
утворенням ПНК-ДНК-химер або з використанням
ліпосом або інших способів доставки лікарських
засобів, відомих в даній області. Наприклад, мо-
жуть бути одержані ПНК-ДНК-химери BAFF-R, які
можуть об'єднувати корисні властивості ПНК і
ДНК. Такі химери дозволяють ферментам, які упіз-
нають ДНК, наприклад, РНКазі і ДНК-полімеразам,
взаємодіяти з ДНК-частиною, тоді як ПНК-частина
забезпечує високу афінність скріплення і специфі-
чність.  ПНК-ДНК-химери можуть бути пов'язані з
використанням лінкер відповідної довжини, вибра-
них в залежності від стекінгу основ, числа зв'язків
між нуклеоосновами і орієнтації [Нуruр (1996)
Bioorg. Med. Chem. 4: 5-23]. Синтез ПНК-ДНК-
химер може виконуватися, як описано в [Нуruр
(1996) Bioorg. Med. Chem. 4: 5-23; and Finn et al.
(1996) Nucl. Acids Res. 24: 3357-63]. Наприклад,
ланцюг ДНК може бути синтезований на твердому
носії з використанням стандартного способу фос-
форамідитного скріплення, і модифіковані нуклео-

зидні аналоги, наприклад, 5'-(4-
метокситритил)аміно-5'-
дезокситимїдинфосфорамідит, можуть бути вико-
ристані між ПНК і 5'-кінцем ДНК [Mag et al. (1989)
Nucl. Acids Res. 17: 5973-88]. Потім ПНК-мономери
зв'язують ступінчастим чином з одержанням химе-
рної молекули з 5'-ПНК-сегментом і 3'-ДНК-
сегментом (Finn et al. (1996) вище). Альтернатив-
но, химерні молекули можуть бути синтезовані з
5'-ДНК-сегментом і 3'-ПНК-сегментом. Див., напри-
клад, [Petersen et al. (1975) Bioorg. Med. Chem.
Lett. 5: 1119-11124].

В інших варіантах олігонуклеотид може вклю-
чати в себе інші приєднані групи, такі як пептиди
(наприклад, для націлення на рецептори клітини-
хазяїна in vivo), або агенти, які сприяють транспор-
ту через мембрану клітини [див., наприклад,
Letsinger et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:
6553-6556; Lemaitre et al. (1987) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 84: 648-652; PCT Публікацію №WO
88/09810] або гематоенцефалічний бар'єр [див.,
наприклад, Публікацію PCT №WO 89/10134]. Крім
того, олігонуклеотиди можуть бути модифіковані
агентами розщеплення, що запускаються гібриди-
зацією [див., наприклад, Krol et al., (1988)
BioTechniques 6: 958-976] або інтеркалюючими
агентами [див., наприклад, Zon, (1988) Pharm. Res.
5: 539-549]. Для цієї мети олігонуклеотид може
бути кон'югований з іншою молекулою, наприклад,
пептидом, зшиваючим агентом, що запускається
гібридизацією, агентом транспорту, агентом роз-
щеплення, що запускається гібридизацією, і т.д.

Поліпептиди BAFF-R
Один з аспектів даного винаходу відноситься

до виділених білків BAFF-R і їх біологічно активних
частин, або їх похідних, фрагментів, аналогів або
гомологів. Забезпечені також поліпептидні фраг-
менти, придатні для застосування як імуногени
для індукції BAFF-R-антитіл. В одному варіанті
природні білки BAFF-R можуть бути виділені з клі-
тин або тканин-джерел за допомогою відповідної
схеми очищення з використанням стандартних
способів очищення білків. В іншому варіанті білки
BAFF-R одержують способами рекомбінантних
ДНК. Альтернативно рекомбінантній експресії,
білок або поліпептиди BAFF-R можуть бути синте-
зовані хімічно з використанням стандартних спо-
собів синтезу пептидів.

«Виділені» або «очищені» білок або його біо-
логічно активна частина по суті не містять клітин-
ного матеріалу або інших забруднюючих (доміш-
кових) білків з даної клітини або тканини-джерела,
з яких одержаний даний білок BAFF-R, або по суті
не містять хімічних попередників або інших хіміка-
ліїв при хімічному синтезі.  Вираз «які по суті не
містять клітинного матеріалу» включає в себе пре-
парати білка BAFF-R,  в яких цей білок відділений
від клітинних компонентів клітин, з яких він виділе-
ний, або одержаний рекомбінантним шляхом. В
одному варіанті вираз «які по суті не містять клі-
тинного матеріалу» включає в себе препарати
білка BAFF-R, що мають менше ніж приблизно
30% (за сухою вагою) нe-BAFF-R-білка (також на-
званого тут «забруднюючим (домішковим) біл-
ком»), більш переважно менше ніж приблизно 20%
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He-BAFF-R-білка, ще більш переважно менше ніж
приблизно 10% нe-BAFF-R-білка і найбільш пере-
важно менше ніж приблизно 5% He-BAFF-R-білка.
При одержанні білка BAFF-R або його біологічно
активної частини рекомбінантним шляхом, він та-
кож є по суті вільним від культурального середо-
вища, тобто культуральне середовище представ-
ляє менше ніж приблизно 20%, більш переважно
менше ніж приблизно 10%, і найбільш переважно
менше ніж приблизно 5% об'єму препарату білка.

Вираз «які по суті не містять хімічних попере-
дників або інших хімікаліїв» включає в себе препа-
рати білка BAFF-R, в яких цей білок відділений від
хімічних попередників або інших хімікаліїв, які бе-
руть участь в синтезі цього білка. В одному варіан-
ті вираз «які по суті не містять хімічних попередни-
ків або інших хімікаліїв» включає в себе препарати
білка BAFF-R, що мають менше ніж приблизно
30% (за сухою вагою) хімічних попередників або
нe-BAFF-R-хімікаліїв, більш переважно менше ніж
приблизно 20% хімічних попередників або нe-
BAFF-R-хімікаліїв, ще більш переважно менше ніж
приблизно 10% хімічних попередників або нe-
BAFF-R-хімікаліїв, і найбільш переважно менше
ніж приблизно 5% хімічних попередників або нe-
BAFF-R-хімікаліїв.

Біологічно активні частини білка BAFF-R вклю-
чають в себе пептиди, що містять амінокислотні
послідовності, досить гомологічні або одержані з
амінокислотної послідовності білка BAFF-R, на-
приклад, амінокислотної послідовності, показаної в
SEQ ID  NО:5,  які включають в себе менше аміно-
кислот, ніж повнорозмірні білки BAFF-R і виявля-
ють, щонайменше, одну активність білка BAFF-R.
Звичайно, біологічно активні частини включають
домен або мотив з, щонайменше, однією активніс-
тю білка BAFF-R. Біологічно активна частина білка
BAFF-R може бути поліпептидом, який має довжи-
ну, наприклад, щонайменше, 10, 25, 50, 100 або
більше за амінокислоти.

Біологічно активна частина білка BAFF-R да-
ного винаходу може містити, щонайменше, один з
вищезгаданих доменів, консервативних між білка-
ми BAFF-R. Альтернативна біологічно активна
частина білка BAFF-R може містити, щонайменше,
два з вищезгаданих доменів. Інша біологічно акти-
вна частина білка BAFF-R може містити, щонай-
менше, три з вищезгаданих доменів. Ще одна біо-
логічно активна частина білка BAFF-R даного
винаходу може містити, щонайменше, чотири з
вищезгаданих доменів.

Крім того, інші біологічно активні частини, в
яких делетовані інші райони даного білка, можуть
бути одержані рекомбінантними способами і оці-
нені на одну або декілька функціональних актив-
ностей нативного білка В AFF-R.

В одному варіанті білок BAFF-R має амінокис-
лотну послідовність, показану на Фіг.2D (SEQ ID
NО:5).  В інших варіантах білок BAFF-R  є по суті
гомологічним Фіг.2D (SEQ ID NО:5) і зберігає фун-
кціональну активність білка Фіг.2D (SEQ ID NО:5),
але відрізняється за амінокислотною послідовніс-
тю внаслідок природної алельної варіації або му-
тагенезу, як описано детально нижче. Таким чи-
ном, в іншому варіанті білок BAFF-R є білком, який

включає амінокислотну послідовність, гомологічну,
щонайменше, на приблизно 45% амінокислотної
послідовності Фіг.2D (SEQ ID NО:5), і зберігає фун-
кціональну активність білків BAFF-R Фіг.2D(SEQ ID
NO:5).

У деяких варіантах даний винахід включає в
себе специфічні мутанти поліпептиду BAFF-R:Fc,
сконструйованого для ослаблення агрегації екс-
пресованого білка при збереженні BAFF-
зв'язувальної активності. Такі мутанти включають
в себе, наприклад, клони, що кодують амінокисло-
тні послідовності JST661 (SEQ ID NО:17), JST662
(SEQ ID NО:18), JST663 (SEQ ID NО:19), JST673
(SEQ ID NО:20), JST674 (SEQ ID NО:21), JST675
(SEQ ID NО:22), JST672 (SEQ ID NО:23), JST676
(SEQ ID NО:24), JST671 (SEQ ID NО:25), JST677
(SEQ ID NО:26) JST678 (SEQ ID NО:27). Інші варі-
анти включають в себе мутанти, що кодують полі-
пептид BAFF-R або BAFF-R:Fc, які мають характе-
ристики агрегації, схожі з нативним поліпептидом
BAFF-R людини або BAFF-R:Fc, але також зв'язу-
ють BAFF, в тому числі, наприклад, послідовності,
що включають амінокислотні послідовності JST659
(SEQ ID NО:15), JST660 (SEQ ID NО:16), JST664
(SEQ ID NО:28), JST668 (SEQ ID NО:29), JST665
(SEQ ID NО:30), JST666 (SEQ ID NО:31) і JST667
(SEQ ID NО:32). Інші варіанти включають в себе
мутанти, що кодують поліпептид BAFF-R або
BAFF-R:Fc, де консервативні амінокислоти між
BAFF-R людини і миші замінені іншими консерва-
тивними амінокислотами і де збережена зв'язува-
льна активність поліпептиду BAFF-R або BAFF-
R:Fc відносно BAFF. В інших варіантах мутанти
кодують поліпептид BAFF-R або BAFF-R:Fc, що
має амінокислоти,  які не є консервативними між
BAFF-R людини і миші, які були замінені на інші
амінокислоти. Переважно, неполярні амінокислоти
мутовані заміною їх на пролін або незаряджені
полярні амінокислоти.

Визначення гомології між двома або декілько-
ма послідовностями Для визначення процентної
гомології двох амінокислотних послідовностей або
двох нуклеїнових кислот ці послідовності вирівню-
ють для цілей оптимального порівняння (напри-
клад, можуть вводитися гепи в першій амінокисло-
тній послідовності або послідовності нуклеїнової
кислоти для оптимального вирівнювання з другою
амінокислотною послідовністю або послідовністю
нуклеїнової кислоти). Потім порівнюють амінокис-
лотні залишки або нуклеотиди у відповідних поло-
женнях амінокислот або положеннях нуклеотидів.
Коли положення в першій послідовності зайняте
тим же самим амінокислотним залишком або нук-
леотидом, що і відповідне положення у другій по-
слідовності, то ці молекули є гомологічними в цьо-
му положенні (тобто в застосуванні тут
«гомологія» амінокислоти або нуклеотиду еквіва-
лентна «ідентичності» амінокислоти або нуклеоти-
ду).

Гомологія послідовності нуклеїнової кислоти
може бути визначена як міра ідентичності між
двома послідовностями. Гомологія може бути ви-
значена з використанням комп'ютерних програм,
відомих в даній області, таких як програма GAP
(ГЕП), забезпечена в пакеті програм GCG. [Див.
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Needleman and Wunsch (1970) J. Моl. Biol. 48: 443-
453]. З використанням програми GAP GCG з на-
ступними установками для порівняння послідовно-
стей нуклеїнових кислот: штраф (пенальті) за
створення гепу 5,0 і штраф (пенальті) за подов-
ження гепу 0,3, кодуючий район аналогічних послі-
довностей нуклеїнових кислот, вказаних вище,
виявляє міру ідентичності переважно, щонаймен-
ше, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% або 99%,
причому CDS (кодуюча) частина послідовності
ДНК показана на Фіг.2А (SEQ ID NО:3), Фіг.2С
(SEQ ID NО:4), Фіг.3 (SEQ ID NО:6).

Термін «ідентичність послідовностей» означає
міру, в якій дві полінуклеотидні або поліпептидні
послідовності є ідентичними на основі залишок-за-
залишком протягом конкретного району порівнян-
ня. «Процентну ідентичність послідовності» розра-
ховують порівнянням двох оптимально вирівняних
послідовностей протягом району порівняння, ви-
значенням числа положень, в яких ідентичні осно-
ви нуклеїнових кислот (наприклад,  А,  Т,  С,  G,  U
або І, у разі нуклеїнових кислот) зустрічаються в
обох послідовностях, з одержанням співпадаючих
положень, розподілом числа співпадаючих поло-
жень на загальне число положень в районі порів-
няння (тобто на розмір вікна) і множенням резуль-
тату на 100 з одержанням процента ідентичності
послідовності. Термін «істотна ідентичність» в за-
стосуванні тут означає характеристику полінуклео-
тидної послідовності, де даний полінуклеотид
включає послідовність, яка має, щонайменше,
80%-ну ідентичність послідовності, переважно,
щонайменше, 85%-ну ідентичність і часто 90-95%-
ну ідентичність послідовності, більш звичайно,
щонайменше, 99%-ну ідентичність послідовності в
порівнянні з посилальною послідовністю протягом
району порівняння.

Химерні і злиті білки
Даний винахід забезпечує також химерні або

злиті білки BAFF-R. У застосуванні тут «химерний
білок» або «злитий білок» BAFF-R включає BAFF-
R-поліпептид, функціонально злитий з He-BAFF-R-
поліпептидом. «BAFF-R-поліпептид» означає полі-
пептид, що має амінокислотну послідовність, від-
повідну BAFF-R, тоді як «He-BAFF-R-поліпептид»
означає поліпептид, що має амінокислотну послі-
довність,  відповідну білку,  який не є по суті гомо-
логічним білку BAFF-R, наприклад, білку, який від-
різняється від білка BAFF-R і який одержаний з
того ж самого або відмінного організму. У злитому
білку BAFF-R BAFF-R-поліпептид може відповіда-
ти всьому білку або частині білка BAFF-R. В одно-
му варіанті злитий білок BAFF-R включає, щонай-
менше, одну біологічно активну частину білка
BAFF-R. В іншому варіанті злитий білок BAFF-R
включає, щонайменше, дві біологічно активні час-
тини білка BAFF-R.  Ще в одному варіанті злитий
білок BAFF-R включає, щонайменше, три біологіч-
но активні частини білка BAFF-R.  У злитому білку
термін «функціонально пов'язані» вказує на те, що
BAFF-R-поліпептид і He-BAFF-R-поліпептид злиті в
рамці зчитування один з одним. He-BAFF-R-
поліпептид може бути злитий з N-кінцем або С-
кінцем BAFF-R-поліпептиду. He-BAFF-R-
поліпептид може бути, наприклад, Fc-частиною

антитіла. Вона може бути функціонально приєдна-
на або до N-кінця,  або до С-кінця BAFF-R-
поліпептиду. Злиті з Fc-частиною білки описані в
[Lo et al. (1998) Protein Enginering 11: 495-500, і
патент США №5 541 087 і 5 726 044], описи яких
включені тут як посилання.

Наприклад, в одному варіанті злитий білок
BAFF-R включає домен BAFF-R, функціонально
пов'язаний з позаклітинним доменом другого білка.
Такі злиті білки можуть бути додатково використа-
ні в скринінг-аналізах на сполуки, які модулюють
активність BAFF-R (такі аналізи описані детально
нижче).

Ще в одному варіанті злитий білок є злитим
білком GST-BAFF-R, в якому послідовності BAFF-
R злиті з С-кінцем послідовності GST (тобто глута-
тіон-S-трансферази). Такі злиті білки можуть поле-
гшувати очищення рекомбінантного BAFF-R.

В іншому варіанті злитий білок є білком BAFF-
R, що містить гетерологічну сигнальну послідов-
ність на його N-кінці. Наприклад, оскільки BAFF-R
не містить власної сигнальної послідовності, гете-
рологічна сигнальна послідовність повинна бути
злита з 5'-кінцем кодуючої послідовності BAFF-R
для ефективної секреції злитого білка BAFF-R.
Експресія і/або секреція BAFF-R може бути збіль-
шена за допомогою використання різних гетероло-
гічних сигнальних послідовностей.

Ще в одному варіанті злитий білок є злитим
білком BAFF-R-імуноглобулін, в якому послідовно-
сті BAFF-R, що включають один або декілька до-
менів, злиті з послідовностями, одержаними з
члена сімейства білків імуноглобулінів. Злиті білки
BAFF-R-імуноглобулін даного винаходу можуть
включатись у фармацевтичні композиції і вводи-
тись суб'єкту для інгібування взаємодії між ліган-
дом BAFF-R і білком BAFF-R на поверхні клітини
для супресії за допомогою цього BAFF-R-
опосередкованої трансдукції сигналу in vivo. Злиті
білки BAFF-R-імуноглобулін можуть бути викорис-
тані для дії на біодоступність спорідненого BAFF-R
ліганду. Інгібування взаємодії ліганд BAFF-
R/BAFF-R може бути корисним терапевтично як
для лікування проліферативних і пов'язаних з ди-
ференціюванням порушень, так і для модуляції
(наприклад, стимуляції або інгібування) виживання
клітин. Крім того, злиті білки BAFF-R-імуноглобулін
даного винаходу можуть бути використані як іму-
ногени для одержання анти-BAFF-R-антитіл у су-
б'єкта, для очищення лігандів BAFF-R і в скринінг-
аналізах для ідентифікації молекул, які інгібують
взаємодію BAFF-R з лігандом BAFF-R.

Химерний або злитий BAFF-R-білок даного
винаходу може бути одержаний стандартними
способами рекомбінантих ДНК. Наприклад, ДНК-
фрагменти, що кодують різні поліпептидні послі-
довності, лігують разом в рамці зчитування відпо-
відно до загальноприйнятих способів, наприклад, з
використанням затуплених або ступінчастих кінців
для лігування, розщеплення рестрикційними фер-
ментами для забезпечення відповідних кінців, за-
повнення липких кінців, якщо треба, обробки луж-
ною фосфатазою, щоб уникнути небажаної
сполуки і ферментативного лігування. В іншому
варіанті злитий ген може бути синтезований зага-
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льноприйнятими способами, в тому числі автома-
тичними ДНК-синтезаторами. Альтернативно, мо-
же проводитись ПЛР-ампліфікація фрагментів ге-
на з використанням якірних праймерів, які
приводять до утворення комплементарних висту-
пів між двома послідовними фрагментами гена, які
можуть бути потім випалені і повторно ампліфіко-
вані з одержанням химерної генної послідовності
[див, наприклад, Ausubel et al. Eds. CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John
Wiley & Sons, 1992]. Крім того, багато які експре-
суючі вектори є комерційно доступними, причому
ці вектори вже кодують частину молекули, що зли-
вається (наприклад, GST-поліпептид). Кодуюча
BAFF-R нуклеїнова кислота може бути клонована
в такий експресуючий вектор, що так частина, що
зливається,  зв'язується в рамці зчитування з біл-
ком BAFF-R.

У переважному варіанті злитий білок BAFF-R
забезпечений послідовністю нуклеїнової кислоти
(SEQ ID NО:11) і амінокислотною послідовністю
(SEQ ID NО:12) Фіг.9.

Агоністи і антагоністи BAFF-R
Даний винахід відноситься також до варіантів

білків BAFF-R, які функціонують або як агоністи
BAFF-R (міметики), або як антагоністи BAFF-R.
Варіанти білка BAFF-R можуть бути одержані му-
тагенезом, наприклад, дискретною точковою му-
тацією або укороченням білка BAFF-R. Агоніст
білка BAFF-R може зберігати по суті ту ж самі біо-
логічну активність або підпорядкований набір біо-
логічної активності форми білка BAFF-R, що при-
родно зустрічається. Антагоніст білка BAFF-R
може інгібувати одну або декілька активностей
форми білка BAFF-R, що природно зустрічається,
наприклад, конкурентним скріпленням з членом
каскаду передачі сигналу, що знаходиться по ходу
або проти ходу каскаду, який включає в себе білок
BAFF-R. Таким чином, специфічні біологічні ефек-
ти можуть бути індуковані обробкою варіантом
обмеженої функції. В одному варіанті обробка су-
б'єкта варіантом, що має підпорядкований набір
біологічної активності форми білка, що природно
зустрічається, має менші побічні дії у суб'єкта, в
порівнянні з обробкою формою білків BAFF-R, що
природно зустрічається.

Варіанти білка BAFF-R,  які функціонують або
як агоністи BAFF-R (міметики), або як антагоністи
BAFF-R, можуть бути ідентифіковані скринінгом
комбінаторних бібліотек мутантів, наприклад, уко-
рочених мутантів, білка BAFF-R на агоністичну або
антагоністичну активність білка BAFF-R. В одному
варіанті мозаїчну бібліотеку різноманітних варіан-
тів BAFF-R одержують комбінаторним мутагене-
зом на рівні нуклеїнових кислот, причому вказана
бібліотека кодується за допомогою мозаїчної біб-
ліотеки генів. Мозаїчна бібліотека варіантів BAFF-
R може бути одержана, наприклад, ферментатив-
ним лігуванням суміші синтетичних олігонуклеоти-
дів в послідовності генів, так що вироджений набір
потенційних послідовностей BAFF-R експресуєть-
ся у вигляді індивідуальних поліпептидів, або аль-
тернативно, у вигляді набору більш крупних злитих
білків (наприклад, фагове представлення), що
містять в них набір послідовностей BAFF-R. Існує

множина способів, які можуть бути використані
для одержання бібліотек потенційних варіантів
BAFF-R з виродженої олігонуклеотидної послідов-
ності. Хімічний синтез виродженої генної послідов-
ності може виконуватись у автоматичному ДНК-
синтезаторі, і потім синтетичний ген може бути
лігований у відповідний експресуючий вектор. За-
стосування виродженого набору генів дозволяє
забезпечити в одній суміші всі послідовності, що
кодують бажаний набір потенційних послідовнос-
тей BAFF-R. Способи синтезу вироджених олігону-
клеотидів відомі в даній області [див., наприклад,
Narang (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura et al. (1984)
Ann. Rev. Biochem. 53: 323; Itakura et al. (1977)
Science 198: 1056-1063; Ike et al. (1983) Nucl. Acids
Res. 11:477-488).

Бібліотеки поліпептидів
Крім того, бібліотеки фрагментів кодуючої по-

слідовності білка BAFF-R можуть бути використані
для одержання мозаїчної популяції фрагментів
BAFF-R для скринінгу і подальшого відбору варіа-
нтів білка BAFF-R. В одному варіанті бібліотека
фрагментів кодуючої послідовності може бути
одержана обробкою дволанцюгового ПЛР-
фрагмента кодуючої послідовності BAFF-R нукле-
азою в умовах, в яких розрив одного ланцюга від-
бувається тільки приблизно один раз на молекулу,
денатурацією дволанцюгової ДНК, ренатурацією
цієї ДНК з утворенням дволанцюгової ДНК, яка
може включати в себе смислові/антисмислові пари
з продуктів з різними розривами одного ланцюга,
видаленням одноланцюгових частин з повторно
утворених дуплексів обробкою S1-нуклеазою і лі-
гуванням одержаної бібліотеки фрагментів в екс-
пресуючий вектор. За допомогою цього способу
може бути одержана експресуюча бібліотека, яка
кодує N-кінцеві і внутрішні фрагменти різних роз-
мірів білка BAFF-R.

У даній області відомі декілька способів для
скринінгу генних продуктів комбінаторних бібліо-
тек, одержаних точковими мутаціями або укоро-
ченням, і для скринінгу кДНК-бібліотек на генні
продукти, що мають вибрану властивість. Такі
способи можуть бути адаптовані для швидкого
скринінгу бібліотек генів, що генеруються комбіна-
торним мутагенезом білка BAFF-R. Способи, що
найбільш широко використовуються, які придатні
для високопродуктивного аналізу, для скринінгу
великих бібліотек генів, звичайно включають в
себе клонування бібліотеки генів в репліковані
експресуючі вектори, трансформацію відповідних
клітин одержаною бібліотекою векторів і експресію
цих комбінаторних генів в умовах, в яких детекту-
вання бажаної активності полегшує виділення век-
тора, що кодує ген, продукт якого був детектова-
ний. REM (recrusive ensemble mutagenesis), новий
спосіб, який посилює частоту появи функціональ-
них мутантів в бібліотеках, може бути використа-
ний в комбінації зі скринінг-аналізами для іденти-
фікації варіантів BAFF-R [Arkin and Yourvan (1992)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 7811-7815; Delgrave
et al. (1993) Protein Engineering 6: 327-331].

Антитіла проти BAFF-R
Виділений білок BAFF-R, або його частина або

фрагмент, можуть бути використані як імуноген
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для генерування антитіл, які зв'язують BAFF-R, з
використанням стандартних способів для одер-
жання моноклональних і поліклональних антитіл.
Може бути використаний повнорозмірний білок
BAFF-R, або, альтернативно, даний винахід за-
безпечує антигенні пептидні фрагменти BAFF-R
для застосування як імуногенів. Антигенний пеп-
тид BAFF-R включає, щонайменше, 8 амінокисло-
тних залишків амінокислотної послідовності, пока-
заної на Фіг.2D  (SEQ  ID  NО:5),  і включає в себе
епітоп BAFF-R, так що антитіло, індуковане проти
цього пептиду, утворює специфічний імунний ком-
плекс з BAFF-R. Переважно, цей антигенний пеп-
тид включає, щонайменше, 10 амінокислотних
залишків, більш переважно, щонайменше, 15 амі-
нокислотних залишків, ще більш переважно, що-
найменше, 20 амінокислотних залишків і найбільш
переважно, щонайменше, 30 амінокислотних за-
лишків. Переважними епітопами, що охоплюються
терміном антигенний пептид, є райони BAFF-R, які
локалізовані на поверхні цього білка, наприклад,
гідрофільні райони.

Як описано тут, послідовність білка BAFF-R
Фіг.2D (SEQ ID NО:5) або її похідні, фрагменти,
аналоги або гомологи можуть бути використані як
імуногени в генеруванні антитіл, які імуноспецифі-
чно зв'язують ці білкові компоненти. Термін «анти-
тіло» в застосуванні тут означає молекули імуно-
глобуліну і імунологічно активні частини молекул
імуноглобуліну, тобто молекули, які містять сайт
скріплення антигену, який специфічно зв'язує (іму-
нореагує з ним) антиген, такий як BAFF-R. Такі
антитіла включають в себе, але не обмежуються
ними, поліклональні, моноклональні, химерні анти-
тіла, одноланцюгові, Fab і F(ab')2-фрагменти і екс-
пресуючу Fab бібліотеку. У конкретному варіанті
описані антитіла до білків BAFF-R людини. Різні
процедури, відомі в даній області, можуть бути
використані для одержання поліклональних або
моноклональних антитіл до послідовності білка
BAFF-R Фіг.2D (SEQ ID NО:5) або його похідного,
фрагмента, аналога або гомолога. Деякі з цих біл-
ків обговорюються нижче.

Для одержання поліклональних антитіл різні
відповідні тварини-хазяї (наприклад, кролик, коза,
миша або інший ссавець) можуть бути імунізовані
ін'єкцією природним білком або його синтетичним
варіантом або їх похідним. Відповідний імуноген-
ний препарат може містити, наприклад, рекомбі-
нантно експресований білок BAFF-R або хімічно
синтезований поліпептид BAFF-R. Цей препарат
може додатково включати в себе ад'ювант. Різні
ад'юванти, що використовуються для збільшення
імунологічної відповіді, включають в себе, але не
обмежуються ними, ад'ювант Фрейнда (повний
або неповний), мінеральні гелі (наприклад, гідро-
ксид алюмінію), поверхнево-активні речовини (на-
приклад, лізолецитин, плуронікові поліолі, поліані-
они, пептиди, масляні емульсії, динітрофенол і
т.д.), ад'юванти для людини, такі як Bacille
Calmette-Guerin (BCG) і Corynebacterium pervum,
або подібні імуностимуляторні агенти. Якщо бажа-
но, молекули антитіл, направлені проти BAFF-R,
можуть бути виділені з ссавця (наприклад, з крові)
і додатково очищені добре відомими способами,

такими як протеїн Α-хроматографія, для одержан-
ня IgG-фракції.

Термін «моноклональне антитіло» або «ком-
позиція моноклонального антитіла» в застосуванні
тут відноситься до популяції молекул антитіл, які
містять тільки один вид антигензв'язувального
сайта, здатний імунореагувати з конкретним епіто-
пом BAFF-R. Таким чином, композиція моноклона-
льного антитіла звичайно виявляє єдину зв'язува-
льну афінність відносно конкретного білка BAFF-R,
з яким вона імунореагує. Для одержання монокло-
нальних антитіл, направлених проти конкретного
білка BAFF-R або його похідних, фрагментів, ана-
логів або гомологів, може бути використаний будь-
який спосіб, який забезпечує продукування моле-
кул антитіл безперервним культивуванням клітин-
ної лінії.  Такі способи включають в себе,  але не
обмежуються ними, гібридомний спосіб [див.
Kohler & Milstein, (1975) Nature 256: 495-497]; три-
омний спосіб; гібридомний спосіб з використанням
В-клітин людини [див. Kozbor et al. (1983) Immunol
Today 4: 72] і EBV-гібридомний спосіб для одер-
жання моноклональних антитіл людини [див. Cole,
et al. IN MONOCLONAL ANTIBODIES AND
CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., 1985, pp.77-
96]. Моноклональні антитіла людини можуть бути
використані в практиці даного винаходу і можуть
бути одержані з використанням гібридом людини
[Cole et al. (1983) Proc. Natl Acad. Sci. USA 80:
2026-2030] або трансформацією В-клітин людини
вірусом Епстейна-Барра in vitro [див. Cole et al. IN
MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER
THERAPY, Alan R. Liss, Inc., 1985 pp.77-96].

Згідно з даним винаходом, способи можуть бу-
ти адаптовані для одержання одноланцюгових
антитіл, специфічних для білка BAFF-R [див., на-
приклад, патент США №4 946 778]. Крім того, спо-
соби можуть бути адаптовані для конструювання
експресуючих Fab-бібліотек [див. Huse et al. (1989)
Science 246: 1275-1281] для можливості швидкої і
ефективної ідентифікації моноклональних Fab-
фрагментів з бажаною специфічністю відносно
білка BAFF-R або його похідних, фрагментів, ана-
логів або гомологів. Надлюдські антитіла можуть
бути «гуманізовані» способами, добре відомими в
даній області. [Див., наприклад, патент США з но-
мером 5 225 539]. Фрагменти антитіл, які містять
ідіотипи до білка BAFF-R, можуть бути одержані
способами, відомими в даній області, в тому числі,
але не тільки: (і) Р(аb')2-фрагмент, що одержується
розщепленням пепсином молекули антитіла; (іі)
Fab-фрагмент, що одержується відновленням ди-
сульфідних містків Р(аb')2-фрагмента; (ііі) Fab-
фрагмент, що одержується обробкою молекули
антитіла папаїном і відновлювальним агентом, і
(iv) Fv-фрагменти.

Крім того, рекомбінантні aHTH-BAFF-R-
антитіла, такі як химерні і гуманізовані моноклона-
льні антитіла, що містять частини як людини, так і
не-людини, які можуть бути одержані з викорис-
танням стандартних способів рекомбінантних ДНК,
знаходяться в об'ємі даного винаходу. Такі химер-
ні і гуманізовані моноклональні антитіла можуть
бути одержані способами рекомбінантних ДНК,
відомими в даній області, наприклад, з викорис-
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танням способів, описаних в [Міжнародній публі-
кації РСТ з номером PCT/US86/02269; Європейсь-
кій патентній заявці з номером 184 187; Європей-
ській патентній заявці з номером 171 496;
Європейській патентній заявці з номером 173 494;
Міжнародної публікації РСТ з номером WO
86/01533; патенті США з номером 4 816 567; Єв-
ропейській патентній заявці з номером 125 023;
Better et al. (1988) Science 240: 1041-1043; Liu et al.
(1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3439-3443; Liu
et al.(1987) J.Immunol. 139: 3521-3526; Sun et al.
(1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 214-218;
Nishimura et al. (1987) Cancer Res. 47: 999-1005;
Wood et al. (1985) Nature 314: 446-449; Shaw et al.
(1988) J. Natl. Cancer Inst. 80: 1553-1559); Morrison
(1985) Science 229: 1202-1207; Oi et al. (1986)
BioTechniques 4: 214; U.S. Pat. No. 5,225,539;
Jones et al. (1986) Nature 321: 552-525; Verhoeyan
et al. (1988) Science 239: 1534; і Beidler et al. (1988)
J. Immunol. 141: 4053-4060].

В одному варіанті способи для скринінгу анти-
тіл, які володіють бажаною специфічністю, вклю-
чають в себе, але не обмежуються ними, твердо-
фазний імуноферментний аналіз (ELISA) та інші
імунологічно-опосередковані способи, відомі в
даній області. У конкретному варіанті, відбір анти-
тіл, які є специфічними відносно конкретного до-
мену білка BAFF-R, полегшується генеруванням
гібридом,  які зв'язуються з фрагментом білка
BAFF-R, що володіє таким доменом. Антитіла, які
є специфічними відносно одного або декількох
доменів в білку BAFF-R, наприклад, доменів, що
охоплюють вищеописані консервативні райони
білків сімейства BAFF-R, або їх похідних, фрагме-
нтів, аналогів або гомологів, також забезпечені в
даному винаході.

AHTH-BAFF-R-антитіла можуть бути викорис-
тані в способах, відомих в даній області, що відно-
сяться до локалізації і/або кількісного визначення
білка BAFF-R (наприклад, для застосування у ви-
мірюванні рівнів білка BAFF-R у відповідних фізіо-
логічних пробах, для застосування в діагностичних
способах, для застосування у візуалізації цього
білка і т.п.). У конкретному варіанті антитіла для
білків BAFF-R або їх похідних, фрагментів, анало-
гів або гомологів,  які містять виникаючий з цих
антитіл домен скріплення, використовують як фа-
рмакологічно активні сполуки (далі названі «тера-
певтичними речовинами»).

AHTH-BAFF-R-антитіло (наприклад, монокло-
нальне антитіло) може бути використане для виді-
лення BAFF-R стандартними способами, такими як
афінна хроматографія або імунопреципітація.
AHTH-BAFF-R-антитіло може полегшувати очи-
щення природного BAFF-R  з клітин і рекомбінант-
но продукованого BAFF-R, експресованого в кліти-
нах-хазяях. Крім того, анти-BAFF-R-антитіло може
бути використане для детектування білка BAFF-R
(наприклад, в клітинному лізаті або клітинному
супернатанті) для оцінки представленості і розпо-
ділу експресії білка BAFF-R. AHTH-BAFF-R-
антитіла можуть бути використані діагностично
для моніторингу рівнів білка в тканинах як частина
процедури клінічного випробування, наприклад,
для визначення ефективності конкретної схеми

лікування. Детектування може полегшуватися
скріпленням (тобто фізичним скріпленням) антиті-
ла з детектованою речовиною. Приклади детекто-
ваних речовин включають в себе різні ферменти,
простетичні групи, флуоресцентні матеріали, лю-
мінесцентні матеріали, біолюмінесцентні матеріа-
ли і радіоактивні матеріали. Приклади відповідних
ферментів включають в себе пероксидазу хріну,
лужну фосфатазу, β-галактозидазу або ацетилхо-
лінестеразу; приклади відповідних комплексів про-
стетичних груп включають в себе стрептаві-
дин/біотин і авідин/біотин; приклади відповідних
флуоресцентних матеріалів включають в себе
умбеліферон, флуоресцеїн, флуоресцеїнізотіоціа-
нат, родамін, дихлортриазиніламінфлуоресцеїн,
дансилхлорид або фікоеритрин; приклад люмінес-
центного матеріалу включає в себе люмінол; при-
клади біолюмінесцентних матеріалів включають в
себе люциферазу, люциферин і аекворин, і при-
клади відповідного радіоактивного матеріалу
включають в себе 125І, 131I,35S або 3H.

Рекомбінантні експресуючі BAFF-R вектори і
клітини-хазяї Інший аспект даного винаходу відно-
ситься до векторів, переважно експресуючих век-
торів, що містять нуклеїнову кислоту, що кодує
білок BAFF-R або його похідні, фрагменти, анало-
ги або гомологи. У застосуванні тут термін «век-
тор» відноситься до молекули нуклеїнової кисло-
ти, здатної транспортувати іншу нуклеїнову
кислоту,  з якою він був пов'язаний.  Один тип век-
тора є «плазмідою», яка є кільцевою дволанцюго-
вою петлею ДНК, в яку можуть бути ліговані дода-
ткові ДНК-сегменти. Іншим типом вектора є
вірусний вектор, де додаткові ДНК-сегменти мо-
жуть бути ліговані у вірусний геном. Деякі вектори
здатні до автономної реплікації в клітині-хазяїні, в
яку їх вводять (наприклад, бактеріальні вектори,
що мають бактеріальний сайт ініціації реплікації
(оріджин), і епісомні вектори ссавців). Інші вектори
(наприклад, неепісомні вектори ссавців) інтегру-
ються в геном клітини-хазяїна при введенні в клі-
тину-хазяїна і за допомогою цього реплікуються
разом з геномом хазяїна. Крім того, деякі вектори
здатні до управління експресією генів, з якими во-
ни функціонально пов'язані. Такі вектори назива-
ють тут «експресуючими векторами». Звичайно
експресуючі вектори, що використовуються в спо-
собах рекомбінантних ДНК, часто знаходяться у
формі плазмід. У даній заявці терміни «плазміда» і
«вектор» можуть використовуватися взаємозамін-
но, оскільки плазміда є формою вектора, що най-
частіше використовується. Однак, даний винахід
має на увазі також і інші форми експресуючих век-
торів, такі як вірусні вектори (наприклад, дефектні
за реплікацією ретровіруси, аденовіруси і аденоа-
соційовані віруси), які виконують еквівалентні фун-
кції.

Рекомбінантні експресуючі вектори даного ви-
находу включають нуклеїнову кислоту даного ви-
находу у формі, придатній для експресії цієї нукле-
їнової кислоти в клітині-хазяїні, що означає, що ці
рекомбінантні експресуючі вектори включають в
себе одну або декілька регуляторних послідовнос-
тей, вибраних на основі клітин-хазяїв, що викорис-
товуються для експресії, яка (які) функціонально
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пов'язані з підлягаючою експресії нуклеїновою
кислотою. У рекомбінантному експресуючому век-
торі термін «функціонально пов'язана» означає,
що нуклеотидна послідовність, яка представляє
інтерес, пов'язана з регуляторною послідовністю
(регуляторними послідовностями) таким чином,
що створюється можливість експресії цієї нуклео-
тидної послідовності (наприклад, в системі транс-
крипції/трансляції in vitro або в клітині-хазяїні при
введенні цього вектора в клітину-хазяїн). Термін
«регуляторна послідовність» включає в себе про-
мотори, енхансери та інші елементи регуляції екс-
пресії (наприклад, сигнали поліаденілування). Такі
регуляторні послідовності описані, наприклад, в
[Goeddel «Gene Expression Technology» METHODS
IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego,
Calif., 1990]. Регуляторні послідовності включають
в себе послідовності, які управляють конститутив-
ною експресією нуклеотидної послідовності в ба-
гатьох типах клітин-хазяїв, і послідовності, які
управляють експресією нуклеотидної послідовнос-
ті тільки в певних клітинах-хазяїнах (наприклад,
тканеспецифічні регуляторні послідовності). Фахі-
вцям з кваліфікацією в даній області буде зрозумі-
ло, що конструкція експресуючого вектора може
залежати від таких факторів як вибір клітини-
хазяїна, яка повинна бути трансформована, бажа-
ного рівня експресії білка і т.д. Експресуючі векто-
ри даного винаходу можуть бути введені в клітину-
хазяїна для продукування за допомогою цього
білків або пептидів, в тому числі злитих білків або
пептидів, що кодуються нуклеїновими кислотами,
описаними тут (наприклад, білків BAFF-R, мутант-
них форм BAFF-R, злитих білків і т.д.).

Рекомбінантні експресуючі вектори даного ви-
находу можуть бути сконструйовані для експресії
BAFF-R в прокаріотичних або еукаріотичних кліти-
нах. Наприклад, BAFF-R може експресуватись в
бактеріальних клітинах, таких як Escherichia coli,
клітинах комах (з використанням бакуловірусних
експресуючих векторів), дріжджових клітинах або
клітинах ссавців. Відповідні клітини-хазяї обгово-
рюються додатково в [Goeddel, «Gene Expression
Technology» METHODS IN ENZYMOLOGY 185,
Academic Press, San Diego, Calif, 1990]. Альтерна-
тивно, рекомбінантний експресуючий вектор може
транскрибуватись і транслюватися in vitro, напри-
клад, з використанням регуляторних послідовнос-
тей промотора Т7 і полімерази Т7.

Експресію білків в прокаріотах найчастіше
проводять в Е.  coli  з векторами,  що містять кон-
ститутивні або промотори, що індукуються, керую-
чі експресією або злитих, або незлитих білків. Век-
тори злитих білків додають ряд амінокислот до
білка, що кодується ними, звичайно до аміно-кінця
рекомбінантного білка. Такі вектори злитих білків
звичайно служать для досягнення трьох цілей: (1)
для збільшення експресії рекомбінантного білка;
(2) для збільшення розчинності рекомбінантного
білка і (3) для сприяння очищенню рекомбінантно-
го білка за допомогою дії як ліганду при афінному
очищенні. Часто в експресуючі злиті білки вектори
вводять сайт протеолітичного розщеплення в місці
сполуки злитої частини і рекомбінантого білка для
забезпечення відділення рекомбінантного білка від

цієї злитої частини після очищення злитого білка.
Такі ферменти і їх споріднені послідовності розпі-
знавання, включають в себе фактор Ха, тромбін і
ентерокіназу. Типові експресуючі злиті білки век-
тори включають в себе pGEX [Pharmacia Biotech
Inc; Smith and Johnson (1988) Gene 67: 31-40],
pMAL (New England Biolabs, Beverly, Mass.) і pRITS
(Pharmacia, Piscataway, N.J.), які зливають глутаті-
он-8-трансферазу (GST), мальтозу Ε-
зв'язувальний білок або білок А, відповідно, з ре-
комбінантним білком-мішенню.

Приклади відповідних індукованих експресую-
чих не злиті білки векторів Е. соlі включають в се-
бе pTrc [(Amrann et al, (1988) Gene 69:301-315) і
рЕТ lid (Studier et al, «Gene Expression Technology»
METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press,
San Diego, Calif., 1990, pp.60-89].

Однією стратегією максимізації експресії ре-
комбінантного білка в Е. соlі є експресія цього біл-
ка в бактерії-хазяїні з порушеною здатністю проте-
олітичного розщеплення рекомбінантного білка.
[Див. Gottesman, «Gene Expression Technology»
METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press,
San Diego, Calif., 1990, pp.119-128]. Іншою страте-
гією є зміна послідовності нуклеїнової кислоти, яка
повинна бути вбудована в експресуючий вектор,
таким чином, що індивідуальні кодони для кожної
амінокислоти є кодонами, що переважно викорис-
товуються в Е. соlі [Wada et al, (1992) Nucleic Acids
Res. 20: 2111-2118]. Така зміна послідовностей
нуклеїнових кислот даного винаходу може бути
виконана стандартними способами синтезу ДНК.

В іншому варіанті експресуючий BAFF-R век-
тор є дріжджовим експресуючим вектором. При-
клади векторів для експресії в дріжджах (напри-
клад, Saccharomyces cerevisiae) включають в себе
pYepSecl [Baldari, et al, (1987) EMBO J. 6: 229-234],
pMFa [Kurjan and Herskowitz, (1982) Cell 30: 933-
943], pJRY88 [Schultz et al. (1987) Gene 54: 113-
123], pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego,
Calif.) і для P. pastoris включають в себе сімейство
векторів рРІС (Invitrogen Corp, San Diego, Calif.).

Альтернативно, BAFF-R може бути експресо-
ваний в клітинах комах з використанням бакулові-
русних експресуючих векторів. Бакуловірусні век-
тори, доступні для експресії білків в клітинах комах
(наприклад, клітинах SF9), що культивуються,
включають в себе серію рАс [Smith et al. (1983)
Моl. Cell. Biol. 3: 2156-2165] і серію pVL [Lucklow
and Summers (1989) Virology 170: 31-39].

Ще в одному варіанті нуклеїнову кислоту дано-
го винаходу експресують в клітинах ссавців з ви-
користанням експресуючого вектора ссавців. При-
клади експресуючих векторів ссавців включають в
себе pCDMS [Seed (1987) Nature 329: 840-842] і
рМТ2РС [Kaufman et al. (1987) EMBO J. 6: 187-
195]. При використанні в клітинах ссавців функції
регуляції цього експресуючого вектора часто за-
безпечуються вірусними регуляторними елемен-
тами. Наприклад, звичайно промотори, що вико-
ристовуються, одержують з поліоми, аденовірусу
2, цитомегаловірусу і вірусу мавп 40. Відносно
інших відповідних систем експресії як для прокарі-
отичних,  так і для еукаріотичних клітин [див.,  на-
приклад, частини 16 і 17 Sambrook et al., Molecular
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Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor N.Y., (1989)].

В іншому варіанті рекомбінантний експресую-
чий вектор ссавців здатний управляти експресією
нуклеїнової кислоти переважно (преферентивно) в
конкретному типі клітин (наприклад, тканеспеци-
фічні регуляторні елементи використовуються для
експресії цієї нуклеїнової кислоти). Тканеспецифі-
чні регуляторні елементи відомі в даній області.
Необмежувальні приклади відповідних тканеспе-
цифічних промоторів включають в себе промотор
альбуміну (печінка-специфічний; [Pinkert et al.
(1987) Genes Dev. 1: 268-277], лімфоїд-специфічні
промотори [Calame and Eaton (1988) Adv. Immunol.
43: 235-275], зокрема, промотори рецепторів Т-
клітин [Winoto and Baltimore (1989) EMBO J. 8: 729-
733] і імуноглобулінів [Banerji et al. (1983) Cell 33:
729-740; Queen and Baltimore (1983) Cell 33: 741-
748], нейрон-специфічні промотори (наприклад,
промотор нейрофіламенту; [Byrne and Ruddle
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 5473-5477]),
специфічні для підшлункової залоза промотори
[Edlund et al. (1985) Science 230: 912-916] і промо-
тори, специфічні для молочної залози (наприклад,
промотор молочної сироватки; [патент США №4
873 316 і Публікація Європейської заявки №264
166]. У даний винахід включені також регульовані
стадією розвитку промотори, наприклад, промото-
ри hox мишей [Kessel and Gruss (1990) Science
249: 374-379] і промотор α-фетопротеїну (ембріо-
нального білка) [Campes and Tilghman (1989)
Genes Dev. 3: 537-546].

Далі, даний винахід забезпечує рекомбінант-
ний експресуючий вектор, що включає молекулу
ДНК даного винаходу, клоновану в цей експресую-
чий вектор в антисмисловій орієнтації. Тобто, ця
молекула ДНК функціонально пов'язана з регуля-
торною послідовністю таким чином, що створю-
ється можливість експресії (транскрипцією цієї
молекули ДНК) РНК-молекули, яка є антисмисло-
вою відносно мРНК BAFF-R. Регуляторні послідо-
вності, функціонально пов'язані з нуклеїновою
кислотою, клонованою в антисмисловій орієнтації,
можуть бути вибрані таким чином, що вони управ-
ляють безперервною експресією молекули анти-
смислової РНК в різних типах клітин, наприклад,
вірусні промотори і/або енхансери, або регулятор-
ні послідовності можуть бути вибрані таким чином,
що вони управляють конститутивною, тканеспе-
цифічною або клітиноспецифічною експресією
антисмислової РНК. Цей антисмисловий експре-
суючий вектор може бути у формі рекомбінантної
плазміди, фагміди або атенуйованого вірусу, в
якому антисмислові нуклеїнові кислоти продуку-
ються під контролем високоефективного регуля-
торного району, активність якого може бути визна-
чена типом клітин,  в які вводиться цей вектор.
Відносно дискусії про регуляції експресії генів з
використанням антисмислових генів [див.
Weintraub et al. (1986) «Antisense RNA as a
molecular tool for genetic analysis» Reviews Trends
in Genetics, 1(1)].

Інший аспект даного винаходу відноситься до
клітин-хазяїв, в які був введений рекомбінантний

експресуючий вектор даного винаходу. Терміни
«клітина-хазяїн» і рекомбінантна «клітина-хазяїн»
використовуються тут взаємозамінно. Зрозуміло,
що такі терміни відносяться не тільки до конкрет-
ної клітини, що розглядається, але і до потомства
або потенційного потомства такої клітини. Оскіль-
ки деякі модифікації можуть відбуватися в пода-
льших генераціях внаслідок або мутації, або впли-
вів навколишнього середовища, таке потомство
може бути, насправді, неідентичним батьківській
клітині, але воно все-таки включено в термін, що
використовується тут.

Клітиною-хазяїном може бути будь-яка прока-
ріотична або еукаріотична клітина. Наприклад,
білок BAFF-R може експресуватись в бактеріаль-
них клітинах, таких як Е. соlі, клітинах комах, дріж-
джових клітинах або клітинах ссавців (таких як
клітини яєчника Китайського хом'ячка (СНО) або
COS-клітинах). Інші відповідні клітини-хазяї відомі
фахівцям з кваліфікацією в даній області.

Векторна ДНК може бути введена в прокаріо-
тичні або еукаріотичні клітини загальноприйнятими
способами трансформації або трансфекції. У за-
стосуванні тут терміни «трансформація» і «транс-
фекція» означають різноманітні визнані в даній
області способи введення чужорідної нуклеїнової
кислоти (наприклад, ДНК) в клітину-хазяїна, в тому
числі кальцій-фосфатну або кальцій-хлоридну ко-
преципітацію, опосередковану ДЕАЕ-декстраном
трансфекцію, ліпофекцію або електропорацію.
Відповідні способи трансформації або трансфекції
клітин-хазяїв можна знайти в [Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second
Edition, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor N.Y.,
(1989)] і іншому лабораторному керівництві.

Для стабільної трансфекції клітин ссавців ві-
домо, що в залежності від експресуючого вектора,
що використовуються, і способу трансфекції тільки
невелика фракція клітин може інтегрувати чужорі-
дну ДНК в їх геном. Для ідентифікації і відбору цих
інтегрантів ген, що кодує селектований маркер
(наприклад, стійкість до антибіотиків), звичайно
вводять в клітини-хазяї разом з геном, яка пред-
ставляє інтерес. Різні селектовані маркери вклю-
чають в себе маркери, який додають стійкість до
лікарських засобів, таких як G418, гігроміцин і ме-
тотрексат. Нуклеїнова кислота, що кодує селекто-
ваний маркер, може бути введена в клітину-
хазяїна на тому ж самому векторі, який кодує
BAFF-R, або може бути введена на окремому век-
торі. Клітини, стабільно трансфіковані введеною
нуклеїновою кислотою, можуть бути ідентифікова-
ні відбором з лікарським засобом (наприклад, клі-
тини, які включили ген селектованого маркера,
будуть виживати, тоді як інші клітини гинуть).

Клітина-хазяїн даного винаходу, наприклад,
прокаріотична або еукаріотична клітина-хазяїн в
культурі, може бути використана для продукуван-
ня (тобто експресії) білка BAFF-R. Таким чином,
даний винахід забезпечує додатково способи оде-
ржання білка BAFF-R з використанням клітин-
хазяїв даного винаходу. В одному варіанті цей
спосіб включає в себе культивування клітини-
хазяїна даного винаходу (в яку був введений ре-
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комбінантний експресуючий вектор, що кодує
BAFF-R) у відповідному середовищі, так що проду-
кується білок BAFF-R. В іншому варіанті цей спосіб
додатково передбачає виділення BAFF-R з сере-
довища або клітини-хазяїна.

Трансгенні тварини
Клітини-хазяї даного винаходу можуть бути та-

кож використані для одержання трансгенних тва-
рин, крім людини. Наприклад, в одному варіанті
клітиною-хазяїном даного винаходу є запліднений
ооцит або ембріональна стовбурова клітина, в яку
були введені кодуючі BAFF-R послідовності. Такі
клітини-хазяї можуть бути потім використані для
створення трансгенних тварин, крім людини, в
яких екзогенні послідовності BAFF-R були введені
в їх геном, або гомологічних рекомбінантних тва-
рин, в яких ендогенні послідовності BAFF-R були
змінені. Такі тварини застосовні для дослідження
функції і/або активності BAFF-R і для ідентифікації
і/або оцінки модуляторів активності BAFF-R. У за-
стосуванні тут «трансгенна тварина» є твариною,
крім людини, переважно ссавцем, більш переваж-
но гризуном, таким як щур або миша, причому од-
на або більше клітин цієї тварини включають в
себе трансген. Інші приклади трансгенних тварин
включають приматів (крім людини), овець, собак,
корів, кіз, курей, земноводних і т.д. Трансгеном є
екзогенна ДНК, яка інтегрується в геном клітини, з
якої розвивається трансгенна тварина і яка зали-
шається в геномі зрілої тварини, управляючи екс-
пресією продукту, що кодується геном в одному
або декількох типах клітин або тканин трансгенної
тварини. У застосуванні тут «гомологічна рекомбі-
нантна тварина» є твариною (крім людини), пере-
важно ссавцем, більш переважно мишею, в якій
ендогенний ген BAFF-R був змінений гомологічною
рекомбінацією між ендогенним геном і екзогенною
ДНК-молекулою, введеною в клітину цієї тварини,
наприклад, ембріональну клітину цієї тварини, до
розвитку цієї тварини.

Трансгенна тварина даного винаходу може бу-
ти створена введенням кодуючої BAFF-R нуклеї-
нової кислоти в чоловічі пронуклеуси заплідненого
ооциту, наприклад, мікроін'єкцією, ретровірусною
інфекцією, і наданням цьому ооциту можливості
розвиватися в псевдовагітній тварині-самиці, що
виношує. ДНК-послідовність BAFF-R людини
Фіг.2А (SEQ ID NО:3), Фіг.2С (SEQ ID NО:4), Фіг.3
(SEQ  ID  NО:6)  може бути введена як трансген в
геном тварини (крім людини). Альтернативно,
надлюдський гомолог гена BAFF-R людини, такий
як ген BAFF-R  миші (Фіг.4A)  (SEQ ID  NО:8),  може
бути виділений на основі гібридизації з кДНК
BAFF-R людини (описаної більш детально вище) і
використаний як трансген. Інтронні послідовності і
сигнали поліаденілування можуть бути також
включені в цей трансген для збільшення ефектив-
ності експресії трансгену. Тканеспецифічні регуля-
торні послідовності можуть бути функціонально
пов'язані з трансгеном BAFF-R для управління
експресією білка BAFF-R в конкретних клітинах.
Способи одержання трансгенних тварин за допо-
могою маніпуляції і мікроін'єкції ембріона, зокрема,
таких тварин як миші, стали загальноприйнятими в
даній області і описані, наприклад, в [патенті США

№4 736 866; 4 870 009; і 4 873 191; і Hogan in
MANIPULATING THE MOUSE EMBRYO, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y., 1986]. Подібні способи використовують для
одержання інших трансгенних тварин. Трансгенна
тварина-фундатор може бути ідентифікована на
основі присутності трансгену BAFF-R в його геномі
і/або експресії мРНК BAFF-R в тканинах або кліти-
нах цих тварин. Потім трансгенна тварина-
фундатор може бути використана для розведення
додаткових тварин, що несуть цей трансген. Крім
того, трансгенні тварини, що несуть трансген, що
кодує BAFF-R, можуть бути розмножені далі з оде-
ржанням інших трансгенних тварин, які несуть інші
трансгени.

Для створення гомологічної рекомбінантної
тварини готують вектор, який містить, щонаймен-
ше, частину гена BAFF-R, в який була введена
делеція, додавання або заміну для зміни за допо-
могою цього, наприклад, функціонального руйну-
вання, гена BAFF-R. Геном BAFF-R може бути ген
людини (наприклад, Фіг.2А (SEQ ID NО:3), Фіг.2С
(SEQ ID NО:4), Фіг.3 (SEQ ID NО:6)), але більш
переважно цей ген є надлюдським гомологом гена
BAFF-R людини. Наприклад, мишачий гомолог
(Фіг.4А) гена BAFF-R людини Фіг.2А (SEQ ID NО:3),
Фіг.2С (SEQ ID NО:4), Фіг.3 (SEQ ID NО:6) може
бути використаний для конструювання вектора
для гомологічної рекомбінації, придатного для
зміни ендогенного гена BAFF-R в мишачому гено-
мі. В одному варіанті цей вектор сконструйований
таким чином, що, при гомологічній рекомбінації,
ендогенний ген BAFF-R є функціонально зруйно-
ваним (тобто він вже не кодує функціональний
білок; цей вектор називають також вектором «но-
кауту»).

Альтернативно, вектор може бути сконструйо-
ваний таким чином, що, при гомологічній рекомбі-
нації, ендогенний ген BAFF-R є мутованим або
іншим чином зміненим, але все ще кодує функціо-
нальний білок (наприклад, «лівий» регуляторний
район може бути змінений для зміни за допомогою
цього експресії ендогенного білка BAFF-R). У век-
торі для гомологічної рекомбінації змінена частина
гена BAFF-R фланкована на його 5'- і 3'-кінцях до-
датковою нуклеїновою кислотою гена BAFF-R для
забезпечення можливості гомологічної рекомбіна-
ції між екзогенним геном BAFF-R, що несеться цим
вектором, і ендогенним геном BAFF-R в ембріона-
льній стовбуровій клітині. Ця додаткова фланкую-
ча нуклеїнова кислота BAFF-R має достатню дов-
жину для успішної гомологічної рекомбінації з
ендогенним геном. Звичайно у вектор включають
декілька т.п.н.  фланкуючої ДНК (як на 5'-,  так і на
3'-кінцях). [Див., наприклад, Thomas et al. (1987)
Cell 51: 503] відносно опису векторів для гомологі-
чної рекомбінації. Цей вектор вводять в лінію емб-
ріональних стовбурових клітин (наприклад, елект-
ропорацією), і клітини, в яких введений ген BAFF-R
гомологічно рекомбінувався з ендогенним геном,
BAFF-R, відбирають [див., наприклад, Li et al.
(1992) Cell 69: 915].

Потім відібрані клітини ін'єкують в бластоцисту
тварину (наприклад, миші) для утворення агрего-
ваних химер. [Див., наприклад, Bradley, in
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TERATOCARCINOMAS AND EMBRYONIC STEM
CELLS: A PRACTICAL APPROACH, Robertson, Ed.
IRL, Oxford, 1987, pp.113-152]. Потім химерний
ембріон може бути імплантований у відповідну
псевдовагітну самицю-виношуючу тварину, і емб-
ріон росте до кінця «вагітності». Потомство, яке
несе гомологічно рекомбіновану ДНК в їх статевих
зародкових клітинах, може бути використане для
виведення тварин,  в яких всі клітини тварини міс-
тять гомологічно рекомбіновану ДНК внаслідок
передачі зародковою лінією цього трансгену. Спо-
соби конструювання векторів для гомологічної
рекомбінації і гомологічні рекомбінантні тварини
описані додатково в [Bradley (1991) Curr. Opin.
Biotechnol. 2: 823-829; PCT International Publication
Nos.: WO 90/11354; WO 91/01140; WO 92/0968; і
WO 93/04169].

В іншому варіанті можуть бути одержані транс-
генні тварини (крім людини),  які містять вибрані
системи, які забезпечують регульовану експресію
даного трансгену. Одним з прикладів такої систе-
ми є система сrе/lохР-рекомбінази бактеріофага
Р1. Відносно опису системи cre/loxP-рекомбінази
[див., наприклад, Lakso et al. (1992) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89: 6232-6236]. Іншим прикладом
системи рекомбінази є система рекомбінази FLP
S. cerevisiae [O'German et al. (1991) Science 251:
1351-1355]. Якщо систему cre/loxP-рекомбінази
використовують для регуляції експресії трансгену,
необхідні тварини, що містять трансгени, що ко-
дують як рекомбіназу Сrе, так і вибраний білок.
Такі тварини можуть бути забезпечені конструю-
ванням «подвійних» трансгенних тварин, напри-
клад, спаровуванням двох трансгенних тварин,
одна з яких містить трансген, що кодує вибраний
білок, а інша містить трансген, що кодує рекомбі-
назу.

Клони трансгенних тварин (не людини), описа-
ні тут, можуть бути також одержані згідно зі спосо-
бами, описаними в [Wilmut et al. (1997) Nature 385:
810-813]. Коротко, клітина, наприклад, соматична
клітина, з трансгенної тварини може бути виділена
і індукована для виходу з циклу зростання і вступу
в фазу G0. Потім клітину, що знаходиться в спокої,
зливають, наприклад, з використанням електрич-
них імпульсів, з енуклейованим ооцитом з тварини
того ж виду, з якої виділена клітина, що знахо-
диться в спокої. Потім реконструйований ооцит
культивують таким чином, що він розвивається до
морули або бластули, і потім переносять його в
псевдовагітну самицю-виношуючу тварину. По-
томство, що народилося у такої самиці-
виношуючої тварини, буде клоном тварини, з якої
виділена ця клітина, наприклад, соматична кліти-
на.

Фармацевтичні композиції
Молекули нуклеїнових кислот BAFF-R, білки

BAFF-R і анти-BAFF-R-антитіла (також звані тут
«активними сполуками») даного винаходу і їх похі-
дні, фрагменти, аналоги і гомологи, можуть бути
включені у фармацевтичні композиції, придатні
для введення. Такі композиції звичайно містять
молекулу нуклеїнової кислоти, білок або антитіло і
фармацевтично прийнятний носій. У застосуванні
тут «фармацевтично прийнятний носій» включає в

себе будь-які і всі розчинники, диспергуючі сере-
довища, покриття, антибактеріальні і протигрибко-
ві агенти, ізотонічні і затримуючі поглинання аген-
ти і т.п.,  сумісні з фармацевтичним введенням.
Відповідні носії описані в найбільш нещодавньому
виданні Remington's Pharmaceutical Sciences, ста-
ндартному довіднику в даній області, який вклю-
чений тут як посилання. Переважні приклади таких
носіїв або розріджувачів включають в себе, але не
обмежуються ними, воду, сольовий розчин, розчи-
ни Рінгера, розчин декстрози і 5% людський сиро-
ватковий альбумін. Можуть бути також використані
ліпосоми і неводні носії, такі як нелеткі масла. За-
стосування таких середовищ і агентів для фарма-
цевтично активних речовин відоме в даній області.
За винятком загальноприйнятих середовищ або
агентів, які несумісні з активною сполукою, перед-
бачається застосування цих середовищ і агентів в
цих композиціях. Додаткові активні сполуки також
можуть включатися в ці композиції.

Фармацевтичну композицію даного винаходу
готують таким чином, щоб вона була сумісною з
передбачуваним шляхом її введення. Приклади
способів введення включають в себе парентера-
льне, наприклад, внутрішньовенне, інтрадермаль-
не, підшкірне, пероральне (наприклад, інгаляцією),
черезшкірне (локальне), трансмукозне і ректальне
введення. Розчини або суспензії, що використову-
ються для парентерального, інтрадермального
або підшкірного введення, можуть включати на-
ступні компоненти: стерильний розріджувач, такий
як вода для ін'єкцій, сольовий розчин, нелеткі ма-
сла, поліетиленгліколі, гліцерин, пропіленгліколь
або інші синтетичні розчинники; антибактеріальні
агенти, такі як бензиловий спирт або метилпара-
бени; антиоксиданти, такі як аскорбінова кислота
або бісульфіт натрію; хелатоутворювачі, такі як
етилендіамінтетраоцтова кислота (ЕДТА); буфери,
такі як ацетати, цитрати або фосфати, і агенти для
корекції тонічності, такі як хлорид натрію або дек-
строза. рН може коректуватися кислотами або
основами, наприклад, хлористоводневою кисло-
тою або гідроксидом натрію. Парентеральний пре-
парат може бути взятий в ампули, одноразові
шприци або флакони з множинними дозами, виго-
товлені з скла або пластику.

Фармацевтичні композиції, придатні для ін'єк-
цій, включають стерильні водні розчини (якщо во-
ни є водорозчинними) або дисперсії і стерильні
порошки для незапланованого приготування сте-
рильних ін'єкованих розчинів або дисперсій. Для
внутрішньовенного введення відповідні носії вклю-
чають фізіологічний розчин, бактеріостатичну во-
ду, Кремофор EL (BASF Parsippany, N.J.) або за-
буферений фосфатом сольовий розчин (ФСБ). У
всіх випадках композиція повинна бути стериль-
ною і повинна бути текучою до міри легкого вве-
дення шприцом. Вона повинна бути стабільною в
умовах приготування і зберігання і повинна бути
збережена проти забруднюючої дії мікроорганіз-
мів,  таких як бактерії і грибки.  Носієм може бути
розчинник або дисперсійне середовище, що міс-
тить, наприклад, воду, етанол, поліол (наприклад,
гліцерин, пропіленгліколь і рідкий поліетиленглі-
коль і т.п.), і їх відповідні суміші. Відповідна теку-
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чість може підтримуватися, наприклад, викорис-
танням покриття, такого як лецитин, за допомогою
підтримки необхідного розміру частинок у разі ди-
сперсії і використанням поверхнево-активних ре-
човин. Попередження дії мікроорганізмів може
досягатися з використанням різних антибактеріа-
льних і протигрибкових агентів, наприклад, пара-
бенів, хлорбутанолу, фенолу, аскорбінової кисло-
ти, тимерозалу і т.п.В багатьох випадках буде
переважне включення ізотонічних агентів, напри-
клад, цукрів, поліспиртів, такого як маніт, сорбіт,
хлорид натрію, в композицію. Пролонговане всмо-
ктування ін'єктованих композицій може досягатися
включенням в композицію агента, який пролонгує
всмоктування, наприклад, моностеарату алюмінію
і желатини.

Стерильні ін'єктовані розчини можуть бути
приготовані включенням активної сполуки (напри-
клад, білка BAFF-R або анти-BAFF-R-антитіла) в
необхідній кількості у відповідному розчиннику з
одним або з комбінацією інгредієнтів, перерахова-
них вище, за необхідністю, з подальшою стерилі-
зацією фільтруванням через мікропористу мем-
брану. Звичайно дисперсії готують включенням
активної сполуки в стерильний носій, який містить
основне диспергуюче середовище і необхідні інші
інгредієнти з інгредієнтів, перерахованих вище. У
разі стерильних порошків для приготування стери-
льних ін'єкційних розчинів способи приготування
включають в себе вакуумне сушіння і ліофілізацію,
які дають порошок активного інгредієнта плюс
будь-який додатковий бажаний інгредієнт з його
заздалегідь стерилізованого фільтрацією через
мікропористу мембрану розчину.

Пероральні композиції звичайно включають в
себе інертний розріджувач або їстівний носій. Вони
можуть бути укладені в желатинові капсули або
спресовані в таблетки. Для цілей перорального
терапевтичного введення активна сполука може
бути включена з наповнювачами і використана у
формі таблеток, пастилок або капсул. Пероральні
композиції можуть бути приготовані з використан-
ням рідкого носія для застосування як рідини для
полоскання рота, де сполуку в рідкому носії засто-
совують перорально і прополіскують рот і випльо-
вують або проковтують. Фармацевтично сумісні
зв'язувальні агенти і/або ад'юванти можуть бути
включені як частина цієї композиції.  Таблетки,  пі-
люлі, капсули, пастилки і т.п.можуть містити будь-
який з наступних інгредієнтів або сполук схожої
природи: зв'язувальна речовина, така як мікрокри-
сталічна целюлоза, трагакантова камедь або же-
латина; наповнювач, такий як крохмаль або лакто-
за, дезінтегруючий агент, такий як альгінова
кислота, Примогель або кукурудзяний крохмаль;
змащувальна речовина, така як стеарат магнію
або Стеротес; ковзна речовина, така як колоїда-
льний діоксид кремнію; підсолоджувальний агент,
такий як сахароза або сахарин; або ароматизую-
чий агент, такий як м'ята перцева, метилсаліцилат
або апельсинова віддушка.

Для введення інгаляцією сполуки доставля-
ються у формі аерозольного спрею з контейнера,
що знаходиться під тиском, або дозатора, який

містить відповідний пропелент, наприклад, газ,
такий як діоксид вуглецю, або розпилювача.

Системне введення може здійснюватися також
трансмукозним або трансдермальним шляхом
(через слизову оболонку або через шкіру). Для
трансмукозного або трансдермального введення в
композиції використовують підсилювачі проник-
нення (пенетранти), придатні для бар'єра, який
повинен бути перетнутий. Такі посилюючі проник-
нення агенти звичайно відомі в даній області і
включають в себе, наприклад, для трансмукозного
введення, детергенти, жовчні кислоти і похідні фу-
сидової кислоти. Трансмукозне введення може
виконуватися з використанням спреїв для носа
або супозиторіїв. Для трансдермального введення
активні сполуки готують у вигляді мазей, пастопо-
дібної маси, гелей або кремів, звичайно відомих в
даній області.

Сполуки даного винаходу можуть бути також
приготовані у формі супозиторіїв (наприклад, з
відповідними основами для супозиторіїв, такими
як масло какао і інші гліцериди), або вмісних клізм
для ректальної доставки.

В одному варіанті активні сполуки готують з
носієм, який буде захищати ці сполуки проти
швидкого виведення з тіла, наприклад, у вигляді
композиції пролонгованого вивільнення, в тому
числі імплантатів і мікроінкапсульованих систем
доставки. Можуть використовуватися біодеградо-
вані, біосумісні полімери, такі як етиленвінілаце-
тат, поліангідриди, полігліколева кислота, колаген,
поліортоефіри і полімолочна кислота. Способи
приготування таких композицій будуть очевидними
для фахівців з кваліфікацією в даній області.  Ці
матеріали можуть бути також одержані комерційно
з Alza Corporation і Nova Pharmaceuticals, Inc. Як
фармацевтично прийнятні носії можуть бути також
використані ліпосомні суспензії (в тому числі ліпо-
соми, націлені на інфіковані клітини моноклональ-
ними антитілами до вірусних антигенів). Вони мо-
жуть бути приготовані згідно зі способами,
відомими фахівцям з кваліфікацією в даній облас-
ті,  наприклад,  як описано в [патенті США №4 522
811].

Особливо вигідно готувати пероральні або па-
рентеральні композиції у формі уніфікованих (ста-
ндартних) доз для легкості введення і однорідності
доз. Формою стандартної дози в застосуванні тут
називають фізично дискретні стандартні одиниці у
вигляді одиничних доз для суб'єкта, що проходить
лікування; причому кожна стандартна одиниця
містить задану кількість активної сполуки, розра-
ховану таким чином, що вона виконує бажану те-
рапевтичну дію, разом з необхідним фармацевти-
чним носієм. Специфікація для форм стандартних
доз даного винаходу диктується унікальними хара-
ктеристиками конкретного активної сполуки і конк-
ретного терапевтичного ефекту, який бажано оде-
ржати, і залежить безпосередньо від цих
характеристик і ефекту.

Молекули нуклеїнових кислот даного винаходу
можуть бути інсертовані у вектори і використані як
вектори генотерапії. Вектори генотерапії можуть
доставлятися суб'єкту будь-яким шляхом введен-
ня, наприклад, як описано в [патенті США з номе-



59 83458 60

ром 5 703 055]. Таким чином, доставка може
включати, наприклад, внутрішньовенну ін'єкцію,
локальне введення [див. патент США №5 328 470]
або стереотаксичну ін'єкцію [див., наприклад, Chen
et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. 91: 3054-3057].
Фармацевтичний препарат вектора генотерапії
може включати вектор генотерапії в прийнятному
розріджувачі або може містити матрикс для упові-
льненого вивільнення, в який впроваджений век-
тор доставки гена. Альтернативно, якщо повний
вектор доставки гена не може бути одержаний
інтактним з рекомбінантних клітин, наприклад,
ретровірусні вектори, фармацевтичний препарат
може включати в себе одну або декілька клітин, які
продукують систему доставки гена.

Фармацевтичні композиції можуть бути упако-
вані в контейнер, упаковку або розподільний при-
стрій разом з інструкціями для введення.

Застосування і способи винаходу
Молекули нуклеїнових кислот, білки, гомологи

білків і антитіла, описані тут, можуть бути викорис-
тані в одному або декількох з наступних способів:
(а) скринінг-аналізах; (b) аналізах детектування
(наприклад, хромосомному картуванні, гістотипу-
ванні, судовій біології), (с) прогностичній медицині
(наприклад, діагностичних аналізах, прогностичних
аналізах, моніторингу клінічних випробувань і фа-
рмакогеноміці); і (d) способах лікування (напри-
клад, терапевтичного або профілактичного). Як
описано тут, в одному варіанті білок BAFF-R дано-
го винаходу здатний зв'язувати BAFF.

Ізольовані молекули нуклеїнових кислот дано-
го винаходу можуть бути використані для експресії
білка BAFF-R (наприклад, через рекомбінантний
експресуючий вектор в клітині-хазяїні при застосу-
ваннях в генотерапії), для детектування мРНК
BAFF-R (наприклад, в біологічній пробі) або гене-
тичного пошкодження в гені BAFF-R, і для модуля-
ції активності BAFF або BAFF-R, як описано дода-
тково нижче. Крім того, білки BAFF-R можуть бути
використані для скринінгу лікарських засобів або
сполук, які модулюють активність або експресію
BAFF-R, а також для лікування порушень, що ха-
рактеризуються недостатнім або надмірним про-
дукуванням BAFF і/або білка BAFF-R, або проду-
куванням форм білка BAFF-R, які мають зменшену
або активність, що відхиляється від норми в порів-
нянні з білком BAFF-R дикого типу. Крім того, анти-
BAFF-R-антитіла даного винаходу можуть бути
використані для детектування і виділення білків
BAFF-R і модуляції активності BAFF і/або BAFF-R.

Даний винахід відноситься також до нових
агентів, ідентифікованих вищеописаними скринінг-
аналізами, і їх застосуванням для способів ліку-
вання, описаних тут.

Скринінг-аналізи
Даний винахід забезпечує спосіб (також на-

званий тут «скринінг-аналізом») для ідентифікації
модуляторів, тобто кандидатів або тест-сполук або
агентів (наприклад, пептидів, пептидоміметиків,
невеликих молекул або інших лікарських засобів),
які зв'язуються з білками BAFF-R або надають
стимуляторну або інгібіторну дію, наприклад, на
експресію BAFF-R або активність BAFF-R.

В одному варіанті даний винахід забезпечує
аналізи для скринінгу кандидатів або тест-сполук,
які зв'язуються з білком або поліпептидом BAFF-R
або його біологічно активною частиною або моду-
люють активність білка або поліпептиду BAFF-R
або його біологічно активної частини. Тест-сполуки
даного винаходу можуть бути одержані будь-яким
з численних підходів в способах з використанням
комбінаторних бібліотек, відомих в даній області, в
тому числі: біологічних бібліотек; паралельних
твердофазних, що просторово розділяються, або
«рідкофазних» бібліотек; способів синтетичних
бібліотек, що вимагають обернення згортки при
аналізі цифрового зображення; способу бібліотек
типу «одна-гранула одна-сполука» і способів син-
тетичних бібліотек, що використовують відбір з
використанням афінної хроматографії. Підхід біо-
логічних бібліотек обмежений пептидними бібліо-
теками, тоді як чотири інших підходи застосовні до
бібліотек сполук пептидів, непептидних олігомерів
або невеликих молекул [Lam (1997) Anticancer
Drug Des. 12: 145-167].

Приклади способів для синтезу молекулярних
бібліотек можуть бути знайдені в даній області,
наприклад, в: [DeWitt et al. (1993) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90: 6909-6013; Erb et al. (1994) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 91: 11422-11426; Zuckermann et al.
(1994) J. Med. Chem. 37: 2678-2685; Cho et al.
(1993) Science 261: 1303; Carrell et al. (1994) Angew
Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2059; Carell et al. (1994)
Angew Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2061; і Gallop et al.
(1994) J. Med. Chem. 37: 1233-1251].

Бібліотеки сполук можуть бути представлені в
розчині [наприклад, Houghten (1992) Biotechniques
13: 412-421] або на гранулах [Lam (1991) Nature
354: 8 2-84], на чіпах [Fodor (1993) Nature 364: 555-
556], бактеріях [Ladner, патент США №5 223 409],
спорах [Ladner, патент США 5 223 409], плазмідах
[Cull et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:
1865-1869] або на фагу [Scott and Smith (1990)
Science 249: 386-390; Devlin (1990) Science 249:
404-406; Cwirla et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 87: 6378-6382; Felici (1991) J. Моl. Biol. 222:
301-310; Ladner, патент США 5 223 409].

В одному варіанті аналізом є аналіз на основі
клітин, в якому клітину, яка експресує мембраноз-
в'язану форму білка BAFF-R або його біологічно
активну частину на поверхні клітини, контактують з
тест-сполукою і визначають здатність цієї тест-
сполуки зв'язуватися з білком BAFF-R. Клітина
може походити, наприклад, з ссавця або з дріж-
джів. Визначення здатності тест-сполуки зв'язува-
тися з білком BAFF-R  може виконуватися,  напри-
клад, скріпленням тест-сполуки з радіоізотопною
або ферментативною міткою, так що скріплення
тест-сполуки з білком BAFF-R або його біологічно
активною частиною може бути визначено детекту-
вання міченої сполуки в комплексі. Наприклад,
тест-сполуки можуть бути помічені 1251,35S, 14C або
3Н, прямо або опосередковано, і радіоізотоп може
бути детектований прямим рахунком радіовипро-
мінювання або сцинтиляційним рахунком. Альтер-
нативно, тест-сполуки можуть бути ферментатив-
но міченими, наприклад, пероксидазою хріну,
лужною фосфатазою або люциферазою, і ферме-
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нтативна мітка може бути детектована визначен-
ням перетворення відповідного субстрату в про-
дукт. В одному варіанті цей аналіз передбачає
контактування клітини, яка експресу є мембраноз-
в'язану форму білка BAFF-R або його біологічно
активну частину на клітинній поверхні, з відомою
сполукою, яка зв'язує BAFF-R, для утворення тест-
суміші, контактування цієї тест-суміші з тест-
сполукою і визначення здатності тест-сполуки вза-
ємодіяти з білком BAFF-R, де визначення здатнос-
ті тест-сполуки взаємодіяти з білком BAFF-R пе-
редбачає визначення здатності цієї тест-сполуки
переважно зв'язуватися з В AFF-R або його біоло-
гічно активною частиною в порівнянні з відомою
сполукою.

В іншому варіанті аналізом є аналіз на основі
клітин, що передбачає контактування клітини, яка
експресує мембранозв'язану форму білка BAFF-R
або його біологічно активну частину на поверхні
клітини, з тест-сполукою і визначення здатності
цієї тест-сполуки модулювати (наприклад, стиму-
лювати або інгібувати) активність білка BAFF-R
або його біологічно активної частини. Визначення
здатності тест-сполуки модулювати активність
BAFF-R або його біологічно активної частини може
виконуватися, наприклад, визначенням здатності
білка BAFF-R зв'язуватися або взаємодіяти з мо-
лекулою-мішенню BAFF-R. У застосуванні тут
«молекула-мішень» є молекулою, з якою білок
BAFF-R зв'язується або взаємодіє в природі, на-
приклад, молекулою на поверхні клітини, яка екс-
пресує білок BAFF-R, молекулою на поверхні дру-
гої клітини, молекулою у позаклітинному оточенні,
молекулою, пов'язаною з внутрішньою поверхнею
клітинної мембрани, або цитоплазматичною моле-
кулою. Молекула-мішень BAFF-R може не бути
BAFF-R-молекулою або білком або поліпептидом
BAFF-R даного винаходу. В одному варіанті моле-
кула-мішень BAFF-R є компонентом шляху транс-
дукції сигналу, який полегшує трансдукцію позаклі-
тинного сигналу (наприклад, сигналу, що
генерується скріпленням сполуки з мебранозв'яза-
ною молекулою BAFF-R) через цю клітинну мем-
брану і в клітину.  Ця мішень може бути,  напри-
клад, другим міжклітинним білком, який має
каталітичну активність, або білком, який полегшує
скріплення що знаходяться нижче по ходу транс-
дукції сигналу молекул з BAFF-R, які передають
сигнал.

Визначення здатності білка BAFF-R зв'язува-
тися або взаємодіяти з молекулою-мішенню BAFF-
R може виконуватися одним зі способів, описаних
вище для визначення прямого скріплення. В од-
ному варіанті визначення здатності білка BAFF-R
зв'язуватися або взаємодіяти з молекулою-
мішенню BAFF-R може виконуватися визначенням
активності молекули-мішені. Наприклад, актив-
ність молекули-мішені може бути визначена детек-
туванням індукції клітинного повторного месен-
джера мішені (тобто внутрішньоклітинного Са2+,
діацилгліцерину, ІРЗ і т.д.), детектуванням каталі-
тичної/ферментативної активності мішені на від-
повідному субстраті, детектуванням індукції репо-
ртерного гена (що містить регуляторний елемент,
що відповідає на BAFF-R, функціонально пов'яза-

ний з нуклеїновою кислотою, що кодує детектова-
ний маркер, наприклад, люциферазу) або детекту-
ванням клітинної реакції, наприклад, виживання
клітини, клітинного диференціювання або пролі-
ферації клітин.

Ще в одному варіанті аналізом даного винахо-
ду є безклітинний аналіз, що передбачає контакту-
вання білка BAFF-R або його біологічно активної
частини з тест-сполукою і визначення здатності
цієї тест-сполуки зв'язуватися з білком BAFF-R або
його біологічно активною частиною. Скріплення
тест-сполуки з білком BAFF-R може бути визначе-
не або прямо, або опосередковано, як описано
вище. В одному варіанті цей аналіз передбачає
контактування білка BAFF-R або його біологічно
активної частини з відомою сполукою, яка зв'язує
BAFF-R, з утворенням тест-суміші, контактування
цієї тест-суміші з тест-сполукою і визначення здат-
ності тест-сполуки взаємодіяти з білком BAFF-R,
де визначення здатності тест-сполуки взаємодіяти
з білком BAFF-R передбачає визначення здатності
цієї тест-сполуки переважно зв'язуватися з BAFF-R
або його біологічно активною частиною в порів-
нянні з відомою сполукою.

В іншому варіанті цим аналізом є безклітинний
аналіз, що передбачає контактування білка BAFF-
R або його біологічно активної частини з тест-
сполукою і визначення здатності цієї тест-сполуки
модулювати (наприклад, стимулювати або інгібу-
вати) активність білка BAFF-R або його біологічно
активної частини. Визначення здатності тест-
сполуки модулювати активність BAFF-R може ви-
конуватися, наприклад, визначенням здатності
білка BAFF-R зв'язуватися з молекулою-мішенню
BAFF-R одним з описаних вище способів для ви-
значення прямого скріплення. У альтернативному
варіанті визначення здатності тест-сполуки моду-
лювати активність BAFF-R може виконуватися
визначенням здатності білка BAFF-R додатково
модулювати молекулу-мішень BAFF-R. Напри-
клад, може бути визначена каталітич-
на/ферментативна активність молекули-мішені на
відповідному субстраті, як описано раніше.

Ще в одному варіанті цей безклітинний аналіз
передбачає контактування білка BAFF-R або його
біологічно активної частини з відомою сполукою,
яка зв'язує BAFF-R, з утворенням тест-суміші, кон-
тактування цієї тест-суміші з тест-сполукою і ви-
значення здатності тест-сполуки взаємодіяти з
білком BAFF-R, де визначення здатності тест-
сполуки взаємодіяти з білком BAFF-R передбачає
визначення здатності білка BAFF-R переважно
зв'язуватися з молекулою-мішенню BAFF-R або
модулювати активність молекули-мішені BAFF-R.

Безклітинні аналізи даного винаходу придатні
для застосування як розчинної форми, так і мем-
бранозв'язаної форми BAFF-R. У разі безклітинних
аналізів, що містять мембранозв'язану форму
BAFF-R, може бути бажаним використати солюбі-
лізуючий агент, щоб мембранозв'язана форма
BAFF-R підтримувалася в розчині. Приклади таких
солюбілізуючих агентів включають неіонні детер-
генти, такі як н-октилглюкозид, н-
додецилглюкозид, н-додецилмальтозид, октаноїл-
M-метилглюкамід, деканоїл-N-метилглюкамід,
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Тритон® Х-100, Тритон® Х-114, Тезит®, ізотриде-
циполі(простий ефір етиленгліколю)n, 3-(3-
холамідопропіл)диметиламініол-1-
пропансульфонат (CHAPS), 3-(3-
холамідопропіл)диметиламініол-2-гідрокси-1-
пpoпaнcyльфoнaт(CHAPSO) або N-додецил-N,N-
диметил-3-амоніо-1-пропансульфонат.

У більш ніж одному варіанті вищеописаних
способів даного винаходу може бути бажаною ім-
мобілізація або BAFF-R, або його молекули-мішені
для полегшення відділення форм, що утворили
комплекси, від форм одного або обох білків, що не
утворили комплекси, а також для забезпечення
автоматизації цього аналізу. Скріплення тест-
сполуки з BAFF-R або взаємодія BAFF-R з моле-
кулою-мішенню в присутності або у відсутності
сполуки-кандидата може виконуватися в будь-якій
посудині, придатній для вміщення реагуючих ре-
човин. Приклади таких посудин включають в себе
мікротитраційні планшети, тест-пробірки і мікроце-
нтрифужні пробірки. В одному варіанті може бути
забезпечений злитий білок, який додає домен,
який дозволяє одному або обом білкам зв'язувати-
ся з матриксом. Наприклад, злиті білки GST-BAFF-
R або злиті білки GST-мішень можуть бути адсор-
бовані на гранулах глутатіон-сефарози (Sigma
Chemical, St. Louis, MO) або дериватизованих глу-
татіоном мікротитраційних планшетах, які потім
об'єднують з тест-сполукою або тест-сполукою і
або неадсорбованим білком-мішенню, або білком
BAFF-R, і суміш інкубують в умовах, які сприяють
утворенню комплексу (наприклад, фізіологічних
умовах відносно солі і рН). Після інкубування гра-
нули або ямки мікротитраційного планшета про-
мивають для видалення всіх компонентів,  які не
зв'язались, матрикс іммобілізують у разі гранул,
комплекс визначають або прямо, або опосередко-
вано, наприклад, як описано вище. Альтернатив-
но, ці комплекси можуть бути дисоційовані з мат-
риксу, і рівень скріплення або активності BAFF-R
визначають з використанням стандартних спосо-
бів.

Інші способи іммобілізації білків на матриксах
можуть бути також використані в скринінг-аналізах
даного винаходу. Наприклад, або BAFF-R, або
його молекула-мішень можуть бути іммобілізовані
з використанням кон'югації біотину і стрептавідину.
Біотинільовані молекули BAFF-R або його молеку-
ли-мішені можуть бути одержані з біотин-NHS (N-
гідроксисукцинімід) з використанням способів, до-
бре відомих в даній області (наприклад, набір для
біотинілювання, Pierce Chemicals, Rockford, III), і
іммобілізовані в ямках покритих стрептавідином
96-ямкових планшетів (Pierce Chemical). Альтер-
нативно, антитіла, реактивні з BAFF-R або моле-
кулами-мішенями, але які не заважають скріплен-
ню білка BAFF-R з його молекулою-мішенню,
можуть бути дериватизовані з ямками планшета і
непов'язана мішень або BAFF-R вловлюються в
цих ямках кон'югацією з антитілами. Способи де-
тектування таких комплексів, нарівні з описаними
вище для GST-іммобілізованих комплексів, вклю-
чають в себе імунодетектування комплексів з ви-
користанням антитіл, реактивних з BAFF-R або
молекулою-мішенню, а також пов'язаних з ферме-

нтом аналізів, які основані на детектуванні ферме-
нтативної активності, пов'язаної з BAFF-R або мо-
лекулою-мішенню.

В іншому варіанті модулятори експресії BAFF-
R ідентифікують в способі, в якому клітину контак-
тують зі сполукою-кандидатом і визначають екс-
пресію мРНК або білка BAFF-R в цій клітині. Рівень
експресії мРНК або білка BAFF-R в присутності
сполуки-кандидата порівнюють з рівнем експресії
мРНК або білка BAFF-R у відсутності сполуки-
кандидата. Потім сполука-кандидат може бути
ідентифікована як модулятор експресії BAFF-R на
основі цього порівняння. Наприклад, коли експре-
сія мРНК або білка BAFF-R є більш високою (ста-
тистично значуще більш високою) в присутності
сполуки-кандидата, ніж в її відсутності, сполуку-
кандидат ідентифікують як стимулятор експресії
мРНК або білка BAFF-R. Альтернативно, коли екс-
пресія мРНК або білка BAFF-R  є більш низькою
(статистично значуще більш низькою) в присутно-
сті сполуки-кандидата, ніж в її відсутності, сполуку-
кандидат ідентифікують як інгібітор експресії мРНК
або білка BAFF-R. Рівень експресії мРНК і білка
BAFF-R в клітини може бути визначений способа-
ми, описаними тут, для детекції мРНК і білка
BAFF-R.

Ще в одному варіанті даного винаходу білки
BAFF-R можуть бути використані як «білки-
приманки» в двогібридному аналізі або тригібрид-
ному аналізі [див., наприклад, патент США №5 283
317; Zervos et al. (1993) Cell 72: 223-232; Madura et
al. (1993) J. Biol. Chem. 268: 12046-12054; Bartel et
al. (1993) Biotechniques 14: 920-924; Iwabuchi et al.
(1993) Oncogene 8: 1693-1696; і Brent WO
94/10300], для ідентифікації інших білків, які зв'я-
зуються або взаємодіють з BAFF-R («BAFF-R-
зв'язувальних білків» або «BAFF-R-bp») і модулю-
ють активність BAFF-R. Такі BAFF-R-зв'язувальні
білки, очевидно, також беруть участь в розмно-
женні сигналів білками BAFF-R як, наприклад,
елементи, розташовані вище або нижче по ходу
передачі сигналу в дорозі BAFF-R.

Двогібридна система основана на модулятор-
ній природі більшості факторів транскрипції, які
складаються з ДНК-зв'язувального і активуючого
доменів, що розділяються. Коротко, цей аналіз
використовує дві різні ДНК-конструкції. В одній
конструкції ген,  який кодує BAFF-R,  злитий з ге-
ном, що кодує ДНК-зв'язувальний домен відомого
фактора транскрипції (наприклад, GAL-4). В іншій
конструкції ДНК-послідовність з бібліотеки ДНК-
послідовностей, яка кодує неідентифікований бі-
лок («жертву» або «пробу»), зливають з геном,
який кодує активуючий домен цього відомого фак-
тора транскрипції. Якщо білок-«приманка» і білок-
«жертва» здатні взаємодіяти in vivo з утворенням
BAFF-R-залежного комплексу, ДНК-зв'язувальний і
активуючий домени цього фактора транскрипції
приводяться в тісну близькість. Ця близькість за-
безпечує можливість транскрипції репортерного
гена (наприклад, LacZ), який функціонально пов'я-
заний з регуляторним сайтом транскрипції, що
відповідає на цей фактор транскрипції. Експресія
репортерного гена може бути детектована, і коло-
нії клітин,  що містять цей функціональний фактор
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транскрипції, можуть бути виділені і використані
для одержання клонованого гена, який кодує бі-
лок, взаємодіючий з BAFF-R.

Крім того, даний винахід відноситься до нових
агентів, ідентифікованих вищеописаними скринінг-
аналізами,  і їх застосуванням для лікування,  як
описано тут.

Аналізи детектування
Частини або фрагменти кДНК-послідовностей,

ідентифікованих тут (і відповідних повних генних
послідовностей), можуть бути використані для чи-
сленних цілей як полінуклеотидні реагенти. На-
приклад, ці послідовності можуть бути використані
для: (і) картування їх відповідних генів на хромо-
сомі; і, отже, локалізації районів генів, пов'язаних з
генетичним захворюванням; (іі) ідентифікації інди-
відуума при використанні дуже невеликої біологіч-
ної проби (тканинного типування); і (ііі) сприяння в
судовій ідентифікації біологічної проби. Ці засто-
сування описані в підрозділах нижче.

Хромосомне картування
Після виділення послідовності (або частини ці-

єї послідовності) гена ця послідовність може бути
використана для локалізації цього гена на хромо-
сомі. Цей процес називають хромосомним карту-
ванням. Таким чином, частини або фрагменти
BAFF-R, послідовності, описані вище, можуть бути
використані для картування місцеположення (по-
зиціонування) генів BAFF-R, відповідно, на хромо-
сомі. Картування послідовностей BAFF-R відносно
хромосоми є важливим першим рівнем в кореляції
цих послідовностей з генами, асоційованими із
захворюванням.

Коротко, гени BAFF-R можуть бути картовані
відносно хромосом одержанням ПЛР-праймерів
(переважно довжиною 15-25п.н.) з послідовностей
BAFF-R. Комп'ютерний аналіз послідовностей
BAFF-R може бути використаний для швидкого
відбору праймерів,  які не тягнуться більш ніж на
один екзон, в геномній ДНК, ускладнюючи, таким
чином, процес ампліфікації. Потім ці праймери
можуть бути використані для ПЛР-скринінгу сома-
тичних клітинних гібридів, що містять індивідуальні
хромосоми даного виду. Тільки гібриди, що містять
видоспецифічний ген, відповідний послідовностям
BAFF-R, будуть давати ампліфікований фрагмент.

ПЛР-картування соматичних клітинних гібридів
є швидкою процедурою для віднесення конкретної
послідовності до конкретної хромосоми. Три або
більше послідовності можуть бути віднесені в день
з використанням одного термоциклера. З викорис-
танням послідовностей BAFF-R для конструюван-
ня олігонуклеотидних праймерів сублокалізація
може досягатися з панелями фрагментів зі специ-
фічних хромосом.

Гібридизація з флуоресценцією in situ (FISH)
ДНК-послідовності з метафазним розгортанням
хромосом може додатково використовуватися для
забезпечення визначення точного хромосомного
місцеположення в одній стадії. Хромосомні розго-
ртання можуть бути одержані з використанням
клітин, поділ яких був заблокований в метафазі
хімікалієм, подібним колцеміду, який руйнує міто-
тичне веретено. Хромосоми можуть бути коротко-
часно оброблені трипсином і потім забарвлені ба-

рвником Гімза. Розподіл світлих і  темних смуг
(бендів) виявляється на кожній хромосомі, так що
хромосоми можуть бути ідентифіковані індивідуа-
льно. Спосіб FISH може бути використаний з ДНК-
послідовністю такою короткою, як 500 або 600 ос-
нов. Однак, клони, більш великі, ніж 1000 основ,
мають велику імовірність скріплення з унікальним
хромосомним місцеположенням з достатньою ін-
тенсивністю сигналу для простого детектування.
Переважно, 1000 основ і більш переважно 2000
основ будуть достатніми для одержання хороших
результатів протягом прийнятного періоду часу.
Відносно огляду цього способу [див. Verma et al.
Human Chromosomes: A manual of basic techniques,
Pergamon Press, N.Y., 1988].

Реагенти для хромосомного картування мо-
жуть бути використані індивідуально для марку-
вання окремої хромосоми або окремого сайта на
цій хромосомі, або можуть бути використані панелі
реагентів для маркування множинних сайтів і/або
множинних хромосом. Реагенти, відповідні неко-
дуючим районам генів, в цей час є переважними
для цілей картування. Кодуючи послідовності з
більшою імовірністю є консервативними в сімейст-
вах генів, що збільшує шанс перехресних гібриди-
зацій під час хромосомного картування.

Після картування послідовності в точному
хромосомному місцеположенні фізичне положення
цієї послідовності на хромосомі може корелюва-
тись з даними генетичної карти. Такі дані можна
знайти, наприклад, в [McKusick, Mendelian
Inheritance in Man, доступної on-line через Johns
Hopkins University Welch Medical Library]. Потім
взаємозв'язок між генами і захворюванням, карто-
ваним в тому ж самому хромосомному районі, мо-
же бути ідентифікований за допомогою аналізу
зчеплення (спільного успадкування фізично суміж-
них генів), описаного, наприклад, в [Egeland et al.
(1987) Nature, 325: 783-787].

Крім того, можуть бути визначені відмінності в
ДНК-послідовностях між індивідуумами, уражени-
ми і не ураженими захворюванням, пов'язаним з
геном BAFF-R. Якщо мутація спостерігається в
деяких або всіх уражених індивідуумах, але не в
якому-небудь неураженому індивідуумові, то ця
мутація, очевидно, є причинним фактором цього
конкретного захворювання. Порівняння уражених і
неуражених індивідуумів звичайно включає в себе
перший пошук на структурні зміни в хромосомах,
такі як делеції або транслокації, які є видимими з
розгортань хромосом або можуть бути детектовані
з використанням ПЛР на основі цієї ДНК-
послідовності. Нарешті, може бути виконане повне
секвенування генів з декількох індивідуумів для
підтвердження присутності мутації і для відміннос-
ті мутацій від поліморфізму.

Тканинне типування
Послідовності BAFF-R даного винаходу мо-

жуть бути також використані для ідентифікації ін-
дивідуумів при використанні дуже маленьких біо-
логічних проб.  У цьому способі геномну ДНК
індивідуума розщеплюють одним або декількома
рестрикційними ферментами (рестриктазами) і
зондують на Саузерн-блоті з одержанням унікаль-
них смуг (бендів) для ідентифікації. Послідовності
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даного винаходу застосовні як додаткові ДНК-
маркери для аналізу RFLP («поліморфізму довжин
рестрикційних фрагментів», ПДРФ), описаного в
[патенті США №5 272 057].

Крім того, послідовності даного винаходу мо-
жуть бути використані для забезпечення альтер-
нативного способу, який визначає дійсну ДНК-
послідовність, основа-за-основою, вибраних час-
тин геному індивідуума. Таким чином, послідовно-
сті BAFF-R, описані тут, можуть бути використані
для одержання двох ПЛР-праймерів з 5'- і 3'-кінців
цих послідовностей. Ці праймери можуть бути по-
тім використані для ампліфікації ДНК індивідуума і
потім секвенування її.

Панелі відповідних ДНК-послідовностей з ін-
дивідуумів, одержані таким чином, можуть забез-
печити унікальні ідентифікації індивідуумів, оскіль-
ки кожний індивідуум буде мати унікальний набір
таких ДНК-послідовностей внаслідок алельних
відмінностей. Послідовності даного винаходу мо-
жуть бути використані для одержання таких іден-
тифікуючих послідовностей з індивідуумів і з тка-
нини. Послідовності BAFF-R даного винаходу
унікально представляють частини геному людини.
Алельна варіація має місце до деякої міри в коду-
ючих районах цих послідовностей і в більшій мірі в
некодуючих районах. Оцінюється, що алельна
варіація між індивідуальними людьми відбувається
з частотою приблизно один раз на кожні 500 ос-
нов. Велика частина цієї алельної варіації зумов-
лена поліморфізмом єдиного нуклеотиду (SNP),
який включає в себе поліморфізм довжин рестрик-
ційних фрагментів (RFLP).

Кожна з описаних тут послідовностей може до
деякої міри бути використана як стандарт, з яким
може порівнюватися ДНК з індивідуума для цілей
ідентифікації. Оскільки великі числа поліморфізму
зустрічаються в некодуючих районах, менші послі-
довності потрібні для диференціації (розрізнення)
індивідуумів. Некодуючі послідовності Фіг.1А (SEQ
ID NО:1), Фіг.1B (SEQ ID NО:2), Фіг.2А (SEQ ID
NО:3), Фіг.2В (SEQ ID NО:4), Фіг.3 (SEQ ID NО:6)
можуть зручним чином забезпечувати позитивну
ідентифікацію індивідуумів з панеллю з, можливо,
10-1000 праймерів, кожний з яких дає неко дуючу
ампліфікованну послідовність з 100 основ. Якщо
використовуються передбачені кодуючі послідов-
ності, такі як Фіг.1А (SEQ ID NО:1), Фіг.1B (SEQ ID
NО:2), Фіг.2А (SEQ ID NО:3), Фіг.2В (SEQ ID NО:4),
Фіг.3 (SEQ ID NО:6), більш відповідним числом
праймерів для позитивної ідентифікації індивідуу-
мів було б 500-2000.

Прогностична медицина
Даний винахід відноситься також до області

прогностичної медицини, в якій діагностичні аналі-
зи, прогностичні аналізи, фармакогеноміка і моні-
торинг клінічних випробувань використовуються
для прогнозуючих цілей для профілактичного ліку-
вання індивідуума на основі цього прогнозу. Таким
чином, один аспект даного винаходу відноситься
до діагностичних аналізів для визначення експресії
білка і/або нуклеїнової кислоти BAFF-R, а також
активності BAFF-R в контексті біологічної проби
(наприклад, крові, сироватки, клітин, тканини) для
визначення за допомогою цього, чи уражений ін-

дивідуум захворюванням або порушенням, або він
знаходиться при ризику розвитку порушення, по-
в'язаного з експресією або активністю BAFF-R, що
відхиляється від норми. Даний винахід забезпечує
також прогностичні (або які прогнозують) аналізи
для визначення,  чи знаходиться індивідуум при
ризику розвитку порушення, пов'язаного з білком
BAFF-R, експресією нуклеїнової кислоти або акти-
вністю.  Наприклад,  мутації в гені BAFF-R  можуть
аналізуватися в біологічній пробі. Такі аналізи мо-
жуть бути використані для прогностичної або про-
гнозуючої мети для того, щоб профілактично ліку-
вати індивідуума до виникнення порушення, що
характеризується білком BAFF-R, експресією нук-
леїнової кислоти або активністю BAFF-R або по-
в'язаного з білком BAFF-R, експресією нуклеїнової
кислоти або активністю BAFF-R.

Інший аспект даного винаходу забезпечує спо-
соби для визначення білка BAFF-R, експресії нук-
леїнової кислоти або активності BAFF-R в індиві-
дуумові, для вибору за допомогою цього
відповідних терапевтичних або профілактичних
агентів для цього індивідуума (далі названого тут
«фармакогеномікою»). Фармакогеноміка забезпе-
чує можливість вибору агентів (наприклад, лікар-
ських засобів) для терапевтичного або профілак-
тичного лікування індивідуума на основі генотипу
цього індивідуума (наприклад, генотипу індивідуу-
ма, дослідженого для визначення здатності цього
індивідуума відповідати на конкретний агент).

Ще в одному аспекті даний винахід відносить-
ся до моніторингу впливу агентів (наприклад, лі-
карських засобів, сполук) на експресію або актив-
ність BAFF-R в клінічних випробуваннях.

Ці і інші агенти описані більш детально в на-
ступних розділах.

Діагностичні аналізи
Наведений як приклад спосіб для детектуван-

ня присутності або відсутності BAFF-R в біологіч-
ній пробі передбачає одержання біологічної проби
з випробуваного суб'єкта і контактування цієї біо-
логічної проби зі сполукою або агентом, здатним
детектувати білок BAFF-R або нуклеїнову кислоту
(наприклад, мРНК, геномну ДНК), яка кодує білок
BAFF-R, так що присутність BAFF-R детектується
в цій біологічній пробі. Агентом для детектування
мРНК або геномної ДНК BAFF-R  є мічений зонд
нуклеїнової кислоти, здатний гібридизуватись з
мРНК або геномною ДНК BAFF-R. Зонд нуклеїно-
вої кислоти може бути, наприклад, повнорозмір-
ною нуклеїновою кислотою BAFF-R, такою як нук-
леїнові кислоти будь-кого з Фіг.1А (SEQ ID NО:1),
Фіг.1B (SEQ ID NО:2), Фіг.2А (SEQ ID NО:3), Фіг.2В
(SEQ ID NО:4), Фіг.3 (SEQ ID NО:6), або їх части-
ною, такою як олігонуклеотид з довжиною, щонай-
менше, 15, 30, 50, 100, 250 або 500 нуклеотидів і
достатньою для специфічної гібридизації при жор-
стких умовах з мРНК або геномною ДНК BAFF-R.
Тут описані інші відповідні зонди для застосування
в діагностичних аналізах даного винаходу.

Агентом для детектування білка BAFF-R є ан-
титіло, здатне зв'язуватися з білком BAFF-R, пере-
важне антитіло з детектованою міткою. Антитіла
можуть бути поліклональними або більш переваж-
но моноклональними. Може використовуватись
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інтактне антитіло або його фрагмент (наприклад,
Fab або F(ab')2). Термін «мічені» відносно зонда
або антитіла включає в себе пряме мічення зонда
або антитіла скріпленням (тобто фізичним скріп-
ленням) детектованої речовини з цим зондом або
антитілом, а також посереднє мічення зонда або
антитіла за допомогою реактивності з іншим реа-
гентом, який є безпосередньо міченим. Приклади
посереднього мічення включають детектування
первинного антитіла з використанням флуоресце-
нтно міченого вторинного антитіла і кінцевого мі-
чення ДНК-зонда біотином,  так що він може бути
детектований флуоресцентно міченим стрептаві-
дином. Термін «біологічна проба» включає в себе
тканини, клітини і біологічні рідини, виділені з су-
б'єкта, а також тканини, клітини і рідини, присутні в
суб'єкті. Тобто спосіб детектування даного вина-
ходу може бути використаний для детектування
мРНК,  білка або геномної ДНК BAFF-R  в біологіч-
ній пробі in vitro, а також in vivo. Наприклад, спосо-
би in vitro для детектування мРНК BAFF-R вклю-
чають в себе Нозерн-гібридизації і гібридизації in
situ. Способи in vitro для детектування білка BAFF-
R включають в себе твердофазні імуноферментні
аналізи (ELISA), Вестерн-блоти, імунопреципітації
і імунофлуресценцію. Способи in vitro для детекту-
вання геномної ДНК BAFF-R включають в себе
Саузерн-гібридизації. Крім того, способи in vivo
для детектування білка BAFF-R включають в себе
введення в суб'єкта міченого анти-BAFF-R-
антитіла. Наприклад, це антитіло може бути міче-
ним радіоактивним маркером, присутність і місце-
положення якого в суб'єкті можуть бути визначені
стандартними способами візуалізації.

В одному варіанті біологічна проба містить бі-
лкові молекули з випробуваного суб'єкта. Альтер-
нативно, біологічна проба може містити мРНК-
молекули з випробуваного суб'єкта або молекули
геномної ДНК з випробуваного суб'єкта. Переваж-
ною біологічною пробою є проба лейкоцитів пери-
феричної крові, виділена загальноприйнятим спо-
собом з суб'єкта.

В іншому варіанті ці способи додатково вклю-
чають в себе одержання контрольної біологічної
проби з контрольного суб'єкта, контактування кон-
трольної проби зі сполукою або агентом, здатним
детектувати білок, мРНК або геномну ДНК BAFF-
R, так що присутність білка, мРНК або геномної
ДНК BAFF-R детектується в біологічній пробі, і
порівняння присутності білка, мРНК або геномної
ДНК BAFF-R в контрольній пробі з присутністю
білка,  мРНК або геномної ДНК BAFF-R  в тест-
пробі.

Даний винахід включає в себе також набори
для детектування присутності BAFF-R в біологічній
пробі. Наприклад, такий набір може містити: міче-
ну сполуку або мічений агент, здатні детектувати
білок або мРНК BAFF-R в біологічній пробі; засоби
для визначення кількості BAFF-R в пробі і засоби
для порівняння кількості BAFF-R в пробі зі станда-
ртом. Сполука або агент можуть бути упаковані у
відповідному контейнері. Набір може додатково
містити інструкції для застосування цього набору
для детектування білка або нуклеїнової кислоти
BAFF-R.

Прогностичні аналізи
Діагностичні способи, описані тут, можливо,

крім того, використані для ідентифікації суб'єктів,
що мають захворювання або порушення, пов'яза-
не з експресією або активністю BAFF-R, що відхи-
ляється від норми, або що мають ризик розвитку
такого захворювання або порушення. Наприклад,
описані тут аналізи, такі як попередні діагностичні
аналізи або подальші аналізи, можуть бути вико-
ристані для ідентифікації суб'єкта, що має пору-
шення, пов'язане з білком BAFF-R, експресією
нуклеїнової кислоти або активністю BAFF-R, або
має ризик розвитку такого порушення, наприклад,
в аутоімунних станах, таких як аутоімунна гемолі-
тична анемія і системний червоний вовчак. Альте-
рнативно, прогностичні аналізи можуть бути вико-
ристані для ідентифікації суб'єкта, що має
захворювання або порушення, або має ризик роз-
витку захворювання або порушення. Таким чином,
даний винахід забезпечує спосіб для ідентифікації
захворювання або порушення, пов'язаного з екс-
пресією або активністю BAFF-R, що відхиляється
від норми, в якому з суб'єкта одержують тест-
пробу і детектують білок або нуклеїнову кислоту
BAFF-R (наприклад, мРНК, геномну ДНК), причому
присутність білка або нуклеїнової кислоти BAFF-R
є діагностичною для суб'єкта, що має захворюван-
ня або порушення, або має ризик розвитку захво-
рювання або порушення, пов'язаного з експресією
або активністю BAFF-R, що відхиляється від нор-
ми. У застосуванні тут «тест-проба» означає біо-
логічну пробу, одержану з суб'єкта, який представ-
ляє інтерес. Наприклад, тест-проба може бути
біологічною рідиною (наприклад, сироваткою),
клітинною пробою або пробою тканини.

Крім того, описані тут прогностичні аналізи
можуть бути використані для визначення, чи може
суб'єкту вводитися агент (наприклад, агоніст, анта-
гоніст, пептидоміметик, білок, пептид, нуклеїнова
кислота, невелика молекула або інше лікарський
засіб-кандидат) для лікування захворювання або
порушення, пов'язаного з експресією або активніс-
тю BAFF-R, що відхиляється від норми. Напри-
клад, такі способи можуть бути використані для
визначення, чи може суб'єкт ефективно лікуватися
агентом з приводу цього порушення. Таким чином,
даний винахід забезпечує способи для визначен-
ня, чи може суб'єкт ефективно лікуватися агентом
з приводу порушення, пов'язаного з експресією
або активністю BAFF-R, що відхиляється від нор-
ми, що передбачають одержання тест-проби і де-
тектування білка або нуклеїнової кислоти BAFF-R
(наприклад, способи, в яких присутність білка або
нуклеїнової кислоти BAFF-R є діагностичною для
суб'єкта, якому може вводитися агент для лікуван-
ня порушення, пов'язаного з експресією або акти-
вністю BAFF-R, що відхиляється від норми).

Способи даного винаходу можуть бути також
використані для детектування генетичних пошко-
джень в гені BAFF-R, для визначення за допомо-
гою цього, чи має суб'єкт з пошкодженим геном
ризик розвитку онкогенного або аутоімунного по-
рушення або чи страждає він від онкогенного або
аутоімунного порушення. У різних варіантах ці
способи передбачають детектування в пробі клі-
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тин з цього суб'єкта присутності або відсутності
генетичного пошкодження, що характеризується,
щонайменше, однією з ознак: зміною, що впливає
на цілісність гена, що кодує білок BAFF-R, або по-
милковою експресією гена BAFF-R. Наприклад,
такі генетичні пошкодження можуть бути детекто-
вані встановленням існування, щонайменше, одні-
єї з наступних ознак: (1) делеції одного або більше
нуклеотидів з гена BAFF-R; (2) додавання одного
або більше нуклеотидів до гена BAFF-R; (3) заміни
одного або більше нуклеотидів гена BAFF-R; (4)
хромосомного реаранжування гена BAFF-R; (5)
зміни рівня мРНК-транскрипту гена BAFF-R; (6)
модифікації гена BAFF-R, що відхиляється від но-
рми, такої як розподіл метилювання геномної ДНК;
(7) присутність характеру сплайсингу не дикого
типу мРНК-транскрипта гена BAFF-R; (8) рівня не
дикого типу білка BAFF-R; (9) алельної втрати гена
BAFF-R і (10) неприйнятної посттрансляційної мо-
дифікації білка BAFF-R. Як описано тут, існує ве-
лике число способів аналізу, відомих в даній обла-
сті, які можуть бути використані для детектування
пошкоджень в гені BAFF-R. Переважною біологіч-
ною пробою є проба лейкоцитів периферичної
крові, виділена загальноприйнятими засобами з
суб'єкта. Однак, може бути використана будь-яка
біологічна проба, що містить клітини, які мають
ядра, в тому числі, наприклад, клітини внутріш-
ньоротової слизової оболонки.

У деяких варіантах детектування такого по-
шкодження передбачає використання зон-
да/праймера в полімеразній ланцюговій реакції
(ПЛР) [див., наприклад, патенти США №№4 683
195 і 4 683 202], такій як anchor PCR (якірна ПЛР)
або RACE-PCR (ПЛР з швидкою ампліфікацією
кінців ДНК), або, альтернативно, в лігазній ланцю-
говій реакції (LCR) [див., наприклад, Landegran et
al. (1988) Science 241: 1077-1080; і Nakazawa et al.
(1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 360-364],
остання з яких може бути, зокрема, застосовна
для детектування точкових мутацій в гені BAFF-R
[див. Abravaya et al. (1995) Nucl. Acids Res. 23: 675-
682]. Цей спосіб може включати стадії взяття про-
би клітин з пацієнта, виділення нуклеїнової кисло-
ти (наприклад, геномної ДНК, мРНК або обох) з
клітин цієї проби, контактування проби нуклеїнової
кислоти з одним або більше праймерами, які спе-
цифічно гібридизуються з геном BAFF-R, в умовах,
в яких мають місце гібридизація і ампліфікація
гена BAFF-R (якщо він присутній), і детектування
присутності або відсутності продукту ампліфікації
або детектування розміру продукту ампліфікації і
порівняння цієї довжини з контрольною пробою.
Очікується, що ПЛР і/або ЛЛР може бути бажаною
для застосування як попередня стадія ампліфікації
разом з будь-яким зі способів, що використову-
ються для детектування описаних тут мутацій.

Альтернативні способи ампліфікації включа-
ють: самопідтримувану реплікацію послідовності
[Guatelli et al., (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:
1874-1878], транскрипційну систему ампліфікації
[Kwoh, et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:
1173-1177], Q-Beta Replicase [Lizardi et al. (1988)
Bio Technology 6: 1197] або будь-який інший спосіб
ампліфікації нуклеїнових кислот з подальшим де-

тектування ампліфікованих молекул з використан-
ням способів, добре відомих фахівцям з кваліфі-
кацією в даній області. Ці схеми детектування
особливо застосовні для детектування молекул
нуклеїнових кислот, якщо такі молекули присутні в
дуже низьких кількостях.

В альтернативному варіанті мутації в гені
BAFF-R з проби клітин можуть бути ідентифіковані
за змінами в характері розщеплення рестрикцій-
ними ферментами. Наприклад, виділяють ДНК
проби і контролю, ампліфікують (необов'язково),
розщеплюють однією або декількома рестрикта-
зами і визначають розміри довжин фрагментів
гель-електрофорезом і порівнюють. Відмінність в
розмірах довжин фрагментів між ДНК проби і конт-
ролю вказує на мутації в ДНК проби. Крім того,
застосування послідовність-специфічних рибози-
мів [див., наприклад, патент США №5 492 531]
може бути використане для оцінки на присутність
специфічних мутацій за появою або втратою сайта
розщеплення рибозимом.

В інших варіантах генетичні мутації в BAFF-R
можуть бути ідентифіковані гібридизацією нуклеї-
нових кислот проби і контролю, наприклад, ДНК
або РНК, з матрицями (масивами) високої щільно-
сті, що містять сотні або тисячі олігонуклеотидних
зондів [Cronin et al. (1996) Human Mutation 7: 244-
255; Kozal et al. (1996) Nature Med. 2: 753-759].
Наприклад, генетичні мутації в BAFF-R можуть
бути ідентифіковані в двомірний матрицях (маси-
вах), що містять генеровані світлом ДНК-зонди, як
описано в [Cronin et al. (1996) Human Mutation 7:
244-255]. Коротко, перша гібридизаційна матриця
(масив) зондів може бути використана для скану-
вання за довгими відрізками ДНК в пробі і контролі
для ідентифікації змін основ між цими послідовно-
стями за допомогою створення лінійних рядів по-
слідовних зондів, що перекриваються. Ця стадія
забезпечує можливість ідентифікації точкових му-
тацій. За цією стадією йде друга гібридизаційна
матриця, яка дозволяє характеризувати специфіч-
ні мутації з використанням рядів менших спеціалі-
зованих зондів, комплементарних всім детектова-
ним варіантам і мутаціям. Кожна матриця мутацій
складається з паралельних наборів зондів, один з
яких комплементарний гену дикого типу,  а інший
комплементарний мутантному гену.

Ще в одному варіанті будь-яка з різноманітних
реакцій секвенування, відомих в даній області,
може бути використана для прямого секвенування
гена BAFF-R і детектування мутацій порівнянням
послідовності BAFF-R проби з відповідною конт-
рольною послідовністю (послідовністю дикого ти-
пу). Приклади реакцій секвенування включають в
себе реакції, основані на способах, розроблених
[Maxim and Gilbert (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
74: 560 або Sanger (1977) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 74: 5463]. Також очікується, що будь-яка з
різноманітних процедур автоматичного секвену-
вання може бути використана при виконанні цих
діагностичних аналізів [Naeve et al. (1995)
Biotechniques 19: 448], в тому числі секвенування з
використанням мас-спектрометрії [див., напри-
клад, Міжнародну публікацію РСТ №WO; 94/16101;
(Cohen et al. (1996) Adv. Chromatogr. 36: 127-162; і
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Griffin et al. (1993) Appl. Biochem. Biotechnol 38:
147-159)].

Інші способи детектування мутацій в гені
BAFF-R включають в себе способи, в яких викори-
стовують захист від агентів розщеплення для де-
тектування помилково спарених основ у гетероду-
плексах РНК/РНК або РНК/ДНК [Myers et al. (1985)
Science 230: 1242]. Звичайно відомий в даній об-
ласті спосіб розщеплення помилкового спарову-
вання починається забезпеченням гетеродуплек-
сів утвореної гібридизацією (міченої) РНК або ДНК,
що містить послідовність BAFF-R дикого типу, з
потенційною мутантною РНК або ДНК, одержаною
з проби тканини. Ці дволанцюгові дуплекси оброб-
ляють агентом, який розщеплює одноланцюгові
райони цього дуплекса, такі, які будуть існувати
внаслідок помилкових спаровувань основ між кон-
трольним ланцюгом і ланцюгом проби. Наприклад,
дуплекси РНК/ДНК можуть бути оброблені РНКа-
зою, а гібриди ДНК/ДНК можуть бути оброблені
нуклеазою S1 для ферментативного розщеплення
помилково спарених основ. В інших варіантах або
дуплекси ДНК/ДНК, або дуплекси РНК/ДНК можуть
бути оброблені гідроксиламіном або тетроксидом
осмію і піперидином для розщеплення помилково
спарених районів. Після розщеплення помилково
спарених районів одержаний матеріал потім роз-
діляють за розміром на поліакриламідних гелях в
денатуруючих умовах для визначення сайта мута-
ції. [Див., наприклад, Cotton et al. (1988) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85: 4397; Saleeba et al. (1992)
Methods Enzymol. 217: 286-295]. В одному варіанті
контрольна ДНК або РНК може бути помічена для
детектування.

Ще в одному варіанті реакція розщеплення
помилкового спаровування використовує один або
декілька білків, які впізнають помилково спарені
пари основ в дволанцюговій ДНК (так звані фер-
менти «репарації помилково спареної ДНК»), в
певних системах для детектування і картування
точкових мутацій в кДНК BAFF-R, одержаної з
проб клітин. Наприклад, фермент mutY Ε. coli від-
щеплює А в помилкових спаровуваннях G/A, а
тимідин-ДНК-глікозилаза з клітин HeLa відщеплює
Τ в помилкових спаровуваннях G/T [Hsu et al.
(1994) Carcinogenesis 15: 1657-1662]. Згідно з тим,
що приводиться як приклад варіанту, зонд на ос-
нові послідовності BAFF-R, наприклад, послідов-
ності BAFF-R дикого типу, гібридизують з кДНК або
іншим ДНК-продуктом з тест-клітини (тест-клітин).
Цей дуплекс обробляють ферментом репарації
помилкового спаровування ДНК і продукти розще-
плення,  якщо вони є,  можуть бути детектовані з
протоколів електрофорезу або т.п.[див., напри-
клад, патент США №5 459 039].

В інших варіантах зміни в електрофоретичній
рухливості можуть бути використані для ідентифі-
кації мутацій в генах BAFF-R. Наприклад, полі-
морфізм конформації одного ланцюга (SSCP) мо-
же бути використаний для детектування
відмінностей електрофоретичної рухливості між
нуклеїновими кислотами мутанта і дикого типу
[Orita et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:
2766, див. також Cotton (1993) Mutat. Res. 285:

125-144; Hayashi (1992) Genet. Anal. Tech. Appl. 9:
73-79].

Одноланцюгові ДНК-фрагменти нуклеїнових
кислот BAFF-R проби і контролю денатурують і
дають їм ренатуруватись. Вторинна структура од-
ноланцюгових нуклеїнових кислот варіюється від-
повідно до послідовності, одержана зміна елект-
рофоретичної рухливості дозволяє детектувати
навіть заміну єдиної основи. Ці ДНК-фрагменти
можуть бути міченими або можуть детектуватись
міченими зондами. Чутливість цього тесту може
бути посилена використанням РНК (переважніпіе,
ніж ДНК), в якій вторинна структура є більш чутли-
вою до зміни в послідовності. У одному варіанті
спосіб, що розглядається, використовує аналіз
гетеродуплекса для розділення дволанцюгових
молекул гетеродуплекса на основі змін в електро-
форетичній рухливості [Keen et al. (1991) Trends
Genet. 7: 5].

Ще в одному варіанті рух м утантних фрагмен-
тів або фрагментів дикого типу в поліакриламідних
гелях, що містять градієнт денатуруючого агента,
аналізують з використанням денатуруючого граді-
єнтного гель-електрофорезу (DGGE) (Myers et al.
(1985) Nature 313:495). При використанні DGGE як
способу аналізу ДНК може бути модифікована для
гарантії, що вона не буде повністю денатурува-
тись, наприклад, додаванням GC-клемпа (фікса-
тора) з приблизно 40п.н. плавкої при високій тем-
пературі GC-багатої ДНК за допомогою ПЛР. У
додатковому варіанті використовують температу-
рний градієнт замість денатуруючого градієнта для
ідентифікації відмінностей в рухливості ДНК конт-
ролю і проби [Rosenbaum and Reissner (1987)
Biophys. Chem. 265: 12753].

Приклади інших способів для детектування
точкових мутацій включають в себе, але не обме-
жуються ними, селективну гібридизацію олігонук-
леотидів, селективну ампліфікацію або селективне
подовження праймерів. Наприклад, можуть бути
одержані олігонуклеотидні праймери, в яких
центрально вміщена відома мутація, і потім їх гіб-
ридизують з ДНК-мішенню в умовах, що допуска-
ють гібридизацію тільки у разі знаходження точно-
го збігу [Saiki et al. (1986) Nature 324: 163; Saiki et
al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 6230]. Такі
алель-специфічні олігонуклеотиди гібридизуються
з ПЛР-ампліфікованою ДНК-мішенню або рядом
різних мутацій, коли ці олігонуклеотиди приєдну-
ють до мембрани для гібридизації і гібридизують з
міченою ДНК-мішенню.

Альтернативно, техніка алель-специфічної
ампліфікації, яка залежить від селективної ПЛР-
ампліфікації, може бути використана разом з да-
ним винаходом. Олігонуклеотиди, що використо-
вуються як праймери для специфічної ампліфіка-
ції, можуть нести мутацію, яка представляє
інтерес, в центрі молекули (так що ампліфікація
залежить від диференціальної гібридизації) [Gibbs
et al. (1989) Nucl. Acids Res. 17: 2437-2448] або на
краю 3'-сторони одного праймера, де, у відповід-
них умовах, помилкове спаровування може запобі-
гати або зменшувати подовження полімеразою
[Prossner (1993) Tibtech 11: (238)]. Крім того, може
бути бажаним введення нового сайта рестрикції в
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район мутації для одержання детектування на
основі розщеплення [Gasparini et al. (1992) Моl.
Cell. Probes 6: 1]. Передбачається, що в певних
варіантах ампліфікація може також виконуватися з
використанням лігази Taq для ампліфікації [Ваrаnу
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 189]. У таких
випадках лігування буде відбуватися тільки в тому
випадку, якщо є точний збіг на 3'-кінці 5'-
послідовності, що дозволяє детектувати присут-
ність відомої мутації в специфічному сайті за спо-
стереженням присутності або відсутності ампліфі-
кації.

Описані тут способи можуть виконуватися, на-
приклад, з використанням заздалегідь упакованих
діагностичних наборів, що містять, щонайменше,
одну нуклеїнову кислоту зонда або реагент-
антитіло, описані тут, які можуть бути зручним чи-
ном використані, наприклад, в клінічній обстановці
для діагностики пацієнтів, що мають симптоми або
сімейну історію захворювання або хвороби, пов'я-
заних з геном BAFF-R.

Крім того,  будь-які клітини або тканина,  в якій
експресується BAFF-R, може бути використана в
описаних тут прогностичних аналізах. Однак може
бути використана будь-яка біологічна проба, що
містить клітини, які мають ядра, в тому числі, на-
приклад, клітини слизової оболонки внутрішньоро-
тової області.

Фармакогеноміка
Агенти або модулятори, які володіють стиму-

ляторною або інгібіторною дією на активність
BAFF-R (наприклад, експресію гена BAFF-R), на-
приклад, ідентифіковані скринінг-аналізом, описа-
ним тут, можуть бути введені індивідуумам для
лікування (профілактичного або терапевтичного)
порушень (наприклад, пов'язаних з раком, або
аутоімунних порушень). Разом з таким лікуванням
може передбачатися фармакогеноміка (тобто до-
слідження взаємозв'язку між генотипом індивідуу-
ма і реакцією у відповідь цього індивідуума на чу-
жорідну сполуку або лікарський засіб). Відмінності
в метаболізмі терапевтичних засобів можуть при-
водити до важкої токсичності або відсутності тера-
певтичного успіху внаслідок зміни відношень між
дозою і концентрацією в крові фармакологічно
активного лікарського засобу, що розглядається.
Таким чином, фармакогеноміка індивідуума забез-
печує можливість вибору ефективних агентів (на-
приклад, лікарських засобів) для профілактичного
або терапевтичного лікування, основаного на вра-
хуванні генотипу індивідуума. Така фармакогено-
міка може бути додатково використана для визна-
чення відповідних доз і програм лікування. Таким
чином, активність білка BAFF-R, експресія нуклеї-
нової кислоти BAFF-R або зміст мутацій генів
BAFF-R в індивідуумові можуть визначатися для
вибору внаслідок цього відповідного агента (відпо-
відних агентів) для терапевтичного або профілак-
тичного лікування індивідуума.

Фармакогеноміка має справу з клінічно значу-
щими спадковими варіаціями в реакції у відповідь
на лікарські засоби внаслідок зміненого розподілу
лікарського засобу і атипової дії в уражених паціє-
нтах. [Див., наприклад, Eichelbaum (1996) Clin. Exp.
Pharmacol. Physiol. 23: 983-985 і binder (1997) Clin.

Chem. 43: 254-266]. Загалом, можуть бути дифе-
ренційовані два типи фармакогенетичних станів.
Генетичні стани, що передаються у вигляді єдино-
го фактора, що змінює шлях, за яким лікарські за-
соби діють на організм (змінена дія лікарських за-
собів), або генетичні стани, що передається у
вигляді єдиних факторів,  що змінюють шлях,  за
яким організм діє на лікарські засоби (змінений
метаболізм лікарських засобів). Ці фармакогене-
тичні стани можуть зустрічатися або у вигляді рід-
ких дефектів, або у вигляді поліморфізму. Напри-
клад, недостатність глюкозо-6-
фосфатдегідрогенази (G6PD) є звичайною спад-
ковою ензимопатією, в якій основним клінічним
ускладненням є гемоліз після прийому оксидант-
них лікарських засобів (протималярійних засобів,
сульфонамідів, анальгетичних засобів, нітрофура-
нів) і вживання кінських бобів.

Як ілюстративний варіант, активність фермен-
тів, які метаболізують лікарський засіб, є головним
визначальним фактором як інтенсивності, так і
тривалості дії лікарського засобу. Виявлення гене-
тичного поліморфізму метаболізуючих лікарські
засоби ферментів (наприклад, N-
ацетилтрансферази 2 (NAT 2) і ферментів цито-
хрому Р450 CYP2D6 і CYP2C19) забезпечило по-
яснення, чому деякі пацієнти не одержують очіку-
ваних ефектів лікарського засобу або виявляють
понадміру збільшену реакцію на лікарський засіб і
серйозну токсичність після прийому стандартної і
безпечної дози лікарського засобу. Ці поліморфіз-
ми експресуються у вигляді двох фенотипів в по-
пуляції, суб'єкти з інтенсивно метаболізуючим
(ЕМ) фенотипом і суб'єкти зі слабо метаболізую-
чим (РМ) фенотипом. Переважання РМ є різним
серед різних популяцій. Наприклад, ген, що кодує
CYP2D6, є високополіморфним, і декілька мутацій
були виявлені в РМ, які, всі, приводили до відсут-
ності функціонального CYP2D6. Пацієнти зі слабо
метаболізуючим CYP2D6 і CYP2D19 фенотипом
дуже часто відчувають понадміру збільшену реак-
цію на лікарський засіб і мають побічні реакції при
прийомі стандартних доз. Якщо метаболіт є актив-
ною терапевтичною частиною молекули, пацієнт з
РМ не проявляє терапевтичної реакції, як показа-
но для аналітичного ефекту кодеїну, опосередко-
ваного його морфіном, що утворюється CYP2D6
метаболітом . Іншою крайністю є пацієнти з так
званим ультрашвидким метаболізуючим феноти-
пом, які не відповідали на стандартні дози. Нещо-
давно було показано, що молекулярною основою
ультрашвидкого метаболізму є ампліфікація гена
CYP2D6.

Таким чином, активність білка BAFF-R, екс-
пресія нуклеїнової кислоти BAFF-R або вміст му-
тацій генів BAFF-R  в індивідуумові можуть бути
визначені для вибору на основі цього відповідного
агента (відповідних агентів) для терапевтичного
або профілактичного лікування цього індивідуума.
Крім того, фармакогенетичні дослідження можуть
бути використані для застосування генотипування
поліморфних алелей, що кодують метаболізуючі
лікарські засоби ферменти, для ідентифікації фе-
нотипу відповіді індивідуума на лікарські засоби. Ці
знання, при застосуванні до визначення доз або



77 83458 78

вибору лікарського засобу, можуть допомогти уни-
кнути несприятливих реакцій або терапевтичної
невдачі і, отже, посилити терапевтичну або профі-
лактичну ефективність при лікуванні суб'єкта мо-
дулятором BAFF-R, таким як модулятор, ідентифі-
кований одним з описаних тут скринінг-аналізів,
що приводяться як приклади.

Моніторинг клінічної ефективності
Моніторинг впливу агентів (наприклад, лікар-

ських засобів, сполук) на експресію або активність
BAFF-R (наприклад, здатність модулювати пролі-
ферацію і/або диференціювання клітин, що відхи-
ляється від норми) може застосовуватися не тіль-
ки в основному скринінгу лікарських засобів, але
також в клінічних випробуваннях. Наприклад, ефе-
ктивність агента, визначена скринінг-аналізом, як
описано тут, відносно збільшення експресії гена
BAFF-R, рівнів білка або підвищення активності
BAFF-R, може бути піддана моніторингу в клініч-
них випробуваннях суб'єктів,  що виявляють зни-
жену експресію гена BAFF-R, знижені рівні білка
або знижену активність BAFF-R. Альтернативно,
ефективність агента, що визначається скринінг-
аналізом, відносно зменшення експресії гена
BAFF-R, рівнів білка або зниження активності
BAFF-R, може бути піддана моніторингу в клініч-
них випробуваннях суб'єктів, що проявляють збі-
льшену експресію гена BAFF-R, збільшені рівні
білка або підвищену активність BAFF-R. У таких
клінічних випробуваннях експресія або активність
BAFF-R і переважно інших генів, які приблизно
беруть участь, наприклад, в порушенні, може бути
використана як «показники» або маркери імуноло-
гічної відповіді конкретної клітини.

Наприклад, можуть бути ідентифіковані гени, в
тому числі гени BAFF-R, які модулюються в кліти-
нах внаслідок обробки агентом (наприклад, сполу-
кою, лікарським засобом або невеликою молеку-
лою), що модулює активність BAFF-R (наприклад,
ідентифікованим в скринінг-аналізі, як описано
тут).  Таким чином,  для дослідження дії агентів на
порушення проліферації клітин, наприклад, в клі-
нічному випробуванні, клітини можуть бути виділе-
ні, з них можуть одержані РНК і проаналізовані на
рівні експресії BAFF-R і інших генів, що беруть
участь в даному порушенні. Рівні експресії генів
(тобто характер експресії генів) можуть бути ви-
значені кількісно Нозерн-блот-аналізом або ОТ-
ПЛР, як описано тут, або альтернативно вимірю-
ванням кількості продукованого білка, одним з
описаних тут способів, або вимірюванням рівнів
активності BAFF-B або інших генів. Таким чином,
характер експресії генів може служити як маркер,
який вказує на фізіологічну реакцію у відповідь цих
клітин на даний агент. Таким чином, цей стан реа-
кції може бути визначений до лікування індивідуу-
ма і в різних точках схеми лікування індивідуума
даним агентом. В одному варіанті даний винахід
забезпечує спосіб моніторингу ефективності ліку-
вання суб'єкта агентом (наприклад, агоністом, ан-
тагоністом, білком, пептидом, пептидоміметиком,
нуклеїновою кислотою, невеликою молекулою або
іншим кандидатним лікарським засобом, ідентифі-
кованим описаними тут скринінг-аналізами), що
передбачає стадії (і) одержання проби до введен-

ня з суб'єкта перед введенням даного агента; (іі)
детектування рівня експресії білка, мРНК або ге-
номної ДНК BAFF-R в пробі до введення; (ііі) оде-
ржання однієї або декількох проб після введення з
цього суб'єкта; (iv) детектування рівня експресії
або активності білка, мРНК або геномної ДНК
BAFF-R в пробах після введення; (ν) порівняння
рівня експресії або активності білка, мРНК або
геномної ДНК BAFF-R в пробі до введення з рів-
нем експресії або активності білка, мРНК або ге-
номної ДНК BAFF-R в пробі або пробах після вве-
дення; і (vi) відповідна зміна введення даного
агента суб'єкту. Наприклад, збільшене введення
цього агента може бути бажаним для збільшення
експресії або активності BAFF-R до більш високих
рівнів, ніж детектовані рівні, тобто для збільшення
ефективності агента. Альтернативно, зменшене
введення агента може бути бажаним для змен-
шення експресії або активності BAFF-R до більш
низьких рівнів, ніж детектовані, тобто для змен-
шення ефективності агента.

Способи лікування
Даний винахід забезпечує як профілактичні,

так і терапевтичні способи лікування суб'єкта, що
має ризик придбання порушення (або сприйнятли-
вого до порушення) або що має порушення, пов'я-
зане з експресією або активністю BAFF-R, що від-
хиляється від норми.

Захворювання і порушення, які характеризу-
ються збільшеними рівнями (відносно суб'єкта, не
страждаючого від цього захворювання або пору-
шення) або збільшеною біологічною активністю
BAFF-R, можуть лікуватися терапевтичними засо-
бами, які протидіють (є антагоністами BAFF-R) цій
активності (тобто зменшують або інгібують її). Те-
рапевтичні засоби, які протидіють активності, мо-
жуть вводитися терапевтичним або профілактич-
ним чином.  Терапевтичні засоби,  які можуть бути
використані, включають в себе, але не обмежу-
ються ними, (і) поліпептид BAFF-R або його анало-
ги, похідні, фрагменти або гомологи; (іі) антитіла
до пептиду BAFF-R; (ііі) нуклеїнові кислоти, що
кодують пептид BAFF-R; (iv) введення антисмис-
лової нуклеїнової кислоти і нуклеїнових кислот, які
є «дисфункціональними» (тобто внаслідок гетеро-
логічного інсертування в кодуючих послідовностях
кодуючих послідовностей пептиду BAFF-R), вико-
ристовується для «нокауту» ендогенної функції
пептиду BAFF-R гомологічною рекомбінацією
[див., наприклад, (Capecchi (1989) Science 244:
1288-1292]; або (ν) модулятори (тобто інгібітори,
агоністи і антагоністи, в тому числі додаткові пеп-
тидні міметики даного винаходу або антитіла, спе-
цифічні відносно пептиду даного винаходу), які
змінюють взаємодію між пептидом BAFF-R і його
партнером по скріпленню.

Захворювання і порушення, які характеризу-
ються зменшеними рівнями (відносно суб'єкта,
який не страждає від цього захворювання або по-
рушення) або зменшеною біологічною активністю
BAFF-R, можуть лікуватися терапевтичними засо-
бами, які збільшують (тобто є агоністами BAFF-R)
цю активність. Терапевтичні засоби, які підвищу-
ють активність, можуть вводитися терапевтичним
або профілактичним чином. Терапевтичні засоби,
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які можуть бути використані, включають в себе,
але не обмежуються ними, пептид BAFF-R або
його аналоги, похідні, фрагменти або гомологи;
або агоніст, який збільшує біодоступність.

Збільшені або зменшені рівні можуть легко де-
тектуватись кількісним визначенням пептиду і/або
РНК, одержанням проби тканини пацієнта (напри-
клад, з тканини біопсії) і аналізом її in vitro на рівні
РНК або пептиду, структуру і/або активність екс-
пресованих пептидів (або мРНК пептиду BAFF-R).
Способи, які добре відомі в даній області, включа-
ють в себе, але не обмежуються ними, імуноаналі-
зи (наприклад, Вестерн-блот-аналіз, імунопреципі-
тацію з подальшим електрофорезом в
додецилсульфат натрію (ДСН)-поліакриламідному
гелі, імуноцитохімію і т.д.) і/або аналізи гібридиза-
ції для детектування експресії мРНК (наприклад,
Нозерн-аналізи, дот-блоти, гібридизацію in situ і
т.д.).

В одному аспекті даний винахід забезпечує
спосіб попередження у суб'єкта захворювання або
стану, пов'язаного з експресією або активністю
BAFF-R, що відхиляється від норми, введенням
цьому суб'єкту агента, який модулює експресію
BAFF-R або, щонайменше, одну активність BAFF-
R. Суб'єкти, що мають ризик придбання захворю-
вання, яке зумовлене або якому сприяє експресія
або активність BAFF-R,  що відхиляється від нор-
ми, можуть бути ідентифіковані, наприклад, діаг-
ностичними або прогностичними аналізами або їх
комбінацією, як описано тут. Введення профілак-
тичного агента може проводитись до маніфестації
симптомів, характерних для відхилення від норми
BAFF-R, так що відбувається попередження за-
хворювання або порушення, або альтернативно
затримка його прогресування. В залежності від
типу відхилення від норми BAFF-R для лікування
суб'єкта може бути використаний, наприклад, аго-
ніст BAFF-R або антагоніст BAFF-R. Відповідний
агент може бути визначений на основі скринінг-
аналізів, описаних тут.

Інший аспект даного винаходу відноситься до
способів модуляції експресії або активності BAFF-
R для терапевтичних цілей. Модуляторний спосіб
даного винаходу передбачає контактування кліти-
ни з агентом, який модулює одну або декілька ак-
тивностей білка BAFF-R, пов'язаного з клітиною.
Агент, який модулює активність білка BAFF-R, мо-
же бути описаним тут агентом, таким як нуклеїно-
ва кислота або білок, споріднений ліганд білка
BAFF-R, що природно зустрічається, пептид, пеп-
тидоміметик BAFF-R або інша невелика молекула.
В одному варіанті, цей агент стимулює одну або
більше активностей білка BAFF-R. Приклади таких
стимуляторних агентів включають в себе активний
білок BAFF-R і молекулу нуклеїнової кислоти, ко-
дуючої BAFF-R, які були введені в клітину. В іншо-
му варіанті цей агент інгібує одну або більше акти-
вностей білка BAFF-R. Приклади таких інгібіторних
агентів включають в себе антисмислові молекули
нуклеїнових кислот BAFF-R і анти-BAFF-R-
антитіла. Ці модуляторні способи можуть викону-
ватися in vitro (наприклад, культивуванням клітини
з агентом) або, альтернативно, in vivo (наприклад,
введенням агента суб'єкту). Як такий, даний вина-

хід забезпечує способи лікування індивідуума,
ураженого захворюванням або порушенням, що
характеризується експресією або активністю білка
BAFF-R або молекули нуклеїнової кислоти, що
відхиляється від норми.  В одному варіанті цей
спосіб передбачає введення агента (наприклад,
агента, ідентифікованого в описаному тут скринінг-
аналізі) або комбінації агентів, яка модулює (на-
приклад, підвищує або знижує) експресію або ак-
тивність BAFF-R. В іншому варіанті цей спосіб пе-
редбачає введення білка BAFF-R або молекули
нуклеїнової кислоти BAFF-R як терапії для компе-
нсації зменшеної або експресії або активності
BAFF-R, що відхиляється від норми.

В одному варіанті даний винахід забезпечує
способи застосування BAFF-R. Такі способи вклю-
чають в себе способи інгібування зростання В-
клітин, індукованого дендритними клітинами зрос-
тання В-клітин і дозрівання або продукування іму-
ноглобуліну у тварини з використанням поліпепти-
ду BAFF-R,  що містить,  щонайменше,  BAFF-
зв'язувальну частину BAFF-R. Інші варіанти вклю-
чають в себе способи стимуляції зростання В-
клітин, індукованого дендритними клітинами зрос-
тання В-клітин і дозрівання або продукування іму-
ноглобуліну у тварини з використанням поліпепти-
ду BAFF-R (наприклад, трансфекцією клітин, які є
недостатніми за BAFF-R, векторами для забезпе-
чення ефективної експресії BAFF-R, або введен-
ням антитіл,  які зв'язують BAFF-R  або імітують
BAFF).

В іншому варіанті даний винахід забезпечує
способи застосування BAFF-R для лікування ауто-
імунних захворювань, гіпертензії, серцево-
судинних порушень, ниркоподібних порушень, лі-
мфо-проліферативних порушень В-клітин, імуно-
супресивних захворювань, трансплантації органів і
ВІЛ. Включені також способи застосування агентів
для лікування, супресії або зміни імунної відповіді,
в якій бере участь шлях передачі сигналу між
BAFF-R і його лігандом, і способи інгібування за-
палення введенням антитіла, специфічного для
BAFF-R або його епітопу.

Способи даного винаходу переважно прово-
дять введенням терапевтично ефективної кількос-
ті поліпептиду BAFF-R, химерної молекули, що
включає поліпептид BAFF-R, злитий з гетерологіч-
ною амінокислотною послідовністю, або гомолога
анти-BAFF-R-aнтитіла.

В одному варіанті даний винахід забезпечує
фармацевтичні композиції, що містять поліпептид
BAFF-R і фармацевтично прийнятний носій.

В іншому варіанті даний винахід забезпечує
химерні молекули, що включають поліпептид
BAFF-R, злитий з гетерологічним поліпептидом
або гетерологічною амінокислотною послідовніс-
тю. Приклад такої химерної молекули включає
BAFF-R, злитий з Fc-районом імуноглобуліну або
послідовністю епітопної мітки.

В іншому варіанті даний винахід забезпечує
антитіло, яке специфічно зв'язується з поліпепти-
дом BAFF-R. Це антитіло, необов'язково, є монок-
лональним антитілом.

В одному варіанті даного винаходу забезпече-
ний спосіб лікування ссавця з приводу стану,  по-
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в'язаного з небажаною проліферацією клітин, вве-
денням цьому ссавцеві терапевтично ефективної
кількості композиції, що містить антагоніст BAFF-R,
причому цей антагоніст BAFF-R включає поліпеп-
тид, який протидіє взаємодії між BAFF і його спорі-
дненим рецептором або рецепторами, з фармаце-
втично прийнятним наповнювачем.

У переважному варіанті спорідненим рецепто-
ром BAFF на поверхні клітини є BAFF-R.

Цей спосіб може бути використаний з будь-
яким антагоністом BAFF-R, який має поліпептид,
протидіючий взаємодії між BAFF і його спорідне-
ним рецептором або рецепторами. Приклади ан-
тагоністів BAFF-R включають в себе, але не обме-
жуються ними, розчинний поліпептид BAFF-R,
розчинні химерні молекули BAFF-R, в тому числі,
але не тільки, BAFF-R-IgG-Fc і гомологи анти-
BAFF-R-антитіла.

Спосіб даного винаходу може бути використа-
ний з будь-яким станом, пов'язаним з небажаною
проліферацією клітин. Зокрема, способи даного
винаходу можуть бути використані для обробки
пухлинних клітин, які експресують BAFF і/або
BAFF-R.

Приклади раків, клітинна проліферація яких
модулюється BAFF, можуть бути піддані скринінгу
вимірюванням in vitro рівня BAFF і/або транскрипту
BAFF-R, експресованого в бібліотеках пухлинних
тканин.  Бібліотеки пухлинних тканин,  в яких BAFF
і/або транскрипт BAFF-R є високо експресовани-
ми, могли б бути кандидатами. Альтернативно,
можна провести скринінг на кандидатів пошуком в
публічних і приватних базах даних (тобто базі да-
них Incyte), наприклад, з використанням повноро-
змірної кДНК-послідовності BAFF людини.

Антагоністи BAFF-R даного винаходу, які ви-
користовують для лікування станів, пов'язаних з
небажаною проліферацією клітин, зокрема, в пух-
линній терапії, переважно інгібують зростання пу-
хлинних клітин більше ніж на 10%, 20%, 30% або
40% і більш переважно більше ніж на 50%. Анта-
гоністи BAFF-R одержують за допомогою скринін-
гу. Наприклад, антагоністи BAFF-R можуть бути
вибрані на основі інгібуючої зростання активності
(тобто інгібування більше ніж на 10%, 20%, 30%,
40% або 50%) проти клітин карциноми ободової
кишки людини НТ29 або клітин карциноми легені
людини А549, які одержують з пухлини ободової
кишки і легкого, відповідно.

Інший варіант даного винаходу забезпечує
способи інгібування зростання В-клітин і не-В-
клітин, індукованого дендритними клітинами зрос-
тання В-клітин і дозрівання або продукування іму-
ноглобіну у тварини з використанням поліпептидів
BAFF-R, таких як описані вище.

Спосіб інгібування зростання В-клітин і не-В-
клітин, індукований дендритними клітинами зрос-
тання В-клітин і дозрівання або продукування іму-
ноглобіну, може також включати в себе введення
анти-BAFF-R-антитіла (поліклонального або моно-
клонального), яке зв'язується з BAFF-R і інгібує
скріплення BAFF з BAFF-R. Введення антитіла за
допомогою цього способу інгібує зростання В-
клітин і не-В-клітин, індукований дендритними клі-
тинами зростання В-клітин і дозрівання або проду-

кування імуноглобуліну. Кількість антитіла, яка
може бути відповідною для використання, може
екстраполюватися із забезпечених тут даних in
vivo. Різні способи відомі в даній області для екст-
раполяції доз з експериментів на тваринах, в тому
числі, екстраполяція на основі ваги або площі по-
верхні тіла.

У деяких варіантах даного винаходу поліпеп-
тиди BAFF-R:Fc або анти-BAFF-R-антитіла вво-
дять в кількості приблизно 1-20 мг/кг на дозу. Дози
можуть надаватися два рази на тиждень, один раз
на тиждень, один раз кожні два тижні або один раз
на місяць, за потреби. Лікар зможе визначити пра-
вильну дозу визначенням ефективності, збалансо-
ваної проти зменшення будь-яких несприятливих
ефектів цієї терапії.

В іншому варіанті даний винахід забезпечує
способи використання BAFF-R або анти-BAFF-R-
антитіл для лікування аутоімунних захворювань,
гіпертензії, серцево-судинних порушень, ниркопо-
дібних порушень, В-клітинних лімфо-
проліферативних порушень, імуносупресивних
захворювань, трансплантації органів, запалення і
ВІЛ. Також включені методи використання агентів
для лікування, супресії або зміни імунної відповіді,
що включає в себе шлях передачі сигналу між
BAFF-R і його лігандом.

Способи інгібування агрегації експресованого
білка, в тому числі BAFF-R і BAFF-R:Fc

Даний винахід забезпечує також спосіб інгібу-
вання або зменшення агрегації експресованого
білка, зокрема, BAFF-R людини або huBAFF-R:Fc,
який має тенденцію до агрегації під час експресії,
заважаючи очищенню при високих виходах. У спо-
собі даного винаходу амінокислотну послідовність
білка, який має тенденцію до агрегації при експре-
сії в рекомбінантній системі,  порівнюють з аміно-
кислотною послідовністю гомолога цього білка,
який виявляє меншу активність агрегації. Ці два
гомологи будуть мати консервативні домени і не-
консервативні амінокислоти між ними і, можливо,
розкидані в них. Звичайно, щонайменше, одна з
неконсервативних амінокислот білка, який агрегу-
вався, може бути замінена амінокислотою, що
знаходиться в гомологу, для ослаблення агрегації.
У деяких варіантах замінюються неполярні аміно-
кислоти. Неполярні амінокислоти включають в
себе гліцин, аланін, валін, лейцин, ізолейцин, про-
лін, фенілаланін, метіонін, триптофан і цистеїн. У
деяких варіантах неполярними амінокислотами
замінюють інші неполярні амінокислоти. Переваж-
ними неполярними амінокислотами для інгібуван-
ня або зменшення агрегації є пролін і аланін. В
інших варіантах незарядженою полярною аміноки-
слотою замінюють неполярну амінокислоту. Неза-
ряджені полярні амінокислоти включають в себе
аспарагін, глутамін, серин, треонін і тирозин.

У способі даного винаходу виробляють заміни,
які переважно дозволяють білку зберігати біологі-
чну активність. Звичайно неконсервативні аміно-
кислоти придатні для заміни без відчутного впливу
на біологічну активність.

У конкретному прикладі способу даного вина-
ходу білок BAFF-R людини може мати амінокисло-
тні заміни, введені в положеннях V20, Р21, А22 і
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L27 SEQ ID NО:5 (або V41, Р42, А43 і L48 SEQ ID
NО:12), і різні їх комбінації, які значною мірою
ослабляють агрегацію цього білка. Схожі стратегії
можуть бути використані для інших білків,  які схи-
льні агрегуватись (при експресії в рекомбінантних
системах. Не бажаючи бути пов'язаними з якою-
небудь конкретною теорією дії, автори винаходу
вважають, що заміну незарядженими полярними
амінокислотами неполярних амінокислот додає
розчинність білку і елімінує агрегацію неполярних
районів між білками.

Даний винахід не обмежується в його об'ємі
конкретними варіантами, описаними тут. Дійсно,
різні модифікації даного винаходу, крім модифіка-
цій,  описаних тут,  будуть очевидними фахівцям з
кваліфікацією в даній області з попереднього опи-
су і супутніх малюнків. Передбачається, що такі
модифікації входять в об'єм прикладеної формули
винаходу.

Приклади
Приклад 1
Цей приклад описує молекулярне клонування

BAFF-R, нового рецептора BAFF.
Матеріали і способи
Оліго-dТ-праймовану бібліотеку кДНК готували

з клітин BJAB, лінії В-клітин людини, яка зв'язує
BAFF людини, і направлено клонували в експре-
суючий вектор СН269. СН269 є похідним рСЕР4
(Invitrogen), яке містить промотор CMV для регу-
лювання експресії клонованої ДНК, а також міс-
тить oriP EBV (вірусу Епстейна-Барра). Це забез-
печує мультикопійну автономну реплікацію цих
плазмід в клітинах, які стабільно трансформовані
EBNA-1, таких як 293EBNA. Бібліотеку кДНК клітин
BJAB трансфікували в клітини Е. coli DH10B і висі-
вали в 96-ямковий планшет у вигляді пулів при-
близно 2500 незалежних клонів на ямку. ДНК оде-
ржували з цих пулів з використанням Qiagen
BioRobot 9600. Пули ДНК трансфікували з викори-
станням Ліпофектаміну (Life Technologies) в кліти-
ни 293EBNA, висіяні в покриті фібронектином 6-
ямкові планшети. Через 48 годин після трансфек-
ції середовище видаляли і клітини промивали
промивним буфером для аналізу планшетів (20мМ
HEPES, 0,5мг/мл бичачого сироваткового альбумі-
ну, 0,1% NaN3). На моношари клітин нашаровува-
ли 100мг/мл біотинільованого рекомбінантного
розчинної myc-BAFF людини (myc-huBAFF) в бу-
фері для скріплення (ФСБ, 2% фетальна бичача
сироватка, 0,1% NaN2) і інкубували при кімнатній
температурі протягом 1 години. myc-huBAFF (амі-
нокислоти 136-285), використаний в цьому аналізі,
експресували в Pichia pastoris і очищали аніоно-
обмінною хроматографією з подальшою гель-
фільтрацією.

Розчин BAFF видаляли і клітини промивали і
фіксували інкубуванням з сумішшю 1,8% форма-
льдегід-0,2% глутаральдегід в ФСБ протягом 5
хвилин. Клітини знову промивали і потім інкубува-
ли протягом 30 хвилин зі стрептавідином, кон'юго-
ваним з лужною фосфатазою (SAV-AP) (Jackson
ImmimoResearch) при розведенні 1:3000 з вихідно-
го розчину в буфері для скріплення. Клітини про-
мивали і забарвлювали сумішшю швидкий черво-
ний/нафтолфосфатний барвник (Pierce). Клітини,

що зв'язуються з комплексом біотин-BAFF/SAV-
AP, ідентифікували за присутністю червоного оса-
ду, після обстеження під мікроскопом при низькій
потужності. Вторинний скринінг спричинив висі-
вання вихідних гліцеринових суспензій Е. соlі
DH10B зв'язувальних BAFF пулів для окремих ко-
лоній, інокулювання в культуру у вигляді пулів з
100 і повторення аналізу скріплення BAFF, як опи-
сано вище. Позитивні пули вторинного скринінгу
так само розбивали на індивідуальні клони і аналі-
зували на скріплення BAFF після трансфекції в
клітини 293EBNA, як описано вище. Визначали
ДНК-послідовність незалежних зв'язувальних
BAFF клонів.

Результати
Одним з BAFF-зв'язувальних клонів був

pJST576. Він має розмір інсерту 1201п.н., без
включення полі-А-хвоста. Послідовність інсерту
pJST576 показана на Фіг.1А (SEQ ID NО:1).
BLAST-аналіз цього клону показав гомологію в базі
даних GenBank з клоном хромосоми 22 ВАС
HS250D10 (номер доступу Z99716). Повна послі-
довність pJST576 виявлена в цьому ВАС. Була
також знайдена гомологія з 3'-кінцем EST людини,
АІ250289 (клон IMAGE 2000271). Цю EST генеру-
вали з бібліотеки фолікулярної лімфоми людини.
EST AI250289 одержували з Incyte і визначали
послідовність цього інсерту (Фіг.1B) (SEQ ID NО:2).
Ця послідовність додавала 15п.н. 5'-послідовності
до послідовності pJST576, яка були суміжною з
геномною послідовністю, і послідовність 23п.н., яка
не була суміжною. Інша EST-послідовність мала
чудову гомологію з pJST576. Відкрита рамка зчи-
тування не була ідентифікована в цих клонах.

Приклад 2
У цьому прикладі автори визначають, що кДНК

pJST576 містить інтрон і потім встановлюють від-
криту рамку зчитування.

Способи
Програму прогнозування екзону GENSCAN

[Burge, С. & Karlin, SJ. (1997) Моl. Biol. 268: 78-94]
використали для послідовності кДНК JST576. Ре-
зультати цієї програми прогнозували, що в цій
кДНК присутній інтрон. Для визначення, чи був цей
прогноз правильним, виконували ПЛР-аналіз на
першому ланцюгу кДНК з 2 клітинних ліній, які екс-
пресують JST576. РНК очищали з приблизно 107

клітин BJAB або клітин ІМ-9 з використанням на-
бору RNeasy (Qiagen) згідно з протоколом, що
пропонується виробниками. РНК визначали кількі-
сно і 5мкг використали для реакцій першого лан-
цюга кДНК з використанням набору для попере-
дньої ампліфікації Superscript (Life Technologies).
Як оліго-dT, так і випадкові гексамери використали
для генерування продукту першого ланцюга. Син-
тез першого ланцюга виконували згідно з протоко-
лом, що рекомендується. Потім три варіанти (по
одному з кожної реакції) по 10 нг JST576 або без
ДНК використали як матриці для ПЛР з викорис-
танням олігонуклеотидів, які фланкують передба-
чений інтрон. Олігонуклеотидами, використаними
в цій реакції, є 5'-оліго BAF-225 [5'-
GGCCGAGTGCTTCGACCTGCT-3'] (SEQ ID NО:33)
або BAF-226 [5'-GGTCCGCCACTGCGTGGCCTG-
3'] (SEQ ID NО:34) і 3'-оліго BAF-191 [5'-
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CACCAAGACGGCCGGCCCTGA-3'] (SEQ ID
NО:35). Кожна реакція містила 1xPfb-буфер
(Stratagene), 200мкМ dNTP, 10% ДМСО, 150нг ко-
жного оліго і 1,25 одиниць полімерази Turbo Pfu
(Stratagene). Реакції проводили протягом 35 циклів
при 94°С протягом 30сек., 60°С протягом 1хв. і
72°С протягом 1,5хв. Десятьмкл кожної реакції
піддавали електрофорезу в 1% агарозному гелі.
Інші продукти з реакцій BAF-225/191 BJAB і ІМ-9
очищали з використанням набору для очищення
ПЛР-продукту до високої чистоти (Roche Molecular
Biochemicals) і масу продукту піддавали ДНК-
секвенуванню. Крім того, ПЛР-продукти, що вико-
ристали праймери BAF-225 і BAF-191, генерували
з кДНК В-клітин,  що покояться,  субклонували і ін-
дивідуальні клони секвенували. Тут 5мкл кДНК В-
клітин (Clontech), що покояться, використали в
ПЛР-реакції з праймерами BAF-225 і BAF-191, як
описано детально вище. Потім ПЛР-продукт очи-
щали з використанням набору для очищення ПЛР-
продукту до високої чистоти і концентрували. Для
субклонування ПЛР-фрагмента кінці цього фраг-
мента фосфорилювали і затупляли з використан-
ням набору для лігування Sure Clone (Amersham
Pharmacia Biotech), відповідно до рекомендацій
виробників. Одержаний продукт клонували в
EcoRV-сайт pBluescriptll (Stratagene) і трансфор-
мували в Е. соlі. Індивідуальні колонії вирощували,
одержували мініпрепарат плазмідної ДНК. Шість
незалежних колоній секвенували.

Результати
Зріла нуклеотидна і амінокислотна послідов-

ності JST576, передбачені програмою GENSCAN,
показані на Фіг.2А (SEQ ID NО:3). ПЛР-продукти з
реакцій BJAB і ІВ-9, що охоплюють передбачений
інтрон, показані на Фіг.2В і підтверджують існуван-
ня інтрону в кДНК-клоні JST576. Передбачений
розмір ПЛР-продукту з кДНК JST576 дорівнює
приблизно 788п.н. для BAF-225/BAF-191 і 767п.н.
для BAF-226/BAF-191. ПЛР-продукти, одержані з
матриці JST576, мають приблизно цей розмір (до-
ріжки 10 і 11). ПЛР-продукти, одержані з викорис-
танням BAF-225/BAF-191 на оліго-dT-
праймованому першому ланцюгу кДНК або BJAB,
або ІМ-9 (доріжки 2 і 6), мають однаковий розмір і
є значно більш короткими, ніж продукт з кДНК
JST576. Передбачений розмір цього фрагмента
без передбаченого інтрону дорівнює 484п.н. Роз-
мір ПЛР-продуктів узгоджується з цим розміром.
Такі ж результати були одержані,  якщо РНК BJAB
або ІМ-9 праймували випадковими гексамерами
(доріжки 4 і 8). Реакції з використанням BAF-
226/BAF-191 не працювали на матрицях першого
ланцюга кДНК. Таким чином, здається, що інтрон,
передбачений програмою GENSCAN, не існує в
кДНК JST576. Послідовність сплайсованого проду-
кту з РНК BJAB і ІМ-9 підтверджували секвенуван-
ням основної маси ПЛР-продукту, і вона відобра-
жена в послідовності, показаній на Фіг.2С (SEQ ID
NО:4). Ця послідовність є ідентичною послідовнос-
ті, показаній на Фіг.2 A (SEQ ID NО:3), за винятком
відсутності ко дона аланіну (GCA) при нуклеотиді
149 (показаного малими буквами). Результати
секвенування 6 незалежних клонів з реакції ОТ-
ПЛР на кДНК В-клітин, що покояться, показують,

що використовуються обидва акцепторних сайти
сплайсингу. Переважним акцепторним сайтом є,
очевидно, продукт, що приводить до одного зали-
шку аланіну (5/6 клонів). Однак, послідовність,
передбачену GENSCAN, (SEQ ID NО:3), яка міс-
тить два аланіни, спостерігали в 1/6 клонах. Таким
чином, була встановлена відкрита рамка зчиту-
вання для JST576 людини і був визначений сплай-
синговий варіант, який відрізняється однією аміно-
кислотою. Відкрита рамка зчитування передбачає
білок з 184 амінокислот, показаний на Фіг.2D (SEQ
ID NО:5). Залишок аланіну (А), надрукований жир-
ним шрифтом, представляє сплайсинговий варі-
ант. Цей білок автори називають BAFF-R. Розши-
фрована амінокислотна послідовність BAFF-R
включає в себе гідрофобний район із залишків 72-
100 (алгоритм Норр-Woods) і потенційний транс-
мембранний сегмент із залишків 84-102, як пока-
зав аналіз з використанням алгоритму TMPred. За
цим районом йде високозаряджений відрізок амі-
нокислот, який може функціонувати як стоп-сигнал
перенесення. BAFF-R не має N-кінцевої сигналь-
ної послідовності і є мембранним білком типу III,
схожим з іншими BAFF-зв'язувальними білками
BCMA [Laabi, et al. (1992) EMBO J. 11: 3897-3904 і
ТАСІ (von Bulow and Bram, (1997) Science 278:
(138-141)]. Передбачено, що N-кінець є позаклі-
тинним доменом BAFF-R  і містить мотив із 4  за-
лишками цистеїну при залишках 19-35, що не є
схожим з будь-яким іншим членом сімейства TNF-
рецепторів. Передбачено, що С-кінець BAFF-R є
внутрішньоклітинним доменом.

Приклад 3
Тут автори визначають ДНК-послідовність злі-

ва від передбачуваного ініціюючого метіоніну для
BAFF-R людини, що включає стоп-кодон в рамці
зчитування.

Способи
Праймер BAF-254

(5'GGGCGCCTACAATCTCAGCTA 3') (SEQ ID
NО:36) одержували відносно геномної послідовно-
сті, присутньої в ВАС HS250d10 (номер доступу
GenBank Z99716), зліва від передбачуваної АТС, і
використали в ПЛР-реакції з оліго BAF-236 (5'
GGCGGACCAGCAGGTCGAAGCACTC 3') (SEQ ID
NО:37). Матрицею в цій реакції була кДНК першого
ланцюга, одержана з РНК селезінки людини
(Clontech) з використанням набору для попере-
дньої ПЛР-ампліфікації, як описано виробником
(Life Technologies). Ця ПЛР-реакція містила 3мкл
реакції першого ланцюга, 1xPfu-буфер
(Stratagene), 10% ДМСО, 0,2мМ dNTP, 150нг кож-
ного праймера і 1,25 одиниць полімерази Pfu
Turbo (Stratagene). ПЛР-продукт очищали з вико-
ристанням набору для очищення ПЛР-продукту до
високої чистоти (Roche Molecular Biochemicals)
відповідно до інструкцій виробника. Кінці ПЛР-
продукту затупляли і фосфорилювали з викорис-
танням набору для лігування Sure Clone
(Amersham Pharmacia Biotech), клонували в сайт
EcoRV pBSK2 (Stratagene) і трансформували в
клітини DH5. Колонії, одержані в результаті лігу-
вання, використали для одержання мініпрепарату
з використанням системи Wizard (Promega) і потім
секвенували з використанням приладу АВІ.
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Результати
Послідовність ПЛР-продукту підтверджує, що

ця мРНК містить послідовність безпосередньо
зліва (проти ходу транскрипції) від ATG, яка міс-
титься в геномній послідовності. Ця послідовність
підкреслена в послідовності, показаній на Фіг.3.
Присутність в рамці зчитування зліва стоп-кодону і
відсутність іншого метіоніну вказує на те, що меті-
онін, виявлений в кДНК JST578, є правильним іні-
ціюючим метіоніном.

Приклад 4
Цей приклад описує клонування кДНК миша-

чого BAFF-R.
Способи
Приблизно один мільйон фагових бляшок під-

давали скринінгу з бібліотеки кДНК мишачої клі-
тинної лінії А20, придбаної з Stratagene (La Jolla,
CA), відповідно до докладних інструкцій виробни-
ка. кДНК JST576, BAFF-R людини розщеплювали
EcoNI і піддавали електрофорезу в плавкому при
низькій температурі 1% гелі. Фрагмент 425п.н. ви-
різали з геля і оцінювали. Додавали три об'єми
води і фрагмент геля кип'ятили протягом 5 хвилин.
Фрагмент мітили 50мкКі 32P-dCTP (Amersham) в
реакційній суміші, що містить 50мМ Тріс рН8, 5мМ
MgCl2, 10мкМ β-меркаптоетанол, 200мМ HEPES
рН6,5, 20мкМ dNTP (за винятком dCTP), 0,27 оди-
ниць рd(N)6-гексануклеотидів (Amersham
Pharmacia Biotech) і 1 одиницю ферменту Кленова
(USB) і витримували протягом ночі при кімнатній
температурі. Приблизно один мільйон імпульсів на
мл зонда інкубували з фільтрами в буфері для
скринінгу бляшок (50мМ Тріс, 1% ДСН, 1Μ NaCl,
0,1% пірофосфат натрію, 0,2% ПВП, 0,2% фікол,
0,2% БСА) протягом ночі при 65°С. Фільтри про-
мивали в 2xSSC і 0,1% ДСН при 50°С протягом 1,5
годин (3´2л) і потім експонували на рентгенівській
плівці протягом 2 днів. Ідентифікували приблизно
36 позитивних бляшок. З них 6 очищали. Фагміди
вивільняли з використанням протоколу вирізуван-
ня in vivo, детально описаного Stratagene. Одер-
жані колонії вирощували і потім одержували мініп-
репарат ДНК (Qiagen). Клони кДНК секвенували.

Результати
Консенсусна нуклеотидна послідовність ми-

шачого BAFF-R представлена у вигляді Фіг.4А
(SEQ ID NО:8), а амінокислотна послідовність
представлена на Фіг.4В (SEQ ID  NО:9).  Три з цих
клонів містили делецію з 10 амінокислот 119-129 у
внутрішньоклітинному домені мишачого BAFF-R.
Зіставлення послідовностей BAFF-R людини і ми-
ші ілюструє, що 4 залишки цистеїну у позаклітин-
ному домені є консервативними, що положення
ініціюючого метіоніну є схожим і що С-кінцевий
район цих білків є висококонсервативним (Фіг.4С),
причому останні 24 залишки є ідентичними. Ці по-
слідовності мали загалом приблизно 56%-ну іден-
тичність.

Приклад 5
У цьому прикладі описана здатність рекомбі-

нантного розчинного BAFF, людини зв'язуватися з
клітинами, котрансфікованими плазмі дою
pJST576 і GFP-репортерною плазмідою.

Матеріали і способи

Репортерна плазміда кодує мембраноприкріп-
лену молекулу GFP і забезпечує можливість іден-
тифікації трансфікованих клітин від нетрансфіко-
ваних клітин. Клітини 293EBNA котрансфікували
цією репортерною плазмідою і pJST576 з викорис-
танням Ліпофектаміну 2000 (Life Technologies).
Через 18-20 годин після трансфекції клітини відді-
ляли від чашок 5мМ ЕДТА в ФСБ і рахували.  Клі-
тини промивали два рази FACS-буфером (ФСБ,
що містить 10% фетальну бичачу сироватку, 0,1%
NaN3) і 2,5´105 клітин інкубували протягом 1 годи-
ни на льоду з біотинільованим myc-huBAFF, роз-
веденим в FACS-буфері в діапазоні концентрацій
8нг/мл-5мкг/мл. Клітини промивали FACS-
буфером і інкубували протягом 30 хвилин зі стреп-
тавідином, кон'югованим з фікоерітрином (SAV-PE)
(Jackson Immune-Research), при розведенні 1:100
з вихідного розчину. Клітини знову промивали
FACS-буфером і ресуспендували в 1% парафор-
мальдегіді в FACS-буфері. Ці клітини аналізували
за допомогою FACS на GFP- і РЕ-флуоресценцію і
результати форматували в 4-квадрантній точковій
діаграмі. Точки в двох правих квадрантах предста-
вляють клітини, які експресують репортер транс-
фекції GFP. Точки в двох верхніх квадрантах
представляють клітини, що мають пов'язаний біо-
тинільований myc-huBAFF, причому це скріплення
виявлялося за допомогою SAV-PE. Клітини у вер-
хньому правому квадранті є трансфікованими клі-
тинами, які зв'язують біотинільований myc-
huBAFF.

Результати
Незабарвлені клітини і клітини, забарвлені

тільки SAV-PE, показують, що приблизно 50% є
GFP-позитивними і були котрансфіковані репорте-
рною плазмідою (Фіг.5). Коли клітини, котрансфі-
ковані репортером GFP і pJST576, забарвлюють
1мкг/мл біотинільованого myc-huBAFF, майже всі
клітини в нижньому правому квадранті зміщаються
вгору, що свідчить про скріплення BAFF. Схожий
результат спостерігається, якщо котрансфікують
плазміду, яка експресує huTACI, замість pJST576
Відомо, що ТАСІ зв'язує BAFF. Ці клітини забарв-
лювали п'ятикратним розведенням біотинільова-
ного myc-huBAFF від 5мкг/мл до 8нг/мл, і у міру
зниження концентрації біотинільованого myc-
huBAFF інтенсивність зміщення зменшувалась.

Приклад 6
У цьому прикладі описана здатність рекомбі-

нантного розчинного BAFF людини або рекомбіна-
нтного розчинного BAFF миші зв'язуватися з кліти-
нами, котрансфікованими pJST576 і GEP-
репортерною плазмідою.

Матеріали і способи
Котрансфекції в 293EBNA проводили, як опи-

сано в прикладі 5. Через 18-20 годин після транс-
фекції клітини відділяли, рахували і забарвлювали
для FACS-аналізу аналогічно прикладу 5 з наступ-
ними модифікаціями. Клітини інкубували протягом
1 години на льоду з 5мкг/мл або мишачого, або
людського рекомбінантного розчинного flag-BAFF з
подальшим промиванням за допомогою інкубу-
вання протягом 30 хвилин з 5мкг/мл моноклональ-
ного антитіла М2 проти flag (Sigma Aldrich) і потім
виявляли інкубуванням промитих клітин протягом
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30 хвилин з РЕ-кон'югованим ослячим антитілом
проти мишачого IgG (Jackson ImmunoResearch)
при розведенні 1:100 з вихідного розчину. Клітини
знову промивали, фіксували параформальдегідом
і аналізували за допомогою FACS на GFP- і РЕ-
позитивні клітини.

Результати
Приблизно 50% цих клітин є GFP-позитивними

і, отже, були котрансфіковані репортерною плаз-
мідою (Фіг.6). Коли клітини, котрансфіковані GFP-
репортером і pJST576, забарвлюють 5мкг/мл або
людського, або мишачого рекомбінантного роз-
чинного flag-BAFF, майже всі ці клітини в нижньо-
му правому квадранті зміщаються вгору. Це вказує
на те, що як мишачий, так і людський BAFF зв'язу-
ється з клітинами, трансфікованими PJST576.

Приклад 7
У цьому прикладі описана нездатність миша-

чого рекомбінантного розчинного APRIL зв'язува-
тися з клітинами, котрансфікованими pJST576 і
GFP-репортерною плазмідою.

Матеріали і способи
Котрансфекції в 293EBNA проводили, як опи-

сано в прикладі 5. Через 18-20 годин після транс-
фекції клітини відділяли, рахували і забарвлювали
для FACS-аналізу аналогічно прикладу 5 з наступ-
ними модифікаціями. Клітини інкубували протягом
1 години на льоду з 1мкг/мл мишачого рекомбінан-
тного розчинного myc-APRIL з подальшим проми-
ванням за допомогою інкубування протягом 30
хвилин з 5мкг/мл моноклонального антитіла проти
мишачого APRIL з подальшою 30-хвилинною інку-
бацією промитих клітин з 5мкг/мл біотинільованого
антитіла проти щурячого IgG2b (Pharmingen), і
нарешті виявляли інкубуванням промитих клітин
протягом 30  хвилин з SAV-PE.  Клітини знову про-
мивали, фіксували параформальдегідом і аналізу-
вали FACS на GFP- і РЕ-позитивні клітини.

Результати
Приблизно 50% цих клітин є GFP-позитивними

і, отже, були котрансфіковані репортеркою плазмі-
дою (Фіг.7). Коли клітини, котрансфіковані GFP-
репортером і pJST576, забарвлюють 1мкг/мл ми-
шачого myc-APRIL,  ніякі з цих клітин в нижньому
правому квадранті не переміщаються вгору. Це
відрізняється від клітин, котрансфікованих плазмі-
дою, яка експресує ТАСІ людини замість pJST576.
У цих трансфікованих клітинах майже всі клітини
були позитивними відносно скріплення мишачого
myc-APRIL. Заздалегідь було показано, що як
BAFF,  так і APRIL  зв'язуються як з ТАСІ,  так і з
ВСМА.  Таким чином,  той факт,  що APRIL  не зв'я-
зується з BAFF-R, експресованим на рJSТ576-
трансфікованих клітинах, свідчить про специфіч-
ність BAFF-R у відношенні BAFF.

Приклад 8
Цей приклад описує здатність BAFF-R, екс-

пресованого з pJST576, коімунопреципітуватись
рекомбінантим розчинним людським flag-BAFF.

Матеріали і способи
Клітини 293EBNA трансфікували з викорис-

танням Ліпофектаміну 2000 pJST576, тільки векто-
ром (контроль) або плазмідою, яка експресує
huTACI, як позитивний контроль на скріплення
BAFF. Після 20 годин інкубування середовище для

трансфекції відстоювали, клітини промивали ФСБ і
середовище замінювали 35S-середовищем для
мічення (9 частин DMEM без метіоніну і цистеїну: 1
частина повної DMEM, доповненої 10% діалізова-
ною фетальною бичачою сироваткою, 4мМ глута-
міну і 100мкКі/мл 35S-метіоніну і цистеїну
(Translabel, ICN Radiochemicals). Клітини інкубува-
ли в цьому середовищі протягом шести годин, піс-
ля чого середовище видаляли. Клітини промивали
ФСБ і потім солюбілізували в 250мкл буфера для
екстракції (1% Brij 98, 150мМ NaCl, 50мМ Тріс
рН7,5). Коімунопреципітації проводили інкубуван-
ням 75мкл екстрактів 35S-мічених клітин з 5мкг ре-
комбінантного розчинного людського flag-BAFF в
1мл DMEM-10% фетальна теляча сироватка-0,1%
NaN3 протягом ночі при 4°С. Додавали монокло-
нальне антитіло М2 проти flag, 10мкг, і протеїн
Сефарози і інкубування продовжували протягом 2
годин. Гранули Сефарози збирали центрифугу-
ванням, промивали FACS-буфером і ресуспенду-
вали в ДСН-буфері для нанесення з бета-
меркаптоетанолом як відновлювальним агентом.
Проби кип'ятили 5 хвилин, центрифугували протя-
гом короткого часу для осадження гранул Сефа-
рози і аліквоту піддавали електрофорезу на ДСН-
ПААГ. Гель інкубували з Enlightning (New England
Nuclear), сушили і експонували на плівці при -80°С.

Результати
Ця коімунопреципітація зв'язує flag-BAFF з

гранулами протеїн Сефарози через антитіло М2
проти flag.  Вона також осаджує будь-які білки в
клітинному екстракті, які зв'язуються з flag-BAFF, і
ці радіоактивні білки будуть детектуватись авто-
радіографією. Оскільки клітини 293EBNA не зв'я-
зують BAFF, контроль з пустим вектором показує
фон, властивий цій процедурі (Фіг.8). Коли екстра-
кти з клітин, трансфікованих ТАСІ, коімунопреципі-
тють з використанням flag-BAFF, спостерігають
смугу з видимою молекулярною масою 34кДа. Це -
наближена передбачена молекулярна маса для
повнорозмірного ТАСІ людини (31,2кДа), білка,
який, як відомо, зв'язує BAFF. При коімунопреципі-
тації екстрактів з клітин, трансфікованих pJST576,
з використанням flag-BAFF, спостерігають смугу з
видимою молекулярною масою приблизно 12кДа.
Передбачена молекулярна маса для BAFF-R, екс-
пресованого з pJST576, дорівнює 18,9кДа. Невід-
повідність між передбаченою і молекулярною ма-
сою, яка спостерігається, могла б бути зумовлена
аномальною електрофоретичною рухливістю вна-
слідок заряду або конформації BAFF-R. Іншою
можливістю є те, що смуга 12кДа є протеолітичним
фрагментом BAFF-R.

Приклад 9
Цей приклад описує генерування розчинних

форм BAFF-R. Можуть бути сконструйовані оліго-
нуклеотидні праймери, комплементарні pJST576,
для ПЛР-ампліфікації позаклітинного домену
BAFF-R при відсутності трансмембранного і внут-
рішньоклітинного доменів. Звичайно включають
велику частину «ніжки», або амінокислотного ра-
йону між ліганд-зв'язувальним доменом і транс-
мембранним доменом. Можна варіювати кількістю
району «ніжки», включеного для оптимізації актив-
ності (сили) одержаного розчинного рецептора.
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Цей ампліфікований фрагмент міг би бути сконст-
руйований з відповідними сайтами рестрикції для
забезпечення можливості клонування з різними
гетерологічними лідерними послідовностями на 5'-
кінці цього фрагмента і з різними Ig-злитими химе-
рними злитими векторами на 3'-кінці. Альтернати-
вно, можна вбудувати стоп-сигнал на 3'-кінці поза-
клітинного домену BAFF-R і одержати розчинну
форму цього рецептора або використати інший С-
кінцевий злитий партнер без вдавання до застосу-
вання підходу з використанням Ig-злитої химери.
Можна також створити N-кінцевий злитий білок,
що складається з партнера по злиттю, що містить
сигнальну послідовність, за якою йде N-кінцевий
позаклітинний домен BAFF-R. Одержані вектори
можуть експресуватись в більшості систем, що
використовуються в біотехнології, в тому числі в
дріжджах, клітинах комах, бактеріях і клітинах сса-
вців, і існують приклади для всіх типів експресії.
Різні Fc-домени людини можуть бути приєднані
для оптимізації або елімінації взаємодій FcR і ком-
плементу за бажанням. Альтернативно, мутовані
форми цих Fc-доменів можуть бути використані
для селективного видалення взаємодій FcR або
комплементу або приєднання N-пов'язаних цукрів
до Fc-домену, що має певні переваги. Приклад
злитої молекули BAFF-R:Fc показаний на Фіг.9. Ця
молекула містить лідерну послідовність типу І з
мишачого гена Ig-k, пов'язану сайтом рестрикції
Aat2 з позаклітинним доменом ВAFF-R (амінокис-
лоти 2-71, як показано на Фіг.2D), який, в свою
чергу, пов'язаний сайтом рестрикції Sail з Fc-
доменом IgGl людини.

Приклад 10
У цьому прикладі автори показують профіль

експресії BAFF-R в тканинах і клітинних лініях лю-
дини з використанням Нозерн-блот-аналізу.

Матеріали і способи
Різні лінії В-клітин і не-В-клітин вирощували

при відповідних умовах. РНК одержували з при-
близно 107 клітин з використанням набору RNeasy
(Qiagen). Ці РНК визначали кількісно і 20мкг кожної
проби піддавали електрофорезу на 1,2% форма-
льдегідному гелі, як описано [Sambrook et al.
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 1989]. Гель
блотували на найлонову мембрану (ВМВ) і потім
зшивали з використанням ультрафіолету (УФ).
Декілька Нозерн-блотів людини (12 lane multi-
tissue, human II і Immune system II) купували у
Clontech. Фільтри передгібридизували при 65°С в
буфері ExpressHyb (Clontech) протягом 30 хвилин і
потім гібридизували з випадково праймованим 32Р-
міченим EcoNI-фрагментом з 3'-кінця JST576 про-
тягом приблизно 3 годин. Фільтри промивали при
кімнатній температурі в 2´SSC/0,05% ДСН протя-
гом 45  хвилин і потім при 50°С в 0,1´SSC/0,1%
ДСН протягом 45 хвилин. Фільтр експонували на
рентгенівській плівці протягом 4 днів з використан-
ням 2 посилюючих екранів. Крім того, декілька
Нозерн-блотів людини (12 lane multi-tissue, human
II і Immune system II) купували у Clontech, гібриди-
зували із зондом JST576 і обробляли, як описано
вище.

Результати

мРНК для BAFF-R, очевидно, переважно екс-
пресується в органах імунної системи на цьому
рівні детектування. Найвищий рівень спостеріга-
ється в селезінці і лімфатичних вузлах,  але мРНК
виявляється також в PBL,  тимусі,  тонкій кишці і
ободовій кишці (Фіг.10  А,  В і С).  Наближений роз-
мір мРНК дорівнює 4,5т.п.н.; очевидно, є дві попу-
ляції мРНК в пробах, де цей ген не є високоексп-
ресованим. Дві мРНК можуть існувати також в
селезінці і лімфатичних вузлах. Це може вказувати
на те, що BAFF-R має альтернативні сайти приєд-
нання поліА, або на те, що РНК зазнає альтерна-
тивному сплайсингу. При випробуванні клітинних
ліній на присутність мРНК BAFF-R, детектується та
ж сама мРНК розміром 4,5т.п.н. Тільки В-клітинні
лінії експресують мРНК BAFF-R (Фіг.11). мРНК не
детектується в клітинних лініях U266, RPMI8226 і
Daudi або в перевірених не-В-клітинних лініях.

Приклад 11
У цьому прикладі автори показують, що екс-

пресія JST576 обмежується клітинними лініями, які
зв'язують BAFF.

Матеріали і способи
Клітинні лінії купували з АТСС і вирощували у

вказаних умовах. Різні лінії В-клітин і не-В-клітин
вирощували у відповідних умовах. РНК одержува-
ли з приблизно 107 клітин з використанням набору
RNeasy (Qiagen). Ці РНК визначали кількісно і
20мкг кожної проби піддавали електрофорезу на
1,2% формальдегідному гелі, як описано
[Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 1989]. Гель блотували на найлонову мем-
брану (ВМВ) і потім зшивали з використанням уль-
трафіолету (УФ). Фільтр гібридизували з міченим
фрагментом JST576 і потім промивали, як в при-
кладі 10. Клітини перевіряли на їх здатність зв'язу-
вати BAFF з використанням FACS-аналізу. При-
близно 2,5-5´105 клітин збирали і промивали.
FLAG-мічений BAFF, розведений в ФСБ+5% ФБС і
0,05% азид натрію (FACS-буфері), інкубували з
цими клітинами в діапазоні концентрацій 8-
0,125мкг/мл протягом 30 хвилин на льоду. Клітини
промивали FACS-буфером і інкубували протягом
30 хвилин на льоду з моноклональним антитілом
М2 проти FLAG (Sigma) при 5мкг/мл. Клітини знову
промивали FACS-буфером і потім інкубували з
розведенням 1:5000 козячих антитіл проти миша-
чого IgG, кон'югованих з РЕ (Jackson
ImmunoResearch), протягом 30 хвилин на льоду.
Клітини промивали, як описано вище, і потім ана-
лізували на проточному сортері FACSCalibur
(Becton-Dickinson) з використанням програмного
забезпечення CellQuest.

Результати
Результати експериментів зі скріплення BAFF

показані в таблиці 1. Клітинними лініями, які зв'я-
зують BAFF, є Ramos, Namalwa, IM-9, NC-37, Raij,
BJAB і SKW6.4. Рівень скріплення показаний чис-
лом знаків +. Клітинними лініями, які не зв'язують
BAFF, є U266, RPMI 8226, Daudi, U937, Jurkat,
HT29, А549, SW480 і МЕ260. Здатність клітинних
ліній зв'язувати BAFF корелює з присутністю мРНК
ВAFF-R, показаною на Фіг.11.
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Таблиця 1

Лінія клітин Тип Скріплення
BAFF

BJAB
ІМ-9

Лімфома Беркітта
Лімфобласт IgG

+++
+++

NC-37 Лімфобласт ЕВ V+ ++
Ramos Лімфома Беркіта EBV- + +
Raij Лімфома Беркіта + +
SKW6.4 Лімфобласт IgM ++
Namalwa Лімфома Беркіта +
Daudi Лімфома Бекрітта EBV+ -
U266 Плазмацитома -
RPMI 8226 Плазмацитома -
U937 Моноцит -
Jurkat Т-клітинний лейкоз -
HT29 Колоректальна аденокарцинома -
A549 Карцинома легкого -
SW480 Колоректальна аденокарцинома -
ME260 Меланома -

Приклад 12
Цей приклад описує здатність злитого білка

huBAFF-R:huIgGl, який експресується і секретуєть-
ся в кондиціоноване середовище тимчасово
трансфікованими клітинами 293EBNA, коімуноп-
реципітувати рекомбінантний розчинний біотині-
льований myc-huBAFF.

Матеріали і способи
Клітини 293EBNA трансфікували з викорис-

танням Ліпофектаміну 2000 (Life Technologies) або
плазмідою pJST618, яка експресує huBAFF-R (aa2-
71):Fc, плазмідою, яка експресує huBCMA:hulgGI
як позитивний контроль на скріплення BAFF, або
плазмідою, яка експресує huFN14:hulgGI як нега-
тивний контроль на скріплення BAFF.  Після 24
годин інкубації кондиціоновані середовища збира-
ли.

Електрофорез в ДСН-ПААГ проводили змішу-
ванням рівного об'єму 2-х буферів для електро-
форезу з ДСН, з відновлювальним агентом або
без відновлювального агента, з кондиціонованим
середовищем і кип'ятінням протягом 5 хвилин.
Потім проби піддавали електрофорезу на 4-20%
ДСН-поліакриламідному гелі. Відомі кількості очи-
щеного huBCMA:Fc піддавали електрофорезу в
сусідніх доріжках для визначення кількості злитого
білка hlgGl в кондиціонованих середовищах. Про-
би переносили на мембрани (Immobillon P,
Millipore) за допомогою Вестерн-блоту в 0,01Μ
CAPS pH11-10% МеОН-буфері. Мембрани блоку-
вали 5% знежиреним сухим молоком (NFDM) в
TEST, зондували розведенням 1:3000 козячого
антитіла проти IgG людини, кон'югованого з HRP
(Jackson ImmunoResearch), протягом 1 години,
промивали в TBST і експонували на плівку. Коіму-
нопреципітації виконували інкубуванням 200мкл
кондиціонованих середовищ з 200нг рекомбінант-
ного розчинного flag-BAFF людини в 1мл DMEM -
10% фетальна бичача сироватка - 0,1% NaN3 про-
тягом ночі при 4°С. Додавали протеїн Сефарози і
інкубації продовжували протягом 2 годин. Гранули
Сефарози збирали центрифугуванням, промивали
FACS TBST-буфером і ресуспендували в буфері
для нанесення з ДСН, що містить бета-

меркаптоетанол як відновлювальний агент. Проби
кип'ятили 5 хвилин, центрифугували протягом ко-
роткого часу для осадження гранул Сефарози і
аліквоту піддавали електрофорезу на ДСН-ПААГ.
FLAG-huBAFF, 50нг, піддавали електрофорезу як
позитивний контроль. Проби переносили на PVDF-
мембрани (Immobillon P. Millipore) за допомогою
Вестерн-блоту в 0,01Μ CAPS pH 11/10% МеОН-
буфері. Мембрани блокували 5% NFDM-TBST,
зондували 1мкг/мл антитілом анти-FLAG M2-HRP
протягом 1 години, промивали в TBST і експону-
вали на плівці.

Результати
Коімунопреципітація осаджує різні злиті білки

рецепторне через взаємодію партнера злитого
білка з протеїн Сефарозою. Вона осаджує також
будь-які білки, взаємодіючі зі злитими білками
R:IgGl, такі як flag-BAFF. Кондиціоновані середо-
вища з клітин, які експресують hBCMA:Fc, були
здатні коімунопреципітувати flag-BAFF, як очікува-
лося, оскільки смуга, яка комігрує з flag-BAFF, спо-
стерігається на Вестерн-блоті (Фіг.12). Кондиціо-
новані середовища з клітин, які експресують
hFN14:Fc, не коімунопреципітують flag-BAFF. Кон-
диціоновані середовища з клітин, які експресують
BAFF-R:Fc, здатні коімунопреципітувати flag-BAFF.
Смуга, яка комігрує з flag-BAFF, спостерігається на
Вестерн-блоті і має схожу інтенсивність зі смугою,
коімунопреципітованою huBCMA:hulgGI.

Приклад 13
Цей приклад ілюструє здатність злитого білка

BAFF-R:Fc, в цьому випадку huBAFF-R (aa2-
71):hulgGI, блокувати скріплення huBAFF з кліти-
нами BJAB.

Матеріали і способи
Злитий білок huBAFF-R(2-71)-hulgGI, що обго-

ворюється в прикладі 9, генерували, і відповідна
йому ДНК-конструкція була названа pJST618. Цю
конструкцію тимчасово трансфікували в клітини
293EBNA і кондиціоноване середовище збирали.
Злитий білок очищали кислотної елюцією з протеїн
А-Сефарози з подальшою гель-фільтраційною
хроматографією. Біотинільований myc-huBAFF,
200нг/мл, передінкубували або з 50мкл FACS-
буфера, або з п'ятикратним серійним розведен-
ням, в діапазоні від 5мкг/мл до 200нг/мл, очищено-
го huBAFF-R:Fc протягом 30 хвилин на льоду. По-
тім клітини BJAB (2,5´105 клітин)  інкубували з
цими розчинами на льоду протягом однієї години.
Клітини промивали FACS-буфером і забарвлюва-
ли SAV-PE. Клітини аналізували за допомогою
FACS на РЕ-флуоресценцію і результати форма-
тували у вигляді графіків, що перекриваються.
Альтернативно, 200нг/мл біотинільованого BAFF
передінкубували з двократним серійним розве-
денням hBAFF-R:Fc, hTACLFc або hLTBR:Fc. Клі-
тини забарвлювали на скріплення біотинільовано-
го BAFF, як описано вище.

Результати
Фіг.13А показує перекриття графіків, побудо-

ваних для скріплення huBAFF з BJAB в присутнос-
ті різних концентрацій huBAFF-R:Fc. Чорна лінія,
помічена «А», представляє скріплення фону SAV-
PE, а червона лінія, помічена «Е», представляє
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клітини, забарвлені біотинільованим myc-huBAFF
без передінкубації з BAFF-R:Fc. Передінкубація
біотинільованого myc-huBAFF з 5мкг/мл huBAFF-
R:Fc приводить до зміщення в цьому графіку май-
же до рівня фону (крива В). Передінкубація або з
1мкг/мл (крива С), або з 200нг/мл (крива D)
huBAFF-R-huIgGl приводила до приблизно чотири-
кратного зменшення в скріпленні біотинільованого
myc-huBAFF.

Фіг.13В показує,  що як BAFF-R:Fc,  так і
TACIiFc здатні блокувати скріплення BAFF з кліти-
нами BJAB. Передінкубація з LTBR:Fc не має бло-
куючої BAFF дії.

Приклад 14
Цей приклад описує здатність злитого білка

BAFF-R:IgGl блокувати BAFF-індуковану проліфе-
рацію В-клітин.

Матеріали і способи
Для аналізу проліферації in vitro мишачі В-

клітини виділяли з селезінок мишей С57В16 (8-
тижневого віку) з використанням колонки для витя-
гання В-клітин (колонка Cellect™ для витягання
мишачих В-клітин: Cedarlane Laboratories Limited,
Ontario, Canada). Очищені В-клітини аналізували
за допомогою FACS, і було виявлено, що вони на
>90% є позитивними відносно В220-фарбування.
В-клітини інкубували в 96-ямкових планшетах (105

клітин на лунка в 50мл середовища RPMI, допов-
неного 10% ФБС) протягом 72 годин в присутності
і за відсутності 2мг/мл козячих антитіл проти μ-
ланцюга людини (Sigma Chemical Co.); контроль
hlgG (10мг/мл), huBAFF-R:Fc (10мг/мл). Проби ви-
сівали в трьох повторностях і з вказаними концен-
траціями myc-huBAFF. Клітини короткочасно міти-
ли протягом додаткових 18 годин [3Н]тимідином
(1мкКі/ямка) і збирали. Включення [3Н]тимідину
піддавали моніторингу з використанням рідинного
сцинтиляційного підрахунку. Злитий білок huBAFF-
R:Fc, що одержується як в прикладі 13, використа-
ли в цьому аналізі; як обговорювалося в прикладі
9, його генерували з супернатанту рJSТ618-
трансфікованих клітин 293EBNA. Супернатант
збирали, наносили на Протеїн Α-колонку, елююва-
ли кислотою, нейтралізували і потім піддавали
гель-фільтраційний хроматографії для одержання
не утримуючого агрегатів білка huBAFF-R:Fc.
BAFF, що використовується в цьому аналізі, екс-
пресували в Pichia pastoris і очищали аніонообмін-
ною хроматографією з подальшою гель-
фільтрацією.

Результати
Фіг.14 показує, що BAFF може костимулювати

зростання В-клітин в присутності анти-μ-антитіл
(квадрати) і hlgG (трикутники). Один BAFF (ромби)
не здатний індукувати проліферацію В-клітин. Ін-
кубування з 10мг/мл huBAFF-R:Fc (зірочки) приво-
дить до повного інгібування BAFF-індукованої про-
ліферації В-клітин.

Приклад 15
Матеріали і способи
Миші

Шеститижневих самиць мишей BALB/c одер-
жували з Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) і
утримували в умовах загороджень в Biogen Animal
Facility.

Реагенти і схеми лікування
Рецепторні злиті білки містять Fc-район IgGl

людини. Миші (5 на групу) одержували 200мкг зли-
тих білків (мишачий BAFF-R:Fc або людський
BAFF-R:Fc) 2  ́на тиждень протягом 4 тижнів внут-
рішньоочеревинно (ір). Контрольні миші одержу-
вали поліклональний IgG людини (Panglobulin™)
(HlgG), 200мкг 2  ́ на тиждень протягом 4 тижнів.
Через три дні після останньої дози брали кров че-
рез очноямковий синус, потім мишей евтанізували
і витягували селезінки, лімфатичні вузли і кістко-
вий мозок для аналізу.

Проточний цитометричний аналіз
Під час умертвіння реєстрували ваги селезі-

нок. Суспензії окремих клітин готували з селезінки
і крові після лізування еритроцитів в гіпотонічному
розчині. Суспензії окремих клітин готували також з
пахових лімфатичних вузлів і кісткового мозку.
Проточну цитометрію виконували з використанням
mАВ проти В220, IgM, IgD і CD21. Субпопуляції В-
клітин селезінки визначали як фолікулярні (В220+,
IgMниз, CD21низ), маргінальної зони (В220+, IgMвис

CD21вис) і новоутворені (В220+, lgMвис , CD21-).
Коротко, ~1,5´106 клітин інкубували з 10мкг/мл Fc
Block (Pharmingen) протягом 10 хвилин на льоду
для блокування Fc-рецепторів з подальшим дода-
ванням флуоресцентно мічених mАВ і інкубуван-
ням на льоду протягом 30 хвилин. Клітини проми-
вали 1х і ресуспендували в 0,5%
параформальдегіді. Результати флуоресценції
клітин одержували на проточному цитометрі
FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA) і
аналізували з використанням програми CellQuest
(Becton Dickinson).)

Результати
Після курсу 4-тижневого лікування мишачим

або людським BAFF-R:Fc спостерігали помітне
зменшення ваги селезінок з мишей, оброблених
мишачим і людським BAFF-R:Fc (Фіг.15), в порів-
нянні з контрольними обробленими людським IgG
мишами. Було виявлено, що видиме зниження
насиченості клітинами селезінки відбувається вна-
слідок зменшення числа В-клітин селезінки. Сере-
днє число всіх В220+ В-клітин селезінки у оброб-
лених мишачим і людським BAFF-R:Fc мишей,
1,8´106 і 2,6´106 клітин, відповідно, було значуще
зменшеним в порівнянні з числом В-клітин у конт-
рольних оброблених HlgG тварин, які мали серед-
нє 19,8´106 клітин (Фіг.16).  Випробування різних
субпопуляцій В-клітин селезінок, фолікулярних,
маргінальної зони і новоутворених, показало, що
число В-клітин в кожної субпопуляції зменшува-
лось у оброблених BAFF-R:Fc мишей (таблиця 2),
хоча В-клітини фолікулярні і маргінальної зони
мали найвище зменшення.
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Таблиця 2

Результати обробки BAFF-R:Fc в зменшенні субпопуляцій
В-клітин селезінки

Субпопуляція В-клітин селезінки (106´ клітин±SD)
Фолікулярні Маргінальна зона Новоутворені

IgG людини 14,5±2,4 1,1±0,3 1,5±0,2
mBAFF-R:Fc 0,7±0,1 0,06±0,02 0,4±0, 1
hBAFF-R:Fc 1,4±0,5 0,05±0,02 0,5±0,2

Миші одержували 200мкг HIgG, mBAFF-R:Fc
або hBAFF-R:Fc в дні 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22 і 25.
Мишей евтанізували в день 28 і селезінки витягу-
вали для аналізу субпопуляцій В-клітин.

Дослідження процента В220+ В-клітин, що міс-
тяться в пахових лімфатичних вузлах (LN), пока-
зало, що середнє популяцій В-клітин помітно зни-
жувалося у оброблених мишачим і людським
BAFF-R:Fc мишей, 12,3%±1,4 і 18,6%±1,3, відпові-
дно, в порівнянні з контрольними обробленими
HIgG мишами, які мали середнє 30,8%±4,1 В-
клітин (Фіг.17). Подібні результати одержували при
дослідженні В-клітин периферичної крові.
42,5%±2,9 лімфоцитів з одержувавших IgG люди-
ни мишей були В-клітинами,  тоді як тільки
21,2%±6,1 і 8,3%+4,5 лімфоцитів були В-клітинами
з оброблених мишачим і людським BAFF-R:Fc
мишей, відповідно (Фіг.18).

Хоча популяції новоутворених (незрілих) В-
клітин і популяції зрілих В-клітин зменшувались в
оброблених BAFF-R:Fc мишах, не було впливу на
попередники В-клітин в кістковому мозку (дані не
показані).

Обговорення
Ці результати передбачають, що in vivo бло-

када BAFF злитим білком розчинного рецептора
BAFF-R  приводить до інгібування виживання і/або
дозрівання В-клітин.

Ці результати передбачають також можливість
потенційного застосування злитого білка BAFF-R
як терапевтичного лікарського засобу з клінічними
застосуваннями для опосередкованих В-клітинами
захворювань. Ці захворювання могли б включати
захворювання, які є аутоімунними за природою,
такі як системний червоний вовчак, важка псевдо-
паралітична міастенія, аутоімунна гемолітична
анемія, ідиопатична тромбоцитопенічна пурпура,
антифосфоліпідний синдром, хвороба Шагаса,
хвороба Грейвса, гранулематоз Вегенера, нодоз-
ний поліартеріїт і швидко прогресуючий гломеру-
лонефрит. Цей терапевтичний агент міг би також
знайти застосування в порушеннях плазматичних
клітин, таких як множинна мієлома, макроглобулі-
немія Вальденстрема, хвороба з ураженням важ-
ких ланцюгів імуноглобуліну, первинний або іму-
ноцит-асоційований амілоїдоз і моноклональна
гаммапатія невстановленої етіології (MGUS). Он-
кологічні мішені могли б включати в себе В-
клітинні карциноми, лейкоз і лімфоми.

Приклад 16
У цьому прикладі описана характеристика ви-

хідної панелі мишачих моноклональних антитіл,
індукованих проти позаклітинного домену BAFF-R.
Всі антитіла впізнають позаклітинний домен BAFF-

R, і набір цих антитіл володіє антагоністичними
властивостями, що полягають в тому, що вони
запобігають подальшому скріпленню BAFF з
BAFF-R.

Матеріали і способи
Мишей RBF імунізували і повторно імунізували

huBAFF-R:Fc. Спленоцити з імунних мишей злива-
ли з мишачим мієломним штамом FL653, похідним
штаму P3-X63-Ag8.653, для генерування гібридом
стандартними способами.

Кондиціоновані середовища з гібридомних
клонів, секретуючих антитіла проти позаклітинного
домену huBAFF-R, аналізували за допомогою
FACS. FACS-аналізи скріплення виконували з клі-
тинами 293EBNA, котрансфікованими плазмідами,
експресуючими повнорозмірний huBAFF-R або
muBAFF-R і GFR, як в прикладі 5. Гібридомне кон-
диціоноване середовище розводили 1:10 в FACS-
буфері і інкубували з трансфікованими клітинами
протягом 30 хвилин на льоду. Клітини промивали
FACS-буфером і скріплення виявляли інкубуван-
ням з розведенням 1:100 антимишачого IgG (H+L)
(Jackson ImmunoResearch) протягом 30 хвилин на
льоду. Клітини знову промивали FACS-буфером і
ресуспендували в 1% параформальдегіді в FACS-
буфері. Клітини аналізували за допомогою FACS
на GFP- і РЕ-флуоресценцію і одержані дані фор-
матували в 4-квадрантній точковій діаграмі, як
описано в прикладі 5. Аналізи блокування BAFF
виконували інкубуванням 10мкг/мл протеїн А-
очищеного анти-BAFF-R-mAB або контрольного
антитіла (МОР С21) з клітинами BJAB протягом 30
хвилин на льоду. Після промивання клітини інку-
бували з 250нг/мл біотинільованого huBAFF протя-
гом 30 хвилин на льоду. Клітини знову промивали і
скріплення BAPF виявляли інкубуванням з SAV-
PE. Клітини аналізували за допомогою FACS на
РЕ-флуоресценцію і дані будували у вигляді гра-
фіків, що перекриваються.

Результати
Спостерігали, що супернатанти з десяти кло-

нів зв'язують трансфіковані huBAFF-R клітини.
Точкові діаграми даних FACS чотирьох з десяти
анти-BAFF-R-супернатантів показані на Фіг.19А.
Ефективність трансфекції була приблизно 50%,
причому майже всі трансфіковані клітини зміщали-
ся у верхній правий квадрант після фарбування
супернатанів. Жоден з цих десяти супернатантів
не зв'язувався з клітинами 293EBNA, трансфікова-
ними muBAFF-R (дані не показані). Кондиціоновані
середовища з цих клонів, які були позитивними
відносно скріплення з BAFF-R, випробовували на
їх здатність блокувати взаємодію BAFF з BAFF-R,
експресованим на поверхні клітин BJAB. Клітини
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BJAB експресують BAFF-R на їх поверхні і не екс-
пресують детектованих кількостей ВСМА або ТАСІ
[Thompson et al. (2001) Science Aug 16]. Дві з деся-
ти гібридом, клони 2 і 9, продукували mАВ, які бу-
ли здатні блокувати взаємодію BAFF-R з BAFF.
(Клон 2 був депонований АТСС 6 вересня 2001
року як «анти-BAFF-R-клон №2.1» (ізотоп IgGl-
каппа) і був позначений АТСС №_____; клон 9 був
депонований АТСС 6 вересня 2001 року як «анти-
BAFF-R-клон №9.1» (ізотип IgGl-каппа) і був по-
значений АТСС №_____). Перекриття графіків на
Фіг.19В показують, що передінкубація 10мкг/мл
або клону 2 mАВ (крива (b)), або 9 (крива (с)) змі-
щає криву скріплення BAFF в більше ніж 10 разів,
ліворуч, майже до сигналу контролю без BAFF
(крива (а)). Самий правий графік (крива (d)) пока-
зує зміщення, коли контрольні mАВ МОР С21, що
не блокують анти-BAFF-R mАВ або контроль без
білка, інкубували з клітинами перед скріпленням
BAFF.

Приклад 17
Цей приклад описує конструювання, послідов-

ність і характеристику білка з амінокислотними
замінами в hBAFF-R (2-71)-Fc, які приводять до
збільшеної розчинності цієї рекомбінантно експре-
сованої молекули.

Матеріали і способи
Дволанцюгові олігонуклеотидні касети з лип-

кими кінцями використали для введення замін в
залишках-мішенях лігуванням в ті ж самі сайти в
гені hBAFF-R (2-71):IgGl. Експресійні плазміди
трансфікували в клітини 293EBNA з використан-
ням Ліпофектаміну 2000, як в прикладі 5. Агрега-
цію визначали проведенням електрофорезу в
ДСН-ПААГ у невідновлювальних умовах кондиціо-
нованих середовищ через 20 годин після трансфе-
кції, з подальшим Вестерн-перенесенням і детек-
тування з HRP-кон'югованим антитілом проти IgG
людини (1:100, Jackson ImmunoResearch) і ECL-
детектування (детектування електрохемілюмінес-
ценції), як в прикладі 12.

Експерименти з імунопреципітації виконували
з використанням 100мкл кондиціонованих середо-
вищ через 20 годин після трансфекції в 1мл
DMEM/10% ФБС/0,2% NaA3 з 200нг flag-huBAFF.
Проби качали протягом 30 хвилин при 4°С, дода-
вали 30мкл протеїн Сефарози на пробірку і качан-
ня продовжували протягом додаткових 30 хвилин.
Гранули Сефарози осаджували і промивали три
рази 1мл холодного ФСБ.

Гранули суспендували в 2х ДСН-
відновлювальному буфері і наносили на (4-20%)-
акриламідні гелі. Після Вестерн-перенесення, як
описано вище, здатність імунопреципітувати flag-
BAFF виявляли інкубуванням фільтрів з 1мкг/мл
HRP-кон'югованого антитіла М2 проти flag (Sigma)
з подальшим ECL-детектування.

Результати
Хоча людський BAFF-R:Fc є високоагрегова-

ним, мишачий BAFF-R:Fc є лише слабко (<10%)
агрегованим. Делеційний аналіз показав, що вся
С-кінцева частина BAFF-R могла бути делетована
від А71 до V36 (останнім Cys багатого цистеїном
домену (CRD) є С35) без зменшення утворення
агрегатів. Це дозволяє вважати, що N-кінцевий

район і CRD-район hBAFF-R є необхідними для
утворення агрегатів.

Спочатку генерували декілька химер «миша-
людина»-BAFF-R:Fc, в яких різні кількості N-
кінцевої послідовності BAFF-R людини замінювали
гомологічною мишачою послідовністю і аналізува-
ли відносно дії на агрегацію білка. Амінокислотні
послідовності для цих і подальших замін в hBAFF-
R:Fc  показані на Фіг.20.  Ця Фіг.  показує BAFF-R-
частину як людського (Фіг.9), так і мишачого BAFF-
R:Fc дикого типу з нумерацією, відповідною аміно-
кислотним залишкам з повнорозмірного людського
(Фіг.2d) (SEQ ID NО:5) або мишачого BAFF-R
(Фіг.4b) (SEQ ID NО:9). Фіг.20 також показує клони
hBAFF-R:Fc із замінами, причому замінені залишки
показані жирним шрифтом, червоним кольором,
підкресленням. Очевидно, химери, що містять ме-
нше ніж перші 21, мишачих залишків (Q21), перед
перемиканням на людські залишки, агрегуються
схоже з hBAFF-R:Fc дикого типу; однак, химери,
що містять, щонайменше, перші 39 мишачих за-
лишків, агрегуються в помітно меншій мірі, подібно
до mBAFF-R. Серед додаткових дев'яти залишків,
що розрізнюються між цими двома химерними
BAFF-R:Fc-конструкціями, чотири з них розрізню-
ються між мишею і людиною. Це дозволяє думати,
що, щонайменше, один з людських залишків між
С19 і L27, в районі, внутрішньому відносно CRD, є
необхідним для агрегації.

Конструкції із замінами людських залишків за-
лишками, відповідними мишачим залишкам, тільки
в цих 4 сайтах або їх субпопуляцію одержували
стандартними способами. Коли тільки ці 4 залишки
V20N P21Q А22Т L27P були замінені в людській
BAFF-R-частині, цей модифікований BAFF-R:Fc не
агрегувався. hBAFF-R (V20N P21Q А22Т L27P):Fc
все ще був здатний взаємодіяти з BAFF,  як пока-
зано аналізом імунопреципітації. Заміну V20N
L27P також зменшувала агрегацію hBAFF-R:Fc з
приблизно 90% до приблизно 10%. Проміжні рівні
агрегації спостерігали з P21Q L27P (40%), L27P
(60%), V20N L27A (60%) і V20N L27S (60%). Жодна
з наступних замін не знижувала агрегацію білка:
V20N P21Q А22Т; V20N А22Т; V20NP21Q; V20N і
P21Q.

Приклад 18
Цей приклад показує, що р21-Аrс є білком,

асоційованим з BAFF-R. Способом, використаним
для визначення такої взаємодії, була імунопреци-
пітація.

Способи
Одержували конструкцію, що містить кДНК,

яка кодує внутрішньоклітинний домен BAFF-R
(BAFF-R-i.c.d.) з mус, міченим на N-кінці, і субкло-
нували її в плазміду СН269 в сайтах Nhel (51) і
Xhol (3'). Клітини 293Е трансфікували цією конс-
трукцією і лізували через 72 години буфером для
лізису, що містить в 150мМ NaCl, 50мМ Трис-НСІ,
рН7,5, 1мМ Na3VO4, 50мМ NaF і 1% Brij 97. Клітин-
ні лізати освітлювали з використанням настільної
центрифуги при 10000g протягом 5 хвилин і імуно-
преципітували моноклональним антитілом проти
myc, 9E10. Імунопреципітанти розділяли електро-
форезом в 10-20%-ДСН-ПААГ при відновлюваль-
них умовах і транс-блотували на мембрану PVDF.
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Блоковані білки візуалізували 0,2% розчином
Ponceau S і зони, відповідні білкам, специфічно
пов'язаним з BAFF-R, вирізали і піддавали аналізу
секвенування N-кінцевої амінокислотної послідов-
ності. Неоднозначний пошук в ненадмірній базі
даних з використанням алгоритму PATTERN
SEARCH виконували відносно одержаних даних за
N-кіниевою послідовністю.

Результати
Один з білків,  специфічно асоційованих з ци-

топлазматичним доменом тус-міченого BAFF-R,
має видиму молекулярну масу 21кДа. Цей білок
однозначно ідентифікований як р21-Аrс (спорідне-
ний актину білковий комплекс). р21-Arc є компоне-
нтом семисубодиничного білка, названого компле-
ксом Аrс2/3, який, як було показано, бере участь в
полімеризації актину [Welch et al. (1997) J.Cell Biol.
138: 357]. Нещодавно повідомлялося, що актинз-
в'язувальний білок, філамін, зв'язується з факто-
ром 2, асоційованим з рецептором фактора некро-

зу пухлин (TRAF2) [Leonardi et al. (2000) J. Biol.
Chem. 275: 271]. Таким чином, ідентифікація p21-
Arc в коімунопреципітатах цитоплазматичного до-
мену BAFF-R передбачає, що р21-Аrс або безпо-
середньо пов'язаний з BAFF-R, або опосередкова-
но пов'язаний з BAFF-R через його асоціацію з
TRAF2 і/або іншим білком TRAF, який, в свою чер-
гу, зв'язується з BAFF-R.

З попереднього докладного опису конкретних
варіантів даного винаходу повинно бути очевид-
ним,  що були описані єдині в своєму роді резуль-
тати. Хоча конкретні варіанти були детально опи-
сані тут, це було зроблено як приклад тільки для
цілей ілюстрації і не призначається для обмежен-
ня об'єму прикладеної далі формули винаходу.
Зокрема, автор винаходу передбачає, що різні
заміни, зміни і модифікації можуть бути вироблені
у відношенні даного винаходу без відходу від ідеї і
об'єму даного винаходу, що визначається форму-
лою даного винаходу.
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