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(57) 1. Поліпептид, який: 
(і) містить або складається з амінокислотної послі-
довності, представленої в SEQ ID NO:2; SEQ ID 
NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10, 
SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ 
ID NO:18, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:22, SEQ ID 
NO:24, SEQ ID NO:66 або SEQ ID NO:70; 
(ii) являє собою фрагмент, що є ліпокаліном або 
має спільну антигенну детермінанту з одним або 
декількома поліпептидами (і), або 
(ііі) являє собою функціональний еквівалент (і) або 
(іі). 
2. Поліпептид, який є фрагментом за п. 1 (іі), який 
відрізняється тим, що вказаний поліпептид міс-
тить або складається з амінокислот 25-174, аміно-
кислот 26-180, амінокислот 33-166 або амінокис-
лот 41-189 з SEQ ID NO:18, або амінокислот 25-
206 з SEQ ID NO:24 і являє собою ліпокалін. 
3. Поліпептид, який є функціональним еквівален-
том за п. 1 (ііі), який відрізняється тим, що його 
послідовність гомологічна амінокислотній послідо-
вності, представленій в SEQ ID NO:2, SEQ ID 
NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID 

NO:16, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:20, SEQ ID 
NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:66 або SEQ ID 
NO:70, і є ліпокаліном. 
4. Поліпептид, який є фрагментом або функціона-
льним еквівалентом за п. 1 або п. 2, і амінокислот-
на послідовність якого характеризується більше 
ніж 80 % ідентичністю з амінокислотною послідов-
ністю, представленою в SEQ ID NO:2; SEQ ID 
NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10, 
SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ 
ID NO:18, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:22, SEQ ID 
NO:24 або SEQ ID NO:66, або з її активним фраг-
ментом, переважно, ідентичністю на рівні послідо-
вності більше ніж 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 98,5 %, 
99 % або 99,5 %. 
5. Поліпептид, який являє собою функціональний 
еквівалент за будь-яким з пп. 1-3, який відрізня-
ється тим, що він має значну структурну гомоло-
гію з поліпептидом, який має амінокислотну послі-
довність, представлену в SEQ ID NO:2, SEQ ID 
NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10, 
SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ 
ID NO:18, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:22, SEQ ID 
NO:24, SEQ ID NO:66 або SEQ ID NO:70. 
6. Поліпептид, який являє собою фрагмент за п. 1 
або 4 і який має антигенну детермінанту, спільну з 
поліпептидом за п. 1 частини (і), і який складаєть-
ся з 7 або більше амінокислотних залишків аміно-
кислотної послідовності, представленої в SEQ ID 
NO:2; SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, 
SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ 
ID NO:16, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:20, SEQ ID 
NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:66 або SEQ ID 
NO:70. 
7. Поліпептид за пп. 1-6, який відрізняється тим, 
що вказаний поліпептид містить амінокислотні 
заміни N92T і/або G114S. 
8. Поліпептид за п. 6, який має послідовність, 
представлену в SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:38, SEQ 
ID NO:40, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:44, SEQ ID 
NO:46, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:58 або SEQ ID 
NO:60. 
9. Гібридний білок, який містить поліпептид за ко-
жним з попередніх пунктів. 
10. Поліпептид за пп. 1-9, який відрізняється тим, 
що вказаний поліпептид містить гістидинову мітку. 
11. Поліпептид за п. 10, який має послідовність, 
представлену в SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:30, SEQ 
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ID NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:48, SEQ ID 
NO:50, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:54, SEQ ID 
NO:62, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:68 або SEQ ID 
NO:72. 
12. Очищена молекула нуклеїнової кислоти, яка 
кодує поліпептид за будь-яким з попередніх пунк-
тів. 
13. Очищена молекула нуклеїнової кислоти за п. 
12, яка містить або складається з послідовності 
нуклеїнової кислоти, представленої в SEQ ID 
NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, 
SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:13, SEQ 
ID NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:19, SEQ ID 
NO:21, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:25, SEQ ID 
NO:27, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:31, SEQ ID 
NO:33, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:37, SEQ ID 
NO:39, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:43, SEQ ID 
NO:45, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:51, SEQ ID 
NO:53, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:57, SEQ ID 
NO:59, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:63, SEQ ID 
NO:65, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:69, SEQ ID 
NO:71 або SEQ ID NO:72, або являє собою її над-
лишковий еквівалент або фрагмент. 
14. Очищена молекула нуклеїнової кислоти, яка 
гібридизується з молекулою нуклеїнової кислоти 
за будь-яким з пп. 12 або 13 в умовах високої жор-
сткості. 
15. Вектор, який містить молекулу нуклеїнової кис-
лоти за будь-яким з пп. 12-14. 
16. Клітина-хазяїн, трансформована вектором за 
п. 15. 
17. Ліганд, який являє собою антитіло і який спе-
цифічно зв'язується з поліпептидом за будь-яким з 
пп. 1-11 і, переважно, модулює його активність. 
18. Поліпептид за будь-яким з пп. 1-11, молекула 
нуклеїнової кислоти за будь-яким з пп. 12-14, век-
тор за п. 15, клітина-хазяїн за п. 16 або ліганд за п. 
17 для використання в терапії або в діагностиці 
захворювання. 
19. Спосіб in vitro діагностики захворювання в па-
цієнта, що включає оцінку рівня експресії природ-
ного гена, який кодує поліпептид за будь-яким з 
пп. 1-11, або оцінку активності поліпептиду за 
будь-яким з пп. 1-11 у тканині вказаного пацієнта, і 
порівняння вказаного рівня експресії або активно-
сті з контрольним рівнем, де рівень, який відрізня-
ється від вказаного контрольного рівня, є ознакою 
наявності захворювання. 
20. Спосіб за п. 19, що включає стадії: (а) контак-
тування ліганду за п. 17 з біологічним зразком в 
умовах, які придатні для утворення комплексу лі-
ганд-поліпептид; і (b) детекції вказаного комплек-
су. 
21. Спосіб за п. 19, що включає стадії: 
a) контактування зразка тканини, взятої в пацієнта, 
з нуклеїновокислотним зондом у жорстких умовах, 
які сприяють утворенню гібридного комплексу між 
молекулою нуклеїнової кислоти за будь-яким з пп. 
12-14 і вказаним зондом; 
b) контактування контрольного зразка із вказаним 
зондом в умовах, аналогічних умовам стадії (а); і 
детекції присутності гібридних комплексів у вказа-
них зразках, де детекція рівнів вказаного гібридно-
го комплексу в зразку, узятому в даного пацієнта, 
які відрізняються від рівнів гібридного комплексу в 

контрольному зразку, вказує на наявність захво-
рювання. 
22. Спосіб за п. 19, що включає: 
a) контактування зразка нуклеїнової кислоти тка-
нини, взятої в пацієнта, з нуклеїновокислотним 
праймером у жорстких умовах, які сприяють утво-
ренню гібридного комплексу між молекулою нукле-
їнової кислоти за будь-яким з пп. 12-14 і вказаним 
праймером; 
b) контактування контрольного зразка із вказаним 
праймером в умовах, аналогічних умовам стадії 
(а); 
c) ампліфікацію вказаного зразка нуклеїнової кис-
лоти; і 
d) детекцію рівня ампліфікованої нуклеїнової кис-
лоти в зразках, узятих у пацієнта, і в контрольних 
зразках, де детекція рівнів ампліфікованої нуклеї-
нової кислоти в узятому в пацієнта зразку, які зна-
чно відрізняються від рівнів ампліфікованої нукле-
їнової кислоти в контрольному зразку, вказує на 
наявність захворювання. 
23. Спосіб за п. 19, що включає: 
a) одержання зразка тканин від пацієнта, обстежу-
ваного на наявність захворювання; 
b) виділення молекули нуклеїнової кислоти за 
будь-яким з пп. 12-14 із вказаного зразка тканини; і 
c) установлення діагнозу захворювання даному 
пацієнтові шляхом детекції присутності мутації в 
молекулі нуклеїнової кислоти, де вказана мутація 
асоціюється із вказаним захворюванням, і де при-
сутність такої мутації вказує на наявність захворю-
вання. 
24. Спосіб за п. 23, що, крім того, включає амплі-
фікацію вказаної молекули нуклеїнової кислоти з 
утворенням ампліфікованого продукту і детекцію 
присутності або відсутності мутації у вказаному 
ампліфікованому продукті. 
25. Спосіб за будь-яким з пп. 23 або 24, де присут-
ність або відсутність мутації у пацієнта визначають 
шляхом здійснення контакту вказаної молекули 
нуклеїнової кислоти з нуклеїновокислотним зон-
дом, що гібридизується із вказаною молекулою 
нуклеїнової кислоти в жорстких умовах з утворен-
ням гібридної дволанцюжкової молекули, де вка-
зана гібридна дволанцюжкова молекула має негі-
бридизовану частину ланцюга 
нуклеїновокислотного зонда в будь-якій ділянці, 
яка відповідає мутації, асоційованій із захворю-
ванням; і детекції присутності або відсутності негі-
бридизованої частини ланцюга вказаного зонда як 
показника присутності або відсутності асоційованої 
із захворюванням мутації. 
26. Спосіб за будь-яким з пп. 19-25, де вказаними 
захворюваннями є, але не обмежуються ними: 
розлад зору (наприклад нічна сліпота), розлади 
імунної системи (наприклад аутоімунні розлади), 
запальні стани, запальне захворювання кишечнику 
(IBD), виразковий коліт (UC), хвороба Крона (CD), 
проктит, клітинно-проліферативні розлади, рак 
(наприклад рак молочної залози, шкірна Т-клітинна 
лімфома, плоскоклітинна карцинома і/або базаль-
ноклітинна карцинома), мікробні інфекції (напри-
клад, вірусні, бактеріальні та грибні інфекції), шкі-
рні хвороби (наприклад шкірне захворювання, 
асоційоване з Th1, таке як псоріаз або гіперкера-
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тозний дерматоз; шкірне захворювання, асоційо-
ване з Th2, таке як атопічний дерматит, контактний 
дерматит, контактна алергія, наприклад, до нікелю 
або золота, шкірна Т-клітинна лімфома, атопічна 
екзема, гостра екзема та/або хронічна екзема), 
репродуктивні розлади (наприклад безпліддя, зок-
рема, чоловіче безпліддя), дисфункція нирки, ін-
фаркт міокарда, артрит, розсіяний склероз, кістоз-
но-фіброзна мастопатія, регуляція розвитку 
нервової системи, діабет типу І, хвороба Хашимо-
то, хвороба Грейвса (тироїдит), ревматоїдний арт-
рит, проліферативний гломерулонефрит і гломе-
рулонефрит із клубочками напівмісяцевої форми, 
увеїт заднього відділу очного яблука, загоєння 
рани та/або саркоїдоз, червоний пітиріаз і/або по-
рокератоз, алергічні розлади, такі як алергічний 
риніт, астма, червоний плоский лишай, хронічний 
синусит, синдром Сезарі, променевий кератоз, 
гепатит С, виразковий коліт, мембранозний гломе-
рулонефрит і/або вірусні інфекції. 
27. Фармацевтична композиція, яка містить полі-
пептид за будь-яким з пп. 1-11, молекулу нуклеї-
нової кислоти за будь-яким з пп. 12-14, вектор за 
п. 15, клітину-хазяїна за п. 16 або ліганд за п. 17. 
28. Вакцинна композиція, яка містить поліпептид 
за будь-яким з пп. 1-11 або молекулу нуклеїнової 
кислоти за будь-яким з пп. 12-14. 
29. Поліпептид за будь-яким з пп. 1-11, молекула 
нуклеїнової кислоти за будь-яким з пп. 12-14, век-
тор за п. 15, клітина-хазяїн за п. 16, ліганд за п. 17 
або фармацевтична композиція за п. 27, викорис-
товувані для одержання лікарського засобу для 
лікування певного захворювання, якими є, але не 
обмежуються ними, наступні захворювання: роз-
лад зору (наприклад нічна сліпота), розлади імун-
ної системи (наприклад аутоімунні розлади), запа-
льні стани, запальне захворювання кишечнику 
(IBD), виразковий коліт (UC), хвороба Крона (CD), 

проктит, клітинно-проліферативні розлади, рак 
(наприклад рак молочної залози, шкірна Т-клітинна 
лімфома, плоскоклітинна карцинома і/або базаль-
ноклітинна карцинома), мікробні інфекції (напри-
клад вірусні, бактеріальні та грибні інфекції), шкірні 
хвороби (наприклад шкірне захворювання, асоці-
йоване з Th1, таке як псоріаз або гіперкератозний 
дерматоз; шкірне захворювання, асоційоване з 
Th2, таке як атопічний дерматит, контактний дер-
матит, контактна алергія, наприклад, до нікелю 
або золота, шкірна Т-клітинна лімфома, атопічна 
екзема, гостра екзема і/або хронічна екзема), ре-
продуктивні розлади (наприклад безпліддя, зокре-
ма, чоловіче безпліддя), дисфункція нирки, ін-
фаркт міокарда, артрит, розсіяний склероз, 
кістозно-фіброзна мастопатія, регуляція розвитку 
нервової системи, діабет типу І, хвороба Хашимо-
то, хвороба Грейвса (тироїдит), ревматоїдний арт-
рит, проліферативний гломерулонефрит і гломе-
рулонефрит із клубочками напівмісяцевої форми, 
увеїт заднього відділу очного яблука, загоєння 
рани та/або саркоїдоз, червоний пітиріаз і/або по-
рокератоз, алергічні розлади, такі як алергічний 
риніт, астма, червоний плоский лишай, хронічний 
синусит, синдром Сезарі, променевий кератоз, 
гепатит С, виразковий коліт, мембранозний гломе-
рулонефрит і/або вірусні інфекції. 
30. Спосіб моніторингу терапевтичного лікування 
захворювання у пацієнта, що включає моніторинг 
рівня експресії або активності поліпептиду за будь-
яким з пп. 1-11 або рівня експресії молекули нукле-
їнової кислоти за будь-яким з пп. 12-14 у тканині 
вказаного пацієнта, проведений протягом певного 
періоду часу, де зміна вказаного рівня експресії 
або активності за певний проміжок часу в порів-
нянні з контрольним рівнем є показником рециди-
ву вказаного захворювання. 

 
 

 
 

Даний винахід стосується нового білка (позна-
ченого як INSP181) і його похідних, ідентифікова-
ного в даній заявці як ліпокалін, і застосування 
цього білка та послідовностей нуклеїнової кислоти, 
яка містить гени, що кодують вказаний білок, для 
діагностики, профілактики та лікування захворю-
вань. 

Всі цитовані в даному описі публікації, патенти 
та патентні заявки включені в опис за допомогою 
посилання в повному обсязі. 

У даний час в галузі розробки лікарських засо-
бів відбуваються фундаментальні зміни у зв'язку із 
приходом ери функціональної геноміки. Термін 
"функціональна геноміка" застосовується до спо-
собів використання засобів біоінформатики для 
приписування функцій послідовностям білків, які 
представляють інтерес для фахівців. Такі засоби 
стають усе більше необхідними, і це пов'язано з 
тим, що оснащення науково-дослідних лаборато-
рій, які займаються визначенням функцій послідо-
вностей цих білків, поки не дає можливості швидко 

обробляти все наростаючий потік даних про пос-
лідовності цих білків. 

Оскільки ефективність і точність методів біоі-
нформатики зростає, то ці методи швидко витіс-
няють стандартні методи біохімічної характериза-
ції. Дійсно, сучасні засоби біоінформатики, 
використовувані для ідентифікації білків за вина-
ходом, дозволяють одержувати остаточні резуль-
тати з досить високим ступенем вірогідності. 

Різні інститути та комерційні організації за-
ймаються обробкою даних про послідовності, які 
надходять безперервно, і на основі отриманих 
результатів вони приходять до важливих відкрит-
тів. Однак необхідність в ідентифікації та характе-
ризації інших генів і поліпептидів, які кодуються 
цими генами, з метою їх подальшого дослідження 
та пошуку нових лікарських засобів, усе ще зали-
шається актуальної. 

Ліпокаліни являють собою невеликі секрето-
вані білки, які, як вважають, залучаються в транс-
портування невеликих гідрофобних молекул. Ліпо-
каліни характеризуються мультидоменною 
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структурою, що включає домен зв'язування ліган-
ду, що у типовому випадку залучається в процес 
зв'язування малих гідрофобних молекул, і консер-
вативний домен зв'язування з рецептором клітин-
ної поверхні, що у типовому випадку залучається в 
процес зв'язування можливого рецептора на клі-
тинній поверхні, що може бути загальним більше 
ніж для одного ліпокаліну, і відкритий кінець скла-
дчастої структури, що формує макромолекулярний 
комплекс, що залучає, можливо, рецептор клітин-
ної поверхні. 

Незважаючи на велике різноманіття на рівні 
послідовності, ліпокаліни характеризуються струк-
турною гомологією: один восьмиланцюжковий ан-
типаралельний β-циліндр із приєднаної α-спіраллю 
чітко формує характерну «складчасту структуру 
ліпокаліну». Один кінець циліндра відкритий для 
надходження розчинника та містить сайт зв'язу-
вання ліганду. Сукупність чотирьох петель з'єдну-
вальних ланцюгів надає специфічність процесу 
зв'язування ліганду. 

Найближче споріднені представники сімейства 
ліпокалінів відрізняються наявністю трьох харак-
терних мотивів у послідовності. Представники да-
ної групи включають: ретинол-зв'язувальний білок; 
пурпурин; білок, який зв'язує ретиноєву кислоту; 
альфа-2-мікроглобін; великий білок сечі; білін-
зв'язувальний білок; альфа-крустаціанін; білок 14, 
характерний для вагітності, бета-лактоглобін; ней-
трофільний ліпокалін і білок choroid plexus. Ліпока-
ліни Outlier класифікуються як такі, оскільки вони 
містять 2 або менше консервативних мотивів пос-
лідовності, і вказані білки включають: одорант-
зв'язувальний білок, білок залози фон Ебнера, 
пробазин і афродизин. 

У зв'язку з вищесказаним ідентифікація ліпо-
калінів надзвичайно важлива у світлі зростаючого 
розуміння шляхів, які лежать в основі розвитку 
деяких хворобливих станів і асоційованих з ними 
хворобливих станів, і для розробки більш ефекти-
вних підходів у генній і/або лікарській терапії для 
лікування вказаних розладів. 

Даний винахід оснований на виявленні того 
факту, що білок людини, що називається в даному 
описі як INSP181, являє собою ліпокалін. 

Даний винахід оснований на виявленні того 
факту, що поліпептиди за даним винаходом здійс-
нюють позитивну регуляцію Т-хелперних цитокінів 
2 (Th2), більш конкретно, - інтерлейкіну-10 (IL-10), 
інтерлейкіну-4 (IL-4) і інтерлейкіну-5 (IL-5). Поліпе-
птид INSP181 був досліджений на його здатність 
впливати на секрецію цитокінів мононуклеарними 
клітинами периферичної крові людини (МКПК), 
стимульованими мітогеном - конкаваліном А 
(СоnА). Було показано, що даний поліпептид сти-
мулює секрецію IL-10, IL-4 і IL-5 з СоnА-
стимульованих МКПК людини при тестуванні в 
розведенні 1/10 (46,2мкг у тесті). Не був виявле-

ний ефект на рівні IFN-, TNF-α або IL-2. 
Крім того, несподівано було виявлено, що по-

ліпептиди за даним винаходом демонструють не-
сподівано обмежену експресію в зразках біопсії 
шкіри і, особливо, у зразках біопсії шкіри, взятих 
при псоріазі. Загалом процедура полягала в тому, 
що праймери, специфічні для INSP181, досліджу-

вали з використанням набору приблизно з 100 
зразків нормальної тканини людини і уражених 
захворюванням, що представляють первинні клі-
тини та клітинні лінії, а також 44 зразків біопсії 
ободової кишки та клубової кишки від індивідуумів 
із запальним захворюванням кишечнику та 39 зра-
зків біопсії, взятих з варіантів клінічного випробу-
вання IL-18-зв'язувального білка (IL18BP). Отри-
мані результати показані в таблицях 3 і 4 і 
проілюстровані графічно на Фіг.12 і 13. Несподіва-
но виявилося, що експресія INSP181 відзначаєть-
ся на низькому рівні тільки в зразках шкіри (0,16% 
від GAPDH) (таблиця 5, Фіг.12) і в зразках біопсії 
шкіри від пацієнтів із псоріазом (позитивна відпо-
відь у випадку 19/39 зразків) (таблиця 4, Фіг.13). 
Результати, отримані з використанням другої пари 
праймерів, специфічних для екзону 4/6 (прямій 
праймер в екзоні 4 і зворотний праймер в екзоні 6), 
підтвердили специфічність ефекту для шкіри. 

У першому аспекті даний винахід стосується 
поліпептиду, де вказаний поліпептид: 

(і) включає амінокислотну послідовність або 
складається з амінокислотної послідовності, що 
представлена у вигляді SEQ ID NO:2, SEQ ID 
NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10, 
SEQ ID NO:12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:16, SEQ 
ID NO:18, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:66 або SEQ 
ID NO:70; 

(іі) являє собою фрагмент, що є ліпокаліном 
або має спільну антигенну детермінанту з одним 
або декількома поліпептидами за пунктом (і); або 

(ііі) являє собою функціональний еквівалент за 
пунктом (і) або (іі). 

Переважно, поліпептид за першим аспектом 
винаходу складається з амінокислотної послідов-
ності або включає амінокислотну послідовність, 
що представлена у вигляді SEQ ID NO:18 або SEQ 
ID NO:24, являє собою її фрагмент, який функціо-
нує як ліпокалін, або має спільну антигенну детер-
мінанту з таким поліпептидом; або є функціональ-
ним еквівалентом такого поліпептиду. 

Поліпептид, який має послідовність, показану 
у вигляді SEQ ID NO:2, називається далі в тексті 
як «поліпептид екзону 1 INSP181». Поліпептид, 
який має послідовність, показану у вигляді SEQ ID 
NO:4, називається далі в тексті як «поліпептид 
екзону 2 INSP181». Поліпептид, який має послідо-
вність, показану у вигляді SEQ ID NO:6, назива-
ється далі в тексті як «поліпептид екзону 3 
INSP181». Поліпептид, який має послідовність, 
показану у вигляді SEQ ID NO:8, називається далі 
в тексті як «поліпептид екзону 3 INSP181-SV1». 
Поліпептид, який має послідовність, показану у 
вигляді SEQ ID NO:10, називається далі в тексті як 
«поліпептид екзону 4 INSP181-SV1». Поліпептид, 
який має послідовність, показану у вигляді SEQ ID 
NO:12, називається далі в тексті як «поліпептид 
екзону 4 INSP181». Поліпептид, який має послідо-
вність, показану у вигляді SEQ ID NO:14, назива-
ється далі в тексті як «поліпептид екзону 5 
INSP181». Поліпептид, який має послідовність, 
показану у вигляді SEQ ID NO:16, називається 
далі в тексті як «поліпептид екзону 6 INSP181». 

SEQ ID NO:18 одержують шляхом об'єднання 
SEQ ID ΝΟΝΟ: 2, 4, 6, 12, 14 і 16. Поліпептид, який 
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має послідовність, показану у вигляді SEQ ID 
NO:18, називається далі в тексті як «поліпептид 
INSP181». 

SEQ ID NO:24 одержують шляхом об'єднання 
SEQ ID ΝΟΝΟ: 2, 4, 8, 10, 14 і 16. Поліпептид, який 
має послідовність, показану у вигляді SEQ ID 
NO:18, називається далі в тексті як «поліпептид 
INSP181-SV1». Білок INSP181-SV1 містить 25 амі-
нокислотних вставок у стартовому кодоні 4. 

Другий клон INSP181-SV1 (І№ЗР181-8У1-
поліморф) був ідентифікований при дослідженні 
пула, що містить кДНК, отримані зі слинної залози, 
надниркової залози, ока та універсальної еталон-
ної матриці РНК Stratagene, що містить кДНК 
INSP181-SV1. Вказаний клон містить нуклеотидні 
заміщення А275С і G340A, які призводять до амі-
нокислотних заміщень N92T і G114S. Вказані варі-
анти розглядаються як прояви поліморфізму у по-
слідовності INSP181. 

Поліпептид, який має послідовність, показану 
у вигляді SEQ ID NO:36, називається далі в тексті 
як «поліпептид-поліморф N92T екзону 3 INSP181» 
і включає амінокислотне заміщення N92T. Поліпе-
птид, який має послідовність, показану у вигляді 
SEQ ID NO:38, називається далі в тексті як «полі-
пептид-поліморф N92T екзону 3 INSP181-SV1» і 
включає амінокислотне заміщення N92T. 

Поліпептид, який має послідовність, показану 
у вигляді SEQ ID NO:40, називається далі в тексті 
як «поліпептид-поліморф INSP181N92T». SEQ ID 
NO:40 одержують шляхом об'єднання SEQ ID 
ΝΟΝΟ: 2, 4, 36, 12, 14 і 16. 

Поліпептид, який має послідовність, показану 
у вигляді SEQ ID NO:44, називається далі в тексті 
як «поліпептид-поліморф INSP181-SV1 N92T». 
SEQ ID NO:44 одержують шляхом об'єднання SEQ 
ID ΝΟΝΟ: 2, 4, 38, 10, 14 і 16. 

Поліпептид, який має послідовність, показану 
у вигляді SEQ ID NO:56, називається далі в тексті 
як «поліпептид-поліморф G114S екзону 3 
INSP181-SV1» і включає амінокислотне заміщення 
G114S. 

Поліпептид, який має послідовність, показану 
у вигляді SEQ ID NO:58, називається далі в тексті 
як «поліпептид-поліморф INSP181-SV1 G114S». 
SEQ ID NO:58 одержують шляхом об'єднання SEQ 
ID ΝΟΝΟ: 2, 4, 8, 56, 14 і 16. 

Не претендуючи на будь-яку теорію, заявники 
лише припускають, що поліпептид INSP181, полі-
пептид INSP181-SV1, поліпептид-поліморф 
INSP181 Ν92Τ, поліпептид-поліморф INSP181-SV1 
Ν92Τ і поліпептид-поліморф INSP181-SV1 G114S 
можуть включати HaN-кінці сигнальний пептид з 20 
амінокислот. 

Екзон 1 у поліпептиді INSP181 і в поліпептиді 
INSP181-SV1 без цієї передбачуваної сигнальної 
послідовності показаний у вигляді SEQ ID NO:20 і 
далі в тексті називається як «зрілий поліпептид 
екзону 1 INSP181». Послідовність поліпептиду 
INSP181 без цієї передбачуваної сигнальної пос-
лідовності показана у вигляді SEQ ID NO:22 і далі 
в тексті називається як «зрілий поліпептид 
INSP181». Послідовність поліпептиду INSP181-
SV1 без цієї передбачуваної сигнальної послідов-
ності показана у вигляді SEQ ID NO:26 і далі в тек-

сті називається як «зрілий поліпептид INSP181-
SV1». Послідовність поліпептиду-поліморфу 
INSP181 N92T без цієї передбачуваної сигнальної 
послідовності показана у вигляді SEQ ID NO:42 і 
далі в тексті називається як «зрілий поліпептид-
поліморф INSP181 N92T». Послідовність поліпеп-
тиду-поліморфу INSP181-SV1-N92T без цієї пе-
редбачуваної сигнальної послідовності показана у 
вигляді SEQ ID NO:46 і далі в тексті називається 
як «зрілий поліпептид INSP181-SV1-N92T». Послі-
довність поліпептиду-поліморфу INSP181-SV1-
G114S без цієї передбачуваної сигнальної послі-
довності показана у вигляді SEQ ID NO:60 і далі в 
тексті називається як «зрілий поліпептид INSP181-
SV1-N92T». 

Послідовність поліпептиду, показана у вигляді 
SEQ ID NO:66, називається далі в тексті як «полі-
пептид домену ліпокаліну INSP181» і включає до-
мен ліпокаліну. Послідовність поліпептиду, пока-
зана у вигляді SEQ ID NO:70, називається далі в 
тексті як «поліпептид домену ліпокаліну INSP181-
SV1» і включає сплайсинг-варіант домену ліпока-
ліну. 

Поліпептиди за першим аспектом даного ви-
находу можуть додатково містити гістидинову міт-
ку. Така гістидиніва мітка, переважно, є присут-
ньою у С-кінця даного поліпептиду. Переважно, 
така гістидиніва мітка містить 1-10 гістидинових 
залишків (наприклад, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 або 10 
залишків). Більш переважно, вказана гістидиніва 
мітка містить 6 гістидинових залишків. Відповідно, 
переважними поліпептидами є такі поліпептиди, 
які включають послідовність, представлену у ви-
гляді SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:32, 
SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:50, SEQ 
ID NO:52, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:62, SEQ ID 
NO:68 і/або SEQ ID NO:72. 

Поліпептид, який має послідовність, представ-
лену у вигляді SEQ ID NO:28, називається далі в 
тексті як «поліпептид INSP181 з гістидиновою міт-
кою». Поліпептид, який має послідовність, пред-
ставлену у вигляді SEQ ID NO:30, називається 
далі в тексті як «зрілий поліпептид INSP181 з гіс-
тидиновою міткою». Поліпептид, який має послі-
довність, представлену у вигляді SEQ ID NO:32, 
називається далі в тексті як «поліпептид INSP181-
SV1 з гістидиновою міткою». Поліпептид, який має 
послідовність, представлену у вигляді SEQ ID 
NO:34, називається далі в тексті як «зрілий полі-
пептид INSP181-SV1 з гістидиновою міткою». По-
ліпептид, який має послідовність, представлену у 
вигляді SEQ ID NO:48, називається далі в тексті як 
«поліпептид-поліморф INSP181 N92T з гістидино-
вою міткою». Поліпептид, який має послідовність, 
представлену у вигляді SEQ ID NO:50, називаєть-
ся далі в тексті як «зрілий поліпептид-поліморф 
INSP181 N92T з гістидиновою міткою». Поліпеп-
тид, який має послідовність, представлену у ви-
гляді SEQ ID NO:52, називається далі в тексті як 
«поліпептид-поліморф INSP181-SV1 N92T з гісти-
диновою міткою». Поліпептид, який має послідов-
ність, представлену у вигляді SEQ ID NO:54, нази-
вається далі в тексті як «зрілий поліпептид-
поліморф INSP181-SV1 N92T з гістидиновою міт-
кою». Поліпептид, який має послідовність, пред-
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ставлену у вигляді SEQ ID NO:62, називається 
далі в тексті як «поліпептид-поліморф INSP181-
SV1 G114S з гістидиновою міткою». Поліпептид, 
який має послідовність, представлену у вигляді 
SEQ ID NO:64, називається далі в тексті як «зрілий 
поліпептид-поліморф INSP181-SV1 G114S з гісти-
диновою міткою». Поліпептид, який має послідов-
ність, представлену у вигляді SEQ ID NO:68, нази-
вається далі в тексті як «поліпептид домену 
ліпокаліну INSP181 з гістидиновою міткою» і вклю-
чає домен ліпокаліну з гістидиновою міткою. Полі-
пептид, який має послідовність, представлену у 
вигляді SEQ ID NO:72, називається далі в тексті як 
«поліпептид домену ліпокаліну INSP181-SV1 з 
гістидиновою міткою» і включає сплайсинг-варіант 
домену ліпокаліну з гістидиновою міткою. 

Термін «поліпептиди INSP181» у контексті да-
ного опису означає поліпептиди, що включають 
зрілий поліпептид екзону 1 INSP181, поліпептид 
INSP181, зрілий поліпептид INSP181, поліпептид 
INSP181-SV1, зрілий поліпептид INSP181-SV1, 
поліпептид INSP181 з гістидиновою міткою, зрілий 
поліпептид INSP181 з гістидиновою міткою, полі-
пептид INSP181-SV1 з гістидиновою міткою, зрілий 
поліпептид INSP181-SV1 з гістидиновою міткою, 
поліпептид-поліморф INSP181 N92T, зрілий полі-
пептид-поліморф INSP181 N92T, поліпептид-
поліморф INSP181-SV1-N92T, зрілий поліпептид-
поліморф INSP181-SV1-N92T, поліпептид-
поліморф INSP181 N92T з гістидиновою міткою, 
зрілий поліпептид-поліморф INSP181 N92T з гісти-
диновою міткою, поліпептид-поліморф INSP181-
SV1 N92T з гістидиновою міткою, зрілий поліпеп-
тид-поліморф INSP181-SV1 N92T з гістидиновою 
міткою, поліпептид-поліморф INSP181-SV1 G114S 
з гістидиновою міткою, зрілий поліпептид-
поліморф INSP181-SV1 G114S з гістидиновою міт-
кою, поліпептид-поліморф INSP181-SV1 G114S, 
поліпептид домену ліпокаліну INSP181 і поліпеп-
тид домену лішжаліну INSP181-SV1 і його варіант 
із гістидиновою міткою. Поліпептиди, включаючи 
поліпептиди домену ліпокаліну, які містять і N92T, і 
G114S поліморфні варіанти, також є аспектами 
даного винаходу. 

Поліпептиди INSP181 і INSP181-SV1 містять, 
як передбачається, однаковий сайт глікозилюван-
ня за амінокислотою 92 (Фіг.10), що також є місцем 
локалізації передбачуваного N92T поліморфізму. 
Заміщення аспарагіну в положенні 92 буде переш-
коджати здійсненню N-глікозилювання. Наявність 
або відсутність цукрових фрагментів може вплива-
ти на функціонування поліпептидів INSP181. 

Автори винаходу відзначили наявність дису-
льфідного зв'язку між цистеїновими амінокислот-
ними залишками 90 і 181. Поліпептиди за даним 
винаходом, в яких вказані цистеїнові залишки зв'я-
зані дисульфідним зв'язком, включаються в галузь 
даного винаходу. 

Термін «ліпокалін» стосується молекули, яка 
містить щонайменше один домен ліпокаліну. 

Переважно, термін «ліпокалін» стосується мо-
лекули, що містить домен ліпокаліну, яка виявляє 
з показником е-значення, менше ніж 0,1, 0,01, 
0,001, 0,0001, 0,0002, 0,00001, 0,000001 або 
0,0000001. 

Переважно, термін «ліпокалін» стосується мо-
лекули, яка спарюється із НММ, створеним на ос-
нові бази даних Pfam entry, що виявляється з по-
казником е-значення, менше ніж 0,1, 0,01, 0,001, 
0,0001, 0,0002, 0,00001, 0,000001 або 0,0000001. 

Переважно, поліпептид за кожним з вказаних 
вище аспектів даного винаходу функціонує як лі-
покалін. Переважно, домен ліпокаліну кодується 
ділянкою, що відповідає залишкам 41-189 в аміно-
кислотній послідовності INSP181. Послідовність 
домену ліпокаліну показана у вигляді SEQ ID 
NO:66. 

Інші поліпептиди за даним винаходом вклю-
чають фрагменти, які важливі для збереження 
активності ліпокаліну, і поліпептиди, які включають 
домен ліпокаліну або складаються з домену ліпо-
каліну, як показано на Фіг.14 (наприклад, аміноки-
слотні залишки 25-174 або амінокислотні залишки 
26-180, або амінокислотні залишки 33-166) і на 
Фіг.11 (наприклад, амінокислотні залишки 41-189), 
а також фрагмент, який містить цистеїнові залиш-
ки, що формують дисульфідний зв'язок (напри-
клад, амінокислотні залишки 96-187). 

Інший поліпептид за даним винаходом являє 
собою домен ліпокаліну, розташований між зали-
шками 25 і 181 в INSP181. У поліпептиді INSP181-
SV1 домен ліпокаліну розташований між залишка-
ми 25 і 206 і включає послідовність, показану у 
вигляді SEQ ID NO:70. 

Термін «функція ліпокаліну» використовується 
в контексті даного опису для позначення поліпеп-
тидів, що включають амінокислотну послідовність 
або структурні особливості, які можуть бути іден-
тифіковані як консервативні властивості в поліпеп-
тидах сімейства білків ліпокалінів, так що взаємо-
дія такого поліпептиду з його біологічним 
партнером по суті не буде робити шкідливого 
впливу в порівнянні з функціонуванням повнороз-
мірного поліпептиду дикого типу. Зокрема, автори 
відносять до таких властивостей наявність цистеї-
нових залишків у певних положеннях поліпептиду, 
що створює можливість утворення дисульфідних 
зв'язків. 

Ліпокаліни використовуються як діагностичні і 
прогностичні маркери при різних хворобливих ста-
нах. Плазмовий рівень AGP відслідковують у ході 
вагітності та при проведенні діагностичної та про-
гностичної оцінки станів, що включають хіміотера-
пію раку, дисфункцію нирок, інфаркт міокарду, ар-
трит і розсіяний склероз. Ретинол-зв'язувальний 
білок (RBP) використовують у клінічній практиці як 
маркер канальцевої реабсорбції в нирці, і аро D є 
маркером кістозно-фіброзної мастопатії. 

Білок залози фон Ебнера також відомий як 
слізний ліпокалін, слізний преальбумін або VEGP. 
Аналогічно іншим ліпокалінам VEGP є переносни-
ком ретинолу або інших малих гідрофобних спо-
лук. VEGP зв'язує ретинол in vitro і, як вважається, 
виконує антимікробну функцію в оці частково, 
оскільки він зв'язує довголанцюжкові жирні кисло-
ти, які інгібують активацію лізоциму (Glasgow, 1995 
Arch. Clin. Exp. Ophtalmol. 233: 513-522). Даний 
білок можуть також інактивувати оболонкові віру-
си, сприяти розподілу по поверхні ліпідної плівки в 
оці та/або захищати епітелій. 
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Інший член сімейства ліпокалінів включає бі-
лок зв'язування ретиноєвої кислоти в яєчках 
(ERBP), який гомологічний за просторовою струк-
турою ретинол-зв'язувальному білку в сироватці 
крові (Newcomer et al. 1990 J. Biol. Chem. 265: 
12876-12879). Вважається, що ERBP відіграє важ-
ливу роль у дозріванні сперми та проходить через 
яєчки. Було показано, що ERBP зв'язує великий 
перелік ретиноїдів, які включають ретинол (вітамін 
А), ретиналь, ретиніл ацетат, бета-іонон, цис-
ретиноїди, бета-каротин, холестерин, терпеноїди, 
бета-лоніліденацетат, довголанцюжкові складні 
ефіри ретинолу та ретиноєвої кислоти (Flower, 
1996 Biochem. J 318:1-14) in vivo і/або in vitro. Як 
було показано, ретиноїди виконують важливу роль 
у процесах клітинного диференціювання та пролі-
ферації, а також у функції зору, у біології розмно-
ження та у секреції слизу. Огляд матеріалів, прис-
вячених ретиноїдам і їх ролі в розвитку 
захворювань і в підтримці гомеостазу, наведений у 
роботі Гудмана (Goodman, D., 1984 N. Engl. J. Med. 
310: 1023-1031). 

Синтаза простагландину D2, будучи членом 
сімейства ліпокалінів, залучається в синтез прос-
тагландину D2 у мозку за рахунок каталізу перет-
ворення простагландину Н2 у простагландин D2. 
Як і інші ліпокаліни, синтаза PD2 є переносником 
гідрофобних сполук. Синтаза PD2 зв'язує ретинол 
in vitro і, як передбачається, виконує функцію тра-
нспортної молекули для секретованих ретиноїдів, 
які циркулюють у різних рідинах організму, достав-
ляючи їх до відповідних внутрішньоклітинних пе-
реносників. Потрапляючи всередину клітин, рети-
ноїди зв'язуються з димеризованим рецептором, 
виконуючи в підсумку свою біологічну роль з регу-
ляції різноманітних процесів, таких як морфогенез, 
диференціювання та мітогенез (Tanaka et al., 1997, 
ibid). 

Інші види активності, асоційовані з членами 
сімейства ліпокалінів, включають антимікробну 
активність, транспортування феромонів, актив-
ність як модулятори запалення, участь у функції 
нюху та регуляцію імунної відповіді, а також регу-
ляцію розвитку нервової системи та антибактеріа-
льну активність. 

Один з ліпокалінів, асоційованих з модуляцією 
імунної функції, являє собою ліпокалін, асоційова-
ний з желатиназою нейтрофілів (NGAL). NGAL 
локалізований у специфічних гранулах у нейтро-
філах, будучи як у вигляді мономерів, так і димерів 
(Bartsch et al., 1995 FEBS Letters 357: 255-259). 
NGAL є типовим ліпокаліном за своєю здатністю 
зв'язувати малі гідрофобні молекули для транспо-
ртування їх через гідрофільні рідини. Хоча фізіо-
логічний ліганд для NGAL ще не ідентифікований, 
було показано, що він зв'язує бактеріальний фак-
тор хемотаксису FMLP, і це вказує на те, що, як 
передбачається, дана молекула зв'язує ліпофільні 
запальні медіатори (Bungaard et al., 1994 Biochem. 
Biophys. Res. Comm. 202: 1468-1475). 

Даний винахід оснований на відкритті того фа-
кту, що описувані у винаході поліпептиди здійсню-
ють позитивну регуляцію Th2, більш конкретно, -
інтерлейкіну-10 (IL-10), інтерлейкіну-4 (IL-4) і інте-
рлейкіну-5 (IL-5). Крім того, несподівано було ви-

явлено, що поліпептиди за даним винаходом де-
монструють несподівано обмежену експресію в 
зразках біопсії шкіри та, особливо, у зразках біопсії 
шкіри, взятих при псоріазі. 

Імунні захворювання можуть бути розділені на 
такі, при яких відзначається домінування Τ хелпе-
рних клітин 1 (Тh1) або Τ хелперних клітин 2 (Th2). 
Лікарські засоби можуть впливати на Th1/Th2 ба-
ланс, що можна використовувати для модифікації 
розглянутого аутоімунного захворювання. 

У контексті даного опису Тh1 захворювання 
визначається як захворювання, вибране із хворо-
би Крона, діабету типу І, хвороби Хашимото, хво-
роби Грейвса (тироїдит), шкірного захворювання 
Тh1 типу, такого як псоріаз або гіперкератозний 
дерматоз, ревматоїдного артриту, проліфератив-
ного гломерулонефриту та гломерулонефриту із 
клубочками напівмісяцевої форми, розсіяного 
склерозу, увеїту заднього відділу очного яблука, 
загоєння рани та/або саркоїдозу. 

Переважно, Тh1 захворювання являє собою 
псоріаз. 

Переважно, гіперкератозний дерматоз виби-
рають із псоріазу, червоного пітиріазу та/або поро-
кератозу. 

У контексті даного опису Th2 захворювання 
визначається як захворювання, вибране з алергіч-
них станів, таких як алергічний риніт, астма, шкір-
ного захворювання Th2 типу, такого як плоский 
червоний лишай, хронічного синуситу, синдрому 
Сезарі, раку, променевого кератозу, гепатиту С, 
виразкового коліту, мембранозного гломерулоне-
фриту та/або вірусної інфекції. 

Переважно, Th2 захворювання вибирають із 
атопічного дерматиту, контактного дерматиту, кон-
тактної алергії, наприклад, до нікелю або золота, 
шкірної Т-клітинної лімфоми, атопічної екземи, 
гострої екземи та/або хронічної екземи. 

Переважно, атопічний дерматит являє собою 
гострий атопічний дерматит. 

Переважно, Th2 захворювання являє собою 
атопічний дерматит. 

Переважно, рак вибирають зі шкірної Т-
клітинної лімфоми, плоскоклітинної карциноми 
та/або базальноклітинної карциноми. 

Не претендуючи на будь-яку теорію, заявники 
лише припускають, що поліпептид за даним вина-
ходом, один або як частина білка злиття та/або як 
фрагмента, може перемикати зсув Т-клітинних 
цитокінів з Тh1 на Th2. 

Як такий поліпептид за даним винаходом, 
один або як частина білка злиття та/або його фра-
гмента, може використовуватися для лікування 
Тh1 захворювання. 

Не претендуючи на будь-яку теорію, заявники 
лише припускають, що антагоніст, наприклад, ан-
титіло проти поліпептиду за даним винаходом, 
може перемикати зсув Т-клітинних цитокінів з Th2 
на Тh1. 

Як такий антагоніст, наприклад, антитіло проти 
поліпептиду за даним винаходом, може викорис-
товуватися для лікування Th2 захворювання. На-
приклад, посилена Th2 імунна відповідь і утворен-
ня цитокінів, таких як IL-4, IL-5 і IL-13, будуть діяти 
в напрямку індукції алергії та астми (Ngoc et al. 
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Curr Opin Allergy Clin Immunol. 2005 Apr; 5(2): 161-
6). Як такий антагоніст, наприклад, антитіло проти 
поліпептиду за даним винаходом, може викорис-
товуватися для лікування астми та/або алергії. 

Крім стратегії спрямованого впливу на клітинні 
механізми, при лікуванні псоріазу використовують 
методи терапії, пов'язані з гуморальною імуномо-
дуляцією, здійснюваної за рахунок впливу на ная-
вне в дисбалансі цитокінів домінування цитокінів 
типу 1 з підвищеним рівнем IL-2, -6, -8, TNF-α або 

TNF-. Вказана модуляція може бути досягнута 
шляхом введення екзогенних дефіцитних цитокінів 
типу 2 із протилежним регулюючим впливом, таких 
як IL-4, -10 і -11, для відхилення процесу дифере-
нціювання від продукції Т-клітинних цитокінів типу І 
до продукції Т-клітинних цитокінів типу II, що сти-
мулює ендогенне диференціювання лімфоцитів 
типу І до досягнення нормальної відповіді. Не пре-
тендуючи на будь-яку теорію, заявники лише при-
пускають, що поліпептиди за даним винаходом 
можуть функціонувати в такий спосіб. 

Лікарські препарати, що модулюють продукцію 
цитокінів, таких як IL-4 або IL-10, відомі в даній 
галузі, а введення рекомбінатних цитокінів, таких 
як IL-4, IL-10 і IL-11, розглядається як спосіб ліку-
вання псоріазу (Schleyer et al., J Eur Acad Dermatol 
Venerol., 2005 Jan; 19(1): 1-20). 

Наприклад, на початковій фазі випробувань lb 
з використанням різних доз рекомбінатного IL-4 
були отримані вражаючі результати, що вказують 
на анти-псоріатичний ефект препарату (Schleyer et 
al.). Двадцять людей з 22 пацієнтів, яким протягом 
6 тижнів проводилися щотижня ін'єкції IL-4 у п'я-
тьох різних дозах, завершили випробування, і в 
одного пацієнта відзначалися побічні реакції II сту-
пеня. В 18 пацієнтів показник PASI знизився на 60-
80% протягом 6 тижнів і протягом 6-тижневого пе-
ріоду спостережень не відрізнявся. Відзначалася 
залежність від дози поліпшення у хворих із псоріа-
зом, асоційовані зі зниженням інфільтрації шкіри 
та з нормалізацією структури епідермісу. Такого 
роду перші результати випробувань дозволяють 
думати, що описаний підхід шляхом зсуву імунного 
дисбалансу може бути дуже вдалою стратегією в 
лікуванні псоріазу, оскільки торкається винятково 
недавно активованих Τ клітин. 

У зоні псоріатичних уражень відзначається ві-
дносна недостатність експресії шкірного IL-10. 
Вказаний Th2 цитокін є потужним інгібітором фун-
кцій АРС, таких як проліферація Τ клітин. Він та-
кож пригнічує продукцію цитокіну типу І, включаю-

чи TNF- або TNF-α, і в цьому зв'язку, виконує 
необхідну роль у контролі запальних відповідей 
шкіри. 

Можна вважати, що системне введення IL-10, 
як і у випадку інших видів традиційної терапії, такої 
як лікування з використанням похідних складних 
ефірів фумарової кислоти, місцевого введення 
аналогів вітаміну D3 і УЧ-опромінення, які діють, 
серед інших, за механізмом позитивної регуляції 
ендогенного IL-10, буде ефективним при лікуванні 
псоріазу за рахунок відносного відновлення бала-
нсу цитокінів. 

Проведені дослідження показали, що ліпокалі-
ни можуть бути корисні для лікування наступних 

захворювань: розлад зору (наприклад, нічна сліпо-
та), розладу імунної системи (наприклад, аутоіму-
нні розлади), запальні стани, запальне захворю-
вання кишечнику (IBD), виразковий коліт (UC), 
хвороба Крона (CD), проктит, клітинно-
проліферативні розлади, рак (наприклад, рак мо-
лочної залози, шкірна Т-клітинна лімфома, плоско-
клітинна карцинома та/або базальноклітинна кар-
цинома), мікробні інфекції (наприклад, вірусні, 
бактеріальні та грибні інфекції), нашкірні хвороби 
(наприклад, шкірне захворювання, асоційоване з 
Тh1, таке як псоріаз або гіперкератозний дерматоз; 
шкірне захворювання, асоційоване з Тh2, таке як 
атопічний дерматит, контактний дерматит, контак-
тна алергія, наприклад, до нікелю або золота, шкі-
рна Т-клітинна лімфома, атопічна екзема, гостра 
екзема та/або хронічна екзема), репродуктивні 
розлади (наприклад, безпліддя, зокрема, чоловіче 
безпліддя), дисфункція нирки, інфаркт міокарда, 
артрит, розсіяний склероз, кістозно-фіброзна мас-
топатія, регуляція розвитку нервової системи, діа-
бет типу І, хвороба Хашимото, хвороба Грейвса 
(тироїдит), ревматоїдний артрит, проліферативний 
і гломерулонефрит із клубочками напівмісяцевої 
форми, увеїт заднього відділу очного яблука, заго-
єння рани та/або саркоїдоз, червоний пітиріаз і/або 
порокератоз, алергічні розлади, такі як алергічний 
риніт, астма, червоний плоский лишай, хронічний 
синусит, синдром Сезарі, променевий кератоз, 
гепатит С, виразковий коліт, мембранозний гломе-
рулонефрит і/або вірусні інфекції. 

Вважається, що INSP181 може належати до 
підродини імунокалінів і що йому властиві всі фун-
кціональні властивості імунокалінів, більш конкре-
тно, - властивості глікоделіну (див., наприклад, 
огляд Logdberg and Wester. Biochim Biophys Acta, 
2000 1482 (1-2): 284-97). Члени цього сімейства 
кодуються генним кластером на ділянці q32-34 
хромосоми 9 геному (INSP181) людини на ділянці 
q34). Глікоделін залучається в процеси запліднен-
ня, імуномодуляції та диференціювання. Можуть 
бути виявлені три основні ізоформи глікоделіну 
(GdA, GdS і GdF), що надають специфічні функці-
ональні властивості та визначають важливість 
глікозилювання для прояву біологічної активності 
членів підродини імунокалінів. 

У документі WO 02/053701 описуються моле-
кули нуклеїнової кислоти, що кодують ліпокалін, і 
поліпептиди ліпокаліну (більш конкретно - ген 
ЕР17 людини), які можуть використовуватися для 
створення на мишах моделі чоловічого безпліддя, 
для скринінга розроблювальних лікарських засобів 
і лікування станів, пов'язаних з безпліддям. У до-
кументі DE19807389 описуються моноклональні 
антитіла проти глікоделіну А, використовувані при 
лікуванні раку. 

Переважно, активність поліпептиду за даним 
винаходом, одного або як частини білка злиття 
або його фрагмента та/або його антагоніста, може 
бути підтверджена з використанням щонайменше 
одного з наступних тестів: 

a) на моделях раку шкіри, описаних в огляді 
Одаширо із співавт. (Odashiro et al., Drug Discovery 
Today: Disease Models 2005; у пресі), або 
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b) на моделях контактного дерматиту або ато-
пічної екземи, описаних в огляді Гутермута із спі-
вавт. (Gutermuth et al., Drug Discovery Today: 
Disease Models 2005; у пресі), або 

c) на моделях атопічного дерматиту, описаних 
в огляді Женга та Жу (Zheng and Zhu, Curr Allergy 
Asthma Rep. 2005 Jul; 5(4):291-7), або 

d) на моделі мишей D6, описаної в роботі 
Джемісона із співавт. (Jamieson et al., Nat Immunol. 
2005 Apr; 6(4): 403-11), або 

e) за процедурою кількісного тесту, що дозво-
ляє визначити рівень цитокінової секреції клітина-
ми МКПК, стимульованими Соn А, описаної в при-
кладі 5. Більш конкретно, активність поліпептиду 
за даним винаходом, одного або як частини білка 
злиття або його фрагмента та/або його антагоніс-
та, може бути підтверджена, якщо виявляється 
модуляція щонайменше одного з наступних цито-
кінів: IL-4, IL-5 і/або IL-10. Переважно, модуляції 
піддаються два (наприклад, IL-4 і IL-5; IL-4 і IL-10; 
або IL-5 і IL-10) або всі три цитокіни. Переважно, 
поліпептид за даним винаходом, один або як час-
тина білка злиття або його фрагмента, здійснює 
позитивну регуляцію одного або декількох вказа-
них вище цитокінів. Переважно, антагоніст, напри-
клад, антитіло проти поліпептиду за даним вина-
ходом, здійснює негативну регуляцію одного або 
декількох вказаних вище цитокінів. 

Активність поліпептидів за даним винаходом, 
наприклад, INSP181, може бути визначена за кож-
ним з методів, наведених у даному описі або відо-
мих у даній галузі. 

Поліпептиди за першим аспектом даного ви-
находу можуть додатково містити гістидинову міт-
ку. Така гістидиніва мітка, переважно, є присут-
ньою у С-кінця даного поліпептиду. Переважно, 
така гістидиніва мітка містить 1-10 гістидинових 
залишків (наприклад, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 або 10 
залишків). Більш переважно, вказана гістидиніва 
мітка містить 6 гістидинових залишків. 

"Антигенна детермінанта" за винаходом може 
являти собою частину поліпептиду за винаходом, 
що зв'язується з антигензв'язуючим сайтом анти-
тіла або з Т-клітинним рецептором (ТС). Альтер-
нативно, "антигенна детермінанта" може являти 
собою сайт на поверхні поліпептиду за винаходом, 
з яким зв'язується одна молекула антитіла. Зага-
лом кажучи, антиген має декілька або множину 
різних антигенних детермінант і реагує з антитіла-
ми, які мають множину різних специфічностей. 
Таке антитіло, переважно, є імуноспецифічним до 
поліпептиду за винаходом. Переважно, вказане 
антитіло є імуноспецифічним до поліпептиду за 
винаходом, який не складає частину гібридного 
білка. Переважно, вказане антитіло є імуноспеци-
фічним до INSP181, INSP181-SV або до його фра-
гмента. Антигенні детермінанти зазвичай склада-
ються з хімічно активних поверхневих груп 
молекул, таких як бокові ланцюги амінокислот або 
цукрів, і можуть мати специфічні тривимірні струк-
тури, а також певний заряд. Переважно, термін 
"антигенна детермінанта" означає конкретну хіміч-
ну групу на поліпептиді за винаходом, що є анти-
генною, тобто виробляє специфічну імунна відпо-
відь. 

У другому своєму аспекті даний винахід стосу-
ється очищеної молекули нуклеїнової кислоти, яка 
кодує поліпептид за першим аспектом винаходу. 

Термін "очищена молекула нуклеїнової кисло-
ти", переважно, означає молекулу нуклеїнової ки-
слоти за винаходом, що (1) відділена щонайменше 
приблизно від 50% білків, ліпідів, вуглеводів або 
інших сполук, з якими асоціюється природна пов-
норозмірна нуклеїнова кислота при її виділенні із 
клітин-джерел; (2) не зв'язана з усіма полінуклео-
тидами або з їх частиною, з якими вказана "очи-
щена молекула нуклеїнової кислоти" асоціюється 
в природі, (3) функціонально приєднана до поліну-
клеотиду, з яким вона не асоціюється в природі; 
або (4) не зустрічається в природі як частина бі-
льшої полінуклеотидної послідовності. Переважно, 
виділена молекула нуклеїнової кислоти за винахо-
дом, по суті, не містить кожної(их) іншої(их) доміш-
кової(их) молекули (молекул) нуклеїнової кислоти 
або інших домішок, які присутні в її природному 
оточенні та можуть перешкоджати використанню 
цієї нуклеїнової кислоти для продукування поліпе-
птидів або її терапевтичному, діагностичному або 
профілактичному застосуванню, або застосуванню 
з метою дослідження. Переважний варіант вина-
ходу, зокрема, стосується геномних ДНК, які не 
входять в обсяг даного винаходу. Переважно, ге-
номна ДНК, зокрема, яка має розмір більше ніж 
10т.п.н. (тисяч пар нуклеотидів), 50т.п.н., 100т.п.н., 
150т.п.н., 200т.п.н., 250т.п.н. або 300т.п.н., не вхо-
дить в обсяг винаходу. При цьому, переважно, 
якщо така "очищена молекула нуклеїнової кисло-
ти" складається тільки із кДНК. 

Переважно, очищена молекула нуклеїнової 
кислоти складається з або включає послідов-
ність(ті) нуклеїнової кислоти, представлену в SEQ 
ID NO:1 (кодуючої поліпептид екзону 1 INSP181), 
SEQ ID NO:3 (кодуючої поліпептид екзону 2 
INSP181), SEQ ID NO:5 (кодуючої поліпептид ек-
зону 3 INSP181), SEQ ID NO:7 (кодуючої поліпеп-
тид екзону 3 INSP181-SV1), SEQ ID NO:9 (кодую-
чої поліпептид екзону 4 INSP181-SV1), SEQ ID 
NO:11 (кодуючої поліпептид екзону 4 INSP181), 
SEQ ID NO:13 (кодуючої поліпептид екзону 5 
INSP181), SEQ ID NO:15 (кодуючої поліпептид 
екзону 6 INSP181), SEQ ID NO:17 (кодуючої полі-
пептид INSP181), SEQ ID NO:19 (кодуючої зрілий 
поліпептид екзону 1 INSP181), SEQ ID NO:21 (ко-
дуючої зрілий поліпептид INSP181), SEQ ID NO:23 
(кодуючої поліпептид INSP181-SV1), SEQ ID NO:22 
(кодуючої поліпептид INSP181-SV1), SEQ ID NO:27 
(кодуючої поліпептид INSP181 з гістидиновою міт-
кою), SEQ ID NO:29 (кодуючої зрілий поліпептид 
INSP181-SV1 з гістидиновою міткою), SEQ ID 
NO:31 (кодуючої поліпептид INSP181-SV1 з гісти-
диновою міткою), SEQ ID NO:33 (кодуючої зрілий 
поліпептид INSP181-SV1 з гістидиновою міткою), 
SEQ ID NO:35 (кодуючої поліпептид-поліморф 
N92T екзону 3 INSP181), SEQ ID NO:37 (кодуючої 
поліпептид-поліморф N92T екзону 3 INSP181-
SV1), SEQ ID NO:39 (кодуючої поліпептид-
поліморф INSP181-N92T), SEQ ID NO:41 (кодуючої 
зрілий поліпептид-поліморф INSP181-N92T), SEQ 
ID NO:43 (кодуючої поліпептид-поліморф INSP181-
SV1 N92T), SEQ ID NO:45 (кодуючої зрілий поліпе-
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птид-поліморф INSP181-SV1 N92T), SEQ ID NO:47 
(кодуючої поліпептид-поліморф INSP181 N92T з 
гістидиновою міткою), SEQ ID NO:49 (кодуючої 
зрілий поліпептид-поліморф INSP181 N92T з гісти-
диновою міткою), SEQ ID NO:51 (кодуючої поліпе-
птид-поліморф INSP181-SV1 N92T з гістидиновою 
міткою), SEQ ID NO:53 (кодуючої зрілий поліпеп-
тид-поліморф INSP181-SV1 N92T з гістидиновою 
міткою), SEQ ID NO:55 (кодуючої поліпептид-
поліморф G114S екзону 4 INSP181-SV1), SEQ ID 
NO:57 (кодуючої поліпептид-поліморф INSP181-
SV1 G114S), SEQ ID NO:59 (кодуючої зрілий полі-
пептид-поліморф INSP181-SV1 G114S), SEQ ID 
NO:61 (кодуючої поліпептид-поліморф INSP181-
SV1 G114S з гістидиновою міткою), SEQ ID NO:63 
(кодуючої зрілий поліпептид-поліморф INSP181-
SV1 G114S з гістидиновою міткою), SEQ ID NO:65 
(альтернативний нуклеотид екзону 2), SEQ ID 
NO:67 (кодуючої поліпептид домену ліпокаліну 
INSP181), SEQ ID NO:69 (кодуючої поліпептид 
домену ліпокаліну INSP181 з гістидиновою міт-
кою), SEQ ID NO:71 (кодуючої поліпептид домену 
ліпокаліну INSP181-SV1) і/або SEQ ID NO:73 (ко-
дуючої поліпептид домену ліпокаліну INSP181-SV1 
з гістидиновою міткою). 

У своєму третім аспектом даний винахід сто-
сується очищеної молекули нуклеїнової кислоти, 
яка гібридизується в умовах високої жорсткості з 
молекулою нуклеїнової кислоти другого аспекту 
даного винаходу. Умови гібридизації високої жорс-
ткості визначають як умови інкубування протягом 
ночі при 42°С у розчині, що містить 50% формамід, 
5XSSC (150мМ NaCl, 15мМ тринатрійцитрат), 
50мМ фосфат натрію (рН7,6), 5х розчин Денхард-
та, 10% сульфат декстрану та 20 мікрограм/мл 
денатурованої фрагментованої ДНК сперми лосо-
ся, з наступним промиванням фільтрів в 0,1Х SSC 
приблизно при 65°С. 

У своєму четвертому аспекті даний винахід 
стосується вектора, такого як експресуючий век-
тор, що містить молекулу нуклеїнової кислоти дру-
гого або третього аспекту даного винаходу. 

У своєму п'ятому аспекті даний винахід стосу-
ється клітини-хазяїна, трансформованого векто-
ром четвертого аспекту даного винаходу. 

У своєму шостому аспекті даний винахід сто-
сується ліганду, що специфічно зв'язується з полі-
пептидом за першим аспектом винаходу і який, 
переважно, інгібує здатність поліпептиду за пер-
шим аспектом винаходу переносити малі гідрофо-
бні молекули. 

Ліганди для поліпептидів за винаходом можуть 
мати різні форми, включаючи природні або моди-
фіковані субстрати, ферменти, рецептори, неве-
ликі органічні молекули, такі як невеликі природні 
або синтетичні органічні молекули розміром до 
2000Да, а переважно, 800Да або менше, пептидо-
міметики, неорганічні молекули, пептиди, поліпеп-
тиди, антитіла і їх структурні або функціональні 
міметики. 

Такі сполуки можуть бути ідентифіковані з ви-
користанням описаних вище методів аналізу та 
скринінга. 

У своєму сьомому аспекті даний винахід сто-
сується сполуки, яка є ефективною з погляду зміни 

експресії природного гена, який кодує поліпептид 
за першим аспектом винаходу, або з погляду ре-
гуляції активності поліпептиду за першим аспек-
том винаходу. 

Сполука за сьомим аспектом винаходу може 
або підвищувати (служити агоністом), або знижу-
вати (служити антагоністом) рівень експресії гена 
або активності поліпептиду. 

Важливо відзначити, що ідентифікація функції 
поліпептидів INSP181 дає можливість розробити 
способи скринінга, що дозволяють ідентифікувати 
сполуки, ефективні для лікування та/або діагнос-
тики захворювань. Ліганди та сполуки за шостим 
та сьомим аспектами винаходу можуть бути іден-
тифіковані з використанням таких способів. Ці спо-
соби також є аспектами даного винаходу. 

Сполуки, ідентифіковані як агоністи поліпепти-
дів за даним винаходом, можуть використовувати-
ся для транспортування малих гідрофобних моле-
кул, in vitro або in vivo. Наприклад, сполуки-
агоністи можуть використовуватися як компоненти 
деяких відомих середовищ для культивування 
клітин, для доставки малих гідрофобних молекул у 
клітини та для захисту їх від руйнування фермен-
тами, які є присутніми у сироватці крові. 

Антагоністи (наприклад, антитіла) INSP181, 
INSP181-SV1, поліморфу INSP181 N92T, полімор-
фу INSP181-SV1 N92T і/або поліморфу INSP181-
G114S можуть використовуватися при лікуванні 
раку, більш конкретно, - раку, що вражає головний 
мозок, яєчники, яєчко, селезінку, підшлункову за-
лозу, матку, кров і/або легеню. 

Переважно, антагоністи (наприклад, антитіла) 
INSP181-SV1, поліморфу INSP181-SV1 N92T або 
поліморфу INSP181-SV1 G114S (отримані з вико-
ристанням кДНК слинної залози, надниркової за-
лози та ока) можуть використовуватися при ліку-
ванні раку, зокрема, раку, що вражає слинні 
залози, надниркової залози і/або око. 

В іншому своєму аспекті даний винахід стосу-
ється застосування гена або поліпептиду INSP181 
як мішені для скринінга кандидатів на лікарські 
засоби-модулятори, а зокрема, лікарських засобів-
кандидатів, які мають активність, спрямованої про-
ти розладів, асоційованих з ліпокаліном. 

В іншому своєму аспекті даний винахід стосу-
ється способів скринінга сполук на можливість їх 
застосування для лікування розладів, асоційова-
них з ліпокаліном, де вказані способи включають 
виявлення здатності вказаної сполуки зв'язуватися 
з геном або поліпептидом INSP181, або з їхніми 
фрагментами. 

У ще одному своєму аспекті даний винахід 
стосується способів скринінга сполук на можли-
вість їх застосування для лікування розладів, асо-
ційованих з ліпокаліном, де вказані способи вклю-
чають аналіз на модуляцію активності гена або 
поліпептиду INSP181, або їх фрагментів. 

У своєму восьмому аспекті даний винахід сто-
сується поліпептиду за першим аспектом даного 
винаходу або до молекули нуклеїнової кислоти за 
другим або третім аспектом даного винаходу, або 
вектора за четвертим аспектом даного винаходу, 
або клітини-хазяїна за п'ятим аспектом даного 
винаходу, або ліганду за шостим аспектом даного 
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винаходу, або сполуки за сьомим аспектом даного 
винаходу, які можуть бути використані для ліку-
вання або діагностики. 

Фрагменти сполук за даним винаходом можуть 
знайти застосування у виробництві лікарського 
засобу для лікування деяких захворювань, що 
включають, без обмеження, розлад зору (напри-
клад, нічну сліпоту), розлади імунної системи (на-
приклад, аутоімунні розлади), запальні стани, за-
пальне захворювання кишечнику (IBD), виразковий 
коліт (UC), хвороба Крона (CD), проктит, клітинно-
проліферативні розлади, рак (наприклад, рак мо-
лочної залози, шкірна Т-клітинна лімфома, плоско-
клітинна карцинома та/або базальноклітинна кар-
цинома), мікробні інфекції (наприклад, вірусні, 
бактеріальні та грибкові інфекції), емфізему, шкірні 
хвороби (наприклад, шкірне захворювання, асоці-
йоване з Тh1, таке як псоріаз або гіперкератозний 
дерматоз; шкірне захворювання, асоційоване з 
Th2, таке як атопічний дерматит, контактний дер-
матит, контактна алергія, наприклад, до нікелю 
або золота, шкірна Т-клітинна лімфома, атопічна 
екзема, гостра екзема та/або хронічна екзема), 
репродуктивні розлади (наприклад, безпліддя, 
зокрема, чоловіче безпліддя), дисфункція нирки, 
інфаркт міокарда, артрит, кістозно-фіброзна мас-
топатія, регуляція розвитку нервової системи, діа-
бет типу І, хвороба Хашимото, хвороба Грейвса 
(тироїдит), ревматоїдний артрит, проліферативний 
гломерулонефрит і гломерулонефрит із клубочка-
ми напівмісяцевої форми, увеїт заднього відділу 
очного яблука, загоєння рани та/або саркоїдоз, 
червоний пітиріаз і/або порокератоз, алергічні роз-
лади, такі як алергічний риніт, астма, плоский чер-
воний лишай, хронічний синусит, синдром Сезарі, 
актинічний кератоз, гепатит С, виразковий коліт, 
мембранозний гломерулонефрит і/або вірусні ін-
фекції. 

Наведені далі в прикладах аналізи можуть ви-
користовуватися для ідентифікації терапевтично 
активних фрагментів. 

У своєму дев'ятому аспекті даний винахід сто-
сується способу діагностики захворювань у паціє-
нта, що включає оцінку рівня експресії природного 
гена, який кодує поліпептид за першим аспектом 
винаходу, або оцінку активності поліпептиду за 
першим аспектом винаходу в тканині вказаного 
пацієнта та порівняння вказаного рівня експресії 
або активності з контрольним рівнем, де рівень, 
який відрізняється від вказаного контрольного рів-
ня, є показником захворювання. Такий спосіб, пе-
реважно, здійснюють in vitro. Аналогічні способи 
можуть бути використані для моніторингу терапев-
тичного лікування захворювання в пацієнта, де 
зміна рівня експресії або активності молекули по-
ліпептиду або нуклеїнової кислоти протягом пев-
ного періоду часу в порівнянні з контрольним рів-
нем служить показником рецидиву захворювання. 

Більш висока експресія ліпокалінів може бути 
виявлена в пацієнтів зі шкірними захворюваннями, 
такими як псоріаз, у порівнянні з пацієнтами, які не 
мають такого захворювання, або в пацієнтів, які 
піддавалися впливу алергенів. Наприклад, у паці-
єнтів, які піддавалися впливу нікелю або золота 
(контактна алергія) визначають значне підвищення 

рівню желатинази нейтрофілів, асоційованої з лі-
покаліном (NGAL) (Moller et al. Contact Dermatitis. 
1999 Apr; 40(4):200-4). Позитивна регуляція пепти-
дів/поліпептидів, таких як NGAL, також виявляєть-
ся при загоєнні рани та може служити поясненням 
експресії цих пептидів/поліпептидів при псоріазі та 
загоєнні рани (Sorensen et al. J. Immunol. 2003 Jun 
1; 170 (11): 5583-9). Крім того, виражена індукція 
NGAL в епідермісі спостерігається у випадку бага-
тьох шкірних розладів, які характеризуються роз-
балансуванням процесу диференціації епітелію, 
таких як псоріаз, червоний пітиріаз і плоскоклітин-
на карцинома (Mallbris et al. Exp Dermatol. 2002 
Dec; 11(6): 584-91). Так, Маллбріс із співавт. 
(Mallbris et al.) роблять висновок про те, що NGAL 
є маркером розбалансування процесу диференці-
ації кератиноцитів у шкірі людини. 

Таким чином, суперекспресія деяких поліпеп-
тидів за даним винаходом може корелювати із 
прогресуванням захворювання та/або може слу-
жити прогностичним показником його плину. 

Вважається, що деякі тканини ссавців при за-
хворюванні Тh1 типу або при захворюванні Th2 
типу містять більш високу кількість копій гена для 
білка INSP181 і експресують істотно підвищені 
рівні білка INSP181 і мРНК, що кодує білок 
INSP181, у порівнянні з відповідним, «стандарт-
ним» ссавцем, тобто зі ссавцем того ж виду, але 
який не має захворювання Th1 типу або захворю-
вання Th2 типу. Підвищені рівні білка INSP181 
визначаються в деяких рідинах організму (напри-
клад, у сироватці крові, плазмі, сечі, синовіальній 
рідині та спінальній рідині) і/або в шкірі ссавців, які 
мають захворювання Th1 типу або захворювання 
Th2 типу, у порівнянні з його рівнем у сироват-
ці/шкірі ссавців того ж виду, але які не мають за-
хворювання Тh1 типу або захворювання Тh2 типу. 
Таким чином, даний винахід стосується способу, 
використовуваного при діагностиці захворювання 
Th1 типу або захворювання Th2 типу, що включає 
аналіз рівня експресії гена, який кодує білок 
INSP181, або кількості копій гена в клітинах ссав-
ця, зокрема, у шкірі або в рідині організму, і порів-
няння рівня експресії даного гена або кількості 
копій гена зі стандартними значеннями рівня екс-
пресії гена або кількості копій гена, де підвищення 
рівня експресії гена або кількості копій гена в порі-
внянні зі стандартними значеннями є показником 
деяких захворювань Th1 типу або захворювань 
Th2 типу. 

У тому випадку, коли захворювання Тh1 типу 
або захворювання Th2 типу вже діагностовано 
традиційними методами, то даний винахід може 
використовуватися для цілей прогнозу. 

Фраза «аналіз рівня експресії гена, що кодує 
білок INSP181» стосується якісного або кількісного 
вимірювання або оцінки рівня білка INSP181 або 
рівня мРНК, що кодує INSP181, у першому біологі-
чному зразку або безпосередньо (наприклад, шля-
хом визначення або оцінки абсолютного рівня біл-
ка або рівня мРНК), або опосередковано 
(наприклад, шляхом порівняння з рівнем білка або 
рівнем мРНК у другому біологічному зразку). Фра-
за «аналіз кількості копій гена, що кодує білок 
INSP181» стосується якісного або кількісного вимі-
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рювання, або оцінки кількості копій гена, що кодує 
INSP181, у першому біологічному зразку або без-
посередньо (наприклад, шляхом визначення або 
оцінки абсолютного кількості копій гена), або опо-
середковано (наприклад, шляхом порівняння з 
кількістю копій гена, що кодує білок INSP181, у 
другому біологічному зразку). 

Переважно, рівень білка INSP181, рівень 
мРНК або кількість копій гена в першому біологіч-
ному зразку вимірюють або оцінюють і порівнюють 
зі стандартним значенням рівня білка INSP181, 
рівня мРНК або кількості копій гена, де стандарт 
відбирають із другого біологічного зразка, отрима-
ного від індивідуума, який не має захворювання 
Th1 типу або захворювання Th2 типу. Альтернати-
вно, у тому випадку, коли даний спосіб використо-
вують як прогностичний показник, і перший, і дру-
гий біологічні зразки можуть бути відібрані від 
індивідуумів, які мають захворювання Th1 типу або 
захворювання Th2 типу, і можуть бути виміряні 
відповідні значення рівнів експресії або кількості 
копій для визначення прогнозу захворювання. Як 
відомо в даній галузі, коли відомо стандартне зна-
чення рівня білка INSP181, рівня мРНК або кілько-
сті копій гена, вказане значення може використо-
вуватися повторно, як стандарт, для порівняння. 

Термін «біологічний зразок» означає будь-який 
біологічний зразок, отриманий від індивідуума, з 
клітинної лінії, культури тканини або іншого дже-
рела, що містить білок INSP181 або відповідну 
мРНК, переважно, зі шкіри. Способи одержання 
зразків біопсії із тканини та рідин тіла ссавців ві-
домі в даній галузі. У тому випадку, коли біологіч-
ний зразок повинен включати мРНК, зразок біопсії 
тканини є переважним джерелом. 

Даний винахід використовується для виявлен-
ня захворювання Тh1 типу або захворювання Th2 
типу в ссавців. Зокрема, даний винахід використо-
вується при діагностиці або для прогностичної 
оцінки у ссавців вказаних вище типів Тh1 захворю-
вання або Th2 захворювання. Переважні ссавці 
включають мавп, бджіл, кішок, собак, корів, сви-
ней, коней, кроликів і людей. Особливо переваж-
ними є люди. 

Один можливий спосіб детекції поліпептидів за 
першим аспектом винаходу включає стадії: (а) 
контактування ліганду за шостим аспектом вина-
ходу, такого як антитіло, з біологічним зразком в 
умовах, які підходять для утворення комплексу 
ліганд-поліпептид; і (b) детекції вказаного компле-
ксу. 

Що стосується дев'ятого аспекту винаходу, то 
в цьому зв'язку слід зазначити, що для детекції 
аномальних рівнів білка існують різні методи, ві-
домі читачу-фахівцю, такі як методи гібридизації 
нуклеїнової кислоти з короткими зондами, методи 
аналізу на точкову мутацію, метод ампліфікації за 
допомогою полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) 
і методи з використанням антитіл. Подібні методи 
можуть бути використані в короткий або тривалий 
період часу, що дозволяє проводити моніторинг 
терапевтичного лікування захворювання у пацієн-
та. Даний винахід також стосується наборів, які 
можуть бути використані у вказаних методах діаг-
ностики захворювання. 

У своєму десятому аспекті даний винахід сто-
сується використання поліпептиду за першим ас-
пектом винаходу як ліпокаліну. 

Поліпептиди за даним винаходом можуть ви-
користовуватися для зв'язування невеликих моле-
кул жирних кислот, наприклад, у крові або ткани-
нах, для модуляції їх біологічної функції. 
Поліпептиди за даним винаходом можуть викорис-
товуватися для транспортування ретиноїдів або 
стероїдів до рецепторів, зокрема, як складова час-
тина терапії при раці молочної залози, емфіземі та 
захворюваннях шкіри і відіграють важливу роль у 
репродуктивному процесі. Інші варіанти викорис-
тання включають модуляцію протизапальних від-
повідей, активність як мікробного агента, або як 
підсилювача ферментативної функції, або як самої 
ферментоподібної молекули. 

Поліпептиди за даним винаходом можуть ви-
користовуватися завдяки своїм протимікробним 
властивостям. Протимікробна активність може 
бути вимірювана in vitro з використанням культури 
клітин або in vivo шляхом введення молекул за 
даним винаходом в організм тварини відповідної 
моделі. Аналізи на виявлення протимікробної ак-
тивності є специфічними для конкретних мікробів і 
в основному відомі фахівцям у даній галузі. На-
приклад, аналіз in vivo на протимікробну активність 
проводиться шляхом внутрішньочеревинної іноку-
ляції мишам патогенних мікроорганізмів у відпові-
дному бульйонному середовищі. Одразу після 
інокуляції вводять композицію, яка містить даний 
поліпептид, і реєструють рівень смертності протя-
гом 7 наступних днів. В основному введення про-
водять внутрішньовенним, підшкірним, внутріш-
ньочеревинним способом або через рот. Див., 
наприклад, роботу Musiek et al., Antimicrobial 
Agents Chemother. 3:40, 1973, в якій міститься об-
говорення методів аналізу протимікробних агентів 
in vivo та in vitro. 

Активність поліпептидів за даним винаходом 
може бути виміряна з використанням великої кіль-
кості методів аналізу, які дозволяють визначити їх 
здатність зв'язувати малі гідрофобні молекули. 
Такі методи аналізу включають, без обмеження, 
методи аналізу, основані на визначенні змін в ін-
тенсивності флуоресценції (Cogan et al., Eur. J. 
Biochem. 65: 71-78, 1976) і рівноважний діаліз во-
дорозчинних сполук (Hase et al., J. Biochem. 79: 
373-380, 1976). 

Інші варіанти використання молекул за даним 
винаходом включають використання їх як системи 
доставки для транспортування та/або стабілізації 
малих ліпофільних молекул. Наприклад, молекули 
за даним винаходом можуть використовуватися 
для мікроінкапсулювання малої ліпофільної моле-
кули, яка утворює активний фармакологічний 
агент, і в такий спосіб захищають даний агент від 
впливів екстремальних значень рН у кишці від 
впливу потужних травних ферментів і наслідків 
непроникності мембран шлунково-кишкового трак-
ту для активного інгредієнта. Інші переваги інкап-
сулювання фармакологічного агента включають 
попередження передчасної активації агента або 
захист його від агресивного середовища шлунка. 
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Останнім часом стали використовувати склад-
часту структуру ліпокаліну для створення білків, 
які мають специфічність для неприродних лігандів. 
Такі сконструйовані ліпокаліни можуть розглядати-
ся як міметики антитіл і одержали, у цьому зв'язку, 
назву «антикаліни» (див. огляд у роботі Skerra, 
Biochim Biophys Acta. 2000 Oct 18; 1482(1-2): 337-
50). Відповідно, поліпептиди за даним винаходом 
можуть знайти застосування в синтезі «антикалі-
нів». 

У своєму одинадцятому аспекті даний винахід 
стосується фармацевтичної композиції, яка міс-
тить поліпептид за першим аспектом винаходу або 
молекулу нуклеїнової кислоти за другим або тре-
тім аспектом винаходу, або вектор за четвертим 
аспектом винаходу, або клітини-хазяїна за п'ятим 
аспектом винаходу, або ліганд за шостим аспек-
том винаходу, або сполуку за сьомим аспектом 
даного винаходу, у комбінації з фармацевтично 
прийнятним носієм. 

У своєму дванадцятому аспекті даний винахід 
стосується поліпептиду за першим аспектом вина-
ходу або молекули нуклеїнової кислоти за другим 
або третім аспектом винаходу, або вектора за чет-
вертим аспектом винаходу, або клітини-хазяїна за 
п'ятим аспектом винаходу, або ліганду за шостим 
аспектом винаходу, або сполуки за сьомим аспек-
том винаходу, які можуть бути використані з метою 
готування лікарського засобу для діагностики або 
лікування захворювань, включаючи розладу зору 
(наприклад, нічну сліпоту), імунні системні розлади 
(наприклад, аутоімунні розлади), запальну хворо-
бу кишечнику (IBD), виразковий коліт (UC), хворо-
бу Крона (CD), проктит, клітинно-проліферативні 
розлади, рак (наприклад, рак молочної залози), 
мікробні інфекції (наприклад, вірусні, бактеріальні 
та грибкові інфекції), емфізему, захворювання шкі-
ри, репродуктивні розлади (наприклад, безпліддя, 
зокрема, чоловіче безпліддя), дисфункцію нирки, 
інфаркт міокарда, артрит, розсіяний склероз, кісто-
зно-фіброзну мастопатію та регуляцію нервової 
системи. 

У своєму тринадцятому аспекті даний винахід 
стосується способу лікування захворювання в па-
цієнта, який передбачає введення вказаному паці-
єнту поліпептиду за першим аспектом винаходу, 
або молекули нуклеїнової кислоти за другим або 
третім аспектом винаходу, або вектора за четвер-
тим аспектом винаходу, або клітини-хазяїна за 
п'ятим аспектом винаходу, або ліганду за шостим 
аспектом винаходу, або сполуки за сьомим аспек-
том винаходу. 

Поліпептиди за даним винаходом можуть ви-
користовуватися самі по собі як компоненти гібри-
дних білків, таких як гібридний білок Fc, і/або в 
поєднанні з одним або декількома агентами, які 
діють як негативні регулятори Th1. Антагоністи, 
наприклад, антитіло проти поліпептиду за даним 
винаходом, можуть використовуватися самі по 
собі або в поєднанні з одним або декількома аген-
тами, які діють як негативні регулятори Th2. 

Агенти, які діють як негативні регулятори Th1 
або Th2, відомі в даній галузі та не обмежуються 
вказаними нижче агентами. 

Переважно, агент, який діє як негативний ре-
гулятор Th1, вибирають із клітинних імуномодуля-
торів, гуморальних імуномодуляторів, поліпептиду 
Т, Mycobacterium vaccae, тазаротену, бексаротену, 
троглітазону, ліарозолу, рамбазолу, аргініну, окси-
ду азоту, циклоспорину, метотрексату, аналогів 
вітаміну D3, ретиноїдів, кортикостероїдів, антралі-
ну, дьогтю, псоралену плюс UVA (PUVA), куркумі-
ну, поліподіуму, лейкотомасу, глюкокортикоїду, 
такого як предізон і/або засобів, що спричиняють 
вплив на баланс Th1/Th2 (адаптогени), таких як 
ізофлавони сої, рослинні стероли, стероліни, про-
біотики та/або прегненолон. 

Переважно, клітинний імуномодулятор виби-
рають із DAB389IL-2, мікофеноляту мофетилу, VX-
497, лефлуноміду, ефалізумабу, OKTedr4a, 
CTLA4-Ig, MEDI 507, LFA3TIP, даклизумабу, бази-
ліксимабу, такролімусу, пімекролімусу та/або си-
ролімусу. 

Переважно, гуморальний імуномодулятор ви-
бирають із IL-4, IL-10, IL-11, інфліксимабу, етанер-
цепту, онерцепту та/або адалімумабу. 

Переважно, агент, який діє як негативний ре-
гулятор Th2, вибирають із антагоністів (наприклад, 
антитіл) хемокінового рецептора CCR3 або CCR4, 
антагоністів CXCR4, анти-TARC, інгібіторів моле-

кули адгезії VLA-4, агоністів PPAR-, циклопенте-
нонових простагландинів, тіазолодиндіонів, 
SB203580, SB239063, RWJ67657, аналогів вітаміну 
D3, глюкокортикоїдів, мікобактерій, анти-IL-5/IL-
13/IL-9, розчинного IL-4R, інгібіторів CD80/86, ліга-
нду ICOS, агоніста Toll-подібного рецептора (TLR)-
9, такого як CpG ДНК, CTLA4-Ig, антисмислових 
олігонуклеотидів GAT A3, Mycobacterium bacillus 
Calmette-Guerin (BCG), Mycobacterium vaccae, ан-
ти-Ig, агоністів бета рецептора, кортикостероїдів, 
насіння периллі, кверцетину, лютеоліну, ізофлаво-
нів, глюкокортикоїду, такого як предізон і/або засо-
бів, які гармонізують баланс Th1/Th2 (адаптогенів), 
таких як ізофлавони сої, рослинні стероли, стеро-
ліни, пробіотики та/або прегненолон. У тому випа-
дку, якщо захворювання, при яких у даного пацієн-
та рівень експресії природного гена, який кодує 
поліпептид за першим аспектом винаходу, або 
рівень активності поліпептиду за першим аспектом 
винаходу нижче, ніж відповідний рівень експресії 
або активності у здорового пацієнта, то поліпеп-
тид, молекула нуклеїнової кислоти, ліганд або 
сполука, які вводять вказаному пацієнту, повинні 
мати агоністичні властивості. І навпаки, у випадку, 
якщо захворювання, при яких у даного пацієнта 
рівень експресії природного гена, який кодує полі-
пептид за першим аспектом винаходу, або рівень 
активності поліпептиду за першим аспектом вина-
ходу вище, ніж відповідний рівень експресії або 
активності у здорового пацієнта, то поліпептид, 
молекула нуклеїнової кислоти, ліганд або сполука, 
які вводять вказаному пацієнту, повинні мати анта-
гоністичні властивості. Прикладами таких антаго-
ністів є молекули антисмислової нуклеїнової кис-
лоти, рибозими та ліганди, такі як антитіла. 

Поліпептиди INSP181 являють собою ліпока-
ліни, а тому вони відіграють певну роль у розвитку 
багатьох патологічних станів. Антагоністи поліпеп-
тидів INSP181 складають особливий інтерес, оскі-
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льки вони дозволяють сприятливо впливати на 
динаміку патологічних станів. 

У своєму чотирнадцятому аспекті даний вина-
хід стосується трансгенних тварин або тварин, які 
є дефіцитними за поліпептидом першого аспекту 
даного винаходу та не є людиною, і які були тран-
сформовані так, що вони експресують більш високі 
або більш низькі рівні вказаного поліпептиду, або 
взагалі не експресують такого поліпептиду. Вказа-
ні трансгенні тварини є найбільш придатними мо-
делями для дослідження захворювань і можуть 
бугрі також використані в способах скринінга з ме-
тою ідентифікації сполук, які є ефективними для 
лікування або діагностики даного захворювання. 

Використовуваний тут термін "функціональний 
еквівалент" означає молекулу білка або нуклеїно-
вої кислоти, що має функціональні або структурні 
властивості, в основному, аналогічні властивостям 
молекули поліпептиду або нуклеїнової кислоти за 
винаходом. Функціональний еквівалент білка може 
містити модифікації, якщо такі модифікації необ-
хідні для здійснення конкретної функції. Термін 
"функціональний еквівалент" включає фрагменти, 
мутанти, гібриди, варіанти, аналоги або хімічні 
похідні молекули. 

Переважно, "функціональним еквівалентом" 
може бути молекула білка або нуклеїнової кисло-
ти, що має будь-яку одну або декілька функціона-
льних активностей поліпептидів за винаходом. 

Переважно, "функціональним еквівалентом" 
може бути молекула білка або нуклеїнової кисло-
ти, що має активність, яка, по суті, аналогічна ак-
тивності INSP181 або його фрагментів, вимірюва-
ною у відповідному аналізі на біологічну активність 
або функцію. Переважно, "функціональним еквіва-
лентом" може бути молекула білка або нуклеїнової 
кислоти, яка має активність, що ідентична актив-
ності або перевищує активність INSP181 або його 
фрагментів, вимірювану у відповідному аналізі на 
біологічну активність або функцію. Переважно, 
"функціональним еквівалентом" може бути моле-
кула білка або нуклеїнової кислоти, яка має актив-
ність, що становить 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 
95%, 98%, 99%, 100% або більше від активності 
INSP181 або його фрагментів, вимірюваної у від-
повідному аналізі на біологічну активність або фу-
нкцію. 

Переважно, "функціональним еквівалентом" 
може бути білок або поліпептид, який має in vivo 
або in vitro активність, що, по суті, аналогічна акти-
вності поліпептидів за винаходом. Переважно, 
"функціональним еквівалентом" може бути білок 
або поліпептид, здатний взаємодіяти з іншими 
клітинними або позаклітинними молекулами за 
механізмом, який, по суті, аналогічний механізму 
взаємодії відповідної частини поліпептидів за ви-
находом. Так, наприклад, в імуноаналізі, "функціо-
нальний еквівалент" може сприяти зниженню зда-
тності до зв'язування антитіла з відповідним 
пептидом (тобто пептидом, який має модифікова-
ну амінокислотну послідовність, а тому є "функціо-
нальним еквівалентом") поліпептиду за винахо-
дом, або із самим поліпептидом за винаходом, де 
вказане антитіло виробляється проти відповідного 
пептиду поліпептиду за винаходом. Еквімолярна 

концентрація вказаного функціонального еквіва-
лента буде знижувати рівень вищезгаданого зв'я-
зування відповідного пептиду щонайменше приб-
лизно на 5%, переважно, приблизно на 5%-10%, 
більш переважно, приблизно на 10%-25%, ще 
більш переважно, приблизно на 25%-30%, і най-
більш переважно, приблизно на 40%-50%. 

Так, наприклад, функціональні еквіваленти 
можуть бути повністю функціональними, або в них 
може бути відсутньою одна або декілька активнос-
тей. Таким чином, відповідно до даного винаходу, 
модифікації можуть впливати на функцію, напри-
клад, на активності поліпептиду, які підтверджують 
їх ідентифікацію як домену ліпокаліну. 

Різні стандартні методи та процедури, які мо-
жуть застосовуватися для здійсненні винаходу, 
систематізовані нижче. При цьому слід зазначити, 
що даний винахід не обмежується описаними кон-
кретними методами, протоколами, клітинними лі-
ніями, векторами та реагентами. Слід також за-
значити, що використовувана тут термінологія 
застосовується тільки для опису конкретних варіа-
нтів винаходу, і ця термінологія не повинна розг-
лядатися як обмеження обсягу даного винаходу. 
Обсяг винаходу обмежений тільки прикладеною 
формулою винаходу. 

У даному описі використовуються стандартні 
скорочення, прийняті для позначення нуклеотидів і 
амінокислот. 

Якщо це не обговорено особливо, то для здій-
снення даного винаходу використовуються стан-
дартні методи молекулярної біології та мікробіоло-
гії, методи рекомбінантних ДНК і методи імунології, 
які добре відомі фахівцям у даній галузі. 

Більш повний опис вказаних методів можна 
знайти в літературі. Так, наприклад, найбільш 
придатні описи, які можуть бути використані як 
консультація, наводяться в наступних роботах: 
Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
Second Edition (1989), DNA Cloning, Volumes I and 
II (D. N. Glover ed. 1985); Oligonuclcotide Synthesis 
(M. J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid Hybridization (B. 
D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Transcription 
and Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 
1984); Animal Cell Culture (R. I. Freshney ed. 1986); 
Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press, 1986); B. 
Perbal, A. Practical Guide to Molecular Cloning 
(1984); the Methods in Enzymology series (Academic 
Press, Inc.), especially volumes 154 & 155; Gene 
Transfer Vectors for Mammalian Cells (J. Η. Miller 
and M. P. Calos eds. 1987, Cold Spring Harbor 
Laboratory); Immunochemical Methods in Cell and 
Molecular Biology (Mayer and Walker, eds. 1987, 
Academic Press, London); Scopes (1987) Protein 
Purification: Principles and Practice, Second Edition 
(Springer Verlag, N. Y.); and Handbook of 
Experimental Immunology, Volumes I-IV (D. M. Weir 
and С. С. Blackwell eds. 1986). 

Використовуваний тут термін "поліпептид" 
включає будь-який пептид або білок, який містить 
дві або більше амінокислоти, зв'язані одна з од-
ною пептидними зв'язками або модифікованих 
пептидними зв'язками, тобто пептидними ізосте-
рами. Цей термін стосується як коротких ланцюгів 
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(пептидів або поліпептидів), так і більш довгих ла-
нцюгів (білків). 

Поліпептид даного винаходу може бути прису-
тнім у формі зрілого білка, або він може бути при-
сутнім у вигляді пре-, про- або препро-білка, який 
може бути активований шляхом відщіплення пре-, 
про- або препро-частини цього білка із продуку-
ванням активного зрілого поліпептиду. У таких 
поліпептидах пре-, про- або препро-послідовність 
може являти собою лідерну або секреторну послі-
довність, або вона може являти собою послідов-
ність, використовувану для очищення зрілої полі-
пептидної послідовності. 

Поліпептид за першим аспектом винаходу мо-
же утворювати частину гібридного білка. Так, на-
приклад, часто виявляється переважним, щоб да-
ний поліпептид включав одну або декілька 
додаткових амінокислотних послідовностей, які 
можуть містити секреторну .або лідерну послідов-
ності, про-послідовності, послідовності, які полег-
шують очищення, або послідовності, які надають 
білку більш високу стабільність, наприклад, під час 
рекомбінантного продукування. Альтернативно 
або додатково, зрілий поліпептид може бути приє-
днаний до іншої сполуки, такої як сполука, яка збі-
льшує час напівжиття вказаного поліпептиду (на-
приклад, поліетиленгліколю). 

Зокрема, гібридний білок поліпептиду може мі-
стити одну або декілька додаткових амінокислот-
них послідовностей і фрагментів поліпептидів за 
даним винаходом. Переважно, вказаний фрагмент 
є доменом ліпокаліну, наприклад, представленим 
у вигляді SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:70 або у ви-
гляді ділянки амінокислот 25-174, амінокислот 26-
180, амінокислот 33-166 або амінокислот 41-189 в 
SEQ ID NO: 18 або ділянки амінокислот 25-206 в 
SEQ ID NO:24. 

Переважно, поліпептид за даним винаходом, 
який містить послідовність, що гомологічна що-
найменше на 85% поліпептиду INSP181, є гібрид-
ним білком. Такі гібридні білки можуть бути отри-
мані шляхом клонування полінуклеотиду, який 
кодує поліпептид, що містить послідовність, яка 
гомологічна щонайменше на 85% поліпептиду 
INSP181, у рамці зчитування з послідовностями, 
що кодують гетеро логічну білкову послідовність. 

Використовуваний тут термін «гетерологічний» 
означає будь-який поліпептид, який відрізняється 
від поліпептиду INSP181 людини. Приклади гете-
рологічних послідовностей, які можуть міститися в 
гібридних білках, на аміно- або карбокси-кінці, 
включають: позаклітинні домени зв'язаного з мем-
браною білка, константні ділянки імуноглобуліну 
(Fc ділянки), домени мультимеризації, домени 
позаклітинних білків, сигнальні послідовності, екс-
портні послідовності та послідовності, які дозво-
ляють проводити очищення за методом афінної 
хроматографії. 

Багато з наведених гетерологічних послідов-
ностей комерційно доступні у вигляді плазмід екс-
пресії, оскільки вказані послідовності зазвичай 
включаються в гібридні білки, для того, щоб одер-
жати додаткові властивості, не порушивши істотно 
специфічної біологічної активності злитого з ними 
білка (Terpe K., 2003, Appl Microbiol Biotechnol, 60: 

523-33). Приклади таких додаткових властивостей 
включають збільшення напівжиття у фізіологічних 
рідинах, позаклітинну локалізацію або полегшення 
процедури очищення за рахунок наявності тяжа з 
гістидинів, які утворюють так звану «гістидинову 
мітку» (Gentz et al. 1989, Proc Natl Acad Sci USA, 
86: 821-4), або «НА» мітки, епітопу, отриманого з 
білка гемаглютиніну вірусу грипу (Wilson et al. 
1994, Cell, 37: 767-78). При необхідності гетероло-
гічна послідовність може бути вилучена при про-
теолітичному розщепленні, наприклад, шляхом 
вбудовування сайту протеолітичнго розщеплення 
між білком і гетерологічною послідовністю, з на-
ступною обробкою очищеного гібридного білка 
відповідною протеазою. Вказані властивості особ-
ливо важливі у випадку гібридних білків, оскільки 
полегшують їх одержання та використання при 
виготовленні фармацевтичних композицій. Так, 
наприклад, використаний у прикладах білок (зрі-
лий поліпептид INSP181; SEQ ID NO: 22) був очи-
щений за процедурою, що включає приєднання 
гекса-гістидинового пептиду до карбокси-кінця 
INSP181. У тому випадку, коли гібридний білок 
включає ділянку імуноглобуліну, вказаний гібрид 
може бути отриманий шляхом прямого приєднан-
ня компонентів або шляхом їх приєднання за до-
помогою короткого лінкерного пептиду, довжина 
якого може становити щонайменше 1-3 амінокис-
лотних залишки або більше, наприклад, 13 аміно-
кислотних залишків. Вказаним лінкером може бу-
ти, наприклад, трипептид з послідовністю E-F-M 
(Glu-Phe-Met) або лінкерна послідовність, що 
складається з 13 амінокислот і містить послідов-
ність Glu-Phe-Gly-Ala-Gly-Leu-Val-Leu-Gly-Gly-Gln-
Phe-Met, вбудовану між послідовністю речовин за 
даним винаходом та послідовністю імуноглобуліну. 
Отриманий гібридний білок має поліпшені власти-
вості, такі як більш тривалий час його присутності 
у фізіологічних рідинах (наприклад, збільшений 
час напівжиття), підвищена питома активність, 
підвищений рівень експресії або здатність вказа-
ного гібридного білка легко піддаватися очищен-
ню. 

У переважному варіанті винаходу білок приєд-
нують до константної ділянки молекули Ig. Пере-
важно, такий білок приєднують до ділянок важкого 
ланцюга, таких як домени СН2 і СН3, наприклад, 
IgG1 людини. 

Для одержання гібридних білків за винаходом 
можуть бути також використані і інші ізоформи Ig, 
такі як ізоформи IgG2 або IgG4, і ізоформи інших 
класів Ig, таких як, наприклад, IgM або IgA. Гібрид-
ні білки можуть бути мономерними або мультиме-
рними, а також гетеро- або гомомультимерними. 

В іншому переважному варіанті винаходу фун-
кціональне похідне включає щонайменше один 
фрагмент, приєднаний до однієї або декількох 
функціональних груп, які представлені у вигляді 
одного або декількох бокових ланцюгів на аміно-
кислотних залишках. Переважно, вказаним фраг-
ментом є поліетиленовий фрагмент (ПЕГ). ПЕГі-
лювання може бути проведене з використанням 
відомих методів, таких як методи, опрісані, напри-
клад, в WO 99/55377. 
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Поліпептиди можуть містити амінокислоти, які 
відрізняються від 20 амінокислот, що кодуються 
генами, і які є модифікованими або в результаті 
природних процесів, таких як посттрансляційний 
процесинг, або в результаті застосування хімічних 
методів модифікації, добре відомих фахівцям. 
Прикладами відомих модифікацій, які можуть бути 
здійснені в поліпептидах даного винаходу, є гліко-
зилювання, приєднання ліпіду, сульфування, гам-
ма-карбоксилювання, наприклад, залишків глута-
мінової кислоти, гідроксилювання та ADP-
рибозилювання. Іншими можливими модифікація-
ми є ацетилування, ацилювання, амідування, ко-
валентне приєднання флавіну, ковалентне приєд-
нання молекули гему, ковалентне приєднання 
нуклеотиду або нуклеотидного похідного, ковален-
тне приєднання ліпідного похідного, ковалентне 
приєднання фосфатидилінозиту, перехресне зв'я-
зування, циклізація, утворення дисульфідного 
зв'язку, деметилювання, утворення ковалентних 
перехресних зв'язків, утворення цистеїну, утво-
рення піроглутамату, формілування, утворення 
GPI-якоря, йодування, метилування, міристоїлу-
вання, окислювання, протеолітичний процесинг, 
фосфорилювання, пренілування, рацемізація, се-
леноїлування, приєднання амінокислот до білків, 
опосередковуване переносом РІЖ, таке як аргіні-
лування, та убіхітинізація. 

Модифікації можуть бути присутнім у будь-якій 
ділянці поліпептиду, включаючи пептидний кістяк, 
амінокислотні бокові ланцюги та аміно- або карбо-
кси-кінці. Дійсно, блокування аміно- або карбокси-
кінця в поліпептиді, або одного та іншого, за допо-
могою ковалентної модифікації є звичайним про-
цесом, що відбувається в природних і синтетичних 
поліпептидах, і такі модифікації можуть бути при-
сутнім у поліпептидах даного винаходу. 

Модифікації, які присутні в поліпептиді, у бі-
льшості випадків будуть залежати від способу 
одержання даного поліпептиду. Для поліпептидів, 
отриманих рекомбінантним методом, природа та 
ступінь модифікації, по більшій частині, буде ви-
значатися здатністю до посттрансляційної модифі-
кації конкретної клітини-хазяїна та присутністю 
сигналів модифікації в амінокислотній послідовно-
сті розглянутого поліпептиду. Так, наприклад, ха-
рактер глікозилювання може варіюватися у клітин-
хазяїв різного типу. 

Поліпептиди даного винаходу можуть бути 
отримані будь-яким придатним способом. Такими 
поліпептидами є виділені природні поліпептиди 
(наприклад, виділені із клітинної культури), поліпе-
птиди, продуковані рекомбінантним методом 
(включаючи гібридні білки), синтетичні поліпептиди 
або поліпептиди, продуковані з використанням 
комбінації цих методів. 

Функціонально еквівалентні поліпептиди пер-
шого аспекту даного винаходу можуть являти со-
бою поліпептиди, гомологічні поліпептиду 
INSP181. Два поліпептиди можуть бути визначені 
використовуваним тут терміном "гомологічні", як-
що послідовність одного із цих поліпептидів має 
досить високий ступінь ідентичності або подібності 
з послідовністю іншого поліпептиду. Термін "іден-
тичність" означає, що в будь-якому конкретному 

положенні послідовностей, які співставляють, ці 
дві послідовності мають ідентичні амінокислотні 
залишки. Термін "подібність" означає, що в будь-
якому конкретному положенні послідовностей, які 
співставляють, ці дві послідовності мають аміноки-
слотні залишки аналогічного типу. Ступінь іденти-
чності та подібності може бути легко обчислений 
(Computational Molecular Biology, Lesk Α. Μ. ed., 
Oxford University Press, New York, 1988; 
Biocomputing Informatics and Genome Projects, 
Smith D. W. ed., Academic Press, New York, 1993; 
Computer Analysis of Sequence Data, Part 1, Griffin 
A. M. & Griffin H. G., eds., Humana Press, New 
Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular 
Biology, von Heinje, G. Academic Press, 1987; and 
Sequence Analysis Primer, Gribskov M. & Devereux 
J. eds, M. Stockton Press, New York, 1991). 

Тому гомологічними поліпептидами є природні 
біологічні варіанти (наприклад, алельні варіанти 
або варіанти поліпептидів, які утворилися в ре-
зультаті географічних змін видів, від яких ці полі-
пептиди походять), і мутанти (такі як мутанти, що 
містять амінокислотні заміни, інсерції або делеції) 
поліпептидів INSP181. Такими мутантами можуть 
бути поліпептиди, в яких один або кілька амінокис-
лотних залишків замінені консервативним або не-
консервативним амінокислотним залишком (пере-
важно, консервативним амінокислотним 
залишком), і такий замінений амінокислотний за-
лишок може бути, а може і не бути, залишком, що 
кодується генетичним кодом. Зазвичай такі заміни 
відбуваються між Ala, Val, Leu і llе; між Ser і Thr; 
між кислотними залишками Asp і Glu; між Asn і Gin; 
між основними залишками Lys і Arg; або між аро-
матичними залишками Phe і Туr. Особливо пере-
важними є варіанти, в яких декілька, тобто від 5 до 
10, від 1 до 5, від 1 до 3, від 1 до 2 амінокислот 
або тільки одна амінокислота є заміненими, деле-
тованими або доданими в будь-якій комбінації. 
Особливо переважними є "мовчазні" заміни, дода-
вання та делеції, які не впливають на властивості 
та активність вказаного білка. Також переважними 
є консервативні заміни. 

Такими мутантами також є поліпептиди, в яких 
один або декілька амінокислотних залишків мають 
групу-замісник. 

Відповідно до даного винаходу, будь-яка замі-
на повинна бути, переважно, "консервативною" 
або "припустимою" заміною, що зазвичай визна-
чають як заміну, що вводить амінокислоти, які ма-
ють аналогічні хімічні властивості (наприклад, ос-
новна позитивно заряджена амінокислота повинна 
бути замінена іншою основною, позитивно заря-
дженою амінокислотою), які є достатніми для збе-
реження структури та біологічної функції даної 
молекули. 

У літературі описана множина моделей, за до-
помогою яких може бути здійснений відбір консер-
вативних амінокислотних замін, виходячи зі стати-
стичних і фізико-хімічних досліджень послідовності 
та/або структури білків (Rogov S. І. і Nekrasov A. 
N., 2001). Експерименти з конструювання білків 
показали, що використання специфічних підпослі-
довностей амінокислот дозволяє продукувати біл-
ки з відповідною укладкою та активними білками і 
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класифікувати амінокислотні "синонімічні" заміни, 
які можуть легко адаптуватися до білкової струк-
тури, і які можуть бути використані для детекції 
функціональних і структурних гомологів і паралогів 
(Murphy L. R. еt аl., 2000). Групи синонімічних амі-
нокислот і групи більш переважних синонімічних 
амінокислот представлені в таблиці 1. 

У поліпептиди за винаходом також можуть бу-
ти введені в різних цілях специфічні не-
консервативні мутації. Мутації, які знижують афін-
ність CD24-подібного білка, допускають можли-
вість повторного використання цих поліпептидів, а 
також їх застосування в інших цілях, що потенцій-
но підвищує їх терапевтичну ефективність. 
(Robinson С. R., 2002). Імуногенні епітопи, фактич-
но присутні в поліпептидах за винаходом, можуть 
бути використані для розробки вакцин (Stevanovic 
S., 2002), або вони можуть бути вилучені шляхом 
модифікації їх послідовності відомими методами 
відбору мутацій, які підвищують стабільність білка, 
і їх корекції (van den Burg В. & Eijsink V, 2002; WO 
02/05146, WO 00/34317 і WO 98/52976). 

Переважною альтернативою синонімічним 
групам для амінокислотних похідних, включених у 
пептидоміметики, є групи, визначені в таблиці 2. 
Невичерпний список амінокислотних похідних та-
кож включає аміноізомасляну кислоту (Aib), гідрок-
сипролін (Hyp), 1,2,3,4-Тетрагідроізохінолін-3-
СООН, індолін-2-карбонову кислоту, 4-
дифторпролін, L-тіазолідин-4-карбонову кислоту, 
L-гомопролін, 3,4-дегідропролін, 3,4-
дигідроксифенілаланін, циклогексилгліцин і феніл-
гліцин. 

Термін "амінокислотне похідне" означає аміно-
кислоту, яка не входить в 20 кодованих генетич-
ним кодом природних амінокислот, або хімічну 
молекулу, подібну до такої амінокислоти. Зокрема, 
таке амінокислотне похідне може містити заміщені 
або незаміщені молекули, молекули із прямим 
ланцюгом, молекули з розгалуженим ланцюгом 
або циклоалкільні молекули, а також може вклю-
чати один або декілька гетероатомів. Вказані амі-
нокислотні похідні можуть бути отримані de novo, 
або вони можуть бути взяті з комерційно доступ-
них джерел (Calbiochem-Novabiochem A. G., 
Switzerland; Bachem, USA). 

Різні методи включення не-природних аміно-
кислотних похідних у білки з використанням in vitro 
та in vivo систем трансляції для зондування та/або 
поліпшення структури та функції білків описані в 
літературі (Dougherty D. Α., 2000). Методи синтезу 
та одержання пептид оміметиків, а також не-
пептидоміметиків також добре відомі фахівцям 
(Golebiowski A. et al., 2001; Hruby V. J. & Balse P. 
Μ., 2000; Sawyer Т. К. "Structure Based Drug 
Design", edited by Veerapandian P., Marcel Dekker 
Inc., pg. 557-663, 1997). 

Зазвичай вважається, що два поліпептиди, які 
мають більше ніж 30%-у ідентичність, є функціо-
нально еквівалентними. Переважно, щоб послідо-
вності функціонально еквівалентних поліпептидів 
за першим аспектом винаходу були більш ніж на 
70% або на 80% ідентичні послідовностям поліпе-
птидів INSP181 або їх активних фрагментів. Біль-
ше переважними є поліпептиди, що мають ступінь 

ідентичності більше ніж 85%, 90%, 95%, 98%, 
98,5%, 99% або 99,5%, відповідно. 

Функціонально еквівалентними поліпептидами 
за першим аспектом винаходу можуть бути також 
поліпептиди, які були ідентифіковані із застосу-
ванням одного або декількох методів структурного 
співставлення первинних послідовностей шляхом 
їх вирівнювання. Так, наприклад, технологія інфо-
рмаційної обробки потоку геномних даних 

(Inpharmatica Genome Threader), яка становить 
один з аспектів способу пошуку, використовуваних 
для генерування бази даних пошуку Biopendium, 
може бути застосована (див. WO 01/67507) для 
ідентифікації поліпептидів з невідомими функція-
ми, у відношенні яких, незважаючи на їх низький 
ступінь ідентичності у порівнянні з поліпептидами 
екзону INSP181 або поліпептидом INSP181 (SEQ 
ID NO:14 і SEQ ID NO:18), висловлюється припу-
щення, що вони являють собою ліпокаліни, де вка-
зане припущення основане на їх значній структур-
ній гомології з поліпептидами екзону INSP181, 
поліпептидом INSP181, поліпептидом INSP-SV1, 
(поліпептидом INSP-SV1), зрілим поліпептидом 
INSP181, зрілим поліпептидом INSP-SV1, поліпеп-
тидом-поліморфом INSP181 N92T, зрілим поліпеп-
тидом-поліморфом INSP181, поліпептидом-
поліморфом INSP181-SV1 N92T, зрілим поліпеп-
тидом-поліморфом INSP181 N92T, поліпептидом-
поліморфом INSP181-SV1G114S або зрілим полі-
пептидом-поліморфом INSP181-SV1G114S. 

Термін "значна структурна гомологія" означає, 
що технологія Inpharmatica Genome Threader™ 
дозволяє передбачити структурну гомологію двох 
білків з вірогідністю, принаймні, 10%, переважно, 
принаймні, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 
90% і вище. Імовірнісне значення за технологією 
Inpharmatica Genome Threader™ обчислюють у 
такий спосіб. Спочатку проводять серію порівнянь 
у межах технології Inpharmatica Genome 
Threader™ із використанням тільки послідовностей 
з відомою структурою. Деякі з порівнянь проводять 
між білками, у відношенні яких відомо, що вони є 
близькоспорідненими білками (на основі їх струк-
тури). Для цього був використаний інформаційний 
потік по невральній мережі, який обробили відпо-
відним чином, для того, щоб найкращим способом 
провести грань між близькоспорідненими та не-
спорідненими варіантами, використовуючи для 
цього структурну класифікацію САТН 
(www.biochem.ucl. ac.uk/bsm/cath). У результаті, 
дані по невральній мережі були ранжовані за ба-
лами від 0 до 1. При цьому, оскільки кількість бли-
зькоспоріднених білків і кількість неспоріднених 
білків була відома, було можливо розподілити ре-
зультати аналізу невральної мережі по пакетах і 
емпірично обчислити відсоток коректних результа-
тів. Аналогічно, у випадку пошукової бази даних 
Biopendium, для будь-якого точного пророкування 
береться бал, взятий з результатів аналізу невра-
льної мережі, і відсоток довірчості вказує, наскіль-
ки успішним було використання Inpharmatica 
Genome Threader™ для обробки/аналізу дослі-
джуваної серії. 

Поліпептиди за першим аспектом винаходу 
також включають фрагменти поліпептидів INSP181 
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і фрагменти функціональних еквівалентів поліпеп-
тидів INSP181, за умови, що ці фрагменти є ліпо-
калінами або мають загальну антигенну детермі-
нанту з поліпептидом INSP181, зрілим 
поліпептидом INSP181, поліпептидом INSP181-
SV1, зрілим поліпептидом INSP181-SV1, поліпеп-
тидом-поліморфом INSP181 N92T, зрілим поліпеп-
тидом-поліморфом INSP181, поліпептидом-
поліморфом INSP181-SV1 N92T, зрілим поліпеп-
тидом-поліморфом INSP181 N92T, поліпептидом-
поліморфом INSP181-SV1G114S, зрілим поліпеп-
тидом-поліморфом INSP181-SV1G114S, доменом 
ліпокаліну rNSP181 або доменом ліпокаліну 
INSP181-SV1. 

Приклади фрагментів, які демонструють акти-
вність ліпокалінів, включають такі фрагменти, які 
містять або складаються з домен (домену) ліпока-
ліну, що представлений у вигляді SEQ IDNO: 66, 
або послідовності (послідовностей), як показано 
на Фіг.12 (тобто амінокислоти на ділянці 25-174, 
амінокислоти на ділянці 26-180 і/або амінокислоти 
на ділянці 33-166 повнорозмірних послідовностей 
INSP181), а також фрагменти (фрагментів), які 
містять цистеїнові залишки, що утворюють дису-
льфідні зв'язки (тобто амінокислоти на ділянці 96-
187 кожної з повнорозмірних послідовностей 
INSP181). Переважно, дисульфідний зв'язок утво-
рюється між цистеїновими залишками в положен-
нях амінокислот 90 і 181. 

Використовуваний тут термін "фрагмент" 
означає поліпептид, що має амінокислотну послі-
довність, яка є ідентичною частині, але не всій, 
амінокислотної послідовності поліпептидів 
INSP181, або одному з їх функціональних еквіва-
лентів. Ці фрагменти повинні містити, принаймні, η 
суміжних амінокислот даної послідовності, і зале-
жно від конкретної послідовності, вказане число п, 
переважно, дорівнює 7 або більше (наприклад, 8, 
10, 12, 14, 16, 18, 20 або більше). Невеликі фраг-
менти можуть утворювати антигенну детермінан-
ту. 

Довжина фрагментів за даним винаходом ста-
новить 1-100 амінокислот, переважно, 5-50, більш 
переважно, 7-20 амінокислот. 

Довжина молекул нуклеїнової кислоти за ви-
находом, становить переважно 10-1000 нуклеоти-
дів, переважно 50-800 нуклеотидів, переважно 
100-600 нуклеотидів, переважно 200-550 нуклео-
тидів, переважно 300-500 нуклеотидів. 

Довжина поліпептидів за винаходом становить 
переважно 5-500 амінокислот, переважно 50-400 
амінокислот, переважно 100-300 амінокислот, пе-
реважно 150-250 амінокислот. 

Фрагменти повнорозмірних поліпептидів 
INSP181 можуть складатися з комбінацій 2 або 3, 
4, 5... послідовностей суміжних екзонів у послідов-
ностях поліпептидів INSP181, відповідно. 

Вказані екзони можуть бути об'єднані з іншими 
зрілими фрагментами за даним винаходом. Такі 
комбінації включають, наприклад, екзони 1 і 2 і т.д. 
Вказані фрагменти включаються в обсяг даного 
винаходу. Фрагменти можуть також складатися з 
комбінацій різних доменів білка INSP181. Напри-
клад, фрагмент може складатися з комбінацій різ-
них доменів ліпокаліну INSP181, як було відзначе-

но вище. Вказані фрагменти можуть бути присут-
німи у "вільній формі", тобто вони можуть не бути 
частиною іншого поліпептиду або не бути приєд-
наними до інших амінокислот або поліпептидів, 
або вони можуть входити до складу більшого полі-
пептиду, частину або ділянку якого вони утворю-
ють. Якщо фрагмент даного винаходу входить до 
складу більшого поліпептиду, то найбільш пере-
важно, щоб такий фрагмент утворював одну непе-
рервну ділянку. Так, наприклад, деякі переважні 
варіанти даного винаходу стосуються фрагмента, 
який має пре- і/або про-поліпептидну ділянку, при-
єднану до аміно-кінця вказаного фрагмента, і/або 
додаткову ділянку, приєднану до карбоксильного 
кінця цього фрагмента. Однак до складу одного 
більшого поліпептиду можуть входити кілька фра-
гментів. 

Поліпептиди даного винаходу або їх імуногенні 
фрагменти (які містить, принаймні, одну антигенну 
детермінанту) можуть бути використані для гене-
рування лігандів, таких як поліклональні або моно-
клональні антитіла, які мають імуноспецифічність 
до таких поліпептидів. Вказані антитіла можуть 
бути використані для виділення або для ідентифі-
кації клонів, які експресують поліпептиди даного 
винаходу, або для очищення даних поліпептидів 
афінною хроматографією. Як зовсім очевидно для 
будь-якого читача-фахівця, такі антитіла, крім ін-
ших застосувань, можуть бути також використані 
як діагностичні або терапевтичні засоби. 

Термін "імуноспецифічний" означає, що дані 
антитіла мають, в основному, більш високу афін-
ність до поліпептидів даного винаходу, ніж до ін-
ших споріднених поліпептидів, описаних раніше. 
Використовуваний тут термін "антитіло" означає 
інтактні молекули, а також їх фрагменти, такі як 
Fab, F(ab')2 і Fv, які здатні зв'язуватися з розгляну-
тою антигенною детермінантою. Такі антитіла зв'я-
зуються з поліпептидами першого аспекту даного 
винаходу. 

Під поняттям "значно більш висока афінність" 
автори розуміють помітно більш високу афінність 
до поліпептиду за винаходом у порівнянні з афін-
ністю інших відомих споріднених поліпептидів, 
таких як ліпокаліни. 

При цьому, переважно, щоб афінність стосов-
но поліпептиду за винаходом щонайменше в 1,5, 
2, 5, 10, 100, 10

3
, 10

4
, 10

5
, 10

6
 разів або більше 

перевищувала афінність у порівнянні з іншими 
спорідненими поліпептидами, відомими з рівня 
техніки. 

При цьому, переважно, щоб афінність стосов-
но поліпептиду за винаходом значно перевищува-
ла афінність стосовно відомих ліпокалінів. 

При цьому, переважно, щоб афінність стосов-
но поліпептиду за винаходом значно перевищува-
ла афінність стосовно природних ліпокалінів. 

Якщо переважними є поліклональні антитіла, 
то вибраний ссавець, такий як миша, кролик, коза 
або кінь, може бути імунізований поліпептидом за 
першим аспектом винаходу. Поліпептид, викорис-
товуваний для імунізації тварини, може бути отри-
маний методами рекомбінантних ДНК, або він мо-
же бути синтезований методом хімічного синтезу. 
Якщо необхідно, то даний поліпептид може бути 
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кон'югований з білком-носієм. Зазвичай викорис-
товуваними носіями, до яких можуть бути хімічно 
приєднані дані поліпептиди, є альбумін бичачої 
сироватки, тироглобулін і гемоціанін лімфи равли-
ка. Такий зв'язаний поліпептид може бути потім 
використаний для імунізації тварини. Сироватку, 
взяту в імунізованої тварини, збирають і обробля-
ють відомими методами, наприклад, імуноафінною 
хроматографією. 

Моноклональні антитіла проти поліпептидів за 
першим аспектом винаходу можуть бути легко 
отримані фахівцем у даній галузі. Загальна мето-
дика одержання моноклональних антитіл з вико-
ристанням гібридомної технології добре відома 
фахівцям (див. наприклад, Kohler G. & Milstein, C. 
Nature 256:495-497 (1975); Kozbor et al., 
Immunology Today 4:72(1983); Cole et al., 77-96, 
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. 
Liss, Inc. (1985)). 

Панелі моноклональних антитіл, продукованих 
проти поліпептидів за першим аспектом винаходу, 
можуть бути скриновані на різні властивості, тобто 
на ізотоп, епітоп, афінність і т.п. Моноклональні 
антитіла є особливо придатними для очищення 
окремих поліпептидів, проти яких вони спрямовані. 
Альтернативно, гени, які кодують потрібні монок-
лональні антитіла, можуть бути виділені з гібри-
дом, наприклад, методами ПЛР, відомими фахів-
цям, а також вони можуть бути клоновані та 
експресовані у відповідних векторах. 

Можуть бути також використані і химерні анти-
тіла, в яких варіабельні ділянки не-людини з'єднані 
або ліговані з константними ділянками людини 
(див. наприклад, Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 84, 3439 (1987)). 

Ці антитіла можуть бути модифіковані так, щоб 
вони були менш імуногенними для індивідуума, 
наприклад, шляхом їх "гуманізації" (див., Jones et 
al., Nature, 321, 522 (1986); Verhoeyen et al., 
Science, 239, 1534 (1988); Kabat et al., J. Immunol., 
147, 1709 (1991); Queen et al, Proc. Natl. Acad. Sci., 
USA, 86, 10029 (1989); Gorman et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci, USA, 88, 34181 (1991) and Hodgson et al, 
Bio/Technology, 9, 421 (1991)). Використовуваний 
тут термін "гуманізоване антитіло" означає моле-
кули антитіла, в яких амінокислоти CDR та інші 
вибрані амінокислоти у варіабельних доменах 
важкого та/або легкого ланцюгів донорного антиті-
ла не-людини були замінені еквівалентними аміно-
кислотами антитіла людини. Таким чином, гумані-
зоване антитіло має близьку подібність із 
антитілом людини, але, при цьому, воно має здат-
ність зв'язуватися з донорним антитілом. 

В іншому альтернативному варіанті винаходу 
таким антитілом може бути "біспецифічне" антиті-
ло, тобто антитіло, яке має два різних антиген-
зв'язуючих домени, кожний з яких має специфіч-
ність до різних епітопів. 

Для відбору генів, які кодують антитіла, що 
мають здатність зв'язуватися з поліпептидами за 
винаходом, або з набору ПЛР-ампліфікованих V-
генів лімфоцитів людини, скринованих на здат-
ність виробляти відповідні антитіла, або з бібліоте-
ки "ненавчених" лімфоцитів може бути використа-
на техніка фагового дисплею (McCafferty J. et al. 

(1990), Nature 348, 552-554; Marks J. et al., (1992) 
Biotechnology 10, 779-783). Афінність цих антитіл 
може бути також підвищена шляхом перестановки 
ланцюгів (Clackson Т. et al. (1991) Nature 352, 624-
628). 

Антитіла, генеровані вищеописаними метода-
ми, незалежно від того, чи є вони поліклональними 
або моноклональними, мають і інші цінні власти-
вості, тобто вони можуть бути використані як реа-
генти в імуноаналізах, радіоімуноаналізах (РІА) 
або твердофазних імуноферментних аналізах 
(ELISA). Для використання в цих цілях, антитіла 
можуть бути позначені аналітично детектованим 
реагентом, таким як радіоізотоп, флуоресцентна 
молекула або фермент. 

Переважними молекулами нуклеїнової кисло-
ти за другим та третім аспектом винаходу є моле-
кули, які кодують поліпептидні послідовності, 
представлені в SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID 
NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, 
SEQ ID NO:14 і/або SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:18, 
SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ 
ID NO:26, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:30, SEQ ID 
NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36, SEQ ID 
NO:38, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:42, SEQ ID 
NO:44, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:48, SEQ ID 
NO:50, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:54, SEQ ID 
NO:56, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:60, SEQ ID 
NO:62, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:66 або SEQ ID 
NO:68 і функціонально еквівалентні поліпептиди. 
Ці молекули нуклеїнової кислоти можуть бути ви-
користані в способах і з метою, описаною у даній 
заявці. Молекули нуклеїнової кислоти за винахо-
дом, переважно, містять, принаймні, n суміжних 
куклеотидів в описаних тут послідовностях, де n, 
залежно від конкретної послідовності, переважно, 
дорівнює 10 або більше (наприклад, 12, 14, 15, 18, 
20, 25, 30, 35, 40 або більше). 

Молекулами нуклеїнової кислоти за винахо-
дом також є послідовності, комплементарні послі-
довностям молекул нуклеїнової кислоти, описаних 
вище (наприклад, для використання як антисмис-
лові послідовності або як зонди). 

Молекули нуклеїнової кислоти за винаходом 
можуть бути присутніми у формі РНК, такої як 
мРНК, або у формі ДНК, включаючи, наприклад, 
кДНК, синтетичну ДНК або геномну ДНК. Такі мо-
лекули нуклеїнової кислоти можуть бути отримані 
методами клонування, хімічного синтезу або їх 
комбінацією. Молекули нуклеїнової кислоти мо-
жуть бути отримані, наприклад, методом хімічного 
синтезу, таким як твердофазний фосфорамідит-
ний хімічний синтез, виділення з геномних або 
кДНК-бібліотек або виділення з відповідного орга-
нізму. РНК-молекули можуть бути, в основному, 
генеровані шляхом in vitro-або in vivo-транскрипції 
ДНК-послідовностей. 

Молекули нуклеїнової кислоти можуть бути 
дволанцюжковими або одноланцюжковими. Одно-
ланцюжковою ДНК може бути кодуючий ланцюг, 
так само відомий, як смислової ланцюг, або неко-
дуючий ланцюг, яка також називається антисмис-
ловим ланцюгом. 

Термін "молекула нуклеїнової кислоти" також 
охоплює аналоги ДНК і РНК, такі як аналоги, які 
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містять модифіковані кістяки та зв'язані з пепти-
дом нуклеїнові кислоти (PNA). Використовуваний 
тут термін "PNA" означає антисмислову молекулу 
або антиген, який містить олігонуклеотид, що 
складається, принаймні, з п'яти нуклеотидів і при-
єднаний до пептидного кістяка з амінокислотних 
залишків, які, переважно, закінчуються лізином. 
Цей кінцевий лізин надає даній композиції розчин-
ність. PNA можуть бути ПЕГільовані для продов-
ження їх часу життя в клітині, де вони переважно 
зв'язуються з комплементарною одноланцюжко-
вою ДНК і РНК і припиняють елонгацію транскрип-
та (Nielsen P. E. et al. (1993) Anticancer Drug Des. 
8:53-63). 

Молекула нуклеїнової кислоти, яка кодує полі-
пептид за винаходом, може бути ідентична кодую-
чій послідовності однієї або декількох описаних тут 
молекул нуклеїнової кислоти. 

Ці молекули можуть також мати різкі послідов-
ності, які, внаслідок виродженості генетичного ко-
ду, кодують поліпептид, представлений у кожній з 
послідовностей SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ 
ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10, SEQ ID 
NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID 
NO:18, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:22, SEQ ID 
NO:24, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:28, SEQ ID 
NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID 
NO:36, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:40, SEQ ID 
NO:42, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:46, SEQ ID 
NO:48, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:52, SEQ ID 
NO:54, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:58, SEQ ID 
NO:60, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:64, SEQ ID 
NO:66 або SEQ ID NO:68, і функціонально еквіва-
лентні поліпептиди. 

Такими молекулами нуклеїнової кислоти мо-
жуть бути, але не обмежуються ними, послідов-
ність, яка кодує тільки зрілий поліпептид; послідо-
вність, яка кодує зрілий поліпептид, і додаткові 
кодуючі послідовності, такі як послідовності, які 
кодують лідерну або секреторну послідовність, 
таку як про-, пре- або препро-поліпептидну послі-
довність; послідовність, яка кодує зрілий поліпеп-
тид з вищезгаданими додатковими кодуючими 
послідовностями, що кодують, або без них, або 
разом з іншими додатковими послідовностями, 
включаючи некодуючі 5'- і 3'-послідовності, такі як 
транскрибовані нетрансльовані послідовності, які 
відіграють певну роль у транскрипції (включаючи 
сигнали термінації), у зв'язуванні з рибосомою та у 
забезпеченні стабільності мРНК. Молекулами нук-
леїнової кислоти можуть бути також допоміжні 
послідовності, які кодують додаткові амінокислоти, 
такі як амінокислоти, що мають додаткові функціо-
нальні властивості. 

Молекули нуклеїнової кислоти за другим та 
третім аспектам винаходу можуть також кодувати 
фрагменти або функціональні еквіваленти поліпе-
птидів і фрагментів за першим аспектом винаходу. 
Вказана молекула нуклеїнової кислоти може явля-
ти собою природний варіант, такий як природний 
алельний варіант, або така молекула може являти 
собою варіант, який не зустрічається в природі. 
Вказані не-природні варіанти молекули нуклеїно-
вої кислоти можуть бути отримані методами мута-
генезу, включаючи методи, застосовувані до мо-

лекул нуклеїнової кислоти, до клітин або до цілих 
організмів. 

Серед розглянутих варіантів є варіанти, які ві-
дрізняються від вищезгаданих молекул нуклеїно-
вої кислоти тим, що вони мають нуклеотидпі замі-
ни, делеції або інсерції. Такі заміни, делеції або 
інсерції можуть бути зроблені в одному або декі-
лькох нуклеотидах. Вказані варіанти можуть бути 
модифіковані в кодуючій або в не-кодуючій ділян-
ці, або в тій і іншій ділянці. Альтерації в кодуючих 
ділянках можуть призводити до консервативних 
або неконсервативних амінокислотних замін, де-
лецій або інсерцій. 

Молекули нуклеїнової кислоти за винаходом 
можуть бути також сконструйовані методами, в 
основному, відомими фахівцям, включаючи, зале-
жно від цілей застосування, модифікацію клону-
вання, процесинг і/або експресію генного продукту 
(поліпептиду). Перестановка ДНК шляхом рандо-
мізованої фрагментації та повторної зборки генних 
фрагментів і синтетичних олігонуклеотидів за до-
помогою ПЛР являє собою технологію, що може 
бути використана для конструювання нуклеотид-
них послідовностей. Сайт-спрямований мутагенез 
може бути використаний для введення нових рес-
трикційних сайтів, зміни характеру глікозилювання, 
зміни переваги кодонів, продукування варіантів 
сплайсинга, введення мутацій і т.п. 

Молекули нуклеїнової кислоти, які кодують по-
ліпептид за першим аспектом винаходу, можуть 
бути ліговані з гетерологічною послідовністю так, 
щоб отримана комбінована молекула нуклеїнової 
кислоти кодувала гібридний білок. Такі комбіновані 
молекули нуклеїнової кислоти входять у другий 
або третій аспект даного винаходу. Так, напри-
клад, для скринінга пептидних бібліотек на інгібі-
тори активності вказаного поліпептиду з викорис-
танням такої комбінованої молекули нуклеїнової 
кислоти може виявитися корисним здійснення екс-
пресії гібридного білка, який може розпізнаватися 
комерційно доступним антитілом. Гібридний білок 
може бути також сконструйований так, щоб він 
містив сайт розщеплення, локалізований між пос-
лідовністю поліпептиду за винаходом та послідов-
ністю гетерологічного білка, і щоб такий поліпеп-
тид міг бути відщеплений і виділений із вказаного 
гетерологічного білка. 

Молекулами нуклеїнової кислоти за винахо-
дом можуть бути також антисмислові молекули, які 
є частково комплементарними молекулам нуклеї-
нової кислоти, яка кодує поліпептиди за винахо-
дом, а тому вони гібридизуються з кодуючими мо-
лекулами нуклеїнової кислоти (гібридизація). 
Відповідно до методів, відомих середньому фахів-
цю в даній галузі, такі антисмислові молекули, на-
приклад, олігонуклеотиди, можуть бути сконстру-
йовані так, щоб вони розпізнавали потрібну 
нуклеїнову кислоту, що кодує поліпептид за вина-
ходом, специфічно зв'язувалися з цією нуклеїно-
вою кислотою та, тим самим, запобігали її транск-
рипції (див. наприклад, Cohen J. S., Trends in 
Pharm. Sci., 10, 435 (1989), Okano, J. Neurochem. 
56, 560 (1991); O'Connor, J. Neurochem 56, 560 
(1991); Lee et al. Nucleic Acids Res 6, 3073 (1979); 
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Cooney et al., Science 241, 456 (1988); Dervan et al., 
Science 251, 1360 (1991)). 

Використовуваний тут термін "гібридизація" 
означає приєднання двох молекул нуклеїнової 
кислоти одна до одної за допомогою водневих 
зв'язків. Зазвичай одна молекула може бути фік-
сована на твердому носії, а інша молекула може 
перебувати в розчині у вільному стані. Потім ці дві 
молекули можуть бути піддаю контакту одна з од-
ною в умовах, які сприяють утворенню водневого 
зв'язку. Факторами, що впливають на утворення 
таких зв'язків, є: тип і об'єм розчинника; темпера-
тура реакції; час гібридизації; перемішування; при-
сутність агентів, які блокують неспецифічне зв'язу-
вання молекули в рідкій фазі із твердим носієм 
(реагент Денхардта або BLOTTO); концентрація 
молекул; використання сполук, які підвищують 
швидкість асоціації молекул (сульфату декстрану 
або поліетиленгілколю); і жорсткість умов проми-
вання після гібридизації (Sambiook et al., [див. ви-
ще]). 

Інгібування гібридизації повністю комплемен-
тарної молекули з молекулою-мішенню може бути 
оцінене з використанням гібридизаційного аналізу, 
відомого фахівцям (Sambrook et al. [див. вище]). У 
високій мірі гомологічна молекула буде потім кон-
курувати з повністю гомологічною молекулою за 
зв'язування з молекулою-мішенню та інгібувати це 
зв'язування в різних умовах жорсткості, як описано 
в Wahl G. Μ. і S. L. Berger (1987; Methods Enzymol. 
152:399-407) і Kimmel A. R. (1987; Methods 
Enzymol. 152:507-511). 

Термін "жорсткість" означає умови реакції гіб-
ридизації, які сприяють асоціації молекул з біль-
шою подібністю, але не сприяють асоціації моле-
кул, які відрізняються. Умови гібридизації високої 
жорсткості визначають як умови інкубування про-
тягом ночі при 42°С у розчині, що містить 50% фо-
рмамід, 5XSSC (150мМ NaCl, 15мМ тринатрійцит-
рат), 50мМ фосфат натрію (рН7,6), 5х розчин 
Денхардта, 10% сульфат декстрану та 20 мікрог-
рам/мл денатурованої фрагментованої ДНК спер-
ми лосося, з наступним промиванням фільтрів в 
0ДХ SSC приблизно при 65°С. Умови низької жор-
сткості передбачають реакцію гібридизації, здійс-
нювану при 35°С (Sambrook et al. [див. вище]). Пе-
реважними умовами гібридизації є умови 
гібридизації високої жорсткості. 

У переважних варіантах цього аспекту даний 
винахід стосується молекул нуклеїнової кислоти, 
які, по всій своїй довжині, принаймні, на 70% іден-
тичні молекулі нуклеїнової кислоти, що кодує полі-
пептид INSP181 (SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ 
ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10, SEQ ID 
NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:16, SEQ ID 
NO:18, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:22, SEQ ID 
NO:24, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:28, SEQ ID 
NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID 
NO:36, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:40, SEQ ID 
NO:42, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:46, SEQ ID 
NO:48, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:52, SEQ ID 
NO:54, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:58, SEQ ID 
NO:60, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:64, SEQ ID 
NO:66 або SEQ ID NO:68), і молекулам нуклеїнової 
кислоти, які, в основному, комплементарні вказа-

ним молекулам нуклеїнової кислоти. Відповідно до 
цього аспекту даного винаходу, переважно, щоб 
молекула нуклеїнової кислоти містила ділянку, яка 
по всій своїй довжині щонайменше на 80% іденти-
чна молекулі нуклеїнової кислоти, яка має послі-
довність, представлену в SEQ ID NO:3, SEQ ID 
NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:11, 
SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ 
ID NO:19, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:23, SEQ ID 
NO:25, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:29, SEQ ID 
NO:31, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:35, SEQ ID 
NO:37, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:41, SEQ ID 
NO:43, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:47, SEQ ID 
NO:49, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:53, SEQ ID 
NO:55, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:59, SEQ ID 
NO:61, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:65, SEQ ID 
NO:67 або SEQ ID NO:69, або, щоб молекула нук-
леїнової кислоти була комплементарна вказаній 
молекулі. При цьому особливо переважно, щоб 
молекули нуклеїнової кислоти, по всій своїй дов-
жині, були щонайменше на 90%, переважно що-
найменше на 95%, більш переважно щонайменше 
на 98%, 98,5%, 99% або більше 99%, ідентичні 
молекулі нуклеїнової кислоти. Переважними варі-
антами цього аспекту є молекули нуклеїнової кис-
лоти, які кодують поліпептиди, що мають, в основ-
ному, таку ж біологічну функцію або активність, як і 
поліпептид INSP181, зрілий поліпептид INSP181, 
поліпептид INSP181-SV1, зрілий поліпептид 
INSP181-SV1, поліпептид-поліморф INSP181 
N92T, зрілий поліпептид-поліморф INSP181, полі-
пептид-поліморф INSP181-SV1 N92T, зрілий полі-
пептид-поліморф INSP181 N92T, поліпептид-
поліморф INSP181-SV1G114S, зрілий поліпептид-
поліморф INSP181-SV1G114S або поліпептид до-
мену ліпокаліну HSTSP181. 

Даний винахід стосується способу детекції 
молекули нуклеїнової кислоти за винаходом, що 
включає стадії: (а) контактування нуклеїнового 
зонда за винаходом з біологічним зразком в умо-
вах гібридизації, які сприяють утворенню дуплек-
сів; і (b) детекції кожного з таких утворених дупле-
ксів. 

Як буде додатково обговорюватися нижче у 
зв'язку з аналізами, які можуть бути використані 
відповідно до даного винаходу, молекула нуклеї-
нової кислоти, описана вище, може бути викорис-
тана як гібридизаційний зонд для РНК, кДНК або 
геномної ДНК із метою виділення повнорозмірних 
кДНК і геномних клонів, які кодують поліпептиди 
INSP181, і з метою виділення кДНК і геномних 
клонів гомологічних та ортологічних генів, які ма-
ють високу міру подібності з генами, які кодують ці 
поліпептиди. 

У цьому зв'язку, поряд з іншими відомими ме-
тодами, можуть бути використані методи, описані 
та обговорювані нижче як ілюстрація. Методи сек-
венування та аналізу ДНК добре відомі та, в осно-
вному, доступні фахівцям, і можуть бути реально 
використані для здійснення багатьох варіантів за 
винаходом, обговорюваних у даній заявці. У вка-
заних методах можуть використовуватися ферме-
нти, такі як фрагмент Кленова ДНК-полімерази І, 
секвеназа (US Biochemical Corp., Cleveland, OH), 
полімераза Taq (Perkin Elmer), термостабільна 
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полімераза T7 (Amersham, Chicago, IL), або комбі-
нація таких полімераз і коригуючі екзонуклеази, 
такі як екзонуклеази, присутні в ELONGASE 
Amplification System, і які постачаються Gibco/BRL 
(Gaithersburg, MD). Спосіб секвенування може бу-
ти, переважно, автоматизований з використанням 
пристроїв, таких як апарат Hamilton Micro Lab 2200 
(Hamilton, Reno, NV), термоямка Peltier Thermal 
Cycler (PTC200; MJ Research, Watertown, MA), ка-
талізатор АВЇ і ДНК-ссквенаторк 373 і 377 DNA 
Sequencers (Perkin Elmer). 

Одним з методів виділення молекули нуклеї-
нової кислоти, яка кодує поліпептид з функцією, 
еквівалентною функції поліпептидів INSP181, є 
зондування бібліотеки геномних ДНК або кДНК 
природним, або штучно сконструйованим зондом 
відповідно до стандартних процедур, відомих фа-
хівцям (див., наприклад, "Current Protocols in 
Molecular Biology", Ausubel et al. (eds). Greene 
Publisching Associates and Wiley Interscience, New 
York, 1989, 1992). Особливо придатними є зонди, 
які містять щонайменше 15, переважно щонайме-
нше 30, а більш переважно щонайменше 50 основ, 
які безперервно ідуть одна за одною, які відпові-
дають або комплементарні послідовностям нукле-
їнової кислоти, яка походить від відповідного гена, 
що кодує (SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID 
NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:11, 
SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ 
ID NO:19, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:23, SEQ ID 
NO:25, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:29, SEQ ID 
NO:31, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:35, SEQ ID 
NO:37, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:41, SEQ ID 
NO:43, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:47, SEQ ID 
NO:49, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:53, SEQ ID 
NO:55, SEQ ID NO:57 SEQ ID NO:59, SEQ ID 
NO:61, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:65, SEQ ID 
NO:67 і/або SEQ ID NO:69). Для полегшення іден-
тифікації такі зонди можуть бути позначені аналі-
тично детектованим реагентом. Придатними реа-
гентами є, але не обмежуються ними, 
радіоізотопи, флуоресцентні барвники та фермен-
ти, здатні каталізувати утворення детектованого 
продукту. З використанням цих зондів середній 
фахівець у даній галузі може самостійно виділити 
комплементарні копії полінуклеотидів геномної 
ДНК, кДНК або РНК, які кодують білки, які пред-
ставляють інтерес, що походять від різних джерел, 
наприклад, людини, ссавця або інших тварин, і 
скринувати ці джерела на присутність споріднених 
послідовностей, наприклад, окремих членів сімей-
ства, типу та/або підтипу. 

У багатьох випадках виділені кДНК-
послідовності будуть неповними, тобто, у цих пос-
лідовностях, ділянка, яка кодує поліпептид, буде 
сильно обрізана, зазвичай у 5'-кінця. Для одер-
жання повнорозмірних кДНК або для подовження 
коротких кДНК існує кілька методів. Такі послідов-
ності можна подовжити з використанням неповної 
нуклеотидної послідовності та із застосуванням 
різних відомих методів детекції вище розташова-
них послідовностей, таких як промотори та регуля-
торні елементи. Так, наприклад, одним з методів, 
що може бути використаний у цьому випадку, є 
метод швидкої ампліфікації кДНК-кінців (RACE; 

див., наприклад, Frohman et al., PNAS USA 85, 
8998-9002, 1998). Недавно розроблені модифікації 
цієї технології, проілюстровані Marathon Т. М. 
(Clontech Laboratories Inc.), значно спростили по-
шук більш довгих кДНК. Для пошуку невідомої по-
слідовності нуклеїнової кислоти, яка є суміжною з 
відомим локусом, може бути використаний трохи 
модифікований метод, який називається "сайт-
рестрикційною" ПЛР і передбачає використання 
універсальних праймерів (Sarkar G. (1993) PCR 
Methods Applic. 2:318-322). Для ампліфікації або 
для подовження послідовностей з використанням 
різних праймерів, отриманих на основі відомої 
галузі, може бути також використана зворотна 
ПЛР (Triglia Т. et al. (1988) Nucleic Acids Res. 
16:8186). Іншим методом, який може бути викори-
станий у цьому випадку, є ПЛР "із захопленням", 
що являє собою ПЛР-ампліфікацію ДНК-
фрагментів, суміжних з відомою послідовністю в 
штучній хромосомній ДНК людини та дріжджів 
(Lagerstrom Μ. et al., (1991) PCR Methods Applic. 1, 
111-119). Іншим методом, що може бути викорис-
таний для пошуку невідомих послідовностей, є 
метод Parker J. D. et al. (1991) Nucleic Acids Res. 
19:3055-3060). Крім того, можна використовувати 
ПЛР, "гніздові" праймери та бібліотеки 
PromoterFinderTM для "прогулянки" по геномній 
ДНК (Clontech, Palo Alto, CA). Цей спосіб дозволяє 
уникнути необхідності скринінга бібліотек і може 
бути використаний для виявлення ділянок стику 
інтрон/екзон. 

При скринінзі на повнорозмірні ДНК переважно 
використовувати бібліотеки, які були відібрані за 
розмірами і містять більші кДНК. Переважними 
також є бібліотеки рандомізованих праймерів, які 
можуть включати додаткові послідовності, що міс-
тять 5'-ділянки генів. Використання бібліотеки ран-
домізованих праймерів може виявитися особливо 
переважним у тому випадку, якщо бібліотека oligo-
d(T) не дає повнорозмірної кДНК. Геномні бібліо-
теки можуть бути використані для подовження 
послідовності з одержанням 5'-нетранскрибованих 
регуляторних ділянок. 

В одному з варіантів здійснення винаходу мо-
лекули нуклеїнової кислоти за винаходом можуть 
бути використані для визначення локалізації в 
хромосомі. У цьому методі молекула нуклеїнової 
кислоти може бути націлена на конкретну ділянку, 
або вона може бути гібридізована з конкретною 
ділянкою на окремій хромосомі людини. Відповід-
но до даного винаходу, картування релевантних 
послідовностей у хромосомах є важливою стадією 
на підтвердження кореляції цих послідовностей з 
генноасоційованим захворюванням. Після карту-
вання послідовності з визначенням її точної лока-
лізації фізичне положення послідовності на хромо-
сомі може бути співставлене з даними генетичної 
карти. Ці дані можна знайти, наприклад, у роботі 
V. McKusick, Mendelian Inheritance in Man (наявної 
в даний час у бібліотеці Уельського медичного 
університету Джона Хопкінса) (John Hopkins 
University Welch Medical Library). Взаємозв'язок між 
генами, які можуть бути картовані на одній і тій 
самій ділянці хромосоми, і захворюваннями, асо-
ційованими з ними, потім ідентифікують за допо-
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могою аналізу на зчеплення генів (спільне наслі-
дування фізично суміжних генів). Це дозволяє до-
слідникам одержати цінну інформацію, що може 
бути використана для пошуку генів, асоційованих з 
даним захворюванням, із застосуванням методу 
позиційного клонування або інших методів вияв-
лення генів. Після попереднього визначення лока-
лізації генів, асоційованих з даним захворюванням 
або синдромом, шляхом аналізу на зчеплення 
генів з конкретною ділянкою геному, будь-яке кар-
тування послідовностей на даній ділянці може 
дати інформацію про асоційовані або регуляторні 
гени, яка може бути використана для наступних 
досліджень. Молекула нуклеїнової кислоти може 
бути також використана для детекції розходжень у 
хромосомній локалізації, обумовлених транслока-
цією, інверсією та т.п., у нормальних індивідуумів, 
індивідуумів-носіїв і в індивідуумів, які страждають 
захворюванням. 

Молекули нуклеїнової кислоти за винаходом 
також є цінним матеріалом для визначення локалі-
зації в тканинах. Такі методи дозволяють визнача-
ти характер експресії поліпептиду в тканинах шля-
хом детекції мРНК, яка їх кодує. Такими методами 
є методи гібридизації in situ і методи ампліфікації 
нуклеотидів, такі як ПЛР. Результати цих дослі-
джень дозволяють одержати певні відомості щодо 
нормальних функцій даного поліпептиду в органі-
змі. Крім того, у цих дослідженнях порівняння нор-
мального характеру експресії мРНК з експресією 
мРНК, кодованої мутантним геном, дозволяє оде-
ржати важливу інформацію про ролі мутантних 
поліпептидів у даному захворюванні. Така анома-
льна експресія може мати короткочасну, просто-
рову або кількісну природу. 

Для інгібування ендогенної експресії гена, який 
кодує поліпептид за винаходом, можуть бути також 
використані методи "відключення" гена. Одним з 
методів, що може бути використаний для "відклю-
чення" послідовність-специфічного посттрапеля-
ційного гена, є інтерференція РНК (RNAi) (Elbashir 
S. Μ. et al., Nature 2001, 411, 494-498). Короткі 
дцРНК-олігонуклеотиди синтезують in vitro і вво-
дять у клітину. Послідовність-специфічне зв'язу-
вання цих дцРНК-олігонуклеотидів запускає про-
цес деградації мРНК-мішені, що призводить до 
зниження рівня або до відміни експресії білка-
мішені. 

Ефективність методів "відключення" гена, опи-
саних вище, може бути оцінена шляхом визначен-
ня рівня експресії поліпептидів (наприклад, за до-
помогою Вестерн-блотінга), а на РНК-рівні вона 
може бути оцінена за допомогою методики, осно-
ваної на TaqMan. 

Вектори за винаходом містять молекули нук-
леїнової кислоти та можуть являти собою клонуючі 
або експресуючі вектори. Клітини-хазяї за винахо-
дом, які можуть бути трансформовані, трансфіко-
вані або трансдуковані векторами за винаходом, 
можуть являти собою прокаріотичні або еукаріоти-
чні клітини-хазяї. 

Поліпептиди за винаходом можуть бути отри-
мані в рекомбінантній формі за допомогою експре-
сії молекул нуклеїнової кислоти, які кодують ці 
поліпептиди, у векторах, які містяться в клітині-

хазяїні. Такі методи експресії добре відомі фахів-
цям, і багато з них докладно описані в Sambrook et 
al. (див. вище) і Fernandez & Hoeffler (1998, eds. 
"Gene expression systems. Using nature for the art of 
expression". Academic Press, San Diego, London, 
Boston, New York, Sydney, Tokyo, Toronto). 

Для продукування поліпептиду в потрібному 
хазяїні можуть бути використані, в основному, 
будь-які системи або будь-які вектори, які підхо-
дять для підтримки, ампліфікації або експресії мо-
лекул нуклеїнової кислоти. Придатна нуклеотидна 
послідовність може бути вбудована в експресійну 
систему кожним з добре відомих і рутинних мето-
дів, таких як методи, описані в Sambrook et al. 
(див. вище). Загалом кодуючий ген, може бути 
поміщений під контроль регуляторного елемента, 
такого як промотор, сайт зв'язування з рибосомою 
(для експресії в бактеріях) і, необов'язково, опера-
тор, так, щоб ДНК-послідовність, яка кодує потріб-
ний поліпептид, транскрибувалася в РНК у транс-
формованій клітині-хазяїні. 

Прикладами придатних систем експресії є, на-
приклад, хромосомна, епісомна та вірусна систе-
ми, включаючи, наприклад, вектори, які походять 
від бактеріальних плазмід, бактеріофагу, транспо-
зонів, дріжджових епісом, інсерційних елементів, 
дріжджових хромосомних елементів, вірусів, таких 
як бакуловірус, паповавіруси, такі як SV40, віруси 
коров'ячої віспи, аденовіруси, віруси віспи домаш-
нього птаха, віруси псевдосказу та ретровіруси 
або їх комбінації, а також вектори, які походять від 
плазмідних і бактеріофагових генетичних елемен-
тів, включаючи косміди та фагміди. Для доставки 
більших фрагментів ДНК, ніж ті, які можуть місти-
тися та експресуватися у плазміді, можуть бути 
також використані штучні хромосоми людини 
(НАС). Переважними прикладами векторів, які мо-
жуть бути використані відповідно до аспектів дано-
го винаходу, що відносяться до INSP181, є векто-
ри pCR4-TOPO-INSP181, pCR4-TOPO-INSP181-
SV1, pDONR221_INSP181-6HIS, 
pDONR221_INSP181SVl-HIS, pEAK_INSP181-6HIS, 
pEAK_INSP181SVl-6HIS, pDEST12.2_INSP181-
6HIS і pDEST12.2_INSP181SVl-6HIS. 

Особливо придатними експресійними систе-
мами є мікроорганізми, такі як бактерії, трансфор-
мовані рекомбінантним бактеріофагом, плазмід-
ними або космідними ДНК-експресуючими 
векторами; дріжджі, трансформовані векторами 
для експресії в дріжджах; клітинні системи комах, 
інфіковані вірусними експресуючими векторами 
(наприклад, бакуловірусом); клітинні системи рос-
лин, трансформовані вірусними експресуючими 
векторами (наприклад, вірусом мозаїки кольорової 
капусти, CaMV; вірусом мозаїки тютюну, TMV) або 
векторами для експресії в бактеріях (наприклад, 
плазмідами Ті або pBR322); або клітинні системи 
тварин. Для продукування поліпептидів за винахо-
дом можуть бути також використані безклітинні 
системи трансляції. 

Введення молекул нуклеїнової кислоти, які ко-
дують поліпептид за винаходом, до клітин-хазяїв 
може бути здійснене методами, описаними в бага-
тьох відомих лабораторних керівництвах, таких як 
керівництво Davis et al., Basic Methods in Molecular 
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Biology (1986) і Sambrook et al. [див. вище]. Особ-
ливо придатними методами є трансфекція з вико-
ристанням фосфату кальцію; трансфекція, опосе-
редкована DEAE-декстраном; трасфекція; 
мікроінжекція; трансфекція, опосередкована каті-
онним ліпідом; електропорація; трансдукція; зава-
нтаження шляхом зскрібка; введення методом 
біобалістики або інфікування (див., Sambrook et 
al.,1989, [див. вище], Ausubel et al, 1991 [див. ви-
ще], Spector, Goldman & Leinwald, 1998). В еукаріо-
тичних клітинах експресійні системи, залежно від 
цілей їх використання, можуть бути або тимчасо-
вими (наприклад, епісомними), або перманентни-
ми (хромосомна інтеграція). 

Кодуюча молекула нуклеїнової кислоти може 
включати, а може і не включати послідовність, яка 
кодує регуляторну послідовність, таку як сигналь-
ний пептид або лідерна послідовність, якщо це 
необхідно, наприклад, для секреції трансльовано-
го поліпептиду в просвіт ендоплазматичного рети-
кулума, у периплазматичний простір або у позаклі-
тинний простір. Ці сигнали можуть бути 
ендогенними відносно поліпептиду, або вони мо-
жуть бути гетерологічними. Лідерні послідовності 
можуть бути вилучені бактеріальним хазяїном при 
посттрансляційному процесінзі. 

Крім регуляторних послідовностей може ви-
явитися бажаним введення регуляторних послідо-
вностей, які забезпечують регуляцію експресії по-
ліпептиду залежно від росту клітини-хазяїна. 
Прикладами регуляторних послідовностей є пос-
лідовності, які забезпечують збільшення або зни-
ження рівня експресії гена у відповідь на хімічну 
або фізичну стимуляцію, включаючи присутність 
регуляторної сполуки, або у відповідь на різні тем-
пературні або метаболічні умови. Регуляторними 
послідовностями є нетрансльовані ділянки векто-
ра, такі як енхансери, промотори та 5'- і 3'-
нетрансльовані ділянки. Ці послідовності взаємо-
діють із клітинними білками хазяїна, у результаті 
чого здійснюється транскрипція та трансляція. Такі 
регуляторні послідовності можуть варіюватися за 
своєю довжиною та специфічністю. Залежно від 
вибраної векторної системи та вибраного хазяїна 
можуть бути використані будь-які підходящі транс-
крипційні та трансляційні елементи, включаючи 
конститутивні та індуцибельні промотори. Так, на-
приклад, для клонування в бактеріальних систе-
мах можуть бути використані індуцибельні промо-
тори, такі як гібридний промотор lacZ фагміди 
BlueScript (Stratagene, LaJolla, CA) або плазміди 
pSportl™ (Gibco BRL) і т. п. У клітинах комах може 
використовуватися бакуловірусний промотор полі-
едрину. Промотори або енхансери, які походять 
від геномів рослинних клітин (наприклад, гена біл-
ка теплового шоку, RUBISCO і гена запасних біл-
ків) або від вірусів рослин (наприклад, вірусних 
промоторів або лідерних послідовностей), можуть 
бути клоновані у вказаний вектор. У клітинних сис-
темах ссавців кращими є промотори, які походять 
від генів ссавців або від вірусів ссавців. Якщо не-
обхідно генерувати клітинну лінію, що містить 
множину копій даної послідовності, то можуть бути 
використані вектори на основі SV40 або EBV з 
відповідним селективним маркером. 

Експресуючий вектор конструюють так, щоб 
конкретна кодуючи послідовність нуклеїнової кис-
лоти була присутня у векторі разом з відповідними 
регуляторними послідовностями, і щоб положення 
та орієнтація кодуючої послідовності стосовно ре-
гуляторних послідовностей дозволяли такій коду-
ючій послідовності транскрибуватися під "контро-
лем" регуляторних послідовностей, тобто так, щоб 
РНК-полімераза, яка зв'язується із ДНК-молекулою 
в регуляторних послідовностей, здійснювала тра-
нскрипцію кодуючої послідовності. У деяких випад-
ках може виявитися необхідним модифікувати 
вказану послідовність так, щоб вона могла приєд-
нуватися до регуляторних послідовностей у відпо-
відній орієнтації, тобто зі збереженням рамки зчи-
тування. 

Вказані регуляторні послідовності та інші регу-
ляторні послідовності можуть бути ліговані з коду-
ючою послідовністю нуклеїнової кислоти перед 
вбудовуванням у вектор. Альтернативно, така ко-
дуючи послідовність може бути клонована безпо-
середньо в експресуючий вектор, що вже містить 
регуляторні послідовності та відповідний рестрик-
ційний сайт. 

Для тривалого високоефективного продуку-
вання рекомбінантного поліпептиду кращої є ста-
більна експресія. Так, наприклад, клітинні лінії, які 
стабільно експресують потрібний поліпептид, мо-
жуть бути трансформовані з використанням екс-
пресуючих векторів, які можуть містити вірусні 
сайти ініціації реплікації та/або ендогенні експре-
сійні елементи та вибраний маркерний ген, який є 
присутнім на тому ж самому або на окремому век-
торі. Після введення цього вектора клітини можна 
залишити на 1-2 дні для росту в збагаченому се-
редовищі, яке потім заміняють селективним сере-
довищем. Селективний маркер необхідний для 
надання резистентності, використовуваної з метою 
відбору, і його присутність дозволяє культивувати 
та виділяти клітини, які успішно експресують вве-
дені послідовності. Резистентні клони стабільно 
трансформованих клітин можуть бути піддані про-
ліферації методами культивування тканини, які 
придатні для клітин такого типу. 

Клітинні лінії ссавців, які підходять як хазяї для 
експресії, добре відомі фахівцям, і такими клітин-
ними лініями є багато іморталізованих клітинних 
ліній, наявні в Американській колекції типових ку-
льтур (АТСС), включаючи, але не обмежуючись 
ними, клітини яєчника китайського хом'ячка (СНО), 
клітини HeLa, клітини нирок дитинчати хом'ячка 
(ВНК), клітини нирок мавпи (COS), клітини С127, 
клітини 3Т3, клітини ВНК, клітини НЕК 293, клітини 
меланоми Боуеса, клітини гепатоцелюлярної кар-
циноми людини (наприклад, Hep G2) і ряд інших 
клітинних ліній. 

У бакуловірусній системі матеріали для одер-
жання експерсійних систем бакуловірус/клітина 
комахи є комерційно доступними та поставляють-
ся в наборах, inter alia, від Invitrogen, San Diego CA 
(набір "МахВас"). Загалом ці методи відомі фахів-
цям і докладно описані в Summers & Smith, Texas 
Agricultural Experiment Station Bulletin №1555 
(1987). Клітинами-хазяїнами, які особливо підхо-
дять для використання в даній системі, є клітини 
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комах, такі як клітини Drosophila S2 і клітини 
Spodoptera Sf9. 

Фахівцям відома множина систем експресії ге-
нів у клітинних культурах рослин і в цілих росли-
нах. Прикладами придатних систем експресії генів 
у клітинах рослин є системи, описані в патентах 
США 5693506, 5659122 і 5608143. Інші приклади 
експресії генів у клітинних культурах рослин опи-
сані Zenk, Phytochemistry 30, 3861-3863 (1991). 

Зокрема, можна використовувати будь-які ро-
слини, з яких можуть бути виділені та культивовані 
протопласти з наступним продукуванням з них 
цілих регенерованих рослин, які містять перенесе-
ний ген. Зокрема, з культивованих клітин або тка-
нин можуть бути регенеровані всі рослини, вклю-
чаючи, але не обмежуючись ними, всі основні види 
цукрового очерету, цукрового буряка, бавовнику, 
плодових і інших дерев, бобових, а також овоче-
вих рослин. 

Прикладами особливо переважних бактеріа-
льних клітин-хазяїв є клітини стрептококів, стафі-
лококів, Е. coli, Streptomyces і Bacillus subtilis. 

Прикладами особливо придатних клітин-хазяїв 
для експресії в грибах є дріжджові клітини (напри-
клад, S. cerevisiae) і клітини Aspergillus. 

Будь-які системи відбору, які можуть бути ви-
користані для виділення трансформованих клітин-
них ліній, відомі фахівцям. Прикладами є гени ти-
міїнкінази (Wigler Μ. et al. (1977) Cell 11:223-32) і 
аденін-фосфорибозилтрансферази вірусу просто-
го Гермесу (Lowy I. et al. (1980) Cell 22:817-23), які 
можуть бути використані в tk- або арrt

±
-клітинах, 

відповідно. 
Крім того, як основа для відбору можуть бути 

використані гени резистентності до антиметаболі-
ту, антибіотику або до гербіциду, наприклад, ген 
дигідрофолат-редуктази (DHFR), який надає рези-
стентність до метотрексату (Wigler Μ. et al. (1980) 
Proc. Natl. Acad. Sci. 77:3567-70); ген npt, який на-
дає резистентність до аміноглікозидів, неоміцину 
та до G-418 (Colbere-Garapin F. et al (1981) J. Моl. 
Biol. 150:1-14), і гени als або pat, які надають рези-
стентність до хлорсульфурон- і фосфінотрицин-
ацетилтрансферази, відповідно. Були описані і 
інші селективні гени, приклади яких добре відомі 
фахівцям. 

Хоча присутність або відсутність експресії ма-
ркерного гена дозволяє припустити, що є присут-
нім також і потрібний ген, однак його присутність і 
експресія ще мають потребу в підтвердженні. Так, 
наприклад, якщо відповідна послідовність була 
вбудована в послідовність маркерного гена, то 
трансформовані клітини, які містять відповідні по-
слідовності, можуть бути ідентифіковані за відсут-
ності функції маркерного гена. Альтернативно, 
маркерний ген може перебувати в тандемі з послі-
довністю, що кодує поліпептид за винаходом, який 
перебуває під контролем одного промотору. Екс-
пресія маркерного гена у відповідь на індукування 
або відбір зазвичай вказує також на експресію та-
ндемного гена. 

Альтернативно, клітини-хазяї, які містять пос-
лідовність нуклеїнової кислоти, що кодує поліпеп-
тид за винаходом, і які експресують вказаний полі-
пептид, можуть бути ідентифіковані різними 

методами, відомими фахівцям. Такими методами 
є, але не обмежуються ними, ДНК-ДНК або ДНК-
РНК-гібридизація та біоаналізи на присутність біл-
ка, наприклад, сортування клітин за інтенсивністю 
флуоресценції (FACS) або імуноаналізи (такі як 
твердофазний імуноферментний аналіз [ELISA] і 
радіоімуноаналіз [РІА]), які передбачають викорис-
тання мембран, розчинів або чіпів для детекції 
та/або кількісної оцінки нуклеїнової кислоти або 
білка (див. Hampton R. et al. (1990) Serological 
Methods, a Laboratory Manual, APS Press, St Paul, 
MN) і Maddox D. E. et al., (1983) J. Exp. Med. 
158,1211-1216). 

Існує широкий ряд методів мічення та кон'югу-
вання, відомих фахівцям, і ці методи можуть бути 
використані в різних аналізах на присутність нук-
леїнових кислот і амінокислот. Методами, викори-
стовуваними з метою продукування мічених зондів 
для гібридизації або ПЛР-зондів для детекції пос-
лідовностей, споріднених до молекул нуклеїнової 
кислоти, що кодує поліпептиди за винаходом, є 
мічення олігонуклеотидами, нік-трансляція, мічен-
ня за кінцями або ПЛР-ампліфікація з використан-
ням міченого полінуклеотиду. Альтернативно, по-
слідовності, які кодують поліпептид за винаходом, 
можуть бути клоновані у вектор для продукування 
мРНК-зонда. Такі вектори, відомі фахівцям, є ко-
мерційно доступними та можуть бути використані 
для синтезу РНК-зондів in vitro шляхом додавання 
відповідної РНК-полімерази, такої як Т7, ТЗ або 
SP6, і мічених нуклеотидів. Ці процедури можуть 
бути проведені з використанням різних комерційно 
доступних наборів (Pharmacia & Upjoin (Kalamazoo, 
MI); Promega (Madison WI) і U. S. Biochemical 
Corp., Cleveland, OH)). 

Придатними репортерками молекулами або 
мітками, які можуть бути використані для полег-
шення детекції, є радіонукліди, ферменти та флу-
оресцентні, хемілюмінісцентні або хромогенні аге-
нти, а також субстрати, кофактори, інгібітори, 
магнітні частинки та т.п. 

Молекули нуклеїнової кислоти за винаходом 
можуть бути також використані для генерування 
трансгенних тварин, а, зокрема, гризунів. Такі тра-
нсгенні тварини входять у додатковий аспект за 
винаходом. Це генерування може бути здійснене 
шляхом локальної модифікації соматичних клітин 
або маніпуляцій із зародковими лініями для вве-
дення наслідуваних модифікацій. Такі трансгенні 
тварини можуть бути, зокрема, використані для 
генерування тварин-моделей з метою пошуку мо-
лекул лікарських засобів, які є ефективними як 
модулятори поліпептидів за винаходом. 

Поліпептид може бути виділений і очищений з 
рекомбінантних клітинних культур добре відомими 
методами, включаючи преципітацію сульфатом 
амонію або етанолом, екстракцію кислотою, аніо-
нообмінну або катіонообмінну хроматографію, 
хроматографію на фосфоцелюлозі, гідрофобну 
хроматографію, афінну хроматографію, хроматог-
рафію на гідроксіапатитах і хроматографію на лек-
тині. Для очищення найбільш придатною є високо-
ефективна рідинна хроматографія. У випадку, 
якщо даний поліпептид був денатурований у про-
цесі виділення і/або очищення, то для відновлення 
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активної конформації може бути використана доб-
ре відома техніка рефолдінгу білків. 

Якщо необхідно, то для полегшення очищення 
білків можуть бути також використані спеціальні 
векторні конструкції, отримані шляхом приєднання 
послідовностей, які кодують поліпептиди за вина-
ходом, до нуклеотидної послідовності, що кодує 
поліпептидний домен, який полегшує очищення 
розчинних білків. Прикладами таких доменів, які 
полегшують очищення білків, є пептиди, що утво-
рюють хелатні комплекси з металами, такі як: гіс-
тидин-триптофанові модулі, які дозволяють про-
водити очищення на іммобілізованих металах; 
домени білка А, які дозволяють проводити очи-
щення на іммобілізованому імуноглобуліні; і до-
мен, використовуваний у системі подовжен-
ня/очищення FLAGS (Immunex Corp., Seattle, WA). 
Для полегшення очищення між доменом для очи-
щення та поліпептидом за винаходом можуть бути 
включені розщеплювальні лінкерні послідовності, 
такі як послідовності, специфічні до фактора ХА 
або ентерокінази (Invitrogen, San Diego, CA). Один 
з таких експресуючих векторів забезпечує експре-
сію гібридного білка, який містить поліпептид за 
винаходом, приєднаний до декількох гістидинових 
залишків, за якими ідуть тіоредоксин або рестрик-
ційний сайт ентерокінази. Гістидинові залишки 
полегшують проведення очищення за допомогою 
ІМАС (афінної хроматографії на іммобілізованому 
іоні металу, описаної Porath J. et al. (1992), Prot. 
Exp. Purif. 3:263-281), тоді як тіоредоксин або рес-
трикційний сайт ентерокінази дозволяють виділяти 
поліпептид з гібридного білка. Обговорення векто-
рів, які містять гібридні білки, можна знайти в Kroll 
D. J. et al. (1993; DNA CellBiol. 12:441-453). 

Якщо експресований поліпептид використову-
ється в аналітичному скринінзі, то зазвичай пере-
важно, щоб він був продукований на поверхні клі-
тини-хазяїна, в якій він експресується. У цьому 
випадку клітини-хазяї можуть бути зібрані до їх 
використання в скринінг-аналізі, наприклад, таким 
методом, як сортування клітин з порушенням флу-
оресценції (FACS) або імуноафінним методом. 
Якщо поліпептид секретується в середовище, то 
таке середовище може бути відновлене для виді-
лення та очищення експресованого поліпептиду. 
Якщо поліпептид продукується всередині клітини, 
те, перед виділенням поліпептиду, ці клітини по-
винні бути спочатку піддані лізису. 

Як вказувалося вище, даний винахід також 
стосується нових мішеней і способів скринінга на 
лікарські засоби-кандидати або інші потрібні речо-
вини. Такі методи скринінга включають аналізи на 
зв'язування та/або функціональні аналізи та мо-
жуть бути здійснені in vitro, у клітинних системах і 
in vivo в організмі тварини. 

У цьому зв'язку конкретною метою даного ви-
находу є застосування поліпептиду INSP181 як 
мішені для скринінга на лікарські засоби-
кандидати, які можуть бути використані для ліку-
вання або профілактики розладів, асоційованих з 
ліпокаліном. 

Іншою метою даного винаходу є розробка спо-
собів відбору біологічно активних сполук, де вка-
зані способи включають контактування сполуки-

кандидата з геном або поліпептидом INSP181 і 
відбір сполук, які зв'язуються із вказаним геном 
або поліпептидом. 

Іншою метою даного винаходу є розробка спо-
собів відбору біологічно активних сполук, де вка-
зані способи включають контактування сполуки-
кандидата з рекомбінантною клітиною-хазяїном, 
що експресує поліпептид INSP181, і відбір сполук, 
які зв'язуються із вказаним поліпептидом INSP181 
на поверхні вказаних клітин, і/або які модулюють 
активність поліпептиду INSP181. 

Термін "біологічно активна сполука" означає 
будь-яку сполуку, що має біологічну активність у 
індивідуума, переважно, терапевтичну активність; 
більш переважно, сполуку, яка має активність лі-
покаліну, а ще більш переважно, сполуку, яка мо-
же бути використана для лікування INSP181-
асоційованих розладів або як засіб для розробки 
лікарських препаратів, призначених для лікування 
розладів, асоційованих з ліпокаліном. "Біологічно 
активною сполукою", переважно, є сполука, яка 
модулює активність INSP181. 

Вищеописані способи можуть бути здійснені in 
vitro із застосуванням різних пристроїв і різних 
умов, включаючи використання іммобілізованих 
реагентів, і ці способи можуть також включати до-
даткову стадію аналізу активності вибраних сполук 
у моделі, такій як тварина-модель із розладом, 
асоційованим з ліпокаліном. 

Переважними сполуками, які вибираються, є 
агоністи INSP181, тобто сполуки, які можуть зв'я-
зуватися з INSP181 та імітувати активність його 
ендогенного ліганду. 

Іншою метою даного винаходу є розробка спо-
собу відбору біологічно активних сполук, де вказа-
ний спосіб включає контактування in vitro тестова-
ної сполуки з поліпептидом INSP181 за винаходом 
та визначення здатності вказаної тестованої спо-
луки модулювати активність вказаного поліпепти-
ду INSP181. 

Іншою метою даного винаходу є розробка спо-
собу відбору біологічно активних сполук, де вказа-
ний спосіб включає контактування in vitro тестова-
ної сполуки з геном INSP181 за винаходом та 
визначення здатності вказаної тестованої сполуки 
модулювати експресію вказаного гена INSP181, а 
переважно, стимулювати його експресію. 

В іншому своєму варіанті даний винахід стосу-
ється способу скринінга, відбору або ідентифікації 
активних сполук, і, зокрема, сполук, які мають ак-
тивність, спрямовану на пригнічення розсіяного 
склерозу або асоційованих з ним розладів, де вка-
заний спосіб включає контактування тестованої 
сполуки з рекомбінантною клітиною-хазяїном, яка 
містить репортерну конструкцію, де вказана конс-
трукція містить репортерний ген, який перебуває 
під контролем промотору гена INSP181, і відбір 
тестованих сполук, які модулюють (наприклад, які 
стимулюють або знижують, а переважно, які сти-
мулюють) експресію вказаного репортерного гена. 

Поліпептид за винаходом може бути викорис-
таний для скринінга бібліотек сполук у кожному з 
відомих методів, застосовуваних для пошуку лі-
карських засобів. Такі сполуки можуть стимулюва-
ти (служити агоністами) або інгібувати (служити 
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антагоністами) експресію гена або активність полі-
пептиду за винаходом, а тому вони становлять 
додатковий аспект даного винаходу. Переважними 
сполуками є сполуки, здатні впливати на експресію 
природного гена, який кодує поліпептид за першим 
аспектом винаходу, або регулювати активність 
поліпептиду за першим аспектом винаходу. 

Сполуки-агоністи або сполуки-анатагоністи 
можуть бути виділені, наприклад, із клітин, безклі-
тинних препаратів, хімічних бібліотек або сумішей 
природних продуктів. Такими агоністами або анта-
гоністами можуть бути природні або модифіковані 
субстрати, ліганди, ферменти, рецептори, або 
структурні або функціональні міметики. Придатний 
опис таких методів скринінга можна знайти в робо-
ті Coligan et al, Current Protocols in Immunology 
l(2):Chapter5(1991). 

Зв'язування з геном або з поліпептидом-
мішенню служить показником здатності вказаної 
сполуки модулювати активність вказаної мішені та, 
тим самим, впливати на шлях, що призводить до 
розвитку в індивідуума розладу, асоційованого з 
ліпокаліном. Детекція зв'язування може бути здій-
снена різними методами, такими як мічення сполу-
ки-кандидата, аналіз на конкурентне зв'язування з 
відомим міченим лігандом і т.п. Для проведення 
аналізів на зв'язування in vitro вказані поліпептиди 
можуть бути використані, в основному, у чистій 
формі, у вигляді суспензії, у формі, іммобілізованій 
на носії, або у формі, експресованій у мембрані (у 
формі інтактної клітини, мембранного препарату, 
ліпосоми та т.п.). 

Модуляція активності включає, але не обме-
жується ними, стимуляцію поверхневої експресії 
рецептора INSP181, модуляцію мультимеризації 
вказаного рецептора (наприклад, утворення муль-
тимерних комплексів з іншими субодиницями) і т.п. 
Клітинами, використовуваними в таких аналізах, 
можуть бути будь-які рекомбінантні клітини (тобто 
будь-які клітини, які містять рекомбінантну нуклеї-
нову кислоту, що кодує поліпептид INSP181), або 
будь-які клітини, що експресують ендогенний полі-
пептид INSP181. Прикладами таких клітин є, але 
не обмежуються ними, прокаріотичні клітини (такі 
як бактерії) і еукаріотичні клітини (такі як клітини 
дріжджів, клітини ссавців, клітини комах, клітини 
рослин і т.п.). Конкретними прикладами є клітини 
Е. coli, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, 
Shizosacccharomyces pombe, дріжджові клітини 
Kluyveromyces або Saccharomyces, клітинні лінії 
ссавців (наприклад, клітини Vero, клітини СНО, 
клітини 3Т3, клітини COS і т.п.), а також первинні 
та стабілізовані клітинні культури ссавців (напри-
клад, культури фібробластів, ембріональних клі-
тин, епітеліальних клітин, нервових клітин, адипо-
цитів і т.п.). 

Сполуки, які можуть розглядатися як найбільш 
імовірні кандидати на хороші антагоністи, являють 
собою молекули, які зв'язуються з поліпептидом за 
винаходом, але не індукують будь-які біологічні 
ефекти поліпептиду після зв'язування з ним. Поте-
нційними антагоністами є невеликі органічні моле-
кули, пептиди, поліпептиди та антитіла, які зв'язу-
ються з поліпептидом за винаходом та, тим самим, 
інгібують або пригнічують його активність. Таким 

чином, зв'язування поліпептиду з нормальними 
зв'язуваними клітинними молекулами може бути 
піддане інгібуванню, що буде призводити до приг-
нічення нормальної біологічної активності такого 
поліпептиду. 

Поліпептид за винаходом, що використовуєть-
ся в такому методі скринінга, може перебувати в 
розчині у вільному стані, може бути іммобілізова-
ний на твердому носії або може бути присутнім на 
клітинній поверхні, або він може бути локалізова-
ний всередині клітини. Загалом кажучи, у таких 
процедурах скринінга можуть бути використані 
відповідні клітини або клітинні мембрани, які екс-
пресують поліпептид, що контактує з тестованою 
сполукою, що призводить до зв'язування, або до 
стимуляції або інгібування функціональної відпові-
ді. Потім, функціональна відповідь клітин, контак-
тованих з тестованою сполукою, порівнюють із 
відповіддю контрольних клітин, які не контактували 
з тестованою сполукою. Такий аналіз, проведений 
за допомогою придатної системи детекції, дозво-
ляє визначити, чи може тестована сполука давати 
сигнал, генерований активацією вказаного поліпе-
птиду. Інгібітори активації зазвичай аналізують у 
присутності відомого агоніста та оцінюють вплив 
цього агоніста на активацію в присутності тестова-
ної сполуки. 

Переважний спосіб ідентифікації сполуки, що є 
агоністом або антагоністом поліпептиду за вина-
ходом включає: 

(а) контактування клітини, що експресує (не-
обов'язково на своїй поверхні) поліпептид за пер-
шим аспектом винаходу, де вказаний поліпептид 
асоційований з другим компонент, здатним давати 
детектований сигнал у відповідь на зв'язування 
сполуки з вказаним поліпептидом, де вказану спо-
луку скринують в умовах, які стимулюють зв'язу-
вання з вказаним поліпептидом; 

(b) визначення події зв'язування вказаної спо-
луки із вказаним поліпептидом, або його активації 
або інгібування шляхом вимірювання рівня сигна-
лу, генерованого в результаті взаємодії вказаної 
сполуки із вказаним поліпептидом. 

Методи генерування детектованих сигналів в 
аналізах описаного тут типу добре відомі фахів-
цям. Конкретним прикладом є спільне введення 
конструкції, яка експресує поліпептид за винахо-
дом або його фрагмент, такий як LBD, присутній у 
вигляді гібриду з ДНК-зв'язувальним доменом 
GAL4, у клітину разом з репортерною плазмідою, 
такою як, наприклад, pFR-Luc (Stratagene Europe, 
Amsterdam, The Netherlands). Ця конкретна плазмі 
да містить синтетичний промотор з п'ятьма тандє-
мними повторами GАL4-зв'язувальних сайтів, які 
регулюють експресію гена люциферази. При вве-
денні потенційного ліганду в клітини він буде зв'я-
зуватися з гібридом "GАL4-поліпептид" та індуку-
вати транскрипцію гена люциферази. Моніторинг 
рівня експресії гена люциферази може бути про-
ведений шляхом детекції його активності на при-
строї для зчитування інтенсивності люмінесценції 
(див. наприклад, Lehman et al., JBC 270, 12953, 
1995; Pawar et al, JBC, 277, 39243, 2002). 
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Ще більш переважний спосіб ідентифікації 
агоніста або антагоніста поліпептиду за винаходом 
включає: 

(a) контактування міченої або неміченої сполу-
ки з поліпептидом, іммобілізованим на будь-якому 
твердому носії (наприклад, на сферах, пластинах, 
матричному носії, чипі) і детекцію вказаної сполуки 
шляхом визначення присутності мітки або самої 
сполуки; 

(b) контактування клітини, яка експресує на 
своїй поверхні поліпептид, шляхом її штучного 
заякорювання на клітинній мембрані, або шляхом 
конструювання химерного рецептора, асоційова-
ного із другим компонентом, здатним давати дете-
ктований сигнал у відповідь на зв'язування сполу-
ки із вказаним поліпептидом, де вказану сполуку 
скрикують в умовах, що стимулюють зв'язування із 
вказаним поліпептидом; і 

(c) визначення події зв'язування вказаної спо-
луки із вказаним поліпептидом, або його активації 
або інгібування шляхом порівняння рівня сигналу, 
генерованого в результаті взаємодії вказаної спо-
луки із вказаним поліпептидом, з рівнем сигналу, 
який виробляється під час відсутності даної сполу-
ки. 

Так, наприклад, може бути застосований такий 
спосіб, як FRET-детекції ліганду, зв'язаного з полі-
пептидом у присутності пептидних ко-активаторів 
(Norris et al., Science 285, 744, 1999). 

Інший переважний спосіб ідентифікації агоніс-
та або антагоніста поліпептиду за винаходом 
включає: 

(a) контактування клітини, яка експресує (не-
обов'язково на своїй поверхні) поліпептид, асоці-
йований із другим компонентом, здатним давати 
детектований сигнал у відповідь на зв'язування 
сполуки із вказаним поліпептидом, де вказану 
сполуку скринують в умовах, які стимулюють зв'я-
зування із вказаним поліпептидом; і 

(b) визначення події зв'язування вказаної спо-
луки із вказаним поліпептидом, або його активації 
або інгібування шляхом порівняння рівня сигналу, 
генерованого в результаті взаємодії вказаної спо-
луки із вказаним поліпептидом, з рівнем сигналу, 
що виробляється під час відсутності даної сполу-
ки. 

В інших переважних варіантах винаходу зага-
льні методи, описані вище, можуть, крім того, 
включати здійснення ідентифікації агоніста або 
антагоніста в присутності міченого або неміченого 
ліганду для поліпептиду. 

В іншому варіанті винаходу спосіб ідентифіка-
ції агоніста або антагоніста поліпептиду за вина-
ходом включає: 

визначення факту інгібування зв'язування лі-
ганду із клітинами, які експресують поліпептид за 
винаходом (і які, але необов'язково, містять на 
своїй поверхні поліпептид за винаходом), або із 
клітинними мембранами, які містять такий поліпе-
птид, у присутності сполуки-кандидата в умовах, 
які стимулюють зв'язування із вказаним поліпепти-
дом, і визначення кількості ліганду, зв'язаного із 
вказаним поліпептидом. Вважається, що сполуки, 
яка сприяє зниженню рівня зв'язування з лігандом, 

є агоністом або антагоністом. При цьому, перева-
жно, щоб вказаний ліганд був міченим. 

Більш конкретно, спосіб скринінга на сполуку, 
яка є агоністом або антагоністом поліпептиду, 
включає стадії: 

(а) інкубування міченого ліганду із цілою кліти-
ною, що експресує на своїй поверхні поліпептид за 
винаходом, або із клітинною мембраною, яка міс-
тить поліпептид за винаходом; 

(b) вимірювання кількості міченого ліганду, 
зв'язаного із цілою клітиною або із клітинною мем-
браною; 

(c) додавання сполуки-кандидата до суміші мі-
ченого ліганду та цілої клітини або клітинної мем-
брани стадії (а) і доведення цієї суміші до стану 
рівноваги; 

(d) вимірювання кількості міченого ліганду, 
зв'язаного із цілою клітиною або із клітинною мем-
браною, після проведення стадії (с); і 

(e) порівняння розходження в кількостях зв'я-
заного міченого ліганду стадій (b) і (d), де сполука, 
яка викликає зниження рівня зв'язування на стадії 
(d), вважається агоністом або антагоністом. 

Аналогічним чином, даний винахід стосується 
способу скринінга на сполуку, яка є агоністом або 
антагоністом поліпептиду, що включає стадії: 

(a) інкубування міченого ліганду з поліпепти-
дом за винаходом, іммобілізованим на будь-якому 
твердому носії або на клітинній поверхні, або із 
клітинною мембраною, що містить поліпептид за 
винаходом; 

(b) вимірювання кількості міченого ліганду, 
зв'язаного з поліпептидом за винаходом, іммобілі-
зованим на будь-якому твердому носії, або із ці-
лою клітиною або із клітинною мембраною; 

(c) додавання сполуки-кандидата до суміші мі-
ченого ліганду та поліпептиду, іммобілізованого на 
твердому носії, цілої клітини або клітинної мем-
брани стадії (а) і доведення цієї суміші до стану 
рівноваги; 

(d) вимірювання кількості міченого ліганду, 
зв'язаного з іммобілізованим поліпептидом, із ці-
лою клітиною або з клітинною мембраною, після 
проведення стадії (с); і 

(e) порівняння розходження в кількостях зв'я-
заного міченого ліганду стадій (b) і (d), де сполука, 
яка викликає зниження рівня зв'язування на стадії 
(d), вважається агоністом або антагоністом. 

Було виявлено, що поліпептиди INSP181 мо-
жуть також модулювати велику кількість фізіологі-
чних і патологічних процесів, залежним від дози 
чином у вищеописаних аналізах. Таким чином, 
термін "функціональні еквіваленти" поліпептидів 
за даним винаходом включає поліпептиди, які ма-
ють кожний із вказаних дозозалежних модулюючих 
активностей у вищеописаних аналізах. 

Хоча ступінь дозозалежної активності необо-
в'язково повинна бути ідентична активності полі-
пептидів за даним винаходом, однак, переважно, 
щоб вказані "функціональні еквіваленти" мали, по 
суті, аналогічну дозозалежну активність, вимірю-
вану в даному аналізі, у порівнянні з активністю 
поліпептидів за даним винаходом. 

У деяких описані вище варіантах даного вина-
ходу можуть бути використані прості аналізи на 



57 94221 58 
 

 

 

зв'язування, в яких адгезію тестованої сполуки до 
поверхні, яка несе даний поліпептид, детектують 
за допомогою мітки, безпосередньо або опосеред-
ковано асоційованої з тестованою сполукою, або 
аналізу на конкуренцію з міченою сполукою-
конкурентом. В іншому варіанті здійснення вина-
ходу можуть бути використані конкурентні аналізи 
на скринінг лікарських засобів, в яких нейтралізую-
чі антитіла, здатні зв'язуватися з даним поліпепти-
дом, специфічно конкурують за зв'язування з тес-
тованою сполукою. Таким чином, вказані антитіла 
можуть бути використані для детекції на присут-
ність будь-якої тестованої сполуки, яка має спе-
цифічну афінність зв'язування із вказаним поліпе-
птидом. 

Можуть бути також розроблені аналізи для де-
текції впливу доданих тестованих сполук на про-
дукування мРНК, що кодує вказаний поліпептид, у 
клітинах. Так, наприклад, може бути розроблений 
такий аналіз ELISA, що дозволяє вимірювати сек-
ретування або клітинно-аосційовані рівні поліпеп-
тиду з використанням моноклональних або полік-
лональних антитіл стандартними методами, 
відомими фахівцям, і такий аналіз може бути ви-
користаний для пошуку сполук, які можуть інгібу-
вати або підсилювати продукування поліпептиду з 
відповідним чином модифікованих клітин або тка-
нин. Потім може бути визначений рівень утворен-
ня зв'язувальних комплексів між поліпептидом і 
тестованою сполукою. 

Можуть бути також розроблені інші методи 
для детекції ефект}

7 
досліджуваних сполук, які 

додаються, на продукцію мРНК, що кодує даний 
поліпептид у клітині. Наприклад, за допомогою 
відомих стандартних процедур можна в такий спо-
сіб адаптувати методику проведення імуноферме-
нтного аналізу ELISA, що дозволить визначати 
рівні секретованого або асоційованого із клітиною 
поліпептиду з використанням моноклональних або 
поліклональних антитіл, що, у свою чергу, можна 
буде використовувати для пошуку сполук, здатних 
інгібувати або підсилювати продукцію поліпептиду 
на основі відповідним чином оброблених клітин 
або тканин. Далі може бути проведена оцінка 
утворення зв'язаних комплексів між поліпептидом і 
досліджуваною сполукою. 

Методи аналізу, охоплювані термінами, які ви-
користовуються в даному винаході, включають 
також такі методи, які задіюють використання генів 
і поліпептидів за даним винаходом в тестах на 
суперпродукцію або аблацію. Такі тести задіюють 
маніпуляцію рівнями вказаних генів/поліпептидів у 
клітинах і оцінку впливу такої маніпуляції на фізіо-
логію задіяних при цьому клітин. Наприклад, тако-
го роду експерименти дозволяють виявити деталі 
сигнальних і метаболічних шляхів, в яких беруть 
участь конкретні гени/поліпептиди, одержати ін-
формацію, яка стосується природи поліпептидів, з 
якими взаємодіють досліджувані поліпептиди, і 
виявити можливі способи впливу на регуляцію 
споріднених генів і білків. 

Інший метод, що може бути використаний для 
скринінга лікарських засобів, дозволяє здійснюва-
ти високоефективний скринінг сполук, які мають 
придатну афінність зв'язування з поліпептидом, 

що представляє інтерес, (див. Міжнародну патент-
ну заявку WO 84/03564). У цьому методі велику 
кількість різних невеликих тестованих сполук син-
тезують на твердому субстраті, що потім може 
бути підданий реакції з поліпептидом за винахо-
дом та промиванню. Одним зі способів іммобіліза-
ції поліпептиду є використання не-нейтралізуючих 
антитіл. Зв'язаний поліпептид може бути потім 
детектований методами, добре відомими фахів-
цям. Очищений поліпептид також може бути без-
посередньо нанесений на планшети для наступно-
го використання у вищезгаданих способах 
скринінга на лікарські засоби. 

Поліпептиди за винаходом можуть бути вико-
ристані для ідентифікації мембранозв'язаних або 
розчинних рецепторів за допомогою стандартної 
техніки зв'язування з рецептором, відомої фахів-
цям, такої як аналізи на зв'язування та перехресне 
зв'язування з лігандом, в яких даний поліпептид 
мітять радіоактивним ізотопом, хімічно модифіку-
ють або приєднують до пептидної послідовності, 
що полегшує його детекцію або очищення, і інку-
бують із джерелом передбачуваного рецептора 
(наприклад, з композицією клітин, клітинними 
мембранами, клітинними супернатантами, тканин-
ними екстрактами або з фізіологічними рідинами). 
Ефективність зв'язування може бути визначена 
біофізичними методами, такими як поверхневий 
плазмовий резонанс і спектроскопія. Аналізи на 
зв'язування можуть бути використані для очищен-
ня та клонування рецептора, але вони можуть бу-
ти також використані для ідентифікації агоністів і 
антагоністів вказаного поліпептиду, які конкурують 
із вказаним поліпептидом за зв'язування з рецеп-
тором. Стандартні методи проведення скринінг-
аналізів добре відомі фахівцям. 

В іншому своєму варіанті даний винахід стосу-
ється застосування поліпептиду INSP181 або його 
фрагмента, де вказаним фрагментом, переважно, 
є фрагмент, специфічний до гена INSP181, з ме-
тою виділення або генерування агоніста або сти-
мулятора поліпептиду INSP181 для лікування іму-
ноасоційованого розладу, де вказаний агоніст або 
стимулятор вибраний із групи, яка складається з: 

1. специфічного антитіла або його фрагмента, 
включаючи: 

a) химерне, 
b) гуманізоване або 
c) повністю антитіло людини, а також 
2. біспецифічного або мультиспецифічного ан-

титіла, 
3. одноланцюжкового антитіла (наприклад, 

scFv) або 
4. однодоменного антитіла, або 
5. пептидо- або не-пептидоміметика, що похо-

дить від вказаних антитіл, або 
6. антитіло-міметика, такого як (а) антикалін 

або (b) зв'язувальна молекула на основі фібронек-
тину (наприклад, тринектин або аднектин). 

Одержання пептидо- або не-пептидоміметиків 
з антитіл відомо фахівцям (Saragovi et al., 1991 & 
Saragovi et al., 1992). 

Антикаліни також відомі фахівцям (Vogt et al., 
2004). Зв'язувальні молекули на основі фібронек-
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тину описані в патенті США №6818418 і в WO 
2004029224. 

Крім того, тестованими сполуками можуть бути 
сполуки різного походження, природи та складу, 
такі як будь-які невеликі молекули, нуклеїнові кис-
лоти, ліпіди, пептиди, поліпептиди, включаючи 
антитіла, такі як химерне, гуманізоване або повніс-
тю антитіло людини або його фрагмент, пептидо- 
або не-пептидоміметики, які походять від них, а 
також біспецифічні або мультиспецифічні антиті-
ла, одноланцюжкові антитіла (наприклад, scFv), 
однодоменні антитіла, антитіла-міметики, такі як 
антикалін або зв'язувальна молекула на основі 
фібронектину (наприклад, тринектин або аднек-
тин) і т.п., в ізольованій формі або у вигляді їх су-
міші або комбінацій. 

Даний винахід також стосується набору для 
скринінга, використовуваного в методах ідентифі-
кації агоністів, антагоністів, лігандів, рецепторів, 
субстратів і ферментів, описаних вище. 

Даний винахід також стосується агоністів, ан-
тагоністів, лігандів, рецепторів, субстратів, фер-
ментів і інших сполук, які модулюють активність 
або антигенність поліпептиду за винаходом відпо-
відно до описаних вище механізмів. 

Як вказувалося вище, передбачається, що різ-
ні молекули за винаходом (тобто поліпептиди за 
першим аспектом даного винаходу, молекула нук-
леїнової кислоти за другим або третім аспектом 
даного винаходу, вектор за четвертим аспектом 
даного винаходу, клітина-хазяїн за п'ятим аспек-
том даного винаходу, ліганд за шостим аспектом 
даного винаходу, і сполука за сьомим аспектом 
даного винаходу) можуть бути використані для 
лікування або діагностики захворювань. Для оцін-
ки ефективності вказаних молекул за винаходом 
для лікування або діагностики захворювання мо-
жуть бути проведені один або декілька з описаних 
нижче аналізів. Слід зазначити, що хоча деякі з 
нижченаведених аналізів описані для тестованих 
сполук, що є білком/поліпептидом, однак фахівець 
у даній галузі може легко модифікувати ці аналізи 
для їх застосування до інших молекул за винахо-
дом, які також можуть бути використані як "тесто-
вані сполуки". 

Даний винахід також стосується фармацевти-
чних композицій, які містять поліпептид, нуклеїно-
ву кислоту, ліганд або сполуку за винаходом в 
комбінації з придатним фармацевтичним носієм. 
Ці композиції можуть бути використані як терапев-
тичні або діагностичні реагенти, як вакцини або як 
інші імуногенні композиції, докладно описані ниж-
че. 

Відповідно до використовуваної тут терміноло-
гії, композиція, яка містить поліпептид, нуклеїнову 
кислоту, ліганд або сполуку [X], вважається "в ос-
новному, такою, що не містить" домішок [тут, Y], 
якщо, принаймні, 85 мас. % від усієї кількості X+Y у 
даній композиції становить X. Переважно, X ста-
новить, принаймні, як передбачається, 90%, а 
більш переважно, принаймні, як передбачається, 
95%, 98%, 98,5% або навіть 99% мас. за загаль-
ною масою X+Y у даній композиції. 

Переважно, фармацевтичні композиції повинні 
містити терапевтично ефективну кількість поліпеп-

тиду, молекули нуклеїнової кислоти, ліганду або 
сполуки за винаходом. Використовуваний тут тер-
мін "терапевтично ефективна кількість" означає 
кількість терапевтичного агента, необхідного для 
лікування, послаблення або попередження розг-
лянутого захворювання або стану, або для досяг-
нення детектованого терапевтичного або профіла-
ктичного ефекту. Для кожної сполуки терапевтично 
ефективна доза може бути спочатку оцінена або в 
аналізі клітинної культури, наприклад, пухлинних 
клітин, або на тваринах-моделях, зазвичай на ми-
шах, кроликах, собаках або свинях. З використан-
ням тварини-моделі може бути також визначений 
відповідний інтервал концентрацій і їх спосіб вве-
дення. Отримана інформація може бути потім ви-
користана для визначення придатних доз і спосо-
бів їх введення людині. 

Точна ефективна кількість сполуки для вве-
дення індивідууму буде залежати від тяжкості па-
тологічного стану, загального стану здоров'я інди-
відуума, його віку, ваги, статі та режиму 
харчування, від часу та частоти введення лікарсь-
кого засобу, від комбінації(й) лікарських засобів, а 
також від реактивної чутливості та толерантнос-
ті/сприйнятливості даного індивідуума до прове-
деної терапії. Така кількість може бути визначена 
шляхом рутинного експериментування та може 
бути встановлена лікарем-клініцистом. Загалом 
ефективна доза може становити від 0,01мг/кг до 
50мг/кг, а переважно, від 0,05мг/кг до 10мг/кг. Ком-
позиції можуть бути введені пацієнтові або окремо, 
або в комбінації з іншими агентами, лікарськими 
засобами або гормонами. 

Фармацевтична композиція може також місти-
ти фармацевтично прийнятний носій, що підходить 
для введення терапевтичного агента. Такими носі-
ями є антитіла та інші поліпептиди, гени та інші 
терапевтичні агенти, такі як ліпосоми, за умови, 
що даний носій сам по собі не індукує виробіток 
антитіл, що роблять негативний вплив на індивіду-
ума, якому вводять вказану композицію, і не є 
надмірно токсичним. Придатними носіями можуть 
бути великі макромолекули з уповільненим мета-
болізмом, такі як білки, полісахариди, полімолочні 
кислоти, полігліколеві кислоти, полімерні аміноки-
слоти, співполімери амінокислот і неактивні вірусні 
частинки. 

Використовуваними тут фармацевтично при-
йнятними солями можуть бути, наприклад, солі 
мінеральних кислот, такі як гідрохлориди, гідроб-
роміди, фосфати, сульфати та т.п., і солі органіч-
них кислот, такі як ацетати, пропіонати, малонати, 
бензоати та т.п. Докладне обговорення фармацев-
тично прийнятних носіїв можна знайти в 
Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. 
Co., N. J. 1991). 

Фармацевтично прийнятні носії в терапевтич-
них композиціях можуть, крім того, містити рідини, 
такі як вода, фізіологічний розчин, гліцерин і ета-
нол. Крім того, у вказаних композиціях можуть бу-
ти присутнім і допоміжними речовинами, такі як 
змочувальні або емульгувальні агенти, рН-
забуферювальні речовини та т.п. За допомогою 
таких носіїв можуть бути отримані фармацевтичні 
композиції у вигляді таблеток, пігулок, драже, кап-
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сул, рідин, гелів, сиропів, наважок, суспензій і т.п. 
для перорального прийому пацієнтом. 

Композиції за винаходом, після їх готування, 
можуть бути безпосередньо введені індивідууму. 
Індивідуумами, які піддаються лікуванню, можуть 
бути тварини, а зокрема, людина. 

Фармацевтичні композиції, використовувані в 
даному винаході, можуть бути введені різними 
способами, включаючи, але не обмежуючись ни-
ми, пероральне, внутрішньовенне, внутрішньом'я-
зове, внутрішньоартеріальне, інтрамедулярне, 
інтратекальне, інтравентрикулярне, трансдерма-
льне або чрезшкірне введення (див., наприклад, 
WO 98/20734), а також підшкірне, внутрішньочере-
винне, інтраназальне, внутрішньокишкове, місце-
ве, під'язичне, інтравагінальпе або ректальне вве-
дення. Для введення фармацевтичних композицій 
за винаходом можуть бути також використані апа-
рати для "вистрелювання" генів або безголчасті 
шприці. В основному, терапевтичні композиції мо-
жуть бути приготовлені у вигляді розчинів для ін'є-
кцій або рідких розчинів, або суспензій, або вони 
можуть бути отримані у вигляді твердих форм, які 
підходять для одержання розчинів або суспензій у 
рідких носіях перед їх ін'єкцією. 

Вказані композиції можуть бути безпосередньо 
доставлені, в основному, шляхом підшкірної, внут-
рішньочеревинної, внутрішньовенної або внутріш-
ньом'язової ін'єкції, або вони можуть бути достав-
лені в інтерстиційний простір тканини. Ці 
композиції можуть бути також введені в уражену 
ділянку. При цьому лікування може бути проведе-
не за схемою введення разової дози або дробових 
доз. 

Якщо активність поліпептиду за винаходом 
перевищує активність, необхідну для лікування 
конкретного патологічного стану, то в цьому випа-
дку може бути розглянуто кілька підходів. Один з 
таких підходів передбачає введення індивідууму 
вищеописаної сполуки-інгібітора (антагоніста) ра-
зом з фармацевтично прийнятним носієм, де вка-
заний інгібітор вводять у кількості, ефективній для 
інгібування функції поліпептиду, наприклад, бло-
кування зв'язування з лігандами, субстратами, 
ферментами або рецепторами, або для інгібуван-
ня вторинного сигналу та, тим самим, ефективній 
для послаблення симптомів аномального стану. 
Такими антагоністами, переважно, є антитіла. Для 
мінімізації імуногенності антитіл, описаних вище, 
найбільше переважно, щоб такі антитіла були хи-
мерними та/або гуманізованими. 

Відповідно до іншого підходу, можуть бути 
введені розчинні форми поліпептидів, які зберіга-
ють афінність зв'язування з розглянутим лігандом, 
субстратом, ферментом або рецептором. В основ-
ному, такий поліпептид може бути уведений у ви-
гляді фрагментів, в яких зберігаються релевантні 
частини. 

В альтернативному підході експресія гена, 
який кодує даний поліпептид, може бути інгібована 
методами блокування експресії, такими як викори-
стання молекул антисмислової нуклеїнової кисло-
ти (описаних вище), які можуть бути генеровані 
ендогенно або введені окремо. Модифікації екс-
пресії генів можуть бути отримані шляхом конс-

труювання комплементарних послідовностей або 
антисмислових молекул (ДНК, РНК або PNA) для 
здійснення регуляції, 5'-ділянок або регуляторних 
ділянок (сигнальної послідовності, промоторів, 
енхансерів та інтронів) гена, який кодує даний по-
ліпептид. Аналогічним чином, таке інгібування мо-
же бути здійснене з використанням методики спа-
рювання основ з утворенням "потрійної спіралі". 
Спарювання з утворенням потрійної спіралі вико-
ристовується тому, що воно призводить до пору-
шення здатності подвійної спіралі розкриватися 
так, щоб це виявилося достатнім для зв'язування з 
полімеразами, факторами транскрипції або регу-
ляторними молекулами. Успіхи в клінічній терапії, 
досягнуті за останній час завдяки використанню 
ДНК-триплекса, були описані в літературі (Gee J. 
Ε. et al. (1994): Huber Β. Ε. & В. I. Carr, Molecular 
and Immunologic Approaches, Futura Publishing Co., 
Mt. Kisco, NY). Комплементарна послідовність або 
антисмислова молекула можуть бути також сконс-
труйовані з метою блокування трансляції мРНК за 
допомогою запобігання зв'язування транскрипта з 
рибосомами. Такі олігонуклеотиди можуть бути 
введені або генеровані in situ у результаті експре-
сії in vivo. 

Крім того, експресії поліпептиду за винаходом 
можна запобігти з використанням рибозимів, спе-
цифічних до мРНК-послідовності, яка кодує цей 
поліпептид. Рибозими являють собою каталітично 
активні РНК, які можуть бути природними або син-
тетичними (див. наприклад, Usman N. et al., Curr. 
Opin. Struct. Biol. (1996) 6(4), 527-33). Синтетичні 
рибозими можуть бути сконструйовані так, щоб 
вони специфічно розщеплювали мРНК у вибраних 
положеннях і, тим самим, запобігали трансляції 
мРНК у функціональний поліпептид. Рибозими 
можуть бути синтезовані з використанням природ-
ного рибозофосфатного кістяка та природних ос-
нов, зазвичай присутніх у РНК-молекулах. Альтер-
нативно, рибозими можуть бути синтезовані з 
використанням не-природних кістяків, наприклад, 
2'-О-метил-РНК, з метою захисту від розщеплення 
рибонуклеазою, і ці рибозими можуть містити мо-
дифіковані основи. 

Молекули РНК можуть бути модифіковані з 
метою збільшення внутрішньоклітинної стабільно-
сті та часу напівжиття. Можливими модифікаціями 
є, але не обмежуються ними, приєднання фланку-
ючих послідовностей в 5'- і/або в З'-кінців даної 
молекули або використання у вказаному кістяку 
молекули фосфортіоату або 2'-О-метилу замість 
фосфодіестеразних зв'язків. Ця концепція може 
розглядатися і при продукуванні PNA і може бути 
застосована до всіх вказаних молекул за допомо-
гою включення нетрадиційних основ, таких як іно-
зин, квеозин і бутозин, а також ацетил-, метил-, 
тіо- і аналогічні модифіковані форми аденіну, ци-
тидину, гуаніну, тиміну та уридину, які не можуть 
легко розпізнаватися ендогенними ендонуклеаза-
ми. 

Для лікування аномальних станів, асоційова-
них з недостатньою експресією поліпептиду за 
винаходом і його активності, є кілька способів. 
Один з таких способів передбачає введення інди-
відууму терапевтично ефективної кількості сполу-
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ки, яка активує вказаний поліпептид, тобто сполу-
ка-агоніст, описана вище, з метою послаблення 
симптомів патологічного стану. Альтернативно, 
терапевтична кількість вказаного поліпептиду в 
комбінації з придатним фармацевтичним носієм 
може бути введена з метою збереження відповід-
ної фізіологічної рівноваги даного поліпептиду. 

Для здійснення ендогенного продукування да-
ного поліпептиду відповідними клітинами індивіду-
ума може бути застосована генотерапія. Геноте-
рапію використовують для перманентного 
лікування захворювань, пов'язаних з аномальним 
продукуванням даного поліпептиду, шляхом замі-
ни дефектного гена "правильним" терапевтичним 
геном. 

Генотерапія за винаходом може бути здійсне-
на in vivo або ex vivo. Для генотерапії ex vivo пот-
рібне виділення та очищення клітин, взятих у паці-
єнта, введення терапевтичного гена та введення 
генетично модифікованих клітин назад пацієнтові. 
На противагу цьому генотерапія in vivo не вимагає 
виділення та очищення клітин пацієнтів. 

Для введення пацієнтові зазвичай використо-
вують "упакований" терапевтичний ген. Носії для 
доставки генів можуть бути не-вірусними, такі як 
ліпосоми, або вони можуть являти собою дефектні 
за реплікацією віруси, такі як аденовірус, описаний 
Berkner К. L., Curr. Top. Microbiol. Immunol, 158, 39-
66 (1992), або вектори на основі адєно-
асоційованого вірусу (AAV), описані Muzyczka N. 
Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158, 97-129 (1992) і в 
патенті США №5252479. Так, наприклад, молекула 
нуклеїнової кислоти, яка кодує поліпептид за ви-
находом, може бути сконструйована для експресії 
в дефектному за реплікацією ретровірусному век-
торі. Потім ця експресійна конструкція може бути 
виділена та введена в упаковувальну клітину, тра-
нсдуковану ретровірусним плазмідним вектором, 
який містить РНК, що кодує вказаний поліпептид, 
так, щоб вказана упаковувальна клітина продуку-
вала інфекційні вірусні частинки, які містять потрі-
бен ген. Ці клітини-продуценти можуть бути вве-
дені індивідууму для конструювання клітин in vivo і 
експресії поліпептиду in vivo (див. Chapter 20 Gene 
Therapy and other Molecular Genetic-based 
Therapeutic Approaches (і цитовані там посилання), 
Human Molecular Genetics (1996), T. Strachan & A. 
P. Read, BIOS Scientific Publishers Ltd). 

Іншим способом є введення "оголеної ДНК", де 
терапевтичний ген безпосередньо ін'єктують у 
кровоток або в м'язову тканину. 

У випадку, коли поліпептидами або молекула-
ми нуклеїнової кислоти за винаходом є агенти, які 
викликають захворювання, даний винахід стосу-
ється способу їх використання з метою одержання 
вакцин для вироблення антитіл проти вказаного 
агента, що викликає захворювання. 

Вакцини за винаходом можуть бути або про-
філактичними (тобто призначеними для профілак-
тики інфекції), або терапевтичними (тобто призна-
ченими для лікування захворювань після 
інфікування). Такі вакцини містять імунізуючий(і) 
антиген(и), імуноген(и), поліпептид(и), білок(ки) 
або нуклеїнову кислоту, зазвичай у комбінації з 
описаними вище фармацевтично прийнятними 

носіями, де вказаним носієм може бути будь-який 
носій, який сам по собі не індукує вироблення ан-
титіл, які роблять негативний вплив на індивідуу-
ма, якому вводять вказану композицію. Крім того, 
ці носії можуть діяти як імуностимулятори ("ад'ю-
ванти"). Більше того, антиген або імуноген може 
бути кон'югований з бактеріальним токсоїдом, та-
ким як токсоїд дифтерії, правця, холери, (Н. Pylori) 
і інші патогени. 

Оскільки поліпептиди можуть розкладатися в 
шлунку, то вакцини, які містять поліпептиди, пере-
важно, вводять парентерально (наприклад, шля-
хом підшкірної, внутрішньом'язової, внутрішньо-
венної або чрезшкірної ін'єкції). Композиціями, які 
підходять для парентерального введення, є водні 
та безводні стерильні розчини для ін'єкцій, які мо-
жуть містити антиоксиданти, буфери, бактеріоста-
ти та розчинені речовини, які надають даній ком-
позиції ізотонічність із кров'ю реципієнта, а також 
водні та безводні стерильні суспензії, які можуть 
містити суспендуючі агенти або загусники. 

Вакцинні композиції за винаходом можуть бути 
поміщені в ємності для разових лікарських форм 
або для дробових лікарських форм. Так, напри-
клад, ці лікарські форми можуть бути поміщені в 
запаяні ампули та посудини та можуть зберігатися 
в замороженому вигляді, в які, безпосередньо пе-
ред їх використанням, необхідно додати лише 
стерильний рідкий носій. Конкретна доза буде за-
лежати від питомої активності даної вакцини та 
може бути легко визначена шляхом рутинного екс-
периментування. 

Генетична доставка антитіл, які зв'язуються з 
поліпептидами за винаходом, може бути здійсне-
на, наприклад, як описано в Міжнародній патентній 
заявці WO 98/55607. 

Для одержання вакцинних композицій може 
бути також використана технологія безголчастого 
вприскування (див., наприклад, 
www.powderject.com). 

Ряд придатних методів вакцинації та систем 
для доставки вакцин описані в Міжнародній патен-
тній заявці WO 00/29428. 

Даний винахід також стосується використання 
молекул нуклеїнової кислоти за винаходом як діа-
гностичних реагентів. Детекція мутованої форми 
гена, що представляє собою молекули нуклеїнової 
кислоти за винаходом, які асоціюються з дисфунк-
цією, застосовується як діагностичний засіб, що 
може полегшувати встановлення діагнозу захво-
рювання або сприйнятливості до захворювання, 
що виникає в результаті зниженої експресії, наде-
кспресії або зміненої просторової або тимчасової 
експресії даного гена. Індивідууми, які несуть му-
тації в даному гені, можуть бути ідентифіковані на 
ДНК-рівні різними методами. 

Молекули нуклеїнової кислоти, використову-
вані для діагностики, можуть бути отримані із клі-
тин даного індивідуума, таких як клітини крові, се-
човини, слини, біоптату тканини або матеріалу, 
отриманого після аутопсії. Геномна ДНК може бути 
використана безпосередньо для детекції, або, пе-
ред проведенням аналізу, вона може бути амплі-
фікована ферментативним способом за допомо-
гою ПЛР, лігазної ланцюгової реакції (ЛЛР), 
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ампліфікації із заміщенням ланцюга (SDA) або 
іншими методами ампліфікації (див. Saiki et al., 
Nature, 324, 163-166 (1986); Bej et al, Crit. Rev. 
Biochem. Molec. Biol., 26, 301-334 (1991); 
Birkenmeyer et al, J. Virol. Meth, 35, 117-126 (1991), 
Van Brant, J. Bio/Technology, 8, 291-294 (1990)). 

В одному зі своїх аспектів даний винахід сто-
сується способу діагностики захворювання в паці-
єнта, що включає оцінку експресії природного ге-
на, який кодує поліпептид за винаходом, і 
порівняння отриманого рівня експресії з контроль-
ним рівнем, де рівень, який відрізняється від вка-
заного контрольного рівня, є ознакою наявності 
даного захворювання. Цей спосіб включає наступ-
ні стадії: 

a) контактування зразка тканини, взятої в паці-
єнта, з нуклеїновокислотним зондом у жорстких 
умовах, у результаті чого утворюється гібридний 
комплекс між молекулою нуклеїнової кислоти за 
винаходом та вказаним зондом; 

b) контактування контрольного зразка із вказа-
ним зондом в умовах, аналогічних умовам стадії 
(а); 

c) і детекцію присутності гібридних комплексів 
у вказаних зразках, де детекція рівнів гібридного 
комплексу у зразку, взятому в даного пацієнта, які 
відрізняються від рівнів гібридного комплексу в 
контрольному зразку, є ознакою наявності даного 
захворювання. 

В іншому своєму аспекті даний винахід стосу-
ється способу діагностики, що включає наступні 
стадії: 

a) одержання зразків тканин від пацієнта, дос-
ліджуваного на наявність захворювання; 

b) виділення молекули нуклеїнової кислоти за 
винаходом із вказаного зразка тканини; і 

c) встановлення діагнозу захворювання в да-
ного пацієнта шляхом виявлення присутності му-
тації молекули нуклеїнової кислоти, яка асоціюєть-
ся з даним захворюванням. 

Для полегшення детекції молекул нуклеїнової 
кислоти в описаних вище способах може бути 
проведена стадія ампліфікації, наприклад, за до-
помогою ПЛР. 

Делеції та інсерції можуть бути детектовані за 
зміною розміру ампліфікованого продукту в порів-
нянні з нормальним генотипом. Точкові мутації 
можуть бути ідентифіковані шляхом гібридизації 
ампліфікованої ДНК із міченою РНК за винаходом, 
або альтернативно, з міченими антисмисловими 
ДНК-послідовностями за винаходом. Повністю 
відповідні послідовності можуть бути диференці-
йовані від дуплексів з помилковим спарюванням 
шляхом гідролізу РНКазою або шляхом оцінки ро-
зходжень у температурах плавлення. Присутність 
або відсутність мутації у пацієнта може бути ви-
значена за допомогою контактування ДНК із нукле-
їновокислотним зондом, що гібридизується із ДНК 
у жорстких умовах, у результаті чого утворюється 
гібридна дволанцюжкова молекула, де вказана 
гібридна дволанцюжкова молекула має не-
гібридізовану частина ланцюга нуклеїновокислот-
ного зонда в будь-якій ділянці, що відповідає му-
тації, асоційованій із захворюванням; і встанов-
лення присутності або відсутності не-

гібридизованої частини ланцюга нуклеїновокисло-
тного зонда як показника наявності або відсутності 
асоційованої із захворюванням мутації у відповід-
ній частині ДНК-ланцюга. 

Такі способи діагностики є особливо цінними 
для проведення пренатальних і навіть неонаталь-
них тестів. 

Точкові мутації та інші відмінності послідовно-
стей еталонного гена та "мутантних" генів можуть 
бути ідентифіковані іншими, добре відомими ме-
тодами, такими як пряме секвенування ДНК або 
визначення конформаційного поліформізму одно-
ланцюжкових послідовностей (див. Orita et al., 
Genomics, 5, 874-879 (1989)). Так, наприклад, сек-
венуючий праймер може бути використаний разом 
із дволанцюжковим ПЛР-продуктом або з однола-
нцюжковою матричною молекулою, генерованою 
за допомогою модифікованої ПЛР. Визначення 
послідовності здійснюють відповідно до стандарт-
них процедур з використанням радіоактивно міче-
них нуклеотидів або відповідно до процедур авто-
матичного секвенування з використанням 
флуоресцентних міток. Клоновані ДНК-сегменти 
можуть бути також використані як зонди для дете-
кції специфічних ДНК-сегментів. Чутливість цього 
методу значно підвищується при використанні 
комбінованої ПЛР. Крім того, точкові мутації та 
інші модифікації послідовностей, такі як полімор-
фізм, можуть бути детектовані, як описано вище, 
наприклад, з використанням алель-специфічних 
олігонуклеотидів для ПЛР-ампліфікації послідов-
ностей, які відрізняються одним нуклеотидом. 

Розходження в ДНК-послідовностях можуть 
бути також детектовані за змінами електрофоре-
тичної рухливості ДНК-фрагментів у гелях у прису-
тності або під час відсутності денатуруючих аген-
тів, або шляхом прямого секвенування ДНК 
(наприклад, Myers et al., Science (1985) 230:1242). 
Зміни в конкретних положеннях даних послідовно-
стей можуть бути також виявлені або шляхом про-
ведення аналізів на захист від нуклеази, таких як 
аналіз на захист від РНКази або S1, або методом 
хімічного розщеплення (див. Cotton et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA (1985) 85:4397-4401). 

Крім стандартного гель-електрофорезу та сек-
венування ДНК, мутації, такі як мікроделеції, анеу-
плоїдії, транслокації та інверсії, можуть бути також 
детектовані шляхом проведення аналізу in situ 
(див. наприклад, Keller et al., DNA Probes, 2nd Ed., 
Stockton Press, New York, N. Y, USA (1993)), тобто 
ДНК або РНК-послідовності в клітинах можуть бути 
проаналізовані на мутації, без їх виділення та/або 
іммобілізації на мембрані. У даний час найбільш 
широко використовуваним методом є гібридизація 
in situ із флуоресценцією (FISH), і в літературі вже 
з'явилася множина описів цього методу (див. на-
приклад, Trachuck et al., Science 250, 559-562 
(1990) і Trask et al., Trends, Genet., 7, 149-154 
(1991)). 

В іншому варіанті здійснення даного винаходу 
для проведення ефективного скринінга генетичних 
варіантів, мутацій і поліморфізму може бути ство-
рений масив олігонуклеотидних зондів, які містять 
молекулу нуклеїнової кислоти за винаходом. Тех-
нологія створення масивів добре відома фахівцям 
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і знаходить широке застосування; при цьому вона 
може бути використана для вирішення ряду про-
блем молекулярної генетики, які стосуються екс-
пресії генів, зчеплення генів і генетичної мінливос-
ті (див. наприклад, М. Chee et al., Science (1996) 
Vol. 274, pp. 610-613). 

В одному з варіантів здійснення винаходу та-
кий масив може бути отриманий і використаний 
відповідно до методів, описаних в заявці РСТ WO 
95/11995 (Chee et al.); Lockhart D. J. et al., (1996) 
Nat. Biotech. 14:1675-1680); і Schena M. et al. 
(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93:10614-10619). Олі-
гонуклеотидні пари можуть бути використані в кі-
лькості від двох пар до одного мільйона пар. Ці 
олігомери синтезують у відповідних ділянках на 
субстраті з використанням оптично спрямованого 
хімічного синтезу. Таким субстратом може бути 
папір, нейлон або мембрана іншого типу, фільтр, 
чіп, покривне скло або будь-який інший твердий 
носій. В іншому аспекті за винаходом олігонуклео-
тид може бути синтезований на поверхні субстра-
ту з використанням процедури хімічного зв'язуван-
ня та струминного апарата для нанесення шляхом 
розбризкування, як описано в заявці РСТ WO 
95/251116 (Baldeschweiler et al.). В іншому своєму 
аспекті для визначення порядку розташування 
кДНК-фрагментів або олігонуклеотидів на поверхні 
субстрату та зв'язування цих фрагментів або олі-
гонуклеотидів з поверхнею субстрату можуть бути 
використані "сітчасті" масиви, аналогічні масивам 
для дот (або слот)-блотів, із застосуванням вакуу-
мної системи та процедур термічного, УФ-, механі-
чного або хімічного зв'язування. Масив, такий як 
масиви, описані вище, може бути створений вруч-
ну або за допомогою придатних пристроїв (слот-
блот або дот-блот-апарата), матеріалів (будь-
якого твердого носія) і устаткування (включаючи 
роботизовану апаратуру), і цей масив може місти-
ти 8, 24, 96, 384, 1536 або 6144 олігонуклеотидів, 
або будь-яку іншу кількість від двох до більше ніж 
однин мільйон, що є придатним для ефективного 
використання комерційно доступного устаткуван-
ня. 

Крім методів, описаних вище, захворювання 
можуть бути діагностовані методами, які передба-
чають визначення у зразку, взятому в індивідуума, 
аномально низького або аномально високого рівня 
поліпептиду або мРНК. Для кількісної оцінки полі-
пептидів знижений або підвищений рівень експре-
сії може бути вимірюваний на РНК-рівні будь-
якими методами, добре відомими фахівцям, на-
приклад, шляхом ампліфікації нуклеїнових кислот, 
наприклад, за допомогою ПЛР або ОТ-ПЛР, шля-
хом проведення аналізів на захист від РНКази, 
Нозерн-блот-аналізів і інших методів гібридизації. 

Аналітичні методи, які можуть бути використа-
ні для визначення рівнів поліпептиду за винаходом 
у зразку, взятому в хазяїна, добре відомі фахівцям 
і більш докладно обговорюються вище (включаю-
чи радіоімуноаналізи, аналізи на конкурентне зв'я-
зування, Вестерн-блот-аналіз і ELISA-аналізи). У 
цьому аспекті даний винахід стосується способу 
діагностики, що включає стадії: (а) контактування 
ліганду, описаного вище, з біологічним зразком в 
умовах, які підходять для утворення комплексу 

ліганд-поліпептид; і (b) детекції вказаного компле-
ксу. 

Протоколи, такі як ELISA, РІА та FACS, розро-
блені для вимірювання рівнів поліпептидів, можуть 
бути, крім того, взяті за основу для визначення 
змінених або аномальних рівнів експресії поліпеп-
тиду. Нормальні або стандартні значення для екс-
пресії поліпептиду одержують шляхом об'єднання 
фізіологічних рідин або клітинних екстрактів, узя-
тих у нормальних ссавців, переважно, у людини, з 
антитілом проти даного поліпептиду в умовах, які 
підходять для утворення комплексу. Кількість 
утвореного стандартного комплексу може бути 
оцінена різними методами, такими як фотометри-
чні методи. 

Антитіла, які специфічно зв'язуються з поліпе-
птидом за винаходом, можуть бути використані 
для діагностики станів або захворювань, що хара-
ктеризуються експресією поліпептиду, або в аналі-
зах для спостереження за пацієнтами, яким було 
проведене лікування поліпептидами, молекулами 
нуклеїнової кислоти, лігандами та іншими сполу-
ками за винаходом. Антитіла, які підходять для 
використання в діагностичних цілях, можуть бути 
отримані способом, аналогічним способу, описа-
ному вище для терапії. Діагностичні аналізи на 
присутність поліпептиду здійснюють методами, які 
передбачають використання антитіла та мітки для 
детекції поліпептиду у фізіологічних рідинах, екст-
рактах клітин або тканин людини. При цьому мо-
жуть бути використані модифіковані або немоди-
фіковані антитіла, і ці антитіла можуть бути 
позначені шляхом їх ковалентного або нековален-
тного зв'язування з репортерною молекулою. При 
цьому можуть бути використані репортерні моле-
кули широкого ряду, відомі фахівцям, і деякі із цих 
молекул описані вище. 

Кількості поліпептиду, експресованого в інди-
відуума, у контрольному зразку та зразку тканини, 
взятої при біопсії, порівнюють зі стандартними 
величинами. Відхилення величин, отриманих для 
даного індивідуума, від стандартних величин до-
зволяє визначити параметри для діагностики за-
хворювання. Діагностичний аналіз може бути про-
ведений для виявлення відсутності, присутності та 
надлишкової експресії поліпептиду та для моніто-
рингу регуляції рівнів поліпептиду під час терапев-
тичного лікування. Такі аналізи можуть бути також 
проведені для оцінки ефективності конкретного 
курсу терапевтичного лікування при дослідженні 
тварин у клінічних випробуваннях або для спосте-
реження за процесом лікування окремого пацієнта. 

Діагностичний набір за винаходом може місти-
ти: 

(a) молекулу нуклеїнової кислоти за винахо-
дом; 

(b) поліпептид за винаходом; або 
(c) ліганд за винаходом. 
В одному з аспектів даного винаходу діагнос-

тичний набір може включати перший контейнер, 
який містить нуклеїновокислотний зонд, що гібри-
дизується в жорстких умовах з молекулою нуклеї-
нової кислоти за винаходом; другий контейнер, що 
містить праймери, які підходять для ампліфікації 
молекули нуклеїнової кислоти; і інструкції з вико-



69 94221 70 
 

 

 

ристання зонда та праймерів для полегшення діа-
гностики захворювання. Цей набір може, крім того, 
включати третій контейнер, що містить агент для 
гідролізу негібридизованої РНК. 

В альтернативному аспекті даного винаходу 
діагностичний набір може містити масив молекул 
нуклеїнової кислоти щонайменше однієї з яких 
може бути молекула нуклеїнової кислоти за вина-
ходом. 

Для детекції поліпептиду за винаходом діагно-
стичний набір може містити одне або кілька анти-
тіл, які зв'язуються з поліпептидом за винаходом, і 
реагент, використовуваний для детекції реакції 
зв'язування між антитілом і поліпептидом. 

Такі набори можуть бути використані для діаг-
ностики захворювання або сприйнятливості до 
захворювання, зокрема, деяких захворювань, які 
включають, але не обмежуються ними, розлади 
функції зору, розлади імунної системи (наприклад, 
аутоімунні розлади), запальні розлади, запальне 
захворювання кишечнику (IBD), виразковий коліт 
(UC), хвороба Крона (CD), проктит, клітинно-
проліферативні розлади, рак (наприклад, рак мо-
лочної залози), мікробні інфекції (наприклад, віру-
сні, бактеріальні та грибкові інфекції), емфізему, 
шкірні захворювання, репродуктивні розлади (на-
приклад, безпліддя, зокрема, чоловіче безпліддя), 
дисфункцію нирок, інфаркт міокарда, артрит і роз-
сіяний склероз, кістозно-фіброзну мастопатію та 
регуляцію розвитку нервової системи. 

Різні аспекти та варіанти даного винаходу бу-
дуть більш докладно проілюстровані, наприклад, в 
описі, зокрема, що стосується поліпептидів 
INSP181. 

При цьому слід зазначити, що в даний винахід 
можуть бути внесені конкретні модифікації, які не 
виходять за межі обсягу винаходи. 

Короткий опис графічного матеріалу 
Фіг.1: Результати аналізу INSP181 з викорис-

танням програми BLAST і доступної бази даних. 
Фіг.2: Співставлення результатів аналізу top 

blast з INSP181. 

Фіг.3: Результати аналізу INSP181 у межах ме-
тодики Signal. 

Фіг.4: Множинне співставлення послідовності 
INSP181 і споріднених послідовностей, що містять 
домен ліпокаліну. 

Фіг.5: Послідовність ДНК і білка INSP181. По-
ложення та смисловий статус ПЛР-праймерів вка-
зані стрілками. 

Фіг.6: Співставлення нуклеотидної послідовно-
сті кДНК, клонованої з використанням INSP181-
CP3 і INSP181-CP4 ПЛР-праймерів, з передбаче-
ною послідовністю INSP181. 

Фіг.7: Співставлення за амінокислотною послі-
довністю кДНК, клонованою з використанням 
INSP181-CP3 і INSP181-CP4 ПЛР-праймерів, з 
передбаченою послідовністю INSP181. 

Фіг.8: Аналіз нуклеотидної послідовності із 
проведенням трансляції продукту ПЛР INSP 181, 
клонованого з використанням INSP181-CP3 і INSP 
181-СР4 праймерів. 

Фіг.9: Аналіз нуклеотидної послідовності із 
проведенням трансляції продукту ПЛР INSP181-
SV, клонованого з використанням INSP181-CP3 і 
INSP181-CP4 праймерів. 

Фіг.10: Результати аналізу INSP 181 з викори-
станням програми NetNGyc. Сайт глікозилювання 
вказаний у положенні 92. 

Фіг.11: Послідовність продукту трансляції та 
властивості INSP 181. 

Фіг.12: Експресія INSP181 у більшості тканин 
людини за даними аналізу, проведеного за мето-
дом ОТ-ПЛР (TaqMan). 

Фіг.13: Експресія INSP181 у біоптатах ураже-
них захворюванням тканин, взятих з варіантів про-
грами клінічного випробування, за результатами 
аналізу за методом ОТ-ПЛР (TaqMan). 

Фіг.14: Доменний аналіз із використанням 
Domain Professor Inforation, що демонструє перед-
віщений домен ліпокаліну в INSP181. 

Фіг.15: Результати аналізу домену ліпокаліну 
застосовно до сімейства/залишків, які стосуються 
передбаченої вторинної структури та положення 
дисульфідного містка. 
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Приклади 
Приклад 1. INSP181 
Використовують послідовність поліпептиду 

INSP181 як послідовність, що вводять для пошуку, 
з використанням програми BLAST у базі даних не-
надлишкових послідовностей NCBI. На Фіг.1 пока-
зані десять головних спарюваних варіантів, вияв-
лених при пошуку по програмі BLAST. На Фіг.2 
наведені результати порівняльного аналізу послі-
довності, які вводять для пошуку, INSP181 у маси-
ві, що включає десять основних варіантів top blast. 

Клонування кДНК INSP181 дозволяє здійснити 
експресію білка INSP181 у прокаріотичних або 
еукаріотичних системах експресії і його наступне 
очищення з описом властивостей отриманого про-
дукту. Так, наприклад, рекомбінантний INSP181 
може використовуватися для створення INSP181-
специфічних моноклональних або поліклональних 
антитіл, які далі можуть використовуватися для 
цілей характеристики INSP181. Альтернативно, 

рекомбінантний INSP181 може використовуватися 
в широкому переліку скринінг-аналізів, включаючи 
описані вище тести та тести, наведені далі, у при-
кладі 5. 

Приклад 2. Клонування INSP181 і INSP181SV 
2. 1 Одержання матриць кДНК людини 
Перший ланцюг кДНК одержують зі зразків су-

марної РНК, виділених з різних тканин людини 
(Clontech, Stratagene, Ambion, Biochan Institute і 
препарати для внутрішнього використання в ком-
панії) з використанням Superscript II або 
Superscript III (Invitrogen) за інструкцією виробника. 

У випадку Superscript II: поєднують в епендо-
рфській пробірці на 1,5мл оліго (дТ)15 праймер 
(1мкл при концентрації 500мкг/мл) (Promega), 2мкг 
сумарної РНК людини, 1мкл 10мМ суміші dNTP (по 
10мМ кожного з дАТФ, дГТФ, дЦТФ і дТТФ при 
нейтральному рН) і стерильну дистильовану воду, 
у кількості, потрібній для доведення до кінцевого 
об'єму 12мкл, нагрівають до 65°С протягом 5 хви-
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лин і охолоджують на льоді. Вміст збирають при 
проведенні швидкого центрифугування та додають 
4мкл 5Х спеціального буфера для одержання 
першого ланцюга (First-Strand Buffer), 2мкл 0,1М 
ДТТ і 1мкл інгібітора рекомбінантної рибонуклеази 
RNaseOUT™ (40одиниць/мкл, Invitrogen). Вміст 
пробірки обережно перемішують і інкубують при 
температурі 42°С протягом 2 хвилин, після чого 
додають 1мкл (200 одиниць) ферменту Superscript 
II™ і обережно перемішують шляхом піпетування. 
Суміш інкубують при температурі 42°С протягом 
50 хвилин і потім інактивують нагріванням при 
70°С протягом 15 хвилин. Для видалення РНК, 
комплементарної до кДНК, додають 1мкл (2 оди-
ниці) РНКази Η Ε. coli (Invitrogen) і реакційну суміш 
інкубують при 37°С протягом 20 хвилин. 

У випадку Superscript III: поєднують в епендо-
рфській пробірці на 1,5мл 1мкл оліго (дТ)20 прай-
мера (50DM, Invitrogen), 2мкг сумарної РНК люди-
ни, 1мкл 10мМ суміші dNTP (по 10мМ кожного з 
дАТФ, дГТФ, дЦТФ і дТТФ при нейтральному рН) і 
стерильну дистильовану воду, у кількості, потріб-
ній для доведення до кінцевого об'єму 10мкл, на-
грівають до 65°С протягом 5 хвилин і охолоджують 
на льоді. Для кожної з реакцій RT суміш для син-
тезу кДНК готують у такий спосіб: поєднують в 
окремій пробірці 2мкл 10Х RT буфера, 4мкл 25мМ 
MgCl2, 2мкл 0,1Μ ДТТ, 1мкл RNaseOUT™ 
(40Од/мл) і 1мкл від ферменту Superscript III™ і 
потім додають 10мкл даної суміші до пробірки, яка 
містить суміш РНК/праймер. Вміст пробірки обе-
режно перемішують, збирають при проведенні 
швидкого центрифугування та інкубують при 50°С 
протягом 50 хвилин. Реакцію зупиняють шляхом 
інкубації при температурі 80°С протягом 5 хвилин, 
після чого реакційну суміш охолоджують на льоді 
та збирають при проведенні швидкого центрифу-
гування. Для видалення РНК, комплементарної до 
кДНК, додають 1мкл (2 одиниці) РНКази Η Ε. coli 
(Invitrogen) і реакційну суміш інкубують при 37°С 
протягом 20 хвилин. 

Кінцеву реакційну суміш в об'ємі 21мкл розба-
вляють додаванням 179мкл стерильної води з 
доведенням загального об'єму до 200мкл. Зразки 
РНК збирають у сукупні пули, так щоб кожний з них 
містив до п'яти різних зразків кДНК. Використову-
ють по 5мкл кожного з пулів кДНК як матрицю для 
ПЛР у кінцевому об'ємі реакційної суміші 50мкл, 
що включає 1мкл кожного зі зразків кДНК із даного 
пула. Це буде, у свою чергу, відповідати 20нг кож-
ної індивідуальної матриці кДНК. 

2. 2. Бібліотеки кДНК 
Бібліотеки кДНК людини (у векторах бактеріо-

фага ламбда) купують від Stratagene, Clontech або 
Invitrogen або створюють на базі Інституту Фарма-
цевтичних Досліджень (Serono Pharmaceutical 

Research Institute) у векторах  ZAP,  GT10,  
GT11 або TriplEx2, відповідно до інструкції вироб-
ника (Stratagene або Clontech). ДНК бактеріофага 

 виділяють із культур невеликих лусочок інфіко-
ваного хазяйського штаму Е. соlі з використанням 
системи очищення ДНК Wizard Lambda Preps, від-
повідно до інструкції виробника (Promega, 
Corporation, Madison WI). 

2. 3. Геноспецифічне клонування праймерів 
для ПЛР 

Створюють дві пари ПЛР-праймерів з довжи-
ною від 18 до 30 основ для використання в реакції 
ампліфікації передвіщеного cds INSP181 з викори-
станням програмного забезпечення Primer 
Designer Software (Scientific & Educational Software, 
PO Box 72045, Durham, NC 27722-2045, USA). 
ПЛР-праймери оптимізують до показника Tm, бли-
зького до 55±10°С, з досягненням вмісту ГЦ пар у 
діапазоні 40-60%. Відбирають праймери, які мають 
високу селективність для розглянутої послідовнос-
ті (INSP181), при наявності невеликого, або взагалі 
за його відсутності, специфічного примування. 
Праймери генерують таким чином, щоб утворили-
ся дві гніздові пари та при цьому праймери 
INSP181-CP3/INSP181-CP4 локалізувалися із вну-
трішньої сторони відносно праймерів INSP181-
CP1/INSP181-CP2. 

2. 4. ПЛР-ампліфікація INSP181 на основі мат-
риць кДНК людини 

Створюють геноспецифічні клонуючі праймери 
INSP181-C1 і INSP181-CP2 (таблиця 1, Фіг.5) для 
ампліфікації фрагмента кДНК довжиною 540п.н., 
що містить INSP181 cds. Використовують пару 
праймерів у поєднанні з панеллю з бібліотеки 
кДНК і пулами зразків кДНК як матриці для ПЛР. 
Дану ПЛР1 проводять у середовищі з кінцевим 
обсягом 50мкл, що містить буфер 1Х AmpliTaq™, 
200мкМ dNTP, 50пмоль кожного із клонувальних 
праймерів, 2,5 одиниці AmpliTaq™ (Applied 
Biosystems) і приблизно 20нг матриці кДНК із вка-
заної бібліотеки або 100нг матриці кДНК із відпові-
дного пула з використанням апарата для обробки 
ДНК MJ Research DNA Engine, запрограмованого 
на роботу в наступному режимі: 94°С, 2 хвилини; 
40 циклів: 94°C, 1 хвилина, 55°С, 1 хвилина та 
72°С, 1 хвилина; і потім 1 цикл при 72°С протягом 
7 хвилин і цикл витримування при 4°С. 

Потім кожний продукт ПЛР1 використовують 
як матрицю для проведення ПЛР2 з використан-
ням ампліфікуючих праймерів INSP181-C3 і 
INSP181-CP4 (таблиця 4, Фіг.5-9), створених для 
цілей ампліфікації фрагмента кДНК довжиною 
496п.н. у продукті INSP181-CP1/INSP181-CP2. Да-
ну ПЛР2 проводять у середовищі з кінцевим обся-
гом 50мкл, що містить буфер 1Х AmpliTaq™, 
200мкМ dNTP, 50 пмоль кожного із клонувальних 
праймерів, 2,5 одиниці AmpliTaq™ (Applied 
Biosystems) і 1мкл продукту ПЛР1 з використанням 
апарата для обробки ДНК MJ Research DNA 
Engine, запрограмованого на роботу в наступному 
режимі: 94°С, 2 хвилини; 40 циклів: 94°С, 1 хвили-
на, 59°С, 1 хвилина та 72°С, 1 хвилина; і потім 1 
цикл при 72°С протягом 7 хвилин і цикл витриму-
вання при 4°С. 

Беруть по 30мкл кожного із продуктів ампліфі-
кації, отриманих у ПЛР1 і ПЛР2, для візуалізації на 
0,8% гелі агарози в буфері 1Х ТАЕ (Invitrogen). 
Продукти, що мають приблизно очікувану молеку-
лярну масу (540п.н. - для ПЛР1, 496п.н. - для 
ПЛР2), виділяють із гелю та очищають із викорис-
танням системи очищення Wizard PCR Preps DNA 
Purification System (Promega), елюють в 50мкл во-
ди та піддають безпосередньому клонуванню. 
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2. 5 Субклонування продуктів ПЛР 
Продукти ПЛР піддають субклонуванню в мо-

дифікованому клонуючому векторі топоізомерази І 
(pCR4-TOPO) з використанням набору для клону-
вання ТА від компанії Invitrogen Corporation в умо-
вах, вказаних виробником. Загалом процедура 
обробки полягає в наступному: 4мкл виділеного з 
гелю та очищеного продукту ПЛР інкубують протя-
гом 15 хвилин при кімнатній температурі з 1мкл 
вектора ТОРО і 1мкл розчину солі. Потім вказану 
реакційну суміш використовують для трансформа-
ції Е. соlі штам ТОР10 (Invitrogen) по за наступною 
процедурою: відтаюють на льоді аліквоту 50мкл 
клітин One Shot TOP10 і додають 2мкл реакційної 
суміші ТОРО. Далі суміш інкубують протягом 15 
хвилин на льоді, після чого проводять шокову теп-
лову обробку шляхом інкубації при 42°С точно 
протягом 30 секунд. Зразки знову поміщають на 
лід і додають 250мкл теплої (кімнатної температу-
ри) середовища SOC. Зразки інкубують при стру-
шуванні (220об./хв.) протягом 1 години при 37°С. 
Далі трансформуючу суміш поміщають на чашки з 
L-бульйоном (LB), який містять ампіцилін 
(100мкг/мл), і інкубують протягом ночі при 37°С. 

2. 6 ПЛР колоній 
Колонії інокулюють в 50мкл стерильної води з 

використанням стерильної палички. Беруть алікво-
ту 10мкл інокуляту для проведення ПЛР у загаль-
ному об'ємі реакційної суміші 20мкл, що містить 
буфер 1Х AmpliTaq™, 200мкМ dNTP, 20пмоль 
праймера Т7, 20пмоль праймера Т3, 1 одиницю 
AmpliTaq™ (Applied Biosystems) з використанням 
апарата для обробки ДНК MJ Research DNA 
Engine. Проводять цикл обробки в наступному 
режимі: 94°С, 2 хвилини; 30 циклів: 94°С, 30 се-
кунд, 48°С, 30 секунд і 72°С протягом 1 хвилини. 
Після цього зразки зберігають при 4°С (цикл ви-
тримування). 

Продукти ПЛР наносять для аналізу на 1% 
гель агарози в 1X ТАЕ буфера. Колонії, які дають 
продукти ПЛР приблизно очікуваної молекулярної 
маси (540п.н. або 496п.н.+105п.н., за рахунок ная-
вності сайту множинного клонування (MCS)), ви-
рощують протягом ночі при 37°С в 5мл L-бульйону 
(LB), який містить ампіцилін (100мкг/мл) зі струшу-
ванням при 220об./хв. 

2. 7 Одержання та секвенування плазмідної 
ДНК 

З 5мл культури одержують плазмідну ДНК 
Miniprep з використанням роботизованої системи 
Biorobot 8000 (Qiagen) або набору Wizard Plus SV 
Minipreps (Promega, номер за каталогом №1460), 
відповідно до інструкції виробника. Плазмідну ДНК 
елюють в 80мкл стерильної води. Вимірюють кон-
центрацію ДНК із використанням фотометра 
Eppendorf ВО або фотометра Spectramax 190 
(Molecular Devices). Плазмідну ДНК (200-500нг) 
аналізують за процедурою секвенування ДНК із 
використанням секвенуючих праймерів Т7 і Т3 
(таблиця 1) і системного устаткування BigDye 
Terminator system (Applied Biosystems, номер за 
каталогою №4390246), відповідно до інструкції 
виробника. Реакції секвенування проводять із ви-
користанням колонок Dye-Ex (Qiagen) або пластин 
для очищення Montage SEQ 96 (Millipore, номер за 
каталогом №LSKS09624), після чого аналізують на 
секвенаторі Applied Biosystems 3700. 

При аналізі послідовності був ідентифікований 
клон, ампліфікований з пула, який містить кДНК, 
отриману з атеросклеротичної бляшки та базофі-
лів, у ПЛР2, що містить очікувану послідовність 
продукту ПЛР INSP181-CP3/INSP181-СР4. Послі-
довність фрагмента клонованої кДНК показана на 
Фіг.8. Клонований продукт ПЛР міститься в плаз-
міді pCR4-TOPO-INSP181. 

Ідентифікують другий клон, ампліфікований з 
пула, який містить кДНК, отриману зі слинової за-
лози, надниркової залози, ока та універсальної 
еталонної матричної РІЖ Stratagene у продукті 
ПЛР2, що містить очікуваний продукт INSP181-
CP3/INSP181-CP4, але з наявністю інсерції з 25 
амінокислот на старті екзону 4. Вказана інсерція 
призводить до амінокислотної заміни F113V. Порі-
вняння з послідовністю геномної ДНК виявляє, що 
даний клон також містить амінокислотні заміни 
N92T і G114S, які можуть являти собою збої, ви-
кликані проведенням ПЛР, хоча на цій стадії не 
може бути виключене явище поліморфізму. Послі-
довність фрагмента клонованої ДНК показана на 
Фіг.9. Клонований продукт ПЛР міститься в плаз-
міді pCR4-TOPO-INSP181-SVl. 

 

 
Приклад 3: Генерування Gateway-сумісної 

ОРС INSP181, приєднаної до послідовності 6HIS-
мытки с збереженням рамки зчитування 

INSP181 клонують за процедурою гніздової 
ПЛР і, у цьому зв'язку, інсерція кДНК у клоні pCR4-
TOPO (плазміда pCR4-TOPO-INSP181) втрачає 
ділянку в 26п.н. на 5'-кінці та в 21п.н. на 3'-кінці 

кодуючої послідовності. Включення пропущених 
нуклеотидів, 6-HIS-mitkh та стоп-кодону, - усе до-
сягається при вбудовуванні відповідних нуклеоти-
дів у праймери, використовувані в реакції ампліфі-
кації за методом ПЛР. Послідовності ПЛР 
праймерів, які були використані для клонування, 
показані в таблиці 2. 
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Використовують плазміду pCR4-TOPO-

INSP181 як ПЛР-матрицю для генерування повно-
розмірної ОРС, яка містить С-кінцеву 6His-мітку та 
стоп-кодон. Перша стадія способу Gateway-
клонування включає двостадійну ПЛР-реакцію, у 
результаті якої генерується повнорозмірна ОРС 
INSP181, фланкована у 5'-кінця attB1-сайтом ре-
комбінації та послідовністю Козака, а у 3'-кінця -
послідовністю, що кодує 6-гістидинову (6HIS) мітку 
зі збереженням рамки зчитування, стоп-кодоном і 
апВ2-сайтом рекомбінації (Gateway-сумісна кДНК). 
Реакційна суміш для першої ПЛР (у кінцевому 
об'ємі 50мкл) містить, відповідно: 1мкл (25нг) пла-
зміди pCR4-TOPO-INSP181, 4,0мкл dNTP (10мМ), 
5мкл 10Х полімеразного буфера Pfk, 1мкл MgSO4 
(50мМ), 1,0мкл кожного геноспецифічного прайме-
ра (з досягненням кінцевої концентрації 100мкМ) 
(INSP181 MAT FP і INSP181 MAT RP) і 0,5мкл ДНК-
полімерази Platinum Pfx (Invitrogen). ПЛР-реакцію 
здійснювали в наступному режимі: попередня ста-
дія денатурації при 95°С протягом 2хв., потім 30 
циклів при 94°С протягом 30сек., 64°С протягом 
30сек. і 68°С протягом 2хв.; з наступним прове-
денням циклу подовження при 68°С протягом 5хв. 
і циклу витримування при 4°С. Ампліфікований 
продукт безпосередньо очищували з використан-
ням набору для очищення ДНК Perfectprep Gel 
(Eppendorf) і розводили в 50мкл стерильної води, 
відповідно до інструкцій виробника. Використову-
ють аліквоту 2мкл для візуалізації на 1,6% гелі 
агарози в 1Х ТАЕ буфера для підтвердження того, 
що даний продукт має очікувану молекулярну масу 
(543п.н.+24п.н.=567п.н.). 

Реакційна суміш для другої ПЛР (у кінцевому 
обсязі 50мкл) містить 1мкл розведеного очищено-
го ПЛР 1-продукту (до кінцевої концентрації 10нг), 
4,0мкл dNTP (10мМ), 5мкл 10Х полімеразного бу-
фера Pfx, 1мкл MgSO4 (50мМ), 1,0мкл кожного 

конвертуючого Gateway-праймера (з досягненням 
кінцевої концентрації 100пмоль) (NSP181 АТТВ1 
FP і АТТВ1 PCR RP) і 0,5мкл ДНК-полімерази 
Platinum Pfx. Другу ПЛР-реакцію здійснювали в 
наступному режимі: 95°С протягом 2 хв., з наступ-
ними 30 циклами при 94°С, 30сек., 60°С, 30сек., і 
68°С, 2хв.; з кінцевим циклом подовження при 
68°С протягом 5хв. і циклом витримування при 
4°С. Продукт ПЛР очищували в гелі з використан-
ням набору для очищення ДНК Perfectprep Gel 
(Eppendorf) і розводили в 50мкл стерильної води, 
відповідно до інструкцій виробника. 2мкл-аліквоту 
візуалізували на 1,6% агарозному гелі в 1X Тае-
буфері (Invitrogen) для підтвердження одержання 
продукту з очікуваною молекулярною масою 
(567п.н.+64п.н.=631п.н.). 

3. 1. Субклонування Gateway-сумісної ОРС 
INSP181-6HIS у вбудовуваний Gateway-вектор 
pDONR221 

Друга стадія процесу Gateway-клонування 
включає субклонування Gateway-модифікованого 
ПЛР-продукту у вбудовуваний Gateway-вектор 
pDONR221 (Invitrogen), що проводили в такий спо-
сіб: 5мкл екстрагованого з гелю ПЛР2-продукту 
інкубували з 1,5мкл вектора pDONR221 
(0,1мкг/мкл), 2мкл буфера ВР і 1,5мкл суміші кло-
назних ферментів ВР (Invitrogen) у кінцевому об'є-
мі 10мкл при кімнатній температурі протягом 1 
години. Реакцію припиняли додаванням 1мкл про-
теїнази К (2мкг/мл) та інкубували при 37°С ще 10 
хвилин. Аліквоту цієї реакційної суміші (2мкл) ви-
користовували для трансформації клітин штаму 
DH5α (Invitrogen), проведеної в такий спосіб: 
50мкл-аліквоту клітин DH5α відтавали на льоді та 
додавали 2мкл реакційної суміші. Суміш інкубува-
ли протягом 30хв. на льоді та потім піддавали шо-
ковій тепловій обробці шляхом інкубації при 42°С 
точно протягом 30 секунд. Зразки знову переноси-
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ли на лід і додавали 250мкл теплого середовища 
SOC (кімнатної температури). Зразки інкубували 
при струшуванні (250об./хв.) протягом 1 години 
при 37°С. Потім суміш для трансформації висівали 
на планшети з L-бульйоном (LB), що містить кана-
міцин (40мкг/мл), та інкубували протягом ночі при 
37°С. 

Відбирали п'ять трансформантів і висівали у 
вигляді плями на планшети з LB-агаром, який міс-
тить канаміцин (40мкг/мл), та інкубували протягом 
ночі при 37°С. Ложку культури, яка росте, із чашки 
з висівом ресуспендували в 50мкл води та кип'я-
тили протягом 5 хвилин для лізису клітин. Клітин-
ний лізат центрифугували для видалення клітин-
них уламків і отриманий супернатант 
використовували як матрицю для ПЛР-скринінга 
колоній. 

Суміш для проведення ПЛР (у кінцевому об'є-
мі 25мкл) містила 10мкл центрифугованого лізату 
клітин, 2,0мкл dNTP (10мм), 2,5мкл Taq-
полімеразного буфера, 0,5мкл праймерів для 
скринінга (з досягненням кінцевої концентрації 
100пікомоль) (21М13 FP і АТТВ1 PCR RP) і 0,5мкл 
ДНК-полімерази Taq. 

Умови для проведення ШІР-реакції скринінга 
були наступними: 95°С протягом 2хв., з наступним 
проведенням 30 циклів при 94°С протягом 30сек.; 
при 60°С протягом ЗО секунд і при 72°С протягом 
1хв.; і потім проводять кінцеву стадію подовження 
при 72°С протягом 5 хвилин і стадію витримування 
при 4°С. ПЛР-продукти наносили на 1,6% гель 
агарози для підтвердження очікуваного розміру 
фрагмента. 

Відбирали один позитивний клон і мініпрепа-
рат плазмідної ДНК виділяли з 5 мл-культури з 
використанням набору QIAprep Spin Miniprep 
(Qiagen). Плазмідну ДНК (150-200нг) піддавали 
секвенуванню з використанням праймерів 21М13 і 
M13Rev, із застосуванням системи термінації лан-
цюга набором CEQ Dye Terminator Cycle 
sequencing Quick Start kit (Beckman Coulter P/N 
608120), що містить барвник, відповідно до інстру-
кцій виробників. Послідовності праймерів предста-
влені в таблиці 2. Реакційні суміші для секвену-
вання аналізували з використанням системи 
аналізу ДНК CEO 2000 XL (Beckman Coulter P/N 
608450). Після підтвердження наявності інсерції в 
послідовності використовують 
pDONR221_INSP181-6HIS для створення експре-
суючих клонів. 

3. 2. Субклонування Gateway-сумісної 
ОРСINSP181 в експресуючі Gateway-вектори рЕА-
КПа

1
 ipDEST12.2 

Потім, плазмідну ДНК (2мкл або приблизно 
150нг) pDONR221_INSP181-6HIS використовували 
в реакційній суміші для рекомбінації, що містить 
1,5мкл вектора pEAK12d або вектора pDEST12.2 
(0,1мкг/мкл), 2мкл LR-буфера та 1,5мкл LR-
клонази (Invitrogen) у кінцевому об'ємі 10мкл. 

Реакцію припиняли додаванням 1мкл протеї-
нази К (2мкг/мл) та інкубували при 37°С ще 10 
хвилин. Аліквоту цієї реакційної суміші (2мкл) ви-
користовували для трансформації клітин штаму 
DH5α (Invitrogen), проведеної в такий спосіб: 
50мкл-аліквоту клітин DH5αα відтавали на льоді та 

додавали 2мкл реакційної суміші. Суміш інкубува-
ли протягом 30хв. на льоді та потім піддавали шо-
ковій тепловій обробці шляхом інкубації при 42°С 
точно протягом 30 секунд. Зразки знову переноси-
ли на лід і додавали 250мкл теплого середовища 
SOC (кімнатної температури). Зразки інкубували 
при струшуванні (250об./хв.) протягом 1 години 
при 37°С. Потім суміш для трансформації висівали 
на планшети з L-бульйоном (LB), що містить ампі-
цилін (100мкг/мл), та інкубували протягом ночі при 
37°С. 

Відбирали п'ять трансформантів і висівали у 
вигляді плями на планшети з LB-агаром, що міс-
тить ампіцилін (100мкг/мл), та інкубували протягом 
ночі при 37°С. Ложку культури, що росте, із чашки 
з висівом ресуспендували в 50мкл води та кип'я-
тили протягом 5 хвилин для лізису клітин. Клітин-
ний лізат центрифугували для видалення клітин-
них уламків і отриманий супернатант 
використовували як матрицю для ПЛР-скринінга 
колоній. 

Суміш для проведення ПЛР (у кінцевому об'є-
мі 25мкл) містила 10мкл центрифугованого лізату 
клітин, 2,0мкл dNTP (10мм), 2,5мкл Taq-
полімеразного буфера, 0,5мкл праймерів для 
скринінга (з досягненням кінцевої концентрації 100 
пікомоль) і 0,5мкл ДНК-полімерази Taq. Клони 
pEAK12d скринували з використанням праймерів 
рЕАК12 FP і INSP181 MAT RP, і клони pDEST12.2 
скринували з використанням праймерів 21M13FP і 
INSP181 MAT RP. 

Умови для проведення ПЛР-реакції скринінга 
були наступними: 95°С протягом 2хв., з наступним 
проведенням 30 циклів при 94°С протягом 30сек.; 
при 60°С протягом 30 секунд і при 72°С протягом 
1хв.; і потім проводили кінцеву стадію подовження 
при 72°С протягом 5 хвилин і стадію витримування 
при 4°С. ПЛР-продукти наносили на 1,6% гель 
агарози для підтвердження очікуваного розміру 
фрагмента. 

Відбирали один позитивний клон і мініпрепа-
рат плазмідної ДНК виділяли з 5мл-культури з ви-
користанням набору QIAprep Spin Miniprep 
(Qiagen). 

Плазмідну ДНК (150-200нг) у векторі pEAK 12d 
піддавали секвенуванню DNK з використанням 
секвенуючих праймерів рЕАК12 FP і рЕАК12 RP, 
як було описано вище. Плазмідну ДНК (150-200нг) 
у векторі pDEST12.2 піддають секвенуванню з ви-
користанням секвенуючих праймерів 21M13FP і 
M13Rev RP, як було описано вище. 

Результати аналізу підтвердили наявність очі-
куваної послідовності pEAK12d_INSP181-6HIS і 
pDEST12.2JNSP181-6HIS. 

Максипрепарат ДНК одержували з 500мл ку-
льтури клону з підтвердженою послідовністю 
(peaKl2d_INSP181-6HIS) з використанням набору 
для одержання ДНК Qiagen Maxi prep, відповідно 
до інструкцій виробника. Плазмідну ДНК ресуспе-
ндували при концентрації 1мкг/мкл у ТІ буфері та 
зберігали при -20°С. 

Максипрепарат ДНК, який не містить ендоток-
сину, одержували з 500мл культури клону з підт-
вердженою послідовністю (pDEST12.2_INSP181-
6HIS) з використанням набору EndoFree Plasmid 
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Mega (Qiagen), відповідно до інструкцій виробни-
ків. Очищену плазмідну ДНК ресуспендували в Т-
буфері, що не містить ендотоксину, при кінцевій 
концентрації щонайменше 3мкг/мкл, і зберігали 
при -20°С. 

Приклад 4: Генерування Gateway-сумісної 
ОРС INSP181SV1, приєднаної до послідовності 
6HIS-mjtkh зі збереженням рамки зчитування 

INSP181SV1 клонують за процедурою гніздо-
вої ПЛР і, у цьому зв'язку, інсерція кДНК у клоні 
pCR4-TOPO (плазміда pCR4-TOPO-INSP181-SVl) 
втрачає ділянку в 26п.н. на 5'-кінці та в 21п.н. на 3'-
кінці кодуючої послідовності. Крім того, вказані дві 
мутації, що призводять до амінокислотних замін 
(N92T і G114S), були виявлені при секвенуванні, і 
це вимагає корекції. Включення пропущених нук-
леотидів, 6-НІS-мітки та стоп-кодону, - усе досяга-
ється при вбудовуванні відповідних нуклеотидів у 
праймери, використовувані в реакції ампліфікації 
за методом ПЛР. Проводять сайт-спрямований 
мутагенез для корекції двох мутацій після генеру-
вання повнорозмірно вбудовуваного клону 
INSP181SV1. 

Використовують плазміду pCR4-TOPO-
INSP181-SVl як ПЛР-матрицю для генерування 
повнорозмірної ОРС, що містить С-кінцеву 6-НІS-
міткy та стоп-кодон. Перша стадія способу 
Gateway-клонування включає двостадійну ПЛР-
реакцію, у результаті якої генерується повнорозмі-
рна ОРС INSP181SV1, фланкована у 5'-кінця 
attB1-сайтом рекомбінації та послідовністю Козака, 
а у 3'-кінця - послідовністю, що кодує 6-гістидинову 
(6HIS) мітку зі збереженням рамки зчитування, 
стоп-кодоном і апВ2-сайтом рекомбінації 
(Gateway-сумісна кДНК). Реакційна суміш для 
першої ПЛР (у кінцевому об'ємі 50мкл) містить, 
відповідно: 1мкл (25 нг) плазміди pCR4-TOPO-
INSP181-SVl, 4,0мкл dNTP (10мМ), 5мкл 10х полі-
меразного буфера Pfx, 1мкл MgSO4 (50мМ), 
1,0мкл кожного геноспецифічного праймера (з до-
сягненням кінцевої концентрації 100пмоль) 
(INSP181 MAT FP і INSP181 MAT RP) і 0,5мкл ДНК-
полімерази Platinum Pfx (Invitrogen). ПЛР-реакцію 
здійснювали в наступному режимі: попередня ста-
дія денатурації при 95°С, 2хв., потім 30 циклів при 
94°С, 30сек., 64°С, 30сек. і 68°С, 2хв.; з наступним 
проведенням циклу подовження при 68°С протя-
гом 5хв. і циклу витримування при 4°С. Ампліфіко-
ваний продукт безпосередньо очищували з вико-
ристанням набору для очищення ДНК Perfectprep 
Gel (Eppendorf) і розводили в 50мкл стерильної 
води, відповідно до інструкцій виробника. Викори-
стовують аліквоту 2мкл для візуалізації на 1,6% 
гелі агарози в 1Х ТАЕ буфера для підтвердження 
того, що даний продукт має очікувану молекулярну 
масу (618п.н.+24п.н.=642п.н.) 

Реакційна суміш для другої ПЛР (у кінцевому 
об'ємі 50мкл) містить 1мкл розведеного очищеного 
ПЛР 1-продукту (до кінцевої концентрації 10нг), 
4,0мкл dNTP (10мМ), 5мкл 10Х полімеразного бу-
фера Pfx, 1мкл MgSO4 (50мМ), 1,0мкл кожного 
конвертуючого Gateway-праймера (з досягненням 
кінцевої концентрації 100пмоль) (NSP181 АТТВ1 
FP і АТТВ1 PCR RP) і 0,5мкл ДНК-полімерази 
Platinum Pfx. Другу ПЛР-реакцію здійснювали в 

наступному режимі: 95°С протягом 2хв., з наступ-
ними 30 циклами при 94°С протягом 30сек., 60°С 
протягом 30сек. і 68°С протягом 2хв.; з кінцевим 
циклом подовження при 68°С протягом 5хв. і цик-
лом витримування при 4°С. Продукт ПЛР очищу-
вали в гелі з використанням набору для очищення 
ДНК Perfectprep Gel (Eppendorf) і розводили в 
50мкл стерильної води, відповідно до інструкцій 
виробника. 2мкл-аліквоту візуалізували на 1,6% 
агарозному гелі в 1X Тае-буфері (Invitrogen) для 
підтвердження одержання продукту з очікуваною 
молекулярною масою (642п.н.+64п.н.=706п.н.). 

4. 1. Субклонування Gateway-сумісної ОРС 
INSP181SV1-6HIS у вбудовуючий Gateway-вектор 
pDONR221 

Друга стадія процесу Gateway-клонування 
включає субклонування Gateway-модифікованого 
ПЛР-продукту у вбудовуючий Gateway-вектор 
pDONR221 (Invitrogen), що проводили в такий спо-
сіб: 5мкл екстрагованого ПЛР2-продукту інкубува-
ли з 1,5мкл вектора pDONR221 (0,1мкг/мкл), 2мкл 
буфера ВР і 1,5мкл суміші клоназних ферментів 
ВР (Invitrogen) у кінцевому об'ємі 10мкл при кімна-
тній температурі протягом 1 години. Реакцію при-
пиняли додаванням 1мкл протеїнази К (2мкг/?) та 
інкубували при 37°С ще 10 хвилин. Аліквоту цієї 
реакційної суміші (2мкл) використовували для тра-
нсформації клітин штаму DH5α (Invitrogen), прове-
деної в такий спосіб: 50мкл-аліквоту клітин DH5α 
відтавали на льоді та додавали 2мкл реакційної 
суміші. Суміш інкубували протягом 30хв. на льоді 
та потім піддавали шоковій тепловій обробці шля-
хом інкубації при 42°С точно протягом 30 секунд. 
Зразки знову переносили на лід і додавали 250мкл 
теплого середовища SOC (кімнатної температури). 
Зразки інкубували при струшуванні (250об./хв.) 
протягом 1 години при 37°С. Потім суміш для тра-
нсформації висівали на планшети з L-бульйоном 
(LB), що містить канаміцин (40мкг/мл), та інкубува-
ли протягом ночі при 37°С. 

Відбирали п'ять трансформантів і висівали у 
вигляді плями на планшети з LB-агаром, що міс-
тить канаміцин (40мкг/мл), та інкубували протягом 
ночі при 37°С. Ложку культури, яка росте, із чашки 
з висівом ресуспендували в 50мкл води та кип'я-
тили протягом 5 хвилин для лізису клітин. Клітин-
ний лізат центрифугували для видалення клітин-
них уламків, і отриманий супернатант 
використовували як матрицю для ПЛР-скринінга 
колоній. 

Суміш для проведення ПЛР (у кінцевому об'є-
мі 25мкл) містила 10мкл центрифугованого лізату 
клітин, 2,0мкл dNTP (10мм), 2,5мкл Taq-
полімеразного буфера, 0,5мкл праймерів для 
скринінга (з досягненням кінцевої концентрації 
100пікомоль) (21М13 FP і АТТВ1 PCR RP) і 0,5мкл 
ДНК-полімерази Taq. 

Умови для проведення ПЛР-реакції скринінга 
були наступними: 95°С протягом 2хв., з наступним 
проведенням 30 циклів при 94°С протягом 30сек.; 
при 60°С протягом 30 секунд і при 72°С протягом 
1хв.; і потім проводять кінцеву стадію подовження 
при 72°С протягом 5 хвилин і стадію витримування 
при 4°С. ПЛР-продукти наносили на 1,6% гель 
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агарози для підтвердження очікуваного розміру 
фрагмента. 

Відбирали один позитивний клон і мініпрепа-
рат плазмідної ДНК виділяли з 5мл-культури з ви-
користанням набору QIAprep Spin Miniprep 
(Qiagen). Плазмідну ДНК (150-200нг) піддавали 
секвенуванню з використанням праймерів 21М13 і 
M13Rev, із застосуванням системи термінації лан-
цюга набором CEQ Dye Terminator Cycle 
sequencing Quick Start kit (Beckman Coulter P/N 
608120), що містить барвник, відповідно до інстру-
кцій виробника. Послідовності праймерів предста-
влені в таблиці 2. Реакційні суміші для секвену-
вання аналізували з використанням системи 
аналізу ДНК CEQ 2000 XL (Beckman Coulter P/N 
608450). Після підтвердження очікуваної послідов-
ності використовують pDONR221_INSP181SVl 
(N92T, G114S)-6HIS як матрицю для проведення 
сайт-спрямованого мутагенезу для корекції двох 
мутацій. 

4. 2 Сайт-спрямований мутагенез 
INSP181SV1-6HIS 

Послідовність INSP181SV1, клонована за ме-
тодом ПЛР, відрізняється від передбаченої послі-
довності INSP181SV1 наявністю заміщення у двох 
положеннях (А275С і G340A), які ведуть до аміно-
кислотних мутацій N92T і G114S. Можна думати, 
що ці мутації є результатом процедури ПЛР-
клонування, оскільки вони не виявляються в гено-
мній ДНК (Celera або Genbank). Для того, щоб 
створити клон pDONR221, який містить правильну 
послідовність INSP181SV1, використовують клон 
pDONR221_ INSP181SV1-(N92T, G114S)-6HIS як 
матрицю для сайт-спрямованого мутагенезу. 

4. 3 Геноспецифічні клонуючі праймери для. 
сайт-спрямованого мутагенезу INSP181SV1 

Пари ПЛР-праймерів, INSP181SV1 (T92N) FP, 
INSP181SV1 (T92N) RP, INSP181SV1 (S114G) FP і 
INSP181SV1 (S114G) RP (таблиця 2) конструюва-
ли таким чином, щоб обидва праймери були від-
новлені шляхом відпалу на протилежних ланцюгах 
послідовності pDONR221_INSP181SV1-(N92T, 
G114S)-6HIS, і кожний праймер піддають відпалу 
до 15-25 основ з кожної сторони від мутованої амі-
нокислоти. ПЛР-праймери конструювали з викори-
станням набору, відповідно до інструкцій, наведе-
них в керівництві виробника з сайт-спрямованого 
мутагенезу, QuickChange

®
 II XL (Stratagene). 

4. 4 Сайт-спрямований мутагенез INSP181SV1 
Першу процедуру сайт-спрямованого мутаге-

незу проводили з використанням набору 
QuickChange® II XL (Stratagene), відповідно до 
інструкцій виробника. Контрольну реакцію прово-
дили в середовищі кінцевого об'єму 50мкл, що 
містить 1Х реакційний буфер, 10нг контрольної 
плазміди pWhitescript розміром 4,5т.п.н., 125нг 
олігонуклеотидного контрольного праймера #1, 
125 нг контрольного праймера #2, 1мкл суміші 
dNTP і 2,5 одиниць ДНК-полімерази PfuUltra HF. 
Реакцію з досліджуваним зразком проводили в 
середовищі кінцевого об'єму 50мкл, що містить 1Х 
реакційний буфер, 10нг плазмідної ДНК-матриці 
(pDONR221_ INSP181SV1-(N92T, G114S)-6HIS), 
125нг INSP181SV1 (T92N) FP, 125нг INSP181SV1 
(T92N) RP, 1мкл суміші dNTP і 2,5 одиниць ДНК-

полімерази PfuUltra HF. Цикл термічної обробки 
проводили на апараті MJ Research DNA Engine, 
запрограмованому у наступному режимі: 94°С 
протягом 1хв.; 18 циклів - 95°С протягом 30сек., 
60°С протягом 1 хвилини 30сек. і 68°С протягом 
3хв. 30 секунд із наступним проведенням циклу 
подовження при 68°С протягом 7хв. і циклу витри-
мування при 4°С. 

Обробку ферментом Dpn І використовували 
для розщеплення метильованої або полуметильо-
ваної вихідної ДНК-матриці (плазміда pDONR221_ 
INSP181SV1-6HIS у досліджуваній реакційній су-
міші). До продуктів контрольної і досліджуваної 
реакційних сумішей, отриманих після реакції амп-
ліфікації, додавали 1мкл рестрикційного ферменту 
Dpn 1(10Од/мл, Stratagene). Реакційні суміші обе-
режно перемішували та інкубували протягом 1 
години при 37°С. Потім кожну з реакційних сумі-
шей використовували для трансформації суперко-
мпетентних клітин XL I-Blue (Stratagene) за насту-
пною процедурою. 50мкл-аліквоту клітин XL 1-Blue 
відтавали на льоді та додавали 1мкл Dpn I-
обробленої ДНК. Суміш інкубували протягом 30 
хвилин на льоді та потім піддавали шоковій тепло-
вій обробці шляхом інкубації при 42°С точно про-
тягом 45 секунд. Потім зразки знову переносили 
на лід на 2хв. і додавали 250мкл попередньо на-
грітого (42°С) середовища NZY. Зразки інкубували 
при струшуванні (220об./хв.) протягом 1 години 
при 37°С. Контрольну трансформуючу суміш, по-
тім наносили на планшети з L-бульйоном (LB) , що 
містить ампіцилін (100мкг/мл) , X-gal (80мкг/мл) і 
20мМ IPTG. Досліджувану трансформуючу суміш 
зі зразком (по 250мкл на кожному з 2 планшетів) 
наносили на планшети з L-бульйоном (LB) , що 
містить канаміцин (40мкг/мл). Планшети інкубува-
ли протягом ночі при 37°С. 

4. 5 Одержання та секвенування плазмідної 
ДНК 

Відбирали один трансформант і виділяли міні-
препарат плазмідної ДНК із 5 мл-культури з вико-
ристанням набору QIAprep Spin Miniprep (Qiagen). 
Плазмідну ДНК (150-200 нг) піддавали секвену-
ванню за допомогою праймерів 21М13 і M13Rev і з 
використанням системи термінації ланцюга набо-
ром CEQ Dye Terminator Cycle sequencing Quick 
Start (Beckman Coulter P/N, 608120), що містить 
барвник, відповідно до інструкцій виробника. Пос-
лідовність праймера представлена в таблиці 2. 
Реакційні суміші для секвенування аналізували з 
використанням системи для аналізу ДНК CEQ 
2000 XL (Beckman Coulter P/N, 608450). Після підт-
вердження наявності інсерції в послідовності ви-
користовували pDONR221_INSP181SVl-(G114S)-
6HIS як матрицю для проведення другої корекції 
(S114G). Другу процедуру сайт-спрямованого му-
тагенезу проводили з використанням вказаних 
вище протоколу та умов. У даній процедурі сайт-
спрямованого мутагенезу 2 використовували на-
ступні праймери: INSP181SV1 (S114G) FP і 
INSP181SV1 (S114G) RP. Аналіз послідовності 
виявив клон, що містить очікувану послідовність 
вставки INSP181SVl(pDONR221_INSP181SVl-
6HIS). 
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4. 6 Субклонування Gateway-сумісної ОРС 
INSP181SV1 в експресуючі Gateway-вектори 
pEAK12d і pDEST12.2 

Плазмідну ДНК (2мкл або приблизно 150нг) 
pDONR221_INSP181SVl-6HIS використовували в 
реакційній суміші для рекомбінації, що містить 
1,5мкл вектора pEAK12d або вектора pDEST12.2 
(0,1мкг/мкл), 2мкл LR-буфера та 1,5мкл LR-
клонази (Invitrogen) у кінцевому об'ємі 10мкл. 

Реакцію припиняли додаванням 1мкл протеї-
нази К (2мкг/мл) та інкубували при 37°С ще 10 
хвилин. Аліквоту цієї реакційної суміші (2мкл) ви-
користовували для трансформації клітин штаму 
DH5α (Invitrogen), проведеної в такий спосіб: 
50мкл-аліквоту клітин DH5α відтавали на льоді та 
додавали 2мкл реакційної суміші. Суміш інкубува-
ли протягом 30хв. на льоді та потім піддавали шо-
ковій тепловій обробці шляхом інкубації при 42°С 
точно протягом 30 секунд. Зразки знову переноси-
ли на лід і додавали 250мкл теплого середовища 
SOC (кімнатної температури). Зразки інку бували 
при струшуванні (250об./хв.) протягом 1 години 
при 37°С. Потім суміш для трансформації висівали 
на планшети з L-бульйоном (LB), що містить ампі-
цилін (100мкг/мл), та інкубували протягом ночі при 
37°С. 

Відбирали п'ять трансформантів і висівали у 
вигляді плями на планшети з LB-агаром, що міс-
тить ампіцилін (100мкг/мл), та інкубували протягом 
ночі при 37°С. Ложку культури, що росте, із чашки 
з висівом ресуспендували в 50мкл води та кип'я-
тили протягом 5 хвилин для лізису клітин. Клітин-
ний лізат центрифугували для видалення клітин-
них уламків, і отриманий супернатант 
використовували як матрицю для ПЛР-скринінга 
колоній. 

Суміш для проведення ПЛР (у кінцевому об'є-
мі 25мкл) містила 10мкл центрифугованого лізату 
клітин, 2,0мкл dNTP (10мм), 2,5мкл Taq-
полімеразного буфера, 0,5мкл праймерів для 
скринінга (з досягненням кінцевої концентрації 
100пікомоль) і 0,5мкл ДНК-полімерази Taq. Клони 
pEAK12d скринували з використанням праймерів 
рЕАК12 FP і INSP181 MAT RP, і клони pDEST12.2 
скринували з використанням праймерів 21M13FP і 
INSP181 MAT RP. 

Умови для проведення ПЛР-реакції скринінга 
були наступними: 95°С протягом 2хв., з наступним 
проведенням 30 циклів при 94°С протягом 30сек.; 
при 60°С протягом 30 секунд і при 72°С протягом 
1хв.; і потім проводять кінцеву стадію подовження 
при 72°С протягом 5 хвилин і стадію витримування 
при 4°С. ПЛР-продукти наносили на 1,6% гель 
агарози для підтвердження очікуваного розміру 
фрагмента. 

Відбирали один позитивний клон і мікіпрепа-
рат плазмідної ДНК виділяли з 5мл-культури з ви-
користанням набору QIAprep Spin Miniprep 
(Qiagen). 

Плазмідну ДНК (150-200нг) у векторі pEAK 12d 
піддавали секвенуванню DNR з використанням 
секвенуючих праймерів рЕАК12 FP і рЕАК12 RP, 
як було описано вище. Плазмідну ДНК (150-200нг) 
у векторі pDEST12.2 піддають секвенуванню з ви-

користанням секвенуючих праймерів 21М13FP і 
M13Rev RP, як було описано вище. 

Результати аналізу підтвердили наявність очі-
куваної послідовності pEAK12d_INSP181SVl-6HIS і 
pDEST12.2_INSP181SVl-6HIS. 

Максипрепарат ДНК одержували з 500мл ку-
льтури клону з підтвердженою послідовністю 
peaк12d_INSP181-6HIS з використанням набору 
для одержання ДНК Qiagen Maxi prep, відповідно 
до інструкцій виробника. Плазмідну ДНК ресуспе-
ндували при концентрації 1мкг/мкл у ТІ буфері та 
зберігали при -20°С. 

Максипрепарат ДНК, який не містить ендоток-
сину, одержували з 500мл культури клону з підт-
вердженою послідовністю pDEST12.2_INSP181-
6HIS з використанням набору EndoFree Plasmid 
Mega (Qiagen), відповідно до інструкцій виробни-
ків. Очищену плазмідну ДНК ресуспендували в Т-
буфері, який не містить ендотоксину, при кінцевій 
концентрації щонайменше 3мкг/мкл, і зберігали 
при -20°С. 

Приклад 5: Методи аналізу, що підходять для 
дослідження функції INSP181 

Можна думати, що фрагменти за даним вина-
ходом будуть особливо корисні при лікуванні або 
діагностиці розладів/захворювань репродуктивної 
системи та аутоімунних розладів/захворювань. 
Крім того, наведені нижче тести можуть викорис-
товуватися для аналізу прийнятності таких фраг-
ментів за рахунок наявності корисних біологічних 
ефектів. Слід зазначити, що хоча деякі з описаних 
тестів стосуються досліджуваної сполуки, що 
представляє собою білок/поліпептид, будь-який 
фахівець у даній галузі зможе адаптувати їх для 
оцінки інших фрагментів за даним винаходом як 
такої «досліджуваної сполуки». 

А. Тести на репродуктивний ефект Тест на 
здатність до імплантації клітин JEG-3 

У межах даного тесту була використана 2-
камерна система, в якій були створені умови для 
проникнення флуоресцентно мічених клітин JEG-3 
через пористу мембрану з нанесеним шаром 
Matrigel з верхньої камери в нижню камеру, коли 
клітини Ishikawa або Ishikawa-кондиціоноване се-
редовище помішували в нижню камеру. Кількість 
мігруючих при цьому клітин підраховували з вико-
ристанням лічильника для планшетів. Метою да-
ного методу є ідентифікація білків, які підвищують 
проникнення клітин JEG-3, для їх використання 
для поліпшення імплантації in vivo. 

Тест зі сферами, покритими остеопонтином 
(клітини Ishikawa) 

У межах даного тесту флуоресціюючі сфери, 
покриті шаром остеопонтину, служили моделлю 
бластоцисту, і клітини Ishikawa примували, для 
того, щоб адаптувати їх до зв'язування, шляхом 
обробки естрадіолом. Метою даного методу є іде-
нтифікація білків, які підвищують здатність клітин 
Ishikawa зв'язуватися з покритими остеопонтином 
сферами, у плані використання їх як засіб, що під-
вищує рецептивні властивості ендометрії в момент 
імплантації. 

Тест із використанням клітин HuF6 
Метою даного тесту є ідентифікація білків, які 

підвищують продукцію PGE2 (маркера децидуалі-
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зації) клітинами HuF6, як спосіб підвищення деци-
дуалізації на ранній стадії вагітності. 

Тест на ендометріоз 
Перитонеальний TNFα виконує свою функцію 

в ендометрії за рахунок індукції відторгнених ен-
дометріальних клітин з матки до прикріплення та 
проліферації на мезотеліальних клітинах очереви-
ни. У межах даного тесту клітини BEND обробляли 
TNFα, що підвищував їх здатність зв'язувати пок-
риті фібронектином флуоресціюючі сфери, як тест 
для оцінки адгезивних властивостей у процесі ен-
дометріозу. Метою даного тесту є ідентифікація 
білків, які знижують або інгібують здатність TNFα 
стимулювати здатність клітин зв'язуватися зі сфе-
рами. 

Тест на циклічний АМФ із використанням гра-
нульозних клітин свині JC-410, стабільно трансфі-
кованих hLHR 

При синдромі полікістозу яєчника рівень гіпо-
фізарного ЛГ відносно високий і індукує вихід анд-
рогену з оболонкових клітин яєчника. Автори за-
стосовували даний тест для пошуку ікгібітора 
сигнальної функції ЛГ, що міг би використовувати-
ся для зниження дії ЛГ на яєчник при синдромі 
полікістозу яєчника. Клітинна лінія гранульозних 
клітин свині JC-410 була піддана стабільній тран-
сфекції рецептором ЛГ людини. Лікування з вико-
ристанням ЛГ призводило до продукції цАМФ. 

Тест на циклічний АМФ із використанням гра-
нульозних клітин свині JC-410, стабільно трансфі-
кованих hFSHR 

Клітинна лінія гранульозних клітин свині JC-
410 була піддана стабільній трансфекції ФСГ-Р 
людини. Лікування з використанням ФСГ стимулю-
вало продукцію цАМФ, рівень якого оцінювали в 
даному тесті. Метою дослідження є ідентифікація 
білків, які підсилюють дію ФСГ у гранульозних клі-
тинах. 

Тест із використанням клітин гіпофіза LbetaT2 
(мишей) 

LbT2 являє собою іморталізовану гонадотро-
фну клітинну лінію гіпофіза мишей. Стимуляція 
активіном, одним або поєднанням GnRH+активін, 
призводить до секреції ФСГ. При цьому можна 
обробити клітини з використанням 
GnRH+Bioscreen білків, для того, щоб знайти біл-
ки, що діють разом з GnRH у напрямку стимуляції 
продукції ФСГ, або вони могли бути оброблені 
тільки Bioscreen білками, для того, щоб знайти 
білки, які можуть стимулювати секрецію ФСГ, як 
один активін. 

Тест на експансію cumulus 
Може бути розроблений з використанням ком-

плексів ооцит-cumulus для ідентифікації фрагмен-
тів, які стимулюють експансію. 

Тест на проліферацію RWPE 
Доброякісна гіперплазія простати характери-

зується ростом епітелію простати та строми, що не 
збалансована апоптозом, що призводить до збі-
льшення розміру органа. RWPE являє собою клі-
тинну лінію епітеліальних клітин звичайної проста-
ти людини, іморталізовану шляхом обробки HPV-
18, що використовується замість епітеліальних 
клітин первинної простати людини, які не завжди 
доступні. 

Тест на інвазію клітин фібросаркоми НТ-1080 
Флуоресцентно мічені клітини фібросаркоми 

людини НТ-1080 вирощують у верхній камері 2-
камерної системи, і проникнення цих клітин у ниж-
ню камеру через пористу мембрану, покриту ша-
ром Matrigel, може стимулюватися, що визнача-
ється кількісно. Метою даного тесту є 
ідентифікація фрагмента, що буде стимулювати 
таке проникнення. 

Тест із використанням первинних клітин глад-
ких м'язів матки 

Одним з показників фіброїдного ураження ма-
тки є відкладення колагену гладком'язовими кліти-
нами матки, що перетворюється на лейоміому. 
Первинні гладком'язові клітини матки людини сти-
мулюють для продукції колагену обробкою TGFb, 
що блокований Rebif. Метою даного тесту є іден-
тифікація білків, які будуть інгібувати вказаний 
фіброзний фенотип. 

Тест на проліферацію клітин лейоміоми люди-
ни 

Клітини лейоміоми людини використовують як 
модель фіброїдної хвороби матки в тесті на про-
ліферацію. Клітини ростуть дуже повільно, але 
вони можуть бути стимульовані естрадіолом і фак-
торами росту. Метою даного тесту є ідентифікація 
білків, які будуть інгібувати естрадіолзалежний ріст 
клітин лейоміоми. 

Тест на міграцію клітин U937 
Зони ураження ендометрія секретують цитокі-

ни, які рекрутують імунні клітини в очеревинну по-
рожнину, які можуть потім задіюватися в прояв 
запальних симптомів захворювання, звичайних 
для ендометріозу. Було показано, що RANTES 
продукується стромальними клітинами ендометрії 
та присутні в перитонеальній рідини. Використову-
вана в даному тесті U937 являє собою моноцита-
рну клітинну лінію, яка є моделлю активованих 
макрофагів, що може бути індукована обробкою 
нижнього рівня 2-камерної культуральної системи 
для міграції з верхньої камери. Якщо клітини були 
попередньо оброблені флуоресцентним барвни-
ком, то їх кількість у нижній камері може бути ви-
значена. Метою даного тесту є ідентифікація біл-
ків, які будуть інгібувати міграцію клітин U937. 

Тест із використанням трофобластів JEG3 лю-
дини 

Трофобласт бластоцисти продукує HLA-G, 
молекулу HLA-антигенів класу І, які, як вважаєть-
ся, важливі для запобігання реакції імунологічного 
відторгнення ембріона організмом матері. У ході 
пре-еклампсії рівень HLA-G низький або він взагалі 
відсутній. Клітинна лінія трофобластів JEG-3 лю-
дини продукує HLA-G і може використовуватися 
для ідентифікації фрагментів, які здатні підвищу-
вати продукцію HLA-G. 

Тест на розсіювання первинних клітин яєчника 
щура 

Рівень продукції естрадіолу культурами клітин 
із цілих яєчників, взятих від незрілих щурів або 
інших гризунів, може бути визначений кількісно 
після обробки ФСГ і/або ЛГ. Метою даного тесту є 
ідентифікація білків, які будуть підвищувати сти-
мульований гонадотропіном стероїдогенез, або 
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білків, які діють самі по собі у напрямку підвищен-
ня стероїдогенеза вказаними культурами. 

Тест із використанням мишачих IVF 
У даному тесті може бути оцінена функція 

сперми, обумовлена за її здатністю запліднювати 
ооцити для виявлення білків, які можуть стимулю-
вати потенціал сперми відносно запліднення. Та-
кий тест може бути проведений, наприклад, з ви-
користанням сперми та ооцитів миші. 

Тест на проліферацію первинних стромальних 
клітин простати людини 

Тест для оцінки епітеліального компонента 
ВРН вже розроблений (див. наведений вище тест 
із використанням RWPE). У даному тесті викорис-

товують первинні стромальні клітини простати 
людини, які служать як модель проліферації цих 
клітин у ході ВРН. Метою даного тесту є ідентифі-
кація білків, які будуть інгібувати проліферацію цих 
клітин. 

Тест на проліферацію гладком'язових клітин 
матки людини 

Білки та інші фрагменти можуть бути проана-
лізовані для ідентифікації фрагментів, здатних 
інгібувати проліферацію первинних гладком'язових 
клітин матки людини. Проліферація гладком'язо-
вих клітин матки людини передує розвитку пухлин 
при фіброїдному ураженні матки. 
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Тести, використовувані для оцінки відповідей 

Τ лімфоцитів 
- Загибель клітин, індукована Fas-лігандом. 

Даний тест дозволяє виявити нові модулятори 
загибелі клітин, опосередкованої рецептором. У 
межах цього тесту апоптоз Τ клітин індукували 
шляхом стимуляції клітин Jurkat рекомбінантним 
Fas-лігандом з 6-гістидиновою міткою, об'єднаним 
з моноклональним анти-6-His антитілом. Загибель 
клітин оцінювали кількісно за вивільненням ЛДГ, 
цитоплазматичного ферменту, який вивільняє в 
культуральному середовищі при загибелі клітин. 
Було показано, що Τ клітини, які є патогенними у 
випадку багатьох аутоімунних захворювань, мо-
жуть контролювати загибель антиген-специфічних 
Τ клітин у терапевтичному режимі їх застосування. 

- MLR людини: проліферація та секреція цито-
кінів. Даний тест, проведений у клітинах, дозволяє 
оцінити ефект нових білків на проліферацію лім-
фоцитів і секрецію цитокінів при стимуляції МКПК, 
взятими від іншого донора (алореактивність). 

- МКПК людини, стимульовані суперантигеном, 
TSST. У межах даного клітинного тесту активація Τ 
лімфоцитів може здійснюватися через TCR, але з 
іншими потребами, ніж це характерно для Τ клі-
тинної відповіді на класичні антигени, зокрема, у 
тому, що стосується ко-стимулюючих фрагментів. 

- МКПК людини, стимульовані СоnА або РНА. 
Дані клітинні тести дозволяють оцінити ефекти 
нових білків на секрецію цитокінів, індуковану дво-
ма різними стимулами, які впливають на різні клі-
тини, за результатами аналізу масиву сфер із ци-

токіном (СВА) (IL-2, TNF-, TNF-α, IL-5, IL-4 і IL-10). 
Тести, використовувані для оцінки відповідей 

моноцитів/макрофагів і гранулоцитів 
- МКПК людини, стимульовані ЛПС. Даний клі-

тинний тест дозволяє оцінити ефекти нових білків 

на секрецію цитокінів (TNF-, TNF-α), індуковану 
ЛПС, що впливає на моноцити/макрофаги та гра-
нулоцити. 

Тести, використовувані для оцінки відповідей 
нейтрофілів Інфільтрація нейтрофілів у тканині 
залежить від перебудови елементів цитоскелета, 

асоційованої зі специфічними змінами в клітинній 
морфології вказаних клітин. Даний клітинний тест 
дозволяє оцінити ефект нових білків на перебудо-
ву цитоскелета нейтрофілів людини. 

Тести, використовувані для оцінки відповідей 
В лімфоцитів 

- Проліферація В клітин. Даний клітинний тест 
дозволяє оцінити ефект нових білків на виживання 
В клітин. 

- Костимуляція В клітин. Даний клітинний тест 
дозволяє оцінити ефект нових білків на ко-
стимуляцію В клітин. 

Тести, використовувані для оцінки відповідей 
моноцитів і клітин мікроглії 

- Потік кальцію в ТНР-1. Потік Са
+2

 у ТНР-1-
клітинному тесті дозволяє оцінити ефекти нових 
білків на досліджувану здатність запускати внутрі-
шньоклітинне вивільнення кальцію (друга месен-
джер-подія) з ендоплазматичного ретикулума. 

- Проліферація клітин мікроглії. Відомо, що в 
процесі проліферації клітин-попередників мікроглії 
множина колонієстимулюючих факторів, що вклю-
чають деякі цитокіни, грають ключові ролі. Серед 
них М-КСФ є найважливішим фактором на кінцевій 
стадії дозрівання макрофагів/клітин мікроглії, і він 
не може бути замінений іншим фактором. Оцінка 
цієї біологічної відповіді може мати відношення до 
способу впливу на активність клітин мікроглії та, у 
цьому зв'язку, дати можливість ідентифікувати 
молекули, які мають MS терапевтичним потенціа-
лом. Будь-який фахівець у даній галузі здатний 
адаптувати клітинний тест для визначення пролі-
феративної відповіді клітинної лінії мікроглії на М-
КСФ. 

Інші тести, які також можуть використатися, 
включають тест на оцінку модуляції експресії ци-
токінів. Загалом цей тест полягає в тому, що ви-
значають ефекти досліджуваного білка (або іншого 
досліджуваного фрагмента) на секрецію цитокінів, 
індуковану конканаваліном А, що впливає на різні 
мононуклеарні клітини периферичної крові людини 
(hPBMC (лМКПК), за результатами тестування 

масиву сфер із цитокіном (СВА) на IL-2, TNF-, 
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TNF-α, IL-5, IL-4 і IL-10. З використанням такого 
тесту може бути визначений «у найбільшій мірі 
інгібований» цитокін, а інформацію про захворю-
вання, які корелюють із таким цитокіном, можна 
знайти в літературі. Приклад 5. Ефект INSP181 на 
секрецію цитокіну ConA-стимульованими МКПК 

5.1. Короткий опис 
У даному тесті оцінюють ефект INSP181 на се-

крецію цитокіну мононуклеарними клітинами пе-
риферичної крові людини (hPBMC (лМКПК)), сти-
мульованими мітогеном, конкаваліном A (ConA). 
INSP181-6HIS стимулює секрецію IL-10, IL-4 і IL-5 з 
ConA-стимульованих МКПК при тестуванні в роз-
веденні 1/10 (у тесті використовують 46,2мкг). Не 

відзначається ефекту на рівні TNF-, TNF-α або IL-
2. 

5. 2. Матеріали та реагенти 
Лейкоцитарна плівка; 
DMEM GIBCO Ref: 21331-020; 
Сироватка людини типу АВ SIGMA Ref:H1513; 
L-глутамін GIBCO Ref: 250030-020; 
Пеніцилін-стрептоміцин GIBCO Ref: 150070-

063; 
Фікол PHARMACIA Ref: 17-1440-03; 
96-ямковий мікротитраційний планшет для ку-

льтивування клітин COSTAR Ref: 3596; 
Конканавалін A SIGMA Ref: 30412; 
Водорозчинний дексаметазон SIGMA 

Ref:D2915; 
Набір, який містить СВА з Th1/Th2 людини і 

цитокіними, Becton-Dickinson Ref: 550749; 
PBS GIBCO Ref: 14190-094; 
50мл стерильного реагенту FALCON, Becton-

Dickinson Ref: 2070; 
Гліцерин MERCK Ref: 1-04092-2500; 
96-ямковий мікротитраційний планшет з коніч-

ним дном NUNC Ref: 249570. 
5. 3 Метод 
5. 3. 1 Очищення МКПК людини від лейкоци-

тарної плівки 
Лейкоцитарну плівку розводять DMEM 1:2. 
Повільно додають 25мл розведеної крові на 

15мл-шар фіколу в 50 мілілітрову пробірку Фаль-
кона. 

Пробірки центрифугують (2000об./хв, 20хв., 
при кімнатній температурі без перерви). 

Інтерфазу клітин (кільце клітин) збирають і клі-
тини промивають 25мл DMEM, а потім проводять 
стадію центрифугування (1200об./хв., 5хв.). Цю 
процедуру повторюють 3 рази. Лейкоцитарна плів-
ка повинна давати загальну кількість клітин приб-
лизно 600×106. 

5. 3. 2 Тест на активність 
В 96-ямковий мікротитраційний планшет до-

дають 80мкл 1,25×10
6
клітин/мл, розведених в 

DMEM +2,5% сироватки людини +1% L-глутаміну 
+1% пеніциліну-стрептоміцину. 

Додають 10мкл/ямку (одна умова на ямку): A 
S902255/1 в PBS +20% гліцерин. 

Додають 10мкл/ямку СоnА у концентрації 
50мкг/мл (кінцева концентрація СоnА становить 
5мкг/мл). 

Через 48 годин, клітинні супернатанти збира-
ють і цитокіни людини вимірюють із використанням 

набору, що містить СВА з Th1/Th2 людини і цито-
кіними, Becton-Dickinson. 

5. 3. 3 СВА-аналіз 
Суміш сфер з іммобілізованими на них 

Th1/Th2 людини одержують відповідно до інструк-
цій постачальників (Набір СВА Becton-Dickinson 
Ref: 550749) у такий спосіб: 

- Визначають кількість аналітичних пробірок, 
необхідних для проведення експерименту. 

- Кожну суспензію сфер для іммобілізації інте-
нсивно струшують протягом декількох секунд, а 
потім змішують. 

- Для кожного аналізу в одну пробірку, позна-
чену як "змішані сфери для іммобілізації"", дода-
ють 10мкл-аліквоту кожної сфери для іммобіліза-
ції. 

- Суміш сфер інтенсивно струшують. 
Одержання тест-зразків 
- Супернатанти розводять 1:5 аналітичним ро-

зріджувачем (20мкл супернатантів + 60мкл аналі-
тичного розріджувача). 

- Розведені зразки змішують, а потім перено-
сять в 96-ямковий мікротитраційний планшет з 
конічним дном (Nunc). 

Процедура аналізу з використанням СВА, що 
містять Th1/Th2 людини цитокіни 

- 50мкл розведених супернатантів додають в 
96-ямковий мікротитраційний планшет з конічним 
дном (Nunc). 

- Додають 50мкл змішаних сфер для іммобілі-
зації. 

- Додають 50мкл реагенту для ФЕ-детекції 
Th1/Th2 людини. 

- Планшет інкубують протягом 3 годин при кім-
натній температурі та захищають від прямого 
впливу світла. 

- Центрифугують при 1500об./хв протягом 5 
хвилин. 

- Супернатант обережно видаляють. 
- У кожну ямку додають 200мкл промивального 

буфера та центрифугують при 1500об./хв. протя-
гом 5 хвилин. 

- Супернатант обережно видаляють. 
- У кожну ямку додають 200мкл промивального 

буфера та центрифугують при 1500об./хв. протя-
гом 5 хвилин. 

- Супернатант обережно видаляють. 
- У кожну ямку додають 130мкл промивального 

буфера для ресуспендування осаджених сфер. 
- Зразки аналізують на проточному цитометрі. 
- Дані аналізують із використанням пакета 

прикладних програм СВА, Activity Base і Microsoft 
Excel. 

- Результати виражають як відсоток секреції 
цитокінів у порівнянні з рівнем цитокінів, отрима-
ним шляхом СоnА-стимуляції (100%) стосовно 
рівня цитокінів, секретованих нестимульованими 
клітинами (0%). 

5. 4. Результати 
В одному експерименті INSP181-6HIS стиму-

лював секрецію IL-10 (196%) і Th2 цитокінів IL-4 
(257%) і IL-5 (165%) з ConA-стимульованих МКПК, 

але не надавав ефекту на секрецію TNF-, TNF-α 
або IL-2, вимірювану в тесті з СВА (таблиця 3). 
Таким чином, даний винахід оснований на тому 
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виявленому факті, що поліпептиди за даним вина-
ходом активують Th2 цитокіни, більш конкретно, - 
інтерлейкін-10 (IL-10), інтерлейкін-4 (IL-4) і інтер-
лейкін-5 (IL-5). Крім того, вказана позитивна регу-
ляція специфічна для Th2 цитокінів, оскільки рівні 

Th1 цитокінів (наприклад, TNF-, TNF-α або IL-2) 

залишаються незмінними. Даний специфічний 
профіль експресії цитокінів веде до можливості 
терапевтичного використання поліпептидів за да-
ним винаходом у захворюваннях Th1-типу, а їх 
антагоністи можуть використовуватися при захво-
рюваннях Тh2-типу. 

 

 
Приклад 6 
6. 1 Аналіз рівнів експресії гена INSP181 мето-

дом ПЛР у масштабі реального часу (Taqman) 
Повнорозмірну РНК від кожного зразка підда-

вали зворотній транскрипції з використанням сис-
теми синтезу першого ланцюга для RT-ПЛР 
Superscript III (Invitrogen, номер за каталогом 
№18080-051) у кінцевому реакційному об'ємі 
20мкл. 2мкг повнорозмірної РНК поєднували з 50нг 
рандомізованих гексамерних праймерів, 10мМ 
кожного з dATP, dGTP, dCTP і dTTP і з DEPC-
обробленою водою в об'ємі 10мкл. Суміш інкубу-
вали при 65°С протягом 5 хвилин, а потім охоло-
джували на льоді протягом 1 хвилини. В окремій 
пробірці одержували 10мкл нижченаведеної суміші 
для синтезу кДНК: 2мкл 10Х RT-буфера, 4мкл 
25мМ MgCI2, 2мкл 0,1Μ DTT, 1мкл РНКази 
RnaseOUT™ (40одиниць/мкл) і 1мкл ферменту RT 
Superscript™ III (200одиниць/мкл). Суміш для син-
тезу кДНК додавали до суміші РНК/праймер, злег-
ка помішували, інкубували при 25°С протягом 10 
хвилин, а потім при 50°С протягом 50 хвилин. По-
тім фермент RT інактивували шляхом інкубування 
при 85°С протягом 5 хвилин. Суміш охолоджували 
на льоді, а потім додавали 1мкл РНКази Η Ε. coli 
(2 одиниці/мкл), і суміш інкубували при 37°С протя-
гом 20 хвилин. Суміш охолоджували на льоді, а 
потім розводили 1/250 стерильною водою. Потім, 
розведення реакційної суміші зворотної транскри-
птази аналізували за допомогою ПЛР у реальному 
часі на апараті TaqMan (ΡΕ Biosystems 7700). 
Праймери для проведення ПЛР INSP181 людини і 
гліцеральдегід-3-фосфат-дегідрогеназу (GAPDH) 
(контроль: гени "домашнього хазяйства") констру-
ювали з використанням програми для експресії 
праймерів Primer Express (PE Biosystems). Прямій 

праймер був сконструйований в екзоні 1. Зворот-
ний праймер був сконструйований в екзоні 2. Вка-
заний праймер не відрізнявся для варіантів аналі-
зу INSP181 і INSP181SV1. 

Послідовності праймерів показані в таблиці 4. 
Специфічність і оптимальну концентрацію прай-
мера для цілей використання в аналізі TaqMan 
визначали шляхом тестування праймерів на серії 
розведень плазмід pEAK12d-INSP181-6HIS і 
pEAK12d-INSP181SVl-6HIS. Потенційну домішану 
геномну ДНК видаляли шляхом проведення ПЛР-
реакцій з використанням специфічних інтронних 
GAPDH-послідовностей. Відсутність неспецифіч-
ної ампліфікації підтверджували шляхом прове-
дення аналізу ПЛР-продуктів за допомогою елект-
рофорезу в 4% агарозному гелі для гарантії 
продукування однієї смуги з очікуваною молекуля-
рною масою. 

ПЛР у реальному часі із застосуванням сполу-
ки SYBR, яка флуоресціює у зеленому діапазоні 
спектра, здійснювали в реакційній суміші в кінце-
вому об'ємі 50мкл із використанням 25мкл ПЛР-
суміші Master Mix, яка містить SYBR, що флуорес-
ціює у зеленому діапазоні спектра (PE Biosystems) 
(до якої попередньо була додана урацил-N-
глікозилаза AmpErase (UNG, PE Biosystems)), 
300нМ кожного з ампліфікуючих праймерів і 5мкл 
RT-ПЛР продукту. Цикл обробки проводили з ви-
користанням системи детекції АВІ PRISM 7700 
(TaqMan), запрограмованої на роботу в наступно-
му режимі: 1 цикл при 50°С протягом 2хв.; 1 цикл 
при 95°С протягом 10хв.; 40 пиклів при 95°С про-
тягом 15 секунд, при 60°С протягом 1 хв. Кожну 
реакцію проводили в подвійному повторі з наступ-
ним усередненням отриманих результатів. 
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Таким чином, праймер-специфічні ділянки зра-
зків кДНК, піддані зворотній транскрипції, ампліфі-
кували та визначали їх величини Ct (гранична кі-
лькість циклів). Всі величини Ct для кожного 
зразка кДНК були нормалізовані за величинами, 
отриманим для гена GAPDH (гена "домашнього 
хазяйства") у такий спосіб. Розходження рівнів 
експресії гена GAPDH і гена INSP181 у кожному 
зразку кДНК виражали як різницю величин Сt, тоб-

то дельта () Ct=Ct (GAPDH)-Ct (INSP181). Резуль-
тати для кожного зразка виражали як кратну різни-
цю кількості циклів, необхідних для детектованої 
експресії гена INSP181 стосовно кількості циклів, 
необхідних для GAPDH, і обчислювали за форму-

лою "кратна різниця =2
(-Ct)

". І нарешті був визна-
чений рівень експресії гена INSP181 у кожному 
зразку кДНК стосовно рівня експресії гена GAPDH, 
де рівень експресії GAPDH був прийнятий за 
100%, шляхом розподілу 100 на кратну різницю 
для INSP181. 

6. 2. Результати 
Праймери, специфічні для INSP181, досліджу-

вали з використанням набору приблизно з 100 
зразків нормальної тканини людини та уражених 
захворюванням, які представляють первинні клі-
тини та клітинні лінії, а також 44 зразка біопсії з 
ободової кишки та клубової кишки від індивідуумів 
із запальним захворюванням кишечнику та 39 зра-
зків біопсії псоріазу, взятих з варіантів клінічного 
випробування IL18BP. Отримані результати пока-
зані в таблицях 5 і 6 і проілюстровані графічно на 

Фіг.12 і 13. Несподівано виявилося, що експресія 
INSP181 відзначається на низькому рівні тільки в 
зразках шкіри (0,16% від GAPDH) (таблиця 5, 
Фіг.12) і в зразках біопсії шкіри від пацієнтів із псо-
ріазом (позитивна відповідь у випадку 19/39 зраз-
ків) (таблиця 6, Фіг.13). Результати, отримані з 
використанням другої пари праймерів, специфіч-
них для екзону 4/6 (прямій праймер в екзоні 4 і 
зворотний праймер в екзоні 6), підтвердили спе-
цифічність ефекту для шкіри. 

Результати аналізу експресії продемонструва-
ли обмежену експресію INSP181 у зразках біопсії 
шкіри та у зразках біопсії шкіри, ураженої псоріа-
зом. 

Виявлений специфічний характер експресії пі-
дводить до висновку про участь INSP181 у захво-
рюваннях шкіри. Переважно, вказане захворюван-
ня шкіри являє собою захворювання Th1 або Th2 
типу. Переважно, захворюванням Тh1 типу є псо-
ріаз. 

Несподівано виявлені властивості, які харак-
теризують полінуклеотиди або відповідні поліпеп-
тиди за даним винаходом, роблять їх особливо 
придатними для використання при одержанні лі-
карського засобу або фармацевтичної композиції. 
У цьому зв'язку полінуклеотиди або відповідні по-
ліпептиди за даним винаходом демонструють не-
сподівану перевага обмеженої експресії в специ-
фічних тканинах. 
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Приклад 7: Дослідження з використанням мік-

ромасивів 
Звичайні мікромасиви одержують за техноло-

гією Agilent Technologies (Agilent Technologies Inc., 

Palo Alto, CA) у рамках неконтактного процесу син-
тезу in situ, що передбачає друкування 60-мірних 
олігонуклеотидних зондів, основа до основи, на 
основі цифрових файлів, які описують послідов-
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ність. Це досягається з використанням процедури 
розпилення, що дозволяє здійснювати доставку 
надзвичайно малих точних об'ємів (піколітри) хімі-
чних сполук у зону плями, що наноситься. Викори-
стовуваний у реакції метод фосфорамідатної хімії 
робить можливим здійснювати зв'язування з дуже 
високою ефективністю, що підтримується на кож-
ній стадії синтезу всього повнорозмірного олігону-
клеотиду. Точні кількості відтворено осаджуються 
«при розпиленні». Таке точне конструювання здій-
снюється без зупинки, дозволяючи підтримувати 
контакт із боковою поверхнею та не допускати 
аномалій у властивості поверхневого контакту, що 
дозволяє досягти незмінної однорідності плями, 
що наноситься, і її здатності до наступного знахо-
дження (Hughes et al. (2001) Nat. Biotech. Apr; 
19(4): 342-7. Профайл експресії з використанням 
мікрочипів був виконаний з використанням стру-
минного олігонуклеотидного синтезатора). 

Синтез зондів 
Процедуру синтезу здійснюють відповідно до 

інструкцій Agilent. В основному, синтез кДНК і на-
ступну ампліфікацію з використанням полімерази 
Т7 ціанін-3(5)-СТР-міченого сРНК-зонда проводять 
за допомогою набору Agilent для лінійної ампліфі-
кації РНК із низькою флуоресценцією на основі 
матриці сумарної РНК, 5мкг, відповідно до прото-
колу аналізу, прикладеного до набору (версія 2, 
серпень 2003p., Agilent, Palo Alto, CA). Потім кРНК 
піддають фрагментуванню з використанням плюс-
набору для гібридизації in situ від компанії Agilent з 
наступною гібридизацією, відповідно до прикладе-
ного протоколу від компанії Agilent (протокол про-
цесінга 60-мірних олігонуклеотидних мікромасивів, 
версія 4. 1, квітень 2004p., Agilent, Palo Alto, CA). 

Конструювання чіпа з мікромасивом 
- помішували 10,536 зондів на створюваний 

масив 
- створювали 5557 зондів для специфічної де-

текції секретованих послідовностей, що представ-
ляють особливий інтерес 

- створювали 1000 зондів як негативні контролі 
- створювали 500 зондів як позитивні контролі 

- зонди, які залишилися, створювали для оде-
ржання послідовностей доступного домену, у від-
ношенні яких відомо, що вони або секретують роз-
чинні позаклітинні білки, або стосуються 
мембранозв'язаних білків з позаклітинним доме-
ном, що контактують із позаклітинним середови-
щем. 

Дослідження, специфічні для INSP181 
INSP181 утворюється з компонентів окремих 

екзонів. Автори припускають здійснити профайлінг 
чіпів з використанням зондів, синтезованих на ос-
нові 10 нормальних тканин, кісткового мозку, голо-
вного мозку, легені, яєчника, МКПК, плаценти, пе-
редміхурової залози, селезінки і яєчка. Дані з 
експресії будуть доступні в порядку їх аналізу, ек-
зон за екзоном. 

Усереднення даних проводять із використан-
ням одностадійного алгоритму One-Step Tukey Bi-
Weight Algorithm (Data Analysis and Regression: A 
Second Course in Statistics, Mosteller and Tukey, 
Addison-Wesley, 1977, pp.203-209; див. також ал-
горитм Affymetrix MAS5.0). Метою даного методу є 
встановлення твердого критерію для визначення 
середнього значення набору даних. Використову-
ваний у цьому випадку набір даних включає мно-
жину значень, що стосуються експресії зонда для 
одного екзона. 

Даний звичайний масив використовували, ви-
ходячи з множити причин. По-перше, він дозволяє 
підтвердити наявність транскрипта і його послідо-
вність. По-друге, може бути оцінений розподіл по-
ліпептиду INSP181 за тканинами і, таким чином, 
прояснена його роль у розвитку захворювання. 
Такий масив може також використовуватися як 
діагностичний інструмент для діагностики частоти 
захворюваності у пацієнтів, що мають симптоми 
захворювання, з яким корелює даний поліпептид. 
Використання екзон-специфічних зондів дозволяє 
оцінити, в основному, будь-які варіації в експресії 
сплайсинг-варіантів послідовності даного поліпеп-
тиду в конкретних тканинах і при конкретних пато-
логічних станах. 
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