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Ïîëó÷åíèå ÈË-36PA ÷åëîâåêà â E. coli ïðè êîýêñïðåññèè ñ ìåòèîíèíàìèíîïåïòèäàçîé E. coli II

Ïðîâîñïàëèòåëüíûå öèòîêèíû ñåìåéñòâà èíòåðëåéêèíà-36 (ÈË-36) ó÷àñòâóþò â ïàòîãåíåçå ðàç-
ëè÷íûõ êîæíûõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà è ìûøè. Ââåäåíèå ýêçîãåííîãî ðåöåïòîðíîãî àíòàãîíèñòà èíòåð-
ëåéêèíà-36 (ÈË-36ÐÀ) ìîãëî áû ïðèìåíÿòüñÿ äëÿ ëå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ äåðìàòèòîâ. Äëÿ ïîëíîé áèîëî-
ãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÈË-36ÐÀ íåîáõîäèìî îòùåïëåíèå N-êîíöåâîãî îñòàòêà ìåòèîíèíà. Íàìè áûëè
ñîçäàíû òðè øòàììà, ïðîäóöèðóþùèõ áåçìåòèîíèíîâûé ÈË-36ÐÀ ÷åëîâåêà ïðè êîýêñïðåññèè ñ ìåòèî-
íèíàìèíîïåïòèäàçîé Escherichia coli ïîä êîíòðîëåì ðàçëè÷íûõ ïðîìîòîðîâ. Äëÿ òåñòèðîâàíèÿ áèîëî-
ãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÈË-36ÐÀ êëåòî÷íóþ ëèíèþ À549 òðàíñôèöèðîâàëè ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí ðå-
öåïòîðà ÈË-36 ÷åëîâåêà (ãåí IL1RL2). Êëåòêè ýòîé ëèíèè îòâå÷àþò íà îáðàáîòêó ÈË-36g âûðàáîòêîé
ÈË-8, èçìåðÿåìîé ñ ïîìîùüþ ÈÔÀ. Îáðàáîòêà ÈË-36ÐÀ áëîêèðóåò àêòèâàöèþ ðåöåïòîðà ÈË-36 è ñî-
îòâåòñòâåííî âûðàáîòêó ÈË-8 íà ôîíå ÈË-36g. Ñ ïîìîùüþ ýòîé ñèñòåìû óñòàíîâèëè, ÷òî ÈË-36ÐÀ îò
3 îïèñàííûõ øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ îáëàäàåò ïîëíîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: èíòåðëåéêèí, ðåöåïòîðíûé àíòàãîíèñò ÈË-36 (ÈË-36ÐÀ), ìåòèîíèíàìèíî-
ïåïòèäàçà, ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê, êîýêñïðåññèÿ, ìåòèîíèí, À549.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÏÏ — ãåíåðàëèçîâàííûé ïóñòóëåçíûé ïñîðèàç, ÈË — èíòåðëåéêèí,
ÈË-36ÐÀ — ðåöåïòîðíûé àíòàãîíèñò ÈË-36, ÌÀÏ — ìåòèîíèíàìèíîïåïòèäàçà, ÏÔ× — ïåðâè÷íûå
ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà, ËÏÑ — ëèïîïîëèñàõàðèä, FCS — ôåòàëüíàÿ ñûâîðîòêà òåëÿò, NF-kB — ÿäåð-
íûé ôàêòîð kB.

Öèòîêèíû ñåìåéñòâà èíòåðëåéêèíà-36 (ÈË-36) ÿâëÿ-
þòñÿ îäíèìè èç êëþ÷åâûõ ðåãóëÿòîðîâ âîñïàëåíèÿ â
êîæíûõ ïîêðîâàõ (Gresnigt, van de Veerdonk, 2013). Ñå-
ìåéñòâî ÈË-36 âêëþ÷àåò â ñåáÿ òðè ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öè-
òîêèíà — ÈË-36 a, b è g è îäèí ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíûé —
ðåöåïòîðíûé àíòàãîíèñò èíòåðëåéêèíà-36 (ÈË-36ÐÀ)
(Smith et al., 2000; Debets et al., 2001; Sims, Smith, 2010).

ÈË-36 ó÷àñòâóþò â ïàòîãåíåçå ðàçëè÷íûõ êîæíûõ çà-
áîëåâàíèé ÷åëîâåêà è ìûøè (Blumberg et al., 2010). Áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ðÿä ìóòàöèé â ãåíå ÈË-36ÐÀ àññîöèèðîâàí
ñ âîçíèêíîâåíèåì ãåíåðàëèçîâàííîãî ïóñòóëåçíîãî ïñî-
ðèàçà (ÃÏÏ) (Farooq et al., 2013; Kanazawa et al., 2013;
Körber et al., 2013; Sugiura et al., 2013; Hussain et al., 2015).
ÃÏÏ — ýòî ðåäêàÿ òÿæåëàÿ ôîðìà ïñîðèàçà ñ ïåðèîäè÷å-
ñêèìè îáîñòðåíèÿìè, ïîâûøåíèåì òåìïåðàòóðû òåëà, îá-
øèðíûìè êîæíûìè âûñûïàíèÿìè â âèäå ïóñòóë è ÷àñòû-
ìè ïîðàæåíèÿìè êîæè ïî òèïó âóëüãàðíîãî ïñîðèàçà (Ze-
lickson, Muller, 1991; Griffiths, Barker, 2007). Ââåäåíèå

ýêçîãåííîãî ÈË-36ÐÀ ìîãëî áû ïðèìåíÿòüñÿ äëÿ ëå÷åíèÿ
ÃÏÏ è äðóãèõ ôîðì ïñîðèàçà.

Áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ÈË-36ÐÀ íàïðÿìóþ çàâè-
ñèò îò ýôôåêòèâíîñòè îòùåïëåíèÿ N-êîíöåâîãî îñòàòêà
ìåòèîíèíà (Towne et al., 2011). Ïðè íàðàáîòêå ÈË-36ÐÀ â
Escherichia coli (øòàìì 36RA) ìû ñòîëêíóëèñü ñ òåì, ÷òî
ïîëó÷àåìûé áåëîê ñîäåðæàë â ñðåäíåì 25.6 % ïðèìåñíîé
íåïðîöåññèðîâàííîé ôîðìû ñ íåîòùåïëåííûì N-êîíöå-
âûì îñòàòêîì ìåòèîíèíà. Ïîýòîìó âîçíèêëà íåîáõîäè-
ìîñòü ðàçðàáîòêè òåõíîëîãèè ïîëó÷åíèÿ áåçìåòèîíèíî-
âîãî ÈË-36ÐÀ.

Íàìè áûëà ïîëó÷åíà ñåðèÿ øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ
ÈË-36ÐÀ íà îñíîâå E. coli, òðàíñôîðìèðîâàííûõ òàêæå
ïëàçìèäàìè, íåñóùèìè ãåí ìåòèîíèíàìèíîïåïòèäàçû
(ÌÀÏ) E. coli ïîä êîíòðîëåì ðàçëè÷íûõ ïðîìîòîðîâ —
T7/lac, rhaBAD èëè araBAD. Ïîëó÷åííûå øòàììû ïî-
ëó÷èëè íàçâàíèÿ ñîîòâåòñòâåííî 36RA/MAP-lac,
36RA/MAP-rha è 36RA/MAP-ara.
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Êîýêñïðåññèÿ ñ ÌÀÏ ïðèâîäèëà ê óìåíüøåíèþ ïðè-
ìåñè íåïðîöåññèðîâàííîé ôîðìû ÈË-36ÐÀ. Âñå òðè
øòàììà-ïðîäóöåíòà, êîýêñïðåññèðóþùèõ ãåíû ÈË-36ÐÀ
è ÌÀÏ, ïðîèçâîäèëè ÈË-36ÐÀ, ñîäåðæàùèé ìåíüøå 3 %
íåïðîöåññèðîâàííîé ôîðìû. Øòàìì, íå íåñóùèé äîïîë-
íèòåëüíîé ïëàçìèäû ñ ãåíîì ÌÀÏ, ïðîèçâîäèë ÈË-36ÐÀ,
ñîäåðæàùèé â ñðåäíåì 25.6 % íåïðîöåññèðîâàííîé ôîð-
ìû. Ñðàâíåíèå ïðîäóêöèè ÈË-36ÐÀ ðàçëè÷íûìè øòàì-
ìàìè E. coli áûëî ïîäðîáíî îïèñàíî íàìè ðàíåå (Êîëîáîâ
è äð., 2017).

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ñòàëà îöåíêà áèîëîãè÷å-
ñêîé àêòèâíîñòè ïîëó÷àåìûõ ÈË-36ÐÀ. Äëÿ ýòîãî íàìè
áûëà ñîçäàíà êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ À549 + 36R äëÿ òåñòèðîâà-
íèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÈË-36 è ÈË-36ÐÀ è èçìå-
ðåíà áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ÈË-36ÐÀ îò ðàçëè÷íûõ
øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ñ î ç ä à í è å ø ò à ì ì à - ï ð î ä ó ö å í ò à È Ë - 3 6 Ð À,
êóëüòèâèðîâàíèå ýòîãî øòàììà è õðîìàòîãðàôè÷åñêàÿ
î÷èñòêà ÈË-36ÐÀ ïîäðîáíî îïèñàíû ðàíåå (Êîëîáîâ
è äð., 2017).

Ï î ë ó ÷ å í è å ý ê ñ ï ð å ñ ñ è î í í î ã î â å ê ò î ð à p I -
R E S p u r o 3 / I L 1 R L 2. Òîòàëüíóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè èç
ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ êîæè ÷åëîâåêà (èç
êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Ãîñóäàðñòâåííîãî íàó÷-
íî-èññëåäîâàòåëüñêîãî èíñòèòóòà îñîáî ÷èñòûõ ïðåïàðà-
òîâ) ñ ïîìîùüþ íàáîðà GeneJET RNA Purification Kit ñî-
ãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Êà÷åñòâî è êî-
ëè÷åñòâî ÐÍÊ îöåíèâàëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè è
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè. êÄÍÊ ïîëó÷àëè íà ìàòðèöå ÐÍÊ ñ
ïîìîùüþ Maxima Reverse Transcriptase ñ èñïîëüçîâàíèåì
Oligo(dT)-ïðàéìåðîâ.

Àìïëèôèêàöèþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà ðåöåïòîðà
ÈË-36 (ãåí IL1RL2) ïðîâîäèëè ïóòåì ÏÖÐ ñî âëîæåííîé
ïàðîé ïðàéìåðîâ (nested PCR) â äâà ýòàïà ñ ïîìîùüþ
Long PCR Enzyme mix. Ïåðâîé ïàðîé ïðàéìåðîâ áûëè F1
(ttggggatgtggtccttg) è R1 (tccagcaagtcttagcca). Âòîðóþ ïàðó
ïðàéìåðîâ F2 (gtagctagcgccaccatgtggtccttgctgctc) è R2
(gctgcggatccttagccagtcgtgagagtacac) (Áèãëü, Ðîññèÿ) ïîä-
áèðàëè òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ïîëó÷åííàÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü ñîäåðæàëà ïî êðàÿì ñàéòû ðåñòðèêöèè NheI è
BamHI. Êðîìå òîãî, ïîëó÷åííàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
òàêæå ñîäåðæàëà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Êîçàêà ïåðåä
ñòàðò-êîäîíîì. Ïðîäóêò âòîðîãî ýòàïà ÏÖÐ è ýêñïðåññè-
îííûé âåêòîð pIRESpuro3 (Clontech, ÑØÀ) îáðàáàòûâàëè
ðåñòðèêòàçàìè NheI è BamHI (Thermo Fisher Scientific,
ÑØÀ) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ïðî-
äóêòû ðåñòðèêöèè ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè è ïîëî-
ñû íóæíîé äëèíû (1748 è 5099 ï.î.) î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ
íàáîðà äëÿ î÷èñòêè ÄÍÊ. Ïîëó÷åííûå ïðîäóêòû ðåñòðèê-
öèè ëèãèðîâàëè ñ ïîìîùüþ Ò4 ÄÍÊ-ëèãàçû. Ëèãàç-
íóþ ñìåñü èñïîëüçîâàëè äëÿ òðàíñôîðìàöèè 40 ìêë ýëåê-
òðîêîìïåòåíòíûõ êëåòîê E. coli DH10 B/r. Âûðîñøèå êî-
ëîíèè àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ÏÖÐ íà êîëîíèÿõ ñ
ïîìîùüþ ïðàéìåðîâ CMV_F (cgcaaatgggcggtaggcgtg),
EMCV_IR (ccttattccaagcggcttcg), F2 è R2. Èç êîëîíèé,
ñîäåðæàùèõ ïëàçìèäó, âûäåëÿëè ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ è
ñåêâåíèðîâàëè åå. Ïîëó÷åííûé ýêñïðåññèîííûé âåêòîð
íàçâàëè pIRESpuro3/IL1RL2. Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåëÿ-
ëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà PureLink HiPure Plasmid Miniprep
Kit (Invitrogen, Ãåðìàíèÿ) è èñïîëüçîâàëè äëÿ òðàíñ-
ôåêöèè.

Ò ð à í ñ ô å ê ö è ÿ è â å ä å í è å ê ó ë ü ò ó ð û
À 5 4 9 + 3 6 R. Êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ À549 (ýïèòåëèîïîäîáíàÿ
êàðöèíîìà ëåãêîãî ÷åëîâåêà) áûëà ïîëó÷åíà èç êîëëåê-
öèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ. Êëåò-
êè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM/F12 ñ L-ãëóòàìèíîì
(Áèîëîò, Ðîññèÿ) â ïëàñòèêîâûõ ôëàêîíàõ 25 ñì2 (Costar,
ÑØÀ). Â ñðåäó äîáàâëÿëè 10 % ôåòàëüíîé òåëÿ÷üåé ñû-
âîðîòêè (FCS) (HyClone, ÑØÀ). Êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâî-
äèëè â èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 â óñëî-
âèÿõ àáñîëþòíîé âëàæíîñòè. Ïðîöåäóðó ïåðåñåâà ïðîâî-
äèëè 1 ðàç â 3—4 ñóò. Äëÿ ñíÿòèÿ êëåòîê ñ ïîâåðõíîñòè
ñîñóäà èñïîëüçîâàëè ñìåñü 0.25%-íîãî ðàñòâîðà òðèïñè-
íà ñ ðàñòâîðîì Âåðñåíà (1 : 1). Êîíöåíòðàöèþ êëåòîê
ïîäñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà, æèçíåñïîñîáíîñòü îïðå-
äåëÿëè ïî èñêëþ÷åíèþ òðèïàíîâîãî ñèíåãî. Äëÿ òðàíñ-
ôåêöèè èñïîëüçîâàëè êëåòêè íà 3—8-ì ïàññàæàõ. Ëèïî-
ñîìàëüíóþ òðàíñôåêöèþ êëåòîê ïëàçìèäîé pIRESpu-
ro3/IL1RL2 ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ðåàãåíòà TurboFect
Transfection Reagent â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñòàáèëüíî òðàíñ-
ôèöèðîâàííûõ êëåòîê ÷åðåç 2 ñóò ïîñëå òðàíñôåêöèè â
ñðåäó äîáàâëÿëè 0.5 ìêã/ìë ïóðîìèöèíà â êà÷åñòâå ñåëåê-
òèðóþùåãî àãåíòà è êóëüòèâèðîâàëè ñî ñìåíîé ñðåäû
1 ðàç â 5 ñóò äî ïîëó÷åíèÿ óñòîé÷èâîãî ðîñòà. Êëåòêè
åäèíñòâåííîãî ïîëó÷åííîãî òàêèì îáðàçîì êëîíà
À549 + 36R íàðàñòèëè è êðèîêîíñåðâèðîâàëè â FCS c
10 % äèìåòèëñóëüôîêñèäà (Sigma, ÑØÀ) â æèäêîì àçîòå,
ñ÷èòàÿ ñîçäàííûé áàíê êëåòîê êóëüòóðîé íóëåâîãî ïàññà-
æà. Äëÿ ïîñëåäóþùèõ ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè À549 + 36R
ðàçìîðàæèâàëè è êóëüòèâèðîâàëè â òåõ æå óñëîâèÿõ,
÷òî è êëåòêè ëèíèè À549, íî ñ äîáàâëåíèåì 0.5 ìêã/ìë
ïóðîìèöèíà. Äëÿ òåñòèðîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòè ÈË-36ÐÀ êëåòêè À549 + 36R èñïîëüçîâàëè íà
4—10-ì ïàññàæàõ.

Ò å ñ ò è ð î â à í è å á è î ë î ã è ÷ å ñ ê î é à ê ò è â í î -
ñ ò è È Ë - 3 6 Ð À. Ñðàâíåíèå àêòèâíîñòè ÈË-36ÐÀ, ïîëó-
÷åííîãî èç ðàçëè÷íûõ øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ, îñíîâàíî
íà îöåíêå èõ ñïîñîáíîñòè áëîêèðîâàòü äåéñòâèå ÈË-36g
íà ðåöåïòîð ÈË-36 íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê À549+ 36.
Êëåòêè À549 + 36R ðàññåâàëè â 96-ëóíî÷íóþ ïëàòó ïî
40 000 êëåòîê íà ëóíêó â 100 ìêë DMEM/F12 c 10 % FCS.
×åðåç 24 ÷ ñðåäó çàìåíÿëè íà ñâåæóþ (100 ìêë) è â
50 ìêë ñâåæåé ñðåäû ñ 1 % FCS âíîñèëè ðàçëè÷íûå ïîëó-
÷åííûå íàìè ðåêîìáèíàíòíûå ÈË-36ÐÀ ÷åëîâåêà èëè
êîììåð÷åñêèé ÈË-36ÐÀ ÷åëîâåêà â êà÷åñòâå ñòàíäàðòíî-
ãî îáðàçöà â ïîñëåäîâàòåëüíûõ 3-êðàòíûõ ðàçâåäåíèÿõ â
äèàïàçîíå êîíå÷íûõ êîíöåíòðàöèé îò 3000 äî 4.1 íã/ìë.
Êàæäîå ðàçâåäåíèå áûëî âûïîëíåíî â òðåõ ïîâòîðåíèÿõ.
Çàòåì äîáàâëÿëè 50 ìêë ñâåæåé ñðåäû ñ 1 % FCS ÈË-36g
äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè ÈË-36g â ñðåäå 10 íã/ìë. ×å-
ðåç 24 ÷ îòáèðàëè ñóïåðíàòàíò, â êîòîðîì ìåòîäîì ÈÔÀ
îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ ÈË-8.

È ì ì ó í î ô å ð ì å í ò í û é à í à ë è ç äëÿ îïðåäåëåíèÿ
êîëè÷åñòâà èíòåðëåéêèíà-8 ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ èììó-
íîôåðìåíòíîé òåñò-ñèñòåìû äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðå-
äåëåíèÿ èíòåðëåéêèíà-8 ÷åëîâåêà (Öèòîêèí, Ðîññèÿ) ïî
èíñòðóêöèè ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ. Ñóïåðíàòàíòû ïðåäâà-
ðèòåëüíî ðàçâîäèëè â 5—50 ðàç, äëÿ òîãî ÷òîáû ïîëó÷åí-
íûå îïòè÷åñêèå ïëîòíîñòè ïîïàäàëè â ëèíåéíûé ó÷àñòîê
êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé. Çíà÷åíèÿ, ïîëó÷åííûå äëÿ ñóïåð-
íàòàíòîâ îò îáðàçöîâ â ïàðàëëåëÿõ, óñðåäíÿëè. Èçìåðå-
íèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðîâîäèëè íà ïëàíøåòíîì ôî-
òîìåòðå Victor2 (Wallac, ÑØÀ) ïðè äëèíå âîëíû 450 íì.

Ð à ñ ÷ å ò à ê ò è â í î ñ ò è î á ð à ç ö î â È Ë - 3 6 Ð À.
Äëÿ êàæäîãî îáðàçöà ýêñïåðèìåíòàëüíûå òî÷êè (di è ci),

Ïîëó÷åíèå ÈË-36PA ÷åëîâåêà â E. coli ïðè êîýêñïðåññèè ñ ìåòèîíèíàìèíîïåïòèäàçîé E. coli II 535



ãäå ci — óñðåäíåííîå çíà÷åíèå êîíöåíòðàöèé ÈË-8, èçìå-
ðåííûõ ïðè çàäàííîé êîíöåíòðàöèè di ÈË-36ÐÀ, àïïðîê-
ñèìèðîâàëèñü ýêñïîíåíöèàëüíîé ôóíêöèåé âèäà c(d) =
= A0 + A1 � exp(a1�d), òàêîé, ÷òî ñóììà êâàäðàòîâ îòêëî-
íåíèé âñåõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ çíà÷åíèé ci îò çíà÷åíèé
àïïðîêñèìèðóþùåé ôóíêöèè c(di) ìèíèìàëüíà. Àïïðîê-
ñèìàöèþ ïðèçíàâàëè óäîâëåòâîðèòåëüíîé, åñëè êîýôôè-
öèåíò åå äåòåðìèíèðîâàííîñòè (r2) áûë áîëüøå 0.95.
Êîýôôèöèåíò A0 ôóíêöèè c(d) ñîîòâåòñòâóåò ôîíîâîé
êîíöåíòðàöèè ÈË-8. Ýêñïîíåíòà exp(a1(d) îïèñûâàåò ñíè-
æåíèå êîíöåíòðàöèè ÈË-8 íà ôîíå 10 íã/ìë ÈË-36g â
ñâÿçè ñ óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè ÈË-36ÐÀ. Àêòèâ-
íîñòü èññëåäóåìûõ îáðàçöîâ ÈË-36ÐÀ îïðåäåëÿëè êàê
îòíîøåíèå ïëîùàäè ïîä êðèâîé êîíöåíòðàöèé ÈË-8 c(d)
(èíòåãðàëà exp(a1�d) íà èíòåðâàëå 0 � d < ×, ðàâíîì
A1/a1) èññëåäóåìîãî è ñòàíäàðòíîãî îáðàçöîâ.

Ð å à ê ò è â û. GeneJET RNA Purification Kit, Maxima
Reverse Transcriptase, Long PCR Enzyme mix, ðåñòðèêòàçû
NheI è BamHI, Ò4 ÄÍÊ-ëèãàçà, ïóðîìèöèí è TurboFect
Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific, ÑØÀ); îëè-
ãîíóêëåîòèäíûå ïðàéìåðû äëÿ ÏÖÐ (Áèãëü, Ðîññèÿ);
ïëàçìèäà pIRESpuro3 (Clontech, ÑØÀ); íàáîð äëÿ î÷èñò-
êè ÄÍÊ è èììóíîôåðìåíòíàÿ òåñò-ñèñòåìà äëÿ êîëè÷åñò-
âåííîãî îïðåäåëåíèÿ èíòåðëåéêèíà-8 ÷åëîâåêà (Öèòîêèí,
Ðîññèÿ); PureLink HiPure Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen,
Ãåðìàíèÿ); DMEM/F12 è ñìåñü 0.25%-íîãî ðàñòâîðà
òðèïñèíà ñ ðàñòâîðîì Âåðñåíà (1 : 1) (Áèîëîò, Ðîññèÿ);
ôåòàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà (HyClone, ÑØÀ); òðèïàíî-
âûé ñèíèé (Äèà-Ì, Ðîññèÿ); ÈË-36g (6835-IL-010,
R&DSystems, ÑØÀ); ðåêîìáèíàíòíûé ÈË-36ÐÀ ÷åëîâå-
êà (1275-IL-025, R&DSystems, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ ñîçäàíèÿ êëåòî÷íîé ëèíèè, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàíà äëÿ èçìåðåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè
ÈË-36ÐÀ, íàìè áûëà ïîëó÷åíà ïëàçìèäà pIRESpuro3/
IL1RL2, íåñóùàÿ ãåí ðåöåïòîðà ÈË-36, êëîíèðîâàííûé
èç êÄÍÊ ïåðâè÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà. Ñ ïîìîùüþ
ïîñòîÿííîé òðàíñôåêöèè ýòîé ïëàçìèäîé êëåòîê ëèíèè
À549 óäàëîñü ïîëó÷èòü åäèíñòâåííûé êëîí êëåòîê, ñòà-
áèëüíî ðàñòóùèé â ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ è íàçâàííûé
À549 + 36R.

Êëåòêè À549 + 36R äîçîçàâèñèìî ñåêðåòèðîâàëè
ÈË-8 ïðè ñòèìóëÿöèè ÈË-36g â äèàïàçîíå äîç îò 4 äî

300 íã/ìë, òîãäà êàê èñõîäíàÿ ëèíèÿ íå îòâå÷àëà íà òà-
êóþ ñòèìóëÿöèþ (ðèñ. 1). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè
ÈË-36ÐÀ áûëî ðåøåíî èñïîëüçîâàòü òåñò, îñíîâàííûé íà
áëîêàäå äåéñòâèÿ ÈË-36g íà êëåòêè À549 + 36R. Òàê, ïðè
äîáàâëåíèè ÈË-36ÐÀ íà ôîíå 10 íã/ìë ÈË-36g ïðîäóê-
öèÿ ÈË-8 êëåòêàìè ñíèæàëàñü äî ôîíîâûõ çíà÷åíèé
(ðèñ. 2). 50%-íîå èíãèáèðîâàíèå ïðîäóêöèè ÈË-8, âû-
çâàííîå äîáàâëåíèåì 10 íã/ìë ÈË-36g, íàáëþäàëè íà
ôîíå 10—20 íã/ìë ÈË-36ÐÀ.

Ñ ïîìîùüþ ñîçäàííîé òàêèì îáðàçîì ñèñòåìû ìû
ñðàâíèëè áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ÈË-36ÐÀ îò øòàììîâ-
ïðîäóöåíòîâ 36RA/MAP-lac, 36RA/MAP-rha, 36RA/MAP-ara
è 36RA. Äëÿ âñåõ øòàììîâ, êðîìå 36RA, ñðàâíèâàëè
àêòèâíîñòü ÈË-36ÐÀ îò ïîñëåäîâàòåëüíûõ êóëüòèâè-

536 À. À. Êîëîáîâ è äð.

Ðèñ. 1. Ïðîäóêöèÿ ÈË-8 êëåòêàìè ëèíèè À549 è ëèíèè
À549 + 36R, òðàíñôèöèðîâàííîé ïëàçìèäîé pIRESpuro3/
IL1RL2, íåñóùåé ãåí ðåöåïòîðà ÈË-36, â ïðèñóòñòâèè ÈË-36g

â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ.

Âåðòèêàëüíûìè îòðåçêàìè îòìå÷åíû ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ (SD).

Ðèñ. 2. Ïðîäóêöèÿ ÈË-8 êëåòêàìè ëèíèè À549 + 36R íà ôîíå
10 íã/ìë ÈË-36g è ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé ðåêîìáèíàíòíûõ

ÈË-36ÐÀ ÷åëîâåêà îò ðàçëè÷íûõ øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ.

Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðàáî÷èå êîíöåíòðàöèè ÈË-36ÐÀ (îêðóãëåíî
äî öåëûõ ÷èñåë) : 3000, 1000, 333, 111, 37, 12, 4 è 0. 36RA — øòàìì,
òðàíñôîðìèðîâàííûé òîëüêî ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí ÈË-36ÐÀ;
36RA/MAP-ara — øòàìì, òðàíñôîðìèðîâàííûé ïëàçìèäîé, íåñóùåé
ãåí ÈË-36ÐÀ, è ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí ÌÀÏ ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà
araBAD. Âåðòèêàëüíûìè îòðåçêàìè îòìå÷åíû ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ

(SD).

Ðèñ. 3. Áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ÈË-36ÐÀ îò ðàçëè÷íûõ
øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ Escherichia coli.

36RA — øòàìì, òðàíñôîðìèðîâàííûé òîëüêî ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí
ÈË-36ÐÀ; 36RA/MAP-ara, 36RA/MAP-lac è 36RA/MAP-rha — øòàììû,
òðàíñôîðìèðîâàííûå ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí ÈË-36ÐÀ, è ïëàçìèäîé,
íåñóùåé ãåí ÌÀÏ, ïîä êîíòðîëåì ðàçëè÷íûõ ïðîìîòîðîâ: ara (ïðîìî-
òîð araBAD), rha (ïðîìîòîð rhaBAD) è lac (ïðîìîòîð lac/T7); ñòàíäàðò —
êîììåð÷åñêèé ÈË-36ÐÀ (1275-IL-025, R&DSystems, ÑØÀ). Áèîëîãè÷å-
ñêóþ àêòèâíîñòü âñåõ îáðàçöîâ ñðàâíèâàëè ñî ñòàíäàðòîì; çâåçäî÷êà —
äîñòîâåðíûå îòëè÷èÿ îò ñòàíäàðòà, ð < 0.05 (t-êðèòåðèé Ñòüþäåíòà),

âåðòèêàëüíûìè îòðåçêàìè îòìå÷åíû ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ (SD).



ðîâàíèé. Â ñëó÷àå æå 36RA ïðèìåñü íåïðîöåññèðîâàí-
íîé ôîðìû ÈË-36ÐÀ îêàçûâàëàñü ðàçíîé â ðåçóëüòàòå
ðàçíûõ êóëüòèâèðîâàíèé, ïîýòîìó äëÿ ýêñïåðèìåíòà âçÿ-
ëè îäèí îáðàçåö ÈË-36ÐÀ ñ 58 % íåïðîöåññèðîâàííîé
ôîðìû.

Áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ÈË-36ÐÀ, ïîëó÷åííîãî îò
øòàììîâ 36RA/MAP-lac, 36RA/MAP-rha è 36RA/MAP-ara è
ñîäåðæàùåãî ìåíåå 3 % ìåòèîíèíîâîé ôîðìû, íå îòëè-
÷àåòñÿ îò àêòèâíîñòè ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà (ðèñ. 3). Àê-
òèâíîñòü ÈË-36ÐÀ îò øòàììà 36RA, íå èìåþùåãî ïëàç-
ìèäû ñ ãåíîì ìåòèîíèíàìèíîïåïòèäàçû E. coli, ñîñòàâëÿ-
åò 44 % îò àêòèâíîñòè ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà (ðèñ. 2, 3).

Îáñóæäåíèå

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÈË-36ÐÀ
ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ òàêæå ïåðâè÷íûå êóëüòóðû ôèá-
ðîáëàñòîâ è êåðàòèíîöèòîâ (Macleod et al., 2016). Îäíàêî
êëåòêè ïåðâè÷íûõ êóëüòóð íåóäîáíû äëÿ ðóòèííîãî èñ-
ïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå òåñò-êóëüòóðû èç-çà íåâîçìîæíî-
ñòè äëèòåëüíîãî ïàññèðîâàíèÿ è ðàçëè÷èé, íàáëþäàåìûõ
ïðè ðàáîòå ñ êëåòêàìè îò ðàçëè÷íûõ äîíîðîâ.

Êðîìå òîãî, ïåðâè÷íûå ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà (ÏÔ×)
î÷åíü ÷óâñòâèòåëüíû ê ëèïîïîëèñàõàðèäó (ËÏÑ), êîòî-
ðûé ÿâëÿåòñÿ òèïè÷íîé ïðèìåñüþ ðåêîìáèíàíòíûõ áåë-
êîâ, ïîëó÷åííûõ â E. coli. Ïðè äåéñòâèè ËÏÑ íà ÏÔ× íà-
áëþäàåòñÿ àêòèâàöèÿ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kB,
êîòîðûé òàêæå àêòèâèðóåòñÿ ïðè äåéñòâèè ÈË-36g íà
êëåòêè-ìèøåíè (Towne et al., 2004). Â èòîãå äèôôåðåíöè-
ðîâàòü ýòè äâà ñèãíàëà îêàçûâàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè íåâîç-
ìîæíî. Èç-çà âûñîêîé ãèäðîôîáíîñòè ÈË-36ÐÀ î÷èñòêà
åãî îò ËÏÑ íà ðàííèõ ýòàïàõ ðàáîòû áûëà, ïîýòîìó âàæ-
íî áûëî íàéòè ñèñòåìó, ìàëî÷óâñòâèòåëüíóþ ê ËÏÑ.

Ìû ðåøèëè ñîçäàòü òàêóþ ëèíèþ ñàìîñòîÿòåëüíî íà
îñíîâå êëåòîê àäåíîêàðöèíîìû ëåãî÷íîãî ýïèòåëèÿ ëè-
íèè À549. Êëåòêè À549 ïðèìåðíî â 2400 ðàç ìåíåå ÷óâñò-
âèòåëüíû ê ËÏÑ, ÷åì ÏÔ×. Òàê, êëåòêè À549 îòâå÷àëè íà
îáðàáîòêó 100 ìêã/ìë ËÏÑ âûðàáîòêîé 5 íã ÈË-8 íà
1 ìëí êëåòîê (Palmberg et al., 1998), à êóëüòóðà ÏÔ× îòâå-
÷àëà íà îáðàáîòêó 200 íã/ìë ËÏÑ âûðàáîòêîé 24 íã ÈË-8
íà 1 ìëí êëåòîê (Eleftheriadis et al., 2011).

Íî ÷òî åùå áîëåå âàæíî, ýòà ëèíèÿ ÷óâñòâèòåëüíà ê
ÈË-1a è b (Standiford et al., 1990), ïðè ýòîì ïóòè ïåðåäà-
÷è ñèãíàëà îò ðåöåïòîðà ÈË-1 è ðåöåïòîðà ÈË-36 èäåí-
òè÷íû (Towne et al., 2004). Òàêèì îáðàçîì, ýòà ëèíèÿ ïðî-
äóöèðóåò âñå áåëêè, íåîáõîäèìûå äëÿ ïåðåäà÷è ñèãíàëà
îò ðåöåïòîðà ÈË-36, çà èñêëþ÷åíèåì ñîáñòâåííî ðåöåï-
òîðà ÈË-36.

Ñõîäíûé ïîäõîä ðàíåå èñïîëüçîâàëè äðóãèå àâòîðû
(Towne et al., 2011). Â èõ ðàáîòå êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ Ò-êëå-
òîê ÷åëîâåêà Jurkat áûëà òðàíñôèöèðîâàíà äâóìÿ ïëàçìè-
äàìè. Îäíà íåñëà ãåí ðåöåïòîðà ÈË-36 (ãåí IL1RL2) ïîä
êîíòðîëåì èíäóöèðóåìîãî òåòðàöèêëèíîì ïðîìîòîðà, à
äðóãàÿ — ãåí ëþöèôåðàçû ñâåòëÿ÷êà (luc2) ïîä êîíòðî-
ëåì ïðîìîòîðà ãåíà ÈË-8, ñîäåðæàùåãî ñàéòû ñâÿçûâà-
íèÿ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kB (Roebuck, 1999).
Ïîñëå èíäóêöèè ýêñïðåññèè ãåíà ðåöåïòîðà ÈË-36 êëåò-
êè íà÷èíàëè îòâå÷àòü âûðàáîòêîé ëþöèôåðàçû íà âíåñå-
íèå ÈË-36 a, b è g.

Â íàøåì ñëó÷àå â êà÷åñòâå ñïîñîáà èçìåðåíèÿ àêòè-
âàöèè NF-kB áûëî èñïîëüçîâàíî èììóíîôåðìåíòíîå
îïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèè ÈË-8 â ñóïåðíàòàíòå êóëüòó-
ðû êëåòîê-ìèøåíåé. Ñëåäóåò ïðèçíàòü, ÷òî èñïîëüçîâà-
íèå ëþöèôåðàçû â êà÷åñòâå ðåïîðòåðíîãî áåëêà ÿâëÿåòñÿ

áîëåå áûñòðûì è óäîáíûì, ïîñêîëüêó ïîçâîëÿåò ïðîâî-
äèòü ïðÿìîå èçìåðåíèå àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà â ëèçàòàõ êëåòîê-ìèøåíåé. Âïðî÷åì, âûáîð êîí-
êðåòíîãî ðåïîðòåðíîãî ãåíà è ìåòîäà èçìåðåíèÿ åãî àê-
òèâíîñòè íå èìååò ïðèíöèïèàëüíîãî çíà÷åíèÿ è îïðåäå-
ëÿåòñÿ, ñêîðåå, ïðàêòè÷åñêèìè ñîîáðàæåíèÿìè.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì êëåòîê À549 + 36R ìû ñðàâíèëè
áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïðåïàðàòîâ ÈË-36ÐÀ, ïîëó-
÷åííûõ îò ðàçíûõ øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ è ðàçëè÷àþ-
ùèõñÿ ñîäåðæàíèåì íåïðîöåññèðîâàííîé ôîðìû áåëêà ñ
N-êîíöåâûì ìåòèîíèíîì. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâíîñòü
îáðàçöîâ ÈË-36ÐÀ, ïîëó÷åííûõ îò âñåõ øòàììîâ ñ êîýê-
ñïðåññèåé ÌÀÐ, ñîñòàâëÿåò 100 %, òîãäà êàê îáðàçåö
ÈË-36ÐÀ îò øòàììà 36RA, íå èìåþùåãî ïëàçìèäû ñ ãå-
íîì ìåòèîíèíàìèíîïåïòèäàçû E. coli, ñîñòàâëÿåò 44 % îò
àêòèâíîñòè ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà (ðèñ. 2, 3). Ýòè äàííûå
ñîîòâåòñòâóþò îïóáëèêîâàííîé èíôîðìàöèè î òîì, ÷òî
íåïðîöåññèðîâàííàÿ ôîðìà ÈË-36ÐÀ, èìåþùàÿ íåîò-
ùåïëåííûé N-êîíöåâîé îñòàòîê ìåòèîíèíà, íå îáëàäàåò
áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ (Towne et al., 2011).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ
À549 + 36R ïðèãîäíà äëÿ òåñòèðîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêîé
àêòèâíîñòè ÈË-36. ÈË-36ÐÀ, ïîëó÷àåìûé îò âñåõ òðåõ
øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ ÈË-36ÐÀ, òðàíñôîðìèðîâàííûõ
ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí ÈË-36ÐÀ ÷åëîâåêà, è ïëàçìèäîé,
íåñóùåé ãåí ÌÀÏ E. coli, îáëàäàåò ïîëíîé áèîëîãè÷å-
ñêîé àêòèâíîñòüþ, êîòîðàÿ îïðåäåëÿåòñÿ â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü îòùåïëåíèåì N-êîíöåâîãî îñòàòêà ìåòèîíèíà.

Àâòîðû âûðàæàþò ñâîþ áëàãîäàðíîñòü À. Â. Âàõðó-
øåâó çà ïîìîùü â ðàçðàáîòêå ìåòîäèêè îáñ÷åòà äàííûõ
òåñòà áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÈË-36ÐÀ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ (ÃÊ
¹ 14.N08.11.0041).
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HUMAN IL-36RA PRODUCTION IN ESCHERICHIA COLI WITH COEXPRESSION

WITH E. COLI METHIONINE AMINOPEPTIDASE.

II. COMPARISON OF BIOLOGICAL ACTIVITY OF IL-36RA FROM DIFFERENT STRAINS
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Proinflammatory cytokines of the interleukin-36 (IL-36) family are involved in pathogenesis of different
skin diseases in human and mice. Administration of exogenous IL-36 receptor antagonist (IL-36Ra) could be an
approach to therapy of different dermatitises. For its full biological activity IL-36Ra require the cleavage of
N-terminal methionine residue. We created 3 Escherichia coli strains producing IL-36Ra coexpressed with
E. coli methionine aminopeptidase under control of different promoters. To test biological activity of IL-36Ra
from different strains we transfected the À549 cell line with plasmid carrying IL-36 receptor gene (IL1RL2).
These cells respond to IL-36g treatment with production of IL-8 which can be quantified with ELISA. IL-36Ra
treatment disrupts IL-36 receptor activation by IL-36g and production of IL-8. Using this system we proved
that IL-36Ra from all 3 production strains is fully biologically active.

K e y w o r d s: interleukin, interleukin-36 receptor antagonist (IL-36RA), methionine aminopeptidase
(MAP), recombinant protein, coexpression, methionine, À549.
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