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(57) Настоящее изобретение относится к выделенному полностью человеческому, гуманизированному
или химерному антителу или его фрагменту, который специфически связывает IL-18, но
не связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка. Также представлены выделенный
полинуклеотид, кодирующий указанное антитело или его фрагмент, клонирующий или
экспрессирующий вектор, содержащий один или несколько указанных полинуклеотидов, клетка-
хозяин, содержащая один или несколько указанных векторов, стабильно трансформированная или
трансфицированная клетка-хозяин, содержащая один или несколько указанных полинуклеотидов,
способ продуцирования указанного выделенного антитела или его фрагмента. Кроме того,
представлены фармацевтическая композиция, содержащая указанное выделенное антитело или
его фрагмент, а также применения антитела или его фрагмента и применения указанной
фармацевтической композиции.
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Область техники, к которой относится изобретение 

Настоящее изобретение относится к иммуноглобулинам, таким как антитела или их фрагменты, ко-
торые связываются с цитокином интерлейкином 18 (IL-18), но не связывают IL-18 в комплексе с эндо-
геннным ингибитором - белком, связывающим интерлейкин 18 (IL-18BP). Настоящее изобретение также 
относится к полинуклеотиду, кодирующему указанные антитела, фармацевтическим композициям, со-
держащим указанные антитела, применению указанных антител в лечении и/или профилактике заболе-
ваний и способу продуцирования антител. Другие аспекты, цели и преимущества настоящего изобрете-
ния станут очевидны из описания, представленного ниже. 

Уровень техники изобретения 

Интерлейкин-18 (IL-18) был изначально описан в 1989 году как интерферон-гамма-индуцирующий 
фактор (IGIF). IL-18 относится к семейству IL-1 и структурно связан с IL-1β (Okamura Н. et al. (1995), 
Nature; 378:88-91). IL-18 преимущественно получают посредством макрофагов и Т-клеток в виде белка-
предшественника (pro-IL-18) и секретируют в качестве активного белка после расщепления каспазой-1 
(Dinarello C.A. et al. (1999), J. Allergy Clin Immunol; 103:11-24). При нормальной физиологии IL-18 в со-
вместном действии с IL-12 связан с индуцированием клеточного иммунитета после инфекции продукта-
ми жизнедеятельности микроорганизмов, такими как липополисахарид (LPS) (Sareneva T. et al. (2000), J. 
Immunol; 165 (4):1933-8). После стимуляции посредством IL-18 природные киллеры (NK-клетки) и Т-
клетки высвобождают цитокин интерферон гамма (INF-γ), играющий важную роль в активации макрофа-
гов и других клеток. IL-18 также выполняет различные функции в дополнение к способности индуциро-
вать интерферон гамма. Эти биологические свойства включают активацию NF-κВ, экспрессию Fas-
лиганда, индуцирование как СС-, так и СХС-хемокинов, и повышенное продуцирование вируса дефици-
та иммуно-компетентных клеток человека. Ввиду способности IL-18 индуцировать продуцирование INF-
γ в Т-клетках и макрофагах, он играет важную роль в иммунных ответах типа Th1 и участвует как во 
врожденном, так и приобретенном иммунитете. 

Связывание IL-18 характеризуется высокой аффинностью и передачей сигналов посредством ре-
цептора IL-18 (IL-18R), гетеромерного комплекса цепочек альфа- и бета-цепей, кодированных генами 
IL18R1 и IL18RAP, соответственно (Torigoe K et al. (1997), J. Biol. Chem.; 272 (41):25737-42). Биологиче-
скую активность IL-18 отрицательно регулирует IL-18-связывающий белок (IL-18BP), природный и вы-
сокоспецифичный ингибитор. Этот растворимый белок образует комплекс со свободным IL-18, предот-
вращая его взаимодействие с рецептором IL-18, таким образом, нейтрализуя и ингибируя его биологиче-
скую активность (Dinarello СА (2000), Ann Rheum Dis; 59 Suppl 1:117-20). IL-18BP является конститу-
тивно секретированным белком с высокоаффинным связыванием с IL-18. Чередующиеся варианты 
сплайсинга мРНК IL-18ВР приводят к образованию четырех изоформ. Выделяющаяся "а" изоформа при-
сутствует в сыворотке здоровых людей в 20-кратном молярном избытке по сравнению с IL-18 (Dinarello 
и Kaplanski (2005), Expert Rev Clin Immunol, 1(4), 619-632). 

Было установлено, что помимо физиологической роли, IL-18 опосредует различные аутоиммунные 
и воспалительные заболевания. Было показано, что экспрессия IL-18 активирована при нескольких ауто-
иммунных заболеваниях, таких как болезнь Крона, псориаз, ревматоидный артрит, рассеянный склероз и 
сердечно-сосудистые заболевания (Braddock et al. (2004), Expert Opin Biol Ther; 4(6):847-860). IL-18 так-
же активирован при определенных воспалительных заболеваниях, таких как хроническая обструктивная 
болезнь легких (COPD) (Imaoka et al. (2008), Eur Respir; J31:287-297), идиопатический легочный фиброз 
(I[F) (Kitasato et al. (2004), Am J. Resp Cell Mol Biol; 31:619-625), синдром активации макрофагов (MAS) 
(Dinarello and Kaplanski (2005), Expert Rev Clin Immunol; 1(4): 619-632), болезнь Стилла, развивающаяся у 
взрослых (AOSD) (Arlet J.B. et al. (2006), Ann Rheum Dis 65(12):1596-601) и системный ювенильный 
идиопатический артрит (SJIA) (Akashi et al. (1994), Br. J. Haematol; 87(2):243-50). 

Недавно проведенные исследования показали высокое количество IL-18 и INF-γ как в наследствен-
ных, так и приобретенных формах гемофагоцитарного лимфогистиоцитоза (HLH). HLH характеризуется 
активированными лимфоцитами и гистиоцитами, секретирующими высокое количество воспалительных 
цитокинов (Janka G.E. et al. (2007), Eur J. Paediatr; 166:95-109), и нарушением функции NK-клеток и ци-
тотоксических Т-клеток. Наиболее важным, как было показано, является то, что обе формы характери-
зуются дисрегуляцией IL-18 (Mazodier et al. (2005), Immunobiology 106 (10):3483-89). 

Разработка терапевтических молекул для мишеней, таких как IL-18, регулированных природными 
ингибиторами, может быть очень сложной. Наличие общего повышенного количества системного или 
местного IL-18 не всегда отражает уровень биологически активного белка (IL-18, свободного от IL-
18BP). Возникла бы необходимость в более высокой дозе терапевтического соединения, связывающего 
как свободный IL-18, так и IL-18 в комплексе с IL-18ВР, несмотря на потенциальную способность ней-
трализовать активность IL-18, чем такого, которое способно избирательно связывать только биологиче-
ски активный свободный IL-18. Терапевтические соединения, которые необходимо вводить в высокой 
дозе, могут привести к более выраженным побочным эффектам или стать иммуногенными. Высокие до-
зировки также влекут за собой высокие производственные затраты. 

Терапевтические соединения, конкурирующие за IL-18 при связывании с IL-18BP, могут нарушить 
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неустойчивое равновесие свободного/активного IL-18 и неактивного/связанного с IL-18BP IL-18, суще-
ствующее у пациентов с заболеваниями/расстройствами, характеризуемыми дисрегуляцией IL-18. 

В довершение ко всему, будет очень сложным исследование заболеваний, характеризуемых дисре-
гуляцией свободного IL-18, в отсутствие диагностического средства, способного детектировать и/или 
измерить IL-18, свободный от IL-18BP в качестве компонента всего IL-18. 

Сущность изобретения 

Одним из аспектов настоящего изобретения является выделенное полностью человеческое, гумани-
зированное или химерное антитело или его фрагмент, предпочтительно выделенное полностью челове-
ческое антитело. 

В другом варианте осуществления этот аспект является фрагментом антитела или антителом с еди-
ничным вариабельным доменом, предпочтительно Fab, Fab', F(ab')2, scFv, dAb или VHH. 

В еще одном варианте осуществления этого аспекта выделенное антитело содержит мутированную 
или химически модифицированную аминокислотную Fc-область, где мутированная или химически мо-
дифицированная аминокислотная Fc-область предотвращает или снижает активность ADCC и/или уве-
личивает период полужизни по сравнению с Fc-областью дикого типа. Предпочтительно мутированной 
или химически модифицированной аминокислотной Fc-областью является молчащая Fc-область IgG1. 

В другом варианте осуществления, выделенное антитело или его фрагмент, которые связывают IL-
18 и не связывают комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), где выделенное антитело или 
его фрагмент содержит: 

i) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 3, и 
ii) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 9, и 
iii) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 5, и 
iv) вариабельную область легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 6, и 
v) вариабельную область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 7, и 
vi) вариабельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 8. 
В другом варианте осуществления, выделенное антитело или его фрагмент, которые связывают IL-

18 и не связывают комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), содержит вариабельный домен 
легкой цепи, содержащий SEQ ID NO: 16. 

В другом варианте осуществления, выделенное антитело или его фрагмент, которые связывают IL-
18 и не связывают комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), содержит: 

i) вариабельный домен тяжелой цепи, содержащий SEQ ID NO: 14 и вариабельный домен легкой 
цепи, содержащий SEQ ID NO: 16. 

Предпочтительно вариабельный домен тяжелой цепи содержит SEQ ID NO: 14, и вариабельный до-
мен легкой цепи содержит SEQ ID NO: 16, и, необязательно, аминокислота лизин (Lys; K) в положении 
30 в отношении SEQ ID NO: 14 заменен аминокислотой, выбранной из аспарагина (Asn; N), или серина 
(Ser; S), или треонина (Thr; Т), или аланина (Ala; А), или глутамата (Glu; Е), или гистидина (His; Н), или 
лейцина (Leu; L), или глутамина (Gln; Q), или аргинина (Arg; R), или валина (Val; V), или тирозина (Tyr; 
Y), или изолейцина (Ile; I). 

В другом варианте осуществления, выделенное антитело или его фрагмент, которые связывают IL-
18 и не связывают комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), содержит; 

i) тяжелую цепь, содержащую SEQ ID NO: 43 и легкую цепь, содержащую SEQ ID NO: 45. 
В другом аспекте представлен выделенный полинуклеотид, кодирующий антитело или его фраг-

мент по изобретению. 
В одном из вариантов осуществления этого последнего аспекта выделенный полинуклеотид по изо-

бретению кодирует вариабельный домен тяжелой цепи, где полинуклеотид: 
i) является по меньшей мере на 90% идентичным SEQ ID NO: 15, или SEQ ID NO: 19, или SEQ ID 

NO: 23, или SEQ ID NO: 26, или SEQ ID NO: 29, или SEQ ID NO: 32, или SEQ ID NO: 35, или SEQ ID 
NO: 38, или SEQ ID NO: 41, или SEQ ID NO: 84, или SEQ ID NO: 88, или SEQ ID NO: 91, или SEQ ID 
NO: 94, или SEQ ID NO: 113, или SEQ ID N0 131, или SEQ ID NO: 139, или SEQ ID NO: 146, или SEQ ID 
NO: 152; или 

ii) содержит SEQ ID NO: 15, или SEQ ID NO: 19, или SEQ ID NO: 23, или SEQ ID NO: 26, или SEQ 
ID NO: 29, или SEQ ID NO: 32, или SEQ ID NO: 35, или SEQ ID NO: 38, или SEQ ID NO: 41, или SEQ 

ID NO:84, или SEQ ID NO: 88, или SEQ ID NO: 91, или SEQ ID NO: 94, или SEQ ID NO: 113, или 
SEQ ID NO: 131, или SEQ ID NO: 139, или SEQ ID NO: 146, или SEQ ID NO: 152; или 

iii) состоит по существу из SEQ ID NO: 15, или SEQ ID NO: 19, или SEQ ID NO: 23, или SEQ ID NO: 
26, или SEQ ID NO: 29, или SEQ ID NO: 32, или SEQ ID NO: 35, или SEQ ID NO: 38, или SEQ ID NO: 41, 
или SEQ ID NO: 84, или SEQ ID NO: 88, или SEQ ID NO: 91, или SEQ ID NO: 94, или SEQ ID NO: 113, 
или SEQ ID NO: 131, или SEQ ID NO: 139, или SEQ ID NO: 146, или SEQ ID NO: 152. 

В другом варианте осуществления этого аспекта выделенный полинуклеотид по изобретению коди-
рует вариабельный домен легкой цепи, где полинуклеотид: 

i) является по меньшей мере на 90% идентичным SEQ ID NO: 17, или SEQ ID NO: 21, или SEQ ID 
NO: 24, или SEQ ID NO: 27, или SEQ ID NO: 30, или SEQ ID NO: 33, или SEQ ID NO: 36, или SEQ ID 
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NO: 39, или SEQ ID NO: 42, или SEQ ID NO: 86, или SEQ ID NO: 89, или SEQ ID NO: 92, или SEQ ID 
NO: 95, или SEQ ID NO: 115, или SEQ ID NO: 133, или SEQ ID NO: 141, или SEQ ID NO: 148, или SEQ 
ID NO: 154; или 

ii) содержит SEQ ID NO: 17, или SEQ ID NO: 21, или SEQ ID NO: 24, или SEQ ID NO: 27, или SEQ 
ID NO: 30, или SEQ ID NO: 33, или SEQ ID NO: 36, или SEQ ID NO: 39, или SEQ ID NO: 42, или SEQ ID 
NO: 86, или SEQ ID NO: 89, или SEQ ID NO: 92, или SEQ ID NO: 95, или SEQ ID NO: 115, или SEQ ID 
NO: 133, или SEQ ID NO: 141, или SEQ ID NO: 148, или SEQ ID NO: 154; или 

iii) состоит по существу из SEQ ID NO: 17, или SEQ ID NO: 21, или SEQ ID NO: 24, или SEQ ID NO: 
27, или SEQ ID NO: 30, или SEQ ID NO: 33, или SEQ ID NO: 36, или SEQ ID NO: 39, или SEQ ID NO: 42, 
или SEQ ID NO: 86, или SEQ ID NO: 89, или SEQ ID NO: 92, или SEQ ID NO: 95, или SEQ ID NO: 115, 
или SEQ ID NO: 133, или SEQ ID NO: 141, или SEQ ID NO: 148, или SEQ ID NO: 154. 

В другом варианте осуществления этого аспекта выделенный полинуклеотид по изобретению коди-
рует тяжелую цепь, где полинуклеотид: 

i) является по меньшей мере на 90% идентичным SEQ ID NO: 44, или SEQ ID NO: 48, или SEQ ID 
NO: 51, или SEQ ID NO: 54, или SEQ ID NO: 57, или SEQ ID NO: 97, или SEQ ID NO: 101, или SEQ ID 
NO: 104, или SEQ ID NO: 117, или SEQ ID NO: 135, или SEQ ID NO: 143, или SEQ ID NO: 149, или SEQ 
ID NO: 155, или SEQ ID NO: 159; или 

ii) содержит SEQ ID NO: 44, или SEQ ID NO: 48, или SEQ ID NO: 51, или SEQ ID NO: 54, или SEQ 
ID NO: 57, или SEQ ID NO: 97, или SEQ ID NO: 101, или SEQ ID NO: 104, или SEQ ID NO: 117, или SEQ 
ID NO: 135, или SEQ ID NO: 143, или SEQ ID NO: 149, или SEQ ID NO: 155, или SEQ ID NO: 159; или 

iii) состоит по существу из SEQ ID NO: 44, или SEQ ID NO: 48, или SEQ ID NO: 51, или SEQ ID NO: 
54, или SEQ ID NO: 57, или SEQ ID NO: 97, или SEQ ID NO: 101, или SEQ ID NO: 104, или SEQ ID NO: 
117, или SEQ ID NO: 135, или SEQ ID NO: 143, или SEQ ID NO: 149, или SEQ ID NO: 155, или SEQ ID 
NO: 159. 

В другом варианте осуществления этого аспекта выделенный полинуклеотид по изобретению коди-
рует легкую цепь, где полинуклеотид: 

i) является по меньшей мере на 90% идентичным SEQ ID NO: 46, или SEQ ID NO: 49, или SEQ ID 
NO: 52, или SEQ ID NO: 55, или SEQ ID NO: 58, или SEQ ID NO: 99, или SEQ ID NO: 102, или SEQ ID 
NO: 105, или SEQ ID NO: 119, или SEQ ID NO: 137, или SEQ ID NO: 145, или SEQ ID NO: 151, или SEQ 
ID NO: 157, или SEQ ID NO: 161; или 

ii) содержит SEQ ID NO: 46, или SEQ ID NO: 49, или SEQ ID NO: 52, или SEQ ID NO: 55, или SEQ 
ID NO: 58, или SEQ ID NO: 99, или SEQ ID NO: 102, или SEQ ID NO: 105, или SEQ ID NO: 119, или SEQ 
ID NO: 137, или SEQ ID NO: 145, или SEQ ID NO: 151, или SEQ ID NO: 157, или SEQ ID NO: 161; или 

iii) состоит по существу из SEQ ID NO: 46, или SEQ ID NO: 49, или SEQ ID NO: 52, или SEQ ID NO: 
55, или SEQ ID NO: 58, или SEQ ID NO: 99, или SEQ ID NO: 102, или SEQ ID NO: 105, или SEQ ID NO: 
119, или SEQ ID NO: 137, или SEQ ID NO: 145, или SEQ ID NO: 151, или SEQ ID NO: 157, или SEQ ID 
NO: 161. 

В другом аспекте этого аспекта представлен клонирующий или экспрессирующий вектор, содер-
жащий один или несколько полинуклеотидов, как заявлено в настоящем документе. 

В одном из вариантов осуществления клонирующий или экспрессирующий вектор по изобретению 
содержит по меньшей мере один полинуклеотид, выбранный из группы, состоящей из SEQ ID NO: 44, 
или SEQ ID NO: 48, или SEQ ID NO: 51, или SEQ ID NO: 54, или SEQ ID NO: 57, или SEQ ID NO: 101, 
или SEQ ID NO: 159, или SEQ ID NO: 97, или SEQ ID NO: 104, или SEQ ID NO: 117, или SEQ ID NO: 
143, или SEQ ID NO: 135, или SEQ ID NO: 149, или SEQ ID NO: 155, или SEQ ID NO: 46, или SEQ ID 
NO: 49, или SEQ ID NO: 52, или SEQ ID NO: 55, или SEQ ID NO: 58, или SEQ ID NO: 102, или SEQ ID 
NO: 161, или SEQ ID NO: 99, или SEQ ID NO: 105, или SEQ ID NO: 119, или SEQ ID NO: 145, или SEQ 
ID NO: 137, или SEQ ID NO: 151, или SEQ ID NO: 157. 

Настоящее изобретение дополнительно относится к клетке-хозяину, содержащей один или несколь-
ко клонирующих или экспрессирующих векторов, как заявлено в настоящем документе. 

В другом аспекте настоящего изобретения представлена стабильно трансформированная или 
трансфицированная клетка-хозяин, содержащая один или несколько полинуклеотидов, как заявлено в 
настоящем документе. 

Настоящее изобретение дополнительно относится к способу продуцирования выделенного антитела 
или фрагмента, включающему культивирование клетки-хозяина, как заявлено в настоящем документе, в 
условиях, подходящих для получения выделенного антитела или его фрагмента. 

В другом аспекте настоящее изобретение дополнительно относится к фармацевтической компози-
ции, содержащей фармацевтический носитель и выделенное антитело или его фрагмент, которые связы-
вают IL-18 и не связывают комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и где связывающая мо-
лекула не является IL-18BP. 

Предпочтительно фармацевтическая композиция по изобретению представлена в форме для внут-
ривенного, ингаляционного или подкожного введения. 

В другом аспекте настоящего изобретения представлено применение выделенного антитела или его 
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фрагмента в лечении и/или профилактике саркоидоза, в частности саркоидоза легкого, гемофагоцитарно-
го лимфогистиоцитоза (ГЛГ), семейного гемофагоцитарного лимфогистиоцитоза (FHL) и других син-
дромов иммунодефицита, гигантоклеточного артериита (ГТА), хронической обструктивной болезни лег-
ких (ХОБЛ), болезни Стилла, развивающейся у взрослых (AOSD), системного ювенильного идиопатиче-
ского артрита (сЮИА), тяжелой астмы, увеита, географической атрофии, диабета 1 типа, диабета 2 типа 
или атеросклероза и любого их сочетания у пациента-млекопитающего. 

В еще одном аспекте настоящего изобретения предложено применение фармацевтической компо-
зицией, содержащей выделенное антитело или его фрагмент для лечения и/или профилактики саркоидо-
за, в частности саркоидоза легкого, гемофагоцитарного лимфогистиоцитоза (HLH), семейного гемофаго-
цитарного лимфогистиоцитоза (FHL) и других синдромов иммунодефицита, гигантоклеточного артерии-
та (GCA), хронической обструктивной болезни легких (COPD), болезни Стилла, развивающейся у взрос-
лых (AOSD), системного ювенильного идиопатического артрита (SJIA), тяжелой астмы, увеита, геогра-
фической атрофии, диабета 1 типа, диабета 2 типа или атеросклероза и любого их сочетания у пациента-
млекопитающего. 

В одном из вариантов осуществления, в соответствии с применением по настоящему изобретению, 
пациентом-млекопитающим является человек. 

Краткое описание чертежей 

Фиг. 1: CDR вариабельных областей тяжелых цепей антител, примеры которых приведены в на-
стоящем документе. 

Фиг. 2: CDR вариабельных областей легких цепей антител, примеры которых приведены в настоя-
щем документе. 

Фиг. 3 (A-D): воздействие антител к IL-18 и их фрагментов по настоящему изобретению на высво-
бождение IFN-γ из МКПК, индуцированных LPS/IL-12 (стимуляцией нативного IL-18). Данные показы-
вают зависящее от концентрации ингибирование высвобождения IFN-γ, индуцированного нативным IL-
18, из свежевыделенных МКПК от индивидуальных доноров, где каждая точка измерения представляет 
собой среднюю величину ± стандартная ошибка средней величины из n=4 лунок. Нативный IL-18 стиму-
лировали посредством обработки LPS/IL-12, и точечная линия представляет собой степень IL-18-
зависимости, как определено посредством максимальной эффективности IL-18BP a-Fc человека. 

Фиг. 4 (А-В): воздействие антител к IL-18 и их фрагментов по настоящему изобретению на высво-
бождение IFN-γ из МКПК, индуцированных рекомбинантным IL-18. Данные показывают зависящее от 
концентрации ингибирование высвобождения IFN-γ, индуцированного рекомбинантным IL-18 человека 
(1 нМ), из свежевыделенных МКПК человека от типичных индивидуальных доноров, где каждая точка 
измерения представляет собой среднюю величину ± стандартная ошибка средней величины из n=4 лу-
нок. 

Фиг. 5 (А-С): воздействие антител к IL-18 и их фрагментов по настоящему изобретению на высво-
бождение IFN-γ из клеток KG-1, индуцированных IL-18 человека. Данные показывают зависящее от кон-
центрации ингибирование высвобождения IFN-γ, индуцированного рекомбинантным IL-18 человека  
(1 нМ), из клеток KG-1, где каждая точка измерения представляет собой среднюю величину ± стандарт-
ная ошибка средней величины из n=4 лунок. 

Фиг. 6 (А-С): воздействие антител к IL-18 и их фрагментов по настоящему изобретению на высво-
бождение IFN-γ из клеток KG-1, индуцированных IL-18 яванского макака. Данные показывают завися-
щее от концентрации ингибирование высвобождения IFN-γ, индуцированного IL-18 яванского макака 
(0,2 нМ), из клеток KG-1, где каждая точка измерения представляет собой среднюю величину ± стан-
дартная ошибка средней величины из n=4 лунок. 

Фиг. 7 (А-Е): воздействие антител к IL-18 и их фрагментов по настоящему изобретению на индуци-
рованное IL-18 человека посредством LPS/IL-12 (стимуляции нативного IL-18) и последующее высвобо-
ждение IFN-γ в цельной крови человека. 

Фиг. 8 (А-Е): воздействие антител к IL-18 и их фрагментов по настоящему изобретению на индуци-
рованное IL-18 человека высвобождение IFN-γ в цельной крови человека. Данные показывают зависящее 
от концентрации ингибирование высвобождения IFN-γ, индуцированного рекомбинантным IL-18 чело-
века (1 нМ), из цельной крови, взятой от индивидуальных доноров, где каждая точка измерения пред-
ставляет собой среднюю величину ± стандартная ошибка средней величины из n=4 лунок. 

Фиг. 9 (А-В): связывание антител к IL-18 и фрагментов с комплексом IL-18/IL-18BP. (А) Родитель-
ские MOR08775 и MOR08776 не признают комплекс IL-18/IL-18BP. В этом эксперименте MOR08775 и 
MOR08776 инкубировали с биотинилированным комплексом IL-18/IL-18BP. (В) Эксперимент проводили 
аналогичным образом, как показано в А), за исключением использования небиотинилированного IL-18 
человека. MOR03207 является антителом к лизоциму, и 125-2Н является IgG мыши к IL-18, связываю-
щим комплекс IL-18/IL-18BP. 

Фиг. 10: эпитоп-специфическая сортировка антител к IL-18, MOR8775, MOR8776 (А), и для антител 
MOR9464, MOR9464_N30K, MOR10222_N30S_M54I и MOR14431. (В) ячейки, заполненные черным, 
указывают на антитела, конкурирующие за подобный эпитоп, в то время как ячейки без заполнения ука-
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зывают на отсутствие конкуренции. 
Фиг. 11 (А-В): А) структура комплекса IL-1β/IL-1R, накладываемого на модель IL-18/IL-18Rα, соз-

данную на структуре комплекса IL-1β/IL-1R. Все структуры представлены в виде ленты. Структуры IL-
18 и IL-1β использовали для суперпозиции. В) модель комплекса IL-18/IL-18Rα, созданная на структуре 
комплекса IL-1β/IL-1R. IL-18Rα (показан в поверхностном представлении) содержит три иммуноглобу-
лин-подобных домена, D1, D2 и D3. На IL-18 (показанном в ленточном представлении) участки 1 и 2 
являются участками связывания IL-18Rα. Участок 3 является участком связывания IL-18Rβ. 

Фиг. 12: сравнение соответствующих аминокислот, связанных на IL-18. 1) Последовательность IL-
18 в отношении SEQ ID NO: 1 аминокислот с 37 по 193. 2) из Kim et al. (2000), Proc Natl Acad Sci; 97 
(3):1190-1195 (моделирование IL-18BP и его комплекса с IL-18 человека). 3) из Krumm et al. (2008), Proc 
Natl Acad Sci., 2008 105(52): 20711-2071552, табл. 1. 4) из Kato et al. (2003), Nature Struct. Biol. 2003, 
10(11): 966-971; остатки, участвующие в связывании IL-18Rα. 5) результаты H/DxMS для MOR9464, свя-
занного с IL-18. 

Фиг. 13: общий вид трехмерной структуры комплекса между IL-18 человека (показанным на Cα-
остовной модели и доступной для растворителя поверхности) и MOR9464_N30K (показанным в нарисо-
ванном представлении). 

Фиг. 14: (А) выравнивание последовательностей зрелого IL-18 человека и яванского макака (амино-
кислот с 37 по 193); (В) представление заполнения пространства 6 аминокислот, различающихся по двум 
видам. Только Е177 присутствует в области контакта комплекса антитела. IL-18 показан на Cα-остовной 
модели и доступной для растворителя поверхности, и MOR9464_N30K показано в нарисованном пред-
ставлении. 

Фиг. 15: ленточное представление комплекса IL18/MOR9464_N30K, наложенного на модель ком-
плекса IL-18/IL-18Rα, созданного по структуре комплекса IL-1β/IL-1R. Структура IL-18Rα показана в 
поверхностном представлении, и MOR9464_N30K тяжелой и легкой цепи представлены в темно- и свет-
ло-сером цвете соответственно. 

Фиг. 16: ленточное представление IL-18 человека, связанного с IL-18BP от поксвируса (слева) и с 
фрагментом антитела MOR9464_N30K (справа), и наложение одного на другое (в центре). Наложение 
основано на структуре IL-18. IL-18 показан на Ca-остовной модели и доступной для растворителя по-
верхности, и MOR9464_N30K и IL-18BP от поксвируса показаны в нарисованном представлении. 

Фиг. 17: ленточное представление IL-18 человека, связанного с фрагментом антитела 
MOR9464_N30K (справа) и с фрагментом мышиного антитела 125-2Н (справа), и наложение одного на 
другое (в центре). Наложение основано на структуре IL-18. IL-18 показан на Cα-остовной модели и дос-
тупной для растворителя поверхности, и MOR9464_N30K и 125-2Н показаны в нарисованном представ-
лении. 

Фиг. 18: ленточное представление IL-18 человека, связанного с 125-2Н, наложенным на IL-18, свя-
занный с IL-18BP от поксвируса. Наложение основано на структуре IL-18. IL-18 показан на Сα-остовной 
модели и доступной для растворителя поверхности, и MOR9464_N30K, 125-2H и IL-18BP от поксвируса 
показаны в нарисованном представлении. 

Фиг. 19: ленточное представление IL-18 человека, связанного с фрагментом антитела 
MOR9464_N30K, с остатками эпитопа и паратопа, изображенными в стержневом представлении, где по-
казано специфическое взаимодействие с аминокислотой лизином в положении 30 MOR9464_N30K. 

Подробное описание изобретения 

1. Определения. 
В целях толкования настоящего описания применяются следующие определения, и в соответст-

вующих случаях термины, употребляемые в форме единственного числа, также включают формы мно-
жественного числа и наоборот. Дополнительные определения изложены на всем протяжении подробного 
описания. 

Термин "IL-18" является синонимом полипептида IL-18, полипептида интерлейкина-18, IFN-гамма-
индуцирующего фактора или интерферон-гамма-индуцирующего фактора, или INF-γ-индуцирующего 
фактора. Термин "IL-18" относится к IL-18 человека, содержащему аминокислоты с 37 по 193 с SEQ ID 
NO: 1. На всем протяжении описания термин IL-18 включает как pro-IL-18 (предшественник зрелого IL-
18 до расщепления протеазой), так и зрелого IL-18 (после расщепления протеазой) взаимозаменяемо, 
если не указано, что имеется в виду про- или зрелая форма. 

Термин IL-18 яванского макака относится к IL-18 яванского макака, содержащему аминокислоты с 
37 по 193 SEQ ID NO: 2. 

Термин "антитело" относится к интактному иммуноглобулину или его функциональному фрагмен-
ту. Природные антитела, как правило, содержат тетрамер, который обычно состоит из по меньшей мере 
двух тяжелых (Н) цепей и по меньшей мере двух легких (L) цепей. Каждая тяжелая цепь состоит из ва-
риабельной области тяжелой цепи (обозначенной аббревиатурой "VH" в настоящем документе) и кон-
стантной области тяжелой цепи, обычно состоящей из трех доменов (CH1, CH2 и CH3). Тяжелые цепи 
могут быть из любого изотипа, включая IgG (подтипы IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4), IgA (подтипы IgA1 и 
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IgA2), IgM и IgE. Каждая легкая цепь состоит из вариабельной области легкой цепи (обозначенной аб-
бревиатурой "VL" в настоящем документе) и константной области легкой цепи (CL). Легкая цепь вклю-
чает цепи каппа и цепи лямбда. Вариабельная область тяжелой и легкой цепи, как правило, отвечает за 
распознавание антигена, в то время как константная область тяжелой и легкой цепи может опосредовать 
связывание иммуноглобулина с тканями-хозяевами или факторами, включая различные клетки иммун-
ной системы (например, эффекторные клетки) и первый компонент (Clq) классической системы компле-
мента. Области VH и VL можно также подразделить на области гипервариабельности, обозначаемые 
термином "области, определяющими комплементарность (CDR)", чередуемые с областями, которые яв-
ляются более стабильными, обозначаемыми термином "каркасные области (FR)". Каждая VH и VL со-
стоит из трех CDR и четырех FR, расположенных с N-конца до С-конца в следующем порядке: FR1, 
CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Вариабельные области тяжелой и легкой цепей содержат связы-
вающий домен, который взаимодействует с антигеном. 

Термин "антигенсвязывающая часть" антитела (или просто "часть антигена") в рамках изобретения 
относится к полноразмерным или одному, или нескольким фрагментам антитела, которые сохраняют 
способность специфически связываться с IL-18. Показано, что фрагменты полноразмерного антитела 
могут выполнять антигенсвязывающую функцию антитела. Примеры связывающих фрагментов, охваты-
ваемых рамками термина "антигенсвязывающая часть" антитела, включают фрагмент Fab, моновалент-
ный фрагмент, состоящий из доменов VL, VH, CL и СН1; фрагмент F(ab)2, бивалентный фрагмент, со-
держащий два фрагмента Fab, связанных дисульфидным мостиком в шарнирной области; фрагмент Fd, 
состоящий из доменов VH и СН1; фрагмент Fv, состоящий из доменов VL и VH одного плеча антитела; 
фрагмент dAb (Ward et al. (1989), Nature; 341:544-546), который состоит из домена VH; и выделенную 
область, определяющую комплементарность (CDR). 

Кроме того, несмотря на то, что два домена фрагмента Fv, VL и VH, кодированы отдельными гена-
ми, они могут быть соединены с использованием рекомбинантных способов, посредством гибкого лин-
кера, способствующего их образованию в однобелковую цепь, в которой соединяются области VL и VH 
для образования моновалентных молекул (известных как одиночная цепь Fv (scFv); см., например, Bird et 
al. (1988), Science 242:423-426; и Huston et al. (1988), Proc Natl Acad Sc.; 85:5879-5883). Подразумевается, 
что такие одноцепочечные антитела также включены в рамках термина "антигенсвязывающая часть" ан-
титела. Эти фрагменты антител получают с использованием общепринятых способов, известных специа-
листам в данной области, и фрагменты проверяют на пригодность таким же образом, как и интактные 
антитела. 

На протяжении всего описания термин "выделенный" означает то, что иммуноглобулин, антитело 
или полинуклеотид, соответственно, существует в физическом окружении, отличном от того, который 
может возникнуть в природе. 

Выделенное антитело, которое специфически связывает полипептид IL18, может, однако, обладать 
перекрестной реактивностью по отношению к другим антигенам, таким как IL18 другого вида (напри-
мер, яванского макака (cm) IL-18). Кроме того, в выделенном антителе может по существу отсутствовать 
другой клеточный материал и/или химические вещества. 

На протяжении всего описания области, определяющие комплементарность ("CDR"), устанавлива-
ют в соответствии с определением Кабата, если не указано то, что определение CDR соответствует опре-
делению Chothia или обоим определениям вместе. Определение Кабата является стандартом для нумери-
зации остатков в антителе и, как правило, его используют для определения областей CDR (Kabat et al. 
(1991), 5th, NIH publication No. 91-3242). Определение Chothia является схожим с определением Кабата, 
но оно принимает во внимание положения определенных структурных петель (Chothia et al. (1987), J. 
Mol. Biol., 196:901-17; Al-Lazikani et al. (1997), J.Mol.Biol. 273:927-948). 

По определению, области CDR в тяжелой цепи, как правило, обозначают как H-CDR1, H-CDR2 и H-
CDR3 и в легкой цепи как L-CDR1, LCDR2 и L-CDR3. Их нумеруют последовательно в направлении от 
амино-конца к С-концу. 

Термины "моноклональное антитело" или "композиция моноклонального антитела" в рамках изо-
бретения относятся к получению молекул антител одномолекулярной композиции. Композиция моно-
клонального антитела показывает единичную специфичность связывания и аффинность для конкретного 
эпитопа. 

Термин "антитело человека" в рамках изобретения подразумевает включение антител с вариабель-
ными областями, в которых как каркасные области, так и области CDR получают из последовательно-
стей человеческого происхождения. Кроме того, если антитело содержит константную область, то кон-
стантную область также получают из таких последовательностей человека, например, последовательно-
стей зародышевой линии человека, или мутированных версий последовательностей зародышевой линии 
человека, или антитела, содержащего консенсусные каркасные последовательности, полученные при 
анализе каркасных последовательностей человека, например, как описано в публикации Knappik, et al. 
(2000), J. Mol. Biol.; 296:57-86). 

Антитела человека по изобретению могут включать аминокислотные остатки, не кодированные по-
следовательностями человека (например, мутации, полученные посредством произвольного или сайт-



034610 

- 7 - 

специфического мутагенеза in vitro или посредством соматической мутации in vivo). Однако термин "ан-
титело человека" в рамках изобретения не подразумевает включение антител, в которых последователь-
ности CDR, полученные из зародыша другого вида млекопитающего, такого как мышь, перенесены на 
каркасные последовательности человека. 

Термин "моноклональное антитело человека" относится к антителам, показывающим единичную 
специфичность связывания с вариабельными областями, в которых как каркасные области, так и области 
CDR получают из последовательностей человека. 

Термин "рекомбинантное антитело человека" в рамках изобретения включает все антитела челове-
ка, которые получают, экспрессируют, создают или выделяют рекомбинантными способами, такие как 
антитела, выделенные от животного (например, мыши), которые являются трансгенными или трансхро-
мосомными для генов иммуноглобулинов человека или полученной из них гибридомы, антитела, выде-
ленные из клетки-хозяина, трансформированной для экспрессирования антитела человека, например, из 
траснфектомы, антитела, выделенные из рекомбинантной, комбинаторной библиотеки антител человека, 
и антитела, полученные, экспрессированные, созданные или выделенные с помощью любых других спо-
собов, включающих сплайсинг всех или части гена иммуноглобулина человека. Такие рекомбинантные 
антитела человека имеют вариабельные области, в которых каркасные области и области CDR получают 
из последовательностей иммуноглобулина зародышевой линии человека. В определенных вариантах 
осуществления, однако, такие рекомбинантные антитела человека могут быть подвергнуты in vitro мута-
генезу (или, когда используют животное, трансгенное для последовательности Ig человека, in vivo сома-
тический мутагенез), и, таким образом, аминокислотные последовательности областей VH и VL реком-
бинантных антител являются последовательностями, которые, будучи полученными из и связанными с 
последовательностями VH и VL зародышевой линии человека, не могут существовать в природе в рам-
ках спектра антител зародышевой линии человека in vivo. 

Фразы "антиген, распознающий антитело" и "антитело, специфичное для антигена", используют в 
настоящем документе взаимозаменяемо с термином "антитело, специфически связывающееся с антиге-
ном". 

В рамках изобретения подразумевается, что связывающая молекула, которая "специфически связы-
вается с IL-18", обозначает связывающую молекулу, которая связывается с IL-18 человека с KD, состав-
ляющей 100 нМ или менее, 10 нМ или менее, 1 нМ или менее. 

Связывающая молекула, которая "перекрестно реагирует с антигеном, который не является IL-18, 
предназначена для обозначения связывающей молекулы, которая связывает этот антиген с KD, состав-
ляющей 100 нМ или менее, 10 нМ или менее, 1 нМ или менее. Связывающая молекула, которая "не реа-
гирует перекрестно с конкретным антигеном", предназначена для обозначения связывающей молекулы, 
которая проявляет по существу нераспознаваемое связывание по отношению к этим белкам при стан-
дартных анализах связывания. 

В рамках изобретения термин "антагонист" предназначен для обозначения связывающей молекулы, 
которая ингибирует IL-18-зависимую сигнальную активность в присутствии IL-18 при анализе клеток 
человека, таком как анализ IL-18-зависимого продуцирования интерферона-гамма (IFN-γ) в клеточных 
элементах крови человека. Примеры анализа IL-18-зависимого продуцирования IFN-γ в клеточных эле-
ментах крови человека более подробно описаны в разделе примеров, представленном ниже. 

В рамках изобретения антитело "без агонистической активности" предназначено для обозначения 
связывающей молекулы, которая не повышает в значительной степени IL-18-зависимую сигнальную ак-
тивность в отсутствие и/или в присутствии IL-18 при анализе на основе клеток, таком как анализ проду-
цирования IFN-γ в клеточных элементах крови человека. Такие анализы более подробно описаны в при-
мерах, приведенных ниже. 

Термин "Kassoc" или "Ka" в рамках изобретения предназначен для обозначения скорости ассоциации 
конкретного взаимодействия связывающей молекулы и антигена, где термин "Kdis" или "Kd", в рамках 
изобретения, предназначен для обозначения скорости диссоциации конкретного взаимодействия связы-
вающей молекулы и антигена. Термин "KD" в рамках изобретения предназначен для обозначения кон-
станты диссоциации, которую получают из отношения Kd к Ka (т.е. Kd/Ka) и которая выражена в виде 
молярной концентрации (М). Значения KD для антител можно определять с использованием способов, 
хорошо разработанных в данной области. Способ определения KD антитела осуществляют с использова-
нием поверхностного плазмонного резонанса, такого как система Biacore. 

В рамках изобретения термин "аффинность" относится к силе взаимодействия между связывающей 
молекулой и антигеном на единичных антигенных сайтах. 

В рамках изобретения термин "высокая аффинность" для антитела относится к антителу с KD, со-
ставляющей 1 нМ или менее для целевого антигена. 

В рамках изобретения термин "индивидуум" включает любого человека или животное, не являю-
щееся человеком. 

Термин "животное, не являющееся человеком" включает всех позвоночных, например, млекопи-
тающих и не млекопитающих, таких как не являющиеся человеком приматы, овцы, собаки, кошки, ло-
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шади, коровы, куры, амфибии, пресмыкающиеся и т.д. 
В рамках изобретения термин "оптимизированная нуклеотидная последовательность" означает то, 

что нуклеотидная последовательность изменена для кодирования аминокислотной последовательности с 
использованием кодонов, которые являются предпочтительными в продукции клетки или организма, как 
правило, эукариотической клетки, например, клетки Pichia pastoris, клетки китайского хомяка (СНО) или 
клетки человека. Оптимизированную нуклеотидную последовательность создают для полного сохране-
ния аминокислотной последовательности, изначально кодированной исходной нуклеотидной последова-
тельностью, которая также известна как "родительская" последовательность. Оптимизированные после-
довательности в настоящем документе созданы с кодонами, которые являются предпочтительными в 
клетках млекопитающих СНО; однако в настоящем документе также предполагается оптимизированная 
экспрессия этих последовательностей в других эукариотических клетках. 

Термин "идентичность" относится к сходству между по меньшей мере двумя различными последо-
вательностями. Эта идентичность может быть выражена в процентах идентичности и определена посред-
ством стандартных алгоритмов выравнивания, например, средства поиска основного локального вырав-
нивания (BLAST) (Altshul et al. (1990), J. Mol. Biol.; 215:403-410); алгоритма, описанного Needleman et al. 
(1970), J. Mol. Biol.; 48:444-453, или алгоритма, описанного Meyers et al. (1988), Comput Appl Biosci; 4:11-
17). Набором параметров может быть оценочная матрица Blosum 62 со штрафом за пропуск 12, штрафом 
за продление пропуска 4 и штрафом за пропуск со сдвигом рамки 5. Процент идентичности между двумя 
аминокислотными или нуклеотидными последовательностями можно также определить с использовани-
ем алгоритма, описанного Е. Meyers and W. Miller (1989), CABIOS; 4(1):1-17), включенного в программу 
ALIGN (версии 2,0), с использованием таблицы весов замен остатков РАМ 120, штрафом за удлинение 
пропуска 12 и штрафом за пропуск 4. Расчет процента идентичности обычно производят посредством 
сравнения последовательностей схожей длины. 

Термин "иммунный ответ" относится к действию, например, лимфоцитов, антигенпрезентирующих 
клеток, фагоцитарных клеток, гранулоцитов и растворимых макромолекул, продуцированных вышеука-
занными клетками или печенью (включая антитела, цитокины и комплемент), приводящему к избира-
тельному повреждению, разрушению или уничтожению в организме человека вторгающихся патогенов, 
клеток или тканей, инфицированных патогенами, злокачественных клеток или, в случае аутоиммунитета 
или патологического воспаления, нормальных клеток или тканей человека. 

Термин "путь передачи сигнала" или "сигнальная активность" относится к биохимической причин-
но-следственной связи, как правило, инициируемой взаимодействием белок-белок, таким как связывание 
фактора роста с рецептором, приводящее к передаче сигнала от одной части клетки к другой части клет-
ки. В основном, передача включает специфическое фосфорилирование одного или нескольких остатков 
тирозина, серина или треонина на одном или нескольких белках в серии реакций, вызывающих передачу 
сигнала. Предпоследние процессы обычно включают ядерные события, приводящие к изменению в экс-
прессии гена. 

На всем протяжении настоящего описания термин "нейтрализует" и его грамматические варианты 
означает то, что биологическая активность мишени или полностью, или частично снижена в присутствии 
связывающего белка или антитела соответственно. 

Термин "нуклеиновая кислота" или "полинуклеотид" относится к дезоксирибонуклеиновой кислоте 
(ДНК) или рибонуклеиновой кислоте (РНК) и их полимерам в или одно-, или двухцепочечной форме. 
Если конкретно не ограничено, то термин включает нуклеиновые кислоты, содержащие известные ана-
логи природных нуклеотидов, которые обладают схожими связывающими свойствами с исходной нук-
леиновой кислотой и метаболизируются подобно природным нуклеотидам. Если не указано иное, то 
конкретная последовательность нуклеиновой кислоты также неявно включает ее консервативно модифи-
цированные варианты (например, замены вырожденных кодонов), аллели, ортологи, однонуклеотидные 
полиморфизмы и комплементарные последовательности, а также непосредственно указанную последова-
тельность. В частности, замены вырожденных кодонов можно достичь посредством генерирования по-
следовательностей, в которых третье положение одного или нескольких выбранных (или всех) кодонов 
замещено остатками смешанного основания и/или дезоксиинозина (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 
(1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); и Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 
(1994)). 

Нуклеотид в "полинуклеотиде" или "нуклеиновой кислоте" может содержать модификации, вклю-
чая основные модификации, такие как бромоуридин и производные инозина, модификацию рибозы, та-
кую как тиофосфат, фосфородитиоат, фосфороселеноат, фосфородиселеноат, фосфороанилотиоат, фос-
фороаниладат и фосфороамидат. 

Термин "вектор" означает любую молекулу или единицу (например, нуклеиновую кислоту, плазми-
ду, бактериофаг или вирус), подходящую для трансформации или трансфекции клетки-хозяина и содер-
жащую последовательности нуклеиновой кислоты, которые направляют и/или контролируют (в сочета-
нии с клеткой-хозяином) экспрессию одной или нескольких гетерологичных кодирующих областей, 
функционально связанных с ней. 

Термин "консервативный вариант" последовательности, кодирующей связывающую молекулу, ан-
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титело или его фрагмент, относится к последовательности, содержащей консервативные аминокислот-
ные модификации. Термин "консервативные аминокислотные модификации" предназначен для обозна-
чения аминокислотных модификаций, которые не оказывают значительного влияния или которые не из-
меняют характеристики связывания антитела, содержащего аминокислотную последовательность. Такие 
консервативные модификации включают замены, добавления и делеции аминокислот. Консервативными 
заменами аминокислот являются те, в которых аминокислотный остаток заменен аминокислотным ос-
татком со схожей боковой цепью. Семейства аминокислотных остатков со схожими боковыми цепями 
определены в данной области. Эти семейства включают аминокислоты с основными боковыми цепями 
(например, лизин, аргинин, гистидин), кислотными боковыми цепями (например, аспарагиновая кислота, 
глутаминовая кислота), незаряженными полярными боковыми цепями (например, глицин, аспарагин, 
глутамин, серин, треонин, тирозин, цистеин, триптофан), неполярными боковыми цепями (например, 
аланин, валин, лейцин, изолейцин, пролин, фенилаланин, метионин), бета-разветвленными боковыми 
цепями (например, треонин, валин, изолейцин) и ароматическими боковыми цепями (например, тирозин, 
фенилаланин, триптофан, гистидин). Модификации можно вводить в связывающий белок по изобрете-
нию с помощью стандартных способов, известных в данной области, таких как сайт-специфический му-
тагенез и ПЦР-опосредованный мутагенез. Консервативная аминокислотная замена может также вклю-
чать неприродные аминокислотные остатки, которые обычно включены в состав скорее путем химиче-
ского пептидного синтеза, чем путем синтеза в биологических системах. Неприродные аминокислоты 
включают, но не ограничиваются ими, пептидомиметик, обратные или перевернутые формы аминокис-
лотных молекул. 

"Эпитоп" является частью антигена, который распознается иммунной системой, такого как антите-
ло или его фрагмент. В рамках настоящего описания термин "эпитоп" используют взаимозаменяемо как 
для конформационных эпитопов, так и линейных эпитопов. Конформационный эпитоп состоит из пре-
рывающихся отрезков аминокислотной последовательности антигена, в то время как линейный эпитоп 
образован непрерывной последовательностью аминокислот из антигена. 

Термин "лечить", "лечащий", "лечение", "предотвращать", "предупреждение (предотвращение)" или 
"профилактика" включает виды терапевтического лечения, виды профилактического лечения и примене-
ния, которые снижают риск развития у индивидуума расстройства или другого фактора риска. Лечение 
не требует полного излечивания расстройства и включает уменьшение симптомов или соответствующих 
факторов риска. 

2. Связывающие молекулы. 
Термин "связывающая молекула" в рамках изобретения означает любой белок или пептид, который 

специфически связывается с полипептидом IL-18. Термин "связывающая молекула" включает, но не ог-
раничивается ими, антитела и их фрагменты, такие как иммунологически функциональные фрагменты. 
Термин "иммунологически функциональный фрагмент" антитела или иммуноглобулиновой цепи в рам-
ках изобретения является видом связывающего белка, содержащего часть (независимо от способа полу-
чения или синтезирования этой части) антитела, в которой отсутствуют по меньшей мере некоторые из 
аминокислот, присутствующих в полноразмерной цепи, но которая, тем не менее, способна специфиче-
ски связывать полипептид IL-18. Такие фрагменты являются биологически активными в отношении свя-
зывания полипептида IL-18. Термин "связывающая молекула" относится к белкам, которые специфиче-
ски связывают полипептид IL-18 и которые могут дополнительно нейтрализовать взаимодействие поли-
пептида IL-18 с рецептором IL-18. 

Термин "связывающая молекула" в рамках изобретения также исключает нативный IL-18-
связывающий белок и выделенный IL-18ВР, например, как описано в WO2001/085201. 

Связывающая молекула по настоящему изобретению специфически связывает IL-18, причем связы-
вающая молекула не связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и причем связы-
вающая молекула не является IL-18BP. 

В рамках изобретения термин "не связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP)" 
предназначен для обозначения связывающей молекулы, которая связывается с комплексом IL-18/IL-18-
связывающего белка (IL-18BP) с KD, составляющей 1×10-5 М или выше. 

Один из способов оценки наличия или отсутствия связывания IL-18 связывающей молекулой, при 
этом не связывающей комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), описан в настоящем доку-
менте в примерах, разделе 9. 

В другом аспекте настоящего изобретения связывающая молекула специфически связывает IL-18, 
причем связывающая молекула не конкурирует с IL-18-связывающим белком (IL-18BP) за связывание 
IL-18, когда IL-18BP связан с IL-18. 

Термины "конкурирует", "конкурирующий" и "перекрестно конкурирующий" и их грамматические 
варианты используют взаимозаменяемо в настоящем документе для обозначения способности связы-
вающей молекулы конкурировать с IL-18BP за связывание IL-18, когда IL-18BP уже связан с IL-18. Свя-
зывающие молекулы по изобретению, такие как антитело или его фрагмент, не конкурируют в этом 
смысле. Конкуренцию между связывающими молекулами определяют путем анализа, в котором связы-
вающую молекулу тестируют на специфическое связывание с IL-18, когда IL-18 связан с IL-18BP. Во 
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избежание сомнений, если связывающая молекула может вытеснить IL18 из комплекса IL-18/IL-18BP, то 
эта связывающая молекула конкурирует с IL-18BP за связывание IL-18. 

Связывающая молекула по изобретению не является IL-18BP, ни выделенным, ни нативным IL-
18BP. 

Связывающая молекула может быть выбрана из следующих структурных каркасов: антитела, фраг-
мента антитела, антитела с единичным вариабельным доменом, би- или полиспецифического антитела, 
поливалентного антитела, антитела с двойным вариабельным доменом, иммуноконъюгата, молекулы 
фибронектина, аднектина, дарпина, авимера, аффитела, антикалина, аффилина, миметика эпитопа белка 
или их сочетаний и как описано ниже в настоящем документе. 

Предпочтительно IL-18 содержит аминокислоты с 37 по 193 с SEQ ID NO: 1 (IL-18 человека) или 
SEQ ID NO: 2 (IL-18 яванского макака). 

Структура IL-18BP характеризуется единичным Ig-подобным доменом и имеет сходство с внекле-
точным сегментом рецепторов цитокина с Ig-подобными структурами. IL-18BP человека определен в 
четырех различных изоформах. Изоформа "a" IL-18BP (IL-18BPa) проявляет самую высокую аффинность 
для IL-18 с быстрой скоростью прямой реакции, медленной скоростью обратной реакции и константой 
диссоциации (KD), составляющей 399 пМ. Изоформа "с" IL-18BP (IL-18BPc) имеет общий Ig-домен с IL-
18BPa, за исключением последних 29 аминокислот на С-конце. KD IL-18BPc в 10 раз меньше (2,94 нМ), 
чем у IL-18BPa. Тем не менее, IL-18BPa и IL-18BPC нейтрализуют IL-18>95% при молярном избытке 
обоих. В изоформах b и d IL-18BP отсутствует полный Ig-домен и отсутствует способность к связыванию 
или нейтрализации IL-18. Мышиный IL-18BP известен в двух изоформах, изоформах с и d, обладающих 
идентичными Ig-доменами и также нейтрализующих >95% мышиного IL-18 при молярном избытке обо-
их. Однако мышиный IL-18BPd, имеющий общий С-концевой мотив с IL-18BPa человека, также нейтра-
лизует IL-18 человека (Kim et al. (2000), Proc Natl Acad Sci, 97 (3):1190-1195). 

На протяжении всего описания термин "IL-18BP" относится к IL-18-связывающим белкам человека, 
мыши или вируса в любой изоформе, как нативной, выделенной, так и сконструированной, такой как IL-
18BP, описанный в WO2001/085201, где раскрыты аналоги IL-18BP ("мутеины"), где вставлены, замене-
ны различными консервативными заменами или удалены одна или несколько аминокислот, слитый бе-
лок IL-18BP (например, слитый белок IL-18ВР с областью тяжелой цепи иммуноглобулина или Fc) и 
функциональные производные, такие как пегилированный IL-18BP. 

В одном из вариантов осуществления связывающая молекула по изобретению, которая связывает 
IL-18 и не связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и где связывающая молекула 
не является IL-18BP, где связывающая молекула связывается с эпитопом IL-18 на IL-18, как определено в 
отношении SEQ ID NO: 1, где эпитоп: 

a) содержит следующие аминокислоты IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1: 
i) аминокислоты 41 и 42 и аминокислоты с 87 по 97; или 
ii) аминокислоты со 138 по 160; или 
iii) аминокислоты со 177 по 181; или 
iv) аминокислоты 41 и 42, аминокислоты с 87 по 97, аминокислоты со 138 по 160 и аминокислоты 

со 177 по 181; или 
v) аминокислоты 41, 42, 87; 89; 90; или 
vi) аминокислоты 93, 94; 95, 96; или 
vii) аминокислоты 140; 141; 150; 177; или 
viii) аминокислоты 92; 93; 94; 138; 140; 152; 157; или 
ix) аминокислоты 142; 143; 150; 152; или 
х) аминокислоты 143; 144; 145; 177; 180; или 
xi) аминокислоты 41, 42, 87; 89; 90; 93, 94; 95, 96; 140; 141; 150; 177; или 
xii) аминокислоты 92; 93; 94; 138; 140; 142; 143; 144; 145; 150; 152; 157; 177; 180; или 
xiii) аминокислоты 41; 42, 87; 89; 90; 92; 93, 94; 95, 96; 138; 140; 141; 142; 143; 144; 145; 150; 152; 

157; 177; 180; или 
b) содержит по меньшей мере одну, две, три, четыре аминокислоты, как определено в любой одной 

из групп с (i) по (xiii), перечисленных в а); или 
c) содержит аминокислоты, как определено в любой одной из групп с (iv) по (xii), перечисленных в 

а). 
В другом варианте осуществления связывающая молекула по изобретению, которая связывает IL-18 

и не связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и где связывающая молекула не 
является IL-18BP, где связывающая молекула связывается с эпитопом IL-18 на IL-18, как определено в 
отношении SEQ ID NO: 1, где эпитоп содержит аминокислоты Arg140 и Glu152. В одном из вариантов 
осуществления эпитоп дополнительно содержит любую одну или несколько аминокислот Gln92, Pro93, 
Gly95, Pro143, Glu157 или Glu177. В другом варианте осуществления эпитоп дополнительно содержит 
любую одну или несколько аминокислот Lys89, Arg94, Met96, Phel38, Ser141, Gly144, His145, Asp146, 
Gln150 или Leu180. 

В одном из вариантов осуществления настоящего изобретения связывающая молекула специфиче-
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ски связывает IL-18, где связывающая молекула не связывает комплекс IL-18/изоформы а или изоформы 
с IL-18 связывающего белка (IL-18BPa или IL-18BPc), где связывающая молекула выбрана из: антитела, 
фрагмента антитела, антитела с единичным вариабельным доменом, би- или полиспецифического анти-
тела, поливалентного антитела, антитела с двойным вариабельным доменом, иммуноконъюгата, молеку-
лы фибронектина, аднектина, дарпина, авимера, аффитела, антикалина, аффилина, миметика эпитопа 
белка или их сочетаний. Предпочтительно IL-18 содержит аминокислоты с 37 по 193 с SEQ ID NO: 1 (IL-
18 человека) или SEQ ID NO: 2 (IL-18 яванского макака). Более предпочтительно связывающей молеку-
лой является антитело или его фрагмент. 

В другом варианте осуществления связывающая молекула по изобретению, которая связывает IL-18 
и не связывает комплекс IL-18/изоформы а или изоформы с IL-18 связывающего белка (IL-18ВРа или IL-
18BPc), и где связывающая молекула не является IL-18ВР, где связывающая молекула связывается с эпи-
топом IL-18 на IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1, где эпитоп содержит аминокислоты 
Arg140 и Glu152. В одном из вариантов осуществления эпитоп дополнительно содержит любую одну или 
несколько аминокислот Gln92, Pro93, Gly95, Pro143, Glu157 или Glu177, и где связывающая молекула 
выбрана из: антитела, фрагмента антитела, антитела с единичным вариабельным доменом, би- или поли-
специфического антитела, поливалентного антитела, антитела с двойным вариабельным доменом, имму-
ноконъюгата, молекулы фибронектина, аднектина, дарпина, авимера, аффитела, антикалина, аффилина, 
миметика эпитопа белка или их сочетаний. 

В другом варианте осуществления связывающая молекула по изобретению, которая связывает IL-18 
и не связывает комплекс IL-18/изоформы а или изоформы с IL-18 связывающего белка (IL-18ВРа или IL-
18BPc), и где связывающая молекула не является IL-18ВР, где связывающая молекула связывается с эпи-
топом IL-18 на IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1, где эпитоп содержит аминокислоты 
Arg140 и Glu152 и где связывающей молекулой является антитело или его фрагмент. В этом варианте 
осуществления эпитоп может дополнительно содержать любую одну или несколько аминокислот Gln92, 
Pro93, Gly95, Pro143, Glu157 или Glu177. 

Связывающая молекула по изобретению способна ингибировать один или несколько видов биоло-
гической активности IL-18, таких как модуляция Th1; модуляция Th2, модуляция NK-клеток, модуляция 
нейтрофилов, модуляция клеточной линии моноцитов-макрофагов, модуляция эозинофилов, В-клеточная 
модуляция, модуляция цитокина, модуляция хемокина; модуляция молекул адгезии и модуляция рекру-
тинга клеток. В одном из вариантов осуществления связывающая молекула по изобретению ингибирует 
IL-18-зависимое продуцирование интерферона гамма (INF-γ), предпочтительно в KG-1 клетках. В другом 
варианте осуществления изобретения связывающая молекула ингибирует IL-18-зависимое продуцирова-
ние интерферона гамма (INF-γ) в KG-1 клетках при IC50, составляющей 10 нМ или менее, или 1 нМ или 
менее, или 100 пМ или менее при анализе, как определено ниже в примерах настоящего документа. 

Константа диссоциации (KD) связывающей молекулы по изобретению, которая специфически свя-
зывает IL-18, составляет 10 нМ или менее при анализе, как определено ниже в примерах настоящего до-
кумента. В одном из вариантов осуществления KD составляет 1 нМ или менее. В другом варианте осуще-
ствления KD связывающей молекулы составляет 100 пМ или менее, и связывающей молекулой является 
антитело или его фрагмент. 

Связывающая молекула по изобретению может быть кристаллизованной связывающей молекулой, 
предпочтительно кристаллизованной связывающей молекулой с контролируемым высвобождением 
и/или без носителя. В одном из вариантов осуществления кристаллизованной связывающей молекулой 
является антитело или его фрагмент. В другом варианте осуществления кристаллизованная связывающая 
молекула имеет более продолжительный период полужизни in vivo, чем ее растворимый аналог, и сохра-
няет свою биологическую функцию после кристаллизации. 

Связывающая молекула по изобретению может также быть частью комплекса, содержащего связы-
вающую молекулу и IL-18. Предпочтительно связывающей молекулой является антитело или его фраг-
мент в комплексе с IL-18. 

И наконец, связывающая молекула по изобретению может также конкурировать с мышиным анти-
телом 125-2Н за связывание IL-18 человека. 

2) Антитела. 
Связывающие молекулы по настоящему изобретению включают антитела или их фрагменты, выде-

ленные и структурно охарактеризованные, как описано далее в настоящем документе и как показано на 
фиг. 1 и 2. 

2.1) Антитела человека. 
В рамках изобретения антитело человека или его фрагмент содержит вариабельные области тяже-

лой или легкой цепи, или полноразмерные тяжелые или легкие цепи, которые "получены из" конкретной 
последовательности зародышевой линии, если вариабельные области или полноразмерные цепи антитела 
получены из системы, использующей гены иммуноглобулинов зародышевой линии человека. Такие сис-
темы включают иммунизацию трансгенной мыши, несущей гены иммуноглобулинов человека с иссле-
дуемым антигеном, или скрининг библиотеки генов иммуноглобулина человека, представленной на бак-
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териофаге с исследуемым антигеном. Антитело человека или его фрагмент, "полученное из" последова-
тельности иммуноглобулинов зародышевой линии человека, можно по существу определить путем срав-
нения аминокислотной последовательности антитела человека с аминокислотными последовательностя-
ми иммуноглобулина зародышевой линии человека и отбора последовательности иммуноглобулина за-
родышевой линии человека, являющейся наиболее близкой (т.е. с наибольшим % идентичности) к после-
довательности антитела человека. Антитело человека, "полученное из" конкретной последовательности 
иммуноглобулина зародышевой линии человека, может содержать аминокислотные отличия по сравне-
нию с последовательностью зародышевой линии, ввиду, например, природных соматических мутаций 
или намеренного введения сайт-направленной мутации. Однако аминокислотная последовательность 
выбранного антитела человека обычно по меньшей мере на 90% идентична аминокислотной последова-
тельности, кодированной геном иммуноглобулинов зародышевой линии человека, и содержит аминокис-
лотные остатки, с помощью которых определяют антитело человека как человеческое при сравнении с 
аминокислотными последовательностями иммуноглобулина зародышевой линии других видов (напри-
мер, последовательностями зародышевой линии мыши). В определенных случаях, аминокислотная по-
следовательность антитела человека может быть по меньшей мере на 60, 70, 80, 90, или по меньшей мере 
на 95%, или даже по меньшей мере на 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательно-
сти, кодированной геном иммуноглобулинов зародышевой линии. Как правило, антитело человека, по-
лученное из конкретной последовательности зародышевой линии человека, покажет не более чем 10 
аминокислотных отличий от аминокислотной последовательности, кодированной геном иммуноглобу-
линов зародышевой линии человека. В определенных случаях, антитело человека может показать не бо-
лее чем 5, или даже не более чем 4, 3, 2 аминокислотных отличий, или 1 аминокислотное отличие от 
аминокислотной последовательности, кодированной геном иммуноглобулинов зародышевой линии. 

Антитела человека можно получать несколькими способами, известными специалистам в данной 
области. Антитела человека можно получать гибридомным способом с использованием миеломы чело-
века или гетеромиеломных клеточных линий мыши-человека (Kozbor, J. Immunol. (1984), 133:3001; 
Brodeur, Monoclonal Isolated Antibody Production Techniques and Applications, pp.51-63, Marcel Dekker Inc, 
1987). Альтернативные способы включают использование фаговых библиотек или трансгенных мышей, в 
обоих используют спектр вариабельных областей человека (Winter G. (1994), Annu Rev Immunol 12:433-
455, Green LL (1999), J. Immunol Methods 231:11-23). 

В настоящее время доступно несколько штаммов трансгенных мышей, в которых местоположения 
иммуноглобулинов мыши заменены генными сегментами иммуноглобулинов человека (Tomizuka K, 
(2000), Proc Natl Acad Sci, 97:122-727; Fishwild DM (1996), Nature Biotechnol 14:845-851; Mendez MJ, 
(1997), Nature Genetics 15:146-156). При стимуляции антигеном такие мыши способны продуцировать 
спектр антител человека, из которых можно отбирать антитела для исследования. Следует конкретно 
отметить систему Trimera (Eren R et al. (1988), Immunology 93:154-161), где лимфоциты человека 
трансплантируют в облученных мышей, систему селекции лимфоцитарных антител (SLAM, Babcook et 
al., Proc Natl Acad Sci (1996), 93:7843-7848), гдее лимфоциты человека (или других видов) эффективно 
подвергают процессу получения крупного пула выделенных антител in vitro с последующей обратной 
фильтрацией, серийным разведением и процессом отбора, и Xenomouse (Abgenix Inc). Альтернативный 
подход доступен от Morphotek Inc с использованием технологии Morphodoma. 

Технологию фагового дисплея можно использовать для получения антител человека и их фрагмен-
тов (McCafferty (1990), Nature, 348:552-553 and Griffiths AD et al. (1994), EMBO 13:3245-3260). Согласно 
данному методу, гены вариабельного домена выделенного антитела клонируют внутри рамки в ген либо 
главного, либо минорного оболочечного белка нитевидного бактериофага, такого как М13 или fd, и 
представляют (как правило, с помощью фага-помощника) в качестве функциональных фрагментов выде-
ленных антител на поверхности фаговой частицы. Селекция на основе функциональных свойств выде-
ленного антитела приводит к отбору гена, кодирующего выделенное антитело, демонстрирующего эти 
свойства. Метод фагового дисплея можно использовать для селекции антиген-специфических антител из 
библиотек, полученных из В-клеток человека, взятых от индивидуумов, страдающих заболеванием или 
расстройством, или, альтернативно, от иммунизированных доноров-людей (Marks; J. Mol. Bio. (1991), 
222:581-591). Если необходимо получить интактное выделенное антитело человека, содержащее Fc-
домен, то необходимо повторно клонировать фрагмент, полученный с помощью фагового дисплея, в 
экспрессирующие векторы млекопитающего, содержащие необходимые константные области и устанав-
ливающие стабильно экспрессирующие клеточные линии. 

Метод созревания аффинности (Marks; Biotechnol (1992), 10:779-783) можно использовать для 
обеспечения аффинности связывания, где аффинность первичного выделенного антитела человека по-
вышена за счет последовательной замены вариабельных областей Н- и L-цепей нативными вариантами и 
селекции на основе повышенной аффинности связывания. В настоящее время доступны варианты этого 
метода, такие как "эпитопный импринтинг" (WO 93/06213; Waterhouse; Nucl Acids Res (1993), 21:2265-
2266). 

В настоящем документе описаны различные (пронумерованные) варианты осуществления изобре-
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тения. Следует понимать, что характерные особенности, указанные в каждом варианте осуществления, 
можно комбинировать с другими указанными характерными особенностями для получения дополни-
тельных вариантов осуществления настоящего изобретения. 

Вариант осуществления 1: связывающая молекула, которая связывает IL-18 и не связывает ком-
плекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), где связывающая молекула является выделенным ан-
тителом человека или его фрагментом; предпочтительно, выделенным моноклональным антителом чело-
века или его фрагментом. 

Вариант осуществления 2: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осуществ-
ления 1, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывается с эпитопом IL-18 на IL-18, как 
определено в отношении SEQ ID NO: 1, где эпитоп: 

а) содержит следующие аминокислоты IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1: 
i) аминокислоты 41 и 42 и аминокислоты с 87 по 97; или 
ii) аминокислоты со 138 по 160; или 
iii) аминокислоты со 177 по 181; или 
iv) аминокислоты 41 и 42, аминокислоты с 87 по 97, аминокислоты со 138 по 160 и аминокислоты 

со 177 по 181; или 
v) аминокислоты 41, 42, 87; 89; 90; или 
vi) аминокислоты 93, 94; 95, 96; или 
vii) аминокислоты 140; 141; 150; 177; или 
viii) аминокислоты 92; 93; 94; 138; 140; 152; 157; или 
ix) аминокислоты 142; 143; 150; 152; или 
х) аминокислоты 143; 144; 145; 177; 180; или 
xi) аминокислоты 41, 42, 87; 89; 90; 93, 94; 95, 96; 140; 141; 150; 177; или 
xii) аминокислоты 92; 93; 94; 138; 140; 142; 143; 144; 145; 150; 152; 157; 177; 180; или 
xiii) аминокислоты 41; 42, 87; 89; 90; 92; 93, 94; 95, 96; 138; 140; 141; 142; 143; 144; 145; 150; 152; 

157; 177; 180; или 
b) содержит по меньшей мере одну, две, три, четыре аминокислоты, как определено в любой одной 

из групп с (i) по (xiii), перечисленных в а); или 
c) содержит аминокислоты, как определено в любой одной из групп с (iv) no (xii), перечисленных в 

а). 
Вариант осуществления 3: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осуществ-

ления 1, которые связываются с эпитопом IL-18 на IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1, где 
эпитоп содержит аминокислоты Arg140 и Glu152. 

Вариант осуществления 4: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осуществ-
ления 3, где эпитоп дополнительно содержит любую одну или несколько аминокислот Gln92, Pro93, 
Gly95, Pro143, Glu157 или Glu177. 

Вариант осуществления 5: выделенное антитело человека или его фрагмент по вариантам осущест-
вления 3 и 4, где эпитоп дополнительно содержит любую одну или несколько аминокислот Lys89, Arg94, 
Met96, Phe138, Ser141, Gly144, His145, Asp146, Gln150 или Leu180. 

Вариант осуществления 6: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из предше-
ствующих вариантов осуществления, где IL-18 содержит аминокислоты с 37 по 193 с SEQ ID NO: 1 или 
SEQ ID NO: 2. 

Вариант осуществления 7: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из предше-
ствующих вариантов осуществления, где выделенное антитело человека или его фрагмент ингибирует 
IL-18-зависимое продуцирование интерферона гамма (INF-γ). 

Вариант осуществления 8: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из предше-
ствующих вариантов осуществления, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-
18 с KD, составляющей 100 пМ или менее. 

Вариант осуществления 9: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из предше-
ствующих вариантов осуществления, где выделенное антитело человека или его фрагмент также конку-
рирует с мышиным антителом 125-2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 10: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из предше-
ствующих вариантов осуществления, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-
18 и не связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную об-
ласть тяжелой цепи H-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 3 или ее консервативные варианты, и вариабель-
ную область тяжелой цепи Н-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 4, или SEQ ID NO: 9, или SEQ ID NO: 10, 
или SEQ ID NO: 11, или SEQ ID NO: 12, или SEQ ID NO: 13, или ее консервативные варианты, и вариа-
бельную область тяжелой цепи H-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 5 или ее консервативные варианты, и 
вариабельную область легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 6 или ее консервативные вариан-
ты, и вариабельную область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 7 или ее консервативные 
варианты, и вариабельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 8 или ее консерватив-
ные варианты. 
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Вариант осуществления 11: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 10, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 3 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 4 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 5 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 6 или ее консервативные варианты, и вариабельную об-
ласть легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 7 или ее консервативные варианты, и вариабель-
ную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 8 или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 12: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 11, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 3 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 4 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 5 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 6 или ее консервативные варианты, и вариабельную об-
ласть легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 7 или ее консервативные варианты, и вариабель-
ную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 8 или ее консервативные варианты, и где 
выделенное антитело человека или его фрагмент конкурирует с мышиным антителом 125-2Н за связыва-
ние IL-18. 

Вариант осуществления 13: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 10, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 3 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 9 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 5 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 6 или ее консервативные варианты, и вариабельную об-
ласть легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 7 или ее консервативные варианты, и вариабель-
ную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 8 или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 14: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 13, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 3 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 9 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 5 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 6 или ее консервативные варианты, и вариабельную об-
ласть легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 7 или ее консервативные варианты, и вариабель-
ную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 8 или ее консервативные варианты, и где 
выделенное антитело человека или его фрагмент конкурирует с мышиным антителом 125-2Н за связыва-
ние IL-18. 

Вариант осуществления 15: выделенное антитело человека или его фрагмент по вариантам осуще-
ствления 13 или 14, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает 
комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и это антитело или его фрагмент связывается с 
эпитопом, содержащим Arg140 и Glu152 на IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1, где выде-
ленное антитело или его фрагмент содержит: 

i) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 3 или ее консервативные 
варианты, и 

ii) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 9 или ее консерватив-
ные варианты, и 

iii) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 5 или ее консерватив-
ные варианты, и 

iv) вариабельную область легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 6 или ее консервативные 
варианты, и 

v) вариабельную область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 7 или ее консервативные 
варианты, и 

vi) вариабельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 8 или ее консервативные 
варианты. 

Предпочтительно этим выделенным антителом человека является выделенное полностью человече-
ское антитело или его фрагмент, более предпочтительно выделенное полностью человеческое монокло-
нальное антитело или его фрагмент. 

Вариант осуществления 16: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 10, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
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IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 3 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 10 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 5 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 6 или ее консервативные варианты, и вариабельную об-
ласть легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 7 или ее консервативные варианты, и вариабель-
ную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 8 или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 17: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 10, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 3 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 11 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 5 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 6 или ее консервативные варианты, и вариабельную об-
ласть легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 7 или ее консервативные варианты, и вариабель-
ную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 8 или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 18: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 10, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 3 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 12 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 5 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 6 или ее консервативные варианты, и вариабельную об-
ласть легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 7 или ее консервативные варианты, и вариабель-
ную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 8 или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 19: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 10, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 3 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 13 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 5 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 6 или ее консервативные варианты, и вариабельную об-
ласть легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 7 или ее консервативные варианты, и вариабель-
ную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 8 или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 20: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 19, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 3 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 13 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 5 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 6 или ее консервативные варианты, и вариабельную об-
ласть легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 7 или ее консервативные варианты, и вариабель-
ную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 8 или ее консервативные варианты, и где 
выделенное антитело человека или его фрагмент конкурирует с мышиным антителом 125-2Н за связыва-
ние IL-18. 

Вариант осуществления 21: выделенное антитело человека или его фрагмент по вариантам осуще-
ствления 19 или 20, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает 
комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и это антитело или его фрагмент связывается с 
эпитопом, содержащим Arg140 и Glu152 на IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1, где выде-
ленное антитело или его фрагмент содержит: 

i) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 3 или ее консервативные 
варианты, и 

ii) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 13 или ее консерватив-
ные варианты, и 

iii) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 5 или ее консерватив-
ные варианты, и 

iv) вариабельную область легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 6 или ее консервативные 
варианты, и 

v) вариабельную область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 7 или ее консервативные 
варианты, и 

vi) вариабельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 8 или ее консервативные 
варианты. 
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Предпочтительно этим выделенным антителом человека является выделенное полностью человече-
ское антитело или его фрагмент, более предпочтительно выделенное полностью человеческое монокло-
нальное антитело или его фрагмент. 

Вариант осуществления 22: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой 
цепи H-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 74 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
тяжелой цепи H-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 75, или SEQ ID NO: 76, или SEQ ID NO: 77, или SEQ 
ID NO: 78, или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи Н-CDR3, содержа-
щую SEQ ID NO: 79 или ее консервативные варианты, и вариабельную область легкой цепи L-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 80 или ее консервативные варианты, и вариабельную область легкой цепи L-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 81 или ее консервативные варианты, и вариабельную область легкой 
цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 82 или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 23: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 22, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 74 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 75 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 79 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 80 или ее консервативные варианты, и вариабельную 
область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 81 или ее консервативные варианты, и вариа-
бельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 82 или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 24: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 22, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 74 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 76 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 79 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 80 или ее консервативные варианты, и вариабельную 
область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 81 или ее консервативные варианты, и вариа-
бельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 82 или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 25: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 22, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 74 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 77 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 79 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 80 или ее консервативные варианты, и вариабельную 
область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 81 или ее консервативные варианты, и вариа-
бельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 82 или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 26: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 22, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 74 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 78 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 79 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 80 или ее консервативные варианты, и вариабельную 
область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 81 или ее консервативные варианты, и вариа-
бельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 82 или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 27: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой 
цепи H-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 106 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
тяжелой цепи H-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 107 или SEQ ID NO: 122, или ее консервативные вари-
анты, и вариабельную область тяжелой цепи H-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 108 или ее консерватив-
ные варианты, и вариабельную область легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 109 или ее кон-
сервативные варианты, и вариабельную область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 110 или 
ее консервативные варианты, и вариабельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 
111 или SEQ ID NO: 126, или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 28: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 27, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
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содержащую SEQ ID NO: 106 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи 
H-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 107 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяже-
лой цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 108 или ее консервативные варианты, и вариабельную об-
ласть легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 109 или ее консервативные варианты, и вариабель-
ную область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 110 или ее консервативные варианты, и ва-
риабельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 111 или ее консервативные вариан-
ты. 

Предпочтительно этим выделенным антителом человека или его фрагментом является выделенное 
полностью человеческое антитело или его фрагмент, более предпочтительно выделенное полностью че-
ловеческое моноклональное антитело или его фрагмент. 

Вариант осуществления 29: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой 
цепи H-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 106 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
тяжелой цепи H-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 122 или ее консервативные варианты, и вариабельную 
область тяжелой цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 108 или ее консервативные варианты, и вариа-
бельную область легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 109 или ее консервативные варианты, и 
вариабельную область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 110 или ее консервативные вари-
анты, и вариабельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 126 или ее консерватив-
ные варианты. 

Вариант осуществления 30: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой 
цепи H-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 120 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
тяжелой цепи H-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 121 или ее консервативные варианты, и вариабельную 
область тяжелой цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 123 или ее консервативные варианты, и вариа-
бельную область легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 124 или ее консервативные варианты, и 
вариабельную область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 125 или ее консервативные вари-
анты, и вариабельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 127, или SEQ ID NO: 128, 
или SEQ ID NO: 129, или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 31: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 30, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 120 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи 
H-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 121 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяже-
лой цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 123 или ее консервативные варианты, и вариабельную об-
ласть легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 124 или ее консервативные варианты, и вариабель-
ную область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 125 или ее консервативные варианты, и ва-
риабельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO 127 или ее консервативные вариан-
ты. 

Вариант осуществления 32: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 30, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 120 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи 
H-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 121 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяже-
лой цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 123 или ее консервативные варианты, и вариабельную об-
ласть легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 124 или ее консервативные варианты, и вариабель-
ную область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 125 или ее консервативные варианты, и ва-
риабельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 128 или ее консервативные вариан-
ты. 

Вариант осуществления 33: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 30, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 120 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи 
H-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 121 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяже-
лой цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 123 или ее консервативные варианты, и вариабельную об-
ласть легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 124 или ее консервативные варианты, и вариабель-
ную область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 125 или ее консервативные варианты, и ва-
риабельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 129 или ее консервативные вариан-
ты. 

Области CDR, отмеченные выше, определены с использованием системы Кабата (Kabat, E. A., et al., 
1991 Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fith Edition, U.S. Department of Health and Human Ser-
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vices, NIH Publication No. 91-3242). 
В некоторых других вариантах осуществления изобретения антитело человека или его фрагмент 

содержит области CDR, установленные с использованием определения Chothia (Chothia et al. (1987), J. 
Mol. Biol. 196: 901-17). 

Вариант осуществления 34: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой 
цепи H-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 59, или SEQ ID NO: 65, или SEQ ID NO: 66, или ее консерва-
тивные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи Н-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 60 или SEQ 
ID NO: 67, или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи Н-CDR3, содержа-
щую SEQ ID NO: 61 или ее консервативные варианты, и вариабельную область легкой цепи L-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 62 или ее консервативные варианты, и вариабельную область легкой цепи L-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 63 или ее консервативные варианты, и вариабельную область легкой 
цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 64 или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 35: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 34, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 59 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 60 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 61 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 62 или ее консервативные варианты, и вариабельную 
область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 63 или ее консервативные варианты, и вариа-
бельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 64 или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 36: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 35, где выделенное антитело человека или его фрагмент конкурирует с мышиным антителом 125-
2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 37: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 34, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 65 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 60 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 61 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 62 или ее консервативные варианты, и вариабельную 
область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 63 или ее консервативные варианты, и вариа-
бельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 64 или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 38: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 37, где выделенное антитело человека или его фрагмент конкурирует с мышиным антителом 125-
2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 39: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 34, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 66 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 67 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 61 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 62 или ее консервативные варианты, и вариабельную 
область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 63 или ее консервативные варианты, и вариа-
бельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 64 или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 40: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 39, где выделенное антитело человека или его фрагмент конкурирует с мышиным антителом 125-
2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 41: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 34, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, 
содержащую SEQ ID NO: 68 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой цепи H-
CDR2, содержащую SEQ ID NO: 69 или ее консервативные варианты, и вариабельную область тяжелой 
цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 70 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 71 или ее консервативные варианты, и вариабельную 
область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 72 или ее консервативные варианты, и вариа-
бельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 73 или ее консервативные варианты. 

Вариант осуществления 42: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой 
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цепи H-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 162 или ее консервативные варианты, и вариабельную область 
тяжелой цепи H-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 163 или ее консервативные варианты, и вариабельную 
область тяжелой цепи Н-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 164 или ее консервативные варианты, и вариа-
бельную область легкой цепи L-CDR1, содержащую SEQ ID NO: 165 или ее консервативные варианты, и 
вариабельную область легкой цепи L-CDR2, содержащую SEQ ID NO: 166 или ее консервативные вари-
анты, и вариабельную область легкой цепи L-CDR3, содержащую SEQ ID NO: 167 или ее консерватив-
ные варианты. 

Согласно определению Кабата, как указано выше, аминокислотные остатки CDR в вариабельном 
домене тяжелой цепи (VH) имеют номера 31-35 (H-CDR1), 50-65 (H-CDR2) и 95-102 (Н-CDR3); и амино-
кислотные остатки CDR в вариабельном домене легкой цепи (VL) имеют номера 24-34 (L-CDR1), 50-56 
(L-CDR2) и 89-97 (L-CDR3). Согласно Chothia аминокислоты CDR в VH имеют номера 26-32 (H-CDR1), 
52-56 (H-CDR2) и 95-102 (H-CDR3); и аминокислотные остатки в VL имеют номера 26-32 (L-CDR1), 50-
52 (L-CDR2) и 91-96 (L-CDR3). Посредством комбинирования определений CDR как Кабата, так и Cho-
thia, и принимая во внимание вставку более длинных петель, CDR состоят из аминокислотных остатков 
26-35 (H-CDR1), 50-65 (H-CDR2) и 95-102 (H-CDR3) в VH человека и аминокислотных остатков 24-34 
(L-CDR1), 50-56 (L-CDR2) и 89-97 (L-CDR3) в VL человека. 

Вариант осуществления 43: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой 
цепи (VH), содержащую SEQ ID NO: 14 или ее консервативные варианты, и вариабельную область лег-
кой цепи (VL), содержащую SEQ ID NO: 16 или ее консервативные варианты, и где вариабельная об-
ласть тяжелой цепи (VH) содержит: 

i) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, соответствующую аминокислотам 26-35 с SEQ ID 
NO: 14; и 

ii) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR2, соответствующую аминокислотам 50-66 с SEQ ID 
NO: 14; и 

iii) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR3, соответствующую аминокислотам 99-108 с SEQ 
ID NO: 14; 

и где вариабельная область легкой цепи (VL) содержит: 
iv) вариабельную область легкой цепи L-CDR1, соответствующую аминокислотам 23-35 с SEQ ID 

NO: 16; и 
v) вариабельную область легкой цепи L-CDR2, соответствующую аминокислотам 51-57 с SEQ ID 

NO: 16; и 
vi) вариабельную область легкой цепи L-CDR3, соответствующую аминокислотам 90-100 с SEQ ID 

NO: 16. 
Вариант осуществления 44: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-

вления 43, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и где выделенное антитело человека или его фрагмент конку-
рирует с мышиным антителом 125-2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 45: выделенное антитело человека или его фрагмент по вариантам осуще-
ствления 43 или 44, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает 
комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и это антитело или его фрагмент связывается с 
эпитопом, содержащим Arg140 и Glu152 на IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1, причем 
необязательно эпитоп дополнительно содержит любую одну или несколько аминокислот Lys89, Gln92, 
Pro93, Arg94, Gly95, Met96, Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 или Leu180, предпочтительно 
эпитоп дополнительно содержит аминокислоты Lys89, Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, Phe138, 
Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 и Leu180. 

Вариант осуществления 46: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит вариабельную область тяжелой 
цепи (VH), содержащую SEQ ID NO: 18 или ее консервативные варианты, и вариабельную область лег-
кой цепи (VL), содержащую SEQ ID NO: 20 или ее консервативные варианты, и где вариабельная об-
ласть тяжелой цепи (VH) содержит: 

i) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1, соответствующую аминокислотам 26-35 с SEQ ID 
NO: 18; и 

ii) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR2, соответствующую аминокислотам 50-66 с SEQ ID 
NO: 18; и 

iii) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR3, соответствующую аминокислотам 99-108 с SEQ 
ID NO: 18; 

и где вариабельная область легкой цепи (VL) содержит: 
iv) вариабельную область легкой цепи L-CDR1, соответствующую аминокислотам 23-35 с SEQ ID 

NO: 20; и 
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v) вариабельную область легкой цепи L-CDR2, соответствующую аминокислотам 51-57 с SEQ ID 
NO: 20; и 

vi) вариабельную область легкой цепи L-CDR3, соответствующую аминокислотам 90-100 с SEQ ID 
NO: 20. 

Вариант осуществления 47: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 46, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и где выделенное антитело человека или его фрагмент конку-
рирует с мышиным антителом 125-2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 48: выделенное антитело человека или его фрагмент по вариантам осуще-
ствления 46 или 47, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает 
комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и это антитело или его фрагмент связывается с 
эпитопом, содержащим Arg140 и Glu152 на IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1. 

Учитывая то, что каждое из этих антител человека может связываться с IL18 и что антигенсвязы-
вающая специфичность представлена преимущественно областями CDR1, 2 и 3, последовательности H-
CDR1, 2 и 3 и последовательности L-CDR1, 2 и 3 можно "сочетать и комбинировать" (т.е. CDR от раз-
личных антител человека можно смешивать и комбинировать), каждое антитело, содержащее набор H-
CDR1, 2 и 3 и набор L-CDR1, 2 и 3, создает анти-IL18-связывающие молекулы по изобретению. Связы-
вание IL18 такими "сочетаемыми и комбинируемыми" антителами можно тестировать с использованием 
анализов связывания в примерах (например, ELISA). Когда последовательности CDR VH смешивают и 
комбинируют, последовательность CDR1, CDR2 и/или CDR3 из конкретной последовательности VH 
должна быть заменена структурно схожей(ими) последовательностью(ями) CDR. Аналогично, когда по-
следовательности CDR VL смешивают и комбинируют, последовательность CDR1, CDR2 и/или CDR3 из 
конкретной последовательности VL должна быть заменена структурно схожей(ими) последовательно-
стью(ями) CDR. Как правило, специалисту в данной области будет очевидно, что новые последователь-
ности VH и VL можно создать посредством замещения одной или нескольких последовательностей 
CDR-области VH и/или VL структурно схожими последовательностями из последовательностей CDR, 
представленных в настоящем документе для антител человека по настоящему изобретению (фиг. 1 и 2). 

В другом аспекте изобретение относится к выделенному антителу человека, связывающему IL-18 и 
не связывающему комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержащему аминокислотные 
последовательности VH, выбранные из последовательностей, представленных в SEQ ID NO: 14, 18, 22, 
25, 28, 31, 34, 37, 40, 83, 87, 90, 93, 112, 130 и 138, и аминокислотные последовательности VL, выбранные 
из последовательностей, представленных в SEQ ID NO: 16, 20, 85, 114, 132, 140, 147 и 153. Другие анти-
тела по изобретению включают аминокислоты, которые были мутированы посредством делеции, вставки 
или замещения аминокислот, тем не менее, являются по меньшей мере на 60, 70, 80, 90 или 95 процентов 
идентичными в областях CDR с областями CDR, изображенными в последовательностях, описанных 
выше. В некоторых вариантах осуществления они включают мутантные аминокислотные последова-
тельности, где не более чем 1, 2, 3, 4 или 5 аминокислот были мутированы посредством делеции, вставки 
или замещения аминокислот в областях CDR по сравнению с областями CDR, изображенными в после-
довательностях, описанных выше. 

Вариант осуществления 49: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последователь-
ность вариабельной области тяжелой цепи (VH), выбранную из последовательности, представленной в 
SEQ ID NO: 28, или ее консервативных вариантов, и аминокислотную последовательность вариабельной 
области легкой цепи (VL), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 16, или ее 
консервативных вариантов. 

Вариант осуществления 50: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 49, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последовательность вариабель-
ной области тяжелой цепи (VH), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 28, 
или ее консервативных вариантов, и аминокислотную последовательность вариабельной области легкой 
цепи (VL), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 16, или ее консервативных 
вариантов, где аминокислота аспарагин (Asn; N) в положении 30 в отношении SEQ ID NO: 28 заменена 
аминокислотой, выбранной из лизина (Lys; K), или серина (Ser; S), или треонина (Thr; T), или аланина 
(Ala; A), или глутамата (Glu; E), или гистидина (His; H), или лейцина (Leu; L), или глутамина (Gln; Q), 
или аргинина (Arg; R), или валина (Val; V), или тирозина (Tyr; Y), или изолейцина (Ile; I), или глицина 
(Gly; G). 

Вариант осуществления 51: выделенное антитело человека или его фрагмент по вариантам осуще-
ствления 49 или 50, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает 
комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и где выделенное антитело человека или его фраг-
мент конкурирует с мышиным антителом 125-2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 52: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
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тов осуществления 49-51, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не свя-
зывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и это антитело или его фрагмент связывает-
ся с эпитопом, содержащим Arg140 и Glu152 на IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1, при-
чем необязательно эпитоп дополнительно содержит любую одну или несколько аминокислот Lys89, 
Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 или Leu180, предпоч-
тительно эпитоп дополнительно содержит аминокислоты Lys89, Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, 
Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 и Leu180. 

Вариант осуществления 53: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последователь-
ность вариабельной области тяжелой цепи (VH), выбранную из последовательности, представленной в 
SEQ ID NO: 14, или ее консервативных вариантов, и аминокислотную последовательность вариабельной 
области легкой цепи (VL), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 16, или ее 
консервативных вариантов. 

Вариант осуществления 54: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 53, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и где выделенное антитело человека или его фрагмент кон-
курирует с мышиным антителом 125-2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 55: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 53-55, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не свя-
зывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и это антитело или его фрагмент связывает-
ся с эпитопом, содержащим Arg140 и Glu152 на IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1, при-
чем необязательно эпитоп дополнительно содержит любую одну или несколько аминокислот Lys89, 
Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 или Leu180, предпоч-
тительно эпитоп дополнительно содержит аминокислоты Lys89, Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, 
Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 и Leu180. 

Вариант осуществления 56: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 53, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последовательность вариабель-
ной области тяжелой цепи (VH), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 14, 
или ее консервативных вариантов, и аминокислотную последовательность вариабельной области легкой 
цепи (VL), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 16, или ее консервативных 
вариантов, где аминокислота лизин (Lys; K) в положении 30 в отношении SEQ ID NO: 14 заменена ами-
нокислотой, выбранной из аспарагина (Asn; N), или серина (Ser; S), или треонина (Thr; T), или аланина 
(Ala; А), или глутамата (Glu; E), или гистидина (His; H), или лейцина (Leu; L), или глутамина (Gln; Q), 
или аргинина (Arg; R), или валина (Val; V), или тирозина (Tyr; Y), или изолейцина (Ile; I), или глицина 
(Gly; G). 

Вариант осуществления 57: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 56, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и где выделенное антитело человека или его фрагмент кон-
курирует с мышиным антителом 125-2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 58: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 55 или 57, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не 
связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18ВР), и это антитело или его фрагмент связы-
вается с эпитопом, содержащим Arg140 и Glu152 на IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1, 
причем необязательно эпитоп дополнительно содержит любую одну или несколько аминокислот Lys89, 
Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 или Leu180, предпоч-
тительно эпитоп дополнительно содержит аминокислоты Lys89, Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, 
Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 и Leu180. 

Вариант осуществления 59: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последователь-
ность вариабельной области тяжелой цепи (VH), выбранную из последовательностей, представленных в 
SEQ ID NO: 18, или их консервативных вариантов, и аминокислотную последовательность вариабельной 
области легкой цепи (VL), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 20, или ее 
консервативных вариантов. 

Вариант осуществления 60: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 59, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и где выделенное антитело человека или его фрагмент кон-
курирует с мышиным антителом 125-2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 61: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 59 или 60, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не 
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связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18ВР), и это антитело или его фрагмент связы-
вается с эпитопом, содержащим Arg140 и Glu152 на IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1, 
причем необязательно эпитоп дополнительно содержит любую одну или несколько аминокислот Lys89, 
Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 или Leu180, предпоч-
тительно эпитоп дополнительно содержит аминокислоты Lys89, Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, 
Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 и Leu180. 

Вариант осуществления 62: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последователь-
ность вариабельной области тяжелой цепи (VH), выбранную из последовательностей, представленных в 
SEQ ID NO: 40, или их консервативных вариантов, и аминокислотную последовательность вариабельной 
области легкой цепи (VL), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 20, или ее 
консервативных вариантов. 

Вариант осуществления 63: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 62, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последовательность вариабель-
ной области тяжелой цепи (VH), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 40, 
или ее консервативных вариантов, и аминокислотную последовательность вариабельной области легкой 
цепи (VL), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 20, или ее консервативных 
вариантов, где 

i) аминокислота глутамат (Glu; E) в положении 1 в отношении SEQ ID NO: 40 заменена аминокис-
лотой глутамин (Gln; Q) и 

ii) где аминокислота аспарагин (Asn; N) в положении 30 в отношении SEQ ID NO: 40 заменена ами-
нокислотой, выбранной из серина (Ser; S), или треонина (Thr; Т), или аспартата (Asp; D). 

Вариант осуществления 64: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 63, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последовательность вариабель-
ной области тяжелой цепи (VH), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 40, 
или ее консервативных вариантов, и аминокислотную последовательность вариабельной области легкой 
цепи (VL), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 20, или ее консервативных 
вариантов, где 

i) аминокислота глутамат (Glu; E) в положении 1 в отношении SEQ ID NO: 40 заменена аминокис-
лотой глутамин (Gln; Q); и 

ii) где аминокислота аспарагин (Asn; N) в положении 30 в отношении SEQ ID NO: 40 заменена ами-
нокислотой, выбранной из серина (Ser; S), или треонина (Thr; Т), или аспартата (Asp; D); и 

iii) где аминокислота метионин (Met; M) в положении 54 в отношении SEQ ID NO: 40 заменена 
аминокислотой, выбранной из тирозина (Tyr; Y), или аспарагина (Asn; N), или изолейцина (Ile; I). 

Вариант осуществления 65: выделенное антитело человека или его фрагмент по вариантам осуще-
ствления 62-64, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает ком-
плекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и где выделенное антитело человека или его фрагмент 
конкурирует с мышиным антителом 125-2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 66: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 65-66, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не свя-
зывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и это антитело или его фрагмент связывает-
ся с эпитопом, содержащим Arg140 и Glu152 на IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1, при-
чем необязательно эпитоп дополнительно содержит любую одну или несколько аминокислот Lys89, 
Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 или Leu180, предпоч-
тительно эпитоп дополнительно содержит аминокислоты Lys89, Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, 
Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 и Leu180. 

Вариант осуществления 67: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 62, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последовательность вариабель-
ной области тяжелой цепи (VH), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 40, 
или ее консервативных вариантов, и аминокислотную последовательность вариабельной области легкой 
цепи (VL), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 20, или ее консервативных 
вариантов, где 

i) аминокислота глутамат (Glu; E) в положении 1 в отношении SEQ ID NO: 40 заменена аминокис-
лотой глутамин (Gln; Q) и 

ii) где аминокислота серин (Ser; S) в положении 31 в отношении SEQ ID NO: 40 заменена амино-
кислотой, выбранной из треонина (Thr; Т), или аспарагина (Asn; N), или аланина (Ala; А). 

Вариант осуществления 68: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 67, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
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IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последовательность вариабель-
ной области тяжелой цепи (VH), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 40, 
или ее консервативных вариантов, и аминокислотную последовательность вариабельной области легкой 
цепи (VL), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 20, или ее консервативных 
вариантов, где: 

i) аминокислота глутамат (Glu; E) в положении 1 в отношении SEQ ID NO: 40 заменена аминокис-
лотой глутамин (Gln; Q); и 

ii) где аминокислота серин (Ser; S) в положении 31 в отношении SEQ ID NO: 40 заменена амино-
кислотой, выбранной из треонина (Thr; Т), или аспарагина (Asn; N), или аланина (Ala; А); 

iii) где аминокислота метионин (Met; M) в положении 54 в отношении SEQ ID NO: 40 заменена 
аминокислотой, выбранной из тирозина (Tyr; Y), или аспарагина (Asn; N), или изолейцина (Ile; I). 

Вариант осуществления 69: выделенное антитело человека или его фрагмент по вариантам осуще-
ствления 67 или 68, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает 
комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и где выделенное антитело человека или его фраг-
мент конкурирует с мышиным антителом 125-2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 70: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 67-69, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не свя-
зывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и это антитело или его фрагмент связывает-
ся с эпитопом, содержащим Arg140 и Glu152 на IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1, при-
чем необязательно эпитоп дополнительно содержит любую одну или несколько аминокислот Lys89, 
Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 или Leu180, предпоч-
тительно эпитоп дополнительно содержит аминокислоты Lys89, Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, 
Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 и Leu180. 

Вариант осуществления 72: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последователь-
ность вариабельной области тяжелой цепи (VH), выбранную из последовательностей, представленных в 
SEQ ID NO: 22, или SEQ ID NO: 25, или SEQ ID NO: 28, или SEQ ID NO: 31, или SEQ ID NO: 34, или их 
консервативных вариантов, и аминокислотную последовательность вариабельной области легкой цепи 
(VL), выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 16, или ее консервативных вари-
антов. 

Вариант осуществления 73: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последователь-
ность вариабельной области тяжелой цепи (VH), выбранную из последовательности, представленной в 
SEQ ID NO: 37, и аминокислотную последовательность вариабельной области легкой цепи (VL), вы-
бранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 20, или ее консервативных вариантов. 

Вариант осуществления 74: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последователь-
ность VH, выбранную из последовательностей, представленных в SEQ ID NO: 43, 47, 50, 53, 56, 96, 100, 
103, 116, 134, 142 и 158, или их консервативных вариантов; и аминокислотную последовательность VL, 
выбранную из последовательностей, представленных в SEQ ID NO: 45, 98, 118, 136, 144, 150, 156 и 160, 
или их консервативных вариантов. 

Вариант осуществления 75: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последователь-
ность VH, выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 43, или ее консервативных 
вариантов, и аминокислотную последовательность VL, выбранную из последовательности, представлен-
ной в SEQ ID NO: 45, или ее консервативных вариантов. 

Вариант осуществления 76: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 75, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и где выделенное антитело человека или его фрагмент конку-
рирует с мышиным антителом 125-2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 77: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 75 или 76, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не 
связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18ВР), и это антитело или его фрагмент связы-
вается с эпитопом, содержащим Arg140 и Glu152 на IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1, 
причем необязательно эпитоп дополнительно содержит любую одну или несколько аминокислот Lys89, 
Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 или Leu180, предпоч-
тительно эпитоп дополнительно содержит аминокислоты Lys89, Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, 
Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 и Leu180. 
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Вариант осуществления 78: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последователь-
ность VH, выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 158, или ее консервативных 
вариантов, и аминокислотную последовательность VL, выбранную из последовательности, представлен-
ной в SEQ ID NO: 160, или ее консервативных вариантов. 

Вариант осуществления 79: выделенное антитело человека или его фрагмент по варианту осущест-
вления 78, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и где выделенное антитело человека или его фрагмент конку-
рирует с мышиным антителом 125-2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 80: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 78 или 79, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не 
связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18ВР), и это антитело или его фрагмент связы-
вается с эпитопом, содержащим Arg140 и Glu152 на IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1, 
причем необязательно эпитоп дополнительно содержит любую одну или несколько аминокислот Lys89, 
Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 или Leu180, предпоч-
тительно эпитоп дополнительно содержит аминокислоты Lys89, Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, 
Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 и Leu180. 

Вариант осуществления 81: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последователь-
ность VH, выбранную из последовательностей, представленных в SEQ ID NO: 47, или SEQ ID NO: 50, 
или SEQ ID NO: 56, или их консервативных вариантов, и аминокислотную последовательность VL, вы-
бранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 45, или ее консервативных вариантов. 

Вариант осуществления 82: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последователь-
ность VH, выбранную из последовательностей, представленных в SEQ ID NO: 53, или SEQ ID NO: 100, 
или ее консервативных вариантов, и аминокислотную последовательность VL, выбранную из последова-
тельности, представленной в SEQ ID NO: 160, или ее консервативных вариантов. 

Вариант осуществления 83: выделенное антитело человека или его фрагмент по вариантам осуще-
ствления 81 или 82, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связывает 
комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и где выделенное антитело человека или его фраг-
мент конкурирует с мышиным антителом 125-2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 84: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 81-83, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не свя-
зывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и это антитело или его фрагмент связывает-
ся с эпитопом, содержащим Arg140 и Glu152 на IL-18, как определено в отношении SEQ ID NO: 1, при-
чем необязательно эпитоп дополнительно содержит любую одну или несколько аминокислот Lys89, 
Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 или Leu180, предпоч-
тительно эпитоп дополнительно содержит аминокислоты Lys89, Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, 
Phe138, Ser141, Pro143, Gly144, Glu157, Glu177 и Leu180. 

Вариант осуществления 85: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последователь-
ность VH, выбранную из последовательностей, представленных в SEQ ID NO: 96, или SEQ ID NO: 103, 
или их консервативных вариантов, и аминокислотную последовательность VL, выбранную из последова-
тельности, представленной в SEQ ID NO: 98, или ее консервативных вариантов. 

Вариант осуществления 86: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последователь-
ность VH, выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 116, или ее консервативных 
вариантов, и аминокислотную последовательность VL, выбранную из последовательности, представлен-
ной в SEQ ID NO: 118, или ее консервативных вариантов. 

Вариант осуществления 87: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-
вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последователь-
ность VH, выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 142, или ее консервативных 
вариантов, и аминокислотную последовательность VL, выбранную из последовательности, представлен-
ной в SEQ ID NO: 144, или ее консервативных вариантов. 

Вариант осуществления 88: выделенное антитело человека или его фрагмент по любому из вариан-
тов осуществления 1-9, где выделенное антитело человека или его фрагмент связывает IL-18 и не связы-



034610 

- 25 - 

вает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и содержит аминокислотную последователь-
ность VH, выбранную из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 134, или ее консервативных 
вариантов, и аминокислотную последовательность VL, выбранную из последовательностей, представ-
ленных в SEQ ID NO: 136, или SEQ ID NO: 150, или SEQ ID NO: 156, или их консервативных вариантов. 

2.2) Гуманизированные или химерные антитела. 
Очевидной альтернативой изобретению, описываемому в настоящем документе, является использо-

вание гуманизированных или химерных антител вместо антител человека. 
Использование интактных, не человеческих антител при лечении заболеваний или расстройств че-

ловека связано с признанными проблемами их потенциальной иммуногенности. Это означает, что им-
мунная система пациента может распознать не человеческое интактное выделенное антитело как чужое и 
развить гуморальную иммунную реакцию. Это особенно очевидно при многократном введении не чело-
веческого выделенного антитела пациенту-человеку. На протяжении многих лет были разработаны раз-
личные методы преодоления этих проблем, и обычно они включают снижение иммуногенности, не чело-
веческой, в интактном выделенном антителе с сохранением относительной простоты получения не чело-
веческих антител от иммунизированного животного, например, мыши, крысы или кролика. В широком 
смысле, для достижения этого используют два подхода. Первый представляет собой химерные (иногда 
гибридные) антитела, обычно содержащие не человеческий (например, грызуна, такого как мышь) ва-
риабельный домен, слитый с константной областью человека. Ввиду локализации антигенсвязывающего 
участка выделенного антитела в пределах вариабельных областей, химерное выделенное антитело со-
храняет свою аффинность связывания для антигена, но приобретает эффекторные функции константной 
область человека, и, таким образом, способно выполнять такие эффекторные функции, как описано вы-
ше. Химерные антитела обычно получают с использованием методов рекомбинантной ДНК. ДНК, коди-
рующие антитела (например, кДНК), выделяют и секвенируют с использованием общепринятых процес-
сов (например, путем использования олигонуклеотидных зондов, которые способны к специфическому 
связыванию с генами, кодирующими тяжелые и легкие цепи выделенного антитела по изобретению. 
Обычным источником такой ДНК служат гибридомные клетки. После выделения ДНК помещают в экс-
прессирующие векторы, которые затем трансфицируют в клетки-хозяева, такие как E.coli, клетки COS, 
клетки СНО или миеломные клетки, которые иным образом не продуцируют иммуноглобулиновый бе-
лок, для получения синтеза выделенного антитела. ДНК можно модифицировать путем замещения коди-
рующей последовательности для L- и Н-цепей человека на соответствующие, не человеческие (напри-
мер, мышиные) Н- и L-константные области (Morrison; PNAS 81, 6851 (1984)). 

Второй подход включает образование гуманизированных антител, где не человеческую структуру 
выделенного антитела уменьшают посредством гуманизации вариабельных областей. Популярность 
приобрели два способа гуманизации. Первый представляет собой гуманизацию посредством переноса 
CDR. CDR образуют петли вблизи N-конца выделенного антитела, где они образуют поверхность, раз-
мещенную в каркасе, образованном каркасной областью. Антигенсвязывающая специфичность выделен-
ного антитела в основном определяется посредством топографии и химических характеристик его CDR-
поверхности. Эти свойства, в свою очередь, определяют посредством конформации индивидуальных 
CDR, с помощью относительного расположения CDR и характера и расположения боковых цепей остат-
ков, содержащих CDR. Значительное снижение иммуногенности может быть достигнуто путем переноса 
только CDR не человеческих (например, мышиных) антител ("донорных" антител) на подходящие кар-
касные области ("акцепторную каркасную область") и константные области человека (Jones et al. (1986), 
Nature 321:522-525 and Verhoeyen M et al. (1988), Science 239:1534-1536). Однако перенос CDR сам по 
себе может не привести к полному сохранению антигенсвязывающих свойств, и часто считают, что не-
которые каркасные остатки (иногда обозначаемые "обратными мутациями") донорного выделенного ан-
титела необходимо сохранить в гуманизированном соединении, если необходимо получить значитель-
ную аффинность связывания с антигеном (Queen С et al. (1989), Proc Natl Acad Sci 86:10029-10033, Co, M 
et al. (1991), Nature 351, 501-502). В этом случае, для получения каркасной области (FR) человека из базы 
данных можно выбрать вариабельные области человека, демонстрирующие наибольшую гомологию по-
следовательности с не человеческим донорным выделенным антителом. Выбор FR человека может быть 
осуществлен либо из консенсусных, либо из индивидуальных антител человека. При необходимости, для 
сохранения конформаций CDR ключевые остатки из донорного выделенного антитела заменяют в акцеп-
торной каркасной области человека. Для облегчения идентификации таких структурно важных остатков 
может быть использовано компьютерное моделирование выделенного антитела. 

Альтернативно, гуманизации можно достичь с помощью процесса "маскировки". Статистический 
анализ уникальных вариабельных областей тяжелой и легкой цепей иммуноглобулинов человека и мыши 
показал, что определенные паттерны экспонированных остатков отличаются в антителах человека и мы-
ши, и наиболее характерные поверхностные положения имеют выраженное предпочтение к небольшой 
группе различных остатков (Padlan EA, et al. (1991), Mol. Immunol. 28:489-498 and Pedersen J.T. et al. 
(1994), J. Mol. Biol. 235:959-973). Таким образом, можно снизить иммуногенность не человеческого Fv 
путем замены экспонированных остатков в его каркасных областях, которые отличаются от остатков, 
обычно обнаруживаемых в антителах человека. Поскольку антигенность белка может коррелировать с 
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поверхностной доступностью, замена поверхностных остатков может быть достаточной для придания 
"невидимости" вариабельной области мыши для иммунной системы человека (также Mark GE et al. 
(1994), in Handbook of Experimental Pharmacology vol. 113: The pharmacology of monoclonal Antibodies, 
Springer-Verlag, p. 105-134). Этот способ гуманизации известен как "маскировка", поскольку изменена 
только поверхность выделенного антитела, а поддерживающие остатки остаются незатронутыми. 

2.3) Фрагменты выделенных антител и антитела с единичным вариабельным доменом. 
В другом варианте осуществления изобретения связывающей молекулой является фрагмент антите-

ла или антитело с единичным вариабельным доменом, которые связывают IL-18 и не связывают ком-
плекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP). 

Предпочтительно связывающей молекулой является Fab, Fab', F(ab')2, Fv, scFv, dAb или VHH. 
Как правило, такие фрагменты получают посредством протеолитического расщепления интактных 

антител, например, посредством расщепления папаином (см., например, WO 94/29348), но их можно по-
лучать непосредственно из рекомбинантно трансформированных клеток-хозяев. Кроме того, фрагменты 
выделенных антител можно получать с использованием различных способов конструирования, как опи-
сано ниже. 

Фрагменты Fv обладают более низкой энергией взаимодействия их двух цепей, чем фрагменты Fab. 
Для стабилизации связи VH- и VL-доменов их связали с пептидами (Bird et al. (1988), Science, 242:423-
426, Huston et al. (1998), PNAS, 85:5879-5883), дисульфидными мостиками (Glockshuber et al. (1990), Bio-
chemistry, 29:1362-1367) и мутациями "выступ во впадину" (Zhu et al. (1997), Protein Sci, 6:781-788). 
Фрагменты scFv можно получать способами, хорошо известными специалистам в данной области (Whit-
low et al. (1991), Methods companion Methods Enzymol, 2:97-105 and Huston et al. (1993), Int Rev Immunol 
10:195-217). ScFv можно получать в бактериальных клетках, таких как E.coli, но более предпочтитель-
ным является их получение в эукариотических клетках. Одним из недостатков scFv является монова-
лентность продукта, которая препятствует повышенной авидности вследствие поливалентного связыва-
ния, а другим - его короткий период полужизни. Попытки преодоления этих проблем включают бива-
лентный (scFv')2, полученный из scFv, содержащего дополнительный С-концевой цистеин, путем хими-
ческого сопряжения (Adams et al. (1993), Can Res 53:4026-4034 and McCartney et al. (1995), Protein Eng, 
8:301-314) или путем спонтанной сайт-специфической димеризации scFv, содержащего неспаренный С-
концевой остаток цистеина (Kipriyanov et al. (1995), Cell. Biophys 26:187-204). Альтернативно, можно 
инициировать формирование мультимеров из ScFv путем укорочения пептидного линкера до 3-12 остат-
ков для образования "диател" (Holliger et al PNAS (1993), 90:6444-6448). Укорочение линкера может так-
же привести к образованию тримеров ScFv ("триател", см. Kortt et al. (1997), Protein Eng, 10:423-433) и 
тетрамеров ("тетрател", Le Gall et al. (1999), FEBS Lett, 453:164-168). Конструирования бивалентных мо-
лекул ScFv также можно достичь путем генетического слияния с димеризующими мотивами белков для 
образования "миниантител" (Pack et al. (1992), Biochemistry 31:1579-1584) и "минител" (Hu et al. (1996), 
Cancer Res. 56:3055-3061). Тандемы ScFv-Sc-Fv ((ScFv)2) также могут быть получены с помощью соеди-
нения двух единиц ScFv третьим пептидным линкером (см. Kurucz et al. (1995), J. Immunol, 154:4576-
4582). Биспецифические диатела могут быть получены посредством нековалентной связи продуктов сли-
яния двух отдельных цепей, содержащих VH-домен из одного выделенного антитела, соединенный с по-
мощью короткого линкера с VL-доменом другого выделенного антитела (см. Kipriyanov et al. (1998), Int J 
Can 77:763-772). Стабильность таких биспецифических диател можно повысить путем введения дисуль-
фидных мостиков или мутаций "выступ во впадину", как описано выше, или путем образования одноце-
почечных диател (ScDb), где два гибридных фрагмента ScFv соединены посредством пептидного линке-
ра (см. Kontermann et al. (1999), J. Immunol Methods 226:179-188). Четырехвалентные биспецифические 
молекулы доступны, например, благодаря слиянию фрагмента ScFv с CH3-доменом молекулы IgG или с 
фрагментом Fab через шарнирную область (см. Coloma et al. (1997), Nature Biotechnol, 15:159-163). Аль-
тернативно, четырехвалентные биспецифические молекулы были получены путем слияния биспецифи-
ческих одноцепочечных диател (см. Alt et al. (1999), FEBS Lett 454:90-94). Меньшие четырехвалентные 
биспецифические молекулы также могут быть образованы путем димеризации или тандемов ScFv-ScFv с 
линкером, содержащим мотив спираль-петля-спираль (DiBi miniantibodies, см. Muller et al. (1998), FEBS 
Lett 432:45-49), или одноцепочечной молекулы, содержащей четыре вариабельных домена выделенного 
антитела (VH и VL) в ориентации, предотвращающей внутримолекулярное спаривание (тандемное диа-
тело, см. Kipriyanov et al. (1999), J. Mol. Biol. 293:41-56). Биспецифические фрагменты F(ab')2 могут быть 
созданы путем химического сочетания фрагментов Fab' или путем гетеродимеризации посредством лей-
циновых "молний" (см. Shalaby et al. (1992), J. Exp Med 175:217-225 и Kostelny et al. (1992), J Immunol 
148:1547-1553). 

Термин "антитело с единичным вариабельным доменом" относится к вариабельному домену анти-
тела (VH, VHH, VL), который специфически связывает антиген или эпитоп независимо от другой V-
области или домена. Антитело с единичным вариабельным доменом может присутствовать в формате 
(например, гомо- или гетеро-мультимера) с другими, различными вариабельными областями или вариа-
бельными доменами, где другие области или домены необходимы для связывания антигена с помощью 
единичного вариабельного домена (т.е. где антитело с единичным доменом связывает антиген независи-
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мо от дополнительных вариабельных доменов). "Антитело с доменом" или "dAb" означает то же, что 
"антитело с единичным вариабельным доменом", которое способно связываться с антигеном, при ис-
пользовании этого термина в настоящем документе. Антитело с единичным вариабельным доменом мо-
жет быть вариабельным доменом антитела человека, но оно также включает единичные вариабельные 
домены антитела от других видов, таких как VHH dAbs грызуна (например, как описано в WO 00/29004), 
акулы-няньки и камелида. VHH камелида являются полипептидами с единичным вариабельным доменом, 
полученными от видов, включая верблюда, ламу, альпака, одногорбого верблюда и гуанако, продуци-
рующих антитела с тяжелой цепью, естественным образом лишенные легких цепей. Такие VHH-домены 
можно гуманизировать в соответствии со стандартными способами, доступными в данной области, и 
такие домены по-прежнему считают "антителами с доменом" по изобретению. В рамках изобретения 
термин "VH" включает камелидные VHH-домены. 

2.4) Гомологичные антитела или их фрагменты и консервативные варианты. 
В другом варианте осуществления настоящего изобретения связывающей молекулой является анти-

тело или его фрагмент с аминокислотными последовательностями вариабельной области тяжелой и лег-
кой цепи или аминокислотными последовательностями тяжелой и легкой цепи, которые являются гомо-
логичными аминокислотным последовательностям антител, описываемых в настоящем документе, и где 
гомологичные антитела или их фрагменты сохраняют необходимые функциональные свойства связы-
вающей молекулы по изобретению. 

Например, изобретение относится к выделенному антителу или его фрагменту, содержащим VH и 
VL, где: VH является по меньшей мере на 80%, или по меньшей мере на 90% идентичной аминокислот-
ной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 14; 18; 22; 25; 28; 31; 34; 37; 
40; 83; 87; 90; 93; 112; 130 или 138; VL является по меньшей мере на 80%, или по меньшей мере на 90% 
идентичной аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 16; 
20; 85; 114; 132; 140; 147 или 153, где гомологичное антитело специфически связывается с IL-18 и не 
связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP). Гомологичное антитело может прояв-
лять по меньшей мере одно дополнительное функциональное свойство, такое как ингибирование связы-
вания IL18 с IL18R или ингибирование IL-18-зависимого продуцирования IFN-γ. 

В других вариантах осуществления аминокислотные последовательности VH и/или VL могут быть 
на 50, 60, 70, 80, 90, 95, 96, 97, 98 или 99% идентичны последовательностям, указанным выше. В других 
вариантах осуществления аминокислотные последовательности VH и/или VL могут быть идентичными, 
за исключением замены аминокислот не более чем в 1, 2, 3, 4 или 5 аминокислотных положениях. Анти-
тело с областями VH и VL с высокой степенью идентичности (т.е. 80% или выше) с областями VH и VL 
с SEQ ID NO: 14; 18; 22; 25; 28; 31; 34; 37; 40; 83; 87; 90; 93; 112; 130 или 138 и SEQ ID NO: 16; 20; 85; 
114; 132; 140; 147 или 153 соответственно, можно получать посредством мутагенеза (например, сайт-
направленного или ПЦР-опосредованного мутагенеза) молекул нуклеиновой кислоты, кодирующих SEQ 
ID NO: 15; 19; 23; 26; 29; 32; 35; 38; 41; 84; 88; 91; 94; 113; 131; 139; 146 или 152 и 17; 21; 24; 27; 30; 33; 
36; 39; 42; 86; 89; 92; 95; 115; 133; 141; 148 или 154 соответственно, с последующим тестированием ко-
дированного измененного антитела для сохраненной функции (т.е. вышеуказанных функций) с исполь-
зованием функциональных анализов, описываемых в настоящем документе. 

Гомологичным антителом может быть, например, антитело человека, гуманизированное антитело 
или химерное антитело. Предпочтительным антителом является полностью человеческое молчащее ан-
титело IgG1. 

В рамках изобретения процент идентичности между двумя последовательностями является функ-
цией числа идентичных общих положений последовательностей (т.е. % идентичности=число идентичных 
положений/общее число положений×100), учитывая число пропусков и длину каждого пропуска, кото-
рые необходимо вводить для оптимального выравнивания двух последовательностей. Сравнение после-
довательностей и определение процента идентичности между двумя последовательностями можно осу-
ществить с использованием математического алгоритма, как описано ниже. 

Процент идентичности между двумя аминокислотными последовательностями можно определять с 
использованием алгоритма, описанного в публикации Е. Meyers and W. Miller (1988), Comput. Appl. Bio-
sci 4:11-17, включенного в программу ALIGN (версии 2.0), с использованием таблицы весов замен остат-
ков РАМ 120, штрафом за удлинение пропуска 12 и штрафом за пропуск 4. Альтернативно, процент 
идентичности между двумя аминокислотными последовательностями можно определять с использовани-
ем алгоритма, описанного в публикации Needleman and Wunsch (1970), J. Mol. Biol. 48:444-453, включен-
ного в программу GAP пакета программного обеспечения GCG (доступную на http://www.gcg.com), с 
использованием или матрицы Blossom 62, или матрицы РАМ250, и штрафом за открытие пропуска, со-
ставляющим 16, 14, 12, 10, 8, 6, или 4, и штрафом за удлинение пропуска, составляющим 1, 2, 3, 4, 5, или 
6. 

2.5) Антитела с двойным вариабельным доменом. 
Антитела с двойным вариабельным доменом (DVD) содержат два или более антигенсвязывающих 

участков и являются четырехвалентными или поливалентными антителами, как, например, двухвалент-
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ными и четырехвалентными. Поливалентное антитело, в частности, сконструировано с двумя или более 
антигенсвязывающими участками и, как правило, не является природным антителом. Антитела DVD мо-
гут быть способны к связыванию двух или более связанных или несвязанных мишеней. Такие антитела 
DVD могут быть моноспецифическими, т.е. способными связывать один антиген, или полиспецифиче-
скими, т.е. способными связывать два или более антигенов. В некоторых вариантах осуществления анти-
тело DVD содержит две тяжелых цепи и две легких цепи. Каждая тяжелая цепь и легкая цепь содержат 
два антигенсвязывающих участка. Каждый участок связывания содержит вариабельный домен тяжелой 
цепи и вариабельный домен легкой цепи с общим количеством 6 CDR, участвующих в связывании анти-
гена, на антигенсвязывающий участок. 

В одном из вариантов осуществления связывающей молекулой по настоящему изобретению являет-
ся антитело с двойным вариабельным доменом (DVD), которое связывает IL-18 и не связывает комплекс 
IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP). 

В частности, антитело с двойным вариабельным доменом по изобретению способно связывать IL-
18 и вторую мишень. Вторая мишень может быть выбрана из IL-1, IL-6, IL-8, IL-11, IL-12, IL-17, IL-25, 
IL-33, IL-1β, TNF альфа/бета и IFN-γ. 

2.6) Биспецифические и полиспецифические молекулы и антитела. 
В одном из вариантов осуществления связывающей молекулой по настоящему изобретению являет-

ся выделенное биспецифическое антитело или его фрагмент, содержащие первую специфичность с IL-18 
и вторую специфичность с другим полипептидом, например, IL-12; где биспецифическое антитело не 
связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP). 

В частности, биспецифическое антитело по изобретению способно связывать IL-18 и вторую ми-
шень. Вторая мишень может быть выбрана из IL-1, IL-6, IL-8, IL-11, IL-12, IL-17, IL-25, IL-33, IL-1β, TNF 
альфа/бета и IFN-γ. 

В еще одном аспекте настоящее изобретение относится к связывающей молекуле, которой является 
выделенное полиспецифическое антитело или его фрагмент, содержащие первую специфичность с IL-18, 
вторую специфичность с другим полипептидом, например, IL-12, и по меньшей мере третью специфич-
ность с другим полипептидом, где полиспецифическое антитело не связывает комплекс IL-18/IL-18-
связывающего белка (IL-18BP). 

В частности, полиспецифическое антитело по изобретению способно связывать IL-18, вторую и 
третью мишень. Вторая и третья мишени могут быть выбраны из IL-1, IL-6, IL-8, IL-11, IL-12, IL-17, IL-
25, IL-33, IL-1β, TNF альфа/бета и IFN-γ. 

Биспецифическим выделенным антителом является выделенное антитело со специфичностью свя-
зывания по меньшей мере двух различных эпитопов. Способы получения таких антител известны в дан-
ной области. Как правило, рекомбинантное получение биспецифических антител основано на коэкспрес-
сии двух иммуноглобулиновых пар Н-цепь/L-цепь, где две Н-цепи обладают различными специфично-
стями связывания (см. Millstein et al. (1983), Nature 305:537-539, WO93/08829 и Traunecker et al. (1991), 
EMBO 10:3655-3659). Вследствие случайной сортировки Н- и L-цепей получают потенциальную смесь 
из десяти различных структур выделенного антитела, из которых только одна обладает необходимой 
специфичностью связывания. Альтернативный подход включает слияние вариабельных доменов с необ-
ходимыми специфичностями связывания с константной областью тяжелой цепи, содержащей по мень-
шей мере часть шарнирной области, СН2- и CH3-области. Предпочтительно иметь по меньшей мере в 
одном из слияний CH1-область, содержащую участок, необходимый для связывания с легкой цепью. 
ДНК, кодирующую эти слияния и, при желании, L-цепь, вставляют в отдельные экспрессирующие век-
торы и затем котрансфицируют в подходящий организм-хозяин. Это возможно даже для вставки в один 
экспрессирующий вектор кодирующих последовательностей для двух или всех трех цепей. Согласно 
одному предпочтительному подходу биспецифическое выделенное антитело состоит из Н-цепи с первой 
специфичностью связывания в одном плече и пары H-L-цепей, обеспечивающей вторую специфичность 
связывания в другом плече, см. WO 94/04690. Также см. Suresh et al., Methods in Enzymology 121, 210, 
1986. 

Биспецифические и полиспецифические антитела по изобретению могут быть получены или связа-
ны с другой функциональной молекулой, например, другим пептидом или белком (например, другим 
антителом или лигандом для рецептора) для образования биспецифической молекулы, которая связыва-
ется по меньшей мере с двумя различными участками связывания или молекулами-мишенями. Антитело 
по изобретению может быть фактически получено или связано более чем с одной другой функциональ-
ной молекулой для образования полиспецифических молекул, которые связываются более чем с двумя 
различными участками связывания и/или молекулам-мишенями; такие полиспецифические молекулы 
также предназначены для включения термина "биспецифическая молекула" в рамках изобретения. Для 
создания биспецифической молекулы по изобретению антитело по изобретению может быть функцио-
нально связано (например, посредством химического сопряжения, генетического слияния, нековалент-
ной связи или иного способа) с одной или несколькими другими связывающими молекулами, такими как 
другое антитело, фрагмент антитела, пептид или связывающий миметик, таким образом, чтобы получить 
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биспецифическую молекулу. 
В одном из вариантов осуществления биспецифические молекулы по изобретению содержат в каче-

стве специфичности связывания по меньшей мере одно антитело, или фрагмент антитела, включая, на-
пример, Fab, Fab', F(ab')2, Fv, или одноцепочечное Fv. Антителом может также быть димер легкой цепи 
или тяжелой цепи, любой его минимальный фрагмент, такой как Fv или одноцепочечный конструкт, как 
описано в патенте США № 4946778, принадлежащем Ladner et al. 

Другими антителами, которые можно использовать в биспецифических молекулах по изобретению, 
являются мышиные, химерные и гуманизированные моноклональные антитела. 

Биспецифические и полиспецифические молекулы по настоящему изобретению можно получать 
посредством конъюгации составляющей специфичности связывания с использованием известных в дан-
ной области способов. Например, каждую специфичность связывания биспецифической молекулы мож-
но получать раздельно, а затем конъюгировать друг с другом. Когда специфичностью связывания явля-
ются белки или пептиды, для ковалентной конъюгации можно использовать связывающие или сшиваю-
щие средства. Примеры сшивающих средств включают белок А, карбодиимид, N-сукцинимидил-S-
ацетил-тиоацетат (SATA), 5,5'-диотибис(2-нитробензойную кислоту) (DTNB), о-фенилендималеимид 
(oPDM), N-сукцинимидил-3-(2-пиридилдитио)пропионат (SPDP) и сульфосукцинимидил 4-(N-
малеимидометил)циклогексан-1-карбоксилат (сульфо-SMCC) (см., например, Karpovsky et al. (1984), J. 
Exp Med; 160:1686; Liu, MA et al. (1985), Proc. Natl. Acad. Sci. USA; 82:8648). Другие способы включают 
те, которые описаны в публикациях Paulus (1985), Behring Inst Mitt; 78:118-132; Brennan et al. (1985), Sci-
ence; 229:81-83), и Glennie et al. (1987), J. Immunol; 139:2367-2375. Агентами для конъюгации являются 
SATA и сульфо-SMCC, оба доступны от Pierce Chemical Co. (Rockford, IL). 

Когда специфичностью связывания являются антитела, их можно конъюгировать посредством 
сульфгидрильного связывания С-концевых шарнирных областей двух тяжелых цепей. В конкретном ва-
рианте осуществления шарнирную область модифицируют для получения содержания нечетного числа 
сульфгидрильных остатков, например одного, перед конъюгацией. 

Альтернативно, обе специфичности связывания могут быть кодированы в одном и том же векторе и 
экспрессированы и собраны в одной и той же клетке-хозяине. Этот способ особенно пригоден, когда 
биспецифической молекулой является mAb×mAb, mAb×Fab, Fab×F(ab')2 или лиганд × слитый белок Fab. 
Биспецифической молекулой по изобретению может быть одноцепочечная молекула, содержащая одно-
цепочечное антитело и связывающий детерминант, или одноцепочечная биспецифическая молекула, со-
держащая два связывающих детерминанта. Биспецифические молекулы могут содержать по меньшей 
мере две одноцепочечные молекулы. Способы получения биспецифических молекул описаны, например, 
в патентах США № 5260203; 5455030; 4881175; 5132405; 5091513; 5476786; 5013653; 5258498 и 5482858. 

Связывание биспецифических молекул с их специфическими мишенями может быть подтверждено 
с помощью, например, твердофазного иммуноферментного анализа (ELISA), радиоиммунологического 
анализа (RIA), анализа FACS, биопробы (например, ингибирования роста), или вестерн-блоттинга. Каж-
дый из этих анализов, как правило, детектирует присутствие комплексов белок-антитело, представляю-
щих особый интерес, путем использования меченого реагента (например, антитела), специфичного для 
исследуемого комплекса. 

2.7) Поливалентные антитела. 
В другом аспекте настоящее изобретение относится к поливалентным антителам, содержащим по 

меньшей мере две идентичные или различные антигенсвязывающие части антител по изобретению, свя-
зывающиеся с IL-18 и не связывающие комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP). 

В одном из вариантов осуществления поливалентное антитело представляет собой по меньшей мере 
две, три или четыре антигенсвязывающие части антител, описываемых в настоящем документе. Анти-
генсвязывающие части могут быть связаны друг с другом посредством слияния белка или ковалентной 
или нековалентной связи. Альтернативно, способы связывания описаны для биспецифических молекул. 
Четырехвалентные соединения можно получать, например, посредством сшивания антител по изобрете-
нию с антителом, которое связывается с константными областями антител по изобретению, например, 
Fc- или шарнирной областью. 

2.8) Иммуноконъюгаты. 
В другом варианте осуществления связывающей молекулой по настоящему изобретению является 

антитело или его фрагмент, которые связываются с IL-18, но не связывают комплекс IL-18/IL-18-
связывающего белка (IL-18BP), где антитело или его фрагмент конъюгирован с терапевтической молеку-
лой, такой как цитотоксин, лекарственное средство (например, иммуносупрессор) или радиотоксин. 

Такие конъюгаты обозначают в настоящем документе как "иммуноконъюгаты". Иммуноконъюгаты, 
которые включают один или несколько цитотоксинов, обозначают как "иммунотоксины". Цитотоксин 
или цитотоксическое средство включает любое средство, негативно влияющее (например, уничтожаю-
щее) клетки. Примеры включают таксол, цитохалазин В, грамицидин D, бромид этидия, эметин, мито-
мицин, этопозид, тенопозид, винкристин, винбластин, т. колхицин, доксорубицин, даунорубицин, дигид-
рокси-антрацен-дион, митоксантрон, митрамицин, актиномицин D, 1-дегидротестостерон, глюкокорти-
коиды, прокаин, тетракаин, лидокаин, пропранолол и пуромицин и их аналоги или гомологи. Терапевти-
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ческие средства также включают, например, антиметаболиты (например, метотрексат, 6-меркаптопурин, 
6-тиогуанин, цитарабин, 5-фторурацил декарбазин), аблативные агенты (например, мехлоретамин, тио-
тепа, хлорамбуцил, меифалан, кармустин (BSNU) и ломустин (CCNU), циклофосфамид, бусульфан, диб-
ромоманнит, стрептозотоцин, митомицин С и цис-дихлордиамин платины (II) (DDP), цисплатин, антра-
циклины (например, даунорубицин (ранее известный как дауномицин) и доксорубицин), антибиотики 
(например, дактиномицин (ранее известный как актиномицин), блеомицин, митрамицин, и антрамицин 
(АМС)), и антимитотические средства (например, винкристин и винбластин). 

Другие примеры терапевтических цитотоксинов, которые могут быть конъюгированы с антителом 
по изобретению, включают дуокармицины, калихеамицины, майтансины и ауристатины, и их производ-
ные. Пример конъюгата антитела с калихеамицином коммерчески доступен (Mylotarg; Wyeth-Ayerst). 

Цитотоксины могут быть конъюгированы с антителами по изобретению с использованием техноло-
гии линкера, доступной в данной области. Примеры типов линкера, которые были использованы для 
конъюгирования цитотоксина с антителом, включают, но не ограничиваются ими, гидразоны, тиоэфиры, 
сложные эфиры, дисульфиды и пептид-содержащие линкеры. Линкер можно выбирать, то есть, напри-
мер, чувствительный к расщеплению за счет низкого уровня рН в пределах лизосомального компартмен-
та или чувствительный к расщеплению протеазами, такими как протеазы, предпочтительно экспрессиро-
ванные в опухолевой ткани, такие как катепсины (например, катепсины В, С, D). 

Для более подробного рассмотрения типов цитотоксинов, линкеров и способов конъюгации тера-
певтических средств с антителами также см. Saito, G et al. (2003), Adv Drug Deliv Rev; 55:199-215; Trail, 
PA et al. (2003), Cancer Immunol Immunother; 52:328-337; Payne, G (2003), Cancer Cell; 3:207-212; Allen, 
TM (2002), NatRev Cancer; 2:750-763; Pastan, I and Kreitman, R.J. (2002), Curr Opin Investig Drugs; 3:1089-
1091; Senter, P.D. and Springer, C.J. (2001), Adv Drug Deliv Rev; 53:247-264. 

Антитела по настоящему изобретению можно также конъюгировать с радиоактивным изотопом для 
образования цитотоксических радиофармацевтических средств, также обозначаемых как радиоиммуно-
конъюгаты. Примеры радиоактивных изотопов, которые можно конъюгировать с антителами для диаг-
ностического или терапевтического применения включают, но не ограничиваются ими, йод131, ин-
дий111, иттрий90 и лютеций177. Способы получения радиоиммуноконъюгатов разработаны в данной 
области. Примеры радиоиммуноконъюгатов коммерчески доступны, включая Зевалин (DEC Pharma-
ceuticals) и Bexxar (Corixa Pharmaceuticals), и аналогичные способы можно использовать для получения 
радиоиммуноконъюгатов с помощью антител по изобретению. 

Конъюгаты антитела по изобретению можно использовать для модифицирования указанного био-
логического ответа, и не следует считать, что молекула лекарственного средства ограничивается класси-
ческими химическими терапевтическими средствами. 

Например, молекулой лекарственного средства может быть белок или полипептид, обладающие не-
обходимой биологической активностью. Такие белки могут включать, например, ферментативно актив-
ный токсин, или его активный фрагмент, такой как абрин, рицин А, экзотоксин синегнойной палочки, 
или дифтерийный токсин; или факторы роста. 

Методы конъюгации такой терапевтической молекулы с антителами хорошо известны, см., напри-
мер, Amon et al "Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", in Monoclonal 
Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom et al "An-
tibodies For Drug Delivery", in Controlled Drug Delivery (2nd Ed.), Robinson et al. (eds.), pp. 623-53 (Marcel 
Dekker, Inc. 1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", in Mono-
clonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, Pinchera et al. (eds.), pp. 475-506 (1985); "Analy-
sis, Results, And Future Prospective Of Theraupetic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy", in 
Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al. (eds.), pp. 303-16 (Academic Press 
1985), и Thorpe et al., "The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates" (1982), Im-
munol Rev; 62:119-58. 

2.9) Гетероконъюгированные антитела. 
Гетероконъюгированные антитела также составляют вариант осуществления настоящего изобрете-

ния. Гетероконъюгированные антитела состоят из двух ковалентно соединенных антител, образованных 
с использованием любых подходящих способов сшивания, где по меньшей мере одним из соединенных 
антител является антитело по изобретению, которое связывает IL-18, но не связывает комплекс IL-18/IL-
18-связывающего белка (IL-18BP). См., например, US 4676980. 

2.10) Конструирование каркаса. 
Сконструированные антитела по изобретению включают те, в которых произведены модификации 

каркасных остатков в пределах VH и/или VL, например, для улучшения свойств антитела. Обычно такие 
модификации каркаса производят для снижения иммуногенности антитела. Например, один подход за-
ключается в "мутировании к первоначальному виду" одного или нескольких каркасные остатков в соот-
ветствующую последовательность зародышевой линии. Более конкретно, антитело, прошедшее сомати-
ческую мутацию, может содержать каркасные остатки, которые отличаются от последовательности заро-
дышевой линии, из которой получено антитело. Такие остатки можно определить путем сравнения кар-
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касных последовательностей антитела с последовательностями зародышевой линии, из которых получе-
но антитело. Для преобразования последовательностей каркасной области обратно в конфигурацию за-
родышевой линии, соматические мутации можно "мутировать к первоначальному виду" в последова-
тельность зародышевой линии посредством, например, сайт-специфического мутагенеза или ПЦР-
опосредованного мутагенеза. Такие антитела, "мутировавшие к первоначальному виду", также предна-
значены для включения в настоящее изобретение. 

Другой тип каркасной модификации включает мутацию одного или нескольких остатков в рамках 
каркасной области, или даже в рамках одной или нескольких областей CDR, для удаления эпитопов для 
Т-клеток, для снижения, таким образом, потенциальной иммуногенности антитела. Такой подход также 
известен как "деимунизация" и более подробно описан в патентной публикации США № 20030153043 
автора Carr et al. 

2.11) Другие модификации. 
Помимо или в качестве альтернативы модификаций, произведенных в рамках каркаса или областей 

CDR, антитела по изобретению можно сконструировать для включения модификаций в рамках Fc-
области, обычно для изменения одного или нескольких функциональных свойств антитела, таких как 
время полувыведения из сыворотки, фиксация комплемента, связывание Fc-рецептора и/или антиген-
зависимая клеточная цитотоксичность. Кроме того, антитело по изобретению может быть химически 
модифицировано (например, одна или несколько химических молекул могут быть прикреплены к анти-
телу) или модифицировано для изменения его гликозилирования, снова для изменения одного или не-
скольких функциональных свойств антитела. Каждый из этих вариантов осуществления более подробно 
описан ниже. Нумерация остатков в Fc-области такая же, как в индексе европейской системы нумерации, 
представленном у Кабата. 

В одном из вариантов осуществления шарнирная область СН1 модифицирована таким образом, что 
изменено количество остатков цистеина в шарнирной области, например, повышено или понижено. 

Такой подход более подробно описан в патенте США № 5677425 автора Bodmer et al. Количество 
остатков цистеина в шарнирной области СН1 изменяют, например, для обеспечения ансамбля легкой и 
тяжелой цепи или для повышения или снижения стабильности антитела. 

В другом варианте осуществления представлена мутация шарнирной области Fc антитела для 
уменьшения биологического периода полужизни антитела. Более конкретно, одну или несколько мута-
ций аминокислот вводят в граничную область доменов CH2-CH3 фрагмента Fc-шарнира таким образом, 
чтобы антитело ослабило связывание стафилококкового белка A (SpA) относительно связывания натив-
ного домена Fc-шарнира SpA. Этот подход более подробно описан в патенте США № 6165745, принад-
лежащем Ward et al. 

В другом варианте осуществления антитело модифицируют для увеличения его биологического пе-
риода полужизни. Возможны различные подходы. Например, можно вводить одну или несколько из сле-
дующих мутаций: T252L, T254S, T256F, как описано в патенте США № 6277375, принадлежащем Ward. 
Альтернативно, для увеличения биологического периода полужизни антитело можно изменять в преде-
лах области СН1 или CL для получения содержания эпитопа связывания рецептора спасения, взятого из 
двух петель СН2-домена Fc-области IgG, как описано в патентах США № 5869046 и 6121022 автором 
Presta et al. 

В других вариантах осуществления Fc-область изменяют путем замены по меньшей мере одного 
аминокислотного остатка другим аминокислотным остатком для изменения эффекторных функций анти-
тела. Например, одну или несколько аминокислот можно заменить другим аминокислотным остатком 
таким образом, что меняется аффинность антитела к эффекторному лиганду, но сохраняется его антиген-
связывающая способность родительского антитела. Эффекторным лигандом, к которому изменяется аф-
финность, может быть, например, Fc-рецептор или компонент С1 комплемента. Этот подход более под-
робно описан в патентах США № 5624821 и 5648260, оба из которых принадлежат Winter et al. 

В другом варианте осуществления одну или несколько аминокислот, выбранных из аминокислот-
ных остатков, можно заменить другим аминокислотным остатком таким образом, что изменяется связы-
вание C1q антитела и/или снижается или устраняется обусловленная комплементом цитотоксичность 
(CDC). Этот подход более подробно описан в патентах США № 6194551 автором Idusogie et al. 

В другом варианте осуществления один или несколько аминокислотных остатков изменяют для из-
менения, тем самым, способности антитела фиксировать комплемент. Этот подход более подробно опи-
сан в публикации РСТ WO 94/29351 автором Bodmer et al. 

В еще одном варианте осуществления Fc-область модифицируют для повышения способности ан-
титела опосредовать антителозависимую клеточную цитотоксичность (ADCC) и/или для повышения аф-
финности антитела для рецептора Fcγ посредством модифицирования одной или нескольких аминокис-
лот. Этот подход более подробно описан в публикации РСТ WO 00/42072 автора Presta. Кроме того, обо-
значены участки связывания на IgG1 человека для FcγR1, FcγRII, FcγRIII и FcRn и описаны варианты с 
улучшенным связыванием (см. Shields, R.L. et al. (2001), J. Biol Chem 276:6591-6604). 

В определенных вариантах осуществления используют Fc-домен изотипа IgG1. В некоторых кон-
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кретных вариантах осуществления используют мутантный вариант Fc-фрагмента IgG1, например, мол-
чащий Fc IgG1, который снижает или устраняет способность слитого полипептида опосредовать антите-
лозависимую клеточную цитотоксичность (ADCC) и/или связывать рецептор Fcγ. Пример молчащего 
мутанта IgG1 изотипа, где остаток лейцина заменен остатком аланина при положениях аминокислоты 
234 и 235 описан в публикации Hezareh et al., J. Virol (2001); 75 (24):12161-8. 

В определенных вариантах осуществления Fc-домен является мутантом, предотвращающим глико-
зилирование при положении 297 Fc-домена. Например, Fc-домен содержит аминокислотную замену ос-
татка аспарагина в положении 297. Примером такой замены аминокислоты является замена N297 глици-
ном или аланином. 

В еще одном варианте осуществления модифицируют гликозилирование антитела. Например, мож-
но получить агликозилированное антитело (т.е. антитело с отсутствием гликозилирования). Гликозили-
рование можно изменять для, например, повышения аффинности антитела к антигену. Такие карбогид-
ратные модификации можно осуществить посредством; например, изменения одного или нескольких 
сайтов гликозилирования в рамках последовательности антитела. Например, можно произвести одну или 
несколько замен аминокислот, приводящих к устранению одной или нескольких участков гликозилиро-
вания каркаса вариабельных областей для устранения, тем самым, гликозилирования на этом сайте. Та-
кое агликозилирование может повышать аффинность антитела к антигену. Такой подход более подробно 
описан в патентах США № 5714350 и 6350861 автором Со et al. 

Дополнительно или альтернативно, можно получить антитело с измененным типом гликозилирова-
ния, такое как гипофукозилированное антитело со сниженным количеством фукозильных остатков или 
антитело с увеличенными биссекторными структурами GlcNac. Показано, что такие паттерны гликози-
лирования демонстрируют повышение способности ADCC антител. Такие карбогидратные модификации 
можно произвести посредством, например, экспрессирования антитела в клетке-хозяине с измененным 
механизмом гликозилирования. Клетки с измененным механизмом гликозилирования описаны в данной 
области, и их можно использовать в качестве клеток-хозяев для экспрессирования рекомбинантных ан-
тител по изобретению с получением, таким образом, антитела с измененным гликозилированием. На-
пример, в ЕР 1176195 автора Hang et al. описана линия клеток с функционально прерванным геном 
FUT8, кодирующим фикозильную трансферазу, так что антитела, экспрессированные в такой линии кле-
ток, демонстрируют гипофукозилирование. Таким образом, в одном из вариантов осуществления антите-
ла по изобретению получают посредством рекомбинантной экспрессии в линии клеток, показывающей 
паттерн гипофукозилирования, например, линии клеток млекопитающего с дефектной экспрессией гена 
FUT8, кодирующего фукозилтрансферазу. В публикации РСТ WO 03/035835 автора Presta описан вари-
ант линии клеток СНО, Lecl3 клетки, со сниженной способностью прикрепления фукозы к Asn(297)-
связанным карбогидратам, что также приводит к гипофукозилированию антител, экспрессированных в 
этой клетке-хозяине (также см. Shields, R.L. et al., 2002, J. Biol. Chem. 277:26733-26740). В публикации 
РСТ WO 99/54342 автора Umana et al. описаны линии клеток, сконструированные для экспрессирования 
гликопротеин-модифицирующих гликозилтрансфераз (например, бета(1,4)-N-
ацетилглюкозаминилтрансферазы III (GnTIII)) таким образом, что антитела, экспрессированные в скон-
струированных линиях клеток, демонстрируют увеличенные биссекторные структуры GlcNac, что при-
водит к повышенной активности ADCC антител (также см. Umana et al., 1999 Nat. Biotech. 17:176-180). 
Альтернативно, антитела по изобретению можно получать в дрожжах или нитевидных грибах, создан-
ных для паттерна гликозилирования, подобного млекопитающему, и с возможностью получения антител 
с отсутствием фукозы в качестве паттерна гликозилирования (см., например, ЕР1297172В1). 

Другой модификацией антител в настоящем документе, предполагаемой по изобретению, является 
пегилирование. Антитело может быть пегилировано для, например, увеличения биологического (напри-
мер, сывороточного) периода полужизни антитела. Для пегилирования антитела обычно проводят реак-
цию антитела или его фрагмента с полиэтиленгликолем (PEG), таким как реактивное сложноэфирное или 
альдегидное производное PEG, в условиях, при которых происходит прикрепление одной или несколь-
ких PEG-групп к антителу или фрагменту антитела. Пегилирование можно проводить путем реакции 
ацилирования или реакции алкилирования с реактивной молекулой PEG (или аналогичным реактивным 
водорастворимым полимером). В рамках изобретения термин "полиэтиленгликоль" предназначен для 
включения любой из форм PEG, используемой для получения других белков, таких как моно (С1-С10) 
алкокси- или арилокси-полиэтиленгликоль или полиэтиленгликоль-малеимид. В определенных вариан-
тах осуществления антителом для пегилирования является агликозилированное антитело. Способы пеги-
лирования белков известны в данной области и могут применяться по отношению к антителам по изо-
бретению. См., например, ЕР 0154316, принадлежащий Nishimura et al. и ЕР 04 01384, принадлежащий 
Ishikawa et al. 

Другой модификацией антител, предполагаемой по изобретению, является конъюгат или слитый 
белок, по меньшей мере антигенсвязывающей области антитела по изобретению с сывороточным бел-
ком, таким как сывороточный альбумин человека или его фрагмент, для увеличения периода полужизни 
полученной в результате молекулы. Такой подход описан, например, в Ballance et al. EP0322094. 

3. Перенос антигенсвязывающих доменов в альтернативные каркасы или структурные скелеты. 
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Широкий спектр каркасов или структурных скелетов антитело/иммуноглобулин можно использо-
вать при условии, что получаемый полипептид включает по меньшей мере одну связывающую область, 
которая специфически связывается с IL18 и не связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-
18BP), и где связывающая молекула не является IL-18BP. Такие каркасы или структурные скелеты вклю-
чают 5 основных идиотипов иммуноглобулинов человека или их фрагментов (таких как те, которые опи-
саны в иных местах в настоящем документе), и включают иммуноглобулины других видов животных, 
предпочтительно с гуманизированными аспектами. В этом отношении антитела с одной тяжелой цепью, 
такие как те, которые определены в камелидах, представляют особый интерес. Специалисты в данной 
области продолжают открывать и разрабатывать новые каркасы, структурные скелеты и фрагменты. 

3.1) Неиммуноглобулиновые каркасы. 
Известные или созданные в будущем неиммуноглобулиновые каркасы и структурные скелеты 

можно использовать при условии, что они содержат связывающую область, специфическую для IL-18 и 
не связывающую комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18ВР), и где связывающая молекула не 
является IL-18BP. Такие соединения обозначены в настоящем документе как "полипептиды, содержащие 
мишень-специфическую связывающую область". Известные неиммуноглобулиновые каркасы или струк-
турные скелеты включают, но не ограничиваются ими, аднектины (Adnectins - Compound Therapeutics, 
Inc., Waltham, MA), дарпины, авимеры, Affibodys (Affibody AG, Sweden), антикалины (Pieris Proteolab 
AG, Freising, Germany), Affilins (гамма-кристаллин или убиквитин; Scil Proteins GmbH, Halle, Germany) 
и миметики эпитопа белка (РЕМ; Polyphor Ltd, Allschwil, Switzerland). 

3.2) Молекулы фибронектина и аднектины. 
В одном из аспектов изобретения связывающей молекулой является молекула фибронектина. Мо-

лекула фибронектина имеет структурный скелет, предпочтительно основанный на домене фибронектина 
III типа (например, десятом модуле фибронектина типа III (домене 10 Fn3)). В одном из вариантов осу-
ществления связывающей молекулой является аднектин (Adnectins). 

Домен фибронектина типа III имеет 7 или 8 бета-цепей, распределенных между двумя бета-
складками, которые упакованы друг против друга с образованием ядра белка, и дополнительно содержит 
петли (аналогично CDR), связывающие бета-цепи между собой, и доступны для действия растворителя. 
Существуют по меньшей мере три такие петли на каждом краю сандвича р-складки, где край представ-
ляет собой границу белка, перпендикулярную направлению р-цепей (US 6818418). 

Данные структурные скелеты на базе фибронектина не являются иммуноглобулином, хотя общая 
складка очень близка складке самого маленького функционального фрагмента антитела, вариабельной 
области тяжелой цепи, которая содержит полный элемент распознавания антигена в IgG верблюда и ла-
мы. В связи с этой структурой неиммуноглобулиновое антитело имитирует свойства связывания антиге-
на, которые аналогичны по природе и аффинности данным свойствам антител. Эти структурные скелеты 
можно использовать в стратегии рандомизации петель и перетасовки in vitro, подобно процессу созрева-
ния аффинности антител in vivo. Эти молекулы на основе фибронектина можно использовать в качестве 
структурных скелетов, где области петель молекулы могут быть заменены CDR по изобретению с ис-
пользованием стандартных методов клонирования. 

Таким образом, в одном из вариантов осуществления связывающая молекула является молекулой 
фибронектина, которая связывается (например, специфически связывается) с IL-18 и не связывает ком-
плекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP). 

В других вариантах осуществления связывающая молекула представляет собой аднектин, который 
связывается (например, специфически связывается) с IL-18 и не связывает комплекс IL-18/IL-18-
связывающего белка (IL-18BP). 

3.3) Дарпины. 
Технология основана на использовании белков с анкириновыми повторами в качестве структурных 

скелетов для вариабельных областей, которые можно использовать для связывания с различными мише-
нями. Анкириновые повторы представляют собой полипептид из 33 аминокислот, состоящий из двух 
антипараллельных α-спиралей и β-изгиба. Связывание вариабельных областей главным образом оптими-
зируют посредством использования рибосомного дисплея. 

Таким образом, в одном из вариантов осуществления связывающая молекула представляет собой 
анкирин/дарпин, который связывается (например, специфически связывается) с IL-18 и не связывает 
комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP). 

3.4) Авимеры. 
Авимеры получают из нативного белка, содержащего А-домен, такого как LRP-1. Эти домены ис-

пользуют по существу для взаимодействий белок-белок, и у человека свыше 250 белков структурно ос-
нованы на А-доменах. Авимеры состоят из ряда различных мономеров "А-домен" (2-10), связанных по-
средством аминокислотных линкеров. Можно создавать авимеры, которые связываются с целевым анти-
геном, с использованием методов, описанных, например, в US20040175756; US20050053973; 
US20050048512 и US20060008844. 

Таким образом, в одном из вариантов осуществления связывающая молекула является авимером, 



034610 

- 34 - 

который связывается (например, специфически связывается) с IL-18 и не связывает комплекс IL-18/IL-
18-связывающего белка (IL-18BP). 

3.5) Affibody. 
Affibody представляет собой маленькие, простые белки, состоящие из пучка трех спиралей на ос-

нове структурного скелета одного из IgG-связывающих доменов белка А. Белок А является поверхност-
ным белком, полученным от бактерии Staphylococcus aureus. Этот домен структурного скелета состоит из 
58 аминокислот, 13 из которых рандомизированы для генерации библиотек Affibody с большим коли-
чеством вариантов лигандов (см., например, US 5831012). Молекулы Affibody имитируют антитела; их 
молекулярная масса составляет 6 кДа по сравнению с молекулярной массой антител, составляющей 150 
кДа. Несмотря на свой маленький размер, участок связывания молекул Affibody аналогичен участку 
связывания антитела. 

Таким образом, в одном из вариантов осуществления связывающая молекула является аффителом, 
которое связывается (например, специфически связывается) с IL-18 и не связывает комплекс IL-18/IL-18-
связывающего белка (IL-18BP). 

3.6) Anticalins. 
Anticalins являются продуктами, разработанными компанией Pieris ProteoLab AG. Их получают из 

липокалинов, распространенной группы маленьких и устойчивых белков, которые, как правило, участ-
вуют в физиологическом транспорте или накоплении химически чувствительных или нерастворимых 
соединений. Некоторые природные липокалины возникают в тканях или биологических жидкостях чело-
века. 

Структура белка напоминает иммуноглобулины, с гипервариабельными петлями наверху ригидного 
каркаса. Однако в противоположность антителам или их рекомбинантным фрагментам, липокалины со-
стоят из единичной полипептидной цепи со 160-180 аминокислотными остатками, будучи только незна-
чительно больше, чем единичный иммуноглобулиновый домен. 

Группа из четырех петель, которая создает связывающий карман, демонстрирует выраженную 
структурную пластичность и допускает множество боковых цепей. Таким образом, участок связывания 
может быть видоизменен в частном способе для того, чтобы распознавать предназначенные молекулы-
мишени различной формы с высокой аффинностью и специфичностью. 

Один из белков семейства липокалинов, билин-связывающий белок (ВВР) от Pieris Brassicae, ис-
пользовали для разработки антикалинов посредством мутагенеза группы из четырех петель. Примером 
патентной заявки, в которой описаны "антикалины", является РСТ WO 199916873. 

Таким образом, в одном из вариантов осуществления связывающая молекула является антикали-
ном, который связывается (например, специфически связывается) с IL-18 и не связывает комплекс IL-
18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP). 

3.7) Affilin. 
Молекулы Affilin являются небольшими неиммуноглобулиновыми белками, которые созданы для 

специфической аффинности по отношению к белкам и низкомолекулярным соединениям. Новые моле-
кулы Affilin можно легко выбрать из двух библиотек, базой каждой из которых является другой белок 
структурного скелета человека. 

Молекулы Affilin не демонстрируют структурной гомологии с иммуноглобулиновыми белками. 
Компания Scil Proteins использует два структурных скелета Affilin, одним из которых является гамма-
кристаллин, структурный белок хрусталика глаза человека, а другим являются белки суперсемейства 
"убиквитина". Оба структурных скелета человека очень маленькие, проявляют высокую термостабиль-
ность и в существенной степени устойчивы к изменениям рН и денатурирующим агентам. Эта высокая 
стабильность в основном обусловлена расширенной структурой β-складки белков. Примеры белков, по-
лученных из гамма-кристаллина, описаны в WO200104144, и примеры "убиквитин-подобных" белков 
описаны в WO2004106368. 

Таким образом, в одном из вариантов осуществления связывающая молекула является аффилином, 
который связывается (например, специфически связывается) с IL-18 и не связывает комплекс IL-18/IL-
18-связывающего белка (IL-18BP). 

3.8) Миметики эпитопа белка. 
Миметиками эпитопа белка (РЕМ) являются молекулы циклические, пептидоподобные молекулы 

среднего размера (около 1-2 кДа), имитирующие вторичные структуры бета-шпильки белков, главная 
вторичная структура участвует во взаимодействиях белок-белок. 

Таким образом, в одном из вариантов осуществления связывающая молекула является миметиком 
эпитопа белка, который связывается (например, специфически связывается) с IL-18 и не связывает ком-
плекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP). 

4. Полинуклеотиды, кодирующие связывающие молекулы по изобретению. 
Другой аспект изобретения относится к выделенным полинуклеотидам, кодирующим связывающие 

молекулы по изобретению. 
Полинуклеотиды с вариабельным доменом тяжелой цепи, кодирующие выделенные антитела чело-
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века, описанные в настоящем документе, представлены в SEQ ID NO: 15, 19, 23, 26, 29, 32, 35, 38, 41, 84, 
88, 91, 94, 113, 131, 139, 146 и 152. Полинуклеотиды с вариабельным доменом легкой цепи, кодирующие 
выделенные антитела человека, описанные в настоящем документе, представлены в SEQ ID NO: 17, 21, 
24, 27, 30, 33, 36, 39, 42, 86, 89, 92, 95, 115, 133, 141, 148 и 154. Другие полинуклеотиды, кодирующие 
антитела по изобретению, включают мутированные полинуклеотиды, тем не менее, являющиеся по 
меньшей мере на 60, 70, 80, 90 или 95 процентов идентичными последовательностям, описанным выше, 
такие как полинуклеотиды, оптимизированные для экспрессии белка в клетках млекопитающего, напри-
мер, линиях клеток СНО. 

Вариант осуществления 89: вариантные нуклеиновые кислоты, где не более чем 1, 2, 3, 4 или 5 нук-
леотидов изменено посредством делеции, вставки иди замещения нуклеотидов в вариабельных областях, 
по сравнению с вариабельными областями, изображенными в последовательностях, описанных выше. 

Вариант осуществления 90: выделенный полинуклеотид, кодирующий вариабельный домен тяже-
лой цепи антитела или его фрагмента по изобретению, где полинуклеотид: 

a) является по меньшей мере на 90% идентичным SEQ ID NO: 15, или SEQ ID NO: 19, или SEQ ID 
NO: 23, или SEQ ID NO: 26, или SEQ ID NO: 29, или SEQ ID NO: 32, или SEQ ID NO: 35, или SEQ ID 
NO: 38, или SEQ ID NO: 41, или SEQ ID NO: 84, или SEQ ID NO: 88, или SEQ ID NO: 91, или SEQ ID 
NO: 94, или SEQ ID NO: 113, или SEQ ID NO: 131, или SEQ ID NO: 139, или SEQ ID NO: 146, или SEQ 
ID NO: 152, или 

b) содержит SEQ ID NO: 15, или SEQ ID NO: 19, или SEQ ID NO: 23, или SEQ ID NO: 26, или SEQ 
ID NO: 29, или SEQ ID NO: 32, или SEQ ID NO: 35, или SEQ ID NO: 38, или SEQ ID NO: 41, или SEQ ID 
NO: 84, или SEQ ID NO: 88, или SEQ ID NO: 91, или SEQ ID NO: 94, или SEQ ID NO: 113, или SEQ ID 
NO: 131, или SEQ ID NO: 139, или SEQ ID NO: 146, или SEQ ID NO: 152, или 

c) состоит по существу из SEQ ID NO: 15, или SEQ ID NO: 19, или SEQ ID NO: 23, или SEQ ID NO: 
26, или SEQ ID NO: 29, или SEQ ID NO: 32, или SEQ ID NO: 35, или SEQ ID NO: 38, или SEQ ID NO: 41, 
или SEQ ID NO: 84, или SEQ ID NO: 88, или SEQ ID NO: 91, или SEQ ID NO: 94, или SEQ ID NO: 113, 
или SEQ ID NO: 131, или SEQ ID NO: 139, или SEQ ID NO: 146, или SEQ ID NO: 152. 

Вариант осуществления 91: выделенный полинуклеотид, кодирующий вариабельный домен легкой 
цепи антитела или его фрагмента по изобретению, где полинуклеотид: 

a) является по меньшей мере на 90% идентичным SEQ ID NO: 17, или SEQ ID NO: 21, или SEQ ID 
NO: 24, или SEQ ID NO: 27, или SEQ ID NO: 30, или SEQ ID NO: 33, или SEQ ID NO: 36, или SEQ ID 
NO: 39, или SEQ ID NO: 42, или SEQ ID NO: 86, или SEQ ID NO: 89, или SEQ ID NO: 92, или SEQ ID 
NO: 95, или SEQ ID NO: 115, или SEQ ID NO: 133, или SEQ ID NO: 141, или SEQ ID NO: 148, или SEQ 
ID NO: 154, или 

b) содержит SEQ ID NO: 17, или SEQ ID NO: 21, или SEQ ID NO: 24, или SEQ ID NO: 27, или SEQ 
ID NO: 30, или SEQ ID NO: 33, или SEQ ID NO: 36, или SEQ ID NO: 39, или SEQ ID NO: 42, или SEQ ID 
NO: 86, или SEQ ID NO: 89, или SEQ ID NO: 92, или SEQ ID NO: 95, или SEQ ID NO: 115, или SEQ ID 
NO: 133, или SEQ ID NO: 141, или SEQ ID NO: 148, или SEQ ID NO: 154, или 

с) состоит по существу из SEQ ID NO: 17, или SEQ ID NO: 21, или SEQ ID NO: 24, или SEQ ID NO: 
27, или SEQ ID NO: 30, или SEQ ID NO: 33, или SEQ ID NO: 36, или SEQ ID NO: 39, или SEQ ID NO: 42, 
или SEQ ID NO: 86, или SEQ ID NO: 89, или SEQ ID NO: 92, или SEQ ID NO: 95, или SEQ ID NO: 115, 
или SEQ ID NO: 133, или SEQ ID NO: 141, или SEQ ID NO: 148, или SEQ ID NO: 154. 

Вариант осуществления 92: выделенный полинуклеотид, который кодирует тяжелую цепь антитела 
по изобретению, где полинуклеотид: 

a) является по меньшей мере на 90% идентичным SEQ ID NO: 44, или SEQ ID NO: 48, или SEQ ID 
NO: 51, или SEQ ID NO: 54, или SEQ ID NO: 57, или SEQ ID NO: 101, или SEQ ID NO: 159, или SEQ ID 
NO: 97, или SEQ ID NO: 104, или SEQ ID NO: 117, или SEQ ID NO: 143, или SEQ ID NO: 135, или SEQ 
ID NO: 149, или SEQ ID NO: 155; или 

b) содержит SEQ ID NO: 44, или SEQ ID NO: 48, или SEQ ID NO: 51, или SEQ ID NO: 54, или SEQ 
ID NO: 57, или SEQ ID NO: 101, или SEQ ID NO: 159, или SEQ ID NO: 97, или SEQ ID NO: 104, или SEQ 
ID NO: 117, или SEQ ID NO: 143, или SEQ ID NO: 135, или SEQ ID NO: 149, или SEQ ID NO: 155; или 

c) состоит по существу из SEQ ID NO: 44, или SEQ ID NO: 48, или SEQ ID NO: 51, или SEQ ID NO: 
54, или SEQ ID NO: 57, или SEQ ID NO: 101, или SEQ ID NO: 159, или SEQ ID NO: 97, или SEQ ID NO: 
104, или SEQ ID NO: 117, или SEQ ID NO: 143, или SEQ ID NO: 135, или SEQ ID NO: 149, или SEQ ID 
NO: 155. 

Вариант осуществления 93: выделенный полинуклеотид, который кодирует легкую цепь антитела 
по изобретению, где полинуклеотид: 

а) является по меньшей мере на 90% идентичным SEQ ID NO: 46, или SEQ ID NO: 49, или SEQ ID 
NO: 52, или SEQ ID NO: 55, или SEQ ID NO: 58, или SEQ ID NO: 102, или SEQ ID NO: 161, или SEQ ID 
NO: 99, или SEQ ID NO: 105, или SEQ ID NO: 119, или SEQ ID NO: 145, или SEQ ID NO: 137, или SEQ 
ID NO: 151, или SEQ ID NO: 157; или 

b) содержит SEQ ID NO: 46, или SEQ ID NO: 49, или SEQ ID NO: 52, или SEQ ID NO: 55, или SEQ 
ID NO: 58, или SEQ ID NO: 102, или SEQ ID NO: 161, или SEQ ID NO: 99, или SEQ ID NO: 105, или SEQ 
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ID NO: 119, или SEQ ID NO: 145, или SEQ ID NO: 137, или SEQ ID NO: 151, или SEQ ID NO: 157; или 
c) состоит по существу из SEQ ID NO: 46, или SEQ ID NO: 49, или SEQ ID NO: 52, или SEQ ID NO: 

55, или SEQ ID NO: 58, или SEQ ID NO: 102, или SEQ ID NO: 161, или SEQ ID NO: 99, или SEQ ID NO: 
105, или SEQ ID NO: 119, или SEQ ID NO: 145, или SEQ ID NO: 137, или SEQ ID NO: 151, или SEQ ID 
NO: 157. 

Полинуклеотид может присутствовать в цельных клетках, в клеточном лизате или может быть 
представлен в частично очищенном или по существу очищенном виде. Полинуклеотид является "выде-
ленным" или "считается по существу чистым" при его очистке от других клеточных компонентов или 
других примесей, например, других клеточных нуклеиновых кислот или белков, с помощью стандартных 
способов, включая обработку щелочью/SDS (ДСН), CsCl-бэндинг, колоночную хроматографию, элек-
трофорез в агарозном геле и другие, хорошо известные в данной области. См. F. Ausubel, et al. (1987), 
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience, New York. Полинуклеотид 
по изобретению может представлять собой, например, ДНК или РНК и может содержать или может не 
содержать интронные последовательности. В одном из вариантов осуществления полинуклеотидом явля-
ется молекула кДНК. Полинуклеотид может присутствовать в векторе, таком как вектор фагового дис-
плея, или в рекомбинантном плазмидном векторе. 

Полинуклеотиды по изобретению могут быть получены с использованием стандартных методов 
молекулярной биологии. Для антител, экспрессированных гибридомами (например, гибридомами, полу-
ченными от трансгенных мышей, несущих гены иммуноглобулинов человека, как описано ниже), кДНК, 
кодирующую легкую и тяжелую цепи антитела, полученного посредством гибридомы, можно получать 
путем стандартной ПЦР-амплификации или методами клонирования кДНК. Для антител, полученных из 
библиотеки генов иммуноглобулинов (например, с использованием методов фагового дисплея), поли-
нуклеотиды, кодирующие антитело, можно получать из различных фаговых клонов, являющихся члена-
ми библиотеки. 

После получения фрагментов ДНК, кодирующих сегменты VH и VL, этими фрагментами ДНК 
можно дополнительно управлять посредством стандартных технологий рекомбинантной ДНК, например, 
для преобразования генов вариабельной области в гены полноразмерной цепи антитела, в гены фрагмен-
та Fab или в ген scFv. При этих манипуляциях фрагмент, кодирующий ДНК VL или VH, функционально 
связан с другой молекулой ДНК, или с фрагментом, кодирующим другой белок, такой как константная 
область антитела или гибкий линкер. Термин "функционально связан", при использовании в этом кон-
тексте, предназначен для обозначения двух фрагментов ДНК, соединенных функциональным образом, 
например, таким образом, что аминокислотные последовательности, кодированные двумя фрагментами 
ДНК, остаются внутри рамки, или таким образом, что белок экспрессирован под контролем необходимо-
го промотора. 

Выделенная ДНК, кодирующая область VH, может быть преобразована в полноразмерный ген тя-
желой цепи посредством функционального связывания ДНК, кодирующей VH, с другой молекулой ДНК, 
кодирующей константные области тяжелой цепи (CH1, CH2 и CH3). Последовательности генов кон-
стантной области тяжелой цепи человека известны в данной области (см., например, Kabat, E. A., el al., 
(1991), Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human 
Services, NIH Publication No. 91-3242), и фрагменты ДНК, охватывающие эти области, можно получать 
посредством стандартной ПЦР-амплификации. Константной областью тяжелой цепи может быть кон-
стантная область IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgM или IgD. В некоторых вариантах осуществления 
константная область тяжелой цепи выбрана из IgG1 изотипов. Для гена фрагмента Fab тяжелой цепи 
ДНК, кодирующая VH, может быть функционально связана с другой молекулой ДНК, кодирующей 
только константную область тяжелой цепи СН1. 

Выделенная ДНК, кодирующая область VL, может быть преобразована в полноразмерный ген лег-
кой цепи (а также в ген Fab легкой цепи) посредством функционального связывания ДНК, кодирующей 
VL, с другой молекулой ДНК, кодирующей константную область легкой цепи, CL. Последовательности 
генов константной области легкой цепи человека известны в данной области (см., например, Kabat, E. A., 
et al. (1991), Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and 
Human Services, NIH Publication No. 91-3242), и фрагменты ДНК, охватывающие эти области, можно по-
лучать посредством стандартной ПЦР-амплификации. Константной областью легкой цепи может быть 
константная область каппа или лямбда. 

Для создания гена scFv фрагменты ДНК, кодирующие VH и VL, функционально связывают с дру-
гим фрагментом, кодирующим гибкий линкер, например, кодирующим аминокислотную последователь-
ность (Gly4-Ser)3, таким образом, что VH- и VL-последовательности могут экспрессироваться в виде 
смежного одноцепочечного белка с областями VL и VH, соединенными посредством гибкого линкера 
(см., например, Bird et al., 1988 Science 242:423-426; Huston et al. (1988), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
85:5879-5883; McCafferty et al. (1990), Nature 348:552-554). 

Полинуклеотид по любому из вариантов осуществления 89-93 может быть модифицирован in-vitro 
таким образом, что при введении его в клетки млекопитающих он предотвращает расщепление полинук-
леотида и обеспечивает механизм трансляции клеток млекопитающего для получения антитела, начиная 
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с модифицированного полинуклеотида (такого, как описано в патенте США № 8278036 В2, принадле-
жащем Kariko et al.). Затем такую синтезированную модифицированную in vitro РНК можно вводить в 
клетки млекопитающих или пациенту как часть генотерапии. 

Таким образом, другой аспект настоящего изобретения включает способ индуцирования клеткой 
млекопитающего с целью получения антитела, как описано в настоящем документе, включающий: взаи-
модействие указанной клетки млекопитающего с синтезированной модифицированной in vitro РНК, по-
лученной от полинуклеотида по любому из вариантов осуществления 89-93, где указанная синтезиро-
ванная модифицированная in vitro РНК содержит одну или несколько модификаций, как описано в па-
тенте США № 8278036 В2. 

5. Получение антител. 
Моноклональные антитела (mAbs) можно получать различными способами, включая общеприня-

тую методологию моноклональных антител, например, стандартный метод гибридизации соматических 
клеток, описанный Kohler и Milstein (1975), Nature 256: 495. Можно использовать многие способы полу-
чения моноклонального антитела, например, вирусную или онкогенную трансформацию В-лимфоцитов. 

Протоколы и способы иммунизации для выделения иммунизированных спленоцитов для слияния 
известны в данной области. Сливающиеся клетки (например, мышиные миеломные клетки) и процессы 
слияния также известны. 

Химерные или гуманизированные моноклональные антитела по настоящему изобретению можно 
получать на основе последовательности мышиного моноклонального антитела, полученного, как описа-
но выше. ДНК, кодирующую тяжелую и легкую цепь иммуноглобулинов, можно получать из представ-
ляющей интерес мышиной гибридомы и сконструировать для получения последовательностей иммуног-
лобулинов, не мышиных (например, человеческих), с использованием стандартных методов молекуляр-
ной биологии. Например, для создания химерного антитела мышиные вариабельные области можно свя-
зывать с константными областями человека известными в данной области способами (см., например, 
патент США № 4816567 Cabilly et al.). Для создания гуманизированного антитела мышиные CDR-
области могут быть вставлены в каркас человека известными в данной области способами. См., напри-
мер, патент США № 5225539, принадлежащий Winter, и патенты США № 5530101; 5585089; 5693762 и 
6180370, принадлежащие Queen et al. 

Моноклональные антитела человека можно получать с использованием трансгенных или трансхро-
мосомных мышей, несущих скорее части иммунной системы человека, чем системы мыши. Эти транс-
генные и трансхромосомные мыши включают мышей, обозначаемых в настоящем документе как мыши 
HuMAb и мыши KM, соответственно, и совместно обозначаемых в настоящем документе как "мыши с Ig 
человека". 

HuMAb Mouse (Medarex, Inc.) содержит минилокусы гена иммуноглобулина человека, которые 
кодируют неперегруппированные последовательности тяжелой (µ и γ) и κ легкой цепи иммуноглобулина 
человека, вместе с направленными мутациями, которые инактивируют локусы эндогенных цепей µ и κ 
(см., например, Lonberg et al. (1994), Nature; 368(6474): 856-859). Соответственно, мыши проявляют по-
ниженную экспрессию IgM или κ мыши, и в ответ на иммунизацию введенные трансгены тяжелой и лег-
кой цепи человека подвергаются смене класса и соматической мутации с возникновением высокоаффин-
ного моноклонального антитела IgGκ человека (Lonberg, N et al. (1994), выше; reviewed in Lonberg, N 
(1994), Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101; Lonberg, N and Huszar, D (1995), Intern Rev 
Immunol; 13: 65-93, и Harding, F and Lonberg, N (1995), Ann N Y Acad Sci; 764:536-546). Получение и ис-
пользование мышей HuMAb и геномные модификации, носителями которых являются такие мыши, бо-
лее подробно описаны в публикациях Taylor, L et al. (1992), Nucl Acids Res; 20:6287-6295; Chen, J et al. 
(1993), Int Immunol; 5: 647-656; Tuaillon et al. (1993), Proc Natl Acad Sci USA; 94:3720-3724; Choi et al. 
(1993), Nature Gen; 4:117-123; Chen, J et al. (1993), EMBO J; 12: 821-830; Tuaillon et al. (1994), J. Immunol; 
152:2912-2920; Taylor, L et al. (1994), Int Immuno; 6:579-591; и Fishwild, D et al. (1996), Nature Biotech; 14: 
845-851, содержание каждой из которых, в частности, полностью включено в настоящую заявку посред-
ством ссылки. См. также патенты США № 5545806; 5569825; 5625126; 5633425; 5789650; 5877397; 
5661016; 5814318; 5874299; и 5770429; все принадлежат Lonberg и Kay; патент США № 5545807, при-
надлежащий Surani et al.; публикации РСТ № WO 92103918, WO 93/12227, WO 94/25585, WO 97113852, 
WO 98/24884 и WO 99/45962, все принадлежат Lonberg и Kay; и публикацию РСТ № WO 01/14424, при-
надлежащую Korman et al. 

В одном из вариантов осуществления антитела человека по изобретению можно индуцировать с ис-
пользованием мыши, несущей последовательности иммуноглобулина человека на трансгенах и транс-
хромосомах, такой как мышь, несущая трансген тяжелой цепи человека и трансхромосому легкой цепи 
человека. Такие мыши обозначены в настоящем документе как "мыши KM", более подробно описанные 
в публикации РСТ WO 02/43478, принадлежащей Ishida et al. 

Кроме того, в данной области доступны альтернативные трансгенные системы животного, экспрес-
сирующие гены иммуноглобулинов человека, и их можно использовать для индуцирования антител по 
изобретению. Например, можно использовать альтернативную трансгенную систему, обозначаемую как 
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Xenomouse (Abgenix, Inc.). Такие мыши описаны, например, в патентах США № 5939598; 6075181; 
6114598; 6150584 и 6162963, принадлежащих Kucherlapati et al. 

Кроме того, в данной области доступны альтернативные трансхромосомные системы животного 
экспрессирующие гены иммуноглобулинов человека, и их можно использовать для индуцирования анти-
тел по изобретению. Например, можно использовать мышей, несущих как трансхромосому тяжелой цепи 
человека, так и трансхромосому легкой цепи человека, обозначаемых как "мыши ТС"; такие мыши опи-
саны в публикации Tomizuka et al., 2000 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:722-727. Кроме того, в данной об-
ласти описаны коровы, несущие трансхромосомы тяжелой и легкой цепи человека (Kuroiwa et al., 2002 
Nature Biotech 20:889-894). 

Рекомбинантные антитела человека по изобретению также можно получать с использованием спо-
собов фагового дисплея для скрининга библиотек генов иммуноглобулинов человека. Такие способы 
фагового дисплея для выделения антител человека установлены в данной области или описаны в приме-
рах ниже. См., например, патенты США № 5223409; 5403484; и 5571698, принадлежащие Ladner et al.; 
патенты США № 5427908 и 5580717, принадлежащие Dower et al.; патенты США № 5969108 и 6172197, 
принадлежащие McCafferty et al.; и патенты США № 5885793; 6521404; 6544731; 6555313; 6582915 и 
6593081, принадлежащие Griffiths et al. 

Моноклональные антитела человека по изобретению также можно получать с использованием мы-
шей SCID, в которых реконструировали иммунные клетки человека таким образом, что ответную реак-
цию антитела человека можно получать при иммунизации. Такие мыши описаны, например, в патентах 
США № 5476996 и 5698767, принадлежащих Wilson et al. 

Антитела по изобретению также можно получать в трансфектоме клетки-хозяина с использованием, 
например, комбинации технологий рекомбинантной ДНК и способов трансфекции генов, хорошо извест-
ных в данной области (например, Morrison, S. (1985), Science 229:1202). 

Например, для экспрессирования антител или фрагментов антител ДНК, кодирующие частичные 
или полноразмерные легкие и тяжелые цепи, можно получать стандартными методами молекулярной 
биологии (например, ПЦР-амплификацией или клонированием кДНК с использованием гибридомы, ко-
торая экспрессирует исследуемое антитело), и ДНК можно встраивать в клонирующие или экспресси-
рующие векторы таким образом, чтобы гены были функционально связаны с последовательностями 
транскрипционного и трансляционного контроля. Предполагается, что в этом контексте термин "функ-
ционально связан" означает то, что ген антитела лигирован в вектор таким образом, что последователь-
ности транскрипционного и трансляционного контроля в векторе служат для их предполагаемой функ-
ции регуляции транскрипции и трансляции гена антитела. Клонирующий или экспрессирующий вектор и 
контролирующие экспрессию последовательности выбирают так, чтобы они были совместимы с исполь-
зуемой для экспрессии клеткой-хозяином. Ген легкой цепи антитела и ген тяжелой цепи антитела можно 
встроить в отдельный вектор, или, чаще, оба гена встраивают в один и тот же экспрессирующий вектор. 
Гены антитела вставляют в экспрессирующий вектор стандартными способами (например, лигированием 
комплементарных сайтов рестрикции на фрагменте гена антитела и вектора или лигированием по "ту-
пым" концам, если сайты рестрикции отсутствуют). Вариабельные области легкой и тяжелой цепи анти-
тел, описываемые в настоящем документе, можно использовать для создания генов полноразмерного 
антитела любого изотипа антитела посредством встраивания их в экспрессирующие векторы, уже коди-
рующие константные области тяжелой и легкой цепей необходимого изотипа таким образом, чтобы VH-
сегмент был функционально связан с СН-сегментом(ами) в векторе и VL-сегмент был функционально 
связан с CL-сегментом в векторе. В дополнение или в качестве альтернативы, рекомбинантный экспрес-
сирующий вектор может кодировать сигнальный пептид, который способствует секреции цепи антитела 
из клетки-хозяина. Ген цепи антитела можно клонировать в вектор таким образом, чтобы сигнальный 
пептид был связан с сохранением рамки считывания с амино-концом гена цепи антитела. Сигнальным 
пептидом может быть иммуноглобулиновый сигнальный пептид или гетерологичный сигнальный пептид 
(т.е. сигнальный пептид из белка, не относящегося к иммуноглобулинам). 

В одном из аспектов изобретение относится к клонирующему или экспрессирующему вектору, со-
держащему один или несколько полинуклеотидов по изобретению. 

Вариант осуществления 94: клонирующий или экспрессирующий вектор, содержащий по меньшей 
мере один полинуклеотид, выбранный из: SEQ ID NO: 44, или SEQ ID NO: 48, или SEQ ID NO: 51, или 
SEQ ID NO: 54, или SEQ ID NO: 57, или SEQ ID NO: 101, или SEQ ID NO: 159, или SEQ ID NO: 97, или 
SEQ ID NO: 104, или SEQ ID NO: 117, или SEQ ID NO: 143, или SEQ ID NO: 135, или SEQ ID NO: 149, 
или SEQ ID NO: 155, или SEQ ID NO: 46, или SEQ ID NO: 49, или SEQ ID NO: 52, или SEQ ID NO: 55, 
или SEQ ID NO: 58, или SEQ ID NO: 102, или SEQ ID NO: 161, или SEQ ID NO: 99, или SEQ ID NO: 105, 
или SEQ ID NO: 119, или SEQ ID NO: 145, или SEQ ID NO: 137, или SEQ ID NO: 151, или SEQ ID NO: 
157. 

В дополнение к полинуклеотидам, кодирующим цепи антитела, клонирующие или экспрессирую-
щие векторы по изобретению несут регуляторные последовательности, контролирующие экспрессию 
генов цепей антитела в клетке-хозяине. Термин "регуляторная последовательность" предназначен для 
включения промоторов, энхансеров и других элементов контроля экспрессии (например, сигналов поли-
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аденилирования), контролирующих транскрипцию или трансляцию генов цепей антитела. Такие регуля-
торные последовательности описаны, например, в публикации Goeddel (Gene expression Technology. 
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA 1990). Специалистам в данной области понят-
но, что разработка экспрессирующего вектора, включая селекцию регуляторных последовательностей, 
может зависеть от таких факторов, как выбор клеток-хозяев для трансформирования, необходимый уро-
вень экспрессии белка и т.д. Регуляторные последовательности для экспрессии клетки-хозяина млекопи-
тающего включают вирусные элементы, направляющие высокие уровни экспрессии белка в клетки мле-
копитающих, такие как промоторы и/или энхансеры, полученные из цитомегаловируса (CMV), вируса 40 
обезьяны (SV40), аденовируса (например, главный поздний промотор аденовируса (AdMLP)) и полиомы. 
Альтернативно, можно использовать невирусные регуляторные последовательности, такие как промотор 
убиквитина или промотор Р-глобина. Кроме того, регуляторные элементы, состоящие из последователь-
ностей из различные источников, таких как SRa промоторная система, содержащая последовательности 
из раннего промотора SV40 и длинноконцевого повтора вируса Т-клеточного лейкоза 1 типа человека 
(Takebe, Y. et al., 1988 Mol. Cell. Biol. 8:466-472). 

Кроме того, клонирующие или экспрессирующие векторы по изобретению могут нести дополни-
тельные последовательности, такие как последовательности, регулирующие репликацию вектора в клет-
ках-хозяевах (например, участки начала репликации), и селектируемые маркерные гены. Селектируемые 
маркерные гены облегчают отбор клеток-хозяев, в которые был введен вектор (см., например, патенты 
США № 4399216, 4634665 и 5179017, все принадлежат Axel et al.). Например, обычно селектируемый 
маркерный ген придает резистентность к лекарственным средствам, таким как G418, гигромицин или 
метотрексат, в клетке-хозяине, в которую был введен этот вектор. Селектируемые маркерные гены 
включают ген дигидрофолатредуктазы (DHFR) (для применения в клетках-хозяевах DHFR с селекци-
ей/амплификацией при действии метотрексата) и ген пео (для отбора G418). 

Для экспрессии легких и тяжелых цепей экспрессирующий(ие) вектор(ы), кодирующий(е) тяжелые 
и легкие цепи, трансфицируют в клетку-хозяина стандартными способами. Различные формы термина 
"трансфекция" предназначены для включения широкого спектра методов, широко используемых для 
введения экзогенной ДНК в прокариотическую или эукариотическую клетку-хозяина, например, элек-
тропорация, осаждение фосфатом кальция, DEAE-декстран трансфекция и т.п. Теоретически возможно 
экспрессирование антител по изобретению или в прокариотических, или эукариотических клетках-
хозяевах. Рассмотрена экспрессия антител в эукариотических клетках, например, клетках-хозяевах мле-
копитающего, дрожжах или нитевидных грибах, поскольку в таких эукариотических клетках, и в частно-
сти, клетках млекопитающих, более вероятны (по сравнению с прокариотическими клетками) сборка и 
секреция иммунологически активного антитела с правильной укладкой. Было опубликовано, что прока-
риотическая экспрессия генов антител является неэффективной для получения большого выхода актив-
ного антитела (Boss, M. A. and Wood, С. R., 1985 Immunology Today 6:12-13). 

Подходящими клетками-хозяевами для клонирующих или экспрессирующих векторов, кодирую-
щих антитела по изобретению, являются прокариотические, дрожжевые или высшие эукариотические 
клетки. Подходящие прокариотические клетки включают эубактерии, например, энтеробактерии, такие 
как Escherichia, например, E.coli (например, АТСС 31, 446; 31, 537; 27,325), рода Enterobacter, Erwinia, 
Klebsiella proteus, Salmonella, например, Salmonella typhimurium, рода Serratia, например, Serratia marces-
cens, и Shigella, а также бактерии класса Bacilli, такие как В. subtilis и В. licheniformis (см. DD 266710), 
рода Pseudomonas, такие как P. aeruginosa, и рода Streptomyces. Среди клеток-хозяев дрожжей или грибов 
предполагаются также Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces (например, 
АТСС 16,045; 12,424; 24178; 56,500), Yarrowia (EP402, 226), Pichia pastoris (EP183070, см. также Peng et 
al. (2004), J Biotechnol; 108:185-192), Candida, Trichoderma reesei (EP244234), Penicillium, Tolypocladium, и 
клетки-хозяева рода Aspergillus, такие как A. nidulans и A. niger. 

Несмотря на то, что прокариотические и дрожжевые клетки-хозяева конкретно предполагаются по 
изобретению, предпочтительными, однако, клетками-хозяевами по настоящему изобретению являются 
высшие эукариотические клетки. 

Таким образом, в одном из аспектов настоящее изобретение относится к клетке-хозяину, содержа-
щей один или несколько клонирующих или экспрессирующих векторов, содержащих полинуклеотиды, 
как описано в настоящем документе. 

В другом аспекте изобретение относится к стабильно трансформированной или трансфицированной 
клетке-хозяину, содержащей один или несколько полинуклеотидов, как описано в настоящем документе. 

Вариант осуществления 95: стабильно трансформированная клетка-хозяин, содержащая вектор, ко-
дирующий тяжелую цепь и/или легкую цепь выделенного антитела или его фрагмента по любому из ва-
риантов осуществления 1-88. Предпочтительно такие клетки-хозяева содержат первый вектор, кодирую-
щий легкую цепь, и второй вектор, кодирующий указанную тяжелую цепь. 

Подходящие высшие эукариотические клетки-хозяева включают клетки млекопитающих, такие как 
COS-1 (ATCC No.CRL 1650), COS-7 (АТСС CRL 1651), линия почки эмбриона человека 293, клетки поч-
ки детеныша хомячка (BHK) (АТСС CRL.1632), BHK570 (АТСС NO: CRL 10314), 293 (АТСС NO.CRL 
1573), клетки яичника китайского хомяка СНО (например, CHO-K1, АТСС NO: CCL 61, линия клеток 
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DHFR-CHO, такая как DG44 (см. Urlaub et al. (1986), Somatic Cell Mol.Genet.12, 555-556)), в частности те 
линии клеток СНО, которые адаптированы для суспензионной культуры, клетки Сертоли мыши, клетки 
почки обезьяны, клетки почки африканской зеленой мартышки (АТСС CRL-1587), клетки HELA, клетки 
почки собаки (АТСС CCL 34), клетки легкого человека (АТСС CCL 75), клетки Hep G2 и миеломы или 
лимфомы, например, NSO (см. US5807715), Sp2/0, YO. 

Предпочтительно клетки-хозяева млекопитающего для экспрессирования связывающей молекулы 
по изобретению включают линии клеток млекопитающих с недостаточной экспрессией гена FUT8, на-
пример, как описано в US6946292. 

Клетки-хозяева, трансформированные с помощью векторов, кодирующих связывающие молекулы, 
можно культивировать любым способом, известным специалистам в данной области. Клетки-хозяева 
можно культивировать во вращающихся флаконах, роллерных флаконах или системах полых волокон, но 
для крупномасштабного производства предпочтительно использовать реакторы с мешалкой, в частности, 
для суспензионных культур. Предпочтительно реакторы с мешалкой адаптированы для аэрации с ис-
пользованием, например, распределителей, перегородок или лопастных мешалок с низкой скоростью 
сдвига. Для барботажных колонок и реакторов с подачей воздуха можно использовать прямую аэрацию 
пузырьками воздуха или кислорода. В тех случаях, когда клетки-хозяева культивируют в бессывороточ-
ных средах, предпочтительно, чтобы данные среды были дополнены агентом, защищающим клетки, та-
ким как Pluronic F-68, для содействия предотвращению клеточного повреждения в результате процесса 
аэрации. В зависимости от характеристик клетки-хозяина можно использовать или микроносители в ка-
честве ростовых субстратов для якорь-зависимых клеточных линий, или клетки можно адаптировать к 
суспензионной культуре (что является типичным). При культивировании клеток-хозяев, особенно кле-
ток-хозяев позвоночных, можно использовать различные режимы работы, такие как культивирование с 
подпиткой, циклическая периодическая обработка (см. Drapeau et al. (1994), Cytotechnology, 15: 103-109), 
продленная периодическая обработка или перфузируемая культура. Несмотря на то, что рекомбинантно 
трансформированные клетки-хозяева млекопитающих можно культивировать в среде, содержащей сыво-
ротку, такую как эмбриональная телячья сыворотка (FCS), предпочтительно культивирование таких кле-
ток-хозяев в синтетических бессывороточных средах, таких как описано в публикации Keen et al. (1995), 
Cytotechnology 17:153-163, или коммерчески доступных средах, таких как ProCHO-CDM или Ultra-
CHO(TM) (Cambrex NJ, USA), дополненных при необходимости источником энергии, таким как глюкоза, 
и синтетическими факторами роста, такими как рекомбинантный инсулин. Для бессывороточного куль-
тивирования клеток-хозяев может потребоваться адаптация этих клеток к росту в бессывороточных ус-
ловиях. Один из подходов адаптации состоит в культивировании таких клеток-хозяев в среде, содержа-
щей сыворотку, и повторной замене 80% культуральной среды на бессывороточную среду для того, что-
бы клетки-хозяева научились адаптироваться к бессывороточным условиям (см., например, Scharfenberg 
K et al. (1995), in Animal Cell technology: Developments towards the 21st century (Beuvery E.G. et al eds), 
pp619-623, Kluwer Academic publishers). 

Связывающие молекулы по изобретению, секретированные в среду, могут быть выделены и очище-
ны с использованием различных методов для обеспечения степени очистки, подходящей для предпола-
гаемого применения. Например, использование выделенных антител по изобретению для лечения паци-
ентов-людей обычно требует по меньшей мере 95%-ной очистки, более типично 98%-ной или 99%-ной 
или еще более высокой степени очистки (по сравнению с неочищенной средой для культивирования). В 
первом случае клеточный дебрис из культуральных сред обычно удаляют с использованием центрифуги-
рования, с последующей стадией очистки супернатанта с использованием, например, микрофильтрации, 
ультрафильтрации и/или глубокой фильтрации. Доступны и многие другие методы, такие как диализ и 
электрофорез в геле, и хроматографические методы, такие как аффинная хроматография с гидроксиапа-
титом (НА) (необязательно включающая систему аффинного мечения, такую как полигистидин) и/или 
хроматография с гидрофобным взаимодействием (HIC, см. US5429746). В одном из вариантов осуществ-
ления антитела по изобретению после различных стадий очистки иммобилизуют с использованием аф-
финной хроматографии с белком А или G, с последующими дополнительными хроматографическими 
стадиями, такими как ионообменная и/или НА-хроматография, анионо- или катионообменная хромато-
графия, эксклюзионная хроматография и осаждение сульфатом аммония. Как правило, также используют 
стадии удаления различных вирусов (например, нанофильтрация с использованием, например, фильтра 
DV-20). После этих различных стадий получают очищенный (предпочтительно моноклональный) препа-
рат, содержащий по меньшей мере 75 мг/мл или более, например, 100 мг/мл или более выделенного ан-
титела по изобретению или его антигенсвязывающего фрагмента, который, таким образом, образует во-
площение изобретения. Соответственно, такие препараты по существу не содержат агрегированных 
форм антител по изобретению. 

Бактериальные системы можно использовать для экспрессирования неиммуноглобулиновых связы-
вающих молекул, описанных выше. Бактериальные системы также, в частности, подходят для экспресси-
рования фрагментов выделенных антител. Такие фрагменты локализуются внутриклеточно или в преде-
лах периплазмы. Нерастворимые периплазматические белки можно экстрагировать и свертывать для об-
разования активных белков способами, известными специалистам в данной области, см. Sanchez et al. 
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(1999), J.Biotechnol. 72, 13-20 и Cu pit PM et al. (1999), Lett Appl Microbiol, 29, 273-277. 
Таким образом, в одном из аспектов настоящее изобретение предлагает способ получения связы-

вающей молекулы, которая связывает IL-18 и не связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка 
(IL-18BP), включающий культивирование клетки-хозяина в условиях, подходящих для получения связы-
вающей молекулы, где клетка-хозяин содержит вектор, как описано в настоящем документе. 

Вариант осуществления 95: способ получения антитела человека или его фрагмента по любому из 
вариантов осуществления 1-88, включающий культивирование клетки-хозяина в условиях, подходящих 
для получения связывающей молекулы, где клетка-хозяин содержит вектор, как описано в настоящем 
документе. 

6. Фармацевтические композиции. 
Изобретение относится к фармацевтическим композициям, содержащим связывающую молекулу, 

которая связывает IL-18 и не связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и где свя-
зывающая молекула не является IL-18BP и фармацевтически приемлемым носителем. 

Вариант осуществления 96: фармацевтические композиции, содержащие антитело человека или его 
фрагмент по любому из вариантов осуществления 1-88 и фармацевтически приемлемый носитель. 

Композиции могут дополнительно содержать другие терапевтические средства, подходящие для 
лечения или профилактики заболевания или расстройства человека, отмеченного ниже. Фармацевтиче-
ские носители улучшают или стабилизируют композицию, или способствуют получению композиции. 

Фармацевтически приемлемые носители включают растворители, диспергирующие среды, покры-
тия, антибактериальные и противогрибковые средства, изотонические средства и средства замедления 
абсорбции и т.п., которые являются физиологически совместимыми. 

Фармацевтическую композицию по настоящему изобретению можно вводить различными извест-
ными в данной области способами. Путь и/или способ введения варьируется в зависимости от необходи-
мых результатов. Предпочтительным введением является внутривенное, внутримышечное, интраперито-
неальное или подкожное введение, или введение вблизи сайта мишени. Фармацевтически приемлемый 
носитель должен быть подходящим для внутривенного, внутримышечного, подкожного, парентерально-
го, спинального или эпидермального введения (например, путем инъекции или инфузии). В зависимости 
от способа введения активное соединение (в частности, химические структурные единицы с низкой мо-
лекулярной массой) может быть покрыто материалом для защиты соединения от действия кислот и дру-
гих естественных условий, которые могут инактивировать соединение. 

Композиция должна быть стерильной и жидкой. Подходящее жидкое состояние можно сохранить, 
например, путем использования покрытия, такого как лецитин, путем сохранения необходимого размера 
частиц в случае дисперсии и путем использования поверхностно-активных веществ. Во многих случаях в 
композицию предпочтительно включать средства придания изотоничности, например, сахара, полиспир-
ты, такие как маннит или сорбит, и хлорид натрия. Длительной абсорбции инъецируемых композиций 
можно достичь приблизительно за счет включения в композицию средства, замедляющего абсорбцию, 
например, моностеарата алюминия или желатина. 

Фармацевтические композиции по изобретению можно получать в соответствии со способами, хо-
рошо известными и стандартно практикуемыми в данной области. См., например, Remington: The Science 
and Practice of Pharmacy, Mack Publishing Co., 20th ed., 2000; and Sustained and Controlled Release Drug De-
livery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978. Фармацевтические композиции 
предпочтительно получают при условиях надлежащей производственной практики (GMP). Обычно в 
фармацевтических композициях по изобретению используют терапевтически эффективную дозу или 
действующую дозу антитела по изобретению, описываемого в настоящем документе. Их обычно вклю-
чают в состав фармацевтически приемлемых лекарственных форм с помощью общепринятых способов, 
известных специалистам в данной области. Режимы дозирования корректируют для обеспечения опти-
мально необходимой ответной реакции (например, терапевтического ответа). Например, можно вводить 
единичный болюс, можно вводить несколько дробных доз в течение продолжительного периода, или 
дозу можно пропорционально снижать или увеличивать, как указывает острота положения при терапии. 
Особенно предпочтительно получение парентеральных композиций в стандартной лекарственной форме 
для простоты введения и однородности дозирования. Стандартная лекарственная форма в рамках изо-
бретения относится к физически дискретным единицам, подходящим в качестве единичных доз для ин-
дивидуумов, которым необходимо лечение; каждая единица содержит предопределенное количество ак-
тивного соединения, рассчитанного для достижения необходимого терапевтического эффекта совместно 
с необходимым фармацевтическим носителем. 

Фактические уровни дозирования активных ингредиентов в фармацевтических композициях по на-
стоящему изобретению могут варьироваться для получения количества активного ингредиента, являю-
щегося эффективным для достижения необходимого терапевтического ответа для конкретного пациента, 
композиции и способа введения, без токсичного воздействия на пациента. Выбранный уровень дозиро-
вания зависит от различных фармакокинетических факторов, включая активность конкретных исполь-
зуемых композиций по настоящему изобретению, или их сложного эфира, соли или амида, способ введе-
ния, время введения, скорость экскреции конкретного используемого соединения, длительность лечения, 
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другие лекарственные средства, соединения и/или материалы, используемые в комбинации с конкретны-
ми используемыми композициями, возраст, пол, массу, состояние, общее состояние здоровья и предше-
ствующую историю болезни (анамнез) пациента, получающего лечение, и подобные факторы. 

Врач может начать с более низкого уровня дозирования антител по изобретению, используемых в 
фармацевтической композиции, чем требуется для достижения необходимого терапевтического эффекта, 
и постепенно повышать дозу до получения желаемого действия. Как правило, эффективные дозы компо-
зиций по настоящему изобретению для лечения фиброзирующего заболевания или расстройства, описы-
ваемого в настоящем документе, варьируются в зависимости от многих различных факторов, включая 
способ введения, целевой сайт, физиологическое состояние пациента, является ли пациент человеком 
или животным, другие вводимые лекарственные средства и является ли лечение профилактическим или 
терапевтическим. Лечебные дозы необходимо титровать для оптимизации безопасности и эффективно-
сти. Для введения антитела диапазоны доз составляют приблизительно от 0,0001 до 100 мг/кг и более, 
обычно от 0,01 до 5 мг/кг, от массы тела хозяина. Например, дозы могут составлять 1 мг/кг массы тела 
или 10 мг/кг массы тела, или находиться в пределах диапазона 1-10 мг/кг. Иллюстративная схема лече-
ния предусматривает введение один раз в две недели или один раз в месяц, или один раз в 3-6 месяцев. 

Связывающие молекулы по изобретению, в частности, антитела и их фрагменты, как правило, вво-
дят время от времени. Интервалы между единичными дозами могут составлять неделю, месяц или год. 
Интервалы могут быть нерегулярными, как показывает измерение уровня терапевтического белка в кро-
ви пациента. В некоторых способах дозу корректируют для достижения концентрации антитела в плазме, 
составляющей 1-1000 мкг/мл и в некоторых способах 25-300 мкг/мл. Альтернативно, антитела по изобре-
тению можно вводить в виде состава длительного высвобождения, в этом случае требуется менее частое 
введение. Дозировка и частота введения варьируются в зависимости от времени полужизни антитела у 
пациента. Как правило, гуманизированные антитела показывают более длительный период полужизни, 
чем химерные антитела и не человеческие антитела. Дозировка и частота введения может варьироваться 
в зависимости от того, является ли лечение профилактическим или терапевтическим. При профилактиче-
ском применении вводят относительно низкую дозу при относительно нечастых интервалах в течение 
длительного периода времени. Лечение некоторых пациентов продолжается в течение всей оставшейся 
жизни. При терапевтическом применении иногда требуется относительно высокая доза при относительно 
коротких интервалах до снижения или прекращения прогрессирования заболевания, и предпочтительно 
до момента появления у пациента частичного или полного улучшения состояния симптомов заболевания. 
В дальнейшем, пациенту можно вводить профилактический режим дозирования. 

Фармацевтическая композиция может содержать (например, в качестве единственного терапевтиче-
ски активного ингредиента) связывающую молекулу, которая связывается с IL18 (например, специфиче-
ски связывается) и не связывает комплекс IL-18/IL-18 связывающего белка (IL-18BP), где связывающая 
молекула не является IL-18BP, где связывающая молекула выбрана из: выделенного антитела, фрагмента 
выделенного антитела, антитела с единичным вариабельным доменом, би- или полиспецифического ан-
титела, поливалентного антитела, антитела с двойным вариабельным доменом, иммуноконъюгата, моле-
кулы фибронектина, аднектина, дарпина, авимера, аффитела, антикалина, аффилина, миметика эпитопа 
белка или их сочетаний, и где композиция может дополнительно содержать фармацевтически приемле-
мый носитель. 

Обычно композиция представлена в форме для внутривенного, ингаляционного или подкожного 
введения. В других вариантах осуществления композиция может быть в лиофилизированнлой форме. 

Предпочтительно связывающей молекулой является антитело, предпочтительно моноклональное 
интактное антитело (например, человеческое, гуманизированное или химерное) или его фрагмент, как 
описано в настоящем документе. 

Вариант осуществления 97: фармацевтическая композиция содержит (например, в качестве единст-
венного терапевтически активного ингредиента) антитело или его фрагмент, которые связывают IL18 
(например, специфически связывают) и не связывают комплекс IL-18/IL-18 связывающего белка (IL-
18BP), где указанное антитело содержит: 

(a) CDRH1 с SEQ ID NO: 3; 
(b) CDRH2 с SEQ ID NO: 9; 
(c) CDRH3 с SEQ ID NO: 5; 
(d) CDRL1 с SEQ ID NO: 6; 
(e) CDRL2 с SEQ ID NO: 7 и 
(f) CDRL3 с SEQ ID NO: 8. 
Вариант осуществления 98: фармацевтическая композиция по варианту осуществления 97, где ан-

титело конкурирует с мышиным антителом 125-2Н за связывание IL-18. 
Вариант осуществления 99: фармацевтическая композиция содержит (например, в качестве единст-

венного терапевтически активного ингредиента) антитело или его фрагмент, которые связывают IL18 
(например, специфически связывают) и не связывают комплекс IL-18/IL-18 связывающего белка (IL-
18BP), где указанное антитело содержит: 

(a) CDRH1 с SEQ ID NO: 3; 
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(b) CDRH2 с SEQ ID NO: 10; 
(c) CDRH3 с SEQ ID NO: 5; 
(d) CDRL1 с SEQ ID NO: 6; 
(e) CDRL2 с SEQ ID NO: 7 и 
(f) CDRL3 с SEQ ID NO: 8. 
Вариант осуществления 100: фармацевтическая композиция содержит (например, в качестве един-

ственного терапевтически активного ингредиента) антитело или его фрагмент, которые связывают IL18 
(например, специфически связывают) и не связывают комплекс IL-18/IL-18 связывающего белка (IL-
18BP), 

где указанное антитело содержит: 
(a) CDRH1 с SEQ ID NO: 3; 
(b) CDRH2 с SEQ ID NO: 13; 
(c) CDRH3 с SEQ ID NO: 5; 
(d) CDRL1 с SEQ ID NO: 6; 
(e) CDRL2 с SEQ ID NO: 7 и 
(f) CDRL3 с SEQ ID NO: 8. 
Вариант осуществления 101: фармацевтическая композиция по варианту осуществления 100, где 

антитело конкурирует с мышиным антителом 125-2Н за связывание IL-18. 
Вариант осуществления 102: фармацевтическая композиция содержит (например, в качестве един-

ственного терапевтически активного ингредиента) антитело или его фрагмент, которые связывают IL18 
(например, специфически связывают) и не связывают комплекс IL-18/IL-18 связывающего белка (IL-
18BP), где указанное антитело содержит: 

(a) CDRH1 с SEQ ID NO: 106; 
(b) CDRH2 с SEQ ID NO: 107; 
(c) CDRH3 с SEQ ID NO: 108; 
(d) CDRL1 с SEQ ID NO: 109; 
(e) CDRL2 с SEQ ID NO: 110 и 
(f) CDRL3 с SEQ ID NO: 111. 
Вариант осуществления 103: фармацевтическая композиция содержит (например, в качестве един-

ственного терапевтически активного ингредиента) антитело, которое связывает IL18 (например, специ-
фически связывает) и не связывает комплекс IL-18/IL-18 связывающего белка (IL-18BP), где указанное 
антитело содержит: 

a) вариабельный домен тяжелой цепи с SEQ ID NO: 14 и вариабельный домен легкой цепи с SEQ ID 
NO: 16, или 

b) вариабельный домен тяжелой цепи с SEQ ID NO: 25 и вариабельный домен легкой цепи с SEQ ID 
NO: 16, или 

c) вариабельный домен тяжелой цепи с SEQ ID NO: 28 и вариабельный домен легкой цепи с SEQ ID 
NO: 16, или 

d) вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 18 и вариабельный домен легкой цепи с SEQ ID 
NO: 20, или 

e) вариабельный домен тяжелой цепи с SEQ ID NO: 37 и вариабельный домен легкой цепи с SEQ ID 
NO: 20, или 

f) вариабельный домен тяжелой цепи с SEQ ID NO: 40 и вариабельный домен легкой цепи с SEQ ID 
NO: 20, или 

g) вариабельный домен тяжелой цепи с SEQ ID NO: 112 и вариабельный домен легкой цепи с SEQ 
ID NO: 114. 

Вариант осуществления 104: фармацевтическая композиция по варианту осуществления 103, где 
указанное антитело содержит вариабельный домен тяжелой цепи с SEQ ID NO: 14 и вариабельный домен 
легкой цепи с SEQ ID NO: 16 или вариабельный домен тяжелой цепи с SEQ ID NO: 18 и вариабельный 
домен легкой цепи с SEQ ID NO: 20. 

Вариант осуществления 105: фармацевтическая композиция по варианту осуществления 104, где 
антитело конкурирует с мышиным антителом 125-2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 106: фармацевтическая композиция содержит (например, в качестве един-
ственного терапевтически активного ингредиента) антитело, которое связывает IL18 (например, специ-
фически связывает) и не связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), где указанное 
антитело содержит: 

a) вариабельный домен тяжелой цепи, который может быть кодирован выделенным полинуклеоти-
дом, являющимся идентичным по меньшей мере на 90% (например, 95% или более, а именно 96, 97, 98 
или 99%) выделенному полинуклеотиду, кодирующему SEQ ID NO: 14, или 18, или 25, или 28, или 37, 
или 40, или 112, и 

b) вариабельный домен легкой цепи, который может быть кодирован выделенным полинуклеоти-
дом, являющимся идентичным по меньшей мере на 90% (например, 95% или более, а именно 96, 97, 98 
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или 99%) выделенному полинуклеотиду, кодирующему SEQ ID NO: 16, или 20, или 114. 
Вариант осуществления 107: фармацевтическая композиция содержит (например, в качестве един-

ственного терапевтически активного ингредиента) антитело, которое связывает IL18 (например, специ-
фически связывает) и не связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), где указанное 
антитело содержит: 

a) тяжелую цепь с SEQ ID NO: 43 и вариабельный домен легкой цепи с SEQ ID NO: 45, или 
b) тяжелую цепь с SEQ ID NO: 47 и вариабельный домен легкой цепи с SEQ ID NO: 45, или 
c) тяжелую цепь с SEQ ID NO: 50 и вариабельный домен легкой цепи с SEQ ID NO: 45, или 
d) вариабельный домен тяжелой цепи с SEQ ID NO: 53 и вариабельный домен легкой цепи с SEQ ID 

NO: 160, или 
e) вариабельный домен тяжелой цепи с SEQ ID NO: 100 и вариабельный домен легкой цепи с SEQ 

ID NO: 160, или 
f) вариабельный домен тяжелой цепи с SEQ ID NO: 158 и вариабельный домен легкой цепи с SEQ 

ID NO: 160, или 
g) вариабельный домен тяжелой цепи с SEQ ID NO: 116 и вариабельный домен легкой цепи с SEQ 

ID NO: 118. 
Вариант осуществления 108: фармацевтическая композиция по варианту осуществления 107, где 

антитело содержит тяжелую цепь с SEQ ID NO: 43 и вариабельный домен легкой цепи с SEQ ID NO: 45 
или вариабельный домен тяжелой цепи с SEQ ID NO: 158 и вариабельный домен легкой цепи с SEQ ID 
NO: 160. 

Вариант осуществления 109: фармацевтическая композиция по варианту осуществления 108, где 
антитело конкурирует с мышиным антителом 125-2Н за связывание IL-18. 

Вариант осуществления 110: фармацевтическая композиция содержит (например, в качестве един-
ственного терапевтически активного ингредиента) антитело, которое связывает IL18 (например, специ-
фически связывает) и не связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), где указанное 
антитело содержит: 

a) тяжелую цепь, которая может быть кодирована выделенным полинуклеотидом, являющимся 
идентичным по меньшей мере на 90% (например, 95% или более, а именно 96, 97, 98 или 99%) выделен-
ному полинуклеотиду, кодирующему SEQ ID NO: 43, или 47, или 50, или 53, или 100, или 116, или 158, и 

b) легкую цепь, которая может быть кодирована выделенным полинуклеотидом, являющимся иден-
тичным по меньшей мере на 90% (например, 95% или более, а именно 96, 97, 98 или 99%) выделенному 
полинуклеотиду, кодирующему SEQ ID NO: 45, или 160, или 118. 

7. Клиническое применение. 
Было показано, что экспрессия IL-18 повышается при нескольких аутоиммунных, сердечно-

сосудистых и воспалительных заболеваниях. 
Таким образом, связывающие молекулы по изобретению, которые связывают IL-18 и не связывают 

комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP) и где связывающие молекулы не являются IL-18BP, 
можно использовать в терапии. 

Вариант осуществления 110: антитело по любому из вариантов осуществления 1-88 для применения 
в терапии. 

В одном из аспектов настоящего изобретения представлен способ лечения и/или профилактики ау-
тоиммунных заболеваний, включая ревматоидный артрит (РА), ювенильный артрит с системным нача-
лом (SOJA), системный ювенильный идиопатический артрит (сЮИА), анкилозирующий спондилит, ау-
тоиммунное заболевание внутреннего уха (AIED), аутоиммунный лимфопролиферативный синдром 
(АЛПС), болезнь Бехчета, болезнь Бергера (IgA-нефропатия), буллезный пемфигоид, синдром Черджа-
Строса, колит, болезнь Крона (БК), диабет 1 типа, диабет 2 типа, синдром Шегрена (СШ), реакцию 
"трансплантат против хозяина" (РТПХ), гломерулонефрит, волчанку, рассеянный склероз (PC), псориаз, 
ревматическую лихорадку, саркоидоз, склеродермию, болезнь Стилла, развивающуюся у взрослых 
(AOSD), системную красную волчанку (СКВ), язвенный колит, гемофагоцитарный лимфогистиоцитоз 
(ГЛГ, также известный как гематофагоцитарный синдром, синдром активации макрофагов), семейный 
гемофагоцитарный лимфогистиоцитоз (FHL) и другие синдромы иммунодефицита, гигантоклеточный 
артериит (ГТА), ишемическую болезнь сердца (CAD), коронарную васкулопатию (CV), острые коронар-
ные синдромы (ОКС), застойную сердечную недостаточность (ЗНС), атеросклероз, артериосклероз, ин-
фаркт миокарда (ИМ), кардиоренальный синдром (КРС), острую почечную недостаточность (ОПН), диа-
бетическую нефропатию, резистентность к инсулину, ожирение и метаболический синдром (МС), забо-
левания легких, включая саркоидоз легкого, в частности, саркоидоз с легочным фиброзом, астму, осо-
бенно тяжелую астму, увеит, географическую атрофию, хроническую обструктивную болезнь легких 
(ХОБЛ), кистозный фиброз, респираторный дистресс-синдром взрослых (ОРДС), острое повреждение 
легких (ОПЛ), вентиляторное повреждение легких (VILI), легочную артериальную гипертензию (ЛАГ), 
болезнь Альцгеймера (AD) и сепсис и любые их сочетания, причем способ включает введение пациенту-
млекопитающему терапевтически эффективного количества связывающей молекулы (например, антите-
ла) или фармацевтической композиции, как описано в настоящем документе, которая связывает IL-18 и 
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не связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP). 
Вариант осуществления 111: способ лечения и/или профилактики саркоидоза, в частности, саркои-

доза легкого, гемофагоцитарного лимфогистиоцитоза (ГЛГ), семейного гемофагоцитарного лимфоги-
стиоцитоза (FHL), хронической обструктивной болезни легких (ХОБЛ), болезни Стилла, развивающейся 
у взрослых (AOSD), атеросклероза, системного ювенильного идиопатического артрита (сЮИА), тяжелой 
астмы, увеита, географической атрофии, гигантоклеточного артериита (ГТА), диабета 1-го типа, диабета 
2-го типа и любого их сочетания у пациента-млекопитающего, включающий введение пациенту-
млекопитающему терапевтически эффективного количества связывающей молекулы (например, антите-
ла) или фармацевтической композиции, как описано в настоящем документе, которая связывает IL-18 и 
не связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и где связывающая молекула не явля-
ется IL-18BP. 

Вариант осуществления 112: связывающие молекулы или фармацевтические композиции по изо-
бретению, которые связывают IL-18 и не связывают комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-
18BP), и где связывающая молекула не является IL-18BP, для применения в лечении и/или профилактике 
саркоидоза, в частности, саркоидоза легкого, гемофагоцитарного лимфогистиоцитоза (ГЛГ), семейного 
гемофагоцитарного лимфогистиоцитоза (FHL), хронической обструктивной болезни легких (ХОБЛ), бо-
лезни Стилла, развивающейся у взрослых (AOSD), атеросклероза, системного ювенильного идиопатиче-
ского артрита (сЮИА), тяжелой астмы, увеита, географической атрофии, гигантоклеточного артериита 
(ГТА), диабета 1-го типа, диабета 2-го типа и любого их сочетания у пациента-млекопитающего. 

Вариант осуществления 113: способ лечения и/или профилактики аутоиммунных заболеваний, 
включая ревматоидный артрит (РА), ювенильный артрит с системным началом (SOJA), системный юве-
нильный идиопатический артрит (сЮИА), анкилозирующий спондилит, аутоиммунное заболевание 
внутреннего уха (AIED), аутоиммунный лимфопролиферативный синдром (АЛПС), болезнь Бехчета, 
болезнь Бергера (IgA-нефропатия), буллезный пемфигоид, синдром Черджа-Строса, колит, болезнь Кро-
на (БК), диабет 1 типа, диабет 2 типа, синдром Шегрена (СШ), реакцию "трансплантат против хозяина" 
(РТПХ), гломерулонефрит, волчанку, рассеянный склероз (PC), псориаз, ревматическую лихорадку, сар-
коидоз, склеродермию, болезнь Стилла, развивающуюся у взрослых (AOSD), системную красную вол-
чанку (СКВ), язвенный колит, гемофагоцитарный лимфогистиоцитоз (ГЛГ, также известный как гемато-
фагоцитарный синдром, синдром активации макрофагов), семейный гемофагоцитарный лимфогистиоци-
тоз (FHL) и другие синдромы иммунодефицита, гигантоклеточный артериит (ГТА), ишемическую бо-
лезнь сердца (CAD), коронарную васкулопатию (CV), острые коронарные синдромы (ОКС), застойную 
сердечную недостаточность (ЗНС), атеросклероз, артериосклероз, инфаркт миокарда (ИМ), кардиоре-
нальный синдром (КРС), острую почечную недостаточность (ОПН), диабетическую нефропатию, рези-
стентность к инсулину, ожирение и метаболический синдром (МС), заболевания легких, включая сар-
коидоз легкого, в частности, саркоидоз с легочным фиброзом, астму, особенно тяжелую астму, увеит, 
географическую атрофию, хроническую обструктивную болезнь легких (ХОБЛ), кистозный фиброз, рес-
пираторный дистресс-синдром взрослых (ОРДС), острое повреждение легких (ОПЛ), вентиляторное по-
вреждение легких (VILI), легочную артериальную гипертензию (ЛАГ), болезнь 

Альцгеймера (AD) и сепсис и любые их сочетания, причем способ включает введение пациенту-
млекопитающему терапевтически эффективного количества антитела или фармацевтической компози-
ции, как описано в любом одном из вариантов осуществления 1-88 или 96-110, которые связывают IL-18 
и не связывают комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP). 

Вариант осуществления 114: способ лечения и/или профилактики саркоидоза, в частности, саркои-
доза легкого, гемофагоцитарного лимфогистиоцитоза (ГЛГ), семейного гемофагоцитарного лимфоги-
стиоцитоза (FHL), хронической обструктивной болезни легких (ХОБЛ), болезни Стилла, развивающейся 
у взрослых (AOSD), атеросклероза, системного ювенильного идиопатического артрита (сЮИА), тяжелой 
астмы, увеита, географической атрофии, гигантоклеточного артериита (ГТА), диабета 1-го типа, диабета 
2-го типа и любого их сочетания у пациента-млекопитающего, включающий введение пациенту-
млекопитающему терапевтически эффективного количества антитела или фармацевтической компози-
ции, как описано в любом одном из вариантов осуществления 1-88 или 96-110, которые связывают IL-18 
и не связывают комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP). 

Вариант осуществления 115: антитело или фармацевтическая композиция, как описано в любом од-
ном из вариантов осуществления 1-88 или 96-110, которые связывают IL-18 и не связывают комплекс IL-
18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и где связывающая молекула не является IL-18BP, для приме-
нения в лечении и/или профилактике саркоидоза, в частности, саркоидоза легкого, гемофагоцитарного 
лимфогистиоцитоза (ГЛГ), семейного гемофагоцитарного лимфогистиоцитоза (FHL), хронической об-
структивной болезни легких (ХОБЛ), болезни Стилла, развивающейся у взрослых (AOSD), атеросклеро-
за, системного ювенильного идиопатического артрита (сЮИА), тяжелой астмы, увеита, географической 
атрофии, гигантоклеточного артериита (ГТА), диабета 1-го типа, диабета 2-го типа и любого их сочета-
ния у пациента-млекопитающего. 

8. Диагностическое применение и наборы. 
Одним из преимуществ связывающей молекулы или выделенного антитела или его фрагмента, как 
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описано в настоящем документе, является то, что они связывают IL-18, но не связывают комплекс IL-
18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), и то, что они не являются IL-18BP. Таким образом, связываю-
щая молекула или выделенное антитело или его фрагмент, как описано в настоящем документе, способ-
ны только к детектированию свободного IL-18, не связанного с IL-18BP. Так как свободный IL-18 явля-
ется биологически активной молекулой, сразу становится очевидным, что связывающая молекула, спо-
собная распознавать только такую единицу, может обеспечить различение между свободным IL-18 и IL-
18, связанным с IL-18BP, который является неактивным. Кроме того, поскольку связывающие молекулы 
по изобретению не включают IL-18BP, как выделенный, так и нативный, они позволяют применение не 
только как терапевтических средств, но также средств во многих других вариантах применения, таких 
как диагностика или диагностический набор. 

Таким образом, в другом аспекте настоящее изобретение относится к связывающим молекулам или 
выделенным антителам или их фрагментам, как описано в настоящем документе, которые связывают IL-
18 и не связывают комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), где связывающая молекула не 
является IL-18BP, для применения в диагностике или для применения в диагностическом наборе. 

Связывающие молекулы или выделенное антитело или его фрагмент, как описано в настоящем до-
кументе, можно использовать в комбинации с детектированием антител при проведении анализов ELISA, 
вестерн-блоттинга и т.д. и можно использовать не только для детектирования присутствия свободного 
IL-18, но также для измерения количества свободного IL-18. 

Таким образом, в другом аспекте настоящее изобретение относится к связывающим молекулам или 
выделенным антителам или их фрагментам, которые связывают IL-18 и не связывают комплекс IL-18/IL-
18-связывающего белка (IL-18BP), где связывающая молекула не является IL-18BP, для применения в 
диагностике или для применения в детектировании и/или измерении присутствия и/или количества сво-
бодного IL-18 (т.е. IL-18, не связанного с IL-18BP) в образце. 

В еще одном дополнительном аспекте настоящего изобретения представлен способ детектирования 
и/или измерения присутствия и/или количества свободного IL-18 (т.е. IL-18, не связанного с IL-18BP) в 
образце, где образцом необязательно является образец человека, где способ включает взаимодействие 
образца со связывающей молекулой или выделенным антителом или его фрагментом, которые связыва-
ют IL-18 и не связывают комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), где связывающая молеку-
ла не является IL-18BP. 

В еще одном дополнительном аспекте настоящего изобретения представлен способ, включающий 
стадии: 

a) взаимодействия образца, полученного от индивидуума (например, индивидуума с воспалитель-
ным заболеванием или расстройством), со связывающей молекулой или выделенным антителом или его 
фрагментом, как описано в настоящем документе, которые связывают IL-18 и не связывают комплекс IL-
18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), где связывающая молекула не является IL-18BP; 

b) измерения уровня свободного IL-18; 
c) необязательно, измерения уровня общего содержания IL-18 и IL-18BP; 
d) где стадии b) и c) можно проводить одновременно или последовательно, или в обратном порядке 

(например, стадию b) проводить перед стадией c) или стадию c) перед стадией b). 
Образцом может быть образец, выделенный из организма млекопитающего, предпочтительно из ор-

ганизма человека. Выделенный образец может: 
i) быть из доступного участка организма, например, слизистой оболочки носа, кожи, конъюнктивы, 

ротовой полости или горла, ануса, вагины, уретры, шейки матки; и или 
ii) содержать жидкие или полужидкие (например, физиологическую жидкость или полужидкие, на-

пример, выделения, рвотную массу, секрет, экстреты, желудочный и/или кишечный сок, мокроту, кровь, 
сыворотку крови, плазму, мочу, слезы, синовиальную жидкость, семенную жидкость, секрет простаты, 
слюну, гомогенат или слизь ткани); и или 

iii) содержать твердое вещество (например, образец стула, ткани или биопсии); и/или 
iv) содержать культуру (например, культуру макрофагов); 
Образцом может быть кровь человека или часть крови человека, такая как плазма. 
Выделенный образец может быть предпочтительно выбран из цельной крови человека, макрофагов, 

полученных из моноцитов в крови человека, и макрофагов легкого человека. 
В другом аспекте настоящее изобретение дополнительно относится к диагностическому набору, со-

держащему связывающую молекулу или выделенное антитело или его фрагмент (которые связывают IL-
18 и не связывают комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP), где связывающая молекула не 
является IL-18BP, и/или комплекс, содержащий IL-18 и эту связывающую молекулу, где набор необяза-
тельно содержит первое контрольное соединение. 

Контрольным соединением является соединение, являющееся индикатором функционирования ди-
агностического набора. 

Контрольное соединение может быть положительным или отрицательным, и оно подтверждает 
правильность каких-либо результатов. 

Первым контрольным соединением может быть свободный IL-18, и набор необязательно может со-
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держать второе контрольное соединение, которым является мышиное антитело 125-2Н. 
В другом аспекте настоящего изобретения представлено медицинское или диагностическое устрой-

ство, содержащее связывающую молекулу или выделенное антитело или его фрагмент (которые связы-
вают IL-18 и не связывают комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка (IL-18BP)) и/или комплекс, где 
связывающая молекула не является IL-18BP, содержащий IL-18 и эту связывающую молекулу. 

9. Примеры. 
Примеры последовательностей антитела по настоящему изобретению, приведенные в настоящем 

документе, наряду с таблицей корреляции последовательностей, описаны в завершающей части описания 
настоящего изобретения. 

9.1) Материалы. 
Рекомбинантный IL-18 человека (генерированный в Е.coli с использованием способа, описанного в 

публикации Liu et al. (2000), Cytokine 12 (10):1519-25). 
Рекомбинантный IL18 яванского макака (генерированный в Е.coli с использованием способа, опи-

санного в патенте США № 6432678). 
Рекомбинантный TNFα человека (R&D #210-ТА). 
Рекомбинантный IL-18-связывающий белок-IgG1 человека Fc (hIL-18BPa-Fc, R&D Systems # 119-

BP-100). 
IgG1 мыши против IL-18 человека (125-2Н; R&D Systems # D044-3). 
Антитело человека против лизоцима (Morphosys MOR03207). 
Линия клеток KG-1 (ATCC #CCL-246). 
Клеточная среда: RPMI 1640 (Invitrogen #31870), дополненная 10% эмбриональной телячьей сыво-

роткой (Invitrogen #10108-157), 1% L-глутамином (Invitrogen #25030-03), 1% пеницилли-
ном/стрептомицином (Invitrogen #15140-148). 

Плоскодонные 96-луночные планшеты, обработанные тканевой культурой (Costar #3596). 
DuoSet ELISA анализ IFN-γ человека (R&D #DY285). 
Микротитровочные планшеты Maxisorb (Sigma #M9410). 
Гепарин (Sigma #H3393). 
Рекомбинантный IL-12 человека (R&D Systems #219-IL-CF). 
LPS (Sigma #L4516). 
Пробирки Falcon (Corning #430829). 
Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare Life Sciences #17-1440-02). 
Клетки KG-1 сохраняли в RPMI-1640 с добавлением 10% FBS, 1% L-глутамина и 1% пеницилли-

на/стрептомицина при плотности от 2×105 до 1×106 жизнеспособных клеток/мл. 
9.2) Антитела и их фрагменты, отобранные для функционального анализа. 
Антитела и их фрагменты получали с помощью фагового дисплея. Использованная библиотека фа-

гмидов основана на концепции HuCAL (Knappik, A. et al. (2000), J. Mol. Biol. 296, 57-86), в которой ис-
пользована технология CysDisplay для отображения Fab на поверхности фага (WO 01/05950). Для по-
вышения аффинности и биологической активности выбранных фрагментов антител области L-CDR3 и H-
CDR2 оптимизировали параллельно посредством кассетного мутагенеза с использованием тринуклеотид-
направленного мутагенеза (Virnekas, В et al. (1994), Nucleic acids Res 22, 5600-5607), в то время как кар-
касные области оставались неизменными. Антитела из различных родительских каркасов выбирали для 
конверсии IgG и функциональной характеризации. Эти антитела и их фрагменты показаны в табл. 1А. 
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Таблица 1А 
IgGs и Fabs, выбранные для функционального анализа 

 
При составлении жидкого состава с антителом MOR9464 через некоторое время состав показал по-

терю активности. Была выдвинута гипотеза, что молекула может претерпеть модификации, которые по-
влияли на ее активность. MOR9464 инкубировали при температуре выше, чем физиологическая темпера-
тура, для ускорения появления потери активности. Посредством комбинирования комплексных биофи-
зических методов, включая масс-спектрометрию и обращенно-фазовую ВЭЖХ, выделяли две отчетли-
вые, еще неизвестные формы MOR9464. 

Некоторые модификации белка могут возникнуть во внеклеточных средах во время манипуляции in 
vitro и циклизации in vivo. Независимо от вида модификации, она может оказать существенное воздейст-
вие на свойства, относящиеся к фармацевтическим средствам на основе белка. Таким образом, чрезвы-
чайно важно понять структурно-функциональные взаимоотношения этих модификаций. Внеклеточными 
модификациями являются модификации, возникающие вскоре после прохождения терапевтическими 
белками пути миграции, достижения ими клеточной поверхности, и их высвобождение происходит во 
внеклеточной среде с инкубированием в течение периода продуцирования. Они также включают моди-
фикации, возникающие во время манипуляции in vitro, такой как очистка и вхождение в состав в подхо-
дящих буферах, или даже циклизации in vivo (Zhong X. and Wright J.F., Int J of Cell Biol., 2013, 1-19). 
Наиболее типичным является протеолитический процессинг, и получаемые в результате внеклеточные 
модификации хорошо известны. Характеризация окисления единичных аминокислотных остатков может 
представлять трудности и может включать остатки метионина, а также остатки триптофана, цистеина, 
гистидина и тирозина. Образование N-концевого пироглутамата также является хорошо известной вне-
клеточной модификацией, в результате чего N-концевые остатки глутамина или глутамата легко могут 
циклизоваться со своей концевой группой с образованием пирролидонкарбоновой кислоты. Также из-
вестны дезамидирование остатков аспарагина и аспартата или изомеризация аспартата, не являющиеся 
хорошо изученными модификациями. 

Если внеклеточные модификации возникают в конкретных областях антитела, то они могут оказать 
сильное влияние на функциональные характеристики антитела, такие как потеря активности. Если моди-
фикация возникает в CDR или очень близко к ней, она может оказать воздействие на способность анти-
тела распознавать и/или специфически связывать его антиген. 

Анализы последовательности MOR9464 проводили для определения потенциального сайта внекле-
точных модификаций. Получали мутанты, представленные в табл. 1В. 
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Таблица 1В 
Мутанты MOR9464/MOR10222 

 

 
В качестве возможного сайта модификации был рассмотрен аспарагин 30, расположенный рядом с 

H-CDR1 MOR9464, наряду с серином 31 в H-CDR1 и метионином 54 в H-CDR2. Неферментативное де-
заминирование остатков аспарагина и глутамина до аспартата и глутамата происходит за счет гидроли-
тической реакции и является зависимым от рН, температуры и ионной силы. Оно также зависит от 
аминокислотных остатков, предшествующих остаткам аспарагина и глутамина, с повышением скорости 
дезамидирования серином и треонином. 

Большинство мутантов MOR10222_S31X, с или без метиониновой мутации, сильно агрегировали 
после продуцирования. По этой причине, эти мутанты далее не характеризовали. 

9.3) Определение аффинности с использованием титрования равновесного раствора (SET). 
Для определения KD с помощью титрования равновесного раствора (SET) использовали мономер-

ные фракции антител (анализируемые путем аналитической SEC). 
Определение аффинности в растворе по существу проводили, как описано в литературе (Friguet В et 

al. (1985), J. Immunol Methods; 77(2):305-19). С целью повышения чувствительности и точности способа 
SET, его перевели с классического ELISA на технологию на основе электрохимической люминесценции 
(ECL) (Haenel С et al. (2005), Anal Biochem; 339 (1):182-4). 

Антитела, специфичные к фрагменту (Fab)2 козы против человека (Dianova) метили MSD SULFO-
TAG NHS-Ester (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD, USA) по инструкциям производителя. Экспе-
рименты проводили в полипропиленовых планшетах для микротитрования и буфере на основе фосфатов 
для анализа. Немеченый IL-18 человека серийно разбавляли, начиная с концентрации, по меньшей мере в 
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10 раз превышающей ожидаемую KD. Лунки без антигена использовали для определения значений Bmax; 
лунки с буфером для анализа использовали для определения фона. После добавления неизменного коли-
чества антитела или его фрагмента (например, 10 пМ конечной концентрации в 60 мкл конечного объе-
ма) смесь инкубировали в течение ночи при комнатной температуре. Концентрация использованных ан-
тител или их фрагментов была аналогичной или ниже ожидаемой KD. 

Планшеты MSD, покрытые стрептавидином, блокировали фосфатным буфером, содержащим БСА, 
в течение ночи. После блокировки планшета добавляли биотинилированный IL-18 человека и инкубиро-
вали в течение 1 ч при комнатной температуре. Затем на эти планшеты переносили эквилиброванные 
образцы и инкубировали в течение короткого периода времени при комнатной температуре. После про-
мывки меченное MSD SULFO-TAG детектированное антитело ((Fab)2 козы против человека) добавляли к 
планшету MSD и инкубировали в течение короткого периода времени при комнатной температуре. 

После промывки планшета и добавления буфера считывания Т MSD с поверхностно-активным ве-
ществом, электрохемилюминесцентные сигналы детектировали с использованием Sector Imager 6000 
(Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD, USA). 

Данные оценивали с использованием специально разработанных подходящих по параметрам моде-
лей программного обеспечения XLfit (IDBS). Для определения KD молекул Fab использовали следую-
щую подходящую по параметрам модель (согласно Haenel et al., 2005), измененную согласно Abraham et 
al., 1996): 

 
[Fab]t: общая примененная концентрация Fab; 
х: общая примененная концентрация растворимого антигена (участки связывания); 
Bmax: максимальный сигнал Fab без антигена; 
KD: аффинность. 
По существу, применяли одинаковый протокол для определения значений KD для антител и фраг-

ментов со следующими различиями: целые антитела добавляли к серии разведений антигена и давали 
отстояться в течение ночи при комнатной температуре. Затем образцы обрабатывали, как описано выше. 

Для оценки данных, т.е. определения KD молекул IgG, использовали следующую подходящую по 
параметрам модель для IgG (измененную согласно Piehler et al., 1997): 

 
[IgG]: общая примененная концентрация IgG; 
х: общая примененная концентрация растворимого антигена (участки связывания); 
Bmax: максимальный сигнал IgG без антигена; 
KD: аффинность. 
Значения аффинности антител к IL-18 или их фрагментов определяли в растворе с использованием 

условий анализа, описанных выше, и они указаны в табл. 2А (столбец 2). В том случае, когда также тес-
тировали IL-18 от яванского макака (см. IL-18), полученная в результате KD указана в скобках. 

9.4) Ингибирование высвобождения IFN-γ из МКПК, стимулированных IL-18 человека. 
Мононуклеарные клетки периферической крови (МКПК) выделяли из гепаринизированной цельной 

крови человека с использованием стандартных способов. В кратком изложении, разбавленную кровь, 
содержащую гепарин (15 U/мл) в качестве антикоагулянта, наносили слоями на Ficoll-PaquePlus и цен-
трифугировали (800×g, 20 мин, 18°C). МКПК собирали с интерфазы на границе раздела плазма-фиколл и 
промывали дважды (600×g, 10 мин, 4°C) перед ресуспендированием в среде. 

МКПК ресуспендировали в среде и наносили на 96-луночный планшет для культур клеток для по-
лучения конечной плотности клеток, составляющей 1,5×106/мл (в конечном объеме анализа, составляю-
щем 200 мкл). Для обеспечения распознавания антителом и его фрагментом по изобретению нативного 
IL-18, который может быть гликозилирован, МКПК стимулировали с помощью LPS и IL-12, что индуци-
рует IFN-γ посредством IL-18-зависимого аутокринного ответа. 

Клетки стимулировали с помощью 3 нМ рекомбинантного IL-18 человека вместе с IL-12 (1 нг/мл) 
или LPS (3 мкг/мл) вместе с IL-12 (10 нг/мл) для индуцирования секретирования нативного белка IL-18 
(все конечные концентрации). В случае рекомбинантного IL-18 человека, выбранную концентрацию 
предварительно определяли как приблизительную EC80 в этом анализе. В случае нативного IL-18, LPS 
стимулирует продуцирование IL-18, в то время как IL-12 повышает экспрессию рецептора IL-18 (Yoshi-
moto T et al. (1998), J. Immunol; 161(7):3400-7). Степень IL-18-зависимости в этом анализе определяли 
путем включения высокоспецифичного белка, IL-18-связывающего белка-IgG1 человека Fc (hIL-18BPa-
Fc) в качестве положительного контроля (точечная линия на фиг. 3 (A-D). 



034610 

- 51 - 

Для оценки их активности и эффективности антителам и их фрагментам предварительно давали от-
стояться в течение 30 мин с IL-12 и LPS (природные условия) или IL-12 и IL-18 (рекомбинантные усло-
вия) перед применением на клетки с конечной концентрацией от 0,1 до 300 нМ. Контрольное антитело 
MOR03207 против лизоцима использовали в качестве отрицательного контроля. 

Из каждой экспериментальной группы среднюю величину ± стандартная ошибка средней величины 
(где n=3 или более) определяли, исходя из n=2-5 лунок. 

Клетки инкубировали при 37°C, 5% СО2 в течение 24 ч после обработки, затем супернатант собира-
ли посредством центрифугирования (1200 об/мин, в течение 5 мин) и хранили при -20°C для последую-
щего анализа. Уровни белка IFN-γ оценивали с использованием ELISA в соответствии с инструкциями 
производителя. 

Все антитела и их фрагменты дозозависимо ингибировали продуцирование IFN-γ с аналогичным 
уровнем эффективности, достигаемым при самой высокой концентрации, как отмечено для рекомби-
нантного IL-18BPa-Fc (табл. 2А, столбцы 5-6, табл. 2В столбец 2 и фиг. 3 (A-D), где эффективность IL-
18BPa обозначена точечной линией). Контрольное антитело, MOR03207 (контрольное антитело против 
лизоцима), не ингибировало ответную реакцию IL-18. Гуманизирование антител (например, MOR10579 
из MOR09441 и MOR10222) из MOR09464 не изменило в существенной степени их нейтрализующую 
способность. Мутанты MOR9464 и MOR10222, в частности, MOR9464_N30K и MOR10222_N30S_M54I, 
не обладали сопоставимой нейтрализующей способностью по отношению к антителам дикого типа. 

Таблица 2А 
Значения KD, аффинности IL-18 и значения IC50 (нМ) для ингибирования высвобождения IFNγ, индуциро-

ванного рекомбинантным (гетерологичным) IL-18 человека (1 нМ) и нативным IL-18 

 
N/А=отсутствуют данные; *концентрация IL-18 человека=[0,5 нМ]; #концентрация 
IL-18 яванского макака=[0,2 нМ]. 
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Таблица 2В 
Значения IC50 (нМ) для ингибирования высвобождения IFNγ, индуцированного  

рекомбинантным (гетерологичным) IL-18 человека (1 нМ), нативным IL-18 

 
(n=2; среднее +/- стандартное отклонение) n=3 среднее +/- стандартная 
ошибка среднего * n=2, среднее +/- стандартное отклонение. 

9.5) Ингибирование высвобождения IFN-γ из клеток KG-1, стимулированных IL-18. 
Антитела к IL-18 и их фрагменты анализировали на их способность ингибировать высвобождение 

IFN-γ из клеток KG-1, стимулированных IL-18. При отсутствии антагониста IL-18 способствует макси-
мальной стимуляции высвобождения IFN-γ в присутствии дополнительного стимула, такого как TNFα и 
IL-12, посредством положительной регуляции рецепторов IL-18 (Nakamura S. et al. (2000), Leukemia; 
14(6):1052-9). Ингибирующую активность антител и фрагментов оценивали относительно 1 нМ IL-18 
человека или яванского макака (если не указано иное), предварительно определенную как EC80 в этой 
системе на основе клеток. 

Клетки KG-1 ресуспендировали в средах для культивирования и наносили на 96-луночный планшет 
для культур клеток для получения конечной плотности клеток, составляющей 0,3×106/мл (в конечном 
объеме анализа, составляющем 200 мкл). Клетки стимулировали с помощью 1 нМ рекомбинантного IL-
18 человека или яванского макака, а также TNFα (с конечной концентрацией 20 нг/мл). Концентрацию 
отобранного рекомбинантного IL-18 предварительно определяли как приблизительную ЕС80 в этом ана-
лизе. 

Для оценки активности и эффективности этих антител, антителам и их фрагментам предварительно 
давали отстояться в течение 30 мин с TNFα и IL-18 (человека или яванского макака) перед применением 
на клетки с конечной концентрацией от 0,1 до 300 нМ. Контрольное антитело MOR03207 против лизо-
цима использовали в качестве отрицательного контроля. 

Из каждой экспериментальной группы среднюю величину ± стандартная ошибка средней величины 
(при наличии таковой) определяли исходя из n=2-5 лунок. 

Клетки инкубировали при 37°C, 5% СО2 в течение 24 ч после обработки, затем супернатант собира-
ли посредством центрифугирования (885×g в течение 5 мин) и хранили при -20°C для последующего 
анализа. Уровни белка IFN-γ оценивали с использованием ELISA в соответствии с инструкциями произ-
водителя. 

Все антитела и их фрагменты дозозависимо ингибировали продуцирование IFN-γ, полного ингиби-
рования достигали при самой высокой концентрации. Для аффинно-зрелых антител значения IC50 варьи-
ровались от 0,3-0,8 нМ в противоположность 0,8 нМ IL-18 человека, таким образом, представляя собой 
молярное отношение антитело:антиген не менее 1:1. Антитела (MOR08776, MOR010501, MOR010502) с 
каркасом VH4_3b проявили аналогичную активность по отношению к IL-18 как человека, так и яванско-
го макака, в то время как антитела с каркасом VH1A_3 показали меньшую эффективность по отношению 
к IL-18 яванского макака (табл. 2, столбцы 3 и 4). Контрольное антитело, MOR03207, не ингибировало 
ответную реакцию IL-18. 
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9.6) Высвобождение INF-γ, индуцированное IL-18, в цельной крови человека. 
Анализ цельной крови включает как присутствие, так и функцию эндогенного IL-18-связывающего 

белка, поскольку IL-18BP преимущественно генерируется селезенкой и систематически присутствует на 
уровне приблизительно 10-20 нг/мл у здоровых индивидуумов. IL-18BP связывается с высокой аффинно-
стью с IL-18 и нейтрализует его активность и, таким образом, может накапливать антитела, распознаю-
щие доступные эпитопы этого комплекса. 

Активность антител к IL-18 оценивали в гепаринизированной цельной крови человека, взятой от 
здорового добровольца. Все реагенты получали в двадцатикратной конечной необходимой концентрации 
с использованием бессывороточной среды. Клетки стимулировали с помощью или 7 нМ рекомбинантно-
го IL-18 человека вместе с IL-12 (1 нг/мл), или LPS (10 мкг/мл) вместе с IL-12 (10 нг/мл) для индуциро-
вания секретирования нативного белка IL-18 (все конечные концентрации). В случае рекомбинантного 
IL-18 человека, выбранную концентрацию предварительно определяли как приблизительную EC80 в этом 
анализе. В случае нативного IL-18, LPS стимулирует продуцирование IL-18, в то время как IL-12 повы-
шает экспрессию рецептора IL-18, и степень IL-18-зависимости определяют посредством включения ре-
комбинантного IL-18-связывающего белка-IgG1 человека Fc (hIL-18BPa-Fc) в качестве положительного 
контроля. 

Для оценки активности и эффективности этих антител, антителам и их фрагментам предварительно 
давали отстояться в течение 30 мин с надлежащим стимулом перед применением на клетки с конечной 
концентрацией от 0,1 до 1000 нМ. Контрольное антитело MOR03207 против лизоцима использовали в 
качестве отрицательного контроля. 

Стимулирующую смесь (+/- антитело или фрагмент) добавляли в каждую лунку 96-луночного мик-
ротитровочного стерильного планшета для тканевой культуры по 30 мкл, и затем добавляли 170 мкл ге-
паринизированной цельной крови в каждую лунку, до получения конечного объема в каждой лунке 200 
мкл. Затем планшеты возвращали в увлажненный инкубатор (37°C). Спустя 24 ч планшеты центрифуги-
ровали (885×g, 4°C, 5 мин) и супернатанты удаляли и оценивали на продуцирование hIFN-γ с использо-
ванием коммерчески доступного набора ELISA. Конечные данные получали в виде среднего ± стандарт-
ная ошибка среднего от 3-5 здоровых доноров-людей. 

Все антитела и фрагменты дозозависимо ингибировали продуцирование IFNγ по отношению к лю-
бому стимулу. Полного ингибирования ответной реакции, индуцированного рекомбинантным IL-18, дос-
тигали при самой высокой концентрации, в то время как аналогичную эффективность наблюдали в от-
ношении стимулирования LPS/IL-12, такого как для IL-18BPa-Fc (табл. 3; фиг. 7 (А-Е) и 8 (А-Е)). Гума-
низирование MOR09441 и MOR09464 в значительной степени не изменило их нейтрализующую способ-
ность. Контрольное антитело, MOR03207, не ингибировало ответную реакцию IL-18. Выбранные анти-
тела также оценивали на их способность ингибировать биологическую активность рекомбинантного IL-
18 яванского макака (7 нМ) в цельной крови, взятой от яванского макака. Все, MOR09441, MOR09464, 
MOR09465, MOR09466, дозозависимо ингибировали продуцирование IFN-γ, причем полное ингибирова-
ние наблюдали при самой высокой концентрации. Наблюдаемые значения IC50 составляли 110±36 нМ, 
51±8 нМ, 55±3 нМ, 179±30 нМ соответственно. 
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Таблица 3 
Значения IC50 (нМ) для ингибирования высвобождения IFN-γ, индуцированного IL-18 в цельной крови 

 

 
Мутанты MOR9464 и MOR10222, в частности, MOR9464_N30K и MOR10222_N30S_M54I, не обла-

дали сопоставимой нейтрализующей способностью по отношению к антителам дикого типа. 
9.7) ELISA для связывания антител против IL-18 с комплексом IL-18-IL-18BP. 
Для подтверждения того, что антитела к IL18 или их фрагменты, описываемые в настоящем доку-

менте, не распознают IL-18, связанный с IL-18BP (комплексом IL-18/IL-18BP), IL-18 инкубировали с IL-
18BP (rhIL-18BP/Fc, R&D Systems, кат.номер 119) в молярном избытке. Антитела к IL18 и фрагменты 
добавляли, как описано ниже, и детектировали связывание с комплексом. Как правило, сигналы при вы-
сокой концентрации антител к IL-18 и фрагментов детектировали в случае, когда они связывают доступ-
ные эпитопы на антигене, отличные от IL-18BP (т.е. признают комплекс IL-18/IL-1-BP). На первой ста-
дии контрольные антитела и антитела к IL18 и фрагменты разбавляли с использованием PBST/0,5% БСА 
и добавляли к биотинилированному комплексу IL-18/IL18BP (инкубация в полипропиленовых планше-
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тах в течение 30 мин при комнатной температуре и легком встряхивании). Контрольными антителами 
были MOR03207 (против лизоцима) в качестве отрицательного контроля, MOR08741, а также 125-2Н 
мыши, IgG мыши против IL-18 человека, в качестве положительного контроля антител (они оба распо-
знают комплекс IL-18/IL-18BP) (Argiriadi MA et al. (2009), J. Biol Chem; 284(36) :24478-89). Весь ком-
плекс охватывали посредством молекул биотина на нейтравидиновых планшетах, которые блокировали в 
ночное время с помощью 1× ChemiBlocker-PBS. 

Планшеты отмывали 5× с помощью PBST и инкубировали в течение 1 ч с помощью 20 мкл/лунку 
детекторного антитела против Fab-AP - козы против IgG человека, специфичного к фрагменту F(ab)2 
(Jackson Immuno Research, 109-055-097, лот: 69655) или IgG (полноразмерная молекула)-АР против мы-
ши (SIGMA, #А4312), оба разводили в 0,5% БСА/0,05% Tween20/1× PBS 1:5000. Планшеты отмывали 5× 
с помощью ТРИС-буферизированного физраствора, добавляли 20 мкл раствора AttoPhos (Roche) (разве-
денного в ddH2O 1:5) и флуоресценцию измеряли на Tecan Reader. 

Для антител MOR8775 и MOR8776 против IL-18, которые не связывают комплекс IL-18/IL-18BP, 
сигналы связывания были значительно слабее, или не наблюдали никаких сигналов (фиг. 9(А)). Для 
сравнения, сильный сигнал наблюдали в присутствии 125-2Н мыши, поддерживающего отмеченную 
способность этого контрольного антитела к связыванию эпитопа, отличного от эпитопа IL-18BP. Анало-
гично, дозозависимый сигнал наблюдали в присутствии контрольного антитела MOR08741. 

На второй стадии эксперимент проводили аналогичным образом, за исключением использования 
небиотинилированного IL-18 человека. Комплекс IL-18/IL-18BP охватывали на планшете Maxisorp по-
средством Fc-метки rhIL-18BP/Fc с использованием IgG козы против человека (специфичного к фраг-
менту Fc-гамма, Jackson ImmunoResearch #109-005-098). Сигнал, зависящий от концентрации, наблюдали 
для контрольных MOR08741, в очередной раз обращая внимание на способность этого антитела распо-
знавать комплекс IL-18/IL-18BP. Для сравнения, сигнал не наблюдали для MOR09441, MOR09464, 
MOR09465, MOR09466, что подтверждает то, что они не связывают комплекс IL-18/IL-18BP. 

9.8) Эпитоп-специфическая сортировка антител к IL18 и фрагментов посредством ELISA. 
Для эпитоп-специфической сортировки использовали две модели. По первой модели фрагмент ан-

титела (Fab А) титровали и инкубировали с помощью биотинилированного IL-18 человека. Fab A тести-
ровали с неизменной концентрацией антител В (IgG В). В качестве положительного контроля Fab А ана-
лизировали также с ними в формате IgG. Нейтравидиновые планшеты (Thermo Scientific, кат.номер 
15402) блокировали с помощью Chemiblocker (разведенного в PBS 1:1) и инкубировали в течение 2 ч при 
комнатной температуре (или в течение ночи при 4°C). На следующие сутки планшеты промывали 2× с 
помощью PBST и Fabs титровали с 500 нМ до 2 нМ в фосфатно-солевом буфере, содержащем 10 нМ ко-
нечной концентрации биотинилированного IL-18 человека. Комплекс фрагментов антител и биотинили-
рованного IL-18 добавляли к нейтравидиновым планшетам и инкубировали в течение 1 ч. После про-
мывки 3× с помощью PBST IgG В добавляли при 20 нМ к соответствующим лункам нейтравидиновых 
планшетов. Спустя 20 мин инкубации и промывки 3× с помощью PBST, детекторные антитела против 
Fab-AP - козы против IgG человека, специфичного к Fc гамма-цепи (Jackson Immuno Research, 109-055-
098) и IgG (полноразмерная молекула)-АР против мыши (SIGMA, #A4312, Lot: 067K4863), добавляли 
разведенными 1:5000 в 0,5% БСА/0,05% Tween20/1× PBS. 

Планшеты отмывали 5× с помощью PBST, добавляли 20 мкл раствора AttoPhos (разведенного в 
ddH2O 1:5) и планшеты измеряли на Tecan Reader. Флуоресценцию при 535 нм фиксировали при экс-
тракции при 430 нм. 

Как правило, сигналы могли получить, только когда IgG В был способен связываться с доступными 
эпитопами на антигене, отличными от тестируемого Fab A (т.е. антитело связывается с другим эпито-
пом). В противоположность этому, для антител с частичным перекрыванием или идентичными эпитопа-
ми сигналы связывания были значительно слабее по сравнению с контролями. 

Вторую модель ELISA проводили на планшетах Maxisorp. Fab A покрывали до различных концен-
траций в PBS и инкубировали в ночное время при 4°C. На следующие сутки планшеты отмывали 3× с 
помощью PBST и блокировали в течение 2 ч при комнатной температуре с помощью 5% MPBST (100 
мкл/лунку). После стадии промывки 3× с помощью PBST добавляли IL-18 человека с неизменной кон-
центрацией в течение 1 ч. Планшеты отмывали 3× с помощью PBST и биотинилированный фрагмент 
антитела (биотинилированный Fab В) титровали (макс. конц. 5, 10 или 20 мкг/мл). Для образования ком-
плекса Fab А с IL-18 и биотинилированным Fab В планшеты инкубировали в течение 1 ч, затем промы-
вали 3× с помощью PBST и детекторное антитело, стрептавидин-щелочную фосфатазу ZyMax (Zymed, 
каталожный номер 43-8322, лот 51102099) разводили в PBST 1:2000 и добавляли 20 мкл/лунку к планше-
там ELISA. Планшеты отмывали 5× с помощью ТРИС-буферизированного физраствора, добавляли 20 
мкл раствора AttoPhos (Roche) (разведенного в ddH2O 1:5) и планшеты измеряли на Tecan Reader. 

В этом случае, при первой модели, сигналы можно было получить, только когда биотинилирован-
ный Fab В был способен связываться с эпитопами на антигене, которые отличались от тестируемого Fab 
A (т.е. антитело связывается с другим эпитопом). 

Как показано на фиг. 10А, антитела MOR8775 конкурируют с мышиным антителом 125-2Н (ячейки, 
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заполненные черным), в то время как MOR8776 не конкурирует со 125-2Н за связывание с IL-18 (ячейки 
без заполнения). Оба антитела конкурируют с IL-18BP-Fc за связывание IL-18 (ячейки, заполненные чер-
ным). Ни MOR8775, ни MOR8776 не конкурируют с антителом АВТ325 (патентная заявка США с серий-
ным номером 09/780035 и 10/988360). В зависимости от экспериментальных условий, MOR8775 и 
MOR8776 конкурируют друг с другом (ячейки, заполненные в полоску). 

Во второй модели экспериментов антитела MOR9464, MOR9464_N30K, MOR10222_N30S_M54I и 
MOR13341 тестировали на их способность связывать IL-18 в присутствии любого из этих антител, IL-
18BP-Fc, ABT325 и мышиного антитела 125-2Н, с использованием устройства Proteon XPR36, биосенсо-
ра на основе поверхностного плазмонного резонанса (SPR), функционирующего без использования ме-
ток в режиме реального времени. Перед проведением анализа подтверждали целостность белков и оце-
нивали концентрацию с помощью LC-MS. 

Все антитела и IL18BP-FC иммобилизовали в точках взаимодействия сенсорного чипа GLC посред-
ством стандартного связывания аминов. На первой стадии IL18 инъецировали в качестве аналита 1, и на 
второй стадии или антитело к IL18, или IL18BPa-Fc инъецировали в качестве аналита 2. 

Лиганды для иммобилизации получали при концентрации или 20 мкг/мл (антитела), или 10 мкг/мл 
(IL18BP-Fc) в 10 мМ ацетатного буфера при рН 4,0. Аналиты разбавляли в PBS (TEKNOVA), содержа-
щем 0,005% Tween 20, такой же буферный раствор использовали в качестве рабочего буфера для устрой-
ства. Аналит 1 (25 нМ IL18) инъецировали при скорости потока, составляющем 50 мкл/мин, в течение 
180 секунд, при времени диссоциации, составляющем 60 секунд. Аналит 2 (25 нМ IL18BPa-Fc или анти-
тело к IL18) инъецировали при скорости потока, составляющем 50 мкл/мин, в течение 180 секунд, при 
времени диссоциации, составляющем 180 секунд. Регенерацию проводили с помощью 10 мМ глицина, 
рН 1,5, при скорости потока, составляющем 100 мкл/мин, в течение 20 секунд. Проводили две независи-
мых серии экспериментов. Основой для оценки данных было наличие повышения сигнала в сенсограмме 
при введении аналита 2 по сравнению с сигналом от аналита 1. При повышении сигнала был сделан вы-
вод о том, что иммобилизованный лиганд и введенный аналит 2 распознавали различные эпитопы. При 
отсутствии повышения сигнала приходили к заключению о том, что у обоих были общие или перекры-
вающие эпитопы. 

Как показано на фиг. 10В, антитела MOR9464, MOR9464_N30K, MOR10222_N30S_M54I и 
MOR13341 конкурируют друг с другом (ячейки, заполненные черным), с IL-18BP-FC и с мышиным ан-
тителом 125-2Н. Ни одно из этих антител не конкурирует с АВТ325 (ячейки, заполненные белым). 

Антитела, такие как MOR9464_N30K и MOR10222_N30S_M54I, которые двойственно конкурируют 
с IL-18BP-Fc и с мышиным антителом 125-2Н, имеют преимущество, заключающееся не только в связы-
вании свободного IL-18, не связанного с нативным ингибитором IL-18BP-Fc, но также, как представляет-
ся, обладают потенциалом предотвращать связывание IL-18 с IL-18Rα/β. Как описано у Wu et al. (Wu С. 
et al., J. Immunol. 2003, 170: 5571-5577), IL-18Rβ не показывает связывания только IL-18, но образует 
функциональный высокоаффинный рецепторный комплекс с IL-18Rα, способный давать сигнал в ответ 
на IL-18. С помощью биохимических данных, совмещенных с картированием эпитопов 125-2Н на IL-18, 
выяснили, что 17 С-концевых аминокислот IL-18 человека имеют критическое значение для передачи 
сигнала через гетеродимерный рецептор. Таким образом, как представляется, антитела, способные свя-
зываться в пределах эпитопа 125-2Н и в равной степени конкурирующие с IL-18-связывающим белком за 
связывание IL-18, обладают потенциалом предотвращения IL-18-зависимой активации пути не только 
посредством блокирования связывания с IL-18Rα, но также посредством блокирования связывания IL-18 
с комплексом IL-18Rα/β. Как очевидно из раздела 9.11, антитело MOR9464_N30K связывает, наряду с 
другими, аминокислоты Glu177 и Leu180, которые находятся в пределах 17-аминокислотного удлинения, 
описанного у Wu et al. 

9.9) IL-18 картирование эпитопов посредством моделирования. 
IL-18 человека от SwissProt entry Q14116 использовали для поиска структурной информации в PDB 

(Berman H.M et al. (2000), Nucl Acids Res; 28:235-242). Обнаружили три структуры с кодом 1J0S (Kato Z 
et al. (2003), Nat Struct Biol; 10:966), 2VXT (Argiriadi MA et al. (2009), J. Biol Chem; 284:24478) и 3F62 
(Krumm В et al. (2008), Proc Natl Acad Sci USA; 105:20711). 1J0S является ЯМР-структурой IL-18 челове-
ка. 2VXT является кристаллической структурой сконструированного IL-18 человека в комплексе с фраг-
ментом антитела 125-2Н мыши при разрешении 1,49 Å, и 3F62 является кристаллической структурой 
сконструированного IL-18 человека в комплексе с IL-18-связывающим белком от поксвируса при разре-
шении 2,0 Å. 

Три участка связывания на IL-18 определяли посредством мутационного анализа. Два из них, сайт 1 
и 2, имеют важное значение для связывания IL-18Rα, и третий из них, сайт 3, для связывания IL-18Rβ 
(Kato Z. et al. (2003), Nat. Struct. Biol, 10:966). Сайт 2 также имеет значение для связывания IL-18BP. 

Также доступен структурный комплекс между IL-1β и IL-1R1 (НТВ, Vigers G.P et al. (1997), Nature, 
386:190). Структура комплекса IL-1β с IL-1R1 показывает, что IL-1β имеет два участка связывания для 
рецептора, сайт 1 и 2 (фиг. 11 (А)). Ввиду отсутствия структуры для комплекса IL-18 с IL-18Rα, кристал-
лическую структуру IL-1β в комплексе с IL-1R1 использовали в качестве шаблона для моделирования 
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белка (PDB код НТВ). Модель IL-18Rα конструировали с использованием структуры IL-1R1 в качестве 
шаблона. Кристаллическую структуру IL-18 (pdb код 2VXT, Argiriadi M.A et al. (2009), J.Biol.Chem. 
284:24478) и смоделированную структуру IL-18Rα структурно накладывали на комплекс IL-1β/IL-1R1 и 
модель IL-18/IL-18Rα, полученную таким образом, корректировали для получения конечной структур-
ной модели (фигура 11 (В)). МОЕ v2009,l (Chemical Computing Group Inc.) является программным обес-
печением, использованным для моделирования комплекса IL-18 с IL-18Rα. Панель гомологичного моде-
лирования использовали для построения модели IL-18Rα путем выбора силового поля AMBER99 и па-
раметров панели по умолчанию. Использовали панель минимизации энергии в МОЕ для уточнения ко-
нечного комплекса IL-18/IL-18Rα. 

Общая структура IL-18 человека показывает аналогию с IL-1β. В частности, RMSD (среднеквадра-
тическое отклонение) между атомами IL-18 и IL-1β Cα во вторичных структурных элементах указывает 
на то, что они являются родственными белками, принадлежащими к одному структурному классу (Kato 
Z. et al. (2003), Nat.Struct.Biol, 10:966). При сравнении структур IL-1β и IL-18 выяснилось, что сайты 1 и 2 
в IL-18 соответствуют сайтам 1 и 2 в IL-1β. На фиг. 11 (В) сайты 1 и 2 показаны на модели комплекса 
между IL-18 и IL-18Rα, также показан сайт 3. Сайт 3 представлен как сайт взаимодействия для IL-18Rβ 
(Kato Z. et al. (2003), Nat.Struct.Biol, 10:966). 

Участок связывания IL-18 для IL-18BP некоторым образом определили с помощью аланиновых му-
таций и посредством рентгенографической кристаллической структуры IL-18BP от поксвируса в ком-
плексе с IL-18 (Krumm et al. (2008), Proc Natl Acad Sci USA; 105(52):20711-20715). Этот предполагаемый 
участок связывания также соответствует области на IL-18, определенной как сайт 2, одной из двух об-
ластей взаимодействия IL-18 с IL-18Rα. 

9.10) Картирование эпитопов IL-18 посредством масс-спектрометрии, основанной на водо-
род/дейтериевом обмене (H/DxMS). 

Масс-спектрометрию, основанную на водород/дейтериевом обмене, использовали для исследования 
IL-18 человека с целью получения информации относительно эпитопа для MOR9464. Картирование с 
помощью H/DxMS основано на разнице масс между "нормальными" атомами водорода и "тяжелым" изо-
топом дейтерием, который также содержит нейтрон в дополнение к единичному протону, присутствую-
щему в нормальном ядре водорода. 

При переходе из воды к системе растворителей на основе дейтерия (тяжелая вода), масса белка уве-
личится, так как водород амида на основной цепи белка постепенно будет вытесняться дейтронами (бо-
лее тяжелым изотопом водорода). Вероятность возникновения водород/дейтериевого обмена в большин-
стве случаев определяют с помощью структуры белка и доступности растворителя. Технологию H/DxMS 
используют для измерения относительного водород/дейтериевого обмена и как следствие структуры 
белка и доступности растворителя. 

Когда партнер белка по связыванию связывается с антителом (например, взаимодействие анти-
ген/антитело), можно наблюдать экспериментально наблюдаемые изменения в скорости обмена. Обмен 
поверхностных областей, исключающих использование растворителя при образовании комплекса, про-
исходит намного медленнее. Области, исключающие использование растворителя, пригодны для уста-
новления месторасположения участка связывания. В случае взаимодействия антиген-антитело, измене-
ния в скорости обмена могут выявить расположение эпитопа, но также любую другую пертурбацию, 
возникающую в результате связывания антитела с антигеном. Например, уменьшение количества погло-
щенного дейтерия в антигене, при указанном времени обмена после связывания антитела, может пред-
ставлять или повышенную защиту ввиду непосредственного связывания антитела с этой областью, или 
непрямую пертурбацию структуры (аллостерические изменения) в связи со связыванием антитела. Эти 
два эффекта трудно различимы, несмотря на то, что наиболее сильный наблюдаемый эффект часто свя-
зан с прямой защитой от антитела. 

Место уменьшения включения дейтрона после связывания антитела можно установить посредством 
расщепления целевого белка после водород/дейтериевого обмена (например, с помощью подходящего 
фермента, такого как пепсин) и последующей масс-спектрометрии для определения массы соответст-
вующих фрагментов. 

Контрольные эксперименты с трехкратным повторением проводили с 316 пмоль антигена IL-18 при 
времени дейтериевого обмена, составляющем 3 и 25 мин, посредством разбавления исходного раствора 
IL-18 с помощью 95% дейтерированного буфера PBS до концентрации 83,6% D. Дейтерообмен гасили с 
помощью буфера для гашения (6М мочевины и 1М ТСЕР). После гашения флакон анализировали с по-
мощью анализа расщепления пепсином в реальном времени/LC-MS. Расщепление пепсином в реальном 
времени проводили с использованием иммобилизованного пепсина Life Science's Poroszyme, упакованно-
го в колонку 2,0×20 мм, и разделение LC проводили на колонке Thermo C18 BioBasic (1,0×50 мм) при 
скорости потока, составляющей 100 мкл/мин, с использованием скоростного градиента, чтобы провести 
элюирование всех пептидов менее чем за 20 мин. Подвижные фазы являются стандартными подвижными 
фазами обращенно-фазовой хроматографии: 0,1% муравьиной кислоты в воде и 0,1% муравьиной кисло-
ты в ацетонитриле. В этих экспериментах водороды амида основной цепи, выявленные на поверхности 
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IL-18, включают дейтроны. 
Затем проводили эксперименты по мечению с трехкратным повторением. Сначала антитело 

MOR9464 иммобилизовали на гранулах агарозы с белком G (Thermo 22851), используя стандартные спо-
собы. Гранулы, нагруженные антителом, центрифугировали для удаления раствора PBS. Затем 200 мкл 
холодного PBS (рН 7,4) и 6 мкл (316 пмоль) IL-18 добавляли к иммобилизованному антителу MOR9464 и 
инкубировали в течение 15 мин при 4°C. После инкубации комплекс центрифугировали и промывали с 
помощью 200 мкл PBS и снова центрифугировали. Для дейтерообмена 200 мкл 83,6% дейтерированный 
буфер PBS добавляли к комплексу антиген-антитело для инкубации при 4°C в течение 3 или 25 мин. За-
тем дейтерированный буфер удаляли и немедленно добавляли 125 мкл буфера для гашения (как указано 
выше). После гашения фильтрат переносили в предварительно охлажденный флакон для ВЭЖХ и анали-
зировали с использованием идентичного анализа расщепления пепсином в реальном времени/LC-MS, 
который использовали в контрольных экспериментах. Амиды основной цепи, присутствующие в области 
контакта антигена с антителом, включают меньшее количество дейтронов при указанном времени обме-
на относительно контрольных экспериментов. Посредством сравнения профиля H/Dx контрольных экс-
периментов и экспериментов по мечению, эпитоп выявляют как область антигена, защищенная от ионно-
го обмена в экспериментах по мечению. 

По результатам этого анализа, проведенного с MOR9464, были выявлены три наиболее существен-
ные области защиты на IL-18. Ими были (в отношении SEQ ID NO: 1) аминокислоты с 87 по 99, амино-
кислоты со 119 по 137 и аминокислоты со 138 по 160. Как показано, эти области содержат аминокисло-
ты, участвующие в связывании IL-18BP (фиг. 12). 

9.11) Рентгеновская структурная характеризация IL-18/фрагмента антитела. 
Общая идентификация эпитопа посредством моделирования и H/DxMS подтвердили, что антитела 

и их фрагменты, как описано в настоящем документе, распознают область на IL-18, которую также рас-
познает IL-18BP (фиг. 12). С целью идентификации соответствующих аминокислот на IL-18 в этих об-
ластях проводили рентгенографическое определение структуры комплекса IL-18/антитела. 

Для получения фрагмента антитела 13 мг MOR9464_N30K, при концентрации 18 мг/мл в 10 мМ ги-
стидина с рН 5,0, расщепляли с помощью 1/300 (масс./масс.) папаина в 100 мМ Трис-HCl рН 7,0, 10 мМ 
ДТТ в течение 200 мин при комнатной температуре. Реакцию останавливали с помощью 50 мкМ ингиби-
тора папаина Е64. Затем фрагмент Fab очищали над колонкой с белком А, уравновешенным 20 мМ на-
трий-фосфатным буфером при рН 7,0. 

Очистка комплекса Fab с IL-18: IL-18 человека в 1,33-кратном избытке (1,6 мг в PBS) добавляли к 
3,2 мг фрагмента антитела MOR9464_N30K (полученного из элюата белка А). Комплекс IL-18 с фраг-
ментом антитела MOR9464_N30K концентрировали путем ультрафильтрации, загружали на эксклюзи-
онную хроматографию SPX-75 и проводили изократическое элюирование в 10 мМ Трис-HCl при рН 7,4, 
25 мМ NaCl. 

Кристаллизация: Комплекс IL-18/фрагмента антитела. 
MOR9464_N30K концентрировали путем ультрафильтрации до 11,8 мг/мл и скрининг кристаллиза-

ции проводили путем диффузии паров в сидячей капле в 96-луночных планшетах. Эксперименты прово-
дили с помощью роботизированной системы Phoenix и хранили в системе RockImager при 19°C. Опреде-
ляли и характеризовали две кристаллические формы (форму А и форму В): 

1) кристаллическую форму А, выращенную из 0,1М сульфата лития, 0,1М ADA рН 6,5, 12% PEG 
4000. (Криопротектором была смесь резервуарного раствора с 20% PEG 4000, 30% глицерином 1:1). 

2) кристаллическую форму В, выращенную из 59,5% 2-метил-2,4-пентандиола (MPD), 15% глице-
рина, 85 мМ HEPES при рН 7,5. (Криопротектор не требовался). 

Рентгенометрические данные собирали в Swiss Light Source, с пучком синхротронного излучения 
X10SA, с пиксельным детектором Pilatus. Все дифракционные изображения обрабатывали с помощью 
XDS (версия от 6 декабря 2010 года), как при использовании в APRV. 

Для кристаллической формы А каждое из 720 изображений 0,25° отклонения записывали при рас-
стоянии от кристалла до детектора, составляющем 460 мм, используя рентгеновское излучение с длиной 
волны 0,99999Å. 

Для кристаллической формы В каждое из 720 изображений 0,25° отклонения записывали при рас-
стоянии от кристалла до детектора, составляющем 430 мм, используя рентгеновское излучение с длиной 
волны 0,99984Å. 

Структуру кристаллической формы А определяли посредством молекулярного замещения с помо-
щью программы Phaser, используя ввод в PDB 3GBM.pdb и 2VXT.pdb в качестве начальных моделей для 
фрагмента антитела MOR9464_N30K и молекулы IL-18 соответственно. Вариабельный и первый кон-
стантный домены фрагмента антитела в 3GBM.pdb использовали в качестве независимых поисковых мо-
делей. Легко получали чистый раствор для одного комплекса фрагмента антитела IL-18/MOR9464_N30K 
на асимметричный фрагмент. Структуру кристаллической формы В определяли таким же образом, но с 
использованием уточненных моделей, полученных от кристаллической формы А, вместо входа в PDB. 

Уточнение структуры: структуру уточняли посредством нескольких циклов проверки карты рас-
пределения электронной плотности и повторного построения модели в Coot 0.6.2, с последующим авто-
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матизированным уточнением с использованием autoBUSTER (1.11.2/buster 2.11.2). Межмолекулярные 
контакты определяли с помощью NCONT и расчет площади доступной поверхности производили с по-
мощью AREAIMOL, оба из пакета программ ССР4 (версия 6.1.2). Собранные рентгенометрические и 
уточненные статистические данные представлены ниже в табл. 4. 

Таблица 4 
Собранные рентгенометрические и уточненные статистические данные 

 

 
Общий вид структуры комплекса IL-18/фрагмента MOR9464_N30K показан на фиг. 13. При образо-

вании комплекса выявили 36 аминокислот на IL-18 с пониженной восприимчивостью к растворителю на 
связывающем интерфейсе IL-18 с фрагментом антитела. Этими остатками являются Leu41, Glu42, Met87, 
Tyr88, Lys89, Asp90, Ser91, Gln92, Pro93, Arg94, Gly95, Met96, Ala97, Phe138, Gln139, Arg140, Ser141, 
Val142, Pro143, Gly144, His145, Asp146, Asn147, Met149, Gln150, Glu152, Ser153, Ser154, Glu157, Gly158, 
Phe160, Glu177, Asp178, Glu179, Leu180 и Gly181. 

С помощью дополнительной характеризации контактов, образованных в интерфейсе комплекса, оп-
ределили, что Arg140 и Glu152 являются аминокислотами, которые более вероятно вносят наибольший 
вклад в образование этого конкретного комплекса. Оба остатка расположены в центре связывающего 
интерфейса и способствуют образованию большого количества межмолекулярных контактов (21 и 18, 
соответственно, на расстоянии, не превышающем 4,0 Å друг от друга). Arg140 взаимодействует как с 
остатками L-CDR3 (Tyr94L), так и H-CDR3 (Tyr101H, His102H). Glu152 образует прочное (внедренное) 
взаимодействие соляного мостика с L-CDR2 Arg51L и принимает Н-связь от L-CDR3 Tyr94L. Все остат-
ки в цепях антитела последовательно пронумерованы, буква L или Н после номера остатка обозначает 
остаток в легкой цепи или тяжелой цепи соответственно. 

Трехмерная структура комплекса IL-18/фрагмента антитела MOR9464_N30K позволяет более под-
робно изучить различную перекрестную реактивность между IL-18 человека и IL-18 яванского макака. 
MOR9464_N30K в 10 раз слабее IL-18 яванского макака (20 пМ) по сравнению с 2 пМ по отношению к 
IL-18 человека (табл. 2). IL-18 яванского макака отличается от IL-18 человека в 6 положениях (человек 
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против яванского макака): V47I; S86N; Т99А; K115R; F170Y и E177K (фиг. 14(А). Из этих положений 
только глутаминовая кислота 177 (Glu177; E177) расположена в интерфейсе комплекса IL-18/фрагмента 
антитела (фиг. 14 (В)). Таким образом, можно утверждать, что K177 в последовательности IL-18 яван-
ского макака вызывает 10-кратное снижение аффинности по отношению к MOR9464_N30K, как показа-
но в столбце 1 табл. 2А, где KD (SET, пМ) для MOR9464_N30K для IL-18 человека составляет 2±1 пМ, в 
то время как для IL-18 яванского макака составляет 20±10 пМ. 

С целью определения части IL-18Rα, с которой конкурирует фрагмент антитела MOR9464_N30K, 
накладывали комплекс IL-18/фрагмента антитела MOR9464_N30K на комплекс IL-18/IL-18Rα. В крат-
ком изложении, структуры IL-18 в комплексе IL-18/IL-18Rα и IL-18 в комплексе IL-18/MOR9464_N30K 
накладывали с использованием команды выравнивания в PyMol (The PyMol Molecular Graphic system, 
version 1.2r3pre, Schroedinger LLC). 

Как показано на фиг. 15, фрагмент антитела MOR9464_N30K конкурирует с Ig-доменом D3 IL-
18Rα за связывание IL-18. 

Аналогично, структуру комплекса IL-18/фрагмента антитела MOR9464_N30K накладывали на 
структуру IL-18 человека в комплексе с IL-18BP от поксвируса (использованный координатный файл 
3F62.pdb) с помощью команды "выравнивания" в PyMOL (The PyMOL Molecular Graphic system, version 
1.5.0., Schrödinger LLC). 

Как показано на фиг. 16, IL-18BP поксвируса противоречит вариабельному домену тяжелой цепи 
фрагмента антитела MOR9464_N30K и в подавляющем большинстве случаев конкурирует за связывание 
аминокислотных остатков с Met87 по Met96 на IL-18. 

Эти полученные результаты также подтверждают биохимические данные и данные эпитоп-
специфической сортировки, приведенные в настоящем документе, и показывают, что связывающие мо-
лекулы, как описано в настоящем документе, в частности, антитела и их фрагменты, не связывают ком-
плекс IL-18/IL-18BP. 

В заключение, проводили сравнение мышиного антитела 125-2Н с известным уровнем техники. 
Анализ проводили с помощью структуры фрагмента антитела 125-2Н, как представлено в файле 
2VXT.pdb. В кратком изложении, структуру IL-18 в комплексе с фрагментом антитела MOR9464_N30K 
накладывали на IL-18 в комплексе с Fab 125-2H, используя команду "выравнивания" в PyMOL (The Py-
MOL Molecular Graphic system, version 1.5.0., Schrödinger LLC). 

Как показано на фиг. 17, фрагмент антитела MOR9464_N30K (левая сторона наложения) и фраг-
мент антитела 125-2Н (правая сторона наложения) перекрываются в распознавании IL-18. Однако фраг-
мент антитела 125-2Н не связывает эпитоп, распознанный IL-18ВР, как показано на фиг. 18, где ком-
плекс 125-2H/IL-18 наложен на комплекс IL-18BP поксвируса/IL. Как данные, представленные в литера-
туре известного уровня техники в отношении 125-2Н (Argiriadi M.A et al. (2009), J.Biol.Chem. 284:24478), 
так и биохимические данные и данные эпитоп-специфической сортировки, приведенные в настоящем 
документе, подтверждают, что мышиное антитело 125-2Н связывает комплекс IL-18/IL-18BP. 

Наконец, как показано на фиг. 19, лизин в положении 30 в тяжелой цепи MOR9464_N30K образует 
электростатические/полярные взаимодействия с Asp 146 и Asn 147 IL-18 человека, указывая на то, что 
лизин 30 участвует в образовании комплекса антитело-антиген. Таким образом, очевидно, что внекле-
точная модификация, как описано в разделе 9.2 настоящего документа, такая как дезамидирование аспа-
рагина, может способствовать потере потенциала MOR9464 с течением времени. Замена аспарагина 30 
лизином в MOR9464_N30K обеспечивает MOR9464_N30K с повышенной стабильностью. 
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Таблица корреляции последовательностей 
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Список последовательностей 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Выделенное полностью человеческое, гуманизированное или химерное антитело или его фраг-
мент, который специфически связывает IL-18, но не связывает комплекс IL-18/IL-18-связывающего бел-
ка, где выделенное антитело или его фрагмент содержат: 

i) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR1 с SEQ ID NO: 3, и 
ii) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR2 с SEQ ID NO: 9, и 
iii) вариабельную область тяжелой цепи H-CDR3 с SEQ ID NO: 5, и 
iv) вариабельную область легкой цепи L-CDR1 с SEQ ID NO: 6, и 
v) вариабельную область легкой цепи L-CDR2 с SEQ ID NO: 7, и 
vi) вариабельную область легкой цепи L-CDR3 с SEQ ID NO: 8, и 
vii) мутацию, замещающую аминокислоту аспарагин 30 каркасной области тяжелой цепи на лизин 

(N30K). 
2. Выделенное антитело или его фрагмент по п.1, отличающиеся тем, что антитело представляет со-

бой выделенное полностью человеческое антитело. 
3. Выделенное антитело или его фрагмент по п.1, отличающиеся тем, что фрагмент антитела вы-

бран из группы, состоящей из Fab, Fab', F(ab')2 и scFv. 
4. Выделенное антитело или его фрагмент по п.1, отличающиеся тем, что выделенное антитело или 

его фрагмент содержат (i) вариабельный домен тяжелой цепи, содержащий SEQ ID NO: 14 или последо-
вательность, которая по меньшей мере на 90% идентична ей, и (ii) вариабельный домен легкой цепи, со-
держащий SEQ ID NO: 16 или последовательность, которая по меньшей мере на 90% идентична ей. 

5. Выделенное антитело по п.1, отличающееся тем, что выделенное антитело содержит (i) тяжелую 
цепь, содержащую SEQ ID NO: 43 или последовательность, которая по меньшей мере на 90% идентична 
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ей, и (ii) легкую цепь, содержащую SEQ ID NO: 45 или последовательность, которая по меньшей мере на 
90% идентична ей. 

6. Выделенный полинуклеотид, кодирующий антитело или его фрагмент по любому из пп.1-5. 
7. Клонирующий или экспрессирующий вектор, содержащий один или несколько полинуклеотидов 

по п.6. 
8. Клетка-хозяин, содержащая один или несколько клонирующих или экспрессирующих векторов 

по п.7. 
9. Стабильно трансформированная или трансфицированная клетка-хозяин, содержащая один или 

несколько полинуклеотидов по п.6. 
10. Способ продуцирования выделенного антитела или его фрагмента, включающий культивирова-

ние клетки-хозяина по п.8 в условиях, подходящих для продуцирования выделенного антитела или его 
фрагмента. 

11. Фармацевтическая композиция, содержащая выделенное антитело или его фрагмент по любому 
из пп.1-5 и фармацевтический носитель, предназначенная для лечения заболевания, выбранного из сар-
коидоза, гемофагоцитарного лимфогистиоцитоза (ГЛГ), семейного гемофагоцитарного лимфогистиоци-
тоза (FHL) и других синдромов иммунодефицита, гигантоклеточного артериита (ГТА), хронической об-
структивной болезни легких (ХОБЛ), болезни Стилла, развивающейся у взрослых (AOSD), системного 
ювенильного идиопатического артрита (сЮИА), тяжелой астмы, увеита, географической атрофии, диа-
бета 1 типа, диабета 2 типа или атеросклероза и любого их сочетания. 

12. Фармацевтическая композиция по п.11 в форме для внутривенного, ингаляционного или под-
кожного введения. 

13. Применение антитела или его фрагмента по любому из пп.1-5 в лечении или профилактике за-
болевания, выбранного из саркоидоза, гемофагоцитарного лимфогистиоцитоза (ГЛГ), семейного гемофа-
гоцитарного лимфогистиоцитоза (FHL) и других синдромов иммунодефицита, гигантоклеточного арте-
риита (ГТА), хронической обструктивной болезни легких (ХОБЛ), болезни Стилла, развивающейся у 
взрослых (AOSD), системного ювенильного идиопатического артрита (сЮИА), тяжелой астмы, увеита, 
географической атрофии, диабета 1 типа, диабета 2 типа или атеросклероза и любого их сочетания. 

14. Применение антитела или его фрагмента по любому из пп.1-5 в лечении или профилактике сар-
коидоза легкого. 

15. Применение фармацевтической композиции по п.11 или 12 в лечении или профилактике заболе-
вания, выбранного из саркоидоза, гемофагоцитарного лимфогистиоцитоза (ГЛГ), семейного гемофагоци-
тарного лимфогистиоцитоза (FHL) и других синдромов иммунодефицита, гигантоклеточного артериита 
(ГТА), хронической обструктивной болезни легких (ХОБЛ), болезни Стилла, развивающейся у взрослых 
(AOSD), системного ювенильного идиопатического артрита (сЮИА), тяжелой астмы, увеита, географи-
ческой атрофии, диабета 1 типа, диабета 2 типа или атеросклероза и любого их сочетания. 

16. Применение фармацевтической композиции по п.11 или 12 в лечении или профилактике сар-
коидоза легкого. 

17. Применение по п.13, или 14, или 15, или 16, в котором лечение или профилактику осуществля-
ют у пациента-млекопитающего. 

18. Применение по п.17, где пациентом-млекопитающим является человек. 
19. Выделенное антитело или его фрагмент, который специфически связывает IL-18, но не связыва-

ет комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка, содержащее вариабельный домен тяжелой цепи, содержа-
щий SEQ ID NO: 14, и вариабельный домен легкой цепи, содержащий SEQ ID NO: 16. 

20. Выделенное антитело или его фрагмент, который специфически связывает IL-18, но не связыва-
ет комплекс IL-18/IL-18-связывающего белка, содержащее тяжелую цепь, содержащую SEQ ID NO: 43, и 
легкую цепь, содержащую SEQ ID NO: 45. 
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