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(57) Изобретение относится к антителу к FcRn или его связывающему FcRn фрагменту, выделенной
молекуле ДНК, клонирующему или экспрессирующему вектору, клетке-хозяину для получения
антитела или его связывающего фрагмента, способу получения антитела или его связывающего
фрагмента, фармацевтической композиции, применению антитела или его связывающего FcRn
фрагмента, способу лечения аутоиммунного заболевания у пациента.
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Изобретение относится к антителам, специфичным к FcRn, к содержащим их композициям, к их 
применению в терапии, к способам экспрессии и необязательно к включению в состав указанного анти-
тела, к ДНК, кодирующей антитела, и к хозяевам, содержащим указанную ДНК. 

FcRn представляет собой нековалентный комплекс α-цепи мембранного белка FcRn и β2-
микроглобулина (β2М). У взрослых млекопитающих FcRn играет ключевую роль в поддержании уровня 
антител в сыворотке путем функционирования в качестве рецептора, который связывает и утилизирует 
антитела IgG-изотипа. IgG-молекулы подвергаются эндоцитозу эндотелиальными клетками и, если они 
связываются с FcRn, то они повторно подвергаются обратному трансцитозу, например, в кровотоке. На-
против, IgG-молекулы, которые не связываются с FcRn, проникают в клетки и направляются по лизосом-
ному пути деградации. Вариант IgG1, в котором His435 подвергнут мутации с получением аланина, при-
водит к селективной потере связывания FcRn и к существенно уменьшенному периоду полужизни в сы-
воротке (Firan et al. 2001, International Immunology 13:993). 

Предполагается, что FcRn представляет собой потенциальную мишень для некоторых аутоиммун-
ных расстройств, вызванных по меньшей мере частично аутоантителами. Используемое в настоящее 
время лечение для некоторых таких расстройств включает плазмаферез. Иногда плазмаферез применяют 
наряду с иммуноподавляющей терапией при долгосрочной тактике лечения заболевания. Замещение 
плазмы предлагает самый быстрый краткосрочный ответ для удаления вредных аутоантител. Однако 
может быть целесообразным подавить продуцирование аутоантител иммунной системой, например, пу-
тем использования лекарственных средств, таких как преднизон, циклофосфамид, циклоспорин, микофе-
нолат мофетил, ритуксимаб или их смеси. 

Примеры заболеваний, которые могут подвергаться лечению с помощью плазмафереза, включают 
синдром Гийена-Барре; хроническую воспалительную демиелинизирующую полиневропатию; синдром 
Гудпасчера; синдромы гипервязкости; криоглобулинемию; парапротеинемию; макроглобулинемию 
Вальденстрема; миастению; тромботическую тромбоцитопеническую пурпуру (ТТП)/гемолитико-
уремический синдром; гранулематоз Вегенера; синдром Ламберта-Итона; антифосфолипидный синдром 
(APS или APLS); микроскопический полиангиит; рецидивирующий очаговый и сегментарный гломеру-
лосклероз в трансплантированной почке; синдром HELLP; синдром PANDAS; болезнь Рефсума; синдром 
Бехчета; связанную с ВИЧ невропатию; базедову болезнь у младенцев и новорожденных; пузырчатку 
обыкновенную; рассеянный склероз, рабдомиолиз и аллоиммунные заболевания. 

Плазмаферез иногда используется в качестве резервной терапии для удаления Fc-содержащих ле-
карственных средств, например в случаях крайней необходимости для уменьшения серьезных побочных 
эффектов. 

Хотя плазмаферез пригоден при некоторых медицинских состояниях, имеются потенциальный риск 
и затруднения, связанные с данной терапией. Вставка довольно крупного внутривенного катетера может 
приводить к кровотечению, повреждению легкого (в зависимости от места вставки катетера), и, если ка-
тетер остается слишком надолго, то это может приводить к инфекции и/или к поражению вен с ограни-
ченной возможностью повторения процедуры. 

Процедура имеет дополнительные затруднения, ассоциированные с этим, например, когда кровь 
пациента вытекает из тела, попадая в прибор для плазмафереза, кровь при этом имеет тенденцию свора-
чиваться. Для снижения данной тенденции в одном общепринятом протоколе проводят инфузию цитра-
та, пока кровь протекает через цепь. Цитрат связывается с кальцием в крови, который является сущест-
венным для свертывания крови. Цитрат очень эффективен для предотвращения свертывания крови; од-
нако его использование может приводить к угрожающему для жизни низкому уровню кальция. Это де-
тектируют с помощью симптома Хвостека или симптома Труссо. Для предотвращения данного затруд-
нения кальций инфузируют внутривенно, пока пациент подвергается плазмаферезу; кроме того, также 
осуществляют добавку кальция через рот. 

Другие сложности процедуры включают: гипотензию; потенциальное экспонирование с продукта-
ми крови с риском трансфузионных реакций или заболеваний, передаваемых трансфузией, подавления 
иммунной системы пациента и кровотечения или гематомы в месте вставки иглы. 

Дополнительные средства, которые обеспечивают плазмаферез, ограничены, и процедура является 
очень дорогой. 

Альтернативой плазмаферезу является внутривенное введение иммуноглобулина (IVIG), который 
представляет собой продукт крови, содержащий объединенные поликлональные IgG, экстрагированные 
из плазмы более тысячи доноров. Терапию осуществляют внутривенно, и ее продолжительность состав-
ляет в районе от 2 недель до 3 месяцев. 

Осложнения IVIG-лечения включают головную боль, дерматит, вирусную инфекцию, вызванную 
контаминацией лекарственного продукта, например, ВИЧ или гепатит, отек легкого, аллергические реак-
ции, острую почечную недостаточность, венозный тромбоз и асептический менингит. 

Таким образом, имеется значительная неудовлетворенная потребность в терапии аутоиммунных 
расстройств, которая менее инвазивна и которая воздействует на пациентов с меньшими медицинскими 
осложнениями. 

Таким образом, имеется значительная неудовлетворенная потребность в терапии иммунологиче-
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ских расстройств и/или аутоиммунных расстройств, которая менее инвазивна и которая воздействует на 
пациентов с меньшими медицинскими осложнениями. 

Соответственно, агенты, которые блокируют или снижают связывание IgG с FcRn, могут приго-
диться при лечении или предотвращении таких аутоиммунных и воспалительных заболеваний. Антитела 
к FcRn были описаны ранее в WO 2009/131702, WO 2007/087289 и WO 2006/118772. 

Однако все равно остается потребность в получении улучшенных антител к FcRn. 
Сущность изобретения 

Настоящее изобретение касается антитела к FcRn или его связывающего FcRn фрагмента, содер-
жащие тяжелую цепь или фрагмент тяжелой цепи, имеющий вариабельную область, где указанная ва-
риабельная область содержит три CDR, где CDR H1 имеет последовательность, представленную в SEQ 
ID NO: 1, CDR H2 имеет последовательность, представленную в SEQ ID NO: 2, и CDR H3 имеет после-
довательность, представленную в SEQ ID NO: 3, и содержащие легкую цепь или ее фрагмент, имеющий 
вариабельную область, где указанная вариабельная область содержит три CDR, где CDR L1 имеет после-
довательность, представленную в SEQ ID NO: 4, CDR L2 имеет последовательность, представленную в 
SEQ ID NO: 5 или SEQ ID NO: 7 и CDR L3 имеет последовательность, представленную в SEQ ID NO: 6. 

Вариантном настоящего изобретения является антитело к FcRn или его связывающий FcRn, содер-
жащие тяжелую цепь, имеющую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 12, и легкую цепь, 
имеющую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 8. 

Другим вариантном настоящего изобретения является антитело к FcRn или его связывающий FcRn 
фрагмент по п.1, отличающиеся тем, что антитело является гуманизированным. 

Другим вариантном настоящего изобретения является антитело к FcRn или его связывающий FcRn 
фрагмент, содержащие тяжелую цепь, имеющую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 25, 
и легкую цепь, имеющую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 16. 

Другим вариантном настоящего изобретения является антитело к FcRn или его связывающий FcRn 
фрагмент, содержащие тяжелую цепь, имеющую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 59, 
и легкую цепь, имеющую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 51. 

Другим вариантном настоящего изобретения является антитело или его связывающий FcRn фраг-
мент, где вариабельный домен тяжелой цепи имеет последовательность, имеющую по меньшей мере 80% 
идентичности с последовательностью, представленной в SEQ ID NO: 25, и где вариабельный домен лег-
кой цепи имеет последовательность, имеющую по меньшей мере 80% идентичности с последовательно-
стью, представленной в SEQ ID NO: 16. 

Другим вариантном настоящего изобретения является связывающий FcRn фрагмент, отличающийся 
тем, что связывающий FcRn фрагмент представляют собой scFv-, Fv-, Fab- или Fab'-фрагмент. 

Другим вариантном настоящего изобретения является Fab'-фрагмент антитела к FcRn, содержащий 
тяжелую цепь, имеющую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 33, и легкую цепь, имею-
щую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 20. 

Другим вариантном настоящего изобретения является Fab'-фрагмент антитела к FcRn, содержащий 
тяжелую цепь, имеющую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 29, и легкую цепь, имею-
щую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 20. 

Другим вариантном настоящего изобретения является Fab'-фрагмент антитела к FcRn, содержащий 
тяжелую цепь, имеющую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 63, и легкую цепь, имею-
щую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 55. 

Другим вариантном настоящего изобретения является антитело к FcRn или его связывающий FcRn 
фрагмент, отличающиеся тем, что антитело или его связывающий фрагмент конъюгированы с полиме-
ром. 

Другим вариантном настоящего изобретения является антитело к FcRn или его связывающий FcRn 
фрагмент, где полимер выбран из крахмала, альбумина и полиэтиленгликоля. 

Другим вариантном настоящего изобретения является антитело к FcRn или его связывающий фраг-
мент, отличающиеся тем, что полимер представляет собой ПЭГ. 

Другим вариантном настоящего изобретения является антитело к FcRn или его связывающий FcRn 
фрагмент, где ПЭГ имеет молекулярную массу в диапазоне 5-50 кДа. 

Другим вариантном настоящего изобретения является антитело к FcRn, отличающееся тем, что оно 
представляет собой полноразмерное антитело. 

Другим вариантном настоящего изобретения является антитело, отличающееся тем, что полнораз-
мерное антитело выбирают из группы, состоящей из IgG1, IgG4 и IgG4P. 

Другим вариантном настоящего изобретения является Антитело к FcRn, содержащее тяжелую цепь, 
имеющую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39 или SEQ ID NO: 73, и 
легкую цепь, имеющую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 20. 

Другим вариантном настоящего изобретения является антитело к FcRn или его связывающий FcRn 
фрагмент, отличающиеся тем, что антитело или его связывающий фрагмент представляет собой Fab-
dsFv, содержащий тяжелую цепь, имеющую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 42, и 
легкую цепь, имеющую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 40. 
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Другим вариантном настоящего изобретения является антитело к FcRn или его связывающий FcRn 
фрагмент, которые блокируют связывание человеческого IgG с человеческим FcRn. 

Другим вариантном настоящего изобретения является антитело к FcRn или его связывающий FcRn 
фрагмент, которые не связываются с человеческим β2-микроглобулином (SEQ ID NO: 72). 

Настоящее изобретение касается выделенной молекуле ДНК, кодирующая: 
(a) тяжелую цепь вышеуказанного антитела к FcRn или его связывающий FcRn; 
(b) легкую цепь вышеуказанного антитела к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент; или 
(c) тяжелую и легкую цепь вышеуказанного антитела к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент. 
Настоящее изобретение касается клонирующего или экспрессирующего вектора, содержащего вы-

шеуказанную одну или несколько молекул ДНК. 
Вариантом настоящего изобретения является вектор, отличающийся тем, что он содержит (i) после-

довательность, представленную в SEQ ID NO: 30, 32, 34 или 36, и последовательность, представленную в 
SEQ ID NO: 21 или 24, или (ii) последовательность, представленную в SEQ ID NO: 38, и последователь-
ность, представленную в SEQ ID NO: 22, или (iii) последовательность, представленную в SEQ ID NO: 74, 
и последовательность, представленную в SEQ ID NO: 22, или (iv) последовательность, представленную в 
SEQ ID NO: 41, и последовательность, представленную в SEQ ID NO: 43. 

Настоящее изобретение касается клетке-хозяину для получения вышеуказанного антитела или его 
связывающего фрагмента, где клетка-хозяин содержит вышеуказанный один или несколько клонирую-
щих или экспрессирующих векторов. 

Настоящее изобретение касается способа получения антитела или его связывающего фрагмента, 
обладающих специфичностью связывания к человеческому FcRn, включающий культивирование выше-
указанной клетки-хозяина и выделение антитела. 

Настоящее изобретение касается фармацевтической композиции для лечения аутоиммунного забо-
левания, содержащая вышеуказанное антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент в комбина-
ции с одним или несколькими фармацевтически приемлемыми вспомогательными веществами, разбави-
телями или носителями. 

Настоящее изобретение касается применения вышеуказанного антитела или его связывающего 
FcRn фрагмента в терапии аутоиммунного заболевания. 

Вариантом настоящего изобретения является применение вышеуказанной композиции в терапии 
аутоиммунного заболевания. 

Вариантом настоящего изобретения является применение, где аутоимунное заболевание выбрано из 
миастении, пузырчатки обыкновенной, оптиконевромиелита, синдрома Гийена-Барре, волчанки, идиопа-
тической тромбоцитопенической пурпуры и тромботической тромбоцитопенической пурпуры. 

Настоящее изобретение касается способа лечения аутоиммунного заболевания у пациента, вклю-
чающий введение терапевтически эффективного количества вышеуказанного антитела к FcRn или его 
связывающего FcRn фрагмента или вышеуказанной композиции. 

Вариантом настоящего изобретения является способ, отличающийся тем, что аутоиммунное забо-
левание выбрано из миастении, пузырчатки обыкновенной, оптиконевромиелита, синдрома Гийена-
Барре, волчанки, идиопатической тромбоцитопенической пурпуры и тромботической тромбоцитопени-
ческой пурпуры. 

Таким образом, в одном аспекте предлагается антитело к FcRn или его связывающий фрагмент, со-
держащий тяжелую цепь или фрагмент тяжелой цепи, содержащий вариабельную область, где указанная 
вариабельная область содержит одну, две или три CDR, независимо выбранных из SEQ ID NO: 1, SEQ ID 
NO: 2 и SEQ ID NO: 3, например, где CDR H1 представляет собой SEQ ID NO: 1, CDR H2 представляет 
собой SEQ ID NO: 2 и/или CDR H3 представляет собой SEQ ID NO: 3. 

Таким образом, одно воплощение CDR H1 представляет собой SEQ ID NO: 1, и CDR Н2 представ-
ляет собой SEQ ID NO: 2, или CDR H1 представляет собой SEQ ID NO: 1, и CDR H3 представляет собой 
SEQ ID NO: 3, или CDR H2 представляет собой SEQ ID NO: 2, и CDR H3 представляет собой SEQ ID 
NO: 3. 

В другом аспекте предлагается антитело или фрагмент, содержащие последовательность или ком-
бинации последовательностей, как определено в данном документе, например, вариабельную область 
родственной пары. 

Антитела по изобретению блокируют связывание IgG с FcRn, и, как полагают, они подходят для 
снижения одной или нескольких биологических функций FcRn, включающих снижение периода полу-
жизни антител в кровотоке. Это может быть полезно, так как дает возможность пациенту быстрее выво-
дить антитела, такие как аутоантитела. Соответственно, антитела по изобретению уменьшают связыва-
ние IgG с FcRn. 

Важно, что антитела по настоящему изобретению способны связываться с человеческим FcRn, на-
пример, при обоих pH 6 и 7,4 со сравнимой и высокой аффинностью связывания. Таким образом, пред-
почтительно, что антитела способны продолжать связываться с FcRn даже внутри эндосомы, максимизи-
руя посредством этого блокировку связывания FcRn с IgG. 

В одном воплощении, антитела или связывающие фрагменты по настоящему изобретению содер-
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жат легкую цепь или фрагмент легкой цепи, содержащий вариабельную область, например, содержащий 
одну, две или три CDR, независимо выбранных из SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 или SEQ ID NO: 7 и SEQ 
ID NO: 6, конкретно где CDR L1 представляет собой SEQ ID NO: 4, CDR L2 представляет собой SEQ ID 
NO: 5 или SEQ ID NO: 7, и CDR L3 представляет собой SEQ ID NO: 6. 

Таким образом, одно воплощение CDR L1 представляет собой SEQ ID NO: 4, и CDR L2 представля-
ет собой SEQ ID NO: 5, или CDR L3 представляет собой SEQ ID NO: 6, или CDR L2 представляет собой 
SEQ ID NO: 5 SEQ ID NO: 7, и CDR L3 представляет собой SEQ ID NO: 6. 

В одном воплощении, антитела или связывающие фрагменты по настоящему изобретению содер-
жат последовательности CDR, выбранные из SEQ ID NO: 1-7, например, где CDR H1 представляет собой 
SEQ ID NO: 1, CDR Н2 представляет собой SEQ ID NO: 2, CDR H3 представляет собой SEQ ID NO: 3, 
CDR L1 представляет собой SEQ ID NO: 4, CDR L2 представляет собой SEQ ID NO: 5 или SEQ ID NO: 7 
и CDR L3 представляет собой SEQ ID NO: 6. 

Также предлагается антитело или связывающий фрагмент, который связывается с тем же эпитопом, 
что и антитело или связывающий фрагмент, которые в явной форме раскрыты в данном документе. Со-
ответственно, предлагается антитело к FcRn или его связывающий фрагмент, который связывается с эпи-
топом человеческого FcRn, который содержит одну, две, три или четыре аминокислоты, выбранные из 
группы, состоящей из остатков E115, W131, P132 и E133 внеклеточного домена человеческого FcRn 
(SEQ ID NO: 48), и где антитело к FcRn или его связывающий фрагмент дополнительно связывается с 
одним или с несколькими (как например со всеми) остатками, выбранными из группы, состоящей из A81, 
G83, G84, K85, G86, P87, N113, L135, A136 и Q139 и необязательно дополнительно связывается с одним 
или несколькими остатками, выбранными из группы, состоящей из L82, Y88, L112 и D130. 

В одном воплощении, предлагается антитело или связывающий фрагмент, которые перекрестно 
блокируют связывание антитела или связывающего фрагмента, которые в явной форме раскрыты в дан-
ном документе, с человеческим FcRn, или которые перекрестно блокируются от связывания с человече-
ским FcRn указанным антителом. 

В одном воплощении антитела и связывающие фрагменты по настоящему изобретению блокируют 
связывание человеческого IgG с человеческим FcRn. 

В одном воплощении антитела и связывающие фрагменты по настоящему изобретению не связы-
ваются с β2-микроглобулином. 

В одном воплощении антитела и связывающие фрагменты по настоящему изобретению не связы-
ваются с человеческим β2-микроглобулином. 

В одном примере антитела и связывающие фрагменты по настоящему изобретению не уменьшают 
уровень альбумина в кровотоке более чем на 50%, предпочтительно не более чем на 25%. 

В одном примере антитела и связывающие фрагменты по настоящему изобретению не уменьшают 
уровень альбумина в кровотоке. 

Изобретение также охватывает полинуклеотид, такой как ДНК, кодирующую антитело или фраг-
мент, описанные в данном документе, например, где ДНК включена в вектор. 

Также предлагается клетка-хозяин, содержащая указанный полинуклеотид. 
В данном документе предлагаются методы экспрессии антитела или фрагмента, а также методы 

конъюгации антитела или фрагмента с полимером, таким как ПЭГ. 
Настоящее изобретение также относится к фармацевтическим композициями, содержащим указан-

ные антитела и фрагменты. 
В одном воплощении предлагается способ лечения, включающий введение терапевтически эффек-

тивного количества антитела, фрагмента или композиции, как описано в данном документе. 
Настоящее изобретение также охватывает антитело, фрагмент или композицию согласно настояще-

му изобретения для применения при лечении, конкретно, при лечении иммунологического и/или ауто-
иммунного расстройства. 

Таким образом, в настоящем изобретении предлагаются антитела, их фрагменты и способы удале-
ния патогенных IgG, чего достигают путем ускорения естественного для организма механизма катабо-
лизма IgG. 

По существу, антитела и фрагменты согласно изобретению блокируют систему, которая осуществ-
ляет рециклинг IgG в организме. 

Настоящая терапия, вероятно, обеспечивает замену или дополнение для лечения некоторых заболе-
ваний, где в качестве терапии используют плазмаферез или IVIg, что является предпочтительным для 
пациентов. 

Краткое описание фигур 

Фиг. 1 демонстрирует % hIgG в трансгенных мышах, определенный с помощью ЖХ-МС/МС. 
Фиг. 1a демонстрирует эффект формата 1638 IgG4P в отношении концентрации человеческого IVIg 

в сыворотке трансгенной мыши, содержащей человеческий FcRn. 
Фиг. 1b демонстрирует эффект форматов 1638 FabFv и Fab'ПЭГ в отношении концентрации челове-

ческого IVIg в трансгенных мышах, содержащих человеческий FcRn. 
Фиг. 1c демонстрирует фармакокинетику формата 1638 IgG4P в сыворотке трансгенных мышей, со-
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держащих человеческий FcRn. 
Фиг. 1d демонстрирует фармакокинетику форматов 1638 FabFv и Fab'ПЭГ в трансгенных мышах, 

содержащих человеческий FcRn. 
Фиг. 1e - эффект форматов 1638 FabFv и Fab'ПЭГ в отношении концентрации сывороточного аль-

бумина в трансгенных мышах, содержащих человеческий FcRn. 
Фиг. 1f - эффект формата 1638 IgG4P в отношении концентрации сывороточного альбумина в 

трансгенных мышах, содержащих человеческий FcRn 
Фиг. 2 - демонстрирует репрезентативные кривые связывания CA170_1638.g49 IgG4. Средние зна-

чения KD (n=3) составили 0,2 нМ в нейтральном буфере, и 0,22 нМ в кислом буфере, соответственно. 
Фиг. 3 - демонстрирует, что CA170_1638.g49 IgG4 ингибирует рециклинг IgG в клоне 15 клеток 

MDCK II. 
Фиг. 4 - демонстрирует, что CA170_1638.g49 IgG4 ингибирует трансцитоз IgG в клоне 15 клеток 

MDCK II 
Фиг. 5 - демонстрирует, что СА170_1638.g49 FabFv ингибирует трансцитоз IgG в клоне 15 клеток 

MDCK II. 
Фиг. 6 - демонстрирует репрезентативные кривые связывания для СА170_1638.g49 IgG4. Средние 

значения KD (n=3) составили 0,3 в нейтральном буфере и 0,43 в кислом буфере, соответственно. (см. 
табл. 2). 

Фиг. 7 - демонстрирует последовательности СА170_1638 CDR. 
Фиг. 8 - последовательности антител согласно настоящему описанию изобретения. 
Фиг. 9a - гуманизация антитела 1638.g49. 
Фиг. 9b - гуманизация антитела 1638.g49. 
Подробное описание изобретения FcRn, применяемый в настоящем документе, относится к некова-

лентному комплексу между альфа-цепью рецептора человеческого IgG, также известного как неонаталь-
ный Fc-рецептор, аминокислотная последовательность которого представлена в UniProt под номером 
P55899, внеклеточный домен которого представлен на фиг. 8 (SEQ ID NO: 48), вместе с человеческим β2-
микроглобулином (β2М), аминокислотная последовательность которого представлена в UniProt под но-
мером P61769 (представленный в данном документе с сигнальным пептидом (SEQ ID NO: 50), без сиг-
нального пептида (SEQ ID NO: 72)). 

Молекула антитела, применяемая в данном документе, относится к антителу или к его связываю-
щему фрагменту. 

Термин "антитело", используемый в данном документе, как правило, относится к интактным (цель-
ным) антителам, т.е. содержащим элементы двух тяжелых цепей и двух легких цепей. Антитело может 
содержать дополнительные домены связывания, например, как для молекулы DVD-Ig, раскрытой в WO 
2007/024715, или как так называемый (FabFv)2Fc, описанный в WO 2011/030107. Таким образом, антите-
ло, применяемое в данном документе, включает би-, три- или тетравалентные антитела. 

Связывающие фрагменты антител включают одноцепочечные антитела (т.е. полноразмерную тяже-
лую цепь и легкую цепь); Fab, модифицированный Fab, Fab', модифицированный Fab', F(ab')2, Fv, Fab-Fv, 
Fab-dsFv, однодоменные антитела (например, VH или VL, или VHH), scFv, dsscFv, би-, три- или тетрава-
лентные антитела, Бис-scFv, диатела, тритела, тетратела и эпитоп-связывающие фрагменты любого из 
вышеперечисленных (см., например, Holliger and Hudson, 2005, Nature Biotech. 23(9): 1126-1136; Adair 
and Lawson, 2005, Drug Design Reviews - Online 2(3), 209-217). Методы создания и получения таких 
фрагментов антител хорошо известны в данной области (см., например, Verma et al., 1998, Journal of Im-
munological Methods, 216, 165-181). Формат Fab-Fv был впервые раскрыт в WO 2009/040562, а его вари-
анты, стабилизированные дисульфидами, Fab-dsFv, были впервые раскрыты в WO 2010/035012. Другие 
фрагменты антител для применения в настоящем изобретении включают фрагменты Fab и Fab', описан-
ные в Международных патентных заявках WO 2005/003169, WO 2005/003170 и WO 2005/003171. Поли-
валентные антитела могут содержать множество специфичностей, например, могут быть биспецифич-
ными или моноспецифичными (см., например, WO 092/22583 и WO 05/113605). Один такой пример по-
следних представляет собой Tri-Fab (или TFM), как описано в WO 92/22583. 

В одном воплощении предлагается Fab-фрагмент. 
В одном воплощении предлагается Fab'-фрагмент. 
Типичная молекула Fab' содержит пару тяжелой и легкой цепи, где тяжелая цепь содержит вариа-

бельную область Vh, константный домен ChI и натуральную или модифицированную шарнирную об-
ласть, и легкая цепь содержит вариабельную область Vl и константный домен Cl. 

В одном воплощении согласно настоящему изобретению предлагается димер Fab' с получением 
F(ab')2, где димеризация может осуществляться, например, через шарнир. 

В одном воплощении, антитело или его связывающий фрагмент содержит домен связывания. Домен 
связывания будет, как правило, содержать 6 CDR, три из тяжелой цепи и три из легкой цепи. В одном 
воплощении, CDR находятся в каркасе и вместе образуют вариабельную область. Таким образом, в од-
ном воплощении, антитело или связывающий фрагмент содержит домен связывания, специфичный для 
антигена, содержащий вариабельную область легкой цепи и вариабельную область тяжелой цепи. 
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Будет понятно, что может быть осуществлена одна или несколько (например, 1, 2, 3 или 4) амино-
кислотных замен, вставок и/или делеций в CDR или в других последовательностях (например, в вариа-
бельных доменах), представленных настоящим изобретением, без значительного изменения способности 
антитела связываться с FcRn. Эффект любой из аминокислотных замен, вставок и/или делеций может 
быть легко протестирован специалистом в данной области, например, путем использования методов, 
описанных в данном документе, конкретно в примерах, для определения связывания/блокировки FcRn. 

Могут быть осуществлены одна или несколько (например, 1, 2, 3 или 4) аминокислотных замен, 
вставок и/или делеций в каркасной области, применяемой в антителе или в его фрагменте, представлен-
ном настоящим изобретением, где аффинность связывания с FcRn сохраняется или увеличивается. 

Остатки в вариабельных доменах антитела пронумерованы стандартным образом согласно системе, 
разработанной Kabat et al. Данная система представлена в Kabat et al, 1987, в Sequences of Proteins of Im-
munological Interest, US Department of Health and Human Services, NIH, USA (далее "Kabat et al. (выше)"). 
Данная система нумерации используется в настоящем описании за исключением случаев, где указано 
иное. 

Обозначения остатков по Kabat не всегда соответствуют линейной нумерации аминокислотных ос-
татков. Фактическая линейная аминокислотная последовательность может содержать меньшее количест-
во или дополнительные аминокислоты, в отличие от строгой нумерации по Kabat, соответствуя укорачи-
ванию или вставке структурного компонента, будь то каркасная область или область, определяющая 
комплементарность (CDR) основной структуры вариабельного домена. Корректная нумерация остатков 
по Kabat может определяться для данного антитела путем выравнивания остатков гомологии в последо-
вательности антитела с последовательностью со "стандартной" нумерацией по Kabat. 

CDR вариабельного домена тяжелой цепи локализованы в остатках 31-35 (CDR-H1), остатках 50-65 
(CDR-H2) и остатках 95-102 (CDR-H3) согласно системе нумерации Kabat. Однако согласно Chothia 
(Chothia, C. and Lesk, A.M. J. Mol. Biol, 196, 901-917 (1987)), петля, эквивалентная CDR-H1, протягивает-
ся от остатка 26 к остатку 32. Таким образом, до тех пор, пока не указано иное, обозначение "CDR-H1", 
применяемое в данном документе, относится к остаткам 26-35, как описано с помощью комбинации сис-
темы нумерации по Kabat и определения топологической петли по Chothia. 

CDR вариабельного домена легкой цепи локализованы в остатках 24-34 (CDR-L1), остатках 50-56 
(CDR-L2) и в остатках 8 9-97 (CDR-L3) согласно системе нумерации Kabat. 

Антитела и фрагменты настоящего описания изобретения блокируют FcRn и посредством этого мо-
гут предотвращать его функционирование в рециклинге IgG. Блокировка, применяемая в данном доку-
менте, относится к физической блокировке, такой как поглощение рецептора, но также включает случай, 
где антитело или фрагменты связываются с эпитопом, что обуславливает, например, конформационное 
изменение, которое означает, что природный лиганд больше не связывается с рецептором. Молекулы 
антител по настоящему изобретению связываются с FcRn и посредством этого уменьшают или предот-
вращают (например, ингибируют) связывание FcRn с константной областью IgG. В одном воплощении, 
антитело или его фрагмент связывается с FcRn конкурентно по отношению к IgG. 

В одном примере, антитело или его связывающий фрагмент функционирует в качестве конкурент-
ного ингибитора связывания человеческого FcRn с человеческим IgG. В одном примере, антитело или 
его связывающий фрагмент связывается с сайтом связывания IgG на FcRn. В одном примере антитело 
блокирует сайт связывания IgG. В одном примере антитело или его связывающий фрагмент не связыва-
ется с β2М. 

Антитела для применения в настоящем изобретении могут быть получены с использованием любо-
го подходящего метода, известного в данной области. Полипептид/белок FcRn, в том числе химерные 
белки, клетки, (рекомбинантно или естественно) экспрессирующие полипептид (как например активиро-
ванные T-клетки), могут использоваться для продуцирования антител, которые специфично распознают 
FcRn, индивидуально или в комбинации с β2М. Полипептид может представлять собой "зрелый" поли-
пептид или его биологически активный фрагмент или производное. Человеческий белок зарегистрирован 
в базе данных Swiss-Prot под номером P55899. Внеклеточный домен альфа-цепи человеческого FcRn 
представлен в SEQ ID NO: 48. Последовательность зрелого человеческого β2М представлена в SEQ ID 
NO: 72. 

В одном воплощении антиген представляет собой мутантную форму FcRn, которая сконструирова-
на для презентирования FcRn на поверхности клетки, так чтобы при интернализации FcRn в клетке ди-
намического процессирования было мало или оно отсутствовало, чего можно достичь, например, путем 
создания мутации в цитоплазматическом хвосте альфа-цепи FcRn, где ди-лейцин подвергают мутации до 
ди-аланина, как описано в Ober et al 2001 Int. Immunol. 13, 1551-1559. 

Полипептиды для применения при иммунизации хозяина могут быть получены с помощью способа, 
хорошо известного в данной области, из генетически сконструированных клеток-хозяев, содержащих 
системы экспрессии, или они могут быть извлечены из естественных биологических источников. В на-
стоящей заявке термин "полипептиды" включает пептиды, полипептиды и белки. Они используются 
взаимозаменяемо до тех пор, пока не указано иное. В некоторых случаях полипептид FcRn является ча-
стью более крупного белка, такого как химерный белок, например, сшитый с аффинной меткой или с 
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чем-то подобным. 
Могут быть получены антитела, созданные против полипептида FcRn, где иммунизация животного 

необходима, путем введения полипептидов животному, предпочтительно не человеку, с использованием 
хорошо известных и стандартных протоколов, см., например, Handbook of Experimental Immunology, D. 
M. Weir (ed.), Vol 4, Blackwell Scientific Publishers, Oxford, England, 1986). Многие теплокровные живот-
ные, такие как кролики, мыши, крысы, овцы, коровы, верблюды или свиньи могут быть иммунизирова-
ны. Однако наиболее подходящими являются мыши, кролики, свиньи и крысы. 

Моноклональные антитела могут быть получены с помощью метода, известного в данной области, 
такого как гибридомный метод (Kohler & Milstein, 1975, Nature, 256:495-497), триомный метод, метод 
гибридомы человеческих B-клеток (Kozbor et al, 1983, Immunology Today, 4:72) и метод EBV-гибридомы 
(Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, pp77-96, Alan R Liss, Inc., 1985). 

Антитела для применения в изобретении также могут быть созданы с использованием методов ан-
титела единственного лимфоцита путем клонирования и экспрессии кДНК вариабельной области имму-
ноглобулина, полученного из единственного лимфоцита, выбранного для продуцирования специфиче-
ских антител, например, с использованием способов, описанных в Babcook, J. et al, 1996, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 93(15):7843-78481; WO 92/02551; WO 2004/051268 и в международной патентной заявке WO 
2004/106377. 

Скрининг антител может осуществляться с использованием анализов для измерения связывания с 
человеческим FcRn и/или анализов для измерения способности блокировать связывание IgG с рецепто-
ром. Примером анализа связывания является ИФА, конкретно, с использованием химерного белка чело-
веческого FcRn и человеческого Fc, который иммобилизуют на планшетах, и с применением вторичного 
антитела для детектирования антитела к FcRn, связанного с химерным белком. Примеры подходящих 
антагонистических и блокирующих анализов описаны в данном документе ниже. 

Подразумевается, что термин "специфичное", применяемый в данном документе, относится к анти-
телу, которое только распознает антиген, к которому оно специфично, или к антителу, которое обладает 
значительно более высокой аффинностью связывания с антигеном, к которому оно специфично, по срав-
нению со связыванием с антигенами, к которым оно не специфично, например, к антителу с аффинно-
стью связывания по меньшей мере в 5, 6, 7, 8, 9, 10 раз выше. Аффинность связывания может быть изме-
рена с помощью методов, таких как BIAcore, как описано в данном документе ниже. В одном примере 
антитело по настоящему изобретению не связывается с β2-микроглобулином (β2М). В одном примере 
антитело по настоящему изобретению связывается с FcRn макаки. В одном примере антитело по настоя-
щему изобретению не связывается с крысиным или мышиным FcRn. 

Предлагаются аминокислотные последовательности и полинуклеотидные последовательности не-
которых антител согласно настоящему изобретению, и они образуют аспект изобретения. 

В одном воплощении, антитела или связывающие фрагменты согласно настоящему изобретению 
являются полностью человеческими, например, получены из фаговой библиотеки иди аналогичным об-
разом. 

В одном примере антитела относятся к антителам грызунов, как например, к выделенным из крысы 
и содержат последовательность вариабельного домена легкой цепи, представленную в SEQ ID NO: 8, и 
последовательность вариабельного домена тяжелой цепи, представленную в SEQ ID NO: 12. 

В одном воплощении антитело или фрагменты согласно изобретению являются гуманизированны-
ми. 

Гуманизированные антитела (которые включают CDR-привитые антитела) представляют собой 
Молекулы антител, содержащие одну или несколько областей, определяющих комплементарность 
(CDR), из видов животных, но не человека, и каркасную область из молекулы человеческого иммуногло-
булина (см., например, US 5585089; WO 91/09967). Понятно, что может быть необходимо только перене-
сти остатки, определяющие специфичность CDR, а не всю CDR (см., например, Kashmiri et al., 2005, 
Methods, 36, 25-34). Гуманизированные антитела необязательно дополнительно могут содержать один 
или несколько каркасных остатков, выделенных из видов животных, но не из человека, из которых были 
выделены CDR. Последние часто обозначаются как донорные остатки. 

Таким образом, в одном воплощении, используемый в данном документе термин "гуманизирован-
ная молекула антитела" относится к молекуле антитела, где тяжелая и/или легкая цепь содержит одну 
или несколько CDR (включая, если целесообразно, одну или несколько модифицированных CDR) из до-
норного антитела (например, антитела животного, но не человека, как например, мышиное монокло-
нальное антитело), привитых в каркас вариабельной области тяжелой и/или легкой цепи акцепторного 
антитела (например, человеческого антитела), необязательно дополнительно содержащего один или не-
сколько каркасных остатков, выделенных из видов животных, но не из человека, из которых были выде-
лены CDR (донорные остатки). Для обзора см., Vaughan et al, Nature Biotechnology, 16, 535-539, 1998. В 
одном воплощении только один или несколько из остатков, определяющих специфичность, из любой из 
CDR, описанных в данном документе выше, переносят в каркас человеческого антитела, а не всю CDR 
(см., например, Kashmiri et al., 2005, Methods, 36, 25-34). В одном воплощении только остатки, опреде-
ляющие специфичность, из одной или из нескольких CDR, описанных в данном документе выше, пере-
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носят на каркас человеческого антитела. В другом воплощении только остатки, определяющие специ-
фичность, из каждой из CDR, описанные в данном документе выше, переносят на каркас человеческого 
антитела. 

Когда прививают CDR или остатки, определяющие специфичность, то может использоваться любая 
подходящая каркасная последовательность акцепторной вариабельной области, имеющая отношение к 
классу/типу донорного антитела, из которого выделены CDR, включая каркасные области мыши, прима-
та и человека. 

Соответственно, гуманизированное антитело согласно настоящему изобретению содержит вариа-
бельный домен, содержащий человеческие акцепторные каркасные области, а также одну или несколько 
CDR, конкретно представленных в данном документе. Таким образом, в одном воплощении предлагается 
блокирующее гуманизированное антитело, которое связывается с человеческим FcRn, где вариабельный 
домен содержит человеческие акцепторные каркасные области и донорные CDR из животных, но не из 
человека. 

Примеры человеческих каркасов, которые могут использоваться в настоящем изобретении, пред-
ставляют собой KOL, NEWM, REI, EU, TUR, TEI, LAY и POM (Kabat et al, supra). Например, KOL и 
NEWM могут использоваться для тяжелой цепи, REI может использоваться для легкой цепи, и EU, LAY 
и РОМ могут использоваться как для тяжелой цепи, так и для легкой цепи. Альтернативно, могут ис-
пользоваться человеческие зародышевые последовательности; они доступны по адресу 
http://www.imgt.org/. 

В гуманизированном антителе по настоящему изобретению акцепторные тяжелая и легкая цепи не-
обязательно нуждаются в доставке из того же антитела и могут, если целесообразно, содержать состав-
ные цепи, содержащие каркасные области, выделенные из различных цепей. 

Одну такую подходящую каркасную область для тяжелой цепи гуманизированного антитела по на-
стоящему изобретению выделяют из человеческой последовательности IGHV3-7 подгруппы VH3 вместе 
с JH3 (SEQ ID NO: 46 и 47). 

Соответственно, в одном примере предлагается гуманизированное антитело, содержащее последо-
вательность, представленную в SEQ ID NO: 1, для CDR-H1, последовательность, представленную в SEQ 
ID NO: 2, для CDR-H2 и последовательность, представленную в SEQ ID NO: 3, для CDRH3, где каркас-
ная область тяжелой цепи выделена из человеческой последовательности IGHV3-7 подгруппы VH3 вме-
сте с JH3. 

Последовательность человеческого JH3 представлена ниже: (DAFDV)WGQGTMVTVS (SEQ ID NO: 
69). Мотив DAFDV (SEQ ID NO: 70) является частью CDR-H3 и не является частью каркаса 4 (Ravetch, 
JV. et al, 1981, Cell, 27, 583-591). 

В одном примере вариабельный домен тяжелой цепи антитела содержит последовательность, пред-
ставленную в SEQ ID NO: 25 или 59, как например 25. 

Подходящую каркасную область для легкой цепи гуманизированного антитела по настоящему изо-
бретению выделяют из человеческой последовательности IGKV1-27 подгруппы VK1 вместе с JK4 (SEQ 
ID NO: 44 и 45). 

Соответственно, в одном примере предлагается гуманизированное антитело, содержащее последо-
вательность, представленную в SEQ ID NO: 4, для CDR-L1, последовательность, представленную в SEQ 
ID NO: 5 или SEQ ID NO: 7, для CDR-L2 и последовательность, представленную в SEQ ID NO: 6, для 
CDRL3, где каркасная область легкой цепи выделена из человеческой последовательности IGKV1-27 
подгруппы VK1 вместе с JK4. 

Последовательность JK4 представлена ниже: (LT)FGGGTKVEIK (Seq ID NO: 71). Мотив LT явля-
ется частью CDR-L3 и не является частью каркаса 4 (Hieter, PA., et al., 1982, J. Biol. Chem., 257, 1516-
1522). 

В одном примере вариабельный домен легкой цепи антитела содержит последовательность, пред-
ставленную в SEQ ID NO: 16 или 51, как например 16. 

В гуманизированном антителе по настоящему изобретению каркасные области не нуждаются в 
точно такой же последовательности, как у акцепторного антитела. Например, нетипичные остатки могут 
быть заменены на более часто встречающиеся остатки для класса или типа акцепторной цепи. Альтерна-
тивно, выбранные остатки в акцепторных каркасных областях могут быть заменены так, что они будут 
соответствовать остатку, присутствующему в таком же положении в донорном антителе (см. Reichmann 
et al., 1998, Nature, 332, 323-324). Такие замены следует поддерживать на минимальном необходимом 
уровне для получения аффинности донорного антитела. Протокол для выбора остатков в акцепторных 
каркасных областях, которые могут нуждаться в замене, представлен в WO 91/09967. 

Таким образом, в одном воплощении, 1, 2, 3, 4 или 5 остатков в каркасе заменяют на альтернатив-
ные аминокислотные остатки. 

Соответственно, в одном примере предлагается гуманизированное антитело, где по меньшей мере 
остатки в каждом из положений 48 и 78 вариабельного домена тяжелой цепи (нумерация Kabat) являются 
донорными остатками, см., например, последовательность, представленную в SEQ ID NO: 25. 

В одном воплощении остаток 48 вариабельного домена тяжелой цепи заменяют на альтернативную 
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аминокислоту, например, на валин. 
В одном воплощении остаток 78 вариабельного домена тяжелой цепи заменяют на альтернативную 

аминокислоту, например, лейцин. 
В одном воплощении, остаток 48 представляет собой валин, а остаток 78 представляет собой лей-

цин в вариабельной области гуманизированной тяжелой цепи согласно настоящему изобретению. 
Соответственно, в одном примере предлагается гуманизированное антитело, где по меньшей мере 

остатки в каждом из положений 70 и 71 вариабельного домена легкой цепи (нумерация Kabat) являются 
донорными остатками, см., например, последовательность, представленную в SEQ ID NO: 16. 

В одном воплощении остаток 70 вариабельного домена легкой цепи заменяют на альтернативную 
аминокислоту, например, на аспарагиновую кислоту. 

В одном воплощении остаток 71 вариабельного домена легкой цепи заменяют на альтернативную 
аминокислоту, например, на фенилаланин. 

В одном воплощении, остаток 70 представляет собой аспарагиновую кислоту, а остаток 71 пред-
ставляет собой фенилаланин в вариабельной области гуманизированной легкой цепи согласно настоя-
щему изобретению. 

В одном воплощении, в изобретении предлагается последовательность антитела, которая является 
на 80% сходной или идентичной последовательности, раскрытой в данном документе, например на 85, 
90, 91, 92, 93, 94, 95 96, 97, 98 или на 99% относительно части или цельной соответствующей последова-
тельности, например, последовательности вариабельного домена, последовательности CDR или последо-
вательности вариабельного домена за исключением CDR. В одном воплощении соответствующая после-
довательность представляет собой SEQ ID NO: 16 или 51. В одном воплощении соответствующая после-
довательность представляет собой SEQ ID NO: 25 или 59. 

В одном воплощении в настоящем изобретении предлагается молекула антитела, которая связыва-
ется с человеческим FcRn, содержащая тяжелую цепь, где вариабельный домен тяжелой цепи содержит 
последовательность, имеющую по меньшей мере 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% иден-
тичности или сходства с последовательностью данного документа, например с последовательностью, 
представленной в SEQ ID NO: 25 или 59, как например 25. 

В одном воплощении в настоящем изобретении предлагается молекула антитела, которая связыва-
ется с человеческим FcRn, содержащая легкую цепь, где вариабельный домен легкой цепи содержит по-
следовательность, имеющую по меньшей мере 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентич-
ности или сходства с последовательностью данного документа, например с последовательностью, пред-
ставленной в SEQ ID NO: 16 или 51, как например 16. 

В одном воплощении в настоящем изобретении предлагается молекула антитела, которая связыва-
ется с человеческим FcRn, где антитело содержит вариабельный домен тяжелой цепи, который по мень-
шей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% сходен или идентичен последовательности, пред-
ставленной в данном документе, например, последовательности, представленной в SEQ ID NO: 25, но где 
молекула антитела имеет последовательность, представленную в SEQ ID NO: 1, для CDR-H1, последова-
тельность, представленную в SEQ ID NO: 2, для CDR-H2, и последовательность, представленную в SEQ 
ID NO: 3, для CDR-H3. 

В одном воплощении в настоящем изобретении предлагается молекула антитела, которая связыва-
ется с человеческим FcRn, где антитело содержит вариабельный домен легкой цепи, который по мень-
шей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% сходен или идентичен последовательности, пред-
ставленной в данном документе, например, последовательности, представленной в SEQ ID NO: 16, но где 
молекула антитела имеет последовательность, представленную в SEQ ID NO: 4, для CDR-L1, последова-
тельность, представленную в SEQ ID NO: 5 или в SEQ ID NO: 7, для CDR-L2, и последовательность, 
представленную в SEQ ID NO: 6, для CDR-L3. 

В одном воплощении в настоящем изобретении предлагается молекула антитела, которая связыва-
ется с человеческим FcRn, где антитело содержит вариабельный домен тяжелой цепи, который по мень-
шей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% сходен или идентичен последовательности, пред-
ставленной в данном документе, например, последовательности, представленной в SEQ ID NO: 25, и ва-
риабельный домен легкой цепи, который по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% 
сходен или идентичен последовательности, представленной в данном документе, например, последова-
тельности, представленной в SEQ ID NO: 16, но где молекула антитела имеет последовательность, пред-
ставленную в SEQ ID NO: 1, для CDR-H1, последовательность, представленную в SEQ ID NO: 2, для 
CDR-H2, последовательность, представленную в SEQ ID NO: 3, для CDR-H3, последовательность, пред-
ставленную в SEQ ID NO: 4, для CDR-L1, последовательность, представленную в SEQ ID NO: 5 или SEQ 
ID NO: 7, для CDR-L2, и последовательность, представленную в SEQ ID NO: 6, для CDR-L3. 

Используемый в данном документе термин "идентичность" выявляет, что в любом конкретном по-
ложении в сравниваемых последовательностях аминокислотные остатки между последовательностями 
будут идентичны. Используемый в данном документе термин "сходство" выявляет, что в любом кон-
кретном положении в сравниваемых последовательностях аминокислотные остатки между последова-
тельностями будут относиться к сходному типу. Например, лейцин может быть заменен на изолейцин 
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или валин. Другие аминокислоты, которые часто могут быть заменены на другие, включают, но не огра-
ничиваются этим: 

фенилаланин, тирозин и триптофан (аминокислоты, имеющие ароматические боковые цепи); 
лизин, аргинин и гистидин (аминокислоты, имеющие основные боковые цепи); 
аспартат и глутамат (аминокислоты, имеющие кислотные боковые цепи); 
аспарагин и глутамин (аминокислоты, имеющие амидные боковые цепи) и 
цистеин и метионин (аминокислоты, имеющие сера-содержащие боковые цепи). 
Степень идентичности и сходства можно легко рассчитать (Computational Molecular Biology, Lesk, 

A.M., ed., nfOxford University Press, New York, 1988; Biocomputing. Informatics and Genome Projects, 
Smith, D.W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Part 1, Griffin, 
A.M., and Griffin, H.G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von 
Heinje, G., Academic Press, 1987, Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M Stockton 
Press, New York, 1991, программа BLAST™, доступная из NCBI (Altschul, S.F. et al, 1990, J. Mol. Biol. 
215:403-410; Gish, W. & States, D.J. 1993, Nature Genet. 3:266-272. Madden, T.L. et al, 1996, Meth. Enzymol. 
266:131-141; Altschul, S.F. et al, 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402; Zhang, J. & Madden, T.L. 1997, Ge-
nome Res. 7:649-656,). 

Молекулы антител по настоящему изобретению могут содержать цельную молекулу антитела, со-
держащую полноразмерную тяжелую и легкую цепь или их фрагменты, и может представлять собой в 
частности Fab, модифицированный Fab, Fab', модифицированный Fab', F(ab')2, Fv, однодоменные антите-
ла (например, VH или VL, или VHH), scFv, dsscFv, би-, три- или тетравалентные антитела, Бис-scFv, диа-
тела, тритела, тетратела и эпитоп-связывающие фрагменты любого из вышеперечисленных (см., напри-
мер, Holliger and Hudson, 2005, Nature Biotech. 23(9): 1126-1136; Adair and Lawson, 2005, Drug Design Re-
views - Online 2(3), 209-217). Методы создания и получения таких фрагментов антитела хорошо известны 
в данной области (см., например, Verma et al., 1998, Journal of Immunological Methods, 216, 165-181). Дру-
гие фрагменты антител для применения в настоящем изобретении включают фрагменты Fab и Fab', опи-
санные в Международных патентных заявках WO2005/003169, WO2005/003170 и WO2005/003171. По-
ливалентные антитела могут содержать множество специфичностей, например, могут быть биспецифич-
ными или моноспецифичными (см., например, WO92/22583, WO05/113605, WO2009/040562 и 
WO2010/035012). 

В одном воплощении молекула антитела по настоящему изобретению представляет собой Fab-
фрагмент антитела, содержащий вариабельные области, представленные в SEQ ID NO: 16 и 25, напри-
мер, для легкой и тяжелой цепи, соответственно. В одном воплощении молекула антитела имеет легкую 
цепь, содержащую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 20, и тяжелую цепь, содержащую 
последовательность, представленную в SEQ ID NO: 29. 

В одном воплощении молекула антитела по настоящему изобретению представляет собой Fab-
фрагмент антитела, содержащий вариабельные области, представленные в SEQ ID NO: 51 и 59, напри-
мер, для легкой и тяжелой цепи, соответственно. 

В одном воплощении молекула антитела по настоящему изобретению представляет собой Fab- или 
Fab'-фрагмент антитела, содержащий вариабельные области, представленные в SEQ ID NO: 16 и 25, на-
пример, для легкой и тяжелой цепи, соответственно. В одном воплощении молекула антитела имеет лег-
кую цепь, содержащую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 20, и тяжелую цепь, содер-
жащую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 29 (Fab) или SEQ ID NO: 33 (Fab'). 

В одном воплощении молекула антитела по настоящему изобретению представляет собой Fab'-
фрагмент антитела, содержащий вариабельные области, представленные в SEQ ID NO: 51 и 59, напри-
мер, для легкой и тяжелой цепи, соответственно. В одном воплощении молекула антитела имеет легкую 
цепь, содержащую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 55, и тяжелую цепь, содержащую 
последовательность, представленную в SEQ ID NO: 63. 

В одном воплощении молекула антитела по настоящему изобретению представляет собой полно-
размерное антитело IgG1, содержащее вариабельные области, представленные в SEQ ID NO: 16 и 25, 
например, для легкой и тяжелой цепи, соответственно. В одном воплощении молекула антитела имеет 
легкую цепь, содержащую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 20, и тяжелую цепь, со-
держащую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 73. 

В одном воплощении молекула антитела по настоящему изобретению представляет собой полно-
размерное антитело IgG1, содержащее вариабельные области, представленные в SEQ ID NO: 51 и 59. 

В одном воплощении молекула антитела по настоящему изобретению представляет собой полно-
размерное антитело IgG4, содержащее вариабельные области, представленные в SEQ ID NO: 16 и 25, 
например, для легкой и тяжелой цепи, соответственно. В одном воплощении молекула антитела имеет 
легкую цепь, содержащую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 20, и тяжелую цепь, со-
держащую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 25. 

В одном воплощении молекула антитела по настоящему изобретению представляет собой полно-
размерный формат антитела IgG4, содержащего вариабельные области, представленные в SEQ ID NO: 51 
и 59, например, для легкой и тяжелой цепи, соответственно. В одном воплощении молекула антитела 
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имеет легкую цепь, содержащую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 55, и тяжелую 
цепь, содержащую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 59. 

В одном воплощении молекула антитела по настоящему изобретению представляет собой полно-
размерное антитело IgG4P, содержащее вариабельные области, представленные в SEQ ID NO: 16 и 25, 
например, для легкой и тяжелой цепи, соответственно. В одном воплощении молекула антитела имеет 
легкую цепь, содержащую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 20, и тяжелую цепь, со-
держащую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 37 или SEQ ID NO: 39. 

В одном воплощении молекула антитела по настоящему изобретению представляет собой полно-
размерный формат антитела IgG4P, содержащего вариабельные области, представленные в SEQ ID NO: 
51 и 59, например, для легкой и тяжелой цепи, соответственно. В одном воплощении молекула антитела 
имеет легкую цепь, содержащую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 55, и тяжелую 
цепь, содержащую последовательность, представленную в SEQ ID NO: 59. 

Применяемый в данном документе IgG4P представляет собой подвергнутый мутации IgG4-изотип 
дикого типа, где аминокислота 241 заменена пролином, см., например, случай, где серин в положении 
241 заменяли на пролин, как описано в Angal et al., Molecular Immunology, 1993, 30 (1), 105-108. 

В одном воплощении антитело согласно настоящему изобретению предлагается в виде FcRn-
связывающего антитела, представляющего химерный белок, который содержит иммуноглобулиновый 
компонент, например, Fab- или Fab'-фрагмент и одно или два однодоменных антитела (dAb), связанных с 
ним прямо или косвенно, например, как описано в WO2009/040562, WO2010035012, WO2011/030107, 
WO2011/061492 и WO2011/086091, которые все включены в данный документ ссылкой. 

В одном воплощении химерный белок содержит двудоменные антитела, например, в виде пары ва-
риабельного домена тяжелой цепи (VH) и вариабельного домена легкой цепи (VL), необязательно свя-
занных дисульфидной связью. 

В одном воплощении Fab- или Fab'-элемент химерного белка обладает такой же или сходной спе-
цифичностью как у однодоменного антитела или антител. В одном воплощении Fab или Fab' обладает 
отличной специфичностью по отношению к однодоменному антителу или к антителам, то есть химерный 
белок является поливалентным. В одном воплощении поливалентный химерный белок согласно настоя-
щему изобретению содержит сайт связывания альбумина, например, там пара VH/VL обеспечивает сайт 
связывания с альбумином. В одном таком воплощении тяжелая цепь имеет последовательность, пред-
ставленную в SEQ ID NO: 42, и легкая цепь имеет последовательность, представленную в SEQ ID NO: 
40. 

В одном воплощении Fab или Fab' согласно настоящему изобретению конюгирован с молекулой 
ПЭГ или с человеческим сывороточным альбумином. 

CA170_01638g49 и 1638.g49 применяются в данном документе взаимозаменяемо и используются 
для обозначения специфической пары вариабельных областей антитела, которые могут использоваться в 
ряде различных форматов. Эти вариабельные области представляют собой последовательность тяжелой 
цепи, представленную в SEQ ID NO: 25, и последовательность легкой цепи, представленную в SEQ ID 
NO: 16. 

CA170_01638g28 и 1638.g28 применяются в данном документе взаимозаменяемо и используются 
для обозначения специфической пары вариабельных областей антитела, которые могут использоваться в 
ряде различных форматов. Эти вариабельные области представляют собой последовательность тяжелой 
цепи, представленную в SEQ ID NO: 59, и последовательность легкой цепи, представленную в SEQ ID 
NO: 51. 

Домены константных областей молекулы антитела по настоящему изобретению, если они присут-
ствуют, могут быть выбраны, принимая во внимание предполагаемую функцию молекулы антитела и, 
конкретно, эффекторную функцию, которая может потребоваться. Например, домены константных об-
ластей могут представлять собой домены человеческих IgA, IgD, IgE, IgG или IgM. Конкретно, могут 
использоваться домены константной области человеческого IgG, особенно изотипов IgG1 и IgG3, когда 
молекула антитела предназначается для терапевтических применений, и требуются эффекторные функ-
ции антитела. Альтернативно, изотипы IgG2 и IgG4 могут использоваться, когда молекула антитела 
предназначается для терапевтических целей, и эффекторные функции антитела не являются необходи-
мыми. Понятно, что также могут использоваться варианты последовательности этих доменов констант-
ных областей. Например, могут использоваться молекулы IgG4, в которых серин в положении заменен 
на пролин, как описано в Angal et al., Molecular Immunology, 1993, 30 (1), 105-108. Специалисту в данной 
области понятно, что антитела могут подвергаться множеству посттрансляционных модификаций. Тип и 
степень этих модификаций часто зависит от линии клетки-хозяина, используемой для экспрессии анти-
тела, а также от условий культивирования. Такие модификации могут включать вариации в гликозилиро-
вании, окисление метионина, образование дикетопиперазина, изомеризацию аспартата и дезаминирова-
ние аспарагина. Частой модификацией является потеря C-концевого основного остатка (такого как лизин 
или аргинин) благодаря действию карбоксипептидаз (как описано в Harris, RJ. Journal of ChromatograpH у 
705:129-134, 1995). Соответственно, C-концевой лизин тяжелой цепи может отсутствовать. 

В одном воплощении тяжелая цепь антитела содержит CH1-домен и легкая цепь антитела содержит 
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CL-домен, либо каппа, либо лямбда. 
В одном таком воплощении легкая цепь имеет последовательность, представленную в SEQ ID NO: 

20, и тяжелая цепь имеет последовательность, представленную в SEQ ID NO: 29. 
В одном таком воплощении легкая цепь имеет последовательность, представленную в SEQ ID NO: 

20, и тяжелая цепь имеет последовательность, представленную в SEQ ID NO: 33. 
В одном таком воплощении легкая цепь имеет последовательность, представленную в SEQ ID NO: 

20, и тяжелая цепь имеет последовательность, представленную в SEQ ID NO: 37. 
В одном таком воплощении легкая цепь имеет последовательность, представленную в SEQ ID NO: 

20, и тяжелая цепь имеет последовательность, представленную в SEQ ID NO: 74. 
В одном воплощении C-концевая аминокислота из молекулы антитела отщепляется во время пост-

трансляционных модификаций. 
В одном воплощении N-концевая аминокислота из молекулы антитела отщепляется во время пост-

трансляционных модификаций. 
Также в настоящем изобретении предлагается специфическая область или эпитоп человеческого 

FcRn, который связывается антителом, предложенным в настоящем изобретении, конкретно, антителом, 
содержащим последовательность gH33 (SEQ ID NO: 25) тяжелой цепи и/или последовательность gL7 
(SEQ ID NO: 16) легкой цепи, или антителом, содержащим последовательность gH2 (SEQ ID NO: 59) 
тяжелой цепи и последовательность gL2 (SEQ ID NO: 51) легкой цепи. 

Данная специфическая область или эпитоп полипептида человеческого FcRn может идентифициро-
ваться с помощью любого подходящего метода картирования эпитопов, известного в данной области, в 
комбинации с любым из антител, предлагаемых в настоящем изобретении. Примеры таких методов 
включают скрининг пептидов различной длины, выделенных из FcRn, на предмет связывания с антите-
лом по настоящему изобретению с использованием наименьшего фрагмента, который может специфично 
связываться с анителом, содержащим последовательность эпитопа, распознаваемую антителом. Пептиды 
FcRn могут быть получены синтетически или с помощью протеолитического гидролиза полипептида 
FcRn. Пептиды, которые связываются с антителом, могут быть идентифицированы, например, с помо-
щью анализа масс-спектрометрии. В другом примере, ЯМР-спектроскопия или рентгеноструктурная 
кристаллография могут использоваться для идентификации эпитопа, связанного антителом по настоя-
щему изобретению. В одном примере, где используется рентгеноструктурная кристаллография, эпитопы 
определяют в виде таких остатков на полипептиде FcRn, которые располагаются внутри области 4 Å ан-
титела. В одном примере, эпитоп определяют в таких остатках на полипептиде FcRn, которые распола-
гаются внутри области 5 Å антитела. После идентификации эпитопный фрагмент, который связывается с 
антителом по настоящему изобретению, может использоваться, если потребуется, в качестве иммуногена 
для получения дополнительных антител, которые связываются с таким же эпитопом. 

В одном воплощении, антитело по настоящему изобретению связывается с внеклеточной последо-
вательностью альфа-цепи человеческого FcRn, как представлено ниже: 

 
Подчеркнутые остатки это те, которые, как известно, являются критическими при взаимодействии 

человеческого FcRn с Fc-областью человеческого IgG. Выделенные жирным шрифтом это остатки чело-
веческого FcRn-полипептида, вовлеченные в связывание антитела, содержащего последовательность тя-
желой цепи, представленную в SEQ ID NO: 25, и последовательность легкой цепи, представленную в 
SEQ ID NO: 16, т.е. они располагаются внутри области 4Å антитела, как определено с помощью рентге-
ноструктурной кристаллографии. Остатки, выделенные курсивом, это те, которые вовлечены в связыва-
ние такого же антитела в области 5Å. 

В одном аспекте изобретения, предлагается антитело к FcRn или его связывающий фрагмент, кото-
рый связывается с эпитопом человеческого FcRn, который содержит одну, две, три или четыре амино-
кислоты, выбранные из группы, состоящей из остатков E115, W131, P132 и E133 внеклеточного домена 
человеческого FcRn (SEQ ID NO: 48), и где антитело к FcRn или его связывающий фрагмент дополни-
тельно связывается с одним или с несколькими остатками, как например, с двумя, тремя, четырьмя, пя-
тью, шестью, семью, восемью, девятью или с десятью остатками, выбранными из группы, состоящей из 
A81, G83, G84, K85, G86, P87, N113, L135, A136 и Q139 и необязательно дополнительно связывается с 
одним или несколькими остатками, выбранными из группы, состоящей из L82, Y88, LI 12 и D130. 

Соответственно, в одном примере предлагается антитело к FcRn или его связывающий фрагмент, 
который связывается с эпитопом человеческого FcRn, который содержит одну, две, три или четыре ами-
нокислоты, выбранные из группы, состоящей из остатков E115, W131, P132, и E133, и по меньшей мере 
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один остаток, например, по меньшей мере, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 остатков, выбранных из группы, со-
стоящей из A81, G83, G84, K85, G86, P87, N113, L135, A136 и Q139, и где указанное антитело к FcRn или 
его связывающий фрагмент необязательно дополнительно связывается с одним или с несколькими ос-
татками, например, по меньшей мере с 2, 3 или 4 остатками, выбранными из группы, состоящей из L82, 
Y88, LI 12 и D130 внеклеточного домена человеческого FcRn (SEQ ID NO: 48). 

В одном примере антитело согласно данному аспекту изобретения не связывается с V105, P106, 
T107, A108 и K109 внеклеточного домена человеческого FcRn (SEQ ID NO: 48). 

В одном примере антитело согласно данному аспекту изобретения не связывается с E116, F117, 
M118, N119, F120, D121, L122, K123, Q124, G128 и G129 внеклеточного домена человеческого FcRn 
(SEQ ID NO: 48). 

В одном примере, антитело согласно данному аспекту изобретения не связывается с V105, P106, 
T107, A108, K109, E116, F117, M118, N119, F120, D121, L122, K123, Q124, G128, и G129 внеклеточного 
домена человеческого FcRn (SEQ ID NO: 48). 

В одном примере предлагается антитело к FcRn или его связывающий фрагмент, который связыва-
ется с эпитопом человеческого FcRn, который содержит одну, две, три или четыре аминокисоты, вы-
бранные из группы, состоящей из остатков E115, W131, P132, и E133, и по меньшей мере один остаток, 
например по меньшей мере 2, 3, 4, 5, 6, 7 или 8 остатков, выбранных из группы, состоящей из A81, L82, 
G83, G84, K85, G86, P87 и Y88 внеклеточного домена человеческого FcRn (SEQ ID NO: 48). 

В одном примере предлагается антитело к FcRn или его связывающий фрагмент, который связыва-
ется с эпитопом человеческого FcRn, который содержит одну, две, три или четыре аминокислоты, вы-
бранные из группы, состоящей из остатков E115, W131, P132, и E133, и по меньшей мере один остаток, 
например по меньшей мере 2, 3, 4, 5 или 6 остатков, выбранных из группы, состоящей из L112, N113, 
D130, L135, A136 и Q139 внеклеточного домена человеческого FcRn (SEQ ID NO: 48). 

В одном примере предлагается антитело к FcRn или его связывающий фрагмент, который связыва-
ется с эпитопом человеческого FcRn, который содержит одну, две, три или четыре аминокислоты, вы-
бранные из группы, состоящей из остатков E115, W131, P132, и E133, и по меньшей мере один остаток, 
выбранный из группы, состоящей из A81, L82, G83, G84, K85, G86, P87, Y88, L112, N113, D130, L135, 
A136, и Q139 внеклеточного домена человеческого FcRn (SEQ ID NO: 48). 

В одном примере предлагается антитело к FcRn или его связывающий фрагмент, который связыва-
ется с эпитопом человеческого FcRn, который содержит остатки E115, W131, P132, и E133, и по меньшей 
мере один остаток, выбранный из группы, состоящей из A81, L82, G83, G84, K85, G86, P87, Y88, L112, 
N113, D130, L135, A136, и Q139 внеклеточного домена человеческого FcRn (SEQ ID NO: 48). 

В одном примере в настоящем изобретении предлагается антитело к FcRn или его связывающий 
фрагмент, который связывается с эпитопом человеческого FcRn, который содержит или состоит из ос-
татков A81, G83, G84, K85, G86, P87, N113, E115, W131, P132, E133, L135, A136, и Q139 внеклеточного 
домена человеческого FcRn (SEQ ID NO: 48). 

В одном примере в настоящем изобретении предлагается антитело к FcRn или его связывающий 
фрагмент, который связывается с эпитопом человеческого FcRn, который содержит или состоит из ос-
татков A81, L82, G83, G84, K85, G86, P87, Y88, L112, N113, E115, D130, W131, P132, E133, L135, A136, и 
Q139 внеклеточного домена человеческого FcRn (SEQ ID NO: 48). 

В одном воплощении настоящего изобретения предлагаются полностью человеческие антитела, ко-
торые связываются с эпитопом, описанным в данном документе выше. В одном воплощении они явля-
ются гуманизированными. В одном примере, они обладают аффинностью к человеческому FcRn, состав-
ляющей 150 пМ или менее, обычно 130 пМ или менее. 

Антитела, которые перекрестно блокируют связывание молекулы антитела согласно настоящему 
изобретению, конкретно, молекулы антитела, содержащей последовательность тяжелой цепи, представ-
ленную в SEQ ID NO: 25, и последовательность легкой цепи, представленную в SEQ ID NO: 16, могут 
одинаково использоваться при блокировке активности FcRn. Соответственно, в настоящем изобретении 
также предлагается молекула антитела к FcRn, которая перекрестно блокирует связывание любой из мо-
лекул антитела, описанных выше в данном документе, с человеческим FcRn и/или перекрестно блокиру-
ется от связывания человеческого FcRn любым из этих антител. В одном воплощении, такое антитело 
связывается с таким же эпитопом, описанным в данном документе выше. В другом воплощении, пере-
крестно-блокирующее нейтрализующее антитело связывается с эпитопом, который граничит и/или пере-
крывается с эпитопом, связанным антителом, описанным выше в данном документе. 

Перекрестно-блокирующие антитела могут быть идентифицированы с использованием любого 
подходящего метода, известного в данной области, например, с использованием конкурентного ИФА или 
анализа BIAcore, где связывание перекрестно-блокирующего антитела с человеческим FcRn предотвра-
щает связывание антитела по настоящему изобретению или наоборот. Такие анализы перекрестной бло-
кировки могут использовать естественный или рекомбинантный FcRn или подходящий химерный бе-
лок/полипептид. В одном примере, связывание и перекрестную блокировку измеряют с использованием 
внеклеточного домена рекомбинантного человеческого FcRn (SEQ ID NO: 48). В одном примере, внекле-
точный домен альфа-цепи рекомбинантного человеческого FcRn используется в комплексе с β2-
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микроглобулином β2М) (SEQ ID NO: 72). 
В одном воплощении, предлагается молекула антитела к FcRn, которая блокирует связывание FcRn 

с IgG и которая перекрестно блокирует связывание антитела, чья тяжелая цепь содержит последователь-
ность, представленную в SEQ ID NO: 25, и чья легкая цепь содержит последовательность, представлен-
ную в SEQ ID NO: 16, с человеческим FcRn. В одном воплощении, перекрестно-блокирующие антитела, 
предлагаемые настоящим изобретением, ингибируют связывание антитела, содержащего последователь-
ность тяжелой цепи, представленную в SEQ ID NO: 25, и последовательность легкой цепи, представлен-
ную в SEQ ID NO: 16, более чем на 80%, например, более чем на 85%, как например, более чем на 90%, 
конкретно, более чем на 95% ингибирования. 

В одном воплощении перекрестно-блокирующие антитела, предлагаемые настоящим изобретением, 
являются полностью человеческими. В одном воплощении перекрестно-блокирующие антитела, предла-
гаемые настоящим изобретением, являются гуманизированными. В одном воплощении перекрестно-
блокирующие антитела, предлагаемые настоящим изобретением, имеют аффинность к человеческому 
FcRn, составляющую 150 пМ или менее, 130 пМ или менее или 100 пМ или менее. В одном воплощении 
перекрестно-блокирующие антитела, предлагаемые настоящим изобретением, имеют аффинность к че-
ловеческому FcRn, составляющую 50 пМ или менее. Аффинность может измеряться с использованием 
методов, описанных в данном документе ниже. 

Биологические молекулы, такие как антитела или фрагменты содержат кислотные и/или основные 
функциональные группы, придавая таким образом молекуле суммарный положительный или отрица-
тельный заряд. Количество общего "наблюдаемого" заряда будет зависеть от абсолютной аминокислот-
ной последовательности структуры, локального окружения заряженных групп в 3D-структуре и от усло-
вий окружающей среды молекулы. Изоэлектрическая точка (pi) представляет собой pH, при котором 
конкретная молекула или ее поверхность, доступная растворителю, не несет никакого суммарного элек-
трического заряда. В одном примере, антитело к FcRn и фрагменты по изобретению могут быть сконст-
руированы так, чтобы они имели подходящую изоэлектрическую точку. Это может приводить к получе-
нию антител и/или их фрагментов с более сильными свойствами, конкретно, с подходящими профилями 
растворимости и/или стабильности и/или с улучшенными характеристиками очистки. 

Таким образом, в одном аспекте изобретения предлагается гуманизированное антитело к FcRn, 
сконструированное так, что оно имеет изоэлектрическую точку, отличную от изоэлектрической точки 
исходного идентифицированного антитела. Антитело может, например, быть сконструировано путем 
замены аминокислотного остатка, такой как замена аминокислотного остатка на один или несколько ос-
новных аминокислотных остатков. Альтернативно, основные аминокислотные остатки могут вводиться 
или кислотные аминокислотные остатки могут удаляться. Альтернативно, если молекула имеет непри-
емлемо высокое значение pi, то при необходимости могут вводиться кислотные остатки для снижения pi. 
Важно, что при манипуляции с pi следует принимать во внимание сохранение целевой активности анти-
тела или его фрагмента. Таким образом, в одном воплощении сконструированное антитело или его 
фрагмент обладает такой же или, по существу, такой же активностью, как у "немодифицированного" ан-
титела или фрагмента. 

Такие программы, как ** ExPASY http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html, и http://www.iut-arles.up. 
univ-mrs.fr/w3bb/d_abim/compo-p.html, могут использоваться для предсказания значения изоэлектриче-
ской точки антитела или его фрагмента. Альтернативно или дополнительно, pi может измеряться с ис-
пользованием любого подходящего стандартного лабораторного метода. 

Молекула антитела по настоящему изобретению, соответственно, обладает высокой аффинностью 
связывания, конкретно, в наномолярном диапазоне. Аффинность может измеряться с использованием 
любого подходящего метода, известного в данной области, включая BIAcore, как описано в разделе при-
меры данного документа, с использованием выделенного естественного или рекомбинантного FcRn или 
подходящего химерного белка/полипептида. В одном примере, аффинность измеряют с использованием 
внеклеточного домена рекомбинантного человеческого FcRn, как описано в разделе примеры данного 
документа (SEQ ID NO: 48). В одном примере аффинность измеряют с использованием внеклеточного 
домена альфа-цепи рекомбинантного человеческого FcRn (SEQ ID NO: 48) вместе с человеческим β2-
микроглобулином (β2М) (SEQ ID NO: 72). Соответственно, молекулы антител по настоящему изобрете-
нию обладают аффинностью связывания к выделенному человеческому FcRn, составляющей примерно 1 
нМ или менее. В одном воплощении, молекула антитела по настоящему изобретению обладает аффинно-
стью связывания, составляющей примерно 500 пМ или менее (т.е. более высокой аффинностью). В од-
ном воплощении, молекула антитела по настоящему изобретению обладает аффинностью связывания, 
составляющей примерно 250 пМ или менее. В одном воплощении, молекула антитела по настоящему 
изобретению обладает аффинностью связывания, составляющей примерно 200 пМ или менее. В одном 
воплощении, молекула антитела по настоящему изобретению обладает аффинностью связывания, со-
ставляющей примерно 150 пМ или менее. В одном воплощении в настоящем изобретении предлагается 
антитело к FcRn с аффинностью связывания, составляющей примерно 100 пМ или менее. В одном во-
площении, в настоящем изобретении предлагается гуманизированное антитело к FcRn с аффинностью 
связывания, составляющей примерно 100 пМ или менее. В одном воплощении в настоящем изобретении 
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предлагается антитело к FcRn с аффинностью связывания, составляющей примерно 50 пМ или менее. 
В одном воплощении антитела по настоящему изобретению способны связываться с человеческим 

FcRn как при pH 6 или ниже (конкретно при pH 6), так и при pH 7,4 или выше (конкретно при рН 7,4) со 
сравнимой аффинностью. Таким образом, предпочтительно, антитела способны продолжать связываться 
с FcRn даже внутри эндосомы, максимизируя посредством этого блокировку связывания FcRn с IgG. 

В одном воплощении антитела по настоящему изобретению способны связываться с человеческим 
FcRn с аффинностью связывания, составляющей 150 пМ или менее, при измерении при pH 6 и pH 7,4. В 
одном воплощении антитела по настоящему изобретению способны связываться с человеческим FcRn с 
аффинностью связывания, составляющей 130 пМ или менее, при изммерении при pH 6 и pH 7,4. В одном 
воплощении антитела по настоящему изобретению способны связываться с человеческим FcRn с аффин-
ностью связывания, составляющей 130 пМ или менее, при измерении при pH 6, и с аффинностью связы-
вания, составляющей 50 пМ или менее, при измерении при pH 7,4. 

Аффинность антитела или связывающего фрагмента по настоящему изобретению, а также степень, 
до которой связывающий агент (такой как антитело) ингибирует связывание, может определяться спе-
циалистом в данной области с использованием стандартных методов, например, таких, которые описаны 
Scatchard et al. (Ann. KY. Acad. Sci. 51:660-672 (1949)) или с помощью поверхностного плазмонного ре-
зонанса (SPR) с использованием таких систем, как BIAcore. Для поверхностного плазмонного резонанса 
молекулы-мишени иммобилизуют на твердой подложке и экспонируют с лигандами в подвижной фазе, 
проходящей через проточную ячейку. Если происходит связывание лиганда с иммобилизованной мише-
нью, то изменяется локальный коэффициент преломления, приводя к изменению угла SPR, которое мож-
но отследить в реальном времени путем детектирования изменений интенсивности отраженного света. 
Скорость изменения сигнала SPR можно проанализировать с получением констант кажущейся скорости 
фазы ассоциации и диссоциации реакции связывания. Отношение этих значений соответствует константе 
кажущегося равновесия (аффинность) (см., например, Wolff et al, Cancer Res. 53:2560-65 (1993)). 

В настоящем изобретении аффинность тестируемой молекулы антитела, как правило, определяют с 
использованием SPR, как указано ниже. Тестируемая молекула антитела захватывается на твердую под-
ложку и внеклеточный домен альфа-цепи человеческого FcRn в нековалентном комплексе с человече-
ским β2М проходит в потоке над захваченным антителом в подвижной фазе, и определяют аффинность 
тестируемой молекулы антитела к человеческому FcRn. Тестируемая молекула антитела может захваты-
ваться на твердую подложку поверхности чипа с использованием соответствующего метода, например, с 
использованием агента захвата, специфичного к анти-Fc или к анти-Fab'. В одном примере аффинность 
определяют при pH 6. В одном примере аффинность определяют при pH 7,4. 

Понятно, что аффинность антител, предлагаемых настоящим изобретением, может изменяться с ис-
пользованием подходящего метода, известного в данной области. Таким образом, настоящее изобретение 
также относится к вариантам молекул антитела по настоящему изобретению, которые обладают улуч-
шенной аффинностью к FcRn. Такие варианты могут быть получены с помощью ряда протоколов созре-
вания аффинности, включающих введение мутаций в CDR (Yang et al, J. Mol. Biol, 254, 392-403, 1995), 
перетасовку цепей (Marks et al, Bio/Technology, 10, 779-783, 1992), использование штаммов E.coli с ге-
ном-мутатором (Low et al, J. Mol. Biol, 250, 359-368, 1996), ДНК-шаффлинг (Patten et al, Curr. Opin. Bio-
technol, 8, 724-733, 1997), фаговый дисплей (Thompson et al, J. Mol. Biol, 256, 77-88, 1996) и ПЦР с ДНК-
шаффлингом (sexual PCR) (Crameri et al, Nature, 391, 288-291, 1998). Vaughan et al (выше) обсуждают эти 
методы созревания аффинности. 

В одном воплощении молекулы антител по настоящему изобретению блокируют активность чело-
веческого FcRn. Анализы, подходящие для определения способности антитела блокировать FcRn, описа-
ны в разделе примеры данного документа. Подходящий анализ для определения способности молекулы 
антитела блокировать рециклинг IgG in vitro описан в данном документе ниже. 

Если целесообразно, то антитело для применения в настоящем изобретении может быть конъюги-
ровано с одной или с несколькими эффекторными молекулами. Понятно, что эффекторная молекула мо-
жет включать единственную эффекторную молекулу или две или более таких молекул, связанных с об-
разованием единственного компонента, который может быть присоединен к антителам по настоящему 
изобретению. В случае если целесообразно получение фрагмента антитела, связанного с эффекторной 
молекулой, то этого можно достичь с помощью стандартных химических процедур или методов реком-
бинантной ДНК, так что фрагмент антитела будет связан с эффекторной молекулой либо прямо, либо 
посредством агента конденсации. Методы конъюгации таких эффекторных молекул с антителами хоро-
шо известны в данной области (см., Hellstrom et al., Controlled Drug Delivery, 2nd Ed., Robinson et al., eds., 
1987, pp. 623-53; Thorpe et al., 1982, Immunol. Rev., 62:119-58 и Dubowchik et al., 1999, PH armacology and 
Therapeutics, 83, 67-123). Конкретные химические процедуры включают, например, те, что описаны в 
WO 93/06231, WO 92/22583, WO 89/00195, WO 89/01476 и WO 03/031581. Альтернативно, в случае, где 
эффекторная молекула является белком или полипептидом, связь может достигаться с использованием 
процедур рекомбинантной ДНК, например, как описано в WO 86/01533 и ЕР0392745. 

Используемый в данном документе термин "эффекторная молекула" включает, например, противо-
опухолевые агенты, лекарственные средства, токсины, биологически активные белки, например, фермен-
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ты, другое антитело или фрагменты антитела, синтетические или природные полимеры, нуклеиновые 
кислоты и их фрагменты, например, ДНК, РНК и их фрагменты, радионуклиды, особенно радиойод, ра-
диоизотопы, хелатированные металлы, наночастицы и репортерные группы, такие как флуоресцентные 
соединения или соединения, которые могут детектироваться с помощью ЯМР или ЭПР спектроскопии. 

Примеры эффекторных молекул могут включать цитотоксины или цитотоксические агенты, вклю-
чающие любой агент, который является вредным (например, убивает их) для клеток. Примеры включают 
комбрестатины, доластатины, эпотилоны, стауроспорин, майтансиноиды, спонгистатины, ризоксин, ха-
лихондрины, роридины, гемиастерлины, таксол, цитохалазин B, грамицидин D, этидий бромид, эметин, 
митомицин, этопосид, тенопосид, винкристин, винбластин, колхицин, доксорубицин, даунорубицин, ди-
гидрокси антрациндион, митоксантрон, митрамицин, актиномицин D, 1-дегидротестостерон, глюкокор-
тикоиды, прокаин, тетракаин, лидокаин, пропранолол и пуромицин и их аналоги или гомологи. 

Эффекторные молеклы также включают, но не ограничиваются ими, антиметаболиты (например, 
метотрексат, 6-меркаптопурин, 6-тиогуанин, цитарабин, 5-фторурацил декарбазин), алкилирующие аген-
ты (например, мехлоретамин, тиотепа хлорамбуцил, мелфалан, кармустин (BSNU) и ломустин (CCNU), 
циклотосфамид, бусульфан, дибромоманнит, стрептозотоцин, митомицин C, и цис-дихлордиамин плати-
на (II) (DDP) цисплатин), антрациклины (например, даунорубицин (ранее дауномицин) и доксорубицин), 
антибиотики (например, дактиномицин (ранее актиномицин), блеомицин, митрамицин, антрамицин 
(AMC), калихимицины или дуокармицины), и антимитотические агенты (например, винкристин и винб-
ластин). 

Другие эффекторные молекулы могут включать хелатированные радионуклиды, такие как U1ln и 
90Y, Lu177, Висмут213, Калифорний252, Иридий192 и Вольфрам188/Рений188; или лекарственные средства, 
такие как, в частности, алкилфосфохолины, ингибиторы топоизомеразы I, таксоиды и сурамин. Другие 
эффекторные молекулы включают белки, пептиды и ферменты. Ферменты, представляющие интерес, 
включают, в частности, протеолитические ферменты, гидролазы, лиазы, изомеразы, трансферазы. Белки, 
полипептиды и пептиды, представляющие интерес, включают, в частности, иммуноглобулины, токсины, 
такие как абрин, рицин A, синегнойный эндотоксин, или дифтерийный токсин, белок, такой как инсулин, 
фактор некроза опухоли, α-интерферон, β-интерферон, фактор роста нервов, фактор роста тромбоцитов 
или тканевой активатор плазминогена, тромботический агент или антиангиогенный агент, например, 
ангиостатин или эндостатин, или модификатор биологического ответа, такой как лимфокин, интерлей-
кин-1 (IL-1), интерлейкин-2 (IL-2), гранулоцит макрофаг колониестимулирующий фактор (GM-CSF), 
гранулоцит колониестимулирующий фактор (G-CSF), фактор роста нервов (NGF) или другой фактор ро-
ста и иммуноглобулины. 

Другие эффекторные молекулы могут включать детектируемые вещества, используемые, например, 
в диагностике. Примеры детектируемых веществ включают различные ферменты, простетические груп-
пы, флуоресцентные материалы, люминесцентные материалы, биолюминесцентные материалы, радиоак-
тивные нуклиды, позитронно-активные металлы (для использования в позитрон-эмиссионной томогра-
фии), и ионы нерадиоактивных парамагнитных металлов. См., в основном, патент США No. 4741900 для 
ионов металлов, которые могут быть конъюгированы с антителами для применения в качестве диагно-
стиков. Подходящие ферменты включают пероксидазу хрена, щелочную фосфатазу, бета-галактозидазу 
или ацетилхолинэстеразу; подходящие простетические группы включают стрептавидин, авидин и био-
тин; подходящие флуоресцентные материалы включают умбеллиферон, флуоресцеин, флуоресцеин изо-
тиоцианат, родамин, дихлортриазиниламин флуоресцеин, дансил хлорид и фикоэритрин; подходящие 
люминесцентные материалы включают люминол; подходящие биолюминесцентные материалы включа-
ют люциферазу, люциферин и акворин; и подходящие радиоактивные нуклиды включают 125I, 131I, luIn и 
99Tc. 

В другом примере эффекторная молекула может повышать период полужизни антитела in vivo, 
и/или уменьшать иммуногенность антитела и/или усиливать доставку антитела через эпителиальный ба-
рьер в иммунную систему. Примеры подходящих эффекторных молекул данного типа включают поли-
меры, альбумин, альбуминсвязывающие белки или альбуминсвязывающие соединения, такие как те, что 
описаны в WO05/117984. 

В одном воплощении период полужизни, который обеспечивается эффекторной молекулой, незави-
симой от FcRn, является предпочтительным. 

В случае, где эффекторная молекула является полимером, она в общем случае может быть синтети-
ческим или природным полимером, например, необязательно замещенной неразветвленной или разветв-
ленной полиалкиленовой цепью, полиалкениленовым или полиоксиалкиленовым полимером или раз-
ветвленным или неразветвленным полисахаридом, например, гомо- или гетерополисахаридом. 

Специфические необязательные заместители, которые могут присутствовать в вышеописанных 
синтетических полимерах, включают одну или несколько гидроксильных, метильных или метоксигрупп. 

Специфические примеры синтетических полимеров включают необязательно замещенные нераз-
ветвленные или разветвленные цепи поли(этиленгликоля), поли(пропиленгликоля), поли(винилового 
спирта) или их производные, особенно необязательно замещенные поли(этиленгликоли), такие как ме-
токсиполи(этиленгликоль) или их производные. 
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Специфические природные полимеры включают лактозу, амилозу, декстран, гликоген или их про-
изводные. 

В одном воплощении, полимером является альбумин или его фрагмент, такой как человеческий сы-
вороточный альбумин или его фрагмент. 

Подразумевается, что используемый в данном документе термин "производные" включает реактив-
ные производные, например, тиолселективные реакционноспособные группы, такие как малеимиды и 
тому подобные. Реакционноспособная группа может быть связана непосредственно с полимером или 
посредством линкерного сегмента. Понятно, что остаток такой группы будет в некоторых случаях обра-
зовывать часть продукта в виде связывающей группы между фрагментом антитела и полимером. 

Размер полимера может варьироваться по необходимости, но, как правило, его средняя молекуляр-
ная масса находится в диапазоне от 500 до 50000 Да, например от 5000 до 40000 Да, как например от 
20000 до 40000 Да. Размер полимера, конкретно, может быть выбран на основе назначенного применения 
продукта, например, по способности к локализации в определенных тканях, таких как опухоли, или бла-
годаря повышенному периоду полужизни в кровотоке (для обзора см. Chapman, 2002, Advanced Drug 
Delivery Reviews, 54, 531-545). Таким образом, в случае, где продукт предназначен для ухода из кровото-
ка и проникновения в ткань, например, для применения при лечении опухоли, может быть предпочти-
тельным применение полимера небольшой молекулярной массы, например, около 5000 Да. Для таких 
применений, где продукт остается в кровотоке, может быть предпочтительным использование полимера 
с более высокой молекулярной массой, например, в диапазоне от 20000 до 40000 Да. 

Подходящие полимеры включают полиалкиленовый полимер, такой как поли(этиленгликоль) или, 
особенно, метоксиполи(этиленгликоль) или их производные, и особенно с молекулярной массой в диапа-
зоне примерно от 15000 примерно до 40000 Да. 

В одном примере, антитела для применения в настоящем изобретении присоединены к компонен-
там поли(этиленгликоля) (ПЭГ). В одном конкретном примере антитело представляет собой фрагмент 
антитела, и ПЭГ-молекулы могут быть присоединены посредством любой доступной функциональной 
группы аминокислотной боковой цепи или концевой аминокислотной функциональной группы, локали-
зованной в фрагменте антитела, например, любой свободной амино-, имино-, тиольной, гидроксильной 
или карбоксильной группы. Такие аминокислоты могут иметь природное происхождение в фрагменте 
антитела или могут быть сконструированы и вставлены во фрагмент с использованием методов реком-
бинантной ДНК (см., например, US 5219996; US 5667425; WO98/25971, WO2008/038024). В одном во-
площении, молекула антитела по настоящему изобретению представляет собой модифицированный Fab-
фрагмент, где модификация представляет собой вставку в C-концевую область его тяжелой цепи одной 
или нескольких аминокислот для возможности соединения с эффекторной молекулой. Соответственно, 
дополнительные аминокислоты образуют модифицированную шарнирную область, содержащую один 
или несколько остатков цистеина, к которым может быть присоединена эффекторная молекула. Множе-
ство сайтов может использоваться для присоединения двух или более молекул ПЭГ. 

Соответственно, молекулы ПЭГ ковалентно связаны посредством тиольной группы по меньшей ме-
ре одного остатка цистеина, локализованного в фрагменте антитела. Каждая полимерная молекула, при-
соединенная к модифицированному фрагменту антитела, может быть ковалентно связана с атомом серы 
остатка цистеина, локализованного во фрагменте. Ковалентная связь, как правило, представляет собой 
дисульфидную связь, конкретно, связь сера-углерод. В случае использования тиольной группы в качест-
ве точки присоединения соответственно активированных эффекторных молекул, могут использоваться, 
например, тиольные селективные производные, такие как малеимиды и производные цистеина. Активи-
рованный полимер может использоваться в качестве исходного материала при получении полимер-
модифицированных фрагментов антитела, как описано выше. Активированный полимер может пред-
ставлять собой любой полимер, содержащий тиольную реакционноспособную группу, такую как гало-
генкарбоновая кислота или эфир, например, иодоацетамид, имид, например, малеимид, винилсульфон 
или дисульфид. Такие исходные материалы могут быть получены коммерчески (например, из Nektar, 
ранее Shearwater Polymers Inc., Хантсвилл, Алабама, США) или могут быть получены из коммерчески 
доступных исходных материалов с использованием стандартных химических процедур. Конкретные 
ПЭГ-молекулы включают 20К метокси-ПЭГ-амин (получаемый из Nektar, ранее Shearwater; Rapp Poly-
mere; и SunBio) и M-PEG-SPA (получаемый из Nektar, ранее Shearwater). 

В одном воплощении, антитело представляет собой модифицированный Fab-фрагмент, Fab'-
фрагмент или diFab, который пэгилирован, т.е. содержит ковалентно присоединенный ПЭГ (по-
ли(этиленгликоль)), например, согласно методу, раскрытому в EP 0948544 или EP1090037 [см., также 
"Poly(ethyleneglycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical Applications", 1992, J. Milton Harris (ed), Ple-
num Press, New York, "Poly(ethyleneglycol) Chemistry and Biological Applications", 1997, J. Milton Harris 
and S. Zalipsky (eds), American Chemical Society, Washington DC and "Bioconjugation Protein Coupling 
Techniques for the Biomedical Sciences", 1998, M. Aslam and A. Dent, Grove Publishers, New York; Chapman, 
A. 2002, Advanced Drug Delivery Reviews 2002, 54:531-545]. В одном примере, ПЭГ присоединяют к цис-
теину в шарнирной области. В одном примере, Fab-фрагмент, модифицированный с помощью ПЭГ, со-
держит малеимидную группу, ковалентно связанную с единственной тиольной группой в модифициро-
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ванной шарнирной области. Остаток лизина может быть ковалентно связан с малеимидной группой, и к 
каждой из аминогрупп на остатке лизина может быть присоединен полимер метоксипо-
ли(этиленгликоль), имеющий молекулярную массу приблизительно 20000 Да. Суммарная молекулярная 
масса ПЭГ, присоединенного к Fab-фрагменту, может, таким образом, составлять приблизительно 40000 
Да. 

Конкретные молекулы ПЭГ включают лизин, модифицированный с помощью 2-[3-(N-
малеимид)пропионамид]этиламид N,N'-бис(метоксиполи(этиленгликоля) MW 20000), также известный 
как PEG2MAL40K (получаемый из Nektar, ранее Shearwater). 

Альтернативные источники ПЭГ-линкеров включают NOF, которые поставляют GL2-400MA3 (где 
m в структуре ниже составляет 5) и GL2-400MA (где m составляет 2), и n составляет приблизительно 
450: 

 
То есть молекулярная масса каждого ПЭГ составляет приблизительно 20000 Да. 
Таким образом, в одном воплощении ПЭГ представляет собой 2,3-Бис(метитполиоксиэтилен-окси)-

1-{[3-(6-малеимидо-1-оксогексил)амино]пропилокси}гексан (разветвленный на две цепи ПЭГ, 
(СН2)3NHCO(CH2) 5-MAL, Mw 40000, известный как SUNBRIGHT GL2-4 00МА3. 

Дополнительные эффекторные молекулы ПЭГ следующего типа: 

 
В одном воплощении предлагается антитело, которое является пэгилированным (например, с по-

мощью ПЭГ, описанного в данном документе), где ПЭГ присоединен посредством цистеинового амино-
кислотного остатка в аминокислотном положении цепи, соответствующем 232, или около него, напри-
мер, в аминокислоте 232 тяжелой цепи (с последовательной нумерацией), например, в аминокислоте 232 
последовательности SEQ ID NO: 33. 

В одном воплощении настоящего изобретения предлагается молекула Fab'-ПЭГ, содержащая один 
или несколько полимеров ПЭГ, например, 1 или 2 полимера, такие как полимер 40 кДа или полимеры. 

Молекулы Fab'-ПЭГ согласно настоящему изобретению могут быть особенно предпочтительными 
из-за того, что их период полужизни не зависит от Fc-фрагмента. В одном примере в настоящем изобре-
тении предлагается способ лечения заболевания, ослабленного с помощью блокировки человеческого 
FcRn, где способ включает введение терапевтически эффективного количества антитела к FcRn или его 
связывающего фрагмента, где антитело или его связывающий фрагмент имеет период полужизни, кото-
рый не зависит от связывания Fc с FcRn. 

В одном воплощении, предлагается Fab', конъюгированный с полимером, таким как молекула ПЭГ, 
молекула крахмала или молекула альбумина. 

В одном воплощении, предлагается scFv, конъюгированный с полимером, таким как молекула ПЭГ, 
молекула крахмала или молекула альбумина. 

В одном воплощении, антитело или его фрагмент конъюгированы с молекулой крахмала, например, 
для повышения периода полужизни. Методы конъюгации крахмала с белком описаны в US 8017739, ко-
торый включен в данный документ ссылкой. 

В одном воплощении предлагается молекула, связывающая FcRn (т.е. антитело или его связываю-
щий фрагмент), которая: 

вызывает 50-85% уменьшение, как например, более 70% уменьшения концентрации IgG в плазме, 
вызывает не более чем 25% или 20% уменьшение концентрации альбумина в плазме, и/или 
имеет возможность повторного дозирования для достижения продолжительного сохранения низкой 

концентрации IgG в плазме. 
В настоящем изобретении также предлагается выделенная последовательность ДНК, кодирующая 

тяжелую и/или легкую цепь молекулы антитела по настоящему изобретению. Соответственно, последо-
вательность ДНК кодирует тяжелую или легкую цепь молекулы антитела по настоящему изобретению. 
Последовательность ДНК по настоящему изобретению может включать синтетическую ДНК, например, 
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полученную химическим процессингом, кДНК, геномную ДНУ или любую их комбинацию. 
ДНК-последовательности, которые кодируют молекулу антитела по настоящему изобретению, мо-

гут быть получены с помощью методов, хорошо известных специалисту в данной области. Например, 
ДНК-последовательности, кодирующие часть или цельную тяжелую и легкую цепь, могут быть синтези-
рованы, если целесообразно, из определенных ДНК-последовательностей или на основе соответствую-
щих аминокислотных последовательностей. 

ДНК, кодирующая акцепторные каркасные последовательности, широкодоступна специалистам в 
данной области и может легко синтезироваться на основе их известных аминокислотных последователь-
ностей. 

Стандартные методы молекулярной биологии могут использоваться для получения ДНК-
последовательностей, кодирующих молекулу антитела по настоящему изобретению. Целевые ДНК-
последовательности могут быть синтезированы полностью или частично с использованием методов оли-
гонуклеотидного синтеза. При необходимости могут использоваться методы сайт-направленного мутаге-
неза и полимеразной цепной реакции (ПЦР). 

В данном документе представлены примеры подходящих ДНК-последовательностей. 
Примеры подходящих ДНК-последовательностей, кодирующих вариабельную область легкой цепи 

1638.g49, представлены в последовательности SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19 и SEQ ID NO: 21. 
Примеры подходящих ДНК-последовательностей, кодирующих вариабельную область легкой цепи 

1638.g28, представлены в последовательности SEQ ID NO: 52 и SEQ ID NO: 54. 
Примеры подходящих ДНК-последовательностей, кодирующих вариабельную область тяжелой це-

пи 1638.g49, представлены в последовательности SEQ ID NO: 26 и SEQ ID NO: 28. 
Примеры подходящих ДНК-последовательностей, кодирующих вариабельную область тяжелой це-

пи 1638.g28, представлены в последовательности SEQ ID NO: 60 и 62. 
Примеры подходящих ДНК-последовательностей, кодирующих легкую цепь (вариабельный и кон-

стантный домены) 1638.g49, представлены в последовательности SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22 и SEQ 
ID NO: 24 и для легкой цепи 1638.g28 последовательность представлена в SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 
56, SEQ ID NO: 58, и для тяжелой цепи 1638.g28 последовательность представлена в SEQ ID NO: 64 или 
SEQ ID NO: 66. 

Примеры подходящих ДНК-последовательностей, кодирующих тяжелую цепь 1638.g49 (вариабель-
ный и константный домены в зависимости от формата), представлены в SEQ ID NO: 30 (Fab), SEQ ID 
NO: 34 или 36 (Fab'), SEQ ID NO: 38 (IgG4P), SEQ ID NO: 43 (FabFv) и SEQ ID NO: 74 (IgG1). 

Соответственно, в одном примере настоящего изобретения предлагается вставленная ДНК-
последовательность, кодирующая тяжелую цепь Fab- или Fab'-фрагмента антитела по настоящему изо-
бретению, которая включает последовательность, представленную в SEQ ID NO: 30, 32, 34, 36, 64 или 66. 
Также предлагается выделенная ДНК-последовательность, кодирующая легкую цепь Fab-или Fab'-
фрагмента антитела по настоящему изобретению, которая включает последовательность, представлен-
ную в SEQ ID NO: 21, 22 или 56. 

В одном примере настоящего изобретения предлагается выделенная ДНК-последовательность, ко-
дирующая тяжелую цепь и легкую цепь антитела IgG4(P) по настоящему изобретению, в котором ДНК, 
кодирующая тяжелую цепь, включает последовательность, представленную в SEQ ID NO: 38, и ДНК, 
кодирующая легкую цепь, включает последовательность, представленную в SEQ ID NO: 22. 

В одном примере в настоящем изобретении предлагается выделенная ДНК-последовательность, ко-
дирующая тяжелую цепь и легкую цепь антитела IgG1 по настоящему изобретению, в котором ДНК, ко-
дирующая тяжелую цепь, включает последовательность, представленную в SEQ ID NO: 74, и ДНК, ко-
дирующая легкую цепь, включает последовательность, представленную в SEQ ID NO: 22. 

В одном примере настоящего изобретения предлагается выделенная ДНК-последовательность, ко-
дирующая тяжелую цепь и легкую цепь антитела Fab-dsFv по настоящему изобретению, в котором ДНК, 
кодирующая тяжелую цепь, включает последовательность, представленную в SEQ ID NO: 43, и ДНК, 
кодирующая легкую цепь, включает последовательность, представленную в SEQ ID NO: 41. 

Настоящее изобретение также относится к клонирующему или экспрессирующему вектору, содер-
жащему одну или несколько ДНК-последовательностей по настоящему изобретению. Соответственно, 
предлагается клонирующий или экспрессирующий вектор, содержащий одну или несколько ДНК-
последовательностей, кодирующих антитело по настоящему изобретению. Соответственно, клонирую-
щий или экспрессирующий вектор содержит две ДНК-последовательности, кодирующие легкую цепь и 
тяжелую цепь молекулы антитела по настоящему изобретению, соответственно, и подходящие сигналь-
ные последовательности. В одном примере вектор содержит межгенную последовательность между тя-
желой и легкой цепями (см. WO03/048208). 

Общие методы, с помощью которых конструировали векторы, методы трансфекции и культивиро-
вания также известны специалистам в данной области. В этом отношении сделана ссылка на "Current 
Protocols in Molecular Biology", 1999, F. M. Ausubel (ed), Wiley Interscience, New York, и Maniatis Manual, 
Cold Spring Harbor Publishing. 

Также предлагается клетка-хозяин, содержащая один или несколько клонирующих или экспресси-
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рующих векторов, включающих одну или несколько ДНК-последовательностей, кодирующих антитело 
по настоящему изобретению. 

Соответственно, в настоящем изобретении также предлагается клетка-хозяин для экспрессии анти-
тела согласно изобретению, содержащая: 

i) ДНК-последовательность, кодирующую тяжелую цепь указанного антитела, и 
ii) ДНК-последовательность, кодирующую легкую цепь указанного антитела, 
где ДНК-последовательности представлены в одном или в нескольких клонирущих или экспресси-

рующих векотрах. 
Любая подходящая система клетка-хозяин/вектор может использоваться для экспрессии ДНК-

последовательностей, кодирующих молекулу антитела по настоящему изобретению. Может использо-
ваться бактериальная система, например E.coli, а также другие микробные системы (особенно для экс-
прессии фрагментов антитела), или также могут использоваться эукариотические системы экспрессии, 
например, клетки-хозяева млекопитающих (особенно для экспрессии полноразмерных антител). Подхо-
дящие клетки-хозяева млекопитающих включают клетки CHO, миеломные или гибридомные клетки. 

Подходящие типы клеток из яичников китайского хомяка (CHO-клетки) для применения в настоя-
щем изобретении могут включать клетки CHO и CHO-K1, включающие клетки dhfr- CHO, такие как 
CHO-DG44 и CHO-DXB11, которые могут использоваться вместе с маркером селекции DHFR, или клет-
ки CHOK1-SV, которые могут использоваться вместе с маркером селекции глутамин синтетазой. Другие 
типы клеток для использования в экспрессии антител включают лимфоцитарные клеточные линии, на-
пример, миеломные клетки NSO и клетки SP2, клетки COS. 

В настоящем изобретении также предлагается способ получения молекулы антитела по настоящему 
изобретению, включающий культивирование клетки-хозяина, содержащей вектор или векторы по на-
стоящему изобретению, при условиях, подходящих для экспрессии белка из ДНК, кодирующей молекулу 
антитела по настоящему изобретению, и выделение молекулы антитела. 

Молекула антитела может содержать только полипептид тяжелой цепи или только легкой цепи, в 
этом случае только последовательность, кодирующая полипептид тяжелой цепи или только легкой цепи 
необходима для трансфекции клеток-хозяев. Для получения продуктов, содержащих обе цепи - тяжелую 
и легкую, клеточная линия может быть трансфецирована двумя векторами, причем первый вектор коди-
рует полипептид легкой цепи, а второй вектор кодирует полипептид тяжелой цепи. Альтернативно, мо-
жет использоваться единственный вектор, включающий последовательности, кодирующие легкую цепь и 
тяжелую цепь. 

Антитела и фрагменты согласно настоящему изобретению экспрессируются из клеток-хозяев на хо-
рошем уровне. Таким образом, свойства антител и/или фрагментов способствуют коммерческому про-
цессированию. 

Таким образом, предлагается способ культивирования клетки-хозяина и экспрессии антитела или 
его фрагмента, выделения последних и необязательно очистки с получением выделенного антитела или 
его фрагмента. В одном воплощении, способ дополнительно включает стадию конъюгации эффекторной 
молекулы с выделенным антителом или с его фрагментом, например, конъюгации с полимером ПЭГ, 
конкретно, как описано в данном документе. 

В одном воплощении, предлагается способ очистки антитела (конкретно, антитела или его фраг-
мента согласно изобретению), включающий стадии: осуществления анионо-обменной хроматографии 
несвязывающего типа, так что примеси остаются на колонке, а антитело элюируется. 

В одном воплощении, для очистки применяется аффинный захват на FcRn-колонке. 
В одном воплощении для очистки применяется цибакрон голубой или аналогичный краситель для 

очистки химерных молекул с альбумином или конъюгатов. 
Подходящие ионообменные смолы для применения в способе включают смолу Q.FF (поставляется 

GE-Healthcare). Стадия может, например, осуществляться при pH примерно 8. 
Способ может дополнительно включать исходную стадию захвата, применяющую катионо-

обменную хроматографию, осуществляемую при pH примерно 4-5, как например, 4,5. Катионо-обменная 
хроматография может, например, применять смолу, такую как CaptoS или SP сефарозу FF (поставляется 
GE-Healthcare). Антитело или его фрагмент могут затем элюироваться со смолы с применением солевого 
раствора, такого как хлорид натрия, например, при концентрации 200 мМ. 

Таким образом, при необходимости стадия или стадии хроматографии могут включать одну или не-
сколько стадий промывки. 

Способ очистки также может включать стадии фильтрации, как например, стадию диафильтрации. 
Таким образом, в одном воплощении, предлагается очищенное антитело к FcRn или его фрагмент, 

например, гуманизированное антитело или фрагмент, конкретно антитело или фрагмент согласно изо-
бретению по существу в очищенной форме, конкретно, свободное или по существу свободное от эндо-
токсина и/или белка клетки-хозяина или ДНК. 

Подразумевается, что используемый выше термин "очищенная форма" относится по меньшей мере 
к 90% чистоты, как например, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% мас./мас. или более чистоты. 

Подразумевается, что "по существу свободный от эндотоксина", как правило, относится к содержа-
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нию эндотоксина 1 EU на 1 мг продукта антитела или менее, как например, 0,5 или 0,1 EU на 1 мг про-
дукта. 

Подразумевается, что "по существу свободный от белка клетки-хозяина или от ДНК", как правило, 
относится к содержанию белка клетки-хозяина и/или ДНК, которое составляет 400 пг на 1 мг продукта 
антитела или менее, как например, 100 пг на 1 мг или менее, конкретно, 20 пг на 1 мг, соответственно. 

Молекулы антител по настоящему изобретению также могут использоваться для диагностики, на-
пример, при in vivo диагностике и визуализации болезненных состояний, включающих FcRn. 

Антитела по настоящему изобретению применяются для лечения и/или профилактики патологиче-
ского состояния, в настоящем изобретении также предлагаются фармацевтические или диагностические 
композиции, включающие молекулу антитела по настоящему изобретению в комбинации с одним или 
несколькими фармацевтически приемлемыми вспомогательными веществами, разбавителями или носи-
телями. Соответственно, предлагается применение молекулы антитела по изобретению для получения 
лекарственного средства. Композиция обычно поставляется в виде части стерильной фармацевтической 
композиции, которая стандартно включает фармацевтически приемлемый носитель. Фармацевтическая 
композиция по настоящему изобретению может дополнительно включать фармацевтически приемлемый 
носитель. 

В настоящем изобретении также предлагается способ получения фармацевтической или диагности-
ческой композиции, включающий введение и смешивание молекулы антитела по настоящему изобрете-
нию вместе с одним или с несколькими фармацевтически приемлемыми вспомогательными веществами, 
разбавителями или носителями. 

Молекула антитела может представлять собой единственный активный ингредиент в фармацевти-
ческой или в диагностической композиции или ей могут сопутствовать другие активные ингредиенты, 
включающие другие ингредиенты, такие как стероиды или другие лекарственные молекулы, конкретно, 
лекарственные молекулы, чей период полужизни независим от связывания FcRn. 

Фармацевтические композиции соответственно включают терапевтически эффективное количество 
антитела по изобретению. Используемый в данном документе термин "терапевтически эффективное ко-
личество" относится к количеству терапевтического агента, которое необходимо для лечения, ослабле-
ния или предотвращения целевого заболевания или патологического состояния, или для демонстрации 
детектируемого или превентивного эффекта. Для любого антитела терапевтически эффективное количе-
ство можно исходно оценить либо с помощью культурального анализа, или с помощью животных моде-
лей, обычно грызунов, кроликов, собак, свиней или приматов. Животная модель также может использо-
ваться для определения соответствующего диапазона концентрации и пути введения. Такую информа-
цию можно затем использовать для определения подходящих доз и путей введения людям. 

Точное терапевтически эффективное количество для объекта-человека будет зависеть от тяжести 
болезненного состояния, общего состояния здоровья объекта, возраста, массы тела и пола объекта, дие-
ты, времени и частоты введения, лекарственной комбинации(й), чувствительности реакции и восприим-
чивости/ответа на терапию. Это количество может определяться с помощью стандартного эксперимента, 
что находится в компетенции врача. Как правило, терапевтически эффективное количество будет состав-
лять от 0,01 мг/кг до 500 мг/кг, например, 0,1 мг/кг - 200 мг/кг, как например, 100 мг/кг. 

Фармацевтические композиции могут быть представлены стандартным образом в единых лекарст-
венных формах, содержащих определенное количество активного агента по изобретению на одну дозу. 

Терапевтические дозы антител согласно настоящему изобретению демонстрируют отсутствие ви-
димых токсикологических эффектов in vivo. 

В одном воплощении антитела или фрагмента согласно изобретению однократная доза может обес-
печивать до 70% уменьшения уровня IgG в кровотоке. В одном примере антитела или фрагмента соглас-
но изобретению однократная доза может обеспечивать до 80% уменьшения уровня IgG в кровотоке. В 
одном примере антитела или фрагмента согласно изобретению однократная доза может обеспечивать 
более чем 80% уменьшения уровня IgG в кровотоке. 

Максимальное терапевтическое уменьшение IgG в кровотоке может наблюдаться примерно через 1 
неделю после введения соответствующей терапевтической дозы. Уровень IgG может восстанавливаться в 
течение около недель после дозирования, если при этом не вводились дополнительные терапевтические 
дозы. Применяемый в данном документе термин "восстановление" относится к возвращению уровня до 
значений, наблюдавшихся перед началом исходного дозирования. 

Предпочтительно уровень IgG in vivo может сохраняться на соответствующем низком уровне с по-
мощью введения последовательных доз антитела или фрагмента согласно изобретению. 

Композиции могут вводиться пациенту индивидуально или могут вводиться в комбинации (напри-
мер, одновременно, последовательно или раздельно) с другими агентами, лекарственными средствами 
или с гормонами. 

Применяемый в данном документе термин "агенты" относится к компоненту, который при введе-
нии оказывает физиологическое воздействие. 

Применяемый в данном документе термин "лекарственное средство" относится к химическому 
компоненту, который в терапевтической дозе оказывает соответствующее физиологическое воздействие. 
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В одном воплощении антитела или фрагменты согласно настоящему изобретению применяют вме-
сте с иммуноподавляющей терапией, такой как стероиды, конкретно преднизон. 

В одном воплощении антитела или фрагменты согласно настоящему изобретению применяются 
вместе с Ритуксимаб или с другими B-клеточными терапиями. 

В одном воплощении антитела или фрагменты согласно настоящему изобретению применяются 
вместе с любым агентом, модулирующим B-клетки или T-клетки, или с иммуномодулятором. Примеры 
включают метотрексат, микрофениолат и азатиоприн. 

Доза, в которой вводят молекулу антитела по настоящему изобретению, зависит от характера пато-
логического состояния, которое подвергается лечению, степени присутствующего воспаления и от того 
используется ли молекула антитела для профилактики или для лечения существующего патологического 
состояния. 

Частота дозирования будет зависеть от периода полужизни антитела, его расположения, опосредо-
ванного мишенью, продолжительностью эффекта и присутствием антител к лекарственным средствам. 
Если антитело имеет короткий период полужизни (несколько часов) или ограниченную активность и/или 
если целесообразна доставка небольших объемов лекарственного средства (например, для подкожной 
инъекции), то может потребоваться частое дозирование, настолько частое, как один или более раз в день. 
Альтернативно, если антитело имеет длительный период полужизни, обладает продолжительной актив-
ностью или может дозироваться в больших объемах (как например, с помощью инфузии), то дозирова-
ние может быть нечастым, раз в день или каждые несколько дней, недель или месяцев. В одном вопло-
щении, между дозами дается достаточно времени, чтобы была возможность уменьшения уровня антитела 
к лекарственному средству. 

Подразумевается, что используемый в данном документе термин "период полужизни" относится к 
периоду существования молекулы в кровотоке, например, в сыворотке/плазме. 

Применяемый в данном документе термин "фармакодинамика" относится к профилю и, конкретно, 
к продолжительности биологического действия молекулы согласно настоящему изобретению. 

Фармацевтически приемлемый носитель не должен сам вызывать продуцирование антител, вред-
ных для индивидуума, получающего композицию, и не должен быть токсичным. Подходящие носители 
могут представлять собой крупные медленно метаболизирующиеся макромолекулы, такие как белки, 
полипептиды, липосомы, полисахариды, полимолочные кислоты, полигликолиевые кислоты, полимер-
ные аминокислоты, сополимеры аминокислот и инактивированные вирусные частицы. 

Могут использоваться фармацевтически приемлемые соли, например, соли неорганических кислот, 
такие как гидрохлориды, гидробромиды, фосфаты и сульфаты или соли органических кислот, такие как 
ацетаты, пропионаты и бензоаты. 

Фармацевтически приемлемые носители в терапевтических композициях могут дополнительно со-
держать жидкости, такие как вода, физиологический раствор, глицерин и этанол. Дополнительно, в такой 
композиции могут присутствовать вспомогательные вещества, такие как увлажнители или эмульгаторы 
или регулирующие pH буферные вещества. Такие носители дают возможность фармацевтическим ком-
позициям быть включенным в состав в виде таблеток, пилюль, драже, капсул, жидкостей, гелей, сиропов, 
густых суспензий и суспензий для потребления пациентом. 

Подходящие формы для введения включают формы, подходящие для парентерального введения, 
например, с помощью инъекции или инфузии, например, с помощью болюсной инъекции или продолжи-
тельной инфузии. В случае, когда продукт предназначен для инъекции или инфузии, он может прини-
мать форму суспензии, раствора или эмульсии в масляном или в водном носителе, и он может содержать 
вспомогательные вещества, такие как суспендирующие агенты, консерванты, стабилизаторы и/или дис-
пергирующие агенты. Альтернативно, молекула антитела может быть представлена в сухой форме для 
восстановления перед использованием с помощью подходящей стерильной жидкости. 

После смешивания композиции по изобретению можно вводить непосредственно объекту. Объек-
тами, которых подвергают лечению, могут быть животные. Однако в одном или в нескольких воплоще-
ниях композиции адаптированы для введения объекту-человеку. 

Соответственно, в составах согласно настоящему изобретению pH конечного состава не совпадает 
со значением изоэлектрической точки антитела или фрагмента, например, если pi белка находится в диа-
пазоне 8-9 или выше, то pH состава, равное 7, может быть подходящим. Не будучи связанными теорией, 
полагают, что это, в конечном счете, может обеспечить получение конечного состава с улучшенной ста-
бильностью, например, когда антитело или фрагмент сохраняется в растворе. 

В одном примере фармацевтический состав при pH в диапазоне 4-7 включает: 1-200 мг/мл молеку-
лы антитела согласно настоящему изобретению, 1-100 мМ буфера, 0,001-1% поверхностно активного 
вещества, a) 10-500 мМ стабилизатора, b) 10-500 мМ стабилизатора и 5-500 мМ агента тоничности, или 
c) 5-500 мМ агента тоничности. 

Фармацевтические композиции по настоящему изобретению могут быть введены любыми путями, 
включая, без ограничения перечисленным, пероральные, внутривенные, внутримышечные, внутриарте-
риальные, костномозговые, интратекальные, внутрижелудочковые, трансдермальные, чрескожные (на-
пример, см. WO98/20734), подкожные, внутрибрюшинные, интраназальные, энтеральные, местные, 
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подъязычные, интравагинальные или ректальные пути введения. Безыгольные инжекторы также могут 
использовать для введения фармацевтических композиций по изобретению. Как правило, терапевтиче-
ские композиции могут быть получены в виде инъецируемых растворов, либо в виде жидких растворов, 
либо в виде суспензий. Также могут быть приготовлены твердые формы, подходящие для растворения 
или суспендирования в жидких носителях перед инъекцией. 

Прямая доставка композиций будет, как правило, осуществляться посредством инъекции, подкож-
но, внутрибрюшинно, внутривенно или внутримышечно, или доставка осуществляется в межтканевое 
пространство. Композиции также могут быть введены в пораженный участок. Лечение с использованием 
дозировок может представлять собой схему однократного дозирования или схему многократного дози-
рования. 

Понятно, что активный ингредиент в композиции представляет собой молекулу антитела. Как тако-
вой он будет восприимчив к деградации в желудочно-кишечном тракте. Таким образом, если компози-
цию следует вводить с помощью пути с использованием желудочно-кишечного тракта, то композиция 
должна будет содержать агенты, которые защищают антитела от деградации, но которые высвобождают 
антитела из желудочно-кишечного тракта после всасывания. 

Детальное обсуждение фармацевтически приемлемых носителей доступно в Remington's PH arma-
ceutical Sciences (Mack Publishing Company, N.J. 1991). 

В одном воплощении, состав предлагается в виде состава для местного введения, включающего ин-
галяцию. 

Подходящие препараты для ингаляции включают порошки для ингаляции, дозированные аэрозоли, 
содержащие газы-пропелленты, или растворы для ингаляции, свободные от газов-пропеллентов. Порош-
ки для ингаляции согласно изобретению, содержащие активное вещество, могут состоять только из вы-
шеупомянутых активных веществ или из смеси вышеупомянутых активных веществ вместе с физиоло-
гически приемлемым вспомогательным веществом. 

Эти порошки для ингаляции могут включать моносахариды (например, глюкозу или арабинозу), 
дисахариды (например, лактозу, сахарозу, мальтозу), олиго- и полисахариды (например, декстраны), по-
лиспирты (например, сорбит, маннит, ксилит), соли (например, хлорид натрия, карбонат кальция) или их 
смеси друг с другом. Соответственно, используют моно- или дисахариды, такие как лактоза или глюкоза, 
особенно, но не исключительно в форме их гидратов. 

Для частиц, которые депонируются в легких, требуется размер менее чем 10 микрон, как например, 
1-9 микрон, например, от 1 до 5 мкм. Размер частиц активного ингредиента (такого как антитело или его 
фрагмент) имеет первостепенное значение. 

Газы-пропелленты, которые могут использоваться для приготовления аэрозолей для ингаляции, из-
вестны в данной области. Подходящие газы-пропелленты выбирают из числа углеводородов, таких как n-
пропан, n-бутан или изобутан, и галогенуглеводородов, таких как хлорированные и/или фторированные 
производные метана, этана, пропана, бутана, циклопропана или циколбутана. Вышеупомянутые газы-
пропелленты могут использоваться сами по себе или в виде их смесей. 

Особенно подходящие газы-пропелленты представляют собой галогенированные производные ал-
канов, выбранные из числа TG11, TG12, TG134a и TG227. Из вышеупомянутых галогенированных угле-
водородов особенно подходящими являются TG134a (1,1,1,2-тетрафторэтан) и TG227 (1,1,1,2,3,3,3-
гептафторпропан), а также их смеси. 

Аэрозоли для ингаляции, содержащие газы-пропелленты, также могут содержать другие ингреди-
енты, такие как ко-растворители, стабилизаторы, поверхностно-активные агенты (ПАВ), антиоксиданты, 
смазывающие агенты и средства для приведения pH. Все эти ингредиенты известны в данной области. 

Аэрозоли для ингаляции, содержащие газы-пропелленты, согласно изобретению могут содержать 
до 5 мас.% активного вещества. Аэрозоли согласно изобретению содержат, например, 0,002-5 мас.%, 
0,01-3 мас.%, 0,015-2 мас.%, 0,1-2 мас.%, 0,5-2 мас.% или 0,5-1 мас.% активного ингредиента. 

Альтернативно, местные введения в легкое также могут представлять собой введение состава в виде 
жидкого раствора или суспензии, например, с применением устройства, такого как небулайзер, напри-
мер, небулайзер, соединенный с компрессором (например, небулайзер Pari LC-Jet Plus(R), соединенный с 
компрессором Pari Master(R), произведенный Pari Respiratory Equipment, Inc., Ричмонд, Вирджиния.). 

Антитело по изобретению может быть доставлено будучи диспергированным в растворителе, на-
пример, в форме раствора или суспензии. Оно может быть суспендировано в подходящем физиологиче-
ском растворе, например, в солевом растворе или в другом фармакологически приемлемом растворителе 
или в буферном растворе. Примеры буферных растворов, известные в данной области, могут содержать 
0,05-0,15 мг динатрий эдетата, 8-9 мг NaCl, 0,15-0,25 мг полисорбата, 0,25-0,3 мг безводной лимонной 
кислоты и 0,45-0,55 мг цитрата натрия на 1 мл воды с достижением pH примерно 4-5. Для суспензии мо-
жет применяться, например, лиофилизированное антитело. 

Составы в виде терапевтических суспензий или растворов также могут содержать одно или не-
сколько вспомогательных веществ. Вспомогательные вещества хорошо известны в данной области и 
включают буферы (например, цитратный буфер, фосфатный буфер, ацетатный буфер и бикарбонатный 
буфер), аминокислоты, мочевину, спирты, аскорбиновую кислоту, фосфолипиды, белки (например, сы-
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вороточный альбумин), EDTA, хлорид натрия, липосомы, маннит, сорбит и глицерин. Растворы или сус-
пензии могут быть инкапсулированы в липосомах или биодеградируемых микросферах. Состав, как пра-
вило, будет обеспечиваться, по существу, в стерильной форме с применением стерильного способа полу-
чения. 

Это может включать получение и стерилизацию путем фильтрации буферного растворите-
ля/раствора, используемого для состава, асептическое суспендирование антитела в стерильном растворе 
буферного растворителя и разлив состава в стерильную тару с помощью методов, знакомых специали-
стам в данной области. 

Составы для распыления согласно настоящему изобретению могут обеспечиваться, например, в ви-
де форм с однократной дозой (например, запечатанные пластиковые контейнеры или флаконы), упако-
ванных фольгой. Каждый флакон содержит однократную дозу в объеме, например, 2 мл растворите-
ля/буферного раствора. 

Антитела, раскрытые в данном документе, могут быть пригодны для доставки посредством распы-
ления. 

Также предусмотрено, что антитело по настоящему изобретению может вводиться с использовани-
ем генной терапии. Чтобы этого достичь, ДНК-последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепь 
молекулы антитела под контролем подходящих ДНК-компонентов, вводят пациенту так, чтобы цепи ан-
титела экспрессировались с ДНК-последовательностей и происходила их сборка in situ. 

В настоящем изобретении также предлагается молекула антитела (или композиции, ее содержащие) 
для применения для контроля таких заболеваний как аутоиммунное заболевание, например, острый рас-
сеянный энцефаломиелит (ADEM), острый некротический геморрагический лейкоэнцефалит, болезнь 
Аддисона, агаммаглобулинемия, гнездная алопеция, амилоидоз, ANCA-ассоциированный васкулит, ан-
килозирующий спондилит, анти-GBM/Анти-TBM нефрит, антифосфолипидный синдром (APS), аутоим-
мунная ангиодистрофия, аутоиммунная апластическая анемия, аутоиммунная дизавтономия, аутоиммун-
ный гепатит, аутоиммунная гиперлипидемия, аутоиммунный иммунодефицит, аутоиммунные заболева-
ния внутреннего уха (AIED), аутоиммунный миокардит, аутоиммунный панкреатит, аутоиммунная рети-
нопатия, аутоиммунная тромбоцитопеническая пурпура (АТП), аутоиммунные заболевания щитовидной 
железы, аутоиммунная крапивница, аксональная & NAL невропатии, болезнь Бало, болезнь Бехчета, 
буллезный пемфигоид, кардиомиопатия, болезнь Каслман, целиакия, болезнь Шагаса, хронические вос-
палительные демиелинизирующие полиневропатии (CIDP), хронический рецидивирующий мультифо-
кальной остеомиелит (CRMO), синдром Чарга-Стросса, рубцовый пемфигоид/доброкачественный пем-
фигоид слизистой, болезнь Крона, синдром Коганс, холодная болезнь агглютининов, врожденная блока-
да сердца, Коксаки миокардит, болезнь CREST, наследственная смешанная криоглобулинемия, демиели-
низирующие невропатии. 

Дерматит герпетиформный, дерматомиозит, болезнь Девич (оптиконевромиелит), дилатационная 
кардиомиопатия, дискоидная волчанка, синдром Дресслера, эндометриоз, эозинофильный ангиоцентри-
ческий фиброз, эозинофильный фасциит, эритема, экспериментальный аллергический энцефаломиелит, 
синдром Эванса, фиброзирующий альвеолит, гигантоклеточный артериит (височный артериит), гломеру-
лонефрит, синдром Гудпасчера, гранулематоз с полиангиитом (GPA) см. Вегенера, болезнь Грейвса, син-
дром Гийена-Барре, энцефалит Хашимото, тиреоидит Хашимото, гемолитическая анемия, пурпура Шен-
лейна-Геноха, Герпес в период беременности, гипогаммаглобулинемия, идиопатический гипокомпле-
ментемический тубулоинтерстициальный нефрит, идиопатическая тромбоцитопеническая пурпура 
(ИТП), IgA-нефропатии, IgG4-связанные заболевания, IgG4-связанные склерозирующие заболевания, 
иммунорегуляторные липопротеины, воспалительная аортальная аневризма, воспалительная псевдоопу-
холь, тела включения миозит, инсулинозависимый диабет (тип 1), интерстициальный цистит, артрит 
ювенильный, ювенильный диабет, синдром Кавасаки, опухоль Куттнера, синдром Ламберта-Итона, лей-
коцитокластический васкулит, красный плоский лишай, лишай склероатрофический, деревянистый 
конъюнктивит, линейный IgA-зависимый дерматоз (ЛАД), волчанка (SLE), болезнь Лайма, хронический 
медиастенальный фиброз, болезнь Меньера, микроскопический полиангиит, синдром Микулича, сме-
шанное заболевание соединительной ткани (MCTD), разъедающая язва роговицы, болезнь Муха-
Хаберманн, мультифокальный фибросклероз, рассеянный склероз, миастения, миозит, нарколепсия, оп-
тиконевромиелит (Девич), нейтропения, глазной рубцовой пемфигоид, неврит зрительного нерва, бо-
лезнь Ормонда (забрюшинный фиброз), палиндромный ревматизм, PANDAS (детские аутоиммунные 
нервно-психические расстройства, связанные со стрептококком), паранеопластическая дегенерация моз-
жечка, парапротеин-полинейропатии, пароксизмальная ночная гемоглобинурия (НПГ), синдром Парри 
Ромберга, синдром Парсоннаж-Тернера, Pars planitis (периферийный увеит), пузырчатка обыкновенная, 
периаотит, периартериит, периферическая нейропатия, перивенозной энцефаломиелит, злокачественная 
анемия, синдром POEMS, узелковый полиартрит, тип I, II, и III аутоиммунные полигландулярные син-
дромы, полимиалгия ревматическая, полимиозит, синдром постинфарктный, посткардиотомный син-
дром, прогестероновый дерматит, первичный билиарный цирроз печени, первичный склерозирующий 
холангит, псориаз, псориатический артрит, идиопатический легочный фиброз, пиодермия гангренозная, 
ИЭЦА, феномен Рейно, рефлекторная симпатическая дистрофия, синдром Рейтера, возвратный полихон-
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дрит, синдром беспокойных ног, забрюшинный фиброз (болезнь Ормонда), ревматизм, ревматоидный 
артрит, тиреоидит Риделя, саркоидоз, синдром Шмидта, склерит, склеродермия, синдром Шегрена, ауто-
иммунитет к антигенам спермы и тестикул, синдром мышечной скованности, подострый бактериальный 
эндокардит (SBE), синдром Сусака, симпатическая офтальмия, артериит Такаясу, височный артери-
ит/гигантоклеточный артериит, тромбическая тромбоцитопеническая пурпура (ТТП), синдром Толоса-
Хант, поперечный миелит, язвенный колит, недифференцированные заболевания соединительной ткани 
(UCTD), увеит, васкулит, везикулобуллезный дерматоз, Витилиго, макроглобулинемии Вальденстрема, 
идиопатическая гемолитическая анемия с тепловыми антителами и гранулематоз Вегенера (теперь назы-
вается гранулематоз с полиангиитом (GPA)). 

Дополнительные показания к применению также могут включать синдром повышенной вязкости 
крови; криоглобулинемию; рецидивирующий фокальный и сегментный гломерулосклероз в трансплан-
тированной почке; синдром HELLP; болезнь Рефсума; ВИЧ-ассоциированную невропатию; рабдомиолиз 
и аллоиммунные заболевания. 

В одном воплощении, антитела или фрагменты согласно изобретению применяют при лечении или 
профилактике эпилепсии или пароксизма. 

В одном воплощении, антитела или фрагменты согласно изобретению применяют при лечении или 
профилактике рассеянного склероза. 

В одном воплощении, антитела или фрагменты согласно изобретению применяют при аллоиммун-
ных заболеваниях/показаниях, которые включают: 

трансплантацию от несовместимого донора из-за антител к HLA; 
фетальную и неонатальную тромбоцитопению, FNAIT (или неонатальная аллоиммунная тромбоци-

топения, NAITP или NAIT или NAT, или аллоиммунная тромбоцитопения плод-мать, FMAITP или 
FMAIT). 

Дополнительные показания к применению включают быстрое выведение Fc-содержащих биофар-
мацевтических лекарственных средств у пациентов-людей и комбинация терапии антител к FcRn с дру-
гими терапиями - IVIg, Ритуксан, плазмаферез. Например, терапия с антителом к FcRn может применять-
ся после терапии с использованием Ритуксана. Кроме того, терапия с использованием антитела к FcRn 
может использоваться для быстрого выведения визуализирующих агентов, таких как радиоактивно ме-
ченные антитела, используемые при визуализации опухолей. 

В одном воплощении антитела и фрагменты по изобретению применяют при неврологических за-
болеваниях, таких как 

хроническая воспалительная демиелинизирующая полинейропатия (CIDP); 
синдром Гийена - Барре; 
парапротеинемические плиневропатии; 
оптикомиелит (NMO, NMO спектральные расстройства или NMO спектральные заболевания) и 
миастения гравис. 
В одном воплощении антитела и фрагменты по изобретению применяют при дерматологических 

расстройствах, таких как 
буллёзный пемфигоид; 
обыкновенная пузырчатка; 
ANCA-ассоциированный васкулит; 
дилатационная кардиомиопатия. 
В одном воплощении, антитела и фрагменты по изобретению применяют при иммунологических, 

гематологических расстройствах, таких как 
идиопатическая тромбоцитопеническая пурпура (ITP); 
тромботическая тромбоцитопеническая пурпура (TTP); 
идиопатическая гемолитическая анемия с тепловыми антителами; 
синдром Гудпасчера; 
трансплантация от несовместимого донора из-за антител к HLA. 
В одном воплощении расстройство выбирают из следующих: миастения гравис, оптиконейромие-

лит, CIDP, синдром Гийом-Барре, парапротеин-полиневропатия, рефракторная эпилепсия, ITP/TTP, ге-
молитическая анемия, синдром Гудпасчера, ABO несоответствие, волчаночный нефрит, почечный васку-
лит, склеродерма, фиброзирующий альвеолит, дилатационная кардиомиопатия, болезнь Грейвса, диабет 
типа 1, аутоиммунный диабет, пузырчатка, склеродерма, волчанка, ANCA васкулит, дерматомиозит, бо-
лезнь Шегрена и ревматоидный артрит. 

В одном воплощении расстройство выбирают из следующих: аутоиммунный полиэндокринный 
синдром типа 1 (APECED или синдром Уитакера) и 2 (синдром Шмидта); алопеция; миастенический 
криз; щитовидный криз; заболевания щитовидной железы, ассоциированные с щитовидной железой 
глазные заболевания; связанная с щитовидной железой офтальмопатия; аутоиммунный диабет; энцефа-
лит и/или энцефалопатия, связанные с аутоантителами; пузырчатка листовидная; буллезный эпидермо-
лиз; герпетиформный дерматит; хорея Сиденхам; острая моторная аксональная нейропатия (AMAN); 
синдром Миллера-Фишера; мультифокальная моторная невропатия (ММН) ; опсоклонус; воспалительная 



035142 

- 26 - 

миопатия; синдром Исаака (аутоиммунная невромиотония), паранеопластические синдромы и лимбиче-
ский энцефалит. 

Антитела и фрагменты по настоящему изобретению могут применяться при лечении или профилак-
тике. 

В настоящем изобретении также предлагается способ уменьшения концентрации нежелательных 
антител у индивидуума, включающий стадии введения индивидууму терапевтически эффективной дозы 
антитела к FcRn или его связывающего фрагмента, описанного в данном документе. 

В настоящем изобретении дополнительно предлагается применение молекулы антитела согласно 
настоящему изобретению для получения лекарственного средства для лечения и/или профилактики па-
тологического расстройства, описанного в данном документе, такого как аутоиммунное заболевание. 

В одном воплощении настоящее изобретение включает применение антител или их фрагментов в 
качестве реагентов для диагностики, например, антител или их фрагментов, конъюгированных с репор-
терной молекулой. Таким образом, предлагается антитело или фрагмент согласно изобретению, которое 
является меченным. В одном аспекте предлагается колонка, содержащая антитела или фрагмент согласно 
изобретению. 

Таким образом, предлагается антитело к FcRn или его связывающий фрагмент для применения в 
качестве реагента для таких применений как: 

1) очистка белка FcRn (или его фрагментов) конъюгированного с матрицей и используемого в каче-
стве аффинной колонки или (в качестве модифицированной формы антитела к FcRn), в качестве осаж-
дающего агента (например, в качестве формы, модифицированной с использованием домена, распозна-
ваемого другой молекулой, которая может быть модифицирована путем добавления Fc (или полученной 
в виде полноразмерного IgG), который необязательно осаждается с помощью реагента антитела к Fc); 

2) детектирование и/или количественная оценка FcRn на клетках или в клетках, живых или фикси-
рованных (клетки in vitro или in vivo в тканевых или в клеточных срезах). Такое применение может 
включать количественную оценку FcRn в качестве биомаркера для отслеживания эффекта обработки 
антителом к FcRn. Для этих целей кандидат может использоваться в модифицированной форме (напри-
мер, путем добавления Fc-домена как в полноразмерном IgG, или некоторых других компонентов в каче-
стве генетически сшитого белка или химического конъюгата, как например добавление флуоресцентной 
метки, используемой для целей детектирования); 

3) очистка или сортировка FcRn-несущих клеток, меченных путем связывания с кандидатом, моди-
фицированным способами, приведенными в (1) и (2). 

Также в настоящем изобретении предлагается анализ, подходящий для оценки способности тести-
руемой молекулы, такой как молекула антитела, блокировать активность FcRn и, конкретно, способности 
клеток к рециклингу IgG. Такой анализ может использоваться для идентификации ингибиторов активно-
сти FcRn, таких как молекулы антител или небольшие молекулы, и, как таковой, он может использовать-
ся в качестве серийного анализа при получении такого ингибитора. 

В одном аспекте предлагается анализ, подходящий для оценки способности тестируемой молекулы, 
такой как молекула антитела, блокировать активность человеческого FcRn и, конкретно, способность 
человеческого FcRn осуществлять рециклинг IgG, где способ включает стадии: 

a) нанесения на поверхность покрытия в виде клеток млекопитающих, но не человека, рекомби-
нантно экспрессирующих альфа-цепь человеческого FcRn и человеческий β2-микро глобулин (β2М), 

b) контакт клеток при слабо кислых условиях, как например, при pH примерно 5,9 с тестируемой 
молекулой и с IgG для рециклинга клеткой, в течение периода времени, достаточного для возможности 
связывания как тестируемой молекулы, так и IgG с FcRn, необязательно добавление тестируемой моле-
кулы перед IgG для рециклинга, и инкубирование в течение периода времени, достаточного для возмож-
ности связывания тестируемой молекулы с FcRn; 

c) промывка с использованием слабо кислого буфера и 
d) детектирование количества IgG, интернализованного и/или подвергнутого рециклингу клетками. 
В одном аспекте предлагается анализ, подходящий для оценки способности тестируемой молекулы, 

такой как молекула антитела, блокировать активность человеческого FcRn и, конкретно, способность 
человеческого FcRn к рециклингу IgG, где способ включает стадии: 

a) нанесения на поверхность покрытия в виде клеток млекопитающих, но не человека, рекомби-
нантно экспрессирующих альфа-цепь человеческого FcRn и человеческий β2 -микроглобулин (β2М), 

b) контакт клеток при слабо кислых условиях, как например, при pH примерно 5,9 с тестируемой 
молекулой антитела и с IgG для рециклинга клеткой, в течение периода времени, достаточного для воз-
можности связывания как тестируемой молекулы, так и IgG с FcRn, необязательно добавление тестируе-
мой молекулы перед IgG для рециклинга, и инкубирование в течение периода времени, достаточного для 
возможности связывания тестируемой молекулы с FcRn; 

c) промывка с использованием слабо кислого буфера для удаления несвязанного IgG и тестируемой 
молекулы антитела, и 

d) детектирование количества IgG, подвергнутого клетками рециклингу. 
В одном аспекте предлагается анализ подходящий для оценки способности тестируемой молекулы, 



035142 

- 27 - 

такой как молекула антитела, блокировать активность человеческого FcRn и, конкретно, способность 
человеческого FcRn к рециклингу IgG, где способ включает стадии: 

a) нанесения на поверхность покрытия в виде клеток млекопитающих, но не человека, рекомби-
нантно экспрессирующих альфа-цепь человеческого FcRn и β2-человеческий микроглобулин (β2М); 

b) контакт клеток при слабо кислых условиях, как например, при pH примерно 5,9 с тестируемой 
молекулой антитела и с IgG для рециклинга клеткой, в течение периода времени, достаточного для воз-
можности связывания как тестируемой молекулы, так и IgG с FcRn, необязательно добавление тестируе-
мой молекулы перед IgG для рециклинга, и инкубирование в течение периода времени, достаточного для 
возможности связывания тестируемой молекулы с FcRn; 

c) промывка с использованием слабо кислого буфера для удаления несвязанного IgG и тестируемой 
молекулы антитела; 

d) инкубирование клеток в нейтральном буфере, как например, при pH примерно 7,2; 
e) детектирование количества IgG, подвергнутого клетками рециклингу, путем определения коли-

чества IgG, высвобождаемого в надосадочную жидкость. 
Подходящие клетки включают клетки Мадин-Дарби почек собак (MDCK) II. Трансфекция клеток 

MDCKII альфа-цепью человеческого FcRn и человеческим β2-микро глобулином β2М) ранее описана в 
Claypool et al, 2002, Journal of Biological Chemistry, 277, 31, 28038-28050. В данной статье также описан 
рециклинг IgG этими трансфецированными клетками. 

Среда для поддержания клеток во время теста включает полную среду, содержащую MEM (Gibco 
#21090-022), 1 × неосновные аминокислоты (Gibco 11140-035), 1 × пируват натрия (Gibco #11360-039), и 
L-глутамин (Gibco #25030-024). 

Раствор для кислой промывки можно приготовить, используя HBSS+ (PAA #H15-008) и добавляя 
туда 1М MES, доводя pH до 5,9 +/- 0,5. BSA примерно 1% также может быть добавлен (Sigma # A9647). 
Раствор для нейтральной промывки можно приготовить, используя HBSS+ (PAA #H15-008) и добавляя 
туда 10М Hepes, доводя pH до 7,2+/-0,5. BSA примерно 1% также может быть добавлен (Sigma # A9647). 

Промывка клеток с помощью кислого буфера удаляет несвязанное тестируемое антитело и несвя-
занный IgG и позволяет осуществлять дальнейший анализ. Кислые условия, используемые в стадии (b), 
способствуют связыванию IgG с FcRn и его интернализации и рециклингу. 

Количество тестируемого антитела или фрагмента и IgG только на поверхности клеток может опре-
деляться с помощью промывки клеток нейтральным раствором для промывки и с помощью анализа на-
досадочной жидкости/смыва для детектирования количества тестируемого антитела или IgG. Важно, что 
лизирующий буфер не применяется. Для определения количества IgG, интернализованного клетками, 
антитело может быть сначала удалено с поверхности клетки с использованием нейтральной промывки, и 
клетки лизируют лизирующим буфером и затем анализируют внутреннее содержание. Для определения 
количества IgG, подвергнутого клетками рециклингу, клетки инкубируют при нейтральных условиях в 
течение соответствующего периода времени и буферную среду анализируют на предмет содержания IgG. 
Если необходимо поверхностное и внутреннее содержание антител клетки, то клетка может быть промы-
та с использованием кислой промывки для сохранения присутствия антитела на клеточной поверхности с 
последующим клеточным лизисом и анализом объединенного материала. 

В случае, где целью является измерение как интернализованного, так и подвергнутого рециклингу 
IgG, образцы прогоняют в двух экземплярах и проводят тестирование интернализации и рециклинга по 
отдельности. 

Подходящий лизирующий буфер включает 150 мМ NaCl, 20 мМ Tris, pH 7,5, 1 мМ EDTA, 1 мМ 
EGTA, 1% Triton-X 100, на каждые 10 мл добавляли протеазные ингибиторы/фосфатные ингибиторы, как 
описано в инструкции производителя. 

Как правило, IgG, который подвергается рециклингу, является меченным, в одном примере исполь-
зуется биотинилированный человеческий IgG. Затем IgG может детектироваться с применением, напри-
мер, детектирующего антитела, меченного стрептавидином с sulfo-tag (такого как MSD # r32ad-5) 25 мл в 
количестве 0,2 мкг/мл MSD блокирующего буфера. Блокирующий буфер может содержать 500 мМ Tris, 
pH 7,5, 1,5 М NaCl и 0,2% Tween-20 и 1,5% BSA. 

Альтернативно IgG может быть предварительно помечен с помощью флуорофора или похожей 
метки. 

В одном воплощении подходящая поверхность представляет собой пластиковый планшет или лун-
ку, такую как 96-луночный планшет или что-то подобное, предметное стекло или мембрану. В одном 
примере клетки наносят в виде покрытия на поверхность с такой плотностью, которая приводит к обра-
зованию монослоя. 

В одном воплощении, анализ, описанный в данном документе, не является измерением трансцитоза 
антитела сверху вниз через мембрану в градиенте pH, например, когда кислые условия с одной стороны 
мембраны и нейтральные условия с обратной стороны мембраны. 

В одном примере, тестируемое антитело или его фрагмент и IgG могут инкубировать с клетками в 
стадии (b) в течение примерно 1 ч например при нормальной температуре при кислых условиях для воз-
можности связывания. 



035142 

- 28 - 

В одном примере, тестируемое антитело или его фрагмент могут инкубировать с клетками в стадии 
(b) в течение примерно 1 ч, например, при нормальной температуре при кислых условиях для возможно-
сти связывания перед добавлением IgG для рециклинга. Затем IgG для рециклинга клеткой может инку-
бироваться с клетками в стадии (b) в течение примерно 1 ч, например, при нормальной температуре при 
кислых условиях для возможности связывания. 

Нейтральные условия облегчают высвобождение IgG в надосадочную жидкость. 
Подразумевается, что "содержащий" в контексте настоящего описания означает "включающий". 
В случае, где это технически уместно, воплощения изобретения могут быть объединены. 
Воплощения описаны в данном документе, как включающие некоторые признаки/элементы. Изо-

бретение также охватывает отдельные воплощения, состоящие или по существу состоящие из указанных 
признаков/элементов. 

Технические ссылки, такие как патенты и заявки, включены в данный документ ссылкой. 
Настоящее изобретение дополнительно описано исключительно путем иллюстрации в следующих 

примерах, которые ссылаются на сопроводительные чертежи, на которых 
фиг. 1 демонстрирует % hIgG в трансгенных мышах, определенный с помощью ЖХ-МС/МС; 
фиг. 1a демонстрирует эффект формата 1638 IgG4P в отношении концентрации человеческого IVIg 

в сыворотке трансгенных мышей, содержащих человеческий FcRn; 
фиг. 1b демонстрирует эффект форматов 1638 FabFv и Fab'ПЭГ в отношении концентрации челове-

ческого IVIg в сыворотке трансгенных мышей, содержащих человеческий FcRn; 
фиг. 1c демонстрирует фармакокинетику формата 1638 IgG4P в сыворотке трансгенных мышей, со-

держащих человеческий FcRn; 
фиг. 1d демонстрирует фармакокинетику форматов 1638 FabFv и Fab'PEG в сыворотке трансгенных 

мышей, содержащих человеческий FcRn; 
фиг. 1e эффект форматов 1638 FabFv и Fab'PEG в отношении концентрации сывороточного альбу-

мина в сыворотке трансгенных мышей, содержащих человеческий FcRn; 
фиг. 1f эффект формата 1638 IgG4P в отношении концетрации сывороточного альбумина в транс-

генных мышах, содержащих человеческий FcRn; 
фиг. 2 демонстрирует репрезентативные кривые связывания CA170_1638.g49 IgG4. Средние значе-

ния KD (n=3) составили 0,2 нМ в нейтральном буфере, и 0,22 нМ в кислом буфере, соответственно; 
фиг. 3 демонстрирует, что CA170_1638.g49 IgG4 ингибирует рециклинг IgG в клоне 15 клеток 

MDCK II; 
фиг. 4 демонстрирует, что CA170_1638.g49 IgG4 ингибирует трансцитоз IgG в клоне 15 клеток 

MDCK II; 
фиг. 5 демонстрирует, что СА170_1638.g49 FabFv ингибирует трансцитоз IgG в клоне 15 клеток 

MDCK II; 
фиг. 6 демонстрирует репрезентативные кривые связывания для СА170_1638.g49 IgG4. Средние 

значения KD (n=3) составили 0,3 в нейтральном буфере, и 0,43 в кислом буфере, соответственно (см. 
табл. 2); 

фиг. 7 демонстрирует последовательности CA170 1638 CDR; 
фиг. 8 последовательности антител согласно настоящему изобретению; 
фиг. 9a гуманизация антитела 1638.g49; 
фиг. 9b гуманизация антитела 1638.g49. 

Примеры 

Сокращения 
°C - температура, градусы по Цельсию, 
ATR FTIR - затухающее общее отражение, ИК-спектроскопия с Фурье-преобразованием, 
CH2 - константная область тяжелой цепи 2, 
cIEF - капиллярное изоэлектрическое фокусирование, 
DSC - дифференциальная сканирующая калориметрия, 
GOF - фукозилированный безгалактозный биантенарный гликан, 
H-цепь - тяжелая цепь, 
ВЭЖХ - высокоэффективная жидкостная хроматография, 
IgG - иммуноглобулин G, 
L-цепь - легкая цепь, 
нЖХМС - наножидкостная хроматография масс-спектрометрия, 
PBS - фосфатно-солевой буферный раствор, 
Pi - изоэлектрическая точка, 
SD - стандартное отклонение, 
SEC - эксклюзионная хроматография, 
ToF - время пролета, 
Тпл - температура плавления, 
TCEP - трис(2-карбоксиэтил)фосфин, 
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THP - трис(гидроксипропил)фосфин, 
Tris - трис(гидроксиметил)аминометан. 
Следующую иммунизацию осуществляли с целью наработки материала для B-клеточной культуры 

и скрининга антител. 
Крыс Sprague Dawley иммунизировали с использованием трех доз мышиных фибробластов NIH3T3, 

ко-экспрессирующих мутантный человеческий FcRn (L320A; L321A) (Ober et al., 2001 Int. Immunol. 13, 
1551-1559) и мышиный β2М, и с использованием четвертой конечной бустерной дозы внеклеточного 
домена человеческого FcRn. Сыворотку отслеживали как на предмет связывания с мутантным FcRn на 
клетках HEK-293, так и на предмет его способности предотвращать связывание Alexafluor 488-меченного 
человеческого IgG. Оба метода осуществляли с помощью проточной цитометрии. Для обнаружения свя-
зывания IgG в сыворотке использовали меченые фикоэритрином (PE) вторичные антитела, специфичные 
к мышиному или крысиному Fc. 

В-клеточные культуры получали с использованием метода, сходного с описанным у Zubler et al. 
(1985). Вкратце, B-клетки с плотностью приблизительно 5000 клеток на лунку культивировали в 96-
луночных культуральных планшетах с штрих-кодом, содержащих 200 мкл на лунку среды RPMI 1640 
(Gibco BRL), дополненной 10% FCS (PAA laboratories ltd), 2% HEPES (Sigma Aldrich), 1% L-Глутамином 
(Gibco BRL), 1% раствором пенициллин/стрептомицин (Gibco BRL), 0,1% β-меркаптоэтанола (Gibco 
BRL), 2-5% надосадочной жидкости культуры активированных кроличьих спленоцитов и гамма-
облученных клеток EL-4-B5 мышиной тимомы (5×104/на лунку) в течение семи дней при 37°С в атмо-
сфере 5% CO2. 

Присутствие FcRn-специфичных антител в надосадочной жидкости B-клеточной культуры опреде-
ляли с использованием анализа связывания на основе гомогенной флуоресценции с использованием кле-
ток HEK-293, транзиторно трансфецированных мутантным FcRn (поверхностно-стабилизированный) в 
качестве источника антигена-мишени. 10 мкл надосадочной жидкости трансфецировали из 96-луночных 
культуральных планшетов со штрих-кодом в 384-луночные аналитические планшеты с черными стенка-
ми со штрих-кодом, содержащие 5000 трансфецированных клеток HEK-293 на лунку, с использованием 
жидкостного манипулятора Matrix Platemate. Связывание обнаруживали с использованием Cy-5 конъю-
гатов козьих антител к крысиному или к мышиному Fcγ-специфичному IgG (Jackson). Планшеты считы-
вали на системе клеточного детектирования Applied Biosystems 8200. Из 3800×96-луночных культураль-
ных планшетов, представляющих 38 различных иммунизированных животных, идентифицировали 9800 
антител, связывающих человеческий FcRn. Оценили, что это соответствовало скринингу приблизительно 
2,5 биллионов B-клеток. 

После первичного скрининга положительные надосадочные жидкости консолидировали на 96-
луночных мастер-планшетах со штрих-кодом с использованием автоматизированного устройства Aviso 
Onyx hit-picking robot, и B-клетки в культуральных планшетах, замороженных при -80°С. Мастер-
планшеты затем скринировали в Biacore-анализе с целью идентификации лунок, содержащих антитела с 
высокой аффинностью и антитела, которые ингибировали связывание человеческого с FcRn (см. ниже). 

Анализ биомолекулярного взаимодействия с использованием технологии поверхностного плазмон-
ного резонанса (SPR) осуществляли на системе BIAcore T200 (GE Healthcare). Козьи IgG к крысиному 
Fc-гамма (Chemicon International Inc.) в 10 мМ NaAc, pH 5 буфер, иммобилизовали на сенсорном чипе 
CM5 посредством конденсации аминов до уровня захвата приблизительно 19500 единиц ответа (RU) с 
использованием HBS-EP+ в качестве подвижного буфера. 50 мМ Фосфата, pH 6+150 мМ NaCl использо-
вали в качестве реакционного буфера для анализов аффинности и блокировки. Надосадочные жидкости 
B-клеточной культуры разводили в отношении 1 к 5 в 200 мМ Фосфата, pH 6 +150 мМ NaCl. 600c-
инъекцию разведенной надосадочной жидкости B-клеток со скоростью потока 5 мкл/мин использовали 
для захвата с помощью иммобилизованного антитела IgG к крысиному Fc. Человеческий FcRn в концен-
трации 100 нМ инъецировали над захваченной надосадочной жидкостью B-клеточной культуры в тече-
ние 180 с со скоростью 30 мкл/мин с последующей 360 с-диссоциацией. Человеческий IgG (Jackson Im-
munoResearch) инъецировали еще в течение 60 с с диссоциацией в течение 180с со скоростью 30 
мкл/мин. 

Данные анализировали с использованием программы оценки Т200 (версия 1.0) для определения 
констант аффинности (KD) антител и определения таких констант, при которых происходила блокировка 
связывания IgG. В качестве альтернативного анализа также проводили скрининг надосадочных жидко-
стей мастер-планшетов в клеточном анализе блокировки человеческого IgG. 25 мкл надосадочной жид-
кости В-клеточной культуры из мастер-планшетов добавляли в 96-луночный круглодонный полипропи-
леновый планшет. Клетки HEK-293, трансфецированные мутантным hFcRn (50000 клеток на лунку в 25 
мкл PBS pH 6/1% FCS), затем добавляли к каждой лунке и инкубировали в течение 1 ч при 4°С. Клетки 
промывали с помощью 150 мкл среды PBS. Клетки затем ресуспендировали в 50 мкл/на лунку среды 
PBS/FCS, содержащей человеческий IgG, меченный с помощью Alexafluor 488 или 649, в количестве 7,5 
мкг/мл и инкубировали 1 ч при 4°С. Клетки затем промывали дважды с помощью 150 мкл среды и затем 
ресуспендировали в 35 мкл/на лунку среды PBS/FCS, содержащей 1% формальдегид в качестве фиксато-
ра. Планшеты затем считывали на проточном цитометре FACS Canto 2. 
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Для того чтобы можно было извлечь гены вариабельных областей антитела из выбранных интере-
сующих лунок, осуществляли стадию обратной свертки для возможности идентифицировать антиген-
специфичные B-клетки в данной лунке, которая содержит гетерогенную популяцию B-клеток. Этого 
можно добиться, используя метод Флуоресцентного фокусирования. Вкратце, иммуноглобулин-
секретирующие B-клетки из положительной лунки смешивали со стрептавидиновыми микросферами 
(New England Biolabs), покрытыми биотинилированным человеческим FcRn и добавляли FITC-конъюгат 
козьих антител, специфичных к крысиному или к мышиному фрагменту Fcγ, в конечном разведении 
1:1200 (Jackson). После статической инкубации при 37°С в течение 1 ч, антиген-специфичные B-клетки 
можно было идентифицировать благодаря наличию флуоресценции вокруг такой B-клетки. Эти индиви-
дуальные B-клетки, идентифицированные с использованием микроскопа Olympus, затем отбирали с ис-
пользованием микроманипулятора Eppendorf и помещали в ПЦР-пробирку. Флуоресцентные фокусы 
генерировали из 268 отобранных лунок. Гены вариабельных областей антитела извлекали из индивиду-
альных клеток с помощью полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией (ОТ)-ПЦР с исполь-
зованием праймеров, специфичных к вариабельной области тяжелой и легкой цепи. Осуществляли два 
раунда ПЦР на аппарате Aviso Onyx liquid handling robot, с помощью вложенной ПЦР с включением сай-
тов рестрикции на 3'- и 5'-концах, что допускало клонирование вариабельных областей в мышиный γ1 
IgG (VH) или в мышиную каппа-цепь (VL) в экспрессирующих векторах млекопитающих. Парные кон-
структы тяжелой и легкой цепи ко-трансфецировали в клетки HEK-293 с использованием Фектина 293 
(Invitrogen) и культивировали в 48-луночных планшетах в объеме 1 мл. После 5-7 дней экспрессии надо-
садочные жидкости собирали, и антитело подвергали дополнительному скринингу. 

С помощью ПЦР успешно извлекали родственные пары тяжелой и легкой цепи из индивидуальных 
B-клеток из 156 из отобранных лунок. С помощью анализа ДНК-последовательности клонированных 
генов вариабельных областей идентифицировали ряд уникальных семейств рекомбинантного антитела. 
После транзиторной экспрессии надосадочные жидкости детально исследовали с помощью обоих анали-
зов блокировки человеческого IgG с помощью FACS (описан выше) и рециклинга IgG. В некоторых слу-
чаях получали и тестировали очищенный мышиный γ1 IgG (данные помечены соответственно). 

В анализе рециклинга применяли клетки MDCK II (клон, как описано в примерах 5, 6 и 7 ниже), 
сверхэкспрессирующие человеческий FcRn и бета 2 микроглобулин, которые высевали в количестве 
25000 клеток на лунку 96-луночного планшета. Инкубировали в течение ночи при 37°С, 5% CO2. Клетки 
промывали с помощью HBSS+ Са/Mg pH 7,2+1% BSA и затем инкубировали в присутствии 50 мкл варь-
ирующихся концентраций надосадочных жидкостей после транзиторной экспрессии HEK-293 или в при-
сутствии очищенного антитела в течение 1 ч при 37°С, 5% CO2. Надосадочную жидкость удаляли и до-
бавляли к клеткам 500 нг/мл биотинилированного человеческого IgG (Jackson) в 50 мкл HBSS+ Са/Mg 
pH 5,9 + 1% BSA и инкубировали в течение 1 ч при 37°С, 5% CO2. Затем клетки промывали три раза с 
помощью HBSS+ Са/Mg pH 5,9 добавляли к клеткам 100 мкл HBSS+ Са/Mg pH 7,2 и инкубировали при 
37°С, 5% СО2 в течение 2 ч. Надосадочную жидкость удаляли из клеток и анализировали на суммарный 
IgG с использованием анализа MSD с захватывающим антителом против человеческого IgG (Jackson) и с 
детектирующим антителом, содержащим стрептавидин, меченный sulfo-tag (MSD). Кривую ингибирова-
ния анализировали с помощью нелинейной регрессии с определением значений IC50. 

На основе показателей данного анализа отбирали семейство антител, содержащих шесть CDR, 
представленных в SEQ ID NO 1-6. Антитело CA170 01638 обладало лучшей активностью и было отобра-
но для гуманизации. 

Пример 1. Метод гуманизации. 
Антитело CA170 01638 гуманизировали путем прививки CDR из V-областей крысиного антитела на 

каркас V-области человеческого зародышевого антитела. С целью восстановления активности антитела 
ряд каркасных остатков из крысиных V-областей также сохраняли в гуманизированной последователь-
ности. Эти остатки отбирали с использованием протокола, изложенного в Adair et al. (1991) (Humanised 
antibodies WO91/09967). Сравнение последовательностей V-области крысиного антитела (донорного) с 
последовательностями V-области человеческого зародышевого антитела (акцепторного) представлено на 
фиг. 9A и B, вместе с сконструированными гуманизированными последовательностями. CDR, привитые 
из донорной на акцепторную последовательность, такие, как определено у Kabat (Kabat et al., 1987), за 
исключением CDR-H1, где использовали объединенное определение Chothia/Kabat (см. Adair et al., 1991 
Humanised antibodies. WO91/09967). Человеческую V-область IGRV1-27 вместе с J-областью JR4 
(http://www.imgt.org/) выбирали в качестве акцептора для CDR легкой цепи. Человеческую V-область 
IGHV3-7 вместе с J-областью JR3 (http://www.imgt.org/) выбирали в качестве акцептора для CDR тяже-
лой цепи. 

Гены, кодирующие ряд вариантов последовательностей V-областей тяжелой и легкой цепи разраба-
тывали и конструировали с помощью способа автоматического синтеза Entelechon GmbH. Дополнитель-
ные варианты V-областей как тяжелой, так и легкой цепи создавали путем модификации генов VH и VR 
с помощью олигонуклеотид-направленного мутагенеза. Эти гены клонировали в ряд векторов для экс-
прессии гуманизированного антитела 1638 Fab или IgG4 в E.coli и в клетках млекопитающих, соответст-
венно. Варианты цепей и их комбинации оценивали на предмет их эффективности по отношению к ро-
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дительскому антителу, их биофизических свойств и пригодности для дальнейших процессов, что приве-
ло к отбору привитой легкой цепи gL7 и привитой тяжелой цепи gH33. Конечные привитые последова-
тельности gL7 и gH33 представлены на фиг. 9A и B, соответственно. Данное объединение V-областей 
получило название 1638.g49. 

Каркасные остатки легкой цепи в привитом компоненте gL7 все взяты из человеческого зародыше-
вого гена, за исключением остатков 70 и 71 (нумерация Kabat), где донорные остатки гистидина (H70) и 
тирозина (T71), соответственно, сохранены. Сохранение этих двух остатков важно для полноценной эф-
фективности гуманизированного антитела или Fab. Остаток 56 в CDRL2 привитого компонента gL7 под-
вергали мутации, превращая из аспарагиновой кислоты (D56) в остаток глутаминовой кислоты (E56), 
удаляя таким образом потенциальный сайт изомеризации аспарагиновой кислоты из последовательности 
gL7. Каркасные остатки тяжелой цепи в привитом компоненте gH33 все взяты из человеческого зароды-
шевого гена, за исключением остатков 48 и 78 (нумерация Kabat), где донорные остатки лизина (L48) и 
аланина (A78), соответственно, сохранены. Сохранение этих двух остатков существенно для полноцен-
ной эффективности гуманизированного антитела или Fab. 

Для экспрессии 1638.g49 Fab в E.coli гены V-областей гуманизированной тяжелой и легкой цепи 
клонировали в UCB-экспрессирующий вектор pTTOD, который содержит ДНК, кодирующую человече-
скую константную область C-каппа (K1m3 аллотип) и CH1-область человеческого антитела гамма-1 
(вместе или без шарнирной области) (Glm17 аллотип). 

Для экспрессии 1638.g49 IgG4 в клетках млекопитающих, ген V-области гуманизированной легкой 
цепи соединяли с ДНК-последовательностью, кодирующей константную область человеческой C-kappa 
(Klm3 аллотип), для создания непрерывного гена легкой цепи. Ген V-области гуманизированной тяжелой 
цепи соединяли с ДНК-последовательностью, кодирующей константную область тяжелой цепи челове-
ческого антитела гамма-4 вместе с шарниром, стабилизирующим мутацию S241P (Angal et al., Mol Im-
munol. 1993, 30(1):105-8), для создания непрерывного гена тяжелой цепи. Гены тяжелой и легкой цепи 
клонировали в экспрессирующий вектор млекопитающих. 

Другой более ранний привитой компонент 1638.g28 использовали в примере 8A, описанном в дан-
ном документе ниже, и он содержит больше донорных остатков в тяжелой цепи (gH2), чем привитой 
компонент 1638.g49 (F24, L48, K71, T73, A78 и V93). Также легкая цепь данного антитела (gL2) содер-
жит немодифицированную CDRL2, представленную в SEQ ID NO: 5, в отличие от модифицированной 
CDRL2 из SEQ ID NO: 7, которую использовали в 1638.g49. Последовательность обоих вариантов анти-
тел представлена на фиг. 8. Антитело 1638.g28 экспрессировали как Fab'-фрагмент, как описано выше 
для 1638.g49. 

Пример 2. Получение конъюгата 1638.g49 Fab'-ПЭГ. 
Fab', экспрессированный в периплазматическое пространство E.coli, экстрагировали из клеток пу-

тем тепловой экстракции. Fab' очищали с помощью Протеин G-аффинной очистки с использованием ки-
слой элюции. Fab' восстанавливали и пэгилировали с использованием 40 кДа ПЭГ (SUNBRIGHT GL2-
400MA3). ПЭГ ковалентно связан посредством малеимидной группы с одной или несколькими тиольны-
ми группами фрагмента антитела. Эффективность пэгилирования подтверждали с помощью эксклюзи-
онной ВЭЖХ. Fab'-ПЭГ отделяли от непэгилированного Fab' и diFab' с помощью катионообменной хро-
матографии. Фракции анализировали с помощью эксклюзионной ВЭЖХ и SDS-PAGE. Объединение 
проводили для минимизации уровня примесей. Конечный образец концентрировали и подвергали диа-
фильтрации в целевом буфере. 

Пример 3. Аффинность для связывания hFcRn. 
Анализ биомолекулярного взаимодействия с использованием технологии поверхностного плазмон-

ного резонанса (SPR) осуществляли на системе BIAcore T200 (GE Healthcare) и определяли связывание с 
внеклеточным доменом человеческого FcRn. Внеклеточный домен человеческого FcRn получали в виде 
нековалентного комплекса между внеклеточным доменом альфа-цепи человеческого (SEQ ID NO: 48) и 
β2-микроглобулином (β2М) (SEQ ID NO: 72). Affinipure, F(ab')2 фрагмент козьего IgG, специфичный к 
человеческому Fc-фрагменту (для захвата IgG4) (Jackson ImmunoResearch Lab, Inc.) в количестве 50 
мкг/мл в 10 мМ NaAc, буфер pH 5, иммобилизовали на сенсорном чипе СМ5 посредством конденсации 
аминов до уровня захвата 5000-6000 единиц ответа (RU) с использованием HBS-EP+ (GE Healthcare) в 
качестве подвижного буфера. 

50 мМ фосфат, pH 6 + 150 мМ NaCl + 0,05% P20 или HBS-P+, pH 7,4 (GE Healthcare) использовали в 
качестве подвижного буфера для анализа аффинности. Антитело 1638.g49 IgG4P разводили до 1 мкг/мл в 
подвижном буфере. 60с-инъекцию IgG4 со скоростью потока 10 мкл/мин использовали для захвата им-
мобилизованным антителом к Fc-фрагменту человеческого IgG. Внеклеточный домен человеческого 
FcRn титровали от 20 нМ до 1,25 нМ над захваченным антителом к FcRn (IgG4) в течение 300с со скоро-
стью 30 мкл/мин с последующей 120с диссоциацией. Поверхность регенерировали с помощью обработки 
2×60 с 50 мМ HCl со скоростью потока 10 мкл/мин для подвижного буфера при pH 6 или с помощью об-
работок 60 с 40 мМ HCl и 30с 10 мМ NaOH для подвижного буфера при pH 7,4. Данные анализировали с 
использованием расчетной программы программного обеспечения T200 (версия 1.0) с использованием 
модели связывания 1:1 с локальным Rmax. 
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Таблица 1. Данные аффинности для антитела 1638.g49 IgG4P к hFcRn при pH6 и pH 7.4 

 

 
Таким образом определили, что аффинность 1638.49g IgG4 составляет 127 пМ при pH 6 и 29 пМ 

при pH 7,4. 
Пример 4. Анализировали полноразмерную молекулу IgG4P и молекулу Fab-dsFv, где вариабельная 

область 1638.g49 была включена в Fab-домен каждого формата, на предмет биохимической целостности 
и биофизической стабильности. 

Методы и Результаты. 
1. Подтверждение последовательности. 
i) Секвенирование белка (химический метод Эдмана). 
N-концевую аминокислотную последовательность обоих образцов, IgG4 и Fab-dsFv, получали с ис-

пользованием прибора Applied Biosystems Procise 494. Он функционирует как рекомендовано инструк-
циями производителя. Приблизительно 100 пмоль каждого образца наносили на диски поливинилиден-
дифторида (Prosorb, использовали согласно рекомендациям производителя) и подвергали 18 циклам, ко-
торые включали два пустых прогона и стандартный, что приводило к анализу первых 15 аминокислот-
ных остатков тяжелой и легкой цепей. Анализ осуществляли с использованием программного обеспече-
ния SequencePro Data Analysis Application V2.0. 

Для каждого образца наблюдаемая последовательность представляла собой смесь из двух прибли-
зительно равно представленных последовательностей, EVQLVESGGGLVQPG (SEQ ID NO: 67) и 
DIQMTQSPSSLSASV (SEQ ID NO: 68), согласующихся с N-концевыми последовательностями, ожидае-
мыми от последовательностей генов тяжелой и легкой цепи, соответственно. Приблизительно равная 
представленность предполагала равные молярные количества 2 цепей с небольшой или с незначительной 
N-концевой блокадой. 

ii) Macc-спектрометрический анализ. 
a) Анализ интактной массы. 
Macc-спектрометрический анализ интактных молекул осуществляли на двух партиях молекул IgG4 

и Fab-dsFv после восстановления с помощью 20 мМ ТСЕР в течение одного часа. Массы измеряли на 
масс-спектрометре Agilent 6510, оборудованном модулем для ВЭЖХ-чипов (chip cube) и чипом C8 (43 
мм Zorbax 300A C8 колонка + 43 нл ловушка). Все образцы разводили до 0,1 мг/мл в смеси 98% вода/2% 
метанол/0,3% муравьиная кислота (растворитель A) перед инъекцией и загружали в систему 0,3 мкл. 
Белки элюировали из чипа в масс-спектрометр с использованием градиента до 40% ацетонитрила/0,1% 
муравьиной кислоты со скоростью потока 350 нл/мин. Данные ToF-MS собирали в режиме определения 
положительных ионов от 500 до 5000 m/z и процессировали с использованием программного обеспече-
ния Agilent MassHunter. 

Наблюдаемые массы для обеих цепей, легкой и тяжелой, для обоих форматов представлены ниже 
(табл. 2). 

Таблица 2. Таблица наблюдаемой массы двух партий IgG4 и Fab-dsFv 
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Ожидаемая масса, рассчитанная на основе аминокислотной последовательности с добавлением 
IgG4: 2 L- и 4 H- дисульфида взаимодействия, GOF-гликозилирование и клиппирование C-концевого Lys 
из H-цепи FabFv: 3 L- и 3 H- дисульфида взаимодействия. 

Анализ интактной массы IgG4, восстановленного с помощью TCEP, согласовывался с ожидаемыми 
последовательностями с преимущественным GOF-гликозилированием и клиппированным C-концевым 
лизином (приблизительно 90%) на H-цепи, что типично для рекомбинантного IgG. 

Аналогично, масс-спектр интактных цепей Fab-dsFv согласовывался с массой последовательности и 
ожидаемым количеством дисульфидов. Присутствовала гетерогенность в наблюдаемой массе обеих це-
пей благодаря частичному восстановлению внутрицепных дисульфидов с помощью TCEP. 

b) Картирование дисульфидов осуществляли только на IgG4. 
IgG4 (50 мкг) обрабатывали с помощью 0,15% Rapigest в Tris-HCl pH 7,5 при 50°С в течение 15 

мин, и любые свободные цистеины алкилировали с помощью иодоацетамида. Добавляли трипсин (1:25 
мас./мас.) и гидролизовали белок в течение ночи при комнатной температуре и затем реакцию гасили 
путем добавления муравьиной кислоты (5% об./об.), и удаляли любой осадок центрифугированием. Об-
разцы хранили при -20°С и разводили 1:1 водой перед загрузкой в систему ЖХ-МС. Аликвоты (~3-5 мкг) 
загружали на колонку C18 2,1×150 мм (Waters BEH1.7u), уравновешенную водой, содержащей 0,2% му-
равьиную кислоту, и элюировали с использованием градиента ацетенитрила/l-пропанола в масс-
спектрометр Waters Xevo, функционирующий в режиме определения положительных ионов MSE. Дан-
ные анализировали с использованием программного обеспечения MassLynx и BioPH armaLynx. 

Результаты выявили, что наблюдались все ожидаемые дисульфид-связанные пептиды за исключе-
нием образцов с пептида T19-SS-T19 с междуцепной связью H-H, которую наблюдали только для един-
ственной дисульфидной связи и с низкой интенсивностью. Не было никаких указаний на присутствие 
образцов с беспорядочными дисульфидными связями или с карбамидометилированными остатками цис-
теина. 

2. Биохимический анализ. 
Эксклюзионная хроматография ВЭЖХ (SEC HPLC). 
Эксклюзионная хроматография позволяла анализировать мономерный и олигомерный материал. Ее 

осуществляли с использованием TSK G3000SW (7,7 мм I.D × 30 см L) колонки, связанной с системой 
Agilent 1100. Образцы (инъекция 25 мкл/25 мкг) элюировали изократически в 0,2 М фосфате натрия, pH 
7 со скоростью потока 1 мл/мин в течение 30 минут, 30°С. Элюирование отслеживали с помощью по-
глощения при 280 нм. 

Профили элюирования продемонстрировали, что IgG4 и Fab-dsFv являются гомогенными и элюи-
руются с ожидаемым временем удержания исходя из стандартов SEC (BioRad 151-1901). 

3. Молекулярный заряд. 
Капиллярное изоэлектрическое фокусирование (cIEF) проводили для оценки pi и содержания кис-

лых частиц. 
Образцы IgG4 и Fab-dsFv разводили до 1 мг/мл в воде класса. 
ВЭЖХ для анализа (не восстановительные условия). Образцы также подвергали восстановлению (2 

мМ ТНР/30 мин) и алкилированию (20 мМ иодоацетамид/80 мин) для анализа на предмет аддуктов цис-
теина. 

Образцы готовили с помощью смешивания следующих ингредиентов: 30 мкл образца белка, 0,35% 
метилцеллюлозы, 4% амфолиты pH 3-10 (PH armalyte), 1 мкл каждого синтетического pi-маркера (4,65 и 
9,77) и воды класса ВЭЖХ с получением конечного объема 100 мкл. Затем смесь анализировали с ис-
пользованием анализатора iCE280 IEF (Convergent Biosciences), осуществляли пре-фокусирование при 
1500В в течение 1 мин с последующим фокусированием при 3000В в течение 6 минут. Калиброванные 
электроферограммы затем интегрировали с использованием программного обеспечения Empower (от 
Waters). 

pi принимали такое значение, как у большинства частиц (наибольший пик). 
Для формата IgG4 большинство частиц имело pi 7,3. Предположили, что это является клиппирован-

ной родительской молекулой (удаление C-концевого лизина, подтвержденное масс-спектрометрическим 
анализом), что не является нетипичным для молекул IgG. Клиппированная молекула была бы более ки-
слой, чем родительская молекула (основной пик при 7,4). Отсутствовали изменения профиля до и после 
восстановления и алкилирования, указывая на отсутствие аддуктов цистеина. 

Для формата Fab-dsFv, за pi принимали такое значение, как у большинства частиц (наибольший 
пик), которое составило 9. Также были заметны более кислые частицы (pi 8,8), которые были менее за-
метны после восстановления/алкилирования, указывая на присутствие способного восстанавливаться 
аддукта. 

Для обоих форматов присутствовали минорные пики, будучи либо кислыми (слева от основного 
пика) или основными (справа от основного пика). Полагали, что эти частицы являются производными 
основных частиц, но их дополнительно не охарактеризовывали. 

4. Термостабильность (Тпл). 
При нагревании белок будет иметь тенденцию к разворачиванию, и наиболее стабильно свернутая 



035142 

- 34 - 

белковая структура это такая, для которой требуется более сильное нагревание, чтобы ее развернуть. Та-
ким образом, термостабильность (измеренная в виде температуры плавления, Тпл) представляет собой 
меру стабильности сворачивания белка или устойчивость молекулы к разворачиванию (денатурации), 
что может быть предпосылкой к образованию агрегатов. В температурном градиенте в определенных 
условиях температура, при которой 50% молекул разворачиваются, представляет собой Тпл. Оценки Тпл 

проводили двумя независимыми методами 
i) анализ Thermofluor, измерение 50% разворачивания с помощью связывания флуоресцентного 

красителя (Sypro Orange) с экспонированными гидрофобными поверхностями, которые становятся экс-
понированными при разворачивании структуры, вызванном нагреванием, и 

ii) дифференциальная сканирующая калориметрия (DSC). 
Результаты этих двух методов, как правило, коррелируют, слабо различаясь в абсолютных значени-

ях, что связано с различиями применяемых методов. 
i) Анализ Thermofluor. 
Образцы готовили следующим образом: 5 мкл 30× sypro orange помещали в 96 луночный V-донный 

планшет. Затем добавляли 45 мкл образца белка в количестве 0,1 мг/мл. Смесь наносили пипеткой по 10 
мкл в четырех экземплярах в 384-луночный планшет. Формат 384-луночного планшета: образец 1: лунки 
A1, B1, A2, B2; образец 2: лунки C1, D1, C2, D2. Внутренний контроль представляет собой чужеродный 
IgG4. Данный контроль добавляли в количестве 0,1 мг/мл (в PBS pH 7,4) к 5 мкл 30× концентрированно-
го красителя, 10 мкл данного мастер-микса помещали в 384-луночный планшет в четырех экземплярах. 
Планшеты помещали в систему быстрого ПЦР в реальном времени 7900 HT и нагревали от 20 до 99°С с 
использованием скорости изменения 1,1°С/мин; устройство CCD одновременно отслеживает изменения 
флуоресценции в лунках. Модифицированную матрицу XE (IDBS) использовали для обработки данных 
интенсивности и принимали во внимание множество конформационных переходов. 

Два конформационных перехода с уничтожением складок были обнаружены для обеих молекул, 
IgG4 и Fab-dsFv. Значение Тпл2 для обеих молекул характеризовало разворачивание Fab-домена и, как 
показано, было чуть ниже для формата IgG4. Значение Тпл1 характеризовало домен CH2 (константный 
домен тяжелой цепи) и домен dsFv IgG4 и молекулы Fab-dsFv, соответственно. Было показано, что фор-
мат Fab-dsFv является более термостабильным, чем формат IgG в PBS, pH 7,4. 

 
ii) Метод DSC. 
Анализ DSC осуществляли только на молекуле Fab-dsFv для подтверждения данных анализа Ther-

mofluor и для определения эффекта двух различных типов буфера (PBS pH 7,4 и 50 мМ ацетат натрия/125 
мМ хлорид натрия, рН 5) в отношении термостабильности. Образцы в количестве 1 мг/мл в PBS pH 7,4 и 
50 мМ ацетат натрия/125 мМ хлорид натрия, pH 5 с соответствующими эталонными буферами загружали 
на прибор MicroCal VP Capillary DSC в трех экземплярах. Настройки системы включали температурное 
сканирование от 20°С до 110°С, и скорость сканирования 60°С/ч. Конечные термограммы обрабатывали 
с использованием программного обеспечения Origin согласно инструкциям производителя. Тпл определя-
ли с использованием автоматизированного программного алгоритма детектирования Тпл (для основного 
конформационного перехода) и вручную выбирали пик для любых других конформационных переходов, 
которые не детектировались автоматически программой. 

Можно было наблюдать два отдельных конформационных перехода в двух тестируемых буферах. 
Более низкий конформационный переход (Тпл1) характеризовал домен dsFv молекулы Fab-dsFv, а 

более высокая температура перехода (Тпл2) характеризовала Fab-домен. 
Данные DSC хорошо согласовывались с данными, полученными из анализа Thermofluor. Данный 

метод был способен различать два развернутых домена легче, чем анализ Thermofluor. 
Молекула Fab-dsFv продемонстрировала небольшое увеличение термостабильности в буфере 50 

мМ ацетат натрия/125 мМ хлорид натрия, pH 5. 

 
5. Молекулярная структура: Ослабленная Полная Спектроскопия Инфракрасного Преобразования 

Фурье Отражения (ATR FTIR). 
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Этот способ использовали для сравнения степени взаимодействия между β-листами в пределах мо-
лекулы (интра-β-лист) и между отдельными молекулами (интер-β-лист). 

Анализ осуществляли с помощью спектрометра Bruker Tensor 27 FTIR и устройства для сбора об-
разцов из ячейки BIOATRII при разрешении 4 см-1; 120 сканов; установка диафрагмы 6 мм и 20 мкл объ-
ем образца при 20°С, где осуществляли следующие процедуры для анализа только Fab-dsFv. 

1. Измеряли пять фоновых спектров воздуха методом BIOATR 10 06 10. xpm. 
2. 20 мкл сигма PBS pH 7,4 добавляли в ячейку, а затем удаляли. 
3. 20 мкл сигма PBS pH 7,4 добавляли в ячейку и снимали спектр, буфер удаляли и свежий буфер 

добавляли и снимали спектр (дважды). 
4. 20 мкл образца добавляли в ячейку и снимали спектр, образец затем удаляли из ячейки. 
5. 20 мкл сигма PBS pH 7,4 добавляли в ячейку, а затем удаляли. 
6. 20 мкл образца добавляли в ячейку и снимали спектр, образец затем удаляли из ячейки, (дважды) 
7. Затем ячейку очищали процедурой, представленной ниже: 
a. 20 мкл 1% SDS добавляли в ячейку + очищали с помощью Q-tip 
b. 20 мкл 1% SDS добавляли в ячейку и удаляли 
c. 5 раз добавляли 20 мкл H2O в ячейку и удаляли 
d. 20 мкл буфера добавляли в ячейку и удаляли 
8. Данные анализировали для получения конечного формата данных следующим образом. 
a. 1 спектр буфера удаляли из 1 спектра Fab-dsFv и затем повторяли со 2 спектром буфера и 2 спек-

тром Fab-ds Fv. 
b. Данные вырезали с 2200 см-1 по 1000 см-1 
c. Дублированные спектры усредняли. 
d. Вторую производную брали со сглаживанием по 25 точкам. Это был показан окончательный 

формат данных. 
Результаты анализа показали, что Fab-dsFv имел характеристики интра-бета-листа, что типично для 

молекул антитела. 
Пример 5. Клеточный анализ эффективности. 
Клеточные анализы эффективности проводили на клетках Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) II, 

которые были стабильно трансфецированы вектором с двумя генами, человеческим FcRn и человеческим 
β2М, с последующей селекцией на маркере генетицине. Стабильный клеточный клон выбирали так, что-
бы он был способен к рециклингу и подвергать трансцитозу человеческие IgG, и его использовали для 
всех дальнейших исследований. Его назвали MDCK II клон 15. 

Клеточная аффинность CA170_1638.g49 IgG4 для человеческого FcRn. 
Количественные эксперименты проточной цитометрии проводили с помощью клеток MDCK II клон 

15 и AlexaFluor 488-меченных СА170_1638.g49 IgG4. Специфическое связывание антитела с FcRn по 
всему диапазону концентраций антител использовали для определения Kd. Анализы осуществляли как в 
нейтральном, так и кислом буферах для определения возможного влияния, которое оказывает pH окру-
жающей среды в плазме крови (pH 7,4) или эндосомах (pH 6) на связывание с антителом. На фиг. 2 пока-
заны репрезентативные кривые связывания для CA170_1638.g49 IgG4. Средние значения KD (n=3) были 
равны 0,2 в нейтральном буфере, и 0,22 в кислом буфере, соответственно (см. табл. 4). 

Таблица 4. Средние значения KD (нМ) для CA170_1638.g49 IgG4 на клетках MDCK II клон 15. 

 
Фиг. 2 демонстрирует CA170_1638.g49 IgG4 связывание клеток MDCK II клон 15 при кислом и 

нейтральном pH. 
Клетки MDCK II клон 15 инкубировали в буфере для FACS (PBS с 0,2% мас./об. BSA, 0,09% 

мас./об. NaN3) в течение 30 минут перед добавления Alexa-fiuor 488-меченного СА170_1638.g49 IgG4 в 
течение 1 часа в буфере для FACS либо при pH 7,4, либо pH 6. Концентрации конечного антитела в диа-
пазоне от 400 нМ до 0,003 нМ. Клетки отмывали в ледяном буфере для FACS, затем анализировали про-
точной цитометрией с помощью проточного цитометра Guava (Millipore, Великобритания). Наборы дан-
ных титрования также были получены для изотипических контрольных антител для каждого формата 
антитела для определения неспецифического связывания. Количество молей связанного антитела было 
рассчитано с помощью интерполированных значений из стандартной кривой, полученной из гранул, со-
держащих различные количества флуоресцентного красителя. Значения геометрического среднего флуо-
ресценции определяли в при проточном цитометрическом анализе клеток и гранул. Неспецифическое 
связывание вычитали из значений антитела к FcRn, а специфическое связывание определяли из кривой, 
полученной анализом нелинейной регрессии с помощью уравнения связывания в одном участке (GrapH 
pad Prism®) для определения KD. Данные являются репрезентативами 3 экспериментов. СА170_1638.g49 
IgG4 могут связывать человеческий FcRn, экспрессированный на клетках как при кислом, так и ней-
тральном рН. 
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Пример 6. Функциональные клеточные тесты. 
Экспрессия FcRn является первичной внутриклеточной (Borvak J et al. 1998, Int. Immunol., 10 (9) 

1289-98 и Cauza K et al. 2005, J. Invest. Dermatol., 124 (1), 132-139), и ассоциирована с эндосомными и 
лизосомными мембранами. Fc-часть IgG связывается с FcRn при кислом pH (<6,5), но не при нейтраль-
ном физиологическом pH (7,4) (Rhagavan M et al. 1995), и эта pH -зависимость облегчает рециклинг IgG. 

Сразу после поглощения пиноцитозом и попадания в кислую эндосому, IgG, связанный с FcRn, бу-
дет подвергнуто рециклингу вместе с FcRn на клеточную поверхность, тогда как при физиологически 
нейтральном pH IgG будет высвобождено. (Ober RJ et al. 2004, The Journal of Immunology, 172, 2021-
2029). Любое IgG, не связанное с FcRn, будет переходить к деградации в лизосоме. 

Для проверки способности CA170_1638.g49 IgG4 ингибировать способность FcRn к рециклингу 
IgG, был разработан in vitro анализ. Вкратце, клетки MDCK II клон 15 инкубировали с биотинилирован-
ными человеческими IgG в присутствии или в отсутствии 1638 IgG4 в кислом буфере (рН 5,9) для того, 
чтобы позволить связаться с FcRn. Все избыточные антитела удаляли, и клетки инкубировали в буфере с 
нейтральным pH (рН 7,2), который позволяет высвободить экспонированный на поверхность, связанный 
и интернализованный IgG в надосадочной жидкости. Ингибирование FcRn исследовали с помощью ана-
лиза MSD для детекции количества подвергнутого рециклингу IgG, и, таким образом, высвобожденного 
в надосадочную жидкость. 

Фиг. 3 демонстрирует, что СА170_1638.g49 IgG4 ингибирует рециклинг IgG в клоне 15 клеток 
MDCK II. Клетки MDCK II клон 15 рассевали по 15000 клеток на лунку в 96-луночном планшете и инку-
бировали в течение ночи при 37°С, 5% CO2. Клетки инкубировали с 1 мкг/мл биотинилированных чело-
веческих IgG (Jackson) в присутствии или отсутствии СА170_1638.g49 IgG4 в HBSS+ (Са/Мд) pH 5,9+1% 
BSA в течение 1 часа при 37°С, 5% CO2. Клетки промывали HBSS+ pH 5, 9 затем инкубировали при 37°С, 
5% CO2 в течение 2 часов в HBSS pH 7,2. Надосадочную жидкость удаляли из клеток и анализировали на 
общие IgG с помощью анализа MSD (с использованием захватывающего антитела против человеческого 
IgG (Jackson) и проявляющего антитело с помощью стрептавидина, меченного sulfo-tag (MSD)). Кривую 
ингибирования анализировали нелинейной регрессией (GrapH pad Prism®) для определения EC50. График 
представляет объединенные данные из 3 экспериментов. Как показано на фиг. 3 CA170_1638.g49 IgG4 
ингибирует рециклинг IgG зависимым от концентрации образом со средним значением EC50 (n=3), рав-
ным 0,31 нМ. 

CA170_1638.g49 IgG4 и FabFv ингибируют трансцитоз человеческого IgG. 
FcRn может перемещать IgG через слои поляризованных эпителиальных клеток как в апикально-

базолатеральном направлении, так и базолатерально-апикальном направлении, и таким образом, играет 
важную роль в обеспечении перемещения IgG между кровотоком и люменом через слизистые барьеры 
(Claypool et al. 2004 Mol Biol Cell 15(4):1746-59). 

FcRn может перемещать IgG через слои поляризованных эпителиальных клеток как в апикально-
базолатеральном направлении, так и базолатерально-апикальном направлении, и таким образом, играет 
важную роль в обеспечении перемещения IgG между кровотоком и люменом через слизистые барьеры 
(Claypool et al. 2004 Mol Biol Cell 15(4):1746-59). 

Анализ in vitro был разработан для определения способности CA170_1638.g49 IgG4 и FabFv инги-
бировать FcRn-зависимый трансцитоз IgG. Вкратце, клетки MDCK II клон 15 рассевали в 24 луночной 
планшете Transwell и позволяли им образовать монослои в течение 3 дней. Клетки инкубировали с био-
тинилированным человеческим IgG в кислом буфере, который облегчают связывание с FcRn, на апи-
кальной стороне в присутствии и отсутствии CA170_1638.g49 IgG4 или FabFv. Человеческие IgG подвер-
гались транцитозу через клетки с апикальной к базолатеральной стороне и высвобождались в нижнюю 
камеру. Уровни IgG на базолатеральной стороне затем измеряли с помощью анализа MSD. 

Фиг. 4 и 5 демонстрируют, что CA170_1638.g49 IgG4 и FabFv ингибируют апикально-
базолатеральный трансцитоз IgG в клетках MDCK II клон 15. Клетки MDCK II клон 15 рассевали по 
500000 клеток на лунку в 24 луночном планшете Transwell и инкубировали в течение 3 дней при 37°С, 
5% CO2 до образования монослоя. pH апикального компартмента корректировали до 5,9, а базолатераль-
ной стороны до 7,2 в буфере HBSS+ (Ca/Mg) +1% BSA. Клетки на апикальном компартменте инкубиро-
вали с 1 мкг/мл биотинилированного человеческого IgG (Jackson) в присутствии и отсутствии 
CA170_1638.g49 IgG4 или FabFv в указанных концентрациях в течение 4 часов при 37°С, 5% CO2. Базо-
латеральную среду затем собирали и общее количество IgG измеряли анализом MSD (с использованием 
захватывающего антитела против человеческих IgG (Jackson) и проявляющего антитело с стрептавиди-
ном, меченным sulfo-tag (MSD)). Кривую ингибирования анализировали нелинейной регрессией (GrapH 
pad Prism®) для определения EC50. График представляет объединенные данные из 3 экспериментов. 

Таким образом, фиг. 4 и 5 демонстрируют, что CA170_1638.g49 IgG4 и FabFv могут ингибировать 
апикально-базолатеральный трансцитоз человеческих IgG зависимым от концентрации способом со зна-
чением EC50 равным 2,4 и 0,42 нМ, соответственно (n=3). 

Сводка in vitro эффектов CA170_1638.g49 IgG4 и FabFv CA170_1638.g49 IgG4 и FabFv ингибируют 
как рециклинг, так и трансцитоз IgG. EC50, равное 0,31 нМ, полученное в анализе рециклинга IgG, срав-
нимо с данными аффинного связывания клеток, в котором были получены значения KD, равное 0,2 нМ в 
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нейтральном буфере и 0,22 нМ в кислом буфере. В анализе трансцитоза IgG EC50, равное 2,4 нМ и 0,42 
нМ получали для CA170_1638.g49 IgG4 и FabFv соответственно, демонстрируя слабое снижение эффек-
тивности между IgG4 и FabFv. Однако данные в этом разделе ясно показали, что CA170_1638.g49 IgG4 и 
FabFv могут ингибировать функцию человеческого FcRn. 

Пример 7. Перекрестная реактивность CA170_1638.g49 IgG4 FcRn низших приматов. 
Для проверки применения CA170_1638.g49 IgG4 в исследовании PK/PD низших приматов и пре-

клинической токсикологии, изучали его относительную аффинность с FcRn яванского макака. Клетки 
MDCK II стабильно трансфецировали FcRn и β2М яванского макака (MDCKII (клон 40) использовали в 
клеточном анализе, вместе с ранее описанными клетками MDCK II, стабильно трансфецированными че-
ловеческим FcRn и β2М (MDCK II клон 15). 

Фиг. 6 демонстрирует CA170_1638.g49 IgG4 IgG4 связывание клеток MDCK II клона 15 при кислом 
и нейтральном pH. Специфическое связывание антитела с FcRn в диапазоне концентраций антител ис-
пользовали для определения KD. Анализы осуществляли как в нейтральном, так и кислом буферах для 
определения возможного влияния, которое оказывает pH окружающей среды в плазме крови (рН 7,4) или 
эндосомах (pH 6) на связывание с антителом. 

Фиг. 6 демонстрирует репрезентативные кривые связывания для CA170_1638.g49 IgG4. Средние 
значения KD (n=3) составляли 0,3 в нейтральном буфере и 0,43 в кислом буфере, соответственно. 

Таблица 5. Средние значения KD (нМ) для СА170_1638.g49 IgG4 на клетках MDCK II клон 40 

 
Пример 8A. Обработка антителом FcRn облегчает очистку hIgG in vivo в трансгенных мышах 

hFcRn. 
Эффект молекул антител к FcRn (CA170_01519.g57 Fab'-ПЭГ (описанных в WO2014/019727) и 

CA170_01638.g28 Fab'-ПЭГ) на выведение человеческого IVIG определяли на трансгенных мышах с че-
ловеческим FcRn (B6.Cg-FcgrttmlDcr Tg(FCGRT)32Dcr/DcrJ, JAX Mice). Мышей инфузировали внутривен-
но 500 мг/кг человеческого IgG (Человеческий IgI 10% Gamunex-c, Talecris Biotherapeutics). Через 24 ч 
животным вводили дозу контроля-носителя (PBS) или антитела к FcRn в виде одиночной дозы внутри-
венно (100 мг/кг). Образцы были серийными образцами крови из кончика хвоста, которые забирали в 
моменты времени -24, 8, 24, 48, 72, 96, 144 и 192 ч относительно обработки антителом к FcRn. Сыворо-
точные уровни человеческого IgG в мышах hFcRn определяли с помощью ЖХ-МС/МС. Данные, пред-
ставленные на фиг. 1, являются средними ± SEM с 5-6 мышами на группу обработки. Блокировка hFcRn 
каждой из протестированных молекул антител к FcRn приводит к усиленному выведению hIVIG, а также 
наблюдали пониженные концентрации общего IgG по сравнению с контрольными мышами. 

Пример 8B. Обработка антителом к FcRn облегчает очистку hIgG in vivo в трансгенных мышах 
hFcRn. 

Обнаруженное антитело к человеческому FcRn связывается с FcRn и ингибирует связывание чело-
веческого IgG с человеческим FcRn, но не связывает или ингибирует мышиный FcRn. Следовательно, 
эффект молекул антитела к FcRn в формате IgG4P (1638.g49), формате Fab'-ПЭГ (1638.g28), и формате 
FabFv в отношении выведения человеческого IVIg определяли на трансгенных мышах с человеческим 
FcRn (мыши B6.Cg-FcgrttmlDcr Tg(FCGRT)32Dcr/DcrJ, JAX). Мышей инфузировали внутривенно 500 
мг/кг человеческого IgG (Человеческий IgI 10% Gamunex-c, Talecris Biotherapeutics). Через 24 часа жи-
вотным внутривенно вводили дозу контроля носителя (PBS) или антитела к FcRn в виде одиночной дозы. 
Дозы, периоды отбора образцов и количества повторов были такими же, как указанные на фиг. 1a-1e. 
Образцы были серийными образцами крови из кончика хвоста. Уровни в сыворотке человеческого IgG, 
эндогенного мышиного альбумина и самой молекулы антитела к FcRn определяли с помощью ЖХ-
МС/МС, с детекцией и количественным определением пептидных последовательностей, уникальных к 
каждому из этих аналитов. Данные, представленные на фиг. 1a-1e, являются геометрическим средним и 
95% доверительным интервалом. 

Блокада hFcRn каждой из трех протестированных молекул антитела к FcRn приводили к выведению 
hIVIg, который был усилен по сравнению с выведением в контрольных мышах, которые были обработа-
ны только носителем, или с контрольным Fab'-ПЭГ (A33, не антитело к FcRn, конъюгированное с 40 кДа 
ПЭГ, каким являлся 1638 Fab'-ПЭГ) - см. фиг. 1a и 1b. Эффект был дозозависимым -большие дозы давали 
более продолжительные периоды, в ходе которых в сыворотке детектировали антитела к FcRn (фиг. 1c и 
1d), это приводит к более пролонгированному и более полному выведению человеческих IVIg из мышей. 
1638 Fab'-ПЭГ демонстрировали краткосрочную фармакокинетику (более быстрое исчезновение из сво-
бодного раствора в сыворотке), чем контрольные A33 Fab'-ПЭГ, подтверждающую, что 1638 Fab'-ПЭГ 
подвергаются опосредованному мишенью расположению - исчезают из свободного раствора при связы-
вании с FcRn-мишенью. Хотя мышиные IgG не связываются с человеческим FcRn, присутствующим в 
этих трансгенных мышах, эндогенный мышиный альбумин связывался и подвергался рециклингу чело-
веческим FcRn. Хотя связывание антитела к человеческому FcRn с человеческим FcRn не блокирует свя-
зывание альбумина с FcRn в in vitro анализе, если такое ингибирование происходит in vitro, то это может 
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привести к ускоренному выведению эндогенного мышиного альбумина. Данные показаны на фиг. 1e. 
Поскольку концентрация альбумина в сыворотке была отчасти вариабельной (от 16,6 до 59,9 мг/мл в 
группе из 30 мышей, перед инъекцией лекарственного средства в виде антитела к FcRn) для того, чтобы 
осуществить более легкое сравнение результатов группы, данные альбумина нормализовали и представ-
ляли в виде процента концентрации сывороточного альбумина в момент ноль на фиг. 1e. Возобновляе-
мый эффект в отношении концентрации альбумина в плазме может быть результатом введения дозы в 
форматах Fab'-ПЭГ или FabFv. Дисперсионный анализ (ANOVA) проводили при повторных измерениях, 
проверяя различия в обработке и различия по времени одновременно. При каждом измерении Fab'-ПЭГ 
или FabFv-обработанных животных по сравнению с контролем в одном и том же эксперименте в одной и 
той же временной точке, контроли были иррелевантными (не связывающими FcRn) Fab'-ПЭГ или пред-
ставляли собой только носитель, соответственно. Эти два формата продемонстрировали снижение кон-
центраций альбумина (при 5% уровне в дисперсионном анализе данных) около 48-72 ч после инъекции 
лекарственного средства, с уровнями восстановления после этого к уровням до введения лекарственного 
средства. Максимальное снижение концентрации альбумина в плазме составило около 10% после 100 
мг/кг формата Fab'-ПЭГ (48 часов), или около 25% после 250 мг/кг FabFv через 144 часа. Сходный дис-
персионный анализ проводили на данных, демонстрирующих эффект 1638 IgG4P в отношении уровня 
альбумина в плазме (показанный на фиг. 1f). HE было отмечено значимого отличия между обработанны-
ми и контрольными животными, что подтверждает, что обработка форматом IgG4P или 1638 не влияет 
на концентрацию альбумина в плазме. 

Пример 9. Кристаллическая структура и анализ комплекса 1638.g49 Fab:FcRn. 
1638.g49 Fab были совместно кристаллизованы с hFcRn альфа-цепью области ECD (SEQ ID NO: 48) 

и человеческим бета 2 микроглобулином (SEQ ID NO: 72). Белки были в 50 мМ ацетате натрия, 125 мМ 
NaCl pH6, а условия кристаллизации были 0,1 М Tris pH 8,5, 40% ПЭГ400 и 0,2М LiSO4·H2O при концен-
трации белка 10 мг/мл и объемном соотношении капли 0,4 мкл белка на 0,4 мкл резервуар в сидячей кап-
лей, в эксперименте диффузии пара. Кристаллам позволяли расти в течение 8-21 дня, после этого их со-
бирали из капли, переносили в луночный буфер (поскольку он уже содержит 40% ПЭГ400) и мгновенно 
замораживали в жидком азоте (-180°С) в течение 10 с. Рентгеновские данные собирали с SOLEIL с по-
мощью осцилляционного способа. Размер ячейки кристаллов составлял a=101,49 Å, b=210,4 Å, c=101,49 
Å; альфа = 90 градусов, бета = 90 градусов и гамма = 90 градусов. Пространственная группа была опре-
делена как P21212. Молекулярная упаковка была определена с помощью PH aser, и уточнение было про-
ведено с помощью Refmac с использованием даных между 30 и 2,7 Å, для получения конечного R-
фактора 21,8% и Rfree 27,2%. Результаты показаны ниже: Остатки, взаимодействующие с 1638.49 Fab', 
находились в FcRn-цепи (не β2М) и указаны ниже жирным шрифтом в последовательности внеклеточно-
го домена FcRn. 

 
Подчеркнутые остатки это те, которые, как известно, являются критическими для взаимодействия 

человеческого FcRn с Fc-областью человеческого IgG. Жирным выделены остатки, которые вовлечены в 
связывание антитела 1638.49 Fab' при 4 Å. Остатки, выделенные курсивом, это те, которые вовлечены в 
связывание этого же антитела при 5 Å. 

Эпитоп, определенный остатками антитела ближе, чем 4 Å, состоял из: A81, G83, G84, K85, G86, 
P87, N113, E115, W131, P132, E133, L135, A136, Q139. 

Эпитоп, определенный остатками антитела ближе 5 Å, состоял из: A81, G83, G84, K85, G86, P87, 
N113, E115, W131, P132, E133, L135, A136, Q139, L82, Y88, L112, D130. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент, содержащее 
тяжелую цепь или фрагмент тяжелой цепи с вариабельной областью, где указанная вариабельная 

область содержит три CDR, где 
CDR H1 имеет последовательность SEQ ID NO: 1, 
CDR H2 имеет последовательность SEQ ID NO: 2 и 
CDR H3 имеет последовательность SEQ ID NO: 3, и 
легкую цепь или ее фрагмент с вариабельной областью, где указанная вариабельная область содер-

жит три CDR, где 
CDR L1 имеет последовательность SEQ ID NO: 4, 
CDR L2 имеет последовательность SEQ ID NO: 5 или SEQ ID NO: 7 и 
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CDR L3 имеет последовательность SEQ ID NO: 6. 
2. Антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по п.1, содержащее вариабельную область 

тяжелой цепи с последовательностью SEQ ID NO: 12 и вариабельную область легкой цепи с последова-
тельностью SEQ ID NO: 8. 

3. Антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по п.1, которое является гуманизирован-
ным. 

4. Антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по п.1, содержащие вариабельную область 
тяжелой цепи с последовательностью SEQ ID NO: 25 и вариабельную область легкой цепи с последова-
тельностью SEQ ID NO: 16. 

5. Антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по п.1, содержащие вариабельную область 
тяжелой цепи с последовательностью SEQ ID NO: 59 и вариабельную область легкой цепи с последова-
тельностью SEQ ID NO: 51. 

6. Антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по п.1, где последовательность вариа-
бельного домена тяжелой цепи по меньшей мере на 80% идентична последовательности SEQ ID NO: 25 и 
где последовательность вариабельного домена легкой цепи по меньшей мере на 80% идентична последо-
вательности SEQ ID NO: 16. 

7. Антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по п.1, где фрагмент представляет собой 
scFv-, Fv-, Fab- или Fab'-фрагмент. 

8. Антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по п.7, где Fab'-фрагмент содержит тяже-
лую цепь с последовательностью SEQ ID NO: 33 и легкую цепь с последовательностью SEQ ID NO: 20. 

9. Антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по п.7, где Fab'-фрагмент содержит тяже-
лую цепь с последовательностью SEQ ID NO: 29 и легкую цепь с последовательностью SEQ ID NO: 20. 

10. Антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по п.5, где Fab'-фрагмент содержит тя-
желую цепь с последовательностью SEQ ID NO: 63 и легкую цепь с последовательностью SEQ ID NO: 
55. 

11. Антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по любому из пп.1-10, которое конъюги-
ровано с полимером или альбумином. 

12. Антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по п.11, где полимер выбран из крахмала 
и полиэтиленгликоля (ПЭГ). 

13. Антитело к FcRn или его связывающий фрагмент по п.12, где полимер представляет собой ПЭГ. 
14. Антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по п.13, где ПЭГ имеет молекулярную 

массу в диапазоне 5-50 кДа. 
15. Антитело к FcRn по любому из пп.1-6, которое является полноразмерным антителом. 
16. Антитело к FcRn по п.15, где полноразмерное антитело выбрано из группы, состоящей из IgG1, 

IgG4 и IgG4P. 
17. Антитело к FcRn по п.4, 15 или 16, содержащее тяжелую цепь с последовательностью SEQ ID 

NO: 37, SEQ ID NO: 39 или SEQ ID NO: 73, и легкую цепь с последовательностью SEQ ID NO: 20. 
18. Антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по любому из пп.1-6, где антитело или 

его связывающий фрагмент представляет собой Fab-dsFv, содержащий тяжелую цепь с последователь-
ность SEQ ID NO: 42 и легкую цепь с последовательностью SEQ ID NO: 40. 

19. Антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по любому из пп.1-18, которое блокиру-
ет связывание IgG человека с FcRn человека. 

20. Антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по любому из пп.1-19, которое не связы-
вается с β2-микроглобулином человека (SEQ ID NO: 72). 

21. Выделенная молекула ДНК, кодирующая тяжелую цепь антитела к FcRn или его связывающий 
FcRn фрагмент по любому из пп.1-20. 

22. Выделенная молекула ДНК, кодирующая легкую цепь антитела к FcRn или его связывающий 
FcRn фрагмент по любому из пп.1-20. 

23. Выделенная молекула ДНК, кодирующая тяжелую и легкую цепь антитела к FcRn или его свя-
зывающий FcRn фрагмент по любому из пп.1-20. 

24. Клонирующий или экспрессирующий вектор, содержащий одну или несколько молекул ДНК по 
любому из пп.21-23. 

25. Вектор по п.24, который содержит: 
(i) последовательность SEQ ID NO: 30, 32, 34 или 36 и последовательность SEQ ID NO: 21 или 24, 

или 
(ii) последовательность SEQ ID NO: 38 и последовательность SEQ ID NO: 22, или 
(iii) последовательность SEQ ID NO: 74 и последовательность SEQ ID NO: 22, или 
(iv) последовательность SEQ ID NO: 41 и последовательность SEQ ID NO: 43. 
26. Клетка-хозяин для получения антитела или его связывающего фрагмента по любому из пп.1-20, 

которая содержит один или несколько клонирующих или экспрессирующих векторов по п.24 или 25. 
27. Способ получения антитела или его связывающего фрагмента, обладающего специфичностью 

связывания к FcRn человека, включающий культивирование клетки-хозяина по п.26 и выделение антите-
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ла. 
28. Фармацевтическая композиция для лечения аутоиммунного заболевания, содержащая антитело 

к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по любому из пп.1-20 в комбинации с одним или несколь-
кими фармацевтически приемлемыми вспомогательными веществами, разбавителями или носителями. 

29. Применение антитела или его связывающего FcRn фрагмента по любому из пп.1-20 в терапии 
аутоиммунного заболевания. 

30. Применение композиции по п.28 в терапии аутоиммунного заболевания. 
31. Применение по п.29, где аутоиммунное заболевание выбрано из миастении, пузырчатки обык-

новенной, оптиконевромиелита, синдрома Гийена-Барре, волчанки, идиопатической тромбоцитопениче-
ской пурпуры и тромботической тромбоцитопенической пурпуры. 

32. Применение по п.30, где аутоиммунное заболевание выбрано из миастении, пузырчатки обык-
новенной, оптиконевромиелита, синдрома Гийена-Барре, волчанки, идиопатической тромбоцитопениче-
ской пурпуры и тромботической тромбоцитопенической пурпуры. 

33. Применение композиции, содержащей антитело к FcRn или его связывающий FcRn фрагмент по 
любому из пп.1-20 в терапии хронической воспалительной демиелинизирующей полиневропатии (CIDP), 
парапротеин-полинейропатии, рефракторной эпилепсии, гемолитической анемии, синдрома Гудпасчера, 
АВО несоответствия, волчаночного нефрита, почечного васкулита, склеродермы, фиброзирующего аль-
веолита, дилатационной кардиомиопатии, болезни Грейвса, диабета типа 1, аутоиммунного диабета, пу-
зырчатки, ANCA васкулита, дерматомиозита, болезни Шегрена и ревматоидного артрита. 

34. Способ лечения аутоиммунного заболевания у пациента, включающий введение терапевтически 
эффективного количества антитела к FcRn или его связывающего FcRn фрагмента по любому из пп.1-20 
или композиции по п.28. 

35. Способ по п.34, где аутоиммунное заболевание выбрано из миастении, пузырчатки обыкновен-
ной, оптиконевромиелита, синдрома Гийена-Барре, волчанки, идиопатической тромбоцитопенической 
пурпуры и тромботической тромбоцитопенической пурпуры. 

36. Способ лечения заболевания у пациента, включающий введение терапевтически эффективного 
количества антитела к FcRn или его связывающего FcRn фрагмента по любому из пп.1-20 или компози-
ции по п.28, где заболевание представляет собой хроническую воспалительную демиелинизирующую 
полиневропатию (CIDP), парапротеин-полинейропатию, рефракторную эпилепсию, гемолитическую 
анемию, синдром Гудпасчера, ABO несоответствие, волчаночный нефрит, почечный васкулит, склеро-
дерму, фиброзирующий альвеолит, дилатационную кардиомиопатию, болезнь Грейвса, диабет типа 1, 
аутоиммунный диабет, пузырчатку, ANCA васкулит, дерматомиозит, болезнь Шегрена и ревматоидный 
артрит. 
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