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Данное изобретение относится к новым антителам против ВСМА, их производству и применению. 

Уровень техники 

Антиген созревания В-клеток человека, также известный как ВСМА; TR17_HUMAN, TNFRSF17 

(UniProt Q02223), представляет собой представителя суперсемейства рецепторов некроза опухолей, ко-

торый преимущественно экспрессируется в дифференцированных плазматических клетках (Laabi et al. 

1992; Madry et al. 1998). ВСМА является негликозилированным трансмембранным белком III типа, кото-

рый вовлечен в созревание, рост и выживание В-клеток. ВСМА представляет собой рецептор для двух 

лигандов суперсемейства TNF: APRIL (индуцирующий пролиферацию лиганд), лиганд с высокой аф-

финностью к ВСМА, и фактор активации В-клеток BAFF, лиганд с низкой аффинностью к ВСМА 

(THANK, BlyS, стимулятор В-лимфоцитов, TALL-1 и zTNF4). Для APRIL и BAFF показано структурное 

сходство и перекрывание по все же различной специфичности рецепторного связывания. Негативный 

регулятор TACI также связывается как с BAFF, так и с APRIL. Координированное связывание APRIL и 

BAFF с ВСМА и/или TACI активирует фактор транскрипции NF-κВ и увеличивает экспрессию предста-

вителей семейства Bcl-2 способствующих выживанию (например, Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1) и по-

нижает регуляцию проапоптических факторов (например, Bid, Bad, Bik, Bim и т.п.), тем самым ингиби-

руя апоптоз и способствуя выживанию. Это комбинированное действие стимулирует дифференцировку, 

пролиферацию, выживаемость и продукцию антител В-клетками (как описано в обзоре Rickert R.C. et al., 

Immunol. Rev. (2011) 244 (1): 115-133). 

Антитела против ВСМА описаны, например, в Gras М-Р. et al. Int. Immunol. 7 (1995) 1093-1106,  

WO 200124811, WO 200124812, WO 2010104949 и WO 2012163805. Антитела против ВСМА и их приме-

нение для лечения лимфом и множественной миеломы упоминаются, например, в WO 2002066516 и  

WO 2010104949. WO 2013154760 и WO 2015052538 относятся к химерным антигенным рецепторам 

(CAR), содержащим фрагмент распознавания ВСМА и фрагмент активации Т-клеток. Ryan, М.С. et al., 

Mol. Cancer Ther. 6 (2007) 3009-3018 относится к анти-ВСМА антителам с блокирующей лиганды актив-

ностью, которая может стимулировать цитотоксичность для линий клеток множественной миеломы 

(ММ), таким как голые антитела или как конъюгаты антитело-лекарственное средство. Ryan показал, что 

SG1, ингибирующее ВСМА антитело, блокирует APRIL-зависимую активацию фактора-κВ ядер дозоза-

висимым способом in vitro. Ryan также упомянул, что антитело SG2, которое ингибировало APRIL, не 

значительно связывалось с ВСМА. 

В недавнем прошлом было разработано большое разнообразие форм рекомбинантных биспецифи-

ческих антител, например, путем слияния, к примеру формы антитела-IgG и одноцепочечных доменов 

(см., например, Kontermann R.E., mAbs 4:2, (2012) 1-16). Биспецифические антитела, в которых вариа-

бельные домены VL и VH или константные домены CL и CH1 заменяют друг друга, описаны в  

WO 2009080251 и WO 2009080252. 

Подход для преодоления проблемы неправильно спаренных побочных продуктов, которая известна 

как принцип "выступы-в-углубления", помогает при принудительном спаривании двух тяжелых цепей 

различных антител путем введения мутаций в домены СН3 с целью модификации контактной поверхно-

сти. Для получения "углубления" на одной цепи объемные аминокислоты заменяли аминокислотами с 

короткими боковыми цепями. И наоборот, для получения "выступа" в другой домен СН3 вводили амино-

кислоты с большими боковыми цепями. Совместной экспрессией этих двух тяжелый цепей (и двух иден-

тичных легких цепей, которые должны соответствовать обеим тяжелым цепям), наблюдали высокие вы-

ходы образования гетеродимеров (выступ-углубление) по сравнению с образованием гомодимеров (вы-

ступ-выступ или углубление-углубление) (Ridgway J.B., Presta L.G., Carter P. Protein Eng. 9, 617-621 

(1996) и WO 1996027011). Процентное содержание гетеродимера возможно дополнительно увеличивать 

перестройкой поверхностей взаимодействия двух доменов СН3 с использованием подхода фагового дис-

плея и введения дисульфидного мостика для стабилизации гетеродимеров (Merchant A.M., et al., Nature 

Biotech. 16 (1998) 677-681; Aτwell S., Ridgway J.B., Wells J.A., Carter P., J. Mol. Biol. 270 (1997) 26-35). 

Новые подходы для технологии "выступы-в-углубления" описаны, например, в ЕР 1870459 А1. Хотя этот 

формат кажется очень привлекательным, данные, описывающие продвижение в вопросе клинического 

применения, в настоящее время недоступны. Одно важное ограничение этой стратегии заключается в 

том, что легкие цепи двух исходных антител должны быть идентичными для предотвращения непра-

вильного спаривания и образования неактивных молекул. Таким образом данная методика не подходит 

для простой разработки рекомбинантных биспецифических антител против двух мишеней, начиная с 

двух антител против первой и второй мишени, поскольку любая из тяжелых цепей этих антител и/или 

идентичные легкие цепи должны быть оптимизированы. В Xie, Z., et al., J. Immunol. Methods 286 (2005) 

95-101 предложена форма биспецифического антитела, использующая scFv в комбинации с технологией 

"выступы-в-углубления" для части FC. 

Комплекс TCR/CD3 Т-лимфоцитов состоит либо из гетеродимера TCR альфа (α)/бета (β), либо TCR 

гамма (γ)/дельта (δ), который совместно экспрессируется на поверхности клеток с эквивалентными субъ-

единицами CD3-меченого гамма (γ), дельта (δ), эпсилон (ε), дзета (ζ) и эта (η). CD3ε человека описан под 

кодом UniProt P07766 (CD3E_HUMAN). 
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Анти-CD3ε антитело описано в данном состоянии техники как SP34 (Yang S.J., The Journal of Im-

munology (1986) 137; 1097-1100). SP34 реагирует как с CD3 приматов, так и человека. SP34 доступен в 

компании Pharmingen. Дополнительно анти-CD3 антитело описано в данном состоянии техники как 

UCHT-1 (см. WO 2000041474). Дополнительно анти-CD3 антитело описано в данном состоянии техники 

как ВС-3 (Институт исследования рака Фреда Хатчинсона; использовано в клинических исследованиях 

GvHD фазы I/II, Anasetti et al., Transplantation 54: 844 (1992)). SP34 отличается от UCHT-1 и ВС-3 в том, 

что SP-34 распознает эпитоп, представленных целиком на ε-цепи CD3 (см. Salmeron et al., (1991) J. Im-

munol. 147: 3047), тогда как UCHT-1 и ВС-3 распознают эпитоп, размещенный на обеих ε- и γ-цепях. До-

полнительно ани-CD3 антитела описаны в WO 2008119565, WO 2008119566, WO 2008119567,  

WO 2010037836, WO 2010037837, WO 2010037838 и US 8236308 (WO 2007042261). Последовательности 

CDR, VH и VL дополнительного анти-CD3 антитела показаны на SEQ ID NO: 7 и 8. 

Биспецифические антитела против CD3 и ВСМА упомянуты в WO 2007117600, WO 2009132058, 

WO 2012066058 и WO 2012143498. CAR-соединения антител против ВСМА упомянуты в  

WO 2013154760,WO 2013154760 и WO 2014140248. 

Опосредованные клетками эффекторные функции моноклональных антител (как антителозависимая 

клеточная цитотоксичность (АЗКЦ)) можно усиливать путем конструирования их олигосахаридной ком-

позиции на Asn297, как описано в Umaña, P., et al., Nature Biotechnol. 17 (1999) 176-180 и US 6602684. 

WO 1999054342, WO 2004065540, WO 2007031875, and WO 2007039818, Hristodorov D., Fischer R., Lin-

den L., Mol. Biotechnol. 2012 Oct. 25. (Epub) также относится к конструированию гликозилирования анти-

тел для улучшения Fc-опосредованной клеточной цитотоксичности. 

Несколько аминокислотных остатков в шарнирном участке и домене СН2 также влияют на опосре-

дованные клетками функции моноклональных антител (Eur. J. Immunol., 23, 1098 (1993), Immunology, 86, 

319 (1995), Chemical Immunology, 65, 88 (1997)] Chemical Immunology, 65, 88 (1997)]. Поэтому модифи-

кации таких аминокислот могут усиливать опосредованные клетками функции. Такие модификации ан-

тител для увеличения опосредованных клетками эффекторных функций упомянуты в ЕР 1931709,  

WO 200042072 и заключаются в заменах Fc-части в аминокислотном(ых) положении(ях) 234, 235, 236, 

239, 267, 268, 293, 295, 324, 327, 328, 330 и 332. Дополнительные модификации антител для увеличения 

опосредованных клетками эффекторных функций упомянуты в ЕР 1697415 и заключаются в аминокис-

лотной замене положений аминокислот EU 277, 289, 306, 344 или 378 заряженной аминокислотой, по-

лярной аминокислотой или неполярной аминокислотой. 

Формы антител и формы биспецифических и мультиспецифических антител также представляют 

собой пептела (WO 200244215), новые рецепторы антигенов (NAR) (WO 2003014161), димеры диатело-

диатело "TandAb" (WO 2003048209), модифицированный полиалкиленоксидами scFv (US 7150872), гу-

манизированные антитела кролика (WO 2005016950), синтетические иммуноглобулиновые домены  

(WO 2006072620), ковалентные диатела (WO 2006113665), флекситела (WO 2003025018), доменные ан-

титела, dAb (WO 2004058822), вакцитело (WO 2004076489), антитела с каркасом приматов Нового Света 

(WO 2007019620), конъюгаты антитело-лекарственное средство с расщепляемым линкером  

(WO 2009117531), антитела-IgG4 с удаленным шарнирным участком (WO 2010063785), биспецифиче-

ские антитела с IgG4-подобными доменами СН3 (WO 2008119353), верблюжьи антитела (US 6838254), 

нанотела (US 7655759), диатела CAT (US 5837242), биспецифические (scFv)2, направленные против ан-

тигена-мишени и CD3 (US 7235641),), sIgA p1-антитела (US 6303341), минитела (US 5837821), IgNAR 

(US 2009148438), антитела с модифицированным шарниром и Fc-участком (US 2008227958,  

US 20080181890), трифункциональные антитела (US 5273743), triomab (US 6551592), тройтела  

(US 6294654). 

В WO 2014122143 описаны антитела против ВСМА человека, характеризующиеся тем, что связы-

вание указанного антитела не снижается в присутствии 100 нг/мл APRIL на более 20%, при измерении в 

анализе ELISA как ОП при 405 нм по сравнению со связыванием указанного антитела с ВСМА человека 

без APRIL, указанное антитело не изменяет APRIL-зависимую активацию NF-κВ на более 20% по срав-

нению с одним APRIL и указанное антитело не изменяет активацию NF-κВ без APRIL на более 20% по 

сравнению с анализом без указанного антитела. В WO 2014122144 описаны биспецифические антитела, 

специфически связывающиеся с двумя мишенями CD3ε человека и ВСМА человека, включая антитела 

против ВСМА человека по WO 2014122143. Антитело против ВСМА человека с уникальными свойства-

ми особенно в отношении его терапевтического применения как биспецифического связывающего Т-

клетки антитела представляет собой антитело 83А10, характеризующееся наличием CDR-участков 

CDR1H с SEQ ID NO: 15, CDR2H с SEQ ID N0:16, CDR3H с SEQ ID NO: 17, CDR1L с SEQ ID NO: 18, 

CDR3L с SEQ ID NO: 19 и CDR3L с SEQ ID NO:20, описанное также в WO 2014122143 и  

WO 2014122144. 

Сущность изобретения 

Изобретение содержит моноклональные антитела специфически связывающиеся с антигеном созре-

вания В-клеток человека (ВСМА). Антитела в соответствии с данным изобретением содержат такие же 

CDR3H- и CDR3L-участки, как и CDR-участки антитела 83A10. 
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Антитела в соответствии с данным изобретением в одном варианте реализации изобретения содер-

жат такие же CDR3H- и CDR3L-участки, как и CDR-участки антитела 83А10, но показывают преимуще-

ства с особенной активностью и эффективностью по сравнению с антителом 83А10 в отношении унич-

тожения клеток ММ в аспиратах костного мозга пациентов. 

В изобретении представлено моноклональное антитело специфически связывающееся с ВСМА, ха-

рактеризующееся наличием CDR3H-участка с SEQ ID NO: 17 и CDR3L-участка с SEQ ID NO: 20 и ком-

бинации CDR1H-, CDR2H-, CDR1L- и CDR2L-участков, выбранных из группы из 

a) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 23 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 24, 

b) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 25 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 26, 

c) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 27 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 28, 

d) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 29 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 30, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32, 

e) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 34 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 35, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32 и 

f) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 36 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 37, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32. 

В изобретении представлено моноклональное антитело, специфически связывающееся с ВСМА, ха-

рактеризующееся наличием VH-участка, содержащего CDR1H-участок с SEQ ID NO: 21, CDR2H-участок 

с SEQ ID NO: 22 и CDR3H-участок с SEQ ID NO: 17, и VL-участка, содержащего CDR3L-участок с SEQ 

ID NO: 20 и комбинацию CDR1L- и CDR2L-участков, выбранных из группы из 

a) CDR1L-участка с SEQ ID NO: 23 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 24, 

b) CDR1L-участка с SEQ ID NO: 25 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 26 или 

c) CDR1L-участка с SEQ ID NO: 27 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 28. 

В изобретении предложено антитело в соответствии с данным изобретением, характеризующееся 

наличием VL-участка, выбранного из группы, состоящей из VL-участков с SEQ ID NO: 12, 13 и 14, в ко-

торых аминокислота 49 выбрана из группы аминокислот тирозина (Y), глутаминовой кислоты (Е), серина 

(S) и гистидина (Н). В одном варианте реализации изобретения аминокислота 49 представляет собой Е в 

SEQ ID NO: 12, S в SEQ ID NO: 13 или Н в SEQ ID NO: 14. 

В изобретении предложено антитело в соответствии с данным изобретением, характеризующееся 

наличием VL-участка, выбранного из группы, состоящей из VL-участков с SEQ ID NO: 12, 13 и 14, в ко-

торых аминокислота 74 представляет собой треонин (Т) или аланин (А). В одном варианте реализации 

изобретения аминокислота 74 представляет собой А в SEQ ID NO: 14. 

Антитела в соответствии с данным изобретением содержатся в варианте реализации изобретения, 

как CDR3H-, CDR1L-, CDR2L- и CDR3L-участки, такие же как CDR-участки антитела 83А10. В изобре-

тении представлено моноклональное антитело, специфически связывающееся с ВСМА, характеризую-

щееся наличием VH-участка, содержащего CDR3Н-участок с SEQ ID NO: 17, и VL-участка, содержащего 

CDR1L-участок с SEQ ID NO: 31, CDR2L-участок с SEQ ID NO: 32 и CDR3L-участок с SEQ ID NO: 20 и 

комбинацию CDR1L- и CDR2L-участков, выбранных из группы из 

a) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 29 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 30, 

b) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 34 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 35 или 

c) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 36 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 37. 

В изобретении в одном варианте реализации предложено антитело в соответствии с данным изобре-

тением, характеризующееся наличием VL-участка с SEQ ID NO: 12 и VH-участка, выбранного из груп-

пы, содержащей VH-участки с SEQ ID NO: 38, 39 и 40. В изобретении предложено антитело в соответст-

вии с данным изобретением, характеризующееся наличием VL-участка с SEQ ID NO: 12, в котором ами-

нокислота 49 выбрана из группы аминокислот тирозина (Y), глутаминовой кислоты (Е), серина (S) и гис-

тидина (Н). В одном варианте реализации изобретения аминокислота 49 представляет собой Е. 

В изобретении в одном варианте реализации предложено антитело в соответствии с данным изобре-

тением, характеризующееся наличием в качестве VH-участка VH-участка с SEQ ID NO: 10. В изобрете-

нии в одном варианте реализации предложено антитело в соответствии с данным изобретением, характе-

ризующееся наличием в качестве VL-участка VL-участка, выбранного из группы, состоящей из VL-

участков с SEQ ID NO: 12, 13 и 14. В изобретении в одном варианте реализации предложено антитело в 

соответствии с данным изобретением, характеризующееся наличием в качестве VH-участка VH-участка 

с SEQ ID NO: 10 и в качестве VL-участка VL-участка с SEQ ID NO: 12. В изобретении в одном варианте 

реализации предложено антитело в соответствии с данным изобретением, характеризующееся наличием 

в качестве VH-участка VH-участка с SEQ ID NO: 10 и в качестве VL-участка VL-участка с SEQ ID NO: 

13. В изобретении в одном варианте реализации предложено антитело в соответствии с данным изобре-

тением, характеризующееся наличием в качестве VH-участка VH-участка с SEQ ID NO: 10 и в качестве 

VL-участка VL-участка с SEQ ID NO: 14. 
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В изобретении в одном варианте реализации предложено антитело в соответствии с данным изобре-

тением, характеризующееся наличием в качестве VH-участка VH-участка, выбранного из группы, со-

стоящей из SEQ ID NO: 38, 39 и 40. В изобретении в одном варианте реализации предложено антитело в 

соответствии с данным изобретением, характеризующееся наличием в качестве VH-участка VH-участка 

с SEQ ID NO: 38 и в качестве VL-участка VL-участка с SEQ ID NO: 12. В изобретении в одном варианте 

реализации предложено антитело в соответствии с данным изобретением, характеризующееся наличием 

в качестве VH-участка VH-участка с SEQ ID NO: 39 и в качестве VL-участка VL-участка с SEQ ID NO: 

12. В изобретении в одном варианте реализации предложено антитело в соответствии с данным изобре-

тением, характеризующееся наличием в качестве VH-участка VH-участка с SEQ ID NO: 40 и в качестве 

VL-участка VL-участка с SEQ ID NO: 12. 

В одном варианте реализации изобретения антитело в соответствии данным изобретением дополни-

тельно характеризуется тем, что оно специфически связывается также с ВСМА яванского макака. В од-

ном варианте реализации изобретения антитело по данному изобретению показывает соответствующее 

связывание с ВСМА яванского макака/человека с диапазоном аффинности от 1,5 до 5, или от 1,5 до 10, 

или от 1,5 до 16 (табл. 5). 

Поэтому биспецифическое антитело в соответствии с изобретением в одном варианте реализации 

характеризуется тем, что оно специфически связывается также с CD3 яванского макака. В одном вариан-

те реализации изобретения биспецифическое анти-ВСМА/анти-CD3 антитело по данному изобретению 

показывает диапазон аффинности Mab CD3 яванского макака/человека от 1,25 до 5 или от 0,8 до 1,0. 

В дополнительном варианте реализации изобретения антитело в соответствии с изобретением пред-

ставляет собой антитело с Fc-частью или без Fc-части, включая мультиспецифическое антитело, биспе-

цифическое антитело, одноцепочечный вариабельный фрагмент (scFv), такой как привлекающий Т-

клетки биспецифический активатор, диатело или тандемный scFv, антитело-миметик, такое как DARPin, 

голое моноспецифическое антитело или конъюгат антитела-лекарственного средства. В одном варианте 

реализации изобретения мультиспецифическое антитело, биспецифическое антитело, привлекающий Т-

клетки биспецифический активатор, диатело или тандемный scFv специфически связываются с ВСМА и 

CD3. 

На основе антитела в соответствии с изобретением существует возможность создавать конъюгаты 

антитело-лекарственное средство против ВСМА и мультиспецифические или биспецифические антитела 

против ВСМА и одной или более дополнительных мишеней в различных формах с или без Fc-части, из-

вестных в данном состоянии техники (см. к примеру "уровень техники данного изобретения" выше), од-

ноцепочечные вариабельные фрагменты (scFv), такие как привлекающие Т-клетки биспецифические ак-

тиваторы, диатела, тандемные scFvs и антитела-миметики, такие как DARPin, все из которых также 

представляют собой варианты по данному изобретению. Формы биспецифических антител хорошо из-

вестны в данном состоянии техники и, например, описаны в Kontermann R.E., mAbs 4:2 1-16 (2012); Hol-

liger P., Hudson P.J., Nature Biotech.23 (2005) 1126- 1136 и Chan A.C., Carter P.J. Nature Reviews Immunol-

ogy 10, 301-316 (2010) и Cuesta A.M. et al., Trends Biotech. 28 (2011) 355-362. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлено биспецифическое антитело про-

тив двух мишеней CD3ε человека (дополнительно также называемый CD3) и внеклеточного домена 

ВСМА дополнительно также называемый ВСМА), характеризующееся наличием ВСМА-связывающей 

части анти-ВСМА антитела в соответствии с изобретением. 

В одном варианте реализации данное изобретение относится к биспецифическому антителу против 

ВСМА и CD3, характеризующееся наличием в ВСМА-связывающей части CDR3H-участка с SEQ ID NO: 

17 и CDR3L-участка с SEQ ID NO: 20 и комбинации CDR1H-, CDR2H-, CDR1L- и CDR2L-участков, вы-

бранных из группы из 

a) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 23 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 24, 

b) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 25 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 26, 

c) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 27 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 28, 

d) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 29 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 30, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32, 

e) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 34 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 35, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32 и 

f) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 36 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 37, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32. 

В одном варианте реализации данное изобретение относится к биспецифическому антителу против 

ВСМА и CD3, характеризующемуся наличием VH-участка, в соответствии с изобретением (дополни-

тельно называемого ВСМА VH), содержащего CDR1H-участок с SEQ ID NO: 21, CDR2H-участок с SEQ 

ID NO: 22 и CDR3Н-участок с SEQ ID NO: 17, и VL-участка (дополнительно называемого ВСМА VL), 

содержащего CDR3L-участок с SEQ ID NO: 20 и комбинацию CDR1L- и CDR2L-участков, выбранных из 
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группы из 

a) CDR1L-участка с SEQ ID NO: 23 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 24, 

b) CDR1L-участка с SEQ ID NO: 25 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 26 или 

c) CDR1L-участка с SEQ ID NO: 27 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 28. 

В изобретении в одном варианте реализации предложено биспецифическое антитело в соответствии 

с данным изобретением, характеризующееся наличием VH-участка ВСМА VH с SEQ ID NO: 10. 

В одном варианте реализации данное изобретение относится к биспецифическому антителу против 

ВСМА и CD3, характеризующемуся тем, что VL ВСМА выбран из группы, состоящей из VL-участков с 

SEQ ID NO: 12, 13 и 14. В изобретении в одном варианте реализации предложено антитело в соответст-

вии с данным изобретением, характеризующееся наличием в качестве участка VH ВСМА VH-участка с 

SEQ ID NO: 10 и в качестве VL-участка VL-участка с SEQ ID NO: 12. В изобретении в одном варианте 

реализации предложено антитело в соответствии с данным изобретением, характеризующееся наличием 

в качестве VH ВСМА VH-участка с SEQ ID NO: 10 и в качестве VL-участка VL-участка с SEQ ID NO: 13. 

В изобретении в одном варианте реализации предложено антитело в соответствии с данным изобретени-

ем, характеризующееся наличием в качестве VH ВСМА VH-участка с SEQ ID NO: 10 и в качестве VL-

участка VL-участка с SEQ ID NO: 14. 

В изобретении предложено биспецифическое антитело в соответствии с данным изобретением, ха-

рактеризующееся наличием VL-участка, выбранного из группы, состоящей из VL-участков с SEQ ID NO: 

12, 13 и 14, в которых аминокислота 49 выбрана из группы аминокислот тирозина (Y), глутаминовой 

кислоты (Е), серина (S) и гистидина (Н). В одном варианте реализации изобретения аминокислота 49 

представляет собой Е (SEQ ID NO: 12), S (SEQ ID NO: 13) или Н (SEQ ID NO: 14). В изобретении пред-

ложено биспецифическое антитело в соответствии с данным изобретением, характеризующееся наличи-

ем VL-участка, выбранного из группы, состоящей из VL-участков с SEQ ID NO: 12, 13 и 14, в которых 

аминокислота 74 представляет собой треонин (Т) или аланин (А). В одном варианте реализации изобре-

тения аминокислота 74 представляет собой А в SEQ ID NO: 14. 

Данное изобретение относится к биспецифическому антителу против ВСМА и CD3, характеризую-

щемуся наличием ВСМА VH, содержащего CDR3H-участок с SEQ ID NO: 17, и ВСМА VL, содержащего 

CDR1L-участок с SEQ ID NO: 31, CDR2L-участок с SEQ ID NO: 32 и CDR3L-участок с SEQ ID NO: 20 и 

комбинацию CDR1L- и CDR2L-участков, выбранных из группы из 

a) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 29 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 30, 

b) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 34 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 35 или 

c) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 36 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 37. 

Для биспецифического антитела против ВСМА и CD3 в одном варианте реализации изобретения 

характерно наличие анти-ВСМА антитела в соответствии с изобретением и анти-CD3 антитела в соот-

ветствии с изобретением, в которых 

a) легкая цепь и тяжелая цепь антитела специфически связывается с одной из указанных мишеней 

CD3 и ВСМА; и 

b) легкая цепь и тяжелая цепь антитела специфически связывается с другой из указанных мишеней, 

при этом вариабельные домены VL и VH или константные домены CL и СН1 заменяют друг друга. 

В одном варианте реализации изобретения VH-домен указанной части анти-CD3 антитела связан с 

СН1- или CL-доменом указанной части анти-ВСМА антитела. В одном варианте реализации изобретения 

VL-домен указанной части анти-CD3 антитела связан с СН1- или CL-доменом указанной части анти-

ВСМА антитела. 

В одном варианте реализации изобретения биспецифическое антитело содержит не более одного 

Fab-фрагмента части анти-CD3 антитела, не более двух Fab-фрагментов части анти-ВСМА антитела и не 

более одной Fc-части в одном варианте реализации Fc-части человека. В одном варианте реализации 

изобретения не более одного Fab-фрагмента части анти-CD3 антитела и не более одного Fab-фрагмента 

части анти-ВСМА антитела связаны с Fc-частью и связь осуществляется посредством С-концевого свя-

зывания Fab-фрагмента(ов) с шарнирным участком. В одном варианте реализации изобретения второй 

Fab-фрагмент части анти-ВСМА антитела связан посредством своего С-конца либо с N-концом Fab-

фрагмента анти-CD3 антитела, либо с шарнирным участком Fc-части и поэтому находится между Fc-

частью и частью анти-CD3 антитела. Предпочтительные биспецифические антитела показаны на фиг. 1-3. 

Особенно предпочтительными являются биспецифические антитела, содержащие, как указано, 

только Fab-фрагменты и Fc-часть с или без "ак-замены": 

Fab BCMA-Fc-Fab CD3 (биспецифическая форма фиг. 1А или 1В), 

Fab BCMA-Fc-Fab CD3-Fab ВСМА (биспецифическая форма фиг. 2А или 2В), 

Fab BCMA-Fc-Fab BCMA-Fab CD3 (биспецифическая форма фиг. 2C или 2D),  

Fc-Fab CD3-Fab ВСМА (биспецифическая форма фиг. 3А или 3В),  

Fc-Fab BCMA-Fab CD3 (биспецифическая форма фиг. 3С или 3D). 

Как показано на фиг. 1-3 "Fab BCMA-Fc", "Fab BCMA-Fc-Fab CD3" и "Fab BCMA-Fc-Fab CD3" обо-

значают, что Fab-фрагмент(ы) связан(ы) посредством своего(их) С-конца(ов) с N-концом Fc-фрагмента. 

"Fab CD3- Fab ВСМА" обозначает, что фрагмент Fab CD3 связан своим N-концом с С-концом фрагмента 
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Fab ВСМА. "Fab ВСМА - Fab CD3" обозначает, что фрагмент Fab ВСМА связан своим N-концом с С-

концом фрагмента Fab CD3. 

В одном варианте реализации изобретения биспецифическое антитело содержит второй Fab-фрагмент 

указанного анти-ВСМА антитела, связанный своим С-концом с N-концом части CD3-антитела, указанного 

биспецифического антитела. В одном варианте реализации изобретения VL-домен указанной первой части 

анти-CD3 антитела связан с СН1- или CL-доменом указанного второго анти-ВСМА антитела. 

В одном варианте реализации изобретения биспецифическое антитело содержит второй Fab-

фрагмент указанного анти-ВСМА антитела, связанный своим С-концом с Fc-частью (как и первый Fab-

фрагмент указанного анти-ВСМА антитела) и связан своим N-концом с С-концом части CD3-антитела. В 

одном варианте реализации изобретения СН1-домен указанной части анти-CD3 антитела связан с VH-

доменом указанной второй части анти-ВСМА антитела. 

В одном варианте реализации изобретения биспецифическое антитело содержит Fc-часть, связан-

ную своим N-концом с С-концом Fab-фрагмента указанного CD3-антитела. В одном варианте реализации 

изобретения биспецифическое антитело содержит Fc-часть, связанную своим первым N-концом с С-

концом Fab-фрагмента указанного CD3-антитела, и второй Fab-фрагмент указанного анти-ВСМА анти-

тела, связанный своим С-концом со вторым N-концом Fc-части. В одном варианте реализации изобрете-

ния CL-домен Fab-фрагмента CD3-антитела связан с шарнирным участком Fc-части. В одном варианте 

реализации изобретения СН1-домен Fab-фрагмента ВСМА-антитела связан с шарнирным участком Fc-

части. 

Fab-фрагменты химически связаны вместе путем применения подходящего линкера в соответствии 

с данным состоянием техники. В одном варианте реализации изобретения используют линкер (Gly4-

Ser1)3 (Desplancq D.K. et al., Protein Eng. 1994 Aug; 7(8): 1027-33 и Mack M. et al., PNAS July 18, 1995 vol. 

92 no. 15 7021-7025). "Химически связанный" (или "связанный") в соответствии с изобретением означает, 

что фрагменты связаны ковалентным связыванием. В качестве линкера применяют пептидный линкер, 

такое ковалентное связывание обычно выполняется биохимическими рекомбинантными способами, ис-

пользуя нуклеиновую кислоту, кодирующую VL- и/или VH-домены соответствующих Fab-фрагментов, 

линкер и, при необходимости, цепь Fc-части. 

Изобретение в одном варианте реализации изобретения относится к биспецифическому антителу 

против ВСМА и CD3 в соответствии с изобретением, характеризующееся тем, что вариабельный домен 

VH части анти-CD3 антитела (дополнительно называемый VH CD3) содержит CDR тяжелой цепи с SEQ 

ID NO: 1,2 и 3, соответственно, CDR1H, CDR2H и CDR3H тяжелой цепи, а вариабельный домен VL час-

ти анти-CD3 антитела (дополнительно называемый CD3 VL) содержит CDR легкой цепи с SEQ ID NO: 4, 

5 и 6, соответственно, CDR1L, CDR2L и CDR3L легкой цепи. 

В одном варианте реализации изобретения для такого биспецифического антитела в соответствии с 

изобретением характерно, что вариабельные домены части анти-CD3ε антитела имеют SEQ ID NO: 7 и 8. 

Изобретение относится к биспецифическому антителу в соответствии с изобретением, характери-

зующемуся тем, что часть анти-CD3 антитела связана своим N-концом с С-концом части анти-ВСМА 

антитела, а вариабельные домены VL и VH части анти-CD3 антитела или константные домены CL и CH1 

заменены друг другом. 

В одном варианте реализации изобретения VH-домен указанной части анти-CD3 антитела связан с 

CH1- или CL-доменом указанной части анти-ВСМА антитела. В одном варианте реализации изобретения 

VL-домен указанной части анти-CD3 антитела связан с CH1- или CL-доменом указанной части анти-

ВСМА антитела. 

Часть антитела в соответствии с изобретением в одном варианте реализации изобретения представ-

ляет собой Fab-фрагмент соответствующего антитела. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлено биспецифическое антитело, в 

котором вариабельные домены VL и VH в легкой цепи и соответствующей тяжелой цепи части анти-CD3 

антитела или части анти-ВСМА антитела заменены друг другом, что характеризуется наличием кон-

стантного домена CL части анти-CD3 антитела или части анти-ВСМА антитела, причем аминокислота в 

положении 124 независимо заменена лизином (K), аргинином (R) или гистидином (Н) (нумерация со-

гласно Кабат), а в соответствующем константном домене СН1 аминокислота в положении 147 и амино-

кислота в положении 213 независимо заменены глутаминовой кислотой (Е) или аспарагиновой кислотой 

(D). В одном варианте реализации изобретения антитело представляет собой моновалентное антитело 

для связывания CD3. В одном варианте реализации изобретения дополнительно к замене аминокислот в 

положении 124 в константном домене CL аминокислота в положении 123 независимо заменена лизином 

(K), аргинином (R) или гистидином (Н) (дополнительно называемая "замена заряженного варианта"). В 

одном варианте реализации изобретения антитело является моновалентным для связывания CD3, а ами-

нокислота 124 представляет собой K, аминокислота 147 представляет собой Е, аминокислота 213 пред-

ставляет собой Е и аминокислота 123 представляет собой R. В одном варианте реализации изобретения 

биспецифическое антитело дополнительно содержит еще одну такую же анти-ВСМА связывающую 

часть (в одном варианте реализации Fab-фрагмента). Это также означает, что если первая анти-ВСМА 

связывающая часть содержит замену заряженного варианта, то вторая анти-ВСМА связывающая часть 



036975 

- 7 - 

содержит такую же замену заряженного варианта. (Нумерация всех аминокислот выполнена согласно 

Кабату). 

Изобретение относится к биспецифическому антителу в соответствии с изобретением, характери-

зующемуся наличием 

a) первой легкой цепи и первой тяжелой цепи первого антитела, которое специфически связывается 

с ВСМА; и 

b) второй легкой цепи и второй тяжелой цепи второго антитела, которое специфически связывается 

с CD3, и причем вариабельные домены VL и VH во второй легкой цепи и второй тяжелой цепи второго 

антитела заменены друг другом; и 

c) при этом в константном домене CL первой легкой цепи по а) аминокислота в положении 124 не-

зависимо заменена лизином (K), аргинином (R) или гистидином (Н) (нумерация согласно Кабат), и при-

чем в константном домене CH1 первой тяжелой цепи по а) аминокислота в положении 147 и аминокис-

лота в положении 213 независимо заменены глутаминовой кислотой (Е) или аспарагиновой кислотой (D) 

(нумерация согласно Кабат) (см., например, фиг. 1А, 2А, 2С, 3А, 3С). 

В одном варианте реализации изобретения указанное биспецифическое антитело, описанное в по-

следнем предшествующем параграфе, дополнительно характеризуется тем, что указанное биспецифиче-

ское антитело дополнительно содержит Fab-фрагмент указанного первого антитела (дополнительно на-

зываемого также ВСМА-Fab), а в константном домене CL указанного ВСМА-Fab аминокислота в поло-

жении 124 независимо заменена лизином (K), аргинином (R) или гистидином (Н) (нумерация согласно 

Кабат), и причем в константном домене СН1 указанного ВСМА-Fab аминокислота в положении 147 и 

аминокислота в положении 213 независимо заменена глутаминовой кислотой (Е) или аспарагиновой ки-

слотой (D) (нумерация согласно Кабат) (см. например фиг. 2А, 2С). 

Изобретение дополнительно относится к биспецифическому антителу в соответствии с изобретени-

ем, характеризующемуся наличием 

а) первой легкой цепи и первой тяжелой цепи первого антитела, которое специфически связывается 

с ВСМА; и 

b) второй легкой цепи и второй тяжелой цепи второго антитела, которое специфически связывается 

с CD3, и причем вариабельные домены VL и VH во второй легкой цепи и второй тяжелой цепи второго 

антитела заменены друг другом; и при этом 

c) в константном домене CL второй легкой цепи по b) аминокислота в положении 124 независимо 

заменена лизином (K), аргинином (R) или гистидином (Н) (нумерация согласно Кабат), и причем в кон-

стантном домене CH1 второй тяжелой цепи по b) аминокислота в положении 147 и аминокислота в по-

ложении 213 независимо заменены глутаминовой кислотой (Е) или аспарагиновой кислотой (D) (нуме-

рация согласно Кабат). 

В одном варианте реализации изобретения дополнительно к аминокислотной замене в положении 

124 в константном домене CL первой и второй легкой цепи аминокислота в положении 123 независимо 

заменена лизином (K), аргинином (R) или гистидином (Н). 

В одном варианте реализации изобретения в константном домене CL аминокислота в положении 

124 заменена лизином (K), в константном домене СН1 аминокислота в положении 147 и аминокислота в 

положении 213 заменены глутаминовой кислотой (Е). В одном варианте реализации изобретения допол-

нительно в константном домене CL аминокислота в положении 123 заменена аргинином (R). 

В предпочтительном варианте реализации изобретения биспецифическое антитело в соответствии с 

изобретением состоит из одного Fab-фрагмента антитела, специфически связывающегося с CD3 (допол-

нительно также называемого CD3-Fab), и одного Fab-фрагмента анти-ВСМА антитела в соответствии с 

изобретением (дополнительно также называемого ВСМА-Fab) и Fc-часть, причем CD3-Fab и ВСМА-Fab 

связаны посредством своих С-концов с шарнирным участком указанной Fc-части. Либо CD3-Fab, либо 

BCMA-Fab содержит ак-замену, a CD3-Fab содержит перекрест (фиг. 1А и 1В). 

В предпочтительном варианте реализации изобретения биспецифическое антитело в соответствии с 

изобретением состоит из одного CD3-Fab, одного BCMA-Fab и Fc-части, причем CD3-Fab и BCMA-Fab 

связаны посредством своих С-концов с шарнирным участком указанной Fc-части, и второго BCMA-Fab, 

который связан своим С-концом с N-концом CD3-Fab. CD3-Fab содержит перекрест и либо CD3-Fab, 

либо оба BCMA-Fab содержат ак-замену (фиг. 2А и 2В). Особенно предпочтительным является биспе-

цифическое антитело, содержащее BCMA-Fab-Fc-CD3-Fab-BCMA-Fab, в котором оба BCMA-Fab содер-

жат ак-замену, a CD3-Fab содержит перекрест VL/VH (фиг. 2А). Особенно предпочтительным является 

биспецифическое антитело, состоящее из BCMA-Fab-Fc-CD3-Fab-BCMA-Fab, в котором оба BCMA-Fab 

содержат ак-замену Q124K, E123R, K147Е и K213Е, a CD3-Fab содержит перекрест VL/VH. Особенно 

предпочтительно, когда оба BCMA-Fab содержат в качестве CDR - CDR антитела 21, 22 или 42 или в 

качестве VH/VL - VH/VL антитела 21, 22 или 42. 

В предпочтительном варианте реализации изобретения биспецифическое антитело в соответствии с 

изобретением состоит из двух BCMA-Fab и Fc-части, причем один BCMA-Fab и CD3 Fab связаны по-

средством своих С-концов с шарнирным участком указанной Fc-части, а второй BCMA-Fab связан своим 

С-концом с N-концом CD3-Fab. CD3-Fab содержит перекрест и либо CD3-Fab, либо оба BCMA-Fab со-



036975 

- 8 - 

держат ак-замену (фиг. 2А и 2В). 

В предпочтительном варианте реализации изобретения биспецифическое антитело в соответствии с 

изобретением состоит из двух BCMA-Fab и Fc-части, причем BCMA-Fab связаны посредством своих С-

концов с шарнирным участком указанной Fc-части, и CD3-Fab, который связан своим С-концом с N-

концом одного BCMA-Fab. CD3-Fab содержит перекрест и либо CD3-Fab, либо оба BCMA-Fab содержат 

ак-замену (фиг. 2С и 2D). 

В предпочтительном варианте реализации изобретения антитело в соответствии с изобретением со-

стоит из одного CD3-Fab, который связан посредством своего С-конца с шарнирным участком указанной 

Fc-части, и BCMA-Fab, который связан своим С-концом с N-концом CD3-Fab. CD3-Fab содержит пере-

крест и либо CD3-Fab, либо BCMA-Fab содержат ак-замену (фиг. 1А и 1В). 

В предпочтительном варианте реализации изобретения антитело в соответствии с изобретением со-

стоит из одного CD3-Fab, который связан посредством своего С-конца с шарнирным участком указанной 

Fc-части, и BCMA-Fab, который связан своим С-концом с N-концом CD3-Fab. CD3-Fab содержит пере-

крест и либо CD3-Fab, либо BCMA-Fab содержат ак-замену (фиг. 3А и 3В). 

В предпочтительном варианте реализации изобретения антитело в соответствии с изобретением со-

стоит из одного BCMA-Fab, который связан посредством своего С-конца с шарнирным участком указан-

ной Fc-части, и CD3-Fab, который связан своим С-концом с N-концом BCMA-Fab. CD3-Fab содержит 

перекрест и либо CD3-Fab, либо BCMA-Fab содержат ак-замену (фиг. 3С и 3D). 

Fab-фрагменты химически связаны вместе путем применения подходящего линкера в соответствии 

с данным состоянием техники. В одном варианте реализации изобретения используют линкер (Gly4-

Ser1)3 (Desplancq D.K. et al., Protein Eng. 1994 Aug; 7(8): 1027-33 и Mack M. et al., PNAS July 18, 1995 vol. 

92 no. 15 7021-7025). Связь между двумя Fab-фрагментами осуществляется между тяжелыми цепями. 

Поэтому С-конец CH1 первого Fab-фрагмента связан с N-концом VH второго Fab-фрагмента (без 

перекреста) или с VL (с перекрестом). Связь между Fab-фрагментом и Fc-частью осуществляется в соот-

ветствии с изобретением в виде связи между СН1 и СН2. 

Первый и второй Fab-фрагменты антитела, специфически связывающиеся с ВСМА, в одном вари-

анте реализации изобретения происходят их одного и того же антитела и в одном варианте реализации 

изобретения идентичны по последовательностям CDR, последовательностям вариабельных доменов VH 

и VL и/или последовательностям константных доменов СН1 и CL. В одном варианте реализации изобре-

тения аминокислотные последовательности первого и второго Fab-фрагмента антитела, специфически 

связывающегося с ВСМА, являются идентичными. В одном варианте реализации изобретения ВСМА-

антитело представляет собой антитело, содержащее последовательности CDR антитела 21, 22 или 42, 

антитела, содержащего последовательности VH и VL антитела 21, 22 или 42, или антитела, содержащего 

последовательности VH, VL, СН1 и CL антитела 21, 22 или 42. 

В одном варианте реализации изобретения биспецифическое антитело содержит в качестве Fab-

фрагментов и Fc-части не более одного Fab-фрагмента анти-CD3 антитела, не более двух Fab-фрагментов 

анти-ВСМА антитела и не более одной Fc-части в одном варианте реализации Fc-части человека. В од-

ном варианте реализации изобретения второй Fab-фрагмент анти-ВСМА антитела связан посредством 

своего С-конца либо с N-концом Fab-фрагмента анти-CD3 антитела, либо с шарнирным участком Fc-

части. В одном варианте реализации изобретения связь осуществляется между СН1 BCMA-Fab и VL 

CD3-Fab (перекрест VL/VH). 

В одном варианте реализации изобретения часть антитела, специфически связывающаяся с CD3 че-

ловека, в одном варианте реализации изобретения Fab-фрагмент характеризуется наличием вариабельно-

го домена VH, содержащим CDR тяжелой цепи с SEQ ID NO: 1, 2 и 3, соответственно, CDR1, CDR2 и 

CDR3 легкой цепи и вариабельного домена VL, содержащего CDR легкой цепи с SEQ ID NO: 4, 5 и 6, 

соответственно, CDR1, CDR2 и CDR3 анти-CD3ε антитела (CDR MAB CD3). В одном варианте реализа-

ции изобретения часть антитела, специфически связывающаяся с CD3 человека, характеризуется тем, что 

вариабельные домены содержат SEQ ID NO: 7 и 8 (VHVL MAB CD3). 

Изобретение относится к биспецифическому антителу, специфически связывающемуся с внекле-

точным доменом ВСМА человека и CD3ε человека, характеризующемуся наличием набора тяжелых и 

легких цепей, выбранных из группы, состоящей из полипептидов 

i) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50 и SEQ ID NO: 51 (2x); (набор 1 ТСВ антитела 21), 

ii) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 и SEQ ID NO: 54 (2x) (набора 2 ТСВ антитела 22) 

и 

iii) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56 и SEQ ID NO: 57 (2x) (набора 3 ТСВ антитела 

42). 

В одном варианте реализации изобретения биспецифическое антитело в соответствии с изобретени-

ем характеризуется тем, что СН3-домен одной тяжелой цепи и СН3-домен другой тяжелой цепи, каждый, 

встречается с поверхностью, которая включает исходную поверхность между СН3-доменами антитела; 

причем указанная поверхность изменена для облегчения образования биспецифического антитела, при 

этом изменение характеризуется тем, что 
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a) СН3-домен одной тяжелой цепи изменен так, что на исходной поверхности СН3-домена одной 

тяжелой цепи, которая встречается с исходной поверхностью СН3-домена другой тяжелой цепи в преде-

лах биспецифического антитела, аминокислотный остаток заменен аминокислотным остатком, имеющим 

более объемную боковую цепь, тем самым создавая выпуклость на поверхности СН3-домена одной тя-

желой цепи, которая допускает размещение в полости поверхности СН3-домена другой тяжелой цепи, а 

b) СН3-домен другой тяжелой цепи изменен так, что на исходной поверхности второго СН3-

домена, которая встречается с исходной поверхностью первого СН3-домена в пределах биспецифическо-

го антитела, аминокислотный остаток заменен аминокислотным остатком, имеющим менее объемную 

боковую цепь, тем самым создавая полость на поверхности второго СН3-домена, в которой допускается 

размещение выпуклости поверхности первого СН3-домена. 

В одном варианте реализации изобретения такое биспецифическое антитело характеризуется тем, 

что указанный аминокислотный остаток, имеющий более объемную боковую цепь, выбран из группы, 

состоящей из аргинина (R), фенилаланина (F), тирозина (Y), триптофана (W). 

В одном варианте реализации изобретения такое биспецифическое антитело характеризуется тем, 

что указанный аминокислотный остаток, имеющий менее объемную боковую группу, выбран из группы, 

состоящей из аланина (А), серина (S), треонина (Т), валина (V). 

В одном варианте реализации изобретения такое биспецифическое антитело характеризуется тем, 

что оба СН3-домена дополнительно изменены путем введения цистеина (С), в виде аминокислоты в со-

ответствующие положения каждого СН3-домена. 

В одном варианте реализации изобретения такое биспецифическое антитело характеризуется тем, 

что один из константных доменов СН3 тяжелой цепи обеих тяжелых цепей заменены константным до-

меном СН1 тяжелой цепи; а другой константный домен СН3 тяжелой цепи заменен константным доме-

ном CL легкой цепи. 

Изобретение дополнительно относится к антителу в соответствии с изобретением, содержащему 

модифицированную Fc-часть, индуцирующую гибель клеток на 20% или больше клеток из препарата 

ВСМА-экспрессирующих клеток через 24 ч при концентрации указанного антитела 100 нМ по механиз-

му АЗКЦ относительно контроля в идентичных условиях с использованием того же антитела с исходной 

Fc-частью в качестве контроля. Такое антитело в одном варианте реализации изобретения представляет 

собой голое антитело. 

В одном варианте реализации изобретения антитело в соответствии с изобретением представляет 

собой антитело с количеством фукозы 60% или менее от общего количества олигосахаридов (углеводов) 

на Asn297 (см., например, US 20120315268). 

В одном варианте реализации изобретения Fc-часть содержит аминокислотные замены, которые 

введены в Fc-часть человека и описаны в SEQ ID NO: 55 и 56. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлен химерный антигенный рецептор 

(CAR) анти-ВСМА антитела в соответствии с изобретением. В таком варианте реализации изобретения 

анти-ВСМА антитело состоит из одноцепочечного VH- и VL-домена антитела в соответствии с изобре-

тением и CD3-дзета трансмембранного и эндодомена. Предпочтительно домен CD3-дзета связан посред-

ством спейсера с С-концом указанного VL-домена, а N-конец VL-домена связан посредством спейсера с 

С-концом указанного VH-домена. Химерные антигенные рецепторы ВСМА-антител, приемлемые транс-

мембранные домены и эндодомены и способы их продукции описаны, например, в Ramadoss N.S. et al., J. 

Am. Chem. Soc. J., DOI: 10.1021/jacs.5b01876 (2015), Carpenter R.O. et al., Clin. Cancer. Res. DOI: 

10.1158/1078-0432.CCR-12-2422 (2013), WO 2015052538 и WO 2013154760. 

Дополнительно в вариантах реализации изобретения представлены антитела Mab21, Mab22, Mab42, 

Mab27, Mab33 и Mab39, описанные в данном документе по их CDR-последовательностям и/или VH/VL-

последовательностям, вместе с описанными CL- и СН1-последовательностями, антигенсвязывающие 

фрагменты, особенно Fab-фрагменты, биспецифические антитела, связывающиеся с ВСМА и CD3, с и 

без Fc-части, биспецифические антитела в описанных формах, особенно форма 2+1, и биспецифические 

антитела с тяжелыми и легкими цепями, как описано в данном документе, особенно, как описано в табл. 

1А. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлен способ получения анти-ВСМА 

антитела, которое деплетирует (снижает количество) в биспецифической форме в соответствии с изобре-

тением злокачественные плазматические клетки человека в аспиратах множественной миеломы костного 

мозга по меньшей мере до 80% после 48 ч лечения в концентрации между 10 нМ до 1 фМ включительно, 

охарактеризованные по методу пэннинга вариабельной тяжелой цепи (VH) и вариабельной легкой цепи 

(VL) библиотеки фагового дисплея антитела 83А10 (библиотека VH, библиотека VL) с 1-50 нМ ВСМА 

яванского макака в 1-3 циклах и при отборе вариабельной легкой цепи и вариабельной тяжелой цепи, 

которые имеют такие свойства, как биспецифическое связывающее Т-клетки антитело. Предпочтительно 

пэннинг осуществляют в 3 циклах с использованием 50 нм ВСМА яванского макака для цикла 1, 25 нм 

ВСМА яванского макака для цикла 2 и 10 нМ ВСМА яванского макака для цикла 3. Предпочтительно 

библиотеки рандомизируют либо по CDR1 и CDR2 легкой цепи, либо CDR1 и CDR2 тяжелой цепи. 

Предпочтительно идентифицируют легкую и тяжелую цепи, каждая из которых связывает Fab-фрагмент, 
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содержащий в дополнение соответствующий VH или VL антитела 83А10, huBCMA с Kd от 50 пМ до 5 

нМ и ВСМА яванского макака с Kd от 0,1 до 20 нМ. Предпочтительно биспецифическая форма пред-

ставляет собой форму по фиг. 2А, включающую соответствующие константные домены VL и VH замены 

CD3 Fab друг другом и в пределах обоих аминокислотных замен Fab ВСМА K213Е K147Е в СН1-домене 

и аминокислотных замен E123R и Q124K в CL-домене. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлен способ получения антитела в со-

ответствии с изобретением, включающий этапы 

a) трансформирование клетки-хозяина 

b) векторами, содержащими молекулы нуклеиновых кислот, кодирующие легкую цепь и тяжелую 

цепь антитела в соответствии с изобретением, 

c) культивирование клетки-хозяина в условиях, которые обеспечивают синтез указанной молекулы 

антитела, и 

d) выделение указанной молекулы из указанной культуры. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлен способ получения биспецифиче-

ского антитела в соответствии с изобретением, включающий этапы 

e) трансформирование клетки-хозяина 

f) векторами, содержащими молекулы нуклеиновых кислот, кодирующие легкую цепь и тяжелую 

цепь антитела, специфически связывающегося с первой мишенью, 

g) векторами, содержащими молекулы нуклеиновых кислот, кодирующие легкую цепь и тяжелую 

цепь антитела, специфически связывающегося со второй мишенью, причем вариабельные домены VL и 

VH или константные домены CL и СН1 заменяют друг друга; 

h) культивирование клетки-хозяина в условиях, которые обеспечивают синтез указанной молекулы 

антитела и 

i) выделение указанной молекулы из указанной культуры. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлена клетка-хозяин, содержащая век-

торы, включающие молекулы нуклеиновых кислот, кодирующие антитело в соответствии с изобретени-

ем. В дополнительном варианте реализации изобретения представлена клетка-хозяин, содержащая век-

торы, включающие молекулы нуклеиновых кислот, кодирующие легкую цепь и тяжелую цепь антитела, 

специфически связывающегося с первой мишенью, и векторы, включающие молекулы нуклеиновых ки-

слот, кодирующие легкую цепь и тяжелую цепь антитела, специфически связывающегося со второй ми-

шенью, причем вариабельные домены VL и VH или константные домены CL и СН1 заменяют друг друга. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлена фармацевтическая композиция, 

содержащая антитело в соответствии с изобретением, и фармацевтически приемлемый наполнитель. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлена фармацевтическая композиция, 

содержащая антитело в соответствии с изобретением, для применения в качестве лекарственного средст-

ва. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлена фармацевтическая композиция, 

содержащая антитело в соответствии с изобретением, для применения в качестве лекарственного средст-

ва при лечении нарушений, связанных с плазматическими клетками. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлена фармацевтическая композиция, 

содержащая антитело в соответствии с изобретением, для применения в качестве лекарственного средст-

ва при лечении множественной миеломы. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлена фармацевтическая композиция, 

содержащая антитело в соответствии с изобретением, для применения в качестве лекарственного средст-

ва при лечении системной красной волчанки. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлена фармацевтическая композиция, 

содержащая антитело в соответствии с изобретением, включая мультиспецифическое антитело, голое 

антитело с улучшенной АЗКЦ, конъюгат антитела-лекарственного средства, мультиспецифическое анти-

тело или биспецифическое антитело, для применения в качестве лекарственного средства при лечении 

антитело-опосредованного отторжения. 

В одном варианте реализации изобретения антитело в соответствии с изобретением можно приме-

нять для лечения связанных с плазматическими клетками нарушениями, как множественная миелома 

(ММ) или другие связанные с плазматическими клетками нарушения, при которых экспрессируется 

ВСМА, как описано ниже. ММ представляет собой плазмаклеточное злокачественное заболевание, ха-

рактеризующееся моноклональным распространением и накоплением аномальных плазматических кле-

ток в компартменте костного мозга. При ММ также происходит циркуляция клональных клеток плазма-

тических клеток с одинаковой перестройкой генов IgG и соматической гипермутацией. ММ возникает 

вследствие асимптоматического, предракового патологического состояния, называемого моноклональная 

гаммапатия неясного генеза (МГНГ), которое характеризуется низкими уровнями плазматических клеток 

костного мозга и моноклонального белка. Клетки ММ пролиферируют с малой скоростью. ММ возника-

ет из прогрессирующего образования множественных структурных хромосомных изменений (например, 

несбалансированных транслокаций). При ММ происходит согласованное взаимодействие злокачествен-
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ных плазматических клеток и микроокружения костного мозга (например, нормальных стромальных 

клеток костного мозга). Клинические признаки активной ММ включают резкое возрастание количества 

моноклональных антител, переполнение плазматическими клетками костного мозга, литическими очага-

ми в костной ткани и разрушение костной ткани, возникающее из-за сверхстимуляции остеокластов (Di-

mopulos & Terpos, Ann Oncol. 2010; 21 suppl 7: vii143-150). Другое нарушение плазматических клеток 

вовлекает плазматические клетки, т.е. экспрессия ВСМА представляет собой системную красную вол-

чанку (СКВ), также известную как волчанка. СКВ представляет собой системное аутоиммунное заболе-

вание, которое может поражать любую часть организма и проявляющееся в атаке иммунной системой 

собственных клеток и тканей организма, что приводит к хроническому воспалению и повреждению тка-

ней. Это проявление реакции гиперчувствительности III типа, при которой осаждаются аутоиммунные 

комплексы и вызывают дальнейший иммунный ответ (Inaki & Lee, Nat Rev Rheumatol 2010; 6: 326-337). 

Последующие связанные с плазматическими клетками нарушения представляют собой плазмоклеточный 

лейкоз и AL-амилоидоз (см. также примеры 19 и 20). При этих связанных с плазматическими клетками 

нарушениях предполагается, что деплетирование плазматических клеткок/злокачественных плазматиче-

ских клеткок антителами в соответствии с этим изобретением должно приносить пользу пациентам, 

страдающим от такого заболевания. 

В дополнительном варианте реализации этого изобретения представлено антитело в соответствии с 

изобретением для лечения антитело-опосредованного отторжения аллотрансплантата, вовлекающего 

плазматические клетки и аллоантитела, включая острое и хроническое антитело-опосредованное оттор-

жение (АОО). Острое АОО характеризуется дисфункцией трансплантата, которое происходит через не-

сколько дней и является результатом либо предварительно образованных, либо образовавшихся de novo 

после трансплантации донорских специфических антител. Отторжение происходит в около 5-7% от всех 

трансплантантов и вызывает 20-48% случаев острого отторжения среди предсенсибилизированных паци-

ентов с положительной перекрестной пробой (Colvin and Smith, Nature Rev Immunol 2005; 5 (10): 807-

817). Гистопатология у пациентов с острым АОО часто проявляется в выделении эндотелиальных кле-

ток, нейропатической инфильтрации из гломерул и перитубулярных капилляров, фибриновых тромбах, 

интерстициальном отеке и кровотечении (Trpkov et al. Transplantation 1996; 61 (11): 1586-1592). AOO 

может идентифицироваться с помощью C4d-окрашивания или других улучшенных методов обнаружения 

антител в биоптатах аллотрансплантантов. Другая форма АОО, также известная как хроническое повре-

ждение аллотрансплантата, при которой также участвуют донорские специфические антитела, но она 

проявляется в течение месяцев и даже лет после трансплантации. Она выражается как гломерулопатия 

трансплантата (также известная как хроническая гломерулопатия аллотрансплантата) при проведении 

биопсий почек и характеризуется гломерулярным мезангиальным расширением и удвоением базальной 

мембраны капилляров (Regele et al. J. Am. Soc. Nephrol. 2002; 13(9): 2371-2380). Клинические проявления 

могут варьировать среди пациентов, проходя асимптоматически на ранних стадиях с возникновением 

ряда нефротических протеинурий, повышенного давления и дисфункции аллотрансплантата на поздних 

стадиях. Прогрессирование заболевания может быть достаточно быстрым, особенно с сохраняющимся 

ААО, приводя к недостаточности трансплантата в течение месяцев (Fotheringham et al. Nephron - Clin 

Pract 2009; 113(1): c1-c7). Частота распространения гломерулопатии трансплантата при проведении био-

псий у пациентов варьирует от 5% через 1 год до 20% через 5 лет (Cosio et al. Am. J. Transplant 2008; 8: 

292-296). 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлено антитело в соответствии с изо-

бретением для применения в качестве лекарственного средства. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлена фармацевтическая композиция, 

содержащая антитело в соответствии с изобретением, для применения в качестве лекарственного средст-

ва. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлена фармацевтическая композиция, 

содержащая голое антитело или биспецифическое антитело в соответствии с изобретением, для приме-

нения в качестве лекарственного средства. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлена фармацевтическая композиция, 

содержащая антитело в соответствии с изобретением с повышенной эффекторной функцией, для приме-

нения в качестве лекарственного средства. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлена фармацевтическая композиция, 

содержащая антитело в соответствии с изобретением с пониженной эффекторной функцией, для приме-

нения в качестве лекарственного средства. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлена фармацевтическая композиция, 

содержащая антитело в соответствии с изобретением, в виде биспецифического антитела для примене-

ния в качестве лекарственного средства. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлена фармацевтическая композиция, 

содержащая антитело в соответствии с изобретением, в виде мультиспецифического антитела для при-

менения в качестве лекарственного средства. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлена фармацевтическая композиция, 
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содержащая антитело в соответствии с изобретением, в виде конъюгата с терапевтическим средством 

(конъюгатом лекарственного средства), например с цитотоксическим средством или радиоактивной мет-

кой для применения в качестве лекарственного средства. 

В дополнительном варианте реализации изобретения представлена фармацевтическая композиция, 

содержащая антитело в соответствии с изобретением, в виде диатела для применения в качестве лекарст-

венного средства. 

В одном варианте реализации изобретения антитело в соответствии с изобретением, особенно в ви-

де биспецифического антитела против CD3 и ВСМА, вводят один раз или два раза в неделю в одном ва-

рианте реализации изобретения посредством подкожного введения (например, в одном варианте реали-

зации изобретения в диапазоне доз от 0,1 до 2,5, предпочтительно до 25 мг/м
2
/неделю, предпочтительно 

до 250 мг/м
2
/неделю). Благодаря превосходной цитотоксической активности антитела в соответствии с 

изобретением его можно вводить, по меньшей мере, в таком же объеме клинического диапазона доз (или 

даже меньшем) по сравнению с традиционными моноспецифическими антителами или традиционными 

биспецифическими антителами, которые не являются биспецифическими для Т-клеток (т.е. не связыва-

ются с CD3 на одном плече). Предусмотрено, что для антитела в соответствии с изобретением в условиях 

клиники предпочтительно подкожное введение (например, в диапазоне доз 0,1- 250 мг/м
2
/неделю). В до-

полнение к этому для пациентов с высокими уровнями сывороточных APRIL и BAFF (например, паци-

ентов с множественной миеломой) может не потребоваться увеличивать дозу антитела в соответствии с 

изобретением, так как оно может не подвергаться конкуренции с лигандами. И наоборот, у таких паци-

ентов могут потребовать увеличения доз других блокирующихся лигандами/конкурирующих анти-

ВСМА антител. Другим преимуществом антитела в соответствии с изобретением является получение 

периода полувыведения от около 4 до 12 суток, что позволяет проводить введение по меньшей мере один 

или два раза в неделю. 

В одном варианте реализации изобретения антитело в соответствии с изобретением в случае голо-

го/неконъюгированного моноспецифического антитела с улучшенной АЗКЦ, представляет собой антите-

ло со свойствами, позволяющими проводить лечение один/два раза в неделю внутривенным путем, но 

предпочтительно путем подкожного введения (например, с дозировкой в диапазоне 200-2000 

мг/м/неделю в течение 4 недель). Предусмотрено, что для антитела в соответствии с изобретением в ус-

ловиях клиники возможно и предпочтительно подкожное введение (например, в диапазоне доз 200-2000 

мг/м /неделю в зависимости от показаний при заболевании). В дополнение к этому у пациентов с высо-

кими уровнями сывороточных APRIL и BAFF (например, пациентов с множественной миеломой) может 

не потребоваться увеличивать дозу антитела в соответствии с изобретением (например, неблокирующе-

гося лигандами/конкурирующего антитела), так как оно может не подвергаться конкуренции с лиганда-

ми. И наоборот, у таких пациентов могут потребовать увеличения доз других блокирующихся лиганда-

ми/конкурирующих анти-ВСМА антител, делая подкожные введения технически более сложными (на-

пример, фармацевтически). Другое преимущество антитела в соответствии с изобретением основано на 

включении Fc-части, которая связана с периодом полувыведения от 4 до 12 суток и позволяет проводить 

введение по меньшей мере один или два раза в неделю. 

В дополнительном предпочтительном варианте реализации изобретения представлена диагностиче-

ская композиция, содержащая антитело в соответствии с изобретением. 

Описание фигур 

Фиг. 1. Биспецифические бивалентные антитела, содержащие только Fab-фрагменты (специфиче-

ские к CD3 и ВСМА) и Fc-часть, как указано: (A) Fab BCMA(RK/EE)-Fc-Fab CD3; (В) Fab BCMA-Fc-Fab 

CD3(RK/EE). Ак-замены для RK/EE введены в CL-CH1 для снижения неправильного спаривания 

LC/образования побочных продуктов при получении. Fab CD3 содержит перекрест VL-VH для снижения 

неправильного спаривания LC и образования побочных продуктов. 

Фиг. 2. Предпочтительные биспецифические тривалентные антитела, содержащие только Fab-

фрагменты (специфические к CD3 и ВСМА) и Fc-часть, как указано: (A) Fab BCMA(RK/EE)-Fc-Fab CD3-

Fab BCMA(RK/EE); (B) Fab BCMA-Fc-Fab CD3(RK/EE)-Fab ВСМА; (С) Fab BCMA(RK/EE)-Fc-Fab 

BCMA(RK/EE)-Fab CD3; (D) Fab BCMA-Fc-Fab BCMA-Fab CD3(RK/EE). Ак-замены для RK/EE введены 

в CL-CH1 для снижения неправильного спаривания LC/образования побочных продуктов при получении. 

Предпочтительно Fab CD3 содержит перекрест VL-VH для снижения неправильного спаривания LC и 

образования побочных продуктов. Предпочтительно Fab CD3 и Fab ВСМА связаны друг с другом гиб-

кими линкерами. 

Фиг. 3. Биспецифические бивалентные антитела, содержащие только Fab-фрагменты (специфиче-

ские к CD3 и ВСМА) и Fc-часть, как указано: (A) Fc-Fab CD3-Fab ВСМА/ЕЕ); (В) Fc-Fab CD3/EE)-Fab 

BCMA; (С) Fc-Fab BCMA/EE)-Fab CD3; (D) Fc-Fab BCMA-Fab CD3/EE). Предпочтительно Fab CD3 со-

держат перекрест VL-VH для снижения неправильного спаривания LC и образования побочных продук-

тов. Fab CD3 и Fab BCMA связаны друг с другом гибкими линкерами. 

Фиг. 4. Перенаправленный лизис Т-клетками клеток Н929 ММ, индуцированный анти-ВСМА/анти-

CD3 биспецифическими антителами Т-клеток, как измерено по высвобождению LDH. Кривые концен-

трации-ответа для лизиса клеток Н929 ММ, индуцированного 21-TCBcv (закрашенный круг), 22-TCBcv 
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(закрашенный треугольник), 42-TCBcv (закрашенный квадрат) по сравнению с 83А10-TCBcv (незакра-

шенный круг, штриховая линия). Для всех анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток 

отмечена зависимая от концентрации гибель клеток Н929, тогда как с контрольным ТСВ гибели не на-

блюдали. Эксперименты выполняли с МКПК донора 1 (А), донора 3 (В), донора 4 (С), донора 5 (D) с ис-

пользованием соотношения эффекторных клеток и опухолевых клеток-мишеней (Е:Т) 10 МКПК к 1 

клетке ММ (см. пример 8). 

Фиг. 5. Перенаправленный лизис Т-клетками клеток L363 ММ, индуцированный анти-ВСМА/анти-

CD3 биспецифическими антителами Т-клеток, как измерено по высвобождению LDH. Кривые концен-

трации-ответа для лизиса клеток L363 ММ, индуцированного 21-TCBcv (закрашенный круг), 22-TCBcv 

(закрашенный треугольник), 42-TCBcv (закрашенный квадрат), по сравнению с 83A10-TCBcv (незакра-

шенный круг, штриховая линия). Для всех анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток 

наблюдали зависимую от концентрации гибель клеток L363, тогда как с контрольным ТСВ гибели не 

наблюдали. Эксперименты выполняли с МКПК донора 1 (А), донора 2 (В), донора 3 (С), донора 4 (D), 

донора 5 (Е) с использованием соотношения эффекторных клеток и опухолевых клеток-мишеней (Е:Т) 10 

МКПК к 1 клетке ММ (см. пример 9). 

Фиг. 6. Перенаправленный лизис Т-клетками клеток RPMI-8226 ММ, индуцированный анти-

BCMA/анти-CD3 биспецифическими антителами Т-клеток, как измерено по высвобождению LDH. Кри-

вые концентрации-ответа для лизиса клеток RPMI-8226 MM, индуцированного 21-TCBcv (закрашенный 

круг), 22-TCBcv (закрашенный треугольник), 42-TCBcv (закрашенный квадрат), по сравнению с 83A10-

TCBcv (незакрашенный круг, штриховая линия). Для всех анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических анти-

тел Т-клеток наблюдали зависимую от концентрации гибель клеток RPMI-8226, тогда как с контрольным 

ТСВ гибели не наблюдали. Эксперименты выполняли с МКПК донора 2 (А), донора 3 (В), донора 4 (С), 

донора 5 (D) с использованием соотношения эффекторных клеток и опухолевых клеток-мишеней (Е:Т) 

10 МКПК к 1 клетке ММ (см. пример 10). 

Фиг. 7. Перенаправленный лизис Т-клетками клеток JJN-3, индуцированный анти-ВСМА/анти-CD3 

биспецифическими антителами Т-клеток, как измерено методом проточной цитометрии. Зависимая от 

концентрации гибель клеток JJN-3 под действием 22-TCBcv (закрашенный треугольник), 42-TCBcv (за-

крашенный квадрат) по сравнению с 83A10-TCBcv (незакрашенный круг, штриховая линия). Определяли 

и отмечали на графике процентное содержание аннексин-V-позитивных клеток JJN-3 (А, C) и лизис опу-

холевых клеток (В, D). Процент лизиса клеток JJN-3, индуцированного конкретной концентрацией анти-

ВСМА/анти-CD3 биспецифического антитела Т-клеток, определенной согласно следующего описания: 

абсолютное число аннексин-V-негативных клеток JJN-3 при данной концентрации ТСВ и вычитание его 

из абсолютного числа аннексин-V-негативных клеток JJN-3 без использования ТСВ, деленное на абсо-

лютное число аннексин-V-негативных клеток JJN-3 без использования ТСВ. Эксперименты выполняли с 

МКПК 2 доноров: доноров 1 (А, В) и доноров 2 (С, D) с использованием соотношения Е:Т 10 МКПК к 1 

клетке ММ (см. пример 11). 

Фиг. 8. Перенаправленный лизис Т-клетками миеломных плазматических клеткок костного мозга 

пациента с множественной миеломой в присутствии аутологических инфильтрирующих костный мозг Т-

клеток (аспираты цельного костного мозга пациента), индуцированный анти-ВСМА/анти-CD3 биспеци-

фическими антителами Т-клеток, как измерено методом многопараметровой проточной цитометрии. 

Процентное содержание аннексин-V-позитивных миеломных плазматических клеток определяли и отме-

чали на графике по сравнению с концентрациями ТСВ. Наблюдали зависимый от концентрации и специ-

фический лизис миеломных плазматических клеток пациента без наблюдения лизиса Т-клеток, В-клеток 

и NK-клеток на основании 8-цветного многопараметрового набора. Не отмечена индукция клеточной 

гибели миеломных плазматических клеток с помощью контрольного ТСВ при наибольшей концентрации 

исследованных антител ТСВ. По сравнению с ними более активными в отношении индукции гибели ми-

еломных плазматических клеткок костного мозга пациента были 83A10-TCBcv (A), 42-TCBcv (В) и 22-

TCBcv (С) (см. пример 13). 

Фиг. 9. Перенаправленный лизис Т-клетками миеломных плазматических клеткок костного мозга 

пациента с множественной миеломой в присутствии аутологических инфильтрирующих костный мозг Т-

клеток (аспираты цельного костного мозга пациента), индуцированный анти-ВСМА/анти-CD3 биспеци-

фическими антителами Т-клеток, как измерено методом проточной цитометрии. Процентное содержание 

аннексин-V-негативных миеломных плазматических клеток определяли и отмечали на графике по срав-

нению с концентрациями ТСВ. Наблюдали зависимый от концентрации и специфический лизис миелом-

ных плазматических клеткок пациента без наблюдения лизиса незлокачественных клеток костного мозга 

(данные не показаны). Не наблюдали индукцию клеточной гибели миеломных плазматических клеток с 

помощью контрольного ТСВ при наибольшей концентрации исследованных антител ТСВ (данные не 

показаны). По сравнению с ними более активными в отношении индукции гибели миеломных плазмати-

ческих клеток костного мозга пациента были 83A10-TCBcv, 42-TCBcv и 22-TCBcv, что отображено зави-

симым от концентрации снижением жизнеспособных (аннексин-V-негативных) миеломных плазматиче-

ских клеток. Репрезентативные эксперименты для пациента 001 (А) и пациента 007 (В) (см. пример 13). 

Фиг. 10. Перенаправленный лизис Т-клетками миеломных плазматических клеток костного мозга 
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пациента с множественной миеломой в присутствии аутологических инфильтрирующих костный мозг Т-

клеток, индуцированный анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифическими антителами Т-клеток, как измерено 

методом проточной цитометрии. Определяли процентное содержание негативных по пропидию йодиду 

миеломных плазматических клеток и отмечали на графике зависимость процентного содержания жизне-

способных плазматических клеток костного мозга относительно контроля со средой (МС) от концентра-

ций ТСВ. Наблюдали зависимый от концентрации и специфический лизис миеломных плазматических 

клеток пациента (А-G) без наблюдения лизиса микроокружения костного мозга (ВММЕ) (Н). Не наблю-

дали индукцию клеточной гибели миеломных плазматических клеткок с помощью контрольного ТСВ 

при наибольшей концентрации исследованных антител ТСВ. По сравнению с ними более активными в 

отношении индукции гибели миеломных плазматических клеток костного мозга пациента были 83A10-

TCBcv, 42-TCBcv и 22-TCBcv, что отображено зависимым от концентрации снижением жизнеспособных 

(негативных по пропидию йодиду) миеломных плазматических клеток. Влияние считалось статистиче-

ски значимым, если значение Р - его соответствующего статистического критерия составляло <5% (*), 

<1% (**) или <0,1% (***). Эксперименты выполняли с использованием образцов аспирата костного моз-

га, отобранных у пациента 1 (А), пациента 2 (В), пациента 3 (С), пациента 4 (D), пациента 5 (Е), пациента 

6 (F) и пациента 7 (G, Н) (см. пример 13). 

Фиг. 11. Активация Т-клеток костного мозга пациента с миеломой в присутствии плазматических 

клеткок костного мозга (аспираты цельного костного мозга пациента), индуцированная анти-

BCMA/анти-CD3 биспецифическими антителами Т-клеток, как измерено методом многопараметровой 

проточной цитометрии (8-цветный окрашивающий набор). Величину активации Т-клеток сравнивали 

среди 83A10-TCBcv (A), 42-TCBcv (В) и 22-TCBcv (С) (см. пример 14). 

Фиг. 12. Концентрации 83A10-TCBcv измеряли в образцах сыворотки (закрашенные символы со 

сплошными линиями) и образцах костного мозга (незакрашенные символы с штриховыми линиями) по-

сле однократной внутривенной (ВВ) инъекции яванским макакам 0,003, 0,03 и 0,1 мг/кг 83А10-TCBcv. 

Выполняли отбор образцов сыворотки до введения доз и через 30, 90, 180 мин, 7, 24, 48, 96, 168, 336, 504 ч 

после введения доз. Образцы костного мозга отбирали до введения доз и через 96 и 336 ч после введения 

доз (см. пример 16). 

Фиг. 13. У яванских макак наблюдали перераспределение периферических Т-клеток после одно-

кратной ВВ-инъекции 83A10-TCBcv (0,003, 0,03 и 0,3 мг/кг). Животные А и В, С и D, и Е и F, соответст-

венно, получали ВВ-инъекцию 0,003, 0,03 и 0,3 мг/кг 83A10-TCBcv. Абсолютные числа клеток Т-клеток 

крови (CD2+ клеток на мкл крови) отмечали на графике по сравнению со временем после лечения (см. 

пример 16). 

Фиг. 14. У яванских макак наблюдали снижение плазматических клеткок крови после однократной 

ВВ-инъекции 83A10-TCBcv (0,3 мг/кг), как измерено методом многопараметровой проточной цитомет-

рии. Плазматические клетки (PC) идентифицировали на основе 6-цветного окрашивающего набора, из-

меряли и отмечали на контурных графиках (А) процентные превышения PC над лимфоцитами. На гра-

фике (В) отмечена кинетика деплетирования плазматических клеткок крови после лечения с помощью 

0,3 мг/кг 83A10-TCBcv яванских макак (см. пример 16). 

Фиг. 15. Противоопухолевая активность, индуцированная 83A10-TCBcv, анти-ВСМА/анти-CD3 

биспецифическим антителом Т-клеток в модели ксенотрансплантата миеломы Н929 человека с исполь-

зованием МКПК-гуманизированных NOG-мышей. Иммунодефицитные NOD/Shi-scid IL2r-гамма(нуль) 

(NOG) мыши на сутки 0 (d0) получали клетки множественной миеломы человека Н929 в виде подкожной 

(ПК) инъекции в правую область спины. На сутки 15 (d15) NOG-мыши получали однократную внутри-

брюшинную (ВБ) инъекцию МКПК человека. Затем мышей тщательно случайным образом распределяли 

на различные группы лечения и контрольные группы (n=9/группу) и выполняли статистическое исследо-

вание для исследования гомогенности между группами. Экспериментальные группы представляли собой 

контрольную не получавшую лечения группу, получавшую лечение контрольным ТСВ группу, получав-

шую лечение 2,6 нМ/кг 83A10-TCBcv группу и получавшую лечение 2,6 нМ/кг BCMA50-BiTE 

(BCMA×CD3 (scFv)2) группу. Лечение антителами производили путем инъекции в хвостовую вену, на-

чавшееся на сутки 19 (d19), т.е. 19 суток после ПК-инъекции опухолевых клеток Н929. Схема лечения 

антителами ТСВ состояла из еженедельного ВВ-введения в течение до 3 недель (т.е. всего 3 инъекции 

антитела ТСВ). Во время исследования измеряли объем опухолей (TV) штангенциркулем и оценивали 

прогрессирование путем сравнения TV между группами. Отмечали на графике TV (мм
3
) в зависимости 

от дня после инъекции опухолей. На d19, первый день лечения, средний объем опухоли достиг 300±161 

мм
3
 для леченной носителем контрольной группы (А), 315±148 мм

3
 для получавшей лечение 2,6 нМ/кг 

контрольного ТСВ группы (А), 293±135 мм
3
 для получавшей 2,6 нМ/кг 83A10-TCBcv группы (В) и 

307±138 мм
3
 для получавшей 2,6 нМ/кг BCMA50-BiTE группы (С). Значение TV каждой отдельной 

мыши в экспериментальной группе отмечали на графике в зависимости от суток после инъекции опухо-

лей: (А) контрольные группы, включали получавшую контрольный носитель (сплошная линия) и кон-

трольный ТСВ (штриховая линия), (В) 83A10-TCBcv (2,6 нМ/кг) группу и (С) BCMA50-BiTE (2,6 

нМ/кг). Черные стрелки показывают лечение ТСВ, предоставляемое ВВ-инъекцией. В получавшей 
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83A10-TCBcv (2,6 нМ/кг) группе 6 из 9 мышей (67%) имели опухоли, регрессировавшие ниже значений 

TV, зафиксированных на d19, т. е. первое лечения с помощью ТСВ, а регрессия опухолей сохранялась до 

завершения исследования. У 3 мышей в получавшей лечение 83A10-TCBcv (2,6 нМ/кг) группе, для кото-

рых не удалось показать регрессию опухоли, были значения TV равные, соответственно, 376, 402 и 522 

мм
3
 на d19. В противоположность этому ни у одной из 9 мышей (0%), которых лечили эквимолярной 

дозой BCMA50-BiTE (2,6 нМ/кг) по схеме раз в неделю в течение 3 недель, имели регрессию опухолей 

в любой момент времени (см. пример 17). 

Фиг. 16. Процентное значения роста опухоли (TG) рассчитывали в течение от d19 до d43 и сравни-

вали между получавшими 83A10-TCBcv (2,6 нМ/кг) и BCMA50-BiTE (2,6 нМ/кг) группами. Процент-

ное значения роста опухоли, определенное как TG, определяли путем расчета TG (%) = 100× (медиана 

TV анализируемой группы)/(медиана TV получавшей носитель контрольной группы). По этической при-

чине мышей подвергали эвтаназии, когда TV достигало по меньшей мере 2000 мм
3
. Значение TG (%) 

согласованно и значимо снижалось в получавшей 83A10-TCBcv (2,6 нМ/кг) группе, а также TG (%) все-

гда было ниже по сравнению с BCMA50-BiTE (2,6 нМ/кг) (см. пример 17). 

Фиг. 17. Данные поверхностного плазмонного резонанса (ППР) 70 клонов, отобранных при прове-

дении ELISA. Все эксперименты выполняли при 25°С с использованием в качестве подвижного буфера 

PBST (10 мМ ФСБ, рН 7,4 и 0,005% (об./об.) Tween20) на приборе ProteOn XPR36, оборудованном био-

сенсором с сенсорными чипами GLC и GLM, и с реактивами для связывания. Иммобилизации выполня-

ли при 30 мкл/мин на чипе GLM. Связывали pAb (козла) анти-hu IgG, F(ab)2 специфическое Ab (Jackson) 

в вертикальном направлении с использованием стандартной аминосвязывающей процедуры: все шесть 

каналов для лигандов активировали в течение 5 мин со смесью EDC (200 мМ) и сульфо-NHS (50 мМ). 

Непосредственно после активации поверхностей pAb (козла) анти-hu IgG, F(ab)2 специфическое антитело 

(50 мкл/мл, 10 мМ ацетат натрия, рН 5) вводили во все шесть каналов в течении 5 мин. В конце каналы 

блокировали с помощью инъекции 1М этаноламина-HCl (рН 8,5) в течение 5 мин. Конечные уровни им-

мобилизации были аналогичны для всех каналов, составляя в диапазоне от 11000 до 11500 RU. Варианты 

Fab захватывались из супернатантов Е. coli путем одновременного введения вдоль пяти отдельных целых 

горизонтальных каналов (30 мкг/мл) в течение 5 мин и это приводило к уровням в диапазоне от 200 до 

900 RU в зависимости от концентрации Fab в супернатанте; кондиционированную среду вводили вдоль 

шестого канала для обеспечения "параллельно работающего" холостого опыта для целей использования 

двойного эталона. Одноступенчатые кинетические измерения выполняли путем введения серии разведе-

ний ВСМА человека и яванского макака (50, 10, 2, 0,4, 0,08, 0 нМ, 50 мкл/мин) в течение 3 мин вдоль 

вертикальных каналов. Диссоциацию отслеживали в течение 5 мин. Данные по кинетике анализировали 

в программе ProteOn Manager v. 2.1. Обработка данных для пятна реакции вовлекала применение этало-

на, полученного при сравнении между пятнами, и стадии измерения двойного эталона с использованием 

параллельного холостого буферного раствора (Myszka, 1999). Обработанные данные от повторных одно-

ступенчатых введений подбирали по простой модели связывания Ленгмюра 1:1 без переноса массы 

(O'Shannessy et al., 1993). 

Фиг. 18. Аффинность связывания ВСМА-антител на клетках HEK-huBCMA при измерении мето-

дом проточной цитометрии. Анти-ВСМА антитела применяли в качестве первого антитела, затем в каче-

стве антитела для выявления использовали вторичное РЕ-меченое антитело против Fc человека. Было 

обнаружено, что связывание антител Mab 21, Mab 22, Mab 27, Mab 39 и Mab 42 с huBCMA на клетках 

HEK не было значимо лучше, чем связывание Mab 83A10 с клетками huBCMA-HEK. 

Фиг. 19. Концентрации 42-TCBcv измеряли в сыворотке и костном мозге после однократной ВВ- 

или ПК-инъекции яванским макакам. Животные получали однократную ВВ- или ПК-инъекцию 42-

TCBcv) и у них отбирали образцы крови в каждый момент времени из периферической вены для ФК-

оценок до введения доз, через 30, 90, 180 мин, 7, 24, 48, 96, 168, 336, 504 ч после введения доз. Образцам 

крови давали свернуться в пробирках для отделения сыворотки в течение 60 мин при комнатной темпе-

ратуре. Сгусток осаждали центрифугированием. Полученную сыворотку непосредственно хранили при  

-80°С до последующего анализа. Образцы костного мозга для ФК-оценки также отбирали из бедренной 

кости под анестезией/обработкой анальгетиками до введения доз, через 96 и 336 ч после введения доз. 

Образцам костного мозга давали свернуться в пробирках для отделения сыворотки в течение 60 мин при 

комнатной температуре. Сгусток осаждали центрифугированием. Полученный костный мозг непосредст-

венно хранили при -80°С до последующего анализа. Выполняли анализ и оценку ФК-данных. Выполняли 

стандартный анализ без компартментов с использованием пакета Watson (v 7.4, Thermo Fisher Scientific 

Waltman, штат Масачусетс, США) или систему Phoenix WinNonlin (v. 6.3, Certara Company, США). Диа-

пазон эффективных концентраций 42-TCBcv в аспиратах костного мозга пациента с множественной мие-

ломой соответствовал от 10 пм до 10 нМ (серая зона). Концентрации в скобках указаны в нМ. 

Фиг. 20. Перенаправленный лизис Т-клетками лейкозных клеток костного мозга пациента с плаз-

моклеточной миеломой в присутствии аутологических Т-клеток или инфильтрирующих костный мозг Т-

клеток, индуцированный анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифическими антителами Т-клеток, как измерено 

методом проточной цитометрии. Определяли процентное содержание негативных по пропидию йодиду 
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миеломных плазматических клеток и отмечали на графике зависимость процентного содержания жизне-

способных плазматических лейкозных клеток костного мозга относительно контроля со средой (МС) от 

концентраций ТСВ. Зависимый от концентрации и специфический лизис плазматических лейкозных кле-

ток пациента наблюдали (А, В), в то время как лизис микроокружения костного мозга (ВММЕ) не на-

блюдался (данные не показаны). Не наблюдали индукцию клеточной гибели миеломных плазматических 

клеток с помощью контрольного ТСВ при наибольшей концентрации исследованных антител ТСВ. 

Очень активными в отношении индукции гибели плазматических лейкозных клеток костного мозга па-

циентов были 42-TCBcv, что отображено зависимым от концентрации снижением жизнеспособных (не-

гативных по пропидию йодиду) миеломных плазматических клеток. Влияние считалось статистически 

значимым, если значение Р-го соответствующего статистического критерия составляло <5% (*), <1% (**) 

или <0,1% (***). На фигуре показаны результаты, полученные из образцов костного мозга пациента 1(А) 

и пациента 2(В) (см. также пример 20). 

Подробное описание изобретения 

Термин "ВСМА, ВСМА-мишень, ВСМА человека", используемый в данном документе, относится к 

антигену созревания В-клеток человека, также известному как ВСМА; TR17_HUMAN, TNFRSF17 (Uni-

Prot Q02223), который представляет собой представителя суперсемейства рецепторов некроза опухолей, 

преимущественно экспрессирующийся в дифференцированных плазматических клетках. Внеклеточный 

домен ВСМА состоит в соответствии с UniProt из аминокислот 1-54 (или 5-51). Термин "антитело против 

ВСМА, анти-ВСМА антитело", используемый в данном документе, относится к антителу, специфически 

связывающемуся с внеклеточным доменом ВСМА. 

Выражения "специфически связывающееся с ВСМА или связывающееся с ВСМА" относятся к ан-

тителу, которое способно связываться с ВСМА-мишенью с достаточной аффинностью, при которой ан-

титело может использоваться в качестве терапевтического средства для нацеливания на ВСМА. В неко-

торых вариантах реализации степень связывания анти-ВСМА антитела с неспецифическим белком, не 

являющимся белком ВСМА, составляет около 10-кратное, предпочтительно >100-кратное меньшее свя-

зывание антитела с ВСМА при измерении, например, методом поверхностного плазмонного резонанса 

(ППР), например Biacore, твердофазным иммуноферментным анализом (ELISA) или проточной цито-

метрией (FACS). В одном варианте реализации изобретения антитело, которое связывается с ВСМА, 

имеет константу диссоциации (Kd) 10
-8

 М или менее, предпочтительно от 10
-8

 до 10
-13

 М, предпочтитель-

но от 10
-9

 до 10
-13

 М. В одном варианте реализации изобретения анти-ВСМА антитело связывается с эпи-

топом ВСМА, который является консервативным среди ВСМА из различных видов, предпочтительно 

человека и яванского макака, и в дополнение предпочтительно также ВСМА мыши и крысы. Выражение 

"биспецифическое антитело специфически связывается с CD3 и ВСМА, биспецифическое антитело про-

тив CD3 и ВСМА" относится к соответствующему определению для связывания с обеими мишенями. 

Антитело, специфически связывающееся с ВСМА (или ВСМА и CD3) не связывается с другими антиге-

нами человека. Поэтому в анализе ELISA значения ОП для таких нерелевантных мишеней будут равны 

или ниже значений, которые ограничивают выявление для специфического анализа, предпочтительно 

>0,3 нг/мл, или равны или ниже значений ОП контрольных образцов без связанного с планшетами 

ВСМА или с трансфицированными клетками HEK293. 

Предпочтительно анти-ВСМА антитело представляет специфически связывается с группой ВСМА, 

состоящей из ВСМА человека и ВСМА млекопитающего нечеловеческого происхождения, предпочти-

тельно ВСМА от яванского макака, мыши и/или крысы. "Гэп яванского макака/человека" относится к 

соотношению аффинностей KD ВСМА яванского макака [M]/KD ВСМА человека [М] (подробности см. 

в примере 3). "Гэп Mab CD3 яванского макака/человека", используемый в данном документе, относится к 

соотношению аффинностей KD CD3 яванского макака [M]/KD CD3 человека [М]. В одном варианте реа-

лизации изобретения биспецифическое анти-ВСМА/анти-CD3 антитело по данному изобретению пока-

зывает диапазон аффинности Mab CD3 яванского макака/человека от 1,25 до 5 или от 0,8 до 1,0. Биспе-

цифическое антитело в соответствии с изобретением в одном варианте реализации характеризуется тем, 

что оно специфически связывается также с CD3 яванского макака. В одном варианте реализации изобре-

тения биспецифическое анти-ВСМА/анти-CD3 антитело по данному изобретению показывает диапазон 

аффинности Mab CD3 яванского макака/человека от 1,25 до 5 или от 0,8 до 1,0. Предпочтительно гэп 

яванского макака/человека находится в одинаковом диапазоне для анти-ВСМА и анти-CD3 антитела. 

Термин "APRIL", используемый в данном документе, относится к рекомбинантному, усеченному 

мышиному APRIL (аминокислоты 106-241; NP_076006). APRIL можно получать, как описано в Ryan, 

2007 (Mol. Cancer. Ther.; 6 (11): 3009-18). 

Термин "BAFF", используемый в данном документе, относится к рекомбинантному, усеченному че-

ловеческому BAFF (UniProt Q9Y275 (TN13B_HUMAN), который можно получать как описано в Gordon, 

2003 (Biochemistry; 42 (20): 5977-5983). Предпочтительно в соответствии с данным изобретением исполь-

зуется His-маркированый BAFF. Предпочтительно His-маркированый BAFF получают клонированием 

ДНК-фрагмента, кодирующего остатки BAFF 82-285 в экспрессионном векторе, создавая слияние с N-

концевым His-маркером с последующим сайтом расщепления тромбином, экспрессией указанного век-

тора и расщеплением выделенного белка тромбином. 
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Анти-ВСМА антитела анализируют методом ELISA на связывание с ВСМА человека с использова-

нием связанного с планшетом ВСМА. Для этого анализа количество связанного с планшетом ВСМА 

предпочтительно составляет 1,5 µг/мл и концентрация(и) находятся в диапазоне от 0,1 пМ до 200 нМ 

используемого анти-ВСМА антитела. 

Термин "NF-κВ", используемый в данном документе, относится к рекомбинантному NF-κВ р50, 

номер доступа (Р19838). Активность NF-κВ МОЖНО измерять путем ДНК-связывания методом ELISA 

экстракта клеток MM NCI-H929 (CRL-9068). Клетки MM NCI-H929, необработанные или обработан-

ные 0,1 мкг/мл TNF-α, 1000 нг/мл обработанного нагреванием НТ-усеченного-BAFF, 1000 нг/мл усечен-

ного-BAFF, от 0,1 пМ до 200 нМ изотипного контроля и с или без от 0,1 пМ до 200 нМ анти-ВСМА ан-

тител инкубировали в течение 20 мин. Активность NF-κВ МОЖНО анализировать с использованием 

функционального ELISA, который выявляет хемилюминесцентный сигнал от р65, связанного с консен-

сусной последовательностью NF-κВ (US 6150090). 

В данном документе термин "дополнительная мишень" используется в значении предпочтительно 

CD3ε. Термин "первая мишень и вторая мишень" означает либо CD3 в качестве первой мишени и ВСМА 

в качестве второй мишени, либо означает ВСМА в качестве первой мишени и CD3 в качестве второй 

мишени. 

Термин "CD3ε или CD3", используемый в данном документе, относится к CD3ε человека, описан-

ным под кодом UniProt P07766 (CD3E_HUMAN). Термин "антитело против CD3ε, анти-CD3ε антитело" 

относится к антителу, специфически связывающемуся с CD3ε. В одном варианте реализации изобрете-

ния антитело содержит вариабельный домен VH, содержащий CDR тяжелой цепи с SEQ ID NO: 1, 2 и 3, 

соответственно, CDR1H, CDR2H и CDR3H тяжелой цепи и вариабельный домен VL, содержащий CDR 

легкой цепи с SEQ ID NO: 4, 5 и 6, соответственно, CDR1L, CDR2L и CDR3L легкой цепи. В одном ва-

рианте реализации изобретения антитело содержит вариабельные домены SEQ ID NO: 7 (VH) и SEQ ID 

NO: 8 (VL). 

Термин "антитело", используемый в данном документе, относится к моноклональному антителу. 

Антитело состоит из двух пар "легкой цепи" (LC) и "тяжелой цепи" (НС) (такие пары легкой цепи (LC)/ 

тяжелой цепи сокращены в данном документе как LC/HC). Легкие цепи и тяжелые цепи таких антител 

представляют собой полипептиды, состоящие из нескольких доменов. Каждая тяжелая цепь содержит 

вариабельный участок тяжелой цепи (сокращенно обозначен в данном документе как HCVR или VH) и 

константный участок тяжелой цепи. Константный участок тяжелой цепи содержит константные домены 

CH1, CH2 и СН3 тяжелой цепи (классы антител IgA, IgD и IgG) и необязательно константный домен СН4 

тяжелой цепи (классы антител IgE и IgM). Каждая легкая цепь содержит вариабельный домен легкой 

цепи VL и константный домен CL легкой цепи. Вариабельные домены VH и VL можно дополнительно 

разделять на участки гипервариабельности, называемые определяющими комплементарность участками 

(CDR), разделенные более консервативными участками, называемыми каркасными участками (FR). Каж-

дый VH и VL состоит из трех CDR и четырех FR, расположенных от аминоконца к карбоксиконцу в сле-

дующем порядке: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. "Константные домены" тяжелой цепи и лег-

кой цепи не принимают непосредственного участия в связывании антитела с мишенью, однако проявля-

ют различные эффекторные функции. Термин "антитело", используемый в данном документе, относится 

также части антитела, которая требуется, по меньшей мере, для специфического связывания с антигеном 

CD3, соответствующего ВСМА. Поэтому такое антитело (или часть антитела) в одном варианте реализа-

ции изобретения может представлять собой Fab-фрагмент, если указанная часть антитела содержится в 

биспецифическом антителе в соответствии с изобретением. Антитело в соответствии с изобретением 

также может представлять собой Fab', F(ab')2, scFv, ди-scFv или привлекающий Т-клетки биспецифиче-

ский активатор (BiTE). 

Термин "антитело" включает, например, антитело мыши, антитело человека, химерное антитело, 

гуманизированное антитело и генетически сконструированные антитела (вариантные или мутантные 

антитела), при условии сохранения их характерных свойств. Особенно предпочтительными являются 

человеческие или гуманизированные антитела, особенно в виде рекомбинантых человеческих или гума-

низированных антител. В дополнительных вариантах реализации изобретения представлены гетероспе-

цифические антитела (биспецифические, триспецифические и т.п.) и другие конъюгаты, например с ци-

тотоксическими малыми молекулами. 

Термин "биспецифическое антитело", используемый в данном документе, в одном варианте реали-

зации изобретения относится к антителу, в котором одна из двух частей тяжелой цепи и легкой цепи 

(HC/LC) специфически связывается с CD3, а другая специфически связывается с ВСМА. Данный термин 

также относится к другим формам биспецифических антител, в соответствии с состоянием техники, в 

одном варианте реализации изобретения к биспецифическим одноцепочечным антителам. 

Термин "ТСВ", используемый в данном документе, относится к биспецифическому антителу, спе-

цифически связывающемуся с ВСМА и CD3. Термин "83A10-TCBcv", используемый в данном докумен-

те, относится к биспецифическому антителу, специфически связывающемуся с ВСМА и CD3, как опре-

делено комбинацией его тяжелых и легких цепей с SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47 (2x) и 
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SEQ ID NO: 48, и как показано на фиг. 2А и описано в ЕР 14179705. Термины "21-TCBcv, 22-TCBcv, 42-

TCBcv", используемые в данном документе, относятся к соответствующим биспецифическим антителам 

Mab21, как определено комбинацией их тяжелых и легких цепей с SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ 

ID NO: 50 и SEQ ID NO: 51 (2x), Mab 22, как определено комбинацией их тяжелых и легких цепей с SEQ 

ID NO: 48, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 и SEQ ID NO: 54 (2x), и Mab42, как определено комбинацией 

их тяжелых и легких цепей с SEQ ID NO: 48 и SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56 и SEQ ID NO: 57 (2x). 

Термин "голое антитело", используемый в данном документе, относится к антителу, которое спе-

цифически связывается с ВСМА, содержит Fc-часть и не конъюгировано с терапевтическим средством, 

например с цитотоксическим средством или радиоактивной меткой. Термин "конъюгированное антитело, 

конъюгат с лекарственным средством", используемый в данном документе, относится к антителу, кото-

рое специфически связывается с ВСМА и конъюгировано с терапевтическим средством, например с ци-

тотоксическим средством или радиоактивной меткой. 

Термин "биспецифическое одноцепочечное антитело", используемый в данном документе, относит-

ся к одной цепи полипептида, содержащей в одном варианте реализации изобретения два связывающих 

домена, один специфически связывается с ВСМА, а другой в одном варианте реализации специфически 

связывается с CD3. Каждый связывающий домен содержит один вариабельный участок из тяжелой цепи 

антитела (VH-участок), отличающийся тем, что данный VH-участок первого связывающего домена спе-

цифически связывается с молекулой CD3, а VH-участок второго связывающего домена специфически 

связывается с ВСМА. Два связывающих домена необязательно соединены друг с другом коротким поли-

пептидным спейсером. Неограничивающий пример полипептидного спейсера представляет собой Gly-

Gly-Gly-Gly-Ser (G-G-G-G-S) и его повторы. Каждый связывающий домен может дополнительно содер-

жать один вариабельный участок из легкой цепи антитела (VL-участок), VH-участок и VL-участок в пре-

делах каждого из первого и второго связывающих доменов, соединенных друг с другом посредством 

полипептидного линкера, достаточно длинные для обеспечения спаривания VH-участка и VL-участка 

первого связывающего домена и VH-участка и VL-участка второго связывающего домена друг с другом 

так, чтобы вместе они были способны специфически связываться с соответствующим первым и вторым 

связывающими доменами (см., например, ЕР 0623679). Биспецифические одноцепочечные антитела так-

же упоминаются, например, в Choi B.D. et al., Expert Opin. Biol. Ther. 2011 Jul; 11(7): 843-53 и Wolf E. et 

al., Drug Discov Today. 2005 Sep 15;10(18): 1237-44. 

Термин "диатело", используемый в данном документе, относится к небольшому бивалентному и 

биспецифическому фрагменту антитела, содержащему вариабельный домен тяжелой цепи (VH), соеди-

ненный с вариабельным доменом легкой цепи (VL) на той же полипептидной цепи (VH- VL), соединен-

ные линкером, который является слишком коротким для образования пары из двух доменов на одной и 

той же цепи (Kipriyanov, Int. J. Cancer 77 (1998), 763-772). Это вызывает спаривание с комплементарны-

ми доменами другой цепи и способствует сборке димерной молекулы с двумя функциональными анти-

генсвязывающими сайтами. Для конструирования биспецифических диател по данному изобретению 

сливают V-домены анти-CD3 антитела и анти-ВСМА антитела для создания двух цепей VH(CD3)-

VL(BCMA), VH(BCMA)-VL(CD3). Каждая цепь сама по себе не способна связываться с соответствую-

щим антигеном, но воссоздает функциональные антигенсвязывающие сайты анти-CD3 антитела и анти-

ВСМА антитела при спаривании с другой цепью. Две молекулы scFv с линкером между вариабельным 

доменом тяжелой цепи и вариабельным доменом легкой цепи, который слишком короткий для внутри-

молекулярной димеризации, совместно экспрессируются и самостоятельно собираются с образованием 

биспецифических молекул с двумя связывающими сайтами на противоположных концах. В качестве 

примера вариабельные участки, кодирующие связывающие домены для ВСМА и CD3, соответственно, 

можно амплифицировать методом ПЦР из ДНК-конструкций, полученных согласно описанию, таким 

образом, чтобы их можно было клонировать в векторе, например pHOG, как описано в Kipiriyanov et al., 

J. Immunol, Methods, 200, 69-77 (1997a). Две scFV-конструкции затем комбинируют в один экспрессион-

ный вектор в требуемой ориентации, благодаря которой линкер VH-VL сокращен для предотвращения 

обратного сворачивания этих цепей на самих себя. ДНК-сегменты разделены СТОП-кодоном и сайтом 

связывания рибосом (RBS). RBS обеспечивает транскрипцию мРНК в качестве бицистронной матрицы, 

которая транслируется рибосомами в два белка, которые нековалентно взаимодействуют с образованием 

молекулы диатела. Диатела, как и фрагменты других антител, обладают преимуществом в том, что они 

могут экспрессироваться в бактериях (Е. coli) и дрожжевой клетке (Pichia pastoris) в функциональной 

форме и с высокими выходами (до Ig/л). 

Термин "тандемные scFV", используемый в данном документе, относится к одноцепочечной Fv-

молекуле (т.е. молекуле, образованной путем связывания вариабельных доменов тяжелой и легкой цепи 

иммуноглобулинов, VH и VL соответственно), как описано, например, в WO 03/025018 и WO 03/048209. 

Такие Fv-молекулы, которые известны как TandAb, содержат четыре вариабельных домена антител, 

причем (i) либо первые два, либо последние два из четырех вариабельных доменов связываются внутри-

молекулярно друг с другом в пределах одной и той же цепи путем образования антигенсвязывающего 

scFv в ориентации VH/VL или VL/VH, (ii) другие два домена связываются внутримолекулярно с соответ-

ствующими VH- или VL-доменами другой цепи с образованием антигенсвязывающих пар VH/VL. В 
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предпочтительном варианте реализации изобретения, как упомянуто в WO 03/025018, мономеры такой 

Fv-молекулы содержат по меньшей мере четыре вариабельных домена, из которых два соседних домена 

одного мономера образуют антигенсвязывающую VH-VL или VL-VH scFv-единицу. 

Термин "DARPin", используемый в данном документе, относится к биспецифической молекуле с 

анкириновым повтором, как описано в US 2009082274. Эти молекулы происходят из природных анкири-

новых белков, которые могут обнаруживаться в геноме человека и представляют собой один из наиболее 

распространенных типов связывающих белков. Модуль библиотеки DARPin определяется последова-

тельностями белков с анкириновым повтором, с использованием 229 анкириновых повторов для перво-

начальной конструкции и другими 2200 для последующего совершенствования. Модули служат строи-

тельными блоками для библиотек DARPin. Модули библиотек напоминают последовательности челове-

ческого генома. DARPin состоит из от 4 до 6 модулей. Поскольку каждый модуль составляет приблизи-

тельно 3,5 кДа, то размер среднего DARPin составляет 16-21 кДа. Выбор связывающих антител выполня-

ется методом рибосомного дисплея, который является полностью бесклеточным и описан в Не М. and 

Taussig M.J., Biochem. Soc. Trans. 2007, Nov; 35(Pt 5):962-5. 

Термин "привлекающий Т-клетки биспецифический активатор" касается слитых белков, состоящих 

из двух одноцепочечных вариабельных фрагментов (scFv) различных антител, или аминокислотных по-

следовательностей из четырех различных генов, на одной пептидной цепи размером около 55 кДа. Один 

из scFv связывается с Т-клетками посредством рецептора CD3, а другой с ВСМА. 

Существует пять типов тяжелых цепей антител млекопитающих, обозначаемых греческими буква-

ми α, δ, ε, γ и µ (Janeway C.A., Jr. et al. (2001). Immunobiology. 5th ed, Garland Publishing). Тип представ-

ляемой тяжелой цепи определяет класс антитела, эти цепи обнаружены в антителах IgA, IgD, IgE, IgG и 

IgM соответственно (Rhoades R.A., Pflanzer R.G. (2002). Human Physiology, 4th ed., Thomson Learning). 

Различные тяжелые цепи отличаются по размеру и составу; α и γ содержат приблизительно 450 амино-

кислот, тогда как µ и ε имеют приблизительно 550 аминокислот. 

Каждая тяжелая цепь имеет два участка, константный участок и вариабельный участок. Констант-

ный участок идентичен во всех антителах того же изотипа, но отличается у антител разных изотипов. 

Тяжелые цепи γ, α и δ содержат константный участок, состоящий из трех константных доменов СН1, 

СН2 и СН3 (в ряд) и шарнирный участок для дополнительной гибкости Woof J., Burton D. Nat. Rev. Im-

munol. 4 (2004) 89-99); тяжелые цепи µ и ε содержат константный участок, состоящий из четырех кон-

стантных доменов CH1, CH2, СН3 и СН4 (Janeway C.A., Jr. et al. (2001). Immunobiology. 5th ed., Garland 

Publishing). Вариабельный участок тяжелой цепи отличается в антителах, образованных разными В-

клетками, но являются одинаковыми для всех антител, образованных одной В-клеткой или клоном В-

клеток. Вариабельный участок каждой тяжелой цепи содержит в длину приблизительно 110 аминокислот 

и состоит из одного домена антитела. 

У млекопитающих существует только два типа легкой цепи, которая называется лямбда (λ) и каппа 

(κ). Легкая цепь имеет два последовательных домена: один константный домен CL и один вариабельный 

домен VL. Приблизительная длина легкой цепи составляет от 211 до 217 аминокислот. В одном варианте 

реализации изобретения легкая цепь представляет собой легкую цепь каппа (κ), а константный домен CL 

в одном варианте реализации изобретения подходит от легкой цепи каппа (K) (константный домен CK). 

Термин "ак-замена", используемый в данном документе, относится к независимой аминокислотной 

замене в константном домене СН1 по аминокислоте в положениях 147 и 213 на глутаминовую кислоту 

(Е) или аспарагиновую кислоту (D), а в константном домене CL аминокислота в положении 124 заменена 

лизином (K), аргинином (R) или гистидином (Н). В одном варианте реализации изобретения дополни-

тельно в константном домене CL аминокислота в положении 123 независимо заменена лизином (K), ар-

гинином (R) или гистидином (Н). В одном варианте реализации изобретения аминокислота 124 пред-

ставляет собой K, аминокислота 147 представляет собой Е, аминокислота 213 представляет собой Е и 

аминокислота 123 представляет собой R. Ак-замены производятся либо в CD3 Fab, либо в одном или 

двух ВСМА Fab. Биспецифические антитела против ВСМА и CD3, как варианты с другим зарядом, опи-

саны в ЕР 14179705, описанные для примера (дополнительно называемые как "заряженные варианты, что 

соответствует замене заряженного варианта"). 

Нумерация всех аминокислот в данном документе выполнена согласно Кабату (Kabat, E.A. et al., 

Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed. Public Health Service, National Institutes of Health, 

Bethesda, MD (1991), NIH Publication 91-3242). 

Термины "моноклональное антитело" или "композиция моноклональных антител", используемая в 

данном документе, относится к препарату из молекул антител с одним аминокислотным составом. 

Термин "антитела" в соответствии с изобретением может касаться любого класса (например, IgA, 

IgD, IgE, IgG и IgM, предпочтительно IgG или IgE) или подкласса (например, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, 

IgA1 и IgA2, предпочтительно IgG1), причем как антитела, из которых подходит бивалентное биспеци-

фическое антитело в соответствии с изобретением, имеет Fc-часть того же подкласса (например, IgG1, 

IgG4 и т.п., предпочтительно IgG1), предпочтительно того же аллотипа (например, европеоидного). 

"Fc-часть антитела" представляет собой термин, хорошо известный специалисту и определен на ос-
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нове расщепления антител папаином. Антитела в соответствии с изобретением содержат в качестве Fc-

части в одном варианте реализации изобретения Fc-часть человеческого происхождения и предпочти-

тельно все другие части константных участков человека. Fc-часть антитела непосредственно вовлечена в 

активацию комплемента, связывание Clq, активацию С3 и связывание Fc-рецептора. Поскольку влияние 

антитела на систему комплемента зависит от определенных условий, то связывание с Clq вызвано опре-

деленными сайтами связывания в Fc-части. Такие сайты связывания известны в данном состоянии тех-

ники и описаны, например, Lukas, T.J., et al., J. Immunol. 127 (1981) 2555-2560; Brunhouse, R., and Cebra, 

J.J., Mol. Immunol. 16 (1979) 907-917; Burton, D.R., et al., Nature 288 (1980) 338-344; Thommesen, J.E., et 

al., Mol. Immunol. 37 (2000) 995-1004; Idusogie, E.E., et al., J. Immunol. 164 (2000) 4178-4184; Hezareh, M., 

et al., J. Virol. 75 (2001) 12161-12168; Morgan, A., et al., Immunology 86 (1995) 319-324 и ЕР 0307434. 

Такие сайты связывания представлены, например, L234, L235, D270, N297, Е318, K320, K322, Р331 

и Р329 (нумерациия в соответствии с EU-индексом по Кабату). Антитела подкласса IgG1, IgG2 и IgG3 

обычно показывают активацию комплемента, связывание Clq и активацию С3, тогда как IgG4 не активи-

рует систему комплемента, не связывает Clq и не активирует С3. В одном варианте реализации изобре-

тения Fc-часть представляет собой Fc-часть человека. 

В одном варианте реализации изобретения антитело в соответствии с изобретением содержит Fc-

вариант дикого типа Fc-участка IgG человека, указанный Fc-вариант содержит аминокислотную замену в 

положении Pro329 и по меньшей мере одну дополнительную аминокислотную замену, причем остатки 

нумеруются в соответствии с EU-индексом по Кабату, и при этом указанное антитело проявляет пони-

женную аффинность к FcγRIIIA и/или FcγRIIA и/или FcγRI человека по сравнению с антителом, содер-

жащим Fc-участок IgG дикого типа, и при этом АЗКЦ, индуцированное указанным антителом, снижено 

по меньшей мере на 20% от АЗКЦ, индуцированной антителом, включающим человеческий Fc-участок 

IgG дикого типа. В конкретном варианте реализации изобретения Pro329 человеческого Fc-участка дико-

го человека типа заменяется на глицин или аргинин, или аминокислотный остаток достаточно большой, 

чтобы разрушить пролиновый сэндвич в пределах поверхности взаимодействия Fc/Fcγ-рецепторов, кото-

рый образуется между пролином 329 Fc и триптофановыми остатками W87 и W110 FcγRIII (Sondermann 

et al.: Nature 406, 267-273 (20 July 2000)). В дополнительном аспекте изобретения по меньшей мере одна 

дополнительная аминокислотная замена в Fc-варианте представляет собой S228P, Е233Р, L234A, L235A, 

L235E, N297A, N297D или P331S, а еще в одном варианте реализации изобретения указана по меньшей 

мере одна дополнительная аминокислотная замена, представляющая собой L234A и L235A Fc-участка 

IgG1 человека или S228P и L235E Fc-участка IgG4 человека. Такие Fc-варианты подробно описаны в WO 

2012130831. 

Термином "эффекторная функция", используемым в данном документе, обозначают биохимическое 

событие, которое приводит к взаимодействию Fc-участка антитела с Fc-рецептором или лигандом. Эф-

фекторные функции включают, но не ограничиваются ими, АЗКЦ, АЗКФ и КЗЦ. Термином "эффектор-

ная клетка", используемым в данном документе, обозначают клетку иммунной системы, которая экс-

прессирует один или более Fc-рецепторов и опосредуют одну или более эффекторных функций. Эффек-

торные клетки включают, но не ограничиваются ими, моноциты, макрофаги, нейтрофилы, дендритные 

клетки, эозинофилы, тучные клетки, В-клетки, большие гранулярные лимфоциты, клетки Лангерганса, 

клетки-естественные киллеры (NK) и γδ Т-клетки, и их можно получать из организма, включая, но не 

ограничиваясь, людьми, мышами, крысами, кроликами и обезьянами. Термином "библиотека" в данном 

документе обозначают ряд Fc-вариантов в любой форме, включающей, но ограничивающейся ими, пере-

чень нуклеотидных или аминокислотных последовательностей, перечень нуклеотидных или аминокис-

лотных замен в вариабельных положениях, материальную библиотеку, содержащую нуклеиновые кисло-

ты, которые кодируют библиотеку последовательностей, или материальную библиотеку, содержащую 

белки Fc-вариантов либо в очищенной, либо в неочищенной форме. 

Термином "Fc-гамма рецептор" или "FcγR", используемым в данном документе, обозначают любого 

представителя семейства белков, который связывает Fc-участок IgG-антитела и в основном кодируется 

генами FcγR. У людей это семейство включает, но не огранивается FcγRI (CD64), включая изоформы 

FcγRIa, FcγRIb и FcγRIc; FcγRII (CD32), включая изоформы FcγRIIa (включая аллотипы Н131 и R131), 

FcγRIIb (включая FcγRIIb-1 и FcγRIIb-2) и FcγRIIc; и FcγRIII (CD16), включая изоформы FcγRIIIa (вклю-

чая аллотипы V158 и F158) и FcγRIIIb (включая аллотипы FcγRIIIb-NA1 и FcγRIIIb-NA2) (Jefferis et al., 

2002, Immunol. Lett. 82:57-65), а также любые неоткрытые человеческие изоформы или аллотипы FcγR 

или FcγR. FcγR могут быть получены из любого организма, включая, но ограничиваясь, людьми, мыша-

ми, крысами, кроликами и обезьянами. FcγR мыши включают, но не ограничиваются ими, FcγRI (CD64), 

FcγRII (CD32), FcγRIII (CD16) и FcγRIII-2 (CD16-2), а также любыми неоткрытыми мышиными FcγR или 

изоформами или аллотипами FcγR. 

Термин "Fc-вариант с увеличенной эффекторной функцией", используемый в данном документе, 

обозначает Fc-последовательность, которая отличается от такой последовательности исходной Fc-

последовательности благодаря по меньшей мере одной аминокислотной модификации, или относится к 

другим модификациям, сходным с изменением гликозилирования, например, в Asn279, которая увеличи-
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вает эффекторные функции. Такие модификации, например, упомянуты, в Duncan et al., 1988, Nature 

332:563-564; Lund et al., 1991, J. Immunol. 147:2657-2662; Lund et al., 1992, Mol. Immunol. 29:53-59; Alegre 

et al., 1994, Transplantation 57:1537-1543; Hutchins et al., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci .USA 92:11980-11984; 

Jefferis et al., 1995, //77muno/ Lett 44:111-117; Lund et al., 1995, Faseb J. 9:115-119; Jefferis et al., 1996, Im-

munol. Lett. 54:101-104; Lund et al., 1996, J. Immunol. 157:4963-4969; Armour et al., 1999, Eur. J. Immunol. 

29:2613-2624; Idusogie et al., 2000, J. Immunol. 164:4178-4184; Reddy et al., 2000, J. Immunol. 164:1925-

1933; Xu et al., 2000, Cell. Immunol. 200: 16-26; Idusogie et al., 2001, J. Immunol. 166:2571-2575; Shields et 

al., 2001, J. Biol. Chem. 276:6591-6604; Jefferis et al., 2002, Immunol. Lett. 82:57-65; Presta et al., 2002, Bio-

chem. Soc. Trans. 30:487-490; US 5624821;US 5885573;US 6194551; WO 200042072; WO 199958572. Такие 

Fc-модификации также включают в соответствии с изобретением сконструированные гликоформы Fc-

части. Термином "сконструированная гликоформа", используемым в данном документе, обозначают уг-

леводную композицию, которая ковалентно присоединена с Fc-полипептидом, причем указанная угле-

водная композиция отличается химически от такой композиции исходного Fc-полипептида. Сконструи-

рованные гликоформы можно получать любым способом, например использованием сконструированных 

или вариантных экспрессионных штаммов, путем совместной экспрессии с одним или более фермента-

ми, например D1-4-N-ацетилглюкозаминилтрансфераза III (GnTIII), путем экспрессии Fc-полипептида в 

различных организмах или линиях клеток из различных организмов или модификацией углевода(ов) по-

сле экспрессии Fc-полипептида. Способы для получения сконструированных гликоформ известны в дан-

ной области техники и упомянуты в Umana et al., 1999, Nat. Biotechnol. 17:176-180; Davies et al., 2001, 

Biotechnol. Bioeng 74:288-294; Shields et al., 2002, J. Biol. Chem. 277:26733-26740; Shinkawa et al, 2003, J. 

Biol. Chem. 278:3466-3473) US 6602684; WO 200061739; WO 200129246; WO 200231140; WO 200230954; 

Potelligent technology (Biowa, Inc., г. Принстон, штат Нью-Джерси); GlycoMAb glycosylation engineer-

ing technology (GLYCART biotechnology AG, г. Цюрих, Швейцария)). Сконструированная гликоформа, 

как правило, относится к отличающейся углеводной или олигосахаридной композиции, от исходного Fc-

полипептида. 

Антитела в соответствии с изобретением, содержащие Fc-вариант с увеличенной эффекторной 

функцией, показывают высокую аффинность связывания с Fc-гамма рецептором III (FcγRIII, CD 16a). 

Высокая аффинность связывания с FcγRIII отмечается в том, что связывание для CD16a/F158 усиливает-

ся по меньшей мере 10-кратно по отношению к исходному антителу (95% фукозилирования), как эталон 

экспрессирующемся в клетках-хозяевах СНО, таких как CHO DG44 или СНО K1-клетки, или/и связыва-

ние с CD16a/V158 усиливается по меньшей мере 20-кратно по отношению к исходному антителу, изме-

ренному методом поверхностного плазмонного резонанса (ППР) с использованием иммобилизированно-

го CD16а при концентрации антитела 100 нМ. Связывание FcγRIII можна увеличивать способами в соот-

ветствии с состоянием техники, например, путем модификации аминокислотной последовательности Fc-

части или гликозилирования Fc-части антитела (см., например, ЕР 2235061). Mori, K. et al., Cytotechnol-

ogy 55 (2007)109 и Satoh M., et al., Expert Opin. Biol. Ther. 6 (2006) 1161-1173 касаются нокаутной линии 

СНО по FUT8 (α-1,6-фукозилтрансфераза) для получения афукозилированных антител. 

Термин "химерное антитело" относится к антителу, содержащему вариабельный участок, т.е. уча-

сток связывания, от одного источника или вида и по меньшей мере часть константного участка, происхо-

дящую от другого источника или вида, обычно полученного методами рекомбинантных ДНК. Предпоч-

тительны химерные антитела, содержащие мышиный вариабельный участок и человеческий констант-

ный участок. Другие предпочтительные формы "химерных антител", охватываемые настоящим изобре-

тением, включают те, у которых был модифицирован или изменен константный участок, по сравнению с 

таким участком оригинального антитела для получения свойств в соответствии с изобретением, особенно 

в отношении связывания Clq и/или связывания Fc-рецептора (FcR). Такие химерные антитела также на-

зываются "антителами с переключенным классом". Химерные антитела представляют собой продукт 

экспрессии иммуноглобулиновых генов, содержащих ДНК-сегменты, кодирующие иммуноглобулиновые 

вариабельные участки и ДНК-сегменты, кодирующие иммуноглобулиновые константные участки. Спо-

собы получения химерных антител включают традиционные методики трансфекции рекомбинантных 

ДНК и генов, хорошо известные в данной области техники. См., например, Morrison, S.L., et al., Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984) 6851-6855; патенты США № 5202238 и 5204244. 

Термин "гуманизированное антитело" относится к антителам, у которых каркас или "определяющие 

комплементарность участки" (CDR) были модифицированы с целью включения CDR иммуноглобулина 

другой специфичности по сравнению с такими участками исходного иммуноглобулина. В предпочти-

тельном варианте реализации изобретения мышиное CDR привито на каркасный участок человеческого 

антитела для получения "гуманизированного антитела". См., например, Riechmann, L., et al., Nature 332 

(1988) 323-327 и Neuberger, M.S., et al., Nature 314 (1985) 268-270. Другие формы "гуманизированных 

антител", охватываемые настоящим изобретением, включают те, у которых был дополнительно модифи-

цирован или изменен константный участок, по сравнению с таким участком оригинального антитела для 

получения свойств в соответствии с изобретением, особенно в отношении связывания Clq и/или связы-

вания Fc-рецептора (FcR). 



036975 

- 22 - 

Термин "человеческое антитело", используемый в данном документе, подразумевает включение ан-

тител, содержащих вариабельные и константные участки, полученные из последовательностей иммуног-

лобулинов человеческой эмбриональной линии. Антитела человека хорошо известны в данном состоя-

нии техники (van Dijk, M.A., and van de Winkel, J.G., Curr. Opin. Chem. Biol. 5 (2001) 368-374). Антитела 

человека также могут продуцироваться у трансгенных животных (например, мышей), которые способны 

при иммунизации продуцировать полный репертуар или подборку антител человека в отсутствии про-

дукции эндогенных иммуноглобулинов. Перенос массива генов иммуноглобулинов эмбриональной ли-

нии человека в таких мутантных по эмбриональной линии мышей должен приводить к продукции анти-

тел человека (см., например, Jakobovits, A., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 2551-2555; Jakobo-

vits, A., et al., Nature 362 (1993) 255-258; Bruggemann, M., et al., Year Immunol. 7 (1993) 33-40). Антитела 

человека также могут продуцироваться в библиотеках фагового дисплея (Hoogenboom, H.R, and Winter, 

G, J. Mol. Biol. 227 (1992) 381-388; Marks, J.D., et al., J. Mol. Biol. 222 (1991) 581-597). Методики Cole et 

al. и Boerner et al., также доступны для получения моноклональных антител человека (Cole et al., Mono-

clonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985); и Boerner, P., et al., J. Immunol. 147 (1991) 

86-95). Как уже упоминалось в отношении химерных и гуманизированных антител в соответствии с изо-

бретением, термин "антитело человека", используемый в данном документе, также содержит такие анти-

тела, которые модифицированы в константном участке, для получения свойств в соответствии с изобре-

тением, особенно в отношении связывания Clq и/или связывания FcR, например путем "переключения 

класса", т.е. измерение или мутация Fc-частей (например, из IgG1 в IgG4 и/или мутация IgG1/IgG4). 

Термин "рекомбинантное антитело человека", используемый в данном документе, подразумевает 

включение всех антител человека, которые получают, экспрессируют, создают или выделяют рекомби-

нантными способами, такие как антитела, выделенные из клетки-хозяина, такой как клетка NSO или 

СНО, или из организма животного (например, мыши), являющегося трансгенным в отношении генов 

человеческого иммуноглобулина или антител, экспрессируемых с использованием рекомбинантного экс-

прессионного вектора, трансфицированного в клетку-хозяина. Такие рекомбинантные антитела человека 

имеют вариабельные и константные области в перестроенной форме. Рекомбинантные антитела человека 

в соответствии с изобретением подвергли соматической гипермутации in vivo. Таким образом, амино-

кислотные последовательности VH- и VL-участков рекомбинантных антител являются последовательно-

стями, которые, когда получены из и родственных последовательностей VH и VL эмбриональной линии 

человека, не могут естественным образом существовать в пределах репертуара эмбриональной линии 

антител человека in vivo. 

Термин "вариабельный домен" (вариабельный домен легкой цепи (VL), вариабельный домен тяже-

лой цепи (VH)), используемый в данном документе, отмечает каждую из пары легкой и тяжелой цепей, 

которые непосредственно вовлечены в связывание антитела в соответствии с изобретением. Домены ва-

риабельной легкой и тяжелой цепей человека имеют одинаковую общую структуру и каждый домен со-

держит четыре каркасных (FR) участка, последовательности которых являются консервативными в ши-

роком спектре видов и соединенными тремя "гипервариабельными участками" (или определяющими 

комплементарность участками, CDR). Каркасные участки принимают конформацию β-листа, a CDR мо-

гут образовывать петли, соединяющие структуру β-листа. CDR в каждой цепи удерживаются в своей 

трехмерной структуре каркасными участками и образуют вместе с CDR из другой цепи сайт связывания. 

CDR3-участки тяжелой и легкой цепи антитела играют особенно важную роль в проявлении специфич-

ности/аффинности связывания антител в соответствии с изобретением и поэтому обеспечивают дополни-

тельный предмет изобретения. 

Термины "гипервариабельный участок" или "связывающая мишень часть антитела", если использу-

ется в данном документе, относятся к аминокислотным остаткам антитела, которые отвечают за связыва-

ния мишени. Гипервариабельный участок содержит аминокислотные остатки из "определяющих ком-

плементарность участков" или CDR. Остатки "каркасных" или FR-участков представляют собой остатки 

участков вариабельных доменов, отличающиеся от определяемых в данном документе остатков гиперва-

риабельных участков. Поэтому легкие и тяжелые цепи антитела содержат от N-конца к С-концу содер-

жат домены FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 и FR4. CDR на каждой цепи разделены такими каркас-

ными аминокислотами. В частности, CDR3 тяжелой цепи представляет собой участок, который в наи-

большей степени участвует в связывании мишени. CDR- и FR-участки определены в соответствии со 

стандартным определением по Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed, Public 

Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991). Термины "CDR1H, CDR2H и CDR3H", 

используемые в данном документе, относятся к соответствующим CDR тяжелой цепи, расположенной в 

вариабельном домене VH. Термины "CDR1L, CDR2L и CDR3L", используемые в данном документе, от-

носятся к соответствующим CDR легкой цепи, расположенной в вариабельном домене VL. 

Константный домен тяжелой цепи СН1, которым заменяют домен тяжелой цепи СН3, может проис-

ходить из любого класса Ig (например, IgA, IgD, IgE, IgG и IgM), или подкласса (например, IgG1, IgG2, 

IgG3, IgG4, IgA1 и IgA2). Константный домен легкой цепи CL, которым заменяют домен тяжелой цепи 

СН3, может представлять тип лямбда (λ) или каппа (κ), предпочтительно тип каппа (κ). 
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Термин "мишень" или "молекула-мишень", используемые в данном документе, используются взаи-

мозаменяемо и относится к ВСМА человека. В отношении биспецифических антител данный термин 

относится к ВСМА и второй мишени. Предпочтительно в отношении биспецифических антител данный 

термин относится к ВСМА и CD3. 

Термин "эпитоп" включает любую антигенную детерминанту, способную к специфическому связы-

ванию с антителом. В некоторых вариантах реализации изобретения эпитопные детерминанты включают 

химически активные поверхностные группы молекул, такие как аминокислоты, боковые цепи сахаров, 

фосфорильные или сульфонильные группы, и в некоторых вариантах реализации изобретения могут об-

ладать конкретными трехмерными структурными характеристиками и/или конкретными зарядовыми 

характеристиками. Эпитоп представляет собой участок мишени, который связывается антителом. 

В общем, существует два вектора, кодирующих легкую цепь и тяжелую цепь антитела в соответст-

вии с изобретением. В отношении биспецифического антитела существуют два вектора, кодирующие 

легкую цепь и тяжелую цепь указанного антитела, специфически связывающегося с первой мишенью, и 

дополнительные два вектора, кодирующие легкую цепь и тяжелую цепь указанного антитела, специфи-

чески связывающегося со второй мишенью. Один из двух векторов кодирует соответствующую легкую 

цепь, а другой из двух векторов кодирует соответствующую тяжелую цепь. 

Однако в альтернативном способе получения антитела в соответствии с изобретением для транс-

формации клетки-хозяина может использоваться только один первый вектор, кодирующий легкую цепь 

и тяжелую цепь антитела, специфически связывающегося с первой мишенью, и только один второй век-

тор, кодирующий легкую цепь и тяжелую цепь антитела, специфически связывающегося со второй ми-

шенью. 

Термин "нуклеиновая кислота или молекула нуклеиновой кислоты", используемый в данном доку-

менте, предназначен для включения ДНК-молекул и РНК-молекул. Молекула нуклеиновой кислоты мо-

жет быть одноцепочечной или двухцепочечной, но предпочтительно двухцепочечной ДНК. 

Используемые в данном документе выражения "клетка", "клеточная линия" и "культура клеток" ис-

пользуются взаимозаменяемо, и все такие обозначения включают потомство. Таким образом, слова 

"трансформанты" и "трансформированные клетки" включают в себя первичную клетку-субъект и куль-

туры, полученные из нее, без учета количества пассажей. Также понятно, что все потомство не может 

быть точно идентичным по содержанию ДНК из-за преднамеренных или непреднамеренных мутаций. В 

объем настоящего описания входит вариант потомства, полученный путем скрининга, который обладает 

такой же функцией или биологической активностью, что и исходно трансформированная клетка. Если 

предусмотрены разные обозначения, это будет ясно из контекста. 

Термин "трансформация", используемый в данном документе, относится к процессу переноса век-

торов/нуклеиновой кислоты в клетку-хозяина. Если в качестве клеток-хозяев используются клетки без 

труднопреодолимых барьеров клеточной стенки, то трансфекцию выполняют, например, методом пре-

ципитации фосфата кальция, как описано Graham and Van der Eh, Virology 52 (1978) 546ff. Однако для 

введения ДНК в клетки можно применять другие методы, такие как введение ядер или слияние прото-

пластов. Если используют прокариотические клетки или клетки, которые содержат существенные конст-

рукции клеточной стенки, то применяют, например, один метод трансфекции с использованием хлорида 

кальция, как описано Cohen S.N., et al., PNAS 1972, 69 (8): 2110-2114. 

Рекомбинантная продукция антител с использованием трансформации хорошо известна в данном 

состоянии техники и описана, например, в обзоре статей Makrides, S.С., Protein Expr. Purif. 17 (1999) 183-

202; Geisse, S., et al., Protein Expr. Purif. 8 (1996) 271-282; Kaufman, R.J., Mol. Biotechnol. 16 (2000) 151-

161; Werner, R.G., et al., Arzneimittelforschung 48 (1998) 870-880, а также в US 6331415 и US 4816567. 

Используемый в данном документе термин "экспрессия" относится к процессу, с помощью которо-

го нуклеиновая кислота транскрибируется в мРНК, и/или к процессу, с помощью которого транскриби-

рованная мРНК (также называемая транскрипт) впоследствии транслируется в пептиды, полипептиды 

или белки. Транскрипты и кодированные полипептиды совокупно называются генными продуктами. Ес-

ли полинуклеотиды происходят из геномной ДНК, экспрессия в эукариотических клетках может вклю-

чать сплайсинг мРНК. 

"Вектор" представляет собой молекулу нуклеиновой кислоты, в частности самореплицирующуюся, 

которая переносит молекулу нуклеиновой кислоты со вставкой в и/или между клетками-хозяевами. Дан-

ный термин включает векторы, которые главным образом функционируют для вставки ДНК или РНК в 

клетку (например, хромосомная интеграция), репликация векторов, которые главным образом функцио-

нируют для репликации ДНК или РНК, и экспрессионные векторы, которые функционируют для транс-

крипции и/или трансляции ДНК или РНК. В него также включены векторы, которые обеспечивают более 

одной из описанных функций. 

"Экспрессионный вектор" представляет собой полинуклеотид, который при введении в подходя-

щую клетку-хозяина может транскрибироваться и транслироваться в полипептид. "Система экспрессии" 

обычно относится к подходящей клетке-хозяин, содержащей экспрессионный вектор, который может 

функционировать с образованием требуемого экспрессионного продукта. 

Антитела в соответствии с изобретением предпочтительно продуцируются рекомбинантными спо-
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собами. Такие способы широко известны при данном состоянии техники и охватывают экспрессию бел-

ков в прокариотических и эукариотических клетках с последующим выделением полипептида антитела и 

обычно очистки до фармацевтически приемлемой чистоты. Для экспрессии белков нуклеиновые кисло-

ты, кодирующие легкие и тяжелые цепи или их фрагменты, вставляют в экспрессионный вектор стан-

дартными методами. Экспрессию выполняют в подходящих прокариотических или эукариотических 

клетках, таких как клетки СНО, клетки NSO, клетки SP2/0, клетки HEK293, клетки COS, дрожжевые 

клетки и клетки Е. coli, и антитело выделяют из клеток (супернатант или клетки после лизиса). Биспеци-

фические антитела могут присутствовать в целых клетках, в лизате клеток или в частично очищенной 

или в основном чистой форме. Очистку выполняют с целью удаления других клеточных компонентов 

или других загрязняющих веществ, например других клеточных нуклеиновых кислот или белков, стан-

дартными методиками, включающими обработку щелочью/ДДС, колоночную хроматографию и другие 

хорошо известные в данной области техники методики. См. Ausubel, F., et al., ed., Current Protocols in Mo-

lecular Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience, New York (1987). 

Экспрессия в клетках NSO описана, например, Barnes, L.M., et al., Cytotechnology 32 (2000) 109-123; 

и Barnes, L.M., et al., Biotech. Bioeng. 73 (2001) 261-270. Транзиентная экспрессия описана, например, 

Durocher, Y., et al., Nucl. Acids. Res. 30 (2002) E9. Клонирование вариабельных доменов описано Orlandi, 

R., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989) 3833-3837; Carter, P., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 

(1992) 4285-4289; и Norderhaug, L., et al., J. Immunol. Methods 204 (1997) 77-87. Предпочтительная тран-

зиентная система экспрессии (HEK293) описана Schlaeger, E.-J., and Christensen, K., в Cytotechnology 30 

(1999) 71-83 и Schlaeger, E.-J., в J. Immunol. Methods 194 (1996) 191-199. 

Контрольные последовательности, которые подходят для прокариот, например, включают промо-

тор, необязательную операторную последовательность и сайт связывания рибосом. Известно, что в эука-

риотических клетках используются промоторы, энхансеры и сигналы полиаденилирования. 

Антитела соответственным образом отделяют от культуральной среды с помощью традиционных 

процедур очистки иммуноглобулинов, таких как, например, применение белка А-сефарозы, гидроксила-

патитовая хроматография, гель-электрофорез, диализ или аффинная хроматография. ДНК или РНК, ко-

дирующие моноклональные антитела, легко выделяют и секвенируют, используя традиционные способы. 

Клетки гибридомы могут служить источником такой ДНК и РНК. Для обеспечения синтеза рекомби-

нантных моноклональных антител в таких клетках-хозяевах после выделения ДНК можно вводить в экс-

прессионные векторы, которые затем трансфицируют в клетки-хозяева, такие как клетки HEK293, клетки 

СНО или клетки миеломы, которые иначе не продуцируют иммуноглобулиновый белок. 

Варианты (или мутанты) аминокислотных последовательностей антитела в соответствии с изобре-

тением получают путем введения соответствующих нуклеотидных изменений в ДНК антитела, или пу-

тем нуклеотидного синтеза. Однако такие модификации можно выполнять только в очень ограниченном 

диапазоне, например, как описано выше. Например, модификации не изменяют упомянутые выше харак-

теристики антитела, такие как изотип IgG и связывание мишени, но могут улучшать выход рекомби-

нантной продукции, стабильность белка или облегчать очистку. 

В одном варианте реализации в изобретении предложены выделенная или очищенная последова-

тельность нуклеиновой кислоты, кодирующая химерный антигенный рецептор (CAR), причем CAR со-

держит фрагмент распознавания антигена, направленный против ВСМА, трансмембранный фрагмент и 

фрагмент активации Т-клеток, для которых характерно, что фрагмент распознавания антигена представ-

ляет собой антитело в соответствии с изобретением (здесь не имеется ввиду биспецифическое антитело). 

Кодированное антитело также может представлять собой его описанный антигенсвязывающий фрагмент. 

Структуры и получение таких "ВСМА CAR" описаны, например, в WO 2013154760, WO 2015052538, 

WO 2015090229 и WO 2015092024. 

В одном варианте реализации в изобретении представлен химерный антигенный рецептор (CAR), 

содержащий: 

(i) фрагмент распознавания антигена созревания В-клеток (ВСМА); 

(ii) спейсерный домен и 

(ii) трансмембранный домен,  

(iii) внутриклеточный домен передачи сигнала Т-клеток, 

характеризующийся тем, что фрагмент распознавания ВСМА представляет собой моноклональное 

антитело, специфически связывающееся с ВСМА, характеризующееся наличием CDR3Н-участка с SEQ 

ID NO: 17 и CDR3L-участка с SEQ ID NO: 20 и комбинации CDR1H-, CDR2H-, CDR1L- и CDR2L-

участков, выбранных из группы из 

a) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2Н-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 23 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 24, 

b) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 25 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 26, 

c) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 27 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 28, 

d) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 29 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 30, CDR1L-участка с SEQ ID 
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NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32, 

e) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 34 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 35, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32 и 

f) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 36 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 37, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32. 

Фрагмент активации Т-клеток может быть подходящим фрагментом, происходящим или получен-

ным из любой подходящей молекулы. В одном варианте реализации изобретения, например, фрагмент 

активации Т-клеток содержит трансмембранный домен. Трансмембранный домен может быть любым 

трансмембранным доменом, происходящим или полученным из любой молекулы, известной в данной 

области техники. Например, трансмембранный домен можно получать или он может происходить из 

CD8а-молекулы или CD28-молекул. CD8 представляет собой трансмембранный гликопротеин, служа-

щий корецептором Т-клеточного рецептора (TCR) и экспрессирующийся главным образом на поверхно-

сти цитотоксических Т-клеток. Наиболее общая форма CD8 существует в виде димера, состоящего из 

цепи CD8-α и CD8-β. CD28 экспрессируется на Т-клетках и обеспечивает костимулирующие сигналы, 

требуемые для активации Т-клеток. CD28 представляет собой рецептор для CD80 (В7.1) и CD86 (В7.2). В 

предпочтительном варианте реализации изобретения CD8-α и CD28 являются человеческими. В допол-

нение к этому трансмембранный домен, фрагмент активации Т-клеток дополнительно содержит внутри-

клеточный (т.е. цитоплазматический) домен передачи сигнала Т-клеток. Внутриклеточный домен пере-

дачи сигнала Т-клеток можно получать или он может происходить из CD28-молекулы, CD3-дзета моле-

кулы или их модифицированных вариантов, цепи рецептора Fc-гамма (FcRγ), CD27-молекулы, ОХ40-

молекулы, 4-IBB-молекулы или других внутриклеточных молекул сигналинга, известных в данной об-

ласти техники. Как обсуждалось выше, CD28 представляет собой маркер Т-клеток, важный для костиму-

ляции Т-клеток. CD3-дзета ассоциируется с TCR для продуцирования сигнала и содержит иммунорецеп-

торные тирозиновые активирующие мотивы (ITAM). 4-1BB, также известный как CD137, передает силь-

ный костимулирующий сигнал Т-клеткам, способствуя дифференцировке и усилению долговременного 

выживания Т-лимфоцитов. В одном варианте реализации изобретения CD28, CD3-дзета, 4-1ВВ, ОХ40 и 

CD27 являются человеческими. 

В изобретении в одном варианте реализации предложена выделенная или очищенная последова-

тельность нуклеиновой кислоты, кодирующая химерный антигенный рецептор (CAR), указанный выше. 

Биспецифические связывающие Т-клетки антитела (ТСВ) обладают очень высокой зависимой от 

концентрации/занятости рецепторов опухолевых клеток активностью при уничтожении клеток (напри-

мер, ЕС50 при анализах с уничтожением клеток in vitro в субнизком или низком пикомолярном диапазо-

не; Dreier et al. Int. J. Cancer. 2002). Биспецифические связывающие Т-клетки антитела (ТСВ) назначают в 

намного более низких дозах, чем традиционные моноспецифические антитела. Например, блинатумораб 

(CD19×CD3) назначается в виде непрерывного внутривенного дозирования от 5 до 15 мкг/м
2
/сутки (т.е. 

всего лишь от 0,35 до 0,105 мг/м
2
/неделю) для лечения острого лимфоцитарного лейкоза или 60 

мкг/м
2
/сутки для лечения неходжкинской лимфомы, и сывороточные концентрации при таких дозах на-

ходятся в диапазоне от 0,5 до 4 нг/мл (Klinger et al., Blood 2012; Topp et al., J. Clin. Oncol. 2011; Goebeler 

et al. Ann. Oncol. 2011). Поскольку низкие дозы ТСВ могут проявлять высокую активность у пациентов, 

то предусмотрено, что для антитела в соответствии с изобретением возможно и в условиях клиники 

предпочтительно подкожное введение (предпочтительно в диапазоне доз от 0,1 до 2,5, предпочтительно 

25 мг/м
2
/неделю, предпочтительно 250 мг/м

2
/неделю). Даже при этих низких концентраци-

ях/дозах/занятости рецепторов, ТСВ могут вызывать существенные нежелательные явления (Klinger et 

al., Blood 2012). Поэтому критически важным является контроль занятости/охвата опухолевых клеток. У 

пациентов с высокими и переменными уровнями сывороточных APRIL и BAFF (например, пациенты с 

множественной миеломой, Moreaux et al. 2004; Blood 103(8): 3148-3157) ряд ТСВ, связанных с опухоле-

выми клетками, соответствующих занятости опухолевых клеток, могут существенно повергаться влия-

нию APRIL/BAFF. Но кроме использования указанного антитела по этому изобретению, может не требо-

ваться нужная занятость опухолевых клеток для соответствующей эффективности/безопасности для уве-

личения дозы антитела в соответствии с изобретением, так как указанное антитело может не подвергать-

ся конкуренции с лигандами APRIL/BAFF. Другое преимущество антитела в соответствии с изобретени-

ем основано на включении Fc-части, которая увеличивает период полувыведения от около 4 до 12 суток 

и позволяет проводить введения по меньшей мере один или два раза в неделю по сравнению с ТСВ без 

Fc-части (например, блинатумомаб), которые требуются для внутривенного или постоянного введения с 

помощью насоса, носимого пациентами. 

Биологические свойства антител в соответствии с изобретением, соответствующие анти-

ВСМА/анти-CD3 антителам ТСВ, были изучены в нескольких исследованиях по сравнению с 83A10-

TCBcv. Активность в отношении индукции перенаправленной Т-клетками цитотоксичности, например, 

анти-BCMA/анти-CD3 антител 21-TCBcv, 22-TCBcv, 42-TCBcv по сравнению с 83A10-TCBcv, измерены 

на линии клеток MM H929 (пример 8, табл. 12, фиг. 4). Исследовали антитела по данному изобретению и 

анализ показал, что обнаруженная зависимая от концентрации гибель клеток Н929, соответствующая 
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значениям ЕС50, была выше значений ЕС50, определенных для 83A10-TCBcv; это дает основание предпо-

ложить, что анти-ВСМА антитела в соответствии с изобретением в виде ТСВ были менее активными для 

индукции гибели клеток MM H929, чем Mab 83A10 в виде ТСВ. Неожиданно наблюдалось возвращение, 

когда перенаправленная Т-клетками цитотоксичность измерялась для линии клеток MM RPMI-8226, а 

также линии клеток JJN-3 (соответственно примеры 10 и 11, табл. 13, 14 и 15, фиг. 6 и 7): антитела в со-

ответствии с изобретением в виде ТСВ показали более низкие ЕС50 и поэтому более высокую активность, 

чем 83A10-TCBcv. К удивлению изобретателей, антитела в соответствии с изобретением, такие как ТСВ, 

показали несколько преимуществ при прямом сравнении с 83А10 TCBcv в аспиратах костного мозга, 

недавно отобранных у пациентов с ММ (примечание: наилучшее возможное сравнение, во всех аспира-

тах костного мозга все биспецифические антитела Т-клеток (ТСВ) всегда исследовали при одинаковых 

концентрациях). 

Более высокая активность уничтожения клеток миеломы, т.е. тот же % гибели уже при более низ-

ких концентрациях, чем с 83A10-TCBcv, соответственно, кривые зависимости ответа от концентрации 

для уничтожения сдвинуты влево (пример 13, табл. 18, 19 и 20, фиг. 8, 9 и 10). Уже при концентрации 1 

нМ такие антитела, как ТСВ в соответствии с изобретением, в аспиратах костного мозга семи различных 

пациентов обеспечивали снижение относительно контроля по жизнеспособным, негативным по пропи-

дию йодиду, раковым клеткам множественной миеломы между 77,1 и 100%. Концентрацией 1 нМ 

83А10-TCBcv в тех же семи аспиратах костного мозга достигали снижения только на от 37,1 до 98,3% 

(табл. 20 и 21). 

Более высокая максимальная гибель по сравнению с 83A10-TCBcv достигалась при максимальной 

исследованной концентрации (10 нМ) в таком же эксперименте с семью (7) аспиратами костного мозга 

для таких антител, как ТСВ, в соответствии с изобретением (табл. 20 и 21). 

Не отвечающие на 83A10-TCBcv пациенты были превращены в отвечающих, если применяли 22-

TCBcv/42-TCBcv: В двух (2) образцах костного мозга пациентов, у которых не наблюдали ответа на 

83A10-TCBcv в виде гибели клеток, неожиданно была обнаружено уничтожение такими антителами, как 

ТСВ в соответствии с изобретением (фиг. 9А и 9В). 

ТСВ BCMA×CD3 по этому изобретению связываются с ВСМА человека и яванских макак (cyno) и 

ВСМА мышей и крыс, согласно токсикологическому исследованию на яванских макаках, если CD3-

связывающее антитело также связывается с CD3 яванского макака, или на мышах/крысах, если CD3-

связывающее антитело также связывается с ВСМА мыши/крысы. Неожиданно аффинность связывания с 

ВСМА яванского макака оказывается очень близкой к аффинности связывания с ВСМА человека. Для 

измерения аффинностей связывания с ВСМА человека и яванского макака использовали ППР (пример 2, 

табл. 4). По измеренным данным аффинности рассчитали различие для яванского макака/человека (соот-

ношение аффинностей ВСМА яванского макака и человека, KD) путем деления значения аффинности 

ВСМА яванского макака на аффинность ВСМА человека (пример 3, табл. 5). Для 83А10 найдено разли-

чие для яванского макака/человека, равное 15,3 (т.е. аффинность связывания в 15,3 раз ниже для ВСМА 

яванского макака, чем для ВСМА человека). К удивлению изобретателей, антитела в соответствии с изо-

бретением показали различия для яванского макака/человека 15,4 и 1,7, которые сходны или в большин-

стве случаев более благоприятны для различия яванский макак/человек, чем различия для 83А10 (табл. 

5). Так как CD3-связывающее антитело, использованное в ТСВ BCMA×CD3 в соответствии с изобрете-

нием, является перекрестно-реактивным к CD3 яванского макака, исследования фармакокинетики и 

фармакодинамики можно выполнять на яванских макаках (см. пример 16). Все токсикологические иссле-

дования на яванских макаках дают прогнозируемые результаты по фармакологическим и токсикологиче-

ским эффектам для людей, а перекрестная реактивность к признаку яванского макака дает полезный по-

казатель для пациентов. ВСМА-антитела по этому изобретению также связываются с мышиным ВСМА 

(например, Kd клонов 22 и 42 измерены методом ППР как 0,9 и 2,5 нМ) см. табл. 2D в примере 1.1.1А.4). 

CD3-связывающее антитело ТСВ BCMA×CD3 не является перекрестно-реактивным к мышиному CD3. 

В заключение, преимущества в отношении активности и эффективности для уничтожения линий 

клеток, экспрессирующих низкие уровни ВСМА, как RPMI-8226 и JJN-3, а особенно для уничтожения 

клеток ММ в аспиратах костного мозга пациентов и дополнительно очень благоприятное различие для 

яванского макака/человека по аффинностям связывания с ВСМА делает антитела по этому изобретению 

и соответствующие ТСВ особенно перспективными средствами для лечения пациентов с ММ. В допол-

нение к этому анти-ВСМАCD3 TCBcv по этому изобретению, как и 83A10-TCBcv, обладают благо-

приятными свойствами, как длительный период полувыведения, эффективность при введении один раз в 

неделю (внутривенно, подкожно), низкая склонность к агрегации или ее отсутствие и возможность изго-

тавливать их с высокой чистотой и хорошим выходом. 
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Таблица 1А 

Последовательности антител 
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Примечание: SEQ ID NO: 20 и SEQ ID NO: 33 идентичны.  

 

Таблица 1B 

Последовательности антител (краткий перечень) 

 
 

Таблица 2А 

Дополнительные конструкции 
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Таблица 2В 

Дополнительные конструкции 

 

 
Для создания следующих (2+1) Fc-содержащих анти-ВСМА/анти-CD3 ТСВ использовали соответ-

ствующие ID конструкций/последовательностей, как упомянуто выше в табл. 2В: 

83A10-TCBcv: 45, 46, 47 (х2), 48 (фиг. 2А), 

21-TCBcv: 48, 49, 50, 51 (х2) (фиг. 2А), 

22-TCBcv: 48, 52, 53, 54 (х2) (фиг. 2А), 

42-TCBcv: 48, 55, 56, 57 (х2) (фиг. 2А). 

В следующих конкретных вариантах реализации изобретения перечислены 

1) моноклональное антитело, специфически связывающееся с ВСМА, характеризующееся наличием 

CDR3Н-участка с SEQ ID NO: 17 и CDR3L-участка с SEQ ID NO: 20 и комбинации CDR1H-, CDR2H-, 

CDR1L- и CDR2L-участков, выбранных из группы из 

a) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 23 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 24, 

b) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 25 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 26, 

c) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 27 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 28, 

d) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 29 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 30, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32, 

e) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 34 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 35, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32 и 

f) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 36 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 37, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32; 

2) моноклональное антитело, специфически связывающееся с ВСМА, характеризующееся наличием 

VH-участка, содержащего CDR1H-участок с SEQ ID NO: 21, CDR2H-участок с SEQ ID NO: 22 и CDR3H-

участок с SEQ ID NO: 17, и VL-участка, содержащего CDR3L-участок с SEQ ID NO: 20 и комбинацию 

CDR1L- и CDR2L-участков, выбранных из группы из 

a) CDR1L-участка с SEQ ID NO: 23 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 24, 

b) CDR1L-участка с SEQ ID NO: 25 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 26 или 

c) CDR1L-участка с SEQ ID NO: 27 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 28; 

3) антитело в соответствии с вариантом реализации изобретения 1 или 2, характеризующееся нали-

чием в качестве VL-участка VL-участок, выбранный из группы, состоящей из VL-участков с SEQ ID NO: 

12, 13 и 14; 

4) антитело в соответствии с любым одним из вариантов реализации изобретения 1-3, характери-

зующееся наличием в качестве VH-участка VH-участка с SEQ ID NO: 10 и в качестве VL-участка VL-

участка с SEQ ID NO: 12; 

5) антитело в соответствии с любым одним из вариантов реализации изобретения 1-3, характери-

зующееся наличием в качестве VH-участка VH-участка с SEQ ID NO: 10 и в качестве VL-участка VL-

участка с SEQ ID NO: 13; 

6) антитело в соответствии с любым одним из вариантов реализации изобретения 1-3, характери-

зующееся наличием в качестве VH-участка VH-участка с SEQ ID NO: 10 и в качестве VL-участка VL-

участка с SEQ ID NO: 14; 

7) антитело в соответствии с вариантом реализации изобретения 1 или 2, характеризующееся тем, 

что аминокислота 49 VL-участка выбрана из группы аминокислот тирозина (Y), глутаминовой кислоты 

(Е), серина (S) и гистидина (Н); 

8) антитело в соответствии с вариантом реализации изобретения 7, характеризующееся тем, что 

аминокислота 74 VL-участка представляет собой треонин (Т) или аланин (А); 

9) моноклональное антитело специфически связывающееся с ВСМА, характеризующееся наличием 

VH-участка, содержащего CDR3H-участок с SEQ ID NO: 17, и VL-участка, содержащего CDR1L-участок 
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с SEQ ID NO: 31, CDR2L-участок с SEQ ID NO: 32 и CDR3L-участок с SEQ ID NO: 20, и комбинацию 

CDR1L- и CDR2L-участков, выбранных из группы из 

а) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 29 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 30, 

b) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 34 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 35 или 

c) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 36 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 37; 

10) антитело в соответствии с вариантом реализации изобретения 9, характеризующееся наличием 

VL-участка с SEQ ID NO: 12 и VH-участка, выбранного из группы, содержащей VH-участки с SEQ ID 

NO: 38, 39 и 40; 

11) антитело в соответствии с вариантом реализации изобретения 9 или 10, характеризующееся со-

держанием аминокислоты 49 VL-участка, выбранной из группы аминокислот тирозина (Y), глутамино-

вой кислоты (Е), серина (S) и гистидина (Н); 

12) антитело в соответствии с вариантом реализации изобретения 9 или 10, характеризующееся тем, 

что аминокислота 74 VL-участка представляет собой треонин (Т) или аланин (А); 

13) антитело в соответствии с любым одним из вариантов реализации изобретения 1-12, характери-

зующееся тем, что оно специфически связывается также с ВСМА яванского макака и содержит дополни-

тельный Fab-фрагмент, специфически связывающийся с CD3ε; 

14) антитело в соответствии с любым одним из вариантов реализации изобретения 1-13, характери-

зующееся представлением антитела с Fc или без Fc-части; 

15) биспецифическое антитело, специфически связывающееся с ВСМА и CD3ε, характеризующееся 

наличием CDR3Н-участка с SEQ ID NO: 17 и CDR3L-участка с SEQ ID NO: 20 и комбинации CDR1H-, 

CDR2H-, CDR1L- и CDR2L-участков, выбранных из группы из 

a) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 23 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 24, 

b) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 25 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 26, 

c) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 27 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 28, 

d) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 29 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 30, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32, 

e) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 34 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 35, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32 и 

f) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 36 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 37, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32; 

16) биспецифическое антитело, специфически связывающееся с двумя мишенями, которые являют-

ся внеклеточным доменом ВСМА человека (дополнительно также называемым ВСМА) и CD3 (дополни-

тельно также называемым CD3), характеризующееся наличием VH-участка, содержащего CDR1H-

участок с SEQ ID NO: 21, CDR2H-участок с SEQ ID NO: 22 и CDR3H-участок с SEQ ID NO: 17, и VL-

участка, содержащего CDR3L-участок с SEQ ID NO: 20 и комбинацию CDR1L- и CDR2L-участков, вы-

бранных из группы из 

a) CDR1L-участка с SEQ ID NO: 23 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 24, 

b) CDR1L-участка с SEQ ID NO: 25 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 26 или 

c) CDR1L-участка с SEQ ID NO: 27 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 28; 

17) биспецифическое антитело в соответствии с вариантом реализации изобретения 15 или 16, ха-

рактеризующееся содержанием в качестве VH-участка VH-участка с SEQ ID NO: 10; 

18) биспецифическое антитело в соответствии с любым одним из вариантов реализации изобрете-

ния 15-16, характеризующееся тем, что VL ВСМА выбран из группы, состоящей из VL-участков с SEQ 

ID NO: 12, 13 и 14; 

19) Биспецифическое антитело в соответствии с любым одним из вариантов реализации изобрете-

ния 14-18, характеризующееся содержанием в качестве VH-участка ВСМА VH-участка с SEQ ID NO: 10 

и в качестве VL-участка VL-участка с SEQ ID NO: 12, или в качестве VH ВСМА VH-участка с SEQ ID 

NO: 10 и в качестве VL-участка VL-участка с SEQ ID NO: 13, или в качестве VH ВСМА VH-участка с 

SEQ ID NO: 10 и в качестве VL-участка VL-участка с SEQ ID NO: 14; 

20) биспецифическое антитело в соответствии с одним из вариантов реализации изобретения 15 или 

19, характеризующееся содержанием аминокислоты 49 VL-участка, выбранной из группы аминокислот 

тирозина (Y), глутаминовой кислоты (Е), серина (S) и гистидина (Н); 

21) биспецифическое антитело в соответствии с любым одним из вариантов реализации изобрете-

ния 15-20, характеризующееся тем, что аминокислота 74 VL-участка представляет собой треонин (Т) или 

аланин (А); 

22) биспецифическое антитело, специфически связывающееся с ВСМА и CD3, характеризующееся 

наличием VH-участка, содержащего CDR3H-участок с SEQ ID NO: 17, и VL-участка, содержащего 

CDR1L-участок с SEQ ID NO: 31, CDR2L-участок с SEQ ID NO: 32 и CDR3L-участок с SEQ ID NO: 20 и 
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комбинацию CDR1L- и CDR2L-участков, выбранных из группы из 

a) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 29 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 30, 

b) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 34 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 35 или 

c) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 36 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 37; 

23) биспецифическое антитело в соответствии с вариантом реализации изобретения 22, характери-

зующееся наличием VL-участка с SEQ ID NO: 12 и VH-участка, выбранного из группы, содержащей VH-

участки с SEQ ID NO: 38, 39 и 40; 

24) биспецифическое антитело в соответствии с вариантом реализации изобретения 22 или 23, ха-

рактеризующееся содержанием аминокислоты 49 VL-участка, выбранной из группы аминокислот: тиро-

зина (Y), глутаминовой кислоты (Е), серина (S) и гистидина (Н); 

25) биспецифическое антитело в соответствии с любым одним из вариантов реализации изобрете-

ния 22-24, характеризующееся тем, что аминокислота 74 VL-участка представляет собой треонин (Т) или 

аланин (А); 

26) биспецифическое антитело в соответствии с любым одним из вариантов реализации изобрете-

ния 15-25, характеризующееся наличием анти-ВСМА антитела в соответствии с изобретением и анти-

CD3 антитела, причем 

a) легкая цепь и тяжелая цепь антитела, соответствует любому одному из вариантов реализации 

изобретения 1-7; и 

b) легкая цепь и тяжелая цепь антитела специфически связывается с CD3, при этом вариабельные 

домены VL и VH или константные домены CL и CH1 заменяют друг друга; 

27) биспецифическое антитело в соответствии с любым одним из вариантов реализации изобрете-

ния 15-26, характеризующееся содержанием не более одного Fab-фрагмента части анти-CD3 антитела, не 

более двух Fab-фрагментов части анти-ВСМА антитела и не более одной Fc-части; 

28) биспецифическое антитело в соответствии с любым одним из вариантов реализации изобрете-

ния 15-27, характеризующееся содержанием Fc-части, связанной своим N-концом с С-концом Fab-

фрагмента указанного CD3-антитела и с С-концом одного из указнных Fab-фрагментов ВСМА-антитела; 

29) биспецифическое антитело в соответствии с любым одним из вариантов реализации изобрете-

ния 15-28, характеризующееся содержанием второго Fab-фрагмента, указанного анти-ВСМА антитела 

(часть ВСМА-антитела), связанного своим С-концом с N-концом указанного Fab-фрагмента указанного 

анти-CD3 антитела (часть CD3-антитела) указанного биспецифического антитела; 

30) биспецифическое антитело в соответствии с вариантом реализации изобретения 29, характери-

зующееся тем, что VL-домен Fab-фрагмента указанного анти-CD3 антитела связан с СН1-доменом Fab-

фрагмента указанного второго анти-ВСМА антитела; 

31) биспецифическое антитело в соответствии с любым одним из вариантов реализации изобрете-

ния 15-30, характеризующееся тем, что вариабельный домен VH части анти-CD3 антитела (дополнитель-

но называемого VH CD3) содержит CDR тяжелой цепи с SEQ ID NO: 1,2 и 3, соответственно, CDR1, 

CDR2 и CDR3 тяжелой цепи, а вариабельный домен VL части анти-CD3 антитела (дополнительно назы-

ваемого VL CD3) содержит CDR легкой цепи с SEQ ID NO: 4, 5 и 6, соответственно, CDR1, CDR2 и 

CDR3 легкой цепи; 

32) биспецифическое антитело в соответствии с любым из вариантов реализации изобретения 15-

31, характеризуется тем, что вариабельные домены части анти-CD3ε антитела имеют SEQ ID NO: 7 и 8; 

33) биспецифическое антитело, специфически связывающееся с двумя мишенями, которые пред-

ставляют собой внеклеточный домен ВСМА человека и CD3ε человека, характеризующееся наличием  

a) первой легкой цепи и первой тяжелой цепи первого антитела, соответствующие любому одному 

из вариантов реализации изобретения 1-7; и 

b) второй легкой цепи и второй тяжелой цепи второго антитела, которое специфически связывается 

с CD3, и причем вариабельные домены VL и VH во второй легкой цепи и второй тяжелой цепи второго 

антитела заменены друг другом; и 

c) при этом в константном домене CL первой легкой цепи по а) аминокислота в положении 124 не-

зависимо заменена лизином (K), аргинином (R) или гистидином (Н) (нумерация согласно Кабат), и при-

чем в константном домене CH1 первой тяжелой цепи по а) аминокислота в положении 147 и аминокис-

лота в положении 213 независимо заменены глутаминовой кислотой (Е) или аспарагиновой кислотой (D) 

(нумерация согласно Кабат) (см., например, фиг. 1А, 2А, 2С, 3А, 3С); 

34) биспецифическое антитело, в частности, в соответствии с п.33, характеризующееся наличием 

дополнительно к Fab-фрагменту указанного первого антитела (дополнительно называемого также 

BCMA-Fab), а в константном домене CL указанного BCMA-Fab аминокислота в положении 124 незави-

симо заменена лизином (K), аргинином (R) или гистидином (Н) (нумерация согласно Кабат), и при этом 

в константном домене СН1 указанного BCMA-Fab аминокислота в положении 147 и аминокислота в по-

ложении 213 независимо заменена глутаминовой кислотой (Е) или аспарагиновой кислотой (D) (нумера-

ция согласно Кабат) (см. например фиг. 2А, 2С); 

35) биспецифическое антитело, специфически связывающееся с двумя мишенями, которые пред-
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ставляют собой внеклеточный домен ВСМА человека и CD3ε человека, характеризующееся наличием 

а) первой легкой цепи и первой тяжелой цепи первого антитела, соответствующие любому одному 

из вариантов реализации изобретения 1-7; и 

b) второй легкой цепи и второй тяжелой цепи второго антитела, которое специфически связывается 

с CD3, и причем вариабельные домены VL и VH во второй легкой цепи и второй тяжелой цепи второго 

антитела заменены друг другом; и при этом 

c) в константном домене CL второй легкой цепи по b) аминокислота в положении 124 независимо 

заменена лизином (K), аргинином (R) или гистидином (Н) (нумерация согласно Кабат), и причем в кон-

стантном домене CH1 второй тяжелой цепи по b) аминокислота в положении 147 и аминокислота в по-

ложении 213 независимо заменены глутаминовой кислотой (Е) или аспарагиновой кислотой (D) (нуме-

рация согласно Кабат); 

36.) биспецифическое антитело, специфически связывающееся с двумя мишенями, которые пред-

ставляют собой внеклеточный домен ВСМА человека и CD3ε человека, характеризующееся наличием 

набора тяжелых и легких цепей, выбранных из группы, состоящей из полипептидов 

i) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50 и SEQ ID NO: 51 (2x); (набор 1 ТСВ антитела 21), 

ii) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 и SEQ ID NO: 54 (2x) (набора 2 ТСВ антитела 22) 

и  

iii) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56 и SEQ ID NO: 57 (2x) (набора 3 ТСВ антитела 

42); 

37) способ получения антитела в соответствии с любым одним из пп.1-36, включающий этапы 

a) трансформирование клетки-хозяина 

b) векторами, содержащими молекулы нуклеиновых кислот, кодирующие легкую цепь и тяжелую 

цепь антитела в соответствии с любым одним из пп.1-36, 

c) культивирование клетки-хозяина в условиях, которые обеспечивают синтез указанной молекулы 

антитела, и 

d) выделение указанной молекулы из указанной культуры; 

38) клетка-хозяин, содержащая векторы, содержащие молекулы нуклеиновых кислот, кодирующие 

антитело в соответствии с любым одним из пп.1-36; 

39) фармацевтическая композиция, содержащая антитело по любому из пп.1-36 и фармацевтически 

приемлемый наполнитель; 

40) фармацевтическая композиция, содержащая антитело по любому из пп.1-36, для применения в 

качестве лекарственного средства; 

41) фармацевтическая композиция, содержащая антитело по любому из пп.1-36, для применения в 

качестве лекарственного средства при лечении нарушений, связанных с плазматическими клетками; 

42) фармацевтическая композиция, содержащая антитело по любому из пп.1-36, для применения в 

качестве лекарственного средства при лечении множественной миеломы, плазмоклеточного лейкоза и 

AL-амилоидоза; 

43) фармацевтическая композиция, содержащая антитело по любому из пп.1-36, для применения в 

качестве лекарственного средства при системной красной волчанки; 

44) фармацевтическая композиция, содержащая антитело в соответствии с любым одним из пп.1-36, 

включающее мультиспецифическое антитело, голое антитело с улучшенной АЗКЦ, конъюгат антитела-

лекарственного средства или биспецифическое антитело, для применения в качестве лекарственного 

средства при лечении антитело-опосредованного отторжения; 

45) химерный антигенный рецептор (CAR), содержащий фрагмент распознавания антигена, направ-

ленный против ВСМА, и фрагмент активации Т-клеток, характеризующийся тем, что фрагмент распо-

знавания антигена представляет собой моноклональное антитело или фрагмент антитела в соответствии с 

любым одним из вариантов реализации изобретения 1-14; 

46.) химерный антигенный рецептор (CAR) в соответствии с вариантом реализации изобретения 45, 

характеризующийся содержанием 

(i) фрагмента распознавания антигена созревания В-клеток (ВСМА); 

(ii) спейсерного домена и 

(ii) трансмембранного домена;  

(iii) внутриклеточного домена передачи сигнала Т-клеток; 

47) химерный антигенный рецептор (CAR) в соответствии с вариантом реализации изобретения 45 

или 46, характеризующийся тем, что фрагмент распознавания антигена представляет собой монокло-

нальное антитело, специфически связывающееся с ВСМА, характеризующееся наличием CDR3H-

участка с SEQ ID NO: 17 и CDR3L-участка с SEQ ID NO: 20 и комбинации CDR1H-, CDR2H-, CDR1L- и 

CDR2L-участков, выбранных из группы из 

a) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 23 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 24, 

b) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 
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NO: 25 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 26, 

c) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 21 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 22, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 27 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 28, 

d) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 29 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 30, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32, 

e) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 34 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 35, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32 и 

f) CDR1H-участка с SEQ ID NO: 36 и CDR2H-участка с SEQ ID NO: 37, CDR1L-участка с SEQ ID 

NO: 31 и CDR2L-участка с SEQ ID NO: 32; 

48) выделенная или очищенная последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая химерный 

антигенный рецептор (CAR), в соответствии с любым из вариантов реализации изобретения 45-47; 

49) способ получения моноклонального антитела, специфически связывающегося с ВСМА, которое 

в качестве биспецифического антитела в соответствии с любым одним из вариантов реализации изобре-

тения 15-36 вызывает деплетирование злокачественных плазматических клеток человека по меньшей 

мере на 80% в аспиратах костного мозга с множественной миеломой ММ через 48 ч после лечения кон-

центрацией анти-ВСМА антитела в пределах 10 нМ и 1 фМ, характеризующегося  

а) отбором методом пэннинга библиотеки фагового дисплея вариабельной тяжелой цепи (VH) с 

SEQ ID NO: 9 с помощью 1-50 нМ ВСМА яванского макака в 1-3 циклах и выбором вариабельной тяже-

лой цепи, которая комбинируется с вариабельной легкой цепью с SEQ ID NO: 11 в биспецифическое ан-

титело в соответствии с любым одним из вариантов реализации изобретения 15-36, которое деплетирует 

такие злокачественные плазматические клетки человека таким образом, 

с) отбором методом пэннинга библиотеки фагового дисплея вариабельной легкой цепи (VL) с SEQ 

ID NO: 11 с помощью 1-50 нМ ВСМА яванского макака в 1-3 циклах и  

b) выбором вариабельной легкой цепи, которая комбинируется с вариабельной тяжелой цепью с 

SEQ ID NO: 9 в биспецифическое антитело в соответствии с любым одним из вариантов реализации изо-

бретения 15-36, которое деплетирует такие злокачественные плазматические клетки человека таким об-

разом, и 

комбинированием указанной отобранной вариабельной тяжелой цепи и выбранной вариабельной 

легкой цепи с получением биспецифического антитела в соответствии с любым одним из вариантов реа-

лизации изобретения 4-16, которое деплетирует такие злокачественные плазматические клетки человека 

таким образом. 

50. Фармацевтическая композиция, содержащая антитело по любому из пп.1-36 и 45-47, для приме-

нения в качестве лекарственного средства при лечении множественной миеломы, или системной красной 

волчанки, или плазмоклеточного лейкоза, или AL-амилоидоза. 

В одном варианте реализации изобретения связывание антитела в соответствии с изобретением не 

снижается в присутствии 100 нг/мл APRIL на более 20%, при измерении в анализе ELISA как ОП при 

405 нм по сравнению со связыванием указанного антитела с ВСМА человека без APRIL, APRIL-

зависимая активация NF-κВ не изменяется на более 20% по сравнению с одним APRIL, и активация NF-

κВ без APRIL не изменяется на более 20% по сравнению с анализом без указанного антитела. 

В одном варианте реализации изобретения связывание антитела при концентрации 6,25 нМ не сни-

жается в присутствии 140 нг/мл мышиного APRIL на более 10%, предпочтительно не снижается на более 

1% при измерении в анализе ELISA как ОП при 450 нм по сравнению со связыванием указанного анти-

тела с ВСМА человека без APRIL. Связывание антитела при концентрации 50 нМ не снижается в при-

сутствии 140 нг/мл мышиного APRIL на более 10% при измерении в анализе ELISA как ОП при 450 нм 

по сравнению со связыванием указанного антитела с ВСМА человека без APRIL. 

В одном варианте реализации изобретения связывание указанного антитела не снижается в присут-

ствии 100 нг/мл APRIL и не снижается в присутствии 100 нг/мл BAFF на более 20% при измерении в 

анализе ELISA как ОП при 405 нм по сравнению со связыванием указанного антитела с ВСМА человека 

без APRIL или BAFF, соответственно, данное антитело не изменяет APRIL-зависимую активацию NF-κB 

на более 20% по сравнению с одним APRIL, не изменяет BAFF-зависимую активацию NF-κB на более 

20% по сравнению с одним BAFF и не изменяет активацию NF-κB без BAFF и APRIL на более 20% по 

сравнению с анализом без указанного антитела. 

В одном варианте реализации изобретения связывание указанного антитела не снижается в присут-

ствии 100 нг/мл APRIL на более 15% при измерении в указанном ELISA, не снижается в присутствии 

1000 нг/мл APRIL на более 20% при измерении в указанном ELISA и не снижается в присутствии 1000 

нг/мл APRIL на более 15% при измерении в указанном ELISA. 

В одном варианте реализации изобретения связывание указанного антитела с ВСМА человека не 

снижается в присутствии 100 нг/мл APRIL и не снижается в присутствии 100 нг/мл BAFF на более 15% 

при измерении в указанном ELISA, не снижается в присутствии 1000 нг/мл APRIL и не снижается в при-

сутствии 1000 нг/мл BAFF на более 20% при измерении в указанном ELISA и не снижается в присутст-

вии 1000 нг/мл APRIL и не снижается в присутствии 1000 нг/мл BAFF на более 15% при измерении в 
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указанном ELISA. 

В одном варианте реализации изобретения антитело в соответствии с изобретением не изменяет 

APRIL-зависимую активацию NF-κB на более 15%, не изменяет BAFF-зависимую активацию NF-κB на 

более 15% и не изменяет активацию NF-κB без APRIL и BAFF на более 15%. 

В одном варианте реализации изобретения связывание антитела с ВСМА не снижается APRIL, не 

снижается BAFF на более 25%, более 20% и на более 10%, измеренное как связывание указанного анти-

тела при концентрации 5 нМ, предпочтительно 50 нМ, и 140 нМ для клеток NCI-H929 (АТСС CRL-

9068) в присутствии или отсутствие APRIL или соответственно BAFF в концентрации 2,5 мкг/мл по 

сравнению со связыванием указанного антитела с клетками NCI-H929 без APRIL или BAFF соответст-

венно. 

В одном варианте реализации изобретения следующие примеры, перечни последовательностей и 

фигуры предложены для облегчения понимания настоящего изобретения, настоящий объем которого 

изложен в прилагаемой формуле изобретения. Подразумевается, что могут быть сделаны модификации 

без отклонения от сущности данного изобретения. 

Материалы и общие методы. 

Методики рекомбинантных ДНК. 

Для работы с ДНК использовали стандартные методы, описанные в Sambrook, J. et al., Molecular 

cloning: A laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989. Ре-

активы для молекулярной биологии использовали в соответствии с инструкциями изготовителя. Общая 

информация, соответствующая нуклеотидным последовательностям легкой и тяжелой цепей иммуногло-

булинов человека предоставлена в: Kabat, E.A. et al., (1991) Sequences of Proteins of Immunological 

Interest, 5
th

 ed., NIH Publication No. 91-3242. Аминокислоты цепей антител нумерованы и обозначены со-

гласно Kabat, E.A. et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed. Public Health Service, Na-

tional Institutes of Health, Bethesda, MD (1991). 

Синтез генов. 

a) Требуемые сегменты генов получали из олигонуклеотидов, созданных методом химического 

синтеза. Сегменты генов длиной 600-1800 п.н., которые фланкированы одиночными сайтами расщепле-

ния эндонуклеазами, собраны посредством отжига и лигирования олигонуклеотидов, включая ПЦР-

амплификацию и последующее клонирование посредством указанных сайтов рестрикции, например 

Kpnl/ Sad или Ascl/Pacl, в pPCRScript (Stratagene) на основе клонирующего вектора pGA4. Последова-

тельности ДНК субклонированных фрагментов генов подтверждали ДНК-секвенированием. Фрагменты 

синтеза генов заказывали в соответствии с данными описаниями в компании Geneart (г. Регенсбург, Гер-

мания). 

b) Требуемые сегменты генов, при необходимости, либо создавали методом ПЦР с использованием 

соответствующих матриц, либо синтезировали в Geneart (г. Регенсбург, Германия) из синтетических оли-

гонуклеотидов и продуктов ПЦР путем автоматизированного синтеза генов. Сегменты генов, фланкиро-

ванные одиночными сайтами расщепления эндонуклеазами, клонировали в стандартных экспрессионных 

векторах или в секвенирующих векторах для дополнительного анализа. Плазмидную ДНК очищали из 

трансформированных бактерий с использованием коммерчески доступных наборов для очистки плазмид. 

Концентрацию плазмид определяли методом УФ-спектроскопии. Последовательность ДНК субклониро-

ванных фрагментов генов подтверждали ДНК-секвенированием. Сегменты генов конструировали с под-

ходящими сайтами рестрикции для обеспечения субклонирования в соответствующие экспрессионные 

векторы. Если требовалось, кодирующие белки гены конструировали с 5'-концевой последовательностью 

ДНК, кодирующей лидерный пептид, который ориентирует белки для секреции в эукариотических клет-

ках. 

Определение последовательностей ДНК. 

Последовательности ДНК определяли путем двухцепочечного секвенирования. 

Анализ последовательностей ДНК и белков и работа с данными последовательностей. 

Для картирования, анализа, фиксации и иллюстрации последовательностей использовали пакет 

программного обеспечения Clone Manager версии 9.2 (программное обеспечение для научных и обучаю-

щих целей). 

Экспрессионные векторы. 

a) Слитые гены, содержащие описанные цепи антител, создавали как описано ниже методом ПЦР 

и/или синтезом генов и собирали известными рекомбинантными методами и методиками, путем соеди-

нения соответствующих сегментов нуклеиновых кислот, например, используя уникальные сайты рест-

рикции в соответствующих векторах. Субклонированные последовательности нуклеиновых кислот про-

веряли секвенированием ДНК. Для проведения транзиентных трансфекций готовили большие количест-

ва плазмид путем получения плазмид из трансформированных культур Е. coli (Nucleobond AX, Macherey-

Nagel). 

b) Для создания экспрессирующих анти-ВСМА антитела векторов субклонировали последователь-

ности ДНК вариабельных участков тяжелой и легкой цепи в рамке считывания либо с константной тяже-
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лой цепью IgG1 человека, либо с константной легкой цепи IgG1 человека, предварительно вставленной в 

соответствующих экспрессионный вектор, общий для реципиента и оптимизированный для экспрессии в 

линиях клеток млекопитающих. Экспрессия антитела управляется химерным промотором MPSV, содер-

жащим энхансер CMV и промотор MPSV, с последующим 5'-НТО, интроном и элементом MAR Ig каппа. 

Транскрипция прерывается синтетической сигнальной последовательностью polyA на 3-конце CDS. Все 

векторы несут 5'-концевую последовательностью ДНК, кодирующую лидерный пептид, который ориен-

тирует белки для секреции в эукариотических клетках. В дополнение к этому каждый вектор содержит 

последовательность EBV OriP для эписомальной репликации плазмид в экспрессирующих EBV EBNA 

клетках. 

c) Для создания векторов для биспецифического антитела к BCMA×CD3, происходящие из IgG1 

биспецифические молекулы состояли по меньшей мере из двух антигенсвязывающих фрагментов, спо-

собных специфически связываться с двумя различными антигенными детерминантами CD3 и ВСМА. 

Антигенсвязывающие фрагменты представляют собой Fab-фрагменты, состоящие из тяжелой и легкой 

цепи, каждая содержит вариабельный и константный участок. По меньшей мере один из Fab-фрагментов 

представлял собой фрагмент "перекрестный Fab (Crossfab)", в котором VH и VL переставлены. Обмен 

VH и VL в пределах Fab-фрагмента обеспечивает то, что Fab-фрагменты различной специфичности не 

имеют идентичных перестроек доменов. Конфигурация биспецифической молекулы являлась монова-

лентой для CD3 и бивалентной для ВСМА, в которой один Fab-фрагмент слит с N-концом внутреннего 

Crossfab (2+1). Биспецифическая молекула содержала Fc-часть для того, чтобы молекула имела длитель-

ный период полувыведения. Схематическое представление конструкций дано на фиг. 2; предпочтитель-

ные последовательности конструкций показаны в виде SEQ ID NO от 39 до 52. Молекулы продуцирова-

ли путем котрансфекций клеток HEK293 EBNA, растущих в суспензии с экспрессионными векторами 

млекопитающих с использованием раствора на основе полимеров. Для получения конструкций 2+1 

CrossFab-IgG клетки трансфицировали соответствующими экспрессионными векторами в соотношении 

1:2:1:1 ("вектор Fc(выступ)":"вектор легкой цепи":"вектор легкой цепи CrossFab":"вектор тяжелой цепи-

CrossFab"). 

Методики культивирования клеток. 

Использовали стандартные методики культивирования клеток, как описано в Current Protocols in 

Cell Biology (2000), Bonifacino, J.S., Dasso, M., Harford, J.B., Lippincott-Schwartz, J. and Yamada, K.M. 

(eds.), John Wiley & Sons, Inc. 

Транзиентная экспрессия в клетках HEK293 (система HEK293-EBNA). 

Биспецифические антитела экспрессировали транзиентной котрансфекцией соответствующих экс-

прессионных векторов млекопитающих в клетки HEK293-EBNA, которые культивировали в суспензии, с 

использованием раствора на основе полимеров. За одни сутки до трансфекции клетки HEK293-EBNA 

высевали в концентрации 1,5 млн жизнеспособных клеток/мл в среду Ex-Cell с добавкой 6 мМ L-

глутамина. Из каждого мл конечного объема продукции центрифугированием осаждали 2,0 млн жизне-

способных клеток (5 мин при 210×g). Отделяли аспирацией супернатант и клетки ресуспендировали в 

100 мкл среды CD CHO. ДНК каждого мл конечного объема продукции получали смешиванием 1 мкг 

ДНК (соотношение тяжелой цепи:модифицированной тяжелой цепи:легкой цепи:модифицированной 

легкой цепи = 1:1:2:1) в 100 мкл среды CD CHO. После добавления 0,27 мкл раствора на основе полиме-

ров (1 мг/мл) смесь встряхивали на вихревой мешалке в течение 15 с и оставляли при комнатной темпе-

ратуре в течение 10 мин. Через 10 мин соединяли вместе ресуспендированные клетки и смесь ДНК/ 

раствора на основе полимеров, а затем переносили в соответствующий контейнер, который помещали на 

устройство для встряхивания (37°С, 5% СО2). Через 3 ч времени инкубирования на каждый мл конечного 

объема продукции добавляли 800 мкл среды Ex-Cell с добавкой 6 мМ L-глутамина, 1,25 мМ вальпроевой 

кислоты и 12,5% Pepsoy (50 г/л). Через 24 ч на каждый мл конечного объема продукции добавляли 70 

мкл питающего раствора. Через 7 суток или когда жизнеспособность клеток была равной или ниже 70%, 

клетки отделяли от супернатанта центрифугированием и стерильной фильтрацией. Антитела очищали 

стадией аффинной хроматографии и одной или двумя стадиями доочистки, представляющими катионо-

обменную хроматографию и эксклюзионную хроматографию. При необходимости использовали допол-

нительную стадию доочистки. Продуцировали рекомбинантное анти-ВСМА антитело и биспецифиче-

ские антитела в суспензии путем котрансфекции клеток HEK293-EBNA экспрессионными векторами 

млекопитающих с использованием раствора на основе полимеров. Клетки трансфицировали двумя или 

четырьмя векторами в зависимости от формата. Для IgG1 человека одна плазмида кодировала тяжелую 

цепь, а другая плазмида - легкую цепь. Для биспецифических антител котрансфицировали четыре плаз-

миды. Две из них кодировали две различные тяжелые цепи, а другие две кодировали две различные лег-

кие цепи. За одни сутки до трансфекции клетки HEK293-EBNA высевали в концентрации 1,5 млн жизне-

способных клеток/мл в среду F17 с добавкой 6 мМ L-глутамина. 

Определение белка. 

Определение концентрации антитела выполняли измерением поглощения при 280 нм с использова-

нием теоретического значения поглощения 0,1% раствора антитела. Это значение основывалось на ами-
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нокислотной последовательности и рассчитывалось программным обеспечением GPMAW (Lighthouse 

data). 

ДСН-ПААГ-электрофорез. 

Гель-систему NuPAGE Pre-Cast (Invitrogen) использовали в соответствии с инструкциями изгото-

вителя. В частности, использовали гели 10% или 4-12% NuPAGE Novex бис-ТРИС Pre-Cast (рН 6,4) и 

подвижный буфер NuPAGE MES (восстановленные гели, подвижный буфер NuPAGE с добавкой ан-

тиоксиданта) или подвижный буфер MOPS (невосстановленные гели). 

Очистка белков. 

Аффинная хроматография на белке А. 

Для проведения стадии аффинной хроматографии загружали супернатант на колонку с белком А 

(HiTrap с белком A FF, 5 мл, GE Healthcare), уравновешенную 6 CV 20 мМ фосфата натрия, 20 мМ цит-

рата натрия, рН 7,5. После стадии промывки тем же буферным раствором антитело элюировали из ко-

лонки на стадии элюирования 20 мМ фосфатом натрия, 100 мМ хлорида натрия, 100 мМ глицина, рН 3,0. 

Фракции с требуемым антителом немедленно нейтрализовали 0,5М фосфатом натрия, рН 8,0 (1:10), объ-

единяли и концентрировали центрифугированием. Концентрат стерильно фильтровали и далее обраба-

тывали катионообменной хроматографией и/или эксклюзионной хроматографией. 

Катионообменная хроматография/ 

Для проведения стадии катионообменной хроматографии концентрированный белок разбавляли 

1:10 буфером для элюирования с использованием стадии аффинной хроматографии и загружали на ка-

тионообменную колонку (Poros 50 HS, Applied Biosystems). После двух этапов промывки буфером для 

уравновешивания и буферным раствором для промывки, соответственно, 20 мМ фосфат натрия, 20 мМ 

цитрат натрия, 20 мМ ТРИС, рН 5,0, и 20 мМ фосфат натрия, 20 мМ цитрат натрия, 20 мМ ТРИС, 100 

мМ хлорид натрия рН 5,0, белок элюировали градиентом с использованием 20 мМ фосфата натрия, 20 

мМ цитрата натрия, 20 мМ ТРИС, 100 мМ хлорида натрия рН 8,5. Фракции, содержащие требуемое ан-

титело, объединяли, концентрировали центрифугированием, стерильно фильтровали и далее обрабаты-

вали на стадии эксклюзионной хроматографии. 

Аналитическая эксклюзионная хроматография. 

Для проведения стадии эксклюзионной хроматографии концентрированный белок вводили в ко-

лонку XK16/60 HiLoad Superdex 200 (GE Healthcare) с 20 мМ гистидина, 140 мМ хлорида натрия, рН 6,0, 

в качестве буфера для состава с Твин 20 или без него. Фракции, содержащие мономеры, объединяли, 

концентрировали центрифугированием, стерильно фильтровали в стерильный флакон. 

Измерение чистоты и содержания мономеров. 

Чистоту и содержание мономеров в конечном препарате белка определяли методом ДДС-КЭ (сис-

тема Caliper LabChip GXII (Caliper Life Sciences)), соответствующей ВЭЖХ (TSKgel G3000 SW XL, ана-

литическая эксклюзионная колонка column (Tosoh)) в буферном растворе 25 мМ фосфате калия, 125 мМ 

хлорид натрия, 200 мМ L-аргинина моногидрохлорид, 0,02% (мас./об.) азид натрия, рН 6,7. 

Подтверждение молекулярной массы анализами ЖХ-МС. 

Дегликозилирование. 

Для подтверждения получения гомогенного препарата из таких молекул конечный раствор белка 

анализировали анализом ЖХ-МС. Для удаления гетерогенности, введенной углеводами, конструкции 

обрабатывают ПНГазой F (ProZyme). Для этого рН раствора белка корректировали до рН 7,0 добавлени-

ем 2 мкл 2М Трис к 20 мкг белка с концентрацией 0,5 мг/мл. Добавляли 0,8 мкг ПНГазы F и инкубирова-

ли в течение 12 ч при 37°С. 

Анализ ЖХ-МС - онлайн-анализ. 

Выполняли метод ЖХ-МС на ВЭЖХ Agilent 1200, связанном с ВП-масс-спектрометром 6441 (Ag-

ilent). Выполняли хроматографическое разделение на полистирольной колонке Macherey Nagel; RP1000-8 

(размер частиц 8 мкм, 4,6×250 мм; № по кат. 719510). Элюент А содержал 5% ацетонитрила и 0,05% 

(об./об.) муравьиной кислоты в воде, элюент В содержал 95% ацетонитрила, 5% воды и 0,05% муравьи-

ной кислоты. Скорость потока составляла 1 мл/мин, разделение проводили при 40°С и образец белка 6 

мкг (15 мкл) получали с обработкой, описанной раннее. 
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Во время первых 4 мин элюат направляли в сброс для защиты масс-спектрометра от загрязнения 

солями. ESI-источник работал с потоком высушивающего газа 12 л/мин, температура 350°С и давлении 

распылителя 60 psi. МС-спектры получали с использованием напряжения фрагментатора 380 В и диапа-

зона масс от 700 до 3200 m/z с использованием режима образования положительных ионов. Данные МС 

получали с помощью программного обеспечения прибора от 4 до 17 мин. 

Выделение МКПК человека из крови. 

Мононуклеарные клетки периферической крови (МКПК) получали центрифугированием на плот-

ности Histopaque из обогащенных лимфоцитами препаратов (лейкотромбоцитарные слои), полученных 

из местных банков крови или из свежей крови, взятой у здоровых людей-доноров. Вкратце, разбавляли 

кровь стерильным ФСБ и осторожно наслаивали на градиент Histopaque (Sigma, H8889). После центри-

фугирования в течение 30 мин при 450×g при комнатной температуре (тормоз выключен), удаляли часть 

плазмы над МКПК, содержащую межфазную границу. Переносили МКПК в новые пробирки Falcon на 

50 мл и пробирки наполняли ФСБ до полного объема 50 мл. Центрифугировали смесь при комнатной 

температуре в течение 10 мин при 400×g (тормоз включен). Удаляли супернатант и промывали осадок 

МКПК два раза стерильным ФСБ (стадии центрифугирования при 4 °С в течение 10 мин при 350×g). По-

лученную популяцию МКПК автоматически подсчитывали (ViCell) и хранили в среде RPMI1640, содер-

жащей 10% FCS и 1% L-алинил-L-глутамин (Biochrom, K0302) при 37°С, 5% CO2 в инкубаторе до начала 

анализа. 

Выделенные первичных МКПК яванского макака из гепаринизированной крови. 

Мононуклеарные клетки периферической крови (МКПК) получали центрифугированием на плот-

ности из свежей крови, взятой у здоровых доноров яванских макак, следующим образом. Гепаринизиро-

ванную кровь разбавляли 1:3 стерильным ФСБ и разбавляли среду Lymphoprep (Axon Lab, № 1114545) 

стерильным ФСБ до 90%. Два объема разбавленной крови наслаивали на один объем разбавленного гра-

диента плотности и разделяли фракцию МКПК центрифугированием в течение 30 мин при 520×g, без 

применения тормоза, при комнатной температуре. Переносили полосу МКПК в свежую пробирку Falcon 

на 50 мл и промывали стерильным ФСБ путем центрифугирования в течение 10 мин при 400×g при 4°С. 

Выполняли центрифугирование при низкой скорости для удаления тромбоцитов (15 мин при 150×g, 4°С), 

а получаемую популяцию МКПК подсчитывали автоматическим способом (ViCell) и немедленно ис-

пользовали для последующих анализов. 

Примеры 

Пример 1. Создание анти-ВСМА антител. 

Пример 1.1. Получение антигенов и рабочих реактивов. 

Пример 1.1.1. Рекомбинантный, растворимый, внеклеточный домен ВСМА человека. 

В качестве антигенов для отборов на фаговом дисплее использовали внеклеточные домены ВСМА 

человека, яванского макака и мыши, которые транзиентно экспрессировали как N-концевое мономерное 

Fc-слияние в клетках HEK EBNA и сайт-специфически биотинилировали посредством коэкспрессии 

биотинлигазы BirA в последовательности распознавания avi-маркера, расположенного на С-конце Fc-

части, несущей рецепторную цепь (Fc цепь-выступ). Внеклеточные домены ВСМА человека и яванского 

макака состояли из от метионина 4 до аспарагина 53 и от метионина 4 до аспарагина 52 соответственно. 

Их по N-концам сливали с шарниром IgG1 человека, обеспечивающим гетеродимеризацию с неслитой 

Fc-частью IgG1 человека (цепь-углубление) с помощью технологии "выступы-в-углубления". 

Пример 1.1.1А. Создание анти-ВСМА антител путем созревания. 

1.1.1А.1. Библиотеки и отборы. 

Конструировали две библиотеки на основе антитела 83А10. Эти библиотеки рандомизируют либо 

по CDR1 и CDR2 легкой цепи (83А10 L1/L2), либо CDR1 и CDR2 тяжелой цепи (83А10 Н1/Н2) соответ-
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ственно. Каждую из этих библиотек конструировали 2 последовательными стадиями амплификации и 

сборки. Конечные собранные продукты расщепляли NcoI/BsiWI для получения библиотеки 83А10 L1/L2, 

MunI и NheI для получения библиотеки 83А10 Н1/Н2, вместе со сходным образом обработанными век-

торами-акцепторами на основе плазмидных препаратов клона 83А10. Следующие количества расщеп-

ленных рандомизированных (частично) V-доменов и расщепленного(ых) вектора(ов) лигировали с соот-

ветствующими библиотеками (мкг V-домена/мкг вектора): библиотека а.т. 83А10 L1/L2 (3/10), библиоте-

ка 83А10 Н1/Н2 (3/10), объединяли очищенные лигаты библиотек 83А10 L1/L2 и 83А10 Н1/Н2, соответ-

ственно, и использовали 15 трансформаций клеток Е. coli TG1 для каждой из 2 библиотек, для получения 

конечных размеров библиотек из 2,44×10
10

 для библиотеки 83А10 L1/L2 и 1,4×10
10

 для библиотеки a.m. 

83A10 Н1/Н2. Захватывали и очищали фагмидные частицы, отображающие эти Fab-библиотеки. 

1.1.1А.2. Отбор клонов. 

Отбор клонов выполняли по отношению к эктодомену антигена созревания (ВСМА) человека или 

яванского макака, с которым клонировали слева от оперона Fc и avi-маркер. Перед выполнением отбора 

планшеты с нейтравидином покрывали Fc деплетором в концентрации 500 нМ. Отбор выполняли со-

гласно следующей схемы: 

1) связывание ~10
12

 фагмидных частиц библиотеки library.83A10 L1/L2 или библиотеки 83А10 

Н1/Н2 с иммобилизированным Fc деплетором в течение 1 ч,  

2) перенос несвязанных фагмидных частиц библиотеки 83А10 L1/L2 или библиотеки 83А10 Н1/Н2 

с 50 нМ, 25 нМ, 10 нМ или 2 нМ ВСМА человека или яванского макака (в зависимости от библиотеки 

или цикла отбора) в течение 20 мин,  

3) добавление магнитных гранул со стрептавидином в течение 10 мин,  

4) промывка магнитных гранул со стрептавидином с использованием 10×1 мл ФСБ/Tween 20 и 

10×1 мл ФСБ,  

5) элюирование фаговых частиц добавлением 1 мл 100 мМ TEA (триэтиламина) в течение 10 мин и 

нейтрализация добавлением 500 мкл 1М Tris/HCl рН 7,4 и  

6) повторное введение клеток Е. coli TG1 в log-фазе, инфицирование хелперным фагом VCSM13 и 

последующее осаждение фагмидных частиц ПЭГ/NaCl для использования в последующих циклах отбо-

ра. 

Отбор выполняли в течение 3 циклов, а условия корректировали в 5 потоках отдельно для каждой 

из 2 библиотек. Подробно параметры отбора были следующими: поток 1 (50 нМ huBCMA для цикла 1, 

25 нМ cynoBCMA для цикла 2, 10 нМ huBCMA для цикла 3), поток 2 (50 нМ huBCMA для цикла 1, 10 

нМ huBCMA для цикла 2, 2 нМ huBCMA для цикла 3), поток 3 (50 нМ huBCMA для цикла 1, 25 нМ 

huBCMA для цикла 2, 10 нМ cynoBCMA для цикла 3), поток 4 (50 нМ huBCMA для цикла 1, 25 нМ 

cynoBCMA для цикла 2, 10 нМ cynoBCMA для цикла 3), поток 5 (50 нМ cynoBCMA для цикла 1, 25 нМ 

cynoBCMA для цикла 2, 10 нМ cynoBCMA для цикла 3). 

Тяжелые цепи антител Mab 21, Mab 22, Mab 33 и Mab 42 получали из потока 5, который использо-

вали только cynoBCMA. 

1.1.1А.3. Метод скрининга. 

Отдельные клоны экспрессировали в бактериях в виде 1 мл культур в 96-луночном формате и су-

пернатанты подвергали скринингу методом ELISA. Специфические связывающие антитела определяли 

как сигналы, выше 5× фонового уровня для ВСМА человека и яванского макака, и сигналы, ниже 3× фо-

нового уровня для Fc деплетора. Покрытые нейтравидином 96-луночные рядные планшеты покрывали 10 

нМ huBCMA, 10 нМ суВСМА или 50 нМ Fc деплетором, с последующим добавлением содержащих Fab 

бактериальных супернатантов и выявлением специфического связывания Fab посредством их Flag-

маркеров путем использования анти-Flag/HRP вторичного антитела. ELISA-позитивные клоны экспрес-

сировали в бактериях в виде 1 мл культур в 96-луночном формате и супернатанты подвергали кинетиче-

скому эксперименту для скрининга ProteOn. Идентифицировали 500 позитивных клонов, большинство из 

них имели сходную аффинность. 

1.1.1А.4. Скрининг методом поверхностного плазмонного резонанса с растворимыми Fab и IgG. 

Методом ППР дополнительно исследовали 70 клонов. Все эксперименты выполняли при 25°С с ис-

пользованием в качестве подвижного буфера PBST (10 мМ ФСБ, рН 7,4 и 0,005% (об./об.) Tween 20). 

На приборе ProteOn XPR36, оборудованном биосенсором с сенсорными чипами GLC и GLM, и с реакти-

вами для связывания (10 мМ ацетат натрия, рН 4,5, сульфо-N-гидроксисукцинимид, 1-этил-3-(3-

диметиламинопропил)карбодиимида гидрохлорид [EDC] и этаноламин), приобретеными у BioRad Inc.  

г. Геркулес, штат Калифорния). Иммобилизации выполняли при 30 мкл/мин на чипе GLM. Связывали 

pAb (козла) анти-hu IgG, F(ab)2 специфическое Ab (Jackson) в вертикальном направлении с использова-

нием стандартной аминосвязывающей процедуры: все шесть каналов для лигандов активировали в тече-

ние 5 мин со смесью EDC (200 мМ) и сульфо-NHS (50 мМ). Непосредственно после активации поверх-

ностей pAb (козла) анти-hu IgG, F(ab)2 специфическое антитело (50 мкл/мл, 10 мМ ацетат натрия, рН 5) 

вводили во все шесть каналов в течении 5 мин. В конце каналы блокировали с помощью инъекции 1М 

этаноламина-HCl (рН 8,5) в течение 5 мин. Конечные уровни иммобилизации были аналогичны для всех 
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каналов, составляя в диапазоне от 11000 до 11500 RU. Варианты Fab захватывались из супернатантов Е. 

coli путем одновременного введения вдоль пяти отдельных целых горизонтальных каналов (30 мкг/мл) в 

течение 5 мин и это приводило к уровням в диапазоне от 200 до 900 RU в зависимости от концентрации 

Fab в супернатанте; кондиционированную среду вводили вдоль шестого канала для обеспечения "парал-

лельно работающего" холостого опыта для целей использования двойного эталона. Одноступенчатые 

кинетические измерения выполняли путем введения серии разведений ВСМА человека, яванского мака-

ка и мыши (50, 10, 2, 0,4, 0,08, 0 нМ, 50 мкл/мин) в течение 3 мин вдоль вертикальных каналов. Диссо-

циацию отслеживали в течение 5 мин. Данные по кинетике анализировали в программе ProteOn Manager  

v. 2.1. Обработка данных для пятна реакции вовлекала применение эталона, полученного при сравнении 

между пятнами, и стадии измерения двойного эталона с использованием параллельного холостого бу-

ферного раствора (Myszka, 1999). Обработанные данные от повторных одноступенчатых введений под-

бирали по простой модели связывания Ленгмюра 1:1 без переноса массы (O'Shannessy et al., 1993). 

Для измерений IgG из супернатантов продукции в HEK в 6-луночном формате, варианты Fab захва-

тывались из супернатантов HEK293 путем одновременного введения вдоль пяти отдельных целых гори-

зонтальных каналов (30 мкг/мл) в течение 5 мин, и это приводило к уровням в диапазоне от 200 до 400 

RU; кондиционированную среду вводили вдоль шестого канала для обеспечения "параллельно работаю-

щего" холостого опыта для целей использования двойного эталона. Одноступенчатые кинетические из-

мерения выполняли путем введения серии разведений ВСМА человека, яванского макака и мыши (25, 5, 

1, 0,2, 0,04, 0 нМ, 50 мкл/мин) в течение 3 мин вдоль вертикальных каналов. Диссоциацию отслеживали в 

течение 5 мин. Данные по кинетике анализировали, как описано выше. Измерения OSK суммировали в 

табл. 2D; н/и, недостоверное измерение. Обнаружено, что аффинность huBCMA составляла около от 50 

пМ до 5 нМ. Обнаружено, что аффинность cynoBCMA составляла около от 2 до 20 нМ (несколько кло-

нов выпали из диапазона, см. фиг. 17). 

1.1.1А5. Дополнительный отбор клонов НС и LC. 

Благодаря своему опыту изобретатели отобрали из этих 70 клонов дополнительно 27 клонов на ос-

нове их свойств связывания с huBCMA, cynoBCMA, мышиным ВСМА, и соотношение, измеренные в 

различных анализах. Из этих клонов отбирали клоны 4VH и 9VL, которые привели к 34 комбинациям 

VH/VL. Измеряли аффинность связывания на клетках HEK-huBCMA (фиг. 18 и табл. 2Е). Было обнару-

жено, что связывание антител Mab 21, Mab 22, Mab 27, Mab 39 и Mab 42 с huBCMA на клетках HEK не 

было значимо лучше, чем связывание Mab 83A10 с клетками huBCMA-HEK. Однако были отобраны 

Mab21, Mab 22, Mab27, Mab33, Mab39 и Mab42, благодаря их совокупным свойствам, как аффинность к 

huBCMA, cynoBCMA, связывание в виде биспецифического антитела с ВСМА-позитивными линиями 

клеток множественной миеломы Н929, L363 и RPMI-8226 методом проточной цитометрии, уничтожение 

активности миеломных клеток Н929, L363 и RPMI-8226 из жизнеспособных миеломных плазматических 

клеткок, полученных из аспиратов костного мозга пациентов, и данных фармакокинетики (ФК) и фармо-

динамики (уничтожение ВСМА-позитивных клеток) у яванских макак. 

Таблица 2С 

Взаимоотношения антител к потокам 
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Таблица 2D 

Одноступенчатые кинетические измерения аффинности с ВСМА человека, яванского макака и мыши 

 
 

Таблица 2Е 

Связывание вариантов IgG на клетках HEK-huBCMA 

 

 
 

Пример 1.2. ВСМА-экспрессирующие клетки в качестве рабочих клеток. 

Пример 1.2.1. Линии миеломных клеток человека, экспрессирующие ВСМА на своей поверхности, 

и количественное определение количества рецепторов ВСМА на клеточной поверхности. 

Экспрессию ВСМА оценивали на пяти линиях миеломных клеток человека (NCI-H929, RPMI-8226, 

U266B1, L-363 и JJN-3) методом проточной цитометрии. Клетки NCI-H929 ((Н929) АТСС CRL-9068) 

культивировали в 80-90% RPMI 1640 с 10-20% инактивированной нагреванием FCS и с возможным до-

бавлением 2 мМ L-глутамина, 1 мМ пирувата натрия и 50 мкМ меркаптоэтанола. Клетки RPMI-8226 

((RPMI) АТСС CCL-155) культивировали в среде, содержащей 90% RPMI 1640 и 10% инактивиро-

ванной нагреванием FCS. Клетки U266B1 ((U266) АТСС TIB-196) культивировали в среде RPMI 

1640, модифицированной добавлением 2 мМ L-глутамина, 10 мМ HEPES, 1 мМ пирувата натрия, 4500 

мг/л глюкозы и 1500 мг/л бикарбоната натрия и 15% инактивированной нагреванием FCS. Линию клеток 

L-363 (Институт Лейбница DSMZ - Немецкая коллекция микроорганизмов и культур клеток; DSMZ  

№ АСС 49) культивировали в 85% RPMI 1640 и 15% инактивированной нагреванием FCS. Линию клеток 

JJN-3 (DSMZ № АСС 541) культивировали в 40% MEM в модификации Дульбекко + 40% MDM в моди-

фикации Искова +20% инактивированной нагреванием FBS. Вкратце, клетки собирали, промывали, под-

считывали жизнеспособность, ресуспендировали в концентрации 50000 клеток/лунку на 96-луночный 

круглодонный планшет и инкубировали с антителом против ВСМА человека (Abcam, № ab54834, IgG1 
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мыши) при 10 мкг/мл в течение 30 мин при 4°С (для предотвращения интернализации). IgGl мыши ис-

пользовали в качестве изотипного контроля (BD Biosciences, № 554121). Затем клетки центрифугировали 

(5 мин при 350×g), дважды промывали и инкубировали с конъюгированным с ФИТЦ антимышиным вто-

ричным антителом в течение 30 мин при 4°С. В конце периода времени инкубации клетки центрифуги-

ровали (5 мин при 350×g), промывали дважды буферным раствором FACS, ресуспендировали в 100 мкл 

буфера для FACS и анализировали на запущенной программном обеспечении FACS Diva устройства 

CantoII. Относительное количественное определение рецепторов ВСМА на поверхностной мембране 

линии миеломных клеток Н929, RPMI-8226 и U266B1 оценивали анализом QIFIKIT (Dako, № K0078, 

следуя инструкциям производителя). Клетки Н929 экспрессировали ВСМА человека с наибольшей плот-

ностью, до 5-6 раз больше других линии миеломных клеток. Н929 считается линией миеломных клеток, 

экспрессирующей высокий уровень ВСМА, по сравнению с U266 и L363, которые экспрессируют ВСМА 

на среднем/низком уровне, RPMI-8226, которые являются миеломными клетками с низкой экспрессией 

ВСМА, и JJN-3, которые являются миеломными клетками с очень низкой экспрессией ВСМА. В табл. 3 

обобщены относительные количества рецепторов ВСМА на клеточной поверхности линии клеток мно-

жественной миеломы человека в каждом эксперименте (n=5). 

Таблица 3 

Количественное определение количества рецепторов ВСМА на мембранной поверхности линий миелом 

клеток человека Н929, L363, RPMI-8226, U266B1 и JJN-3 

 

 
 

Пример 2. Анализы связывания ВСМА: поверхностный плазмонный резонанс. 

Оценку связывания анти-ВСМА антител с рекомбинантным ВСМА методом поверхностного плаз-

монного резонанса (ППР) выполняли следующим образом.  

Все эксперименты ППР выполняли на Biacore T200 при 25°С с HBS-EP в качестве подвижного бу-

фера (0,01М ГЭПЭС рН 7,4, 0,15М NaCl, 3 мМ ЭДТК, 0,005% поверхностно-активного вещества Р20, 

Biacore, Фрайбург/Германия). Определяли авидность взаимодействия между анти-ВСМА антителами и 

рекомбинантным ВСМА Fc(kih) (человека и яванского макака). Биотинилированные рекомбинантные 

ВСМА Fc(kih) человека и яванского макака непосредственно связывали с чипом SA согласно инструкци-

ям (Biacore, Фрайбург/Германия). Уровень иммобилизации находился в диапазоне от 200 до 700 RU. Ан-

ти-ВСМА антитела пропускали в 2-кратном диапазоне концентраций (от 1,95 до 500 нМ) с потоком 30 

мкл/мин через проточные ячейки в течение 120 с. Диссоциацию отслеживали в течение 180 с. Необрабо-

танные отличия показателей преломления корректировали вычитанием величины ответа, полученной на 

эталонной проточной ячейке. В ней анти-ВСМА антитела пропускали над чистой поверхностью, предва-

рительно активированной и дезактивированной, как описано в стандартном наборе для аминного связы-

вания. Кажущиеся кинетические константы получали с использованием программного обеспечения для 

оценки Biacore T200 (vAA, Biacore AB, Уппсала/Швеция) для подбора уравнений скорости связывания 

1:1 по Лэнгмюру численным интегрированием, несмотря на бивалентность взаимодействия для целей 

сравнения. Определяли также аффинность взаимодействия между анти-ВСМА антителами и рекомби-

нантным ВСМА Fc(kih) человека. Античеловеческое Fab-антитело (GE Healthcare) непосредственно свя-

зывалось на чипе СМ5 при рН 5,0 с использованием стандартного набора для аминного связывания 

(Biacore, Фрайбург/Германия). Уровень иммобилизации составлял около 6500 RU. Анти-ВСМА антитело 

захватывалось в течение 90 с при 25 нМ. Рекомбинантный ВСМА человека пропускали в 4-кратном диа-

пазоне концентраций (от 1,95 до 500 нМ) с потоком 30 мкл/мин через проточные ячейки в течение 120 с. 

Диссоциацию отслеживали в течение 120 с. Необработанные отличия показателей преломления коррек-

тировали вычитанием величины ответа, полученной на эталонной проточной ячейке. В ней рекомби-

нантный пропускали над поверхностью с иммобилизированным античеловеческим Fab-антителом, но на 
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которую вместо анти-ВСМА антитела был нанесен HBS-EP. Кинетические константы получали с ис-

пользованием программного обеспечения для оценки Biacore T100 (vAA, Biacore AB, Уппсала/Швеция) 

для подбора уравнений скорости связывания 1:1 по Лэнгмюру численным интегрированием (табл. 4). 

Таблица 4 

Константы аффинности, определенные подбором уравнений скорости связывания 1:1 по Лэнгмюру 

 
Пример 3. Гэп аффинности антитела человека/яванского макака (hu/cyno). 

Учитывая значения аффинности, описанные в примере 2, сравнивали аффинность анти-ВСМА ан-

тител к ВСМА человека по сравнению с ВСМА яванского макака и рассчитывали значения соотношения 

(гэп) cyno/hu (табл. 5). Гэп аффинности cyno/hu рассчитывали как значение аффинности антитела к 

ВСМА яванского макака деленное на аффинность к ВСМА человека, и он означает, что ВСМА-антитело 

связывается с ВСМА человека с х-кратной аффинностью связывания по сравнению с ВСМА яванского 

макака, где х = значение гэпа cyno/hu. Результаты показаны в табл. 5. 

Таблица 5 

Аффинность анти-ВСМА антител к ВСМА человека по сравнению с  

ВСМА яванского макака и значения гэпа cyno/hu 

 
Пример 4. Создание анти-ВСМА /анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток. 

Анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифические антитела Т-клеток создавали в соответствии с WO 

2014/122144, который включен в данный документ путем ссылки. 

Пример 4.1. Анти-CD3 антитела. 

Термин "CD3ε или CD3", используемый в данном документе, относится к CD3ε человека, описан-
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ном под кодом UniProt P07766 (CD3E_HUMAN). Термин "антитело против CD3, анти-CD3 антитело" 

относится к антителу, связывающемуся с CD3ε. Предпочтительно данное антитело содержит вариабель-

ный домен VH, содержащий CDR тяжелой цепи с SEQ ID NO: 1, 2 и 3, соответственно, CDR1, CDR2 и 

CDR3 легкой цепи и вариабельного домена VL, содержащего CDR легкой цепи с SEQ ID NO: 4, 5 и 6, 

соответственно, CDR1, CDR2 и CDR3 легкой цепи. Предпочтительно антитело содержит вариабельные 

домены SEQ ID NO: 7 (VH) и SEQ ID NO: 8 (VL). Анти-CD3 антитело, описанное выше, использовали 

для создания биспецифических антител Т-клеток, которые использовали в следующих примерах. 

Пример 4.2. Создание анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток формата 2+1 с со-

держанием Fc. 

В качестве исходных веществ использовали кДНК, кодирующие полные тяжелую и легкую цепи 

соответствующих анти-ВСМА антител-IgG1, а также кДНК VH и VL анти-CD3-антител. Для каждого 

биспецифического антитела в четырех белковых цепях включено содержание тяжелой и легкой цепей 

соответствующего анти-ВСМА антитела и тяжелой и легкой цепи анти-CD3 антитела соответственно, 

описанные выше. С целью минимизации образования боковых продуктов с неправильно спаренными 

тяжелыми цепями, например с двумя тяжелыми цепями анти-CD3 антитела, использовали мутировавший 

гетеродимерный Fc-участок, несущий "мутации выступ-в-углубление" и сконструированную дисульфид-

ную связь, как описано в WO 2009080251 и WO 2009080252. С целью минимизации образования боко-

вых продуктов с неправильно спаренными тяжелыми цепями, например с двумя легкими цепями анти-

ВСМА антитела, к тяжелым и легким цепям анти-CD3 антитела применяют перекрест константного кап-

па CH1× с использованием методологии, описанной в WO 2009080251 и WO 2009080252. 

а) Анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифическое антитело Т-клеток в формате 2+1, т.е. биспецифическое 

антитело (Fab)2 × (Fab), которое является бивалентным для ВСМА и моновалентным для CD3, может 

обладать преимуществами в активности, предсказуемости по эффективности и безопасности, потому что 

оно может предпочтительно связываться с ВСМА опухолевой мишени и избегать поглощения антител 

CD3, таким образом обеспечивая более высокую вероятность воздействия лекарственного средства, фо-

кусирующегося на опухоли. 

Анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифическое антитело Т-клеток формата 2+1 (т.е. биспецифическое 

(Fab)2 ×(Fab) антитело), бивалентное для ВСМА и моновалентное для CD3, содержащее Fc, получали из 

ВСМА-антител человека, отобранных раннее. В качестве исходных веществ использовали кДНК, коди-

рующие полные Fab (домены VH и СН1 тяжелой цепи плюс домены VL и CL легкой цепи) соответст-

вующих анти-ВСМА антител-IgG1, а также кДНК VH и VL анти-CD3-антител. Для каждого биспецифи-

ческого антитела в четырех белковых цепях включено содержание тяжелой и легкой цепей соответст-

вующего анти-ВСМА антитела и тяжелой и легкой цепей анти-CD3 антитела соответственно, описанные 

выше, с Fc-участками. 

Вкратце, каждое биспецифическое антитело продуцировали путем одновременной котрансфекции 

четырех экспрессионных векторов млекопитающих, кодирующих, соответственно: а) кДНК полной лег-

кой цепи соответствующего ВСМА-антитела, b) слитую кДНК, созданную стандартными методами мо-

лекулярной биологии, такими как ПЦР сращивания перекрывающимися расширениями, обеспечивая 

кодирование слитого белка, составленного из (в порядке от N- до С-конца) секреторной лидерной после-

довательности, Fab (VH, с последующими СН1-доменами) соответствующего анти-ВСМА антитела, опи-

санного выше, гибкого линкера глицин(Gly)-серин(Ser) с последовательностью Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-

Gly-Gly-Gly-Ser, Fab (VH с с последующими СН1-доменами) соответствующего анти-ВСМА антитела, 

описанного выше, гибкого линкера глицин(Gly)-серин(Ser) с последовательностью Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-

Gly-Gly-Gly-Gly-Ser, VH анти-CD3 антитела, описанного выше, и константного κ-домена кДНК легкой 

цепи человека, с) слитую кДНК, созданную стандартными методами молекулярной биологии, такими как 

ПЦР сращивания перекрывающимися расширениями, обеспечивая кодирование слитого белка, состав-

ленного из (в порядке от N- до С-конца) секреторной лидерной последовательности, VL анти-CD3 анти-

тела, описанного выше, константного СН1-домена кДНК IgG1 человека. Для котрансфекции клеток мле-

копитающих, продукции и очистки антител использовали способы, описанные выше для продукции че-

ловеческих или гуманизированных антител-IgG1 с одной модификацией: для очистки антител первую 

стадию захватывания выполняют не с применением белка А, а вместо него использовали колонку для 

аффинной хроматографии, наполненную смолой, связывающейся с константным участком легкой цепи κ 

человека, такой как KappaSelect (GE Healthcare Life Sciences). В дополнение к этому для увеличения ста-

бильности и выхода могли включать дисульфид, а также дополнительные остатки, образующие ионные 

мостики и увеличивающие выходы гетеродимеризации (ЕР 1870459 А1). 

Для создания векторов для биспецифического антитела к BCMA×CD3, происходящие из IgG1 бис-

пецифические молекулы состояли по меньшей мере из двух антигенсвязывающих фрагментов, способ-

ных специфически связываться с двумя различными антигенными детерминантами CD3 и ВСМА. Анти-

генсвязывающие фрагменты представляли собой Fab-фрагменты, состоящие из тяжелой и легкой цепи, 

каждая содержала вариабельный и константный участок. По меньшей мере один из Fab-фрагментов 

представлял собой фрагмент "перекрестный Fab (Crossfab)", в котором константные домены Fab тяжелой 
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и легкой цепи были переставлены. Перестановка константных доменов тяжелой и легкой цепей в преде-

лах Fab-фрагмента обеспечивает то, что Fab-фрагменты различной специфичности не имеют идентичных 

перестроек доменов и, следовательно, не обмениваются легкими цепями. Конфигурация биспецифиче-

ской молекулы являлась моновалентой для CD3 и бивалентной для ВСМА, в которой один Fab-фрагмент 

был слит с N-концом внутреннего Crossfab (2+1). Биспецифическая молекула содержала Fc-часть для 

того, чтобы обеспечить более длительный период полувыведения. Схематическое представление конст-

рукций дано на фиг. 1-3; последовательности предпочтительных конструкций показаны в табл. 2А. Мо-

лекулы продуцировали путем котрансфекций клеток HEK293 EBNA, растущих в суспензии с экспресси-

онными векторами млекопитающих с использованием раствора на основе полимеров. Для получения 

конструкций 2+1 CrossFab-IgG клетки трансфицировали соответствующими экспрессионными вектора-

ми в соотношении 1:2:1:1 ("вектор Fc(выступ)":"вектор легкой цепи":"вектор легкой цепи 

CrossFab":"вектор тяжелой цепи-CrossFab"). 

Пример 4.3. Создание анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток для сравнения. 

Создание BCMA50-sc(Fv)2 (также известных как BCMA50-BiTE) анти-ВСМА/анти-CD3 биспеци-

фических антител Т-клеток и применяемых аминокислотных последовательностей проводили в соответ-

ствии с WO 2013072406 и WO 2013072415. 

Пример 5. Создание и очистка анти-ВСМА/анти-CD3 Fc-содержащих биспецифических антител 

(2+1) Т-клеток с заряженными вариантами. 

Анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифические антитела Т-клеток получали и очищали в соответствии с 

WO 2014/122144, который включен в данный документ путем ссылки. 

Для получения биспецифических антител экспрессировали биспецифические антитела транзиент-

ной котрансфекцией соответствующих экспрессионных векторов млекопитающих в клетки HEK293-

EBNA, которые культивировали в суспензии с использованием раствора на основе полимеров. За одни 

сутки до трансфекции клетки HEK293-EBNA высевали в концентрации 1,5 млн жизнеспособных кле-

ток/мл в среду Ex-Cell с добавкой 6 мМ L-глутамина. Из каждого мл конечного объема продукции цен-

трифугированием осаждали 2,0 млн жизнеспособных клеток (5 мин при 210×g). Отделяли аспирацией 

супернатант и клетки ресуспендировали в 100 мкл среды CD CHO. ДНК каждого мл конечного объема 

продукции получали смешиванием 1 мкг ДНК (соотношение тяжелой цепи:модифицированной тяжелой 

цепи:легкой цепи:модифицированной легкой цепи = 1:1:2:1) в 100 мкл среды CD CHO. После добавления 

0,27 мкл раствора на основе полимеров (1 мг/мл) смесь встряхивали на вихревой мешалке в течение 15 с 

и оставляли при комнатной температуре в течение 10 мин. Через 10 мин соединяли вместе ресуспенди-

рованные клетки и смесь ДНК/раствора на основе полимеров, а затем переносили в соответствующий 

контейнер, который помещали на устройство для встряхивания (37°С, 5% СО2). Через 3 ч времени инку-

бирования на каждый мл конечного объема продукции добавляли 800 мкл среды Ex-Cell с добавкой 6 

мМ L-глутамина, 1,25 мМ вальпроевой кислоты и 12,5% Pepsoy (50 г/л). Через 24 ч на каждый мл конеч-

ного объема продукции добавляли 70 мкл питающего раствора. Через 7 суток или когда жизнеспособ-

ность клеток была равной или ниже 70%, клетки отделяли от супернатанта центрифугированием и сте-

рильной фильтрацией. Антитела очищали стадией аффинной хроматографии и одной или двумя стадия-

ми доочистки, представляющими катионообменную хроматографию и эксклюзионную хроматографию. 

При необходимости использовали дополнительную стадию доочистки. 

Для проведения стадии аффинной хроматографии загружали супернатант на колонку с белком А 

(HiTrap с белком A FF, 5 мл, GE Healthcare), уравновешенную 6 CV 20 мМ фосфата натрия, 20 мМ цит-

рата натрия, рН 7,5. После стадии промывки тем же буферным раствором антитело элюировали из ко-

лонки на стадии элюирования 20 мМ фосфатом натрия, 100 мМ хлорида натрия, 100 мМ глицина, рН 3,0. 

Фракции с требуемым антителом немедленно нейтрализовали 0,5М фосфатом натрия, рН 8,0 (1:10), объ-

единяли и концентрировали центрифугированием. Концентрат стерильно фильтровали и далее обраба-

тывали катионообменной хроматографией и/или эксклюзионной хроматографией. 

Для проведения стадии катионообменной хроматографии концентрированный белок разбавляли 

1:10 буфером для элюирования с использованием стадии аффинной хроматографии и загружали на ка-

тионообменную колонку (Poros 50 HS, Applied Biosystems). После двух этапов промывки буфером для 

уравновешивания и буферным раствором для промывки, соответственно, 20 мМ фосфат натрия, 20 мМ 

цитрат натрия, 20 мМ Трис, рН 5,0, и 20 мМ фосфат натрия, 20 мМ цитрат натрия, 20 мМ Трис, 100 мМ 

хлорид натрия рН 5,0, белок элюировали градиентом с использованием 20 мМ фосфата натрия, 20 мМ 

цитрата натрия, 20 мМ Трис, 100 мМ хлорида натрия рН 8,5. Фракции, содержащие требуемое антитело, 

объединяли, концентрировали центрифугированием, стерильно фильтровали и далее обрабатывали на 

стадии эксклюзионной хроматографии. 

Для проведения стадии эксклюзионной хроматографии концентрированный белок вводили в ко-

лонку XK16/60 HiLoad Superdex 200 (GE Healthcare) с 20 мМ гистидина, 140 мМ хлорида натрия, рН 6,0 

в качестве буфера для состава с Твин 20 или без него. Фракции, содержащие мономеры, объединяли, 

концентрировали центрифугированием, стерильно фильтровали в стерильный флакон. 

Определение концентрации антитела выполняли измерением поглощения при 280 нм с использова-
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нием теоретического значения поглощения 0,1% раствора антитела. Это значение основывалось на ами-

нокислотной последовательности и рассчитывалось программным обеспечением GPMAW (Lighthouse 

data). 

Чистоту и содержание мономеров в конечном препарате белка определяли методом ДДС-КЭ (сис-

тема Caliper LabChip GXII (Caliper Life Sciences)), соответствующей ВЭЖХ (TSKgel G3000 SW XL, ана-

литическая эксклюзионная колонка column (Tosoh)) в буферном растворе 25 мМ фосфате калия, 125 мМ 

хлорид натрия, 200 мМ L-аргинина моногидрохлорид, 0,02% (мас./об.) азид натрия, рН 6,7. 

Для проверки молекулярной массы готовых белковых препаратов и подтверждения гомогенного 

препарата молекул готового раствора белка применяли жидкостную хроматографию-масс-

спектрометрию (ЖХ-МС). Сначала выполняли стадию дегликозилирования. Для удаления гетерогенно-

сти, введенной углеводами, конструкции обрабатывали ПНГазой F (ProZyme). Для этого рН раствора 

белка корректировали до рН 7,0 добавлением 2 мкл 2М Трис к 20 мкг белка с концентрацией 0,5 мг/мл. 

Добавляли 0,8 мкг ПНГазы F и инкубировали в течение 12 ч при 37°С. Затем выполняли ЖХ-МС выяв-

ление в режиме онлайн. Выполняли метод ЖХ-МС на ВЭЖХ Agilent 1200, связанном с ВП-масс-

спектрометром 6441 (Agilent). Выполняли хроматографическое разделение на полистирольной колонке 

Macherey Nagel; RP1000-8 (размер частиц 8 мкм, 4,6×250 мм; № по кат. 719510). Элюент А содержал 5% 

ацетонитрила и 0,05% (об./об.) муравьиной кислоты в воде, элюент В содержал 95% ацетонитрила, 5% 

воды и 0,05% муравьиной кислоты. Скорость потока составляла 1 мл/мин, разделение проводили при 

40°С и образец белка 6 мкг (15 мкл) получали с обработкой, описанной раннее. 

Во время первых 4 мин элюат направляли в отходы для защиты масс-спектрометра от загрязнения 

солями. ESI-источник работал с потоком высушивающего газа 12 л/мин, температура 350°С и давлении 

распылителя 60 psi. МС-спектры получали с использованием напряжения фрагментатора 380 В и диапа-

зона масс от 700 до 3200 m/z с использованием режима образования положительных ионов. Данные МС 

получали с помощью программного обеспечения прибора от 4 до 17 мин. 

На фиг. 10 ЕР 14179705 (включен путем ссылки) изображены графики ДДС-КЭ (невосстанавли-

вающие условия) готовых белковых препаратов после различных методов очистки антител 83А10-ТСВ и 

83A10-TCBcv. Примененные к антителу 83А10-ТСВ стадии очистки аффинной хроматографией на белке 

А (РА) и эксклюзионной хроматографии (SEC) приводили к чистоте <30% и содержанию мономера 

82,8% (А). Когда к готовым белковым препаратам в (А) применяли дополнительные стадии очистки, 

включавшие катионообменную хроматографию (cIEX) и стадии конечной эксклюзионной хроматогра-

фии (re-SEC), чистота увеличивалась до 93,4%, но содержание мономера оставалось таким же, а выход 

существенно снижался до 0,42 мг/л. Однако когда к 83А10 анти-ВСМА Fab CL-CH1, а именно антителу 

83A10-TCBcv, применяли специфические модификации заряда, могли уже наблюдать превосходный 

профиль продукции/очистки молекулы ТСВ, что продемонстрировано чистотой 95,3%, содержанием 

мономера 100% и выходом до 3,3 мг/л, даже когда применяли стадии очистки РА + cIEX + SEC (С), по 

сравнению с (В) с профилем продукции/очистки, показавшим в 7,9 раз более низкий выход и на 17,2% 

более низкое содержание мономера, несмотря на дополнительную стадию очистки re-SEC. 

Для дополнительной оценки преимуществ заряженных модификаций CL-CH1, примененных к ан-

тителам, впоследствии проводили завершающий цикл продукции для сравнения профиля продук-

ции/очистки антител 83А10-ТСВ по сравнению с 83A10-TCBcv. Обе молекулы 83А10-ТСВ и 83A10-

TCBcv представлены в молекулярной форме, описанной на фиг. 2а. Как описано на фиг. 11, свойства 

антител 83А10-ТСВ и 83A10-TCBcv измеряли параллельно и сравнивали после каждой стадии очистки 1) 

только аффинная хроматография на РА (А, В), 2) аффинная хроматография на РА, затем SEC (С, D) и 3) 

аффинная хроматография на РА, затем SEC, потом cIEX и re-SEC (E, F). На фиг. 11 ЕР14179705 (вклю-

чен путем ссылки) продемонстрировано графики ДДС-КЭ (невосстанавливающие условия) готовых бел-

ковых растворов после соответствующих методов очистки антител 83А10-ТСВ и 83A10-TCBcv. Как по-

казано на фиг. 11А и 11В ЕР 14179705 (включен путем ссылки), наблюдали улучшения при применении 

заряженных вариантов в отношении антитела ТСВ уже после очистки только аффинной хроматографией 

РА. В этом завершающем исследовании примененная к антителу 83А10-ТСВ стадия очистки аффинной 

хроматографией РА приводила к чистоте 61,3%, выходу 26,2 мг/л и содержанию мономера 63,7% (11А). 

При сравнении, когда антитело 83А10-ТСВ очищали аффинной хроматографией РА, все свойства улуч-

шались с получением лучшей степени чистоты 81,0%, лучшего выхода 51,5 мг/л и содержания мономера 

68,2% (11В). Когда к конечным белковым препаратам применяли дополнительную стадию очистки SEC, 

как показано на фиг. 12А и 12В ЕР 14179705 (включен путем ссылки), то 83А10-ТСВ достигало чистоты 

69,5%, выхода 14,1 мг/л и содержания мономера 74,7% (С) по сравнению с 83A10-TCBcv с улучшенной 

чистотой и содержанием мономера до 91,0% и 83,9%, соответственно, и выходом 10,3 мг/л (D). Даже 

несмотря на незначительно меньший выход (т.е. менее 27%) 83A10-TCBcv, чем 83А10-ТСВ в этом кон-

кретном эксперименте, процентное содержание корректной молекулы оказывалось немного лучше для 

83А10-TCBcv, чем для 83А10-ТСВ, соответственно, 90% по сравнению с 40-60%, при измерении ЖХ-

МС. В третьем завершающем сравнении конечные белковые препараты 83А10-ТСВ и 83A10-TCBcv из 

фиг. 11С и 11D ЕР 14179705 (включен путем ссылки) объединяли с получением приблизительно 1 л (эк-

вивалентный объем) соответствующих конечных белковых препаратов из другой серии очистки (та же 



036975 

- 49 - 

продукция) только после стадии аффинной хроматографии РА. Затем объединенные белковые препараты 

дополнительно очищали методами очистки cIEX и SEC. Как изображено на фиг. 11E и 11F ЕР 14179705 

(включен путем ссылки), улучшения профиля продукции/очистки антитела ТСВ с заряженными вариан-

тами наблюдали, по существу, по сравнению с антителом ТСВ без заряженного варианта. После приме-

нения нескольких стадий методов очистки (т.е. РА ± SEC + cIEX + SEC) для очистки антитела 83А10-

ТСВ, достигали только 43,1% чистоты и возможного достижения содержания мономера 98,3%, но за счет 

ухудшения выхода, который снижался до 0,43 мг/л. Процентное содержание корректной молекулы, как 

измерено методом ЖХ-МС, было все еще плохим 60-70%. Наконец, качество конечного белкового пре-

парата было не приемлемо для применения in vitro. В полную противоположность, когда те же стадии 

многократной очистки с той же хронологией применяли к антителу 83А10-TCBcv, достигали чистоты 

96,2% и содержания мономера 98,9%, а также 95% корректной молекулы, как измерено методом ЖХ-

МС. Однако выход также был в значительной мере снижен до 0,64 мг/л после стадии очистки cIEX. Ре-

зультаты показывают, что лучшая чистота, более высокое содержание мономера, более высокое про-

центное содержание корректной молекулы и лучший выход можно достигать только для антитела 

83A10-TCBcv после двух стандартных стадий очистки, т.е. аффинная хроматография РА и SEC (фиг. 11D 

EP 14179705), тогда как такие свойства не могут достигаться для 83А10-ТСВ, даже когда применяли до-

полнительные стадии очистки (фиг. 11Е ЕР 14179705). 

В табл. 12 ЕР 14179705 (включен путем ссылки) обобщены свойства 83А10-ТСВ по сравнению с 

83А10-TCVcv после стадии очистки РА. В табл. 13 ЕР 14179705 (включен путем ссылки) обобщены 

свойства 83А10-ТСВ по сравнению с 83A10-TCVcv после стадий очистки РА и SEC. В табл. 14 ЕР 

14179705 (включен путем ссылки) обобщены свойства 83А10-ТСВ по сравнению с 83A10-TCVcv после 

РА и SEC плюс только РА, затем стадий очистки cIEX и re-SEC. Для табл. 12-14 ЕР 14179705 (включен 

путем ссылки), значения выделенные жирным шрифтов обозначают более высокое качество по сравне-

нию 83А10-ТСВ с 83A10-TCVcv. С одним исключением (т.е. выход соответствующего количества, см. 

табл. 13 ЕР 14179705 (включен путем ссылки), которое не может быть репрезентативным, все параметры 

продукции/очистки и значения, полученные из 3 завершающих экспериментов сравнения, были выше 

для 83A10-TCBcv по сравнению с 83А10-ТСВ. Общие результаты, явно демонстрирующие, что преиму-

щества признаков продукции/очистки можно достигать с применением заряженных модификаций CL-

CH1 с антителами ТСВ, и которые требовали только две стадии очистки (т.е. аффинная хроматография 

РА и SEC) для достижения белковых препаратов уже высокого качества с очень хорошими свойствами 

для возможности разработки. На основе улучшенных свойств продукции/очистки получены 83A10-

TCBcv, 21-TCBcv, 22-TCBcv, 27-TCBcv, 33-TCBcv, 39-TCBcv и 42-TCBcv с заряженными вариантами, 

аналогичным образом как и 83A10-TCBcv. 

Таблица 6 

Профиль продукции/очистки анти-ВСМА /анти-CD3 биспецифических антител 

Т-клеток после стадии очистки аффинной хроматографии на белке А 
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Таблица 7 

Профиль продукции/очистки анти-ВСМА /анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток 

после стадий очистки аффинной хроматографии на белке А и эксклюзионной хроматографии 

 
 

Таблица 8 

Профиль продукции/очистки анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток после стадий 

очистки 1.a) аффинной хроматографии на белке А и эксклюзионной хроматографии и  

1.b) аффинной хроматографии на белке А только для объединенных вместе, а затем  

2) катиоонообменная хроматография и 3) конечной эксклюзионной хроматографии 

 
 

Пример 6. Связывание анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток с ВСМА-

позитивными линиями клеток множественной миеломы (проточная цитометрия). 

Анти-ВСМА/анти-CD3 антитела ТСВ (21-TCBcv, 22-TCBcv, 42-TCBcv, 83A10-TCBcv) анализиро-

вали методом проточной цитометрии на связывание с ВСМА человека на ВСМА-экспрессирующих 

клетках Н929, L363 и RPMI-8226. В качестве отрицательного контроля применяли MKN45 (линия клеток 

аденокарцинома желудка, которая не экспрессирует ВСМА). Вкратце, культивированные клетки собира-

ли, подсчитывали и оценивали жизнеспособность клеток с использованием ViCell. Затем корректировали 

концентрацию жизнеспособных клеток до 2×10
6
 клеток на мл в содержащем БСА буферном растворе 

FACS для окрашивания (BD Biosciences). Далее переносили отбирали аликвоту 100 мкл этой суспензии 

на лунку в круглодонный 96-луночный планшет и инкубировали с 30 мкл анти-ВСМА антител или соот-

ветствующего контрольного IgG в течение 30 мин при 4°С. Титровали все анти-ВСМА/анти-CD3 антите-

ла ТСВ (и контрольные ТСВ) и анализировали в диапазоне конечных концентраций 1-300 нМ. Затем 

центрифугировали клетки (5 мин, 350×g), промывали 120 мкл/лунку буферного раствора FACS для ок-

рашивания (BD Biosciences), ресуспендировали и инкубировали для дополнительной обработки 30 мин 

при 4°С конъюгированным с флуорохромом, конъюгированным с РЕ и F(ab')2-фрагментом AffiniPure 

специфическим к Fc-фрагменту антителом козла к IgG человека (Jackson Immuno Research Lab; 109-116-

170). Затем дважды промывали клетки буферным раствором для окрашивания (BD Biosciences), фикси-

ровали с использованием 100 мкл на лунку буферного раствора BD для фиксации (№ BD Biosciences, 

554655) при 4°С в течение 20 мин, ресуспендировали в 120 мкл буферного раствора FACS и анализиро-

вали с использованием BD FACS CantoII. Если применимо, рассчитывали ЕС50 с использованием Prism 

GraphPad (г. Ла-Хойя, штат Калифорния, США) и обобщали значения ЕС50, отмечающие концентрацию 

антитела, необходимую для достижения 50% максимального связывания для связывания анти-

ВСМА/анти-CD3 антител ТСВ с клетками Н929, клетками L363 и клетками RPMI-8226 в табл. 8, 9 и 10 

соответственно.Звездочкой отмечены предполагаемые значения ЕС50, экстраполированные и рассчитан-
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ные программным обеспечением Prism. Значения ЕС50 для связывания 21-TCBcv с клетками L363 и свя-

зывание 22-TCBcv с клетками RPMI-8226 рассчитать было невозможно. 

Таблица 8 

Значения ЕС50 для связывания анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток  

с клетками Н929 множественной миеломы 

 
 

Таблица 9 

Значения ЕС50 для связывания анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток  

с клетками L363 множественной миеломы 

 
 

Таблица 10 

Значения ЕС50 для связывания анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток  

с клетками RPMI-8226 множественной миеломы 

 
 

Пример 7. Продукция цитокинов из активированных Т-клеток при связывании анти-ВСМА/анти-

CD3 биспецифических антител Т-клеток с CD3-позитивными Т-клетками и ВСМА-позитивными линия-

ми клеток множественной миеломы (анализ СВА - проба высвобождения цитокинов). 

Анализировали анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифические антитела Т-клеток на их способность ин-

дуцировать de novo опосредованную Т-клетками продукцию цитокинов в присутствии или отсутствие 

экспрессирующих ВСМА миеломных клеток человека (RPMI-8226, JJN-3). Вкратце, из лейкотромбоци-

тарных слоев выделяли МКПК человека и высаживали 0,3 млн клеток на лунку на круглодонный 96-

луночный планшет. В альтернативном варианте реализации помещали 280 мкл цельной крови, взятой у 

здоровых доноров, на лунку 96-луночного планшета с глубокими лунками. Добавляли ВСМА-

позитивные опухолевые клетки-мишени для получения конечного соотношения Е:Т равного 10: 1. Анти-

ВСМА/анти-CD3 антитела ТСВ и контроли добавляют до конечной концентрации 0,1 пМ - 10 нМ. После 

инкубации до 24 ч при 37°С, 5% CO2, центрифугируют аналитический планшет в течение 5 мин при 

350×g и переносят супернатант в новый 96-луночный планшет с глубокими лунками для последующего 

анализа. Выполняли анализ СВА на FACS CantoII в соответствии с инструкциями производителя, ис-

пользуя либо набор II для выявления цитокинов человека Th1/Th2 (BD № 551809) или комбинацию сле-

дующих комплектов СВА Flex: для человеческого гранзима В (BD #560304), комплект Flex для челове-

ческого IFN-γ (BD № 558269), комплект Flex для человеческого TNF-α (BD № 558273), комплект Flex 

для человеческого IL-10 (BD № 558274), комплект Flex для человеческого IL-6 (BD № 558276), комплект 

Flex для человеческого IL-4 (BD № 558272), комплект Flex для человеческого IL-2 (BD № 558270). В 

табл. 13 показано, что 83A10-TCBcv индуцировали зависимое от концентрации увеличение продукции 

цитокинов и сериновой протеазы гранзима В, маркера цитотоксической функции Т-клеток. В табл. 11 

показаны значения ЕС50 и количество секретированных цитокинов/протеаз на определенные концентра-

ции анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток. 
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Таблица 11 

Секреция цитокинов и протеаз, индуцированная анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител 

Т-клеток в присутствии клеток RPMI-8226 

 
 

Пример 8. Перенаправленная Т-клеточная цитотоксичность для миеломных клеток Н929 с высоким 

уровнем экспрессии, индуцируемая анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифическими антителами Т-клеток (ко-

лориметрический анализ высвобождения LDH). 

Анализировали анти-ВСМА/анти-CD3 антитела ТСВ на их потенциальную способность индуциро-

вать опосредованный Т-клетками апоптоз у клеток ММ с высоким уровнем экспрессии ВСМА при пере-

крестном связывании данной конструкции посредством связывания антигенсвязывающих фрагментов с 

ВСМА на клетках. Вкратце, собирали клетки-мишени множественной миеломы Н929 с высоким уровнем 

экспрессии ВСМА человека с помощью буферного раствора для снятия клеток, промывали и ресуспен-

дировали в RPMI с добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки (Invitrogen). На 96-луночный кругло-

донный планшет высевали приблизительно 30000 на лунку и добавляли соответствующее разведение 

конструкции для получения требуемой конечной концентрации (в трех повторах); конечные концентра-

ции находились в диапазоне от 0,1 пМ до 10 нМ. Для соответствующего сравнения корректировали все 

конструкции и контроли ТСВ до аналогичной молярной концентрации. В лунки добавляли МКПК чело-

века (эффекторные клетки) для получения конечного соотношения Е:Т, равного 10:1, соответствующего 

соотношению Е:Т приблизительно от 3 до 5 Т-клеток на 1 опухолевую клетку-мишень. Группы отрица-

тельного контроля были представлены только эффекторными клетками или клетками-мишенями. Для 

нормализации определяли максимальный лизис клеток-мишеней ММ Н929 (=100%) путем инкубации 

клеток-мишеней с конечной концентрацией 1% Тритона Х-100, индуцировавшей гибель клеток. Мини-

мальный лизис (=0%) представлен клетками-мишенями, совместно инкубированными только с эффек-

торными клетками, т.е. без какого-либо биспецифического антитела Т-клеток. Через 20-24 ч или 48 ч 

инкубации при 37°С, 5% CO2, из апоптических/некротических клеток-мишеней в супернатант высвобож-

дается LDH, которую затем измеряют с помощью набора для выявления LDH (Roche Applied Science), 

следуя инструкциям производителя. Процент высвобождения LDH отмечали на графике по сравнению с 

концентрациями анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток в виде кривых концентра-

ция-ответ. Значения ЕС50 измеряли с использованием программного обеспечения Prism (GraphPad) и оп-

ределяли как концентрацию антитела ТСВ, которая вызывает 50% от максимального высвобождения 

LDH. Как показано на фиг. 4, все анти-ВСМА/анти-CD3 антитела ТСВ (21-, 22-, 42- и 83A10-TCBcv) ин-

дуцировали зависимое от концентрации уничтожение ВСМА-позитивных миеломных клеток Н929, как 

измерено по высвобождению LDH. Лизис клеток Н929 был специфическим, поскольку контрольное ан-

титело ТСВ не связывается с ВСМА-позитивными клетками-мишенями, а связывание только с CD3 на Т-

клетках не индуцировало высвобождение LDH даже при самых высоких исследованных концентрациях. 

В табл. 12 обобщены значения ЕС50 для перенаправленного уничтожения Т-клетками, индуцированного 

анти-ВСМА/анти-CD3 антителами ТСВ, клеток Н929 с высоким уровнем экспрессии ВСМА. 

Таблица 12 

Значения ЕС50 для перенаправленного уничтожения клеток Н929 Т-клетками,  

индуцированного анти-ВСМА/анти-CD3 антителами ТСВ 

 



036975 

- 53 - 

Пример 9. Перенаправленная Т-клеточная цитотоксичность для миеломных клеток L363 со сред-

ним/низким уровнем экспрессии, индуцируемая анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифическими антителами 

Т-клеток (анализ высвобождения LDH). 

Анализировали также анти-ВСМА/анти-CD3 антитела ТСВ на их способность индуцировать опо-

средованный Т-клетками апоптоз у клеток ММ со средним/низким уровнем экспрессии ВСМА при пере-

крестном связывании данной конструкции посредством связывания антигенсвязывающих фрагментов с 

ВСМА на клетках. Вкратце, собирают клетки-мишени множественной миеломы L363 со средним/низким 

уровнем экспрессии ВСМА человека с помощью буферного раствора для снятия клеток, промывают и 

ресуспендируют в RPMI с добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки (Invitrogen). На 96-луночный 

круглодонный планшет высевают приблизительно 30000 на лунку и добавляют соответствующее разве-

дение конструкции для получения требуемой конечной концентрации (в трех повторах); конечные кон-

центрации находились в диапазоне от 0,1 пМ до 10 нМ. Для соответствующего сравнения корректируют 

все конструкции и контроли ТСВ до аналогичной молярной концентрации. В лунки добавляли МКПК 

человека (эффекторные клетки) для получения конечного соотношения Е:Т, равного 10:1, соответст-

вующего соотношению Е:Т приблизительно от 3 до 5 Т-клеток на 1 опухолевую клетку-мишень. Группы 

отрицательного контроля были представлены только эффекторными клетками или клетками-мишенями. 

Для нормализации определяют максимальный лизис клеток-мишеней ММ (=100%) путем инкубации 

клеток-мишеней с конечной концентрацией 1% Тритона Х-100, индуцировавшей гибель клеток. Мини-

мальный лизис (=0%) представлен клетками-мишенями, совместно инкубированными только с эффек-

торными клетками, т.е. без какого-либо биспецифического антитела Т-клеток. Через 20-24 ч инкубации 

при 37°С, 5% CO2, из апоптических/некротических клеток-мишеней в супернатант высвобождается LDH, 

которую затем измеряют с помощью набора для выявления LDH (Roche Applied Science), следуя инст-

рукциям производителя. Процент высвобождения LDH отмечали на графике по сравнению с концентра-

циями анти-BCMA/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток в виде кривых концентрация-ответ. 

Значения ЕС50 измеряли с использованием программного обеспечения Prism (GraphPad) и определяли как 

концентрацию антитела ТСВ, которая вызывает 50% от максимального высвобождения LDH. Как пока-

зано на фиг. 5, все анти-ВСМА/анти-CD3 антитела ТСВ (21-, 22-, 42- и 83A10-TCBcv) индуцировали за-

висимое от концентрации уничтожение ВСМА-позитивных миеломных клеток L363, как измерено по 

высвобождению LDH. Лизис клеток L363 был специфическим, поскольку контрольное антитело ТСВ не 

связывается с ВСМА-позитивными клетками-мишенями, а связывание только с CD3 на Т-клетках не ин-

дуцировало высвобождение LDH даже при самых высоких исследованных концентрациях. В табл. 13 

обобщены значения ЕС50 для перенаправленного уничтожения Т-клетками, индуцированного анти-

ВСМА/анти-CD3 антителами ТСВ, клеток L363 со средним/низким уровнем экспрессии ВСМА. 

Таблица 13 

Значения ЕС50 для перенаправленного уничтожения клеток L363 Т-клетками,  

индуцированного анти-ВСМА/анти-CD3 антителами ТСВ 

 
 

Пример 10. Перенаправленная Т-клеточная цитотоксичность для миеломных клеток RPMI-8226 со 

средним/низким уровнем экспрессии, индуцируемая анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифическими антите-

лами Т-клеток (анализ высвобождения LDH). 

Анализировали анти-ВСМА/анти-CD3 антитела ТСВ на их способность индуцировать опосредо-

ванный Т-клетками апоптоз у клеток ММ со средним/низким уровнем экспрессии ВСМА при перекрест-

ном связывании данной конструкции посредством связывания антигенсвязывающих фрагментов с 

ВСМА на клетках. Вкратце, собирают клетки-мишени множественной миеломы L363 со средним/низким 

уровнем экспрессии ВСМА человека с помощью буферного раствора для снятия клеток, промывают и 

ресуспендируют в RPMI с добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки (Invitrogen). На 96-луночный 

круглодонный планшет высевают приблизительно 30000 на лунку и добавляют соответствующее разве-

дение конструкции для получения требуемой конечной концентрации (в трех повторах); конечные кон-

центрации находились в диапазоне от 0,1 пМ до 10 нМ. Для соответствующего сравнения корректируют 

все конструкции и контроли ТСВ до аналогичной молярной концентрации. В лунки добавляли МКПК 

человека (эффекторные клетки) для получения конечного соотношения Е:Т, равного 10:1, соответст-

вующего соотношению Е:Т приблизительно от 3 до 5 Т-клеток на 1 опухолевую клетку-мишень. Группы 

отрицательного контроля были представлены только эффекторными клетками или клетками-мишенями. 
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Для нормализации определяли максимальный лизис клеток-мишеней ММ (=100%) путем инкубации кле-

ток-мишеней с конечной концентрацией 1% Тритона Х-100, индуцировавшей гибель клеток. Минималь-

ный лизис (=0%) представлен клетками-мишенями, совместно инкубированными только с эффекторны-

ми клетками, т.е. без какого-либо биспецифического антитела Т-клеток. Через 20-24 ч инкубации при 

37°С, 5% CO2, из апоптических/некротических клеток-мишеней в супернатант высвобождается LDH, 

которую затем измеряют с помощью набора для выявления LDH (Roche Applied Science), следуя инст-

рукциям производителя. Процент высвобождения LDH отмечали на графике по сравнению с концентра-

циями анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток в виде кривых концентрация-ответ. 

Значения ЕС50 измеряли с использованием программного обеспечения Prism (GraphPad) и определяли как 

концентрацию антитела ТСВ, которая вызывает 50% от максимального высвобождения LDH. Как пока-

зано на фиг. 6, все анти-ВСМА/анти-CD3 антитела ТСВ (21-, 22-, 42- и 83A10-TCBcv) индуцировали за-

висимое от концентрации уничтожение ВСМА-позитивных миеломных клеток RPMI-8226, как измерено 

по высвобождению LDH. Лизис клеток RPMI-8226 был специфическим, поскольку контрольное антите-

ло ТСВ не связывается с ВСМА-позитивными клетками-мишенями, а связывание только с CD3 на Т-

клетках не индуцировало высвобождение LDH даже при самых высоких исследованных концентрациях. 

В табл. 13 обобщены значения ЕС50 для перенаправленного уничтожения Т-клетками, индуцированного 

анти-ВСМА/анти-CD3 антителами ТСВ, клеток RPMI-8226 со средним/низким уровнем экспрессии 

ВСМА. 

Таблица 13 

Значения ЕС50 для перенаправленного уничтожения клеток RPMI-8226 Т-клетками,  

индуцированного анти-ВСМА/анти-CD3 антителами ТСВ 

 
Пример 11. Перенаправленная Т-клеточная цитотоксичность для миеломных клеток JJN-3 с низким 

уровнем экспрессии, индуцируемая анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифическими антителами Т-клеток 

(проточная цитометрия и высвобождение LDH). 

Анализировали анти-ВСМА/анти-CD3 антитела ТСВ на их способность индуцировать опосредо-

ванный Т-клетками апоптоз у клеток ММ с низким уровнем экспрессии ВСМА при перекрестном связы-

вании данной конструкции посредством связывания антигенсвязывающих фрагментов с ВСМА на клет-

ках. Вкратце, собирают клетки-мишени множественной миеломы JJN-3 с низким уровнем экспрессии 

ВСМА человека с помощью буферного раствора для снятия клеток, промывают и ресуспендируют в 

RPMI с добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки (Invitrogen). На 96-луночный круглодонный 

планшет высевают приблизительно 30000 на лунку и добавляют соответствующее разведение конструк-

ции для получения требуемой конечной концентрации (в трех повторах); конечные концентрации нахо-

дились в диапазоне от 0,1 пМ до 10 нМ. Для соответствующего сравнения корректируют все конструк-

ции и контроли ТСВ до аналогичной молярной концентрации. В лунки добавляли МКПК человека (эф-

фекторные клетки) для получения конечного соотношения Е:Т, равного 10:1, соответствующего соотно-

шению Е:Т приблизительно от 3 до 5 Т-клеток на 1 опухолевую клетку-мишень. Группы отрицательного 

контроля были представлены только эффекторными клетками или клетками-мишенями. Для нормализа-

ции определяли максимальный лизис клеток-мишеней ММ (=100%) путем инкубации клеток-мишеней с 

конечной концентрацией 1% Тритона Х-100, индуцировавшей гибель клеток. Минимальный лизис (=0%) 

представлен клетками-мишенями, совместно инкубированными только с эффекторными клетками, т.е. 

без какого-либо биспецифического антитела Т-клеток. i) Через 48 ч инкубации при 37°С, 5% CO2, куль-

тивированные миеломные клетки собирали, промывали и окрашивали конъюгированными с флуорохро-

мом антителами и аннексином-V для определения апоптических миеломных клеток. Набор для окраши-

вания содержал CD138-APCC750/CD38-ФИТЦ/CD5-BV510/CD56-PE/CD19-PerCP-Cy7/CD45-V450/ ан-

нексин-V-PerCP-Су5.5. Использованные меченые флуорохромом антитела приобретали у BD Biosciences 

(г. Сан-Хосе, штат Калифорния) и Caltag Laboratories (г. Сан-Франциско, штат Калифорния). Получение 

данных выполняли с использованием многоцветного проточного питометра и установленного программ-

ного обеспечения (например, прибор CantoII под управлением программного обеспечения FACS Diva 

или проточный питометр FACSCalibur с использованием программного обеспечения CellQUEST). Для 

анализа данных применялась программа Paint-A-Gate PRO (BD Biosciences). На клетках JJN-3 измеряли 

аннексин-V и на графике отмечали процентное содержание аннексин-v-позитивных клеток JJN-3 по 

сравнению с концентрациями анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток. Процент лизи-

са клеток JJN-3, индуцированного конкретной концентрацией анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифического 
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антитела Т-клеток, также определяли путем измерения абсолютного числа аннексин-V-негативных кле-

ток JJN-3 при данной концентрации ТСВ и вычитания его из абсолютного числа аннексин-V-негативных 

клеток JJN-3 без использования ТСВ, деленного на абсолютное число аннексин-V-негативных клеток 

JJN-3 без использования ТСВ. На фиг. 7 показано, что анти-ВСМА/анти-CD3 антитела ТСВ (22-, 42- и 

83A10-TCBcv) индуцировали зависимое от концентрации уничтожение миеломных клеток JJN-3 с низ-

ким уровнем экспрессии ВСМА, как измерено методом проточной цитометрии. Лизис клеток JJN-3 был 

специфическим, поскольку контрольное антитело ТСВ не связывается с ВСМА-позитивными клетками-

мишенями, а связывание только с CD3 на Т-клетках не индуцировало увеличение аннексин-v-

позитивных клеток JJN-3 или лизис клеток JJN-3 даже при самых высоких исследованных концентраци-

ях. В табл. 14 и 15 обобщены соответственно процентные содержания аннексин-v-позитивных клеток 

JJN-3 и проценты лизиса клеток JJN-3, индуцированные анти-ВСМА/анти-CD3 антителами ТСВ. 

Выявление LDH также выполняли через 20-24 ч или 48 ч инкубации при 37°С, 5% CO2. Затем изме-

ряют высвобождение LDH из апоптических/некротических клеток-мишеней JJN-3 MM в супернатант с 

помощью набора для выявления LDH (Roche Applied Science), следуя инструкциям производителя. Про-

цент высвобождения LDH отмечают на графике по сравнению с концентрациями анти-ВСМА/анти-CD3 

биспецифических антител Т-клеток в виде кривых концентрация-ответ. Значения ЕС50 измеряют с ис-

пользованием программного обеспечения Prism (GraphPad) и определяли как концентрацию антитела 

ТСВ, которая вызывает 50% от максимального высвобождения LDH. 

Таблица 14 

Перенаправленное уничтожение клеток JJN-3 с низким уровнем экспрессии ВСМА Т-клетками,  

индуцированное анти-ВСМА/анти-CD3 антителами ТСВ: процентные содержания  

аннексин-V-позитивных клеток 
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Таблица 15 

Перенаправленное уничтожение клеток JJN-3 с низким уровнем экспрессии ВСМА Т-клетками, индуци-

рованное анти-ВСМА/анти-CD3 антителами ТСВ: процентные значения лизиса клеток JJN-3 

 
 

Пример 12. Экспрессия ВСМА на миеломных плазматических клетках костного мозга, взятых у па-

циентов с множественной миеломой. 

Линии клеток человека, экспрессирующих интересующую опухолевую мишень, являются очень 

полезными и практичными инструментами для измерения активности антител ТСВ для индукции цито-

токсичности для опухолевых клеток в присутствии Т-клеток и определения значений ЕС50 для ранжиро-

вания молекул ТСВ. Тем не менее, несмотря на легкость доступа и работы, у линий клеток миеломы че-

ловека имеется ограничение, заключающееся в отсутствии предоставления гетерогенности множествен-

ной миеломы, очень сложного заболевания, характеризующегося значительной гетерогенностью на мо-

лекулярном уровне. В дополнение к этому линии клеток миеломы не экспрессируют рецептор ВСМА с 

такой же интенсивностью и плотностью, так как некоторые клетки экспрессируют ВСМА более сильно, 

чем другие (например, клетки Н929 по сравнению с клетками RPMI-8226) и такая гетерогенность на кле-

точном уровне также может наблюдаться среди различных пациентов. На всех этапах академического 

взаимодействия между ключевыми лидерами мнений по множественной миеломе изучается определение 

экспрессии ВСМА и плотности в образцах пациентов и оценка анти-ВСМА/анти-CD3 антител ТСВ с 

клиническими образцами пациентов. Отбирают кровь и аспираты костного мозга у пациентов с множе-

ственной миеломой после получения информированного согласия в соответствии с руководствами мест-

ных комитетов по этике и Хельсинкской декларации. 

а) Экспрессия ВСМА при выявлении многопараметрической проточной цитометрией (средняя ин-

тенсивность флуоресценции). 

Для определения экспрессии рецептора ВСМА на миеломных клетках костного мозга выполняли 

иммунофенотипические анализы с использованием свежевыделенных аспиратов цельного костного моз-

га. Для иммунофенотипических анализов использовали образцы цельного костного мозга, обработанные 

антикоагулянтом K3-ЭДТК (этилендиаминтетрауксусная кислота) с лизированными эритроцитами. В 

общей сумме окрашивали, лизировали, а затем промывали 2×10
6
 клеток на пробирку, используя методи-

ку прямой иммунофлуоресценции и многоцветное окрашивание, которое помогало при специфической 

идентифиции и определения иммунофенотипических характеристик злокачественных плазматических 

клеток, идентифицированных как CD138
+
 CD38

+
 CD45

+
 CD19

-
CD56

+
. Затем окрашивали клетки, исполь-

зуя набор из конъюгированных с флуорохромом антител, включающих по меньшей мере CD38-

ФИТЦ/CD56-PE/CD19-PerCP-Cy7/CD45-V450/BCMA-APC. Использованные меченные флуорохромом 

антитела приобретают у BD Biosciences (г. Сан-Хосе, штат Калифорния) и Caltag Laboratories (г. Сан-

Франциско, штат Калифорния). Для иммунофенотипических анализов использовали самостоятельно по-

лученное конъюгированное с АРС антитело против ВСМА человека. Получение данных выполняли с 

использованием многоцветного проточного питометра и установленного программного обеспечения (на-

пример, прибор CantoII под управлением программного обеспечения FACS Diva или проточный пито-

метр FACSCalibur с использованием программного обеспечения CellQUEST). Для анализа данных при-
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менялась программа Paint-A-Gate PRO (BD Biosciences). Экспрессию ВСМА измеряли отбором на гейте 

популяции злокачественных плазматических клеткок, определяли значения средней интенсивности 

флуоресценции (MFI) и сравнивали их среди пациентов с миеломой. 

Таблица 16 

Экспрессия ВСМА на миеломных плазматических клетках костного мозга пациентов при выявлении 

многопараметрической проточной цитометрией (средняя интенсивность флуоресценции) 

 
b) Определение емкости специфического связывания антигена ВСМА (количественный проточный 

цитометрический анализ). 

Для количественного определения емкости специфического связывания антигена ВСМА (SABC) на 

клеточной поверхности миеломных плазматических клеткок костного мозга пациента применяли метод 

Qifikit (Dako). Плазматические клетки миеломы, выделенные из аспиратов цельного костного мозга че-

ловека, окрашивали с помощью 50 мкл IgG мыши против ВСМА человека (BioLegend № 357502) или 

изотипным контролем IgG2a мыши (BioLegend № 401501), разбавленных буферным раствором для FACS 

(ФСБ, 0,1% БСА) до конечной концентрации 25 мкг/мл (или при насыщенных концентрациях), и выпол-

няли окрашивание в течение 30 мин при 4°С в темноте. Далее в отдельные лунки добавляли 100 мкл гра-

нул для подготовки или калибровки и клетки, также гранулы дважды промывали буферным раствором 

для FACS. Клетки и гранулы ресуспендировали в 25 мкл буферного раствора для FACS, содержащем 

конъюгированные с флуоресцеином антимышиным вторичным антителом (в насыщающих концентраци-

ях), предоставленным Qifikit. Клетки и гранулы окрашивали в течение 45 мин при 4°С в темноте. Клетки 

промывали один раз и все образцы ресуспендировали в 100 мкл буферного раствора для FACS. Образцы 

анализировали непосредственно на многоцветном проточном питометре с установленном программным 

обеспечением (например, прибор CantoII под управлением программного обеспечения FACS Diva или 

проточный питометр FACSCalibur с использованием программного обеспечения CellQUEST). 
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Таблица 17 

Емкость специфического связывания антигена ВСМА на плазматических клетках миеломы костного 

мозга пациентов при измерении количественным проточным цитометрическим анализом 

 

 
Пример 13. Перенаправленная Т-клеточная цитотоксичность для миеломных плазматических кле-

ток костного мозга в присутствии аутологических инфильтрирующих костный мозг Т-клеток, индуциро-

ванная анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифическими антителами Т-клеток (многопараметрическая проточ-

ная цитометрия). 

Одна из наиболее значимых и критических характеристик in vitro во время доклинической оценки 

потенциальных антител ТСВ для лечения множественной миеломы является возможность молекулы ТСВ 

активировать Т-клетки пациента и индуцировать перенаправленную Т-клетками гибель первичных плаз-

матических клеткок миеломы из костного мозга пациента. Для оценки влияния анти-BCMA/анти-CD3 

антител ТСВ индуцировать перенаправленную Т-клетками гибель миеломных плазматических клеткок 

костного мозга собирали аспираты цельного костного мозга у пациентов с множественной миеломой в 

покрытые ЭДТК пробирки и немедленно использовали их для анализов культур клеток. Соотношение 

эффекторных клеток и опухолевых клеток (соотношение Е:Т), присутствующее в образцах цельного ко-

стного мозга, определяли и измеряли проточной цитометрией. Вкратце, переносили 200 мкл образцов 

костного мозга в 96-луночные планшеты с глубокими лунками. В стерильной среде готовили разведения 

анти-ВСМА/анти-CD3 антител ТСВ и контрольных антител и добавляли 10 мкл препарата к соответст-

вующим лункам до конечных концентраций в диапазоне от 0,1 пМ до 30 нМ. Осторожным встряхивани-

ем смешивают суспензию антител-костного мозга, а затем инкубируют при 37°С, 5% СО2 в течение 48 ч, 

закрывая парафиновой пленкой. После периода инкубации готовили 20 мкл соответствующего раствора 
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антитела для FACS на основе набора антител, включая добавление CD138-APCC750/CD38-ФИТЦ/CD5-

BV510/CD56-PE/CD19-PerCP-Cy7/CD45-V450/BCMA-APC/Annexin-V-PerCP-Cy5.5 в 96-луночный 

планшет с U-образным дном. Меченые флуорохромом антитела приобретали у BD Biosciences (г. Сан-

Хосе, штат Калифорния) и Caltag Laboratories (г. Сан-Франциско, штат Калифорния) и использовали са-

мостоятельно полученное конъюгированное с АРС антитело против ВСМА человека. Затем образцы ин-

кубировали в течение 15 мин в темноте при комнатной температуре и получали данные и анализировали 

с использованием многоцветного проточного цитометра. Определяли гибель миеломных клеток путем 

определения аннексин-V-позитивной экспрессии по захваченных в гейты популяциях миеломных клеток 

CD138
+ 

CD38
+
 CD45

+
 CD19

-
 CD56

+
. Затем определяли процент гибели миеломных клеток. Процент лизи-

са миеломных плазматических клеткок костного мозга пациентов, индуцированного конкретной концен-

трацией анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифического антитела Т-клеток, также определяли путем измере-

ния абсолютного числа аннексин-V-негативных миеломных плазматических клеток при данной концен-

трации ТСВ и вычитания его из абсолютного числа аннексин-V-негативных миеломных плазматических 

клеток без использования ТСВ, деленного на абсолютное число аннексин-V-негативных миеломных 

плазматических клеток без использования ТСВ. Для проверки специфичности анти-ВСМА/анти-CD3 

биспецифических антител Т-клеток также измеряли экспрессию аннексина-V в других типах клеток ко-

стного мозга, таких как Т-клетки, В-клетки и NK-клетки. Как показано на фиг. 8, наблюдали зависимый 

от концентрации и специфический лизис миеломных плазматических клеток пациента без наблюдения 

лизиса Т-клеток, В-клеток и NK-клеток. В дополнение к этому не отмечена индукция клеточной гибели 

миеломных плазматических клеток с помощью контрольного ТСВ, которое связывается с CD3, но не с 

ВСМА, при наибольших концентрациях антител ТСВ. Как показано в табл. 18, процентное содержание 

аннексин-V-позитивных миеломных клеток костного мозга при наибольшей концентрации (30 нМ) дос-

тигало до 52,54 и 55,72% для 42-TCBcv и 22-TCBcv, соответственно, по сравнению с 29,31% для 83A10-

TCBcv, что позволяет заключить, что 42-TCBcv и 22-TCBcv являются более активными, чем 83A10-

TCBcv в отношении индукции гибели миеломных плазматических клеткок костного мозга пациента. 

Таблица 18 

Процентное содержание аннексин-V-позитивных миеломных плазматических клеткок  

из аспиратов костного мозга пациентов, индуцированное анти-ВСМА/анти-CD3  

биспецифическими антителами Т-клеток 

 

 
В другом исследовании в аспиратах костного мозга, взятых у 5 различных пациентов с ММ, опре-

деляли процентное содержание жизнеспособных миеломных плазматических клеткок путем отбора в 

гейт популяции аннексин-V-негативных клеток и нанесении на график по сравнению с концентрацией 

анти-BCMA/анти-CD3 биспецифического антитела Т-клеток. Значения ЕС50 измеряли и определяли в 

виде концентрации антител ТСВ, которая приводит к 50% от максимального количества жизнеспособ-

ных миеломных плазматических клеткок. Определяли ЕМАХ (%) как максимум жизнеспособных мие-

ломных плазматических клеткок в присутствии анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифического антитела Т-

клеток. 83A10-TCBcv было намного более активным в индукции лизиса миеломных плазматических 

клеткок, чем 22-TCBcv и 42-TCBcv в большинстве из пяти образцов аспиратов костного мозга пациентов 

с миеломой (табл. 26, на фиг. 9 показаны в качестве примера кривые концентрации-ответа для 2 из 5 па-

циентов). Зависимое от концентрации снижение жизнеспособных миеломных клеток наблюдали в 5/5 

образцов, взятых у пациентов, леченных 22-TCBcv или 42-TCBcv, по сравнению с только 1/5 образцом 

пациента для 83A10-TCBcv. В табл. 19 показано сравнение 83A10-TCBcv с 22-TCBcv и 42-TCBcv и вли-

яние анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток на выживание миеломных плазматиче-

ских клеткок костного мозга. Данные результаты явно показывают, что отмечено меньше жизнеспособ-

ных миеломных плазматических клеткок костного мозга для 22-TCBcv и 42-TCBcv (т.е. больше лизиса 

миеломных плазматических клеткок костного мозга ) в 4/5 образцах пациентов, как продемонстрировано 

более низкими значениями ЕМАХ (%) для 22-TCBcv и 42-TCBcv по сравнению с 83A10-TCBcv в соот-

ветствующих образцах пациентов. Наблюдали зависимый от концентрации и специфический лизис мие-

ломных плазматических клеткок пациента без наблюдения лизиса незлокачественных клеток костного 

мозга (данные не показаны). 
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Таблица 19 

Значения ЕМАХ (%) в отношении аннексин-V-негативных жизнеспособных миеломных  

плазматических клеткок из аспиратов костного мозга пациентов в присутствии  

анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток 

 

 
В дополнительных исследованиях новых анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток 

по данному изобретению по сравнению с 83A10-TCBcv семь свежеотобранных образцов/аспиратов 

цельного костного мозга пациентов окрашивали с помощью магнитных микрогранул CD138 (Miltenyi 

Biotec, г. Бергиш-Гладбах, Германия), пропускали через колонку для разделения клеток autoMACS и со-

бирали фракции с достаточным количеством оставшихся плазматических клеткок ММ, обычно в допол-

нительных экспериментах использовали >4% миеломных плазматических клеткок. В 24-луночных план-

шетах инкубировали и культивировали 500000 клеток/лунку в течение 48 ч. К соответствующим лункам 

добавляли разведения анти-ВСМА/анти-CD3 антител ТСВ и контрольных антител до конечной концен-

трации ТСВ от 0,1 пМ до 10 нМ. Каждую точку дозы исследовали в трех повторах. Жизнеспособность 

плазматических клеткок и клеток микроокружения костного мозга исследовали двойным окрашиванием 

пропидием йодидом/CD138- ФИТЦ с использованием проточной цитометрии (FACSCalibur; Becton Dick-

inson). Анализ данных выполняли с использованием программного обеспечения FACSDiva (Becton Dick-

inson). Как изображено на фиг. 10, на гистограмме показано средние значения, нормализованные по 

среднему из трех повторов к соответствующему контролю со средой (МС). Для статистического анализа 

использовали однопараметрический t-тест. Максимальное ингибирование роста плазматических клеткок 

ММ при концентрации 10 нМ (IMAX10) и ингибирование, измеренное при 1 нМ (IMAX1), соответствен-

но, были представлены в виде процента по отношению к контролю со средой. Изображено также макси-

мальное ингибирование контрольного антитела ТСВ (10 нМ) по сравнению с контрольной средой. Расче-

ты выполняли с использованием R 3.1.19, а также Bioconductor 2.1310, но для расчета значений IMAX 

(Microsoft Excel; Microsoft Office Professional 2013). Влияние считалось статистически значимым, если 

значение Р-го соответствующего статистического критерия составляло <5% (*), <1% (**) или <0,1% 

(***). Как показано на фиг. 10А-10G, данные результаты ясно показывают, что отмечено меньше жизне-

способных миеломных плазматических клеткок костного мозга для 22-TCBcv и 42-TCBcv (т.е. больше 

лизиса миеломных плазматических клеткок костного мозга) в 7/7 образцах пациентов по сравнению с 

83A10-TCBcv. В табл. 20 продемонстрировано изменение процентного содержания жизнеспособных ми-

еломных плазматических клеткок из аспиратов костного мозга пациентов, индуцированное анти-

ВСМА/анти-CD3 биспецифическими антителами Т-клеток относительно контроля со средой. На табл. 21 

показаны значения IMAX10 и IMAX1. Данные результаты демонстрируют, что 22-TCBcv и 42-TCBcv 

явно более активно, чем 83A10-TCBcv, индуцируют уничтожение миеломных плазматических клеткок 

костного мозга пациентов. Несмотря на специфический лизис плазматических клеткок костного мозга 

(ВМРС), индуцированный анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифическими антителами Т-клеток и наблюдае-

мый во всех образцах костного мозга пациентов, в соответствующих образцах микроокружение костного 

мозга (ВММЕ) не подвергалось воздействию (фиг. 10Н, репрезентативная для 7 образцов пациента). 
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Таблица 20 

Относительное процентное содержание негативных по пропидию йодиду жизнеспособных  

миеломных плазматических клеткок из аспиратов костного мозга пациентов,  

индуцированное анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифическими антителами Т-клеток 
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Таблица 21 

Значения IMAX10 и IMAX1 в отношении максимального ингибирования роста плазматических  

клеткок ММ при 10 нМ IMAX10 и ингибирования при 1 нМ IMAX1 на основе негативных  

по пропидию йодиду жизнеспособных миеломных плазматических клеткок из аспиратов  

костного мозга пациентов в присутствии анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток 

 
Пример 14. Т-клеточная активация Т-клеток костного мозга пациентов, индуцированная анти-

ВСМА/анти-CD3 биспецифическими антителами Т-клеток (многопараметрическая проточная цитомет-

рия). 

Для оценки способности анти-ВСМА/анти-CD3 антител ТСВ индуцировать активацию CD4
+
 и 

CD8
+
 T-клеток пациента с миеломой (т.е. инфильтрующих костный мозг Т-клеток (MIL)), образцы из 

соответствующих леченых, нелеченных и контрольных групп через 48 ч инкубации также окрашивали 

раствором с антителами для FACS, приготовленными на наборе антител, включавшем восемь маркеров: 

CD8/CD69/TIM-3/CD16/CD25/CD4/HLA-DR/PD-1. Затем образцы инкубировали в течение 15 мин в тем-

ноте при комнатной температуре и получали данные и анализировали с использованием многоцветного 

проточного питометра. Определяли активацию Т-клеток путем оценки отбором CD25, CD69 и/или HLA-

DR позитивной экспрессии по гейтам популяций CD4
+
 и CD8

+
 Т-клеток. Затем измеряли процентные 

значения активации Т-клеток. На фиг. 11 показана зависимая от концентрации повышенная регуляция 

CD69 и CD25 на инфильтрованных в костный мозг CD4
+
 и CD8

+
 Т-клетках, взятых у пациентов с множе-

ственной миеломой. В табл. 22 обобщено увеличение экспрессии CD69 и CD25 на CD4
+
 и CD8

+
 Т-

клетках, индуцированное анти-ВСМА/анти-CD3 антителами ТСВ; данные для одного пациента. 

Таблица 22 

Т-клеточная активация аутологичных Т-клеток пациентов с миеломой, индуцированная  

анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифическими антителами Т-клеток в присутствии миеломных  

плазматических клеткок костного мозга пациентов 
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Пример 15. Увеличенное функционирование Т-клеток (продукция цитокинов) Т-клеток костного 

мозга пациентов, индуцированное анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифическими антителами Т-клеток (им-

муноанализ на основе мультиплексированных гранул / проточная цитометрия). 

Для оценки способности анти-ВСМА/анти-CD3 антител ТСВ (83A10-TCBcv, 22-TCBcv и 42-

TCBcv) индуцировать активацию Т-клеток и увеличенное функционирование CD4
+
 и CD8

+
 Т-клеток, 

инфильтрирующих костный мозг пациентов с миеломой, отбирали супернатант из культуры соответст-

вующих леченых, нелеченных и контрольных групп через 48 ч инкубации и измеряли содержание цито-

кинов и сериновых протеаз. Выполняли анализ с массивом цитокиновых гранул (СВА) на многоцветном 

проточном питометре в соответствии с инструкциями производителя, используя либо набор II для выяв-

ления цитокинов человека Th1/Th2 (BD № 551809) или комбинацию следующих комплектов СВА Flex: 

для человеческого органзима В (BD № 560304), комплект Flex для человеческого IFN-γ (BD  

№ 558269), комплект Flex для человеческого TNF-α (BD № 558273), комплект Flex для человеческого IL-

10 (BD № 558274), комплект Flex для человеческого IL-6 (BD № 558276), комплект Flex для человече-

ского IL-4 (BD № 558272), комплект Flex для человеческого IL-2 (BD № 558270). 

Пример 16. Фармакокинетическое/фармакодинамическое (ФК/ФД) исследование на яванских мака-

ках. 

Анти-ВСМА/анти-CD3 антитело TCBcv может получить явное преимущество над другими биспе-

цифическими антителами, такими как (scFV)2 (например, привлекающим Т-клетки BCMA×CD3 биспе-

цифическим активатором BiTE, как описано в WO 2013072415 и WO 2013072406), благодаря намного 

более длительному периоду полувыведения/более низкому выведению in vivo, что может позволять вы-

полнять ВВ или ПК введение дважды или раз в неделю по сравнению с очень коротким периодом полу-

выведения (scFV)2 (например, от 1 до 4 ч), требующим введения посредством насоса, носимым пациен-

тами в течение от недель до месяцев (Торр et al. J. Clin. Oncol. 2011; 29(18): 2493-8). Введение дважды 

или раз в неделю было бы намного более удобным для пациентов, а также нести намного меньший риск 

(например, отказ насоса, проблемы с катетером и т.д.). 

а) Для проверки времени полупериода удаления/выведения анти-ВСМА/анти-CD3 антитела 83А10-

TCBcv in vivo в квалифицированных аккредитованных AAALAC ПИО проводили фармакокинетические 

(ФК) фармакодинамические (ФД) исследования с анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифическими антителами 

Т-клеток (83A10-TCBcv, 22-TCBcv и 42-TCBcv). Биологически непримированных взрослых яванских 

макак возрастом около двух лет и весом приблизительно 3 кг акклиматизировали в течение по меньшей 

мере 40 дней и отбирали на основе массы тела, клинических наблюдений и изучений клинической пато-

логии. Идентифицировали животных по индивидуальным татуировкам и обозначенных цветом карточек 

на клетках. Все проводимые с животными процедуры (включая проживание, отслеживание здоровья, 

содержание, дозирование и т.д.) и этический пересмотр выполняли в соответствии с действующим в 

стране законодательством, соблюдающим Директиву по защите животных, используемых в биомедицин-

ском исследовании. Животных случайным образом определяли в группу лечения на основе самой по-

следней массы тела до испытания. После исключения животных с неприемлемыми показателями до ис-

пытаний применяли компьютерную программу в составе системы Pristima, предназначенную для дос-

тижения равновесия применительно к значениям массы тела до испытаний, для исключения животных 

как с крайними значениями массы тела, так и рандомизации оставшихся животных в группе лечения. 

Животных распределяли в три группы лечения с применением 83A10-TCBcv (n=2 животных, т.е. 1 самка 

и 1 самец в группе) в дозе 0,003; 0,03 и 0,3 мг/кг. Животные получали однократную вв-инъекцию 83A10-

TCBcv, и отбирали образцы крови меньшей мере 0,8 мл в каждый момент времени из периферической 

вены для ФК-оценок в соответствии со следующим графиком отбора и процедур: до введения доз, через 

30, 90, 180 мин, 7, 24, 48, 96, 168, 336, 504 ч после введения доз. Образцам крови давали свернуться в 

пробирках для отделения сыворотки в течение 60 мин при комнатной температуре. Сгусток осаждали 

центрифугированием (по меньшей мере 10 мин, 1200 g, +4°С). Полученную сыворотку (около 300 мкл) 

непосредственно хранили при -80°С до последующего анализа. Образцы костного мозга для ФК-оценки 

также отбирали из бедренной кости под анестезией/обработкой анальгетиками в соответствии со сле-

дующим графиком отбора: до введения доз, через 96 и 336 ч после введения доз. Образцам костного моз-
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га давали свернуться в пробирках для отделения сыворотки в течение 60 мин при комнатной температу-

ре. Сгусток осаждали центрифугированием (по меньшей мере 10 мин, 1200 g, +4°С). Полученный кост-

ный мозг (около 1 мл) непосредственно хранили при -80°С до последующего анализа. Выполняют анализ 

и оценку ФК-данных. Выполняют стандартный анализ без компартментов с использованием пакета Wat-

son (v 7.4, Thermo Fisher Scientific Waltman, штат Масачусетс, США) или систему Phoenix WinNonlin (v. 

6.3, Certara Company, США). Как показано на фиг. 12 и в табл. 23, концентрации 83A10-TCBcv в образ-

цах сыворотки, собранных в различные моменты времени после ВВ инъекции, измеряли методом ELISA. 

В табл. 24 показаны концентрации 83A10-TCBcv в костном мозге, измеренные методом ELISA для каж-

дой группы лечения (BLQ означает ниже уровня количественного определения). 

Некоторая информация относительно потенциального клинического применения биспецифического 

антитела в соответствии с изобретением может быть взята из фиг. 12, табл. 23 и 24. 

В аспиратах костного мозга, взятых у пациентов с ММ, концентрации 1 нМ или 10 нМ ТСВ по дан-

ному изобретению индуцируют значительное или даже полное уничтожение плазматических клеток 

ММ; в дозе 0,03 мг/кг в интервале от проведения инъекции до 168 ч (7 дней) концентрация в плазме дос-

тигала приблизительно от 1 до 4 нМ, что показывает хорошую обоснованность терапии раз в неделю 

дозами приблизительно 0,03 мг/кг (200 нг/мл соответствует приблизительно 1 нМ). 

На фиг. 12 показано, что исследованный для ФК диапазон доз является в значительной степени ли-

нейным по дозе, что означает пропорциональность концентраций дозе - полезное свойство для клиниче-

ской терапии. 

ММ представляет собой заболевание в основном локализованное в костном мозге. Концентрации 

83A10-TCBcv, выявленные в костном мозге, близки к концентрациям в сыворотке (табл. 24), например, 

через 96 ч после инъекции концентрации в костном мозге измерены на уровне приблизительно 1 и 2 нМ. 

Это такие концентрации ТСВ по данному изобретению, при которых в аспиратах костного мозга, свеже-

отобранных у пациентов с ММ, наблюдали гибель плазматических клеткок ММ. Снова продемонстриро-

вана возможность для применения удобных интервалов дозирования, как раз в неделю. 

В пределах между 24 и 504 ч после инъекции, выведение в значительной степени происходит по за-

висимости первого порядка с периодом полувыведения приблизительно от 6 до 8 дней, снова показывая 

возможность, например, для дозирования раз в неделю. 

Таблица 23 

Концентрации 83A10-TCBcv в сыворотке после ВВ лечения яванских макак 
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Таблица 24 

Концентрации 83A10-TCBcv в костном мозге после однократного ВВ лечения яванских макак 

 
Фармакодинамические (ФД) измерения. Собирали образцы крови (моменты времени: до введения 

дозы, через 24, 48, 96, 168, 336, 504 ч после введения дозы) и образцы костного мозга (моменты времени: 

до введения дозы, 96 и 336 ч после введения дозы) в пробирки, содержащие 7,5% K3 EDTA для ФД-

оценки методом проточной цитометрии для оценки влияния вв-введения 83A10-TCBcv в виде однократ-

ной дозы на кровь и плазматические клетки костного мозга, В-клетки и Т-клетки. Применяли прямой 

метод иммунофлуоресцентного окрашивания поверхностных маркеров "лизис и промывка". Вкратце, 

инкубировали 100 мкл крови или костного мозга с двумя смесями антител, включающими 

CD45/CD2/CD16/CD20/CD27/CD38 или CD45/CD2/CD16/CD4/CD25/CD8, в темноте в течение 30 мин 

+4°С. Для лизирования эритроцитов к образцу добавляли 2 мл лизирующего буферного раствора и инку-

бировали 15 мин при комнатной температуре в темноте. Клетки собирали центрифугированием и про-

мывали буферным раствором для окрашивания (ФСБ и 2% фетальной бычьей сыворотки). До получения 

данных на питометре в тот же день окрашенные образцы хранили охлажденными, защищенными от све-

та. Получение данных FACS выполняли с помощью проточного питометра Becton Dickinson, оборудо-

ванного лазерными линиями 488 и 635, BD FACS Canto II. Для сбора и анализа данных использовали 

программное обеспечение BD FACS Diva. Выполняли подсчет абсолютного числа клеток с помощью 

двойной платформы на основе подсчета БКК, полученного на гематологическом анализаторе (ADVIA 

120, Siemens). Как показано на фиг. 13, у всех животных наблюдали перераспределение периферических 

Т-клеток после получения лечения однократной дозой 83A10-TCBcv, как показано по уменьшению ко-

личеств циркулирующих Т-клеток. Как показано на фиг. 14А, уже через 24 ч после лечения 0,3 мг/кг 

83A10-TCBcv у получивших лечение животных наблюдали уменьшение плазматических клеткок крови 

(ВСМА-позитивных клеток), при этом отсутствовало снижение общего количества В-клеток (ВСМА-

негативных клеток). На фиг. 14b показана кинетика снижения плазматических клеткок в крови после 

лечения с помощью 0,3 мг/кг 83A10-TCBcv яванских макак. 

Образцы крови также обрабатывали для сбора плазмы для анализа цитокинов (IL-1b, IL-2, IL-6, IL-

10, TNF-α и IFN-γ) в соответствии со следующим графиком отбора: до введения доз, через 30, 90, 180 

мин, 7, 24, 48, 96, 168 ч после введения доз. Образцы крови помещали в пластиковые пробирки, хранив-

шиеся в ледяной бане, затем центрифугировали (по меньшей мере 10 мин, 1200 g, +4°С). Полученную 

плазму непосредственно хранили при -80°С до проведения анализа. Анализ на цитокины выполняют с 

помощью иммуноанализа на цитокины на основе мультиплексных гранул (Luminex Technology). Анали-

зируют данные с использованием программного обеспечения Bio-Plex Manager 4.1 (Bio-Rad): применяя 

пятипараметрическую модель логистической регрессии (5PL). 

b) В дополнительном исследовании яванских макак лечили 42-TCBcv или 22-TCBcv. Животные 

(n=2/группу) получали одну ВВ (0,01; 0,1 и 1,0 мг/кг) или ПК (0,01 и 0,1 мг/кг) инъекцию 42-TCBcv или 

одну ВВ инъекцию 22-TCBCv (0,1 мг/кг). Отбирают образцы крови и костного мозга в моменты времени, 

следуя определенному графику отбора, и обрабатывают соответственно для ФК- и ФД-измерения (имму-

нофенотипирование и продукция цитокинов). 

Животные получали однократную ВВ или ПК инъекцию 42-TCBcv или 22-TCBcv (только ВВ) и от-

бирали образцы крови в каждый момент времени из периферической вены для ФК-оценок в соответст-

вии со следующим графиком отбора и процедур: до введения доз, через 30, 90, 180 мин, 7, 24, 48, 96, 168, 

336, 504 ч после введения доз. Образцам крови давали свернуться в пробирках для отделения сыворотки 

в течение 60 мин при комнатной температуре. Сгусток осаждали центрифугированием (по меньшей мере 

10 мин, 1200 g, +4°С). Полученную сыворотку (около 300 мкл) непосредственно хранили при  

-80°С до последующего анализа. Образцы костного мозга для ФК-оценки также отбирали из бедренной 

кости под анестезией/обработкой анальгетиками в соответствии со следующим графиком отбора: до вве-

дения доз, через 96 и 336 ч после введения доз. Образцам костного мозга давали свернуться в пробирках 

для отделения сыворотки в течение 60 мин при комнатной температуре. Сгусток осаждали центрифуги-

рованием (по меньшей мере 10 мин, 1200 g, +4°С). Полученный костный мозг (около 1 мл) непосредст-

венно хранили при -80°С до последующего анализа. Выполняли анализ и оценку ФК-данных. Выполняли 

стандартный анализ без компартментов с использованием пакета Watson (v 7.4, Thermo Fisher Scientific 
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Waltman, штат Масачусетс, США) или систему Phoenix WinNonlin (v. 6.3, Certara Company, США). Как 

показано на фиг. 19 и в табл. 24A-D, концентрации 42-TCBcv в образцах сыворотки и костного мозга, 

собранных в различные моменты времени после ВВ или ПК инъекции, измеряли методом ELISA. Диапа-

зон эффективных концентраций 42-TCBcv в аспиратах костного мозга пациента с множественной мие-

ломой соответствовал от 10 пм до 10 нМ (серая зона). Концентрации в скобках указаны в нМ. BLQ, ниже 

уровня количественного определения; н/и, недостоверное измерение. 

Таблица 24А 

Концентрации 42-TCBcv в сыворотке после ВВ лечения яванских макак 

 

 
 

Таблица 24В 

Концентрации 42-TCBcv в костном мозге после однократного ВВ лечения яванских макак 

 
 

Таблица 24С 

Концентрации 42-TCBcv в сыворотке после ПК лечения яванских макак 
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Таблица 24D 

Концентрации 42-TCBcv в костном мозге после однократного ПК лечения яванских макак 

 
Результаты из табл. 24А и 24С показывают привлекательный профиль концентраций в сыворотке, 

подходящий для лечения 42-TCBcv один раз в неделю или даже один раз в две недели. Определяли пло-

щадь под кривой AUC для концентраций в сыворотке после ВВ и ПК введения, сравнение значений AUC 

показало высокую биодоступность близкую к 100% при ПК инъекции 42-TCBcv. В дополнение к этому 

результаты показали, что концентрация 42-TCBcv в костном мозге является очень сходной с концентра-

циями в сыворотке 42-TCBcv. Концентрации 42-TCBcv в сыворотке могут хорошо представлять собой 

концентрации 42-TCBcv, присутствующие в костном мозге, т.е. в основном месте, обогащенном мие-

ломными опухолевыми клетками. 

Фармакодинамические (ФД) измерения являются ценной информацией для подтверждения ФК-

измерений. Выполняли дополнительные ФД-анализы. CD20
+
 В-клетки крови яванского макака также 

экспрессируют ВСМА на клеточной поверхности и значительно более распространены (большее абсо-

лютное число), чем плазматические клетки в крови. В качестве надежного фармакодинамического воз-

действия использовали деплетирование В-клеток крови анти-ВСМА/анти-CD3 антителами TCBcv и для 

сравнения эффективности in vivo между 83A10-TCBcv, 42-TCBcv и 22-TCBcv. Рассчитывали абсолют-

ные числа В-клеток на основе двойной платформы, состоящей из проточной цитометрии и подсчета 

WBC, полученного с помощью гематологического анализатора, и измеренных в следующие моменты 

времени: до введения доз, через 24 ч, 48 ч, 96 ч и 196 ч после 10-минутной ВВ инфузии. Процент депле-

тирования В-клеток рассчитывали в следующем порядке: 
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Таблица 24Е 

Фармакодинамические эффекты анти-ВСМА/анти-CD3 антител TCBcv: деплетирование В-клеток 

 
В отношении индукции деплетирования экспрессирующих ВСМА В-клеток у яванских макак 42-

TCBcv и 22-TCBcv являются более активными чем 83A10-TCBcv, после ВВ инъекции однократной дозы 

(см. табл. 24Е). Поскольку три молекулы обладают одинаковой молекулярной структурой и связующим 

CD3 фрагментом, отличие в эффективности у яванских макак может главным образом обуславливаться 

соответствующим ВСМА-антителом. 

Для подтверждения того, что деплетирование экспрессирующих ВСМА В-клеток у яванских макак 

после ВВ инъекции является результатом механистических фармакодинамических эффектов анти-

BCMA/анти-CD3 антител TCBcv, измеряли увеличение активированных CD8
+
 цитотоксических Т-клеток 

(т.е. эффекторных клеток) в костном мозге, обогащенном ВСМА-позитивными клетками (т.е. клетками-

мишенями) через 4 дня (96 ч) и 3 недели (336 ч) после ВВ инъекции. Рассчитывали абсолютные числа 

CD8
+
 CD25

+
 активированных Т-клеток на основе двойной платформы, состоящей из проточной цитомет-

рии и подсчета WBC, полученного с помощью гематологического анализатора. 

Таблица 24F 

Фармакодинамические эффекты анти-ВСМА/анти-CD3 антител TCBcv  

Увеличение CD8
+
 CD25

+
 активированных Т-клеток 

 
В отношении индукции активации Т-клеток у яванских макак 42-TCBcv и 22-TCBcv являются более 

активными чем 83A10-TCBcv, после ВВ инъекции однократной дозы (см. табл. 24F). Поскольку три мо-

лекулы обладают одинаковой молекулярной структурой и связующим CD3 фрагментом, отличие в фар-

макодинамических эффектах у яванских макак может главным образом обуславливаться соответствую-

щим ВСМА-антителом. Данные результаты указывают на то, что деплетирование ВСМА-позитивных В-

клеток в костном мозге и в крови является наиболее вероятным результатом активации цитотоксических 

Т-клеток, индуцированных анти-ВСМА/анти-CD3 антителами TCBcv. 

Пример 17. Противоопухолевая активность, индуцированная анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифиче-

ским антителом Т-клеток в модели ксенотрансплантата миеломы Н929 человека с использованием 

МКПК-гуманизированных NOG-мышей. 

Fc-содержащие анти-ВСМА/анти-CD3 антитела TCBcv с длительным полупериодом выведения 

могли бы быть более эффективными, чем биспецифические антитела на основе (scFv)2, такие как 

ВСМА50-BiTE, введенные в эквимолярных дозах по схеме раз в неделю. Сравнивали влияние in vivo 

83A10-TCBcv и BCMA50-BiTE (как описано в WO 2013072415 и WO 2013072406) и оценивали в моде-

ли ксенотрансплантата Н929 миеломы человека на МКПК-гуманизированных NOG-мышах. NOG-мыши 

подходят в качестве моделей гуманизированных мышей, поскольку у них полностью отсутствуют им-

мунные клетки, включая резидентные популяции NK-клеток, поэтому они более пермиссивны для при-

вивания опухолей ксеногенных клеток человека (Ito et al. Curr. Top. Microbiol. Immunol. 2008; 324: 53-76). 

Вкратце, на день 0 (d0) исследования подкожно (ПК) инъецировали 5×10
6
 миеломных клеток линии NCI-

H929 человека (NCI-H929, АТСС CRL-9068) в 100 мкл среды RPMI-1640, содержащей 50:50 матри-

геля (BD Biosciences, Франция), в правую область спины иммунодефицитных самок мышей NOD/Shi-scid 



036975 

- 69 - 

IL2r-γ (нуль) (NOG) возрастом 8-10 недель (Taconic, Ry, Дания). За от 24 до 72 часовдо ПК имплантации 

опухолевых клеток Н929 все мыши получали облучение всего тела γ-источником (1,44 Грей, 
60

Со, 

BioMep, г. Бретеньер, Франция). На сутки 15 (d15) NOG-мыши получали однократную внутрибрюшин-

ную (ВБ) инъекцию 2×10
7
 МКПК человека (в 500 мкл ФСБ 1X рН 7,4). Выполняли определение характе-

ристик МКПК человека иммунофенотипированием (проточная цитометрия). Затем мышей тщательно 

случайным образом распределяли на различные группы лечения и контрольные группы (n=9/группу) с 

использованием программного обеспечения Vivo manager (Biosystemes, г. Кутернон, Франция) и вы-

полняли статистическое исследование (дисперсионный анализ) для исследования гомогенности между 

группами. Лечение антителами начинали на день 19 (d19), т.е. 19 дней после ПК инъекции опухолевых 

клеток Н929, когда объем опухоли достиг 100-150 мм
3
 у всех мышей со средним объемом опухолей 

300±161 мм
3
 для леченной носителем контрольной группы, 315±148 мм

3
 для получавшей лечение 2,6 

нМ/кг контрольного ТСВ группы, 293±135 мм
3
 для получавшей 2,6 нМ/кг 83A10-TCBcv группы и 

307±138 мм
3
 для получавшей 2,6 нМ/кг BCMA50-(scFv)2 (BCMA50-BiTE) группы. Схема лечения ан-

тителами ТСВ была основана на раннее полученных с 83A10-TCBcv фармакокинетических результатах и 

состояла из еженедельного ВВ введения в течение до 3 недель (т.е. всего 3 инъекции антитела ТСВ). Че-

рез четыре дня после восстановления мышам-хозяевам с МКПК человека (d19) посредством инъекции в 

хвостовую вену вводили первую дозу анти-ВСМА/анти-CD3 антитела 83A10-TCBcv (2,6 нМ/кг, соответ-

ственно, 0,5 мг/кг). У мышей из всех леченных 83А10-TCBcv и контрольных TCBcv групп отбирали об-

разцы крови пункцией яремной/подчелюстной вены (под анестезией) за 1 ч до каждого лечения, 2 ч до 

второго лечения и при его завершении. Образцы крови немедленно переносили в пробирки, содержащие 

активатор свертывания (пробирки Т MG, темно-красная крышка, Capiject, Terumo). Пробирки остав-

ляли при комнатной температуре в течение 30 мин для обеспечения свертывания. Затем пробирки цен-

трифугировали при 1300 g в течение 5 мин для отделения сгустка/сыворотки. Готовили аликвоты сыво-

ротки быстрой заморозкой в жидком азоте и хранили их при -80°С до последующего анализа. Во время 

исследования измеряли объем опухолей (TV) штангенциркулем и оценивали прогрессирование путем 

сравнения TV между группами. Процентное значение роста опухоли, определенное как TG, определяли 

путем расчета TG (%) = 100 × (медиана TV анализируемой группы)/(медиана TV получавшей носитель 

контрольной группы). По этической причине мышей подвергали эвтаназии, когда TV достигало по 

меньшей мере 2000 мм
3
. На фиг. 15 показано значение TV каждой отдельной мыши в экспериментальной 

группе: (А) контрольные группы, включали получавшую контрольный носитель (сплошная линия) и 

контрольный ТСВ (штриховая линия), (В) 83A10-TCBcv (2,6 нМ/кг) группу и (С) BCMA50-BiTE (2,6 

нМ/кг). В получавшей 83A10-TCBcv (2,6 нМ/кг) группе 6 из 9 мышей (67%) имели опухоли, регрессиро-

вавшие ниже значений TV, зафиксированных на d19, т.е. первое лечение с помощью ТСВ, а регрессия 

опухолей сохранялась до завершения исследования. У 3 мышей в получавшей лечение 83A10-TCBcv (2,6 

нМ/кг) группе, для которых не удалось показать регрессию опухоли, были значения TV равные, соответ-

ственно, 376, 402 и 522 мм
3
 на d19. В противоположность этому, ни у одной из 9 мышей (0%), которых 

лечили эквимолярной дозой BCMA50-BiTE (2,6 нМ/кг) по еженедельной схеме в течение 3 недель, 

имели регрессию опухолей в любой момент времени. В табл. 25 показано прогрессирование объемов 

опухолей с течением времени во всех экспериментальных группах. Процентное значения роста опухолей 

рассчитывали в течение от d19 до d43 и сравнивали между получавшими 83A10-TCBcv (2,6 нМ/кг) и 

BCMA50-BiTE (2,6 нМ/кг) группами (фиг. 16). Данные результаты демонстрируют, что значение TG 

(%) согласованно и значимо снижается у получавшей 83A10-TCBcv (2,6 нМ/кг) группе, а также TG (%) 

всегда ниже по сравнению с BCMA50-BiTE (2,6 нМ/кг). В табл. 26 показана медиана объема опухоли 

(TV) и процент роста опухоли (TG (%)) в дни от 19 до 43. Общие результаты ясно демонстрируют, что 

83A10-TCBcv превосходит BCMA50-BiTE по индукции противоопухолевой активности in vivo, когда 

лечение производится в эквимолярной дозе по схеме раз в неделю в течение 3 недель. 
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Таблица 25 

Прогрессирование объемов опухолей с течением времени у мышей из контрольной группы, получавшей 

носитель, и мышей, леченных эквимолярными дозами контрольного ТСВ, 83A10-TCBcv и  

BCMA50-(scFv)2 (BCMA50-BiTE) 
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Таблица 26 

Медиана объема опухоли (TV) и процент роста опухоли (TG (%)) в дни от 19 до 43:  

83A10-TCBcv по сравнению с BCMA50-BiTE 

 
Пример 18. Противоопухолевая активность, индуцированная анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифиче-

скими антителами Т-клеток в модели ксенотрансплантата RPMI-8226 миеломы человека у МКПК-

гуманизированных NOG-мышей. 

В альтернативном варианте для линии клеток Н929 миеломы в качестве опухолевого ксенотранс-

планта использовали линию клеток миеломы человека RPMI-8226, для которой уровни экспрессии по-

верхностного ВСМА ниже, чем Н929 и более репрезентативны по выявляемому уровню на первичных 

миеломных клетках. Вкратце, на день 0 (d0) исследования подкожно (ПК) инъецировали 10×10
6
 - 20×10

6
 

миеломных клеток линии RPMI-8226 человека (АТСС CCL-155) в растворе 200 мкл 0,9% NaCl, со-

держащем 50:50 матригеля (BD Biosciences, Франция) в правую область спины иммунодефицитных са-

мок мышей NOD/Shi-scid IL2r-γ (нуль) (NOG) возрастом 8-10 недель (Taconic, Ry, Дания). За от 24 до 72 

ч до ПК имплантации линии клеток RPMI-8226 все мыши получали облучение всего тела γ-источником 

(1,44 Грей, 
60

Со, BioMep, г. Бретеньер, Франция). Мыши NOG получают однократную внутрибрюшин-

ную (ВБ) инъекцию 2×10
7
 МКПК человека (в 500 мкл ФСБ 1X рН 7,4) один раз между днем 9 (d9) и днем 

45 (d45), как только объемы опухолей достигали по меньшей мере 100-150 мм
3
. Выполняют определение 

характеристик МКПК человека иммунофенотипированием (проточная цитометрия). Затем мышей тща-

тельно случайным образом распределяют на различные группы лечения и контрольные группы 

(n=9/группу) с использованием программного обеспечения Vivo manager (Biosystemes, г. Кутернон, 

Франция) и выполняют статистическое исследование (дисперсионный анализ) для исследования гомо-

генности между группами. Лечение антителами начинается по меньшей мере от 24 до 48 ч после ВБ инъ-

екции МКПК человека, а затем объем опухоли достигает по меньшей мере 100-150 мм
3
 у всех мышей. 

Схема лечения антителами ТСВ основывается на предыдущих фармакокинетических результатах и со-

стоит из ВВ введения один или два раза в неделю через хвостовую вену в течение до 3 недель (т.е. всего 

3 инъекции антитела ТСВ). Образцы крови собирают пункцией яремной/подчелюстной вены (под ане-

стезией) за 1 ч до каждого лечения, 2 ч до второго лечения и при его завершении. Образцы крови немед-

ленно переносят в пробирки, содержащие активатор свертывания (пробирки Т MG, темно-красная крыш-

ка, Capiject, Terumo). Пробирки оставляют при комнатной температуре в течение 30 мин для обеспе-

чения свертывания. Затем пробирки центрифугируют при 1300 g в течение 5 мин для отделения сгуст-

ка/сыворотки. Готовят аликвоты сыворотки быстрой заморозкой в жидком азоте и хранят их при -80°С 

до последующего анализа. Во время исследования измеряют объем опухоли (TV) штангенциркулем и 

оценивают прогрессирование путем сравнения TV между группами. Процентное значения роста опухо-

ли, определенное как ингибирование TG, определяют путем расчета TG (%) =100 × (медиана TV анали-

зируемой группы)/(медиана TV получавшей носитель контрольной группы). 

Сначала выполняли разработку модели ксенотрансплантата RPMI-8226 миеломы человека у 

МКПК-гуманизированных NOG-мышей для подтверждения, что модель ксенотрансплантата подходила 

для анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток. На день 0 NOG-мышам инъецировали 

ВСМА
низк

-экспрессирующие клетки RPMI-8226 MM. На день 22 ВБ инъецировали МКПК человека, а Т-
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клетки человека в крови можно выявлять через одну неделю (данные не показаны). Как описано на фиг. 

20, измеряли рост опухоли и массу тела до дня 50. Неожиданно и к сожалению, эта модель ксенотранс-

плантата оказалась нестабильной для исследования противоопухолевой активности анти-BCMA/анти-

CD3 биспецифических антител Т-клеток по следующим причинам: 1) ксенотрансплантат RPMI-8226 ми-

еломы человека не смог согласованно расти в МКПК-гуманизированных NOG-мышах; 2) МКПК-

гуманизированные NOG-мыши, которым трансплантировали ксенотрансплантат RPMI-8226 начинали 

терять массу тела вскоре после ВБ инъекции МКПК человека - признак реакции "трансплантат против 

хозяина". Этих мышей подвергали эвтаназии по этическим причинам; 3) при умерщвлении мыши-

хозяина наблюдали потерю экспрессии ВСМА в ксенотрансплантате опухоли после ПК инъекции. 

Пример 19. Перенаправленная цитотоксичность Т-клеток для плазматических клеток из мононукле-

арных клеток периферической крови или аспиратов костного мозга пациента с плазмоклеточным лейко-

зом (PCL) в присутствии аутологических Т-клеток, индуцированных анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифи-

ческими антителами Т-клеток, как измерено методом проточной цитометрии. 

Плазмоклеточный лейкоз (PCL) представляет собой лейкемический вариант миеломы, возникаю-

щий либо de novo, либо из предварительно существующей клинически проявленной множественной ми-

еломы (ММ). Существующие в данное время способы лечения являются скорее ограниченными и в ос-

новном состоят из применения комбинаций лекарственных средств против ММ и химиотерапии. До на-

стоящего времени не было явным образом зарегистрировано терапии для этой в высшей степени агрес-

сивного и смертоносного заболевания. ВСМА играет существенную роль в выживании нормальных 

плазматических клеткок и анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифические антитела Т-клеток можно применять 

в соответствии с изобретением для лечения плазмоклеточного лейкоза у пациента, страдающего от ука-

занного заболевания. Выделяют свежеотобранные мононуклеарные клетки периферической крови 

(МКПК) из образцов пациентов с плазмоклеточным лейкозом, содержащих >80% плазматических клеток 

при высоких лейкоцитарных числах, на градиенте плотности с использованием Фиколла или другими 

сравнимыми методами и инкубируют в течение 24 ч или 48 ч с концентрациями анти-ВСМА/анти-CD3 

биспецифических антител Т-клеток или контрольных антител от 0,1 до 30 нМ при 37°С в атмосфере ув-

лажненного воздуха. В качестве образцов также можно использовать аспираты цельного костного мозга, 

взятых у пациентов с плазмоклеточным лейкозом. Каждую точку дозы исследуют в трех повторах. Опре-

деляли апоптоз методом окрашивания аннексина/пропидия йодида целой популяции и CD138-

позитивных клеток на FACSCalibur с использованием программного обеспечения (BD). Жизнеспособ-

ность плазматических клеткок и МКПК целой популяции исследовали двойным окрашиванием пропиди-

ем йодидом/CD138- ФИТЦ с использованием проточной цитометрии (FACSCalibur; Becton Dickinson). 

Анализ данных выполняют с использованием программного обеспечения FACSDiva (Becton Dickinson). 

Средние значения нормализуют по среднему из трех повторов к соответствующему контролю со средой 

(МС). Для статистического анализа используют однопараметрический t-тест. Максимальное ингибиро-

вание роста клеток PCL при концентрации 10 нМ (IMAX10) и ингибирование, измеренное при 1 нМ 

(IMAX1), соответственно, представлены в виде процента по отношению к контролю со средой. Измеря-

ют также максимальное ингибирование контрольного антитела ТСВ (10 или 30 нМ) по сравнению с кон-

трольной средой. Расчеты выполняют с использованием R 3.1.19, а также Bioconductor 2.1310, но для 

расчета значений IMAX (Microsoft Excel; Microsoft Office Professional 2013). Влияние считается стати-

стически значимым, если значение Р-го соответствующего статистического критерия составляет <5% (*), 

<1% (**) или <0,1% (***). Экспрессию ВСМА также измеряют на CD138
+
 плазматических клетках 

МКПК из образцов, взятых у пациентов с плазмоклеточыным лейкозом, а также определяют соотноше-

ние эффекторых клеток и опухолевых клеток (Е:Т). Как показано на фиг. 20, данные результаты ясно 

показывают, что существовала значимо пониженная выживаемость плазматических лейкозных клеток 

костного мозга при действии 42-TCBcv (т.е. больше лизиса плазматических лейкозных клеток костного 

мозга) в двух образцах, взятых у пациентов с плазмоклеточным лейкозом, по сравнению с контролем со 

средой. В табл. 27 продемонстрирован процент максимального ингибирования плазматических лейкоз-

ных клеток из аспиратов костного мозга или периферической крови пациентов, индуцированных 10 нМ 

(IMAX10) и 1 нМ (IMAX1) анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток по сравнению с 

контролем со средой. Данные результаты демонстрируют, что 42-TCBcv является очень активным для 

индукции гибели плазматических лейкозных клеток костного мозга пациентов. Несмотря на специфиче-

ский лизис плазматических лейкозных клеток костного мозга анти-BCMA/анти-CD3 биспецифическими 

антителами Т-клеток и наблюдаемый в образцах костного мозга пациента (пациент 1 с PCL), в соответ-

ствующих образцах микроокружение костного мозга (ВММЕ) не подвергалось воздействию (данные не 

показаны). 
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Таблица 27 

Значения IMAX10 и IMAX1 в отношении максимального ингибирования роста плазматических клеткок 

плазмоклеточного лейкоза при 10 нМ (IMAX10) и ингибирования при 1 нМ (IMAX1) на основе  

негативных по пропидию йодиду жизнеспособных миеломных плазматических лейкозных клеток  

из аспиратов костного мозга пациентов в присутствии анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител 

Т-клеток 

 
Пример 20. Перенаправленная цитотоксичность Т-клеток для плазматических клеткок костного 

мозга, взятых у пациента с AL-амилоидозом в присутствии аутологических Т-клеток, индуцированных 

анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифическими антителами Т-клеток, как измерено методом проточной цито-

метрии. 

AL-амилоидоз представляет собой редкое заболевание, вызываемое нарушениям в костном мозге, 

которое поражает людей возрастом 50-80 лет, а две третьих пациентов являются мужчинами. AL-

амилоидоз выражается аномальной продукцией белка антител/иммуноглобулинов плазматическими 

клетками. При AL-амилоидозе легкие цепи (LC) антитела являются неправильно уложенными, а ано-

мальные белки LC с неправильной укладкой приводят к образованию амилоида. Эти неправильно уло-

женные амилоидные белки откладываются внутри и вокруг тканей, нервов и органов. Так как амилоид 

накапливается в органе, нерве или ткани, то он постепенно вызывает повреждение и влияет на их функ-

ционирование. У пациентов с AL-амилоидозом часто поражается более одного органа. Поскольку ВСМА 

играет существенную роль в выживании нормальных плазматических клеткок, то в высшей степени 

обосновано оценить влияние анти-ВСМА/анти-CD3 биспецифических антител Т-клеток для уничтоже-

ния плазматических клеткок при AL-амилоидозе. Свежеотобранные образцы/аспираты цельного костно-

го мозга пациентов с AL-амилоидозом подвергали либо непосредственному действию анти-ВСМА/анти-

CD3 биспецифических антител ТСВ, либо окрашивали с помощью магнитных микрогранул CD138 (Mil-

tenyi Biotec, г. Бергиш-Гладбах, Германия), пропускали через колонку для разделения клеток autoMACS 

и собирали фракции с достаточным количеством оставшихся плазматических клеткок AL-амилоидоза, 

обычно используемых в дополнительных экспериментах в количестве >4%. В 24-луночных планшетах 

инкубируют и культивируют 500000 клеток/лунку в течение 48 ч. К соответствующим лункам добавляют 

разведения анти-ВСМА/анти-CD3 антител ТСВ и контрольных антител до конечной концентрации ТСВ 

от 0,1 пМ до 30 нМ. Каждую точку дозы исследуют в трех повторах. Жизнеспособность плазматических 

клеткок и клеток микроокружения костного мозга исследуют двойным окрашиванием пропидием йоди-

дом/CD138-ФИТЦ с использованием проточной цитометрии (FACSCalibur; Becton Dickinson). Анализ 

данных выполняют с использованием программного обеспечения FACSDiva (Becton Dickinson). Средние 

значения нормализуют по среднему из трех повторов к соответствующему контролю со средой (МС). 

Для статистического анализа используют однопараметрический t-тест. Максимальное ингибирование 

роста клеток PCL при концентрации 10 нМ (IMAX10) и ингибирование, измеренное при 1 нМ (IMAX1), 

соответственно, представлены в виде процента по отношению к контролю со средой. Измеряют также 

максимальное ингибирование контрольного антитела ТСВ (10 или 30 нМ) по сравнению с контрольной 

средой. Расчеты выполняют с использованием R 3.1.19, а также Bioconductor 2.1310, но для расчета зна-

чений IMAX (Microsoft Excel; Microsoft Office Professional 2013). Влияние считается статистически 

значимым, если значение Р-го соответствующего статистического критерия составляет <5% (*), <1% (**) 

или <0,1% (***). Экспрессию ВСМА также измеряют на CD138
+
 плазматических клетках костного мозга 

из образцов, взятых у пациентов с AL-амилоидозом, а также определяют соотношение эффекторых кле-

ток и опухолевых клеток (Е:Т). 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Моноклональное антитело, специфически связывающееся с антигеном созревания В-клеток чело-

века (ВСМА), при этом антитело содержит CDR3H c SEQ ID NO: 17, CDR3L с SEQ ID NO: 20 и комби-

нации CDR1H, CDR2H, CDR1L и CDR2L, выбранные из 

a) CDR1H с SEQ ID NO: 21, CDR2H с SEQ ID NO: 22, CDR1L с SEQ ID NO::25 и CDR2L с SEQ ID 

NO: 26 или 

b) CDR1H с SEQ ID NO: 21, CDR2H с SEQ ID NO: 22, CDR1L с SEQ ID NO: 27 и CDR2L с SEQ ID 

NO: 28. 

2. Антитело по п.1, при этом антитело содержит VH-участок с SEQ ID NO: 10 и VL-участкок с SEQ 
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ID NO: 13 или 14. 

3. Биспецифическое антитело, специфически связывающееся с ВСМА и CD3ε человека (CD3), где 

ВСМА связывающий домен содержит CDR3H с SEQ ID NO: 17, CDR3L с SEQ ID NO: 20 и комбинации 

CDR1H, CDR2H, CDR1L и CDR2L участков, выбранные из группы  

a) CDR1H с SEQ ID NO: 21, CDR2H с SEQ ID NO: 22, CDR1L с SEQ ID NO: 25 и CDR2L с SEQ ID 

NO: 26 или 

b) CDR1H с SEQ ID NO: 21, CDR2H с SEQ ID NO: 22, CDR1L с SEQ ID NO: 27 и CDR2L с SEQ ID 

NO: 28, 

и в котором CD3 связывающий домен содержит VH-участок, содержащий CDR1H с SEQ ID NO: 1, 

CDR2H с SEQ ID NO: 2 и CDR3H с SEQ ID NO: 3, и VL-участок, содержащий CDR1L с SEQ ID NO: 4, 

CDR2L с SEQ ID NO: 5 и CDR3L с SEQ ID NO: 6. 

4. Биспецифическое антитело по п.3, в котором ВСМА связывающий домен содержит VH-участок с 

SEQ ID NO: 10 и VL-участок с SEQ ID NO: 13 или SEQ ID NO: 14. 

5. Биспецифическое антитело по любому из пп.3 или 4, в котором CD3 связывающий домен биспе-

цифического антитела содержит легкую цепь и тяжелую цепь антитела, специфически связывающегося с 

CD3, где 

a) легкая цепь антитела, специфически связывающаяся с CD3, является легкой цепью с перекре-

стом, которая содержит вариабельный домен VH и константный домен CL или вариабельный домен VL 

и константный домен СН; и 

b) тяжелая цепь антитела, специфически связывающаяся с CD3, является тяжелой цепью с перекре-

стом, которая содержит вариабельный домен VL и константный домен СН1 или вариабельный домен VL 

и константный домен СН1. 

6. Биспецифическое антитело, специфически связывающееся с ВСМА и CD3, при этом биспецифи-

ческое антитело содержит 

a) первый Fab, содержащий первую легкую цепь и первую тяжелую цепь первого антитела по лю-

бому из пп.1, 2; и 

b) второй Fab, содержащий вторую легкую цепь и вторую тяжелую цепь второго антитела, которое 

специфически связывается с CD3, при этом вторая легкая цепь является легкой цепью с перекрестом, 

которая содержит вариабельный домен VH и константный домен CL; и при этом вторая тяжелая цепь 

является тяжелой цепью с перекрестом, которая содержит вариабельный домен VL и константный домен 

СН1, и при этом 

c) в константном домене CL первой легкой цепи аминокислота в положении 124 независимо заме-

нена лизином (K), аргинином (R) или гистидином (Н) (нумерация согласно Кабат), и в константном до-

мене СН1 первой тяжелой цепи аминокислота в положении 147 и аминокислота в положении 213 незави-

симо заменены глутаминовой кислотой (Е) или аспарагиновой кислотой (D), 

где необязательно биспецифическое антитело дополнительно содержит третий Fab, при этом третий 

Fab является идентичным первому Fab. 

7. Биспецифическое антитело, специфически связывающееся с ВСМА и CD3, характеризующееся 

наличием 

а) первого Fab, содержащего первую легкую цепь и первую тяжелую цепь первого антитела по лю-

бому из пп.1, 2; и 

b) второго Fab, содержащего вторую легкую цепь и вторую тяжелую цепь второго антитела, кото-

рое специфически связывается с CD3, где вторая легкая цепь является легкой цепью с перекрестом, ко-

торая содержит вариабельный домен VH и константный домен CL; и где вторая тяжелая цепь является 

тяжелой цепью с перекрестом, которая содержит вариабельный домен VL и константный домен СН1, 

и при этом в константном домене CL второй легкой цепи аминокислота в положении 124 независи-

мо заменена лизином (K), аргинином (R) или гистидином (Н) (нумерация согласно Кабат), и в констант-

ном домене СН1 второй тяжелой цепи аминокислота в положении 147 и аминокислота в положении 213 

независимо заменены глутаминовой кислотой (Е) или аспарагиновой кислотой (D) (нумерация в соответ-

ствии с EU-индексом по Кабату). 

8. Биспецифическое антитело по любому из пп.3-7, где 

а) биспецифическое антитело содержит не более одного Fab анти-CD3 антитела, не более двух Fab 

анти-ВСМА антитела и не более одной Fc; 

b) N-конец Fc связан с С-концом Fab анти-CD3 антитела и с С-концом одного из Fab анти-ВСМА 

антитела; и/или 

c) С-конец второго Fab анти-ВСМА антитела связан с N-концом Fab анти-CD3 антитела, необяза-

тельно, где VL-домен Fab анти-CD3 антитела связан с СН1-доменом второго Fab анти-ВСМА антитела. 

9. Биспецифическое антитело по п.3, при этом биспецифическое антитело содержит набор тяжелых 

и легких цепей, выбранных из 

i) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 и SEQ ID NO: 54 (2x); или 

ii) SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56 и SEQ ID NO: 57 (2x). 

10. Способ получения антитела по любому из пп.1-9, включающий этапы: 
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a) трансформирование клетки-хозяина 

b) векторами, содержащими молекулы нуклеиновых кислот, кодирующих легкую цепь и тяжелую 

цепь антитела по любому из пп.1-9, 

c) культивирование клетки-хозяина в условиях, которые обеспечивают синтез указанной молекулы 

антитела и 

d) выделение указанной молекулы антитела из указанной культуры. 

11. Фармацевтическая композиция для лечения нарушений, связанных с плазматическими клетка-

ми, содержащая антитело по любому из пп.1-9 и фармацевтически приемлемый наполнитель. 

12. Применение фармацевтической композиции, содержащей антитело по любому из пп.1-9 в каче-

стве лекарственного средства при лечении нарушений, связанных с плазматическими клетками. 

13. Применение фармацевтической композиции, содержащей антитело по любому из пп.1-9 в каче-

стве лекарственного средства при лечении множественной миеломы, или системной красной волчанки, 

или плазмоклеточного лейкоза, или AL-амилоидоза. 

14. Химерный антигенный рецептор (CAR), содержащий фрагмент распознавания антигена, на-

правленный против ВСМА, и фрагмент активации Т-клеток, где фрагмент распознавания антигена пред-

ставляет собой моноклональное антитело или фрагмент антитела по любому из пп.1 или 2. 

15. Клетка-хозяин, содержащия векторы, содержащие молекулы нуклеиновых кислот, кодирующие 

антитело в соответствии с любым одним из пп.1-9. 
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