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Ссылка на родственную заявку 

Настоящая заявка истребует приоритет по предварительной заявке на патент США, серийный но-
мер 61/634312, поданной 17 февраля 2012 г., предварительной заявке на патент США, серийный номер 
61/690187, поданной 18 июня 2012 г., и предварительной заявке на патент США, серийный номер 
61/709942, поданной 4 октября 2012 г., каждая из которых включена в данный документ посредством 
ссылки во всей своей полноте. 

Уровень техники 

Продление периода полувыведения лекарственного средства, которое является лечебным белком, 
пептидом или небольшой молекулой, часто требует использования специальных рецептур или модифи-
кации самого лечебного фактора. Стандартные способы модификации, такие как пэгилирование, добав-
ление к лечебному агенту фрагмента антитела или молекулы альбумина, имеют несколько принципиаль-
ных недостатков. В то время как эти модифицированные формы могут быть получены в промышленном 
масштабе, эти стандартные способы обычно подвержены недостаткам из-за высокой стоимости сырья, 
сложности процесса производства и низкого качества конечного продукта. Нередко является сложным, 
даже невозможным очистить целевой материал до гомогенного состояния Это утверждение, в частности, 
справедливо для процесса пэгилирования, в котором саму реакцию невозможно точно контролировать 
для получения гомогенного набора пэгилированных агентов, которые несут одинаковое количество или 
массу полиэтиленгликоля. В дальнейшем, метаболиты этих пэгилированных агентов могут обладать се-
рьезным побочным действием. Например, было обнаружено, что пэгилированные белки вызывают ва-
куолизацию почечных канальцев на моделях животных (Bendele, A., Seely, J., Richey, C., Sennello, G. & 
Shopp, G. Short communication: renal tubular vacuolation in animals treated with polyethylene-glycol-
conjugated proteins. Toxicol. Sci. 1998. 42, 152-157). Выводимые почками пэгилированные белки или их 
метаболиты могут аккумулироваться в почках, приводя к образованию гидратов ПЭГ, которые препятст-
вуют нормальной гломерулярной фильтрации. Кроме того, у животных и людей может индуцироваться 
образование антител к ПЭГ (Sroda, K. et al. Repeated injections of PEG-РЕ liposomes generate anti-PEG an-
tibodies. Cell. Mol. Biol. Lett. 2005, 10, 37-47). 

Поэтому сохраняется значительная потребность в получении альтернативных композиций и спосо-
бов, пригодных для получения высокоочищенных форм лечебных агентов, обладающих увеличенным 
периодом полувыведения и приемлемой ценой. 

Краткое описание изобретения 

Настоящее изобретение направлено на удовлетворение этой потребности и обеспечение соответст-
вующих преимуществ. Композиции и способы, раскрываемые в данном тексте, применимы не только для 
терапии, но также особенно подходят как средства для доклинических и клинических разработок вероят-
ных лечебных агентов. В некоторых аспектах настоящее изобретение направлено на удовлетворение 
этой потребности частично путем получения реагентов расширенного рекомбинантного полипептида 
(XTEN), которые могут быть очищены до гомогенного состояния одной или несколькими простыми ста-
диями и/или которые пригодны для химической конъюгации с нагрузочными пептидами, белками или 
небольшими молекулами с реакционноспособными группами, используя широкое разнообразие методов 
конъюгации. Использование XTEN-реагентов обеспечивает с высоким выходом образование продукта 
XTEN-связанного агента, который в одном или большем количестве аспектов является исключительным, 
включая высокую гомогенность, высокую растворимость, длительную стабильность и повышенный ко-
нечный период полувыведения по сравнению с неконъюгированным продуктом. Настоящее изобретение 
частично относится к новым композициям, содержащим в основном гомогенные расширенные рекомби-
нантные полипептиды (XTEN), подходящие в качестве конъюгационных участников для связывания с 
одним или более нагрузочных фармакологически или биологически активных агентов, что приводит к 
получению композиций XTEN-нагрузочное вещество. В одном аспекте это изобретение предлагает по-
липептид XTEN, сконструированный для ковалентного связывания с одним или более непосредственно 
или через кросс-линкеры, обеспечивая получение композиций XTEN-нагрузочное вещество, которое 
включает 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 или более молекул одного, двух, трех и более типов нагрузочных 
веществ. Объектом настоящего изобретения является предоставление таких сконструированных поли-
пептидов XTEN, которые используются в получении конъюгатов с интересующими нагрузочными аген-
тами в виде композиций с расширенными фармацевтическими свойствами, включающими расширенные 
фармакокинетические свойства. В этом изобретении предложены полипептиды XTEN, которые в основ-
ном гомогенные по длине и последовательности и которые пригодны для получения конъюгатов, содер-
жащих XTEN, связанный с одним или более нагрузочных веществ, что приводит к получению конъюга-
тов XTEN-нагрузочное вещество, обладающих высокой степенью чистоты. Такие конъюгаты высокой 
степени чистоты пригодны для получения фармацевтических композиций для пациентов с болезненным 
состоянием, для которого одно или более нагрузочных веществ обладает полезным действием для пре-
дупреждения, лечения или облегчения этого болезненного состояния. В первом аспекте изобретения 
предложены в основном композиции с гомогенным полипептидом XTEN, пригодные как конъюгацион-
ные участники для получения промежуточных веществ XTEN-кросс-линкер и композиций XTEN-
нагрузочное вещество. В некоторых вариантах изобретение предоставляет в основном гомогенную попу-
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ляцию полипептидов, включающих расширенный рекомбинантный полипептид (XTEN), и в которой по 
меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% отдельных молекул полипептида упомянутой популяции обла-
дают идентичной длиной последовательностей. В одном варианте вышеуказанного осуществления изо-
бретения полипептид XTEN обладает такими характеристиками: общее количество аминокислотных ос-
татков в XTEN составляет по меньшей мере от 36 до около 3000 аминокислотных остатков; суммарное 
количество остатков глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутаминовой кислоты (E) и 
пролина (P) составляет более 90% от общего количества аминокислотных остатков XTEN; последова-
тельность XTEN в основном не содержит повторений, так что (i) последовательность XTEN не содержит 
три последовательные идентичные аминокислоты, если только эти аминокислоты не являются серином, 
(ii) по меньшей мере около 80%, или около 90%, или около 95% последовательности XTEN состоит из 
неперекрывающихся мотивов последовательности, каждый из мотивов последовательности состоит из от 
около 9 до около 14 аминокислотных остатков, в которых какие-либо два последовательных аминокис-
лотных остатка не встречаются чаще, чем дважды в каждом из мотивов последовательности; или (iii) 
последовательность XTEN обладает числом подпоследовательностей меньше 10; последовательность 
XTEN несет больше 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или больше 99% случайных статистических клубков, 
определенных GOR-алгоритмом; последовательность XTEN несет меньше 2, или 3, или 4, или 5% α-
спиралей; последовательность XTEN несет меньше 2, или 3, или 4, или 5% β-слоев, определенных алго-
ритмом Чоу-Фасман; и последовательность XTEN не содержит вычисленных эпитопов T-клеток при 
анализе алгоритмом TEPITOPE, в котором расчет алгоритма TEPITOPE для эпитопов в последователь-
ности XTEN основан на значениях -8, или -9, или -10. В другом варианте вышеуказанного осуществле-
ния изобретения полипептид XTEN включает последовательность, обладающую по меньшей мере около 
90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 
93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 
96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 
99% или 100% идентичности с последовательностью, выбранной из множества, состоящего из последо-
вательностей, отраженных в табл. 2, 3, 4 и 22-25. 

В других вариантах осуществления изобретения композиции в основном гомогенного полипептида 
XTEN содержат один или большее количество аффинных маркеров. В одном варианте осуществления в 
изобретении предложена композиция в основном гомогенного полипептида XTEN, содержащего первый 
аффинный маркер, в которой первый аффинный маркер имеет связывающую аффинность к хроматогра-
фическому носителю, выбранному из группы, состоящей из носителей для хроматографии с гидрофоб-
ными взаимодействиями (HIC), катионообменной, анионообменной, аффинной хроматографии с иммо-
билизованными ионами металлов (IMAC) и иммобилизованными антителами. В одном варианте выше-
указанного осуществления изобретения первый аффинный маркер обладает по меньшей мере около 90, 
91, 92, 93, 94% или по меньшей мере около 95% идентичности с последовательностью, выбранной из 
множества, состоящего из последовательностей, отраженных в табл. 7. В другом варианте вышеуказан-
ного полипептида XTEN и аффинного маркера композиция дополнительно содержит одну или больше 
вспомогательных последовательностей. В одном варианте вспомогательная последовательность содер-
жит последовательность, обладающую по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, 
или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или 
по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по 
меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности с последовательно-
стью, выбранной из множества, состоящего из последовательностей, отраженных в табл. 10. В другом 
варианте вспомогательная последовательность выбирается из группы, состоящей из последовательно-
стей KNPEQAEEQX1EET, в которой X1 является независимо S или R; ANPEQAEEQX1EET, в которой 
X1 - независимо S или R; KNPEQAEEQAEEQX1EET, в которой X1 - независимо S или R; 
KX2X3EQAEEQAEEQX1EET, в которой X1 - независимо S или R, X2 - независимо K или N и X3 - неза-
висимо K, N, T, Q, H, P, E, D, A, R или S; KX2(X3)10QX1EET, в которой X1 - независимо S или R, X2 - 
независимо K или N и X3 - независимо K, N, T, Q, H, P, E, D, A, R или S; KX2(X3)7AEEQX1EET, в кото-
рой X1 - независимо S или R, X2 - K или N и X3 - независимо K, N, T, Q, H, P, E, D, A, R или S; 
KX2X3EQE(X3)3AEEQREET, в которой X2 - независимо K или N и X3 - независимо K, N, T, Q, H, P, E, 
D, A, R или S; KX2X3EQE(X3)3AEE(X3)5, в которой X2 - независимо K или N и X3 - независимо K, N, T, 
Q, H, P, E, D, A, R или S; KKQEQEKEQAEEQ(X4X5)2REET, в которой X4 - независимо A или S и X5 - 
независимо K, Q или E; KKQEQEKEQAEEQ(X4X5)4REET, в которой X4 - независимо A или S и X5 - 
независимо K, Q или E; KKQEQEKEQAEEQ(Z)4REET, в которой Z - любая встречающаяся в природе L-
аминокислота; KX2(X3)n, в которой n - целым числом в пределах 10-40 и X2 - независимо K или N и X3 - 
независимо K, N, T, Q, H, P, E, D, A, R или S; (X3)n, в которой n - целое число в пределах 10-50 и X3 - 
независимо K, N, T, Q, H, P, E, D, A, R или S; KX2QEQEKEQAEEQ(X4X5)nX1EET, в которой n равно 
нулю или целому числу в пределах 1-10 и X1 - независимо S или R, X2 -независимо K или N, X4 - неза-
висимо A или S и X5 - независимо K, Q или E; KX2(X3)n(X4X5)mX1ЕЕТ, в которой n является целым 
числом в пределах 5-20, m равно нулю или целому числу в пределах 1-10, X1 - независимо S или R, X2 - 
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независимо K или N, X3 - независимо K, N, T, Q, H, P, E, D, A, R или S, X4 - независимо A или S и X5 - 
независимо K, Q или E и KX2(X3)n(Z)mX1EET, в которой n является целым числом в пределах 5-20, m 
равно нулю или целому число в пределах 1-10, X1 - независимо S или R, X2 - независимо K или N, X3 -
независимо K, N, T, Q, H, P, E, D, A, R или S, и Z - любая встречающаяся в природе L-аминокислота и 
любая гомологичная последовательность, обладающая по меньшей мере 80, 90, 95, 98 или 99% идентич-
ности с последовательностью вышеуказанных последовательностей при оптимальном выравнивании. 

В другом варианте вышеуказанных композиций, в основном гомогенного полипептида XTEN, аф-
финного маркера и вспомогательной последовательности, эта композиция дополнительно содержит пер-
вую расщепляемую последовательность. Если требуется, расщепляемая последовательность выбирается 
из множества, состоящего из последовательностей, отраженных в табл. 8 и 9. В одном варианте вышеиз-
ложенного композиция обладает конфигурацией согласно формуле I 

 
где HS - вспомогательная последовательность; AT1 - первый аффинный маркер; CS1 - первая рас-

щепляемая последовательность и XTEN - расширенный рекомбинантный полипептид.  
В другом варианте вышеуказанных композиций композиция дополнительно содержит вторую рас-

щепляемую последовательность. Если требуется, первая и вторая расщепляемые последовательности 
способны расщепляться теми же протеазами и для которых композиция обладает конфигурацией соглас-
но формуле II 

 
где HS - вспомогательная последовательность; AT1 - первый аффинный маркер; CS1 - первая рас-

щепляемая последовательность, CS2 - вторая расщепляемая последовательность и XTEN - расширенный 
рекомбинантный полипептид.  

В другом варианте вышеуказанных композиций первый аффинный маркер содержит последова-
тельность RPRPRPRPRPRPR, HHHHHH или любой аффинный маркер, известный в этой области или 
раскрываемый в данном тексте. В других вариантах осуществления композиций в основном гомогенных 
полипептидов XTEN, эти композиции включают первый и второй аффинные маркеры, первую и вторую 
расщепляемые последовательности и вспомогательную последовательность, в которых второй аффин-
ный маркер отличается от первого аффинного маркера и обладает связующей аффинностью к другому 
хроматографическому носителю, отличному от первого аффинного маркера, при этом хроматографиче-
ский носитель выбирается из множества, состоящего из HIC, катионообменной, анионообменной, IMAC 
и хроматографии с иммобилизованными антителами и, при этом первая и вторая расщепляемые после-
довательности способны расщепляться той же протеазой, и при этом аффинный маркер обладает по 
меньшей мере около 90, 91, 92, 93, 94% или по меньшей мере около 95% идентичности с последователь-
ностью, выбранной из множества, состоящего из последовательностей, отраженных в табл. 7.  

В одном варианте вышеизложенной композиции эта композиция обладает конфигурацией согласно 
формуле III 

 
где HS - вспомогательная последовательность; AT1 - первый аффинный маркер; CS1 - первая рас-

щепляемая последовательность, CS2 - вторая расщепляемая последовательность, XTEN - расширенный 
рекомбинантный полипептид и AT2 - второй аффинный маркер. В другом варианте вышеуказанной ком-
позиции первый аффинный маркер содержит последовательность RPRPRPRPRPRPR, а второй аффинный 
маркер содержит последовательность HHHHHH. В другом варианте вышеуказанной композиции первый 
аффинный маркер содержит последовательность HHHHHH, а второй аффинный маркер содержит после-
довательность RPRPRPRPRPRPR. В другом варианте вышеуказанной композиции первый аффинный 
маркер содержит последовательность RPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPR, а второй аффинный маркер со-
держит последовательность HHHHHHHH. 

В другом аспекте в данном изобретении предложены композиции, содержащие в основном гомо-
генную популяцию полипептида, полученного в технологическом процессе. В некоторых вариантах 
осуществления изобретения композиции получают в процессе, включающем культивирование клеток-
хозяин, которые содержат вектор, кодирующий полипептид в реакции ферментации в условиях, эффек-
тивных для экспрессии данного полипептида путем экспрессии неочищенного продукта клеткой-хозяин, 
при которой кодированный полипептид включает полипептид XTEN, первую расщепляемую последова-
тельность и первый аффинный маркер; адсорбцию полипептида неочищенного продукта экспрессии на 
первом хроматографическом носителе в условиях, эффективных для захватывания первого аффинного 
маркера на первом хроматографическом носителе; элюирование полипептида и выделение полипептида. 
В некоторых вариантах по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% полипептидов полученной популяции 
имеют идентичную длину последовательностей. В одном варианте осуществления вышеуказанной ком-
позиции первый хроматографический носитель выбирается из множества, состоящего из HIC, катионо-
обменной, анионообменной и IMAC-хроматографии. В другом варианте осуществления вышеуказанной 
композиции аффинный маркер выбирается из группы, состоящей из аффинных маркеров табл. 7. В дру-
гом варианте вышеуказанной композиции первый хроматографический носитель является катионооб-
менным и первый аффинный маркер содержит последовательность RPRPRPRPRPRPR. В другом вариан-
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те вышеуказанной композиции первый хроматографический носитель является и IMAC носителем и пер-
вый аффинный маркер содержит последовательность HHHHHHHH. В одном варианте осуществления 
вышеуказанной композиции кодирующий вектор кодирует любые варианты осуществления полипептида 
XTEN, описанные в данном тексте, содержащие. по меньшей мере, аффинный маркер, по меньшей мере, 
первую расщепляемую последовательность, вспомогательную последовательность и в некоторых случа-
ях вторую расщепляемую последовательность. В другом варианте осуществления вышеуказанной ком-
позиции вектор дополнительно кодирует вторую расщепляемую последовательность и второй аффинный 
маркер, в которых первая и вторая расщепляемые последовательности способны расщепляться той же 
протеазой, и при этом второй аффинный маркер обладает связующей аффинностью к второму другому 
хроматографическому носителю, отличному от первого аффинного маркера, при этом композиция полу-
чается в процессе, дополнительно включающем адсорбцию полипептида на втором хроматографическом 
носителе в условиях, эффективных для захватывания второго аффинного маркера на втором хромато-
графическом носителе; элюирование полипептида и выделение полипептида, в котором по меньшей мере 
90, 91, 92, 93, 94 или 95% популяции полипептидов обладают идентичной длиной последовательности. В 
одном варианте осуществления первый хроматографический носитель отличается от второго хромато-
графического носителя и каждый из первого и второго хроматографического носителя независимо выби-
раются из множества, состоящего из HIC, катионообменной, анионообменной и IMAC-хроматографии. В 
другом варианте вышеуказанной композиции первый хроматографический носитель является катионо-
обменным, а первый аффинный маркер содержит последовательность RPRPRPRPRPRPR или 
RPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPR, и второй хроматографический носитель является IMAC-носителем, а 
первый аффинный маркер содержит последовательность HHHHHHHH или HHHHHHHH. В другом вари-
анте вышеуказанной композиции первый хроматографический носитель является IMAC-носителем, а 
первый аффинный маркер содержит последовательность HHHHHHHH или HHHHHHHH, и второй хро-
матографический носитель является катионообменным, а первый аффинный маркер содержит последо-
вательность RPRPRPRPRPRPR или RPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPR. В другом варианте вышеуказанные 
композиции содержат первый или первый и второй аффинные маркеры, которые в дальнейшем процес-
сируют обработкой композиции протеазой в условиях, эффективных для разрушения расщепляемой(ых) 
последовательности(ей), при этом высвобождая полипептид XTEN от аффинного(ых) маркера(ов); ад-
сорбцией XTEN на хроматографическом носителе в условиях, эффективных для захватывания полипеп-
тида XTEN, но не аффинного(ых) маркера(ов) или протеазы; элюирования XTEN и выделения полипеп-
тида XTEN. В получаемой композиции по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% отдельных XTEN-
молекул имеют идентичную длину последовательностей. В одном варианте осуществления вышеуказан-
ной композиции расщепляемая(ые) последовательность(и) способны расщепляться протеазой, выбран-
ной из множества протеаз в табл. 9. В другом варианте осуществления вышеуказанной композиции рас-
щепляемая(ые) последовательность(и) способна(ы) расщепляться трипсином и протеаза является трип-
сином. В другом варианте вышеуказанной композиции хроматографический носитель является анионо-
обменным. Анионообменный носитель может быть носителем, выбранным из группы, состоящей из но-
сителей macrocap Q, capto Q, superQ-650M и poros D. Альтернативно, вышеуказанные композиции со-
держат один аффинный маркер или два аффинных маркера, которые в дальнейшем процессируют обра-
боткой композиции в условиях, эффективных для разрушения расщепляемой(ых) последовательно-
сти(ей), при этом высвобождая полипептид XTEN от одного или двух аффинных маркеров; адсорбцией 
XTEN на хроматографическом носителе в условиях, эффективных для захватывания протеазы и аффин-
ных маркеров, но не полипептида XTEN, и выделением полипептида XTEN из элюата. В некоторых ва-
риантах в получаемом элюате по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% отдельных XTEN-молекул 
имеют идентичную длину последовательностей. В одном варианте осуществления вышеуказанной ком-
позиции расщепляемая(ые) последовательность(и) способна(ы) расщепляться протеазой, выбранной из 
множества протеаз в табл. 9. В другом варианте осуществления вышеуказанной композиции расщепляе-
мая(ые) последовательность(и) способна(ы) расщепляться трипсином и используемая протеаза является 
трипсином. Хроматографический носитель может выбираться из одного или более носителей для катио-
нообменной, HIC или IMAC-хроматографии. В другом аспекте данное изобретение относится частично к 
полипептидным композициям, которые могут расщепляться на сегменты XTEN равной длины и одина-
ковой последовательности. В одном варианте осуществления изобретения предлагается композиция, 
включающая последовательность XTEN, в которой последовательность XTEN дополнительно содержит 
одну или большее количество расщепляемых последовательностей, способных разрушаться трипсином, 
и при этом обработка трипсином в условиях, эффективных для разрушения всех расщепляемых последо-
вательностей, приводит к получению XTEN-фрагментов, причем каждый XTEN-фрагмент обладает по 
меньшей мере около 99% идентичности с последовательностью с любым другим фрагментом этого пре-
парата. В одном варианте осуществления композиции расщепляемая последовательность обладает по 
меньшей мере 86% идентичности последовательности или является идентичной последовательности 
SASRSA или SASKSA. В другом варианте композиции расщепляемая последовательность включает по-
следовательность RX или KX, в которых X является какой-либо L-аминокислотой, но не пролином. В 
одном варианте вышеуказанного осуществления композиций XTEN-композиция обладает последова-
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тельностью по меньшей мере около 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичности с после-
довательностями, выбранными из множества последовательностей, отраженных в табл. 6. 

В другом аспекте данное изобретение относится частично к способам получения XTEN-фрагментов 
в основном равной длины и одинаковой последовательности. В одном варианте изобретение предостав-
ляет способ получения в основном гомогенной популяции полипептида XTEN, данный способ включает 
обработку популяции, выбранной из множества последовательностей, отраженных в табл. 6, трипсином в 
условиях, эффективных для разрушения всей(х) расщепляемой(ых) последовательности(ей), что приво-
дит к получению в основном гомогенной популяции полипептидов XTEN, в которой по меньшей мере 
90, 91, 92, 93, 94 или 95% отдельных молекул XTEN-фрагментов имеют идентичную длину последова-
тельностей. В одном варианте вышеуказанного способа данный способ дополнительно включает адсорб-
цию XTEN-фрагментов на хроматографическом носителе в условиях, эффективных для захватывания 
XTEN-фрагментов, но не протеазы; элюирование XTEN-фрагментов и выделение XTEN-фрагментов, при 
этом по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% отдельных молекул популяции имеют идентичную дли-
ну последовательностей. В одном варианте вышеуказанного способа хроматографический носитель яв-
ляется анионообменным. Носитель может быть выбран из группы, состоящей из носителей: macrocap Q, 
capto Q, super Q-650M и poros D. В другом варианте реализации вышеуказанного способа полипептид 
XTEN обладает последовательностью по меньшей мере около 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 
100% идентичности с последовательностями, выбранными из множества последовательностей, отражен-
ных в табл. 6. В другом варианте реализации вышеуказанного способа получаемый XTEN-фрагмент об-
ладает последовательностью по меньшей мере около 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентично-
стью последовательности, выбранной из множества последовательностей, отраженных в табл. 2 или 3. В 
другом варианте осуществления данное изобретение предлагает композиции полипептидов XTEN, полу-
ченные в процессе вышеуказанных способов его осуществления. В другом аспекте данное изобретение 
относится частично к способам получения высокого выхода экспрессии в клетке-хозяине полипептидов 
XTEN. В некоторых вариантах осуществления данное изобретение предлагает способ, включающий 
культивирование клетки-хозяина, которая содержит вектор, кодирующий полипептид, содержащий по-
следовательность XTEN и вспомогательную последовательность в реакции ферментации в условиях, 
эффективных для экспрессии полипептида, как компонента неочищенного продукта экспрессии в кон-
центрации больше чем около 2 г/л, или около 3 г/л, или около 4 г/л, или около 5 г/л, или около 6 г/л, или 
около 7 г/л упомянутого полипептида. В одном варианте вышеуказанного способа вышеизложенные вы-
ходы экспрессии достигаются, когда реакция ферментации достигает оптической плотности по меньшей 
мере 100, или по меньшей мере 130, или по меньшей мере 150 при длине волны 600 нм. В другом вари-
анте реализации данное изобретение предлагает способ, включающий культивирование клетки-хозяин, 
которая содержит вектор, кодирующий полипептид, содержащий последовательность XTEN и вспомога-
тельную последовательность в реакции ферментации в условиях, эффективных для экспрессии полипеп-
тида как компонента неочищенного продукта экспрессии в концентрации больше чем около 10 мг/л су-
хой массы клеток-хозяев, или по меньшей мере около 15 мг/л, или по меньшей мере около 20 мг/л, или 
по меньшей мере около 25 мг/л, или по меньшей мере около 30 мг/л, или по меньшей мере около 40 мг/л, 
или по меньшей мере около 50 мг/л упомянутого полипептида. В одном варианте вышеуказанного спо-
соба вышеизложенные высокие выходы экспрессии достигаются, когда реакция ферментации достигает 
оптической плотности по меньшей мере 100, или по меньшей мере 130, или по меньшей мере 150 при 
длине волны 600 нм. В другом варианте осуществления данное изобретение предлагает способ, вклю-
чающий культивирование клетки-хозяина, которая содержит вектор, кодирующий полипептид, содер-
жащий последовательность XTEN и вспомогательную последовательность в реакции ферментации в ус-
ловиях, эффективных для экспрессии полипептида, как компонента неочищенного продукта экспрессии 
в концентрации больше чем около 10 мг/л сухой массы клеток-хозяев, или по меньшей мере около 250 
мкмоль/л, или по меньшей мере около 300 мкмоль/л, или по меньшей мере около 350 мкмоль/л, или по 
меньшей мере около 400 мкмоль/л, или по меньшей мере около 450 мкмоль/л, или по меньшей мере око-
ло 500 мкмоль/л упомянутого полипептида. В одном варианте вышеуказанного способа вышеизложен-
ные выходы экспрессии достигаются, когда реакция ферментации достигает оптической плотности по 
меньшей мере 100, или по меньшей мере 130, или по меньшей мере 150 при длине волны 600 нм. В од-
ном варианте вышеуказанной реализации изобретения вспомогательная последовательность экспресси-
руемого полипептида является N-концевым полипептидом, в котором вспомогательная последователь-
ность обладает по меньшей мере около 90, 91, 92, 93, 94 или 95% идентичностью последовательности 
или является идентичной последовательности, выбранной из множества, состоящего из последователь-
ностей, отраженных в табл. 10. В другом варианте осуществления вышеуказанных способов вектор экс-
прессии дополнительно кодирует первый аффинный маркер и расщепляемую последовательность между 
аффинным маркером и полипептидом XTEN, и данный способ дополнительно включает выделение не-
очищенного продукта экспрессии из реакционной смеси ферментации клеток-хозяев; адсорбцию поли-
пептида неочищенного продукта экспрессии на первом хроматографическом носителе, при которой пер-
вый хроматографический носитель выбирается из группы, состоящей из носителей HIC, катионообмен-
ной, анионообменной и IMAC-хроматографии; элюирование и выделение полипептида, в котором по 
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меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% полипептидов обладают идентичной длиной последовательно-
сти. В другом варианте осуществления вышеуказанных способов вектор экспрессии дополнительно ко-
дирует первый аффинный маркер и второй аффинный маркер, отличный от первого аффинного маркера 
и расщепляемой последовательности между каждым аффинным маркером и полипептидом XTEN, и дан-
ный способ дополнительно включает выделение неочищенного продукта экспрессии из реакционной 
смеси ферментации клеток-хозяев; адсорбцию полипептида на хроматографическом носителе, при этом 
первый хроматографический носитель выбирается из группы, состоящей из носителей HIC, катионооб-
менной, анионообменной и IMAC-хроматографии; элюирование полипептида; адсорбцию полипептида 
на втором хроматографическом носителе, выбираемом из группы, состоящей из носителей HIC, катионо-
обменной, анионообменной и IMAC-хроматографии; элюирование полипептида и выделение полипепти-
да, в котором по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% полипептидов обладают идентичной длиной 
последовательности. В одном варианте вышеуказанных способов данные способы дополнительно вклю-
чают обработку полипептида протеазой в условиях, эффективных для разрушения расщепляемой(ых) 
последовательности (ей), таким образом из полипептида высвобождается XTEN; адсорбцию полипепти-
да XTEN на анионном хроматографическом носителе в условиях эффективных для захватывания XTEN; 
элюирование XTEN и выделение XTEN, при этом по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% отдельных 
XTEN-молекул имеют идентичную длину последовательностей. В вышеуказанных способах анионооб-
менный носитель может быть носителем, выбранным из группы, состоящей из носителей macrocap Q, 
capto Q, super Q-650M и poros D. В одном варианте осуществления вышеуказанных способов расщепляе-
мая(ые) последовательность(и) способны расщепляться трипсином, и протеаза является трипсином. В 
другом варианте вышеуказанных способов данный способ дополнительно включает обработку полипеп-
тида протеазой в условиях, эффективных для разрушения расщепляемой(ых) последовательности(ей), 
таким образом из полипептида высвобождается XTEN; адсорбцию протеазы на хроматографическом 
носителе в условиях, эффективных для захватывания протеазы и аффинных маркеров, но не XTEN, и 
выделение XTEN из элюата, в котором по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% полипептида XTEN 
обладает идентичной длиной последовательности. В одном варианте осуществления вышеуказанного 
способа расщепляемая последовательность способна расщепляться трипсином, и используемая протеаза 
является трипсином. В вышеуказанном способе для захватывания протеазы и аффинного маркера хрома-
тографический носитель может выбираться из одного или более носителей для катионообменной, HIC 
или IMAC-хроматографии. 

В другом аспекте данное изобретение частично относится к твердой подложке, содержащей иммо-
билизованную на ней популяцию в основном идентичных молекул полипептида XTEN. В одном вариан-
те реализации в данном изобретении предлагается твердая подложка, содержащая иммобилизованную на 
ней популяцию в основном идентичных молекул полипептида, при этом твердая подложка содержит им-
мобилизованную на ней популяцию в основном идентичных молекул полипептида, при этом твердая 
подложка содержит хроматографический носитель, иммобилизованные полипептиды, каждый вклю-
чающий XTEN, первый аффинный маркер и второй аффинный маркер, при этом первый аффинный мар-
кер присоединен к полипептиду XTEN расщепляемой последовательностью к N-концу XTEN и второй 
аффинный маркер присоединен к полипептиду XTEN расщепляемой последовательностью к C-концу и 
при этом второй аффинный маркер отличается от первого аффинного маркера, при этом хроматографи-
ческий носитель способен связываться с упомянутым первым или вторым аффинным маркером, но не с 
обеими, и при этом по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% иммобилизированных молекул полипеп-
тида имеют идентичную длину последовательностей. В одном варианте вышеуказанного осуществления 
изобретения полипептид XTEN включает последовательность, обладающую по меньшей мере около 
90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 
93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 
96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 
99% или 100% идентичности с последовательностью, выбранной из множества, состоящего из последо-
вательностей, отраженных в табл. 2, 3, 4 и 22-25, первый и второй аффинные маркеры каждый независи-
мо обладает по меньшей мере около 90, 91, 92, 93, 94% или по меньшей мере около 95% идентичностью 
последовательности, выбранной из группы, состоящей из последовательностей, отображенных в табл. 7, 
и расщепляемая последовательность выбирается из группы, состоящей из последовательностей, отобра-
женных в табл. 8 и 9. В одном варианте вышеуказанного осуществления расщепляемая последователь-
ность обладает по меньшей мере около 86% идентичности с последовательностью или является идентич-
ной последовательности SASRSA или SASKSA. В одном варианте вышеуказанной реализации расщеп-
ляемая последовательность включает последовательность RX или KX, в которых X является какой-либо 
L-аминокислотой, но не пролином. В одном варианте вышеуказанного осуществления твердая подложка 
выбирается из множества, состоящего из хроматографической смолы HIC, катионообменной хромато-
графической смолы, анионообменной хроматографической смолы и хроматографической смолы IMAC. 
В одном варианте вышеуказанного осуществления первый аффинный маркер содержит последователь-
ность RPRPRPRPRPRPR или RPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPR, а второй аффинный маркер содержит 
последовательность HHHHHH или HHHHHHHH. В другом варианте вышеуказанного осуществления 
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первый аффинный маркер содержит последовательность HHHHHH или HHHHHHHH, а второй аффин-
ный маркер содержит последовательность RPRPRPRPRPRPR или RPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPR. В 
другом аспекте данное изобретение относится частично к композициям полипептидов XTEN, конъюга-
ционно связанных с кросс-линкерами. В некоторых вариантах в данном изобретении представлены ком-
позиции любых полипептидов XTEN, описанных в данном тексте, которые ковалентно связаны с одной 
или более молекул. по меньшей мере, первого кросс-линкера, в которых кросс-линкер выбирается из 
группы, содержащей кросс-линкеры, отображенные в табл. 13, алкиновые реактанты, отображенные в 
табл. 15, и азидные реактанты, отображенные в табл. 15. В одном варианте осуществления конъюгацион-
ной композиции первый кросс-линкер присоединен. по меньшей мере, к первому полипептиду XTEN в 
положении, выбранном из множества, состоящего из α-аминогрупп N-концевого аминокислотного ос-
татка полипептида XTEN; эпсилон-аминогрупп каждого остатка лизина полипептида XTEN и тиоловой 
группы каждого остатка цистеина полипептида XTEN. При необходимости полипептид XTEN этого 
осуществления обладает по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей 
мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей ме-
ре около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере 
около 98%, или по меньшей мере около 99% или на 100% идентичности последовательности к последо-
вательности, выбранной из множества последовательностей, отраженных в табл. 2 и 3. В другом вариан-
те осуществления конъюгационной композиции полипептид XTEN выбирается из группы, состоящей из 
AE144, AE288, AE432, AE576, AE864, Seg 174, Seg 175, Seg 176, Seg 177, Seg 186, Seg 187, Seg 188, Seg 
189, Seg 190, Seg 191, Seg 192, Seg 193, Seg 194, Seg 195, Seg 196, Seg 197, Seg 198 и Seg 199 и кросс-
линкера, конъюгационно присоединенного к α-аминогруппе N-концевой аминокислоты полипептида 
XTEN. В другом варианте осуществления конъюгационной композиции полипептид XTEN выбирается 
из группы, состоящей из Seg 174, Seg 175, Seg 176, Seg 177, Seg 186, Seg 187, Seg 188, Seg 189, Seg 190, 
Seg 191, Seg 192, Seg 193, Seg 194, Seg 195, Seg 196, Seg 197, Seg 198 и Seg 199, отображенных в табл. 3, 
и кросс-линкера, конъюгационно присоединенного к тиоловой группе каждого цистеинового остатка 
полипептида XTEN. В другом варианте осуществления конъюгационной композиции первый кросс-
линкер выбирается из множества, состоящего из N-малеинимида, йодацетила, пиридилдисульфида и ви-
нилсульфона, 3-пропаргилоксипропановой кислоты, (оксиэтил)n-ацетилена, где n равно 1-10, дибензил-
циклооктина (ДБЦО), циклооктина (ЦОТ), 3-азид-пропионовой кислоты, 6-азид-гексановой кислоты и 
(оксиэтил)n-азида, где n равно 1-10. В вышеизложенных в этом параграфе вариантах реализации данный 
конъюгат имеет конфигурацию согласно формуле IV 

 
где независимо в случае каждого появления CL1 является кросс-линкером; x равно целому число от 

1 до около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, или 
от 1 до около 5, или равное 9, или равное 3, или равное 2, или равное 1. При необходимости полипептид 
XTEN этого осуществления включает последовательность, обладающую по меньшей мере около 80%, по 
меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по 
меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по 
меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по 
меньшей мере около 99% или 100% идентичности с последовательностью, выбранной из множества по-
следовательностей, отраженных в табл. 2 и 3. В одном варианте осуществления конъюгата формулы IV 
CL1 является кросс-линкером, выбранным из табл. 13. В других вариантах осуществления конъюгацион-
ных композиций XTEN-кросс-линкер данные композиции дополнительно включают одноатомный оста-
ток первого нагрузочного вещества, присоединенного к каждому первому кросс-линкеру, в котором этот 
остаток выбирается из набора, состоящего из углерода, азота, кислорода и серы. В одном варианте осу-
ществления вышеуказанного первое нагрузочное вещество с одноатомным остатком может быть выбра-
но из группы, состоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 12, 18 и 21. В других вариан-
тах осуществления конъюгационных композиций XTEN-кросс-линкер данные композиции дополнитель-
но включают нагрузочное вещество, выбранное из группы, состоящей из нагрузочных веществ, отражен-
ных в табл. 11 и 12, присоединенных к каждому первому кросс-линкеру. 

В других вариантах конъюгационных композиций XTEN-кросс-линкер в данном изобретении пред-
ставлены композиции осуществления полипептидов XTEN, описанных в данном тексте, которые кова-
лентно связаны с одной или более молекул первого кросс-линкера, присоединенного к тиоловой группе 
каждого остатка цистеина XTEN или эпсилон-аминогруппе любого остатка лизина XTEN, а второй 
кросс-линкер присоединен к α-аминогруппе N-концевой аминокислоты XTEN, при этом каждый кросс-
линкер независимо выбирается из группы, содержащей кросс-линкеры, отображенные в табл. 13, алкин-
реагенты, отображенные в табл. 15, и азидные реагенты, отображенные в табл. 15. В вышеизложенном 
осуществлении данная композиция обладает конфигурацией согласно формуле V 
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где независимо в случае каждого появления CL1 является первым кросс-линкером, присоединен-

ным к остаткам цистеина XTEN; CL2 - второй кросс-линкер, присоединенный к XTEN на N-конце; x - 
целое число от 1 до около 10; y - целое число от 1 с ограничением x+y ≥ 2; a XTEN является цистеином 
сконструированного полипептида XTEN, содержащего x остатков цистеина или лизином сконструиро-
ванного полипептида XTEN, содержащего x остатков лизина. В других вариантах осуществления конъю-
гационных композиций XTEN-кросс-линкер данные композиции дополнительно включают одноатомный 
остаток первого нагрузочного вещества, присоединенного к каждому первому кросс-линкеру, в котором 
этот остаток выбирается из набора, состоящего из углерода, азота, кислорода и серы, и одноатомный ос-
таток второго нагрузочного вещества, присоединенного к каждому второму кросс-линкеру, в котором 
этот остаток выбирается из набора, состоящего из углерода, азота, кислорода и серы. В одном варианте 
осуществления вышеуказанного первое нагрузочное вещество с одноатомным остатком может быть вы-
брано из группы, состоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 12, 18 и 21, и второе нагру-
зочное вещество с одноатомным остатком может быть независимо выбрано из группы, состоящей из на-
грузочных веществ, отраженных в табл. 11, 12, 18 и 21. 

В некоторых вариантах композиции XTEN-кросс-линкер-нагрузочное вещество эта композиция об-
ладает конфигурацией согласно формуле VI 

 
где независимо в случае каждого появления PR1 является одноатомным остатком нагрузочного ве-

щества, в котором этот остаток выбирается из набора, состоящего из углерода, азота, кислорода и серы; 
CL1 является кросс-линкером; x равно целому число от 1 до около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до 
около 40, или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, или от 1 до около 5, или равное 3, или равное 2, или 
равное 1. При необходимости полипептид XTEN этого осуществления включает последовательность, 
обладающую по меньшей мере около 80%, по меньшей мере около 90% или по меньшей мере около 91%, 
или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или 
по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по 
меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности с последовательно-
стью, выбранной из множества последовательностей, отраженных в табл. 2 и 3. В одном варианте осуще-
ствления конъюгата формулы VI одноатомный остаток нагрузочного вещества выбран из группы, со-
стоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 12, 18, 19 и 21. В одном варианте осуществле-
ния конъюгата формулы VI CL1 является кросс-линкером, выбранным из табл. 13. В одном варианте реа-
лизации конъюгата формулы VI каждый кросс-линкер связан с серой цистеина полипептида XTEN. В 
другом варианте осуществления конъюгата формулы VI каждый кросс-линкер связан с эпсилон-
аминогруппой лизина полипептида XTEN. В другом варианте осуществления конъюгата формулы VI, x 
равно 1, а кросс-линкер связан с N-концевой аминогруппой полипептида XTEN. В другом варианте осу-
ществления конъюгата формулы VI CL1 является продуктом реакции первого и второго реактантов клик-
химии, выбранных из табл. 15. В другом варианте осуществления данное изобретение предлагает полу-
чение конъюгата формулы VI, в котором по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, 
или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или 
по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95% молекул XTEN препарата конъюгата име-
ют идентичную длину последовательностей. В других вариантах осуществления конъюгационных ком-
позиций XTEN-кросс-линкер данные композиции дополнительно включают первое нагрузочное вещест-
во, присоединенное к каждому из первых кросс-линкеров, при этом нагрузочное вещество выбирается из 
группы, состоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 12, 18 и 21, и второе нагрузочное 
вещество отличается от первого нагрузочного вещества присоединением к второму кросс-линкеру, при 
этом второе нагрузочное вещество, выбирается из группы, состоящей из нагрузочных веществ, отражен-
ных в табл. 11, 12, 18 и 21. В одном варианте осуществления конъюгационной композиции XTEN-кросс-
линкер-нагрузочное вещество данная композиция включает первое нагрузочное вещество, присоединен-
ное к каждому из первых кросс-линкеров, при этом нагрузочное вещество выбирается из группы, со-
стоящей из компонентов лекарственных веществ табл. 21 и второе нагрузочное вещество отличается от 
первого нагрузочного вещества, присоединением к второму кросс-линкеру, при этом второе нагрузочное 
вещество, выбирается из группы, состоящей из нацеленных компонентов из табл. 21. В одном варианте 
осуществления конъюгационной композиции XTEN-кросс-линкер-нагрузочное вещество с первым и 
вторым нагрузочными веществами, одно второе нагрузочное вещество присоединено к N-концу поли-
пептида XTEN через второй кросс-линкер, присоединенный посредством реакции алкинового реактанта 
и азидного реактанта, выбранных из множества, состоящего из реактантов из табл. 15. В некоторых ва-
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риантах композиции XTEN-кросс-линкер-нагрузочное вещество, эта композиция обладает конфигураци-
ей согласно формуле VII 

 
где независимо в случае каждого появления P1 - нагрузочное вещество, выбранное из группы, со-

стоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 12, 18, 19 и 21; CL1 - кросс-линкер; x равно це-
лому числу от 1 до около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до около 20, или от 1 
до около 10, или от 1 до около 5, или равное 9, или равное 3, или равное 2, или равное 1, и полипептид 
XTEN является последовательностью, обладающей по меньшей мере около 80%, по меньшей мере около 
90% или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 
93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 
96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 
99% или обладающее 100% идентичности с последовательностью, выбранной из множества последова-
тельностей, отраженных в табл. 2 и 3. В одном варианте осуществления конъюгата формулы VII CL1 яв-
ляется кросс-линкером, выбранным из табл. 13. В одном варианте реализации конъюгата формулы VII 
каждый кросс-линкер связан с серой цистеина полипептида XTEN. В другом варианте осуществления 
конъюгата формулы VII каждый кросс-линкер связан с эпсилон-аминогруппой лизина полипептида 
XTEN. В другом варианте осуществления конъюгата формулы VII x равно 1, а кросс-линкер связан с N-
концевой аминогруппой полипептида XTEN. В одном варианте осуществления этот конъюгат формулы 
VII выбирается из группы, состоящей из конъюгатов, отраженных в табл. 21. В другом варианте осуще-
ствления конъюгата формулы VII CL1 является продуктом реакции первого и второго реактантов клик-
химии, выбранных из табл. 15. Для специалиста в этой области знаний понятно, что композиции выше-
указанных осуществлений включают нагрузочное вещество, присоединенное к XTEN-кросс-линкеру с 
использованием определенных компонентов, представляющих продукты реакции реагирующих веществ 
и поэтому отличающихся от точной композиции реактантов. В другом варианте осуществления данное 
изобретение предлагает получение конъюгата формулы VII, в котором по меньшей мере около 80%, или 
по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по 
меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95% молекул 
XTEN препарата конъюгата имеют идентичную длину последовательностей. В другом аспекте данное 
изобретение относится частично к композициям первого и второго полипептидов XTEN, конъюгационно 
связанных друг с другом. В некоторых вариантах осуществления конъюгационная композиция включает 
первый и второй полипептиды XTEN, при этом полипептиды XTEN являются одинаковыми или разными 
и каждый из них независимо обладает по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, 
или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или 
по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по 
меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности с последовательно-
стью, выбранной из множества последовательностей, отраженных в табл. 3, и при этом первый и второй 
полипептиды XTEN конъюгационно присоединены друг к другу через N-концы первого и второго поли-
пептидов XTEN кросс-линкером, образованным в реакции алкинового реактанта и азидного реактанта, 
выбранных из группы, состоящей из реагентов табл. 15, что приводит к образованию димерного XTEN-
конъюгата. В одном варианте осуществления данной димерной XTEN-композиции по меньшей мере 90, 
91, 92, 93, 94 или 95% отдельных молекул каждого первого полипептида XTEN имеют идентичную дли-
ну последовательностей и по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% отдельных молекул любого второ-
го полипептида XTEN имеют идентичную длину последовательностей. В одном варианте осуществления 
данного димерного XTEN-конъюгата первый полипептид XTEN обладает по меньшей мере около 90%, 
или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или 
по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по 
меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% 
идентичности с последовательностью, выбранной из множества последовательностей, состоящих из Seg 
174, Seg 175, Seg 176, Seg 177, Seg 186, Seg 187, Seg 188, Seg 189, Seg 190, Seg 191, Seg 192, Seg 193, Seg 
194, Seg 195, Seg 196, Seg 197, Seg 198 и Seg 199, отраженных в табл. 3, а второй полипептид XTEN об-
ладает по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, 
или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или 
по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по 
меньшей мере около 99% или 100% идентичности с последовательностью, выбранной из множества по-
следовательностей, состоящих из Seg 174, Seg 175, Seg 176, Seg 177, Seg 186, Seg 187, Seg 188, Seg 189, 
Seg 190, Seg 191, Seg 192, Seg 193, Seg 194, Seg 195, Seg 196, Seg 197, Seg 198 и Seg 199, отраженных в 
табл. 3. В другом варианте осуществления данного димерного XTEN-конъюгата первый и второй поли-
пептиды XTEN являются одинаковыми и каждый из них обладает по меньшей мере около 90%, или по 
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меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по 
меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по 
меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% 
идентичности с последовательностью, выбранной из множества последовательностей, отраженных в 
табл. 3. В другом варианте осуществления данного димерного XTEN-конъюгата первый и второй поли-
пептиды XTEN являются одинаковыми и каждый из них обладает по меньшей мере около 90%, или по 
меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по 
меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по 
меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% 
идентичности с последовательностью, выбранной из множества последовательностей, состоящих из Seg 
174, Seg 175, Seg 176, Seg 177, Seg 186, Seg 187, Seg 188, Seg 189, Seg 190, Seg 191, Seg 192, Seg 193, Seg 
194, Seg 195, Seg 196, Seg 197, Seg 198 и Seg 199, отраженных в табл. 3. В другом варианте осуществле-
ния данного димерного XTEN-конъюгата каждый из первого и второго полипептидов XTEN содержит 
один или большее количество остатков цистеина и дополнительно включают первый кросс-линкер, при-
соединенный к каждому остатку цистеина первого полипептида XTEN, а второй кросс-линкер присоеди-
нен к каждому остатку цистеина второго полипептида XTEN, при этом первый и второй кросс-линкеры 
независимо выбраны из набора, состоящего из кросс-линкеров, отраженных в табл. 13. В другом вариан-
те осуществления данного димерного XTEN-конъюгата любой из первого и второго полипептидов XTEN 
содержат один или большее количество остатков лизина и дополнительно включают первый кросс-
линкер, присоединенный к каждому остатку лизина первого и второго XTEN-конъюгатов, при этом 
кросс-линкеры выбираются из набора, состоящего из кросс-линкеров, отраженных в табл. 13. В другом 
варианте реализации димерных полипептидов XTEN, присоединенных к кросс-линкерам, данный конъ-
югат дополнительно включает одноатомный остаток первого нагрузочного вещества, присоединенного к 
каждому кросс-линкеру первого полипептида XTEN, в котором этот остаток выбирается из набора, со-
стоящего из углерода, азота, кислорода и серы, и дополнительно включает одноатомный остаток второго 
нагрузочного вещества, присоединенного к каждому кросс-линкеру второго полипептида XTEN, в кото-
ром этот остаток выбирается из набора, состоящего из углерода, азота, кислорода и серы. В вышеуказан-
ном осуществлении первое нагрузочное вещество с одноатомным остатком может быть выбрано из 
группы, состоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 12, 18 и 21, а второе нагрузочное 
вещество с одноатомным остатком является нагрузочным веществом, отличным от первого нагрузочного 
вещества, и может быть выбрано из группы, состоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 
12, 18 и 21. В некоторых вариантах композиции димерных остатков XTEN-кросс-линкер-нагрузочное 
вещество эта композиция обладает конфигурацией согласно формуле X 

 
где независимо в случае каждого появления PR1 - одноатомный остаток первого нагрузочного веще-

ства, в котором этот остаток выбирается из группы, состоящей из углерода, азота, кислорода и серы; PR2 - 
одноатомный остаток второго нагрузочного вещества, в котором этот остаток выбирается из группы, 
состоящей из углерода, азота, кислорода и серы; CL1 - кросс-линкер; x - целое число от 1 до около 100, 
или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, или от 1 до около 
5, или равное 9, или равное 3, или равное 2, или равное 1; CL2 - кросс-линкер, отличный от CL1; y - целое 
число от 1 до около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до около 20, или от 1 до 
около 10, или от 1 до около 5, или равное 9, или равное 3, или равное 2, или равное 1 с ограничением  
x+y ≥ 2; 2xCL - альтернативный двухвалентный кросс-линкер или продукт реакции первого и второго 
реактантов клик-химии, выбранных в табл. 15; XTEN1 - полипептид, обладающий по меньшей мере око-
ло 80%, по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, 
или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или 
по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по 
меньшей мере около 99% или обладающий 100% идентичности с последовательностью, выбранной из 
множества последовательностей, отраженных в табл. 2 и 3, и XTEN2 - полипептид, обладающий по 
меньшей мере около 80%, по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по мень-
шей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей 
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мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей ме-
ре около 98%, или по меньшей мере около 99%, или обладающий 100% идентичности с последователь-
ностью, выбранной из множества последовательностей, отраженных в табл. 2 и 3. В одном варианте 
осуществления конъюгата формулы X CL1 и CL2 каждый выбирается из группы кросс-линкеров, отра-
женных в табл. 13. В другом варианте осуществления конъюгата формулы X x равно 1, а CL1 связан с N-
концевой аминогруппой полипептида XTEN. В другом варианте осуществления конъюгата формулы X 
CL1 является продуктом реакции первого и второго реактантов клик-химии, выбранных из табл. 15. В 
другом варианте реализации конъюгата формулы X CL2 является продуктом реакции первого азидного и 
второго алкинового реактантов клик-химии, выбранных из табл. 15. В другом варианте осуществления 
конъюгата формулы X каждый CL1 связан с серой цистеина полипептида XTEN1 а каждый CL2 связан с 
серой цистеина полипептида XTEN2. В другом варианте осуществления конъюгата формулы X каждый 
CL1 связан с эпсилон-аминогруппой лизина полипептида XTEN1, а каждый CL2 связан с эпсилон-
аминогруппой лизина полипептида XTEN2. В другом варианте осуществления конъюгата формулы X 
каждый CL1 связан с серой цистеина полипептида XTEN1, а каждый CL2 связан с эпсилон-аминогруппой 
лизина полипептида XTEN2. В другом варианте осуществления конъюгата формулы X полипептиды 
XTEN1 и XTEN2 являются идентичными. В другом варианте реализации конъюгата формулы X полипеп-
тиды XTEN1 и XTEN2 являются различными. В другом варианте осуществления данное изобретение 
предлагает получение конъюгата формулы X, в котором по меньшей мере около 80%, или по меньшей 
мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей ме-
ре около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95% молекул XTEN препа-
рата конъюгата имеют идентичную длину последовательностей. В другом варианте осуществления ди-
мерного полипептида XTEN, присоединенного к кросс-линкерам, данная композиция дополнительно 
включает первое нагрузочное вещество, присоединенное к каждому кросс-линкеру первого полипептида 
XTEN, при этом первое нагрузочное вещество выбирается из группы, состоящей из нагрузочных ве-
ществ, отраженных в табл. 11, 12, 18 и 21, и дополнительно включает второе нагрузочное вещество, от-
личающееся от первого нагрузочного вещества тем, что второе нагрузочное вещество присоединено к 
каждому кросс-линкеру второго полипептида XTEN, при этом второе нагрузочное вещество выбирается 
из группы, состоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 12, 18 и 21. В другом варианте 
осуществления димерного полипептида XTEN, присоединенного к кросс-линкерам, данная композиция 
дополнительно включает первое нагрузочное вещество, присоединенное к каждому кросс-линкеру пер-
вого полипептида XTEN, при этом первое нагрузочное вещество выбирается из группы, состоящей из 
нацеленных фунциональных частей, отраженных в табл. 18 или 21, и дополнительно включает второе 
нагрузочное вещество, отличающееся от первого нагрузочного вещества тем, что второе нагрузочное 
вещество присоединено к каждому кросс-линкеру второго полипептида XTEN, при этом второе нагру-
зочное вещество выбирается из группы токсинов, отраженных в табл. 18 или 21. В другом осуществле-
нии димерного полипептида XTEN, присоединенного к кросс-линкерам и первому и второму нагрузоч-
ным веществам, первый полипептид XTEN является сегментом Seg 176, отраженным в табл. 3, а второй 
полипептид XTEN выбирается из группы, состоящей из Seg 176 и Seg 177, отраженных в табл. 3. В неко-
торых вариантах композиции димерных полипептидов XTEN-кросс-линкер-нагрузочное вещество эта 
композиция обладает конфигурацией согласно формуле XI 

 
где независимо в случае каждого появления P1 - первое нагрузочное вещество, выбранное из груп-

пы нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 12, 18, 19 и 21; P2 - второе нагрузочное вещество, вы-
бранное из группы нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 12, 18, 19 и 21 и отличающееся от P1; 
CL1 - кросс-линкер; x - целое число от 1 до около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 
до около 20, или от 1 до около 10, или от 1 до около 5, или равное 9, или равное 3, или равное 2, или рав-
ное 1; CL2 - кросс-линкер, отличный от CL1; y - целое число от 1 до около 100, или от 1 до около 50, или 
от 1 до около 40, или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, или от 1 до около 5, или равное 9, или рав-
ное 3, или равное 2, или равное 1 с ограничением x + y > 2; 2xCL - альтернативный двухвалентный кросс-
линкер или продукт реакции первого и второго реактантов клик-химии, выбранных в табл. 15; XTEN1 - 
первый в основном гомогенный полипептид XTEN, обладающий по меньшей мере около 80%, по мень-
шей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей 
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мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей ме-
ре около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере 
около 99%, или обладающий 100% идентичности с последовательностью, выбранной из множества по-
следовательностей, отраженных в табл. 2 и 3, и XTEN2 - второй в основном гомогенный полипептид 
XTEN, обладающий по меньшей мере около 80%, по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере 
около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере 
около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере 
около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или обладающий 100% 
идентичности с последовательностью, выбранной из множества последовательностей, отраженных в 
табл. 2 и 3. В одном варианте реализации конъюгата формулы XI CL1 и CL2 каждый выбирается из груп-
пы кросс-линкеров, отраженных в табл. 13. В другом варианте реализации конъюгата формулы XI x рав-
но 1, а CL1 связан с N-концевой аминогруппой полипептида XTEN. В другом варианте осуществления 
конъюгата формулы XI, CL1 является продуктом реакции первого и второго реактантов клик-химии, вы-
бранных из табл. 15. В другом варианте осуществления конъюгата формулы XI CL2 является продуктом 
реакции первого и второго реактантов клик-химии, выбранных из табл. 15. В другом варианте осуществ-
ления конъюгата формулы XI каждый CL1 связан с серой цистеина полипептида XTEN1, а каждый CL2 
связан с серой цистеина полипептида XTEN2. В другом варианте осуществления конъюгата формулы XI 
каждый CL1 связан с эпсилон-аминогруппой лизина полипептида XTEN1, а каждый CL2 связан с эпси-
лон-аминогруппой лизина полипептида XTEN2. В другом варианте осуществления конъюгата формулы 
XI каждый CL1 связан с серой цистеина полипептида XTEN1, а каждый CL2 связан с эпсилон-
аминогруппой лизина полипептида XTEN2. В другом варианте осуществления конъюгата формулы XI 
полипептиды XTEN1 и XTEN2 являются идентичными. В другом варианте осуществления конъюгата 
формулы XI полипептиды XTEN1 и XTEN2 являются различными. В одном варианте осуществления этот 
конъюгат формулы XI выбирается из группы, состоящей из конъюгатов, отраженных в табл. 21. В дру-
гом варианте осуществления данное изобретение предлагает получение конъюгата формулы XI, в кото-
ром по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или 
по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по 
меньшей мере около 95% соответствующих молекул XTEN1 и XTEN2 препарата конъюгата имеют иден-
тичную длину последовательностей. 

В другом аспекте данное изобретение относится частично к композициям первого, второго и треть-
его полипептида XTEN, конъюгационно связанных друг с другом с получением трехмерных конъюгаци-
онных композиций. В некоторых вариантах осуществления конъюгационные композиции включают пер-
вый, второй и третий полипептиды XTEN, при этом полипептиды XTEN могут быть одинаковыми или 
могут быть разными и при этом первый, второй и третий полипептиды XTEN присоединены друг к другу 
через N-концы с использованием трехвалентного кросс-линкера, выбранного из набора, состоящего из 
трехвалентных линкеров, отраженных в табл. 13 или 14. В одном варианте осуществления данного три-
мерного конъюгата первый, второй и третий полипептиды XTEN являются идентичными или разными, и 
каждый из них обладает по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей 
мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей ме-
ре около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере 
около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности с последовательностью, выбранной 
из множества последовательностей, отраженных в табл. 2 или 3. В другом варианте осуществления дан-
ного тримерного конъюгата первый, второй и третий полипептиды XTEN являются идентичными или 
разными и по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% отдельных молекул любого первого полипептида 
XTEN имеют идентичную длину последовательностей, и по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% от-
дельных молекул каждого второго полипептида XTEN имеют идентичную длину последовательностей, и 
по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% отдельных молекул любого третьего полипептида XTEN 
имеют идентичную длину последовательностей. В другом варианте осуществления данного тримерного 
конъюгата трехвалентный кросс-линкер выбирается из группы, состоящей из трис-(2-
малеинимидоэтил)амина (TMEA) и амин-реакционноспособного трис-(сукцинимидил-аминотриацетата 
(TSAT). В другом варианте осуществления данного тримерного конъюгата первый, второй и третий по-
липептиды XTEN являются идентичными, и каждый из них обладает по меньшей мере около 90%, или 
по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по 
меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по 
меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% 
идентичности с последовательностью, выбранной из множества, состоящего из Seg 174, Seg 175, Seg 176, 
Seg 177, Seg 186, Seg 187, Seg 188, Seg 189, Seg 190, Seg 191, Seg 192, Seg 193, Seg 194, Seg 195, Seg 196, 
Seg 197, Seg 198 и Seg 199, отраженных в табл. 3. В другом варианте реализации данного тримерного 
конъюгата первый, второй и третий полипептиды XTEN являются идентичными, и каждый из них обла-
дает по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, 
или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или 
по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по 



037979 

- 13 - 

меньшей мере около 99% или 100% идентичности с последовательностью, выбранной из множества, со-
стоящего из Seg 174, Seg 175, Seg 176, Seg 177, Seg 186, Seg 187, Seg 188, Seg 189, Seg 190, Seg 191, Seg 
192, Seg 193, Seg 194, Seg 195, Seg 196, Seg 197, Seg 198 и Seg 199, отраженных в табл. 3, а третий поли-
пептид XTEN отличается от первого и второго полипептидов XTEN и обладает по меньшей мере около 
90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 
93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 
96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 
99% или 100% идентичности с последовательностью, выбранной из множества, состоящего из Seg 174, 
Seg 175, Seg 176, Seg 177, Seg 186, Seg 187, Seg 188, Seg 189, Seg 190, Seg 191, Seg 192, Seg 193, Seg 194, 
Seg 195, Seg 196, Seg 197, Seg 198 и Seg 199, отраженных в табл. 3. В другом варианте осуществления 
данного тримерного конъюгата каждый полипептид XTEN содержит, по меньшей мере, первый остаток 
цистеина. и этот конъюгат дополнительно включает первый кросс-линкер, присоединенный к каждому 
остатку цистеина первого полипептида XTEN, второй кросс-линкер присоединен к каждому остатку цис-
теина второго полипептида XTEN, и третий кросс-линкер присоединен к каждому остатку цистеина тре-
тьего полипептида XTEN, данный кросс-линкер выбран из набора, состоящего из кросс-линкеров, отра-
женных в табл. 13. В некоторых вариантах данного тримерного конъюгата эта композиция обладает 
конфигурацией согласно формуле XII 

 
где независимо в случае каждого появления 3xCL - первый трехвалентный кросс-линкер; CL1 - пер-

вый кросс-линкер, присоединенный к полипептиду XTEN1; CL2 - второй кросс-линкер, присоединенный 
к XTEN2; CL3 - третий кросс-линкер, присоединенный к полипептиду XTEN3; x - целое число от 1 до 
около 10; y - целое число от 1 до около 10; z - целое число от 1 до около 10 с ограничением x + y + z ≥ 3; 
XTEN1 - первый полипептид XTEN; XTEN2 - второй полипептид XTEN и XTEN3 - третий полипептид 
XTEN. В другом варианте осуществления тримерных конъюгатов данный конъюгат дополнительно 
включает одноатомный остаток первого нагрузочного вещества, присоединенного к каждому первому 
кросс-линкеру первого полипептида XTEN, при этом данный остаток выбирается из набора, состоящего 
из углерода, азота, кислорода и серы; одноатомный остаток второго нагрузочного вещества, присоеди-
ненного к каждому второму кросс-линкеру второго полипептида XTEN, при этом данный остаток выби-
рается из набора, состоящего из углерода, азота, кислорода и серы, и одноатомный остаток третьего на-
грузочного вещества, присоединенного к каждому третьему кросс-линкеру третьего полипептида XTEN, 
при этом данный остаток выбирается из набора, состоящего из углерода, азота, кислорода и серы. В дру-
гом варианте осуществления тримерной конъюгационной композиции данная композиция дополнитель-
но включает первое нагрузочное вещество, присоединенное к каждому первому кросс-линкеру первого 
полипептида XTEN, выбранного из группы, состоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 
12, 18 и 21; второе нагрузочное вещество, присоединенное к каждому второму кросс-линкеру второго 
полипептида XTEN, выбранного из группы, состоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 
12, 18 и 21, при этом данное нагрузочное вещество такое же или отличается от первого нагрузочного 
вещества, и третье нагрузочное вещество, присоединенное к каждому третьему кросс-линкеру третьего 
полипептида XTEN, выбранного из группы, состоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 
12, 18 и 21, при этом данное нагрузочное вещество такое же или отличается от первого или второго на-
грузочного вещества. В одном варианте реализации конъюгационная композиция тримерного полипеп-
тида XTEN-нагрузочное вещество первое нагрузочное вещество является нацеленным компонентом со 
специфической связывающей аффинностью к мишени, при этом нацеленный компонент выбирается из 
группы, состоящей из нацеленных компонентов, отображенных в табл. 17-19 и 21, а второе и третье на-
грузочные вещества являются лекарственным веществом, которое может быть таким же или отличным, и 
при этом лекарственное вещество выбирается из группы, состоящей из лекарственных веществ, отра-
женных в табл. 11, 18 и 21. В одном варианте осуществления конъюгационная композиция тримерного 
полипептида XTEN-нагрузочное вещество, в котором первое нагрузочное вещество является нацелен-
ным компонентом со специфической связывающей аффинностью к мишени, а второе и третье нагрузоч-
ное вещество является лекарственным веществом, нацеленным компонентом выбирается из группы, со-
стоящей из LHRH, фолата и лекарственного вещества, выбранных из группы, состоящей из доксоруби-
цина, паклитакселя, ауристатина, монометилауристатина E (MMAE), монометилауристатина F, майтан-
зина, доластатина, калихеамицина, алкалоида барвинка, камптотецина, митомицина C, эпотилона, hTNF, 
IL-12, бортезомиба, ранпирназы, экзотоксина синегнойной палочки, SN-38 и рахелмицина. В одном ва-
рианте осуществления конъюгационная композиция тримерного полипептида XTEN-нагрузочное веще-
ство первое нагрузочное вещество является нацеленным компонентом со специфической связывающей 
аффинностью к мишени, а второе и третье нагрузочное вещество является лекарственным веществом, 
нацеленным компонентом и компонентом лекарственного вещества, соответствующие какому-либо из 
конъюгатов 1-290, отраженных в табл. 21. В другом варианте осуществления конъюгационная компози-
ция тримерного полипептида XTEN-нагрузочное вещество, в котором первое нагрузочное вещество яв-
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ляется нацеленным компонентом со специфической связывающей аффинностью к мишени, а второе и 
третье нагрузочное вещество является лекарственным веществом, данный конъюгат несет полипептид 
XTEN, нацеленный компонент и компонент лекарственного вещества, соответствующие конъюгату 71 из 
табл. 21. В другом варианте конъюгационная композиции тримерного полипептида XTEN-нагрузочное 
вещество, эта композиция обладает конфигурацией согласно формуле XIII 

 
где независимо в случае каждого появления 3xCL - трехвалентный кросс-линкер, выбранный из 

группы трехвалентных кросс-линкеров, отраженных в табл. 13 и 14; P1 является присоединенным к каж-
дому кросс-линкеру первого полипептида XTEN и выбирается из группы, состоящей из нагрузочных 
веществ, отраженных в табл. 11, 12, 18 и 21; P2 - второе нагрузочное вещество, присоединенное к каждо-
му кросс-линкеру второго полипептида XTEN и выбранное из группы, состоящей из нагрузочных ве-
ществ, отраженных в табл. 11, 12, 18 и 21, при этом это нагрузочное вещество такое же или отличается от 
первого нагрузочного вещества; и P3 - третье нагрузочное вещество, присоединенное к каждому кросс-
линкеру третьего полипептида XTEN и выбранное из группы, состоящей из нагрузочных веществ, отра-
женных в табл. 11, 12, 18 и 21, при этом это нагрузочное вещество такое же или отличается от первого 
или второго нагрузочного вещества; CL1 - первый кросс-линкер; x - целое число от 1 до около 100, или от 
1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до около 20, или от 1 to около 10, или от 1 до около 5, или 
равное 9, или равное 3, или равное 2, или равное 1; CL2 - второй кросс-линкер; y -целое число от 1 до 
около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, или от 1 
до около 5, или равное 9, или равное 3, или равное 2, или равное 1; z - целое число от 1 до около 100, или 
от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, или от 1 до около 5, 
или равное 9, или равное 3, или равное 2, или равное 1 с ограничением x + y + z ≥ 3; XTEN1 - первый по-
липептид XTEN, обладающий по меньшей мере около 80%, по меньшей мере около 90%, или по мень-
шей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей 
мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей ме-
ре около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или обладающий 100% 
идентичности с последовательностью, выбранной из множества последовательностей, отраженных в 
табл. 2 и 3; XTEN2- второй полипептид XTEN, обладающий по меньшей мере около 80%, по меньшей 
мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей ме-
ре около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере 
около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере 
около 99% или обладающий 100% идентичности с последовательностью, выбранной из множества по-
следовательностей, отраженных в табл. 2 и 3; и XTEN3 - третий полипептид XTEN, обладающий по 
меньшей мере около 80%, по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по мень-
шей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей 
мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей ме-
ре около 98%, или по меньшей мере около 99% или обладающий 100% идентичности с последовательно-
стью, выбранной из множества последовательностей, отраженных в табл. 2 и 3, при этом полипептиды 
XTEN1, XTEN2, и XTEN3 являются одинаковыми или разными XTEN-последовательностями. В другом 
варианте осуществления данный конъюгат формулы XIII дополнительно включает первое нагрузочное 
вещество, в котором нагрузочное вещество является нацеленным компонентом со специфической связы-
вающей аффинностью к мишени, при этом нацеленный компонент выбирается из группы, состоящей из 
нацеленных компонентов, отображенных в табл. 17-19 и 21, а, по меньшей мере, любое другое из нагру-
зочных веществ являются лекарственным веществом, при этом лекарственное вещество выбирается из 
группы, состоящей из лекарственных веществ, отраженных в табл. 11, 19 и 21. В одном варианте выше-
указанной реализации данная нацеленный компонент выбирается из группы, состоящей из LHRH или 
фолата и лекарственного вещества, выбранных из: доксорубицина, паклитакселя, ауристатина, мономе-
тилауристатина E (MMAE), монометилауристатина F, майтанзина, доластатина,калихеамицина, алкалои-
да барвинка, камптотецина, митомицина C, эпотилона, hTNF, IL-12, бортезомиба, ранпирназы, экзоток-
сина синегнойной палочки, SN-38 и рахелмицина. В другом варианте композиции тримерного XTEN-
конъюгата, эта композиция обладает конфигурацией согласно формулы XIV 

 
где независимо в случае каждого появления: 3xCL - трехвалентный кросс-линкер; CL1 - первый 

кросс-линкер, присоединенный к полипептиду XTEN1; CL2 - второй кросс-линкер, присоединенный к 
полипептиду XTEN2; x - целое число от 1 до около 10; y - целое число от 1 до около 10 с ограничением  
x + y ≥ 2; XTEN1 - первый полипептид XTEN; XTEN2 - второй полипептид XTEN и XTEN3 - третий по-
липептид XTEN, при этом XTEN выбирается из группы, состоящей из последовательностей, отраженных 
в табл. 2. В другом варианте осуществления конъюгационной композиции тримерных полипептидов 
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XTEN формулы XVI данная композиция дополнительно включает одноатомный остаток первого нагру-
зочного вещества, присоединенный к каждому первому кросс-линкеру первого полипептида XTEN, в 
котором этот остаток выбирается из набора, состоящего из углерода, азота, кислорода и серы; и одно-
атомный остаток второго нагрузочного вещества, присоединенный к каждому второму кросс-линкеру 
второго полипептида XTEN, в котором этот остаток выбирается из набора, состоящего из углерода, азо-
та, кислорода и серы. В другом варианте осуществления конъюгационной композиции тримерных поли-
пептидов XTEN формулы XVI данная композиция дополнительно включает первое нагрузочное вещест-
во, присоединенное к каждому первому кросс-линкеру первого полипептида XTEN, выбранное из груп-
пы, состоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 12, 18 и 21; и второе нагрузочное веще-
ство, присоединенное к каждому второму кросс-линкеру второго полипептида XTEN, выбранное из 
группы, состоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 12, 18 и 21, при этом данное нагру-
зочное вещество такое же или отличается от первого нагрузочного вещества. В другом варианте выше-
указанного осуществления первое нагрузочное вещество является нацеленным компонентом со специ-
фической связывающей аффинностью к мишени, при этом нацеленный компонент выбирается из груп-
пы, состоящей из нацеленных компонентов, отображенных в табл. 17-19 и 21, а второе нагрузочное ве-
щество является лекарственным веществом, выбранным из группы, состоящей из лекарственных ве-
ществ, отображенных в табл. 6, 18 и 21. В другом варианте вышеуказанного осуществления первое на-
грузочное вещество является нацеленным компонентом, выбираемой из группы, состоящей из LHRH, 
фолата и второго нагрузочного вещества, которое является лекарственным веществом, выбранным из 
группы состоящей из доксорубицина, паклитакселя, ауристатина, монометилауристатина E (MMAE), 
монометилауристатина F, майтанзина, доластатина, калихеамицина, алкалоида барвинка, камптотецина, 
митомицина C, эпотилона, hTNF, IL-12, бортезомиба, ранпирназы, экзотоксина синегнойной палочки, 
SN-38 и рахелмицина. В одном варианте вышеуказанного осуществления первое нагрузочное вещество 
является лекарственным веществом, выбранным из группы, состоящей из лекарственных веществ из 
табл. 11 и белков из табл. 12, а второе нагрузочное вещество является отличным от первого нагрузочного 
вещества и выбирается из группы нацеленных компонентов, отображенных в табл. 11, и белков в табл. 
12, а второе нагрузочное вещество является лекарственным веществом, выбранным из группы, состоя-
щей из лекарственных веществ из табл. 11 и белков из табл. 12. В другом варианте вышеуказанного осу-
ществления первое нагрузочное вещество и второе нагрузочное вещество являются идентичными и вы-
бираются из группы, состоящей из лекарственных веществ из табл. 11 и белков из табл. 12. В другом 
варианте конъюгационная композиции тримерного XTEN-конъюгата, эта композиция обладает конфигу-
рацией согласно формуле XV 

 
где независимо в случае каждого появления 3xCL - трехвалентный кросс-линкер, связывающий по-

липептиды XTEN1, XTEN2, XTEN3; CL1 - первый кросс-линкер, присоединенный к полипептиду XTEN1; 
x - целое число от 1 до около 10; XTEN1 - первый полипептид XTEN, при этом XTEN выбирается из 
группы, состоящей из последовательностей, отраженных в табл. 3; XTEN2 - второй полипептид XTEN, 
при этом XTEN выбирается из группы, состоящей из последовательностей, отраженных в табл. 2; и 
XTEN3 - третий полипептид XTEN, при этом XTEN выбирается из группы, состоящей из последователь-
ностей, отраженных в табл. 2. В одном варианте осуществления конъюгационной композиции тримерно-
го полипептида XTEN в конфигурации в виде формулы XVII данная композиция дополнительно включа-
ет одноатомный остаток первого нагрузочного вещества, присоединенного к каждому первому кросс-
линкеру первого полипептида XTEN, при этом данный остаток выбирается из набора, состоящего из уг-
лерода, азота, кислорода и серы. В одном варианте осуществления конъюгационной композиции три-
мерного полипептида XTEN в конфигурации в виде формулы XVII данная композиция дополнительно 
включает первое нагрузочное вещество, присоединенное к каждому первому кросс-линкеру первого по-
липептида XTEN, выбранного из группы, состоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 12, 
18 и 21. 

В другом аспекте данное изобретение относится частично к композициям первого, второго, третье-
го и четвертого полипептидов XTEN, конъюгационно связанных друг с другом с получением тетрамер-
ных конъюгационных композиций. В некоторых вариантах осуществления конъюгационные композиции 
включают первый, второй, третий и четвертый полипептиды XTEN, при этом полипептиды XTEN выби-
раются из группы, состоящей из последовательностей, отраженных в табл. 3, при этом полипептиды 
XTEN могут быть одинаковыми или могут быть разными, и при этом первый, второй, третий и четвер-
тый полипептиды XTEN присоединены друг к другу через N-концы с использованием четырехвалентно-
го кросс-линкера, при этом четырехвалентный кросс-линкер является четырехвалентным малеинимид-
ным кластером. В одном варианте осуществления данного тетрамерного конъюгата первый, второй, тре-
тий и четвертый полипептиды XTEN являются идентичными или разными, и каждый из них обладает по 
меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по 
меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по 
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меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по 
меньшей мере около 99% или 100% идентичности с последовательностью, выбранной из множества по-
следовательностей, отраженных в табл. 2 или 3. В другом варианте осуществления данного тетрамерного 
конъюгата первый, второй, третий и четвертый полипептиды XTEN являются идентичными или разными 
и по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% отдельных молекул каждого первого полипептида XTEN 
имеют идентичную длину последовательностей и по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% отдельных 
молекул каждого второго полипептида XTEN имеют идентичную длину последовательностей и по 
меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% отдельных молекул каждого третьего полипептида XTEN имеют 
идентичную длину последовательностей и по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94 или 95% отдельных моле-
кул каждого четвертого полипептида XTEN имеют идентичную длину последовательностей. В другом 
варианте осуществления данного тетрамерного конъюгата первый, второй, третий и четвертый полипеп-
тиды XTEN являются одинаковыми и каждый из них обладает по меньшей мере около 90%, или по 
меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по 
меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по 
меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% 
идентичности с последовательностью, выбранной из множества, состоящего из Seg 174, Seg 175, Seg 176, 
Seg 177, Seg 186, Seg 187, Seg 188, Seg 189, Seg 190, Seg 191, Seg 192, Seg 193, Seg 194, Seg 195, Seg 196, 
Seg 197, Seg 198 и Seg 199, отраженных в табл. 3. В другом варианте осуществления данного тетрамер-
ного конъюгата первый и второй полипептиды XTEN являются одинаковыми и каждый обладает по 
меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по 
меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по 
меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по 
меньшей мере около 99 или 100% идентичности с последовательностью, выбранной из множества, со-
стоящего из Seg 174, Seg 175, Seg 176, Seg 177, Seg 186, Seg 187, Seg 188, Seg 189, Seg 190, Seg 191, Seg 
192, Seg 193, Seg 194, Seg 195, Seg 196, Seg 197, Seg 198 и Seg 199, отраженных в табл. 3, а третий и чет-
вертый полипептиды XTEN являются одинаковыми, но отличными от первого и второго полипептида 
XTEN, и каждый из них обладает по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по 
меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по 
меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по 
меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности с последовательно-
стью, выбранной из множества, состоящего из Seg 174, Seg 175, Seg 176, Seg 177, Seg 186, Seg 187, Seg 
188, Seg 189, Seg 190, Seg 191, Seg 192, Seg 193, Seg 194, Seg 195, Seg 196, Seg 197, Seg 198 и Seg 199, 
отраженных в табл. 3. В другом варианте осуществления данного тетрамерного конъюгата каждый поли-
пептид XTEN содержит по меньшей мере первый остаток цистеина, и этот конъюгат дополнительно 
включает первый кросс-линкер, присоединенный к каждому остатку цистеина первого полипептида 
XTEN, второй кросс-линкер, присоединенный к каждому остатку цистеина второго полипептида XTEN, 
третий кросс-линкер, присоединенный к каждому остатку цистеина третьего полипептида XTEN, и чет-
вертый кросс-линкер, присоединенный к каждому остатку цистеина четвертого полипептида XTEN, при 
этом каждый кросс-линкер выбран из набора, состоящего из кросс-линкеров, отраженных в табл. 13. В 
некоторых вариантах композиции тетрамерных конъюгационных композиций данная композиция обла-
дает конфигурацией согласно формуле XVI 

 
где независимо в случае каждого появления 4xCL - четырехвалентный кросс-линкер; CL1 - первый 

кросс-линкер, присоединенный к полипептиду XTEN1; CL2 - второй кросс-линкер, присоединенный к 
XTEN2; CL3 - третий кросс-линкер, присоединенный к полипептиду XTEN3; CL4 - четвертый кросс-
линкер, присоединенный к полипептиду XTEN4; v - целое число от 1 до около 10; x - целое число от 1 до 
около 10; y - целое число от 1 до около 10; z - целое число от 1 до около 10 с ограничением x + y + z ≥ 4; 
XTEN1 - первый полипептид XTEN; XTEN2 - второй полипептид XTEN; XTEN3 - третий полипептид 
XTEN и XTEN4 - четвертый полипептид XTEN. В другом варианте осуществления тетрамерных конъю-
гационных композиций данная композиция дополнительно включает одноатомный остаток первого на-
грузочного вещества, присоединенного к каждому первому кросс-линкеру первого полипептида XTEN, 
при этом данный остаток выбирается из набора, состоящего из углерода, азота, кислорода и серы; одно-
атомный остаток второго нагрузочного вещества, присоединенного к каждому второму кросс-линкеру 
второго полипептида XTEN, при этом данный остаток выбирается из набора, состоящего из углерода, 
азота, кислорода и серы; одноатомный остаток третьего нагрузочного вещества, присоединенного к каж-
дому третьему кросс-линкеру третьего полипептида XTEN, при этом данный остаток выбирается из на-
бора, состоящего из углерода, азота, кислорода и серы и одноатомный остаток четвёртого нагрузочного 
вещества, присоединенного к каждому четвертому кросс-линкеру четвертого полипептида XTEN, при 
этом данный остаток выбирается из набора, состоящего из углерода, азота, кислорода и серы. В другом 
варианте осуществления тетрамерной конъюгационной композиции данная композиция дополнительно 
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включает первое нагрузочное вещество, присоединенное к каждому первому кросс-линкеру первого по-
липептида XTEN, выбранное из группы, состоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 12, 
18 и 21; второе нагрузочное вещество, присоединенное к каждому второму кросс-линкеру второго поли-
пептида XTEN, выбранное из группы, состоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 12, 18 
и 21, при этом данное нагрузочное вещество такое же или отличается от первого нагрузочного вещества; 
третье нагрузочное вещество, присоединенное к каждому третьему кросс-линкеру третьего полипептида 
XTEN, выбранное из группы, состоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 12, 18 и 21, при 
этом данное нагрузочное вещество такое же или отличается от первого или второго нагрузочного веще-
ства и четвертое нагрузочное вещество, присоединенное к каждому четвертому кросс-линкеру четверто-
го полипептида XTEN, выбранное из группы, состоящей из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 11, 
12, 18 и 21, при этом данное нагрузочное вещество такое же или отличается от первого, второго или 
третьего нагрузочного вещества. В другом варианте осуществления тетрамерной конъюгационной ком-
позиции XTEN-нагрузочное вещество первое нагрузочное вещество является нацеленным компонентом 
со специфической связывающей аффинностью к мишени, при этом нацеленный компонент выбирается 
из группы, состоящей из нацеленных компонентов, отображенных в табл. 17-19 и 21, и по меньшей мере 
одно из второго, третьего и четвертого нагрузочных веществ является лекарственным веществом, при 
этом это лекарственное вещество выбирается из группы, состоящей из веществ, отображенных в табл. 
11, 18 и 21. В одном варианте осуществления тетрамерной конъюгационной композиции XTEN-
нагрузочное вещество первое нагрузочное вещество является нацеленным компонентом, при этом наце-
ленный компонент выбирается из группы, состоящей из LHRH, фолата и по меньшей мере одного из 
второго, третьего и четвертого нагрузочного вещества, которое является лекарственным веществом, вы-
бранным из группы состоящей из доксорубицина, паклитакселя, ауристатина,майтанзина, доластатина, 
калихеамицина, алкалоида барвинка, камптотецина, митомицина C, эпотилона, hTNF, IL-12, бортезоми-
ба, ранпирназы, экзотоксина синегнойной палочки, SN-38 и рахелмицина. В другом варианте осуществ-
ления тетрамерной конъюгационной композиции XTEN-нагрузочное вещество первое нагрузочное ве-
щество является нацеленным компонентом со специфической связывающей аффинностью к мишени, при 
этом нацеленный компонент выбирается из группы, состоящей из нацеленных компонентов, отображен-
ных в табл. 17-19 и 21, и по меньшей мере одно из второго, третьего и четвертого нагрузочных веществ 
является лекарственным веществом, при этом это лекарственное вещество выбирается из группы, со-
стоящей из веществ, отображенных в табл. 11, 18 и 21, и при этом полипептид XTEN, нацеленный ком-
понент и компонент лекарственного вещества соответствуют какому-либо из конъюгатов 1-290, отра-
женных в табл. 21. 

В другом аспекте данное изобретение относится частично к композициям, содержащим мультимер-
ные XTEN-молекулы с разветвленным видом конфигурации, при этом растворимость такой композиции 
снижена. В одном варианте осуществления в данном изобретении предлагается композиция, включаю-
щая раствор, который содержит мультимерные XTEN-молекулы, несущие по меньшей мере три связан-
ных вместе XTEN-фрагмента в разветвленном виде (например, в виде тримера), при этом вязкость этого 
раствора снижена до по меньшей мере 5, 6, 7, 8, 9 или 10 сП в растворе, содержащем ≥100, 130 или 150 
мг/мл тримерного полипептида XTEN по сравнению с раствором, содержащим ≥100, 130 или 150 мг/мл 
соответствующего линейного полипептида XTEN равной молярной концентрации. В другом варианте 
осуществления в данном изобретении предлагается композиция, включающая раствор, который содер-
жит мультимерные XTEN-молекулы, несущие по меньшей мере четыре связанных вместе XTEN-
фрагмента в разветвленном виде (например, в виде тетрамера), при этом композиция имеет вязкость 
меньше чем у раствора, содержащего соответствующий линейный полипептид XTEN, обладающий та-
ким же количеством аминокислот и такой же молярной концентрацией, при этом вязкость этого раствора 
снижена до по меньшей мере 5, 6, 7, 8, 9 или 10 сП в растворе, содержащем ≥100, 130 или 150 мг/мл три-
мерного полипептида XTEN по сравнению с раствором, содержащим ≥100, 130 или 150 мг/мл соответст-
вующего линейного полипептида XTEN равной молярной концентрации. В другом варианте осуществ-
ления в данном изобретении предлагается композиция, включающая раствор, который содержит муль-
тимерные XTEN-молекулы, несущие по меньшей мере пять связанных вместе XTEN-фрагментов в раз-
ветвленном виде (например, в виде пентамера), при этом композиция имеет вязкость меньше чем у рас-
твора, содержащего соответствующий линейный полипептид XTEN, обладающий таким же количеством 
аминокислот и такой же молярной концентрацией, при этом вязкость этого раствора снижена до по 
меньшей мере 5, 6, 7, 8, 9 или 10 сП в растворе, содержащем ≥100, 130 или 150 мг/мл тримерного поли-
пептида XTEN, по сравнению с раствором, содержащим ≥100, 130 или 150 мг/мл соответствующего ли-
нейного полипептида XTEN равной молярной концентрации. В вышеуказанных осуществлениях этого 
параграфа отдельная XTEN-молекула мультимерных конфигураций выбирается из множества, состояще-
го из последовательностей, отраженных в табл. 2 и 3. 

В другом варианте осуществления в данном изобретении предлагаются композиции полипептида, 
обладающего по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 
92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 



037979 

- 18 - 

95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 
98%, или по меньшей мере около 99% или 100% идентичности с последовательностью, выбранной из 
множества последовательностей, отраженных в табл. 52. В другом варианте реализации данного изобре-
тении предлагается фармацевтическая композиция, содержащая конъюгат какого-либо из осуществлений 
конъюгата XTEN-нагрузочное вещество, описанного в данном тексте, и фармацевтически приемлемый 
носитель. В одном варианте осуществления вышеуказанная фармацевтическая композиция применяется 
для лечения болезненного состояния, выбранного из группы болезненных состояний, отраженных в табл. 
16. В другом варианте осуществления вышеуказанная фармацевтическая композиция применяется для 
использования в фармацевтическом режиме лечения пациента, упомянутый режим включает назначение 
этой фармацевтической композиции. В другом варианте осуществления вышеуказанный фармацевтиче-
ский режим дополнительно содержит этап определения количества фармацевтической композиции, не-
обходимого для достижения благоприятного эффекта у пациента в болезненном состоянии, выбранном 
из болезненных групп состояний, отраженных в табл. 16. В другом варианте осуществления вышеука-
занный фармацевтический режим, используемый для лечения пациента, включает назначение пациенту 
фармацевтической композиции двух или более эффективных доз, при этом результаты такого назначения 
по меньшей мере на 10, или 20, или 30, или 40, или 50, или 60 или 70 или 80 или 90% повышают улучше-
ние по меньшей мере одного, двух или трех параметров, связанных с болезненным состоянием у не ле-
чившегося пациента. 

В другом варианте осуществления в данном изобретении предлагается конъюгат какого-либо из 
осуществлений конъюгата XTEN-нагрузочное вещество, описанного в данном тексте для применения 
при получении лекарственного препарата для лечения болезненного состояния, выбранного из группы 
болезненных состояний, отраженных в табл. 16. В некоторых реализациях в данном изобретении предла-
гаются способы выбора комбинации нагрузочных веществ, присоединенных к полипептиду XTEN как 
лечебные агенты, этот метод включает использование библиотеки полипептидов XTEN, содержащую 
множество последовательностей XTEN, в которой каждая из упомянутых XTEN-последовательностей 
присоединена, по меньшей мере, к первому нагрузочному веществу и, по меньшей мере, к второму на-
грузочному веществу, которое отличается от первого нагрузочного вещества; из упомянутой библиотеки 
выбирается XTEN-последовательность как лечебный агент, если он вызывает улучшение параметров in 
vitro или in vivo по сравнению с такими комбинациями: (1) последовательность XTEN присоединена 
только к первому нагрузочному веществу; и (2) последовательность XTEN присоединена только к вто-
рому нагрузочному веществу. В другом варианте осуществления данного способа первое нагрузочное 
вещество и второе нагрузочное вещество являются терапевтически эффективными для облегчения обще-
го заболевания (например, заболевания, против которого нацелены оба первое и второе нагрузочные ве-
щества). В одном варианте осуществления данного способа первое нагрузочное вещество и второе на-
грузочное вещество являются терапевтически эффективными для лечения разных симптомов общего 
заболевания. В одном варианте осуществления данного способа общее заболевание выбирается из таких: 
рак, противораковая поддерживающая терапия, кардиоваскулярное заболевание, заболевание централь-
ной нервной системы, эндокринное заболевание, желудочно-кишечное заболевание, заболевание моче-
половой системы, заболевание системы крови, ВИЧ-инфекция, гормональное заболевание, воспаление, 
аутоиммунное заболевание, инфекционное заболевание, заболевание обмена веществ, заболевание кост-
но-мышечной системы, нефрологические расстройства, офтальмологические заболевания, боли и респи-
раторные заболевания. В одном варианте реализации данного способа первое нагрузочное вещество и 
второе нагрузочное вещество проявляют свой терапевтический эффект через обычный биологический 
механизм. В одном варианте данного способа первое нагрузочное вещество и второе нагрузочное веще-
ство является разными лекарственными веществами и выбираются из группы, состоящей из лекарствен-
ных веществ из табл. 11, 18 и 21. В одном варианте данного способа первое нагрузочное вещество и вто-
рое нагрузочное вещество является разными биологически активными белками и выбираются из группы, 
состоящей из белков из табл. 12, 18 и 21. В одном варианте данного способа первое нагрузочное вещест-
во является лекарственным веществом, выбираемым из группы, состоящей из лекарственных веществ, 
отображенных в табл. 11, 18 и 21, а второе нагрузочное вещество является биологически активным бел-
ком, выбранным из группы, состоящей из белков, отображенных в табл. 12, 18 и 21. 

В другом варианте осуществления в данном изобретении предлагается изолированный полипептид, 
содержащий расширенный рекомбинантный полипептид, который присоединен к маркеру аффинной 
очистки через сайт протеолитического расщепления, имеющий последовательность, выбранную из SAS-
RSA или SASXSA, где X является R или K. В другом варианте осуществления в данном изобретении 
предлагается изолированный полипептид, содержащий полипептид, включающий XTEN, который при-
соединен своим N-концом к первому маркеру аффинной очистки через сайт протеолитического расщеп-
ления, имеющий последовательность, выбранную из SASRSA или SASXSA, где X является R или K, а C-
концом присоединен к второму маркеру аффинной очистки через сайт протеолитического расщепления, 
имеющий последовательность выбранную из SASRSA или SASXSA, где X является R или K. 

В другом аспекте данное изобретение относится к способу лечения болезненного состояния паци-
ента с помощью конъюгационной композиции XTEN-нагрузочное вещество. В одном варианте осущест-
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вления в данном изобретении предлагается способ лечения болезненного состояния субъекта, включаю-
щий назначение эффективного количества данного конъюгата какого-либо из осуществлений XTEN-
нагрузочного вещества, описанных в данном тексте, нуждающемуся в нем пациенту. В одном варианте 
осуществления в данном изобретении предлагается способ лечения болезненного состояния пациента, 
включающий назначение эффективного количества данного конъюгата из набора конъюгатов, отражен-
ных в табл. 21, нуждающемуся в нем пациенту. В вышеуказанных осуществлениях данного параграфа 
болезненное состояние, которое требует лечения, включает, помимо прочих, болезненные состояния, 
отраженные в табл. 13. В другом варианте реализации в данном изобретении предлагается фармацевти-
ческая композиция, содержащая конъюгат какого-либо из осуществлений конъюгата XTEN-нагрузочное 
вещество, описанных в данном тексте, и фармацевтически приемлемый носитель для применения в ре-
жиме лечения, данный режим включает назначение двух и более последовательных доз этой фармацев-
тической композиции. В одном варианте осуществления в данном изобретении предлагается использо-
вать конъюгат какого-либо из осуществлений полипептида XTEN-нагрузочное вещество, описанных в 
данном тексте, для применения при получении лекарственного препарата для лечения болезненного со-
стояния, выбранного из группы болезненных состояний, отраженных в табл. 16. В другом варианте осу-
ществления в данном изобретении предлагается фармацевтическая композиция для лечения болезненно-
го состояния, выбранного из группы болезненных состояний, отраженных в табл. 16, которая включает 
эффективное количество конъюгата какого-либо из осуществлений полипептида XTEN-нагрузочное ве-
щество, описанных в данном тексте. В другом варианте осуществления в данном изобретении предлага-
ется композиция, обладающая структурой, отображенной на фиг. 117. 

Специально предусмотрено, что осуществления конъюгатов могут выражать одну или большее ко-
личество любых комбинаций свойств, раскрытых в данном тексте. Кроме того, какая-либо из компози-
ций XTEN, раскрытых в данном тексте, могут быть использованы в любом из способов, раскрытых в 
данном изобретении. 

Включение посредством ссылки 

Все публикации, патенты и заявки на патенты, упомянутые в настоящем описании, включены в на-
стоящий документ посредством ссылки в том же объеме, как если бы каждая отдельная публикация, па-
тент или заявка на патент были бы указаны конкретно и отдельно для включения посредством ссылки. 

Краткое описание графических материалов 

Характерные черты и преимущества изобретения могут быть дополнительно разъяснены ссылкой 
на последующее подробное описание и сопровождающие графические материалы, которые отражают 
иллюстративные осуществления изобретения. 

Фиг. 1 показывает схему XTEN-молекулы, подходящей для конъюгации с нагрузочными вещества-
ми. Фиг. 1A показывает немодифицированную XTEN-молекулу. Фиг. 1B показывает цистеин-
сконструированную XTEN-молекулу с внутренним цистеином и боковой тиоловой цепью; ниже - XTEN-
молекулу с реакционноспособной N-концевой аминогруппой; ниже - XTEN-молекулу с N-концевым цис-
теином с тиоловой реакционноспособной группой. Фиг. 1C показывает цистеин-сконструированную 
XTEN-молекулу с многочисленными внутренними остатками цистеина. Фиг. 1D показывает две вариа-
ции цистеин-сконструированных XTEN-молекул с внутренним цистеином и боковой тиоловой цепью; и 
реакционноспособной N-концевой аминогруппой; внизу показано цистеин- и лизин-сконструированные 
XTEN-молекулы с внутренними остатками цистеина и лизина. 

Фиг. 2 показывает реакцию конъюгации с использованием NHS-эфиров и их водорастворимых ана-
логов сульфо-NHS-эфиров), реагирующих с первичной аминогруппой с получением стабильного амид-
ного продукта XTEN-нагрузочное вещество.  

Фиг. 3 показывает реакцию конъюгации с использованием тиоловых групп и N-малеинимида. Ма-
леинимидная группа специфически реагирует с сульфгидрильными группами при pH реакционной смеси 
между pH 6,5 и 7,5, с образованием стабильной тиоэфирной связи, которая не вращается. 

Фиг. 4 показывает реакцию конъюгации с использованием галогенацетилов. Чаще всего использу-
ются галогенацетильные реагенты, содержащие йодацетильную группу, которая реагирует с сульфгид-
рильными группами при физиологическом значении pH. Реакция йодацетильной группы с сульфгид-
рильной проходит путем нуклеофильного замещения йода с образованием стабильной тиоэфирной связи 
в молекуле XTEN-нагрузочное вещество.  

Фиг. 5 показывает реакцию конъюгации с использованием пиридилдисульфидных соединений. Пи-
ридилдисульфидные соединения реагируют с сульфгидрильными группами в широком диапазоне pH 
(оптимальное pH составляет 4-5) с образованием дисульфидных связей, соединяющих XTEN с нагрузоч-
ными веществами. 

Фиг. 6 показывает реакцию конъюгации с использованием кросс-линкеров нулевой длины, в кото-
рой кросс-линкеры используются для непосредственного конъюгирования с карбоксильными функцио-
нальными группами одной молекулы (такой как нагрузочное вещество) с первичным амином другой мо-
лекулы (такой как XTEN). 

Фиг. 7 показывает различные типы конъюгирования XTEN-предшественников, которые являются 
мультифункциональными (или многовалентными) веществами, включая дендримеры. Примеры, не огра-
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ничивающие варианты применения трифункциональных линкеров, представляют "Y-форму" сульфгид-
рильного реакционноспособного TMEA (трис-(2-малеинимидоэтил)амина) и амин-
реакционноспособного TSAT (трис-(сукцинимидиламинотриацетата). Для мультиваленого образования 
может быть разработана любая комбинация реакционноспособных функциональных групп с использова-
нием поддерживающего полимера, линейного (с образованием конфигурации "гребенка") или разветв-
ленного (с образованием конфигурации "дендримера"). 

Фиг. 8 показывает реакцию конъюгации с использованием 1,3-диполярного циклоприсоединения 
алкинов с азидами Хьюсгена с образованием 1,4-дизамещенных-1,2,3-триазолов, как показано на фигуре. 

Фиг. 9 показывает реакцию конъюгации с использованием клик-химии на основе тиоеновых соеди-
нений, которая может проходить с помощью свободно-радикальной реакции, названной тиоленовой ре-
акцией или анионной реакцией, названной присоединением тиолов по Михаэлю. 

Фиг. 10 показывает реакцию конъюгации с использованием методов клик-химии на основе реакций 
между гидразидами и альдегидами, которые приводят к проиллюстрированному образованию гидразо-
новой связи в молекуле XTEN-нагрузочное вещество. 

Фиг. 11 показывает реакцию между  C-концевым ацилазидом и первичной аминогруппой, приво-
дящей к образованию амидной связи. 

Фиг. 12 показывает реакцию конъюгации с использованием нативного химического лигирования 
(NCL), вовлекающего C-концевой тиоэфир как электрофильное соединение и N-концевой цистеин как 
нуклеофильное соединение. Результатом этой реакции является образование нативной амидной связи в 
сайте лигирования композиции XTEN-нагрузочное вещество. 

Фиг. 13 показывает реакцию конъюгации с использованием метода лигирования экспрессированно-
го белка (EPL). Метод EPL базируется на сплайсинге белков - процессе, в котором белок претерпевает 
внутримолекулярную перегруппировку, приводящую к выбрасыванию внутренней последовательности 
(интеина) и соединению латеральных последовательностей (экстеинов). В этом методе белок слияния 
претерпевает N-S-сдвиг, при котором боковая цепь первого цистеинового остатка части интерина белка-
предшественника нуклеофильно атакует пептидную связь остатка, находящегося рядом в восходящем 
направлении цепи (такую как, например, концевой остаток полипептида XTEN) с образованием проме-
жуточного линейного тиоэфира с последующей перегруппировкой с образованием амидной связи между 
XTEN-кросс-линкером и нагрузочным веществом. 

Фиг. 14 показывает реакцию конъюгации с использованием бесследового лигирования Штаудинге-
ру, подобное нативному химическому лигированию (NCL), приводящую к образованию в сайте лигиро-
вания нативной амидной связи. 

Фиг. 15 показывает реакцию конъюгации с использованием ферментного лигирования. Трансглю-
таминаза является ферментом, который катализирует образование изопептидной связи между γ-
карбоксамидной группой глютамина нагрузочного пептида или белка и ε-аминогруппы лизина в лизин-
содержащей молекуле XTEN (или N-концевой аминогруппы), при этом образуются внутри- и межмоле-
кулярные перекрестные связи между молекулой XTEN и нагрузочным веществом. 

Фиг. 16 показывает образованные ферментами композиции XTEN-нагрузочное вещество с исполь-
зованием транспептидазного фермента сортаза A из Staphylococcus aureus для катализирования реакции 
расщепления последовательности распознавания коротких 5-аминокислот LPXTG между остатками тре-
онина и глицина белка1, который впоследствии переносит ацильный фрагмент на нуклеофильное соеди-
нение N-концевой олигоглицин белка1. Путем функционализации белка2 включением олигоглицина 
проводится ферментативная конъюгация двух белков сайт-специфическим связыванием, которое приво-
дит к получению желаемой композиции XTEN-нагрузочное вещество. 

Фиг. 17 показывает различные сегменты предшественников XTEN-кросс-линкеров, которые ис-
пользуются как реактанты для связывания с нагрузочными веществами или другими реагирующими с 
XTEN веществами. Фиг. 17A предназначена для демонстрации того, что группа 1B представляет собой 
оставшуюся реакционноспособную группу предшественников, расположенных справа. Фиг. 17B показы-
вает подобные реакционноспособные предшественники с множественными (слева) или единственной 
(справа) молекулами нагрузочного вещества A, конъюгированно связанными с полипептидом XTEN. 

Фиг. 18 показывает примерные перестанавливаемые сегменты предшественников XTEN-кросс-
линкеров с двумя реакционноспособными группами в кросс-линкерных молекулах или реакционноспо-
собными группами внедренных аминокислот, которые используются как реактанты для связывания с 
нагрузочными веществами или другими реагирующими с XTEN веществами. Обозначения 1B и 2B пред-
ставляют реакционноспособные группы, которые будут в других фигурах вступать в реакции с реакци-
онноспособными с такими же номерами 1 с 1 и 2 с 2 и т.д. 

Фиг. 19 предназначена для демонстрации примеров разных реактантов и перечня конфигураций, 
показанных в графических материалах. Фиг. 19A показывает разные формы предшественников реакци-
онноспособных XTEN-сегментов, каждый с другой реакционноспособной группы на N-конце. Фиг. 19B 
показывает разные кросс-линкеры с 2, 3 или 4 реакционноспособными группами. В первом случае двух-
валентный кросс-линкер является гетерофункциональным линкером, который реагирует с двумя разны-
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ми типами реакционноспособных групп, представленных под номерами "2" и "1". В случае трехвалентых 
и четырехвалентных кросс-линкеров каждый реагирует только с одним типом реакционноспособной 
группы, представленной под номером "1". Фиг. 19C иллюстрирует перечень продуктов реакции двух 
предшественников XTEN-сегментов. В верхней версии 1A прореагировал с 1B для образования димер-
ной молекулы XTEN, связанной по N-концам, с остатком кросс-линкера, указанного как 1AR-1BR, в то 
время как нижняя версия также является димерной молекулой XTEN, связанной по N-концам, с остатком 
кросс-линкера, указанного как 2AR-2BR.  

Фиг. 20 иллюстрирует получение разных сегментов XTEN-предшественников. Фиг. 20A показывает 
этапы создания XTEN-полипептида с последующей реакцией его N-конца с кросс-линкером с 2B-1A ре-
акционноспособными группами 1A реагирует с N-концом 1B (например, α-аминокислотой) для получе-
ния XTEN-предшественника 2 с реакционноспособной группой 2B. Фиг. 20B показывает последователь-
ное добавление двух кросс-линкеров с реакционноспособными группами 2A к реакционноспособным 
группам 2B полипептидов XTEN, приводящее к получению XTEN-предшественника 4, который затем 
реагирует с кросс-линкером на N-конце между реакционноспособной группой 1B и группой 1A кросс-
линкера, приводящее к получению XTEN-предшественника 5 с реакционноспособными группами 4B и 
3B. В таком случае XTEN-предшественники 5 служат потом в качестве реактантов с двумя различными 
нагрузочными веществами или полипептидом XTEN. 

Фиг. 21 иллюстрирует примеры многомерных конъюгатов. Фиг. 21A иллюстрирует каким образом 
три XTEN-молекулы с конъюгированным нагрузочным веществом A могут быть присоединены к трех-
мерному кросс-линкеру, что в результате приводит к образованию трехмерного конъюгата XTEN-
нагрузочное вещество с тремя нагрузочными веществами A. Фиг. 21B иллюстрирует каким образом три 
молекулы полипептида с нагрузочным веществом A могут быть присоединены к трехмерному кросс-
линкеру, что в результате приводит к образованию трехмерного конъюгата XTEN-нагрузочное вещество 
с тремя полипептидами с нагрузочными веществами A. 

Фиг. 22 иллюстрирует примеры многовалентных XTEN-конъюгатов, которые происходят из XTEN-
предшественников с одним цистеином. Аминогруппа XTEN-предшественника действует как реакцион-
носпособная группа 2B, а тиоловая группа - как реакционноспособная группа 1B. XTEN-предшественник 
с помощью кросс-линкера, который может реагировать с группой 1B, может участвовать в прекрестном 
связывании. Валентность кросс-линкера ограничивает валентность получаемого промежуточного соеди-
нения. Это промежуточное соединение с кросс-линкером может реагировать с нагрузочным веществом, 
несущим реакционноспособную группу 2A, которая может реагировать с аминогруппой с образованием 
конъюгационной связи 2A-BR. Фиг. 22A представляет XTEN-предшественник с одной тиоловой группой. 
Фиг. 22B представляет двухвалентный конъюгат. Фиг. 22C представляет трехвалентный конъюгат. Фиг. 
22D представляет тетрамерный конъюгат. 

Фиг. 23 иллюстрирует примеры многовалентных XTEN-конъюгатов, которые происходят из XTEN-
предшественников с одним цистеином. Аминогруппа XTEN-предшественника действует как реакцион-
носпособная группа 1B, а тиоловая группа как реакционноспособная группа 2В. XTEN-предшественник 
с помощью кросс-линкера, который может реагировать с группой 1B, может участвовать в прекрестном 
связывании. Валентность кросс-линкера ограничивает валентность получаемого промежуточного соеди-
нения. Это промежуточное соединение с кросс-линкером может реагировать с нагрузочным веществом, 
несущим реакционноспособную группу 2A, которая может реагировать с тиоловой группой с образова-
нием конъюгационной связи 2A-BR. Фиг. 23A иллюстрирует тиоловою группу, расположенную возле C-
конца полипептида XTEN. В результате нагрузочное вещество располагается в конечном тримерном 
конъюгате дистально. Фиг. 23B иллюстрирует тиоловою группу, расположенную возле N-конца поли-
пептида XTEN. В результате нагрузочное вещество располагается в конечном тримерном конъюгате 
проксимально, приводя к увеличению нагрузочного вещества, закрываемого XTEN-полипептидом.  

Фиг. 24 иллюстрирует пример получения конфигурации "гребенка". Фиг. 24A представляет пред-
шественник молекулы XTEN-нагрузочное вещество, включающий линкерную реакционноспособную 
группу 1A. Нагрузочное вещество может быть рекомбинантно соединено с полипептидом XTEN или 
соединено при конъюгировании. Фиг. 24B иллюстрирует XTEN-предшественник с гребенкоподобными 
кросс-линкерами. Это может быть молекула XTEN, которая несет множественные реакционноспособные 
группы B. Фиг. 24C показывает конечный продукт конфигурации "гребенка" с пятью нагрузочными ве-
ществами A. Валентность ограничивается количеством реакционноспособных групп гребенкоподобного 
предшественника.  

Фиг. 25 иллюстрирует разные конфигурации биспецифических конъюгатов с двумя нагрузочными 
веществами. Фиг. 25A иллюстрирует конфигурации с одной молекулой, каждого из двух нагрузочных 
веществ, тогда как фиг. 25B иллюстрирует разные конфигурации с множественными копиями одного 
или обоих нагрузочных веществ. 

Фиг. 26 иллюстрирует разные примеры конъюгатов с высокой валентностью. Сайты конъюгации 
нагрузочных веществ могут быть сгруппированы (фиг. 26A) или распределены (фиг. 26B). 

Фиг. 27 иллюстрирует получение биспецифических конъюгатов из XTEN-предшественников, не-
сущих обе амино- и тиоловые группы, в которых могут использоваться много химических веществ, для 
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того, чтобы можно было варьировать присоединение нагрузочных веществ. Каждый может создавать 
линкер-конъюгат как предшественник. Фиг. 27A показывает создание одного XTEN-предшественника, к 
которому присоединены два разных нагрузочных вещества. Фиг. 27B показывает сегментарный подход, 
начинающийся из двух молекул XTEN-предшественников. Этот подход позволяет за один подход при-
соединить оба нагрузочных вещества к полипептиду XTEN с использованием одного типа линкерной 
химической реакции. В этом случае на фигуре показан тиол как группа, к которой присоединяются на-
грузочные вещества, после чего N-конец каждого сегмента модифицируется кросс-линкером для обеспе-
чения возможности конъюгации сегментов голова-к-голове, которая приводит к получению димерного 
биспецифического конъюгированного конечного продукта. 

Фиг. 28 показывает примеры многовалентных конъюгатов, объединяющих антитело, полипептид 
XTEN и нагрузочное вещество. Такие конструкции могут обладать разными валентностями и представ-
лять много преимуществ, в которых полипептид XTEN может нести расщепляемый линкер. Полипептид 
XTEN может обеспечивать растворимость такой композиции и он может позволить регулировать ввод 
лекарственных веществ посредством IgG и для упрощения производства XTEN может быть предвари-
тельно связан с лекарственным веществом. 

Фиг. 28A иллюстрирует две молекулы XTEN, присоединенные к IgG по Cys-остаткам в шарнирной 
области. Фиг. 28B иллюстрирует четыре молекулы XTEN, присоединенные к IgG с использованием цис-
теина в шарнирной области. Фиг. 28C иллюстрирует полипептид XTEN, присоединенный за пределами 
шарнирной области. Что может быть получено вставкой Cys для контроля сайта конъюгации или слу-
чайной конъюгацией с боковыми цепями лизина.  

Фиг. 29 показывает примеры конструкций конъюгатов, объединяющих антитело, полипептид XTEN 
и нагрузочное вещество. Такое антитело может обладать одной или многими реакционноспособными 
группами 1B. Молекула XTEN может быть конъюгирована с одним или многими нагрузочными вещест-
вами A. Кроме того, молекула XTEN может нести реакционноспособную группу 1A, которая преимуще-
ственно реагирует с реакционноспособной группой 1B антитела. Расположение реакционноспособных 
групп 1B в антителе контролируется количеством и расположением молекул XTEN, которые присоеди-
няются к этому антителу, что приводит к образованию конечного продукта. 

Фиг. 30 показывает примеры конъюгатов, объединяющих компонент мишени, полипептид XTEN и 
нагрузочное вещество. Компоненты мишени могут быть пептидами, пептоидами или лигандами рецеп-
торов. Фиг. 30A показывает конъюгат 1x(1x3). Фиг. 30B показывает конъюгат 1x2(1x3). Фиг. 30C пока-
зывает конъюгат 3x1(1x3).  

Фиг. 31 показывает примеры конъюгатов, объединяющих множественные разные компоненты ми-
шени, полипептид XTEN и нагрузочное вещество. Компоненты мишени могут быть пептидами, пептои-
дами, лигандами рецепторов. 

Фиг. 32 показывает примеры конъюгатов, объединяющих компонент мишени, полипептид XTEN и 
множественные нагрузочные вещества. 

Фиг. 33 показывает примеры комбинированных XTEN-конъюгатов. Нагрузочные вещества A, B, C 
и D могут нести реакционноспособную группу 2A, которая реагирует с реакционноспособной группой 
2B XTEN-предшественника. На следующем этапе нагрузочные вещества E и F несут реакционноспособ-
ную группу 1A, которая реагирует с реакционноспособной группой 1B молекулы XTEN, что приводит к 
получению библиотеки разных комбинаций биспецифических конъюгатов. В этом случае реакционно-
способные группы 1B и 2B являются соответственно тиоловымим и аминогруппами. 

Фиг. 34 иллюстрирует пример создания комбинационной библиотеки XTEN-конъюгатов. Нагру-
зочные вещества A, B, C соединяются с молекулой XTEN, несущей реакционноспособную группу 1A, 
что приводит к получению одного набора сегментов XTEN-предшественников. Нагрузочные вещества E, 
F и G соединяются с молекулой XTEN, несущей реакционноспособную группу 1B, что приводит к полу-
чению второго набора сегментов XTEN-предшественников. Эти сегменты подвергают комбинационной 
конъюгации и после нее очищаются от реактантов. Это дает возможность получать комбинационные 
продукты, на которые могут непосредственно проводиться in vitro и in vivo испытания. В этом случае 
реакционноспособные группы 1A и 1B являются α-аминогруппами молекулы XTEN с или без биспеци-
фического кросс-линкера. В одном примере группа 1A является азидом, а группа 1B - алкином, или на-
оборот, в то время как нагрузочные вещества присоединяются к молекуле XTEN через тиоловые группы 
полипептида XTEN. 

Фиг. 35 иллюстрирует пример создания комбинационной библиотеки XTEN-конъюгатов, в которой 
оптимизированно соотношение между двумя нагрузочными веществами. Каждый член библиотеки несет 
разное соотношение между нагрузочным веществом A и нагрузочным веществом E. 

Фиг. 36 иллюстрирует пример создания комбинационной библиотеки XTEN-конъюгатов, в которой 
создаются комбинации компонентов мишеней и нагрузочных веществ. Компоненты мишеней 1, 2 и 3 
соединяются с молекулой XTEN, несущей реакционноспособную группу 1A. Нагрузочные вещества E, F 
и G соединяются с молекулой XTEN, несущей реакционноспособную группу 1B. Эти сегменты подвер-
гаются комбинационной конъюгации, обеспечивая возможность образования комбинационных продук-
тов, причем каждый элемент библиотеки включает компоненты мишеней и нагрузочные вещества. Все 
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XTEN-сегменты, несущие нагрузочные вещества и конъюгационые группы, могут быть очищены как 
комбинационные продукты, на которые могут непосредственно проводиться in vitro и in vivo испытания. 

Фиг. 37 показывает пример XTEN-конъюгата, включающего нацеленные компоненты и нагрузоч-
ные вещества, которые оказывают избирательное действие на поверхность клетки-мишени, такой как 
раковая клетка. Специальная конструкция димерного XTEN-конъюгата содержит молекулы LHRH (ри-
лизинг-фактор лютеинизирующего гормона) и доксорубицина. Этот конъюгат связывается с LHRH-
рецептором, который сверхэкспрессируется во многих раковых клетках. Связывание рецептора приводит 
к интернализации комплекса с последующим протеолитическим расщеплением и внутриклеточным вы-
свобождением доксорубицина, который является токсичным для клетки. 

Фиг. 38 представляет схематическую блок-схему характерных этапов сборки, синтеза и оценивания 
молекулы XTEN. 

Фиг. 39 представляет схематическую блок-схему характерных этапов сборки конструкции поли-
нуклеотида XTEN, кодирующего белок слияния. Отдельные олигонуклеотиды 501 ренатурируют в моти-
вы последовательностей 502, такие как мотив из 12 аминокислот ("12-мер"), которые лигируется с до-
полнительными мотивами последовательностей из библиотеки для получения пула, который охватывает 
требуемую длину XTEN 504, а также соединяется с меньшей концентрацией олигонуклеотидов, содер-
жащих сайты рестрикции BbsI и KpnI 503. Результирующий пул продуктов лигирования проходит очист-
ску гель-фильрацией, при которой вырезается полоса с требуемой длиной XTEN, что приводит к изоли-
рованию XTEN-гена с стоп-последовательностью 505. XTEN-ген клонируют в спейсерном (лямбда) век-
торе. В этом случае вектор кодирует добавочную CBD-последовательность 506 и GFP-ген 508. Потом с 
помощью фермента BbsI/HindIII проводят расщепление для удаления последовательностей 507 и 508 и 
вставки стоп-кодона. Затем полученный продукт клонируют в расщепленном ферментом BsaI/HindIII 
векторе, что приводит к получению гена 500, кодирующего XTEN-последовательность. 

Фиг. 40 представляет схематическую блок-схему характерных этапов гена, кодирующего XTEN-
последовательность, ее экспрессию, конъюгацию с нагрузочным веществом и выделение в виде поли-
пептида XTEN-нагрузочное вещество и его оценку в качестве вероятного препарата.  

Фиг. 41 показывает обобщенные XTEN-полипептиды, в которых N- или C-концевые маркеры или 
N- и C-концевые последовательности оптимизированы для облегчения очистки с применением методов, 
показанных на фиг. 42. 

Фиг. 42 показывает обобщенную схему очистки молекул XTEN, в этом иллюстративном осуществ-
лении с двумя маркерами, для которых используется двухстадийная методика очистки для удаления пер-
вого маркера, потом второй маркер может быть использован для удаления укороченного XTEN-
полипептида, полученного при ферментации, что в результате приводит к получению высокоочищенного 
целевого вещества XTEN. 

Фиг. 43 показывает анализ в геле ПААГ с ДСН конструкций XTEN_AE864 с сайтом CBD-TEV и 
XTEN_AE864-GFP с сайтом CBD-TEV, экспрессированным в клетках E. coli BL21 DE3 rne-131 и E. coli 
BL21 DE3 в культурах на встряхиваемых колбах, как описано в примере 10. Гелевые дорожки образцов с 
маркерами MM и экспрессированными белками из конструкций такие: 1) маркер MM; 2-5) лизаты из 4 
отдельных колб, в которых на E. coli BL21 DE3 экспрессировался гибридный белок XTEN_AE864-GFP с 
сайтом CBD-TEV; 6-9) лизаты из 4 отдельных колб, в которых на E. coli BL21 DE3 rne-131 экспрессиро-
вался гибридный белок XTEN_AE864-GFP с сайтом CBD-TEV; 10-13) лизаты из 4 отдельных колб, в ко-
торых на E. coli BL21 DE3 экспрессировался гибридный белок CXTEN_AE864 с сайтом CBD-TEV; 14-
17) лизаты из 4 отдельных колб, в которых на E. coli BL21 DE3 rne-131 экспрессировался гибридный бе-
лок CXTEN_AE864 с сайтом CBD-TEV. Пятна с полноразмерными белками проявились в пределах 
очерченного прямоугольника. Полосы с меньшей молекулярной массой являются белками клетки-
хозяина. 

Фиг. 44 показывает относительную флуоресценцию белка GFP конструкции XTEN_AE864-GFP с 
сайтом CBD-TEV, экспресиированной в клетках E. coli BL21 DE3 rne-131 и E. coli BL21 DE3 в культурах 
на встряхиваемых колбах, как описано в примере 10.  

Фиг. 45 показывает анализ в геле ПААГ с ДСН конструкций CBD-R-C-XTEN_AE864-RH8 (EC682) 
и CBD-R-XTEN_AE864-RH8 (EC683), экспрессированным при ферментации E. coli, как описано в при-
мере 17. Гелевые дорожки образцов с маркерами MM и экспрессированными белками из конструкций 
такие: 1) маркер MM; осветленные растворимые лизаты ферментации № EC682 E. coli в разные времен-
ные интервалы после инокулирования 2) 16 ч, 3) 24 ч, 4) 40 ч, 5) 45 ч; осветленные растворимые лизаты 
ферментации № EC683 E. coli в разные временные интервалы после инокулирования 6) 16 ч, 7) 24 ч, 8) 
40 ч, 9) 45 ч; очищенный CBD-R-XTEN_AE864-RH8 референсный стандарт 10) 1 мкг, 11) 2 мкг и 12) 4 
мкг. В отношении осветленных растворимых лизатов ферментации Е. coli на каждую дорожку помещали 
3 мкл ферментированной культуры. Пятна с полноразмерными белками проявились в пределах очерчен-
ного прямоугольника. Полосы с меньшей молекулярной массой являются белками клетки-хозяина. 

Фиг. 46 показывает данные хроматографии с гидрофобным взаимодействием на носителе Toyopearl 
Phenyl 650 M, как описано в примере 18. 

Фиг. 47 показывает данные анализа в 4-12% бис-Трис-ПААГ с ДСН в невосстанавливающих усло-
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виях фракций, полученных в ходе хроматографии с гидрофобным взаимодействием на носителе 
Toyopearl Phenyl 650 M, как показано на этой фигуре и описано в примере 18. Вещества, расположенные 
на дорожках, такие: дорожка 1: маркер; дорожка 2: загрузка 7,5 мкл; дорожка 3: элюат 1; дорожка 4: элю-
ат 2; дорожка 5: фракция элюирования E1; дорожка 6: фракция элюирования E2; дорожка 7: фракция 
элюирования E3; дорожка 8: фракция элюирования E4; дорожка 9: фракция элюирования E5; дорожка 10: 
фракция элюирования E6; дорожка 11: фракция элюирования E7; дорожка 12: фракция элюирования E8. 

Фиг. 48 показывает данные анализа 4-12% в ПААГ с ДСН в невосстанавливающих условиях в рас-
творе бис-Трис-элюатов, промывок (фиг. 48A) и фракций элюирования (фиг. 48B) (невосстанавливаю-
щие условия) хроматографии IMAC на носителе Toyopearl, как описано в примере 18. 

Фиг. 49 показывает данные анализа в ПААГ с ДСН в невосстанавливающих условиях расщеплен-
ного трипсином пула элюирования хроматографии IMAC, описанной в примере 18. 

Фиг. 50 показывает профиль элюирования хроматографии MacroCap Q, описанной в примере 18. 
Фиг. 51 показывает данные анализа в 4-12% бис-Трис-ПААГ с ДСН в невосстанавливающих усло-

виях фракций элюирования хроматографии на носителе MacroCap Q, описанной в примере 18. Фиг. 51A, 
элюат, окрашивание Кумасси. Фиг. 51B, фракции элюирования, окрашивание Кумасси. Фиг. 51C, фрак-
ции элюирования, окрашивание серебром. 

Фиг. 52 показывает данные ОФ ВЭЖХ на носителе C18 фракций элюирования хроматографии на 
носителе MacroCap Q, описанной в примере 18. 

Фиг. 53 показывает данные ОФ ВЭЖХ на носителе C18 пула элюирования хроматографии на носи-
теле MacroCap Q, описанной в примере 18. 

Фиг. 54 показывает данные анализа в ПААГ с ДСН в невосстанавливающих условиях фракций, по-
лученных в ходе хроматографии с гидрофобным взаимодействием на носителе Toyopearl Phenyl 650 M, 
как описано в примере 19. 

Фиг. 55 показывает данные анализа в ПААГ с ДСН в невосстанавливающих условиях фракций, по-
лученных в ходе хроматографии IMAC на носителе Toyopearl, как описано в примере 19. 

Фиг. 56 показывает данные анализа в 4-12% бис-Трис-ПААГ с ДСН в невосстанавливающих усло-
виях/окрашивание серебром фракций элюирования хроматографии MacroCap Q, описанной в примере 
19. 

Фиг. 57 показывает данные анализа ОФ ВЭЖХ на носителе C18 фракций элюирования хроматогра-
фии на носителе MacroCap Q, описанной в примере 19. 

Фиг. 58 показывает данные анализа ОФ ВЭЖХ на носителе C18 пула элюирования хроматографии 
на носителе MacroCap Q, описанной в примере 19. 

Фиг. 59 показывает SDS-PAGE анализ конструкций XTEN с экспериментальными метками после 
экспессии в E.coli, как описано в примере 20. Растворимые лизаты были внесены в 4-12% бис-Трис-
полиакриламидном геле в количествах нанесения на одну дорожку, эквивалентным 36 мкл суспензии 
клеточной культуры. Гель был окрашен красителем Кумасси синим, используя стандартные методики. 

Фиг. 60 показывает результаты анализа в ПААГ с ДСН RP11-XTEN-His8-конструкций, экспресси-
рованных в клетках E.coli, как описано в примере 20. Обработанные нагреванием растворимые лизаты 
были внесены в 4-12% бис-Трис-полиакриламидном геле в количествах, эквивалентных 1 или 2 мкл сус-
пензии клеточной культуры соответственно. Гель был окрашен красителем Кумасси синим. Анализ геля 
продемонстрировал, что в основном весь экспрессированный белок RP11-XTEN-His8 находился в фрак-
ции клеток.  

Фиг. 61 показывает результаты анализа в ПААГ с ДСН очищенного с помощью хроматографии на 
носителе MacroCap SP полипептида RP11-XTEN-His8, описанного в примере 21. Фракции были проана-
лизированы в 4-12% ПААГ с ДСН с последующим окрашиванием Кумасси. 

Фиг. 62 показывает результаты анализа в ПААГ с ДСН очищенного с помощью хроматографии 
IMAC полипептида RP11-XTEN-His8, описанного в примере 21. Фракции были проанализированы в 4-
12% ПААГ с ДСН с последующим окрашиванием Кумасси.  

Фиг. 63 показывает результаты анализа в ПААГ с ДСН трипсинового расщепления белка RP11-
XTEN-His8, очищенного двумя стадиями хроматографии (SP+IMAC), опсанные в примере 21. Препара-
ты были проанализированы в 4-12% ПААГ с ДСН с последующим окрашиванием Кумасси (фиг. 63A) и 
серебром (фиг. 63B). 

Фиг. 64 показывает результаты анализа реакции конъюгации белка ДБЦО-Mal с полипептидом 
3хТиол-XTEN, как описано в примере 23. Фиг. 64A показывает результаты анализа ОФ ВЭЖХ на носи-
теле C18 реакционной смеси. Образец с белками 20 мкг был введен в колонку Phenomenex Jupiter C18 
5мкм 300 A 4,6 мм × 150 мм. Белки элюировали 5-50% градиентом ацетонитрила с 0,1% трифторуксус-
ной кислотой. Фиг. 64B показывает очистку с помощью хроматографии с гидрофобными взаимодейст-
виями (HIC) продукта реакции ДБЦО-XTEN. Фиг. 64C показывает результаты анализа ОФ ВЭЖХ на 
носителе C18 очищенного с помощью HIC продукта реакции ДБЦО-XTEN. 

Фиг. 65 показывает результаты анализа расщепления трипсином дважды маркированного предше-
ственника XTEN, как описано в примере 24. Фиг. 65A показывает результаты анализа образцов белков в 
4-12% бис-Трис-ПААГ с ДСН при нагрузке 2 мкг на дорожку. Гель был окрашен красителем SimplyBlue 
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SafeStain компании Invitrogen. Фиг. 65B показывает результаты анализа образцов белков в 4-12% бис-
Трис-ПААГ с ДСН при нагрузке 0,5 мкг на дорожку. Гель был окрашен с помощью набора для окраши-
вания Pierce Silver Stain.  

Фиг. 66 показывает результаты анализа в ПААГ с ДСН, очищенного с помощью хроматографии на 
носителе MacroCap Q, расщепленного трипсином дважды маркированного предшественника, как описа-
но в примере 24. Фиг. 66A показывает результаты анализа образцов белков в 4-12% бис-Трис-ПААГ с 
ДСН при нагрузке 3 мкг на дорожку. Гель был окрашен красителем SimplyBlue SafeStain компании Invi-
trogen. Фиг. 66B показывает результаты анализа образцов белков в 4-12% бис-Трис-ПААГ с ДСН при 
нагрузке 0,5 мкг на дорожку. Гель был окрашен с помощью набора для окрашивания Pierce Silver Stain. 
Фиг. 66C показывает результаты анализа образцов белков в 4-12% бис-Трис-ПААГ с ДСН при нагрузке 
0,5 мкг на дорожку. Гель был окрашен с помощью набора для окрашивания Pierce Silver Stain. 

Фиг. 67 показывает результаты испытаний с помощью ОФ ВЭЖХ на носителе C18 для определения 
остаточной активности трипсина. Фиг. 67A представляет данные анализа синтетического [G2]GLP2-
пептида в интактной форме. Фиг. 67B представляет данные анализа синтетического [G2]GLP2-пептида, 
расщепленного бычьим трипсином. Фиг. 67C представляет данные анализа белка XTEN_AE869_Am1,C2 
с добавлением [G2]GLP2 и инкубированием в течение ночи при 37°C, как описано в примере 24. 

Фиг. 68 показывает процесс приготовления конъюгата GLP2-XTEN из GLP2-Cys-пептида и 
1хАмино-XTEN-полипептида, как описано в примере 26. Образцы с белками по 20 мкг были введены в 
колонку Phenomenex Jupiter C18 5мкм 300 A 4,6 мм × 150 мм. Белки элюировали 5-50% градиентом аце-
тонитрила с 0,1% трифторуксусной кислотой и детектировали по поглощению при 214 нм (изображения 
слева A-C). Образцы с белками по 100 мкг были обессолены с использованием устройств для центрифу-
гирования NanoSep 3K Omega (Pall Corp.). Растворы белков в 50% ацетонитриле и 0,5% муравьиной ки-
слоты были введены в масс-спектрометр высокого разрешения при скорости потока 10 мкл/мин. Были 
получены спектры масс-спектрометрии с ионизацией электрораспылением (ESI-MS) в диапазоне 800-
1600 а.е.м. и трансформированы в спектры нулевого заряда с использованием Программы для байесовой 
реконструкции белков (изображения справа A-C). Фиг. 68A: начальный белок 1хАмино-XTEN. Фиг. 68B: 
продукт реакции между белком 1хАмино-XTEN и кросс-линкером сульфо-СМЦК. Фиг. 68С: очищенный 
конъюгат GLP2-XTEN после проведения реакции между полипептидами GLP2-Cys и N-Mal-XTEN. 

Фиг. 69 показывает процесс приготовления конъюгата GLP2-XTEN из GLP2-Mal-пептида и 1хТиол-
XTEN-полипептида, как описано в примере 27. Образцы с белками по 20 мкг были введены в колонку 
Phenomenex Jupiter C18 5мкм 300 A 4,6 мм × 150 мм. Белки элюировали 5-50% градиентом ацетонитрила 
с 0,1% трифторуксусной кислотой и детектировали по поглощению при 214 нм (изображения слева A, 
B). Образцы с белками по 100 мкг были обессолены с использованием устройств для центрифугирования 
NanoSep 3K Omega (Pall Corp.). Растворы белков в 50% ацетонитриле и 0,5% муравьиной кислоты были 
введены в масс-спектрометр высокого разрешения при скорости потока 10 мкл/мин. Были получены 
спектры масс-спектрометрии с ионизацией электрораспылением (ESI-MS) в диапазоне 800-1600 а.е.м. и 
трансформированы в спектры нулевого заряда с использованием Программы для байесовой реконструк-
ции белков (изображения справа A, B). Фиг. 69A: начальный белок 1xThiol-XTEN. Фиг. 69B: продукт 
реакции между белком GLP2-Mal и 1xThiol-XTEN. 

Фиг. 70 показывает результаты анализа очистки белка GLP2-XTEN с использованием препаратив-
ной ОФ ВЭЖХ на носителе C4, как описано в примере 27. Фиг. 70A показывает хроматограмму препара-
тивной ОФ ВЭЖХ. Фракция на 56-62 минутах собирали и выпаривали под вакуумом. Фиг. 70B показы-
вает анализ очищенного GLP2-XTEN с помощью ОФ ВЭЖХ на носителе C18. 

Фиг. 71 показывает результаты конъюгации белка ДБЦО-Mal с полипептидом 1хТиол-XTEN, как 
описано в примере 28. Фиг. 71A показывает результаты анализа ОФ ВЭЖХ на носителе C18 реакцион-
ной смеси. Образец с белками 20 мкг был введен в колонку Phenomenex Jupiter C18 5 мкм 300 A 4,6 мм × 
150 мм. Белки элюировали 5-50% градиентом ацетонитрила с 0,1% трифторуксусной кислотой. Фиг. 71B 
показывает очистку с помощью HIC белка ДБЦО-XTEN. Фиг. 71C показывает результаты анализа ОФ 
ВЭЖХ на носителе C18, очищенного с помощью HIC белка ДБЦО-XTEN. 

Фиг. 72 показывает результаты аналитических исследований полипептида XTEN, связанного через 
кросс-линкер с флуоресцеинизотиоцианатом (FITC), как описано в примере 31. Фиг. 72A показывает со-
вместную миграцию белков в геле, выявленную с помощью УФ-света, которая демонстрирует большую 
кажущуюся MM FITC-содержащих конъюгированных белков, также обнаруженных методом ЭХ при 
ОП214 (поглощение белков) и ОП495 (поглощение FITC) на колонке для ЭХ, что указывает на успеш-
ную маркировку XTEN с минимальной контаминацией свободным красителем. Расположение веществ 
по дорожкам (слева направо, после стандартов MM такие: меченый белок FITC-CL-CBD-XTEN; меченый 
белок FITC-CL-XTEN; очищенный белок FITC-CL-XTEN; очищенный белок FITC-CL-XTEN и очищен-
ный белок FITC-CL-XTEN. Гель проявили в УФ-свете для демонстрации кажущейся MM FITC в FITC-
содержащих белках. Фиг. 72B показывает результаты анализа с помощью ЭХ полипептидов XTEN, 
конъюгированных с FITC, показывающих перекрывание получаемых веществ при ОП214 и ОП495 и 
также обладающих кажущимися большими молекулярными массами. 
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Фиг. 73 показывает результаты анализа с помощью ЭХ пиков фракций элюирования конъюгатов 
белка GFP, связанных через кросс-линкер с полипептидом XTEN и свободным белком GFP, как описано 
в примере 32. Кросс-линкерное связывание было подтверждено совместной миграцией белка с поглоще-
нием при ОП214 и GFP с поглощением при ОП395 в колонке ЭХ.  

Фиг. 74 показывает результаты фармакокинетического анализа белков GFP-X-XTEN и FITC-X-
XTEN испытанных на яванских макаках, как описано в примере 33.  

Фиг. 75 показывает фармакокинетический профиль (концентрации в плазме) у яванских макак по-
сле однократных доз разных композиций с зеленым флуоресцентным белком (GFP), присоединенных к 
неструктурированным полипептидам различной длины, назначенные подкожно или внутривенно, как 
описано в примере 33. Этими композициями были GFP-L288, GFP-L576, GFP-XTEN_AF576, GFP-Y576 и 
XTEN_AD836-GFP. Были проанализированы образцы крови, отобранные в разное время после инъекции, 
и измерена концентрация белка GFP в плазме методом ИФА с использованием антител против GFP для 
улавливания и приготовления с помощью биотинилирования таких же поликлональных антител для вы-
явления композиций. Результаты анализов представлены в виде зависимости концентрации в плазме от 
времени (ч) после дозирования, из которых видно, что особенно значительное увеличение периода полу-
выведения отмечено для белка XTEN_AD836-GFP - композиции с наибольшей длиной последовательно-
сти XTEN. У конструкции с наименьшей длиной последовательности - GFP-L288 был наименьший пери-
од полувыведения. 

Фиг. 76 показывает результаты анализа в ПААГ с ДСН образцов испытания на стабильность гиб-
ридного белка XTEN_AE864, соединенного с N-концом белка GFP. Белок GFP-XTEN инкубировали в 
плазме яванских макак и лизате крыс длительностью до 7 суток при 37°C, как описано в примере 55. 
Кроме того, также оценивали белок GFP-XTEN при его введении яванским макакам. Образцы отбирали 
на 0, 1 и 7-е сутки и анализировали с помощью ПААГ с ДСН с последующим детектированием с исполь-
зованием вестерн-анализа и с применением антител против белка GFP. 

Фиг. 77 показывает УФ-спектр кругового дихроизма белка Ex4-XTEN_AE864, проведенный как 
описано в примере 56. 

Фиг. 78 показывает результаты анализа эксклюзионной хроматографии образцов конструкции глю-
кагон-XTEN, выполненные с применением белков-стандартов с известной молекулярной массой и гра-
фическим представлением результатов в виде зависимости поглощения от времени удерживания, как 
описано в примере 58. Конструкции глюкагон-XTEN следующие: 1) глюкагон-Y288; 2) глюкагон-Y144; 
3) глюкагон-Y72 и 4) глюкагон-Y36. Результаты, приведенные на фиг. 79, являются схематическим изо-
бражением логической блок-схемы алгоритма SegScore (пример 59). На фигуре приведена следующая 
легенда: i, j - счетчики, использованные в контрольных циклах, которые проходят по всей подпоследова-
тельности; HitCount - эта переменная является счетчиком, который подсчитывает сколько раз счетчики 
подпоследовательности учитывают количество идентичных подпоследовательностей в блоке; SubSeqX - 
эта переменная запоминает подпоследовательность, которая проверяется на избыточность; SubSeqY - эта 
переменная запоминает подпоследовательность, по сравнению с которой проверяется переменная Sub-
SeqX; BlockLen - эта переменная запоминает определенную пользователем длину блока; SegLen - эта 
переменная запоминает длину сегмента. Программа жёстко настроена для получения количеств подпос-
ледовательностей с длинами 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 и 10; Block - эта переменная запоминает строковое значение 
длины BlockLen. Строковое значение состоит из букв входной XTEN-последовательности и определяют-
ся положением i-счетчика; SubSeqList - это список, в котором запоминаются полученные количества 
подпоследовательностей. 

Фиг. 80 описывает применение алгоритма SegScore к гипотетической XTEN-последовательности из 
11 аминокислот для определения повторяемости. XTEN-последовательность, состоящая из N-
аминокислот, разделяется на N-S+1 подпоследовательностей длиной S (в данном случае S=3). Выполня-
ется попарное сравнение всех подпоследовательностей и в результате рассчитывается среднее количест-
во идентичных подпоследовательностей, в данном случае, число подпоследовательностей составляет 
1,89. 

Фиг. 81 представляет результаты количественного измерения флуоресцентного сигнала клонов 
RP11 от pSD0107 до pSD0118), как описано в примере 12. Результаты включают один положительный 
контроль (pLCW970) и два отрицательных контроля (pBr322 и pLCW970+10 мМ раствор фосфата). Уро-
вень экспрессии белка GFP измерялся с использованием образцов, полученных на 2-3 колбах встряхива-
ния на одну конструкцию. 

Фиг. 82 показывает результаты скрининга библиотек LCW1157-1159. Фиг. 82A-C представляют ги-
стограммы флуоресценции образцов LCW1157-1159, отражающие количество колоний, идентифициро-
ванных для каждой области флуоресцентного сигнала, как описано в в примере 12. Средние значения 
флуоресценции отмечены на фигурах для отрицательного контроля (черная стрелка) и для положитель-
ного pSD0116 (белая стрелка). Фиг. 82D-F представляют корреляцию между значениями флуоресценции 
исходного испытания и повторных испытаний выбранных клонов. 

Фиг. 83 показывает результаты анализа в ПААГ с ДСН 8 продуктов и контролей конструкций с 
наибольшей экспрессией в невосстанавливающих условиях, как описано в примере 12. Желаемый конеч-
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ный продукт полноразмерного белка RP11-XTEN-GFP показан стрелкой, и полоса с большей массой яв-
ляется димером этого белка. Дорожки 1-8:8 конструкций с наибольшей экспрессией (уровни экспрессии 
расположены от большей к меньшей, основанные на данных определения флуоресценции при повторных 
испытаниях), 1. LCW1159.004, 2. LCW1159.006, 3. LCW1158.004, 4. LCW1157.040, 5. LCW1158.003, 6. 
LCW1157.039, 7. LCW1157.025, 8. LCW1157.038; C1-C3: контроли: C1. pSD0114, C2. pSD0116, C3. 
pCW1146 (отрицательный контроль). 

Фиг. 84 показывает результаты анализа в ПААГ с ДСН эффективности связывания с носителем 
MacroCap SP 4 продуктов конструкций с наибольшей экспрессией в невосстанавливающих условиях, как 
описано в примере 12. Дорожки 1-4: загрузка, элюат, промывка и элюирование LCW1159.004, 2. Дорож-
ки 5-8: загрузка, элюат, промывка и элюирование LCW1159.006. Дорожки 9-12: загрузка, элюат, промыв-
ка и элюирование LCW1158.004. Дорожки 13-16: загрузка, элюат, промывка и элюирование 
LCW1157.040. Дорожки 17-20 1-4: загрузка, элюат, промывка и элюирование отрицательного контроля. 
Неотмеченные дорожки принадлежат стандартам молекулярных масс. 

Фиг. 85 показывает обобщенные результаты скрининга библиотеки LCW1163 со сравнением флуо-
ресцентного сигнала 4 продуктов и контролей с наибольшей экспрессией при повторных испытаниях, 
как описано в примере 12. Каждый образец исследован в 4 повторностях, представленных на фиг. 4 от-
дельными точками. 

Фиг. 86 показывает обобщенные результаты скрининга библиотеки LCW1160, как описано в при-
мере 12. На фигурах показаны гистограммы флуоресценции образцов LCW1157-1159, отражающие ко-
личество колоний, идентифицированных для каждой области флуоресцентного сигнала; и отмечены 
средние значения флуоресценции отрицательного контроля (черная стрелка), pSD0116 (белая стрелка) и 
LCW1159.004 (кандидаты с высокой экспрессией скрининга LCW1157-1159, серая стрелка). 

Фиг. 87 показывает данные анализа в 4-12% ПААГ с ДСН с окрашиванием серебром фракций хро-
матографии на носителе MacroCap Q, как описано в примере 14.. Фиг. 87A: серия 2, дорожка 1: стандарт 
молекулярной массы; дорожки 2-5: фракции элюата из носителя MacroCap Q 1-4 соответственно; дорож-
ки 6-16: фракции элюата из носителя MacroCap Q 1-11 соответственно. Фиг. 87B: серия 1, дорожка 1: 
стандарт молекулярной массы; дорожки 2-6: фракции элюата из носителя MacroCap Q 1-5 соответствен-
но; дорожки 7-16: фракции элюата из носителя MacroCap Q 1-10 соответственно. 

Фиг. 88 показывает результаты анализов промежуточных соединений и конечного продукта во вре-
мя получения конструкции 1хДБЦО,3xLHRH-XTEN, как описано в примере 34. 

Фиг. 89 показывает результаты анализов реакционных смесей при получении конъюгатов с конст-
рукцией 11хАзид,3xMMAE-XTEN, проанализованных с помощью ОФ ВЭЖХ на носителе C18 и масс-
спектроскопии, как описано в примере 35. Фиг. 89A представляет анализ исходного реактанта 
1хАмино,3хТиол-XTEN. Фиг. 89B представляет анализ модификации белка MMAE-малеинимидом, де-
монстрирующий увеличение массы, которое соответствует модификации трех цистеинов фрагментами 
MMAE-Mal. Фиг. 89C показывает результаты анализа модификации белка эфиром Азид-ПЭГ4-NHS (N-
гидроксилсукцимид) с увеличением массы, соответствующем добавлению одного компонента азид-
ПЭГ4. 

Фиг. 90 показывает результаты анализов продуктов реакции конъюгатов 3xLHRH,3xMMAE-XTEN, 
как описано в примере 36. Фиг. 90А: результат анализа в ПААГ с ДСН клик-конъюгата. На пластину 
12% бис-Трис-NuPAGE минигеля (Life Technologies) было нанесено 0,5 мкг белков на дорожку. Гель был 
окрашен с помощью набора для окрашивания Pierce Silver Stain (Thermo Scientific, № 24612 по каталогу). 
Дорожка 1, 1хАзид,3xMMAE-XTEN; дорожка 2, 1хДБЦО,3xLHRH-XTEN; дорожка 3, продукты клик-
реакции. Полоса продукта конъюгации указана стрелкой. Фиг. 90B: результаты анализа ОФ ВЭЖХ на 
носителе C4 реактантов и продуктов клик-конъюгации: (1) 1хДБЦО,3xLHRH-XTEN; (2) 
1хАзид,3xMMAE-XTEN; (3) продукты клик-реакции. 

Фиг. 91 показывает блок-схему реакции во время получения конъюгатов 1xLHRH,3xMMAE-XTEN, 
как описано в примере 37. Фиг. 91A: начальная конструкция 1хАмино,3хТиол-XTEN; фиг. 91B: модифи-
кация белка 2,2'-дипиридил-дисульфидом; фиг. 91C: модификация белка ДБЦО-сульфо-NHS; фиг. 91D: 
снятие защиты цистеиновых остатков с помощью TCEP; фиг. 91E: модификация трех цистеиновых ос-
татков с помощью MMAE-Mal; фиг. 91F: конъюгация LHRH-азида с N-концевым ДБЦО. 

Фиг. 92 показывает блок-схему реакции во время получения конъюгатов реактантов 1xMal,3xPTX-
XTEN, как описано в примере 41. Фиг. 92A: начальная конструкция 1хАмино,3хТиол-XTEN; фиг. 92В: 
модификация белка с помощью PTX-Mal; фиг. 92С: модификация белка с помощью сульфо-СМЦК. 

Фиг. 93 показывает результаты анализов реакционных смесей при получении производных йодаце-
тил-XTEN, как описано в примере 42. Фиг. 93A: результаы анализа с помощью ОФ ВЭЖХ на носителе 
C18 реакции 1хАмино-XTEN перед и после инкубации с 10x избытком SIA. Фиг. 93B: МС с ИЭР анализ 
конструкции 1хАмино-XTEN, модифицированной SIA. Фиг. 93C: образцы, проанализированные с по-
мощью ОФ ВЭЖХ на носителе C18. Нижняя хроматограмма - HCKFWW-пептид. Средний график -  
IA-XTEN. Верхняя хроматограмма - реакция IA-XTEN с 5x избытком HCKFWW-пептида. 

Фиг. 94 показывает результаты скрининга библиотек образцов LCW1171, 1172, 1203 и 1204, как 
описано в примере 14. Фиг. 94A-D: гистограммы флуоресценции образцов LCW1171, 1172, 1203, 1204, 
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отражающие количество колоний, идентифицированных для каждой области флуоресцентного сигнала. 
При скрининге образцов LCW1171-1172 на фиг. 94A и B были отмечены средние значения флуоресцен-
ции отрицательного контроля (черная стрелка), pSD0116 (белая стрелка). При скрининге образцов 
LCW1203-1204 на фиг. 94C и D были отмечены средние значения флуоресценции отрицательного кон-
троля (черная стрелка), pSD0116 (белая стрелка) и контроль CBD (серая стрелка). 

Фиг. 95 показывает результаты скрининга библиотек образцов LCW1208-1210, как описано в при-
мере 12. На фиг. 95A-C показаны гистограммы флуоресценции образцов LCW1208-1210, отражающие 
количество колоний, идентифицированных для каждой области флуоресцентного сигнала; и отмечены 
средние значения флуоресценции отрицательного контроля (черная стрелка) и контроль CBD (серая 
стрелка). 

Фиг. 96 иллюстрирует получение XTEN-сегментов из предшественника, содержащего три повто-
ряющиеся копии полипептида XTEN с идентичной длиной и последовательностью. На фиг. 96A XTEN-
предшественник включает три идентичные копии XTEN, которые фланкированы на концах идентичны-
ми сайтами расщепления протеазами. На фиг. 96B XTEN-предшественник дополнительно включает N- и 
C-концевые маркеры для аффинной очистки для облегчения процесса очистки полноразмерных молекул 
предшественников. После очистки предшественник расщепляется протеазами, которые действуют на 
внедренные расщепляемые последовательности для высвобождения из полипептида XTEN маркеров, 
которые при последующей очистке отделяются от отдельных молекул XTEN, что облегчает получение 
полипептидов XTEN с высоким выходом с отделением молекул с короткой и средней длинами от длин-
но-цепочечных молекул предшественников. 

Фиг. 97 иллюстрирует разные варианты осуществления тримерных разветвленных конъюгатов 
XTEN-нагрузочное вещество, в которых показано, что все конъюгаты могут быть получены из идентич-
ных XTEN-молекул посредством конъюгации с их N-концевой аминогруппой и функциональной груп-
пой, такой как тиол цистеина, локализованный близко к C-концу. Фиг. 97A и B иллюстрируют конъюга-
ты, несущие одну молекулу нагрузочного вещества, на фиг. 97A используется 4-концевой кросс-линкер, 
со всеми концами которого связаны полипептиды XTEN с близким расположением нагрузочного веще-
ства, что приводит к значительному экранированию взаимодействия нагрузочного вещества с другими 
молекулами. Фиг. 97B иллюстрирует конфигурацию, в которой нагрузочное вещество конъюгационно 
связано с одним концом молекулы XTEN, которая с другого конца разветвляется, что приводит к сниже-
нию экранирования нагрузочного вещества по сравнению с конфигурацией фиг. 97A. Фиг. 97C иллюст-
рирует конъюгат с двумя нагрузочными веществами, что приводит к увеличению авидности или увели-
чению активности конструкций. Фиг. 97D и E иллюстрируют конфигурации с тремя идентичными нагру-
зочными веществами, что приводит к дальнейшему увеличению активности и/или авидности. Фиг. 97F 
иллюстрирует конфигурацию с одним нагрузочным веществом A и двумя идентичными копиями нагру-
зочного вещества B для сильного авидного связывания или взаимодействия. Фиг. 97G иллюстрирует 
конфигурацию с 3 разными нагрузочными веществами, что позволяет включить в один XTEN-конъюгат 
три различные функции. 

Фиг. 98 иллюстрирует схему синтеза конъюгата из разветленного полипептида XTEN и одной мо-
лекулы нагрузочного вещества. В начале тиоловая группа полипептида XTEN блокируется при реакции с 
йодацетамидом (в другом варианте синтез может начинатьсяс использованием полипептида XTEN, с 
недостающей тиоловой группой). Далее к альфа-аминогруппе XTEN добавляется ДБЦО-группа, после 
чего проходит реакция с тетрафункциональным кросс-линкером, который содержит йодацетильную 
группу и три азидные группы. Полученная молекула XTEN далее реагирует с нагрузочным веществом, 
которое несет свободную тиоловую группу, что приводит к получению конечного конъюгата XTEN-
нагрузочное вещество. 

Фиг. 99 иллюстрирует схему синтеза конъюгата из разветвленного полипептида XTEN и одной мо-
лекулы нагрузочного вещества. Промежуточное вещество получается при реакции полипептида XTEN с 
трифункциональным линкером, включающем две фунционирующие азидные группы и функционирую-
щую NHS-группу, с последующим добавлением нагрузочного вещества A, связываемым через тиоловую 
группу посредством реакции с малеинимидом (порядок этих двух стадий может быть обратным). Второе 
промежуточное вещество получается при реакции цистеина полипептида XTEN с йодацетамидом, что 
блокирует свободные тиоловые группы, с последующим добавлением ДБЦО к α-аминогруппе, активи-
рованной NHS (порядок этих двух стадий может быть обратным). В дальнейшем две молекулы промежу-
точного вещества связываются с использованием клик-реакции, приводя к получению конечного конъю-
гата XTEN-нагрузочное вещество. 

Фиг. 100 иллюстрирует схему синтеза конъюгата, несущего разветвленный полипептид XTEN и две 
идентичные молекулы нагрузочного вещества. Промежуточное вещество получают добавлением ДБЦО-
группы к α-аминогруппе полипептида XTEN с помощью реакции с NHS. Второе промежуточное веще-
ство получается при блокировании свободных тиоловых групп полипептида XTEN йодацетамидом до-
бавлением трехфункционального кросс-линкера (2 N-малеинимидные группы и карбоксильная группа, 
активированная NHS) к α-аминогруппе (порядок этих двух стадий может быть обратным). Две молекулы 
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промежуточного вещества реагируют с образованием разветвленного конъюгата, после чего с использо-
ванием клик-реакции присоединяются две молекулы нагрузочного вещества A, приводя к получению 
конечного продукта - конъюгата XTEN-нагрузочное вещество. 

Фиг. 101 иллюстрирует схему синтеза конъюгата, несущего разветленный полипептид XTEN и три 
идентичные молекулы нагрузочного вещества. Промежуточное вещество получают добавлением ДБЦО-
группы к α-аминогруппе полипептида XTEN с помощью реакции с NHS. Другое промежуточное вещест-
во получают связыванием нагрузочного вещества А посредством N-малеинимидной функциональной 
группы с тиоловой группой полипептида XTEN. Три молекулы соединяются вместе посредством трех-
функционального кросс-линкера, содержащего три азидные функциональные группы, приводя к получе-
нию конечного конъюгата XTEN-нагрузочное вещество. 

Фиг. 102 иллюстрирует схему синтеза конъюгата, несущего разветвленный полипептид XTEN и три 
идентичные молекулы нагрузочного вещества Промежуточное вещество получают добавлением ДБЦО-
группы к тиоловой группе полипептида XTEN с помощью реакции с N-малеинимидом. На следующей 
стадии нагрузочное вещество А связывается с α-аминогруппой промежуточного вещества XTEN с по-
мощью реакции с NHS. Три молекулы полученной молекулы XTEN соединяются посредством трех-
функционального кросс-линкера, содержащего три азидные функциональные группы, приводя к получе-
нию конечного конъюгата XTEN-нагрузочное вещество. 

Фиг. 103 иллюстрирует схему синтеза конъюгата, несущего разветвленный полипептид XTEN и две 
молекулы нагрузочного вещества А и одной молекулы нагрузочного вещества B в конъюгате. Промежу-
точное вещество получается при добавлении нагрузочного вещества A к тиоловым группам полипептида 
XTEN с использованием N-малеинимидной функциональной группы, с последующим добавлением 
трехфункционального кросс-линкера (две азидные группы и карбоксильная группа, активированная 
NHS) к α-аминогруппе (порядок этих двух стадий может быть обратным). Второе промежуточное веще-
ство получается при добавлении ДБЦО-группы к α-аминогруппам полипептида XTEN посредством 
NHS-активации с последующим добавлением нагрузочного вещества B свободным тиоловым группам 
полипептида XTEN с использованием N-малеинимидной группы (порядок этих двух стадий может быть 
обратным). Две молекулы второго промежуточного вещества реагируют с одной молекулой первого 
промежуточного вещества с образованием конечного конъюгата XTEN-нагрузочное вещество.  

Фиг. 104 иллюстрирует схему синтеза конъюгата, несущего разветвленный полипептид XTEN и три 
различных нагрузочных вещества. Промежуточное вещество получается при добавлении нагрузочного 
вещества A к тиоловым группам полипептида XTEN с использованием N-малеинимидной функциональ-
ной группы, с последующим добавлением трехфункционального кросс-линкера (одна азидная группа, 
одна N-малеинимидная группа и одна карбоксильная группа, активированная NHS) к α-аминогруппе 
(порядок этих двух стадий может быть обратным). Второе промежуточное вещество получается присое-
динением нагрузочного вещества B к α-аминогруппе полипептида XTEN посредством реакции с NHS. 
Третье промежуточное вещество получается при добавлении ДБЦО-группы к α-аминогруппам полипеп-
тида XTEN посредством NHS-активации с последующим добавлением нагрузочного вещества C к сво-
бодной тиоловой группе полипептида XTEN с использованием N-малеинимидной группы (порядок этих 
двух стадий может быть обратным). Три молекулы промежуточных веществ реагируют друг с другом с 
образованием конечного конъюгата XTEN-нагрузочное вещество. 

Фиг. 105 иллюстрирует схему синтеза конъюгата, несущего димерный или тетрамерный разветв-
ленный полипептид XTEN и молекулы нагрузочного вещества. Промежуточное вещество получается 
при добавлении ДБЦО-группы к тиоловым группам полипептида XTEN с использованием N-
малеинимидной функциональной группы с последующим добавлением нагрузочного вещества A к ами-
ногруппам полипептида XTEN, используя NHS-группу (порядок этих двух стадий может быть обрат-
ным). Впоследствии промежуточное вещество мультимеризуется при добавлении азидсодержащих 
кросс-линкеров. Использование двухвалентного кросс-линкера обеспечивает димерную конфигурацию, а 
четырехвалентный кросс-линкер - тетрамерную конфигурацию конечного продукта. 

Фиг. 106 иллюстрирует схему синтеза конъюгата, несущего разветвленный полипептид XTEN и три 
различных нагрузочных вещества. Промежуточное вещество получается при добавлении нагрузочного 
вещества A к тиоловым группам полипептида XTEN с использованием N-малеинимидной функциональ-
ной группы, с последующим добавлением трехфункционального кросс-линкера (одна азидная группа, 
одна N-малеинимидная группа и одна карбоксильная группа, активированная NHS) к α-аминогруппе 
(порядок этих двух стадий может быть обратным). Второе промежуточное вещество получается присое-
динением нагрузочного вещества B к свободной тиоловой группе полипептида XTEN посредством N-
малеинимидной функциональной группы. Третье промежуточное вещество получается при добавлении 
ДБЦО-группы к α-аминогруппам полипептида XTEN посредством NHS-активации с последующим до-
бавлением нагрузочного вещества C к свободной тиоловой группе с использованием N-малеинимидной 
группы (порядок этих двух стадий может быть обратным). Три молекулы промежуточных веществ реа-
гируют друг с другом с образованием конечного конъюгата XTEN-нагрузочное вещество. 

Фиг. 107 показывает результаты анализов реакционных смесей при получении конъюгатов с конст-
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рукцией 1хДБЦО,3xFA(γ)-XTEN проанализованных с помощью ОФ ВЭЖХ на носителе C18 и масс-
спектроскопии, как описано в примере 38. Фиг. 107A представляет анализ исходного реактанта 
1хАмино,3хТиол-XTEN Фиг. 107B представляет анализ модификации белка с фолат-γ-малеинимидом, 
демонстрирующий увеличение массы, которое соответствует модификации трех цистеинов фрагментами 
FA(γ)-Mal. Фиг. 107C показывает результаты анализа модификации белка эфиром ДБЦО-сульфо-NHS с 
увеличением массы, соответствующим добавлению одной функциональной части ДБЦО. 

Фиг. 108 показывает результаты анализов ОФ ВЭЖХ на носителе C4 реактантов и продукта клик-
конъюгата 3xFA(γ),3xMMAE-XTEN, как описано в примере 39. (1) 1хДБЦО,3xFA(γ)-XTEN (2) 
1хАзид,3xMMAE-XTEN; (3) продукты клик-реакции.  

Фиг. 109 показывает результаты анализов конечного продукта 3xFA(γ),3xMMAE-XTEN, очищенно-
го с помощью препаративной ОФ ВЭЖХ, как описано в примере 39. Фиг. 109A показывает результаты 
анализа эксклюзионной хроматографии (колонка Phenomenex BioSep-SEC-s4000 600 × 7,80 мм, буфер-
ный раствор 50 мМ фосфат натрия pH 6,5 и 300 мМ NaCl, скорость потока 0,5 мл/мин, изократическое 
элюирование 70 мин). Фиг. 109B показывает результаты анализа ОФ ВЭЖХ (колонка Phenomenex Jupiter 
C18 5 µM 300 Å 150×4,60 мм, буферный раствор А: 0,1% TFA в H2O, буферный раствор B: 0,1% TFA в 
CAN, скорость потока 1 мл/мин, градиент 5% - 50% В в течение 45 мин). Фиг. 109C показывает результа-
ты анализа МС с ИЭР (QSTAR-XL, рассчитанная MM 85085,4 Да, экспериментальная MM 85091 Да). 

Фиг. 110 показывает результаты определения мобилизационной активности рецептора GPCR Ca2+ 
при действии рекомбинантного белка GLP2-2G-XTEN (закрашенные квадраты) и конъюгата GLP2-2G-
XTEN (закрашенные круги), выполненные как описано в примере 62. 

Фиг. 111 показывает результаты определения стабильности в плазме человека in vitro рекомбинант-
ного белка GLP2-2G-XTEN (закрашенные квадраты) и конъюгата GLP2-2G-XTEN (закрашенные тре-
угольники) в разные периоды времени при 37°C, выполненные как описано в примере 63. 

Фиг. 112 показывает результаты определения у крыс фармакокинетических профилей рекомби-
нантного белка GLP2-2G-XTEN (закрашенные квадраты) и конъюгата GLP2-2G-XTEN (закрашенные 
треугольники), выполненные как описано в примере 64. 

Фиг. 113. Фиг. 113A показывает результаты ЭХ-ВЭЖХ анализа продуктов реакции между трис-[2-
малеинимидоэтил]амином и 1хАмино,1хТиол-XTEN432; фиг. 113A - конъюгационная смесь: пик 1 - 
тримерный XTEN, пик 2 - димерный XTEN, пик 3 - непрореагировавший мономерный XTEN; фиг. 113B - 
контроль-линейный XTEN1296; фиг. 113C - контроль-линейный XTEN_864; фиг. 113D - контроль-
линейный XTEN_432.  

Фиг. 114. Фиг. 114A показывает результаты анализа ОФ ВЭЖХ конъюгации ДБЦО-сульфо-NHS с 
полипептидом 1хАмино-XTEN_288, как описано в примере 65. Непрореагировавший полипептид XTEN 
элюировался на 19-й мин. 1хДБЦО-XTEN_288 элюировался на 27-й мин. Реагент ДБЦО-сульфо-NHS и 
продукт его гидролиза элюировались на 41,5-й и 38,5-й мин соответственно. Фиг. 114B показывает ре-
зультаты анализа ОФ ВЭЖХ на носителе C18 конъюгации эфира Азидо-ПЭГ4-NHS с трис(2-
аминоэтил)амином. 3хАзид-ПЭГ4-TAEA был идентифицирован методами МС с детектированием MAL-
DI-TOF и МС с ЭИР как продукт с MM 966 Да. 

Фиг. 115 показывает результаты ЭХ-ВЭЖХ анализа, как описано в примере 66, продуктов реакции 
между 3хАзид-ПЭГ4-TAEA и 1хДБЦО-XTEN_288: (кривая A) конъюгационная смесь: пик 1 - тримерный 
XTEN, пик 2 - димерный XTEN, пик 3 - непрореагировавший мономерный XTEN; пик 4 - вещества с 
низкой молекулярной массой; (кривая B) - контроль-линейный XTEN_864; (кривая C) - контроль-
линейный XTEN576; (кривая D) - контроль-линейный XTEN_288. 

Фиг. 116 показывает результаты киллинг-анализа, демонстрирующий избирательную цитотоксич-
ность белка 3xFA(γ),3xMMAE-XTEN для KB-клеток, как описано в примере 69. Кривая отклика на инги-
бирующие дозы показаны для групп без MMAE (закрашенные круги); 3xMMAE-XTEN (закрашенные 
перевернутые треугольники) и 3xFA(γ),3xMMAE-XTEN в присутствии (закрашенные треугольники) и 
отсутствии (заполненные квадраты) конкурента фолиевой кислоты в KB-клетках. 

Фиг. 117 показывает структуру XTEN-нагрузочное вещество конъюгата 3xFA(γ),3xMMAE-XTEN. 
Фиг. 117A показывает два полипептида XTEN, связанных реакцией азида 1-азидо-3,6,9,12-
тетраоксапентадекан-15-овой кислоты, N-гидроксисукцинимидного эфира и алкина 6-(11,12-
дидегидродибензо[b,f]азоцин-5(6H)-ил)-6-оксогексановой кислоты, N-гидроксисукцинимидного (или N-
гидроксисульфосукцимидного) эфира. Фиг. 117B показывает остаток X модифицированного Cys с по-
мощью фолат-γ-аминопентил-малеинимида. Фиг. 117B показывает остаток X модифицированного Cys с 
помощью фолат-γ-аминопентил-малеинимида. Фиг. 117C показывает остаток Z модифицированного Cys 
с помощью малеинимидокапроил-валин-цитруллин-p-аминобензолоксикарбонил-монометилауристатин 
E. 

Подробное описание сущности изобретения 

Перед описанием вариантов реализации настоящего изобретения следует понимать, что такие вари-
анты реализации представлены только в качестве примера, и что описанные различные альтернативы 
вариантов реализации настоящего изобретения могут быть использованы при практическом осуществле-
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нии настоящего изобретения. Специалистам в данной области многочисленные варианты, изменения и 
замещения, которые будут встречаться в данном описании, понятны без отклонения от идеи настоящего 
изобретения. 

Если не указано иное, все технические и научные термины, используемые в настоящем документе, 
имеют то же значение, которое обычно подразумевается специалистом в данной области, к которой от-
носится настоящее изобретение. Несмотря на то, что при осуществлении или проверке данного изобре-
тения могут использоваться подобные или эквивалентные описанным в этом документе,материалы и 
методы, ниже описаны приемлемые материалы и методы. В случае возникновения конфликта будет про-
верятся описание патента, включая определения. Кроме того, материалы, методы и примеры приводятся 
только с иллюстративной целью и не подразумеваются как ограничивающие реализацию данного изо-
бретения. Специалистам в данной области многочисленные варианты, изменения и замещения, которые 
будут встречаться в данном описании, понятны без отклонения от идеи настоящего изобретения. 

Определения 

В контексте данной заявки на патент следующие термины несут значения, приписываемые им, если 
не указано иное. 

Как используется во всем описании патента и формуле изобретения, термины в единственном и 
множественном числе используются в значении, которое обозначает "по меньшей мере один", "по мень-
шей мере, первый", "один или более" или "множество" упоминаемых компонентов или стадий, за исклю-
чением случаев, в которых после этого специально устанавливается верхний предел. Поэтому термин 
"нагрузочное вещество" в использовании в настоящем документе значит "по меньшей мере, первое на-
грузочное вещество", но включает множество нагрузочных веществ. Действующие пределы и параметры 
комбинаций в отношении количеств какого-либо одного агента будут известны специалисту в данной 
области в свете настоящего раскрытия изобретения. 

Термины "полипептид", "пептид" и "белок" используются в данном документе взаимозаменяемо в 
отношении полимеров аминокислот любой длины. Полимер может быть линейным или разветвленным, 
он может содержать модифицированные аминокислоты и может прерываться вставками из неаминокис-
лот. Термины также охватывают аминокислотные полимеры, которые были модифицированы, например, 
образованием дисульфидной связи, гликозилированием, присоединением липидов, ацетилированием, 
фосфорилированием или какой-либо другой манипуляцией, такой как конъюгация с меченнм компонен-
том. Как используется в этом документе, термин "аминокислота" относится к природным и/или не встре-
чающимся в природе или синтетическим аминокислотам, включая, помимо прочего, D- или L-
оптические изомеры, аналоги аминокислот и белковоподобные вещества. Для обозначения аминокислот 
используются стандартные одно- или трёхбуквенные кодовые обозначения. 

"Фармакологически активный" агент включает любое лекарственное средство, вещество, состав или 
смесь, которые необходимо назначить субъекту, например лекарственные агенты, диагностические аген-
ты или агенты для доставки лекарственных средств, которые обладают или ожидаемо обладают фарма-
кологическим, зачастую благоприятным действием, которое можно продемонстрировать в условиях in 
vivo или in vitro. Такие агенты могут включать пептиды, белки, углеводы, нуклеиновые кислоты, нуклео-
зиды, олигонуклеотиды и небольшие молекулы синтетических веществ или их аналоги. 

Термин "природные L-аминокислоты" обозначает оптические изомерные L-формы глицина (G), 
пролина (P), аланина (A), валина (V), лейцина (L), изолейцина (I), метионина (M), цистеина (С), фенила-
ланина (F), тирозина (Y), триптофана (W), гистидина (H), лизина (K), аргинина (R), глютамина (Q), аспа-
рагина (N), глютаминовой кислоты (E), аспарагиновой кислоты (D), серина (S) и треонина (T). 

Термин "не встречающиеся в природе" применим к последовательностям и используеется в на-
стоящей заявке, обозначает полипептидные или полинуклеотидные последовательности, которые не 
имеют аналога или не комплементарны или не обладают высокой степенью гомологии с последователь-
ностью дикого вида или встречающейся в природе последовательностью, обнаруженной у млекопитаю-
щих. Например, полипептид или фрагмент, не встречающиеся в природе, могут разделять не более 99, 
98, 95, 90, 80, 70, 60, 50% или даже менее идентичности аминокислотной последовательности по сравне-
нию с природной последовательностью при соответствующем выравнивании. 

Термины "гидрофильный" и "гидрофобный" относятся к степени аффинности, которой обладает 
вещество по отношению к воде. Гидрофильное вещество обладает сильной аффинностью к воде, с тен-
денцией к растворению, смешиванию или смачиванию водой, в то время как гидрофобное вещество в 
основном обладает недостатком аффинности к воде, с тенденцией к к отталкиванию и отсутствию аб-
сорбции воды и с тенденцией не растворяться, не смешиваться и не смачиваться водой. Аминокислоты 
могут быть охарактеризованы на основе их гидрофобности. Было разработано несколько классификаций. 
Примером классификации является разработанная автором Levitt M. et al., J. Mol. Biol. (1976) 104:59, ко-
торая приведена в статье Норр T.P. et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA (1981) 78:3824. Примерами "гидро-
фильных аминокислот" являются аргинин, лизин, треонин, аланин, аспарагин и глютамин. Особый инте-
рес имеют гидрофильные аминокислоты аспарагиновая, серин и глицин. Примерами "гидрофобных ами-
нокислот" являются триптофан, тирозин, фенилаланин, метионин, лейцин, изолейцин и валин. Термин 
"фрагмент" при применении к биологически активному белку, является сокращенной формой биологиче-
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ски активного белка, которая сохраняет по меньшей мере часть терапевтической и/или биологической 
активности. Термин "вариант" при применении к биологически активному белку является белком с по-
следовательностью, гомологичной к природному биологически активному белку, который сохраняет по 
меньшей мере часть терапевтической и/или биологической активности. Например, вариант белка может 
разделять по меньшей мере 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 или 99% идентичности аминокислотной по-
следовательности по сравнению с референсным биологически активным белком. Как используется в 
данном тексте, термин "вариант биологически активного белка" включает белки специально модифици-
рованные, например, в сайте, определяющем мутагенез, синтез кодирующего гена, инсерций или случай-
но измененные вследствие мутаций и сохраняющие активность. 

Термин "вариант последовательности" обозначает полипептиды, которые были модифицированы 
по сравнению с их нативной или оригинальной последовательностью путем одной или более инсерций, 
делеций или замен. Инсерции могут быть локализованы на одном или обоих концах белка и/или могут 
быть размещены в пределах внутренних участков аминокислотной последовательности. Не ограничи-
вающий реализацию этого изобретения пример представляет инсерцию XTEN-последовательности в по-
следовательность биологически активного нагрузочного белка. Другой не ограничивающий пример 
представляет замену аминокислоты XTEN-последовательности другой аминокислотой. В вариантах с 
делециями один или более аминокислотных остатков удалены, как описано в данном тексте. Поэтому 
варианты с делециями включают все фрагменты несущей полипептидной последовательности. В вариан-
тах с заменами один или более аминокислотных остатков удалены или замещены альтернативными ос-
татками. В одном варианте замены являются консервативными по природе, и консервативные замены 
такого вида хорошо известны в этой области знаний. 

Термин "компонент" обозначает составляющую часть большей композиции или такую часть, кото-
рая подразумевает включение в большую композицию, такая как функциональная группа молекулы ле-
карственного вещества или нацеленного пептида, соединенного с большим полипептидом. 

Как используется в данном тексте, "концевая XTEN-последовательность " относится к XTEN-
последовательностям, которые соединены с N- или C-концом несущей молекулы, при этом несущей мо-
лекулой является пептид или полипептид. 

Термин "сайт высвобождения XTEN" относится к расщепляемой последовательности в молекуле, 
несущей XTEN, который может распознаваться и расщепляться протеазой, осуществляя высвобождение 
XTEN или части XTEN из полипептида XTEN-нагрузочного вещества. Как используется в данной заявке, 
"протеаза млекопитающих" обозначает протеазу, которая в нормальном состоянии присутствует в жид-
костях организма, клетках или тканях млекопитающих. Сайты высвобождения XTEN могут быть сконст-
руированы таким образом, чтобы расщепляться различными протеазами млекопитающих (известных как 
"высвобождающие XTEN протеазы") такие как трипсин, FXIa, FXIIa, калликреин, FVIIIa, FVIIIa, FXa, 
FIIa (тромбин), эластаза-2, MMP-12, MMP13, MMP-17, MMP-20 или любая протеаза, присутствующая у 
субъекта. Могут использоваться другие эквивалентные протеазы (эндогенные или экзогенные), которые 
способны распознавать определенные сайты расщепления. Сайты расщепления могут быть изменены и 
скорректированы к используемой протеазе. 

Термин "в пределах", в отношении первого полипептида, связанного со вторым полипептидом, ох-
ватывает связывание, которое соединяет N-конец первого или второго полипептида с C-концом второго 
или первого полипептида соответственно, а также инсерцию первого полипептида в последовательность 
второго полипептида. Например, когда полипептид XTEN связан "в пределах" несущего полипептида, 
XTEN может быть связан с N-концом, C-концом или может быть вставлен между любыми двумя амино-
кислотами несущего полипептида. Термин "активность" применяется к форме(ам) композиции XTEN-
нагрузочное вещество, представленной в данном тексте, относится к действию или эффекту, включаю-
щему, не ограничиваясь, рецепторное связывание, антагонистическую активность, агонистическую ак-
тивность, клеточный или физиологический ответ или эффект, обычно известный для области примене-
ния нагрузочного вещества, при количественном измерении in vitro, ex vivo или in vivo или при опреде-
лении клинического действия. 

Как используется в данной заявке, термин "ELISA" относится к твердофазному иммуноферментно-
му анализу, как описано в заявке или как иначе известно в этой области. Термин "клетка-хозяин" вклю-
чает индивидуальную клетку или клеточную культуру, которая может быть или была реципиентом для 
векторов субъекта, какие описаны в данной заявке. Клетки-хозяин включают потомство единственной 
клетки-хозяин. Потомство не обязательно может быть полностью идентичным (по морфологии или по 
геному всей ДНК) оригинальной родительской клетке из-за природной, случайной или намеренной му-
тации. Клетка-хозяин включает клетки после трансфекции в условиях in vivo с помощью вектора данного 
изобретения. Термин "изолированный", используемый для описания различных полипептидов, раскры-
ваемых в данной заявке, обозначает полипептид, который был идентифицирован и выделен и/или вос-
становлен из составляющего его природного окружения. Контаминирующие компоненты его природного 
окружения - это вещества, которые как правило могут мешать диагностическому или терапевтическому 
использованию данного полипептида и могут включать ферменты, гормоны и другие белковые и небел-
ковые растворимые вещества. Для специалистов в этой области очевидно, что не встречающийся в при-
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роде полинуклеотид, пептид, белок, антитело или их фрагменты не требуют "изоляции" для отделения их 
от их встречающихся в природе аналогов. Кроме того, "концентрированный", "выделенный" или "раз-
бавленный" полинуклеотид, пептид, полипептид, белок, антитело или их фрагменты являются отделяе-
мыми от их природно встречающихся аналогов в том, что концентрация или количество молекул в еди-
нице объема обычно больше, чем эти величины для встречающихся в природе аналогов. В общем, поли-
пептид, созданный рекомбинантными методами и экспрессированный в клетке хозяина считается "изо-
лированным". 

"Изолированная" нуклеиновая кислота - это молекула нуклеиновой кислоты, которая идентифици-
рована и выделена по меньшей мере от одной контаминирующей молекулы нуклеиновой кислоты, с ко-
торой она обычно ассоциируется в природном источнике нуклеиновой кислоты, кодирующей полипеп-
тид. Например, изолированная нуклеиновая кислота, кодирующая полипептид, отличается по форме или 
свойствам от найденной в природном состоянии. Поэтому молекулы изолированных кодирующих поли-
пептиды нуклеиновых кислот отличаются от специфических молекул кодирующих полипептиды нук-
леиновых кислот, которые содержатся в природных клетках. Тем не менее, молекула изолированной ко-
дирующей полипептид нуклеиновой кислоты включает молекулы кодирующих полипептиды нуклеино-
вых кислот, содержащихся в клетках, которые обычно экспрессируют полипептиды, и в которых, напри-
мер, молекула нуклеиновой кислоты является хромосомной или внехромосомной локализации, отлично-
го от такой в природных клетках. 

"Химерный" белок содержит по меньшей мере один гибридный полипептид, содержащий по мень-
шей мере один участок в другом расположении последовательности, чем встречается в природном со-
стоянии. Участки могут обычно размещаться в отдельных белках и соединяются вместе в гибридном 
полипептиде или они могут естественно размещаться в одном и том же белке, но в гибридном полипеп-
тиде размещаться в другом расположении. Химерный белок может быть сконструирован, например, хи-
мическим синтезом или созданием и трансляцией полинуклеотида, в котором пептидные участки коди-
руются в желаемой взаимосвязи. 

"Гибридный белок" и "белок слияния" используются в данной заявке взаимозаменяемо и относятся 
к соединению двух и более пептидных или полипептидных последовательностей рекомбинантными ме-
тодами. 

"Функционально связанные" обозначает, что ДНК-последовательности связаны последовательно и 
находятся в состоянии, доступном для считывания, или в рамке считывания. "Гибридный белок в рамке 
считывания" относится к двум и более открытых рамок считывания (ОРС) для образования непрерывной 
большей ОРС, способом, который обеспечивает правильную рамку считывания с оригинальными ОРС. 
Например, промотор или энхансер функционально связан с кодирующей последовательностью полипеп-
тида, если они влияют на транскрипцию полипептидной последовательности. Таким образом, результи-
рующий рекомбинантный белок слияния - это один белок, содержащий два или более сегментов, кото-
рые соответствуют полипептидам, кодированным оригинальными ОРС (в которых сегменты соединяют-
ся не так, как обычно соединяются в природе). 

"Сшивание", "конъюгирование", "связь", "связывание" и "соединение" используются в настоящей 
заявке взаимозаменяемо и относятся к ковалентному связыванию двух различных молекул с помощью 
химической реакции. Сшивание может происходить в результате одной или более химических реакций, 
как подробнее описано ниже. 

Термин "конъюгационный участник", как используется в данной заявке, относится к отдельным 
компонентам, которые могут быть связаны в реакции конъюгации. Термин "конъюгат", предполагается, 
касается гетерогенной молекулы, образованной в результате ковалентного связывания конъюгационных 
участников друг с другом, например биологически активное нагрузочное вещество ковалентно связано с 
XTEN-молекулой или ковалетно присоединено кросс-линкером к реакционноспособной XTEN-молекуле. 
"Кросс-линкер", "линкер" и "поперечно-сшивающий агент" используются взаимозаменяемо и в их самом 
широком значении для обозначения химического вещества, которое используется для ковалентного со-
единения двух или более веществ. Например, кросс-линкер соединяет два, три, четыре или больше 
XTEN-молекул или соединяет нагрузочное вещество с XTEN, как и вещества, определенные в данном 
тексте. Кросс-линкер включает, но не ограничивается, продуктом реакции малой молекулы нулевой дли-
ны, кросс-линкерными гомо- или гетеробифунциональными и мультифункциональными веществами, 
продуктом реакции взаимодействия двух реактантов клик-реакции. Специалистам в этой области понят-
но, что кросс-линкер может относится к продукту реакции ковалентного связывания, остающегося после 
поперечного сшивания реактантов. Кросс-линкер может также состоять из одного или более реактантов, 
которые еще не прореагировали, но способны реагировать с другим веществом. В контексте с полипеп-
тидами "линейная последовательность" или "последовательность" является порядком аминокислот в по-
липептиде в направлении амино- или карбоксильного конца, в котором остатки, соседствующие в после-
довательности друг с другом, являются последовательной первичной структурой полипептида. "Частич-
ная последовательность" - это линейная последовательность части полипептида, который известен как 
содержащая дополнительные остатки в одном или двух направлениях. 

Термин "гетерологичное" обозначает вещество, происходящее из генотипически отличного объек-
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та, отличающегося от остальных компонентов этого объекта, с которыми оно сравнивается. Например, 
обогащенная глицином последовательность, удаленная из природной кодирующей последовательности и 
функционально связанная с кодирующей последовательностью, отличной от природной последователь-
ности, является гетерологичной последовательностью, обогащенной глицином. Термин "гетерологич-
ный", как применяется к полинуклеотиду, полипептиду, обозначает, что полинуклеотид или полипептид 
происходит из генотипически отличного объекта, отличающегося от остальных компонентов этого объ-
екта, с которыми он сравнивается. 

Термины "полинуклеотиды", "нуклеиновые кислоты", "нуклеотиды" и "олигонуклеотиды" исполь-
зуются взаимозаменяемо. Они относятся к полимерной форме нуклеотидов любой длины, дезоксирибо-
нуклеотидов или рибонуклеотидов или их аналогов. Полинуклеотиды могут обладать трехмерной струк-
турой и могут выполнять какую-либо роль, известную или неизвестную. Существуют следующие, не 
имеющие ограничительного характера, примеры полинуклеотидов: кодирующие или некодирующие 
участки гена или фрагмент гена, локусы (локус), определенные при анализе групп сцепления, экзоны, 
интроны, матричная РНК (мРНК), транспортная РНК, рибосомальная РНК, рибозимы, кДНК, рекомби-
нантные полинуклеотиды, разветвленные полинуклеотиды, плазмиды, векторы, изолированная ДНК с 
любой последовательностью, изолированная РНК с любой последовательностью, нуклеиновые кислоты-
зонды и праймеры. Полинуклеотид может включать модифицированный нуклеотид, такой как метилиро-
ванные нуклеотиды или аналоги нуклеотидов. Модификации нуклеотидной структуры, если есть, могут 
быть внесены до или после образования полимера. Нуклеотидная последовательность может содержать 
ненуклеотидные компоненты. Полинуклеотид после полимеризации может быть дополнительно моди-
фицирован, в частности конъюгированием с компонентом-маркером. 

Термин "комплементарный полинуклеотид" обозначает полинуклеотидную молекулу, обладающую 
последовательностью или обращенной последовательностью из комплементарных оснований при срав-
нении с референсной последовательностью, таким образом, что может с полным соответствием гибриди-
зироваться с референсной последовательностью. "Рекомбинантный", применимо к полинуклеотиду, обо-
значает, что полинуклеотид является продуктом разных комбинаций рекомбинантных методов, которые 
могут включать этапы клонирования, рестрикции и/или лигирования и другие операции, которые в ре-
зультате приводят к экспрессии рекомбинантного белка в клетке-хозяине. 

Термины "ген" и "фрагмент гена" используются в данной заявке взаимозаменяемо. Они относятся к 
полинуклеотиду, содержащему по меньшей мере одну открытую рамку считывания, который после тран-
скрипции и трансляции способен кодировать индивидуальный белок. Ген или фрагмент гена может быть 
геномным или к ДНК при условии, что полинуклеотид содержит по меньшей мере одну открытую рамку 
считывания, которая может охватывать весь кодирующий участок или его сегмент. "Гибридный ген" - 
это ген состоящий по меньшей мере из двух гетерологичных полинуклеотидов, которые соединены вме-
сте. 

"Гомологичность" или "гомологичный" или "идентичность последовательности" относится к сход-
ству последовательностей или взаимозаменяемости двух или более полинуклеотидных последовательно-
стей или двух или более полипептидных последовательностей. Для определения идентичности, сходства 
или гомологичности двух разных аминокислотных последовательностей при использовании такой про-
граммы как BestFit, для оптимизации подсчета идентичности, сходства или гомологичности последова-
тельностей могут использоваться настройки по умолчанию или соответствующая матрица подсчета, та-
кая как blosum45 или blosum80. Предпочтительно, чтобы гомологичными полинуклеотидами были те, 
которые в строгих условиях, описанных в данной заявке, гибридизируются и обладают по меньшей мере 
70%, предпочтительно по меньшей мере 80%, более предпочтительно по меньшей мере 90%, более пред-
почтительно 95%, более предпочтительно 97%, более предпочтительно 98% и даже более предпочти-
тельно 99% идентичности при сравнении с такими последовательностями. Гомологичные полипептиды 
преимущественно обладают идентичностью последовательностей по меньшей мере 70%, предпочтитель-
но по меньшей мере 80%, даже более предпочтительно по меньшей мере 90% и даже более предпочти-
тельно по меньшей мере на 95-99% идентичны. "Лигирование", применительно к нуклеиновым кисло-
там, относится к процессу образования фосфодиэфирных связей между фрагментами двух нуклеиновых 
кислот или генов, обеспечивающему их связывание. Для лигирования ДНК-фрагментов генов концы 
ДНК должны быть совместимыми. В некоторых случаях концы после эндонуклеазного расщепления не-
посредственно совместимыми. Тем не менее, сначала может потребоваться превратить смещенные кон-
цы, обычно образующиеся после эндонуклеазного расщепления, в тупые концы, чтобы сделать их со-
вместимыми для лигирования. 

Термины "строгие условия" или "строгие условия гибридизации" включают ссылку на условия, в 
которых полинуклеотид гибридизируется со своей последовательностью-мишенью, в измеримо большей 
степени, чем с другими последовательностями (например, по меньшей мере с 2-кратным превышением 
фонового уровня). Обычно указывается точность условий гибридизации, частично с ссылкой на темпера-
туру и концентрацию соли, при которых выполняется стадия промывки. В основном, строгие условия 
должны быть такими, при которых концентрация соли составляет меньше чем около 1,5М раствор Na-
ионов, обычная концентрация 0,01-1,0М Na-ионов (или других солей) при pH 7,0-8,3 и температура со-
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ставляет по меньшей мере около 30°C для коротких полинуклеотидов (например, 10-50 нуклеотидов) и 
по меньшей мере около 60°C для длинных полинуклеотидов (например, больше 50 нуклеотидов). На-
пример, "строгие условия" могут обеспечивать гибридизацию в растворе 50% формамида, 1М NaCl, 1% 
SDS при 37°C и три промывки, каждая в течение 15 мин в растворе 0,1xSSC/l% SDS от 60 до 65°C. Аль-
тернативно, могут использоваться температуры около 65, 60, 55 или 42°C. Концентрация раствора SSC 
может варьировать от около 0,1 до 2×SSC с добавлением SDS в концентрации около 0,1%. Температура 
для промывок, в основном, выбирается такой, чтобы быть около от 5 до 20°C ниже, чем температура 
плавления для данной последовательности при определенной ионной силе и pH раствора. Tm - это тем-
пература (при определенной ионной силе и pH раствора), при которой 50% последовательности-мишени 
гибридизируется с идеально соответствующим зондом. Уравнение для расчета Tm и условий для гибри-
дизации нуклеиновых кислот хорошо известны и могут быть найдены в публикации Sambrook, J. et al., 
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual," 3rd edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001. Как пра-
вило, для блокирования неспецифической гибридизации используют блокирующие агенты. Такие блоки-
рующие агенты, к примеру, включают расщепленную и денатурированную ДНК спермы лосося в кон-
центрации около 100-200 мкг/мл. В особых условиях, таких как РНК:ДНК гибридизации, также могут 
использоваться такие органические растворители как формамид в концентрации около 35-50% об./об. 
Для специалистов в этой области будут совершенно очевидными подходящие вариации таких условий 
промывки. 

Термины "процентная идентичность", "процент идентичности последовательности" и "% идентич-
ности", применимо к полинуклеотидным последовательностям, относится к проценту совпадений остат-
ков между по меньшей мере двумя полинуклеотидными последовательностями, выровненными с ис-
пользованием стандартизированного алгоритма. Такой алгоритм может вставлять стандартизированным 
и воспроизводимым способом пропуски в сравниваемые последовательности для того, чтобы оптимизи-
ровать выравнивание двух последовательностей и, таким образом, достичь более значимого сравнения 
этих двух последовательностей. Процентная идентичность может быть измерена для всей длины целой 
определенной полинуклеотидной последовательности или может быть измерена для меньшей длины, 
например для длины фрагмента, взятого из большей определенной последовательности, к примеру, 
фрагмент по меньшей мере 45, по меньшей мере 60, по меньшей мере 90, по меньшей мере 120, по 
меньшей мере 150, по меньшей мере 210 или по меньшей мере 450 последовательных остатков. Такие 
величины длины представлены исключительно для примера и понятно, что любая длина фрагмента под-
креплена последовательностями, представленными в данном тексте, в таблицах, фигурах или перечне 
последовательностей, они могут использоваться для описания длины, для которой может измеряться 
процент идентичности. Процент идентичности последовательности рассчитывается сравнением двух 
оптимально выравненных последовательностей в окне сравнения, определяющем количество совпавших 
положений (в котором идентичные остатки встречаются в обеих полипептидных последовательностях), 
разделяя количество совпавших положений на общее количество положений в окне сравнения (т.е. в 
размере окна) и умножая результат на 100, что в результате дает значение процента идентичности произ-
водительности. Когда необходимо сравнить последовательности различной длины, то меньшая последо-
вательность определяет окно сравнения. При расчете идентичности последовательности консервативные 
замены не учитываются. 

"Процент (%) идентичности последовательности" применительно к полипептидным последователь-
ностям, представленным в данном тексте, определен как процент аминокислотных остатков в запраши-
ваемой последовательности, которые идентичны аминокислотным остаткам второй референсной поли-
пептидной последовательности или ее части после выравнивания последовательностей с внесенными 
вставками, если необходимо для достижения максимального процента идентичности внесения и, не учи-
тывая какие-либо консервативные замены в качестве части идентичности последовательности, при этом 
приводя в результате к получению оптимального выравнивания. Выравнивание, проводимое с целью 
определения процента идентичности аминокислотной последовательности, может быть проведено раз-
личными способами, которые определены специальными знаниями, к примеру, используя общедоступ-
ные компьютерные программы, такие как BLAST, BLAST-2, ALIGN, или программное обеспечение 
Megalign (DNASTAR). Специалисты в этой области знаний могут определить подходящие параметры 
для измерения выравнивания, включая любые алгоритмы, требуемые для достижения оптимального вы-
равнивания по всей длине сравниваемых последовательностей. Процентная идентичность может быть 
измерена для всей длины целой определенной полипептидной последовательности или может быть из-
мерена для меньшей длины, например для длины фрагмента, взятого из большей определенной полипеп-
тидной последовательности, к примеру, фрагмент по меньшей мере 15, по меньшей мере 20, по меньшей 
мере 30, по меньшей мере 40, по меньшей мере 50, по меньшей мере 70 или по меньшей мере 150 после-
довательных остатков. Такие величины длины представлены исключительно для примера и понятно, что 
любая длина фрагмента подкреплена последовательностями, представленными в данном тексте, в табли-
цах, фигурах или перечне последовательностей, они могут использоваться для описания длины, для ко-
торой может измеряться процент идентичности. 

"Повторяемость", используемая в контексте полинуклеотидных последовательностей, относится к 
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степени внутренней гомологичности таких последовательностей, как, например, частота идентичных 
нуклеотидных последовательностей данной длины. Повторяемость может, например, быть измерена ана-
лизом частоты встречаемости идентичных последовательностей. "Вектор" - это молекула нуклеиновой 
кислоты, преимущественно самореплицирующаяся в подходящем хозяине, которая переносит внедрен-
ную молекулу нуклеиновой кислоты в/или между клетками-хозяев. Этот термин включает внедрение 
векторов, которое главным образом обеспечивает функцию внедрения ДНК или РНК в клетку, реплика-
цию векторов, которая главным образом обеспечивает функцию репликации ДНК или РНК и экспрессию 
векторов, которая главным образом обеспечивает функции транскрипции и/или трансляции ДНК или 
РНК. Также термином охвачены векторы, которые обеспечивают поддержание более одной из вышепе-
речисленных функций. "Вектор экспрессии" - это полинуклеотид, который после введения в подходя-
щую клетку-хозяина может транскрибироваться и транслироваться в полипептид(ы). "Система экспрес-
сии" обычно подразумевает подходящую клетку-хозяина, содержащую вектор экспрессии, который мо-
жет функционировать, синтезируя желаемый продукт экспрессии. 

"Устойчивость к деградации в сыворотке", применительно к полипептиду, относится к способности 
полипептидов противостоять деградации в крови или в ее компонентах, которые как правило содержат 
протеазы в сыворотке или плазме. Устойчивость к деградации в сыворотке может измеряться соединени-
ем данного белка с сывороткой или плазмой человека (или мыши, крысы, обезьяны, если необходимо), 
обычно в течение нескольких дней (например, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16 дней), обычно при температуре око-
ло 37°C. Образцы этих временных точек могут анализироваться методом вестерн-блоттинга, а белок оп-
ределяться с помощью антитела. Это антитело может быть маркером белка. Если для белка обнаружива-
ется одна полоса в вестерн-анализе, при этом размер белка идентичен размеру введенного белка, то де-
градация не происходит. В этом приведенном в качестве примера методе временная точка, в которой, по 
результатам вестерн-блоттинга или эквивалентных методик, деградировало 50% белка, является перио-
дом деградации данного белка в сыворотке или "периодом нахождения в сыворотке". Термины ''t1/2", "пе-
риод", "конечный период", "период полувыведения" и "период циркуляции" взаимозаменяемо использу-
ются в данном тексте и применимо к данной заявке обозначают конечный период, рассчитываемый как 
ln(2)/Kel. Kel - константа конечной скорости элиминации, рассчитываемая с помощью линейной регрес-
сии по конечному линейному участку кривой логарифмическая концентрация - время. Период обычно 
относится к времени, требуемому для того, чтобы половина назначенного количества вещества, внесен-
ного в живой организм, метаболизировалась или элиминировалась в результате естественных биологиче-
ских процессов. "Активный клиренс" обозначает механизмы, с помощью которых белок удаляется из 
русла циркуляции, отличные от фильтрации и которые включают удаление из русла циркуляции, опо-
средованное клетками, рецепторами, метаболизмом или деградацией белка. "Коэффициент кажущейся 
молекулярной массы" и "кажущаяся молекулярная масса" - связанные термины, относящиеся к измере-
нию относительного увеличения или уменьшения кажущейся молекулярной массы, определяемой инди-
видуальной аминокислотной или полипептидной последовательностью. Кажущаяся молекулярная масса 
определяется с использованием эксклюзионной хроматографии (ЭХ) или подобными методами, сравне-
нием со стандартами глобулярных белков, и измеряется в единицах "кажущихся кДа". Коэффициент ка-
жущейся молекулярной массы - это соотношение между кажущейся молекулярной массой и действи-
тельной молекулярной массой. Последняя вычисляется сложением на основании аминокислотного со-
става, рассчитанной молекулярной массы каждого типа аминокислот в составе или оценкой при сравне-
нии стандартов молекулярной массы в геле для электрофореза с SDS. Определение кажущейся молеку-
лярной массы и коэффициента кажущейся молекулярной массы для представленных белков описано в 
примерах. 

Термины "гидродинамический радиус" или "радиус Стокса" касаются эффективного радиуса (Rh в 
нм) молекулы в растворе, измеренного при предположении, что объект движется через раствор и испы-
тывает сопротивление из-за вязкости раствора. При вариантах осуществления данного изобретения из-
мерения гидродинамических радиусов XTEN-полипептидов коррелирует с "коэффициентом кажущейся 
молекулярной массы", который является более наглядным показателем. "Гидродинамический радиус" 
белка влияет на скорость его диффузии в водном растворе, а также на его способности мигрировать в 
макромолекулярных гелях. Гидродинамический радиус белка определяется его молекулярной массой, а 
также его структурой, включающей форму и компактность. Методы определения гидродинамических 
радиусов хорошо известны в этой области знаний, такие как методы с использованием эксклюзионной 
хроматографии (ЭХ), описанные в патентах США №№ 6406632 и 7294513. Большинство белков имеет 
глобулярную структуру, которая является наиболее компактной трехмерной структурой, которой может 
обладать белок с наименьшим гидродинамическим радиусом. Некоторые белки принимают случайную и 
открытую неструктурированную или "линейную" конформацию, что в результате приводит к получению 
намного большего гидродинамического радиуса по сравнению с типичными глобулярными белками 
сходной молекулярной массы. 

"Физиологические условия" относятся к набору условий в живом хозяине, а также в условиях in vi-
tro, включающем температуру, концентрацию солей, pH, которые имитируют условия живого субъекта. 
Для использования при анализах в условиях in vitro были установлены соответствующие физиологиче-
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ские условия. Как правило, физиологический буферный раствор содержит физиологическую концентра-
цию солей и pH, скорректированное до нейтрального, в диапазоне от около 6,5 до около 7,8 и предпочти-
тельно от около 7,0 до около 7,5. Разнообразные физиологические буферные растворы перечислены в 
книге Sambrook et al. (2001). Диапазоны температур, соответствующие физиологическим условиям, на-
ходятся в пределах от около 25 до около 38°C и предпочтительно от около 35 до около 37°C. 

"Одноатомный остаток нагрузочного полипептида" обозначает нагрузочного полипептида, который 
химически связан с XTEN после прохождения реакции с испытуемым XTEN или с XTEN-линкерными 
композициями, обычно это атом серы, кислорода, азота или углерода. Например, атомный остаток нагру-
зочного вещества может быть серосодержащим остатком цистеин-триоловой реакционноспособной 
группы нагрузочного полипептида, азотсодержащая молекула реакционноспособной аминогруппы пеп-
тида или полипептида или небольшой молекулы нагрузочного вещества, углерод- или кислородсодер-
жащим остатком или реакционноспособной карбоксильной или альдегидной группой пептида, белка или 
небольшой молекулы или синтетическим органическим лекарственным веществом. 

"Реакционноспособная группа" - это химическое соединение, которое может связываться со второй 
реакционноспособной группой. Примерами реакционноспособных групп являются аминогруппы, кар-
боксильные группы, сульфгидрильные группы, гидроксильные группы, альдегидные группы и азидные 
группы. Некоторые реакционноспособные группы для облегчения конъюгации со второй реакционно-
способной группой могут быть активированы непосредственно или через перекрестный линкер. Как ис-
пользуется в данном тексте, реакционноспособная группа может быть частью молекулы XTEN, кросс-
линкером, азидных/алкиновым реактантом клик-химии или нагрузочным веществом, при условии, что 
оно обладает способностью принимать участие в химической реакции. После завершения реакции конъ-
югационное взаимодействие связывает остатки нагрузочного вещества, кросс-линкера или веществ, реа-
гирующих с полипептидами XTEN. 

"Агент контролируемого высвобождения", "агент медленного высвобождения", "образование депо" 
и "агент замедленного высвобождения" используются взаимозаменяемо в отношении агента, способного 
продлевать длительность высвобождения полипептида данного изобретения относительно длительности 
высвобождения полипептида, назначаемого в отсутствие этого агента. Разные варианты осуществления 
настоящего изобретения могут иметь разные скорости высвобождения, приводящие к применению раз-
ных терапевтических дозировок. Термин "нагрузочное вещество" используется в данном тексте относи-
тельно любого белка, пептидной последовательности, небольшой молекулы, лекарственного вещества 
или композиции веществ, которые обладают биологической, фармакологической или терапевтической 
активностью или благоприятным действием при назначении пациенту или при демонстрации в условиях 
in vitro. Нагрузочное вещество также включает молекулу, которая может быть использована для визуали-
зации при диагностических исследованиях in vivo. Примеры нагрузочного вещества включают, но не 
ограничиваются, веществами: цитокинами, ферментами, гормонами, факторами свертывания крови и 
ростовыми факторами, химиотерапевтическими агентами, противовирусными веществами, токсинами, 
противораковыми лекарственными веществами, радиоактивными веществами и контрастирующими 
агентами, а также пептидами-мишенями, белками, антителами, фрагментами антител или веществами, 
используемыми для связывания рецепторов или лигандов. 

Термины "антиген", "антиген-мишень" и "иммуноген" используются в данном тексте взаимозаме-
няемо в отношении такой структуры или детерминанта связывания, что фрагмент антител или лекарст-
венное средство на основе фрагментов антител обеспечивает с ним связывание или специфично к нему. 

Термин "антагонист", как используется в данном тексте, включает любую молекулу, которая час-
тично или полностью блокирует, ингибирует или нейтрализует биологическую активность нативного 
полипептида, раскрываемого в данном тексте. Методы идентификации антагонистов могут включать 
контакт нативного полипептида с молекулой вероятным антагонистом и измерение выявляемого измене-
ния одного или более видов биологической активности, обыкновенно связанной с данным нативным по-
липептидом. В контексте настоящего изобретения антагонисты могут включать белки, нуклеиновые ки-
слоты, углеводы, антитела или какие-либо другие молекулы, которые снижают действие биологически 
активного полипептида. "Среда определенного состава" относится к среде, отвечающей питательным и 
гормональным требованиям, необходимым для выживания и/или роста клеток в культуре, таким что 
компоненты данной среды являются известными. По традиции, среда определенного состава разрабаты-
вается добавлением питательных и ростовых факторов, необходимых для роста и/или выживания. Как 
правило, среда определенного состава обеспечивает содержание по меньшей мере одного или более ком-
понентов из следующих категорий: a) все незаменимые аминокислоты и обычно основной набор двадца-
ти аминокислот плюс цистеин; b) источник энергии обычно в форме такого углевода, как глюкоза; c) 
витаминов и/или других органических веществ, требуемых в низких концентрациях; d) свободные жир-
ные кислоты; e) микроэлементы, при этом микроэлементы определяются как неорганические вещества 
или встречающиеся в природе элементы, которые, как правило, требуются в очень низких концентраци-
ях, обычно микромолярного диапазона содержания. Среда определенного состава может также дополни-
тельно содержать один или большее количество компонентов из следующих категорий: a) один или 
большее количество митогенных агентов; b) соли и буферные вещества, как, например, кальция, магния 
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и фосфатов; c) нуклеозиды и азотистые основания, например, такие как аденозин и тимидин, гипоксан-
тин, и d) белок и гидролизаты тканей. 

Термин "антагонист" используется в широком контексте и включает любую молекулу, которая 
имитирует биологическую активность нативного полипептида, раскрываемого в данном тексте. Подхо-
дящие молекулы-агонисты, в частности, включают антитела-агонисты или фрагменты антител, фрагмен-
ты или варианты аминокислотных последовательностей нативных полипептидов, небольших органиче-
ских молекул и т.д. Методы идентификации агонистов могут включать контакт нативного полипептида с 
молекулой вероятным агонистом и измерение выявляемого изменения одного или более видов биологи-
ческой активности, обыкновенно связанной с данным нативным полипептидом. 

"Константа ингибирования" или "Ki" используются взаимозаменяемо и обозначают константу дис-
социации фермент-ингибиторного комплекса или обратную величину аффинности связывания ингиби-
тора с ферментом. 

Как используется в данном тексте, понятия "лечение", или "получение лечения", или "ослабление 
симптомов", или "улучшение состояния" используются взаимозаменяемо и обозначают назначение ле-
карства или биологического препарата с целью достижения терапевтической пользы, для устранения или 
снижения тяжести существующего болезненного состояния или достижения профилактической пользы, 
предупреждения или снижения вероятности проявления или тяжести возникновения болезненного со-
стояния. По терапевтической пользе определяют ликвидацию или улучшение причины, которая подле-
жит лечению, или один или большее количество физиологических симптомов, связанных с причиной, 
при которых у субъекта наблюдается улучшение, несмотря на то, что субъект все еще может находиться 
под влиянием причины заболевания. 

"Терапевтическое действие" или "терапевтическая польза", как используется в данном тексте, отно-
сится к физиологическому действию, включающему, не ограничиваясь, смягчение, ослабление или пре-
дупреждение заболевания у людей и животных или иное улучшение физического или ментального бла-
гополучия людей или животных, получаемого в результате назначения полипептида этого изобретения, 
отличного от возможности индуцирования образования антител против антигенного эпитопа, который 
несет биологически активный белок. Для профилактической пользы эти композиции могут назначаться 
субъекту с риском развития конкретного заболевания, состояния или симптома заболевания (например, 
кровотечение у субъекта с диагностированной гемофилией A) или субъекту с жалобой на один или 
большее количество физиологических симптомов заболевания даже в том случае, когда не мог быть по-
ставлен диагноз этого заболевания. 

Термины "терапевтически эффективная дозировка" и "терапевтически эффективная доза", как ис-
пользуется в данном тексте, относится к количеству лекарственного вещества или биологически актив-
ного белка, самого по себе или как части полипептидной композиции, которая обеспечивает получение 
какого-либо обнаруживаемого полезного действия на какой-либо симптом, аспект, измеряемый параметр 
или особенности свойства или состояния болезни после назначения субъекту одной или повторных доз. 
Для проявления пользы такой эффект не должен быть окончательным. Определение терапевтически эф-
фективной дозировки полностью находится в пределах квалификации специалистов в этой области, осо-
бенно в свете подробного раскрытия информации, представленного в данном документе. 

Термин "режим терапевтически эффективного дозирования", как используется в данном тексте, от-
носится к графику последовательного многократного приема доз (т.е. по меньшей мере двух и более) 
биологически активного белка, самого по себе или как части полипептидной композиции, при котором 
дозы применяются при терапевтически эффективных дозировках, в результате приводящем к устойчи-
вому благоприятному действию на какой-либо симптом, аспект, измеряемый параметр или особенности 
свойства или состояния болезни. 

I). Общие методики. 
Применение на практике настоящего изобретения вовлекает, если не указано иное, общепринятые 

методы иммунологии, биохимии, химии, молекулярной биологии, микробиологии, клеточной биологии, 
геномики и методов рекомбинантных ДНК, которые находятся в пределах возможностей специалиста в 
этой области. См. публикацию Sambrook, J. et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 3rd edition, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001; "Current protocols in molecular biology", F.M. Ausubel, et al. eds., 
1987; the series "Methods in Enzymology", Academic Press, San Diego, CA.; "PCR 2: a practical approach", 
M.J. MacPherson, B.D. Hames and G.R. Taylor eds., Oxford University Press, 1995; "Antibodies, a laboratory 
manual" Harlow, E. and Lane, D. eds., Cold Spring Harbor Laboratory, 1988; "Goodman & Gilman's The Phar-
macological Basis of Therapeutics", 11th Edition, McGraw-Hill, 2005; и Freshney, R.I., "Culture of Animal 
Cells: A Manual of Basic Technique", 4th edition, John Wiley & Sons, Somerset, NJ, 2000 содержание кото-
рых включено в настоящий документ посредством ссылки в полном объеме. 

Клетки-хозяева могут культивироваться в различных средах. Коммерчески доступные среды, такие 
как среда Хэма F10 (Sigma), минимальная питательная среда (MEM, Sigma), RPMI-1640 (Sigma) и моди-
фицированная Дюльбекко среда Игла (DMEM, Sigma) пригодны для культивирования эукариотических 
клеток. Кроме того, клетки животных могут выращиваться на среде определенного состава без сыворот-
ки, но с добавлением гормонов, ростовых факторов и других факторов, необходимых для выживания 
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и/или роста определенного типа клеток. Поскольку среда определенного состава, поддерживая выжива-
ние клеток, обеспечивает способность к размножению, морфологию, способность к обмену веществ и, 
потенциально, способность клеток дифференцироваться, среда определенного состава, стимулируя рост 
клеток, обеспечивает всеми химическими веществами, необходимыми для пролиферации и размножения 
клеток. Основные параметры, регулирующие выживание и рост клеток млекопитающих в условиях in 
vitro, хорошо обоснованы в этой области знаний. Физико-химические параметры, которые могут контро-
лироваться в разных системах клеточных культур, являются, к примеру: pH, pO2, температура и осмо-
лярность. Требования к питанию клеток обычно обеспечиваются стандартными составами сред, разрабо-
танными для обеспечения оптимального окружения клеток. Питательные вещества могут быть разделе-
ны на несколько категорий: аминокислоты и их производные, углеводы, сахара, жирные кислоты, слож-
ные липиды, производные нуклеиновых кислот и витамины. Кроме питательных веществ для поддержа-
ния клеточного метаболизма большинство клеток также нуждается в одном или большем количестве 
гормонов по меньшей мере из одной из следующих групп: стероиды, простагландины, факторы роста, 
гипофизарные гормоны и пептидные гормоны для обеспечения пролиферации в среде без сыворотки 
(Sato, G.Н., et al. в "Growth of Cells in Hormonally Defined Media", Cold Spring Harbor Press, N.Y., 1982). 
Помимо гормонов клеткам может требоваться транспортные белки, такие как трансферин (белок транс-
порта железа в плазме), церулоплазмин (белок транспорта меди) и липопротеины высокой плотности 
(переносчик липидов) для выживания и роста в условиях in vitro. Этот набор оптимальных гормонов и 
транспортных белков будет варьировать в зависимости от типа клеток. Большинство из этих гормонов 
или транспортных белков добавляются извне или, в редких случаях, найдены мутантные клеточные ли-
нии, которые не требуют определенного фактора. Специалист в этой области должен знать о других фак-
торах, требуемых для поддержания культуры клеток без проведения дополнительного эксперимента. 

Питательная среда для выращивания прокариотических клеток-хозяев включает питательные буль-
оны (жидкая питательная среда) или среду ЛБ (Лурия-Бертани). Подходящая среда включает среду опре-
деленного и неопределенного составов. Как правило, среда содержит источник углерода, такой как глю-
коза, необходимый для роста бактерий, воду и соли. Среда также может содержать источник аминокис-
лот и азота, например экстракт говяжьего мяса или дрожжей (в среде неопределенного состава) или оп-
ределенные количества аминокислот (в среде определенного состава). В некоторых осуществлениях изо-
бретения питательная среда является бульоном ЛБ, например бульон ЛБ Миллера или ЛБ бульон Лен-
нокса. Бульон ЛБ содержит пептон (продукт ферментативного расщепления казеина), экстракт дрожжей 
и хлорид натрия. В некоторых осуществлениях изобретения используется селективная среда, которая 
содержит антибиотик. В этой среде будут расти только требуемые клетки, обладающие устойчивостью к 
данному антибиотику. 

II). Белковый полимер XTEN и конъюгационные композиции. 
Настоящее изобретение частично относится к в основном гомогенным композициям, содержащим 

расширенные рекомбинантные полипептиды (XTEN). В первом аспекте данного изобретения предложе-
ны XTEN-композиции, которые в основном гомогенны по длине молекул. Такие композиции пригодны 
как реагирующие конъюгационные участники для получения промежуточных веществ XTEN-кросс-
линкер и композиций XTEN-нагрузочное вещество. Кроме того, объектом настоящего изобретения явля-
ется предоставление способов получения в основном гомогенных XTEN-композиций. Настоящее изобре-
тение также представляет способы получения таких в основном гомогенных XTEN-композиций с высо-
ким выходом. Во втором аспекте данное изобретение предлагает полипептид XTEN. Например, поли-
пептиды XTEN способны связываться с одним или более участников конъюгации - нагрузочных ве-
ществ, приводя к получению конъюгатов XTEN-нагрузочное вещество, которые специально сконструи-
рованы для включения определенного количества реакционноспособных аминокислот для присоедине-
ния к нагрузочным веществам непосредственно, через кросс-линкеры или азидные/алкиновые реактанты. 
Настоящее изобретение также предлагает способы получения таких сконструированных полимеров 
XTEN, которые используются в получении конъюгатов с интересующими нагрузочными агентами в виде 
композиций с расширенными фармацевтическими свойствами, включающими расширенные фармакоки-
нетические и фармакологические свойства, а также пониженную токсичность. 

В другом аспекте в данном изобретении предложены в основном гомогенные XTEN-полимеры, со-
стоящие из определенных количеств кросс-линкеров или азидных/алкиновых реактантов в виде реаги-
рующих участников конъюгации в мономерных и мультимерных конъюгациях и методы получения та-
ких реактантов. XTEN-производные, содержащие кросс-линкеры или азидных/алкиновых реактантов, 
используются как реактанты для конъюгации с агентами нагрузочных веществ для получения конъюгата 
XTEN-нагрузочное вещество, проявляющего требуемые физические, фармацевтические и фармакологи-
ческие свойства. В другом аспекте в данном изобретении предложены композиции XTEN-нагрузочное 
вещество, в которых один или больше полипептидов XTEN химически присоединены к одному или 
большему количеству нагрузочных веществ, включая комбинации различных нагрузочных веществ, в 
определенных количествах в мономерных или мультимерных конфигурациях для образования компози-
ций с расширенными фармацевтическими, фармакокинетическими и фармакологическими свойствами. 
Эти композиции, присоединенные к таким нагрузочным веществам, могут применяться при назначении 
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пациенту для предупреждения, лечения или облегчения течения заболеваний или болезненных состоя-
ний, благодаря фармакологическому или биологическому действию нагрузочного вещества. 

1. XTEN: расширенные рекомбинантные полипептиды. 
В одном аспекте в данном изобретении предложены композиции в основном гомогенных полипеп-

тидов XTEN, которые используются как участники конъюгации для присоединения к одному или боль-
шему количеству нагрузочных веществ непосредственно или через кросс-линкер реактанта, обеспечивая 
получение конъюгата XTEN-нагрузочное вещество. XTEN - полипептиды с невстречающимися в приро-
де в основном неповторяющимися последовательностями, обладающими низкой степенью структуриро-
вания или без вторичной или четвертичной структуры в физиологических условиях. Обычно полипептид 
XTEN содержит от около 36 до около 3000 аминокислот, из которых большинство или полностью все 
являются небольшими гидрофильными аминокислотами. Как используется в данном документе, в поли-
пептиде "XTEN" специально исключены целые антитела или фрагменты антител (например, одноцепо-
чечное антитело или Fc-фрагмент). Полипептиды XTEN применяются как участники конъюгации в том, 
что они служат в различных ролях, обеспечивающих требуемые свойства при присоединении к нагру-
зочному веществу. Получаемые конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество обладают расширенными свой-
ствами, такими как расширенные фармакокинетические, физико-химические, фармакологические и фар-
мацевтические свойства по сравнению с соответствующим нагрузочным веществом, не связанным с по-
липептидом XTEN, что делает их полезными при лечении определенных состояний, в которых, как из-
вестно в этой области, это нагрузочное вещество используется. 

Неструктурированные характеристики и физико-химические свойства XTEN частично получаются 
из всего набора аминокислот, которые непропорционально ограничены 4-6 типами гидрофильных ами-
нокислот, связывания аминокислот в количественно определяемую конструкцию без повторений и дли-
ны полипептида XTEN. Преимущественной чертой, обычной для полипептида XTEN, но не обычной для 
природных полипептидов, является то, что свойства XTEN, раскрываемые в данном тексте, не связаны с 
основными первичными аминокислотными последовательностями, как свидетельствует разнообразие 
примерных последовательностей табл. 2, что во многом из варьирования диапазонов длины, обладания 
подобных свойств задокументировано в примерах. Поэтому полипептид XTEN обладает свойствами 
больше сходными с небелковыми гидрофильными полимерами, чем свойствами, присущими белкам. 
Полипептид XTEN настоящего изобретения выявляет одно или большее количество следующих пре-
имущественных свойств: конформационная гибкость, снижение образования или отсутствие вторичной 
структуры, высокая степень растворимости в воде, высокая степень устойчивости к протеазам, низкая 
иммунногенность, низкое связывание с рецепторами млекопитающих, определенная степень заряда и 
увеличенные гидродинамические (или стоксовские) радиусы; свойства, которые сходны со свойствами 
определенных гидрофильных полимеров (например, полиэтиленгликоль), что делает их особенно полез-
ными в качестве участников конъюгации. Компонент(ы) XTEN представленных конъюгатов сконструи-
рованы для их поведения в физиологических условиях как денатурированные пептидные последователь-
ности, несмотря на увеличенную длину этого полимера. Термин "денатурированный" описывает состоя-
ние пептида в растворе, которое характеризуется большой конформационной свободой пептидного осто-
ва. Большинство пептидов или белков принимают денатурированные конформации в присутствии высо-
ких концентраций денатурирующих веществ или повышенной температуры. Пептиды в денатурирован-
ной конформации обладают, например, характерными спектрами кругового дихроизма (КД) и характери-
зуются отсутствием дальнодействующих взаимодействий, определяемых методом ЯМР. Термины "дена-
турированная конформация" и "неструктурированная конформация" используются в данном тексте как 
синонимы. В некоторых вариантах осуществления в данном изобретении предложены XTEN-
последовательности, которые в физиологических условиях напоминают денатурированные последова-
тельности, которые преимущественно лишены вторичной структуры. В других случаях XTEN-
последовательности в основном лишены вторичной структуры в физиологических условиях. Термин 
"преимущественно лишен", как используется в этом контексте, обозначает, что менее чем 50% амино-
кислотных остатков XTEN с последовательностью XTEN вносят вклад в создание вторичной структуры, 
что измерено или определено методами, описанными в данном тексте. Термин "в основном лишен", как 
используется в этом контексте, обозначает, что по меньшей мере около 60%, или около 70%, или около 
80%, или около 90%, или около 95%, или около 97%, или около 99% аминокислотных остатков XTEN с 
последовательностью XTEN не вносят вклад в создание вторичной структуры, что измерено или опреде-
лено методами, описанными в данном тексте. 

В этой области знаний известны методы и анализы для определения физико-химических свойств 
представленного полипептида XTEN. Такие свойства включают, помимо прочего, вторичную или тре-
тичную структуру, растворимость, агрегацию белков, стабильность, действительную и кажущуюся моле-
кулярную массу, чистоту и однородность, свойства плавления, загрязнение и содержание воды. Методы 
измерения таких свойств включают аналитическое центрифугирование, ЭПР, ионнобменную ВЭЖХ, 
эксклюзионную хроматографию (ЭХ) ВЭЖХ, ВЭЖХ с обращенными фазами, светорассеяние, капилляр-
ный электрофорез, круговой дихроизм, дифференциальная сканирующая калориметрия, флуоресценция, 
ионнобменную ВЭЖХ, эксклюзионную ВЭЖХ, ИК-, ЯМР-, Раман-спектроскопию, рефрактометрию и 
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спектроскопию в УФ/видимом свете. В частности, вторичная структура может быть определена спек-
трофотометрически, например спектроскопией кругового дихроизма в "дальней УФ" спектральной об-
ласти (190-250 нм). Элементы вторичной структуры, такие как α-спираль и β-слой, каждый дает повы-
шение характерной формы и интенсивности КД-спектров, так же как и отсутствие этих структурных эле-
ментов. Вторичная структура также может быть рассчитана для полипептидной последовательности с 
помощью компьютерных программ или алгоритмов, таких как хорошо известный алгоритм Чоу-Фасмана 
(Chou, P.Y., et al. (1974) Biochemistry, 13: 222-45) и алгоритм Гарниера-Осгуторпа-Робсона ("GOR-
алгоритм") (Gamier J., Gibrat J.F., Robson В. (1996), GOR method for predicting protein secondary structure 
from amino acid sequence. Methods Enzymol 266:540-553), как описано в публикации заявки на патент 
США № 20030228309 A1. Для данной последовательности эти алгоритмы могут предсказывать сущест-
вуют ли определенные вторичные структуры или их нет совсем, что выражается как общее количество 
и/или процентное содержание остатков последовательности, которая образует, к примеру, α-спирали или 
β-слои, или процентное содержание остатков последовательности рассчитывается для получения вероят-
ности образования статистического клубка (в котором отсутствует вторичная структура). Полипептид-
ные последовательности могут быть проанализированы с применением алгоритма Чоу-Фасмана исполь-
зованием сайтов из интернета, например, fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www2/fasta_www.cgi?rm=miscl и 
GOR-алгоритм на сайте npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html (доступ к обоим 
сайтам получен 5 сентября 2012 г.). Дополнительные методы раскрыты в публикации Arnau et al., Prot 
Expr and Purif (2006) 48, 1-13. 

В одном варианте осуществления последовательности XTEN, используемые в предлагаемых конъ-
югатах, обладают процентным содержанием α-спирали в диапазоне от 0 до меньше чем около 5%, при 
определении алгоритмом Чоу-Фасмана. В другом варианте осуществления последовательности XTEN 
обладают процентным содержанием β-слоя в диапазоне от 0 до меньше чем около 5%, при определении 
алгоритмом Чоу-Фасмана. В одном варианте осуществления последовательности XTEN-конъюгатов об-
ладают процентным содержанием α-спирали в диапазоне от 0 до меньше чем около 5% и процентным 
содержанием β-слоя в диапазоне от 0 до меньше чем около 5%, при определении алгоритмом Чоу-
Фасмана. В одном варианте осуществления последовательности XTEN конъюгатов обладают процент-
ным содержанием α-спирали меньше чем около 2% и процентным содержанием β-слоя меньше чем око-
ло 2%. XTEN-последовательности конъюгационных композиций имеют высокую степень процентного 
содержания статистического клубка, при определении GOR-алгоритмом. В некоторых вариантах осуще-
ствления изобретения XTEN-последовательность обладает по меньшей мере около 80%, преимущест-
венно по меньшей мере около 90%, преимущественно по меньшей мере около 91%, преимущественно по 
меньшей мере около 92%, преимущественно по меньшей мере около 93%, преимущественно по меньшей 
мере около 94%, преимущественно по меньшей мере около 95%, преимущественно по меньшей мере 
около 96%, преимущественно по меньшей мере около 97%, преимущественно по меньшей мере около 
98% и наиболее преимущественно по меньшей мере около 99% статистического клубка, при определе-
нии GOR-алгоритмом. В одном варианте осуществления XTEN-последовательностей конъюгационных 
композиций обладают процентным содержанием α-спирали в диапазоне от 0 до меньше чем около 5% и 
процентным содержанием β-слоя в диапазоне от 0 до меньше чем около 5%, при определении алгорит-
мом Чоу-Фасмана и по меньшей мере около 90% статистического клубка, при определении GOR-
алгоритмом. В другом варианте осуществления XTEN-последовательностей раскрытых композиций об-
ладают процентным содержанием α-спирали меньше чем около 2% и процентным содержанием β-слоя 
меньше чем около 2% при по меньшей мере около 90% статистического клубка, при определении GOR-
алгоритмом. В другом варианте XTEN-последовательностей этих композиций в них в основном отсутст-
вует вторичная структура при измерении методом кругового дихроизма. 

Выбор критериев для присоединения полипептида XTEN к нагрузочному веществу, используемых 
для получения конъюгационных композиций, обычно относится к атрибутам физико-химических 
свойств и конформационной структуры полипептида XTEN, который, в свою очередь, используется для 
сообщения этим композициям расширенных фармацевтических, фармакологических и фармакокинети-
ческих свойств.  

1. Неповторяющиеся последовательности. 
Специально предусмотрено, что предложенные XTEN-последовательности, включающие предла-

гаемые варианты осуществления конъюгационных композиций, в основном не содержат повторов. В 
общем, повторяющиеся аминокислотные последовательности имеют склонность к агрегации или образо-
ванию структур высшего порядка, примерами которых являются природные последовательности с по-
вторениями, такие как коллагены и лейциновые застежки. Эти повторяющиеся аминокислоты также мо-
гут стремиться к образованию контактов, которые приводят к формированию кристаллических или псев-
докристаллических структур. В противоположность этому низкая склонность не поторяющихся последо-
вательностей к агрегации дает возможность разрабатывать полипептидыы XTEN с длинными последова-
тельностями с относительно низкой частотой встречаемости заряженных аминокислот, которые, наобо-
рот, с большей вероятностью агрегировали, если бы эти последовательности были повторяющиеся. Не-
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повторяющиеся предлагаемые последовательности XTEN могут обнаруживаться оценкой одной или 
большого количества следующих особенностей. В одном осуществлении в основном неповторяющаяся 
XTEN-последовательность не имеет трех последовательных аминокислот в последовательности, которые 
являются аминокислотами идентичных типов, если только аминокислота не серин, в таком случае не 
более трех последовательных аминокислот являются сериновыми остатками. В другом осуществлении, 
описанном подробнее внизу, в основном неповторяющаяся XTEN-последовательность, в которой 80-99% 
этой последовательности содержит мотивы из от 9 до 14 аминокислотных остатков, при этом данные 
мотивы состоят из 3, 4, 5 или 6 типов аминокислот, выбираемых из глицина (G), аланина (A), серина (S), 
треонина (T), глютаминовой кисоты (E) и пролина (P), и при этом последовательность любых двух по-
следовательных аминокислотных остатков в каком-либо мотиве не повторяется более двух раз в мотиве 
последовательности. 

Степень повторяемости полипептида или гена может измеряться с помощью компьютерных про-
грамм или алгоритмов или с помощью других средств, известных в этой области знаний. Согласно дан-
ному изобретению алгоритмы должны использоваться для расчета степени повторяемости отдельных 
полипептидов, таких как XTEN, раскрываемых в данном тексте и представленных в виде примеров по-
следовательностей, проанализированных с помощью алгоритмов (см. примеры ниже). В одном осущест-
влении повторяемость полипептида определенной длины может рассчитываться (в дальнейшем "число 
подпоследовательностей") согласно формулы, отраженной в уравнении I 

 
где m = (количество аминокислот полипептида) - (количество аминокислот подпоследовательности) + 1; 
и 

Counti (счетчик i) = совокупное количество каждой уникальной подпоследовательности в пределах 
последовательности. 

Алгоритм, названный "SegScore", был разработан для применения вышеуказанного уравнения для 
количественного учета повторяемости полипептидов, таких как XTEN, обеспечивая получение числа 
подпоследовательностей, при этом подпоследовательности из определенного количества аминокислот 
"n" анализируются на повторяемость вычислением количества раз ("счетчик") встречаемости на установ-
ленной длине последовательности уникальной подпоследовательности длиной "s", деленной на общее 
число подпоследовательностей в пределах определенной длины последовательности. Фиг. 79 описывает 
логическую блок-схему алгоритма SegScore, в то время как фиг. 80 изображает схему того, как значение 
числа подпоследовательностей получается из воображаемого пептида XTEN из 11 аминокислот и длиной 
подпоследовательности в 3 аминокислотных остатка. Например, определенный полипептид длиной 200 
аминокислотных остатков несет 192 перекрывающиеся подпоследовательности из 9 аминокислот и 198 
3-мерных подпоследовательностей,но это число подпоследовательностей любого полипептида будет за-
висеть от общего числа уникальных подпоследовательностей и частоты встречаемости каждой уникаль-
ной подпоследовательности (в значении разных аминокислотных последовательностей) на определенной 
длине этой последовательности. 

В контексте настоящего изобретения "число подпоследовательностей" обозначает сумму значений 
встречаемости каждого уникального 3-мерного блока среди 200 последовательных аминокислот из об-
щего полипептида XTEN, разделенную на общее число уникальных 3-мерных подпоследовательностей в 
пределах последовательности из 200 аминокислот. Примеры таких чисел подпоследовательностей, полу-
ченных для полипептидов с повторениями и без повторений из 200 последовательных аминокислот, 
представлены в примере 45. В одном осуществлении в данном изобретении предложены полипептиды 
XTEN-нагрузочное вещество, содержащие один полипептид XTEN, в котором последовательность XTEN 
имеет число подпоследовательностей меньше 12, предпочтительно меньше 10, предпочтительно меньше 
9, предпочтительно меньше 8, предпочтительно меньше 7, предпочтительно меньше 6 и наболее пред-
почтительно меньше 5. В другом осуществлении в данном изобретении предложены конъюгаты XTEN-
кросс-линкер, содержащие полипептид XTEN, в котором последовательность XTEN имеет число под-
последовательностей меньше 10, предпочтительно меньше 9, предпочтительно меньше 8, предпочти-
тельно меньше 7, предпочтительно меньше 6 и наболее предпочтительно меньше 5. В другом осуществ-
лении в данном изобретении предложены конъюгаты XTEN-соединений клик-химии, содержащие поли-
пептид XTEN, в котором последовательность XTEN имеет число подпоследовательностей меньше 10, 
предпочтительно меньше 9, предпочтительно меньше 8, предпочтительно меньше 7, предпочтительно 
меньше 6 и наболее предпочтительно меньше 5. В еще одном осуществлении в данном изобретении 
предложены конъюгационные композиции полипептидов XTEN, содержащие по меньшей мере два со-
единенных полипептида XTEN, в которых каждая индивидуальная подпоследовательность XTEN имеет 
число подпоследовательностей меньше 10, или меньше 9, или меньше 8, или меньше 7, или меньше 6, 
или меньше 5, или меньше. В еще одном осуществлении в данном изобретении предложены конъюгаци-
онные композиции полипептидов XTEN, содержащие по меньшей мере три соединенных полипептида 
XTEN, в которых каждая индивидуальная подпоследовательность XTEN имеет число подпоследователь-
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ностей меньше 10, или меньше 9, или меньше 8, или меньше 7, или меньше 6, или меньше 5, или меньше. 
В этих описанных в данном тексте композициях XTEN последовательность XTEN с числом подпоследо-
вательностей, равном 10 или меньше (например, 9, 8, 7 и т.д.), характеризуется как в основном неповто-
ряющаяся. 

В одном аспекте особенностью неповторяющихся последовательностей XTEN настоящего изобре-
тения вместе с особыми типами аминокислот, которые доминируют в полипептидах XTEN, более чем 
полная первичная последовательность обеспечивает одну или большее количество расширенных физико-
химических и биологических свойств полипептидов XTEN и приводит к получению конъюгатов XTEN-
нагрузочное вещество. Эти расширенные свойства включают большую степень экспрессии белка XTEN 
в клетке-хозяине, большую генетическую стабильность гена, кодирующего белок XTEN, большую рас-
творимость, меньшую тенденцию к агрегации и расширенные фармакокинетические свойства получен-
ного конъюгата по сравнению с нагрузочными веществами, неприсоединенными к белку XTEN, или на-
грузочным веществам, присоединенным к белкам с повторяющимися последовательностями. Эти расши-
ренные свойства позволяют проводить более рентабельное производство, большую однородность конеч-
ного продукта, сниженную цену продукции и/или облегчение составления рецептуры, XTEN-
содержащих фармацевтических препаратов, включающих очень высокие концентрации белка, в некото-
рых случаях превышающих 100 мг/мл. В некоторых вариантах осуществления полипептидные последо-
вательности XTEN-конъюгатов сконструированы для обеспечения низкой степени внутренней повто-
ряемости для того, чтобы снизить или в основном исключить иммуногенность при введении млекопи-
тающим. Полипептидные последовательности составляют из коротких, повторяющихся мотивов, пре-
имущественно ограниченных только тремя аминокислотами, такими как глицин, серин и глютаминовая 
кислота, что может привести к относительно высоким титрам антител при введении млекопитающим, 
несмотря на отсутствие расчитанных эпитопов T-клеток в этих последовательностях. Такой эффект мо-
жет быть обусловлен природой повторений в полипептидах, так как было показано, что иммуногены с 
повторяющимися эпитопами, включая белковые агрегаты, перекрестно связанные иммуногены и повто-
ряющиеся углеводы являются высоко иммуногенными и могут, к примеру, привести к перекрестному 
связыванию рецепторов B-клеток, это приводит к активации B-клеток. (Johansson, J., et al. (2007) Vaccine, 
25 :1676-82; Yankai, Z., et al. (2006) Biochem Biophys Res Commun, 345 :1365-71; Hsu, C.T., et al. (2000) 
Cancer Res, 60:3701-5); Bachmann M.F., et al. Eur. J. Immunol. (1995) 25(12):3445-3451). 

2. Типичные мотивы последовательностей. 
Настоящее изобретение охватывает полипептиды XTEN, используемые как участники конъюгации, 

которые содержат многочисленные блоки меньших последовательностей или мотивов, в которых амино-
кислотные последовательности этих мотивов в основном неповторяющиеся. Свойство последовательно-
сти без повторений может достигаться даже при использовании подхода "строительных блоков" с при-
менением библиотеки мотивов последовательностей, которые мультимеризуются для получения XTEN-
последовательностей, как показано на фиг. 18-19. Хотя XTEN-последовательность может состоять из 
многих блоков по крайней мере четырех разных типов мотивов последовательностей, так как эти мотивы 
сами по себе обычно состоят из неповторяющихся аминокислотных последовательностей, вся XTEN-
последовательность сконструирована для получения в в основном неповторяющейся последовательно-
сти. 

В одном варианте осуществления полипептид XTEN обладает неповторяющейся последовательно-
стью большей чем от около 36 до около 3000, или от около 100 до около 2000, или от около 144 до около 
1000 аминокислотных остатков, при этом по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 85%, 
или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 97%, или 
по меньшей мере около 99%, или около 100% XTEN-последовательностей содержат неперекрывающиеся 
мотивы последовательностей, в которых каждый из мотивов несет около 9-36 аминокислотных остатков. 
Как используется в данном тексте, термин "неперекрывающийся" обозначает индивидуальные мотивы, 
которые не делят аминокислотные остатки, но, в основном, слиты с другими мотивами или аминокис-
лотными остатками в линейной форме. В других осуществлениях по меньшей мере около 80%, или по 
меньшей мере около 85%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, или по 
меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 99%, или около 100% XTEN-последовательностей 
содержат неперекрывающиеся мотивы последовательностей, в которых каждый из мотивов несет около 
9-14 аминокислотных остатков. В оставшихся других осуществлениях по меньшей мере около 80%, или 
по меньшей мере около 85%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 95%, или по 
меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 99%, или около 100% XTEN-последовательностей 
содержат неперекрывающиеся мотивы последовательностей, в которых каждый из мотивов несет 12 
аминокислотных остатков. В этих осуществлениях преимущественно мотивы последовательностей со-
стоят из в основном (например, на 90% или больше) или исключительно небольших гидрофильных ами-
нокислот таких, что вся последовательность обладает неструктурированным и гибким качеством. При-
мерами аминокислот, которые включаются в полипептид XTEN, являются, например, аргинин, лизин, 
треонин, аланин, аспарагин, глютамин, аспарагиновая кислота, глутаминовая кислота, серин и глицин. В 
одном варианте осуществления XTEN-последовательности несут от четырех до шести преобладающих 
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типов аминокислот, выбранных из глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутаминовой ки-
слоты (E) или пролина (P), которые расположены в виде в основном неповторяющейся последовательно-
сти, в которой около от 36 до около 3000, или около от 100 до около 2000, или около от 144 до около 
1000 аминокислотных остатков по длине последовательности. В некоторых осуществлениях XTEN-
последовательность составлена из 4, 5 или 6 типов аминокислот, выбранных из группы, состоящей из 
глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутаминовой кислоты (E) или пролина (P). В некото-
рых вариантах осуществления полипептид XTEN обладает последовательностью большей чем от около 
36 до около 1000, или от около 100 до около 2000, или от около 400 до около 3000 аминокислотных ос-
татков, при этом по меньшей мере около 80% этой последовательности состоит из неперекрывающихся 
мотивов последовательностей, в которых каждый из мотивов состоит из 9-36 аминокислотных остатков, 
и при этом по меньшей мере 90%, или по меньшей мере 91%, или по меньшей мере 92%, или по меньшей 
мере 93%, или по меньшей мере 94%, или по меньшей мере 95%, или по меньшей мере 96%, или по 
меньшей мере 97% или 100% каждого из мотивов состоит из 4-6 типов аминокислот, выбираемых из: 
глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутаминовой кислоты (E) и пролина (P), и при этом 
содержание какого-либо типа аминокислот в полноразмерном полипептиде XTEN не превышает 30%. В 
других вариантах осуществления по меньшей мере около 90% XTEN-последовательности состоит из не-
перекрывающихся мотивов последовательностей, в которых каждый из этих мотивов несет 9-36 амино-
кислотных остатков, при этом данные мотивы состоят из 4-6 типов аминокислот, выбранных из глицина 
(G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутаминовой кислоты (E) и пролина (P), и при этом содержа-
ние какого-либо типа аминокислот в полноразмерном полипептиде XTEN не превышает 40%, или около 
30%, или 25%, или около 17%, или около 12%, или около 8%. В других вариантах осуществления по 
меньшей мере около 90% XTEN-последовательности состоит из неперекрывающихся мотивов последо-
вательностей, в которых каждый из этих мотивов несет 12 аминокислотных остатков, состоящих из 4-6 
типов аминокислот, выбранных из глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутаминовой ки-
слоты (E) и пролина (P), и при этом содержание какого-либо типа аминокислот в полноразмерном поли-
пептиде XTEN не превышает 40%, или 30%, или около 25%, или около 17%, или около 12%, или около 
8%. В других вариантах осуществления по меньшей мере около 90%, или около 91%, или около 92%, или 
около 93%, или около 94%, или около 95%, или около 96%, или около 97%, или около 98%, или около 
99%, или около 100% XTEN-последовательности состоит из неперекрывающихся мотивов последова-
тельностей, в которых каждый из этих мотивов несет 12 аминокислотных остатков, состоящих из глици-
на (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутаминовой кислоты (E) и пролина (P). 

В некоторых вариантах осуществления в данном изобретении предлагаются конъюгаты XTEN-
нагрузочное вещество, XTEN-кросс-линкер и XTEN-реактант клик-химии, содержащие один, два, три, 
четыре или больше в основном неповторяющейся(ихся) XTEN-последовательности(ей) от около 36 до 
около 1000 аминокислотных остатков или суммарно от около 100 до около 3000 аминокислотных остат-
ков, при этом по меньшей мере от около 80%, или по меньшей мере около 90%, или около 91%, или око-
ло 92%, или около 93%, или около 94%, или около 95%, или около 96%, или около 97%, или около 98%, 
или около 99%т или до около 100% этой последовательности состоит из множества блоков из четырех 
или более неперекрывающихся мотивов последовательностей, выбранных из аминокислотных последо-
вательностей табл. 1, при этом вся последовательность остается без повторений. В некоторых вариантах 
осуществления данный полипептид XTEN включает неперекрывающиеся мотивы последовательностей, 
в которых около 80%, или по меньшей мере около 85%, или по меньшей мере около 90%, или около 91%, 
или около 92%, или около 93%, или около 94%, или около 95%, или около 96%, или около 97%, или око-
ло 98%, или около 99% или около 100% этой последовательности состоит из множества блоков из непе-
рекрывающихся последовательностей, выбранных из одного семейства мотивов, выбранных из табл. 1, 
что приводит к получению семейственной последовательности. Семейство, применимое к мотивам, обо-
значает, что XTEN-последовательность несет мотивы, выбранные из одной категории мотивов из табл. 1; 
т.е. AD, AE, AF, AG, AM, AQ, BC или BD. В других осуществлениях XTEN-последовательность содер-
жит множество блоков мотивов последовательностей из двух или более семейств мотивов из табл. 1, вы-
бираемых для достижения требуемых физико-химических характеристик, включающих такие свойства, 
как суммарный заряд, гидрофильность, недостаток вторичной структуры или недостаток повторяемости, 
которые могут быть обусловлены аминокислотной композицией этих мотивов, более полно описанных 
ниже. В этих вышеуказанных осуществлениях, описанных в этом параграфе, мотивы или части мотивов, 
включенных в XTEN-последовательность, могут быть выбраны или подобраны с использованием спосо-
бов, описанных в данном тексте, для получения полипептида XTEN от около 36, около 42, около  72, 
около 144, около 288, около 576, около 864, около 1000, около 2000 до около 3000 аминокислотных ос-
татков или промежуточных веществ любой длины. Не ограничивающие применение примеры семейства 
XTEN-последовательностей, пригодных для включения в предлагаемые конъюгаты, представлены в 
табл. 2. Подразумевается, что определенная последовательность, упомянутая касательно табл. 2, имеет 
последовательность, отраженную в табл. 2, тогда как обобщенная ссылка, например, на последователь-
ность AE144 подразумевает включение любой последовательности AE, обладающей 144 аминокислот-
ными остатками; например AE144_1A, AE144_2A и т.д., или обобщенная ссылка, например, на последо-
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вательность AG144 подразумевает включение любой последовательности AG, обладающей 144 амино-
кислотными остатками; например AG1441, AG144_2, AG144_A, AG144_B, AG144_C и т.д.  

Таблица 1 
Мотивы XTEN-последовательности из 12 аминокислот и семейства мотивов 

 
* Отмечены индивидуальные мотивы, которые при использовнии  
вместе в разных перестановках, приводят к получению "семейства  
последовательности".  
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Таблица 2 
Полипептиды XTEN 
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В некоторых осуществлениях, в которых в полипептиде XTEN меньше 100% аминокислот, состоит 

из 4, 5 или 6 типов аминокислот, выбранных их глицина (G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глу-
таминовой кислоты (E) и пролина (P), или меньше 100% последовательности состоит из мотивов после-
довательностей из табл. 1 или XTEN-последовательности из табл. 2, 3 и 22-25 других аминокислотных 
остатков полипептида XTEN выбраны из любых других 14 природных L-аминокислот, но предпочти-
тельно выбраны из гидрофильных аминокислот таких, что XTEN-последовательность содержит по 
меньшей мере около 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или по меньшей мере около 99% гидрофильных ами-
нокислот. Отдельная аминокислота или короткая последовательность аминокислот, отличных от глицина 
(G), аланина (A), серина (S), треонина (T), глутаминовой кислоты (E) и пролина (P), могут быть включе-
ны в полипептид XTEN для получения необходимого свойства, такого как обеспечение внедрения в сайт 
рестрикции путем кодирования нуклеотидов или для облегчения присоединения к компоненту нагрузоч-
ного вещества или для внедрения в расщепляемую последовательность. В качестве типичного осуществ-
ления, описанного более полно ниже, в данном изобретении предлагается полипептид XTEN, который 
содержит от 1 до около 20, или от 1 до около 15, или от 1 до около 10, или от 1 до 5 остатков лизина, при 
этом реакционноспособные лизиновые остатки используются для присоединения к кросс-линкерам или 
нагрузочным веществам, как описано в данном тексте. В другом осуществлении, описанном более полно 
ниже, данный полипептид XTEN включает от 1 до около 20, или от 1 до около 15, или от 1 до около 10, 
или от 1 до 5 остатков цистеина, при этом реакционноспособные цистеиновые остатки используются для 
присоединения к кросс-линкерам или нагрузочным веществам, как описано в данном тексте. В другом 
осуществлении данный полипептид XTEN включает от 1 до около 20 остатков цистеина и лизина, при 
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этом реакционноспособные лизиновые и цистеиновые остатки используются для присоединения к раз-
личным кросс-линкерам или нагрузочным веществам, как описано в данном тексте. В другом осуществ-
лении данный полипептид XTEN включает 1, 2, 3, 4, 5 или больше остатков аргинина, за которыми не 
следуют остатки пролина для обеспечения расщепляемых последовательностей, которые могут разру-
шаться трипсином для создания XTEN-сегментов, описанных более полно в данном тексте ниже. Ами-
нокислоты полипептидов XTEN, которые не являются глицином (G), аланином (A), серином (S), треои-
нином (T), глутаминовой кислотой (E) и пролином (P), либо расположены рассредоточено по всей длине 
XTEN-последовательности либо расположены в пределах или между последовательностями мотивов, 
или сконцентрированы в одном или большем количестве коротких участков XTEN-последовательности, 
таких как на N- или C-концах или около них. Поскольку гидрофобные аминокислоты придают полипеп-
тиду структуру, то в данном изобретении предложено то, что содержание гидрофобных аминокислот в 
полипептидах XTEN, используемых в конъюгационных конструкциях, обычно будет меньше чем 5%, 
или меньше чем 2%, или меньше чем 1% гидрофобных аминокислот от общего содержания. Гидрофоб-
ные остатки, которые менее желательны в конструкции XTEN, включают триптофан, фенилаланин, ти-
розин, лейцин, изолейцин, валин и метионин. Кроме того, каждый может разработать XTEN-
последовательности с содержанием меньше чем 5%, или меньше чем 4%, или меньше чем 3%, или 
меньше чем 2%, или меньше чем 1%, или с отсутствием следующих аминокислот: метионин (для пре-
дотвращения окисления), аспарагина и глютамина (для предотвращения дезамидирования). В других 
осуществлениях аминокислотное содержание метионина и триптофана в XTEN-составляющих, исполь-
зуемых в конъюгационных конструкциях, обычно меньше чем 5%, или меньше чем 2%, или наиболее 
предпочтительно меньше чем 1%. В других осуществлениях полипептид XTEN из предлагаемых XTEN-
конъюгатов будет обладать последовательностью, которая содержит меньше чем 10% аминокислотных 
остатков с положительным зарядом, или меньше чем около 7%, или меньше чем около 5%, или меньше 
чем около 2% аминокислотных остатков с положительным зарядом, суммарное содержание остатков 
метионина и триптофана будет меньше чем 2% и суммарное содержание остатков аспарагина и глюта-
мина будет меньше чем 5% всей XTEN-последовательности.  

3. Цистеин- и лизин-сконструированные XTEN-последовальности. 
В другом аспекте в данном изобретении предложены полипептиды XTEN с определенными количе-

ствами с внедренными цистеиновыми и лизиновыми остатками соответственно "цистеин-
сконструированные XTEN" и "лизин-сконструированные XTEN". Объектом данного изобретения являет-
ся предложение полипептидов XTEN с определенными количествами цистеиновых и/или лизиновых ос-
татков для обеспечения конъюгации между тиоловой группой цистеина или эпсилон-аминогруппы и ре-
акционноспособной группы нагрузочного вещества или кросс-линкера, которые должны присоединяться 
к остову молекулы XTEN. В одном варианте осуществления вышеуказанный полипептид XTEN этого 
изобретения содержит от около 1 до около 100 лизиновых остатков, или от около 1 до около 70 лизино-
вых остатков, или от около 1 до около 50 лизиновых остатков, или от около 1 до около 30 лизиновых 
остатков, или от около 1 до около 20 лизиновых остатков, или от около 1 до около 10 лизиновых остат-
ков, или от около 1 до около 5 лизиновых остатков, или от 1 до около 3 лизиновых остатков, или в дру-
гом варианте только один лизиновый остаток. В другом варианте осуществления вышеуказанный поли-
пептид XTEN этого изобретения содержит от около 1 до около 100 цистеиновых остатков, или от около 1 
до около 70 цистеиновых остатков, или от около 1 до около 50 цистеиновых остатков, или от около 1 до 
около 30 цистеиновых остатков, или от около 1 до около 20 цистеиновых остатков, или от около 1 до 
около 10 цистеиновых остатков, или от около 1 до около 5 цистеиновых остатков, или от 1 до около 3 
цистеиновых остатков, или в другом варианте только один цистеиновый остаток. В другом варианте 
осуществления вышеуказанный полипептид XTEN этого изобретения содержит от около 1 до около 10 
лизиновых остатков и от около 1 до около 10 цистеиновых остатков. С использованием вышеуказанных 
лизин- и/или цистеин- сконструированных полипетидов XTEN могут быть сконструированы конъюгаты, 
которые включают полипетид XTEN, дополнительный кросс-линкер плюс нагрузочное вещество, при-
годное для лечения болезненного состояния пациента, при этом максимальное количество молекул аген-
та нагрузочного вещества присоединяется к XTEN-компоненту по определенному количеству остатков 
лизина, цистеина или других аминокислот с реакционноспособной группой (например, концевая амино- 
или тиоловая группа), внедренных в полипептид XTEN. В одном варианте осуществления в этом изобре-
тении предлагаются цистеин-сконструированные последовательности XTEN, в которых нуклеотиды, 
кодирующие одну или большее количество аминокислот полипептида XTEN, замещены аминокислотой 
цистеином для создания цистеин-сконструированного гена XTEN. В другом варианте осуществления в 
этом изобретении предлагаются цистеин-сконструированные последовательности XTEN, в которых нук-
леотиды, кодирующие одну или большее количество аминокислоты цистеина, вставлены в ген, коди-
рующий полипептид XTEN, для создания цистеин-сконструированного гена XTEN. В других случаях 
олигонуклеотиды, кодирующие один или большее количество мотивов, от около 9 до около 14 коди-
рующих аминокислоты кодонов, кодирующих один или большее количество цистеиновых остатков, свя-
заны в блоке с другими олигонуклеотидами, кодирующими XTEN-мотивы или полноразмерные XTEN-
последовательности для создания цистеин-сконструированного гена XTEN. В одном вышеуказанном 
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осуществлении, в котором один или большее количество цистеиновых остатков вставлены в XTEN-
последовательность при создании гена XTEN, нуклеотиды, кодирующие цистеин, могут быть присоеди-
нены к кодонам, кодирующим аминокислоты, используемые в полипептиде XTEN для создания мотива 
цистеин-XTEN, с цистеином(ами) в определенных положениях, используя способы, описанные в данном 
тексте (см. пример 61 и фиг. 40-41), или с помощью стандартных техник молекулярной биологии и такие 
мотивы впоследствии встраивают в ген, кодирующий полноразмерный цистеин-сконструированный по-
липептид XTEN. В таких случаях, в которых, например, кодирующие один цистеин нуклеотиды добав-
ляют в ДНК, кодирующую мотив, выбранный из табл. 1, получаемый мотив может нести 13 аминокис-
лот, тогда как внедрение двух остатков цистеина приведет к получению мотива, несущего 14 аминокис-
лот и т.д. В других случаях цистеинсодержащий мотив может быть создан de novo и иметь определенную 
длину и количество аминокислот цистеинов путем присоединения нуклеотидов, кодирующих цистеин, к 
нуклеотидам, кодирующим один или большее количество аминокислотных остатков, используемых в 
полипептиде XTEN (например, G, S, T, E, P, A) в определенном положении, а данные кодирующие моти-
вы впоследствии встраивают путем гибридизации с другими XTEN-кодирующими последовательностя-
ми мотивов в ген, кодирующий полноразмерный полипептид XTEN, как описано в данном тексте и про-
иллюстрировано на фиг. 7-8. В случаях, когда лизин-сконструированный полипептид XTEN использует-
ся для получения конъюгатов этого изобретения, описанные выше подходы должны применяться с кодо-
нами, кодирующими лизин вместо цистеина. Таким образом, принимая вышесказанное, может быть соз-
дан новый XTEN-мотив, который может содержать около 9-14 аминокислотных остатков и содержать 
одну или большее количество реакционноспособных аминокислот; т.е. цистеин или лизин. Не ограничи-
вающие осуществления примеры мотивов, подходящие для использования в конструируемых полипеп-
тидах XTEN, содержащих один остаток цистеина или лизина, такие 

 
Однако данное изобретение подразумевает для включения в XTEN-последовательности использо-

вание мотивов различной длины, такие как описаны в табл. 5 и 11. В таких случаях, в которых ген, коди-
рующий полипептид XTEN с одним или более мотивов с цистеином и/или лизином, должен собираться 
из существующих XTEN-мотивов или сегментов, это ген может быть сконструирован и построен соеди-
нением существующих "строительных блоков" полинуклеотидов, кодирующих короткие и длинные по-
липептиды XTEN; например AE48, AE144, AE288, AE432, AE576, AE864, АМ48, AM875, AE912, AG864, 
или нуклеотиды, кодирующие 36-меры из примеров 1-4, и табл. 22-25, которые гибридизируются в блоке 
с нуклеотидами, кодирующими цистеин- и/или лизинсодержащие мотивы, или, альтернативно, эти цис-
теин- и/или лизинкодирующие нуклеотиды могут быть превращены с помощью ПЦР в имеющуюся 
XTEN-последовательность (как более полно описано ниже и в примерах), с использованием, к примеру, 
нуклеотидов, кодирующих группы из табл. 4 и 5, для построения сконструированных полипептидов 
XTEN, в которых реакционноспособные остатки цистеина и/или лизина размещены в одном или боль-
шем количестве предусмотренных в последовательности положении в требуемом количестве. Примеры, 
не ограничивающие осуществление таких сконструированных полипептидов XTEN, представлены в 
табл. 3. Таким образом в одном варианте осуществления данного изобретения XTEN-последовательность 
содержит по меньшей мере около 80% идентичности последовательности, или по меньшей мере около 
90%, или около 91%, или около 92%, или около 93%, или около 94%, или около 95%, или около 96%, или 
около 97%, или около 98%, или около 99% идентичной последовательности или является идентичной 
последовательности или фрагменту последовательности, выбранных из табл. 3, при проведении опти-
мального выравнивания. Однако применение методологии с цистеин- или лизин-сконструированными 
последовательностями для создания полипептидов XTEN, включающих цистеиновые или лизиновые 
остатки, не означает наложение ограничения на четко определенные композиции или гамму видов ком-
позиций вышеуказанных осуществлений. Специалист в этой области оценит выгоду того, что точное 
расположение и количество внедренных остатков цистеина и лизина в полипептиды XTEN могут варьи-
ровать без отступления от сути данного описанного изобретения. 
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Таблица 3 
Цистеин- и лизин-сконструированные XTEN-последовальности 
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В другом осуществлении в данном изобретении предложены инсерции, обеспечивающие вставки 

лизина в виде части более длинной последовательности, определяемой как лизиновый участок. Примеры 
лизиновых участков показаны в табл. 4. Преимущество фланкирования всех лизиновых участков в поли-
пептиде XTEN по отношению к подобным или идентичным последовательностям в том, что это приво-
дит к более однородной химической реакционной способности каждого лизинового остатка. Другое пре-
имущество приводит к получению возможности выполнять пептидное картирование для измерения сте-
пени связывания нагрузочных веществ. Примеры включают участки I_L6, I_L7 и I_L8 в табл. 4. Эти уча-
стки содержат остатки глутаминовой кислоты, которые облегчают пептидное картирование с использо-
ванием GluC-протеазы. В другом осуществлении в данном изобретении предложены инсерции, обеспе-
чивающие вставки цистеина в виде части более длинной последовательности, определяемой как цистеи-
новый участок. Примеры цистеиновых участков показаны в табл. 5. Преимущество фланкирования всех 
цистеиновых участков в полипептиде XTEN по отношению к подобным или идентичным последователь-
ностям в том, что это приводит к более однородной химической реакционной способности каждого цис-
теинового остатка. Другое преимущество приводит к получению возможности выполнять пептидное 
картирование для измерения степени конъюгации нагрузочных веществ. Примеры включают участки 
I_C4, I_C7, I_C8 и I_C9 в табл. 5. Эти участки содержат остатки глутаминовой кислоты, которые облег-
чают пептидное картирование с использованием GluC-протеазы. Эти участки могут быть внедрены в 
конструкции, кодирующие имеющиеся полипептиды XTEN с помощью традиционных методов ПЦР, как 
описано выше и в примерах. Олигонуклеотиды, кодирующие эти участки могут быть внедрены в конст-
рукции, кодирующие имеющиеся полипептиды XTEN с помощью традиционных методов ПЦР. Напри-
мер, в одном осуществлении, в котором имеющийся ген полноразмерного полипептида XTEN должен 
быть модифицирован с помощью нуклеотидов, кодирующих один или большее количество остатков цис-
теина или лизина, олигонуклеотид может быть создан таким, что кодирует цистеин или лизин и таким, 
который проявляет частичную гомологию и может гибридизироваться с одной или более коротких по-
следовательностей полипептида XTEN, что приводит к акту рекомбинации и замещению имеющегося 
кодона цистеина или лизина данного гена XTEN (см., например, примеры 6 и 7 касательно описания об-
щих методов). В одном иллюстративном осуществлении такая рекомбинация приводит к замещению в 
аминокислотной последовательности GGSPAGSCTSP участка I_C1. Тем не менее эти олигонуклеотиды 
могут быть сконструированы для замещения цистеина (или лизина) в разных положениях мотива или для 
включения в мотив второго цистеина (или лизина). Цистеин- или лизинкодирующие олигонуклеотиды 
могут быть сконструированы для гибридизации с заданным сегментом последовательности в разных 
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точках вдоль известной XTEN-последовательности для обеспечения их внедрения в ген, кодирующий 
полипептид XTEN. Таким образом, в данном изобретении подразумевается, что множественные генные 
конструкции полипептидов XTEN могут быть созданы с помощью внедрения в разные положения в пре-
делах XTEN-последовательности остатков цистеина или лизина путем выбора сайтов рестрикции в пре-
делах XTEN-последовательности и с помощью конструкции олигонуклеотидов, пригодной для получе-
ния заданного положения и кодирующей цистеин или лизин, включая использование сконструированных 
олигонуклеотидов, что приводит к получению многократных инсерций в такие же XTEN-
последовательности. Принимая во внимание конструкцию, выбор одного или более таких олигонуклео-
тидов с известной последовательностью полипептида XTEN и надлежащее применение способов этого 
изобретения может быть оценено и потом подтверждено секвенированием конечного гена полипептида 
XTEN потенциального количества замещенных реакционноспособных остатков цистеина или лизина, 
внедренных в полноразмерный полипептид XTEN.  

Таблица 4 
Примеры лизиновых участков 

 
 

Таблица 5 
Примеры цистеиновых участков 

 
Полипептид XTEN может быть сконструирован так, чтобы включать оба вида остатков лизина и 

цистеина для конъюгации, показанной на фиг. 1D. Что дает полипептиду возможность для конъюгации 
двух различных нагрузочных веществ с таким же XTEN-полимером, используя способы конъюгации, 
направленные на реакцию с функциональными группами или линкерами, присоединенными к цистеину 
или лизину. Такие смешанные нагрузочные вещества могут обладать адитивным и/или синергическим 
фармакологическим действием при назначении пациенту в виде одной композиции. Альтернативно, 
смешанные нагрузочные вещества могут быть комбинацией нацеленного компонента и активным нагру-
зочным веществом для того, чтобы доставить фармакофор в требуемую зону у пациента. Контролируя 
количество и положение остатков лизина и цистеина, каждый разработчик может контролировать коли-
чество и положение присоединенных нагрузочных веществ. Это дает возможность разработчику регули-
ровать относительную активность и селективность нагрузочных веществ в получаемом конъюгате 
XTEN-нагрузочное вещество. 

Структура, выбор и способы получения веществ данного изобретения дают возможность создания 
сконструированных полипептидов XTEN, которые проявляют реакционную способность с электрофиль-
ной функциональностью. Эти способы создания предлагаемых конъюгатов, представленных в этом тек-
сте, дают возможность создавать конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество, конъюгаты полипептид 
XTEN-кросс-линкер и конъюгаты полипептид XTEN-азидные/алкиновые реактанты с линкерными моле-
кулами или молекулами нагрузочных веществ, добавляемых в определенных сайтах, как схематически 
показано на фиг. 1. Нагрузочные вещества, кросс-линкеры и азидные/алкиновые реактанты могут быть 
сайт-специфическими и эффективно соединяться с N- или C-концами полипептида XTEN, с цистеинсо-
держащими полипептидами XTEN с тиоловыми реакционноспособными группами или с лизинсодержа-
щими полипептидами XTEN данного изобретения с реакционноспособными аминогруппами и с α-
аминогруппами N-конца полипептида XTEN, как более полно описано ниже, а потом очищаться и харак-
теризоваться, как схематически показано на фиг. 40, применяя, к примеру, помимо прочих методы, более 
подробно описанные в примерах.  
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4. Длина последовательности. 
В другом аспекте в данном изобретении предлагаются XTEN-последовательности различной длины 

для внедрения в эти композиции, при этом длина XTEN-последовательности(ей) выбирается на основе 
определенных свойств или функций, которые требуется достичь для этой композиции. В зависимости от 
предполагаемого свойства или функции эти конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество включают XTEN-
последовательности короткой или промежуточной длины или более длинные XTEN-последовательности, 
или мультимеры коротких, промежуточных или длинных полипептидов XTEN, которые могут служить 
переносчиками. В то же время не предполагая ограничений, данный полипептид XTEN или фрагменты 
полипептида XTEN состоят из коротких сегментов из от около 6 до около 99 аминокислотных остатков, 
промежуточные длины от около 100 до около 399 аминокислотных остатков и большие длины от около 
400 до около 1000 и вплоть до около 3000 аминокислотных остатков. Поэтому данные полипептиды 
XTEN, используемые как участники конъюгации для внедрения в предложенные конъюгаты, включают 
полипептиды XTEN или фрагменты полипептидов XTEN с длинами около 6, или около 12, или около 36, 
или около 40, или около 48, или около 72, или около 96, или около 144, или около 288, или около 400, 
или около 432, или около 500, или около 576, или около 600, или около 700, или около 800, или около 
864, или около 900, или около 1000, или около 1500, или около 2000, или около 2500, или вплоть до око-
ло 3000 аминокислотных остатков по длине. В других случаях данные XTEN-последовательности могут 
быть от около 6 до около 50, от около 50 до около 100, от около 100 до 150, от около 150 до 250, от около 
250 до 400, от около 400 до около 500, от около 500 до около 900, от около 900 до 1500, от около 1500 до 
2000, или от около 2000 до около 3000 аминокислотных остатков по длине. Точная длина XTEN-
последовательностей, внедренных в предложенные конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество, могут ва-
рьировать без негативного влияния на биологическую активность таких конъюгатов. В одном осуществ-
лении одна или большее количество последовательностей XTEN могут быть выбраны из одного из се-
мейств XTEN-последовательностей; например AD, AE, AF, AG, AM, AQ, BC или BD. В некоторых вари-
антах осуществления изобретения данные последовательности XTEN, используемые для создания пред-
ложенных конъюгатов, включают последовательности XTEN, выбранные из каких-либо последователь-
ностей из табл. 2, 3 и 22-25, которые могут быть присоединены к компоненту нагрузочного вещества 
непосредственно или через кросс-линкеры, раскрытые в данном тексте. В других вариантах один или 
большее количество последовательностей XTEN, используемые для создания предложенных конъюга-
тов, включают XTEN-последовательность, обладающую по меньшей мере около 80% идентичностью 
последовательности или в других случаях 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 
99 или 100% идентичностью последовательности по сравнению с последовательностями XTEN, выбран-
ными из табл. 2, 3, 22-25, или их фрагментов при оптимальном выравнивании с последовательностью 
сравнимой длины. В некоторых вариантах осуществления предложенные конъюгаты состоят из 2, 3, 4 
или более XTEN последовательностей, отличающихся тем, что суммарная длина остатков XTEN-
последовательностей больше чем от около 100 до около 3000, или от около 400 до около 2000, или от 
около 800 до 1000 аминокислотных остатков и XTEN-последовательности могут быть идентичными или 
они могут отличаться по набору или длине последовательности. Как используется в данном тексте, под 
термином "суммарная длина" подразумевается объединение общей длины в аминокислотных остатках, 
когда в конъюгат включено более одного полипептида XTEN. 

Более подробно описанные ниже способы, в которых раскрывают конъюгаты XTEN-нагрузочное 
вещество, разработаны путем выбора длины полипептида XTEN и способа соединения его с реактантом 
кросс-линкера или с нагрузочным веществом для приобретения физико-химического свойства (напри-
мер, стабильности или растворимости) или для получения целевого периода полувыведения или сохра-
нения активности, когда конъюгат XTEN-нагрузочное вещество вводится пациенту. 

Полипептиды XTEN используются в композициях как переносчики, данное изобретение использует 
преимущество открытия, которое увеличивает длину неповторяющихся неструктурированных полипеп-
тидов, улучшающее неструктурированность полипептидов XTEN и соответственно улучшающее физи-
ко-химические и фармакокинетические свойства конструкций, содержащих XTEN-носитель. В общем 
полипептиды XTEN в виде мономеров или мультимеров с суммарными длинами больше чем около 400 
остатков, внедряясь в конъюгаты, приводят к продлению периода полувыведения по сравнению с более 
короткими суммарными длинами последовательностей, например короче чем около 280 остатков. Как 
более полно описано ниже в примерах, пропорциональные увеличения длины полипептидов XTEN, даже 
если они получены путем повторений одного семейства мотивов последовательностей (например, четыре 
мотива AE из табл. 1), приводит к получению последовательности с большим процентным содержанием 
структуры статистического клубка при определении с помощью GOR-алгоритма или пониженным со-
держанием α-спиралей или β-слоев при определении с помощью алгоритма Чоу-Фасмана, по сравнению 
с более короткими длинами полипептидов XTEN. Кроме того, увеличение длины неструктурированного 
полипептидного участника гибридизации, как описано в примерах, приводит к получению конструкции с 
непропорциональным увеличением конечного периода полувыведения по сравнению с полипептидами, 
взаимодействующими с неструктурированными полипептидными участниками с более короткими дли-
нами. В некоторых вариантах осуществления, в которых полипептид XTEN служит главным образом 
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переносчиком, данное изобретение охватывает конъюгационные композиции XTEN, состоящие из двух, 
трех, четырех или более полипептидов XTEN, при этом суммарная длина XTEN-последовательности 
этих белков XTEN больше чем от около 100, 200, 400, 500, 600, 800, 900 или 1000 до около 3000 амино-
кислотных остатков, при этом такая конструкция выявляет улучшенные фармакокинетические свойства 
при введении пациенту по сравнению с нагрузочным веществом, неприсоединенным к полипептиду 
XTEN и назначаемому в сравнимой дозе. В одном варианте вышеуказанного осуществления каждая из 
двух или более XTEN-последовательностей выявляет по меньшей мере около 80, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 
97 или 98% или больше идентичности к последовательности, выбранной из какой-либо последовательно-
сти из табл. 2, 3 или 22-25, а оставшаяся последовательность(и) носителя, если такая есть, содержит по 
меньшей мере 90% гидрофильных аминокислот и меньше чем около 2% всей последовательности состо-
ит из гидрофобных или ароматических аминокислот или цистеина. Улучшенные фармакокинетические 
свойства конъюгата XTEN-нагрузочное вещество в сравнении с нагрузочным веществом, не соединен-
ным полипептидом XTEN, более полно описаны ниже.  

5. Сегменты XTEN из предшественников полипептидов XTEN. 
В другом аспекте в данном изобретении предлагаются способы создания XTEN-

последовательности из фрагментов короткой или промежуточной длины из более длинных "донорских" 
XTEN-последовательностей, при этом более длинная донорская XTEN-последовательность является 
укороченной на N-конце или C-конце или представляет сегменты, полученные путем протеолиза поли-
пептидов XTEN, содержащих последовательности действия протеаз, приводя таким образом к получе-
нию коротких или промежуточных фрагментов XTEN. В примерах, не ограничивающих осуществление, 
производительность AG864 из 864 аминокислотных остатков может быть фрагментирована для получе-
ния последовательностей AG144 из 144 остатков, AG288 из 288 остатков, AG576 из 576 остатков или 
других фрагментов промежуточных длин, в то время как производительность AE864 может быть фраг-
ментирована для получения нескольких последовательностей AE144, производительности AE288 или 
последовательности AE576 из 288 или 576 остатков или других фрагментов более коротких или проме-
жуточных длин. Подобным образом, можно манипулировать с молекулой ДНК, кодирующей более 
длинные "донорские" последовательности для внедрения остатков цистеина или лизина, которые пред-
полагается использовать в конъюгатах с короткими или промежуточными длинами последовательностей 
XTEN. Специально предусмотрено, что такой подход может быть использован с любым из осуществле-
ний полипептидов XTEN, описанных в данном тексте, или с любыми последовательностями, перечис-
ленными в табл. 2, 3, 21 и 22, для получения полипептида XTEN требуемой длины. 

В другом аспекте в данном изобретении предлагаются полипептиды XTEN с расщепляемыми по-
следовательностями, внедренными внутрь последовательности через определенные интервалы, такие, 
чтобы полипептид XTEN мог процессироваться расщеплением на 2, 3, 4, 5 или 6 более коротких пепти-
дов XTEN однородной длины. Как показано на фиг. 96A, мономерный полипептид XTEN сконструиро-
ван с двумя внутренними расщепляемыми последовательностями так, чтобы обрабатываться протеазой в 
условиях, эффективных для обеспечения расщепления всех расщепляемых последовательностей, что 
приводит к получению трех XTEN-сегментов однородной длины. Кроме того, этот полипептид XTEN 
сконструирован с такой последовательностью, что также приводит к получению XTEN-сегментов, име-
ющих идентичную аминокислотную последовательность, включая остаточную расщепляемую последо-
вательность. В одном варианте в данном изобретении предлагаются полипептиды XTEN с определенной 
последовательностью, содержащей 1, 2, 3, 4 или 5 аргининовых (R) остатков внутри XTEN-
последовательности и разделенных однородными интервалами вдоль XTEN-последовательности, соеди-
няющими идентичные XTEN-сегменты, при этом обработка трипсином приводит к расщеплению поли-
пептида XTEN на XTEN-сегменты, имеющие идентичную длину и последовательность. В вышеуказан-
ных осуществлениях остатки аргинина не присоединены к остаткам пролина в соседнем P1' положении. 
Таким образом, обработкой вышеуказанных полипептидом трипсином полипептид XTEN с 1 внутрен-
ним аргининовым остатком в результате разделится на 2 идентичных XTEN-сегмента, полипептид XTEN 
с 2 внутренними аргининовыми остатками в результате разделится на 3 идентичных XTEN-сегмента и 
т.д. В другом варианте каждый аргининовый остаток вышеуказанных осуществлений замещается лизи-
новыми остатками. В другом варианте в данном изобретении предлагаются полипептиды XTEN с опре-
деленной последовательностью, содержащей 1, 2, 3, 4 или 5 последовательностей, расщепление внутри 
XTEN-последовательности и разделенных однородными интервалами вдоль XTEN-последовательности, 
при этом каждая расщепляемая последовательность представляет собой SASRSA, и обработка трипси-
ном приводит к расщеплению полипептида XTEN на XTEN-сегменты, имеющие идентичную длину и 
последовательность. В другом варианте осуществления в данном изобретении предлагаются полипепти-
ды XTEN по меньшей мере с около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 
92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 
95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 
98%, или по меньшей мере около 99% идентичности с последовательностью, выбранной из множества 
последовательностей, отраженных в табл. 6. В другом варианте осуществления в данном изобретении 
предлагаются полипептиды XTEN по меньшей мере с около 90%, или по меньшей мере около 91%, или 
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по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по 
меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по 
меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% идентичности с последовательностью, вы-
бранной из множества последовательностей, отраженных в табл. 6. При этом полипептид XTEN допол-
нительно включает первый и второй аффинный маркер, в котором каждый из аффинных маркеров при-
соединены к XTEN с помощью расщепляемой последовательности к N- и C-концам XTEN соответствен-
но, при этом каждая расщепляемаая последовательность способна расщепляться трипсином, и при этом 
первый аффинный маркер отличается от второго аффинного маркера и каждый независимо выбран из 
группы, состоящей из аффинных маркеров, отраженных в табл. 7. Вышеприведенный вариант осуществ-
ления показан на фиг. 96B, при этом обработка протеазой полипептида XTEN с двумя внутренними рас-
щепляемыми последовательностями и N-концевым и C-концевым аффинным маркером, каждый из кото-
рых присоединен к полипептиду XTEN через расщепляемую последовательность, приводит к расщепле-
нию конструкции на три XTEN-сегмента одинаковой длины и высвобождению двух аффинных марке-
ров, полученный препарат этого варианта в последствии может быть процессирован в основном в гомо-
генный полипептид XTEN, как описано в данном тексте ниже. В данном изобретении предусмотрены 
вариации полипептидов XTEN, содержащие такие однообразные расщепляемые последовательности и 
их распределение в этой последовательности.  

Таблица 6 
XTEN-предшественники с внутренними расщепляемыми последовательностями 
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6. Суммарный заряд. 
В других вариантах осуществления полипептиды XTEN обладают неструктурированным характе-

ром, обусловленным внедрением аминокислотных остатков со свободным зарядом и содержащие низкое 
процентное содержание или не содержащие гидрофобные аминокислоты в XTEN-последовательности. 
Общий суммарный заряд и плотность суммарного заряда контролируется модификацией содержания 
заряженных аминокислот в XTEN-последовательностях на положительный или отрицательный с полу-
чением суммарного заряда, обычно представляемого как процентное содержание аминокислот в поли-
пептиде, которые вносят вклад в состояние заряда за пределами этих остатков, которое аннулируется 
остатком с противоположным зарядом. В некоторых вариантах осуществления плотность суммарного 
заряда конъюгата полипептида XTEN может составлять выше +0,1 или ниже -0,1 заряда на остаток. Тер-
мином "суммарная плотность заряда" белка или пептида в данном тексте обозначается суммарный заряд, 
деленный на общее количество аминокислот в белке. В других вариантах суммарный заряд полипептида 
XTEN может составлять около 0, около 1, около 2, около 3, около 4, около 5, около 6, около 7, около 8, 
около 9, около 10, около 11, около 12, около 13, около 14, около 15, около 16, около 17, около 18, около 
19, или около 20% или больше. Благодаря суммарному заряду некоторые полипептиды XTEN имеют 
изоэлектрическую точку (pI), равную 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0 или даже 6,5. В одном 
варианте полипептид XTEN будет иметь изоэлектрическую точку между 1,5 и 4,5 и нести в физиологи-
ческих условиях суммарный отрицательный заряд. 

Поскольку большинство тканей и поверхностей организма человека и животного несут отрицатель-
ный суммарный заряд, то в некоторых осуществлениях XTEN-последовательности сконструированы так, 
чтобы нести отрицательный суммарный заряд для минимизации неспецифических взаимодействий меж-
ду композициями, содержащими полипептиды XTEN и различными поверхностями, такими как крове-
носные сосуды, здоровые ткани или различные рецепторы. Без связи с определенной теорией полипеп-
тид XTEN может принимать открытые конформации из-за электростатического отталкивания между от-
дельными аминокислотами полипептида XTEN, который самостоятельно несет отрицательный суммар-
ный заряд, который распределен вдоль последовательности полипептида XTEN. В некоторых осуществ-
лениях XTEN-последовательность сконстуирована с по меньшей мере от 90 до 95% заряженных остат-
ков, разделенных другими незаряженными остатками, такими как серин, аланин, треонин, пролин или 
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глицин, что ведет к более однородному распределению заряда, лучшей экспрессии или поведению при 
очистке. Такое однородное распределение отрицательного суммарного заряда на протяженных длинах 
полипептидов XTEN также вносит вклад в получение неструктурированной конформации этого полиме-
ра, которая, в свою очередь, может привести к эффективному увеличению гидродинамического радиуса. 
В предпочтительных осуществлениях отрицательный заряд предлагаемого полипептида XTEN обеспе-
чивается внедрением остатков глутаминовой кислоты. Как правило, остатки глутаминовой кислоты рас-
полагаются однородно вдоль XTEN-последовательности. В некоторых случаях полипептид XTEN может 
содержать около 10-80, или около 15-60, или около 20-50 остатков глутаминовой кислоты на 20 кДа по-
липептида XTEN, что может обеспечить получение полипептидов XTEN с заряженными остатками, ко-
торые имеют очень подобные значения pKa, что может повысить гомогенность заряда препарата и сузить 
его изоэлектрическую точку, улучшить физико-химические свойства получаемого продукта XTEN-
нагрузочное вещество для того, чтобы, таким образом, упростить процедуры очистки. Например, если 
требуется получить полипептид XTEN с отрицательным зарядом, последовательность XTEN может быть 
выбрана полностью из семейства последовательностей AE, в которых около 17% суммарного заряда 
обеспечивается благодаря включению глутаминовой кислоты, или могут быть включены разные пропор-
ции мотивов, содержащих глутаминовую кислоту из табл. 1, для обеспечения требуемой степени сум-
марного заряда. Не ограничивающие примеры последовательностей AE XTEN, включают, но не ограни-
чивают использование последовательностей AE36, AE42, AE144, AE288, AE432, AE576, AE624, AE864 и 
AE912 из табл. 2 и 21 или их фрагменты. В одном варианте реализации XTEN-последовательность из 
табл. 2 или 3 может быть модифицирована для включения дополнительных остатков глутаминовой ки-
слоты для достижения требуемого отрицательного суммарного заряда. Соответственно, в одном осуще-
ствлении данное изобретение предлагает полипептид XTEN, в котором XTEN-последовательности со-
держат около 1, 2, 4, 8, 10, 15, 17, 20, 25 или даже около 30% глутаминовой кислоты. В некоторых случа-
ях, полипептид XTEN может содержать около 10-80, или около 15-60, или около 20-50 остатков глута-
миновой кислоты на 20 кДа полипептида XTEN, что может обеспечить получение полипептидов XTEN с 
заряженными остатками, которые имеют очень подобные значения pKa, что может повысить гомоген-
ность заряда препарата и сузить его изоэлектрическую точку, улучшить физико-химические свойства 
получаемой конъюгационной композиции полипептида XTEN для того, чтобы, таким образом, упростить 
процедуры очистки. В одном варианте в данном изобретении для достижения отрицательного суммарно-
го заряда в дополнение к глутаминовой кислоте предусмотрено включение в полипептид XTEN до 5% 
остатков аспарагиновой кислоты. 

Без связи с определенной теорией полипептид XTEN в конъюгатах XTEN-нагрузочное вещество с 
большим отрицательным суммарным зарядом, как ожидается, обладает меньшим неспецифическим вза-
имодействием с различными отрицательно-заряженными поверхностями, такими как кровеносные сосу-
ды, ткани или различные рецепторы, что может вносить дополнительный вклад в снижение активного 
выведения препарата. И наоборот, считается, что полипептид XTEN конъюгатов XTEN-нагрузочное ве-
щество с низким (или отсутствующим) суммарным зарядом будет обладать высокой степенью взаимо-
действия с поверхностями, которые могут потенциировать активность присоединенного конъюгата в 
сосудистой системе или тканях. В других осуществлениях, где требуется отсутствие суммарного заряда, 
полипептид XTEN может быть выбран, к примеру, из компонентов XTEN AG, таких как мотивы AG из 
табл. 1, или тех мотивов AM из табл. 1, у которых нет заряда. Не ограничивающие примеры последова-
тельностей AG XTEN, включают, но не ограничивают использование последовательностей семейств AG 
36, 42, 144, 288, 576 и 864 из табл. 2 и 22 или их фрагментов. В другом варианте полипептид XTEN мо-
жет включать варьирующие пропорции мотивов AE и AG для того, чтобы получить суммарный заряд, 
который считается оптимальным для данного использования или для поддержания данного физико-
химического свойства. 

Конъюгаты полипептидов XTEN настоящего изобретения не содержат или имеют низкое содержа-
ние положительно заряженных аминокислот. В некоторых вариантах осуществления полипептид XTEN 
может содержать меньше чем 10% аминокислотных остатков с положительным зарядом, или меньше чем 
около 7%, или меньше чем около 5%, или меньше чем около 2%, или меньше чем около 1% аминокис-
лотных остатков с положительным зарядом. Тем не менее, данное изобретение предусматривает конст-
рукции, в которых определенное количество аминокислот с положительным зарядом, таких как лизин, 
внедрены в полипептид XTEN для обеспечения конъюгации между эпсилон-аминогруппой лизина и ре-
акционноспособной группы нагрузочного вещества или кросс-линкера, которые должны присоединяться 
к остову молекулы XTEN. В одном варианте осуществления вышеуказанный полипептид XTEN предло-
женных конъюгатов содержит от около 1 до около 100 лизиновых остатков, или от около 1 до около 70 
лизиновых остатков, или от около 1 до около 50 лизиновых остатков, или от около 1 до около 30 лизино-
вых остатков, или от около 1 до около 20 лизиновых остатков, или от около 1 до около 10 лизиновых 
остатков, или от около 1 до около 5 лизиновых остатков, или от около 1 до около 3 лизиновых остатков 
или в другом варианте только один лизиновый остаток. С использованием вышеуказанных лизинсодер-
жащих полипетидов XTEN могут быть сконструированы конъюгаты, которые включают полипетид 
XTEN, необязательный линкер плюс нагрузочное вещество, пригодное для лечения болезненного со-
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стояния пациента, при этом максимальное количество молекул агента нагрузочного вещества присоеди-
няется к XTEN-компоненту по определенному количеству остатков лизина с реакционноспособной бо-
ковой группой (например, концевой амин), внедренных в полипептид XTEN.  

7. Низкая иммуногенность. 
В другом аспекте в данном изобретении предлагаются композиции полипептидов XTEN, обладаю-

щие низкой степенью иммуногенности или являющиеся в основном неиммуногенными. Не низкую им-
муногенность полипептида XTEN могут влиять несколько факторов, например неповторяющаяся после-
довательность, неструктурированная конформация, высокая степень растворимости, низкая степень или 
отсутствие самоагрегации, низкое содержание или отсутствие протеолитических сайтов в пределах по-
следовательности и низкое содержание или отсутствие эпитопов в XTEN-последовательности. 

Конформационные эпитопы формируются участками поверхности белка, которая состоит из мно-
жественных непрерывных последовательностей аминокислот белкового антигена. Точный фолдинг этого 
белка приводит эти последовательности к образованию четко выраженных стабильных пространствен-
ных конфигураций или эпитопов, которые могут распознаваться как "чужеродные" гуморальной иммун-
ной системой хозяина, приводя к образованию антител к этому белку или активизации клеточно-
опосредованного иммунного ответа. В последнем случае у индивида иммунный ответ к белку находится 
под сильным влиянием распознавания эпитопа T-клетками, которое является функцией от специфично-
сти связывания этого пептида с аллотипом рецепторов HLA-DR индивида. Вовлечение пептидного ком-
плекса MHC II класса с помощью рецептора распознавания T-клеток на поверхности T-клеток вместе с 
перекрестным связыванием определенных других корецепторов, таких как молекула CD4, может инду-
цировать активированное состояние у T-клеток. Активация ведет к высвобождению цитокинов других 
лимфоцитов, таких как B-клетки, синтезирующие антитела, или активации T-клеток киллеров, как пол-
ное проявление клеточного иммунного ответа. 

Способность пептида связываться с данной молекулой MHC II класса для презентации на поверх-
ности АПК (антиген-презентирующей клетки) зависит от нескольких факторов; наиболее заметно уча-
стие его первичной последовательности. В одном варианте осуществления более низкая степень иммуно-
генности достигается конструированием XTEN-последовательностей, которые устойчивы к процессиро-
ванию в антиген-презентирующих клетках, и/или выбором последовательностей, которые не связывают-
ся легко с рецепторами MHC. В данном изобретении предложены конъюгаты XTEN-нагрузочное веще-
ство, XTEN-кросс-линкер и XTEN-реактант клик-химии с в основном неповторяющимися полипептида-
ми XTEN, сконструированными для снижения связывания с рецепторами MHC II класса, а также устра-
нения образования эпитопов для рецепторов T-клеток или связывания антител, что приводит к низкой 
степени иммуногенности этих конъюгатов. Устранение иммуногенности может объясняться, по меньшей 
мере частично, следствием конформационной гибкости XTEN-последовательностей; например отсутст-
вием вторичной структуры, благодаря выбору и порядку аминокислотных остатков. Например, особым 
интересом пользуются последовательности, обладающие слабой склонностью принимать в водных рас-
творах или в физиологических условиях компактные свернутые конформации, которые могут приводить 
к образованию конформационных эпитопов. Введение полипептидов, содержащих XTEN, применяя тра-
диционные терапевтические способы и дозировки, обычно не приведут к образованию нейтрализующих 
антител к XTEN-последовательностям и также понизят иммуногенность нагрузочных веществ в данных 
конъюгатах. 

В одном варианте осуществления XTEN-последовательности, используемые у предложенного по-
липептида, могут в основном быть свободными от эпитопов, распознаваемых T-клетками человека. Уда-
ление таких эпитопов с целью создания менее иммуногенных белков было раскрыто ранее; см., к приме-
ру, WO 98/52976, WO 02/079232 и WO 00/3317, которые включены в данный документ посредством 
ссылки. Assays for human T cell epitopes have been described (Stickler, M., et al. (2003) J. Immunol. Methods, 
281: 95-108). Особый интерес представляют последовательности пептидов, которые могут быть олигоме-
ризованы без получения эпитопов T-клеток или несвойственных человеческому организму последова-
тельностей. Это достигается испытанием прямых повторностей таких последовательностей на наличие 
T-клеточных эпитопов и на встречаемость 6-15-мерных и, особенно, 9-мерных последовательностей не-
свойственных человеческому организму, с последующим изменением структуры XTEN-
последовательностей для удаления или разрушения последовательности эпитопов. В некоторых вариан-
тах осуществления XTEN-последовательности являются в основном неиммуногенными, благодаря огра-
ничению количества эпитопов полипептида XTEN, для которых предсказана возможность связывания 
рецепторов MHC. Со снижением количества эпитопов, способных связывать рецепторы MHC, появляет-
ся сопутствующее снижение потенциала активации T-клеток, а также функционирование T-клеточных 
хелперов, снижение активизации B-клеток или повышенной экспрессии и ослабление образования анти-
тел. Низкая степень рассчитанных T-клеточных эпитопов может быть определена алгоритмами вычисле-
ния эпитопов, таких как, например, TEPITOPE (Sturniolo, Т., et al. (1999) Nat. Biotechnol., 17: 555-61), как 
показано в примере 46. Число TEPITOPE для данной области пептида в пределах белка является значе-
нием log Kd (константа диссоциации, аффинности, скорости диссоциации) связывания такого участка 
пептида с множеством наиболее встречаемых аллелей MHC человека, как показано в публикации Stur-
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niolo, Т. et al. (1999) Nature Biotechnology 17:555). Эти числа находятся в диапазоне по меньшей мере 20 
log, от около 10 до около -10 (соответствует константам связывания от 10e10 до 10e-10 Kd), и могут быть 
снижены удалением гидрофобных аминокислот, которые служат анкерными остатками во время пред-
ставления пептидов комплексам MHC, таким как M, I, L, V, F. В некоторых вариантах XTEN-компонент, 
встроенный в конъюгат XTEN-нагрузочное вещество, XTEN-кросс-линкер или XTEN-реактант клик-
химии, не несет рассчитанный T-клеточный эпитоп при пороговом значении числа TEPITOPE около -5, 
или -6, или -7, или -8, или -9, или при числе TEPITOPE равном -10. Как используется в данном тексте, 
число "-9" является более ограничивающим пороговым значением TEPITOPE, чем число равное -5.  

8. Увеличенный гидродинамический радиус. 
В другом аспекте предложенный полипептид XTEN, применяемый как участник гибридизации, 

имеет большой гидродинамический радиус; это свойство, которое обеспечивает соответственное увели-
чение кажущейся молекулярной массы композиции XTEN-нагрузочное вещество по сравнению с нагру-
зочным веществом без полипептида XTEN. Как подробно объясняется в примере 26, связывание XTEN с 
последовательностями лечебных белков приводит к получению композиций, которые могут иметь уве-
личенные гидродинамические радиусы, увеличенные кажущиеся молекулярные массы и увеличенный 
кажущийся коэффициент молекулярной массы по сравнению с лечебным белком, не связанный с поли-
пептидом XTEN. Например, терапевтические применения, в которых требуется пролонгированный пери-
од полувыведения, композиций, в которых один или большее количество полипептидов XTEN с боль-
шим гидродинамическим радиусом присоединены к нагрузочному веществу, могут существенно увели-
чить гидродинамический радиус этого конъюгата с превышением гломерулярной поры размером около 
3-5 нм (соответствует кажущейся молекулярной массе около 70 кДа) (Caliceti. Sci. 2003. Pharmacokinetic 
and biodistribution properties of poly(ethylene glycol)-protein conjugates. Adv Drug Deliv Rev 55:1261-1277), 
что приводит к пониженному почечному выведению циркулирующих белков с соответствующим увели-
чением конечного периода выведения и другим улучшениям фармакокинетических свойств. Гидродина-
мический радиус белка обеспечивается его молекулярной массой, а также его структурой, включающей 
форму или компактность. Без связи с определенной теорией полипептид XTEN может принимать откры-
тые конформации из-за электростатического отталкивания между отдельными зарядами внедренных за-
ряженных остатков полипептида XTEN, а также из-за присущей гибкости, обусловленной определенны-
ми аминокислотами в последовательности с недостаточным потенциалом для появления вторичной 
структуры. Открытая, расширенная и неструктурированная конформация полипептида XTEN обладает 
большим пропорциональным гидродинамическим радиусом по сравнению с полипептидами со сравни-
мыми длинами последовательностей и/или молекулярными массами, которые имеют вторичную или чет-
вертичную структуры, такие как обычные глобулярные белки. Методы определения гидродинамических 
радиусов хорошо известны в этой области знаний, такие как методы с использованием эксклюзионной 
хроматографии (ЭХ), описанные в патентах США №№ 6406632 и 7294513. Пример 26 показывает, что 
увеличение длины полипептида XTEN приводит к пропорциональному увеличению гидродинамического 
радиуса, кажущейся молекулярной массы и/или коэффициента молекулярной массы и, таким образом, 
дает возможность направить полипептид XTEN-нагрузочное вещество к желаемому снижению значений 
кажущихся молекулярных масс и гидродинамических радиусов. Соответственно, в некоторых вариантах 
полипептид XTEN-нагрузочное вещество может быть сконфигурирован с полипептидом XTEN так, что-
бы получаемый конъюгат мог обладать гидродинамическим радиусом по меньшей мере около 5 нм, или 
по меньшей мере около 8 нм, или по меньшей мере около 10 нм, или около 12 нм, или около 15 нм, или 
около 20 нм, или около 30 нм или больше. В вышеуказанных осуществлениях большой гидродинамиче-
ский радиус, присущий полипептидам XTEN в конъюгате XTEN-нагрузочное вещество, может вести к 
пониженному клиренсу получаемого конъюгата, увеличению конечного периода полувыведения и уве-
личению среднего времени удержания. Как описано в примерах, когда молекулярные массы XTEN-
содержащих композиций являются производными от результатов анализа эксклюзивной хроматографии, 
открытая конформация полипептида XTEN из-за низкой степени вторичной структуры приводит к уве-
личению кажущейся молекулярной массы конъюгатов, в которые они введены. В одном варианте осуще-
ствления в данном изобретении применяется открытие, в котором увеличение кажущейся молекулярной 
массы может достигаться присоединением не только одного полипептида XTEN заанной длины, но так-
же присоединением 2, 3, 4 или более полипептидов XTEN пропорционально более коротких длин, в ли-
нейном виде или в виде тримерной или тетрамерной разветвленной конфигурации, как более полно опи-
сано ниже. В некоторых вариантах осуществления полипептид XTEN, включающий нагрузочное веще-
ство и один или большее количество полипептидов XTEN, выявляет кажущуюся молекулярную массу по 
меньшей мере около 400 кДа, или по меньшей мере около 500 кДа, или по меньшей мере около 700 кДа, 
или по меньшей мере около 1000 кДа, или по меньшей мере около 1400 кДа, или по меньшей мере около 
1600 кДа, или по меньшей мере около 1800 кДа, или по меньшей мере около 2000 кДа. Соответственно, 
конъюгат XTEN-нагрузочное вещество выявляет кажущуюся молекулярную массу, которая является в 
около 1,3 раза больше, или около 2 раз больше, или около 3 раз больше или около 4 раз больше, или око-
ло 8 раз больше, или около 10 раз больше, или около 12 раз больше, или около 15 раз больше, или в око-
ло 20 раз больше, чем действительная молекулярная масса этого конъюгата. В одном варианте изолиро-
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ванный конъюгат XTEN-нагрузочное вещество любого из осуществлений, раскрытых в данном тексте, 
выявляет коэффициент кажущейся молекулярной массы в физиологических условиях больше чем около 
1,3, или около 2, или около 3, или около 4, или около 5, или около 6, или около 7, или около 8, или около 
10, или больше чем около 15. В другом варианте осуществления полипептид XTEN-нагрузочное вещест-
во в физиологических условиях коэффициент кажущейся молекулярной массы составляет от около 3 до 
около 20, или от около 5 до около 15, или от около 8 до около 12, или от около 9 до около 10 относитель-
но действительной молекулярной массы этого конъюгата. В общем, увеличенная кажущаяся молекуляр-
ная масса предложенных конъюгатов XTEN-нагрузочное вещество улучшает фармакокинетические 
свойства композиции путем сочетания факторов, которые включают пониженный активный клиренс, 
пониженное почечное выведение и пониженные потери при прохождении через капиллярные и венозные 
соединения.  

9. Композиции и способы очистки полипепидов XTEN как в основном гомогенных препаратов. 
Объектом данного изобретения является предложение композиций полипептидов XTEN и способов 

получения препаратов, содержащих полипептиды XTEN с высокой степенью чистоты и однородности по 
длине и составу описанных в данном тексте полипептидов XTEN. Экспрессия рекомбинантного белка 
XTEN или рекомбинантного белка слияния, содержащего полипепид XTEN, в клетке-хозяине обычно 
как любого глобулярного белка приводит к получению смеси различных веществ, в которой часть белков 
представлены в виде укороченных версий требуемой длины белка. Эта укорачивание может быть резуль-
татом ранней терминации трансляции, нестабильности мРНК или протеолиза в клетке-хозяине. Из-за 
того, что глобулярные белки обычно эффективно и полностью сворачиваются в свои трехмерные струк-
туры, тогда как укороченные версии - нет, обычные процессы очистки и выделения способны успешно 
разделять и удалять укороченные версии таким образом, что в данном препарате глобулярных белков 
достигается высокий уровень гомогенности продукта. Тем не менее, белковые полимеры, такие как по-
липептиды XTEN, уникальны тем, что в их заданной неструктурированной сущности обычно недостает 
трехмерных структур. Поэтому из-за одного или более вышеупомянутых причин получение гомогенного 
препарата полноразмерных полипептидов XTEN является трудной задачей. Это происходит потому, что 
неполные или укороченные цепи XTEN только слегка отличаются по своим физико-химическим свойст-
вам от требуемых полноразмерных последовательностей, так что традиционные процессы, которые были 
бы достаточными для очистки глобулярных белков, не эффективны для удаления укороченных полипеп-
тидов XTEN от продукта экспрессии для того, чтобы получить в основном гомогенный препарат из пол-
норазмерных последовательностей. Несмотря на то, что предложенный полипептид XTEN этого изобре-
тения, включая полипептид XTEN, присоединенный к нагрузочному веществу, может быть очищен до 
среднего уровня гомогенности традиционными методами, используемыми для белков, такими как выса-
ливание, ионобменная хроматография, эксклюзионная хроматография, хроматография с помощью ад-
сорбции на гидроксиаппатите, хроматография с гидрофобным взаимодействием или гель-электрофорез, 
такие методы сами по себе не приводят к получению препаратов, в которых полипептиды XTEN в в ос-
новном гомогенны по длине последовательностей. 

Предложенные способы, представленные в данном тексте, позволяют получать в основном гомо-
генный препарат полипептидов XTEN посредством одной или нескольких простых стадий очистки. В 
одном варианте осуществления при практическом применении какого-либо из таких способов настояще-
го изобретения может использоваться полипептид XTEN, сконструированный для дальнейшего включе-
ния, в виде белка слияния, аффинных маркеров, расположенных на одном или на обоих N- и C-концах 
этого полипептида XTEN так, что продукт экспрессии может стать объектом для методов очистки для 
селективного захвата полноразмерного экспрессированного полипептида, при этом удаляются фрагмен-
тированные побочные продукты полипептида XTEN (см. фиг. 41-42). Не ограничивающие примеры аф-
финных маркеров, которые могут быть добавлены к концам полипептида XTEN, представлены в табл. 7. 
Не ограничивающие примеры способов конструирования, экспрессии и методов очистки для получения 
в основном гомогенных полипептидов XTEN, описаны в примерах. В некоторых осуществлениях в дан-
ном изобретении предложены в основном гомогенные полипептидные композиции с полипептидом 
XTEN, связанным непосредственно с одним аффинным маркером (таким как, но не ограничиваясь, мар-
кер из табл. 7), соединенном с N- или C-концом полипептида XTEN. В других осуществлениях в данном 
изобретении предложены в основном гомогенные полипептидные композиции с полипептидом XTEN, 
связанным с одним аффинным маркером (таким как, но не ограничиваясь, маркер из табл. 7) через рас-
щепляемую последовательность, соединенную с N- или C-концом полипептида XTEN. В других осуще-
ствлениях в данном изобретении предложены в основном гомогенные полипептидные композиции с по-
липептидом XTEN, связанным непосредственно с одним или двумя различными аффинными маркерами 
(такими как, но не ограничиваясь, маркер из табл. 7), соединенными с N- и/или C-концом полипептида 
XTEN, как показано на фиг. 41. В других осуществлениях в данном изобретении предложены в основном 
гомогенные полипептидные композиции с полипептидом XTEN, связанным с одной или двумя расщеп-
ляемыми последовательностями (такими как, но не ограничиваясь, расщепляемые последовательности из 
табл. 8 или 9), каждая из которых, в свою очередь, соединена с различными аффинными маркерами (та-
ким как, но не ограничиваясь, маркеры из табл. 7), соединенными с N- или C-концом или обоими N- или 
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C-концами полипептида XTEN, как показано на фиг. 41. В еще одних осуществлениях в данном изобре-
тении предложены в основном гомогенные полипептидные композиции с полипептидом XTEN, связан-
ным непосредственно с одним или двумя различными аффинными маркерами (такими как, но не ограни-
чиваясь, маркеры из табл. 7), соединенными с N- и/или C-концом полипептида XTEN, которые дополни-
тельно включают вспомогательную последовательность (такую как, но не ограничиваясь, последова-
тельность из табл. 12), соединенную с N-концом этого белка. Как используется в контексте описанных в 
данном тексте белков, термин "в основном гомогенный" обозначает, что по меньшей мере около 85%, 
или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или 
по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95, 96, 97, 98, 
99% или даже больше полипептидных последовательностей имеют идентичную длину последовательно-
стей. Эти процентные значения основаны на процентном значении площади на хроматограмме препара-
та, проанализированного с помощью ВЭЖХ, или процентном значении площади сканирования препара-
та, проанализированного с помощью электрофореза в ПААГ с ДСН или с помощью других таких стан-
дартных методик, известных в этой области, для оценивания чистоты белков.  

В одном варианте осуществления в данном изобретении предложен в основном гомогенный поли-
пептид, обладающий конфигурацией формулы I 

 
в которой HS - вспомогательная последовательность, AT1 - первый аффинный маркер, CS1 - первая 

расщепляемая последовательность и XTEN - расширенный рекомбинантный полипептид. 
В другом варианте осуществления в данном изобретении предложен в основном гомогенный поли-

пептид, обладающий конфигурацией формулы II 

 
в которой HS - вспомогательная последовательность, AT1 - первый аффинный маркер, CS1 - первая 

расщепляемая последовательность, CS2 - вторая расщепляемая последовательность и XTEN - расширен-
ный рекомбинантный полипептид.  

В другом варианте осуществления эта композиция обладает конфигурацией формулы III 

 
в которой HS - вспомогательная последовательность, AT1 - первый аффинный маркер, AT2 - второй 

аффинный маркер, CS1 - первая расщепляемая последовательность, CS2 - вторая расщепляемая последо-
вательность и XTEN - расширенный рекомбинантный полипептид.  

Полипептидные конструкции, включающие аффинные маркеры, обладают преимущественным 
свойством по сравнению с полипептидом XTEN, не связанным с аффинными маркерами, что дает воз-
можность очищать их до в основном гомогенной длины последовательностей путем использования хро-
матографических носителей, с которыми соединены аффинные маркеры. В некоторых осуществлениях 
классы хроматографических носителей, используемых в данном способе очистки, выбираются из хрома-
тографических носителей, отраженных в табл. 7, которые используются для очистки полипептидов 
XTEN, связанных с соответственно указанными в таблицах аффинными маркерами. Специалистом в 
этой области знаний будет отмечено, что классы хроматографических носителей могут охватывать раз-
личные химические группы, присоединенные к разным носителям или смолам; например анионообмен-
ные носители содержат четвертичные триметиламмониевые и диэтиламиноэтильные группы, связанные 
со смолами, катионообменные носители содержат сульфо-, сульфопропил-, карбоксиметил- или фосфат-
ные группы, связанные со смолами, носители для хроматографии с гидрофобными взаимодействиями 
(HIC) содержат этил-, изопропил-, бутил-, фенил- или октилгруппы, связанные со смолами, и носители 
для IMAC-хроматографии содержат группы иминодиуксусной и нитрилуксусной кислот, связанные со 
смолами. Вышеуказанные носители перечислены в иллюстративных целях и не предназначены для огра-
ничения сферы носителей, которые могут применяться при практическом применении этого изобрете-
ния. В некоторых вариантах осуществления в данном изобретении предложены в основном гомогенные 
полипептиды XTEN, полученные из полипептидов, содержащих полипептид XTEN, связанный с первым 
или первым и вторым афинными маркерами через расщепляемые последовательности (такие как, не ог-
раничиваясь, расщепляемые последовательности из табл. 8), способные расщепляться протеазой, при 
этом этот препарат обрабатывается протеазой для разрушения расщепляемых последовательностей, что-
бы высвободить из полученного полипептида полипептид XTEN, с последующим проведением стадии 
хроматографии для связывания и последующего элюирования с дальнейшим выделением в основном 
гомогенного полипептида XTEN. В одном варианте вышеуказанного осуществления эта протеаза являет-
ся трипсином и данные расщепляемые последовательности способны разрушаться трипсином, не огра-
ничивающие примеры перечислены в табл. 11 и 15. В другом варианте вышеуказанного осуществления 
эта протеаза является протеазой TEV и данные расщепляемые последовательности способны разрушать-
ся протеазой TEV. В другом варианте вышеуказанного осуществления разрушенный полипептид XTEN 
очищается связыванием на хроматографическом носителе MacoCap SP с последующим элюированием 
солевым или буферным раствором, таким как, но не ограничиваясь, фосфат натрия/NaCl, обеспечивая 
получение в основном гомогенного полипептида XTEN. Как используется в контексте полипептидов 
XTEN и/или полипептидов, содержащих последовательность XTEN, сочетание "в основном очищенный" 
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препарат обозначает, что по меньшей мере около 85%, и предпочтительнее по меньшей мере около 90%, 
и предпочтительнее по меньшей мере около 91%, и предпочтительнее по меньшей мере около 92%, и 
предпочтительнее по меньшей мере около 93%, и предпочтительнее по меньшей мере около 94%, и 
предпочтительнее по меньшей мере около 95% или больше отдельных молекул данного препарата имеют 
идентичную длину последовательностей; другими словами одно и то же количество аминокислот. Мето-
ды, которые могут быть использованы для определения гомогенности длины последовательности, вклю-
чают масс-спектроскопию, эксклюзионную хроматографию/ВЭЖХ или электрофорез в ПААГ с ДСН с 
последующим окрашиванием серебром; эти методы могут применяться по отдельности или вместе для 
количественного определения степени гомогенности. Обобщенная схема для очищения полипептидов, 
содержащих полипептиды XTEN с последовательностями аффинных маркеров, оптимизированными для 
очистки, показаны на фиг. 41-42. После очистки маркеры могут протеолитически отщепляться (фиг. 41B) 
или сохраняться с полипептидами (фиг. 41C). Полипептиды XTEN могут быть очищены от загрязняю-
щих веществ благодаря уникальному аминокислотному составу полипептида XTEN, как показано на 
фиг. 42. 

В одном варианте осуществления в данном изобретении предложен способ получения в основном 
очищенного препарата полипептида, содержащего XTEN, включающего стадии конструирования гена, 
кодирующего полипептид XTEN и первый аффинный маркер, создавая вектор экспрессии, пригодный 
для трансформации клетки-хозяина, содержащей функционально связанные с контролирующими после-
довательностями кодирующие гены, трансформирования клетки-хозяина этим вектором экспрессии, 
культивирования клетки-хозяина в условиях, подходящих для экспрессии полипептида XTEN с присое-
диненным аффинным маркером, введения неочищенного продукта экспрессии в процесс очистки, кото-
рый включает стадию аффинной очистки, при котором неочищенный продукт экспрессии наносится на 
первый хроматографический носитель, селективно связывающий первый аффинный маркер, промывания 
хроматографического носителя для элюирования вещества, не связанного с хроматографическим носи-
телем, элюирования удерживаемого белка в подходящих условиях и выделения элюата, при этом полу-
чается выделенный полипептид, в основном гомогенный по длине. В другом варианте осуществления в 
данном изобретении предложен способ получения в основном гомогенного препарата полипептида, со-
держащего XTEN, включающего стадии конструирования гена, кодирующего полипептид XTEN, содер-
жащий первый и второй аффинные маркеры, создавая вектор экспрессии, пригодный для трансформации 
клетки-хозяина, содержащей функционально связанные с контролирующими последовательностями ко-
дирующие гены, трансформирования клетки-хозяина этим вектором экспрессии, культивирования клет-
ки-хозяина в условиях, подходящих для экспрессии этого полипептида, введения неочищенного продук-
та экспрессии в процесс очистки, который включает стадию аффинной очистки, при котором неочищен-
ный продукт экспрессии наносится на первый хроматографический носитель, селективно связывающий 
первый аффинный маркер, промывания хроматографического носителя для элюирования вещества, не 
связанного с хроматографическим носителем, элюирования удерживаемого белка в подходящих услови-
ях и выделения элюата, нанесения выделенного полипептида на второй хроматографический носитель в 
условиях, эффективных для захватывания этого полипептида со вторым аффинным маркером хромато-
графическим носителем, промывания хроматографического носителя для элюирования вещества, не свя-
занного с хроматографическим носителем, элюирования полипептида XTEN в условиях, эффективных 
для элюирования полипептида XTEN, со вторым аффинным маркером, выделения элюата, содержащего 
полипептид, включающий полипептид XTEN с первым и вторым аффинными маркерами, при этом по-
лучается выделенный полипептид, в основном гомогенный по длине. В еще одном варианте осуществле-
ния в данном изобретении предложен способ получения в основном гомогенного препарата полипепти-
да, содержащего XTEN, включающего стадии конструирования гена, кодирующего полипептид XTEN, 
содержащий первый аффинный маркер, присоединенный расщепляемой последовательностью к N-концу 
кодирующей последовательности XTEN, и второй аффинный маркер, присоединенный расщепляемой 
последовательностью к C-концу кодирующей последовательности XTEN, создавая вектор экспрессии, 
пригодный для трансформации клетки-хозяина, содержащей функционально связанные с контролирую-
щими последовательностями кодирующие гены, трансформирования клетки-хозяина этим вектором экс-
прессии, культивирования клетки-хозяина в условиях, подходящих для экспрессии этого полипептида, 
введения неочищенного продукта экспрессии в процесс очистки, который включает стадию аффинной 
очистки, при котором неочищенный продукт экспрессии наносится на первый хроматографический но-
ситель, селективно связывающий первый аффинный маркер, промывания хроматографического носителя 
для элюирования вещества, не связанного с хроматографическим носителем, элюирования удерживаемо-
го белка в подходящих условиях и выделения элюата, нанесения выделенного полипептида на второй 
хроматографический носитель в условиях, эффективных для захватывания этого полипептида со вторым 
аффинным маркером хроматографическим носителем, промывания хроматографического носителя для 
элюирования вещества, не связанного с хроматографическим носителем, элюирования полипептида 
XTEN в условиях, эффективных для элюирования полипептида XTEN со вторым аффинным маркером, с 
последующей обработкой выделенного полипептида протеазой в условиях, эффективных для высвобож-
дения полипептида XTEN из полученного полипептида и нанесения вещества на хроматографический 
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носитель, способный к захватыванию полипептида XTEN, но не аффинных маркеров, промывания хро-
матографического носителя для элюирования вещества, не связанного с хроматографическим носителем, 
элюирования полипептида XTEN, выделения элюата, содержащего полипептид XTEN, при этом получа-
ется выделенный полипептид, в основном гомогенный по длине. В одном варианте осуществления вы-
шеуказанных способов, описанных в этом параграфе, первый и второй аффинные маркеры выбираются 
из группы аффинных маркеров, отраженных в табл. 7. В одном осуществлении этого способа первый 
аффинный маркер присоединен к полипептиду XTEN в виде гибридного белка, содержащего последова-
тельность RPRPRPRPRPRPR, и используемый хроматографический носитель для связывания этого по-
липептида является носителем SP. В другом осуществлении вышеуказанных способов первый аффинный 
маркер присоединен к первому концу полипептида XTEN в виде гибридного белка, содержащего после-
довательность RPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPR, второй аффинный маркер присоединен к второму концу 
полипептида XTEN, содержащего последовательность HHHHHHHH, первый хроматографический носи-
тель, используемый для связывания этого полипептида, является носителем MacroCap SP, а второй хро-
матографический носитель, используемый для связывания этого полипептида, является носителем для 
аффинной хроматографии с иммобилизованным металл-ионом (IMAC). В другом осуществлении выше-
указанных способов первый аффинный маркер связан с расщепляемой последовательностью, присоеди-
ненной к первому концу полипептида XTEN в виде гибридного белка, содержащего последовательность 
RPRPRPRPRPRPR или RPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPR, второй аффинный маркер присоединен к рас-
щепляемой последовательности к второму концу полипептида XTEN, содержащего последовательность 
HHHHHH или HHHHHHHH, первый хроматографический носитель, используемый для связывания этого 
полипептида, является носителем MacroCap SP, второй хроматографический носитель, используемый 
для связывания этого полипептида, является носителем для аффинной хроматографии с иммобилизован-
ным металл-ионом (IMAC), расщепляемые последовательности содержат аргинин или лизин (включая, 
но не ограничиваясь, последовательностями из табл. 8 и 9) и разрушаются трипсином, а носитель Macro-
cap Q является хроматографическим носителем, используемым для связывания полипептида XTEN, вы-
свобожденного от аффинных маркеров или, в альтернативном варианте, высвобожденный полипептид 
XTEN захватывается как элюат, прохождением препарата, обработанного протеазами, через одну или 
большее количество катионообменных, HIC и/или IMAC-носителей для захватывания продуктов расще-
пления и протеазы, оставляя в элюате полипептид XTEN, который после выделения остается в основном 
гомогенным препаратом. Специалистом в данной области будет отмечено, что порядок и особые условия 
проведения стадий этого способа будут варьировать в зависимости от композиции полипептида XTEN-
аффинный маркер, а также от начального уровня экспрессии и степени загрязнения фрагментированны-
ми полипептидами. Например, для определенных композиций XTEN, использование одного аффинного 
маркера, присоединенного к полипептиду XTEN, будет достаточным для получения препарата, в кото-
ром полипептидные молекулы в основном гомогенны по длине. В таких случаях в одном варианте осу-
ществления один аффинный маркер выбирается из группы, состоящей из аффинных маркеров, отражен-
ных в табл. 7. С другими композициями XTEN использование первого и второго аффинных маркеров 
будет достаточным для получения препарата, в котором полипептидные молекулы в основном гомоген-
ны по длине, и в таких случаях в одном осуществлении первый и второй аффинные маркеры различают-
ся и каждый из них выбирается из аффинных маркеров, отраженных в табл. 7. Специалистом в данной 
области знаний будет отмечено, что порядок и особые условия проведения стадий этого способа будут 
варьировать в зависимости от композиции полипептида XTEN-аффинный маркер, а также от начального 
уровня экспрессии и степени загрязнения фрагментированными полипептидами. Например, для опреде-
ленных композиций XTEN использование одного аффинного маркера, присоединенного к полипептиду 
XTEN, будет достаточным для получения препарата, в котором полипептидные молекулы в основном 
гомогенны по длине. В таких случаях в одном варианте осуществления один аффинный маркер выбира-
ется из группы, состоящей из аффинных маркеров, отраженных в табл. 7. С другими композициями 
XTEN использование первого и второго аффинного маркера будет достаточным для получения препара-
та, в котором полипептидные молекулы в основном гомогенны по длине, и в таких случаях, в одном 
осуществлении первый и второй аффинные маркеры различаются и каждый из них выбирается из аф-
финных маркеров, отраженных в табл. 7. Специалистом в данной области дополнительно будет отмече-
но, что как только эти полипептиды, содержащие последовательности расцепления будут очищены, вы-
деленный полипептид может впоследствии быть обработан с целью протеолиза для высвобождения од-
ного или двух аффинных маркеров, с последующим пропусканием обработанного полипептида XTEN 
через хроматографический носитель для выделения полипептида XTEN без присоединенных аффинных 
маркеров. Схематически этот способ показан на фиг. 42, и приводимые в качестве примера методики 
описаны в примерах. Множество различных протеаз может использоваться для удаления концевых мар-
керов для очистки в зависимости от последовательности, присоединенной аффинным маркером к поли-
пептиду XTEN, включая, но не ограничиваясь, протеазы, выбранные в табл. 9. В одном варианте осуще-
ствления эти протеазы выбираются из группы, состоящей из трипсина, химотрипсина, протеазы вируса 
гравировки табака (TEV), фактора FXa и энтерокиназы. В другом варианте осуществления расщепляемая 
последовательность встраивается в полипептид, содержащий аргининовые остатки, которые могут быть 
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разрушены и аффинный маркер удален обработкой трипсином, таким образом высвобождая полипептид 
XTEN, который впоследствии выделяется в в основном в очищенной форме с помощью хроматографии, 
такой как улавливание анионобменным носителем (включая, но не ограничиваясь, носителем MacroCap 
Q) или выделением в виде элюата, при этом продукты расщепления, не содержащие последовательность 
XTEN и протеазу, захватыванием носителями HIC, катионобменной или IMAC-хроматографии, получая 
в элюате в основном гомогенный полипептид XTEN. 

Таблица 7 
Классы аффинных маркеров и хроматографических носителей, которые связывают аффинные маркеры 

 

 
 

Таблица 8 
Последовательности, расщепляемые трипсином 

 
* X = любая L-аминокислота, отличная от пролина. 
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Таблица 9 
Протеазы и расщепляемые протеазами последовательности 

 

 
↓ указывает сайт расщепления; 
* перечень множества аминокислот до, между или после; 
косая черта указывает на альтернативные аминокислоты, которые могут быть  
замещены в этом положении;  
- указывает, что любая аминокислота может быть замещена соответствующей  
аминокислотой, показанной в середине столбца; 
** X - любая L-аминокислота, отличная от пролина. 
 

В другом варианте осуществления полипептид XTEN может быть сконструирован так, что один или 
оба аффинных маркера, соединенных с концами полипептида и используемых для облегчения очистки, 
могут сохранять часть конечного продукта, исключая требование применения стадии высвобождения 
протеазы. Если маркеры для очистки сконструированы, чтобы оставаться частью лекарственного веще-
ства, то последовательности маркеров выбираются таким образом, чтобы не вызывать выраженного им-
мунного ответа. Иммуногенность может быть предсказана с помощью использования численных алго-
ритмов расчета или экспериментальными исследованиями. Предпочтительной является последователь-
ность, из которой устранены эпитопы T-клеток и B-клеток. Не ограничивающие примеры последова-
тельностей, встраиваемых в коневые последовательности XTEN, которые облегчают захватывание при 
очистке и которые могут при желании оставаться связанными с конъюгированными конструкциями, 
представлены в табл. 7.  

10. Композиции для повышенной экспрессии полипептидов XTEN. 
В другом аспекте в данном изобретении предложены конструкции, содержащие последовательно-

сти полинуклеиновых кислот, кодирующих полипептид XTEN, и способы получения полипептида XTEN 
для использования в предложенных конъюгатах, в которых дополнительные кодирующие полинуклео-
тидные кодирующие вспомогательные последовательности добавляются к 5'-концу полинуклеотидов, 
кодирующих полипептид XTEN, или добавляются к 5'-концу последовательностей, кодирующих аффин-
ный маркер, присоединенный к 5-концу последовательностей, кодирующих полипептид XTEN, и облег-
чают экспрессию полипептида XTEN или последовательности XTEN с расщепляемыми последователь-
ностями, присоединенными к полипептидам аффинных маркеров в трансформированных клетках хозяи-
на, таких как бактерии. Примеры таких последовательностей, кодирующих вспомогательные последова-
тельности, приведены в табл. 10 и в примерах. В одном варианте в данном изобретении предложена кон-
струкция полинуклеотидных последовательностей, кодирующих полипептид, содержащий вспомога-
тельную последовательность, обладающую по меньшей мере около 80%, по меньшей мере около 90%, 
или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или 
по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% идентичности с последовательностью, 
выбранной из табл. 10, присоединенной к N-концу первого аффинного маркера, выбранного из множест-
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ва последовательностей, отраженных в табл. 7, такого что, в свою очередь, является присоединенным к 
расщепляемой последовательности, описанной в данном тексте, или непосредственно к N-концу после-
довательности XTEN, обладающей по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по 
меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94% идентично-
стью последовательности, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по 
меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99% с последо-
вательностью, выбранной из множества последовательностей, отраженных в табл. 2 и 3. В этом изобре-
тении предложены векторы экспрессии, кодирующие конструкции, используемые для способов получе-
ния в основном гомогенных препаратов полипептидов и полипептидов XTEN с высокими уровнями экс-
прессии. В некоторых вариантах осуществления данное изобретение предлагает способы получения в 
основном гомогенных популяций полипептидов, включающих последовательности XTEN, первого и 
второго аффинного маркера и вспомогательную последовательность, этот способ включает культивиро-
вание в реакции ферментации клетки-хозяина, которая содержит вектор, кодирующий полипептид, со-
держащий последовательность XTEN, первый и второй аффинные маркеры в условиях, эффективных для 
экспрессии полипептида, такие, что больше чем около 2 г/л, или больше чем около 3 г/л, или больше чем 
около 4 г/л, или больше чем около 5 г/л, или больше чем около 6 г/л, или больше чем около 7 г/л этого 
полипептида синтезируется как компонент неочищенного продукта экспрессии клетки-хозяина, когда 
реакция ферментации достигает оптической плотности по меньшей мере 130 при длине волны 600 нм. В 
одном варианте осуществления этот способ дополнительно включает стадии адсорбции данного поли-
пептида на первом хроматографическом носителе в условиях, эффективных для захватывания первого 
аффинного маркера полипептида хроматографическим носителем; элюирования полипептида и выделе-
ния полипептида; адсорбции полипептида на втором хроматографическом носителе в условиях, эффек-
тивных для захватывания второго аффинного маркера полипептида хроматографическим носителем; 
элюирования полипептида и выделения в в основном гомогенного полипептидного препарата. В одном 
варианте вышеуказанного способа вектор дополнительно включает нуклеотиды, кодирующие вспомога-
тельную последовательность на N-конце кодированного полипептида, в котором вспомогательная после-
довательность обладает по меньшей мере 80%, или по меньшей мере 90%, или по меньшей мере 95% 
идентичности с последовательностью, отраженной в табл. 10. В другом варианте осуществления в дан-
ном изобретении предлагаются способы получения в основном гомогенной популяции полипептидов, 
содержащих полипептид XTEN, первый и второй аффинные маркеры и вспомогательную последова-
тельность, этот способ включает культивирование клетки-хозяина в реакции ферментации, которая со-
держит вектор, кодирующий полипептид, содержащий последовательность XTEN и первый и второй 
аффинные маркеры в условиях, эффективных для экспрессии этого полипептидного продукта в концен-
трации больше чем около 10 мг/г сухой массы клеток-хозяев, или по меньшей мере около 250 мкмоль/л, 
или около 300 мкмоль/л, или около 350 мкмоль/л, или около 400 мкмоль/л, или около 450 мкмоль/л, или 
около 500 мкмоль/л упомянутого полипептида, когда реакция ферментации достигает оптической плот-
ности по меньшей мере 130 при длине волны 600 нм. В одном вышеуказанном осуществлении этот спо-
соб дополнительно включает стадии адсорбции данного полипептида на первом хроматографическом 
носителе в условиях, эффективных для захватывания первого аффинного маркера полипептида хромато-
графическим носителем; элюирования полипептида и выделения полипептида; адсорбции полипептида 
на втором хроматографическом носителе в условиях, эффективных для захватывания второго аффинного 
маркера полипептида хроматографическим носителем; элюирования полипептида и выделения в в ос-
новном гомогенного полипептидного препарата. В одном варианте вышеуказанного способа вектор до-
полнительно включает нуклеотиды, кодирующие вспомогательную последовательность на N-конце ко-
дированного полипептида, в котором вспомогательная последовательность обладает по меньшей мере 
80%, или по меньшей мере 90%, или по меньшей мере 95% идентичности с последовательностями, отра-
женными в табл. 10. В другом варианте осуществления в данном изобретении предлагаются способы 
получения в основном гомогенной популяции полипептидов, содержащих полипептид XTEN, первый и 
второй аффинные маркеры и вспомогательную последовательность, этот способ включает культивиро-
вание клетки-хозяина в реакции ферментации, которая содержит вектор, кодирующий полипептид, со-
держащий последовательность XTEN и первый и второй аффинные маркеры, в условиях, эффективных 
для экспрессии этого полипептидного продукта в концентрации больше чем около 10 миллиграм-
мов/грамм сухой массы клеток-хозяев (мг/г), или по меньшей мере около 15 мг/г, или по меньшей мере 
около 20 мг/г, или по меньшей мере около 25 мг/г, или по меньшей мере около 30 мг/г, или по меньшей 
мере около 40 мг/г, или по меньшей мере около 50 мг/г упомянутого полипептида, когда реакция фер-
ментации достигает оптической плотности по меньшей мере 130 при длине волны 600 нм. В одном вы-
шеуказанном осуществлении этот способ дополнительно включает стадии: адсорбции данного полипеп-
тида на первом хроматографическом носителе в условиях, эффективных для захватывания первого аф-
финного маркера полипептида хроматографическим носителем; элюирования полипептида и выделения 
полипептида; адсорбции полипептида на втором хроматографическом носителе в условиях, эффектив-
ных для захватывания второго аффинного маркера полипептида хроматографическим носителем; элюи-
рования полипептида и выделения в в основном гомогенного полипептидного препарата. В одном вари-
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анте вышеуказанного способа вектор дополнительно включает нуклеотиды, кодирующие вспомогатель-
ную последовательность на N-конце кодированного полипептида, в котором вспомогательная последова-
тельность обладает по меньшей мере 80%, или по меньшей мере 90%, или по меньшей мере 95% иден-
тичности с последовательностями, отраженными в табл. 10. В другом варианте осуществления данные 
конструкции, полученные вышеуказанными в этом параграфе способами, дополнительно включают нук-
леотиды, кодирующие последовательности, расщепляемые протеазами между аффинными маркерами и 
полипептидом XTEN, и эти способы предлагают для выделенных полипептидов препарата обработку 
протеазой, способной разрушать эти расщепляемые последовательности, такие протеазы не ограничива-
ются трипсином, с помощью которого полипептид XTEN высвобождается из получаемого полипептида; 
полипептид XTEN адсорбируется на хроматографическом носителе в условиях, эффективных для захва-
тывания полипептида XTEN; полипептид XTEN потом элюируется и выделяется как в основном гомо-
генный полипептид XTEN. 

Таблица 10 
Примеры вспомогательных последовательностей для облегчения экспрессии белков,  

их выделения и процессинга в бактериях 
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* где n или m=0, соседние аминокислоты расположены последовательно, 
** указана аминокислота(ы), которая(ые) могут быть использованы в данном положении  
в исходных аминокислотных последовательностях с альтернативными вариантами,  
разделенными символом. 
 

III). Нагрузочные вещества. 
Настоящее изобретение относится частично к XTEN-конъюгатам, присоединенным к одной или 

большему количеству молекул нагрузочных веществ. Предусмотрено, что полипептид XTEN может быть 
соединен с большим разнообразием молекул нагрузочных веществ, включающим биологически актив-
ные пептиды, белки, полимеры, небольшие фармакологически активные молекулы, полинуклеиновые 
кислоты, пептиды- и белки-мишени, небольшие молекулы-мишени, антитела и фрагменты антител и не-
больших молекул нагрузочных веществ для визуализации, а также комбинациями этих типов нагрузоч-
ных веществ, что приводит к получению композиций с 2, 3, 4 или более типов нагрузочных веществ. Это 
изобретение направлено на долговременные потребности улучшения конечного периода полувыведения 
экзогенно назначаемых терапевтических и диагностических нагрузочных веществ пациенту в них нуж-
дающемуся, а также комбинаций нагрузочных веществ, которые могут включать лечебный компонент 
или нацеленному компоненту. 

Примеры, не ограничивающие функциональные классы агентов фармакологически активных нагру-
зочных веществ для использования для связывания с полипептидом XTEN данного изобретения, могут 
включать какой-либо из следующих классов: снотворные и седативные средства, антидепрессанты, тран-
квилизаторы, лекарство, действующее на органы дыхания, антиконвульсанты, миорелаксанты, средства 
против болезни Паркинсона (антагонисты дофамина), анальгетики, противовоспалительные средства, 
успокоительные препараты (анксиолитики), средства, подавляющие аппетит, антигистаминные средства, 
средства для сокращения мышц, противинфекционные средства (антибиотики, антивирусные, противо-
грибковые, вакцины), противоревматические, противомалярийные, противорвотные средства, средства 
против эпилепсии, бронхолитические средства, факторы свертывания крови, цитокины, хемокины, ин-
терлейкины, ростовые факторы, гормоны роста, гормоны эндокринной системы, экзокринные гормоны, 
инсулин, пептиды, регулирующие метаболизм глюкозы, противораковые агенты, антитромботические 
средства, антигипертензивные средства, препараты для сердечнососудистой системы, противоаритмиче-
ские средства, антиоксиданты, противоастматические средства, гормональные агенты (включая контра-
цептивы), симпатомиметические средства, диуретики, средства, регулирующие липидный обмен, анти-
андрогенные агенты, противопаразитарные средства, антикоагулянты, диагностирующие опухоли сред-
ства, противоопухолевые средства, гипогликемические средства, нутриенты и пищевые добавки, росто-
вые добавки, противоэнтеритные агенты, вакцины, антитела, диагностические средства, контрастирую-
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щие агенты и радиоактивные вещества для визуализации. Конкретнее, данное активное нагрузочное ве-
щество может попадать в один из нескольких структурных классов, включающих, но не ограничиваю-
щихся, небольшие молекулы лекарственных средств, биологически активные белки (пептиды, полипеп-
тиды, белки, рекомбинантные белки, антитела и гликопротеины), стероиды, нуклеотиды, олигонуклеоти-
ды, полинуклеотиды, жиры, электролиты и т.п. Для конъюгационных композиций XTEN-нагрузочное 
вещество специально предусмотрено, чтобы нагрузочное вещество могло быть фармакологически актив-
ным агентом, который обладает подходящей реакционноспособной группой, включающей, но не ограни-
чивающейся, нативную аминогруппу, сульфгидрильную группой, карбоксильную группой, альдегидную 
группу, кетонную группу, алкеновую группу, алкиновую группу, азидную группу, спиртовую группу, 
гетероцикл или, в альтернативном варианте, модифицируется для того, чтобы содержать по меньшей 
мере одну из вышеуказанных реакционноспособных групп, подходящих для связывания с полипептидом 
XTEN, XTEN-кросс-линкером или XTEN-реактантом клик-химии из этого изобретения, используя лю-
бой из способов конъюгации, описанных в данном тексте, или из иных, известных по использованию в 
этой области для конъюгации таких реакционноспособных групп. Специфические функциональные час-
ти и их реакционноспособные активности описаны в издании Organic Chemistry, 2nd Ed. Thomas Sorrell, 
University Science Books, Herndon, VA (2005). В дальнейшем будет понятно, что какое-либо нагрузочное 
вещество, содержащее реакционноспособную группу или модифицированное для включения реакцион-
носпособной группы, также будет содержать остаток после конъюгации, при которой к нему присоеди-
няется полипептид XTEN, XTEN-кросс-линкер или XTEN-реактант клик-химии. 

Приводимые в качестве примера нагрузочные вещества, подходящие для ковалентного присоеди-
нения к XTEN-полимеру, XTEN-кросс-линкеру или XTEN-реактанту, включают биологически активные 
белки и фармакологически активные небольшие молекулы лекарственных веществ, обладающих актив-
ностью. Приводимые в качестве примера лекарственные вещества, подходящие для изобретенных ком-
позиций, могут быть найдены как представленные в официальной Фармакопее США, официальной Го-
меопатической Фармакопее США, официальном Национальном Формуляре и Настольном справочнике 
врача (PDR) и в "Оранжевой книге" (Перечень зарегистрированных лекарственных средств с оценками 
терапевтической эквивалентности), издаваемой Управлением по контролю за продуктами питания и ле-
карственными средствами США (FDA). Предпочитаемые лекарственные вещества - это те вещества, ко-
торые имеют необходимую реакционноспособную функциональную группу, или те, для которых легко 
могут быть получены производные с внесением реакционноспособной функциональной группы для 
конъюгации и которые будут сохранять по меньшей мере часть фармакологической активности неконъ-
югированного нагрузочного вещества после конъюгации с полипептидом XTEN. 

1. Лекарственные вещества как нагрузочные вещества. 
В некоторых вариантах осуществления изобретения лекарственное нагрузочное вещество для 

конъюгации с предложенным полипептидом XTEN, XTEN-кросс-линкерами или XTEN-реактантами 
клик-химии, описанными в данном тексте, является одним или более агентов, описанных в данном тек-
сте или выбранных из нагрузочных веществ табл. 11, или их фармацевтически приемлемой солью, ки-
слотой или производным или агонистом. В одном варианте осуществления для этого лекарственного ве-
щества получают производное для введения реакционноспособной группы для конъюгации с предло-
женным полипептидом XTEN, XTEN-кросс-линкерами или XTEN-реактантами клик-химии, описанными 
в данном тексте. В другом варианте осуществления для этого лекарственного вещества для конъюгации 
получают производное для введения расщепляемого линкера, такого как, но не ограничивающегося со-
единением валин-цитруллин-ПАБ, при этом после введения пациенту данный линкер способен расщеп-
ляться циркулирующей или внутриклеточной протеазой, таким образом высвобождая лекарственное ве-
щество из конъюгата. 
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Таблица 11 
Лекарственные вещества для конъюгации с полипептидами XTEN 
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2. Биологически активные белки как нагрузочные вещества. 
В другом аспекте данного изобретения предложены композиции XTEN-нагрузочное вещество, в 
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которых нагрузочное вещество является биологически активным белком в виде пептида или полипепти-
да. В некоторых вариантах осуществления конъюгатов XTEN-нагрузочное вещество это нагрузочное 
вещество является каким-либо фармакологически активным пептидом или полипептидом, который мо-
жет быть экспрессирован как рекомбинантный белок слияния, присоединенный к одному или большему 
количеству полипептидов XTEN. В других вариантах осуществления конъюгатов XTEN-нагрузочное 
вещество, это нагрузочное вещество является каким-либо фармакологически активным пептидом или 
полипептидом, который может быть конъюгационно присоединенным к одному или большему количе-
ству полипептидов XTEN. Эти конъюгаты могут обладать конфигурацией, описанной в данном тексте 
ниже. Приводимые в качестве примера пептидные или полипептидные нагрузочные вещества предна-
значены для включения аналогов, агонистов, антагонистов, ингибиторов и изомеров. Будет понятно, что 
предложенные пептиды и белки охватывают синтетические, полусинтетические, рекомбинантные, на-
тивные, гликозилированные и негликозилированные формы, а также биологически активные фрагменты, 
варианты последовательностей, видовые варианты, их гомологичные и мутационные последовательно-
сти, а также получаемый вариант белка, сохраняющий часть активности родительского или нативного 
белка. 

Последовательности биологически активных белков могут быть получены из общедоступных баз 
данных, патентов или литературных ссылок и других подобных источников, которые хорошо известны в 
этой области знаний. Например, последовательности могут быть получены из Универсального Ресурса 
Белков (UniProt)/Swiss-Prot, Европейского института биоинформатики (EBI), SIB Швейцарского инсти-
тута биоинформатики, Информационного Ресурса по Белкам (PIR). Регистрационные номера Химиче-
ской реферативной службы (CAS) (публикуемые Американским химическим обществом) или номера 
доступа в GenBank (например, AAA-AZZ, HAA-HZZ, JAA-JZZ), идентификаторы модельных белков, 
доступные на веб-странице Национального центра биотехнологической информации (NCBI), доступные 
в интернете по адресу ncbi.nlm.nih.gov, которые соответствуют записям в реестре CAS или базе данных 
GenBank, содержащих аминокислотную последовательность интересуемого белка или фрагмента или 
варианта этого белка. Такие идентификаторы последовательностей, представленные в данном тексте, 
обобщенные страницы связаны с каждым из этих CAS, GenBank и GenSeq номерами доступа, а также 
цитируемыми журнальными публикациями (например, ID номер PubMed (PMID)), каждая из которых 
включена посредством ссылки в их полном объеме, особенно применительно к аминокислотным после-
довательностям, описанным в данном документе. В одном варианте осуществления композиция XTEN-
нагрузочное вещество в рекомбинантной или конъюгационной форме включает одну или больше моле-
кул биологически активного пептида или белка, который содержит, но не ограничивается, пептид или 
полипептид, выбранный из нагрузочных веществ, отраженных в табл. 12, или их вариантом последова-
тельности, который сохраняет по меньшей мере часть активности этого биологически активного белка. 
Под термином "вариант последовательности" подразумевается, что этот биологически активный белок 
обладает по меньшей мере около 80, или 90, или 91, или 92, или 93, или 94, или 95, или 96, или 97, или 
98, или 99% идентичностью последовательности при оптимальном выравнивании к последовательности 
известного пептида или полипептида, такого как перечислены в табл. 12.  

Таблица 12 
Биологически активные белки для присоединения к полипептиду XTEN 
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3. Приводимые в качестве примера биологически активные белки как нагрузочные вещества. 
Белковые вещества, которые специально предусмотрены как нагрузочные вещества в предложен-

ных композициях, являются следующими пептидами и белками: "Натрийуретический пептид C-типа" 
или "CNP" обозначает белок человека (UniProt № P23582), кодируемый геном NPPC, который расщепля-
ется до натрийуретического пептида - пептида C-типа из 22 аминокислот (CNP), несущий последова-
тельность GLSKGCFGLKLDRJGSMSGLGC, а также его видовые и синтетические варианты, обладаю-
щие по меньшей мере частью биологической активности нативного пептида. CNP - это селективный аго-
нист натрийуретического рецептора B-типа (NPRB) и, по сообщениям, является сильным стимулятором 
эндохондрального роста костей. CNP связывается со своим рецептором, инициирует передачу внутри-
клеточных сигналов и, в конечном итоге, ингибирует механизм передачи сигнала FGFR3. Применение 
CNP назначается при ахондроплазии, обычной форме дисплазии скелета или синдроме "карлика-
коротконожки" и расстройствах человеческого организма, вызванных мутациями участников механизма 
FGFR3, включая синдромы, влияющие на развитие скелета; например гипохондоплазия [HCH], ACH, 
летальная дисплазия [TD]), заболевания кожи (эпидермальные невусы, себорейный кератоз, акантокера-
тодермия) и раковые заболевания (множественная миелома [MM], карцинома простаты и рак мочевого 
пузыря, семиома) (Foldynova-Trantirkova S. Hum Mutat. (2012) 33:29). Период полувыведения пептида 
CNP-22, как сообщалось, равен 2,6 мин из-за быстрого метаболизма нейтральной эндопептидазой и вы-
ведению клиренс-рецептором (Prickett T., 2004, Clinical Science, 106:535), что ограничивает применение 
этого пептида. 

"Гормон, высвобождающий лютеинизирующий гормон" или "LHRH" обозначает белок человека 
(UniProt № P01148), кодируемый геном GNRH1, который процессируется в преоптическом переднем 
отделе гипоталамуса из препрогормона из 92-аминокислот в линейный декапептидный конечный про-
дукт, имеющий последовательность пироGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2, а также его ви-
довые и синтетические варианты, обладающие по меньшей мере частью биологической активности на-
тивного пептида. Гормон LHRH играет ключевую роль в регулировании блока гипофиз/половые железы 
и, таким образом, репродукции. Гормон LHRH проявляет свое действие посредством связывания с высо-
коаффинными рецепторами на гипофизарных гонодотропных клетках с последующим высвобождением 
гормонов FSH и LH. Гормон LHRH найден в органах за пределами гипоталамуса и гипофиза из-за высо-
кого процентного содержания в определенных раковых тканях, имеющих сайты связывания LHRH, и из-
за того, что половые гормоны были замечены в развитии раковых заболеваний груди и простаты, гормо-
нальная терапия с помощью агонистов LHRH была утверждена или предлагается для лечения зависимых 
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от половых гормонов болезненных состояний, таких как эстроген-зависимый рак груди, рак яичников, 
рак эндометрия, рак мочевого пузыря и андроген-зависимая карцинома простаты. Из-за того что, соглас-
но сообщениям, период полувыведения составляет менее 4 мин (Redding T.W., et al. The Half-life, Me-
tabolism and Excretion of Tritiated Luteinizing Hormone-Releasing Hormone (LH-RH) in Man. J. Clin. Endo-
crinol. Metab. (1973) 37:626-631), его применение в качестве лекарственного препарата ограничено. 

Название "циленгитид" обозначает синтетический циклический RGD пентапептид, имеющий по-
следовательность Arg-Gly-Asp-Dphe-NmeVal или пептид с химическим названием 2-[(2S,5R,8S,11S)-5-
бензил-11-{3-[(диаминометилиден)амино]пропил}-7-метил-3,6,9,12,15-пентаоксо-8-(пропан-2-ил)-
1,4,7,10,13-пентаазациклопентадекан-2-ил]уксусная кислота (CAS № 188968-51-6). Циленгитид является 
селективным к αv интегринам, которые являются важными для ангиогенеза (формирования новых кро-
веносных сосудов). Связывание таких лигандов активирует интегрины для регулирования инвазии, ми-
грации, пролиферации, выживания опухолевых клеток и ангиогенеза. В связи с этим, использование ци-
ленгитида для лечения глиобластомы путем ингибирования ангиогенеза находится в процессе исследо-
вания (Burke P., et al. Cilengitide targeting of αvβ3 integrin receptor synergizes with radioimmunotherapy to 
increase efficacy and apoptosis in breast cancer xenografts". Cancer Res (2002) 62(15): 4263-4272). Поскольку 
циленгитид имеет короткий период полувыведения 3-5 ч и слабую растворимость, ограничивающую 
максимальную концентрацию лекарственного вещества 15 мг/мл (O'Donnell P.H. A phase I study of con-
tinuous infusion cilengitide in patients with solid tumors. Invest New Drugs (2012) 30:604), его применение в 
качестве лекарственного препарата ограничено. 

"Гормон, высвобождающий гормон роста" или "GHRH" (также известный как рилизинг фактор рос-
тового гормона, GRF, GHRF, соматолиберин или соматокринин" обозначает пептидный гормон из 44 
аминокислот, синтезируемый в дугообразном ядре гипоталамуса, несущий последовательность  
YADAIFTNSYRKVLGQLSARKLLQDIMSRQQGESNQERGARARL, а также его видовые и синтетиче-
ские варианты, обладающие по меньшей мере частью биологической активности нативного пептида, 
включая биологически активный укороченный пептид из 1-29 аминокислот  
YADAIFTNSYRKVLGQLSARKLLQDIMSR. Гормон GHRH высвобождается нейросекреторными нерв-
ными окончаниями и переносится гипоталамо-гипофизарной портальной системой к передней доле ги-
пофиза, где он воздействует на рецептор GHRH для стимуляции импульсного высвобождения гормона 
роста. Аналог GHRH - тезаморелин является утвержденным лекарственным препаратом для лечения ли-
подистрофии у ВИЧ-пациентов при высокоактивной антиретровирусной терапии и также рассматривает-
ся для применения при истощении, центральном ожирении у пациентов с дефицитом гормона роста, 
мышечной атрофии, связанной с определенными хроническими заболеваниями, легком когнитивном 
нарушении и замещении гормона роста у пациентов с дефицитом гормона роста. Из-за того, что период 
полувыведения, как сообщалось, менее 15 мин (Chapman I.M. J. Endocrinol (1991) 128:369-374), его при-
менение в качестве лекарственного препарата ограничено. 

"Пептид YY" и "PYY" обозначают пептид YY человека, полипептид (UniProt № P10082), синтети-
ческие версии, видовые варианты и варианты неприродных последовательностей, обладающие по мень-
шей мере частью биологической активности зрелого белка PYY. Как используется в данном тексте, пеп-
тид PYY включает обе основные полноразмерные формы пептида человека из 36 аминокислот, PYY1-36 и 
доминирующая циркулирующая форма PYY3-36 ("PYY3-36"), которые несут свернутый структурный мотив 
PP. Пептид PYY3-36 обладает последовательностью IKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY-
NH2. Пептид PYY синтезируется специализированными клетками эндокринной системы (L-клетками) в 
желудке после приема пищи у каждого человека? и он ингибирует перистальтику желудка и повышает 
абсорбцию воды и электролитов в кишечнике. Пептид PYY также может подавлять секрецию поджелу-
дочной железы. Встречающийся в природе PYY3-36 - это неселективный агонист рецепторов Y1, Y2, и Y5. 
Гибридные белки этого изобретения, содержащие пептид PPY, могут найти особое применение при ле-
чении диабета для регуляции метаболизма глюкозы, нарушений, устойчивых к инсулину и ожирения. 
Были получены аналоги пептидов PYY, описанные в патентах США №№ 5604203, 5574010 и 7166575. 
Из-за того что период его полувыведения, как сообщалось, составил менее 1 ч (Addison M.L. A role for 
metalloendopeptidases in the breakdown of the gut hormone, PYY3-36. Endocrinology (2011) 152(12):4630-
4640), и он обычно назначался интраназальным путем введения три раза в день, его применение в каче-
стве лекарственного препарата ограничено. 

Термин "лептин" означает встречающийся в природе лептин (UniProt № P41159), который кодиру-
ется геном Ob(Lep), синтетические версии, видовые варианты и варианты неприродных последователь-
ностей, обладающие по меньшей мере частью биологической активности зрелого лептина. Лептин имеет 
последовательность 

 
и содержит дисульфидный мостик между остатками 97 и 147. Лептин играет ключевую роль в регуляции 
получения и расходования энергии, включая аппетит, метаболизм и массу тела. Лептин-содержащие по-
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липептиды этого изобретения могут найти особое применение при лечении диабета для регуляции мета-
болизма глюкозы, нарушений, устойчивых к инсулину, ожирения, врожденной/приобретенной липоди-
строфии, HAART-индуцированной липодистрофии, гипоталамической аменореи. Лептин клонировали, 
как описано в патенте США № 7112659, а аналоги и фрагменты лептина - патент США № 5521283, па-
тент США № 5532336, заявки PCT/US 96/22308 и PCT/US 96/01471. Благодаря коммерчески доступной 
форме для метрелептина сообщался период полувыведения составивший 8-30 мин (Klein S., et al. Adipose 
tissue leptin production and plasma leptin kinetics in humans. Diabetes (1996) 45:984-987), и в большинстве 
действующих схем лечения лептином требуется его 1-2-разовое дозирование/сутки, его применение в 
качестве лекарственного препарата ограничено. Название "прамлинтид" обозначает синтетический ами-
линмиметический пептид, имеющий последовательность  
KCNTATCATNRLANFLVHSSNNFGPILPPTNVGSNTY-NH2, и варианты последовательности, обла-
дающие по меньшей мере частью биологической активности зрелого прамлинтида или нативного амили-
на. Прамлинтид имеет последовательность, в которой аминокислоты последовательности амилина крысы 
замещены аминокислотами последовательности амилина человека. Амилин - это пептид из 37 ак, секре-
тируемый b-клетками поджелудочной железы, который высвобождается совместно с инсулином им-
пульсным образом, обычно в молекулярном соотношении 100 ч. инсулина к 1 ч. амилина. Действие ами-
лина заключается в ингибировании опустошения желудка, секреции глюкагона, способствует насыще-
нию и прекращению приема пищи (Kong M.F., et al. Infusion of pramlintide, a human amylin analogue, de-
lays gastric emptying in men with IDDM. Diabetologia. (1997) 40:82-88). Прамлинтид используется как 
вспомогательное средство в инсулиновой терапии диабета 1 и 2 типов и показывает улучшение гликеми-
ческого контроля и снижение потребности в инсулине, а также демонстрирует умеренное снижение мас-
сы тела (Neary M.T., Batterham R.L. Gut hormones: Implications for the treatment of obesity. Pharmacology & 
Therapeutics (2009) 124:44-56). Поскольку у прамлинтида, по сообщениям, период полувыведения со-
ставляет 20 мин (McQueen, J. Pramlintide acetate. Am. J. Health-System Pharmacy (2005) 22:2363-2372) и он 
требует 2-3-разовое дозирование/сутки, его применение в качестве лекарственного препарата ограниче-
но. Название "окситоцин" обозначает пептидный гормон млекопитающих (UniProt № P01178), имеющий 
последовательность CYIQNCPLG-NH2 и дисульфидный мостик между остатками 1 и 6, и его синтетиче-
ские версии, такие как питоцин. Окситоцин главным образом действует как нейромодулятор в мозге, 
обладая структурой очень сходной к такой вазопрессина, они явялются единственными известными гор-
монами, высвобождаемые задней долей гипофиза человека, действующими удаленно. Окситоцин обла-
дает свойством вызывать сокращение матки, опосредованное специфическими высокоаффинными ре-
цепторами окситоцина, экспрессируемыми молочными железами и маткой; тем самым играя роль в ро-
довом акте и процессе лактации. Окситоцин-содержащие полипептиды этого изобретения могут найти 
особое применение при лечении аутизма, хрупкости X-хромосомы, хронической ежедневной головной 
боли и бесплодии мужчин. 

Название "релаксин" обозначает белковый гормон, который представляет собой гетеродимер двух 
пептидных цепей из 24 и 29 аминокислот, связанных дисульфидными мостиками, образующийся из бел-
ка-предшественника из 185 аминокислот (UniProt № P04090); B-цепь имеет последовательность 
DSWMEEVIKLCGRELVRAQIAICGMSTWS, а A-цепь, имеет последовательность  
QLYSALANKCCHVGCTKRSLARFC, с дисульфидными мостиками между положениями B10-A10 и B23-
A24, название также включает синтетические и рекомбинантные версии этого гормона. Релаксин проду-
цируется желтым телом во время менструального цикла и беременности у женщин и простатой у муж-
чин. Релаксин управляет многими физиологическими реакциями материнского организма на беремен-
ность, действует как системный и почечный сосудорасширяющий фактор, является кардиопротекторным 
и противофиброзным агентом. Релаксин связывается с рецептором релаксина (GPCR), увеличивает коли-
чество цАМФ и активирует PKC, PI3K и эндотелиальный рецептор типа В, что приводит к увеличенному 
образованию оксида азота и также активирует MAPK киназу, что может играть роль в обеспечении ин-
дуцированной релаксином экспрессии фактора VEGF. Релаксин-содержащие полипептиды этого изобре-
тения могут найти особое применение при лечении острой декомпенсированной сердечной недостаточ-
ности (ADHF). Поскольку опубликованный период полувыведения релаксина у людей составляет менее 
10 мин (Dschietzig T., et al. Intravenous recombinant human relaxin in compensated heart failure: a safety, tol-
erability, and pharmacodynamic trial. J. Card Fail. 2009; 15:182-190), применение немодифицированного 
белка в качестве лекарственного препарата ограничено. 

Названия "цендеритид" и "CD-NP" обозначает натрийуретический пептид-(32-53)-пептид C-типа 
человека (CNP-22) с натрийуретическим пептид-(24-38)-пептидом узкоголовой мамбы (Dendroaspis an-
gusticeps), имеющий последовательность GLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGCPSLRDPRPNAPSTSA, с ди-
сульфидными мостиками между остатками 6 и 22. Этот химерный пептид имеет вазопротекторное и 
RAAS-подавляющее действие посредством активации рецепторов гуанилилциклазы (GC)-A и GC-B, и он 
может потенциировать усиление почечного и сердечного выброса, при этом обладая минимальным гипо-
тензивным действием. Соответственно, он может получить применение при лечении кардиоренальных 
заболеваний, таких как острая декомпенсированная сердечная недостаточность (ADHF) и острый ин-
фаркт миокарда (AMI), особенно во время периода лечения "после купирования острых симптомов". 
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"Пэгинесатид" или "гематид" - это пептид, состоящий из двух синтетических пептидов из 21 ами-
нокислоты, обладающих последовательностью  
GlyGlyLeuTyrAlaCysHisMetGlyProIleThrlNalValCysGlnProLeuArgSarLys, которые присоединены к лизи-
ну с азветленным полиэтиленгликолем. Пэгинесатид представляет собой новый аналог эритропоэтина, 
который обладает эритропоэтическими свойствами и разрабатывается для использования в медицине как 
средство для лечения анемии при хронической почечной недостаточности (CKD) у пациентов, не пребы-
вающих на диализе. Названия "оксимодулин" или "OXM" обозначают оксимодулин человека, его синте-
тические версии и варианты последовательности, обладающие по меньшей мере частью биологической 
активности зрелого оксимодулина. Оксимодулин является пептидом из 37 аминокислот, имеющим по-
следовательность HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA, который синтезируется по-
сле приема пищи в интестинальных L-клетках толстого кишечника и содержит последовательность глю-
кагона из 29 аминокислот с карбокситерминальным дополнением из 8 аминокислот. Оксимодулин - это 
агонист рецептора глюкагона и GLP-1R, его аноректичное действе вероятно опосредовано влиянием на 
последний рецептор. Было обнаружено, что OXM подавляет аппетит. OXM-содержащие полипептиды 
этого изобретения могут найти особое применение при лечении диабета для регуляции метаболизма 
глюкозы, нарушений, устойчивых к инсулину, ожирения и может использоваться при лечении потери 
массы. Для нативного оксимодулина сообщали его период полураспада в плазме человека ~12 мин (из-
мерено анализом с перекресным взаимодействием с глюкагоном; Schjoldager B.T. Oxyntomodulin: a po-
tential hormone from the distal gut. Pharmacokinetics and effects on gastric acid and insulin secretion in man. 
Eur. J. Clin. Invest. (1988) 18(5):499-503.), применение немодифицированного белка в качестве лекарст-
венного препарата ограничено. 

Сокращения "POT4" или "APL-1" обозначают синтетический циклический пептид, имеющий по-
следовательность H-Ile-[Cys-Val-Val-Gln-Asp-Trp-Gly-His-His-Arg-Cys]-Thr-NH2. 

POT4 более сильный ингибитор фактора C3 комплемента чем компстатин, который ингибирует 
расщепление нативного фактора C3 на его активные фрагменты C3a и C3b, и он имеет пролонгирован-
ный период полувыведения 8 ч в условиях in vivo. Его предполагают использовать для предупреждения 
воспалений, повреждения и повышенной экспрессии ангиогенных факторов, как VEGF, при таких забо-
леваниях, как связанная с возрастом дегенерация желтого пятна (AMD), пароксизмальная ночная гемо-
глобинурия (PNH), астма и COPD. Названия "интерферон-лямбда", "IFN-λ", "интерлейкин-29" и "IL-29" 
обозначают интерлейкин человека (UniProt № Q8IU54 (20-200)), который кодируется геном IL29, имею-
щим последовательность 

 
их рекомбинантные и синтетические версии и варианты последовательности, обладающие по меньшей 
мере частью биологической активности зрелого IL-29. Интерферон II типа - IL-29 передает стгнал через 
гетеродимерный рецепторный комплекс (рецепторные цепи IL-10R2 и IL-28Rα), отличающиеся от IFN I 
типа (рецепторный комплекс IFNAR1/IFNAR2), и играет важную роль в развитии невосприимчивости к 
вирусам. Примечательно, что рецептор IL-29 экспрессируется на высоком уровне в гепатоцитах, первич-
ном сайте возникновения HCV-инфекции, но незначительно экспрессируется в иммунных клетках или 
клетках костного мозга. Для пэгилированных версий период полувыведения составляет 50-70 ч. 

Названия "интерферон-бета" или "IFN-β" обозначают белок человека, который кодирует ген IFNB1, 
имеющий последовательность 

 
и его рекомбинантные и синтетические версии и варианты последовательностей, обладающие по мень-
шей мере частью биологической активности зрелого IFN-β. IFN-β синтезируется различными типами 
клеток, включая фибробласты и макрофаги и является медиатором антивирусного, антипролиферативно-
го и иммуномодулирующего действия в ответ на вирусную инфекцию и другие биологические индукто-
ры. Связывание IFN-β со специфическими рецепторами на поверхности клеток человека инициирует 
каскад внутриклеточных событий, которые ведут к экспрессии многочисленных продуктов интерферон-
индуцированных генов, таки как 2',5'-олигоаденилатсинтаза, β2-микроглобулин и неоптерин. Эти генные 
продукты обычно используются в качестве биомаркеров в клинических условиях. IFN-β используется 
при лечении различных форм рассеянного склероза (PC), включая проходящий ремиссию MS, вторич-
ный прогрессирующий PC, первичный прогрессирующий PC, ювенильные проявления PC и клинически 
изолированные синдромы суггестивного PC. Коммерчески доступные формы IFN-β, по сообщениям, 
обладают периодом полувыведения от 4 до 67 ч и требуют частое дозирование, такое, что их применение 
в качестве лекарственных средств является ограниченным. "С-пептид" обозначает белок поджелудочной 
железы человека, имеющий последовательность EAEDLQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQ, и его 
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рекомбинантные и синтетические версии и варианты последовательностей, обладающие по меньшей ме-
ре частью биологической активности зрелого C-пептида. C-пептид - это средний сегмент проинсулина, 
который находится между N-концом B-цепи и C-концом A-цепи и отщепляется от препроинсулина, ко-
гда образуется и секретируется зрелый инсулин. Циркулирующий C-пептид связывается с рецептором, 
который вероятно является сдвоенным G-белком, и получаемый сигнал активирует Ca2+-зависимые 
внутриклеточные сигнальные механизмы, такие как MAPK, PLCγ и PKC, что приводит к повышению 
экспрессии ряда факторов транскрипции, а также повышению активности фермента eNOS и 
Na+K+АТФазы. C-пептид рассматривается для лечения диабетических осложнений и диабетической 
нефропатии. Так как установленный период полувыведения составляет около 30 мин (Matthews D.R. The 
half-life of endogenous insulin and C-peptide in man assessed by somatostatin suppression. Clin Endocrinol 
(Oxf). (1985) 23(1):71-79), применение немодифицированного белка в качестве лекарственного препарата 
ограничено.  

"Грелин" обозначает гормон человека, имеющий последовательность 
GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR, его укороченные, рекомбинантные и синтетические версии и 
варианты последовательностей, обладающие по меньшей мере частью биологической активности натив-
ного грелина, включая нативную процессированную последовательность из 27 или 28 аминокислот и 
гомологические последовательности. Грелин индуцирует насыщение, или его виды и варианты не встре-
чающихся в природе последовательностей, обладающие по меньшей мере частью биологической актив-
ности зрелого грелина, включая нативную процессированную последовательность из 27 или 28 амино-
кислот и гомологические последовательности. Грелин синтезируется в основном P/D1-клетками, высти-
лающими дно желудка человека и эпсилон-клетками поджелудочной железы, которые стимулируют чув-
ство голода, он рассматривается как заместительный гормон для лептина. Уровни содержания грелина 
возрастают перед приемом пищи и снижаются после еды, что может приводить к повышенному потреб-
лению пищи и увеличивать жировую массу посредством влияния, выявляемого на уровне гипоталамуса. 
Грелин также стимулирует высвобождение гормона роста. Грелин ацилируется по сериновому остатку n-
октановой кислотой; это ацилирование является необходимым для связывания с рецептором GHS1a и 
для проявления агонистической активности и GH-высвобождающую способность грелина. Грелин-
содержащие полипептиды этого изобретения могут найти особое применение в качестве агонистов; на-
пример, для селективного стимулирования перистальтики ЖК-тракта при нарушениях моторики желу-
дочно-кишечного тракта, для ускорения освобождения желудка или при стимулировании высвобождения 
гормона роста. В данном изобретении также предусмотрены неацилированные формы и варианты после-
довательностей грелина, которые действуют антагонистами. Аналоги грелина с заместителями в после-
довательности или укороченные варианты, такие как описанные в патенте США № 7385026, могут найти 
особое применение как участники гибридизации с полипептидами XTEN для использования в качестве 
антагонистов для улучшения гомеостаза глюкозы, лечения инсулиновой резистентности и лечения ожи-
рения, раковой кахексии, послеоперационной кишечной непроходимости, нарушений пищеварения и 
желудочно-кишечных расстройств. Сообщалось об изоляции и определении характеристик грелина (Ko-
jima M., et al., Ghrelin is a growth-hormone-releasing acylated peptide from stomach. Nature. 1999; 
402(6762):656-660) и пептидным синтезом были получены синтетические аналоги, как описано в патенте 
США № 6967237. Так как для грелина сообщалось о периоде полувыведения 10-30 мин (Akamizu T., et al. 
Pharmacokinetics, safety, and endocrine and appetite effects of ghrelin administration in young healthy subjects. 
Eur. J. Endocrinology (2004) 150(4):447-455), применение немодифицированного белка в качестве лекар-
ственного препарата ограничено, и его аналоги с октильной боковой группой у нативной аминокислоты 
серина в положении 3 вместо нативной октаноиловой боковой группы могут выявлять дополнительной 
устойчивостью к протеазам. 

"Фоллистатин", также известный как "активин-связывающий белок" или "FSH-супрессирующий 
белок (FSP)," означает белок, который у людей кодируется геном FST. Как используется в данном тексте, 
"фоллистатин" включает гомологи, видовые варианты, варианты последовательности и их фрагменты. 
Зрелая форма белка у людей имеет 315 аминокислот, обозначается как FS-315 и была клонирована (па-
тенты США №№ 5041538 и 5182375). Фоллистатин содержит два потенциальных сайта N-
гликозилирования, Asn95 и Asn259, однако было продемонстрировано, что мутации этих сайтов с после-
дующим испытанием этого рекомбинантного белка на способность ингибировать экспрессию FSH и свя-
зывать активин обеспечивает каждого мутанта сходными свойствами с немутировавшим рекомбинант-
ным белком hFS-315, что наводит на предположение об отсутствии влияния гликозилирования на функ-
ции молекулы фоллистатина (Inouye, S., et al. Site-specific mutagenesis of human follistatin. BBRC (1991) 
179(1):352-358). Фоллистатин свиньи описан в публикации Ueno et al., PNAS:USA 84:8282-8286 (1987), а 
фоллистатин коровы описан в публикации Robertson et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 149:744-749 
(1987). Так как белки морфогенеза костей и факторы роста/дифференциации, такие как активин и мио-
статин, обладают способностью индуцировать рост, образование, дифференцирование и поддержание 
различных тканей, включая кости, хрящи, сухожилия/связки, мышцы, нервные ткани и разные органы, 
их нейтрализация фоллистатином и агонистами фоллистатина имеют терапевтическое значение (патенты 
США №№ 5545616, 5041538, и AU 9675056). Так как фоллистатин, введенный пациенту, быстро удаля-
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ется из кровотока с определенным на крысах конечным периодом полувыведения чуть больше 2 ч 
(Kogure K., et al. Intravenous administration of follistatin: delivery to the liver and effect on liver regeneration 
after partial hepatectomy. Hepatology. (1996) 24(2):361-366), применение немодифицированного белка в 
качестве лекарственного препарата ограничено. 

Названия "вазоактивный интестинальный полипептид" и "VIP" обозначают пептидный гормон из 
28 аминокислот (UniProt № P01282 (125-152)), который кодируется геном VIP, имеющий последователь-
ность HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN-NH2 и их рекомбинантные и синтетические версии и 
варианты последовательности, обладающие по меньшей мере частью биологической активности натив-
ного VIP. Пептид VIP синтезируется во многих тканях, включая желудок, поджелудочную железу и суп-
рахиазматическое ядро гипоталамуса в мозге. Пептид VIP стимулирует сократительную способность 
сердца, расширение кровеносных сосудов, повышает гликогенолиз, снижая артериальное давление крови 
и расслабляя гладкую мускулатуру трахеи, желудка и желчный пузырь. Изменения в концентрации, свя-
занные с миокардиальным фиброзом, параличом сердца, кардиомиопатией и легочной гипертензией, а 
также его дефицитом в системе органов дыхания считается патогенетическим фактором при заболевании 
легких (Said S.I., 2007, Circulation, 115: 1260; Said S.I., 2008, Ann N.Y. Acad Sci, 1144:148; Petkov V. et al., 
2003, J. Clin. Invest., 111:1339). Пептид VIP рассматривается в связи с применением для лечения устой-
чивой гипертензии, первичной легочной артериальной гипертензии (PAH), астмы, COPD, диабета, эрек-
тильной дисфункции и сексуальной дисфункции у женщин. Так как период его полувыведения опреде-
лен равным приблизительно 1 мин (Domschke S., et al. Vasoactive intestinal peptide in man: pharmacokinet-
ics, metabolic and circulatory effects. Gut (1978) 19:1049-1053), то применение немодифицированного бел-
ка в качестве лекарственного препарата ограничено. 

"Фузеон" обозначает пептид из 36 аминокислот, производный gp41 ВИЧ, вирусного белка, участ-
вующего в слиянии вириона ВИЧ с рецептором CD4+ T-клеток, имеющий последовательность YTSLI-
HSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF, и его рекомбинантные и синтетические версии и вари-
анты последовательности, обладающие по меньшей мере частью биологической активности нативного 
gp41. Фузеон и его мультимеры или конъюгаты с родственными пептидами используются или рассмат-
риваются для использования в лечении устойчивых форм ВИЧ-инфекции. Так как период полувыведения 
фузеона у пациентов, требующих частых инъекционных введений, составляет 3,8 ч, то его применение 
ограничено.  

Обозначение "KAI-4169" относится к пептидному агонисту кальций-распознающего рецептора 
(CaSR) на поверхности клеток человека, разрабатываемого компанией KAI Pharma для лечения вторич-
ного гиперпаратиреоза (SHPT) у пациентов с заболеваниями почек и поражением костей (CKD-MBD). 

"Пазиреотид" обозначает аналог соматостатина, имеющий химическое название 
[(3S,6S,9S,12R,15S,18S,20R)-9-(4-аминобутил)-3-бензил-12-(1Н-индол-3-илметил)-2,5,8,11,14,17-гекса-
оксо-15-фенил-6-[(4-фенилметоксифенил)метил]-1,4,7,10,13,16-гексазабицикло[16.3.0]геникозан-20-ил] 
N-(2-аминоэтил)карбамат, используемый для лечения болезни Кушинга. Пазиреотид - это мультирецеп-
торный аналог соматостатина с высокой связывающей аффинностью с R-подтипами соматостатина R1, 2, 
3 и 5, который подавляет секрецию гормона роста, IGF-1 и адренокортикотропного гормона. Кроме ле-
чения болезни Кушинга, он также рассматривается для использования в лечении акромегалии, нейроэн-
докринных заболеваний, заболеваний печени, симптоматического полициститного заболевания печени, 
нейроэндокринных опухолей, лимфангиолейкомиоматоза, наследственного гиперинсулинизма, рециди-
вирующей и прогрессирующей менингиомы и других эндокринных нарушений. Так как для коммерчески 
доступной формы определен период полувыведения от 12 до 17 ч (Petersenn, S. et al. Tolerability and Dose 
Proportional Pharmacokinetics of Pasireotide Administered as a Single Dose or Two Divided Doses in Healthy 
Male Volunteers: A Single-Center, Open-Label, Ascending-Dose Study. Clinical Therapeutics (2012) 34:677-
688), то его использование ограничено. 

"Иризин" обозначает продукт расщепления белка, кодируемого геном FNDC5 и имеющим последо-
вательность 

 
и его рекомбинантные и синтетические версии и варианты последовательностей, обладающие по мень-
шей мере частью биологической активности нативного иризина. Иризин является медиатором благопри-
ятного действия при мышечных нагрузках и индуцирует окисление белой жировой ткани путем повыше-
ния экспрессии гена UCP1 через активизацию ядерного рецептора PPARA. Как показано, небольшое 
увеличение концентраций иризина приводит к увеличению расхода энергии, снижению массы тела и 
улучшению индуцированной диетой невосприимчивости к действию инсулина (Bostrom P., 2012, Nature, 
481:463). Иризин рассматривается для применения в лечении ожирения, диабета и нарушений обмена 
веществ. 

"TXA127" и "PanCyte" являются аналогами ангиотензина (1-7), TXA127 имеет последовательность 
NRVYIHP, a PanCyte - циклическим аналогом, связанным 4-м и 7-м остатками с dAla и Ala, соответст-
венно, что делает его более устойчивым к деградации и увеличению периода полувыведения. Эти анало-
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ги связываются с MAS-рецептором и стимулируют ранние гемапоэтические клетки-предшественники в 
костном мозге и также обладающие сосудорасширяющим, противотрофическим, противофиброзным, 
натрийуретическим, противовоспалительным и антитромботическим действиями. Эти вещества рассмат-
риваются относительно использования для ускорения восстановления количества тромбоцитов при 
трансплантации стволовых клеток у пациентов с опухолями системы крови, такими как острая миело-
генная лейкемия (AML), миелодиспластический синдром (MDS), острый лимфоцитарный лейкоз (ALL), 
хроническая миелогенная лейкемия (CML), хронический лимфоцитарный лейкоз (CLL), лимфома Ход-
жкина (HL) или не-Ходжкина лимфома (NHL) и множественная миелома, а также для применения в ле-
чении легочного фиброза, острого повреждения легких, легочной артериальной гипертензии и фиброза 
почек и печени. Названия "интерлейкин-7" и "IL-7" обозначают интерлейкин человека (UniProt № P13232 
(26-177)), который кодируется геном IL7 и имеет последовательность 

 
а также его рекомбинантные и синтетические версии и варианты последовательностей, обладающие по 
меньшей мере частью биологической активности нативного IL-7. IL-7 стимулирует дифференцирование 
мультипотентных (плюрипотентных) гематопоэтических стволовых клеток в лимфоидных клетках-
предшественниках, включая развитие CD4/CD8 T-клеток. IL-7 лимитирует выработку суппрессорных 
регуляторных T-клеток и через антагонизм к фактору TGF-B вызывает анэргию T-клеток, а также под-
держивает образование центральных T-клеток памяти. IL-7 рассматривается для использования при ле-
чении лимфопении при ВИЧ, онкологии, трансплантациях, HBV- и HCV-инфекциях, а также при лече-
нии минимальной остаточной болезни или опухолей на поздней стадии, а также может играть роль при 
восстановлении или улучшении иммунотерапии. Так как для IL-7 определенный период полувыведения 
у людей составил приблизительно 10 ч (Sportès, C. et al. Phase I Study of Recombinant Human Interleukin-7 
Administration in Subjects with Refractory Malignancy. Clin Cancer Res 2010;16:727-735),), то его примене-
ние в немодифицированной форме ограниченно.  

Названия "фактор роста фибробластов 18" или "FGF-18" относятся к белку человека (UniProt  
№ 076093(28-207)), который кодируется геном FGF18, имеющий последовательность 

 
и его рекомбинантным и синтетическим версиям и последовательностям вариантов, обладающих по 
меньшей мере частью биологической активности нативного FGF-18. FGF-18 - это белковый фактор се-
мейства факторов роста фибробластов (FGF). Факторы семейства FGF обладают различными видами 
митогенной и обеспечивающей выживание клеток активностью, а также вовлечены в разнообразные 
биологические процессы, включая развитие эмбриона, клеточный рост, морфогенез, репарацию тканей, 
рост и инвазию опухолей. При исследованиях in vitro показано, что этот белок способен индуцировать 
отрастание нейритов у PC12-клеток. FGF-18 стимулирует пролиферацию хондроцитов и остеобластов 
(клетки, которые образуют и поддерживают клеточные и хрящевые ткани), а его использование рассмат-
ривается в отношении репарации и генерации хрящевой ткани, например в коленных суставах (Ellsworth 
J.L. Fibroblast growth factor-18 is a trophic factor for mature chondrocytes and their progenitors. Osteoarthritis 
Cartilage (2002) 10:308-320). 

"Гормон, стимулирующий α-меланоциты" или "α-MSH" является пептидом из 13 аминокислот, об-
разующийся как продукт протеолитического расщепления из гормона ACTH (1-13), который в свою оче-
редь является продуктом расщепления проопиомеланокортина (POMC), имеющий последовательность 
N-Ac-SYSMGFRWGLPV, и его синтетические версии и варианты последовательностей, обладающие по 
меньшей мере частью биологической активности нативного α-MSH. α-MSH - неселективный агонист 
меланокортиновых рецепторов MC1, MC3, MC4 и MC5, но не MC2 (который является специфическим 
для ACTH). α-MSH стимулирует меланоциты синтезировать и высвобождать меланин, который обладает 
фотопротекторным действием; он передает сигналы в мозг, которые влияют на аппетит и сексуальное 
возбуждение. Он рассматривается в качестве применения для лечения эритропоэтической протопорфи-
рии (EPP, непереносимости солнца), несегментального витиллиго (обесцвечивание кожи), актинический 
кератоз (AK, солнечный керацитоз, предшественник рака кожи), полиморфного фотодерматоза 
(PLE/PMLE), послеоперационного повреждения почек, эректильной и сексуальной дисфункций. Из-за 
того, что его период полувыведения исчисляется всего лишь секундами, то его применение в немодифи-
цированной форме ограниченно. 

Термин "эндостатин" обозначает встречающийся в природе C-концевой фрагмент массой 20 кДа, 
который происходит из коллагена XVIII типа (UniProt  № P39060 (1572-1754)), имеющий последователь-
ность 
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и его рекомбинантные и синтетические версии и варианты последовательностей, обладающие по мень-
шей мере частью биологической активности нативного эндостатина. Эндостатин - это ингибитор ангио-
генеза и он может взаимодействовать с проангиогенным действием факторов роста, таких как основной 
фактор роста фибробластов (bFGF/FGF-2) и VEGF. Его рассматривают для лечения некоторых видов 
рака. Из-за того что его период полувыведения составляет 13 ч (Thomas, J.P. et al. Phase I Pharmacokinetic 
and Pharmacodynamic Study of Recombinant Human Endostatin in Patients With Advanced Solid Tumors. J. 
Clin. Oncol. (2003) 21:223-231), его применение в немодифицированной форме ограниченно. 

Название "хуманин" обозначает пептид (UniProt № Q8IVG9(1-24)), кодируемый геном MT-RNR2, 
имеющий последовательность MAPRGFSCLLLLTSEIDLPVKRRA, и его рекомбинантные и синтетиче-
ские версии и варианты последовательностей, обладающие по меньшей мере частью биологической ак-
тивности нативного хуманина. Хуманин играет роль в нейрозащите от клеточной смерти, связанной с 
болезнью Альцгеймера (AD), AD-сопутствующего инсульта, прион-индуцированного апоптоза и хими-
чески индуцированного нейронального повреждения (Hashimoto, Y., A rescue factor abolishing neuronal 
cell death by a wide spectrum of familial Alzheimer's disease genes and Aβ. PNAS (2001) 98:6336-6341). Не-
давно обнаружено, что хуманин помогает улучшить действие инсулина и снижает уровни глюкозы в 
крови (Muzumdar R.H., Humanin: A Novel Central Regulator of Peripheral Insulin Action. PLoS One (2009) 
4:e6334). Рассматривается использование хуманина при лечении болезни Альцгеймера, диабета и сосу-
дистых и сердечно-сосудистых заболеваний. 

Название "глюкагон" обозначает глюкозорегулирующий пептид - глюкагон человека, имеющий по-
следовательность HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT, и его рекомбинантные и синтетические 
версии и варианты последовательностей, обладающие по меньшей мере частью биологической активно-
сти нативного глюкагона. Термин "глюкагон", используемый в данном тексте, также включает пептид-
ные миметики глюкагона. Нативный глюкагон синтезируется поджелудочной железой, высвобождае-
мый, когда уровни глюкозы падают очень низко, и вызывающий в печени конверсию запасенного глико-
гена в глюкозу и ее выделение в кровоток. Так как действие глюкагона противоположно действию инсу-
лина, который передает сигнал клеткам организма захватывать глюкозу из крови, глюкагон также стиму-
лирует высвобождение инсулина так, что вновь доступная в кровотоке глюкоза может поступать и ис-
пользоваться инсулин-зависимыми тканями. Глюкагон-содержащие пептиды данного изобретения могут 
найти особое применение в увеличении уровней глюкозы в крови индивидов с имеющимися запасами 
глюкозы в печени и поддержания гомеостаза глюкозы при диабете. Глюкагон был клонирован, как опи-
сано в патенте США № 4826763. 

"Глюкагонподобный белок-1" или "GLP-1" обозначает глюкагонподобный пептид-1 человека и его 
варианты последовательностей, обладающие по меньшей мере частью биологической активности натив-
ного GLP-1.Термин "GLP-1" включает GLP-1(1-37) человека, имеющий последовательность  
HDEFERHAEGTFTSDVSSTLEGQAALEFIAWLVKGRG, GLP-1(7-37) и GLP-1(7-36) амид. GLP-1 стиму-
лирует секрецию инсулина, но только во время периодов гипергликемии. Безопасность GLP-1, благодаря 
этому качеству и тому наблюдению, что количество секретированного инсулина пропорционально ин-
тенсивности гипергликемии, выше по сравнению с инсулином. Биологический период полувыведения 
GLP-1(7-37)OH составляет всего лишь 3-5 мин (патент США № 5118666). GLP-1-содержащие полипеп-
тиды этого изобретения могут найти особое применение при лечении диабета и нарушений метаболизма, 
устойчивых к инсулину, для регуляции глюкозы. GLP-1 был клонирован и получены его производные, 
как описано в патенте США № 5118666. 

"Глюкагонподобный белок-2" или "GLP-2" собирательно в данном тексте обозначает глюкагонпо-
добный пептид-2 человека, имеющий последовательность  
HADGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLIQTKITD, видовые гомологи GLP-2 человека и не встречающие-
ся в природе варианты последовательностей, обладающие по меньшей мере частью биологической ак-
тивности нативного GLP-2, включая такие варианты как, в числе прочего, вариант с глицином, заме-
щающим аланин в положении 2 зрелой последовательности, что обеспечивает получение последователь-
ности HGDGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLIQTKITD ("2G"), а также с Val, Glu, Lys, Arg, Leu или He, 
замещающие аланин в положении 2. GLP-2 или его варианты последовательностей были изолированы, 
синтезированы, описаны или клонированы, как описано в патентах или заявках США №№ 5789379; 
5834428; 5990077; 5994500; 6184201; 7186683; 7563770; 20020025933 и 20030162703. 

"Инсулин" обозначает инсулин человека или его гомолог, видовые варианты или варианты после-
довательностей, которые включают, в числе прочего, зрелый белок инсулина человека, состоящий из 51 
аминокислоты с молекулярным весом 5808 Да, и предшественник проинсулина из 110 аминокислот. Бе-
лок-предшественник процессируется в зрелый инсулин, который имеет A-цепь с последовательностью 
GIVEQCCTSICSLYQLENYCN и B-цепь с последовательностью  
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT, связанные вместе дисульфидными связями. 
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"A-цепь фактора XIII", "FXIIIA" или "F13A" обозначает белок свертывания крови (UniProt  
№ P00488(2-732)), имеющий последовательность 

 
и его рекомбинантные и синтетические версии и варианты последовательностей, обладающие по мень-
шей мере частью биологической активности нативного FXIIIA. Фактор XIII является последним фермен-
том в каскаде свертывания крови и отвечает за перекрестное связывание молекул фибрина друг с другом 
в новообразующемся сгустке крови. Образование внутримолекулярных ковалентных связей между мо-
номерами фибрина и перекрестное связывание α-2 антиплазмина, фибриногена, фибронектина, коллаге-
на и других белков для усиления механической прочности фибринового сгустка защищает от протеоли-
тической деградации и обеспечивает стабильность внутриклеточного матрикса. FXIII плазмы циркули-
руют в виде гетеротетрамера, состоящего из 2 A-субъединиц и 2 B-субъединиц, нековалентно связанных 
вместе и присоединенных к фибриногену. B-субъединица, которая, как оказалось, стабилизирует струк-
туру A-субъединицы и защищает A-субъединицу от протеолиза, обычно присутствует в плазме в избыт-
ке как свободная B-субъединица FXIII. Большинство пациентов с дефицитом FXIII несут мутации в 
субъединице A FXIII; в некоторых случаях сообщалось о наличии у пациентов мутаций в субъединице B 
FXIII (Mikkola H., 1996, Semin Thromb Hemost, 22:393; Ichinose A., 1996, Semin Thromb Hemost, 22:385). 
FXIIIA используется или предполагается использовать при лечении гемофилии и связанной с ней коагу-
лопатии, наследственного дефицита FXIII и приобретенного дефицита FXIII из-за хронического заболе-
вания печени, воспалительных заболеваний кишечника и послеоперационного кровотечения. 

"Фактор X" или "FX" обозначает белок свертывания крови (UniProt № P00742(2-488)), имеющий 
последовательность 

 
и его рекомбинантные и синтетические версии и варианты последовательностей, обладающие по мень-
шей мере частью биологической активности нативного FX. Фактор X при активации с помощью фактора 
IX (со своим кофактором, фактором VIII, для образования комплекса, известного как внутренняя Хаза) и 
фактора VII со своим кофактором, тканевым фактором (для образования комплекса, известного как 
внешняя Хаза) превращается в фактор Xa. Фактор X - это первый участник завершения обычного (или 
тромбинового) пути. Фактор X применяется для лечения дефицита фактора X, гемофилии A и B, исполь-
зуя обходные стратегии из-за того, что у пациентов, принимающих факторы FVIII и FIX, развиваются 
ингибирующие антитела к препаратам FVIII и FIX заместительной терапии), неотложной терапии паци-
ентов с кровоизлияниями из-за передозировки антикоагулянтами или критическими кровотечениями 
неизвестного происхождения и для пациентов, у которых развился приобретенный дефицит FX, обу-
словленный недостатком витамина K, амилоидоз, тяжелые заболевания печени и при использовании ан-
тикоагулянтов (например, варфарина). Так как период полувыведения зрелого фактора X составляет 40-
45 ч, период полувыведения активированного фактора X (Fxa) в плазме составляет <1-2 мин ((Bunce 
M.W., 2008, Blood, 117:290), то это делает применение его немодифицированной формы ограниченным 
из-за бытрой инактивации антитромбином III и TFP1. 

4. Нуклеиновые кислоты как нагрузочные вещества. 
Данное изобретение также подразумевает использование нуклеиновых кислот как нагрузочных ве-

ществ в XTEN-конъюгатах. В одном осуществлении в этом изобретении предложены конъюгаты XTEN-
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нагрузочное вещество, в которых нагрузочное вещество выбирается из группы, состоящей из аптамеров, 
антисмысловых олигонуклеотидов, рибозимных нуклеиновых кислот, РНК-интерферирующих нуклеи-
новых кислот и антигенных нуклеиновых кислот. Такие нуклеиновые кислоты используются как лекар-
ственные средства, известные в этой области (Edwin Jarald, Nucleic acid drugs: a novel approach. African 
Journal of Biotechnology Vol. 3 (12):662-666, 2004; Joanna B. Opalinska. Nucleic-acid therapeutics: basic prin-
ciples and recent applications. Nature Reviews Drug Discovery 1:503-514, 2002). 

IV). Конъюгаты XTEN-кросс-линкеров и XTEN-нагрузочных веществ и способы получения таких 
конъюгатов. 

Настоящее изобретение относится к высокоочищенным препаратам конъюгационных составов 
XTEN-кросс-линкер, которые можно использовать в качестве участников конъюгации, к которым при-
соединяются нагрузочные вещества, как описано в данном тексте. Также изобретение относится к высо-
коочищенным препаратам нагрузочных веществ, связанных с одним или более XTEN при помощи уча-
стников конъюгации XTEN-кросс-линкер. Настоящее изобретение включает в себя композиции и спосо-
бы получения конъюгатов XTEN-нагрузочное вещество, образованных путем связывания любого из опи-
санных в данном тексте XTEN с нагрузочным веществом, а также химически активные композиции и 
способы получения композиций, образованных путем конъюгации XTEN с кросс-линкером, или другие 
описанные в данном тексте химические способы. В частности, отмечается, что термины "XTEN-
нагрузочное вещество" и "XTEN-кросс-линкер" включают в себя связанные с ними продукты реакции, 
которые остаются после конъюгации реагирующих веществ - участников конъюгации, включая продук-
ты реакции кросс-линкеров, реактантов клик-химии или других описанных в данном тексте методов. В 
некоторых вариантах реализации XTEN, применяемые для создания конъюгатов, являющихся объектами 
изобретения, содержат XTEN, выбранные из любой последовательности в табл. 2, 3 и 22-25, которые 
могут быть связаны с нагрузочным веществом прямо или посредством описанных в данном тексте кросс-
линкеров. В других вариантах реализации один или более из XTEN, применяемых для создания конъю-
гатов, являющихся объектами изобретения, содержат в отдельности последовательность XTEN, обла-
дающую по меньшей мере 80% идентичности в последовательностях, или в другом варианте 81, 82, 83, 
84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичности в последовательностях 
по сравнению с XTEN, выбранным из табл. 2, 3 и 22-25, или его фрагментом, при оптимальном выравни-
вании с последовательностью сравнимой длины. В одном варианте реализации конъюгаты, являющиеся 
объектами изобретения, являются мультимерными, что означает, что они содержат первую и вторую по-
следовательность XTEN, при этом XTEN являются одинаковыми либо разными и каждый в отдельности 
содержит последовательность XTEN, обладающую по меньшей мере 80% идентичности в последова-
тельностях, или в другом варианте 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98%, 99 
или 100% идентичности в последовательностях по сравнению с XTEN, выбранным из табл. 2, 3 и 22-25, 
или его фрагментом, при оптимальном выравнивании с последовательностью сравнимой длины. В дру-
гом варианте реализации конъюгаты, являющиеся объектами изобретения, являются мультимерными, 
что означает, что они содержат первую, вторую и третью последовательность XTEN, при этом XTEN 
являются одинаковыми либо разными и каждый в отдельности содержит последовательность XTEN, об-
ладающую по меньшей мере 80% идентичности в последовательностях, или, в другом варианте 81, 82, 
83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичности в последовательно-
стях по сравнению с XTEN, выбранным из табл. 2, 3 и 22-25, или его фрагментом, при оптимальном вы-
равнивании с последовательностью сравнимой длины. В другом варианте реализации конъюгаты, яв-
ляющиеся объектами изобретения, являются мультимерными, что означает, что они содержат 3, 4, 5, 6 
или более последовательностей XTEN, при этом XTEN являются одинаковыми либо разными и каждый в 
отдельности содержит последовательность XTEN, обладающую по меньшей мере 80% идентичности в 
последовательностях, или в другом варианте 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 
98, 99 или 100% идентичности в последовательностях по сравнению с XTEN, выбранным из табл. 2, 3 и 
22-25, или его фрагментом. В мультимерных конъюгатах суммарная длина остатков в последовательно-
стях XTEN является большей чем от около 200 до около 3000 или от около 400 до около 1000 аминокис-
лотных остатков, a XTEN могут являться одинаковыми либо разными по последовательности или по 
длине. При употреблении в данном тексте подразумевается, что суммарная длина включает в себя об-
щую длину в аминокислотных остатках, в случае, когда более одного XTEN включено в состав конъюга-
та. 

В одном аспекте изобретения предложены композиции из XTEN, ковалентно связанных с низкомо-
лекулярным нагрузочным лекарственным веществом, что приводит к образованию конъюгата XTEN-
лекарственное вещество ("XTEN-D" ("D" - от англ. "drug")). В другом аспекте изобретения предложены 
композиции из XTEN, ковалентно связанных с нагрузочными биологически активными белками (кото-
рые включают в себя пептиды или полипептиды), что приводит к образованию конъюгата XTEN-
пептид/полипептид ("XTEN-P" ("P" - от англ. "peptide")). В другом аспекте изобретения предложены 
композиции из одного или более XTEN, рекомбинантно связанных с нагрузочным пептидом или поли-
пептидом, что приводит к образованию рекомбинантного гибридного белка XTEN-пептид/полипептид 
("XTEN-PR" ("PR" - от англ. "recombinant" и "peptide")). В другом аспекте изобретения предложены ком-
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позиции из одного или более XTEN, связанных с нагрузочными веществами из одного или более лекар-
ственных веществ или одного или более белков, которые могут быть биологически активными или могут 
являться нацеленными веществами. В частности, в изобретении предложены отдельные композиции 
XTEN-D, XTEN-P, XTEN-PR и XTEN-D-P, которые могут применяться для лечения болезненного со-
стояния, для которого в данной области известно, что введение нагрузочного лекарственного вещества 
и/или белка является целесообразным для лечения, улучшения или предотвращения заболевания или 
болезненного состояния пациента. В общем случае конъюгаты XTEN-D содержат один или более из сле-
дующих компонентов: 1) XTEN; 2) кросс-линкер и 3) нагрузочное вещество, к которому XTEN присое-
динен химическим способом, прямо или посредством кросс-линкера, такого как описанные в данном 
тексте коммерчески доступные кросс-линкеры, или посредством реактантов клик-химии, или, в некото-
рых случаях, они могут быть образованы вследствие конъюгации между функциональными группами в 
XTEN и нагрузочным веществом без применения линкера, как описано в данном тексте. XTEN-P в об-
щем случае содержат один или более из следующих компонентов: 1) XTEN; 2) кросс-линкер и 3) биоло-
гически активный нагрузочный белок, и в общем случае также образуются вследствие конъюгации по-
средством кросс-линкера или реактантов клик-химии. Конъюгаты XTEN-PR в общем случае содержат 
один или более из следующих компонентов: 1) один или более XTEN; 2) спейсерную последователь-
ность и 3) нагрузочное вещество. XTEN-D-P в общем случае содержат один или более из следующих 
компонентов: 1) XTEN; 2) произвольный линкер; 3) биологически активный белок и 4) лекарственное 
вещество, при этом нагрузочные вещества в общем случае образованы вследствие конъюгации посредст-
вом кросс-линкера или реактантов клик-химии, как описано выше. При этом в некоторых случаях, ка-
сающихся вышеописанных композиций, эти композиции могут быть созданы без применения кросс-
линкера при условии, что компоненты обладают химической активностью иного рода. 

Конъюгация XTEN с нагрузочными веществами обеспечивает полученным в результате компози-
циям несколько преимуществ по сравнению с нагрузочными веществами, неприсоединенными к XTEN. 
Как более полно описано ниже, неограничивающие примеры усиленных свойств включают увеличение 
общей растворимости и метаболической стабильности, сниженную восприимчивость к протеолизу во 
время циркуляции, сниженную иммуногенность, сниженную скорость всасывания при подкожном или 
внутримышечном введении, сниженное выведение почками, повышенное взаимодействие с субстратом, 
сниженную токсичность, нацеленную доставку нагрузочного вещества и усиленные фармакокинетиче-
ские свойства. Усиленные фармакокинетические свойства конъюгатов по сравнению с нагрузочным ве-
ществом, неприсоединенным к XTEN, включают более длительный терминальный период полувыведе-
ния (например, двукратно, трехкратно или четырехкратно превышающий обычный), увеличенную пло-
щадь под кривой (ППК) (например, на 25%, 50%, 100% или более), более низкий объем распределения, 
более медленное всасывание после подкожной или внутримышечной инъекции (что является преимуще-
ством по сравнению с коммерчески доступными формами нагрузочных веществ, которые вводятся таким 
же способом), что приводит к более низкой величине средней максимальной концентрации, что, в свою 
очередь, приводит к снижению нежелательных действий нагрузочного вещества, что все вместе приво-
дит к увеличению периода времени, на протяжении которого вводимая пациенту конъюгационная ком-
позиция оказывает терапевтическое действие. В некоторых вариантах реализации изобретения конъюга-
ционные композиции содержат расщепляемые последовательности (более детально описанные ниже), 
что делает возможным пролонгированное высвобождение активного нагрузочного вещества так, что 
вводимый конъюгат XTEN-нагрузочное вещество действует в качестве депо при подкожном или внут-
римышечном введении. В частности, предполагается, что конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество могут 
проявлять одно или более либо любую комбинацию из описанных в данном тексте улучшенных свойств. 
В результате данных усиленных свойств конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество обеспечивают воз-
можность менее частого дозирования, более индивидуализированного дозирования и/или сниженной 
токсичности по сравнению с нагрузочным веществом, неприсоединенным к XTEN и вводимым схожим 
способом. Подобные конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество обладают свойством излечивать опреде-
ленные болезненные состояния, на которые, как известно в данной области, восприимчивы к, улучшают-
ся или предотвращаются при введении нагрузочного вещества нуждающемуся в этом пациенту, как опи-
сано в данном тексте. 

1. Кросс-линкер и азид/алкиновые реактанты клик-химии для конъюгации. 
В другом аспекте реализации данное изобретение относится к XTEN, присоединенным к кросс-

линкерам, что приводит к образованию конъюгатов XTEN-кросс-линкер, которые можно применять для 
получения конъюгационных композиций XTEN-нагрузочное вещество. В частности, описанные в дан-
ном тексте участники конъюгации XTEN-кросс-линкер можно применять для конъюгации с нагрузоч-
ными веществами или поверхностями, несущими по меньшей мере одну тиоловую, амино, карбоксиль-
ную, альдегидную или спиртовую либо любую другую функциональную группу, которая является дос-
тупной и подходящей, как известно в данной области, для реакции между описанными в данном тексте 
компонентами. В другом аспекте реализации данное изобретение относится к способам получения 
конъюгатов из реактантов XTEN-кросс-линкер и XTEN-азид/алкиновых реактантов клик-химии, что 
приводит к образованию конъюгатов, которые можно применять для получения конъюгационных компо-
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зиций XTEN-нагрузочное вещество. В частности, описанные в данном тексте способы получения XTEN-
кросс-линкеров и XTEN-азид/алкиновых реактантов можно применять в случае, если нагрузочное веще-
ство или реакционная поверхность несет по меньшей мере одну тиоловую, амино, карбоксильную, аль-
дегидную, алкеновую, алкиновую, гетероциклическую, спиртовую либо другую функциональную груп-
пу, которая является доступной для реакции. 

Примеры вариантов реализации XTEN были описаны выше, включая получение в основном гомо-
генных XTEN. В изобретении предложены XTEN, которые дополнительно служат в качестве платформы, 
к которой могут быть присоединены нагрузочные вещества, так, что они служат в качестве "носителя", 
обеспечивая композициям определенные необходимые фармакокинетические, химические и фармацев-
тические свойства среди других описанных ниже свойств. В других вариантах реализации в изобретении 
предложены полинуклеотиды, которые кодируют XTEN, которые могут быть присоединены к генам, 
кодирующим пептидные или полипептидные нагрузочные вещества, которые могут быть включены в 
экспрессионные векторы и внесены в подходящие хозяйские организмы для экспрессии и выделения ре-
комбинантных гибридных белков XTEN-нагрузочное вещество, являющихся объектами изобретения. В 
некоторых вариантах реализации изобретения компоненты XTEN, описанные выше в данном тексте, 
сконструированы так, чтобы включать определенное количество функциональных аминокислотных ос-
татков, которые могут реагировать с перекрестно-сшивающими веществами или могут дополнительно 
содержать функциональные группы, которые могут участвовать в конъюгации с нагрузочными вещест-
вами. В одном варианте реализации в изобретении предложены цистеин-сконструированные XTEN, в 
которых молекулы цистеина, каждая из которых содержит функциональную тиоловую группу, присое-
динены к кросс-линкеру, что приводит к образованию конъюгата XTEN-кросс-линкер. В другом вариан-
те реализации в изобретении предложены лизин-сконструированные XTEN, в которых молекулы лизина, 
каждая из которых содержит положительно заряженную гидрофильную ε-аминогруппу, присоединены к 
кросс-линкеру, что приводит к образованию конъюгата XTEN-кросс-линкер. В вариантах реализации 
цистеин-сконструированных XTEN каждый из них содержит от около 1 до около 100 аминокислот цис-
теина, или от 1 до около 50 аминокислот цистеина, или от 1 до около 40 аминокислот цистеина, или от 1 
до около 20 аминокислот цистеина, или от 1 до около 10 аминокислот цистеина, или от 1 до около 5 ами-
нокислот цистеина, или 9 цистеинов, или 3 цистеина, или одну аминокислоту цистеина, которые доступ-
ны для конъюгации. В вариантах реализации лизин-сконструированных XTEN каждый из них содержит 
от около 1 до около 100 аминокислот лизина, или от 1 до около 50 аминокислот лизина, или от 1 до око-
ло 40 аминокислот лизина, или от 1 до около 20 аминокислот лизина, или от 1 до около 10 аминокислот 
лизина, или от 1 до около 5 аминокислот лизина, или 9 лизинов, или 3 лизина, или одну аминокислоту 
лизина, которые доступны для конъюгации. В другом варианте реализации изобретения сконструиро-
ванный XTEN содержит остатки как цистеина, так и лизина, в вышеприведенных диапазонах или коли-
чествах. 

В общем случае тиоловые группы цистеина XTEN являются более функциональными, т.е. более 
нуклеофильными, по отношению к электрофильным конъюгационным реагентам, чем аминные или гид-
роксильные группы. Вдобавок, остатки цистеина, как правило, присутствуют в данном белке в меньших 
количествах; и, таким образом, вероятность множественной конъюгации в пределах одного и того же 
белка является меньшей. Остатки цистеина вносили в белки методами генной инженерии для образова-
ния ковалентных связей с лигандами или для образования новых внутримолекулярных дисульфидных 
связей (Better et al. (1994) J. Biol. Chem. 13:9644-9650; Bernhard et al. (1994) Bioconjugate Chem. 5:126-132; 
Greenwood et al. (1994) Therapeutic Immunology 1:247-255; Tu et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci USA 
96:4862-4867; Kanno et al. (2000) J. of Biotechnology, 76:207-214; Chmura et al. (2001) Proc. Nat. Acad. Sci. 
USA 98(15):8480-8484; патент США № 6248564). 

В одном варианте реализации в изобретении предложена отдельная композиция, содержащая цис-
теин-сконструированный XTEN, конъюгированный с кросс-линкером, в которой кросс-линкер выбран из 
сульфгидрил-функциональных гомобифункциональных или гетеробифункциональных кросс-линкеров. В 
другом варианте реализации в изобретении предложена отдельная композиция, содержащая лизин-
сконструированный XTEN, конъюгированный посредством кросс-линкера, в которой кросс-линкер вы-
бран из амин-функциональных гомобифункциональных или гетеробифункциональных кросс-линкеров. 
Перекрестное сшивание представляет собой процесс химического связывания двух или более молекул 
ковалентной связью. Этот процесс также называется конъюгацией или биоконъюгацией в случае, когда 
он применим к белкам или другим биомолекулам. Например, белки можно модифицировать для того, 
чтобы внести изменения в N- и C-концы и аминокислотные боковые цепи на белках и пептидах с целью 
заблокировать или открыть функциональные связывающие участки, инактивировать функции или изме-
нить функциональные группы для создания новых мишеней для перекрестного сшивания. 

В одном аспекте реализации в изобретении предложены способы для сайт-специфической конъю-
гации с полимером XTEN, осуществляемой путем применения химически активных аминокислотных 
остатков или их производных (например, N-концевой α-аминной группы, ε-аминной группы лизина, 
тиоловой группы цистеина, C-концевой карбоксильной группы, карбоксильных групп глутаминовой ки-
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слоты и аспарагиновой кислоты). Функциональными группами, подходящими для реакций с первичными 
α- и ε-аминогруппами, являются хлорцианураты, дихлортреазины, трезилаты, бензотриазолкарбонаты, п-
нитрофенилкарбонаты, трихлорфенилкарбонаты, альдегиды, смешанные ангидриды, карбонилимидазо-
лы, имидоэфиры, N-гидроксисукцинимидэфиры, N-гидроксисульфосукцинимидэфиры (Harris, J. M., Her-
ati, R.S. Polym. Prepr. (Am. Chem. Soc., Div. Polym. Chem ), 32(1), 154-155 (1991); Herman, S., et al. Mac-
romol. Chem. Phys. 195, 203-209 (1994); Roberts, M.J. et al. A. Advanced Drug Delivery Reviews, 54, 459-476 
(2002)). N-гидроксисукцинимидэфиры (NHS-эфиры и их водорастворимые аналоги сульфо-NHS-эфиры) 
обычно применяют для конъюгации белка (см. фиг. 2). NHS-эфиры дают на выходе устойчивые амидные 
продукты при реакции с первичными аминами с относительно эффективным сопряжением при физиоло-
гическом уровне pH. Реакции конъюгации обычно проводят в 50-200 мМ фосфатного, бикарбонатно-
го/карбонатного, ГЭПЭС или боратного буферов (pH от 7 до 9) при температуре от 4°C до комнатной на 
протяжении от 0,5 до 2 ч. NHS-эфиры обычно применяют в молярном количестве, от 2 до 50 раз превы-
шающем количество белка. Обычно концентрация реагента может варьироваться от 0,1-10 мМ, в то вре-
мя как оптимальная концентрация белка составляет 50-100 мкМ. 

В другом способе при условии, что полипептиды XTEN обладают только одной N-концевой α-
аминогруппой, XTEN можно сконструировать так, чтобы они содержали дополнительную ε-
аминогруппу(ы) специально включенных остатков лизина; примеры последовательностей которых при-
ведены в табл. 3. α- и ε-аминогруппы характеризуются разными величинами pKa: приблизительно от 7,6 
до 8,0 для α-аминогруппы N-концевой аминокислоты и приблизительно 10-10,5 для ε-аминогруппы ли-
зина. Такую значительную разницу в величинах pKa можно использовать для избирательной модифика-
ции аминогрупп. Депротонирование всех первичных аминов происходит при величине pH выше 8,0. В 
таком окружении нуклеофильные свойства различных аминов определяют их реакционную способность. 
Как правило, при депротонировании большее количество нуклеофильных ε-аминогрупп лизинов являют-
ся более реакционноспособными в отношении электрофилов, чем α-аминогруппы. С другой стороны, 
при более низком уровне pH (например, pH 6), как правило, большее количество кислотных α-
аминогрупп являются более депротонированными, чем ε-аминогруппы, и порядок реакционной способ-
ности является обратным. Например, одобренный управлением по контролю за продуктами и лекарства-
ми препарат нейласта (пэгфилграстим) представляет собой гранулоцитарный колониестимулирующий 
фактор (G-CSF - от англ. "granulocyte colony-stimulating factor"), модифицированный посредством кова-
лентного присоединения 20 кДа ПЭГ-альдегида. Специфическую модификацию N-концевой аминокис-
лоты белка проводили путем использования более низкой pKa для ε-аминогруппы по сравнению с ε-
аминогруппами внутренних лизинов (Molineaux, G. Curr. Pharm. Des. 10, 1235-1244 (2004), Патент США 
5824784). Полипептиды XTEN, содержащие остатки цистеина, можно генетически конструировать при 
помощи рекомбинантных технологий, описанных в данном тексте (см., например, примеры) или при по-
мощи стандартных методов, известных в данной области. Конъюгацию с тиоловыми группами можно 
проводить при помощи высокоспецифических реакций, которые приводят к образованию одиночных 
продуктов конъюгации, соединенных перекрестно-сшивающими веществами. Функциональными груп-
пами, подходящими для реакций с тиоловыми группами цистеина, являются N-малеинимиды, галоацети-
лы и пиридилдисульфиды. Малеинимидная группа реагирует непосредственно с сульфгидрильными 
группами, когда уровень pH реакционной смеси составляет между pH 6,5 и 7,5, образовывая стабильную 
тиоэфирную связь, которая не является обратимой (см. фиг. 3). При нейтральном уровне pH малеиними-
ды реагируют с сульфгидрилами в 1000 раз быстрее, чем с аминами, но когда уровень pH превышает 8,5, 
реакция происходит преимущественно с аминами. Малеинимиды не реагируют с тирозинами, гистиди-
нами или метионинами. При составлении реакционных растворов тиолы следует исключить из реакци-
онных буферов, которые применяются с малеинимидами, так как они будут конкурировать с ними за 
сайты сопряжения. Избыток малеинимидов в реакции можно компенсировать в конце реакции путем 
добавления тиолов, в то время как ЭДТК можно включать в буфер для сопряжения, чтобы минимизиро-
вать окисление сульфгидрилов. В другом варианте реализации изобретение предполагает применение 
галоацетильных реагентов, которые используются для перекрестного сшивания сульфгидрильных групп 
XTEN или нагрузочных веществ для получения конъюгатов, являющихся объектами данного изобрете-
ния. Наиболее часто применяемые галоацетильные реагенты содержат йодоацетильную группу, которая 
реагирует с сульфгидрильными группами при физиологическом уровне pH. Реакция йодоацетильной 
группы с сульфгидрильной сопровождается нуклеофильным замещением йода тиолом, что приводит к 
образованию стабильной тиоэфирной связи (см. фиг. 4). Создание небольшого избытка йодоацетильных 
групп над количеством сульфгидрильных групп при pH 8,3 обеспечивает сульфгидрильную избиратель-
ность. При наличии большого избытка йодоацетильных групп йодоацетильная группа может реагировать 
с другими аминокислотами. Имидазолы могут реагировать с йодоацетильными группами при pH 6,9-7,0, 
но инкубация должна проходить более одной недели. Боковые цепи и аминогруппы гистидила реагируют 
в непротонированной форме с йодоацетильными группами при уровне pH выше 5 и 7 соответственно. В 
другом варианте реализации изобретения кросс-линкеры, применяемые для сульфгидрильных групп, 
представляют собой пиридилдисульфиды. Пиридилдисульфиды реагируют с йодоацетильными группами 
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в широком диапазоне pH (оптимальны уровень pH составляет 4-5), образуя дисульфидные связи, соеди-
няющие XTEN с нагрузочными веществами (см. фиг. 5). Как дисульфиды, конъюгаты, полученные с 
применением этих реагентов, являются отщепляемыми. Во время реакции между -SH группой и 2-
пиридилдитиоловой группой молекулы происходит дисульфидный обмен. В результате происходит вы-
свобождение пиридин-2-тиона. Эти реагенты можно использовать в качестве кросс-линкеров и для того, 
чтобы вносить в белки сульфгидрильные группы. Дисульфидный обмен можно проводить при физиоло-
гическом уровне pH, хотя скорость реакции при этом снижается. 

Конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество, содержащие активные синтетические пептиды или поли-
пептиды, можно изготовить, используя химически активные аминокислотные остатки или их производ-
ные; например N-концевую α-аминогруппу, ε-аминогруппу лизина, тиоловую группу цистеина, карбок-
сильную группу C-концевой аминокислоты, карбоксильную группу аспарагиновой кислоты или глута-
миновой кислоты. Каждый пептид содержит N-концевую α-аминогруппу вне зависимости от первичной 
аминокислотной последовательности. При необходимости N-концевую α-аминогруппу можно оставить 
защищенной/заблокированной при химическом синтезе активного пептида/полипептида. Синтетический 
пептид/полипептид может содержать дополнительную ε-аминогруппу(ы) лизина, которая может иметь 
природное происхождение или быть специально замещенной для конъюгации. Как описано выше, α- и ε-
аминогруппы можно избирательно модифицировать при различных уровнях pH. Другой подход к изби-
рательной модификации α- или ε-аминогруппы в синтетическом пептиде состоит в реверсивной защите 
аминогрупп ди-трет-бутилдикарбонатом (BOC2). Например, избирательная защита BOC пептида вапрео-
тида (синтетического аналога соматостатина) была достигнута путем модификации при pH 6 (защита α-
группы) или pH 8,5 (защита ε-группы). Затем оставшиеся свободные аминогруппы специфически моди-
фицировали при помощи ПЭГ-N-гидроксисукцинимида или ПЭГ-альдегида. В конце защиту BOC устра-
няли при помощи обработки кислотой, чтобы получить мономодифицированные пептиды (Morpurgo, M. 
et al. Selective Alkylation and Acylation of α and ε Amino Groups with PEG in a Somatostatin Analogue: Tai-
lored Chemistry for Optimized Bioconjugates. Bioconjugate Chem. 2002. 13:1238-1243). Так как цистеины в 
общем случае реже встречаются в пептидных и белковых последовательностях природного происхожде-
ния, чем лизины, использование цистеинов в качестве участка для конъюгации снижает вероятность 
множественных конъюгаций с молекулами XTEN-кросс-линкер в реакции. Также это снижает вероят-
ность деактивации пептида/белка при конъюгации. Более того, конъюгацию с цистеиновыми участками 
часто можно проводить четко определенным способом, что приводит к образованию одиночных продук-
тов конъюгации полимер XTEN-пептид или полимер XTEN-полипептид. В некоторых случаях в амино-
кислотной последовательности пептида, подлежащего конъюгации, может отсутствовать цистеин. В та-
ком случае остаток цистеина можно присоединить к N- или C-концу пептида рекомбинантно или синте-
тически при помощи стандартных методов. В альтернативном варианте выбранную аминокислоту можно 
химически или генетически модифицировать в цистеин. Как один из примеров, модификация серина в 
цистеин считается консервативной мутацией. Другим подходом к внесению тиоловой группы в пептиды, 
в которых отсутствует цистеин, является химическая модификация ε-аминогруппы лизина при помощи 
тиолирующих реагентов, таких как 2-иминотиолан (реагент Траута), САТА (N-сукцинимидил-S-
ацетилтиоацетат), САТП (N-сукцинимидил-S-ацетилтиопропионат), CAT-PEO4-Ac (N-сукцинимидил-S-
ацетил(тиотетраэтиленгликоль)), СПДП (N-сукцинимидил-3-(2-пиридилдитио)пропионат), ЛЦ-СПДП 
(сукцинимидил-6-(3'-[2- пиридилдитио]пропионамидо)гексаноат) (более полно описаны ниже). После 
того как индивидуальная тиоловая группа внесена в пептид, его можно избирательно модифицировать 
при помощи соединений, содержащих сульфгидрильные реакционноспособные группы, такие как N-
малеинимиды, галоацетилы и пиридилдисульфиды, как описано выше. 

Конъюгации между полипептидом XTEN и пептидом, белком или низкомолекулярным лекарствен-
ным веществом можно достичь при помощи большого количества соединительных химических веществ, 
включая коммерчески доступные кросс-линкерные соединения нулевой длины, гомо- или гетеробифунк-
циональные и мультифункциональные, согласно способам, известным и доступным в данной области, 
таким как описанные, например, в R.F. Taylor (1991) "Protein immobilization. Fundamentals and Applica-
tions", Marcel Dekker Inc., N.Y.; G.T. Hermanson et al. (1992) "Immobilized Affinity Ligand Techniques", Ac-
ademic Press, San Diego; G.T. Hermanson (2008) "Bioconjugate Techniques", 2nd. ed. Elsevier, Inc., S.S. Wong 
(1991) "Chemistry of Protein Conjugation and Crosslinking", CRC Press, Boca Raton. Подходящие перекре-
стно-сшивающие вещества для применения в получении конъюгатов, являющихся объектами изобрете-
ния, являются коммерчески производимыми такими компаниями как Sigma-Aldrich, Thermo Fisher Scien-
tific (Pierce Protein Research Products), Invitrogen, ProteoChem, G-Biosciences. Предпочтительные варианты 
реализации кросс-линкеров содержат тиолреакционноспособную функциональную группу или аминоре-
акционноспособную функциональную группу. Список примеров кросс-линкеров приведен в табл. 13.  
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Таблица 13 
Примеры кросс-линкеров 

 

 
Неограничивающими примерами кросс-линкеров являются АБГ (n-азидобензоилгидразид), АМАС 

(N-(α-малеинимидоацетокси)сукцинимид эфир), АНБ-НОС (N-5-азидо-2-нитробензилоксисукцинимид), 
АПДП (N-(4-[n-азидосалициламидо]бутил)-3'-(2'-пиридилдитио)пропионамид), АСБА (4-(n-азидо-
салициламидо)бутиламин), БАСЭД (бис-(β-[4-азидосалициламидо]этил)дисульфид), БМБ (1,4-бис-
малеинимидобутан), БМДБ (1,4-бис-малеинимидил-2,3-дигидроксибутан), БМГ (бис-малеинимидо-
гексан), БМОЭ (бис-малеинимидоэтан), БМПГ (N-(β-малеинимидопропионовой кислоты)гидразид), 



037979 

- 153 - 

БМПС (N-(β-малеинимидопропилокси)сукцинимид эфир), БМ(ПЭГ)2 (1,8-бис-малеинимидо-
этиленгликоль), БМ(ПЭГ)3 (1,11-бис-малеинимидотриэтиленгликоль), БС2Г (бис-(сульфосукцин-
имидил)глутарат), БС3 (сульфо-ДСС) (бис-(сульфосукцинимидил)суберат), БС[ПЭГ]5 (бис-(NHS)ПЭГ5), 
БС(ПЭГ)9 (бис (NHS)ПЭГ9), БСОКОЭС (бис(2-[ сукцинимидоксикарбонилокси]этил)сульфон), С6-САНГ 
(С6-сукцинимидил 4-гидразиноникотинат ацетон гидразон), С6-СФБ (С6-сукцинимидил 4-
формилбензоат), ДЦК (N,N-дициклогексилкарбодиимид), ДФДНБ (1-5-дифтор-2,4-динитробензен), ДМА 
(диметил адипимидат), ДМП (диметил пимелимидат), ДМС (диметил суберимидат), ДПДПБ (1,4-ди-(3'-
[2'-пиридилдитио]пропионамидо)бутан), ДСГ (дисукцинимидил глутарат), ДСП (дитиобис(сукцимидил-
пропионат), реагент Ломанта), ДСС (дисукцинимидил суберат), ДСТ (дисукцинимидил тартарат), ДТБП 
(диметил 3,3'-дитиобиспропионимидат), ДТМЭ (дитиобис-малеинимидоэтан), ДТССП (сульфо-ДСП) 
(3,3'-дитиобис-(сульфосукцинимидилпропионат)), ЭДК (1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид 
гидрохлорид), ЭГС (этиленгликоль бис(сукцинимидилсукцинат)), ЭМКК (N-ε-малеинимидокапроновая 
кислота), ЭМКГ (N-(ε-малеинимидокапроновой кислоты)гидразид), ЭМКС (N-(ε-малеинимидокап-
роилокси)сукцинимид эфир), ГМБС (N-(γ-малеинимидобутирилокси)сукцинимид эфир), КМУК (N-κ-
малеинимидоундекановая кислота), КМУГ (N-(κ-малеинимидоундекановой кислоты)гидразид), ЛЦ-СДА 
(NHS-ЛЦ-диазирин), ЛЦ-СМЦК (сукцинимидил 4-(N-малеинимидометил)циклогексан-1-карбокси-(6-
амидокапроат)), ЛЦ-СПДП (сукцинимидил 6-(3'-[2-пиридилдитио]пропионамидо)гексаноат), МБС (м-
малеинимидобензоил-N-гидроксисукцинимид эфир), МФБГ (4-(4-N-малеинимидофенил)масляной ки-
слоты гидразид), NHS-АСК (N-гидроксисукцинимидил-4-азидосалициловая кислота), ПДПГ (3-(2-
пиридилдитио)пропионилгидразид), ПМПИ (N-(н-малеинимидофенил)изоцианат), САДП (сукциними-
дил (4-азидофенил дитио)пропионат), САЭД (сукцимидил 2-[7-азидо-4-метилкумарин-3-ацетамидо]этил-
1,3'-дитиопропионат), САНД (сукцинимидил-2-(м-азидо-о-нитробензамидо)этил 1,3'-дитиопропионат), 
САНГ (сукцинимидил 4-гидразиноникотинат ацетон гидразон), САНФАГ (N-сукцинимидил 6-(4'-азидо-
2'-нитрофениламино)гексаноат), САСД (сукцинимидил-2-(п-азидосалициламидо)этил-1,3-дитиопропи-
онат), СБАП (сукцинимидил 3-(бромоацетамидо)пропионат), СДА (NHS-диазирин), СДАД (NHS-CC-
диазирин), СФАД (сукцинимидил(перфторазидобензамидо)этил 1,3'-дитиопропионат), СФБ (сукциними-
дил 4-формилбензоат), СГТГ (сукцинимидил 4-гидразидотерефталат), СИА (N-сукцинимидил йодоаце-
тат), СИАБ (N-сукцинимидил(4-йодоацетил)аминобензоат), СМФБ (сукцинимидил 4-(п-
малеинимидофенил)бутират), СМЦК (сукцинимидил 4-(N-малеинимидометил)циклогексан-1-
карбоксилат), СМ[ПЭГ]2 (NHS-ПЭГ2-малеинимид), СМ[ПЭГ]4 (NHS-ПЭГ4-малеинимид), СМ(ПЭГ)6 
(NHS-ПЭГ6-малеинимид), СМ[ПЭГ]8 (NHS-ПЭГ8-малеинимид), СМ[ПЭГ]12 (NHS-ПЭГ12-малеинимид), 
СМ(ПЭГ)24 (NHS-ПЭГ24-малеинимид), СМФБ (сукцинимидил 4-(н-малеинимидо-фенил)бутират), 
СМПГ (сукцинимидил-6-(β-малеинимидопропионамидо)гексаноат), СМПТ (4-сукцинимидил-
оксикарбонил-метил-α-(2-пиридилдитио)толуол), СПБ (сукцинимидил-(4-псорален-8-илокси)бутират), 
СПДП (N-сукцинимидил 3-(2-пиридилдитио)пропионат), сульфо-ДСТ (сульфодисукцинимидил тартрат), 
сульфо-ЭГС (этиленгликоль бис-(сульфосукцинимидил сукцинат)), сульфо-ЭМКС (N-(ε-малеинимидо-
капроилокси)сульфосукцинимид эфир), сульфо-ГМБС (N-(γ-малеинимидобутрилокси)сульфосукцини-
мид эфир), сульфо-ГСАБ (N-гидроксисульфосукцинимидил-4-азидобензоат), сульфо-КМУС (N-(κ-
малеинимидоундеканоилокси)сульфосукцинимид эфир), сульфо-ЛЦ-СДА (сульфо-NHS-ЛЦ-диазирин), 
сульфо-ЛЦ-СМПТ (сульфосукцинимидил 6-(α-метил-α-[2-пиридилдитио]толуамидо)гексаноат), сульфо-
ЛЦ-СПДП (сульфосукцинимидил 6-(3'-[2-пиридилдитио]пропионамидо)гексаноат), сульфо-МБС (м-
малеинимидобензоил-N-гидроксисульфосукцинимид эфир), сульфо-NHS-ЛЦ-АСА (сульфосукциними-
дил(4-азидо-салициламидо) гексаноат), сульфо-САДП (сульфосукцинимидил (4-азидофенил дитио) про-
пионат), сульфо-САЭД (сульфосукцимидил 2-[7-азидо-4-метилкумарин-3-ацетамидо]этил-1,3'-
дитиопропионат), сульфо-САНД (сульфосукцинимидил-2-(м-азидо-о-нитробензамидо)этил 1,3'-
дитиопропионат), сульфо-САНФАГ (сульфосукцинимидил 6-(4'-азидо-2'-нитрофениламино)гексаноат), 
сульфо-САСД (сульфосукцинимидил-2-(п-азидосалициламидо)этил-1,3-дитиопропионат), сульфо-СДА 
(сульфо-NHS-диазирин), сульфо-СДАД (сульфо-NHS-CC-диазирин), сульфо-СФАД (сульфосукциними-
дил(перфторазидобензамидо)этил 1,3'-дитиопропионат), сульфо-СИАБ (сульфосукцинимидил(4-
йодоацетил)аминобензоат), сульфо-СМЦК (сульфосукцинимидил 4-(N-малеинимидометил)циклогексан-
1-карбоксилат), сульфо-СМФБ (сульфосукцинимидил 4-(п-малеинимидофенил)бутират), ТГФП (β-
(трис[гидроксиметил]фосфиновая)пропионовая кислота (бетаин)), ТМЭА (трис-(2-малеинимидоэтил) 
амин), ТСАТ (трис-(сукцинимидил аминотриацетат)). 

В некоторых вариантах реализации изобретения конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество, в кото-
рых используются перекрестно-сшивающие реагенты, включают в себя спейсерную "ножку" неприрод-
ного происхождения. Однако в тех случаях, когда предпочтительной является пептидная связь природ-
ного происхождения, изобретение предполагает, что реакцию можно проводить, применяя кросс-
линкеры нулевой длины, которые действуют посредством активации карбоксилатной группы. В соответ-
ствующих вариантах реализации для того, чтобы достичь избирательности реакции, первый полипептид 
должен содержать только свободную C-концевую карбоксильную группу, в то время как все боковые 
цепи лизина, глутаминовой кислоты и аспарагиновой кислоты являются защищенными, а N-концевой α-
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амин второго пептида/белка должен являться единственной доступной незащищенной аминогруппой 
(т.е. необходимо, чтобы любые лизины, аспарагины или глутамины были защищены). В таких случаях 
предпочтительным является применение последовательностей семейства XTEN AG из табл. 2, в которых 
отсутствует глутаминовая кислота в качестве первого полипептида в XTEN-нагрузочное вещество или 
XTEN-кросс-линкер. Соответственно, в одном варианте реализации в изобретении предложены XTEN-
кросс-линкер или XTEN-нагрузочное вещество, содержащие последовательности AG XTEN, при этом 
композиции соединены с нагрузочными веществами посредством кросс-линкеров нулевой длины. При-
меры кросс-линкеров нулевой длины, применяемых в данном варианте реализации изобретения, вклю-
чают, но не ограничиваются этим, ДЦК (N,N-дициклогексилкарбодиимид) и ЭДК (1-этил-3-(3-
диметиламинопропил)карбодиимид гидрохлорид), при этом кросс-линкеры используются для прямой 
конъюгации карбоксильных функциональных групп одной молекулы (такой как нагрузочное вещество) с 
первичным амином другой молекулы, такой как нагрузочное вещество с подобной функциональной 
группой (см. фиг. 6). Сульфо-NHS (N-гидроксисульфосукцинимид) и NHS (N-гидроксисукцинимид) 
применяют в качестве катализаторов для конъюгации, повышая тем самым эффективность реакции (Gra-
barek Z., Gergely J. Zero-length crosslinking procedure with the use of active esters. (1990) Anal. Biochem. 
185(1), 131-135). ЭДК реагирует с группой карбоновой кислоты и активирует карбоксильную группу до 
образования активного промежуточного продукта О-ацилизомочевины, обеспечивая возможность ее со-
пряжения с аминогруппой в реакционной смеси. Промежуточный продукт О-ацилизомочевина неста-
бильна в водных растворах, что делает ее неэффективной в двухэтапных процессах конъюгации без по-
вышения стабильности промежуточного продукта при помощи N-гидроксисукцинимида. Этот промежу-
точный продукт реагирует с первичным амином до образования производного амида. Реакция перекре-
стного сшивания обычно проходит при уровне pH между 4,5 и 5, и для многих применений она требует 
всего нескольких минут. При этом выход реакции является одинаковым для pH от 4,5 до 7,5. Гидролиз 
ЭДК является параллельной реакцией, проходящей во время сопряжения, и зависит от температуры, pH 
и буферного состава. 4-Морфолиноэтансульфоновая кислота (МЭС) является эффективным карбодии-
мидным реакционным буфером. Фосфатные буферы снижают эффективность реакции ЭДК, но увеличе-
ние количества ЭДК может компенсировать сниженную эффективность. Трис-буферы, а также глицино-
вые и ацетатные буферы лучше не применять в качестве конъюгационных буферов. Также в изобретении 
предложены композиции, в которых XTEN связаны посредством трехвалентных кросс-линкеров, что 
приводит к образованию тримерных конъюгатов XTEN-кросс-линкер. Тримерные кросс-линкеры можно 
создать путем соединения трехвалентной основы, такой как третичный амин, тризамещенный метан или 
1,3,5-тризамещенный бензен, или ассиметричной трехвалентной молекулы, такой как дипептид LysLys, 
или дипептид GluGlu, или дипептид AspAsp, или трипептид CysCysCys, посредством спейсеров с раз-
личными реакционнопособными боковыми группами, перечисленными в табл. 14, при помощи стан-
дартных конъюгационных методов. В одном варианте реализации в изобретении предложены компози-
ции, в которых три XTEN ковалентно связаны трехвалентным кросс-линкером, выбранным из группы, 
состоящей из тиолреакционноспособного Трис-(2-малеинимидоэтил)амина (ТМЭА), аминреакционно-
способного Трис-(сукцинимидил аминотриацетата) (ТСАТ) и кросс-линкеров, приведенных в табл. 14. 

Таблица 14 
Трехвалентные кросс-линкеры 

 
* Состоящий из трехвалентной основы + любой компонент из группы 1 + любой  
компонент из группы 2 + любой компонент из группы 3. 
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В других вариантах реализации изобретения XTEN и нагрузочные вещества можно конъюгировать 
посредством широкой группы кросс-линкеров, включая те, которые состоят из спейсерной "ножки" (ли-
нейной или разветвленной) и двух или более реакционноспособных концов, которые способны присое-
диняться к определенным функциональным группам (например, первичным аминам, сульфгидрилам и 
т.д.) на белках или других молекулах. Линейные кросс-линкеры могут быть гомобифункциональными 
или гетеробифункциональными. Гомобифункциональные кросс-линкеры содержат две идентичные реак-
ционноспособные группы, которые используются для перекрестного сшивания белков в одноэтапном 
процессе реакции. Неограничивающими примерами аминреакционноспособных гомобифункциональных 
кросс-линкеров являются БС2Г (бис-(сульфосукцинимидил)глутарат), БС3 (сульфо-ДСС) (бис-
(сульфосукцинимидил)суберат), БС[ПЭГ]5 (бис-(NHS)ПЭГ5), БС(ПЭГ)9 (бис (NHS)ПЭГ9), БСОКОЭС 
(бис-(2-[сукцинимидоксикарбонилокси]этил)сульфон), ДФДНБ (1-5-дифтор-2,4-динитробензен), ДМА 
(диметил адипимидат), ДМП (диметил пимелимидат), ДМС (диметил суберимидат), ДСГ (дисукциними-
дил глутарат), ДСП (дитиобис(сукцимидилпропионат), реагент Ломанта), ДСС (дисукцинимидил субе-
рат), ДСТ (дисукцинимидил тартарат), ДТБП (диметил 3,3'-дитиобиспропионимидат), ДТССП (сульфо-
ДСП) (3,3'-дитиобис(сульфосукцинимидилпропионат)), ЭГС (этиленгликоль бис(сукцинимидил-
сукцинат)), сульфо-ЭГС (этиленгликоль бис-(сульфосукцинимидил сукцинат)). 

Вдобавок примерами гомобифункциональных кросс-линкеров, применяемых в композициях и в 
способах для создания композиций XTEN-нагрузочное вещество и/или XTEN-кросс-линкер, являются 
сульфгидрилреакционноспособные вещества, такие как БМБ (1,4-бис-малеинимидобутан), БМГ (бис-
малеинимидогексан), БМДБ (1,4-бис-малеинимидил-2,3-дигидроксибутан), БМОЭ (бис-малеин-
имидоэтан), БМ(ПЭГ)2 (1,8-бис-малеинимидоэтиленгликоль), БМ(ПЭГ)3 (1,11-бис-малеинимидотри-
этиленгликоль), ДПДПБ (1,4-ди-(3'-[2'-пиридилдитио]пропионамидо)бутан), ДТМЭ (дитиобис-
малеинимидоэтан). Для создания конъюгатов XTEN-кросс-линкер для последующей конъюгации с на-
грузочными веществами, а также конъюгатов XTEN-нагрузочное вещество предпочтительными являют-
ся гетеробифункциональные кросс-линкеры, так как они обеспечивают возможность управления после-
довательными реакциями. Так как гетеробифункциональные кросс-линкеры содержат две разные реак-
ционноспособные группы, их использование в композициях обеспечивает возможность последователь-
ной двухэтапной конъюгации. Гетеробифункциональный реагент вступает в реакцию с первым белком 
посредством более лабильной группы. В одном варианте реализации изобретения конъюгация гетероби-
функционального кросс-линкера с реакционноспособной группой XTEN приводит к образованию конъ-
югата XTEN-кросс-линкер. После завершения реакции и удаления излишка непрореагировавшего кросс-
линкера модифицированный белок (такой как XTEN-кросс-линкер) можно добавлять к нагрузочному 
веществу, которое взаимодействует со второй реакционноспособной группой кросс-линкера, что приво-
дит к образованию конъюгата XTEN-нагрузочное вещество. Наиболее часто применяемые гетероби-
функциональные кросс-линкеры содержат аминреакционноспособную группу на одном конце и сульф-
гидрилреакционноспособную группу на другом конце. Соответственно, эти кросс-линкеры подходят для 
применения с цистеин- или лизин-сконструированными XTEN или с α-аминогруппой N-конца XTEN. 
Неограничивающими примерами гетеробифункциональных кросс-линкеров являются АМАС (N-(α-
малеинимидоацетокси)сукцинимид эфир), БМПС (N-(β-малеинимидопропилокси)сукцинимид эфир), 
ЭМКС (N-(ε-малеинимидокапроилокси)сукцинимид эфир), ГМБС (N-(γ-малеинимидобутирилокси)сук-
цинимид эфир), ЛЦ-СМЦК (сукцинимидил 4-(N-малеинимидометил)циклогексан-1-карбокси-(6-
амидокапроат)), ЛЦ-СПДП (сукцинимидил 6-(3'-[2-пиридилдитио]пропионамидо)гексаноат), МБС (m-
малеинимидобензоил-N-гидроксисукцинимид эфир), СБАП (сукцинимидил 3-(бромоацет-
амидо)пропионат), СИА (N-сукцинимидил йодоацетат), СИАБ (N-сукцинимидил-(4-
йодоацетил)аминобензоат), СМФБ (сукцинимидил 4-(п-малеинимидофенил)бутират), СМЦК (сукцини-
мидил 4-(N-малеинимидометил)циклогексан-1-карбоксилат), СМ[ПЭГ]2 (NHS-ПЭГ2-малеинимид), 
СМ[ПЭГ]4 (NHS-ПЭГ4-малеинимид), СМ(ПЭГ)6 (NHS-ПЭГ6-малеинимид), СМ[ПЭГ]8 (NHS-ПЭГ8-
малеинимид), СМ[ПЭГ]12 (NHS-ПЭГ12-малеинимид), СМ(ПЭГ)24 (NHS-ПЭГ24-малеинимид), СМФБ 
(сукцинимидил 4-(н-малеинимидофенил)бутират), СМПГ (сукцинимидил-6-(β-малеинимидопропион-
амидо)гексаноат), СМПТ (4-сукцинимидилоксикарбонил-метил-α-(2-пиридилдитио)толуол), СПДП (N-
сукцинимидил 3-(2-пиридилдитио)пропионат), сульфо-ЭМКС (N-(ε-малеинимидокапроилокси)сульфо-
сукцинимид эфир), сульфо-ГМБС (N-(γ-малеинимидобутрилокси)сульфосукцинимид эфир), сульфо-
КМУС (N-(κ-малеинимидоундеканоилокси)сульфосукцинимид эфир), сульфо-ЛЦ-СМПТ (сульфосукци-
нимидил 6-(α-метил-α-[2-пиридилдитио]толуамидо)гексаноат), сульфо-ЛЦ-СПДП (сульфосукциними-
дил 6-(3'-[2-пиридилдитио]пропионамидо)гексаноат), сульфо-МБС (m-малеинимидобензоил-N-
гидроксисульфосукцинимид эфир), сульфо-СИАБ (сульфосукцинимидил-(4-йодоацетил)аминобензоат), 
сульфо-СМЦК (сульфосукцинимидил 4-(N-малеинимидометил)циклогексан-1-карбоксилат), сульфо-
СМФБ (сульфосукцинимидил 4-(н-малеинимидофенил)бутират). Примером гетеробифункционального 
кросс-линкера, который обеспечивает возможность ковалентной конъюгации амин- и сульфгидрил-
содержащих молекул, является сульфо-СМЦК (сульфосукцинимидил 4-(N-малеинимидометил)цикло-
гексан-1-карбоксилат). Сульфо-СМЦК представляет собой водорастворимый аналог СМЦК, который 
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можно получать в водных буферах вплоть до концентрации в 10 мМ. Циклогексановое кольцо в составе 
спейсерной "ножки" данного кросс-линкера снижает скорость гидролиза малеинимидной группы по 
сравнению с аналогичными реагентами, не содержащими такое кольцо. Данный факт делает возможны-
ми лиофилизацию XTEN, который был малеинимидактивирован при помощи СМЦК или сульфо-СМЦК, 
и его сохранение для дальнейшей конъюгации с сульфгидрилсодержащей молекулой. Таким образом, в 
одном варианте реализации в изобретении предложен XTEN-кросс-линкер, содержащий XTEN, обла-
дающий по меньшей мере около 80% идентичности в последовательности, или по меньшей мере около 
90%, или около 91%, или около 92%, или около 93%, или около 94%, или около 95%, или около 96%, или 
около 97%, или около 98%, или около 99% идентичности в последовательности, либо является идентич-
ным последовательности или фрагменту последовательности, выбранной из табл. 3, в случае оптималь-
ного выравнивания, при этом XTEN-кросс-линкер содержит один или более кросс-линкеров сульфо-
СМЦК, связанных с α-аминогруппой XTEN или ε-амином лизин-сконструированного XTEN. В другом 
варианте реализации в изобретении предложен XTEN-кросс-линкер, содержащий XTEN, обладающий по 
меньшей мере около 80% идентичности в последовательности, или по меньшей мере около 90%, или 
около 91%, или около 92%, или около 93%, или около 94%, или около 95%, или около 96%, или около 
97%, или около 98%, или около 99% идентичности в последовательности, либо является идентичным 
последовательности или фрагменту последовательности, выбранной из табл. 2, в случае оптимального 
выравнивания, при этом XTEN-кросс-линкер содержит один сульфо-СМЦК, связанный с аминогруппой 
N-конца XTEN. Вышеописанные гетеробифункциональные кросс-линкеры соединяют две молекулы по-
средством одиночного амина или одиночного цистеина. Для сайт-специфической конъюгации к дисуль-
фидным мостикам в белках был разработан особый тип кросс-линкеров (Balan S. et al. Site-specific PEGy-
lation of protein disulfide bonds using a three-carbon bridge. (2007) Bioconjugate Chem. 18, 61-76; Brocchini S. 
et al. Disulfide bridge based PEGylation of proteins. (2008) Advanced Drug Delivery Reviews 60, 3-12). Сна-
чала синтезируют линкер в виде амин-специфичного эфира 4-[2,2-бис[n-толил-
сульфонил)метил]ацетил)бензойной кислоты-NHS. Эту молекулу можно ковалентно присоединить к 
аминогруппе XTEN, чтобы получить XTEN-бис(сульфон). Инкубация последней молекулы в 50 мМ на-
трий-фосфатном буфере, pH 7,8, приведет к устранению толуолсульфиновой кислоты и получению 
XTEN-α,β-ненасыщенного β'-моносульфона. Полученная в результате молекула будет вступать в реак-
цию с содержащим дисульфидный мостик нагрузочным белком сайт-специфическим способом. На пер-
вом этапе дисульфидный мостик преобразуется посредством восстановления в два тиола. На втором эта-
пе XTEN-моносульфон бис-алкилирует два цистеина, что приводит к образованию химически стабиль-
ного трехуглеродного мостика. Тот же самый α,β-ненасыщенный β'-моносульфон можно применять не 
только для конъюгации двух тиоловых групп, полученных из дисульфидного мостика, но также для 
конъюгации с полигистидиновыми маркерами (Cong Y. et al. Site-specific PEGylation athistidine tags. 
(2012) Bioconjugate Chem. 23, 248-263). 

Конъюгацию с использованием композиций XTEN-кросс-линкер с сульфо-СМЦК обычно проводят 
в два этапа. В одном варианте реализации изобретения аминсодержащий белок готовят в конъюгацион-
ном буфере, например фосфатно-солевом буфере (ФСБ = 100 мМ фосфата натрия, 150 мМ хлорида на-
трия, pH 7,2) или подобном буфере, не содержащем аминов и сульгидрилов, при pH 6,5-7,5. Добавление 
ЭДТК до 1-5 мМ помогает хелатировать двухвалентные металлы, тем самым снижая образование ди-
сульфидов в сульфгидрилсодержащем белке. 

Концентрация аминсодержащего белка определяет необходимый молярный выход кросс-линкера. В 
общем случае в белковых образцах <1 мг/мл используется 40-80-кратный молярный выход, в белковых 
образцах в 1-4 мг/мл используется 20-кратный молярный выход, а в белковых образцах в 5-10 мг/мл ис-
пользуется 5-10-кратный молярный выход кросс-линкера. Реакционную смесь (аминсодержащий белок и 
кросс-линкер) инкубируют на протяжении 30 мин при комнатной температуре или на протяжении 2 ч 
при 4°C, а затем излишек кросс-линкеров удаляют при помощи обессоливающей колонки, уравновешен-
ной конъюгационным буфером. В случае получения XTEN-кросс-линкер композицию удерживают в 
этой точке. В вариантах реализации, в которых XTEN-кросс-линкер конъюгируют с нагрузочным веще-
ством, сульфгидрилсодержащее нагрузочное вещество и конъюгат XTEN-кросс-линкер смешивают в 
молярном соотношении, соответствующим тому, которое требуется для результирующего конъюгата 
(принимая во внимание количество ожидаемых кросс-линкеров, конъюгированных с одной или более 
аминогруппами, на молекулу XTEN), и в соответствии с единственной сульфгидрильной группой, со-
держащейся в нагрузочном веществе. Реакционную смесь инкубируют на протяжении 30 мин или 2 ч 
при 4°C. Эффективность конъюгации можно оценить при помощи SDS-PAGE, сопровождающимся ок-
рашиванием белка, или при помощи соответствующего метода аналитической хроматографии, такого как 
обращенно-фазовая HPLC или катионо/анионообменная хроматография. 

В одном варианте реализации в изобретении предложены конъюгационные композиции XTEN-
кросс-линкер, созданные с применением мультивалентных кросс-линкеров, что приводит к образованию 
композиций, которые содержат 2, 3, 4, 5, 6 или более XTEN. В другом варианте реализации в изобрете-
нии предложены конъюгационные композиции XTEN-кросс-линкер-нагрузочное вещество, созданные с 
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применением мультивалентных кросс-линкеров, что приводит к образованию композиций, которые со-
держат 2, 3, 4, 5, 6 или более XTEN, связанных с 1, 2, 3, 4, 5, 6 или более различными нагрузочными ве-
ществами. Неограничивающими примерами мультивалентных трифункциональных кросс-линкеров яв-
ляются "Y-образный" сульфгидрилреакционноспособный ТМЭА (трис-(2-малеинимидоэтил)амин) и 
ТСАТ (трис-(сукцинимидил аминотриацетат)). Используя каркасный полимер, как линейный, так и раз-
ветвленный, можно разработать любую комбинацию реакционноспособных веществ для мультивалент-
ных композиций. Примеры показаны на фиг. 7, где конструкции могут содержать любую комбинацию 
гомо- или гетерофункциональных реакционноспособных групп. Особый интерес представляют тример-
ные конфигурации, схематически показанные на фиг. 21-23 и 97-105, а также тетрамерные конфигура-
ции, показанные на фиг. 21 и 105-106. Не привязываясь к конкретной теории, предполагается, что в 
конъюгационной композиции, содержащей три XTEN, связанных трифункциональным линкером (с на-
грузочными веществами, в свою очередь связанными с XTEN посредством включенных остатков лизина 
или цистеина), можно использовать пропорционально более короткий XTEN для каждой "ножки" конст-
рукции по сравнению с моновалентной композицией XTEN-нагрузочное вещество, в которой такое же 
самое количество нагрузочных веществ связано с цистеином или лизином либо N-концевыми аминоо-
статками каждого из XTEN, а результирующая тримерная композиция XTEN-нагрузочное вещество бу-
дет иметь кажущуюся молекулярную массу и гидродинамический радиус сравнимые с мономерной ком-
позицией XTEN-нагрузочное вещество, но при этом будет иметь меньшую вязкость, что способствует 
введению композиции пациенту через иглы малого диаметра, и обеспечит равноценное или лучшее дей-
ствие нагрузочных веществ благодаря сниженному стерическому несоответствию и повышенной гибко-
сти композиции по сравнению с мономерной композицией XTEN-нагрузочное вещество, содержащей 
такое же самое количество аминокислот. 

В одном варианте реализации в изобретении предложена композиция, содержащая три XTEN, свя-
занных трехвалентным кросс-линкером, при этом раствор, содержащий приблизительно 100 мг/мл белка 
данной композиции, имеет вязкость, которая по меньшей мере на около 5 сП, или около 6 сП, или около 
7 сП, или около 8 сП, или около 9 сП, или около 10 сП ниже, чем соответствующая ей величина для ли-
нейного XTEN с такими же молекулярной массой и концентрацией. В другом варианте реализации в 
изобретении предложена композиция, содержащая четыре XTEN, связанных четырехвалентным кросс-
линкером, при этом раствор, содержащий приблизительно 100 мг/мл белка данной композиции, имеет 
вязкость, которая по меньшей мере на около 5 сП, или около 6 сП, или около 7 сП, или около 8 сП, или 
около 9 сП, или около 10 сП ниже, чем соответствующая ей величина для линейного XTEN с такими же 
молекулярной массой и концентрацией. 

В способах получения таких композиций, в которых используются мультивалентные кросс-
линкеры, можно применять такие же условия реакций, так те, что описаны в данном тексте выше, а при-
мер реализации данного способа и сопутствующие данные приведены ниже в примерах. Вдобавок, муль-
тивалентные кросс-линкеры можно легко получить посредством модификации олигомеров лизина. На-
пример, пептид Lys-Lys содержит три аминогруппы, одну α-аминогруппу и две ε-аминогруппы на каж-
дом остатке Lys. Эти аминогруппы можно преобразовать в большое количество других реакционноспо-
собных групп, посредством проведения реакции с бифункциональными кросс-линкерами, которые име-
ют одну аминреакционноспособную группу. Например, реакция Lys-Lys с кросс-линкером ДБЦО-NHS 
дает на выходе продукт, который содержит три ДБЦО группы. Реакция Lys-Lys с кросс-линкером N-мал-
NHS дает на выходе продукт, который содержит три N-мал группы. Аналогичным путем можно полу-
чить четырехвалентные кросс-линкеры на основе Lys-Lys-Lys и кросс-линкеры большей валентности при 
помощи более длинных пептидов лизина. 

Кросс-линкеры могут быть классифицированы как "гомобифункциональные" или "гетеробифунк-
циональные", при этом гомобифункциональные кросс-линкеры содержат две или более идентичных ре-
акционно-способные группы и применяются в одноэтапных реакционных процессах для произвольного 
связывания или полимеризации молекул, содержащих подобные функциональные группы, а гетероби-
функциональные кросс-линкеры обладают различными реакционно-способными группами, которые 
обеспечивают возможность одноэтапной конъюгации молекул, которые имеют соответствующие целе-
вые функциональные группы, или обеспечивают возможность последовательной (двухэтапной) конъю-
гации, что минимизирует нежелательную полимеризацию или самоконъюгацию. В предпочтительном 
варианте реализации изобретения, в котором XTEN-кросс-линкеры получены и выделены в виде компо-
зиций для последующей реакции, XTEN-кросс-линкер связан с гетеробифункциональным кросс-
линкером и содержит по меньшей мере одну реакционноспособную группу, доступную для последую-
щей реакции. В одном варианте реализации в изобретении предложены XTEN-кросс-линкеры и XTEN-
нагрузочные вещества, которые конъюгированы посредством отщепляемых кросс-линкеров с дисуль-
фидными связями. Обычно отщепление стимулируется веществами, восстанавливающими дисульфид-
ные связи, такими как β-меркаптоэтанол, ДТТ, ТХЭФ, при этом предполагается, что такие композиции 
будут эндогенно отщепляться эндогенными восстановительными веществами (такими как цистеин и глу-
татион) способом, предусматривающим медленное высвобождение. Далее приведены неограничиваю-
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щие примеры таких кросс-линкеров: АПДП (N-(4-[n-азидосалициламидо]бутил)-3'-(2'-пиридилдитио) 
пропионамид), БАСЭД (бис-(β-[4-азидосалициламидо]этил)дисульфид), ДПДПБ (1,4-ди-(3'-[2'пиридил-
дитио]пропионамидо)бутан), ДСП (дитиобис(сукцимидилпропионат), реагент Ломанта), ДТБП (диметил 
3,3'-дитиобиспропионимидат), ДТМЭ (дитиобис-малеинимидоэтан), ДТССП (сульфо-ДСП) (3,3'-
дитиобис-(сульфосукцинимидилпропионат)), ЛЦ-СПДП (сукцинимидил 6-(3'-[2-пиридилдитио]пропион-
амидо)гексаноат), ПДПГ (3-(2-пиридилдитио)пропионилгидразид), СДАД (NHS-CC-диазирин), СМПТ 
(4-сукцинимидилоксикарбонил-метил-α-(2-пиридилдитио)толуол), СПДП (N-сукцинимидил 3-(2-
пиридилдитио)пропионат), сульфо-ЛЦ-СМПТ (сульфосукцинимидил 6-(α-метил-α-[2-пиридилдитио] 
толуамидо)гексаноат), сульфо-ЛЦ-СПДП (сульфосукцинимидил 6-(3'-[2-пиридилдитио]пропионамидо) 
гексаноат), сульфо-САЭД (сульфосукцимидил 2-[7-азидо-4-метилкумарин-3-ацетамидо]этил-1,3'-
дитиопропионат), сульфо-САНД (сульфосукцинимидил-2-(м-азидо-о-нитробензамидо)этил 1,3'-
дитиопропионат), сульфо-СДАД (сульфо-NHS-СС-диазирин), сульфо-СФАД (сульфосукциними-
дил(перфторазидобензамидо)этил 1,3'-дитиопропионат). В другом варианте реализации изобретения 
конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество, содержащие БСОКОЭС (бис(2-[сукцинимидоксикарбонилокси] 
этил)сульфон), могут расщепляться в щелочных средах. В другом варианте реализации изобретения 
конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество, содержащие ДСТ (дисукцинимидил тартарат) и БМДБ (1,4-
бисмалеинимидил1-2,3-дигидроксибутан), могут расщепляться посредством окисления периодатом. ЭГС 
(этиленгликоль бис(сукцинимидилсукцинат)) и сульфо-ЭГС (этиленгликоль бис(сульфо-сукцинимидил-
сукцинат)) расщепляются гидроксиламином, но, как ожидается, должны расщепляться эндогенно так, 
что будет происходить высвобождение активного нагрузочного вещества из конъюгата. 

В общем случае для вышеописанных конъюгационных реагентов предполагается, что кросс-линкер 
вступает в реакцию с группами, являющимися в других случаях стабильными и инертными, такими как 
амины, сульфгидрилы и карбоксилы. В других вариантах реализации в изобретении предложен отлич-
ный подход к конъюгации, основанный на отдельных модификациях XTEN и нагрузочного вещества с 
двумя функциональными группами, которые в общем случае являются стабильными и неактивными в 
отношении биополимеров, но при этом высокореактивны по отношению друг к другу. В соответствии с 
концепцией клик-химии было отобрано несколько ортогональных реакций, которые обеспечивают выход 
реактантов XTEN-азид/алкин, которые обладают высокостабильными свойствами и, следовательно, ис-
ключительно подходят для последующей конъюгации с нагрузочными веществами в отдельной реакции 
(Kolb Н.С., Finn M.G., Sharpless K.B. Click chemistry: diverse chemical function from a few good reactions. 
(2001) Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 40(11), 2004-2021). В общем случае клик-химия используется в качест-
ве концепции для проведения реакций, которые включают реакции с участием (1) алкин-азида; (2) "ен"-
тиола и (3) альдегид-гидразида, а в изобретении предусматривается применение всех трех этих реакций. 
Одним из примеров является реакция Хьюсгена - 1,3-диполярное циклоприсоединение алкинов к азидам 
до образования 1,4-двузамещенных-1,2,3-триазолов, как показано на фиг. 8. Азидные и алкиновые ком-
поненты можно внести в пептид/белок, или нагрузочные лекарственные вещества, или в XTEN путем 
химической модификации N-концевых α-аминогрупп, ε-аминогрупп лизина и сульфгидрильных групп 
цистеина. В табл. 15 приведены неограничивающие примеры реактантов клик-химии, предназначенных 
для применения в получении конъюгационных композиций, причем один компонент предполагаемого 
конъюгата (и XTEN либо нагрузочное вещество) реагирует с реактантом 1 из таблицы, а второй компо-
нент (нагрузочное вещество или XTEN) реагирует с азидным реактантом 2 из таблицы. Например, одну 
молекулу модифицируют при помощи алкинового компонента, используя аминреакционноспособный 
алкин, такой как 3-пропаргилоксипропановая кислота, NHS эфир, ацетилен-ПЭГ4-NHS эфир, дибензил-
циклооктин (ДБСО)-NHS эфир, ДБСО-ПЭГ4-NHS эфир, циклооктин (ЦОТ)-ПЭГ2-NHS эфир, ЦОТ-
ПЭГ3-NHS эфир, ЦОТ-ПЭГ4-NHS эфир, ЦОТ-ПЭГ2-пентафторфенил (ПФФ) эфир, ЦОТ-ПЭГ3-ПФФ 
эфир, ЦОТ-ПЭГ4-ПФФ эфир, БЦОТ-ПЭГ2-NHS эфир, БЦОТ-ПЭГ3-NHS эфир, БЦОТ-ПЭГ4-NHS эфир, 
БЦОТ-ПЭГ2-ПФФ эфир, БЦОТ-ПЭГ3-ПФФ эфир, БЦОТ-ПЭГ4-ПФФ эфир. В альтернативном варианте 
молекулу модифицируют сульфгидрилреакционноспособным алкином, таким как ацетилен-ПЭГ4-
малеинимид, ДБЦО-малеинимид или ДБЦО-ПЭГ4-малеинимид. Вторую молекулу модифицируют азид-
ПЭГ2-NHS эфиром, азид-ПЭГ3-NHS эфиром, азид-ПЭГ4-NHS эфиром, азид-ПЭГ2-ПФФ эфиром, азид-
ПЭГ3-ПФФ эфиром, азид-ПЭГ4-ПФФ эфиром или азид-ПЭГ4-малеинимидом. Азидный и алкиновый 
компоненты можно использовать взаимозаменяемо; они являются биологически уникальными, стабиль-
ными и инертными в отношении биологических молекул и водных сред. При смешивании азидные и ал-
киновые реактанты образуют необратимую ковалентную связь без каких-либо побочных реакций (Moses 
J.E. and Moorhouse A.D. The growing applications of click chemistry. (2007) Chem. Soc. Rev. 36, 1249-1262; 
Breinbauer R. and Kӧhn M. Azide-alkyne coupling: a powerful reaction for bioconjugate chemistry. (2003) 
ChemBioChem 4(11), 1147-1149; Rostovtsev V.V., Green L.G., Fokin V.V., Sharpless K.B. A stepwise Huis-
gen cycloaddition process: copper(I)-catalyzed regioselective "ligation" of azides and terminal alkynes.(2002) 
Angew Chem. Int. Ed Engl. 41(14), 2596-2599). В одном варианте реализации в изобретении предложен 
конъюгат, содержащий первый XTEN, соединенный со вторым XTEN, при этом первый XTEN связан с 
алкиновым реактантом 1 из табл. 15, второй XTEN связан с азидным реактантом 2 из табл. 15, и первый 
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XTEN и второй XTEN соединяют в условиях, стимулирующих реакцию между алкиновым реактантом 1 
и азидным реактантом 2, что приводит к образованию конъюгата XTEN-XTEN. В другом варианте реа-
лизации в изобретении предложен конъюгат, содержащий первый XTEN, соединенный с нагрузочным 
веществом, при этом XTEN связан с алкиновым реактантом 1 из табл. 15, нагрузочное вещество связано 
с азидным реактантом 2 из табл. 15, и затем XTEN и нагрузочное вещество соединяют в условиях, сти-
мулирующих реакцию между алкиновым реактантом 1 и азидным реактантом 2, что приводит к образо-
ванию конъюгата XTEN-нагрузочное вещество. В другом варианте реализации в изобретении предложен 
конъюгат, содержащий первый XTEN, соединенный с нагрузочным веществом, при этом XTEN связан с 
азидным реактантом 2 из табл. 15, нагрузочное вещество связано с алкиновым реактантом 1 из табл. 15, и 
затем XTEN и нагрузочное вещество соединяют в условиях, стимулирующих реакцию между алкиновым 
реактантом 1 и азидным реактантом 2, что приводит к образованию конъюгата XTEN-нагрузочное веще-
ство. В вышеприведенных вариантах реализации условия, которые стимулируют реакцию, являются та-
кими, как описанные в данном тексте, или являются реакционными условиями, известными в данной 
области для конъюгации подобных реактантов. Изобретение также предусматривает различные комби-
нации вышеприведенных конъюгатов; например конъюгат XTEN-XTEN, в котором XTEN связаны по-
средством реактантов клик-химии и в котором один из XTEN дополнительно содержит одну или более 
молекул нагрузочного вещества, соединенную с XTEN при помощи клик-химии, конъюгат XTEN-XTEN, 
в котором XTEN связаны посредством реактантов клик-химии, в котором один XTEN дополнительно 
содержит одну или более молекул первого нагрузочного вещества, соединенную с XTEN при помощи 
клик-химии, а второй XTEN дополнительно содержит одну или более молекул второго нагрузочного ве-
щества, соединенную с XTEN при помощи клик-химии. Дополнительные варианты подобных комбина-
ций будут очевидны для специалиста в данной области.  

Таблица 15 
Алкиновые и азидные реактанты клик-химии 

 

 
* может являться как NHS эфиром, так и сульфо-NHS эфиром. 
 

В некоторых вариантах реализации изобретения конъюгаты XTEN-XTEN и конъюгаты XTEN-
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нагрузочное вещество конъюгированы при помощи клик-химии на основании тиол-енов, реакции кото-
рой протекают как свободнорадикальная реакция, называемая тиол-еновой реакцией, или как анионная 
реакция, называемая тиоловым присоединением по Михаэлю (см. фиг. 9) (Hoyle С.E. and Bowman C.N. 
Thiol-ene click chemistry. (2010) Angew. Chem. Int. Ed. 49, 1540-1573). В частности, считается, что тиоло-
вое присоединение по Михаэлю больше подходит для конъюгатов XTEN-нагрузочное вещество в случае, 
если нагрузочное вещество является белком (Pounder R.J. et al. Metal free thiol-maleimide 'Click' reaction as 
a mild functionalisation strategy for degradable polymers. (2008) Chem Commun (Camb). 41, 5158-5160). Так 
как необходимо, чтобы по меньшей мере одна молекула содержала тиоловую группу, цистеин-
сконструированный XTEN можно использовать в случае, если нагрузочное вещество не содержит цисте-
ин. В альтернативном варианте тиоловую группу можно внести путем химической модификации N-
концевой α-аминогруппы или ε-аминогруппы лизина, принадлежащих XTEN или пептиду/белку нагру-
зочного вещества, при помощи тиолирующих реагентов, таких как 2-иминотиолан (реагент Траута),  
САТА (N-сукцинимидил S-ацетилтиоацетат), САТП (N-сукцинимидил S-ацетилтиопропионат), CAT-
РЕО4-Ац (N-сукцинимидил S-ацетил(тиотетраэтиленгликоль)), СПДП (N-сукцинимидил 3-(2-
пиридилдитио)пропионат), ЛЦ-СПДП (сукцинимидил 6-(3'-[2-пиридилдитио]пропионамидо)гексаноат). 
Подобные методы известны в данной области (Carlsson J. et al. (1978) Biochem. J. 173, 723-737; Wang D. 
et al. (1997) Bioconjug. Chem. 8, 878-884; Traut R.R. et al. (1973) Biochemistry 12(17), 3266-3273; Duncan, 
R.J.S. et al. (1983) Anal. Biochem. 132. 68-73; патент США № 5,708,146). Для второго компонента реакции 
тиолового присоединения по Михаэлю необходим реагент с электронодефицитной двойной связью угле-
род-углерод, такой, какая существует в (мет)акрилатах, малеинимидах, α,β-ненасыщенных кетонах, эфи-
рах фумаровой кислоты, акрилонитриле, циннаматах и кротонатах. Обычно в качестве сульфгидрил-
реакционноспособных функциональных элементов применяют N-малеинимиды, которые можно внести в 
белок нагрузочного вещества или молекулу XTEN путем модификации N-концевой α-аминогруппы или 
ε-аминогруппы лизина, используя коммерчески доступные гетеробифункциональные кросс-линкеры, 
такие как АМАС (N-(α-малеинимидоацетокси)сукцинимид эфир), БМПС (N-β-малеинимидопропилокси) 
сукцинимид эфир) и другие вышеописанные линкеры. Полученные в результате две молекулы, содер-
жащие свободные тиоловые и малеинимидные компоненты соответственно, образуют стабильную кова-
лентную связь в нежестких условиях, что приводит к образованию XTEN-нагрузочное вещество, связан-
ного малеинимидом. 

В других вариантах реализации изобретения конъюгаты XTEN-XTEN и конъюгаты XTEN-
нагрузочное вещество создают, используя клик-химию, основанную на реакциях между гидразидами и 
альдегидами, такими как те, что описаны у Ganguly et al. и показаны на фиг. 10 (Ganguly Т. et al. The hy-
drazide/hydrazone click reaction as a biomolecule labeling strategy for M(CO)3 (M = Re, 99mTc) radiopharma-
ceuticals. (2011) Chem. Commun. 47, 12846-12848). Например, XTEN можно модифицировать так, чтобы 
он содержал гидразин или гидразид, который смешан с нагрузочным веществом, содержащим альдегид-
ную группу, чтобы получить необходимый конъюгат XTEN-нагрузочное вещество. В одном варианте 
реализации в изобретении предложен XTEN по меньшей мере с одним гидразином или гидразидом, вне-
сенным в α-N-концевую аминогруппу или, в альтернативном варианте, с модифицированными одной 
или более ε-аминогруппами лизина, для того, чтобы получить XTEN, подходящий в качестве реагента 
для конъюгации с целевым нагрузочным веществом, так как он считается стабильным. Полученные в 
результате бис-арилгидразоны, образуемые ароматическими гидразинами и ароматическими альдегида-
ми, стабильны вплоть до 92°C в широком диапазоне величин pH от 2,0-10,0 (Solulink, Inc., Protein-Protein 
Conjugation Kit, Technical Manual, Catalog # S-9010-1). Замещаемой группой в реакции является вода, и 
для стабилизации связи не требуются восстанавливающие вещества (например, цианоборогидрид на-
трия). Молекулы, модифицированные гидразин/гидразидными или альдегидными компонентами, обла-
дают высокой стабильностью в водных средах и остаются активными, не требуя специальной обработки. 
Аминогруппу(ы) молекулы XTEN модифицируют при помощи NHS-эфир/гидразида, такого как САНГ 
(сукцинимидил 4-гидразиноникотинат ацетон гидразона), С6-САНГ (С6-сукцинимидил 4-
гидразиноникотинат ацетон гидразона), СГТГ (сукцинимидил 4-гидразидотерефталат гидрохлорида). В 
стандартной реакции белок готовят в виде 1-5 мг/мл раствора в модифицирующем буфере (100 мМ фос-
фата, 150 мМ NaCl, pH 7,4), модифицирующее вещество добавляют с 5-20-кратным молярным избытком, 
а реакцию проводят на протяжении 2 ч при комнатной температуре. Молекулу нагрузочного вещества 
отдельно модифицируют при помощи NHS-эфир/альдегида СФБ (сукцинимидил 4-формилбензоата) или 
С6-СФБ (С6-сукцинимидил 4-формилбензоата) в аналогичных условиях. Затем обе модифицированные 
молекулы обессоливают в конъюгационном буфере (100 мМ фосфата, 150 мМ NaCl, pH 6,0). Полученные 
в результате компоненты смешивают вместе, используя 1 мол.экв. ограничивающего белка и 1,5-2 
мол.экв. белка, который можно использовать в большом количестве. Каталитический буфер из 100 мМ 
анилина в 100 мМ фосфата, 150 мМ NaCl, pH 6,0 добавляют для доведения конечной концентрации ани-
лина до 10 мМ, а реакцию проводят на протяжении 2 ч при комнатной температуре. В другом варианте 
реализации изобретения конъюгат XTEN-нагрузочное вещество можно получить посредством реакции 
между альдегидом и первичной аминогруппой с последующим восстановлением основания Шиффа бо-
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рогидридом или цианоборогидридом натрия. На первом этапе данного способа молекулу XTEN, такую 
как XTEN с первичной α-аминогруппой или Lys-содержащий XTEN с ε-аминогруппой, модифицируют 
при помощи NHS-эфир/альдегида СФБ (сукцинимидил 4-формилбензоата), С6-СФБ (С6-сукцинимидил 
4-формилбензоата) или СФФА (сукцинимидил 4-формилфеноксиацетата), используя стандартную хи-
мию амин-NHS в не содержащем аминов соединительном буфере, таком как 0,1М фосфата натрия, 0,15М 
NaCl, pH 7,2. Полученный в результате модифицированный альдегид-XTEN можно удерживать в этой 
точке в качестве композиции XTEN-кросс-линкер либо можно использовать в качестве реагента для соз-
дания конъюгата XTEN-нагрузочное вещество. Для получения XTEN-нагрузочное вещество модифици-
рованный альдегид-XTEN смешивают с нагрузочным веществом с реакционноспособной аминогруппой 
и слабым восстанавливающим веществом, таким как 20-100 мМ цианоборогидрид натрия. Реакционную 
смесь инкубируют до 6 ч при комнатной температуре либо на протяжении ночи при 4°C. Затем непро-
реагировавшие альдегидные группы блокируют 50-500 мМ Трис HCl, pH 7,4 и 20-100 мМ цианоборогид-
рида натрия, делая возможным отделение конъюгированного очищенного XTEN-нагрузочное вещество. 

В других вариантах реализации в изобретении предложены конъюгаты XTEN-нагрузочное вещест-
во, содержащие пептидные или белковые нагрузочные вещества, при этом нагрузочное вещество при-
соединено посредством химического лигирования на основе реакционной способности C-концевого аци-
лазида пептида/белка нагрузочного вещества. Как пример, когда пептид либо белок получают, используя 
твердофазный пептидный синтез (ТФПС) со смолой гидроксиметилбензойной кислоты (ГМБК), конеч-
ный пептид можно отщепить от смолы при помощи большого количества нуклеофильных реагентов, 
чтобы обеспечить доступ к пептидам с различными C-концевыми функциональными элементами. В од-
ном варианте реализации изобретения данный способ включает гидразинолизис пептидильных/белковых 
смол для получения гидразидов пептидов или белков. Нитрозирование полученных в результате ацил-
гидразидов с нитритом натрия или трет-бутил нитритом в разведенной соляной кислоте приводит с обра-
зованию ацилазидов. Полученный в результате карбонилазид (или ацилазид) представляет собой активи-
рованную карбоксилатную группу (эфиры), которая может вступать в реакцию с первичным амином 
XTEN до образования стабильной амидной связи, что приводит к получению конъюгата XTEN-
нагрузочное вещество. В альтернативных вариантах реализации изобретения первичный амин может 
представлять собой α-амин N-конца XTEN либо один или более ε-аминов сконструированных остатков 
лизина в последовательности XTEN. В реакции конъюгации азид выполняет роль замещаемой группы, 
как показано на фиг. 11. Реакция конъюгации с аминными группами происходит посредством воздейст-
вия нуклеофила на электронодефицитную карбонильную группу (Meienhofer, J. (1979) The Peptides: 
Analysis, Synthesis, Biology. Vol. 1, Academic Press: N.Y.; ten Kortenaar P.B.W. et al. Semisynthesis of horse 
heart cytochrome с analogues from two or three fragments. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 8279-8283). 

В других вариантах реализации в изобретении предложены конъюгаты XTEN-кросс-линкер и 
XTEN-нагрузочное вещество, в которых конъюгацию проводят при помощи метода ортогонального ли-
гирования белка, в котором начальный хемоселективный захват сопровождается внутримолекулярной 
перегруппировкой ацила, как показано на фиг. 12. Для хемоселективного захвата необходим нуклеофил 
или электрофил, расположенный непосредственно вблизи N-концевого амина, и другой совместимый 
электрофил или нуклеофил, расположенный непосредственно вблизи C-концевого эфира карбоновой 
кислоты. В одном варианте реализации изобретения отдельно предусматривается, что XTEN может слу-
жить как в качестве белка1, так и белка2 на фиг. 12. Таким образом, в альтернативных вариантах реали-
зации изобретения XTEN может вступать в реакцию с соответствующими реагентами для получения 
тиоэфира на C-конце или вносить цистеин в N-конец для получения альтернативных композиций XTEN-
кросс-линкер. При использовании вышеописанных конъюгатов XTEN-кросс-линкер для получения 
XTEN-нагрузочное вещество хемоселективный захват нуклеофильной и электрофильной пары, обра-
зующей эфир или тиоэфир, приводит N-концевую аминогруппу или C-концевой эфир соответствующих 
реактантов в такую непосредственную близость, которая обеспечивает возможность спонтанного внут-
римолекулярного перемещения ацила до образования амидной связи. Для большинства реакций ортого-
нального лигирования не требуется защита групп боковых цепей, и они проходят в нежестких условиях, 
которые сходны с биологическими средами (Tam J.P., Xu J., Eom K.D. Methods and strategies of peptide 
ligation. (2001) Biopolymers (Peptide Science) 60, 194-205). 

В другом варианте реализации изобретения конъюгаты можно создавать при помощи способа реак-
ции, известной как нативное химическое лигирование (НХЛ), в котором участвует C-концевой тиоэфир в 
качестве электрофила и N-концевой цистеин в качестве нуклеофила. Результатом этой реакции является 
образование нативной амидной связи на участке лигирования конъюгата XTEN-нагрузочное вещество 
(Dawson P.E., Muir Т.W., Clark-Lewis I., Kent S.В. Synthesis of proteins by native chemical ligation. (1994) 
Science 266, 776-779; Tam J.P.; Lu Y.-A.; Liu С.F.; Shao, J. Peptide synthesis using unprotected peptides 
through orthogonal coupling methods. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92, 12485-12489; Johnson, E.C.B.; 
Kent, S.B.H. J. Insights into the mechanism and catalysis of the native chemical ligation reaction. (2006) J. Am. 
Chem. Soc. 128, 6640-6646; Kent S.B. (2009) Total chemical synthesis of proteins. (2009) Chem. Soc. Rev. 
38:338-351). Первой аминокислотой C-концевого компонента в реакции НХЛ (показан как белок2 на фиг. 
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12) является цистеин. Таким белком может являться XTEN, содержащий цистеин в первой позиции или 
любой другой белок, полученный посредством стандартного рекомбинантного белкового биосинтеза, 
включая пептидное/белковое нагрузочное вещество. N-концевой компонент (показан как нагрузочное 
вещество на фиг. 13) приготовлен как C-концевой тиоэфир при помощи химического синтеза. Примеры 
способов синтеза тиоэфиров известны и доступны в данной области, например такие, которые описаны в 
Li X., Kawakami Т., Aimoto S., Direct preparation of peptide thioesters using an Fmoc solid-phase method. 
(1998) Tetrahedron Lett., 39, 8660-8672; Ingenito R., Bianchi E., Fattori D., Pessi A. Solid-phase synthesis of 
peptide C-terminal thioesters by Fmoc/tBu chemistry. (1999) J. Am. Chem. Soc, 121, 11369-11374; Sewing A., 
Hilvert D. Fmoc-compatible solid-phase peptide synthesis of long C-terminal peptide thioesters. (2001) Angew. 
Chem. Int. Ed. 40, 3395-3398; Brask J., Albericio F., Jensen K.J., Fmoc solid-phase synthesis of peptide thioest-
ers by masking as trithioorthoesters. (2003) Org. Lett., 2003, 5, 2951-2953; OllivierN., Behr J.-B., El-Mahdi O., 
Blanpain A., Melnyk O. Fmoc-solid-phase synthesis of peptide thioesters using an intramolecular N, S-acyl 
shift. (2005) Org. Lett., 7, 2647-2650. Обычно предпочтительными являются α-алкилтиоэфиры, так как 
они просты в получении и хранении. Однако из-за того что они довольно инертны, реакцию лигирования 
катализируют путем in situ транстиоэтерификации с тиоловыми добавками, при этом наиболее обычны-
ми тиоловыми катализаторами являются меркаптоэтансульфонат (МЭСНа) или 4-меркапто-
фенилуксусная кислота (МФУК). Химическая конъюгация обычно длится несколько часов и дает высо-
кий выход. В то время как все 20 аминокислот природного происхождения подходят в качестве послед-
него остатка N-концевого компонента, наиболее высокие уровни лигирования наблюдали для глицина и 
гистидина, что делает XTEN исключительно подходящим для подобной реакции, так как примеры 
XTEN, приведенные в табл. 2, практически все являются полипептидами, содержащими глицин в N-
конце (Hackeng T.M. et al. Protein synthesis by native chemical ligation: expanded scope by using straightfor-
ward methodology. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 10068-10073). В других вариантах реализации 
данного конъюгационного способа реакции ортогонального лигирования включают: (1) C-концевую тио-
кислоту с N-концевым бромаланином или N-концевым азиридином (Tam J.P.; Lu Y.-A.; Liu С.F.; Shao, J. 
Peptide synthesis using unprotected peptides through orthogonal coupling methods. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 92, 12485-12489); (2) C-концевую тиокислоту с N-концевым цистеин-пертиоэфиром (Liu, С.F., Rao, 
C, Tam, J.P. (1996) Tetrahedron Lett., 37, 933-936); (3) C-концевую тиокислоту с N-концевым гомоцистеи-
ном (Tam J.P., Yu Q. Methionine ligation strategy in the biomimetic synthesis of parathyroid hormones. (1998) 
Biopolymers 46(5), 319-327); и (4) C-концевую тиокислоту и N-концевой гистидин (Zhang L., Tam J.P. 
(1997) Tetrahedron. Lett. 38, 3-6). В данном способе получение C-концевых тиоэфиров при помощи хими-
ческого синтеза накладывает ограничение на размер N-концевого компонента в реакции НХЛ. Однако 
применение метода лигирования экспрессированного белка (ЛЭБ) преодолевает ограничения по размеру 
пептидного α-тиоэфира, налагаемые особенностями химического синтеза (Muir Т.W.; Sondhi D.; Cole 
P.A. Expressed protein ligation: a general method for protein engineering. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 
6705-6710; Muir T.W. Semisynthesis of proteins by expressed protein ligation. (2003) Annu. Rev. Biochem. 72, 
249-289). Метод ЛЭБ основан на белковом сплайсинге - процессе, в котором белок подвергается внутри-
молекулярной перегруппировке, которая приводит к вытеснению внутренней последовательности (ин-
теина) и присоединению боковых последовательностей (экстеинов). Последний процесс включает обра-
зование эфирных или тиоэфирных промежуточных продуктов. В практической реализации изобретения 
коммерчески доступные белковые экспрессионные векторы Escherichia coli обеспечивают возможность 
получения представляющих интерес белков, таких как XTEN, экспрессируемых в рамке, сшитой с по-
следовательностью интеин-хитин-связывающего домена (CBD). В данном способе гибридный белок 
подвергается N-S-сдвигу, когда боковая цепь первого остатка цистеина интеиновой части белка-
предшественника нуклеофильно воздействует на пептидную связь остатка, находящегося непосредст-
венно выше (которым, например, является последний остаток XTEN), для образования линейного тио-
эфирного промежуточного продукта, как показано на фиг. 13. Этап химического лигирования стимули-
руют посредством инкубации белка с тиофенолом (или другим тиоловым катализатором, таким как 
МЭСНа или МФУК) и цистеинсодержащим синтетическим пептидом или белком. Это приводит к in situ 
образованию высокореактивного фенил-α-тиоэфир производного, например белка XTEN, который затем 
быстро лигируется с синтетическим пептидным/белковым нагрузочным веществом для того, чтобы дать 
в результате необходимый конъюгат XTEN-нагрузочное вещество. В другом варианте реализации изо-
бретения XTEN-тиоэфирный промежуточный продукт может быть отщеплен при помощи 50 мМ 2-
меркаптоэтансульфоновой кислоты (МЭСК) в 20 мМ Na-ГЭПЭС, pH 8,5, 50-1000 мМ NaCl и 1 мМ ЭДТК 
(по усмотрению), а полученный в результате меченный МЭСК белок может быть очищен и храниться 
при -80°C в 5 мМ бис Трис, pH 6,5, 250 мМ NaCl до применения его как конъюгата XTEN-кросс-линкер 
для реакций НХЛ в качестве N-концевого компонента вышеописанной конъюгации. C-концевым компо-
нентом может быть нагрузочное вещество с пептидом/белком как природного происхождения, так и син-
тетическим, с N-концевым цистеином. 

В других вариантах реализации в изобретении предложены конъюгаты XTEN-кросс-линкер и 
XTEN-нагрузочное вещество, в которых конъюгацию между XTEN и нагрузочным веществом проводят 
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при помощи бесследного лигирования по Штаудингеру, которое, как и нативное химическое лигирова-
ние (НХЛ), приводит к образованию нативной амидной связи в участке лигирования. Преимуществом 
данного метода является отсутствие необходимости в цистеине в месте лигирования (Saxon, E.; Arm-
strong, C.R.; Bertozzi, C.R. A "traceless" Staudinger ligation forthe chemoselective synthesis of amide bonds. 
(2000) Org. Lett. 2, 21412143; Nilsson, B.L.; Kiessling, L.L.; Raines, R.T. Staudinger ligation: a peptide from a 
thioester and azide. (2000) Org. Lett. 2, 1939-1941). Вместо этого, N-концевой белок1 получают как C-
концевой тиоэфир, используя дифенилфосфинметантиол (см. фиг. 14), а C-концевой белок2 получают 
как N-концевой азид, который может быть образован в процессе реакции диазоперемещения (Cavender 
С.J.; Shiner V.J., Jr. (1972) J. Org. Chem. 22, 3567-3569; Lundquist J.Т., IV, Pelletier J. С Improved solid-phase 
peptide synthesis method utilizing alpha-azide-protected amino acids. (2001) Org. Lett. 3, 781-783). Остаток 
фосфина вступает в реакцию с азидом белка2 до образования иминофосфорана после удаления азота (ре-
акция Штаудингера). Полученный в результате иминофосфоран со своим высоконуклеофильным атомом 
азота также может считаться азаилидом. Затем нуклеофильный атом азота азаилида воздействует на кар-
бонильную группу белка1, отщепляя тиоэфир. Нужно отдельно отметить, что как XTEN, так и нагрузоч-
ное вещество могут быть в этой реакции белком1 или белком2. Гидролиз перегруппированного продукта 
XTEN-нагрузочное вещество дает в конце нативный амид и выделяет фосфиновый компонент в виде 
оксида фосфина(V). бис(n-диметиламиноэтилфенил)фосфинометантиол - водорастворимый вариант ди-
фенилфосфинметантиола - опосредует быстрое лигирование эквимолярных субстратов в воде (Tam, A.; 
Soellner, M.B.; Raines, R.T. Water-soluble phosphinothiols for traceless Staudinger ligation and integration with 
Expressed Protein Ligation. (2007) J. Am. Chem. Soc, 129, 1142111-430). В другом варианте реализации в 
изобретении предложены конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество, полученные при помощи фермента-
тивного лигирования. Трансглутаминазы представляют собой ферменты, которые катализируют образо-
вание изопептидной связи между γ-карбоксамидной группой глутамина нагрузочного пептида или белка 
и ε-аминогруппой лизина в лизин-сконструированном XTEN, тем самым создавая между- и внутримоле-
кулярные перекрестные связи между XTEN и нагрузочным веществом (см. фиг. 15), что приводит к об-
разованию композиции (Lorand L., Conrad S.M. Transglutaminases.(1984) Mol. Cell. Biochem. 58(1-2), 9-
35). Неограничивающими примерами ферментов, которые успешно применялись для лигирования, явля-
ются фактор XIIIa (Schense J.C., Hubbell J.A. Cross-linking exogenous bifunctional peptides into fibrin gels 
with factor XIIIa. (1999) Bioconjug. Chem. 10(1):75-81) и тканевая трансглутаминаза (Collier J.H., Mess-
ersmith P.В. Enzymatic modification of self-assembled peptide structures with tissue transglutaminase. (2003) 
Bioconjug. Chem. 14(4), 748-755; Davis N.E., Karfeld-Sulzer L.S., Ding S., Barron A.E. Synthesis and charac-
terization of anew class of cationic protein polymers for multivalent display and biomaterial applications. (2009) 
Biomacromolecules 10 (5), 1125-1134). Известно, что последовательность глутаминового субстрата 
GQQQL обладает высокой специфичностью к тканевой трансглутаминазе (Hu B.H., Messersmith P.B. Ra-
tional design of transglutaminase substrate peptides for rapid enzymatic formation of hydrogels.(2003) J. Am. 
Chem. Soc. 125(47), 14298-14299). Специфичность последовательности тканевой трансглутаминазы ока-
залась менее жесткой для ацил-акцептора (лизина), чем для ацил-донора (глутамина) (Greenberg С.S., 
Birckbichler P.J., Rice R.H. Transglutaminases: multifunctional cross-linking enzymes that stabilize tissues. 
(1991) FASEB J. 1991, 5, 3071-3077). 

В альтернативном варианте реализации ферментативно-созданной композиции XTEN-нагрузочное 
вещество используется фермент сортаза А транспептидаза из Staphylococcus aureus для катализирования 
расщепления короткой 5-аминокислотной последовательности распознавания LPXTG между остатками 
треонина и глицина белка1 и последующего переноса ацил-фрагмента к N-концевому нуклеофилу оли-
гоглицина белка1 (см. фиг. 16). Функционализируя белок2 так, чтобы он содержал олигоглицин, воз-
можно ферментативно конъюгировать два белка сайт-специфическим способом для получения необхо-
димой композиции XTEN-нагрузочное вещество. (Поли)пептид, несущий распознающий сортазу сайт 
(LPXTG), можно легко изготовить, используя стандартные протоколы молекулярного биологического 
клонирования. Глутаминовую кислоту удобно вносить в X-позицию сайта распознавания, так как этот 
остаток обычно обнаруживается в природных субстратах для сортазы A (Boekhorst J., de Been M.W., 
Kleerebezem M., Siezen R.J. Genome-wide detection and analysis of cell wall-bound proteins with LPxTG-like 
sorting motifs. (2005) J. Bacteriol. 187, 4928-4934). Высокого уровня трансацилирования можно достичь 
путем размещения сайта расщепления сортазой в C-конце субстрата (Рорр M.W., Antos J.M., Grotenbreg 
G.M., Spooner E., Ploegh H.L. Sortagging: A versatile method for protein labeling. (2007) Nat. Chem. Biol. 
311,707-708) и в гибких петлях (Рорр M.W., Artavanis-Tsakonas K., Ploegh H.L. Substrate filtering by the 
active-site crossover loop in UCHL3 revealed by sortagging and gain-of-function mutations. (2009) J. Biol. 
Chem. 284(6), 3593-3602). Для белков, меченных в C-конце, важно, чтобы глицин в минимальном марке-
ре LPETG не был размещен в C-конце; он должен находиться в пептидной связи по меньшей мере с од-
ной дополнительной C-концевой аминокислотой. Вдобавок, лучшее связывание достигается путем до-
бавления избыточного глицина в C-конец сайта расщепления для получения LPETGG (Pritz S., Wolf Y., 
Kraetke О., Klose J., Bienert M., Beyermann M. Synthesis of biologically active peptide nucleic acid-peptide 
conjugates by sortase-mediated ligation. (2007) J. Org. Chem. 72, 3909-3912; Tanaka Т., Yamamoto Т., Tsukiji 
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S., Nagamune T. Site-specific protein modification on living cells catalyzed by sortase. (2008) Chembiochem 
95, 802-807). Нуклеофилы, совместимые с опосредованной сортазой транспептидацией, имеют единст-
венное структурное требование к удлинению остатков глицина со свободным аминоконцом. Успешной 
транспептидации можно достичь при помощи нуклеофилов, содержащих в любом месте от одного до 
пяти глицинов; при этом в предпочтительном варианте реализации изобретения максимальную скорость 
реакции получали в присутствии двух или трех глицинов. 

Хотя различные варианты реализации конъюгационной химии были описаны в контексте белок-
белковой конъюгации, стоит отдельно отметить, что в практической реализации изобретения нагрузоч-
ный компонент конъюгатов XTEN-нагрузочное вещество может являться низкомолекулярным лекарст-
венным веществом в тех конъюгационных способах, которые применимы к функциональным группам, 
таким как амины, сульфгидрилы, карбоксилы, которые присутствуют в целевых низкомолекулярных ле-
карственных веществах. Специалисту в данной области будет понятно, что здесь можно применять более 
широкий диапазон химических методов по сравнению с белками и пептидами, чьи функциональные эле-
менты обычно ограничены амино-, сульфгидрильными и карбоксильными группами. Лекарственные на-
грузочные вещества можно конъюгировать к XTEN посредством функциональных групп, включая, но не 
ограничиваясь этим, первичные аминогруппы, аминокси, гидразид, гидроксил, тиол, тиолат, сукцинат 
(СУК), сукцинимидил сукцинат (СС), сукцинимидил пропионат (СПА), сукцинимидил бутаноат (СБА), 
сукцинимидил карбоксиметилат (СКМ), бензотриазол карбонат (БТК), N-гидроксисукцинимид (NHS), п-
нитрофенилкарбонат (НФК). Другие подходящие реакционноспособные функциональные группы нагру-
зочных лекарственных молекул включают ацеталь, альдегиды (например, ацетальдегид, пропиональде-
гид и бутиральдегид), альдегид гидрат, алкенил, акрилат, метакрилат, акриламид, активный сульфон, 
кислотный галид, изоцианат, изотиоцианат, малеинимид, винилсульфон, дитиопиридин, винилпиридин, 
йодоацетамид, эпоксид, глиоксал, дион, мезилат, тозилат и трезилат. 

В другом варианте реализации изобретения нагрузочные лекарственные вещества можно также 
конъюгировать с конъюгатами XTEN-кросс-линкер, используя гетероциклическую кольцевую систему, в 
которой один или более из атомов кольца является гетероатомом, например атомом азота, кислорода, 
фосфора или серы. Гетероциклическая группа содержит по меньшей мере от одного и вплоть до 20 ато-
мов углерода и от 1 до 3 гетероатомов, выбранных из N, O, P и S. В одном из вариантов реализации изо-
бретения гетероцикл может являться моноциклом, содержащим от 3 до 7 элементов кольца (от 2 до 6 
атомов углерода и от 1 до 3 гетероатомов, выбранных из N, O, P и S), или бициклом, содержащим от 7 до 
10 элементов кольца (от 4 до 9 атомов углерода и от 1 до 3 гетероатомов, выбранных из N, O, P и S), на-
пример бицикло [4,5], [5,5], [5,6] или [6,6] систему. Гетероциклы описаны в Paquette, Leo A. "Principles of 
Modern Heterocyclic Chemistry", W.A. Benjamin, New York, (1968); "The Chemistry of Heterocyclic Com-
pounds, A series of Monographs" (John Wiley & Sons, New York, 1950 to present), в частности, в тт. 13, 14, 
16, 19 и 28. Неограничивающие примеры гетероциклов, которые можно обнаружить в лекарственных 
веществах, подходящих для конъюгации, включают пиридил, дигидропиридил, тетрагидропиридил (пи-
перидил), тиазолил, тетрагидротиофенил, сернокислый тетрагидротиофенил, пиримидинил, фуранил, 
тиенил, пирролил, пиразолил, имидазолил, тетразолил, бензофуранил, тианафталенил, индолил, индоле-
нил, хинолинил, изохинолинил, бензимидазолил, пиперидинил, 4-пиперидонил, пирролидинил, 2-
пирролидонил, пирролинил, тетрагидрофуранил, бис-тетрагидрофуранил, тетрагидропиранил, бис-
тетрагидропиранил, тетрагидрохинолинил, тетрагидроизохинолинил, декагидрохинолинил, октагидрои-
зохинолинил, азоцинил, триазинил, 6H-1,2,5-тиадиазинил, 2H,6H-1,5,2-дитиадиазинил, тиенил, тиантре-
нил, пиранил, изобензофуранил, хроменил, ксантенил, феноксантинил, 2H-пирролил, изотиазолил, изо-
ксазолил, пиразинил, пиридазинил, индолизинил, изоиндолил, 3H-индолил, 1H-индазолил, пиринил, 4H-
хинолизинил, фталазинил, нафтиридинил, хиноксалинил, хиназолинил, циннолинил, птеридинил, 4Ah-
карбазолил, карбазолил, β-карболинил, фенантридинил, акридинил, пиримидинил, фенантролинил, фена-
зинил, фенотиазинил, фуразанил, феноксазинил, изохроманил, хроманил, имидазолидинил, имидазоли-
нил, пиразолидинил, пиразолинил, пиперазинил, индолинил, изоиндолинил, хинуклидинил, морфолинил, 
оксазолидинил, бензотриазолил, бензизоксазолил, оксиндолил, бензоксазолинил и изатиноил. 

В некоторых вариантах реализации конъюгатов XTEN-нагрузочное вещество с лекарственным ве-
ществом в качестве нагрузочного молекулы лекарственного вещества присоединены к лизин- или цисте-
ин-сконструированному XTEN (такому как последовательности из табл. 3) посредством кросс-линкеров, 
содержащих два реакционноспособных участка для связывания с лекарственным веществом и XTEN. 
Предпочтительными перекрестно-сшивающими группами являются те, которые относительно стабильны 
к гидролизу во время циркуляции, биоразлагаемы и нетоксичны во время отщепления от конъюгата. 
Вдобавок, использование кросс-линкеров может обеспечить возможность создания конъюгатов, обла-
дающих большей вариативностью между лекарственным веществом и XTEN, либо обеспечить достаточ-
ное пространство между лекарственным веществом и XTEN так, что XTEN не будет препятствовать свя-
зыванию между фармакофором и участком связывания. В одном варианте реализации изобретения 
кросс-линкер содержит реакционноспособный участок, который содержит электрофильную группу, ко-
торая является реакционноспособной по отношению к нуклеофильной группе, присутствующей в соста-
ве XTEN. Предпочтительные нуклеофилы включают тиол, тиолат и первичный амин. Гетероатом нук-
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леофильной группы лизин- или цистеин-сконструированного XTEN является реакционноспособным по 
отношению к электрофильной группе в составе кросс-линкера и образует ковалентную связь с единицей 
кросс-линкера, что приводит к образованию конъюгата XTEN-кросс-линкер. Подходящие электрофиль-
ные группы для кросс-линкеров включают, но не ограничиваются этим, малеинимидные и галоацета-
мидные группы и обеспечивают наличие участка, подходящего для присоединения к XTEN. В другом 
варианте реализации изобретения кросс-линкер содержит реакционноспособный участок, который со-
держит нуклеофильную группу, которая является реакционноспособной по отношению к электрофиль-
ной группе, присутствующей в составе лекарственного вещества, так, что конъюгация может произойти 
между XTEN-кросс-линкером и нагрузочным лекарственным веществом, что приводит к образованию 
конъюгата XTEN-лекарствеиное вещество. Подходящие электрофильные группы для лекарственного 
вещества включают, но не ограничиваются этим, гидроксильные, тиоловые, альдегидные, алкеновые, 
алкановые, азидные группы и карбонильные группы кетонов. Гетероатом нуклеофильной группы кросс-
линкера может реагировать с электрофильной группой в составе лекарственного вещества и образовы-
вать ковалентную связь. Подходящие нуклеофильные группы в составе кросс-линкера включают, но не 
ограничиваются этим, гидразид, оксим, амино, гидразин, тиосемикарбазон, гидразин карбоксилат и 
арилгидразид. Электрофильная группа в составе лекарственного вещества обеспечивают наличие участ-
ка, подходящего для присоединения к кросс-линкеру. 

В конкретном варианте реализации изобретения для конъюгации лекарственных веществ к ε-
аминогруппе лизина лизин-сконструированных XTEN, являющихся предметом изобретения, использует-
ся реакционноспособное соединение лекарственное вещество-N-гидроксилсукцинимид или эфиры, такие 
как лекарственное вещество-сукцинимидил пропионат, или лекарственное вещество-сукцинимидил бу-
таноат, или другие конъюгаты лекарственное вещество-сукцинимид. В альтернативном варианте остатки 
лизина лизин-сконструированных XTEN, являющихся предметом изобретения, можно использовать для 
внесения свободных сульфгидрильных групп при помощи реакции с 2-иминотиоланом. В альтернатив-
ном варианте нацеленные на вещество лизины лизин-сконструированных XTEN, являющихся предметом 
изобретения, могут быть связаны с гетеробифункциональным реагентом, содержащим свободную гидра-
зидную или альдегидную группу, доступную для конъюгации с активным лекарственным веществом. 
Реакционноспособные эфиры могут конъюгироваться при физиологическом уровне pH, но для менее 
активных производных обычно требуются более высокие значения pH. При применении лабильного бел-
ка можно также использовать низкие температуры. В условиях низкой температуры для реакции конъю-
гации может понадобиться более длительное реакционное время. В другом конкретном варианте реали-
зации в изобретении предложены конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество с конъюгацией аминогруппы 
с остатками лизина лизин-сконструированных XTEN, являющихся предметом изобретения, при этом 
конъюгация стимулируется разницей между величинами pKa α-аминогруппы N-концевой аминокислоты 
(приблизительно от 7,6 до 8,0) и pKa ε-аминогруппы лизина (приблизительно 10). Для конъюгации кон-
цевой аминогруппы часто используют реакционноспособные соединения лекарственное вещество-
альдегид (такие как лекарственное вещество-пропиональдегид или лекарственное вещество-
бутилальдегид), которые являются более избирательными в отношении аминов и, таким образом, суще-
ствует меньшая вероятность, что они будут реагировать, например, с имидазольной группой гистидина. 
Вдобавок, аминоостатки вступают в реакцию с ангидридами янтарной или другой карбоновой кислоты, 
или с N,N'-дисукцинимидил карбонатом (ДСК), N,N'-карбонил диимидазолем (КДИ), или п-нитрофенил 
хлороформатом для получения активированного сукцинимидилкарбоната, имидазолкарбамата или п-
нитрофенилкарбоната соответственно. Дериватизация этими веществами приводит к эффекту изменения 
заряда остатков лизина. Конъюгацию соединения лекарственное вещество-альдегид к концевой амино-
группе XTEN, являющегося предметом изобретения, обычно проводят в подходящем буфере при уровне 
pH, который дает возможность получить преимущество из разницы в pKa между ε-аминогруппами ос-
татков лизина и α-аминогруппой N-концевого остатка белка. В способе данного варианта реализации 
изобретения в реакции сопряжения используют pH в диапазоне от около pH 7 до около 8. Способы, под-
ходящие для конъюгации ε-аминогруппы лизина были описаны в патенте США № 4904584 и в патенте 
США № 6048720. 

Специалист в данной области примет во внимание то, что активационный способ и/или конъюгаци-
онная химическая реакция для применения в создании конъюгатов XTEN-нагрузочное вещество зависит 
от реакционноспособных групп полипептида XTEN, а также от функциональных групп лекарственного 
компонента (например, амино, гидроксильных, карбоксильных, альдегидных, сульфгидрильных, алкено-
вых, алкановых, азидных и т.д.), функциональной группы реактанта лекарственное вещество-кросс-
линкер или функциональной группы реактанта XTEN-кросс-линкер. Конъюгация лекарственного веще-
ства может происходить в направлении конъюгации ко всем доступным присоединенным группам скон-
струированного полипептида XTEN, таким как специально сконструированные присоединенные группы 
инкорпорированных остатков цистеина или остатков лизина. Для того чтобы контролировать реактанты 
таким образом, чтобы конъюгация происходила в направлении подходящего реакционноспособного уча-
стка, в изобретении предусматривается использование защитных групп во время реакции конъюгации. 
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"Защитная группа" представляет собой компонент, который предотвращает или блокирует реакцию кон-
кретной химически реакционноспособной функциональной группы в молекуле при определенных усло-
виях. Защитная группа будет варьироваться в зависимости от типа химически реакционноспособной 
группы, которую нужно защитить, а также от наличия дополнительных реакционноспособных групп в 
молекуле. Неограничивающие примеры функциональных групп, которые могут быть защищены, вклю-
чают группы карбоновой кислоты, гидроксильные группы, аминогруппы, тиоловые группы и карбониль-
ные группы. Типичные защитные группы для карбоновых кислот и гидроксилов включают эфиры (такие 
как п-метоксибензилэфир), амиды и гидразиды; для аминогрупп это карбаматы (такие как трет-
бутоксикарбонил) и амиды; для карбонильных групп это ацетали и кетали и т.п. Такие защитные группы 
хорошо известны специалистам в данной области и описаны, например, в Т.W. Greene and G.M. Wuts, 
Protecting Groups in Organic Synthesis, Third Edition, Wiley, New York, 1999, и перечисленных в работе 
ссылках. Конъюгацию можно провести в один этап или постадийным способом (например, как описано в 
WO 99/55377), например, посредством добавления промежуточного реакционного кросс-линкера, ис-
пользуя описанные в данном тексте кросс-линкеры или те, которые, как известно в данной области, под-
ходят для конъюгации с остатками цистеина или лизина полипептидов, которые необходимо присоеди-
нить к реакционноспособным функциональным группам лекарственных молекул. В некоторых вариантах 
реализации изобретения способ конъюгации кросс-линкера с цистеин-сконструированным XTEN может 
предполагать, что XTEN был предварительно обработан восстанавливающим веществом, таким как ди-
тиотреитол (ДТТ), для того, чтобы восстановить любые дисульфидные остатки цистеина до образования 
высоконуклеофильных тиоловых групп цистеина (-CH2SH). Восстанавливающее вещество удаляют впо-
следствии при помощи любого стандартного метода, такого как обессоливание. Восстановленный XTEN 
реагирует, таким образом, с соединениями лекарственное вещество-линкер или перекрестно-
сшивающими реагентами с электрофильными функциональными группами, такими как малеинимид или 
α-галокарбонил, в соответствии, например, с конъюгационным методом по Klussman et al. (2004) Biocon-
jugate Chemistry 15(4), 765-773. Конъюгацию кросс-линкера или лекарственного вещества с остатком 
цистеина обычно проводят в подходящем буфере с уровнем pH 6-9 при температурах, составляющих от 4 
до 25°C на протяжении периодов времени до около 16 ч. В альтернативном варианте остатки цистеина 
могут быть дериватизированы. Подходящие дериватизационные вещества и способы хорошо известны в 
данной области. Например, остатки цистеина наиболее часто вступают в реакцию с α-галоацетатами (и 
соответствующими аминами), такими как йодоуксусная кислота или йодоацетамид, до образования кар-
боксиметильных или карбоксиамидометильных производных. Остатки цистеина также дериватизируют 
при помощи реакции с бромтрифторацетоном, α-бромо-β-(4-имидозоил)пропионовой кислотой, хлораце-
тилфосфатом, N-алкилмалеинимидами, 3-нитро-2-пиридилдисульфидом, метил 2-пиридилдисульфидом, 
п-хлорортутьбензоатом, 2-хлорортуть-4-нитрофенолом или хлор-7-нитробензо-2-окса-1,3-пиразолом. 

В некоторых случаях конъюгацию проводят в условиях, которые требуют, чтобы как можно больше 
доступных присоединенных групп XTEN прореагировало с молекулами лекарственного вещества или 
молекулами лекарственное вещество-линкер. Этого достигают посредством подходящего молярного из-
бытка лекарственного вещества по отношению к полипептиду. Типичные молярные соотношения между 
молекулами активированного лекарственного вещества или молекулами лекарственное вещество-линкер 
и полипептидом составляют вплоть до приблизительно 1000-1, например вплоть до приблизительно 200-
1 или вплоть до приблизительно 100-1. В некоторых случаях соотношение может быть несколько ниже, 
например вплоть до 50-1, 10-1 или 5-1. Также можно использовать эквимолярные соотношения. В вари-
антах реализации конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество, являющиеся объектами изобретения, сохра-
няют по меньшей мере часть фармакологической активности по сравнению с соответствующим нагру-
зочным веществом, неприсоединенным к XTEN. В одном варианте реализации изобретения XTEN-
нагрузочное вещество сохраняет по меньшей мере около 1%, или по меньшей мере около 5%, или по 
меньшей мере около 10%, или по меньшей мере около 20%, или по меньшей мере около 30%, или по 
меньшей мере около 40%, или по меньшей мере около 50%, или по меньшей мере около 60%, или по 
меньшей мере около 70%, или по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по 
меньшей мере около 95% фармакологической активности нагрузочного вещества, неприсоединенного к 
XTEN. В одном варианте реализации конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество можно сконструировать 
так, чтобы при попадании в организм происходило высвобождение нагрузочного вещества посредством 
неспецифического или ферментативного гидролиза линкера, включая восстановление дисульфидной свя-
зи, pH-зависимое высвобождение, либо при помощи экзогенных или эндогенных протеаз, включая про-
теазы из табл. 9. Макромолекулы могут поглощаться клеткой вследствие рецептор-опосредованного эн-
доцитоза, адсорбционного эндоцитоза или пиноцитоза (Jain R.K. Transport of molecules across tumor vas-
culature. (1987) Cancer Metastasis Rev. 6(4), 559-593; Jain R.K. Transport of molecules, particles, and cells in 
solid tumors. (1999) Ann. Rev. Biomed. Eng. 1, 241-263; Mukherjee S., Ghosh R.N., Maxfield F.R. Endocyto-
sis. (1997) Physiol. Rev. 77(3), 759-803). После клеточного поглощения конъюгата XTEN-нагрузочное ве-
щество нагрузочное вещество может высвобождаться вследствие низких величин pH в эндосомах (pH 
5,0-6,5) и лизосомы (pH 4,5-5,0), а также при помощи липосомных ферментов (например, эстераз и про-
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теаз). Примером кислотно-чувствительного кросс-линкера является 6-малеинимидокапроил гидразон, 
который может сочетаться с тиолсодержащими носителями. Гидразонные линкеры быстро отщепляются 
при величинах pH <5, обеспечивая возможность высвобождения нагрузочного вещества в кислой pH-
среде эндосом и липосом с последующей интернализацией конъюгата (Trail P.A. et al. Effect of linker var-
iation on the stability, potency, and efficacy of carcinoma-reactive BR64-doxorubicin immunoconjugates. (1997) 
Cancer Res. 57(1), 100-105; Kratz F. et al. Acute and repeat-dose toxicity studies of the (6-
maleimidocaproyl)hydrazone derivative of doxorubicin (DOXO-EMCH), an albumin-binding prodrug of the 
anticancer agent doxorubicin. (2007) Hum. Exp. Toxicol. 26(1), 19-35). Клинически одобренный конъюгат 
mAb-лекарственное вещество гемтузумаб озогамицин (Милотарг) представляет собой конъюгат лекар-
ственное вещество-антитело, содержащий гуманизированное mAb P67.6 против CD33, химически свя-
занное с цитотоксическим антибиотическим веществом калихеамицином. Линкер между антителом и 
лекарственным веществом содержит две лабильные связи: гидразона и стерически затрудненную ди-
сульфидную связь. Было показано, что кислотно-чувствительная связь гидразона является фактическим 
сайтом расщепления (Jaracz S., Chen J., Kuznetsova L.V., Ojima I. Recent advances in tumor-targeting anti-
cancer drug conjugates. (2005) Bioorg. Med. Chem. 13(17), 5043-5054). Для тех конъюгатов XTEN-
нагрузочное вещество, в которых нагрузочное вещество присоединено посредством дисульфидной связи, 
нагрузочное вещество может отделяться от XTEN при помощи восстановления дисульфидной связи в 
составе лабильного линкера. Например, huN901-DMl представляет собой активирующееся при наличии 
опухоли иммунотерапевтическое пролекарственное вещество, разработанное ImmunoGen, Inc. для лече-
ния мелкоклеточного рака легких. Пролекарственное вещество состоит из гуманизированного анти-CD56 
mAb (huN901), коньюгированного с микротрубочным ингибитором майтанзиноидом DM1. В среднем 
3,5-3,9 молекул DM1 связываются с каждым антителом при помощи затрудненных дисульфидных свя-
зей. Хотя в крови дисульфидная связь является стабильной, она быстро расщепляется при попадании в 
клетку, являющуюся мишенью для huM901, высвобождая, таким образом, активный DM1 (Smith S.V. 
Technology evaluation: huN901-DM1, ImmunoGen. (2005) Curr. Opin. Mol. Ther. 7(4), 394-401). Также DM1 
соединяли с MLN-591 от Millennium Pharmaceuticals - специфическим мембранным антигеном простаты 
mAb. DM1 присоединен к антителу посредством затрудненной дисульфидной связи, которая обеспечива-
ет сывороточную стабильность и в то же время делает возможным внутриклеточное высвобождение ле-
карственного вещества при интернализации (Henry M.D. et al. A prostate-specific membrane antigen-
targeted monoclonal antibody-chemotherapeutic conjugate designed for the treatment of prostate cancer. (2004) 
Cancer Res. 64(21), 7995-8001). Высвобождения нагрузочного вещества из XTEN-носителя можно дос-
тичь путем создания композиций с содержанием коротких отщепляемых пептидов в качестве линкеров 
между нагрузочным веществом и XTEN. Примером клинически определенного конъюгата является 
конъюгат доксорубицин-ГПМА (N-(2-гидроксипропил)метакриламид), в котором доксорубицин присое-
динен через свой аминосахар к кополимеру ГПМА посредством тетрапептидного спейсера  
GlyPheLeuGly, который отщепляется лизосомными протеазами, такими как катепсин B (Vasey P.A. et al. 
Phase I clinical and pharmacokinetic study of PK1 [N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide copolymer doxorubi-
cin]: first member of a new class of chemotherapeutic agents-drug-polymer conjugates. (1999) Clin. Cancer Res. 
5(1), 83-94). Другими примерами конъюгатов носитель-лекарственное вещество, содержащими пептид-
ные линкеры и достигнувшими клинической стадии разработки, являются макромолекулярные комплек-
сы платины. Два кандидатных лекарственных вещества на основе ГПМА состоят из кополимерного ос-
това ГПМА, к которому присоединены два комплексообразующих комплекса аминомалоната платины 
посредством отщепляемого катепсином B пептидного спейсера GlyPheLeuGly или трипептидного спей-
сера GlyGlyGly (Rademaker-Lakhai J.M. et al. A Phase I and pharmacological study of the platinum polymer 
AP5280 given as an intravenous infusion once every 3 weeks in patients with solid tumors. (2004) Clin. Cancer 
Res. 10(10), 3386-3395; Sood P. et al. Synthesis and characterization of AP5346, a novel polymer-linked diami-
nocyclohexyl platinum chemotherapeutic agent. (2006) Bioconjugate Chem. 17(5), 1270-1279). Был разрабо-
тан высокоселективный метод, нацеленный на рак простаты, включающий применение протеазы специ-
фического антигена простаты (САП), которая экспрессируется фактически только в тканях простаты и 
карциномах простаты. Было синтезировано новое альбуминсвязывающее пролекарственное вещество 
паклитаксел, ЭМК-ArgSerSerTyrTyrSerLeu-ПАБК-паклитаксел (ЭМК: ε-малеинимидокапроил; ПАБК: п-
аминобензилоксикарбонил). Это пролекарственное вещество растворялось в воде и связывалось с эндо-
генным и экзогенным альбумином. Альбуминсвязанная форма пролекарственного вещества отщеплялась 
САП, высвобождая дипептид паклитаксела Ser-Leu-ПАБК-паклитаксел. Благодаря включению самоуст-
раняющегося линкера ПАБК данный дипептид быстро разлагался, высвобождая в качестве конечного 
продукта расщепления паклитаксел (Elsadek В. et al. Development of a novel prodrug of paclitaxel that is 
cleaved by prostate-specific antigen: an in vitro and in vivo evaluation study. (2010) Eur. J. Cancer 46(18), 
3434-3444). 

Значительный интерес вызывают самоуничтожающиеся спейсеры благодаря своему применению в 
системах доставки пролекарственных веществ. В нескольких работах были описаны самоустраняющиеся 
системы или дендримерные структуры, которые могут высвобождать все свои структурные единицы 
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путем доминоподобной фрагментации цепи, инициируемой единичным актом расщепления (Haba K. et 
al. Single-triggered trimeric prodrugs. (2005) Angew. Chem., Int. Ed. 44, 716-720; Shabat D. Self-immolative 
dendrimers as novel drug delivery platforms. (2006) J. Polym. Set, Part A: Polym. Chem. 44, 1569-
1578.Warnecke A., Kratz F. 2,4-Bis(hydroxymethyl)aniline as a building block for oligomers with self-
eliminating and multiple release properties. (2008) J. Org. Chem. 73, 1546-1552; Sagi A. et al. Self-immolative 
polymers. (2008) J. Am. Chem. Soc. 130, 5434-5435). В одной работе было разработано и синтезировано 
самоуничтожающееся дендритное пролекарственное вещество, несущее четыре молекулы противорако-
вого вещества камптотецина и две молекулы ПЭГ5000. Пролекарственное вещество эффективно активи-
ровалось пенициллин-G-амидазой в физиологических условиях, а свободный камптотецин высвобождал-
ся в реакционную среду для подавления клеточного роста (Gopin A. et al. Enzymatic activation of second-
generation dendritic prodrugs: conjugation of self-immolative dendrimers with poly(ethylene glycol) via click 
chemistr y. (2006) Bioconjugate Chem. 17, 1432-1440). Внесение специфического ферментативного суб-
страта, расщепляемого протеазой, которая сверхэкспрессируется в опухолевых клетках, может привести 
к созданию высокоэффективных активационных систем для специфического к раковым клеткам денд-
ритного пролекарственного вещества. Неограничивающие примеры спейсерных последовательностей, 
которые расщепляются протеазами, перечислены в табл. 9. 

В некоторых вариантах реализации в изобретении предложены конфигурации XTEN-нагрузочное 
вещество, включающие димерные, тримерные, тетрамерные и конъюгаты более высоких порядков, в ко-
торых нагрузочное вещество присоединено к XTEN посредством лабильного линкера, как описано выше 
в данном тексте. В одном варианте реализации вышеупомянутых конъюгатов композиция дополнитель-
но содержит нацеленный компонент для доставки композиции, или лиганда, или рецептора к клетке-
мишени. В другом варианте реализации в изобретении предложены конъюгаты, в которых одна, две, три 
или четыре композиции XTEN-нагрузочное вещество конъюгированы посредством лабильных линкеров 
к антителам или фрагментам антител, что обеспечивает наличие растворимых композиций для примене-
ний в нацеленной терапии клинических признаков, таких как, без ограничений, различного вида лечение 
опухолей и других раков, при этом антитело обеспечивает наличие нацеленного компонента, а затем, 
когда происходит интернализация клеткой-мишенью, лабильный линкер обеспечивает возможность дис-
социации XTEN-нагрузочное вещество из композиции и способствует необходимой активности (напри-
мер, цитотоксичности в опухолевой клетке). Следовательно, представленные в изобретении композиции 
являются иммуноконъюгатами. 

Неструктурные характеристики и одинаковый состав и заряд XTEN приводят к наличию свойств, 
которые можно использовать для очистки конъюгатов XTEN-нагрузочное вещество после реакции 
конъюгации. Исключительно целесообразным является применение к конъюгатам XTEN ионного обме-
на, который дает возможность удалить непрореагировавшие нагрузочные вещества и производные на-
грузочных веществ. Исключительно целесообразным является применение к конъюгатам хроматографии 
с гидрофобным взаимодействием (ХГВ). Благодаря своей гидрофильной природе большинство полипеп-
тидов XTEN проявляют низкое связывание со смолами ХГВ, что стимулирует захват конъюгатов XTEN-
нагрузочное вещество вследствие гидрофобных взаимодействий между нагрузочным веществом и мате-
риалом колонки, и их отделение от неконъюгированных XTEN, которым не удалось соединиться с на-
грузочным веществом во время процесса конъюгации. Высокая степень очистки XTEN и конъюгатов 
XTEN-нагрузочное вещество обеспечивает значительное преимущество по сравнению с большинством 
химических или природных полимеров, в частности пэгилированными нагрузочными веществами. 
Большинство химических и природных полимеров получают при помощи случайной или полуслучайной 
полимеризации, которая приводит к образованию большого количества гомологов. Такие полимеры 
можно фракционировать различными способами для того, чтобы увеличить часть целевого вещества в 
продукте. Однако даже после обогащения большинство препаратов природных полимеров и их конъюга-
тов с нагрузочными веществами содержат менее чем 10% целевого вещества. Примеры ПЭГ-конъюгатов 
с Г-КСФ были описаны в [Bagal, D., et al. (2008) Anal Chem, 80: 2408-18]. Эта публикация показывает, 
что даже ПЭГ-конъюгат, который был одобрен для терапевтического применения, содержит более 100 
гомологов, которые присутствуют в концентрации, составляющей по меньшей мере 10% от целевого 
вещества. Вариабельность случайных полимеров, таких как ПЭГ, является существенным препятствием 
для осуществления мониторинга и контроля качества во время конъюгации и очистки. В противополож-
ность этому XTEN, очищенный при помощи описанных в данном тексте способов, обладает высоким 
уровнем очистки и однородности. Вдобавок, конъюгаты, полученные так, как это описано в данном тек-
сте, обычно содержат более чем около 80, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% необходимого целево-
го вещества в необходимой конфигурации, результатом чего является легкость интерпретации масс-
спектров и хроматограмм. 

2. Мономерные конфигурации XTEN-кросс-линкер и XTEN-нагрузочное вещество. 
В другом аспекте в изобретении предложены конъюгаты XTEN-кросс-линкер и XTEN-нагрузочное 

вещество с одним XTEN, при этом конъюгат разработан в разных конфигурациях. Примеры конфигура-
ций таких конъюгатов приведены далее. 

В одном варианте реализации в изобретении предложен конъюгат, обладающий конфигурацией со-
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гласно формуле IV 

 
где независимо в случае каждого появления CL1 является кросс-линкером; x является целым числом 

от 1 до около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, 
или от 1 до около 5, или равен 9, или равен 3, или равен 2, или равен 1; a XTEN представляет собой по-
следовательность, имеющую по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по 
меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по 
меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по 
меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99%, или име-
ющую 100% идентичности с последовательностью, выбранной из группы последовательностей, приве-
денных в табл. 2 и 3. В одном варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле IV, CL1 явля-
ется кросс-линкером, выбранным из табл. 13. В другом варианте реализации конъюгата, соответствую-
щего формуле IV, x принадлежит вышеприведенным диапазонам, а кросс-линкер из табл. 13 связан с 
каждым атомом серы цистеина XTEN. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего 
формуле IV, x принадлежит вышеприведенным диапазонам, а кросс-линкер связан с каждой ε-
аминогруппой лизина XTEN. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле IV, 
x равен 1, а кросс-линкер из табл. 13 связан с N-концевой аминогруппой XTEN. Для специалиста в дан-
ной области очевидно, что композиции вышеприведенных вариантов реализации, содержащие кросс-
линкер, присоединенный к XTEN при помощи определенных компонентов, представляют собой продукт 
реакции отдельных реактантов и, таким образом, отличаются от точного состава реактантов. В другом 
варианте реализации в изобретении предложен препарат конъюгата, соответствующего формуле IV, в 
котором по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, 
или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или 
по меньшей мере около 95% молекул XTEN данного препарата конъюгата имеют одинаковую длину по-
следовательностей. 

В другом варианте реализации в изобретении предложен конъюгат, обладающий конфигурацией 
согласно формуле V 

 
где независимо в случае каждого появления CL1 является кросс-линкером; x является целым числом 

от 1 до около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, 
или от 1 до около 5, или равен 9, или равен 3, или равен 2, или равен 1; CL2 является кросс-линкером, 
отличным от CL1; y является целым числом от 1 до около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, 
или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, или от 1 до около 5, или равен 9, или равен 3, или равен 2, или 
равен 1, при условии, что x + y является ≥2; a XTEN представляет собой последовательность, имеющую 
по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по 
меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по 
меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по 
меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99%, или имеющую 100% идентичности с после-
довательностью, выбранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 2 и 3. В одном вариан-
те реализации конъюгата, соответствующего формуле V, каждый из CL1 и CL2 выбран из группы кросс-
линкеров, приведенных в табл. 13. В одном варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле 
V, x принадлежит вышеприведенным диапазонам, и каждый CL1 связан с ε-аминогруппой каждого лизи-
на XTEN, а у принадлежит вышеприведенным диапазонам, и каждый CL2 связан с группой серы цистеи-
на XTEN. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле V, x равен 1, и CL1 свя-
зан с N-концевой аминогруппой XTEN, а каждый CL2 связан с группой серы цистеина XTEN. Для спе-
циалиста в данной области очевидно, что композиции вышеприведенных вариантов реализации, содер-
жащие кросс-линкер, присоединенный к XTEN при помощи определенных компонентов, представляют 
собой продукт реакции отдельных реактантов и, таким образом, отличаются от точного состава реактан-
тов. В другом варианте реализации в изобретении предложен препарат конъюгата, соответствующего 
формуле V, в котором по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей 
мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей ме-
ре около 94%, или по меньшей мере около 95% молекул XTEN данного препарата конъюгата имеют 
одинаковую длину последовательностей. 

В другом аспекте в изобретении предложены конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество, имеющие 
определенные конфигурации. В изобретении используется преимущество описанных в данном тексте 
композиций реакционноспособных участников конъюгации XTEN-кросс-линкер, к которым при помощи 
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химической реакции можно присоединить реакционноспособные молекулы нагрузочного вещества. 
В одном варианте реализации в изобретении предложен конъюгат, обладающий конфигурацией со-

гласно формуле VI 

 
где независимо в случае каждого появления PR1 является одноатомным остатком нагрузочного ве-

щества, при этом остаток выбран из группы, состоящей из углерода, азота, кислорода и серы; CL1 явля-
ется кросс-линкером; x является целым числом от 1 до около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 
40, или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, или от 1 до около 5, или равен 3, или равен 2, или равен 1; 
a XTEN представляет собой последовательность, имеющую по меньшей мере около 80%, или по мень-
шей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей 
мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей ме-
ре около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере 
около 99%, или имеющую 100% идентичности с последовательностью, выбранной из группы последова-
тельностей, приведенных в табл. 2 и 3. В одном варианте реализации конъюгата, соответствующего фор-
муле VI, одноатомный остаток нагрузочного вещества принадлежит нагрузочному веществу, выбранно-
му из группы, состоящей из нагрузочных веществ, приведенных в табл. 11, 12, 18, 19 и 21. В одном вари-
анте реализации конъюгата, соответствующего формуле VI, CL1 является кросс-линкером, выбранным из 
табл. 13. В одном варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле VI, каждый кросс-линкер 
связан с атомом серы цистеина XTEN. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего 
формуле VI, каждый кросс-линкер связан с ε-аминогруппой лизина XTEN. В другом варианте реализа-
ции конъюгата, соответствующего формуле VI, x равен 1, а кросс-линкер связан с N-концевой амино-
группой XTEN. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле VI, CL1 является 
продуктом реакции первого и второго реактантов клик-химии, выбранных из табл. 15. В другом варианте 
реализации в изобретении предложен препарат конъюгата, соответствующего формуле VI, в котором по 
меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по 
меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по 
меньшей мере около 95% молекул XTEN данного препарата конъюгата имеют одинаковую длину после-
довательностей. 

В другом варианте реализации в изобретении предложен конъюгат, обладающий конфигурацией 
согласно формуле VII 

 
где независимо в случае каждого появления P1 является нагрузочным веществом, выбранным из 

группы, состоящей из нагрузочных веществ, приведенных в табл. 11, 12, 18, 19 и 21; CL1 является кросс-
линкером; x является целым числом от 1 до около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 
1 до около 20, или от 1 до около 10, или от 1 до около 5, или равен 9, или равен 3, или равен 2, или равен 
1; a XTEN представляет собой последовательность, имеющую по меньшей мере около 80%, или по 
меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по 
меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по 
меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по 
меньшей мере около 99%, или имеющую 100% идентичности с последовательностью, выбранной из 
группы последовательностей, приведенных в табл. 2 и 3. В одном варианте реализации конъюгата, соот-
ветствующего формуле VII, CL1 является кросс-линкером, выбранным из табл. 13. В одном варианте ре-
ализации конъюгата, соответствующего формуле VII, каждый кросс-линкер связан с атомом серы цис-
теина XTEN. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле VII, каждый кросс-
линкер связан с ε-аминогруппой лизина XTEN. В другом варианте реализации конъюгата, соответст-
вующего формуле VII, x равен 1, а кросс-линкер связан с N-концевой аминогруппой XTEN. В одном ва-
рианте реализации конъюгат, соответствующий формуле VII, выбран из группы, состоящей из конъюга-
тов, приведенных в табл. 21. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле VII, 
CL1 является продуктом реакции первого и второго реактантов клик-химии, выбранных из табл. 15. Для 
специалиста в данной области очевидно, что композиции вышеприведенных вариантов реализации, со-
держащие нагрузочное вещество, присоединенное к XTEN-кросс-линкеру при помощи определенных 
компонентов, представляют собой продукт реакции отдельных реактантов и, таким образом, отличаются 
от точного состава реактантов. В другом варианте реализации в изобретении предложен препарат конъ-
югата, соответствующего формуле VII, в котором по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере 
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около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере 
около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95% молекул XTEN данного 
препарата конъюгата имеют одинаковую длину последовательностей. В другом варианте реализации в 
изобретении предложен конъюгат, обладающий конфигурацией согласно формуле VIII 

 
где независимо в случае каждого появления PR1 является одноатомным остатком нагрузочного ве-

щества, при этом остаток выбран из группы, состоящей из углерода, азота, кислорода и серы; PR2 являет-
ся одноатомным остатком нагрузочного вещества, при этом остаток выбран из группы, состоящей из 
углерода, азота, кислорода и серы; CL1 является кросс-линкером; x является целым числом от 1 до около 
100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, или от 1 до 
около 5, или равен 9, или равен 3, или равен 2, или равен 1; CL2 является кросс-линкером, отличным от 
CL1; y является целым числом от 1 до около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до 
около 20, или от 1 до около 10, или от 1 до около 5, или равен 9, или равен 3, или равен 2, или равен 1, 
при условии, что x + y является ≥2; a XTEN представляет собой последовательность, имеющую по мень-
шей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей 
мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей ме-
ре около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере 
около 98%, или по меньшей мере около 99%, или имеющую 100% идентичности с последовательностью, 
выбранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 2 и 3. В одном варианте реализации 
конъюгата, соответствующего формуле VIII, одноатомный остаток нагрузочного вещества принадлежит 
нагрузочному веществу, выбранному из группы, состоящей из нагрузочных веществ, приведенных в 
табл. 11, 12, 18, 19 и 21. В одном варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле VIII, каж-
дый из CL1 и CL2 выбран из группы кросс-линкеров, приведенных в табл. 13. В одном варианте реализа-
ции конъюгата, соответствующего формуле VIII, каждый CL1 связан с ε-аминогруппой лизина XTEN, а 
каждый CL2 связан с группой серы цистеина XTEN. В другом варианте реализации конъюгата, соответ-
ствующего формуле VIII, x равен 1, и CL1 связан с N-концевой аминогруппой XTEN, a CL2 связан с 
группой серы цистеина или ε-аминогруппой лизина XTEN. В другом варианте реализации конъюгата, 
соответствующего формуле VIII, CL1 является продуктом реакции первого и второго реактантов клик-
химии, выбранных из табл. 15. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле 
VIII, CL2 является продуктом реакции первого и второго реактантов клик-химии, выбранных из табл. 15. 
В другом варианте реализации в изобретении предложен препарат конъюгата, соответствующего форму-
ле VIII, в котором по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере 
около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере 
около 94%, или по меньшей мере около 95% молекул XTEN данного препарата конъюгата имеют одина-
ковую длину последовательностей. В другом варианте реализации в изобретении предложен конъюгат, 
обладающий конфигурацией согласно формуле IX 

 
где независимо в случае каждого появления P1 является нагрузочным веществом, выбранным из 

группы, состоящей из нагрузочных веществ, приведенных в табл. 11, 12, 18, 19 и 21; P2 является нагру-
зочным веществом, выбранным из группы, состоящей из нагрузочных веществ, приведенных в табл. 11, 
12, 18, 19 и 21, и отличным от P1; CL1 является кросс-линкером; x является целым числом от 1 до около 
100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, или от 1 до 
около 5, или равен 9, или равен 3, или равен 2, или равен 1; CL2 является кросс-линкером, отличным от 
CL1; y является целым числом от 1 до около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до 
около 20, или от 1 до около 10, или от 1 до около 5, или равен 9, или равен 3, или равен 2, или равен 1, 
при условии, что x + y является ≥2; a XTEN представляет собой последовательность, имеющую по мень-
шей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей 
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мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей ме-
ре около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере 
около 98%, или по меньшей мере около 99%, или имеющую 100% идентичности с последовательностью, 
выбранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 2 и 3. В одном варианте реализации 
конъюгата, соответствующего формуле IX, одноатомный остаток нагрузочного вещества принадлежит 
нагрузочному веществу, выбранному из группы, состоящей из нагрузочных веществ, приведенных в 
табл. 11, 12, 18, 19 и 21. В одном варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле IX, каж-
дый из CL1 и CL2 выбран из группы кросс-линкеров, приведенных в табл. 13. В одном варианте реализа-
ции конъюгата, соответствующего формуле IX, каждый CL1 связан с ε-аминогруппой лизина XTEN, а 
каждый CL2 связан с группой серы цистеина XTEN. В другом варианте реализации конъюгата, соответ-
ствующего формуле IX, x равен 1, и CL1 связан с N-концевой аминогруппой XTEN, a CL2 связан с груп-
пой серы цистеина или ε-аминогруппой лизина XTEN. В другом варианте реализации конъюгата, соот-
ветствующего формуле IX, CL1 является продуктом реакции первого и второго реактантов клик-химии, 
выбранных из табл. 15. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле IX, CL2 
является продуктом реакции первого и второго реактантов клик-химии, выбранных из табл. 15. В одном 
варианте реализации конъюгат, соответствующий формуле IX, выбран из группы, состоящей из конъю-
гатов, приведенных в табл. 21. В другом варианте реализации в изобретении предложен препарат конъю-
гата, соответствующего формуле IX, в котором по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 
90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 
93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95% молекул XTEN данного препа-
рата конъюгата имеют одинаковую длину последовательностей. 

3. Димерные, тримерные, тетрамерные и мультимерные конфигурации конъюгатов XTEN-кросс-
линкер и XTEN-нагрузочное вещество. 

В одном аспекте реализации в изобретении предложены конъюгаты, в которых различные количе-
ства XTEN или участников конъюгации XTEN-нагрузочное вещество соединены посредством линкеров 
в определенной количественной конфигурации; например димерной, тримерной, тетрамерной или муль-
тимерной. Предполагается, что употребляемый в данном тексте термин "предшественник" включает в 
себя компоненты, применяемые в качестве реактантов в реакции конъюгации, которая приводит к обра-
зованию промежуточной или конечной композиции, и включает, но не ограничивается этим, фрагменты 
XTEN различной длины (включая XTEN из табл. 2 и 3 либо те, которые показаны выше в виде различ-
ных формул), XTEN-кросс-линкеры, сегменты XTEN-нагрузочное вещество-кросс-линкер, нагрузочные 
вещества с реакционно-способными группами, линкеры и другие описанные в данном тексте подобные 
компоненты. В некоторых вариантах реализации в изобретении предложены конъюгаты, в которых два 
XTEN или сегменты предшественника XTEN-нагрузочное вещество соединены посредством двухва-
лентного линкера, что приводит к образованию двухвалентной конфигурации, такой, как та, что показана 
на фиг. 19C и 27B. В одном варианте реализации двухвалентного конъюгата XTEN-нагрузочное вещест-
во каждый элемент XTEN-нагрузочное вещество может являться мономерным гибридным белком, со-
держащим биологически активный пептид или полипептид, при этом каждый сегмент предшественника 
гибридного белка соединен с двухвалентным линкером при помощи α-аминогруппы N-конца, что при-
водит к образованию двухвалентного конъюгата. В другом варианте реализации двухвалентного конъю-
гата XTEN-нагрузочное вещество каждый сегмент предшественника XTEN-нагрузочное вещество пред-
ставляет собой мономерный гибридный белок, содержащий биологически активный пептид или поли-
пептид, при этом каждый гибридный белок соединен с двухвалентным линкером в C-конце, что приво-
дит к образованию двухвалентного конъюгата. В другом варианте реализации двухвалентного конъюгата 
XTEN-нагрузочное вещество каждый XTEN содержит одно или более нагрузочных веществ (которые 
могут являться пептидами, полипептидами либо лекарственными веществами), соединенных с XTEN, 
при этом каждый предшественник XTEN связан с другим предшественником XTEN, содержащим одну 
или более молекул второго отличного нагрузочного вещества, посредством двухвалентного линкера в N-
конце, что приводит к образованию двухвалентного конъюгата. В другом варианте реализации двухва-
лентного конъюгата XTEN-нагрузочное вещество каждый XTEN содержит одно или более нагрузочных 
веществ (которые могут являться пептидами, полипептидами либо лекарственными веществами), соеди-
ненных с XTEN, при этом каждый предшественник XTEN связан с другим предшественником XTEN, 
содержащим одну или более молекул второго отличного нагрузочного вещества, посредством двухва-
лентного линкера через карбоксильную группу или модифицированную группу в C-конце (включая, но 
не ограничиваясь XTEN, модифицированный при помощи вставки цистеина в C-конце), что приводит к 
образованию двухвалентного конъюгата. В приведенных выше в данном параграфе вариантах реализа-
ции, как будет очевидно для специалиста в данной области, в контексте настоящего изобретения сущест-
вуют различных подходы для создания предшественников, предназначенных для связывания, например, 
это конъюгация линкера с первым предшественником XTEN-нагрузочное вещество и дальнейшее стиму-
лирование второй реакции для того, чтобы присоединить предшественника к реакционноспособной 
группе, находящейся на конце второго предшественника XTEN-нагрузочное вещество. В альтернатив-
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ном варианте оба конца XTEN могут быть модифицированы как предшественники, которые затем можно 
соединить при помощи клик-химии или при помощи других описанных и проиллюстрированных в дан-
ном тексте способов, оставив несколько или не оставив остаточных атомов для соединения с участком 
сопряжения XTEN. В другом варианте реализации изобретения две последовательности предшественни-
ка XTEN-нагрузочное вещество соединены дисульфидным мостиком посредством цистеинов или тиоло-
вых групп, в или вблизи конца реактантов-предшественников XTEN-нагрузочное вещество, что приво-
дит к образованию двухвалентного конъюгата XTEN-нагрузочное вещество. Примеры конфигураций 
таких двухвалентных конъюгатов приведены далее. 

В одном варианте реализации в изобретении предложен конъюгат, обладающий конфигурацией со-
гласно формуле X 

 
где независимо в случае каждого появления PR1 является одноатомным остатком первого нагрузоч-

ного вещества, при этом остаток выбран из группы, состоящей из углерода, азота, кислорода и серы; PR2 
является одноатомным остатком второго нагрузочного вещества, при этом остаток выбран из группы, 
состоящей из углерода, азота, кислорода и серы; CL1 является кросс-линкером; x является целым числом 
от 1 до около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, 
или от 1 до около 5, или равен 9, или равен 3, или равен 2, или равен 1; CL2 является кросс-линкером, 
отличным от CL1; y является целым числом от 1 до около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, 
или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, или от 1 до около 5, или равен 9, или равен 3, или равен 2, или 
равен 1, при условии, что x + y является ≥2; 2xCL представляется собой либо двухвалентный кросс-
линкер либо продукт реакции первого и второго реактантов клик-химии, выбранных из табл. 15; XTEN1 
представляет собой полипептид, имеющий по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 
90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 
93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 
96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 
99%, или имеющий 100% идентичности с последовательностью, выбранной из группы последовательно-
стей, приведенных в табл. 2 и 3; XTEN2 представляет собой полипептид, имеющий по меньшей мере 
около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере 
около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере 
около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере 
около 98%, или по меньшей мере около 99%, или имеющий 100% идентичности с последовательностью, 
выбранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 2 и 3. В одном варианте реализации 
конъюгата, соответствующего формуле X, каждый из CL1 и CL2 выбран из группы кросс-линкеров, при-
веденных в табл. 13. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле X, x равен 1, 
a CL1 связан с N-концевой аминогруппой XTEN. В другом варианте реализации конъюгата, соответст-
вующего формуле X, CL1 является продуктом реакции первого и второго реактантов клик-химии, вы-
бранных из табл. 15. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле X, CL2 явля-
ется продуктом реакции первого и второго реактантов клик-химии, выбранных из табл. 15. В другом ва-
рианте реализации конъюгата, соответствующего формуле X, каждый CL1 связан с группой серы цис-
теина XTEN1, а каждый CL2 связан с группой серы цистеина XTEN2. В другом варианте реализации 
конъюгата, соответствующего формуле X, каждый CL1 связан с ε-аминогруппой лизина XTEN1, а каж-
дый CL2 связан с ε-аминогруппой лизина XTEN2. В другом варианте реализации конъюгата, соответст-
вующего формуле X, каждый CL1 связан с группой серы цистеина XTEN1, а каждый CL2 связан с ε-
аминогруппой лизина XTEN2. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле X, 
XTEN1 и XTEN2 являются одинаковыми. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего 
формуле X, XTEN1 и XTEN2 являются разными. В другом варианте реализации в изобретении предложен 
препарат конъюгата, соответствующего формуле X, в котором по меньшей мере около 80%, или по 
меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по 
меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95% молекул 
XTEN данного препарата конъюгата имеют одинаковую длину последовательностей. В другом варианте 
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реализации в изобретении предложен конъюгат, обладающий конфигурацией согласно формуле XI 

 
где независимо в случае каждого появления P1 является нагрузочным веществом, выбранным из 

группы нагрузочных веществ, приведенных в табл. 11, 12, 18, 19 и 21; P2 является нагрузочным вещест-
вом, выбранным из группы нагрузочных веществ, приведенных в табл. 11, 12, 18, 19 и 21, и отличным от 
P1; CL1 является кросс-линкером; x является целым числом от 1 до около 100, или от 1 до около 50, или 
от 1 до около 40, или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, или от 1 до около 5, или равен 9, или равен 
3, или равен 2, или равен 1; CL2 является кросс-линкером, отличным от CL1; y является целым числом от 
1 до около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, или 
от 1 до около 5, или равен 9, или равен 3, или равен 2, или равен 1, при условии, что x + y является ≥2; 
2xCL представляется собой либо двухвалентный кросс-линкер либо продукт реакции первого и второго 
реактантов клик-химии, выбранных из табл. 15; XTEN1 представляет собой первый в основном гомоген-
ный XTEN, имеющий по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей 
мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей ме-
ре около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере 
около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99%, или имеющий 100% 
идентичности с последовательностью, выбранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 2 
и 3; a XTEN2 представляет собой второй в основном гомогенный XTEN, имеющий по меньшей мере око-
ло 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 
92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 
95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 
98%, или по меньшей мере около 99%, или имеющий 100% идентичности с последовательностью, вы-
бранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 2 и 3. В одном варианте реализации 
конъюгата, соответствующего формуле XI, каждый из CL1 и CL2 выбран из группы кросс-линкеров, при-
веденных в табл. 13. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле XI, x равен 1, 
a CL1 связан с N-концевой аминогруппой XTEN. В другом варианте реализации конъюгата, соответст-
вующего формуле XI, CL1 является продуктом реакции первого и второго реактантов клик-химии, вы-
бранных из табл. 15. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле XI, CL2 яв-
ляется продуктом реакции первого и второго реактантов клик-химии, выбранных из табл. 15. В другом 
варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле XI, каждый CL1 связан с группой серы цис-
теина XTEN1, а каждый CL2 связан с группой серы цистеина XTEN2. В другом варианте реализации 
конъюгата, соответствующего формуле XI, каждый CL1 связан с ε-аминогруппой лизина XTEN1, а каж-
дый CL2 связан с ε-аминогруппой лизина XTEN2. В другом варианте реализации конъюгата, соответст-
вующего формуле XI, каждый CL1 связан с группой серы цистеина XTEN1, а каждый CL2 связан с ε-
аминогруппой лизина XTEN2. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле XI, 
XTEN1 и XTEN2 являются одинаковыми. В другом варианте реализации конъюгата, соответствующего 
формуле XI, XTEN1 и XTEN2 являются разными. В другом варианте реализации изобретения конъюгат, 
соответствующий формуле XI, выбран из группы, состоящей из конъюгатов, приведенных в табл. 21. В 
другом варианте реализации в изобретении предложен препарат конъюгата, соответствующего формуле 
XI, в котором по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 
91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 
94%, или по меньшей мере около 95% соответствующих молекул XTEN1 и XTEN2 данного препарата 
конъюгата имеют одинаковую длину последовательностей. 

В других вариантах реализации в изобретении предложены конъюгаты XTEN-линкер и XTEN-
линкер нагрузочное вещество с тримерной конфигурацией, такой, как показано на фиг. 21-23. 

В изобретении предложены тримерные конъюгаты, в которых три конъюгата XTEN-кросс-линкер 
связаны трехвалентным линкером, что приводит к образованию тримерной конфигурации XTEN-кросс-
линкер. В одном варианте реализации в изобретении предложен тримерный XTEN-кросс-линкер, обла-
дающий конфигурацией согласно формуле XII 
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где независимо в случае каждого появления 3xCL является трехвалентным кросс-линкером, CL1 

является первым кросс-линкером, соединенным с XTEN1, CL2 является вторым кросс-линкером, соеди-
ненным с XTEN2, CL3 является третьим кросс-линкером, соединенным с XTEN3, x является целым чис-
лом от 1 до около 10, y является целым числом от 1 до около 10, z является целым числом от 1 до около 
10, при условии, что x+y+z является >3, XTEN1 представляет собой первый XTEN, имеющий по меньшей 
мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей ме-
ре около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере 
около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере 
около 98%, или по меньшей мере около 99%, или имеющий 100% идентичности с последовательностью, 
выбранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 2 и 3; XTEN2 представляет собой вто-
рой XTEN, имеющий по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей 
мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей ме-
ре около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере 
около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99%, или имеющий 100% 
идентичности с последовательностью, выбранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 2 
и 3, a XTEN3 представляет собой третий XTEN, имеющий по меньшей мере около 80%, или по меньшей 
мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей ме-
ре около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере 
около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере 
около 99%, или имеющий 100% идентичности с последовательностью, выбранной из группы последова-
тельностей, приведенных в табл. 2 и 3, при этом XTEN1, XTEN2 и XTEN3 являются одинаковыми либо 
разными. В одном варианте реализации конъюгата, соответствующего формуле XII, каждый из CL1, CL2 
и CL3 выбран из группы кросс-линкеров, приведенных в табл. 13, при этом они являются одинаковыми 
либо разными. В одном варианте реализации конъюгат, соответствующий формуле XII, дополнительно 
содержит одноатомный остаток первого нагрузочного вещества, соединенный с каждым кросс-линкером 
первого в основном гомогенного XTEN, при этом остаток выбран из группы, состоящей из углерода, азо-
та, кислорода и серы, одноатомный остаток второго нагрузочного вещества, соединенный с каждым 
кросс-линкером второго в основном гомогенного XTEN, при этом остаток выбран из группы, состоящей 
из углерода, азота, кислорода и серы, и одноатомный остаток третьего нагрузочного вещества, соединен-
ный с каждым кросс-линкером третьего в основном гомогенного XTEN, при этом остаток выбран из 
группы, состоящей из углерода, азота, кислорода и серы. 

В другом варианте реализации в изобретении предложены тримерные конъюгаты, в которых три 
предшественника конъюгатов XTEN-нагрузочное вещество связаны трехвалентным линкером, что при-
водит к образованию тримерной конфигурации XTEN-нагрузочное вещество, такой, как показана на фиг. 
21 и 97-106. В одном варианте реализации в изобретении предложены тримерные конъюгаты XTEN-
кросс-линкер, обладающие конфигурацией согласно формуле XIII 

 
где независимо в случае каждого появления 3xCL является трехвалентным кросс-линкером, вы-

бранным из группы трехвалентных кросс-линкеров, приведенных в табл. 13 и 14; P1 соединен с каждым 
кросс-линкером первого XTEN и выбран из группы, состоящей из нагрузочных веществ, приведенных в 
табл. 11, 12, 18, 19 и 21; P2 является вторым нагрузочным веществом, соединенным с каждым кросс-
линкером второго XTEN и выбран из группы, состоящей из нагрузочных веществ, приведенных в табл. 
11, 12, 18, 19 и 21, при этом нагрузочное вещество является аналогичным либо отличным от первого на-
грузочного вещества, а P3 является третьим нагрузочным веществом, соединенным с каждым кросс-
линкером третьего XTEN и выбран из группы, состоящей из нагрузочных веществ, приведенных в табл. 
11, 12, 18, 19 и 21, при этом нагрузочное вещество является аналогичным либо отличным от первого или 
второго нагрузочного вещества; CL1 является первым кросс-линкером; x является целым числом от 1 до 
около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до около 20, или от 1 до около 10, или от 1 
до около 5, или равен 9, или равен 3, или равен 2, или равен 1; CL2 является вторым кросс-линкером; y 
является целым числом от 1 до около 100, или от 1 до около 50, или от 1 до около 40, или от 1 до около 
20, или от 1 до около 10, или от 1 до около 5, или равен 9, или равен 3, или равен 2, или равен 1, при ус-
ловии, что x+y является ≥3; XTEN1 представляет собой первый XTEN, имеющий по меньшей мере около 
80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 
92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 
95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 
98%, или по меньшей мере около 99%, или имеющий 100% идентичности с последовательностью, вы-
бранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 2 и 3; XTEN2 представляет собой второй 
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XTEN, имеющий по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере 
около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере 
около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере 
около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99%, или имеющий 100% 
идентичности с последовательностью, выбранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 2 
и 3, a XTEN3 представляет собой третий XTEN, имеющий по меньшей мере около 80%, или по меньшей 
мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей ме-
ре около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере 
около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере 
около 99%, или имеющий 100% идентичности с последовательностью, выбранной из группы последова-
тельностей, приведенных в табл. 2 и 3, при этом XTEN1, XTEN2 и XTEN3 являются одинаковыми либо 
разными последовательностями. В некоторых вариантах реализации изобретения конъюгат, соответст-
вующий формуле XIII, дополнительно содержит первое нагрузочное вещество, при этом нагрузочное 
вещество представляет собой нацеленный компонент, обладающий специфической аффинностью связы-
вания с мишенью, нацеленный компонент выбран из группы, состоящей из нацеленных компонентов, 
приведенных в табл. 17-19 и 21, а по меньшей мере одно из нагрузочных веществ представляет собой 
лекарственное вещество, причем лекарственное вещество выбрано из группы, состоящей из лекарствен-
ных веществ, приведенных в табл. 11, 19 и 21. В одном варианте реализации вышесказанного нацелен-
ный компонент является LHRH или фолатом, а лекарственное вещество выбрано из доксорубицина, пак-
литаксела, ауристатина, монометил ауристатина E (MMAE), монометил ауристатина F, майтанзина, до-
ластатина, калихеамицина, алкалоида барвинка, камптотецина, митомицина C, эпотилона, hTNF, IL-12, 
бортезомиба, ранпирназы, экзотоксина синегнойной палочки, SN-38 и рахелмицина. 

В другом варианте реализации тримерной конъюгационной композиции XTEN, данная композиция 
обладает конфигурацией согласно формуле XIV 

 
где независимо в случае каждого появления 3xCL является трехвалентным кросс-линкером; CL1 

является первым кросс-линкером, соединенным с XTEN1; CL2 является вторым кросс-линкером, соеди-
ненным с XTEN2; x является целым числом от 1 до около 10; y является целым числом от 1 до около 10 
при условии, что x+y является ≥2, XTEN1 представляет собой первый XTEN; XTEN2 представляет собой 
второй XTEN, и XTEN3 представляет собой третий XTEN, при этом XTEN выбран из группы, состоящей 
из последовательностей, приведенных в табл. 2. В одном варианте реализации тримерной конъюгацион-
ной композиции XTEN, соответствующей формуле XIV, данная композиция дополнительно содержит 
одноатомный остаток первого нагрузочного вещества, соединенный с каждым первым кросс-линкером 
первого XTEN, при этом остаток выбран из группы, состоящей из углерода, азота, кислорода и серы; и 
одноатомный остаток второго нагрузочного вещества, соединенный с каждым вторым кросс-линкером 
XTEN, при этом остаток выбран из группы, состоящей из углерода, азота, кислорода и серы. В другом 
варианте реализации тримерной конъюгационной композиции XTEN, соответствующей формуле XIV, 
данная композиция дополнительно содержит первое нагрузочное вещество, соединенное с каждым пер-
вым кросс-линкером первого XTEN, выбранное из группы, состоящей из нагрузочных веществ, приве-
денных в табл. 6, 7, 18 и 21; и второе нагрузочное вещество, соединенное с каждым вторым кросс-
линкером второго XTEN, выбранное из группы, состоящей из нагрузочных веществ, приведенных в табл. 
6, 7, 18 и 21, при этом нагрузочное вещество является аналогичным или отличным от первого нагрузоч-
ного вещества. В одном варианте реализации вышесказанного первое нагрузочное вещество представля-
ет собой нацеленный компонент, обладающий специфической аффинностью связывания с мишенью, 
нацеленный компонент выбран из группы, состоящей из нацеленных компонентов, приведенных в табл. 
17-19 и 21, а второе нагрузочное вещество представляет собой лекарственное вещество, выбранное из 
группы, состоящей из лекарственных веществ, приведенных в табл. 6, 18 и 21. В одном варианте реали-
зации вышесказанного первое нагрузочное вещество представляет собой нацеленный компонент, вы-
бранный из группы, состоящей из LHRH и фолата, а второе нагрузочное вещество представляет собой 
лекарственное вещество, выбранное из группы, состоящей из доксорубицина, паклитаксела, ауристатина, 
монометил ауристатина E (MMAE), монометил ауристатина F, майтанзина, доластатина, калихеамицина, 
алкалоида барвинка, камптотецина, митомицина C, эпотилона, hTNF, IL-12, бортезомиба, ранпирназы, 
экзотоксина синегнойной палочки, SN-38 и рахелмицина. В одном варианте реализации вышесказанного 
первое нагрузочное вещество представляет собой лекарственное вещество, выбранное из группы, со-
стоящей из лекарственных веществ из табл. 11 и белков из табл. 12, а второе нагрузочное вещество отли-
чается от первого нагрузочного вещества и выбрано из группы, состоящей из лекарственных веществ из 
табл. 11 и белков из табл. 12. В другом варианте реализации вышесказанного первое нагрузочное веще-
ство и второе нагрузочное вещество одинаковы и выбраны из группы, состоящей из лекарственных ве-
ществ из табл. 11 и белков из табл. 12. В другом варианте реализации тримерной конъюгационной ком-
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позиции XTEN, данная композиция обладает конфигурацией согласно формуле XV 

 
где независимо в случае каждого появления 3xCL является трехвалентным кросс-линкером, соеди-

ненным с XTEN1; CL1 является первым кросс-линкером, соединенным с XTEN1; x является целым чис-
лом от 1 до около 10; XTEN1 представляет собой первый XTEN, при этом XTEN выбран из группы, со-
стоящей из последовательностей, приведенных в табл. 3; XTEN2 представляет собой второй XTEN, при 
этом XTEN выбран из группы, состоящей из последовательностей, приведенных в табл. 2; и XTEN3 
представляет собой третий XTEN, при этом XTEN выбран из группы, состоящей из последовательно-
стей, приведенных в табл. 2. В одном варианте реализации тримерной конъюгационной композиции 
XTEN, соответствующей формуле XV, данная композиция дополнительно содержит одноатомный оста-
ток первого нагрузочного вещества, соединенный с каждым первым кросс-линкером первого XTEN, при 
этом остаток выбран из группы, состоящей из углерода, азота, кислорода и серы. В другом варианте реа-
лизации тримерной конъюгационной композиции XTEN, соответствующей формуле XV, данная компо-
зиция дополнительно содержит первое нагрузочное вещество, соединенное с каждым первым кросс-
линкером первого XTEN, выбранное из группы, состоящей из нагрузочных веществ, приведенных в табл. 
6, 7, 18 и 21. 

В другом варианте реализации тримерного конъюгата XTEN-нагрузочное вещество каждый эле-
мент XTEN-нагрузочное вещество может являться мономерным гибридным белком, содержащим биоло-
гически активный пептид или полипептид, при этом гибридный белок соединен с трехвалентным линке-
ром на участке аминогруппы или тиоловой группы XTEN. В другом варианте реализации тримерного 
конъюгата XTEN-нагрузочное вещество каждый элемент XTEN-нагрузочное вещество может являться 
конъюгатом нагрузочного вещества, соединенного с XTEN, который может быть биологически актив-
ным пептидом или полипептидом либо фармакологически активным низкомолекулярным веществом или 
токсином, соединенным с XTEN, который, в свою очередь, соединен с трехвалентным линкером в N-
конце XTEN. В вышеприведенных вариантах реализации XTEN-линкер-нагрузочное вещество, которые 
описаны в этом параграфе, три нагрузочных вещества могут быть одинаковыми либо они могут быть 
разными. В одном варианте реализации тримерного конъюгата XTEN-нагрузочное вещество данный 
конъюгат содержит по меньшей мере один биологически активный белок и по меньшей мере одно лекар-
ственное вещество, соединенные с другим XTEN, который, в свою очередь, соединен с трехвалентным 
линкером в N-конце XTEN. В конкретном варианте реализации вышеприведенной конфигурации по 
меньшей мере один биологически активный белок представляет собой нацеленный компонент, а по 
меньшей мере одно лекарственное вещество представляет собой токсин, включая, но не ограничиваясь 
этим, доксорубицин, паклитаксел, ауристатин, монометил ауристатин E (MMAE), монометил ауристатин 
F, майтанзин, доластатин, калихеамицин, алкалоид барвинка, камптотецин, митомицин C, эпотилон, 
hTNF, IL-12, бортезомиб, ранпирназу, экзотоксин синегнойной палочки, SN-38 и рахелмицин. В зависи-
мости от позиции тиоловой или ε-аминогруппы в XTEN можно контролировать то, находится ли нагру-
зочное вещество внутри (как показано на фиг. 23B) или в конце перекрестно-сшитого XTEN (как показа-
но на фиг. 23A). В вышеприведенных вариантах реализации неограничивающие примеры нацеленных 
компонентов включают LHRH, фолат, октреотид, пасиреотид, бомбезин, моноклональные антитела, 
оцВФ, центрин и фрагменты антител, каркасы и миметики из табл. 17. Примеры конфигураций таких 
двухвалентных конъюгатов приведены далее. В изобретении дополнительно предложены конъюгаты 
XTEN-линкер и XTEN-нагрузочный линкер с тетрамерной конфигурацией. В одном варианте реализации 
в изобретении предложены конъюгаты, в которых четыре последовательности XTEN соединены посред-
ством четырехвалентного линкера, что приводит к образованию тетрамерной конфигурации XTEN-
кросс-линкер, такой, как показано на фиг. 22D. Неограничивающие примеры четырехвалентных линке-
ров включают четырехвалентный тиоловый, четырехвалентный N-малеинимидный линкер, такой как 
описан в патенте США № 7524821, либо антитело или фрагмент антитела с четырьмя реакционноспо-
собными группами. 

В данном изобретении предложены конъюгаты, в которых четыре последовательности предшест-
венников XTEN-кросс-линкер соединены четырехвалентным линкером, что приводит к образованию 
четырехвалентной конфигурации XTEN-кросс-линкер. В одном варианте реализации в изобретении 
предложен тетрамерный XTEN-кросс-линкер, обладающий конфигурацией, соответствующей формуле 
XVI 

 
где независимо в случае каждого появления 4xCL является четырехвалентным кросс-линкером; CL1 

является первым кросс-линкером, соединенным с XTEN1; CL2 является вторым кросс-линкером, соеди-
ненным с XTEN2; CL3 является третьим кросс-линкером, соединенным с XTEN3; CL4 является четвертым 
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кросс-линкером, соединенным с XTEN4; x является целым числом от 1 до около 10; y является целым 
числом от 1 до около 10; z является целым числом от 1 до около 10 при условии, что x+y+z является ≥4; 
XTEN1 представляет собой первый XTEN, имеющий по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере 
около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере 
около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере 
около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере 
около 99%, или имеющий 100% идентичности с последовательностью, выбранной из группы последова-
тельностей, приведенных в табл. 2 и 3; XTEN2 представляет собой второй XTEN, имеющий по меньшей 
мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей ме-
ре около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере 
около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере 
около 98%, или по меньшей мере около 99%, или имеющий 100% идентичности с последовательностью, 
выбранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 2 и 3; XTEN3 представляет собой тре-
тий XTEN, имеющий по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей 
мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей ме-
ре около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере 
около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99%, или имеющий 100% 
идентичности с последовательностью, выбранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 2 
и 3, при этом XTEN1, XTEN2 и XTEN3 являются одинаковыми либо разными последовательностями 
XTEN; XTEN4 представляет собой четвертый XTEN, имеющий по меньшей мере около 80%, или по 
меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по 
меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по 
меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по 
меньшей мере около 99%, или имеющий 100% идентичности с последовательностью, выбранной из 
группы последовательностей, приведенных в табл. 2 и 3, при этом XTEN1, XTEN2, XTEN3 и XTEN4 яв-
ляются одинаковыми либо разными последовательностями XTEN. В изобретении предложены конъюга-
ты, в которых четыре последовательности предшественников XTEN-нагрузочное вещество соединены 
четырехвалентным линкером, что приводит к образованию четырехвалентной конфигурации XTEN-
нагрузочное вещество, как показано на фиг. 22C и 105. В одном варианте реализации в изобретении 
предложен тетрамерный XTEN-нагрузочное вещество, обладающий конфигурацией, соответствующей 
формуле XVII 

 
где независимо в случае каждого появления 4xCL является четырехвалентным кросс-линкером; P1 

соединен с каждым кросс-линкером первого XTEN и выбран из группы, состоящей из нагрузочных ве-
ществ, приведенных в табл. 11, 12, 18, 19 и 21, P2 является вторым нагрузочным веществом, соединен-
ным с каждым кросс-линкером второго XTEN, и выбран из группы, состоящей из нагрузочных веществ, 
приведенных в табл. 11, 12, 18, 19 и 21, при этом нагрузочное вещество является аналогичным либо от-
личным от первого нагрузочного вещества, P3 является третьим нагрузочным веществом, соединенным с 
каждым кросс-линкером третьего XTEN, и выбран из группы, состоящей из нагрузочных веществ, при-
веденных в табл. 11, 12, 18, 19 и 21, при этом нагрузочное вещество является аналогичным либо отлич-
ным от первого или второго нагрузочного вещества; P4 является четвертым нагрузочным веществом, со-
единенным с каждым кросс-линкером четвертого XTEN, и выбран из группы, состоящей из нагрузочных 
веществ, приведенных в табл. 11, 12, 18, 19 и 21, при этом нагрузочное вещество является аналогичным 
либо отличным от первого, второго или третьего нагрузочного вещества; CL1 является первым кросс-
линкером, соединенным с XTEN1; CL2 является вторым кросс-линкером, соединенным с XTEN2; CL3 яв-
ляется третьим кросс-линкером, соединенным с XTEN3; CL4 является четвертым кросс-линкером, соеди-
ненным с XTEN4; v является целым числом от 1 до около 10; x является целым числом от 1 до около 10; 
y является целым числом от 1 до около 10; z является целым числом от 1 до около 10 при условии, что 
x+y+z является ≥4; XTEN1 представляет собой первый XTEN, имеющий по меньшей мере около 80%, 
или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или 
по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по 
меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по 
меньшей мере около 99%, или имеющий 100% идентичности с последовательностью, выбранной из 
группы последовательностей, приведенных в табл. 2 и 3; XTEN2 представляет собой второй XTEN, име-
ющий по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, 
или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или 
по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по 
меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99%, или имеющий 100% идентичности с после-
довательностью, выбранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 2 и 3; XTEN3 пред-
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ставляет собой третий XTEN, имеющий по меньшей мере около 80%, или по меньшей мере около 90%, 
или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по меньшей мере около 93%, или 
по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по меньшей мере около 96%, или по 
меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по меньшей мере около 99%, или име-
ющий 100% идентичности с последовательностью, выбранной из группы последовательностей, приве-
денных в табл. 2 и 3, при этом XTEN1, XTEN2 и XTEN3 являются одинаковыми либо разными последова-
тельностями XTEN; XTEN4 представляет собой четвертый XTEN, имеющий по меньшей мере около 
80%, или по меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 
92%, или по меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 
95%, или по меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 
98%, или по меньшей мере около 99%, или имеющий 100% идентичности с последовательностью, вы-
бранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 2 и 3, при этом XTEN1, XTEN2, XTEN3 и 
XTEN4 являются одинаковыми либо разными последовательностями XTEN. 

В другом варианте реализации четырехвалентного конъюгата XTEN-нагрузочное вещество каждый 
элемент XTEN-нагрузочное вещество может являться мономерным гибридным белком, содержащим 
биологически активный пептид или полипептид, при этом гибридный белок соединен с четырехвалент-
ным линкером на участке аминогруппы или тиоловой группы XTEN. В другом варианте реализации че-
тырехвалентного конъюгата XTEN-нагрузочное вещество каждый элемент XTEN-нагрузочное вещество 
может являться конъюгатом нагрузочного вещества, соединенного с XTEN, который может быть биоло-
гически активным пептидом или полипептидом либо фармакологически активным низкомолекулярным 
веществом или токсином, соединенным с XTEN, который, в свою очередь, соединен с четырехвалентным 
линкером в N-конце XTEN. В вышеприведенных вариантах реализации XTEN-линкер-нагрузочное ве-
щество, которые описаны в этом параграфе, четыре нагрузочных вещества могут быть одинаковыми ли-
бо они могут быть разными. В конкретном варианте реализации вышеприведенной конфигурации по 
меньшей мере один биологически активный белок представляет собой нацеленный компонент, а по 
меньшей мере одно лекарственное вещество представляет собой токсин, включая, но не ограничиваясь 
этим, доксорубицин, паклитаксел, ауристатин, монометил ауристатин E (MMAE), монометил ауристатин 
F, майтанзин, доластатин, калихеамицин, алкалоид барвинка, камптотецин, митомицин C, эпотилон, 
hTNF, IL-12, бортезомиб, ранпирназу, экзотоксин синегнойной палочки, SN-38 и рахелмицин. В зависи-
мости от позиции тиоловой или ε-аминогруппы в XTEN можно контролировать то, находится ли нагру-
зочное вещество внутри или в конце перекрестносшитого XTEN. 

4. Мультивалентные конфигурации с четырьмя или более элементами XTEN-нагрузочные вещества. 
Применяя XTEN из табл. 3 можно создать композиции, содержащие четыре или более молекул 

XTEN-нагрузочное вещество, связанных с цистеин- или лизин-сконструированным остовом, что приво-
дит к образованию "гребенчатой" мультивалентной конфигурации, или к связыванию множественных 
разветвленных предшественников для образования "дендримерной" конфигурации, как проиллюстриро-
вано на фиг. 7. В одном варианте реализации изобретения мультивалентный конфигурационный конъю-
гат создают путем проведения реакции между цистеин- или лизин-сконструированным XTEN и XTEN-
нагрузочным веществом, содержащим линкер, подходящий для реакции с цистеин- или лизин-
сконструированным XTEN (как проиллюстрировано на фиг. 24), что приводит к образованию конечного 
продукта. В другом варианте реализации изобретения мультивалентный конфигурационный конъюгат 
создают путем проведения реакции между цистеин- или лизин-сконструированным XTEN и XTEN-
нагрузочным веществом, содержащим цистеин либо первичную или ε-аминогруппу, подходящую для 
реакции с линкером, соединенным с цистеин- или лизин-сконструированным XTEN, что приводит к об-
разованию конечного продукта. В данных вариантах реализации валентность конечного продукта регу-
лируют посредством количества реакционноспособных групп, включенных в XTEN, в случае, как реак-
ционноспособной аминокислоты, так и линкера. Вдобавок предполагается, что конечный продукт можно 
сконструировать так, чтобы расположить нагрузочное вещество либо вблизи концов XTEN, что улучша-
ет взаимодействия с лигандом, либо вблизи точек разветвления для того, чтобы экранировать нагрузоч-
ное вещество и уменьшить степень взаимодействий с лигандом. 

5. Конфигурации биспецифического нагрузочного вещества на мономерном остове XTEN. 
В другом аспекте реализации в изобретении предложены конъюгаты, содержащие две различные 

молекулы нагрузочных веществ, соединенные с одним цистеин- или лизин-сконструированным остовом 
XTEN, как проиллюстрировано на фиг. 27A, что приводит к образованию двухвалентного конъюгата. В 
одном варианте реализации изобретения конъюгат с двухвалентной конфигурацией создают путем про-
ведения реакции между сконструированным XTEN, таким как те, которые приведены конкретно в табл. 
3, и первым элементом XTEN-нагрузочное вещество, содержащим линкер, подходящий для реакции с 
цистеин-сконструированным XTEN, и следующей за ней второй реакции между вторым сконструиро-
ванным XTEN и вторым элементом XTEN-нагрузочное вещество, содержащим линкер, подходящий для 
реакции с лизин-сконструированным XTEN, что приводит к образованию конечного продукта. Количе-
ство и месторасположение нагрузочных веществ регулируют посредством проектирования конструируе-
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мых XTEN, в котором решающим фактором есть расположение реакционноспособной тиоловой или 
аминогруппы. В одном варианте реализации изобретения двухвалентный конъюгат содержит одну моле-
кулу первого нагрузочного вещества и одну молекулу второго нагрузочного вещества, связанные с цис-
теин-лизин-сконструированным XTEN посредством линкеров. В другом варианте реализации изобрете-
ния двухвалентный конъюгат содержит одну, или две, или три, или четыре, или пять молекул первого 
нагрузочного вещества и одну молекулу второго нагрузочного вещества, связанных с цистеин-лизин-
сконструированным XTEN посредством линкеров. В другом варианте реализации изобретения двухва-
лентный конъюгат содержит одну, или две, или три, или четыре, или пять молекул первого нагрузочного 
вещества и одну, или две, или три, или четыре, или пять молекул второго нагрузочного вещества, свя-
занных с цистеин-лизин-сконструированным XTEN посредством линкеров. 

В другом варианте реализации изобретения двухвалентный конъюгат создают путем проведения 
реакции между цистеин- или лизин-сконструированным XTEN, таким как те, которые приведены в табл. 
3, с первым линкером, подходящим для реакции с цистеин-сконструированным XTEN, и следующей за 
ней второй реакции с линкером, подходящим для реакции с лизин-сконструированным XTEN, затем 
проводят реакцию остова XTEN-кросс-линкер и первого нагрузочного вещества с тиоловой реакционно-
способной группой, способной вступать в реакцию с первым линкером, и следующую за ней реакцию 
второго нагрузочного вещества с аминогруппой, способной вступать в реакцию со вторым кросс-
линкером, что приводит к образованию конечного продукта. 

6. Конъюгаты XTEN-кросс-линкер и XTEN-нагрузочное вещество со спейсерами и высвобождае-
мыми группами. 

В другом аспекте реализации в изобретении предложены конъюгаты XTEN-кросс-линкер и XTEN-
нагрузочное вещество с конфигурацией, предусматривающей наличие одного или более спейсеров, ин-
корпорированных в или сопряженных с XTEN, которые сконструированы для того, чтобы привнести или 
усилить функциональность или какое-либо свойство композиции, либо в качестве вспомогательных эле-
ментов при составлении или производстве композиций. Такие свойства включают, но не ограничиваются 
этим, включение последовательности, которая может протеолитически расщепляться, или лабильной 
функциональной группы для того, чтобы сделать возможным высвобождение нагрузочного вещества, 
либо спейсер можно вносить между последовательностью XTEN и компонентом нагрузочного вещества, 
чтобы уменьшить стерическое несоответствие так, что компонент нагрузочного вещества сможет необ-
ходимым образом взаимодействовать со своим целевым лигандом. 

В одном варианте реализации в линкеры конъюгатов, являющихся объектами изобретения, инкор-
порирован один или более спейсеров. Информацию по спейсерам и способам выявления необходимых 
спейсеров см., например, в George, et al. (2003) Protein Engineering 15:871-879, отдельно включенную в 
данный текст посредством ссылки. В одном варианте реализации изобретения спейсер содержит одну 
или более пептидных последовательностей, длина которых составляет между 1-50 аминокислотными 
остатками, или около 1-25 аминокислотных остатков, или около 1-10 аминокислотных остатков. Спей-
серные последовательности, за исключением сайтов расщепления, могут содержать любые из 20 природ-
ных L-аминокислот, и предпочтительно будут обладать XTEN-подобными свойствами, поскольку боль-
шинство остатков будут гидрофильными аминокислотами, которые являются стерически незатруднен-
ными. Спейсер может представлять собой полиглицин или полиаланин или являться комбинацией пре-
имущественно из остатков глицина, серина и аланина. В одном варианте реализации изобретения спей-
серная последовательность является последовательностью из табл. 15. В другом варианте реализации 
изобретения спейсерная последовательность является GPEGPS. Вдобавок спейсерные последовательно-
сти сконструированы так, чтобы избежать внесения эпитопов T-клеток, что может быть частично дос-
тигнуто путем недопущения наличия или ограничения количества гидрофобных аминокислот в составе 
спейсера; определение эпитопов описано выше и в примерах. 

В одном варианте реализации изобретения спейсер содержит отделяемую группу, которая делает 
возможным высвобождение нагрузочного вещества из конъюгата. В другом варианте реализации изобре-
тения кросс-линкер содержит отделяемую группу, которая делает возможным высвобождение нагрузоч-
ного вещества из конъюгата. Отделяемая группа может быть любой лабильной группой, обеспечиваю-
щей наличие подобного отделяемого дополнения. В одном варианте реализации изобретения отделяемая 
группа является химически расщепляемым соединением или лабильным химическим соединением. 
Обычно подобные соединения можно расщепить при помощи способов, которые хорошо известны спе-
циалистам в данной области, например, обработки кислотой, основанием, окислением, восстановлением, 
перемещением или удалением. В конкретном варианте реализации изобретения химически расщепляе-
мое соединение содержит модифицированное основание, модифицированный сахар, дисульфидную 
связь, химически расщепляемую группу, внесенную в кросс-линкер или спейсер. Некоторые примеры 
таких соединений описаны в заявке согласно PCT WO 96/37630 и патенте США № 7132519, включенным 
в данный текст посредством ссылки. Отделяемые группы, которые входят в объем изобретения, включа-
ют группы или соединения, расщепляемые ферментами. Ферментативно-расщепляемые отделяемые 
группы включают фосфодиэфирные или амидные соединения, а также участки распознавания рестрик-
ционной эндонуклеазы. В одном варианте реализации в изобретении предложены композиции, содержа-
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щие одно или более нагрузочных веществ, в которых отщепляемый валин-цитруллиновый линкер раз-
мещен между нагрузочным веществом и XTEN, делая возможным отщепление катепсином, когда компо-
зиция интернализована внутриклеточно; например внутри опухолевой клетки. В другом варианте реали-
зации изобретения отделяемые группы расщепляются нуклеазами. Эти нуклеазы, как правило, являются 
экзонуклеазами или рестрикционными эндонуклеазами. Типичные экзонуклеазы включают экзонуклеа-
зы, специфические как к двухцепочечным, так и одноцепочечным полинуклеиновым кислотам. Вдоба-
вок, рестрикционные эндонуклеазы, применяемые в отдельных вариантах реализации, включают рест-
рикционные эндонуклетазы типа IIS и типа II. В других вариантах реализации изобретения отделяемая 
группа может представлять собой последовательность, которая расщепляется протеазой, при этом после-
довательность выбрана из последовательностей, приведенных в табл. 9. Типичные протеазы, воздейст-
вующие на последовательности, подходящие для включения в композиции данного изобретения, вклю-
чают эндопротеиназы, включая протеиназы из табл. 9. 

7. Библиотеки конфигураций XTEN-нагрузочное вещество. 
В другом аспекте реализации в изобретении предложены библиотеки предшественников XTEN-

нагрузочное вещество, способы создания таких библиотек и способы комбинирования предшественни-
ков из библиотек в комбинаторных подходах, как проиллюстрировано на фиг. 34-35, для получения оп-
тимальных комбинаций, а также оптимального соотношения нагрузочных веществ. В одном варианте 
реализации в изобретении предложена библиотека оригинальных XTEN, каждый из которых связан с 1, 
или 2, или 3, или 4, или 5, или 6, или 7, или 8, или 9, или 10, или более молекулами заданного нагрузоч-
ного вещества, включая те, что описаны в данном тексте, для создания библиотеки предшественников 
XTEN-нагрузочное вещество. В данном способе группы предшественников XTEN-нагрузочное вещест-
во, которые необходимо соединить, дополнительно присоединены к линкеру, а затем последовательно 
смешаны и подвергнуты реакции с другими предшественниками XTEN-нагрузочное вещество, способ-
ными вступать в реакцию с линкером в условиях, которые стимулируют конъюгацию, что приводит к 
созданию библиотеки различных пермутаций и соотношений нагрузочных веществ, присоединенных к 
XTEN. Далее в ходе in vitro или in vivo анализа проводится скрининг таких библиотек для оценки пара-
метров при данных клинических показаниях (например, рак, нарушение обмена веществ, диабет) для 
того, чтобы определить те композиции, которые обеспечивают оптимальный ответ. В одном примере 
варианта реализации одна из категорий предшественников нагрузочных веществ включает различные 
нацеленные модули, такие как пептиды (например, нацеленные компоненты из табл. 17) с аффинностью 
связывания с опухоль-ассоциированным антигеном из табл. 20, а вторая категория предшественников 
представляет собой одно или более лекарственных веществ, таких как цитотоксические лекарственные 
вещества или лекарственные вещества, выбранные из табл. 19. Каждая категория предшественников, 
предназначенных для соединения, дополнительно присоединена к линкеру и, как проиллюстрировано на 
фиг. 36, последовательно смешана и подвергнута реакции с другими предшественниками XTEN-
нагрузочное вещество, способными вступать в реакцию с линкером в условиях, которые стимулируют 
конъюгацию, что приводит к созданию библиотеки различных нацеленных компонентов и пермутаций 
лекарственных веществ в различных соотношениях друг с другом. Конъюгаты XTEN-нагрузочное веще-
ство сконструированы так, чтобы делать возможными фиксированные соотношения между одним нагру-
зочным веществом и другим; например 1:1, или 1:1.5, или 1:2, или 1:3, или 2:3, или 1:4, или 1:5 или 1:9 в 
случае двух различных нагрузочных веществ. Аналогичные диапазоны соотношений можно применять 
для библиотеки конъюгатов, содержащих 3, 4, 5 или более нагрузочных веществ. 

В других вариантах реализации изобретения библиотеки составляют, используя три или более на-
грузочных веществ, которые, как известно, оказывают положительный эффект в лечении общего заболе-
вания. В одном варианте реализации изобретения библиотека содержит нагрузочные вещества, присое-
диненные к XTEN, при этом каждое нагрузочное вещество является лекарственным веществом или био-
логически эффективно для облегчения симптомов общего заболевания. В другом варианте реализации 
изобретения библиотека содержит нагрузочные вещества, присоединенные к XTEN, при этом каждое 
лекарственное вещество или биологическое вещество является эффективным для лечения различных 
симптомов общего заболевания. В другом варианте реализации изобретения библиотека содержит нагру-
зочные вещества, присоединенные к XTEN, при этом каждое лекарственное вещество или биологическое 
вещество опосредует их терапевтический эффект через общие биологические реакции. В вышеприведен-
ных вариантах реализации библиотек общее заболевание выбрано из рака, заместительной терапии рака, 
кардиоваскулярных заболеваний, заболеваний центральной нервной системы, эндокринных заболеваний, 
заболеваний желудочно-кишечного тракта, урогенитальных заболеваний, гематологических заболеваний, 
ВИЧ-инфекции, заболеваний гормональной системы, воспалений, аутоиммунных заболеваний, инфекци-
онных заболеваний, нарушений обмена веществ, скелетно-мышечных нарушений, нефрологических на-
рушений, офтальмологических заболеваний, боли и респираторных заболеваний. С большей долей опре-
деленности, заболевание, для которого были созданы библиотеки с нагрузочными веществами, которые, 
как известно, обладают положительным эффектом, выбрано из табл. 16. Нагрузочные вещества, подхо-
дящие для применения в лечении или предотвращении таких заболеваний, включают те, которые описа-
ны в данном тексте (например, нагрузочные вещества из табл. 11, 12, 18 и 21), либо их можно найти в 



037979 

- 182 - 

общедоступных базах данных, либо в других источниках, известных специалистам в данной области. 
Таблица 16 

Заболевания, для которых определены нагрузочные вещества 

 
В одном варианте реализации изобретения, как проиллюстрировано на фиг. 37, биспецифический 

конъюгат содержит модуль лекарственного вещества, соединенный с XTEN посредством отщепляемого 
или лабильного линкера, при этом линкер может отщепляться либо диссоциировать после введения па-
циенту, включая случай внутриклеточной интернализации в клетке-мишени для нацеленных модулей. В 
другом варианте реализации изобретения лекарственное вещество соединено с XTEN посредством неот-
щепляемого линкера, но при этом конъюгат остается восприимчивым к разложению. При интернализа-
ции XTEN расщепляется протеазами, а лекарственное вещество, связанное с его линкером, высвобожда-
ется, что приводит к цитотоксичности. 

В одном примере реализации нацеленный модуль является лютеинизирующим релизинг-гормоном 
(также называемым LHRH, GnRH и гонадотропин-рилизинг гормоном), лекарственное вещество являет-
ся доксорубицином, при этом соотношение между LHRH и доксорубицином составляет 1:1, или 1:1.5, 
или 1:2, или 1:3, или 1:9, или 2:3, или 3:1, или 3:2, или 2:1 или 1.5:1. Конъюгат можно создать, начиная с 
предшественников XTEN. Один предшественник XTEN может нести 1, 2 или более молекул лекарствен-
ного вещества и реакционноспособный кросс-линкер, или реактант клик-химии, или реакционноспособ-
ную аминокислоту. Второй предшественник XTEN несет 1, 2 или более доменов LHRH для нацеливания 
и реакционноспособный кросс-линкер, или реактант клик-химии, или реакционноспособную аминокис-
лоту. Оба сегмента-предшественника затем соединяют посредством реакции между реакционноспособ-
ными группами соответствующего XTEN. В одном примере реализации реакционно-способная группа 
является азидом, который соединен посредством кросс-линкера с N-концом первого сегмента XTEN; а 
реакционноспособная группа второго XTEN является алкином, который соединен посредством кросс-
линкера с N-концом второго сегмента XTEN. В другом варианте реализации конъюгата LHRH-XTEN-
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лекарственное вещество лекарственное вещество является майтанзином. В другом варианте реализации 
конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное вещество лекарственное вещество является ауристатином. 

8. Конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество, присоединенные к нацеленным компонентам. 
В другом аспекте реализации в изобретении предложены конъюгационные композиции, содержа-

щие одну или более композиций XTEN-нагрузочное вещество, присоединенных к нацеленным компо-
нентам. Данные нацеленные композиции находят применение в лечении различных болезненных состоя-
ний, для которых необходима избирательная доставка терапевтического средства или токсического на-
грузочного вещества в клетку, ткань или орган. В изобретении предусматривается вариабельность наце-
ленных компонентов для применения в данных композициях, включая антитела, фрагменты антител и 
миметики антител, включая, но не ограничиваясь этим, те, которые приведены в табл. 17, а также пепти-
ды и низкомолекулярные вещества, способные связывать лиганды или рецепторы, связанные с заболева-
нием или метаболическими либо физиологическими нарушениями. В одном варианте реализации в изо-
бретении предложен конъюгат, содержащий по меньшей мере один нацеленный компонент из табл. 17, 
18 или 21, соединенный по меньшей мере с одним XTEN. В другом варианте реализации в изобретении 
предложен конъюгат, содержащий по меньшей мере один нацеленный компонент из табл. 17, 18 или 21, 
соединенный с каждым из по меньшей мере двух, или трех, или четырех XTEN. В другом варианте реа-
лизации в изобретении предложен конъюгат, содержащий по меньшей мере один нацеленный компонент 
из табл. 17, 18 или 21, соединенный с по меньшей мере одним XTEN, и по меньшей мере одно лекарст-
венное вещество или биологическое нагрузочное вещество, выбранные из группы, состоящей из нагру-
зочных веществ, приведенных в табл. 11, 12, 18 или 21, соединенное по меньшей мере с одним XTEN. В 
одном варианте реализации в изобретении предложены конъюгационные композиции нацеленный ком-
понент-XTEN-лекарственное вещество, в которых осуществляется избирательная доставка к лиганду или 
рецептору клетки-мишени композиции, которая затем может быть интернализированной клеткой, как 
проиллюстрировано на фиг. 37, что приводит к фармакологическому эффекту, известному в данной об-
ласти для лекарственных компонентов. Как проиллюстрировано на фиг. 21-24 и 28-32, такие конъюгаци-
онные композиции могут иметь разные валентности и содержать одну, две, три или четыре или более 
молекул XTEN-нагрузочное вещество, соединенных с одним или более нацеленным антителом или наце-
ленным компонентом. В случае, когда нацеленными компонентами являются антитела, в одном варианте 
реализации изобретения конъюгат XTEN-нагрузочное вещество соединен посредством кросс-линкера с 
цистеином в шарнирном участке антитела. В другом варианте реализации изобретения конъюгат XTEN-
нагрузочное вещество соединен дисульфидным мостиком с цистеином в шарнирном участке антитела. 
Соответственно, конъюгат антитело-XTEN-нагрузочное вещество может содержать 1, 2, 3 или 4 либо 
более сегментов XTEN-нагрузочное вещество, присоединенных к антителу, фрагменту антитела или ми-
метику. В другом варианте реализации изобретения XTEN присоединен снаружи шарнирного участка, 
что включает внесение цистеина в антитело для контроля за участками конъюгации, или посредством 
конъюгации с имеющимися боковыми цепями лизина. Присоединение XTEN-нагрузочное вещество для 
того, чтобы создавать конъюгаты с антителами, имеет много преимуществ: a) XTEN-нагрузочное веще-
ство служит в качестве отщепляемого линкера, b) он обеспечивает растворимость, c) он дает возмож-
ность установить соотношение нагрузочного лекарственного вещества с IgG, и d) он может быть предва-
рительно конъюгирован с лекарственным веществом, чтобы упростить производство.  

Таблица 17 
Нацеленные компоненты: фрагменты антител, каркасы и миметики 

 



037979 

- 184 - 

 
В некоторых вариантах реализации в изобретении предложены конъюгаты, содержащие нацелен-

ный компонент в качестве одного из нагрузочных веществ и токсин в качестве второго нагрузочного ве-
щества с одной или более копиями каждого типа нагрузочного вещества, соединенными с XTEN, при-
надлежащим композиции. В одной из вариаций вышесказанного конъюгат в некоторых случаях может 
содержать токсин, соединенный с XTEN посредством лабильного или отщепляемого линкера так, что 
после доставки или интернализации внутри мишени токсин высвобождается. В другой вариации выше-
сказанного нацеленный компонент является антителом или фрагментом антитела с одной, двумя, тремя 
или четырьмя композициями XTEN-нагрузочное вещество, соединенными посредством линкеров с анти-
телом (например, соединенными с цистеином в шарнирном участке, как проиллюстрировано на фиг. 28-
29), что обеспечивает создание конъюгатов для применения в нацеленной терапии клинических показа-
ний, таких как, без ограничений, различные виды лечения опухолей и других раков, в которых антитело 
обеспечивает наличие нацеленного компонента, а XTEN-нагрузочное вещество обеспечивает необходи-
мую активность (например, цитотоксичность в опухолевой клетке). Следовательно, конъюгаты, являю-
щиеся объектами данного изобретения, представляют собой иммуноконъюгаты. Нацеленные конъюгаты 
можно сконструировать так, чтобы они содержали нацеленные компоненты, полученные из антител или 
миметиков антител, либо являлись пептидами или низкомолекулярными веществами, которые связывают 
лиганды, связанные с заболеваниями клеток или органов. Неограничивающие примеры категорий фраг-
ментов антител, каркасов и миметиков приведены в табл. 17. Неограничивающие примеры специфиче-
ских нацеленных компонентов, мишеней, на которые они нацелены, и токсинов, которые можно исполь-
зовать в качестве нагрузочных веществ в конъюгатах согласно изобретению, приведены в табл. 18. От-
дельно предусматривается, что нацеленные конъюгационные композиции настоящего изобретения 
включают композиции любого заданного нацеленного компонента, который можно использовать в ком-
бинации с одним или более из токсинов из табл. 18 или нагрузочными веществами, приведенными в 
табл. 11 или 12. Дополнительно предусматривается, что конъюгат XTEN-нагрузочное вещество может 
содержать два или более нацеленных компонентов, которые могут быть одинаковыми либо разными. 
Предусматривается, что подобные конъюгаты можно применять в лечении болезненных состояний, та-
ких как, без ограничений, те, которые приведены в табл. 15. 
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Таблица 18 
Примеры нацеленных компонентов, нагрузочных токсинов и мишеней,  

на которые могут быть нацелены конъюгационные композиции 
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В конкретном варианте реализации в изобретении предложены конъюгаты XTEN-нагрузочное ве-

щество, содержащие один или более нацеленных LHRH-компонентов, выбранных из табл. 19, и один или 
более лекарственных компонентов, выбранных из табл. 11. В вышеприведенных вариантах реализации 
LHRH может быть соединен с сегментом XTEN, который, в свою очередь, соединен с одним или более 
сегментами XTEN, к которым присоединены лекарственные компоненты. В альтернативном варианте 
LHRH и лекарственный компонент могут быть присоединены к мономерному XTEN. В некоторых слу-
чаях лекарственные компоненты могут быть дополнительно присоединены к XTEN посредством лабиль-
ных или отщепляемых линкеров, которые обеспечивают возможность высвобождения лекарственного 
вещества из конъюгата после введения пациенту.  

Таблица 19 
Примеры LHRH 

 

 
Дополнительные предусмотренные мишени, на которые могут быть нацелены конъюгаты XTEN-

нагрузочное вещество, включают опухолеассоциированные антигены, перечисленные в табл. 20. В од-
ном варианте реализации в изобретении предложены конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество, содержа-
щие один или более нацеленных компонентов, способных связываться с одной или более мишенями из 
табл. 20.  
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Таблица 20 
Мишени - опухолеассоциированные антигены 
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В конкретных вариантах реализации в изобретении предложены конъюгаты XTEN-нагрузочное ве-

щество, содержащие один, два или более нацеленных компонентов и один, два или более лекарственных 
компонентов, соединенных с XTEN. Неограничивающие варианты реализации отдельных конъюгацион-
ных композиций приведены в табл. 21, в которой композиция из колонки 2 содержит определенные ком-
поненты из i) последовательностей XTEN из табл. 3, приведенных в таблице в колонке XTEN; ii) наце-
ленных нагрузочных компонентов, приведенных в таблице в колонке Нацеленный компонент, которые 
обеспечивают композиции способность нацеливания (при этом указано количество компонентов; напри-
мер 1x или 3x); и iii) лекарственного фармакофора, приведенного в таблице в колонке Лекарственный 
компонент (при этом указано количество молекул лекарственного вещества, соединенных с XTEN; на-
пример 3x или 9x). Специалисту в данной области понятно, что изобретение предусматривает существо-
вание других комбинаций описанных компонентов, а также различных количеств и соотношений соот-
ветствующих определенных компонентов, а также различных последовательностей XTEN, к которым 
присоединены нагрузочные вещества. Например, в изобретении предусматривается, что количество ле-
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карственных компонентов, присоединенных к заданному XTEN, может составлять 1, или 2, или 3, или 4, 
или 5, или 6, или 7, или 8, или 9, или 10 или более, и что XTEN может содержать, например, соответст-
вующее количество остатков цистеина или лизина, к которым могут быть присоединены лекарственные 
компоненты. Вдобавок, в изобретении предусматривается, что количество нацеленных компонентов, 
присоединенных к конъюгату, может составлять 1, или 2, или 3 или более, и они будут аналогично со-
единены с XTEN с N-концевой аминогруппой или соответствующим количеством остатков цистеина или 
лизина.  

Таблица 21 
Примеры конъюгатов 
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* 1x, 3x, 9x обозначает количество указанных компонентов, соединенных с XTEN, 
** обозначает последовательность XTEN из табл. 3; например Seg 174, 
*** монометил ауристатин E, 
**** монометил ауристатин F. 
 

V). Фармацевтические композиции. 
В настоящем изобретении предложены фармацевтические композиции, содержащие конъюгаты 

XTEN-нагрузочное вещество, являющиеся предметом изобретения. В одном варианте реализации изо-
бретения фармацевтическая композиция содержит конъюгат, выбранный из группы, состоящей из конъ-
югатов, приведенных в табл. 21, и по меньшей мере один фармацевтически приемлемый носитель. В од-
ном варианте реализации изобретения фармацевтическая композиция содержит конъюгат, содержащий, 
по меньшей мере, первую последовательность XTEN, имеющую по меньшей мере около 80%, или по 
меньшей мере около 90%, или по меньшей мере около 91%, или по меньшей мере около 92%, или по 
меньшей мере около 93%, или по меньшей мере около 94%, или по меньшей мере около 95%, или по 
меньшей мере около 96%, или по меньшей мере около 97%, или по меньшей мере около 98%, или по 
меньшей мере около 99%, или имеющую 100% идентичности с последовательностью, выбранной из 
группы последовательностей, приведенных в табл. 2 и 3, при этом последовательности XTEN данной 
композиции являются в основном гомогенными по длине, XTEN соединен, по меньшей мере, с первым 
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нагрузочным веществом, выбранным из группы нагрузочных веществ, приведенных в табл. 11, 12, 18, 19 
и 21, а композиция дополнительно содержит по меньшей мере один фармацевтически приемлемый носи-
тель. В одном варианте реализации в изобретении предложена фармацевтическая композиция, содержа-
щая конъюгат XTEN-нагрузочное вещество из любого описанного в данном тексте варианта реализации 
и по меньшей мере один фармацевтически приемлемый носитель. 

В изобретении предложен способ получения фармацевтической композиции, включающий этап со-
единения конъюгационной композиции, соответствующей вариантам реализации изобретения, по мень-
шей мере с одним фармацевтически приемлемым носителем в фармацевтически приемлемый состав. 
Конъюгаты XTEN-нагрузочное вещество, являющиеся объектами настоящего изобретения, можно полу-
чить согласно известным способам получения фармацевтически используемых композиций, при этом 
конъюгат XTEN-нагрузочное вещество смешан с фармацевтически приемлемым носителем, таким как 
водные растворы или буферы, фармацевтически приемлемые суспензии и эмульсии. Примеры неводных 
растворителей включают пропилэтиленгликоль, полиэтиленгликоль и растительные масла. Фармацевти-
ческие составы готовят для хранения путем смешивания активного ингредиента, имеющего необходи-
мую степень очистки, с физиологически приемлемыми носителями, вспомогательными веществами и 
стабилизаторами, как описано в Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980), в 
форме лиофилизированных препаратов или водных растворов. Фармацевтические композиции можно 
вводить любыми подходящими средствами или способами, в том числе подкожно, подкожно при помо-
щи инфузионного насоса, внутримышечно и внутривенно. Очевидно, что предпочтительный способ бу-
дет зависеть от заболевания и возраста пациента, а также от сложности состояния, лечение которого про-
водится. Осмотические насосы можно использовать в качестве средств медленного высвобождения в 
форме таблеток, пилюль, капсул или имплантируемых устройств. Также в качестве средств медленного 
высвобождения можно использовать шприцевые насосы. Подобные устройства описаны в патентах 
США №№ 4976696; 4933185; 5017378; 6309370; 6254573; 4435173; 4398908; 6572585; 5298022; 5176502; 
5492534; 5318540 и 4988337, содержание которых включено в данный текст посредством ссылки. Спе-
циалист в данной области, приняв во внимание содержание данного изобретения и содержание указан-
ных патентов, может изготовить шприцевой насос для пролонгированного высвобождения композиций, 
являющихся объектами настоящего изобретения. В другом варианте реализации в изобретении предло-
жен конъюгат XTEN-нагрузочное вещество из любого описанного в данном тексте варианта реализации 
для применения в получении медикаментов, пригодных для лечения болезненных состояний, включая, 
но не ограничиваясь этим, заболевания, приведенные в табл. 16. 

VI). Способы лечения. 
В изобретении предложен способ лечения заболевания у пациента, включающий введение эффек-

тивного количества конъюгата XTEN-нагрузочное вещество из любого из вышеприведенных вариантов 
реализации нуждающемуся в этом пациенту. В одном варианте реализации изобретения XTEN-
нагрузочное вещество содержит один тип нагрузочного вещества, выбранного из табл. 11, 12, 18, 19 и 21. 
В другом варианте реализации изобретения XTEN-нагрузочное вещество содержит два типа нагрузоч-
ных веществ, выбранных из табл. 11, 12, 18, 19 и 21. В другом варианте реализации изобретения XTEN-
нагрузочное вещество содержит два типа нагрузочных веществ, при этом одно нагрузочное вещество 
выбрано из табл. 11, 12 и 18, а второе нагрузочное вещество является нацеленным компонентом с аф-
финностью связывания к мишени из табл. 20 или является нацеленным компонентом из любой из табл. 
18, 19 или 21. В другом варианте реализации изобретения XTEN-нагрузочное вещество содержит более 
чем три типа нагрузочных веществ, выбранных из табл. 11, 12, 18, 19 и 21. В данном способе для нагру-
зочного вещества конъюгата известно, что оно оказывает положительный эффект или обладает аффин-
ностью к мишени, связанной с заболеванием, при введении пациенту с определенным заболеванием или 
болезненным состоянием. В одном варианте реализации изобретения нагрузочное вещество(а) компози-
ции опосредует ее терапевтический эффект через общие биологические реакции. В вышеприведенных 
вариантах реализации, которые описаны в этом параграфе, данный способ применим для облегчения или 
предотвращения заболевания, выбранного из рака, заместительной терапии рака, кардиоваскулярных 
заболеваний, заболеваний центральной нервной системы, эндокринных заболеваний, заболеваний желу-
дочно-кишечного тракта, урогенитальных заболеваний, гематологических заболеваний, ВИЧ-инфекции, 
заболеваний гормональной системы, воспалений, аутоиммунных заболеваний, инфекционных заболева-
ний, нарушений обмена веществ, скелетно-мышечных нарушений, нефрологических нарушений, оф-
тальмологических заболеваний, боли и респираторных заболеваний. С большей долей определенности 
заболевание выбрано из табл. 16. 

В некоторых вариантах реализации способа лечения конъюгационную композицию можно вводить 
подкожно, внутримышечно или внутривенно. В одном варианте реализации изобретения композицию 
вводят в терапевтически эффективном количестве. В одном варианте реализации изобретения введение 
двух или более последовательных доз терапевтически эффективного количества препарата приводит к 
выигрышу во времени, проведенном в пределах терапевтического окна для данной композиции, по срав-
нению с нагрузочным веществом, не соединенным с XTEN и вводимым пациенту в сравнимых дозах. 
Выигрыш во времени, проведенном в пределах терапевтического окна, может, по меньшей мере, трех-
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кратно превышать время для немодифицированного нагрузочного вещества, или, в альтернативном ва-
рианте, быть по меньшей мере в четыре раза, или в пять раз, или в шесть раз, или в семь раз, или в во-
семь раз, или в девять раз, или по меньшей мере в 10 раз, или по меньшей мере в 20 раз, или по меньшей 
мере в около 30 раз, или по меньшей мере около 50 раз, или по меньшей мере около 100 раз большим, 
чем для нагрузочного вещества, не соединенного с XTEN. 

В одном варианте реализации способа лечения нуждающемуся в этом пациенту вводят меньшее ко-
личество (в моль/кг) конъюгата или фармацевтической композиции, содержащей конъюгат, которое яв-
ляется приблизительно в два раза меньшим, или в три раза меньшим, или приблизительно в четыре раза 
меньшим, или приблизительно в пять раз меньшим, или приблизительно в шесть раз меньшим, или при-
близительно в восемь раз меньшим, или приблизительно в 10 раз меньшим или еще более меньшим по 
сравнению с соответствующим нагрузочным веществом(ами), не соединенным с XTEN, в режиме дози-
рования, необходимом для поддержания терапевтического эффекта, и конъюгат при этом характеризует-
ся площадью под кривой, сравнимой с соответствующим количеством (в моль/кг) нагрузочного вещест-
ва(в), не соединенного с XTEN, необходимого для поддержания терапевтического эффекта. В другом 
варианте реализации изобретения для конъюгата или фармацевтической композиции, содержащей конъ-
югат, требуется менее частое введение в ходе стандартного лечения пациента, при этом дозу конъюгата 
или фармацевтической композиции вводят пациенту приблизительно каждые четыре дня, приблизитель-
но каждые семь дней, приблизительно каждые 10 дней, приблизительно каждые 14 дней, приблизительно 
каждые 21 день или приблизительно раз в месяц, а конъюгат при этом характеризуется площадью под 
кривой, сравнимой с соответствующим нагрузочным веществом(ами), не соединенным с XTEN и вводи-
мым пациенту. В других вариантах реализации изобретения пациенту вводят количество конъюгата, в 
совокупности составляющее приблизительно на 5%, или приблизительно на 10%, или приблизительно на 
20%, или приблизительно на 40%, или приблизительно на 50%, или приблизительно на 60%, или прибли-
зительно на 70%, или приблизительно на 80%, или приблизительно на 90% меньше (в моль/кг) по срав-
нению с соответствующим количеством нагрузочного вещества(в), не соединенного с XTEN, в режиме 
дозирования, необходимом для поддержания эффективной концентрации в крови, при этом конъюгат 
характеризуется площадью под кривой, по меньшей мере, сравнимой с соответствующим нагрузочным 
веществом(ами), не соединенным с XTEN. В совокупности меньшее количество является мерой, прихо-
дящейся на период, составляющий по меньшей мере около одной недели, или около 14 дней, или около 
21 дня, или около месяца. В некоторых вариантах реализации способа терапевтический эффект является 
определяемым параметром, клиническим симптомом или конечным результатом, который, как известно 
в данной области, связан с первопричиной заболевания пациента, которому следует провести лечение 
или профилактику. 

В одном варианте реализации в изобретении предложен способ лечения раковой клетки in vitro, 
включающий введение в культуру раковых клеток композиции, содержащей эффективное количество 
композиции XTEN-нагрузочное вещество, в которой первое нагрузочное вещество является нацеленным 
компонентом, а второе нагрузочное вещество является токсином из табл. 21. В другом варианте реализа-
ции в изобретении предложен способ лечения рака у пациента, включающий введение пациенту фарма-
цевтической композиции, содержащей эффективное количество композиции XTEN-нагрузочное вещест-
во, в которой первое нагрузочное вещество является нацеленным компонентом, а второе нагрузочное 
вещество является токсином из табл. 21. В одном варианте реализации данного способа фармацевтиче-
ская композиция содержит композицию, имеющую структуру, приведенную на фиг. 117. В другом вари-
анте реализации данного способа рак выбран из группы, состоящей из немелкоклеточного рака легких 
или мезотелиомы, рака яичников, устойчивого к лечению препаратами платины, рака эндометрия, адено-
карциномы легких и трудно поддающихся лечению опухолей на поздних стадиях. В другом варианте 
реализации данного способа введение препарата приводит по меньшей мере к 10%, или 20%, или 30%, 
или 40%, или 50%, или 60%, или 70%, или 80%, или 90% улучшению по меньшей мере одного, двух или 
трех параметров, связанных с раком, по сравнению с пациентом, для которого не проводили лечение, при 
этом параметры выбраны из группы, состоящей из уровня ответа, определяемого по критериям оценки 
ответа при солидных опухолях (RECIST), времени до прогрессирования рака (рецидива), обнаружения 
местного рецидива, обнаружения регионарного метастаза, обнаружения отдаленного метастаза, появле-
ния симптомов, госпитализации, увеличения необходимости в обезболивающих средствах, необходимо-
сти в резервной химиотерапии, необходимости в хирургическом вмешательстве по жизненным показа-
ниям, необходимости в резервной радиотерапии, времени до констатации отсутствия эффекта терапии и 
увеличения времени жизни. 

В другом аспекте реализации в изобретении предложена схема лечения пациента с заболеванием, 
при этом указанная схема включает применение композиции, содержащей конъюгат из любого из опи-
санных в данном тексте вариантов реализации. В одном варианте реализации данная схема дополнитель-
но включает этап определения количества фармацевтической композиции, содержащей CFXTEN, кото-
рое необходимо для достижения терапевтического эффекта у пациента. 

В изобретении предложены конъюгаты, включенные в схему лечения пациентов с заболеванием, 
включающую введение фармацевтической композиции, содержащей конъюгат из любого из описанных в 
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данном тексте вариантов реализации, в количестве двух или более последовательных доз, вводимых в 
эффективном количестве, при этом введение приводит к улучшению по меньшей мере одного параметра, 
связанного с заболеванием.  

VII). Наборы для конъюгации. 
В другом аспекте реализации в изобретении предложен набор, который облегчает применение 

конъюгационных композиций XTEN-кросс-линкер. В одном варианте реализации изобретения данный 
набор содержит XTEN-кросс-линкер в составе препарата, контейнер и этикетку на контейнере или име-
ющую отношение к контейнеру. В вышеприведенном варианте реализации XTEN-кросс-линкер может 
принадлежать любому из описанных в данном тексте вариантов реализации. XTEN-кросс-линкер нахо-
дится в контейнере в определенной концентрации в буфере, подходящем для применения в реакции 
конъюгации для соединения с нагрузочным веществом. 

VIII). Фармацевтические наборы. 
В другом аспекте реализации в изобретении предложен набор, который облегчает применение 

конъюгационных композиций. Данный набор содержит предлагаемую в данном изобретении фармацев-
тическую композицию, контейнер и этикетку или вкладыш на контейнере или имеющие отношение к 
контейнеру. Подходящие контейнеры включают, например, бутылки, флаконы, шприцы и т.д., изготов-
ленные из разнообразных материалов, таких как стекло или пластик. Контейнер содержит фармацевти-
ческую композицию в виде препарата, который является эффективным для лечения пациента, и может 
иметь стерильное входное отверстие (например, контейнер может представлять собой пакет или флакон 
для внутривенного раствора, содержащий пробку, прокалываемую иглой для подкожной инъекции). На 
вкладыше могут быть перечислены утвержденные показания для лекарственного вещества, инструкции 
по растворению и/или введению лекарственного вещества для применения в рамках утвержденных пока-
заний, соответствующие дозировки и информация по безопасности, а также информация, указывающая 
номер партии и срок годности лекарственного вещества. В другом варианте реализации вышесказанного 
набор может содержать второй контейнер, в котором находится подходящий растворитель для фарма-
цевтической композиции, применение которого обеспечит соответствующую концентрацию препарата 
для введения пациенту. В другом варианте реализации набор содержит, по меньшей мере, в первом кон-
тейнере лекарственное вещество конъюгационной композиции в количестве, достаточном для введения 
при лечении пациента с заболеванием; некоторое количество фармацевтически приемлемого носителя; 
второй контейнер, в котором может находиться подходящий растворитель для указанной композиции, 
который обеспечит соответствующую концентрацию фармацевтической композиции для введения паци-
енту; вместе с этикеткой, на которой указаны название лекарственного вещества, а также условия хране-
ния и обращения с ним, и/или листок с утвержденными показаниями для лекарственного вещества и ин-
струкциями по растворению и/или введению лекарственного вещества для применения в рамках утвер-
жденных показаний, соответствующими дозировками и информацией по безопасности, а также инфор-
мацией, указывающей номер партии и срок годности лекарственного вещества. 

IX). Нуклеотидные последовательности, являющиеся объектами данного изобретения. 
В настоящем изобретении предложены выделенные полинуклеиновые кислоты, кодирующие поли-

пептидные компоненты конъюгатов, и последовательности, комплементарные к молекулам полинуклеи-
новых кислот, кодирующие полипептидные компоненты конъюгатов. В некоторых вариантах реализации 
в изобретении предложены полинуклеиновые кислоты, кодирующие XTEN из любого описанного в дан-
ном тексте варианта реализации конъюгатов, либо комплементы полинуклеиновых кислот. В одном ва-
рианте реализации изобретения полинуклеиновые кислоты кодируют XTEN, выбранный из группы, со-
стоящей их XTEN, приведенных в табл. 2 и 3, либо комплементы полинуклеиновых кислот. В других 
вариантах реализации в изобретении предложены полинуклеиновые кислоты, кодирующие XTEN, со-
единенные с последовательностями расщепления, аффинными маркерами и белками вспомогательных 
последовательностей из любых описанных в данном тексте вариантов реализации, либо комплементы 
полинуклеиновых кислот. В одном варианте реализации изобретения полинуклеиновые кислоты коди-
руют нагрузочный белок, выбранный из группы, состоящей из нагрузочных белков, приведенных в табл. 
7, 18, 19 и 21, либо комплементы полинуклеиновых кислот. 

В одном варианте реализации изобретение включает в себя способы получения полинуклеиновых 
кислот, кодирующих XTEN и XTEN, соединенные с расщепляемыми последовательностями, аффинными 
маркерами и белками вспомогательных последовательностей, или последовательности, комплементар-
ные полинуклеиновым кислотам, включая их гомологичные варианты. В общем случае и как проиллюст-
рировано на фиг. 38 и 39, способы получения полинуклеиновых кислот, кодирующих XTEN и экспрес-
сирующих конечный генный продукт, включают сборку нуклеотидов, кодирующих XTEN, лигирование 
компонентов в рамку, инкорпорацию кодирующего гена в экспрессионный вектор, подходящий для 
клетки-хозяина, трансформацию клетки-хозяина при помощи экспрессионного вектора и культивирова-
ние клетки-хозяина в условиях, которые стимулируют или способствуют экспрессии XTEN в трансфор-
мированной клетке-хозяине, что дает возможность получить полипептид XTEN, который выделяют опи-
санными в данном тексте методами или стандартными методами очистки белка, известными в данной 
области. Для получения полинуклеотидов и экспрессионных векторов, являющихся объектами настоя-
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щего изобретения, применяют стандартные рекомбинантные технологии молекулярной биологии. 
В соответствии с изобретением нуклеотидные последовательности, которые кодируют XTEN и 

XTEN, соединенные с последовательностями расщепления, аффинными маркерами и белками вспомога-
тельных последовательностей (либо их комплементы), применяют для создания рекомбинантных моле-
кул ДНК, которые управляют экспрессией в подходящих клетках-хозяевах. Для осуществления настоя-
щего изобретения подходят несколько технологий клонирования, многие из которых применяются для 
создания конструкции, которая содержит ген, кодирующий композицию XTEN или нагрузочных ве-
ществ, являющихся объектами настоящего изобретения, либо их комплемент. В одном варианте реализа-
ции такая технология клонирования используется для того, чтобы создать ген, который кодирует XTEN, 
который содержит нуклеотиды, кодирующие XTEN, который используется для трансформации клетки-
хозяина для экспрессии композиции XTEN. В приведенных выше в данном параграфе вариантах реали-
зации указанные гены могут дополнительно содержать нуклеотиды, кодирующие расщепляемые после-
довательности, аффинные маркеры и вспомогательные последовательности. В другом варианте реализа-
ции такая технология клонирования используется для того, чтобы создать ген, который кодирует нагру-
зочный белок, который содержит нуклеотиды, кодирующие нагрузочное вещество, которое используется 
для трансформации клетки-хозяина для экспрессии композиции нагрузочного вещества. 

При конструировании необходимых последовательностей XTEN было обнаружено, что несмотря на 
использование подхода молекулярного конструирования "блочного типа" в создании кодирующих XTEN 
последовательностей, можно получить неповторяющиеся структуры композиций XTEN, являющихся 
объектами данного изобретения. Это было достигнуто при помощи библиотеки полинуклеотидов, коди-
рующих мотивы из пептидных последовательностей, которые описаны выше и которые затем лигируют-
ся и/или мультимеризуются для создания генов, кодирующих последовательности XTEN (см. фиг. 38 и 
39 и примеры). Таким образом, из-за того, что XTEN экспрессируемого полипептида может содержать 
множественные единицы только четырех различных мотивов последовательности, так как мотивы сами 
по себе состоят из неповторяющихся аминокислотных последовательностей, полная последовательность 
XTEN получается неповторяющейся. Соответственно, в одном варианте реализации изобретения поли-
нуклеотиды, кодирующие XTEN, содержат множественные полинуклеотиды, которые кодируют непо-
вторяющиеся последовательности, или мотивы, функционально связанные в рамке, и для которых ре-
зультирующие экспрессируемые аминокислотные последовательности XTEN являются неповторяющи-
мися. 

В одном из подходов сначала готовят конструкцию, содержащую последовательность ДНК, соот-
ветствующую XTEN. Примеры способов получения таких конструкций описаны в примерах. Затем кон-
струкцию используют для создания экспрессионного вектора, подходящего для трансформации клетки-
хозяина, такой как прокариотическая клетка-хозяин (например, E. coli), для экспрессии и выделения 
XTEN. Примеры способов создания экспрессионных векторов, трансформации клеток-хозяев и экспрес-
сии и выделения XTEN описаны в примерах. Ген, кодирующий XTEN, можно получить в один или не-
сколько этапов, как полностью искусственно, так и при помощи синтеза в комбинации с ферментатив-
ными процессами, например клонирования, опосредованного рестрикционными ферментами и ПЦР с 
перекрывающимися праймерами, включая способы, более полно описанные в примерах. Способы, рас-
крытые в данном тексте, можно применять, например, для того, чтобы лигировать короткие последова-
тельности полинуклеотидов, кодирующих XTEN, в более длинные гены XTEN, обладающие необходи-
мой длиной и последовательностью. В одном варианте реализации изобретения данным способом лиги-
руют две, три, четыре или более кодон-оптимизированных олигонуклеотидов, кодирующих мотив XTEN 
или сегмент последовательности длиной от около 9 до 14 аминокислот, или от около 12 до 20 аминокис-
лот, или от около 18 до 36 аминокислот, или от около 48 до около 144 аминокислот, или от около 144 до 
около 288 или более аминокислот, либо любые комбинации вышеприведенных диапазонов длин мотивов 
или сегментов. В альтернативном варианте раскрываемый способ применяют для мультимеризации по-
следовательностей, кодирующих XTEN, в более длинные последовательности необходимой длины; на-
пример ген, кодирующий 36 аминокислот XTEN, можно димеризировать в ген, кодирующий 72 амино-
кислоты, затем 144, затем 288 и т.д. Даже в случае мультимеризации полипептиды XTEN можно сконст-
руировать так, чтобы кодирующий XTEN ген обладал низкой или фактически отсутствующей повторяе-
мостью в конструкции кодонов, выбранных в качестве мотивов для наиболее коротких используемых 
единиц, что может снизить рекомбинацию и повысить стабильность кодирующего гена в трансформиро-
ванном хозяйском организме. Гены, кодирующие XTEN с неповторяющимися последовательностями, 
собирают из олигонуклеотидов при помощи стандартных технологий или генного синтеза. Конструкцию 
гена можно подобрать при помощи алгоритмов, которые оптимизируют использование кодонов и амино-
кислотный состав. В одном из способов данного изобретения создают, а затем собирают библиотеку от-
носительно коротких кодирующих XTEN полинуклеотидных конструкций, как описано выше. Получен-
ные в результате гены затем совмещают с генами, кодирующими нагрузочный пептид или полипептид, а 
результирующие гены применяют для трансформации клетки-хозяина и получения и выделения конъю-
гата XTEN-нагрузочное вещество для того, чтобы оценить его свойства, как описано в данном тексте. 

Полученные в результате полинуклеотиды, кодирующие XTEN и пептидные последовательности, к 
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которым он присоединен, затем могут быть отдельно клонированы в экспрессионные векторы. Нуклео-
тидную последовательность можно вносить в вектор при помощи большого количества разных способов. 
В общем случае ДНК вносят в подходящий участок(ки) расщепления рестрикционными эндонуклеазами 
при помощи известных в данной области методов. Векторные компоненты в общем случае включают, но 
не ограничиваются этим, одну или более сигнальную последовательность, точку начала репликации, 
один или более маркерных генов, энхансерный элемент, промотор и последовательность терминации 
транскрипции. В конструировании подходящих векторов, содержащих один или более из этих компонен-
тов, используются стандартные методы лигирования, которые известны специалисту в данной области. 
Такие методы хорошо известны в данной области и детально описаны в научной литературе и патентах. 
Большое количество векторов являются общедоступными. Векторы могут, например, быть в форме 
плазмиды, космиды, вирусной частицы или фага, которые удобно подвергать процедурам рекомбинант-
ных ДНК-технологий, а выбор вектора часто зависит от клетки-хозяина, в которую его необходимо вне-
сти. Таким образом, вектор может являться автономно реплицирующимся вектором, т.е., вектором, кото-
рый существует в виде экстрахромосомного компонента, репликация которого не зависит от хромосом-
ной репликации, например, плазмидой. В альтернативном варианте вектор может являться таким, кото-
рый при внесении в клетку-хозяина интегрируется в геном клетки-хозяина и реплицируется вместе с 
хромосомой(ами), в которую он интегрировался. Типичные плазмиды проиллюстрированы на фиг. 17 
вместе с изображениями кодирующих областей для разных конфигураций компонентов Ф VIII и XTEN. 
В изобретении предложено применение плазмидных экспрессионных векторов, содержащих репликаци-
онные и контрольные последовательности, которые совместимы и распознаются клеткой-хозяином, и 
являются функционально связанными с геном, кодирующим полипептид для контролируемой экспрес-
сии полипептида. Как правило, вектор содержит участок репликации, а также последовательности, кото-
рые кодируют белки, способные обеспечить фенотипическую селекцию в трансформированной клетке. 
Существование таких векторных последовательностей хорошо известно для различных бактерий, дрож-
жей и вирусов. Подходящие для применения экспрессионные векторы включают, например, сегменты 
хромосомных, внехромосомных и синтетических последовательностей ДНК. Термин "экспрессионный 
вектор" относится к конструкции ДНК, содержащей последовательность ДНК, которая функционально 
связана с подходящей контрольной последовательностью, способной влиять на экспрессию ДНК, коди-
рующей полипептид, в подходящей клетке-хозяине. Требования к векторам заключаются в их способно-
сти реплицироваться и жизнеспособности в выбранной клетке-хозяине. При необходимости можно ис-
пользовать небольшое либо большое число векторных копий. Подходящие векторы включают, но не ог-
раничиваются этим, производные SV40 и пкДНК и известные бактериальные плазмиды, такие как col EI, 
pCRl, pBR322, pMal-C2, pET, pGEX, как описано у Smith, et al., Gene 57:31-40 (1988), pMB9 и его произ-
водные, плазмиды, такие как RP4, фаговые ДНК, такие как многочисленные производные фага I, такие 
как NM989, а также другие фаговые ДНК, такие как M13 и филаментные одноцепочечные фаговые ДНК; 
дрожжевые плазмиды, такие как 2-микронные плазмиды или производные 2-мкм плазмид, а также цен-
тромерные и интегративные дрожжевые шаттл-векторы; векторы, подходящие для эукариотических кле-
ток, такие как векторы, применяемые в клетках насекомых или млекопитающих; векторы, полученные из 
комбинаций плазмид и фаговых ДНК, такие как плазмиды, которые были модифицированы так, чтобы 
содержать фаговую ДНК или экспрессионные контрольные последовательности; и тому подобное. 
Дрожжевые экспрессионные системы, которые также можно применять в настоящем изобретении, вклю-
чают, но не ограничиваются этим, негибридный вектор pYES2 (Invitrogen), гибридные pYESHisA, B, C 
(Invitrogen), векторы pRS и тому подобные. Контрольные последовательности вектора содержат промо-
тор для инициации транскрипции, произвольную операторную последовательность для управления такой 
транскрипцией, последовательность, кодирующую подходящие участки связывания рибосомы мРНК, и 
последовательности, которые контролируют терминацию транскрипции и трансляции. Промотор может 
представлять собой любую последовательность ДНК, которая проявляет транскрипционную активность 
в клетке-хозяине, и может быть получена из генов, кодирующих белки, гомологичные или гетерологич-
ные клетке-хозяину. Промоторы, подходящие для применения в экспрессионных векторах для прокарио-
тических клеток, включают промоторные системы β-лактамазы и лактозы [Chang et al., Nature, 275:615 
(1978); Goeddel et al., Nature, 281:544 (1979)], щелочную фосфатазу, промоторную систему триптофана 
(trp) [Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); EP 36,776] гибридные промоторы, такие как промотор 
tac [deBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)], все функционально связанные с ДНК, коди-
рующей полипептилы CFXTEN. Промоторы для применения в бактериальных системах могут также со-
держать последовательность Шайна-Дальгарно (Ш.Д.), функционально связанную с ДНК, кодирующей 
полипептилы CFXTEN. 

Примеры 
Пример 1. Конструирование сегментов мотива XTEN_AD36. 
Следующий пример описывает конструирование набора кодон-оптимизированных генов, коди-

рующих последовательности мотива из 36 аминокислот. На первом этапе на основе вектора pET конст-
руировали спейсерный вектор pCW0359, который содержит промотор T7. 

pCW0359 кодирует целлюлозосвязывающий домен (CBD - от англ. "cellulose binding domain") и 
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сайт распознавания TEV-протеазы, за которым располагается спейсерная последовательность, фланки-
руемая сайтами BsaI, BbsI и KpnI. Сайты BsaI и BbsI вставляли таким образом, чтобы после расщепления 
они могли образовывать совместимые "липкие" концы. За спейсерной последовательностью следует 
процессированная версия гена GFP и His-маркер. Спейсерная последовательность содержит стоп-кодоны 
и, таким образом, клетки E. Coli, несущие спейсерную плазмиду pCW0359, образуют нефлуоресцентные 
колонии. Спейсерный вектор pCW0359 расщепляли при помощи BsaI и KpnI для того, чтобы удалить 
спейсерный сегмент, а полученный в результате векторный фрагмент выделяли при помощи очистки в 
арагозном геле. Последовательности обозначали как XTEN_AD36, что отражает их принадлежность к 
семейству мотивов AD. Ее сегменты содержат аминокислотную последовательность [X]3, где X пред-
ставляет собой 12-мерный пептид с последовательностями: GESPGGSSGSES, GSEGSSGPGESS, GSSES-
GSSEGGP или GSGGEPSESGSS. Вставку проводили путем отжига следующих пар фосфорилированных 
синтетических пар олигонуклеотидов: 

 
Также проводили отжиг фосфорилированного олигонуклеотида 3KpnIstopperFor:  

AGGTTCGTCTTCACTCGAGGGTAC и нефосфорилированного олигонуклеотида pr_3KpnIstopperRev: 
CCTCGAGTGAAGACGA. Отожженные пары олигонуклеотидов лигировали, что приводило к образова-
нию смеси из продуктов разной длины, которые представляют разное количество 12-мерных повторов, 
лигированных к одному сегменту BbsI/KpnI. Продукты, соответствующие длине в 36 аминокислот, вы-
деляли из смеси при помощи препаративного электрофореза в агарозном геле и лигировали в расщеп-
ленный BsaI/KpnI спейсерный вектор pCW0359. Большинство клонов полученной в результате библио-
теки, обозначенных как LCW0401, после индукции демонстрировали зеленую флуоресценцию, что ука-
зывает на то, что последовательность XTEN_AD36 была лигирована в рамке вместе с геном GFP и что 
большинство последовательностей XTEN_AD36 имеют хорошие уровни экспрессии. 

Проводили скрининг 96 изолятов из библиотеки LCW0401 на предмет высокого уровня флуорес-
ценции путем отпечатывания их на агарном планшете, содержащем ИПТГ. Те же самые изоляты оцени-
вали при помощи ПЦР и определяли 48 изолятов, которые содержали сегменты из 36 аминокислот и де-
монстрировали высокую флуоресценцию. Эти изоляты секвенировали и определяли 39 клонов, которые 
содержали надлежащие сегменты XTEN_AD36. Названия файлов нуклеотидных и аминокислотных кон-
струкций для этих сегментов приведены в табл. 22.  
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Таблица 22 
ДНК- и аминокислотные последовательности для 36-мерных мотивов 
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Пример 2. Конструирование сегментов XTEN_AE36. 
Конструировали библиотеку кодонов, кодирующих последовательности XTEN длиной в 36 амино-

кислот. Последовательность XTEN обозначали как XTEN_AE36. Ее сегменты содержат аминокислотную 
последовательность [X]3, где X представляет собой 12-мерный пептид с последовательностями:  
GSPAGSPTSTEE, GSEPATSGSE TP, GTSESA TPESGP или GTSTEPSEGSAP. Вставку проводили путем 
отжига следующих пар фосфорилированных синтетических пар олигонуклеотидов: 

 
Также проводили отжиг фосфорилированного олигонуклеотида 3KpnIstopperFor:  

AGGTTCGTCTTCACTCGAGGGTAC и нефосфорилированного олигонуклеотида pr_3KpnIstopperRev: 
CCTCGAGTGAAGACGA. Отожженные пары олигонуклеотидов лигировали, что приводило к образова-
нию смеси из продуктов разной длины, которые представляют разное количество 12-мерных повторов, 
лигированных к одному сегменту BbsI/KpnI. Продукты, соответствующие длине в 36 аминокислот, вы-
деляли из смеси при помощи препаративного электрофореза в агарозном геле и лигировали в расщеп-
ленный BsaI/KpnI спейсерный вектор pCW0359. Большинство клонов полученной в результате библио-
теки, обозначенных как LCW0402, после индукции демонстрировали зеленую флуоресценцию, что ука-
зывает на то, что последовательность XTEN_AE36 была лигирована в рамке вместе с геном GFP и что 
большинство последовательностей XTEN_AE36 демонстрируют хорошую экспрессию. 

Проводили скрининг 96 изолятов из библиотеки LCW0402 на предмет высокого уровня флуорес-
ценции путем отпечатывания их на агарном планшете, содержащем ИПТГ. Те же самые изоляты оцени-
вали при помощи ПЦР и определяли 48 изолятов, которые содержали сегменты из 36 аминокислот и де-
монстрировали высокую флуоресценцию. Эти изоляты секвенировали и определяли 37 клонов, которые 
содержали надлежащие сегменты XTEN_AE36. Названия файлов нуклеотидных и аминокислотных кон-
струкций для этих сегментов приведены в табл. 23.  
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Таблица 23 
ДНК- и аминокислотные последовательности для 36-мерных мотивов 
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Пример 3. Конструирование сегментов XTEN_AF36. 
Конструировали библиотеку кодонов, кодирующих последовательности длиной в 36 аминокислот. 

Последовательности обозначали как XTEN_AF36. Ее сегменты содержат аминокислотную последова-
тельность [X]3, где X представляет собой 12-мерный пептид с последовательностями: GSTSESPSGTAP, 
GTSTPESGSASP, GTSPSGESSTAP или GSTSSTAESPGP. Вставку проводили путем отжига следующих 
пар фосфорилированных синтетических пар олигонуклеотидов: 

 
Также проводили отжиг фосфорилированного олигонуклеотида 3KpnIstopperFor:  

AGGTTCGTCTTCACTCGAGGGTAC и нефосфорилированного олигонуклеотида pr_3KpnIstopperRev: 
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CCTCGAGTGAAGACGA. Отожженные пары олигонуклеотидов лигировали, что приводило к образова-
нию смеси из продуктов разной длины, которые представляют разное количество 12-мерных повторов, 
лигированных к одному сегменту BbsI/KpnI. Продукты, соответствующие длине в 36 аминокислот, вы-
деляли из смеси при помощи препаративного электрофореза в агарозном геле и лигировали в расщеп-
ленный BsaI/KpnI спейсерный вектор pCW0359. Большинство клонов полученной в результате библио-
теки, обозначенных как LCW0403, после индукции демонстрировали зеленую флуоресценцию, что ука-
зывает на то, что последовательность XTEN_AF36 была лигирована в рамке вместе с геном GFP и что 
большинство последовательностей XTEN_AF36 демонстрируют хорошую экспрессию. 

Проводили скрининг 96 изолятов из библиотеки LCW0403 на предмет высокого уровня флуорес-
ценции путем отпечатывания их на агарном планшете, содержащем ИПТГ. Те же самые изоляты оцени-
вали при помощи ПЦР и определяли 48 изолятов, которые содержали сегменты из 36 аминокислот и де-
монстрировали высокую флуоресценцию. Эти изоляты секвенировали и определяли 44 клона, которые 
содержали надлежащие сегменты XTEN_AF36. Названия файлов нуклеотидных и аминокислотных кон-
струкций для этих сегментов приведены в табл. 24.  

Таблица 24 
ДНК- и аминокислотные последовательности для 36-мерных мотивов 
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Пример 4. Конструирование сегментов XTEN_AG36. 
Конструировали библиотеку кодонов, кодирующих последовательности длиной в 36 аминокислот. 

Последовательности обозначали как XTEN_AG36. Ее сегменты содержат аминокислотную последова-
тельность [X]3, где X представляет собой 12-мерный пептид с последовательностями GTPGSGTASSSP, 
GSSTPSGATGSP, GSSPSASTGTGP или GASPGTSSTGSP. Вставку проводили путем отжига следующих 
пар фосфорилированных синтетических пар олигонуклеотидов: 

 
Также проводили отжиг фосфорилированного олигонуклеотида 3KpnIstopperFor:  

AGGTTCGTCTTCACTCGAGGGTAC и нефосфорилированного олигонуклеотида pr_3KpnIstopperRev: 
CCTCGAGTGAAGACGA. Отожженные пары олигонуклеотидов лигировали, что приводило к образова-
нию смеси из продуктов разной длины, которые представляют разное количество 12-мерных повторов, 
лигированных к одному сегменту BbsI/KpnI. Продукты, соответствующие длине в 36 аминокислот, вы-
деляли из смеси при помощи препаративного электрофореза в агарозном геле и лигировали в расщеп-
ленный BsaI/KpnI спейсерный вектор pCW0359. Большинство клонов полученной в результате библио-
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теки, обозначенных как LCW0404, после индукции демонстрировали зеленую флуоресценцию, что ука-
зывает на то, что последовательность XTEN_AG36 была лигирована в рамке вместе с геном GFP и что 
большинство последовательностей XTEN_AG36 демонстрируют хорошую экспрессию. 

Проводили скрининг 96 изолятов из библиотеки LCW0404 на предмет высокого уровня флуорес-
ценции путем отпечатывания их на агарном планшете, содержащем ИПТГ. Те же самые изоляты оцени-
вали при помощи ПЦР и определяли 48 изолятов, которые содержали сегменты из 36 аминокислот и де-
монстрировали высокую флуоресценцию. Эти изоляты секвенировали и определяли 44 клона, которые 
содержали надлежащие сегменты XTEN_AG36. Названия файлов нуклеотидных и аминокислотных кон-
струкций для этих сегментов приведены в табл. 25.  

Таблица 25 
ДНК- и аминокислотные последовательности для 36-мерных мотивов 
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Пример 5. Конструирование XTEN_AE864. 
XTEN_AE864 конструировали путем последовательной димеризации XTEN_AE36 в AE72, 144, 

288, 576 и 864. Набор сегментов XTEN_AE72 конструировали из 37 разных сегментов XTEN_AE36. 
Культуры E. Coli, содержащие все 37 разных 36-аминокислотных сегментов, смешивали и выделяли 
плазмиду. Пул плазмид расщепляли при помощи BsaI/NcoI для образования небольшого фрагмента для 
вставки. Тот же самый пул плазмид расщепляли при помощи BbsI/NcoI для получения крупного фраг-
мента для вектора. Вставочный и векторный фрагменты лигировали, что приводило к удвоению длины, а 
лигационную смесь трансформировали в клетки BL21Gold(DE3) для того, чтобы получить колонии 
XTEN_AE72. Данную библиотеку сегментов XTEN_AE72 обозначали как LCW0406. Все клоны из 
LCW0406 снова комбинировали и димеризовали при помощи того же процесса, который описан выше, 
чтобы получить библиотеку LCW0410 из XTEN_AE144. Все клоны из LCW0410 снова комбинировали и 
димеризовали при помощи того же процесса, который описан выше, чтобы получить библиотеку 
LCW0414 из XTEN_AE288. Из библиотеки случайным способом выбирали два изолята LCW0414.001 и 
LCW0414.002 и секвенировали их, чтобы подтвердить их идентичность. Все клоны из LCW0414 снова 
комбинировали и димеризовали при помощи того же процесса, который описан выше, чтобы получить 
библиотеку LCW0418 из XTEN_AE576. Проводили скрининг 96 изолятов из библиотеки LCW0418 на 
предмет высокого уровня флуоресценции GFP. Секвенировали 8 изолятов со вставками надлежащих 
размеров согласно данным ПЦР и высокой флуоресценцией и отбирали на будущее 2 изолята 
(LCW0418.018 и LCW0418.052) на основе данных секвенирования и экспрессии. 

Конструировали отдельный клон pCW0432 XTEN_AE864 путем комбинирования LCW0418.018 
XTEN_AE576 и LCW0414.002 XTEN_AE288 при помощи того же димеризационного процесса, который 
описан выше.  

Пример 6. Конструирование XTEN_AG864. 
Используя несколько последовательных этапов димеризации создавали набор последовательностей 
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XTEN_AG864, начиная с сегментов XTEN_AD36, приведенных в примере 1. Эти последовательности 
создавали так, как описано в примере 3. Проводили оценку нескольких изолятов XTEN_AG864, для ко-
торых было обнаружено, что они характеризуются хорошей экспрессией и превосходной растворимо-
стью в физиологических условиях. Полноразмерный клон XTEN_AG864 обладает превосходной раство-
римостью и демонстрирует период полувыведения, превышающий 60 ч для яванских макак. 

Пример 7. Конструирование CBD-XTEN-Cys, цистеин-сконструированного XTEN. 
Участок цистеина (CysIsland), кодирующий аминокислотную последовательность GGSPAGSCTSP, 

содержащую один цистеин, посредством отжига олиго вносили в вектор CBD-спейсер-GFP для получе-
ния CBD-CysIsland-GFP, где CysIsland фланкируется рестрикционными сайтами BsaI и BbsI. Вектор 
CBD-спейсер-GFP представляет собой производное pET30 от Novagen с сайтом узнавания TEV-протеазы 
между CBD и спейсером. Конструкции предварительно создавали путем замещения спейсера в векторе 
CBD-спейсер-GFP генами, кодирующими XTEN_AE288 и XTEN_AE576. Плазмиду CBD-XTEN_AE288-
GFP расщепляли при помощи BsaI/NcoI для образования небольшого фрагмента для вставки. Плазмиду 
CBD-CysIsland-GFP расщепляли при помощи BbsI/NcoI для получения крупного фрагмента для вектора. 
Вставочный и векторный фрагменты лигировали, а лигационную смесь электропорировали в клетки 
BL21-Gold (DE3) для того, чтобы получить трансформанты CBD-CysIsland-XTEN_AE288-GFP. Анало-
гично, плазмиду CBD-CysIsland-XTEN_AE288-GFP расщепляли при помощи BsaI/NcoI для образования 
небольшого фрагмента для вставки. Плазмиду CBD-XTEN_AE576-GFP расщепляли при помощи 
BbsI/NcoI для получения крупного фрагмента для вектора. Вставочный и векторный фрагменты лигиро-
вали, а лигационную смесь электропорировали в клетки BL21-Gold (DE3) для того, чтобы получить 
трансформанты CBD-XTEN_AE576-CysIsland-XTEN_AE288-GFP. Наконец, плазмиду CBD-
XTEN_AE576-CysIsland-XTEN_AE288-GFP расщепляли при помощи BbsI/HindIII для того, чтобы уда-
лить GFP, и лигировали с отожженными олиго для стоп-кодона, а лигационную смесь электропорирова-
ли в клетки BL21-Gold (DE3) для того, чтобы получить трансформанты CBD-XTEN_AE576-CysIsland-
XTEN_AE288, которые содержат ДНК и кодируемые аминокислотные последовательности, которые 
приведены в табл. 26. Можно создавать дополнительные конструкции с цистеинами, вставленными в 
различные участки последовательности XTEN, при помощи выбора подходящих для данных участков 
рестрикционных сайтов, включая множественные вставки. Данный способ также можно использовать 
для создания лизин-сконструированного XTEN при помощи замещения в олигонуклеотидах кодонов, 
которые кодируют цистеин, кодонами, кодирующими лизин. 

Таблица 26 
ДНК- и аминокислотные последовательности для Cys-сконструированного XTEN 
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Пример 8. Конструирование Cys3-XTEN. 
Конструировали пару праймеров для внесения рестрикционного сайта BamHI и участка цистеина 1 

из последовательности GRATAEAAGCGTAEAA в N-конец XTEN_AE432-1 и части участка цистеина 2 
из последовательности TAEAAG и рестрикционного сайта BbsI в C-конец XTEN_AE432-1. Вторую пару 
праймеров конструировали для внесения рестрикционного сайта BsaI и части участка цистеина 2 из по-
следовательности GCGTAEAA в N-конец XTEN_AE432-2 и участка цистеина 4 из последовательности 
TAEAAGCGTAEAAR с 8xHis- маркером (H8) и рестрикционного сайта HindIII в C-конец XTEN_AE432-
2. XTEN_AE432-1 содержит 1-432 аминокислотную последовательность, a XTEN_AE432-2 содержит 
433-864 аминокислотную последовательность, кодируемую геном XTEN_AE864. Эти две пары прайме-
ров применяли для амплификации, соответственно, генов XTEN_AE432-1 и XTEN_AE432-2 при помощи 
полимеразной цепной реакции (ПЦР). Продукты ПЦР необходимых размеров очищали в геле и расщеп-
ляли рестрикционными ферментами BamHI/BbsI и BsaI/HindIII, соответственно, как вставки для лигиро-
вания. Целевой вектор - производное от pET30 (Novagen) - содержит CBD (целлюлозосвязывающий до-
мен)-спейсер с фланкирующими рестрикционными сайтами BamHI и HindIII. Целевой вектор расщепля-
ли рестрикционными ферментами BamHI/HindIII для того, чтобы удалить спейсер, и получали в виде 
вектора. Вектор лигировали с вышеупомянутыми расщепленным BamHI/BbsI продуктом ПЦР 
XTEN_AE432-1 и расщепленным BsaI/HindIII продуктом ПЦР XTEN_AE432-2. Лигационную смесь 
трансформировали в компетентные клетки E. Coli штамма TOP10. Проводили скрининг трансформантов, 
выделяя ДНК, а нужные конструкции подтверждали путем секвенирования ДНК. Таким образом, конеч-
ная плазмида дает ген CBD-участок цистеина 1-XTEN_AE432-участок цистеина 2-XTEN_AE432-участок 
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цистеина 3-H8, регулируемый промотором T7. Последовательности ДНК и белковые последовательности 
приведены в табл. 27.  

Таблица 27 
ДНК- и аминокислотные последовательности Cys3-XTEN 
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Пример 9. Конструирование Lys2-XTEN. 
Конструировали пару праймеров для внесения рестрикционного сайта BamHI и аминокислотной 

последовательности GRGSP в N-конец XTEN_AE432-1 и аминокислотной последовательности TAEAAG 
и рестрикционного сайта BbsI в C-конец XTEN_AE432-1. Вторую пару праймеров конструировали для 
внесения рестрикционного сайта BsaI и аминокислотной последовательности с инкорпорированным ли-
зином GKPGTAEAA в N-конец XTEN_AE432-2 и аминокислотной последовательности с инкорпориро-
ванным лизином GKAT с 8xHis-маркером (H8) и рестрикционного сайта HindIII в C-конец 
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XTEN_AE432-2. XTEN_AE432-1 содержит 1-432 аминокислотную последовательность, a XTEN_AE432-
2 содержит 433-864 аминокислотную последовательность, кодируемую геном XTEN_AE864. Эти две 
пары праймеров применяли для амплификации, соответственно, генов XTEN_AE432-1 и XTEN_AE432-2 
при помощи полимеразной цепной реакции (ПЦР). Продукты ПЦР необходимых размеров очищали в 
геле и расщепляли рестрикционными ферментами BamHI/BbsI и BsaI/HindIII, соответственно, как встав-
ки для лигирования. Целевой вектор - производное от pET30 (Novagen), содержащий CBD (целлюлозос-
вязывающий домен)-спейсер с фланкирующими рестрикционными сайтами BamHI и HindIII, расщепля-
ли рестрикционными ферментами BamHI/HindIII для того, чтобы удалить спейсер, и получали в виде 
вектора. Вектор лигировали с вышеупомянутыми расщепленным BamHI/BbsI продуктом ПЦР 
XTEN_AE432-1 и расщепленным BsaI/HindIII продуктом ПЦР XTEN_AE432-2. Лигационную смесь 
трансформировали в компетентные клетки E. Coli штамма TOP10. Проводили скрининг трансформантов, 
выделяя ДНК, а нужные конструкции подтверждали путем секвенирования ДНК. Таким образом, конеч-
ная плазмида дает ген CBD-GRGSP-XTEN_AE432-TAEAAGKPGTAEAA-XTEN_AE432-GKAT-H8, регу-
лируемый промотором T7. Последовательности ДНК и белковые последовательности приведены в табл. 
28.  

Таблица 28 
ДНК- и аминокислотные последовательности Lys2-XTEN 
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Пример 10. Хозяйский штамм и промотор для экспрессии XTEN для конъюгации. 
Плазмиды pCW1054, экспрессирующие CBD-сайт TEV-XTEN_AE864, регулируемые промотором 

T7/lac, pLCW0968.003, экспрессирующие CBD-сайт TEV-XTEN_AE864-GFP, регулируемые промотором 
T7/lac, и pLCW0970.030, экспрессирующие CBD-сайт TEV-XTEN_AE864-GFP, регулируемые промото-
ром PhoA, трансформировали в E. coli BL21 DE3 и E. coli BL21 DE3 rne-131 (Lopez, P.J., et al. (1999) Mol. 
Microbiol. 33, 188-199). Мутация rne-131 препятствует 3'-эндорибонуклеолитической активности РНКазы 
E (Kido, M., et al. (1996) Journal of Bacteriology, 178: 3917-3925). Стартовые культуры всех шести транс-
формантов получали путем отбора одиночных колоний для инокуляции 2 мл ЛБ-бульона, содержащего 
подходящий селективный антибиотик. Стартовые культуры выращивали на протяжении ночи, а 0,5 мл 
использовали для инокуляции в четырёх параллельных опытах 25 мл бульона 2xYT для клеток, содер-
жащих pCW1054 и pLCW0968.003, или 25 мл индукционного бульона PhoA (Amunix recipe 136-1) для 
клеток, содержащих pLCW0970.030. Культуры встряхивали на протяжении 3 ч при 37°C. Затем для всех 
культур температуру понижали до 26°C; а в клетках, содержащих pCW1054 и pLCW0968.003, индуциро-
вали экспрессию белка при помощи ИПТГ при конечной концентрации 1,0 мМ. Индукция промотора 
PhoA в pLCW070.030 самоиндуцируется после удаления фосфата из культуральной среды. Затем культу-
ры встряхивали на протяжении ночи при 26°C. Образцы каждой культуры лизировали и 20 мкл каждого 
лизата подвергали невосстанавливающему SDS-PAGE, используя NuPAGE 4-12% бис-Трис-гель от Invi-
trogen согласно инструкции производителя с окрашиванием Кумасси. Результаты (фиг. 43) показывают, 
что когда под управлением промотора T7/lac экспрессируется CBD-сайт TEV-XTEN_AE864-GFP или 
CBD-сайт TEV-XTEN_AE864, выход рекомбинантного белка значительно выше в клетках E. coli BL21 
DE3 rne-131 по сравнению с клетками E. coli BL21 DE3. Также для клеток определяли флуоресценцию 
GFP, используя флуоресцентный планшет-ридер. Результаты (фиг. 44) показывают, что экспрессия CBD-
сайт TEV-XTEN_AE864-GFP в клетках E. coli BL21 DE3 под управлением промотора почти в три раза 
больше, чем экспрессия CBD-сайт TEV-XTEN_AE864-GFP под управлением промотора T7/lac. В E. coli 
BL21 DE3 rne-131 оба промотора, T7/lac и PhoA, приводили к одинаковым уровням экспрессии. Следова-
тельно, только при подавлении 3' эндорибонуклеолитической активности РНКазы E при индукции T7/lac 
получают те же титры, что и при применении индукции PhoA. Вероятно, более высокая скорость транс-
крипции T7 РНК полимеразы (Studier, W., et al. (1986) Journal of Molecular Biology 189: 113-130) по от-
ношению к трансляции приводит к восприимчивости мРНК к эндонуклеолитическому воздействию, в то 
время как в случае индукции PhoA, при которой транскрипция опосредуется нативной E. coli РНК поли-
меразой II, скорость транскрипции привязана к скорости трансляции, что защищает мРНК от эндонукле-
олитического воздействия. 

Пример 11. Конструирование 1xAmino-XTEN288. 
Пару праймеров AE278BsaIfor-AACG и AE278-RH8HindIIIrev использовали для ПЦР плазмиды, со-

держащей XTEN_AE864_003, для того, чтобы получить продукт ПЦР XTEN_AE278. Для полосы необ-
ходимого размера проводили очистку гелем с последующим расщеплением BsaI/HindIII для получения 
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вставки XTEN_AE278-R-H8. Расщепление плазмиды pCW1161, которая кодирует ген N-term-RP11-R-
AE432_3Cys-R-H8 (конструкция AC763), при помощи BsaI/HindIII проводили для того, чтобы удалить 
фрагмент AE432_3Cys-R-H8 и очистить гелем большой фрагмент для получения вектора. Проводили 
лигирование вектора со вставкой и использовали его для трансформации компетентных клеток BL21 для 
того, чтобы получить конструкцию N-term-RP11-R-AE288-R-H8. Длину XTEN между двумя сайтами 
расщепления трипсином (R, аргинин) рассчитывали как XTEN_AE278 плюс некоторые фланкирующие 
аминокислоты, и она составляет ровно 288 аминокислот. Таким образом, создали проект конструкции 
для получения предшественника N-term-RP11-R-AE288-R-H8 (последовательность в табл. 29, ниже) и 
создания 1xAmino-XTEN288 (Seg 178 из табл. 3 с N-концевой аминогруппой для конъюгации) после уда-
ления маркера N-term-RP11 и маркера C-term 8xHis при помощи расщепления трипсином.  

Таблица 29 
ДНК- и аминокислотные последовательность для 1xAmino-XTEN288 

 
Пример 12. Оптимизация для экспрессии конструкции XTEN с аффинным маркером RP11. 
1.1. Проектирование и конструирование конструкций, кодирующих N-term-RP11-AE864-GFP и 

MalEss-AE48-RP11-AE864. 
Группу высокоэкспрессируемых нативных белков E. coli, описанную Ishihama Y. et al., BMC Ge-

nomics 2008, 9:102, использовали для создания перечня из 20 первых N-концевых аминокислот (колонка 
3 табл. 30), гидрофобные аминокислоты F, I, W, L, V, M, C из которого были преобразованы в аланин 
или серин, либо были удалены с целью получения кандидатов для создания вспомогательных последова-
тельностей, содержащих по меньшей мере 11 аминокислот (колонка 4 табл. 30). В целях сравнения пер-
вые 20 аминокислот известной последовательности CBD из хорошо экспрессируемой конструкции, соз-
данной на Amunix (AC616), были включены в качестве контроля. 

Таблица 30 
Перечень N-концевых хелперов, сконструированных в данном исследовании 
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Олигонуклеотиды ДНК ряда от 107N-F&R до 119N-F&R и последовательности RP11F&R из табл. 

31 синтезировали на Elim Biopharm (Хейворд, Калифорния). Растворы каждой пары ДНК (107N-F и 
107N-R, 108N-F и 108N-R и т.д.) смешивали в молярном соотношении 1:1, денатурировали при 95°C на 
протяжении 3 мин, затем охлаждали до 25°C при 0,1°C/мин, чтобы обеспечить отжиг двухцепочечной 
ДНК. Базовый вектор LCW0970.030 (кодирующий CBD-AE864-GFP) расщепляли при помощи NdeI/BsaI 
и более крупный фрагмент очищали гелем как вектор. Вектор лигировали с отожженными олиго 107-
118N-F&R и обработанными ПНК отожженными олиго RP11F&R, а лигационные продукты трансфор-
мировали в компетентные клетки E. coli BL21 (New England Biolabs) для получения колоний, обозначен-
ных от pSD0107 до pSD118. Клоны pSD0107-109, pSD0111-112 и pSD0114-118 получали и подтверждали 
при помощи секвенирования ДНК; клон pSD0110.001 содержал одну мутацию сдвига рамки и его ис-
пользовали в качестве спейсерного вектора. 

Плазмидную конструкцию pCW1110 (кодирующую RP11-AE864) расщепляли при помощи 
BsaI/NotI, а меньшую полосу, соответствующую нуклеотидам, кодирующим AE864, очищали гелем как 
вставку. pCW1139 (кодирующую MalEss-AE48-payload-AE864) расщепляли при помощи 
XhoI/BstXI/NotI, а более крупный фрагмент очищали гелем как вектор. Отожженный продукт олиго из 
119-AEN-F&R лигировали со вставкой и вектором, а затем трансформировали в E. coli BL21 для получе-
ния колоний с плазмидой, обозначенной как pSD0119. Клоны подтверждали на предмет последователь-
ностей. 

2. Конструирование библиотек N-концевых хелперов на основе pSD0116. 
Пары олигонуклеотидов ДНК Stuffer-RP5for и Stuffer-RP5revP, RP6-SASRSAforP и RP6-

SASRSArev, L2for и L2rev, L3for и L3rev, L4for и L4rev, L5for и L5rev, L6for и L6rev, L7for и L7rev, L8for 
и L8rev, L9for и L9rev, L10for и L10rev, L11for и L11rev, L12for и L12rev и L13for и L13rev (табл. 31) син-
тезировали на Elim Biopharm (Хейворд, Калифорния) и каждую пару отжигали, как описано выше (часть 
1) для получения двухцепочечной ДНК. 

Плазмиду pSD0110 расщепляли при помощи NdeI/BsaI, а более крупный фрагмент очищали гелем 
как вектор. Вектор лигировали с отожженными олиго Stuffer-RP5for&revP и RP6-SASRSAforP&rev, а 
затем трансформировали в E. coli BL21 для получения колоний со спейсерной векторной плазмидой 
pCW1146 (Stuffer-RP11-XTEN_AE864_003-GFP). Клоны подтверждали на предмет последовательностей. 

Расщепленный NdeI/BsaI вектор pSD0110 лигировали с L5for&rev отожженными олиго для получе-
ния колоний LCW1160 (L5). 

 Спейсерный вектор pCW1146 расщепляли при помощи NdeI/BsaI, а более крупный фрагмент очи-
щали гелем как вектор. Вектор лигировали с отожженными олиго L2-4 и L6-13 for&rev, как в табл. 31, а 
затем трансформировали E. coli BL21 для получения колоний конструкций LCW1157 (L2), LCW1158 
(L3), LCW1159 (L4), LCW1163 (L6), LCW1171 (L7), LCW1172 (L8), LCW1203 (L9), LCW1204 (L10), 
LCW1208 (L11), LCW1209 (L12) и LCW1210 (L13). 
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Таблица 31 
Перечень олигонуклеотидов ДНК 
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3. Скрининг и анализ библиотек N-концевых хелперов LCW1157-1159. 
Хозяйские клетки E. coli, трансформированные плазмидами от pSD0107 до pSD0118, экспрессиро-

вали во встряхиваемых колбах, а уровни экспрессии для каждого оценивали путем измерения флуорес-
ценции от C-концевого репортера GFP. Вкратце, на протяжении ночи выращивали культуру для каждой 
конструкции в СБ среде (с 12,5 мкг/мл тетрациклина), которую затем использовали для инокуляции 200 
мл культуры фосфат-дефицитной самоиндуцирующейся PhoA среды при помощи 12,5 мкг/мл тетрацик-
лина (для каждой конструкции выращивали по три встряхиваемые колбы). После выращивания при 26°C 
при 225 об/мин на протяжении 48 ч из каждой культуры забирали по 100 мкл аликвоты и измеряли уро-
вень экспрессии GFP при помощи флуоресцентного планшета-ридера с длиной волны возбуждения, со-
ставляющей 395 нм, и длиной волны эмиссии, составляющей 510 нм. Для каждой встряхиваемой колбы 
отбирали по два показания. Среди исследуемых конструкций самый высокий флуоресцентный сигнал 
наблюдали для pSD0116, а затем для pSD0114 (фиг. 81), но уровни экспрессии для этих двух конструк-
ций были значительно ниже положительного контроля LCW0970.030 (pLCW970). Для того чтобы допол-
нительно улучшить экспрессию на основе pSD0106, создали три библиотеки (LCW1157, 1158 и 1159) и 
проводили их скрининг в высокопроизводительном формате. Большие количества колоний из этих биб-
лиотек (табл. 32) отбирали для отдельного выращивания в 500 мкл СБ среды (с 12,5 мкг/мл тетрацикли-
на) в глубоких 96-луночных планшетах на протяжении ночи при 37°C, встряхивая при 300 об/мин. 20 
мкл насыщенной культуры использовали для инокуляции 500 мл культуры фосфат-дефицитной самоин-
дуцирующейся PhoA среды (с 12,5 мкг/мл тетрациклина) в глубоких 96-луночных планшетах, которые 
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инкубировали при 26°C, встряхивая при 300 об/мин на протяжении 22-24 ч. Затем определяли экспрес-
сию путем помещения 100 мкл культуры в 96-луночный планшет и измеряя флуоресценцию от C-
концевого репортера GFP.  

Таблица 32 
Библиотеки LCW1157-1159 

 
После оценки флуоресцентного сигнала шесть клонов, демонстрирующих наибольшую экспрессию, 

и два клона, демонстрирующих низкую экспрессию, выбирали из каждого исследуемого 96-луночного 
планшета, а экспрессию этих клонов повторно тестировали в 4 репликах. Для всех трех библиотек были 
определены клоны, имеющие более высокую экспрессию, чем конструкция pSD0116 (фиг. 82A-C), а ме-
жду первоначальными исследованиями и повторными исследованиями наблюдали хорошую корреляцию 
(фиг. 82D-F). Среди трех исследуемых библиотек библиотека LCW1159 показывала в общем случае вы-
сокий уровень экспрессии, и конструкция, характеризующаяся наиболее высокой экспрессией на данном 
этапе скрининга (LCW1159.004), принадлежала этой библиотеке. 

8 конструкций с наиболее высокими уровнями экспрессии из этих трех библиотек и контрольные 
образцы обрабатывали при помощи Pop Culture (EMD Millipore), обрабатывали температурой, а полу-
ченные в результате лизаты анализировали при помощи SDS-PAGE/окрашивания Кумасси (фиг. 83). 
Подтвердили, что уровни экспрессии для 8 конструкций были выше, чем для контрольных образцов (от-
рицательный контроль, LSD0114 и LSD0116), а полноразмерные белки получали из этих конструкций. 
Лизаты 4 конструкций с наибольшей экспрессией (после обработки Pop Culture и температурой) и отри-
цательный контроль (АР32, очищенный белок XTEN-GFP без маркера RP11) загружали в колонку  
MacroCap SP при pH 8 и проводимости 6,5 мСм/см. Колонку отмывали 20 мМ фосфата натрия, pH 8, 100 
мМ NaCl, а белок элюировали при помощи 20 мМ фосфата натрия, pH 8, 500 мМ NaCl. Образцы из за-
грузки, профильтрованные, отмытые и элюированные, анализировали в SDS-PAGE геле (фиг. 84). Ре-
зультаты показывают, что экспрессируемый белок четырех образцов, которые были отобраны из всех 
трех библиотек, может захватываться MacroCap SP; таким образом, связывание было обусловлено нали-
чием в белке маркера RP11, так как отрицательный контроль (не содержащий маркера RP11) не связы-
вался с колонкой MacroCap SP. 

Плазмиды клонов, выбранных для повторного исследования, лизировали щелочью и анализировали 
последовательности ДНК N-концевых хелперов. В некоторых участках наблюдали расхождение в кодо-
нах (табл. 33). Например, 3-я аминокислота LCW1157, N, кодируется AAC или AAT. Большинство ха-
рактеризующихся высокой экспрессией клонов (77%) в LCW1157 кодируются AAT в 3-й аминокислоте, 
в то время как большинство клонов, характеризующихся низкой экспрессией (885), кодируются AAC, 
что указывает на то, что AAT в этой позиции является более предпочтительным, чем AAC для высокой 
экспрессии. Аналогично, CCG является более предпочтительным в 4-й аминокислоте, в то время как 
GCG в 7-й аминокислоте накапливается в клонах с низкой экспрессией. Те же тенденции наблюдали и 
для библиотек LCW1158 и LCW1159.  
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Таблица 33 
Анализ результатов секвенирования клонов с высокой и низкой экспрессией  

в библиотеках LCW1157-1159* 

 
* Общее количество анализируемых клонов с высокой и низкой экспрессией определяли для  
каждой библиотеки и анализировали процентное содержание A, G, C или T в каждом участке с  
изменяющимися кодонами. 
 

4. Скрининг и анализ библиотеки N-концевых хелперов LCW1163. 
Так как библиотека LCW1159 в общем случае характеризуется более высокой экспрессией, чем 

LCW1157 и LCW1158, проект следующей библиотеки создавали на основе LCW1159 путем внесения 
более вариантов в кодирующую область N-концевого вспомогательного домена. Для 672 клонов из этой 
библиотеки (с теоретическим значением вариабельности в 55296) проводили скрининг и повторное ис-
следование таким же образом, как и для библиотек LCW1157-1159. Наблюдали клоны с более высокой 
экспрессией, чем LCW1159.004 (образец с наибольшей экспрессией для предыдущего этапа скрининга) 
(фиг. 85). Для клона с наибольшей экспрессией, LCW1163.029, было достигнуто 40% улучшение по 
сравнению с LCW1159.004, при этом его уровень экспрессии был на 27% ниже, чем для контрольного 
CBD. Проводили анализ последовательности клонов с высокой и низкой экспрессией, определяли наибо-
лее предпочтительные для экспрессии нуклеотиды (см. табл. 34) и обобщали полученную информацию. 
Большинство участков демонстрировали предпочтительность кодона A для высокой экспрессии, в то 
время как для остальных предпочтительным являлся C. 

Таблица 34 
Анализ результатов секвенирования для клонов с высокой и низкой экспрессией  

в библиотеке LCW1163* 

 
* Проводили анализ процентного содержания A, G, C или T в каждом участке с  
вариабельным кодоном, а обобщенную информацию по определенным  
предпочтительным нуклеотидам привели в нижнем ряду. 
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5. Скрининг и анализ RP11 библиотеки LCW1160. 
В то же время проводили скрининг и анализ 168 колоний из библиотеки LCW1160 (библиотека с 

вариабельной кодирующей областью RP11-маркера без N-концевого вспомогательного домена (общая 
теоретическая вариабельность составляла 8. 8X1012)). Однако данная библиотека в общем случае имела 
очень низкий уровень экспрессии (фиг. 86), а после выделения плазмидной ДНК и анализа данных сек-
венирования было обнаружено, что исключение с высокой экспрессией кодирует процессированный 
маркер RP11. Результаты скрининга библиотеки в условиях данного эксперимента дают большие осно-
вания предполагать, что N-концевой хелпер необходим для достижения высоких уровней экспрессии.  

6. Скрининг библиотек N-концевых хелперов LCW1171, LCW1172, LCW1203 и LCW1204. 
Проводили скрининг и анализ дополнительного количества N-концевых библиотек (LCW1171, 

LCW1172, LCW1203 и LCW1204) тем же самым образом, как описано выше. LCW1171 и 1172 были 
сконструированы одинаково, при этом для LCW1171 допускали большее количество аминокислотных 
замен во вспомогательной последовательности, чем для LCW1172. Результаты скрининга показали, что в 
целом LCW1171 характеризуется намного более низким уровнем экспрессии, чем LCW1172 (фиг. 94A и 
B). LCW1203 и 1204 были сконструированы одинаково, акцент делали на рандомизации разных участков 
вспомогательной последовательности по сравнению с LCW1171 и 1172. Для LCW1204 допускали боль-
шее количество аминокислотных замен, чем для LCW1203, что привело в целом к более низкой экспрес-
сии, чем у LCW1203 (фиг. 94C и D). Эти результаты позволяют предположить, что уровень экспрессии 
чувствителен к заменам в последовательностях вспомогательных доменов. 

7. Скрининг библиотек N-концевых хелперов LCW1208, LCW1209 и LCW1210.  
Конструировали три новые N-концевые библиотеки (LCW1208, LCW1209 и LCW1210) для того, 

чтобы исследовать эффект дополнительного продления N-концевой вспомогательной последовательно-
сти (табл. 35). Во вспомогательный домен LCW1208 и LCW1210 вносили 4 дополнительных остатка, а в 
LCW1209 вносили 8 дополнительных остатков. Результаты скрининга показали общую тенденцию, со-
гласно которой наиболее высокой экспрессией характеризовался LCW1209, за ним следовал LCW1208, а 
затем LCW1210 (фиг. 95), что подтверждает положительный эффект от добавления дополнительных 
аминокислот во вспомогательную последовательность.  

Таблица 35 
Библиотеки LCW1208-1210 

 
Дополнительные остатки во вспомогательной последовательности были подчеркнуты. Конструиро-

вали три новые N-концевые библиотеки (LCW1208, LCW1209 и LCW1210) для того, чтобы исследовать 
эффект дополнительного продления N-концевой вспомогательной последовательности (табл. 36). Во 
вспомогательный домен LCW1208 и LCW1210 вносили 4 дополнительных остатка, а в LCW1209 вноси-
ли 8 дополнительных остатков. Результаты скрининга показали общую тенденцию, согласно которой 
наиболее высокой экспрессией характеризовался LCW1209, за ним следовал LCW1208, а затем LCW1210 
(фиг. 95), что подтверждает положительный эффект от добавления дополнительных аминокислот во 
вспомогательную последовательность для улучшения экспрессии. 

После повторного исследования из трех библиотек выбирали 4 конструкции с наиболее высокими 
уровнями экспрессии и проводили анализ их N-концевых вспомогательных последовательностей (табл. 
36). Конструкция с наиболее высокой экспрессией (LCW 1209.029) достигала 90% от уровня экспрессии 
контрольного CBD, как показали результаты сравнения средней флуоресценции после вычитания отри-
цательного контроля. 

Таблица 36 
Конструкции с наиболее высокими уровнями экспрессии из библиотек LCW1208-1210  

и контрольные образцы 
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* Дополнительные остатки во вспомогательной последовательности были подчеркнуты. 
 

Резюмируя результаты скрининга в условиях данного эксперимента, можно с большой вероятно-
стью предположить, что N-концевой хелпер играет важную роль для достижения высоких уровней экс-
прессии. 

Пример 13. Ферментация XTEN с применением индукции PhoA - оценка выхода экспрессии. 
E. coli BL21, несущие плазмиды, кодирующие Helper_LCW1159.004-RP11-AE288-His8 (AC767), 

Helper_LCW1172.033-RP11-AE576-His8 (AC780) и Helper_LCW1172.033-RP11-AE864-His8 (AC786), 
трансформировали в штамм E. coli BL21. Для каждого из 3 штаммов проводили по три 10 л фермента-
ции. Для инокуляции 125 мл ЛБ среды, содержащей 10 мкг/мл тетрациклина, использовали исходный 
раствор глицерола. Затем стартовые культуры встряхивали на протяжении ночи при 37°C. Стартовую 
культуру использовали для инокуляции 4 л среды для периодической ферментации, содержащей -20 г 
сульфата аммония, 10,4 г безводного двухосновного фосфата калия, 5 г дигидрата цитрата натрия; 4,6 г 
моногидрата одноосновного фосфата натрия; 106 г соевого пептона NZ BL4 (Kerry Bioscience #5X00043); 
54 г экстракта дрожжей (Teknova #Y9020); 3,6 л воды; 0,05 мл полипропиленгликоля; 5,2 мл раствора 
следовых элементов (Amunix recipe 144-1); 35 мл 1М сульфата магния; и 4 мл канамицина (50 мг/мл) - в 
10 л стеклянном сосуде с рубашкой с B контроллером B. Braun Biostat. Настройки управления фермента-
цией были следующими: pH 6,9±0,1; dO2 = 10%; каскад растворенного кислорода в режиме перемешива-
ния в диапазоне 125-1180 об/мин; поток воздуха 5 л/мин с 90% кислорода; начальная температура 37°C; 
основной контроль 13% гидроксид аммония; отсутствие кислотного контроля. После 6 ч культивирова-
ния инициировали подпитку 70% глицеролом при скорости 40 г/ч. Когда культуры достигали ОП600, 
составляющую 50±10 ОП, температуру культуры понижали до 26°C, добавляли 54 мл 1М сульфата маг-
ния и солевую подпитку, состоящую из 10 г/л сульфата аммония, 26 г/л безводного двухосновного фос-
фата калия, 2 г/л дигидрата цитрата натрия; 13 г/л моногидрата одноосновного фосфата натрия; 15 г/л 
безводного одноосновного фосфата калия; 0,08% раствора следовых элементов, начинали подавать со 
скоростью 33 г/л и продолжали 6 ч. После истечения общего времени ферментации в 64-70 ч культуру 
собирали при помощи центрифугирования, получая сгустки из клеток в 1,6-2,3 кг влажной массы. Сгуст-
ки хранили замороженными при -80°C до дальнейшего использования. Для анализа титров в конце про-
цесса ферментации образцы из общего бульона замораживали в объеме 0,2 мл, затем размораживали, 
затем добавляли 0,2 мл воды, затем для того чтобы лизировать и флоккулировать хозяйские белки, об-
разцы инкубировали при 85°C на протяжении 15 мин, затем выдерживали при 4°C на протяжении 15 мин 
с последующим центрифугированием на протяжении 10 мин при 20000 g. Полученные в результате 
флоккулированные растворимые лизаты анализировали при помощи C18 обратнофазной HPLC, а пло-
щадь абсорбции A214, соответствующую пикам, представляющим Helper-RP11-XTEN-His8, сравнивали 
с очищенным контрольным эталоном. Далее для того чтобы определить сухую массу клеток (СМК), пел-
летировали аликвоты клеток и удаляли надосадочную жидкость. Сгусток клеток один раз промывали 
водой и затем высушивали в духовке при 80°С на протяжении 3 дней. Пробирки, содержащие сгустки 
клеток, взвешивали, вычитали из измеренной массы массу пробирки, а оставшуюся массу делили на из-
начальный объем каждого образца (0,0002 л), чтобы получить СМК. Результаты ферментативного выра-
щивания, анализа титров и сухой массы клеток обобщены в табл. 37, приведенной ниже. При скрининго-
вом исследовании 96-луночного планшета, когда проводили скрининг библиотеки LCW1160 конструк-
ций RP11-XTEN-His8 без N-концевого хелпера (пример 12, фиг. 86), уровень экспрессии LCW1160.006, 
конструкции с наибольшей экспрессией, составил только 50% от экспрессии конструкций LCW1159.004 
или LCW1172.033 со вспомогательными последовательностями. Следовательно, ожидается, что конст-
рукции XTEN с N-концевыми вспомогательными последовательностями приведут к существенно более 
высоким титрам экспрессии по сравнению с конструкциями XTEN, не содержащими вспомогательных 
последовательностей.  
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Таблица 37 
Измеренные параметры экспрессии 

 
Пример 14. Очистка XTEN с маркерами RP11 и His8. 
1. Экспрессия, лизис и очистка. 
Гибридный белок MKNPEQAEEQAEEQREET-RP11-SASRSA-XTEN_AE432(C12,C217,C422)-

SASRSA-His(8)] с N-концевой вспомогательной последовательностью представителя одной из библиотек 
LCW1159.004, описанного в примере 10, с двумя аффинными маркерами, присоединенными к XTEN в 
N- и C-конце, соответственно, экспрессировали в E.coli, используя 4 л биореактор и условия, описанные 
в данном тексте. После выращивания клетки собирали при помощи центрифугирования и замораживали 
при -80°C до использования. Сгусток клеток перерастворяли в лизисном буфере (20 мМ фосфата натрия, 
50 мМ NaCl, 2 мМ ЭДТК pH 8,0, 3 мл буфера на 1 г клеточной пасты). Клетки лизировали, трижды про-
пуская их через APV гомогенизатор при давлении в 830-900 бар. Лизисный буфер (1 мл буфера на 1 г 
клеточной пасты) использовали в качестве вытеснителя, чтобы изъять остаточный объем из гомогениза-
тора. Гомогенизированный лизат инкубировали в водяной ванне при 85°C на протяжении 20 мин с по-
следующим быстрым охлаждением в ванне с ледяной водой на протяжении 20 мин. После обработки 
нагреванием и охлаждением лизат центрифугировали на скорости 11000 об/мин на протяжении 90 мин в 
центрифуге SORVALL. После центрифугирования надосадочную жидкость профильтровывали через два 
фильтра CUNO Bio cap 25 (BC0025L90SP08A). Очищенную надосадочную жидкость хранили при 4°C на 
протяжении ночи. 

2. Этап захвата: Toyopearl IMAC хроматография. 
Аффинную хроматографию IMAC применяли в качестве этапа захвата для связывания XTEN с ин-

тактной C-концевой His- маркером. Вкратце, хроматографическую колонку BPG140/12 (GE Life Sciences) 
паковали 2000 мл 650М смолы Toyopearl IMAC (TOSOH Biosciences). Колонку уравновешивали 2 объе-
мами колонки (ОК) равновесного буфера (20 мМ фосфата натрия, 500 мМ NaCl, pH 8,0). Очищенный 
клеточный лизат доводили до конечной концентрации NaCl в 500 мМ, используя 5М маточного раствора 
NaCl, и затем загружали в IMAC смолу. Колонку промывали 2 объемами колонки равновесного буфера, а 
затем 2 объемами колонки 20 мМ фосфата натрия, 500 мМ NaCl, 5 мМ имидазола pH 8,0, а затем - 2 объ-
емами колонки 20 мМ фосфата натрия, 5 мМ имидазола pH 8,0, чтобы удалить соль. Элюирование про-
водили с 2 объемами колонки 20 мМ фосфата натрия, 100 мМ имидазола, pH 8,0. Профильтрованные, 
отмытые и элюированные фракции анализировали при помощи невосстанавливающего 4-12% Bis-Tris 
SDS-PAGE/окрашивания Кумасси, а фракции, содержащие необходимый продукт, объединяли.  

3. Этап полировки/захвата: MacroCap SP хроматография. 
На этапе полировки применяли катионообменную хроматографию для подтверждения N-концевой 

целостности продукта. Из нескольких катионообменных сред выбрали смолу MacroCap SP (GE Life Sci-
ences) благодаря ее превосходной емкости и избирательности по отношению к продукту. 1000 мл смолы 
MacroCap SP паковали в хроматографическую колонку BPG100/13 (GE Life Sciences) и уравновешивали 
20 мМ фосфата натрия pH 8,0, 20 мМ NaCl. Пул IMAC загружали в колонку, а смолу промывали 2 объе-
мами колонки 20 мМ фосфата натрия, 50 мМ NaCl, pH 8,0 и 2 объемами колонки 20 мМ фосфата натрия 
pH 8,0, 150 мМ NaCl. Белок элюировали с 5 объемами колонки линейного градиента от 150 до 500 мМ 
NaCl в 20 мМ фосфата натрия pH 8,0. Фракции собирали и анализировали при помощи 4-12% Bis-Tris 
SDS-PAGE. Фракции, содержащие необходимый продукт, объединяли для следующего этапа.  

4. Расщепление трипсином элюционного пула Macrocap SP. 
Расщепление трипсином (сигма трипсин поджелудочной железы быка) элюционного пула SP про-
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водили при соотношении фермент/белок 1:200 м/м на протяжении ночи при 37°C.  
5. Этап полировки: Macrocap Q хроматография. 
После расщепления трипсином отщепленные маркеры отделяли от конечного продукта при помощи 

Macrocap Q хроматографии. Колонку BPG100/19 (GE Life Sciences) паковали 1500 мл объемами колонки 
смолы Macrocap Q (GE Life Sciences). Расщепленный трипсином элюционный пул Macrocap SP инкуби-
ровали на протяжении 15 мин при 80°C с 20 мМ ДТТ и 2 мМ ЭДТК, для того чтобы восстановить ди-
сульфидные связи и инактивировать трипсин. Охлажденный белковый раствор разбавляли до проводи-
мости ниже 5 мСм/см водой Milli-Q и загружали в колонку Macrocap Q, уравновешенную 20 мМ ГЭПЭС, 
50 мМ NaCl, pH 7,0. Колонку промывали 2 объемами колонки 20 мМ ГЭПЭС, 50 мМ NaCl, pH 7,0, затем 
2 объемами колонки 20 мМ ГЭПЭС, 2 мМ ТХЭФ, 150 мМ NaCl pH 7,0. Белок элюировали с линейным 
градиентом от 150 до 500 мМ NaCl в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0 в 20 объемах колонки. Фракции анализиро-
вали при помощи SDS-PAGE/окрашивания серебром. 

6. Концентрирование и диафильтрация (получение конечного препарата). 
Выбранные фракции Macrocap Q смешивали и концентрировали, используя 10 КД Pellicon mini 

(Millipore) при давлении подачи питания <20 фунтов на кв.дюйм и ретентата <8 фунтов на кв.дюйм, за 
чем следовала 10Х диафильтрация 20 мМ ГЭПЭС, 50 мМ NaCl, pH 7,0 до достижения конечной концен-
трации белка >5 мг/мл. 

9. Анализ степени очистки белка, очищенного разными методами. 
Одну партию (партия 1) очищали в три этапа очистки, как описано выше. Другую партию (партия 

2) очищали из того же самого ферментированного материала, но при этом пропускали этап полировки 
MacroCap SP. Процессированные группы XTEN детектировали при помощи SDS-PAGE/окрашивания 
серебром в элюционных фракциях MacroCap Q для партии 2 (фиг. 87A), при этом в элюционных фракци-
ях MacroCap Q для партии 1 практически отсутствовали процессированные варианты (фиг. 87B). Данные 
результаты позволяют предположить, что в применяемых условиях этап MacroCap SP на основе маркера 
RP11 является существенным для подтверждения N-концевой целостности и общего качества продукта. 

Пример 15. Конструирование 1xAmino, 9xThiol-XTEN432. 
Следующие группы праймеров 5Afor&CI1BbsIrev-TGGC, CI1BsaIfor-TGGC&CI2-AE38BbsIrev и 

CI2-AE38BsaIfor&AatIICI3-2P применяли для проведения ПЦР плазмиды pCW1164, содержащей 
XTEN_AE432 (C422), для получения продуктов ПЦР AE-CI1, CI1-2 и CI2-3 соответственно. CI1, 2&3 
обозначали как Cysteine Island1 (участок цистеина1), 2&3, содержащие одинаковую аминокислотную 
последовательность TAEAAGCGTAEAA, но с использованием разных кодонов. Очистку гелем продук-
тов ПЦР проводили для получения полос необходимых размеров, которые расщепляли рестрикционны-
ми ферментами SbfI/BbsI, BsaI/BbsI и BsaI/AatII, соответственно, для получения вставок. Расщепление 
плазмиды pCW1164, которая кодирует ген N-term-RP11-R-XTEN_AE432 (C422)-R-H8, проводили при 
помощи SbfI/AatII, для того чтобы удалить фрагмент, состоящий приблизительно из 290 аминокислот в 
пределах XTEN_AE432, а очистку гелем проводили для получения оставшегося крупного фрагмента в 
качестве вектора. Проводили лигирование вектора с тремя вставками из продуктов ПЦР, как описано 
выше, и использовали для трансформации компетентных клеток BL21 для того, чтобы получить конст-
рукцию N-term-RP11-R-XTEN_AE432 (C319, С370, C422)-R-H8. Для этой конструкции проводили ПЦР с 
праймерами CI1BsaIfor-TGGC&AatIICI3-2P для получения продукта ПЦР длиной приблизительно в 360 
п.н.о. Проводили очистку гелем полосы с необходимым размером, за которой следовало расщепление 
при помощи BsaI/AatII, как вставки XTEN_AE120-3Cys, которая содержит три участка цистеина. 

В то же время проектировали и синтезировали (Genscript) кодон-оптимизированный фрагмент ДНК 
XTEN_AE313-6Cys, содержащий шесть участков цистеина. Фрагмент расщепляли фланкирующими ре-
стрикционными ферментами BsaI/BbsI и очищали гелем для получения вставки, содержащей шесть пер-
вых участков цистеина XTEN_AE432. Расщепление плазмиды pCW1161, которая кодирует ген N-term-
RP11-R-XTEN_AE432_3Cys-R-H8, проводили при помощи BsaI/AatII, для того, чтобы удалить фрагмент 
XTEN_AE432_3Cys, а очистку гелем проводили для получения крупного фрагмента в качестве вектора. 
Проводили лигирование вектора с расщепленной BsaI/BbsI вставкой XTEN_AE313-6Cys и расщепленной 
BsaI/AatII вставкой XTEN_AE120-3Cys, как описано выше. Лигированный продукт использовали для 
трансформации компетентных клеток BL21 для того, чтобы получить конструкцию N-term-RP11-R-
XTEN_AE432 (C12, С63, C114, C165, С217, С268, С319, С370, C422)-R-H8. Конструкцию проектировали 
для получения предшественника N-term-RP11-R-AE432_9Cys-R-H8 (последовательность в табл. 38, ни-
же), продукт которого использовали для создания 1xAmino, 9-Thio-XTEN432 после удаления маркера N-
term-RP11 и маркера C-term 8xHis при помощи расщепления трипсином. Конечный продукт содержал 
девять цистеинов в последовательности XTEN432 (Seg 177).  

Таблица 38 
ДНК- и аминокислотная последовательность для 1xAmino, 9-Thio-XTEN432 
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Пример 16. Конструирование 1xAmino, 9xThiol-XTEN864. 
Праймеры PhoAfor&RP11-SASRSABsaIrevAGGT применяли для проведения ПЦР плазмиды, со-

держащей маркер N-term-RP11 для получения продуктов ПЦР N-term-RP11-R. Проводили очистку гелем 
полосы необходимого размера и расщепляли ее при помощи NdeI/BsaI для получения первой вставки. 
Другую ПЦР проводили с праймерами AE432BsaIforAGGT&AE432_001BbsIrev-AACG для плазмиды, 
содержащей XTEN_AE864_003 для получения продуктов ПЦР XTEN_AE432. Проводили очистку гелем 
полосы необходимого размера, которую затем расщепляли при помощи BsaI/BbsI для получения второй 
вставки. Расщепление конструкции N-term-RP11-R-AE432_9Cys-R-H8 из примера 10 проводили при по-
мощи NdeI/BsaI для того, чтобы удалить фрагмент N-term-RP11-R, а очистку гелем проводили для полу-
чения крупного фрагмента в качестве вектора. Проводили лигирование вектора с первой и второй выше-
описанными вставками, а полученный продукт использовали для трансформации компетентных клеток 
BL21 для того, чтобы получить конструкцию N-term-RP11-R-XTEN_AE864 (C444, C495, С546, С597, 
С649, С700, С751, С802, C854)-R-H8. Полученную в результате конструкцию расщепляли для получения 
предшественника N-term-RP11-R-AE864_9Cys-R-H8 (последовательность в табл. 39, ниже), продукт ко-
торого позволяет создавать 1xAmino, 9-Thio-XTEN864 после удаления маркера N-term-RP11 и маркера 
C-term 8xHis при помощи расщепления трипсином. Конечный продукт содержал N-концевую амино-
группу и девять цистеинов в последовательности XTEN864 для конъюгации (Seg 175).  
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Таблица 39 
ДНК- и аминокислотная последовательность для 1xAmino, 9-Thio-XTEN864 
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Пример 17. Ферментация XTEN для конъюгации. 
Стартовые культуры получали путем инокуляции исходных глицероловых растворов E. coli, несу-

щей плазмиду, содержащую подходящие XTEN для конъюгации белковых последовательностей, в 125 
мл ЛБ-среды, содержащей 50 мкг/мл канамицина. Затем культуры встряхивали на протяжении ночи при 
37°C. Стартовую культуру применяли для инокуляции 2 л среды для периодической ферментации, со-
держащей 12,5 г сульфата аммония, 15 г безводного двухосновного фосфата калия, 2,5 г дигидрата цит-
рата натрия; 8,5 г моногидрата одноосновного фосфата натрия; 50 г соевого пептона NZ BL4 (Kerry Bio-
science #5X00043); 25 г экстракта дрожжей (Teknova #Y9020); 1,8 л воды; 0,5 мл полипропиленгликоля; 
2,5 мл раствора следовых элементов (Amunix recipe 144-1); 17,5 мл 1М сульфата магния и 2 мл канами-
цина (50 мг/мл) в 5-л стеклянном сосуде с рубашкой с B контроллером B. Braun Biostat. Настройки 
управления ферментацией были следующими: pH 6,9±0,1; dO2 = 10%; каскад растворенного кислорода в 
режиме перемешивания в диапазоне 125-1180 об/мин; поток воздуха 5 л/мин с 90% кислорода; начальная 
температура 37°C; основной контроль 13% гидроксид аммония; отсутствие кислотного контроля. После 
6 ч культивирования инициировали подпитку 50% глюкозой при скорости 30 г/ч. После 20 ч культивиро-
вания добавляли 25 мл 1М сульфата магния и 3 мл 1М ИПТГ. После истечения общего времени фермен-
тации в 45 ч культуру собирали при помощи центрифугирования, получая сгустки из клеток в 0,45-1,1 кг 
влажной массы для всех конструкций. Сгустки хранили замороженными при -80°C до дальнейшего ис-
пользования. Образцы культур брали в разные временные точки на протяжении процесса ферментации, 
клетки лизировали, затем клеточный дебрис флоккулировали при помощи нагревания и быстрого охлаж-
дения, очищенные растворимые лизаты готовили для центрифугирования и анализировали при помощи 
невосстанавливающего SDS-PAGE в постоянном поле с применением NuPAGE 4-12% Bis-Tris геля от 
Invitrogen согласно инструкции производителя с окрашиванием Кумасси. Пример накопления гибридно-
го белка XTEN как функции от времени ферментации показан на фиг. 45. Результаты показывают, что 
гибридные белковые конструкции XTEN экспрессировались при ферментации с титрами >1 г/л, с кажу-
щейся молекулярной массой, составляющей около 160 кДа (заметка: фактическая молекулярная масса 
составляет 100 кДа. Наблюдаемая миграция в SDS-PAGE была сравнима с той, которую наблюдали для 
других XTEN-содержащих гибридных белков). 

Пример 18. Очистка реагента 1xThiol-XTEN (цистеин-сконструированный XTEN) при помощи ме-
ток CBD и His8. 

Данный пример описывает очистку цистеин-сконструированного XTEN, содержащего один остаток 
цистеина.  

Материалы и методы. 
1. Очистка. 
20 г клеточной пасты, полученной при ферментации, перерастворяли в 100 мл 20 мМ фосфата на-

трия, pH 8,0 (лизисный буфер). Лизат клеток трижды гомогенизировали в гомогенизаторе при приблизи-
тельно 800-900 барах. 50 мл лизисного буфера использовали в качестве вытеснителя, чтобы изъять оста-
точный объем из гомогенизатора. Гомогенизированный лизат инкубировали в водяной ванне при 85°C на 
протяжении 20 мин с последующим быстрым охлаждением в ванне с ледяной водой на протяжении 20 
мин. После обработки нагреванием и охлаждением лизат центрифугировали при 11000 об/мин на протя-
жении 90 мин в центрифуге SORVALL. После центрифугирования надосадочную жидкость профильтро-
вывали через два фильтра CUNO Bio cap 25 (BC0025L90SP08A). Фильтры прочищали при помощи 40 мл 
лизисного буфера. Конечный объем очищенного материала составил 230 мл. Очищенную надосадочную 
жидкость хранили при 4°C на протяжении ночи. 

2. Этап захвата: хроматография с гидрофобным взаимодействием. 
Хроматографию с гидрофобным взаимодействием применяли на первом этапе, используя гидро-

фобный маркер CBD для XTEN для подтверждения захвата N-концевого интактного белка. Для пакова-
ния XK16 до высоты слоя в 15 см (30 мл объема колонки) использовали Toyopearl Phenyl 650M (Part  
# 0014783, TOSOH Bioscience). Хроматографию проводили, используя AKTA FPLC (GE Biosciences). 
Перед загрузкой смолу Toyopearl Phenyl уравновешивали 2 объемами колонки 20 мМ фосфата натрия, 
1М сульфата натрия, pH 8,0. Нагрузку HIC готовили путем добавления сульфата натрия до концентрации 
1М в очищенный вышеприведенным способом лизат (конечный объем ~250 мл). Образец загружали на 
смолу HIC (~4 мг/мл нагрузки из смолы) при 2 мл/мин. Загрузку завершали заполнением ~9 объемами 
колонки равновесного буфера (20 мМ фосфата натрия, 1М сульфата натрия, pH 8,0) до того момента, 
пока UV215 был стабильным. 

Белок поэтапно элюировали при помощи 100% B (20 мМ фосфата натрия, pH 8,0). Для подтвержде-
ния полного элюирования применяли в общем счете 7 объемов колонки элюционного буфера (фиг. 46). 

Образцы анализировали при помощи 4-12% Bis-Tris-SDS-PAGE (невосстанавливающего) для опре-
деления элюционного пула (фиг. 47). На основании последующего элюирования в геле фракции E1, E2, 
E3 и E4 были отобраны для дальнейшей обработки. Общее количество белка было оценено в 85 г в элю-
ционном пуле HIC с 65% выходом на этапе, определенном путем прогонки другого количественного ге-
ля. 

3. Этап полировки/захвата: Toyopearl IMAC хроматография. 
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На этапе захвата применяли аффинную хроматографию IMAC для связывания с интактной C-
концевой His-маркером XTEN. Хроматографическую колонку XK26 паковали Toyopearl IMAC 650М 
(Part #0014907, TOSOH Biosciences) с высотой слоя в 15 см (85 мл объема колонки). Колонку уравнове-
шивали 2 объемами колонки 20 мМ фосфата натрия, 10 мМ имидазола, 0,25М NaCl, pH 8,0 (равновесный 
буфер). Нагрузку IMAC готовили, добавляя 5М NaCl в элюционный пул HIC чтобы получить 0,25М NaCl 
в конечном объеме. Образец загружали на смолу IMAC при скорости потока в 4 мл/мин. Загрузку завер-
шали 2 объемами колонки равновесного буфера. Смолу промывали 2 объемами колонки 20 мМ фосфата 
натрия, 10 мМ имидазола, pH 8,0 для удаления соли. Линейное элюирование проводили от 0 до 100% B в 
7 объемах колонки с буфером A (20 мМ фосфата натрия, 10 мМ имидазола, pH 8,0) и буфером B (20 мМ 
фосфата натрия, 200 мМ имидазола, pH 8,0) с последующим добавлением 2 объемов колонки 100% B. 
Наличие имидазола обуславливало поглощение на UV 215, составляющее около 3500 мЕа с AKTA FPLC, 
поэтому элюционный пик не наблюдали. Профильтрованные, отмытые и элюированные фракции анали-
зировали при помощи невосстанавливающего 4-12% Bis-Tris-SDS-PAGE геля (фиг. 48). Гель показал 
успешное удаление белка клеток-хозяев и процессированные группы XTEN (фиг. 48А). Фракции C5, C6 
и C7 объединяли на основе данных по второму гелю (фиг. 48B). Всего в элюционном пуле IMAC было 
обнаружено 70 мг белка.  

4. Расщепление трипсином элюционного пула IMAC. 
Расщепление трипсином элюционного пула IMAC проводили в соотношении 1:200 м/м. 0,35 мг 

трипсина из поджелудочной железы быка (Sigma, cat #T1426) инкубировали вместе с 70 мг белка (элю-
ционный пул IMAC) на протяжении ночи при 37°C. Анализ при помощи невосстанавливающего 4-12% 
Bis-Tris-SDS-PAGE проводили для подтверждения того, что расщепление маркера CBD было полным, 
как показано на фиг. 49.  

5. Этап полировки: MacroCap Q хроматография. 
После расщепления трипсином отщепленные маркеры отделяли при помощи MacroCap Q хромато-

графии. Колонку XK 16 паковали MacroCap Q (GE Life Sciences, Cat #17-5469-02) с высотой слоя в 18 см. 
Расщепленный трипсином элюционный пул IMAC инкубировали на протяжении 1 ч при 37°C с 2 мМ 
ТХЭФ для снижения количества димеров XTEN перед загрузкой в колонку MacroCap Q. Колонку урав-
новешивали 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0. Образец загружали при 4 мл/мин (~2 мг/мл нагрузки смолой). За-
грузку колонки завершали добавлением 2 объемов колонки 20 мМ ГЭПЭС, 2 мМ ТХЭФ pH 7,0. Колонку 
промывали 2 объемами колонки (20 мМ ГЭПЭС, 2 мМ ТХЭФ, 150 мМ NaCl pH 7,0). Проводили линей-
ное градиентное элюирование от 150 до 500 мМ NaCl в буфере из 20 мМ ГЭПЭС, 2 мМ ТХЭФ, pH 7,0 в 
20 объемах колонки. UV 215 наблюдали на высоком уровне на протяжении всего процесса хроматогра-
фии (фиг. 50) благодаря наличию ТХЭФ, но при этом наблюдали элюционный пик от 22 до 30 мСм/см. 
Все образцы анализировали при помощи SDS-PAGE, окрашивания серебром и C18 RP-HPLC. Удаление 
расщепленных CBD наблюдали в профильтрованных образцах (фиг. 51A), в то время как слабоинтенсив-
ные полосы XTEN наблюдали в элюционных фракциях (фиг. 51B) в элюционных фракциях E11, E12, 
F12, F11, F10, ..., F6. Отделение процессированных групп XTEN наблюдали при помощи окрашивания 
серебром в более ранних элюционных фракциях E11, E12, F12 и F11 как в группах, мигрирующих быст-
рее, чем основной полипептид XTEN (фиг. 51С). На основании вышеприведенных результатов элюцион-
ные фракции дополнительно анализировали при помощи C18 RP-HPLC. На фиг. 52 показана группа 
профилей RP-HPLC анализа. Более ранние элюционные фракции имеют широкое главное плечо, указы-
вающее на существенное присутствие процессированных групп. Также эти более ранние элюционные 
фракции (E12, F12 и F11) обогащали протеолизисными маркерами. На основе вышеприведенного анали-
за были объединены элюционные фракции F10, F9, F8, F7 и F6. Элюционный пул снова анализировали 
при помощи C18 RP-HPLC (фиг. 53). Обнаружили, что очищенный белок был очищен на 97,5%.  

6. Концентрирование и диафильтрация (получение конечного препарата). 
Вышеупомянутый пул MacroCap Q концентрировали при помощи центрифуги Amicon Ultracel-15 

(HOMM 10к) до 5 мл с последующей 7X диафильтрацией с 20 мМ ГЭПЭС pH 7,0 до конечной концен-
трации белка, составляющей 8,13 мг/мл. Всего из 20 г сгустка клеток было очищено 43 мг белка. Общее 
выделение для трех этапов хроматографии оценили в ~33%.  

Пример 19. Очистка реагента 1xAmino-XTEN с маркерами CBD и His8. 
Очистку амино-XTEN проводили практически таким же способом, который описан для очистки 

1xThiol-XTEN, содержащего один цистеин (для подробностей см. пример 15). 20 г клеточной пасты, по-
лученной при ферментации, гомогенизировали в 100 мл 20 мМ фосфата натрия, pH 8,0 (лизисный бу-
фер), обрабатывали теплом и очищали при помощи центрифугирования и фильтрации. Хроматографию с 
гидрофобным взаимодействием применяли на первом этапе для захвата N-концевого интактного белка. 
(фиг. 54). Фракции E2, E3 и E4 объединяли для дальнейшей обработки. Аффинную хроматографию 
IMAC использовали на этапе захвата для связывания интактного C-концевого His-маркера XTEN (фиг. 
55). Фракции E2 и E3 объединяли. Расщепление трипсином элюционного пула IMAC проводили в соот-
ношении 1:200 м/м на протяжении ночи при 37°C. После этого отщепленные трипсином маркеры отде-
ляли при помощи MacroCap Q хроматографии. Фракции анализировали при помощи SDS-PAGE с после-
дующим окрашиванием серебром (фиг. 56) и C18 RP-HPLC (фиг. 57). На основе вышеприведенного ана-
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лиза были объединены элюционные фракции C10, C11 и C12. Элюционный пул анализировали при по-
мощи C18 RP-HPLC (фиг. 58). Было обнаружено, что белок очищен на >98%. Пул MacroCap Q концен-
трировали при помощи центрифуги Amicon Ultracel-15 (HOMM 10к) при 3000 об/мин до 5 мл с после-
дующей 7X диафильтрацией при помощи 20 мМ ГЭПЭС pH 7,0 до конечной концентрации белка в 5,35 
мг/мл. 

Пример 20. Очистка и оценка системы RP11/His8-XTEN с двумя маркерами. 
Используя вышеописанные экспрессионные векторы, конструировали белки XTEN с двумя марке-

рами для кодирования гибридных белков со следующими аминокислотными последовательностями или 
компонентами:  

MKIKTGARILALSALTTMMFSASALAAPTTAGAG-Tag-XTEN_AE869(Am1)-RHHHHHHHH, где 
MKIKTGARILALSALTTMMFSASALA является распознающей последовательностью MalE, которая 
отщепляется от экспрессируемого полипептида и транспортируется в периплазму клетки-хозяина, 
APTTAGAG является спейсером, а маркер выбран из следующих (название маркера сопровождается по-
следовательностью в скобках): RP5 (RPRPRPRPRPGR); RP7 (RPRPRPRPRPRPRPGR); KP5 
(KPKPKPKPKPGR); RP9 (RPRPRPRPRPRPRPRPRPGR); RP11 (RPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPGR); 
P5K4P9 (RPRPKPRPKPRPKPRPKPGR) и R6K5P11 (RPRPKPRPKPRPKPRPKPRPKPGR). Были созданы 
все вариации конструкций с маркерами, а белки экспрессировались в E.coli при помощи описанных в 
примере 15 методов. Из клетки-хозяина получали растворимые экстракты для проведения анализа при 
помощи SDS-PAGE/окрашивания Кумасси. Согласно анализу длина и аминокислотный состав N-
концевого маркера не оказывали существенного влияния на экспрессию белка (см. фиг. 59) в случае экс-
прессии конструкций с маркерами RP7, RP9, RP11 и R6K5P11. Экспрессируемые белки с белковыми 
маркерами RP5, RP7, RP9 и RP11 дополнительно исследовали на предмет связывания со смолой  
MacroCap SP. Белки с более длинными маркерами связывались более эффективно с катионообменной 
смолой, а оставшиеся связывались в более жестких отмывочных условиях. Таким образом, маркер RP11 
выбрали в качестве N-концевого маркера для очистки XTEN при помощи катионообменной хроматогра-
фии. Дополнительный эксперимент показал, что полипептид RP11-XTEN-His8 эффективно экспрессиро-
вался в биореакторе, а большая часть экспрессируемого белка была обнаружена в клеточном сгустке 
(фиг. 60). 

Пример 21. Очистка реагента системы 1xAmino-XTEN с двумя маркерами RP11/H8. 
1. Экспрессия. 
Предшественник RP11-XTEN-His8 для 1xAmino-XTEN получали путем экспрессии в трансформи-

рованных E. coli, применяя вышеописанную 4 л реакцию ферментации. Клетки собирали при помощи 
центрифугирования и замораживали при -80°C до использования.  

2. Лизис и очистка. 
25 г клеточной пасты пеперастворяли в 75 мл 20 мМ фосфата натрия pH 8,0, 50 мМ NaCl, 2 мМ 

ЭДТК. Лизис проводили путем трехкратного пропускания перерастворенной пасты через гомогенизатор 
при 800-900 барах. Гомогенат выдерживали при 85°C в водяной ванне на протяжении 15 мин перед тем, 
как быстро охладить, используя ледяную/водяную ванну, пока температура не падала ниже 10°C. Затем 
обработанный гомогенат центрифугировали при 10, 000 об/мин на роторе SLA-3000 на протяжении 60 
мин. Надосадочную жидкость собирали и фильтровали, используя 0,22 мкм фильтрующую насадку.  

3. Этап катионообменного захвата. 
На этапе захвата применяли катионообменную хроматографию для подтверждения N-концевой це-

лостности продукта. Из нескольких катионообменных сред выбрали смолу MacroCap SP (GE Life Sci-
ences) благодаря ее превосходной емкости и избирательности по отношению к продукту. 20 мл колонку 
MacroCap SP паковали в среду Redi-Sep и уравновешивали буфером из 20 мМ фосфата натрия (pH 8,0), 
20 мМ NaCl. Лизат загружали в колонку при помощи гравитации. Три объема колонки (ОК) 20 мМ фос-
фата натрия pH 8,0, 100 мМ NaCl применяли на этапе отмывки перед тем, как проводить этап элюирова-
ния белка с 3 ОК 20 мМ фосфата натрия pH 8,0, 500 мМ NaCl. Половину фракций ОК (10 мл) собирали 
для элюатов и анализировали при помощи 4-12% Bis-Tris-SDS-PAGE (фиг. 61). Элюционные фракции 2-
4 объединяли для последующего этапа хроматографии.  

4. Этап полировки IMAC. 
20-мл колонку ToyoPearl AF-Chelate паковали в колоночную среду Redi-Sep и заряжали 100 мМ 

сульфата никеля. Колонку уравновешивали 20 мМ фосфата натрия pH 8,0, 500 мМ NaCl перед тем как 
загружать пул MacroCap SP в колонку при помощи гравитации. Применяли два отмывочных этапа, ис-
пользуя буфер из 20 мМ фосфата натрия (pH 8,0), 500 мМ NaCl, 5 мМ имидазола, а затем 20 мМ фосфата 
натрия (pH 8,0), 5 мМ имидазола. Затем продукт элюировали из колонки, используя 20 мМ фосфата на-
трия, 100 мМ имидазола, а половину фракций ОК (10 мл) собирали для 4 ОК элюата. Образцы на каждом 
этапе исследовали при помощи 4-12% Bis-Tris-SDS-PAGE (фиг. 62). На основе данных по гелю элюаты 2 
и 3 объединяли для дополнительной обработки. Общий выход составил 30%. 

5. Расщепление трипсином элюционного пула IMAC. 
Расщепление трипсином элюционного пула IMAC проводили в соотношении 1:200 и 1:500 м/м пу-

тем добавления 1 мг/мл бычьего трипсина (Sigma, Cat #T1426, трипсин из поджелудочной железы быка) 
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в пул IMAC. Реакционную смесь выдерживали при 37°C на протяжении ночи, а завершение расщепления 
подтверждали при помощи масс-спектрометрии MALDI-TOF. Образцы до и после расщепления анализи-
ровали при помощи 4-12% Bis-Tris-SDS/PAGE с окрашиванием Кумасси и серебром (фиг. 63). Менее 
интенсивное окрашивание в окрашенном Кумасси геле, а также сдвиг по молекулярной массе для образ-
цов после расщепления по сравнению с образцами до расщепления указывает на успешное удаление как 
N-, так и C-концевых меток. В окрашенном серебром геле после расщепления наблюдали гомогенные 
полосы, предполагающие отсутствие в образце процессированных групп, подтверждая вывод о том, что 
система с двумя маркерами RP11/H8 и методы очистки обеспечивают гомогенный конечный продукт 
XTEN. 

Пример 22. Очистка XTEN с аффинными маркерами RP11 и His8. 
1. Экспрессия. 
Гибридный белок RP11-XTEN-His8 с двумя аффинными маркерами, присоединенными к XTEN в 

N- и C-концах, соответственно, экспрессировался в E.coli с применением 4 л реакции ферментации с вы-
шеописанными условиями.  

2. Лизис и очистка. 
После выращивания клетки собирали при помощи центрифугирования и замораживали при -80°C 

до использования. Клеточный сгусток перерастворяли в лизисном буфере (20 мМ фосфата натрия pH 8,0, 
50 мМ NaCl, 2 мМ ЭДТК pH 8,0, 3 мл буфера на 1 г клеточной пасты). Клетки лизировали, трижды про-
пуская их через гомогенизатор APV при давлении в 830-900 бар. Лизисный буфер (1 мл буфера на 1 г 
клеточной пасты) использовали в качестве вытеснителя, чтобы изъять остаточный объем из гомогениза-
тора. Гомогенизированный лизат инкубировали в водяной ванне при 85°C на протяжении 20 мин, а затем 
быстро охлаждали в ванне с ледяной водой на протяжении 20 мин. После обработки нагреванием и ох-
лаждением лизат центрифугировали на скорости 11000 об/мин на протяжении 90 мин в центрифуге 
SORVALL. После центрифугирования надосадочную жидкость профильтровывали через два фильтра 
CUNO Bio cap 25 (BC0025L90SP08A). Очищенную надосадочную жидкость хранили при 4°C на протя-
жении ночи. 

3. Этап захвата: Toyopearl IMAC хроматография. 
Аффинную хроматографию IMAC применяли в качестве этапа захвата для связывания XTEN с ин-

тактным C-концевым His-маркером. Вкратце, хроматографическую колонку BPG140/12 (GE Life 
Sciences) паковали 2000 мл 650М смолы Toyopearl IMAC (TOSOH Biosciences). Колонку уравновешивали 
2 объемами колонки (ОК) равновесного буфера (20 мМ фосфата натрия, 500 мМ NaCl, pH 8,0). Очищен-
ный клеточный лизат доводили до конечной концентрации NaCl в 500 мМ, используя 5М маточного рас-
твора NaCl, и затем загружали в IMAC смолу. Колонку промывали 2 объемами колонки равновесного 
буфера, а затем 2 объемами колонки 20 мМ фосфата натрия, 500 мМ NaCl, 5 мМ имидазола pH 8,0, а за-
тем 2 объемами колонки 20 мМ фосфата натрия, 5 мМ имидазола pH 8,0, чтобы удалить соль. Элюирова-
ние проводили с 2 объемами колонки 20 мМ фосфата натрия, 100 мМ имидазола, pH 8,0. Профильтро-
ванные, отмытые и элюированные фракции анализировали при помощи невосстанавливающего 4-12% 
Bis-Tris-SDS-PAGE/окрашивания Кумасси, а фракции, содержащие необходимый продукт, объединяли. 

4. Этап полировки/захвата: MacroCap SP хроматография. 
На этапе полировки применяли катионообменную хроматографию для подтверждения N-концевой 

целостности продукта. Из нескольких катионообменных сред выбрали смолу MacroCap SP (GE Life Sci-
ences) благодаря ее превосходной емкости и избирательности по отношению к продукту. 1000 мл смолы 
MacroCap SP паковали в а хроматографическую колонку BPG100/13 (GE Life Sciences) и уравновешива-
ли 20 мМ фосфата натрия pH 8,0, 20 мМ NaCl. Пул IMAC загружали в колонку, а смолу промывали 2 
объемами колонки 20 мМ фосфата натрия, 50 мМ NaCl, pH 8,0 и 2 объемами колонки 20 мМ фосфата 
натрия pH 8,0, 150 мМ NaCl. Белок элюировали с 5 объемами колонки линейного градиента от 150 до 500 
мМ NaCl в 20 мМ фосфата натрия pH 8,0. Фракции собирали и анализировали при помощи 4-12% Bis-
Tris-SDS/PAGE. Фракции, содержащие необходимый продукт, объединяли для следующего этапа.  

5. Расщепление трипсином элюционного пула Macrocap SP. 
Расщепление трипсином (сигма трипсин поджелудочной железы быка) элюционного пула SP про-

водили при соотношении фермент/белок 1:200 м/м на протяжении ночи при 37°C.  
6. Этап полировки: Macrocap Q хроматография. 
После расщепления трипсином отщепленные маркеры отделяли от конечного продукта при помощи 

Macrocap Q хроматографии. Колонку BPG100/19 (GE Life Sciences) паковали 1500 мл объема колонки 
смолы Macrocap Q (GE Life Sciences). Расщепленный трипсином элюционный пул Macrocap SP инкуби-
ровали на протяжении 15 мин при 80°C с 20 мМ ДТТ и 2 мМ ЭДТК для того, чтобы восстановить ди-
сульфидные связи и инактивировать трипсин. Охлажденный белковый раствор разбавляли до проводи-
мости ниже 5 мСм/см водой Milli-Q и загружали в колонку Macrocap Q, уравновешенную 20 мМ ГЭПЭС, 
50 мМ NaCl, pH 7,0. Колонку промывали 2 объемами колонки 20 мМ ГЭПЭС, 50 мМ NaCl, pH 7,0, затем 
2 объемами колонки 20 мМ ГЭПЭС, 2 мМ ТХЭФ, 150 мМ NaCl pH 7,0. Белок элюировали с линейным 
градиентом от 150 до 500 мМ NaCl в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0 в 20 объемах колонки. Фракции анализиро-
вали при помощи SDS-PAGE/окрашивания серебром. 
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7. Концентрирование и диафильтрация (получение конечного препарата). 
Выбранные фракции Macrocap Q смешивали и концентрировали, используя 10 КД Pellicon mini 

(Millipore) при давлении подачи питания <20 фунтов на кв.дюйм и ретентата <8 фунтов на кв.дюйм, за 
чем следовала 10Х диафильтрация 20 мМ ГЭПЭС, 50 мМ NaCl, pH 7,0 для достижения конечной концен-
трации белка >5 мг/мл. 

8. Анализ степени очистки белка, очищенного разными методами. 
Одну партию (партия 1) очищали в три этапа очистки, как описано выше. Другую партию (партия 

2) очищали из того же самого ферментированного материала, но при этом пропускали этап полировки 
MacroCap SP. Процессированные группы XTEN детектировали при помощи SDS-PAGE/окрашивания 
серебром в элюционных фракциях MacroCap Q для партии 2 (фиг. 87A), при этом в элюционных фракци-
ях MacroCap Q для партии 1 практически отсутствовали процессированные варианты (фиг. 87B). Данные 
результаты позволяют предположить, что в применяемых условиях этап MacroCap SP на основе маркера 
RP11 является существенным для подтверждения N-концевой целостности и общего качества продукта, а 
также что система с двумя маркерами RP11/H8 и методы очистки обеспечивают гомогенный конечный 
продукт XTEN.  

Пример 23. Конъюгация линкера ДБЦО-Мал с 3xThiol-XTEN для создания предшественника XTEN. 
Цистеин-сконструированный сегмент XTEN из 3x-Thiol-XTEN (XTEN_AE905 (Am1,С8,C453,С898, 

Seg 174)) готовили для реакции в виде 193 мкМ (16 мг/мл) раствора в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0, 50 мМ 
NaCl. ДБЦО-малеинимид (Click Chemistry Tools, Inc., cat. #A108) растворяли в ДМФ до конечной кон-
центрации в 50 мМ. Аликвоту 3xThiol-XTEN (5,1 мг, 320 мкл) восстанавливали при помощи 10 мМ не-
давно перерастворенного ДТТ при 70°C на протяжении 20 мин. Образец белка разводили водой до обще-
го объема в 600 мкл. Добавляли 1200 мкл 100% ацетонитрила и центрифугировали смесь при 13000 
об/мин на протяжении 5 мин. Надосадочную жидкость удаляли, добавляли 1000 мкл 80% ацетонитрила и 
центрифугировали смесь при 13000 об/мин на протяжении 1 мин. Этап отмывки повторяли еще один раз. 
Сгусток растворяли в 300 мкл 100 мМ ГЭПЭС pH 7,0. Добавляли 7,7 мкл 50 мМ раствора ДБЦО-
малеинимид в ДМФ (молярное соотношение 3xThiol-XTEN к ДБЦО-малеинимиду составляло 1:6) и ин-
кубировали на протяжении 2 ч при 25°C. Завершение модификации отслеживали при помощи анализа 
C18 RP-HPLC (фиг. 64A). Белковую смесь очищали при помощи хроматографии с гидрофобным взаимо-
действием (HIC), используя 1,6 мл бутиловую колонку Toyopearl. Элюирование проводили в 30 объемах 
колонки с понижающимся градиентом сульфата аммония от 1,05 до 0,3М в 20 мМ фосфатного буфера, 
pH 7,0 при скорости потока 0,5 мл/мин (фиг. 64B). Хроматографические фракции анализировали при по-
мощи C18 RP-HPLC (фиг. 64C).  

Пример 24. Расщепление трипсином и очистка дважды меченого предшественника.  
Расщепление трипсином. 
Дважды меченный (CBD/His8) предшественник XTEN_AE870_Am1,C1 хорошо окрашивается Ку-

масси благодаря наличию последовательности CBD, в то время как немеченая версия 
XTEN_AE870_Am1,C1 плохо окрашивается Кумасси, но ее можно детектировать при помощи окраши-
вания серебром. Следовательно, завершение расщепления трипсином отслеживали при помощи методов 
окрашивания как Кумасси (фиг. 65A), так и серебром (фиг. 65B). Дважды меченный предшественник 
XTEN_AE870_Am1,C1 расщепляли, применяя разные соотношения бычьего трипсина и свиного трипси-
на по протеономической шкале (положительный контроль) в 20 мМ фосфатного буфера, pH 8. Инкуба-
ция на протяжении ночи при 37°C позволила получить более полное расщепление, чем инкубация на 
протяжении ночи при 25°C, что показали данные по детектированию оставшейся окрашенной Кумасси 
полосы дважды меченного предшественника в 160 кДа (фиг. 65A: все соотношения являются соотноше-
ниями масса/масса трипсина к субстрату). Фиг. 65B показывает, что при соотношениях 1:100, 1:200 и 
1:500 расщепление происходит с бычьим трипсином, а при 1:100 расщепление происходит со свиным 
трипсином, что приводит к эффективному расщеплению предшественника XTEN. 

MacroCap Q очистка расщепленного трипсином дважды меченного предшественника. 
Для расщепления на протяжении ночи при 37°C использовали соотношение 1:200 бычьего трипсина 

к дважды меченному предшественнику (мас./мас.). Фиг. 66A показывает >90% преобразования дважды 
меченного предшественника в расщепленный продукт. Это демонстрировало исчезновение после расще-
пления окрашенной Кумасси полосы в ~160 кДа и появление фрагмента CBD в 20 кДа. 

Расщепленный трипсином материал подвергали поэтапной очистке с применением анионообмен-
ной смолы MacroCap Q и следующих буферов: A: 20 мМ ГЭПЭС, 50 мМ NaCl, pH 7,5 и В: 20 мМ ГЭ-
ПЭС, 500 мМ NaCl, pH 7,5. Расщепленные материалы загружали при помощи гравитации и элюировали 
поэтапным методом, используя последовательную отмывку 3 объемами колонки 0, 20, 40, 60, 80 и 100% 
буфером В. XTEN_AE870 элюировали в 60% B. Фиг. 66В показывает, что расщепленный фрагмент CBD 
не связывался с MacroCap Q в применяемых условиях и был полностью отделен от XTEN. Поэтапное 
элюирование XTEN от MacroCap Q только частично отделяет процессированные полипептиды. Лучшего 
отделения достигали при помощи градиентного элюирования XTEN (фиг. 66C).  

Исследование остаточной активности трипсина. 
Для исследования наличия остаточной активности трипсина в конечных составах препаратов XTEN 
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образец белка смешивали с синтетическим пептидом [G2]GLP2 в соотношении мас./мас. 10:1. Положи-
тельный контроль для расщепления содержал пептид [G2]GLP2 и бычий трипсин; отрицательный кон-
троль содержал только пептид [G2]GLP2. Все образцы инкубировали на протяжении ночи при 37°C. По-
сле инкубации образцы блокировали 1% ТФК и подвергали C18 RP-HPLC анализу, используя C18 5 мкм 
300 А аналитическую колонку от Phenomenex Jupiter. Буфер А содержал 0,1% ТФК, 99,9% H2O по шкале 
HPLC; буфер B содержал 0,1% ТФК, 99,9% ацетонитрила по шкале HPLC. Анализ проводили, используя 
градиент от 5% B до 50% B за 45 мин времени элюирования. Фиг. 67 показывает результаты RP-HPLC 
анализа остаточной активности трипсина в конечном препарате XTEN_AE869(Am1,C2 ). На фиг. 67A 
показан интактный пептид GLP2 (время удержания 41 мин). На фиг. 67B показано расщепление трипси-
ном пептида GLP2 с двумя характерными фрагментами трипсина (время удержания 33,5 мин и 34 мин). 
Фиг. 67C показывает, что пептид GLP2 остается интактным после инкубации на протяжении ночи с 
XTEN, и не наблюдается никаких фрагментов трипсина. Этот результат указывает на то, что конечные 
очищенные MacroCap Q препараты не содержат никакой остаточной активности трипсина. 

Пример 25. Ферментация и очистка цистеин-сконструированного XTEN для конъюгации. 
E. coli, содержащие AC292 на плазмиде, выращивали до насыщения на протяжении ночи в 2xYT, а 

затем использовали 200 мл этой культуры для инокуляции 25 л культуры среды 2xYT в одноразовом 
биореакторе. Обе культуры находились в присутствии 50 мкг/мл канамицина. Вторую культуру выращи-
вали до ОП600 в ~1,0 при 37°C, охлаждали до 26°C и индуцировали 12 мл 1М ИПТГ на протяжении но-
чи. Клеточный сгусток собирали при 4000 об/мин в роторе SLA-3000 на протяжении 20 мин вращения. 
Сгусток клеток (184 г) перерастворяли в 736 мл 20 мМ Трис pH 6,8, 50 мМ NaCl. Перерастворенные 
клетки лизировали при помощи микрофлюидизатора при 20000 фунтах на кв. дюйм, а затем нагревали до 
75°C на протяжении 15 минут с последующим быстрым охлаждением на льду на протяжении 30 минут. 
Затем лизат очищали при помощи центрифугирования. Очищенный лизат загружали в колонку DE52, 
предварительно очищенную NaOH и уравновешенную 20 мМ Трис pH 6,8, 50 мМ NaCl. Колонку отмы-
вали 5 объемами колонки 20 мМ Трис pH 6,8, 50 мМ NaCl, 5 объемами колонки 20 мМ Трис pH 6,8, 150 
мМ NaCl и элюировали с 5 объемами колонки 20 мМ Трис pH 6,8, 250 мМ NaCl. Затем объединенные 
элюционные фракции загружали в колонку MacroCap Q, предварительно очищенную NaOH и уравнове-
шенную 20 мМ Трис pH 6,8, 50 мМ NaCl. Колонку отмывали 9 объемами колонки 20 мМ Трис pH 6,8, 50 
мМ NaCl, 9 объемами колонки 20 мМ Трис pH 6,8, 100 мМ NaCl и элюировали с 9 объемами колонки 20 
мМ Трис pH 6,8, 250 мМ NaCl. Объединенные элюционные фракции доводили до 15% м/о сульфата на-
трия и затем загружали в октил сефарозную FF колонку, предварительно очищенную NaOH и уравнове-
шенную с Трис pH 7,5. Колонку отмывали 4 объемами колонки 20 мМ Трис pH 7,5 15% м/о сульфата 
натрия и элюировали с 4 объемами колонки 20 мМ Трис pH 7,5 15% м/о сульфата натрия. Образец хра-
нили при 4°C и присвоили ему номер # AP197. Очищенный цистеин-сконструированный XTEN может 
впоследствии служить в качестве подходящего реактанта для конъюгации с нагрузочным веществом, 
таким как лекарственное вещество из табл. 11, которая приводит к образованию конъюгата XTEN-
нагрузочное вещество. 

Пример 26. Конъюгация GLP2-Cys с 1xAmino-XTEN для получения конъюгата XTEN-нагрузочное 
вещество GLP2-XTEN. 

1xAmino-XTEN (XTEN_AE869(Am1)) готовили в виде 67 мкМ (5,35 мг/мл) раствора в 20 мМ ГЭ-
ПЭС, pH 7,0, 50 мМ NaCl. Сульфо-СМЦК (Thermo Scientific, cat. # 22322) был свежеприготовленным в 
виде 100 мМ раствора в ДМСО. 10 мг амино-XTEN (1,87 мл) смешивали с 15-кратно превышающим в 
молярном отношении количеством сульфо-СМДК (18,7 мкл) и инкубировали на протяжении 1 ч при 
25°C. Избыточные кросс-линкеры удаляли при помощи фильтрации в центрифуге, используя центрифугу 
Amicon Ultra-15, HOMM 5к. Реакционную смесь объемом 1,8 мл смешивали с 8 мл 20 мМ ГЭПЭС, pH 
7,0, 50 мМ NaCl и центрифугировали на протяжении 20 мин в центрифуге Sorvall RT6000 при 3000 
об/мин, 4°C. Процедуру повторяли еще два раза. Конечный объем восстановленного ретентата составил 
1,8 мл. Пептид GLP2-Cys (CSBio, обычный синтез) растворяли в 20 мМ ГЭПЭС,pH 7,0, 50 мМ NaCl до 
конечной концентрации в 3 мг/мл. N-малеинимид-XTEN смешивали с 2,3-кратно превышающим в мо-
лярном отношении количеством пептида GLP2-Cys и инкубировали на протяжении 1 ч при 25°C. Завер-
шение модификации и полученный в результате конъюгат отслеживали при помощи C18 RP-HPLC. 20 
мкг белковых образцов загружали на C18 5 мкМ 300А 4,6 мм × 150 мм колонку Phenomenex Jupiter. Бел-
ки элюировали с 5-50% градиентом ацетонитрила в 0,1% трифторуксусной кислоте и детектировали по 
поглощению на 214 нм. Практически все N-малеинимид-XTEN были преобразованы в конъюгат GLP2-
Cys-XTEN согласно результатам HPLC и масс-спектрометрии с электрораспылением (ESI-MS анализ 
образцов проводили для 100 мкг белковых образцов, обессоленых при помощи центрифуги NanoSep 3K 
Omega (Pall Corp.). Белковые растворы в 50% ацетонитриле, 0,5% муравьиной кислоте заливали в масс-
спектрометр с высоким разрешением при скорости потока в 10 мкл/мин. Спектры получали в диапазоне 
800-1600 а.е.м. и пересчитывали в спектры для нулевого заряда при помощи программного обеспечения 
Bayesian Protein Reconstruction (фиг. 68). Непрореагировавшие XTEN и пептиды GLP2 отделяли от 
конъюгата при помощи последовательных этапов хроматографии с анионным обменом (MacroCap Q) и 
гидрофобным взаимодействием (Toyopearl Phenyl). Результаты RP-HPLC a MS-анализа демонстрируют 
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высокий выход и степень очистки реактантов и конечного продукта (фиг. 68).  
Пример 27. Конъюгация GLP2-N-Mal с 1xThiol-XTEN (цистеин-сконструированным XTEN). 
1xThiol-XTEN (XTEN_AE880(Am1,C8) (Seg 181) готовили в виде 122 мкМ (9,84 мг/мл) раствора в 

20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0, 50 мМ NaCl. Пептид GLP2-N-малеинимид (CSBio, обычный синтез) растворяли в 
ДМСО до финальной концентрации в 3 мг/мл. 1xThiol-XTEN (8,8 мг в 900 мкл) смешивали с 3-кратно 
превышающим в молярном отношении количеством пептида GLP2-N-Mal и инкубировали на протяже-
нии 1 ч при 25°C. Завершение модификации и полученный в результате конъюгат отслеживали при по-
мощи C18 RP-HPLC (20 мкг образцов белка загружали на C18 5 мкМ 300 А 4,6 мм × 150 мм колонку 
Phenomenex Jupiter. Белки элюировали с 5-50% градиентом ацетонитрила в 0,1% трифторуксусной ки-
слоте и детектировали по поглощению на 214 нм) и масс-спектрометрии с электрораспылением (ESI-MS 
анализ образцов проводили для 100 мкг белковых образцов, обессоленых при помощи центрифуги  
NanoSep 3K Omega (Pall Corp.). Белковые растворы в 50% ацетонитриле, 0,5% муравьиной кислоте зали-
вали в масс-спектрометр с высоким разрешением при скорости потока в 10 мкл/мин. Спектры получали в 
диапазоне 800-1600 а.е.м. и пересчитывали в спектры для нулевого заряда при помощи программного 
обеспечения Bayesian Protein Reconstruction. Результаты анализа приведены на фиг. 69. Конъюгат GLP2-
XTEN очищали при помощи препаративной C4 RP-HPLC (колонка белка Vydac C4 5 мкм 300 А 10 мм × 
250 мм), используя 5-50% градиент ацетонитрила в 0,1% ТФК в качестве мобильной фазы (см. фиг. 70A). 
Конечный HPLC-очищенный конъюгат GLP2-XTEN анализировали, используя C18 5 мкМ 300 А  
4,6 мм × 150 мм колонку Phenomenex Jupiter (см. фиг. 70B). Выход очищенного конъюгата GLP2-XTEN 
составил 6,2 мг (70%). 

Пример 28. Конъюгация ДБЦО-Мал с 1xThiol-XTEN. 
1xThiol-XTEN (XTEN_AE880(Am1,C8) (Seg 181) готовили в виде 150 мкМ (12 мг/мл) раствора в 20 

мМ ГЭПЭС, pH 7,0, 50 мМ NaCl. ДБЦО-малеинимид (Click Chemistry Tools, Inc., cat. # A108) растворяли 
в ДМФ до конечной концентрации в 50 мМ. Объем 200 мкл (2,4 мг) 1xThiol-XTEN доводили до 100 мМ 
ГЭПЭС, pH 7,0, используя 1М маточного раствора. 1,2 мкл объем 50 мМ ДБЦО-Мал в ДМФ добавляли в 
белковый раствор (в молярном соотношении 1:2 между 1xThiol-XTEN и реагентом ДБЦО-малеинимид) и 
инкубировали на протяжении 1 ч при 25°C. Завершение реакции модификации отслеживали при помощи 
C18 RP-HPLC (фиг. 71A). Белковую смесь очищали при помощи хроматографии с белковым взаимодей-
ствием (HIC), используя 1,6 мл колонку Toyopearl Butyl. Элюирование проводили с 30 об. колонки в по-
нижающемся градиенте сульфата аммония от 1,05 до 0,3М в буфере из 20 мМ фосфата, pH 7,0 при ско-
рости потока в 0,5 мл/мин (фиг. 71B). Хроматографические фракции анализировали при помощи C18  
RP-HPLC (фиг. 71C). 

Пример 29. Получение A-биспецифического конъюгата из моноспецифических предшественников 
XTEN, связанных в N-концах. 

Данный пример описывает создание композиции XTEN-нагрузочное вещество при помощи связы-
вания двух разных предшественников XTEN-нагрузочное вещество в конфигурации N- к N-концу; одно-
го с нагрузочным веществом A и второго с нагрузочным веществом B, что приводит к образованию бис-
пецифического конъюгата. 

На первом этапе молекулы XTEN, содержащие множественные цистеины (цистеин-
сконструированные XTEN) ,готовили, используя описанную выше систему очистки RP11-His8 с двумя 
маркерами, и формулировали в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0, 50 мМ NaCl. Нагрузочное вещество A-
малеинимид растворяли в водном растворе 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0, ДМФ или ДМЦО либо любом другом 
подходящем растворителе в зависимости от растворимости реагента. Нагрузочное вещество A-
малеинимид добавляли в цистеин-сконструированный XTEN в количестве, которое в молярном отноше-
нии в 2-6 раз превышает XTEN, и инкубировали на протяжении 1 ч при 25°C. Завершение модификации 
отслеживали при помощи C18 RP-HPLC. Полученный в результате конъюгат нагрузочного вещества и 
A-XTEN очищали от примесей и непрореагировавших компонентов при помощи препаративной C4-C18 
RP-HPLC. Конъюгат нагрузочного вещества и A-XTEN формулировали в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0, 50 мМ 
NaCl. Далее конъюгат нагрузочного вещества и A-XTEN дополнительно модифицировали путем добав-
ления дибензилциклооктина (ДБЦО)-NHS эфира или ДБЦО-сульфо-NHS эфира в количестве, которое в 
молярном отношении в 10-50 превышает XTEN, и инкубировали на протяжении 1-2 ч при 25°C. Завер-
шение модификации отслеживали при помощи аналитической C18 RP-HPLC. В случае низкой конъюга-
ционной активности (например, <90%) или образования большого количества неспецифических продук-
тов конъюгат ДБЦО-нагрузочное вещество и A-XTEN очищали, используя препаративную C4-C18 RP-
HPLC. В случае высокой конъюгационной эффективности ДБЦО-NHS эфира (>90%) без существенного 
присутствия побочных продуктов, конъюгат ДБЦО-нагрузочное вещество и A-XTEN очищали от избыт-
ка реагента при помощи буферного обмена, используя центрифугу с 10-30 кДа HOMM, преципитацию 
ацетонитрилом или анионообменную хроматографию. Для создания второго предшественника XTEN-
нагрузочное вещество, нагрузочное вещество B-малеинимид растворяли в водном растворе 20 мМ ГЭ-
ПЭС, pH 7,0, ДМФ или ДМЦО либо любом другом подходящем растворителе в зависимости от раство-
римости реагента. Нагрузочное вещество B-малеинимид добавляли во второй цистеинсодержащий XTEN 



037979 

- 246 - 

в количестве, которое в молярном отношении в 2-6 раз превышает XTEN, и инкубировали на протяже-
нии 1 ч при 25°C. Завершение модификации отслеживали при помощи аналитической C18 RP-HPLC. 
Полученный в результате конъюгат нагрузочного вещества и B-XTEN очищали от примесей и реактан-
тов при помощи препаративной C4-C18 RP-HPLC. Конъюгат нагрузочного вещества и B-XTEN форму-
лировали в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0, 50 мМ NaCl. Азид-ПЭГ4-NHS эфир добавляли в количестве, которое в 
молярном отношении в 10-50 раз превышает нагрузочное вещество B-XTEN и инкубировали на протя-
жении 1-2 ч при 25°C. Завершение модификации отслеживали при помощи C18 RP-HPLC. В случае низ-
кой конъюгационной активности (например, <90%) или образования большого количества неспецифиче-
ских продуктов конъюгат азид-нагрузочное вещество и B-XTEN очищали, используя препаративную C4-
C18 RP-HPLC. В случае высокой конъюгационной эффективности ДБЦО-NHS эфира (>90%) без сущест-
венного присутствия побочных продуктов, конъюгат азид-нагрузочное вещество и B-XTEN очищали от 
избытка реагента при помощи буферного обмена, используя центрифугу с 10-30 кДа НОММ, преципита-
цию ацетонитрилом или анионообменную хроматографию. Конечный продукт создавали путем смеши-
вания очищенных и концентрированных белков ДБЦО-нагрузочное вещество A-XTEN и азид-
нагрузочное вещество B-XTEN в эквимолярном соотношении в 20 мМ ГЭПЭС буфере, pH 7,0, 50 мМ 
NaCl и инкубировали при 25°C на протяжении 1 ч или более до завершения реакции. Завершение моди-
фикации отслеживали при помощи C4 или C18 RP-HPLC. При необходимости биспецифический конъю-
гат нагрузочное вещество A-XTEN-нагрузочное вещество В очищали при помощи препаративной RP-
HPLC, хроматографии с гидрофобным взаимодействием или анионным обменом. 

Пример 30. Приготовление тримерного конъюгата из моноспецифических предшественников 
XTEN, связанных в N-концах. 

Моноспецифические предшественники XTEN-нагрузочное вещество получают в виде N-концевых 
продуктов слияния нагрузочного вещества A, связанного с молекулой XTEN; например, имеющих длину 
в диапазоне от AE144 до AE890, содержащих один цистеин в C-конце (полученных и очищенных, как 
описано в примере 25). Очищенные предшественники формулировали в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0, 50 мМ 
NaCl Трис-(2-малеинимидоэтил)амин (ТМЭА, Thermo Scientific, cat. # 33043) и растворяли в ДМЦО или 
ДМФ. Предшественник (в количестве в молярном отношении в 4-6 раз превышающем количество кросс-
линкера) и реагент ТМЭА смешивали и инкубировали на протяжении 1 ч при 25°C. Завершение модифи-
кации отслеживали при помощи C4 или C18 RP-HPLC или эксклюзионной хроматографии. Полученный 
в результате трехвалентный конъюгат нагрузочное вещество A-XTEN очищали от белковых реактантов 
или смеси частичных продуктов при помощи хроматографии с гидрофобным взаимодействием (HIC), 
анионообменной хроматографии или препаративной C4-C18 RP-HPLC.  

Пример 31. Конъюгация и очистка FITC-X-XTEN. 
Очищенный белок, полученный из AC272, lot # AP197, метили малеинимидом FITC. Образец вос-

станавливали путем инкубации при комнатной температуре с 5 мМ ТХЭФ на протяжении 1 ч. Затем об-
разец обессоливали в ФСБ, используя колонки DG-10. Образец метили, добавляя 25-кратно превышаю-
щее в молярном отношении количество FITC-малеинимида в ДМЦО и инкубировали при комнатной 
температуре на протяжении 2 ч. Следует отметить, что объем доводили таким образом, что концентра-
ция ДМЦО составляла <5% от общего растворителя. Реакцию завершали, добавляя 2 мМ ДТТ, а затем 
образец расщепляли на протяжении ночи при помощи TEV-протеазы. Образец разводили до двух объе-
мов с 20 мМ Трис pH 7,5 и загружали в колонку MacroCap Q, предварительно очистив NaOH и уравнове-
сив 20 мМ Трис pH 7,5. Колонку отмывали 5 об. колонки 20 мМ Трис pH 7,5, 135 мМ NaCl, 5 об. колонки 
20 мМ Трис pH 7,5, 175 мМ NaCl и элюировали с 5 об. колонки 20 мМ Трис pH 7,5, 250 мМ NaCl. Затем 
объединенные элюционные фракции расщепляли при помощи TEV более 60 ч при 4С для завершения 
расщепления. Затем расщепленные образцы дважды пропускали через колонку с 1 мл перлозы, предва-
рительно очистив NaOH и уравновесив 20 мМ Трис pH 7,5, 135 мМ NaCl. Для удаления из образца сво-
бодных FITC образец диализировали против 20 мМ Трис pH 7,5, 135 мМ NaCl, используя 10000 НОММ 
мембрану. Совместная миграция белкового сигнала ОП214 и FITC-сигнала ОП495 в SEC-колонеке ука-
зывает на успешную конъюгацию XTEN с маркером с минимальным загрязнением свободными красите-
лями (фиг. 72B). На успешную конъюгацию также указывает большая величина кажущейся молекуляр-
ной массы белка с FITC-флуоресценцией в SDS-PAGE (фиг. 72A).  

Пример 32. Очистка GFP-X-XTEN. 
GFP (AC219) химическим способом перекрестно сшивали с XTEN посредством бифункционально-

го кросс-линкера с аминреакционноспособной группой для сопряжения с лизинами GFP и цистеинреак-
ционноспособной группой для сопряжения со свободным цистеином, внесенным в XTEN в AC292. GFP 
метили бифункциональным кросс-линкером сульфо-СМЦК при помощи инкубации при комнатной тем-
пературе на протяжении 2 ч. Белок обессоливали в ФСБ, используя колонки DG-10 для удаления свобод-
ных сульфо-СМЦК. Очищенный белок, полученный из AC272, lot # AP197, восстанавливали и обессоли-
вали в ФСБ на колонках DG-10 и смешивали с меченым GFP для того, чтобы обеспечить возможность 
перекрестного сшивания. Реакцию перекрестного сшивания завершали с 2 мМ ДТТ и TEV, которую до-
бавляли, чтобы удалить домен CBD во время инкубации на протяжении ночи при 4°C. 

На следующий день добавляли дополнительное количество TEV для завершения расщепления с до-
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полнительной 60-часовой инкубацией при 4°C. После расщепления TEV образец разводили до 100 мл в 
20 мМ Трис pH 7,5 и загружали в колонку MacroCap Q, предварительно очистив NaOH и уравновесив 20 
мМ Трис pH 7,5. Колонку отмывали 5 об. колонки 20 мМ Трис pH 7,5, 5 об. колонки 20 мМ Трис pH 7,5, 
50 мМ NaCl, 5 об. колонки 20 мМ Трис pH 7,5, 100 мМ NaCl, 5 об. колонки 20 мМ Трис pH 7,5, 150 мМ 
NaCl, 5 об. колонки 20 мМ Трис pH 7,5, 200 мМ NaCl, 5 об. колонки 20 мМ Трис pH 7,5, 250 мМ NaCl, 5 
об. колонки 20 мМ Трис pH 7,5, 300 мМ NaCl и 5 об. колонки 20 мМ Трис pH 7,5, 500 мМ NaCl. Пиковые 
элюционные фракции объединяли и хранили при 4°C. Перекрестное сшивание подтверждали по совме-
стной миграции белкового сигнала ОП214 и GFP-сигнала ОП395 в SEC-колонке, на фиг. 73 выход SEC 
показан в виде накладывающегося слоя.  

Пример 33. Фармакокинетика конъюгатов GFP-XTEN и FITC-XTEN. 
Фармакокинетику перекрестно-сшитых конъюгатов GFP-XTEN и FITC-XTEN, полученных как 

описано в вышеприведенных примерах, исследовали на яванских макаках. GFP-XTEN и FITC-XTEN 
вводили взрослым макакам IV в дозировке 2 мг/кг и с объемами доз, составляющими 0,77 и 0,68 мл соот-
ветственно. Образцы крови (1,0 мл) собирали в предварительно охлажденные гепаринизированные про-
бирки перед дозированием и через временные отрезки, составляющие 2, 4, 8, 24, 48, 72, 96, 120, 168, 216, 
264, 336, 388, 432, 504 ч после дозирования, и перерабатывали в плазму. Количественную оценку прово-
дили при помощи метода ELISA, используя антитело к XTEN как для захвата, так и для и детектирова-
ния в случае GFP-XTEN, и анти-XTEN для захвата и анти-FITC для детектирования в случае FITC-
XTEN. Анализ без учета компартментов проводили в WinNonLin с включением всех временных отрезков 
для определения ФК-параметров. Результаты фармакокинетики обобщены в табл. 40 и на фиг. 74. Дан-
ные показывают, что XTEN может продлевать период полувыведения молекул, к которым он конъюги-
рован химически, способом, сравнимым с генетическим слиянием с нагрузочными веществами сходного 
размера. 

Таблица 40 
ФК-параметры конъюгационных композиций XTEN-нагрузочное вещество 

 
Фармакокинетику GFP-L288, GFP-L576, GFP-XTEN_AF576, GFP-XTENY576 и XTEN_AD836-GFP 

исследовали на яванских макаках, чтобы установить влияние состава и длины неструктурированных по-
липептидов на параметры ФК. Анализировали образцы крови в разные временные отрезки после инъек-
ции, а концентрацию GFP в плазме крови определяли при помощи ELISA, используя поликлональное 
антитело к GFP для захвата и биотинилированное приготовление того же самого поликлонального анти-
тела для детектирования. Результаты обобщены на фиг. 75. Они показывают резкое увеличение периода 
полувыведения с увеличением длины последовательности XTEN. Например, для GFP-XTEN_L288 (с 288 
аминокислотными остатками в XTEN) был зарегистрирован период полувыведения, составляющий 10 ч. 
Удвоение длины неструктурированного полипептидного участника слияния до 576 аминокислот увели-
чивало период полувыведения до 20-22 ч для множественных гибридных белковых конструкций; т.е. 
GFP-XTEN_L576, GFP-XTEN_AF576, GFP-XTEN_Y576. Дополнительное увеличение длины неструкту-
рированного полипептидного участника слияния до 836 остатков приводило к периоду полувыведения в 
72-75 ч для XTEN_AD836-GFP. Таким образом, увеличение длины полимера на 288 остатков от 288 до 
576 остатков увеличивало in vivo период полувыведения приблизительно на 10 ч. При этом увеличение 
длины полипептида на 260 остатков от 576 остатков до 836 остатков увеличивало период полувыведения 
на более чем 50 ч. Данные результаты показывают, что существует определенное пороговое значение 
длины неструктурированного полипептида, которое приводит к in vivo приросту в периоде полувыведе-
ния, который превышает пропорциональное увеличение. Таким образом, ожидается, что гибридные бел-
ки, содержащие продленные неструктурированные полипептиды, будут обладать свойством усиленной 
фармакокинетики по сравнению с полипептидами меньшей длины.  

Пример 34. Приготовление 1xDBCO,3xLHRH-XTEN путем конъюгации. 
Аликвоту 1xAmino,3xThiol-XTEN432 (XTEN_AE432(Am1,C12,С217,C422)) готовили в виде 196 

мкМ (7,7 мг/мл) раствора в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0, 50 мМ NaCl. На фиг. 88A показан C18 RP-HPLC и 
ESI-MS анализ белка. 2,2'-Дипиридилдисульфид (ДПД, Sigma, cat. # D5767) растворяли в диметилфор-
мамиде (ДМФ) до конечной концентрации в 100 мМ. 4 мл раствора 1xAmino,3xThiol-XTEN432 смешива-
ли с 0,2 мл 1М ГЭПЭС, pH 8,0, чтобы довести pH до ~7,5 и с 78 мкл раствора ДПД (в количестве, в 10× 
превышающем в молярном отношении белок). Реакционную смесь инкубировали на протяжении 2 ч при 
25°C, а продукты реакции анализировали при помощи C18 RP-HPLC (фиг. 88B). ДБЦО-сульфо-NHS 
(Click Chemistry Tools, Inc., cat. # A124) растворяли в безводном ДМФ до конечной концентрации в 10 
мМ. 0,865 мл раствора ДБЦО-сульфо-NHS добавляли в белковый раствор (в количестве, в 11× превы-
шающем в молярном отношении белок). Реакционную смесь инкубировали на протяжении 2 ч при 25°C, 
а продукты реакции анализировали при помощи C18 RP-HPLC (фиг. 88C). Добавляли раствор 1М этано-
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ламина pH 8,0 до конечной концентрации в 50 мМ для погашения непрогеагировавшего ДБЦО-сульфо-
NHS. Реакционную смесь инкубировали на протяжении 2 ч при 25°C, а затем на протяжении ночи при 
4°C. Добавляли 500 мМ ТХЭФ-раствора Bond-Breaker (Thermo Scientific, cat. # 77720) до конечной 
концентрации в 20 мМ. Реакционную смесь инкубировали на протяжении 1 ч при 25°C, а продукты реак-
ции анализировали при помощи C18 RP-HPLC (фиг. 88D). Реакционную смесь разводили до 15 мл с 
0,01% ТФК и доводили pH до ~3, используя 10% раствор ТФК. Белковый раствор загружали на препара-
тивную C4 RP-HPLC колонку Vydac C4 250 × 22 мм (Grace Davison Discovery Sciences, cat. # 214TP1022). 
Белок элюировали с 1200 мл линейным 5-50% градиентом ацетонитрила в 0,01% ТФК при скорости по-
тока 15 мл/мин. 

Фракции, содержащие 1xDBCO,3xThiol-XTEN432, доводили до pH ~7 при помощи 1М ГЭПЭС pH 8 
и концентрировали выпариванием в вакууме. Пептид Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2, 
модифицированный 3-малеинимидопропионовой кислотой в ε-аминогруппе D-Lys (LHRH-Mal), синте-
зировали при помощи CSBio Co. (Менло Парк, Калифорния). Пептид растворяли до конечной концен-
трации в 25 мг/мл в безводном ДМФ и добавляли в раствор 1xDBCO,3xThiol-XTEN432 в количестве, в 
5× превышающем в молярном отношении белок. Реакционную смесь инкубировали на протяжении 1 ч 
при 25°C, а продукты реакции анализировали при помощи C18 RP-HPLC (фиг. 88Е). Реакционную смесь 
разводили до 15 мл с 0,01% ТФК и доводили pH до ~3, используя 10% раствор ТФК. Белковый раствор 
загружали на препаративную колонку C4 RP-HPLC Vydac C4 250×22 мм. Белок элюировали с 1200 мл 
линейным 5-50% градиентом ацетонитрила в 0,01% ТФК при скорости потока 15 мл/мин. Фракции, со-
держащие 1xDBCO,3xLHRH-XTEN432, доводили до pH ~7 при помощи 1М ГЭПЭС pH 8 и концентри-
ровали выпариванием в вакууме до 2 мл для получения конечного продукта.  

Пример 35. Приготовление 1xAzide,3xMMAE-XTEN путем конъюгации. 
Аликвоту гибридного белка 1xAmino,3xThiol-XTEN432 (XTEN_AE432(Am1,C12,C217,C422)) гото-

вили в виде 196 мкМ (7,7 мг/мл) раствора в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0, 50 мМ NaCl. На фиг. 89A показан C18 
RP-HPLC и ESI-MS анализ белка. MA6-Val-Cit-PAB-MMAE (MMAE-Mal, стандартный синтез от Concor-
tis Biosystems, Inc.) растворяли в диметилсульфоксиде (ДМСО) до конечной концентрации в 1 мг/мл. 2,2 
мл объем раствора 1xAmino,3xThiol-XTEN432 смешивали с 2,5 мл MMAE-Mal (в количестве, в 3,5× пре-
вышающем в молярном отношении белок). Реакционную смесь инкубировали на протяжении 1 ч при 
25°C, а продукты реакции анализировали при помощи C18 RP-HPLC (фиг. 89В). Азид-ПЭГ4-NHS эфир 
(Click Chemistry Tools, Inc., cat. # A103) растворяли в безводном ДМФ до конечной концентрации в 500 
мМ. Реакционную смесь (4,7 мл) смешивали с 0,235 мл 1М ГЭПЭС, pH 8,0 и с 9,75 мкл 500 мМ азид-
ПЭГ4-NHS (в количестве, в 10× превышающем в молярном отношении белок). Реакционную смесь ин-
кубировали на протяжении 2 ч при 25°C, а продукты реакции анализировали при помощи C18 RP-HPLC 
(фиг. 89С). Конъюгационную смесь разводили до 15 мл с 0,01% ТФК и доводили pH до ~3, используя 
10% ТФК. Белковый раствор загружали на препаративную колонку C4 RP-HPLC Vydac C4 250×22 мм 
(Grace Davison Discovery Sciences, cat. # 214TP1022). Белок элюировали с 1200 мл линейным 5-50% гра-
диентом ацетонитрила в 0,01% ТФК при скорости потока 15 мл/мин. Фракции, содержащие 
1xAzide,3xMMAE-XTEN432, доводили до ~pH 7 при помощи 1М ГЭПЭС pH 8 и концентрировали выпа-
риванием в вакууме для получения конечного продукта. 

Пример 36. Приготовление 3xLHRH,3xMMAE-XTEN путем конъюгации. 
Аликвоту гибридного белка 1xDBCO,3xLHRH-XTEN432 готовили в виде 143 мкМ (6,26 мг/мл) рас-

твора в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0. 1xAzide,3xMMAE-XTEN432 готовили в виде 135 мкМ (5,90 мг/мл) рас-
твора в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0. Два белковых реактанта смешивали в растворе для получения молярного 
избытка 1xDBCO,3xLHRH-XTEN432, составляющего 1,1. Реакционную смесь инкубировали на протя-
жении ночи при 25°C. Завершение реакции клик-химии анализировали при помощи SDS-PAGE (фиг. 
90A) и RP-HPLC (фиг. 90B). Конъюгационную смесь разводили до 15 мл с 0,01% ТФК и доводили pH до 
~3, используя 10% ТФК. Белковый раствор загружали на препаративную колонку C4 RP-HPLC Vydac C4 
250×10 мм (Grace Davison Discovery Sciences, cat. # 214TP510). Белок элюировали с 180 мл линейным 5-
50% градиентом ацетонитрила в 0,01% ТФК при скорости потока 2 мл/мин. Фракции, содержащие 
3xLHRH,3xMMAE-XTEN, доводили до pH ~7 при помощи 1М ГЭПЭС pH 8 и концентрировали выпари-
ванием в вакууме для получения конечного продукта. 

Пример 37. Приготовление 1xLHRH,3xMMAE-XTEN путем конъюгации. 
Аликвоту гибридного белка 1xAmino,3xThiol-XTEN905 (XTEN_AE905(Am1,C8,C453,C898, Seg 

174)) готовили в виде 131 мкМ (10,9 мг/мл) раствора в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0, 50 мМ NaCl. На фиг. 91A 
показан C18 RP-HPLC и ESI-MS анализ белка. 2,2'-Дипиридилдисульфид (ДПД, Sigma, cat. # D5767) рас-
творяли в диметилформамиде (ДМФ) до конечной концентрации в 100 мМ. Раствор 1xAmino,3xThiol-
XTEN905 доводили до pH  ~7,5, используя 1М ГЭПЭС pH 8, и смешивали с раствором ДПД (в количест-
ве, в 10× превышающем в молярном отношении белок). Реакционную смесь инкубировали на протяже-
нии 2 ч при 25°C, а продукты реакции анализировали при помощи C18 RP-HPLC (фиг. 91B). ДБЦО-
сульфо-NHS (Click Chemistry Tools, Inc., cat. # A124) растворяли в безводном ДМФ до конечной концен-
трации в 10 мМ. Раствор ДБЦО-сульфо-NHS добавляли в белковый раствор (в количестве, в 10× превы-
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шающем в молярном отношении белок). Реакционную смесь инкубировали на протяжении 2 ч при 25°C, 
а продукты реакции анализировали при помощи C18 RP-HPLC (фиг. 91C). 1М этаноламина pH 8,0 до-
бавляли до конечной концентрации в 50 мМ для погашения непрогеагировавшего ДБЦО-сульфо-NHS. 
Реакционную смесь инкубировали на протяжении 2 ч при 25°C, а затем на протяжении ночи при 4°C. 500 
мМ ТХЭФ-раствора Bond-Breaker (Thermo Scientific, cat. # 77720) добавляли до конечной концентра-
ции в 20 мМ. Реакционную смесь инкубировали на протяжении 1 ч при 25°C, а продукты реакции анали-
зировали при помощи C18 RP-HPLC (фиг. 91D). Реакционную смесь разводили до 15 мл с 0,01% ТФК и 
доводили pH до ~3, используя 10% раствор ТФК. Белковый раствор загружали на препаративную колон-
ку C4 RP-HPLC Vydac C4 250×22 мм (Grace Davison Discovery Sciences, cat. # 214TP1022). Белок элюи-
ровали с 1200 мл линейным 5-50% градиентом ацетонитрила в 0,01% ТФК при скорости потока 15 
мл/мин. Фракции, содержащие 1xDBCO,3xThiol-XTEN905, доводили до pH ~7 при помощи 1М ГЭПЭС 
pH 8 и концентрировали выпариванием в вакууме. MA6-Val-Cit-PAB-MMAE (MMAE-Mal, стандартный 
синтез от Concords Biosystems, Inc.) растворяли в диметилсульфоксиде (ДМСО) до конечной концентра-
ции в 1 мг/мл. Раствор 1xDBCO,3xThiol-XTEN905 смешивали с MMAE-Mal в количестве, в 3,5× превы-
шающем его в молярном отношении. Реакционную смесь инкубировали на протяжении 1 ч при 25°C, а 
продукты реакции анализировали при помощи C18 RP-HPLC. Пептид Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-
Arg-Pro-Gly-NH2 модифицировали азидо-гексановой кислотой в ε-аминогруппе D-Lys (LHRH-Mal, стан-
дартный синтез от CS Bio Co., Менло Парк, Калифорния). Пептид растворяли до конечной концентрации 
в 25 мг/мл в безводном ДМФ и добавляли в раствор 1xDBCO,3xMMAE-XTEN905 в количестве, в 1,5-5× 
превышающем в молярном отношении белок. Реакционную смесь инкубировали при 25°C, а продукты 
реакции анализировали при помощи C18 RP-HPLC. Конечную реакционную смесь разводили до 15 мл с 
0,01% ТФК и доводили pH до ~3, используя 10% раствор ТФК. Белковый раствор загружали на препара-
тивную колонку C4 RP-HPLC Vydac C4 250×22 мм. Белок элюировали с 1200 мл линейным 5-50% гради-
ентом ацетонитрила в 0,01% ТФК при скорости потока 15 мл/мин. Фракции, содержащие 
1xDBCO,3xLHRH-XTEN432, доводили до pH ~7 при помощи 1М ГЭПЭС pH 8 и концентрировали выпа-
риванием в вакууме для получения конечного продукта. 

Пример 38. Приготовление 1xDBCO,3xFolate(γ)-XTEN путем конъюгации. 
Аликвоту гибридного белка 1xAmino,3xThiol-XTEN432 (XTEN_AE432(Am1,C12,C217,C422)) гото-

вили в виде 203 мкМ (8,0 мг/мл) раствора в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0, 50 мМ NaCl. На фиг. 107A показан 
C18 RP-HPLC и ESI-MS анализ белка. Фолат-γ-аминопентил-малеинимид (FA(γ)-Mal, стандартный син-
тез от CPC Scientific) растворяли в диметилформамиде (ДМФ) до конечной концентрации в 21 мг/мл (9,8 
мМ). 1,1 мл объем раствора 1xAmino,3xThiol-XTEN432 смешивали с 0,08 мл FA(γ)-Mal (в количестве, в 
3,5× превышающем в молярном отношении белок). Реакционную смесь инкубировали на протяжении 2 ч 
при 25°C, а продукты реакции анализировали при помощи C18 RP-HPLC (фиг. 107B). pH реакционной 
смеси доводили при помощи 0,06 мл буфера из 1М ГЭПЭС pH 8,0. ДБЦО-сульфо-NHS (Click Chemistry 
Tools, Inc., cat. # A124) растворяли в безводном ДМФ до конечной концентрации в 50 мМ. 0,53 мл рас-
твора ДБЦО-сульфо-NHS добавляли в белковый раствор (в количестве, в 11× превышающем в молярном 
отношении белок). Реакционную смесь инкубировали на протяжении 2 ч при 25°C, а продукты реакции 
анализировали при помощи C18 RP-HPLC (фиг. 107C). 1М этаноламина pH 8,0 добавляли до конечной 
концентрации в 50 мМ для погашения непрогеагировавшего ДБЦО-сульфо-NHS. Реакционную смесь 
инкубировали на протяжении 2 ч при 25°C, а затем на протяжении ночи при 4°C. Реакционную смесь 
разводили до 15 мл с 0,01% ТФК и доводили до pH ~3, используя 10% раствор ТФК. Белковый раствор 
загружали на препаративную колонку C4 RP-HPLC Vydac C4 250×10 мм (Grace Davison Discovery Sci-
ences, cat. # 214TP510). Белок элюировали с 180 мл линейным 5-50% градиентом ацетонитрила в 0,01% 
ТФК при скорости потока 2 мл/мин. Фракции, содержащие 1xDBCO,3xFA(γ)-XTEN432, доводили до pH 
~7 при помощи 1М ГЭПЭС pH 8 и концентрировали выпариванием в вакууме для получения конечного 
продукта. 

Конъюгат 1xDBCO,3xFolate(α)-XTEN готовили преимущественно так, как описано выше, исполь-
зуя фолат-α-малеинимид (FA(α)-Mal, стандартный синтез от CPC Scientific). 

Пример 39. Приготовление 3xFA(γ),3xMMAE-XTEN путем конъюгации. 
Аликвоту гибридного белка 1xDBCO,3xFA(γ)-XTEN432 готовили в виде 191 мкМ (8,8 мг/мл) рас-

твора в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0. 1xAzide,3xMMAE-XTEN432 (полученный так, как описано в примере 32) 
готовили в виде 242 мкМ (11,1 мг/мл) растворав 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0. Два белковых реактанта смеши-
вали в растворе, чтобы получить количество 1xDBCO,3xFA(γ)-XTEN432 с 1.1 молярным избытком. Ре-
акционную смесь инкубировали на протяжении ночи при 25°C. Завершение реакции клик-химии анали-
зировали при помощи RP-HPLC (фиг. 108). Конъюгационную смесь разводили до 15 мл с 0,01% ТФК и 
доводили pH до ~3, используя 10% раствор ТФК. Белковый раствор загружали на препаративную колон-
ку C4 RP-HPLC Vydac C4 250×10 мм (Grace Davison Discovery Sciences, cat. # 214TP510). Белок элюиро-
вали с 180 мл линейным 5-50% градиентом ацетонитрила в 0,01% ТФК при скорости потока 2 мл/мин. 
Фракции, содержащие 3xFA(γ),3xMMAE-XTEN, доводили до pH ~7 при помощи 1М ГЭПЭС pH 8 и кон-
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центрировали выпариванием в вакууме для получения конечного продукта. Конечный продукт анализи-
ровали при помощи эксклюзионной хроматографии (SEC-HPLC) (фиг. 109A), RP-HPLC (фиг. 109B) и 
ESI-MS (фиг. 109C). 

Конъюгат 3xFA(α),3xMMAE-XTEN готовили преимущественно так, как описано выше, используя 
клик-реакцию между 1xDBCO,3xFA(α)-XTEN432 и 1xAzide,3xMMAE-XTEN432.  

Пример 40. Сравнение вязкости в растворах разветвленных и линейных XTEN. 
Вязкость линейных и разветвленных XTEN (последние - в виде тримерных и тетрамерных конфи-

гураций) можно определить при помощи вискозиметров и реометров разных типов. Например, можно 
определить время, необходимое для набора 1 мл жидкости в шприц через 30G иглу, как описано у Miller, 
M.A., et al. (2010) Langmuir, 26:1067. Для того чтобы сравнить вязкость мономерных и тримерных или 
тетрамерных конфигураций XTEN, готовят конструкции, имеющие одинаковые молекулярные массы 
аминокислотных компонентов XTEN, и затем делают растворы с фиксированными, эквивалентными 
концентрациями белка, составляющими 20, 50, 100 мг/мл для каждого. Затем растворы оценивают, ис-
пользуя метод Миллера. Используя данный метод, берут данные по известным характеристикам для по-
строения калибровочной кривой, а затем измеряют характеристики растворов XTEN. Ожидается, что 
результаты покажут, что вязкость эквимолярных растворов XTEN с одинаковыми молекулярными мас-
сами будет значительно снижаться с повышением разветвленности; трехрукий конъюгат XTEN288 будет 
обладать значительно меньшей вязкостью по сравнению с такой же концентрацией линейного XTEN864, 
даже если они содержат одинаковые количества аминокислот. Аналогично, ожидается, что XTEN216 с 
четырехрукой конфигурацией будет иметь еще меньшую вязкость, чем трехрукий конъюгат XTEN288. 

Пример: 41. Приготовление Her2-XTEN-PTX путем конъюгации. 
Аликвоту гибридного белка 1xAmino,3xThiol-XTEN432 (XTEN_AE432(Am1,C12,C217,C422)) гото-

вили в виде 196 мкМ (7,7 мг/мл) раствора в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0, 50 мМ NaCl. Паклитаксел-Мал (PTX-
Mal) представляет собой стандартно синтезируемую модификацию паклитаксела с янтарным ангидридом 
с последующей конъюгацией с аминоэтилмалеинимидом. PTX-Mal растворяли в диметилформамиде 
(ДМФ) и добавляли в белок в количестве, в 3,5-5× превышающем его в молярном отношении. Реакцион-
ную смесь инкубировали на протяжении 1-2 ч при 25°C, а продукты реакции анализировали при помощи 
C18 RP-HPLC. Сульфо-СМЦК (Thermo Scientific, cat. #22122) растворяли в безводном ДМФ до конечной 
концентрации в 50 мМ и добавляли в белковый раствор в количестве, в 10× превышающем в молярном 
отношении белок. Реакционную смесь инкубировали на протяжении 2 ч при 25°C, а продукты реакции 
анализировали при помощи C18 RP-HPLC (см. фиг. 92). Реакционную смесь разводили до 15 мл с 0,01% 
ТФК и доводили pH до ~3, используя 10% раствор ТФК. Белковый раствор загружали на препаративную 
колонку C4 RP-HPLC Vydac C4 250×22 мм (Grace Davison Discovery Sciences, cat. # 214TP1022). Белок 
элюировали с 1200 мл линейным 5-50% градиентом ацетонитрила в 0,01% ТФК при скорости потока 15 
мл/мин. Фракции, содержащие 1xMal,3xPTX-XTEN432, доводили до pH ~7 при помощи 1М ГЭПЭС pH 8 
и концентрировали выпариванием в вакууме. Антитело герцептин (трастузумаб, Roche) восстанавливали 
в воде согласно инструкциям и меняли буфер на ФСБ pH 7,2, содержащий 5 мМ ЭДТК. ДТТ добавляли в 
белковый раствор до 1-10 мМ конечной концентрации и инкубировали на протяжении 5-30 мин при 
37°C. Избыток ДТТ удаляли при помощи гель-фильтрации или фильтрации при помощи отделяющей 
мембраны. 1xMal,3xPTX-XTEN432 добавляли к частично восстановленному антителу в количестве, в 3-
4× превышающем его в молярном отношении. Реакционную смесь инкубировали на протяжении 1 ч при 
25°C, а конечные продукты реакции анализировали при помощи SDS-PAGE и эксклюзионной хромато-
графии в восстанавливающих и невосстанавливающих условиях. 

Пример 42. Приготовление йодоацетил-XTEN путем конъюгации. 
Аликвоту гибридного белка 1xAmino-XTEN869 (XTEN_AE869(Am1) готовили в виде 164 мкМ 

(13,1 мг/мл) раствора в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0, 50 мМ NaCl. 1/20 об. 1М ГЭПЭС, pH 8 добавляли в белко-
вый раствор, чтобы довести pH белкового раствора до ~7,5. N-сукцинимидил йодоацетат (SIA, Thermo 
Scientific, cat. # 22349) растворяли в безводном ДМФ до конечной концентрации в 100 мМ и добавляли в 
количестве, в 10× превышающем в молярном отношении белок. Реакционную смесь инкубировали на 
протяжении 1 ч при 25°C, а продукты реакции анализировали при помощи C18 RP-HPLC (фиг. 93A). Из-
быток SIA удаляли при помощи смены буфера, используя ультрацентрифугирующее устройство Vivaspin 
500 (НОММ 5000, VivaScience, cat. # VS0112). Модификация N-концевой аминогруппы йодоацетильной 
группой не приводит к изменению времени удержания модифицированного XTEN (фиг. 93A), следова-
тельно, ковалентная модификация подтверждалась при помощи ESI-MS (фиг. 93B). Также конъюгат  
IA-XTEN эффективно реагировал с цистеинсодержащим пептидом HCKFWW (Bachem, cat. # H-3524) 
(фиг. 93C). 

Пример 43. In vitro клеточный скрининг конъюгатов LHRH-XTEN-лекарственное вещество на 
предмет активности и специфичности. 

Конъюгаты LHRH-XTEN-лекарственное вещество оценивали на предмет in vitro активности и из-
бирательности. Каждый конъюгат LHRH-XTEN-лекарственное вещество, соответствующую ему ненаце-
ленную молекулу XTEN-лекарственное вещество и соответствующий ему контрольное свободное лекар-
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ственное вещество исследовали в ходе CellTiter-Glo антипролиферативного анализа для набора позитив-
ных и негативных к рецепторам LHRH клеточных линий, перечисленных в табл. 41. Подходящие усло-
вия для исследования, включая оптимальную плотность клеток и время инкубации, определяли, исполь-
зуя в качестве контроля соответствующее свободное лекарственное вещество. Конъюгаты LHRH-XTEN-
лекарственное вещество исследовали следующим образом: клетки собирали в лог-фазе, пересчитывали и 
высевали с заданной клеточной плотностью в 96-луночный микротитровальный аналитический планшет. 
Для адгезивных клеток существует возможность присоединиться к планшету при инкубации на протя-
жении ночи при 37°C в атмосфере с 5% CO2. Конъюгаты LHRH-XTEN-лекарственное вещество и соот-
ветствующие контроли вносили в растворах в подходящих диапазонах дозировок, в двух параллельных 
исследованиях, а планшеты инкубировали на протяжении 2-5 дополнительных дней. После истечения 
соответствующего времени инкубации в каждую лунку добавляли реагент CellTiter-Glo, смешивали на 
протяжении 2 мин на орбитальной качалке. Затем планшет центрифугировали при 90×g и инкубировали 
при комнатной температуре на протяжении дополнительных 10 мин, чтобы стабилизировать сигнал лю-
минесценции. Сигналы люминесценции затем считывали при помощи люминометра и рассчитывали ве-
личины IC50 (половина от максимальной ингибиторной концентрации) при помощи GraphPad Prism или 
схожего программного обеспечения. Количественное сравнение величин IC50 даст возможность класси-
фицировать конструкции по их активности по подавлению клеточного роста и избирательности по от-
ношению к позитивным и негативным к рецепторам LHRH клеточным линиям. Ожидается, что результа-
ты подтвердят то, что конъюгаты LHRH-XTEN-лекарственное вещество продемонстрируют высокосе-
лективную эффективную цитотоксичность в отношении позитивных к рецепторам LHRH клеток, но не в 
отношении негативных к рецепторам LHRH клеток. В отличие от этого, для свободного лекарственного 
вещества не ожидается разницы в цитотоксичности к позитивным и негативным к рецепторам LHRH 
клеточным линиям. Ожидается, что контрольный образец XTEN-лекарственное вещество будет обладать 
низкой цитотоксической активностью. Конъюгаты LHRH-XTEN-лекарственное вещество, обладающие 
подходящей активностью и избирательностью в отношении клеточных линий по сравнению с контроль-
ными образцами, будут дополнительно исследовать на предмет ассоциации с LHRH-рецепторами путем 
добавления в анализ свободного конкурентоспособного пептида LHRH, что приведет к ослаблению ци-
тотоксичности конъюгатов LHRH-XTEN-лекарственное вещество, дополнительно подтверждая избира-
тельную активность данных конструкций. 
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Таблица 41 
Позитивные и негативные к рецепторам LHRH клеточные линии 

 
ER: рецептор эстрогена; PR: рецептор прогестерона. 
 

Пример: 44. In vitro клеточный скрининг конъюгатов фолат-XTEN-лекарственное вещество на 
предмет активности и специфичности. 

Конъюгаты фолат-XTEN-лекарственное вещество впервые подвергали скринингу in vitro активно-
сти и избирательности. Каждый конъюгат фолат-XTEN-лекарственное вещество, соответствующую ему 
ненацеленную молекулу XTEN-лекарственное вещество и соответствующий ему контрольное свободное 
лекарственное вещество исследовали в ходе CellTiter-Glo антипролиферативного анализа для набора по-
зитивных и негативных к фолатным рецепторам клеточных линий, перечисленных в табл. 42. Так как 
культуральные среды характеризуются высоким содержанием фолиевой кислоты, клетки выращивают, а 
анализ проводят в среде, не содержащей фолиевой кислоты, но содержащей 5-10% инактивированной 
теплом фетальной телячьей сыворотки (ФТС) при 37°C, в атмосфере 5% CO2 (инактивированная теплом 
ФТС содержит эндогенный уровень фолиевой кислоты, достаточный для выживания и пролиферации 
экспрессирующих фолатные рецепторы клеток). Подходящие условия для исследования, включая опти-
мальную плотность клеток и времена инкубации, устанавливают, используя бесфолатную среду, содер-
жащую 5-10% инактивированную теплом ФТС, используя в качестве контроля соответствующее свобод-
ное лекарственное вещество. Затем конъюгаты фолат-XTEN-лекарственное вещество исследовали сле-
дующим образом: клетки собирали в лог-фазе, пересчитывали и высевали с заданной клеточной плотно-
стью в 96-луночные микротитровальные аналитические планшеты. Для адгезивных клеток существует 
возможность присоединиться к планшету при инкубации на протяжении ночи при 37°C, 5% CO2. Конъю-
гаты фолат-XTEN-лекарственное вещество и соответствующие контроли вносили в растворах в подхо-
дящих диапазонах дозировок, в двух параллельных исследованиях, а планшеты инкубировали на протя-
жении 2-5 дополнительных дней. После истечения соответствующего времени инкубации, в каждую 
лунку добавляли реагент CellTiter-Glo, смешивали на протяжении 2 мин на орбитальной качалке. Затем 
планшет центрифугировали при 90×g и инкубировали при комнатной температуре на протяжении до-
полнительных 10 мин, чтобы стабилизировать сигнал люминесценции. Сигналы люминесценции затем 
считывали при помощи люминометра и рассчитывали величины IC50 (половина от максимальной инги-
биторной концентрации) при помощи GraphPad Prism или схожего программного обеспечения. Количе-
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ственное сравнение величин IC50 даст возможность классифицировать конструкции по их активности по 
подавлению клеточного роста и избирательности по отношению к позитивным и негативным к фолат-
ным рецепторам клеточным линиям. Ожидается, что результаты подтвердят то, что конъюгаты фолат-
XTEN-лекарственное вещество продемонстрируют высокоселективную эффективную цитотоксичность в 
отношении позитивных к фолатным рецепторам клеток, но не в отношении негативных к фолатным ре-
цепторам клеток. В отличие от этого для свободного лекарственного вещества не ожидается разницы в 
цитотоксичности к позитивным и негативным к фолатным рецепторам клеточным линиям. Ожидается, 
что контрольный образец XTEN-лекарственное вещество будет обладать низкой цитотоксической актив-
ностью. Конъюгаты фолат-XTEN-лекарственное вещество, обладающие подходящей активностью и из-
бирательностью в отношении клеточных линий по сравнению с контрольными образцами, будут допол-
нительно исследовать на предмет ассоциации с фолатными рецепторами путем добавления в анализ сво-
бодной конкурентоспособной фолиевой кислоты, что приведет к ослаблению цитотоксичности конъюга-
тов фолат-XTEN-лекарственное вещество, дополнительно подтверждая избирательную активность дан-
ных конструкций.  

Таблица 42 
Позитивные и негативные к фолатным рецепторам клеточные линии 

 

 
Пример 45. In vitro сывороточная стабильность конъюгатов LHRH-XTEN-лекарственное вещество. 
При определении стабильности конъюгаты LHRH-XTEN-лекарственное вещество независимо ин-

кубируют в нормальной плазме крови человека, яванского макака и мыши при 37°C до 2 недель, забирая 
через периодические интервалы аликвоты и сохраняя их при -80°C до проведения анализа. Стабильность 
конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное вещество можно оценить как по количеству высвобождаемого 
свободного лекарственного вещества, так и по целостности конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное ве-
щество в течение времени. Количество свободного лекарственного вещества оценивают при помощи RP-
HPLC и/или LC-MS/MS, а количество интактного конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное вещество оп-
ределяют, используя ELISA для XTEN/лекарственное вещество и/или LHRH/лекарственное вещество. 
Для RP-HPLC анализа образцы плазмы обрабатывают органическими растворителями, такими как аце-
тонитрил или ацетон для преципитации белков. Растворимые фракции выпаривают в вакууме, перерас-
творяют в загрузочных растворах и анализируют при помощи RP-HPLC. Исследуемые вещества детек-
тируют по УФ-поглощению на длинах волн, соответствующих конкретному лекарственному веществу, и 
сравнивают с известными стандартами лекарственных веществ. Например, доксорубицин поглощает на 
480 нм. Для LC-MS/MS анализа образцы плазмы обрабатывают органическими растворителями, такими 
как ацетонитрил или ацетон для преципитации белков. Растворимые фракции выпаривают в вакууме, 
перерастворяют в загрузочных растворах и анализируют при помощи RP-HPLC. Исследуемые вещества 
детектируют и количественно оценивают при помощи тройной квадрупольной тандемной масс-
спектроскопиии и сравнивают с известными стандартами лекарственных веществ. Пары родительский 
ион-дочерний ион определяют экспериментально для каждого лекарственного вещества. Для количест-
венного ELISA оптимальные концентрации антител для конъюгатов LHRH-XTEN-лекарственное веще-
ство в ELISA определяют, используя метод перекрестного серийного разведения. Подходящими захва-
тывающими антителами, распознающими один из компонентов конъюгата, покрывают 96-луночный 
микротитровальный планшет путем инкубации на протяжении ночи при 4°C. Лунки блокируют, отмы-
вают и добавляют в лунки образцы, для которых исследуется сывороточная стабильность и которые 
имеют разную степень разведения, чтобы обеспечить оптимальный захват конъюгата LHRH-XTEN-
лекарственное вещество иммобилизованным антителом. После отмывки добавляют детекторное антите-
ло, распознающее другой компонент конъюгата, и обеспечивают возможность его связывания с конъю-
гатом, захваченным на планшете. Затем лунки снова отмывают и добавляют либо стрептавидин-
пероксидазу хрена (комплементарную биотинилированной версии детекторного антитела) либо подхо-
дящую вторичную антитело-пероксидазу хрена (комплементарную небиотинилированной версии детек-
торного антитела). После истечения необходимого времени инкубации и конечного этапа отмывки до-
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бавляют субстрат из тетраметилбензидина (ТМБ) и считывают планшет при 450 нм. Затем для каждой 
временной точки рассчитывают концентрации интактного конъюгата путем сравнения колориметриче-
ского ответа с калибровочной кривой, построенной для LHRH-XTEN-лекарственное вещество в соответ-
ствующем типе плазмы. t1/2 для уменьшения количества конъюгата в сыворотке крови человека, макака 
и мыши определяют, применяя линейнорегрессионный анализ зависимости логарифма концентрации от 
времени.  

Пример 46. In vitro сывороточная стабильность конъюгатов фолат-XTEN-лекарственное вещество. 
При определении стабильности конъюгаты фолат-XTEN-лекарственное вещество независимо инку-

бируют в нормальной плазме крови человека, яванского макака и мыши при 37°C до 2 недель, забирая 
через периодические интервалы аликвоты и сохраняя их при -80°C до проведения анализа. Стабильность 
конъюгата фолат-XTEN-лекарственное вещество можно оценить как по количеству высвобождаемого 
свободного лекарственного вещества, так и по целостности конъюгата фолат-XTEN-лекарственное веще-
ство в течение времени. Количество свободного лекарственного вещества оценивают при помощи HPLC 
и/или LC-MS/MS, а количество интактного конъюгата фолат-XTEN-лекарственное вещество определя-
ют, используя ELISA для XTEN/лекарственное вещество и/или фолат/лекарственное вещество. Для  
RP-HPLC анализа образцы плазмы обрабатывают органическими растворителями, такими как ацетонит-
рил или ацетон для преципитации белков. Растворимые фракции выпаривают в вакууме, перерастворяют 
в загрузочных растворах и анализируют при помощи RP-HPLC. Исследуемые вещества детектируют по 
УФ-поглощению на длинах волн, соответствующих конкретному лекарственному веществу, и сравнива-
ют с известными стандартами лекарственных веществ. Например, доксорубицин поглощает на 480 нм. 
Для LC-MS/MS анализа образцы плазмы обрабатывают органическими растворителями, такими как аце-
тонитрил или ацетон для преципитации белков. Растворимые фракции выпаривают в вакууме, перерас-
творяют в загрузочных растворах и анализируют при помощи RP-HPLC. Исследуемые вещества линейно 
детектируют и количественно оценивают при помощи тройной квадрупольной тандемной масс-
спектроскопиии. Пары родительский ион-дочерний ион определяют экспериментально для каждого ле-
карственного вещества. Калибровочные стандарты готовят, добавляя известные количества свободного 
лекарственного вещества в соответствующий тип плазмы и обрабатывают в параллели с эксперимен-
тальными образцами. Для количественного ELISA оптимальные концентрации антител для конъюгатов 
фолат-XTEN-лекарственное вещество в ELISA определяют, используя метод перекрестного серийного 
разведения. Подходящими захватывающими антителами, распознающими один из компонентов конъю-
гата, покрывают 96-луночный микротитровальный планшет путем инкубации на протяжении ночи при 
4°C. Лунки блокируют, отмывают и добавляют в лунки образцы, для которых исследуется сывороточная 
стабильность и которые имеют разную степень разведения, чтобы обеспечить оптимальный захват 
конъюгата фолат-XTEN-лекарственное вещество иммобилизованным антителом. После отмывки добав-
ляют детекторное антитело, распознающее другой компонент конъюгата, и обеспечивают возможность 
его связывания с конъюгатом, захваченным на планшете. Затем лунки снова отмывают и добавляют либо 
стрептавидин-пероксидазу хрена (комплементарную биотинилированной версии детекторного антитела), 
либо подходящую вторичную антитело-пероксидазу хрена (комплементарную небиотинилированной 
версии детекторного антитела). После истечения необходимого времени инкубации и конечного этапа 
отмывки добавляют субстрат из тетраметилбензидина (ТМБ) и считывают планшет при 450 нм. Затем 
для каждой временной точки рассчитывают концентрации интактного конъюгата путем сравнения коло-
риметрического ответа с калибровочной кривой, построенной для фолат-XTEN-лекарственное вещество 
в соответствующем типе плазмы. t1/2 для уменьшения количества конъюгата в сыворотке крови челове-
ка, макака и мыши определяют, применяя линейнорегрессионный анализ зависимости логарифма кон-
центрации от времени. 

Пример 47. In vivo и ex vivo визуализация конъюгата LHRH-XTEN-Cy5.5. 
Молекулу флуоресцентно меченого Cy5.5 LHRH-XTEN применяют в качестве имитатора для ис-

следования нацеленности и биораспределяющей активности конъюгатов LHRH-XTEN-лекарственное 
вещество. Эксперименты проводят на бестимусных мышах с выращенными подкожно ксенотрансплан-
татами позитивных к рецепторам LHRH опухолевых клеток, используя in vivo, а затем ex vivo флуорес-
центную визуализацию при помощи системы оптической визуализации IVIS 50 (Caliper Life Sciences, 
Хопкинтон, Массачусетс). Вкратце, самкам бестимусных мышей, несущим позитивные к рецепторам 
LHRH опухолевые клетки, делают единичные внутривенные инъекции с высокой или низкой дозой 
LHRH-XTEN-Cy5.5 и соответствующими дозами ненацеленного меченого Cy5.5 контрольного XTEN. 
При помощи системы оптической визуализации IVIS 50 для живых анестезированных животных прово-
дят сканирование всего организма перед инъекцией, а затем приблизительно через 8, 24, 48 и 72 ч после 
инъекции. После измерения распределения флуоресценции по всему организму животного в последний 
временной отрезок в 72 ч опухоль и здоровые органы, включая печень, легкие, сердце, селезенку и поч-
ки, вырезают, регистрируют и анализируют их флуоресценцию при помощи системы визуализации. 
Фильтры возбуждения (615-665 нм) и эмиссии (695-770 нм) Cy5.5 выбирают как соответствующие дли-
нам волн флуоресцентных веществ. Используют низкий и средний биннинг интегральной схемы на ПЗС 
и время экспозиции, оптимизированное для получения, по меньшей мере, нескольких тысяч отсчетов от 
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сигналов, наблюдаемых на изображении для каждой мыши, и недопущения перегрузки интегральной 
схемы на ПЗС. Для нормировки изображений перед количественным определением получают фоновое 
изображение флуоресценции, используя фоновые фильтры возбуждения и эмиссии для спектральной 
области Cy5.5. Интенсивность флуоресценции выражают посредством разных цветов, при этом голубой 
цвет соответствует самой низкой интенсивности, красный определяет самую высокую интенсивность, а 
полученные в результате изображения используют для оценки поглощения конъюгатов и контрольных 
образцов. 

Пример 48. In vivo и ex vivo визуализация конъюгатов фолат-XTEN-Cy5.5. 
Молекулу флуоресцентно меченого Cy5.5 фолат-XTEN применяют в качестве имитатора для иссле-

дования нацеленности и биораспределяющей активности конъюгатов фолат-XTEN-лекарственное веще-
ство. Эксперименты проводят на бестимусных мышах с выращенными подкожно ксенотрансплантатами 
позитивных к фолатным рецепторам опухолевых клеток, используя in vivo, а затем ex vivo флуоресцент-
ную визуализацию при помощи системы оптической визуализации IVIS 50 (Caliper Life Sciences, Хоп-
кинтон, Массачусетс). Так как культуральные среды характеризуются высоким содержанием фолата, 
позитивные к фолатным рецепторам опухолевые клетки для трансплантации мышам выращивают в бес-
фолатной культуральной клеточной среде, содержащей 5-10% инактивированной теплом ФТС, без анти-
биотиков. Аналогично, нормальная пища грызунов содержит высокую концентрацию фолиевой кислоты; 
бестимусных мышей в данном исследовании держат на бесфолатной диете за 2 недели до имплантации 
опухоли и на протяжении визуализационного анализа для того, чтобы снизить концентрацию фолата в 
сыворотке крови. 

Вкратце, самкам бестимусных мышей, несущим позитивные к фолатным рецепторам опухолевые 
клетки, делают единичные внутривенные инъекции с высокой или низкой дозой фолат-XTEN-Cy5.5 и 
соответствующими дозами ненацеленного меченого Cy5.5 контрольного XTEN. При помощи системы 
оптической визуализации FVIS 50 для живых анестезированных животных проводят сканирование всего 
организма перед инъекцией, а затем приблизительно через 8, 24, 48 и 72 ч после инъекции. После изме-
рения распределения флуоресценции по всему организму животного в последний временной отрезок в 72 
ч опухоль и здоровые органы, включая печень, легкие, сердце, селезенку и почки, вырезают и регистри-
руют и анализируют их флуоресценцию при помощи системы визуализации. Фильтры возбуждения (615-
665 нм) и эмиссии (695-770 нм) Cy5.5 выбирают как соответствующие длинам волн флуоресцентных 
веществ. Используют низкий и средний биннинг интегральной схемы на ПЗС и время экспозиции, опти-
мизированное для получения, по меньшей мере, нескольких тысяч отсчетов от сигналов, наблюдаемых 
на изображении для каждой мыши, и недопущения перегрузки интегральной схемы на ПЗС. Для норми-
ровки изображений перед количественным определением получают фоновое изображение флуоресцен-
ции, используя фоновые фильтры возбуждения и эмиссии для спектральной области Cy5.5. Интенсив-
ность флуоресценции выражают посредством разных цветов, при этом голубой цвет соответствует самой 
низкой интенсивности, красный определяет самую высокую интенсивность, а полученные в результате 
изображения используют для оценки поглощения конъюгатов и контрольных образцов. 

Пример 49. Анализ фармакокинетики конъюгатов LHRH-XTEN-лекарственное вещество. 
In vivo фармакокинетику конструкций LHRH-XTEN-лекарственное вещество оценивают, используя 

стандартные методы для белковых составов, полученных от мышей, крыс, яванских макаков и собак. 
Составы конструкций LHRH-XTEN-лекарственное вещество готовят в водных буферах, совместимых с 
in vivo введением (например: фосфатно-солевой буфер, Трис-солевой буфер или Гэпэс-солевой буфер). 
Составы вводят в соответствующих дозах и разными способами: наиболее предпочтительно внутривен-
ным или подкожным способами. Образцы крови берут в соответствующие временные точки в диапазоне 
от 0,08 до 504 ч и перерабатывают в плазму. Образцы плазмы анализируют в отношении концентрации 
конъюгатов LHRH-XTEN-лекарственное вещество одним из множества способов, включая ELISA, HPLC 
и/или LC-MS/MS. Анализ ELISA проводят, применяя сэндвич-формат для ELISA, в котором распознают-
ся 2 компонента конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное вещество, например комбинации XTEN/LHRH, 
XTEN/лекарственное вещество, LHRH/лекарственное вещество и/или XTEN/XTEN. Как правило, анти-
телами, распознающими один из компонентов конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное вещество, покры-
вают лунки 96-луночного микротитровального планшета. Лунки блокируют, отмывают и добавляют в 
лунки образцы плазмы, которые имеют разную степень разведения, чтобы обеспечить захват конъюгата 
иммобилизованным антителом. Затем лунки интенсивно отмывают, а связанный белок детектируют, 
применяя как биотинилированное антитело, так и подходящее вторичное антитело к второму компонен-
ту конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное вещество. Затем лунки снова отмывают и добавляют либо 
стрептавидин-пероксидазу хрена (комплементарную биотинилированному детекторному антителу), либо 
вторичную антитело-пероксидазу хрена (комплементарную небиотинилированному детекторному анти-
телу). После истечения необходимого времени инкубации и конечного этапа отмывки добавляют суб-
страт из тетраметилбензидина (ТМБ) и считывают планшет при 450 нм. Затем для каждой временной 
точки рассчитывают концентрации конъюгата путем сравнения колориметрического ответа с калибро-
вочной кривой, построенной для LHRH-XTEN-лекарственное вещество. Затем, используя программный 
пакет WinNonLin, рассчитывают фармакокинетические параметры. 
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Для RP-HPLC анализа образцы плазмы обрабатывают органическими растворителями, такими как 
ацетонитрил или ацетон для преципитации белков. Растворимые фракции выпаривают в вакууме, пере-
растворяют в загрузочных растворах и анализируют при помощи RP-HPLC. 

Исследуемые вещества детектируют по УФ-поглощению на длинах волн, соответствующих кон-
кретному лекарственному веществу. Например, доксорубицин поглощает на 480 нм. Калибровочные 
стандарты готовят, добавляя известные количества свободного лекарственного вещества в соответст-
вующий тип плазмы, и обрабатывают в параллели с экспериментальными образцами. 

Для LC-MS/MS анализа образцы плазмы обрабатывают органическими растворителями, такими как 
ацетонитрил или ацетон для преципитации белков. Растворимые фракции выпаривают в вакууме, пере-
растворяют в загрузочных растворах и анализируют при помощи RP-HPLC. Исследуемые вещества ли-
нейно детектируют и количественно оценивают при помощи тройной квадрупольной тандемной масс-
спектроскопиии. Пары родительский ион-дочерний ион определяют экспериментально для каждого ле-
карственного вещества. Калибровочные стандарты готовят, добавляя известные количества свободного 
лекарственного вещества в соответствующий тип плазмы, и обрабатывают в параллели с эксперимен-
тальными образцами. Ожидается, что результаты подтвердят то, что добавление XTEN к LHRH и лекар-
ственному компоненту сильно увеличит конечный период полувыведения и усилит фармакокинетиче-
ские свойства нацеленного и лекарственного компонента, не связанного с XTEN.  

Пример 50. Анализ фармакокинетики конъюгатов фолат-XTEN-лекарственное вещество. 
In vivo фармакокинетику конструкций фолат-XTEN-лекарственное вещество оценивают, используя 

стандартные методы для белковых составов, полученных от мышей, крыс, яванских макаков и собак. Так 
как в нормальном питании содержатся высокие концентрации фолиевой кислоты (приблиз. 6 мг/кг мы-
шиного корма), животных, принимающих участие в фармакокинетических исследованиях фолатных 
конъюгатов, держат на бесфолатной диете за 2 недели до начала исследования и на протяжении исследо-
вания. Составы вводят в соответствующих дозах и разными способами: наиболее предпочтительно внут-
ривенным или подкожным способами. Образцы крови берут в соответствующие временные точки в диа-
пазоне от 0,08 до 504 ч и перерабатывают в плазму. Образцы плазмы анализируют в отношении концен-
трации конъюгатов фолат-XTEN-лекарственное вещество одним из множества способов, включая 
ELISA, HPLC и/или LC-MS/MS. 

Анализ ELISA проводят, применяя сэндвич-формат для ELISA, в котором распознаются 2 компо-
нента конъюгата фолат-XTEN-лекарственное вещество, например, комбинации XTEN/фолат, 
XTEN/лекарственное вещество, фолат/лекарственное вещество и/или XTEN/XTEN. Как правило, антите-
лами, распознающими один из компонентов конъюгата фолат-XTEN-лекарственное вещество покрывают 
лунки 96-луночного микротитровального планшета. Лунки блокируют, отмывают и добавляют в лунки 
образцы плазмы, которые имеют разную степень разведения, чтобы обеспечить захват конъюгата иммо-
билизованным антителом. Затем лунки интенсивно отмывают, а связанный белок детектируют, применяя 
как биотинилированное антитело, так и подходящее вторичное антитело ко второму компоненту конъю-
гата фолат-XTEN-лекарственное вещество. Затем лунки снова отмывают и добавляют либо стрептави-
дин-пероксидазу хрена (комплементарную биотинилированному детекторному антителу) либо вторич-
ную антитело-пероксидазу хрена (комплементарную небиотинилированному детекторному антителу). 
После истечения необходимого времени инкубации и конечного этапа отмывки добавляют субстрат из 
тетраметилбензидина (ТМБ) и считывают планшет при 450 нм. Затем для каждой временной точки рас-
считывают концентрации конъюгата путем сравнения колориметрического ответа с калибровочной кри-
вой, построенной для фолат-XTEN-лекарственное вещество. Затем, используя программный пакет Win-
NonLin, рассчитывают фармакокинетические параметры. 

Для RP-HPLC анализа образцы плазмы обрабатывают органическими растворителями, такими как 
ацетонитрил или ацетон для преципитации белков. Растворимые фракции выпаривают в вакууме, пере-
растворяют в загрузочных растворах и анализируют при помощи RP-HPLC. Исследуемые вещества де-
тектируют по УФ-поглощению на длинах волн, соответствующих конкретному лекарственному вещест-
ву. Например, доксорубицин поглощает на 480 нм. Калибровочные стандарты готовят, добавляя извест-
ные количества свободного лекарственного вещества в соответствующий тип плазмы, и обрабатывают в 
параллели с экспериментальными образцами. 

Для LC-MS/MS анализа образцы плазмы обрабатывают органическими растворителями, такими как 
ацетонитрил или ацетон для преципитации белков. Растворимые фракции выпаривают в вакууме, пере-
растворяют в загрузочных растворах и анализируют при помощи RP-HPLC. Исследуемые вещества ли-
нейно детектируют и количественно оценивают при помощи тройной квадрупольной тандемной масс-
спектроскопиии. Пары родительский ион-дочерний ион определяют экспериментально для каждого ле-
карственного вещества. Калибровочные стандарты готовят, добавляя известные количества свободного 
лекарственного вещества в соответствующий тип плазмы, и обрабатывают в параллели с эксперимен-
тальными образцами. Ожидается, что результаты подтвердят то, что добавление XTEN к фолату и лекар-
ственному компоненту сильно увеличит конечный период полувыведения и усилит фармакокинетиче-
ские свойства нацеленного и лекарственного компонента, не связанного с XTEN.  

Пример 51. In vivo анализ эффективности и токсичности конъюгатов LHRH-XTEN-лекарственное 
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вещество. 
Конъюгат LHRH-XTEN-лекарственное вещество предназначен для нацеленной доставки высоко-

эффективного токсина к позитивным к рецепторам LHRH опухолевым клеткам. Поэтому in vivo фарма-
кологическую активность конструкций LHRH-XTEN-лекарственное вещество можно оценить, используя 
человеческие опухолевые клетки, экспрессирующие рецепторы LHRH, трансплантированные бестимус-
ным мышам. 

Перед началом исследования эффективности для бестимусных мышей проводят начальную оценку, 
чтобы установить максимальную переносимую дозу (МПД) кандидатных соединений LHRH-XTEN-
лекарстве иное вещество. МПД, наибольшая доза, которая переносится животным в продолжение иссле-
дования, затем используется для расчета диапазона дозировок для исследования эффективности и ток-
сичности на стандартной ксенографтной модели. Вкратце, эксперимент по МПД проводят на 5 мышах на 
группу, оценивая внутривенное введение конъюгатов LHRH-XTEN-лекарственное вещество при различ-
ных уровнях дозирования, интервалах и длительности. Стартовую МПД дозу и количество необходимых 
дозирований определяют на основании научной литературы, знаний о нацеленном на LHRH веществе, 
природе конъюгированного лекарственного вещества, токсикологических свойствах близкородственных 
соединений и данных по первичным фармакокинетическим исследованиям (см. выше). Стандартные па-
раметры МПД, такие как снижение массы тела, употребления пищи и воды и признаки пилоэрекции, 
съеживание, характер поведения, характер дыхания, дрожь, конвульсии, слабость и самоповреждение 
отслеживают ежедневно. Наибольшая доза соединения LHRH-XTEN-лекарственное вещество, которая 
не приводит к неприемлемой токсичности, является МПД. Исследование ксенографтной опухоли вклю-
чает от 3 до 4 уровней дозирования конъюгатом LHRH-XTEN-лекарственное вещество и зависит от ре-
зультатов исследования МПД; другие параметры зависят от выбранной опухолевой клеточной линии. В 
табл. 42 приведены примеры опухолевых линий, которые можно использовать в ксенографтном исследо-
вании. Таким образом, подходящее количество позитивных к рецепторам LHRH клеток из соответст-
вующей человеческой опухолевой линии вводят подкожно и обеспечивают возможность образования 
опухолей, размер которых измеряют при помощи калиперов, а объем рассчитывают как 0,5×L×W2, где L 
= значение для большей оси в мм, a W = значение для оси, перпендикулярной L, в мм. После распределе-
ния мышей, имеющих опухоли, объем которых находится в необходимом диапазоне размеров, по груп-
пам по 8-10 животных, контрольный растворитель, контрольное лекарственное вещество и конъюгат 
LHRH-XTEN-лекарственное вещество вводят внутривенно в выбранных дозах и интервалах. Прекраще-
ние или замедление роста опухоли определяют путем измерения размера и объема опухоли при помощи 
калиперов в выбранные временные точки. Массу тела и употребление пищи оценивают каждые 1-2 дня 
для того, чтобы определить избыточную токсичность. Выживание животных отслеживают ежедневно. В 
конце исследования всех животных умерщвляют и проводят клинические исследования патологии и гис-
топатологии основных органов. 

Предполагается, что результаты подтвердят то, что конъюгат LHRH-XTEN-лекарственное вещество 
будет иметь положительный терапевтический индекс, что демонстрирует высокая эффективность, и низ-
кую общую токсичность. В противоположность этому ожидается, что ненацеленное на LHRH свободное 
лекарственное вещество при одинаковых дозах будет менее эффективно, но намного более токсично. 
Ожидается, что контрольный растворитель приведет к неконтролируемому росту опухоли и будет высо-
котоксичным. 

Пример 52. In vivo анализ эффективности и токсичности конъюгатов фолат-XTEN-лекарственное 
вещество. 

Конъюгаты фолат-XTEN-лекарственное вещество предназначены для нацеленной доставки высоко-
эффективного токсина к позитивным к фолатным рецепторам опухолевым клеткам. In vivo фармаколо-
гическую активность конструкций фолат-XTEN-лекарственное вещество можно оценить, используя че-
ловеческие опухолевые клетки, экспрессирующие фолатные рецепторы, трансплантированные бести-
мусным мышам. Перед началом исследования эффективности для бестимусных мышей проводят на-
чальную оценку, чтобы установить максимальную переносимую дозу (МПД) кандидатных соединений 
фолат-XTEN-лекарственное вещество. МПД, наибольшая доза, которая переносится животным в про-
должение исследования, затем используется для расчета диапазона дозировок для исследования эффек-
тивности и токсичности на стандартной ксенографтной модели. Так как в нормальном корме для грызу-
нов содержится высокая концентрация фолиевой кислоты (6 мг/кг корма), мышей, принимающих уча-
стие в этих исследованиях, держат на бесфолатной диете за 2 недели до начала исследования и на протя-
жении исследования. Эксперимент по МПД проводят на 5 мышах на группу, оценивая внутривенное 
введение конъюгатов фолат-XTEN-лекарственное вещество при различных уровнях дозирования, интер-
валах и длительности. Стартовую МПД дозу и количество необходимых дозирований определяют на 
основании научной литературы, знаний о нацеленном на фолат веществе, природе конъюгированного 
лекарственного вещества, токсикологических свойствах близкородственных соединений и данных по 
первичным фармакокинетическим исследованиям (см. пример ФК выше). Стандартные параметры МПД, 
такие как снижение массы тела, употребления пищи и воды и признаки пилоэрекции, съеживание, харак-
тер поведения, характер дыхания, дрожь, конвульсии, слабость и самоповреждение тщательно отслежи-
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вают ежедневно. Наибольшая доза соединения фолат-XTEN-лекарственное вещество, которая не приво-
дит к неприемлемой токсичности, является МПД. 

Исследование ксенографтной опухоли включает от 3 до 4 уровней дозирования конъюгатом фолат-
XTEN-лекарственное вещество и зависит от результатов исследования МПД, другие параметры зависят 
от выбранной опухолевой клеточной линии. В табл. 42 приведены примеры опухолевых линий, которые 
можно использовать в ксенографтном исследовании. Для снижения содержания фолата позитивные к 
фолатным рецепторам опухолевые клетки для трансплантации мышам выращивают в бесфолатной куль-
туральной клеточной среде, содержащей 5-10% инактивированной теплом ФТС, без антибиотиков. Ана-
логично, чтобы снизить концентрацию фолата в сыворотке, мышей, принимающих участие в этих иссле-
дованиях, держат на бесфолатной диете за 2 недели до имплантации опухоли и на протяжении исследо-
вания. Подходящее количество позитивных к фолатным рецепторам клеток из соответствующей челове-
ческой опухолевой линии вводят подкожно и обеспечивают возможность образования опухолей, размер 
которых измеряют при помощи калиперов, а объем рассчитывают как 0,5×L×W2, где L = значение для 
большей оси в мм, a W = значение для оси, перпендикулярной L, в мм. После распределения мышей, 
имеющих опухоли, объем которых находится в необходимом диапазоне размеров, по группам по 8-10 
животных, контрольный растворитель, контрольное лекарственное вещество и конъюгат фолат-XTEN-
лекарственное вещество вводят внутривенно в выбранных дозах и интервалах. Прекращение или замед-
ление роста опухоли определяют путем измерения размера и объема опухоли при помощи калиперов в 
выбранные временные точки. Массу тела и употребление пищи оценивают каждые 1-2 дня для того, что-
бы определить избыточную токсичность. Выживание животных отслеживают ежедневно. В конце иссле-
дования всех животных умерщвляют и удаляют основные органы для проведения клинических исследо-
ваний патологии и гистопатологии. 

Предполагается, нацеленный химиотерапевтический конъюгат фолат-XTEN-лекарственное вещест-
во будет более эффективным и менее токсичным, чем одно свободное цитотоксичное лекарственное ве-
щество, для позитивных к фолатным рецепторам опухолей в мышиной модели. 

Пример 53. Проекты клинических исследований на человеке для оценки конъюгатов LHRH-XTEN-
лекарственное вещество. 

Нацеленная химиотерапия является современным подходом, целью которого является увеличение 
эффективности системной химиотерапии и снижение побочных эффектов. LHRH представляет собой 
пептид, который функционирует в репродуктивных органах. Так как его рецепторы сконцентрированы 
преимущественно на определенных опухолях и не экспрессируются в большинстве нормальных тканей, 
рецептор LHRH является идеальной мишенью для избирательного разрушения злокачественных опухо-
лей. Действительно, ~52% образцов рака молочной железы, ~80% образцов рака яичников и эндометрия 
и ~85% образцов рака простаты являются мишенями вследствие наличия рецепторов LHRH. Следует 
отметить, что LHRH-зависимая терапия была бы в особенности целесообразной для тройных негативных 
опухолей молочной железы, которые не характеризуются сверхэкспрессией рецепторов эстрогена или 
прогестерона или HER2 и, следовательно, не подходят для лечения многими доступными нацеленными 
лекарственными веществами. У пациентов с поздними стадиями рака эндометрия, яичников или проста-
ты часто наблюдается исключительно неблагоприятный сход, так как данные опухоли могут иметь тен-
денцию к повторному появлению и/или быть устойчивыми к современным способам лечения. Слияние 
XTEN, несущего ≥1 копии LHRH с XTEN, несущим ≥3 молекул лекарственного вещества, для создания 
нацеленного конъюгата пептид-лекарственное вещество, как ожидается, должно иметь значительно 
улучшенные терапевтический индекс и период полувыведения, что даст возможность дозирования на 
уровнях ниже МПД, уменьшения частоты дозирования и стоимости (уменьшенное количество лекарст-
венного вещества, приходящегося на дозу). 

Клиническую оценку композиции LHRH-XTEN-лекарственное вещество проводят для пациентов, 
страдающих от распространенных раков молочной железы, эндометрия, яичников и простаты или моче-
вого пузыря, с исследованиями, разработанными так, чтобы подтвердить эффективность и безопасность 
конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное вещество для человека. Такие исследования на пациентах вклю-
чают три фазы. Во-первых, в фазе I проводят исследования по безопасности и фармакокинетике, чтобы 
определить максимальную переносимую дозу (МПД) и охарактеризовать ограничивающие дозу токсич-
ность, фармакокинетику и предварительную фармакодинамику для человека. Эти первичные исследова-
ния можно проводить на пациентах с метастатическими или неоперабельными раками и пациентах, для 
которых не применимы стандартные лечебные или облегчающие меры, либо они уже не являются эф-
фективными или не переносятся, а критерием отбора является позитивный статус в отношении рецепто-
ров LHRH у пациента. Схемой исследований в фазе I является применение единичных возрастающих доз 
конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное вещество и определение биохимических, ФК и клинических па-
раметров, которые позволяют определить МПД, а также пороговую и максимальную концентрации для 
дозировок и для циркулирующего лекарственного вещества, которые составляют терапевтическое окно 
для применения в последующих исследованиях в фазе II и фазе III, а также определить потенциальные 
токсичности и побочные эффекты, с которыми можно столкнуться в будущих исследованиях. Клиниче-
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ские исследования на людях в фазе II проводят независимо на пациентах с позитивным к рецепторам 
LHRH распространенным (стадия 3 или 4) или повторным раком молочной железы, эндометрия, яични-
ков и простаты либо мочевого пузыря. В данном исследовании оценивают эффективность и безопасность 
конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное вещество как одного, так и в комбинации с современной химио-
терапией, применяемой при особых показаниях. Пациентам внутривенно вводят клинический кандидат-
ный конъюгат LHRH-XTEN-лекарственное вещество в дозировке и согласно лечебной схеме, предопре-
деленным в фазе I, с или без стандартного химиотерапевтического вещества. Также включают контроль-
ную группу, содержащую химиотерапевтическое вещество плюс плацебо. Первичной конечной точкой 
является скорость ответа согласно определению критериев оценки ответа при солидных опухолях  
(RECIST). Вторичные конечные точки включают безопасность и переносимость, отсутствие прогресси-
рования со временем и общую выживаемость. 

В фазе III проводят исследования эффективности и безопасности на пациентах с позитивным к ре-
цепторам LHRH распространенным (устойчивым, повторным) раком молочной железы, эндометрия, 
яичников и простаты либо мочевого пузыря, чтобы исследовать способность достижения статистически 
значительных клинических конечных точек, таких как отсутствие прогрессирования и выживание, оце-
ненные согласно RECIST. Исследование будет статистически верным в отношении общей выживаемости 
в качестве вторичной конечной точки с предполагаемой численностью, составляющей более 400 пациен-
тов. Результаты эффективности определяют, используя стандартные статистические методы. Токсич-
ность и признаки побочных эффектов также отслеживают при исследовании, чтобы подтвердить, что 
соединение является безопасным при применении описанным способом. 

Пример 54. Проекты клинических исследований на человеке для оценки конъюгатов фолат-XTEN-
лекарственное вещество. 

Нацеленная химиотерапия является современным подходом, целью которого является увеличение 
эффективности системной химиотерапии и снижение побочных эффектов. Фолат, также известный как 
фолиевая кислота, витамин B9, является жизненно важным питательным веществом, необходимым для 
всех живых клеток для нуклеотидного биосинтеза, и функционирует как кофактор в некоторых биологи-
ческих процессах. Фолатный рецептор является точкой фокусировки для разработки терапии для лечения 
быстро развивающихся злокачественных опухолей; в частности, рака яичников и немелкоклеточной кар-
циномы легких. Хотя экспрессия фолатных рецепторов в нормальных яичниках является весьма незна-
чительной, при ~90% эпителиальных раков яичников наблюдается сверхэкспрессия фолатных рецепто-
ров, то же самое наблюдается для многих аденокарцином легких, тем самым открывая возможность для 
нацеленной терапии. Слияние XTEN, несущего ≥1 копии фолата с XTEN, несущим ≥3 молекул лекарст-
венного вещества, для создания нацеленного конъюгата пептид-лекарственное вещество, как ожидается, 
должно иметь значительно улучшенные терапевтический индекс и период полувыведения, что даст воз-
можность дозирования на уровнях значительно ниже максимальной переносимой дозы (МПД), умень-
шения частоты дозирования и стоимости (уменьшенное количество лекарственного вещества, приходя-
щегося на дозу). 

Клиническую оценку композиции фолат-XTEN-лекарственное вещество проводят для пациентов, 
страдающих от повторных или не поддающихся лечению распространенных опухолей, или для пациен-
тов, страдающих от рака яичников, устойчивого к лечению препаратами платины, или немелкоклеточной 
карциномы легких, которым не помогло применение другой химиотерапии. Клинические исследования, 
разработаны так, чтобы подтвердить эффективность и преимущества конъюгата фолат-XTEN-
лекарственное вещество по сравнению со стандартными терапиями человека. Такие исследования на па-
циентах включают три фазы. Во-первых, в фазе I проводят исследования по безопасности и фармакоки-
нетике, чтобы определить МПД и охарактеризовать ограничивающие дозу токсичность, фармакокинети-
ку и предварительную фармакодинамику для человека. Эти первичные исследования можно проводить 
на пациентах с позитивным к фолатным рецепторам статусом, которые имеют повторные или не под-
дающиеся лечению распространенные опухоли, и для которых не применимы стандартные лечебные или 
облегчающие меры, либо они уже не являются эффективными или не переносятся. Предметом исследо-
ваний в фазе I является применение единичных возрастающих доз конъюгата фолат-XTEN-
лекарственное вещество и определение биохимических, ФК и клинических параметров, которые позво-
ляют определить МПД, а также установить пороговую и максимальную концентрации для дозировок и 
для циркулирующего лекарственного вещества, которые составляют терапевтическое окно для примене-
ния в последующих исследованиях в фазе II и фазе III, а также определить потенциальные токсичности и 
побочные эффекты, с которыми можно столкнуться в будущих исследованиях. 

Клинические исследования на людях в фазе II проводят независимо на пациентах с позитивным к 
фолатным рецепторам раком яичников, устойчивым к лечению препаратами платины, пациентам с не-
мелкоклеточной карциномой легких, которым не помогли многочисленные химиотерапии, и пациентам, 
страдающим от повторных или не поддающихся лечению распространенных опухолей. В данных иссле-
дованиях оценивают эффективность и безопасность конъюгата фолат-XTEN-лекарственное вещество как 
одного, так и в комбинации с современной химиотерапией, применяемой при особых показаниях. Паци-
ентам внутривенно вводят конъюгат фолат-XTEN-лекарственное вещество в дозировке и согласно ле-
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чебной схеме, определенным в фазе I, с или без стандартного химиотерапевтического вещества. Также 
включают контрольную группу, содержащую химиотерапевтическое вещество плюс плацебо. Первичной 
конечной точкой является скорость ответа согласно определению критериев оценки ответа при солидных 
опухолях (RECIST). Вторичные конечные точки включают безопасность и переносимость, отсутствие 
прогрессирования со временем и общую выживаемость. В фазе III проводят исследования эффективно-
сти и безопасности на пациентах с позитивным к фолатным рецепторам раком яичников, устойчивым к 
лечению препаратами платины, пациентам с немелкоклеточной карциномой легких или пациентам с по-
вторными или не поддающимися лечению распространенными раками, чтобы исследовать способность 
достижения статистически значительных клинических конечных точек, таких как отсутствие прогресси-
рования и выживание, оцененные согласно RECIST. Исследование будет статистически верным в отно-
шении общей выживаемости в качестве вторичной конечной точки с предполагаемой численностью, со-
ставляющей более 400 пациентов. Результаты эффективности определяют, используя стандартные стати-
стические методы. Токсичность и признаки побочных эффектов также отслеживают при исследовании, 
чтобы подтвердить, что соединение является безопасным при применении описанным способом.  

Пример 55. Стабильность XTEN в сыворотке крови. 
Гибридный белок, содержащий XTEN_AE864, сшитый с N-концом GFP, инкубировали в плазме 

крови обезьяны и лизате из почек крысы до 7 дней при 37°C. Образцы брали в самом начале, на день 1 и 
день 7, и анализировали при помощи SDS-PAGE с последующим детектированием при помощи Вестерн-
блоттинга с антителами к GFP, как показано на фиг. 76. Последовательность XTEN_AE864 демонстриро-
вала незначительные признаки деградации после 7 дней в плазме крови. Однако XTEN_AE864 быстро 
деградировал в лизате из почек крысы после 3 дней. В образцах плазмы исследовали in vivo стабиль-
ность гибридного белка, при этом GFP_AE864 был иммунопреципитирован и проанализирован при по-
мощи SDS-PAGE, как описано выше. Образцы, которые брали вплоть до 7 дней после инъекции, демон-
стрировали очень небольшое количество признаков деградации. Данные результаты демонстрируют ус-
тойчивость aaT-XTEN деградации, обусловленной сывороточными протеазами; это является одним из 
факторов, приводящих к усилению фармакокинетических свойств гибридных белков aaT-XTEN.  

Пример 56. Характеристика вторичной структуры XTEN, связанного с эксендином-4. 
Уровень вторичной структуры XTEN_AE864-Ex4 оценивали при помощи спектроскопии кругового 

дихроизма. КД-спектроскопию проводили на спектрополяриметре Jasco J-715 (Jasco Corporation, Токио, 
Япония), оборудованном температурным регулятором Jasco Peltier (TPC-348WI). Концентрацию белка 
доводили до 0,2 мг/мл в 20 мМ фосфата натрия pH 7,0, 50 мМ NaCl. Эксперименты проводили, используя 
кварцевые ячейки HELLMA с длиной оптического пути в 0,1 см. КД-спектры снимали при 5°, 25°, 45° и 
65°C и обрабатывали, используя J-700 версию 1.08.01 (Build 1) программного обеспечения Jasco для 
Windows. Образцы при каждой температуре уравновешивали на 5 мин перед проведением КД-
измерений. Все спектры записывали в двойном экземпляре от 300 до 185 нм, используя ширину полосы в 
1 нм и временную постоянную в 2 с при скорости сканирования в 100 нм/мин. На КД-спектре, приведен-
ном на фиг. 77, отсутствуют признаки стабильной вторичной структуры, и он соответствует неструкту-
рированному полипептиду. 

Пример 57. Увеличение растворимости и стабильности нагрузочного пептида, обусловленное при-
соединением к XTEN. 

Для того чтобы оценить способность XTEN усиливать физико-химические свойства, такие как рас-
творимость и стабильность, готовили и оценивали гибридные белки из глюкагона плюс XTEN меньшей 
длины. Исследуемые объекты готовили в Трис-солевом буфере при нейтральном уровне pH, а характери-
стику раствора Gcg-XTEN получали при помощи HPLC и эксклюзионной хроматографии для подтвер-
ждения гомогенности и неагрегированности белка в растворе. Данные представлены в табл. 43. В целях 
сравнения измеряли порог растворимости для немодифицированного глюкагона при 60 мкМ (0,2 мг/мл), 
и результат демонстрирует, что для всех длин добавляемого XTEN было достигнуто существенное уве-
личение растворимости. Важным является то, что в большинстве случаев гибридные белки глюкагон-
XTEN готовили так, чтобы получить целевые концентрации, и не оценивали в плане определения порога 
максимальной растворимости для данной конструкции. Однако в случае глюкагона, соединенного с AF-
144 XTEN, определили порог растворимости с результатом, который показал достижение 60-кратного 
увеличения растворимости по сравнению с глюкагоном, не соединенным с XTEN. Вдобавок, при оценке 
стабильности глюкагон-АР144 обнаружили, что это соединение стабильно в составе жидкого препарата 
на протяжении по меньшей мере 6 месяцев в охлажденном состоянии и приблизительно на протяжении 
одного месяца при 37°C (данные не приведены). 

Данные подтверждают заключение о том, что соединение полипептидов XTEN небольшой длины с 
биологически активным белком, таким как глюкагон, может значительно усилить свойства растворимо-
сти посредством образования гибридного белка, а также обеспечивает стабильность при более высоких 
концентрациях. 
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Таблица 43 
Растворимость конструкций глюкагон-XTEN 

 
Пример 58. Аналитическая эксклюзионная хроматография XTEN, соединенных с различными на-

грузочными веществами. 
Анализ при помощи эксклюзионной хроматографии проводили для гибридных белков, содержащих 

различные терапевтические белки и неструктурированные рекомбинантные белки с увеличивающейся 
длиной. В одном из примеров исследований использовали колонку TSKGel-G4000 SWXL (7,8 мм × 30 
см), в которой 40 мкг очищенного гибридного белка глюкагона с концентрацией 1 мг/мл отделяли при 
скорости потока в 0,6 мл/мин в 20 мМ фосфата pH 6,8, 114 мМ NaCl. Профили хроматограмм отслежива-
ли, используя ОП214 нм и ОП280 нм. Калибровку колонок для всех исследований проводили, используя 
калибровочный стандарт для эксклюзионной хроматографии от BioRad; маркеры включают тироглобу-
лин (670 кДа), бычий γ-глобулин (158 кДа), цыплячий овальбумин (44 кДа), конский миоглобулин (17 
кДа) и витамин B12 (1,35 кДа). Типичные хроматографические профили для Глюкагон-Y288, Глюкагон-
Y144, Глюкагон-Y72, Глюкагон-Y36 показаны в виде накладывающихся слоев на фиг. 78. Данные пока-
зывают, что молекулярная масса каждого компонента пропорциональна длине присоединенной последо-
вательности XTEN. Однако данные также показывают, что кажущаяся молекулярная масса каждой кон-
струкции значительно выше ожидаемой для глобулярного белка (как показано в сравнении со стандарт-
ными белками, оцененными в том же исследовании). На основе данных SEC-анализа для всех оценивае-
мых конструкций в табл. 44 приведены кажущиеся молекулярные массы, фактор кажущейся молекуляр-
ной массы (выраженный как отношение кажущейся молекулярной массы к рассчитанной молекулярной 
массе) и гидродинамический радиус (RH в нм). Результаты указывают на то, что инкорпорация различ-
ных XTEN длиной в 576 аминокислот или более обеспечивает кажущуюся молекулярную массу гибрид-
ного белка приблизительно от 339 кДа до 760, и что XTEN длиной в 864 аминокислоты или более обес-
печивает кажущуюся молекулярную массу, большую чем приблизительно 800 кДа. Результаты, показы-
вающие пропорциональное увеличение кажущейся молекулярной массы по сравнению с фактической 
молекулярной массой согласованы для гибридных белков, созданных при помощи XTEN из нескольких 
разных семейств мотивов; т.е. AD, AE, AF, AG и AM, при этом увеличение является по меньшей мере 
четырехкратным, а отношение достигает 17-кратного. Вдобавок, инкорпорация участников слияния 
XTEN, содержащих 576 аминокислот или более, в гибридные белки с различными нагрузочными веще-
ствами (и 288 остатков в случае глюкагона, слитого с Y288) приводит к значению гидродинамического 
радиуса в 7 нм или более; что сильно превышает размер гломерулярных пор, составляющий приблизи-
тельно 3-5 нм. Соответственно, ожидается, что гибридные белки, содержащие прирост и XTEN, будут 
характеризоваться сниженным почечным клиренсом вследствие увеличения конечного периода полувы-
ведения и улучшением терапевтического или биологического эффекта по сравнению с соответствующим 
негибридным биологическим нагрузочным белком. 
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Таблица 44 
SEC-анализ разных полипептидов 

 

 
* за исключением гликозилирования. 

Пример 59. Анализ вторичной структуры последовательностей при помощи алгоритмов прогнози-
рования. 

Вторичную структуру аминокислотных последовательностей можно оценить при помощи опреде-
ленных компьютерных программ или алгоритмов, таких как широко известный алгоритм Чоу-Фасмана 
(Chou, P.Y., et al. (1974) Biochemistry, 13: 222-45) и метод Гарнье-Осгуторпа-Робсона или "GOR" (Gamier 
J, Gibrat J.F., Robson В. (1996). GOR method for predicting protein secondary structure from amino acid se-
quence. Methods Enzymol 266:540-553). Для заданной последовательности с помощью алгоритмов можно 
спрогнозировать наличие какой-либо вторичной структуры или ее полное отсутствие, выраженное в виде 
общего количества и/или процентного содержания в последовательности остатков, которые образуют, 
например, альфа-спирали или бета-слои, либо процентного содержания в последовательности остатков, 
для которых прогнозируется образование произвольных спиралей. 

Оценивали несколько типичных последовательностей, принадлежащих "семействам" XTEN, ис-
пользуя два инструмента для алгоритмов согласно методам Чоу-Фасмана и GOR для оценки уровня вто-
ричной структуры в этих последовательностях. Инструмент для алгоритма Чоу-Фасмана предоставлен 
Вильямом Р. Пирсоном и Университетом Виржинии на интернет-сайте "Biosupport", URL в World Wide 
Web: .fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www2/fasta_www.cgi?rm=misc1 на момент 19 июня 2009 г. Инструмент 
для алгоритма GOR предоставлен Pole Informatique Lyonnais на интернет-сайте Network Protein Sequence 
Analysis, URL в World Wide Web: .npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/secpred_gor4.pl на момент 19 июня 2008 г. 

На первом этапе анализа единичную последовательность XTEN анализировали при помощи двух 
алгоритмов. Композиция AE864 представляет собой XTEN с 864 аминокислотными остатками, создан-
ный из множественных копий четырех мотивов 12-аминокислотных последовательностей, состоящих их 
аминокислот G, S, T, E, P и A. Мотивы последовательностей характеризуются тем фактом, что в преде-
лах мотивов и в пределах полной последовательности существует ограничение по повторяемости, так, 
что последовательность из двух последовательных аминокислот не повторяется более чем дважды в лю-
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бом из 12-аминокислотных мотивов, а в полноразмерном XTEN не существует идентичных групп из трех 
последовательных аминокислот. Более протяженные части последовательности AF 864 из N-конца ана-
лизировали одну за другой при помощи алгоритмов Чоу-Фасмана и GOR (для последнего необходима 
минимальная длина в 17 аминокислот). Последовательности анализировали путем введения последова-
тельностей в формате FASTA в инструменты прогнозирования и проведения анализа. Результаты анали-
за представлены в табл. 45. 

Результаты показывают, что согласно расчетам по алгоритму Чоу-Фасмана короткие XTEN из се-
мейств AE и AG длиной по меньшей мере в 288 аминокислотных остатков не образуют α-спиралей и β-
слоев, но количество прогнозируемого процентного содержания произвольных спиралей согласно алго-
ритму GOR варьируется в пределах 78-99%. С увеличением длины XTEN от 504 остатков до более чем 
1300, анализ XTEN по алгоритму Чоу-Фасмана дал прогноз процентного содержания α-спиралей или β-
слоев от 0 до около 2%, а рассчитанное процентное содержание произвольных спиралей возросло до 94-
99%. XTEN с прогнозируемыми α-спиралями или β-слоями были те последовательности, которые со-
держали одну или более групп из трех последовательных остатков серина, что привело к прогнозирова-
нию образования β-слоев. При этом даже эти последовательности характеризуются вероятностью обра-
зования произвольных спиралей в 99%. 

Данный анализ подтверждает заключение о том, что 1) для XTEN, созданных из множественных 
мотивов последовательностей из G, S, T, E, P и A, которые имеют ограниченную повторяемость в отно-
шении последовательных аминокислот, прогнозируется очень низкая вероятность образования α-
спиралей и β-слоев; 2) увеличение длины XTEN не приводит к значительному увеличению вероятности 
образования α-спиралей и β-слоев; и 3) прогрессивное увеличение длины последовательности XTEN 
путем добавления неповторяющихся 12-меров, состоящих из аминокислот G, S, T, E, P и A, приводит к 
увеличенному процентному содержанию произвольных спиральных образований. На основе многих по-
следовательностей, оцененных при помощи данных методов, можно заключить, что XTEN, созданные из 
мотивов последовательностей G, S, T, E, P и A, которые имеют ограничение по повторяемости (опреде-
ляемое как присутствие не более двух идентичных последовательных аминокислот в любом из мотивов), 
как ожидается, имеют очень ограниченную вторичную структуру. За исключением мотивов, содержащих 
три последовательных серина, в общем случае любой порядок или комбинацию мотивов последователь-
ностей из табл. 1 можно использовать для создания полипептида XTEN, что приведет к образованию 
последовательности XTEN, практически лишенной вторичной структуры, а эффект, оказываемый тремя 
последовательными серинами, улучшается при увеличении длины XTEN. Ожидается, что такие последо-
вательности будут обладать характеристиками, описанными в вариантах реализации XTEN-содержащих 
композиций изобретения, раскрытых в данном тексте. 
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Таблица 45 
Прогнозные расчеты по методам Чоу-Фасмана и GOR для последовательностей полипептидов 
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* H: α-спираль, E: β-слой. 
 

Пример 60. Анализ полипептидных последовательностей на повторяемость. 
Повторяемость полипептидных аминокислотных последовательностей можно оценить путем под-

счета количества появлений более короткой подпоследовательности во всем полипептиде. Например, 
полипептид из 200 аминокислотных остатков содержит 192 перекрывающихся 9-аминокислотных под-
последовательности (или 9-мерных "рамок"), но количество уникальных 9-мерных подпоследовательно-
стей зависит от количества повторов в пределах последовательности. В настоящем анализе оценивали на 
повторяемость различные последовательности путем суммирования появления всех уникальных 3-
мерных подпоследовательностей для каждой 3-аминокислотной рамки среди первых 200 аминокислот 
части полимера и деления на абсолютное количество уникальных 3-мерных подпоследовательностей в 
пределах последовательности из 200 аминокислот. Полученное в результате значение для подпоследова-
тельностей отображает степень повторяемости в пределах полипептида. 

Результаты, приведенные в табл. 46, указывают на то, что неструктурированные полипептиды, со-
стоящие из 2 или 3 типов аминокислот, имеют высокие значения для подпоследовательностей, в то время 
как те, что состоят из 12 аминокислотных мотивов из шести аминокислот G, S, T, E, P и A с низкой сте-
пенью интервальной повторяемости, имеют значения для подпоследовательностей менее 10 и в некото-
рых случаях менее 5. Например, последовательность L288 содержит два типа аминокислот и имеет ко-
роткие, часто повторяющиеся последовательности, что приводит к значению для подпоследовательно-
стей в 50,0. Полипептид J288 содержит три типа аминокислот, но также имеет короткие, часто повто-
ряющиеся последовательности, что приводит к значению для подпоследовательностей в 33,3. Y576 так-
же содержит три типа аминокислот, но не состоит из интервальных повторов, что отображается на вели-
чине для подпоследовательностей, составляющей 15,7 для первых 200 аминокислот. W576 состоит из 
четырех типов аминокислот, но имеет более высокую степень интервальной повторяемости, например, 
"GGSG", что приводит к значению для подпоследовательностей в 23,4. AD576 состоит из четырех типов 
12-аминокислотных мотивов, каждый из которых состоит из четырех типов аминокислот. Из-за низкой 
степени интервальной повторяемости отдельных мотивов общее значение для подпоследовательностей 
среди первых 200 аминокислот составляет 13,6. В противоположность этому XTEN, состоящий из четы-
рех мотивов, содержит шесть типов аминокислот, каждая с низкой степенью интервальной повторяемо-
сти, и имеет более низкие значения для подпоследовательностей: т.е. AE864 (6,1), AF864 (7,5) и AM875 
(4,5). Выводы: Данные результаты указывают на то, что комбинация из 12-аминокислотных мотивов 
подпоследовательностей, каждый из которых содержит от четырех до шести типов аминокислот, кото-
рые являются в основном неповторяемыми, в более протяженном полипептиде XTEN приводит к тому, 
что вся последовательность является неповторяемой. Это справедливо, несмотря на тот факт, что каждый 
мотив подпоследовательностей может быть неоднократно использован на протяжении последовательно-
сти. В противоположность этому полимеры, созданные из меньшего количества типов аминокислот, 
имеют более высокие значения для подпоследовательностей, хотя реальная последовательность может 
быть обрезана для уменьшения степени повторяемости и получения более низких значений для подпос-
ледовательностей. 
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Таблица 46 
Расчеты значений для подпоследовательностей для полипептидных последовательностей 
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Пример 61. Расчет значений для TEPITOPE. 
Значения для TEPITOPE 9-мерной пептидной последовательности можно рассчитать путем добав-

ления карманных потенциалов, как описано у Sturniolo [Sturniolo, Т., et al. (1999) Nat Biotechnol, 17: 555]. 
В настоящем примере отдельные значения для Tepitope рассчитывали для индивидуальных аллелей HLA. 
В табл. 47 в качестве примера приведены карманные потенциалы для HLA*0101B, который имеет боль-
шую частоту появления среди европиоидной расы. Для того чтобы рассчитать значение для TEPITOPE 
пептида с последовательностью P1-P2-P3-P4-P5-P6-P7-P8-P9, добавляли соответствующие индивидуаль-
ные карманные потенциалы из табл. 47. Значение для HLA*0101B 9-мерного пептида с последовательно-
стью FDKLPRTSG представляет собой сумму 0, -1,3, 0, 0,9, 0, -1,8, 0,09, 0, 0. 

Для оценки значений TEPITOPE протяженных пептидов можно повторить процесс для всех 9-мерных 
подпоследовательностей, принадлежащих последовательностям. Этот процесс можно повторять для бел-
ков, кодируемых другими аллелями HLA. В табл. 48-51 приведены карманные потенциалы для белковых 
продуктов аллелей HLA, которые имеют большую частоту появления среди европиоидной расы. 
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Рассчитанные по данному методу значения для TEPITOPE находятся в диапазоне от приблизитель-
но -10 до +10. При этом 9-мерные пептиды, у которых отсутствует гидрофобная аминокислота 
(FKLMVWY) в позиции P1, характеризуются расчетными значениями TEPITOPE в диапазоне от -1009 до 
-989. Данная величина является биологически бессмысленной и отображает тот факт, что гидрофобная 
аминокислота служит в качестве якорного остатка для связывания HLA, а пептиды, у которых отсутству-
ет гидрофобный остаток в P1, считаются не связывающимися с HLA. Так как в большинстве последова-
тельностей XTEN отсутствуют гидрофобные остатки, все комбинации 9-мерных подпоследовательно-
стей будут характеризоваться значениями TEPITOPEs в диапазоне от -1009 до -989. Данный метод под-
тверждает то, что полипептиды XTEN прогнозируемо могут содержать мало или не содержать эпитопы 
T-клеток.  

Таблица 47 
Карманный потенциал для аллеля HLA*0101B 

 

 
 

Таблица 48 
Карманный потенциал для аллеля HLA*0301B 

 



037979 

- 278 - 

Таблица 49 
Карманный потенциал для аллеля HLA*0401B 

 

 
 

Таблица 50 
Карманный потенциал для аллеля HLA*0701B 
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Таблица 51 
Карманный потенциал для аллеля HLA*1501B 

 
Пример 62. Анализ мобилизационной активности GPCR Ca2+. 
Рекомбинантный GLP2-2G-XTEN готовили, как описано в Alters, S. et al. (2012) GLP2-2G-XTEN: 

фармацевтический белок с улучшенными сывороточным периодом полувыведения и эффективностью в 
крысиной модели болезни Крона. PLoS One; 7(11): e50630. Конъюгат GLP2-2G-XTEN готовили, как опи-
сано в примере 26 (фиг. 68), и очищали при помощи препаративной RP-HPLC (фиг. 70). Анализ мобили-
зационной активности потока GPCR Ca2+ проводили, используя кальций-оптимизированную стабиль-
ную клеточную линию рекомбинантных человеческих рецепторов GLP-2 семейства глюкагонов от EMD 
Millipore ChemiSCREEN, используемую согласно инструкциям производителя, с результатами, пред-
ставленными на фиг. 110. Данные по рекомбинантному и конъюгированному GLP2-2G-XTEN были 
представлены в виде восьмиточечной кривой доза-ответ для трехкратного серийного разведения. Кривые 
доза-ответ аппроксимировали, используя 4PL-регрессионный график, где по оси Y отложены ОЕФ, с 
данными, выраженными в процентах относительно абсолютного максимума ОЕФ, в зависимости от кон-
центрации, отложенной по оси X. Как рекомбинантный GLP2-2G-XTEN, так и конъюгат GLP2-2G-XTEN 
демонстрировали зависимую от дозировки активность агонистов с прогнозированными величинами эф-
фективности EC50 в 423 нМ и 529 нМ соотвественно.  

Пример 63. Анализ in vitro плазменной стабильности конъюгата GLP2-2G-XTEN. 
Одинаковые концентрации рекомбинантного GLP2-2G-XTEN и конъюгата GLP2-2G-XTEN незави-

симо вносили соответственно в плазму крови крысы, яванского макака и человека. Образцы инкубирова-
ли при 37°C до 10 дней, забирая аликвоты в соответствующие временные интервалы, и хранили при  
-80°C до проведения анализа. Плазменную стабильность конъюгированного GLP2-2G-XTEN для различ-
ных видов сравнивали с соответствующей величиной для рекомбинантного GLP2-2G-XTEN при помощи 
анти-XTEN/GLP2 ELISA, проводимого в соответствующих плазменных матрицах. Анти-XTEN/GLP2 
ELISA состоит из мышиного антитела к XTEN в качестве захватывающего антитела и биотинилирован-
ного антитела к человеческому GLP2 в качестве детекторного антитела. Как показано на фиг. 111, in vitro 
стабильность конъюгата GLP2-2G-XTEN в человеческой плазме сравнима со значением для рекомби-
нантного GLP2-2G-XTEN, имеющего рассчитанный стабильный период полувыведения >240 ч. Анало-
гичную in vitro стабильность наблюдали для двух белков GLP2-2G-XTEN в плазме крови крысы и яван-
ского макака (данные не приведены). 

Пример 64. Фармакокинетика конъюгата GLP2-2G-XTEN для крыс. 
Самок крыс штамма SD (200-220 г) случайным образом собирали в группы по 3 животных в каж-

дой. Рекомбинантный GLP-2G-XTEN и конъюгат GLP2-2G-XTEN вводили каждому животному путем 
подкожной инъекции в дозировке 2 мг/кг. Образцы крови (0,2 мл) собирали в предварительно охлажден-
ные гепаринизированные микротайнеры перед дозированием, и через 0,08, 4, 8, 24, 48, 72, 96, 120 и 168 ч 
после введения исследуемых соединений. Затем кровь перерабатывали в плазму, моментально замора-
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живали и хранили при -80°C до проведения анализа. Образцы плазмы анализировали при помощи анти-
XTEN/GLP2 ELISA, в котором используется мышиное антитело к XTEN в качестве захватывающего ан-
титела и биотинилированное антитело к человеческому GLP2 в качестве детекторного антитела. ELISA 
проводили, используя подходящий рекомбинантный GLP2-2G-XTEN или конъюгат GLP2-2G-XTEN в 
качестве соответствующих калибровочных стандартов ELISA (фиг. 112). Рассчитанный период полувы-
ведения для рекомбинантного GLP2-2G-XTEN (36 (±7) ч) и конъюгата GLP2-2G-XTEN (37 (±7) ч) ока-
зался сходным. 

Пример 65. Тримерный конъюгат XTEN, соединенный посредством C-концевых цистеинов. 
Тримерный конъюгат XTEN готовили согласно следующей процедуре. Аликвоту белка XTEN 

1xAmino,1xThiol-XTEN432 (XTEN_AE432(Am1,C422)) с одним внутренним остатком цистеина готовили 
в виде 587 мкМ (23,23 мг/мл) раствора в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0, 50 мМ NaCl. Трис-[2-
малеинимидоэтил]амин (ТМЭА, Thermo Scientific, cat. # 33043) растворяли в безводном ДМФ до конеч-
ной концентрации в 10 мМ. ТМЭА добавляли в белковый раствор для связывания тиоловой группы 
XTEN (с количеством белка, в 5× превышающем в молярном отношении количество линкера). Реакци-
онную смесь инкубировали на протяжении 2 ч при 25°C, а продукт реакции анализировали при помощи 
SEC-HPLC (Phenomenex BioSep-SEC-s4000 600×7,80 мм, буфер: 50 мМ фосфата натрия pH 6,5, 300 мМ 
NaCl, скорость потока 0,5 мл/мин, изократическое элюирование на протяжении 70 мин). Линейные 
XTEN_432, XTEN_864 и XTEN_1296 (содержащие 432, 864 и 1296 аминокислоты соответственно) ана-
лизировали в тех же условиях, чтобы определить реакционные продукты (фиг. 113). Пик 1, элюирован-
ный на 28 мин, в то же время, что и XTEN_1296, идентифицировали как тример XTEN_432. Пик 2, элю-
ированный на 30,5 мин, в то же время, что и XTEN_864, идентифицировали как димер XTEN_432. Пик 3, 
элюированный на 35 мин, в то же время, что и XTEN_432, идентифицировали как предшественник 
XTEN_432. Выходы тримерного конъюгата XTEN и димерного конъюгата XTEN составили 19 и 36% 
соответственно. В основном схожие времена удержания для тримерного конъюгата 3xXTEN_432 и ли-
нейной молекулы XTEN_1296 дают возможность предположить, что кажущаяся молекулярная масса и 
гидродинамический радиус белка XTEN не зависят от его геометрической конфигурации. 

Пример 66. Тримерный конъюгат XTEN, соединенный посредством N-концевых α-аминогрупп. 
Тримерный конъюгат XTEN готовили согласно следующей процедуре.  
1. Синтез 1xDBCO-XTEN288. 
Аликвоту белка 1xAmino-XTEN288 (XTEN_AE288(Am1)) готовили в виде 758 мкМ (20 мг/мл) рас-

твора в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0, 50 мМ NaCl. 2 мл белка смешивали с 0,1 мл 1М ГЭПЭС pH 8,0 и 0,152 мл 
50 мМ ДБЦО-сульфо-NHS (Click Chemistry Tools, cat. # A124) растворяли в безводном ДМФ для связы-
вания группы ДБЦО с N-концевой аминогруппой XTEN. Реакционную смесь инкубировали на протяже-
нии 2 ч при 25°C и анализировали при помощи аналитической RP-HPLC (фиг. 114А). Реакционную смесь 
разводили до 15 мл с 0,01% ТФК, а pH доводили до ~3, используя 10% раствор ТФК. Белковый раствор 
делили на две одинаковые части, и каждую часть загружали в препаративную C4 RP-HPLC колонку  
Vydac C4 250×10 мм (Grace Davison Discovery Sciences, cat. # 214TP510). Белок элюировали с 180 мл ли-
нейным 5-50% градиентом ацетонитрила в 0,01% ТФК при скорости потока 2 мл/мин. Фракции, содер-
жащие 1xDBCO-XTEN288, доводили до pH ~7 при помощи 1М ГЭПЭС pH 8 и концентрировали выпари-
ванием в вакууме.  

2. Синтез 3xAzide-PEG4-TAEA. 
Трис-(2-аминоэтил)амин (TAEA, Sigma Aldrich, cat. # 225630) растворяли в безводном ДМФ до ко-

нечной концентрации в 200 мМ. Азидо-ПЭГ4-NHS эфир (Click Chemistry Tools, cat. # AZ103) растворяли 
в безводном ДМФ до конечной концентрации в 1М. Азидо-ПЭГ4-NHS смешивали в количестве, 5-кратно 
превышающем в молярном отношении, с Трис-(2-аминоэтил)амином и инкубировали при 25°C на про-
тяжении 1 ч. 3хАзид-ПЭГ4-ТАЭА очищали, используя C18 RP-HPLC, используя колонку Phenomenex 
Jupiter C18 5u 300 Å 150 × 4.60 мм, буфер А 0,1% ТФК в воде, буфер B 0,1% ТФК в ацетонитриле, ско-
рость потока 1 мл/мин, градиент от 5 до 50% B за 45 мин. Хроматографические пики собирали и анали-
зировали при помощи MALDI-TOF MS и ESI-MS, чтобы зарегистрировать продукт с MM в 966 Да. 
3хАзид-ПЭГ4-ТАЭА определяли как пик со временем удержания в 33 мин (фиг. 114B). Фракции нейтра-
лизовали, используя 1М ГЭПЭС pH 8,0 и концентрировали выпариванием в вакууме.  

3. Синтез тримерного конъюгата XTEN. 
1хДБЦО-XTEN288 готовили в виде 7,85 мг/мл (293 мкМ) раствора в 20 мМ ГЭПЭС, pH 7,0, 50 мМ 

NaCl. 3хАзид-ПЭГ4-ТАЭА очищали при помощи RP-HPLC и формулировали в том же буфере. Концен-
трацию синтезированного линкера не определяли, а 1хДБЦО-XTEN288 и 3хАзид-ПЭГ4-ТАЭА смешива-
ли эмпирически в разных соотношениях и инкубировали при 25°C на протяжении 4 ч. Продукты конъю-
гации анализировали, используя SEC-HPLC (Phenomenex BioSep-SEC-s4000 600×7,80 мм, буфер: 50 мМ 
фосфата натрия pH 6,5, 300 мМ NaCl, скорость потока 0,5 мл/мин, изократическое элюирование на про-
тяжении 70 мин). Линейные XTEN_288, XTEN_576 и XTEN_864 анализировали в тех же условиях, что-
бы определить реакционные продукты (фиг. 115). Пик 1, элюированный на 30,5 мин, в то же время, что и 
XTEN864, идентифицировали как тример XTEN288. Пик 2, элюированный на 34 мин, в то же время, что 
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и XTEN_576, идентифицировали как димер XTEN_288. Пик 3, элюированный на 39 мин, в то же время, 
что и XTEN_288, идентифицировали как предшественник XTEN_288. Пик 4 соответствует соединениям 
с низкой молекулярной массой и не был включен в количественный анализ групп XTEN. Выход тример-
ного конъюгата XTEN при оптимизированном соотношении белок/линкер составил 57%. В основном 
схожие времена удержания для тримерного конъюгата 3xXTEN_288 и линейной молекулы XTEN_864 
подтверждают более раннее наблюдение, что кажущаяся молекулярная масса и гидродинамический ра-
диус белка XTEN не зависят от его геометрической конфигурации. 

Пример 67. Избирательная цитотоксичность 3xFA(γ),3xMMAE-XTEN для KB-клеток. 
Оценивали способность избирательного нацеливания и уничтожения клеток, содержащих фолатные 

рецепторы. Исследуемые образцы свободного MMAE, ненацеленного конъюгата 3xMMAE-XTEN 
(XTEN, соединенный с токсином) и нацеленного на фолатный рецептор конъюгата 3xFA(γ),3xMMAE-
XTEN оценивали в ходе CellTiter-Glo антипролиферативного анализа, используя позитивную к фолат-
ным рецепторам клеточную линию KB. Так как культуральная среда характеризуется высоким содержа-
нием фолиевой кислоты, KB-клетки выращивали в не содержащей фолиевой кислоты среде, содержащей 
10% инактивированную теплом фетальную телячью сыворотку при 37°C, 5% CO2 на протяжении по 
меньшей мере 7 дней до начала эксперимента по жизнеспособности клеток. Также эту среду использова-
ли для проведения эксперимента. Вкратце, KB-клетки высевали в количестве 10000 клеток на лунку на 
96-луночный микротитровальный планшет для анализа. KB-клеткам давали возможность прикрепиться к 
планшету путем инкубации на протяжении ночи при 37°C, 5% CO2. Затем использованную среду удаля-
ли, и в лунки, содержащие конкурентное фолиевой кислоте вещество, добавляли среду для количествен-
ного определения, содержащую фолиевую кислоту, в то время как в лунки, не содержащие конкурентное 
фолиевой кислоте вещество, добавляли только среду для количественного определения. Планшет инку-
бировали на протяжении 30 мин при 37°C, 5% CO2, перед тем как удалить среду для количественного 
определения, и планшет отмывали средой для количественного определения. Свободный MMAE, 
3xMMAE-XTEN и 3xFA(γ),3xMMAE-XTEN в присутствии или отсутствие конкурентного фолиевой ки-
слоте вещества добавляли затем в соответствующих диапазонах дозировок. Затем планшет дополнитель-
но инкубировали на протяжении 2-4 ч при 37°C, 5% CO2. Затем среду удаляли, планшет отмывали и вно-
сили свежую среду, а планшет инкубировали на протяжении дополнительных 48-72 ч. После истечения 
соответствующего времени инкубации, в каждую лунку добавляли реагент CellTiter-Glo и считывали 
планшет на люминометре. Для каждого исследуемого объекта определяли IC50, используя аппроксима-
цию логистической кривой с 4 параметрами при помощи GraphPad Prism. 

Результаты. Как показано на фиг. 116, свободное лекарственное вещество MMAE демонстрирует 
высокоэффективный киллинг KB-клеток и характеризуется IC50 в 0,8 нМ, в то время как 3 копии MMAE, 
конъюгированного с ненацеленным XTEN, приводят по меньшей мере к 3 log снижению клеточного 
киллинга (IC50 >1000 нМ). Важным является то, что дополнительные 3 копии нацеленных на фолат до-
менов конъюгата 3xMMAE-XTEN сохранили свойство клеточного киллинга и характеризуется IC50 в 4,2 
нМ; а также имеют уровень активности, близкий наблюдаемому для свободного MMAE. Также важно то, 
что внесение фолиевой кислоты в качестве конкурента нацеленного конъюгата снизило наблюдаемую 
активность клеточного киллинга у 3xFA(γ),3xMMAE-XTEN в отношении клеточной линии KB. Данное 
снижение эффективного клеточного киллинга лекарственного конъюгата фолат-XTEN (от 4,2 до >1000 
нМ) подтверждает вывод о том, что зарегистрированная клеточная токсичность в условиях эксперимента 
стимулировалась применением фолата в качестве механизма нацеливания лекарственного конъюгата на 
клеточную линию KB. 

Пример 68. In vitro клеточно-основанный скрининг конъюгатов фолат-XTEN-лекарственное веще-
ство на предмет активности и специфичности. 

Оценивали способность избирательного нацеливания и киллинга клеток, содержащих фолатные ре-
цепторы, применяя нацеленные конъюгаты фолат-XTEN-лекарственное вещество, при помощи in vitro-
основанного скрининга и анализа избирательности. 

Каждый конъюгат фолат-XTEN-лекарственное вещество, соответствующая ему ненацеленная мо-
лекула XTEN-лекарственное вещество и соответствующее свободное контрольное лекарственное веще-
ство исследуют в ходе CellTiter-Glo антипролиферативного анализа для набора позитивных и негативных 
к фолатным рецепторам клеточных линий. Выбор клеточных линий основан на соответствии предло-
женным клиническим применениям и включает KB, IGROV, SK-OV-3, HeLa, LoVo, SW620, Madison 109, 
A549, A375, LS-174T, HT-29, 4T1, SK-BR-3. Так как культуральные среды характеризуются высоким 
содержанием фолиевой кислоты, клетки выращивают, а анализ проводят в среде, не содержащей фолие-
вой кислоты, но содержащей 5-10% инактивированной теплом фетальной телячьей сыворотки (ФТС) при 
37°C, 5% CO2. Инактивированная теплом ФТС содержит эндогенный уровень фолиевой кислоты, доста-
точный для выживания и пролиферации экспрессирующих фолатные рецепторы клеток. Подходящие 
условия для исследования, включая оптимальную плотность клеток и времена инкубации, устанавлива-
ют, используя бесфолатную среду, содержащую 5-10% инактивированную теплом ФТС, используя в ка-
честве контроля соответствующее свободное лекарственное вещество. Затем конъюгаты фолат-XTEN-
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лекарственное вещество исследуют следующим образом: клетки собирают в лог-фазе, пересчитывают и 
высевают с заданной клеточной плотностью в 96-луночные микротитровальные аналитические планше-
ты. Для адгезивных клеток существует возможность присоединиться к планшету при инкубации на про-
тяжении ночи при 37°C, 5% CO2. Конъюгаты фолат-XTEN-лекарственное вещество и соответствующие 
контроли вносят в растворах в подходящих диапазонах дозировок, в двух параллельных исследованиях, а 
планшеты инкубируют на протяжении 2-5 дополнительных дней. В альтернативном варианте в клетки на 
протяжении 2-6 ч импульсно вносят конъюгаты фолат-XTEN-лекарственное вещество и соответствую-
щие контроли, отмывают, добавляют свежую среду, и инкубируют на протяжении дополнительных 48-72 
ч. После истечения соответствующего времени инкубации, в каждую лунку добавляют реагент CellTiter-
Glo, смешивают на протяжении 2 мин на орбитальной качалке. Затем планшет центрифугируют при 90g 
и инкубируют при комнатной температуре на протяжении дополнительных 10 мин, чтобы стабилизиро-
вать сигнал люминесценции. Сигналы люминесценции затем считывают при помощи люминометра и 
рассчитывают величины IC50 (половина от максимальной ингибиторной концентрации) при помощи 
GraphPad Prism или схожего программного обеспечения. Количественное сравнение величин IC50 даст 
возможность классифицировать конструкции по их активности по подавлению клеточного роста и изби-
рательности по отношению к позитивным и негативным к фолатным рецепторам клеточным линиям. 

Ожидается, что результаты подтвердят то, что конъюгаты фолат-XTEN-лекарственное вещество 
демонстрируют высокоселективную эффективную цитотоксичность в отношении позитивных к фолат-
ным рецепторам клеток, но не в отношении негативных к фолатным рецепторам клеток. В отличие от 
этого для свободного лекарственного вещества не ожидается разницы в высокой цитотоксичности к по-
зитивным и негативным к фолатным рецепторам клеточным линиям. Ожидается, что контрольный обра-
зец XTEN-лекарственное вещество будет обладать низкой цитотоксической активностью. Конъюгаты 
фолат-XTEN-лекарственное вещество, обладающие подходящей активностью и избирательностью в от-
ношении клеточных линий по сравнению с контрольными образцами, будут дополнительно исследовать 
на предмет ассоциации с фолатными рецепторами путем добавления в анализ свободной конкурентоспо-
собной фолиевой кислоты, что приведет к ослаблению цитотоксичности конъюгатов фолат-XTEN-
лекарственное вещество. 

Пример 69. In vitro клеточно-основанный скрининг конъюгатов LHRH-XTEN-лекарственное веще-
ство на предмет активности и специфичности. 

Оценивали способность избирательного нацеливания и киллинга клеток, содержащих рецепторы 
LHRH, применяя нацеленные конъюгаты LHRH-XTEN-лекарственное вещество, при помощи in vitro-
основанного скрининга и анализа избирательности. Каждый конъюгат LHRH-XTEN-лекарственное ве-
щество, соответствующая ему ненацеленная молекула XTEN-лекарственное вещество и соответствую-
щее свободное контрольное лекарственное вещество исследуют в ходе CellTiter-Glo антипролифератив-
ного анализа для набора позитивных и негативных к рецепторам LHRH клеточных линий. Выбор кле-
точных линий основан на соответствии предложенным клиническим применениям и включает MCF-7, 
MDA-MB-231, НСС1806, НСС1937, OV-1063, EFO-21, EFO-27, NIH:OVCAR-3, BG-1, HEC-1A, НЕС-1B, 
Ishikawa, KLE, AN-3-CA, MiaPaCa, Panc-1, rat Dunning R-3327-H, PC-82, MDA-PCa-2b, C4-2 (производ-
ное LNCaP), A549, A2780, UCI-107, SK-OV-3, SW 626, MFE-296. Подходящие условия для исследования, 
включая оптимальную плотность клеток и времена инкубации, устанавливают, используя в качестве кон-
троля соответствующее свободное лекарственное вещество. Конъюгаты LHRH-XTEN-лекарственное 
вещество исследуют следующим образом: клетки собирают в лог-фазе, пересчитывают и высевают с за-
данной клеточной плотностью в каждую лунку в 96-луночный микротитровальный аналитический 
планшет. Для адгезивных клеток существует возможность присоединиться к планшету при инкубации на 
протяжении ночи при 37°C, 5% CO2. Конъюгаты LHRH-XTEN-лекарственное вещество и соответствую-
щие контроли вносят в растворах в подходящих диапазонах дозировок, в двух параллельных исследова-
ниях, а планшет инкубируют на протяжении 2-5 дополнительных дней в зависимости от используемых 
клеточных линий. После истечения соответствующего времени инкубации в каждую лунку добавляют 
реагент CellTiter-Glo, смешивают на протяжении 2 мин на орбитальной качалке. Затем планшет центри-
фугируют при 90xg и инкубируют при комнатной температуре на протяжении дополнительных 10 мин, 
чтобы стабилизировать сигнал люминесценции. Сигналы люминесценции затем считывают при помощи 
люминометра и рассчитывают величины IC50 (половина от максимальной ингибиторной концентрации) 
при помощи GraphPad Prism или схожего программного обеспечения. Количественное сравнение вели-
чин IC50 даст возможность классифицировать конструкции по их активности по подавлению клеточного 
роста и избирательности по отношению к позитивным и негативным к рецепторам LHRH клеточным 
линиям. 

Ожидается, что результаты подтвердят то, что конъюгаты LHRH-XTEN-лекарственное вещество 
демонстрируют высокоселективную и эффективную цитотоксичность в отношении позитивных к рецеп-
торам LHRH клеток, но не в отношении негативных к рецепторам LHRH клеток. В отличие от этого для 
свободного лекарственного вещества не ожидается разницы в высокой цитотоксичности к позитивным и 
негативным к рецепторам LHRH клеточным линиям. Ожидается, что контрольный образец XTEN-
лекарственное вещество без нацеленного на LHRH компонента будет обладать низкой цитотоксической 
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активностью. Конъюгаты LHRH-XTEN-лекарственное вещество, обладающие подходящей активностью 
и избирательностью в отношении клеточных линий по сравнению с контрольными образцами, будут до-
полнительно исследовать на предмет ассоциации с рецепторами LHRH путем добавления в анализ сво-
бодного конкурентоспособного пептида LHRH, что приведет к ослаблению цитотоксичности конъюгатов 
фолат-XTEN-лекарственное вещество. 

Пример 69. In vitro сывороточная стабильность конъюгатов LHRH-XTEN-лекарственное вещество. 
При определении стабильности соединения с лекарственным веществом конъюгаты LHRH-XTEN-

лекарственное вещество независимо инкубируют в нормальной плазме крови человека, яванского макака 
и грызуна при 37°C до 2 недель, забирая через периодические интервалы аликвоты и сохраняя их при  
-80°C до проведения анализа. Стабильность конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное вещество можно 
оценить как по количеству высвобождаемого свободного лекарственного вещества, так и по целостности 
конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное вещество в течение времени. Количество свободного лекарст-
венного вещества оценивают при помощи RP-HPLC и/или LC-MS/MS, а количество интактного конъю-
гата LHRH-XTEN-лекарственное вещество определяют при помощи ELISA для XTEN/лекарственное 
вещество и/или LHRH/лекарственное вещество. Для RP-HPLC анализа образцы плазмы обрабатывают 
органическими растворителями, такими как ацетонитрил или ацетон для преципитации белков. Раство-
римые фракции выпаривают в вакууме, перерастворяют в загрузочных растворах и анализируют при по-
мощи RP-HPLC. Исследуемые вещества детектируют по УФ-поглощению на длинах волн, соответст-
вующих конкретному лекарственному веществу. Например, доксорубицин поглощает на 480 нм. Калиб-
ровочные стандарты готовят, добавляя известные количества свободного лекарственного вещества в со-
ответствующий тип плазмы и обрабатывают в параллели с экспериментальными образцами. Для LC-
MS/MS анализа образцы плазмы обрабатывают органическими растворителями, такими как ацетонитрил 
или ацетон для преципитации белков. Растворимые фракции выпаривают в вакууме, перерастворяют в 
загрузочных растворах и анализируют при помощи RP-HPLC. Исследуемые вещества детектируют и ко-
личественно оценивают при помощи тройной квадрупольной тандемной масс-спектроскопии. Пары ро-
дительский ион-дочерний ион определяют экспериментально для каждого лекарственного вещества. Для 
количественного ELISA оптимальные концентрации антител для конъюгатов LHRH-XTEN-
лекарственное вещество в ELISA определяют, используя метод перекрестного серийного разведения. 
Подходящими захватывающими антителами, распознающими один из компонентов конъюгата, покры-
вают 96-луночный микротитровальный планшет путем инкубации на протяжении ночи при 4°C. Лунки 
блокируют, отмывают и добавляют в лунки образцы, для которых исследуется сывороточная стабиль-
ность и которые имеют разную степень разведения, чтобы обеспечить оптимальный захват конъюгата 
LHRH-XTEN-лекарственное вещество иммобилизованным антителом. После отмывки добавляют детек-
торное антитело, распознающее другой компонент конъюгата, и обеспечивают возможность его связы-
вания с конъюгатом, захваченным на планшете. Затем лунки снова отмывают и добавляют либо стрепта-
видин-пероксидазу хрена (комплементарную биотинилированной версии детекторного антитела) либо 
подходящую вторичную антитело-пероксидазу хрена (комплементарную небиотинилированной версии 
детекторного антитела). После истечения необходимого времени инкубации и конечного этапа отмывки 
добавляют субстрат из тетраметилбензидина (ТМБ) и считывают планшет при 450 нм. Затем для каждой 
временной точки рассчитывают концентрации интактного конъюгата путем сравнения колориметриче-
ского ответа с калибровочной кривой, построенной для LHRH-XTEN-лекарственное вещество в соответ-
ствующем типе плазмы, t1/2 для уменьшения количества конъюгата в сыворотке крови человека, макака 
и мыши определяют, применяя линейнорегрессионный анализ зависимости логарифма концентрации от 
времени.  

Пример 70. In vitro сывороточная стабильность конъюгатов фолат-XTEN-лекарственное вещество. 
При определении стабильности соединения с лекарственным веществом конъюгаты фолат-XTEN-

лекарственное вещество независимо инкубируют в нормальной плазме крови человека, яванского макака 
и грызуна при 37°C до 2 недель, забирая через периодические интервалы аликвоты и сохраняя их при  
-80°C до проведения анализа. Стабильность конъюгата фолат-XTEN-лекарственное вещество можно 
оценить как по количеству высвобождаемого свободного лекарственного вещества, так и по целостности 
конъюгата фолат-XTEN-лекарственное вещество в течение времени. Наличие свободного лекарственно-
го вещества оценивают при помощи HPLC, LC-MS/MS и/или антипролиферативного анализа, описанно-
го в соответствующем разделе выше. Количество интактного конъюгата фолат-XTEN-лекарственное ве-
щество определяют, используя ELISA для XTEN/лекарственное вещество и/или фолат/лекарственное 
вещество. Для RP-HPLC анализа образцы плазмы обрабатывают органическими растворителями, такими 
как ацетонитрил или ацетон для преципитации белков. Растворимые фракции выпаривают в вакууме, 
перерастворяют в загрузочных растворах и анализируют при помощи RP-HPLC. Исследуемые вещества 
детектируют по УФ-поглощению на длинах волн, соответствующих конкретному лекарственному веще-
ству. Например, доксорубицин поглощает на 480 нм. Калибровочные стандарты готовят, добавляя из-
вестные количества свободного лекарственного вещества в соответствующий тип плазмы и обрабатыва-
ют в параллели с экспериментальными образцами. Для LC-MS/MS анализа образцы плазмы обрабатыва-
ют органическими растворителями, такими как ацетонитрил или ацетон для преципитации белков. Рас-
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творимые фракции выпаривают в вакууме, перерастворяют в загрузочных растворах и анализируют при 
помощи RP-HPLC. Исследуемые вещества линейно детектируют и количественно оценивают при помо-
щи тройной квадрупольной тандемной масс-спектроскопии. Пары родительский ион-дочерний ион опре-
деляют экспериментально для каждого лекарственного вещества. Калибровочные стандарты готовят, 
добавляя известные количества свободного лекарственного вещества в соответствующий тип плазмы и 
обрабатывают в параллели с экспериментальными образцами. При применении антипролиферативного 
анализа в качестве метода детектирования наличия деконъюгированного лекарственного вещества, мож-
но использовать позитивные или негативные к фолатным рецепторам клетки. Ингибитор фолиевой ки-
слоты добавляют при проведении оценки позитивных к рецепторам клеточных линий, а для негативных 
к рецепторам клеточных линий он не нужен. Для любых типов рецепторных клеток увеличение концен-
трации де-конъюгированного лекарственного вещества приводит к увеличению клеточной токсичности. 
Для количественного ELISA оптимальные концентрации антител для конъюгатов фолат-XTEN-
лекарственное вещество в ELISA определяют, используя метод перекрестного серийного разведения. 
Подходящими захватывающими антителами, распознающими один из компонентов конъюгата, покры-
вают 96-луночный микротитровальный планшет путем инкубации на протяжении ночи при 4°C. Лунки 
блокируют, отмывают и добавляют в лунки образцы, для которых исследуется сывороточная стабиль-
ность и которые имеют разную степень разведения, чтобы обеспечить оптимальный захват конъюгата 
фолат-XTEN-лекарственное вещество иммобилизованным антителом. После отмывки добавляют детек-
торное антитело, распознающее другой компонент конъюгата, и обеспечивают возможность его связы-
вания с конъюгатом, захваченным на планшете. Затем лунки снова отмывают и добавляют либо стрепта-
видин-пероксидазу хрена (комплементарную биотинилированной версии детекторного антитела), либо 
подходящую вторичную антитело-пероксидазу хрена (комплементарную небиотинилированной версии 
детекторного антитела). После истечения необходимого времени инкубации и конечного этапа отмывки 
добавляют субстрат из тетраметилбензидина (ТМБ) и считывают планшет при 450 нм. Затем для каждой 
временной точки рассчитывают концентрации интактного конъюгата путем сравнения колориметриче-
ского ответа с калибровочной кривой, построенной для фолат-XTEN-лекарственное вещество в соответ-
ствующем типе плазмы. t1/2 для уменьшения количества конъюгата в сыворотке крови человека, макака 
и мыши определяют, применяя линейнорегрессионный анализ зависимости логарифма концентрации от 
времени.  

Пример 71. In vivo и ex vivo визуализация конъюгата LHRH-XTEN-Cy5.5. 
Молекулу флуоресцентно меченого Cy5.5 LHRH-XTEN применяют в качестве имитатора для ис-

следования нацеленности и биораспределяющей эффективности конъюгатов LHRH-XTEN-
лекарственное вещество. Эксперименты проводят на бестимусных мышах с выращенными подкожно 
ксенотрансплантатами позитивных к рецепторам LHRH опухолевых клеток, используя in vivo, а затем ex 
vivo флуоресцентную визуализацию при помощи системы оптической визуализации IVIS 50 (Caliper Life 
Sciences, Хопкинтон, Массачусетс). Вкратце, самкам бестимусных мышей, несущим позитивные к ре-
цепторам LHRH опухолевые клетки, делают единичные внутривенные инъекции с высокой или низкой 
дозой LHRH-XTEN-Cy5.5 и соответствующими дозами ненацеленного меченого Cy5.5 контрольного 
XTEN. При помощи системы оптической визуализации IVIS 50 для живых анестезированных животных 
проводят сканирование всего организма перед инъекцией, а затем приблизительно через 8, 24, 48 и 72 ч 
после инъекции. После измерения распределения флуоресценции по всему организму животного в по-
следний временной отрезок в 72 ч опухоль и здоровые органы, включая печень, легкие, сердце, селезенку 
и почки, вырезают и регистрируют и анализируют их флуоресценцию при помощи системы визуализа-
ции. Фильтры возбуждения (615-665 нм) и эмиссии (695-770 нм) Cy5.5 выбирают как соответствующие 
длинам волн флуоресцентных веществ. Используют низкий и средний биннинг интегральной схемы на 
ПЗС и время экспозиции, оптимизированное для получения, по меньшей мере, нескольких тысяч отсче-
тов от сигналов, наблюдаемых на изображении для каждой мыши, и недопущения перегрузки интеграль-
ной схемы на ПЗС. Для нормировки изображений перед количественным определением получают фоно-
вое изображение флуоресценции, используя фоновые фильтры возбуждения и эмиссии для спектральной 
области Cy5.5. Интенсивность флуоресценции выражают посредством разных цветов, при этом голубой 
цвет соответствует самой низкой интенсивности, а красный определяет самую высокую интенсивность. 

Пример 72. In vivo и ex vivo визуализация конъюгатов фолат-XTEN-Cy5.5. 
Молекулу флуоресцентно меченого Cy5.5 фолат-XTEN применяют в качестве имитатора для иссле-

дования нацеленности и биораспределяющей эффективности конъюгатов фолат-XTEN-лекарственное 
вещество. Эксперименты проводят на бестимусных мышах с выращенными подкожно ксенотрансплан-
татами позитивных к фолатным рецепторам опухолевых клеток, используя in vivo, а затем ex vivo флуо-
ресцентную визуализацию при помощи системы оптической визуализации IVIS 50 (Caliper Life Sciences, 
Хопкинтон, Массачусетс). Так как культуральные среды характеризуются высоким содержанием фолата, 
позитивные к фолатным рецепторам опухолевые клетки для трансплантации мышам выращивают в бес-
фолатной культуральной клеточной среде, содержащей 5-10% инактивированной теплом ФТС, без анти-
биотиков. Аналогично, нормальная пища грызунов содержит высокую концентрацию фолиевой кислоты; 
бестимусных мышей в данном исследовании держат на бесфолатной диете за 2 недели до имплантации 
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опухоли и на протяжении визуализационного анализа для того, чтобы снизить концентрацию фолата в 
сыворотке крови. Самкам бестимусных мышей, несущим позитивные к фолатным рецепторам опухоле-
вые клетки, делают единичные внутривенные инъекции с высокой или низкой дозой фолат-XTEN-Cy5.5 
и соответствующими дозами ненацеленного меченого Cy5.5 контрольного XTEN. При помощи системы 
оптической визуализации IVIS 50 для живых анестезированных животных проводят сканирование всего 
организма перед инъекцией, а затем приблизительно через 8, 24, 48 и 72 ч после инъекции. 

После измерения распределения флуоресценции по всему организму животного в последний вре-
менной отрезок в 72 ч опухоль и здоровые органы, включая печень, легкие, сердце, селезенку и почки, 
вырезают и регистрируют и анализируют их флуоресценцию при помощи системы визуализации. Фильт-
ры возбуждения (615-665 нм) и эмиссии (695-770 нм) Cy5.5 выбирают как соответствующие длинам волн 
флуоресцентных веществ. Используют низкий и средний биннинг интегральной схемы на ПЗС и время 
экспозиции, оптимизированное для получения, по меньшей мере, нескольких тысяч отсчетов от сигна-
лов, наблюдаемых на изображении для каждой мыши, и недопущения перегрузки интегральной схемы на 
ПЗС. Для нормировки изображений перед количественным определением получают фоновое изображе-
ние флуоресценции, используя фоновые фильтры возбуждения и эмиссии для спектральной области 
Cy5.5. Интенсивность флуоресценции выражают посредством разных цветов, при этом голубой цвет со-
ответствует самой низкой интенсивности, красный определяет самую высокую интенсивность. 

Пример 73. Анализ фармакокинетики конъюгатов LHRH-XTEN-лекарственное вещество. 
In vivo фармакокинетику конструкций LHRH-XTEN-лекарственное вещество оценивают, используя 

стандартные методы для белковых составов. Фармакокинетику оценивают для разных видов, при этом 
предпочтительными являются мыши, крысы, яванские макаки и собаки, так как именно их обычно ис-
пользуют для прогнозирования фармакокинетики человека. Составы конструкций LHRH-XTEN-
лекарственное вещество готовят в водных буферах, совместимых с in vivo введением (например: фос-
фатно-солевой буфер, Трис-солевой буфер или Гэпэс-солевой буфер). Составы вводят в соответствую-
щих дозах и разными способами: наиболее предпочтительно внутривенным или подкожным способами. 
Образцы крови берут в соответствующие временные точки в диапазоне от 0,08 до 504 ч и перерабатыва-
ют в плазму. Образцы плазмы анализируют в отношении концентрации конъюгатов LHRH-XTEN-
лекарственное вещество одним из множества способов, включая ELISA, HPLC и/или LC-MS/MS. Анализ 
ELISA проводят, применяя сэндвич-формат для ELISA, в котором распознаются 2 компонента конъюгата 
LHRH-XTEN-лекарственное вещество, например комбинации XTEN/LHRH, XTEN/лекарственное веще-
ство, LHRH/лекарственное вещество и/или XTEN/XTEN. Как правило, антителами, распознающими 
один из компонентов конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное вещество, покрывают лунки 96-луночного 
микротитровального планшета. Лунки блокируют, отмывают и добавляют в лунки собранные в различ-
ные временные точки образцы плазмы, которые имеют разную степень разведения, чтобы обеспечить 
захват конъюгата иммобилизованным антителом. Затем лунки интенсивно отмывают, а связанный белок 
детектируют, применяя как биотинилированное антитело, так и подходящее вторичное антитело ко вто-
рому компоненту конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное вещество. Затем лунки снова отмывают и до-
бавляют либо стрептавидин-пероксидазу хрена (комплементарную биотинилированному детекторному 
антителу) либо вторичную антитело-пероксидазу хрена (комплементарную небиотинилированному де-
текторному антителу). После истечения необходимого времени инкубации и конечного этапа отмывки 
добавляют субстрат из тетраметилбензидина (ТМБ) и считывают планшет при 450 нм. Затем для каждой 
временной точки рассчитывают концентрации конъюгата путем сравнения колориметрического ответа с 
калибровочной кривой, построенной для LHRH-XTEN-лекарственное вещество. Затем, используя про-
граммный пакет WinNonLin, рассчитывают фармакокинетические параметры. Для RP-HPLC анализа об-
разцы плазмы обрабатывают органическими растворителями, такими как ацетонитрил или ацетон для 
преципитации белков. Растворимые фракции выпаривают в вакууме, перерастворяют в загрузочных рас-
творах и анализируют при помощи RP-HPLC. Исследуемые вещества детектируют по УФ-поглощению 
на длинах волн, соответствующих конкретному лекарственному веществу. Например, доксорубицин по-
глощает на 480 нм. Калибровочные стандарты готовят, добавляя известные количества свободного ле-
карственного вещества в соответствующий тип плазмы, и обрабатывают в параллели с эксперименталь-
ными образцами. Для LC-MS/MS анализа образцы плазмы обрабатывают органическими растворителя-
ми, такими как ацетонитрил или ацетон для преципитации белков. Растворимые фракции выпаривают в 
вакууме, перерастворяют в загрузочных растворах и анализируют при помощи RP-HPLC. Исследуемые 
вещества линейно детектируют и количественно оценивают при помощи тройной квадрупольной тан-
демной масс-спектроскопии. Пары родительский ион-дочерний ион определяют экспериментально для 
каждого лекарственного вещества. Калибровочные стандарты готовят, добавляя известные количества 
свободного лекарственного вещества в соответствующий тип плазмы, и обрабатывают в параллели с 
экспериментальными образцами. Ожидается, что результаты подтвердят то, что добавление XTEN к 
LHRH и лекарственному веществу, соответствующее приготовлению конъюгата, сильно увеличит ко-
нечный период полувыведения и усилит фармакокинетические свойства по сравнению с нацеленными 
пептидами и лекарственными веществами, не связанными с XTEN. Это, в свою очередь, приведет к ме-
нее частым и более удобным схемам дозирования для таких конъюгатов. 
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Пример 74. Анализ фармакокинетики конъюгатов фолат-XTEN-лекарственное вещество. 
In vivo фармакокинетику конструкций фолат-XTEN-лекарственное вещество оценивают, используя 

стандартные методы для белковых составов. Фармакокинетику оценивают для разных видов, при этом 
предпочтительными являются мыши, крысы, яванские макаки и собаки, так как именно их обычно ис-
пользуют для прогнозирования фармакокинетики человека. Так как в нормальном питании содержатся 
высокие концентрации фолиевой кислоты (приблиз. 6 мг/кг мышиного корма), животных, принимающих 
участие в фармакокинетических исследованиях фолатных конъюгатов, держат на бесфолатной диете за 2 
недели до начала исследования и на протяжении исследования. Составы конструкций фолат-XTEN-
лекарственное вещество обычно готовят в водных буферах, совместимых с in vivo введением (например, 
фосфатно-солевой буфер, Трис-солевой буфер или Гэпэс-солевой буфер). Составы вводят в соответст-
вующих дозах и разными способами: наиболее предпочтительно нутривенным или подкожным способа-
ми. Образцы крови берут в соответствующие временные точки в диапазоне от 0,08 до 504 часов и пере-
рабатывают в плазму. Образцы плазмы анализируют в отношении концентрации конъюгатов фолат-
XTEN-лекарственное вещество одним из множества способов, включая ELISA, HPLC и/или LC-MS/MS. 
Анализ ELISA проводят, применяя сэндвич-формат для ELISA, в котором распознаются 2 компонента 
конъюгата фолат-XTEN-лекарственное вещество, например комбинации XTEN/фолат, 
XTEN/лекарственное вещество, фолат/лекарственное вещество и/или XTEN/XTEN. Как правило, антите-
лами, распознающими один из компонентов конъюгата фолат-XTEN-лекарственное вещество, покрыва-
ют лунки 96-луночного микротитровального планшета. Лунки блокируют, отмывают и добавляют в лун-
ки собранные в различные временные точки образцы плазмы, которые имеют разную степень разведе-
ния, чтобы обеспечить захват конъюгата иммобилизованным антителом. Затем лунки интенсивно отмы-
вают, а связанный белок детектируют, применяя как биотинилированное антитело, так и подходящее 
вторичное антитело ко второму компоненту конъюгата фолат-XTEN-лекарственное вещество. Затем 
лунки снова отмывают и добавляют либо стрептавидин-пероксидазу хрена (комплементарную биотини-
лированному детекторному антителу), либо вторичную антитело-пероксидазу хрена (комплементарную 
небиотинилированному детекторному антителу). После истечения необходимого времени инкубации и 
конечного этапа отмывки добавляют субстрат из тетраметилбензидина (ТМБ) и считывают планшет при 
450 нм. Затем для каждой временной точки рассчитывают концентрации конъюгата путем сравнения 
колориметрического ответа с калибровочной кривой, построенной для фолат-XTEN-лекарственное ве-
щество. Затем, используя программный пакет WinNonLin, рассчитывают фармакокинетические парамет-
ры. Для RP-HPLC анализа образцы плазмы обрабатывают органическими растворителями, такими как 
ацетонитрил или ацетон для преципитации белков. Растворимые фракции выпаривают в вакууме, пере-
растворяют в загрузочных растворах и анализируют при помощи RP-HPLC. Исследуемые вещества де-
тектируют по УФ-поглощению на длинах волн, соответствующих конкретному лекарственному вещест-
ву. Например, доксорубицин поглощает на 480 нм. Калибровочные стандарты готовят, добавляя извест-
ные количества свободного лекарственного вещества в соответствующий тип плазмы, и обрабатывают в 
параллели с экспериментальными образцами. Для LC-MS/MS анализа образцы плазмы обрабатывают 
органическими растворителями, такими как ацетонитрил или ацетон для преципитации белков. Раство-
римые фракции выпаривают в вакууме, перерастворяют в загрузочных растворах и анализируют при по-
мощи RP-HPLC. Исследуемые вещества линейно детектируют и количественно оценивают при помощи 
тройной квадрупольной тандемной масс-спектроскопии. Пары родительский ион-дочерний ион опреде-
ляют экспериментально для каждого лекарственного вещества. Калибровочные стандарты готовят, до-
бавляя известные количества свободного лекарственного вещества в соответствующий тип плазмы, и 
обрабатывают в параллели с экспериментальными образцами. Ожидается, что результаты подтвердят то, 
что добавление XTEN к фолату и лекарственному веществу, соответствующее приготовлению конъюга-
та, сильно увеличит конечный период полувыведения и усилит фармакокинетические свойства по срав-
нению с нацеленными пептидами и лекарственными веществами, не связанными с XTEN. Это, в свою 
очередь, приведет к менее частым и более удобным схемам дозирования для таких конъюгатов. 

Пример 75. In vivo анализ эффективности и токсичности конъюгатов LHRH-XTEN-лекарственное 
вещество. 

Конъюгат LHRH-XTEN-лекарственное вещество предназначен для нацеленной доставки высоко-
эффективного токсина к позитивным к рецепторам LHRH опухолевым клеткам. Поэтому in vivo фарма-
кологическую активность конструкций LHRH-XTEN-лекарственное вещество можно оценить, используя 
человеческие опухолевые клетки, экспрессирующие рецепторы LHRH, трансплантированные бестимус-
ным мышам. Перед началом исследования эффективности для бестимусных мышей проводят начальную 
оценку, чтобы установить максимальную переносимую дозу (МПД) кандидатных соединений LHRH-
XTEN-лекарственное вещество. МПД, наибольшая доза, которая переносится животным в продолжение 
исследования, затем используется для расчета диапазона дозировок для исследования эффективности и 
токсичности на стандартной ксенографтной модели. Вкратце, эксперимент по МПД проводят на 5 мы-
шах на группу, оценивая внутривенное введение конъюгатов LHRH-XTEN-лекарственное вещество при 
различных уровнях дозирования, интервалах и длительности. Стартовую МПД дозу и количество необ-
ходимых дозирований определяют на основании научной литературы, знаний о нацеленном на LHRH 
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веществе, природе конъюгированного лекарственного вещества, токсикологических свойствах близко-
родственных соединений и данных по первичным фармакокинетическим исследованиям (см. раздел вы-
ше). Стандартные параметры МПД такие как снижение массы тела, употребления пищи и воды и при-
знаки пилоэрекции, съеживание, характер поведения, характер дыхания, дрожь, конвульсии, слабость и 
самоповреждение отслеживают ежедневно. Наибольшая доза соединения LHRH-XTEN-лекарственное 
вещество, которая не приводит к неприемлемой токсичности, является МПД. Исследование ксенографт-
ной опухоли включает от 3 до 4 уровней дозирования конъюгатом LHRH-XTEN-лекарственное вещество 
и зависит от результатов исследования МПД; другие параметры зависят от выбранной опухолевой кле-
точной линии. В примере 69 описаны примеры опухолевых линий, которые можно использовать в ксено-
графтном исследовании. Таким образом, подходящее количество позитивных к рецепторам LHRH клеток 
из соответствующей человеческой опухолевой линии вводят подкожно и обеспечивают возможность 
образования опухолей, размер которых измеряют при помощи калиперов, а объем рассчитывают как 
0,5×L×W2, где L = значение для большей оси в мм, a W = значение для оси, перпендикулярной L, в мм. 
После распределения мышей, имеющих опухоли, объем которых находится в необходимом диапазоне 
размеров, по группам по 8-10 животных, контрольный растворитель, свободное контрольное лекарствен-
ное вещество и конъюгат LHRH-XTEN-лекарственное вещество вводят внутривенно в выбранных дозах 
и интервалах. Прекращение или замедление роста опухоли определяют путем измерения размера и объ-
ема опухоли при помощи калиперов в выбранные временные точки. Массу тела и употребление пищи 
оценивают каждые 1-2 дня для того, чтобы определить избыточную токсичность. Выживание животных 
отслеживают ежедневно. В конце исследования всех животных умерщвляют и проводят клинические 
исследования патологии и гистопатологии основных органов. Применение нацеленных цитотоксинов 
является одной из наиболее перспективных стратегий избирательного уничтожения опухолевых клеток. 
Предполагается, что результаты подтвердят то, что конъюгат LHRH-XTEN-лекарственное вещество бу-
дет иметь хороший терапевтический индекс, что демонстрирует высокая эффективность, и низкую об-
щую токсичность. В противоположность этому, ожидается, что ненацеленное на LHRH свободное лекар-
ственное вещество при одинаковых дозах будет не только менее эффективно, но и намного более ток-
сично. Ожидается, что контрольный растворитель приведет к неконтролируемому росту опухоли и будет 
высокотоксичным. 

Пример 76. In vivo анализ эффективности и токсичности конъюгатов фолат-XTEN-лекарственное 
вещество. 

Конъюгаты фолат-XTEN-лекарственное вещество предназначены для нацеленной доставки высоко-
эффективного токсина к позитивным к фолатным рецепторам опухолевым клеткам. In vivo фармаколо-
гическую активность конструкций фолат-XTEN-лекарственное вещество можно оценить, используя че-
ловеческие опухолевые клетки, экспрессирующие фолатные рецепторы, трансплантированные бести-
мусным мышам. Перед началом исследования эффективности для бестимусных мышей проводят на-
чальную оценку, чтобы установить максимальную переносимую дозу (МПД) кандидатных соединений 
фолат-XTEN-лекарственное вещество. МПД, наибольшая доза, которая переносится животным в про-
должение исследования, затем используется для расчета диапазона дозировок для исследования эффек-
тивности и токсичности на стандартной ксенографтной модели. Так как в нормальном корме для грызу-
нов содержится высокая концентрация фолиевой кислоты (6 мг/кг корма), мышей, принимающих уча-
стие в этих исследованиях, держат на бесфолатной диете за 2 недели до начала исследования и на протя-
жении исследования. Эксперимент по МПД проводят на 5 мышах на группу, оценивая внутривенное 
введение конъюгатов фолат-XTEN-лекарственное вещество при различных уровнях дозирования, интер-
валах и длительности. Стартовую МПД дозу и количество необходимых дозирований определяют на 
основании научной литературы, знаний о нацеленном на фолат веществе, природе конъюгированного 
лекарственного вещества, токсикологических свойствах близкородственных соединений и данных по 
первичным фармакокинетическим исследованиям (см. раздел выше). Стандартные параметры МПД, та-
кие как снижение массы тела, употребления пищи и воды и признаки пилоэрекции, съеживание, характер 
поведения, характер дыхания, дрожь, конвульсии, слабость и самоповреждение тщательно отслеживают 
ежедневно. Наибольшая доза соединения фолат-XTEN-лекарственное вещество, которая не приводит к 
неприемлемой токсичности, является МПД. Исследование ксенографтной опухоли включает от 3 до 4 
уровней дозирования конъюгатом фолат-XTEN-лекарственное вещество и зависит от результатов иссле-
дования МПД, другие параметры зависят от выбранной опухолевой клеточной линии. В примере 69 опи-
саны примеры опухолевых линий, которые можно использовать в ксенографтном исследовании. Для 
снижения содержания фолата позитивные к фолатным рецепторам опухолевые клетки для транспланта-
ции мышам выращивают в бесфолатной культуральной клеточной среде, содержащей 5-10% инактиви-
рованной теплом ФТС, без антибиотиков. Аналогично, чтобы снизить концентрацию фолата в сыворот-
ке, мышей, принимающих участие в этих исследованиях, держат на бесфолатной диете за 2 недели до 
имплантации опухоли и на протяжении исследования. Таким образом, подходящее количество позитив-
ных к фолатным рецепторам клеток из соответствующей линии вводят подкожно и обеспечивают воз-
можность образования опухолей, размер которых измеряют при помощи калиперов, а объем рассчиты-
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вают как 0,5×L×W2, где L = значение для большей оси в мм, a W = значение для оси, перпендикулярной 
L, в мм. После распределения мышей, имеющих опухоли, объем которых находится в необходимом диа-
пазоне размеров, по группам по 8-10 животных, контрольный растворитель, контрольное лекарственное 
вещество и конъюгат фолат-XTEN-лекарственное вещество вводят внутривенно в выбранных дозах и 
интервалах. Прекращение или замедление роста опухоли определяют путем измерения размера и объема 
опухоли при помощи калиперов в выбранные временные точки. Массу тела и употребление пищи оцени-
вают каждые 1-2 дня для того, чтобы определить избыточную токсичность. Выживание животных от-
слеживают ежедневно. В конце исследования всех животных умерщвляют и проводят клинические ис-
следования патологии и гистопатологии основных органов. Применение нацеленных цитотоксинов явля-
ется одной из наиболее перспективных стратегий избирательного уничтожения опухолевых клеток. 
Предполагается, нацеленный химиотерапевтический конъюгат фолат-XTEN-лекарственное вещество 
будет более эффективным и менее токсичным, чем одно свободное цитотоксичное лекарственное веще-
ство, для позитивных к фолатным рецепторам опухолей. 

Пример 76. Клинические применения конъюгатов LHRH-XTEN-лекарственное вещество. 
Нацеленная химиотерапия является современным подходом, целью которого является увеличение 

эффективности системной химиотерапии и снижение побочных эффектов. Брентуксимаб ведотин (Ад-
центрис), одобренный для применения при лимфоме Ходжкина и системной анапластической крупно-
клеточной лимфоме, является ведущим примером эффективной токсин-нацеленной терапии. LHRH 
представляет собой пептид, который функционирует в репродуктивных органах. Так как его рецепторы 
сконцентрированы преимущественно на определенных опухолях и не экспрессируются в большинстве 
нормальных тканей, рецептор LHRH является идеальной мишенью для избирательного разрушения зло-
качественных опухолей. Действительно, ~52% образцов рака молочной железы, ~80% образцов рака 
яичников и эндометрия и ~85% образцов рака простаты являются мишенями вследствие наличия рецеп-
торов LHRH. Следует отметить, что LHRH-зависимая терапия была бы в особенности целесообразной 
для тройных негативных опухолей молочной железы, которые не характеризуются сверхэкспрессией 
рецепторов эстрогена или прогестерона или HER2 и, следовательно, не подходят для лечения многими 
доступными нацеленными лекарственными веществами. У пациентов с поздними стадиями рака эндо-
метрия, яичников или простаты часто наблюдается исключительно неблагоприятный сход, так как дан-
ные опухоли могут иметь тенденцию к повторному появлению и/или быть устойчивыми к современным 
способам лечения. В подтверждение этого клинические исследования с AEZS-108, нацеленным доксору-
бициновым аналогом LHRH, показали, что каждый из указанных типов рака восприимчив в LHRH-
основанной терапии. Слияние XTEN, несущего ≥1 копии LHRH, с XTEN, несущим ≥ 3 молекул лекарст-
венного вещества, для создания нацеленного конъюгата пептид-лекарственное вещество, как ожидается, 
должно иметь значительно улучшенные терапевтический индекс и период полувыведения, что даст воз-
можность дозирования на уровнях ниже МПД, уменьшения частоты дозирования и стоимости (умень-
шенное количество лекарственного вещества, приходящегося на дозу). 

Клиническую оценку композиции LHRH-XTEN-лекарственное вещество проводят для пациентов, 
страдающих от распространенных раков молочной железы, эндометрия, яичников и простаты или моче-
вого пузыря. Клинические исследования разработаны так, чтобы подтвердить эффективность и преиму-
щества конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное вещество для человека. Такие исследования на пациентах 
включают три фазы. Во-первых, в Фазе I проводят исследования по безопасности и фармакокинетике, 
чтобы определить максимальную переносимую дозу (МПД) и охарактеризовать ограничивающие дозу 
токсичность, фармакокинетику и предварительную фармакодинамику для человека. Эти первичные ис-
следования можно проводить на пациентах с метастатическими или неоперабельными раками и пациен-
тах, для которых не применимы стандартные лечебные или облегчающие меры, либо они уже не являют-
ся эффективными или не переносятся. Для увеличения эффективности лечения критерием отбора являет-
ся позитивный статус в отношении рецепторов LHRH; определяемый при помощи иммуногистохимии 
образцов первичных опухолей или метастазов и/или при помощи LHRH-нацеленного молекулярного 
визуализирующего вещества. Схемой исследований в фазе I является применение единичных возрас-
тающих доз конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное вещество и определение биохимических, ФК и кли-
нических параметров. Это позволит определить МПД, а также пороговую и максимальную концентрации 
для дозировок и для циркулирующего лекарственного вещества, которые составляют терапевтическое 
окно для применения в последующих исследованиях в фазе II и фазе III. Также это определит потенци-
альные токсичности и побочные эффекты, с которыми можно столкнуться в будущих исследованиях. 
Клинические исследования на людях в фазе II проводят независимо на пациентах с позитивным к рецеп-
торам LHRH распространенным (стадия 3 или 4) или повторным раком молочной железы, эндометрия, 
яичников и простаты либо мочевого пузыря. В данном исследовании оценивают эффективность и безо-
пасность конъюгата LHRH-XTEN-лекарственное вещество как одного, так и в комбинации с современ-
ной химиотерапией, применяемой при особых показаниях. Пациентам внутривенно вводят клинический 
кандидатный конъюгат LHRH-XTEN-лекарственное вещество в дозировке и согласно лечебной схеме, 
предопределенными в фазе I, с или без стандартного химиотерапевтического вещества. Также включают 
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контрольную группу, содержащую химиотерапевтическое вещество плюс плацебо. Первичной конечной 
точкой является скорость ответа согласно определению критериев оценки ответа при солидных опухолях 
(RECIST). Вторичные конечные точки включают безопасность и переносимость, отсутствие прогресси-
рования со временем и общую выживаемость. 

Исследования эффективности и безопасности в фазе III построены таким образом, чтобы повторить 
или модифицировать исследования фазы II для пациентов с позитивным к рецепторам LHRH распро-
страненным (устойчивым, повторным) раком молочной железы, эндометрия, яичников и простаты либо 
мочевого пузыря в зависимости от клинических наблюдений во время фазы II. Дополнительно могут 
быть внесены изменения, состоящие в оптимизации критериев отбора для пациентов, дополнительной 
стратификации пациентов (например, в зависимости от уровня экспрессии рецепторов LHRH), измене-
нии дозировки, схемы лечения, статуса стандартных химиотерапевтических веществ и т.д. Первичной 
конечной точкой является отсутствие прогрессирования и выживание, оцененные согласно RECIST, сре-
ди пациентов, позитивных к рецепторам LHRH. Исследование будет статистически верным в отношении 
общей выживаемости в качестве вторичной конечной точки с предполагаемой численностью, состав-
ляющей более 400 пациентов. Также учитывают случаи побочных эффектов, серьезных побочных эф-
фектов и смертей. 

Предполагается, что кандидатный конъюгат LHRH-XTEN-лекарственное вещество продемонстри-
рует противораковую активность без кардиотоксичности даже в случае групп пациентов, прошедших 
предварительное интенсивное лечение. 

Пример 76. Клинические применения конъюгатов фолат-XTEN-лекарственное вещество. 
Нацеленная химиотерапия является современным подходом, целью которого является увеличение 

эффективности системной химиотерапии и снижение побочных эффектов. Брентуксимаб ведотин (Ад-
центрис), одобренный для применения при лимфоме Ходжкина и системной анапластической крупно-
клеточной лимфоме, является ведущим примером эффективной токсин-нацеленной терапии. Фолат, так-
же известный как фолиевая кислота, витамин B9, является жизненно важным питательным веществом, 
необходимым для всех живых клеток для нуклеотидного биосинтеза, и функционирует как кофактор в 
некоторых биологических процессах. Особенно важным он является в содействии быстрому клеточному 
делению и росту. Таким образом, фолатный рецептор является точкой фокусировки для разработки тера-
пии для лечения быстро развивающихся злокачественных опухолей; в частности, рака яичников и не-
мелкоклеточной карциномы легких. Для некоторых опухолей яичников существует большая вероятность 
повторения после первичного успешного хирургического вмешательства или химиотерапии препаратами 
платины, при этом повторная опухоль может быть устойчивой к доступным видам терапии. Хотя экс-
прессия фолатных рецепторов в нормальных яичниках является весьма незначительной, при ~90% эпи-
телиальных раков яичников наблюдается сверхэкспрессия фолатных рецепторов, то же самое наблюда-
ется для многих аденокарцином легких, тем самым открывая возможность для нацеленной терапии. В 
подтверждение этого, клинические исследования EC-145, нацеленного алкалоида барвинка, являющегося 
аналогом фолата, показали, что устойчивый к препаратам платины рак яичников и немелкоклеточная 
карцинома легких восприимчивы к фолат-основанной терапии. Слияние XTEN, несущего ≥1 копии фо-
лата, с XTEN, несущим ≥ 3 молекул лекарственного вещества, для создания нацеленного конъюгата пеп-
тид-лекарственное вещество, как ожидается, должно иметь значительно улучшенные терапевтический 
индекс и период полувыведения, что даст возможность дозирования на уровнях значительно ниже мак-
симальной переносимой дозы (МПД), уменьшения частоты дозирования и стоимости (уменьшенное ко-
личество лекарственного вещества, приходящегося на дозу). 

Клиническую оценку композиции фолат-XTEN-лекарственное вещество проводят для пациентов, 
страдающих от повторных или не поддающихся лечению распространенных опухолей, или для пациен-
тов, страдающих от рака яичников, устойчивого к лечению препаратами платины, или немелкоклеточной 
карциномы легких, которым не помогло применение другой химиотерапии. Клинические исследования, 
разработаны так, чтобы можно было подтвердить эффективность и преимущества конъюгата фолат-
XTEN-лекарственное вещество для человека. Такие исследования на пациентах включают три фазы. Во-
первых, в фазе I проводят исследования по безопасности и фармакокинетике, чтобы определить МПД и 
охарактеризовать ограничивающие дозу токсичность, фармакокинетику и предварительную фармакоди-
намику для человека. Эти первичные исследования можно проводить на пациентах, которые имеют по-
вторные или не поддающиеся лечению распространенные опухоли, и для которых не применимы стан-
дартные лечебные или облегчающие меры, либо они уже не являются эффективными или не переносят-
ся. Для увеличения эффективности лечения критерием отбора является позитивный статус в отношении 
фолатных рецепторов, определяемый при помощи иммуногистохимии образцов первичных опухолей 
или метастазов и/или при помощи фолат-нацеленного молекулярного визуализирующего вещества. Схе-
мой исследований в фазе I является применение единичных возрастающих доз конъюгата фолат-XTEN-
лекарственное вещество и определение биохимических, ФК и клинических параметров. Это позволит 
определить МПД, а также установить пороговую и максимальную концентрации для дозировок и для 
циркулирующего лекарственного вещества, которые составляют терапевтическое окно для применения в 
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последующих исследованиях в фазе II и фазе III. Также это определит потенциальные токсичности и по-
бочные эффекты, с которыми можно столкнуться в будущих исследованиях. Клинические исследования 
на людях в фазе II проводят независимо на пациентах с позитивным к фолатным рецепторам раком яич-
ников, устойчивым к лечению препаратами платины; пациентах с немелкоклеточной карциномой легких, 
которым не помогли многочисленные химиотерапии; и пациентах, страдающих от повторных или не 
поддающихся лечению распространенных опухолей. В данном исследовании оценивают эффективность 
и безопасность конъюгата фолат-XTEN-лекарственное вещество как одного, так и в комбинации с со-
временной химиотерапией, применяемой при особых показаниях. Пациентам внутривенно вводят конъ-
югат фолат-XTEN-лекарственное вещество в дозировке и согласно лечебной схеме, определенным в фазе 
I, с или без стандартного химиотерапевтического вещества. Также включают контрольную группу, со-
держащую химиотерапевтическое вещество плюс плацебо. Первичной конечной точкой является ско-
рость ответа согласно определению критериев оценки ответа при солидных опухолях (RECIST). Вторич-
ные конечные точки включают безопасность и переносимость, отсутствие прогрессирования со време-
нем и общую выживаемость. Исследования эффективности и безопасности в фазе III построены таким 
образом, чтобы повторить или модифицировать исследования фазы II для пациентов с позитивным к фо-
латным рецепторам раком яичников, устойчивым к лечению препаратами платины; пациентов с немел-
коклеточной карциномой легких; и пациентов с повторными или не поддающимися лечению распро-
страненными раками в зависимости от клинических наблюдений во время фазы II. Дополнительно могут 
быть внесены изменения, состоящие в оптимизации критериев отбора для пациентов, дополнительной 
стратификации пациентов (например, в зависимости от уровня экспрессии фолатных рецепторов), изме-
нении дозировки, схемы лечения, статуса стандартных химиотерапевтических веществ и т.д. Первичной 
конечной точкой является отсутствие прогрессирования и выживание, оцененные согласно RECIST, сре-
ди пациентов, позитивных к фолатным рецепторам. Исследование будет статистически верным в отно-
шении общей выживаемости в качестве вторичной конечной точки с предполагаемой численностью, со-
ставляющей более 400 пациентов. Также учитывают случаи побочных эффектов, серьезных побочных 
эффектов и смертей. 

Предполагается, что кандидатный конъюгат фолат-XTEN-лекарственное вещество продемонстри-
рует противораковую активность без сильной токсичности даже в случае групп пациентов, прошедших 
предварительное интенсивное лечение. 

Таблица 52 
Полипептидные последовательности XTEN-расщепляемая последовательность-аффинный маркер 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Композиция для увеличения конечного периода полувыведения первого нагрузочного вещества, 
содержащая первое нагрузочное вещество и расширенный рекомбинантный полипептид (XTEN) с одним 
или более чем одним остатком цистеина, где указанный XTEN включает последовательность, обладаю-
щую по меньшей мере 90% идентичности последовательности к последовательности, выбранной из 
группы, состоящей из Seg 174, Seg 175, Seg 176, Seg 177, Seg 187, Seg 188, Seg 189, Seg 190 и Seg 191, 
отображенной в табл. 3, и где XTEN содержит последовательность TAEAAGCGTAEAA. 

2. Композиция по п.1, где XTEN конъюгирован с одной или более чем одной молекулой первого 
кросс-линкера, где первый кросс-линкер представляет собой кросс-линкер, отображенный в табл. 13, 
алкиновый компонент, отображенный в табл. 15, или азидный компонент, отображенный в табл. 15. 

3. Композиция по п.2, где молекула первого кросс-линкера конъюгирована с XTEN по 
a) α-аминогруппе N-концевого аминокислотного остатка XTEN; или 
b) тиоловой группе остатка цистеина XTEN. 
4. Композиция по п.2, где первый кросс-линкер выбран из группы, состоящей из N-малеинимида, 

йодацетилового агента, пиридилдисульфидного агента, 3-пропаргилоксипропановой кислоты, (окси-
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этил)n-ацетилена, где n равно 1-10, дибензилциклооктина (ДБЦО), циклооктина (ЦОТ), 3-азид-
пропионовой кислоты, 6-азид-гексановой кислоты и (оксиэтил)n-азида, где n равно 1-10. 

5. Композиция по п.3, где молекула первого кросс-линкера конъюгирована с тиоловой группой ос-
татка цистеина XTEN, и где XTEN конъюгирован с молекулой второго кросс-линкера по α-аминогруппе 
N-концевой аминокислоты XTEN, где второй кросс-линкер представляет собой кросс-линкер, отобра-
женный в табл. 13, алкиновый компонент табл. 15 или азидный компонент табл. 15. 

6. Композиция по п.2, где одна или более чем одна молекула первого кросс-линкера конъюгирована 
с каждым остатком цистеина XTEN. 

7. Композиция по п.2, где первое нагрузочное вещество конъюгировано с молекулой первого кросс-
линкера через один атом первого нагрузочного вещества, где указанный один атом выбран из группы, 
состоящей из углерода, азота, кислорода и серы. 

8. Композиция по п.7, где первое нагрузочное вещество выбрано из группы, состоящей из нагру-
зочных веществ табл. 11, 12, 18 и 21. 

9. Композиция по п.7, дополнительно содержащая второе нагрузочное вещество, конъюгированное 
с молекулой второго кросс-линкера, где второе нагрузочное вещество связано с N-концом XTEN через 
второй кросс-линкер, и где второй кросс-линкер представляет собой алкиновый компонент или азидный 
компонент, отображенный в табл. 15. 

10. Композиция по п.9, где второе нагрузочное вещество выбрано из группы, состоящей из LHRH, 
D-Lys-(6)-LHRH, Asn-Gly-Arg (NGR) пептида, фолата, γ-фолата, α-фолата; птероата-gly, циленгитида, 
RGD-4C, iRGD, ангиопеп-2, соматостатина, октреотида, пасиреотида, ланреотида, вапреотида, JF-07-69, 
F3 пептида, RGR, LyP-1, CGNKRTRGC (SEQ ID NO: 589), TAASGVRSMH (SEQ ID NO: 590), 
LTLRWVGLMS (SEQ ID NO: 591), вазоактивного интестинального пептида, холецистокинина, гастрина, 
гастрин-отделяемого пептида, нейротензина, α-меланоцит-стимулирующего гормона, окситоцина, LyP-2, 
CNRRTKAGC (SEQ ID NO: 592), LSD, CLSDGKRKC (SEQ ID NO: 593), REA, CREAGRKAC (SEQ ID 
NO: 594), AGR, CAGRRSAYC (SEQ ID NO: 595), RSR, CRSRKG (SEQ ID NO: 596), KAA, CKAAKNK 
(SEQ ID NO: 597), CSRPRRSEC (SEQ ID NO: 598), KRK, CGKRK (SEQ ID NO: 599), CDTRL (SEQ ID 
NO: 600), CGTKRKC (SEQ ID NO: 601), TRAIL, DARPINS, центиринов, Br96, антитела к Ley-подобному 
антигену, трастузумаба, пертузумаба, антитела к HER2, цетуксимаба, антитела к EGFR, антитела к нек-
тину-4, huC242, антитела к CanAg, антитела к CD138, MDX-1342, MOR-208, HuB4, антитела к CD19, 
эпратузумаба, бектумомаба, инотузумаба, моксетумомаба, RFB4, антитела к CD22, лумиликсимаба, ан-
титела к CD23, даклизумаба, антитела к CD25, Xmab2513, cAC10, MDX-060, антитела к CD30, гемтузу-
маба, HuM195, huMy9-6, антитела к CD33, даратумумаба, антитела к CD38, SGN-40, HCD122, антитела к 
CD40, huN901, антитела к CD56, MDX-1411, антитела к CD70, милатузумаба, антитела к CD74, антитела 
к CD79b, галиксимаба, антитела к CD80, лапетузумаба, hCOL-1 антитела к CEA, антитела к Крипто,  
CE-355621, DN30, MetMAb, антитела к антагонисту cMET, адекатумумаба, эдреколомаба, катумаксома-
ба, антитела к EpCAM, 1C1, антитела к EphA2, глембатумумаба, антитела к GPNMB, антитела к интег-
рину, антитела к MUC-1, MDX-070, MLN591, антитела к PSMA, антитела к TGFa, антитела к TIM1, 
M9346A, фарлетузумаба, антитела к фолатному рецептору, антитела к рецептору IL-13 и бомбезина. 

11. Композиция по п.2, где XTEN конъюгирован с молекулой первого кросс-линкера по тиоловой 
группе остатка цистеина XTEN. 

12. Композиция по п.2, где XTEN конъюгирован с множеством молекул первого кросс-линкера, и 
где множество молекул первого кросс-линкера конъюгированы с каждым остатком цистеина XTEN. 

13. Композиция по п.11 или 12, где первое нагрузочное вещество конъюгировано с молекулой пер-
вого кросс-линкера через один атом первого нагрузочного вещества, где указанный один атом выбран из 
группы, состоящей из углерода, азота, кислорода и серы. 

14. Композиция по п.13, где первое нагрузочное вещество выбрано из группы, состоящей из нагру-
зочных веществ, отображенных в табл. 11, 12, 18 и 21. 

15. Композиция по п.13, дополнительно содержащая второе нагрузочное вещество, конъюгирован-
ное с молекулой второго кросс-линкера, где второе нагрузочное вещество связано с N-концом XTEN че-
рез второй кросс-линкер, и где второй кросс-линкер представляет собой алкиновый компонент или азид-
ный компонент, отображенный в табл. 15. 

16. Композиция по п.15, где второе нагрузочное вещество выбрано из группы, состоящей из LHRH, 
D-Lys-(6)-LHRH, Asn-Gly-Arg (NGR) пептида, фолата, γ-фолата, α-фолата; птероата-gly, циленгитида, 
RGD-4C, iRGD, ангиопеп-2, соматостатина, октреотида, пасиреотида, ланреотида, вапреотида, JF-07-69, 
F3 пептида, RGR, LyP-1, CGNKRTRGC (SEQ ID NO: 589), TAASGVRSMH (SEQ ID NO: 590), 
LTLRWVGLMS (SEQ ID NO: 591), вазоактивного интестинального пептида, холецистокинина, гастрина, 
гастрин-отделяемого пептида, нейротензина, α-меланоцит-стимулирующего гормона, окситоцина, LyP-2, 
CNRRTKAGC (SEQ ID NO: 592), LSD, CLSDGKRKC (SEQ ID NO: 593), REA, CREAGRKAC (SEQ ID 
NO: 594), AGR, CAGRRSAYC (SEQ ID NO: 595), RSR, CRSRKG (SEQ ID NO: 596), KAA, CKAAKNK 
(SEQ ID NO: 597), CSRPRRSEC (SEQ ID NO: 598), KRK, CGKRK (SEQ ID NO: 599), CDTRL (SEQ ID 
NO: 600), CGTKRKC (SEQ ID NO: 601), TRAIL, DARPINS, центиринов, Br96, антитела к Ley-подобному 
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антигену, трастузумаба, пертузумаба, антитела к HER2, цетуксимаба, антитела к EGFR, антитела к нек-
тину-4, huC242, антитела к CanAg, антитела к CD138, MDX-1342, MOR-208, HuB4, антитела к CD19, 
эпратузумаба, бектумомаба, инотузумаба, моксетумомаба, RFB4, антитела к CD22, лумиликсимаба, ан-
титела к CD23, даклизумаба, антитела к CD25, Xmab2513, cAC10, MDX-060, антитела к CD30, гемтузу-
маба, HuM195, huMy9-6, антитела к CD33, даратумумаба, антитела к CD38, SGN-40, HCD122, антитела к 
CD40, huN901, антитела к CD56, MDX-1411, антитела к CD70, милатузумаба, антитела к CD74, антитела 
к CD79b, галиксимаба, антитела к CD80, лапетузумаба, hCOL-1 антитела к CEA, антитела к Крипто, CE-
355621, DN30, MetMAb, антитела к антагонисту cMET, адекатумумаба, эдреколомаба, катумаксомаба, 
антитела к EpCAM, 1C1, антитела к EphA2, глембатумумаба, антитела к GPNMB, антитела к интегрину, 
антитела к MUC-1, MDX-070, MLN591, антитела к PSMA, антитела к TGFa, антитела к TIM1, M9346A, 
фарлетузумаба, антитела к фолатному рецептору, антитела к рецептору IL-13 и бомбезина. 

17. Композиция по любому из пп.1-16, которая содержит мультимерный XTEN с разветвленным 
видом конфигурации. 
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