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(57) Изобретение относится к биспецифичным композициям химерного полипептидного комплекса,
содержащим объемные группировки, присоединенные к связывающим доменам через
расщепляемые отделяемые сегменты, которые, в случае выполнения расщепления, способны
одновременно опосредовать связывание эффекторных Т-клеток с опухолевыми или раковыми
клетками-мишенями и осуществление цитолиза опухолевых клеток или раковых клеток. Согласно
изобретению также предложены композиции и способы получения и применения расщепляемых
композиций химерного полипептидного комплекса.
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Предшествующий уровень техники 

Многие одобренные к применению противораковые терапевтические средства представляют собой 

цитотоксические лекарственные средства, которые наряду с опухолевыми клетками уничтожают и нор-

мальные клетки. Терапевтическая польза от этих цитотоксических лекарственных средств зависит от 

того, будут ли опухолевые клетки обладать большей восприимчивостью к ним по сравнению с нормаль-

ными клетками, благодаря чему будет обеспечиваться получение клинических ответов при использова-

нии доз, не приводящих к неприемлемым побочным эффектам. Однако по существу все эти неспецифич-

ные лекарственные средства вызывают некоторое, в иных случаях серьезное повреждение нормальных 

тканей, что зачастую ограничивает пригодность в отношении лечения. 

Применение биспецифичных антител предполагает другой подход к разработке цитотоксических 

лекарственных средств, согласно которому они направляют эффекторные клетки иммунной системы на 

уничтожение раковых клеток. В биспецифичных антителах объединены преимущества разных специ-

фичностей связывания, обусловленных нахождением двух моноклональных антител в единой компози-

ции, что обеспечивает осуществление подходов или получение комбинаций вариантов, которые невоз-

можны при использовании моноспецифичных антител. В основе этого подхода лежит связывание одного 

плеча биспецифичного антитела с опухолеассоциированным антигеном или маркером, в то время как 

другое плечо, после связывания с молекулой CD3 (кластер дифференцировки 3) на Т-клетках, участвует 

в "запуске" их цитотоксической активности путем высвобождения эффекторных молекул, таких как 

TNF-α (альфа-фактор некроза опухоли), IFN-γ (интерферон-гамма), интерлейкины 2, 4 и 10, перфорин и 

гранзимы. Успехи в инженерии антител привели к разработке целого ряда форматов и композиций бис-

пецифичных антител для перенаправления эффекторных клеток на мишени опухолей, включая биспеци-

фичные Т-клеточные активаторы (BiTE), такие как блинатумомаб. BiTE функционируют посредством 

рекрутинга и активации поликлональных популяций Т-клеток в местах локализации опухолей и осуще-

ствляют это без необходимости в костимуляции или традиционном распознавании МНС (главный ком-

плекс гистосовместимости). Тем не менее, остаются двойственные проблемы у некоторых пациентов, 

испытывающих серьезные побочные эффекты, называемые как "цитокиновый шторм" или "синдром вы-

свобождения цитокинов" (Lee D.W. et al. Current concepts in the diagnosis and management of cytokine re-

lease syndrome. Blood, 2014, 124(2): 188-195), опосредуемые высвобождением TNF-α и IFN-γ, среди дру-

гих цитокинов, помимо того факта, что композиции на основе BiTE имеют очень короткий период полу-

выведения, что обуславливает необходимость непрерывных инфузий в течение от четырех до восьми 

недель с целью поддержания содержания BiTE в пределах терапевтического окна в продолжение проме-

жутка времени, достаточного для достижения терапевтического эффекта. 

Сущность изобретения 

Сохраняется существенная потребность в альтернативных терапевтических средствах, которые 

предусматривают фармакологические преимущества таких форматов на основе биспецифичных антител 

и одновременно характеризуются улучшенной безопасностью, сниженными побочными эффектами, бо-

лее высокой селективностью и/или улучшенными фармакокинетическими свойствами, как например, 

необходимость в менее частом введении или во введении только путем однократной инъекции. 

В настоящем изобретение раскрыт химерный полипептидный комплекс, полезный в лечении или 

предупреждении заболеваний, включая, но не ограничиваясь этим, раковые заболевания, аутоиммунные 

и воспалительные нарушения. Согласно первому аспекту настоящего изобретения предложен расщеп-

ляемый химерный полипептидный комплекс. Расщепляемые композиции химерного полипептидного 

комплекса направлены на удовлетворение потребности в таких препаратах и при своем применении пре-

восходят традиционные препараты на основе биспецифичных антител в одном или более аспектах, 

включая увеличенный период полувыведения в конечной фазе, направленную доставку и сниженную 

токсичность в отношении здоровых тканей. 

Заявленный полипептидный комплекс обычно содержит первую часть, вторую часть и третью 

часть, при этом: указанная первая часть содержит (1) первый связывающий домен со специфичностью 

связывания с маркером клетки-мишени; и (2) второй связывающий домен со специфичностью связыва-

ния с антигеном эффекторной клетки; указанная вторая часть содержит пептидильный отделяемый сег-

мент (RS), способный расщепляться одной или несколькими протеазами млекопитающих; и указанная 

третья часть содержит объемную группировку; при этом указанная объемная группировка способна от-

деляться от указанной первой части под действием указанной протеазы млекопитающих на указанную 

вторую часть. 

Порядок компоновки различных компонентов в заявленном химерном полипептидном комплексе 

может быть разным. В одном из воплощений химерный полипептидный комплекс скомпонован от N-

конца к С-концу, при этом первая часть присоединена ко второй части, которая в свою очередь присое-

динена к третьей части. В другом воплощении химерный полипептидный комплекс скомпонован от N-

конца к С-концу, при этом третья часть присоединена ко второй части, которая в свою очередь присое-

динена к первой части. В одном из воплощений химерный полипептидный комплекс представляет собой 

слитый белок. В другом воплощении вторая и третья части представляют собой слитый белок, и первая 
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часть конъюгирована со второй частью. В одном из воплощений композиции химически конъюгирован-

ного полипептидного комплекса С-конец полипептида первой части может быть конъюгирован с N-

концом полипептида второй части через остаток цистеина или других подходящих аминокислот, при-

годных для перекрестного сшивания с применением таких агентов, как малеимид, или других перекрест-

но сшивающих агентов, известных в данной области техники. В другом воплощении первая часть и вто-

рая часть представляет собой мономерный слитый белок, а третья часть химически конъюгирована со 

второй частью. 

Возможно, что композиции химерного полипептидного комплекса могут содержать дополнитель-

ную объемную группировку, присоединенную к данной композиции посредством второго отделяемого 

сегмента, присоединенного к противоположному концу этой композиции, тем самым окружающую пер-

вую и вторую части. 

Первым и вторым связывающими доменами обычно являются фрагменты антител, происходящие 

из моноклональных антител. В одном из воплощений первый и второй связывающие домены первой час-

ти композиций химерного полипептидного комплекса представляют собой scFv (одноцепочечный Fv) 

или скомпонованы в виде диатела. В других воплощениях первый и второй связывающие домены первой 

части композиций химерного полипептидного комплекса выбраны из группы, состоящей из Fv, Fab, Fab', 

Fab'-SH, F(ab')2, линейных антител, однодоменного антитела, "неантительного" каркаса и однодоменного 

верблюжьего антитела. В других воплощениях первый и второй связывающие домены первой части 

композиций химерного полипептидного комплекса выбраны из группы пептидов, "неантительных" кар-

касов, таких как антикалины, аднектины, финомеры, аффилины, аффитела, центирины, DARPin (сконст-

руированные белки с анкириновыми повторами). В других воплощениях связывающим доменом для 

опухолевой клетки-мишени является вариабельный домен Т-клеточного рецептора, который был сконст-

руирован для связывания с МНС, несущим пептидный фрагмент белка, который сверхэкспрессируется 

опухолевыми клетками. 

В одном из воплощений химерного полипептидного комплекса первый связывающий домен первой 

части обладает аффинностью связывания с маркером клетки-мишени. Клетки-мишени включают эука-

риотические клетки любых типов, как например, клетки, происходящие из эктодермы, мезодермы или 

эндодермы. Особый интерес представляют опухолевые клетки и маркеры, экспрессируемые опухолевы-

ми клетками. Опухолевая клетка может происходить из клетки, выбранной из группы, состоящей из 

стромальной клетки, фибробластов, миофибробластов, глиальных клеток, эпителиальных клеток, липо-

цитов, лимфоцитарных клеток, клеток сосудов, гладкомышечных клеток, мезенхимальных клеток, кле-

ток ткани молочной железы, клеток предстательной железы, клеток почки, клеток головного мозга, кле-

ток толстой кишки, клеток яичников, клеток матки, клеток мочевого пузыря, клеток кожи, клеток желуд-

ка, клеток мочеполовых путей, клеток шейки матки, клеток тонкого кишечника, клеток печени, панкреа-

тических клеток, клеток желчного пузыря, клеток желчных протоков, клеток пищевода, клеток слюнных 

желез, клеток легкого и клеток щитовидной железы. В некоторых случаях опухолеспецифический мар-

кер включает альфа-4-интегрин, Ang2 (ангиопоэтин 2), В7-Н3 (гомолог 3 семейства В7), В7-Н6 (гомолог 

6 семейства В7), СЕАСАМ5 (родственная карциноэмбриональному антигену молекула 5 клеточной адге-

зии, сМЕТ, CTLA4 (цитотоксический Т-лимфоцитарный антиген 4), FOLR1 (рецептор 1 фолиевой кисло-

ты), ЕрСАМ (молекула адгезии эпителиальных клеток), CCR5 (хемокиновый рецептор 5 семейства СС), 

CD19, HER2 (рецептор эпидермального фактора роста 2 типа у людей), HER2 neu (HER2 у грызунов), 

HER3, HER4, HER1 (EGFR (рецептор эпидермального фактора роста)), PD-L1 (лиганд 1 белка програм-

мируемой (клеточной) смерти), PSMA (мембранный антиген предстательной железы), СЕА (карциноэм-

бриональный антиген), MUC1 (муцин), MUC-2, MUC3, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC7, MUC16, 

βhCG (хорионический гонадотропин-бета человека), антиген Y Льюиса, CD20, CD33, CD38, CD30, CD56 

(NCAM (молекула адгезии нервных клеток)), CD133, ганглиозид GD3, 9-O-ацетил-GD3, GM2, Globo H, 

фукозил-GM1, GD2, карбоангидразу IX, CD44v6, продукт гена "звуковой еж" (Shh), Wue-1, антиген 1 

плазматических клеток, хондроитинсульфат-протеогликан меланомы (MCSP), CCR8, антиген эпители-

альных клеток предстательной железы с 6-ю трансмембранными сегментами (STEAP), мезотелин, анти-

ген А33, антиген стволовых клеток предстательной железы (PSCA), Ly-6, десмоглеин 4, фетальный ни-

котиновый ацетилхолиновый рецептор (fnAChR), CD25, раковый антиген 19-9 (CA19-9), раковый анти-

ген 125 (СА-125), рецептор II типа ингибирующего вещества Мюллера (MISIIR), сталированный антиген 

Tn (sTN), антиген - белок активации фибробластов (FAP), эндосиалин (CD248), вариант III рецептора 

эпидермального фактора роста (EGFRvIII), опухолеассоциированный антиген L6 (TAL6), SAS (поверх-

ностный белок Staphylococcus aureus), CD63, TAG72 (опухолеассоциированный гликопротеин 72), анти-

ген Томсена-Фриденрайха (антиген TF), рецептор инсулиноподобного ростового фактора I (IGF-IR), ан-

тиген Cora, CD7, CD22, CD70, CD79a, CD79b, G250, MT-MMP (матриксные металлопротеиназы мембран-

ного типа), антиген F19, альфафетопротеин (AFP), VEGFR1 (рецептор 1 сосудистого эндотелиального фак-

тора роста), VEGFR2 (рецептор 2 сосудистого эндотелиального фактора роста), DLK1, SP17, ROR1 (родст-

венный рецептору ретиноевой кислоты орфановый рецептор 1) и EphA2 (рецептор эфрина А2). В другом 

воплощении химерного полипептидного комплекса первый связывающий домен первой части обладает 

аффинностью связывания с маркером клетки-мишени, представляющим собой маркер воспаления. 
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В одном из воплощений первый связывающий домен первой части композиций химерного поли-

пептидного комплекса содержит вариабельные области тяжелой (VH) и легкой (VL) цепей, обладающие 

аффинностью специфического связывания с опухолеспецифическим маркером или антигеном клетки-

мишени. В одном из упомянутых выше воплощений VH и VL первого связывающего домена происходят 

из VH и VL моноклонального антитела, выбранных из группы парных последовательностей, приведен-

ных в табл. 2. Порядок компоновки VH- и VL-областей первого и второго связывающих доменов, при-

менительно к порядку от N-конца к С-концу, может быть разным. В одном из воплощений VH- и VL-

области первого связывающего домена располагаются в порядке VH-VL. В другом воплощении VH- и 

VL-области первого связывающего домена располагаются в порядке VL-VH. В других случаях первый 

связывающий домен содержит участок CDR-H1 (определяющий комплементарность участок 1 тяжелой 

цепи), участок CDR-H2, участок CDR-H3, участок CDR-L1, участок CDR-L2 и участок CDR-L3, при этом 

каждый из указанных участков происходит из последовательностей моноклонального антитела, выбран-

ных из группы последовательностей, приведенных в табл. 2. Различные конфигурации VH- и VL-

областей, а также CDR, содержащихся в них, обычно сохраняют желаемую специфичность связывания с 

предполагаемым маркером клетки-мишени. 

В других воплощениях химерного полипептидного комплекса второй связывающий домен первой 

части обладает аффинностью связывания с эффекторной клеткой. Там, где это желательно, эффекторной 

клеткой могут быть иммунные клетки, включая, но не ограничиваясь этим, плазматическую клетку, Т-

клетку, В-клетку, цитокин-индуцируемую киллерную клетку (CIC клетку), тучную клетку, дендритную 

клетку, регуляторную Т-клетку (RegT-клетку), хелперную Т-клетку, миелоидную клетку и природную 

киллерную (NK) клетку. Второй связывающий домен обычно демонстрирует специфичность связывания 

с антигеном, экспрессируемым эффекторной клеткой. В некоторых воплощениях антиген экспрессирует-

ся на поверхности эффекторной клетки. В другом воплощении второй связывающий домен обладает 

специфичностью связывания с антигеном эффекторной клетки, экспрессированным на Т-клетке. Неогра-

ничивающие типичные антигены эффекторных клеток включают CD3, CD4, CD8, αβP-TCR (T-

клеточный рецептор), CD25, CD45RO, CD69, CD127 и CD196 (CCR6). Особый интерес представляет 

второй связывающий домен в конфигурации scFv, имеющего VH- и VL-области, происходящие из моно-

клонального антитела, которое специфично связывается с CD3 человека. В одном из воплощений VH и 

VL второго связывающего домена происходят из VH и VL моноклонального антитела, выбранных из 

группы последовательностей, приведенных в табл. 1. В другом воплощении второй связывающий домен 

содержит VH- и VL-области, происходящие из моноклонального антитела, способного связываться с 

CD3ε человека. 

VH и VL scF в связывающих доменах могут быть расположены в разных конфигурациях без влия-

ния на применимость полученной композиции. В одном из воплощений, второй связывающий домен 

scFv содержит VH- и VL-области, расположенные в порядке VH-VL или VL-VH в направлении от N-

конца к С-концу. Связывающие домены также могут быть созданы из CDR участков. В одном из вопло-

щений второй связывающий домен содержит участок CDR-H1, участок CDR-H2, участок CDR-H3, уча-

сток CDR-L1, участок CDR-L2 и участок CDR-L3, при этом каждый из них происходит из моноклональ-

ного антитела из табл. 1. В упомянутых выше в данном абзаце воплощениях, VH- и VL-области, а также 

первый связывающий домен и второй связывающий домен соединены гибкими полипептидными линке-

рами, выбранными из группы последовательностей, приведенных в табл. 8 и 9. В другом воплощении 

первая часть композиций химерного полипептидного комплекса имеет последовательность, идентичную 

по меньшей мере примерно на 90, или 91, или 92, или 93, или 94, или 95, или 96, или 97, или 98, или 99% 

с последовательностью, выбранной из группы, состоящей из последовательностей табл. 13. 

Одно из преимуществ заявленного химерного полипептидного комплекса заключается в том, что он 

собран в форме пролекарства, при этом интактная композиция может быть активирована вблизи ткани-

мишени или в определенном клеточном окружении, в котором присутствуют протеазы млекопитающих, 

с высвобождением связывающих доменов первой части в том месте, где их активность представляется 

наиболее желательной. Например, связывающий домен первой части, в случае его присутствия в интакт-

ной форме комплекса, имеет более низкую аффинность связывания вследствие экранирующего эффекта 

объемной группировки. В результате высвобождения посредством расщепления RS протеазой млекопи-

тающих, предпочтительно экспрессируемой в ткани-мишени, например, в опухолевой ткани, связываю-

щий домен первой части становится "активированным" без экранирования его объемной группировкой. 

В другом воплощении изобретения предложен химерный полипептидный комплекс, при этом протеаза 

млекопитающих, способная к расщеплению RS, предпочтительно экспрессирована в воспалительной 

ткани. В одном из воплощений химерный полипептидный комплекс включает в себя RS, при этом RS 

содержит аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из последовательно-

стей, приведенных в табл. 4. Там, где это желательно, RS содержит аминокислотную последователь-

ность, выбранную из группы, состоящей из последовательностей LSGRSDNHSPLGLAGS, 

SPLGLAGSLSGRSDNH, SPLGLSGRSDNH, LAGRSDNHSPLGLAGS, LSGRSDNHVPLSLKMG, 

SPLGLAGS, GPLALARG, LSGRSDNH, VPLSLTMG, VPLSLKMG, VPLSLSMG, EPLELVAG, 
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EPLELRAG, EPAALMAG, EPASLMAG, RIGSLRTA, RIQFLRTA, EPFHLMAG, VPLSLFMG, EPLELPAG 

и EPLELAAG. Там, где это желательно, отделяемый сегмент композиции химерного полипептидного 

комплекса содержит аминокислотную последовательность LSGRSDNHSPLGLAGS. В воплощениях, вклю-

чающих в себя RS, RS содержит аминокислотную последовательность, способную расщепляться одной или 

несколькими протеазами, выбранными из группы, состоящей из протеаз, приведенных в табл. 3. 

Согласно другому аспекту третья часть композиции химерного полипептидного комплекса содер-

жит объемную группировку. Типичные объемные группировки включают, но не ограничиваются этим: 

удлиненные рекомбинантные полипептиды (XTEN), альбумин-связывающий домен, альбумин, IgG-

связывающий домен, полипептиды, состоящие из пролина, серина и аланина; жирную кислоту, биопо-

лимер ELP (эластиноподобный белок), Fc домен, полиэтиленгликоль (ПЭГ), PLGA (сополимер молочной 

и гликолевой кислот) и гидроксиэтилкрахмал. В одном из воплощений объемная группировка представ-

ляет собой последовательность XTEN. Там, где это желательно, XTEN третьей части содержит амино-

кислотную последовательность, имеющую по меньшей мере примерно 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 

или 100% идентичность последовательности с последовательностью, выбранной из группы последова-

тельностей, приведенных в табл. 5. 

Согласно другому аспекту, заявленный химерный полипептидный комплекс демонстрирует спо-

собность связывать и соединять эффекторные клетки и клетки-мишени с образованием тем самым имму-

нологического синапса, благодаря чему эффекторная клетка может опосредовать свой биологический 

эффект в клетке-мишени специфичным образом. Например, заявленный химерный полипептидный ком-

плекс обладает способностью (1) специфично связываться с маркером клетки-мишени, таким как опухо-

леспецифический маркер, и (2) специфично связываться с антигеном, экспрессированным на эффектор-

ной клетке (например, антигеном, экспрессированным Т-клеткой). Одновременное связывание с Т-

клеткой и опухолевой клеткой опосредует цитолиз, повреждение и/или лизис опухолевой клетки. В од-

ном из воплощений, в результате расщепления второй части под действием одной или более протеаз 

млекопитающих и высвобождения первой части первая часть приобретает способность одновременно 

связываться с Т-клеткой, несущей антиген CD3 человека, и с опухолевой клеткой, несущей опухолеспе-

цифический маркер, как показано в анализе in vitro с применением как Т-клеток, так и опухолевых кле-

ток. В соответствии с типичной особенностью строения композиций по изобретению, в результате рас-

щепления RS во второй части с целью высвобождения первой части и третьей части из указанного хи-

мерного полипептидного комплекса, высвободившаяся первая часть имеет молекулярную массу, по 

меньшей мере в 2, 3, 4 или 5 раз меньше, чем у третьей части, и имеет молекулярную массу, по меньшей 

мере на 20%, или по меньшей мере на 30%, или по меньшей мере на 40%, или по меньшей мере на 50%, 

или по меньшей мере на 60% меньше, чем у интактного химерного полипептидного комплекса. В одном 

из воплощений, в результате расщепления RS во второй части указанная первая часть, высвободившаяся 

из указанного химерного полипептидного комплекса, имеет более высокую аффинность связывания с 

эффекторной Т-клеткой, несущей антиген CD3, и/или с маркером опухолевых клеток, по сравнению с 

химерным связывающим комплексом, в случае, когда вторая часть не была расщеплена. Более высокая 

аффинность связывания высвободившейся первой части с Т-клеткой, несущей антиген CD3 человека, 

и/или маркером опухолевых клеток по меньшей мере в 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или в 10 раз превышает аффин-

ность связывания химерного полипептидного комплекса с Т-клеткой, несущей антиген CD3 человека, 

или с маркером опухолевых клеток, в случае, когда RS не был расщеплен. В другом воплощении в ре-

зультате расщепления RS во второй части и высвобождения указанной первой части из указанного хи-

мерного полипептидного комплекса и благодаря одновременному связыванию первой части с Т-клеткой 

и опухолевой клеткой проявляется цитотоксическая активность в отношении опухолевой клетки в анали-

зе in vitro с применением популяции Т-клеток и опухолевых клеток. В другом воплощении высвободив-

шаяся первая часть химерного полипептидного комплекса способна осуществлять воздействие на опухо-

левую клетку, выражаемое в большем количестве лизируемых клеток, по сравнению с воздействием ин-

тактного химерного связывающего комплекса в анализе in vitro. Например, количество лизируемых кле-

ток, образуемых посредством высвободившейся первой части химерного полипептидного комплекса, по 

меньшей мере в 10 раз больше, или по меньшей мере в 30 раз, или по меньшей мере в 100 раз, или по 

меньшей мере в 300 раз, или по меньшей мере в 1000 раз больше по сравнению с интактным химерным 

связывающим комплексом в анализе in vitro. В одном из воплощений цитотоксическая активность и/или 

лизис опухолевой клетки опосредован специфично направленной активацией Т-клетки, при этом количе-

ство активированных Т-клеток, образуемых посредством высвободившейся первой части химерного по-

липептидного комплекса по меньшей мере в 10 раз больше, или по меньшей мере в 30 раз, или по мень-

шей мере в 100 раз, или по меньшей мере в 300 раз, или по меньшей мере в 1000 раз больше по сравне-

нию с интактным химерным связывающим комплексом. Поскольку RS в химерном связывающем ком-

плексе может подвергаться частичному расщеплению при выполнении анализа цитотоксического дейст-

вия in vitro с целью определения максимальной разницы сравниваемых величин в отношении цитоток-

сичности, то RS в таком комплексе можно заменить на нерасщепляемый пептид и проанализировать в 

сравнении с образцом высвободившейся первой части. Там, где это желательно, анализ in vitro может 

представлять собой анализы, выбранные из анализа целостности клеточной мембраны, анализа в сме-
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шанной культуре клеток, метода сортировки флуоресцентно-активированных клеток (FACS), основанно-

го на анализе иодида пропидия, анализа проникновения трипанового синего, фотометрического анализа 

высвобождения ферментов, радиометрического анализа высвобождения 
51

Cr, флуориметрического ана-

лиза высвобождения европия, анализа высвобождения кальцеина AM (ацетоксиметилкальцеина), фото-

метрического анализа содержания МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий-бромид), 

анализа содержания ХТТ (2,3-бис-(2-метокси-4-нитро-5-сульфофенил)-2H-тетразолий-5-карбоксанилид), 

анализа содержания WST-1 (водорастворимая тетразолиевая соль-1), анализа с использованием аламаро-

вого синего, радиометрического анализа встраивания 
3
H-Thd (тимидин), оценки клоногенности с измере-

нием активности в отношении деления клеток, флуориметрического анализа содержания родамина-123 с 

измерением трансмембранного градиента в митохондриальной мембране, анализа апоптоза с мониторин-

гом экспонирования фосфатидилсерина посредством FACS, анализа с использованием теста TUNEL 

(ник-концевое мечение дезоксиуридинтрифосфатом(дУТФ)-биотином, опосредованное терминальной 

дезоксинуклеотидил-трансферазой (TdT)), основанного на ELISA (иммуноферментный твердофазный 

анализ), сэндвич-ELISA, анализа каспазной активности, анализа высвобождения LDH (лактатдегидроге-

наза) с применением клеток и морфологического анализа клеток или любой их комбинации, или выпол-

нен методами, изложенными в данном описании ниже в разделе примеры. 

Согласно другому аспекту изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие первую часть, при этом указанная первая часть содержит 1) второй связывающий 

домен со специфичностью связывания с антигеном эффекторной клетки; и 2) первый связывающий до-

мен со специфичностью связывания с опухолеспецифическим маркером или антигеном клетки-мишени; 

вторую часть, при этом указанная вторая часть содержит первый отделяемый сегмент (RS), способный 

расщепляться под действием протеазы млекопитающих; третью часть, содержащую первую объемную 

группировку, при этом указанная объемная группировка способна отделяться от указанной первой части 

под действием указанной протеазы млекопитающих на указанную вторую часть; четвертую часть, со-

держащую отделяемый сегмент (RS), который может быть таким же, что и RS во второй части, или мо-

жет отличаться от него, и пятую часть, содержащую вторую объемную группировку, которая может быть 

такой же, как и для третьей части или может отличаться от нее, при этом указанная объемная группиров-

ка способна отделяться от указанной первой части под действием указанной протеазы млекопитающих 

на указанную четвертую часть. В одном из упомянутых выше воплощений второй отделяемый сегмент 

композиции химерного полипептидного комплекса содержит аминокислотную последовательность, вы-

бранную из группы, состоящей из последовательностей, приведенных в табл. 4. В еще одном из упомя-

нутых выше воплощений второй отделяемый сегмент композиции химерного полипептидного комплекса 

содержит аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из последовательно-

стей LSGRSDNHSPLGLAGS, SPLGLAGSLSGRSDNH, SPLGLSGRSDNH, LAGRSDNHSPLGLAGS, 

LSGRSDNHVPLSLKMG, SPLGLAGS, GPLALARG, LSGRSDNH, VPLSLTMG, VPLSLKMG, 

VPLSLSMG, EPLELVAG, EPLELRAG, EPAALMAG, EPASLMAG, RIGSLRTA, RIQFLRTA, 

EPFHLMAG, VPLSLFMG, EPLELPAG и EPLELAAG. В еще одном из упомянутых выше воплощений 

второй отделяемый сегмент композиции химерного полипептидного комплекса содержит аминокислот-

ную последовательность, способную расщепляться под действием протеазы, выбранной из группы про-

теаз, приведенных в табл. 3. В еще одном из упомянутых выше воплощений объемная группировка пятой 

части композиции выбрана из группы, состоящей из: XTEN; альбумин-связывающего домена; альбуми-

на; IgG-связывающего домена; полипептида, содержащего по меньшей мере 350 аминокислотных остат-

ков, состоящего из пролина, серина и аланина; жирной кислоты и Fc домена. В еще одном из упомяну-

тых выше воплощений объемная группировка пятой части композиции представляет собой XTEN. В еще 

одном из упомянутых выше воплощений объемная группировка композиции представляет собой XTEN, 

содержащий аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 

97, 98, 99 или 100% идентичность последовательности, в случае оптимального выравнивания, с последо-

вательностью, выбранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 5. В одном из воплоще-

ний изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая аминокис-

лотную последовательность, имеющую по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% 

идентичность последовательности с аминокислотной последовательностью без сигнального пептида, 

которая приведена в табл. 10, в случае оптимального выравнивания. В другом воплощении изобретения 

предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая аминокислотную последо-

вательность, имеющую по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичность по-

следовательности с аминокислотной последовательностью, которая приведена в табл. 12, в случае опти-

мального выравнивания. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного поли-

пептидного комплекса, содержащая аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 

90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичность последовательности с аминокислотной после-

довательностью, которая приведена на фиг. 36 или 37. В другом воплощении изобретения предложен 

химерный полипептидный комплекс, состоящий из аминокислотной последовательности, имеющей по-

липептидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из последовательностей, приведен-

ных на фиг. 36 или 37. 
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Среди типичных характеристик композиций химерного полипептидного комплекса способность 

оказывать влияние на цитолиз клеток-мишеней после высвобождения связывающих доменов первой час-

ти (по сравнению с интактной композицией) сверхпропорциональна более высокой аффинности связы-

вания высвободившейся первой части с маркером клетки-мишени по сравнению с аффинностью для ин-

тактной композиции. В одном из воплощений этой характеристики относительная цитотоксичность, вы-

раженная в виде целого числа ЕС50 (концентрации, необходимой для достижения половины максималь-

ного биологического ответа активного вещества), по отношению к аффинности связывания, выраженной 

в виде log Kd (константа диссоциации), в анализе in vitro составляет по меньшей мере примерно 2:1, или 

по меньшей мере 10:1, или по меньшей мере 50:1, или по меньшей мере 100:1, или по меньшей мере 

300:1, или по меньшей мере 500:1, или по меньшей мере 1000:1. В другом воплощении отношение цито-

токсичности (например, выраженной в виде целого числа ЕС50) к аффинности связывания (например, 

выраженной в виде log Kd) высвободившейся первой части химерного полипептидного комплекса в ана-

лизе in vitro составляет по меньшей мере примерно в 2 раза, по меньшей мере примерно в 3 раза, по 

меньшей мере примерно в 5 раз, по меньшей мере примерно в 10 раз, по меньшей мере примерно в 30 

раз, по меньшей мере примерно в 50 раз, или по меньшей мере примерно в 100 раз более высокое значе-

ние. 

В некоторых воплощениях, при сравнении а) относительной цитотоксичности, которую измеряют 

как соотношение между (1) цитотоксичностью высвободившейся первой части по отношению к опухоле-

вой клетке-мишени анализе in vitro с применением как Т-клеток, так и опухолевых клеток, несущих мар-

кер клетки-мишени, и (2) цитотоксичностью композиции, содержащей соответствующую первую часть 

химерного полипептидного комплекса и соответствующую третью часть химерного полипептидного 

комплекса, присоединенную посредством нерасщепляемого пептида, содержащего от 1 до примерно 10 

аминокислот; и б) относительной аффинности связывания с антигеном эффекторной клетки, которую 

измеряют как соотношение между (1) аффинностью связывания высвободившейся первой части с анти-

геном эффекторной клетки и (2) аффинностью связывания с антигеном эффекторной клетки композиции, 

содержащей соответствующую первую часть химерного полипептидного комплекса и соответствующую 

третью часть химерного полипептидного комплекса, присоединенную посредством нерасщепляемого 

пептида, содержащего от 1 до примерно 10 аминокислот, соотношение между относительной цитоток-

сичностью и относительной аффинностью связывания превышает по меньшей мере 3:1, 10:1 или превы-

шает по меньшей мере 30:1, или превышает по меньшей мере 50:1, или превышает по меньшей мере 

100:1, или превышает по меньшей мере 300:1, или превышает по меньшей мере 500:1, или превышает по 

меньшей мере 1000:1. В одном из упомянутых выше воплощений нерасщепляемый пептид имеет после-

довательность глицин-серин, серин-глицин или представляет собой конструкции из многократно повто-

ряющихся единиц того и другого дипептида, а антиген эффекторной клетки представляет собой CD3. В 

одном из воплощений, при сравнении а) относительной цитотоксичности, которую измеряют как соот-

ношение между (1) цитотоксичностью высвободившейся первой части по отношению к опухолевой 

клетке-мишени в анализе in vitro с применением как Т-клеток, так и опухолевых клеток, несущих маркер 

клетки-мишени, и (2) цитотоксичностью композиции, содержащей соответствующую первую часть хи-

мерного полипептидного комплекса и соответствующую третью часть химерного полипептидного ком-

плекса, присоединенную посредством нерасщепляемого пептида, содержащего от 1 до примерно 10 ами-

нокислот; и б) относительной аффинности связывания с маркером клетки-мишени, которую измеряют 

как соотношение между (1) аффинностью связывания высвободившейся первой части с маркером клет-

ки-мишени и (2) аффинностью связывания с маркером клетки-мишени композиции, содержащей соот-

ветствующую первую часть химерного полипептидного комплекса и соответствующую третью часть 

химерного полипептидного комплекса, присоединенную посредством нерасщепляемого пептида, содер-

жащего от 1 до примерно 10 аминокислот, соотношение между относительной цитотоксичностью и от-

носительной аффинностью связывания превышает по меньшей мере 3:1, 10:1 или превышает по меньшей 

мере 30:1, или превышает по меньшей мере 50:1, или превышает по меньшей мере 100:1, или превышает 

по меньшей мере 300:1, или превышает по меньшей мере 500:1, или превышает по меньшей мере 1000:1. 

В одном из упомянутых выше воплощений нерасщепляемый пептид имеет последовательность глицин-

серин, серин-глицин или представляет собой конструкции из многократно повторяющихся единиц того и 

другого дипептида, а антиген эффекторной клетки представляет собой CD3. В другом воплощении, при 

сравнении а) относительной цитотоксичности, которую измеряют как соотношение между (1) цитоток-

сичностью высвободившейся первой части по отношению к опухолевой клетке-мишени в анализе in vitro 

с применением как Т-клеток, так и опухолевых клеток, несущих маркер клетки-мишени, и (2) цитоток-

сичностью композиции, содержащей соответствующую первую часть химерного полипептидного ком-

плекса и соответствующую третью часть химерного полипептидного комплекса, присоединенную по-

средством нерасщепляемого пептида, содержащего от 1 до примерно 10 аминокислот; б) относительной 

аффинности связывания с антигеном эффекторной клетки, которую измеряют как соотношение между 

(1) аффинностью связывания высвободившейся первой части с антигеном эффекторной клетки и (2) аф-

финностью связывания композиции, содержащей соответствующую первую часть химерного полипеп-

тидного комплекса и соответствующую третью часть химерного полипептидного комплекса, присоеди-
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ненную посредством нерасщепляемого пептида, содержащего от 1 до примерно 10 аминокислот; и в) 

относительной аффинности связывания с маркером клетки-мишени, которую измеряют как соотношение 

между (1) аффинностью связывания высвободившейся первой части с маркером клетки-мишени и (2) 

аффинностью связывания с маркером клетки-мишени композиции, содержащей соответствующую пер-

вую часть химерного полипептидного комплекса и соответствующую третью часть химерного полипеп-

тидного комплекса, присоединенную посредством нерасщепляемого пептида, содержащего от 1 до при-

мерно 10 аминокислот, соотношение между относительной цитотоксичностью и относительной аффин-

ностью связывания эффекторной клетки с антигеном, умноженное на относительную аффинность связы-

вания с маркером клетки-мишени, превышает по меньшей мере 3:1, 10:1 или превышает по меньшей ме-

ре 30:1, или превышает по меньшей мере 50:1, или превышает по меньшей мере 100:1, или превышает по 

меньшей мере 300:1, или превышает по меньшей мере 500:1, или превышает по меньшей мере 1000:1. В 

одном из упомянутых выше воплощений нерасщепляемый пептид имеет последовательность глицин-

серин, серин-глицин или представляет собой конструкции из многократно повторяющихся единиц того и 

другого дипептида, а антиген эффекторной клетки представляет собой CD3. В одном из воплощений 

изобретения предложены композиции химерного полипептидного комплекса, при этом значение EC50 

высвободившейся первой части композиции химерного полипептидного комплекса в анализе цитоток-

сичности in vitro с использованием как Т-клеток, так и опухолевых клеток, несущих маркер клетки-

мишени, составляет 5000 пг/мл или меньше, еще более предпочтительно 1000 пг/мл или меньше, еще 

более предпочтительно 500 пг/мл или меньше, еще более предпочтительно 350 пг/мл или меньше, еще 

более предпочтительно 250 пг/мл или меньше, еще более предпочтительно меньше 100 пг/мл, еще более 

предпочтительно 50 пг/мл или меньше, еще более предпочтительно меньше 10 пг/мл и наиболее пред-

почтительно 5 пг/мл или меньше. В одном из воплощений значение EC50 высвободившейся первой части 

композиции химерного полипептидного комплекса в анализе in vitro меньше по меньшей мере в 10 раз, 

или по меньшей мере в 20 раз, или по меньшей мере в 30 раз, или по меньшей мере в 40 раз, или по 

меньшей мере в 50 раз, или по меньшей мере в 60 раз, или по меньшей мере в 70 раз, или по меньшей 

мере в 80 раз, или по меньшей мере в 90 раз, или по меньшей мере в 100 раз, или по меньшей мере в 120 

раз значения EC50 для интактной композиции химерного полипептидного комплекса. 

В некоторых случаях аффинность связывания первого связывающего домена высвободившейся 

первой части с опухолеспецифическим маркером выше по сравнению с аффинностью связывания второ-

го связывающего домена высвободившейся первой части с антигеном CD3. В одном из воплощений ве-

личина аффинности связывания первого связывающего домена высвободившейся первой части с клет-

кой-мишенью, по результатам измерений константы Kd в анализе in vitro, по меньшей мере на один по-

рядок выше по сравнению с аффинностью связывания второго связывающего домена с антигеном CD3. 

В других воплощениях аффинность связывания первого связывающего домена высвободившейся первой 

части с клеткой-мишенью, по результатам измерений константы Kd в анализе связывания in vitro, состав-

ляет от 10
-5

 до 10
-9

 М, и Kd для второго связывающего домена составляет от 10
-5

 до 10
-9

 М. Аффинность 

связывания может быть определена в стандартных анализах с применением клеток, ELISA, анализах, 

описанных в данном изобретении в разделе Примеры, или в других анализах in vitro, известных в данной 

области техники. 

Согласно другому аспекту изобретение относится к улучшенным свойствам химерного полипеп-

тидного комплекса при введении субъекту. В частности, предполагается, что интактные композиции хи-

мерного полипептидного комплекса, содержащие отделяемые сегменты, демонстрируют более низкую 

цитотоксичность и/или сниженную способность вызывать продуцирование провоспалительных цитоки-

нов по сравнению с таким компонентом, как высвободившаяся первая часть. В одном из воплощений 

изобретения предложены композиции химерного полипептидного комплекса, при этом в результате или 

после введения композиции, содержащей химерный полипептидный комплекс, субъекту вторая часть 

комплекса расщепляется вблизи опухоли, экспрессирующей протеазу, способную расщеплять RS. В ре-

зультате расщепления второй части под действием указанной протеазы млекопитающих и высвобожде-

ния первой части из комплекса первая часть приобретает способность одновременно связываться с Т-

клеткой, несущей антиген CD3 человека, и с опухолевой клеткой, несущей опухолеспецифический мар-

кер, у субъекта. В одном из воплощений результатом одновременного связывания высвободившейся 

первой части с Т-клеткой, несущей антиген CD3, и опухолевой клеткой, несущей маркер опухолевых 

клеток, является высвобождение эффекторных молекул Т-клеток. В упомянутых выше воплощениях эф-

фекторная молекула выбрана из одной или более чем одной эффекторной молекулы из группы, состоя-

щей из TNF-α, IFN-γ, интерлейкина 2, перфорина и гранзимов или других эффекторных молекул Т-

клеток, известных в данной области техники. Вследствие одновременного связывания с эффекторной 

клеткой и клеткой-мишенью образуется иммунологический синапс, что обеспечивает лизис клетки-

мишени под действием Т-клетки и эффекторных молекул. 

Согласно другому аспекту изобретение относится к композициям химерного полипептидного ком-

плекса с увеличенным периодом полувыведения в конечной фазе и другими свойствами, обеспечивае-

мыми присутствием объемной группировки, например, XTEN. В одном из воплощений изобретения 

предложены композиции химерного полипептидного комплекса, при этом интактная композиция демон-
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стрирует период полувыведения в результате или после введения субъекту, превышающий по меньшей 

мере в 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 раз период полувыведения первой части, не соединенной с указанной 

второй и третьей частями, в результате или после введения субъекту в сопоставимой дозе. В другом во-

площении, в результате или после введения химерного полипептидного комплекса субъекту, расщепле-

ния второй части и высвобождения указанной первой части и указанной третьей части из указанного хи-

мерного полипептидного комплекса указанная первая часть имеет период полувыведения, по меньшей 

мере в 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 раз более низкий по сравнению с интактным химерным полипептидным 

комплексом, у субъекта. В схожем воплощении максимальная концентрация в плазме крови, Cmax, вы-

свободившейся первой части в результате или после однократного введения композиции химерного по-

липептида субъекту не превышает примерно 0,01 нг/мл, или примерно 0,1 нг/мл, или примерно 1 нг/мл, 

или примерно 10 нг/мл, или примерно 100 нг/мл. В другом схожем воплощении максимальная концен-

трация в плазме крови, Cmax, высвободившейся первой части в результате или после однократного введе-

ния интактной композиции химерного полипептида субъекту по меньшей мере в 3 раза ниже, или по 

меньшей мере в 10 раз ниже, или по меньшей мере в 30 раз ниже, или по меньшей мере в 100 раз ниже 

максимальной концентрации в плазме крови, Cmax, интактного химерного полипептидного комплекса у 

того же субъекта. Фармакокинетические параметры можно измерить, используя образцы плазмы крови 

от субъекта с введенным заявленным химерным полипептидным комплексом, применяя методы, изло-

женные в данном описании, или традиционные методы, известные в данной области техники. В другом 

воплощении, для интактного химерного полипептидного комплекса, в результате или после введения 

субъекту, продемонстрирована более слабая экстравазация из кровеносной системы субъекта по сравне-

нию с химерным полипептидным комплексом, в котором RS расщеплен с высвобождением первой части 

и третьей части. В упомянутых выше в этом абзаце воплощениях субъектом могут быть мышь, крыса, 

обезьяна, собака и человек. 

Согласно другому аспекту изобретение относится к фармацевтическим композициям химерного 

полипептидного комплекса. В одном из воплощений изобретения предложены фармацевтические компо-

зиции, содержащие химерный полипептидный комплекс, выбранный из любого из химерных полипеп-

тидных комплексов, описанных в данном изобретении, и один или более чем один фармацевтически 

приемлемый эксципиент и возможно один или более чем один носитель или стабилизатор. В другом во-

площении фармацевтическая композиция приготовлена для интрадермального, подкожного, внутривен-

ного, интраартериального, интраабдоминального, внутрибрюшинного, интратекального или внутримы-

шечного введения. В другом воплощении фармацевтическая композиция находится в жидкой форме. В 

схожем воплощении фармацевтическая композиция в жидкой форме поставляется в виде предварительно 

наполненного шприца для однократной инъекции. В других воплощениях фармацевтическая композиция 

приготовлена в виде лиофилизированного порошка, подлежащего разведению до введения. 

Согласно другому аспекту изобретение относится к способам и применениям химерного полипеп-

тидного комплекса или фармацевтической композиции, содержащей химерный полипептидный ком-

плекс. В одном из воплощений изобретения предложены химерный полипептидный комплекс или фар-

мацевтическая композиция, содержащая химерный полипептидный комплекс, для приготовления лекар-

ственного средства для лечения заболевания у субъекта. В схожем воплощении лекарственное средство 

применяют в случае заболевания, при этом заболевание выбрано из группы, состоящей из карциномы, 

лимфомы Ходжкина и неходжкинской лимфомы, диффузной крупноклеточной В-клеточной лимфомы, 

фолликулярной лимфомы, лимфомы из клеток мантийной зоны, бластомы, рака молочной железы, рака 

молочной железы, положительного по рецептору эстрогенов/рецептору прогестерона (ER/PR+), Her2+ 

рака молочной железы, трижды негативного рака молочной железы, рака толстой кишки, рака толстой 

кишки со злокачественным асцитом, муцинозных опухолей, рака предстательной железы, рака головы и 

шеи, рака кожи, меланомы, рака мочеполовых путей, рака яичника, рака яичника со злокачественным 

асцитом, перитонеального карциноматоза, серозной карциномы матки, рака эндометрия, рака шейки 

матки, колоректального рака, рака матки, мезотелиомы в брюшной полости, рака почки, опухоли Вильм-

са, рака легкого, мелкоклеточного рака легкого, немелкоклеточного рака легкого, желудочного рака, рака 

желудка, рака тонкого кишечника, рака печени, гепатокарциномы, гепатобластомы, липосаркомы, рака 

поджелудочной железы, рака желчного пузыря, раковых заболеваний желчного протока, рака пищевода, 

рака слюнных желез, рака щитовидной железы, эпителиального рака, арренобластомы, аденокарциномы, 

саркомы и В-клеточного хронического лимфолейкоза. 

Согласно другому аспекту изобретение относится к химерному полипептидному комплексу или 

фармацевтической композиции, содержащей химерный полипептидный комплекс, для применения в 

способе лечения заболевания у субъекта, при этом данный способ включает введение химерного поли-

пептидного комплекса или фармацевтической композиции субъекту, имеющему заболевание, включая, 

но не ограничиваясь этим, рак. Там, где это желательно, способ включает введение субъекту, нуждаю-

щемуся в этом, терапевтически эффективной дозы фармацевтической композиции, содержащей химер-

ный полипептидный комплекс и один или более эксципиентов. В одном из воплощений способа лечения 

заболевания выбрано из группы, состоящей из карциномы, лимфомы Ходжкина, неходжкинской лимфо-

мы, В-клеточной лимфомы, Т-клеточной лимфомы, фолликулярной лимфомы, лимфомы из клеток ман-
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тийной зоны, бластомы, рака молочной железы, рака толстой кишки, рака предстательной железы, рака 

головы и шеи, любой формы рака кожи, меланомы, рака мочеполовых путей, рака яичника, рака яичника 

со злокачественным асцитом, перитонеального карциноматоза, серозной карциномы матки, рака эндо-

метрия, рака шейки матки, колоректального рака, эпителиального внутрибрюшинного новообразования 

со злокачественным асцитом, рака матки, мезотелиомы в брюшной полости, раковых заболеваний почки, 

рака легкого, мелкоклеточного рака легкого, немелкоклеточного рака легкого, желудочного рака, рака 

пищевода, рака желудка, рака тонкого кишечника, рака печени, гепатокарциномы, гепатобластомы, ли-

посаркомы, рака поджелудочной железы, рака желчного пузыря, раковых заболеваний желчного прото-

ка, рака слюнных желез, рака щитовидной железы, эпителиального рака, аденокарциномы, сарком любо-

го происхождения, первичных гематологических злокачественных новообразований, включая острый 

или хронический лимфоцитарные лейкозы, острый или хронический миелогенные лейкозы, миелопро-

лиферативного опухолевого заболевания или миелодиспластических расстройств, тяжелой миастении, 

Базедовой болезни, тиреоидита Хашимото или синдрома Гудпасчера. В другом воплощении способа ле-

чения фармацевтическую композицию вводят субъекту в виде одной или более терапевтически эффек-

тивных доз, вводимых два раза в неделю, один раз в неделю, каждые две недели, каждые три недели или 

один раз в месяц. В другом воплощении способа лечения фармацевтическую композицию вводят субъек-

ту в виде одной или более доз в течение периода времени, составляющего по меньшей мере две недели, 

или по меньшей мере один месяц, или по меньшей мере два месяца, или по меньшей мере три месяца, 

или по меньшей мере четыре месяца, или по меньшей мере пять месяцев, или по меньшей мере шесть 

месяцев. В другом воплощении способа лечения дозу вводят интрадермально, подкожно, внутривенно, 

интраартериально, интраабдоминально, внутрибрюшинно, интратекально или внутримышечно. В другом 

воплощении способа лечения дозу вводят в виде болюс-дозы или посредством инфузии от 5 мин до 96 ч, 

как допускается в целях максимальной безопасности и эффективности. В другом воплощении способа 

лечения доза выбрана из группы, состоящей из по меньшей мере примерно 0,005 мг/кг, по меньшей мере 

примерно 0,01 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,02 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,04 мг/кг, по 

меньшей мере примерно 0,08 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,1 мг/кг, по меньшей мере примерно 

0,12 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,14 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,16 мг/кг, по меньшей 

мере примерно 0,18 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,20 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,22 мг/кг, 

по меньшей мере примерно 0,24 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,26 мг/кг, по меньшей мере примерно 

0,27 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,28 мг/кг, по меньшей мере 0,3 мг/кг, по меньшей мере 0,4 мг/кг, 

по меньшей мере примерно 0,5 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,6 мг/кг, по меньшей мере примерно 

0,7 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,8 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,9 мг/кг, по меньшей мере 

примерно 1,0 мг/кг, по меньшей мере примерно 1,5 мг/кг или по меньшей мере примерно 2,0 мг/кг. В 

другом воплощении способа лечения начальная доза выбрана из группы, состоящей из по меньшей мере 

примерно 0,005 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,01 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,02 мг/кг, по 

меньшей мере примерно 0,04 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,08 мг/кг, по меньшей мере примерно 

0,1 мг/кг, а последующая доза выбрана из группы, состоящей из по меньшей мере примерно 0,1 мг/кг, по 

меньшей мере примерно 0,12 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,14 мг/кг, по меньшей мере примерно 

0,16 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,18 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,20 мг/кг, по меньшей 

мере примерно 0,22 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,24 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,26 мг/кг, 

по меньшей мере примерно 0,27 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,28 мг/кг, по меньшей мере 0,3 мг/кг, 

по меньшей мере 0,4 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,5 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,6 мг/кг, 

по меньшей мере примерно 0,7 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,8 мг/кг, по меньшей мере примерно 

0,9 мг/кг, по меньшей мере примерно 1,0 мг/кг, по меньшей мере примерно 1,5 мг/кг или по меньшей 

мере примерно 2,0 мг/кг. В другом воплощении способа лечения, в результате введения терапевтически 

эффективной дозы фармацевтической композиции субъекту концентрация химерного полипептидного 

комплекса в плазме крови данного субъекта составляет от по меньшей мере примерно 0,1 нг/мл до по 

меньшей мере примерно 2 нг/мл или больше в течение по меньшей мере примерно 3 суток, по меньшей 

мере примерно 7 суток, по меньшей мере примерно 10 суток, по меньшей мере примерно 14 суток или по 

меньшей мере примерно 21 суток. 

В других воплощениях изобретения предложена фармацевтическая композиция для применения в 

способе лечения заболевания, включающем введение фармацевтической композиции субъекту, имею-

щему данное заболевание, в соответствии со схемой лечения, включающей одно или более последова-

тельных введений с использованием терапевтически эффективной дозы. В одном из воплощений фарма-

цевтической композиции для применения в способе лечения заболевания данное заболевание выбрано из 

группы, состоящей из карциномы, лимфомы Ходжкина, неходжкинской лимфомы, В-клеточной лимфо-

мы, Т-клеточной лимфомы, фолликулярной лимфомы, лимфомы из клеток мантийной зоны, бластомы, 

рака молочной железы, рака толстой кишки, рака предстательной железы, рака головы и шеи, любой 

формы рака кожи, меланомы, рака мочеполовых путей, рака яичников, рака яичников со злокачествен-

ным асцитом, перитонеального карциноматоза, серозной карциномы матки, рака эндометрия, рака шейки 

матки, колоректального рака, эпителиального внутрибрюшинного новообразования со злокачественным 

асцитом, рака матки, мезотелиомы в брюшной полости, раковых заболеваний почки, рака легкого, мел-
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коклеточного рака легкого, немелкоклеточного рака легкого, желудочного рака, рака пищевода, рака 

желудка, рака тонкого кишечника, рака печени, гепатокарциномы, гепатобластомы, липосаркомы, рака 

поджелудочной железы, рака желчного пузыря, раковых заболеваний желчного протока, рака слюнных 

желез, рака щитовидной железы, эпителиального рака, аденокарцином, сарком любого происхождения, 

первичных гематологических злокачественных новообразований, включая острый или хронический 

лимфоцитарные лейкозы, острый или хронический миелогенные лейкозы, миелопролиферативного опу-

холевого заболевания или миелодиспластических расстройств, тяжелой миастении, Базедовой болезни, 

тиреоидита Хашимото или синдрома Гудпасчера. В другом воплощении фармацевтической композиции 

для применения в лечении заболевания данная схема лечения представляет собой часть предписанного 

цикла лечения, при этом предписанный цикл лечения включает введение фармацевтической композиции 

два раза в неделю, каждую неделю, каждые 10 суток, каждые две недели, каждые три недели или каждый 

месяц на каждый цикл лечения. В одном из воплощений применение такой схемы лечения приводит к 

улучшению клинического параметра или конечного показателя, ассоциированного с таким заболеванием 

у субъекта, при этом клинический параметр или конечный показатель выбраны из одной группы или лю-

бой комбинации из группы, состоящей из уменьшения размеров опухоли в виде полного, частичного или 

неполного ответа; времени до прогрессирования, времени до констатации отсутствия эффекта лечения, 

биомаркерной реакции; выживаемости без прогрессирования заболевания; выживаемости без признаков 

заболевания; времени до возникновения рецидива; времени до начала метастазирования; времени общей 

выживаемости; улучшения качества жизни и улучшения симптомов. В упомянутых выше воплощениях 

способа субъект выбран из группы, состоящей из мыши, крысы, обезьяны и человека. 

Согласно другому аспекту изобретение относится к наборам, содержащим фармацевтическую ком-

позицию. В одном из воплощений изобретения предложен набор, содержащий фармацевтическую ком-

позицию по любому из воплощений, описанных в данном изобретении, контейнер и этикетку или инст-

рукцию по применению, размещенную на контейнере или прилагаемую к нему. В другом воплощении 

изобретения предложен набор, включающий в себя предварительно наполненный шприц, содержащий 

фармацевтическую композицию по любому из воплощений, описанных в данном изобретении, и этикет-

ку или инструкцию по применению, размещенную на шприце или прилагаемую к нему. 

Согласно другому аспекту данное изобретение касается отличительных особенностей и эффектов 

интактных композиций химерного полипептидного комплекса по сравнению с расщепленными. В одном 

из воплощений изобретения предложен химерный полипептидный комплекс по любому из воплощений, 

описанных в данном изобретении, при этом химерный полипептидный комплекс, который является ин-

тактным, имеет по меньшей мере в 10 раз, или по меньшей мере в 20 раз, или по меньшей мере в 30 раз, 

или по меньшей мере в 40 раз, или по меньшей мере в 50 раз, или по меньшей мере в 60 раз, или по 

меньшей мере в 70 раз, или по меньшей мере в 80 раз, или по меньшей мере в 90 раз, или по меньшей 

мере в 100 раз, или по меньшей мере в 1000 раз более низкую способность влиять на образование Th1-

цитокинов (Т-клетки-хелперы 1 типа) эффекторной клеткой по сравнению с соответствующей первой 

частью комплекса, которая не находится в составе комплекса, в случае нахождения указанного комплек-

са в контакте с эффекторной клеткой и клеткой-мишенью. В одном из воплощений образование Th1-

цитокинов оценивали в анализе in vitro, в котором используются РВМС (мононуклеарные клетки пери-

ферической крови) или CD3+ Т-клетки и клетки-мишени, имеющие опухолеспецифический маркерный 

антиген, выбранный из группы, состощей из альфа-4-интегрина, Ang2, В7-Н3, В7-Н6, СЕАСАМ5, сМЕТ, 

CTLA4, FOLR1, ЕрСАМ, CCR5, CD19, HER2, HER2 neu, HER3, HER4, HER1 (EGFR), PD-L1, PSMA, 

CEA, MUC1 (муцина), MUC-2, MUC3, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC7, MUC16, βhCG, антигена Y 

Льюиса, CD20, CD33, CD38, CD30, CD56 (NCAM), CD133, ганглиозида GD3, 9-О-ацетил-GD3, GM2, 

Globo H, фукозил-GM1, GD2, карбоангидразы IX, CD44v6, продукта гена "звуковой еж" (Shh), Wue-1, 

антигена 1 плазматических клеток, хондроитинсульфат-протеогликана меланомы (MCSP), CCR8, анти-

гена эпителиальных клеток предстательной железы с 6-ю трансмембранными сегментами (STEAP), ме-

зотелина, антигена А33, антигена стволовых клеток предстательной железы (PSCA), Ly-6, десмоглеина 4, 

фетального никотинового ацетилхолинового рецептора (fnAChR), CD25, ракового антигена 19-9 (СА19-

9), ракового антигена 125 (СА-125), рецептора II типа ингибирующего вещества Мюллера (MISIIR), сиа-

лированного антигена Tn (sTN), антигена активации фибробластов (FAP), эндосиалина (CD248), вариан-

та III рецептора эпидермального фактора роста (EGFRvIII), опухолеассоциированного антигена L6 

(TAL6), SAS, CD63, TAG72, антигена Томсена-Фриденрайха (антигена TF), рецептора инсулиноподоб-

ного ростового фактора I (IGF-IR), антиген Coraa, CD7, CD22, CD70, CD79a, CD79b, G250, МТ-ММР, 

антигена F19, альфафетопротеина (AFP), VEGFR1, VEGFR2, DLK1, SP17, ROR1 и EphA2. В упомянутом 

выше воплощении Th1-цитокин выбран из группы, состоящей из интерлейкина-2 (IL-2), TNF-альфа и 

IFN-гамма. В другом воплощении образование Th1-цитокина анализировали, используя образец крови 

или жидкости от субъекта, которому вводили химерный полипептидный комплекс, в сравнении с субъ-

ектом, которому вводили соответствующую первую часть, не находящуюся в составе химерного поли-

пептидного комплекса, с получением того результата, что химерный полипептидный комплекс, который 

является интактным, обладает по меньшей мере в 10 раз, или по меньшей мере в 20 раз, или по меньшей 

мере в 30 раз, или по меньшей мере в 40 раз, или по меньшей мере в 50 раз, или по меньшей мере в 60 



038329 

- 11 - 

раз, или по меньшей мере в 70 раз, или по меньшей мере в 80 раз, или по меньшей мере в 90 раз, или по 

меньшей мере в 100 раз, или по меньшей мере в 1000 раз более низкой способностью влиять на образо-

вание Th1-цитокина. В упомянутом выше воплощении субъект выбран из группы, состоящей из мыши, 

крысы, обезьяны и человека. 

В других случаях, химерный полипептидный комплекс по любому из воплощений, описанных в 

данном изобретении, демонстрирует особенность, заключающуюся в том, что химерный полипептидный 

комплекс, который является интактным, обладает по меньшей мере в 10 раз, или по меньшей мере в 20 

раз, или по меньшей мере в 30 раз, или по меньшей мере в 40 раз, или по меньшей мере в 50 раз, или по 

меньшей мере в 60 раз, или по меньшей мере в 70 раз, или по меньшей мере в 80 раз, или по меньшей 

мере в 90 раз, или по меньшей мере в 100 раз более низкой способностью претерпевать экссудацию из 

кровотока при введении субъекту по сравнению с первой частью, не находящейся в составе химерного 

полипептидного комплекса, когда введен субъекту в сопоставимой дозе. 

Согласно другому аспекту изобретение относится к нуклеиновым кислотам, кодирующим заявлен-

ные композиции. В одном из воплощений изобретения предложена выделенная нуклеиновая кислота, 

содержащая полинуклеотидную последовательность, выбранную из (а) полинуклеотида, кодирующего 

химерный полипептидный комплекс по любому из воплощений, описанных в данном изобретении, или 

(б) последовательности, комплементарной полинуклеотиду из (а). В другом воплощении изобретения 

предложена выделенная нуклеиновая кислота, содержащая полинуклеотидную последовательность, 

имеющую по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичность последовательно-

сти с полинуклеотидной последовательностью, приведенной в табл. 10 или 14. В другом воплощении 

изобретения предложен экспрессирующий вектор, содержащий полинуклеотидную последовательность 

из упомянутых выше воплощений и рекомбинантную регуляторную последовательность, функционально 

связанную с данной полинуклеотидной последовательностью. В другом воплощении изобретения пред-

ложена выделенная клетка-хозяин, содержащая упомянутый выше экспрессирующий вектор. В одном из 

воплощений клетка-хозяин представляет собой Е.coli. 

Согласно другому аспекту изобретение относится к связывающимся с Т-клетками композициям и 

нуклеиновым кислотам, которые их кодируют. В одном из воплощений изобретения предложен моно-

мерный слитый белок, содержащий аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 

90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичность последовательности с аминокислотной после-

довательностью, выбранной из группы, состоящей из аминокислотных последовательностей, приведен-

ных в табл. 7, при этом такой мономерный слитый белок демонстрирует аффинность связывания с анти-

геном CD3 Т-клетки. В другом воплощении изобретения предложена выделенная нуклеиновая кислота, 

содержащая полинуклеотидную последовательность, выбранную из (а) полинуклеотида, кодирующего 

слитый белок упомянутой выше связывающейся с Т-клеткой композиции, (б) полинуклеотидной после-

довательности, имеющей по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичность 

последовательности с полинуклеотидной последовательностью, выбранной из группы, состоящей из по-

линуклеотидных последовательностей, приведенных в табл. 7; или (в) последовательности, комплемен-

тарной полинуклеотиду из пунктов (а) или (б). 

В другом воплощении изобретения предложен способ применения нуклеиновой кислоты, коди-

рующей слитый белок упомянутой выше связывающейся с Т-клеткой композиции, в способе получения 

полинуклеотидной последовательности, кодирующей химерный полипептидный комплекс по любому из 

воплощений химерного полипептидного комплекса, описанных в данном изобретении, в способе, вклю-

чающем функциональное связывание полинуклеотидной последовательности, кодирующей scFv, обла-

дающий аффинностью связывания с маркером клетки-мишени, описанным в данном изобретении или 

выбранным из группы мишеней, приведенных в табл. 2, в рамке считывания, с полинуклеотидом, коди-

рующим слитый белок на основе упомянутой выше описанной в данном изобретении связывающейся с 

Т-клеткой композиции. В другом воплощении изобретения предложен экспрессирующий вектор, содер-

жащий упомянутую выше полинуклеотидную последовательность и рекомбинантную регуляторную по-

следовательность, функционально связанную с данной полинуклеотидной последовательностью. Со-

гласно изобретению также предложена выделенная клетка-хозяин, содержащая экспрессирующий век-

тор, при этом клетка-хозяин представляет собой Е.coli. 

Согласно еще одному аспекту изобретение относится к способам получения воплощений химерно-

го полипептидного комплекса, описанных в данном изобретении. В одном из воплощений изобретения 

предложен способ получения химерного полипептидного комплекса, описанного в данном изобретении, 

включающий трансфекцию клетки-хозяина экспрессирующим вектором, кодирующим химерный поли-

пептидный комплекс, культивирование клетки-хозяина в условиях, позволяющих экспрессировать хи-

мерный полипептидный комплекс в трансфицированной клетке-хозяине, и выделение химерного поли-

пептидного комплекса в виде растворимого слитого белка. В некоторых воплощениях, по меньшей мере 

70%, или по меньшей мере 80%, или по меньшей мере 90%, или по меньшей мере 95%, или по меньшей 

мере 97%, или по меньшей мере 99% первого и второго связывающих доменов экспрессированного сли-

того белка являются правильно свернутыми. 

В других случаях согласно изобретению предложены способы индуцирования гибели клетки-
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мишени. Обычно способ включает приведение в контакт указанной клетки-мишени с химерным поли-

пептидным комплексом по воплощению, описанному в данном изобретении, и эффекторной клеткой. В 

одном из воплощений результатом такого контакта является оказание воздействия на клетку-мишень, 

включая, но не ограничиваясь этим, утрату целостности мембраны, пикноз, кариорексис, стимулирова-

ние внутреннего пути апоптоза, стимулирование внешнего пути апоптоза, апоптоз, лизис клеток и гибель 

клеток. 

Цитотоксичность, приводящую к гибели клеток (например, некрозу или апоптозу), можно оценить 

любым подходящим методом, включая, но не ограничиваясь этим, подсчет клеток до и после обработки 

или измерение уровня маркера, ассоциируемого с живыми или погибшими клетками. Показатель гибели 

клеток можно определить любым подходящим методом. В некоторых воплощениях показатель гибели 

клеток определяют относительно исходного состояния. Например, индивид может иметь известное ис-

ходное количество клеток-мишеней, например, исходную массу клеток или опухоль известного размера 

либо циркулирующие клетки-мишени в известной концентрации. В другом примере можно сравнивать 

показатель гибели клеток, вызванной воздействием одной композиции по сравнению с другой (напри-

мер, химерный полипептидный комплекс с присоединенной объемной группировкой и химерный поли-

пептидный комплекс без присоединенной объемной группировки). В таких случаях показатель гибели 

клеток можно выразить в виде отношения клеток, выживших после обработки, к исходной популяции 

клеток. В некоторых воплощениях показатель гибели клеток может быть определен с использованием 

подходящего анализа гибели клеток. В некотором воплощении показатель гибели клеток может быть 

определен путем измерения размера опухоли во времени. Существует ряд анализов гибели клеток, и для 

детекции можно использовать ряд методологий детекции. Примеры методологий детекции включают, 

без ограничения, применение методов окрашивания клеток, микроскопии, проточной цитометрии, кле-

точного сортинга и комбинаций этих методов. Другие неограничивающие примеры анализов гибели кле-

ток описаны в заявках WO 2011131472A1 и US 20130052160, которые включены в данное описание по-

средством ссылки. 

В одном из упомянутых выше воплощений данный способ используют в анализе in vitro с примене-

нием клеток, в котором используется смешанная популяция клеток-мишеней и эффекторных клеток и 

эффективное количество химерного полипептидного комплекса, обладающего аффинностью связывания 

с антигенами клетки-мишени и эффекторной клетки. В этом анализе клетка-мишень экспрессирует опу-

холеспецифический маркерный антиген, включая, но не ограничиваясь этим, альфа-4-интегрин, Ang2, 

В7-H3, В7-H6, СЕАСАМ5, сМЕТ, CTLA4, FOLR1, ЕрСАМ, CCR5, CD19, HER2, HER2 neu, HER3, HER4, 

HER1 (EGFR), PD-L1, PSMA, CEA, MUC1 (муцин), MUC-2, MUC3, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC7, 

MUC16, βhCG, антиген Y Льюиса, CD20, CD33, CD38, CD30, CD56 (NCAM), CD133, ганглиозид GD3, 9-

О-ацетил-GD3, GM2, Globo H, фукозил-GM1, GD2, карбоангидразу IX, CD44v6, продукт гена "звуковой 

еж" (Shh), Wue-1, антиген 1 плазматических клеток, хондроитинсульфат-протеогликан меланомы 

(MCSP), CCR8, антиген эпителиальных клеток предстательной железы с 6-ю трансмембранными сегмен-

тами (STEAP), мезотелин, антиген А33, антиген стволовых клеток предстательной железы (PSCA), Ly-6, 

десмоглеин 4, фетальный никотиновый ацетилхолиновый рецептор (fnAChR), CD25, раковый антиген 

19-9 (CA19-9), раковый антиген 125 (СА-125), рецептор II типа ингибирующего вещества Мюллера 

(MISIIR), сталированный антиген Tn (sTN), антиген активации фибробластов (FAP), эндосиалин 

(CD248), вариант III рецептора эпидермального фактора роста (EGFRvIII), опухолеассоциированный ан-

тиген L6 (TAL6), SAS, CD63, TAG72, антиген Томсена-Фриденрайха (антиген TF), рецептор инсулино-

подобного ростового фактора I (IGF-IR), антиген Cora, CD7, CD22, CD70, CD79a, CD79b, G250, МТ-

ММР, антиген F19, СА19-9, СА-125, альфафетопротеин (AFP), VEGFR1, VEGFR2, DLK1, SP17, ROR1 и 

EphA2, и эффекторная клетка представляет собой Т-клетку, при этом антиген эффекторной клетки пред-

ставляет собой CD3. В других воплощениях способ индуцирования гибели клетки-мишени используют 

применительно к субъекту, имеющему рак, в который вовлечена популяция клетки-мишени, при этом 

данный способ включает введение субъекту терапевтически эффективного количества химерного поли-

пептидного комплекса. В одном из упомянутых выше воплощений способ включает введение химерного 

полипептидного комплекса в виде одной или более последовательно вводимых терапевтически эффек-

тивных доз фармацевтической композиции, содержащей химерный полипептидный комплекс и один или 

более эксципиентов. В еще одном из упомянутых выше воплощений способ включает схему определения 

количества фармацевтической композиции, необходимого для достижения терапевтического эффекта у 

субъекта, имеющего рак, и введения субъекту данного количества в виде одной или более последова-

тельных доз. В способах индуцирования гибели клетки-мишени у субъекта, причем клеткой-мишенью 

является раковая клетка, указанный рак может представлять собой карциному, лимфому Ходжкина и 

неходжкинскую лимфому, диффузную крупноклеточную B-клеточную лимфому, фолликулярную лим-

фому, лимфому из клеток мантийной зоны, бластому, рак молочной железы, ER/PR+ рак молочной желе-

зы, Her2+ рак молочной железы, трижды негативный рак молочной железы, рак толстой кишки, рак тол-

стой кишки со злокачественным асцитом, муцинозные опухоли, рак предстательной железы, рак головы 

и шеи, рак кожи, меланому, рак мочеполовых путей, рак яичников, рак яичников со злокачественным 

асцитом, карциноматоз брюшины, серозную карциному матки, рак эндометрия, рак шейки матки, коло-
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ректальный рак, рак матки, мезотелиому в брюшной полости, рак почки, опухоль Вильмса, рак легкого, 

мелкоклеточный рак легкого, немелкоклеточный рак легкого, желудочный рак, рак желудка, рак тонкого 

кишечника, рак печени, гепатокарциному, гепатобластому, липосаркому, рак поджелудочной железы, 

рак желчного пузыря, раковые заболевания желчного протока, рак пищевода, рак слюнных желез, рак 

щитовидной железы, эпителиальный рак, арренобластому, аденокарциному, саркому и В-клеточный 

хронический лимфолейкоз. В результате применения способа по изобретению в отношении субъекта с 

диагнозом рак наблюдается улучшение клинического параметра или конечного показателя, при этом 

клинический параметр или конечный показатель может представлять собой общую выживаемость, ко-

нечные состояния симптомов, выживаемость без признаков заболевания, частоту объективных ответов, 

полный ответ, продолжительность ответа, выживаемость без прогрессирования заболевания, время до 

прогрессирования, время до констатации отсутствия эффекта лечения, показатель опухоли, размер опу-

холи, частоту ответа опухоли, время до начала метастазирования и концентрацию биомаркера. В других 

случаях, применение способа по изобретению в отношении субъекта с диагнозом рак приводит к умень-

шению частоты возникновения, продолжительности или ослаблению тяжести выявленных при постанов-

ке диагноза побочных эффектов у такого субъекта по сравнению со случаем введения сопоставимому 

субъекту сопоставимой дозы, в ммоль/кг, заявленной композиции, содержащей первую часть при отсут-

ствии второй части и третьей части химерного полипептидного комплекса, при этом побочные эффекты 

могут представлять собой одно или более чем одно из следующего: повышенные уровни IL-2 в плазме 

крови, повышенные уровни TNF-альфа в плазме крови, повышенные уровни IFN-гамма в плазме крови, 

сепсис, фебрильную нейтропению, нейротоксичность, судороги, энцефалопатию, синдром высвобожде-

ния цитокинов, расстройство речи, нарушение равновесия, лихорадку, головную боль, спутанность соз-

нания, гипотензию, нейтропению, тошноту, нарушенное сознание, дезориентировка и повышенные 

уровни ферментов печени. 

В других случаях согласно изобретению предложены способы доставки терапевтического агента к 

опухолевой клетке, содержащей опухолеспецифический маркер, причем данный способ включает введе-

ние в клетку-мишень химерного полипептидного комплекса по любому из воплощений, описанных в 

данном изобретении, при этом терапевтический агент доставляют в клетку-мишень посредством первого 

связывающего домена первой части, специфично связывающегося с опухолеспецифическим маркером. В 

упомянутых выше воплощениях опухолеспецифический маркер выбран из группы, состоящей из альфа-

4-интегрина, Ang2, В7-Н3, В7-Н6, СЕАСАМ5, cMET, CTLA4, FOLR1, EpCAM, CCR5, CD19, HER2, 

HER2 neu, HER3, HER4, HER1 (EGFR), PD-L1, PSMA, CEA, MUC1 (муцина), MUC-2, MUC3, MUC4, 

MUC5AC, MUC5B, MUC7, MUC16, βhCG, антигена Y Льюиса, CD20, CD33, CD38, CD30, CD56 

(NCAM), CD133, ганглиозида GD3, 9-О-ацетил-GD3, GM2, Globo H, фукозил-GM1, GD2, карбоангидра-

зы IX, CD44v6, продукта гена "звуковой еж" (Shh), Wue-1, антигена 1 плазматических клеток, хондрои-

тинсульфат-протеогликана меланомы (MCSP), CCR8, антигена эпителиальных клеток предстательной 

железы с 6-ю трансмембранными сегментами (STEAP), мезотелина, антигена А33, антигена стволовых 

клеток предстательной железы (PSCA), Ly-6, десмоглеина 4, фетального никотинового ацетилхолиново-

го рецептора (fnAChR), CD25, ракового антигена 19-9 (СА19-9), ракового антигена 125 (СА-125), рецеп-

тора II типа ингибирующего вещества Мюллера (MISIIR), сиалированного антигена Tn (sTN), антигена 

активации фибробластов (FAP), эндосиалина (CD248), варианта III рецептора эпидермального фактора 

роста (EGFRvIII), опухолеассоциированного антигена L6 (TAL6), SAS, CD63, TAG72, антигена Томсена-

Фриденрайха (антигена TF), рецептора инсулиноподобного ростового фактора I (IGF-IR), антиген Coraa, 

CD7, CD22, CD70, CD79a, CD79b, G250, МТ-ММР, антигена F19, СА19-9, СА-125, альфафетопротеина 

(AFP), VEGFR1, VEGFR2, DLK1, SP17, ROR1 и EphA2. Там, где это желательно, опухолеспецифический 

маркер выбран из группы, состоящей из альфа-4-интегрина, Ang2, CEACAM5, CD19, CD20, CD33, CD38, 

cMET, CTLA4, ЕрСАМ, EphA2, FOLR1, HER1(EGFR), HER2, HER3, HER1(EGFR)/HER3, HER2/3, мезо-

телина, MUC1, PD-L1, PSMA, TAG-72, VEGFR1, VEGFR2. В одном из воплощений способа химерный 

полипептидный комплекс содержит аминокислотную последовательность, имеющую 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 по 

меньшей мере 98%, или по меньшей мере 99%, или по меньшей мере 100% идентичность последователь-

ности с полипептидной последовательностью, выбранной из группы, состоящей из последовательностей 

табл. 12. В другом воплощении способа химерный полипептидный комплекс содержит аминокислотную 

последовательность, имеющую 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 по меньшей мере 98%, или по меньшей мере 99%, или по 

меньшей мере 100% идентичность последовательности с полипептидной последовательностью, выбран-

ной из группы, состоящей из последовательностей, приведенных на фиг. 36 или 37. В одном из воплоще-

ний вышеупомянутых способов опухолевая клетка находится в опухоли субъекта, при этом таким субъ-

ектом могут быть мышь, крыса, обезьяна, собака и человек. 

Согласно другому аспекту данное изобретение относится к физическим характеристикам компози-

ции химерного полипептидного комплекса и полученным свойствам при введении субъекту. Примени-



038329 

- 14 - 

тельно к воплощениям химерного полипептидного комплекса, описанным в данном изобретении, ни вто-

рая часть, ни третья часть химерного полипептидного комплекса не обладает аффинностью специфиче-

ского связывания с первой частью. Что касается каждого из воплощений химерного полипептидного 

комплекса, описанных в данном изобретении, то первая часть на первую часть приходится менее 50% 

молекулярной массы интактного химерного полипептидного комплекса. В другом случае, на первую 

часть воплощений химерного полипептидного комплекса, описанных в данном изобретении, приходится 

менее 30%, или менее 40%, или менее 50% от фактора кажущейся молекулярной массы химерного поли-

пептидного комплекса, при определении фактора кажущейся молекулярной массы посредством гель-

проникающей хроматографии. Кроме того, в результате расщепления второй части и высвобождения 

указанной первой части и указанной третьей части из любого из воплощений химерного полипептидного 

комплекса, описанных в данном изобретении, гидродинамический радиус высвободившейся первой час-

ти составляет менее чем примерно 30%, или менее чем примерно 40%, или менее чем примерно 50% от 

гидродинамического радиуса интактного химерного полипептидного комплекса, в случае оценки гидро-

динамического радиуса посредством гель-проникающей хроматографии. В одном из воплощений изо-

бретения предложен химерный полипептидный комплекс, при этом в результате расщепления второй 

части и высвобождения указанной первой части и указанной третьей части из указанного химерного по-

липептидного комплекса, гидродинамический радиус высвободившейся первой части составляет менее 

чем примерно 5 нм, или менее чем примерно 4 нм, или менее чем примерно 3 нм в случае определения 

гидродинамического радиуса посредством гель-проникающей хроматографии. Соответственно, высво-

бодившаяся первая часть обладает более значительной способностью проникать в опухолевую ткань по 

сравнению с интактным химерным полипептидным комплексом. В другом воплощении гидродинамиче-

ский радиус интактного химерного полипептидного комплекса, описанного в данном изобретении, со-

ставляет более чем примерно 8 нм, или более чем примерно 9 нм, или более чем примерно 10 нм в случае 

определения гидродинамического радиуса посредством гель-проникающей хроматографии. Соответст-

венно, интактный химерный полипептидный комплекс, введенный субъекту с опухолью, обладает мень-

шей способностью претерпевать экссудацию из сосудистой системы нормальной ткани субъекта по 

сравнению со способностью претерпевать экссудацию из сосудистой системы опухоли. 

В частности, предполагается, что воплощения композиций химерного полипептидного комплекса 

могут проявлять одно свойство или несколько свойств или любую комбинацию свойств, изложенных в 

данном описании. В частности, также предполагается, что способы лечения могут демонстрировать одно 

свойство или несколько свойств или любую комбинацию свойств, изложенных в данном описании. 

Включение посредством ссылки 

Все публикации, патенты и патентные заявки, упомянутые в этом описании, включены в данное 

описание посредством ссылки в той же степени, как если бы каждая отдельная публикация, каждый от-

дельный патент или каждая отдельная патентная заявка были конкретно и отдельно указаны как вклю-

ченные посредством ссылки. 

Краткое описание графических материалов 

Признаки и преимущества изобретения могут быть далее разъяснены посредством ссылки на сле-

дующее далее подробное описание и прилагаемые графические материалы, где описываются иллюстра-

тивные воплощения. 

На фиг. 1 изображены различные схематичные фигуры, использованные в различных графических 

материалах, вместе с описаниями того, что они представляют. 

На фиг. 2 изображена композиция ProTIA (протеаза-запускаемый иммунный активатор) (также 

описанного в данном изобретении как химерный полипептидный комплекс), которая находится в нерас-

щепленной, "про"-форме, и в расщепленном состоянии после воздействия на нее ассоциированной с 

опухолью протеазы. На данной фигуре также описаны некоторые из неограничивающих свойств обеих 

форм композиций. 

На фиг. 3 показана нерасщепленная "про"-форма, изображенная на фиг. 3А, и расщепленная форма, 

изображенная на фиг. 3В, при этом нерасщепленная форма изображена вблизи эффекторной клетки и 

ассоциированной с опухолью клетки, каждая их которых содержит антигены на клеточной поверхности; 

однако, нерасщепленная форма, изображенная на фиг. 3А, не способна одновременно связываться с эти-

ми двумя клетками вследствие стерических затруднений и экранирующих эффектов, обуславливаемых 

объемной группировкой в отношении направляющих (или связывающих) доменов, тогда как расщеплен-

ная форма, изображенная на фиг. 3В, с высвободившимися направляющими доменами допускает одно-

временное связывание этих двух клеток и позволяет осуществлять иммунную активацию посредством 

эффекторной клетки в отношении целевой ассоциированной с опухолью клетки. 

На фиг. 4 показаны схематичные представления двух конфигураций композиций ProTIA, иллюст-

рирующие, что отделяемый сегмент и объемная группировка могут быть присоединены либо к группи-

ровке, связывающейся с эффекторной клеткой, либо к группировке, связывающейся с опухолевым анти-

геном. 

На фиг. 5 показаны схематичные представления двух конфигураций композиций ProTIA, в которых 

к связывающим группировкам присоединены два отделяемых сегмента и две объемные группировки. В 
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случае фиг. 5А, один RS и одна объемная группировка присоединены к группировке, связывающейся с 

эффекторной клеткой, а другой RS и другая объемная группировка присоединены к группировке, связы-

вающейся с опухолевым антигеном, и композиция будет в конфигурации scFv. В случае фиг. 5В, и RS, и 

объемные группировки присоединены либо к связывающейся с эффекторной клеткой группировке (сле-

ва), либо к связывающейся с опухолевым антигеном группировке (справа), и связывающие группировки 

будут в конфигурации диатела (что позволяет вследствие этого получать композицию в рекомбинантной 

форме). 

На фиг. 6A-6D показаны схематичные представления двух конфигураций композиций ProTIA, в ко-

торых объемная группировка представляет собой полипептид XTEN, и RS и объемная группировка при-

соединены или к связывающейся с эффекторной клеткой группировке (слева), или RS и объемная груп-

пировка присоединены к связывающейся с опухолевым антигеном группировке (справа). 

На фиг. 7 показаны схематичные представления двух конфигураций композиций ProTIA, в которых 

два отделяемых сегмента и два XTEN присоединены к связывающим группировкам. В случае фиг. 7А, 

один RS и один XTEN присоединены к группировке, связывающейся с эффекторной клеткой, а другие 

RS и объемная группировка присоединены к группировке, связывающейся с опухолевым антигеном, и 

такая композиция будет находиться в конфигурации scFv. В случае фиг. 7В, и RS, и XTEN присоединены 

либо к связывающейся с эффекторной клеткой группировке (справа), либо к связывающейся с опухоле-

вым антигеном группировке (слева), и такие связывающие группировки будут находиться в конфигура-

ции диатела (что позволяет вследствие этого получать композицию в рекомбинантной форме). 

На фиг. 8 показаны схематичные представления двух конфигураций композиций ProTIA, в которых 

RS и объемная группировка присоединены или к связывающейся с эффекторной клеткой группировке 

(слева), или к связывающейся с опухолевым антигеном группировке (справа). На фиг. 8А в виде XTEN 

изображены связывающие группировки. На фиг. 8В в виде альбумина изображены связывающие группи-

ровки. На фиг. 8С в виде Fc фрагмента изображены связывающие группировки. 

На фиг. 9 показаны схематичные представления конфигураций композиций ProTIA, в которых два 

отделяемых сегмента и две объемные группировки присоединены к связывающим группировкам. На 

фиг. 9А изображены три конфигурации, в которых два RS и XTEN присоединены как к связывающейся с 

эффекторной клеткой группировке, так и к связывающейся с опухолевым антигеном группировке (сле-

ва), к связывающейся с опухолевым антигеном группировке (в центре) или к связывающейся с эффек-

торной клеткой группировке (справа). На фиг. 9В изображены четыре конфигурации, в которых один RS 

и XTEN присоединены к связывающейся с эффекторной клеткой группировке, и один RS и альбумин 

присоединены к связывающейся с опухолевым антигеном группировке (слева вверху); один RS и XTEN 

присоединены к связывающейся с опухолевым антигеном группировке, и один RS и альбумин присоеди-

нены к связывающейся с эффекторной клеткой группировке (справа вверху); как RS и XTEN, так и RS и 

альбумин присоединены к связывающейся с опухолевым антигеном группировке (слева внизу), и как RS 

и XTEN, так и RS и альбумин присоединены к связывающейся с эффекторной клеткой группировке 

(справа внизу). На фиг. 9С изображены четыре конфигурации, в которых один RS и XTEN присоединены 

к связывающейся с эффекторной клеткой группировке, и один RS и Fc присоединены к связывающейся с 

опухолевым антигеном группировке (слева вверху); один RS и XTEN присоединены к связывающейся с 

опухолевым антигеном группировке, и один RS и Fc присоединены к связывающейся с эффекторной 

клеткой группировке (справа вверху); как RS и XTEN, так и RS и Fc присоединены к связывающейся с 

опухолевым антигеном группировке (слева внизу), и как RS и XTEN, так и RS и Fc присоединены к свя-

зывающейся с эффекторной клеткой группировке (справа внизу). 

На фиг. 10 показаны схематичные представления ProTIA вблизи опухолевой ткани (слева) и нор-

мальной ткани (справа), при этом более проницаемая сосудистая система в опухолевой ткани позволяет 

ProTIA претерпевать экссудацию в ткань, где опухолеассоциированные протеазы могут действовать на 

RS, расщепляя его и высвобождая связывающие группировки, которые в свою очередь могут одновре-

менно связываться с эффекторной клеткой и опухолеассоциированной клеткой. В случае нормальной 

ткани экстравазация либо блокируется более непроницаемыми барьерами сосудистой системы, либо, в 

случае, когда ProTIA претерпевает экссудацию, ProTIA остается в "про"-форме и при этом, несмотря на 

способность связываться с эффекторной клеткой, какие-либо опухолевые клетки отсутствуют, или, если 

присутствуют, для высвобождения связывающих группировок недостаточно присутствующих протеаз, с 

тем конечным результатом, что иммунологический синапс не образуется. 

На фиг. 11 показано схематичное представление, в конфигурации scFv, группировки, связываю-

щейся с эффекторной клеткой, и группировки, связывающейся с опухолевым антигеном, при этом каж-

дая из них имеет пары VH/VL, соединенные посредством линкеров, и находится в тандемном формате. 

На фиг. 12 показано схематичное представление группировки, связывающейся с эффекторной клет-

кой, и группировки, связывающейся с опухолевым антигеном, в конфигурации диатела, каждая из кото-

рых имеет пары VH/VL, соединенные линкерами. 

На фиг. 13А показано схематичное представление общего строения конструкции. На фиг. 13В и 

13С показаны схематичные представления композиций ProTIA, в которых группировка, связывающаяся 

с эффекторной клеткой, и группировка, связывающаяся с опухолевым антигеном, находятся в различных 
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сочетаниях в конфигурации scFv (фиг. 13В) (с вариабельными доменами тяжелой цепи (VH) и вариа-

бельными доменами легкой цепи (VL), соединенными либо внутримолекулярным длинным линкером 

(L), либо межмолекулярным более коротким линкером (1)) и в конфигурации диатела (фиг. 13C) (с VH- и 

VL-доменами, соединенными либо длинным линкером (L), либо межмолекулярным более коротким лин-

кером (1)). 

На фиг. 14 показаны результаты очистки нерасщепленной конструкции АС1278 из среды фермен-

тации, описанной в примере 2. На фиг. 14А показаны результаты типичного SDS-PAGE (электрофорез в 

полиакриламидном геле в присутствии додецилсульфата натрия) для захваченной с использованием 

IMAC (аффинная хроматография с иммобилизованным металлом) конструкции АС1278 из среды фер-

ментации; на фиг. 14В показаны результаты SDS-PAGE анализа фракций со стадии тонкой очистки с 

использованием HIC (гидрофобная хроматография); на фиг. 14С показаны результаты SDS-PAGE анали-

за фракций со стадии тонкой очистки с использованием ImpRes-Q. 

На фиг. 15 показана аналитическая информация о выпущенной партии нерасщепленной конструк-

ции АС1278, описанной в примере 2. На фиг. 15А показаны результаты аналитической SEC хроматогра-

фии для выпущенной партии нерасщепленной конструкции АС1278 (в виде сплошной линии) в сравне-

нии со стандартами XTEN разной длины (в виде пунктирной линии); на фиг. 15В показаны результаты 

SDS-PAGE для выпущенной партии нерасщепленной конструкции АС1278. 

На фиг. 16 показано получение отщепленного ProTIA-А из нерасщепленной конструкции АС1278, 

описанное в примере 2. На фиг. 16А показаны результаты SDS-PAGE анализа реакционной смеси после 

расщепления под действием ММР-9; на фиг. 16В показаны результаты SDS-PAGE анализа реакционной 

смеси после расщепления под действием ММР-9 и после очистки посредством IMAC с целью удаления 

отщепленного сегмента XTEN. 

На фиг. 17 показана аналитическая информация о выпущенной партии расщепленной конструкции 

АС1278, описанной в примере 2. На фиг. 17А показаны результаты аналитической SEC хроматографии 

для выпущенной партии расщепленной конструкции АС1278 (в виде сплошной линии) в сравнении со 

стандартами глобулярных белков (в виде пунктирной линии); на фиг. 17В показаны результаты SDS-

PAGE для выпущенной партии расщепленной конструкции АС1278. 

На фиг. 18 показаны результаты очистки нерасщепленной конструкции АС1476 из среды фермен-

тации, описанной в примере 3. На фиг. 18А показаны результаты типичного SDS-PAGE для захваченной 

с использованием IMAC конструкции АС1476 из среды ферментации; на фиг. 18В показаны результаты 

SDS-PAGE анализа фракций со стадии тонкой очистки с использованием HIC; на фиг. 18С показаны ре-

зультаты SDS-PAGE анализа фракций со стадии тонкой очистки с использованием ImpRes-Q. 

На фиг. 19 показана аналитическая информация о выпущенной партии нерасщепленной конструк-

ции АС1476, описанной в примере 3. На фиг. 19А показаны результаты аналитической SEC хроматогра-

фии для выпущенной партии нерасщепленной конструкции АС1476 (в виде сплошной линии) в сравне-

нии со стандартами XTEN разной длины (в виде пунктирной линии); на фиг. 19В показаны результаты 

SDS-PAGE для выпущенной партии нерасщепленной конструкции АС1476 с окрашиванием кумасси; на 

фиг. 19С показаны результаты SDS-PAGE для выпущенной партии нерасщепленной конструкции 

АС1476 с окрашиванием серебром. 

На фиг. 20 показана дополнительная аналитическая информация о выпущенной партии нерасщеп-

ленной конструкции АС1476, описаной в примере 3. На фиг. 20А показаны результаты ESI-MS (масс-

спектрометрия с электрораспылительной ионизацией) для выпущенной партии нерасщепленной конст-

рукции АС1476; на фиг. 20В показаны результаты катионообменной хроматографии для выпущенной 

партии нерасщепленной конструкции АС1476. 

На фиг. 21 показано получение отщепленного ProTIA-А из нерасщепленной конструкции АС1476, 

описанное в примере 3. На фиг. 21А показаны результаты SDS-PAGE анализа реакционной смеси после 

расщепления под действием ММР-9; на фиг. 21В показаны результаты SDS-PAGE анализа фракций, по-

лученных посредством анионообменной хроматографии смеси после расщепления под действием ММР-

9 с целью удаления нерасщепленного субстрата, а также отщепленного сегмента XTEN. 

На фиг. 22 показана аналитическая информация о выпущенной партии расщепленной конструкции 

АС1476, описанной в примере 3. На фиг. 22A показаны результаты аналитической SEC хроматографии 

для выпущенной партии расщепленной конструкции АС1476 (в виде сплошной линии) в сравнении со 

стандартами глобулярных белков (в виде пунктирной линии); на фиг. 22В показаны результаты SDS-

PAGE для выпущенной партии расщепленной конструкции АС1476 с окрашиванием кумасси; на фиг. 

22С показаны результаты SDS-PAGE для выпущенной партии расщепленной конструкции АС1476 с ок-

рашиванием серебром. 

На фиг. 23 показана дополнительная аналитическая информация о выпущенной партии расщеплен-

ной конструкции АС1476, описаной в примере 3. На фиг. 23А показаны результаты ESI-MS для выпу-

щенной партии расщепленной конструкции АС1476; на фиг. 23В показаны результаты катионообменной 

хроматографии для выпущенной партии расщепленной конструкции АС1476. 

На фиг. 24 показано связывание обработанного и не обработанного протеазой анти-EpCAM × анти-

CD3 ProTIA со своим лигандом, которое описано в примере 4. 
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На фиг. 25 изображены результаты эксперимента по определению активности in vitro обработанно-

го и не обработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, описанного в примере 6. 

На фиг. 26 изображены результаты эксперимента по определению специфичности in vitro анти-

ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, описанного в примере 6. 

На фиг. 27 изображены результаты эксперимента по определению активности in vitro обработанно-

го протеазой, не обработанного протеазой и не расщепляемого протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 Pro-

TIA, описанного в примере 6. 

На фиг. 28 изображены результаты эксперимента по определению ФК (фармакокинетических пара-

метров) обработанного и не обработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, описанного в 

примере 9. 

На фиг. 29 показаны схематичные представления альтернативных конфигураций (от N- к С-концу) 

связывающейся с Т-клеткой композиции. На фиг. 29А показана конфигурация группировки, связываю-

щейся с эффекторной клеткой (ЕСВМ), со следующими за ней отделяемым сегментом (RS) и XTEN, в то 

время как на фиг. 29В показана конфигурация с XTEN со следующими за ним сегментом RS и затем 

ЕСВМ. 

На фиг. 30 изображены результаты эксперимента по определению активности in vitro обработанно-

го протеазой, не обработанного протеазой и не расщепляемого протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 Pro-

TIA в SK-OV-3, описанного в примере 6. 

На фиг. 31 изображены результаты измерений объема опухоли из эксперимента по определению 

противоопухолевого эффекта, оказываемого обработанным и не обработанным протеазой анти-ЕрСАМ × 

анти-CD3 ProTIA, описанного в примере 10. 

На фиг. 32 изображены результаты измерений массы тела (BW) из эксперимента по определению 

противоопухолевого эффекта, оказываемого обработанным и не обработанным протеазой анти-ЕрСАМ × 

анти-CD3 ProTIA, описанного в примере 10. 

На фиг. 33 изображены результаты эксперимента по определению цитокинового профиля для обра-

ботанного протеазой и не обработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, описанного в при-

мере 12. На фиг. 33А показаны результаты анализа по определению IL-2, а на фиг. 33В показаны резуль-

таты по определению IL-4. 

На фиг. 34 изображены результаты эксперимента по определению цитокинового профиля для обра-

ботанного протеазой и не обработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, описанного в при-

мере 12. На фиг. 34A показаны результаты анализа по определению IL-6, а на фиг. 34В показаны резуль-

таты по определению IL-10. 

На фиг. 35 изображены результаты эксперимента по определению цитокинового профиля для обра-

ботанного протеазой и не обработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (aEpCAM-aCD3), 

описанного в примере 12. На фиг. 35А показаны результаты анализа по определению IFN-гамма, а на 

фиг. 35В показаны результаты по определению TNF-альфа. 

Фиг. 36. Аминокислотная последовательность aEpCAM-aCD3 ProTIA, конструкции AC1476. 

Фиг. 37. Аминокислотная последовательность AEpCAM-aCD3 ProTIA, конструкции AC1489. 

На фиг. 38 изображены результаты измерений объема опухоли НСТ-116 из эксперимента по опре-

делению противоопухолевого эффекта, оказываемого анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, обработанным 

протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA и нерасщепляемым анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, опи-

санного в примере 13. 

На фиг. 39 изображены результаты измерений массы тела из эксперимента по определению проти-

воопухолевого эффекта в отношении НСТ-116, оказываемого анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, обрабо-

танным протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA и нерасщепляемым анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA, описанного в примере 13. 

На фиг. 40 изображены результаты эксперимента по определению активности in vitro обработанно-

го протеазой, не обработанного и не расщепляемого протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в SK-

OV-3 с очищенными CD3-положительными Т-клетками человека, описанного в примере 14. 

На фиг. 41 изображены результаты эксперимента по определению активности in vitro обработанно-

го протеазой, не обработанного и не расщепляемого протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в 

OVCAR-3 (линия клеток рака яичников) с очищенными CD3-положительными Т-клетками человека, 

описанного в примере 14. 

На фиг. 42 изображены результаты эксперимента по измерению уровня активации CD69 в CD8 и 

CD4 клетках при совместном культивировании РВМС и SK-OV-3 клеток вместе с обработанным протеа-

зой, не обработанным и не расщепляемым протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, описанного в 

примере 8. На фиг. 42А изображена активация CD69 на CD8 клетках, в то время как на фиг. 42В изобра-

жена активация CD69 на CD4 клетках. 

На фиг. 43 изображены результаты эксперимента по измерению уровня активации как CD69, так и 

CD25 в CD8 и CD4 клетках при совместном культивировании РВМС и SK-OV-3 клеток вместе с обрабо-
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танным протеазой, не обработанным и не расщепляемым протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, 

описанного в примере 8. На фиг. 43А изображена активация как CD69, так и CD25 в CD8 клетках, в то 

время как на фиг. 43В изображена активация как CD69, так и CD25 в CD4 клетках. 

На фиг. 44 изображены результаты эксперимента по измерению уровня активации CD69 в CD8 и 

CD4 клетках при совместном культивировании очищенных CD3+ клеток и SK-OV-3 клеток вместе с об-

работанным протеазой, не обработанным и не расщепляемым протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 Pro-

TIA, описанного в примере 8. На фиг. 44А изображена активация CD69 в CD8 клетках, в то время как на 

фиг. 44В изображена активация CD69 в CD4 клетках. 

На фиг. 45 изображены результаты эксперимента по измерению уровня активации как CD69, так и 

CD25 на CD8 и CD4 клетках при совместном культивировании CD3+ клеток и SK-OV-3 клеток вместе с 

обработанным протеазой, не обработанным и не расщепляемым протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA, описанного в примере 8. На фиг. 45А изображена активация как CD69, так и CD25 в CD8 клет-

ках, в то время как на фиг. 45В изображена активация как CD69, так и CD25 в CD4 клетках. 

На фиг. 46 изображены результаты эксперимента по измерению уровня активации CD69 в CD8 и 

CD4 клетках при совместном культивировании очищенных CD3+ клеток и OVCAR3 клеток вместе с об-

работанным протеазой, не обработанным и не расщепляемым протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 Pro-

TIA, описанного в примере 8. На фиг. 46А изображена активация CD69 в CD8 клетках, в то время как на 

фиг. 46В изображена активация CD69 в CD4 клетках. 

На фиг. 47 изображены результаты эксперимента по измерению уровня активации как CD69, так и 

CD25 в CD8 и CD4 клетках при совместном культивировании CD3+ клеток и OVCAR3 клеток вместе с 

обработанным протеазой, не обработанным и не расщепляемым протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA, описанного в примере 8. На фиг. 47А изображена активация как CD69, так и CD25 в CD8 клет-

ках, в то время как на фиг. 47В изображена активация как CD69, так и CD25 в CD4 клетках. 

На фиг. 48 изображены результаты эксперимента по измерению уровня активации CD69 в CD8 и 

CD4 клетках при совместном культивировании РВМС и OVCAR3 клеток вместе с обработанным протеа-

зой, не обработанным и не расщепляемым протеазой анти-EpCAM × анти-CD3 ProTIA, описанного в 

примере 8. На фиг. 48А изображена активация CD69 в CD8 клетках, в то время как на фиг. 48В изобра-

жена активация CD69 в CD4 клетках. 

На фиг. 49 изображены результаты эксперимента по измерению уровня активации как CD69, так и 

гранзима В в CD8 и CD4 клетках при совместном культивировании РВМС и OVCAR3 клеток вместе с 

обработанным протеазой, не обработанным и не расщепляемым протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA, описанного в примере 8. На фиг. 49A изображена активация как CD69, так и гранзима В в CD8 

клетках, в то время как на фиг. 49В изображена активация как CD69, так и гранзима В в CD4 клетках. 

На фиг. 50 изображены результаты эксперимента по измерению высвобождения цитокинов IL-2 и 

IL-4 при совместном культивировании очищенных CD3+ клеток и SK-OV-3 клеток вместе с обработан-

ным протеазой, не обработанным и не расщепляемым протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, опи-

санного в примере 15. На фиг. 50А изображена концентрация высвободившегося IL-2, в то время как на 

фиг. 50В изображена концентрация высвободившегося IL-4. 

На фиг. 51 изображены результаты эксперимента по измерению высвобождения цитокинов IL-6 и 

IL-10 при совместном культивировании очищенных CD3+ клеток и SK-OV-3 клеток вместе с обработан-

ным протеазой, не обработанным и не расщепляемым протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, опи-

санного в примере 15. На фиг. 51А изображена концентрация высвободившегося IL-6, в то время как на 

фиг. 51В изображена концентрация высвободившегося IL-10. 

На фиг. 52 изображены результаты эксперимента по измерению высвобождения цитокинов TNF-

альфа и IFN-гамма при совместном культивировании очищенных CD3+ клеток и SK-OV-3 клеток вместе 

с обработанным протеазой, не обработанным и не расщепляемым протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA, описанного в примере 15. На фиг. 52А изображена концентрация высвободившегося TNF-альфа, 

в то время как на фиг. 52В изображена концентрация высвободившегося IFN-гамма. 

На фиг. 53 показаны кривые связывания с лигандами CD3εδ для обработанного протеазой, необра-

ботанного протеазой и нерасщепляемого анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, описанного в примере 16. 

На фиг. 54 показана специфичность связывания обработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA с лигандом rhEpCAM (рекомбинантная ЕрСАМ человека), описанного в примере 17. 

На фиг. 55 изображены результаты измерения объема опухоли SW480 из эксперимента по опреде-

лению противоопухолевого эффекта, оказываемого анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, обработанным 

протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA и нерасщепляемым анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, опи-

санного в примере 18. 

На фиг. 56 изображены результаты измерения массы тела из эксперимента по определению проти-

воопухолевого эффекта в отношении SW480, оказываемого анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, обрабо-

танным протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA и нерасщепляемым анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA, описанного в примере 18. 

На фиг. 57 изображены результаты эксперимента по определению активности in vitro обработанно-
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го протеазой, не обработанного протеазой и не расщепляемого протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 Pro-

TIA в SK-OV-3 вместе с РВМС человека, описанного в примере 23. 

На фиг. 58 изображены результаты эксперимента по определению активности in vitro обработанно-

го протеазой, не обработанного протеазой и не расщепляемого протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 Pro-

TIA в OVCAR3 вместе с РВМС человека, описанного в примере 23. 

На фиг. 59 изображены результаты эксперимента по определению активности in vitro обработанно-

го протеазой, не обработанного протеазой и не расщепляемого протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 Pro-

TIA в НСТ116 вместе с РВМС человека, описанного в примере 23. 

На фиг. 60 изображены результаты эксперимента по определению активности in vitro обработанно-

го протеазой, не обработанного протеазой и не расщепляемого протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 Pro-

TIA в SW480 вместе с РВМС человека, описанного в примере 23. 

Подробное описание изобретения 

До ознакомления с описанием воплощений по изобретению следует понимать, что такие воплоще-

ния приведены только в качестве примера и что при практическом осуществлении данного изобретения 

могут быть использованы различные альтернативные варианты воплощений изобретения, описанных в 

данном изобретении. Специалистами в данной области техники могут быть сделаны многочисленные 

вариации, изменения и замены без отклонения от сущности изобретения. 

Если не указано иное, все технические и научные термины, использованные в данном описании, 

имеют значение, обычно понимаемое специалистом в области техники, к которой данное изобретение 

относится. Хотя при практическом применении или тестировании настоящего изобретения можно ис-

пользовать способы и материалы, аналогичные или эквивалентные изложенным в данном описании, 

подходящие способы и материалы описаны ниже. В случае возникновения конфликта контролю будет 

подлежать описание патента, включая определения. В дополнение к этому, материалы, способы и при-

меры являются только иллюстративными и не предназначены для ограничения. И теперь специалистами 

в данной области техники будут сделаны многочисленные вариации, изменения и замены без отклонения 

от сущности изобретения. 

Определения 

В контексте настоящего изобретения приведенные ниже термины имеют приписываемые им значе-

ния, если не указано иное. 

Как использовано по всему тексту описания и формулы изобретения, термины единственного числа 

используются в том смысле, что они означают "по меньшей мере один/одна/одно", "по меньшей мере 

первый/первая/первое", "один/одна/одно или более" или "множество" из упоминаемых компонентов или 

стадий, за исключением случаев, где далее специально указан верхний предел. Так, термин "расщепляе-

мая последовательность", использованный в данном описании, означает "по меньшей мере первую рас-

щепляемую последовательность", но включает в себя множество расщепляемых последовательностей. 

Пригодные пределы и параметры комбинаций, как и количества любого отдельного агента, будут из-

вестны специалистам средней квалификации в данной области техники с учетом описания настоящего 

изобретения. 

Термины "полипептид", "пептид" и "белок" используются в данном описании взаимозаменяемо в 

отношении состоящих из аминокислот полимеров любой длины. Полимер может быть линейным или 

разветвленным, он может содержать модифицированные аминокислоты и он может быть "прерван" не 

являющимися аминокислотами соединениями. Данные термины также охватывают состоящий из амино-

кислот полимер, который модифицирован, например, в результате образования дисульфидных связей, 

гликозилирования, липидирования, ацетилирования, фосфорилирования или любого другого действия, 

например, конъюгирования с применяемым для мечения компонентом. 

Термин "мономерный" в применении к полипептиду относится к состоянию полипептида в виде 

одной непрерывной аминокислотной последовательности, по существу не связанной с одним или более 

чем одним дополнительным полипептидом такой же или другой последовательности. Мономерное со-

стояние полипептида можно оценить как единичную белковую структуру такой же молекулярной массы 

посредством гель-проникающей хроматографии. 

Использованный в данном описании термин "аминокислота" относится либо к природным и/или 

неприродным, либо синтетическим аминокислотам, включая, но не ограничиваясь этим, как оптические 

D- или L-изомеры, так и аминокислотные аналоги и пептидомиметики. Для обозначения аминокислот 

можно использовать стандартные одно-или трехбуквенный коды. 

Термин "природная L-аминокислота" или "L-аминокислота" означает оптические L-изомерные 

формы глицина (G), пролина (Р), аланина (А), валина (V), лейцина (L), изолейцина (I), метионина (М), 

цистеина (С), фенилаланина (F), тирозина (Y), триптофана (W), гистидина (Н), лизина (K), аргинина (R), 

глутамина (Q), аспарагина (N), глутаминовой кислоты (Е), аспарагиновой кислоты (D), серина (S) и тре-

онина (Т). 

Термин "неприродный" в применении к последовательностям и как использовано в данном описа-

нии, означает полипептидные или полинуклеотидные последовательности, которые не имеют аналога, не 
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являются комплементарными или не имеют высокой степени гомологии с последовательностью дикого 

типа или природной последовательностью, обнаруживаемой у млекопитающего. Например, неприрод-

ный полипептид или фрагмент может иметь не более 99, 98, 95, 90, 80, 70, 60, 50% или даже меньше 

идентичности аминокислотной последовательности по сравнению с природной последовательностью 

при надлежащем выравнивании. 

Термины "гидрофильный" и "гидрофобный" относятся к степени сродства, которое вещество имеет 

с водой. Гидрофильное вещество имеет высокое сродство к воде, проявляя тенденцию растворяться в 

воде, смешиваться с водой или смачиваться водой, тогда как у гидрофобного вещества по существу от-

сутствует сродство к воде, что выражается в тенденции отталкивать и не абсорбировать воду и в тенден-

ции не растворяться в воде, или не смешиваться с водой, или не смачиваться водой. 

Аминокислоты могут быть охарактеризованы с учетом их гидрофобности. Разработан ряд шкал. 

Примером является шкала, разработанная Levitt M. и др. (J. Mol. Biol. (1976), 104: 59), которая изложена 

в Hopp T.Р. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1981), 78: 3824. Примерами "гидрофильных аминокислот" 

являются аргинин, лизин, треонин, аланин, аспарагин и глутамин. Особый интерес представляют гидро-

фильные аминокислоты аспартат, глутамат и серин и глицин. Примерами "гидрофобных аминокислот" 

являются триптофан, тирозин, фенилаланин, метионин, лейцин, изолейцин и валин. 

"Фрагмент", применительно к биологически активному белку (а не к антителу), относится к укоро-

ченной форме биологически активного белка, которая сохраняет по меньшей мере часть терапевтической 

и/или биологической активности. "Вариант", в применении к биологически активному белку, относится к 

белку, имеющему гомологию последовательности нативного биологически активного белка, который 

сохраняет по меньшей мере часть терапевтической и/или биологической активности биологически ак-

тивного белка. Например, вариант белка может иметь по меньшей мере 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 

или 99% идентичность аминокислотной последовательности по сравнению с референсным биологически 

активным белком. Использованный в данном описании термин "биологически активный вариант белка" 

включает белки, модифицированные специально, например, посредством сайт-специфического мутаге-

неза, синтеза кодирующего гена, вставок, или случайным образом посредством мутаций, и которые со-

храняют активность. 

Термин "вариант последовательности" относится к полипептидам, которые модифицированы по 

сравнению с их нативной или исходной последовательностью посредством одной или нескольких ами-

нокислотных вставок, делеций или замен. Вставки могут быть локализованы на любом конце или обоих 

концах белка и/или могут быть расположены во внутренних участках аминокислотной последовательно-

сти. Неограничивающим примером является замена аминокислоты в XTEN на другую аминокислоту. В 

вариантах с делециями удалены один или более аминокислотных остатков в полипептиде, который опи-

сан в данном изобретении. Таким образом, варианты с делециями включают все фрагменты описанной 

полипептидной последовательности. В вариантах с заменами один или более аминокислотных остатков 

полипептида удалены и заменены на альтернативные остатки. Согласно одному из аспектов, такие заме-

ны консервативны по своей природе, и консервативные замены этого типа хорошо известны в данной 

области техники. 

Термин "группировка" означает компонент более крупной композиции или компонент, который 

предназначен для встраивания в более крупную композицию, как например, белковая часть, присоеди-

ненная к более крупному полипептиду в виде смежной или несмежной последовательности. Группиров-

ка более крупной композиции может придавать желаемую функциональность. Например, объемная 

группировка может придавать функциональность, заключающуюся в увеличении молекулярной массы 

и/или периода полувыведения получающейся в результате более крупной композиции, с которой данная 

объемная группировка связана. 

Термин "отделяемый сегмент" или "RS" относится к расщепляемой последовательности в компози-

циях, которая может распознаваться и расщепляться одной или несколькими протеазами, что приводит к 

высвобождению одной или нескольких частей или группировок из такой композиции. Как использовано 

в данном описании, "протеаза млекопитающих" означает протеазу, которая обычно присутствует в жид-

костях, клетках, тканях организма и может быть обнаружена в более высоких концентрациях в некото-

рых тканях-мишенях или клетках-мишенях, например, в пораженных заболеванием тканях (например, в 

опухоли) млекопитающего. Последовательности RS могут быть сконструированы с возможностью рас-

щепления под действием различных протеаз млекопитающих или комплексных протеаз млекопитающих, 

которые присутствуют в тканях-мишенях субъекта или вблизи них или которые вводят в анализе in vitro. 

Могут быть использованы другие эквивалентные протеазы (эндогенные или экзогенные), которые спо-

собны распознавать определенный сайт расщепления. В частности, предполагается, что последователь-

ность RS может быть откорректирована и адаптирована к используемой протеазе и может включать лин-

керные аминокислоты для присоединения к соседним полипептидам. 

Термин "в пределах", при ссылке на первый полипептид, находящийся в связанном состоянии со 

вторым полипептидом, охватывает присоединение дополнительного компонента или слияние с дополни-

тельным компонентом, который соединяет N-конец первого или второго полипептида с С-концом второ-

го или первого полипептида, соответственно, а также вставку первого полипептида в последовательность 
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второго полипептида. Например, в случае присоединения компонента RS "в пределах" химерного поли-

пептидного комплекса RS может быть присоединен к N-концу, С-концу или может быть встроен между 

любыми двумя аминокислотами полипептида XTEN. 

"Активность" применительно к форме(ам) композиции, предложенной в данном изобретении, отно-

сится к действию или эффекту, включая, но не ограничиваясь этим, связывание с рецептором, антагони-

стическую активность, агонистическую активность, клеточный или физиологический ответ, лизис кле-

ток, гибель клеток или эффект, обычно известный в данной области техники применительно к осуществ-

ляемому этот эффект компоненту композиции, независимо от того, измерен ли он в анализе in vitro, ex 

vivo или in vivo либо представляет собой клинический эффект. 

Термин "эффекторная клетка", использованный в данном описании, включает в себя любые эукарио-

тические клетки, способные оказывать влияние на клетку-мишень. Например, эффекторная клетка может 

индуцировать утрату целостности мембраны, пикноз, кариорексис, апоптоз, лизис и/или гибель клетки-

мишени. В другом примере эффекторная клетка может индуцировать деление, рост, дифференцировку 

клетки-мишени или иным образом изменять передачу сигнала в клетке-мишени. Неограничивающие при-

меры эффекторной клетки включают плазматическую клетку, Т-клетку, CD4 клетку, CD8 клетку, В-клетку, 

цитокин-индуцируемую киллерную клетку (CIK клетку), тучную клетку, дендритную клетку, регулятор-

ную Т-клетку (Treg-клетку), хелперную Т-клетку, миелоидную клетку, макрофаг и NK клетку. 

"Антиген эффекторной клетки" относится к молекулам, экспрессируемым эффекторной клеткой, 

включая, без ограничения, молекулы клеточной поверхности, такие как белки, гликопротеины или липо-

протеины. Типичные антигены эффекторных клеток включают белки CD3 комплекса или Т-клеточный 

рецептор (TCR), CD4, CD8, CD25, CD38, CD69, CD45RO, CD57, CD95, CD107 и CD154, а также такие 

эффекторные молекулы, как цитокины, в ассоциации с эффекторной клеткой, в связанном состоянии с 

эффекторной клеткой, экспрессируемые внутри эффекторной клетки или экспрессируемые и секрети-

руемые эффекторной клеткой. Антиген эффекторной клетки может служить в качестве связывающего 

аналога связывающего домена заявленного химерного полипептидного комплекса. Неограничивающие 

примеры антигенов эффекторных клеток, с которыми может связываться заявленная композиция, вклю-

чают антигены клеточной поверхности, такие как CD3, CD4, CD8, CD25, CD38, CD69, CD45RO, CD57, 

CD95, CD107 и CD154, а также Th1 цитокины, выбранные из IL2, IL10, IL12, IFNγ и TNFα. 

Использованный в данном описании термин "ELISA" относится к иммуноферментному твердофазно-

му анализу, изложенному в данном описании, или иным образом известному в данной области техники. 

"Клетка-хозяин" включает отдельную клетку или клеточную культуру, которая может быть реципи-

ентом или представляла собой реципиент для заявленных векторов, в которые введена экзогенная нук-

леиновая кислота, например, описанных в данном изобретении. Клетки-хозяева включают потомство 

единственной клетки-хозяина. Потомство может необязательно быть полностью идентичным (по морфо-

логическим признакам или полному геномному составу ДНК) исходной родительской клетке вследствие 

природной, случайной или преднамеренной мутации. Клетка-хозяин включает клетки, трансфицирован-

ные in vivo вектором по данному изобретению. 

Термин "выделенный", в случае использования для описания различных полипептидов, раскрытых 

в данном изобретении, означает полипептид, который идентифицирован и отделен от компонента и/или 

извлечен из компонента своего природного окружения или из более сложной смеси (например, при очи-

стке белков). Примесными компонентами его природного окружения являются вещества, которые обыч-

но могут препятствовать диагностическому или терапевтическому применениям полипептида и могут 

включать ферменты, гормоны и другие белковые или небелковые растворенные вещества. Как очевидно 

специалистам в данной области техники, неприродный полинуклеотид, пептид, полипептид, белок, анти-

тело или его фрагменты не требуют "выделения", в отличие от их природных аналогов. В дополнение к 

этому, "концентрированные", "отделенные" или "разбавленные" полинуклеотид, пептид, полипептид, 

белок, антитело или его фрагменты могут отличаться от своих природных аналогов тем, что их концен-

трация или число молекул на единицу объема как правило больше, чем у их природных аналогов. В об-

щем случае, полипептид, полученный рекомбинантными способами и экспрессированный в клетке-

хозяине, считается "выделенным". 

"Выделенная нуклеиновая кислота" представляет собой молекулу нуклеиновой кислоты, которая 

идентифицирована и отделена от молекулы по меньшей мере одной примесной нуклеиновой кислоты, с 

которой она обычно ассоциирована в природном источнике нуклеиновой кислоты, кодирующей поли-

пептид. Например, выделенная молекула нуклеиновой кислоты, кодирующей полипептид, отличается по 

форме или окружению, в которых она обнаруживается в природе. Таким образом, выделенные молекулы 

нуклеиновой кислоты, кодирующей полипептид, отличаются от определенной молекулы нуклеиновой 

кислоты, кодирующей полипептид, которая существует в природных клетках. Тем не менее, выделенная 

молекула нуклеиновой кислоты, кодирующей полипептид, включает молекулы нуклеиновой кислоты, 

кодирующей полипептид, содержащиеся в клетках, которые обычно экспрессируют данный полипептид, 

при этом, например, молекула нуклеиновой кислоты находится в хромосоме или вне хромосомы, и рас-

положение ее отличается от расположения в природных клетках. 

"Химерный" белок или полипептид содержит по меньшей мере один слитый полипептид, содержа-
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щий в последовательности по меньшей мере один участок в другом положении, чем то, в котором он 

находится в природе. Такие участки обычно могут присутствовать в разных белках, а в слитом полипеп-

тиде объединены вместе; или они могут обычно присутствовать в одном и том же белке, но в слитом по-

липептиде помещены в новом расположении. Химерный белок может быть создан, например, путем хи-

мического синтеза или путем создания и транслирования полинуклеотида, в котором пептидные участки 

кодируются в желаемом взаимном расположении. 

Термины "слитый" и "слияние" используются в данном описании взаимозаменяемо и относятся к 

объединению воедино двух или более пептидных или полипептидных последовательностей рекомби-

нантным методом. "Слитый белок" или "химерный белок" содержит первую аминокислотную последова-

тельность, присоединенную ко второй аминокислотной последовательности, с которой она не соединена 

в естественных условиях в природе. 

"XTEN-илированный" используется для обозначения пептида или полипептида, который модифи-

цирован посредством объединения воедино или слияния одного или более полипептидов XTEN (описан-

ных ниже) с пептидом или полипептидом независимо от того, используется ли для этого методика ре-

комбинантного или химического перекрестного сшивания. 

Термин "функционально связанный" означает, что соединенные друг с другом последовательности 

ДНК являются смежными и находятся в фазе или в рамке считывания. Термин "слияние в рамке" отно-

сится к присоединению друг к другу двух или более открытых рамок считывания (ORF) с образованием 

непрерывной ORF большей длины способом, при котором поддерживается правильная рамка считыва-

ния исходных ORF. Например, промотор или энхансер считается функционально связанным с кодирую-

щей полипептид последовательностью, если он участвует в транскрипции полипептидной последова-

тельности. Таким образом, полученный рекомбинантный слитый белок предствляет собой единый белок, 

содержащий два или несколько сегментов, которые соответствуют полипептидам, кодируемым исход-

ными ORF (сегменты которых обычно не объединены в природе). 

"Перекрестное сшивание", "конъюгирование", "присоединять", "присоединение" и "присоединен-

ный к" используются в данном описании взаимозаменяемо и относятся к ковалентному присоединению 

двух разных молекул в результате химической реакции. Перекрестное сшивание может происходить в 

результате одной или более химических реакций, которые известны в данной области техники. 

Термин "партнер конъюгирования", использованный в данном описании, относится к отдельным 

компонентам, которые могут быть присоединены друг к другу или являются присоединенными в резуль-

тате реакции конъюгирования. 

Подразумевается, что термин "конъюгат" (используемый как существительное) относится к гетеро-

генной молекуле, образованной в результате ковалентного присоединения одного из партнеров конъю-

гирования к другому, например, в случае ковалентного присоединения связывающего домена к отделяе-

мому сегменту. 

"Кросслинкер" и "сшивающий агент" используются взаимозаменяемо и в своем самом широком 

контексте применяются для обозначения химической единицы, используемой для ковалентного присое-

динения двух или более единиц друг к другу. Например, кросслинкер соединяет два, три, четыре или 

более пептидов или соединяет пептид с XTEN. Специалисту в данной области техники будет понятно, 

что термин "кросслинкер" может относиться к продукту реакции ковалентного связывания, остающемуся 

после перекрестного сшивания реагентов. Кросслинкер также может содержать один или более реаген-

тов, которые еще не вступали в реакцию, но которые способны взаимодействовать с другой единицей. 

В контексте полипептидов "линейная последовательность" или "последовательность" представляет 

собой порядок аминокислот в полипептиде в направлении от амино- к карбоксильному концу (от N- к С-

концу), при этом остатки, которые примыкают друг к другу в такой последовательности, называются 

смежными в первичной структуре полипептида. "Частичная последовательность" представляет собой 

линейную последовательность части полипептида, которая, как известно, содержит дополнительные ос-

татки в одном или обоих направлениях. 

Термин "гетерологичный" означает происходящий из структуры, генотипически отличающейся от 

остальной части структуры, с которой осуществляют сравнение. Например, обогащенная остатками гли-

цина последовательность, извлеченная из своей нативной, кодирующей последовательности и функцио-

нально связанная с кодирующей последовательностью, отличающейся от нативной последовательности, 

представляет собой гетерологичную обогащенную остатками глицина последовательность. Термин "ге-

терологичный" в применении к полинуклеотиду, полипептиду, означает, что полинуклеотид или поли-

пептид происходит из структуры, генотипически отличающейся от остальной части структуры, с которой 

осуществляют сравнение. 

Термины "полинуклеотиды", "нуклеиновые кислоты", "нуклеотиды" и "олигонуклеотиды" исполь-

зуются взаимозаменяемо. Они относятся к нуклеотидам любой длины, охватывая отдельную нуклеино-

вую кислоту, а также множественные нуклеиновые кислоты, либо дезоксирибонуклеотидам, либо рибо-

нуклеотидам или их аналогам. Полинуклеотиды могут иметь любую пространственную структуру и мо-

гут осуществлять любую функцию, известную или неизвестную. Далее приведены неограничивающие 

примеры полинуклеотидов: кодирующие или некодирующие участки гена или фрагмента гена, локусы 
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(локус), определенные(ый) из анализа сцепления, экзоны, интроны, матричная РНК (мРНК), транспорт-

ная РНК, рибосомная РНК, рибозимы, кДНК, рекомбинантные полинуклеотиды, разветвленные поли-

нуклеотиды, плазмиды, векторы, выделенная ДНК любой последовательности, выделенная РНК любой 

последовательности, нуклеиново-кислотные зонды и праймеры. Полинуклеотид может содержать моди-

фицированные нуклеотиды, такие как метилированные нуклеотиды и нуклеотидные аналоги. Если при-

сутствуют, модификации нуклеотидной структуры могут быть введены до или после сборки полимера. 

Последовательность нуклеотидов может быть "прервана" ненуклеотидными компонентами. После поли-

меризации полинуклеотид может быть подвергнут дальнейшей модификации, как например, путем 

конъюгирования с применяемым для мечения компонентом. 

Термин "комплементарная полинуклеотиду" означает молекулу полинуклеотида, имеющую ком-

плементарную последовательность оснований и обратную ориентацию по сравнению со ссылочной по-

следовательностью, вследствие чего она может гибридизоваться со ссылочной последовательностью с 

абсолютной точностью. 

"Рекомбинантный" в применении к полинуклеотиду означает, что полинуклеотид представляет со-

бой результат различных комбинаций стадий рекомбинации, которые могут включать стадии клонирова-

ния, обработки рестриктазами и/или лигирования и другие методики, в результате которых осуществля-

ется экспрессия рекомбинантного белка в клетке-хозяине. 

Термины "ген" и "фрагмент гена" используются в данном описании взаимозаменяемо. Они относят-

ся к полинуклеотиду, содержащему по меньшей мере одну открытую рамку считывания, который спосо-

бен кодировать конкретный белок после осуществления его транскрипции и трансляции. Ген или фраг-

мент гена может представлять собой геномную или кДНК если только полинуклеотид содержит по 

меньшей мере одну открытую рамку считывания, которая может охватывать весь кодирующий участок 

или его сегмент. "Слитый ген" представляет собой ген, составленный по меньшей мере из двух гетероло-

гичных полинуклеотидов, которые соединены друг с другом. 

Как использовано в данном описании, "кодирующая область" или "кодирующая последователь-

ность" представляет собой часть полинуклеотида, который состоит из кодонов, транслируемых в амино-

кислоты. Несмотря на то, что "стоп-кодон" (TAG, TGA или ТАА) обычно не транслируется в аминокис-

лоту, его можно считать частью кодирующей области, а любые фланкирующие последовательности, на-

пример, промоторы, сайты связывания рибосомы, терминаторы транскрипции, интроны и тому подоб-

ное, не являются частью кодирующей области. Границы кодирующей области обычно определяют по 

стартовому кодону на 5'-конце, кодирующему амино-конец полученного полипептида, и стоп-кодону 

трансляции на 3'-конце, кодирующему карбоксильный конец полученного полипептида. Две или не-

сколько кодирующих областей по настоящему изобретению могут быть представлены в единой поли-

нуклеотидной конструкции, например, в одном и том же векторе, или в разных полинуклеотидных кон-

струкциях, например, в раздельных (различных) векторах. Тогда из этого следует, что один вектор может 

содержать только одну кодирующую область или может содержать две или несколько кодирующих об-

ластей, например, один вектор может по отдельности кодировать связывающий домен-А и связывающий 

домен-В, как описано ниже. Помимо этого, вектор, полинуклеотид или нуклеиновая кислота по изобре-

тению могут кодировать гетерологичные кодирующие области, либо слитые, либо не слитые с нуклеино-

вой кислотой, кодирующей связывающий домен по изобретению. Гетерологичные кодирующие области 

включают, без ограничения, специальные элементы или мотивы, такие как секреторный сигнальный пеп-

тид или гетерологичный функциональный домен. 

Термин "в прямом направлении" относится к нуклеотидной последовательности, которая располо-

жена в 3'-направлении по отношению к референсной нуклеотидной последовательности. В некоторых 

воплощениях расположенные в прямом направлении нуклеотидные последовательности означают по-

следовательности, которые следуют за стартовой точкой транскрипции. Например, кодон инициации 

трансляции гена расположен в прямом направлении по отношению к стартовому сайту транскрипции. 

Термин "в обратном направлении" относится к нуклеотидной последовательности, которая распо-

ложена в 5'-направлении по отношению к референсной нуклеотидной последовательности. В некоторых 

воплощениях расположенные в обратном направлении нуклеотидные последовательности означают по-

следовательности, которые расположены с 5'-стороны кодирующей области или стартовой точки транс-

крипции. Например, большинство промоторов расположены в обратном направлении по отношению к 

стартовому сайту транскрипции. 

Термин "гомология" или "гомологичные" относится к сходству или взаимозаменяемости последо-

вательностей между двумя или более полинуклеотидными последовательностями или между двумя или 

более полипептидными последовательностями. При использовании такой программы, как BestFit, для 

определения идентичности последовательностей, сходства или гомологии между двумя разными амино-

кислотными последовательностями, можно использовать настройки по умолчанию, либо для оптимиза-

ции баллов за идентичность, сходство или гомологию можно выбрать соответствующую матрицу баллов, 

такую как blosum45 или blosum80. Предпочтительно, полинуклеотидами, которые считаются гомологич-

ными, являются такие, которые гибридизуются в жестких условиях, определенных в данном описании, и 

имеют по меньшей мере 70%, предпочтительно по меньшей мере 80%, более предпочтительно по мень-
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шей мере 90%, более предпочтительно 95%, более предпочтительно 97%, более предпочтительно 98% и 

даже более предпочтительно 99% идентичность последовательности по сравнению с такими последова-

тельностями. Полипептиды, которые являются гомологичными, предпочтительно имеют последователь-

ности, которые по меньшей мере на 70%, предпочтительно по меньшей мере на 80%, даже более пред-

почтительно по меньшей мере на 90%, даже более предпочтительно по меньшей мере на 95-99% иден-

тичны в случае оптимального выравнивания с последовательностями сопоставимой длины. 

"Лигирование" в применении к полинуклеиновым кислотам относится к процессу образования 

фосфодиэфирных связей между двумя фрагментами нуклеиновых кислот или генами, соединяющих их 

между собой. Чтобы произошло лигирование фрагментов ДНК или генов друг с другом, концы ДНК 

должны быть совместимы друг с другом. В некоторых случаях эти концы будут непосредственно со-

вместимы после расщепления эндонуклеазой. Однако может потребоваться сначала преобразовать сту-

пенчатые концы, обычно образующиеся после расщепления эндонуклеазами, в тупые концы, чтобы сде-

лать их совместимыми для лигирования. 

Термины "жесткие условия" или "жесткие условия гибридизации" включают в себя ссылку на усло-

вия, при которых полинуклеотид будет гибридизоваться со своей последовательностью-мишенью в зна-

чительно большей степени, чем с другими последовательностями (например, по меньшей мере в 2 раза 

по сравнению с фоном). Как правило, жесткость гибридизации выражают отчасти со ссылкой на темпе-

ратуру и концентрацию соли, при которых осуществляют стадию промывки. Обычно жесткие условия 

будут такими, при которых концентрация соли составляет менее примерно 1,5 М по иону Na, обычно от 

примерно 0,01 до 1,0 М концентрации по иону Na (или других солей), при рН 7,0-8,3 и температуре по 

меньшей мере примерно 30°С для коротких полинуклеотидов (например, от 10 до 50 нуклеотидов) и по 

меньшей мере примерно 60°С для длинных полинуклеотидов (например, более чем 50 нуклеотидов), на-

пример, "жесткие условия" могут включать гибридизацию в 50%-ном формамиде, с 1 М NaCl, 1% SDS, 

при 37°С и три промывки в течение 15 мин каждая в смеси 0,1×SSC (раствор хлорида и цитрата на-

трия)/1% SDS при температуре от 60 до 65°С. Альтернативно, можно использовать температуры, состав-

ляющие примерно 65, 60, 55 или 42°С. Концентрация SSC может варьировать от примерно 0,1 до 2×SSC, 

при этом SDS присутствует в концентрации примерно 0,1%. Температуры таких промывок обычно вы-

бирают такими, чтобы они были примерно на 5-20°С ниже термической точки плавления (Тпл) для опре-

деленной последовательности при определенных ионной силе и рН. Тпл представляет собой температуру 

(в условиях определенных ионной силы и рН), при которой 50% последовательности-мишени гибриди-

зуется с полностью совпадающим зондом. Уравнение для вычисления Тпл и условия для гибридизации 

нуклеиновых кислот хорошо известны, и их можно найти в Sambrook, J. et al., "Molecular Cloning: A 

Laboratory Manual", 3
е
 издание, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001. Обычно для блокирования не-

специфической гибридизации используют блокирующие реагенты. Такие блокирующие реагенты вклю-

чают, например, разрезанную и денатурированную ДНК из молок лосося в концентрации примерно 100-

200 мкг/мл. В конкретных обстоятельствах, например, для процедур гибридизации РНК:ДНК, также мо-

жет быть использован органический растворитель, такой как формамид в концентрации примерно 35-

50% (об./об.). Полезные варианты таких условий промывки будут легко понятны специалисту средней 

квалификации в данной области техники. 

Термины "процент идентичности", "процент идентичности последовательностей" и "% идентично-

сти", в применении к полинуклеотидным последовательностям, относятся к процентной доли совпадений 

остатков между по меньшей мере двумя полинуклеотидными последовательностями, выравненными с 

использованием стандартизированного алгоритма. Согласно такому алгоритму, в сравниваемые последо-

вательности могут быть введены, стандартизированным и воспроизводимым образом, разрывы с целью 

оптимизации процедуры выравнивания между двумя последовательностями и, таким образом, для дос-

тижения более убедительного сравнения этих двух последовательностей. Процент идентичности может 

быть измерен по всей длине целой определенной полинуклеотидной последовательности или может быть 

измерен в пределах более короткой длины, например, в пределах длины фрагмента, выбранного из опре-

деленной полинуклеотидной последовательности большей длины, например, фрагмента, состоящего по 

меньшей мере из 45, по меньшей мере из 60, по меньшей мере из 90, по меньшей мере из 120, по мень-

шей мере из 150, по меньшей мере из 210 или по меньшей мере из 450 смежных остатков. Такие длины 

являются только иллюстративными, и очевидно, что любую длину фрагментов, подкрепленную последо-

вательностями, показанными в данном описании в таблицах, на фигурах или в перечне последовательно-

стей, можно использовать для описания длины, в пределах которой может быть измерен процент иден-

тичности. Процент идентичности последовательностей рассчитывают путем сравнения двух оптимально 

выравненных последовательностей в пределах окна сравнения путем определения количества совпа-

дающих положений (по которым в обеих полипептидных последовательностях имеются идентичные ос-

татки), деления этого количества совпадающих положений на общее число положений в окне сравнения 

(т.е. на размер окна) и умножения результата на 100 с получением процента идентичность последова-

тельности. Если необходимо сравнивать последовательности разной длины, то длину окна сравнения 

определяют по самой короткой последовательности. При расчете идентичности последовательностей 
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консервативные замены не учитываются. 

"Процент (%) идентичность последовательности" применительно к полипептидным последователь-

ностям, идентифицированным в данном описании, определяют как процентную долю аминокислотных 

остатков в последовательности-кандидате, которые идентичны аминокислотным остаткам во второй, 

референсной полипептидной последовательности сопоставимой длины или ее части после выравнивания 

последовательностей и внесения, в случае необходимости, разрывов, для достижения максимального 

процента идентичность последовательности, и без учета любых консервативных замен как части иден-

тичности последовательностей, что приводит тем самым к оптимальному выравниванию. Выравнивания, 

необходимого для определения процента идентичности аминокислотных последовательностей, можно 

достичь различными способами, известными специалисту в данной области техники, например, исполь-

зуя общедоступное компьютерное программное обеспечение, такое как программное обеспечение 

BLAST (средство поиска основного локального выравнивания), BLAST-2, ALIGN или Megalign (DNAS-

TAR). Специалисты в данной области техники могут определить соответствующие параметры для изме-

рения выравнивания, включая любые алгоритмы, необходимые для достижения оптимального выравни-

вания по всей длине сравниваемых последовательностей. Процент идентичности может быть измерен по 

всей длине целой определенной полипептидной последовательности или может быть измерен в пределах 

более короткой длины, например, в пределах длины фрагмента, выбранного из определенной полипеп-

тидной последовательности большей длины, например, фрагмента, состоящего по меньшей мере из 15, 

по меньшей мере из 20, по меньшей мере из 30, по меньшей мере из 40, по меньшей мере из 50, по мень-

шей мере из 70 или по меньшей мере из 150 смежных остатков. Такие длины являются только иллюстра-

тивными, и очевидно, что любую длину фрагментов, подкрепленную последовательностями, показанны-

ми в данном описании в таблицах, на фигурах или в перечне последовательностей, можно использовать 

для описания длины, в пределах которой может быть измерен процент идентичности. 

Термин "частота встречаемости", использованный в контексте полинуклеотидных последователь-

ностей, относится к степени внутренней гомологии в этой последовательности, в частности, например, 

частоте встречаемости идентичных нуклеотидных последовательностей заданной длины. Частоту встре-

чаемости можно определить, например, путем анализа частоты встречаемости идентичных последова-

тельностей. 

Термин "экспрессия", использованный в данном описании, относится к процессу, посредством ко-

торого на основе полинуклеотида образуется генный продукт, например, РНК или полипептид. Он вклю-

чает, без ограничения, транскрипцию полинуклеотида с образованием матричной РНК (мРНК), транс-

портной РНК (тРНК), малой шпилечной РНК (мшРНК), малой интерферирующей РНК (миРНК) или лю-

бого другого продукта в виде РНК и трансляцию мРНК с образованием полипептида. В результате экс-

прессии образуется "генный продукт". Как использовано в данном описании, генный продукт может 

представлять собой либо нуклеиновую кислоту, например, матричную РНК, образуемую в результате 

транскрипции гена, или полипептид, который транслируется на основе транскрипта. Генные продукты, 

описанные в данном изобретении, дополнительно включают нуклеиновые кислоты, подвергнутые по-

сттранскрипционным модификациям, например, полиаденилированию или сплайсингу, или полипепти-

ды, подвергнутые посттрансляционным модификациям, например, метилированию, гликозилированию, 

присоединению липидов, образованию ассоциатов с другими белковыми субъединицами или протеоли-

тическому расщеплению. 

Термины "вектор" или "экспрессирующий вектор" используются взаимозаменяемо и относятся к 

молекуле нуклеиновой кислоты, предпочтительно самореплицирующейся в соответствующем хозяине, 

которая переносит встроенную молекулу нуклеиновой кислоты в клетки-хозяева и/или между ними. 

Термин включает в себя векторы, функция которых заключается главным образом во введении ДНК или 

РНК внутрь клетки, в репликации векторов, функция которых заключается главным образом в реплика-

ции ДНК или РНК, и включает в себя экспрессирующие векторы, функция которых заключается в транс-

крипции и/или трансляции ДНК или РНК. Также включены векторы, которые обеспечивают выполнение 

более чем одной из упомянутых выше функций. "Экспрессирующим вектором" является полинуклеотид, 

который при введении его в соответствующую клетку-хозяина может транскрибироваться и транслиро-

ваться с образованием полипептида(ов). "Экспрессирующая система" обычно подразумевает подходя-

щую клетку-хозяина, содержащую экспрессирующий вектор, который может функционировать с полу-

чением желаемого продукта экспрессии. 

"Устойчивость к деградации в сыворотке" в применении к полипептиду относится к способности 

полипептидов противостоять деградации в крови или ее компонентах, в которую обычно вовлечены про-

теазы в сыворотке или плазме крови. Устойчивость к деградации в сыворотке можно оценить, объединяя 

данный белок с сывороткой или плазмой крови человека (или мыши, крысы, собаки, обезьяны, при необ-

ходимости), обычно в диапазоне нескольких суток (например, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16 суток), обычно при 

температуре примерно 37°С. Образцы, соответствующие этим моментам времени, можно подвергнуть 

вестерн-блот-анализу, при этом белок регистрируют с использованием антитела. Антитело может пред-

ставлять собой антитело к метке на белке. Если белок демонстрирует единственную зону на вестерн-

блоте, причем размер белка идентичен размеру введенного (в сыворотку) белка, то никакой деградации 
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не произошло. В этом типичном методе момент времени, когда расщеплено 50% белка, что оценивается 

с использованием вестерн-блоттинга или эквивалентными методами, называется периодом полудеграда-

ции белка в сыворотке или "полупериодом существования белка в сыворотке". 

Термины "t1/2", "период полувыведения", "период полувыведения в конечной фазе", "время полувы-

ведения" и "полупериод существования в кровотоке" используются в данном описании взаимозаменяемо 

и, как использовано в данном описании, означают период полувыведения в конечной фазе, рассчитанный 

в виде ln(2)/Kel. Kel представляет собой константу скорости выведения в конечной фазе, рассчитанную 

методом линейной регрессии применительно к конечному линейному участку кривой зависимости кон-

центрации, выраженной в логарифмических координатах, от времени. Обычно период полувыведения 

относится к периоду времени, необходимому для того, чтобы половина количества введенного вещества, 

попавшего в живой организм, подверглась метаболизму или была выведена в результате нормальных 

биологических процессов. Если кривую выведения для заданного полипептида строят как функцию от 

времени, то обычно эта кривая является двухфазной и состоит из быстрой α-фазы и более длинной β-

фазы. Типичный для β-фазы период полувыведения человеческого антитела из организма людей состав-

ляет 21 сутки. Период полувыведения можно измерить, используя образцы, отобранные в определенные 

моменты времени из любой жидкости, но наиболее часто его измеряют в образцах плазмы крови. 

Термин "молекулярная масса" обычно относится к сумме атомных масс атомов, составляющих мо-

лекулу. Молекулярную массу можно определить теоретически путем суммирования атомных масс ато-

мов, составляющих молекулу. В случае применения в контексте полипептида молекулярную массу рас-

считывают путем суммирования, с учетом аминокислотного состава, значений молекулярной массы 

аминокислоты каждого типа в композиции или путем оценки на основании сравнения со стандартами 

молекулярных масс в геле после проведения электрофореза в присутствии SDS. Рассчитанная молеку-

лярная масса молекулы может отличаться от "кажущейся молекулярной массы" молекулы, которая 

обычно относится к молекулярной массе молекулы, определенной одним или несколькими аналитиче-

скими методами. "Фактор кажущейся молекулярной массы" и "кажущаяся молекулярная масса" являют-

ся родственными терминами, и в случае использования в контексте полипептида эти термины относятся 

к степени относительного увеличения или уменьшения кажущейся молекулярной массы, демонстрируе-

мой конкретной аминокислотной или полипептидной последовательностью. Кажущаяся молекулярная 

масса может быть определена, например, с использованием гель-проникающей хроматографии (SEC) 

или похожих методов путем сравнения со стандартами глобулярных белков, по результатам измерений в 

единицах "кажущихся кДа". "Фактор кажущейся молекулярной массы" представляет собой соотношение 

между кажущейся молекулярной массой и "молекулярной массой"; последнюю рассчитывают путем 

суммирования с учетом аминокислотного состава, как описано выше, или путем оценки на основании 

сравнения со стандартами молекулярных масс в геле после проведения электрофореза в присутствии 

SDS. Определение кажущейся молекулярной массы и фактора кажущейся молекулярной массы описано 

в патенте США с номером 8673860. 

Термины "гидродинамический радиус" или "радиус Стокса" означают эффективный радиус (Rh в 

нм) молекулы в растворе, измеренный в предположении, что она представляет собой тело, движущееся 

через раствор при противодействии силы, обусловленной вязкостью раствора. Для воплощений по изо-

бретению результаты измерений гидродинамического радиуса полипептидов XTEN коррелируют с "фак-

тором кажущейся молекулярной массы", который является в большей степени интуитивно понятной ме-

рой. "Гидродинамический радиус" белка влияет на скорость его диффузии в водном растворе, а также на 

его способность мигрировать в гелях макромолекул. Гидродинамический радиус белка определяют по 

его молекулярной массе, а также по его структуре, включая форму и компактность упаковки. Методы 

определения гидродинамического радиуса хорошо известны в данной области техники, например, с ис-

пользованием гель-проникающей хроматографии (SEC), как описано в патентах США № 6406632 и 

7294513. Большинство белков имеют глобулярную структуру, считающуюся самой компактной про-

странственной структурой, которую белок может иметь с наименьшим гидродинамическим радиусом. 

Некоторые белки принимают случайную и открытую, неструктурированную или "линейную" конформа-

цию и в результате этого имеют значительно более высокое значение гидродинамического радиуса по 

сравнению с типичными глобулярными белками схожей молекулярной массы. 

"Коэффициент диффузии" означает величину молярного потока вещества через поверхность при 

равном единице градиенте концентрации в направлении, перпендикулярном плоскости поверхности. При 

переносе вещества в разбавленных растворах обусловленный диффузией поток задается первым законом 

Фика, говорящем о его зависимости только от единственного свойства взаимодействия растворенного 

вещества с растворителем: от коэффициента диффузии. 

Термин "физиологические условия" относится к набору условий в организме живого хозяина, а 

также к условиям in vitro, включая температуру, концентрацию солей, рН, которые имитируют такие ус-

ловия в живом субъекте. Было установлено множество физиологически релевантных условий для приме-

нения в анализах in vitro. Как правило, физиологический буфер содержит соль в физиологической кон-

центрации и его рН подводят до нейтрального значения в диапазоне от примерно 6,5 до примерно 7,8 и 
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предпочтительно от примерно 7,0 до примерно 7,5. Ряд физиологических буферов приведены в Sambrook 

и др. (2001). Физиологически релевантные температуры изменяются от примерно 25 до примерно 38°С и 

предпочтительно от примерно 35 до примерно 37°С. 

Подразумевается, что термин "связывающий домен", использованный в данном описании, включает 

в себя, в частности, категории антител или фрагменты антител, которые обладают аффинностью специ-

фического связывания с целевым антигеном или лигандом, таким как рецепторы или антигены клеточ-

ной поверхности либо гликопротеины, олигонуклеотиды, ферментативные субстраты, антигенные де-

терминанты или сайты связывания, которые могут присутствовать в ткани-мишени или клетке-мишени 

или на их поверхности. 

Термин "антитело" используется в данном описании в самом широком смысле и охватывает раз-

личные антительные структуры, включая, но не ограничиваясь этим, моноклональные антитела, поли-

клональные антитела, мультиспецифичные антитела (например, биспецифичные антитела) и фрагменты 

антител при условии, что они проявляют желаемую антиген-связывающую активность. Полноразмерные 

антитела могут представлять собой, например, моноклональные, рекомбинантные, химерные, деиммуни-

зированные, гуманизированные и человеческие антитела. 

Термин "моноклональное антитело", использованный в данном описании, относится к антителу, 

полученному из популяции по существу гомогенных антител, т.е. индивидуальные антитела, составляю-

щие такую популяцию, являются идентичными и/или связываются с одним и тем же эпитопом, за ис-

ключением возможных вариантов антител, например, содержащих встречающиеся в природе мутации 

или появляющихся в процессе приготовления препарата на основе моноклональных антител, при этом 

такие варианты обычно присутствуют в незначительных количествах. В противоположность препаратам 

на основе поликлональных антител, которые обычно включают в себя различные антитела, направлен-

ные против разных детерминант (эпитопов), каждое моноклональное антитело в препарате на основе 

моноклональных антител направлено против одной детерминанты на антигене. Таким образом, опреде-

ление "моноклональное" указывает на характер антитела, получаемого по существу из гомогенной попу-

ляции антител, и его не следует истолковывать в смысле требования получения антитела каким-либо 

конкретным способом. Например, моноклональные антитела, предназначенные для применения в соот-

ветствии с настоящим изобретением, могут быть получены различными методами, включая, но не огра-

ничиваясь этим, метод с применением гибридомной технологии, методы рекомбинантной ДНК, методы 

фагового дисплея и методы с использованием трансгенных животных, содержащих локусы иммуногло-

булина человека в полном объеме или их часть, при этом такие методы и другие типичные методы полу-

чения моноклональных антител известны в данной области техники или изложены в данном описании. 

"Фрагмент антитела" относится к молекуле, отличной от интактного антитела, содержащей часть 

интактного антитела и связывающейся с антигеном, с которым связывается интактное антитело. Приме-

ры фрагментов антител включают, но не ограничиваются этим, Fv, Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2, диатела, 

линейные антитела, однодоменное антитело, однодоменное верблюжье антитело, молекулы одноцепо-

чечных антител (scFv) и мультиспецифичные антитела, образованные из фрагментов антител. 

"scFv" или "одноцепочечный фрагмент вариабельной области" используются в данном описании 

взаимозаменяемо в отношении формата фрагментов антител, содержащих вариабельные области тяже-

лой ("VH") и легкой ("VL") цепей или две копии VH- или VL-цепи, которые соединены друг с другом 

коротким гибким пептидным линкером. На самом деле scFv не является фрагментом антитела, а пред-

ставляет собой слитый белок, состоящий из вариабельных областей тяжелой (VH) и легкой (VL) цепей 

иммуноглобулинов, и легко может быть экспрессирован в функциональной форме в E. coli. 

Термины "антиген", "целевой антиген" и "иммуноген" используются в данном описании взаимоза-

меняемо в отношении структуры или связывающей детерминанты, с которой антитело, фрагмент антите-

ла или молекула на основе фрагмента антитела связывается или к которой обладает специфичностью. 

Термин "эпитоп" относится к конкретному сайту на молекуле антигена, с которым связывается ан-

титело, фрагмент антитела или связывающий домен. Эпитоп представляет собой лиганд антитела или 

фрагмента антитела. 

Как использовано в данном описании, "CD3" или "кластер дифференцировки 3" означает антиген-

ный комплекс CD3 на поверхности Т-клетки, который включает в себя по отдельности или в независимо 

объединенной форме все известные субъединицы CD3, например, CD3-эпсилон, CD3-дельта, CD3-гамма, 

CD3-дзета, CD3-альфа и CD3-бета. Внеклеточные домены CD3-эпсилон, -гамма и -дельта содержат им-

муноглобулиноподобный домен, поэтому считаются частью суперсемейства иммуноглобулинов. 

Термины "специфичное связывание", или "специфично связывается", или "специфичность связыва-

ния" используются в данном описании взаимозаменяемо в отношении высокой степени аффинности свя-

зывания связывающего домена с соответствующей ему мишенью. Обычно, специфичное связывание по 

результатам измерений с использованием одного или более анализов, изложенных в данном описании, 

будет характеризоваться константой диссоциации или Kd, составляющей меньше чем примерно 10
-6

 М. 

"Аффинность" относится к силе всей совокупности нековалентных взаимодействий между одним 

сайтом связывания молекулы (например, антитела) и его связывающим партнером (например, антиге-

ном). Если не указано иное, при использовании в данном описании "аффинность связывания" относится 
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к собственно аффинности связывания, которая отражает взаимодействие по типу 1:1 между членами свя-

зывающейся пары (например, между антителом и антигеном). В общем случае, аффинность молекулы X 

по отношению к его партнеру Y может быть представлена константой диссоциации (Kd). Как использо-

вано в данном описании, "более высокая аффинность связывания" означает более низкое значение Kd; 

например, 1×10
-9

 М соответствует более высокой аффинности связывания чем 1×10
-8

 М. 

Термины "константа ингибирования" или "Ki" используются взаимозаменяемо и означают констан-

ту диссоциации комплекса фермент-ингибитор или величину, обратную аффинности связывания ингиби-

тора с ферментом. 

Термины "константа диссоциации" или "Kd" используются взаимозаменяемо и означают аффин-

ность между лигандом "L" и белком "Р"; т.е. насколько прочно лиганд связывается с конкретным белком. 

Она может быть рассчитана с использованием формулы Kd = [L][P]/[LP], где [Р], [L] и [LP] представляют 

собой молярные концентрации белка, лиганда и комплекса, соответственно. Подразумевается, что тер-

мин "kon", использованный в данном описании, относится к константе скорости ассоциации для объеди-

нения антитела с антигеном с целью образования комплекса антитело/антиген, как известно в данной 

области техники. Подразумевается, что термин "koff", использованный в данном описании, относится к 

константе скорости диссоциации антитела из комплекса антитело/антиген, как известно в данной облас-

ти техники. 

Термин "антагонист", использованный в данном описании, включает любую молекулу, которая час-

тично или полностью блокирует, ингибирует или нейтрализует биологическую активность нативного 

полипептида, описанного в данном изобретении. Методы идентификации антагонистов полипептида мо-

гут включать приведение в контакт нативного полипептида с молекулой-кандидатом в антагонисты и 

измерение детектируемого изменения одного или более видов биологической активности, в норме ассо-

циируемых с нативным полипептидом. В контексте настоящего изобретения антагонисты могут вклю-

чать белки, нуклеиновые кислоты, углеводы, антитела или какие-либо другие молекулы, которые ослаб-

ляют действие биологически активного белка. 

"Маркер клетки-мишени" относится к молекуле, экспрессируемой клеткой-мишенью, включая, но 

не ограничиваясь этим, рецепторы клеточной поверхности, антигены, гликопротеины, олигонуклеотиды, 

субстраты ферментов, антигенные детерминанты или сайты связывания, которые могут присутствовать 

на поверхности ткани-мишени или клетки-мишени и которые могут служить в качестве лигандов для 

антител. 

"Ткань-мишень" относится к ткани, которая является причиной или представляет собой часть бо-

лезненного состояния, такого как, но не ограничиваясь этим, рак или воспалительные состояния. Источ-

ники пораженной заболеванием ткани-мишени включают орган тела, опухоль, раковую клетку или попу-

ляцию раковых клеток либо клеток, которые образуют матрикс или обнаруживаются вместе с популяци-

ей раковых клеток, кость, кожу, клетки, которые продуцируют цитокины или факторы, вносящие вклад в 

болезненное состояние. 

Термин "среда определенного состава" относится к среде, содержащей дополнительные ресурсы 

питательных веществ и гормонов, необходимые для выживания и/или роста клеток в культуре, при этом 

компоненты этой среды известны. Традиционно, среда определенного состава приготовлена путем до-

бавления питательных веществ и ростовых факторов, необходимых для роста и/или выживания. В ти-

пичном случае среда определенного состава содержит по меньшей мере один компонент, выбранный из 

одной или более чем одной из следующих категорий: а) все незаменимые аминокислоты и, обычно, ос-

новной набор из двадцати аминокислот с добавлением цистеина; б) источник энергии, обычно в форме 

углевода, такого как глюкоза; в) витамины и/или другие органические соединения, необходимые в низ-

ких концентрациях; г) свободные жирные кислоты и д) микроэлементы, причем микроэлементы по опре-

делению представляют собой неорганические соединения или природные элементы, которые в типичном 

случае необходимы в очень низких концентрациях, обычно в микромолярном диапазоне. Возможно, что 

среда определенного состава также может быть дополнена одним или более компонентами, выбранными 

из любой из следующих категорий: а) один или более митогенных агентов; б) соли и буферы, как, на-

пример, на основе кальция, магния и фосфата; в) нуклеозиды и основания, такие как, например, аденозин 

и тимидин, гипоксантин; и г) гидролизаты белков и тканей. 

Термин "агонист" используется в самом широком смысле и включает любую молекулу, которая 

имитирует биологическую активность нативного полипептида, описанного в данном изобретении. Под-

ходящие агонистические молекулы, в частности, включают агонистические антитела или фрагменты ан-

тител, фрагменты или варианты аминокислотных последовательностей нативных полипептидов, пепти-

ды, малые органические молекулы и т.д. Методы идентификации агонистов нативного полипептида мо-

гут включать приведение в контакт нативного полипептида с молекулой-кандидатом в агонисты и изме-

рение детектируемого изменения в анализе биологической активности одного или более видов, в норме 

ассоциируемых с нативным полипептидом. 

Использованные в данном описании термины "лечение", или "лечить", или "временное облегчение", 

или "уменьшение интенсивности симптомов" применяются в данном описании взаимозаменяемо. Эти 

термины относятся к подходу для получения благоприятных или желаемых результатов, включая, но не 
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ограничиваясь этим, терапевтическую пользу и/или профилактическую пользу. Под терапевтической 

пользой понимают ликвидацию или уменьшение интенсивности симптомов основного расстройства, 

подвергаемого лечению. Кроме того, терапевтическая польза достигается при ликвидации или уменьше-

нии интенсивности одного или нескольких физиологических симптомов либо улучшении одного или 

нескольких клинических параметров, ассоциированных с основным расстройством, при этом у субъекта 

наблюдается улучшение несмотря на то, что этот субъект все еще может быть поражен основным рас-

стройством. Для получения профилактической пользы данные композиции можно вводить субъекту с 

риском развития конкретного заболевания или субъекту, у которого зарегистрированы один или не-

сколько физиологических симптомов заболевания, даже в том случае, если диагноз этого заболевания 

возможно не поставлен. 

"Терапевтический эффект" или "терапевтическая польза", как использовано в данном описании, от-

носится к физиологическому эффекту, включая, но не ограничиваясь этим, ослабление, уменьшение ин-

тенсивности симптомов или предупреждение заболевания либо улучшение одного или нескольких кли-

нических параметров, ассоциированных с основным расстройством, у людей или других животных, либо 

к иному улучшению физического или психического самочувствия у людей или животных, обусловлен-

ному введением полипептида по изобретению, отличающемуся от способности индуцировать образова-

ние антитела к эпитопу антигена, улучшению, приобретаемому посредством биологически активного 

белка. Для получения профилактической пользы данные композиции можно вводить субъекту с риском 

развития конкретного заболевания, возникновения рецидива предшествующего заболевания, состояния 

или симптома этого заболевания либо субъекту, у которого зарегистрированы один или несколько фи-

зиологических симптомов заболевания, даже в том случае, если диагноз этого заболевания возможно не 

поставлен. 

Термины "терапевтически эффективное количество" и "терапевтически эффективный доза", ис-

пользованные в данном описании, относятся к количеству лекарственного средства или биологически 

активного белка, либо самого по себе, либо в виде части полипептидной композиции, которая может ока-

зывать любой детектируемый благоприятный эффект на любой симптом, аспект, измеряемый параметр 

или характерные особенности болезненного состояния или заболевания при введении субъекту в виде 

одной дозы или в виде повторных доз. Такой эффект не обязательно должен быть абсолютно благопри-

ятным. Определение терапевтически эффективного количества находится в пределах компетентности 

специалистов в данной области техники, особенно с учетом подробного описания, приведенного в дан-

ном изобретении. 

Термин "терапевтически эффективная и нетоксичная доза", использованный в данном описании, 

относится к переносимой дозе композиций, определенных в данном описании, которая является доста-

точно высокой, чтобы вызвать истощение опухолевых или раковых клеток, устранение опухоли, умень-

шение размеров опухоли или стабилизацию заболевания без или по существу без значительных токсиче-

ских эффектов у субъекта. Такие терапевтически эффективные и нетоксичные дозы могут быть опреде-

лены в результате исследований с возрастанием дозы, описанных в данной области техники, и они долж-

ны быть ниже дозы, вызывающей тяжелые неблагоприятные побочные эффекты. 

Термин "режим введения доз", использованный в данном описании, относится к схеме для последо-

вательно вводимых многократных доз (т.е. по меньшей мере двух или больше) композиции, при этом 

дозы назначают в терапевтически эффективных количествах для получения в результате устойчивого 

благоприятного влияния на любой симптом, аспект, измеряемый параметр, конечный показатель или 

характерную особенность болезненного состояния или заболевания. 

Термины "рак" и "раковый" относятся к физиологическим состояниям или описывают таковые у 

млекопитающих, которые обычно характеризуются нерегулируемым ростом/нерегулируемой пролифе-

рацией клеток. Примеры рака включают, но не ограничиваются этим, карциномы, лимфому Ходжкина, 

неходжкинскую лимфому, В-клеточную лимфому, Т-клеточную лимфому, фолликулярную лимфому, 

лимфому из клеток мантийной зоны, бластому, рак молочной железы, рак толстой кишки, рак предста-

тельной железы, рак головы и шеи, любую форму рака кожи, меланому, рак мочеполовых путей, рак 

яичника, рак яичника со злокачественным асцитом, перитонеальный карциноматоз, серозную карциному 

матки, рак эндометрия, рак шейки матки, колоректальный рак, эпителиальное внутрибрюшинное ново-

образование со злокачественным асцитом, рак матки, мезотелиому в брюшной полости, раковые заболе-

вания почки, рак легкого, мелкоклеточный рак легкого, немелкоклеточный рак легкого, желудочный рак, 

рак пищевода, рак желудка, рак тонкого кишечника, рак печени, гепатокарциному, гепатобластому, ли-

посаркому, рак поджелудочной железы, рак желчного пузыря, раковых заболеваний желчного протока, 

рак слюнных желез, рак щитовидной железы, эпителиальный рак, аденокарциному, саркомы любого 

происхождения, первичные гематологические злокачественные новообразования, включая острый или 

хронический лимфоцитарные лейкозы, острый или хронический миелогенные лейкозы, миелопролифе-

ративное опухолевое заболевание или миелодиспластические расстройства, тяжелую миастению, Базе-

дову болезнь, тиреоидит Хашимото или синдром Гудпасчера. 

Термин "опухолеспецифический маркер", использованный в данном описании, относится к антиге-

ну, который обнаруживается на поверхности раковой клетки или в раковой клетке, который может быть 
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обнаружен, но это не является необходимым, в больших количествах в раковой клетке или на ее поверх-

ности по сравнению с нормальными клетками или тканями. 

"Клетка-мишень" относится к клетке, которая имеет лиганд антитела или фрагмента антитела заяв-

ленных композиций и ассоциирована с заболеванием или патологическим состоянием либо вызывает 

заболевание или патологическое состояние, в том числе к раковым клеткам, опухолевым клеткам и вос-

палительным клеткам. Лиганд клетки-мишени обозначается в данном описании как "маркер клетки-

мишени" или "антиген клетки-мишени" и включает, но не ограничивается этим, рецепторы или антигены 

клеточной поверхности, цитокины, белки МНС и белки или пептиды из цитозоля, которые представлены 

экзогенно. Использованный в данном описании термин "клетка-мишень" не будет включать в себя эф-

фекторную клетку. 

I. Общие методы 

При практическом применении настоящего изобретения используются, если не указано иное, тра-

диционные методы иммунологии, биохимии, химии, молекулярной биологии, микробиологии, клеточной 

биологии, геномики и рекомбинантной ДНК, которые известны специалисту в данной области техники. 

См. Sambrook, J. et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 3
rd

 edition, Cold Spring Harbor Laboratory 

Press, 2001; "Current protocols in molecular biology", F. M. Ausubel, et al. eds., 1987; серию "Methods in En-

zymology", 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 Pharmacological Basis of Therapeu-

tics", 11
th
 Edition, McGraw-Hill, 2005; и Freshney, R.I., "Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Tech-

nique", 4
th

 edition, John Wiley & Sons, Somerset, NJ, 2000, содержания которых включены в данное описа-

ние во всей своей полноте посредством ссылки. 

Клетки-хозяева можно культивировать в различных средах. Имеющиеся в продаже среды, такие как 

среда F10 Хэма (Sigma), минимальная поддерживающая среда (MEM, Sigma), RPMI-1640 (Sigma) и мо-

дифицированная Дульбекко среда Игла (DMEM, Sigma), подходят для культивирования эукариотических 

клеток. Помимо этого, клетки животных могут расти в среде определенного состава, в которой отсутст-

вует сыворотка крови, но которая дополнена гормонами, факторами роста или любыми другими факто-

рами, необходимыми для выживания и/или роста клеток конкретного типа. Ввиду того, что среда опре-

деленного состава, поддерживающая клеточное выживание, обеспечивает жизнеспособность, морфоло-

гическую особенность, способность к метаболизму и, возможно, способность клетки к дифференциров-

ке, среда определенного состава, стимулирующая клеточный рост, обеспечивает все химические реаген-

ты, необходимые для пролиферации или размножения клеток. Общие параметры, обуславливающие вы-

живание и рост клеток млекопитающих in vitro, являются общепринятыми в данной области техники. 

Физико-химическими параметрами, которые можно регулировать в разных системах для культивирова-

ния клеток, являются, например, рН, рО2, температура и осмолярность. Потребность клеток в питатель-

ных веществах обычно предусмотрена в композициях стандартных сред, разработанных для обеспечения 

оптимальных условий. Питательные вещества можно разделить на несколько категорий: аминокислоты и 

их производные, углеводы, сахара, жирные кислоты, сложные липиды, производные нуклеиновых ки-

слот и витамины. Наряду с питательными веществами для поддержания клеточного метаболизма боль-

шинство клеток также испытывает потребность в одном или более гормонах по меньшей мере одной из 

следующих групп: стероиды, простагландины, факторы роста, гипофизарные гормоны и пептидные гор-

моны, чтобы осуществлять пролиферацию в бессывороточных средах (Sato G.H. и др. в "Growth of Cells 

in Hormonally Defined Media", Cold Spring Harbor Press, N.Y., 1982). Помимо гормонов, клеткам могут 

потребоваться транспортные белки, такие как трансферрин (транспортный белок для переноса ионов 

железа плазмы крови), церулоплазмин (транспортный белок для переноса ионов меди) и липопротеин 

высокой плотности (липидный носитель) для выживания и роста in vitro. Набор оптимальных гормонов 

или транспортных белков будет варьировать для каждого клеточного типа. Большая часть этих гормонов 

или транспортных белков добавлена экзогенно или, в редком случае, бывает обнаружена мутантная кле-

точная линия, для которой не требуется конкретного фактора. Специалистам в данной области техники 

будут известны другие факторы, необходимые для поддержания клеточной культуры без излишнего экс-

периментирования. 

Ростовые среды для роста прокариотических клеток-хозяев включают питательные бульоны (жид-

кую питательную среду) или LB среду (лизогенная среда) (Лурия-Бертани). Подходящие среды включа-

ют среды определенного и неопределенного составов. В общем случае, среда содержит источник углеро-

да, такой как глюкоза, необходимый для роста бактерий, воду и соли. Среды также могут включать ис-

точник аминокислот и азота, например, мясной или дрожжевой экстракт (в среде неопределенного соста-

ва), или аминокислоты в известных количествах (в среде определенного состава). В некоторых воплоще-

ниях ростовой средой является LB бульон, например, LB бульон Миллера или LB бульон Леннокса. LB 

бульон содержит пептон (продукт ферментативного расщепления казеина), дрожжевой экстракт и хло-

рид натрия. В некоторых воплощениях используется селективная среда, которая содержит антибиотик. В 

этой среде будут расти только желаемые клетки, обладающие устойчивостью к данному антибиотику. 
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II. Композиции химерного полипептидного комплекса 

Помимо всего прочего, настоящее изобретение относится к композициям химерного полипептидно-

го комплекса (также называемого как "ProTIA"), полезным в лечении, уменьшении интенсивности сим-

птомов или предупреждении заболеваний, включая, но не ограничиваясь этим, раковые заболевания, 

аутоиммунные или воспалительные нарушения. 

Согласно первому аспекту настоящего изобретения предложен химерный полипептидный ком-

плекс, обычно содержащий первую часть, вторую часть и третью часть, при этом: указанная первая часть 

содержит (1) первый связывающий домен со специфичностью связывания с маркером клетки-мишени; и 

(2) второй связывающий домен со специфичностью связывания с антигеном эффекторной клетки; ука-

занная вторая часть содержит пептидильный отделяемый сегмент (RS), способный расщепляться одной 

или несколькими протеазами млекопитающих; и указанная третья часть содержит объемную группиров-

ку; при этом указанная объемная группировка способна отделяться от указанной первой части под дей-

ствием указанной протеазы млекопитающих на указанную вторую часть. Без привязки к теории отметим, 

что типичный полипептидный комплекс по настоящему изобретению демонстрирует один или более из 

следующих признаков: 1) этот комплекс содержит по меньшей мере два связывающих домена, обладаю-

щих способностью одновременно связываться с эффекторной клеткой и клеткой-мишенью; 2) этот ком-

плекс содержит объемную группировку, которая (а) экранирует связывающие домены и снижает аффин-

ность связывания с целевыми антигенами, когда композиция находится в интактном состоянии, посред-

ством, например, стерических затруднений, (б) обеспечивает достижение более продолжительного пе-

риода полувыведения композиции при введении субъекту и/или (в) ослабляет экстравазацию компози-

ции из сосудистой системы в нормальные ткани и органы по сравнению с экстравазацией в пораженные 

заболеванием ткани (например, опухоли), что приводит к получению улучшенного профиля безопасно-

сти по сравнению с терапевтическими средствами на основе биспецифичных цитотоксических антител, в 

настоящее время применяемых или оцениваемых в клинических испытаниях; и 3) этот комплекс спосо-

бен расщепляться одной или несколькими протеазами млекопитающих, при нахождении в непосредст-

венной близости от пораженных заболеванием тканей, таких как опухолевая или воспаленная ткань, с 

высвобождением тем самым связывающих доменов первой части, вследствие чего связывающие домены 

могут связываться с маркером клетки-мишени и антигеном эффекторной клетки с более высокой аффин-

ностью по сравнению с состоянием, когда связывающие домены не отщеплены от комплекса. Заявлен-

ный комплекс предпочтительно может действовать в качестве "пролекарства" в том смысле, что терапев-

тическая часть (например, первая часть, способная "заставить" клетку-мишень и эффекторную клетку 

быть вместе) высвобождается в месте локализации пораженной заболеванием ткани, в которой эта про-

теаза предпочтительно экспрессируется по сравнению с нормальными тканями. Заявленный комплекс 

направлен на преодоление некоторых выраженных недостатков существующих биспецифичных антител, 

в том числе BiTE. При использовании заявленного комплекса обычно сохраняется известный терапев-

тический эффект, выражаемый в уменьшении размеров опухоли под действием биспецифичных антител, 

таких как BiTE, но в то же время ослабляются побочные эффекты, свойственные традиционным биспе-

цифичным антителам. В одном из воплощений изобретения предложены композиции химерного поли-

пептидного комплекса, в которых первая часть содержит два связывающих домена в одноцепочечном 

формате, при этом первый связывающий домен обладает специфичностью связывания с опухолеспеци-

фическим маркером или антигеном клетки-мишени, а второй связывающий домен обладает специфично-

стью связывания с антигеном эффекторной клетки, таким как рецептор на поверхности или лиганд внут-

ри эффекторной клетки, благодаря чему такая композиция считается биспецифичной. 

В некоторых воплощениях конструкция заявленных композиций является такой, что под действием 

протеазы расщепляется отделяемый сегмент (RS) заявленных композиций, посредством чего из компо-

зиции высвобождаются связывающие домены и объемная группировка. В результате высвобождения из 

композиции первый связывающий домен со специфичностью связывания с опухолеспецифическим мар-

кером или антигеном клетки-мишени и второй связывающий домен со специфичностью связывания с 

антигеном эффекторной клетки способны одновременно связывать, с большей аффинностью связывания, 

чем у интактной композиции, и соединять друг с другом эффекторную клетку и клетку-мишень, образуя 

иммунологический синапс, с получением того результата, что при очень низких отношениях эффектора к 

мишени (Е:Т) на клетку-мишень воздействуют эффекторные молекулы, высвобожденные эффекторной 

клеткой в пространство иммунологического синапса между этими клетками, вызывая повреждение клет-

ки-мишени, в том числе, но не ограничиваясь этим, перфорин-опосредуемый лизис, индуцированную 

гранзимом В клеточную гибель и/или апоптоз. В некоторых воплощениях высвободившаяся первая часть 

заявленных композиций сконструирована с такими специфичностями связывания, что она обладает спо-

собностью одновременно связываться с представляющими собой эффекторные клетки цитотоксичными 

Т-лимфоцитами и предварительно выбранными поверхностными антигенами на опухолевых клетках у 

субъекта, тем самым образуется иммунологический синапс и осуществляется селективное, направленное 

и локализованное действие высвободившихся цитокинов и эффекторных молекул против опухоли-

мишени, с получением того результата, что опухолевые клетки повреждаются или разрушаются, что вы-
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ражается в противоопухолевом действии и терапевтической пользе для субъекта. В других воплощениях 

эффекторная клетка, связанная высвободившейся первой частью, представляет собой клетку, выбранную 

из группы, состоящей из плазматической клетки, В-клетки, цитокин-индуцируемой киллерной клетки 

(СПС клетки), тучной клетки, дендритной клетки, регуляторной Т-клетки (RegT-клетки), хелперной Т-

клетки, миелоидной клетки и NK клетки. 

Согласно другому аспекту изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие первую часть, вторую часть, третью часть, четвертую часть и пятую часть, при этом 

первая часть содержит первый и второй связывающие домены (описанные более подробно ниже), вторая 

часть содержит отделяемый сегмент (RS), третья часть содержит объемную группировку (описанную 

более подробно ниже), четвертая часть содержит отделяемый сегмент (RS), который может быть таким 

же, что и RS во второй части, или может отличаться от него, и пятая часть содержит объемную группи-

ровку, которая может быть такой же или может отличаться от объемной группировки третьей части; при 

этом такая композиция находится по существу в форме пролекарства до момента ее активации протеа-

зой. 

Данные композиции направлены на преодоление давно испытываемой потребности в разработке 

биспецифичных терапевтических средств, которые имеют более высокую селективность, более продол-

жительный период полувыведения и оказывают слабое токсическое действие и меньшее количество по-

бочных эффектов, когда они расщеплены протеазами, обнаруживаемыми в ассоциированных с мишенью 

тканях или тканях, ставших нездоровыми в результате заболевания, вследствие чего заявленные компо-

зиции имеют улучшенный терапевтический индекс по сравнению с композициями на основе биспеци-

фичных антител, известными в данной области техники. Такие композиции полезны в лечении некото-

рых заболеваний, включая, но не ограничиваясь этим, рак. 

1. Связывающие домены. 

Цель изобретения заключается в разработке композиций химерного полипептидного комплекса, со-

держащих первую часть, содержащую по меньшей мере первый связывающий домен со специфичностью 

связывания с маркером клетки-мишени (например, опухолеспецифическим маркером), и второй связы-

вающий домен со специфичностью связывания с антигеном эффекторной клетки. В некоторых воплоще-

ниях связывающие домены соединены в единую цепь, демонстрирующую биспецифичность связывания 

в отношении маркера клетки-мишени и антигенаэффекторной клетки. 

Согласно другому аспекту цель изобретения заключается в разработке расщепляемых композиций 

химерного полипептидного комплекса, сконструированных в конфигурациях, где связывающие домены 

первой части присоединены к объемной группировке коротким пептидным отделяемым сегментом, со-

держащим расщепляемую последовательность. В такой типичной конфигурации связывающие домены 

экранированы компонентом(ами) проксимальной объемной группировки с целью ослабления или устра-

нения неспецифичных взаимодействий и связывания с не пораженными заболеванием тканями или клет-

ками, которые не являются предполагаемыми мишенями для композиций, что снижает тем самым неже-

лательную токсичность или побочные эффекты. В дополнение к этому, экранирующая объемная группи-

ровка высвобождается в целевом месте (например, в пораженной заболеванием ткани) в результате рас-

щепления отделяемого сегмента протеазой (описанной более подробно ниже), которая предпочтительно 

экспрессируется в такой пораженной заболеванием ткани. Затем высвободившаяся первая часть восста-

навливает свою способность более полно или с большей авидностью связываться с соответствующими 

лигандами, включая маркер клетки-мишени и маркер эффекторной клетки. Без связи с какой-либо кон-

кретной теорией, отметим, что заявленный химерный полипептидный комплекс обеспечивает многочис-

ленные преимущества как терапевтическое средство с точки зрения снижения частоты введения, увели-

чения продолжительности терапевтического эффекта и снижения тяжести выявленных при постановке 

диагноза побочных эффектов у субъекта по сравнению с побочными эффектами в результате или после 

введения сопоставимой дозы, в ммоль/кг, композиции, содержащей только биспецифично связывающие 

домены первой части. Неограничивающие примеры побочных эффектов, которые предотвращаются или 

ослабляются в результате применения заявленных композиций, включают нежелательные увеличения 

уровней IL-2, TNF-альфа, IFN-гамма, ферментов печени в плазме крови и/или числа случаев сепсиса, 

фебрильной нейтропении, нейротоксичности, судорог, энцефалопатии, синдрома высвобождения цито-

кинов, расстройства речи, нарушения равновесия, лихорадки, головной боли, спутанности сознания, ги-

потензии, нейтропении, тошноты, нарушенного сознания и дезориентирования. 

Данное изобретение предполагает применение одноцепочечных связывающих доменов для исполь-

зования в заявленных композициях, таких как, но не ограничиваясь этим, Fv, Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2, 

линейные антитела, однодоменное антитело, однодоменное верблюжье антитело, молекулы одноцепо-

чечных антител (scFv) и диатела, способные связываться с лигандами или рецепторами, ассоциирован-

ными с эффекторными клетками, и антигенами пораженных заболеванием тканей или клеток, которые 

представляют собой разновидности рака, опухоли или другие злокачественные ткани. В других вопло-

щениях первый и второй связывающие домены первой части композиций химерного полипептидного 

комплекса могут представлять собой "неантительные" каркасы, такие как антикалины, аднектины, фи-

номеры, аффилины, аффитела, центирины, DARPin. В других воплощениях доменом, связывающимся с 
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опухолевой клеткой-мишенью, является вариабельный домен Т-клеточного рецептора, который был 

сконструирован для связывания с МНС, несущим пептидный фрагмент белка, который сверхэкспресси-

руется опухолевыми клетками. Композиции по настоящему изобретению разработаны с учетом локали-

зации протеазы ткани-мишени, а также присутствия такой же протеазы в здоровых тканях, не предназна-

ченных для направленного на них воздействия, а также присутствия целевого лиганда в здоровой ткани, 

но в более высокой степени данного лиганда в нездоровой ткани-мишени, с целью обеспечения широко-

го терапевтического окна. Термин "терапевтическое окно" относится к наибольшей разнице между ми-

нимальной эффективной дозой и максимальной переносимой дозой для заданной терапевтической ком-

позиции. Чтобы способствовать достижению широкого терапевтического окна, связывающие домены 

первой части композиций экранируют располагающейся вблизи объемной группировкой (например, 

XTEN), вследствие чего аффинность связывания интактной композиции с одним или обоими лигандами 

снижается по сравнению с композицией, которая претерпела расщепление под действием протеазы мле-

копитающих с освобождением первой части от экранирующих эффектов объемной группировки. 

Применительно к одноцепочечным связывающим доменам, как хорошо установлено, Fv представ-

ляет собой минимальный фрагмент антитела, который содержит полный сайт распознавания антигена и 

связывания с ним; при этом Fv состоит из димера, составленного из одного вариабельного домена тяже-

лой (VH) и одного вариабельного домена легкой цепи (VL), соединенных посредством нековалентных 

взаимодействий. В составе каждой из VH- и VL-цепей имеются три определяющих комплементарность 

участка (CDR), взаимодействие с которыми определяет антигенсвязывающий сайт на поверхности диме-

ра VH-VL; шесть CDR связывающего домена придают антигенсвязывающую специфичность антителу 

или одноцепочечному связывающему домену. В некоторых случаях создают scFv, при этом каждый име-

ет 3, 4 или 5 CDR в пределах каждого связывающего домена. Каркасные последовательности, фланки-

рующие CDR, имеют третичную структуру, которая является по существу межвидовой консервативной 

последовательностью в нативных иммуноглобулинах, а каркасные остатки (FR) служат для поддержания 

CDR в их соответствующей ориентации. Для выполнения связывающей функции не требуется присутст-

вия константных доменов, но они могут способствовать стабилизации взаимодействия VH-VL. Домен 

сайта связывания полипептида по изобретению может представлять собой пару VH-VL-, VH-VH- или 

VL-VL-доменов либо одного и того же, либо разных иммуноглобулинов, однако обычно предпочтитель-

нее создавать одноцепочечные связывающие домены, используя соответствующие VH- и VL-цепи из 

родительского антитела. Порядок расположения VH-и VL-доменов в полипептидной цепи не является 

ограничением для настоящего изобретения; порядок расположения данных доменов может быть изменен 

на противоположный обычно без какой-либо потери функции, но очевидно, что VH- и VL-домены рас-

полагаются так, чтобы антигенсвязывающий сайт мог свернуться надлежащим образом. Таким образом, 

одноцепочечные связывающие домены биспецифичных scFv-содержащих воплощений заявленных ком-

позиций могут располагаться в таком порядке (VL-VH)1-(VL-VH)2, где "1" и "2" представляют собой 

первый и второй связывающие домены, соответственно, или (VL-VH)1-(VH-VL)2, или (VH-VL)1-(VL-

VH)2, или (VH-VL)1-(VH-VL)2, при этом парные связывающие домены соединены полипептидным лин-

кером, который описан в данном изобретении ниже. 

Таким образом, относительное расположение связывающих доменов в составе типичного биспеци-

фичного одноцепочечного антитела, описанного в данном изобретении, может быть таким, в котором 

первый связывающий домен локализован С-терминально относительно второго связывающего домена. 

Относительное расположение V цепей может быть таковым: VH(поверхностный антиген клетки-

мишени)-VL(поверхностный антиген клетки-мишени)-VL(антиген эффекторной клетки)-VH(антиген 

эффекторной клетки), VH(поверхностный антиген клетки-мишени)-VL(поверхностный антиген клетки-

мишени)-VH(антиген эффекторной клетки)-VL(антиген эффекторной клетки), VL(поверхностный анти-

ген клетки-мишени)-VH(поверхностный антиген клетки-мишени)-VL(антиген эффекторной клетки)-

VH(антиген эффекторной клетки) или VL(поверхностный антиген клетки-мишени)-VH(поверхностный 

антиген клетки-мишени)-VH(антиген эффекторной клетки)-VL(антиген эффекторной клетки). Для отно-

сительного расположения, в котором второй связывающий домен локализован N-терминально относи-

тельно первого связывающего домена, возможны следующие порядки расположения: VH(антиген эф-

фекторной клетки)-VL(антиген эффекторной клетки)-VL(поверхностный антиген клетки-мишени)-

VH(поверхностный антиген клетки-мишени), VH(антиген эффекторной клетки)-VL(антиген эффектор-

ной клетки)-VH(поверхностный антиген клетки-мишени)-VL(поверхностный антиген клетки-мишени), 

VL(антиген эффекторной клетки)-VH(антиген эффекторной клетки)-VL(поверхностный антиген клетки-

мишени)-VH(поверхностный антиген клетки-мишени) или VL(антиген эффекторной клетки)-VH(антиген 

эффекторной клетки)-VH(поверхностный антиген клетки-мишени)-VL(поверхностный антиген клетки-

мишени). Как использовано в данном описании, "N-терминально" или "С-терминально" и их граммати-

ческие варианты означают относительное расположение в пределах первичной аминокислотной после-

довательности, а не размещение точно на N- или С-конце биспецифичного одноцепочечного антитела. 

Следовательно, в качестве неограничивающего примера, первый связывающий домен, который "локали-

зован С-терминально относительно второго связывающего домена" означает, что первый связывающий 

домен локализован со стороны карбоксильной группировки второго связывающего домена в пределах 
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биспецифичного одноцепочечного антитела, и что это не исключает возможности локализации дополни-

тельной последовательности, например, His-метки или другого соединения, например, содержащего ра-

диоактивный изотоп, на С-конце биспецифичного одноцепочечного антитела. 

В одном из воплощений композиции химерного полипептидного комплекса содержат первую часть, 

содержащую первый связывающий домен и второй связывающий домен, при этом каждый из указанных 

связывающих доменов представляет собой scFv и при этом каждый scFv содержит одну VL-область и 

одну VH-область. В другом воплощении композиции химерного полипептидного комплекса содержат 

первую часть, содержащую первый связывающий домен и второй связывающий домен, при этом указан-

ные связывающие домены находятся в конфигурации диатела и при этом каждый домен содержит одну 

VL-область и одну VH-область. В упомянутых выше воплощениях первый домен обладает специфично-

стью связывания с опухолеспецифическим маркером или антигеном клетки-мишени, а второй связы-

вающий домен обладает специфичностью связывания с антигеном эффекторной клетки. В одном из упо-

мянутых выше воплощений антиген эффекторной клетки экспрессируется на поверхности или внутри 

эффекторной клетки. В одном из воплощений антиген эффекторной клетки экспрессируется на Т-клетке, 

такой как CD4+, CD8+ или природная киллерная (NK) клетка. В другом воплощении антиген эффектор-

ной клетки экспрессируется на В-клетке, тучной клетке, дендритной клетке или миелоидной клетке. В 

одном из воплощений антиген эффекторной клетки представляет собой CD3, антиген кластера диффе-

ренцировки 3 цитотоксической Т-клетки. В некоторых воплощениях из указанных выше первый связы-

вающий домен демонстрирует специфичность связывания с опухолеспецифическим маркером, ассоции-

рованным с опухолевой клеткой. В одном из воплощений связывающий домен обладает аффинностью 

связывания с опухолеспецифическим маркером, при этом опухолевая клетка может включать, без огра-

ничения, клетки стромально-клеточной опухоли, фибробластной опухоли, миофибробластической опу-

холи, опухоли, происходящей из глиальных клеток, эпителиоидно-клеточной опухоли, липоидно-

клеточной опухоли, опухоли, происходящей из иммунных клеток, опухоли, происходящей из клеток со-

судов, и опухоли, происходящей из гладкомышечных клеток. В одном из воплощений опухолеспецифи-

ческий маркер или антиген клетки-мишени выбран из группы, состоящей из альфа-4-интегрина, Ang2, 

B7-H3, В7-Н6, СЕАСАМ5, сМЕТ, CTLA4, FOLR1, ЕрСАМ, CCR5, CD19, HER2, HER2 neu, HER3, HER4, 

HER1 (EGFR), PD-L1, PSMA, CEA, MUC1 (муцина), MUC-2, MUC3, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC7, 

MUC16, βhCG, антигена Y Льюиса, CD20, CD33, CD38, CD30, CD56 (NCAM), CD133, ганглиозида GD3, 

9-O-ацетил-GD3, GM2, Globo Н, фукозил-GM1, GD2, карбоангидразы IX, CD44v6, продукта гена "звуко-

вой еж" (Shh), Wue-1, антигена 1 плазматических клеток, хондроитинсульфат-протеогликана меланомы 

(MCSP), CCR8, антигена эпителиальных клеток предстательной железы с 6-ю трансмембранными сег-

ментами (STEAP), мезотелина, антигена А33, антигена стволовых клеток предстательной железы 

(PSCA), Ly-6, десмоглеина 4, фетального ацетилхолинового рецептора (fnAChR), CD25, ракового анти-

гена 19-9 (СА19-9), ракового антигена 125 (СА-125), рецептора II типа ингибирующего вещества Мюл-

лера (MISIIR), сиалированного антигена Tn (sTN), антигена активации фибробластов (FAP), эндосиалина 

(CD248), варианта III рецептора эпидермального фактора роста (EGFRvIII), опухолеассоциированного 

антигена L6 (TAL6), SAS, CD63, TAG72, антигена Томсена-Фриденрайха (антигена TF), рецептора инсу-

линоподобного ростового фактора I (IGF-IR), антигена Cora, CD7, CD22, CD70, CD79a, CD79b, G250, 

МТ-ММР, антигена F19, СА19-9, СА-125, альфафетопротеина (AFP), VEGFR1, VEGFR2, DLK1, SP17, 

ROR1 и EphA2. В одном из воплощений первый связывающий домен, который демонстрирует аффин-

ность связывания с CD70, представляет собой его природный лиганд, CD27, скорее чем фрагмент анти-

тела. В другом воплощении первый связывающий домен, который демонстрирует аффинность связыва-

ния с В7-Н6, представляет собой его природный лиганд, Nkp30, скорее чем фрагмент антитела. 

Предусматривается, что scFv-содержащие воплощения заявленных композиций по изобретению со-

держат первый связывающий домен и второй связывающий домен, при этом VL- и VH-домены происхо-

дят из моноклональных антител, обладающих специфичностью связывания с опухолеспецифическим 

маркером или антигеном клетки-мишени и антигенами эффекторных клеток, соответственно. В других 

случаях и первый, и второй связывающие домены, каждый содержит шесть CDR, происходящих из мо-

ноклональных антител, обладающих специфичностью связывания с маркером клетки-мишени, таким как 

опухолеспецифический маркер, и антигенами эффекторных клеток, соответственно. В других воплоще-

ниях первый и второй связывающие домены первой части заявленных композиций могут иметь 3, 4 или 

5 CDR в пределах каждого связывающего домена. В других случаях воплощения по изобретению содер-

жат первый связывающий домен и второй связывающий домен, при этом каждый из них содержит уча-

сток CDR-H1, участок CDR-H2, участок CDR-H3, участок CDR-L1, участок CDR-L2 и участок CDR-L3, 

при этом каждый из указанных участков происходит из моноклонального антитела, способного связы-

ваться с опухолеспецифическим маркером или антигеном клетки-мишени и антигенами эффекторных 

клеток, соответственно. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного поли-

пептидного комплекса, при этом второй связывающий домен содержит VH- и VL-области, происходя-

щие из моноклонального антитела, способного связываться с CD3 человека. В другом воплощении изо-

бретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, в которой второй связываю-

щий домен scFv содержит VH- и VL-области, при этом каждая из VH- и VL-областей демонстрирует по 
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меньшей мере примерно 90, или 91, или 92, или 93, или 94, или 95, или 96, или 97, или 98, или 99% иден-

тичность либо идентична парным последовательностям VL и VH антитела к CD3, выбранного из табл. 1. 

Согласно другому аспекту имеющие второй домен воплощения по изобретению содержат участок CDR-

H1, участок CDR-H2, участок CDR-H3, участок CDR-L1, участок CDR-L2 и участок CDR-L3, при этом 

каждый из указанных участков происходит из моноклонального антитела, выбранного из группы анти-

тел, приведенных в табл. 1. В упомянутых выше воплощениях VH- и/или VL-домены могут быть ском-

понованы в виде scFv, диатела, однодоменного антитела или однодоменного верблюжьего антитела. 

В других воплощениях вторые домены заявленных композиций происходят из антитела к CD3, вы-

бранного из группы антител, приведенных в табл. 1. В одном из упомянутых выше воплощений второй 

домен заявленной композиции содержит парные последовательности VL- и VH-областей антитела к 

CD3, выбранного из группы антител, приведенных в табл. 1. В другом воплощении изобретения предло-

жена композиция химерного полипептидного комплекса, в которой второй связывающий домен содер-

жит VH- и VL-области, при этом каждая из VH- и VL-областей демонстрирует по меньшей мере пример-

но 90, или 91, или 92, или 93, или 94, или 95, или 96, или 97, или 98, или 99% идентичность либо иден-

тична парным последовательностям VL и VH антитела huUCHT1 к CD3 из табл. 1. В упомянутых выше 

воплощениях VH- и/или VL-домены могут быть скомпонованы в виде scFv, части диатела, однодоменно-

го антитела или однодоменного верблюжьего антитела. 

В других воплощениях scFv первого домена в такой композиции происходят из антитела к опухоле-

вой клетке, выбранного из группы антител, приведенных в табл. 2. В другом воплощении изобретения 

предложена композиция химерного полипептидного комплекса, в которой первый связывающий домен 

содержит VH- и VL-области, при этом каждая из VH- и VL-областей демонстрирует по меньшей мере 

примерно 90, или 91, или 92, или 93, или 94, или 95, или 96, или 97, или 98, или 99% идентичность либо 

идентична парным последовательностям VL и VH антитела к опухолевой клетке, выбранного из табл. 2. 

В одном из упомянутых выше воплощений первый домен приведенных композиций содержит парные 

последовательности VL- и VH-областей антитела к опухолевой клетке, описанного в данном изобрете-

нии. В упомянутых выше воплощениях VH- и/или VL-домены могут быть скомпонованы в виде scFv, 

части диатела, однодоменного антитела или однодоменного верблюжьего антитела. 

В другом воплощении первая часть композиций химерного полипептидного комплекса имеет по-

следовательность, идентичную по меньшей мере примерно на 90, или 91, или 92, или 93, или 94, или 95, 

или 96, или 97, или 98, или 99% с последовательностью, выбранной из группы, состоящей из последова-

тельностей в табл. 13. 

В другом воплощении композиции химерного полипептидного комплекса содержат первую часть, 

содержащую первый связывающий домен и второй связывающий домен, при этом указанные связываю-

щие домены находятся в конфигурации диатела и каждый из указанных связывающих доменов содержит 

один VL-домен и один VH-домен. В одном из вариантов, воплощения по изобретению в конфигурации 

диатела содержат первый связывающий домен и второй связывающий домен, при этом VL- и VH-

домены происходят из моноклональных антител со специфичностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером или антигеном клетки-мишени и антигеном эффекторной клетки, соответственно. В дру-

гом варианте, воплощения по изобретению в конфигурации диатела содержат первый связывающий до-

мен и второй связывающий домен, при этом каждый из них содержит участок CDR-H1, участок CDR-H2, 

участок CDR-H3, участок CDR-L1, участок CDR-L2 и участок CDR-L3, при этом каждый из указанных 

участков происходит из моноклонального антитела, способного связываться с опухолеспецифическим 

маркером или антигеном клетки-мишени и антигеном эффекторной клетки, соответственно. Предусмат-

ривается, что воплощения по изобретению в конфигурации диатела содержат первый связывающий до-

мен и второй связывающий домен, при этом VL- и VH-домены происходят из моноклональных антител, 

обладающих специфичностью связывания с опухолеспецифическим маркером или антигеном клетки-

мишени и антигеном эффекторной клетки, соответственно. Согласно другому аспекту воплощения по 

изобретению в конфигурации диатела содержат первый связывающий домен и второй связывающий до-

мен, при этом каждый из них содержит участок CDR-H1, участок CDR-H2, участок CDR-H3, участок 

CDR-L1, участок CDR-L2 и участок CDR-L3, причем каждый из указанных участков происходит из мо-

ноклонального антитела, способного связываться с опухолеспецифическим маркером или антигеном 

клетки-мишени и антигеном эффекторной клетки, соответственно. В одном из воплощений изобретения 

предложена композиция химерного полипептидного комплекса, при этом второй связывающий домен 

диатела содержит парные VH- и VL-области, происходящие из моноклонального антитела, способного 

связываться с CD3 человека. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного по-

липептидного комплекса, где второй связывающий домен диатела содержит VH- и VL-области, при этом 

каждая из VH- и VL-областей демонстрирует по меньшей мере примерно 90, или 91, или 92, или 93, или 

94, или 95, или 96, или 97, или 98, или 99% идентичность либо идентична парным последовательностям 

VL и VH антитела к CD3, выбранного из табл. 1. В другом воплощении изобретения предложена компо-

зиция химерного полипептидного комплекса, где второй связывающий домен диатела содержит VH- и 

VL-области, при этом каждая из VH- и VL-областей демонстрирует по меньшей мере примерно 90, или 

91, или 92, или 93, или 94, или 95, или 96, или 97, или 98, или 99% идентичность либо идентична после-
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довательностям VL и VH антитела huUCHT1, выбранного из табл. 1. В других воплощениях второй до-

мен диатела в такой композиции происходит из антитела к CD3, описанного в данном изобретении. В 

другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, где 

первый связывающий домен диатела содержит VH- и VL-области, при этом каждая из VH- и VL-

областей демонстрирует по меньшей мере примерно 90, или 91, или 92, или 93, или 94, или 95, или 96, 

или 97, или 98, или 99% идентичность либо идентична последовательностям VL и VH антитела к опухо-

левой клетке, выбранного из табл. 2. В других воплощениях первый домен диатела в такой композиции 

происходит из антитела к опухолевой клетке, описанного в данном изобретении. 

В данной области техники известны терапевтические моноклональные антитела, из которых могут 

происходить VL- и VH-домены и CDR-домены, используемые в заявленных композициях. Такие тера-

певтическое антитела включают, но не ограничиваются этим, ритуксимаб от IDEC/Genentech/Roche (см., 

например, патент США № 5736137), химерное антитело к CD20, используемое в лечении многих типов 

лимфом, лейкозов и некоторых аутоиммунных расстройств; офатумумаб, антитело к CD20, одобренное к 

применению в случае хронического лимфоцитарного лейкоза и находящееся в стадии разработки для 

фолликулярной неходжкинской лимфомы, диффузной крупноклеточной В-клеточной лимфомы, ревма-

тоидного артрита и рецидивирующе-ремиттирующего рассеянного склероза, разрабатываемое GlaxoS-

mithKline; лукатумумаб (HCD122), антитело к CD40, разработанное Novartis для неходжкинской лимфо-

мы или лимфомы Ходжкина (см., например, патент США № 6899879); АМЕ-133, антитело, разработан-

ное Applied Molecular Evolution, которое связывается с клетками, экспрессирующими CD20, для лечения 

неходжкинской лимфомы; велтузумаб (hA20), антитело, разработанное Immunomedics, Inc., которое свя-

зывается с клетками, экспрессирующими CD20, для лечения иммунной тромбоцитопенической пурпуры, 

HumaLYM, разработанное Intracel для лечения низкодифференцированной В-клеточной лимфомы, и ок-

релизумаб, разработанный Genentech, который представляет собой моноклональное антитело к CD20, 

для лечения ревматоидного артрита (см., например, заявку на патент США 20090155257), трастузумаб 

(см., например, патент США № 5677171), гуманизированное антитело к Her2/neu, одобренное к приме-

нению для лечения рака молочной железы, разработанное Genentech; пертузумаб, антитело, являющееся 

ингибитором димеризации HER2, разработанное Genentech для лечения рака предстательной железы, 

рака молочной железы и рака яичника (см., например, патент США № 4753894); цетуксимаб, антитело к 

EGFR, используемое для лечения экспрессирующего рецептор эпидермального фактора роста (EGFR) 

метастатического колоректального рака KRAS дикого типа и рака головы и шеи, разработанное Imclone 

и BMS (см. патент США № 4943533; РСТ WO 96/40210); панитумумаб, полностью человеческое моно-

клональное антитело, обладающее специфичностью к рецептору эпидермального фактора роста (также 

известному как рецептор EGF, EGFR, ErbB-1 и HER1), в настоящее время поставляемое на рынок от Am-

gen для лечения метастатического колоректального рака (см. патент США № 6235883); залутумумаб, 

полностью человеческое IgG1-типа моноклональное антитело, разработанное Genmab, которое направ-

лено на рецептор эпидермального фактора роста (EGFR), для лечения плоскоклеточной карциномы голо-

вы и шеи (см., например, патент США № 7247301); нимотузумаб, химерное антитело к EGFR, разрабо-

танное Biocon, YM Biosciences (Куба) и Oncosciences (Европа) для лечения плоскоклеточных карцином 

головы и шеи, назофарингеального рака и глиомы (см., например, патент США № 5891996, патент США 

№ 6506883); алемтузумаб, гуманизированное моноклональное антитело к CD52, поставляемое на рынок 

Bayer Schering Pharma, для лечения хронического лимфоцитарного лейкоза (CLL), кожной Т-клеточной 

лимфомы (CTCL) и Т-клеточной лимфомы; муромонаб-CD3, антитело к CD3, разработанное Ortho Bio-

tech/Johnson & Johnson, используемое в качестве иммуносупрессорного биологического препарата, на-

значаемого для снижения вероятности острого отторжения у пациентов с органными трансплантатами; 

ибритумомаб тиуксетан, моноклональное антитело к CD20, разработанное IDEC/Schering AG в качестве 

лекарственного средства для некоторых форм В-клеточной неходжкинской лимфомы; гемтузумаб озога-

мицин, антитело к CD33 (белку р67), присоединенное к цитотоксическому хелатору тиуксетану, к кото-

рому присоединен радиоактивный изотоп, разработанное Celltech/Wyeth и используемое для лечения 

острого миелогенного лейкоза; ABX-CBL, антитело к CD147, разработанное Abgenix; ABX-IL8, антитело 

к IL8, разработанное Abgenix; ABX-MA1, антитело к MUC18, разработанное Abgenix; пемтумомаб 

(R1549, 90Y-muHMFG1), антитело к MUC1, разрабатываемое Antisoma; терекс (R1550), антитело к 

MUC1, разработанное Antisoma; ангиомаб (AS1405), разработанный Antisoma; HuBC-1, разработанное 

Antisoma; тиоплатин (AS1407), разработанный Antisoma; антегрен (натализумаб), антитело к альфа-4-

бета-1 (VLA4 (очень поздний антиген-4)) и альфа-4-бета-7, разработанное Biogen; mAb (моноклональное 

антитело) к VLA-1, антитело к интегрину VLA-1, разработанное Biogen; mAb к LTBR, антитело к рецеп-

тору лимфотоксина-бета (LTBR), разработанное Biogen; CAT-152, антитело к TGF-β2 (трансформирую-

щий ростовой фактор Р2), разработанное Cambridge Antibody Technology; J695, антитело к IL-12, разра-

ботанное Cambridge Antibody Technology и Abbott; CAT-192, антитело к TGFβ1, разработанное Cam-

bridge Antibody Technology и Genzyme; CAT-213, антитело к эотаксину-1, разработанное Cambridge Anti-

body Technology; лимфостат-В, антитело к Blys (стимулятор В-лимфоцитов), разработанное Cambridge 

Antibody Technology и Human Genome Sciences Inc.; mAb к TRAIL-R1 (рецептор 1 родственного фактору 
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некроза опухоли лиганда, индуцирующего апоптоз), антитело к TRAIL-R1, разработанное Cambridge 

Antibody Technology и Human Genome Sciences, Inc.; герцептин, антитело к HER-рецепторному семейст-

ву, разработанное Genentech; анти-тканевой фактор (ATF), антитело к тканевому фактору, разработанное 

Genentech; ксолар (омализумаб), антитело к IgE, разработанное Genentech; антитело MLN-02 (ранее LDP-

02), разработанное Genentech и Millennium Pharmaceuticals; HUMAX-CD4, антитело к CD4, разрабо-

танное Genmab; тоцилизумаб и антитело к IL6R (рецептор интерлейкина 6), разработанное Chugai; HU-

MAX-IL15, антитело к IL15, разработанное Genmab и Amgen; HUMAX-Inflam, разработанное Genmab и 

Medarex; HUMAX-Cancer, антитело к гепараназе I, разработанное Genmab и Medarex и Oxford Glyco-

Sciences; HUMAX-Lymphoma, разработанное Genmab и Amgen; HUMAX-TAC, разработанное Genmab; 

IDEC-131, антитело к CD40L (лиганд CD40), разработанное IDEC Pharmaceuticals; IDEC-151 (кленолик-

симаб), антитело к CD4, разработанное IDEC Pharmaceuticals; IDEC-114, антитело к CD80, разработанное 

IDEC Pharmaceuticals; IDEC-152, антитело к CD23, разработанное IDEC Pharmaceuticals; антитело к KDR 

(рецептор, содержащий домен вставки киназы), разработанное Imclone; DC101, антитело к flk-1 (киназа-1 

эмбриональной печени), разработанное Imclone; антитела к VE-кадгерину, разработанные Imclone; СЕА-

CIDE (лабетузумаб), антитело к канцероэмбриональному антигену (СЕА), разработанное Immunomedics; 

ервой (ипилимумаб), антитело к CTLA4, разработанное Bristol-Myers Squibb для лечения меланомы; 

Lymphocide (эпратузумаб), антитело к CD22, разработанное Immunomedics; AFP-Cide, разработанный 

Immunomedics; миеломацид, разработанный Immunomedics; LkoCide, разработанный Immunomedics; 

простацид, разработанный Immunomedics; MDX-010, антитело к CTLA4, разработанное Medarex; MDX-

060, антитело к CD30, разработанное Medarex; MDX-070, разработанное Medarex; MDX-018, разработан-

ное Medarex; осидем (osidem) (IDM-1), антитело к HER2, разработанное Medarex и Immuno-Designed 

Molecules; HUMAX-CD4, антитело к CD4, разработанное Medarex и Genmab; HuMax-IL15, антитело к 

IL15, разработанное Medarex и Genmab; антитела к молекулам-1 межклеточной адгезии (ICAM-1) 

(CD54), разработанные MorphoSys, MOR201; тремелимумаб, антитело к CTLA-4, разработанное Pfizer; 

висилизумаб, антитело к CD3, разработанное Protein Design Labs; антитело к α5β1-интегрину, разрабо-

танное Protein Design Labs; антитело к IL-12, разработанное Protein Design Labs; ING-1, антитело к Ер-

САМ, разработанное Xoma; и MLN01, антитело к бета2-интегрину, разработанное Xoma; при этом все 

ссылки на антитела, приведенные выше в этом абзаце, явным образом включены в данное описание по-

средством ссылки. Последовательности для приведенных выше антител могут быть получены из обще-

доступных баз данных, патентов или литературных ссылок. Помимо этого, неограничивающие примеры 

моноклональных антител и последовательности VH и VL из антител к CD3 представлены в табл. 1, а не-

ограничивающие примеры моноклональных антител и последовательностей VH и VL к маркерам рако-

вых, опухолевых клеток или клеток-мишеней представлены в табл. 2. 
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Таблица 1 

Моноклональные антитела к CD3 и их последовательности 

 

 
* Подчеркнутые последовательности, если они присутствуют, пред-

ставляют собой CDR в пределах VL и VH. 
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Таблица 2 

Моноклональные антитела к клетке-мишени и их последовательности 
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* Подчеркнутые и выделенные жирным шрифтом последовательно-

сти, если присутствуют, представляют собой CDR в пределах VL и 

VH. 

TPBG означает гликопротеин трофобластов. 

Методы измерения аффинности связывания и/или другой биологической активности заявленных 

композиций по изобретению могут представлять собой методы, изложенные в данном описании, или 

методы, общеизвестные в данной области техники. Например, аффинность связывания связывающейся 

пары (например, антитела и антигена), обозначенную как Kd, можно определить, используя различные 

подходящие анализы, включая, но не ограничиваясь этим, анализы связывания с использованием радио-

активных веществ, анализы связывания с использованием нерадиоактивных веществ, такие как резо-

нансный перенос энергии флуоресценции и поверхностный плазмонный резонанс (SPR, Biacore), и им-

муноферментные твердофазные анализы (ELISA), анализ кинетического исключения (KinExA) или так, 

как описано в разделе Примеры. Увеличение или уменьшение аффинности связывания, например, хи-

мерного полипептидного комплекса, который расщеплен с целью удаления объемной группировки, по 

сравнению с химерным полипептидным комплексом с присоединенной объемной группировкой, может 

быть определено путем измерения аффинности связывания химерного полипептидного комплекса с его 

целевым партнером по связыванию с объемной группировкой и без нее. 

Измерение периода полувыведения для заявленного химерного комплекса может быть выполнено 

различными подходящими методами. Например, для возможного определения периода полувыведения 

вещества необходимо ввести данное вещество субъекту и периодически проводить отбор биологическо-
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го образца (например, биологической жидкости, такой как кровь, или плазма крови, или асцитическая 

жидкость), чтобы определить концентрацию и/или количество этого вещества в образце во времени. 

Концентрацию вещества в биологическом образце можно определить, используя различные подходящие 

методы, включая иммуноферментные твердофазные анализы (ELISA), методы иммуноблоттинга и хро-

матографии, в том числе жидкостной хроматографии высокого давления и жидкостной экспресс-

хроматографии белков. В некоторых случаях вещество может быть помечено детектируемой меткой, 

такой как радиоактивная метка или флуоресцентная метка, которую можно использовать для определе-

ния концентрации вещества в образце (например, образце крови или образце плазмы крови). Затем на 

основании результатов, которые могут быть получены с использованием пакетов программ, таких как 

программное обеспечение SoftMax Pro, или путем выполнения вычислений вручную, известных в данной 

области техники, определяют различные фармакокинетические параметры. 

Помимо этого, физико-химические свойства композиций химерного полипептидного комплекса мо-

гут быть измерены с целью установления степени растворимости, структуры и сохранения стабильности. 

Проводят анализы заявленных композиций, позволяющие определить характеристики по связыванию 

для связывающих доменов по отношению к лиганду, включая характеризующую связывание константу 

диссоциации (Kd, Kon и Koff), полупериод существования лиганд-рецепторного комплекса, а также актив-

ность связывающего домена в отношении ингибирования биологической активности секвестрированного 

лиганда по сравнению со свободным лигандом (по значениям IC50). Термин "IC50" относится к концен-

трации, необходимой для ингибирования половины максимального биологического ответа агониста ли-

ганда, и обычно ее определяют в анализах конкурентного связывания. Термин "EC50" относится к кон-

центрации, необходимой для достижения половины максимального биологического ответа активного 

вещества, и обычно ее определяют посредством ELISA или в анализах с применением клеток, включая 

методы из примеров, описанных в данном изобретении. 

(1) Связывающие домены антитела к CD3. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с Т-клетками. В од-

ном из воплощений связывающий домен второй части содержит VL и VH, происходящие из монокло-

нального антитела к антигену CD3. В другом воплощении связывающий домен содержит VL и VH, про-

исходящие из моноклонального антитела к CD3-эпсилон и CD3-дельта. В данной области техники из-

вестны моноклональные антитела к CD3-neu. Типичные неограничивающие примеры последовательно-

стей VL и VH моноклональных антител к CD3 представлены в табл. 1. В одном из воплощений изобре-

тения предложен химерный полипептидный комплекс, содержащий связывающий домен с аффинностью 

связывания с CD3, содержащий последовательности VL и VH антитела к CD3, приведенные в табл. 1. В 

другом воплощении изобретения предложен химерный полипептидный комплекс, содержащий связы-

вающий домен первой части с аффинностью связывания с CD3-эпсилон, содержащий последовательно-

сти VL и VH антитела к CD3-эпсилон, приведенные в табл. 1. В другом воплощении изобретения пред-

ложена композиция химерного полипептидного комплекса, в которой второй связывающий домен scFv 

первой части содержит VH- и VL-области, при этом каждая из VH- и VL-областей демонстрирует по 

меньшей мере примерно 90, или 91, или 92, или 93, или 94, или 95, или 96, или 97, или 98, или 99% иден-

тичность либо идентична парным последовательностям VL и VH антитела к CD3, huUCHT1, из табл. 1. В 

другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содер-

жащая связывающий домен с аффинностью связывания с CD3, содержащий участок CDR-L1, участок 

CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом каждый из 

них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH антитела к CD3, приведенных в 

табл. 1. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен с аффинностью связывания с CD3, содержащий участок CDR-

L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом 

последовательности CDR представляют собой RASQDIRNYLN, YTSRLES, QQGNTLPWT, GYSFT-

GYTMN, LINPYKGVST и SGYYGDSDWYFDV. 

CD3-комплекс представляет собой группу молекул на клеточной поверхности, которая ассоцииро-

вана с Т-клеточным рецептором для распознавания антигенов (TCR) и функционирует в случае экспрес-

сии TCR на поверхности клеток и в каскаде передачи сигнала, который возникает, когда лиганд, пред-

ставляющий собой комплекс пептид:МНС, связывается с TCR. Обычно, после связывания антигена с Т-

клеточным рецептором CD3 посылает сигналы через клеточную мембрану в цитоплазму внутрь Т-

клетки. Это приводит к активации Т-клетки, которая начинает быстро делиться с образованием новых Т-

клеток, сенсибилизированных для атаки конкретного антигена, с которым взаимодействовал TCR. CD3-

комплекс состоит из молекулы CD3-эпсилон наряду с четырьмя другими мембраносвязанными полипеп-

тидами (CD3-гамма, -дельта, -дзета и -бета). У людей CD3-эпсилон кодируется геном CD3E на 11-й хро-

мосоме. Внутриклеточные домены каждой из цепей CD3 содержат иммунорецепторные тирозин-

содержащие активирующие мотивы (ITAM), которые служат в качестве начальной точки механизма 

внутриклеточной передачи сигнала после контактирования с Т-клеточным рецептором. 

В ряде терапевтических стратегий модулирование Т-клеточного иммунитета осуществляется по-
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средством направленного воздействия на TCR-опосредуемую передачу сигнала, в частности, это отно-

сится к моноклональным антителам (mAb) к CD3 человека, которые находят широкое клиническое при-

менение в схемах лечения иммуносупрессивными средствами. CD3-специфичное мышиное mAb OKT3 

было первым mAb, разрешенным к применению на людях (Sgro С. Side-effects of a monoclonal antibody, 

muromonab CD3/orthoclone OKT3: bibliographic review. Toxicology, 105: 23-29, 1995), и в настоящее время 

широко используется в клиниках в качестве иммуносупрессивного агента при трансплантации (Chat-

enoud, Clin. Transplant, 7: 422-430, (1993); Chatenoud, Nat. Rev. Immunol., 3: 123-132 (2003); Kumar, Trans-

plant. Proc, 30: 1351-1352 (1998)), диабете 1 типа и псориазе. Важно отметить, что mAb к CD3 могут ин-

дуцировать частичную опосредованную Т-клетками передачу сигнала и клональную толерантность 

(Smith JA, Nonmitogenic Anti-CD3 Monoclonal Antibodies Deliver a Partial T Cell Receptor Signal and Induce 

Clonal Anergy. J. Exp. Med., 185: 1413-1422 (1997)). OKT3 описывается в литературе как Т-клеточный 

митоген, а также как сильнодействующий Т-клеточный киллер (Wong JT. The mechanism of anti-CD3 

monoclonal antibodies. Mediation of cytolysis by inter-T cell bridging. Transplantation, 50: 683-689 (1990)). В 

частности, в исследованиях Wong продемонстрировано, что посредством соединения CD3-содержащих 

Т-клеток и клеток-мишеней можно добиться цитолиза мишени и что ни FcR(Fc-рецептор)-опосредуемая 

ADCC (антителозависимая клеточная цитотоксичность), ни связывание комплемента не является необ-

ходимым для лизиса клеток-мишеней под действием бивалентного mAb к CD3. 

ОКТ3 проявляет как митогенную активность, так и активность, вызывающую цитолиз Т-клеток, за-

висимым от времени образом: вслед за ранней активацией Т-клеток, приводящей к высвобождению ци-

токинов, при дальнейшем введении ОКТ3 позже блокирует все известные Т-клеточные функции. Именно 

благодаря такому более позднему блокированию Т-клеточной функции, антитело ОКТ3 нашло такое ши-

рокое применение в качестве иммуносупрессора в режимах лечения для уменьшения или даже аннули-

рования отторжения тканевого аллотрансплантата. Другие антитела, специфичные к молекуле CD3, опи-

саны в Tunnacliffe, Int. Immunol., 1 (1989), 546-50. В WO2005/118635 и WO2007/033230 описываются мо-

ноклональные антитела к CD3-эпсилон человека, в патенте Соединенных Штатов Америки 5821337 опи-

сываются последовательности VL и VH мышиного моноклонального Ab к CD3, UCHT1 (muxCD3, Shala-

by et al., J. Exp. Med., 175, 217-225 (1992)) и гуманизированного варианта этого антитела (huUCHT1), а в 

патентной заявке Соединенных Штатов Америки 20120034228 описываются связывающие домены, спо-

собные связываться с эпитопом цепи CD3-эпсилон человека и примата, не являющегося шимпанзе. 

(2) Связывающие домены антитела к ЕрСАМ. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером 

ЕрСАМ. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, происходящие из монокло-

нального антитела к ЕрСАМ. Моноклональные антитела к ЕрСАМ известны в данной области техники. 

Типичные неограничивающие примеры моноклональных антител к ЕрСАМ и последовательностей их 

VL и VH представлены в табл. 2. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерно-

го полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен с аффинностью связывания с опухолес-

пецифическим маркером ЕрСАМ, содержащий последовательности VL и VH антитела к ЕрСАМ, приве-

денные в табл. 2. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидно-

го комплекса, в которой первый связывающий домен первой части содержит VH- и VL-области, при 

этом каждая из VH- и VL-областей демонстрирует по меньшей мере примерно 90, или 91, или 92, или 93, 

или 94, или 95, или 96, или 97, или 98, или 99% идентичность либо идентична парным последовательно-

стям VL и VH антитела к ЕрСАМ, 4D5MUCB, из табл. 2. В другом воплощении изобретения предложена 

композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен с аффинностью 

связывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок 

CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из 

соответствующих последовательностей VL и VH, приведенных в табл. 2. 

Молекула адгезии эпителиальных клеток (ЕрСАМ, также известная как антиген 17-1А) представля-

ет собой имеющий молекулярную массу 40 кДа интегрированный в мембрану гликопротеин, составлен-

ный из 314 аминокислот, экспрессируемый в некоторых видах эпителиальной ткани и многих разновид-

ностях карциномы человека (см. Balzar, The biology of the 17-1A antigen (Ep-CAM), J. Mol. Med., 1999, 77: 

699-712). Первоначально ЕрСАМ был обнаружен при использовании мышиного моноклонального анти-

тела к 17-1А/эдреколомаба, которое было создано посредством иммунизации мышей раковыми клетками 

толстой кишки (Goettlinger, Int. J. Cancer, 1986, 38, 47-53 и Simon, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1990, 87, 

2755-2759). Ввиду своего происхождения из эпителиальных клеток опухолевые клетки большей части 

карцином экспрессируют ЕрСАМ на своей поверхности (в большей степени, чем нормальные, здоровые 

клетки), включая большинство разновидностей клеток первичного, метастатического и диссеминирован-

ного немелкоклеточного рака легкого (Passlick В., et al. The 17-1A antigen is expressed on primary, metas-

tatic and disseminated non-small cell lung carcinoma cells. Int. J. Cancer, 87(4): 548-552, 2000), аденокарци-

ном желудка и гастроэзофагеального перехода (Martin I.G. Expression of the 17-1A antigen in gastric and 

gastro-oesophageal junction adenocarcinomas: a potential immunotherapeutic target. J. Clin. Pathol. 1999, 52: 

701-704) и рака молочной железы и толстой и прямой кишки (Packeisen J. et al. Detection of surface antigen 
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17-1A in breast and colorectal cancer. Hybridoma, 1999, 18(1): 37-40), и поэтому ЕрСАМ представляют со-

бой привлекательную мишень для иммунотерапевтических подходов. Действительно, усиленная экс-

прессия ЕрСАМ коррелирует с повышенной пролиферацией эпителиальных клеток; при раке молочной 

железы сверхэкспрессия ЕрСАМ на опухолевых клетках является прогностическим фактором выживае-

мости (Gastl, Lancet, 2000, 356, 1981-1982). Ввиду своего происхождения из эпителиальных клеток опу-

холевые клетки большей части карцином экспрессируют ЕрСАМ на своей поверхности, и композиция на 

основе биспецифичного одноцепочечного антитела солитомаба, которое направлено на ЕрСАМ на опу-

холевых клетках и также содержит CD3-связывающий участок, была предложена для применения против 

клеточных линий первичных карциносарком (CS) матки и яичников (Ferrari F. et al. Solitomab, an Ep-

CAM/CD3 bispecific antibody construct (BiTE), is highly active against primary uterine and ovarian carcino-

sarcoma cell lines in vitro. J. Exp. Clin. Cancer Res., 2015, 34: 123). 

В данной области техники известны моноклональные антитела к ЕрСАМ. Моноклональные антите-

ла к ЕрСАМ, ING-1, 3622W94, адекатумумаб и эдреколомаб, описаны как антитела, протестированные 

на пациентах-людях (Münz, M. Side-by-side analysis of five clinically tested anti-EpCAM monoclonal anti-

bodies. Cancer Cell International, 10: 44-56, 2010). Также были описаны биспецифичные антитела, направ-

ленные на ЕрСАМ и на CD3, включающие конструкцию из двух разных биспецифичных антител, полу-

ченную посредством слияния гибридомы, продуцирующей моноклональное антитело к ЕрСАМ, с одной 

из двух гибридом OKT3 и 9.3 (Möller S.A., Reisfeld R.A. Bispecific-monoclonal-antibody-directed lysis of 

ovarian carcinoma cells by activated human T lymphocytes. Cancer Immunol. Immunother., 33: 210-216, 1991). 

Другие примеры биспецифичных антител к ЕрСАМ включают BiUII (анти-CD3 (крыса) × анти-ЕрСАМ 

(мышь)) (Zeidler, J. Immunol., 1999, 163: 1247-1252), scFv CD3/17-1А-биспецифичное (Mack M. A small 

bispecific antibody composition expressed as a functional single-chain molecule with high tumor cell cytotoxic-

ity. Proc. Natl. Acad. Sci., 1995, 92: 7021-7025) и частично гуманизированное биспецифичное диатело, 

обладающее анти-CD3- и анти-ЕрСАМ-специфичностью (Helfrich W. Construction and characterization of a 

bispecific diabody for retargeting T cells to human carcinomas. Int. J. Cancer, 1998, 76: 232-239). 

В одном из воплощений согласно данному изобретению предложены биспецифичные композиции 

химерного полипептидного комплекса с первой частью, имеющей связывающий домен, обладающий 

специфичностью к ЕрСАМ, и связывающий домен, обладающий специфичностью к CD3. Техническая 

проблема, требующая разрешения, заключалась в разработке средств и способов создания улучшенных 

композиций, демонстрирующих свойства хорошо переносимых и более удобных лекарственных средств 

(с менее частым введением) для эффективного лечения и/или для уменьшения интенсивности симптомов 

связанных с опухолями заболеваний. Решение указанной технической проблемы достигается путем ис-

пользования воплощений, описанных в данном изобретении и охарактеризованных в формуле изобрете-

ния. 

Соответственно, в некоторых воплощениях настоящее изобретение относится к композициям хи-

мерного полипептидного комплекса, при этом указанная композиция содержит первую часть, содержа-

щую композицию на основе биспецифичного одноцепочечного антитела, содержащую по меньшей мере 

два связывающих домена, при этом один из указанных доменов связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3, а второй домен связывается с антигеном ЕрСАМ, при этом указанные 

связывающие домены содержат VL и VH, обладающие специфичностью к ЕрСАМ, и VL и VH, обла-

дающие специфичностью к антигену CD3 человека. Предпочтительно, чтобы в данном воплощении ука-

занный связывающий домен, обладающий специфичностью к ЕрСАМ, имел значение Kd более чем 10
-7

-

10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. В одном из упомянутых выше воплощений связы-

вающие домены находятся в формате scFv. В еще одном из упомянутых выше воплощений связывающие 

домены находятся в формате одноцепочечных диател. 

(3) Связывающие домены антитела к CCR5. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером CCR5, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к CCR5. Моноклональные антитела к CCR5 известны в данной 

области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептид-

ного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолес-

пецифическим маркером CCR5, содержащий последовательности VL и VH антитела к CCR5. В другом 

воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая 

связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, со-

держащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и уча-

сток CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. 

Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-

10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 
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(4) Связывающие домены антитела к CD19. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером CD19, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к CD19. Моноклональные антитела к CD19 известны в данной 

области техники. Типичные неограничивающие примеры последовательностей VL и VH представлены в 

табл. 2. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером CD19, содержащий последовательности VL и VH антитела к CD19, приведенные в табл. 

2. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, в 

которой второй связывающий домен scFv содержит VH- и VL-области, при этом каждая из VH- и VL-

областей демонстрирует по меньшей мере примерно 90, или 91, или 92, или 93, или 94, или 95, или 96, 

или 97, или 98, или 99% идентичность либо идентична парным последовательностям VL и VH антитела к 

CD19, МТ103, из табл. 2. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного поли-

пептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опу-

холеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок 

CDR-Н1, участок CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих 

последовательностей VL и VH, приведенных в табл. 2. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях 

указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in 

vitro. 

(5) Связывающие домены антитела к HER-2. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером HER-2, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к HER-2. Моноклональные антитела к HER-2 известны в данной 

области техники. Типичные неограничивающие примеры последовательностей VL и VH представлены в 

табл. 2. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером HER-2, содержащий последовательности VL и VH антитела к HER-2, приведенные в 

табл. 2. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, уча-

сток CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последова-

тельностей VL и VH, приведенных в табл. 2. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное 

связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(6) Связывающие домены антитела к HER-3. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером HER-3, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к HER-3. Моноклональные антитела к HER-3 известны в данной 

области техники. Типичные неограничивающие примеры последовательностей VL и VH представлены в 

табл. 2. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером HER-3, содержащий последовательности VL и VH антитела к HER-3, приведенные в 

табл. 2. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, уча-

сток CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последова-

тельностей VL и VH, приведенных в табл. 2. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное 

связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(7) Связывающие домены антитела к HER-4. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером HER-4, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к HER-4. Моноклональные антитела к HER-4 известны в данной 

области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептид-

ного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолес-

пецифическим маркером HER-4, содержащий последовательности VL и VH антитела к HER-4. В другом 
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воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая 

связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, со-

держащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и уча-

сток CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. 

Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-

10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(8) Связывающие домены антитела к EGFR. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером EGFR, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к EGFR. Моноклональные антитела к EGFR известны в данной 

области техники. Типичные неограничивающие примеры последовательностей VL и VH представлены в 

табл. 2. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером EGFR, содержащий последовательности VL и VH антитела к EGFR, приведенные в табл. 

2. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, 

содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим 

маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок 

CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательно-

стей VL и VH, приведенных в табл. 2. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связы-

вание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(9) Связывающие домены антитела к PSMA. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером PSMA, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к PSMA. Моноклональные антитела к PSMA известны в данной 

области техники. Типичные неограничивающие примеры последовательностей VL и VH представлены в 

табл. 2. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером PSMA, содержащий последовательности VL и VH антитела к PSMA, приведенные в табл. 

2. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, 

содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим 

маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок 

CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательно-

стей VL и VH, приведенных в табл. 2. В другом воплощении изобретения предложена композиция хи-

мерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью свя-

зывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок 

CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из 

соответствующих последовательностей VL и VH, приведенных в табл. 2. Предпочтительно, чтобы в дан-

ных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в ана-

лизе связывания in vitro. 

(10) Связывающие домены антитела к СЕА. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером СЕА, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к СЕА. Моноклональные антитела к СЕА известны в данной об-

ласти техники. Типичные неограничивающие примеры последовательностей VL и VH представлены в 

табл. 2. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером СЕА, содержащий последовательности VL и VH антитела к СЕА, приведенные в табл. 2. 

В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, со-

держащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим мар-

кером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-

H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей 

VL и VH, приведенных в табл. 2. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание 

имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(11) Связывающие домены антитела к MUC1. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-
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ским маркером MUC1, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к MUC1. Моноклональные антитела к MUC1 известны в данной 

области техники. Типичные неограничивающие примеры последовательностей VL и VH представлены в 

табл. 2. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером MUC1, содержащий последовательности VL и VH антитела к MUC1, приведенные в 

табл. 2. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, уча-

сток CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последова-

тельностей VL и VH, приведенных в табл. 2. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное 

связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(12) Связывающие домены антитела к MUC2. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером MUC2, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к MUC2. Моноклональные антитела к MUC2 известны в данной 

области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептид-

ного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолес-

пецифическим маркером MUC2, содержащий последовательности VL и VH антитела к MUC2. В другом 

воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая 

связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, со-

держащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и уча-

сток CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. 

Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-

10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(13) Связывающие домены антитела к MUC3. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером MUC3, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к MUC3. Моноклональные антитела к MUC3 известны в данной 

области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептид-

ного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолес-

пецифическим маркером MUC3, содержащий последовательности VL и VH антитела к MUC3. В другом 

воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая 

связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, со-

держащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и уча-

сток CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. 

Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-

10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(14) Связывающие домены антитела к MUC4. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером MUC4, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к MUC4. Моноклональные антитела к MUC4 известны в данной 

области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептид-

ного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолес-

пецифическим маркером MUC4, содержащий последовательности VL и VH антитела к MUC4. В другом 

воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая 

связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, со-

держащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и уча-

сток CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. 

Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-

10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(15) Связывающие домены антитела к MUC5АС. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером MUC5AC, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 
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клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к MUC5AC. Моноклональные антитела к MUC5AC известны в 

данной области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного поли-

пептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опу-

холеспецифическим маркером MUC5AC, содержащий последовательности VL и VH антитела к 

MUC5AC. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, уча-

сток CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последова-

тельностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело зна-

чение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(16) Связывающие домены антитела к MUC5B. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером MUC5B, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к MUC5B. Моноклональные антитела к MUC5B известны в дан-

ной области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипеп-

тидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухо-

леспецифическим маркером MUC5B, содержащий последовательности VL и VH антитела к MUC5B. В 

другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содер-

жащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим марке-

ром, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 

и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и 

VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 

10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(17) Связывающие домены антитела к MUC7. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером MUC7, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к MUC7. Моноклональные антитела к MUC7 известны в данной 

области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептид-

ного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолес-

пецифическим маркером MUC7, содержащий последовательности VL и VH антитела к MUC7. В другом 

воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая 

связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, со-

держащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и уча-

сток CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. 

Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-

10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(18) Связывающие домены антитела к βhCG. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером βhCG, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к βhCG. Моноклональные антитела к βhCG известны в данной 

области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептид-

ного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолес-

пецифическим маркером βhCG, содержащий последовательности VL и VH антитела к βhCG. В другом 

воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая 

связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, со-

держащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и уча-

сток CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. 

Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-

10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(19) Связывающие домены антитела к антигену Y Льюиса. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как антиген Y Льюиса, и второй связывающий домен, который связывается с ан-

тигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен со-
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держит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к антигену Y Льюиса. Моноклональные 

антитела к антигену Y Льюиса известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения 

предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой 

части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, антигеном Y Льюиса, содержащий 

последовательности VL и VH антитела к антигену Y Льюиса, приведенные в табл. 2. В другом воплоще-

нии изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связы-

вающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, содержа-

щий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и участок 

CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. В 

другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содер-

жащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим марке-

ром, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 

и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и 

VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 

10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(20) Связывающие домены антитела к CD20. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером CD20, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к CD20. Моноклональные антитела к CD20 известны в данной 

области техники. Типичные неограничивающие примеры последовательностей VL и VH представлены в 

табл. 2. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером CD20, содержащий последовательности VL и VH антитела к CD20, приведенные в табл. 

2. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, 

содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим 

маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок 

CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательно-

стей VL и VH, приведенных в табл. 2. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связы-

вание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(21) Связывающие домены антитела к CD33. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером CD33, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к CD33. Моноклональные антитела к CD33 известны в данной 

области техники. Типичные неограничивающие примеры последовательностей VL и VH представлены в 

табл. 2. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером CD33, содержащий последовательности VL и VH антитела к CD33, приведенные в табл. 

2. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, 

содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим 

маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок 

CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательно-

стей VL и VH, приведенных в табл. 2. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связы-

вание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(22) Связывающие домены антитела к CD30. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером CD30, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к CD30. Моноклональные антитела к CD30 известны в данной 

области техники. Типичные неограничивающие примеры последовательностей VL и VH представлены в 

табл. 2. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером CD30, содержащий последовательности VL и VH антитела к CD30, приведенные в табл. 

2. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, 

содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим 

маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок 

CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательно-

стей VL и VH, приведенных в табл. 2. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связы-
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вание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(23) Связывающие домены антитела к ганглиозиду GD3. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как ганглиозид GD3, и второй связывающий домен, который связывается с анти-

геном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содер-

жит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к ганглиозиду GD3. Моноклональные анти-

тела к ганглиозиду GD3 известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения пред-

ложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой ча-

сти с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером - ганглиозидом GD3, содержащий 

последовательности VL и VH антитела к ганглиозиду GD3. В другом воплощении изобретения предло-

жена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части 

с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок 

CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из 

них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных 

воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе 

связывания in vitro. 

(24) Связывающие домены антитела к 9-О-ацетил-GD3. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером 9-O-ацетил-GD3, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эф-

фекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и 

VH, происходящие из моноклонального антитела к 9-О-ацетил-GD3. Моноклональные антитела к 9-О-

ацетил-GD3 известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения предложена ком-

позиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффин-

ностью связывания с опухолеспецифическим маркером 9-O-ацетил-GD3, содержащий последовательно-

сти VL и VH антитела к 9-O-ацетил-GD3. В другом воплощении изобретения предложена композиция 

химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью 

связывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок 

CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из 

соответствующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях ука-

занное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in 

vitro. 

(25) Связывающие домены антитела к Globo H. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером Globo H, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к Globo H. Моноклональные антитела к Globo H известны в дан-

ной области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипеп-

тидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухо-

леспецифическим маркером Globo H, содержащий последовательности VL и VH антитела к Globo H. В 

другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содер-

жащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим марке-

ром, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 

и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и 

VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 

10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(26) Связывающие домены антитела к фукозил-GM1. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером фукозил-GM1, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффек-

торной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, 

происходящие из моноклонального антитела к фукозил-GM1. Моноклональные антитела к фукозил-GM1 

известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция хи-

мерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью свя-

зывания с опухолеспецифическим маркером фукозил-GM1, содержащий последовательности VL и VH 

антитела к фукозил-GM1. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного поли-

пептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опу-

холеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок 

CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих 

последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание 
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имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(27) Связывающие домены антитела к GD2. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером GD2, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к GD2. Моноклональные антитела к GD2 известны в данной об-

ласти техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного 

комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспеци-

фическим маркером GD2, содержащий последовательности VL и VH антитела к GD2. В другом вопло-

щении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связы-

вающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, содержа-

щий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и участок 

CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. 

Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-

10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(28) Связывающие домены антитела к карбоангидразе IX. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как карбоангидраза IX, и второй связывающий домен, который связывается с ан-

тигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен со-

держит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к карбоангидразе IX. Моноклональные 

антитела к карбоангидразе IX известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения 

предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой 

части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером - карбоангидразой IX, содержащий 

последовательности VL и VH антитела к карбоангидразе IX. В другом воплощении изобретения предло-

жена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части 

с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок 

CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом каждый из 

них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных 

воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе 

связывания in vitro. 

(29) Связывающие домены антитела к CD44v6. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером CD44v6, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к CD44v6. Моноклональные антитела к CD44v6 известны в дан-

ной области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипеп-

тидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухо-

леспецифическим маркером CD44v6, содержащий последовательности VL и VH антитела к CD44v6. В 

другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содер-

жащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим марке-

ром, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 

и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и 

VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 

10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(30) Связывающие домены антитела к продукту гена "звуковой еж". 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как продукт гена "звуковой еж", и второй связывающий домен, который связыва-

ется с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий 

домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к продукту гена "звуковой еж". 

Моноклональные антитела к продукту гена "звуковой еж" известны в данной области техники. В одном 

из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая 

связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером - про-

дуктом гена "звуковой еж", содержащий последовательности VL и VH антитела к продукту гена "звуко-

вой еж". В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, уча-

сток CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последова-

тельностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело зна-
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чение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(31) Связывающие домены антитела к Wue-1. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером Wue-1, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к Wue-1. Моноклональные антитела к Wue-1 известны в данной 

области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептид-

ного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолес-

пецифическим маркером Wue-1, содержащий последовательности VL и VH антитела к Wue-1. В другом 

воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая 

связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, со-

держащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и уча-

сток CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. 

Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-

10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(32) Связывающие домены антитела к антигену 1 плазматических клеток. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как антиген 1 плазматических клеток, и второй связывающий домен, который свя-

зывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связываю-

щий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к антигену 1 плазматиче-

ских клеток. Моноклональные антитела к антигену 1 плазматических клеток известны в данной области 

техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером - антигеном 1 плазматических клеток, содержащий последовательности VL и VH антите-

ла к антигену 1 плазматических клеток. В другом воплощении изобретения предложена композиция хи-

мерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью свя-

зывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок 

CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из 

соответствующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях ука-

занное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in 

vitro. 

(33) Связывающие домены антитела к хондроитинсульфат-протеогликану меланомы. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как хондроитинсульфат-протеогликан меланомы, и второй связывающий домен, 

который связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений 

связывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к хондроитин-

сульфат-протеогликану меланомы. Моноклональные антитела к хондроитинсульфат-протеогликану ме-

ланомы известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения предложена компози-

ция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинно-

стью связывания с опухолеспецифическим маркером - хондроитинсульфат-протеогликаном меланомы, 

содержащий последовательности VL и VH антитела к хондроитинсульфат-протеогликану меланомы. В 

другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содер-

жащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим марке-

ром, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 

и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и 

VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 

10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(34) Связывающие домены антитела к CCR8. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером CCR8, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к CCR8. Моноклональные антитела к CCR8 известны в данной 

области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептид-

ного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолес-

пецифическим маркером CCR8, содержащий последовательности VL и VH антитела к CCR8. В другом 

воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая 

связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, со-

держащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и уча-
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сток CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. 

Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-

10
10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(35) Связывающие домены антитела к STEAP. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как антиген эпителиальных клеток предстательной железы с 6-ю трансмембран-

ными сегментами (STEAP), и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффектор-

ной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, 

происходящие из моноклонального антитела к STEAP. Моноклональные антитела к STEAP известны в 

данной области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного поли-

пептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опу-

холеспецифическим маркером STEAP, содержащий последовательности VL и VH антитела к STEAP. В 

другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содер-

жащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим марке-

ром, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 

и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и 

VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 

10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(36) Связывающие домены антитела к мезотелину. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером мезотелином, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффек-

торной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, 

происходящие из моноклонального антитела к мезотелину. Моноклональные антитела к мезотелину из-

вестны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химер-

ного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связы-

вания с опухолеспецифическим маркером мезотелином, содержащий последовательности VL и VH анти-

тела к мезотелину. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептид-

ного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолес-

пецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок 

CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих 

последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание 

имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(37) Связывающие домены антитела к антигену А33. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как антиген А33, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном 

эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL 

и VH, происходящие из моноклонального антитела к антигену А33. Моноклональные антитела к антиге-

ну А33 известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения предложена компози-

ция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинно-

стью связывания с опухолеспецифическим маркером - антигеном А33, содержащий последовательности 

VL и VH антитела к антигену А33. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерно-

го полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связыва-

ния с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-

L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соот-

ветствующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное 

связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(38) Связывающие домены антитела к PSCA. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как антиген стволовых клеток предстательной железы (PSCA), и второй связы-

вающий домен, который связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном 

из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к 

PSCA. Моноклональные антитела к PSCA известны в данной области техники. В одном из воплощений 

изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий 

домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером PSCA, содержащий 

последовательности VL и VH антитела к PSCA. В другом воплощении изобретения предложена компо-

зиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинно-

стью связывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, 

участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них проис-
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ходит из соответствующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплоще-

ниях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связыва-

ния in vitro. 

(39) Связывающие домены антитела к Ly-6. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером Ly-6, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к LY-6. Моноклональные антитела к LY-6 известны в данной об-

ласти техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного 

комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспеци-

фическим маркером LY-6, содержащий последовательности VL и VH антитела к LY-6. В другом вопло-

щении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связы-

вающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, содержа-

щий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и участок 

CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. 

Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-

10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(40) Связывающие домены антитела к SAS. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером SAS, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной клет-

ки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, происхо-

дящие из моноклонального антитела к SAS. Моноклональные антитела к SAS известны в данной области 

техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером SAS, содержащий последовательности VL и VH антитела к SAS. В другом воплощении 

изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий 

домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий уча-

сток CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и участок CDR-H3, 

при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. Предпочти-

тельно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, 

как определено в анализе связывания in vitro. 

(41) Связывающие домены антитела к десмоглеину 4. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером десмоглеином 4, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффек-

торной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, 

происходящие из моноклонального антитела к десмоглеину 4. Моноклональные антитела к десмоглеину 

4 известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция хи-

мерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью свя-

зывания с опухолеспецифическим маркером десмоглеином 4, содержащий последовательности VL и VH 

антитела к десмоглеину 4. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного поли-

пептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опу-

холеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок 

CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих 

последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание 

имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(42) Связывающие домены антитела к фетальному ацетилхолиновому рецептору. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как фетальный ацетилхолиновый рецептор, и второй связывающий домен, кото-

рый связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений свя-

зывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к фетальному ацетил-

холиновому рецептору. Моноклональные антитела к фетальному ацетилхолиновому рецептору известны 

в данной области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного по-

липептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с 

опухолеспецифическим маркером - фетальным ацетилхолиновым рецептором, содержащий последова-

тельности VL и VH антитела к фетальному ацетилхолиновому рецептору. В другом воплощении изобре-

тения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен 

первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-

L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом 
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каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы 

в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в 

анализе связывания in vitro. 

(43) Связывающие домены антитела к CD25. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером CD25, и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к CD25. Моноклональные антитела к CD25 известны в данной 

области техники; например, даклизумаб. В одном из воплощений изобретения предложена композиция 

химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью 

связывания с опухолеспецифическим маркером CD25, содержащий последовательности VL и VH анти-

тела к CD25. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного 

комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспеци-

фическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, 

участок CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последо-

вательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело 

значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(44) Связывающие домены антитела к раковому антигену 19-9. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как раковый антиген 19-9 (СА 19-9), и второй связывающий домен, который свя-

зывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связываю-

щий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к СА 19-9. Моноклональные 

антитела к СА 19-9 известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения предложе-

на композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с 

аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером СА 19-9, содержащий последовательности 

VL и VH антитела к СА 19-9. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного 

полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с 

опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, уча-

сток CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответст-

вующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное свя-

зывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(45) Связывающие домены антитела к СА-125. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как раковый антиген 125 (СА-125), и второй связывающий домен, который связы-

вается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий 

домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к СА-125. Моноклональные ан-

титела к СА-125 известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения предложена 

композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аф-

финностью связывания с опухолеспецифическим маркером СА-125, содержащий последовательности VL 

и VH антитела к СА-125. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного поли-

пептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опу-

холеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок 

CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих 

последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание 

имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(46) Связывающие домены антитела к MISIIR. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как рецептор ингибирующего вещества Мюллера II типа (MISIIR), и второй свя-

зывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В од-

ном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антите-

ла к MISIIR. Моноклональные антитела к MISIIR известны в данной области техники. В одном из во-

площений изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая свя-

зывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером MISIIR, 

содержащий последовательности VL и VH антитела к MISIIR. В другом воплощении изобретения пред-

ложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой ча-

сти с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, уча-

сток CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом каждый 

из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в дан-
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ных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в ана-

лизе связывания in vitro. 

(47) Связывающие домены антитела к сиалированному антигену Tn. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как сталированный антиген Tn, и второй связывающий домен, который связывает-

ся с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий до-

мен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к сиалированному антигену Tn. 

Моноклональные антитела к сиалированному антигену Tn известны в данной области техники. В одном 

из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая 

связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером - ста-

лированным антигеном Tn, содержащий последовательности VL и VH антитела к сиалированному анти-

гену Tn. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного ком-

плекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, уча-

сток CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последова-

тельностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело зна-

чение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(48) Связывающие домены антитела к FAP. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как антиген активации фибробластов (FAP), и второй связывающий домен, кото-

рый связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений свя-

зывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к FAP. Моноклональ-

ные антитела к FAP известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения предло-

жена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части 

с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером FAP, содержащий последовательности 

VL и VH антитела к FAP. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного поли-

пептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опу-

холеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок 

CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих 

последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание 

имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(49) Связывающие домены антитела к CD248. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером эндосиалином (CD248), и второй связывающий домен, который связывается с антигеном 

эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL 

и VH, происходящие из моноклонального антитела к CD248. Моноклональные антитела к CD248 извест-

ны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного 

полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с 

опухолеспецифическим маркером CD248, содержащий последовательности VL и VH антитела к CD248. 

В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, со-

держащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим мар-

кером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-

H2 и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей 

VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd бо-

лее чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(50) Связывающие домены антитела к EGFRvIII. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как вариант III рецептора эпидермального фактора роста (EGFRvIII), и второй свя-

зывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В од-

ном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антите-

ла к EGFRvIII. Моноклональные антитела к EGFRvIII известны в данной области техники. Типичные 

неограничивающие примеры последовательностей VL и VH представлены в табл. 2. В одном из вопло-

щений изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связы-

вающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером EGFRvIII, 

содержащий последовательности VL и VH антитела к EGFRvIII, приведенные в табл. 2. В другом во-

площении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая свя-

зывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, содер-

жащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок 



038329 

- 70 - 

CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH, при-

веденных в табл. 2. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значе-

ние Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(51) Связывающие домены антитела к TAL6. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как опухолеассоциированный антиген L6 (TAL6), и второй связывающий домен, 

который связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений 

связывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к TAL6. Монокло-

нальные антитела к TAL6 известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения 

предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой 

части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером TAL6, содержащий последова-

тельности VL и VH антитела к TAL6. В другом воплощении изобретения предложена композиция хи-

мерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью свя-

зывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок 

CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из 

соответствующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях ука-

занное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in 

vitro. 

(52) Связывающие домены антитела к SAS. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как опухолеассоциированный антиген SAS, и второй связывающий домен, кото-

рый связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений свя-

зывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к SAS. Моноклональ-

ные антитела к SAS известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения предло-

жена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части 

с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером SAS, содержащий последовательности 

VL и VH антитела к SAS. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного поли-

пептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опу-

холеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок 

CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих 

последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание 

имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(53) Связывающие домены антитела к CD63. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как опухолеассоциированный антиген CD63, и второй связывающий домен, кото-

рый связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений свя-

зывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к CD63. Монокло-

нальные антитела к CD63 известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения 

предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой 

части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером CD63, содержащий последова-

тельности VL и VH антитела к CD63. В другом воплощении изобретения предложена композиция хи-

мерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью свя-

зывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок 

CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из 

соответствующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях ука-

занное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in 

vitro. 

(54) Связывающие домены антитела к TAG72. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как опухолеассоциированный антиген TAG72, и второй связывающий домен, ко-

торый связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений 

связывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к TAG72. Моно-

клональные антитела к TAG72 известны в данной области техники. Типичные неограничивающие при-

меры последовательностей VL и VH представлены в табл. 2. В одном из воплощений изобретения пред-

ложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой 

части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером TAG72, содержащий последова-

тельности VL и VH антитела к TAG72, приведенные в табл. 2. В другом воплощении изобретения пред-

ложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой ча-
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сти с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, уча-

сток CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом каждый 

из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH, приведенных в табл. 2. Предпоч-

тительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, 

как определено в анализе связывания in vitro. 

(55) Связывающие домены антитела к антигену TF. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером - опухолеассоциированным антигеном, таким как антиген Томсена-Фриденрайха (анти-

ген TF), и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как 

антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моно-

клонального антитела к антигену TF. Моноклональные антитела к антигену TF известны в данной облас-

ти техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного 

комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспеци-

фическим маркером - антигеном TF, содержащий последовательности VL и VH антитела к антигену TF. 

В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, со-

держащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим мар-

кером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-

H2 и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей 

VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd бо-

лее чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(56) Связывающие домены антитела к IGF-IR. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером - опухолеассоциированным антигеном, таким как рецептор инсулиноподобного ростово-

го фактора I (IGF-IR), и второй связывающий домен, который связывается с антигеном эффекторной 

клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений связывающий домен содержит VL и VH, проис-

ходящие из моноклонального антитела к IGF-IR. Моноклональные антитела к IGF-IR известны в данной 

области техники. В одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептид-

ного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолес-

пецифическим маркером IGF-IR, содержащий последовательности VL и VH антитела к IGF-IR. В другом 

воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая 

связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, со-

держащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и уча-

сток CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. 

Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-

10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(57) Связывающие домены антитела к антигену Cora. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером - опухолеассоциированным антигеном, таким как антиген Cora, и второй связывающий 

домен, который связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из во-

площений связывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к анти-

гену Cora. Моноклональные антитела к антигену Cora известны в данной области техники. В одном из 

воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая 

связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером - ан-

тигеном Cora, содержащий последовательности VL и VH антитела к антигену Cora. В другом воплоще-

нии изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связы-

вающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, содержа-

щий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок 

CDR-H3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. 

Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-

10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(58) Связывающие домены антитела к CD7. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как опухолеассоциированный антиген CD7, и второй связывающий домен, кото-

рый связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений свя-

зывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к CD7. Моноклональ-

ные антитела к CD7 известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения предло-

жена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части 

с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером CD7, содержащий последовательности 
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VL и VH антитела к CD7. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного поли-

пептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опу-

холеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок 

CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих 

последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание 

имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(59) Связывающие домены антитела к CD22. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как опухолеассоциированный антиген CD22, и второй связывающий домен, кото-

рый связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений свя-

зывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к CD22. Монокло-

нальные антитела к CD22 известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения 

предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой 

части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером CD22, содержащий последова-

тельности VL и VH антитела к CD22. В другом воплощении изобретения предложена композиция хи-

мерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью свя-

зывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок 

CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из 

соответствующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях ука-

занное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in 

vitro. 

(60) Связывающие домены антитела к CD79а. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как опухолеассоциированный антиген CD79a, и второй связывающий домен, ко-

торый связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений 

связывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к CD79a. Моно-

клональные антитела к CD79a известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения 

предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой 

части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером CD79a, содержащий последова-

тельности VL и VH антитела к CD79a. В другом воплощении изобретения предложена композиция хи-

мерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью свя-

зывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок 

CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из 

соответствующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях ука-

занное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in 

vitro. 

(61) Связывающие домены антитела к CD79b. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как опухолеассоциированный антиген CD79b, и второй связывающий домен, ко-

торый связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений 

связывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к CD79b. Моно-

клональные антитела к CD79b известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения 

предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой 

части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером CD79b, содержащий последова-

тельности VL и VH антитела к CD79b. В другом воплощении изобретения предложена композиция хи-

мерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью свя-

зывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок 

CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом каждый из них происходит из 

соответствующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях ука-

занное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in 

vitro. 

(62) Связывающие домены антитела к G250. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как опухолеассоциированный антиген G250, и второй связывающий домен, кото-

рый связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений свя-

зывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к G250. Монокло-

нальные антитела к G250 известны в данной области техники. В одном из воплощений изобретения 

предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой 
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части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером G250, содержащий последователь-

ности VL и VH антитела к G250. В другом воплощении изобретения предложена композиция химерного 

полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с 

опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, уча-

сток CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответст-

вующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное свя-

зывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

(63) Связывающие домены антитела к МТ-ММР. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как опухолеассоциированный антиген МТ-ММР, и второй связывающий домен, 

который связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений 

связывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к МТ-ММР. Мо-

ноклональные антитела к МТ-ММР известны в данной области техники. В одном из воплощений изобре-

тения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен 

первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером МТ-ММР, содержащий 

последовательности VL и VH антитела к МТ-ММР. В другом воплощении изобретения предложена ком-

позиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой части с аффин-

ностью связывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, 

участок CDR-L3, участок CDR-Н1, участок CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом каждый из них проис-

ходит из соответствующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплоще-

ниях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связыва-

ния in vitro. 

(64) Связывающие домены антитела к антигену F19. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как опухолеассоциированный антиген F19, и второй связывающий домен, кото-

рый связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из воплощений свя-

зывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к антигену F19. Мо-

ноклональные антитела к антигену F19 известны в данной области техники. В одном из воплощений 

изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий 

домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером - антигеном F19, 

содержащий последовательности VL и VH антитела к антигену F19. В другом воплощении изобретения 

предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содержащая связывающий домен первой 

части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим маркером, содержащий участок CDR-L1, 

участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 и участок CDR-H3, при этом каж-

дый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и VH. Предпочтительно, чтобы в 

данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 10
-7

-10
-10

 М, как определено в 

анализе связывания in vitro. 

(65) Связывающие домены антитела к рецептору EphA2. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером, таким как опухолеассоциированный антиген - рецептор EphA2, и второй связывающий 

домен, который связывается с антигеном эффекторной клетки, таким как антиген CD3. В одном из во-

площений связывающий домен содержит VL и VH, происходящие из моноклонального антитела к ре-

цептору EphA2. Моноклональные антитела к рецептору EphA2 известны в данной области техники. В 

одном из воплощений изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, со-

держащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим мар-

кером - рецептором EphA2, содержащий последовательности VL и VH антитела к рецептору EphA2. В 

другом воплощении изобретения предложена композиция химерного полипептидного комплекса, содер-

жащая связывающий домен первой части с аффинностью связывания с опухолеспецифическим марке-

ром, содержащий участок CDR-L1, участок CDR-L2, участок CDR-L3, участок CDR-H1, участок CDR-H2 

и участок CDR-Н3, при этом каждый из них происходит из соответствующих последовательностей VL и 

VH. Предпочтительно, чтобы в данных воплощениях указанное связывание имело значение Kd более чем 

10
-7

-10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

В частности, предполагается, что композиция химерного полипептидного комплекса может содер-

жать любой из указанных выше связывающих доменов или вариантов их последовательности при усло-

вии, что варианты демонстрируют специфичность связывания в отношении описанного антигена. В од-

ном из воплощений вариант последовательности может быть создан путем замены аминокислоты в по-

следовательности VL или VH на другую аминокислоту. В вариантах с делециями один или более амино-

кислотных остатков в последовательности VL или VH, как описано в данном изобретении, удалены. 

Ввиду этого, варианты с делециями включают все фрагменты полипептидной последовательности свя-
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зывающего домена. В вариантах с заменами один или более аминокислотных остатков полипептида VL 

или VH (или CDR) удалены и заменены на альтернативные остатки. Согласно одному из аспектов дан-

ные замены являются консервативными по своему характеру, и консервативные замены этого типа хо-

рошо известны в данной области техники. Помимо этого предполагается, в частности, что композиции, 

содержащие первый и второй связывающие домены, описанные в данном изобретении, могут быть ис-

пользованы в любом из способов, описанных в данном изобретении. 

2. Отделяемый сегмент. 

Согласно другому аспекту изобретение относится к композициям химерного полипептидного ком-

плекса, имеющим в своем составе пептидные последовательности отделяемого сегмента (RS), способные 

расщепляться одной или несколькими протеазами млекопитающих, причем при воздействии на RS про-

теазы (или протеаз) этот RS расщепляется и из композиции высвобождаются биспецифично связываю-

щие домены. В результате высвобождения биспецифично связывающих доменов и экранирующей объ-

емной группировки заявленных композиций химерного полипептидного комплекса, связывающие доме-

ны полностью восстанавливают, благодаря устранению экранирующего эффекта объемной группировки, 

свою способность одновременно связываться с эффекторной Т-клеткой и раковой, опухолевой клеткой 

или клеткой-мишенью, вызывая повреждение или цитолиз раковой, опухолевой клетки или клетки-

мишени. 

В некоторых воплощениях согласно изобретению предложена композиция химерного полипептид-

ного комплекса, представляющая собой единый слитый белок, содержащий в качестве своей части би-

функциональный связывающий домен, связывающую группировку, такую как XTEN, и встроенный пеп-

тидный RS, который представляет собой субстрат для одной или нескольких протеаз, ассоциированных с 

тканью-мишенью, при этом RS присоединен рекомбинантным путем к концу объемной группировки и 

RS присоединен рекомбинантным путем к первой части, содержащей первый и второй связывающие до-

мены; таким образом, RS располагается между первой частью и XTEN или другой объемной группиров-

кой. 

В воплощениях по изобретению предложена композиция химерного полипептидного комплекса, 

содержащая один или несколько RS, которые представляют собой субстрат для протеазы, ассоциирован-

ной с пораженной заболеванием тканью-мишенью у субъекта; неограничивающими примерами мишеней 

являются рак, опухоль либо ткани или органы, вовлеченные в пролиферативное расстройство или воспа-

лительное заболевание. Цель изобретения заключается в разработке RS, специально скомпонованного 

для применения в композициях химерного полипептидного комплекса, содержащих биспецифично свя-

зывающие домены, вследствие чего связывающие домены высвобождаются из такой композиции, когда 

композиция, содержащая RS, находится вблизи протеазы, ассоциированной с тканью-мишенью Строение 

композиций химерного полипептидного комплекса является таким, что полученный высвободившийся 

компонент, содержащий связывающие домены, обладает улучшенной способностью экстравазировать и 

присоединяться к ткани-мишени или проникать в нее, независимо от того, происходит ли это благодаря 

уменьшению молекулярной массы полученного фрагмента или благодаря снижению стерических за-

труднений, оказываемых фланкирующей объемной группировкой (например, XTEN), которая отщепля-

ется. 

Строма в карциномах человека состоит из внеклеточного матрикса и клеток различных типов, не 

относящихся к карциноме, таких как лейкоциты, эндотелиальные клетки, фибробласты и миофибробла-

сты. Опухолеассоциированная строма активно поддерживает рост опухоли, стимулируя неоангиогенез, а 

также пролиферацию и инвазию в окружающие карциному клетки. Стромальные фибробласты, часто 

называемые ассоциированными с раком фибробластами (CAF), играют, в частности, важную роль в про-

грессировании опухолей вследствие своей способности динамично модифицировать состав внеклеточно-

го матрикса (ЕСМ), облегчая тем самым инвазию опухолевых клеток и последующую колонизацию ме-

тастазирующими клетками. В частности, в данной области техники известно, что протеазы являются 

важными компонентами, которые вносят вклад в прогрессирование злокачественных опухолей, включая 

опухолевый ангиогенез, инвазию опухолей, ремоделирование внеклеточного матрикса и метастазирова-

ние, причем протеазы функционируют как часть обширной разнонаправленной сети протеолитических 

взаимодействий. Необходимым условием развития злокачественных опухолей является их способность 

приобретать сосудистую систему, чтобы проникать в окружающие нормальные ткани и диссеминировать 

в отдаленные участки; развитие опухоли в значительной степени зависит от повышенной экспрессии 

внеклеточных эндопротеаз из многочисленных классов ферментов, например, металлопротеаз (ММР) и 

сериновых, треониновых, цистеиновых и аспарагиновых протеаз. Однако роль протеаз не ограничивает-

ся тканевой инвазией и тканевым ангиогенезом; эти ферменты также играют главную роль в активации 

ростовых факторов, клеточной адгезии, выживаемости клеток и в иммунологическом надзоре. Например, 

ММР способны влиять на поведение опухолевых клеток вследствие своей способности расщеплять рос-

товые факторы, рецепторы клеточной поверхности, молекулы клеточной адгезии или хемокины. В сово-

купности, действия опухолеассоциированных протеаз представляют значительную силу в фенотипиче-

ском развитии рака. 

Поскольку имеется большое число данных, демонстрирующих по-разному протекающую экспрес-
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сию многих таких протеолитических ферментов в нормальной и опухолевой тканях, в частности, пред-

полагается, что такую по-разному протекающую экспрессию можно использовать в качестве средства 

для активации заявленных композиций, находящихся в непосредственной близости от опухоли. В связи с 

этим, сериновые протеазы и, в особенности, металлопротеазы являются кандидатами для направленной, 

избирательной лекарственной доставки заявленной композиции благодаря как своей повышенной актив-

ности во внеклеточном окружении опухоли, так и своей способности избирательно и специфично расще-

плять короткие пептидные последовательности RS, что приводит к получению высоких уровней актив-

ной первой части заявленной композиции в опухоли и низких уровней интактной композиции химерного 

полипептидного комплекса в нормальных здоровых тканях. Вследствие избирательной доставки компо-

зиции химерного полипептидного комплекса наблюдается как одновременное снижение необходимой 

активности или дозы этих агентов, так и снижение токсичности в отношении нормальных тканей, вклю-

чая печень, сердце и костный мозг, что тем самым значительно улучшает терапевтический индекс ком-

позиций химерного полипептидного комплекса. В частности, предполагается, что описанные компози-

ции обладают благоприятными свойствами в плане этой пролекарственной концепции, заключающимися 

в том, что, среди других свойств, в нерасщепленном состоянии они проявляют сниженную аффинность 

связывания со своими соответствующими лигандами и что они претерпевают ослабленную экстраваза-

цию в нормальных, здоровых тканях, но в результате расщепления приобретают улучшенную способ-

ность экстравазировать, проникать в опухоль и обладают более высокой аффинностью связывания со 

своими соответствующими лигандами; все это вносит вклад в повышение терапевтического индекса и 

ослабление побочных эффектов заявленных композиций. 

В некоторых воплощениях изобретение включает композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие RS, при этом когда такая композиция расщепляется под действием протеаз(ы), ассо-

циированных(ой) с тканью-мишенью, с высвобождением фрагмента, содержащего связывающие домены 

первой части, тогда этот фрагмент способен проникать внутрь указанной ткани-мишени, такой как опу-

холь, с достижением концентрации, по меньшей мере в 2 раза, или по меньшей мере в 3 раза, или по 

меньшей мере в 4 раза, или по меньшей мере в 5 раз более высокой, чем в случае композиции, которая не 

подвергается расщеплению. В других воплощениях изобретение включает композиции химерного поли-

пептидного комплекса, содержащие RS, при этом когда такая композиция расщепляется под действием 

протеазы, ассоциированной с тканью-мишенью, с высвобождением фрагмента, содержащего связываю-

щие домены первой части, тогда этот фрагмент, содержащий связывающие домены первой части, спосо-

бен проникать внутрь указанной ткани со скоростью, по меньшей мере в 2 раза, или по меньшей мере в 3 

раза, или по меньшей мере в 4 раза, или по меньшей мере в 5 раз более высокой, чем в случае компози-

ции, не содержащей RS. В одном из воплощений изобретение включает композицию химерного поли-

пептидного комплекса, содержащую RS, при этом когда такая композиция расщепляется под действием 

протеазы, ассоциированной с тканью-мишенью, с высвобождением фрагмента, содержащего связываю-

щие домены первой части, тогда фрагмент расщепленной первой части имеет конечную молекулярную 

массу, которая по меньшей мере на 20% меньше, или по меньшей мере на 30% меньше, или по меньшей 

мере на 40% меньше, или по меньшей мере на 50% меньше, или по меньшей мере на 60% меньше, или по 

меньшей мере на 70% меньше, или по меньшей мере на 80% меньше, чем у интактной композиции хи-

мерного полипептидного комплекса, которая не подвергается расщеплению под действием протеазы. В 

другом воплощении изобретение включает композицию химерного полипептидного комплекса, содер-

жащую RS, при этом когда такая композиция расщепляется под действием протеазы, ассоциированной с 

тканью-мишенью, с высвобождением фрагмента, содержащего связывающие домены первой части, тогда 

фрагмент расщепленной первой части имеет конечный гидродинамический радиус, который по меньшей 

мере на 20% меньше, или по меньшей мере на 30% меньше, или по меньшей мере на 40% меньше, или по 

меньшей мере на 50% меньше, или по меньшей мере на 60% меньше, или по меньшей мере на 70% 

меньше, или по меньшей мере на 80% меньше, чем у интактной композиции химерного полипептидного 

комплекса, которая не подвергается расщеплению под действием протеазы. В частности, предполагается, 

что в воплощениях заявленных композиций химерного полипептидного комплекса, расщепление под 

действием ассоциированной с данной тканью протеазы приводит к образованию фрагмента, содержаще-

го связывающие домены первой части, который способен более эффективно проникать в ткань, такую 

как опухолевая, вследствие уменьшения размера данного фрагмента относительно интактной компози-

ции, что приводит к фармакологическому эффекту, известному в данной области техники для объеди-

ненных связывающих доменов в указанной ткани или клетке, который может включать повреждение 

мембраны, индукцию апоптоза, цитолиз или гибель клетки-мишени. В частности, также предполагается, 

что RS в композициях химерного полипептидного комплекса сконструированы для применения в компо-

зициях, предназначенных для направленного воздействия на конкретные ткани, содержащие конкретную 

протеазу, которая, как известно, продуцируется такой тканью-мишенью или клеткой-мишенью. В одном 

из воплощений RS содержит аминокислотную последовательность, представляющую собой субстрат для 

протеазы, ассоциированной с тканью, которая является раковой. В другом воплощении RS содержит 

аминокислотную последовательность, представляющую собой субстрат для протеазы, ассоциированной 

с раковой опухолью. В другом воплощении RS содержит аминокислотную последовательность, пред-
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ставляющую собой субстрат для протеазы, ассоциированной с таким видом рака, как лейкоз. В другом 

воплощении RS содержит аминокислотную последовательность, представляющую собой субстрат для 

протеазы, ассоциированной с пролиферативным расстройством. В другом воплощении RS в композиции 

химерного полипептидного комплекса содержит аминокислотную последовательность, представляющую 

собой субстрат для протеазы, ассоциированной с воспалительным заболеванием. 

В некоторых воплощениях RS представляет собой субстрат по меньшей мере для одной протеазы, 

выбранной из группы, состоящей из металлопротеиназ, цистеиновых протеаз, аспартатных протеаз и 

сериновых протеаз. В другом воплощении RS представляет собой субстрат для одной или более протеаз, 

выбранных из группы, состоящей из меприна, неприлизина (CD10), PSMA, ВМР-1 (костный морфогене-

тический белок), дизинтегрина А и металлопротеиназ (ADAM), ADAM8, ADAM9, ADAM10, ADAM12, 

ADAM15, ADAM17 (ТАСЕ (TNFα-превращающий фермент)), ADAM19, ADAM28 (MDC-L (дизинтег-

рин-металлопротеиназный обогащенный цистеинами белок, экспрессируемый лимфоцитами)), ADAM с 

тромбоспондиновыми мотивами (ADAMTS), ADAMTS1, ADAMTS4, ADAMTS5, ММР-1 (коллагеназа 

1), ММР-2 (желатиназа А), ММР-3 (стромелизин 1), ММР-7 (матрилизин 1), ММР-8 (коллагеназа 2), 

ММР-9 (желатиназа В), ММР-10 (стромелизин 2), ММР-11 (стромелизин 3), ММР-12 (эластаза макрофа-

гов), ММР-13 (коллагеназа 3), ММР-14 (МТ1-ММР), ММР-15 (МТ2-ММР), ММР-19, ММР-23 (СА-ММР 

(ММР с цистеиновым массивом)), ММР-24 (МТ5-ММР), ММР-26 (матрилизин 2), ММР-27 (СММР), 

легумаина, катепсина В, катепсина С, катепсина K, катепсина L, катепсина S, катепсина X, катепсина D, 

катепсина Е, секретазы, активатора плазминогена урокиназного типа (uPA) и тканевого типа (tPA), плаз-

мина, тромбина, простатоспецифического антигена (PSA, KLK3 (калликреин 3)), эластазы нейтрофилов 

человека (HNE), эластазы, триптазы, трансмембранных сериновых протеаз II типа (TTSP), DESC1 (про-

теаза 1, дифференцированно экспрессируемая при плоскоклеточном раке), гепсина (HPN), матриптазы, 

матриптазы-2, TMPRSS2, TMPRSS3, TMPRSS4 (САР2), белка активации фибробластов (FAP), родствен-

ной калликреинам пептидазы (из семейства KLK), KLK4, KLK5, KLK6, KLK7, KLK8, KLK10, KLK11, 

KLK13 и KLK14. В некоторых воплощениях RS представляет собой субстрат для ADAM17. В некоторых 

воплощениях RS представляет собой субстрат для ВМР-1. В некоторых воплощениях RS представляет 

собой субстрат для катепсина. В некоторых воплощениях RS представляет собой субстрат для цистеино-

вой протеазы. В некоторых воплощениях RS представляет собой субстрат для сериновой пептидазы 

HtrA1. В некоторых воплощениях RS представляет собой субстрат для легумаина. В некоторых вопло-

щениях RS представляет собой субстрат для MT-SP1 (сериновая протеаза 1 мембранного типа). В неко-

торых воплощениях RS представляет собой субстрат для металлопротеиназы. В некоторых воплощениях 

RS представляет собой субстрат для эластазы нейтрофилов. В некоторых воплощениях RS представляет 

собой субстрат для тромбина. В некоторых воплощениях RS представляет собой субстрат для трансмем-

бранной сериновой протеазы II типа (TTSP). В некоторых воплощениях RS представляет собой субстрат 

для TMPRSS3. В некоторых воплощениях RS представляет собой субстрат для TMPRSS4. В некоторых 

воплощениях RS представляет собой субстрат для uPA. В одном из воплощений RS в композиции хи-

мерного полипептидного комплекса представляет собой субстрат по меньшей мере для двух протеаз, 

выбранных из группы, состоящей из ММР-2, ММР-9, uPA и матриптазы. В другом воплощении RS в 

композиции химерного полипептидного комплекса представляет собой субстрат для протеаз ММР-2, 

ММР-9, uPA и матриптазы. 

В одном из воплощений RS в композиции химерного полипептидного комплекса содержит амино-

кислотную последовательность, представляющую собой субстрат для внеклеточной протеазы, секрети-

руемой тканью-мишенью, включая, но не ограничиваясь этим, протеазы из табл. 3. В другом воплоще-

нии RS в композиции химерного полипептидного комплекса содержит аминокислотную последователь-

ность, представляющую собой субстрат для клеточной протеазы, локализованной внутри клетки, вклю-

чая, но не ограничиваясь этим, протеазы из табл. 3. 

В некоторых воплощениях согласно изобретению предложены RS-содержащие композиции, пред-

назначенные для использования в заявленных композициях химерного полипептидного комплекса, со-

держащие по меньшей мере первую расщепляемую последовательность, выбранную из группы последо-

вательностей, приведенных в табл. 4. В некоторых воплощениях последовательность RS в заявленных 

композициях выбрана из группы последовательностей, состоящей из LSGRSDNHSPLGLAGS, 

SPLGLAGSLSGRSDNH, SPLGLSGRSDNH, LAGRSDNHSPLGLAGS, LSGRSDNHVPLSLKMG, 

SPLGLAGS, GPLALARG, LSGRSDNH, VPLSLTMG, VPLSLKMG, VPLSLSMG, EPLELVAG, 

EPLELRAG, EPAALMAG, EPASLMAG, RIGSLRTA, RIQFLRTA, EPFHLMAG, VPLSLFMG, EPLELPAG 

и EPLELAAG. Там, где это желательно, последовательность RS в заявленной композиции химерного 

полипептидного комплекса представляет собой LSGRSDNHSPLGLAGS. В одном из воплощений RS в 

композиции химерного полипептидного комплекса содержит последовательность BSRS1 (биспецифич-

ную последовательность отделяемого сегмента 1) из табл. 4. В другом воплощении RS в композиции хи-

мерного полипептидного комплекса состоит из последовательности BSRS1 из табл. 4. 

В другом воплощении RS в расщепляемой конъюгатной композиции содержит первую расщепляе-

мую последовательность и вторую расщепляемую последовательность, отличающуюся от указанной 

первой расщепляемой последовательности, при этом каждая последовательность выбрана из группы по-
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следовательностей, приведенных в табл. 4, и первая и вторая расщепляемые последовательности соеди-

нены друг с другом посредством 1-6 аминокислот, выбранных из глицина, серина, аланина и треонина. В 

другом воплощении RS в расщепляемой конъюгатной композиции содержит первую расщепляемую по-

следовательность, вторую расщепляемую последовательность, отличающуюся от указанной первой рас-

щепляемой последовательности, и третью расщепляемую последовательность, при этом каждая последо-

вательность выбрана из группы последовательностей, приведенных в табл. 4, и первая, и вторая, и третья 

расщепляемые последовательности соединены друг с другом посредством 1-6 аминокислот, выбранных 

из глицина, серина, аланина и треонина. В других воплощениях изобретения предложены композиции 

химерного полипептидного комплекса, содержащие один, два или три RS. Предполагается, что несколь-

ко RS в композициях химерного полипептидного комплекса могут быть объединены в цепочку с образо-

ванием универсальной последовательности, которая может расщепляться под действием нескольких 

протеаз. Подразумевается, что такие композиции будут с большей легкостью расщепляться с участием 

пораженных заболеванием тканей-мишеней, экспрессирующих несколько протеаз, в результате чего по-

лученные фрагменты, несущие связывающие домены, будут с большей легкостью проникать в ткань-

мишень и оказывать фармакологический эффект посредством этих связывающих доменов. 

Таблица 3 

Протеазы тканей-мишеней 
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Таблица 4 

Последовательности отделяемых сегментов (RS) 
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↓ указывает сайт расщепления. 

Специальное сокращение для аминокислот: Cit: цитруллин; Cha: β-

циклогексилаланин; Hof: гомофенилаланин; Orn: орнинтин; Nva: ами-

носубериновая кислота; Dpa: D-фенилаланин; Nle: норлейцин; Smc: S-

метилцистеин; MnL: метилнорлейцин; Mel: мелфалан. 

* Перечисление нескольких аминокислот до косой черты, между косы-

ми чертами или после косой черты указывает на альтернативные амино-

кислоты, которые могут быть заменены в этом положении; "-" указыва-

ет" на то, что любая аминокислота может быть заменена на соответст-

вующую аминокислоту, указанную в средней колонке. 

** x представляет собой любую L-аминокислоту, не являющуюся про-

лином. 

Ну представляет собой любую гидрофобную L-аминокислоту. 

γ указывает на то, что связь представляет собой связь через гамма-

карбоксильную группу. 

3. Объемная группировка. 

Согласно другому аспекту настоящее изобретение относится к композициям химерного полипеп-

тидного комплекса, содержащим по меньшей мере первую объемную группировку. В некоторых вопло-

щениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного комплекса, содержащие объ-

емную группировку. Неограничивающие примеры объемных группировок включают удлиненный ре-

комбинантный полипептид (XTEN, описанный в данном изобретении ниже); альбумин-связывающий 

домен; альбумин; IgG-связывающий домен; полипептиды по меньшей мере из 350 аминокислотных ос-

татков, состоящие из пролина, серина и аланина; жирную кислоту; эластиноподобный белок (ELP) (от-

дельные субъединичные или строительные блоки ELP происходят из состоящего из пяти аминокислот 

мотива, обнаруженного в белке эластине человека, который повторяется несколько раз, образуя биопо-

лимер ELP, как описано в WO 2016081884), Fc домен, полиэтиленгликоль (ПЭГ), PLGA и гидроксиэтил-

крахмал. В другом воплощении объемная группировка содержит две разные объемные группировки, вы-

бранные из группы, состоящей из XTEN; альбумин-связывающего домена; альбумина; IgG-

связывающего домена; полипептидов, состоящих из пролина, серина и аланина; жирной кислоты; Fc до-

мена, полиэтиленгликоля (ПЭГ), PLGA и гидроксиэтилкрахмала, причем эти две объемные группировки 

соединены друг с другом и, в свою очередь, с отделяемым сегментом композиции. В предпочтительном 

воплощении объемная группировка заявленных композиций представляет собой одну молекулу или не-

сколько молекул XTEN. В другом предпочтительном воплощении композиции химерного полипептид-
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ного комплекса содержат объемную группировку с последовательностью, имеющей по меньшей мере 90, 

91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичность последовательности с последовательностью 

XTEN сопоставимой длины, выбранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 5. В дан-

ных воплощениях полипептиды XTEN присоединены рекомбинантным путем к отделяемому(ым) сег-

менту(ам) (RS) второй части композиций. 

Без привязки к теории отметим, что включение объемной группировки в структуру заявленных 

композиций осуществлено для придания некоторых важных свойств: 1) для получения композиций хи-

мерного полипептидного комплекса с объемной группировкой, которая экранирует связывающие доме-

ны и уменьшает аффинность связывания с целевыми антигенами и антигенами эффекторных клеток, ко-

гда композиция является интактной, 2) для получения композиций химерного полипептидного комплек-

са с объемной группировкой, которая обеспечивает увеличенный период полувыведения при введении 

субъекту, 3) для получения композиций химерного полипептидного комплекса с объемной группиров-

кой, которая ослабляет экстравазацию в нормальные ткани и органы, но позволяет до некоторой степени 

экстравазировать в пораженные заболеванием ткани (например, в опухоль) с большими размерами пор в 

сосудистой системе, а также может высвобождаться из этой композиции под действием определенных 

протеаз млекопитающих, что позволяет тем самым связывающим доменам композиции с большей легко-

стью проникать в пораженные заболеванием ткани и одновременно связываться с целевыми антигенами 

на эффекторной клетке и опухолевой клетке. Чтобы удовлетворить эти потребности, согласно данному 

изобретению предложены композиции химерного полипептидного комплекса, присутствие в которых 

объемной группировки обеспечивает увеличение массы и гидродинамического радиуса полученной ком-

позиции. В предпочтительных воплощениях объемная группировка представляет собой полипептид 

XTEN, присутствие которого предоставляет определенные преимущества в строении заявленных компо-

зиций в том плане, что обеспечивает не только увеличение массы и гидродинамического радиуса, но и 

таких характеристик, как гибкость, неструктурированность, обеспечивает экранирующий эффект в от-

ношении связывающих доменов первой части композиции, снижая тем самым вероятность связывания с 

антигенами в нормальных тканях или сосудистой системе нормальных тканей, которые не экспрессиру-

ют или экспрессируют целевые антигены и/или антигены эффекторных клеток с более низкими уровня-

ми, и улучшает растворимость и надлежащий фолдинг scFv. 

(1) XTEN. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного ком-

плекса, содержащие одну или более молекул XTEN, введенных рекомбинантным путем в композицию. 

Термин "XTEN", использованный в данном описании, относится к полипептидам с неприродными, 

по существу неповторяющимися последовательностями, характеризующимися низкой степенью вторич-

ной или третичной структуры или их отсутствием в физиологических условиях, а также дополнительны-

ми свойствами, описанными в приведенных далее абзацах. Обычно XTEN содержит от по меньшей мере 

примерно 100 до по меньшей мере примерно 1000 или более аминокислот, и более предпочтительно от 

по меньшей мере примерно 200 до по меньшей мере примерно 900 аминокислот, и более предпочтитель-

но от по меньшей мере примерно 400 до примерно 866 аминокислот, большинство из которых или все 

являются небольшими гидрофильными аминокислотами. Использованный в данном описании термин 

XTEN специально не включает в себя целые антитела или фрагменты антител (например, одноцепочеч-

ные антитела и Fc-фрагменты). Полипептиды XTEN находят применение в качестве партнеров по слия-

нию в том плане, что они играют разные роли, придавая определенные желаемые свойства, когда они 

находятся в составе композиции, содержащей, например, биспецифично связывающие домены первой 

части заявленных композиций химерного полипептидного комплекса, описанных в данном изобретении. 

Полученные композиции обладают улучшенными свойствами, такими как улучшенные фармакокинети-

ческие, физикохимические, фармакологические и усовершенствованные токсикологические и фармацев-

тические свойства, по сравнению со случаем, когда соответствующие связывающие домены не присое-

динены к XTEN, что делает их полезными при лечении определенных состояний, для которых, как из-

вестно в данной области, предназначено применение этих связывающих доменов. 

Отсутствие структурированности и физико-химические свойства XTEN, помимо всего прочего, вы-

текают из общего аминокислотного состава, который непропорционально ограничен 4-6 типами гидро-

фильных аминокислот, присоединением аминокислот в поддающемся количественному определению, по 

существу неповторяющемся порядке, и из полученной в результате длины и/или конфигурации полипеп-

тида XTEN. Предпочтительным признаком, общим для XTEN, но не являющимся общим для нативных 

полипептидов, является то, что свойства XTEN, изложенные в данном описании, не привязаны к абсо-

лютным первичным аминокислотным последовательностям, о чем свидетельствует разнообразие типич-

ных последовательностей из табл. 5, которые, находясь в разных диапазонах длины, обладают схожими 

свойствами и придают улучшенные свойства композициям, в составе которых они находятся, и многие 

из них подробно рассмотрены в разделе Примеры. Действительно, в частности, предполагается, что ком-

позиции по изобретению не должны ограничиваться теми XTEN, которые конкретно перечислены в табл. 

5, а, скорее всего, воплощения включают последовательности, имеющие по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 

94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентичность последовательности с последовательностями из табл. 5, посколь-
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ку они проявляют описанные ниже свойства XTEN. Установлено, что такие XTEN обладают свойствами, 

более характерными для небелковых, гидрофильных полимеров (таких как полиэтиленгликоль или 

"ПЭГ"), чем для белков. XTEN по настоящему изобретению демонстрируют одно или более из следую-

щих предпочтительных свойств: определенную и ровную длину (для заданной последовательности), 

конформационную гибкость, более низкое содержание вторичной структуры или ее полное отсутствие, 

высокую степень вероятности образования статистического клубка, высокую степень растворимости в 

воде, высокую степень устойчивости к протеазам, низкую иммуногенность, слабое связывание с рецеп-

торами млекопитающих, определенную величину заряда и более высокие значения гидродинамических 

радиусов (или радиусов Стокса); свойства, которые аналогичны свойствам некоторых гидрофильных 

полимеров (например, полиэтиленгликоля), которые делают их особенно полезными в качестве партне-

ров по слиянию. 

XTEN, как компонент(ы) заявленных слитых белков, сконструированы с возможностью вести себя 

в физиологических условиях аналогично денатурированным пептидным последовательностям независи-

мо от протяженности длины полимера. Термин "денатурированный" описывает состояние пептида в рас-

творе, которое характеризуется большой конформационной свободой пептидного остова. Большинство 

пептидов и белков принимают соответствующую денатурированному состоянию конформацию в при-

сутствии высоких концентраций денатурирующих агентов или при повышенной температуре. Пептиды в 

соответствующей денатурированному состоянию конформации имеют, например, характерные спектры 

кругового дихроизма (КД) и характеризуются отсутствием взаимодействий дальнего порядка по данным 

ядерного магнитного резонанса (ЯМР). Выражения "соответствующая денатурированному состоянию 

конформация" и "соответствующая неструктурированному состоянию конформация" используются в 

данном описании как синонимы. В некоторых воплощениях изобретения предложены композиции хи-

мерного полипептидного комплекса, содержащие последовательности XTEN, которые в физиологиче-

ских условиях имеют сходство с денатурированными последовательностями, по существу лишенными 

вторичной структуры в физиологических условиях. Выражение "по существу лишенный", как оно ис-

пользовано в этом контексте, означает, что по меньшей мере примерно 80%, или примерно 90%, или 

примерно 95%, или примерно 97%, или по меньшей мере примерно 99% аминокислотных остатков 

XTEN в последовательности XTEN не вносят вклада во вторичную структуру, по результатам измерений 

или определений методами, изложенными в данном описании, включая алгоритмы или спектрофотомет-

рические виды анализов. 

Для определения и подтверждения физико-химических свойств заявленного XTEN в данной облас-

ти техники известен целый ряд общепринятых методов и анализов. Такие свойства включают, но не ог-

раничиваются этим, наличие вторичной или третичной структуры, растворимость, агрегацию белка, ста-

бильность, абсолютную и кажущуюся молекулярную массу, чистоту и однородность, связанные с плав-

лением свойства, содержание примесей и воды. Методы оценки таких свойств включают аналитическое 

центрифугирование, ЭПР (электронный парамагнитный резонанс), ионообменную HPLC (высокоэффек-

тивная жидкостная хроматография), сочетание HPLC и гель-проникающей хроматографии (SEC), обра-

щенно-фазовую HPLC, светорассеяние, капиллярный электрофорез, круговой дихроизм, дифференци-

альную сканирующую калориметрию, флуоресценцию, ионообменную HPLC, гель-проникающую HPLC, 

инфракрасную (ИК) спектроскопию, ЯМР, спектроскопию комбинационного рассеяния, рефрактомет-

рию и спектроскопию в ультрафиолетовой (УФ)/видимой областях. В частности, вторичная структура 

может быть оценена спектрофотометрически, например, с использованием спектроскопии кругового 

дихроизма в "дальней УФ" спектральной области (190-250 нм). Каждый из элементов вторичной струк-

туры, таких как альфа-спираль и бета-лист, равно как и отсутствие этих структурных элементов, обу-

славливает характерную форму и величину пиков в спектрах КД. Вторичная структура для полипептид-

ной последовательности также может быть предсказана с использованием определенных компьютерных 

программ или алгоритмов, таких как хорошо известный алгоритм Чоу-Фасмана (Chou P.Y., et al. (1974) 

Biochemistry, 13: 222-45) и алгоритм Гарнье-Осгуторпа-Робсона ("GOR алгоритм") (Garnier J, Gibrat JF, 

Robson В. (1996), GOR method for predicting protein secondary structure from amino acid sequence. Methods 

Enzymol., 266: 540-553), которые описаны в публикации заявки на патент США № 20030228309А1. Для 

заданной последовательности с помощью этих алгоритмов можно предсказать, имеется ли какая-либо 

вторичная структура или такой нет вообще, и это выражают в виде общего количества и/или процентно-

го содержания остатков в этой последовательности, которые образуют, например, альфа-спирали или 

бета-листы, или процентного содержания остатков в этой последовательности, которые предсказуемо 

приводят к образованию статистического клубка (у которого отсутствует вторичная структура). Анализ 

полипептидных последовательностей можно проводить с помощью алгоритма Чоу-Фасмана, используя 

сайты всемирной компьютерной сети, например, на fas-

ta.bioch.virginia.edu/fasta_www2/fasta_www.cgi?rm=miscl, и GOR алгоритма на npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html (оба по состоянию на 5 сентября 2012 г.). Наличие статистиче-

ского клубка может быть определено различными методами, включая использование измерений характе-

ристической вязкости, которая соизмерима с длиной цепи зависимым от конформации образом (Tanford 

С., Kawahara K. & Lapanje S. (1966) J. Biol. Chem., 241, 1921-1923), а также посредством гель-
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проникающей хроматографии (Squire P.G., Calculation of hydrodynamic parameters of random coil polymers 

from size exclusion chromatography and comparison with parameters by conventional methods. Journal of 

Chromatography, 1981, 5, 433-442). Дополнительные методы описаны в Arnau, et al, Prot. Expr. and Purif. 

(2006), 48, 1-13. 

В одном из воплощений, последовательности XTEN в композициях химерного полипептидного 

комплекса имеют процентное содержание альфа-спиралей в диапазоне от 0% до менее чем примерно 5%, 

и процентное содержание бета-листов в диапазоне от 0% до менее чем примерно 5%, что определено с 

использованием алгоритма Чоу-Фасмана, и по меньшей мере примерно на 90% состоят из статистическо-

го клубка, что определено с использованием GOR алгоритма. В другом воплощении, последовательности 

XTEN описанных композиций имеют процентное содержание альфа-спиралей менее чем примерно 2% и 

процентное содержание бета-листов менее чем примерно 2%, что определено с использованием алгорит-

ма Чоу-Фасмана, и по меньшей мере примерно на 90% состоят из статистического клубка, что определе-

но с использованием GOR алгоритма. В другом воплощении у последовательностей XTEN в таких ком-

позициях по существу отсутствует вторичная структура по результатам измерений с использованием 

кругового дихроизма. 

Установлено, что нерегулярность структуры, характерная для XTEN, используемого в заявленных 

композициях по настоящему изобретению, вместе с аминокислотами конкретных типов, которые преоб-

ладают в таком XTEN, в большей степени, чем абсолютная первичная последовательность, определяет 

одно или более чем одно из улучшенных физико-химических и биологических свойств XTEN и получен-

ных композиций химерного полипептидного комплекса. Соответственно, несмотря на то, что последова-

тельности из табл. 5 являются типичными, они не предназначены для ограничения, поскольку последо-

вательности, имеющие по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентичность последо-

вательности с последовательностями из табл. 5, демонстрируют улучшенные свойства XTEN. Такие 

улучшенные свойства включают высокую степень экспрессии композиций химерного полипептидного 

комплекса в виде слитого белка в клетке-хозяине, более высокую генетическую стабильность гена, коди-

рующего XTEN, являющийся частью заявленных композиций; XTEN обеспечивает более высокую сте-

пень растворимости полученных композиций химерного полипептидного комплекса при менее выра-

женной тенденции к агрегации и улучшенную фармакокинетику полученных композиций химерного 

полипептидного комплекса по сравнению со случаем, когда связывающие домены не присоединены к 

XTEN. Такие улучшенные свойства позволяют более эффективно осуществлять процесс получения, до-

биться большей однородности конечного продукта, более низкой стоимости изделий и/или обеспечивают 

разработку технологии приготовления фармацевтических препаратов, содержащих композицию химер-

ного полипептидного комплекса в очень высокой концентрации по белку, в некоторых случаях превы-

шающей 100 мг/мл, а также имеющих улучшенный профиль безопасности и уменьшенный интервал до-

зирования, который описан более полно ниже, в отношении полученных композиций. 

В некоторых воплощениях последовательность XTEN, использованная в композициях химерного 

полипептидного комплекса по изобретению, по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 

на 100% идентична последовательности, выбранной из группы, состоящей из AE144, АЕ144_1A, 

АЕ144_2A, АЕ144_2В, АЕ144_3А, АЕ144_3В, АЕ144_4А, АЕ144_4В, АЕ144_5А, АЕ144_6В, АЕ288_1, 

АЕ288_2, АЕ144А, АЕ144В, АЕ180А, АЕ216А, АЕ252А, АЕ288А, АЕ324А, АЕ360А, АЕ396А, АЕ432А, 

АЕ468А, АЕ504А, АЕ540А, АЕ576А, АЕ612А, АЕ648А, АЕ684А, АЕ720А, АЕ756А, АЕ792А, АЕ828А, 

АЕ869, AE144_R1, AE288_R1, AE432_R1, AE576_R1, AE864_R1, AE712, AE864_R2, AE912, AM923, 

AE948, AE1044, AE1140, AE1236, AE1332, AE1428, AE1524, AE1620, AE1716, AE1812, AE1908, 

AE2004A и любой их комбинации. См. US 2010-0239554 А1. В одном из конкретных воплощений XTEN 

содержит последовательность, выбранную из АЕ144, АЕ288, АЕ576, АЕ864, АЕ865 или АЕ866 или лю-

бой их комбинации. 

В некоторых воплощениях, в которых меньше 100% аминокислот XTEN в композициях химерного 

полипептидного комплекса выбраны из глицина (G), аланина (А), серина (S), треонина (Т), глутамата (Е) 

и пролина (Р), или в которых меньше 100% последовательности состоит из последовательностей XTEN 

из табл. 5, остальные аминокислотные остатки в XTEN выбраны из какой-либо из других 14 природных 

L-аминокислот, но предпочтительно выбраны из гидрофильных аминокислот, вследствие чего последо-

вательность XTEN содержит по меньшей мере примерно 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или по меньшей 

мере примерно 99% гидрофильных аминокислот. Содержание гидрофобных аминокислот в XTEN, ис-

пользуемом в композициях химерного полипептидного комплекса, может представлять собой содержа-

ние гидрофобных аминокислот, составляющее меньше 5%, или меньше 2%, или меньше 1%. Гидрофоб-

ные остатки, которые являются менее предпочтительными в конструкции XTEN, включают остатки 

триптофана, фенилаланина, тирозина, лейцина, изолейцина, валина и метионина. Кроме того, последова-

тельности XTEN могут содержать меньше 5%, или меньше 4%, или меньше 3%, или меньше 2%, или 

меньше 1% следующих аминокислот либо вообще их не содержать: метионина (например, чтобы избе-

жать окисления) или аспарагина и глутамина (чтобы избежать дезамидирования). 

Аминокислотные последовательности для некоторых последовательностей XTEN, применяемых в 

воплощениях химерного полипептидного комплекса по изобретению, показаны в табл. 5. 
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Таблица 5 

Полипептиды XTEN 
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Данным изобретением рассматриваются композиции химерного полипептидного комплекса, со-

держащие XTEN промежуточной длины по отношению к таковым из табл. 5, а также XTEN большей 

длины, куда добавлены мотивы из 12 аминокислот к N- или С-концу XTEN из табл. 5, введенные в хи-

мерный полипептидный комплекс. В одном из воплощений композиция химерного полипептидного ком-
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плекса содержит XTEN из табл. 5 с добавлением одной или более копий одного или более мотивов, вы-

бранных из группы мотивов, представленных в табл. 6. 

Таблица 6 

Последовательности мотивов из 12 аминокислот и  

семейства мотивов для XTEN 

 
* Означает отдельные последователь-

ности мотивов, которые при совмест-

ном использовании в различных пере-

становках приводят к образованию 

"семейной последовательности". 

Дополнительные примеры последовательностей XTEN, которые можно использовать согласно на-

стоящему изобретению и которые описаны в публикациях заявок на патент США № 2010/0239554 А1, 

2010/0323956 А1, 2011/0046060 А1, 2011/0046061 А1, 2011/0077199 А1 или 2011/0172146 А1 либо меж-

дународных публикациях патентных заявок № WO 2010091122 A1, WO 2010144502 А2, WO 2010144508 

A1, WO 2011028228 A1, WO 2011028229 Al, WO 2011028344 А2, WO 2014/011819 А2 или  

WO 2015/023891. 

4. Связывающиеся с Т-клетками композиции. 

Согласно другому аспекту настоящего изобретения предложены мономерные слитые белки, содер-

жащие первую часть, вторую часть и третью часть, при этом указанная первая часть содержит последо-

вательности VL и VH связывающего домена антитела к CD3, соединенные гибким линкером; указанная 

вторая часть содержит первый отделяемый сегмент (RS), способный расщепляться под действием про-

теазы млекопитающих; и третья часть содержит первую объемную группировку, содержащую последо-

вательность XTEN, при этом указанная объемная группировка и первые части способны высвобождаться 

из композиции под действием указанной протеазы млекопитающих на указанную вторую часть. В неко-

торых из указанных выше воплощений, последовательности VL и VH первой части в заявленной компо-

зиции происходят из VL и VH моноклонального антитела, выбранных из группы последовательностей, 

приведенных в табл. 1. Там, где это желательно, VL и VH в заявленных композициях происходят из мо-

ноклонального антитела huUCHT1 из табл. 1. В частности, предполагается, что порядок компоновки со-

ставляющих частей в композициях может быть разным применительно к порядку расположения от N-

конца к С-концу, как показано схематично на фиг. 29. В одном из воплощений композиции скомпонова-

ны, в ориентации от N- к С-концу следующим образом: связывающие домены-RS-XTEN, а в другом во-

площении данные части скомпонованы в следующем порядке: XTEN-RS-связывающие домены. 

В некоторых воплощениях связывающихся с Т-клетками композиций связывающие домены антите-

ла к CD3 содержат последовательность VH и VL из табл. 1, RS во второй части выбран из группы, со-

стоящей из последовательностей, приведенных в табл. 4, a XTEN третьей части выбран из группы, со-

стоящей из последовательностей, приведенных в табл. 5. 

В других воплощениях изобретения предложены связывающиеся с Т-клетками композиции в виде 

слитых белков, имеющих по меньшей мере примерно 90% идентичность последовательности или по 

меньшей мере примерно 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% идентичность или идентичные на 100% после-

довательности, в случае оптимального выравнивания, выбранной из группы, состоящей из аминокислот-

ных последовательностей, приведенных в табл. 7. В одном из воплощений связывающаяся с Т-клеткой 

композиция имеет аминокислотную последовательность ТСВ-1 из табл. 7. В другом воплощении связы-

вающаяся с Т-клеткой композиция имеет аминокислотную последовательность TCB-2 из табл. 7. В дру-

гом воплощении связывающаяся с Т-клеткой композиция имеет аминокислотную последовательность 

ТСВ-3 из табл. 7. В другом воплощении связывающаяся с Т-клеткой композиция имеет аминокислотную 

последовательность TCB-4 из табл. 7. В другом воплощении связывающаяся с Т-клеткой композиция 

имеет аминокислотную последовательность ТСВ-5 из табл. 7. В другом воплощении связывающаяся с Т-

клеткой композиция имеет аминокислотную последовательность ТСВ-6 из табл. 7. В другом воплощении 

связывающаяся с Т-клеткой композиция имеет аминокислотную последовательность ТСВ-7 из табл. 7. В 

другом воплощении связывающаяся с Т-клеткой композиция имеет аминокислотную последовательность 

ТСВ-8 из табл. 7. В другом воплощении связывающаяся с Т-клеткой композиция имеет аминокислотную 
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последовательность ТСВ-9 из табл. 7. В другом воплощении связывающаяся с Т-клеткой композиция 

имеет аминокислотную последовательность ТСВ-10 из табл. 7. В другом воплощении связывающаяся с 

Т-клеткой композиция имеет аминокислотную последовательность ТСВ-11 из табл. 7. В другом вопло-

щении связывающаяся с Т-клеткой композиция имеет аминокислотную последовательность ТСВ-12 из 

табл. 7. В другом воплощении связывающаяся с Т-клеткой композиция имеет аминокислотную последо-

вательность ТСВ-13 из табл. 7. В другом воплощении связывающаяся с Т-клеткой композиция имеет 

аминокислотную последовательность ТСВ-14 из табл. 7. В другом воплощении связывающаяся с Т-

клеткой композиция имеет аминокислотную последовательность ТСВ-15 из табл. 7. В другом воплоще-

нии связывающаяся с Т-клеткой композиция имеет аминокислотную последовательность ТСВ-16 из 

табл. 7. В других воплощениях изобретения предложены фармацевтические композиции, содержащие 

связывающиеся с Т-клетками композиции в виде слитых белков, имеющие по меньшей мере примерно 

90% идентичность последовательности, или по меньшей мере примерно 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% 

идентичность или идентичные на 100% последовательности, приведенной в табл. 7, и, возможно, подхо-

дящие препараты носителей, стабилизаторов и/или эксципиентов. 

Согласно другому аспекту изобретение относится к полинуклеотидам, кодирующим связывающие-

ся с Т-клетками композиции в виде слитых белков из табл. 7. В одном из воплощений изобретения пред-

ложены полинуклеотидные последовательности, кодирующие связывающиеся с Т-клетками композиции 

в виде слитых белков, при этом полинуклеотидные последовательности имеют по меньшей мере при-

мерно 90% идентичность последовательности, или по меньшей мере примерно 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 

98, 99% идентичность, или идентичны на 100% последовательности, в случае оптимального выравнива-

ния, выбранной из группы, состоящей из полинуклеотидных последовательностей, приведенных в табл. 

7, или комплементарных им последовательностей. 

Согласно родственному аспекту изобретение относится к способу получения композиций химерно-

го полипептидного комплекса, в котором используется полинуклеотид, кодирующий связывающуюся с 

Т-клеткой скомпонованную композицию и лигируемый с полинуклеотидной последовательностью, ко-

дирующей связывающий домен, обладающий аффинностью к антигену клетки-мишени. В одном из во-

площений изобретения предложен способ получения композиций химерного полипептидного комплекса, 

включающий использование полинуклеотида из табл. 7, кодирующего связывающиеся с Т-клетками 

скомпонованные композиции, с последующим присоединением рекомбинантным путем гена, кодирую-

щего второй связывающий домен и линкер, причем второй связывающий домен обладает специфично-

стью связывания с опухолеспецифическим маркером или антигеном клетки-мишени, при этом получен-

ный ген введен в подходящий экспрессирующий вектор под контролем промотора и линкера; получен-

ный экспрессирующий вектор затем используют для трансформации подходящей клетки-хозяина Е.coli, 

которую далее растят в условиях, подходящих для экспрессии химерного полипептидного комплекса в 

виде слитого белка, который затем выделяют с использованием методов очистки, изложенных в данном 

описании или известных в данной области техники. В примерах 1 и 2, ниже, приводятся типичные спо-

собы осуществления указанного выше способа. В некоторых из указанных выше воплощений второй 

связывающий домен представляет собой scFv, при этом VH и VL второго связывающего домена выбра-

ны из группы парных последовательностей VH и VL моноклональных антител, приведенных в табл. 2. В 

указанных выше воплощениях используется преимущество модульной природы генов, кодирующих свя-

зывающиеся с Т-клетками композиции, которые легко могут быть использованы вместе с полинуклеоти-

дами, кодирующими разнообразные вторые связывающие домены, описанные в данном изобретении, 

посредством слияния рекомбинантным путем последовательностей, кодирующих вариабельную после-

довательность антитела к CD3, и последовательности, кодирующей второй связывающий домен, с по-

следовательностями, кодирующими связывающуюся с Т-клеткой композицию, что выражается в способ-

ности создавать многочисленные индивидуальные гены, которые могут быть использованы для экспрес-

сии желаемого слитого белкового продукта химерного полипептидного комплекса. В частности, предпо-

лагается, что применение гена, кодирующего связывающуюся с Т-клеткой композицию, для получения 

композиций химерного полипептидного комплекса не ограничивается полинуклеотидами, кодирующими 

композиции химерного полипептидного комплекса, описанные в данном изобретении, но он может быть 

использован вместе с геном, кодирующим связывающий домен с аффинностью к любой представляющей 

интерес ткани-мишени или клетке-мишени, которые обладали бы восприимчивостью к цитотоксическим 

эффектам полученного экспрессированного слитого белка. 

Согласно другому аспекту связывающиеся с Т-клетками композиции из табл. 7 полезны в качестве 

терапевтических иммуносупрессивных агентов при лечении определенных заболеваний или состояний у 

субъекта, в случае которых, как было продемонстрировано, применение препаратов на основе антител к 

CD3 приводит к получению клинической пользы, таких как, но не ограничиваясь этим, трансплантация 

органов и острое отторжение трансплантата, болезнь Крона, язвенный колит и диабет 1 типа, а также для 

индуцирования иммунной толерантности. 
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Таблица 7 

Связывающиеся с Т-клетками композиции 
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5. Гибкие линкеры. 

Согласно другому аспекту настоящего изобретения предложены гибкие линкеры для присоедине-

ния друг к другу соответствующих связывающих доменов в заявленных композициях. В некоторых во-

площениях изобретения предложены композиции химерного полипептидного комплекса, содержащие 

первый scFv и второй scFv, при этом VL и VH каждого scFv соединены вместе длинным линкером из 

гидрофильных аминокислот, выбранным из последовательностей, приведенных в табл. 8, и scFv соеди-

нены вместе коротким линкером из гидрофильных аминокислот, выбранным из группы последователь-

ностей, приведенных в табл. 9. В одном из воплощений длинный линкер, использованный для присоеди-

нения VL и VH друг к другу, представляет собой L7 из табл. 8, а межмолекулярный линкер, который со-

единяет два scFv, представляет собой S-1 из табл. 9. В другом воплощении изобретения предложены 

композиции химерного полипептидного комплекса, содержащие одноцепочечное диатело, в котором, 

после фолдинга, первый домен (VL или VH) соединяется в пару с последним доменом (VH или VL) с 

образованием одного scFv, и эти два домена в середине соединяются в пару с образованием другого scFv, 

при этом первый и второй домены, а также третий и последний домены соединены вместе коротким лин-

кером из гидрофильных аминокислот, выбранным из последовательностей, приведенных в табл. 9, а вто-

рой и третий вариабельные домены соединены длинным линкером, выбранным из табл. 8. Как будет по-

нятно специалисту в данной области техники, выбор короткого линкера и длинного линкера необходим 

для предотвращения некорректного образования пар соседних вариабельных доменов, что облегчает тем 

самым образование конфигурации диатела. 
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Таблица 8 

Внутримолекулярные длинные линкеры 

 

 
Таблица 9 

Межмолекулярные короткие линкеры 

 
6. Конфигурации химерного полипептидного комплекса. 

Цель изобретения заключается в разработке композиций химерного полипептидного комплекса, ко-

торые сконструированы и созданы в пролекарственной форме для придания им определенных свойств, 

обусловленных со структурой, активностью, а также фармацевтических и фармакологических свойств. 

Строение заявленных композиций обусловлено по меньшей мере тремя важными свойствами: 1) необхо-

димостью получения композиций, имеющих биспецифично связывающие домены, обладающие способ-

ностью одновременно связываться с эффекторной клеткой и клеткой-мишенью, с образованием в резуль-

тате иммунологического синапса; 2) необходимостью обеспечения композиций объемной группировкой, 

которая а) экранирует связывающие домены и снижает аффинность связывания с целевыми антигенами, 

когда композиция находится в интактной пролекарственной форме, б) обеспечивает достижение более 

продолжительного периода полувыведения при введении субъекту, в) ослабляет экстравазацию в нор-

мальные ткани и органы по сравнению с экстравазацией в пораженные заболеванием ткани (например, 

опухоли) и г) обуславливает улучшенный профиль безопасности по сравнению с традиционными тера-

певтическими средствами на основе биспецифичных цитотоксических антител; и 3) способностью акти-

вироваться при расщеплении одной или несколькими протеазами млекопитающих при нахождении в 

непосредственной близости от пораженных заболеванием тканей, с высвобождением тем самым биспе-

цифично связывающего домена, вследствие чего он полностью восстанавливает свою способность к аф-

финному связыванию с целевыми антигенами. В строении заявленных композиций используется пре-

имущество, обусловленное свойствами таких компонентов, как XTEN и пептидный отделяемый сегмент 

(RS), и их расположение относительно биспецифично связывающих доменов первой части обеспечивает 

реализацию указанных выше свойств. 

Без связи с конкретной теорией считается, что в результате использования описанного выше фор-

мата биспецифично связывающих доменов высвободившиеся связывающие домены способны вызывать 

цитолиз клеток-мишеней посредством рекрутмента цитотоксических эффекторных клеток без какой-

либо потребности в пре- и/или костимуляции. Кроме того, независимость от пре- и/или костимуляции 

эффекторной клетки может в значительной степени способствовать исключительно высокой цитоток-

сичности, опосредуемой высвободившимися связывающими доменами. В некоторых воплощениях вы-

свободившийся второй связывающий домен сконструирован с такими специфичностями связывания, что 

он обладает способностью направленно взаимодействовать с цитотоксичными эффекторными клетками 

(например, Т-клетками, NK клетками, цитокин-индуцируемой киллерной клеткой (CIK клеткой)), с 

предварительно выбранными поверхностными антигенами на опухолевых клетках у субъекта, в то время 

как первый связывающий домен сконструирован со специфичностями связывания с опухолевыми мар-

керными антигенами, ассоциированными с опухолевыми клетками, тем самым образуется иммунологи-

ческий синапс и осуществляется избирательное, направленное и локализованное действие высвободив-

шихся цитокинов и эффекторных молекул против опухоли-мишени, в результате чего опухолевые клетки 
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повреждаются или разрушаются, что выражается в противоопухолевом действии и терапевтической 

пользе для субъекта. В одном из воплощений высвободившийся второй связывающий домен связывается 

с антигеном эффекторной клетки, который способен модулировать одну или несколько функций эффек-

торной клетки, приводя к или способствуя цитолитическому воздействию на опухолевую клетку-

мишень. Антиген эффекторной клетки может экспрессироваться эффекторной клеткой или другими 

клетками. В некоторых воплощениях антиген эффекторной клетки экспрессируется на клеточной по-

верхности эффекторной клетки. Неограничивающими примерами являются CD3, CD4, CD8, CD25, 

CD38, CD69, CD45RO, CD57, CD95, CD107 и CD154. В других воплощениях антиген эффекторной клет-

ки представляет собой Th1-цитокин, выбранный из IL2, IL10, IL12, IFNγ и TNFα. Таким образом, спе-

циалисту в данной области техники будет понятно, что конфигурации заявленных композиций предна-

значены для избирательной или непропорциональной доставки активной формы композиции к опухоле-

вой ткани-мишени или раковой клетке-мишени по сравнению со здоровой тканью или здоровыми клет-

ками у субъекта, которому вводят такую композицию, с получением в результате этого терапевтической 

пользы. Как очевидно на основании изложенного выше, данным изобретением предложено большое се-

мейство полипептидов в разработанных конфигурациях, предназначенных для достижения желаемых 

свойств. 

В случае использования XTEN в качестве объемной группировки заявленные композиции, которые 

получаются XTEN-илированными, приобретают несколько уникальных и благоприятных физико-

химических и фармакологических свойств. Неограничивающие примеры улучшенных свойств заявлен-

ных композиций включают повышение общей растворимости и стабильности в процессе метаболизма, 

более низкую восприимчивость к протеолизу в процессе циркуляции, ослабленную иммуногенность, 

более низкую скорость всасывания при введении подкожно или внутримышечно, сниженный почечный 

клиренс, сниженную токсичность, экранирующий эффект XTEN на связывающие группировки первой 

части до момента высвобождения в результате расщепления RS и улучшенные фармакокинетические 

свойства. В частности, конкретно предполагается, что строение заявленных композиций обуславливает 

более высокий терапевтический индекс и сниженные токсичность или побочные эффекты, что достига-

ется благодаря сочетанию экранирующего эффекта и стерических затруднений, оказываемых XTEN на 

аффинность связывания применительно к связывающим доменам первой части в пролекарственной фор-

ме, но при этом сохраняется способность к высвобождению биспецифично связывающих доменов (что 

достигается путем включения в состав RS расщепляемой пептидильной последовательности) вблизи от 

или в пределах ткани-мишени (например, опухоли), которая продуцирует протеазу, для которой RS явля-

ется субстратом. 

Согласно одному из аспектов, где XTEN применяют в композициях в качестве носителя, данное 

изобретение использует преимущество того открытия, что увеличение длины неповторяющихся, не-

структурированных полипептидов усиливает неструктурированность XTEN и соответственно улучшает 

физико-химические и фармакокинетические свойства композиций, содержащих носитель XTEN. В об-

щем случае, наличие XTEN с общей длиной больше примерно 400 остатков, включенного в композицию, 

приводит к достижению более продолжительного периода полувыведения по сравнению со случаями 

более короткой общей длины, например, короче, чем примерно 290 остатков. Без привязки к определен-

ной теории отметим, что XTEN может принимать открытые конформации ввиду электростатического 

отталкивания между отдельными зарядами заряженных остатков, составляющих XTEN, а также вследст-

вие внутренней гибкости, придаваемой конкретными гидрофильными аминокислотами в последователь-

ности, которая лишена возможности образовывать вторичную структуру. В результате, использование 

таких заявленных XTEN оказывается выгодным отчасти потому, что они наделяют полученную компо-

зицию большим гидродинамическим радиусом, свойством, которое придает XTEN-илированной компо-

зиции соответственно более высокое значение кажущейся молекулярной массы по сравнению с компо-

зицией без XTEN. XTEN-илирование приводит к получению композиций, которые имеют более высокие 

значения гидродинамических радиусов, более высокие значения кажущейся молекулярной массы и более 

высокие значения фактора кажущейся молекулярной массы по сравнению с белком, не связанным с 

XTEN. Например, используя XTEN, можно эффективно увеличивать гидродинамический радиус компо-

зиции сверх размера пор в мембранах капилляров почечных клубочков, составляющего приблизительно 

3-5 нм (это соответствует кажущейся молекулярной массе примерно 70 кДа) (Caliceti. 2003. Pharmacoki-

netic and biodistribution properties of poly(ethylene glycol)-protein conjugates. Adv. Drug Deliv. Rev., 55: 

1261-1277), что приводит к ослаблению почечного клиренса циркулирующих белков с соответствующим 

увеличением периода полувыведения в конечной фазе. Более высокий гидродинамический радиус, обу-

славливаемый XTEN, также способствует ослаблению экстравазации интактной пролекарственной фор-

мы композиций химерного полипептидного комплекса из кровеносной системы в области нормальной, 

здоровой ткани со средними размерами пор 5-12 нм, но позволяет молекулам интактной композиции по-

кидать кровеносные сосуды, которые пронизывают опухоли, где межклеточные контакты эпителиальных 

клеток характеризуются большим размером пор. Давно известно о нарушении различных функций в со-

судистой системе опухолей, как например, о более высокой проницаемости сосудов по сравнению с нор-

мальными сосудами (Duran-Reynals, F. Studies on the localization of dyes and foreign proteins in normal and 
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malignant tissue. Am. J. Cancer, 35: 98-107 (1939); Babson AL, Winnick T. Protein transfer in tumor-bearing 

rats. Cancer Res., 14: 606-611 (1954)). Нарушение таких функций было одной из причин достижения более 

высокой концентрации белков плазмы крови, обнаруженной в опухолевых тканях по сравнению с нор-

мальными тканями; это явление было исследовано Maeda и коллегами (Matsumura Y, Maeda H. A new 

concept for macromolecular therapeutics in cancer chemotherapy: mechanism of tumoritropic accumulation of 

proteins and the antitumor agent smancs. Cancer Res. 46: 6387-6392 (1986); Maeda H, Matsumura Y. Tumori-

tropic and lymphotropic principles of macromolecular drugs. Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst., 6: 193-210 

(1989), которые описали его как эффект повышенной проницаемости и удержания, являющийся следст-

вием сочетания повышенной проницаемости кровеносных сосудов опухоли и сниженной скорости кли-

ренса через функциональные лимфатические сосуды в опухоль, окончательным итогом чего является 

накопление макромолекул в опухолях. Общеизвестно, что физиологический верхний предел размера пор 

в стенках капилляров большинства несинусоидальных кровеносных капилляров с точки зрения прохож-

дения неэндогенных макромолекул лежит в диапазоне между 5 и 12 нм (Hemant Sarin. Physiologic upper 

limits of pore size of different blood capillary types and another perspective on the dual pore theory of microvas-

cular permeability. J. Angiogenes. Res., 2010, 2: 14), в то время как размер зазоров между эндотелиальными 

клетками в барьере между кровеносной системой и опухолью, как в случае опухолей головного мозга, 

так и в случае опухолей периферической нервной системы, как сообщается, составляет от 40 нм до 200 

нм или больше в диаметре (Sarin H. et al. Physiologic upper limit of pore size in the blood-tumor barrier of 

malignant solid tumors. J. Translational Medicine, 2009, 7: 51). В соответствии с целью изобретения заяв-

ленные композиции химерного полипептидного комплекса конструировали с использованием преиму-

щества этой разницы в размере пор, обусловленной присоединением объемной группировки, например, 

XTEN, в результате чего экстравазация интактного химерного полипептидного комплекса в нормальной 

ткани ослабляется, а в неплотном окружении сосудистой системы опухоли или в других очагах воспале-

ния интактный комплекс может экстравазировать и активироваться протеазами, находящимися в окру-

жении опухоли, с высвобождением первой части, содержащей домены, связывающиеся с эффекторными 

клетками и клетками-мишенями. В случае наличия RS в составе химерного полипептидного комплекса, в 

такой конструкции используется преимущество, заключающееся в том, что при нахождении химерного 

полипептидного комплекса вблизи пораженных заболеванием тканей, например опухоли, которая выра-

батывает одну или несколько протеаз, последовательности RS, которые проявляют восприимчивость к 

одной протеазе или нескольким протеазам, экспрессированной(ым) данной опухолью, способны расщеп-

ляться под действием протеаз (описанных более подробно выше). Под действием протеазы происходит 

расщепление отделяемого сегмента (RS) композиции с высвобождением из композиции связывающих 

доменов первой части, уменьшение молекулярной массы и гидродинамического радиуса у высвободив-

шихся биспецифично связывающих доменов первой части. Следует иметь в виду, что в результате 

уменьшения молекулярной массы и гидродинамического радиуса композиции, высвободившиеся биспе-

цифично связывающие домены первой части также приобретают свойство, заключающееся в способно-

сти более свободно перемещаться в растворе, проходить в ткань и опухоли через поры меньшего размера 

и с большей легкостью экстравазировать внутрь опухоли через более крупные поры сосудистой системы 

опухоли, что приводит к прикреплению эффекторной клетки к опухолевой клетке и их связыванию. Это 

свойство может быть оценено с использованием анализов разных видов. В одном из воплощений, где RS 

химерного полипептидного комплекса расщепляется под действием протеазы млекопитающих, в резуль-

тате расщепления и высвобождения биспецифично связывающих доменов первой части и высвобожде-

ния третьей части из указанной композиции указанная первая часть имеет коэффициент диффузии в за-

буференном фосфатом физиологическом растворе, значение которого по меньшей мере в 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 

9, 10, 20, 50 или в 100 раз превышает таковое по сравнению с интактной композицией химерного поли-

пептидного комплекса. В другом воплощении значение кажущейся молекулярной массы интактной ком-

позиции по меньшей мере в 2 раза, по меньшей мере в 3 раза, по меньшей мере в 4 раза, или по меньшей 

мере в 5 раз, или по меньшей мере в 10 раз больше, чем у первой части, высвободившейся в результате 

расщепления RS под действием протеазы млекопитающих, в случае определения кажущейся молекуляр-

ной массы посредством гель-проникающей хроматографии (SEC). В другом воплощении значение гид-

родинамического радиуса интактной композиции химерного полипептидного комплекса по меньшей 

мере в 2 раза, или по меньшей мере в 3 раза, или по меньшей мере в 4 раза, или по меньшей мере в 5 раз, 

или по меньшей мере в 10 раз больше, чем у первой части, высвободившейся в результате расщепления 

RS под действием протеазы млекопитающих, в случае определения гидродинамического радиуса по-

средством гель-проникающей хроматографии (SEC). В другом воплощении изобретения предложен хи-

мерный полипептидный комплекс, при этом в результате расщепления второй части с высвобождением 

указанной первой части и указанной третьей части из указанного химерного полипептидного комплекса 

значение гидродинамического радиуса высвободившейся первой части составляет менее чем примерно 

30%, или менее чем примерно 40%, или менее чем примерно 50% от значения гидродинамического ра-

диуса интактного химерного полипептидного комплекса, в случае определения гидродинамического ра-

диуса посредством гель-проникающей хроматографии. В другом воплощении изобретения предложен 

химерный полипептидный комплекс, при этом в результате расщепления второй части с высвобождени-
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ем указанной первой части и указанной третьей части из указанного химерного полипептидного ком-

плекса значение гидродинамического радиуса высвободившейся первой части составляет менее чем 

примерно 5 нм, или менее чем примерно 4 нм, или менее чем примерно 3 нм, в случае определения гид-

родинамического радиуса посредством гель-проникающей хроматографии. В другом воплощении изо-

бретения предложен химерный полипептидный комплекс, при этом высвободившаяся первая часть, име-

ющая гидродинамический радиус менее чем примерно 5 нм, или менее чем примерно 4 нм, или менее 

чем примерно 3 нм, в случае определения гидродинамического радиуса посредством гель-проникающей 

хроматографии, обладает более значительной способностью проникать в опухолевую ткань по сравне-

нию с интактным химерным полипептидным комплексом. В другом воплощении изобретения предложен 

химерный полипептидный комплекс, при этом значение гидродинамического радиуса интактного хи-

мерного полипептидного комплекса составляет более чем примерно 8 нм, или более чем примерно 9 нм, 

или более чем примерно 10 нм, в случае определения гидродинамического радиуса посредством гель-

проникающей хроматографии и, при этом интактный химерный полипептидный комплекс обладает 

меньшей способностью экстравазировать из сосудистой системы нормальной ткани субъекта по сравне-

нию с сосудистой системой опухолевой ткани. 

Подразумевается, что заявленные композиции будут, благодаря своему строению и присоединению 

к XTEN, иметь улучшенные фармакокинетические свойства при введении субъекту по сравнению со 

случаем, когда соответствующие связывающие домены первой части не присоединены к XTEN. В одном 

из воплощений, для композиции химерного полипептидного комплекса продемонстрирован период по-

лувыведения в конечной фазе у субъекта, который, в результате или после введения субъекту, по сравне-

нию со случаем, когда соответствующая первая часть не находится в составе данной композиции, со-

ставляет по меньшей мере примерно в 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40 или 100 раз более высокое значе-

ние. В другом воплощении, для композиции химерного полипептидного комплекса продемонстрировано 

более высокое значение площади под кривой (AUC), в результате или после введения субъекту, по срав-

нению со случаем, когда соответствующая первая часть не находится в составе данной композиции, с 

превышением по меньшей мере на 25, 50, 100, 200% или по меньшей мере на 300% или больше. В дру-

гом воплощении, для композиции химерного полипептидного комплекса продемонстрирован более низ-

кий объем распределения, в результате или после введения субъекту, по сравнению с соответствующей 

первой частью, которая не находится в составе данной композиции, с уменьшением по меньшей мере на 

25, или 50, или 100, или 200, или по меньшей мере на 300%. В другом воплощении, для композиции хи-

мерного полипептидного комплекса продемонстрирован период полувыведения в конечной фазе, состав-

ляющий по меньшей мере примерно 20 ч, или по меньшей мере примерно 30 ч, или по меньшей мере 

примерно 32 ч, или по меньшей мере примерно 48 ч, или по меньшей мере примерно 72 ч, или по мень-

шей мере примерно 96 ч, или по меньшей мере примерно 120 ч, или по меньшей мере примерно 144 ч, 

или по меньшей мере примерно 7 суток, или по меньшей мере примерно 10 суток, или по меньшей мере 

примерно 14 суток, после введения субъекту. В частности, согласно другому аспекту предполагается, что 

благодаря строению заявленных композиций химерного полипептидного комплекса, которые предпочти-

тельно активируются протеазой(ами), ассоциированной(ыми) с пораженной заболеванием тканью, такой 

как, но не ограничиваясь этим, опухолевая ткань, концентрация высвободившейся в кровоток субъекта 

первой части будет низкой, что тем самым способствует получению улучшенного профиля безопасности 

и снижению числа случаев побочных эффектов по сравнению с биспецифичными композициями, не 

имеющими защитной объемной группировки и отделяемого сегмента. В одном из воплощений изобрете-

ния предложен химерный полипептидный комплекс, при этом максимальная концентрация в плазме кро-

ви, Cmax, первой части, высвободившейся в результате или после однократного введения субъекту хи-

мерной полипептидной композиции, не превышает примерно 0,01 нг/мл, или примерно 0,03 нг/мл, или 

примерно 0,1 нг/мл, или примерно 0,3 нг/мл, или примерно 1 нг/мл, или примерно 10 нг/мл, или пример-

но 100 нг/мл. В другом воплощении изобретения предложен химерный полипептидный комплекс, при 

этом максимальная концентрация в плазме крови, Cmax, первой части, высвободившейся в результате или 

после однократного введения субъекту химерной полипептидной композиции, по меньшей мере в 3 раза 

ниже, или по меньшей мере в 10 раз ниже, или по меньшей мере в 30 раз ниже, или по меньшей мере в 

100 раз ниже уровней интактного химерного полипептидного комплекса в плазме крови у того же субъ-

екта. В упомянутых выше в данном абзаце воплощениях субъектом является мышь, или крыса, или соба-

ка, или обезьяна, или человек. 

В другом воплощении, для композиции химерного полипептидного комплекса продемонстрировано 

более медленное всасывание после подкожной или внутримышечной инъекции субъекту по сравнению с 

соответствующей первой частью, не находящейся в составе такой композиции, в результате чего Cmax 

составляет по меньшей мере на 25, 50, 100, 200 или по меньшей мере на 300% более низкое значение, что 

в свою очередь приводит к ослаблению неблагоприятных эффектов при применении композиций химер-

ного полипептидного комплекса, что в совокупности приводит к увеличению периода времени, в течение 

которого конъюгированная композиция, введенная субъекту, обеспечивает или сохраняет терапевтиче-

скую активность. 

Согласно другому аспекту, в частности, предполагается, что XTEN заявленного химерного поли-
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пептида в композиции химерного полипептидного комплекса обуславливает как стерические затрудне-

ния, так и экранирующий эффект в отношении связывающих доменов первой части композиций, в ре-

зультате чего и связывающийся с эффекторной клеткой компонент, и связывающийся с клеткой-

мишенью компонент интактной пролекарственной формы обладают более низкой способностью взаимо-

действовать со своими соответствующими лигандами, но с тем, что после расщепления RS под действи-

ем протеазы и высвобождения XTEN и превращения пролекарственной формы комплекса в активиро-

ванную форму оптимальная связывающая способность высвободившихся биспецифично связывающих 

компонентов восстанавливается. Таким образом, XTEN интактной композиции химерного полипептид-

ного комплекса ингибирует связывание связывающих доменов с опухолеспецифическим маркером или 

антигеном клетки-мишени (например, ЕрСАМ или HER2) и/или антигеном эффекторной клетки (напри-

мер, антигеном CD3 Т-клетки) по сравнению со связывающими доменами, высвободившимися в резуль-

тате расщепления RS протеазой. В противоположность этому, связывающие домены первой части, вы-

свободившейся из композиции под действием протеазы, обладают более высокой аффинностью связыва-

ния в отношении соответствующих им лигандов по сравнению со связывающими доменами интактной 

композиции химерного полипептидного комплекса. Цель изобретения заключается в том, чтобы аффин-

ность связывания каждого связывающего домена первой части, высвободившейся из композиции химер-

ного полипептидного комплекса, в отношении соответствующего целевого лиганда была выше по срав-

нению со связывающими доменами интактной композиции, как например, при определении в анализе 

связывания in vitro, который изложен в данном описании. В одном из воплощений аффинность связыва-

ния связывающегося с эффекторной клеткой домена, высвободившегося из композиции в результате 

расщепления RS протеазой, по меньшей мере в 2 раза, или по меньшей мере в 3 раза, или по меньшей 

мере в 4 раза, или по меньшей мере в 5 раз, или по меньшей мере в 6 раз, или по меньшей мере в 7 раз, 

или по меньшей мере в 8 раз, или по меньшей мере в 9 раз, или по меньшей мере в 10 раз, или по мень-

шей мере в 20 раз выше в отношении антигена эффекторной клетки по сравнению со связывающимся с 

эффекторной клеткой доменом интактной композиции химерного полипептидного комплекса, по резуль-

татам измерений в анализе in vitro с применением клеток в случае эффекторной клетки, имеющей ука-

занный антиген эффекторной клетки на клеточной поверхности указанной клетки, или в ELISA с приме-

нением связанного с твердой фазой антигена эффекторной клетки. В одном из воплощений антиген эф-

фекторной клетки представляет собой CD3. В других воплощениях аффинность связывания связываю-

щегося с опухолевой клеткой домена, высвободившегося из композиции в результате расщепления RS 

протеазой, по меньшей мере в 2 раза, или по меньшей мере в 3 раза, или по меньшей мере в 4 раза, или 

по меньшей мере в 5 раз, или по меньшей мере в 6 раз, или по меньшей мере в 7 раз, или по меньшей 

мере в 8 раз, или по меньшей мере в 9 раз, или по меньшей мере в 10 раз, или по меньшей мере в 20 раз 

выше в отношении опухолеспецифического маркера или антигена клетки-мишени по сравнению со свя-

зывающимся с опухолевой клеткой доменом интактной композиции химерного полипептидного ком-

плекса, по результатам измерений в анализе in vitro с применением клеток в случае опухолевой клетки, 

имеющей указанный антиген на клеточной поверхности указанной клетки, или в ELISA с применением 

связанного с твердой фазой антигена эффекторной клетки. В одном из упомянутых выше воплощений 

опухолеспецифический маркер или антиген клетки-мишени выбран из группы, состоящей из альфа-4-

интегрина, Ang2, В7-Н3, В7-Н6, СЕАСАМ5, сМЕТ, CTLA4, FOLR1, ЕрСАМ, CCR5, CD19, HER2, HER2 

neu, HER3, HER4, HER1 (EGFR), PD-L1, PSMA, CEA, MUC1 (муцин), MUC-2, MUC3, MUC4, MUC5AC, 

MUC5B, MUC7, MUC16, βhCG, антигена Y Льюиса, CD20, CD33, CD38, CD30, CD56 (NCAM), CD133, 

ганглиозида GD3, 9-О-ацетил-GD3, GM2, Globo H, фукозил-GM1, GD2, карбоангидразы IX, CD44v6, 

продукта гена "звуковой еж" (Shh), Wue-1, антигена 1 плазматических клеток, хондроитинсульфат-

протеогликана меланомы (MCSP), CCR8, антигена эпителиальных клеток предстательной железы с 6-ю 

трансмембранными сегментами (STEAP), мезотелина, антигена А33, антигена стволовых клеток пред-

стательной железы (PSCA), Ly-6, десмоглеина 4, фетального ацетилхолинового рецептора (fnAChR), 

CD25, ракового антигена 19-9 (СА19-9), ракового антигена 125 (СА-125), рецептора II типа ингибирую-

щего вещества Мюллера (MISIIR), сиалированного антигена Tn (sTN), антигена активации фибробластов 

(FAP), эндосиалина (CD248), варианта III рецептора эпидермального фактора роста (EGFRvIII), опухоле-

ассоциированного антигена L6 (TAL6), SAS, CD63, TAG72, антигена Томсена-Фриденрайха (антигена 

TF), рецептора инсулиноподобного ростового фактора I (IGF-IR), антигена Cora, CD7, CD22, CD70, 

CD79a, CD79b, G250, MT-MMPs, антигена F19, CA19-9, CA-125, альфафетопротеина (AFP), VEGFR1, 

VEGFR2, DLK1, SP17, ROR1 и EphA2. В частности, в приведенных в данном абзаце воплощениях пред-

полагается, что экранирующий эффект XTEN распространяется на оба связывающих домена указанных 

выше воплощений интактной, пролекарственной формы химерного полипептидного комплекса и что в 

результате высвобождения XTEN из композиции химерного полипептидного комплекса посредством 

расщепления RS связывающая способность соответствующих связывающих доменов восстанавливается 

в полном объеме. 

Цель изобретения заключается в том, чтобы присоединение объемной группировки к композиции 

приводило к экранирующемуэффекту в интактной композиции химерного полипептидного комплекса, а 

сопутствующее ослабление связывания с Т-клетками и тканями-мишенями приводило к ослаблению 
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продуцирования связанных с Т-клетками Th1-цитокинов или других провоспалительных медиаторов в 

случае системного воздействия при введении субъекту, в результате чего общий побочный эффект и 

профиль безопасности улучшались бы по сравнению с биспецифично связывающими композициями, не 

имеющими в своем составе объемной группировки, такой как XTEN. Как важный компонент клеточного 

иммунитета, продуцируемые IL-2, TNF-альфа и IFN-гамма являются отличительными составляющими 

Th1-ответа (Romagnani S. T-cell subsets (Th1 versus Th2). Ann. Allergy Asthma Immunol., 2000, 85(1): 9-18), 

в частности, в Т-клетках, стимулированных антителами к CD3 (Yoon S.H. Selective addition of 

CXCR3+CCR4-CD4+ Th1 cells enhances generation of cytotoxic T cells by dendritic cells in vitro. Exp. Mol. 

Med., 2009, 41(3): 161-170), и IL-4, IL-6 и IL-10 также являются провоспалительными цитокинами, важ-

ными для цитотоксического ответа на композицию на основе биспецифичного антитела (Zimmerman Z., 

et al. Unleashing the clinical power of T cells: CD19/CD3 bi-specific T cell engager (BiTE) antibody composi-

tion blinatumomab as a potential therapy. Int. Immunol. (2015) 27(1): 31-37). В некоторых воплощениях ин-

тактная, нерасщепленная композиция химерного полипептидного комплекса демонстрирует по меньшей 

мере в 2 раза, или по меньшей мере в 3 раза, или по меньшей мере в 4 раза, или по меньшей мере в 5 раз, 

или по меньшей мере в 6 раз, или по меньшей мере в 7 раз, или по меньшей мере в 8 раз, или по меньшей 

мере в 9 раз, или по меньшей мере в 10 раз, или по меньшей мере в 20 раз, или по меньшей мере в 30 раз, 

или по меньшей мере в 50 раз, или по меньшей мере в 100 раз, или по меньшей мере в 1000 раз более 

низкий потенциал в отношении продуцирования Th1- и/или провоспалительных цитокинов в случае на-

хождения указанного комплекса в контакте с эффекторной клеткой и клеткой-мишенью в основанном на 

использовании клеток анализе стимуляции цитокинов in vitro (как например, описанном ниже в разделе 

примеры) по сравнению с уровнями цитокинов, стимулированными соответствующими высвободивши-

мися связывающими доменами первой части обработанной протеазой композиции химерного полипеп-

тидного комплекса в основанном на использовании клеток анализе стимуляции цитокинов in vitro, при 

этом цитокины выбраны из группы, состоящей из IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-альфа и IFN-гамма. В од-

ном из упомянутых выше воплощений продуцирование Th1-цитокина исследуют в анализе in vitro с уча-

стием эффекторных клеток, таких как РВМС или CD3+ Т-клетки, и клеток-мишеней, имеющих опухо-

леспецифический маркерный антиген, выбранный из группы, состоящей из альфа-4-интегрина, Ang2, B7-

H3, В7-Н6, СЕАСАМ5, сМЕТ, CTLA4, FOLR1, ЕрСАМ, CCR5, CD19, HER2, HER2 neu, HER3, HER4, 

HER1 (EGFR), PD-L1, PSMA, CEA, MUC1 (муцина), MUC-2, MUC3, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC7, 

MUC16, βhCG, антигена Y Льюиса, CD20, CD33, CD38, CD30, CD56 (NCAM), CD133, ганглиозида GD3, 

9-О-ацетил-GD3, GM2, Globo H, фукозил-GM1, GD2, карбоангидразы IX, CD44v6, продукта гена "звуко-

вой еж" (Shh), Wue-1, антигена 1 плазматических клеток, хондроитинсульфат-протеогликана меланомы 

(MCSP), CCR8, антигена эпителиальных клеток предстательной железы с 6-ю трансмембранными сег-

ментами (STEAP), мезотелина, антигена А33, антигена стволовых клеток предстательной железы 

(PSCA), Ly-6, десмоглеина 4, фетального ацетилхолинового рецептора (fnAChR), CD25, ракового анти-

гена 19-9 (СА19-9), ракового антигена 125 (СА-125), рецептора II типа ингибирующего вещества Мюл-

лера (MISIIR), сиалированного антигена Tn (sTN), антигена активации фибробластов (FAP), эндосиалина 

(CD248), варианта III рецептора эпидермального фактора роста (EGFRvIII), опухолеассоциированного 

антигена L6 (TAL6), SAS, CD63, TAG72, антигена Томсена-Фриденрайха (антигена TF), рецептора инсу-

линоподобного ростового фактора I (IGF-IR), антигена Cora, CD7, CD22, CD70, CD79a, CD79b, G250, 

МТ-ММР, антигена F19, СА19-9, СА-125, альфафетопротеина (AFP), VEGFR1, VEGFR2, DLK1, SP17, 

ROR1 и EphA2. В еще одном из упомянутых выше воплощений цитокин представляет собой IL-2. В еще 

одном из упомянутых выше воплощений цитокин представляет собой TNF-альфа. В еще одном из упо-

мянутых выше воплощений цитокин представляет собой IFN-гамма. В другом воплощении интактная 

нерасщепленная композиция химерного полипептидного комплекса, введенная субъекту, имеющему 

опухоль с антигеном, который может связываться со связывающим доменом высвободившейся первой 

части комплекса, демонстрирует по меньшей мере в 2 раза, по меньшей мере в 3 раза, по меньшей мере в 

4 раза, по меньшей мере в 5 раз, по меньшей мере в 6 раз, по меньшей мере в 7 раз, по меньшей мере в 8 

раз, по меньшей мере в 9 раз, по меньшей мере в 10 раз, по меньшей мере в 20 раз, по меньшей мере в 30 

раз, по меньшей мере в 50 раз, по меньшей мере в 100 раз или по меньшей мере в 1000 раз более низкий 

потенциал в отношении продуцирования Th1- и/или провоспалительных цитокинов у субъекта по срав-

нению с уровнями цитокинов, продуцируемыми соответствующими высвободившимися связывающими 

доменами обработанной протеазой композиции химерного полипептидного комплекса у сопоставимого 

субъекта, имеющего опухоль. В упомянутом выше воплощении оценка цитокинов может быть проведена 

в образце крови, жидкости или ткани, взятых у субъекта. В упомянутом выше воплощении субъектом 

могут быть мышь, крыса, обезьяна и человек. Однако, в качестве преимущества заявленных композиций 

химерного полипептидного комплекса установлено, что цитолитические свойства композиций не требу-

ют предварительной стимуляции цитокинами; что образования иммунологического синапса в случае 

эффекторной клетки, связанной с клеткой-мишенью посредством связывающих доменов первой части, 

достаточно, чтобы вызвать цитолиз или апоптоз в клетке-мишени. Тем не менее, продуцированные про-

воспалительные цитокины являются полезными маркерами для оценки эффективности или эффектов, 
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обуславливаемых заявленными композициями химерного полипептидного комплекса, будь то в анализе 

in vitro или при мониторинге лечения субъекта с опухолью. 

В соответствии с упомянутыми выше воплощениями, относящимися к связывающим доменам, 

предпочтительно, если сайт связывания, распознающий маркерный антиген опухолевых клеток, обладает 

высокой аффинностью связывания, чтобы захватывать клетки-мишени, которые должны быть разруше-

ны с высокой эффективностью. Композиции химерного полипептидного комплекса по изобретению 

имеют преимущество в том, что они могут быть использованы несколько раз для цитолиза опухолевых 

клеток, поскольку в предпочтительных воплощениях связывающийся с клеткой-мишенью домен имеет 

аффинность со значением Kd в диапазоне от 10
-7

 до 10
-10

 М, как определено в анализе связывания in vitro. 

Если аффинность биспецифично связывающего домена в отношении связывания с целевым опухолевым 

антигеном является слишком высокой, то такая композиция связывается с экспрессирующей опухолевой 

клеткой и остается на ее поверхности, что делает ее неспособной к высвобождению и связыванию с дру-

гой клеткой. В одном из воплощений связывающийся с эффекторной клеткой домен заявленной компо-

зиции химерного полипептидного комплекса имеет константу связывания от 10
-5

 до 10
-7

 М, как опреде-

лено в анализе связывания in vitro, подобные примеры чего описаны в приведенном ниже разделе При-

меры. В другом воплощении связывающийся с эффекторной клеткой домен заявленной композиции хи-

мерного полипептидного комплекса имеет константу связывания от 10
-5

 до 10
-10

 М, как определено в 

анализе связывания in vitro. 

Согласно одному из аспектов, признаком разработанной композиции является то, что, когда RS в 

химерном полипептидном комплексе расщепляется под действием протеазы млекопитающих в окруже-

нии клетки-мишени, и комплекс превращается из пролекарственной формы в активированную форму в 

результате расщепления и высвобождения биспецифично связывающих доменов первой части и третьей 

части из указанной композиции, тогда указанная первая часть одновременно связывается с Т-клеткой, 

несущей антиген эффекторной клетки, например, CD3, и с опухолевой клеткой, несущей опухолеспеци-

фический маркер или антиген клетки-мишени, на который направлен первый связывающий домен, 

вследствие чего эффекторная клетка активируется. В некоторых воплощениях, когда комплекс активиру-

ется посредством расщепления RS, последующее одновременное связывание с эффекторной клеткой и 

клеткой-мишенью приводит к повышению по меньшей мере в 3 раза, или в 10 раз, или в 30 раз, или в 100 

раз, или в 300 раз, или в 1000 раз активации эффекторной клетки, при этом активацию оценивают по 

продуцированию цитокинов, цитолитических белков или лизису клетки-мишени в анализе in vitro с при-

менением клеток. В другом воплощении в результате одновременного связывания с Т-клеткой, несущей 

антиген CD3 человека, и опухолевой клеткой, несущей опухолеспецифический маркер или антиген клет-

ки-мишени, обусловленного высвободившимися связывающими доменами первой части, образуется им-

мунологический синапс, при этом такое связывание приводит к высвобождению Т-клеточных эффектор-

ных молекул, способных вызывать лизис опухолевой клетки. Неограничивающие примеры анализа in 

vitro для измерения степени активации и/или цитолиза эффекторных клеток включают анализ целостно-

сти клеточной мембраны, анализ в смешанной культуре клеток, метод сортировки флуоресцентно-

активированных клеток (FACS), основанный на анализе иодида пропидия, анализ проникновения трипа-

нового синего, фотометрический анализ высвобождения ферментов, ELISA, радиометрический анализ 

высвобождения 
51

Cr, флуориметрический анализ высвобождения европия, анализ высвобождения каль-

цеина AM, фотометрический анализ содержания МТТ, анализ содержания ХТТ, анализ содержания 

WST-1, анализ с использованием аламарового синего, радиометрический анализ встраивания 
3
H-Thd, 

оценку клоногенности с измерением активности в отношении деления клеток, флуориметрический ана-

лиз содержания родамина-123 с измерением трансмембранного градиента в митохондриальной мембра-

не, анализ апоптоза с мониторингом экспонирования фосфатидилсерина посредством FACS, анализ с 

использованием теста TUNEL, основанный на ELISA, анализ каспазной активности и морфологический 

анализ клеток или другие анализы, известные в данной области техники для исследования цитокинов, 

цитолитических белков или лизиса клеток, либо методы из приведенного ниже раздела примеры. 

Специалисту в данной области техники будет очевидно, что в контексте лечения субъекта с исполь-

зованием заявленных композиций химерный полипептидный комплекс присутствует в форме пролекар-

ства и превращается в более активную форму, при попадании в определенное клеточное окружение, под 

действием протеаз, совместно с ним локализованных в этом клеточном окружении. В результате высво-

бождения из композиции под действием протеаз(ы), находящей(их)ся в ткани-мишени, второй связы-

вающий домен, обладающий специфичностью связывания с антигеном эффекторной клетки, и первый 

связывающий домен, обладающий специфичностью связывания с опухолеспецифическим маркером или 

антигеном клетки-мишени, полностью сохраняют свою способность одновременно связывать и соеди-

нять вместе эффекторную клетку и клетку-мишень с образованием иммунологического синапса. Образо-

вание иммунологического синапса приводит к тому, что эффекторная клетка становится активирован-

ной, со стимуляцией различных сигнальных путей, запускающих транскрипцию новых генов и высвобо-

ждение посредством экзоцитоза эффекторной молекулы, содержащейся в ее везикулах. В зависимости от 

типа эффекторной клетки высвобождаются разные цитокины и лимфокины; например, хелперные Т-

клетки 1 типа (Th1) высвобождают такие цитокины, как IFN-γ и TNF-β, в то время как хелперные Т-
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клетки 2 типа (Th2) высвобождают такие цитокины, как IL-4, IL-5, IL-10 и IL-13, которые стимулируют 

B-клетки, а цитотоксические Т-лимфоциты (CTL) высвобождают такие цитотоксические молекулы, как 

перфорин и гранзимы, которые вызывают гибель мишени (все вместе они называются "эффекторными 

молекулами"). В частности, предполагается, что в результате одновременного связывания друг с другом 

и присоединения друг к другу эффекторной клетки и опухолевой клетки-мишени с участием высвобо-

дившихся биспецифично связывающих доменов первой части химерного полипептидного комплекса, 

при очень низких отношениях эффектора к мишени (Е:Т), на опухолевую клетку воздействуют эффек-

торные молекулы, высвобожденные эффекторной клеткой в пространство иммунологического синапса 

между этими клетками, что приводит к повреждению, перфорин-опосредуемому лизису, индуцирован-

ной гранзимом В гибели клеток и/или апоптозу опухолевой клетки. Таким образом, согласно другому 

аспекту признаком разработанной композиции является то, что при введении химерного полипептидного 

комплекса субъекту с опухолью пролекарственная форма остается в кровеносной системе в нормальной 

ткани, но обладает способностью экстравазировать в более проницаемой сосудистой системе опухоли, 

вследствие чего пролекарственная форма комплекса активируется протеазами, локализованными вместе 

с опухолью, и что высвободившийся второй связывающий домен первой части одновременно связывает-

ся с эффекторной клеткой (например, антигеном CD3 Т-клетки) и опухолевой клеткой, экспрессирующей 

опухолеспецифический маркер, на который направлен первый связывающий домен композиции, вслед-

ствие чего эффекторная клетка активируется и осуществляется лизис опухолевой клетки. В одном из 

упомянутых выше воплощений высвободившаяся в опухоли субъекта первая часть, одновременно свя-

занная с опухолевой клеткой и эффекторной клеткой, демонстрирует более высокую способность акти-

вировать эффекторные клетки, по меньшей мере в 10 раз, или по меньшей мере в 30 раз, или по меньшей 

мере в 100 раз, или по меньшей мере в 200 раз, или по меньшей мере в 300 раз, или по меньшей мере в 

400 раз, или по меньшей мере в 500 раз, или по меньшей мере в 1000 раз более высокую по сравнению с 

соответствующей интактной композицией химерного полипептидного комплекса. В еще одном из упо-

мянутых выше воплощений высвободившаяся в опухоли субъекта первая часть, одновременно связанная 

с опухолевой клеткой и эффекторной клеткой, демонстрирует более высокую способность лизировать 

опухолевую клетку, по меньшей мере в 10 раз, или по меньшей мере в 30 раз, или по меньшей мере в 100 

раз, или по меньшей мере в 200 раз, или по меньшей мере в 300 раз, или по меньшей мере в 400 раз, или 

по меньшей мере в 500 раз, или по меньшей мере в 1000 раз более высокую по сравнению с соответст-

вующей интактной композицией химерного полипептидного комплекса. В упомянутых выше воплоще-

ниях активацию и/или цитотоксичность эффекторных клеток исследуют традиционными методами, из-

вестными в данной области техники, такими как цитометрическое определение активированных эффек-

торных клеток, анализ содержания цитокинов, измерение размера опухоли или гистопатологический ме-

тод. В упомянутых выше воплощениях субъектом может быть мышь, крыса, собака, обезьяна и человек. 

Как очевидно на основании изложенного выше, данным изобретением предложено большое семей-

ство полипептидов в разработанных конфигурациях, предназначенных для достижения желаемых 

свойств, конкретные формулы которых приведены в данном описании. В одном из воплощений изобре-

тения предложена композиция химерного полипептидного комплекса с первой частью, содержащей пер-

вый связывающий домен и второй связывающий домен, второй частью, содержащей отделяемый сег-

мент, и третьей частью, содержащей объемную группировку. В данном воплощении изобретения пред-

ложена композиция, имеющая конфигурацию формулы I (изображенную от N-конца к С-концу): 

(первая часть)-(вторая часть)-(третья часть) I, 

где первая часть представляет собой биспецифичную, содержащую два scFv структуру, при этом 

первый связывающий домен обладает аффинностью специфического связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером или антигеном клетки-мишени, а второй связывающий домен обладает аффинностью 

специфического связывания с эффекторной клеткой; вторая часть содержит отделяемый сегмент (RS), 

способный расщепляться под действием протеазы млекопитающих; а третья часть представляет собой 

объемную группировку. В упомянутом выше воплощении связывающие домены первой части могут рас-

полагаться в таком порядке (VL-VH)1-(VL-VH)2, где "1" и "2" представляют собой первый и второй свя-

зывающие домены, соответственно, или (VL-VH)1-(VH-VL)2, или (VH-VL)1-(VL-VH)2, или (VH-VL)1-

(VH-VL)2, при этом парные связывающие домены соединены полипептидным линкером, описанным в 

данном изобретении ниже. В одном из воплощений VL и VH первой части выбраны из табл. 1 и 2; RS 

выбран из группы последовательностей, приведенных в табл. 4; а объемная группировка выбрана из 

группы, состоящей из: XTEN; альбумин-связывающего домена; альбумина; IgG-связывающего домена; 

полипептидов, состоящих из пролина, серина и аланина; жирной кислоты; Fc домена; полиэтиленгликоля 

(ПЭГ), PLGA и гидроксиэтилкрахмала. Там, где это желательно, объемная группировка представляет 

собой XTEN, имеющий по меньшей мере примерно 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% иден-

тичность последовательности с последовательностью, выбранной из группы последовательностей, при-

веденных в табл. 5. В упомянутых выше воплощениях композиция представляет собой рекомбинантный 

слитый белок. В другом воплощении данные части соединены посредством химического конъюгирова-

ния. Схематичное представление конфигурации композиции формулы I приведено на фиг. 6. 

В другом воплощении изобретения предложена композиция, имеющая конфигурацию формулы II 



038329 

- 128 - 

(изображенную от N-конца к С-концу): 

(третья часть)-(вторая часть)-(первая часть) II, 

где первая часть представляет собой биспецифичную, содержащую два scFv структуру, при этом 

первый связывающий домен обладает аффинностью специфического связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером или антигеном клетки-мишени, а второй связывающий домен обладает аффинностью 

специфического связывания с эффекторной клеткой; вторая часть содержит отделяемый сегмент (RS), 

способный расщепляться под действием протеазы млекопитающих; а третья часть представляет собой 

объемную группировку. В упомянутом выше воплощении связывающие домены первой части могут рас-

полагаться в таком порядке (VL-VH)1-(VL-VH)2, где "1" и "2" представляют собой первый и второй свя-

зывающие домены, соответственно, или (VL-VH)1-(VH-VL)2, или (VH-VL)1-(VL-VH)2, или (VH-VL)1-

(VH-VL)2, при этом парные связывающие домены соединены полипептидным линкером, описанным в 

данном изобретении ниже. В одном из воплощений, VL и VH первой части выбраны из табл. 1 и 2; RS 

выбран из группы последовательностей, приведенных в табл. 4; и объемная группировка выбрана из 

группы, состоящей из: XTEN; альбумин-связывающего домена; альбумина; IgG-связывающего домена; 

полипептидов, состоящих из пролина, серина и аланина; жирной кислоты и Fc домена. Там, где это же-

лательно, объемная группировка представляет собой XTEN, имеющий по меньшей мере примерно 90, 91, 

92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичность последовательности с последовательностью, выбран-

ной из группы последовательностей, приведенных в табл. 5. В упомянутых выше воплощениях компози-

ция представляет собой рекомбинантный слитый белок. В другом воплощении данные части соединены 

посредством химического конъюгирования. Схематичное представление конфигурации композиции 

формулы II приведено на фиг. 6. 

В другом воплощении изобретения предложена композиция, имеющая конфигурацию формулы III 

(изображенную от N-конца к С-концу): 

(пятая часть)-(четвертая часть)-(первая часть)-(вторая часть)-(третья часть) III, 

где первая часть представляет собой биспецифичную, содержащую два scFv структуру, при этом 

первый связывающий домен обладает аффинностью специфического связывания с опухолеспецифиче-

ским маркером или антигеном клетки-мишени, а второй связывающий домен обладает аффинностью 

специфического связывания с эффекторной клеткой; вторая часть содержит отделяемый сегмент (RS), 

способный расщепляться под действием протеазы млекопитающих; третья часть представляет собой 

объемную группировку; четвертая часть содержит отделяемый сегмент (RS), способный расщепляться 

под действием протеазы млекопитающих, который может быть идентичен второй части или отличаться 

от нее; а пятая часть представляет собой объемную группировку, которая может быть идентична третьей 

части или отличаться от нее. В упомянутом выше воплощении связывающие домены первой части могут 

располагаться в таком порядке (VL-VH)1-(VL-VH)2, где "1" и "2" представляют собой первый и второй 

связывающие домены, соответственно, или (VL-VH)1-(VH-VL)2, или (VH-VL)1-(VL-VH)2, или (VH-

VL)1-(VH-VL)2, при этом парные связывающие домены соединены полипептидным линкером, описан-

ным в данном изобретении ниже. В упомянутых выше воплощениях RS выбран из группы последова-

тельностей, приведенных в табл. 4. В упомянутых выше воплощениях объемная группировка выбрана из 

группы, состоящей из: XTEN; альбумин-связывающего домена; альбумина; IgG-связывающего домена; 

полипептидов, состоящих из пролина, серина и аланина; жирной кислоты и Fc домена. Там, где это же-

лательно, объемная группировка представляет собой XTEN, имеющий по меньшей мере примерно 90, 91, 

92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичность последовательности с последовательностью, выбран-

ной из группы последовательностей, приведенных в табл. 5. В упомянутых выше воплощениях компози-

ция представляет собой рекомбинантный слитый белок. В другом воплощении данные части соединены 

посредством химического конъюгирования. 

Заявленные композиции, с учетом их строения и конкретных компонентов, устраняют давно испы-

тываемую потребность в разработке биспецифичных терапевтических средств, которые имеют более 

высокую селективность, более продолжительный период полувыведения и оказывают слабое токсиче-

ское действие и меньшее количество побочных эффектов, когда они расщеплены протеазами, обнаружи-

ваемыми в ассоциированных с мишенью тканях или тканях, ставших нездоровыми в результате заболе-

вания, вследствие чего заявленные композиции имеют улучшенный терапевтический индекс по сравне-

нию с композициями на основе биспецифичных антител, известными в данной области техники. Такие 

композиции полезны в лечении некоторых заболеваний, включая, но не ограничиваясь этим, рак. Спе-

циалистам в данной области техники будет очевидно, что в результате применения композиций по на-

стоящему изобретению достигается ослабление неспецифичных взаимодействий посредством сочетания 

механизмов, включающих в себя стерические затруднения, обусловленные расположением связывающих 

доменов относительно объемных молекул XTEN, стерические затруднения, обусловленные гибкостью, 

неструктурированностью длинных гибких полипептидов XTEN, которые, будучи введены в состав ком-

позиции, способны выполнять колебательные движения и перемещаться относительно связывающих 

доменов, обеспечивая блокирование взаимодействия между композицией и тканями или клетками, а 

также обеспечивая ослабление способности интактной композиции проникать в клетку или ткань вслед-

ствие большой молекулярной массы (способности, обусловленной как фактической молекулярной мас-
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сой XTEN, так и большим гидродинамическим радиусом неструктурированного XTEN) по сравнению с 

размером отдельных связывающих доменов. Однако, данные композиции сконструированы таким обра-

зом, что при своем нахождении вблизи ткани-мишени или клетки-мишени, несущей или секретирующей 

протеазу, способную расщеплять RS, либо при интернализации в клетку-мишень или ткань-мишень, ко-

гда связывающий домен связан с лигандом, биспецифично связывающие домены освобождаются от объ-

емного XTEN под действием протеаз(ы), преодолевая обусловленный стерическими затруднениями ба-

рьер, и становятся более свободными для осуществления своего фармакологического эффекта. Заявлен-

ные композиции находят применение в лечении ряда состояний, при которых желательна избирательная 

доставка терапевтической композиции на основе биспецифичных антител в клетку, ткань или орган. В 

одном из воплощений тканью-мишенью является рак, который может представлять собой лейкоз, лим-

фому или опухоль органа или системы. 

III. Фармацевтические композиции 

Согласно настоящему изобретению предложены фармацевтические композиции, содержащие ком-

позиции химерного полипептидного комплекса. В одном из воплощений фармацевтическая композиция 

содержит химерный полипептидный комплекс и один или несколько фармацевтически приемлемых но-

сителей. В другом воплощении фармацевтическая композиция содержит химерный полипептидный ком-

плекс по любому из воплощений, описанных в данном изобретении, и возможно подходящие препараты 

носителей, стабилизаторов и/или эксципиентов. В другом воплощении фармацевтическая композиция 

содержит связывающуюся с Т-клеткой композицию по любому из воплощений, описанных в данном 

изобретении, и возможно подходящие препараты носителей, стабилизаторов и/или эксципиентов. Под-

ходящие эксципиенты и приемлемые носители включают: буферные агенты, такие как цитрат натрия, 

фосфат дикальция или фосфат натрия; консерванты; сорастворители; антиоксиданты, в том числе аскор-

биновую кислоту и метионин; хелатирующие агенты, такие как EDTA (этилендиаминтетерауксусная ки-

слота); комплексы с металлами (например, комплексы Zn-белок); полимеры, такие как сложные поли-

эфиры, полиоксиэтилен-стеараты, простые полиоксиэтилен-алкиловые эфиры, например, полиоксиэти-

лен-монолауриловый эфир, простые алкилфенилполиоксиэтиленовые эфиры (тритон-Х), сополимер по-

лиоксиэтилена и полиоксипропилена и полиэтиленгликоли; солеобразующие противоионы, такие как 

ион натрия; многоатомные сахарные спирты; аминокислоты, такие как аланин, глицин, аспарагин, 2-

фенилаланин и треонин; сахара или сахарные спирты, такие как трегалоза, сахароза, октасульфат, сорбит 

или ксилит, стахиоза, манноза, сорбоза, ксилоза, рибоза, миоинозитоза, галактоза, лактит, рибит, миои-

нозит, полисорбат, галактит, глицерин, циклиты (например, инозит); серусодержащие восстанавливаю-

щие агенты, такие как глутатион, тиоктовая кислота, тиогликолят натрия, тиоглицерин, [альфа]-

монотиоглицерин и тиосульфат натрия; низкомолекулярные белки, такие как сывороточный альбумин 

человека, бычий сывороточный альбумин, желатин; и гидрофильные полимеры, такие как поливинил-

пирролидон. 

Фармацевтические композиции по настоящему изобретению могут быть приготовлены в соответст-

вии с известными способами приготовления фармацевтически полезных композиций, где полипептид 

объединяют в смеси с фармацевтически приемлемым носителем, разбавителем, таким как водные рас-

творы или буферы, фармацевтически приемлемые суспензии и эмульсии. Примеры неводных раствори-

телей включают пропилэтиленгликоль, полиэтиленгликоль и растительные масла. Терапевтические пре-

параты на основе фармацевтических композиций готовят для хранения путем смешивания активного 

ингредиента, имеющего желаемую степень чистоты, с возможными физиологически приемлемыми носи-

телями, эксципиентами или стабилизаторами, как описано в Remington's Pharmaceutical Sciences, 16-е 

издание, Osol, A. Ed. (1980), в форме лиофилизированных препаратов или водных растворов. Помимо 

этого, фармацевтические композиции также могут содержать другие фармацевтически активные соеди-

нения или множество композиций по изобретению. 

Композиции по изобретению могут быть приготовлены с использованием ряда эксципиентов. Под-

ходящие эксципиенты включают микрокристаллическую целлюлозу (например, авицел РН102, авицел 

РН101), полиметакрилат, поли(этилакрилат, метилметакрилат, триметиламмониоэтил-метакрилата хло-

рид) (например, Eudragit RS-30D), гидроксипропил-метилцеллюлозу (метоцел K100М, метоцел K100М 

марки премиум CR, метоцел Е5, Opadry), стеарат магния, тальк, триэтилцитрат, водную дисперсию 

этилцеллюлозы (Surelease) и протаминсульфат. Агент с медленным высвобождением также может со-

держать носитель, который может содержать, например, растворители, диспергирующие среды, вещест-

ва покрытия, антибактериальные и противогрибковые агенты, поддерживающие изотоничность и замед-

ляющие всасывание агенты. В этих агентах с медленным высвобождением также могут быть использо-

ваны фармацевтически приемлемые соли, например, минеральные соли, такие как гидрохлориды, гидро-

бромиды, фосфаты или сульфаты, а также соли органических кислот, таких как ацетаты, пропионаты, 

малонаты или бензоаты. Композиция также может содержать жидкости, такие как вода, физиологиче-

ский раствор, глицерин и этанол, а также такие вещества, как увлажняющие агенты, эмульгирующие 

агенты или поддерживающие рН агенты. В качестве носителя также могут быть использованы липосо-

мы. 
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Фармацевтические композиции можно вводить для лечения любым подходящим путем, включая 

парентеральный (в том числе подкожный, подкожный с помощью инфузионного насоса, внутримышеч-

ный, внутривенный, интраартериальный и интрадермальный), можно вводить интравитреально, интрате-

кально, внутрибрюшинно, интраабдоминально и легочным путем. Также очевидно, что предпочтитель-

ный путь будет варьировать в зависимости от состояния и возраста реципиента и подлежащего лечению 

заболевания. 

В некоторых воплощениях фармацевтическую композицию, содержащую химерный полипептид-

ный комплекс в соответствии с воплощениями, описанными в данном изобретении, используют в спосо-

бе лечения заболевания, включающем введение фармацевтической композиции субъекту с таким заболе-

ванием в соответствии со схемой лечения, включающей одно или более последовательных введений с 

использованием терапевтически эффективной дозы. Схема лечения представляет собой часть предпи-

санного цикла лечения. В одном из воплощений предписанный цикл лечения включает введение фарма-

цевтической композиции два раза в неделю, каждую неделю, каждые 10 суток, каждые две недели, каж-

дые три недели или каждый месяц на каждый цикл лечения. В другом воплощении, применение такой 

схемы лечения приводит к улучшению клинического параметра или конечного показателя, ассоцииро-

ванного с таким заболеванием у субъекта, при этом клинический параметр или конечный показатель вы-

бран из одной или любой комбинации из группы, состоящей из уменьшения размеров опухоли в виде 

полного, частичного или неполного ответа; времени до прогрессирования; времени до констатации от-

сутствия эффекта лечения; биомаркерной реакции; выживаемости без прогрессирования заболевания; 

выживаемости без признаков заболевания; времени до возникновения рецидива; времени до начала ме-

тастазирования; времени общей выживаемости; улучшения качества жизни и улучшения симптомов. В 

других воплощениях фармацевтическую композицию, содержащую химерный полипептидный комплекс 

по воплощениям, описанным в данном изобретении, готовили в виде лекарственного средства для лече-

ния заболевания у субъекта. В воплощениях, упомянутых в данном абзаце выше, заболеванием могут 

быть карцинома, лимфома Ходжкина и неходжкинская лимфома, диффузная крупноклеточная В-

клеточная лимфома, фолликулярная лимфома, лимфома из клеток мантийной зоны, бластома, рак мо-

лочной железы, ER/PR+ рак молочной железы, Her2+ рак молочной железы, трижды негативный рак мо-

лочной железы, рак толстой кишки, рак толстой кишки со злокачественным асцитом, муцинозные опу-

холи, рак предстательной железы, рак головы и шеи, рак кожи, меланома, рак мочеполовых путей, рак 

яичника, рак яичника со злокачественным асцитом, перитонеальный карциноматоз, серозная карцинома 

матки, рак эндометрия, рак шейки матки, колоректальный, рак матки, мезотелиома в брюшной полости, 

рак почки, опухоль Вильмса, рак легкого, мелкоклеточный рак легкого, немелкоклеточный рак легкого, 

желудочный рак, рак желудка, рак тонкого кишечника, рак печени, гепатокарцинома, гепатобластома, 

липосаркома, рак поджелудочной железы, рак желчного пузыря, раковых заболеваний желчного протока, 

рак пищевода, рак слюнных желез, рак щитовидной железы, эпителиальный рак, арренобластома, адено-

карцинома, саркома и В-клеточный хронический лимфолейкоз. В одном из воплощений лекарственное 

средство готовят для введения субъекту парентеральным путем (посредством интраартериального или 

внутривенного путем). В другом воплощении лекарственное средство готовят для введения субъекту 

подкожным путем. В другом воплощении лекарственное средство готовят для лечения заболевания у 

субъекта посредством введения субъекту интрадермальным путем. Там, где это желательно, фармацев-

тическую композицию, содержащую химерный полипептидный комплекс по воплощениям, описанным в 

данном изобретении, готовят в виде лекарственного средства для лечения заболевания у субъекта, при 

этом введение осуществляют интраабдоминальным или внутрибрюшинным путем для лечения опухолей 

и/или асцита в брюшной полости. 

Согласно другому аспекту изобретение относится к препаратам на основе фармацевтических ком-

позиций. В одном из воплощений фармацевтическая композиция может поставляться в виде лиофилизи-

рованного порошка, подлежащего разведению перед введением. В одном из воплощений фармацевтиче-

ская композиция может поставляться в виде лиофилизированного порошка, подлежащего разведению с 

использованием физиологического раствора, воды с 5% декстрозы (D5 water), раствора Рингера с лакта-

том и тому подобного, для введения. В другом воплощении данная композиция также может поставлять-

ся в жидкой форме, которую можно вводить пациенту непосредственно. В одном из воплощений фарма-

цевтическую композицию поставляют в виде жидкости в предварительно наполненном шприце для од-

нократной инъекции. В одном из воплощений фармацевтическую композицию поставляют в виде жид-

кости во флаконе. В другом воплощении фармацевтическую композицию поставляют в виде лиофилизи-

рованного порошка во флаконе. Что касается воплощений фармацевтических композиций в виде жидких 

препаратов, то желаемое свойство заключается в том, что такой препарат должен поставляться в форме, 

которая может проходить через иглу для внутривенного, внутримышечного, внутрисуставного или под-

кожного введения. В одном из воплощений фармацевтическая композиция находится в жидкой форме. В 

другом воплощении фармацевтическая композиция находится в предварительно наполненном шприце 

для применения в качестве однократной инъекции. В одном из воплощений фармацевтическая компози-

ция приготовлена в забуференном физиологическом растворе в концентрации, составляющей по мень-

шей мере 1 мкМ, или по меньшей мере 10 мкМ, или по меньшей мере 100 мкМ, или по меньшей мере 1 
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мМ, или по меньшей мере 2 мМ, или по меньшей мере 3 мМ, или по меньшей мере 4 мМ, или по мень-

шей мере 5 мМ, или по меньшей мере 6 мМ, или по меньшей мере 7 мМ, или по меньшей мере 8 мМ, или 

по меньшей мере 9 мМ, или по меньшей мере 10 мМ, при этом такой раствор может быть пропущен че-

рез иглу калибра 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 или 32 для интрадермального, подкожного, внутривенного, ин-

траартериального, интраабдоминального, внутрибрюшинного, интратекального или внутримышечного 

введения. Для доставки фармацевтических композиций по изобретению также можно использовать 

шприцевые насосы. Такие устройства описаны в патентах США № 4976696, 4933185, 5017378, 6309370, 

6254573, 4435173, 4398908, 6572585, 5298022, 5176502, 5492534, 5318540 и 4988337, содержания кото-

рых включены в данное описание посредством ссылки. Специалист в данной области техники, с учетом 

как описания данного изобретения, так и описания этих других патентов, может подготовить к работе 

шприцевой насос для продолжительного высвобождения композиций по настоящему изобретению. 

IV. Способы и применения композиций химерного полипептидного комплекса 

Согласно настоящему изобретению предложены расщепляемые композиции химерного полипеп-

тидного комплекса или ProTIA (протеаза-запускаемый иммунный активатор) и фармацевтические ком-

позиции, содержащие химерный полипептидный комплекс, полезные, в частности, в медицинских учре-

ждениях; например, для предупреждения, лечения и/или уменьшения интенсивности симптомов некото-

рых видов рака, опухолей или воспалительных заболеваний. 

Был использован ряд терапевтических стратегий с целью разработки композиций химерного поли-

пептидного комплекса для применения в способах лечения субъекта с раковым заболеванием, включая 

модулирование Т-клеточных ответов путем направленного воздействия на TCR-опосредуемую передачу 

сигнала, в частности, с использованием VL- и VH-частей моноклональных антител к CD3 человека, ко-

торые находят широкое клиническое применение в схемах лечения иммуносупрессивными средствами. 

CD3-специфичное моноклональное антитело ОКТЗ было первым таким моноклональным антителом, 

одобренным к применению на людях (Sgro, Toxicology, 105 (1995), 23-29), и в настоящее время широко 

используется в клиниках в качестве иммуносупрессивного агента при трансплантации (Chatenoud L. Im-

munologic monitoring during OKT3 therapy. Clin. Transplant., 7: 422-430, 1993). Кроме того, моноклональ-

ные антитела к CD3 могут индуцировать частичную опосредованную Т-клетками передачу сигнала и 

клональную толерантность (Smith, J. Exp. Med., 185 (1997), 1413-1422). ОКТ3 аннулирует отторжение 

тканевого аллотрансплантата вероятнее всего путем блокирования функционирования всех Т-клеток, 

которые играют главную при остром отторжении. ОКТ3 взаимодействует с CD3-комплексом и блокиру-

ет его функционирование в мембране Т-клеток; при этом CD3-комплекс ассоциирован с антиген-

распознающей структурой Т-клеток (TCR), что является существенным для передачи сигнала. Эти и дру-

гие подобные CD3-специфичные антитела способны вызывать различные Т-клеточные ответы, включая 

продуцирование цитокинов (Von Wussow. Human gamma interferon production by leukocytes induced with 

monoclonal antibodies recognizing T cells. J. Immunol., 127: 1197-1200 (1981)), пролиферацию и индукцию 

супрессорных Т-клеток. В зависимости от условий CD3-специфичное моноклональное антитело может 

либо ингибировать, либо индуцировать цитотоксичность (Kimball JA, et al. The ОКТЗ Antibody Response 

Study: a multicentre study of human anti-mouse antibody (HAMA) production following ОКТ3 use in solid or-

gan transplantation. Transplant. Immunol., 3: 212-221 (1995)). Что касается рака, то были сделаны попытки 

применения цитотоксических Т-клеток для лизиса раковых клеток. Для осуществления лизиса клеток-

мишеней необходимо, чтобы цитотоксические Т-клетки находились с ними в непосредственном контакте 

по типу "клетка-к-клетке"; TCR на цитотоксической Т-клетке должен распознавать и вступать в контакт 

с соответствующим антигеном на клетке-мишени. В результате этого образуется иммунологический си-

напс, который в свою очередь инициирует каскад передачи сигнала в цитотоксической Т-клетке, вызывая 

активацию Т-клетки и продуцирование ряда цитотоксических цитокинов и эффекторных молекул. Пер-

форин и гранзимы представляют собой высокотоксичные молекулы, которые хранятся в предварительно 

образованных гранулах, находящихся в активированных цитотоксических Т-клетках. После распознава-

ния клетки-мишени цитоплазматические гранулы таких вступивших в контакт цитотоксических Т-клеток 

мигрируют по направлению к мембране цитотоксической Т-клетки, в конечном итоге сливаясь с ней и 

высвобождая свое содержимое непосредственным образом в пространство иммунологического синапса с 

образованием поры в мембране клетки-мишени, что вызывает разрушение плазматической мембраны 

опухолевой клетки. Образованная пора действует как место входа для гранзимов, семейства сериновых 

протеаз, которые вызывают апоптоз опухолевых клеток. Эти и другие эффекторные молекулы описаны 

более подробно выше. Согласно данному изобретению предложены способы использования биспеци-

фичных композиций, которые сконструированы для направленного воздействия на ряд злокачественных 

клеток, таких как опухолевые клетки, в дополнение к эффекторным клеткам, с целью инициирования 

лизиса клеток-мишеней и достижения благоприятного терапевтического результата посредством опи-

санных выше механизмов. Данные композиции разработаны таким образом, что один связывающий до-

мен связывается и вступает в контакт с CD3 с целью активации цитотоксической Т-клетки, в то время 

как второй связывающий домен может быть сконструирован с возможностью направленного воздействия 

на ряд разнообразных антигенов клеток-мишеней, которые характерны для конкретных злокачественных 

новообразований, при этом они соединяются друг с другом для образования иммунологического синап-
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са. Особое преимущество данной конструкции заключается в том, что такое физическое связывание ци-

тотоксической эффекторной клетки и раковой клетки устраняет необходимость в процессировании анти-

гена, необходимость в MHCI/β2-микроглобулине, а также в костимуляторных молекулах. Примеры важ-

ных маркеров опухолевых клеток включают молекулу адгезии эпителиальных клеток (Ер-САМ), глико-

протеин клеточной поверхности, экспрессируемый в многочисленных солидных опухолях. Другим при-

мером является HER2/neu, также экспрессируемый в нескольких солидных опухолях, таких как рак мо-

лочной железы. Другие маркеры раковых клеток и репрезентативные последовательности VL и VH, ко-

торые можно использовать для создания связывающих доменов композиций химерного полипептидного 

комплекса по изобретению, приведены в табл. 2 или описаны в данном изобретении. Ввиду наличия та-

кого диапазона опухолеспецифических маркеров (более подробно описанных выше), которые могут быть 

использованы при конструировании различных воплощений заявленных композиций на основе антител, 

очевидно, что полученные композиции будут полезны против различных видов рака, включая солидные 

и гематологические опухоли. В одном из воплощений изобретения предложен способ лечения субъекта, 

имеющего опухоль. Подвергаемая лечению опухоль может содержать опухолевые клетки, происходящие 

из клетки, выбранной из группы, состоящей из стромальной клетки, фибробластов, миофибробластов, 

глиальных клеток, эпителиальных клеток, липоцитов, лимфоцитарных клеток, клеток сосудов, гладко-

мышечных клеток, мезенхимальных клеток, клеток ткани молочной железы, клеток предстательной же-

лезы, клеток почки, клеток головного мозга, клеток толстой кишки, клеток яичников, клеток матки, кле-

ток мочевого пузыря, клеток кожи, клеток желудка, клеток мочеполовых путей, клеток шейки матки, 

клеток тонкого кишечника, клеток печени, панкреатических клеток, клеток желчного пузыря, клеток 

желчных протоков, клеток пищевода, клеток слюнных желез, клеток легкого и клеток щитовидной желе-

зы. Другое преимущество композиций заключается в том, что поскольку цитотоксические эффекторные 

клетки не расходуются в процессе повреждения/разрушения находящейся с ними в контакте раковой 

клетки-мишени после инициирования лизиса одной клетки-мишени, то активированная эффекторная 

клетка может высвобождаться и двигаться через находящуюся в данном месте ткань в направлении дру-

гих раковых клеток-мишеней, связываться с целевым антигеном и инициировать лизис новых клеток. 

Кроме того, подразумевается, что в ограниченном определенным участком месте, таким как солидная 

опухоль, высвобождение молекул эффекторной клетки, таких как перфорин и гранзимы, будет приво-

дить к повреждению опухолевых клеток, которые расположены в непосредственной близости, но не на-

ходятся в связанном состоянии с рассматриваемой молекулой биспецифично связывающих доменов, ре-

зультатом чего является остановка роста или регрессия опухоли. 

Соответственно, применимость по изобретению будет пониматься таким образом, что: после введе-

ния терапевтически эффективной дозы фармацевтической композиции, содержащей химерный полипеп-

тидный комплекс, описанный в данном изобретении, субъекту с диагнозом рак или опухоль, имею-

щий(ая) маркер клетки-мишени, на данную композицию могут воздействовать протеазы, ассоциирован-

ные с раковыми или опухолевыми клетками, с высвобождением биспецифично связывающих доменов 

первой части, благодаря чему может образовываться иммунологический синапс посредством объедине-

ния клетки-мишени и эффекторной клетки, с получением того результата, что происходящие из эффек-

торной клетки эффекторные молекулы, способные вызывать лизис клетки-мишени, высвобождаются в 

пространство этого синапса, вызывая апоптоз, цитолиз или гибель раковой или опухолевой клетки-

мишени. Кроме того, специалисту в данной области техники будет очевидно, что применение компози-

ций химерного полипептидного комплекса может приводить к устойчивому и более универсальному 

благоприятному терапевтическому эффекту, чем "просто гибель", после образования иммунологического 

синапса посредством связывания высвободившихся связывающих доменов с эффекторной клеткой и ра-

ковой клеткой-мишенью. 

Согласно одному из аспектов изобретение относится к способам лечения заболевания у субъекта, 

такого как рак или воспалительное нарушение. В некоторых воплощениях изобретения предложен спо-

соб лечения заболевания у субъекта, включающий введение субъекту, нуждающемуся в этом, терапевти-

чески эффективного количества фармацевтической композиции, содержащей химерный полипептидный 

комплекс, описанный в данном изобретении. Терапевтически эффективное количество фармацевтиче-

ской композиции может варьировать в соответствии с такими факторами, как болезненное состояние, 

возраст, пол и масса индивида и способность антитела или части антитела вызывать желаемый ответ у 

индивида. Терапевтически эффективным количеством также является такое, при котором терапевтически 

благоприятные эффекты превосходят любые токсические или вредные действия заявленных композиций. 

Профилактически эффективное количество относится к количеству фармацевтической композиции, не-

обходимой в течение периода времени, требуемого для достижения желаемого профилактического ре-

зультата. 

В одном из воплощений способа лечения заболевания у субъекта данным заболеванием для лечения 

могут быть карциномы, лимфома Ходжкина, неходжкинская лимфома, В-клеточная лимфома, Т-

клеточная лимфома, фолликулярная лимфома, лимфома из клеток мантийной зоны, бластома, рак мо-

лочной железы, рак толстой кишки, рак предстательной железы, рак головы и шеи, любая форма рака 

кожи, меланома, рак мочеполовых путей, рак яичника, рак яичника со злокачественным асцитом, пери-
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тонеальный карциноматоз, серозная карцинома матки, рак эндометрия, рак шейки матки, колоректаль-

ный рак, эпителиальное интраперитонеальное злокачественное образование со злокачественным асци-

том, рак матки, мезотелиома в брюшной полости, раковые заболевания почки, рак легкого, мелкоклеточ-

ный рак легкого, немелкоклеточный рак легкого, желудочный рак, рак пищевода, рак желудка, рак тон-

кого кишечника, рак печени, гепатокарцинома, гепатобластома, липосаркома, рак поджелудочной желе-

зы, рак желчного пузыря, раковых заболеваний желчного протока, рак слюнных желез, рак щитовидной 

железы, эпителиальный рак, аденокарцинома, саркомы любого происхождения, первичные гематологи-

ческие злокачественные новообразования, включая острый или хронический лимфоцитарные лейкозы, 

острый или хронический миелогенные лейкозы, миелопролиферативное опухолевое заболевание или 

миелодиспластические расстройства, тяжелую миастению, Базедову болезнь, тиреоидит Хашимото или 

синдром Гудпасчера. Терапевтически эффективное количество может обеспечивать благоприятный эф-

фект с точки зрения содействия лечению (например, излечивать или снижать тяжесть) или предотвра-

щать возникновение (например, снижать вероятность рецидива) рака или опухоли. В другом воплощении 

способа лечения заболевания у субъекта фармацевтическую композицию вводят субъекту в виде одной 

или нескольких терапевтически эффективных доз, вводимых два раза в неделю, один раз в неделю, каж-

дые две недели, каждые три недели или один раз в месяц. В другом воплощении способа фармацевтиче-

скую композицию вводят субъекту в виде одной или нескольких доз в течение периода времени, состав-

ляющего по меньшей мере две недели, или по меньшей мере один месяц, или по меньшей мере два меся-

ца, или по меньшей мере три месяца, или по меньшей мере четыре месяца, или по меньшей мере пять 

месяцев, или по меньшей мере шесть месяцев. В другом воплощении способа субъекту вводят первую 

низкую инициирующую дозу, затем одну или несколько более высоких поддерживающих доз согласно 

схеме приема препарата, составляющей по меньшей мере две недели, или по меньшей мере один месяц, 

или по меньшей мере два месяца, или по меньшей мере три месяца, или по меньшей мере четыре месяца, 

или по меньшей мере пять месяцев, или по меньшей мере шесть месяцев. Вводимая начальная иниции-

рующая доза выбрана из группы, состоящей из по меньшей мере примерно 0,005 мг/кг, по меньшей мере 

примерно 0,01 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,02 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,04 мг/кг, по 

меньшей мере примерно 0,08 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,1 мг/кг, а одна или более чем одна вво-

димая(ые) последующая(ие) поддерживающая(ие) доза(ы) выбрана(ы) из группы, состоящей из по мень-

шей мере примерно 0,1 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,12 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,14 

мг/кг, по меньшей мере примерно 0,16 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,18 мг/кг, по меньшей мере 

примерно 0,20 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,22 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,24 мг/кг, по 

меньшей мере примерно 0,26 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,27 мг/кг, по меньшей мере примерно 

0,28 мг/кг, по меньшей мере 0,3 мг/кг, по меньшей мере 0,4 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,5 мг/кг, 

по меньшей мере примерно 0,6 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,7 мг/кг, по меньшей мере примерно 

0,8 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,9 мг/кг, по меньшей мере примерно 1,0 мг/кг, по меньшей мере 

примерно 1,5 мг/кг или по меньшей мере примерно 2,0 мг/кг. В другом воплощении способа фармацев-

тическую композицию вводят субъекту интрадермально, подкожно, внутривенно, интраартериально, 

интраабдоминально, внутрибрюшинно, интратекально или внутримышечно. В другом воплощении спо-

соба фармацевтическую композицию вводят субъекту в виде одной или нескольких терапевтически эф-

фективных болюс-доз или посредством инфузии в течение от 5 мин до 96 ч, как допускается в целях мак-

симальной безопасности и эффективности. В другом воплощении способа фармацевтическую компози-

цию вводят субъекту в виде одной или нескольких терапевтически эффективных болюс-доз или посред-

ством инфузии в течение от 5 мин до 96 ч, при этом доза выбрана из группы, состоящей из по меньшей 

мере примерно 0,005 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,01 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,02 мг/кг, 

по меньшей мере примерно 0,04 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,08 мг/кг, по меньшей мере примерно 

0,1 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,12 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,14 мг/кг, по меньшей мере 

примерно 0,16 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,18 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,20 мг/кг, по 

меньшей мере примерно 0,22 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,24 мг/кг, по меньшей мере примерно 

0,26 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,27 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,28 мг/кг, по меньшей 

мере 0,3 мг/кг, по меньшей мере 0,4 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,5 мг/кг, по меньшей мере при-

мерно 0,6 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,7 мг/кг, по меньшей мере примерно 0,8 мг/кг, по меньшей 

мере примерно 0,9 мг/кг, по меньшей мере примерно 1,0 мг/кг, по меньшей мере примерно 1,5 мг/кг или 

по меньшей мере примерно 2,0 мг/кг. В другом воплощении способа фармацевтическую композицию 

вводят субъекту в виде одной или нескольких терапевтически эффективных болюс-доз или посредством 

инфузии в течение периода времени от 5 мин до 96 ч, при этом в результате такого введения субъекту 

концентрация химерного полипептидного комплекса в плазме крови субъекта составляет от по меньшей 

мере примерно 0,1 нг/мл до по меньшей мере примерно 2 мкг/мл или больше, и этот уровень поддержи-

вается в течение по меньшей мере примерно 3 суток, или по меньшей мере примерно 7 суток, или по 

меньшей мере примерно 10 суток, или по меньшей мере примерно 14 суток, или по меньшей мере при-

мерно 21 сутки. В упомянутых выше воплощениях способа субъектом могут быть мышь, крыса, обезьяна 

и человек. 

В частности, фармацевтические композиции, содержащие химерный полипептидный комплекс, 
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можно использовать для лечения эпителиального рака, предпочтительно аденокарцином, или минималь-

ного остаточного заболевания, более предпочтительно, солидной опухоли на ранней стадии, распростра-

ненной солидной опухоли или метастазирующей солидной опухоли. Помимо этого, фармацевтические 

композиции, содержащие химерный полипептидный комплекс, предложенный в данном изобретении, 

полезны для лечения сарком. Помимо этого, фармацевтические композиции, содержащие химерный по-

липептидный комплекс, предложенный в данном изобретении, полезны для лечения лимфом и лейкозов, 

в том числе первичных гематологических злокачественных новообразований, включая острый или хро-

нический лимфоцитарные лейкозы, острый или хронический миелогенные лейкозы, миелопролифера-

тивное опухолевое заболевание или миелодиспластические расстройства, В-клеточных расстройств, та-

ких как В-клеточная лимфома, лимфома Ходжкина и неходжкинская лимфома, диффузная крупнокле-

точная В-клеточная лимфома, фолликулярная лимфома, лимфома из клеток мантийной зоны, бластома, 

В-клеточный хронический лимфолейкоз (B-CLL) и/или связанное с В-клетками аутоиммунное заболева-

ние, такое как тяжелая миастения, Базедова болезнь, тиреоидит Хашимото или синдром Гудпасчера. По-

мимо этого, фармацевтические композиции, содержащие химерный полипептидный комплекс, предло-

женный в данном изобретении, полезны для лечения злокачественных новообразований, приводящих к 

асциту, включая рак мочеполовых путей, рак яичника, рак яичника со злокачественным асцитом, пери-

тонеальный карциноматоз, серозную карциному матки, рак эндометрия, рак шейки матки, колоректаль-

ный рак, рак матки, мезотелиому в брюшной полости, рак поджелудочной железы, рак толстой кишки, 

рак толстой кишки со злокачественным асцитом и рак желудка. 

Согласно одному из аспектов изобретения предложен способ достижения благоприятного эффекта 

при раковом или опухолевом заболевании, опосредуемый введением фармацевтических композиций, 

содержащих композиции химерного полипептидного комплекса. В одном из воплощений способа по 

изобретению предложено применение фармацевтической композиции, содержащей химерный полипеп-

тидный комплекс, в способе лечения рака или опухоли у субъекта, нуждающегося в этом, посредством 

введения терапевтически эффективного количества фармацевтической композиции, при этом один свя-

зывающий домен в композиции химерного полипептидного комплекса происходит из родительского ан-

титела, которое связывается с антигеном CD3 эффекторной клетки, а второй связывающий домен проис-

ходит из родительского антитела, которое связывается с целевым антигеном эффекторной клетки, вы-

бранным из группы, состоящей из альфа-4-интегрина, Ang2, B7-H3, В7-Н6, СЕАСАМ5, сМЕТ, CTLA4, 

FOLR1, ЕрСАМ, CCR5, CD19, HER2, HER2 neu, HER3, HER4, HER1 (EGFR), PD-L1, PSMA, CEA, MUC1 

(муцин), MUC-2, MUC3, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC7, MUC16, βhCG, антигена Y Льюиса, CD20, 

CD33, CD38, CD30, CD56 (NCAM), CD133, ганглиозида GD3, 9-О-ацетил-GD3, GM2, Globo H, фукозил-

GM1, GD2, карбоангидразы IX, CD44v6, продукта гена "звуковой еж" (Shh), Wue-1, антигена 1 плазмати-

ческих клеток, хондроитинсульфат-протеогликана меланомы (MCSP), CCR8, антигена эпителиальных 

клеток предстательной железы с 6-ю трансмембранными сегментами (STEAP), мезотелина, антигена 

А33, антигена стволовых клеток предстательной железы (PSCA), Ly-6, десмоглеина 4, фетального аце-

тилхолинового рецептора (fnAChR), CD25, ракового антигена 19-9 (СА19-9), ракового антигена 125 (СА-

125), рецептора II типа ингибирующего вещества Мюллера (MISIIR), сиалированного антигена Tn (sTN), 

антигена активации фибробластов (FAP), эндосиалина (CD248), варианта III рецептора эпидермального 

фактора роста (EGFRvIII), опухолеассоциированного антигена L6 (TAL6), SAS, CD63, TAG72, антигена 

Томсена-Фриденрайха (антигена TF), рецептора инсулиноподобного ростового фактора I (IGF-IR), анти-

гена Cora, CD7, CD22, CD70, CD79a, CD79b, G250, МТ-ММР, антигена F19, СА19-9, СА-125, альфафе-

топротеина (AFP), VEGFR1, VEGFR2, DLK1, SP17, ROR1 и EphA2. В одном из воплощений способа 

введение терапевтически эффективного количества фармацевтической композиции приводит к ликвида-

ции или уменьшению интенсивности симптомов основного ракового или опухолевого расстройства, в 

результате чего у субъекта наблюдается улучшение несмотря на то, что этот субъект может быть все еще 

поражен основным расстройством. 

В другом воплощении изобретения предложено применение фармацевтической композиции, со-

держащей химерный полипептидный комплекс, в способе лечения рака или опухоли у субъекта посред-

ством введения терапевтически эффективного количества фармацевтической композиции, при этом один 

связывающий домен композиции химерного полипептидного комплекса происходит из родительского 

антитела, направленного на эффекторную клетку, выбранного из группы, состоящей из антител табл. 1, а 

второй связывающий домен происходит из родительского антитела, которое связывается с целевым ан-

тигеном клетки-мишени, выбранного из группы, состоящей из антител табл. 2. В другом воплощении 

изобретения предложено применение фармацевтической композиции, содержащей химерный полипеп-

тидный комплекс, в способе лечения рака или опухоли у субъекта посредством введения терапевтически 

эффективного количества фармацевтической композиции, при этом один связывающий домен компози-

ции химерного полипептидного комплекса содержит последовательности VL и VH, происходящие из 

родительского антитела, направленного на эффекторную клетку, выбранные из группы последовательно-

стей, приведенных в табл. 1, а второй связывающий домен содержит парные последовательности VL и 

VH, происходящие из родительского антитела, направленного на антиген клетки-мишени, выбранного из 

группы, состоящей из антител табл. 2. В другом воплощении изобретения предложено применение фар-
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мацевтической композиции, содержащей химерный полипептидный комплекс, в способе лечения рака 

или опухоли у субъекта посредством введения терапевтически эффективного количества фармацевтиче-

ской композиции, при этом один связывающий домен композиции химерного полипептидного комплекса 

содержит последовательности VL и VH, происходящие из родительского антитела, направленного на 

эффекторную клетку, присоединенные ко второму связывающему домену, который содержит парные 

последовательности VL и VH, происходящие из родительского антитела, направленного на антиген 

клетки-мишени, при этом такие присоединенные связывающие домены содержат аминокислотную по-

следовательность, имеющую по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичность 

последовательности с аминокислотной последовательностью, приведенной в табл. 13. В другом вопло-

щении изобретения предложено применение фармацевтической композиции, содержащей химерный по-

липептидный комплекс, в способе лечения рака или опухоли у субъекта посредством введения терапев-

тически эффективного количества фармацевтической композиции, содержащей химерный полипептид-

ный комплекс, содержащий аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 90, 91, 92, 

93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичность последовательности с аминокислотной последователь-

ностью, приведенной в табл. 10 или 12. В одном из воплощений дозы фармацевтической композиции по 

данному способу вводят в виде болюс-дозы. В другом воплощении каждую из доз фармацевтической 

композиции по данному способу вводят путем внутривенной инфузии. В другом воплощении каждую из 

доз фармацевтической композиции по данному способу вводят путем интраабдоминальной инфузии. В 

другом воплощении каждую из доз фармацевтической композиции по данному способу вводят путем 

интраартериальной инфузии. В другом воплощении каждую из доз фармацевтической композиции по 

данному способу вводят путем подкожной инъекции. В другом воплощении каждую из доз фармацевти-

ческой композиции по данному способу вводят путем внутримышечной инъекции. В воплощениях, упо-

мянутых в данном абзаце выше, субъект выбран из группы, состоящей из мыши, крысы, собаки, обезья-

ны и человека. 

Согласно другому аспекту изобретение относится к способу лечения рака или опухоли у субъекта в 

соответствии со схемой лечения. В одном из воплощений изобретения предложен способ лечения рака 

или опухоли у субъекта, включающий введение субъекту с таким заболеванием в соответствии со схемой 

лечения, включающей одно или более последовательных введений терапевтически эффективного коли-

чества фармацевтической композиции, содержащей композицию химерного полипептидного комплекса, 

описанную в данном изобретении. В одном из воплощений изобретения предложен способ лечения рака 

или опухоли у субъекта, включающий введение субъекту с таким заболеванием в соответствии со схемой 

лечения, включающей одно или более последовательных введений терапевтически эффективного коли-

чества фармацевтической композиции, содержащей химерный полипептидный комплекс, при этом в ре-

зультате введения субъекту терапевтически эффективного количества фармацевтической композиции 

достигается благоприятный терапевтический эффект. В другом воплощении изобретения предложен спо-

соб лечения рака или опухоли у субъекта, включающий введение субъекту с таким заболеванием в соот-

ветствии со схемой лечения, включающей одно или более последовательных введений терапевтически 

эффективного количества фармацевтической композиции, содержащей химерный полипептидный ком-

плекс, при этом применение такой схемы лечения приводит к улучшению у субъекта клинического па-

раметра или конечного показателя, ассоциированного с таким заболеванием. В упомянутом выше во-

площении клинический параметр или конечный показатель выбран из одной или любой комбинации из 

группы, состоящей из уменьшения размеров опухоли в виде полного, частичного или неполного ответа; 

времени до прогрессирования; времени до констатации отсутствия эффекта лечения; биомаркерной ре-

акции; выживаемости без прогрессирования заболевания; выживаемости без признаков заболевания; 

времени до возникновения рецидива; времени до начала метастазирования; времени общей выживаемо-

сти; улучшения качества жизни и улучшения симптомов. 

Согласно другому аспекту изобретение относится к способу применения, в котором схема лечения 

представляет собой часть предписанного цикла лечения. В одном из воплощений данного способа пред-

писанный цикл лечения в такой схеме лечения включает введение фармацевтической композиции, со-

держащей химерный полипептидный комплекс, два раза в неделю, каждую неделю, каждые 10 суток, 

каждые две недели, каждые три недели или каждый месяц на каждый цикл лечения. В другом воплоще-

нии способа схема лечения используется для лечения заболевания, при этом заболевание выбрано из 

группы, состоящей из карциномы, лимфомы Ходжкина, неходжкинской лимфомы, В-клеточной лимфо-

мы, Т-клеточной лимфомы, фолликулярной лимфомы, лимфомы из клеток мантийной зоны, бластомы, 

рака молочной железы, рака толстой кишки, рака предстательной железы, рака головы и шеи, любой 

формы рака кожи, меланомы, рака мочеполовых путей, рака яичника, рака яичника со злокачественным 

асцитом, перитонеального карциноматоза, серозной карциномы матки, рака эндометрия, рака шейки 

матки, колоректального рака, эпителиального интраперитонеального злокачественного новообразования 

со злокачественным асцитом, рака матки, мезотелиомы в брюшной полости, раковых заболеваний почки, 

рака легкого, мелкоклеточного рака легкого, немелкоклеточного рака легкого, желудочного рака, рака 

пищевода, рака желудка, рака тонкого кишечника, рака печени, гепатокарциномы, гепатобластомы, ли-

посаркомы, рака поджелудочной железы, рака желчного пузыря, раковых заболеваний желчного прото-
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ка, рака слюнных желез, рака щитовидной железы, эпителиального рака, аденокарциномы, сарком любо-

го происхождения, первичных гематологических злокачественных новообразований, включая острый 

или хронический лимфоцитарные лейкозы, острый или хронический миелогенные лейкозы, миелопро-

лиферативного опухолевого заболевания или миелодиспластических расстройств, тяжелой миастении, 

Базедовой болезни, тиреоидита Хашимото или синдрома Гудпасчера. 

Согласно другому аспекту изобретение относится к улучшенным способам индуцирования гибели 

клетки-мишени, такой как раковая клетка, в которых используются композиции химерного полипептид-

ного комплекса, при этом в результате применения данного способа происходит гибель клеток-мишеней 

или индуцируется апоптоз в клетке-мишени или ткани-мишени, но со сниженной токсичностью и сни-

женными побочными эффектами. Особое преимущество способов по изобретению заключается в том, 

что улучшенные свойства композиций химерного полипептидного комплекса позволяют разработать 

более низкодозовые фармацевтические композиции или способы лечения, в которых используют более 

низкую дозировку, менее частое введение и более совершенный режим введения доз, как благодаря на-

правленной доставке в ткани и клетки, так и благодаря улучшенным фармакокинетическим свойствам, 

что приводит к превосходному терапевтическому индексу, т.е. улучшенной эффективности при снижен-

ной токсичности. В связи с этим заявленные композиции могут иметь превосходную эффективность и 

безопасность по сравнению со случаем, когда соответствующие связывающие домены первой части не 

присоединены к RS и объемной группировке, ввиду способности присоединенной объемной группиров-

ки уменьшать неспецифическое связывание со здоровыми тканями и предотвращать экстравазацию из 

кровеносной системы в здоровую ткань при одновременном обеспечении усиления проникновения в ра-

ковую или опухолевую ткань и связывания с ней после расщепления RS и высвобождения биспецифично 

связывающих доменов первой части; таким образом, это приводит к по-разному протекающему распре-

делению в пространстве пролекарственной формы по сравнению с высвободившейся первой частью по-

сле расщепления композиции. В одном из воплощений изобретения предложен способ индуцирования 

гибели клетки-мишени, включающий приведение в контакт клетки-мишени и эффекторной клетки с хи-

мерным полипептидным комплексом, описанным в данном изобретении, при этом результатом такого 

контакта является оказание воздействия на клетку-мишень, выбранное из группы, состоящей из утраты 

целостности мембраны, пикноза, кариорексиса, стимулирования внутреннего пути апоптоза, стимулиро-

вания внешнего пути апоптоза, апоптоза, лизиса клетки и гибели клетки. Данный эффект может быть 

определен в анализе in vitro с применением клеток, в котором используется смешанная популяция кле-

ток-мишеней и эффекторных клеток и эффективное количество химерного полипептидного комплекса, 

обладающего аффинностью связывания с антигенами клетки-мишени и эффекторной клетки. Неограни-

чивающие примеры антигенов клеток-мишеней включают, но не ограничиваются этим опухолеспецифи-

ческий маркерный антиген, выбранный из группы, состоящей из альфа-4-интегрина, Ang2, В7-Н3, В7-

Н6, СЕАСАМ5, сМЕТ, CTLA4, FOLR1, ЕрСАМ, CCR5, CD19, HER2, HER2 neu, HER3, HER4, HER1 

(EGFR), PD-L1, PSMA, CEA, MUC1 (муцин), MUC-2, MUC3, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC7, MUC16, 

βhCG, антигена Y Льюиса, CD20, CD33, CD38, CD30, CD56 (NCAM), CD133, ганглиозида GD3, 9-О-

ацетил-GD3, GM2, Globo H, фукозил-GM1, GD2, карбоангидразы IX, CD44v6, продукта гена "звуковой 

еж" (Shh), Wue-1, антигена 1 плазматических клеток, хондроитинсульфат-протеогликана меланомы 

(MCSP), CCR8, антигена эпителиальных клеток предстательной железы с 6-ю трансмембранными сег-

ментами (STEAP), мезотелина, антигена А33, антигена стволовых клеток предстательной железы 

(PSCA), Ly-6, десмоглеина 4, фетального ацетилхолинового рецептора (fnAChR), CD25, ракового анти-

гена 19-9 (СА19-9), ракового антигена 125 (СА-125), рецептора II типа ингибирующего вещества Мюл-

лера (MISIIR), сиалированного антигена Tn (sTN), антигена активации фибробластов (FAP), эндосиалина 

(CD248), варианта III рецептора эпидермального фактора роста (EGFRvIII), опухолеассоциированного 

антигена L6 (TAL6), SAS, CD63, TAG72, антигена Томсена-Фриденрайха (антигена TF), рецептора инсу-

линоподобного ростового фактора I (IGF-IR), антигена Cora, CD7, CD22, CD70, CD79a, CD79b, G250, 

МТ-ММР, антигена F19, СА19-9, СА-125, альфафетопротеина (AFP), VEGFR1, VEGFR2, DLK1, SP17, 

ROR1 и EphA2, и эффекторная клетка представляет собой Т-клетку, при этом антиген эффекторной 

клетки представляет собой CD3. 

В других воплощениях изобретения предложены способы индуцирования гибели клетки-мишени у 

субъекта, имеющего рак, содержащий популяцию клетки-мишени. В одном из воплощений способа дан-

ный способ включает введение субъекту терапевтически эффективного количества фармацевтической 

композиции, содержащей химерный полипептидный комплекс. В другом воплощении способа данный 

способ включает введение химерного полипептидного комплекса в виде одной или нескольких последо-

вательно вводимых терапевтически эффективных доз фармацевтической композиции. В другом вопло-

щении способа данный способ включает определение количества фармацевтической композиции, содер-

жащей химерный полипептидный комплекс, необходимого для достижения терапевтического эффекта у 

субъекта, имеющего рак, и введение данного количества субъекту в виде одной или нескольких последо-

вательных доз. В указанных выше способах рак выбран из группы, состоящей из карциномы, лимфомы 

Ходжкина и неходжкинской лимфомы, диффузной крупноклеточной В-клеточной лимфомы, фоллику-

лярной лимфомы, лимфомы из клеток мантийной зоны, бластомы, рака молочной железы, ER/PR+ рака 
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молочной железы, Her2+ рака молочной железы, трижды негативного рака молочной железы, рака тол-

стой кишки, рака толстой кишки со злокачественным асцитом, муцинозных опухолей, рака предстатель-

ной железы, рака головы и шеи, рака кожи, меланомы, рака мочеполовых путей, рака яичника, рака яич-

ника со злокачественным асцитом, перитонеального карциноматоза, серозной карциномы матки, рака 

эндометрия, рака шейки матки, колоректального рака, рака матки, мезотелиомы в брюшной полости, 

рака почки, опухоли Вильмса, рака легкого, мелкоклеточного рака легкого, немелкоклеточного рака лег-

кого, желудочного рака, рака желудка, рака тонкого кишечника, рака печени, гепатокарциномы, гепатоб-

ластомы, липосаркомы, рака поджелудочной железы, рака желчного пузыря, раковых заболеваний желч-

ного протока, рака пищевода, рака слюнных желез, рака щитовидной железы, эпителиального рака, ар-

ренобластомы, аденокарциномы, саркомы и В-клеточного хронического лимфолейкоза. В другом во-

площении данный способ включает введение субъекту терапевтически эффективного количества фарма-

цевтической композиции, содержащей химерный полипептидный комплекс, где способ приводит к 

улучшению клинического параметра или конечного показателя. Типичные клинические параметры или 

конечные показатели могут представлять собой общую выживаемость, конечные показатели симптомов, 

выживаемость без признаков заболевания, частоту объективных ответов, полный ответ, продолжитель-

ность ответа, выживаемость без прогрессирования заболевания, время до прогрессирования, время до 

констатации отсутствия эффекта лечения, показатель опухоли, размер опухоли, частоту ответа опухоли, 

время до начала метастазирования и концентрацию биомаркера. В другом воплощении данный способ 

включает введение субъекту терапевтически эффективного количества фармацевтической композиции, 

содержащей химерный полипептидный комплекс, при этом применение данного способа приводит к 

уменьшению частоты возникновения, продолжительности или ослаблению тяжести выявленных при по-

становке диагноза побочных эффектов у такого субъекта по сравнению со случаем введения сопостави-

мому субъекту сопоставимой дозы, в ммоль/кг, заявленной композиции, содержащей первую часть при 

отсутствии второй части и третьей части химерного полипептидного комплекса, при этом побочные эф-

фекты выбраны из группы, состоящей из повышенных уровней IL-2 в плазме крови, повышенных уров-

ней TNF-альфа в плазме крови, повышенных уровней IFN-гамма в плазме крови, сепсиса, фебрильной 

нейтропении, нейротоксичности, судорог, энцефалопатии, синдрома высвобождения цитокинов, рас-

стройства речи, нарушения равновесия, лихорадки, головной боли, спутанности сознания, гипотензии, 

нейтропении, тошноты, нарушенного сознания, дезориентировки и повышенных уровней ферментов пе-

чени. 

В одном из воплощений способ включает введение терапевтически эффективного количества фар-

мацевтической композиции, содержащей химерный полипептидный комплекс, субъекту, нуждающемуся 

в этом, что приводит к улучшению по меньшей мере одного параметра, конечного показателя, физиоло-

гического состояния или клинического результата, опосредуемого биспецифично связывающими доме-

нами первой части. Такие способы предполагают введение фармацевтической композиции любым путем, 

соответствующим подвергаемому лечению заболеванию, расстройству или состоянию, в том числе ин-

традермально, подкожно, внутримышечно, интраабдоминально или внутривенно. 

Способы по изобретению могут включать введение последовательных доз терапевтически эффек-

тивного количества фармацевтической композиции в течение периода времени, достаточного для дости-

жения и/или поддержания желаемого параметра или клинического эффекта, и с учетом таких последова-

тельных доз терапевтически эффективного количества устанавливают терапевтически эффективный ре-

жим введения доз для фармацевтической композиции, т.е. схему для последовательно вводимых доз, при 

этом дозы назначают в терапевтически эффективных количествах для достижения в результате устойчи-

вого благоприятного эффекта на любой клинический признак или симптом, аспект, измеряемый пара-

метр или характерную особенность ракового болезненного состояния или заболевания, включая, но не 

ограничиваясь этим, те типы рака опухоли, которые описаны в данном изобретении. 

С точки зрения способов по изобретению более длительно действующие композиции химерного 

полипептидного комплекса или фармацевтические композиции, содержащие композиции химерного по-

липептидного комплекса, являются предпочтительными с точки зрения улучшения удобства приема па-

циентом, для увеличения интервала между введением доз и для уменьшения количества лекарственного 

средства, необходимого для достижения устойчивого эффекта. В одном из воплощений способ лечения 

включает введение терапевтически эффективной дозы фармацевтической композиции, содержащей хи-

мерный полипептидный комплекс, субъекту, нуждающемуся в этом, что приводит к увеличению проме-

жутка времени нахождения в пределах терапевтического окна, установленного для направленно дейст-

вующих компонентов фармацевтической композиции, по сравнению с соответствующими направленно 

действующими компонентами, не находящимися в виде слитого белка и введенными субъекту в сопоста-

вимой дозе. В некоторых случаях увеличение промежутка времени нахождения в пределах терапевтиче-

ского окна превышает по меньшей мере примерно в три раза, или по меньшей мере примерно в четыре 

раза, или по меньшей мере примерно в пять раз, или по меньшей мере примерно в шесть раз, или по 

меньшей мере примерно в восемь раз, или по меньшей мере примерно в 10 раз, или по меньшей мере 

примерно в 20 раз, или по меньшей мере примерно в 40 раз, или по меньшей мере примерно в 50 раз, или 

по меньшей мере примерно в 100 раз таковое по сравнению с соответствующими направленно дейст-
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вующими компонентами, не находящимися в виде слитого белка и введенными субъекту в сопоставимой 

дозе. В данных способах также предусмотрено, чтобы введение нескольких последовательных доз фар-

мацевтической композиции, принимаемых с использованием режима для терапевтически эффективных 

доз, субъекту, нуждающемуся в этом, могло приводить к увеличению промежутка времени между после-

довательными максимальными значениями, Cmax, и/или минимальными значениями, Cmin, уровней ком-

позиции в крови по сравнению со случаем введения соответствующих направленно действующих ком-

понентов, не находящихся в виде слитого белка. В упомянутом выше воплощении такое увеличение 

промежутка времени нахождения между последовательными максимальными значениями, Cmax, и/или 

минимальными значениями, Cmin, может быть по меньшей мере примерно в три раза, или по меньшей 

мере примерно в четыре раза, или по меньшей мере примерно в пять раз, или по меньшей мере примерно 

в шесть раз, или по меньшей мере примерно в восемь раз, или по меньшей мере примерно в 10 раз, или 

по меньшей мере примерно в 20 раз, или по меньшей мере примерно в 40 раз, или по меньшей мере при-

мерно в 50 раз, или по меньшей мере примерно в 100 раз выше по сравнению с введением соответст-

вующего(их) направленно действующего(их) компонента(ов), не находящего(их)ся в виде слитого белка 

и введенного(ых) в соответствии с сопоставимым режимом введения доз, установленным для направлен-

но действующих компонентов. В описанных выше в этом абзаце воплощениях введение слитого белка 

или фармацевтической композиции может приводить к улучшению по меньшей мере одного параметра, 

который, как известно, является полезным для оценки рака или опухоли у субъекта, с использованием 

более низкой стандартной дозы в молях слитого белка, по сравнению с введением соответствующих на-

правленно действующих компонентов, не находящихся в виде слитого белка и введенных субъекту в 

сопоставимой стандартной дозе или в соответствии с сопоставимым режимом введения доз. 

В одном из воплощений, введение фармацевтической композиции, содержащей заявленную компо-

зицию химерного полипептидного комплекса, может приводить к улучшению одного из клинических, 

биохимических или физиологических параметров, которое превышает таковое, достигаемое посредством 

введения первой части, не присоединенной ко второй и третьей частям композиции, определяемого с 

использованием одного и того же анализа или на основании измеренного клинического параметра или 

конечного показателя. В другом воплощении введение фармацевтической композиции может приводить 

к улучшению двух или более клинических или относящихся к метаболизму параметров или конечных 

показателей, каждый из которых опосредуется одной из разнообразных направляющих группировок, что 

в совокупности приводит к улучшенному эффекту по сравнению со случаем, когда компонент, представ-

ляющий собой направляющую группировку, не присоединен к XTEN, определяемому с использованием 

одного и того же анализа или на основании измеренных клинических параметров. В одном из воплоще-

ний введение фармацевтической композиции субъекту приводит к улучшению клинического параметра 

или конечного показателя, при этом клинический параметр или конечный показатель выбран из одной 

или любой комбинации из группы, состоящей из уменьшения размеров опухоли в виде полного, частич-

ного или неполного ответа; времени до прогрессирования, времени до констатации отсутствия эффекта 

лечения, биомаркерной реакции; выживаемости без прогрессирования заболевания; выживаемости без 

признаков заболевания; времени до возникновения рецидива; времени общей выживаемости; улучшения 

качества жизни; улучшения симптомов и времени до начала метастазирования. В другом воплощении 

введение фармацевтической композиции может приводить к улучшению одного или нескольких указан-

ных выше клинических параметров, которое является по меньшей мере на 20% более продолжительным, 

или по меньшей мере на 30%, или по меньшей мере на 40%, или по меньшей мере на 50%, или по мень-

шей мере на 60%, или по меньшей мере на 70%, или по меньшей мере на 80%, или по меньшей мере на 

90%, или по меньшей мере на 100% более продолжительным, чем при действии первой части, не присое-

диненной ко второй и третьей частям композиции. 

Согласно другому аспекту изобретение относится к способу доставки терапевтического агента к 

опухолевой клетке. В одном из воплощений изобретения предложен способ доставки терапевтического 

агента к опухолевой клетке, содержащей опухолеспецифический маркер, способ, включающий введение 

в клетку-мишень химерного полипептидного комплекса по любому из воплощений, описанных в данном 

изобретении, при этом терапевтический агент доставляется в клетку-мишень посредством первого свя-

зывающего домена первой части, специфично связывающегося с данным опухолеспецифическим марке-

ром. В одном из воплощений способа опухолеспецифический маркер выбран из группы, состоящей из 

альфа-4-интегрина, Ang2, В7-Н3, В7-Н6, СЕАСАМ5, сМЕТ, CTLA4, FOLR1, ЕрСАМ, CCR5, CD19, 

HER2, HER2 neu, HER3, HER4, HER1 (EGFR), PD-L1, PSMA, CEA, MUC1 (муцин), MUC-2, MUC3, 

MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC7, MUC16, βhCG, антигена Y Льюиса, CD20, CD33, CD38, CD30, CD56 

(NCAM), CD133, ганглиозида GD3, 9-О-ацетил-GD3, GM2, Globo H, фукозил-GM1 GD2, карбоангидразы 

IX, CD44v6, продукта гена "звуковой еж" (Shh), Wue-1, антигена 1 плазматических клеток, хондроитин-

сульфат-протеогликана меланомы (MCSP), CCR8, антигена эпителиальных клеток предстательной желе-

зы с 6-ю  

трансмембранными сегментами (STEAP), мезотелина, антигена А33, антигена стволовых клеток 

предстательной железы (PSCA), Ly-6, десмоглеина 4, фетального ацетилхолинового рецептора (fnAChR), 

CD25, ракового антигена 19-9 (СА19-9), ракового антигена 125 (СА-125), рецептора II типа ингибирую-
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щего вещества Мюллера (MISIIR), сиалированного антигена Tn (sTN), антигена активации фибробластов 

(FAP), эндосиалина (CD248), варианта III рецептора эпидермального фактора роста (EGFRvIII), опухоле-

ассоциированного антигена L6 (TAL6), SAS, CD63, TAG72, антигена Томсена-Фриденрайха (антигена 

TF), рецептора инсулиноподобного ростового фактора I (IGF-IR), антигена Cora, CD7, CD22, CD70, 

CD79a, CD79b, G250, MT-MMPs, антигена F19, альфафетопротеина (AFP), VEGFR1, VEGFR2, DLK1, 

SP17, ROR1 и EphA2. В другом воплощении способа доставки терапевтического агента к опухолевой 

клетке, включающего введение в клетку-мишень химерного полипептидного комплекса, этот химерный 

полипептидный комплекс содержит аминокислотную последовательность, имеющую 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 по 

меньшей мере 98%, или по меньшей мере 99%, или по меньшей мере 100% идентичность последователь-

ности с полипептидной последовательностью, выбранной из группы, состоящей из последовательностей 

в табл. 12. В другом воплощении способа доставки терапевтического агента к опухолевой клетке, вклю-

чающего введение в клетку-мишень химерного полипептидного комплекса, этот химерный полипептид-

ный комплекс содержит аминокислотную последовательность, имеющую 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 по меньшей мере 

98%, или по меньшей мере 99%, или по меньшей мере 100% идентичность последовательности с поли-

пептидной последовательностью, приведенной на фиг. 36 или 37. В другом воплощении способа достав-

ки терапевтического агента к опухолевой клетке, опухолевая клетка находится в опухоли у субъекта, при 

этом субъект выбран из группы, состоящей из мыши, крысы, обезьяны, собаки и человека. 

V. Нуклеиново-кислотные последовательности по изобретению 

Согласно другому аспекту настоящее изобретение относится к выделенным полинуклеотидным по-

следовательностям, кодирующим полипептидные композиции химерного полипептидного комплекса, и 

последовательностям, комплементарным последовательностям молекул полинуклеотидов, кодирующим 

полипептидные композиции химерного полипептидного комплекса. 

В некоторых воплощениях изобретения предложены полинуклеотиды, кодирующие воплощения 

композиций химерного полипептидного комплекса, описанные в данном изобретении, или последова-

тельности, комплементарные данной полинуклеотидной последовательности. В других воплощениях 

изобретения предложены выделенные полинуклеотидные последовательности, кодирующие первую 

часть, или вторую часть, или третью часть по любому из воплощений, описанных в данном изобретении, 

или последовательности, комплементарные данным полинуклеотидным последовательностям. В одном 

из воплощений изобретения предложена выделенная полинуклеотидная последовательность, кодирую-

щая химерный полипептидный комплекс в виде слитого белка, состоящего из аминокислотной последо-

вательности, имеющей по меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичность по-

следовательности с аминокислотной последовательностью, приведенной в табл. 10 или 12, или последо-

вательность, комплементарная данной полинуклеотидной последовательности. В одном из воплощений 

изобретения предложена выделенная полинуклеотидная последовательность, кодирующая композицию 

химерного полипептидного комплекса, при этом данная полинуклеотидная последовательность имеет по 

меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичность последовательности с полинук-

леотидной последовательностью, приведенной в табл. 10 или 14. 

В другом воплощении изобретения предложена выделенная полинуклеотидная последовательность, 

кодирующая связывающуюся с Т-клеткой композицию, содержащую последовательность, имеющую по 

меньшей мере 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичность последовательности с полинук-

леотидной последовательностью, приведенной в табл. 7, или последовательность, комплементарная дан-

ной полинуклеотидной последовательности. 

Согласно другому аспекту изобретение относится к способам получения полинуклеотидных после-

довательностей, кодирующих воплощения композиций химерного полипептидного комплекса, или по-

следовательностей, комплементарных данным полинуклеотидным последовательностям, включая их 

гомологичные варианты, а также способам экспрессии слитых белков, кодируемых данными полинук-

леотидными последовательностями. В общем случае, такие способы включают получение полинуклео-

тидной последовательности, кодирующей компоненты белковой композиции химерного полипептидного 

комплекса, и экспрессию полученного генного продукта, и сборку нуклеотидов, кодирующих данные 

компоненты, лигирование компонентов в рамке считывания и встраивание такого кодирующего гена в 

экспрессирующий вектор, подходящий для клетки-хозяина. Чтобы получить кодируемый слитый белок 

на основе химерного полипептидного комплекса, способ включает трансформацию соответствующей 

клетки-хозяина экспрессирующим вектором и культивирование клетки-хозяина в условиях, вызывающих 

или позволяющих осуществлять экспрессию получающегося слитого белка в трансфицированной клетке-

хозяине, с получением тем самым полипептида в виде слитого белка, который выделяют методами, из-

ложенными в данном описании, или стандартными методами очистки белков, известными в данной об-

ласти техники. Для получения полинуклеотидов и экспрессирующих векторов по настоящему изобрете-

нию используют стандартные рекомбинантные методы молекулярной биологии. 
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В соответствии с данным изобретением, нуклеиново-кислотные последовательности (или компле-

ментарные им последовательности), кодирующие композиции химерного полипептидного комплекса, 

используют для получения молекул рекомбинантной ДНК, которые направляют экспрессию в соответст-

вующих клетках-хозяевах. Для осуществления настоящего изобретения подходят несколько стратегий 

клонирования, многие из которых используют для создания конструкции), которая содержит ген, коди-

рующий композицию по настоящему изобретению, или комплементарную этому гену последователь-

ность. В одном из воплощений стратегию клонирования применяют для создания гена, который кодиру-

ет конструкцию химерного полипептидного комплекса, гена, который содержит нуклеотиды, кодирую-

щие химерный полипептидный комплекс, и который используют для трансформации клетки-хозяина с 

цель экспрессии данной композиции. В упомянутых ранее воплощениях, описанных выше в этом абзаце, 

гены могут содержать нуклеотиды, кодирующие связывающие группировки, отделяемые сегменты и 

объемные группировки в конфигурациях, описанных в данном изобретении. 

Согласно одному из подходов сначала получают конструкцию, содержащую последовательность 

ДНК, соответствующую конструкции химерного полипептидного комплекса. Типичные способы полу-

чения таких конструкций описаны в разделе Примеры. Затем эту конструкцию используют для создания 

экспрессирующего вектора, подходящего для трансформации клетки-хозяина, такой как прокариотиче-

ская клетка-хозяин, с целью экспрессии и выделения конструкции химерного полипептидного комплек-

са. Там, где это желательно, клеткой-хозяином является Е.coli. Типичные способы создания экспресси-

рующих векторов, трансформации клеток-хозяев и экспрессии и выделения XTEN описаны в разделе 

примеры. 

Ген, кодирующий конструкцию химерного полипептидного комплекса, может быть создан за одну 

или несколько стадий либо полностью синтетическим путем, либо посредством синтеза, объединенного с 

ферментативными методами, такими как опосредуемое ферментами рестрикции клонирование, ПЦР и 

удлинение с перекрыванием, включая способы, более полно описанные в разделе Примеры. Способы, 

изложенные в данном описании, можно использовать, например, для лигирования последовательностей 

полинуклеотидов, кодирующих различные компоненты (например, связывающие домены, линкеры, от-

деляемые сегменты и XTEN), гены желаемой длины и последовательности. Гены, кодирующие компози-

ции химерного полипептидного комплекса, компонуют из олигонуклеотидов с использованием стан-

дартных методов синтеза генов. Конструирование генов может быть выполнено с использованием алго-

ритмов, в которых оптимизированы частота использования кодонов и состав аминокислот, соответст-

вующий клетке-хозяине Е.coli, применяемой для продуцирования химерного полипептидного комплекса. 

Согласно одному из способов по изобретению создают библиотеку полинуклеотидов, кодирующих ком-

поненты таких конструкций, и затем компонуют так, как описано выше. Далее полученные гены компо-

нуют, и эти полученные гены используют для трансформации клетки-хозяина, а также получения и вы-

деления композиций химерного полипептидного комплекса для оценки их свойств, как изложено в дан-

ном описании. 

Затем полученные полинуклеотиды, кодирующие последовательности химерного полипептидного 

комплекса, можно клонировать отдельно в экспрессирующий вектор. Нуклеиново-кислотную последова-

тельность встраивают в вектор, используя различные методики. В общем случае, ДНК встраивают в со-

ответствующий(ие) сайт(ы) эндонуклеаз рестрикции, используя методы, известные в данной области 

техники. Как правило, компоненты векторов включают, но не ограничиваются этим, одну или более чем 

одну сигнальную последовательность, ориджин репликации, один или более маркерных генов, энхансер-

ный элемент, промотор и последовательность терминации транскрипции. При конструировании подхо-

дящих векторов, содержащих один или более чем один из этих компонентов, применяют стандартные 

методы лигирования, которые известны специалисту в данной области. Такие методы хорошо известны в 

данной области техники и хорошо описаны в научной и патентной литературе. Общедоступными явля-

ются различные векторы. Вектор может быть, например, в форме плазмиды, космиды, вирусной частицы 

или фага, которые подходящим образом могут быть подвергнуты методикам рекомбинантной ДНК, и 

выбор вектора часто будет зависеть от клетки-хозяина, в которую он должен быть введен. Так, вектор 

может представлять собой автономно реплицирующийся вектор, т.е. вектор, существующий как внехро-

мосомный объект, репликация которого не зависит от репликации хромосомы, например, может пред-

ставлять собой плазмиду. Альтернативно, вектором может быть такой вектор, который после введения в 

клетку-хозяина интегрируется в геном клетки-хозяина и реплицируется вместе с хромосомой(ами), в ко-

торую(ые) он был интегрирован. 

Для регулирования экспрессии полипептида согласно изобретению предложено применение плаз-

мидных экспрессирующих векторов, содержащих реплицируемые и регуляторные последовательности, 

которые совместимы с клеткой-хозяином и распознаются ею и которые функционально связаны с геном, 

кодирующим данный полипептид. Обычно такой вектор несет сайт репликации, а также последователь-

ности, кодирующие белки, которые способны обеспечить проведение фенотипического отбора в транс-

формированных клетках. Такие последовательности в векторах хорошо известны для ряда бактерий, 

дрожжей и вирусов. Полезные экспрессирующие векторы, которые могут быть использованы, включают, 

например, сегменты хромосомных, нехромосомных и синтетических последовательностей ДНК. Термин 
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"экспрессирующий вектор" относится к конструкции на основе ДНК, содержащей последовательность 

ДНК, которая функционально связана с подходящей регуляторной последовательностью, способной воз-

действовать на экспрессию ДНК, кодирующей полипептид в подходящем хозяине. Необходимо, чтобы 

векторы были реплицируемыми и стабильными в выбранной клетке-хозяине. При желании можно ис-

пользовать низко- и высококопийные векторы. 

Подходящие векторы включают, но не ограничиваются этим, производные на основе SV40 (обезья-

ний вирус 40) и pcDNA и известные бактериальные плазмиды, такие как ColE1, pCR1, pBR322, pMal-C2, 

pET, pGEX, которые описаны в Smith et al., Gene, 57: 31-40 (1988), pMB9 и их производные, такие плаз-

миды, как RP4, фаговые ДНК, такие как многочисленные производные фага I, такие как NM989, а также 

другие фаговые ДНК, такие как М13 и одноцепочечные ДНК нитчатых фагов; плазмиды дрожжей, такие 

как 2-х микронная плазмида или производные 2-х микронной плазмиды, а также содержащие участок 

центромеры и интегративные дрожжевые челночные векторы; векторы, пригодные для использования в 

эукариотических клетках, например, векторы, пригодные для использования в клетках насекомых или 

млекопитающих; векторы, происходящие из комбинации плазмидных и фаговых ДНК, такие как плазми-

ды, которые были модифицированы для использования фаговой ДНК или регулирующих экспрессию 

последовательностей, и тому подобное. Системы экспрессии дрожжей, которые также могут быть ис-

пользованы в настоящем изобретении, включают, но не ограничиваются этим, вектор без вставки pYES2 

(Invitrogen), вектор со вставкой pYESHisA, В, С (Invitrogen), векторы pRS и тому подобное. Регулятор-

ные последовательности данного вектора включают промотор, необходимый для осуществления транс-

крипции, возможно последовательность оператора для регуляции такой транскрипции, последователь-

ность, кодирующую подходящие сайты связывания рибосомы с мРНК, и последовательности, регули-

рующие терминацию транскрипции и трансляции. Промотором может быть любая последовательность 

ДНК, которая демонстрирует транскрипционную активность в выбранной клетке-хозяине и может про-

исходить из генов, кодирующих белки, которые являются либо гомологичными, либо гетерологичными 

белкам клетки-хозяина. Промоторы, подходящие для применения в экспрессирующих векторах с прока-

риотическими хозяевами, включают системы промоторов Р-лактамазы и лактозы (Chang et al., Nature, 

275: 615 (1978); Goeddel et al., Nature, 281: 544 (1979)), системы промоторов щелочной фосфатазы и 

триптофана (trp) (Goeddel, Nucleic Acid Res., 8: 4057 (1980); ЕР 36776) и гибридные промоторы, такие как 

tac промотор (deBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80: 21-25 (1983)), все они функционально связаны с 

ДНК, кодирующей полипептиды CFXTEN. Промоторы для применения в бактериальных системах также 

могут содержать последовательность Шайна-Дальгарно (S.D.), функционально связанную с ДНК, коди-

рующей полипептиды химерного полипептидного комплекса. 

VI. Способы получения композиций по изобретению 

Согласно другому аспекту изобретение относится к способам получения композиций химерного 

полипептидного комплекса с высокими уровнями экспрессии функционального белка при ферментации с 

использованием Е.coli в качестве клетки-хозяина, а также способам получения экспрессирующих векто-

ров, кодирующих данные конструкции, полезные для способов получения цитотоксически активных 

композиций полипептидных конструкций с высокими уровнями экспрессии. 

В одном из воплощений способ включает стадии 1) получения полинуклеотида, кодирующего хи-

мерный полипептидный комплекс в виде слитого белка по любому из воплощений, описанных в данном 

изобретении, 2) клонирования данного полинуклеотида в экспрессирующий вектор, который может 

представлять собой плазмиду или другой вектор, под контролем соответствующих регулирующих транс-

крипцию и трансляцию последовательностей с целью получения высоких уровней экспрессии белка в 

биологической системе, 3) трансформации соответствующей клетки-хозяина Е.coli экспрессирующим 

вектором и 4) культивирования клетки-хозяина в традиционных питательных средах в условиях, подхо-

дящих для экспрессии композиции химерного полипептидного комплекса. Там, где это желательно, 

клетка-хозяин Е.coli представляет собой клетку из линии BL21 Gold. Согласно данному способу экспрес-

сия химерного полипептидного комплекса в виде слитого белка приводит к получению при ферментации 

титров, составляющих по меньшей мере 0,1 г/л, или по меньшей мере 0,2 г/л, или по меньшей мере 0,3 

г/л, или по меньшей мере 0,5 г/л, или по меньшей мере 0,6 г/л, или по меньшей мере 0,7 г/л, или по 

меньшей мере 0,8 г/л, или по меньшей мере 0,9 г/л, или по меньшей мере 1 г/л для экспрессированного 

слитого белка как компонента неочищенного продукта экспрессии клетки-хозяина, и при этом по мень-

шей мере 70%, или по меньшей мере 80%, или по меньшей мере 90%, или по меньшей мере 95%, или по 

меньшей мере 97%, или по меньшей мере 99% первого и второго связывающих доменов экспрессиро-

ванного слитого белка являются правильно свернутыми. Использованный в данном описании термин 

"правильно свернутый" означает, что связывающий домен белка обладает способностью специфичено 

связываться со своим целевым лигандом. В другом воплощении изобретения предложен способ получе-

ния композиции химерного полипептидного комплекса, включающий культивирование в ферментацион-

ной реакционной смеси клетки-хозяина, которая содержит вектор, кодирующий полипептид, содержа-

щий композиции химерного полипептидного комплекса, в условиях, эффективных для экспрессии поли-

пептидного продукта в концентрации, превышающей примерно 10 миллиграммов/грамм клетки-хозяина 

по сухому весу (мг/г), или по меньшей мере примерно 250 мг/г, или примерно 300 мг/г, или примерно 
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350 мг/г, или примерно 400 мг/г, или примерно 450 мг/г, или примерно 500 мг/г, для указанного поли-

пептида, когда ферментационная реакционная среда достигает оптической плотности по меньшей мере 

130 единиц при длине волны 600 нм, и при этом первый и второй связывающие домены экспрессирован-

ного слитого белка являются правильно свернутыми. В другом воплощении изобретения предложен спо-

соб получения композиции химерного полипептидного комплекса, включающий культивирование в 

ферментационной реакционной смеси клетки-хозяина, которая содержит вектор, кодирующий полипеп-

тид, содержащий композиции химерного полипептидного комплекса, в условиях, эффективных для экс-

прессии полипептидного продукта, в концентрации, превышающей примерно 10 миллиграммов/грамм 

клетки-хозяина по сухому весу (мг/г), или по меньшей мере примерно 250 мг/г, или примерно 300 мг/г, 

или примерно 350 мг/г, или примерно 400 мг/г, или примерно 450 мг/г, или примерно 500 мг/г, для ука-

занного полипептида, когда ферментационная реакционная среда достигает оптической плотности по 

меньшей мере 130 единиц при длине волны 600 нм, и при этом экспрессированный полипептид продукт 

является растворимым. 

Далее приведены примеры композиций, способов и схем лечения по изобретению. Очевидно, что на 

практике могут быть осуществлены различные другие воплощения с учетом приведенного выше общего 

описания. 

Примеры 

Пример 1. Создание конструкции ProTIA, содержащей анти-ЕрСАМ-анти-CD3-XTEN с отделяемым 

сегментом и XTEN. 

Ген, кодирующий тандемный анти-ЕрСАМ-анти-CD3 scFv, за которым следует одна из мультиспе-

цифичных последовательностей отделяемого сегмента (BSRS-1, аминокислотная последовательность 

LSGRSDNHSPLGLAGS), синтезировали в Genescript, при этом введенные сайты рестрикции NdeI и BsaI 

совместимы с сайтами NdeI и BsaI в принимающем векторе pBR322-XTEN864. Фрагменты расщепленно-

го рестриктазами гена, содержащие тандемный анти-ЕрСАМ-анти-CD3 scFv и BSRS-1, лигировали в 

вектор pBR322-XTEN864, используя Т4 ДНК-лигазу, и использовали для трансформации клеток линии 

BL21 Gold (New England Biolabs). Проводили скрининг трансформантов, используя набор DNA MiniPrep, 

и последовательность желаемой конструкции подтверждали секвенированием ДНК. Полученный в итоге 

вектор содержит последовательность, кодирующую молекулу ProTIA, содержащую компоненты (в на-

правлении от N- к С-концу) биспецифичного тандемного анти-ЕрСАМ-анти-CD3 scFv вместе с BSRS-1 в 

качестве отделяемого сегмента, слитую с геном XTEN_864 под контролем промотора PhoA (щелочная 

фосфатаза) и с сигнальной последовательностью STII (термостабильный энтеротоксин II). Полученная 

конструкция обозначается как АС1278, при этом соответствующая ей последовательность ДНК и коди-

руемая аминокислотная последовательность представлены в табл. 10. 

Другую конструкцию анти-ЕрСАМ-анти-CD3-ХТЕМ с отделяемым сегментом, обозначенную как 

АС1476, вместе с последовательностью ДНК и кодируемой аминокислотной последовательностью, так-

же представленными в табл. 10, конструировали аналогичным образом в векторе pYS0044-XTEN864-H6 

в качестве базового вектора. 

Подчеркнутая последовательность представляет собой сигнальный пептид, который отщепляется в 

процессе секреции и отсутствует в конечном зрелом белке. 
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Таблица 10 

Последовательность ДНК и аминокислотная последовательность конструкций  

АС1278 и АС1476 анти-ЕрСАМ-анти-CD3-XTEN с отделяемым сегментом 
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* Подчеркнутый пептид представляет собой сигнальный пептид. 

Пример 2. Получение нерасщепленной и расщепленной конструкции His8-aEpCAM-aCD3-BSRS1-

XTEN864 из ферментируемой культуры Е.coli. 

1) Экспрессия и очистка конструкции His8-aEpCAM-aCD3-BSRS1-XTEN864 из ферментируемой 

культуры Е.coli. 

Слитый белок АС1278 (MKKNIAFLLASMFVFSIATNAYA-His(8)-aEpCAM-aCD3-BSRS1-

XTEN_AE864) экспрессировали в запатентованном Amunix штамме Е.coli AmE098. Ферментируемую 

культуру в объеме 10 л растили при 37°С, и температуру понижали до 26°С после прекращения подпитки 

солями. В процессе сбора ферментационный бульон целиком центрифугировали для осаждения клеток. 

Супернатант собирали и далее использовали флокуляцию под действием кислоты для уменьшения со-

держания эндотоксина и примесей белков клетки-хозяина. Используя 1 М раствор уксусной кислоты, рН 

супернатанта постепенно уменьшали до значения 4,5 и супернатант оставляли инкубироваться при ком-

натной температуре в течение 30 мин. Затем рН обратно повышали до значения 7,5, используя 2 М рас-

твор NaOH, и супернатант выдерживали в течение ночи при 4°С. На следующий день супернатант филь-

тровали, используя фильтровальную ячейку 3М LifeAssure с размером пор 0,20 мкм. 

Чтобы убедиться в целостности N-конца с аффинной His-меткой, в качестве первой стадии исполь-

зовали стадию с аффинной хроматографией с захватом на колонке с иммобилизованным металлом. В 

пять корпусов колонок RedisepRf 25G емкостью по 10 мл (Teledyne Isco) упаковывали по 10 мл смолы 

ToyoPearl-AF-Chelate 650M (TOSOH Biosciences). Содержимое колонок дезинфицировали 0,5 М раство-

ром NaOH, тщательно промывали дистиллированной водой, затем вносили 0,1 М раствор Ni2SO4 и урав-

новешивали уравновешивающим буфером (20 мМ трис, 250 мМ NaCl, рН 7,5) в количестве 5 объемов 

колонки (CV). Ввиду того, что точка помутнения тритона Х-114 составляет 23°С, тритон-содержащий 

буфер для промывки (20 мМ трис, 100 мМ NaCl, 0,1% тритона Х-114, рН 7,5) и буфер для 2-й промывки 

(20 мМ Трис, 100 мМ NaCl, рН 7,5) готовили заранее, хранили при 4°С и выдерживали на льду в процес-

се применения. По окончании уравновешивания колонки в колонку загружали супернатант. После про-

пускания в количестве 3 CV уравновешивающего буфера в качестве вытеснителя колонку промывали 

холодным тритон-содержащим буфером для промывки в количестве 10 CV с целью уменьшения содер-

жания эндотоксина, затем холодным буфером для 2-й промывки в количестве 10 CV с целью удаления 



038329 

- 147 - 

тритона Х-114. Затем белок элюировали с колонки элюирующим буфером (20 мМ трис, 100 мМ NaCl, 

150 мМ имидазол, рН 7,5) в количестве 3 CV и собирали фракции в объеме 1 CV (10 мл). Чтобы умень-

шить окисление белка, при каждом элюировании в буфер добавляли 5 мМ EDTA. Фракции, соответст-

вующие загрузке, проскоку (FT) и элюированию, анализировали посредством SDS-PAGE в невосстанав-

ливающих условиях в 4-12%-ом бис-трис-геле и окрашивания кумасси. На основании представленных на 

геле результатов фракции, элюированные в CV1 и CV2, сохраняли для дальнейшей обработки (фиг. 

14А). 

В качестве последующей стадии тонкой очистки была выбрана стадия с гидрофобной хроматогра-

фией (HIC). В два корпуса колонок RedisepRf 25G емкостью по 20 мл (Teledyne Isco) упаковывали по 20 

мл смолы Toyopearl-Phenyl-650M (TOSOH Biosciences). Содержимое колонок дезинфицировали 0,5 М 

раствором NaOH, тщательно промывали дистиллированной водой и уравновешивали буфером А (20 мМ 

трис, 1 М (NH4)2SO4, pH 7,5) в количестве 5 CV. Элюирующие буферы, содержащие 75% буфера А, 50% 

буфера А и 25% буфера А, готовили заранее путем смешивания соответствующих объемов буфера А и 

буфера В (20 мМ трис, рН 7,5). Фракции, элюированные при проведении IMAC в CV 1 и 2 с колонок на 

предыдущей стадии, объединяли вместе и добавляли сульфат аммония до конечной концентрации 1 М, 

после чего загружали в предварительно уравновешенные фенильные колонки. После загрузки и вытесне-

ния буфером А в количестве 3 CV вещество с колонки элюировали буферами, содержащими 75% буфера 

А, 50% буфера А, 25% буфера А и 0% буфера А в количестве 3 CV каждого. Фракции, соответствующие 

загрузке, проскоку и элюированию, анализировали посредством SDS-PAGE в невосстанавливающих ус-

ловиях в 4-12%-ом бис-трис геле и окрашивания кумасси. На основании представленных на геле резуль-

татов фракции, элюированные в CV 1-2 при пропускании 750 мМ (NH4)2SO4 (заключенные в рамку), 

объединяли для дальнейшей обработки (фиг. 14В). 

Чтобы убедиться в целостности С-концевой части XTEN и для дальнейшего уменьшения содержа-

ния эндотоксина, в качестве заключительной стадии тонкой очистки была выбрана стадия с анионооб-

менной хроматографией. В корпус колонки XK16 системы AKTApurifier упаковывали 5 мл смолы Capto 

Q Impress (GE Healthcare), содержимое дезинфицировали 0,5 М раствором NaOH, тщательно промывали 

дистиллированной водой, отмывали буфером В (20 мМ трис, 500 мМ NaCl, pH 7,5) в количестве 2 CV и 

уравновешивали буфером А (20 мМ трис, рН 7,5) в количестве 5 CV. Объединенные фракции, элюиро-

ванные при проведении HIC, разбавляли в 4 раза, после чего наносили на колонку. Затем колонку про-

мывали 30%-ным буфером В в количестве 3 CV и элюировали, используя градиент от 30 до 70% буфера 

В в количестве 15 CV. В ходе элюирования собирали фракции объемом 
1
/2 CV (по 2,5 мл). Фракции, со-

ответствующие загрузке, проскоку и элюированию, далее анализировали посредством SDS-PAGE в не-

восстанавливающих условиях и окрашивания кумасси для определения фракций с целью их объединения 

для приготовления (фиг. 14С). 

2) Приготовление и определение характеристик. 

Желаемые элюированные фракции (заключенные в рамку на фиг. 14С) концентрировали и прово-

дили замену буфера на 50 мМ трис, 150 мМ NaCl, pH 7,5. Приготовленный продукт подвергали стериль-

ному фильтрованию (0,2 мкм). Для выпущенной партии с целью определения качества продукта исполь-

зовали анализ посредством гель-проникающей хроматографии и SDS-PAGE анализ. Для проведения ана-

лиза посредством SEC в аналитическую колонку для SEC вводили 10 мкг приготовленного продукта, 

подтверждая содержание продукта более 95% в виде мономера (фиг. 15A). SDS-PAGE анализ проводили, 

нанося 5 мкг приготовленного продукта на 4-12%-ный бис-трис гель и окрашивая кумасси синим. Чисто-

та продукта превышала 90% (фиг. 15В). 

3) Активация и хранение фермента. 

Рекомбинантная мышиная ММР-9 поступала от R&D Systems в виде зимогена, и для ее активации 

требовалась обработка 4-аминофенилацетатом ртути (АРМА). АРМА сначала растворяли в 0,1 М рас-

творе NaOH до конечной концентрации 10 мМ, после чего рН подводили до нейтрального значения, ис-

пользуя 0,1н. раствор HCl. Дальнейшее разбавление исходного раствора АРМА до концентрации 2,5 мМ 

выполняли в 50 мМ трис-буфере, содержащем 150 мМ NaCl, 10 мМ CaCl2, рН 7,5. Чтобы активировать 

про-ММР, инкубировали 1 мМ АРМА и про-ММР-9 в концентрации 100 мкг/мл при 37°С в течение 3 ч. 

Активированный фермент с добавленным до конечной концентрации 50% глицерином затем можно хра-

нить при -20°С в течение нескольких недель. 

4) Расщепление His(8)-aEpCAM-aCD3-BSRS1-XTEN864 под действием ММР-9. 

Чтобы получить отщепленный фрагмент ProTIA-A aEpCAM-aCD3, 9,12 мг приготовленного про-

дукта His(8)-aEpCAM-aCD3-BSRS1-XTEN864 (ProTIA-X) инкубировали в течение 2 ч при 37°С в реак-

ционной смеси, содержащей 10 мМ CaCl2 и активную рекомбинантную мышиную ММР-9 (R&D 

Systems) в молярном соотношении фермента к субстрату 1:2237. Чтобы подтвердить специфичность 

расщепления в BSRS1, 5 мкг нерасщепленного и расщепленного под действием ММР-9 продукта анали-

зировали с использованием SDS-PAGE на 4-12%-ом бис-трис-геле с последующим окрашиванием кумас-

си синим. Применение окрашивания кумасси синим позволяло визуализировать полноразмерный про-

дукт His8-aEpCAM-aCD3-BSRS1-XTEN864 (ProTIA-X) до расщепления под действием ММР-9 и отщеп-

ленный фрагмент His8-aEpCAM-aCD3 (ProTIA-A) после расщепления под действием ММР-9 (фиг. 16А). 
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5) Очистка отщепленного фрагмента His(8)-aEpCAM-aCD3, ProTIA-A, после расщепления под дей-

ствием ММР-9. 

После подтверждения факта расщепления под действием ММР-9 в BSRS1, для удаления ММР-9 

использовали аффинную хроматографию на колонке с иммобилизованным металлом. В полипропилено-

вый корпус колонки емкостью 5 мл (ThermoScientific) упаковывали 2 мл смолы ToyoPearl-AF-Chelate 

650M (TOSOH Biosciences). Колонку уравновешивали уравновешивающим буфером (20 мМ трис, 250 

мМ NaCl, pH 7,5) в количестве 5 CV. Затем подвергнутую расщеплению смесь загружали в колонку. По-

сле загрузки и вытеснения уравновешивающим буфером в количестве 1 CV колонку промывали уравно-

вешивающим буфером в количестве 3 CV. Белок элюировали с колонки элюирующим буфером (20 мМ 

трис, 100 мМ NaCl, 150 мМ имидазол, рН 7,5) в количестве 3 CV и собирали фракции по 1 CV (2 мл). 

Фракции, соответствующие загрузке, проскоку и элюированию, анализировали посредством SDS-PAGE 

в невосстанавливающих условиях в 4-12%-ом бис-трис-геле и окрашивания кумасси для определения 

элюированных фракций, содержащих ProTIA-A (фиг. 16В). 

6) Приготовление и определение характеристик отщепленного фрагмента His(8)-aEpCAM-aCD3. 

Желаемые элюированные фракции (заключенные в рамку на фиг. 16В) концентрировали и прово-

дили замену буфера на 50 мМ трис, 150 мМ NaCl, pH 7,5. Для выпущенной партии с целью определения 

качества продукта использовали анализ посредством гель-проникающей хроматографии и SDS-PAGE 

анализ. Для проведения анализа посредством SEC в аналитическую колонку для SEC вводили 10 мкг 

продукта, подтверждая содержание продукта более 95% в виде мономера (фиг. 17А). Для проведения 

SDS-PAGE анализа на 4-12%-ный бис-трис-гель наносили 5 мкг продукта, подтверждая наличие продук-

та с чистотой более 90%. Чистота продукта превышала 90% (фиг. 17В). 

Пример 3. Получение нерасщепленной и расщепленной конструкции АС1476, аЕрСАМ-aCD3-

BSRS1-XTEN AE864-His(6), из ферментируемой культуры Е.coli. 

1) Экспрессия и очистка конструкции АС1476, aEpCAM-aCD3-BSRS1-XTEN_AE864-His(6), из 

ферментируемой культуры Е.coli. 

Слитый белок АС1476 (MKKNIAFLLASMFVFSIATNAYA-aEpCAM-aCD3-BSRS1-XTEN_AE864-

His(6)) экспрессировали в запатентованном Amunix штамме Е.coli AmE098. Ферментируемую культуру в 

объеме 10 л растили при 37°С и температуру смещали до 28°С после прекращения подпитки солями. В 

процессе сбора ферментационный бульон целиком центрифугировали для осаждения клеток. Суперна-

тант фильтровали, используя фильтровальную ячейку 3М LifeAssure с размером пор 0,20 мкм. В корпус 

колонки XK50 упаковывали 100 мл смолы ToyoPearl-AF-Chelate-650M (TOSOH Biosciences) и колонку 

присоединяли к перистальтическому насосу при 4°С. Содержимое колонки дезинфицировали 0,5 М рас-

твором NaOH, тщательно промывали дистиллированной водой, заполняли 0,1 М раствором Ni2SO4 и 

уравновешивали уравновешивающим буфером (20 мМ трис, 250 мМ NaCl, pH 7,5) в количестве 5 CV. По 

окончании уравновешивания колонки в колонку загружали супернатант, затем выполняли промывку 

тритон-содержащим буфером, 2-ю промывку и элюирование способом, аналогичным описанному выше в 

примере 2-1. Элюированные фракции собирали в объеме 
1
/4 CV (25 мл) и добавляли EDTA до конечной 

концентрации 5 мМ с целью хелатирования свободных ионов никеля. Фракции, соответствующие за-

грузке, проскоку и элюированию, анализировали посредством SDS-PAGE в невосстанавливающих усло-

виях в 4-12%-ом бис-трис-геле и окрашивания кумасси. На основании представленных на геле результа-

тов элюированные фракции 2-5 (заключенные в рамку) сохраняли для дальнейшей обработки (фиг. 18А). 

В качестве последующей стадии тонкой очистки была выбрана стадия с гидрофобной хроматогра-

фией (HIC). В корпус колонки XK24 системы AKTApurifier упаковывали 50 мл смолы Toyopearl-Phenyl-

650M (TOSOH Biosciences). Содержимое колонок дезинфицировали 0,5 М раствором NaOH, тщательно 

промывали дистиллированной водой и уравновешивали буфером А (20 мМ трис, 1 М (NH4)2SO4, pH 7,5) 

в количестве 5 CV. Желаемые фракции, элюированные с колонки при проведении IMAC на предыдущей 

стадии, объединяли вместе и добавляли сульфат аммония до конечной концентрации 1 М, после чего 

загружали в колонку. Элюированные фракции собирали в объеме 
1
/2 CV (25 мл), применяя для элюиро-

вания градиент от 100% до 50% буфера А в количестве 10 CV. Фракции, соответствующие загрузке, про-

скоку и элюированию, анализировали посредством SDS-PAGE в невосстанавливающих условиях в 4-

12%-ом бис-трис-геле и окрашивания кумасси. На основании представленных на геле результатов фрак-

ции, элюированные фракции, заключенные в рамку, объединяли для дальнейшей обработки (фиг. 18В). 

В качестве заключительной стадии тонкой очистки была выбрана стадия с анионообменной хрома-

тографией. В корпус колонки XK24 упаковывали 30 мл смолы Capto Q Impress (GE Healthcare), содер-

жимое дезинфицировали 0,5 М раствором NaOH, тщательно промывали дистиллированной водой, отмы-

вали буфером В (20 мМ трис, 500 мМ NaCl, рН 7,5) в количестве 2 CV и уравновешивали буфером А (20 

мМ трис, рН 7,5) в количестве 5 CV. В объединенных элюированных фракциях проводили замену буфе-

ра, используя модуль для ультрафильтрации Pellicon XL с мембраной Biomax (10 кДа), на 20 мМ трис, 

рН 7,5, до тех пор, пока удельная электропроводность пермеата не составляла 8 мСм/см (миллиси-

менс/см). Пермеат загружали в колонку Capto Q Impress и колонку затем промывали 10%-ным и 20%-

ным буфером В в количестве 3 CV. Элюированные фракции собирали в объеме 
1
/4 CV (7,5 мл), применяя 

для элюирования градиент от 20% до 70% буфера В в количестве 10 CV. Фракции, соответствующие за-
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грузке, проскоку и элюированию, анализировали посредством SDS-PAGE в невосстанавливающих усло-

виях в 4-12%-ом бис-трис-геле и окрашивания кумасси. На основании представленных на геле результа-

тов отобранные элюированные фракции (заключенные в рамку) объединяли для приготовления (фиг. 

18С). 

2) Приготовление и определение характеристик конструкции aEpCAM-aCD3-BSRS1-XTEN864-

His(6). 

Желаемые элюированные фракции концентрировали и проводили замену буфера на 50 мМ трис, 

150 мМ NaCl, рН 7,5. Для выпущенной партии с целью определения качества продукта использовали 

протокол, установленный в примере 2 для анализа посредством SEC (фиг. 19А) и SDS-PAGE (фиг. 19В). 

В дополнение к этому, на 4-12%-ный бис-трис-гель загружали по 2 мкг образцов для проведения SDS-

PAGE в невосстанавливающих условиях с последующим окрашиванием серебром (фиг. 19С). Помимо 

этого, результаты SEC использовали для определения кажущейся молекулярной массы и фактора кажу-

щейся молекулярной массы (относительно фактической молекулярной массы), а также гидродинамиче-

ского радиуса aEpCAM-aCD3-BSRS1-XTEN864-His(6). Измеренное значение кажущейся молекулярной 

массы составляло 1,7 МДа, из чего следует значение фактора кажущейся молекулярной массы 12,3 и рас-

считанное значение гидродинамического радиуса 10,8 нм. 

Для дальнейшей идентификации данной молекулы использовали метод масс-спектрометрии с элек-

трораспылительной ионизацией (ESI-MS), и экспериментально определенное значение массы составляло 

138652 Да, при этом Амасс (отклонение от среднего значения массы) составляло +1 Да по сравнению с 

теоретически рассчитанной молекулярной массой 138651 Да (фиг. 20А). При проведении аналитической 

катионообменной хроматографии 10 мкг образца загружали в колонку Bio SCX (сильный катионообмен-

ник) NP3 от Agilent с использованием 20 мМ ацетата натрия, рН 4,5, в качестве подвижной фазы А и 20 

мМ ацетата натрия, содержащего 1 М хлорид натрия, рН 4,5, в качестве подвижной фазы В. В ходе раз-

деления применяли линейный градиент 0-100% В в течение 20 мин и регистрировали только один от-

дельный основной пик (фиг. 20В). 

4) Расщепление aEpCAM-aCD3-BSRS1-XTEN864-His(6) под действием ММР-9. 

Следуя описанному в примере 2 протоколу активации ММР-9 и расщепления, проводили расщеп-

ление 20 мг конструкции aEpCAM-aCD3-BSRS1-XTEN864-His(6) (ProTIA-X), однако при этом для ак-

тивной рекомбинантной мышиной ММР-9 использовали молярное соотношение фермента к субстрату, 

составляющее только 1:6000. Нерасщепленный и расщепленный продукты анализировали посредством 

SDS-PAGE (фиг. 21А). 

5) Очистка расщепленного aEpCAM-aCD3-BSRS1-XTEN864-His(6) после расщепления под дейст-

вием ММР-9. 

После подтверждения факта расщепления под действием ММР-9 в BSRS1, для удаления отщеплен-

ного свободного XTEN и нерасщепленного ProTIA-X использовали анионообменную хроматографию. В 

два полипропиленовых корпуса колонок емкостью по 5 мл (ThermoScientific) упаковывали смолу Macro-

Cap Q (GE Healthcare) по 3 мл в каждый, содержимое дезинфицировали в режиме CIP (промыка на месте) 

(0,5 М раствор NaOH, 1M NaCl), тщательно промывали дистиллированной водой, отмывали буфером В 

(20 мМ трис, 500 мМ NaCl, рН 7,5) в количестве 2 CV и уравновешивали буфером А (20 мМ трис, рН 7,5) 

в количестве 5 CV. Подвергнутую расщеплению смесь загружали в колонку. После загрузки и вытесне-

ния буфером А в количестве 1 CV вещество с колонки элюировали 150, 200, 250, 300 и 500 мМ раство-

рами NaCl в количестве по 2 CV каждого. Фракции, соответствующие загрузке, проскоку и элюирова-

нию, анализировали посредством SDS-PAGE в невосстанавливающих условиях и окрашивания кумасси 

для определения фракций, содержащих ProTIA-А (фиг. 21В). 

6) Приготовление и определение характеристик отщепленного фрагмента aEpCAM-aCD3. 

Желаемые ProTIA-A-содержащие фракции концентрировали и проводили замену буфера на 50 мМ 

трис, 150 мМ NaCl, pH 7,5. Для выпущенной партии с целью определения качества продукта использова-

ли протокол, установленный в примере 2 для анализа посредством SEC (фиг. 22А) и SDS-PAGE (фиг. 

22В). В дополнение к этому, на 4-12%-ный бис-трис-гель загружали по 2 мкг образцов для проведения 

SDS-PAGE в невосстанавливающих условиях с последующим окрашиванием серебром (фиг. 22С). По-

мимо этого, результаты SEC использовали для определения кажущейся молекулярной массы и фактора 

кажущейся молекулярной массы (относительно фактической молекулярной массы), а также рассчитыва-

ли гидродинамический радиус aEpCAM-aCD3. Измеренное значение кажущейся молекулярной массы 

составляло 39,8 МДа (при этом последнее значение примерно в 23 раза меньше, чем для приведенной 

выше интактной конструкции), из чего следует значение фактора кажущейся молекулярной массы 0,7 

(при этом последнее значение примерно в 17 раз меньше, чем для приведенной выше интактной конст-

рукции) и значение гидродинамического радиуса 2,3 нм (при этом последнее значение примерно в 5 раз 

меньше, чем для приведенной выше интактной конструкции). 

Для дальнейшей идентификации данной молекулы использовали метод масс-спектрометрии с элек-

трораспылительной ионизацией (ESI-MS), и экспериментально определенное значение массы составляло 

58071 Да, при этом значение Амасс составляло +4 Да по сравнению с теоретически рассчитанной моле-

кулярной массой 58067 Да (фиг. 23А). Результаты аналитической катионообменной хроматографии (фиг. 
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23В) с использованием протокола, ранее описанного в (2), также подтверждали гомогенность образца. 

Пример 4. Анализы связывания с ЕрСАМ композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 протеаза-

запускаемого иммунного активатора (ProTIA). 

Связывающую способность композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA проверяли с использова-

нием сэндвич-ELISA, применяя ЕрСАМ и конъюгированный с пероксидазой белок L. В анализе связы-

вания с использованием ELISA плоскодонные лунки 96-луночного планшета покрывали рекомбинант-

ными молекулами ЕрСАМ человека (rhEpCAM) (Sino Biological R&D Systems, № по кат. 10694-

H08H960-ЕР-50) в концентрации 0,1 мкг в 100 мкл. После инкубирования в течение ночи при 4°С ис-

пользуемый в анализе планшет промывали и блокировали 3%-ым раствором бычьего сывороточного 

альбумина (BSA) в течение 1 ч при комнатной температуре. Планшет вновь промывали, затем вводили, в 

диапазоне доз, нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (т.е. ProTIA без расщепляемой после-

довательности отделяемого сегмента и АС1484, композицию химерного полипептидного комплекса Pro-

TIA) и обработанный протеазой и необработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (напри-

мер, АС 1476). В качестве диапазона доз для нерасщепляемого и обработанного протеазой и необрабо-

танного протеазой ProTIA использовали диапазон от 0,0006 до 5 нМ, достигаемый с применением схемы 

серийных разведений 1:6, исходя из начальной концентрации 5 нМ. Планшет оставляли инкубироваться 

со встряхиванием в течение 1 ч при комнатной температуре, позволяя нерасщепляемому, расщепленному 

протеазой и нерасщепленному протеазой ProTIA связаться с rhEpCAM, покрывающими лунки планшета. 

Несвязавшиеся компоненты удаляли, используя стадию промывки, и добавляли конъюгированный с пе-

роксидазой белок L (PierceThermoFisher Scientific, № по кат. 32420). По окончании соответствующего 

периода инкубации, дающего возможность белку L связаться с scFv легких цепей каппа-типа, весь несвя-

завшийся реагент удаляли, используя стадию промывки, после чего в каждую лунку добавляли субстрат 

тетраметилбензидин (ТМВ). ТМВ представляет собой хромогенный субстрат пероксидазы. После дости-

жения желаемой интенсивности окраски добавляли 0,2н. раствор серной кислоты для остановки реакции 

и измеряли поглощение (оптическую плотность (OD)) при 450 нм, используя спектрофотометр. Интен-

сивность окраски пропорциональна концентрации нерасщепляемого, обработанного протеазой и необра-

ботанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, захваченного в сэндвич-ELISA rhEpCAM и бел-

ком L. Строили график зависимости интенсивности полученной окраски (измеренной OD) от концентра-

ции белка и концентрацию нерасщепляемого, расщепленного протеазой и нерасщепленного протеазой 

анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, которая давала ответ в половину от максимального (EC50), рассчиты-

вали с использованием 4-параметрического уравнения логистической регрессии, применяя программное 

обеспечение GraphPad Prism. 

Как показано на фиг. 24, нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA обладает связывающей 

активностью, аналогичной активности необработанной протеазой биспецифичной молекулы анти-

ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, каждая из которых имеет EC50, составляющую 320 нМ и 280 нМ, соответст-

венно. Обработанный протеазой ProTIA обладает самой высокой связывающей активностью при ЕС50, 

составляющей 120 нМ, для rhEpCAM в качестве лиганда, в сравнении с интактной необработанной про-

теазой биспецифичной молекулой или нерасщепляемой молекулой ProTIA. Эти данные свидетельствуют 

о том, что присутствие XTEN864 затрудняет связывание группировки анти-ЕрСАМ со своим лигандом 

по меньшей мере в 2,3 раза. 

Пример 5. Связывание с клетками по оценкам с использованием проточной цитометрии. 

Биспецифичное связывание композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA также оценивают в ана-

лизах, основанных на использовании метода сортировки флуоресцентно-активированных клеток (FACS) 

с применением CD3-положительных клеток человека линии Jurkat и ЕрСАМ-положительных клеток че-

ловека, выбранных из SW480, НСТ-116, Kato III, MDA-MB-453, MCF-7, MT3, SK-Br-3, SK-OV-3, 

OVCAR-3 и PC3. CD3+ и ЕрСАМ+ клетки инкубируют с необработанным анти-ЕрСАМ × анти-CD3 Pro-

TIA, обработанным протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, а также с анти-CD3 scFv- и анти-

ЕрСАМ scFv-положительными контролями, взятыми в диапазоне доз, в течение 30 мин при 4°С в буфере 

для FACS, содержащем PBS (забуференный фосфатом физиологический раствор) с 1% BSA и 0,05% ази-

да натрия. По окончании нескольких промывок буфером для FACS с целью удаления несвязавшегося 

тестируемого вещества клетки инкубируют с FITC(флуоресцеинизотиоцианат)-конъюгированным анти-

телом к His-метке (Abcam, № по кат. ab1206) в течение 30 мин при 4°С. Несвязавшееся конъюгированное 

с FITC антитело удаляют, используя несколько промывок буфером для FACS, и клетки ресуспендируют 

в буфере для FACS с целью сбора данных на проточном цитометре для FACS Calibur (Becton Dickerson) 

или равноценном приборе. Все полученные с использованием проточной цитометрии данные анализи-

руют, применяя программное обеспечение FlowJo (FlowJo LLC) или равнозначное ему программное 

обеспечение. 

Хотя не ожидали, что анти-ЕрСАМ scFv связывается с клетками линии Jurkat, все из анти-CD3 scFv, 

необработанного анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA и обработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA, как ожидается, связываются с клетками Jurkat, на что указывает увеличение интенсивности флу-

оресценции при сравнении с клетками Jurkat, инкубированными только с FITC-конъюгированным анти-
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телом к His-метке. Аналогично, как и ожидается, анти-ЕрСАМ scFv, обработанный и необработанный 

протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA все связываются с ЕрСАМ-положительными клетками, тогда 

как анти-CD3 scFv, как ожидается, не связывается с ЕрСАМ-положительными клетками. Эти данные, как 

ожидается, отражают способность к биспецифичному связыванию композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA ввиду способности распознавать как антиген CD3, так и антиген ЕрСАМ, экспрессируемые соот-

ветственно клетками Jurkat и панелью ЕрСАМ-экспрессирующих линий клеток человека. Кроме того, в 

силу привнесения полимером XTEN некоторых помех при связывании поверхностей необработанный 

анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, как и ожидается, связывается с меньшей аффинностью, чем обрабо-

танный протеазой ProTIA, в случае с обоими антигенами и CD3, и ЕрСАМ. 

Пример 6. Анализы цитотоксичности композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 протеаза-запускаемого 

иммунного активатора (ProTIA). 

Перенаправленную клеточную цитотоксичность композиций анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA оце-

нивали с использованием мононуклеарных клеток периферической крови человека (РВМС) в качестве 

эффекторов и ЕрСАМ-положительных клеток карциномы человека, таких как клетки рака толстой кишки 

SW480 (или выбранные из НСТ-116, Kato III, NCI-N87, MKN45, MDA-MB-231, MDA-MB-453, MCF-7, 

MT3, SK-Br-3, SK-OV-3, OVCAR3 и РС3), в качестве мишеней. РВМС от отобранных здоровых доноров 

выделяли центрифугированием в градиенте плотности фиколла либо из цельной крови, либо из обога-

щенных лимфоцитами препаратов лейкоцитарной пленки, полученных из местных банков крови или от 

Bioreclamation IVT. РВМС ресуспендировали и культивировали при соответствующей плотности клеток, 

как обсуждается ниже, в среде RPMI-1640, содержащей 10% FCS (фетальная телячья сыворотка) и 

HEPES (N-2-гидроксиэтил-пиперазин-N-2-этансульфоновая кислота) в концентрации 25 ммоль/мл, при 

37°С и 5% СО2 в инкубаторе с увлажнением до момента применения. Используют три разных типа ана-

лизов цитотоксичности для определения цитолитической активности нерасщепляемой композиции анти-

ЕрСАМ × анти-CD3 (например, АС1484), обработанной протеазой и необработанной протеазой расщеп-

ляемой композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (например, АС 1278 и АС 1476), а именно анализ 

высвобождения лактатдегидрогеназы (LDH), анализ активности каспаз 3/7 и основанный на FACS ана-

лиз. 

В качестве альтернативы анализу цитотоксичности с высвобождением 
51

Cr, но без использования 

радиоактивности, в анализе высвобождения LDH количественно измеряют стабильный цитозольный 

фермент LDH, который высвобождается в результате лизиса клеток в основном так же, как высвобожда-

ется 
51

Cr в анализах с использованием радиоактивных веществ. Измеряют высвободившуюся LDH в 

культуральных супернатантах, используя ферментативный анализ, в котором соль тетразолия превраща-

ется в продукт реакции - красный формазан; при этом интенсивность образующейся окраски пропорцио-

нальна количеству лизированных клеток. 

Цитотоксическую активность обработанных протеазой и необработанных протеазой композиций 

анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в SW480 анализировали так, как приведено ниже: сначала плотность 

клеток SW480 и РВМС подводили до 2,5×10
5
 клеток/мл и 1×10

6
 клеток/мл, соответственно, в среде для 

анализа, содержащей RPMI без фенолового красного и содержащей 5% FCS. (Среду без фенолового 

красного и содержащую 5% FCS использовали для минимизации фонового поглощения при использова-

нии набора для анализа цитотоксичности без применения радиоактивности CytoTox 96 от Promega (№ по 

кат. G1780)). Чтобы получить соотношение эффектора и мишени, равное 5:1, аликвоты РВМС в объеме 

100 мкл культивировали совместно с аликвотами клеток SW480 в объеме 80 мкл из расчета на одну ана-

лизируемую лунку в 96-луночном планшете с круглодонными лунками. Образцы обработанных протеа-

зой и необработанных протеазой композиций анти-ЕрСАМ × анти-CD3 разбавляли в среде для анализа 

до желаемой концентрации дозы и добавляли в количестве 20 мкл в соответствующие эксперименталь-

ные лунки, доводя общий объем пробы в анализе до 200 мкл. Расщепленный протеазой ProTIA оценива-

ли по 12 точкам, соответствующим приготовленным по схеме 5-кратного серийного разведения концен-

трациям доз, начиная от 440 нМ, для получения конечного диапазона доз от 0,000005 до 44 нМ. Необра-

ботанную нерасщепленную композицию ProTIA анализировали по 12 точкам, соответствующим приго-

товленным по схеме 5-кратного серийного разведения концентрациям доз, начиная от 184 нМ, для полу-

чения конечного диапазона доз от 0,000002 до 18,4 нМ. К этому моменту времени также готовили кон-

троли для анализа, которые включали контроль LDH, спонтанно высвободившейся из эффекторных кле-

ток и клеток-мишеней; контроль максимального количества LDH, высвободившейся из клетки-мишени; 

контроль для поправки на объем, обусловленной добавлением раствора для осуществления лизиса и фо-

новой культуральной среды. Для оценки LDH, спонтанно высвободившейся из клеток-мишеней, клетки 

SW480 инкубировали в 200 мкл среды для анализа в отсутствие какой-либо обработанной протеазой или 

необработанной протеазой композиции. Для оценки LDH, спонтанно высвободившейся из эффекторных 

клеток, РВМС инкубировали в 200 мкл среды для анализа в отсутствие какой-либо обработанной протеа-

зой или необработанной протеазой композиции. Максимальное количество LDH, высвободившейся из 

клетки-мишени, определяли, добавляя 20 мкл 10× раствора для осуществления лизиса к SW480 (общий 

объем 220 мкл) и инкубируя клетки-мишени в присутствии раствора для осуществления лизиса в течение 
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45 мин, после чего собирали супернатант для измерения содержания LDH. Контроль для поправки на 

объем осуществляли, добавляя 20 мкл 10× раствора для осуществления лизиса к 200 мкл среды для ана-

лиза, в то время как контроль для фоновой культуральной среды получали путем инкубации 200 мкл 

среды для анализа. Планшет, содержащий экспериментальные лунки с обработанными протеазой и необ-

работанными протеазой композициями анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA и все соответствующие контро-

ли для анализа, все пробы, тестируемые в двух повторах, далее оставляли инкубироваться в течение ночи 

при 37°С, 5% СО2 в инкубаторе с увлажнением. 

Количество LDH, высвободившейся в супернатант в результате лизиса клеток, измеряли, используя 

набор для анализа CytoTox от Promega и следуя инструкциям производителя. Кратко, по 50 мкл суперна-

танта из каждой лунки используемого в анализе планшета переносили в соответствующую лунку план-

шета с плоскодонными лунками для работы с ферментами. В каждую лунку планшета с плоскодонными 

лунками для работы с ферментами добавляли по 50 мкл разведенного субстрата. Затем планшет покры-

вали крышкой, защищали от света и оставляли инкубироваться при комнатной температуре в течение 30 

мин. По окончании желаемого периода инкубации в каждую лунку добавляли по 50 мкл раствора для 

остановки реакции и регистрировали поглощение при 490 нм. 

Затем выполняли анализ данных так, как приведено ниже. 

1. Полученное в эксперименте значение при соотношении Е:Т, равном 5:1 (среднее значение) - фо-

новая культуральная среда (среднее значение). 

Спонтанное высвобождение из SW480 как клетки-мишени (среднее значение) - фоновая культу-

ральная среда (среднее значение). 

Спонтанное высвобождение из РВМС как эффекторной клетки (среднее значение) - фоновая куль-

туральная среда (среднее значение). 

2. Максимальное высвобождение из SW480 как клетки-мишени (среднее значение) - контроль для 

поправки на объем (среднее значение). 

3. % специфического лизиса = [(полученное в эксперименте значение - значение для спонтанного 

высвобождения из SW480 как клетки-мишени - значение для спонтанного высвобождения из РВМС как 

эффекторной клетки)/(значение для максимального высвобождения из SW480 как клетки-мишени - зна-

чение для спонтанного высвобождения из SW480 как клетки-мишени)] × 100. 

4. Затем строили график зависимости % специфического лизиса от концентрации дозы обработан-

ного протеазой и необработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA и концентрацию белка, 

которая давала ответ в половину от максимального (ЕС50), рассчитывали с использованием 4-

параметрического уравнения логистической регрессии, применяя программное обеспечение GraphPad 

Prism. 

Как показано на фиг. 25, воздействие на клетки SW480 обработанной протеазой композиции ProTIA 

и необработанной протеазой композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в присутствии РВМС описы-

валось кривыми зависимостей цитотоксического действия от концентрации; при этом обработанный 

протеазой ProTIA в 48 раз более активен, чем интактный, необработанный ProTIA (EC50 2,5 пМ в сравне-

нии с 120 пМ, соответственно). 

Специфичность анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA дополнительно оценивали, сравнивая цитотокси-

ческую активность обработанного протеазой и необработанного протеазой ProTIA с таковой у неконъю-

гированного моноспецифичного анти-ЕрСАМ scFv и моноспецифичного анти-CD3 scFv в анализе LDH. 

Кратко, РВМС и SW480 клетки совместно культивировали при соотношении эффектора и мишени, рав-

ном 5:1, в среде для анализа в 96-луночном планшете с круглодонными лунками, как описано выше. Все 

образцы обработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, необработанного протеазой анти-

ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA и неконъюгированного моноспецифичного анти-ЕрСАМ scFv плюс моно-

специфичного анти-CD3 scFv оценивали по 12 точкам с использованием 5-кратного серийного разведе-

ния в конечном диапазоне доз от 0,000005 до 44 нМ с конечным объемом пробы в анализе до 200 мкл. 

Вместе с экспериментальными лунками используемый в анализе планшет также содержал лунки со все-

ми релевантными контролями для анализа, которые описаны выше, и планшет инкубировали в течение 

ночи при 37°С, 5% СО2 в инкубаторе с увлажнением. 

Количество LDH, высвободившейся в супернатант в результате лизиса клеток, измеряли с исполь-

зованием набора для анализа CytoTox от Promega и результаты анализировали так, как описано выше. 

Как и ожидалось, воздействие на клетки SW480 обработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA в присутствии РВМС демонстрирует повышенную цитотоксичность по сравнению с необрабо-

танным ProTIA. Существенно, что объединение моноспецифичного анти-ЕрСАМ scFv и моноспецифич-

ного анти-CD3 scFv в присутствии клеток-мишеней SW480 и РВМС не приводило к какой-либо цитоток-

сической активности (фиг. 26). Такие данные указывают на то, что присоединение направляющей груп-

пировки аЕрСАМ к эффекторной группировке aCD3 в форме биспецифичной молекулы является необ-

ходимым для активного рекрутмента CD3-положительных клеток в окружающее пространство клеток-

мишеней для индуцирования цитотоксичности. 

Авторы изобретения также высказали гипотезу относительно того, что расщепляемая последова-
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тельность отделяемого сегмента, имеющаяся в анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, сама по себе может 

быть восприимчивой к расщеплению протеазами, высвобождаемыми опухолевыми клетками или акти-

вированными CD3-положительными Т-клетками (например, гранзимами). Для проработки этой гипотезы 

конструировали нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA без отделяемого сегмента (например, 

АС1357) и оценивали, в составе конъюгата, с обработанным протеазой и необработанным протеазой ан-

ти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (например, АС1278). Все три ProTIA тестировали в анализе на LDH, ис-

пользуя соотношение РВМС и SW480, равное 5:1, и тестировали по 12 точкам в диапазоне концентраций 

доз от 0,000005 до 44 нМ, приготовленных по схеме 5-кратного серийного разведения. 

Как показано на фиг. 27, необработанный анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в 32 раза менее активен, 

чем обработанный протеазой ProTIA (EC50 288 пМ в сравнении с 8,9 пМ). Интересно, что нерасщепляе-

мый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (т.е. ProTIA, не содержащий расщепляемой последовательности 

отделяемого сегмента) в 371 раз менее активен, чем расщепленный протеазой ProTIA (EC50 3300 пМ в 

сравнении с 8,9 пМ). Такие результаты свидетельствуют о том, что отделяемый сегмент, содержащийся в 

расщепляемой молекуле анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, восприимчив в некоторой степени к расщеп-

лению протеазами, вероятно высвобождаемыми из опухолевых клеток и/или активированных CD3-

положительных Т-клеток. 

Нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA без отделяемого сегмента (например, АС1484) и 

обработанный протеазой и необработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (например, 

АС1476) также оценивали в линии клеток, происходящих из яичников человека. В этом эксперименте 

РВМС смешивали с клетками яичников SK-OV-3 в соотношении 5:1 и все три молекулы ProTIA тестиро-

вали с использованием кривой зависимости от дозы, построенной по 12 точкам по схеме 5-кратного се-

рийного разведения, в описанном выше анализе на LDH. Как ожидалось и как было обнаружено, тенден-

ция в отношении активности у этих трех молекул ProTIA, исследованных в линии клеток яичников SK-

OV-3, оказалась аналогична таковой, наблюдаемой в линии клеток колоректального рака SW480. В клет-

ках SK-OV-3 необработанный анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA проявлял в 45 раз меньшую активность, 

чем обработанный протеазой ProTIA (EC50 136 пМ в сравнении с 3 пМ), а нерасщепляемый анти-ЕрСАМ 

× анти-CD3 ProTIA проявлял в 600 раз меньшую активность, чем расщепленный протеазой ProTIA (ЕС50 

1793 пМ в сравнении с 3 пМ) (фиг. 30). 

Пример 7. Анализ лизиса клеток методом проточной цитометрии. 

Для анализа лизиса клеток через 24 ч с использованием проточного цитометра ЕрСАМ-

положительные клетки-мишени SK-OV-3 (или клетки-мишени, выбранные из клеточных линий НСТ-

116, Kato III, MDA-MB-453, MCF-7, MKN45, МТ3, NCI-N87, SK-Br-3, SW480, OVCAR3 и РС3) метят 

флуоресцентным мембранным красителем CellVue Maroon (Affymetrix/eBioscience, № по кат. 88-0870-16) 

в соответствии с инструкциями производителя. Альтернативно, также можно использовать PKH26 (Sig-

ma, № по кат. MINI26) и PKH26GL. Кратко, клетки SK-OV-3 дважды промывают PBS, после чего ресус-

пендируют 2 × 10
6
 клеток в 0,1 мл разбавителя С, поставляемого с набором для мечения CellVue Maroon. 

В отдельной пробирке смешивают 2 мкл красителя CellVue Maroon с 0,5 мл разбавителя С и затем 0,1 мл 

добавляют к суспензии клеток SK-OV-3. Суспензию клеток и краситель CellVue Maroon смешивают и 

инкубируют в течение 2 мин при комнатной температуре. Затем осуществляют гашение реакции мечения 

путем добавления 0,2 мл FCS. Меченые клетки дважды промывают полной средой для культивирования 

клеток (RPMI-1640, содержащей 10% FCS) и общее число жизнеспособных клеток определяют по вытес-

нению трипанового синего. При соотношении эффектора и мишени, равного 5:1, в общем объеме 200 

мкл на одну лунку культивируют 1×10
5
 РВМС совместно с 2×10

4
 клеток SK-OV-3, меченных CellVue 

Maroon, из расчета на одну лунку в 96-луночном планшете с круглодонными лунками в отсутствие или в 

присутствии образцов обработанного протеазой и необработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA в указанном диапазоне концентраций доз. Через 24 ч клетки собирают, используя аккутазу (Inno-

vative Cell Technologies, № по кат. AT104), и промывают смесью 2% FCS/PBS. Перед сбором данных о 

клетках на проточном цитометре Guava easyCyte (Millipore) клетки ресуспендируют в 100 мкл смеси 2% 

FCS/PBS, дополненной 7-AAD (7-аминоактиномицин D) в концентрации 2,5 микрограммов/мл (Affy-

metrix/eBioscience, № по кат. 00-6993-50) с целью различения живых (7-AAD-отрицательных) и мертвых 

(7-AAD-положительных) клеток. Данные FACS анализируют, применяя программное обеспечение Gua-

vaSoft (Millipore), и процентную долю мертвых клеток-мишеней рассчитывают как число 7-AAD-

положительных/CellVue Maroon-положительных клеток, деленное на общее число CellVue Maroon-

положительных клеток. 

Кривые доза-ответ, связанный с гибелью клеток, описывающие зависимость процента цитотоксич-

ности от концентрации ProTIA, анализируют с использованием 4-параметрического уравнения логисти-

ческой регрессии, применяя программное обеспечение GraphPad Prism; и таким образом определяют 

концентрацию ProTIA, которая индуцировала клеточную цитотоксичность в половину от максимальной. 

Как и ожидается, результаты определения цитотоксичности с применением проточной цитометрии 

согласуются с результатами, полученными в анализе на LDH. Подвергание клеток SK-OV-3 воздействию 

протеаза-расщепленной и нерасщепленной композиций анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в отсутствие 
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РВМС, как и ожидается, не имеет никакого эффекта. Аналогично, РВМС, как и ожидается, не активиру-

ются в присутствии ProTIA без клеток-мишеней. Эти результаты, как и ожидается, указывают на необхо-

димость кластеризации композиций ProTIA на поверхности клеток-мишеней, чтобы стимулировать ци-

тотоксическую активность РВМС. В присутствии РВМС и клеток-мишеней будет наблюдаться зависи-

мый от концентрации цитотоксический эффект, обусловленный ProTIA, предварительно обработанным 

или необработанным протеазой. Кроме того, как и ожидается, результаты показывают, что воздействие 

на клетки SK-OV-3 необработанным ProTIA (без протеазы) в присутствии РВМС будет демонстрировать 

сниженную цитотоксичность по сравнению с расщепленной протеазой композицией ProTIA. 

Приведенный выше ряд экспериментов по определению цитотоксичности выполняют для других 

биспецифичных композиций ProTIA, таких как композиция анти-CD19 × анти-CD3 ProTIA и композиция 

анти-HER2 × анти-CD3 ProTIA. В этих случаях вместо ЕрСАМ-положительных клеток будут использо-

ваны CD19- и HER2-положительные клетки-мишени. Примеры линий клеток, экспрессирующих CD19, 

будут включать, но не ограничиваться этим, NAML-6, Blin-1, SKW6.4, Raji, Daudi и BJAB. Для направ-

ленного воздействия с использованием антител к HER2 будут использованы HER2-положительные кле-

точные линии, такие как SK-BR-3, BT474, НСС-1954, MDA-MB-453, SK-OV-3, NCI-N87, JIMT-1, НСТ-

116. 

Пример 8. Анализы маркеров активации Т-клеток под действием композиции анти-EpCAM × анти-

CD3 протеаза-запускаемого иммунного активатора (ProTIA). 

Чтобы измерить содержание маркеров активации (CD69 и CD25), индуцированных анти-ЕрСАМ × 

анти-CD3 ProTIA, 1×10
5
 РВМС или очищенных CD3+ клеток культивировали в среде RPMI-1640, содер-

жащей 10% FCS, совместно с 2×10
4
 клеток SK-OV-3 или OVCAR3 из расчета на одну анализируемую 

лунку (т.е. при соотношении эффектора и мишени 5:1) в присутствии анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в 

96-луночном планшете с круглодонными лунками в конечном общем объеме 200 мкл. После инкубиро-

вания в течение 20 ч при 37°С, 5% СО2 в инкубаторе с увлажнением клетки окрашивали конъюгирован-

ными с красителем РЕ-Су5 (фикоэритрин и цианин-5) антителами к CD4, конъюгированными с АРС (ал-

лофикоцианин) антителами к CD8, конъюгированными с РЕ антителами к CD25 и конъюгированными с 

FITC антителами к CD69 (все антитела от BioLegend) в буфере для FACS (1% BSA/PBS) при 4°С, дважды 

промывали буфером для FACS и затем ресуспендировали в буфере для FACS с целью сбора данных на 

проточном цитометре Guava easyCyte (Millipore). 

Как ожидалось и как было обнаружено, тенденция в отношении экспрессии маркеров активации Т-

клеток у этих трех молекул ProTIA, исследованных в линии клеток яичников SK-OV-3, оказалась анало-

гична таковой, наблюдаемой в анализе цитотоксичности с высвобождением LDH. При использовании 

клеток SK-OV-3 было установлено, что активация CD69 в CD8 и CD4 популяциях РВМС под действием 

необработанного анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA оказалась приблизительно в 70 раз более слабой, чем 

под действием обработанного протеазой ProTIA (EC50 540 пМ в сравнении с 6,7 пМ для CD8+, ЕС50 430 

пМ в сравнении с 6,3 пМ для CD4+), а под действием нерасщепляемого анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA 

оказалась приблизительно в 1000 раз более слабой, чем под действием расщепленного протеазой ProTIA 

(EC50 8700 пМ в сравнении с 6,7 пМ для CD8
+
, EC50 6000 пМ в сравнении с 6,3 пМ для CD4

+
) (фиг. 42). 

Аналогично, активация как CD69, так и CD25 в CD8 и CD4 популяциях РВМС клеток под действи-

ем необработанного анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA оказалась приблизительно в 60 раз более слабой, 

чем под действием обработанного протеазой ProTIA, а под действием нерасщепляемого анти-ЕрСАМ × 

анти-CD3 ProTIA оказалась приблизительно в 1300 раз более слабой, чем под действием расщепленного 

протеазой ProTIA (фиг. 43). 

Для подтверждения того, что механизм действия осуществляется через CD3+ клетки, в качестве 

клеток-мишеней использовали клетки SK-OV-3, и активация CD69 в CD8 и CD4 популяциях очищенных 

CD3+ клеток под действием необработанного анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA оказалась приблизитель-

но в 100 раз более слабой, чем под действием обработанного протеазой ProTIA (EC50 260 пМ в сравнении 

с 2,4 пМ для CD8+, ЕС50 240 пМ в сравнении с 2,2 пМ для CD4+), а под действием нерасщепляемого ан-

ти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA оказалась приблизительно в 2000 раз более слабой, чем под действием 

расщепленного протеазой ProTIA (EC50 5000 пМ в сравнении с 2,4 пМ для CD8+, ЕС50 5000 пМ в сравне-

нии с 2,2 пМ для CD4+) (фиг. 44). 

При использовании клеток OVCAR3 было установлено, что активация CD69 в CD8 и CD4 популя-

циях очищенных CD3+ клеток под действием необработанного анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA оказа-

лась приблизительно в 10 раз более слабой, чем под действием обработанного протеазой ProTIA (EC50 14 

пМ в сравнении с 1,8 пМ для CD8+, ЕС50 16 пМ в сравнении с 1,9 пМ для CD4+), а под действием нерас-

щепляемого анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA оказалась приблизительно в 1000 раз более слабой, чем 

под действием расщепленного протеазой ProTIA (EC50 2000 пМ в сравнении с 1,8 пМ для CD8
+
, EC50 

1500 пМ в сравнении с 1,9 пМ для CD4
+
) (фиг. 46). Активация как CD69, так и CD25 в CD8 и CD4 попу-

ляциях очищенных CD3+ клеток под действием необработанного анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA ока-

залась приблизительно в 10 раз более слабой, чем под действием обработанного протеазой ProTIA, а под 

действием нерасщепляемого анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA оказалась приблизительно в 1000 раз бо-
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лее слабой, чем под действием расщепленного протеазой ProTIA. Эти результаты свидетельствуют о том, 

что необработанный анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA расщепляется во время проведения анализа в 

большей степени в присутствии клеток OVCAR3, чем в присутствии клеток SK-OV-3 (фиг. 47). 

В качестве еще одного свидетельства активации Т-клеток под действием анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA в присутствии клеток-мишеней оценивали индуцирование CD69 и гранзима В. РВМС (1×10
5
) 

культивировали совместно с 2×10
4
 клеток OVCAR3 из расчета на одну анализируемую лунку (т.е. при 

соотношении эффектора и мишени 5:1) в присутствии анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в 96-луночном 

планшете с круглодонными лунками в конечном общем объеме 200 мкл. После инкубирования в течение 

20 ч при 37°С, 5% СО2 в инкубаторе с увлажнением клетки окрашивали конъюгированными с красите-

лем РЕ-Су5 антителами к CD4, конъюгированными с АРС антителами к CD8 и конъюгированными с 

FITC антителами к CD69 (все антитела от BioLegend) в буфере для FACS (1% BSA/PBS) при 4°С. Затем 

клетки фиксировали и подвергали пермеабилизации, используя смесь 0,1% тритона X-100/PBS, после 

чего окрашивали РЕ-конъюгированными антителами к гранзиму В (ThermoFisher, № по кат. MHGB04) в 

буфере для FACS. Клетки промывали буфером для FACS и затем ресуспендировали в буфере для FACS с 

целью сбора данных на проточном цитометре Guava easyCyte. 

Как и ожидалось, и CD69, и гранзим В экспрессируются в Т-клетках, активированных ProTIA, в 

присутствии клеток OVCAR3. Кроме того, гранзим В экспрессируется значительно большим количест-

вом CD8+ клеток, чем CD4+ клеток (фиг. 48 и 49). 

Пример 9. Фармакокинетические свойства композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 протеаза-

запускаемого иммунного активатора (ProTIA). 

Исследование фармакокинетических свойств анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA проводили на мы-

шах C57BL/6. Трем мышам в группе 1 внутривенно вводили обработанный протеазой анти-ЕрСАМ × 

анти-CD3 ProTIA (например, АС1278) в дозе 4 мг/кг, и 3 мышам в группе 2 внутривенно вводили необ-

работанный анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (например, АС1278). В соответствующие моменты време-

ни собирали кровь в обработанные гепарином лития пробирки и получали плазму. Для животных, кото-

рым вводили обработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, временные точки сбора крови 

для получения плазмы составляли: момент непосредственно перед введением дозы, 2, 15, 30 мин, 2 ч, 4, 8 

и 24 ч. Для мышей, которым вводили необработанный ProTIA, временные точки сбора крови для полу-

чения плазмы составляли: момент непосредственно перед введением дозы, 4, 8, 24 ч, 2 сут, 4, 6 и 7 сут. 

Концентрацию обработанного протеазой ProTIA в плазме крови количественно определяли посредством 

сэндвич-ELISA, используя rhEpCAM/(биотинилированное антитело к метке His) с расщепленным про-

теазой ProTIA в качестве стандарта; в то же время концентрацию необработанного ProTIA в плазме кро-

ви количественно определяли посредством сэндвич-ELISA, используя rhEpCAM/(биотинилированное 

антитело к XTEN) с нерасщепленным протеазой ProTIA в качестве стандарта. 

Кратко, планшет для ELISA (Nunc Maxisorp, № по кат. 442404) покрывали rhEpCAM (R&D Systems, 

№ по кат. ЕНН104111) в количестве 0,1 мкг/100 мкл на одну лунку. После инкубирования в течение ночи 

при 4°С планшет для ELISA промывали и блокировали 3%-ым раствором BSA в течение 1 ч при комнат-

ной температуре. Планшет снова промывали, затем добавляли соответствующие стандарты обработанно-

го протеазой и необработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, взятые в диапазоне доз, 

соответствующие контроли качества и тестируемые образцы плазмы крови. Планшет оставляли инкуби-

роваться со встряхиванием в течение 1 ч при комнатной температуре, чтобы дать возможность стандар-

там ProTIA, контролям качества и тестируемым образцам связаться с rhEpCAM, покрывающими лунки 

планшета. Несвязавшиеся компоненты удаляли, используя несколько промывок. Для обнаружения рас-

щепленного протеазой ProTIA добавляли биотинилированное антитело к метке His (R&D Systems, № по 

кат. ВАМ050) в количестве 0,2 мкг/100 мкл и планшет оставляли инкубироваться при комнатной темпе-

ратуре в течение 1 ч. Для обнаружения необработанного протеазой ProTIA добавляли биотинилирован-

ное антитело к XTEN (запатентованное Amunix антитело) в количестве 0,1 мкг/100 мкл и планшет остав-

ляли инкубироваться при комнатной температуре в течение 1 ч. После отмывки от несвязавшегося био-

тинилированного реагента добавляли стрептавидин-HRP (пероксидаза хрена) (Thermo Scientific, № по 

кат. 21130) в разведении 1:30000 и планшет инкубировали при комнатной температуре в течение 1 ч. По 

окончании нескольких промывок в каждую лунку добавляли субстрат - ТМВ. ТМВ представляет собой 

хромогенный субстрат пероксидазы. После достижения желаемой интенсивности окраски добавляли 

0,2н. раствор серной кислоты для остановки реакции и измеряли поглощение (OD) при 450 нм, используя 

спектрофотометр. Интенсивность окраски пропорциональна концентрации обработанного протеазой и 

необработанного протеазой ProTIA, захваченного в сэндвич-ELISA, соответственно, 

rhEpCAM/(биотинилированное антитело к метке His) и rhEpCAM/(биотинилированное антитело к 

XTEN). Концентрацию ProTIA, присутствующего в образцах плазмы крови, определяли относительно 

кривой для соответствующего стандарта обработанного протеазой или необработанного ProTIA, исполь-

зуя программное обеспечение SoftMax Pro. Фармакокинетические расчеты периода полувыведения в ко-

нечной фазе (Т1/2) для расщепленного протеазой и нерасщепленного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA проводили, применяя GraphPad Prism. 
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Как ожидали, обработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA имеет короткий период 

полувыведения в конечной фазе (Т1/2), составляющий примерно 3,5 ч, в то время как необработанный 

протеазой ProTIA (с присоединенным XTEN) имеет более продолжительный T1/2, составляющий 32 ч 

(фиг. 28), и это подтверждает, что интактная молекула ProTIA имеет значительно более продолжитель-

ный период полувыведения (по меньшей мере в 9 раз больше), чем расщепленная молекула. 

Пример 10. Противоопухолевые свойства композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 протеаза-

запускаемого иммунного активатора (ProTIA) в модели раннего лечения SW40. 

Эксперимент по эффективности in vivo проводили на иммунодефицитных NOD/SCID мышах (мы-

шах с тяжелым комбинированным иммунодефицитом и диабетом без ожирения), характеризующихся 

дефицитом Т- и В-клеток и нарушением природных киллерных клеток. Мышей содержали в стерильных 

стандартизованных внешних условиях и эксперимент проводили в соответствии с руководствами Коми-

тета США по институциональному содержанию и использованию животных (IACUC и Ассоциации по 

аттестации и аккредитации (условий) содержания лабораторных животных (AAALAC). Эффективность 

обработанного протеазой и не обработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (например, 

АС1278) оценивали, используя модель ксенотрансплантата карциномы SW480 человека. Кратко, на 0-е 

сутки шести группам из 5 NOD/SCID мышей на одну группу подкожно в правый бок вводили 1×10
7
 

РВМС человека в смеси с 1×10
7
 клеток SW480. Через час после инокуляции SW480/PBMC группе 1 вво-

дили разбавитель (PBS+0,05% твина 80), группам 2 и 3 - обработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-

CD3 ProTIA в дозе 0,04 мг/кг и 0,4 мг/кг, соответственно, группам 4 и 5 - необработанный протеазой ан-

ти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,1 мг/кг и 1 мг/кг и группе 6 - необработанный протеазой анти-

ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 1 мг/кг. Мыши групп 1-5, но не группы 6, далее получали четыре до-

полнительные дозы с введением один раз в сутки, начиная с 1-х суток по 4-е сутки. 

Опухоли измеряли два раза в неделю в течение 35 запланированных суток с использованием штан-

генциркуля в двух перпендикулярных направлениях и объемы опухолей рассчитывали, применяя форму-

лу (ширина
2
 × длина)/2. Также проводили тщательный мониторинг массы тела, общего внешнего вида и 

клинических проявлений, таких как конвульсии, тремор, заторможенность, повышенная реактивность, 

пилоэрекция, затрудненное/учащенное дыхание, окрашивание и изъязвление опухоли и смерть, как пока-

зателя связанной с лечением токсичности. Конечный показатель в исследовании определяли как объем 

опухоли 1200-2000 мм
3
 или выживаемость до 35-36 суток, в зависимости от того, что наступит раньше. 

Степень ингибирования роста опухоли в процентах (% TGI) рассчитывали для каждой подвергаемой ле-

чению группы, применяя формулу: ((средний объем опухоли в случае разбавителя PBS в качестве кон-

троля - средний объем опухоли в случае лечения с использованием ProTIA)/средний объем опухоли в 

случае разбавителя PBS в качестве контроля) × 100. Подвергаемая лечению группа с % TGI не менее 60% 

считается терапевтически активной. 

На 26-е сутки у мышей группы 1, обработанных разбавителем PBS в присутствии эффекторных 

клеток человека, не наблюдали ингибирования прогрессирования опухолей, и это демонстрировало, что 

эффекторные клетки человека сами по себе не могут вызывать противоопухолевого эффекта. Лечение 

обработанным протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,04 и 0,4 мг/кг (группы 2 и 3, соответ-

ственно) в присутствии эффекторных клеток человека демонстрировало явный дозозависимый ответ в 

отношении подавления роста опухоли, при этом в группе с дозой 0,4 мг/кг получали более сильное за-

щитное действие (% TGI составлял 85-84%), чем в группе с дозой 0,04 мг/кг (% TGI составлял 64-78%). 

Существенно то, что при лечении с использованием анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 1 мг/кг 

(группа 5) в присутствии эффекторных клеток человека также наблюдали ингибирование роста опухоли 

(% TGI составлял 78-83%) почти до такой же степени, как и при лечении обработанным протеазой Pro-

TIA, взятым в молярно эквивалентной дозе 0,4 мг/кг (группа 3). Данные свидетельствуют о том, что в 

случае дозы 1 мг/кг происходило эффективное расщепление достаточного количества анти-ЕрСАМ × 

анти-CD3 ProTIA под действием протеаз, присутствующих в окружении опухоли in vivo, с образованием 

более активной, не содержащей XTEN группировки анти-ЕрСАМ × анти-CD3, с получением наблюдае-

мой эффективности. Отсутствие регрессии опухоли в группе 4, получающей необработанный протеазой 

анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,1 мг/кг, (%TGI составлял 58%) свидетельствовало о том, что в 

случае этой дозы высвобождается недостаточное количество не содержащей XTEN группировки анти-

ЕрСАМ × анти-CD3, чтобы индуцировать заметную регрессию опухоли. В группе 6, подвергнутой воз-

действию анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в виде однократной дозы 1 мг/кг, не был достигнут порог 

терапевтической активности (% TGI составлял 46-52%), несмотря на демонстрацию подавления роста 

опухоли по сравнению с контрольной группой (фиг. 31). Результаты свидетельствуют о том, что анти-

ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA может эффективно расщепляться в окружении опухоли SW480 с ингибиро-

ванием прогрессирования опухоли, и концентрация лекарственного средства плюс степень воздействия 

являются важными факторами при определении эффективности лекарственного средства. 

Следует отметить, что во всех группах, подвергнутых обработке ProTIA и разбавителем в качестве 

контроля, не наблюдали никакого значительного уменьшения массы тела, что указывает на хорошую 
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переносимость всех видов лечения (фиг. 32). 

Специфичность противоопухолевой активности анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA демонстрируют 

на SW480/РВМС-инокулированных NOD/SCID мышах подобно исследованию, описанному выше, но с 

использованием восьми мышей в подвергаемой лечению группе. В этом исследовании раннее лечение с 

использованием разбавителя PBS в качестве контроля, нерасщепляемого анти-ЕрСАМ × анти-CD3 Pro-

TIA (например, АС1357 или АС1484), ProTIA, применяемого в качестве биспецифичного отрицательного 

контроля (проявляющего связывающую активность в отношении CD3, но не в отношении ЕрСАМ), ан-

ти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA или обработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA иниции-

руют через один час после инокуляции SW480/PBMC. В этом исследовании используют концентрацию 

дозы необработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, равную 1 мг/кг, как определено в 

приведенном выше исследовании, и применяемый в качестве отрицательного контроля биспецифичный 

ProTIA, тестируемые продукты нерасщепляемого и обработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA вводят внутривенно в эквимолярной концентрации. Мониторинг объема опухоли, массы тела и 

клинических проявлений проводят два раза в неделю в течение 35 суток. 

Лечение разбавителем PBS и применяемым в качестве контроля биспецифичным ProTIA в присут-

ствии эффекторных клеток человека, как и ожидается, не вызывает противоопухолевых эффектов, и это 

демонстрирует, что ни эффекторные клетки человека сами по себе, ни направляющая группировка, не 

содержащая ЕрСАМ, не могут вызывать противоопухолевого эффекта. Мыши в обеих этих подвергае-

мых лечению группах, как и ожидается, достигают конечного показателя в исследовании (35-е сутки или 

объем опухоли 2000 мм
3
). Пять суточных доз обработанного протеазой и необработанного протеазой 

анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в присутствии эффекторных клеток человека, как и ожидается, вызы-

вают подавление роста опухоли. Лечение нерасщепляемым ProTIA в эквимолярной концентрации, как и 

ожидается, замедляет рост опухоли, но в гораздо меньшей степени, чем продемонстрировано под дейст-

вием необработанного ProTIA, несущего отделяемый сегмент, поскольку в данном случае не содержится 

субстрата для расщепления протеазами. 

Пример 11. Противоопухолевые свойства композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 протеаза-

запускаемого иммунного активатора (ProTIA) в модели развившегося колоректального рака. 

В случае модели развившегося колоректального рака опухолевые клетки SW480 и НСТ-116 незави-

симо имплантируют мышам NOG (NOD/Shi-scid/IL-2Rγnull
) или NSG (NOD.Cg-Prkdc

scid
.IL2rg

tmllWjl
/SzJ) в 

0-е сутки. (NOG или NSG мыши представляют собой NOD/SCID мышей, несущих мутацию в гене IL-

2Rγ, в результате чего такие мыши испытывают недостаток в Т-, В- и NK-клетках, а также характеризу-

ются дисфункцией макрофагов, дисфункцией дендритных клеток и сниженной активностью комплемен-

та.) Затем через промежутки времени в диапазоне от 3-х до 10-х суток вводят внутривенно или внутри-

брюшинно РВМС человека. При достижении объема опухолей SW480 и НСТ-116, равного 150 мм
3
 начи-

нают лечение обработанным протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, интактным необработанным 

протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA и нерасщепляемой формой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA 

в виде пяти суточных доз или в виде однократной дозы. Ожидается, что как расщепленный протеазой, 

так и необработанный протеазой ProTIA (например, АС1476) будет приводить к уменьшению или ликви-

дации развившихся опухолей SW480 и НСТ-116, при этом необработанный протеазой ProTIA будет 

обеспечивать более сильное терапевтическое воздействие во времени, приводящее к более эффективно-

му противоопухолевому эффекту и улучшенному профилю безопасности, чем обработанный протеазой 

ProTIA. 

Нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (например, АС1484), как и ожидается, замедля-

ет рост опухоли, но в гораздо меньшей степени, чем продемонстрировано под действием необработанно-

го ProTIA, несущего отделяемый сегмент, поскольку в данном случае не содержится последовательности 

субстрата для расщепления протеазами, присутствующими в окружении опухоли. 

Пример 12. Цитометрический анализ с применением набора гранул для определения содержания 

Th1/Th2-цитокинов человека с использованием стимулированных нормальных РВМС здорового челове-

ка и интактного обработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA. 

В качестве оценки безопасности способности интактного, по сравнению с расщепленным, анти-

ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA стимулировать высвобождение Т-клеточных цитокинов в анализе in vitro, 

основанном на использовании клеток, анализировали панель цитокинов, включающую IL-2, IL-4, IL-6, 

IL-10, TNF-альфа, IFN-гамма, с применением набора гранул для цитометрического анализа (СВА) на 

супернатантах, полученных из культивируемых РВМС человека, стимулированных образцами обрабо-

танного протеазой и необработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA. Антитело к CD3 че-

ловека, ОКТ3, использовали в качестве положительного контроля, а лунки с необработанным образцом 

служили в качестве отрицательного контроля. 

Кратко, чтобы получить покрытие в виде сухой пленки, ОКТ3 (0, 10, 100 и 1000 нМ) и обработан-

ный протеазой и необработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (например, АС1278 в кон-

центрации 10, 100, 1000 и 2000 нМ) вносили в 96-луночный планшет с плоскодонными лунками, давая 

возможность жидкости из лунок испаряться в течение ночи в ламинарном боксе биологической защиты. 
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Затем лунки осторожно промывали один раз PBS и в каждую лунку добавляли по 1×10
6
 РВМС в 200 мкл. 

Далее планшет инкубировали при 37°С, 5% CO2 в течение 24 ч, после чего из каждой лунки собирали 

супернатант тканевой культуры и анализировали на предмет содержания высвободившихся цитокинов, 

используя утвержденный имеющийся в продаже набор СВА (набор для определения содержания 

Th1/Th2-цитокинов человека с применением СВА от BD, № по кат. 551809), с применением проточной 

цитометрии, следуя инструкциям производителя. 

Результаты. 

Необработанные данные для детектируемых уровней цитокинов представлены в табл. 11 и приве-

дены в виде графиков на фиг. 33-35. 

Таблица 11 

Уровни цитокинов в ответ на тестируемое соединение 

 
Как ожидалось, в лунках с OKT3, в отличие от лунок без обработки, наблюдали индуцирование ус-

тойчивой секреции всех оцениваемых цитокинов (TL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-альфа, IFN-гамма), что тем 

самым подтверждает эффективность анализа цитокинов с применением набора СВА. Стимуляция обра-

ботанным протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA инициировала значительную экспрессию цитоки-

нов, в особенности в концентрациях, превышающих 100 нМ, для всех протестированных цитокинов. В 

отличие от этого, детектировали исходные уровни IL-2, IL-6, IL-10, TNF-альфа и IFN-гамма, когда сти-

мулировали интактной нерасщепленной молекулой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в диапазоне кон-

центраций от 10 до 2000 нМ. Несмотря на то, что детектировали заметный уровень IL-4 при индуцирова-

нии необработанным протеазой ProTIA, уровень IL-4, однако, не превышал уровня, который наблюдали 

в случае с обработанным протеазой ProTIA (фиг. 33-35). Эти данные свидетельствуют о том, что поли-

мер XTEN в интактной композиции ProTIA обеспечивает значительный экранирующий эффект и пре-

пятствует стимулированным РВМС цитокиновым ответам по сравнению с обработанным протеазой 

ProTIA, в котором часть, представляющая собой ЕрСАМ × анти-CD3, высвобождена из данной компози-

ции. 

Пример 13. Противоопухолевые свойства композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 протеаза-

запускаемого иммунного активатора (ProTIA) в модели раннего лечения HCT-116. 

Эксперимент по эффективности in vivo проводили на иммунодефицитных NOD/SCID мышах, ха-

рактеризующихся дефицитом Т- и В-клеток и нарушением природных киллерных клеток. Мышей со-

держали в стерильных стандартизованных внешних условиях и эксперимент проводили в соответствии с 

руководствами Ассоциации по аттестации и аккредитации (условий) содержания лабораторных живот-

ных (AAALAC). Эффективность обработанного протеазой и не обработанного протеазой анти-ЕрСАМ × 

анти-CD3 ProTIA (например, АС1476) вместе с нерасщепляемым анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (т.е. 

ProTIA без расщепляемой последовательности отделяемого сегмента, примером которого является 
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АС1484) оценивали, используя модель ксенотрансплантата колоректальной карциномы НСТ-116 челове-

ка. Кратко, на 0-е сутки четырем группам из 5 NOD/SCID мышей на одну группу подкожно в правый бок 

вводили 5×10
6
 РВМС человека в смеси с 5×10

6
 клеток НСТ-116. Через час после инокуляции НСТ-

116/РВМС, и исходя из введения эквимолярных количеств, группе 1 вводили разбавитель (PBS+0,05% тви-

на 80), группе 2 - обработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,21 мг/кг, группе 3 - 

необработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,5 мг/кг и группе 4 - нерасщепляе-

мый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,49 мг/кг. Мыши всех групп 1-4 получали четыре дополни-

тельные дозы с введением один раз в сутки, начиная с 1-х по 4-е сутки. 

Опухоли измеряли два раза в неделю в течение 35 запланированных суток с использованием штан-

генциркуля в двух перпендикулярных направлениях и объемы опухолей рассчитывали, применяя форму-

лу (ширина
2
 × длина)/2. Также проводили тщательный мониторинг массы тела, общего внешнего вида и 

клинических проявлений, таких как конвульсии, тремор, заторможенность, повышенная реактивность, 

пилоэрекция, затрудненное/учащенное дыхание, окрашивание и изъязвление опухоли и смерть, как пока-

зателя связанной с лечением токсичности. Конечный показатель в исследовании определяли как объем 

опухоли 1200-2000 мм или выживаемость до 35 суток, в зависимости от того, что наступит раньше. Сте-

пень ингибирования роста опухоли в процентах (% TGI) рассчитывали для каждой подвергаемой лече-

нию группы, применяя формулу: ((средний объем опухоли в случае PBS в качестве контроля - средний 

объем опухоли в случае лечения с использованием ProTIA)/средний объем опухоли в случае PBS в каче-

стве контроля) × 100. Подвергаемая лечению группа с % TGI не менее 60% считается терапевтически 

активной. 

На 18-35-е сутки для мышей группы 1, обработанных разбавителем в присутствии эффекторных 

клеток человека, не наблюдали ингибирования прогрессирования опухолей и исследование прекращали 

при среднем объеме опухоли в группе 1823 мм
3
, и это демонстрировало, что эффекторные клетки чело-

века сами по себе не могут вызывать противоопухолевого эффекта. Лечение обработанным протеазой 

анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,21 мг/кг (группа 2) в присутствии эффекторных клеток челове-

ка демонстрировало устойчивое подавление роста опухоли, при этом 2/5 мышей демонстрировали пол-

ную регрессию опухоли, показывая отсутствие какой-либо опухоли измеряемого объема на 18-е сутки. 

Однако, начиная с 25-х суток в этой группе наблюдали возобновление роста и прогрессирование опухо-

ли, и это приводило к тому, что для всех 5 мышей, несущих опухолевую нагрузку, исследование прекра-

щали при среднем объеме опухоли 296 мм
3
. Существенно то, что использование интактного анти-

ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,5 мг/кг (группа 3) в присутствии эффекторных клеток человека так-

же приводило к сильному ингибированию роста опухоли. Фактически 4/5 мышей в группе 3 демонстри-

ровали полную регрессию опухоли на 18-е сутки. С другой стороны, у 2 мышей все еще сохранялась 

полная регрессия на 35-е сутки, в результате чего средний объем опухоли в группе составлял 48 мм
3
 при 

прекращении исследования. Важно отметить, что в группе 4, получавшей нерасщепляемый анти-ЕрСАМ 

× анти-CD3 ProTIA в дозе 0,49 мг/кг, не наблюдали какого-либо устойчивого ингибирования прогресси-

рования опухолей с той же эффективностью, как и в группах 2 и 3, в результате 5 из 5 мышей в этой 

группе оставались со значительной опухолевой нагрузкой. Исследование для группы 4 прекращали на 

18-35-е сутки со средним объемом опухоли в группе 748 мм
3
. Как обработанный протеазой анти-ЕрСАМ 

× анти-CD3 ProTIA в дозе 0,21 мг/кг (группа 2), так и интактный анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 

0,5 мг/кг (группа 3) считаются терапевтически активными с TGI 84% и 97%, соответственно. Имея зна-

чение TGI 59%, нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA считается терапевтически неактив-

ным. Как ожидалось и было обнаружено, средний объем опухоли в группе в случае интактного анти-

ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA значительно отличается от такового в случае группы с нерасщепляемым ан-

ти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (t-критерий Стьюдента, р = 0,0016). Примечательно и как было обнару-

жено, объем опухоли в группе в случае группы с интактным анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA также зна-

чительно отличается от такового в случае группы с обработанным протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA (p = 0,002). Результаты свидетельствуют о том, что в случае дозы 0,5 мг/кг происходило эффек-

тивное расщепление значительного количества анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA под действием протеаз, 

присутствующих in vivo в окружении опухоли НСТ-116, с образованием высокоактивной, не содержа-

щей XTEN группировки анти-ЕрСАМ × анти-CD3, обеспечивая заметную наблюдаемую регрессию опу-

холи. Эта гипотеза в значительной степени поддерживается при использовании нерасщепляемой молеку-

лы анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, не содержащей субстрата - отделяемого сегмента, что приводило к 

отсутствию свойства вызывания устойчивой регрессии опухоли (фиг. 38). Важно отметить, что данные 

также свидетельствуют о том, что анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA демонстрировал более сильное тера-

певтическое воздействие, чем обработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, что тем самым 

говорит о более устойчивом эффекте с точки зрения регрессии опухоли. 

Следует отметить, что во всех группах, подвергнутых обработке ProTIA и разбавителем в качестве 

контроля, не наблюдали никакого значительного уменьшения массы тела, что, как правило, указывает на 

хорошую переносимость всех видов лечения (фиг. 39). 
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Пример 14. Анализы цитотоксичности композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 протеаза-

запускаемого иммунного активатора (ProTIA) в присутствии очищенных CD3-положительных Т-клеток. 

Чтобы продемонстрировать, что цитотоксическая активность молекул ProTIA опосредуется CD3-

положительными Т-клетками, нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA без отделяемого сег-

мента (например, АС1484) и обработанный протеазой и необработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-

CD3 ProTIA (например, АС1476) дополнительно оценивали в линиях SK-OV-3 и OVCAR-3 клеток яич-

ников человека в присутствии очищенных CD3-положительных Т-клеток человека. Очищенные CD3-

положительные Т-клетки человека приобретали у BioreclamationIVT и выделяли посредством негативной 

селекции, используя набор для выделения CD3+ Т-клеток человека MagCellect из цельной крови здоро-

вых доноров. В этом эксперименте очищенные CD3-положительные Т-клетки человека смешивали с 

клетками яичников SK-OV-3 или OVAR-3 в соотношении 5:1 и все три молекулы ProTIA тестировали с 

использованием кривой зависимости от дозы, построенной по 12 точкам по схеме 5-кратного серийного 

разведения, в описанном выше анализе на LDH. Как ожидалось и как было обнаружено, тенденция в от-

ношении активности у этих трех молекул ProTIA, исследованных в клетках SK-OV-3, оказалась анало-

гична таковой, наблюдаемой в клетках SK-OV-3 в анализе с применением РВМС (фиг. 30). В случае ци-

тотоксической гибели клеток яичников SK-OV-3 под действием CD3-положительных Т-клеток человека 

необработанный анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA проявляет в 56 раз меньшую активность, чем обрабо-

танный протеазой ProTIA (EC50 134 пМ в сравнении с 2,4 пМ), а нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-

CD3 ProTIA проявляет более чем в 1000 раз меньшую активность, чем расщепленный протеазой ProTIA 

(EC50 2660 пМ в сравнении с 2,4 пМ) (фиг. 40). В случае цитотоксической гибели клеток яичников 

OVCAR-3 под действием CD3-положительных Т-клеток человека необработанный анти-ЕрСАМ × анти-

CD3 ProTIA проявляет только в 2 раза меньшую активность, чем обработанный протеазой ProTIA (EC50 

0,7 пМ в сравнении с 0,3 пМ), а нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA проявляет в 287 раз 

меньшую активность, чем расщепленный протеазой ProTIA (EC50 86 пМ в сравнении с 0,3 пМ) (фиг. 41). 

Результаты демонстрируют, что цитотоксическая активность молекул ProTIA на самом деле опосредует-

ся CD3-положительными Т-клетками и что восприимчивость отделяемого сегмента, содержащегося в 

расщепляемой молекуле анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, к протеазам, которые, как предполагается, 

будут высвобождаться из опухолевых клеток и/или активированных CD3-положительных Т-клеток в 

анализируемую смесь, по всей вероятности будет различной среди клеточных линий. 

Пример 15. Анализы высвобождения маркеров активации Т-клеток и высвобождения цитокинов 

под действием композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 протеаза-запускаемого иммунного активатора 

(ProTIA). 

Чтобы измерить индуцированную анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA экспрессию цитокинов, 1×10
5
 

очищенных CD3+ клеток культивировали совместно с 2×10
4
 клеток SK-OV-3 из расчета на одну анали-

зируемую лунку (т.е. при соотношении эффектора и мишени 5:1) в присутствии анти-ЕрСАМ × анти-

CD3 ProTIA в 96-луночном планшете с круглодонными лунками в общем конечном объеме 200 мкл. По-

сле инкубирования в течение 20 ч при 37°С, 5% СО2 в инкубаторе с увлажнением клеточный супернатант 

собирали для измерения цитокинов. Этот анализ также может быть проведен с использованием других 

клеток-мишеней, выбранных из клеточных линий НСТ-116, Kato III, MDA-MB-453, MCF-7, MKN45, 

MT3, NCI-N87, SK-Br-3, SW480, OVCAR3 и РС3, а также РВМС вместо очищенных CD3+ клеток. 

Количественный анализ цитокинов - интерлейкина (IL)-2, IL-4, IL-6, IL-10, фактора некроза опухо-

ли(TNF)-альфа и интерферона(IFN)-гамма, секретируемых в супернатант клеточной культуры, проводи-

ли с использованием набора гранул для цитометрического анализа (СВА) для определения содержания 

Th1/Th2-цитокинов человека (BD Biosciences, № по кат. 550749), следуя инструкции производителя. В 

отсутствие ProTIA никакой секреции цитокинов из очищенных CD3+ клеток, превышающей уровень 

фона, не ожидается. ProTIA в присутствии ЕрСАМ-положительных клеток-мишеней и очищенных CD3+ 

клеток, как и ожидается, активируют Т-клетки и вызывают секрецию характерного набора Т-клеточных 

цитокинов с большой долей Th1-цитокинов, таких как IFN-гамма и TNF-альфа. 

Как и ожидалось, анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA индуцировал устойчивую секрецию всех оцени-

ваемых цитокинов (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-альфа, IFN-гамма) (см. фиг. 50-52). Стимуляция очищен-

ных CD3+ клеток клетками SK-OV-3 и обработанным протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA ини-

циировала значительную экспрессию цитокинов, в особенности в концентрациях, превышающих 20 пМ, 

для всех протестированных цитокинов. В отличие от этого, детектировали исходные уровни IL-2, IL-4, 

IL-6, IL-10, TNF-альфа и IFN-гамма, когда использовали интактную нерасщепленную молекулу анти-

ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в диапазоне концентраций от 8 до 200 пМ (ЕС50 4,3 пМ). Кроме того, фоно-

вые уровни всех тестируемых цитокинов детектировали, когда использовали нерасщепляемую молекулу 

анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в диапазоне концентраций от 40 пМ до 1 нМ. Эти данные свидетельст-

вуют о том, что полимер XTEN в интактной композиции ProTIA обеспечивает значительный экрани-

рующий эффект и препятствует стимулированным CD3+ Т-клетками цитокиновым ответам по сравне-

нию с обработанным протеазой ProTIA, в котором часть, представляющая собой ЕрСАМ × анти-CD3, 

высвобождена из данной композиции. 
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Пример 16. Специфичность связывания с CD3 композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 протеаза-

запускаемого иммунного активатора (ProTIA). 

Поскольку ProTIA является биспецифичной направленно действующей композицией, связываю-

щую способность композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA также оценивали в отношении аффинно-

сти связывания с CD3 человека. Ее определяли по отношению к CD3εδ в сэндвич-ELISA, используя 

конъюгированный с пероксидазой белок L. В таком ELISA рекомбинантным CD3 (rhCD3εδ) (Creative 

BioMart, № по кат. CD3E&CD3D-219H) человека в концентрации 0,025 мкг/100 мкл покрывали плоско-

донные лунки 96-луночного планшета. После инкубирования в течение ночи при 4°С используемый в 

анализе планшет промывали и блокировали 3%-ным раствором бычьего сывороточного альбумина (BSA) 

в течение 1 ч при комнатной температуре. Планшет снова промывали, после чего вводили нерасщепляе-

мый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (например, АС1484), обработанный протеазой и не обработанный 

протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (например, АС1476) в диапазонах доз. В качестве диапазона 

доз для всех трех версий ProTIA использовали диапазон 0,002-100 нМ, который готовили по схеме се-

рийных разведений 1:6, исходя из начальной концентрации 100 нМ. Планшет оставляли инкубироваться 

со встряхиванием в течение 1 ч при комнатной температуре, давая возможность нерасщепляемому, рас-

щепленному протеазой и необработанному протеазой ProTIA связаться с rhCD3εδ, покрывающими лунки 

планшета. Несвязавшиеся компоненты удаляли на стадии промывки и добавляли конъюгированный с 

пероксидазой белок L (ThermoFisher Scientific, № по кат. 32420) в количестве 0,05 мкг/100 мкл. По окон-

чании соответствующего периода инкубации весь несвязавшийся реагент удаляли на стадии промывки, 

после чего в каждую лунку добавляли субстрат - тетраметилбензидин (ТМВ). После достижения желае-

мой интенсивности окраски добавляли 0,2н. раствор серной кислоты для остановки реакции и измеряли 

поглощение (OD) при 450 нм, используя спектрофотометр. Интенсивность окраски пропорциональна 

концентрации нерасщепляемого, обработанного протеазой и необработанного протеазой анти-ЕрСАМ × 

анти-CD3 ProTIA, захваченного в сэндвич-ELISA rhCD3εδ и белком L. Строили график зависимости ин-

тенсивности полученной окраски (измеренной OD) от концентрации белка и концентрацию нерасщеп-

ляемого, расщепленного протеазой и нерасщепленного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, ко-

торая давала ответ в половину от максимального (ЕС50), рассчитывали с использованием 4-

параметрического уравнения логистической регрессии, применяя программное обеспечение GraphPad 

Prism. Результаты. Как показано на фиг. 53, необработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA 

обладал связывающей активностью, аналогичной таковой у нерасщепляемой биспецифичной молекулы 

анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, при этом каждый из них имеет EC50, составляющую 1800 пМ и 2200 

пМ, соответственно. Обработанный протеазой ProTIA обладал самой высокой связывающей активно-

стью с ЕС50, составляющей 310 пМ, для rhCD3εδ в качестве лиганда, в сравнении с интактной необрабо-

танной протеазой биспецифичной молекулой или нерасщепляемой молекулой ProTIA. Поскольку блоки-

рующая группировка XTEN864 располагается сразу после группировки анти-CD3scFv, то XTEN864 за-

трудняет связывание нерасщепленной структурной единицы - анти-CD3 со своим лигандом приблизи-

тельно в 5,8 раза по сравнению со связыванием отщепленной и высвободившейся части ProTIA, анти-

CD3scFv, с лигандом CD3. 

Пример 17. Специфичность связывания композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 протеаза-

запускаемого иммунного активатора (ProTIA). 

Специфичность связывания анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (например, АС1476) оценивали вме-

сте с контрольными композициями ProTIA: антиСЕА × анти-CD3 ProTIA (например, АС1432) и анти-

HER2 × анти-CD3 ProTIA (например, АС1408) в сэндвич-ELISA с использованием целевого антиге-

на/конъюгированного с биотином белка L. И антиСЕА × анти-CD3 ProTIA (AC1432), и анти-HER2 × ан-

ти-CD3 ProTIA (AC1408) несут один и тот же компонент - анти-CD3 scFv, равно как и анти-ЕрСАМ × 

анти-CD3 ProTIA (AC1476), хотя и другой направляющий компонент. В анализе связывания с использо-

ванием ELISA рекомбинантным ЕрСАМ человека (rhEpCAM) (R&D Systems, № по кат. 960-ЕР-50), ре-

комбинантным СЕА человека (Abcam, № по кат. ab742) и рекомбинантным HER2 человека (AcroBiosys-

tems, № по кат. HE2-H525) в концентрации 0,1 мкг/100 мкл покрывали плоскодонные лунки 96-

луночного планшета. После инкубирования в течение ночи при 4°С используемый в анализе планшет 

промывали и блокировали 3%-ным раствором бычьего сывороточного альбумина (BSA) в течение 1 ч 

при комнатной температуре. Планшет снова промывали, после чего вносили обработанный протеазой 

анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (например, АС1476) в диапазоне доз (от 0,0007 до 0,5 нМ, который го-

товили по схеме серийных разведений 1:3, исходя из начальной концентрации 0,5 нМ) в покрытые Ер-

САМ лунки, покрытые СЕА лунки и покрытые HER2 лунки. Служащий в качестве контролей обрабо-

танный протеазой антиСЕА × анти-CD3 ProTIA (AC1432) вносили в аналогичном диапазоне доз в по-

крытые СЕА лунки, а обработанный протеазой анти-HER2 × анти-CD3 ProTIA (AC1408) тоже вносили в 

аналогичном диапазоне доз в покрытые HER2 лунки. Планшет оставляли инкубироваться со встряхива-

нием в течение 1 ч при комнатной температуре, давая возможность различным расщепленным протеазой 

ProTIA связаться с соответствующим антигеном, покрывающим лунки планшета. Несвязавшиеся компо-
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ненты удаляли на стадии промывки и добавляли конъюгированный с биотином белок L (ThermoFisher 

Scientific, № по кат. 29997) в количестве 0,05 мкг/100 мкл. По окончании соответствующего периода ин-

кубации весь несвязавшийся реагент удаляли на стадии промывки, после чего в каждую лунку добавляли 

субстрат - тетраметилбензидин (ТМВ). После достижения желаемой интенсивности окраски добавляли 

0,2н. раствор серной кислоты для остановки реакции и измеряли поглощение (OD) при 450 нм, используя 

спектрофотометр. Интенсивность окраски пропорциональна концентрации соответствующих обработан-

ных протеазой ProTIA, захваченных соответствующим антигеном, покрывающим лунки планшета. Стро-

или график зависимости интенсивности полученной окраски (измеренной OD) от концентрации ProTIA и 

соответствующую дозу по этой кривой рассчитывали с использованием 4-параметрического уравнения 

логистической регрессии, применяя программное обеспечение GraphPad Prism. 

Результаты. Как показано на фиг. 54 (и сопоставимо с результатами, приведенными на фиг. 24), об-

работанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA связывается с rhEpCAM, покрывающими лунки 

планшета, дозозависимым образом с получением для ЕС50 значения 110 пМ. Аналогично, обработанный 

протеазой антиСЕА × анти-CD3 ProTIA связывается с антигеном СЕА, покрывающим лунки планшета, 

дозозависимым образом с получением для EC50 значения 70 пМ, а обработанный протеазой анти-HER2 × 

анти-CD3 ProTIA связывается с антигеном HER2, покрывающим лунки планшета, дозозависимым обра-

зом с получением для ЕС50 значения 47 пМ. Существенно, что никакого дозозависимого связывания для 

обработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, связывающегося с обоими антигенами СЕА и 

HER2, покрывающими лунки планшета, обнаружено не было, и это указывает на то, что обработанный 

протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA связывается специфично с ЕрСАМ, но не с антигеном СЕА 

или HER2. Таким образом, данные композиции демонстрировали аффинность специфического связыва-

ния со своим целевым лигандом и не демонстрировали никакого неспецифического связывания. 

Пример 18. Противоопухолевые свойства интактного анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в сравнении 

с нерасщепляемым анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в модели раннего лечения SW480. 

Восприимчивость отделяемого сегмента (RS), сконструированного в составе молекулы анти-

ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (например, АС1476), к протеазам, присутствующим в окружении опухоли, 

также оценивали in vivo вместе с нерасщепляемым анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (например, 

АС1484), обработанным протеазой и необработанным протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA (на-

пример, АС1476) в модели ксенотрансплантата SW480/PBMC, инокулированного мышам NOD/SCID. 

Подобно исследованию, описанному в примерах 10 и 13, через 1 час после инокуляции (обозначено как 

0-е сутки) SW480/PBMC мышам в группе 1 вводили разбавитель (PBS с 0,05% твина 80), в группе 2 - 

обработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,21 мг/кг, в группе 3 - интактный анти-

ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,5 мг/кг и в группе 4 - нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA в дозе 0,49 мг/кг. Мыши всех групп (т.е. с 1-ой по 4-ую) получали четыре дополнительные дозы с 

введением один раз в сутки, начиная с 1-х по 4-е сутки. Мониторинг объема опухоли, массы тела и кли-

нических проявлений проводят два раза в неделю в течение 35 суток. 

Как показано на фиг. 55, при оценке все образцы: обработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-

CD3 ProTIA в дозе 0,21 мг/кг (группа 2), интактный анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,5 мг/кг 

(группа 3) и нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,49 мг/кг (группа 4) оказываются 

терапевтически активными со степенью ингибирования роста опухоли (% TGI) 93%, 95% и 80%, соот-

ветственно. Таким образом, вводимый в эквимолярных дозах интактный анти-ЕрСАМ × анти-CD3 Pro-

TIA эффективно расщепляется под действием протеаз, присутствующих в окружении опухоли, с образо-

ванием высокоактивного высвободившегося анти-ЕрСАМ × анти-CD3 (не присоединенного к группи-

ровке XTEN), демонстрируя такую же эффективность регрессии опухоли, как и обработанный протеазой 

АнтиЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA. Как и ожидалось, несмотря на эффективность в ингибировании про-

грессирования опухолей, нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA оказывается менее пригод-

ным, чем интактный анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, указывая на то, что присутствие отделяемого сег-

мента улучшало терапевтическую эффективность композиции путем обеспечения высвобождения связы-

вающих доменов анти-ЕрСАМ × анти-CD3. 

Как показано на фиг. 56, некоторое уменьшение массы тела наблюдали в группе 2 и 3 в модели ксе-

нотрансплантата SW480, что свидетельствует о некоторой возможной токсичности. Дополнительные 

эксперименты по определению минимальной эффективной дозы, снижению количества вводимых доз и 

по оценке в модели развившейся опухоли прольют больше света на такой первоначальный результат на-

блюдений. 

Пример 19. Противоопухолевые свойства композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 протеаза-

запускаемого иммунного активатора (ProTIA) в модели OVCAR-3 яичников. 

Эффективность in vivo анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA также оценивали, используя линию клеток 

яичников человека OVCAR-3, имплантированных внутрибрюшинно мышам NSG (NOD.Cg-

Prkdc
scid

.IL2rg
tmlWjl

/SzJ) или NOG (NOD/Shi-scid/IL-2Rγnull
) с тяжелым иммунодефицитом. NOG или NSG 

мыши характеризуются дефицитом Т-, В- и NK-клеток, а также дисфункцией макрофагов, дендритных 
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клеток и системы комплемента. Кратко, в 0-е сутки семи группам, содержащим по 5 NOG или NSG мы-

шей на одну группу, имплантируют внутрибрюшинно 5-10×10
6
 клеток OVCAR-3, после чего на 14-е су-

тки внутривенно вводят 5-10×10
6
 РВМС. На 16-е сутки начинают лечение, при этом группе 1 вводят раз-

бавитель (PBS+0,05% твина 80) один раз в сутки из расчета на 5 доз (qdx5), группе 2 вводят обработан-

ный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,21 мг/кг qdx5, группе 3 вводят обработанный 

протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 1,05 мг/кг один раз в неделю (qw), группе 4 вводят 

необработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,5 мг/кг qdx5, группе 5 вводят необ-

работанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 2,5 мг/кг qw, группе 6 вводят нерасщеп-

ляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,49 мг/кг qdx5 и группе 7 вводят нерасщепляемый анти-

ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 2,445 мг/кг qw. На следующей неделе все группы подвергают другому 

циклу лечения. Мониторинг состояния мышей на предмет поведения и выживаемости проводят один раз 

в сутки и два раза в неделю на предмет массы тела и вздутия брюшной полости. Кровь отбирают на 30-е 

сутки, 40-е сутки, 50-е сутки и 60-е сутки на предмет определения присутствия СА-125 в качестве при-

знака развития опухоли. В случае увеличения массы животных на 30% по сравнению с 0-ми сутками жи-

вотное определяют как удовлетворяющее конечному показателю в исследовании и его умерщвляют и 

препарируют. 

Рост опухоли OVCAR-3 подтверждают развитием асцита брюшной полости, что регистрируют по 

увеличению массы тела, увеличению диаметра брюшной полости и возрастанию уровней СА-125 в кро-

вотоке. Ожидается, что как расщепленный протеазой, так и необработанный протеазой анти-ЕрСАМ × 

анти-CD3 ProTIA (например, АС1476) будет приводить к улучшению выживаемости и отсутствию или 

запаздыванию развития асцита. Также ожидается, что необработанный протеазой ProTIA будет оказы-

вать более сильное терапевтическое воздействие, приводящее к более эффективному противоопухолево-

му эффекту и улучшенному профилю безопасности, чем обработанный протеазой ProTIA. Кроме того, 

нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, как и ожидается, замедляет рост опухоли, но в гораз-

до меньшей степени, чем продемонстрировано под действием необработанного протеазой и обработан-

ного протеазой ProTIA, несущего отделяемый сегмент. 

Пример 20. ФК свойства композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 протеаза-запускаемого иммунного 

активатора (ProTIA) в модели OVCAR-3 яичников. 

ФК профиль и профиль биораспределения расщепленного протеазой, необработанного протеазой и 

нерасщепляемого анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA оценивают, используя смесь независимо меченных 

металлом молекул, на несущих опухоль OVCAR-3 бестимусных BALB/c мышах. Всем облученным бес-

тимусным BALB/c мышам внутрибрюшинно в 0-е сутки вводят десять миллионов клеток OVCAR-3. Ле-

чение начинают, когда наблюдается заметное вздутие живота и/или когда масса тела животного увели-

чена на 10-15% по сравнению с 0-ми сутками. Из двадцати мышей, несущих опухоль OVCAR-3, отбира-

ют 18 и рандомизируют в соответствии с их индивидуальной массой тела на 2 группы по 9 животных на 

одну группу. Одной группе из 9 мышей внутривенно вводят в дозе 1,5 мг/кг смесь, содержащую в экви-

молярной концентрации: меченный металлом 1 расщепленный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 Pro-

TIA, меченный металлом 2 необработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA и меченный ме-

таллом 3 нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA. Другой группе из 9 животных ту же самую 

смесь ProTIA в дозе 1,5 мг/кг вводят внутрибрюшинно. 

Чередуя животных в одной и той же группе (т.е. в группах с внутривенным и внутрибрюшинным 

введением), отбирают кровь посредством венепункции из яремной/нижнечелюстной вены в обработан-

ные гепарином лития пробирки через 0,5, 4, 8, 24, 48 ч, на 3-и сутки, 5-е и 7-е сутки после введения тес-

тируемого продукта. Из крови готовят плазму путем центрифугирования при 1300 g в течение 10 мин 

при 4°С и хранят при -80°С до проведения анализа. 

У мышей обеих групп, как с внутривенным, так и с внутрибрюшинным введением, отбирают асци-

тическую жидкость через 4, 8, 24, 48 ч, на 3-и сутки, 5-е и 7-е сутки после введения тестируемого про-

дукта, чередуя животных в одной и той же группе. Образцы асцитической жидкости незамедлительно 

центрифугируют при 300 g в течение 10 мин при 4°С и жидкий компонент замораживают при -80°С до 

проведения анализа. 

По три мыши из каждой группы будут умерщвлены в 3-й сутки, 5-е сутки и 7-е сутки. Собирают 

органы (головной мозг, сердце, печень, легкое, селезенку и поджелудочную железу) и опухолевые узлы в 

полости брюшины, взвешивают, быстро замораживают и хранят при -80°С до проведения анализа. 

Все образцы (кровь, асцитическую жидкость, здоровые органы и опухолевые ткани) анализируют 

посредством ICP-MS (масс-спектрометрию с индуктивно связанной плазмой). Для группы с внутривен-

ным введением, как и ожидается, в асцитической жидкости обнаружено небольшое количество всех 3-х 

ProTIA. Являющиеся компонентами плазмы меченный металлом 2 необработанный протеазой анти-

ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA и меченный металлом 3 нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, 

как и ожидается, демонстрируют более длительный период полувыведения из системного кровотока, чем 

меченный металлом 1 расщепленный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA. Для группы с внутри-

брюшинным введением, как и ожидается, в асцитической жидкости обнаружены все 3 версии ProTIA, 
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при этом меченный металлом 2 необработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA и меченный 

металлом 3 нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA имеют более продолжительный период 

времени удержания в полости брюшины по сравнению с меченным металлом 1 расщепленным протеазой 

анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA. Также ожидается, что меченный металлом 2 необработанный протеа-

зой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA будет иметь более короткий период полувыведения из внутрибрю-

шинного пространства, чем меченный металлом 3 нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, 

ввиду расщепления протеазами, обнаруживаемыми в занятой опухолью области внутрибрюшинного 

пространства. Меченный металлом 2 необработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA и ме-

ченный металлом 3 нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA будут обнаруживаться в мини-

мальном количестве в плазме в ранние моменты времени, что указывает на незначительно просачивание 

молекул, введенных внутрибрюшинно, в системный кровоток. Все 3 версии ProTIA, как и ожидается, 

присутствуют в опухолевых узлах, извлеченных из полости брюшины, но не из нормальных органов. 

Пример 21. Противоопухолевые свойства композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 протеаза-

запускаемого иммунного активатора (ProTIA) в модели SK-OV-3 яичников. 

Эффективность in vivo анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA также оценивали, используя линию клеток 

яичников человека SK-OV-3, имплантированных внутрибрюшинно мышам NSG (NOD.Cg-

Prkdc
scid

.IL2rg
tmlWjl

/SzJ) или NOG (NOD/Shi-scid/IL-2Rγnull
) с тяжелым иммунодефицитом. NOG или NSG 

мыши характеризуются дефицитом Т-, В- и NK-клеток, а также дисфункцией макрофагов, дендритных 

клеток и системы комплемента. Кратко, в 0-е сутки семи группам, содержащим по 5 NOG или NSG мы-

шей на одну группу, имплантируют внутрибрюшинно 5-10×10
6
 клеток SK-OV-3, после чего на 5-е сутки 

внутрибрюшинно вводят 5-10×10
6
 РВМС. На 7-е сутки начинают лечение, при этом группе 1 вводят раз-

бавитель (PBS+0,05% твина 80) один раз в сутки из расчета на 5 доз (qdx5), группе 2 вводят обработан-

ный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,21 мг/кг qdx5, группе 3 вводят обработанный 

протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 1,05 мг/кг один раз в неделю (qw), группе 4 вводят 

необработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,5 мг/кг qdx5, группе 5 вводят необ-

работанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 2,5 мг/кг qw, группе 6 вводят нерасщеп-

ляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 0,49 мг/кг qdx5 и группе 7 вводят нерасщепляемый анти-

ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA в дозе 2,445 мг/кг qw. Мониторинг состояния мышей на предмет поведения 

и выживаемости проводят один раз в сутки и два раза в неделю на предмет массы тела и вздутия брюш-

ной полости. В случае увеличения массы животных на 30% по сравнению с 0-ми сутками животное оп-

ределяют как удовлетворяющее конечному показателю в исследовании и его умерщвляют и препариру-

ют. 

Рост опухоли SK-OV-3 подтверждают развитием асцита брюшной полости, что регистрируют по 

увеличению массы тела, увеличению диаметра брюшной полости и возрастанию уровней СА-125 в кро-

вотоке. Ожидается, что как расщепленный протеазой, так и необработанный протеазой анти-ЕрСАМ × 

анти-CD3 ProTIA (например, АС1476) будет приводить к улучшению выживаемости и отсутствию или 

запаздыванию развития асцита. Также ожидается, что необработанный протеазой ProTIA будет оказы-

вать более сильное терапевтическое воздействие, более эффективный противоопухолевый эффект и об-

ладать улучшенным профилем безопасности, чем обработанный протеазой ProTIA. Кроме того, нерас-

щепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, как и ожидается, замедляет рост опухоли, но в гораздо 

меньшей степени, чем продемонстрировано под действием необработанного протеазой и обработанного 

протеазой ProTIA, несущего отделяемый сегмент. 

Пример 22. Эффективность композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 протеаза-запускаемого иммунно-

го активатора (ProTIA) в образцах злокачественного ацита человека. 

Образцы злокачественного асцита человека собирают от пациентов с первичными ЕрСАМ-

положительными эпителиальными интраперитонеальными злокачественными новообразованиями, кото-

рые включают но не ограничиваются этим, пациентов с распространенным, рецидивирующим и плохо 

поддающимся лечению раком яичников (аденокарциномой и муцинозным раком), колоректальным ра-

ком, раком желудка, желчных протоков/холангиокарциномой, раком фатерова соска, поджелудочной 

железы и несветлоклеточным раком почки. Пациентов, получающих химиотерапию, иммунотерапию, 

терапию биологическими средствами и/или кортикостероидами в течение последних 30 суток перед от-

бором образцов, исключали. Образцы злокачественного асцита центрифугируют при 300-400 g в течение 

10 мин при комнатной температуре и собирают жидкий компонент и осадок после центрифугирования. 

Количественное определение концентрации протеаз человека, включая, но не ограничиваясь этим, ММР-

9, ММР-2, матриптазу и uPA, в жидком компонент выполняют, используя имеющиеся в продаже наборы 

для ELISA (набор для ММР-9 человека, Invitrogen, № по кат. KHC3061 или его эквивалент; для ММР-2 

человека, Invitrogen, № по кат. KHC3081 или его эквивалент; для матриптазы человека, Enzo, № по кат. 

ADI-900-221, и для uPA человека, Abcam, № по кат. 119611), следуя инструкциям производителя. Сте-

пень расщепления интактного анти-ЕрСАМ × анти-CD3 (например, АС1476) протеазой, обнаруженной в 

асцитической жидкости, определяют посредством введения ProTIA в известной концентрации в компо-
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нент асцитической жидкости и инкубирования смеси при 37°С вместе с аликвотой, отобранной в указан-

ные моменты времени, а именно 0,5, 2, 4, 8, 24, 48 ч, 3-е сутки, 4-е, 5-е и 7-е сутки. Количество интактно-

го анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, присутствующего в соответствующие моменты времени, затем оп-

ределяют в сэндвич-ELISA с применением rhEpCAM/(биотинилированное антитело к XTEN), используя 

интактный анти-ЕрСАМ × анти-CD3 в качестве стандарта. 

Кратко, планшет для ELISA (Nunc Maxisorp, № по кат. 442404) покрывают rhEpCAM (R&D 

Systems, № по кат. ЕНН104111) в количестве 0,1 мкг/100 мкл на одну лунку. После инкубирования в те-

чение ночи при 4°С планшет для ELISA промывают и блокируют 3%-ым раствором BSA в течение 1 ч 

при комнатной температуре. Планшет снова промывают, после чего добавляют соответствующие стан-

дарты интактного, необработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, взятые в диапазоне доз, 

соответствующие контроли качества и тестируемые образцы асцитической жидкости с введенным Pro-

TIA. Планшет оставляют инкубироваться со встряхиванием в течение 1 ч при комнатной температуре, 

чтобы дать возможность стандартам ProTIA, контролям качества и тестируемым образцам связаться с 

rhEpCAM, покрывающими лунки планшета. Несвязавшиеся компоненты удаляют, используя несколько 

промывок. Добавляют биотинилированное антитело к XTEN (запатентованное Amunix антитело) в коли-

честве 0,1 мкг/100 мкл и планшет оставляют инкубироваться при комнатной температуре в течение 1 ч. 

После отмывки от несвязавшегося биотинилированного реагента добавляют стрептавидин-HRP (Thermo 

Scientific, № по кат. 21130) в разведении 1:30000 и планшет инкубируют при комнатной температуре в 

течение 1 ч. По окончании нескольких промывок в каждую лунку добавляют субстрат - ТМВ. После дос-

тижения желаемой интенсивности окраски добавляют 0,2н. раствор серной кислоты для остановки реак-

ции и измеряют поглощение (OD) при 450 нм, используя спектрофотометр. Интенсивность окраски про-

порциональна концентрации интактного ProTIA, захваченного в сэндвич-ELISA с использованием rhEp-

CAM/(биотинилированное антитело к XTEN). Концентрацию интактного ProTIA, присутствующего в 

тестируемых образцах асцитической жидкости, определяют относительно кривой для указанного стан-

дарта интактного ProTIA, используя программное обеспечение SoftMax Pro. Степень уменьшения содер-

жания интактного ProTIA, который детектируется в сэндвич-ELISA с применением 

rhEpCAM/(биотинилированное антитело к XTEN), (т.е. период полувыведения), определяют, используя 

GraphPad Prism. 

В отношении осадка после центрифугирования асцитической жидкости проводят фенотипическое 

исследование экспрессии ЕрСАМ, CD3, CD4, CD8, СА125 и CD56. Образцы злокачественного асцита, по 

результатам тестирования являющиеся положительными на ЕрСАМ и CD3, используют для анализа ци-

тотоксического действия с применением обработанного протеазой и необработанного протеазой ProTIA. 

Кратко, 1×10
5
 асцитных клеток ресуспендируют в соответствующем количестве асцитической жидкости 

и оставляют прикрепляться в 24-луночном планшете в течение 24 ч в трех повторах. Клетки обрабаты-

вают в течение 48 ч, в разных концентрациях доз, обработанным протеазой и интактным анти-ЕрСАМ × 

анти-CD3 ProTIA, после чего выполняют количественное определение каспаз 3/7, используя люминоген-

ный субстрат каспаз 3/7, в соответствии с инструкциями производителя (набор Caspase-Glo 3/7 от 

Promega, № по кат. G8091). Затем, с учетом того, что сигнал люминесценции пропорционален активно-

сти каспаз 3/7, строят график зависимости сигнала люминесценции от концентрации дозы обработанного 

протеазой и необработанного протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA и концентрацию белка, которая 

даета ответ в половину от максимального (ЕС50), рассчитывали с использованием 4-параметрического 

уравнения логистической регрессии, применяя программное обеспечение GraphPad Prism. Предполагают, 

что злокачественный человеческий асцит, полученный от пациентов с распространенным, рецидиви-

рующим и плохо поддающимся лечению ЕрСАМ-положительным раком, будет содержать все компонен-

ты, необходимые для расщепления и последующей активации интактного анти-ЕрСАМ × анти-CD3 

ProTIA с образованием не содержащей XTEN группировки анти-ЕрСАМ × анти-CD3, которая проявляет 

сильную цитотоксическую активность. Также ожидаются уменьшение количества ЕрСАМ-

положительных клеток, что является признаком устранения опухоли, и увеличение количества маркеров 

активации Т-клеток, таких как CD69 и гранзимы, что является отражением активации Т-клеток. 

Пример 23. Анализ композиции анти-ЕрСАМ × анти-CD3 протеаза-запускаемого иммунного акти-

ватора (ProTIA) с использованием каспаз 3/7. 

Перенаправленную клеточную цитотоксичность композиций анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA так-

же оценивали по активности каспаз 3/7 в апоптотических клетках. Аналогично описанному выше анали-

зу цитотоксичности с высвобождением LDH смешивали РВМС или очищенные CD3-положительные Т-

клетки с ЕрСАМ-положительными опухолевыми клетками-мишенями, такими как клетки SW480, SK-

OV-3 и OVAR-3, в соотношении 5 эффекторных клеток к 1 клетке-мишени, и клетки НСТ-116, в соотно-

шении 10:1, и все три версии ProTIA тестировали по 12 точкам, соответствующим концентрациям доз, 

приготовленным по схеме 5-кратного серийного разведения, как в описанном выше анализе на LDH. 

После лизиса клеток измеряли содержание высвободившихся в культуральные супернатанты каспаз 

3/7 по количеству расщепленного под действием каспаз 3/7 люминогенного субстрата каспаз 3/7 с гене-

рацией сигнала люминесценции "медленного типа (glow-type)" (набор Caspase-Glo 3/7 от Promega, № по 
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кат. G8091). Интенсивность люминесценции пропорциональна каспазной активности. 

Как ожидалось и как было обнаружено, тенденция в отношении активности у обработанного про-

теазой, необработанного протеазой и нерасщепляемого анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA, исследованных 

в линиях опухолевых клеток SK-OV-3, OVCAR-3, НСТ-116 и SW48, находилась в соответствии с актив-

ностями, наблюдаемыми в анализе с тестированием LDH. В случае цитотоксической гибели клеток яич-

ников SK-OV-3 под действием РВМС человека необработанный анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA прояв-

ляет в 12 раз меньшую активность, чем обработанный протеазой ProTIA (EC50 140 пМ в сравнении с 12 

пМ), а нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA проявляет в 390 раз меньшую активность, чем 

расщепленный протеазой ProTIA (EC50 4770 пМ в сравнении с 12 пМ) (фиг. 57). В случае цитотоксиче-

ской гибели клеток яичников OVCAR-3 под действием РВМС нерасщепленный протеазой анти-ЕрСАМ 

× анти-CD3 ProTIA проявляет в 4 раза меньшую активность, чем обработанный протеазой ProTIA (ЕС50 

9,8 пМ в сравнении с 2,5 пМ), а нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA проявляет в 420 раз 

меньшую активность, чем расщепленный протеазой ProTIA (EC50 1043 пМ в сравнении с 2,5 пМ) (фиг. 

58). В случае цитотоксической гибели клеток НСТ-116 колоректального рака под действием РВМС обра-

ботанный протеазой и интактный необработанный протеазой анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA проявля-

ют почти одинаковую активность (EC50 1,8 пМ в сравнении с 3,6 пМ), а нерасщепляемый анти-ЕрСАМ × 

анти-CD3 ProTIA проявляет в 130 раз меньшую активность, чем расщепленный протеазой ProTIA (EC50 

240 пМ в сравнении с 1,8 пМ) (фиг. 59). В случае цитотоксической гибели клеток SW480 колоректально-

го рака под действием РВМС обработанный протеазой и нерасщепленный протеазой анти-ЕрСАМ × ан-

ти-CD3 ProTIA также демонстрировали схожую активность (EC50 2 пМ в сравнении с 1 пМ), а нерасщеп-

ляемый анти-ЕрСАМ × анти-CD3 ProTIA проявляет в 70 раз меньшую активность, чем расщепленный 

протеазой ProTIA (EC50 148 пМ в сравнении с 2 пМ) (фиг. 60). Результаты демонстрировали, что нерас-

щепляемый ProTIA неизменно проявляет меньшую активность, чем группировка анти-ЕрСАМ × анти-

CD3, не содержащая XTEN. В зависимости от используемых клеточных линий активность интактного, 

необработанного протеазой ProTIA изменялась в диапазоне от аналогичной до в 12 раз более низкой ак-

тивности по сравнению с расщепленным протеазой ProTIA, подтверждая разницу в степени восприимчи-

вости отделяемого сегмента к протеазам, которые, как предполагается, будут высвобождаться из опухо-

левых клеток и/или активированных CD3-положительных Т-клеток в анализируемую смесь. 

Пример 24. Протеолитическое расщепление аЕрСАМ-aCD3-BSRS1-XTEN_AE864-His(6), конструк-

ции АС1476, с использованием различных протеаз. 

Этот эксперимент проводили для демонстрации того, что aEpCAM-aCD3-BSRS1-XTEN_AE864-

His(6), конструкция АС1476, описанная ранее в примере 3, может быть расщеплена in vitro под действи-

ем многочисленных опухолеассоциированных протеаз, включая ММР-2, ММР-9 и эластазу нейтрофилов. 

1. Активация ферментов. 

Все использованные ферменты получали от R&D Systems. Рекомбинантная эластаза нейтрофилов и 

рекомбинантная матриптаза человека поступали в виде активированных ферментов и их хранили при  

-80°С до момента применения. Рекомбинантная мышиная ММР-2 и рекомбинантная мышиная ММР-9 

поставлялись в виде зимогена, и для их активации требовалась обработка 4-аминофенилацетатом ртути 

(АРМА). АРМА сначала растворяли в 0,1 М растворе NaOH до конечной концентрации 10 мМ, после 

чего рН подводили до нейтрального значения, используя 0,1н. раствор HCl. Дальнейшее разбавление 

исходного раствора АРМА до концентрации 2,5 мМ выполняли в 50 мМ трис-буфере, содержащем 150 

мМ NaCl, 10 мМ CaCl2, рН 7,5. Чтобы активировать про-ММР, инкубировали 1 мМ АРМА и про-ММР в 

концентрации 100 мкг/мл при 37°С в течение 1 (ММР-2) или 3 ч (ММР-9). К активированным ферментам 

добавляли глицерин до конечной концентрации 50% и затем каждый из них хранили при -20°С. 

2. Ферментативное расщепление. 

Для расщепления композиции ProTIA, AC1476 aEpCAM-aCD3-BSRS1-XTEN_AE864-His(6), ис-

пользовали панель ферментов. Данную композицию в концентрации 10 мкМ в качестве субстрата инку-

бировали по отдельности с каждым ферментом в следующих молярных соотношениях фермента к суб-

страту: ММР-2 (1:200), ММР-9 (1:2000), матриптаза (1:12,5) и эластаза нейтрофилов (1:1000). Реакцион-

ные смеси инкубировали при 37°С в течение 2 ч, после чего расщепление останавливали, добавляя кра-

ситель для нанесения на гель и нагревая при 80°С. 

3. Анализ расщепления. 

Анализ образцов проводили, нанося 5 мкг нерасщепленного и расщепленного вещества на гель для 

SDS-PAGE и окрашивая кумасси синим. После обработки каждой протеазой, действующей по отделяе-

мому сегменту BSRS-1, для данного субстрата получали два фрагмента, детектируемых в геле после 

проведения SDS-PAGE, при этом небольшой фрагмент содержал aEpCAM-aCD3 (активированную фор-

му первой части со связывающими доменами), а другой содержал высвободившуюся объемную группи-

ровку XTEN, которая перемещается при проведении SDS-PAGE со слегка меньшей кажущейся молеку-

лярной массой, чем у интактной формы. В случае эластазы нейтрофилов, которая помимо этого расщеп-

ляет высвободившийся XTEN, в геле наблюдали активированную форму, а также другие более мелкие 

фрагменты; последние - ввиду расщепления XTEN в различных положениях вдоль всей последователь-
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ности. Эти результаты свидетельствуют о том, что, как и предполагалось, все протестированные протеа-

зы расщепляли данную конструкцию с высвобождением связывающих доменов. 

Таблица 12 

Последовательности химерного полипептидного комплекса 
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Таблица 13 

Последовательности связывающих доменов первой части 
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Таблица 14 

Последовательности, кодирующие конструкции химерного полипептидного комплекса 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Химерный полипептидный комплекс для лечения рака или опухоли у субъекта, содержащий пер-

вую часть, вторую часть и третью часть, где: 

(а) указанная первая часть представляет собой полипептид, содержащий: 

1) первый связывающий домен со специфичностью связывания с опухолеспецифическим маркером; 

и 

2) второй связывающий домен со специфичностью связывания с антигеном Т-клетки; 

(б) указанная вторая часть содержит пептидильный отделяемый сегмент (RS), способный расщеп-

ляться одной или несколькими протеазами млекопитающих; и 

(в) указанная третья часть содержит объемную группировку, представляющую собой удлиненный 

рекомбинантный полипептид (XTEN); 

при этом указанная объемная группировка способна отделяться от указанной первой части под дей-

ствием указанной протеазы млекопитающих на указанную вторую часть, 

где, в направлении от N-конца к С-концу, первая часть присоединена ко второй части, которая в 

свою очередь присоединена к третьей части, или третья часть присоединена ко второй части, которая в 

свою очередь присоединена к первой части. 

2. Химерный полипептидный комплекс по п.1, где, в направлении от N-конца к С-концу, первая 

часть присоединена ко второй части, которая в свою очередь присоединена к третьей части. 

3. Химерный полипептидный комплекс по п.1, где, в направлении от N-конца к С-концу, третья 

часть присоединена ко второй части, которая в свою очередь присоединена к первой части. 

4. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.1-3, где протеаза млекопитающих экспрес-

сирована в опухолевой ткани. 

5. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.1-4, где каждый из первого связывающего 

домена и второго связывающего домена представляет собой scFv (одноцепочечный Fv). 

6. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.1-5, где второй связывающий домен обла-

дает специфичностью связывания с антигеном Т-клетки, экспрессированным на Т-клетке, выбранной из 

группы, состоящей из Т-клетки, регуляторной Т-клетки (RegT-клетки) и хелперной Т-клетки. 

7. Химерный полипептидный комплекс по п.6, где антиген Т-клетки представляет собой CD3 (кла-

стер дифференцировки 3) или CD3ε. 
8. Химерный полипептидный комплекс по п.7, где второй связывающий домен содержит вариа-

бельную область легкой цепи (VL) и/или вариабельную область тяжелой цепи (VH), происходящие из 

моноклонального антитела, способного связываться с CD3 или CD3ε человека. 

9. Химерный полипептидный комплекс по п.7, где VL и/или VH второго связывающего домена 

имеет последовательность, выбранную из группы последовательностей, приведенных в табл. 1. 
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10. Химерный полипептидный комплекс по п.8 или 9, где второй связывающий домен представляет 

собой scFv, и где VH- и VL-области расположены в порядке VH-VL или VL-VH в направлении от N-

конца к С-концу. 

11. Химерный полипептидный комплекс по п.7, где второй связывающий домен содержит участок 

CDR-H1 (определяющий комплементарность участок 1 тяжелой цепи), участок CDR-H2, участок CDR-

H3, участок CDR-L1 (легкой цепи), участок CDR-L2 и участок CDR-L3, каждый из которых происходит 

из моноклонального антитела из табл. 1. 

12. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.1-11, где первый связывающий домен со-

держит VL- и/или VH-область, происходящую из моноклонального антитела, способного связываться с 

указанным опухолеспецифическим маркером, где VH- и VL-области расположены в порядке VH-VL или 

VL-VH в направлении от N-конца к С-концу, когда присутствуют обе области. 

13. Химерный полипептидный комплекс по п.12, где VH- и VL-области первого связывающего до-

мена происходят из VH и VL моноклонального антитела, выбранных из группы последовательностей, 

приведенных в табл. 2. 

14. Химерный полипептидный комплекс по п.12, где первый связывающий домен представляет со-

бой scFv, где VH- и VL-области расположены от N-конца к С-концу в форме VH-VL или VL-VH. 

15. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.1-11, где первый связывающий домен 

способен связываться с опухолеспецифическим маркером и содержит участок CDR-H1, участок CDR-H2, 

участок CDR-H3, участок CDR-L1, участок CDR-L2 и участок CDR-L3, где каждый из указанных участ-

ков происходит из последовательностей моноклонального антитела, приведенных в табл. 2. 

16. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.1-15, где опухолеспецифический маркер 

выбран из группы, состоящей из альфа-4-интегрина, Ang2 (ангиопоэтин 2), В7-Н3 (гомолог 3 семейства 

В7), В7-Н6 (гомолог 6 семейства В7), СЕАСАМ5 (родственная карциноэмбриональному антигену моле-

кула 5 клеточной адгезии), сМЕТ, CTLA4 (цитотоксический Т-лимфоцитарный антиген 4), FOLR1 (ре-

цептор 1 фолиевой кислоты), ЕрСАМ (молекула адгезии эпителиальных клеток), CCR5 (хемокиновый 

рецептор 5 семейства СС), CD19 (кластер дифференцировки 19), HER2 (рецептор эпидермального фак-

тора роста 2 типа у людей), HER2 neu (HER2 у грызунов), HER3, HER4, HER1 (EGFR (рецептор эпидер-

мального фактора роста)), PD-L1 (лиганд 1 белка программируемой (клеточной) смерти), PSMA (мем-

бранный антиген предстательной железы), СЕА (карциноэмбриональный антиген), MUC1 (муцин), 

MUC-2, MUC3, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC7, MUC16, βhCG (хорионический гонадотропин-бета 

человека), антигена Y Льюиса, CD20, CD33, CD38, CD30, CD56 (NCAM (молекула адгезии нервных кле-

ток)), CD133, ганглиозида GD3, 9-О-ацетил-GD3, GM2, Globo H, фукозил-GM1, GD2, карбоангидразы 

IX, CD44v6, продукта гена "звуковой еж" (Shh), Wue-1, антигена 1 плазматических клеток, хондроитин-

сульфат-протеогликана меланомы (MCSP), CCR8, антигена эпителиальных клеток предстательной желе-

зы с 6-ю трансмембранными сегментами (STEAP), мезотелина, антигена А33, антигена стволовых клеток 

предстательной железы (PSCA), Ly-6, десмоглеина 4, фетального ацетилхолинового рецептора (fnAChR), 

CD25, ракового антигена 19-9 (СА19-9), ракового антигена 125 (СА-125), рецептора II типа ингибирую-

щего вещества Мюллера (MISIIR), сиалированного антигена Tn (sTN), антигена - белка активации фиб-

робластов (FAP), эндосиалина (CD248), варианта III рецептора эпидермального фактора роста 

(EGFRvIII), опухолеассоциированного антигена L6 (TAL6), SAS (поверхностный белок Staphylococcus 

aureus), CD63, TAG72 (опухолеассоциированный гликопротеин 72), антигена Томсена-Фриденрайха (ан-

тигена TF), рецептора инсулиноподобного ростового фактора I (IGF-IR), антигена Cora, CD7, CD22, 

CD70, CD79a, CD79b, G250, МТ-ММР (матриксные металлопротеиназы мембранного типа), антигена 

F19, СА19-9, СА-125, альфафетопротеина (AFP), VEGFR1 (рецептор 1 сосудистого эндотелиального 

фактора роста), VEGFR2, DLK1, SP17, ROR1 (орфанный рецептор 1, родственный рецептору ретиноевой 

кислоты) и EphA2 (рецептор эфрина А2). 

17. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.5-16, где первый связывающий домен и 

второй связывающий домен соединены гибким полипептидным линкером, выбранным из группы после-

довательностей, приведенных в табл. 8 и 9. 

18. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.1-17, где RS содержит аминокислотную 

последовательность, способную расщепляться под действием одной или более протеаз, выбранных из 

группы, состоящей из протеаз, приведенных в табл. 3. 

19. Химерный полипептидный комплекс по п.18, где RS представляет собой субстрат для легумаи-

на, ММР-2 (матриксная металлопротеиназа-2), ММР-7, ММР-9, ММР-14, uPA (активатор урокиназного 

плазминогена) и матриптазы. 

20. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.1-19, где RS содержит аминокислотную 

последовательность, выбранную из группы, состоящей из последовательностей, приведенных в табл. 4. 

21. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.1-20, где XTEN содержит аминокислот-

ную последовательность, имеющую по меньшей мере примерно 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 

100% идентичность последовательности с последовательностью, выбранной из группы последовательно-

стей, приведенных в табл. 5. 

22. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.1-21, где первая часть химерного поли-
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пептидного комплекса содержит аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере при-

мерно 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100% идентичность последовательности с последователь-

ностью, выбранной из группы последовательностей, приведенных в табл. 13. 

23. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.16-22, где, в результате расщепления вто-

рой части под действием указанной протеазы млекопитающих и высвобождения первой части из химер-

ного полипептидного комплекса, первая часть способна одновременно связываться с Т-клеткой, несущей 

антиген Т-клетки, и с опухолевой клеткой, несущей опухолеспецифический маркер, в анализе in vitro с 

использованием указанных Т-клетки и опухолевой клетки. 

24. Химерный полипептидный комплекс по п.23, где, в результате расщепления второй части с вы-

свобождением указанной первой части и указанной третьей части из указанного химерного полипептид-

ного комплекса, указанная высвободившаяся первая часть имеет молекулярную массу по меньшей мере в 

2, 3, 4 или 5 раз меньше, чем указанной высвободившейся третьей части. 

25. Химерный полипептидный комплекс по п.23, где, в результате расщепления второй части, ука-

занная первая часть, высвободившаяся из указанного химерного полипептидного комплекса, имеет более 

высокую аффинность связывания с антигеном Т-клетки или с опухолеспецифическим маркером по срав-

нению с химерным связывающим комплексом, в котором вторая часть не расщеплена. 

26. Химерный полипептидный комплекс по п.23, где аффинность связывания высвободившейся 

первой части с антигеном Т-клетки, или с опухолеспецифическим маркером по меньшей мере в 2, 3, 4, 5, 

6, 7, 8, 9 или в 10 раз выше по сравнению с аффинностью связывания химерного полипептидного ком-

плекса с антигеном Т-клетки или с опухолеспецифическим маркером, где RS не расщеплен. 

27. Химерный полипептидный комплекс по п.23, где одновременное связывание первой части с Т-

клеткой и с опухолевой клеткой приводит к цитотоксической активности в отношении опухолевой клет-

ки в анализе in vitro. 

28. Химерный полипептидный комплекс по п.23, где высвободившаяся первая часть химерного по-

липептидного комплекса способна осуществлять клеточный лизис опухолевой клетки на более высоком 

уровне по сравнению с интактным химерным полипептидным комплексом в анализе in vitro. 

29. Химерный полипептидный комплекс по п.23, где уровень клеточного лизиса, вызываемого вы-

свободившейся первой частью химерного полипептидного комплекса, по меньшей мере в 10 раз выше, 

или по меньшей мере в 30 раз, или по меньшей мере в 100 раз, или по меньшей мере в 300 раз, или по 

меньшей мере в 1000 раз выше по сравнению с интактным химерным полипептидным комплексом в ана-

лизе in vitro. 

30. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.27-29, где цитотоксическая активность 

и/или клеточный лизис опухолевой клетки опосредован мишень-специфической активацией Т-клетки. 

31. Химерный полипептидный комплекс по п.30, где количество активированных Т-клеток, обра-

зуемых посредством высвободившейся первой части химерного полипептидного комплекса, по меньшей 

мере в 10 раз выше, или по меньшей мере в 30 раз, или по меньшей мере в 100 раз, или по меньшей мере 

в 300 раз, или по меньшей мере в 1000 раз выше по сравнению с интактным химерным полипептидным 

комплексом. 

32. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.27-31, где при сравнении: 

а) относительной цитотоксичности, которую измеряют как соотношение между цитотоксичностью 

(1) высвободившейся первой части по отношению к опухолевой клетке в анализе in vitro с использовани-

ем как Т-клеток, несущих антиген Т-клетки, так и опухолевых клеток, несущих опухолеспецифический 

маркер, и цитотоксичностью (2) композиции, содержащей соответствующую первую часть химерного 

полипептидного комплекса и соответствующую третью часть химерного полипептидного комплекса, 

соединенные посредством нерасщепляемого пептида, содержащего от 1 до примерно 10 аминокислот; и 

б) относительной аффинности связывания, которую измеряют как соотношение аффинности связы-

вания второго связывающего домена высвободившейся первой части, указанной в (a1), с антигеном Т-

клетки и аффинности связывания композиции, указанной в (а2), с антигеном Т-клетки, соотношение ме-

жду относительной цитотоксичностью и относительной аффинностью связывания превышает по мень-

шей мере 10:1, или превышает по меньшей мере 30:1, или превышает по меньшей мере 50:1, или превы-

шает по меньшей мере 100:1, или превышает по меньшей мере 300:1, или превышает по меньшей мере 

500:1, или превышает по меньшей мере 1000:1. 

33. Химерный полипептидный комплекс по п.32, где нерасщепляемый пептид имеет последова-

тельность глицин-серин и антиген Т-клетки представляет собой CD3 или CD3ε. 
34. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.32, 33, где анализ in vitro выбран из груп-

пы анализов, состоящей из анализа целостности клеточной мембраны, анализа в смешанной культуре 

клеток, метода сортировки флуоресцентно-активированных клеток (FACS), основанного на анализе ио-

дида пропидия, анализа проникновения трипанового синего, фотометрического анализа высвобождения 

ферментов, радиометрического анализа высвобождения 
51

Cr, флуориметрического анализа высвобожде-

ния европия, анализа высвобождения кальцеина AM (ацетоксиметилкальцеина), фотометрического ана-

лиза содержания МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий-бромид), анализа содержания 

ХТТ (2,3-бис-(2-метокси-4-нитро-5-сульфофенил)-2Н-тетразолий-5-карбоксанилид), анализа содержания 
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WST-1 (водорастворимая тетразолиевая соль-1), анализа с использованием аламарового синего, радио-

метрического анализа встраивания 
3
H-Thd (тимидин), оценки клоногенности с измерением активности 

деления клеток, флуориметрического анализа содержания родамина-123 с измерением трансмембранно-

го градиента митохондриальной мембраны, анализа апоптоза с мониторингом экспонирования фосфати-

дилсерина посредством FACS, анализа с использованием теста TUNEL (ник-концевое мечение дезоксиу-

ридинтрифосфатом(дУТФ)-биотином, опосредованное терминальной дезоксинуклеотидил-трансферазой 

(TdT)), основанного на ELISA (иммуноферментный твердофазный анализ), сэндвич-ELISA, анализа кас-

пазной активности, анализа высвобождения LDH (лактатдегидрогеназа) с применением клеток и морфо-

логического анализа клеток или любой их комбинации. 

35. Химерный полипептидный комплекс по п.23, где аффинность связывания первого связывающе-

го домена высвободившейся первой части с опухолеспецифическим маркером выше, чем аффинность 

связывания второго связывающего домена высвободившейся первой части с антигеном Т-клетки. 

36. Химерный полипептидный комплекс по п.23, где аффинность связывания первого связывающе-

го домена с опухолеспецифическим маркером, по результатам измерений константы Kd в анализе in vitro, 

по меньшей мере на один порядок выше по сравнению с более высокой аффинностью связывания второ-

го связывающего домена с антигеном Т-клетки. 

37. Химерный полипептидный комплекс по п.23, где константа Kd для первого связывающего до-

мена химерного полипептидного комплекса составляет от 10
-5

 до 10
-9

 М, и Kd для второго связывающего 

домена составляет от 10
-5

 до 10
-9

 М. 

38. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.1-22, где после введения субъекту компо-

зиции, содержащей химерный полипептидный комплекс, вторая часть химерного полипептидного ком-

плекса расщепляется вблизи опухоли, экспрессирующей протеазу, способную расщеплять RS, при вве-

дении указанного химерного полипептидного комплекса субъекту. 

39. Химерный полипептидный комплекс по п.38, где в результате расщепления второй части под 

действием указанной протеазы млекопитающих и высвобождения первой части из химерного полипеп-

тидного комплекса первая часть приобретает способность одновременно связываться с Т-клеткой, несу-

щей антиген Т-клетки, и с опухолевой клеткой, несущей опухолеспецифический маркер. 

40. Химерный полипептидный комплекс по п.39, где в результате одновременного связывания пер-

вой части с Т-клеткой, несущей антиген Т-клетки, и опухолевой клеткой, несущей опухолеспецифиче-

ский маркер, происходит высвобождение Т-клеточной эффекторной молекулы. 

41. Химерный полипептидный комплекс по п.40, где эффекторная молекула выбрана из одной или 

более эффекторных молекул из группы, состоящей из TNF-α (альфа-фактор некроза опухоли), IFN-γ (ин-

терферон-гамма), интерлейкина 2, перфорина и гранзимов. 

42. Химерный полипептидный комплекс по п.39, где в результате одновременного связывания пер-

вой части с Т-клеткой, несущей антиген Т-клетки, и с опухолевой клеткой, несущей опухолеспецифиче-

ский маркер, осуществляется лизис опухолевой клетки под действием Т-клетки. 

43. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.38-42, который демонстрирует период 

полувыведения после введения субъекту, превышающий по меньшей мере в 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 раз 

период полувыведения первой части, не соединенной с указанными второй и третьей частями, после вве-

дения субъекту в сопоставимой дозе. 

44. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.38-43, где, после введения химерного по-

липептидного комплекса субъекту, расщепления второй части и высвобождения указанной первой части 

и указанной третьей части из указанного химерного полипептидного комплекса, указанная первая часть 

имеет период полувыведения по меньшей мере в 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 раз меньше по сравнению с 

интактным химерным полипептидным комплексом у субъекта. 

45. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.38-44, где максимальная концентрация в 

плазме крови, Cmax, высвободившейся первой части после однократного введения субъекту композиции, 

содержащей химерный полипептидный комплекс, не превышает примерно 0,01 нг/мл, или примерно 0,1 

нг/мл, или примерно 1 нг/мл, или примерно 10 нг/мл, или примерно 100 нг/мл. 

46. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.38-44, где максимальная концентрация в 

плазме крови Cmax высвободившейся первой части после однократного введения субъекту композиции, 

содержащей химерный полипептидный комплекс, по меньшей мере в 3 раза ниже, или по меньшей мере 

в 10 раз ниже, или по меньшей мере в 30 раз ниже, или по меньшей мере в 100 раз ниже, чем у интактно-

го химерного полипептидного комплекса у того же субъекта. 

47. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.38-46, где интактный химерный полипеп-

тидный комплекс демонстрирует более слабую экстравазацию из кровеносной системы субъекта по 

сравнению с химерным полипептидным комплексом, в котором RS расщеплен с высвобождением первой 

части и третьей части. 

48. Химерный полипептидный комплекс по любому из пп.38-47, где субъект выбран из группы, со-

стоящей из мыши, крысы, обезьяны, собаки и человека. 

49. Фармацевтическая композиция в качестве лекарственного средства для лечения рака или опухо-

ли у субъекта, содержащая химерный полипептидный комплекс по любому из пп.1-48 и один или более 
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фармацевтически приемлемых эксципиентов. 

50. Фармацевтическая композиция по п.49, которая находится в жидкой форме. 

51. Фармацевтическая композиция по п.50, которая находится в предварительно наполненном 

шприце. 

52. Фармацевтическая композиция по п.49, приготовленная в виде лиофилизированного порошка, 

подлежащего разведению до введения. 

53. Выделенная нуклеиновая кислота, содержащая полинуклеотидную последовательность, вы-

бранную из (а) полинуклеотида, кодирующего химерный полипептидный комплекс по любому из пп.1-

48, или (б) последовательности, комплементарной полинуклеотиду из (а). 

54. Экспрессирующий вектор, содержащий полинуклеотидную последовательность по п.53 и ре-

комбинантную регуляторную последовательность, функционально связанную с данной полинуклеотид-

ной последовательностью. 

55. Выделенная клетка-хозяин, содержащая экспрессирующий вектор по п.54, представляющая со-

бой Е.coli. 
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