
03
97

36
   

 B
1

039736    B
1

(19) Евразийское
патентное
ведомство

(11) 039736 (13) B1

(12) ОПИСАНИЕ ИЗОБРЕТЕНИЯ К ЕВРАЗИЙСКОМУ ПАТЕНТУ

(45) Дата публикации и выдачи патента

2022.03.04
(21) Номер заявки

201792032
(22) Дата подачи заявки

2016.03.14

(51)  Int. Cl. C07K 16/28 (2006.01)
A61K 49/00 (2006.01)
G01N 33/53 (2006.01)

(54) АНТИ-PDL1-АНТИТЕЛА, АКТИВИРУЕМЫЕ АНТИ-PDL1-АНТИТЕЛА И СПОСОБЫ
ИХ ПРИМЕНЕНИЯ

(31) 62/133,231; 62/139,596; 62/218,883
(32) 2015.03.13; 2015.03.27; 2015.09.15
(33) US
(43) 2018.04.30
(86) PCT/US2016/022345
(87) WO 2016/149201 2016.09.22
(71)(73) Заявитель и патентовладелец:

САЙТОМКС ТЕРАПЬЮТИКС, ИНК.
(US)

(72) Изобретатель:
Уэст Джеймс Уилльям, Мей Ли, Мур
Стефен Джеймс, Нгуйен Маргарет,
Хостеттер Дэниел, Васильева Ольга,
Сэйджерт Джейсон, Терретт Джонатан
(US)

(74) Представитель:
Медведев В.Н. (RU)

(56)  WO-A1-2011066389
WO-A1-2015013671
WO-A2-2013163631

(57) Изобретение относится, в общем, к антителам, которые связываются с лигандом 1 полипептида
программируемой смерти (PDL1), к активируемым антителам, которые специфически связываются
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Настоящая заявка заявляет приоритет над предварительной заявкой США № 62/133231, поданной 

13 марта 2015 г.; предварительной заявкой США № 62/139596, поданной 27 марта 2015 г.; и предвари-

тельной заявкой США № 62/218883, поданной 15 сентября 2015 г.; содержание каждой из которых вклю-

чено в настоящее описание посредством ссылки во всей их полноте. 

Область техники, к которой относится изобретение 

Изобретение относится, в общем, к антителам, которые связываются с лигандом 1 полипептида 

программируемой смерти (PDL1), активируемым антителам, которые специфически связываются с 

PDL1, и способам получения и применения этих анти-PDL1-антител и активируемых анти-PDL1-антител 

в различных терапевтических, диагностических и профилактические показаниях. 

Уровень техники 

Лекарственные средства на основе антител доказали свою эффективность в лечении некоторых за-

болеваний, но в ряде случаев токсичность в результате широкой экспрессии мишеней ограничивает их 

терапевтическую эффективность. Кроме того, лекарственные средства на основе антител имеют другие 

ограничения, такие как быстрый клиренс из системы кровообращения после введения. 

В области лекарственных средств на основе низкомолекулярных молекул были разработаны страте-

гии для обеспечения пролекарств активной химической молекулы. Такие пролекарства вводятся в отно-

сительно неактивной (или значительно менее активной) форме. После введения пролекарство метаболи-

зируется in vivo с превращением в активное соединение. Такие стратегии с применением пролекарств 

могут обеспечить повышенную избирательность лекарственного средства для его предназначенной ми-

шени и снижение побочных эффектов. 

Следовательно, в области лекарственных средств на основе антител существует остающаяся по-

требность в антителах, которые имитируют желаемые характеристики низкомолекулярных пролекарств. 

Сущность изобретения 

В изобретении обеспечиваются антитела или их антигенсвязывающие фрагменты, которые специ-

фически связываются с лигандом 1 полипептида программируемой смерти (PDL1), также известным как 

PD-L1, CD274, В7 гомолог 1 и/или В7-Н1. Использование термина "PDL1" предназначено для включения 

любого его варианта, например, в качестве неограничивающего примера PD-L1 и/или PDL-1, все вариан-

ты используются здесь взаимозаменяемо. 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает антитело или его антигенсвязывающий 

фрагмент, которые специфически связываются с PDL1. В некоторых вариантах осуществления антитело 

или его антигенсвязывающий фрагмент, которые связываются с PDL1, представляют моноклональное 

антитело, доменное антитело, одноцепочечное антитело, Fab-фрагмент, F(ab')2-Фрагмент, scFv, scAb, 

dAb, однодоменное антитело на основе тяжелой цепи или однодоменное антитело на основе легкой цепи. 

В некоторых вариантах осуществления такое антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, которые 

связываются с PDL1, является мышиным антителом, антителом другого грызуна, химерным, гуманизи-

рованным или полностью человеческим моноклональным антителом. 

В некоторых вариантах осуществления антитело представляет выделенное антитело или его анти-

генсвязывающий фрагмент (АВ), которые специфически связываются с PDL1 млекопитающего, где АВ 

имеет одну или несколько из следующих характеристик: (а) АВ специфически связывается с человече-

ским PDL1 и мышиным PDL1; (b) АВ специфически связывается с человеческим PDL1 и PDL1 обезьяны 

циномолгус; (с) АВ специфически связывается с человеческим PDL1, мышиным PDL1 и PDL1 обезьяны 

циномолгус; (d) АВ ингибирует связывание человеческого В7-1 и человеческого PD1 с PDL1 человека со 

значением ЕС50 ниже 10 нМ; (d) АВ ингибирует связывание мышиного В7-1 и мышиного PD1 с PDL1 

мыши со значением ЕС50 ниже 10 нМ; и (f) AB ингибирует связывание В7-1 обезьяны циномолгус и PD1 

обезьяны циномолгус с PDL1 обезьяны циномолгус со значением ЕС50 ниже 10 нМ. 

В некоторых вариантах осуществления антитело или его антигенсвязывающий фрагмент специфи-

чески связываются с PDL1 млекопитающего с константой диссоциации, ниже или равной 0,01 нМ, ниже 

или равной 0,05 нМ, ниже или равной 0,1 нМ, ниже или равной 0,2 нМ, ниже или равной 0,3 нМ, ниже 

или равной 0,4 нМ, ниже или равной 0,5 нМ, ниже или равной 0,75 нМ и ниже или равной 1 нМ. 

В некоторых вариантах осуществления антитело или его антигенсвязывающий фрагмент специ-

фически связываются с PDL1 млекопитающего с константой диссоциации в диапазоне от 0,01 до 1 нМ, 

от 0,05 до 1 нМ, от 0,1 до 1 нМ, от 0,2 до 1 нМ, от 0,3 до 1 нМ, от 0,4 до 1 нМ, от 0,5 до 1 нМ, от 0,75 

до 1 нМ, 0,01 до 0,75 нМ, от 0,05 до 0,75 нМ, от 0,1 до 0,75 нМ, от 0,2 до 0,75 нМ, от 0,3 до 0,75 нМ, от 

0,4 до 0,75 нМ, от 0,5 до 0,75 нМ, от 0,01 до 0,5 нМ, от 0,05 до 0,5 нМ, от 0,1 до 0,5 нМ, от 0,2 до 0,5 нМ, от 

0,3 до 0,5 нМ, от 0,4 до 0,5 нМ, от 0,01 до 0,4 нМ, от 0,05 до 0,4 нМ, от 0,1 до 0,4 нМ, от 0,2 до 0,4 нМ, от 0,3 

до 0,4 нМ, от 0,01 до 0,3 нМ, от 0,05 до 0,3 нМ, от 0,1 до 0,3 нМ, от 0,2 до 0,3 нМ, от 0,01 до 0,2 нМ, от 0,05 

до 0,2 нМ, от 0,1 до 0,2 нМ, 0,01 до 0,1 нМ, от 0,05 до 0,1 нМ или от 0,01 до 0,05 нМ. 

В некоторых вариантах осуществления PDL1 млекопитающего выбран из группы, состоящей из че-

ловеческого PDL, мышиного PDL1, крысиного PDL1 и PDL1 обезьяны циномолгус. 

В некоторых вариантах осуществления антитело или его антигенсвязывающий фрагмент специфи-

чески связываются с человеческим PDL1, мышиным PDL1 и PDL1 обезьяны циномолгус с константой 

диссоциации ниже 1 нМ. 
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В некоторых вариантах осуществления PDL1 млекопитающего представляет PDL1 человека. 

В некоторых вариантах осуществления антитело или его антигенсвязывающий фрагмент имеют од-

ну или более из следующих характеристик: (а) АВ специфически связывается с человеческим PDL1, 

мышиным PDL1 и PDL1 обезьяны циномолгус; (b) АВ ингибирует связывание человеческого В7-1 и че-

ловеческого PD1 с PDL1 человека; (с) АВ ингибирует связывание мышиного В7-1 и мышиного PD1 с 

PDL1 мыши; и (d) АВ ингибирует связывание В7-1 обезьяны циномолгус и PD1 обезьяны циномолгус с 

PDL1 обезьяны циномолгус. 

В некоторых вариантах осуществления антитело или его антигенсвязывающий фрагмент блокиру-

ют способность природного лиганда связываться с PDL1 млекопитающего со значением ЕС50, ниже или 

равным 0,5 нМ, ниже или равным 1 нМ, ниже или равным 2 нМ, ниже или равным 3 нМ, ниже или рав-

ным 4 нМ, ниже или равным 5 нМ, ниже или равным 6 нМ, ниже или равным 7 нМ, ниже или рав-

ным 8 нМ, ниже или равным 9 нм и/или ниже или равным 10 нМ. 

В некоторых вариантах осуществления антитело или его антигенсвязывающий фрагмент блокируют 

способность природного лиганда связываться с PDL1 млекопитающего со значением ЕС50 в диапазоне от 

0,5 до 10 нМ, от 0,5 до 5 нМ, от 0,5 до 3 нМ, От 0,5 до 2 нМ, от 0,5 до нМ, от 1 до 10 нМ, от 1 до 5 нМ, от 1 

до 3 нМ, от 1 до 2 нМ, от 2 до 10 нМ, от 2 до 5 нМ, от 2 до 3 нМ, от 3 до 10 нМ, от 3 до 5 нМ или от 5 до 

10 нМ. В некоторых вариантах осуществления природный лиганд представляет PD1 млекопитающего. В 

некоторых вариантах осуществления природный лиганд выбран из группы, состоящей из человеческого 

PD1, мышиного PD1 и PD1 обезьяны циномолгус. 

В некоторых вариантах осуществления природный лиганд представляет В7-1 млекопитающего. В 

некоторых вариантах осуществления природный лиганд выбран из группы, состоящей из человеческого 

В7-1, мышиного В7-1 и В7-1 обезьяны циномолгус. 

В некоторых вариантах осуществления антитело содержит аминокислотную последовательность 

тяжелой цепи, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 

36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариантах осуществления антитело включает ами-

нокислотную последовательность легкой цепи, содержащую SEQ ID NO: 12 или SEQ ID NO: 58. В неко-

торых вариантах осуществления антитело включает аминокислотную последовательность легкой цепи, 

содержащую SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления антитело включает аминокислот-

ную последовательность легкой цепи, содержащую SEQ ID NO: 58. 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает аминокислотную последовательность 

тяжелой цепи, содержащую аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и аминокислотную последовательность легкой цепи, содержащую 

SEQ ID NO: 58. 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает аминокислотную последовательность 

тяжелой цепи, содержащую аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и аминокислотную последовательность легкой цепи, содержащую 

SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает аминокислотную последовательность 

тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокис-

лотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 

30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариантах осуществления антитело 

включает аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 

94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 58. В некоторых 

вариантах осуществления антитело включает аминокислотную последовательность легкой цепи, которая 

по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последователь-

ности SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления антитело включает аминокислотную по-

следовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% 

идентична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 

50, 52, 54 и 56, и аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 

92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 58. В не-

которых вариантах осуществления антитело содержит аминокислотную последовательность тяжелой 

цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной 

последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и аминокис-

лотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 

99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления антитело содержит аминокислотную последовательность 

тяжелой цепи SEQ ID NO: 46 и аминокислотную последовательность легкой цепи SEQ ID NO: 58. В не-

которых вариантах осуществления антитело содержит аминокислотную последовательность тяжелой 

цепи SEQ ID NO: 46 и аминокислотную последовательность легкой цепи SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления антитело содержит аминокислотную последовательность 

тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокис-

лотной последовательности SEQ ID NO: 46. В некоторых вариантах осуществления антитело содержит 
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аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95%, 

96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 58. В некоторых вариан-

тах осуществления антитело содержит аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по 

меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательно-

сти SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления антитело содержит аминокислотную после-

довательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% иден-

тична аминокислотной последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 46, и аминокислотную последо-

вательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична 

аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления антитело 

содержит аминокислотную последовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 

94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 46, 

и аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 

96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления антитело содержит комбинацию последовательности участ-

ка, определяющего комплементарность, вариабельной области тяжелой цепи 1 (VH CDR1, также назы-

ваемого здесь CDRH1), последовательности участка, определяющего комплементарность, вариабельной 

области тяжелой цепи 2 (VH CDR2, также называемого здесь CDRH2), последовательности участка, оп-

ределяющего комплементарность, вариабельной области тяжелой цепи 3 (VH CDR3, также называемого 

здесь CDRH3), последовательности участка, определяющего комплементарность, вариабельной области 

легкой цепи 1 (VL CDR1, также называемого здесь CDRL1), последовательности участка, определяюще-

го комплементарность, вариабельной области легкой цепи 2 (VL CDR2, также называемого здесь 

CDRL2) и последовательности участка, определяющего комплементарность, вариабельной области лег-

кой цепи 3 (VL CDR3, также называемого здесь CDRL3), где по меньшей мере одна последовательность 

CDR выбрана из группы, состоящей из последовательности VH CDR1, показанной в табл.16; последова-

тельности VH CDR2, показанной в табл.16; последовательности VH CDR3, показанной в табл.16; после-

довательности VL CDR1, показанной в табл.16; последовательности VL CDR2, показанной в табл.16; и 

последовательности VL CDR3, показанной в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления антитело содержит комбинацию последовательности VH 

CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности VL CDR1, 

последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где по меньшей мере одна последова-

тельность CDR выбрана из группы, состоящей из последовательности VH CDR1, которая включает по-

следовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более идентична 

последовательности VH CDR1, показанной в табл.16; последовательности VH CD2, которая включает 

последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более иден-

тична последовательности VH CDR2, показанной в табл.16; последовательности VH CDR3, которая 

включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или бо-

лее идентична последовательности VH CDR3, показанной в табл.16; последовательности VL CDR1, ко-

торая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% 

или более идентична последовательности VL CDR1, показанной в табл.16; последовательности VL 

CDR2, которая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 

98, 99% или более идентична последовательности VL CDR2, показанной в табл.16; и последовательности 

VL CDR3, которая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 

97, 98, 99% или более идентична последовательности VL CDR3, показанной в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает тяжелую цепь, которая содержит комби-

нацию последовательности VH CDR1, последовательности VH CDR2 и последовательности VH CDR3, 

где комбинация представляет комбинацию трех последовательностей CDR тяжелой цепи (VH CDR1, VH 

CDR2, VH CDR3), показанных в одной строке в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает легкую цепь, которая содержит комби-

нацию последовательности VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, 

где комбинация представляет комбинацию трех последовательностей CDR легкой цепи (VL CDR1, VL 

CDR2, VL CDR3), показанных в одной строке в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает комбинацию последовательности VH 

CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности VL CDR1, 

последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где комбинация представляет комбина-

цию шести последовательностей CDR (VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3, VL CDR1, VL CDR2 и VL 

CDR3), показанных в одной строке в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает комбинацию последовательности VH 

CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности VL CDR1, 

последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где каждая последовательность CDR в 

комбинации содержит последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 

99% или более идентична соответствующей последовательности CDR в комбинации шести последова-

тельностей CDR (VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3, VL CDR1, VL CDR2 и VL CDR3), показанных в одной 
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строке в табл. 16. 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает тяжелую цепь, которая содержит комби-

нацию последовательности VH CDR1, последовательности VH CDR2 и последовательности VH CDR3, 

где каждая последовательность CDR в комбинации содержит последовательность, которая по меньшей 

мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более идентична соответствующей последовательности 

CDR в комбинации трех последовательностей CDR тяжелой цепи (VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3), по-

казанных в одной строке в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает легкую цепь, которая содержит комби-

нацию последовательности VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, 

где каждая последовательность CDR в комбинации содержит последовательность, которая по меньшей 

мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более идентична соответствующей последовательности 

CDR в комбинации трех последовательностей CDR легкой цепи (VL CDR1, VL CDR2, VL CDR3), пока-

занных в одной строке в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает комбинацию последовательности VH 

CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности VL CDR1, 

последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где по меньшей мере одна последова-

тельность CDR выбрана из группы, состоящей из последовательности VL CDR1, содержащей RASQSIS-

SYLN (SEQ ID NO: 209); последовательности VL CDR2, содержащей AASSLQS (SEQ ID NO: 215); после-

довательности VL CDR3, содержащей DNGYPST (SEQ ID NO: 228); последовательности VH CDR1, со-

держащей SYAMS (SEQ ID NO: 212); последовательности VH CDR2, содержащей SSIWRNGIVTVYADS 

(SEQ ID NO: 246); и последовательности VH CDR3, содержащей WSAAFDY (SEQ ID NO: 235). 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает комбинацию последовательности VH 

CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности VL CDR1, 

последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где последовательность VH CDR2 со-

держит SSIWRNGIVTVYADS (SEQ ID NO: 246). В некоторых вариантах осуществления антитело вклю-

чает комбинацию последовательности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности 

VH CDR3, последовательности VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL 

CDR3, где последовательность VH CDR3 содержит WSAAFDY (SEQ ID NO: 235). В некоторых вариан-

тах осуществления антитело включает комбинацию последовательности VH CDR1, последовательности 

VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности VL CDR1, последовательности VL CDR2 

и последовательности VL CDR3, где последовательность VH CDR2 содержит SSIWRNGIVTVYADS 

(SEQ ID NO: 246), и последовательность VH CDR3 содержит WSAAFDY (SEQ ID NO: 235). 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает комбинацию последовательности VH 

CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности VL CDR1, 

последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где комбинация включает VL CDR1, со-

держащую RASQSISSYLN (SEQ ID NO: 209) ; последовательность VL CDR2, содержащую AASSLQS 

(SEQ ID NO: 215); последовательность VL CDR3, содержащую DNGYPST (SEQ ID NO: 228); последова-

тельность VH CDR1, содержащую SYAMS (SEQ ID NO: 212); последовательность VH CDR2, содержа-

щую SSIWRNGIVTVYADS (SEQ ID NO: 246); и последовательность VH CDR3, содержащую WSAAFDY 

(SEQ ID NO: 235). 

В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется последовательностью нуклеиновой ки-

слоты, которая содержит последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную по-

следовательность тяжелой цепи, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 

26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариантах осуществления антите-

ло кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность нук-

леиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность тяжелой цепи, выбранную из 

группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариантах осуществления антите-

ло кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность нук-

леиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность легкой цепи, содержащую SEQ 

ID NO: 12 или SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется последова-

тельностью нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность нуклеиновой кислоты, коди-

рующую аминокислотную последовательность легкой цепи, содержащую SEQ ID NO: 12. В некоторых 

вариантах осуществления антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая со-

держит последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность 

легкой цепи, содержащую SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется 

последовательностью нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность нуклеиновой кисло-

ты, кодирующую аминокислотную последовательность тяжелой цепи, выбранную из группы, состоящей 

из SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и последо-

вательность нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность нуклеиновой кислоты, коди-

рующую аминокислотную последовательность легкой цепи, содержащую SEQ ID NO: 58. В некоторых 

вариантах осуществления антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая со-

держит последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность 
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тяжелой цепи, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 

36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и последовательность нуклеиновой кислоты, которая содержит 

последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность легкой 

цепи, содержащую SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется последо-

вательностью нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность нуклеиновой кислоты, коди-

рующую аминокислотную последовательность тяжелой цепи, выбранную из группы, состоящей из SEQ 

ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и последовательность нуклеиновой кислоты, которая содержит последова-

тельность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность легкой цепи, со-

держащую SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется последователь-

ностью нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность нуклеиновой кислоты, кодирую-

щую аминокислотную последовательность тяжелой цепи, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и последовательность нуклеиновой кислоты, которая содержит последова-

тельность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность легкой цепи, со-

держащую SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется последовательностью нуклеиновой ки-

слоты, которая содержит последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную по-

следовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% 

идентична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 

18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариантах осуществ-

ления антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая содержит последова-

тельность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность тяжелой цепи, ко-

торая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последо-

вательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вари-

антах осуществления антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая содер-

жит последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность лег-

кой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислот-

ной последовательности SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется 

последовательностью нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность нуклеиновой кисло-

ты, кодирующую аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 

91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентичны аминокислотной последовательности 

SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется последовательностью нук-

леиновой кислоты, которая содержит последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую амино-

кислотную последовательность тяжелой цепи последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 

92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, 

состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56, 

и последовательность нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность нуклеиновой кисло-

ты, кодирующую аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 

92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислоте последовательность SEQ ID NO: 58. В некото-

рых вариантах осуществления антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая 

содержит последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность 

тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокис-

лотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 

30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и последовательность нуклеиновой кислоты, которая 

содержит последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность 

легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокис-

лотной последовательности SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется 

последовательностью нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность нуклеиновой кисло-

ты, кодирующую аминокислотную последовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 

91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из 

группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и последовательность нуклеиновой кислоты, 

которая содержит последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последова-

тельность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична 

аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления антитело 

кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность нуклеи-

новой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность тяжелой цепи, которая по меньшей 

мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, вы-

бранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и последовательность нуклеиновой 

кислоты, которая содержит последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную 

последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% 

идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется последовательностью нуклеиновой ки-

слоты тяжелой цепи, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 13, 15, 17, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 
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35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53 и 55. В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется по-

следовательностью нуклеиновой кислоты тяжелой цепи, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 45, 47, 49, 51, 53 и 55. В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется последователь-

ностью нуклеиновой кислоты легкой цепи SEQ ID NO: 57. В некоторых вариантах осуществления анти-

тело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты легкой цепи SEQ ID NO: 11. В некоторых 

вариантах осуществления антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты тяжелой це-

пи, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 13, 15, 17, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 

45, 47, 49, 51, 53 и 55, и последовательностью нуклеиновой кислоты легкой цепи, содержащей SEQ ID 

NO: 57. В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется последовательностью нуклеиновой 

кислоты тяжелой цепи, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 13, 15, 17, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 

33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53 и 55, и последовательностью нуклеиновой кислоты легкой цепи, 

содержащей SEQ ID NO: 11. В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется последователь-

ностью нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность нуклеиновой кислоты тяжелой це-

пи, кодирующую аминокислотную последовательность тяжелой цепи, выбранную из группы, состоящей 

из SEQ ID NO: 45, 47, 49, 51, 53 и 55, и последовательность нуклеиновой кислоты легкой цепи, содержа-

щую SEQ ID NO: 57. В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется последовательностью 

нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность нуклеиновой кислоты тяжелой цепи, вы-

бранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 45, 47, 4 9, 51, 53 и 55, и последовательность нуклеиновой 

кислоты легкой цепи, содержащую SEQ ID NO: 11. 

В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется последовательностью нуклеиновой ки-

слоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична последовательно-

сти нуклеиновой кислоты тяжелой цепью, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 13, 15, 17, 21, 

23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53 и 55. В некоторых вариантах осуществления ан-

титело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 

93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична последовательности нуклеиновой кислоты тяжелой цепи, вы-

бранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 45, 47, 49, 51, 53 и 55. В некоторых вариантах осуществле-

ния антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на 90, 

91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична последовательности нуклеиновой кислоты легкой цепи 

SEQ ID NO: 57. В некоторых вариантах осуществления, антитело кодируется последовательностью нук-

леиновой кислоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична по-

следовательности нуклеиновой цепи легкой цепи SEQ ID NO: 11. В некоторых вариантах осуществления 

антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 

93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична последовательности нуклеиновой кислоты тяжелой цепи, вы-

бранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 13, 15, 17, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 

49, 51, 53 и 55, и последовательностью нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 

94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична последовательности нуклеиновой кислоты легкой цепи, содержащей 

SEQ ID NO: 57. В некоторых вариантах осуществления антитело кодируется последовательностью нук-

леиновой кислоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична по-

следовательности нуклеиновой кислоты тяжелой цепи, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 

13, 15, 17, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53 и 55, и последовательностью нук-

леиновой кислоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична по-

следовательности нуклеиновой кислоты легкой цепи, содержащей SEQ ID NO: 11. В некоторых вариан-

тах осуществления антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая содержит 

последовательность нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 

или 99% идентична последовательности нуклеиновой кислоты тяжелой цепи, выбранной из группы, со-

стоящей из SEQ ID NO: 45, 47, 49, 51, 53 и 55, и последовательность нуклеиновой кислоты, которая по 

меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична последовательности нуклеиновой 

кислоты легкой цепи, содержащей SEQ ID NO: 57. В некоторых вариантах осуществления антитело ко-

дируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность нуклеино-

вой кислоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична последова-

тельности нуклеиновой кислоты тяжелой цепи, выбранной из группы состоящий из SEQ ID NO: 45, 47, 

49, 51, 53 и 55, и последовательностью нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 

94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична последовательности нуклеиновой кислоты легкой цепи, содержащей 

SEQ ID NO: 11. 

В некоторых вариантах осуществления антитело или его антигенсвязывающий фрагмент включены 

в полиспецифическое антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, где по меньшей мере одно плечо 

полиспецифического антитела специфически связывается с PDL1. В некоторых вариантах осуществле-

ния антитело или его антигенсвязывающий фрагмент включены в биспецифическое антитело или его 

антигенсвязывающий фрагмент, где по меньшей мере одно плечо биспецифического антитела специфи-

чески связывается с PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, 

например биспецифического антитела, содержит аминокислотную последовательность тяжелой цепи, 
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выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 

46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспеци-

фического антитела, например биспецифического антитела, содержит аминокислотную последователь-

ность легкой цепи, содержащей SEQ ID NO: 12 или SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществле-

ния по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, например биспецифического антитела, 

включает аминокислотную последовательность легкой цепи, содержащую SEQ ID NO: 12. В некоторых 

вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, например биспе-

цифического антитела, включает аминокислотную последовательность легкой цепи, содержащую SEQ 

ID NO: 58. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, 

например биспецифического антитела, включает аминокислотную последовательность тяжелой цепи, 

содержащую аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 

48, 50, 52, 54 и 56, и аминокислотную последовательность легкой цепи, содержащую SEQ ID NO: 58. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, 

например биспецифического антитела, включает аминокислотную последовательность тяжелой цепи, 

содержащую аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 

48, 50, 52, 54 и 56, и аминокислотную последовательность легкой цепи, содержащую SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, 

например биспецифического антитела, включает аминокислотную последовательность тяжелой цепи, 

которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной после-

довательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 

36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно 

плечо полиспецифического антитела, например биспецифического антитела, включает аминокислотную 

последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% 

идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления 

по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, например биспецифического антитела, 

включает аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 

94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 12. В некоторых 

вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, например биспе-

цифического антитела, включает аминокислотную последовательность тяжелой цепи, которая по мень-

шей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, 

выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и аминокислотную последова-

тельность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична 

аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления по меньшей 

мере одно плечо полиспецифического антитела, например биспецифического антитела, включает амино-

кислотную последовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 

98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере 

на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, 

например биспецифического антитела, включает аминокислотную последовательность тяжелой цепи 

SEQ ID NO: 46 и аминокислотную последовательность легкой цепи SEQ ID NO: 58. В некоторых вариан-

тах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, например биспецифиче-

ского антитела, включает аминокислотную последовательность тяжелой цепи SEQ ID NO: 46 и амино-

кислотную последовательность легкой цепи SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, 

например биспецифического антитела, включает аминокислотную последовательность тяжелой цепи, 

которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислоте SEQ ID 

NO: 46. В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического анти-

тела, например биспецифического антитела, включает аминокислотную последовательность легкой цепи, 

которая по меньшей мере,на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной после-

довательности SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо по-

лиспецифического антитела, например биспецифического антитела, включает аминокислотную последо-

вательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична 

аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления по меньшей 

мере одно плечо полиспецифического антитела, например биспецифического антитела, включает амино-

кислотную последовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 

98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 46, и аминокис-

лотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 

99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществ-

ления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, например биспецифического антитела, 

включает аминокислотную последовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 
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94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 46, и 

аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 

97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, 

например биспецифического антитела, содержит комбинацию последовательности участка, определяю-

щего комплементарность, тяжелой цепи 1 (VH CDR1, также называемого здесь CDRH1), последователь-

ности участка, определяющего комлпементарность, тяжелой цепи 2 (VH CDR2, также называемого здесь 

CDRH2), последовательности участка, определяющего комплементарность, последовательности 3 (VH 

CDR3, также называемого здесь CDRH3), последовательности участка, определяющего комплементар-

ность, легкой цепи 1 (VL CDR1, также называемого здесь CDRL1), последовательности участка, опреде-

ляющего комплементарность, легкой цепи 2 (VL CDR2, также называемого здесь CDRL2) и последова-

тельности участка, определяющего комплементарность, легкой цепи 3 (VL CDR3, также называемого 

здесь CDRL3), где по меньшей мере одна последовательность CDR выбрана из группы, состоящей из 

последовательности VH CDR1, показанной в табл.16; последовательности VH CDR2, показанной в 

табл.16; последовательности VH CDR3, показанной в табл.16; последовательности VL CDR1, показанной 

в табл.16; последовательности VL CDR2, показанной в табл.16; и последовательности VL CDR3, пока-

занной в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, 

например биспецифического антитела, содержит комбинацию последовательности VH CDR1, последова-

тельности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности VL CDR1, последовательности 

VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где по меньшей мере одна последовательность CDR выбрана 

из группы, состоящей из последовательности VH CDR1, которая включает последовательность, которая 

по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95 96, 97, 98, 99% или более идентична последовательности VH 

CDR1, показанной в табл.16; последовательности VH CDR2, которая включает последовательность, ко-

торая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более идентична последовательности 

VH CDR2, показанной в табл.16; последовательности VH CDR3, которая включает последовательность, 

которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более идентична последовательно-

сти VH CDR3, показанной в табл.16; последовательности VL CDR1, которая включает последователь-

ность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более идентична последова-

тельности VL CDR1, показанной в табл.16; последовательности VL CDR2, которая включает последова-

тельность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более идентична после-

довательности VL CDR2, показанной в табл.16; и последовательности VL CDR3, которая включает по-

следовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более идентична 

последовательности VL CDR3 показанной в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, 

например биспецифического антитела, содержит комбинацию последовательности VH CDR1, последова-

тельности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности VL CDR1, последовательности 

VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где комбинация представляет комбинацию шести последова-

тельностей CDR (VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3, VL CDR1, VL CDR2 и VL CDR3), показанных в одной 

строке в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, 

например биспецифического антитела, включает тяжелую цепь, которая содержит комбинацию последо-

вательности VH CDR1, последовательности VH CDR2 и последовательности VH CDR3, где комбинация 

представляет комбинацию трех последовательностей CDR тяжелой цепи (VH CDR1, VH CDR2, VH 

CDR3), показанных в одной строке в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, 

например биспецифического антитела, содержит комбинацию последовательности VH CDR1, последова-

тельности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности VL CDR1, последовательности 

VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где каждая последовательность CDR в комбинации содержит 

последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более иден-

тична соответствующей последовательности CDR в комбинации шести последовательностей CDR (VH 

CDR1, VH CDR2, VH CDR3, VL CDR1, VL CDR2 и VL CDR3), показанных в одной строке в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, 

например биспецифического антитела, включает тяжелую цепь, которая содержит комбинацию последо-

вательности VH CDR1, последовательности VH CDR2 и последовательности VH CDR3, где каждая по-

следовательность CDR в комбинации содержит последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 

92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более идентична соответствующей последовательности CDR в комби-

нации трех последовательностей CDR тяжелой цепи (VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3), показанных в 

одной строке в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, 

например биспецифического антитела, включает комбинацию последовательности VH CDR1, последова-

тельности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности VL CDR1, последовательности 
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VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где по меньшей мере одна последовательность CDR выбрана 

из группы, состоящей из последовательности VL CDR1, содержащей RASQSISSYLN (SEQ ID NO: 209); 

последовательности VL CDR2, содержащей AASSLQS (SEQ ID NO: 215); последовательности VL CDR3, 

содержащей DNGYPST (SEQ ID NO: 228); последовательности VH CDR1, содержащей SYAMS (SEQ ID 

NO: 212); последовательности VH CDR2, содержащей SSIWRNGIVTVYADS (SEQ ID NO: 246); и после-

довательности VH CDR3, содержащей WSAAFDY (SEQ ID NO: 235). 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, на-

пример биспецифического антитела, включает комбинацию последовательности VH CDR1, последовательно-

сти VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности VL CDR1, последовательности VL CDR2 

и последовательности VL CDR3, где последовательность VH CDR2 содержит SSIWRNGIVTVYADS (SEQ ID 

NO: 246). В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического ан-

титела, например, биспецифического антитела, включает комбинацию последовательности VH CDR1, 

последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности VL CDR1, последо-

вательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где последовательность VH CDR3 содержит 

WSAAFDY (SEQ ID NO: 235). В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо по-

лиспецифического антитела, например биспецифического антитела, включает комбинацию последова-

тельности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности 

VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где последовательность VH 

CDR2 содержит SSIWRNGIVTVYADS (SEQ ID NO: 246), и последовательность VH CDR3 содержит 

WSAAFDY (SEQ ID NO: 235). 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического антитела, 

например биспецифического антитела, включает комбинацию последовательности VH CDR1, последова-

тельности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности VL CDR1, последовательности 

VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где комбинация включает последовательность VL CDR1, со-

держащую RASQSISSYLN (SEQ ID NO: 209); последовательность VL CDR2, содержащую AASSLQS 

(SEQ ID NO: 215); последовательность VL CDR3, содержащую DNGYPST (SEQ ID NO: 228); последова-

тельность VH CDR1, содержащую SYAMS (SEQ ID NO: 212) ; последовательность VH CDR2, содержа-

щую SSIWRNGIVTVYADS (SEQ ID NO: 246); и последовательность VH CDR3, содержащую WSAAFDY 

(SEQ ID NO: 235). 

Изобретение также обеспечивает активируемые антитела, которые включают антитело или его ан-

тигенсвязывающий фрагмент, которые специфически связываются с PDL1, связанные с маскирующим 

фрагментом (ММ) таким образом, что соединение ММ уменьшает способность антитела или его анти-

генсвязывающего фрагмента связываться с PDL1. В некоторых вариантах осуществления ММ связан 

через последовательность, которая включает субстрат для протеазы, например протеазы, которая активна 

в пораженной ткани и/или протеазы, которая локализуется совместно с PDL1 в области, подлежащей 

лечению, у субъекта. Активируемые анти-PDL1-антитела, обеспеченные здесь, также называемые здесь 

активируемыми анти-PDL1-антителами или активируемыми антителами к PDL1, стабильны в системе 

кровообращения, активируются в предполагаемых местах лечения и/или диагностики, но не в нормаль-

ной, например здоровой ткани или другой ткани, не предназначенной для лечения и/или диагностики, и 

при активации проявляют связывание с PDL1, которое, по меньшей мере, сравнимо со связыванием со-

ответствующего немодифицированного антитела. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело, которое в активированном состоя-

нии специфически связывается с PDL1 млекопитающего, включает антитело или его антигенсвязываю-

щий фрагмент (АВ), которые специфически связываются с PDL1 млекопитающего; маскирующий фраг-

мент (ММ), который ингибирует связывание АВ с PDL1 млекопитающего, когда активируемое антитело 

находится в нерасщепленном состоянии; и расщепляемый фрагмент (СМ), связанный с АВ, где СМ 

представляет собой полипептид, который функционирует в качестве субстрата для протеазы. 

В некоторых вариантах осуществления обеспечивается активируемое антитело, которое в активи-

рованном состоянии имеет одну или несколько из следующих характеристик: (а) специфически связыва-

ется с PDL1 млекопитающего; и (b) специфически блокирует природный лиганд PDL1 от связывания с 

PDL1 млекопитающего, где активируемое антитело включает: антитело или его антигенсвязывающий 

фрагмент (АВ), которые специфически связываются с PDL1 млекопитающего; маскирующий фрагмент 

(ММ), который ингибирует связывание АВ с PDL1 млекопитающего, когда активируемое антитело нахо-

дится в нерасщепленном состоянии; и расщепляемый фрагмент (СМ), связанный с АВ, где СМ представ-

ляет собой полипептид, который функционирует в качестве субстрата для протеазы. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело в нерасщепленном состоянии спе-

цифически связывается с PDL1 млекопитающего с константой диссоциации, ниже или равной 1 нМ, ни-

же или равной 2 нМ, ниже или равной 3 нМ, ниже или равной 4 нМ, ниже или равной 5 нМ, ниже или 

равной 10 нМ, ниже или равной 15 нМ, ниже или равной 20 нМ и/или ниже или равной 25 нМ. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело в нерасщепленном состоянии спе-

цифически связывается с PDL1 млекопитающего с константой диссоциации, выше или равной 1 нМ, 

выше или равной 2 нМ, выше или равной 3 нМ, выше или равной 4 нМ, выше или равной 5 нМ, выше 
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или равной 10 нМ, выше или равной 15 нМ, выше или равной 20 нМ и/или выше или равной 25 нМ. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело в нерасщепленном состоянии спе-

цифически связывается с PDL1 млекопитающего с константой диссоциации в диапазоне от 1 до 2 нМ, от 

1 до 5 нМ, от 1 до 10 нМ, от 1 до 15 нМ, от 1 до 20 нМ, от 1 до 25 нМ, от 2 до 5 нМ, от 2 до 10 нМ, от 2 до 

15 нМ, от 2 до 20 нМ, от 2 до 25 нМ, от 5 до 10 нМ, от 5 до 15 нМ, от 5 до 20 нМ, от 5 до 25 нМ, от 10 до 

15 нМ, от 10 до 20 нМ, от 10 до 25 нМ, от 15 до 20 нМ, от 15 до 25 нМ или от 20 до 25 нМ. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело в активированном состоянии специ-

фически связывается с PDL1 млекопитающего с константой диссоциации ниже или равной 0,01 нМ, ни-

же или равной 0,05 нМ, ниже или равной 0,1 нМ, ниже или равной 0,2 нМ, ниже или равной 0,3 нМ, ни-

же или равной 0,4 нМ, ниже или равной 0,5 нМ, ниже или равной 0,75 нМ и ниже или равной 1 нМ. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело в активированном состоянии специфи-

чески связывается с PDL1 млекопитающего с константой диссоциации в диапазоне от 0,01 до 1 нМ, от 0,05 до 

1 нМ, от 0,1 до 1 нМ, от 0,2 пМ до 1 нМ, от 0,3 до 1 нМ, от 0,4 до 1 нМ, от 0,5 до 1 нМ, от 0,75 до 1 нМ, от 0,01 

до 0,75 нМ, от 0,05 до 0,75 нМ, от 0,1 до 0,75 нМ, от 0,2 до 0,75 нМ, от 0,3 нмоль до 0,75 нМ, от 0,4 до 

0,75 нМ, от 0,5 до 0,75 нМ, от 0,01 до 0,5 нМ, от 0,05 до 0,5 нМ, от 0,1 до 0,5 нМ, от 0,2 до 0,5 нМ, от 0,3 

до 0,5 нМ, 0,4 до 0,5 нМ, от 0,01 до 0,4 нМ, от 0,05 до 0,4 нМ, от 0,1 до 0,4 нМ, от 0,2 до 0,4 нМ, от 0,3 до 

0,4 нМ, от 0,01 до 0,3 нМ, от 0,05 до 0,3 нМ, от 0,1 до 0,3 нМ, от 0,2 до 0,3 нМ, от 0,01 до 0,2 нМ, от 0,05 

до 0,2 нМ, от 0,1 до 0,2 нМ, от 0,01 до 0,1 нМ, от 0,05 до 0,1 нМ или от 0,01 до 0,05 нМ. 

В некоторых вариантах осуществления АВ специфически связывается с PDL1 млекопитающего с 

константой диссоциации, ниже или равной 0,01 нМ, ниже или равной 0,05 нМ, ниже или равной 0,1 нМ, 

ниже или равной 0,2 нМ, ниже или равной 0,3 нМ, ниже или равной 0,4 нМ, ниже или равной 0,5 нМ, 

ниже или равной 0,75 нМ и ниже или равной 1 нМ. 

В некоторых вариантах осуществления АВ специфически связывается с PDL1 млекопитающего с 

константой диссоциации в диапазоне от 0,01 до 1 нМ, от 0,05 до 1 нМ, от 0,1 до 1 нМ, от 0,2 до 1 нМ, от 0,3 

до 1 нМ, от 0,4 до 1 нМ, от 0,5 до 1 нМ, от 0,75 до 1 нМ, от 0,01 до 0,75 нМ, от 0,05 до 0,75 нМ, от 0,1 до 

0,75 нМ, от 0,2 нмоль до 0,75 нМ, от 0,3 до 0,75 нМ, от 0,4 до 0,75 нМ, от 0,5 до 0,75 нМ, от 0,01 до 0,5 нМ, 

от 0,05 до 0,5 нМ, от 0,1 до 0,5 нМ, от 0,2 до 0,5 нМ, от 0,3 до 0,5 нМ, от 0,4 до 0,5 нМ, 0,01 пМ до 0,4 нМ, 

от 0,05 до 0,4 нМ, от 0,1 до 0,4 нМ, от 0,2 до 0,4 нМ, от 0,3 до 0,4 нМ, от 0,01 до 0,3 нМ, от 0,05 до 0,3 нМ, 

от 0,1 до 0,3 нМ, от 0,2 до 0,3 нМ, от 0,01 до 0,2 нМ, от 0,05 до 0,2 нМ, от 0,1 до 0,2 нМ, от 0,01 до 0,1 нМ, 

от 0,05 до 0,1 нМ или от 0,01 до 0,05 нМ. 

В некоторых вариантах осуществления PDL1 млекопитающего выбран из группы, состоящей из че-

ловеческого PDL, мышиного PDL1, крысиного PDL1 и PDL1 обезьяны циномолгус. В некоторых вари-

антах осуществления АВ специфически связывается с человеческим PDL, мышиным PDL1 или PDL1 

обезьяны циномолгус с константой диссоциации ниже 1 нМ. В некоторых вариантах осуществления 

PDL1 млекопитающего представляет PDL1 человека. 

В некоторых вариантах осуществления АВ имеет одну или несколько из следующих характеристик: 

(а) АВ специфически связывается с человеческим PDL1 и мышиным PDL1; (b) АВ специфически связы-

вается с человеческим PDL1 и PDL1 обезьяны циномолгус; и (с) АВ специфически связывается с челове-

ческим PDL1, мышиным PDL1 и PDL1 обезьяны циномолгус. 

В некоторых вариантах осуществления АВ имеет одну или несколько из следующих характеристик: 

(а) АВ специфически связывается с человеческим PDL, мышиным PDL1 или PDL1 обезьяны циномол-

гус; (b) АВ ингибирует связывание человеческого В7-1 и человеческого PD1 с PDL1 человека; (с) АВ 

ингибирует связывание мышиного В7-1 и мышиного PD1 с PDL1 мыши; и (d) АВ ингибирует связыва-

ние В7-1 обезьяны циномолгус и PD1 обезьяны циномолгус с PDL1 обезьяны циномолгус. 

В некоторых вариантах осуществления АВ блокирует способность природного лиганда связываться с 

PDL1 млекопитающего со значением ЕС50, ниже или равным 0,5 нМ, ниже или равным 1 нМ, ниже или рав-

ным 2 нМ, ниже или равным 3 нМ, ниже или равным 4 нМ, ниже или равным 5 нМ, ниже или равным 6 нМ, 

ниже или равным 7 нМ, ниже или равным 8 нМ, ниже или равным 9 нМ и/или ниже или равным 10 нМ. 

В некоторых вариантах осуществления АВ блокирует способность природного лиганда связываться с 

PDL1 млекопитающего со значением ЕС50 от 0,5 до 10 нМ, от 0,5 до 5 нМ, от 0,5 до 3 нМ, от 0,5 до 2 нМ, 

0,5 до 1 нМ, от 1 до 10 нМ, от 1 до 5 нМ, от 1 до 3 нМ, от 1 до нМ, от 2 до 10 нМ, от 2 до 5 нМ, от 2 до 

3 нМ, от 3 до 10 нМ, от 3 до 5 нМ или от 5 до 10 нМ. 

В некоторых вариантах осуществления природный лиганд представляет PD1 млекопитающего. В 

некоторых вариантах осуществления природный лиганд выбран из группы, состоящей из человеческого 

PD1, мышиного PD1 или PD1 обезьяны циномолгус. 

В некоторых вариантах осуществления природный лиганд представляет В7-1 млекопитающего. В 

некоторых вариантах осуществления природный лиганд выбран из группы, состоящей из человеческого 

В7-1, мышиного В7-1 и В7-1 обезьяны циномолгус. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело имеет одну или несколько из сле-

дующих характеристик: (а) АВ индуцирует диабет 1 типа у диабетических мышей без ожирения (NOD); 

и (b) активируемое антитело в нерасщепленном состоянии ингибирует индукцию диабета 1 типа у диабе-

тической мыши без ожирения NOD. 
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В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело ингибирует индукцию диабета 1 

типа у мыши NOD после введения активируемого антитела в однократной дозе от 0,1 до 3 мг/кг, от 0,5 

до 3 мг/кг, от 1 до 3 мг/кг, от 2 до 3 мг/кг, от 0,1 до 2 мг/кг, от 0,5 до 2 мг/кг, от 1 до 2 мг/кг, 0,1 до 1 мг/кг, 

от 0,5 до 1 мг/кг или от 0,1 до 0,5 мг/кг. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело индуцирует диабет 1 типа у субъек-

та после введения активируемого антитела в однократной дозе 1 мг/кг. В некоторых вариантах осущест-

вления субъектом является мышь NOD. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело индуцирует диабет 1 типа у субъек-

та после введения активируемого антитела в однократной дозе, ниже или равной 3 мг/кг, ниже или рав-

ной 2 мг/кг, ниже или равной 1 мг/кг, ниже или равной 0,5 мг/кг и/или ниже или равной 0,1 мг/кг. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело индуцирует диабет 1 типа у субъек-

та после введения активируемого антитела в однократной дозе в диапазоне, выбранном из группы, состоя-

щей от 0,1 до 3 мг/кг, от 0,5 до 3 мг/кг, от 1 до 3 мг/кг, от 2 до 3 мг/кг, от 0,1 до 2 мг/кг, от 0,5 до 2 мг/кг, от 

1 до 2 мг/кг, от 0,1 до 1 мг/кг, от 0,5 до 1 мг/кг и от 0,1 до 0,5 мг/кг. В некоторых вариантах осуществле-

ния субъектом является мышь NOD. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело имеет одну или несколько из сле-

дующих характеристик: (а) активируемое антитело в нерасщепленном состоянии не индуцирует диабет 1 

типа более чем у 50% популяции диабетических мышей без ожирения (NOD), и АВ индуцирует диабет 1 

типа более чем у 50% популяции мышей NOD. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело не индуцирует диабет 1 типа более 

чем у 50% популяции мышей NOD после введения каждой мыши в популяции в однократной дозе, ниже 

или равной 3 мг/кг, ниже или равной 2 мг/кг, ниже или равной 1 мг/кг, ниже или равной 0,5 мг/кг и/или 

ниже или равной 0,1 мг/кг. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело не индуцирует диабет 1 типа более 

чем у 50% популяции мышей NOD после введения каждой мыши в популяции однократно активируемо-

го антитела в дозе от 0,1 до 3 мг/кг, от 0,5 до 3 мг/кг, от 1 до 3 мг/кг, от 2 до 3 мг/кг, от 0,1 до 2 мг/кг, от 

0,5 до 2 мг/кг, от 1 до 2 мг/кг, от 0,1 до 1 мг/кг, от 0,5 до 1 мг/кг или от 0,1 до 0,5 мг/кг. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело имеет одну или несколько из сле-

дующих характеристик: (а) активируемое антитело в нерасщепленном состоянии не индуцирует диабет 1 

типа более чем у 50% популяции дибетических мышей без ожирения (NOD) при введении в однократной 

дозе 1 мг/кг; и (b) АВ индуцирует диабет 1 типа более чем у 50% популяции мышей NOD при введении в 

однократной дозе 1 мг/кг. 

В некоторых вариантах осуществления АВ индуцирует диабет 1 типа более чем у 50% популяции 

мышей NOD после введения каждой мыши в популяции однократно АВ в дозе, ниже или равной 3 мг/кг, 

ниже или равной 2 мг/кг, ниже или равной 1 мг/кг, ниже или равной 0,5 мг/кг и/или ниже или равной 

0,1 мг/кг. 

В некоторых вариантах осуществления АВ индуцирует диабет 1 типа более чем у 50% популяции 

мышей NOD после введения каждой мыши в популяции однократно АВ в дозе от 0,1 до 3 мг/кг, от 0,5 до 3 

мг/кг, от 1 до 3 мг/кг, от 2 до 3 мг/кг, от 0,1 до 2 мг/кг, от 0,5 до 2 мг/кг, от 1 до 2 мг/кг, от 0,1 до 1 мг/кг, от 

0,5 до 1 мг/кг или от 0,1 до 0,5 мг/кг. 

В некоторых вариантах осуществления он мышь NOD представляет мышь самку NOD/подвида 

ShiLtJ. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело ингибирует индукцию диабета 1 ти-

па у мыши NOD, по меньшей мере в 3 раза выше по сравнению с АВ. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело обладает запасом безопасности, ко-

торый по меньшей мере в три раза выше запаса безопасности по сравнению с АВ. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело в нерасщепленном состоянии свя-

зывается с меньшим процентом популяции CD4+ CD8+ Т-лимфоцитов периферической крови, чем АВ. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело не связывается с более чем 50% по-

пуляции CD4+ CD8+ Т-лимфоцитов периферической крови после введения однократно активируемого 

антитела в дозе ниже или равной 5 мг/кг, ниже или равной 4 мг/кг, ниже или равной 3 мг/кг, ниже или 

равной 2 мг/кг, ниже или равной 1 мг/кг, ниже или равной 0,5 мг/кг и/или ниже или равной 0,1 мг/кг. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело не связывается с более чем 50% по-

пуляции CD4+ CD8+ Т-лимфоцитов периферической крови после введения однократно активируемого 

антитела в дозе от 0,1 до 5 мг/кг, от 0,5 до 5 мг/кг, от 1 до 5 мг/кг, от 2 до 5 мг/кг, от 3 до 5 мг/кг, от 0,1 до 

3 мг/кг, от 0,5 до 3 мг/кг, от 1 до 3 мг/кг, от 2 до 3 мг/кг, от 0,1 до 2 мг/кг, от 0,5 до 2 мг/кг, 1 до 2 мг/кг, от 

0,1 до 1 мг/кг, от 0,5 до 1 мг/кг или от 0,1 до 0,5 мг/кг. 

В некоторых вариантах осуществления АВ связывается с более чем 50% популяции CD4+ CD8+ 

Т-лимфоцитов периферической крови после введения однократно АВ в дозе от 0,1 до 5 мг/кг, от 0,5 до 

5 мг/кг, от 1 до 5 мг/кг, от 2 до 5 мг/кг, от 3 до 5 мг/кг, от 0,1 до 3 мг/кг, от 0,5 до 3 мг/кг, от 1 до 3 мг/кг, 

от 2 до 3 мг/кг, от 0,1 до 2 мг/кг, от 0,5 до 2 мг/кг, от 1 до 2 мг/кг, от 0,1 до 1 мг/кг или от 0,1 до 0,5 мг/кг. 

В некоторых вариантах осуществления CD4+ CD8+ Т-лимфоциты периферической крови являются 
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мышиными. В некоторых вариантах осуществления мышиные CD4+ CD8+ Т-лимфоциты перифериче-

ской крови получены от мыши, несущей опухоль. 

В некоторых вариантах осуществления процент популяции CD4+ CD8+ Т-лимфоцитов перифери-

ческой крови, с которыми связывается АВ, составляет ниже 60%, когда активируемое антитело вводят в 

дозе от 1 до 5 мг/кг. В некоторых вариантах осуществления процент популяции CD4+ CD8+ Т-

лимфоцитов периферической крови, с которыми связывается АВ, составляет ниже 50%, когда активи-

руемое антитело вводят в дозе от 1 до 5 мг/кг. В некоторых вариантах осуществления процент популяции 

CD4+ CD8+ Т-лимфоцитов периферической крови, с которыми связывается АВ, составляет от 30 до 60%, 

когда активируемое антитело вводят в дозе от 1 до 5 мг/кг. В некоторых вариантах осуществления про-

цент популяции CD4+ CD8+ Т-лимфоцитов периферической крови, с которыми связывается АВ, состав-

ляет от 30 до 50%, когда активируемое антитело вводят в дозе от 1 до 5 мг/кг. 

Изобретение также относится к способам лечения, профилактики и/или задержки начала или замед-

ления прогрессирования, или облегчения симптома, связанного с аберрантной экспрессией и/или актив-

ностью PDL1 у субъекта, с использованием активируемых антител, которые связываются с PDL1, в част-

ности, активируемых антител, которые связываются и нейтрализуют или иным образом ингибируют по 

меньшей мере одну биологическую активность, опосредованную PDL1 и/или сигнальным путем с уча-

стием PDL1. 

Активируемые антитела в активированном состоянии связываются с PDL1 и включают (i) антитело 

или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ), которые специфически связываются с PDL1; (ii) маски-

рующий фрагмент (ММ), который, когда активируемое антитело находится в нерасщепленном состоя-

нии, ингибирует связывание АВ с PDL1; и (с) расщепляемый фрагмент (CM), связанный с АВ, где СМ 

представляет полипептид, который функционирует в качестве субстрата для протеазы. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело в нерасщепленном состоянии имеет 

следующую структурную организацию от N-конца к С-концу: ММ-СМ-АВ или АВ-СМ-ММ. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит линкерный пептид между 

ММ и СМ. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит линкерный пептид между 

СМ и АВ. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит первый линкерный пептид 

(LP1) и второй линкерный пептид (LP2), и где активируемое антитело в нерасщепленном состоянии име-

ет следующую структурную организацию от N-конца к С-концу: MM-LP1-CM-LP2-AB или AB-LP2-CM-

LP1-MM. В некоторых вариантах осуществления два линкерных пептида не обязательно должны быть 

идентичны друг другу. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере один из LP1 или LP2 содержит аминокислот-

ную последовательность, выбранную из группы, состоящей из (GS)n, (GGS)n, (GSGGS)n (SEQ ID NO: 191) и 

(GGGS)n (SEQ ID NO: 192), где n представляет собой целое число, по меньшей мере один. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере один из LP1 или LP2 содержит аминокис-

лотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из GGSG (SEQ ID NO: 193), GGSGG 

(SEQ ID NO: 194), GSGSG (SEQ ID NO: 195), GSGGG (SEQ ID NO: 196), GGGSG (SEQ ID NO: 197) и 

GSSSG (SEQ ID NO: 198). 

В некоторых вариантах осуществления LP1 содержит аминокислотную последовательность 

GSSGGSGGSGGSG (SEQ ID NO: 199), GSSGGSGGSGG (SEQ ID NO: 200), GSSGGSGGSGGS (SEQ ID 

NO: 201), GSSGGGGGGGGGGGS (SEQ ID NO: 202), GSSGGSGGSG (SEQ ID NO: 203) или 

GSSGGSGGSGS (SEQ ID NO: 204). 

В некоторых вариантах осуществления LP2 содержит аминокислотную последовательность 

GSS, GGS, GGGS (SEQ ID NO: 205), GSSGT (SEQ ID NO: 206) или GSSG (SEQ ID NO: 207). 

В некоторых вариантах осуществления АВ имеет константу диссоциации примерно 100 нМ или 

ниже для связывания с PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает антитело или его антиген-

связывающий фрагмент которые специфически связываются с PDL1. В некоторых вариантах осуществ-

ления антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, которые связываются с PDL1, представляют мо-

ноклональное антитело, доменное антитело, одноцепочечное антитело, Fab-фрагмент, F(ab')2-фрагмент, 

scFv, scAb, dAb, однодоменное антитело на основе тяжелой цепи или однодоменное антитело на основе 

легкой цепи. В некоторых вариантах осуществления такое антитело или его антигенсвязывающий фраг-

мент, которые связываются с PDL1, являются мышиным антителом, антителом другого грызуна, химер-

ным, гуманизированным или полностью человеческим моноклональным антителом. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную последо-

вательность тяжелой цепи, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 

30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариантах осуществления активируемое 

антитело включает аминокислотную последовательность легкой цепи, содержащую SEQ ID NO: 12 или 

SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислот-

ную последовательность легкой цепи, содержащую SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществле-
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ния активируемое антитело включает аминокислотную последовательность легкой цепи, содержащую 

SEQ ID NO: 58. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную последо-

вательность тяжелой цепи, содержащую аминокислотную последовательность, выбранную из группы, 

состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и аминокислотную последовательность легкой цепи, 

содержащую SEQ ID NO: 58. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную последо-

вательность тяжелой цепи, содержащую аминокислотную последовательность, выбранную из группы, 

состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и аминокислотную последовательность легкой цепи, 

содержащую SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит аминокислотную после-

довательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% иден-

тична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 18, 

20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариантах осуществле-

ния активируемое антитело содержит аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по 

меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательно-

сти SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит аминокис-

лотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 

99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществ-

ления активируемое антитело содержит аминокислотную последовательность тяжелой цепи, которая по 

меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательно-

сти, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и аминокислотную последо-

вательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична 

аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления активируе-

мое антитело содержит аминокислотную последовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 

90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из 

группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и аминокислотную последовательность легкой 

цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной 

последовательности SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления АВ активируемого анти-PDL1-антитела содержит амино-

кислотную последовательность тяжелой цепи, выбранную из группы, состоящей из последовательностей 

тяжелой цепи, показанных в табл.15. В некоторых вариантах осуществления АВ активируемого анти-

PDL1 антитела содержит аминокислотную последовательность легкой цепи, выбранную из группы, со-

стоящей из последовательностей легкой цепи, показанных в табл.15. В некоторых вариантах осуществ-

ления АВ активируемого анти-PDL1-антитела содержит аминокислотную последовательность тяжелой 

цепи, выбранную из группы, состоящей из последовательностей тяжелой цепи, показанных в табл.15, и 

аминокислотную последовательность легкой цепи, выбранную из группы, состоящей из последователь-

ностей легкой цепи, показанных в табл.15. 

В некоторых вариантах осуществления АВ активируемого анти-PDL1-антитела содержит амино-

кислотную последовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 

98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из после-

довательностей тяжелой цепи, показанных в табл.15. В некоторых вариантах осуществления АВ активи-

руемого анти-PDL1-антитела содержит аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по 

меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательно-

сти, выбранной из группы, состоящей из последовательностей легкой цепи, показанных в табл.15. В не-

которых вариантах осуществления АВ активируемого анти-PDL1-антитела содержит аминокислотную 

последовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% 

идентична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из последовательно-

стей тяжелой цепи, показанных в табл.15, и аминокислотной последовательности легкой цепи, которая 

по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последователь-

ности, выбранной из группы, состоящей из последовательностей легкой цепи, показанных в табл.15. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит комбинацию последова-

тельности участка, определяющего комплементарность, вариабельной области тяжелой цепи 1 (VH 

CDR1, также называемого здесь CDRH1), последовательности участка, определяющего комплементар-

ность, вариабельной области тяжелой цепи 2 (VH CDR2, также называемого здесь CDRH2), последова-

тельности участка, определяющего комплементарность, вариабельной области тяжелой цепи 3 (VH 

CDR3, также называемого здесь CDRH3), последовательности участка, определяющего комплементар-

ность, вариабельной области легкой цепи 1 (VL CDR1, также называемого здесь как CDRL1), последова-

тельности участка, определяющего комплементарность, вариабельной области легкой цепи 2 (VL CDR2, 

также называемого здесь CDRL2) и последовательности участка, определяющего комплементарность, 

вариабельной области легкой цепи 3 (VL CDR3, также называемого здесь CDRL3), где по меньшей мере 

одна последовательность CDR выбрана из группы, состоящей из последовательности VH CDR1, пока-
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занной в табл.16; последовательности VH CDR2, показанной в табл.16; последовательности VH CDR3, 

показанной в табл.16; последовательности VL CDR1, показанной в табл.16; последовательности VL 

CDR2, показанной в табл.16; и последовательности VL CDR3, показанной в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит комбинацию последова-

тельности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности 

VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где по меньшей мере одна 

последовательность CDR выбрана из группы, состоящей из последовательности VH CDR1, которая 

включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или бо-

лее идентична последовательности VH CDR1, показанной в таблице 16; последовательности VH CD2, 

которая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% 

или более идентична последовательности VH CDR2, показанной в табл.16; последовательности VH 

CDR3, которая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 

98, 99% или более идентична последовательности VH CDR3, показанной в табл.16; последовательности 

VL CDR1, которая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 

97, 98, 99% или более идентична последовательности VL CDR1, показанной в табл.16; последовательно-

сти VL CDR2, которая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 

96, 97, 98, 99% или более идентична последовательности VL CDR2, показанной в табл.16; и последова-

тельности VL CDR3, которая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 

94, 95, 96, 97, 98, 99% или более идентична последовательности VL CDR3, показанной в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит комбинацию последова-

тельности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности 

VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где комбинация представляет 

комбинацию шести последовательностей CDR (VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3, VL CDR1, VL CDR2 и 

VL CDR3), показанных в одной строке в табл. 16. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает тяжелую цепь, которая 

содержит комбинацию последовательности VH CDR1, последовательности VH CDR2 и последователь-

ности VH CDR3, где комбинация представляет комбинацию трех последовательностей CDR тяжелой 

цепи (VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3), показанных в одной строке в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает комбинацию последова-

тельности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности 

VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где каждая последователь-

ность CDR в комбинации содержит последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 

95, 96, 97, 98, 99% или более идентична соответствующей последовательности CDR в комбинации шести 

последовательностей CDR (VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3, VL CDR1, VL CDR2 и VL CDR3), показан-

ных в одной строке в табл. 16. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает тяжелую цепь, которая 

содержит комбинацию последовательности VH CDR1, последовательности VH CDR2 и последователь-

ности VH CDR3, где каждая последовательность CDR в комбинации содержит последовательность, ко-

торая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более идентична соответствующей 

последовательности CDR в комбинации трех последовательностей CDR тяжелой цепи (VH CDR1, VH 

CDR2, VH CDR3), показанных в одной строке в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает комбинацию последова-

тельности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательно-

сти VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где по меньшей мере 

одна последовательность CDR выбрана из группы, состоящей из последовательности VL CDR1, со-

держащей RASQSISSYLN (SEQ ID NO: 209); последовательности VL CDR2, содержащей AASSLQS 

(SEQ ID NO: 215); последовательности VL CDR3, содержащей DNGYPST (SEQ ID NO: 228); последо-

вательности VH CDR1, содержащей SYAMS (SEQ ID NO: 212); последовательности VH CDR2, содер-

жащей SSIWRNGIVTVYADS (SEQ ID NO: 246); и последовательности VH CDR3, содержащей 

WSAAFDY (SEQ ID NO: 235). 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает комбинацию последова-

тельности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности 

VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где последовательность VH 

CDR2 содержит SSIWRNGIVTVYADS (SEQ ID NO: 246). В некоторых вариантах осуществления акти-

вируемое антитело содержит комбинацию последовательности VH CDR1, последовательности VH 

CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности VL CDR1, последовательности VL CDR2 и 

последовательности VL CDR3, где последовательность VH CDR3 включает WSAAFDY (SEQ ID NO: 

235). В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит комбинацию последова-

тельности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности 

VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где последовательность VH 

CDR2 включает SSIWRNGIVTVYADS (SEQ ID NO: 246) и последовательность VH CDR3 включает 

WSAAFDY (SEQ ID NO: 235). 
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В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает комбинацию последова-

тельности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности 

VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где комбинация включает VL 

CDR1, содержащую RASQSISSYLN (SEQ ID NO: 209) ; последовательность VL CDR2, содержащую 

AASSLQS (SEQ ID NO: 215); последовательность VL CDR3, содержащую DNGYPST (SEQ ID NO: 228); 

последовательность VH CDR1, содержащую SYAMS (SEQ ID NO: 212); последовательность VH CDR2, 

содержащую SSIWRNGIVTVYADS (SEQ ID NO: 246); и последовательность VH CDR3, содержащую 

WSAAFDY (SEQ ID NO: 235). 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает комбинацию последова-

тельности участка, определяющего комплементарность, вариабельной области тяжелой цепи 1 (VH 

CDR1, также называемого здесь CDRH1), последовательности участка, определяющего комплементар-

ность, вариабельной области тяжелой цепи 2 (VH CDR2, также называемого здесь CDRH2), последова-

тельности участка, определяющего комплементарность, вариабельной области тяжелой цепи 3 (VH 

CDR3, также называемого здесь CDRH3), последовательности участка, определяющего комплементар-

ность, вариабельной области легкой цепи 1 (VL CDR1, также называемого здесь CDRL1), последова-

тельности участка, определяющего комплементарность, вариабельной области легкой цепи 2 (VL CDR2, 

также называемого здесь CDRL2), и последовательности участка, определяющего комплементарность, 

вариабельной области легкой цепи 3 (VL CDR3, также называемого здесь CDRL3), где по меньшей мере 

одна последовательность CDR выбрана из группы, состоящей из последовательности VH CDR1, пока-

занной в табл.17; последовательности VH CDR2, показанной в табл.17; последовательности VH CDR3, 

показанной в табл.17; последовательности VL CDR1, показанной в табл.17; последовательности VL 

CDR2, показанной в табл.17; и последовательности VL CDR3, показанной в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает комбинацию последова-

тельности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности 

VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где по меньшей мере одна 

последовательность CDR выбрана из группы, состоящей из последовательности VH CDR1, которая 

включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или бо-

лее идентична последовательности VH CDR1, показанной в табл.17; последовательности VH CD2, кото-

рая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или 

более идентична последовательности VH CDR2, показанной в табл.17; последовательности VH CDR3, 

которая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% 

или более идентична последовательности VH CDR3, показанной в табл.17; последовательности VL 

CDR1, которая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 

98, 99% или более идентична последовательности VL CDR1, показанной в табл.17; последовательности 

VL CDR2, которая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 

97, 98, 99% или более идентична последовательности VL CDR2, показанной в табл.17; и последователь-

ности VL CDR3, которая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 

95, 96, 97, 98, 99% или более идентична последовательности VL CDR3, показанной в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит комбинацию последова-

тельности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности 

VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где комбинация представляет 

комбинацию, показанную в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает комбинацию последова-

тельности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности 

VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где каждая последователь-

ность CDR в комбинации содержит последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 

95, 96, 97, 98, 99% или более идентична соответствующей последовательности CDR в комбинации, пока-

занной в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит аминокислотную после-

довательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 

105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 145, 147, 

149, 151, 153, 155, 157, 931, 933, 935, 937, 939, 941, 943, 945, 947, 949, 951, 953, 955, 957, 959, 961, 963, 

965, 967, 969, 971, 973, 975, 977, 979, 981, 983, 985, 987, 989, 991, 993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 

1144-1191, 1200 и 1201. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит амино-

кислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит аминокислотную последова-

тельность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 

107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 145, 147, 149, 

151, 153, 155, 157, 931, 933, 935, 937, 939, 941, 943, 945, 947, 949, 951, 953, 955, 957, 959, 961, 963, 965, 

967, 969, 971, 973, 975, 977, 979, 981, 983, 985, 987, 989, 991, 993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 1144-

1191, 1200 и 1201, и аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56. 



039736 

- 16 - 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит аминокислотную после-

довательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 931, 933, 935, 937, 939, 941, 943, 945, 

947, 949, 951, 953, 955, 957, 959, 961, 963, 965, 967, 969, 971, 973, 975, 977, 979, 981, 983, 985, 987, 989, 

991, 993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 1144-1191, 1200 и 1201. В некоторых вариантах осуществления 

активируемое антитело содержит аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоя-

щей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело 

содержит аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 931, 

933, 935, 937, 939, 941, 943, 945, 947, 949, 951, 953, 955, 957, 959, 961, 963, 965, 967, 969, 971, 973, 975, 977, 

979, 981, 983, 985, 987, 989, 991, 993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 1144-1191, 1200 и 1201, и аминокис-

лотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит аминокислотную после-

довательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 931, 933, 935, 937, 939, 941, 943, 945, 

947, 949, 951, 953, 955, 957, 959, 961, 963, 965, 967, 969, 971, 973, 975, 977, 979, 981, 983, 985, 987, 989, 

991, 993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 1145, 1147, 1149, 1151, 1153, 1155, 1157, 1159, 1161, 1163, 1165, 

1167, 1169, 1171, 1173, 1175, 1177, 1179, 1181, 1183, 1185, 1187, 1189, 1191 и 1201. В некоторых вариан-

тах осуществления активируемое антитело содержит аминокислотную последовательность, выбранную 

из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариантах осуществления акти-

вируемое антитело содержит аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 931, 933, 935, 937, 939, 941, 943, 945, 947, 949, 951, 953, 955, 957, 959, 961, 963, 965, 967, 969, 

971, 973, 975, 977, 979, 981, 983, 985, 987, 989, 991, 993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 100, 1145, 1147, 1149, 

1151, 1153, 1155, 1157, 1159, 1161, 1163, 1165, 1167, 1169, 1171, 1173, 1175, 1177, 1179, 1181, 1183, 1185, 

1187, 1189, 1191 и 1201, и аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную последо-

вательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокис-

лотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 

99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 

145, 147, 149, 151, 153, 155, 157, 931, 933, 935, 943, 945, 947, 949, 951, 953, 955, 957, 959, 961, 963, 965, 

967, 969, 971, 973, 975, 977, 979, 981, 983, 985, 987, 989, 991, 993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 1144-

1191, 1200 и 1201. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% иден-

тична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 

52, 54 и 56. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную 

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

аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 83, 85, 87, 89, 91, 

93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137, 

139, 141, 143, 145, 147, 149, 931, 933, 935, 937, 939, 941, 943, 945, 947, 949, 951, 953, 955, 957, 959, 961, 

963, 965, 967, 969, 971, 973, 981, 983, 985, 987, 989, 991, 993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 1144-1191, 

1200 и 1201, и аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 

96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную последо-

вательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокис-

лотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 931, 933, 935, 937, 939, 941, 

943, 945, 947, 949, 951, 953, 955, 957, 959, 961, 963, 965, 967, 969, 971, 973, 975, 977, 979, 981, 983, 985, 

987, 989, 991, 993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 1144-1191, 1200 и 1201. В некоторых вариантах осуще-

ствления активируемое антитело включает аминокислотную последовательность, которая по меньшей 

мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, вы-

бранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариантах осуществле-

ния активируемое антитело включает аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из 

группы, состоящей из SEQ ID NO: 931, 933, 935, 937, 939, 941, 943, 945, 947, 949, 951, 953, 955, 957, 959, 

961, 963, 965, 967, 969, 971, 973, 975, 977, 979, 981, 983, 985, 987, 989, 991, 993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 

1005, 1144-1191, 1200 и 1201, и аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90, 

91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из 

группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную последо-

вательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокис-

лотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 931, 933, 935, 937, 939, 941, 

943, 945, 947, 949, 951, 953, 955, 957, 959, 961, 963, 965, 967, 969, 971, 973, 975, 977, 979, 981, 983, 985, 

987, 989, 991, 993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 1145, 1147, 1149, 1151, 1153, 1155, 1157, 1159, 1161, 

1163, 1165, 1167, 1169, 1171, 1173, 1175, 1177, 1179, 1181, 1183, 1185, 1187, 1189, 1191, 1200 и 1201. В 
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некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную последователь-

ность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной 

последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых 

вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную последовательность, кото-

рая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последова-

тельности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 931, 933, 935, 937, 939, 941, 943, 945, 947, 

949, 951, 953, 955, 957, 959, 961, 963, 965, 967, 969, 971, 973, 975, 977, 979, 981, 983, 985, 987, 989, 991, 

993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 1145, 1147, 1149, 1151, 1153, 1155, 1157, 1159, 1161, 1163, 1165, 1167, 

1169, 1171, 1173, 1175, 1177, 1179, 1181, 1183, 1185, 1187, 1189, 1191 и 1201, и аминокислотную последо-

вательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокис-

лотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную последо-

вательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 

105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 145, 147, 

149, 151, 153, 155, 157, 931, 933, 935, 937, 939, 941, 943, 945, 947, 957, 959, 961, 963, 965, 967, 969, 971, 

973, 975, 977, 979, 981, 983, 985, 987, 989, 991, 993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 1144-1191, 1200 и 

1201, и аминокислотную последовательность тяжелой цепи SEQ ID NO: 46. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную последо-

вательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 931, 933, 935, 937, 939, 941, 943, 945, 947, 

949, 951, 953, 955, 957, 959, 961, 963, 965, 967, 969, 971, 973, 975, 977, 979, 981, 983, 985, 987, 989, 991, 

993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 1144-1191, 1200 и 1201, и аминокислотную последовательность тя-

желой цепи SEQ ID NO: 46. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную последо-

вательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 931, 933, 935, 937, 939, 941, 943, 945, 947, 

949, 951, 953, 955, 957, 959, 961, 963, 965, 967, 969, 971, 973, 975, 977, 979, 981, 983, 985, 987, 989, 991, 

993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 1145, 1147, 1149, 1151, 1153, 1155, 1157, 1159, 1161, 1163, 1165, 1167, 

1169, 1171, 1173, 1175, 1177, 1179, 1181, 1183, 1185, 1187, 1189, 1191 и 1201, и аминокислотную последо-

вательность тяжелой цепи SEQ ID NO: 46. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную последо-

вательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокис-

лотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 

99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 

145, 147, 149, 151, 153, 155, 157, 931, 933, 935, 943, 945, 947, 949, 951, 953, 955, 957, 959, 961, 963, 965, 

967, 969, 971, 973, 975, 977, 979, 981, 983, 985, 987, 989, 991, 993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 1144-

1191, 1200 и 1201, и аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 

95 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности тяжелой цепи SEQ ID NO: 46. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную последо-

вательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокис-

лотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 931, 933, 935, 937, 939, 941, 

943, 945, 947, 949, 951, 953, 955, 957, 959, 961, 963, 965, 967, 969, 971, 973, 975, 977, 979, 981, 983, 985, 

987, 989, 991, 993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 1144-1191, 1200 и 1201, и аминокислотную последова-

тельность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислот-

ной последовательности тяжелой цепи SEQ ID NO: 46. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную последо-

вательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокис-

лотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 931, 933, 935, 937, 939, 941, 

943, 945, 947, 949, 951, 953, 955, 957, 959, 961, 963, 965, 967, 969, 971, 973, 975, 977, 979, 981, 983, 985, 

987, 989, 991, 993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 1145, 1147, 1149, 1151, 1153, 1155, 1157, 1159, 1161, 

1163, 1165, 1167, 1169, 1171, 1173, 1175, 1177, 1179, 1181, 1183, 1185, 1187, 1189, 1191 и 1201, и амино-

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

идентична аминокислотной последовательности тяжелой цепи SEQ ID NO: 46. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит аминокислотную после-

довательность SEQ ID NO: 428. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит 

аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 430, 432, 434 и 

1202. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит аминокислотную после-

довательность SEQ ID NO: 428 и аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоя-

щей из SEQ ID NO: 430, 432 и 434. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит аминокислотную после-

довательность SEQ ID NO: 1008. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содер-

жит аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 430, 432, 

434 и 1202. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит аминокислотную 

последовательность SEQ ID NO: 1008 и аминокислотную последовательность, выбранную из группы, 
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состоящей из SEQ ID NO: 430, 432, 434 и 1202. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную последо-

вательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокис-

лотной последовательности SEQ ID NO: 428. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-

тело включает аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 

96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 430, 432, 434 и 1202. В некоторых вариантах активируемое антитело включает аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% иден-

тична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 428, и аминокислотную последовательность, 

которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной после-

довательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 430, 432, 434 и 1202. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает аминокислотную последо-

вательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокис-

лотной последовательности SEQ ID NO: 1008. В некоторых вариантах осуществления активируемое ан-

титело включает аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 

96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 430, 432, 434 и 1202. В некоторых вариантах активируемое антитело включает аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% иден-

тична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 1008, и аминокислотную последовательность, 

которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной после-

довательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 430, 432, 434 и 1202. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит маскирующий фрагмент 

(ММ), содержащий аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 59-81, 208 и 426; расщепляемый фрагмент (СМ), содержащий аминокислотную последовательность, 

выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 341, 352, 359, 364, 372, 377, 379, 383, 394, 437, 883-893, 

901-920 и 921; и комбинацию последовательности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последова-

тельности VH CDR3, последовательности VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательно-

сти VL CDR3, где комбинация содержит последовательность VL CDR1, содержащую RASQSISSYLN 

(SEQ ID NO: 209); последовательность VL CDR2, содержащую AASSLQS (SEQ ID NO: 215); последова-

тельность VL CDR3, содержащую DNGYPST (SEQ ID NO: 228); последовательность VH CDR1, содер-

жащую SYAMS (SEQ ID NO: 212) ; последовательность VH CDR2, содержащую SSIWRNGIVTVYADS 

(SEQ ID NO: 246); и последовательность VH CDR3, содержащую WSAAFDY (SEQ ID NO: 235). 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит маскирующий фрагмент 

(ММ), содержащий аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 60, 62, 63, 66-68, 71, 75 и 76; расщепляемый фрагмент (СМ), содержащий аминокислотную последо-

вательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 341, 364, 377, 394, 437, 883- 893, 901-911 и 

920; и комбинацию последовательности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности 

VH CDR3, последовательности VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL 

CDR3, где комбинация содержит последовательность VL CDR1, содержащую RASQSISSYLN (SEQ ID 

NO: 209); последовательность VL CDR2, содержащую AASSLQS (SEQ ID NO: 215); последовательность 

VL CDR3, содержащую DNGYPST (SEQ ID NO: 228); последовательность VH CDR1, содержащую 

SYAMS (SEQ ID NO: 212) ; последовательность VH CDR2, содержащую SSIWRNGIVTVYADS (SEQ ID 

NO: 24 6); и последовательность VH CDR3, содержащую WSAAFDY (SEQ ID NO: 235). 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит маскирующий фрагмент 

(ММ), содержащий аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 59-81, 208 и 426; расщепляемый фрагмент (СМ), содержащий аминокислотную последовательность, 

выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 341, 352, 359, 364, 372, 377, 379, 383, 394, 437, 883-893, 

901-920 и 921; и вариабельную область легкой цепи, содержащую аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 58, и вариабельную область тяжелой цепи, содержащую аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 46. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает маскирующий фрагмент 

(ММ), содержащий аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 60, 62, 63, 66-68, 71, 75 и 76; расщепляемый фрагмент (СМ), содержащий аминокислотную последо-

вательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 341, 364, 377, 394, 437, 883-893, 901-911 и 

920; и вариабельную область легкой цепи, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID 

NO: 58, и вариабельную область тяжелой цепи, содержащую аминокислотную последовательность SEQ 

ID NO: 46. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает маскирующий фрагмент 

(ММ), содержащий аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 59-81, 208 и 426; расщепляемый фрагмент (СМ), содержащий аминокислотную последовательность, 

выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 341, 352, 359, 364, 372, 377, 379, 383, 394, 437, 883-893, 

901-920 и 921; и вариабельную область легкой цепи, содержащую аминокислотную последовательность 
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SEQ ID NO: 12, и вариабельную область тяжелой цепи, содержащую аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 46. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает маскирующий фрагмент 

(ММ), содержащий аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 60, 62, 63, 66-68, 71, 75 и 76; расщепляемый фрагмент (СМ), содержащий аминокислотную последо-

вательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 341, 364, 377, 394, 437, 883-893, 901-11 и 

920; и вариабельную область легкой цепи, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID 

NO: 12, и вариабельную область тяжелой цепи, содержащую аминокислотную последовательность SEQ 

ID NO: 46. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело кодируется последовательностью 

нуклеиновой кислоты, которая содержит последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую ами-

нокислотную последовательность тяжелой цепи, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 

18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариантах активи-

руемое антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая включает последова-

тельность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность тяжелой цепи, вы-

бранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариантах осуществ-

ления активируемое антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая включает 

последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность легкой 

цепи, содержащую SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело коди-

руется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая включает последовательность нуклеиновой 

кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность легкой цепи, содержащую SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело кодируется последовательностью нук-

леиновой кислоты, которая включает последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую амино-

кислотную последовательность тяжелой цепи, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 

18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и последовательностью нуклеи-

новой кислоты, которая включает последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокис-

лотную последовательность легкой цепи, содержащую SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осущест-

вления активируемое антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая включа-

ет последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность тяже-

лой цепи, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 

40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и последовательностью нуклеиновой кислоты, которая включает после-

довательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность легкой цепи, 

содержащую SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело кодируется 

последовательностью нуклеиновой кислоты, которая включает последовательность нуклеиновой кисло-

ты, кодирующую аминокислотную последовательность тяжелой цепи из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и последовательностью нуклеиновой кислоты, которая включает последова-

тельность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность легкой цепи, со-

держащую SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело кодируется 

последовательностью нуклеиновой кислоты, которая включает последовательность нуклеиновой кисло-

ты, кодирующую аминокислотную последовательность тяжелой цепи, выбранную из группы, состоящей 

из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и последовательностью нуклеиновой кислоты, содержащую после-

довательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность легкой цепи, 

содержащую SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело кодируется последовательностью 

нуклеиновой кислоты, которая включает последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую ами-

нокислотную последовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 

98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариан-

тах активируемое антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая включает 

последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность тяжелой 

цепи, последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентич-

на аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 

54 и 56. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело кодируется последовательностью 

нуклеиновой кислоты, которая включает последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую ами-

нокислотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 

98 или 99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах 

осуществления активируемое антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая 

включает последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность 

легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокис-

лотной последовательности SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах активируемое антитело кодируется 

последовательностью нуклеиновой кислоты, которая включает последовательность нуклеиновой кисло-

ты, кодирующую аминокислотную последовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 
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91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности выбранной из груп-

пы, состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 

56, и последовательностью нуклеиновой кислоты, которая включает последовательность нуклеиновой 

кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 

90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 58. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело кодируется последовательностью нук-

леиновой кислоты, которая включает последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую амино-

кислотную последовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 

98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и последовательно-

стью нуклеиновой кислоты, которая включает последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую 

аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 

97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах 

осуществления активируемое антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая 

включает последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность 

тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокис-

лотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и 

последовательностью нуклеиновой кислоты, которая включает последовательность нуклеиновой кисло-

ты, кодирующую аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 

92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 58. В не-

которых вариантах осуществления активируемое антитело кодируется последовательностью нуклеино-

вой кислоты, которая включает последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислот-

ную последовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 

99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 

46, 48, 50, 52, 54 и 56, и последовательностью нуклеиновой кислоты, которая включает последователь-

ность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по 

меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательно-

сти SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело кодируется последовательностью 

нуклеиновой кислоты тяжелой цепи, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 13, 15, 17, 21, 23, 

25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53 и 55. В некоторых вариантах осуществления активи-

руемое антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты тяжелой цепи, выбранной из 

группы, состоящей из SEQ ID NO: 45, 47, 49, 51, 53 и 55. В некоторых вариантах осуществления активи-

руемое антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты легкой цепи SEQ ID NO: 57. В 

некоторых вариантах осуществления активируемое антитело кодируется последовательностью нуклеи-

новой кислоты легкой цепи SEQ ID NO: 11. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-

тело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты тяжелой цепи, выбранной из группы, со-

стоящей из SEQ IDNO: 13, 15, 17, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53 и 55, и по-

следовательностью нуклеиновой кислоты легкой цепи, содержащей SEQ ID NO: 57. В некоторых вари-

антах осуществления активируемое антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты 

тяжелой цепи, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 13, 15, 17, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 

39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53 и 55, и последовательностью нуклеиновой кислоты легкой цепи, содержащей 

SEQ ID NO: 11. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело кодируется последова-

тельностью нуклеиновой кислоты, которая включает последовательность нуклеиновой кислоты тяжелой 

цепи, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 45, 47, 49, 51, 53 и 55, и последовательностью 

нуклеиновой кислоты легкой цепи, содержащей SEQ ID NO: 57. В некоторых вариантах активируемое 

антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая включает последовательность 

нуклеиновой кислоты тяжелой цепи, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 45, 47, 49, 51, 53 и 

55, и последовательностью нуклеиновой кислоты легкой цепи, содержащую SEQ ID NO: 11. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело кодируется последовательностью 

нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична 

последовательности нуклеиновой кислоты тяжелой цепи, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 13, 15, 17, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53 и 55. В некоторых вариантах 

осуществления активируемое антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая 

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

кислоты тяжелой цепи, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 45, 47, 49, 51, 53 и 55. В некото-

рых вариантах осуществления активируемое антитело кодируется последовательность нуклеиновой ки-

слоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична последовательно-

сти нуклеиновой кислоты легкой цепи SEQ ID NO: 57. В некоторых вариантах активируемое антитело 

кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 

95, 96, 97, 98 или 99% идентична последовательности нуклеиновой кислоты легкой цепи SEQ ID NO: 11. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело кодируется последовательностью нук-
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леиновой кислоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична по-

следовательности нуклеиновой кислоты тяжелой цепи, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 

13, 15, 17, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53 и 55, и последовательностью нук-

леиновой кислоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична по-

следовательности нуклеиновой кислоты легкой цепи, содержащей SEQ ID NO: 57. В некоторых вариан-

тах осуществления активируемое антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, ко-

торая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична последовательности нук-

леиновой кислоты тяжелой цепи, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 13, 15, 17, 21, 23, 25, 

27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53 и 55, и последовательностью нуклеиновой кислоты, ко-

торая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична последовательности нук-

леиновой кислоты легкой цепи, содержащей SEQ ID NO: 11. В некоторых вариантах осуществления ак-

тивируемое антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая включает после-

довательность нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 

99% идентична последовательности нуклеиновой кислоты тяжелой цепи, выбранной из группы, состоя-

щей из SEQ ID NO: 45, 47, 49, 51, 53 и 55, и последовательностью нуклеиновой кислоты, которая по 

меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична последовательности нуклеиновой 

кислоты легкой цепи, содержащей SEQ ID NO: 57. В некоторых вариантах осуществления активируемое 

антитело кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, которая включает последовательность 

нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична 

последовательности нуклеиновой кислоты тяжелой цепи, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 45, 47, 49, 51, 53 и 55, и последовательностью нуклеиновой кислоты, которая по меньшей мере на 

90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична последовательности нуклеиновой кислоты легкой це-

пи, содержащей SEQ ID NO: 11. 

В некоторых вариантах осуществления ММ имеет константу диссоциации для связывания с АВ, ко-

торая выше константы диссоциации для связывания АВ с PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления ММ имеет константу диссоциации для связывания с АВ, ко-

торая не выше константы диссоциации для связывания АВ с PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления ММ имеет константу диссоциации для связывания с АВ, ко-

торая ниже константы диссоциации для связывания АВ с PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления ММ имеет константу диссоциации для связывания с АВ, ко-

торая примерно равна константе диссоциации для связывания АВ с PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления ММ не препятствует или не конкурирует с АВ за связыва-

ние с PDL1, когда активируемое антитело находится в расщепленном состоянии. 

В некоторых вариантах осуществления ММ представляет полипептид длиной от 2 до 40 аминокис-

лот. В некоторых вариантах осуществления ММ представляет полипептид длиной до 40 аминокислот. 

В некоторых вариантах осуществления полипептидная последовательность ММ отличается от по-

следовательности PDL1. В некоторых вариантах осуществления полипептидная последовательность ММ 

не более чем на 50% идентична любому природному партнеру по связыванию с АВ. В некоторых вари-

антах осуществления полипептидная последовательность ММ отличается от последовательности PDL1 и 

не более чем на 40, 30, 25, 20, 15 или 10% идентична любому природному партнеру по связыванию с АВ. 

В некоторых вариантах осуществления ММ содержит аминокислотную последовательность, вы-

бранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 59-81, 208 и 426. В некоторых вариантах осуществления 

ММ содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 

96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 59-81, 208 и 426. 

В некоторых вариантах осуществления связывание ММ с АВ снижает способность АВ связываться 

с PDL1 таким образом, что константа диссоциации (Kd) АВ при соединении с ММ по отношению к PDL1 

по меньшей мере в два раза выше, чем Kd АВ, когда оно не связано с ММ по отношению к PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления связывание ММ с АВ снижает способность АВ связываться 

с PDL1 таким образом, что константа диссоциации (Kd) АВ при соединении с ММ по отношению к PDL1 

по меньшей мере в пять раз выше, чем Kd АВ, когда оно не связано с ММ по отношению к PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления связывание ММ с АВ снижает способность АВ связываться 

с PDL1 таким образом, что константа диссоциации (Kd) АВ при соединении с ММ по отношению к PDL1 

по меньшей мере в 10 раз выше, чем Kd АВ, когда оно не связано с ММ по отношению к PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления связывание ММ с АВ снижает способность АВ связываться 

с PDL1 таким образом, что константа диссоциации (Kd) АВ при соединении с ММ по отношению к PDL1 

по меньшей мере в 20 раз выше, чем Kd АВ, когда оно не связано с ММ по отношению к PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления связывание ММ с АВ снижает способность АВ связываться 

с PDL1 таким образом, что константа диссоциации (Kd) АВ при соединении с ММ по отношению к PDL1 

по меньшей мере в 40 раз выше, чем Kd АВ, когда оно не связано с ММ по отношению к PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления связывание ММ с АВ снижает способность АВ связываться 

с PDL1 таким образом, что константа диссоциации (Kd) АВ при соединении с ММ по отношению к PDL1 
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по меньшей мере в 100 раз выше, чем Kd АВ, когда оно не связано с ММ по отношению к PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления связывание ММ с АВ снижает способность АВ связываться 

с PDL1 таким образом, что константа диссоциации (Kd) АВ при соединении с ММ по отношению к 

PDL1, по меньшей мере в 1000 раз выше, чем Kd AB, когда оно не связано с ММ по отношению к PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления связывание ММ с АВ снижает способность АВ связываться 

с PDL1 таким образом, что константа диссоциации (Kd) АВ при соединении с ММ по отношению к PDL1 

по меньшей мере в 10000 раз выше, чем Kd АВ, когда оно не связано с ММ по отношению к PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления в присутствии PDL1 ММ снижает способность АВ связы-

ваться с PDL1 по меньшей мере на 90%, когда СМ не отщеплен, по сравнению с тем, когда СМ отщеп-

лен, что было определено в анализе in vitro с использованием теста вытеснения мишени, такого как, на-

пример, анализ, описанный в публикации международной заявки РСТ WO 2010/081173, содержание ко-

торой включено в настоящее описание посредством ссылки во всей его полноте. 

В некоторых вариантах осуществления протеаза, которая расщепляет СМ, является активной, на-

пример подвергается положительной регуляции в пораженной ткани, и протеаза расщепляет СМ в акти-

вируемом антителе, когда активируемое антитело подвергается воздействию протеазы. 

В некоторых вариантах осуществления протеаза локализуется в ткани совместно с PDL1, и 

протеаза расщепляет СМ в активируемом антителе, когда активируемое антитело подвергается воз-

действию протеазы. 

В некоторых вариантах осуществления протеаза присутствует на относительно более высоких 

уровнях в непосредственной близости к ткани, содержащей мишень, в области, подлежащей лечению 

или диагностике, чем в ткани участков, не подлежащих лечению (например, в здоровой ткани), и протеа-

за расщепляет СМ в активируемом антителе, когда активируемое антитело подвергается воздействию 

протеазы. 

В некоторых вариантах осуществления СМ расположен в активируемом антителе таким образом, 

что, когда активируемое антитело находится в нерасщепленном состоянии, то связывание активируемого 

антитела с PDL1 снижается с константой диссоциации, которая по меньшей мере в два раза выше кон-

станты диссоциации для связывания немодифицированного АВ с PDL1, тогда как в расщепленном со-

стоянии (т.е. когда активируемое антитело находится в расщепленном состоянии) АВ связывается с 

PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления СМ расположен в активируемом антителе таким образом, 

что, когда активируемое антитело находится в нерасщепленном состоянии, то связывание активируемого 

антитела с PDL1 снижается с константой диссоциации, которая по меньшей мере в пять раз выше кон-

станты диссоциации для связывания немодифицированного АВ с PDL1, тогда как в расщепленном со-

стоянии (т.е. когда активируемое антитело находится в расщепленном состоянии) АВ связывается с 

PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления СМ расположен в активируемом антителе таким образом, 

что, когда активируемое антитело находится в нерасщепленном состоянии, то связывание активируемого 

антитела с PDL1 снижается с константой диссоциации, которая по меньшей мере в 10 раз выше констан-

ты диссоциации для связывания немодифицированного АВ с PDL1, тогда как в расщепленном состоянии 

(т.е. когда активируемое антитело находится в расщепленном состоянии) АВ связывается с PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления СМ расположен в активируемом антителе таким образом, 

что, когда активируемое антитело находится в нерасщепленном состоянии, то связывание активируемого 

антитела с PDL1 снижается с константой диссоциации, которая по меньшей мере в 20 раз выше констан-

ты диссоциации для связывания немодифицированного АВ с PDL1, тогда как в расщепленном состоянии 

(т.е. когда активируемое антитело находится в расщепленном состоянии) АВ связывается с PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления СМ расположен в активируемом антителе таким образом, 

что, когда активируемое антитело находится в нерасщепленном состоянии, то связывание активируемого 

антитела с PDL1 снижается с константой диссоциации, которая по меньшей мере в 40 раз выше констан-

ты диссоциации для связывания немодифицированного АВ с PDL1, тогда как в расщепленном состоянии 

АВ связывается с PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления СМ расположен в активируемом антителе таким образом, 

что, когда активируемое антитело находится в нерасщепленном состоянии, то связывание активируемого 

антитела с PDL1 снижается с константой диссоциации, которая по меньшей мере в 50 раз выше констан-

ты диссоциации для связывания немодифицированного АВ с PDL1, тогда как в расщепленном состоянии 

АВ связывается с PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления СМ расположен в активируемом антителе таким образом, 

что, когда активируемое антитело находится в нерасщепленном состоянии, то связывание активируемого 

антитела с PDL1 снижается с константой диссоциации, которая по меньшей мере в 100 раз выше кон-

станты диссоциации для связывания немодифицированного АВ с PDL1, тогда как в расщепленном со-

стоянии АВ связывается с PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления СМ расположен в активируемом антителе таким образом, 

что, когда активируемое антитело находится в нерасщепленном состоянии, то связывание активируемого 
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антитела с PDL1 снижается с константой диссоциации, которая по меньшей мере в 200 раз выше кон-

станты диссоциации для связывания немодифицированного АВ с PDL1, тогда как в расщепленном со-

стоянии АВ связывается с PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления СМ представляет полипептид длиной до 15 аминокислот. 

В некоторых вариантах осуществления СМ представляет полипептид, который включает первый 

расщепляемый фрагмент (СМ1), который является субстратом по меньшей мере для одной матриксной 

металлопротеазы (ММР), и второй расщепляемый фрагмент (СМ2), который является субстратом по 

меньшей мере для одной сериновой протеазы (SP). В некоторых вариантах осуществления каждая из по-

следовательности субстрата СМ1 и последовательности субстрата СМ2 субстрата СМ1-СМ2 независимо 

представляет полипептид длиной до 15 аминокислот. 

В некоторых вариантах осуществления СМ представляет субстрат по меньшей мере для одной про-

теазы, которая, как полагается, подвергается положительной регуляции при раке. В некоторых вариантах 

осуществления СМ представляет субстрат по меньшей мере для одной протеазы, которая, как полагается, 

подвергается положительной регуляции при воспалении. 

В некоторых вариантах осуществления СМ представляет собой субстрат по меньшей мере для од-

ной протеазы, которая, как полагается, подвергается положительной регуляции при аутоиммунитете. 

В некоторых вариантах осуществления СМ представляет субстрат по меньшей мере для одной про-

теазы, выбранной из группы, состоящей из матриксной металлопротеазы (ММР), тромбина, нейтрофиль-

ной эластазы, цистеиновой протеазы, легумаина и сериновой протеазы, такой как матриптаза (MT-SP1) и 

урокиназа (uPA). He желая связываться с теорией, полагается, что данные протеазы подвергаются поло-

жительной регуляции по меньшей мере при одном из рака, воспаления и/или аутоиммунитета. 

Типичные субстраты включают, не ограничиваясь этим, субстраты, расщепляемые одним или не-

сколькими из следующих ферментов или протеаз, приведенных в табл.12. 

В некоторых вариантах осуществления СМ выбран для применения со специфической протеазой, 

например протеазой, о которой известно, что она локализуется совместно с мишенью активируемого 

антитела. 

В некоторых вариантах осуществления СМ выбран для применения со специфической протеазой, 

например, протеазой, о которой известно, что она находится в непосредственной близости от мишени 

активируемого антитела. 

В некоторых вариантах осуществления СМ является субстратом по меньшей мере для одной ММР. 

Примеры ММР включают ММР, приведенные в табл.12. В некоторых вариантах осуществления СМ яв-

ляется субстратом для протеазы, выбранной из группы, состоящей из ММР9, ММР14, ММР1, ММРЗ, 

ММР13, ММР17, ММР11 и ММР19. В некоторых вариантах осуществления СМ является субстратом для 

ММР9. В некоторых вариантах осуществления СМ является субстратом для ММР 14. 

В некоторых вариантах осуществления СМ представляет субстрат, который включает последова-

тельность 

 

 
В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность 

LSGRSDNH (SEQ ID NO: 341). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную 

последовательность TGRGPSWV (SEQ ID NO: 338). В некоторых вариантах осуществления СМ содер-

жит аминокислотную последовательность PLTGRSGG (SEQ ID NO: 344). В некоторых вариантах осуще-
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ствления СМ содержит аминокислотную последовательность GGQPSGMWGW (SEQ ID NO: 350). В не-

которых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность FPRPLGITGL 

(SEQ ID NO: 351). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последова-

тельность VHMPLGFLGP (SEQ ID NO: 352). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит ами-

нокислотную последовательность PLGL (SEQ ID NO: 357). В некоторых вариантах осуществления СМ 

содержит аминокислотную последовательность SARGPSRW (SEQ ID NO: 339). В некоторых вариантах 

осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность TARGPSFK (SEQ ID NO: 340). В 

некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность GGWHTGRN 

(SEQ ID NO: 342). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последова-

тельность HTGRSGAL (SEQ ID NO: 343). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит амино-

кислотную последовательность AARGPAIH (SEQ ID NO: 345). В некоторых вариантах осуществления 

СМ содержит аминокислотную последовательность RGPAFNPM (SEQ ID NO: 346). В некоторых вариан-

тах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность SSRGPAYL (SEQ ID NO: 347). В 

некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность RGPATPIM 

(SEQ ID NO: 348). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последова-

тельность RGPA (SEQ ID NO: 349). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислот-

ную последовательность LSGRSGNH (SEQ ID NO: 883). В некоторых вариантах осуществления СМ со-

держит аминокислотную последовательность SGRSANPRG (SEQ ID NO: 884). В некоторых вариантах 

осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность LSGRSDDH (SEQ ID NO: 885). В 

некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность LSGRSDIH 

(SEQ ID NO: 886). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последова-

тельность LSGRSDQH (SEQ ID NO: 887). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит амино-

кислотную последовательность LSGRSDTH (SEQ ID NO: 888). В некоторых вариантах осуществления 

СМ содержит аминокислотную последовательность LSGRSDYH (SEQ ID NO: 889). В некоторых вариан-

тах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность LSGRSDNP (SEQ ID NO: 890). В 

некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность LSGRSANP 

(SEQ ID NO: 891). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последова-

тельность LSGRSANI (SEQ ID NO: 892). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит амино-

кислотную последовательность LSGRSDNI (SEQ ID NO: 893). 

В некоторых вариантах осуществления СМ является субстратом для ММР и включает последова-

тельность 

 

 
В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность 

ISSGLSS (SEQ ID NO: 358). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную по-

следовательность QNQALRMA (SEQ ID NO: 359) . В некоторых вариантах осуществления СМ содержит 

аминокислотную последовательность AQNLLGMV (SEQ ID NO: 3 60). В некоторых вариантах осущест-

вления СМ содержит аминокислотную последовательность STFPFGMF (SEQ ID NO: 361). В некоторых 

вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность PVGYTSSL (SEQ ID NO: 

362). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность 

DWLYWPGI (SEQ ID NO: 3 63). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную 

последовательность ISSGLLSS (SEQ ID NO: 364). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит 

аминокислотную последовательность LKAAPRWA (SEQ ID NO: 365). В некоторых вариантах осуществ-

ления СМ содержит аминокислотную последовательность GPSHLVLT (SEQ ID NO: 366). В некоторых ва-

риантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность LPGGLSPW (SEQ ID NO: 367). 

В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность MGLFSEAG 

(SEQ ID NO: 368). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последова-
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тельность SPLPLRVP (SEQ ID NO: 369). В некоторых вариантах осуществления СМ включает амино-

кислотную последовательность RMHLRSLG (SEQ ID NO: 370). В некоторых вариантах осуществления 

СМ содержит аминокислотную последовательность LAAPLGLL (SEQ ID NO: 371). В некоторых вариан-

тах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность AVGLLAPP (SEQ ID NO: 372). В 

некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность LLAPSHRA 

(SEQ ID NO: 373). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последова-

тельность PAGLWLDP (SEQ ID NO: 374). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит амино-

кислотную последовательность MIAPVAYR (SEQ ID NO: 894). В некоторых вариантах осуществления 

СМ содержит аминокислотную последовательность RPSPMWAY (SEQ ID NO: 895). В некоторых вари-

антах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность WATPRPMR (SEQ ID NO: 

896). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность 

FRLLDWQW (SEQ ID NO: 897). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную 

последовательность ISSGL (SEQ ID NO: 898). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит ами-

нокислотную последовательность ISSGLLS (SEQ ID NO: 899). В некоторых вариантах осуществления 

СМ содержит аминокислотную последовательность ISSGLL (SEQ ID NO: 900). 

В некоторых вариантах осуществления СМ является субстратом для тромбина. В некоторых вари-

антах осуществления СМ является субстратом для тромбина и содержит последовательность GPRSFGL 

(SEQ ID NO: 375) или GPRSFG (SEQ ID NO: 376). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит 

аминокислотную последовательность GPRSFGL (SEQ ID NO: 375). В некоторых вариантах осуществле-

ния СМ содержит аминокислотную последовательность GPRSFG (SEQ ID NO: 376). 

В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность, вы-

бранную из группы, состоящей из NTLSGRSENHSG (SEQ ID NO: 435); NTLSGRSGNHGS (SEQ ID NO: 

436); TSTSGRSANPRG (SEQ ID NO: 437); TSGRSANP (SEQ ID NO: 438); VAGRSMRP (SEQ ID NO: 

439); WPEGRRS (SEQ ID NO: 440); ILPRSPAF (SEQ ID NO: 441); MVLGRSLL (SEQ ID NO: 442); 

QGRAITFI (SEQ ID NO: 443); SPRSIMLA (SEQ ID NO: 444); SMLRSMPL (SEQ ID NO: 445). 

В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность 

NTLSGRSENHSG (SEQ ID NO: 435). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислот-

ную последовательность NTLSGRSGNHGS (SEQ ID NO: 436). В некоторых вариантах осуществления 

СМ содержит аминокислотную последовательность TSTSGRSANPRG (SEQ ID NO: 437). В некоторых 

вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность TSGRSANP (SEQ ID NO: 

438). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность 

VAGRSMRP (SEQ ID NO: 439). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную 

последовательность WPEGRRS (SEQ ID NO: 440). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит 

аминокислотную последовательность ILPRSPAF (SEQ ID NO: 441). В некоторых вариантах осуществле-

ния СМ содержит аминокислотную последовательность MVLGRSLL (SEQ ID NO: 442). В некоторых 

вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность QGRAITFI (SEQ ID NO: 

443). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность 

SPRSIMLA (SEQ ID NO: 444). В некоторых вариантах осуществления СМ содержит аминокислотную 

последовательность SMLRSMPL (SEQ ID NO: 445). 

В некоторых вариантах осуществления СМ является субстратом для нейтрофильной эластазы. В 

некоторых вариантах осуществления СМ представляет субстрат для сериновой протеазы. В некоторых 

вариантах осуществления СМ является субстратом для uPA. В некоторых вариантах осуществления СМ 

является субстратом для легумаина. В некоторых вариантах осуществления СМ представляет субстрат 

для матриптазы. В некоторых вариантах осуществления СМ представляет субстрат для цистеиновой про-

теазы. В некоторых вариантах осуществления СМ представляет субстрат для цистеиновой протеазы, та-

кой как катепсин. 

В некоторых вариантах осуществления СМ является субстратом СМ1-СМ2 и содержит последова-

тельность 
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В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность 

ISSGLLSGRSDNH (SEQ ID NO: 377), которая также относится здесь к субстрату 2001. В некоторых ва-

риантах субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность ISSGLLSSGGSGGSLSGRSDNH (SEQ ID NO: 

378), которая также относится здесь к субстрату 1001/LP'/000l, где LP', используемый в этом субстрате 

СМ1-СМ2, представляет аминокислотную последовательность GGSGGS (SEQ ID NO: 922). В некоторых 

вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность 

AVGLLAPPGGTSTSGRSANPRG (SEQ ID NO: 379), которая также относится здесь к субстрату 2015 

и/или субстрату 1004/LP'/0003, где LP', используемый в этом субстрате СМ1-СМ2, представляет амино-

кислотную последовательность GG. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содер-

жит последовательность TSTSGRSANPRGGGAVGLLAPP (SEQ ID NO: 380), которая также относится 

здесь к субстрату 0003/LP'/1004, где LP', используемый в этом субстрате СМ1-СМ2, представляет амино-

кислотную последовательность GG. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содер-

жит последовательность VHMPLGFLGPGGTSTSGRSANPRG (SEQ ID NO: 381), которая также относит-

ся здесь к субстрату 1003/LP'/0003, где LP', используемый в этом субстрате СМ1-СМ2, представляет 

аминокислотную последовательность GG. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 

содержит последовательность TSTSGRSANPRGGGVHMPLGFLGP (SEQ ID NO: 382), которая также от-

носится здесь к субстрату 0003/LP'/1003, где LP', используемый в этом субстрате СМ1-СМ2, представля-

ет аминокислотную последовательность GG. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 

содержит последовательность AVGLLAPPGGLSGRSDNH (SEQ ID NO: 383), которая также относится 

здесь к субстрату 3001 и/или субстрату 1004/LP'/0001, где LP', используемый в этом субстрате СМ1-

СМ2, представляет аминокислотную последовательность GG. В некоторых вариантах субстрат СМ1-

СМ2 содержит последовательность LSGRSDNHGGAVGLLAPP (SEQ ID NO: 384), которая также отно-

сится здесь к субстрату 0001/LP'/1004, где LP', используемый в этом субстрате СМ1-СМ2, представляет 

аминокислотную последовательность GG. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 

содержит последовательность VHMPLGFLGPGGLSGRSDNH (SEQ ID NO: 385), которая также относит-

ся здесь к субстрату 1003/LP'/0001, где LP', используемый в этом субстрате СМ1-СМ2, представляет 

аминокислотную последовательность GG. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 

содержит последовательность LSGRSDNHGGVHMPLGFLGP (SEQ ID NO: 386), которая также относит-

ся здесь к субстрату 0001/LP'/1003, где LP', используемый в этом субстрате СМ1-СМ2, представляет 

аминокислотную последовательность GG. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 

содержит последовательность LSGRSDNHGGGGSISSGLLSS (SEQ ID NO: 387), которая также относится 

здесь к субстрату 0001/LP'/1001, где LP', используемый в этом субстрате СМ1-СМ2, представляет амино-

кислотную последовательность GGSGGS (SEQ ID NO: 922). В некоторых вариантах осуществления суб-

страт СМ1-СМ2 содержит последовательность LSGRSGNHGGGGSISSGLLSS (SEQ ID NO: 388), которая 
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также относится здесь к субстрату 0002/LP'/1001, где LP', используемый в этом субстрате СМ1-СМ2, 

представляет аминокислотную последовательность GGSGGS (SEQ ID NO: 922). В некоторых вариантах 

осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность ISSGLLSSGGSGGSLSGRSGNH (SEQ 

ID NO: 389), которая также относится здесь к субстрату 1001/LP'/0002, где LP', используемый в этом 

субстрате СМ1-СМ2, представляет аминокислотную последовательность GGSGGS (SEQ ID NO: 

922). В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность 

LSGRSDNHGGSGGSQNQALRMA (SEQ ID NO: 390), которая также относится здесь к субстрату 

0001/LP'/1002, где LP', используемый в этом субстрате СМ1-СМ2, представляет аминокислотную после-

довательность GGSGGS (SEQ ID NO: 922). В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 

содержит последовательность QNQALRMAGGSGGSLSGRSDNH (SEQ ID NO: 391), которая также отно-

сится здесь к субстрату 1002/LP'/0001, где LP', используемый в этом субстрате СМ1-СМ2, представляет 

аминокислотную последовательность GGSGGS (SEQ ID NO: 922). В некоторых вариантах осуществле-

ния субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность LSGRSGNHGGSGGSQNQALRMA (SEQ ID NO: 

392), которая также относится здесь к субстрату 0002/LP'/1002, где LP', используемый в этом субстрате СМ1-

СМ2, представляет аминокислотную последовательность GGSGGS (SEQ ID NO: 922). В некоторых вариантах 

осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность QNQALRMAGGSGGSLSGRSGNH (SEQ 

ID NO: 393), которая также относится здесь к субстрату 1002/LP'/0002, где LP', используемый в этом суб-

страте СМ1-СМ2, представляет аминокислотную последовательность GGSGGS (SEQ ID NO: 922). В не-

которых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность ISSGLLSGRSGNH 

(SEQ ID NO: 394), которая также относится здесь к субстрату 2002. В некоторых вариантах субстрат 

СМ1-СМ2 содержит последовательность ISSGLLSGRSANPRG (SEQ ID NO: 901), которая также отно-

сится здесь к субстрату 2003. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит по-

следовательность AVGLLAPPTSGRSANPRG (SEQ ID NO: 902), которая также относится здесь к суб-

страту 2004. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность 

AVGLLAPPSGRSANPRG (SEQ ID NO: 903), которая также относится здесь к субстрату 2005. В некото-

рых вариантах субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность ISSGLLSGRSDDH (SEQ ID NO: 904), 

которая также относится здесь к субстрату 2006. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-

СМ2 содержит последовательность ISSGLLSGRSDIH (SEQ ID NO: 905), которая также относится здесь к 

субстрату 2007. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит последователь-

ность ISSGLLSGRSDQH (SEQ ID NO: 906), которая также относится здесь к субстрату 2008. В некото-

рых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность ISSGLLSGRSDTH 

(SEQ ID NO: 907), которая также относится здесь к субстрату 2009. В некоторых вариантах осуществле-

ния субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность ISSGLLSGRSDYH (SEQ ID NO: 908), которая 

также относится здесь к субстрату 2010. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 со-

держит последовательность ISSGLLSGRSDNP (SEQ ID NO: 909), которая также относится здесь к суб-

страту 2011. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность 

ISSGLLSGRSANP (SEQ ID NO: 910), которая также относится здесь к субстрату 2012. В некоторых ва-

риантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность ISSGLLSGRSANI (SEQ ID 

NO: 911), которая также относится здесь к субстрату 2013. В некоторых вариантах осуществления суб-

страт СМ1-СМ2 содержит последовательность AVGLLAPPGGLSGRSDDH (SEQ ID NO: 912), которая 

также относится здесь к субстрату 3006. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 со-

держит последовательность AVGLLAPPGGLSGRSDIH (SEQ ID NO: 913), которая также относится здесь к 

субстрату 3007. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность 

AVGLLAPPGGLSGRSDQH (SEQ ID NO: 914), которая также относится здесь к субстрату 3008. В некоторых 

вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность AVGLLAPPGGLSGRSDTH 

(SEQ ID NO: 915), которая также относится здесь к субстрату 3009. В некоторых вариантах осуществления 

субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность AVGLLAPPGGLSGRSDYH (SEQ ID NO: 916), которая 

также относится здесь к субстрату 3010. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 со-

держит последовательность AVGLLAPPGGLSGRSDNP (SEQ ID NO: 917), которая также относится 

здесь к субстрату 3011. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит последова-

тельность AVGLLAPPGGLSGRSANP (SEQ ID NO: 918), которая также относится здесь к субстрату 

3012. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность 

AVGLLAPPGGLSGRSANI (SEQ ID NO: 919), которая также относится здесь к субстрату 3013. В некото-

рых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность ISSGLLSGRSDNI (SEQ 

ID NO: 920), которая также относится здесь к субстрату 2014. В некоторых вариантах осуществления 

субстрат СМ1-СМ2 содержит последовательность AVGLLAPPGGLSGRSDNI (SEQ ID NO: 921), которая 

также относится здесь к субстрату 3014. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 со-

держит последовательность GLSGRSDNHGGAVGLLAPP (SEQ ID NO: 1009), которая также относится 

здесь к субстрату 0001/LP'/1004, где LP', используемый в этом субстрате СМ1-СМ2, представляет амино-

кислотную последовательность GG. В некоторых вариантах осуществления субстрат СМ1-СМ2 содер-

жит последовательность GLSGRSDNHGGVHMPLGFLGP (SEQ ID NO: 1010), которая также относится 

здесь к субстрату 0001/LP'/1003, где LP', используемый в этом субстрате СМ1-СМ2, представляет амино-
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кислотную последовательность GG. 

В некоторых вариантах осуществления СМ является субстратом по меньшей мере для двух протеаз. 

В некоторых вариантах осуществления каждая протеаза выбрана из группы, состоящей из протеаз, кото-

рые показаны в табл.12. В некоторых вариантах осуществления СМ является субстратом по меньшей 

мере для двух протеаз, где одна из протеаз выбрана из группы, состоящей из ММР, тромбина, нейтро-

фильной эластазы, цистеиновой протеазы, uPA, легумаина и матриптазы и других сериновых протеаз, и 

другая протеаза выбрана из группы, состоящей из протеаз, приведенных в табл.12. В некоторых вариан-

тах осуществления СМ является субстратом по меньшей мере для двух протеаз, выбранных из группы, 

состоящей из ММР, тромбина, нейтрофильной эластазы, цистеиновой протеазы, uPA, легумаина и мат-

риптазы и других сериновых протеаз. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит, по меньшей мере, первый 

СМ и второй СМ. В некоторых вариантах осуществления первый СМ и второй СМ каждый представля-

ют полипептид длиной не более 15 аминокислот. В некоторых вариантах осуществления первый СМ и 

второй СМ в активируемом антителе в нерасщепленном состоянии имеют следующую структурную ор-

ганизацию от N-конца к С-концу: ММ-СМ1-СМ2-АВ или АВ-СМ2-СМ1-ММ. В некоторых вариантах 

осуществления по меньшей мере один из первого СМ и второго СМ представляет полипептид, который 

функционирует в качестве субстрата для протеазы, выбранной из группы, состоящей из ММР, тромбина, 

нейтрофильной эластазы, цистеиновой протеазы, uPA, легумаина и матриптазы и других сериновых про-

теаз. В некоторых вариантах осуществления первый СМ расщепляется первым расщепляющим агентом, 

выбранным из группы, состоящей из ММР, тромбина, нейтрофильной эластазы, цистеиновой протеазы, 

uPA, легумаина и матриптазы и других сериновых протеаз в ткани-мишени, и второй СМ расщепляется 

вторым расщепляющим агентом в ткани-мишени. В некоторых вариантах осуществления другая протеа-

за выбрана из группы, состоящей из протеаз, приведенных в табл.12. В некоторых вариантах осуществ-

ления первый расщепляющий агент и второй расщепляющий агент представляют одну и ту же протеазу, 

выбранную из группы, состоящей из ММР, тромбина, нейтрофильной эластазы, цистеиновой протеазы, 

uPA, легумаина и матриптазы и других сериновых протеаз, и первый СМ и второй СМ представляют 

различные субстраты для фермента. В некоторых вариантах осуществления первый расщепляющий 

агент и второй расщепляющий агент представляют собой одну и ту же протеазу, выбранную из группы, 

состоящей из протеаз, приведенных в табл.12. В некоторых вариантах осуществления первый расщеп-

ляющий агент и второй расщепляющий агент представляют различные протеазы. В некоторых вариантах 

осуществления первый расщепляющий агент и второй расщепляющий агент локализуются совместно в 

ткани-мишени. В некоторых вариантах осуществления первый СМ и второй СМ расщепляются по мень-

шей мере одним расщепляющим агентом в ткани-мишени. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело подвергается воздействию и расще-

пляется протеазой таким образом, что в активированном или расщепленном состоянии активированное 

антитело включает аминокислотную последовательность легкой цепи, которая содержит, по меньшей 

мере, фрагмент последовательности LP2 и/или СМ после того, как протеаза расщепила СМ. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело также включает агент, конъюгиро-

ванный с АВ. В некоторых вариантах осуществления агент, конъюгированный с АВ или АВ активируе-

мого антитела, является терапевтическим агентом. В некоторых вариантах осуществления агент пред-

ставляет противоопухолевое средство. В некоторых вариантах осуществления агент представляет токсин 

или его фрагмент. Как здесь используется, фрагмент токсина представляет собой фрагмент, который со-

храняет токсическую активность. В некоторых вариантах осуществления агент конъюгирован с АВ через 

расщепляемый линкер. В некоторых вариантах осуществления агент конъюгирован с АВ через линкер, 

который включает по меньшей мере одну последовательность субстрата СМ1-СМ2. В некоторых вариан-

тах осуществления агент конъюгирован с АВ через нерасщепляемый линкер. В некоторых вариантах 

осуществления агент конъюгирован с АВ через линкер, который расщепляется во внутриклеточной или 

лизосомальной среде. В некоторых вариантах осуществления агент представляет ингибитор микротрубо-

чек. В некоторых вариантах осуществления агент представляет агент, повреждающий нуклеиновую ки-

слоту, такой как алкилятор ДНК, агент, расщепляющий ДНК, агент, сшивающий ДНК, или интеркалятор 

ДНК, или другой агент, повреждающий ДНК. В некоторых вариантах осуществления агент представляет 

агент, выбранный из группы, приведенной в табл.11. В некоторых вариантах осуществления агент пред-

ставляет собой доластатин. В некоторых вариантах осуществления агент представляет ауристатин или 

его производное. В некоторых вариантах осуществления агент представляет ауристатин Е или его произ-

водное. В некоторых вариантах осуществления агент представляет монометилауристатин Е (ММАЕ). В 

некоторых вариантах осуществления агент представляет монометилауристатин D (MMAD). В некоторых 

вариантах осуществления агент представляет майтанзиноид или производное майтанзиноида. В некото-

рых вариантах осуществления агент представляет DM1 или DM4. В некоторых вариантах осуществления 

агент представляет дуокармицин или его производное. В некоторых вариантах осуществления агент 

представляет калихеамицин или его производное. В некоторых вариантах осуществления агент пред-

ставляет пирролобензодиазепин. В некоторых вариантах осуществления агент представляет димер пир-

ролобензодиазепина. 
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В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело конъюгировано с одним или более 

эквивалентами агента. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело конъюгировано с 

одним эквивалентом агента. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело конъюгиро-

вано с двумя, тремя, четырьмя, пятью, семью, восемью, девятью, десятью или более десяти эквивалента-

ми агента. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело является частью смеси активи-

руемых антител, имеющих одинаковое число эквивалентов конъюгированных агентов. В некоторых ва-

риантах осуществления активируемое антитело является частью смеси активируемых антител, имеющих 

различное число эквивалентов конъюгированных агентов. В некоторых вариантах осуществления смесь 

активируемых антител такова, что среднее число агентов, конъюгированных с каждым активируемым 

антителом, составляет от нуля до одного, от одного до двух, от двух до трех, от трех до четырех, от че-

тырех до пяти, от пяти до шести, от шести до семи, от семи до восьми, от восьми до девяти, от девяти до 

десяти, и равно десяти и более. В некоторых вариантах осуществления смесь активируемых антител та-

кова, что среднее число агентов, конъюгированных с каждым активируемым антителом, составляет один, 

два, три, четыре, пять, шесть, семь, восемь, девять, десять или более. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит одну или несколько сайт-

специфических модификаций аминокислотной последовательности таким образом, что количество ос-

татков лизина и/или остатков цистеина увеличивается или уменьшается по сравнению с исходной ами-

нокислотной последовательности активируемого антитела, таким образом, в некоторых вариантах осу-

ществления соответственно увеличивается или уменьшается количество агентов, которые могут быть 

конъюгированы с активируемым антителом, или в некоторых вариантах осуществления ограничивается 

конъюгация агентов с активируемым антителом сайт-специфическим образом. В некоторых вариантах 

осуществления модифицированное активируемое антитело модифицировано одной или более неприрод-

ными аминокислотами сайт-специфически образом, так, что в некоторых вариантах осуществления 

конъюгация агентов ограничивается только в сайтах неприродных аминокислот. 

В некоторых вариантах осуществления агент является противовоспалительным средством. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело также включает детектируемую груп-

пу. В некоторых вариантах осуществления детектируемая группа является диагностическим агентом. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело также включает сигнальный пептид. 

В некоторых вариантах осуществления сигнальный пептид конъюгирован с активируемым антителом 

через спейсер. В некоторых вариантах осуществления спейсер конъюгирован с активируемым антителом 

в отсутствии сигнального пептида. В некоторых вариантах осуществления спейсер соединяется непо-

средственно с ММ активируемого антитела. В некоторых вариантах осуществления спейсер соединяется 

непосредственно с ММ активируемого антитела в следующей структурной организации от N-конца 

к С-концу: спейсер-ММ-СМ-АВ. 

Пример спейсера, непосредственно соединенного с N-концом ММ активируемого антитела, выбран 

из группы, состоящей из 

 
В некоторых вариантах осуществления спейсер содержит, по меньшей мере, аминокислотную по-

следовательность QGQSGS (SEQ ID NO: 923). В некоторых вариантах осуществления спейсер содержит, 

по меньшей мере, аминокислотную последовательность GQSGS (SEQ ID NO: 1192). В некоторых вари-

антах осуществления спейсер содержит, по меньшей мере, аминокислотную последовательность QSGS 

(SEQ ID NO: 1193). В некоторых вариантах осуществления спейсер содержит, по меньшей мере, амино-

кислотную последовательность SGS (SEQ ID NO: 1194). В некоторых вариантах осуществления спейсер 

содержит, по меньшей мере, аминокислотную последовательность GS (SEQ ID NO: 1195). В некоторых 

вариантах осуществления спейсер содержит, по меньшей мере, аминокислотную последовательность S. 

В некоторых вариантах осуществления спейсер содержит, по меньшей мере, аминокислотную последо-

вательность QGQSGQG (SEQ ID NO: 924). В некоторых вариантах осуществления спейсер содержит, по 

меньшей мере, аминокислотную последовательность GQSGQG (SEQ ID NO: 395). В некоторых вариан-

тах осуществления спейсер содержит, по меньшей мере, аминокислотную последовательность QSGQG 

(SEQ ID NO: 925). В некоторых вариантах осуществления спейсер содержит, по меньшей мере, амино-

кислотную последовательность SGQG (SEQ ID NO: 926). В некоторых вариантах осуществления спейсер 
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содержит, по меньшей мере, аминокислотную последовательность GQG (SEQ ID NO: 927). В некоторых 

вариантах осуществления спейсер содержит, по меньшей мере, аминокислотную последовательность QG 

(SEQ ID NO: 928). В некоторых вариантах осуществления спейсер содержит, по меньшей мере, амино-

кислотную последовательность G. В некоторых вариантах осуществления спейсер содержит, по меньшей 

мере, аминокислотную последовательность QGQSGQ (SEQ ID NO: 1196). В некоторых вариантах осуще-

ствления спейсер содержит, по меньшей мере, аминокислотную последовательность GQSGQ (SEQ ID 

NO: 1197). В некоторых вариантах осуществления спейсер содержит, по меньшей мере, аминокислотную 

последовательность QSGQ (SEQ ID NO: 1198). В некоторых вариантах осуществления спейсер содержит, 

по меньшей мере, аминокислотную последовательность SGQ (SEQ ID NO: 1198). В некоторых вариантах 

осуществления спейсер содержит, по меньшей мере, аминокислотную последовательность GQ (SEQ ID 

NO: 616). В некоторых вариантах осуществления спейсер содержит, по меньшей мере, аминокислотную 

последовательность Q. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело не включает спей-

серную последовательность. 

В некоторых вариантах осуществления АВ активируемого антитела естественно содержит одну или 

несколько дисульфидных связей. В некоторых вариантах осуществления АВ может быть сконструирова-

но таким образом, чтобы включать одну или несколько дисульфидных связей. 

В некоторых вариантах осуществления период полураспада активируемого антитела в сыворотке 

крови длиннее, чем у соответствующего антитела; например, рК активируемого антитела длиннее, чем у 

соответствующего антитела. В некоторых вариантах осуществления период полураспада активируемого 

антитела в сыворотке крови аналогичен периоду полураспада соответствующего антитела. В некоторых 

вариантах осуществления период полураспада активируемого антитела в сыворотке крови составляет по 

меньшей мере 15 суток после введения в организм. В некоторых вариантах осуществления период полу-

распада активируемого антитела в сыворотке крови составляет по меньшей мере 12 суток после введения 

в организм. В некоторых вариантах осуществления период полураспада активируемого антитела в сыво-

ротке крови составляет по меньшей мере 11 суток после введения в организм. В некоторых вариантах 

осуществления период полураспада активируемого антитела в сыворотке крови составляет по меньшей 

мере 10 суток после введения в организм. В некоторых вариантах осуществления период полураспада 

активируемого антитела в сыворотке крови составляет по меньшей мере 9 суток после введения в орга-

низм. В некоторых вариантах осуществления период полураспада активируемого антитела в сыворотке 

крови составляет по меньшей мере 8 суток после введения в организм. В некоторых вариантах осуществ-

ления период полураспада активируемого антитела в сыворотке крови составляет по меньшей мере 7 

суток после введения в организм. В некоторых вариантах осуществления период полураспада активи-

руемого антитела в сыворотке крови составляет по меньшей мере 6 суток после введения в организм. В 

некоторых вариантах осуществления период полураспада активируемого антитела в сыворотке крови 

составляет по меньшей мере 5 суток после введения в организм. В некоторых вариантах осуществления 

период полураспада активируемого антитела в сыворотке крови составляет по меньшей мере 4 суток по-

сле введения в организм. В некоторых вариантах осуществления период полураспада активируемого ан-

титела в сыворотке крови составляет по меньшей мере 3 суток после введения в организм. В некоторых 

вариантах осуществления период полураспада активируемого антитела в сыворотке крови составляет по 

меньшей мере 2 суток после введения в организм. В некоторых вариантах осуществления период полу-

распада активируемого антитела в сыворотке крови составляет по меньшей мере 24 ч после введения в 

организм. В некоторых вариантах осуществления период полураспада активируемого антитела в сыво-

ротке крови составляет по меньшей мере 20 ч после введения в организм. В некоторых вариантах осуще-

ствления период полураспада активируемого антитела в сыворотке крови составляет по меньшей мере 18 

ч после введения в организм. В некоторых вариантах осуществления период полураспада активируемого 

антитела в сыворотке крови составляет по меньшей мере 16 ч после введения в организм. В некоторых 

вариантах осуществления период полураспада активируемого антитела в сыворотке крови составляет по 

меньшей мере 14 ч после введения в организм. В некоторых вариантах осуществления период полурас-

пада активируемого антитела в сыворотке крови составляет по меньшей мере 12 ч после введения в ор-

ганизм. В некоторых вариантах осуществления период полураспада активируемого антитела в сыворотке 

крови составляет по меньшей мере 10 ч после введения в организм. В некоторых вариантах осуществле-

ния период полураспада активируемого антитела в сыворотке крови составляет по меньшей мере 8 ч по-

сле введения в организм. В некоторых вариантах осуществления период полураспада активируемого ан-

титела в сыворотке крови составляет по меньшей мере 6 ч после введения в организм. В некоторых вари-

антах осуществления период полураспада активируемого антитела в сыворотке крови составляет по мень-

шей мере 4 ч после введения в организм. В некоторых вариантах осуществления период полураспада акти-

вируемого антитела в сыворотке крови составляет по меньшей мере 3 ч после введения в организм. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело и/или конъюгированное 

активируемое анти-PDL1-антитело является моноспецифическим. В некоторых вариантах осуществле-

ния активируемое анти-PDL1-антитело и/или конъюгированное активируемое анти-PDL1-антитело явля-

ется полиспецифическим, например, в качестве неограничивающего примера, биспецифическим или 

трифункциональным. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело и/или 
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конъюгированное активируемое анти-PDL1-антитело формулируется в качестве компонента пробиспе-

цифической молекулы, активатора Т-клеток (BITE), т.е. BITE включает маскирующий фрагмент и рас-

щепляемый фрагмент. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело и/или 

конъюгированное активируемое анти-PDL1-антитело формулируется в качестве компонента прохимер-

ного антигенного рецептора (CAR), модифицирующего Т-клетку, модифицирующего NK-клетку или 

модифицирующего другую иммунную эффекторную клетку. В некоторых вариантах осуществления ак-

тивируемое анти-PDL1-антитело формулируется в качестве компонента другого сконструированного 

рецептора на иммунной эффекторной клетке; т.е. npo-CAR или другой сконструированный рецептор 

включает маскирующий фрагмент и расщепляемый фрагмент. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело или его антигенсвязывающий фраг-

мент включены в полиспецифическое активируемое антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, 

где по меньшей мере одно плечо полиспецифического активируемого антитела специфически связывает-

ся с PDL1. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело или его антигенсвязывающий 

фрагмент включены в биспецифическое антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, где по мень-

шей мере одно плечо биспецифического активируемого антитела специфически связывается с PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активи-

руемого антитела, например биспецифического активируемоего антитела, содержит аминокислотную 

последовательность тяжелой цепи, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 

26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариантах осуществления по 

меньшей мере одно плечо полиспецифического активируемого антитела, например, биспецифического 

активируемого антитела, включает аминокислотную последовательность легкой цепи, содержащую SEQ 

ID NO: 12 или SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо по-

лиспецифического активируемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, вклю-

чает аминокислотную последовательность, содержащую SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуще-

ствления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активируемого антитела, например биспе-

цифического активируемого антитела, включает аминокислотную последовательность легкой цепи, со-

держащую SEQ ID NO: 58. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активи-

руемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, включает аминокислотную по-

следовательность тяжелой цепи, содержащую аминокислотную последовательность, выбранную из 

группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и аминокислотную последовательность легкой 

цепи, содержащую SEQ ID NO: 58. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активи-

руемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, включает аминокислотную по-

следовательность тяжелой цепи, содержащую аминокислотную последовательность, выбранную из 

группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и аминокислотную последовательность легкой 

цепи, содержащую SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активи-

руемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, включает аминокислотную по-

следовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% 

идентична аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 14, 16, 

18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56. В некоторых вариантах осуществ-

ления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активируемого антитела, например биспецифи-

ческого активируемого антитела, содержит аминокислотную последовательность легкой цепи, которая 

по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последователь-

ности SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспеци-

фического активируемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, содержит 

аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 

97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах 

осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активируемого антитела, например 

биспецифического активируемого антитела, содержит аминокислотную последовательность тяжелой 

цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной 

последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и аминокис-

лотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 

99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществ-

ления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активируемого антитела, например биспецифи-

ческого активируемого антитела, содержит аминокислотную последовательность тяжелой цепи, которая 

по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последователь-

ности, выбранной из группы, включающей SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и аминокислотную после-

довательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% иден-

тична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активи-
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руемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, содержит аминокислотную по-

следовательность тяжелой цепи SEQ ID NO: 46 и аминокислотную последовательность легкой цепи SEQ 

ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического 

активируемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, содержит аминокислот-

ную последовательность тяжелой цепи SEQ ID NO: 46 и аминокислотную последовательность легкой 

цепи SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активи-

руемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, содержит аминокислотную по-

следовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% 

идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 46. В некоторых вариантах осуществления 

по меньшей мере одно плечо полиспецифического активируемого антитела, например биспецифического 

активируемого антитела, содержит аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по мень-

шей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательности 

SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифическо-

го активируемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, содержит аминокис-

лотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 

99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осуществ-

ления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активируемого антитела, например биспецифи-

ческого активируемого антитела, содержит аминокислотную последовательность тяжелой цепи, которая 

по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последователь-

ности, выбранной из SEQ ID NO: 46, и аминокислотную последовательность легкой цепи, которая по 

меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична аминокислотной последовательно-

сти SEQ ID NO: 58. В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифи-

ческого активируемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, содержит ами-

нокислотную последовательность тяжелой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 

98 или 99% идентична аминокислотной последовательности, выбранной из SEQ ID NO: 46, и аминокис-

лотную последовательность легкой цепи, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 

99% идентична аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активи-

руемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, содержит комбинацию после-

довательности участка, определяющего комплементарность, вариабельной области тяжелой цепи 1 (VH 

CDR1, также называемого здесь CDRH1), последовательности участка, определяющего комплементар-

ность, вариабельной области тяжелой цепи 2 (VH CDR2, также называемого здесь CDRH2), последова-

тельности участка, определяющего комплементарность, вариабельной области тяжелой цепи 3 (VH 

CDR3, также называемого здесь CDRH3), последовательности участка, определяющего комплементар-

ность, вариабельной области легкой цепи 1 (например, VL CDR1, также называемого здесь CDRL1), по-

следовательности участка, определяющего комплементарность, вариабельной области легкой цепи 2 (VL 

CDR2, также называемого здесь CDRL2), последовательности участка, определяющего комплементар-

ность, вариабельной области легкой цепи 3 (VL CDR3, также называемого здесь CDRL3), где по мень-

шей мере одна последовательность CDR выбрана из группы, состоящей из последовательности VH 

CDR1, показанной в табл.16; последовательности VH CDR2, показанной в табл.16; последовательности 

VH CDR3, показанной в табл.16; последовательности VL CDR1, показанной в табл.16; последовательно-

сти VL CDR2, показанной в табл.16; и последовательности VL CDR3, показанной в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активи-

руемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, содержит комбинацию после-

довательности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последователь-

ности VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где по меньшей мере 

одна последовательность CDR выбрана из группы, состоящей из последовательности VH CDR1, которая 

включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или бо-

лее идентична последовательности VH CDR1, показанной в табл.16; последовательности VH CD2, кото-

рая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или 

более идентична последовательности VH CDR2, показанной в табл.16; последовательности VH CDR3, 

которая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% 

или более идентична последовательности VH CDR3, показанной в табл.16; последовательности VL 

CDR1, которая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 

98, 99% или более идентична последовательности VL CDR1, показанной в табл.16; последовательности 

VL CDR2, которая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 

97, 98, 99% или более идентична последовательности VL CDR2, показанной в табл.16; и последователь-

ности VL CDR3, которая включает последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 

95, 96, 97, 98, 99% или более идентична последовательности VL CDR3, показанной в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активи-

руемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, содержит комбинацию после-
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довательности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последователь-

ности VL CDR1, VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где комбинация представляет комбинацию 

шести последовательностей CDR (VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3, VL CDR1, VL CDR2 и VL CDR3), 

показанных в одной строке в табл. 16. 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает тяжелую цепь, которая содержит комби-

нацию последовательности VH CDR1, последовательности VH CDR2 и последовательности VH CDR3, 

где комбинация представляет комбинацию трех последовательностей CDR тяжелой цепи (VH CDR1, VH 

CDR2, VH CDR3), показанных в одной строке в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активи-

руемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, содержит комбинацию после-

довательности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последователь-

ности VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где каждая последова-

тельность CDR в комбинации содержит последовательность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 

94, 95, 96, 97, 98, 99% или более идентична соответствующей последовательности CDR в комбинации 

шести последовательностей CDR (VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3, VL CDR1, VL CDR2 и VL CDR3), 

показанных в одной строке в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает тяжелую цепь, которая содержит комби-

нацию последовательности VH CDR1, последовательности VH CDR2 и последовательности VR CDR3, 

где каждая последовательность CDR в комбинации содержит последовательность, которая по меньшей 

мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более идентична соответствующей последовательности 

CDR в комбинации трех последовательностей CDR тяжелой цепи (VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3), по-

казанных в одной строке в табл.16. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активи-

руемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, содержит комбинацию после-

довательности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последователь-

ности VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где по меньшей мере 

одна последовательность CDR выбрана из группы, состоящей из последовательности VL CDR1, содер-

жащей RASQSISSYLN (SEQ ID NO: 209); последовательности VL CDR2, содержащей AASSLQS (SEQ 

ID NO: 215); последовательности VL CDR3, содержащей DNGYPST (SEQ ID NO: 22 8) ; последователь-

ности VH CDR1, содержащей SYAMS (SEQ ID NO: 212); последовательности VH CDR2, содержащей 

SSIWRNGIVTVYADS (SEQ ID NO: 24 6) ; и последовательности VH CDR3, содержащей WSAAFDY 

(SEQ ID NO: 235). 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активи-

руемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, включает комбинацию после-

довательности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последователь-

ности VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где последовательность 

VH CDR2 содержит SSIWRNGIVTVYADS (SEQ ID NO: 246). В некоторых вариантах осуществления по 

меньшей мере одно плечо полиспецифического активируемого антитела, например биспецифического 

активируемого антитела, включает комбинацию последовательности VH CDR1, последовательности VH 

CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности VL CDR1, последовательности VL CDR2 и 

последовательности VL CDR3, где последовательность VH CDR3 содержит WSAAFDY (SEQ ID NO: 

235). В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активи-

руемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, включает комбинацию после-

довательности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последователь-

ности VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где последовательность 

VH CDR2 содержит SSIWRNGIVTVYADS (SEQ ID NO: 246) , и последовательность VH CDR3 содержит 

WSAAFDY (SEQ ID NO: 235). 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одно плечо полиспецифического активи-

руемого антитела, например биспецифического активируемого антитела, включает комбинацию после-

довательности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последователь-

ности VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где комбинация вклю-

чает последовательность VL CDR1, содержащую RASQSISSYLN (SEQ ID NO: 209); последовательность 

VL CDR2, содержащую AASSLQS (SEQ ID NO: 215); последовательность VL CDR3, содержащую 

DNGYPST (SEQ ID NO: 228); последовательность VH CDR1, содержащую SYAMS (SEQ ID NO: 212); 

последовательность VH CDR2, содержащую SSIWRNGIVTVYADS (SEQ ID NO: 246); и последователь-

ность VH CDR3, содержащую WSAAFDY (SEQ ID NO: 235). 

В некоторых вариантах осуществления анти-PDL1-антитела, конъюгированные анти-PDL1-

антитела, активируемые анти-PDL1-антитела и/или конъюгированные активируемые анти-PDL1-

антитела, описанные здесь, применяются в качестве единственных активных агентов. В некоторых вари-

антах осуществления анти-PDL1-антитела, конъюгированные анти-PDL1-антитела, активируемые анти- 

PDL1-антитела и/или конъюгированные активируемые анти-PDL1-антитела, описанные здесь, применя-

ются в сочетании с одним или несколькими дополнительными агентами или комбинацией дополнитель-
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ных агентов. Подходящие дополнительные агенты включают имеющиеся в настоящее время фармацев-

тические и/или хирургические методы лечения для предназначенного применения, например, такого как 

рак. Например, анти-PDL1-антитела, конъюгированные анти-PDL1-антитела, активируемые анти-PDL1-

антитела и/или конъюгированные активируемые анти-PDL1-антитела, описанные здесь, применяются в 

сочетании с дополнительным химиотерапевтическим или противоопухолевым средством. 

В некоторых вариантах осуществления дополнительный агент(ы) представляет химиотерапевтиче-

ский препарат, такой как химиотерапевтический препарат, выбранный из группы, состоящей из доцетак-

села, паклитаксела, абраксана (т.е. конъюгированного с альбумином паклитаксела), доксорубицина, ок-

салиплатина, карбоплатина, цисплатина, иринотекана и гемцитабина. 

В некоторых вариантах осуществления дополнительный агент(ы) представляет собой ингибитор 

иммунных контрольных точек, ингибитор киназы, агент, нацеливающий ингибиторы в микросреду опу-

холи, и/или агонист Т-клеток или NK-клеток. В некоторых вариантах осуществления дополнительный 

агент(ы) представляет собой лучевую терапию, одну или в комбинации с другим дополнительным аген-

том(ми), таким как химиотерапевтический или противоопухолевый препарат. В некоторых вариантах 

осуществления дополнительный агент(ы) представляет собой вакцину, онковирус и/или агент, активи-

рующий DC, такой как, в качестве неограничивающего примера, агонист Толл-подобного рецептора 

(TLR) и/или α-CD40. В некоторых вариантах осуществления дополнительный агент(ы) представляет со-

бой антитело, нацеленное на опухоль, предназначенное для элиминации опухоли посредством ADCC или 

посредством прямой конъюгации с токсином (например, конъюгат лекарственного средства с антителом 

(ADC). 
В некоторых вариантах осуществления ингибитор иммунных контрольных точек представляет ин-

гибитор мишени, выбранной из группы, состоящей из CTLA-4, LAG-3, PD1 (также относится к PD-1), 

PDL1, TIGIT, TIM-3, B7H4 и Vista. В некоторых вариантах осуществления ингибитор киназы выбран из 

группы, состоящей из ингибиторов B-RAFi, MEKi и Btk, таких как ибрутиниб. В некоторых вариантах 

осуществления ингибитор киназы представляет кризотиниб. В некоторых вариантах осуществления ин-

гибитор микросреды опухоли выбран из группы, состоящей из ингибитора IDO, ингибитора α-CSFIR, 

ингибитора α-CCR4, TGF-бета, супрессорной клетки миелоидного происхождения или Т-регуляторной 

клетки. В некоторых вариантах осуществления агонист выбран из группы, состоящей из 0×40, GITR, 

CD137, ICOS, CD27 и HVEM. 
В некоторых вариантах осуществления ингибитор представляет ингибитор CTLA-4. В некоторых 

вариантах осуществления ингибитор представляет ингибитор LAG-3. В некоторых вариантах осуществ-

ления ингибитор представляет ингибитор PD1. В некоторых вариантах осуществления ингибитор пред-

ставляет ингибитор PDL1. В некоторых вариантах осуществления ингибитор представляет ингибитор 

TIGIT. В некоторых вариантах осуществления ингибитор представляет ингибитор TIM-3. В некоторых 

вариантах осуществления ингибитор представляет ингибитор В7Н4. В некоторых вариантах осуществле-

ния ингибитор является ингибитором Vista. В некоторых вариантах осуществления ингибитор представ-

ляет ингибитор B-RAFi. В некоторых вариантах осуществления ингибитор B-RAFi представляет вемура-

фениб. В некоторых вариантах осуществления ингибитор представляет ингибитор MEKi. В некоторых 

вариантах осуществления ингибитор представляет ингибитор Btk. В некоторых вариантах осуществле-

ния ингибитор представляет ибрутиниб. В некоторых вариантах осуществления ингибитор представляет 

кризотиниб. В некоторых вариантах осуществления ингибитор представляет ингибитор IDO. В некото-

рых вариантах осуществления ингибитор представляет ингибитор α-CSFIR. В некоторых вариантах осу-

ществления ингибитор представляет ингибитор α-CCR4. В некоторых вариантах осуществления ингиби-

тор представляет ингибитор TGF-бета. В некоторых вариантах осуществления ингибитор представляет 

супрессорную клетку миелоидного происхождения. В некоторых вариантах осуществления ингибитор 

представляет Т-регуляторную клетку. 

В некоторых вариантах осуществления агонист составляет 0×40. В некоторых вариантах осуществ-

ления агонистом является GITR. В некоторых вариантах осуществления агонистом является CD137. В 

некоторых вариантах осуществления агонистом является ICOS. В некоторых вариантах осуществления 

агонистом является CD27. В некоторых вариантах осуществления агонистом является HVEM. 

В некоторых вариантах осуществления анти-PDL1-антитело, конъюгированное анти-PDL1-

антитело, активируемое анти-PDL1-антитело и/или конъюгированное активируемое анти-PDL1-антитело 

вводят до, и/или во время, и/или после лечения в комбинации с одним или несколькими дополнительны-

ми агентами, например, такими как химиотерапевтический препарат, противовоспалительный агент 

и/или иммуносупрессорный агент. В некоторых вариантах осуществления анти-PDL1-антитело, конъю-

гированное анти-PDL1-антитело, активируемое анти-PDL1-антитело и/или конъюгированное активируе-

мое анти-PDL1-антитело и дополнительный агент формулируются в виде одной терапевтической компо-

зиции, и анти-PDL1-антитело, конъюгированное анти-PDL1-антитело, активируемое анти-PDL1-

антитело и/или конъюгированное активируемое анти-PDL1-антитело и дополнительный агент вводятся 

одновременно. Альтернативно анти-PDL1-антитело, конъюгированное анти-PDL1-антитело, активируе-

мое анти-PDL1-антитело и/или конъюгированное активируемое анти-PDL1-антитело и дополнительный 
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агент отделены друг от друга, например каждый из них формулируется в отдельной терапевтической 

композиции, и анти-PDL1-антитело, конъюгированное анти-PDL1-антитело, активируемое анти-PDL1-

антитело и/или конъюгированное активируемое анти-PDL1-антитело и дополнительный агент вводят 

одновременно, или анти-PDL1-антитело, конъюгированное анти-PDL1-антитело, активируемое анти-

PDL1-антитело и/или конъюгированное активируемое анти-PDL1-антитело и дополнительный агент вво-

дят в разное время во время схемы лечения. Например, анти-PDL1-антитело, конъюгированное анти-

PDL1-антитело, активируемое анти-PDL1-антитело и/или конъюгированное активируемое анти-PDL1-

антитело вводят до введения дополнительного агента, анти-PDL1-антитело, конъюгированное анти-

PDL1-антитело, активируемое анти-PDL1-антитело и/или конъюгированное активируемое анти-PDL1-

антитело вводят после введения дополнительного агента, или анти-PDL1-антитело, конъюгированное 

анти-PDL1-антитело, активируемое анти-PDL1-антитело и/или конъюгированное активируемое анти-

PDL1-антитело и дополнительный агент вводят поочередно. Как здесь описано, анти-PDL1-антитело, 

конъюгированное анти-PDL1-антитело, активируемое анти-PDL1-антитело и/или конъюгированное ак-

тивируемое анти-PDL1-антитело и дополнительный агент вводят в однократных дозах или в многократ-

ных дозах. 

В некоторых вариантах осуществления анти-PDL1-антитело, конъюгированное анти-PDL1-

антитело, активируемое анти-PDL1-антитело и/или конъюгированное активируемое анти-PDL1-антитело 

и дополнительный агент(ы) вводят одновременно. Например, анти-PDL1-антитело, конъюгированное 

анти-PDL1-антитело, активируемое анти-PDL1-антитело и/или конъюгированное активируемое анти-

PDL1-антитело и дополнительный агент(ы) могут формулироваться в виде одной композиции или вво-

диться в виде двух или более отдельных композиции. В некоторых вариантах осуществления анти-PDL1-

антитело, конъюгированное анти-PDL1-антитело, активируемое анти-PDL1-антитело и/или конъюгиро-

ванное активируемое анти-PDL1-антитело и дополнительный агент(ы) вводят последовательно, или ан-

ти-PDL1-антитело, конъюгированное анти-PDL1-антитело, активируемое анти-PDL1-антитело и/или 

конъюгированное активируемое анти-PDL1-антитело и дополнительный агент вводят в разное время во 

время схемы лечения. 

В некоторых вариантах осуществления анти-PDL1-антитело, конъюгированное анти-PDL1-

антитело, активируемое анти-PDL1-антитело и/или конъюгированное активируемое анти-PDL1-

антитело1 вводят до, и/или во время, и/или после лечения в комбинации с одним или более дополни-

тельными агентами, например, в качестве неограничивающего примера, химиотерапевтическим препара-

том, противовоспалительным препаратом и/или иммуносупрессорным агентом, таким как алкилирую-

щий агент, антиметаболит, антимикротрубочковый агент, ингибитор топоизомеразы, цитотоксический 

антибиотик и/или любой другой агент, повреждающий нуклеиновую кислоту. В некоторых вариантах 

осуществления дополнительный агент представляет таксан, такой как паклитаксел (например, 

Abraxane). В некоторых вариантах осуществления дополнительный агент представляет антиметаболит, 

такой как гемцитабин. В некоторых вариантах осуществления дополнительный агент представляет алки-

лирующий агент, такой как химиотерапевтический препарат на основе платины, такой как карбоплатин 

или цисплатин. В некоторых вариантах осуществления дополнительный агент является целевым агентом, 

таким как ингибитор киназы, например сорафениб или эрлотиниб. В некоторых вариантах осуществле-

ния дополнительный агент является целевым агентом, таким как другое антитело, например монокло-

нальное антитело (например, бевацизумаб), биспецифическое антитело или полиспецифическое антите-

ло. В некоторых вариантах осуществления дополнительный агент представляет ингибитор протеосом, 

такой как бортезомиб или карфилзомиб. В некоторых вариантах осуществления дополнительный агент 

представляет иммуномодулирующий агент, такой как леналидомид или IL-2. В некоторых вариантах 

осуществления дополнительный агент представляет лучевую терапию. В некоторых вариантах осущест-

вления дополнительный агент является агентом, рассматриваемым в качестве стандарта ухода специали-

стами в данной области техники. В некоторых вариантах осуществления дополнительный агент пред-

ставляет химиотерапевтический препарат, хорошо известный специалистам в данной области. 

В некоторых вариантах осуществления дополнительный агент представляет другое антитело или 

его антигенсвязывающий фрагмент, другое конъюгированное антитело или его антигенсвязывающий 

фрагмент, другое активируемое антитело или его антигенсвязывающий фрагмент и/или другое конъюги-

рованное активируемое антитело или его антигенсвязывающий фрагмент. В некоторых вариантах осу-

ществления дополнительный агент представляет другое антитело или его антигенсвязывающий фраг-

мент, другое конъюгированное антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, другое активируемое 

антитело или его антигенсвязывающий фрагмент и/или другое конъюгированное активируемое антитело 

или его антигенсвязывающий фрагмент против той же мишени, что и первое антитело или его антиген-

связывающий фрагмент, первое конъюгированное антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, ак-

тивируемое антитело или его антигенсвязывающий фрагмент и/или конъюгированное активируемое ан-

титело или его антигенсвязывающий фрагмент, например против PDL1. В некоторых вариантах осуще-

ствления дополнительный агент представляет другое антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, 

другое конъюгированное антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, другое активируемое антите-

ло или его антигенсвязывающий фрагмент и/или другое конъюгированное активируемое антитело или 
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антигенсвязывающее его фрагмент против мишени, отличной от мишени первого антитела или его анти-

генсвязывающего фрагмента, первого конъюгированного антитела или его антигенсвязывающего фраг-

мента, активируемого антитела или его антигенсвязывающего фрагмента и/или конъюгированного акти-

вируемого антитела или его антигенсвязывающего фрагмента (т.е. мишени, отличной от PDL1). В неко-

торых вариантах осуществления дополнительный агент представляет химерным антигенным рецептором 

модифицированную Т-клетку, модифицированную NK-клетку, или другую модифицированную иммун-

ную эффекторную клетку, или иммунную эффекторную клетку, модифицированную другим рецептором. 

В некоторых вариантах осуществления дополнительным агентом является прохимерным антигенным 

рецептором модифицированную Т-клетку, модифицированную NK-клетку, или другую модифицирован-

ную иммунную эффекторную клетку, или иммунную эффекторную клетку, модифицированную другим 

рецептором. 

В качестве неограничивающего примера антитело или антигенсвязывающий фрагмент, и/или АВ 

активируемого антитела является партнером по связыванию для любой мишени, указанной в табл.22. В 

некоторых вариантах осуществления данным дополнительным агентом является ипилимумаб, CTLA4-

связывающий фрагмент ипилимумаба и/или активируемое антитело ипилимумаба. 

Таблица 22. Примерные мишени 
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В качестве неограничивающего примера антитело, или антигенсвязывающий фрагмент, и/или АВ 

активируемого антитела представляют или получены из антител, приведенных в табл.23. 

Таблица 23. Примерные источники AB 
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В некоторых вариантах осуществления дополнительное антитело или его антигенсвязывающий 

фрагмент, конъюгированное антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, активируемое антитело 

или его антигенсвязывающий фрагмент и/или конъюгированное активируемое антитело или его антиген-

связывающий фрагмент представляет моноклональное антитело, доменное антитело, одноцепочечное 

антитело, Fab-фрагмент, F(ab')2-фрагмент, scFv, scAb, dAb, однодоменное антитело на основе тяжелой 

цепи или однодоменное антитело на основе легкой цепи. В некоторых вариантах осуществления допол-

нительное антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, конъюгированное антитело или его анти-

генсвязывающий фрагмент, активируемое антитело или его антигенсвязывающий фрагмент и/или конъ-

югированное активируемое антитело или его антигенсвязывающий фрагмент представляет мышиное 

антитело, антитело другого грызуна, химерное, гуманизированное или полностью человеческое моно-

клональное антитело. 

В изобретении также обеспечиваются способы получения полипептида анти-PDL1-антитела и/или 

активируемого анти-PDL1-антитела культивированием клетки в условиях, которые приводят к экспрес-

сии полипептида, где клетка содержит выделенную молекулу нуклеиновой кислоты, кодирующую анти-

тело и/или активируемое антитело, описанное здесь, и/или векторы, которые включают такие выделен-

ные последовательности нуклеиновых кислот. Изобретение обеспечивает способы получения антитела 

и/или активируемого антитела культивированием клетки в условиях, которые приводят к экспрессии 

антитела и/или активируемого антитела, где клетка содержит выделенную молекулу нуклеиновой кисло-

ты, кодирующую антитело и/или активируемое антитело, описанные здесь, и/или векторы, которые 

включают такие выделенные последовательности нуклеиновых кислот. 

Изобретение также обеспечивает способ получения активируемых антител, которые в активирован-

ном состоянии связываются с PDL1 путем (а) культивирования клетки, содержащей конструкцию нук-

леиновой кислоты, которая кодирует активируемое антитело в условиях, которые приводят к экспрессии 

активируемого антитела, где активируемое антитело содержит маскирующий фрагмент (ММ), расщеп-

ляемый фрагмент (СМ) и антитело или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ), которые специфически 

связываются с PDL1, (i) где СМ представляет полипептид, который функционирует в качестве субстрата 

для протеазы; и (ii) где СМ расположен в активируемом антителе таким образом, что когда активируемое 

антитело находится в нерасщепленном состоянии, то ММ препятствует специфическому связыванию АВ 

с PDL1, и в расщепленном состоянии ММ не препятствует или не конкурирует за специфическое связы-

вание АВ с PDL1; и (b) выделения активируемого антитела. Подходящие АВ, ММ и/или СМ включают 

любой из АВ, ММ и/или СМ, описанных здесь. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело в нерасщепленном состоянии имеет 

следующую структурную организацию от N-конца к С-концу: ММ-СМ-АВ или АВ-СМ-ММ. В некото-

рых вариантах осуществления активируемое антитело содержит линкерный пептид между ММ и СМ. В 
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некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит линкерный пептид между СМ и 

АВ. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит первый линкерный пептид 

(LP1) и второй линкерный пептид (LP2), и где активируемое антитело в нерасщепленном состоянии име-

ет следующую структурную организацию от N-конца к С-концу: MM-LP1-CM-LP2-AB или AB-LP2-CM-

LP1-MM. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело в нерасщепленном состоянии 

имеет следующую структурную организацию от N-конца к С-концу: спейсер-ММ-LP1-СМ-LP2-АВ или 

AB-LP2-CM-LP1-MM-спейср. В некоторых вариантах осуществления два линкерных пептида не обяза-

тельно должны быть идентичны друг другу. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере один из LP1 или LP2 содержит аминокис-

лотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из (GS)n, (GGS)n, (GSGGS)n (SEQ ID NO: 

191) и (GGGS)n (SEQ ID NO: 192), где n представляет собой целое число по меньшей мере один. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере один из LP1 или LP2 содержит аминокис-

лотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из GGSG (SEQ ID NO: 193), GGSGG 

(SEQ ID NO: 194), GSGSG (SEQ ID NO: 195), GSGGG (SEQ ID NO: 196), GGGSG (SEQ ID NO: 197) и 

GSSSG (SEQ ID NO: 198). 

В некоторых вариантах осуществления LP1 содержит аминокислотную последовательность 

GSSGGSGGSGGSG (SEQ ID NO: 199), GSSGGSGGSGG (SEQ ID NO: 200), GSSGGSGGSGGS (SEQ ID 

NO 201), GSSGGGGGGGGGGGS (SEQ ID NO: 202), GSSGGSGGSG (SEQ ID NO: 203) или 

GSSGGSGGSGS (SEQ ID NO: 204). 

В некоторых вариантах осуществления LP2 содержит аминокислотную последовательность GSS, 

GGS, GGGS (SEQ ID NO: 205), GSSGT (SEQ ID NO: 206) или GSSG (SEQ ID NO: 207). 

Изобретение относится к способам профилактики, замедления прогрессирования, лечения, ослаб-

ления симптома или иного облегчения опосредованного PDL1 заболевания у субъекта введением тера-

певтически эффективного количества анти-PDL1-антитела, конъюгированного анти-PDL1-антитела, ак-

тивируемого анти-PDL1-антитела и/или конъюгированного активируемого анти-PDL1-антитела, описан-

ного здесь, субъекту, нуждающемуся в этом. 

Изобретение также относится к способам профилактики, замедления прогрессирования, лечения, 

ослабления симптома или иного облегчения рака у субъекта введением терапевтически эффективного 

количества анти-PDL1-антитела, конъюгированного анти-PDL1-антитела, активируемого анти-PDL1-

антитело и/или конъюгированного активируемого анти-PDL1-антитела, описанного здесь, субъекту, ну-

ждающемуся в этом. Известно, что PDL1 экспрессируется при многих видах рака, например, таких как 

меланома, немелкоклеточный рак легкого, рак носоглотки, глиобластома/смешанная глиома, аденокар-

цинома ободочной кишки, гепатоцеллюлярная карцинома, уротелиальный рак, множественная миелома, 

рак яичника, рак желудка, рак пищевода, рак поджелудочной железы, почечноклеточная карцинома 

(РСС), рак молочной железы, лимфомы и лейкозы (см., например, Chen et al., "Molecular Pathways: Next-

Generation Immunotherapy - Inhibiting Programmed Death-Ligand 1 and Programmed Death-1", Clin. Can. 

Res., vol. 18: 6580-6587 (2012), содержание данной публикации включено в настоящее описание посред-

ством ссылки в полном объеме). 

В некоторых вариантах осуществления рак представляет рак мочевого пузыря, рак кости, рак мо-

лочной железы, карциноид, рак шейки матки, рак ободочной кишки, рак эндометрия, глиому, злокачест-

венные опухоли головы и шеи, рак печени, рак легкого, лимфому, меланому, рак яичника, рак поджелу-

дочной железы, рак предстательной железы, почечноклеточный рак, саркому, рак кожи, рак желудка, рак 

яичка, рак щитовидной железы, урогенитальный рак и/или уротелиальный рак. 

В некоторых вариантах осуществления рак выбран из группы, состоящей из меланомы (MEL), по-

чечноклеточной карциномы (RCC), плоскоклеточного немелкоклеточного рака легкого (НМРЛ), неплос-

коклеточного НМРЛ, колоректального рака (CRC) кастрационно-резистентного рака предстательной 

железы (CRPC), гепатоцеллюлярной карциномы (НСС), плоскоклеточной карциномы головы и шеи, кар-

цином пищевода, яичника, органов желудочно-кишечного тракта и молочной железы, или гематологиче-

ского злокачественного заболевания, такого как множественная миелома, В-клеточная лимфома, Т-

клеточная лимфома, лимфома Ходжкина/первичная медиастинальная В-клеточная лимфома и хрониче-

ский миелоидный лейкоз. В некоторых вариантах осуществления рак представляет злокачественную 

опухоль, экспрессирующую PDL1. 

Изобретение также относится к способам лечения пациентов, страдающих раком, с аутоиммунным 

или воспалительным заболеванием введением терапевтически эффективного количества анти-PDL1-

антитела, конъюгированного анти-PDL1-антитела, активируемого анти-PDL1-антитела и/или конъюги-

рованного активируемого анти-PDL1-антитела, описанного здесь, субъекту, нуждающемуся в этом. В 

некоторых вариантах осуществления аутоиммунное заболевание представляет колит, РА, панкреатит, 

диабет или пневмонит. 

Анти-PDL1-антитело, конъюгированное анти-PDL1-антитело, активируемое анти-PDL1-антитело 

и/или конъюгированное активируемое анти-PDL1-антитело, используемое в любом из вариантов осуще-

ствления этих способов и применений, можно вводить на любой стадии заболевания. Например, такое 

анти-PDL1-антитела, конъюгированное анти-PDL1-антитело, активируемое анти-PDL1-антитело и/или 
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конъюгированное активируемое анти-PDL1-антитело, можно вводить пациенту, страдающему раком на 

любой стадии, от ранней до метастатической стадии. Термины "субъект" и "пациент" используются здесь 

взаимозаменяемо. 

В некоторых вариантах осуществления субъект представляет собой млекопитающее, такое как че-

ловек, примат, отличный от человека, домашнее животное (например, кошка, собака, лошадь), сельско-

хозяйственное животное, рабочее животное или зоопарковое животное. В некоторых вариантах осущест-

вления субъект является человеком. В некоторых вариантах осуществления субъект является домашним 

животным. В некоторых вариантах осуществления субъект является животным, находящимся на попече-

нии ветеринара. 

Анти-PDL1-антитело, конъюгированное анти-PBL1-антитело, активируемое анти-PDL1-антитело 

и/или конъюгированное активируемое анти-PDL1-антитело, и его терапевтические композиции вводят 

субъекту, страдающему или подверженному риску развития заболевания или расстройства, связанного с 

аномальной экспрессией и/или активностью PDL1. Субъект, страдающий или подверженный риску раз-

вития заболевания или расстройства, связанного с аномальной экспрессией и/или активностью PDL1, 

идентифицируется с использованием любого из различных методов, известных в данной области. На-

пример, субъекты, страдающие раком или другим неопластическим состоянием, идентифицируются с 

использованием любого из различных клинических и/или лабораторных анализов, таких как физическое 

обследование и анализ крови, мочи и/или кала для оценки состояния здоровья. Например, субъекты, стра-

дающие воспалением и/или воспалительным расстройством, идентифицируются с использованием любого 

из различных клинических и/или лабораторных анализов, таких как физическое обследование и/или анализ 

жидкости организма, например, анализ крови, мочи, и/или кала, для оценки состояния здоровья. 

Введение анти-PDL1-антитела, конъюгированного анти-PDL1-антитела, активируемого анти-PDL1-

антитела и/или конъюгированного активируемого анти-PDL1-антитела пациенту, страдающему заболе-

ванием или расстройством, связанным с аномальной экспрессией и/или активностью PDL1, считается 

успешным, если достигнута любая из ряда лабораторных или клинических целей. Например, введение 

анти-PDL1-антитела, конъюгированного анти-PDL1-антитела, активируемого анти-PDL1-антитела и/или 

конъюгированного активируемого анти-PDL1-антитела пациенту, страдающему заболеванием или рас-

стройством, связанного с аномальной экспрессией и/или активностью PDL1, считается успешным, если 

один или несколько симптомов, связанных с заболеванием или расстройством, облегчаются, уменьша-

ются, подавляются или не прогрессируют в дальнейшем, т.е. в худшее состояние. Введение анти-PDL1-

антитела, конъюгированного анти-PDL1-антитела, активируемого анти-PDL1-антитела и/или конъюги-

рованного активируемого анти-PDL1-антитела пациенту, страдающему заболеванием или расстрой-

ством, связанным с аномальной экспрессией и/или активностью PDL1 1, считается успешным, если забо-

левание или расстройство вступает в стадию ремиссии или не прогрессируют в дальнейшем, т.е. в худ-

шее состояние. 

В некоторых вариантах осуществления анти-PDL1-антитело, конъюгированное анти-PDL1-

антитело, активируемое анти-PDL1-антитело и/или конъюгированное активируемое анти-PDL1-

антитело, вводят до и/или во время, и/или после лечения в комбинации с одним или более дополнитель-

ными агентами, например такими как химиотерапевтический препарат, противовоспалительный агент 

и/или иммуносупрессорный агент. В некоторых вариантах осуществления анти-PDL1-антитело, конъю-

гированное анти-PDL1-антитело, активируемое анти-PDL1-антитело и/или конъюгированное активируе-

мое анти-PDL1-антитело и дополнительный агент(ы) вводятся одновременно. Например, анти-PDL1-

антитело, конъюгированное анти-PDL1-антитело, активируемое анти-PDL1-антитело и/или конъюгиро-

ванное активируемое анти-PDL1-антитело и дополнительный агент(ы) могут формулироваться в виде 

одной композиции или вводиться в виде двух или более отдельных композиций. В некоторых вариантах 

осуществления анти-PDL1-антитело, конъюгированное анти-PDL1-антитело, активируемое анти-PDL1-

антитело и/или конъюгированное активируемое анти-PDL1-антитело и дополнительный агент(ы) вводят 

последовательно. 

Изобретение также обеспечивает способы и наборы для применения активируемых анти-PDL1-

антител и/или конъюгированных активируемых анти-PDL1-антител в различных диагностических и/или 

профилактических показаниях. Например, изобретение обеспечивает способы и наборы для детектиро-

вания присутствия или отсутствия расщепляющего агента и мишени, представляющей интерес, у субъек-

та или в образце, посредством (i) контактирования субъекта или образца с активируемым анти-PDL1-

антителом, где анти-PDL1-антитело включает маскирующий фрагмент (ММ), расщепляемый фрагмент 

(СМ), который расщепляется расщепляющим агентом, и его антигенсвязывающий участок или фрагмент 

(АВ), которое специфически связывается с интересующей мишенью, где активируемое анти-PDL1-

антитело в нерасщепленном неактивированном состоянии имеет следующую структурную организацию 

от N-конца к С-концу: ММ-СМ-АВ или АВ-СМ-ММ; (а) где ММ представляет пептид, который ингиби-

рует связывание АВ с PDL1, и где ММ не имеет аминокислотной последовательности встречающегося в 

природе партнера по связыванию АВ и не является модифицированной формой природного партнера по 

связыванию АВ; и (b) где, когда АВ находится в нерасщепленном неактивированном состоянии, то ММ 

препятствует специфическому связыванию АВ с PDL1, и когда АВ находится в расщепленном, активи-
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рованном состоянии, то ММ не препятствует или не конкурирует за специфическое связывание АВ с 

PDL1; и (ii) измерения уровня активированного активируемого анти-PDL1-антитела у субъекта или в 

образце, где детектируемый уровень активированного активируемого анти-PDL1-антитела у субъекта 

или в образце указывает, что расщепляющий агент и PDL1 присутствуют у субъекта или в образце, и где 

недетектируемый уровень активированного активируемого анти-PDL1-антитела у субъекта или в образце 

указывает, что расщепляющий агент, PDL1 или оба расщепляющий агент и PDL1 отсутствуют у субъек-

та или в образце. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело представляет активи-

руемое анти-PDL1-антитело, с которым конъюгирован терапевтический агент. В некоторых вариантах 

осуществления активируемое анти-PDL1-антитело не конъюгировано с агентом. В некоторых вариантах 

осуществления активируемое анти-PDL1-антитело содержит детектируемую метку. В некоторых вариан-

тах осуществления детектируемая метка расположена в АВ. В некоторых вариантах осуществления из-

мерение уровня активируемого анти-PDL1-антитела у субъекта или в образце осуществляется с исполь-

зованием вторичного реагента, который специфически связывается с активированным антителом, где 

реагент содержит детектируемую метку. В некоторых вариантах осуществления вторичный реагент 

представляет собой антитело, содержащее детектируемую метку. 

В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов активируемое анти-PDL1-антитело 

включает детектируемую метку. В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов детек-

тируемая метка включает визуализирующий агент, контрастный агент, фермент, флуоресцентную метку, 

хромофор, краситель, один или несколько ионов металлов или метку на основе лиганда. В некоторых 

вариантах осуществления этих способов и наборов визуализирующий агент включает радиоизотоп. В 

некоторых вариантах осуществления этих методов и наборов радиоизотоп представляет собой индий или 

технеций. В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов контрастный агент включает 

йод, гадолиний или оксид железа. В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов фер-

мент включает пероксидазу хрена, щелочную фосфатазу или β-галактозидазу. В некоторых вариантах 

осуществления этих способов и наборов флуоресцентная метка включает желтый флуоресцентный белок 

(YFP), циановый флуоресцентный белок (CFP), зеленый флуоресцентный белок (GFP), модифицирован-

ный красный флуоресцентный белок (mRFP), красный димерный флуоресцентный белок (RFP tdimer2), 

HCRED или производное европия. В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов лю-

минесцентная метка включает производное N-метилакридия. В некоторых вариантах осуществления 

этих способов метка содержит метку Alexa Fluor, такую как Alex Fluor 680 или Alexa Fluor 750. В 

некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов метка на основе лиганда включает биотин, 

авидин, стрептавидин или один или более гаптенов. 
В некоторых вариантах осуществления этих методов и наборов субъект является млекопитающим. 

В некоторых вариантах осуществления этих методов субъект является человеком. В некоторых вариан-

тах осуществления субъект представляет собой млекопитающее, отличное от человека, такое как примат, 

отличный от человека, домашнее животное (например, кошка, собака, лошадь), сельскохозяйственное 

животное, рабочее животное или зоопарковое животное. В некоторых вариантах осуществления субъект 

является грызуном. 

В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов данный способ является способом 

in vivo. В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов данный способ является спосо-

бом in situ. В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов данный способ является спо-

собом ex vivo. В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов данный способ является 

способом in vitro. 

В некоторых вариантах осуществления способов и наборов данный способ применяется для иден-

тификации или иного уточнения популяции пациентов, подходящих для лечения активируемым анти-

PDL1-антителом по изобретению, с последующим лечением введением данного активируемого анти-

PDL1-антитела и/или конъюгированного активируемого анти-PDL1-антитела субъекту, нуждающемуся в 

этом. Например, пациенты, которые дают положительный результат на мишень (например, PDL1) и на 

протеазу, которая расщепляет субстрат в расщепляемом фрагменте (СМ) активируемого анти-PDL1-

антитела, которое тестируется в этих способах, идентифицируются как подходящие кандидаты для лече-

ния таким активируемым анти-PDL1-антителом, содержащим такой СМ, и затем пациенту вводят тера-

певтически эффективное количество активируемого анти-PDL1-антитела и/или конъюгированного акти-

вируемого анти-PDL1-антитела, которое было тестировано. Аналогично пациенты, которые дают отри-

цательный результат на одно или оба из мишени (например, PDL1) и протеазы, которая расщепляет суб-

страт в СМ в активируемом антителе, которое тестируется с использованием этих способов, могут быть 

идентифицированы как подходящие кандидаты для другого вида лечения. В некоторых вариантах осу-

ществления такие пациенты могут быть тестированы с использованием других активируемых анти-

PDL1-антител до тех пор, пока не будет идентифицировано подходящее активируемое анти-PDL1-

антитело для лечения (например, активируемое анти-PDL1-антитело, содержащее СМ, который расщеп-

ляется у пациента в очаге заболевания). В некоторых вариантах осуществления затем пациенту вводят 
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терапевтически эффективное количество активируемого и/или конъюгированного анти-PDL1-антитела, 

на которое у пациента имеется положительный результат. Подходящие АВ, ММ и/или СМ включают 

любой из АВ, ММ и/или СМ, описанных здесь. 

Фармацевтические композиции по изобретению могут включать антитело по изобретению и носи-

тель. Эти фармацевтические композиции могут быть включены в наборы, например такие как диагно-

стические наборы. 

Краткое описание фигур 

На фиг. 1 представлен график, показывающий результаты анализа связывания на основе ELISA, 

свидетельствующие о том, что PDL1 с60 ScFv-фаг специфически связывается с PDL1 человека и мыши. 

На фиг. 2 представлен график, показывающий, что hPDl ингибирует связывание клонов 12, 18 и 60 

с hPDL1 в формате ELISA и, кроме того, что mPD1 ингибирует связывание клона 60 с mPDL1. 

На фиг. 3 представлен график, показывающий результаты исследования насыщенного связывания, 

и они демонстрируют, что клон анти-PDL1 60:IgG связывается с PDL1 человека с аффинностью связыва-

ния на уровне ~1 нМ и с PDL1 мыши на уровне 30 нМ. 

На фиг. 4А и В представлена серия графиков, показывающих специфичность и перекрестную реак-

тивность Н2 (фиг. 4А) и специфичность и перекрестную реактивность H3W (фиг. 4В). 

На фиг. 5А и В представлена серия графиков, показывающих, что объединение CDR3 зрелых ва-

риабельных областей тяжелых цепей с CDR2 вариабельных областей тяжелых цепей приводит к получе-

нию антител с повышенной аффинностью к PDL1 человека. 

На фиг. 6А, В, С и D представлена серия графиков, показывающих, что анти-PDL1-антитело С5Н9 

связывается с человеческим и мышиным PDL1 почти с одинаковой аффинностью и что анти-PDL1-

антитела С5В10 и С5Е10 связываются только с человеческим PDL1. 

На фиг. 7 представлен график, показывающий способность анти-PDL1-антитела С5Н9 связываться 

с высокой и равной аффинностью с человеческим, мышиным PDL1 и PDL1 обезьяны циномолгус. 

На фиг. 8А и В представлена серия графиков, показывающих, что анти-PDL1-антитело C5H9v2 об-

ладает более низким потенциалом иммуногенности и улучшенной технологичностью получения. Данные 

графики демонстрируют снижение прогнозируемой иммуногенности, увеличение уровней экспрессии 

(3х) и увеличение процентного содержания мономеров в человеческом формате IgG1. 

На фиг. 9А, В и С представлена серия графиков, показывающих способность анти-PDL1-антитела 

C5H9v2 связываться с высокой аффинностью с (А) мышиным, (В) обезьяны циномолгус и (С) человече-

ским PDL1. На фиг. 9А-С показано, что оба анти-PDL1-антитела С5Н9 и C5H9v2 связываются с челове-

ческим, мышиным PDL1 и PDL1 обезьяны циномолгус почти с одинаковой аффинностью. 

На фиг. 10 представлен график, показывающий специфичность C5H9v2 для панели человеческих и 

мышиных белков. На фиг. 10 показано, что анти-PDL1-антитело C5H9v2 связывается только с человече-

ским и мышиным PDL1, демонстрируя специфичность к PDL1. 

На фиг. 11 представлена серия графиков, показывающих блокирование В7-1 и PD1. На фиг. 11 по-

казано, что оба анти-PDL1-антитело С5Н9 и анти-PDL1-антитело C5H9v2 являются эффективными бло-

каторами связывания В7-1 или PD1 с PDL1, и это блокирование включает все три вида PDL1, человека, 

обезьяны циномолгус и мыши с одним значением ЕС50 на уровне нМ. 

На фиг. 12 представлен график, показывающий, что анти-PDL1-антитело С5Н9 ускоряет начало 

развития диабета у мышей NOD, аналогично анти-PDL1-антителу 10F9G2, использованному в качестве 

положительного контроля. 

На фиг. 13 представлен график, показывающий, что анти-PDL1-антитело C5H9v2 ускоряет начало 

диабета развития у мышей NOD дозозависимым образом. 

На фиг. 14 представлен график, показывающий, что анти-PDL1-антитело C5H9v2 ингибирует рост 

сингенных опухолей МС38, аналогично анти-PDL1-антителу 10F9G2, использованному в качестве поло-

жительного контроля. 

На фиг. 15 представлен график, показывающий изотермы связывания для активируемых анти-

PDL1-антител, которые включают анти-PDL1-антитело C5H9v2. 

На фиг. 16 представлен график, показывающий изотермы связывания для активируемых анти-

PDL1-антител, которые включают анти-PDL1-антитело C5H9v2. 

На фиг. 17 представлен график, показывающий изотермы связывания для активируемых анти-

PDL1-антител, которые включают анти-PDL1-антитело C5H9v2. 

На фиг. 18А и В представлена серия графиков, показывающих, что при введении активируемого ан-

ти-PDL1-антитела PL15-0003-C5H9v2 в дозе 1 мг/кг отсутствует индукция диабета, и активируемое анти-

PDL1-антитело PL18-0003-C5H9v2 при введении в дозе 1 мг/кг задерживает индукцию диабета по срав-

нению с анти-PBL1-антителом C5H9v2, введенным в дозе 1 мг/кг, у мышей NOB (фиг. 18А); кроме того, 

активируемое анти-PDL1-антитело PL15-0003-C5H9v2 при введении в дозе 3 мг/кг индуцировало разви-

тие диабета у 2 из 8 мышей NOB (75% без диабета), по сравнению с введением анти-PDL1-антитела 

C5H9v2 в дозе 1 мг/кг, которое обеспечивало 38% мышей NOB без диабета (фиг. 18В). 

На фиг. 19 представлен график, показывающий, что активируемые анти-PDL1-антитела PL15-0003-

C5H9v2 и PL18-0003-C5H9v2 ингибируют рост сингенных опухолей МС38, аналогично анти-PDL1-
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антителу C5H9v2. 

На фиг. 20А, В, С и D представлена серия графиков, показывающих процент анти-PDL1-антитела 

C5H9v2 и активируемого анти-PDL1-антитела PL15-0003-C5H9v2, связанных с СВ4+ и СВ8+ Т-клетками 

из периферической крови (фиг. 20А, В) или селезенки (фиг. 20С, D). На всех графиках кружками показа-

но изотипное антитело, квадраты представляют анти-PDL1-антитело C5H9v2, и треугольниками показа-

но активируемое анти-PDL1-антитело PL15-0003-C5H9v2. 
На фиг. 21А и В представлена серия графиков, показывающих, что присутствие протеаз, происхо-

дящих из опухоли, способных расщеплять активируемое анти-PDL1-антитело PL15-0003-C5H9v2 (пока-

зано квадратами), не приводило к высоким уровням активированного активируемого антитела в крови по 

сравнению с анти-PDL1-антителом C5H9v2 (показано кружками) или изотипным антителом (показано 

треугольниками) (фиг. 21А), несмотря на то, что концентрации активируемого антитела в плазме выше, 

чем антитела (фиг. 21В). 

На фиг. 22 представлен график, показывающий способность активируемого анти-PDL1-антитела 

PL07-2001-C5H9v2 повышать CMV-стимулированную секрецию IFN-гамма по сравнению с контроль-

ным hIgG4, но со сниженной активностью по сравнению с родительским анти-PDL1-антителом C5H9v2. 

На фиг. 23А, В, С и D представлена серия графиков, показывающих способность активируемого ан-

ти-PDL1-антитела PL15-0003-C5H9v2 активироваться и связываться с замороженными тканями злокаче-

ственной опухоли МС38 мыши с использованием метода визуализации in situ. 

На фиг. 24 показано, что активируемое анти-PDL1-антитело PL15-0003-C5H9v2 имело более высо-

кое значение ЕС50 для связывания PDL1 и блокирования PD1, чем анти-PDL1-антитело, что было опре-

делено с помощью ELISA. На фигуре также показано, что активация активируемого анти-PDL1-антитела 

PL15-0003-C5H9v2 матриптазой полностью восстанавливало связывание PDL1 и блокирование PD1 до 

уровней, сравнимых с уровнями, определенными для анти-PDL1-антитела C5H9v2. 

На фиг. 25А и В представлена серия графиков, показывающих способность активируемых анти-

PDL1-антител, обозначенных здесь как PL07-2001-C5H9v2 и PF07-3001-C5H9v2, и анти-PDL1-антитела, 

обозначенного здесь С5Н9, связываться с человеческим или мышиным PDL1. 

На фиг. 26А, В, С представлена серия графиков, показывающих способность активируемого анти-

PDL1-антитела PL07-2001-C5H9v2, uPA-активированного активируемого анти-PDL1-антитела PL07-

2001-C5H9v2, ММР14-активированного активируемого анти-PDL1-антитела PL07-2001-C5H9v2 и анти-

PDL1-антитела C5H9v2 блокировать связывание человеческого PD1 (PD-1) с PDL1 человека (фиг. 26А), 

PD1 (PD-1) обезьяны циномолгус с PDL1 обезьяны циномолгус (фиг. 26В) или крысиного PD1 (PD-1) с 

PDL1 крысы (фиг. 26С). 

На фиг. 27А и В представлена серия графиков, показывающих способность активируемого анти-

PDL1-антитела PL07-2001-C5H9v2, uPA-активированного активируемого анти-PDL1-антитела PL07-

2001-C5H9v2, ММР14-активированного активируемого анти-PDL1-антитела PL07-2001-C5H9v2 и анти-

PDL1-антитела C5H9v2 блокировать связывание человеческого PD1 (PD-1) с PDL1 человека (фиг. 27А), 

PD1 (PD-1) обезьяны циномолгус с PDL1 обезьяны циномолгус (фиг. 27В) или крысиного PD1 (PD-1) с 

PDL крысы. 

На фиг. 28 представлен график, показывающий способность активируемых анти-PDL1-антител PL15-

0003-C5H9v2, PL15-2001-C5H9v2 и PL15-3001-C5H9v2 ингибировать рост сингенных опухолей МС38, ана-

логично анти-PDL1-антителу C5H9v2, которое использовали в качестве положительного контроля. 

На фиг. 29А, В, С представлена серия графиков, показывающих, что присутствие протеаз, происхо-

дящих из опухоли, способных расщеплять активируемые анти-PDL1-антитело C5H9v2 или активируемое 

анти-PDL1-антитело PL15-0003-C5H9v2, PL15-2001-C5H9v2 или PL15-3001-C5H9v2, не приводило к 

высоким уровням активированных активируемых антител в крови. 

На фиг. 30 представлено изображение, показывающее способность протеаз в опухоли, имплантиро-

ванной мыши, активировать активируемое анти-PDL1-антитело PL07-2001-C5H9v2. 

Подробное описание изобретения 

Настоящее изобретение относится к моноклональным антителам (mAb) и активируемым монокло-

нальным антителам, которые специфически связываются с лигандом 1 полипептида программируемой 

смерти. PDL1 представляет собой трансмембранный белок с молекулярной массой 40 кДа типа I, кото-

рый образует комплекс с его рецептором полипептида программируемой смерти клеток (PD1), также 

известным как CD279. Взаимодействие PDL1 с его рецептором PD1 на Т-клетках обеспечивает сигнал, 

который ингибирует TCR-опосредованную активацию продукции IL-2 и пролиферацию Т-клеток. Абер-

рантная экспрессия и/или активность PDL1 и связанный с PDL1 сигнальный путь участвуют в патогенезе 

многих заболеваний и расстройств, таких как рак, воспаление и аутоиммунитет. 

Активируемые анти-PDL1-антитела применяются в способах лечения, профилактики, замедления 

прогрессирования, ослабления и/или облегчения симптома заболевания или расстройства, связанного с 

аномальной экспрессией и/или активностью PDL1. Например, активируемые анти-PDL1-антитела ис-

пользуются в способах лечения, профилактики, замедления прогрессирования, ослабления и/или облег-

чения симптома рака или другого неопластического состояния. 

Активируемые антитела включают антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, которые спе-
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цифически связываются с PDL1, связанным с маскирующим фрагментом (ММ) таким образом, что со-

единение ММ уменьшает способность антитела или его антигенсвязывающего фрагмента связываться с 

PDL1. В некоторых вариантах осуществления ММ связан через последовательность, которая включает 

субстрат для протеазы, например протеазы, которая локализована совместно с PDL1 в месте, подвер-

гающемся лечению, у субъекта. 

Типичные активируемые анти-PDL1-антитела по изобретению включают, например, активируемые 

антитела, которые содержат тяжелую цепь и легкую цепь, которые представляют или получены из анти-

тел, описанных в примерах, например в примере 3 и примере 4. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает тяжелую цепь, 

которая содержит или получена из аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоя-

щей из SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и лег-

кую цепь, которая содержит или получена из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 12 или 

SEQ ID NO: 58. 

В некоторых вариантах осуществления антитело содержит комбинацию последовательности участ-

ка, определяющего комплементарность, вариабельной области тяжелой цепи 1 (VH CDR1, также назы-

ваемого здесь CDRH1), последовательности участка, определяющего комплементарность, вариабельной 

области тяжелой цепи 2 (VH CDR2, также называемого здесь CDRH2), последовательности участка, оп-

ределяющего комплементарность, вариабельной области тяжелой цепи 3 (VH CDR3, также называемого 

здесь CDRH3), последовательности участка, определяющего комплементарность, вариабельной области 

легкой цепи 1 (VL CDR1, также называемого здесь CDRL1), последовательности участка, определяюще-

го комплементарность, вариабельной области легкой цепи 2 (VL CDR2, также называемого здесь 

CDRL2), и последовательности участка, определяющего комплементарность, вариабельной области лег-

кой цепи 3 (VL CDR3, также называемого здесь CDRL3), где по меньшей мере одна последовательность 

CDR выбрана из группы, состоящей из последовательности VH CDR1, показанной в табл.15; последова-

тельности VH CDR2, показанной в табл.15; последовательности VH CDR3, показанной в табл.15; после-

довательности VL CDR1, показанной в табл.15; последовательности VL CDR2, показанной в табл.15; и 

последовательности VL CDR3, показанной в табл.15. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит комбинацию последова-

тельности VH CDR1, последовательности VH CDR2, последовательности VH CDR3, последовательности 

VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, где комбинация представляет 

комбинацию шести последовательностей CDR (VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3, VL CDR1, VL CDR2 и 

VL CDR3), показанных в одной строке в табл. 15. 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает тяжелую цепь, которая содержит комби-

нацию последовательности VH CDR1, последовательности VH CDR2 и последовательности VH CDR3, 

где комбинация представляет комбинацию трех последовательностей CDR тяжелой цепи (VH CDR1, VH 

CDR2, VH CDR3), показанные в одной строке в табл.15. 

В некоторых вариантах осуществления антитело включает легкую цепь, которая содержит комби-

нацию последовательности VL CDR1, последовательности VL CDR2 и последовательности VL CDR3, 

где комбинация представляет комбинацию трех последовательностей CDR легкой цепи (VL CDR1, VL 

CDR2, VL CDR3), показанных в одной строке в табл.15. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает тяжелую цепь, 

которая содержит или получена из аминокислотной последовательности тяжелой цепи, показанной в 

табл.15. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает легкую 

цепь, которая содержит или получена из аминокислотной последовательности легкой цепи, показанной в 

табл.15. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает тяжелую 

цепь, которая содержит или получена из аминокислотной последовательности тяжелой цепи, показанной 

в табл.15, и легкую цепь, которая содержит или получена из аминокислотной последовательности, пока-

занной в табл.15. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает 

комбинацию последовательностей вариабельной области тяжелой цепи и вариабельной области легкой 

цепи из комбинаций, показанных в группе А в табл.15. В некоторых вариантах осуществления активи-

руемое анти-PDL1-антитела включает комбинацию последовательностей вариабельной области тяжелой 

цепи и вариабельной области легкой цепи, показанных в группе В в табл.15. В некоторых вариантах 

осуществления активируемое анти-PDL1-антитела включает комбинацию последовательностей вариа-

бельной области тяжелой цепи и вариабельной области легкой цепи, показанных в группе С в табл.15. В 

некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию последо-

вательностей вариабельной области тяжелой цепи и вариабельной области легкой цепи, показанных в 

группе В в табл.15. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает 

комбинацию последовательностей вариабельной области тяжелой цепи и вариабельной области легкой 

цепи, показанных в группе Е в табл.15. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-

антитело включает комбинацию последовательностей вариабельной области тяжелой цепи и вариабель-

ной области легкой цепи, показанных в группе F в табл.15. В некоторых вариантах осуществления акти-

вируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию последовательностей вариабельной области тяже-
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лой цепи и вариабельной области легкой цепи, показанных в группе G в табл.15. В некоторых вариантах 

осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию последовательностей вариа-

бельной области тяжелой цепи и вариабельной области легкой цепи, показанных в группе Н в табл.15. В 

некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию последо-

вательностей вариабельной области тяжелой цепи и вариабельной области легкой цепи, показанных в 

группе I в табл.15. В некоторых вариантах активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей вариабельной области тяжелой цепи и вариабельной области легкой цепи, показан-

ных в группе J в табл.15. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело 

включает комбинацию последовательностей вариабельной области тяжелой цепи и вариабельной облас-

ти легкой цепи, показанных в группе K в табл.15. В некоторых вариантах осуществления активируемое 

анти-PDL1-антитело включает комбинацию последовательностей тяжелой цепи и легкой цепи, показан-

ных в группе K в табл.15. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело 

включает комбинацию последовательностей вариабельной области тяжелой цепи и вариабельной облас-

ти легкой цепи, показанных в группе L в табл.15. В некоторых вариантах осуществления активируемое 

анти-PDL1-антитело включает комбинацию последовательностей вариабельной области тяжелой цепи и 

вариабельной области легкой цепи, показанных в группе М в табл.15. В некоторых вариантах осуществ-

ления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию последовательностей вариабельной об-

ласти тяжелой цепи и вариабельной области легкой цепи, показанных в группе N в табл.15. В некоторых 

вариантах активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию последовательностей вариабельной 

области тяжелой цепи и вариабельной области легкой цепи, показанных в группе О в табл.15. 

Таблица 15: последовательности вариабельной области тяжелой цепи (VH) и вариабельной области 

легкой цепи (VL) для активируемых антител, которые связываются с PDL1 (последовательности CDR 

подчеркнуты; последовательности CDR, раскрытые здесь, идентифицированы в соответствии с опреде-

лениями по системе нумерации Кабата, Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes 

of Health, Bethesda, Md. (1987 and 1991))). 

Таблица 15 
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Следует отметить, что последовательности, приведенные для группы J, представляют аминокис-

лотные последовательности тяжелой цепи и легкой цепи; последовательности, приведенные для группы 

K, включают аминокислотные последовательности вариабельной области тяжелой цепи, вариабельной 
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области легкой цепи, тяжелой цепи и легкой цепи; все другие последовательности, приведенные в 

табл.15, представляют последовательности вариабельной области тяжелой цепи и вариабельной области 

легкой цепи. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает тяжелую цепь, 

которая содержит или получена из аминокислотной последовательности тяжелой цепи, показанной в 

патентах США № 7943743; 8779108; 8217149; 8460927; 7794710; 8741295 и 8981063; в публикациях зая-

вок на патент США № 2014356353; 20130323249; 2014341917; 20130309250; 20110280877 и 20090317368 

(в настоящее время выдана в виде патента США № 8981063, приведенного выше); и в публикациях меж-

дународных заявок РСТ WO 2014/100483; WO 2012/145493; WO 2014/100439; WO 2014/195852; WO 

2014/100079; WO 2013/173223 и WO 2014/55897, содержание каждого источника включено в настоящее 

описание посредством ссылки во всей его полноте. В некоторых вариантах осуществления активируемое 

анти-PDL1-антитело включает легкую цепь, которая содержит или получена из аминокислотной после-

довательности легкой цепи, показанной в патентах США № 7943743; 8779108; 8217149; 8460927; 

7794710; 8741295 и 8981063; в публикациях заявок на патент США № 2014356353; 20130323249; 

2014341917; 20130309250; 20110280877 и 20090317368 (в настоящее время выдана в виде патента США 

№ 8981063, приведенного выше); и в публикациях международных заявок РСТ WO 2014/100483; WO 

2012/145493; WO 2014/100439; WO 2014/195852; WO 2014/100079; WO 2013/173223 и WO 2014/55897, 

содержание каждого источника включено в настоящее описание посредством ссылки во его их полноте. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает тяжелую цепь и 

легкую цепь, которые содержат или получены из аминокислотной последовательности тяжелой цепи и 

аминокислотной последовательности легкой цепи, показанной в патентах США № 7943743; 8779108; 

8217149; 8460927; 7794710; 8741295 и 8981063; в публикациях заявок на патент США № 2014356353; 

20130323249; 2014341917; 20130309250; 20110280877 и 20090317368 (в настоящее время выдана в виде 

патента США № 8 981063, приведенного выше); в публикациях международных заявок РСТ WO 

2014/100483; WO 2012/145493; WO 2014/100439; WO 2014/195852 ; WO 2014/100079; WO 2013/173223 и 

WO 2014/55897, содержание каждого источника включено в настоящее описание посредством ссылки во 

всей его полноте. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает анти-PDL1-антитело, ко-

торое содержит по меньшей мере одну последовательность CDR, выбранную из последовательностей 

CDR (VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3, VL CDR1, VL CDR2, VL CDR3) из последовательностей CDR, 

приведенных в патенте США № 7943743. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело 

включает анти-PDL1-антитело, которое содержит по меньшей мере одну последовательность CDR, по 

меньшей мере две, по меньшей мере три, по меньшей мере четыре, по меньшей мере пять и/или шесть 

последовательностей CDR, выбранных из следующих последовательностей, приведенных в патенте 

США № 7943743: SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 61 и SEQ 

ID NO: 71. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает анти-PDL1-

антитело, которое содержит по меньшей мере одну последовательность CDR, по меньшей мере две, по 

меньшей мере три, по меньшей мере четыре, по меньшей мере пять и/или шесть последовательностей 

CDR, выбранных из SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 62 и 

SEQ ID NO: 72. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает анти- PDL1-

антитело, которое содержит по меньшей мере одну последовательность CDR, по меньшей мере две, по 

меньшей мере три, по меньшей мере четыре, по меньшей мере пять и/или шесть последовательностей 

CDR, выбранных из SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 63 и 

SEQ ID NO: 73. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает анти-PDL1-антитело, ко-

торое содержит по меньшей мере одну последовательность CDR, по меньшей мере две, по меньшей мере 

три, по меньшей мере четыре, по меньшей мере пять и/или шесть последовательностей CDR, выбранных 

из следующих последовательностей, приведенных в патенте США № 7943743: последовательности VH 

CDR1, содержащей SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22 или SEQ ID NO: 23; последовательности VH CDR2, 

содержащей SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32 или SEQ ID NO: 33; последовательности VH CDR3, содер-

жащей SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42 или SEQ ID NO: 43; последовательности VL CDR1, содержащей 

SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52 или SEQ ID NO: 53; последовательности VL CDR2, содержащей SEQ ID 

NO: 61, SEQ ID NO: 62 или SEQ ID NO: 63; и последовательности VL CDR3, содержащей SEQ ID NO: 

71, SEQ ID NO: 72 или SEQ ID NO: 73. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает анти-PDL1-антитело, ко-

торое связывается с полипептидом, который содержит или получен из SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 3, 

приведенных в патенте США № 8460927. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает анти-PDL1-антитело, ко-

торое связывается с полипептидом PDL человека, который содержит или получен из SEQ ID NO: 1, при-

веденной в патенте США № 84 60927. 



039736 

- 62 - 

 
В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает анти-PDL1-антитело, ко-

торое связывается с полипептидом PDL1 мыши, который содержит или получен из SEQ ID NO: 3, приве-

денной в патенте США № 8460927. 

 
В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает анти-PDL1-антитело, ко-

торое связывается с полипептидом, который содержит или получен из SEQ ID NO: 36 или SEQ ID NO: 

38, приведенных в публикации международной заявки РСТ WO 2014/10079. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает анти-PDL1-антитело, ко-

торое связывается с полипептидом PDL1 человека, который содержит или получен из SEQ ID NO: 36, 

приведенной в публикации международной заявки РСТ WO 2014/10079. 

 
В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает анти-PDL1-антитело, ко-

торое связывается с полипептидом внеклеточного домена PDL1 человека, который содержит или полу-

чен из SEQ ID NO: 38, приведенной в публикации международной заявки РСТ WO 2014/10079. 

 
В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает анти-PDL1-антитело, ко-

торое представляет или получено из BMS-936559 (MDX-1105). В некоторых вариантах осуществления 

активируемое антитело включает анти-PDL1-антитело, которое представляет или получено из 

MPDL3280A (RG7446). В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает анти-

PDL1-антитело, которое представляет или получено из MEDI4736. В некоторых вариантах осуществле-

ния активируемое антитело включает анти-PDL1-антитело, которое представляет или получено из 

АМР224. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело включает анти-PDL1-антитело, 

которое представляет или получено из MSB0010718C. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело содержит или получено 

из антитела, которое синтезируется, секретируется или иным образом продуцируется гибридомой, на-

пример, такой как гибридома(ы), раскрытая в патенте США № 8779108 и депонированная в Националь-

ных коллекциях промышленных и морских бактерий (NCIMB) под инвентарным номером 41598, а также 

гибридома(ы), раскрытая в патенте США № 8741295 и депонированная в Национальной коллекции куль-

тур микроорганизмов (CNCM) под инвентарным номером I-4080,I-4081 и/или I-4122. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает последова-

тельность CDR, показанную в табл.16, комбинацию последовательностей VL CDR (VL CDR1, VL CDR2, 

VL CDR3), выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в одной строке в табл.16, ком-

бинацию последовательностей VH CDR (VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3), выбранных из группы, со-

стоящей из комбинаций, показанных в табл.16, или комбинацию последовательностей VL CDR и VH 

CDR (VL CDR1, VL CDR2, VL CDR3, VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3), выбранных из группы, состоя-

щей из комбинаций, показанных в табл. 16. 
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Таблица 16. Последовательности CDR для антител и активируемых антител,  

которые связываются с PDL1 
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В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает последова-

тельность CDR, показанную в табл.17, комбинацию последовательностей VL CDR, выбранных из груп-

пы, состоящей из комбинаций, показанных в табл.17, и/или комбинацию последовательностей VH CDR, 

выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных 

в группе А в табл.17. В некоторых вариантах активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в 

группе А в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает 

комбинацию последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, 

показанных в группе А в табл.17, и комбинацию последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из 

группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе А в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных 

в группе В в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включа-

ет комбинацию последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбина-

ций, показанных в группе В в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-

антитело включает комбинацию последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, со-

стоящей из комбинаций, показанных в группе В в табл.17, и комбинацию последовательностей CDR лег-

кой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе В в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных 

в группе С в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включа-

ет комбинацию последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбина-

ций, показанных в группе С в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-

антитело включает комбинацию последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, со-

стоящей из комбинаций, показанных в группе С в табл.17, и комбинацию последовательностей CDR лег-

кой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе С в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных 

в группе D в табл.17. В некоторых вариантах активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в 

группе D в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает 

комбинацию последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, 

показанных в группе D в табл.17, и комбинацию последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из 

группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе D в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных 

в группе Е в табл.17. В некоторых вариантах активируемое анти- PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в 

группе Е в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает 

комбинацию последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, 

показанных в группе Е в табл.17, и комбинацию последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из 

группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе Е в таблице 17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело против PDL1 включает комбинацию 
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последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных 

в группе F в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включа-

ет комбинацию последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбина-

ций, показанных в группе F в таблице 17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-

PDL1-антитело включает комбинацию последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, 

состоящей из комбинаций, показанных в группе F в таблице 17, и комбинацию последовательностей 

CDR легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе F в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных 

в группе G в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включа-

ет комбинацию последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбина-

ций, показанных в группе G в таблице 17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-

PDL1-антитело включает комбинацию последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, 

состоящей из комбинаций, показанных в группе G в табл.17, и комбинацию последовательностей CDR 

легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе G в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных 

в группе Н в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включа-

ет комбинацию последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбина-

ций, показанных в группе Н в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDLl-

антитело включает комбинацию последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, со-

стоящей из комбинаций, показанных в группе Н в табл.17, и комбинацию последовательностей CDR лег-

кой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе Н в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных 

в группе I в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает 

комбинацию последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, 

показанных в группе I в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-

антитело включает комбинацию последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, со-

стоящей из комбинаций, показанных в группе I в табл.17, и комбинацию последовательностей CDR лег-

кой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе I в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных 

в группе J в табл.17. В некоторых вариантах активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в 

группе J в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает 

комбинацию последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, 

показанных в группе J в табл.17, и комбинацию последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из 

группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе J в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных 

в группе K в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включа-

ет комбинацию последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбина-

ций, показанных в группе K в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-

антитело включает комбинацию последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, со-

стоящей из комбинаций, показанных в группе K в табл.17, и комбинацию последовательностей CDR лег-

кой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе K в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных 

в группе L в табл.17. В некоторых вариантах активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в 

группе L в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает 

комбинацию последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, 

показанных в группе L в табл.17, и комбинацию последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из 

группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе L в табл.17. 

В некоторых вариантах активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию последователь-

ностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе М в 

табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбина-

цию последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показан-

ных в группе М в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело 

включает комбинацию последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из 

комбинаций, показанных в группе М в табл.17, и комбинацию последовательностей CDR легкой цепи, 
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выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе М в табл.17. 

В некоторых вариантах активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию последователь-

ностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе N в 

табл.17. В некоторых вариантах активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию последова-

тельностей CDR легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе N в 

табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбина-

цию последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, пока-

занных в группе N в табл.17, и комбинацию последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из груп-

пы, состоящей из комбинаций, показанных в группе N в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает комбинацию 

последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных 

в группе О в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включа-

ет комбинацию последовательностей CDR легкой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбина-

ций, показанных в группе О в табл.17. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-

антитело включает комбинацию последовательностей CDR тяжелой цепи, выбранных из группы, со-

стоящей из комбинаций, показанных в группе О в табл.17, и комбинацию последовательностей CDR лег-

кой цепи, выбранных из группы, состоящей из комбинаций, показанных в группе О в табл.17. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-PDL1-антитело включает последова-

тельность CDR1 тяжелой цепи, выбранную из группы, состоящей из последовательностей, показанных в 

группе Р в табл.17. 

Таблица 17. Дополнительные последовательности CDR для антител и  

активируемых антител, которые связываются с PDL1 
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АВ в активируемых антителах по настоящему изобретению специфически связывается с мишенью 

PDL1, например, такой как PDL1 млекопитающего и/или PDL1 человека. Также в изобретение включены 

АВ, которые связываются с тем же эпитопом PDL1, что и антитело по изобретению и/или активирован-

ное активируемое антитело, описанное здесь. Также в изобретение включены АВ, которые конкурируют 

с анти-PDL1-антителом и/или активированным активируемым анти-PDL1-антителом, описанными здесь, 

за связывание с мишенью PDL1, например, PDL1 человека. Также в изобретение включены АВ, которые 

перекрестно конкурируют с анти-PDL1-антителом и/или активированным активируемым анти-PDL1-

антителом, описанными здесь, за связывание с мишенью PDL1, например, PDL1 человека. 

Активируемые анти-PDL1-антитела, обеспеченные здесь, включают маскирующий фрагмент. В не-

которых вариантах осуществления маскирующий фрагмент представляет аминокислотную последова-

тельность, которая связана или иным образом присоединена к анти-PDL1-антителу, и расположен внутри 

активируемого анти-PDL1-антитела таким образом, что маскирующий фрагмент снижает способность 

анти-PDL1-антитела специфически связываться с PDL1. Подходящие маскирующие фрагменты иденти-

фицируют с использованием любого из ряда известных методов. Например, пептидные маскирующие 

фрагменты идентифицируют с использованием способов, описанных в публикации международной заяв-

ки РСТ WO 2009/025846, Daugherty et al., содержание которой включено в настоящее описание посред-

ством ссылки во всей ее полноте. 

Активируемые анти-PDL1-антитела, обеспеченные здесь, включают расщепляемый фрагмент. В не-

которых вариантах осуществления расщепляемый фрагмент включает аминокислотную последователь-

ность, которая является субстратом для протеазы, обычно внеклеточной протеазы. Подходящие субстра-

ты идентифицируют с использованием любого из ряда известных методов. Например, пептидные суб-

страты идентифицируют, используя способы, описанные в патенте США № 76666817, Daugherty et al.; в 

патенте США № 8563269, Stagliano et al.; и в публикации международной заявки РСТ WO 2014/026136, 

La Porte et al., содержание каждого источника включено в настоящее описание посредством ссылки во 

всей его полноте (см. также Boulware et al. "Evolutionary optimization of peptide substrates for proteases that 

exhibit rapid hydrolysis kinetics", Biotechnol Bioeng. 106.3 (2010): 339-46). 

Типичные субстраты включают, не ограничиваясь этим, субстраты, расщепляемые одним или не-

сколькими из следующих ферментов или протеаз, приведенных в табл.12. 
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Таблица 12. Примерные протеазы и/или ферменты 

 

 
Активируемые анти-PDL1-антитела, описанные здесь, преодолевают ограничения для терапевтиче-

ских средств на основе антител, в частности терапевтических средств на основе антител, о которых из-

вестно, что по меньшей мере в некоторой степени они токсичны in vivo. Опосредованная мишенью ток-

сичность представляет основное ограничение для разработки таких терапевтических антител. Активи-

руемые анти-PDL1-антитела, обеспеченные здесь, сконструированы с целью устранения токсичности, 

связанной с ингибированием мишени в нормальных тканях традиционными терапевтическими антитела-

ми. Данные активируемые анти-PDL1-антитела остаются маскированными до тех пор, пока они протео-

литически не активируются в очаге заболевания. Изначально начав с анти-PDL1-антитела в качестве ро-

дительского терапевтического антитела, были сконструированы активируемые анти-PDL1-антитела по 
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изобретению путем связывания антитела с ингибирующей "маской" через линкер, который включает 

субстрат для протеазы. 

Когда АВ модифицировано ММ и находится в присутствии мишени, то специфическое связывание 

АВ с его мишенью уменьшается или ингибируется по сравнению со специфическим связыванием АВ, 

немодифицированным ММ, или специфическим связыванием родительского АВ с мишенью. 

Значение Kd АВ, модифицированного ММ, с мишенью по меньшей мере в 5, 10, 25, 50, 100, 250, 

500, 1000, 2500, 5000, 10000, 50000, 100000, 500000, 1000000, 5000000, 10000000, 50000000 раз или более 

выше или в 5-10, 10-100, 10-1000, 10-10000, 10-100000, 10-1000000, 10-10000000, 100-1000, 100-10000, 

100-100000, 100-1000000, 100-10000000, 1000-10000, 1000-100000, 1000-1000000, 1000-10000000, 10000-

100000, 10000-1000000, 10000-10000000, 100000-1000000 или 100000-10000000 раз выше, чем Kd АВ, 

немодифицированного ММ, или родительского АВ с мишенью. Напротив, аффинность связывания АВ, 

модифицированного ММ, с мишенью по меньшей мере в 2, 3, 4, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500, 

5000, 10000, 50000, 100000, 500000, 1000000, 5000000, 10000000, 50000000 раз или более выше или в 5-

10, 10-100, 10-1000, 10-10000, 10-100000, 10-1000000, 10-10000000, 100-1000, 100-10000, 100-100000, 100-

1000000, 100-10000000, 1000-10000, 1000-100000, 1000-1000000, 1000-10000000, 10000-100000, 10000-

1000000, 10000-10000000, 100000-1000000 или 100000-10000000 раз ниже, чем аффинность связывания с 

мишенью АВ, немодифицированного ММ, или родительского АВ. 

В некоторых вариантах осуществления константа диссоциации (Kd) MM с АВ обычно выше, чем Kd 

АВ с мишенью. Kd MM с АВ по меньшей мере может быть в 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000, 

10000, 100000, 1000000 или даже в 10000000 раз выше, чем Kd АВ с мишенью. С другой стороны, аф-

финность связывания ММ с АВ обычно ниже, чем аффинность связывания АВ с мишенью. Аффинность 

связывания ММ с АВ может быть по меньшей мере в 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000, 10000, 

100000, 1000000 или даже 10000000 раз ниже, чем аффинность связывания АВ с мишенью. 

В некоторых вариантах осуществления константа диссоциации (Kd) MM с АВ примерно равна Kd 

АВ с мишенью. В некоторых вариантах осуществления константа диссоциации (Kd) MM с АВ не выше, 

чем константа диссоциации АВ с мишенью. 

В некоторых вариантах осуществления константа диссоциации (Kd) MM с АВ ниже константы дис-

социации АВ с мишенью. 

В некоторых вариантах осуществления константа диссоциации (Kd) MM с АВ выше константы дис-

социации АВ с мишенью. 

В некоторых вариантах осуществления ММ имеет значение Kd для связывания с АВ, которое не 

выше чем значение Kd для связывания АВ с мишенью. 

В некоторых вариантах осуществления ММ имеет значение Kd для связывания с АВ, которое не 

ниже значения Kd для связывания АВ с мишенью. 

В некоторых вариантах осуществления ММ имеет значение Kd для связывания с АВ, которое при-

мерно равно значению Kd для связывания АВ с мишенью. 

В некоторых вариантах осуществления ММ имеет значение Kd для связывания с АВ, которое ниже 

значения Kd для связывания АВ с мишенью. 

В некоторых вариантах осуществления ММ имеет значение Kd для связывания с АВ, которое выше 

значения Kd для связывания АВ с мишенью. 

В некоторых вариантах осуществления ММ имеет Kd для связывания с АВ, которая не более чем в 

2, 3, 4, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 или 1000 раз выше, чем Kd для связывания АВ с мишенью. В некоторых 

вариантах осуществления ММ имеет Kd для связывания с АВ, которая в 1-5, 2-5, 2-10, 5-10, 5-20, 5-50, 5-

100, 10-100, 10-1000, 20-100, 20-1000 или 100-1000 раз выше, чем Kd для связывания АВ с мишенью. 

В некоторых вариантах осуществления ММ имеет аффинность связывания с АВ, которая ниже аф-

финности связывания АВ с мишенью. 

В некоторых вариантах осуществления ММ имеет аффинность связывания с АВ, которая не выше 

аффинности связывания АВ с мишенью. 

В некоторых вариантах осуществления ММ имеет аффинность связывания с АВ, которая примерно 

равна афффинности связывания АВ с мишенью. 

В некоторых вариантах осуществления ММ имеет аффинность связывания с АВ, которая не ниже 

аффинности связывания АВ с мишенью. 

В некоторых вариантах осуществления ММ имеет аффинность связывания с АВ, которая выше аф-

финности связывания АВ с мишенью. 

В некоторых вариантах осуществления ММ имеет аффинность связывания с АВ, которая в 2, 3, 4, 5, 

10, 25, 50, 100, 250, 500 или 1000 ниже, чем аффинность связывания АВ с мишенью. В некоторых вари-

антах осуществления ММ имеет аффинность связывания с АВ, которая в 1-5, 2-5, 2-10, 5-10, 5-20, 5-50, 

5-100, 10-100, 10-1000, 20-100, 20-1000 или 100-1000 раз ниже, чем аффинность связывания АВ с мише-

нью. В некоторых вариантах осуществления ММ имеет аффинность связывания с АВ, которая в 2-20 раз 

ниже, чем аффинность связывания АВ с мишенью. В некоторых вариантах осуществления ММ, некова-

лентно связанный с АВ и в эквимолярной концентрации с АВ, не ингибирует связывание АВ с мишенью. 

Когда АВ модифицировано ММ и находится в условиях специфического связывания АВ с его ми-
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шенью, то оно снижается или ингибируется по сравнению со специфическим связыванием с мишенью 

АВ, немодифицированного ММ, или специфическим связыванием родительского АВ. По сравнению со 

связыванием АВ, немодифицированного ММ, или связыванием родительского АВ, с мишенью, способ-

ность АВ связываться с мишенью при модификации ММ может быть снижена по меньшей мере на 50, 

60, 70, 80, 90, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 и даже 100% по меньшей мере в течение 2, 4, 6, 8, 12, 28, 24, 30, 

36, 48, 60, 72, 84 или 96 ч, или 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 или 180 суток, или 1, 2, 3, 4, 5, б, 7, 8, 9, 11 

или 12 месяцев или более, что определено в анализе in vivo или в in vitro. 

ММ ингибирует связывание АВ мишенью. ММ связан с антигенсвязывающим участком АВ и ин-

гибирует связывание АВ с мишенью. ММ может стерически ингибировать связывание АВ с мишенью. 

ММ может аллостерически ингибировать связывание АВ с его мишенью. В этих вариантах осуществле-

ния, когда АВ модифицировано или связано с ММ и в присутствии мишени, то связывание отсутствует, 

или по существу никакого связывания АВ с мишенью не происходит, или имеет место не более чем 

0,001, 0,01, 0,1, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 или 50% связывания АВ с мишенью, по 

сравнению со связыванием с мишенью АВ, немодифицированного ММ, родительского АВ или АВ, не 

связанного с ММ по меньшей мере в течение 2, 4, 6, 8, 12, 28, 24, 30, 36, 48, 60, 72, 84 или 96 ч, или 5, 10, 

15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 или 180 суток, или 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 или 12 месяцев или более, что оп-

рдеделено в анализе in vivo или в in vitro. 

Когда АВ связано или модифицировано ММ, то ММ "маскирует" или уменьшает или иным образом 

ингибирует специфическое связывание АВ с мишенью. Когда АВ связано или модифицировано ММ, то 

такая связь или модификация могут приводить к структурному изменению, которое уменьшает или ин-

гибирует способность АВ специфически связываться со своей мишенью. 

АВ, связанное или модифицированное ММ, может быть представлено следующими формулами (в 

порядке от аминоконцевой (N) области к карбоксиконцевой (С) области): 

 
где ММ представляет маскирующий фрагмент, АВ представляет собой антитело или фрагмент этого 

антитела и L является линкером. Во многих вариантах осуществления может быть желательно вставить в 

композицию один или несколько линкеров, например, гибких линкеров, для обеспечения гибкости. 

В некоторых вариантах осуществления ММ не является природным партнером по связыванию с 

АВ. В некоторых вариантах осуществления ММ не имеет или по существу не имеет гомологии с каким-

либо природным партнером по связыванию с АВ. В некоторых вариантах осуществления ММ не более 

чем на 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 или 80% гомологичен любому природному 

партнеру по связыванию с АВ. В некоторых вариантах осуществления ММ не более чем на 5, 10, 15, 20, 

25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 или 80% идентичен любому природному партнеру по связыванию с 

АВ. В некоторых вариантах осуществления ММ не более чем на 25% идентичен любому природному 

партнеру по связыванию с АВ. В некоторых вариантах осуществления ММ не более чем на 50% иденти-

чен любому природному партнеру по связыванию с АВ. В некоторых вариантах осуществления ММ не 

более чем на 20% любому природному партнеру по связыванию с АВ. В некоторых вариантах осуществ-

ления ММ не более чем на 10% любому природному партнеру по связыванию с АВ. 

В некоторых вариантах осуществления активируемые антитела включают АВ, которое модифици-

ровано ММ, и также включают один или несколько расщепляемых фрагментов (СМ). Такие активируе-

мые антитела проявляют активируемое/переключаемое связывание с мишенью АВ. Активируемые анти-

тела обычно включают антитело или фрагмент антитела (АВ), модифицированные или связанные с мас-

кирующим фрагментом (ММ), и модифицируемый или расщепляемый фрагмент (СМ). В некоторых ва-

риантах осуществления СМ содержит аминокислотную последовательность, которая служит в качестве 

субстрата по меньшей мере для одной протеазы. 

Элементы активируемых антител расставлены таким образом, что ММ и СМ расположены так, что в 

расщепленном (или относительно активном) состоянии и в присутствии мишени, АВ связывается с мише-

нью, в то время, когда активируемое антитело находится в нерасщепленном (или относительно неактив-

ном) состоянии в присутствии мишени, то специфическое связывание АВ с его мишенью уменьшается или 

ингибируется. Специфическое связывание АВ с его мишенью может быть уменьшено за счет ингибирова-

ния или маскирования способности АВ специфически связываться его мишень под действием ММ. 

Значение Kd АВ, модифицированного ММ и СМ, с мишенью, по меньшей мере в 5, 10, 25, 50, 100, 

250, 500, 1000, 2500, 5000, 10000, 50000, 100000, 500000, 1000000, 5000000, 10000000, 50000000 раз или 

более выше, или в 5-10, 10-100, 10-1000, 10-100000, 10-1000000, 10-10000000, 100-1000, 100-10000, 100-

100000, 100-1000000, 100-10000000, 1000-10000, 1000-100000, 1000-1000000, 1000-10000000, 10000-

100000, 10000-1000000, 10000-10000000, 100000-1000000 или 100000-10000000 раз выше, чем Kd АВ, 
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немодифицированного ММ и СМ, или родительского АВ, с мишенью. Напротив, аффинность связыва-

ния АВ, модифицированного ММ и СМ, с мишенью по меньшей мере в 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 

2500, 5000, 10000, 50000, 100000, 500000, 1000000, 5000000, 10000000, 50000000 раз или более выше или 

в 5-10, 10-100, 10-1000, 10-10000, 10-10-1000000, 10-10000000, 100-1000, 100-10000, 100-100000, 100 

1000, 100-100000, 1000-1000000, 1000-000, 10000-100000 раз ниже, чем аффинность связывания с мише-

нью АВ, немодифицированного ММ и СМ, или родительского АВ. 

Когда АВ модифицировано ММ и СМ и находится в присутствии мишени, но не в присутствии мо-

дифицирующего агента (например, по меньшей мере, одной протеазы), то специфическое связывание АВ 

с его мишенью уменьшается или ингибируется по сравнению со специфическим связыванием с мишенью 

АВ, немодифицированного ММ и СМ, или родительского АВ. По сравнению со связыванием родитель-

ского АВ или связыванием АВ, немодифицированного ММ и СМ, с его мишенью, способность АВ свя-

зываться с мишенью при модификации ММ и СМ может быть уменьшена по меньшей мере на 50, 60, 70, 

80, 90, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 и даже 100% по меньшей мере в течение 2, 4, 6, 8, 12, 28, 24, 30, 36, 48, 

60, 72, 84 или 96 ч, или 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 или 180 суток, или 1, 3, 4, 5, б, 7, 8, 9, 10, 11 или 

12 месяцев или более, что опрдеделено в анализе in vivo или в in vitro. 

Как здесь используется, термин "расщепленное состояние" относится к состоянию активируемых 

антител после модификации СМ по меньшей мере одной протеазой. Как здесь используется, термин "не-

расщепленное" состояние относится к состоянию активируемых антител в отсутствии расщепления СМ 

протеазой. Как обсуждалось выше, термин "активируемые антитела" используется здесь для обозначения 

активируемого антитела как в его нерасщепленном (нативном) состоянии, так и в его расщепленном со-

стоянии. Специалисту в данной области техники будет очевидно, что в некоторых вариантах осуществле-

ния в расщепленном активируемом антителе может отсутствовать ММ в результате расщепления СМ про-

теазой, что приводит к высвобождению, по меньшей мере, ММ (например, когда ММ не связан с активи-

руемым антителом ковалентной связью (например, дисульфидной связью между остатками цистеина). 

Под термином "активируемое или переключаемое" связывание подразумевается, что активируемое 

антитело имеет первый уровень связывания с мишенью, когда активируемое антитело находится в инги-

бированном, маскированном или нерасщепленном состоянии (т.е. первая конформация), и второй уро-

вень связывания с мишенью в неингибированном, немаскированном или расщепленном состоянии (т.е. 

вторая конформация), где второй уровень связывания с мишенью выше, чем первый уровень связывания. 

В общем, доступ мишени к АВ активируемого антитела больше в присутствии расщепляющего агента, 

способного расщеплять СМ, т.е. протеазы, чем в отсутствии такого расщепляющего агента. Таким обра-

зом, когда активируемое антитело находится в нерасщепленном состоянии, то АВ ингибируется в отно-

шение связывания с мишенью и может маскироваться для связывания с мишенью (т.е первая конформа-

ция такова, что АВ не может связываться с мишенью), и в расщепленном состоянии АВ не ингибируется 

или не маскируется для связывания с мишенью. 

СМ и АВ активируемых антител выбраны таким образом, что АВ представляет связывающий уча-

сток для данной мишени, и СМ представляет субстрат для протеазы. В некоторых вариантах осуществ-

ления протеаза локализуется совместно с мишенью в очаге, предназначенном для лечения или диагно-

стики, у субъекта. Как здесь используется, совместная локализация относится к ситуации, когда они на-

ходятся в одном и том же месте или относительно близко рядом. В некоторых вариантах осуществления 

протеаза расщепляет СМ, с образованием активированного антитела, которое связывается с мишенью, 

расположенной рядом с сайтом расщепления. Активируемые антитела, описанные здесь, находят свое 

конкретное применение, когда, например, протеаза, способная расщеплять сайт в СМ, т.е. протеаза, при-

сутствует на относительно более высоких уровнях или в непосредственной близости от мишень-

содержащей ткани очага, предназначенного для лечения или диагностики, чем в тканях участков, не под-

лежащих лечению (например, в здоровой ткани). В некоторых вариантах осуществления СМ по изобре-

тению также расщепляется одной или более разными протеазами. В некоторых вариантах осуществления 

это одна или более разных протеаз, которые локализуются совместно с мишенью и которые ответствен-

ны за расщепление CM in vivo. 

В некоторых вариантах активируемые антитела обеспечивают пониженную токсичность и/или по-

ниженное проявление неблагоприятных побочных эффектов, которые в противном случае могли бы быть 

результатом связывания АВ с участками, не подлежащими лечению, если бы АВ не были маскированы 

или иным образом ингибированы для связывания с мишенью. 

В общем, активируемое антитело может быть сконструировано путем выбора интересующего АВ и 

конструирования остальной части активируемого антитела таким образом, что когда они конформацион-

но ограничены, то ММ обеспечивает маскирование АВ или снижение связывания АВ с его мишенью. 

Для обеспечения такой функциональной характеристики могут быть приняты во внимание критерии 

структурного дизайна. 

Обеспечиваются активируемые антитела, обладающие переключаемым фенотипом в желаемом ди-

намическом диапазоне для связывания мишени в ингибированной по сравнению с неингибированной 

конформацией. Динамический диапазон обычно относится к отношению (а) максимального детектиро-

ванного уровня параметра при первом ряде условий к (b) минимальному детектированному значению 
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этого параметра при втором ряде условий. Например, в контексте активируемого антитела динамический 

диапазон относится к отношению (а) максимального детектированного уровня связывания белка-мишени 

с активируемым антителом в присутствии по меньшей мере одной протеазы, способной расщеплять СМ 

активируемого антитела, к (b) минимальному детектированному уровню связывания белка-мишени с 

активируемым антителом в отсутствие протеазы. Динамический диапазон активируемого антитела мож-

но рассчитать как отношение константы диссоциации при обработке активируемого антитела расщеп-

ляющим агентом (например, ферментом) к константе диссоциации при обработке активируемых антител 

расщепляющим агентом. Чем больше динамический диапазон активируемого антитела, тем лучше пере-

ключаемый фенотип активируемого антитела. Активируемые антитела, имеющие относительно более 

высокие значения динамического диапазона (например, выше 1), демонстрируют более желательные пе-

реключающие фенотипы так, что связывание белка-мишени активируемыми антителами происходит в 

большей степени (например, имеет место преимущественно) в присутствии расщепляющего агента (на-

пример, фермента), способного расщеплять СМ активируемых антител, чем в отсутствии расщепляюще-

го агента. 

Активируемые антитела могут быть обеспечены в различных структурных конфигурациях. При-

мерные формулы активируемых антител приведены ниже. В частности, предусматривается, что порядок 

расположения АВ, ММ и СМ от N-конца к С-концу внутри активируемого антитела может быть изменен 

на обратное расположение. Также, в частности, предусматривается, что СМ и ММ могут перекрываться 

по аминокислотной последовательности, например так, чтобы СМ находился внутри ММ. 

Например, активируемые антитела могут быть представлены следующими формулами (в порядке 

от аминоконцевой (N) области к карбоксиконцевой (С) области: 

 
где ММ представляет маскирующий фрагмент, СМ представляет собой расщепляемый фрагмент, и 

АВ представляет антитело или его фрагмент. Следует отметить, что, хотя ММ и СМ обозначены как от-

дельные компоненты в приведенных выше формулах, во всех примерных вариантах осуществления 

(включая формулы), раскрытых здесь, предполагается, что аминокислотные последовательности ММ и 

СМ могут перекрываться, например, за счет того, что СМ полностью или частично входит в состав в 

ММ. Кроме того, приведенные выше формулы обеспечивают дополнительные аминокислотные последо-

вательности, которые могут быть расположены как N-концевые или С-концевые к элементам активируе-

мых антител. 

В некоторых вариантах осуществления ММ не является природным партнером по связыванию с 

АВ. В некоторых вариантах осуществления ММ не имеет или по существу не имеет гомологии с каким-

либо природным партнером по связыванию с АВ. В некоторых вариантах осуществления ММ не более 

чем на 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 или 80% аналогичен любому природному 

партнеру по связыванию с АВ. В некоторых вариантах осуществления ММ не более чем на 5, 10, 15, 20, 

25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 или 80% идентичен любому природному партнеру по связыванию с 

АВ. В некоторых вариантах осуществления ММ не более чем на 50% идентичен любому природному 

партнеру по связыванию с АВ. В некоторых вариантах осуществления ММ не более чем на 25% иденти-

чен любому природному партнеру по связыванию с АВ. В некоторых вариантах осуществления ММ не 

более чем на 20% идентичен любому природному партнеру по связыванию с АВ. В некоторых вариантах 

осуществления ММ не более чем на 10% идентичен любому природному партнеру по связыванию с АВ. 

Во многих вариантах осуществления может быть желательным вставить один или несколько линке-

ров, например, гибких линкеров, в конструкцию активируемого антитела, чтобы обеспечить гибкость в 

одном или более из соединений ММ-СМ, соединений СМ-АВ или в обоих соединениях. Например, АВ, 

ММ и/или СМ могут не содержать достаточного количества остатков (например, Gly, Ser, Asp, Asn, осо-

бенно Gly и Ser, особенно Gly), чтобы обеспечить требуемую гибкость. В таком случае переключаемый 

фенотип конструкций таких активируемых антител может приобрести преимущество от введения одной 

или более аминокислот для обеспечения гибкого линкера. Кроме того, как описано ниже, где активируе-

мое антитело обеспечивается как конформационно ограниченная конструкция, то гибкий линкер может 

быть вставлен функционально для облегчения образования и поддержания циклической структуры в не-

расщепленном активируемом антителе. 

Например, в некоторых вариантах осуществления активируемое антитело имеет одну из следующих 

формул (где приведенные ниже формулы представляют аминокислотную последовательность в направ-

лении от N- к С-концу или от С- к N-концу): 

 
где ММ, СМ и АВ имеют значения, определенные выше; где L1 и L2 каждый независимо и необя-
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зательно присутствует или отсутствует, будучи одинаковыми или различными гибкими линкерами, ко-

торые включают по меньшей мере 1 гибкую аминокислоту (например, Gly). Кроме того, приведенные 

выше формулы обеспечивают дополнительные аминокислотные последовательности, которые могут 

располагаться как N-концевые или С-концевые по отношению к элементам активируемых антител. При-

меры включают, не ограничиваясь этим, нацеливающие фрагменты (например, лиганд для рецептора 

клетки, находящейся в ткани-мишени) и фрагменты, увеливающие периоды полураспада в сыворотке 

крови (например, полипептиды, которые связывают белки сыворотки, такие как иммуноглобулин (на-

пример, IgG) или сывороточный альбумин (например, сывороточный альбумин человека (HAS)). 

СМ специфически расщепляется по меньшей мере одной протеазой со скоростью примерно 0,001-

1500×10
4
 М

-1
с

-1
 или по меньшей мере 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 

100, 125, 150, 200, 250, 500, 750, 1000, 1250 или 1500×10
4
 М

-1
с

-1
. В некоторых вариантах осуществления 

СМ специфически расщепляется со скоростью примерно 100000 М
-1

с
-1

. В некоторых вариантах осущест-

вления СМ специфически расщепляется со скоростью примерно от 1×10Е2 до примерно 1×10Е6 (т.е. 

примерно от 1×10
2
 до примерно 1×10

6
 М

-1
с

-1
. 

Для специфического расщепления ферментом обеспечивают контакт между ферментом и СМ. Ко-

гда активируемое антитело, содержащее АВ, связанное с ММ и СМ, находится в присутствии мишени и 

при наличии достаточной активности фермента, то СМ может быть расщеплен. Достаточная активность 

ферментов может относиться к способности фермента контактировать с СМ и обеспечивать расщепле-

ние. Можно легко предположить, что фермент может находиться вблизи СМ, но будет не способен рас-

щеплять его за счет других клеточных факторов или модификации белка фермента. 

Линкеры, подходящие для применения в композициях, описанных здесь, как правило, представля-

ют собой линкеры, которые обеспечивают гибкость модифицированного АВ или активируемых антител 

для облегчения ингибирования связывания АВ с мишенью. Такие линкеры обычно называются гибкими 

линкерами. Подходящие линкеры можно легко подобрать, и они могут иметь любую из подходящих раз-

личных длин, например, от 1 аминокислоты (например, Gly) до 20 аминокислот, от 2 аминокислот до 15 

аминокислот, от 3 аминокислот до 12 аминокислот кислоты, включая от 4 аминокислот до 10 аминокис-

лот, от 5 аминокислот до 9 аминокислот, от 6 аминокислот до 8 аминокислот или от 7 аминокислот до 8 

аминокислот, и их длина может составлять 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 

аминокислот. 

Типичные гибкие линкеры включают глициновые полимеры (G)n, глицин-сериновые полимеры 

(включая, например, (GS)n, (GSGGS)n (SEQ ID NO: 191) и (GGGS)n (SEQ ID NO: 192), где n представля-

ет собой целое число, по меньшей мере один), глицин-аланиновые полимеры, аланин-сериновые поли-

меры и другие гибкие линкеры, известные в данной области техники. Полимеры на основе глицина и 

глицина-серина являются относительно неструктурированными и, следовательно, могут служить ней-

тральным соединением между компонентами. Глицин получает значительно больше фи-пси пространст-

ва, чем даже аланин, и значительно менее ограничен, чем остатки с более длинными боковыми цепями 

(см. Scheraga, Rev. Computational Chem., 11173-142 (1992)). Примеры гибких линкеров включают, не ог-

раничиваясь этим, Gly-Gly-Ser-Gly (SEQ ID NO: 193), Gly-Gly-Ser-Gly-Gly (SEQ ID NO: 194),  

Gly-Ser-Gly-Ser-Gly (SEQ ID NO: 195), Gly-Ser-Gly-Gly-Gly (SEQ ID NO: 196), Gly-Gly-Gly-Ser-Gly (SEQ 

ID NO: 197), Gly-Ser-Ser-Ser-Gly (SEQ ID NO: 198) и тому подобное. Специалист с обычной квалифика-

цией в данной области понимает, что конструкция активируемых антител может включать линкеры, ко-

торые все или частично являются гибкими, так что линкер может включать гибкий линкер, а также один 

или более участков, которые придают менее гибкую структуру, для обеспечения требуемой структуры 

активируемых антител. 

Настоящее изобретение также обеспечивает композиции и способы, которые включают активируе-

мое анти-PDL1-антитело, которое включает антитело или фрагмент антитела (АВ), которые специфиче-

ски связываются с PDL1, где АВ связано с маскирующим фрагментом (ММ), который уменьшает спо-

собность АВ связываться с его мишенью. В некоторых вариантах осуществления активируемое анти-

PDL1-антитело также включает расщепляемый фрагмент (СМ), который является субстратом для про-

теазы. Композиции и способы, обеспеченные здесь, позволяют присоединить один или более агентов к 

одному или нескольким остаткам цистеина в АВ, не оказывая отрицательного влияния на активность 

(например, маскирующую, активирующую или связывающую активность) активируемого анти-PDL1-

антитела. В некоторых вариантах осуществления композиции и способы, обеспеченные здесь, позволяют 

присоединить один или более агентов к одному или нескольким остаткам цистеина в АВ, без восстанов-

ления или иного разрушения одной или нескольких дисульфидных связей в ММ. Композиции и способы, 

обеспеченные здесь, дают возможность получить активируемое анти-PDL1-антитело, которое конъюги-

ровано с одним или несколькими агентами, например, с любым из различных терапевтических, диагно-

стических и/или профилактических агентов, например, в некоторых вариантах осуществления, без како-

го-либо агента(ов), который конъюгирован с ММ активируемого анти-PDL1-антитела. Композиции и 

способы, обеспеченные здесь, дают возможность получить конъюгированные активируемые анти-PDL1-

антитела, в которых ММ сохраняет способность эффективно и оптимально маскировать АВ активируе-
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мого антитела в нерасщепленном состоянии. Композиции и способы, обеспеченные здесь, дают возмож-

ность получить конъюгированные активируемые анти-PDL1-антитела, где активируемое антитело по-

прежнему активируется, т.е. расщепляется в присутствии протеазы, которая может расщеплять СМ. 

Активируемые анти-PDL1-антитела имеют по меньшей мере одну точку конъюгации для агента, но 

в способах и композициях, обеспеченных здесь, почти все возможные точки конъюгации, доступны для 

конъюгации с агентом. В некоторых вариантах осуществления одна или несколько точек конъюгации 

представляют собой атомы серы, участвующие в образовании дисульфидных связей. В некоторых вари-

антах осуществления одна или несколько точек конъюгации представляют собой атомы серы, участвую-

щие в образовании межцепочечных дисульфидных связей. В некоторых вариантах осуществления одна 

или несколько точек конъюгации представляют собой атомы серы, участвующие в образовании межце-

почечных сульфидных связей, но не атомы серы, участвующие в образовании внутрицепочечных ди-

сульфидных связей. В некоторых вариантах осуществления одна или несколько точек конъюгации пред-

ставляют атомы серы цистеина или другие аминокислотные остатки, содержащие атом серы. Такие ос-

татки могут встречаться в природе в структуре антитела или могут быть включены в антитело сайт-

направленным мутагенезом, химическим превращением или ошибочным включением неприродных ами-

нокислот. 

Также обеспечиваются способы получения конъюгата активируемого анти-PDL1-антитела, содер-

жащего одну или несколько межцепочечных дисульфидных связей в АВ и одну или несколько внутри-

цепочечных дисульфидных связей в ММ, и лекарственное средство, реагирующее со свободными тиола-

ми. Способ обычно включает частичное восстановление межцепочечных дисульфидных связей в активи-

руемом антителе с использованием восстанавливающего агента, например, такого как ТСЕР; и конъюга-

цию лекарственного средства, реагирующего со свободными тиолами, с частично восстановленным ак-

тивируемым антителом. Как здесь используется, термин "частичное восстановление" относится к ситуа-

циям, когда активируемое анти-PDL1-антитело контактирует с восстанавливающим агентом и восста-

навливается меньше, чем по всем дисульфидным связям, например, меньше, чем по всем возможным 

сайтам конъюгации. В некоторых вариантах осуществления восстановлению подвергается менее 99, 98, 

97, 96, 95, 90, 85, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10 или менее 5% всех возможных сайтов 

конъюгации. 

В еще одних вариантах осуществления обеспечивается способ восстановления и конъюгации аген-

та, например лекарственного средства, с активируемым анти-PDL1-антителом, приводящий к избира-

тельности при размещении агента. Способ обычно включает частичное восстановление активируемого 

анти-PDL1-антитела восстанавливающим агентом таким образом, чтобы любые сайты конъюгации в 

маскирующем фрагменте или другом фрагменте, отличном от АВ, активируемого антитела не восстанав-

ливались, и конъюгировали агент с межцепочечными тиолами в АВ. Сайт(ы) конъюгации выбраны та-

ким образом, чтобы обеспечить желаемое размещение агента для того, чтобы конъюгация имела место в 

желаемом сайте. Восстанавливающим агентом является, например, ТСЕР. Условия реакции восстановле-

ния, например, такие как отношение восстанавливающего агента к активируемому антителу, продолжи-

тельность инкубации, температура во время инкубации, рН восстанавливающего реакционного раствора 

и т.д., определяются идентификацией условий, при которых получают конъюгированное активируемое 

антитело, в котором ММ сохраняет способность эффективно и оптимально маскировать АВ активируе-

мого антитела в нерасщепленном состоянии. Отношение восстанавливающего агента к активируемому 

анти-PDL1-антителу будет варьироваться в зависимости от активируемого антитела. В некоторых вари-

антах осуществления отношение восстанавливающего агента к активируемому анти-PDL1-антителу бу-

дет находиться в диапазоне от примерно 20:1 до 1:1, примерно от 10:1 до 1:1, примерно от 9: 1 до 1:1, 

примерно от 8:1 до 1:1, примерно от 7:1 до 1:1, примерно от 6:1 до 1:1, примерно от 5:1 до 1:1, примерно 

от 4:1 до 1:1, примерно от 3:1 до 1:1, примерно от 2:1 до 1:1, примерно от 20:1 до 1:1,5, примерно от 10:1 

до 1:1,5, примерно от 9:1 до 1:1,5, примерно от 8:1 до 1:1,5, примерно от 7:1 до 1:1,5, примерно от 6:1 до 

1:1,5, примерно от 5:1 до 1:1,5, примерно от 4:1 до 1:1,5, примерно от 3:1 до 1:1,5, примерно от 2:1 до 

1:1,5, примерно от 1,5:1 до 1:1,5 или примерно от 1:1 до 1:1,5. В некоторых вариантах осуществления 

соотношение находится в диапазоне примерно от 5:1 до 1:1. В некоторых вариантах осуществления от-

ношение находится в диапазоне примерно от 5:1 до 1,5:1. В некоторых вариантах осуществления соот-

ношение находится в диапазоне примерно от 4:1 до 1:1. В некоторых вариантах осуществления соотно-

шение находится в диапазоне примерно от 4:1 до 1,5:1. В некоторых вариантах осуществления соотно-

шение находится в диапазоне примерно от 8:1 до примерно 1: 1. В некоторых вариантах осуществления 

соотношение находится в диапазоне примерно от 2,5:1 до 1:1. 

В некоторых вариантах осуществления обеспечивается способ восстановления межцепочечных ди-

сульфидных связей в АВ активируемого анти-PDL1-антитела и конъюгации агента, например тиолсо-

держащего агента, такого как лекарственное средство, с полученными межцепочечными тиолами для 

селективного определения расположения агента(ов) в АВ. Способ обычно включает частичное восста-

новление АВ восстанавливающим агентом с образованием по меньшей мере двух межцепочечных тио-

лов без образования всех возможных межцепочечных тиолов в активируемом антителе; и конъюгацию 

агента с межцепочечными тиолами частично восстановленного АВ. Например, АВ активируемого анти-
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тела частично восстанавливают в течение примерно 1 ч при температуре примерно 37°С при желатель-

ном отношении восстанавливающего агента:активируемое антитело. В некоторых вариантах осуществ-

ления отношение восстанавливающего агента к активируемому антителу будет находиться в диапазоне 

примерно от 20:1 до 1:1, примерно от 10:1 до 1:1, примерно от 9:1 до 1:1, примерно от 8:1 до 1:1, при-

мерно от 7:1 до 1:1, примерно от 6:1 до 1:1, примерно от 5:1 до 1:1, примерно от 4:1 до 1:1, примерно от 

3:1 до 1:1, примерно от 2:1 до 1:1, примерно от 20:1 до 1: 1,5, примерно от 10:1 до 1:1,5, примерно от 9:1 

до 1:1,5, примерно от 8:1 до 1:1,5, примерно от 7:1 до 1:1,5, примерно от 6:1 до 1:1,5, примерно от 5:1 до 

1:1,5, примерно от 4:1 до 1:1,5, примерно от 3:1 до 1: 1,5, примерно от 2:1 до 1:1,5, примерно от 1,5:1 до 

1:1,5 или примерно от 1:1 до 1:1,5. В некоторых вариантах осуществления отношение находится в диапа-

зоне примерно от 5:1 до 1:1. В некоторых вариантах осуществления отношение находится в диапазоне 

примерно от 5:1 до 1,5:1. В некоторых вариантах осуществления отношение находится в диапазоне при-

мерно от 4:1 до 1:1. В некоторых вариантах осуществления соотношение находится в диапазоне пример-

но от 4:1 до 1,5:1. В некоторых вариантах осуществления отношение находится в диапазоне примерно от 

8:1 до примерно 1:1. В некоторых вариантах осуществления отношение находится в диапазоне примерно 

от 2,5:1 до 1:1. 

Тиолсодержащим реагентом может быть, например, цистеин или N-ацетилцистеин. Восстанавли-

вающим агентом может быть, например, ТСЕР. В некоторых вариантах осуществления восстановленное 

активируемое антитело может быть очищено до конъюгации, используя, например, колоночную хрома-

тографию, диализ или диафильтрацию. Альтернативно восстановленное антитело не подвергается очист-

ке после частичного восстановления и до конъюгации. 

Изобретение также относится к частично восстановленным активируемым анти-PDL1-антителам, в 

которых по меньшей мере одна межцепочечнаяная дисульфидная связь в активируемом антителе была 

восстановлена восстанавливающим агентом без разрушения каких-либо внутрицепочечных дисульфид-

ных связей в активируемом антителе, где активируемое антитело включает антитело или его антигенсвя-

зывающий фрагмент (АВ), которые специфически связываются с PDL1, маскирующий фрагмент (ММ), 

который ингибирует связывание АВ активируемого антитела в нерасщепленном состоянии с мишенью 

PDL1, и расщепляемый фрагмент фрагмент (СМ), соединенный с АВ, где СМ представляет собой поли-

пептид, который функционирует в качестве субстрата для протеазы. В некоторых вариантах осуществле-

ния ММ соединен с АВ через СМ. В некоторых вариантах осуществления одна или несколько внутрице-

почечных дисульфидных связей активируемого антитела не разрушаются под действием восстанавли-

вающего агента. В некоторых вариантах осуществления одна или несколько внутрицепочечных дисуль-

фидных связей (ММ) в активируемом антителе не разрушаются под действием восстанавливающего 

агента. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело в нерасщепленном состоянии 

имеет следующую структурную организацию от N-конца к С-концу: ММ-СМ-АВ или АВ-СМ-ММ. В 

некоторых вариантах осуществления восстанавливающим агентом является ТСЕР. 

Настоящее изобретение также обеспечивает частично восстановленные активируемые антитела, в 

которых по меньшей мере одна межцепочечная дисульфидная связь в активируемом антителе была вос-

становлена восстанавливающим агентом без разрушения каких-либо внутрицепочечных дисульфидных 

связей в активируемом антителе, где активируемое антитело включает антитело или антигенсвязываю-

щий фрагмент (АВ), которые специфически связываются с мишенью, например, PDL1, маскирующий 

фрагмент (ММ), который ингибирует связывание АВ активируемого антитела в нерасщепленном состоя-

нии с мишенью, и расщепляемый фрагмент (СМ), связанный с АВ, где СМ представляет полипептид, 

который функционирует в качестве субстрата по меньшей мере для одной протеазы. В некоторых вари-

антах осуществления ММ соединен с АВ через СМ. В некоторых вариантах осуществления одна или 

несколько внутрицепочечных дисульфидных связей активируемого антитела не разрушаются под дейст-

вием восстанавливающего агента. В некоторых вариантах осуществления одна или несколько внутрице-

почечных дисульфидных связей (ММ) в активируемом антителе не разрушаются под действием восста-

навливающего агента. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело в нерасщепленном 

состоянии имеет следующую структурную организацию от N-конца к С-концу: ММ-СМ-АВ или АВ-СМ-

ММ. В некоторых вариантах осуществления восстанавливающим агентом является ТСЕР. 

В некоторых вариантах осуществления активируемые антитела, описанные здесь, также включают 

агент, конъюгированный с активируемым антителом. В некоторых вариантах осуществления конъюги-

рованный агент представляет терапевтический агент, такой как противовоспалительный и/или противо-

опухолевый препарат. В таких вариантах осуществления агент конъюгирован с углеводным фрагментом 

активируемого антитела, например, в некоторых вариантах осуществления, где углеводный фрагмент 

расположен вне антигенсвязывающего участка антитела или антигенсвязывающего фрагмента в активи-

руемом антителе. В некоторых вариантах осуществления агент конъюгирован с сульфгидрильной груп-

пой антитела или антигенсвязывающего фрагмента в активируемом антителе. 

В некоторых вариантах осуществления агент представляет цитотоксическое средство, такое как 

токсин (например, ферментативно активный токсин бактериального, грибкового, растительного или жи-

вотного происхождения или их фрагмент) или радиоактивный изотоп (то есть радиоконъюгат). 

В некоторых вариантах осуществления агент представляет детектируемую группу, например, такую 
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как метка или другой маркер. Например, агент представляет или включает меченную радиоактивным 

изотопом аминокислоту, одну или несколько биотинильных групп, которые могут детектироваться с по-

мощью меченного авидина (например, стрептавидин, содержащий флуоресцентную метку или имеющий 

ферментативную активность, которые могут детектироваться оптическими или калориметрическими 

методами), один или несколько радиоизотопов или радионуклидов, одну или несколько флуоресцентных 

меток, одну или несколько ферментативных меток и/или один или несколько хемилюминесцентных 

агентов. В некоторых вариантах осуществления детектируемые группы присоединяются посредством 

спейсерных молекул. 

Изобретение также относится к иммуноконъюгатам, содержащим антитело, конъюгированное с ци-

тотоксическим агентом, таким как токсин (например, ферментативно активный токсин бактериального, 

грибкового, растительного или животного происхождения или их фрагменты) или радиоактивный изотоп 

(т.е. радиоконъюгат). Подходящие цитотоксические агенты включают, например, доластатины и их про-

изводные (например, ауристатин Е, AFP, MMAF, MMAE, MMAD, DMAF, DMAE). Например, агент 

представляет монометилауристатин Е (ММАЕ) или монометилауристатин D (MMAD). В некоторых ва-

риантах осуществления агент представляет агент, выбранный из группы, представленной в табл.11. В 

некоторых вариантах осуществления агент представляет доластатин. В некоторых вариантах осуществ-

ления агент представляет ауристатин или его производное. В некоторых вариантах осуществления агент 

представляет ауристатин Е или его производное. В некоторых вариантах осуществления агент представ-

ляет монометилауристатин Е (ММАЕ). В некоторых вариантах осуществления агент представляет моно-

метилауристатин D (MMAD). В некоторых вариантах осуществления агент представляет майтанзиноид 

или производное майтанзиноида. В некоторых вариантах осуществления агент представляет DM1 или 

DM4. В некоторых вариантах осуществления агент представляет дуокармицин или его производное. В 

некоторых вариантах осуществления агент представляет калихеамицин или его производное. В некото-

рых вариантах осуществления агент представляет пирролобензодиазепин. В некоторых вариантах осу-

ществления агент представляет димер пирролобензодиазепина. 

В некоторых вариантах осуществления агент связывается с АВ с использованием малеимидного 

линкера капроил-валин-цитруллин или малеимидного линкера ПЭГ-валин-цитруллин. В некоторых ва-

риантах осуществления агент связывается с АВ с использованием малеимидного линкера капроил-валин-

цитруллин. В некоторых вариантах осуществления агент связывается с АВ с использованием малеимид-

ного линкера ПЭГ-валин-цитруллин. В некоторых вариантах осуществления агент представляет собой 

монометилауристатин D (MMAD), связанный с АВ, с использованием малеимидного линкера ПЭГ-

валин-цитруллин-аминобензилоксикарбонил, и данная линкерная конструкция с полезной нагрузкой от-

носится здесь к "vc-MMAD". В некоторых вариантах осуществления агент представляет собой мономе-

тилауристатин Е (ММАЕ), связанный с АВ, с использованием малеимидного линкера ПЭГ-валин-

цитруллин-пара-аминобензилоксикарбонил, и данная линкерная конструкция с полезной нагрузкой от-

носится здесь к "vc-MMAE". Структуры vc-MMAD и vc-MMAE показаны ниже: 

vc-MMAD 

 
vc-MMAE 

 
Изобретение также обеспечивает конъюгированные активируемые антитела, которые включают ак-

тивируемое антитело, связанное с полезной нагрузкой монометилауристатином D (MMAD), где активи-

руемое антитело включает антитело или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ), которые специфиче-

ски связываются с мишенью, маскирующий (ММ), который ингибирует связывание АВ активируемого 

антитела в нерасщепленном состоянии с мишенью, и расщепляемый фрагмент (СМ), связанный с АВ, и 

СМ представляет собой полипептид, который функционирует в качестве субстрата по меньшей мере для 

одной ММР протеазы. 

В некоторых вариантах осуществления MMAD-конъюгированное активируемое антитело может 
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быть конъюгировано с использованием любого из нескольких способов присоединения агентов к АВ: (а) 

присоединение к углеводным фрагментам АВ, или (b) присоединение к сульфгидрильным группам АВ, 

или (с) присоединение к аминогруппам АВ или (d) присоединение к карбоксилатным группам АВ. 

В некоторых вариантах осуществления полезная нагрузка MMAD конъюгирована с АВ через лин-

кер. В некоторых вариантах осуществления полезная нагрузка MMAD конъюгирована с цистеином в АВ 

через линкер. В некоторых вариантах осуществления полезная нагрузка MMAD конъюгирована с лизи-

ном в АВ через линкер. В некоторых вариантах осуществления полезная нагрузка MMAD конъюгирова-

на с другим остатком АВ через линкер, такой как те остатки, которые описаны здесь. В некоторых вари-

антах осуществления линкер является тиолсодержащим линкером. В некоторых вариантах осуществле-

ния линкер является расщепляемым линкером. В некоторых вариантах осуществления линкер является 

нерасщепляемым линкером. В некоторых вариантах осуществления линкер выбран из группы, состоя-

щей из линкеров, представленных в табл.13 и 14. В некоторых вариантах осуществления активируемое 

антитело и полезная нагрузка MMAD связаны посредством малеимидного линкера капроил-валин-

цитруллин. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело и полезная нагрузка MMAD 

связаны с помощью малеимидного линкера ПЭГ-валин-цитруллин. В некоторых вариантах осуществле-

ния активируемое антитело и полезная нагрузка MMAD связаны посредством малеимидного линкера 

капроил-валин-цитруллин-пара-аминобензилоксикарбонил. В некоторых вариантах осуществления акти-

вируемое антитело и полезная нагрузка MMAD связаны через малеимидный линкер ПЭГ-валин-

цитруллин-пара-аминобензилоксикарбонил. В некоторых вариантах осуществления полезная нагрузка 

MMAD конъюгирована с АВ с использованием технологии частичного восстановления и конъюгации, 

раскрытой здесь. 

В некоторых вариантах осуществления компонент полиэтиленгликоля (ПЭГ) линкера по настояще-

му изобретению получен из 2 мономеров этиленгликоля, 3 мономеров этиленгликоля, 4 мономеров эти-

ленгликоля, 5 мономеров этиленгликоля, б мономеров этиленгликоля, 7 этиленгликолевые мономеры 8 

мономеров этиленгликоля, 9 мономеров этиленгликоля или по меньшей мере 10 мономеров этиленгли-

коля. В некоторых вариантах осуществления настоящего изобретения ПЭГ-компонент представляет со-

бой разветвленный полимер. В некоторых вариантах осуществления настоящего изобретения ПЭГ-

компонент представляет собой неразветвленный полимер. В некоторых вариантах осуществления поли-

мерный ПЭГ-компонент функционализирован аминогруппой или ее производным, карбоксильной груп-

пой или ее производным, или аминогруппой или ее производным, и карбоксильной группой или ее про-

изводным. 

В некоторых вариантах осуществления ПЭГ-компонент линкера по настоящему изобретению пред-

ставляет аминотетра-этиленгликолькарбоксильную группу или ее производное. В некоторых вариантах 

осуществления ПЭГ-компонент линкера по настоящему изобретению представляет аминотриэтиленгли-

колькарбоксильную группу или ее производное. В некоторых вариантах осуществления ПЭГ-компонент 

линкера по настоящему изобретению представляет собой амино-диэтиленгликолькарбоксильную группу 

или ее производное. В некоторых вариантах осуществления аминопроизводное представляет собой обра-

зование амидной связи между аминогруппой и карбоксильной группой, с которой она конъюгирована. В 

некоторых вариантах осуществления карбоксильное производное представляет собой образование амид-

ной связи между карбоксильной группой и аминогруппой, с которой она конъюгирована. В некоторых 

вариантах осуществления карбоксильное производное представляет собой образование сложноэфирной 

связи между карбоксильной группой и гидроксильной группой, с которой она конъюгирована. 

Ферментативно активные токсины и их фрагменты, которые могут быть использованы, включают 

цепь А дифтерийного токсина, не связывающиеся активные фрагменты дифтерийного токсина, цепь А 

экзотоксина (Pseudomonas aeruginosa), цепь А рицина, цепь А абрина, цепь А модекцина, альфа-сарцин, 

белки Aleurites fordii, белки диантина, белки Phytolaca americana (PAPI, PAPII и PAP-S), ингибитор из 

китайской горькой тыквы (Momordica charantia), курцин, кротин, ингибитор из мыльнянки лекарствен-

ной (Sapaonaria officinalis), гелонин, митогеллин, рестриктоцин, феномицин, эномицин и трихотецены. 

Имеется много доступных радионуклидов для получения радиоконъюгированных антител. Примеры 

включают 
212

Bi, 
131

I, 
131

In, 
90

Y и 
186

Re. 

Конъюгаты антитела и цитотоксического агента получают с использованием разнообразных би-

функциональных связывающих агентов для белков, таких как N-сукцинимидил-3-(2-

пиридилдитиол)пропионат (SPDP), иминотиолан (IT), бифункциональные производные имидоэфиров 

(такие как диметиладипимидат HCL), активные сложные эфиры (такие как дисукцинимидилсуберат), 

альдегиды (такие как глутаральдегид), бис-азидосоединения (такие как бис-(п-

азидобензоил)гександиамин), производные бис-диазония (такие как бис-(п-

диазонийбензоил)этилендиамин), диизоцианаты (такие как толуол-2,6-диизоцианат) и бис-соединения 

активного фтора (такие как 1,5-дифтор-2,4-динитробензол). Например, рициновый иммунотоксин можно 

получить, как описано в Vitetta et al., (1987) Science, 238:1098. Иллюстративным хелатирующим агентом 

для конъюгации радионуклида с антителом является меченная по углероду-14 1-изотиоцианатбензил-3-

метилдиэтилентриаминпентауксусная кислота (MX-DTPA) (см. международную заявку WO 94/11026). 

В табл.11 приведены некоторые из примерных фармацевтических агентов, которые могут быть ис-
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пользованы в описанном здесь раскрытии, но никоим образом они не являются исчерпывающим списком. 

Таблица 11. Примерные фармацевтические агенты для конъюгации 
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Специалисты в данной области техники понимают, что большое количество возможных молекул 

может быть связано с полученными антителами по изобретению (см., например, "Conjugate Vaccines", 

Contributions to Microbiology and Immunology, J. M. Cruse and R. E. Lewis, Jr (eds), Carger Press, New York 

(1989), содержание данного источника в полном объеме включено здесь посредством ссылки). 

Связывание может быть выполнено любой химической реакцией, которая будет связывать две мо-

лекулы, при условии, что антитело и другая молекула сохраняют свою соответствующую активность. 

Данное связывание может включать множество химических механизмов, например ковалентное связы-

вание, аффинное связывание, интеркаляцию, координационное связывание и комплексообразование. В 

некоторых вариантах осуществления предпочтительным связыванием, однако, является ковалентное свя-

зывание. Ковалентное связывание может быть достигнуто прямой конденсацией имеющихся боковых 

цепей или введением внешних мостиковых молекул. Многие двухвалентные или поливалентные связы-

вающие агенты пригодны для связывания белковых молекул, таких как антитела по настоящему изобре-

тению, с другими молекулами. Например, типичные связывающие агенты могут включать органические 

соединения, такие как тиоэфиры, карбодиимиды, сложные эфиры сукцинимида, диизоцианаты, глутаро-

вый альдегид, диазобензолы и гексаметилендиамины. Данный перечень не предназначен для того, чтобы 

быть исчерпывающим для различных классов связывающих агентов, известных в данной области, и ско-

рее является примером чаще всего используемых связывающих агентов (см. Killen and Lindstrom, Jour. 

Immun., 133: 1335-2549 (1984), Jansen et al., Immunological Reviews, 62: 185-216 (1982) и Vitetta et al., Sci-

ence, 238: 1098 (1987). 

В некоторых вариантах осуществления в дополнение к композициям и способам, обеспеченным 

здесь, конъюгированное активируемое антитело также может быть модифицировано для сайт-

специфической конъюгации посредством модифицированных аминокислотных последовательностей, 

вставленных или иным образом включенных в последовательность активируемого антитела. Такие мо-

дифицированные аминокислотные последовательности конструируют для обеспечения контролируемого 

размещения и/или дозирования конъюгированного агента в конъюгированном активируемом антителе. 

Например, активируемое антитело может быть сконструировано таким образом, чтобы включать цистеи-

новые замены в положениях легких и тяжелых цепей, которые обеспечивают реакционноспособные ти-

ольные группы и не влияют отрицательно на фолдинг и сборку белка, а также не изменяют связывание 

антигена. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело может быть сконструировано 

для включения или введения иным образом одного или нескольких остатков неприродных аминокислот 

в активируемое антитело для обеспечения подходящих сайтов для конъюгации. В некоторых вариантах 

осуществления активируемое антитело может быть сконструировано для включения или введения иным 

образом ферментативно активируемых пептидных последовательностей в последовательность активи-

руемого антитела. 

Соответствующие линкеры описаны в литературе (см., например, публикацию Ramakrishnan S. et 

al., Cancer Res., 44: 201-208 (1984), в которой описано использование MBS (m-малеимидобензоил-N-

гидроксисукцинимидного эфира). См. также патент США № 5030719, в котором описано использование 

галогенированного производного ацетилгидразида, связанного с антителом посредством олигопептидно-

го линкера. В некоторых вариантах осуществления подходящие линкеры включают: (i) EDC (1-этил-3-(3-

диметиламинопропил)карбодиимид гидрохлорид, (ii) SMPT (4-сукцинимидилоксикарбонил-альфа-

метил-альфа-(2-придилдитио)толуол (Pierce Chem. Co., Cat (21558G), (iii) SPDP (сукцинимидил-6-[3-(2-

пиридилдитио)пропионамидо]гексаноат (Pierce Chem. Co., Cat # 21651G); (iv) сульфо-LC-SPDP (сульфо-

сукцинимидил 6-[альфа-метил-альфа-(2-пиридилдитио)толуамидо]гексаноат (Pierce Chem. Co., # 2165-G) и 

(v) сульфо-NHS (N-гидроксисульфосукцинимид: Pierce Chem Co., № 24510), конъюгированный с EDC. До-

полнительные линкеры включают, не ограничиваясь этим, SMCC, сульфо-SMCC, SPDB или сульфо-SPDB. 

Линкеры, описанные выше, содержат компоненты, которые имеют различные характеристики, что 

приводит к получению конъюгатов с различными физико-химическими свойствами. Например, сульфо-

NHS-сложные эфиры алкилкарбоксилатов более стабильны, чем сульфо-NHS-сложные эфиры аромати-

ческих карбоксилатов. NHS-сложные эфиры, содержащие линкеры, менее растворимы, чем сульфо-NHS-

сложные эфиры. Кроме того, линкер SMPT содержит стерически затрудненную дисульфидную связь и 

может образовывать конъюгаты с повышенной стабильностью. Дисульфидные связи, как правило, менее 

стабильны, чем другие связи, поскольку дисульфидная связь расщепляется in vitro, что приводит к 

меньшему выходу конъюгата. Сульфо-NHS, в частности, может повысить стабильность карбодиимидных 

соединений. Карбодиимидные соединения (такие как EDC) при использовании в сочетании с сульфо-

NHS образуют сложные эфиры, которые более устойчивы к гидролизу, чем одна реакция сочетания кар-
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бодиимидов. 

В некоторых вариантах осуществления линкеры являются расщепляемыми. В некоторых вариантах 

осуществления линкеры являются нерасщепляемыми. В некоторых вариантах осуществления присутст-

вуют два или более линкера. Два или более линкера являются одинаковыми, то есть расщепляемыми или 

нерасщепляемыми, или два или более линкеров отличаются друг от друга, то есть по меньшей мере один 

является расщепляемым и по меньшей мере один нерасщепляемым. 

В настоящем изобретении используется несколько способов присоединения агентов к АВ: (а) при-

соединение к углеводным фрагментам АВ, или (b) присоединение к сульфгидрильным группам АВ, или 

(в) присоединение к аминогруппам АВ, или (d) присоединение к карбоксилатным группам АВ. Согласно 

настоящему изобретению АВ могут быть ковалентно присоединены к агенту через промежуточный лин-

кер, содержащий по меньшей мере две реакционноспособные группы, одна из которых реагирует с АВ и 

одна реагирует с агентом. Линкер, который может включать любое совместимое органическое соедине-

ние, может быть выбран таким образом, чтобы реакция с АВ (или агентом) не оказывала отрицательного 

влияния на реакционную способность и избирательность АВ. Кроме того, присоединение линкера к 

агенту должно не нарушать активность агента. Подходящие линкеры для реакции с окисленными анти-

телами или фрагментами окисленного антитела включают линкеры, которые содержат амин, выбранный 

из группы, состоящей из групп первичного амина, вторичного амина, гидразина, гидразида, гидроксила-

мина, фенилгидразина, семикарбазида и тиосемикарбазида. Такие реакционноспособные функциональ-

ные группы могут существовать как часть структуры линкера или могут быть введены подходящей хи-

мической модификацией линкеров, которые не содержат такие группы. 

Согласно настоящему изобретению подходящие линкеры для присоединения к восстановленным 

АВ включают линкеры, которые имеют определенные реакционноспособные группы, способные взаи-

модействовать с сульфгидрильной группой восстановленного антитела или его фрагмента. Такие реак-

ционноспособные группы включают, не ограничиваясь этим: реакционноспособные галогеналкильные 

группы (включая, например, галогенацетильные группы), п-меркурбензоатные группы и группы, спо-

собные к реакциям присоединения по Михаэлю (включая, например, малеимиды и группы типа, описан-

ного Mitra and Lawton, 1979, J. Amer. Chem. Soc., 101: 3097-3110). 

Согласно настоящему изобретению подходящие линкеры для присоединения к Ab, которые не яв-

ляются ни окисленными, ни восстановленными, включают линкеры, которые имеют определенные 

функциональные группы, способные взаимодействовать с первичными аминогруппами, присутствую-

щими в немодифицированных лизиновых остатках в Ab. Такие реакционноспособные группы включают, 

не ограничиваясь этим, NHS-эфиры карбоновых кислот или карбоновые эфиры, сульфо-NHS-эфиры кар-

боновых кислот или карбоновые эфиры, эфиры 4-нитрофенилкарбоновой кислоты или карбоновые эфи-

ры, эфиры пентафторфенилкарбоновой кислоты или карбоновые эфиры, ацилимидазолы, изоцианаты и 

изотиоцианаты. 

Согласно настоящему изобретению подходящие линкеры для присоединения к Ab, которые не яв-

ляются ни окисленными, ни восстановленными, включают линкеры, которые имеют определенные 

функциональные группы, способные взаимодействовать с карбоксильными группами, присутствующими 

в остатках аспартата или глутамата в Ab, которые были активированы подходящими реагентами. Подхо-

дящие активирующие реагенты включают EDC, с добавлением или без добавления NHS или сульфо-NHS 

и других дегидратирующих агентов, используемых для образования карбоксамида. В этих случаях функ-

циональные группы, присутствующие в подходящих линкерах, включают первичные и вторичные ами-

ны, гидразины, гидроксиламины и гидразиды. 

Агент может быть присоединен к линкеру до или после присоединения линкера к АВ. В некоторых 

применениях может быть желательным вначале получить промежуточное соединение АВ-линкер, в ко-

тором линкером не содержит связанного агента. В зависимости от конкретного применения затем кон-

кретный агент может быть ковалентно присоединен к линкеру. В некоторых вариантах осуществления 

АВ сначала присоединяют к ММ, СМ и связанным линкерам и затем присоединяют к линкеру в целях 

конъюгации. 

Разветвленные линкеры. 

В конкретных вариантах осуществления используются разветвленные линкеры, которые имеют 

многочисленные сайты для присоединения агентов. Для линкеров с многочисленными сайтами единст-

венное ковалентное присоединение к АВ приведет к получению промежуточного соединения АВ-

линкер, способного связывать агент в нескольких сайтах. Сайты могут представлять альдегидные или 

сульфгидрильные группы или любой химический сайт, к которому могут быть присоединены агенты. 

В некоторых вариантах осуществления более высокая специфическая активность (или более высо-

кое отношение агентов к АВ) может быть достигнута присоединением односайтового линкера к множе-

ству сайтов в АВ. Это множество сайтов может быть введено в АВ одним из двух способов. В первом 

способе, можно получить несколько альдегидных групп и/или сульфгидрильных групп в одном и том же 

АВ. Во втором способе, к альдегиду или сульфгидрилу АВ можно присоединить "разветвленный лин-

кер", имеющий несколько функциональных сайтов для последующего присоединения к линкерам. Функ-

циональные сайты разветвленного линкера или линкера с множеством сайтов могут представлять альде-
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гидные или сульфгидрильные группы или могут быть любым химическим сайтом, к которому могут 

быть присоединены линкеры. Еще более высокие специфические активности могут быть получены объе-

динением этих двух подходов, то есть присоединением линкеров с многочисленными сайтами в несколь-

ко сайтов в АВ. 

Расщепляемые линкеры. 

Пептидные линкеры, чувствительные к расщеплению ферментами системы комплемента, такие как, 

не ограничиваясь этим, урокиназный активатор плазминогена, тканевой активатор плазминогена, трип-

син, плазмин или другой фермент, обладающий протеолитической активностью, могут быть использова-

ны в одном варианте осуществления настоящего раскрытия. Согласно одному из способов по настояще-

му изобретению агент присоединяют через линкер, чувствительный к расщеплению комплементом. Ан-

титело выбирают из класса, который может активировать комплемент. Конъюгат антитело-агент, таким 

образом, активирует каскад комплемента и высвобождает агент в месте-мишени. Согласно другому спо-

собу по настоящему изобретению агент присоединяется через линкер, чувствительный к расщеплению 

ферментами, обладающими протеолитической активностью, такими как урокиназный активатор плазми-

ногена, тканевой активатор плазминогена, плазмин или трипсин. Данные расщепляемые линкеры при-

годны в конъюгированных активируемых антителах, которые включают внеклеточный токсин, напри-

мер, в качестве неограничивающего примера любой из внеклеточных токсинов, приведенных в табл.11. 

Неограничивающие примеры расщепляемых линкерных последовательностей приведены в табл.13. 

Таблица 13. Примерные последовательности линкеров для конъюгации 

 

 
Кроме того, агенты могут быть присоединены через дисульфидные связи (например, дисульфидные 

связи в молекуле цистеина) к АВ. Поскольку многие опухоли естественным образом выделяют высокие 

уровни глутатиона (восстанавливающего агента), то это может привести к восстановлению дисульфид-
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ных связей с последующим высвобождением агента в месте доставки. В некоторых вариантах осуществ-

ления восстанавливающий агент, который будет модифицировать СМ, также будет модифицировать 

линкер конъюгированного активируемого антитела. 

Спейсеры и расщепляемые элементы. 

В некоторых вариантах осуществления может потребоваться сконструировать линкер таким обра-

зом, чтобы оптимизировать расстояние между агентом и АВ в активируемом антителе. Это может быть 

достигнуто применением линкера следующей общей структуры: 

 
где 

W представляет --NH-CH2-- или --СН2-; 

Q представляет аминокислоту, пептид; или 

n представляет целое число от 0 до 20. 

В некоторых вариантах осуществления линкер может содержать спейсерный элемент и расщепляе-

мый элемент. Спейсерный элемент служит для размещения расщепляемого элемента от ядра АВ так, чтобы 

расщепляемый элемент был более доступен для фермента, ответственного за его расщепление. Некоторые 

из разветвленных линкеров, описанных выше, могут служить в качестве спейсерных элементов. 

Из данного обсуждения должно быть понятно, что присоединение линкера к агенту (или спейсерно-

го элемента к расщепляемому элементу или расщепляемого элемента к агенту) не обязательно должно 

представлять определенный способ присоединения или реакцию. Любая реакция, обеспечивающая про-

дукт с подходящей стабильностью и биологической совместимостью, является пригодной. 

Сывороточный комплемент и выбор линкеров. 

Согласно одному из способов по настоящему изобретению, когда требуется высвобождение агента, 

то используется АВ, которое является антителом класса, который может активировать комплемент. По-

лученный конъюгат сохраняет способность связывать антиген и активировать каскад комплемента. Та-

ким образом, согласно этому варианту осуществления настоящего изобретения агент соединяется с од-

ним концом расщепляемого линкера или расщепляемого элемента, и другой конец линкерной группы 

присоединяется к определенному сайту в АВ. Например, если агент содержит гидроксигруппу или ами-

ногруппу, то он может быть присоединен к карбоксильному концу пептида, аминокислоте или другому 

соответственно выбранному линкеру через сложноэфирную или амидную связь соответственно. Напри-

мер, такие агенты могут быть присоединены к линкерному пептиду посредством карбодимидной реак-

ции. Если агент содержит функциональные группы, которые будут мешать присоединению к линкеру, то 

эти интерферирующие функциональные группы могут быть блокированы до присоединения и деблоки-

рованы после того, как образовался продукт, конъюгат или промежуточное соединение. Противополож-

ный или аминоконец линкера затем используют либо непосредственно, либо после дальнейшей модифи-

кации для связывания с АВ, которое способно активировать комплемент. 

Линкеры (или спейсерные элементы линкеров) могут иметь любую желаемую длину, один конец 

которой может быть ковалентно присоединен к определенным сайтам в АВ активируемого антитела. 

Другой конец линкерного или спейсерного элемента может быть присоединен к аминокислоте или пеп-

тидному линкеру. 

Таким образом, когда данные конъюгаты связываются с антигеном в присутствии комплемента, то 

амидная или сложноэфирная связь, которая присоединяет агент к линкеру, будет расщепляться, что при-

ведет к высвобождению агента в его активной форме. Данные конъюгаты при введении субъекту будут 

выполнять доставку и высвобождение агента в месте-мишени, и они особенно эффективны для доставки 

in vivo фармацевтических агентов, антибиотиков, антиметаболитов, антипролиферативных агентов и т.п., 

как представлено, не ограничиваясь приведенными в табл.11. 

Линкеры для высвобождения без активации комплемента. 

В еще одном применении целенаправленной доставки желательно высвобождение агента без акти-

вации комплемента, поскольку активация каскада комплемента в конечном итоге будет лизировать клет-

ку-мишень. Следовательно, такой подход пригоден, когда доставка и высвобождение агента должны вы-

полняться без смерти клетки-мишени. Такова цель, когда желательна доставка клеточных медиаторов, 

таких как гормоны, ферменты, кортикостероиды, нейромедиаторы, гены или ферменты в клетки-

мишени. Данные конъюгаты можно получить присоединением агента к АВ, которое не способно активи-

ровать комплемент, через линкер, который обладает слабой чувствительностью к расщеплению сыворо-

точными протеазами. Когда данный конъюгат вводится индивидууму, то будут быстро образовываться 

комплексы антиген-антитело, в то время как расщепление агента будет происходить медленно, что при-

ведет к высвобождению соединения в месте-мишени. 

Биохимические кросс-линкеры. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело может быть конъюгировано с одним 

или несколькими терапевтическими агентами с использованием определенных биохимических кросс-

линкеров. Кросс-линкеры образуют молекулярные мостики, которые связывают функциональные груп-

пы двух разных молекул. Для постадийного связывания двух разных белков можно использовать гетеро-
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бифункциональные кросс-линкеры, которые устраняют нежелательное образование гомополимера. 

Также пригодны пептидильные линкеры, расщепляемые лизосомальными протеазами, например 

Val-Cit, Val-Ala или другие дипептиды. Кроме того, можно использовать кислотно-лабильные линкеры, 

расщепляемые в среде лизосом с низким рН, например бис-сиалиловый эфир. Другие подходящие лин-

керы включают катепсин-лабильные субстраты, особенно те, которые проявляют оптимальную функцию 

при кислом значении рН. 

Примерные гетеробифункциональные кросс-линкеры приведены в табл.14. 

Таблица 14. Примерные гетеробифункциональные кросс-линкеры 

 

 
Нерасщепляемые линкеры или прямое присоединение. 

В некоторых вариантах осуществления изобретения конъюгат может быть сконструирован таким 

образом, чтобы агент доставлялся к мишени, но не высвобождался. Это может быть достигнуто присое-

динением агента к АВ непосредственно или через нерасщепляемый линкер. 

Данные нерасщепляемые линкеры могут включать аминокислоты, пептиды, D-аминокислоты или 

другие органические соединения, которые могут быть модифицированы с включением функциональных 

групп, которые затем могут быть использованы для присоединения к АВ с помощью описанных здесь 
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способов. Общая формула такого органического линкера может представлять следующее: 

 
где 

W представляет --NH-CH2-- или --СН2-; 

Q представляет аминокислоту, пептид; или 

n представляет целое число от 0 до 20. 

Нерасщепляемые конъюгаты. 

В некоторых вариантах осуществления соединение может быть присоединено к АВ, которые не ак-

тивируют комплемент. При использовании АВ, которые не способны активировать комплемент, такое 

присоединение может быть выполнено с использованием линкеров, которые чувствительны к расщепле-

нию активированным комплементом, или с использованием линкеров, которые не чувствительны к рас-

щеплению активированным комплементом. 

Антитела, раскрытые здесь, также можно формулировать в виде иммунолипосом. Липосомы, со-

держащие антитело, получают способами, известными в данной области, такими как описано в публика-

ции Epstein et al., Proc. Natl. Акад. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl Acad. Sci. США, 77: 

4030 (1980); и патентах США № 4485045 и 4544545. Липосомы с повышенным временем циркуляции 

описаны в патенте США № 5013556. 

Особенно пригодные липосомы могут быть получены методом обратнофазового выпаривания с ли-

пидной композицией, включающей фосфатидилхолин, холестерин и ПЭГ-дериватизированный фосфати-

дилэтаноламин (ПЭГ-ПЭ). Липосомы экструдируют через фильтры с определенным размером пор, чтобы 

получить липосомы с требуемым диаметром. Fab-фрагменты антитела по настоящему изобретению мо-

гут быть конъюгированы с липосомами, как описано Martin et al., J. Biol. Chern, 257: 286-288 (1982), по-

средством реакции дисульфидного обмена. 

Определения 

Если не указано иное, то научные и технические термины, используемые в настоящем раскрытии, 

имеют значения, которые обычно понимаются специалистами в данной области. Термин "а" или "an" 

относится к одному или нескольким из данных объектов. Например, соединение относится к одному или 

нескольким соединениям. Таким образом, термины "a", "an", "один или несколько" и "по меньшей мере 

один" могут использоваться взаимозаменяемо. Кроме того, если иное не требуется по контексту, то тер-

мины в единственном числе включают термины во множественном числе, и термины во множественном 

числе включают термины в единственном числе. Как правило, номенклатуры и методы, используемые в 

связи с культивированием клеток и тканей, молекулярной биологией и химией белков, олигонуклеотидов 

или полинуклеотидов и гибридизацией, описанных здесь, являются хорошо известными и обычно ис-

пользуются в данной области. Стандартные методы используются для рекомбинантной ДНК, синтеза 

олигонуклеотидов и культивирования и трансформации тканей (например, электропорация, липофек-

ция). Ферментативные реакции и способы очистки выполняются в соответствии со спецификациями из-

готовителя, или как они обычно выполняются в данной области техники, или как здесь описано. Выше-

указанные методы и процедуры обычно выполняются в соответствии с общепринятыми способами, хо-

рошо известными в данной области техники и описанными в различных общих и более конкретных 

ссылках, которые цитируются и обсуждаются в настоящем описании. См., например, Sambrook et al. Mo-

lecular Cloning: A Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. 

(1989)). Номенклатуры, используемые в связи с, и лабораторные процедуры и методы аналитической 

химии, синтетической органической химии и лекарственной и фармацевтической химии являются хоро-

шо известными и обычно используются в данной области. Стандартные методы используются для хими-

ческого синтеза, химического анализа, приготовления фармацевтического препарата, формуляции и дос-

тавки, и для лечения пациентов. 

Как здесь используется в соответствии с настоящим изобретением, следующие термины, если не 

указано иное, понимаются как имеющие следующие значения. 

Как здесь используется, термин "антитело" относится к молекулам иммуноглобулина и иммуноло-

гически активным фрагментам молекул иммуноглобулина (Ig), т.е. молекулам, которые содержат анти-

генсвязывающий сайт, который специфически связывается (иммунореагирует) с антигеном. Под выра-

жениями "специфически связывается", или "иммунореагирует с", или "иммуноспецифически связывает-

ся" подразумевается, что антитело реагирует с одним или несколькими антигенными детерминантами 

желаемого антигена и не реагирует с другими полипептидами, или связывается со значительно более 

низкой аффинностью (Kd>10
-6

). Антитела включают, не ограничиваясь этим, поликлональные, монокло-

нальные, химерные, доменные антитела, одноцепочечные антитела, Fab- и F(ab')2 фрагменты, scFvs и 

библиотеку экспрессии Fab. 

Известно, что основная структурная единица антитела содержит тетрамер. Каждый тетрамер состоит 

из двух идентичных частей полипептидных цепей, каждая пара имеет одну "легкую" (около 25 кД) и одну 

"тяжелую" цепь (около 50-70 кД). Аминоконцевая область каждой цепи включает вариабельную область 

длиной примерно от 100 до 110 или больше аминокислот, главным образом ответственную за распозна-
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вание антигена. 

Карбоксиконцевая область каждой цепи определяет константную область, главным образом ответ-

ственную за эффекторную функцию. В общем, молекулы антител, полученные от человека, относятся к 

любому из классов IgG, IgM, IgA, IgE и IgD, которые отличаются друг от друга по характеру тяжелой 

цепи, присутствующей в молекуле. Некоторые классы также имеют подклассы, такие как IgG1, IgG2 и 

другие. Кроме того, у людей легкая цепь может быть каппа-цепью или лямбда-цепью. 

Термин "моноклональное антитело" (mAb) или "композиция моноклональных антител", как здесь 

используется, относится к популяции молекул антител, которые содержат только один молекулярный 

вид молекулы антитела, состоящий из уникального продукта гена легкой цепи и уникального продукта 

гена тяжелой цепи. В частности, участки, определяющие комплементарность (CDR) моноклонального 

антитела, идентичны во всех молекулах популяции. MAbs содержат антигенсвязывающий сайт, способ-

ный к иммунореакции с определенным эпитопом антигена, характеризующийся уникальной аффинно-

стью связывания с ним. 

Термин "антигенсвязывающий сайт" или "связывающий фрагмент" относится к части молекулы 

иммуноглобулина, которая участвует в связывании антигена. Антигенсвязывающий сайт образован ами-

нокислотными остатками N-концевых вариабельных ("V") областей тяжелых ("Н") и легких ("L") цепей. 

Три высокодивергентных участка в V областях тяжелых и легких цепей называются "гипервариа-

бельными участками", которые находятся между более консервативными фланкирующими участками, 

известными как "каркасные области" (FR). Как здесь используется, термин "FR" относится к аминокис-

лотным последовательностям, которые обнаруживаются в природе между и смежно к гипервариабель-

ным областям в иммуноглобулинах. В молекуле антитела три гипервариабельных участка легкой цепи и 

три гипервариабельных участка тяжелой цепи расположены по отношению друг к другу в трехмерном 

пространстве с образованием антигенсвязывающей поверхности. Антигенсвязывающая поверхность яв-

ляется комплементарной трехмерной поверхности связанного антигена, и три гипервариабельных участ-

ка каждой из тяжелой и легкой цепей называются "участками, определяющими комплементарность" или 

"CDR". Приписывание аминокислот к каждому домену осуществляется в соответствии с определениями 

Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 and 

1991)), Chothia & Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987), или Chothia et al., Nature 342:878-883 (1989). 

Как здесь используется, термин "эпитоп" включает любую белковую детерминанту, способную 

специфически связываться с иммуноглобулином, scFv или рецептором Т-клеток. Термин "эпитоп" вклю-

чает любую белковую детерминанту, способную специфически связываться с иммуноглобулином или 

рецептором Т-клеток. Эпитопные детерминанты обычно состоят из химически активных поверхностных 

группировок молекул, таких как аминокислоты или боковые цепи сахаров, и обычно имеют специфиче-

ские трехмерные структурные характеристики и также специфические зарядные характеристики. На-

пример, антитела могут продуцироваться против N-концевых или С-концевых пептидов полипептида. 

Полагают, что антитело специфически связывается с антигеном, когда константа диссоциации состав-

ляет <1 мкМ; в некоторых вариантах осуществления <100 нМ и в некоторых вариантах осуществления 

<10 нМ. 

Как здесь используется, термины "специфическое связывание", "иммунологическое связывание" и 

"иммунологические связывающие свойства" относятся к нековалентным взаимодействиям типа, который 

имеет место между молекулой иммуноглобулина и антигеном, для которого иммуноглобулин является 

специфическим. Силу или аффинность иммунологических связывающих взаимодействий можно выра-

зить в значениях константы диссоциации (Kd) взаимодействия, где более низкое значение Kd представ-

ляет собой более высокую аффинность. Иммунологические связывающие свойства выбранных полипеп-

тидов могут быть количественно определены с использованием способов, хорошо известных в данной 

области. Один из таких способов предполагает измерение скоростей образования и диссоциации ком-

плекса антигенсвязывающий сайт/антиген, где эти скорости зависят от концентраций партнеров ком-

плекса, аффинности взаимодействия и геометрических параметров, которые одинаково влияют на ско-

рость в обоих направлениях. Таким образом, "константа скорости ассоциации" (Kon) и "константа скоро-

сти диссоциации" (Koff) могут быть определены путем расчета концентраций и фактических скоростей 

ассоциации и диссоциации (см. Nature, 361: 186-87 (1993)). Отношение Koff/Kon позволяет не учитывать 

все параметры, не связанные с аффинностью, и равно константе диссоциации Kd (см., в общем, Davies et 

al. (1990) Annual Rev Biochem, 59: 439-473). Полагают, что антитело по настоящему изобретению специ-

фически связывается с мишенью, когда константа связывания (Kd) составляет <1 пМ, в некоторых вари-

антах осуществления <100 нМ, в некоторых вариантах осуществления <10 нМ, и в некоторых вариантах 

осуществления от <100 пМ до примерно 1 пМ, что определено с помощью анализов, таких как анализы 

связывания радиолиганда или аналогичные анализы, известные специалистам в данной области. 

Как здесь используется, термин "выделенный полинуклеотид" означает полинуклеотид геномной, 

кДНК или полинуклеотид синтетического происхождения, или их комбинацию, и в силу своего проис-

хождения, "выделенный полипептид": 1) не ассоциирован со всем или частью полинуклеотида, с кото-

рым он связан в природе; 2) оперательно связан с полинуклеотидом, отличным от того, с которым он 

связан в природе; 3) не встречается в природе в качестве части большей последовательности. Полинук-
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леотиды по изобретению включают молекулы нуклеиновой кислоты, кодирующие тяжелые цепи моле-

кул иммуноглобулина, показанные здесь, и молекулы нуклеиновой кислоты, кодирующие легкие цепи 

молекул иммуноглобулина, показанные здесь. 

Термин "выделенный белок", как здесь используется, означает белок из кДНК, рекомбинантной 

РНК или нуклеиновых кислот синтетического происхождения, или некоторой их комбинации, и в силу 

своего происхождения или источника происхождения "выделенный белок": (1) не ассоциирован с белка-

ми, найденными в природе; (2) не содержит других белков из того же источника, например не содержит 

мышиных белков; (3) экспрессируется клеткой другого вида; или (4) не встречается в природе. 

Термин "полипептид" используется здесь как общий термин для обозначения нативного белка, 

фрагментов или аналогов полипептидной последовательности. Следовательно, нативные белковые фраг-

менты и аналоги представляют собой виды полипептидного рода. Полипептиды по изобретению вклю-

чают тяжелые цепи молекул иммуноглобулина, показанные здесь, и легкие цепи молекул иммуноглобу-

лина, показанные здесь, а также молекулы антител, образованные комбинациями, включающими тяже-

лые цепи молекул иммуноглобулина с легкими цепями молекул иммуноглобулина, такими как легкая 

цепь каппа молекул иммуноглобулина и наоборот, а также их фрагменты и аналоги. 

Термин "встречающийся в природе", как здесь используется по отношению к объекту, относится к 

тому факту, что объект можно найти в природе. Например, полипептидная или полинуклеотидная после-

довательность, которая присутствует в организме (включая вирусы), которая может быть выделена из 

источника в природе и которая не была намеренно модифицирована человеком в лаборатории или иным 

образом, является встречающейся в природе. 

Термин "операбельно связанный", как здесь используется, относится к положениям описанных 

компонентов, которые находятся во взаимосвязи, позволяющей им функционировать по своему назначе-

нию. Контрольная последовательность, "операбельно связанная" с кодирующей последовательностью, 

лигирована таким образом, что экспрессия кодирующей последовательности достигается в условиях, 

совместимых с контрольными последовательностями. 

Как здесь используется, термин "контрольная последовательность" относится к полинуклеотидным 

последовательностям, которые необходимы для осуществления экспрессии и процессинга кодирующих 

последовательностей, с которыми они лигированы. Природа таких контрольных последовательностей 

различается в зависимости от организма-хозяина, у прокариот такие контрольные последовательности 

обычно включают промотор, сайт связывания рибосомы и последовательность терминации транскрип-

ции, как правило, у эукариот такие контрольные последовательности включают промоторы и последова-

тельность терминации транскрипции. Термин "контрольные последовательности" предназначен для 

включения, как минимум, всех компонентов, присутствие которых является существенным для экспрес-

сии и процессинга, и может включать дополнительные компоненты, присутствие которых преимущест-

венно, например, лидерные последовательности и последовательности партнеров по слиянию. Как здесь 

используется, термин "полинуклеотид" означает нуклеотиды длиной по меньшей мере из 10 оснований, 

либо рибонуклеотиды, либо дезоксинуклеотиды, либо модифицированную форму любого типа нуклео-

тида. Термин включает одноцепочечные и двухцепочечные формы ДНК. 

Термин "олигонуклеотид", упоминаемый здесь, включает встречающиеся в природе и модифициро-

ванные нуклеотиды, связанные вместе встречающимися в природе и неприродными олигонуклеотидны-

ми связями. Олигонуклеотиды представляют собой полинуклеотиды, обычно имеющие длину из 200 ос-

нований или меньше. В некоторых вариантах осуществления олигонуклеотиды имеют длину от 10 до 60 

оснований и в некоторых вариантах осуществления 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, или от 20 до 40 основа-

ний. Олигонуклеотиды обычно являются одноцепочечными, например для зондов, хотя, олигонуклеоти-

ды могут быть двухцепочечными, например, для применения в конструировании гена-мутанта. Олиго-

нуклеотиды по изобретению представляют смысловые или антисмысловые олигонуклеотиды. 

Термин "встречающиеся в природе нуклеотиды", упоминаемый здесь, включает дезоксирибонукле-

отиды и рибонуклеотиды. Как здесь используется, термин "модифицированные нуклеотиды" включает 

нуклеотиды с модифицированными или замещенными сахарными группами и тому подобное. Как здесь 

используется, термин "олигонуклеотидные связи" включает олигонуклеотидные связи, такие как фосфо-

ротиоат, фосфородитиоат, фосфороселеноаты, фосфородиселеноат, фосфороанилотиоат, фосфороанили-

дат, фосфороамидат и тому подобное. Смотри, например, LaPlanche et al., Nucl. Acids Res. 14:9081 (1986); 

Stscetal. J., Am. Chem. Soc. 106:6077 (1984), Stein et al., Nucl. Acids Res. 16:3209 (1988), Zon et al. , Anti 

Cancer Drug Design, 6:539 (1991); Zon etal. Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach, pp. 87-108 

(F. Eckstein, Ed., Oxford University Press, Oxford England (1991)); Stec et al., патент США № 5151510; 

Uhlmann and Peyman Chemical Reviews 90:543 (1990). Олигонуклеотид может включать метку для детек-

тирования, если необходимо. 

Как здесь используется, двадцать обычных аминокислот и их аббревиатуры используются согласно 

их традиционному применению. См. "Immunology - A Synthesis (2nd Edition, E.S. Golub and D.R. Green, 

Eds., Sinauer Associates, Sunderland, Mass (1991). Стереоизомеры (например, D-аминокислоты) двадцати 

обычных аминокислот, неприродных аминокислот, таких как α-, α-дизамещенные аминокислоты, N-

алкиламинокислоты, молочная кислота и другие нетрадиционные аминокислоты, также могут быть под-
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ходящими компонентами для полипептидов по настоящему изобретению. Примеры необычных амино-

кислот включают: 4-гидроксипролин, γ-карбоксиглутамат, ε-N,N,N-триметиллизин, ε-N-ацетиллизин, О-

фосфосерин, N-ацетилсерин, N-формилме тионин, 3-метилгистидин, 5-гидроксилизин, σ-N-

метиларгинин и другие аналогичные аминокислоты и иминокислоты (например, 4-гидроксипролин). Как 

здесь используется в отношении полипептида, то левое направление представляет собой аминоконцевое 

направление, и правое направление является карбоксиконцевым направлением в соответствии со стан-

дартным использованием и соглашением. 

Аналогично, если не указано иначе, то левый конец одноцепочечных полинуклеотидных последо-

вательностей представляет собой 5'-конец, левое направление двухцепочечных полинуклеотидных по-

следовательностей обозначается 5'-направлением. Направление 5' к 3' при добавлении появляющихся 

транскриптов РНК относится к областям направления последовательности транскрипции в цепочке ДНК, 

имеющей ту же последовательность, что и РНК, и которые представляют 5' к 5'-концу транскрипта РНК, 

относятся к "апстрим последовательностям", участки последовательности в цепочке ДНК, имеющие ту 

же последовательность, что и РНК, и которые являются 3' к 3'-концу транскрипта РНК, называются "да-

унстрим последовательностями". 

Применительно к полипептидам термин "существенная идентичность" означает, что две пептидные 

последовательности при оптимальном выравнивании, например с помощью программ GAP или BESTFIT 

с использованием массы гэпов по умолчанию, обладают по меньшей мере 80% идентичностью последо-

вательностей, в некоторых вариантах осуществления по меньшей мере 90% идентичностью последо-

ватльностей, в некоторых вариантах осуществления по меньшей мере 95% идентичностью последова-

тельностей и в некоторых вариантах осуществления по меньшей мере 99% идентичностью последова-

тельностей. 

В некоторых вариантах осуществления положения остатков, которые не идентичны, отличаются 

консервативными аминокислотными заменами. 

Как здесь обсуждалось, минорные вариации в аминокислотных последовательностях антител или 

молекул иммуноглобулина входят в объем настоящего изобретения, при условии, что изменения в ами-

нокислотной последовательности составляют по меньшей мере 75%, в некоторых вариантах осуществле-

ния по меньшей мере 80, 90, 95%, и в некоторых вариантах 99%. В частности, предусматриваются кон-

сервативные аминокислотные замены. Консервативные замены представляют замены, которые имеют 

место в семействе аминокислот, которые близки по их боковых цепям. Генетически кодированные ами-

нокислоты обычно делятся на семейства: (1) кислые аминокислоты, к которым относятся аспартат, глу-

тамат; (2) основные аминокислоты, к которым относятся лизин, аргинин, гистидин; (3) неполярные ами-

нокислоты, к которым относятся аланин, валин, лейцин, изолейцин, пролин, фенилаланин, метионин, 

триптофан, и (4) незаряженные полярные аминокислоты, к которым относятся глицин, аспарагин, глута-

мин, цистеин, серии, треонин, тирозин. Гидрофильные аминокислоты включают аргинин, аспарагин, ас-

партат, глутамин, глутамат, гистидин, лизин, серии и треонин. Гидрофобные аминокислоты включают 

аланин, цистеин, изолейцин, лейцин, метионин, фенилаланин, пролин, триптофан, тирозин и валин. Дру-

гие семейства аминокислот включают (i) серин и треонин, которые представляют семейство с алифати-

ческой гидроксигруппой; (ii) аспарагин и глутамин, которые представляют семейство, содержащее амид; 

(iii) аланин, валин, лейцин и изолейцин, которые являются алифатическим семейством; и (iv) фенилала-

нин, триптофан и тирозин, которые являются ароматическим семейством. Например, разумно ожидать, 

что отдельная замена лейцина на изолейцин или валин, аспартата на глутамат, треонина на серин, или 

аналогичная замена аминокислоты на структурно близкую аминокислоту, не будут оказывать большого 

влияния на связывание или свойства полученной молекулы, особенно если замена не включает амино-

кислоту в сайте каркасной области. То, насколько изменение аминокислоты приведет к получению 

функционального пептида, можно легко определить анализом специфической активности производного 

полипептида. Такие анализы подробно описаны здесь. Фрагменты или аналоги антител или молекул им-

муноглобулина могут быть легко получены специалистами в данной области. Подходящие аминоконцы 

и карбоксиконцы фрагментов или аналогов имеют место около границ функциональных областей. 

Структурные и функциональные области могут быть установлены сравнением данных по нуклеотидной 

и/или аминокислотной последовательности с известными или запатентованными базами последователь-

ностей. В некоторых вариантах осуществления компьютерные методы сравнения используются для 

идентификации мотивов последовательности или прогнозированных доменов конформации белка, кото-

рые встречаются в других белках с известной структурой и/или функцией. Известны способы идентифи-

кации белковых последовательностей, которые укладываются в известную трехмерную структуру. Bowie 

et al. Science 253: 164 (1991). Таким образом, приведенные выше примеры демонстрируют, что специали-

сты в данной области могут определить последовательности мотивов и структурные конформации, кото-

рые можно использовать для определения структурных и функциональных доменов по изобретению. 

Подходящими аминокислотными заменами являются такие, которые (1) снижают чувствительность 

к протеолизу, (2) снижают чувствительность к окислению, (3) изменяют аффинность связывания для об-

разования белковых комплексов, (4) изменяют аффинность связывания и (5) или модифицируют другие 
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физико-химические или функциональные свойства таких аналогов. Аналоги могут включать различные 

мутеины последовательности, отличной от встречающейся в природе пептидной последовательности. 

Например, одна или несколько аминокислотных замен (например, консервативные аминокислотные за-

мены) могут быть сделаны во встречающейся в природе последовательности (например, во фрагменте 

полипептида вне домена(ов), образующих межмолекулярные контакты). Консервативная аминокислот-

ная замена не должна существенно изменять структурные характеристики исходной последовательности 

(например, аминокислота, подвергшаяся замене, не должна нарушать спираль, которая имеет место в 

исходной последовательности, или нарушать другие виды вторичной структуры, характерные для исход-

ной последовательности). Примеры известных в данной области вторичных и третичных структур поли-

пептидов описаны в Proteins, Structures and Molecular Principles (Creighton, Ed., W. H. Freeman and Com-

pany, New York (1984)); Introduction to Protein Structure (C. Branden and J. Tooze, eds., Garland Publishing, 

New York, N.Y. (1991)); и Thornton et at., Nature 354:105 (1991). 

Как здесь используется, термин "полипептидный фрагмент" относится к полипептиду, содержаще-

му делецию в аминоконцевой или карбоксиконцевой области, но у которого остальная аминокислотная 

последовательность идентична соответствующим областям встречающейся в природе последовательно-

сти, полученной, например, из полноразмерной последовательности кДНК. Длина фрагментов, как пра-

вило, составляет по меньшей мере 5, 6, 8 или 10 аминокислот, предпочтительно по меньшей мере 14 

аминокислот, более предпочтительно по меньшей мере 20 аминокислот, как правило, по меньшей мере 

50 аминокислот и в некоторых вариантах осуществления по меньшей мере 70 аминокислот. Как здесь 

используется, термин "аналог" относится к полипептидам, которые состоят из сегмента по меньшей мере 

из 25 аминокислот, который имеет существенную идентичность с фрагментом выведенной аминокислот-

ной последовательности и который обладает специфическим связыванием с мишенью в подходящих ус-

ловиях связывания. Как правило, полипептидные аналоги включают консервативную аминокислотную 

замену (или добавление или делецию) по отношению к встречающейся в природе последовательности. 

Аналоги обычно имеют длину по меньшей мере из 20 аминокислот, в некоторых вариантах осуществле-

ния, длину по меньшей мере из 50 аминокислот или более, и часто могут иметь длину полноразмерного 

встречающегося в природе полипептида. 

Термин "агент" используется здесь для обозначения химического соединения, смеси химических 

соединений, биологической макромолекулы или экстракта, полученного из биологических веществ. 

Как здесь используется, термины "метка" или "меченые" относятся к включению детектируемой 

метки, например введением радиоактивно меченной аминокислоты или присоединением к полипептиду 

биотинильных групп, которые могут детектироваться меченным авидином (например, стрептавидин, 

содержащий флуоресцентную метку или имеющий ферментативную активность, которые могут детекти-

роваться оптическими или калориметрическими методами). В определенных ситуациях метка или мар-

кер также могут быть терапевтическими. В данной области известны и могут быть использованы различ-

ные методы мечения полипептидов и гликопротеинов. Примеры меток для полипептидов включают, не 

ограничиваясь этим, следующие: радиоизотопы или радионуклиды (например, 
3
Н, 

14
С, 

15
N, 

35
S, 

90
Y, 

99
Тс, 

111
In, 

125
I, 

131
I), флуоресцентные метки (например, FITC, родамин, лантанидные фосфоры), ферментатив-

ные метки (например, пероксидаза хрена, п-галактозидаза, люцифераза, щелочная фосфатаза), хемилю-

минесцентные метки, биотинильные группы, заранее определенные полипептидные эпитопы, распозна-

ваемые вторичным репортером (например, последовательности лейциновой молнии, сайты связывания 

вторичных антител, области связывания металлов, эпитопные метки). В некоторых вариантах осуществ-

ления метки присоединены с помощью плеч спейсера различной длины для снижения потенциальных 

пространственных затруднений. Как здесь используется, термин "фармацевтический агент или лекарст-

венное средство" относится к химическому соединению или композиции, способным индуцировать же-

лаемый терапевтический эффект при правильном введении пациенту. 

Другие химические термины используются здесь в соответствии с их обычным применением в дан-

ной области техники, как показано в "McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms" (Parker, S., Ed., 

McGraw-Hill, San Francisco (1985)). 

Как здесь используется, термин "по существу чистый" означает, что молекула объекта является 

преобладающей молекулой, которая присутствует (т.е. на молярной основе она более избыточна, чем 

любые другие отдельные молекулы в композиции), и в некоторых вариантах осуществления по существу 

очищенная фракция представляет собой композицию, в которой молекула объекта составляет по мень-

шей мере примерно 50% (на молярной основе) от всех присутствующих видов макромолекул. 

Как правило, по существу чистая композиция будет содержать более 80% всех видов макромоле-

кул, присутствующих в композиции, в некоторых вариантах осуществления более 85, 90, 95 и 99%. В 

некоторых вариантах осуществления изобретения молекула объекта очищена до необходимой гомоген-

ности (молекулы загрязняющих веществ не могут быть обнаружены в композиции обычными методами 

анализа), где композиция состоит в основном из одного вида макромолекул. 

Термин "пациент" включает человека и субъектов ветеринарии. 

Антитела и/или активируемые антитела по настоящему изобретению специфически связываются с 

конкретной мишенью, например человеческим белком-мишенью, таким как человеческий PDL1. Также 
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изобретение включает антитела и/или активируемые антитела, которые связываются с тем же эпитопом, 

что и антитела и/или активируемые антитела, описанные здесь. Также изобретение включает антитела 

и/или активируемые антитела, которые конкурируют с анти-PDL1-антителом и/или активируемым анти-

PDL1-антителом, описанными здесь, за связывание с PDL1, например человеческим PDL1. Также изо-

бретение включает антитела и/или активируемые антитела, которые перекрестно конкурируют с анти-

PDL1-антителом и/или активируемым анти-PDL1-антителом, описанными здесь, за связывание с PDL1, 

например человеческим PDL1. 

Специалистам в данной области должно быть понятно, что без излишнего экспериментирования 

можно определить, обладает ли моноклональное антитело (например, мышиное моноклональное или 

гуманизированное антитело) такой же специфичностью, как моноклональное антитело, используемое в 

способах, описанных здесь, определением того, насколько первое антитело препятствует последнему 

связываться с мишенью. Если тестируемое моноклональное антитело конкурирует с моноклональным 

антителом по изобретению, что показано по снижению связывания моноклональным антителом по дан-

ному изобретению, то тогда два моноклональных антитела связываются с одним и тем же или близким 

эпитопом. Альтернативный способ определения того, обладает ли моноклональное антитело специфич-

ностью моноклонального антитела по данному изобретению, состоит в том, чтобы предварительно инку-

бировать моноклональное антитело по данному изобретению с мишенью и затем добавить тестируемое 

моноклональное антитело для определения того, ингибируется способность тестируемого моноклональ-

ного антитела связываться с мишенью. Если тестируемое моноклональное антитело ингибируется, то, по 

всей вероятности, оно обладает той же или функционально эквивалентной эпитопической специфично-

стью, что и моноклональное антитело по данному изобретению. 

Полиспецифические активируемые антитела. 

Изобретение также обеспечивает полиспецифические активируемые анти-PDL1-антитела. Поли-

специфические активируемые антитела, обеспеченные здесь, представляют полиспецифические антите-

ла, которые распознают PDL1 и по меньшей мере один или несколько других антигенов или эпитопов и 

которые включают по меньшей мере один маскирующий фрагмент (ММ), связанный по меньшей мере с 

одним антигенсвязывающим или эпитопсвязывающим участком полиспецифического антитела, таким 

образом, связывание ММ снижает способность антигенсвязывающего или эпитопсвязывающего участка 

связываться со своей мишенью. В некоторых вариантах осуществления ММ связан с антигенсвязываю-

щим или эпитопсвязывающим участком полиспецифического антитела посредством расщепляемого 

фрагмента (СМ), который функционирует в качестве субстрата по меньшей мере для одной протеазы. 

Активируемые полиспецифические антитела, обеспеченные здесь, являются стабильными в системе кро-

вообращения, активируются в предполагаемых местах лечения и/или диагностики, но не в нормальной, 

т.е. здоровой ткани, и при активации проявляют связывание с мишенью, которое, по меньшей мере, 

сравнимо со связыванием соответствующего немодифицированного полиспецифического антитела. 

В некоторых вариантах осуществления полиспецифические активируемые антитела сконструиро-

ваны для активации иммунных эффекторных клеток, также относятся здесь к полиспецифическим акти-

вируемым антителам, активаторам иммунных эффекторных клеток. В некоторых вариантах осуществле-

ния полиспецифические активируемые антитела сконструированы для активации лейкоцитов, также от-

носятся здесь к полиспецифическим активируемым антителам, активаторам лейкоцитов. В некоторых 

вариантах осуществления полиспецифические активируемые антитела сконструированы для активации 

Т-клеток, также относятся здесь к полиспецифическим активируемым антителам, активаторам Т-клеток. 

В некоторых вариантах осуществления полиспецифические активируемые антитела взаимодействуют с 

поверхностным антигеном на лейкоците, таком как Т-клетка, на природной киллерной клетке (NK), на 

миелоидной мононуклеарной клетке, на макрофаге и/или на другой иммунной эффекторной клетке. В 

некоторых вариантах осуществления иммунная эффекторная клетка представляет собой лейкоцит. В не-

которых вариантах осуществления иммунная эффекторная клетка представляет собой Т-клетку. В неко-

торых вариантах осуществления иммунная эффекторная клетка представляет собой NK-клетку. В неко-

торых вариантах осуществления иммунная эффекторная клетка представляет собой мононуклеарную 

клетку, такую как миелоидная мононуклеарная клетка. В некоторых вариантах осуществления полиспе-

цифические активируемые антитела сконструированы для связывания или иного взаимодействия с более 

чем одной мишенью и или более чем одним эпитопом, также относятся здесь к активируемым антителам, 

нацеленным на многие антигены. Как здесь используеся, термины "мишень" и "антиген" используются 

взаимозаменяемо. 

В некоторых вариантах осуществления полиспецифические активируемые антитела, активаторы 

иммунных эффекторных клеток, включают нацеливающее антитело или его антигенсвязывающий фраг-

мент, которые связываются с PDL1, и антитело или его антигенсвязывающий участок, активаторы им-

мунной эффекторной клетки, где по меньшей мере одно из нацеливающего антитела или его антигенсвя-

зывающего фрагмента, и/или антитела или его антигенсвязывающего фрагмента, активатора иммунной 

эффекторной клетки, маскированы. В некоторых вариантах осуществления антитело или его антигенсвя-

зывающий фрагмент, активатор иммунных эффекторных клеток, включают первое антитело или его ан-

тигенсвязывающий фрагмент (АВ1), которые связываются с первой мишенью иммунной эффекторной 
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клетки, где АВ1 присоединено к маскирующему фрагменту (ММ1) таким образом, что связывание ММ1 

уменьшает способность АВ1 связываться с первой мишенью. В некоторых вариантах осуществления 

нацеливающее антитело или его антигенсвязывающий фрагмент включают второе антитело или его 

фрагмент, которые включают второе антитело или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ2), которые 

связываются с PDL1, где АВ2 присоединено к маскирующему фрагменту (ММ2) таким образом, что свя-

зывание ММ2 уменьшает способность АВ2 связываться с PDL1. В некоторых вариантах осуществления 

антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, активаторы иммунной эффекторной клетки, включают 

первое антитело или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ1), которые связываются с первой мишенью 

иммунной эффекторной клетки, где АВ1 присоединено к маскирующему фрагменту (ММ1) таким обра-

зом, что связывание ММ1 уменьшает способность АВ1 связываться с первой мишенью, и нацеливающее 

антитело или его антигенсвязывающий фрагмент включает второе антитело или его фрагмент, которые 

включают второе антитело или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ2), которые связываются с PDL1, 

где АВ2 присоединено к маскирующему фрагменту (ММ2), таким образом, что связывание ММ2 умень-

шает способность АВ2 связываться с PDL1. В некоторых вариантах осуществления антитело, активи-

рующее неиммунную эффекторную клетку, представляет собой антитело, нацеливающее на злокачест-

венную опухоль. В некоторых вариантах осуществления неиммуновое клеточное эффекторное антитело 

представляет IgG. В некоторых вариантах осуществления антитело, активирующее иммунную эффек-

торную клетку, представляет scFv. В некоторых вариантах осуществления PDL1-нацеливающее антитело 

(например, неиммуновое клеточное эффекторное антитело) представляет IgG, и антитело, активирующее 

иммунную эффекторную клетку, представляет scFv. В некоторых вариантах осуществления иммунная 

эффекторная клетка представляет лейкоцит. В некоторых вариантах осуществления иммунная эффек-

торная клетка представляет Т-клетку. 

В некоторых вариантах осуществления иммунная эффекторная клетка представляет NK-клетку. В 

некоторых вариантах осуществления иммунная эффекторная клетка представляет миелоидную мононук-

леарную клетку. 

В некоторых вариантах осуществления полиспецифические активируемые антитела, активаторы Т-

клеток по изобретению, включают антитело, нацеливающее на PDL1, или его антигенсвязывающий 

фрагмент, и антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, активаторы Т-клетки, где по меньшей ме-

ре одно из антитела, нацеливающего на PDL1, или его антигенсвязывающего фрагмента, и/или антитела 

или его антигенсвязывающего фрагмента, активатора Т-клетки, маскированы. В некоторых вариантах 

осуществления антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, активатор Т-клетки, включают первое 

антитело или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ1), которые связываются с первой мишенью Т-

клетки, где АВ1 присоединено к маскирующему фрагменту (ММ1) таким образом, что соединение ММ1 

уменьшает способность АВ1 связываться с первой мишенью. В некоторых вариантах осуществления 

нацеливающее антитело или его антигенсвязывающий фрагмент включают второе антитело или его 

фрагмент, которые включают второе антитело или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ2), которые 

связываются с PDL1, где АВ2 присоединено к маскирующему фрагменту (ММ2) таким образом, что со-

единение ММ2 уменьшает способность АВ2 связываться с PDL1. В некоторых вариантах осуществления 

антитело, активирующее Т-клетку, или его антигенсвязывающий фрагмент, включают первое антитело 

или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ1), которые связываются с первой мишенью Т-клетки, где 

АВ1 присоединено к маскирующему фрагменту (ММ1) такм образом, что соединение ММ1 уменьшает 

способность АВ1 связываться с первой мишенью, и нацеливающее антитело или его антигенсвязываю-

щий фрагмент включают второе антитело или его фрагмент, которые включают второе антитело или его 

антигенсвязывающий фрагмент (АВ2), которые связываются с PDL1, где АВ2 присоединено к маски-

рующему фрагменту (ММ2) таким образом, что соединение ММ2 уменьшает способность АВ2 связы-

ваться с PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления полиспецифического активируемого антитела, активатора 

иммунных эффекторных клеток, одним антигеном является PDL1, и другой антиген обычно представля-

ет стимуляторный или ингибиторный рецептор, присутствующий на поверхности Т-клетки, природной 

киллерной клетки (NK), миелоидной мононуклеарной клетки, макрофага и/или другой иммунной эффек-

торной клетки, такой как, не ограничиваясь этим, В7-Н4, BTLA, CD3, CD4, CD8, CD16a, CD25, CD27, 

CD28, CD32, CD56, CD137, CTLA-4, GITR, HVEM, ICOS, LAG3, NKG2D, 0X40, PD1, TIGIT, TIM3 или 

VISTA. В некоторых вариантах осуществления антиген представляет собой стимуляторный рецептор, 

присутствующий на поверхности Т-клетки или NK-клетки; примеры таких стимуляторных рецепторов 

включают, не ограничиваясь этим, CD3, CD27, CD28, CD137 (также называемые 4-1ВВ), GITR, HVEM, 

ICOS, NKG2D и 0X40. В некоторых вариантах осуществления антиген представляет ингибиторный ре-

цептор, присутствующий на поверхности Т-клетки; примеры таких ингибиторных рецепторов включают, 

не ограничиваясь этим, BTLA, CTLA-4, LAG3, PD1, TIGIT, TIM3 и NK-экспрессируемые KIR. Область 

антитела, придающая специфичность к поверхностному антигену Т-клеток, также может быть замещена 

лигандом или доменом лиганда, которые связываются с рецептором Т-клеток, рецептором NK-клетки, 

рецептором макрофага и/или рецептором других иммунных эффекторных клеток, таким как, не ограни-

чиваясь этим, В7-1, В7-2, В7НЗ, PDL1, PDL2 или TNFSF9. 
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В некоторых вариантах осуществления полиспецифическое активируемое антителл, активатор Т-

клеток, включает анти-CD3-эпсилон (CD3e, также относится здесь к CD3e и CD3) scFv, и нацеливающее 

антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, где по меньшей мере одно из анти-CD3е scFv и/или 

нацеливающего антитела или его антигенсвязывающего фрагмента маскировано. В некоторых вариантах 

осуществления scFv CD3e включает первое антитело или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ1), ко-

торые связываются с CD3e, где АВ1 присоединено к маскирующему фрагменту (ММ1) таким образом, 

что соединение ММ1 уменьшает способность АВ1 связываться с CD3e. В некоторых вариантах осущест-

вления нацеливающее антитело или его антигенсвязывающий фрагмент включает второе антитело или 

его фрагмент, которые включают второе антитело или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ2), кото-

рые связываются с PDL1, где АВ2 присоединено к маскирующему фрагменту (ММ2) таким образом, что 

соединение ММ2 уменьшает способность АВ2 связываться с PDL1. В некоторых вариантах осуществле-

ния CD3s scFv включает первое антитело или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ1), которые связы-

ваются с CD3e, где АВ1 присоединено к маскирующему фрагменту (ММ1) таким образом, что соедине-

ние ММ1 уменьшает способность АВ1 связываться с CD3e, и нацеливающее антитело или его антиген-

связывающий фрагмент включает второе антитело или его фрагмент, который включает второе антитело 

или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ2), которые связываются с PDL1, где АВ2 присоединено к 

маскирующему фрагменту (ММ2), так что соединение ММ2 уменьшает способность АВ2 связываться с 

PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления мультиантигенные нацеливающие антитела и/или мульти-

антигенные нацеливающие активируемые антитела включают, по меньшей мере, первое антитело или 

его антигенсвязывающий фрагмент, которые связываются с первой мишенью и/или первым эпитопом, и 

второе антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, которые связываются со второй мишенью и/или 

вторым эпитопом. В некоторых вариантах осуществления мультиантигенные нацеливающие антитела 

и/или мультиантигенные нацеливающие активируемые антитела связываются с двумя или более различ-

ными мишенями. В некоторых вариантах осуществления мультиантигенные нацеливающие антитела 

и/или мультиантигенные нацеливающие активируемые антитела связываются с двумя или более разны-

ми эпитопами на одной и той же мишени. В некоторых вариантах осуществления мультиантигенные на-

целивающие антитела и/или мультиантигенные нацеливающие активируемые антитела связываются с 

комбинацией двух или более различных мишеней и двух или более различных эпитопов на одной и той 

же мишени. 

В некоторых вариантах осуществления полиспецифическое активируемое антитело, включающее 

IgG, содержит маскированные вариабельные области IgG. В некоторых вариантах осуществления поли-

специфическое активируемое антитело, включающее scFv, содержит маскированные области scFv. В 

некоторых вариантах осуществления полиспецифическое активируемое антитело включает вариабель-

ные области IgG и области scFv, где по меньшей мере одна из вариабельных областей IgG связана с мас-

кирующим фрагментом. В некоторых вариантах осуществления полиспецифическое активируемое анти-

тело включает вариабельные области IgG и области scFv, где по меньшей мере одна из областей scFv 

связана с маскирующим фрагментом. В некоторых вариантах осуществления полиспецифическое акти-

вируемое антитело включает вариабельные области IgG и области scFv, где по меньшей мере одна из 

вариабельных областей IgG связана с маскирующим фрагментом и по меньшей мере одна из областей 

scFv связана с маскирующим фрагментом. В некоторых вариантах осуществления полиспецифическое 

активируемое антитело включает вариабельные области IgG и области scFv, где каждая из вариабельных 

областей IgG и каждая из областей scFv связаны с их собственным маскирующим фрагментом. В некото-

рых вариантах осуществления одна область полиспецифического активируемого антитела обладает спе-

цифичностью для антигена-мишени и другая область антитела обладает специфичностью для поверхно-

стного антигена Т-клетки. В некоторых вариантах осуществления одна область полиспецифического ак-

тивируемого антитела обладает специфичностью для антигена-мишени и другая область антитела обла-

дает специфичностью для другого антигена-мишени. В некоторых вариантах осуществления одна об-

ласть полиспецифического активируемого антитела обладает специфичностью для эпитопа антигена-

мишени и другая область антитела обладает специфичностью для другого эпитопа антигена-мишени. 

В полиспецифическом активируемом антителе scFv может быть слито с карбоксильным концом тя-

желой цепи активируемого IgG антитела, с карбоксильным концом легкой цепи активируемого IgG анти-

тела или с карбоксильными концами обеих тяжелых и легких цепей активируемого IgG антитела. В по-

лиспецифическом активируемом антителе scFv может быть слито с аминоконцом тяжелой цепи активи-

руемого IgG антитела, с аминоконцом легкой цепи активируемого IgG антитела или с аминоконцами как 

тяжелых, так и легких цепей активируемого IgG антитела. В полиспецифическом активируемом антителе 

scFv может быть слито с любой комбинацией одного или нескольких карбоксильных концов и одного 

или нескольких аминоконцов активируемого IgG антитела. В некоторых вариантах осуществления мас-

кирующий фрагмент (ММ), связанный с расщепляемым фрагментом (СМ), присоединен и маскирует 

антигенсвязывающий участок IgG. В некоторых вариантах осуществления маскирующий фрагмент 

(ММ), связанный с расщепляемым фрагментом (СМ), присоединен и маскирует антигенсвязывающий 

участок по меньшей мере одного scFv. В некоторых вариантах осуществления маскирующий фрагмент 
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(ММ), связанный с расщепляемым фрагментом (СМ), присоединен и маскирует антигенсвязывающий 

участок IgG, и маскирующий фрагмент (ММ), связанный с расщепляемым фрагментом (СМ), присоеди-

нен и маскирует антигенсвязывающий участок по меньшей мере одного scFv. 

В изобретении обеспечиваются примеры структур полиспецифических активируемых антител, ко-

торые включают, не ограничиваясь этим, следующее: 

 

 
где VL и VH представляют вариабельные области легкой и тяжелой цепи первой специфичности, 

входящие в состав IgG; VL* и VH* представляют вариабельные области легкой и тяжелой цепи второй 

специфичности, входящие в состав scFv; L1 представляет собой линкерный пептид, соединяющий мас-

кирующий фрагмент (ММ) и расщепляемый фрагмент (СМ) ; L2 представляет собой линкерный пептид, 

соединяющий расщепляемый фрагмент (СМ) и антитело; L3 представляет собой линкерный пептид, со-

единяющий вариабельные области scFv; L4 представляет собой линкерный пептид, соединяющий анти-

тело первой специфичности с антителом второй специфичности; CL представляет константную область 

легкой цепи; и CH1, CH2, СН3 являются константными областями тяжелой цепи. Первая и вторая спе-

цифичности могут относиться к любому антигену или эпитопу. 

В некоторых вариантах осуществления полиспецифического активируемого антитела, активатора 

Т-клеток, один антиген представляет PDL1, и другой антиген обычно является стимуляторным (также 

называемым здесь активирующим) или ингибиторным рецептором, присутствующим на поверхности Т-

клетки, природной киллерной клетки (NK), миелоидной мононуклеарной клетки, макрофага и/или дру-

гой иммунной эффекторной клетки, такой как, не ограничиваясь этим, В7-Н4, BTLA, CD3, CD4, CD8, 

CD16a, CD25, CD27, CD28, CD32, CD56, CD137 (также относится здесь к TNFRSF9), CTLA-4, GITR, 

HVEM, ICOS, LAG3, NKG2D, 0X40, PD1, TIGIT, TIM3 или VISTA. Область антитела, придающая спе-

цифичность по отношению к поверхностному антигену Т-клеток, также может быть замещена лигандом 

или областью лиганда, которые связываются с рецептором Т-клетки, рецептором NK-клетки, рецептором 

макрофага и/или рецептором другой иммунной эффекторной клетки, таким как, не ограничиваясь этим, 
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PDL1. 

В некоторых вариантах осуществления нацеливающее антитело представляет анти-PDL1-антитело, 

раскрытое здесь. В некоторых вариантах осуществления нацеливающее антитело может находиться в 

форме активируемого антитела. В некоторых вариантах осуществления scFv(s) может находиться в фор-

ме про-scFv (см., например, международные заявки WO 2009/025846, WO 2010/081173). 

В некоторых вариантах осуществления scFv специфично для связывания CD3e, и содержит или по-

лучено из антитела или его фрагмента, которые связываются с CD3e. например, СН2527, FN18, Н2С, 

OKT3, 2С11, UCHT1 или V9. В некоторых вариантах осуществления scFv специфично для связывания 

CTLA-4 (также относится здесь к CTLA и CTLA4). 

В некоторых вариантах осуществления scFv против CTLA-4 включает аминокислотную последова-

тельность: 

 
В некоторых вариантах осуществления scFv против CTLA-4 включает аминокислотную последова-

тельность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более идентична амино-

кислотной последовательности SEQ ID NO: 424. 

В некоторых вариантах осуществления scFv против CD3ε включает аминокислотную последова-

тельность: 

 
В некоторых вариантах осуществления scFv против CD3ε включает аминокислотную последова-

тельность, которая по меньшей мере на 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более идентична амино-

кислотной последовательности SEQ ID NO: 425. 

В некоторых вариантах осуществления scFv специфично для связывания с одной или более Т-

клетками, одной или более NK-клетками и/или одним или более макрофагами. В некоторых вариантах 

осуществления scFv специфично для связывания с мишенью, выбранной из группы, состоящей из В7-Н4, 

BTLA, CD3, CD4, CD8, CD16a, CD25, CD27, CD28, CD32, CD56, CD137, CTLA-4, GITR, HVEM, ICOS, 

LAG3, NKG2D, 0X40, PD1, TIGIT, TIM3 или VISTA. 

В некоторых вариантах осуществления полиспецифическое активируемое антитело также включает 

агент, конъюгированный с АВ. В некоторых вариантах осуществления агент является терапевтическим 

агентом. В некоторых вариантах осуществления агент является противоопухолевым средством. В неко-

торых вариантах осуществления агент представляет токсин или его фрагмент. В некоторых вариантах 

осуществления агент конъюгирован с полиспецифическим активируемым антителом через линкер. В 

некоторых вариантах осуществления агент конъюгирован с АВ через расщепляемый линкер. В некото-

рых вариантах осуществления линкер представляет нерасщепляемый линкер. В некоторых вариантах 

осуществления агент представляет собой ингибитор микротрубочек. В некоторых вариантах осуществ-

ления агент представляет собой агент, повреждающий нуклеиновую кислоту, такой как алкилятор ДНК 

или интеркалятор ДНК, или другой агент, повреждающий ДНК. В некоторых вариантах осуществления 

линкер является расщепляемым линкером. В некоторых вариантах осуществления агент представляет 

собой агент, выбранный из группы, приведенной в табл.11. В некоторых вариантах осуществления агент 

представляет доластатин. В некоторых вариантах осуществления агент представляет ауристатин или его 

производное. В некоторых вариантах осуществления агент представляет ауристатин Е или его производ-

ное. В некоторых вариантах осуществления агент представляет монометилауристатин Е (ММАЕ). В не-

которых вариантах осуществления агент представляет монометилауристатин D (MMAD). В некоторых 

вариантах осуществления агент представляет майтанзиноида или производное майтанзиноида. В некото-

рых вариантах осуществления агент представляет DM1 или DM4. В некоторых вариантах осуществления 

агент представляет дуокармицин или его производное. В некоторых вариантах осуществления агент 

представляет калихеамицин или его производное. В некоторых вариантах осуществления агент пред-

ставляет пирролобензодиазепин. В некоторых вариантах осуществления агент представляет димер пир-

ролобензодиазепина. 
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В некоторых вариантах осуществления полиспецифическое активируемое антитело также включает 

детектируемую метку. В некоторых вариантах осуществления детектируемая метка является диагности-

ческим агентом. 

В некоторых вариантах осуществления полиспецифическое активируемое антитело естественно со-

держит одну или несколько дисульфидных связей. В некоторых вариантах осуществления полиспецифи-

ческое активируемое антитело может быть сконструировано таким образом, чтобы включать одну или 

несколько дисульфидных связей. 

Настоящее изобретение также обеспечивает выделенную молекулу нуклеиновой кислоты, коди-

рующую полиспецифическое активируемое антитело, описанное здесь, а также векторы, которые вклю-

чают данные выделенные последовательности нуклеиновой кислоты. В настоящем раскрытии представ-

лены способы получения полиспецифического активируемого антитела путем культивирования клетки в 

условиях, которые приводят к экспрессии активируемого антитела, где клетка содержит такую молекулу 

нуклеиновой кислоты. В некоторых вариантах осуществления клетка содержит такой вектор. 

Настоящее изобретение также обеспечивает способ получения полиспецифических активируемых ан-

тител по настоящему раскрытию путем (а) культивирования клетки, содержащей конструкцию нуклеино-

вой кислоты, которая кодирует полиспецифическое активируемое антитело в условиях, которые приводят к 

экспрессии полиспецифического активируемого, и (b) выделения полиспецифического активируемого ан-

титела. Подходящие АВ, ММ и/или СМ включают любой из АВ, ММ и/или СМ, раскрытых здесь. 

Настоящее изобретение также обеспечивает полиспецифические активируемые антитела и/или 

композиции полиспецифических активируемых антител, которые включают, по меньшей мере, первое 

антитело или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ1), которые специфически связываются с первой 

мишенью или первым эпитопом, и второе антитело или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ2), кото-

рые связываются со второй мишенью или вторым эпитопом, где, по меньшей мере, АВ1 соединено или 

иным образом присоединено к маскирующему фрагменту (ММ1) таким образом, что соединение ММ1 

уменьшает способность АВ1 связываться со своей мишенью. В некоторых вариантах осуществления 

ММ1 связан с АВ1 посредством первой последовательности расщепляемого фрагмента (СМ1), которая 

включает субстрат для протеазы, например протеазы, которая локализована совместно с мишенью АВ1 в 

месте, подвергающемся лечению или в диагностике, у субъекта. Полиспецифические активируемые ан-

титела, обеспеченные здесь, являются стабильными в системе кровообращения, активируются в предпо-

лагаемых местах лечения и/или диагностики, но не в нормальной, т.е. здоровой ткани, и, когда они акти-

вируются, то проявляют связывание с мишенью АВ1, которое, по меньшей мере, сравнимо со связывани-

ем соответствующего, немодифицированного полиспецифического антитела. Подходящие АВ, ММ 

и/или СМ включают любой из АВ, ММ и/или СМ, раскрытых здесь. 

Настоящее изобретение также обеспечивает композиции и способы, которые включают полиспеци-

фическое активируемое антитело, которое включает, по меньшей мере, первое антитело или фрагмент 

антитела (АВ1), которые специфически связываются с мишенью, и второе антитело или фрагмент анти-

тела (АВ2), где, по меньшей мере, первое АВ в полиспецифическом активируемом антителе соединено с 

маскирующим фрагментом (ММ1), который уменьшает способность АВ1 связываться со своей мише-

нью. В некоторых вариантах осуществления каждое АВ связано с ММ, который уменьшает способность 

его соответствующего АВ связываться с каждой мишенью. Например, в вариантах осуществления бис-

пецифического активируемого антитела АВ1 соединено с первым маскирующим фрагментом (ММ1), 

который уменьшает способность АВ1 связываться со своей мишенью, и АВ2 связано со вторым маски-

рующим фрагментом (ММ2), который уменьшает способность АВ2 связываться с его мишенью. В неко-

торых вариантах осуществления полиспецифическое активируемое антитело содержит более двух облас-

тей АВ; в таких вариантах осуществления АВ1 связано с первым маскирующим фрагментом (ММ1), ко-

торый уменьшает способность АВ1 связываться со своей мишенью, АВ2 соединено со вторым маски-

рующим фрагментом (ММ2), который уменьшает способность АВ2 связываться со своей мишенью, АВ3 

связано с третьим маскирующим фрагментом (ММ3), который уменьшает способность АВ3 связываться 

со своей мишенью, и так далее для каждого АВ в полиспецифическом активируемом антителе. Подхо-

дящие АВ, ММ и/или СМ включают любой из АВ, ММ и/ или СМ, раскрытых здесь. 

В некоторых вариантах осуществления полиспецифическое активируемое антитело дополнительно 

включает по меньшей мере один расщепляемый фрагмент (СМ), который является субстратом для про-

теазы, где СМ связывает ММ с АВ. Например, в некоторых вариантах осуществления полиспецифиче-

ское активируемое антитело включает, по меньшей мере, первое антитело или фрагмент антитела (АВ1), 

которые специфически связываются с мишенью, и второе антитело или фрагмент антитела (АВ2), где, по 

меньшей мере, первое АВ в полиспецифическом активируемом антителе соединено посредством первого 

расщепляемого фрагмента (СМ1) с маскирующим фрагментом (ММ1), который уменьшает способность 

АВ1 связываться со своей мишенью. В некоторых вариантах осуществления биспецифических активи-

руемых антител АВ1 связано через СМ1 с ММ1, и АВ2 связано через второй расщепляемый фрагмент 

(СМ2) со вторым маскирующим фрагментом (ММ2), который уменьшает способность АВ2 связываться 

со своей мишенью. В некоторых вариантах осуществления полиспецифическое активируемое антитело 

содержит более двух областей АВ; в некоторых из этих вариантов осуществления АВ1 связано через 
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СМ1 с ММ1, АВ2 соединено через СМ2 с ММ2, и АВ3 соединено через третий расщепляемый фрагмент 

(СМ3) с третьим маскирующим фрагментом (ММ3), который уменьшает способность АВ3 связываться 

со своей мишенью, и т.д. для каждого АВ в полиспецифическом активируемом антителе. Подходящие 

АВ, ММ и/или СМ включают любой из АВ, ММ и/или СМ, раскрытых здесь. 

Активируемые антитела, имеющие несвязывающиеся стерические группы или партнеры по связы-

ванию для несвязывающихся стерических групп. 

Настоящее изобретение также обеспечивает активируемые антитела, которые включают несвязы-

вающиеся стерические группы (NB) или партнеры по связыванию (ВР) для несвязывающихся стериче-

ских групп, где ВР вызывает рекрутинг или иным образом привлекает NB к активируемому антителу. 

Активируемые антитела, обеспеченные здесь, включают, например, активируемое антитело, которое со-

держит несвязывающуюся стерическую группу (NB), расщепляемый линкер (CL) и антитело или фраг-

мент антитела (АВ), которые связываются с мишенью; активируемое антитело, которое включает связы-

вающий партнер для несвязывающейся стерической группы (ВР), CL и АВ; и активируемое антитело, 

которое включает ВР, к которой рекрутирован NB, CL и АВ, которое связывается с мишенью. Активи-

руемые антитела, в которых NB ковалентно связаны с CL и АВ активируемого антитела или связаны 

взаимодействием с ВР, который ковалентно связан с CL и АВ активируемого антитела, в настоящем до-

кументе называются "NB-содержащими активируемыми антителами". "Активируемое или переключае-

мое" означает, что активируемое антитело проявляет первый уровень связывания с мишенью, когда ак-

тивируемое антитело находится в состоянии ингибирования, маскирования или нерасщепления (т.е. пер-

вая конформация), и второй уровень связывания с мишенью, когда активируемое антитело находится в 

неингибированном, немаскированном и/или расщепленном состоянии (т.е. вторая конформация, т.е. ак-

тивированное антитело), где второй уровень связывания с мишенями выше, чем первый уровень связы-

вания с мишенью. Композиции активируемых антител могут проявлять повышенную биодоступность и 

более благоприятное биораспределение по сравнению с традиционными терапевтическими антителами. 

В некоторых вариантах осуществления активируемые антитела обеспечивают пониженную токсич-

ность и/или пониженные неблагоприятные побочные эффекты, которые в противном случае могли бы 

быть результатом связывания в местах, не требующих лечения и/или диагностики, если бы АВ не было 

маскировано или иным образом не ингибировано в отношение связывания с таким местом. 

Активируемые анти-PDL1-антитела, которые включают несвязывающуюся стерическую группу 

(NB), могут быть получены с использованием способов, описанных в публикации международной заявки 

РСТ WO 2013/192546, содержание которой включено в настоящее описание посредством ссылки во всей 

ее полноте. 

Применение антител, конгьюгированных антител, активируемых антител и конгьюгированных ак-

тивируемых антител. 

Очевидно понятно, что введение терапевтических средств по настоящему изобретению будет про-

водиться с подходящими носителями, эксципиентами и другими агентами, которые включаются в ком-

позиции для обеспечения улучшенного переноса, доставки, переносимости и тому подобное. Множество 

подходящих композиций можно найти в фармацевтическом справочнике, известном всем химикам, ра-

ботающим в области фармации: Remington's Pharmaceutical Sciences (15-е изд., Издательство Mack Pub-

lishing, Easton, PA (1975)), в частности, в главе 87, Blaug, Seymour. Такие композиции включают, напри-

мер, порошки, пасты, мази, желе, воски, масла, липиды, везикулы, содержащие липиды (катионные или 

анионные) (такие как липофектин), конъюгаты ДНК, безводные абсорбционные пасты, эмульсии масло-

в-воде и вода-в-масле, эмульсии карбовоска (полиэтиленгликоли различной молекулярной массы), полу-

твердые гели и полутвердые смеси, содержащие карбовоск. Любая из вышеуказанных смесей может 

быть подходящей в способах лечения и препаратах согласно настоящему изобретению при условии, что 

активный ингредиент в композиции не инактивируется композицией, и композиция является физиологи-

чески совместимой и переносимой при определенном способе введения. Смотри также Baldrick P., 

"Pharmaceutical excipient development: the need for preclinical guidance", Regul. Toxicol Pharmacol., 

32(2):210-8 (2000), Wang W., "Lyophilization and development of solid protein Pharmaceuticals", Int. J. 

Pharm., 203(1-2): 1-60 (2000), Charman W.N., "Lipids, lipophilic drugs and oral drug delivery-some emerging 

concepts" J. Pharm. Sci., 89(8):967-78 (2000), Powell et al., "Compendium of excipients for parenteral formula-

tions", PDA J. Pharm. Sci. Technol., 52:238-311 (1998), и ссылки на них для дополнительной информации, 

относящейся к композициям, эксципиентам и носителям, хорошо известным химикам, работающим в 

области фармации. 

Терапевтические композиции по настоящему изобретению, которые включают анти-PDL1-антитело 

и/или активируемое анти-PDL1-антитело, например, в качестве неограничивающего примера, антитело, 

конъюгированное антитело, активируемое антитело и/или конъюгированное активируемое антитело, 

применяются для профилактики, лечения или иного ослабления заболевания или расстройства, связанно-

го с аберрантной экспрессией и/или активностью мишени. Например, терапевтические композиции по 

настоящему изобретению, которые включают антитело, конъюгированное антитело, активируемое анти-

тело и/или конъюгированное активируемое антитело, применяются для лечения или иного ослабления 

рака или другого неопластического заболевания, воспаления, воспалительного расстройства и/или ауто-
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иммунного заболевания. В некоторых вариантах осуществления рак представляет собой солидную опу-

холь или гематологическое злокачественное заболевание, при которых экспрессируется мишень. В неко-

торых вариантах осуществления рак представляет собой солидную опухоль, в которой экспрессируется 

мишень. В некоторых вариантах осуществления рак представляет собой гематологическое злокачествен-

ное заболевание, при котором экспрессируется мишень. В некоторых вариантах осуществления мишень 

экспрессируется в паренхиме (например, при раке, в участке органа или ткани, который часто выполняет 

функцию(и) органа или ткани). В некоторых вариантах осуществления мишень экспрессируется в клетке, 

ткани или органе. В некоторых вариантах осуществления мишень экспрессируется в строме (т.е. соеди-

нительном поддерживающем каркасе клетки, ткани или органа). В некоторых вариантах осуществления 

мишень экспрессируется в остеобласте. В некоторых вариантах осуществления мишень экспрессируется 

в эндотелии (сосудистой сети). В некоторых вариантах осуществления мишень экспрессируется в рако-

вой стволовой клетке. В некоторых вариантах осуществления агент, к которому конъюгировано антитело 

и/или активируемое антитело, является ингибитором микротрубочек. В некоторых вариантах осуществ-

ления агент, к которому конъюгировано антитело и/или активируемое антитело, является агентом, по-

вреждающим нуклеиновую кислоту. 

Эффективность профилактики, ослабления или лечения определяется с использованием любого из-

вестного способа диагностики или лечения заболевания или расстройства, связанного с экспрессией 

и/или активностью мишени, например такой как аберрантная экспрессия и/или активность мишени. Про-

лонгация выживаемости субъекта или иначе замедление прогрессирования заболевания или расстрой-

ства, связанного с экспрессией и/или активностью мишени, например, аберрантной экспрессией и/или 

активностью мишени, у субъекта, свидетельствует о том, что антитело, конъюгированное антитело, ак-

тивируемое антитело и/или конъюгированное активируемое антитело, дает клиническое преимущество. 

Антитело, конъюгированное антитело, активируемое антитело и/или конъюгированное активируе-

мое антитело можно вводить в форме фармацевтических композиций. Принципы и обсуждение, связан-

ные с приготовлением таких композиций, а также руководство по выбору компонентов детально предос-

тавлены, например, в Remington: 

 

 
В некоторых вариантах осуществления, где используются фрагменты антител, выбирают самый ма-

ленький фрагмент, который специфически связывается со связывающим доменом белка-мишени. На-

пример, на основе последовательностей вариабельной области антитела можно сконструировать молеку-

лы пептида, которые сохраняют способность связываться с последовательностью белка-мишени. Такие 

пептиды можно синтезировать химически и/или получить с помощью технологии рекомбинантной ДНК 

(смотри, например, Marasco et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 7889-7893 (1993)). Композиция также 

может содержать более чем одно активное соединение, если это необходимо, для конкретного показания, 

которое подвергается лечению, например, в некоторых вариантах осуществления, с дополнительными 

видами активности, которые не оказывают неблагоприятного воздействия друг на друга. В некоторых 

вариантах осуществления или в дополнении композиция может содержать агент, который усиливает ее 

функцию, например, такой как цитотоксический агент, цитокин, химиотерапевтический препарат или 

агент, ингибирующий рост. Такие молекулы соответственно присутствуют в комбинации в количествах, 

эффективных для намеченной цели. 

Активные ингредиенты также могут быть включены в микрокапсулы, приготовленные, например, 

методами коацервации или межфазной полимеризацией, например, микрокапсулы из гидроксиметилцел-

люлозы, или желатиновые микрокапсулы и микрокапсулы из поли(метилметакрилата) соответственно, и 

в коллоидных системах доставки лекарств (для например, липосомы, альбуминовые микросферы, микро-

эмульсии, наночастицы и нанокапсулы) или в макроэмульсиях. 

Композиции, используемые для введения in vivo, должны быть стерильными. Это легко достигается 

путем фильтрации через стерильные мембранные фильтры. 

Можно приготовить композции с замедленным высвобождением. Подходящие примеры компози-

ций с замедленным высвобождением включают полупроницаемые матрицы из твердых гидрофобных 

полимеров, содержащие антитело, где матрицы находятся в виде формованных изделий, например, пле-

нок или микрокапсул. Примеры матриц с замедленным высвобождением включают полиэфиры, гидроге-

ли (например, поли(2-гидроксиэтилметакрилат) или поливиниловый спирт), полилактиды (патент США 

№ 3777919), сополимеры L-глутаминовой кислоты и γ-этил-L-глутамата, не подвергающийся деградации 

этиленвинилацетат, деградируемые сополимеры молочной кислоты-гликолевой кислоты, такие как LU-
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PRON DEPORT (инъекционные микросферы, состоящие из сополимера молочной кислоты-гликолевой 

кислоты), и поли-D-(-)-3-гидроксимасляную кислоту. Хотя, полимеры, такие как этиленвинилацетат и 

молочная кислота-гликолевая кислота, позволяют высвобождать молекулы в течение более 100 суток, 

некоторые гидрогели высвобождают белки в течение более коротких периодов времени. 

В некоторых вариантах осуществления антитело, конъюгированное антитело, активируемое анти-

тело и/или конъюгированное активируемое антитело содержит детектируемую метку. Используют ин-

тактное антитело или его фрагмент (например, Fab, scFv или F(ab)2). Термин "меченный" в отношении 

зонда или антитела предназначен для включения прямого мечения зонда или антитела путем соединения 

(т.е. физического соединения) детектируемого вещества с зондом или антителом, а также опосредован-

ного мечения зонда или антитела по реакции с другим реагентом, в который непосредственно введена 

метка. Примеры опосредованного мечения включают детектирование первичного антитела с использо-

ванием флуоресцентно меченного вторичного антитела и концевое мечение ДНК зонда биотином, так 

чтобы его можно обнаружить с использованием флуоресцентно меченного стрептавидина. Термин "био-

логический образец" предназначен для включения тканей, клеток и биологических жидкостей, выделен-

ных из организма субъекта, а также тканей, клеток и жидкостей, присутствующих в организме субъекта. 

Таким образом, в термин "биологический образец" включается кровь и фракция, или компонент крови, в 

том числе, сыворотка крови, плазма крови или лимфа. Т.е., способ детектирования по настоящему изо-

бретению может быть использован для детектирования аналита мРНК, белка или геномной ДНК в био-

логическом образце in vitro, а также in vivo. Например, методы in vitro для детектирования аналита мРНК 

включают нозерн-блоттинг и гибридизацию in situ. Методы in vitro для детектирования аналита белка 

включают анализы на основе иммунноферментого анализа (ELISA), вестерн-блоттинг, иммунопреципи-

тацию, иммунохимическое окрашивание и иммунофлюоресценцию. Методы in vitro для детектирования 

аналита геномной ДНК включают саузерн-блоттинг. Процедуры проведения иммунологических анали-

зов описаны, например, в "ELISA: Theory and Practice: Methods in Molecular Biology", Vol. 42, J. R. Crow-

ther (Ed.) Human Press, Totowa, NJ, 1995; "Immunoassay", E. Diamandis and T. Christopoulus, Academic 

Press, Inc., San Diego, CA, 1996; and "Practice and Theory of Enzyme Immunoassays", P. Tijssen, Elsevier 

Science Publishers, Amsterdam, 1985. Кроме того, методы in vivo для детектирования аналита белка вклю-

чают введение субъекту меченого антитела к анализируемому белку. Например, антитело может быть 

помечено радиоактивной меткой, присутствие и местоположение которой у субъекта может быть обна-

ружено стандартными методами визуализации. 

Антитела, конъюгированные антитела, активируемые антитела и/или конъюгированные активируе-

мые антитела по настоящему изобретению также пригодны для различных диагностических и профилак-

тических композиций. В одном варианте осуществления пациентам, имеющим риск развития одного или 

более из вышеуказанных расстройств, вводят антитело, конъюгированное антитело, активируемое анти-

тело и/или конъюгированное активируемое антитело. Предрасположенность пациента или органа к од-

ному или более вышеуказанных расстройств может быть определена с использованием генотипических, 

серологических или биохимических маркеров. 

В некоторых вариантах осуществления настоящего изобретения антитело, конъюгированное анти-

тело, активируемое антитело и/или конъюгированное активируемое антитело вводят людям, с диагнозом 

клинического показания, связанного с одним или более из вышеуказанных расстройств. При постановке 

диагноза вводят антитело, конъюгированное антитело, активируемое антитело и/или конъюгированное 

активируемое антитело для ослабления или отмены эффектов клинического показания. 

Антитело, конъюгированное антитело, активируемое антитело и/или конъюгированное активируе-

мое антитело по изобретению также пригодно для детектирования мишени в образцах пациентов, и соот-

ветственно они пригодны для применения в качестве диагностикумов. Например, антитела и/или активи-

руемые антитела и их конъюгированные варианты по настоящему изобретению применяются в анализах 

in vitro, например ELISA, для определения уровней мишени в образце пациента. 

В одном варианте осуществления антитело, конъюгированное антитело, активируемое антитело 

и/или конъюгированное активируемое антитело по настоящему изобретению иммобилизуют на твердой 

подложке (например, в лунке(ах) микротитрационного планшета). Иммобилизованное антитело, конъю-

гированное антитело, активируемое антитело и/или конъюгированное активируемое антитело служит в 

качестве захватывающего антитела для любой мишени, которая может присутствовать в тестируемом 

образце. Перед контактированием иммобилизованного антитела и/или активируемого антитела и/или их 

конъюгированных вариантов с образцом пациента твердую подложку промывают и обрабатывают бло-

кирующим агентом, таким как молочный белок или альбумин, для предупреждения неспецифической 

адсорбции аналита. 

Затем лунки обрабатывают тестируемым образцом, предположительно содержащим антиген, или 

раствором, содержащим стандартное количество антигена. Такой образец представляет собой, например, 

образец сыворотки крови от субъекта с подозрением на наличие уровней циркулирующего антигена, ко-

торые считаются диагностическими для патологии. После отмывания тестируемого образца или стандар-

та твердый носитель обрабатывают вторым антителом, которое содержит детектируемую метку. Мече-

ное второе антитело служит в качестве детектирующего антитела. Измеряют уровень детектируемой 
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метки и определяют концентрацию антигена-мишени в тестируемом образце сравнением со стандартной 

кривой, построенной по стандартным образцам. 

Очевидно понятно, что на основе результатов, полученных с использованием антител и активируе-

мых антител по настоящему изобретению, и их конъюгированных вариантов, в диагностическом анализе 

in vitro, можно определить стадию заболевания у субъекта на основе уровней экспрессии антигена-

мишени. Для определенного заболевания образцы крови отбирают от субъектов, диагностированных как 

находящиеся на разных стадиях прогрессирования заболевания, и/или на разных точках терапевтическо-

го лечения заболевания. Используя популяцию образцов, которая обеспечивает статистически значимые 

результаты для каждой стадии прогрессирования или лечения, составляется диапазон концентраций ан-

тигена, который можно считать характерным для каждой стадии. 

Антитело, конъюгированное антитело, активируемое антитело и/или конъюгированное активируе-

мое антитело также можно использовать в диагностических и/или визуализирующих методах. В некото-

рых вариантах осуществления такие способы являются способами in vitro. В некоторых вариантах осу-

ществления такие способы являются способами in vivo. В некоторых вариантах осуществления такие 

способы являются способами in situ. В некоторых вариантах осуществления такими способами являются 

способы ex vivo. Например, активируемые антитела, содержащие ферментативно расщепляемый СМ, 

могут быть использованы для детектирования присутствия или отсутствия фермента, который способен 

расщеплять СМ. Такие активируемые антитела могут использоваться в диагностике, которая может 

включать детектирование in vivo (например, качественное или количественное) активности фермента 

(или, в некоторых вариантах осуществления среды с повышенным потенциалом восстановления, такой 

как среда, которая может обеспечить восстановление дисульфидной связи) посредством измеренного 

накопления активированных антител (т.е. антител, образующихся в результате расщепления активируе-

мого антитела) в данной клетке или ткани данного организма-хозяина. Такое накопление активирован-

ных антител указывает не только на то, что ткань экспрессирует ферментативную активность (или по-

вышенный потенциал восстановления в зависимости от природы СМ), но также и то, что ткань экспрес-

сирует мишень, с которой связывается активированное антитело. 

Например, СМ можно выбрать в качестве субстрата, по меньшей мере, для одной протеазы, обна-

руженной в месте опухоли, в месте вирусной или бактериальной инфекции в биологически ограничен-

ном месте (например, таком как абсцесс, орган и т.п.) и тому подобное. АВ может представлять молеку-

лу, которая связывается с антигеном-мишенью. Используя способы, раскрытые здесь или, когда это не-

обходимо, способы, известные специалисту в данной области, детектируемая метка (например, флуорес-

центная метка или радиоактивная метка, или радиоактивный индикатор) могут быть конъюгированы с 

АВ или другой областью антитела и/или активируемого антитела. Подходящие детектируемые метки 

обсуждаются в контексте вышеуказанных методов скрининга, и ниже приводятся их дополнительные 

конкретные примеры. Используя АВ, специфичное к белку или пептиду, показателю болезненного со-

стояния, вместе по меньшей мере с одной протеазой, активность которой повышена в интересующей 

больной ткани, активируемые антитела будут демонстрировать повышенную скорость связывания с 

больными тканями по сравнению с тканями, где отсутствует фермент на детектируемом уровне или при-

сутствует на более низком уровне, чем в больной ткани заболевания, или неактивен (например, находит-

ся в виде зимогена или в комплексе с ингибитором). Поскольку низкомолекулярные белки и пептиды 

быстро выделяются из крови системой почечной фильтрации, и потому, что фермент, специфичный для 

СМ, отсутствует на детектируемом уровне (или присутствует на более низких уровнях в здоровых тканях 

или присутствует в неактивной конформации), то накопление активированных антител в больной ткани 

усиливается по сравнению со здоровыми тканями. 

В еще одном примере активируемые антитела могут быть использованы для детектировани присут-

ствия или отсутствия расщепляющегося агента в образце. Например, когда активируемые антитела со-

держат СМ, чувствительный к расщеплению ферментом, то активируемые антитела можно использовать 

для определения (качественно или количественно) присутствия фермента в образце. В еще одном приме-

ре, когда активируемые антитела содержат СМ, чувствительный к расщеплению восстанавливающим 

агентом, то активируемые антитела можно использовать для определения (качественно или количест-

венно) наличия восстанавливающих условий в образце. Для облегчения анализа в этих способах активи-

руемые антитела могут быть помечены детектируемой меткой и могут быть связаны с носителем (на-

пример, твердой подложкой, такой как стекло или шарик). Детектируемую метку можно расположить в 

области активируемого антитела, которая не высвобождается после расщепления, например, детекти-

руемая метка может представлять собой погашеную флуоресцентную метку или другую метку, которая 

не обнаруживается до тех пор, пока не произойдет расщепление. Анализ можно проводить, например, 

контактированием иммобилизованных, детектируемых меченых активируемых антител с образцом, 

предположительно содержащим фермент и/или восстанавливающий агент, в течение времени, достаточ-

ного для расщепления, затем промыванием для удаления избытка образца и загрязняющих веществ. При-

сутствие или отсутствие расщепляющего агента (например, фермента или восстанавливающего агента) в 

образце затем оценивают по изменению детектируемого сигнала активируемых антител до контактиро-

вания с образцом, например, по наличию и/или увеличению детектируемого сигнала за счет расщепления 
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активируемого антитела под действием расщепляющего агента в образце. 

Такие способы детектирования также могут быть адаптированы для детектирования присутствия 

или отсутствия мишени, которая способна связываться с АВ активируемых антител при расщеплении. 

Таким образом, анализы могут быть адаптированы для оценки присутствия или отсутствия расщепляю-

щего агента и присутствия или отсутствия интересующей мишени. Присутствие или отсутствие расщеп-

ляющего агента может быть обнаружено по наличию и/или увеличению детектируемой метки активи-

руемых антител, как описано выше, и присутствие или отсутствие мишени может быть обнаружено по 

детектированию комплекса мишень-АВ, например, с использованием детектируемого меченого антитела 

к мишени. 

Активируемые антитела также применимы для визуализации in situ для подтверждения активации 

активируемого антитела, например, по расщеплению протеазой и связыванию с конкретной мишенью. 

Визуализация in situ представляет метод, который позволяет определить локализацию протеолитической 

активности и мишени в биологических образцах, таких как клеточные культуры или срезы тканей. Ис-

пользуя эту методику, можно подтвердить связывание с данной мишенью и протеолитическую актив-

ность на основе присутствия детектируемой метки (например, флуоресцентной метки). 

Данные способы пригодны для применения с любыми замороженными клетками или тканями, по-

лученными из пораженного места (например, опухолевой ткани) или здоровых тканей. Такие способы 

также пригодны для свежих образцов клеток или тканей. 

В данных способах активируемое антитело метят детектируемой меткой. Детектируемая метка мо-

жет представлять собой флуоресцентный краситель (например, флуорофор, изотиоцианат флуоресцеина 

(FITC), изотиоцианат родамина (TRITC), метку Alexa Fluor), краситель, детектируемый в ближней ин-

фракрасной области (NIR) (например, нанокристаллы Qdot), коллоидный металл, гаптен, радиоактив-

ный маркер, биотин и реагент для амплификации, такой как стрептавидин или фермент (например, пе-

роксидаза хрена или щелочная фосфатаза). 

Детектирование метки в образце, который был инкубирован с меченым активируемым антителом, 

указывает на то, что образец содержит мишень и содержит протеазу, которая специфична для СМ акти-

вируемого антитела. В некоторых вариантах осуществления присутствие протеазы может быть подтвер-

ждено с использованием ингибиторов протеаз широкого спектра, таких как описанные здесь, и/или с ис-

пользованием агента, специфичного для протеазы, например, антитела, такого как A11, которое специ-

фично для протеазы матриптазы и ингибирует протеолитическую активность матриптазы; см., например, 

публикацию международной заявки WO 2010/129609, опубликованную 11 ноября 2010 г. Аналогичный 

подход с применением ингибиторов протеаз широкого спектра, таких как описанные здесь, и/или с ис-

пользованием более селективного ингибирующего агента, может быть использован для идентификации 

протеазы, которая является специфичной для СМ активируемого антитела. В некоторых вариантах осу-

ществления присутствие мишени может быть подтверждено с использованием агента, специфичного для 

мишени, например другого антитела, или детектируемая метка может конкурировать с немеченой мише-

нью. В некоторых вариантах осуществления может быть использовано немеченое активируемое антите-

ло с детектированием меченным вторичным антителом или с использованием более сложной системы 

детектирования. 

Подобные способы также пригодны для визуализации in vivo, где детектирование флуоресцентного 

сигнала у субъекта, например млекопитающего, включая человека, указывает, что больное место содер-

жит мишень и содержит протеазу, которая специфична для СМ активируемого антитела. 

Данные способы также пригодны в наборах и/или в качестве реагентов для детектирования, иден-

тификации или характеристики протеазной активности в различных клетках, тканях и организмах на ос-

нове специфичного к протеазе СМ в активируемом антителе. 

Настоящее изобретение обеспечивает способы применения антител и/или активируемых антител 

при различных диагностических и/или профилактических показаниях. Например, настоящее изобретение 

обеспечивает способы детектирования присутствия или отсутствия расщепляющего агента и мишени, 

представляющей интерес, у субъекта или в образце, посредством (i) контактирования субъекта или об-

разца с активируемым антителом, где активируемое антитело содержит маскирующий фрагмент (напри-

мер, ММ), расщепляющий фрагмент (СМ), который расщепляется расщепляющим агентом, например 

протеазой, и антигенсвязывающий участок или его фрагмент (АВ), который специфически связывается с 

интересующей мишенью, где активируемое антитело в нерасщепленном, неактивном состоянии имеет 

следующую структурную организацию от N-конца к С-концу: ММ-СМ-АВ или АВ-СМ-ММ; (а) где ММ 

представляет пептид, который ингибирует связывание АВ с мишенью, и где ММ не имеет аминокислот-

ной последовательности природного партнера по связыванию с АВ и не является модифицированной 

формой природного партнера по связыванию с АВ; и (b) где в нерасщепленном неактивном состоянии 

ММ препятствует специфическому связыванию АВ с мишенью, а в расщепленном активированном со-

стоянии ММ не препятствует или не конкурирует за специфическое связывание АВ с мишенью; и (ii) 

измерение уровня активированного активируемого антитела у субъекта или в образце, где детектируе-

мый уровень активированного активируемого антитела у субъекта или в образце указывает, что расщеп-
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ляющий агент и мишень присутствуют у субъекта или в образце, и где недетектируемый уровень акти-

вированного активируемого антитела у субъекта или в образце указывает, что расщепляющий агент, ми-

шень или оба расщепляющий агент и мишень отсутствуют и/или недостаточно присутствуют у субъекта 

или в образце. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело является активируемым 

антителом, с которым конъюгирован терапевтический агент. В некоторых вариантах осуществления ак-

тивируемое антитело не конъюгировано с агентом. В некоторых вариантах осуществления активируемое 

антитело содержит детектируемую метку. В некоторых вариантах осуществления детектируемая метка 

расположена в АВ. В некоторых вариантах осуществления измерение уровня активируемого антитела у 

субъекта или в образце осуществляется с использованием вторичного реагента, который специфически 

связывается с активированным антителом, где реагент содержит детектируемую метку. В некоторых ва-

риантах осуществления вторичный реагент представляет собой антитело, содержащее детектируемую 

метку. 

Настоящее изобретение также обеспечивает способы детектирования присутствия или отсутствия 

расщепляющего агента у субъекта или в образце путем (i) контактирования субъекта или образца с акти-

вируемым антителом в присутствии интересующей мишени, например мишени, где активируемое анти-

тело содержит маскирующий фрагмент (ММ), расщепляемый фрагмент (СМ), который расщепляется 

расщепляющим агентом, например протеазой, и антигенсвязывающий участок или его фрагмент (АВ), 

который специфически связывается с интересующей мишенью, где активируемое антитело в нерасщеп-

ленном неактивированном состоянии имеет следующую структурную организацию от N-конца к С-

концу: ММ-СМ-АВ или АВ-СМ-ММ; (а) где ММ представляет пептид, который ингибирует связывание 

АВ с мишенью, и где ММ не имеет аминокислотной последовательности природного партнера по связы-

ванию с АВ и не является модифицированной формой природного партнера по связыванию с АВ; и (b) 

где в нерасщепленном неактивированном состоянии ММ препятствует специфическому связыванию АВ 

с мишенью, а в расщепленном активированном состоянии ММ не препятствует или не конкурирует за 

специфическое связывание АВ с мишенью; и (ii) измерение уровня активированного активируемого ан-

титела у субъекта или в образце, где детектируемый уровень активированного активируемого антитела у 

субъекта или в образце указывает, что расщепляющий агент присутствует у субъекта или в образце, и 

недетектируемый уровень активированного активируемого антитела у субъекта или в образце указывает, 

что расщепляющий агент отсутствует и/или недостаточно присутствует у субъекта или в образце. В не-

которых вариантах осуществления активируемое антитело является активируемым антителом, с которым 

конъюгирован терапевтический агент. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело не 

конъюгировано с агентом. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит де-

тектируемую метку. В некоторых вариантах осуществления детектируемая метка расположена в АВ. В 

некоторых вариантах осуществления измерение уровня активируемого антитела у субъекта или в образ-

це осуществляется с использованием вторичного реагента, который специфически связывается с активи-

рованным антителом, где реагент содержит детектируемую метку. В некоторых вариантах осуществле-

ния вторичный реагент представляет собой антитело, содержащее детектируемую метку. 

Настоящее изобретение также обеспечивает наборы для применения в способах детектирования 

присутствия или отсутствия расщепляющего агента и мишени у субъекта или в образце, где наборы 

включают, по меньшей мере, активируемое антитело, которое содержит маскирующий фрагмент (ММ), 

расщепляемый фрагмент (СМ), который расщепляется расщепляющим агентом, например протеазой, и 

антигенсвязывающий участок или его фрагмент (АВ), который специфически связывается с интересую-

щей мишенью, где активируемое антитело в нерасщепленном неактивированном состоянии имеет сле-

дующую структурную организацию от N-конца к С-концу: ММ-СМ-АВ или АВ-СМ-ММ; (а) где ММ 

представляет пептид, который ингибирует связывание АВ с мишенью, и где ММ не имеет аминокислот-

ной последовательности природного партнера по связыванию с АВ и не является модифицированной 

формой природного партнера по связыванию с АВ; и (b) где в нерасщепленном неактивированном со-

стоянии ММ препятствует специфическому связыванию АВ с мишенью, а в расщепленном активирован-

ном состоянии ММ не препятствует или не конкурирует за специфическое связывание АВ с мишенью; и 

(ii) измерение уровня активированного активируемого антитела у субъекта или в образце, где детекти-

руемый уровень активированного активируемого антитела у субъекта или в образце указывает, что рас-

щепляющий агент присутствует у субъекта или в образце, и где недетектируемый уровень активирован-

ного активируемого антитело у субъекта или в образце указывает, что расщепляющий агент отсутствует 

и/или недостаточно присутствует у субъекта или в образце. В некоторых вариантах осуществления акти-

вируемое антитело является активируемым антителом, с которым конъюгирован терапевтический агент. 

В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело не конъюгировано с агентом. В некото-

рых вариантах осуществления активируемое антитело содержит детектируемую метку. В некоторых ва-

риантах осуществления детектируемая метка расположена в АВ. В некоторых вариантах осуществления 

измерение уровня активируемого антитела у субъекта или в образце осуществляется с использованием 

вторичного реагента, который специфически связывается с активированным антителом, где реагент со-

держит детектируемую метку. В некоторых вариантах осуществления вторичный реагент представляет 

собой антитело, содержащее детектируемую метку. 



039736 

- 111 - 

Настоящее изобретение также обеспечивает способы детектирования присутствия или отсутствия 

расщепляющего агента у субъекта или в образце путем (i) контактирования субъекта или образца с акти-

вируемым антителом, где активируемое антитело содержит маскирующий фрагмент (ММ), расщепляе-

мый фрагмент (СМ), который расщепляется расщепляющим агентом, например протеазой, антигенсвя-

зывающий участок (АВ), который специфически связывается с мишенью, и детектируемую метку, где 

активируемое антитело в нерасщепленном неактивированном состоянии имеет следующую структурную 

организацию от N-конца к С-конца: ММ-СМ-АВ или АВ-СМ-ММ; где ММ представляет собой пептид, 

который ингибирует связывание АВ с мишенью, и где ММ не имеет аминокислотной последовательно-

сти природного партнера по связыванию с АВ и не является модифицированной формой природного 

партнера по связыванию с АВ; где в нерасщепленном неактивированном состоянии ММ препятствует 

специфическому связыванию АВ с мишенью, а в расщепленном активированном состоянии ММ не пре-

пятствует или не конкурирует за специфическое связывание АВ с мишенью; и где детектируемая метка 

расположена в участке активируемого антитела, которое высвобождается после расщепления СМ; и (ii) 

измерение уровня детектируемой метки у субъекта или в образце, где детектируемый уровень детекти-

руемой метки у субъекта или в образце указывает, что расщепляющий агент отсутствует и/или недоста-

точно присутствует у субъекта или в образце, и где недетектируемый уровень детектируемой метки у 

субъекта или в образце указывает, что расщепляющий агент присутствует в субъекте или в образце. В 

некоторых вариантах осуществления активируемое антитело является активируемым антителом, с кото-

рым конъюгирован терапевтический агент. В некоторых вариантах осуществления активируемое антите-

ло не конъюгировано с агентом. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содер-

жит детектируемую метку. В некоторых вариантах осуществления детектируемая метка расположена в 

АВ. В некоторых вариантах осуществления измерение уровня активируемого антитела у субъекта или в 

образце осуществляется с использованием вторичного реагента, который специфически связывается с 

активированным антителом, где реагент содержит детектируемую метку. В некоторых вариантах осуще-

ствления вторичный реагент представляет собой антитело, содержащее детектируемую метку. 

Настоящее изобретение также обеспечивает наборы для применения в способах детектирования 

присутствия или отсутствия расщепляющего агента и мишени у субъекта или в образце, где наборы 

включают, по меньшей мере, активируемое антитело и/или конъюгированное активируемое антитело 

(например, активируемое антитело, с которым конъюгирован терапевтический агент), описанные здесь, 

для применения при контактировании субъекта или биологического образца и средства для детектирова-

ния уровня активированного активируемого антитела и/или конъюгированного активируемого антитела 

у субъекта или в биологическом образце, где детектируемый уровень активированного активируемого 

антитела у субъекта или в биологическом образце указывает на то, что расщепляющий агент и мишень 

присутствуют у субъекта или в биологическом образце, и где недетектируемый уровень активированного 

активируемого антитела у субъекта или в биологическом образце указывает, что расщепляющий агент, 

мишень или оба расщепляющий агент и мишень отсутствуют и/или недостаточно присутствуют у субъ-

екта или в биологическом образце, так что связывание с мишенью и/или расщепление протеазой активи-

руемого антитела не может быть обнаружено у субъекта или в биологическом образце. 

Настоящее изобретение также обеспечивает способы детектирования присутствия или отсутствия 

расщепляющего агента у субъекта или в образце путем (i) контактирования субъекта или биологического 

образца с активируемым антителом в присутствии мишени, и (ii) измерение уровня активированного 

активируемого антитела у субъекта или в биологическом образце, где детектируемый уровень активиро-

ванного активируемого антитела у субъекта или в биологическом образце указывает, что расщепляющий 

агент присутствует у субъекта или в биологическом образце, и где недетектируемый уровень активиро-

ванного активируемого антитела у субъекта или в биологическом образце указывает, что расщепляющий 

агент отсутствует и/или недостаточно присутствует у субъекта или в биологическом образце на детекти-

руемом уровне, так, что расщепление протеазой активируемого антитела невозможно детектировать у 

субъекта или в биологическом образце. Такое активируемое антитело включает маскирующий фрагмент 

(ММ), расщепляемый фрагмент (СМ), который расщепляется расщепляющим агентом, например протеа-

зой, и антигенсвязывающий участок или его фрагмент (АВ), который специфически связывается с мише-

нью, где активируемое антитело в нерасщепленном (т.е. неактивированном) состоянии имеет следую-

щую структурную организацию от N-конца к С-концу: ММ-СМ-АВ или АВ-СМ-ММ; (а) где ММ пред-

ставляет пептид, который ингибирует связывание АВ с мишенью и где ММ не имеет аминокислотной 

последовательности природного партнера по связыванию с АВ; и (b) где ММ активируемого антитела в 

нерасщепленном состоянии препятствует специфическому связыванию АВ с мишенью и где ММ акти-

вируемого антитела в расщепленном (т.е. активированном) состоянии не препятствует или не конкури-

рует за специфическое связывание АВ с мишенью. В некоторых вариантах осуществления активируемое 

антитело является активируемым антителом, с которым конъюгирован терапевтический агент. В некото-

рых вариантах осуществления активируемое антитело не конъюгировано с агентом. В некоторых вариан-

тах осуществления детектируемая метка прикрепляется к маскирующему фрагменту. В некоторых вари-

антах осуществления детектируемая метка присоединена к N-концу расщепляемого фрагмента к сайту 

расщепления протеазой. В некоторых вариантах осуществления один антигенсвязывающий сайт АВ мас-
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кирован. В некоторых вариантах осуществления, где антитело по настоящему раскрытию имеет по 

меньшей мере два антигенсвязывающих сайта, по меньшей мере один сайт связывания антигена маски-

рован и по меньшей мере один сайт связывания антигена не маскирован. В некоторых вариантах осуще-

ствления все антигенсвязывающие сайты маскируются. В некоторых вариантах осуществления стадия 

измерения включает применение вторичного реагента, содержащего детектируемую метку. 

Настоящее изобретение также обеспечивает наборы для применения в способах детектирования 

присутствия или отсутствия расщепляющего агента и мишени у субъекта или в образце, где наборы 

включают, по меньшей мере, активируемое антитело и/или конъюгированное активируемое антитело, 

описанные здесь, для применения при контактировании субъекта или биологического образца с активи-

руемым антителом в присутствии мишени и измерении уровня активированного активируемого антитела 

у субъекта или в биологическом образце, где детектируемый уровень активированного активируемого 

антитела у субъекта или в биологическом образце указывает, что расщепляющий агент присутствует у 

субъекта или в биологическом образце и где недетектируемый уровень активированного активируемого 

антитела у субъекта или в биологическом образце указывает, что расщепляющий агент отсутствует и/или 

недостаточно присутствует у субъекта или в биологическом образце на детектируемом уровне, так что 

расщепление протеазой активируемого антитела не может быть детектировано у субъекта или в биоло-

гическом образце. Такое активируемое антитело включает маскирующий фрагмент (ММ), расщепляемый 

фрагмент (СМ), который расщепляется расщепляющим агентом, например протеазой, и антигенсвязы-

вающий участок или его фрагмент (АВ), который специфически связывается с мишенью, где активируе-

мое антитело в нерасщепленном (т.е. неактивированном) состоянии имеет следующую структурную ор-

ганизацию от N-конца к С-концу: ММ-СМ-АВ или АВ-СМ-ММ; (а) где ММ представляет пептид, кото-

рый ингибирует связывание АВ с мишенью и где ММ не имеет аминокислотной последовательности 

природного партнера по связыванию с АВ; и (b) где ММ активируемого антитела в нерасщепленном со-

стоянии препятствует специфическому связыванию АВ с мишенью и где ММ активируемого антитела в 

расщепленном (т.е. активированном) состоянии не препятствует или не конкурирует за специфическое 

связывание АВ с мишенью. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело является ак-

тивируемым антителом, с которым конъюгирован терапевтический агент. В некоторых вариантах осуще-

ствления активируемое антитело не конъюгировано с агентом. В некоторых вариантах осуществления 

детектируемая метка присоединена к маскирующему фрагменту. В некоторых вариантах осуществления 

детектируемая метка присоединена к N-концу расщепляемого фрагмента к сайту расщепления протеазой. 

В некоторых вариантах осуществления один антигенсвязывающий сайт АВ маскирован. В некоторых 

вариантах осуществления, где антитело по настоящему раскрытию имеет по меньшей мере два антиген-

связывающих сайта, по меньшей мере один антигенсвязывающий сайт маскируется и по меньшей мере 

один антигенсвязывающий сайт не маскируется. В некоторых вариантах осуществления все антигенсвя-

зывающие сайты маскируются. В некоторых вариантах осуществления стадия измерения включает при-

менение вторичного реагента, содержащего детектируемую метку. 

Настоящее изобретение также обеспечивает наборы для применения в способах детектирования 

присутствия или отсутствия расщепляющего агента у субъекта или в образце, где наборы включают, по 

меньшей мере, активируемое антитело и/или конъюгированное активируемое антитело, описанные здесь, 

для применения при контактировании субъекта или биологического образца и средства для детектирова-

ния уровня активируемого активируемого антитела и/или конъюгированного активируемого антитела у 

субъекта или в биологическом образце, где активируемое антитело включает детектируемую метку, ко-

торая расположена на участке активируемого антитела, который высвобождается после расщепления 

СМ, где детектируемый уровень активированного активируемого антитела у субъекта или в биологиче-

ском образце указывает, что расщепляющий агент отсутствует и/или недостаточно присутствует у субъ-

екта или в биологическом образце, так что связывание с мишенью и/или расщепление протеазой активи-

руемого антитела не может быть обнаружено у субъекта или в биологическом образце, и где не недекти-

руемый уровень активированного активируемого антитела у субъекта или в биологическом образце ука-

зывает, что расщепляющий агент присутствует у субъекте или в биологическом образце на детектируе-

мом уровне. 

Настоящее изобретение обеспечивает способы детектирования присутствия или отсутствия расще-

пляющего агента и мишени у субъекта или в образце путем (i) контактирования субъекта или биологиче-

ского образца с активируемым антителом, где активируемое антитело включает детектируемую метку, 

которая расположена в участке активируемого антитела, который высвобождается после расщепления 

СМ, и (ii) измерения уровня активированного активируемого антитела у субъекта или в биологическом 

образце, где детектируемый уровень активированного активируемого антитела у субъекта или в биоло-

гическом образце указывает, что расщепляющий агент, мишень или оба расщепляющий агент и мишень 

отсутствуют и/или недостаточно присутствуют у субъекта или в биологическом образце, так что связы-

вание с мишени и/или расщепление протеазой активируемого антитела не может быть обнаружено у 

субъекта или в биологическом образце, и где пониженный детектируемый уровень активированного ак-

тивируемого антитела у субъекта или в биологическом образце указывает на то, что расщепляющий 

агент и мишень присутствуют у субъекта или в биологическом образце. Пониженным уровнем детекти-
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руемой метки является, например, снижение примерно на 5%, примерно на 10%, примерно на 15%, при-

мерно на 20%, примерно на 25%, примерно на 30%, примерно на 35%, примерно на 40%, примерно на 

45% примерно на 50%, примерно на 55%, примерно на 60%, примерно на 65%, примерно на 70%, при-

мерно на 75%, примерно на 80%, примерно на 85%, примерно на 90%, примерно на 95% и/или примерно 

на 100%. Такое активируемое антитело включает маскирующий фрагмент (ММ), расщепляемый фраг-

мент (СМ), который расщепляется расщепляющим агентом, и антигенсвязывающий участок или его 

фрагмент (АВ), который специфически связывается с мишенью, где активируемое антитело в нерасщеп-

ленном (т.е. неактивированном) состоянии имеет следующую структурную организацию от N-конца к С-

концу: ММ-СМ-АВ или АВ-СМ-ММ; (а) где ММ представляет пептид, который ингибирует связывание 

АВ с мишенью и где ММ не имеет аминокислотной последовательности природного партнера по связы-

ванию с АВ; и (b) где ММ активируемого антитела в нерасщепленном состоянии препятствует специфи-

ческому связыванию АВ с мишенью и где ММ активируемого антитела в расщепленном (т.е. активиро-

ванном) состоянии не препятствует или не конкурирует за специфическое связывание АВ с мишенью. В 

некоторых вариантах осуществления активируемое антитело является активируемым антителом, с кото-

рым конъюгирован терапевтический агент. В некоторых вариантах осуществления активируемое антите-

ло не конъюгировано с агентом. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содер-

жит детектируемую метку. В некоторых вариантах осуществления детектируемая метка расположена в 

АВ. В некоторых вариантах осуществления измерение уровня активируемого антитела у субъекта или в 

образце осуществляется с использованием вторичного реагента, который специфически связывается с 

активированным антителом, где реагент содержит детектируемую метку. В некоторых вариантах осуще-

ствления вторичный реагент представляет собой антитело, содержащее детектируемую метку. 

Настоящее изобретение также обеспечивает наборы для применения в способах детектирования 

присутствия или отсутствия расщепляющего агента и мишени у субъекта или в образце, где наборы 

включают, по меньшей мере, активируемое антитело и/или конъюгированное активируемое антитело, 

описанные здесь, для применения в контактировании субъекта или биологического образца и средства 

для детектирования уровня активированного активируемого антитела и/или конъюгированного активи-

руемого антитела у субъекта или в биологическом образце, где детектируемый уровень активированного 

активируемого антитела у субъекта или в биологическом образце указывает, что расщепляющий агент, 

мишень или оба расщепляющий агент и мишень отсутствуют и/или недостаточно присутствуют у субъ-

екта или в биологическом образце, так что связывание с мишенью и/или расщепление протеазой активи-

руемого антитела не может быть обнаружено у субъекта или в биологическом образце, и где понижен-

ный детектируемый уровень активированного активируемого антитела у субъекта или в биологическом 

образце указывает на то, что расщепляющий агент и мишень присутствуют у субъекта или в биологиче-

ском образце. Пониженным уровнем детектируемой метки является, например, уменьшение примерно на 

5%, примерно на 10%, примерно на 15%, примерно на 20%, примерно на 25%, примерно на 30%, при-

мерно на 35%, примерно на 40%, примерно на 45% примерно на 50%, примерно на 55%, примерно на 

60%, примерно на 65%, примерно на 70%, примерно на 75%, примерно на 80%, примерно на 85%, при-

мерно на 90%, примерно на 95% и/или примерно на 100%. 

Настоящее изобретение также обеспечивает способы детектирования присутствия или отсутствия 

расщепляющего агента у субъекта или в образце путем (i) контактирования субъекта или биологического 

образца с активируемым антителом, где активируемое антитело включает детектируемую метку, которая 

расположена в участке активируемого антитела, который высвобождается после расщепления СМ; и (ii) 

измерение уровня детектируемой метки у субъекта или в биологическом образце, где детектируемый 

уровень детектируемой метки у субъекта или в биологическом образце указывает, что расщепляющий 

агент отсутствует и/или недостаточно присутствует у субъекта или в биологическом образце на детекти-

руемом уровне, так что расщепление протеазой активируемого антитела не может быть обнаружено у 

субъекта или в биологическом образце, и где пониженный детектируемый уровень детектируемой метки 

у субъекта или в биологическом образце указывает, что расщепляющий агент присутствует у субъекта 

или в биологическом образце. Пониженным уровнем детектируемой метки является, например, сниже-

ние примерно на 5%, примерно на 10%, примерно на 15%, примерно на 20%, примерно на 25%, пример-

но на 30%, примерно на 35%, примерно на 40%, примерно на 45%, примерно на 50%, примерно на 55%, 

примерно на 60%, примерно на 65%, примерно на 70%, примерно на 75%, примерно на 80%, примерно 

на 85%, примерно на 90%, примерно на 95% и/или примерно на 100%. Такое активируемое антитело 

включает маскирующий фрагмент (ММ), расщепляемый фрагмент (СМ), который расщепляется расщеп-

ляющим агентом, и антигенсвязывающий участок или его фрагмент (АВ), который специфически связы-

вается с мишенью, где активируемое антитело в нерасщепленном (т.е. неактивированном) состоянии 

имеет следующую структурную организацию от N-конца к С-концу: ММ-СМ-АВ или АВ-СМ-ММ; (а) 

где ММ представляет пептид, который ингибирует связывание АВ с мишенью и где ММ не имеет ами-

нокислотной последовательности природного партнера по связыванию с АВ; и (b) где ММ активируемо-

го антитела в нерасщепленном состоянии препятствует специфическому связыванию АВ с мишенью и 

где ММ активируемого антитела в расщепленном (т.е. активированном) состоянии не препятствует или 

не конкурирует за специфическое связывание АВ с мишенью. В некоторых вариантах осуществления 
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активируемое антитело является активируемым антителом, с которым конъюгирован терапевтический 

агент. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело не конъюгировано с агентом. В 

некоторых вариантах осуществления активируемое антитело содержит детектируемую метку. В некото-

рых вариантах осуществления детектируемая метка расположена в АВ. В некоторых вариантах осущест-

вления измерение уровня активируемого антитела у субъекта или в образце осуществляется с использо-

ванием вторичного реагента, который специфически связывается с активированным антителом, где реа-

гент содержит детектируемую метку. В некоторых вариантах осуществления вторичный реагент пред-

ставляет антитело, содержащее детектируемую метку. 

Настоящее изобретение также обеспечивает наборы для применения в способах детектирования 

присутствия или отсутствия расщепляющего агента, представляющего интерес, у субъекта или в образце, 

где наборы включают, по меньшей мере, активируемое антитело и/или конъюгированное активируемое 

антитело, описанные здесь, для применения при контактировании субъекта или биологического образца 

и средства для определения уровня активированного активируемого антитела и/или конъюгированного 

активируемого антитела у субъекта или в биологическом образце, где активируемое антитело включает 

детектируемую метку, которая расположена в участке активируемого антитела, который высвобождается 

после расщепления СМ, где детектируемый уровень детектируемой метки у субъекта или в биологиче-

ском образце указывает, что расщепляющий агент, мишень или оба расщепляющий агент и мишень от-

сутствуют и/или недостаточно присутствуют у субъекта или в биологическом образец, так что связыва-

ние с мишенью и/или расщепление протеазой активируемого антитела не может быть обнаружено у 

субъекта или в биологическом образце, и где пониженный детектируемый уровень детектируемой метки 

у субъекта или в биологическом образце указывает, что расщепляющий агент и мишень присутствуют у 

субъекта или биологическом образце. Пониженным уровнем детектируемой метки является, например, 

снижение примерно на 5%, примерно на 10%, примерно на 15%, примерно на 20%, примерно на 25%, 

примерно на 30%, примерно на 35%, примерно на 40%, примерно на 45% примерно на 50%, примерно на 

55%, примерно на 60%, примерно на 65%, примерно на 70%, примерно на 75%, примерно на 80%, при-

мерно на 85%, примерно на 90%, примерно на 95% и/или примерно на 100%. 

В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов активируемое антитело включает 

детектируемую метку. В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов детектируемая 

метка включает визуализирующий агент, контрастный агент, фермент, флуоресцентную метку, хромо-

фор, краситель, один или несколько ионов металлов или метку на основе лиганда. В некоторых вариан-

тах осуществления этих способов и наборов визуализирующий агент включает радиоизотоп. В некото-

рых вариантах осуществления этих методов и наборов радиоизотоп представляет собой индий или тех-

неций. В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов контрастный агент включает йод, 

гадолиний или оксид железа. В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов фермент 

включает пероксидазу хрена, щелочную фосфатазу или β-галактозидазу. В некоторых вариантах осуще-

ствления этих способов и наборов флуоресцентная метка включает желтый флуоресцентный белок 

(YFP), циановый флуоресцентный белок (CFP), зеленый флуоресцентный белок (GFP), модифицирован-

ный красный флуоресцентный белок (mRFP), красный димерный флуоресцентный белок (RFP tdimer2), 

HCRED или производное европия. В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов лю-

минесцентная метка включает производное N-метилакридия. В некоторых вариантах осуществления 

этих способов метка включает Alexa Fluor, такой как Alex Fluor 680 или Alexa Fluor 750. В некото-

рых вариантах осуществления этих способов и наборов метка на основе лиганда включает биотин, ави-

дин, стрептавидин или один или несколько гаптенов. 

В некоторых вариантах осуществления этих методов и наборов субъект является млекопитающим. 

В некоторых вариантах осуществления этих методов и наборов субъект является человеком. В некото-

рых вариантах осуществления субъект представляет собой млекопитающее, отличное от человека, такое 

как примат, отличный от человека, домашнее животное (например, кошка, собака, лошадь), сельскохо-

зяйственное животное, рабочее животное или зоопарковое животное. В некоторых вариантах осуществ-

ления субъект является грызуном. 

В некоторых вариантах осуществления этих способов способ представляет собой способ in vivo. В 

некоторых вариантах осуществления этих способов способ является способом in situ. В некоторых вари-

антах осуществления этих способов этот способ представляет способ ex vivo. В некоторых вариантах 

осуществления этих способов способ представляет способ in vitro. 

В некоторых вариантах осуществления визуализация in situ и/или визуализация in vivo пригодна в 

способах идентификации пациентов, которые подлежат лечению. Например, при визуализации in situ 

активируемые антитела используются для скрининга образцов пациентов, чтобы идентифицировать па-

циентов, имеющих подходящую протеазу(ы) и мишень(и), в соответствующем месте, например в участке 

опухоли. 

В некоторых вариантах осуществления визуализация in situ используется для идентификации или 

иного уточнения популяции пациентов, подходящей для лечения активируемым антителом по настоя-

щему раскрытию. Например, пациенты, которые дают при тестировании положительный результат одно-
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временно на мишень (например, мишень) и на протеазу, которая расщепляет субстрат в расщепляемом 

фрагменте (СМ) активируемого антитела, которое тестируется (например, накапливают активированные 

антитела в месте заболевания), идентифицируются в качестве подходящих кандидатов для лечения таким 

активируемым антителом, содержащим такой СМ. Аналогично пациенты, которые дают при тестирова-

нии отрицательный результат на одно или оба из мишени (например, мишени) и протеазы, которая рас-

щепляет субстрат в СМ в активируемом антителе, которое тестируется с использованием этих способов, 

могут быть идентифицированы как подходящие кандидаты для другого вида терапии. В некоторых вари-

антах осуществления такие пациенты, которые при тестировании дают отрицательный результат по от-

ношению к первому активируемому антителу, могут быть тестированы с другими активируемыми анти-

телами, содержащими различные СМ, до тех пор, пока не будет идентифицировано подходящее активи-

руемое антитело для лечения (например, активируемое антитело, содержащее СМ, который расщепляет-

ся пациентом в месте заболевания). В некоторых вариантах осуществления пациенту затем вводят тера-

певтически эффективное количество активируемого антитела, на которое пациент дал положительный 

результат. 

В некоторых вариантах осуществления визуализация in vivo используется для идентификации или 

иного уточнения популяции пациентов, подходящей для лечения активируемым антителом по настоя-

щему изобретению. Например, пациенты, которые дают положительный результат одновременно на ми-

шень (например, мишень) и на протеазу, которая расщепляет субстрат в расщепляемом фрагменте (СМ) 

активируемого антитела, которое тестируется (например, накапливают активированные антитела в уча-

стке заболевания), идентифицируются в качестве подходящих кандидатов для лечения таким активируе-

мым антителом, содержащим такой СМ. Аналогично пациенты, которые дают отрицательный результат, 

могут быть идентифицированы как подходящие кандидаты для другого вида терапии. В некоторых вари-

антах осуществления такие пациенты, которые при тестировании дают отрицательный результат по от-

ношению к первому активируемому антителу, могут быть тестированы с другими активируемыми анти-

телами, содержащими различные СМ, до тех пор, пока не будет идентифицировано подходящее активи-

руемое антитело для лечения (например, активируемое антитело, содержащее СМ, который расщепляет-

ся пациентом в месте заболевания). В некоторых вариантах осуществления пациенту затем вводят тера-

певтически эффективное количество активируемого антитела, на которое пациент дал положительный 

результат. 

В некоторых вариантах осуществления способов и наборов, способ или набор используют для 

идентификации или иного уточнения популяции пациентов, подходящей для лечения активируемым ан-

тителом по настоящему изобретению. Например, пациенты, которые дают при тестировании положи-

тельный результат одновременно на мишень (например, мишень) и на протеазу, которая расщепляет суб-

страт в расщепляемом фрагменте (СМ) активируемого антитела, которое тестируется в данных способах, 

идентифицируются в качестве подходящих кандидатов для лечения таким активируемым антителом, 

содержащим такой СМ. Аналогично пациенты, которые дают при тестировании отрицательный резуль-

тат одновременно на мишени (например, мишень) и протеазу, которая расщепляет субстрат в СМ в акти-

вируемом антителе, которое тестируется с использованием этих способов, могут быть идентифицирова-

ны как подходящие кандидаты для другого вида терапии. В некоторых вариантах осуществления такие 

пациенты могут быть тестированы с другими активируемыми антителами до тех пор, пока не будет 

идентифицировано подходящее активируемое антитело для лечения (например, активируемое антитело, 

содержащее СМ, который расщепляется пациентом в месте заболевания). В некоторых вариантах осуще-

ствления пациенты, которые при тестировании дают отрицательный результат на любую мишень (на-

пример, мишень), идентифицируются как подходящие кандидаты для лечения таким активируемым ан-

тителом, содержащим такой СМ. В некоторых вариантах осуществления пациенты, которые при тести-

ровании дают отрицательный результат на любую мишень (например, мишень), идентифицируются как 

неподходящие кандидаты для лечения таким активируемым антителом, содержащим такой СМ. В неко-

торых вариантах осуществления такие пациенты могут быть тестированы с другими активируемыми ан-

тителами до тех пор, пока не будет идентифицировано подходящее активируемое антитело для лечения 

(например, активируемое антитело, содержащее СМ, которое расщепляется пациентом в месте заболева-

ния). В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело является активируемым антителом, 

с которым конъюгирован терапевтический агент. В некоторых вариантах осуществления активируемое 

антитело не конъюгировано с агентом. В некоторых вариантах осуществления активируемое антитело 

содержит детектируемую метку. В некоторых вариантах осуществления детектируемая метка располо-

жена в АВ. В некоторых вариантах осуществления измерение уровня активируемого антитела у субъекта 

или в образце осуществляется с использованием вторичного реагента, который специфически связывает-

ся с активированным антителом, где реагент содержит детектируемую метку. В некоторых вариантах 

осуществления вторичный реагент представляет собой антитело, содержащее детектируемую метку. 

В некоторых вариантах осуществления способ или набор применяют для идентификации или иного 

уточнения популяции пациентов, подходящей для лечения активируемым антителом и/или конъюгиро-

ванным активируемым антителом к мишени (например, активируемым антителом, с которым конъюги-

рован терапевтический агент) по настоящему изобретению, с последующим лечением введением этого 
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активируемого антитела и/или конъюгированного активируемого антитела субъекту, нуждающемуся в 

этом. Например, пациенты, которые при тестировании дают положительный результат одновременно на 

мишени (например, мишень) и на протеазу, которая расщепляет субстрат в расщепляемом фрагменте 

(СМ) активируемого антитела и/ или конъюгированного активируемого антитела, которое тестируется в 

данных способах, идентифицируются как подходящие кандидаты для лечения таким антителом и/или 

таким конъюгированным активируемым антителом, содержащим такой СМ, и пациенту затем вводят 

терапевтически эффективное количество активируемого антитела и/или конъюгированного активируе-

мого антитела, которое было тестировано. Аналогично пациенты, которые при тестировании дают отри-

цательный результат на одно или оба мишень (например, мишень) и протеазу, которая расщепляет суб-

страт в СМ в активируемом антителе, которое тестируется с использованием этих способов, могут быть 

идентифицированы как подходящие кандидаты для другого вида терапии. В некоторых вариантах осу-

ществления такие пациенты могут быть тестированы с другим антителом и/или конъюгированным акти-

вируемым антителом до тех пор, пока не будет идентифицировано подходящее антитело и/или конъюги-

рованное активируемое антитело для лечения (например, активируемое антитело и/или конъюгированное 

активируемое антитело, содержащее СМ, который расщепляется пациентом в месте заболевания). В не-

которых вариантах осуществления пациенту затем вводят терапевтически эффективное количество акти-

вируемого антитела и/или конъюгированного активируемого антитела, на которое пациент дал положи-

тельный результат. 

В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов ММ представляет пептид, имею-

щий длину от примерно 4 до 40 аминокислот. В некоторых вариантах осуществления этих способов и 

наборов активируемое антитело содержит линкерный пептид, где линкерный пептид располагается меж-

ду ММ и СМ. В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов активируемое антитело 

содержит линкерный пептид, где линкерный пептид располагается между АВ и СМ. В некоторых вари-

антах осуществления этих способов и наборов активируемое антитело содержит первый линкерный пеп-

тид (L1) и второй линкерный пептид (L2), где первый линкерный пептид расположен между ММ и СМ и 

второй линкерный пептид расположен между АВ и СМ. В некоторых вариантах осуществления этих 

способов и наборов каждый из L1 и L2 представляет пептид длиной от 1 до 20 аминокислот, и где каж-

дый из LI и L2 необязательно должен быть одним и тем же линкером. В некоторых вариантах осуществ-

ления этих способов и наборов один или оба L1 и L2 содержат глицин-сериновый полимер. В некоторых 

вариантах осуществления этих способов и наборов по меньшей мере один из L1 и L2 содержит амино-

кислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из (GS)n, (GSGGS)n (SEQ ID NO: 191) 

и (GGGS)n (SEQ ID NO: ID NO: 192), где n представляет целое число, по меньшей мере один. В некото-

рых вариантах осуществления этих способов и наборов по меньшей мере один из L1 и L2 содержит ами-

нокислотную последовательность, имеющую формулу (GGS)n, где n представляет целое число, по мень-

шей мере один. В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов по меньшей мере один 

из L1 и L2 содержит аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из 

 
В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов АВ включает антитело или фраг-

мент антитела, выбранные из последовательностей перекрестно реагирующих антител, представленных 

здесь. В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов АВ включает Fab-фрагмент, scFv 

или одноцепочечное антитело (scAb). 

В некоторых вариантах осуществления этих способов и наборов расщепляющий агент представляет 

собой протеазу, которая локализуется совместно с мишенью у субъекта или в образце, и СМ представля-

ет полипептид, который функционирует как субстрат для протеазы, где протеаза расщепляет СМ в акти-

вируемом антителе, когда активируемое антитело подвергается воздействию протеазы. В некоторых ва-

риантах осуществления этих способов и наборов СМ представляет полипептид длиной до 15 аминокис-

лот. В некоторых вариантах осуществления этих методов и наборов СМ связан с N-концом АВ. В неко-

торых вариантах осуществления этих методов и наборов СМ связан с С-концом АВ. В некоторых вари-

антах осуществления этих методов и наборов СМ связан с N-концом цепи VL АВ. 

Антитела, конъюгированные антитела, активируемые антитела и/или конъюгированные активируе-

мые антитела по настоящему изобретению применяются в диагностических и профилактических компо-

зициях. В одном варианте осуществления активируемое антитело вводят пациентам, которые подверже-

ны риску развития одного или более из вышеуказанного воспаления, воспалительных заболеваний, рака 

или других расстройств. 

Предрасположенность пациента или органа к одному или более из вышеуказанных расстройств может 

быть определена с использованием генотипических, серологических или биохимических маркеров. 

В некоторых вариантах осуществления изобретения антитело, конъюгированное антитело, активи-
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руемое антитело и/или конъюгированное активируемое антитело вводят человеку с диагнозом клиниче-

ского симптома, связанного с одним или более из вышеуказанных расстройств. После постановки диаг-

ноза антитело, конъюгированное антитело, активируемое антитело и/или конъюгированное активируе-

мое антитело вводят для облегчения или отмены эффектов клинического расстройства. 

Антитела, конъюгированные антитела, активируемые антитела и/или конъюгированные активируе-

мые антитела по изобретению также пригодны для детектирования мишени в образцах пациентов, и со-

ответственно они пригодны для применения в качестве диагностикумов. Например, антитела, конъюги-

рованные антитела, активируемые антитела и конъюгированные активируемые антитела по настоящему 

изобретению применяются в анализах in vitro, например ELISA, для определения уровней мишени в об-

разце пациента. 

В одном варианте осуществления антитело и/или активируемое антитело по изобретению иммоби-

лизуют на твердой подложке (например, в лунке(ах) микротитрационного планшета). Иммобилизованное 

антитело и/или активируемое антитело служит в качестве захватывающего антитела для любой мишени, 

которая может присутствовать в тестируемом образце. Перед контактированием иммобилизованного 

антитела и/или активируемого антитела с образцом пациента твердую подложку промывают и обрабаты-

вают блокирующим агентом, таким как молочный белок или альбумин, для предупреждения неспецифи-

ческой адсорбции аналита. 

Затем лунки обрабатывают тестируемым образцом, предположительно содержащим антиген, или 

раствором, содержащим стандартное количество антигена. Такой образец представляет собой, например, 

образец сыворотки крови от субъекта, с подозрением на наличие уровней циркулирующего антигена, 

которые считаются диагностическими для патологии. После отмывания тестируемого образца или стан-

дарта твердый носитель обрабатывают вторым антителом, которое содержит детектируемую метку. Ме-

ченое второе антитело служит в качестве детектирующего антитела. Измеряют уровень детектируемой 

метки и определяют концентрацию антигена-мишени в тестируемом образце сравнением со стандартной 

кривой, построенной по стандартным образцам. 

Очевидно понятно, что на основе результатов, полученных с использованием антител и активируе-

мых антител по насоящему изобретению в диагностическом анализе in vitro, можно определить стадию 

заболевания у субъекта, основываясь на уровнях экспрессии антигена-мишени. Для данного заболевания 

образцы крови отбирают от субъектов, диагностированных как находящиеся на разных стадиях прогрес-

сирования заболевания, и/или на разных точках терапевтического лечения заболевания. Используя попу-

ляцию образцов, которая обеспечивает статистически значимые результаты для каждой стадии прогрес-

сирования или лечения, составляют диапазон концентраций антигена, который можно считать характер-

ным для каждой стадии. 

Антитела, конъюгированные антитела, активируемые антитела и/или конъюгированные активируе-

мые антитела также можно использовать в диагностических и/или визуализирующих методах. В некото-

рых вариантах осуществления такие способы являются способами in vitro. В некоторых вариантах осу-

ществления такие способы являются способами in vivo. В некоторых вариантах осуществления такие 

способы являются способами in situ. В некоторых вариантах осуществления такими способами являются 

способы ex vivo. Например, активируемые антитела, имеющие ферментативно расщепляемый СМ, могут 

быть использованы для детектирования присутствия или отсутствия фермента, который способен расще-

плять СМ. Такие активируемые антитела могут использоваться в диагностике, которая может включать 

детектирование in vivo (например, качественно или количественно) активности фермента (или, в некото-

рых вариантах осуществления, среду с повышенным потенциалом восстановления, такую как среда, ко-

торая может обеспечить восстановление дисульфидной связи) посредством измеренного накопления ак-

тивированных антител (т.е. антител, образующихся в результате расщепления активируемого антитела) в 

данной клетке или ткани данного организма-хозяина. Такое накопление активированных антител указы-

вает не только на то, что ткань экспрессирует ферментативную активность (или повышенный потенциал 

восстановления в зависимости от природы СМ), но также и то, что ткань экспрессирует мишень, с кото-

рой связывается активированное антитело. 

Например, СМ можно выбрать в качестве субстрата для протеазы, обнаруженной в месте опухоли, в 

месте вирусной или бактериальной инфекции в биологически ограниченном месте (например, таком как 

абсцесс, орган и т.п.) и тому подобное. АВ может представлять молекулу, которая связывается с антиге-

ном-мишенью. Используя способы, известные специалисту в данной области, детектируемая метка (на-

пример, флуоресцентная метка, или радиоактивная метка, или радиоактивный индикатор) может быть 

конъюгирована с АВ или другой областью антитела и/или активируемого антитела. Подходящие детек-

тируемые метки обсуждаются в контексте вышеуказанных методов скрининга, и ниже приводятся их 

дополнительные конкретные примеры. Используя АВ, специфичное к белку или пептиду, показателю 

болезненного состояния, вместе по меньшей мере с одной протеазой, активность которой повышена в 

интересующей больной ткани, активируемые антитела будут демонстрировать повышенную скорость 

связывания с больными тканями по сравнению с тканями, где отсутствует фермент на детектируемом 

уровне или присутствует на более низком уровне, чем в больной ткани заболевания, или неактивен (на-

пример, находится в виде зимогена или в комплексе с ингибитором). Поскольку низкомолекулярные 
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белки и пептиды быстро выделяются из крови системой почечной фильтрации, и потому, что фермент, 

специфичный для СМ, отсутствует на детектируемом уровне (или присутствует на более низких уровнях 

в здоровых тканях или присутствует в неактивной конформации), то накопление активированных анти-

тел в больной ткани усиливается по сравнению со здоровыми тканями. 

В еще одном примере активируемые антитела могут быть использованы для детектировани присут-

ствия или отсутствия расщепляющегося агента в образце. Например, когда активируемые антитела со-

держат СМ, чувствительный к расщеплению ферментом, то активируемые антитела можно использовать 

для определения (качественно или количественно) присутствия фермента в образце. В еще одном приме-

ре, когда активируемые антитела содержат СМ, чувствительный к расщеплению восстанавливающим 

агентом, то активируемые антитела можно использовать для определения (качественно или количест-

венно) наличия восстанавливающих условий в образце. Для облегчения анализа в этих способах активи-

руемые антитела могут быть помечены детектируемой меткой и могут быть связаны с носителем (на-

пример, твердой подложкой, такой как стекло или шарик). Детектируемую метку можно расположить в 

области активируемого антитела, которая не высвобождается после расщепления, например детектируе-

мая метка может представлять собой погашеную флуоресцентную метку или другую метку, которая не 

обнаруживается до тех пор, пока не произойдет расщепление. Анализ можно проводить, например, кон-

тактированием иммобилизованных, детектируемых меченых активируемых антител с образцом, предпо-

ложительно содержащим фермент и/или восстанавливающий агент, в течение времени, достаточного для 

расщепления, затем промыванием для удаления избытка образца и загрязняющих веществ. Присутствие 

или отсутствие расщепляющего агента (например, фермента или восстанавливающего агента) в образце 

затем оценивают по изменению детектируемого сигнала активируемых антител до контактирования с 

образцом, например по наличию и/или увеличению детектируемого сигнала за счет расщепления активи-

руемого антитела под действием расщепляющего агента в образце. 

Такие способы детектирования также могут быть адаптированы для детектирования присутствия 

или отсутствия мишени, которая способна связываться с АВ активируемых антител при расщеплении. 

Таким образом, анализы могут быть адаптированы для оценки присутствия или отсутствия расщепляю-

щего агента и присутствия или отсутствия интересующей мишени. Присутствие или отсутствие расщеп-

ляющего агента может быть обнаружено по наличию и/или увеличению детектируемой метки активи-

руемых антител, как описано выше, и присутствие или отсутствие мишени может быть обнаружено по 

детектированию комплекса мишень-АВ, например с использованием детектируемого меченого антитела 

к мишени. 

Активируемые антитела также применимы для визуализации in situ для подтверждения активации 

активируемого антитела, например по расщеплению протеазой и связыванию с конкретной мишенью. 

Визуализация in situ представляет метод, который позволяет определить локализацию протеолитической 

активности и мишени в биологических образцах, таких как клеточные культуры или срезы тканей. Ис-

пользуя эту методику, можно подтвердить связывание с данной мишенью и протеолитическую актив-

ность на основе присутствия детектируемой метки (например, флуоресцентной метки). 

Данные способы пригодны для применения с любыми замороженными клетками или тканями, по-

лученными из места заболевания (например, опухолевой ткани) или здоровых тканей. Такие способы 

также пригодны для свежих образцов клеток или тканей. 

В данных способах активируемое антитело метят детектируемой меткой. Детектируемая метка мо-

жет представлять собой флуоресцентный краситель (например, флуорофор, изотиоцианат флуоресцеина 

(FITC), изотиоцианат родамина (TRITC), метку Alexa Fluor), краситель, детектируемый в ближней ин-

фракрасной области (NIR) (например, нанокристаллы Qdot), коллоидный металл, гаптен, радиоактив-

ный маркер, биотин и реагент для амплификации, такой как стрептавидин или фермент (например, пе-

роксидаза хрена или щелочная фосфатаза). 

Детектирование метки в образце, который был инкубирован с меченым активируемым антителом, 

указывает на то, что образец содержит мишень и содержит протеазу, которая специфична для СМ акти-

вируемого антитела. В некоторых вариантах осуществления присутствие протеазы может быть подтвер-

ждено с использованием ингибиторов протеаз широкого спектра, таких как описанные здесь, и/или с ис-

пользованием агента, специфичного для протеазы, например антитела, такого как All, которое специ-

фично для протеазы матриптазы и ингибирует протеолитическую активность матриптазы; см., например, 

публикацию международной заявки WO 2010/129609, опубликованную 11 ноября 2010 г. Аналогичный 

подход с применением ингибиторов протеаз широкого спектра, таких как описанные здесь, и/или с ис-

пользованием более селективного ингибирующего агента может быть использован для идентификации 

протеазы, которая является специфичной для СМ активируемого антитела. В некоторых вариантах осу-

ществления присутствие мишени может быть подтверждено с использованием агента, специфичного для 

мишени, например другого антитела, или детектируемая метка может конкурировать с немеченой мише-

нью. В некоторых вариантах осуществления может быть использовано немеченое активируемое антите-

ло с детектированием меченным вторичным антителом или с использованием более сложной системы 

детектирования. 
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Подобные способы также пригодны для визуализации in vivo, где детектирование флуоресцентного 

сигнала у субъекта, например млекопитающего, включая человека, указывает, что больное место содер-

жит мишень и содержит протеазу, которая специфична для СМ активируемого антитела. 

Данные способы также пригодны в наборах и/или в качестве реагентов для детектирования, иден-

тификации или характеристики протеазной активности в различных клетках, тканях и организмах на ос-

нове специфичного к протеазе СМ в активируемом антителе. 

В некоторых вариантах осуществления визуализация in situ и/или визуализация in vivo пригодна в 

способах идентификации пациентов, которые подлежат лечению. Например, при визуализации in situ 

активируемые антитела используются для скрининга образцов пациентов, чтобы идентифицировать па-

циентов, имеющих подходящую протеазу(ы) и мишень(и), в соответствующем месте, например в участке 

опухоли. 

В некоторых вариантах осуществления визуализация in situ используется для идентификации или 

иного уточнения популяции пациентов, подходящей для лечения активируемым антителом по настоя-

щему раскрытию. Например, пациенты, которые дают при тестировании положительный результат одно-

временно на мишень и на протеазу, которая расщепляет субстрат в расщепляемом фрагменте (СМ) акти-

вируемого антитела, которое тестируется (например, накапливают активированные антитела в месте за-

болевания), идентифицируются в качестве подходящих кандидатов для лечения таким активируемым 

антителом, содержащим такой СМ. Аналогично пациенты, которые дают при тестировании отрицатель-

ный результат на одно или оба из мишени и протеазы, которая расщепляет субстрат в СМ в активируе-

мом антителе, которое тестируется с использованием этих способов, идентифицируются как подходящие 

кандидаты для другого вида терапии (т.е. неподходящие для лечения активируемым антителом, которое 

тестируется). В некоторых вариантах осуществления такие пациенты, которые при тестировании дают 

отрицательный результат по отношению к первому активируемому антителу, могут быть тестированы с 

другими активируемыми антителами, содержащими различные СМ, до тех пор, пока не будет идентифи-

цировано подходящее активируемое антитело для лечения (например, активируемое антитело, содержа-

щее СМ, который расщепляется пациентом в месте заболевания). 

В некоторых вариантах осуществления визуализация in vivo используется для идентификации или 

иного уточнения популяции пациентов, подходящей для лечения активируемым антителом по настоя-

щему изобретению. Например, пациенты, которые дают положительный результат одновременно на ми-

шень и на протеазу, которая расщепляет субстрат в расщепляемом фрагменте (СМ) активируемого анти-

тела, которое тестируется (например, накапливают активированные антитела в участке заболевания), 

идентифицируются в качестве подходящих кандидатов для лечения таким активируемым антителом, 

содержащим такой СМ. Аналогично пациенты, которые дают отрицательный результат, идентифициру-

ются как подходящие кандидаты для другого вида терапии (т.е. неподходящие для лечения активируе-

мым антителом, которое тестируется). В некоторых вариантах осуществления такие пациенты, которые 

при тестировании дают отрицательный результат по отношению к первому активируемому антителу, 

могут быть тестированы с другими активируемыми антителами, содержащими различные СМ, до тех 

пор, пока не будет идентифицировано подходящее активируемое антитело для лечения (т.е. активируе-

мое антитело, содержащее СМ, который расщепляется пациентом в месте заболевания). 

Фармацевтические композиции 

Антитела, конъюгированные антитела, активируемые антитела и/или конъюгированные активируе-

мые антитела по настоящему изобретению (также называемые здесь "активными соединениями") и их 

производные, фрагменты, аналоги и гомологи могут быть включены в фармацевтические композиции, 

подходящие для введения. Такие композиции обычно включают антитело, конъюгированное антитело, 

активируемое антитело и/или конъюгированное активируемое антитело и фармацевтически приемлемый 

носитель. Как здесь используется, термин "фармацевтически приемлемый носитель" предназначен для 

включения любых и всех растворителей, дисперсионных сред, покрытий, антибактериальных и противо-

грибковых агентов, изотонических агентов и агентов, замедляющих всасывание, и т.п., совместимых с 

фармацевтическим введением. Подходящие носители описаны в последнем издании Remington's Pharma-

ceutical Sciences, стандартного справочного руководства в данной области, который включен здесь в ка-

честве ссылки. Подходящие примеры таких носителей или разбавителей включают, не ограничиваясь 

этим, воду, физиологические растворы Рингера, раствор декстрозы и 5% человеческий сывороточный 

альбумин. Также могут использоваться липосомы и неводные носители, такие как нелетучие масла. Ис-

пользование таких сред и агентов для фармацевтически активных веществ хорошо известно в данной 

области. За исключением того, когда любые обычные среды или агент несовместимы с активным соеди-

нением, предполагается их использование в композициях. В композиции также могут быть включены 

дополнительные активные соединения. 

Фармацевтическая композиция по настоящему изобретению формулируется таким образом, чтобы 

быть совместимой с ее предполагаемым способом введения. Примеры путей введения включают парен-

теральное, например, внутривенное, внутрикожное, подкожное, пероральное (например, ингаляционное), 

трансдермальное (то есть местное), трансмукозальное и ректальное введение. Растворы или суспензии, 

используемые для парентерального, внутрикожного или подкожного применения, могут включать сле-
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дующие компоненты: стерильный разбавитель, такой как вода для инъекций, физиологический раствор, 

нелетучие масла, полиэтиленгликоли, глицерин, пропиленгликоль или другие синтетические растворите-

ли; антибактериальные агенты, такие как бензиловый спирт или метилпарабен; антиоксиданты, такие как 

аскорбиновая кислота или бисульфит натрия; хелатирующие агенты, такие как этилендиаминтетрауксус-

ная кислота (ЭДТА); буферы, такие как ацетаты, цитраты или фосфаты, и агенты для регуляции тонич-

ности, такие как хлорид натрия или декстроза. Значение рН можно доводить кислотами или основания-

ми, такими как хлористоводородная кислота или гидроксид натрия. Препарат для парентерального вве-

дения может быть заключен в ампулы, одноразовые шприцы или многодозовые флаконы из стекла или 

пластика. 

Фармацевтические композиции, пригодные для инъекционного применения, включают стерильные 

водные растворы (когда они растворимы в воде) или дисперсии и стерильные порошки для приготовле-

ния ex tempore стерильных растворов или дисперсии для инъекций. Для внутривенного введения подхо-

дящие носители включают физиологический раствор, бактериостатическую воду, Cremophor EL 

(BASF, Parsippany, N.J.) или забуференный фосфатом физиологический раствор (PBS). Во всех случаях 

композиция должна быть стерильной и должна быть текучей в той степени, чтобы ее можно было легко 

набрать в шприц. Она должна быть стабильной в условиях производства и хранения и должна храниться 

без обсеменения микроорганизмами, такими как бактерии и грибы. Носитель может служить растворите-

лем или дисперсионной средой, содержащей, например, воду, этанол, полиол (например, глицерин, про-

пиленгликоль и жидкий полиэтиленгликоль и тому подобное) и их подходящие смеси. Соответствую-

щую текучесть можно поддерживать, например, путем использования покрытия, такого как лецитин, 

поддержанием требуемого размера частиц в случае дисперсии и с использованием поверхностно-

активных веществ. Предотвращение действия микроорганизмов может быть достигнуто с помощью раз-

личных антибактериальных и противогрибковых агентов, например парабенов, хлорбутанола, фенола, 

аскорбиновой кислоты, тимеросала и тому подобного. В некоторых вариантах осуществления будет же-

лательно включить изотонические агенты, например сахара, полиспирты, такие как маннитол, сорбит, 

хлорид натрия в композиции. Пролонгированное всасывание инъекционных композиций может быть 

достигнуто включением в состав агента, который задерживает абсорбцию, например моностеарат алю-

миния и желатин. 

Стерильные растворы для инъекций могут быть получены включением активного соединения в 

требуемом количестве в подходящий растворитель с одним или несколькими ингредиентами, перечис-

ленными выше, с последующей стерилизацией фильтрованием. Как правило, дисперсии получают вклю-

чением активного соединения в стерильный носитель, который содержит основную дисперсионную сре-

ду и требуемые другие ингредиенты из перечисленных выше. В случае стерильных порошков для приго-

товления стерильных растворов для инъекций способы получения представляют собой вакуумную сушку 

и лиофильную сушку, что дает порошок активного ингредиента плюс любой дополнительный желаемый 

ингредиент из ранее стерильного фильтрованного раствора. 

Композиции для перорального введения обычно включают инертный разбавитель или съедобный 

носитель. Они могут быть заключены в желатиновые капсулы или спрессованы в таблетки. Для целей 

перорального терапевтического введения активное соединение можно вводить с эксципиентами и ис-

пользовать в форме таблеток, пастилок или капсул. Пероральные композиции также можно приготовить 

с использованием жидкого носителя для применения в виде жидкости для полоскания ротовой полости, 

где соединение в жидком носителе наносят орально и полощут рот, выплевывают или проглатывают. В 

состав композиции могут быть включены фармацевтически совместимые связывающие агенты и/или 

вспомогательные материалы. Таблетки, пилюли, капсулы, пастилки и тому подобное могут содержать 

любой из следующих ингредиентов или соединений аналогичного характера: связующее вещество, такое 

как микрокристаллическая целлюлоза, трагакантовая камедь или желатин; эксципиент, такой как крах-

мал или лактоза, дезинтегрирующий агент, такой как альгиновая кислота, примогель или кукурузный 

крахмал; смазывающее вещество, такое как стеарат магния или Sterotes; скользящее вещество, такое как 

коллоидный диоксид кремния; подслащивающий агент, такой как сахароза или сахарин; или ароматиза-

тор, такой как перечная мята, метилсалицилат или апельсиновый ароматизатор. 

Для ингаляционного введения соединения доставляются в виде аэрозольного спрея из находящего-

ся под давлением контейнера или дозатора, который содержит подходящий пропеллент, например, газ, 

такой как диоксид углерода, или распылитель. 

Системное введение также можно осуществлять с использованием трансмукозальных или транс-

дермальных средств. Для трансмукозального или чрескожного введения в композиции используют пе-

нетранты, соответствующие проницаемому барьеру. Такие пенетранты обычно известны в данной облас-

ти и включают, например для введения через слизистую оболочку детергенты, соли желчных кислот и 

производные фузидовой кислоты. Трансмукозальное введение может быть осуществлено с использова-

нием назальных спреев или суппозиториев. Для чрескожного введения активные соединения формули-

руют в виде мазей, бальзамов, гелей или кремов, как это известно в данной области. 

Соединения также могут быть формулированы в виде суппозиториев (например, с обычными осно-

вами для суппозиториев, такими как масло какао и другие глицериды) или удерживающих клизм для 
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ректальной доставки. 

В одном варианте осуществления активные соединения формулируют с носителями, которые за-

щищают соединение от быстрой элиминации из организма, такими как композиция с контролируемым 

высвобождением, включая имплантаты и микрокапсулированные системы доставки. Могут использо-

ваться биодеградируемые, биосовместимые полимеры, такие как этиленвинилацетат, полиангидриды, 

полигликолевая кислота, коллаген, полиортоэфиры и полимолочная кислота. Специалистам в данной 

области техники будут очевидны способы получения таких составов. Материалы также могут быть по-

лучены коммерчески от Alza Corporation и Nova Pharmaceuticals, Inc. Липосомные суспензии (включая 

липосомы, направленные к инфицированным клеткам с моноклональными антителами к вирусным анти-

генам) также можно использовать в качестве фармацевтически приемлемых носителей. Они могут быть 

получены способами, известными специалистам в данной области, например, как описано в патенте 

США № 4522811. 

Особенно преимущественно формулировать пероральные или парентеральные композиции в разо-

вой лекарственной форме для удобства введения и однородности дозировки. Как здесь используется, 

разовая лекарственная форма относится к физически дискретным единицам, подходящим в качестве ра-

зовых доз для субъекта, подлежащего лечению; где каждая единица содержит предопределенное количе-

ство активного соединения, рассчитанное для получения желаемого терапевтического эффекта в сочета-

нии с необходимым фармацевтическим носителем. Спецификация для разовых лекарственных форм рас-

крывается и непосредственно зависит от уникальных характеристик активного соединения и конкретно-

го терапевтического эффекта, который должен быть достигнут, и ограничений, имеющихся в области 

формуляции такого активного соединения для лечения пациентов. 

Фармацевтические композиции могут быть включены в контейнер, упаковку или дозатор вместе с 

инструкциями для введения. 

Изобретение будет дополнительно описано в следующих примерах, которые не ограничивают объ-

ем изобретения, представленного в формуле изобретения. 

Примеры 

Пример 1. Отбор вариантов осуществления человеческих scFvs, которые связываются с PDL1 чело-

века и/или мыши. 

В данном примере показано, что могут быть отобраны варианты осуществления scFvs (одноцепо-

чечные вариабельные фрагменты), которые связываются с PDL1, из библиотеки фагового дисплея scFv с 

различными последовательностями CDR, и что такое связывание может ингибировать связывание PDL1 

с PD1 и В7-1. 

scFvs были отобраны из библиотеки полностью человеческих ScFv, экспонированной на бактерио-

фаге М13; отбор фагов, несущих scFv, проводили по контракту с Creative Biolabs, Shirley, NY. Слитый 

белок, состоящий из внеклеточного домена (ECD) человеческого PDL1 или мышиного PDL1 с карбокси-

концевой меткой His6 (Sino Biological, Cat. No. 10084-H02H-200) использовали в качестве антигена в 

трех чередующихся раундах отбора для scFvs, экспонированных на бактериофаге М13, которые связы-

ваются с PDL1. В первом раунде связанный фаг высвобождали расщеплением трипсином, и в последую-

щих раундах фаг элюировали с помощью гибридного белка PD1 человека (R&D Systems, Cat. No. 1080-

PD-050). Было выделено пять (5) уникальных scFvs, которые связываются с PDL1. В табл.1 приведены 5 

scFvs и SEQ ID NO их соответствующих последовательностей нуклеиновых кислот и аминокислотных 

последовательностей. 

Таблица 1. SEQ ID NO отобранных scFv 

 
Последовательности нуклеиновой кислоты и аминокислотные последовательности каждого из scFvs 

к PDL1 (с подчеркнутыми CDR) показаны ниже. 
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SEQ ID NO: 1 
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На фиг. 1 приведены результаты анализа связывания на основе ELISA, показывающие, что PDL1 

с60 scFv-фаг связывается специфически с PDL1 человека и мыши. Вкратце, человеческий PDL1, мыши-

ный PDL1, человеческий PD1, мышиный PD1, человеческие 41BBLig или Notchl (R&D Systems) адсор-

бировали в отдельных лунках 96-луночного планшета для постановки ELISA. Фаг вносили в лунки 

планшета и оставляли для связывания. Связанный фаг визуализировали с использованием конъюгата 

анти-M13-HRP (GE Healthcare, Piscataway, NY) и развивали с использованием хромогенного субстрата 

тетраметилбензидина (ТМВ) (Thermo Scientific, Rockford, IL). 

На фиг. 2 показано, что включение PD1 может ингибировать связывание PDL1 scFv-фага с PDL1 в 

анализе связывания на основе ELISA. Вкратце, человеческий PDL1 или мышиный PDL1 (R&D Systems) 

адсорбировали в отдельных лунках 96-луночного планшета для постановки ELISA. Фаг вносили в лунки 

планшета в присутствии и отсутствии человеческого и мышиного PD1-Fc (R&D Systems) и оставляли для 

связывания. Связанный фаг визуализировали с использованием конъюгата анти-M13-HRP (GE 

Healthcare, Piscataway, NY) и развивали с использованием хромогенного субстрата тетраметилбензидина 

(ТМВ) (Thermo Scientific, Rockford, IL). Связывание фага снижалось в присутствии PD1-Fc, демонстри-

руя, что связывающий эпитоп фага перекрывается с таковым для связывания PD1. 

Пример 2. Получение и тестирование полностью человеческих с60 IgG антител к PDL1. 

В данном примере показано, что PDL1 с60 scFv-фаг, который связывается с PDL1 человека и мыши, 

может быть превращен в полностью человеческие IgG антитела, которые сохраняют способность связы-

ваться с PDL1 человека и мыши. 

Получение полностью человеческих IgG, содержащих вариабельные области PDL1 с60, осуществ-

ляли с использованием методов, аналогичных способам, описанным в публикации международной заяв-

ки РСТ WO 2010/081173. Молекулы ДНК, кодирующие вариабельные области PDL1 с60 scFv-фага, кло-

нировали в экспрессионные векторы для экспрессии полностью человеческих IgG. Вариабельные облас-

ти легкой цепи (Lc) амплифицировали из матриц scFv. Вектор (LcpOP (модифицированный из pCDNA3, 

Invitrogen, Carlsbad, CA)) и амплифицированную ДНК расщепляли с использованием BsiWI и EcoRI в 

течение ночи, объединяли лигированием и трансформировали в клетки МС1061 Е. coli. Вариабельные 

области тяжелой цепи (Нс) амплифицировали из матриц scFv. Полностью человеческие IgG анти-PDL1 

с60 экспрессировали из транзиентно трансфицированных клеток HEK-293 и очищали из супернатанта 

культуры хроматографией на протеине А. 

На фиг. 3 показано, что полностью человеческий анти-PDL1 с60 IgG связывается с PDL1 человека и 

мыши с аффинностью для PDL1 человека, равной 1 нМ, и для PDL1 мыши, равной 30 нМ. Вкратце, че-

ловеческий PDL1-Fc или мышиный PDL1-Fc (R&D Systems, Minneapolis, MN) адсорбировали в лунках 

96-луночного планшета для постановки ELISA. Очищенный анти-PDL1 с60 вносили в лунки планшета и 

оставляли для связывания. Связанное антитело визуализировали с использованием античеловеческого 

конъюгата IgG-HRP, специфичного к Fab (Sigma, St. Louis, MO, Cat # A0293-1ML) и развивали с исполь-

зованием хромогенного субстрата ТМВ. 

Пример 3. Созревание аффинности вариантов осуществления анти-PDL1-антител. 

В данном примере показано выделение вариантов осуществления антител с улучшенной кинетикой 

связывания и улучшенным профилем технологичности получения. 
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Анти-PDL1-антитела выделяли из библиотек CDR, модифицированных из анти-PDL1 с60. Такие 

библиотеки конструировали, как показано в табл.2 и 3. Четыре библиотеки Fab-фага, основанные на по-

следовательности анти-PDL1 с60, конструировали с использованием вырожденной синтетической ДНК. 

Остатки изменяли рандомизацией в каждом указанном нуклеотиде. Кроме того, в библиотеки 3 и 6 были 

добавлены дополнительные рандомизированные остатки к CDR3 тяжелой цепи. Библиотеки трансфекти-

ровали в штамм TGI E. coli и фаг получали после суперинфекции М13K07 (Invitrogen). 

Выполняли три раунда отбора для каждой библиотеки в условиях возрастующей жесткости. Прово-

дили три чередующихся раунда отбора смешиванием биотинилированного человеческого PDL1 или био-

тинилированного мышиного PDL1 с фагом, смесь блокировали 100 мкг/мл пулированного человеческого 

IgG (hulgG или hlgG) и 2% обезжиренного молока (NFDM) в забуференном трис-буфером физиологиче-

ском растворе (TBS, 40 мМ Трис, 129 мМ NaCl, pH 7,4). После инкубации при комнатной температуре 

Bio-PDL1, связанный с фагом, захватывали магнитными гранулами, покрытыми стрептавидином, кото-

рые интенсивно промывали при 37°С, и оставшийся связанный фаг элюировали 100 мМ триэтанолами-

ном (TEA) (Sigma, St. Louis, МО), и продуцировали в TGI E. coli. Отобранные библиотеки Lc объединяли 

с библиотеками Hc и каждую из них подвергали дополнительным семи раундам отбора. 

Таблица 2. Последовательности CDR для библиотек аффинно созревшей  

вариабельной области тяжелой цепи 

 
Таблица 3. Последовательности CDR для библиотек аффинно созревшей  

вариабельной области легкой цепи 

 
Сорок семь (47) отдельных изолятов было отобрано из финального пула. Фаг получали из каждого 

изолята и анализировали на связывание с антигенами, человеческим PDL1-Fc, человеческим B7-1-FC и 

человеческим CD28-Fc (R&D Systems). Вкратце, антигены адсорбировали в лунках 96-луночного план-

шета для постановки ELISA, где каждый лиганд был в отдельном планшете. Фаг вносили в соответст-

вующие лунки каждого планшета и оставляли для связывания. Связанный фаг визуализировали с ис-

пользованием конъюгата анти-М13-HRP и развивали с использованием хромогенного субстрата ТМВ. На 

основании результатов постановки ELISA и последовательности ДНК для дальнейшего изучения ото-

брали 6 уникальных клонов со зрелыми CDR3 вариабельных областей тяжелой цепи и 10 CDR2 вариа-

бельных областей тяжелой цепи. 13 фаговых клонов, 10 CDR2 и 3 CDR3, анализировали на их способ-
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ность связываться с PDL1 мыши и человека, и результаты фагового ELISA показаны на фиг. 4А и В. Все 

клоны фага связываются с человеческим PDL1, но не с В7-1, кроме того, CDR2-клоны С05 и G12 демон-

стрируют сильное связывание с мышиным PDL1, и CDR3-клон Н9 показывал слабое связывание с мы-

шиным PDL1. В табл.4 приведены вариабельные области тяжелой цепи, кодированные клонами, и SEQ 

ID NO для последовательностей нуклеиновых кислот и аминокислотных последовательностей их соот-

ветствующих тяжелых цепей. 

Вариабельные области легкой цепи для каждого из них идентичны доменам с60 (SEQ ID NO 11 и 12). 

SEQ ID NO: 11 

 
Таблица 4 
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Пример 4. Выделение и тестирование вариантов осуществления аффинно зрелых анти-PDL1-

антител. 

В данном примере показано, что зрелый PDL1 Fab-фаг, который связывается с PDL1 человека и 

мыши, может быть превращен в полностью человеческие IgG-антитела, которые сохраняют связывание с 

человеческим PDL1 и показывают усиленное связывание с мышиным PDL1. 

Получение полностью человеческих IgG, содержащих вариабельные области зрелых клонов, осу-

ществляли с использованием способов, аналогичных способам, описанным в публикации международ-

ной заявки РСТ WO 2010/081173. ДНК, кодирующую вариабельные области анти-PDL1 Fab-фаг клонов 

C1, D1, G7, С05, G12 и комбинации CDR3 вариабельных областей тяжелой цепи анти-PDL1 Fab-фаг кло-

нов С05 или G12 с CDR2 вариабельной области легкой цепи анти-PDL1 Fab-фаг клонов В10, Е10 или Н9, 

клонировали в экспрессионные векторы для экспрессии полностью человеческих IgG. Вариабельные 

области легкой цепи для каждого из них идентичны доменам с60 (SEQ ID NO: 10). Вариабельные облас-

ти легкой цепи (Lc) амплифицировали из Fab-матриц. Вектор (LcpOP (модифицированный из pCDNA3, 

Invitrogen, Carlsbad, CA)) и амплифицированную ДНК расщепляли с использованием BsiWl и EcoRI в 

течение ночи, объединяли лигированием и трансфектировали в клетки МС1061 Е. coli. Вариабельные 

области тяжелой цепи (Hc) амплифицировали из Fab-матриц. Полностью человеческие IgG анти-PDL1-

антитела экспрессировали из транзиентно трансфицированных клеток HEK-293 и выделяли из суперна-

танта культуры хроматографией на протеине А. 

Аффинно зрелые анти-PDL1-антитела анализировали на их способность связываться с PDL1 чело-

века и мыши. Вкратце, человеческий PDL1-Fc или мышиный PDL1-Fc (R&D Systems, Minneapolis, MN) 

адсорбировали в лунках 96-луночного планшета для постановки ELISA. Очищенные анти-PDL1-

антитела вносили в лунки планшета и оставляли для связывания. Связанное антитело визуализировали 

античеловеческим конъюгатом IgG-HRP, специфичным к Fab (Sigma, St. Louis, MO, Cat # A0293-1ML), и 

развивали с использованием хромогенного субстрата ТМВ. На фиг. 5 показано, что объединение CDR3 

зрелых вариабельных областей тяжелой цепи с CDR2 вариабельных областей тяжелой цепи приводит к 

получению антител с повышенной аффинностью к PDL1 человека. Кроме того, комбинация CDR2 зре-

лых вариабельных областей тяжелой цепи С05 с CDR3 вариабельных областей тяжелой цепи Н9 приво-

дит к получению антитела с высокой аффинностью к PDL1 человека и мыши. В табл. 5 представлены 

SEQ ID NO для последовательностей нуклеиновых кислот и аминокислотных последовательностей соот-

ветствующих вариабельных областей тяжелых цепей. 
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Затем анти-PDL1-антитела С5Н9, С5В10 и С5Е10 характеризовали по их видовой специфичности в 

отношении связывания с PDL1 и другими родственными белками. Вкратце, человеческий PDL1-Fc, мы-

шиный PDL1-Fc (R&D Systems, Minneapolis, MN) или PDL1-Fc обезьяны циномолгус (цино) (Sino bio-

logical) адсорбировали в лунках 96-луночного планшета для постановки ELISA. Очищенные анти-PDL1-

антитела вносили в лунки планшета и оставляли для связывания. Связанное антитело визуализировали 

античеловеческим конъюгатом IgG-HRP, специфичным к Fab (Sigma, St. Louis, MO, Cat # A0293-1ML), и 

развивали с использованием хромогенного субстрата ТМВ. На фиг. 6А и В показано, что С5Н9 связыва-

ется с PDL1 человека и мыши почти с одинаковой аффинностью и С5В10 и С5Е10 связываются только с 

PDL1 человека. Ни одно из тестированных антител не связывалось с человеческим В7-1 (фиг. 6D) или с 

человеческим CD28 (фиг. 6С), двумя тесно связанными белками. На фиг. 7 показано, что анти-PDL1-

антитело С5Н9 связывается с высокой и равной аффинностью с PDL1 человека, мыши и обезьяны цино-

молгус, но не с В7Н3 человека (также относится здесь к В7-Н3) (R&D Systems, Minneapolis, MN). 

Таблица 5. Вариабельные области тяжелой цепи вариантов осуществления антител к PDL1 
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Пример 5. Модификации зародышевой линии в вариабельной области легкой цепи анти-PDL1-

антитела С5Н9 повышают технологичность получения и снижают потенциальную иммуногенность. 

В данном примере описан дополнительный вариант осуществления анти-PDL1-антитела, которое 

проявляет пониженную прогнозируемую иммуногенность, уменьшенную агрегацию и повышенную экс-

прессию. 

В in silico прогнозе иммуногенности с использованием ProPred был обнаружен сильный потенци-

альный эпитоп в CDR2 вариабельной области легкой цепи С5Н9; анти-PDL1-антитело С5Н9, также от-

носится здесь к С5Н9, включает легкую цепь, содержащую SEQ ID NO: 12, и тяжелую цепь, содержа-

щую SEQ ID NO: 46. Выравнивание вариабельной области легкой цепи антитела С5Н9 с антителами че-

ловеческой зародышевой линии выявило две аминокислоты в CDR2, которые при модификации в заро-

дышевую линию, элиминировали прогнозируемый эпитоп. Остатки подчеркнуты и выделены жирным 

шрифтом в последовательности, показанной ниже в SEQ ID NO: 12. 

Кроме того, каркасную область 4 легкой цепи антитела С5Н9 модифицировали, как указано жир-

ным курсивом в SEQ ID NO: 58, заменив глицин (G) на глутамин (Q) в J-области. Данная модификация 

была направлена на повышение гибкости соединения между вариабельными и константными областями, 

что потенциально снижало тенденцию С5Н9 к образованию агрегатов. Полученные последовательности 

ДНК и аминокислотные последовательности показаны в SEQ ID NO: 57 и SEQ ID NO: 58 соответствен-

но. Полученное в результате анти-PDL1-антитело, также относится здесь анти-PDL1-антителу C5H9v2, 

также упоминаемое здесь как C5H9v2, включает легкую цепь, содержащую SEQ ID NO: 58, и тяжелую 

цепь, содержащую SEQ ID NO: 46. 
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На фиг. 8А и В показано, что модификации зародышевой линии, описанные в SEQ ID NO: 58, сни-

жают прогнозируемую иммуногенность (верхняя панель) и потенциал к агрегации и повышают уровень 

экспрессии в три раза. 

Пример 6. Характеристика in vitro анти-PDL1-антител С5Н9 и C5H9v2. 

В данном примере показана специфичность связывания и биологическая активность анти-PDL1-

антител по изобретению. 

Получение полностью человеческих IgG, содержащих вариабельные области зрелых клонов, осу-

ществляли с использованием способов, аналогичных способам, описанным в публикации международ-

ной заявки РСТ WO 2010/081173. ДНК, кодирующую вариабельные области тяжелой цепи анти-PDL1-

антитела С5Н9 (нуклеиновокислотная последовательность SEQ ID NO: 45, аминокислотная последова-

тельность SEQ ID NO: 46), амплифицировали и клонировали в векторы для экспрессии полностью чело-

веческих IgG. ДНК, кодирующую вариабельные области легкой цепи анти-PDL1-антитела С5Н9 (нук-

леиновокислотная последовательность SEQ ID NO: 11, аминокислотная последовательность SEQ ID NO: 

12), амплифицировали и клонировали в векторы для экспрессии полностью человеческих IgG. Анало-

гично ДНК, кодирующую вариабельные области тяжелой цепи анти-PDL1-антитела С5Н9 (нуклеиново-

кислотная последовательность SEQ ID NO: 45, аминокислотная последовательность SEQ ID NO: 46), 

амплифицировали и клонировали в векторы для экспрессии химерных мышиных IgG2a. ДНК, кодирую-

щую вариабельные области легкой цепи анти-PDL1-антитела C5H9v2 (нуклеиновокислотная последова-

тельность SEQ ID NO: 57, аминокислотная последовательность SEQ ID NO: 58), амплифицировали и 

клонировали в векторы для экспрессии химерных мышиных IgG2a. Полностью человеческие IgG или 

химерные мышиные IgG2a антитела к PDL1 экспрессировали из транзиентно трансфектированных кле-

ток НЕК-293 и выделяли из супернатанта культуры хроматографией на протеине A. IgG анти-PDL1-

антитело С5Н9 включает тяжелую цепь, содержащую вариабельную область тяжелой цепи, содержащую 

SEQ ID NO: 46, и легкую цепь, содержащую вариабельную область легкой цепи, содержащую SEQ ID 

NO: 12. IgG анти-PDL1-антитело C5H9v2 включает тяжелую цепь, содержащую вариабельную область 

тяжелой цепи, содержащую SEQ ID NO: 46, и легкую цепь, содержащую вариабельную область легкой 

цепи, содержащую SEQ ID NO: 58. 

Анти-PDL1-антитело C5H9v2 характеризовали на видоспецифическое связывание с PDL1, и на-

сколько данное антитело будет связываться с панелью человеческих белков. Вкратце, человеческий 

PDL1-Fc, мышиный PDL1-Fc (R&D Systems, Minneapolis, MN) или PDL1-Fc обезьяны циномолгус (цино) 

(Sino biological) адсорбировали в лунках 96-луночного планшета для постановки ELISA. Очищенные 

анти-PDL1-антитела С5Н9 и C5H9v2 вносили в лунки планшета и оставляли для связывания. Связанное 

антитело визуализировали античеловеческим конъюгатом IgG-HRP, специфичным к Fab (Sigma, St Louis, 

MO, Cat # A0293-1ML) и развивали с использованием хромогенного субстрата ТМВ. На фиг. 9 показано, 

что оба анти-PDL1-антитела С5Н9 и C5H9v2 связываются с человеческим, мышиным PDL1 и PDL1 обе-

зьяны циномолгус почти с одинаковой аффинностью. Значения ЕС50 для анти-PDL1-антитела C5H9v2 к 

человеческому PDL1, PDL1 обезьяны циномолгус, крысиному и мышиному PDL1 также имели практи-

чески одинаковые значения: 0,25 нМ, 0,28 нМ, 0,31 нМ и 0,30 нМ соответственно. 

В аналогичном эксперименте анти-PDL1-антитело С5Н9 оценивали на связывание с панелью чело-

веческих и мышиных белков. Вкратце, каждый белок, представленный на фиг. 10, абсорбировали в лун-

ках планшета для постановки ELISA. Очищенные анти-PDL1-антитела С5Н9 и C5H9v2 вносили в лунки 

планшета и оставляли для связывания. Связанное антитело визуализировали античеловеческим конъюга-

том IgG-HRP, специфичным к Fab (Sigma, St Louis, MO, Cat # A0293-1ML), и развивали с использовани-

ем хромогенного субстрата ТМВ. Анти-PDL1-антитело C5H9v2 связывается только с PDL1 человека и 
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мыши, демонстрируя специфичность к PDL1. 

Биологическая активность PDL1 опосредуется посредством связывания с PD1 и/или с В7-1. Блоки-

рование связывания является желательной характеристикой для терапевтического антитела; следова-

тельно, оценивали эффективность блокирования взаимодействия PDL1 с PD1 и В7-1. Вкратце, человече-

ский, мышиный PDL1 или PDL1 обезьяны циномолгус адсорбировали в лунках планшета для постановки 

ELISA. Биотинилированный PDL1 человека, мыши или обезьяны циномолгус или В7-1 вносили в лунки 

в отсутствии или в присутствии возрастающей концентрации анти-PDL1-антитела С5Н9 или анти-PDL1-

антитела C5H9v2 и оставляли для связывания. Связанный биотинилированный PD1 или В7-1 визуализи-

ровали конъюгатом стрептавидин-HRP (Thermo Scientific, Cat. No. 21126) и развивали с использованием 

хромогенного субстрата ТМВ. На фиг. 11 показано, что оба анти-PDL1-антитело С5Н9 и анти-PDL1-

антитело C5H9v2 являются сильными блокаторами связывания В7-1 или PD1 с PDL1 и что блокирование 

включает все три вида PDL1 человека, обезьяны циномолгус и мыши с одинаковыми значениями ЕС50 на 

уровне нМ. 

Пример 7. Анти-PDL1-антитело по изобретению ускоряет индукцию диабета у мышей NOD. 

В данном примере анти-PDL1-антитело С5Н9 анализировали на способность индуцировать диабет 

у мышей NOD. 

Мышей NOD, подвид NOD/ShiLtJ, получали из питомника Jackson Laboratory в возрасте 6 недель и 

акклиматизировали на месте в течение 1 недели. Через 7 недель мышей проверяли на наличие диабета до 

включения в исследование, разделения на группы и дозирования, как показано в табл.6. 

Таблица 6. Группы и дозы в опыте на мышах NOD 

 
На фиг. 12, где представлены графики зависимости % мышей без диабета против количества суток 

после введения начальной дозы, показано, что анти-PDL1-антитело С5Н9 (Gr2-C5H9) индуцирует диабет 

у мышей NOD, аналогично анти-PDL1-антителу 10F9G2, которое использовали в качестве положитель-

ного контроля. Контрольный крысиный IgG2b не вызывал диабета у мышей NOD. 

Анти-PDL1-антитело C5H9v2 также тестировали на способность индуцировать диабет у мышей 

NOD дозозависимым образом с использованием метода, аналогичного описанному выше, на 9-

недельных животных с использованием групп и доз, указанных в табл.7. 

Таблица 7. Группы и дозы в дозозависимом опыте на мышах NOD 
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На фиг. 13, где представлены графики зависимости % мышей без диабета против количества суток 

после введения начальной дозы, показано, что анти-PDL1-антитело C5H9v2 индуцирует диабет у мышей 

NOD в зависимости от дозы. 

Пример 8. Варианты осуществления анти-PDL1-антитела подавляют рост опухолей МС38 у мышей. 

В данном примере анти-PDL1-антитело C5H9v2 анализировали на способность подавлять рост син-

генных опухолей МС38. 

Клеточную линию мышиной карциномы ободочной кишки МС38 получали из АТСС (Американ-

ская коллекция типовых культур, Manassas, VA). Клетки МС38 выращивали в среде RPMI-1640 с добав-

лением 10% фетальной бычьей сыворотки при 37°С в атмосфере с 5% СО2 в воздухе. Клетки собирали во 

время логарифмической фазы роста, ресуспендировали в PBS и хранили на льду для индукции опухолей. 

Каждой мыши прививали подкожно на правом боку 1×10
6 

клеток МС38 в PBS для роста опухолей. 

Обработки начинали, когда средний размер опухолей достигал примерно 100-200 мм
3
 (не более 200 мм

3
). 

Размеры опухолей определяли два раза в неделю в двух измерениях с помощью штангенциркуля, и объ-

ем выражали в мм
3
, используя формулу: V=0,5 а×b

2
, где а и b - длинный и короткий диаметры опухоли 

соответственно. 

Мышей разделяли на группы и вводили антитела, как указано в табл.8. 

Таблица 8. Группы и дозы для опыта с сигенными опухолями МС38 

 
На фиг. 14, где представлены графики зависимости объема опухолей против количества суток по-

сле введения первоначальной дозы, показано, что анти-PDL1-антитело C5H9v2 ингибирует рост синген-

ных опухолей МС38, аналогично анти-PDL1-антителу 10F9G2, которое использовали в качестве положи-

тельного контроля. 

Пример 9. Маскирующие фрагменты активируемого анти-PDL1-антитела C5H9v2. 

В данном примере описана идентификация маскирующих фрагментов (ММ) для снижения связы-

вания активируемых анти-PDL1-антител C5H9v2 с их мишенью. 

Анти-PDL1-антитело C5H9v2 и Fab использовали для скрининга библиотек с применением способа, 

аналогичного описанному в публикации международной заявки РСТ WO 2010/081173, опубликованной 

15 июля 2010 г. Скрининг состоял из одного раунда MACS и трех раундов сортинга FACS. Начальный 

MACS проводили, используя магнитные частицы Dynabeads с протеином A (Invitrogen) и анти-PDL1-

антителом C5H9v2 в концентрации 100 нМ. Для MACS примерно 1×10
11

 клеток подвергали скринингу на 

связывание и собирали 6×10
6
 клеток. Анти-PDL1-антитела C5H9v2, непосредственно меченные Al-

exafluor-488, использовали в качестве зонда для всех вариантов FACS. В первом раунде FACS клетки 

метили 100 нМ AlexaFluor-анти-PDL1-антитела C5H9v2. Во втором раунде FACS клетки метили 10 нМ 

AlexaFluor-анти-PDL1-антитела C5H9v2. В третьем раунде FACS, клетки метили 1 нМ AlexaFluor-анти-

PDL1-антитела C5H9v2. Было подтверждено, что положительная популяция из третьего раунда FACS 

ингибируется рекомбинантным белком PDL1 человека в отношении связывания с анти-PDL1-антителом 

C5H9v2 и Fab. Индивидуальные пептидные клоны идентифицировали анализом последовательности и 

затем проверяли на их способность связываться с анти-PDL1-антителом C5H9v2 и Fab. 

Последовательности маскирующих фрагментов анти-PDL1-антитела C5H9v2 приведены в табл.9. 
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Таблица 9. Маскирующие фрагменты (ММ) анти-PDL1-антитела C5H9v2 

 

 
Пример 10. Активируемые антитела, включающие анти-PDL1-антитело C5H9v2. 

В данном примере описаны примеры активируемых антител по изобретению, включающие анти-

PDL1-антитело C5H9v2. 

Активируемые анти-PDL1-антитела, включающие маскирующий фрагмент анти-PDL1-антитела, 

отщепляемый фрагмент, и анти-PDL1-антитело C5H9v2, получали способами, аналогичными способам, 

описанным в публикациях международных заявок РСТ WO 2009/025846 и WO 2010/081173. Контроль 

качества полученных активируемых антител показал, что большинство из них содержит по меньшей ме-

ре 95% мономера. Ниже приведены аминокислотные последовательности и последовательности нуклеи-

новых кислот нескольких активируемых антител, включающих анти-PDL1-антитело C5H9v2. Каждое 

активируемое антитело включает анти-PDL1-антитело C5H9v2, имеющее аминокислотную последова-

тельность вариабельной области тяжелой цепи, показанную в SEQ ID NO: 46, и аминокислотную после-

довательность легкой цепи, выбранную из группы, состоящей из аминокислотных последовательностей, 

показанных в SEQ ID NO: 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 

121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 145, 147, 149, 151, 153, 155, 157, 931, 933, 935, 

937, 939, 941, 943, 945, 947, 949, 951, 953,, 959, 961, 963, 965, 967, 969, 971, 973, 975, 977, 979, 981, 983, 

985, 987, 989, 991, 993, 995, 997, 999, 1001, 1003, 1005, 1144-1191, 1200 и 1201 и приведенных ниже. 

Несмотря на то, что последовательности, показанные ниже, включают спейсерную последователь-
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ность SEQ ID NO: 923, специалистам в данной области техники должно быть понятно, что активируемые 

анти-PDL1-антитела по изобретению могут включать любую подходящую спейсерную последователь-

ность, например, такую как спейсерная последовательность, выбранная из группы,состоящей из 

QGQSGS (SEQ ID NO: 923); GQSGS (SEQ ID NO: 1192); QSGS (SEQ ID NO: 1193); SGS (SEQ ID NO: 

1194); GS (SEQ ID NO: 1195); S; QGQSGQG (SEQ ID NO: 924); GQSGQG (SEQ ID NO: 395); QSGQG 

(SEQ ID NO: 925) ; SGQG (SEQ ID NO: 926); GQG (SEQ ID NO: 927); QG (SEQ ID NO: 928); G; QGQSGQ 

(SEQ ID NO: 1196); GQSGQ (SEQ ID NO: 1197); QSGQ (SEQ ID NO: 1198); SGQ (SEQ ID NO: 616); GQ 

(SEQ ID NO: 1199); Q. Несмотря на то, что последовательности, показанные ниже, включают спейсер-

ную последовательность SEQ ID NO: 923, специалисты в данной области техники также должны пони-

мать, что активируемые анти-PDLl-антитела по изобретению в некоторых вариантах осуществления не 

включают спейсерную последовательность. 

Аминокислотная последовательность VH C5H9v2. 
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Пример 11. Активируемые анти-PDL1-антитела по изобретению. 

В данном примере показано, что могут быть получены активируемые анти-PDL1-антитела с раз-

личными комбинациями областей MM, CM, VL и VH, а также с различными изотипами человека. 

Таблица 18. Компоненты активируемых анти-PDL1-антител 

 



039736 

- 176 - 

 



039736 

- 177 - 

 



039736 

- 178 - 

 



039736 

- 179 - 

 



039736 

- 180 - 

 



039736 

- 181 - 

 



039736 

- 182 - 

 
Любую из комбинаций, описанных в табл. 18, можно объединить с константными областями имму-

ноглобулина человека с получением полностью человеческих IgG, включая IgG1, IgG2, IgG4, или с му-

тированными константными областями с получением человеческих IgG с измененными функциями, та-

ких как IgG1 N297A, IgG1 N297Q или IgG4 S22 8P. Комбинации, приведенные в табл.18, не ограничива-

ются конкретными комбинациями, показанными в любой данной строке, и включают любую маскирую-

щую последовательность из колонки 1, соответствующую любой последовательности субстрата из ко-

лонки 2, соответствующую любой последовательности VL из колонки 3, соответствующую любой по-

следовательности VH из колонки 4. В дополнение к последовательностям субстрата, приведенным в ко-

лонке 2, может быть использован любой СМ, раскрытый здесь. 

В качестве примера спейсерную последовательность (SEQ ID NO: 923) и маскирующую последова-

тельность SEQ ID NO: 63 можно объединить с субстратом ISSGLLSGRSDNH (SEQ ID NO: 377), VL SEQ 

ID NO: 58, и объединить с человеческой константной областью каппа с получением SEQ ID NO: 428; или 

маскирующую последовательность SEQ ID NO: 63 можно объединить с субстратом ISSGLLSGRSDNH 

(SEQ ID NO: 377), VL SEQ ID NO: 58, и объединить с человеческой константной областью каппа с полу-

чением SEQ ID NO: 1008. Кроме того, VH SEQ ID NO: 46 можно объединить с константными областями 

тяжелой цепи человеческого иммуноглобулина с получением человеческого IgG1 (SEQ ID NO: 430), му-

тантного человеческого IgG4 S228P (SEQ ID NO: 432), мутантного человеческого IgG1 N297A (SEQ ID 

NO: 434) или мутантного человеческого IgG1 N297Q (SEQ ID NO: 1202). Коэкспрессия SEQ ID NO: 427 с 

SEQ ID NO: 429 дает полностью человеческое активируемое IgG1 анти-PDL1-антитело. Коэкспрессия 

SEQ ID NO: 427 с SEQ ID NO: 431 дает полностью человеческое активируемое IgG4 анти-PDL1-антитело 

S228P. Коэкспрессия SEQ ID NO: 427 с SEQ ID NO: 433 дает полностью человеческое активируемое 

IgG1 анти-PDL1-антитело N297A. Коэкспрессия SEQ ID NO: 427 с последовательностью нуклеиновой 

кислоты, кодирующей аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1202, дает полностью челове-

ческое IgG1 активируемое анти-PDL1-антитело N297Q. 
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Последовательность легкой цепи (SEQ ID NO: 1007) со спейсером (SEQ ID NO: 1006)] (SEQ ID NO: 427) 
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Дополнительные примеры константных областей тяжелой цепи включают, не ограничиваясь этим, 

константную область тяжелой цепи, имеющую мутацию или делецию одной или нескольких из следую-

щих аминокислот: Ser 228, Leu234, Leu235, Gly236, Gly237, Asp265, Asp270, Asn297, Lys 320, Lys 322, 

Glu328, Pro329, Pro331, согласно индексу ЕС, изложенному Кабат, так что в результате Fc-область имеет 

более низкую аффинность к Fc-гамма-рецептору. 

Пример 12. Оценка эффективности маскирующих фрагментов. 

С помощью данного анализа оценивали способность маскирующего пептида блокировать связыва-

ние активируемого антитела с антигеном по сравнению со связыванием немодифицированного антитела 

с антигеном. 

Общая схема данного анализа является следующей: планшеты Nunc, Maxisorp покрывают в течение 

ночи при 4°С из расчета 100 мкл/лунку раствором 1 ppm/мл человеческого PDL1 (R&D, Systems) в PBS, 

рН 7,4. Планшеты промывают 3 раза PBST (PBS, рН 7,4, 0,05% твина-20) и лунки блокируют из расчета 

200 мл/лунку 10 мг/мл BSA в PBST в течение 2 ч при комнатной температуре. Планшеты промывают 3 

раза PBST (PBS, pH 7,4, 0,05% твин-20). Кривые разбавления получают в 10 мг/мл BSA в PBST, как по-

казано ниже в табл.10. 

Таблица 10. Схема расположения образцов в планшете для анализа  

эффективности маскирования, один планшет на каждую временную точку 
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Растворы для оценки связывания добавляют в планшеты, которые затем инкубируют в течение 1 ч 

при комнатной температуре (RT) и затем 3 раза промывают PBST (PBS, рН 7,4, 0,05% твин-20). Добав-

ляют 100 мкл/лунку 1:4000 разведения козьего античеловеческого IgG (Fab специфический, Sigma cat # 

А0293) в 10 мг/мл BSA в PBST и планшет инкубируют в течение 1 ч при комнатной температуре. План-

шет развивают с ТМВ и 1Н HCl. На фиг. 15-17 представлены графики изотерм связывания для активи-

руемых анти-PDL1-антител, которые включают анти-PDLl-антитело C5H9v2, описанное здесь. Графики 

получают с использованием программы Prizm (Sigma Plot) и данные подгоняют к модели насыщения 

одного сайта и определяют Kd. На фиг. 17 PL03+ является эффекторным активируемым антителом, а 

именно IgG1 дикого типа, которое используют в качестве положительного контроля. PL03- является эф-

фекторным активируемым антителом, а именно мутированным IgG1 N297Q, которое используют в каче-

стве отрицательного контроля. 

Эффективность маскирования рассчитывается делением Kd для связывания активируемых антител 

на Kd родительского антитела. Эффективность маскирования показана на фиг. 15-17. 

Пример 13. Активируемые анти-PDL1-антитела по изобретению. 

Замедляют индукцию диабета у мышей NOD. 

В данном примере активируемые анти-PDL1-антитела PL15-0003-C5H9v2 и PL18-0003-C5H9v2 бы-

ли тестированы на способность индуцировать диабет у мышей NOD. Мышей NOD, подвид NOD/ShiLtJ, 

получали из питомника Jackson Laboratory в возрасте 6 недель и акклиматизировали на месте. Через 9,5 

недель мышей тестировали на наличие диабета до включения в опыт, разделения на группы и дозирова-

ния, как указано в табл.19. 

Таблица 19. Группы и дозы в опыте с диабетом с активируемыми анти-PDL1-антителами 

 
На фиг. 18А, где представлен график зависимости % мышей без диабета от количества суток после 

введения начальной дозы, показано, что анти-PDL1-антитело C5H9v2 индуцировало диабет у мышей 

NOD при введении в дозе 1 мг/кг, в то время как активируемое анти-PDL1-антитело PL15-0003-C5H9v2 

(обозначенное здесь как Gr4-PF15) не индуцировало диабет, и активируемое анти-PDL1-антитело PL18-

0003-C5H9v2 (обозначенное на фиг. 18 как Gr 5-PL18) вызывало задержку развития диабета при введе-

нии в дозе 1 мг/кг. Контрольный mIgG2a и анти-PDL1-антитело C5H9v2 в дозе 0,3 мг/кг не индуцирова-

ли диабета у мышей NOD. В дополнительной группе однократная доза 3 мг/кг активируемого анти-

PDL1-антитела PL15-0003-C5H9v2, введенного в/б в объемной дозе 10 мл/кг, индуцировала диабет у 2 из 

8 мышей (75% мышей без диабета), обеспечивая более чем трехкратный запас безопасности по сравне-

нию с анти-PDL1-антителом C5H9v2 (группа 2). Результаты показаны на фиг. 18В. 

Пример 14. Активируемые анти-PDL1-антитела по изобретению подавляют рост опухолей МС38 у 

мышей. 

В данном примере активируемые анти-PDL1-антитела PL15-0003-C5H9v2 и PL18-0003-C5H9v2 

анализировали на способность подавлять рост сингенных опухолей МС38. 

Клетки мышиной карциномы ободочной кишки МС38 получали из АТСС. Клетки МС38 выращи-

вали в среде RPMI-1640 с добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки при 37°С в атмосфере с 5% 

СО2 в воздухе. Клетки собирали во время логарифмической фазы роста, ресуспендировали в PBS с соот-

ветствующим титром клеток и оставляли на льду для индукции опухолей. 

Каждой мыши прививали подкожно в правый бок 0,5×10
6 

клеток МС38 в PBS для роста опухолей. 

Обработки начинали, когда средний размер опухолей достигал примерно 100-200 мм
3
 (не более 200 мм

3
). 

Размеры опухолей определяли два раза в неделю в двух измерениях с помощью штангенциркуля и объем 

выражали в мм
3
, используя формулу: V=0,5 а×b

2
, где а и b - длинный и короткий диаметры опухоли со-

ответственно. 

Мышей разделяли на группы и дозировали, как указано в табл.20. 
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Таблица 20. Группы и дозы в опыте с сингенными опухолями МС38 с  

активируемыми анти-PDL1-антителами 

 
На фиг. 19, где представлены графики зависимости объема опухолей от количества суток после 

введения первоначальной дозы, показано, что активируемые анти-PDL1-антитела PL15-0003-C5H9v2 и 

PL18-0003-C5H9v2 ингибировали рост сингенных опухолей МС38, аналогично анти-PDL1-антителу 

C5H9v2, которое использовали в качестве положительного контроля. 

Пример 15. Активируемое анти-PDL1-антитело по изобретению демонстрирует пониженную заня-

тость PDL1 в крови и селезенке мышей С57В1/6. 

В отличие от антитела, которое будет связываться с антигеном-мишенью произвольно, активируе-

мое антитело будет молекулой, которая является инертной, если она не активируется в микросреде опу-

холи. После активации расщепленное активируемое антитело связывается с антигеном-мишенью только 

внутри опухоли, "обходя" антигены в периферических областях. PDL1 экспрессируется в опухолевых 

клетках, а также в Т-клетках (CD4+ и CD8+) в кровотоке и селезенке. В данном примере показано, что у 

животных, обработанных активируемым анти-PDL1-антителом, отсутствовало детектируемое активи-

руемое антитело на Т-клетках на периферии, тогда у как животных, обработанных анти-PDL1-антителом, 

обнаруживали детектируемое дозозависимое присутствие антитела на Т-клетках на периферии. 

Для определения того, насколько активируемое анти-PDL1-антитело PL15-0003-C5H9v2 защищено 

от связывания Т-клеток в кровотоке и селезенке по сравнению с анти-PDL1-антителом C5H9v2, мышей 

С57В1/6 в возрасте 14-недель (с опухолями с размером в пределах от 38-671 мм
3
) обрабатывали по схе-

ме, приведенной в табл.21. Размеры опухолей определяли в двух измерениях с помощью штангенцирку-

ля и объем выражали в мм
3
, используя формулу: V=0,5 а×b

2
, где а и b - длинный и короткий диаметры 

опухоли, соответственно. Примерно через 20 ч животных подвергали эвтаназии; и у каждого животного 

отбирали кровь, селезенку и плазму. 

Таблица 21. Группы и дозы в опыте по исследованию занятости PDL1 

 
Цельную кровь обрабатывали следующим образом: один объем крови добавляли к 10 объемам рас-

твора для лизиса RBC (130-094-183 Miltenyi Biotec) и обрабатывали, следуя протоколу изготовителя. 

Лимфоциты ресуспендировали в буфере для окрашивания (HBSS 2% FBS). Селезенку обрабатывали сле-

дующим образом: селезенку помещали на сетчатый фильтр размером 70 мкМ (352350 Coming/BD Falcon) 

с 1 мл бессывороточной среды RPMI-1640. Задний конец 3 мл шприца использовали для раздавливания 

ткани селезенки круговыми движениями. Фильтр промывали средой. Спленоциты осаждали с использо-

ванием центрифуги и кровь лизировали с использованием 10 объемов раствора для лизиса RBC (130-094-

183 Miltenyi Biotec), следуя протоколу изготовителя. Спленоциты повторно фильтровали после ресус-

пендирования в буфере для окрашивания (HBSS 2% FBS). Подсчитывали количество лимфоцитов из 
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цельной крови и лимфоцитов из селезенки и аликвотные порции разливали в лунки 96-луночных кругло-

донных планшетов (5е5 клеток/лунку). Клетки центрифугировали и добавляли реагент мышиный FcR 

1:10, следуя протоколу изготовителя (130-092-575 Miltenyi Biotec). Один ряд клеток окрашивали насы-

щающим количеством, 100 нМ, анти-PDL1-антитела C5H9v2 в течение 60 мин для получения макси-

мального значения насыщения. Клетки промывали 3 раза и окрашивали биотинилированным "а" алло-

типным антителом, анти-mIgG2a-антителом (а) клон 8.3 (553502 BD Biosciences) при 300 нг/мл в течение 

60 мин. Клетки промывали 3 раза и затем окрашивали 1 мкг/мл (также относится здесь к "мкг/мл") анти-

CD4-Pacific Blue (558107 BD Bioscience), 1 мкг/мл анти-CD8-АРС (553035 BD Bioscience) и 1:500 разве-

дения SAPE (S-866 Life Technologies) в течение 30 мин. Клетки промывали 2 раза и окрашивали 7-ААД, 

следуя протоколу изготовителя (559925 BD Bioscience). Проточный цитометр MACSQuant использовали 

для измерения количества анти-PDL1-антитела C5H9v2 и активируемого анти-PDL1-антитела PL15-

0003-C5H9v2, связанного с Т-клетками из цельной крови и селезенки. Вкратце, собирали максимально 

30000 событий в гейте лимфоцитов. Живые клетки гейтировали из отрицательного гейта 7AAD. Клетки 

CD4+ и CD8+ выделяли по отдельности, и анти-PDLl mAb и активируемое анти-PDL1-антитело MFI ре-

гистрировали для CD4 и CD8. Процентную занятость определяли отбором MFI образца по сравнению со 

средним значением MFI для максимального связывания MFI. На фиг. 20A-D показан процент анти-

PDL1-антитела C5H9v2 и активируемого анти-PDL1-антитела PL15-0003-C5H9v2, связанных с CD4+ и 

CD8+ Т-клетками из периферической крови (фиг. 20А, 20В) или селезенки (фиг. 20С, 20D). На всех гра-

фиках кружки обозначают изотипное антитело, квадраты обозначают анти-PDL1-антитело C5H9v2, и 

треугольники обозначают активируемое анти-PDL1-антитело PL15-0003-C5H9v2. Процентная занятость 

анти-PDL1-антитела C5H9v2 была отражением титрования дозы. Процентная занятость активируемого 

анти-PDL1-антитела PL15-0003-C5H9v2 при концентрации 1 мг/кг была аналогичной этому показателю 

для изотипного контрольного mIgG2a при 1 мг/кг. 

Пример 16. Активируемое анти-PDL1-антитело по изобретению демонстрирует пониженную заня-

тость PDL1 в крови и селезенке мышей С57В1/6. 

В данном примере показано, что у животных, обработанных активируемым анти-PDL1-антителом 

по настоящему изобретению, имеется пониженное связывание с Т-клетками крови от мышей, несущих 

опухоль, по сравнению с мышами, которые обработаны анти-PDL1-антителом по изобретению в различ-

ных дозах. 

Исследование проводили аналогично тому, как описано в примере 15. Вкратце, мышей, несущих 

опухоли МС38, с размером в диапазоне 100-200 мм
3
, обрабатывали однократной дозой анти-PDL1-

антитела C5H9v2 или активируемого анти-PDL1-антитела PL15-0003-C5H9v2, как показано на фиг. 21А 

и В и через 4 суток после введения кровь анализировали на поверхностно связанное антитело с помощью 

проточной цитометрии. Концентрации антитела и активируемого антитела в плазме определяли с помо-

щью ELISA. На фиг. 21А и В показано, что присутствие протеаз, происходящих из опухоли, способных 

расщеплять активируемое антитело, не приводило к высоким уровням активированного активируемого 

антитела в крови (фиг. 21А); т.е. активируемое антитело (показано квадратами) демонстрировало сниже-

ние периферического связывания PDL1 у мышей, несущих опухоль, по сравнению с антителом (показано 

кружками) или изотипным антителом (показано треугольниками), несмотря на то, что концентрации ак-

тивируемого антитела в плазме были выше, чем концентрации антитела (фиг. 21В). 

Пример 17. Активность вариантов осуществления анти-PDL1-антитела и активируемого анти-

PDL1-антитела в тесте повторной стимуляции человеческих Т-клеток. 

В данном примере мононуклеарные клетки периферической крови от CMV-положительного донора 

инкубировали в присутствии CMV-лизата и анти-PDL1-антитела или активируемого анти-PDL1-антитела 

по изобретению для оценки влияния такого анти-PDL1-антитела или активируемого анти-PDL1-антитела 

на секрецию цитокина интерферона-гамма (IFN-гамма). 

РВМС от CMV-положительного донора (Hemacare Donor С) вносили в лунки планшета из расчета 

3,5×10
5
 клеток на лунку в присутствии 4 мкг/мл CMV-вирусного лизата (Astarte) и анти-PDL1-антитела 

C5H9v2, активируемого анти-PDL1-антитела PL07-2001-C5H9v2 или антитела контрольного изотипа 

hIgG4. Через четверо суток супернатант извлекали из каждой лунки и анализировали уровни IFN-гамма с 

использованием набора ELISA для определения IFN-гамма (Life Technologies, Carlsbad, CA). На фиг. 22 

показано, что активируемое анти-PDL1-антитело PL07-2001-C5H9v2 проявило повышенную CMV-

стимулированную секрецию IFN-гамма по сравнению с контролем hIgG4, но снижало активность по 

сравнению с родительским анти-PDL1-антителом C5H9v2 за счет того, что активируемое антитело было 

маскированным. 

Пример 18. Визуализация in situ активируемого анти-PDL1-антитела по изобретению. 

В данном примере показана способность активируемого анти-PDL1-антитела PL15-0003-C5H9v2 к 

активации и связыванию с замороженными тканями мышиных опухолей МС38 с использованием метода 

визуализации in situ. 

Флуоресцентно меченное активируемое анти-PDL1-антитело PL15-0003-C5H9v2 или анти-PDL1-

антитело C5H9v2 инкубировали на замороженных срезах опухоли PDL1+ МС38 в течение 1 ч в буфере, 

совместимом с протеазой, в присутствии или в отсутствии смеси ингибиторов протеаз широкого спектра 
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как описано в публикации международной заявки РСТ WO 2014/107599, опубликованной 10 июля 2014 г. 

Результаты представлены на фиг. 23. Изображение ткани на фиг. 23А показывает связывание анти-

PDL1-антитела C5H9v2 со срезом опухоли, указывая на присутствие антигена PDL1 в опухолевом срезе. 

Изображение ткани на фиг. 23В демонстрирует, что активируемое анти-PDL1-антитело PL15-0003-

C5H9v2 активировалось в результате протеолитического расщепления опухолью активируемого анти-

PDL1-антитела с образованием анти-PDL1-антитела, которое связывалось с мишенью PDL1 в опухоле-

вом срезе. Изображение ткани на фиг. 23D демонстрирует, что флуоресцентный сигнал, показанный на 

фиг. 23В, ингибировался предварительной обработкой опухолевого среза смесью ингибиторов протеаз 

широкого спектра III и 50 мМ ЭДТА в разведении 1:100, в то время как эффект смеси ингибиторов про-

теаз широкого спектра не был обнаружен при связывании анти-PDL1-антитела C5H9v2 с опухолевым 

срезом, как показано на изображении ткани на фиг. 23С. Данные результаты свидетельствуют о том, что 

опухолевые срезы обладают достаточной протеазной активностью для активации активируемых антител 

по изобретению. 

Пример 19. Способность активируемого антитела по изобретению проявлять зависимое от протеазы 

связывание и блокирование активности in vitro. 

В данном примере показана способность активируемого анти-PDL1-антитела PL15-0003-C5H9v2 

проявлять зависимое от протеазы связывающую и блокирующую активность in vitro. 

Опыты по изучению связывания и блокирования проводили с анти-PDL1-антителом C5H9v2 и ак-

тивируемым анти-PDL1-антителом PL15-0003-C5H9v2 методом, аналогичным описанному в других 

примерах, за исключением того, что планшеты покрывали 0,5 мкг/мл PDP1. 

На фиг. 24 показано, что активируемое анти-PDL1-антитело PL15-0003-C5H9v2 имело более высо-

кое значение ЕС50 для связывания PDL1 и блокирования PD1, чем анти-PDL1-антитело, что было опре-

делено с помощью ELISA. На фигуре также показано, что активация активируемого анти-PDL1-антитела 

PL15-0003-C5H9v2 матриптазой полностью восстанавливала связывание PDL1 и блокирование PD1 до 

уровней, сравнимых с уровнями для анти-PDL1-антитела C5H9v2. 

Пример 20. Способность активируемого анти-PDL1-антитела по изобретению снижать связывание с 

PDL1 и проявлять зависимую от протеазы блокирующую активность in vitro. 

В данном примере оценена способность маскирующего пептида снижать связывание активируемого 

анти-PDL1-антитела по изобретению с PDL1 по сравнению со способностью родительского антитела 

связываться с PDL1 in vitro. Данный пример также демонстрирует способность активируемого анти-

PDL1-антитела по изобретению проявлять зависимую от протеазы блокирующую активность in vitro. 

Тестировали способность активируемых анти-PDL1-антител PL07-2001-C5H9v2 и PF07-3001-

C5H9v2 и анти-PDL1-антитела С5Н9 связываться с человеческим или мышиным PDL1 методом, анало-

гичным методам, описанным в других примерах. Результаты показаны на фиг. 25. 

Тестировали способность активируемого анти-PDL1-антитела PL07-2001-C5H9v2, uPA-

активированного активируемого анти-PDL1-антитела PL07-2001-C5H9v2, ММР14-активированного ак-

тивируемого анти-PDL1-антитела PL07-2001-C5H9v2 и анти-PBLl-антитело C5H9v2 блокировать связы-

вание PD1 (PD-1) или В7-1 с PDL1 с использованием метода, аналогичного методам, описанным в дру-

гих примерах. 

Вкратце, для анализа блокирования PD1 человеческий PDL1, PDL1 обезьяны циномолгус или кры-

синый PDL1 вносили в лунки планшета для постановки ELISA. В лунки вносили биотинилированный 

человеческий PD1, PD1 обезьяны циномолгус или крысиный PD1 в отсутствии или в присутствии воз-

растающей концентрации активируемого анти-PDL1-антитела PL07-2001-C5H9v2, uPA-активированного 

активируемого анти-PDL1-антитела PL07-2001-C5H9v2, ММР14-активированного активируемого анти-

PDL1-антитела PL07-2001-C5H9v2 или анти-PDL1-антитела C5H9v2. Результаты, показанные на фиг. 26, 

свидетельствуют о том, что активируемое антитело PF07-2001-C5H9v2 имело более высокое значение 

ЕС50 для блокирования РВ1, чем анти-PDL1-антитело, что было определено с помощью ELISA. Однако 

активация активируемого антитела под действием uPA или ММР14 восстанавливала блокирующую ак-

тивность для РВ1 до уровней, сравнимых с уровнями для анти-PDL1-антитела C5H9v2. 

Вкратце, для анализа блокирования В7-1, человеческий PDL1 или PDL1 обезьяны циномолгус ад-

сорбировали в лунках планшета для постановки ELISA. В лунки вносили биотинилированный человече-

ский В7-1 или В7-1 обезьяны циномолгус, в отсутствии или в присутствии возрастающей концентрации 

активируемого анти-PDL1-антитела PL07-2001-C5H9v2, uPA-активированного активируемого анти-

PDL1-антитела PL07-2001-C5H9v2, ММР14-активированного активируемого анти-PDL1-антитела PL07-

2001-C5H9v2 и анти-PDL1-антитела C5H9v2. Результаты, приведенные на фиг. 27, показывают, что ак-

тивируемое антитело PF07-2001-C5H9v2 имело более высокое значение ЕС50 для блокирования В7-1, чем 

анти-PDL1-антитело, что было определено с помощью ELISA. Однако активация активируемого антите-

ла под действием uPA или ММР14 восстанавливала блокирующую активность для В7-1 до уровней, 

сравнимых с уровнями для анти-PBLl-антитела C5H9v2. 

Пример 21. Активируемые анти-PDL1-антитела по изобретению подавляют рост опухолей 

МС38 у мышей. 

В данном примере тестировали способность активируемых анти-PDL1-антител PL15-0003-C5H9v2, 



039736 

- 192 - 

PL15-2001-C5H9v2 и PL15-3001-C5H9v2 подавлять рост сингенных опухолей МС38. 

Клетки мышиной карциномы ободочной кишки МС38 получали из АТСС. Клетки МС38 выращи-

вали в среде RPMI-1640 с добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки при 37°С в атмосфере с 5% 

СО2 в воздухе. Клетки собирали во время логарифмической фазы роста, ресуспендировали в PBS с соот-

ветствующим титром клеток и оставляли на льду для индукции опухолей. 

Каждой мыши прививали подкожно в правый бок 0,5×10
6 

клеток МС38 в PBS для роста опухолей. 

Обработки начинали, когда средний размер опухолей достигал примерно 100-200 мм
3
 (не более 200 мм

3
). 

Размеры опухолей определяли два раза в неделю в двух измерениях с помощью штангенциркуля и объем 

выражали в мм
3
, используя формулу V=0,5 а×b

2
, где а и b - длинный и короткий диаметры опухоли соот-

ветственно. 

Мышей разделяли на группы и дозировали, как указано в табл.24. 

Таблица 24. Группы и дозы в опыте с сингенными опухолями МС38 с  

активируемыми анти-PDL1-антителами 

 
На фиг. 28, где представлены графики зависимости объема опухолей от количества суток после 

введения начальной дозы, показано, что активируемые анти-PDL1-антитела PL15-0003-C5H9v2, PL15-

2001-C5H9v2 и PL15-3001-C5H9v2 ингибировали рост сингенных опухолей МС38 аналогично анти-

PDL1-антителу C5H9v2, которое использовали в качестве положительного контроля. 

Пример 22. Активируемое анти-PDL1-антитело по изобретению демонстрирует пониженную заня-

тость PDL1 в крови мышей С57В1/6. 

В данном примере показано, что у животных, обработанных активируемыми анти-PDL1-антителами 

по настоящему изобретению имеет место пониженное связывание с Т-клетками крови от мышей, несущих 

опухоль, по сравнению с животными, обработанными анти-PDL1-антителом по изобретению. 

Исследование проводили аналогично тому, как описано в примере 15. Вкратце, мышей, несущих 

опухоли МС38, с размером в диапазоне 100-200 мм
3
, обрабатывали однократной дозой анти-PDL1-

антителом C5H9v2 или активируемым анти-PDL1-антителом PL15-0003-C5H9v2, PL15-2001-C5H9v2 или 

PL15-3001-C5H9v2, как указано в табл.25, и кровь анализировали на антитело, связанное с оверхностью, 

с помощью проточной цитометрии через четыре и восемь суток после введения. Процентную занятость 

рассчитывали, как описано в примере 15. 
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Таблица 25. Группы и дозы в опыте по исследованию занятости PDL1 

 

 
Концентрацию антитела и активируемых антител в плазме крови определяли с помощью ELISA. На 

фиг. 29 показано, что присутствие протеаз, происходящих из опухолей, способных расщеплять активи-

руемые антитела, не приводило к высоким уровням активированных активируемых антител в крови. 

Пример 23. Визуализация in vivo активируемого анти-PDL1-антитела по изобретению. 

В данном примере показана способность протеаз в опухоли, имплантированной мыши, активиро-

вать активируемое анти-PDL1-антитело по изобретению. 

Для этих исследований была использована модель ксенотрансплантата ортотопической опухоли 

молочной железы MDA-MB-231-luc2. Мышей самок nu/nu получали из питомника Charles River Labora-

tories в возрасте 7 недель. Через 1 неделю акклиматизации 3 млн клеток MDA-MD-231-luc2-4D3LN (Per-

kin Elmer) в 30 мкл (ul также относится здесь к мкл) в бессывороточной среде RPMI (1:1 matrigel) вводи-

ли в четвертую абдоминальную левую жировую подушку молочной железы. Опухоли росли до размера 

110-159 мм
3
. Трем мышам на группу вводили внутривенно 5 мг/кг А1еха750-конъюгированного анти-

PDL1-антитела C5H9v2 или активируемого анти-PDL1-антитела PL07-2001-C5H9v2. Четырем мышам 

вводили внутривенно 5 мг/кг контрольного А1еха750-конъюгированного анти-RSV-антитела, паливизу-

маба (Synagis). Через 96 ч после введения получали оптические изображения каждой мыши. Результаты 

представлены на фиг. 30. Высокоинтенсивный флуоресцентный сигнал был обнаружен только в опухо-

лях мышей, которым вводили анти-PDL1-антитело или активируемое анти-PDL1-антитело PL07-2001-

C5H9v2, на основании чего можно предположить, что активируемое анти-PDL1-антитело было активи-

ровано и накапливалось в опухоли за счет связывания с PDL1. 

Пример 24. Активация активируемого антитела по изобретению в образцах плазмы крови человека. 

В данном примере определяли, насколько активируется активируемое антитело по изобретению в 

образцах плазмы человека. 

Активируемое анти-PDL1-антитело PL07-2001-C5H9v2 конъюгировали с красителем орегон зеленый 

(ThermoFisher Cat # 06149). Концентрацию и степень мечения определяли на спектрофотометре. 3 мкМ 

(также относится здесь к "дкМ") меченного активируемого анти-PDL1-антитела PL07-2001-C5H9v2 вно-

сили в образцы плазмы, полученные от здоровых доноров, пациентов с меланомой или пациентов с ра-

ком легкого, в конечном соотношении активируемого антитела к плазме 30:70. Образцы инкубировали в 

течение 48 ч во влажной камере с температурой 37°С. Реакции меченного активируемого анти-PDL1-

антитела PL07-2001-C5H9v2 в плазме останавливали через 0 или 48 ч замораживанием образцов при  

-80°С или денатурацией в буферном растворе Wes (ProteinSimple Cat#PS-MK14). Образцы анализировали 

с помощью капиллярной системы вестерн-блоттинга Wes (ProteinSimple) с использованием антител про-

тив красителя орегон зеленый (ThermoFisher Cat#A-11095 при 100 мкг/мл) с последующим использова-
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нием конъюгированного с HRP вторичного антитела (Jackson ImmunoResearch Cat # 705-035-147 при раз-

ведении 1/40). Анализ процентной активации меченного активируемого анти-PDL1-антитела PL07-2001-

C5H9v2 определяли с использованием программного обеспечения Compass (ProteinSimple). 

Не было выявлено детектируемой активации активируемого антитела в пяти образцах здоровых па-

циентов, в пяти образцах от пациентов с меланомой (три метастаза в лимфатических узлах, два в голов-

ном мозге и один на коже спины), в пяти образцах от пациентов с раком легких (один метастаз в нижней 

доле левого легкого (стадия IV), один в нижней доле правого легкого (стадия IV), один в верхней доле 

левого легкого (стадия IA) и два в верхней доле правого легкого (стадии IIIA и IB). 

Другие варианты осуществления 

Несмотря на то, что изобретение было описано в сочетании с его подробным описанием, вышепри-

веденное описание предназначено для иллюстрации и не ограничения объема изобретения, который оп-

ределяется объемом прилагаемой формулы изобретения. Другие аспекты, преимущества и модификации 

находятся в объеме следующей формулы изобретения. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Активируемое антитело, которое в активированном состоянии специфически связывается с PDL1 

млекопитающего, где указанное активируемое антитело содержит 

антитело или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ), которое специфически связывается с PDL1 

млекопитающего, где АВ содержит: 

(a) определяющую комплементарность область 1 вариабельного домена тяжелой цепи (VH CDR1), 

содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 212; 

(b) определяющую комплементарность область 2 вариабельного домена тяжелой цепи (VH CDR2), 

содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 246; 

(c) определяющую комплементарность область 3 вариабельного домена тяжелой цепи (VH CDR3), 

содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 235; 

(d) определяющую комплементарность область 1 вариабельного домена легкой цепи (VL CDR1), 

содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 209; 

(e) определяющую комплементарность область 2 вариабельного домена легкой цепи (VL CDR2), 

содержащую аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей SEQ ID NO: 215 и 

227; и 

(f) определяющую комплементарность область 3 вариабельного домена легкой цепи (VL CDR3), со-

держащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 228; 

маскирующий фрагмент (ММ), который ингибирует связывание АВ с PDL1 млекопитающего, когда 

активируемое антитело находится в нерасщепленном состоянии, где ММ содержит аминокислотную по-

следовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 59-81, 208 и 426; и 

расщепляемый фрагмент (СМ), образующий пару с АВ, где СМ представляет полипептид, который 

действует в качестве субстрата для протеазы, где СМ содержит аминокислотную последовательность, 

выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 338-394 и 435-445, 883-921, 1009 и 1010; 

где ММ связан с СМ так, что активируемое антитело в нерасщепленном состоянии содержит сле-

дующий порядок структур от N-конца к С-концу: 

ММ-СМ-АВ или АВ-СМ-ММ. 

2. Активируемое антитело, которое в активированном состоянии специфически связывается с PDL1 

млекопитающего, где указанное активируемое антитело содержит 

антитело или его антигенсвязывающий фрагмент (АВ), которое специфически связывается с PDL1 

млекопитающего, где АВ содержит: 

(a) определяющую комплементарность область 1 вариабельного домена тяжелой цепи (VH CDR1), 

содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 212; 

(b) определяющую комплементарность область 2 вариабельного домена тяжелой цепи (VH CDR2), 

содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 246; 

(c) определяющую комплементарность область 3 вариабельного домена тяжелой цепи (VH CDR3), 

содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 235; 

(d) определяющую комплементарность область 1 вариабельного домена легкой цепи (VL CDR1), 

содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 209; 

(e) определяющую комплементарность область 2 вариабельного домена легкой цепи (VL CDR2), 

содержащую аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей SEQ ID NO: 215 

и 227; и 

(f) определяющую комплементарность область 3 вариабельного домена легкой цепи (VL CDR3), со-

держащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 228; 

маскирующий фрагмент (ММ), который ингибирует связывание АВ с PDL1 млекопитающего, когда 

активируемое антитело находится в нерасщепленном состоянии, где ММ содержит аминокислотную по-

следовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 59-81, 208 и 426; и 
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расщепляемый фрагмент (СМ), образующий пару с АВ, где СМ представляет полипептид, который 

действует в качестве субстрата для протеазы, где СМ содержит аминокислотную последовательность, 

выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 338-394 и 435-445, 883-921, 1009 и 1010; 

где ММ связан с СМ так, что активируемое антитело в нерасщепленном состоянии содержит сле-

дующий порядок структур от N-конца к С-концу: 

ММ-СМ-АВ или АВ-СМ-ММ, 

где активируемое антитело содержит одно или несколько из следующих: 

(i) где активируемое антитело содержит линкерный пептид между ММ и СМ; 

(ii) где активируемое антитело содержит линкерный пептид между СМ и АВ; 

(iii) где активируемое антитело содержит первый линкерный пептид (LP1) и второй линкерный пеп-

тид (LP2) и где активированное антитело в нерасщепленном состоянии содержит следующий порядок 

структур от N-конца до С-конца: 

MM-LP1-CM-LP2-АВ или AB-LP2-CM-LP1-MM; 

(iv) где два линкерных пептида необязательно должны быть идентичны друг другу; и 

(v) где каждый LP1 и LP2 представляет собой пептид длиной примерно 1-20 аминокислот. 

3. Активируемое антитело по п.1 или 2, 

где активируемое антитело ингибирует индукцию диабета 1 типа у мыши NOD по меньшей мере в 3 

раза сильнее по сравнению с АВ, и/или 

где активируемое антитело обладает окном безопасности, которое по меньшей мере в три раза 

больше окна безопасности АВ. 

4. Активируемое антитело по п.1 или 2, 

где активируемое антитело в нерасщепленном состоянии связывается с меньшим процентом попу-

ляции CD4+ CD8+ Т-лимфоцитов периферической крови, чем АВ, и/или 

где CD4+ CD8+ Т-лимфоциты периферической крови являются мышиными; и/или 

где мышиные CD4+ CD8+ Т-лимфоциты периферической крови получены у мыши с опухолью. 

5. Активируемое антитело по п.1 или 2, где АВ содержит 

вариабельную область тяжелой цепи (VH), содержащую аминокислотную последовательность, вы-

бранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 46, 48, 50, 52, 54 и 56, и 

вариабельную область легкой цепи (VL), содержащую SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 58; или 

вариабельную область тяжелой цепи (VH), содержащую аминокислотную последовательность SEQ 

ID NO: 46, и вариабельную область легкой цепи (VL), содержащую аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 58. 

6. Активируемое антитело по любому из пп.1-5, 

где СМ представляет субстрат для протеазы, которая активна в больной ткани; и/или 

где СМ содержит аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ 

ID NO: 377-394, 883-921, 1009 и 1010. 

7. Активируемое антитело по любому из пп.1-6, где антигенсвязывающий фрагмент выбран из 

группы, состоящей из Fab-фрагмента, F(ab')2-фрагмента, scFv, scAb, dAb, однодоменного антитела на 

основе тяжелой цепи и однодоменного антитела на основе легкой цепи. 

8. Активируемое антитело по любому из пп.1-7, 

где АВ связан с СМ; и/или 

где АВ напрямую связан с СМ; и/или 

где АВ связан с СМ через линкерный пептид. 

9. Активируемое антитело по п.1 или 2, где активируемое антитело содержит линкерный пептид 

между ММ и СМ. 

10. Активируемое антитело по п.1 или 2, где активируемое антитело содержит линкерный пептид 

между СМ и АВ. 

11. Активируемое антитело по п.1 или 2, где активируемое антитело содержит первый линкерный 

пептид (LP1) и второй линкерный пептид (LP2) и где активированное антитело в нерасщепленном со-

стоянии содержит следующий порядок структур от N-конца до С-конца: 

MM-LP1-CM-LP2-AB или AB-LP2-CM-LP1-MM. 

12. Активируемое антитело по п.11, где два линкерных пептида необязательно должны быть иден-

тичны друг другу. 

13. Активируемое антитело по п.11, где каждый LP1 и LP2 представляет собой пептид длиной при-

мерно 1-20 аминокислот. 

14. Конъюгат активируемого антитела, содержащий активируемое антитело по любому из пп.1-13, 

конъюгированное с агентом, 

где агент представляет токсин или его фрагмент; и/или 

где агент представляет собой ингибитор микротрубочек; и/или 

где агент является агентом, повреждающим нуклеиновую кислоту; и/или 

где агент выбран из группы, состоящей из доластатина или его производного, ауристатина или его 

производного, майтанзиноида или его производного, дуокармицина или его производного, а также кали-
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хеамицина или его производного; и/или 

где агент представляет ауристатин Е или его производное; и/или 

где агент представляет монометилауристатин Е (ММАЕ); и/или 

где агент представляет монометилауристатин D (MMAD); и/или 

где агент представляет майтанзиноид, выбранный из группы, состоящей из DM1 и DM4; и/или 

где агент конъюгирован с активируемым антителом через линкер; и/или 

где линкер представляет расщепляемый линкер; и/или 

где линкер представляет собой нерасщепляемый линкер. 

15. Конъюгат по п.14, где агент представляет детектируемую группу. 

16. Фармацевтическая композиция, содержащая 

активируемое антитело по любому из пп.1-13 или конъюгат по п.14 или 15 и носитель или 

активируемое антитело по любому из пп.1-13 или конъюгат по п.14 или 15 и дополнительный агент, 

где дополнительный агент представляет терапевтический агент. 

17. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты, кодирующая активированное антитело по любому 

из пп.1-13. 

18. Вектор экспрессии, содержащий выделенную молекулу нуклеиновой кислоты по п.17. 

19. Способ получения активируемого антитела путем культивирования клетки в условиях, кото-

рые приводят к экспрессии активируемого антитела, где клетка содержит молекулу нуклеиновой ки-

слоты по п.17. 

20. Способ получения активируемого антитела по любому из пп.1-13, которое в активированном со-

стоянии связывается с PDL1, где способ включает: 

(a) культивирование клетки, содержащей конструкцию нуклеиновой кислоты, которая кодирует ак-

тивируемое антитело в условиях, которые приводят к экспрессии активируемого антитела; и 

(b) выделение активируемого антитела. 

21. Способ снижения активности PDL1 или блокирования связывания природного лиганда с PDL1 

при опосредованном PDL1 расстройстве или заболевании, включающий введение эффективного количе-

ства активируемого антитела по любому из пп.1-13, конъюгата по п.14 или 15 или фармацевтической 

композиции по п.16 больному; 

где опосредуемое PDL1 расстройство или заболевание представляет собой злокачественное новооб-

разование; 

где злокачественное новообразование представляет рак мочевого пузыря, рак кости, рак молочной 

железы, карциноид, рак шейки матки, рак кишечника, рак эндометрия, глиому, рак головы и шеи, рак 

печени, рак легкого, лимфому, меланому, рак яичника, рак поджелудочной железы, рак предстательной 

железы, почечноклеточный рак, саркому, рак кожи, рак желудка, рак яичка, рак щитовидной железы, 

урогенитальный рак и/или уротелиальный рак; 

где злокачественное новообразование выбрано из группы, состоящей из меланомы (MEL), почеч-

ноклеточной карциномы (RCC), плоскоклеточного немелкоклеточного рака легкого (NSCLC), неплоско-

клеточного NSCLC, колоректального рака (CRC), кастрационно-резистентного рака предстательной же-

лезы (CRPC), гепатоцеллюлярной карциномы (НСС), плоскоклеточной карциномы головы и шеи, карци-

ном пищевода, яичника, органов желудочно-кишечного тракта и молочной железы или гематологическо-

го злокачественного заболевания, такого как множественная миелома, В-клеточная лимфома, Т-

клеточная лимфома, лимфома Ходжкина/первичная медиастинальная В-клеточная лимфома и хрониче-

ский миелоидный лейкоз; 

где способ включает введение дополнительного агента, 

где дополнительный агент представляет собой терапевтический агент. 

22. Способ получения конъюгата по любому из пп.14 или 15, который в активированном состоянии 

связывается с PDL1, где способ включает: 

(a) культивирование клетки, содержащей конструкцию нуклеиновой кислоты, которая кодирует ак-

тивируемое антитело в условиях, которые приводят к экспрессии активируемого антитела; 

(b) выделение активируемого антитела; и 

(c) конъюгирование агента с выделенным активируемым антителом, 

где агент представляет собой токсин или его фрагмент; и/или 

где агент представляет собой ингибитор микротрубочек; и/или 

где агент является агентом, повреждающим нуклеиновую кислоту; и/или 

где агент выбран из группы, состоящей из доластатина или его производного, ауристатина или его 

производного, майтанзиноида или его производного, дуокармицина или его производного, а также кали-

хеамицина или его производного; и/или 

где агент представляет ауристатин Е или его производное; и/или 

где агент представляет монометилауристатин Е (ММАЕ); и/или 

где агент представляет монометилауристатин D (MMAD); и/или 

где агент представляет майтанзиноид, выбранный из группы, состоящей из DM1 и DM4; и/или 

где агент конъюгирован с активируемым антителом через линкер; и/или 
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где линкер представляет расщепляемый линкер; и/или 

где линкер представляет собой нерасщепляемый линкер. 

23. Способ лечения, уменьшения симптомов или замедления прогрессирования опосредованного 

PDL1 расстройства или заболевания, включающий введение эффективного количества активируемого 

антитела по любому из пп.1-13, конъюгата по п.14 или 15 или фармацевтической композиции по п.16 

больному, 

где опосредуемое PDL1 расстройство или заболевание представляет собой злокачественное новооб-

разование; 

где злокачественное новообразование представляет рак мочевого пузыря, рак кости, рак молочной 

железы, карциноид, рак шейки матки, рак кишечника, рак эндометрия, глиому, рак головы и шеи, рак 

печени, рак легкого, лимфому, меланому, рак яичника, рак поджелудочной железы, рак предстательной 

железы, почечноклеточный рак, саркому, рак кожи, рак желудка, рак яичка, рак щитовидной железы, 

урогенитальный рак и/или уротелиальный рак; 

где злокачественное новообразования выбрано из группы, состоящей из меланомы (MEL), почеч-

ноклеточной карциномы (RCC), плоскоклеточного немелкоклеточного рака легкого (NSCLC), неплоско-

клеточного NSCLC, колоректального рака (CRC), кастрационно-резистентного рака предстательной же-

лезы (CRPC), гепатоцеллюлярной карциномы (НСС), плоскоклеточной карциномы головы и шеи, карци-

ном пищевода, яичника, органов желудочно-кишечного тракта и молочной железы или гематологическо-

го злокачественного заболевания, такого как множественная миелома, В-клеточная лимфома, Т-

клеточная лимфома, лимфома Ходжкина/первичная медиастинальная В-клеточная лимфома и хрониче-

ский миелоидный лейкоз; 

где способ включает введение дополнительного агента, 

где дополнительный агент представляет собой терапевтический агент. 
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