
04
53

40
   

 B
1

045340    B
1

(19) Евразийское
патентное
ведомство

(11) 045340 (13) B1

(12) ОПИСАНИЕ ИЗОБРЕТЕНИЯ К ЕВРАЗИЙСКОМУ ПАТЕНТУ

(45) Дата публикации и выдачи патента

2023.11.16
(21) Номер заявки

201990978
(22) Дата подачи заявки

2017.11.08

(51)  Int. Cl. C07K 16/28 (2006.01)

(54) АНТИТЕЛА ПРОТИВ PD-1

(31) 1618833.6
(32) 2016.11.08
(33) GB
(43) 2019.12.30
(86) PCT/EP2017/078595
(87) WO 2018/087143 2018.05.17
(71)(73) Заявитель и патентовладелец:

АКЦИОНЕРНОЕ ОБЩЕСТВО
"ГЕНЕРИУМ" (RU)

(72) Изобретатель:
Дункан Алекс, Маккорт Мэттью,
Дайсон Майкл, Блэквуд Джон (GB)

(74) Представитель:
Ловцов С.В., Левчук Д.В. (RU)

(56)  TERESA C. LONGORIA et
al.: "Evaluation of the pharmacokinetics and
metabolism of pembrolizumab in the treatment
of melanoma", EXPERT OPINION ON DRUG
METABOLISM & TOXICOLOGY, vol. 12,
№ 10, 16 August 2016 (2016-08-16),
p. 1247-1253, XP055516478, GB, ISSN:
1742-5255, DOI: 10.1080/17425255.2016.1216976
4.pharmacodynamics

WANG C. et al.: "In Vitro Characterization of
the Anti-PD-1 Antibody Nivolumab, BMS-936558,
and In Vivo Toxicology in Non-Human
Primates", CANCER IMMUNOLOGY RESEARCH,
vol. 2, № 9, 28 May 2014 (2014-05-28),
p. 846-856, XP055206944, ISSN: 2326-6066,
DOI: 10.1158/2326-6066.CIR-14-0040, the whole
document

KATHLEEN M. MAHONEY et al.:
"The Next Immune-Checkpoint Inhibitors: PD-1/
PD-L1 Blockade in Melanoma", CLINICAL
THERAPEUTICS., vol. 37, № 4, 1 April 2015
(2015-04-01), p. 764-782, XP055285031, US, ISSN:
0149-2918, DOI: 10.1016/j.clinthera.2015.02.018,
table 1

ROY L. MAUTE et al.: "Engineering high-
affinity PD-1 variants for optimized immunotherapy
and immuno-PET imaging", PROCEEDINGS OF
THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF
THE UNITED STATES OF AMERICA, vol. 112,
№ 47, 1 November 2015 (2015-11-01), p. E6506-
E6514, XP002772779, ISSN: 0027-8424, DOI:
10.1073/PNAS.1519623112, the whole document

WO-A1-2016113556

(57) В соответствии с изобретением предложены антитела, которые связываются с PD-1. Изобретение
также предлагает иммуноконъюгаты и композиции, содержащие такие антитела. В соответствии с
изобретением также предложены способы получения таких антител. В изобретении дополнительно
предложено применение таких антител для целей терапии и диагностики.
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Настоящее изобретение в общем смысле относится к области антител, в частности к антителам, ко-
торые связываются с PD-1. Такие антитела против PD-1 можно применять в терапии и диагностике, на-
пример, для лечения рака. Композиции на основе антител и способы и применения согласно настоящему 
изобретению также относятся к применению иммуноконъюгатов и других терапевтических комбинаций, 
наборов и способов. 

На сегодняшний день лечение рака все еще остается одной из наибольших нереализованных по-
требностей медицины. Хотя за последние десятилетия шел прогресс в области терапии рака, рак остается 
одной из основных причин смерти. По мере того как популяции в промышленно развитых странах поль-
зуются преимуществом более длительной средней прогнозируемой продолжительности жизни, возраста-
ет потребность в улучшенных или новых методах лечения рака. 

Относительно новым подходом является область иммунотерапии контрольных точек. Данный под-
ход по большей части возник из недавно полученных сведений о том, что рак гораздо более разнообраз-
ный, чем изначально ожидали. Даже у одного пациента одна опухоль будет содержать дюжины, если не 
сотни различных типов клеток. Это ограничивает подход с использованием цитотоксических агентов, 
применяемых для терапии рака, таких как агенты на основе платины (например, цисплатин) или аналоги 
нуклеотидов (например, фторурацил), так как каждый тип клеток будет реагировать на цитотоксический 
агент немного отличным образом. Некоторые клетки, которые более устойчивы, вероятно, выживут и 
вызовут рецидив. 

Напротив, иммунная система гораздо более стабильна и схожа между пациентами, и известно, что 
для роста опухоли необходимо, чтобы иммунная система стала толерантной к опухоли (механизм ус-
кользания). За последние годы было получено огромное количество результатов, демонстрирующих, как 
опухоль этого достигает, и доказали, что нацеливание на такие взаимодействия между опухолью и им-
мунной системой является эффективным подходом к терапии рака. Идея состоит не в том, чтобы убить 
опухоль напрямую лекарственными средствами, но вместо этого активировать иммунную систему, что-
бы она уничтожила опухоль. 

Хорошо исследованной областью в сфере иммунотерапии является взаимодействие PD-1 (белка 1 
запрограммированной гибели клетки) и PD-L1 (лиганда белка 1 запрограммированной гибели клетки). 

Указанные молекулы и их взаимодействие впервые обнаружили в контексте аутоиммунных заболе-
ваний. PD-1 представляет собой молекулу суперсемейства иммуноглобулинов и в большом количестве 
экспрессируется на поверхности различных Т-клеток и про-В-клеток. PD-L1 экспрессируется на уровне 
мРНК в большинстве здоровых клеток, но под строгим посттрансляционным контролем; это означает, 
что в большинстве здоровых тканей PD-L1 не будет обнаруживаться на поверхностях клеток. Такая ре-
прессия прекращается под действием сигнальных молекул, таких как IFN-гамма (IFNγ), которые обычно 
обнаруживают в сайтах воспаления. Присутствие интерферона запускает экспрессию PD-L1 на поверх-
ности клеток, которые затем взаимодействуют с экспрессирующими PD-1 Т-клетками, подавая сигнал к 
деактивации. Физиологическая функция, следовательно, состоит в снижении воспаления, чтобы предот-
вратить нежелательное повреждение ткани и постоянное воспаление. 

Было показано, что то же механизм важен для деактивации иммунного ответа на опухоли посредст-
вом механизма, который часто называют адаптивной устойчивостью. Растущая опухоль обычно узнается 
иммунной системой. В результате этого большое количество иммунных клеток присоединяется к очагу 
опухоли, создавая особенное микроокружение. Большинство привлеченных клеток (Teff, TIL) исходно 
активны, секретируют стимулирующие сигналы, включая IFN-g, создают окружение, очень сходное с 
воспалительными очагами. Это активирует экспрессию PD-L1 на поверхности опухолевых клеток, вы-
ключая эффекторные Т-клетки в опухоли и около опухоли путем индукции анергии, истощения или 
апоптоза и путем индукции сигналов, приводящих к понижающей регуляции (IL-10). Идея терапевтиче-
ского агента, нацеленного на PD-1, состоит в удалении такого блока; если его осуществили правильно, то 
эффекторные Т-клетки должны вновь стать активными и начать атаковать опухоль. 

Механизм ускользания от иммунного ответа обнаружили во многих различных опухолях из раз-
личных линий, включая немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ), меланому, почечно-клеточный рак 
(ПКК), колоректальный рак, уротелиальный рак мочевого пузыря и множество других раков. 

В результате данных открытий были разработаны лекарственные средства для терапии рака, инги-
бирующие взаимодействие PD-1/PD-L1. Ввиду аффинности и стабильности, антитела оказались пред-
почтительным классом молекул, и на сегодняшний день два антитела, нацеленные на PD-1, одобрены 
FDA для применения в США, а именно ниволумаб (Опдиво, Bristol-Myers Squibb) и пембролизумаб 
(Китруда, Merck). 

Ниволумаб одобрен в качестве терапии первой линии в комбинации с ипилимумабом для лечения 
BRAF-отрицательной метастатической меланомы и в качестве терапии второй линии для лечения плос-
коклеточного НМРЛ и ПКК, не отвечающих на ипилимумаб отдельно. 

Китруда одобрен в качестве терапии второй линии для лечения НМРЛ, метастатической меланомы, 
и его допустили к ускоренному одобрению в качестве терапии второй линии для лечения рецидивирую-
щего или метастатического плоскоклеточного рака головы и шеи. 

На сегодняшний день проводится множество других клинических испытаний, и ожидается, что пе-
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речень видов рака, которые будут лечить направленной на PD-1/PD-L1 терапией, сильно расширится. 
Хотя оба антитела нацелены на одну и ту же молекулу (PD-1), в клинических испытаниях все же 

видны различия, которые, вероятно, обусловлены различными аффинностями и фармакодинамикой. Это 
означает, что по-прежнему существует потребность в идентификации дополнительных соединений, на-
целенных на данное взаимодействие, и в сравнении их действия на большое количество излечимых ра-
ков. Это демонстрируется значительным количеством соединений, которые все еще находятся в разра-
ботке, например PDR001 (Novartis), JS001 (JunShi Biosciences). 

Авторы настоящего изобретения предложили антитела против PD-1, которые способны ингибиро-
вать взаимодействие PD-1/PD-L1. 

В одном аспекте настоящего изобретения предложено антитело, например выделенное антитело, 
которое связывается с PD-1 и которое содержит по меньшей мере одну вариабельную область тяжелой 
цепи, которая содержит три определяющих комплементарность области (CDR), и по меньшей мере одну 
вариабельную область легкой цепи, которая содержит три CDR, 

при этом указанная вариабельная область тяжелой цепи содержит 
(a) CDR1 вариабельной области тяжелой цепи (VH), который имеет последовательность аминокис-

лот SEQ ID NO: 5 или последовательность, по существу гомологичную указанной последовательности, 
(b) CDR2 VH, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 6 или последователь-

ность, по существу гомологичную указанной последовательности, и 
(c) CDR3 VH, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 7 или последователь-

ность, по существу гомологичную указанной последовательности; и/или 
при этом указанная вариабельная область легкой цепи содержит 
(d) CDR1 вариабельной области легкой цепи (VL), который имеет последовательность аминокислот 

SEQ ID NO: 8 или последовательность, по существу гомологичную указанной последовательности, 
(e) CDR2 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 9 или последователь-

ность, по существу гомологичную указанной последовательности, и 
(f) CDR3 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 10 или последователь-

ность, по существу гомологичной указанной последовательности; 
при этом указанная по существу гомологичная последовательность представляет собой последова-

тельность, содержащую 1, 2 или 3 замены аминокислот по сравнению с данной последовательностью 
CDR, или при этом указанная по существу гомологичная последовательность представляет собой после-
довательность, содержащую консервативные замены аминокислот в данной последовательности CDR. 

В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено антите-
ло, которое связывается с PD-1 и которое содержит по меньшей мере одну вариабельную область тяже-
лой цепи, которая содержит три CDR, и по меньшей мере одну вариабельную область легкой цепи, кото-
рая содержит три CDR, 

при этом указанная вариабельная область тяжелой цепи содержит 
(a) CDR1 вариабельной области тяжелой цепи (VH), который имеет последовательность аминокис-

лот SEQ ID NO: 5, или с последовательность, по существу гомологичную указанной последовательности, 
(b) CDR2 VH, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 6 или последователь-

ность, по существу гомологичную указанной последовательности, и 
(c) CDR3 VH, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 7 или последователь-

ность, по существу гомологичную указанной последовательности; и 
при этом указанная вариабельная область легкой цепи содержит 
(d) CDR1 вариабельной области легкой цепи (VL), который имеет последовательность аминокислот 

SEQ ID NO: 8 или последовательность, по существу гомологичную указанной последовательности, 
(e) CDR2 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 9 или последователь-

ность, по существу гомологичную указанной последовательности, и 
(f) CDR3 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 10 или последователь-

ность, по существу гомологичную указанной последовательности; 
при этом указанная по существу гомологичная последовательность представляет собой последова-

тельность, содержащую 1, 2 или 3 замены аминокислот по сравнению с данной последовательностью 
CDR, или при этом указанная по существу гомологичная последовательность представляет собой после-
довательность, содержащую консервативные замены аминокислот в данной последовательности CDR. 

В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено антите-
ло, которое содержит по меньшей мере одну вариабельную область тяжелой цепи, которая содержит три 
CDR, и по меньшей мере одну вариабельную область легкой цепи, которая содержит три CDR, при этом 
указанная вариабельная область тяжелой цепи содержит 

(a) CDR1 вариабельной области тяжелой цепи (VH), который имеет последовательность аминокис-
лот SEQ ID NO: 5 или последовательность, по существу гомологичную указанной последовательности, 

(b) CDR2 VH, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 6 или последователь-
ность, по существу гомологичную указанной последовательности, и 

(c) CDR3 VH, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 7 или последователь-
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ность, по существу гомологичную указанной последовательности; 
при этом указанная по существу гомологичная последовательность представляет собой последова-

тельность, содержащую 1, 2 или 3 замены аминокислот по сравнению с данной последовательностью 
CDR, или при этом указанная по существу гомологичная последовательность представляет собой после-
довательность, содержащую консервативные замены аминокислот в данной последовательности CDR. 

В особенно предпочтительном варианте реализации настоящего изобретения предложено антитело, 
которое содержит по меньшей мере одну вариабельную область тяжелой цепи, которая содержит три 
CDR, и по меньшей мере одну вариабельную область легкой цепи, которая содержит три CDR, при этом 
указанная вариабельная область тяжелой цепи содержит 

(a) CDR1 вариабельной области тяжелой цепи (VH), который имеет последовательность аминокис-
лот SEQ ID NO: 5, 

(b) CDR2 VH, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 6, и 
(c) CDR3 VH, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 7. 
В одном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено антитело, которое 

содержит по меньшей мере одну вариабельную область тяжелой цепи, которая содержит три CDR, и по 
меньшей мере одну вариабельную область легкой цепи, которая содержит три CDR, при этом указанная 
вариабельная область легкой цепи содержит 

(d) CDR1 вариабельной области легкой цепи (VL), который имеет последовательность аминокислот 
SEQ ID NO: 8 или последовательность, по существу гомологичную указанной последовательности, 

(e) CDR2 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 9 или последователь-
ность, по существу гомологичную указанной последовательности, и 

(f) CDR3 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 10 или последователь-
ность, по существу гомологичную указанной последовательности; 

при этом указанная по существу гомологичная последовательность представляет собой последова-
тельность, содержащую 1, 2 или 3 замены аминокислот по сравнению с данной последовательностью 
CDR, или при этом указанная по существу гомологичная последовательность представляет собой после-
довательность, содержащую консервативные замены аминокислот в данной последовательности CDR. 

В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено антите-
ло, которое содержит по меньшей мере одну вариабельную область тяжелой цепи, которая содержит три 
CDR, и по меньшей мере одну вариабельную область легкой цепи, которая содержит три CDR, при этом 
указанная вариабельная область легкой цепи содержит 

(d) CDR1 вариабельной области легкой цепи (VL), который имеет последовательность аминокислот 
SEQ ID NO: 8, 

(e) CDR2 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 9, и 
(f) CDR3 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 10. 
В одном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено антитело, которое 

содержит по меньшей мере одну вариабельную область тяжелой цепи, которая содержит три CDR (с по-
следовательностью, описанной в других местах в данном изобретении), и по меньшей мере одну вариа-
бельную область легкой цепи, которая содержит три CDR, при этом указанная вариабельная область лег-
кой цепи содержит 

(d) CDR1 вариабельной области легкой цепи (VL), который имеет последовательность аминокислот 
SEQ ID NO: 26 или последовательность, по существу гомологичную указанной последовательности, 

(e) CDR2 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 9 или последователь-
ность, по существу гомологичную указанной последовательности, и 

(f) CDR3 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 10 или последователь-
ность, по существу гомологичную указанной последовательности; 

при этом указанная по существу гомологичная последовательность представляет собой последова-
тельность, содержащую 1, 2 или 3 замены аминокислот по сравнению с данной последовательностью 
CDR, или при этом указанная по существу гомологичная последовательность представляет собой после-
довательность, содержащую консервативные замены аминокислот в данной последовательности CDR. 

В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено антите-
ло, которое содержит по меньшей мере одну вариабельную область тяжелой цепи, которая содержит три 
CDR, и по меньшей мере одну вариабельную область легкой цепи, которая содержит три CDR, при этом 
указанная вариабельная область легкой цепи содержит 

(d) CDR1 вариабельной области легкой цепи (VL), который имеет последовательность аминокислот 
SEQ ID NO: 26, 

(e) CDR2 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 9, и 
(f) CDR3 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 10. 
В одном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено антитело, которое 

содержит по меньшей мере одну вариабельную область тяжелой цепи, которая содержит три CDR (с по-
следовательностью, описанной в других местах в данном изобретении), и по меньшей мере одну вариа-
бельную область легкой цепи, которая содержит три CDR, при этом указанная вариабельная область лег-
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кой цепи содержит 
(d) CDR1 вариабельной области легкой цепи (VL), который имеет последовательность аминокислот 

SEQ ID NO: 62, или последовательность, по существу гомологичную указанной последовательности, 
(e) CDR2 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 63, или последователь-

ность, по существу гомологичную указанной последовательности, и 
(f) CDR3 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 64, или последователь-

ность, по существу гомологичную указанной последовательности; 
при этом указанная по существу гомологичная последовательность представляет собой последова-

тельность, содержащую 1, 2 или 3 замены аминокислот по сравнению с данной последовательностью 
CDR, или при этом указанная по существу гомологичная последовательность представляет собой после-
довательность, содержащую консервативные замены аминокислот в данной последовательности CDR. 

В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено антите-
ло, которое содержит по меньшей мере одну вариабельную область тяжелой цепи, которая содержит три 
CDR, и по меньшей мере одну вариабельную область легкой цепи, которая содержит три CDR, при этом 
указанная вариабельная область легкой цепи содержит 

(d) CDR1 вариабельной области легкой цепи (VL), который имеет последовательность аминокислот 
SEQ ID NO: 62, 

(e) CDR2 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 63, и 
(f) CDR3 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 64. 
В особенно предпочтительном варианте реализации настоящего изобретения предложено антитело, 

которое содержит по меньшей мере одну вариабельную область тяжелой цепи, которая содержит три 
CDR, и по меньшей мере одну вариабельную область легкой цепи, которая содержит три CDR, 

при этом указанная вариабельная область тяжелой цепи содержит 
(a) CDR1 вариабельной области тяжелой цепи (VH), который имеет последовательность аминокис-

лот SEQ ID NO: 5, 
(b) CDR2 VH, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 6, и 
(c) CDR3 VH, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 7; и 
при этом указанная вариабельная область легкой цепи содержит 
(d) CDR1 вариабельной области легкой цепи (VL), который имеет последовательность аминокислот 

SEQ ID NO: 8, 
(e) CDR2 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 9, и 
(f) CDR3 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 10. 
В другом особенно предпочтительном варианте реализации настоящего изобретения предложено 

антитело, которое содержит по меньшей мере одну вариабельную область тяжелой цепи, которая содер-
жит три CDR, и по меньшей мере одну вариабельную область легкой цепи, которая содержит три CDR, 

при этом указанная вариабельная область тяжелой цепи содержит 
(a) CDR1 вариабельной области тяжелой цепи (VH), который имеет последовательность аминокис-

лот SEQ ID NO: 5, 
(b) CDR2 VH, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 6, и 
(c) CDR3 VH, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 7; и 
при этом указанная вариабельная область легкой цепи содержит 
(d) CDR1 вариабельной области легкой цепи (VL), который имеет последовательность аминокислот 

SEQ ID NO: 26, 
(e) CDR2 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 9, и 
(f) CDR3 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 10. 
В другом особенно предпочтительном варианте реализации настоящего изобретения предложено 

антитело, которое содержит по меньшей мере одну вариабельную область тяжелой цепи, которая содер-
жит три CDR, и по меньшей мере одну вариабельную область легкой цепи, которая содержит три CDR, 

при этом указанная вариабельная область тяжелой цепи содержит 
(a) CDR1 вариабельной области тяжелой цепи (VH), который имеет последовательность аминокис-

лот SEQ ID NO: 5, 
(b) CDR2 VH, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 6, и 
(c) CDR3 VH, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 7; и 
при этом указанная вариабельная область легкой цепи содержит 
(d) CDR1 вариабельной области легкой цепи (VL), который имеет последовательность аминокислот 

SEQ ID NO: 62, 
(e) CDR2 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 63, и 
(f) CDR3 VL, который имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 64. 
В некоторых особенно предпочтительных вариантах реализации настоящего изобретения предло-

жено антитело, содержащее домен VH с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 3, или 21, или 
39, или 57, или с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности, и/или 
домен VL с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 4, или 22, или 40, или 58, или с последова-
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тельностью, по существу гомологичной указанной последовательности. 
В дополнительных предпочтительных вариантах реализации предложено антитело, содержащее 

домен VH с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 3, или 21, или 39, или 57, и домен VL, кото-
рый содержит 3 CDR легкой цепи. Предпочтительно указанные CDR легкой цепи представлены следую-
щими последовательностями: SEQ ID NO 8, 9 и 10; или 26, 9 и 10; или 62, 63 и 64. 

В дополнительных предпочтительных вариантах реализации предложено антитело, содержащее 
домен VL с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 4, или 22, или 40, или 58, и домен VH, кото-
рый содержит 3 CDR тяжелой цепи. Предпочтительно указанные CDR тяжелой цепи представлены сле-
дующими последовательностями: SEQ ID NO 5, 6 и 7. 

В одном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено антитело, содержа-
щее домен VH с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 3, или с последовательностью, по суще-
ству гомологичной указанной последовательности, и/или домен VL с последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 4, или с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности. 

В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено анти-
тело, в котором вариабельная область легкой цепи представлена последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 4 или последовательностью, по меньшей мере на 80% идентичной указанной последова-
тельности (например, по меньшей мере на 85, 90, 95 или 98%), и/или в котором вариабельная область 
тяжелой цепи представлена последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 3 или последовательностью, 
по меньшей мере на 80% идентичной указанной последовательности (например, по меньшей мере на 85, 
90, 95 или 98%). 

В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено анти-
тело, в котором вариабельная область легкой цепи представлена последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 4 и/или в котором вариабельная область тяжелой цепи представлена последовательностью 
аминокислот SEQ ID NO: 3. 

В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено анти-
тело, в котором вариабельная область легкой цепи представлена последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 4 и в котором вариабельная область тяжелой цепи представлена последовательностью ами-
нокислот SEQ ID NO: 3. 

В одном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено антитело, содержа-
щее домен VH с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 21, или с последовательностью, по су-
ществу гомологичной указанной последовательности, и/или домен VL с последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 22, или с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности. 

В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено анти-
тело, в котором вариабельная область легкой цепи представлена последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 22 или последовательностью, по меньшей мере на 80% идентичной указанной последова-
тельности (например, по меньшей мере на 85, 90, 95 или 98%), и/или в котором вариабельная область 
тяжелой цепи представлена последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 21 или последовательно-
стью, по меньшей мере на 80% идентичной указанной последовательности (например, по меньшей мере 
на 85, 90, 95 или 98%). 

В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено анти-
тело, в котором вариабельная область легкой цепи представлена последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 22 и/или в котором вариабельная область тяжелой цепи представлена последовательностью 
аминокислот SEQ ID NO: 21. 

В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено анти-
тело, в котором вариабельная область легкой цепи представлена последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 22 и в котором вариабельная область тяжелой цепи представлена последовательностью ами-
нокислот SEQ ID NO: 21. 

В одном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено антитело, содержа-
щее домен VH с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 39, или с последовательностью, по су-
ществу гомологичной указанной последовательности, и/или домен VL с последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 40, или с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности. 

В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено анти-
тело, в котором вариабельная область легкой цепи представлена последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 40 или последовательностью, по меньшей мере на 80% идентичной указанной последова-
тельности (например, по меньшей мере на 85, 90, 95 или 98%), и/или в котором вариабельная область 
тяжелой цепи представлена последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 39 или последовательно-
стью, по меньшей мере на 80% идентичной указанной последовательности (например, по меньшей мере 
на 85, 90, 95 или 98%). 

В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено анти-
тело, в котором вариабельная область легкой цепи представлена последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 40 и/или в котором вариабельная область тяжелой цепи представлена последовательностью 
аминокислот SEQ ID NO: 39. 
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В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено анти-
тело, в котором вариабельная область легкой цепи представлена последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 40 и в котором вариабельная область тяжелой цепи представлена последовательностью ами-
нокислот SEQ ID NO: 39. 

В одном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено антитело, содержа-
щее домен VH с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 57, или с последовательностью, по су-
ществу гомологичной указанной последовательности, и/или домен VL с последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 58, или с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности. 

В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено анти-
тело, в котором вариабельная область легкой цепи представлена последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 58 или последовательностью, по меньшей мере на 80% идентичной указанной последова-
тельности (например, по меньшей мере на 85, 90, 95 или 98%), и/или в котором вариабельная область 
тяжелой цепи представлена последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 57 или последовательно-
стью, по меньшей мере на 80% идентичной указанной последовательности (например, по меньшей мере 
на 85, 90, 95 или 98%). 

В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено анти-
тело, в котором вариабельная область легкой цепи представлена последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 58 и/или в котором вариабельная область тяжелой цепи представлена последовательностью 
аминокислот SEQ ID NO: 57. 

В предпочтительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено анти-
тело, в котором вариабельная область легкой цепи представлена последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 58 и в котором вариабельная область тяжелой цепи представлена последовательностью ами-
нокислот SEQ ID NO: 57. 

В других предпочтительных вариантах реализации предложены lgG-формы антител 273_С12_С05 
(исходного клона), 273_С12_С05 (варианта 1), 273_С12_С05 (варианта 2) и 273_С01_А12, предпочти-
тельно полноразмерные lgG-формы. lgG2-форма любого из данных антител наиболее предпочтительна. 
Конечно, понятно, что полноразмерные антитела IgG будут, как правило, содержать две по существу 
идентичные тяжелые цепи и две по существу идентичные легкие цепи. 

В предпочтительном варианте реализации настоящего изобретения предложено полноразмерное 
антитело IgG, которое содержит тяжелую цепь с последовательностью SEQ ID NO: 85 (аминокислот) или 
с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности, и/или легкую цепь с 
последовательностью SEQ ID NO: 86 (аминокислот) или с последовательностью, по существу гомоло-
гичной указанной последовательности. Также предпочтительно антитело IgG, которое содержит тяже-
лую цепь, кодируемую последовательностью SEQ ID NO: 87 или последовательностью, по существу 
гомологичной указанной последовательности, и/или легкую цепь, кодируемую последовательностью 
SEQ ID NO: 88 или последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности. 

В предпочтительном варианте реализации антитело содержит тяжелую цепь, которая включает по-
следовательность аминокислот SEQ ID NO: 85, или последовательность, по меньшей мере на 80% иден-
тичную указанной последовательности (например, по меньшей мере на 85, 90, 95 или 98%), и/или легкую 
цепь, которая включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 86, или последовательность, по 
меньшей мере на 80% идентичную указанной последовательности (например, по меньшей мере на 85, 90, 
95 или 98%). 

В предпочтительном варианте реализации антитело содержит тяжелую цепь, которая включает по-
следовательность аминокислот SEQ ID NO: 85, и/или легкую цепь, которая включает последовательность 
аминокислот SEQ ID NO: 86. 

В предпочтительном варианте реализации антитело содержит тяжелую цепь, которая включает по-
следовательность аминокислот SEQ ID NO: 85, и легкую цепь, которая включает последовательность 
аминокислот SEQ ID NO: 86. 

В предпочтительном варианте реализации настоящего изобретения предложено полноразмерное 
антитело IgG, которое содержит тяжелую цепь с последовательностью SEQ ID NO: 89 (аминокислот) или 
с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности, и/или легкую цепь с 
последовательностью SEQ ID NO: 90 (аминокислот) или с последовательностью, по существу гомоло-
гичной указанной последовательности. Также предпочтительно антитело IgG, которое содержит тяже-
лую цепь, кодируемую последовательностью SEQ ID NO: 91 или последовательностью, по существу 
гомологичной указанной последовательности, и/или легкую цепь, кодируемую последовательностью 
SEQ ID NO: 92 или последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности. 

В предпочтительном варианте реализации антитело содержит тяжелую цепь, которая включает по-
следовательность аминокислот SEQ ID NO: 89, или последовательность, по меньшей мере на 80% иден-
тичную указанной последовательности (например, по меньшей мере на 85, 90, 95 или 98%), и/или легкую 
цепь, которая включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 90, или последовательность, по 
меньшей мере на 80% идентичную указанной последовательности (например, по меньшей мере на 85, 90, 
95 или 98%). 
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В предпочтительном варианте реализации антитело содержит тяжелую цепь, которая включает по-
следовательность аминокислот SEQ ID NO: 89, и/или легкую цепь, которая включает последовательность 
аминокислот SEQ ID NO: 90. 

В предпочтительном варианте реализации антитело содержит тяжелую цепь, которая включает по-
следовательность аминокислот SEQ ID NO: 89, и легкую цепь, которая включает последовательность 
аминокислот SEQ ID NO: 90. 

В предпочтительном варианте реализации настоящего изобретения предложено полноразмерное 
антитело IgG, которое содержит тяжелую цепь с последовательностью SEQ ID NO: 93 (аминокислот) или 
с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности, и/или легкую цепь с 
последовательностью SEQ ID NO: 94 (аминокислот) или с последовательностью, по существу гомоло-
гичной указанной последовательности. Также предпочтительно антитело IgG, которое содержит тяже-
лую цепь, кодируемую последовательностью SEQ ID NO: 95 или последовательностью, по существу 
гомологичной указанной последовательности, и/или легкую цепь, кодируемую последовательностью 
SEQ ID NO: 96 или последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности. 

В предпочтительном варианте реализации антитело содержит тяжелую цепь, которая включает по-
следовательность аминокислот SEQ ID NO: 93, или последовательность, по меньшей мере на 80% иден-
тичную указанной последовательности (например, по меньшей мере на 85, 90, 95 или 98%), и/или легкую 
цепь, которая включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 94, или последовательность, по 
меньшей мере на 80% идентичную указанной последовательности (например, по меньшей мере на 85, 90, 
95 или 98%). 

В предпочтительном варианте реализации антитело содержит тяжелую цепь, которая включает по-
следовательность аминокислот SEQ ID NO: 93, и/или легкую цепь, которая включает последовательность 
аминокислот SEQ ID NO: 94. 

В предпочтительном варианте реализации антитело содержит тяжелую цепь, которая включает по-
следовательность аминокислот SEQ ID NO: 93, и легкую цепь, которая включает последовательность 
аминокислот SEQ ID NO: 94. 

В предпочтительном варианте реализации настоящего изобретения предложено полноразмерное 
антитело IgG, которое содержит тяжелую цепь с последовательностью SEQ ID NO: 97 (аминокислот) или 
с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности, и/или легкую цепь с 
последовательностью SEQ ID NO: 98 (аминокислот) или с последовательностью, по существу гомоло-
гичной указанной последовательности. Также предпочтительно антитело IgG, которое содержит тяже-
лую цепь, кодируемую последовательностью SEQ ID NO: 99 или последовательностью, по существу 
гомологичной указанной последовательности, и/или легкую цепь, кодируемую последовательностью 
SEQ ID NO: 100 или последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности. 

В предпочтительном варианте реализации антитело содержит тяжелую цепь, которая включает по-
следовательность аминокислот SEQ ID NO: 97 или последовательность, по меньшей мере на 80% иден-
тичную указанной последовательности (например, по меньшей мере на 85, 90, 95 или 98%), и/или легкую 
цепь, которая включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 98 или последовательность, по 
меньшей мере на 80% идентичную указанной последовательности (например, по меньшей мере на 85, 90, 
95 или 98%). 

В предпочтительном варианте реализации антитело содержит тяжелую цепь, которая включает по-
следовательность аминокислот SEQ ID NO: 97, и/или легкую цепь, которая включает последовательность 
аминокислот SEQ ID NO: 98. 

В предпочтительном варианте реализации антитело содержит тяжелую цепь, которая включает по-
следовательность аминокислот SEQ ID NO: 97, и легкую цепь, которая включает последовательность 
аминокислот SEQ ID NO: 98. 

Антитела на основе последовательностей антител 273_С12_С05 (исходного клона), 273_С12_С05 
(варианта 1), 273_С12_С05 (варианта 2) и 273_С01_А12, представленных в табл. А, В, С и D, предпочти-
тельны. В некоторых вариантах реализации антитела на основе последовательностей антитела 
273_С12_С05 (варианта 1), описанных в табл. В, предпочтительны. 273_С12_С05 (исходный клон) в дан-
ном изобретении также называют просто 273_С12_С05. 

В качестве примеров настоящего изобретения предложены моноклональное антитела 
1h07_273_С12_С05 (исходный клон), 273_С12_С05 (вариант 1), 273_С12_С05 (вариант 2) и 273_С01_А12, 
последовательности которых представлены в табл. А, В, С и D в данном изобретении. Домены CDR, до-
мены VH и VL и IgG (тяжелая и легкая цепи) представлены в табл. А, В, С и D в данном изобретении. 
Антитела, содержащие данные домены CDR, или домены VH и VL, или последовательности IgG (или 
последовательности, по существу гомологичные указанным последовательностям), являются предпочти-
тельными аспектами настоящего изобретения. 

Некоторые примеры по существу гомологичных последовательностей представляют собой после-
довательности, которые по меньшей мере на 65% идентичны описанным последовательностям амино-
кислот. В некоторых вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению содержат по 
меньшей мере одну вариабельную область легкой цепи, которая включает участок последовательности 
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аминокислот, по меньшей мере приблизительно на 65, 70 или 75%, более предпочтительно по меньшей 
мере приблизительно на 80%, более предпочтительно по меньшей мере приблизительно на 85%, более 
предпочтительно по меньшей мере приблизительно на 90 или 95% и наиболее предпочтительно по 
меньшей мере приблизительно на 97, 98 или 99% идентичный последовательности аминокислот  
SEQ ID NO: 4, или 22, или 40, или 58; и/или по меньшей мере одну вариабельную область тяжелой цепи, 
которая включает участок последовательности аминокислот, по меньшей мере приблизительно на 65, 70 
или 75%, более предпочтительно по меньшей мере приблизительно на 80%, более предпочтительно по 
меньшей мере приблизительно на 85%, более предпочтительно по меньшей мере приблизительно на  
90% или 95% и наиболее предпочтительно по меньшей мере приблизительно на 97, 98 или 99% идентич-
ный последовательности аминокислот SEQ ID NO: 3, или 21, или 39, или 57. 

Другие предпочтительные примеры по существу гомологичных последовательностей представляют 
собой последовательности, содержащие консервативные замены аминокислот в описанных последова-
тельностях аминокислот. 

Другие предпочтительные примеры по существу гомологичных последовательностей представляют 
собой последовательности, содержащие 1, 2 или 3, предпочтительно 1 или 2 (более предпочтительно 1), 
измененные аминокислоты в одном или более из описанных участков CDR. Такие изменения могут 
представлять собой консервативные или неконсервативные замены аминокислот или их комбинацию. 

В таких вариантах реализации предпочтительные изменения представляют собой консервативные 
замены аминокислот. 

В другом аспекте настоящего изобретения предложено антитело, например выделенное антитело, 
которое связывается с PD-1 и которое содержит по меньшей мере одну вариабельную область тяжелой 
цепи, которая содержит три CDR, и по меньшей мере одну вариабельную область легкой цепи, которая 
содержит три CDR, 

при этом указанная вариабельная область тяжелой цепи содержит 
(a) CDR1 вариабельной области тяжелой цепи (VH) с последовательностью аминокислот SEQ ID 

NO: 5, или с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности, 
(b) CDR2 VH с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 6, или с последовательностью, по 

существу гомологичной указанной последовательности, и 
(c) CDR3 VH с последовательностью аминокислот, представленной в SEQ ID NO: 7, или с последо-

вательностью, по существу гомологичной указанной последовательности; и/или (предпочтительно "и") 
при этом указанная вариабельная область легкой цепи содержит 
(d) CDR1 вариабельной области легкой цепи (VL) с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 26 

или с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности, 
(e) CDR2 VL с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 9 или с последовательностью, по 

существу гомологичной указанной последовательности, и 
(f) CDR3 VL с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 10 или с последовательностью, по 

существу гомологичной указанной последовательности; 
при этом указанная по существу гомологичная последовательность представляет собой последова-

тельность, содержащую 1, 2 или 3 замены аминокислот по сравнению с данной последовательностью 
CDR, или при этом указанная по существу гомологичная последовательность представляет собой после-
довательность, содержащую консервативные замены аминокислот в данной последовательности CDR. 

В предпочтительных вариантах реализации данного аспекта настоящего изобретения предложены 
антитела, включающие одну или более из последовательностей антител (например, последовательностей 
CDR, и/или последовательностей домена VH и/или домена VL, и/или последовательностей тяжелой и 
легкой цепей IgG), которые описаны в других местах в данном изобретении применительно к другим 
аспектам настоящего изобретения. Таким образом, обсуждение различных особенностей антител из дру-
гих аспектов настоящего изобретения и предпочтительных вариантов реализации распространяется с 
необходимыми изменениями на данный аспект настоящего изобретения. 

В другом аспекте настоящего изобретения предложено антитело, например выделенное антитело, 
которое связывается с PD-1 и которое содержит по меньшей мере одну вариабельную область тяжелой 
цепи, которая содержит три CDR, и по меньшей мере одну вариабельную область легкой цепи, которая 
содержит три CDR, 

при этом указанная вариабельная область тяжелой цепи содержит 
(a) CDR1 вариабельной области тяжелой цепи (VH) с последовательностью аминокислот  

SEQ ID NO: 5 или с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности, 
(b) CDR2 VH с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 6 или с последовательностью, по 

существу гомологичной указанной последовательности, и 
(c) CDR3 VH с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 7 или с последовательностью, по 

существу гомологичной указанной последовательности; и/или (предпочтительно "и"); и 
при этом указанная вариабельная область легкой цепи содержит 
(d) CDR1 вариабельной области легкой цепи (VL) с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 62 

или с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательности, 
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(e) CDR2 VL с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 63 или с последовательностью, по 
существу гомологичной указанной последовательности, и 

(f) CDR3 VL с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 64 или с последовательностью, по 
существу гомологичной указанной последовательности; 

при этом указанная по существу гомологичная последовательность представляет собой последова-
тельность, содержащую 1, 2 или 3 замены аминокислот по сравнению с данной последовательностью 
CDR, или при этом указанная по существу гомологичная последовательность представляет собой после-
довательность, содержащую консервативные замены аминокислот в данной последовательности CDR. 

В предпочтительных вариантах реализации данного аспекта настоящего изобретения предложены 
антитела, включающие одну или более из последовательностей антител (например, последовательностей 
CDR, и/или последовательностей домена VH и/или домена VL, и/или последовательностей тяжелой и 
легкой цепей IgG), которые описаны в других местах в данном изобретении применительно к другим 
аспектам настоящего изобретения. Таким образом, обсуждение различных особенностей антител из дру-
гих аспектов настоящего изобретения и предпочтительных вариантов реализации распространяется с 
необходимыми изменениями на данный аспект настоящего изобретения. 

Во всех вариантах реализации антитела, содержащие по существу гомологичные последовательно-
сти, сохраняют способность связываться с PD-1. Предпочтительно антитела, содержащие по существу 
гомологичные последовательности, сохраняют одно или более (предпочтительно все) из свойств, опи-
санных в отношении антител 273_С12_С05 (исходного клона), и/или 273_С12_С05 (варианта 1), и/или 
273_С12_С05 (варианта 2), и/или 273_С01_А12. 

Дополнительные примеры по существу гомологичных последовательностей аминокислот в соот-
ветствии с настоящим изобретением описаны в других местах в данном изобретении. 

CDR антител согласно настоящему изобретению предпочтительно разделены подходящими каркас-
ными областями, такими как обнаруженные во встречающихся в природе антителах и/или в эффектив-
ных сконструированных антителах. Таким образом, VH, VL и отдельные последовательности CDR со-
гласно настоящему изобретению предпочтительно находятся внутри или включены в подходящий каркас 
или остов, чтобы позволить связывание антигена. Такие каркасные последовательности или участки мо-
гут соответствовать встречающимся в природе каркасным областям, FR1, FR2, FR3 и/или FR4, подходя-
щим для образования подходящего каркаса, или могут соответствовать консенсусным каркасным облас-
тям, например, идентифицированным при сравнении различных встречающихся в природе каркасных 
областей. В качестве альтернативы можно применять остовы или каркасы не из антител, например кар-
касы Т-клеточного рецептора. 

Подходящие последовательности, которые можно использовать для каркасных областей, хорошо 
известны и задокументированы в данной области, и можно применять любую из них. Предпочтительные 
последовательности каркасных областей представляют собой одну или более из каркасных областей, 
составляющих домены VH и/или VL согласно настоящему изобретению, т.е. одну или более из каркас-
ных областей антител 273_С12_С05 (исходного клона), 273_С12_С05 (варианта 1), 273_С12_С05 (вари-
анта 2) или 273_С01_А12, описанных в табл. А, В, С, D и Е, или каркасных областей, по существу гомо-
логичных им, и, в частности, каркасных областей, которые позволяют сохранение специфичности к ан-
тигену, например каркасных областей, которые приводят к по существу такой же структуре или такой же 
3D структуре антитела. 

В некоторых предпочтительных вариантах реализации все четыре из каркасных областей (FR) ва-
риабельной области легкой цепи (последовательности SEQ ID NO: 15, 16, 17 и 18), и/или вариабельной 
области тяжелой цепи (последовательности SEQ ID NO: 11, 12, 13 и 14) соответственно, или по существу 
гомологичных им областей FR находятся в антителах согласно настоящему изобретению. 

В других предпочтительных вариантах реализации все четыре из каркасных областей (FR) вариа-
бельной области легкой цепи (последовательности SEQ ID NO: 33, 34, 35 и 36), и/или вариабельной об-
ласти тяжелой цепи (последовательности SEQ ID NO: 29, 30, 31 и 32) соответственно, или по существу 
гомологичных им областей FR находятся в антителах согласно настоящему изобретению. 

В других предпочтительных вариантах реализации все четыре из каркасных областей (FR) вариа-
бельной области легкой цепи (последовательности SEQ ID NO: 51, 52, 53 и 54) и/или вариабельной об-
ласти тяжелой цепи (последовательности SEQ ID NO: 47, 48, 49 и 50) соответственно, или по существу 
гомологичных им областей FR, находятся в антителах согласно настоящему изобретению. 

В других предпочтительных вариантах реализации все четыре из каркасных областей (FR) вариа-
бельной области легкой цепи (последовательности SEQ ID NO: 69, 70, 71 и 72), и/или вариабельной об-
ласти тяжелой цепи (последовательности SEQ ID NO: 65, 66, 67 и 68) соответственно, или по существу 
гомологичных им областей FR находятся в антителах согласно настоящему изобретению. 

В некоторых предпочтительных вариантах реализации каркасная область 3 вариабельной области 
тяжелой цепи (FR3 домена VH) представляет собой или включает последовательность аминокислот 
SEQ ID NO: 79 (R V Т I T A D E S X10 X11 Т A Y M E L S S L R S E D T A V Y Y C A R). В данных вари-
антах реализации X10 и X11 могут представлять собой любую аминокислоту. Предпочтительно один, бо-
лее предпочтительно оба данных остатка X выбраны из следующей группы: X10 представляет собой Т 



045340 

- 10 - 

или I (предпочтительно Т); и X11 представляет собой S или D (предпочтительно D). Таким образом, пред-
почтительная каркасная область 3 вариабельной области тяжелой цепи представляет собой или включает 
последовательность аминокислот SEQ ID NO: 80 (R V Т I T A D E S T/I S/D T A Y M E L S S L R S E D T 
A V Y Y C A R). 

В дополнительных вариантах реализации настоящего изобретения CDR1 VL представляет собой 
или включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 73 (R S S Q S L V Y X9 D X11 N T Y L N). В 
данных вариантах реализации X9 и X11 могут представлять собой любую аминокислоту. Предпочтитель-
но один, более предпочтительно оба данных остатка X выбраны из следующей группы: X9 представляет 
собой Н или S (предпочтительно Н); и X11 представляет собой G или А (предпочтительно А). Таким об-
разом, предпочтительный CDR1 VL представляет собой или включает последовательность аминокислот 
SEQ ID NO: 74 (R S S Q S L V Y H/S D G/A N T Y L N). Предпочтительные последовательности CDR1 
VL согласно данному варианту реализации представляют собой последовательности SEQ ID NO: 8, 26 
или 62. 

В дополнительных вариантах реализации настоящего изобретения CDR2 VL представляет собой 
или включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 75 (Е V S N R X6 S). В данных вариантах 
реализации X6 может представлять собой любую аминокислоту. Предпочтительно X6 представляет собой 
D или Е (предпочтительно D). Таким образом, предпочтительный CDR2 VL представляет собой или 
включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 76 (Е V S N R D/E S). Например, предпочтитель-
ный CDR2 VL последовательности согласно данному варианту реализации представляют собой или 
включают последовательности SEQ ID NO: 9 или 63. 

В дополнительных вариантах реализации настоящего изобретения CDR3 VL представляет собой 
или включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 77 (М Q G Х4 Х5 X6 Р L Т). В данных вари-
антах реализации Х4, X5 и X6 могут представлять собой любую аминокислоту. Предпочтительно один 
или более, наиболее предпочтительно все из данных остатков X выбраны из следующей группы: Х4 
представляет собой А или Т (предпочтительно A); X5 представляет собой Y или Q (предпочтительно Y); 
и X6 представляет собой R или L (предпочтительно R). Таким образом, предпочтительный CDR3 VL 
представляет собой или включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 78 (М Q G А/Т Y/Q R/L 
P L T). Например, предпочтительные последовательности CDR3 VL согласно данному варианту реализа-
ции представляют собой или включают последовательности SEQ ID NO: 10 или 64. 

В одном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено антитело, которое 
содержит домен VL, который содержит 

CDR1 VL с последовательностью SEQ ID NO: 73, CDR2 VL с последовательностью SEQ ID NO: 75 
и CDR3 VL с последовательностью SEQ ID NO: 77; и/или 

домен VH, который содержит CDR1 VH с последовательностью SEQ ID NO: 5 или с последова-
тельностью, по существу гомологичной указанной последовательности, CDR2 VH с последовательно-
стью SEQ ID NO: 6, или с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательно-
сти, и CDR3 VH с последовательностью SEQ ID NO: 7, или с последовательностью, по существу гомоло-
гичной указанной последовательности, при этом указанная по существу гомологичная последователь-
ность представляет собой последовательность, содержащую 1, 2 или 3, предпочтительно 1 или 2 (более 
предпочтительно 1), измененные аминокислоты по сравнению с данной последовательностью CDR. 

В некоторых таких вариантах реализации CDR1 VL предпочтительно представляет собой  
SEQ ID NO: 8, 26 или 62. В некоторых таких вариантах реализации CDR2 VL предпочтительно представля-
ет собой SEQ ID NO: 9 или 63. В некоторых таких вариантах реализации CDR3 VL предпочтительно пред-
ставляет собой SEQ ID NO: 10 или 64. 

В одном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено антитело, которое 
содержит 

домен VL, который содержит CDR1 VL с последовательностью SEQ ID NO: 74, CDR2 VL с после-
довательностью SEQ ID NO: 76 и CDR3 VL с последовательностью SEQ ID NO: 78; и/или 

домен VH, который содержит CDR1 VH с последовательностью SEQ ID NO: 5, или с последова-
тельностью, по существу гомологичной указанной последовательности, CDR2 VH с последовательно-
стью SEQ ID NO: 6, или с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательно-
сти, и CDR3 VH с последовательностью SEQ ID NO: 7, или с последовательностью, по существу гомоло-
гичной указанной последовательности, при этом указанная по существу гомологичная последователь-
ность представляет собой последовательность, содержащую 1, 2 или 3, предпочтительно 1 или 2 (более 
предпочтительно 1), измененные аминокислоты по сравнению с данной последовательностью CDR. 

В некоторых таких вариантах реализации CDR1 VL предпочтительно представляет собой  
SEQ ID NO: 8, 26 или 62. В некоторых таких вариантах реализации CDR2 VL предпочтительно представ-
ляет собой SEQ ID NO: 9 или 63. В некоторых таких вариантах реализации CDR3 VL предпочтительно 
представляет собой SEQ ID NO: 10 или 64. 

В вариантах реализации настоящего изобретения, в которых одна или более из последовательностей 
CDR содержит остаток XX, CDR с последовательностями, которые по существу гомологичны указанным 
последовательностям, содержащие 1, 2 или 3, предпочтительно 1 или 2 (более предпочтительно 1), изме-
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ненные аминокислоты или замены аминокислот по сравнению с данной последовательностью CDR, так-
же входят в объем настоящего изобретения. В некоторых таких вариантах реализации указанные изме-
нения или замены аминокислотных остатков могут включать один или более из остатков XX или могут 
быть в остатках, отличных от остатков XX. В других таких вариантах реализации указанные изменения 
находятся как в остатках XX, так и в остатках, отличных от XX. 

В других вариантах реализации настоящего изобретения антитела содержат 
домен VL, который содержит CDR1 VL с последовательностью SEQ ID NO: 73, или с последова-

тельностью, по существу гомологичной указанной последовательности, CDR2 VL с последовательно-
стью SEQ ID NO: 75, или с последовательностью, по существу гомологичной указанной последователь-
ности, и CDR3 VL с последовательностью SEQ ID NO: 77, или с последовательностью, по существу го-
мологичной указанной последовательности; и 

домен VH, который содержит CDR1 VH с последовательностью SEQ ID NO: 5, или с последова-
тельностью, по существу гомологичной указанной последовательности, CDR2 VH с последовательно-
стью SEQ ID NO: 6, или с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательно-
сти, и CDR3 VH с последовательностью SEQ ID NO: 7, или с последовательностью, по существу гомоло-
гичной указанной последовательности. 

В таких вариантах реализации указанная по существу гомологичная последовательность пред-
ставляет собой последовательность, содержащую 1, 2 или 3, предпочтительно 1 или 2 (более предпоч-
тительно 1), измененные аминокислоты по сравнению с данной последовательностью CDR. 

В других вариантах реализации настоящего изобретения антитела содержат 
домен VL, который содержит CDR1 VL с последовательностью SEQ ID NO: 74, или с последова-

тельностью, по существу гомологичной указанной последовательности, CDR2 VL с последовательно-
стью SEQ ID NO: 76, или с последовательностью, по существу гомологичной указанной последователь-
ности, и CDR3 VL с последовательностью SEQ ID NO: 78, или с последовательностью, по существу го-
мологичной указанной последовательности; и 

домен VH, который содержит CDR1 VH с последовательностью SEQ ID NO: 5, или с последова-
тельностью, по существу гомологичной указанной последовательности, CDR2 VH с последовательно-
стью SEQ ID NO: 6, или с последовательностью, по существу гомологичной указанной последовательно-
сти, и CDR3 VH с последовательностью SEQ ID NO: 7, или с последовательностью, по существу гомоло-
гичной указанной последовательности. 

Как описано выше, согласно настоящему изобретению предложены антитела, например, выделен-
ные антитела, которые связываются (или специфично распознают, или специфично связываются) с PD-1. 
PD-1 также известен как белок 1 запрограммированной гибели клетки. 

PD-1 представляет собой молекулу из суперсемейства иммуноглобулинов и обильно экспрессиру-
ется на поверхности различных Т-клеток и про-В-клеток. 

В соответствии с настоящим изобретением, PD-1 может быть из любого вида, например мыши, или 
человека, или обезьяны (Cynomolgus). В предпочтительном варианте реализации PD-1 представляет со-
бой PD-1 человека. В некоторых вариантах реализации PD-1 представляет собой PD-1 обезьяны (Cyno-
molgus). В некоторых вариантах реализации PD-1 представляет собой PD-1 мыши. 

В некоторых вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению связываются с  
PD-1 (например, с PD-1 человека, PD-1 Cynomolgus или PD-1 мыши) в (как определяют в) анализе мето-
дом поверхностного плазмонного резонанса (ППР) (например, в анализе BIACore). Подходящие анализы 
ППР известны в данной области. В некоторых предпочтительных анализах ППР, антитело против PD-1 
(например, антитело IgG, такое как антитело lgG2) захвачено (или иммобилизовано) на твердой подложке 
(например, проточной кювете), например, с помощью антитела к Fc IgG человека (например, приблизи-
тельно 2000 RU антитела к Fc IgG человека), которое было иммобилизовано на проточной кювете, и за-
тем впрыскивали различные концентрации (т.е. серии разведений, например, серии двукратных разведе-
ний) PD-1 (например, очищенного PD-1). Предпочтительные концентрации и скорости потока впрыски-
вания описаны в разделе пример. Подходящие периоды ассоциации и периоды диссоциации для исполь-
зования в анализе ППР известны специалисту, например предпочтительный период ассоциации в анализе 
ППР составляет 2 мин и предпочтительный период диссоциации в анализе ППР составляет 10 мин. Та-
ким образом, в предпочтительном варианте реализации ассоциацию можно измерять в течение 2 мин 
и/или диссоциацию можно измерять в течение 10 мин. В некоторых вариантах реализации все измерения 
можно осуществить при 25°C в ФБР, рН 7,4, 0,05% Tween 20. Кинетические параметры можно опреде-
лить или рассчитать с помощью любой подходящей модели или программного обеспечения, например, 
путем подбора экспериментальных данных сенсограммы с допущением взаимодействия 1:1, например, 
применяя программное обеспечение BIAevaluation (GE, BR-1005-97). В некоторых вариантах реализации 
проводят вычитание кюветы сравнения и подбор экспериментальных данных сенсограммы с допущени-
ем взаимодействия 1:1, применяя программное обеспечение BIAevaluation (GE, BR-1005-97). Особенно 
предпочтительный анализ ППР описан в разделе пример в данном изобретении. 

В особенно предпочтительном варианте реализации антитела согласно настоящему изобретению 
связываются с PD-1 (например, с PD-1 человека, PD-1 Cynomolgus или PD-1 мыши) в (как определяют в) 



045340 

- 12 - 

анализе методом поверхностного плазмонного резонанса (ППР) (например, анализе BIACore), в котором 
2000 единиц ответа (RU) антитела к Fc IgG человека (например, GE, BR-1008-39) иммобилизовали на 

проточных кюветах (ПК) 1 и 2 сенсорного чипа на основе декстрана (например, сенсорного чипа на основе 
декстрана Series 5 СМ5, например, GE, BR1005-30), применяя химию образования поперечных связей с 
использованием 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимида (EDC)/N-гидроксисукцинимида (NHS) 
(например, согласно протоколу сшивания амина (GE, BR-1000-50)); 

очищенное антитело против PD-1 (например, антитело lgG2) разбавляли до концентрации 2 нМ в 
ФБР, рН7,4, 0,05% Tween-20 и впрыскивали в ПК2 при скорости потока 10 мкл/мин, время контакта 60 с 
(обычно это приводит к захвату в среднем 20 RU антитела); 

двукратные разведения (например, серию концентраций) PD-1 впрыскивали из 50 нМ при скорости 
потока 30 мкл/мин. 

ассоциацию измеряли в течение 2 мин и диссоциацию измеряли в течение 10 мин, и все измерения 
проводили при 25°C в ФБР, рН7,4, 0,05% Tween 20; 

кинетические параметры определяют путем вычитания кюветы сравнения и подбора эксперимен-
тальных данных сенсограммы с допущением взаимодействия 1:1 (например, применяя программное 
обеспечение BIAevaluation, GE, BR-1005-97). 

Особенно предпочтительный анализ ППР проводили, применяя устройство BIAcore Т100 и следуя 
протоколу, соответствующему протоколу из набора для захвата антитела человека (GE, BR-1008-39), 
например, описанному в разделе пример в данном изобретении. 

В некоторых предпочтительных вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению, 
когда они находятся в формате IgG (например, lgG2), обладают высокой аффинностью связывания с PD-1 
(например, PD-1 человека или PD-1 Cynomolgus), например, с KD (равновесной константой диссоциации) 
в диапазоне от 25 нМ или менее. Таким образом, предпочтительно антитела согласно настоящему изо-
бретению, когда они находятся в формате IgG (например, lgG2), обладают аффинностью связывания с  
PD-1 (например, PD-1 человека или Cynomolgus PD-1), которая соответствует KD, меньшей чем 25 нМ, 
меньшей чем 20 нМ, меньшей чем 15 нМ или меньшей чем 10 нМ, более предпочтительно меньшей чем 
10, 9,5, 9, 8,5, 8, 7,5, 7, 6,5, 6, 5,5, 5, 4,5, 4, 3,5, 3, 2,5, 2, 1,5 или 1 нМ. Важно отметить, что антитела с та-
кими аффинностями, как описанные выше, находятся в установленном диапазоне, который, как показа-
ли, полезен для терапии. 

Например, аффинность связывания (например, KD) антител согласно настоящему изобретению с 
PD-1 человека, когда они находятся в формате IgG (например, lgG2), может быть меньше чем 20 нМ, 
меньше чем 15 нМ или меньше чем 10 нМ, или меньше чем 5 нМ (например, меньше чем 5, 4,5, 4, 3,5, 3, 
2,5, 2, 1,5 или 1 нМ). В некоторых вариантах реализации аффинность связывания антител согласно на-
стоящему изобретению (например, антитела на основе 273_С12_С05 (исходного клона), например 
273_С12_С05 (исходного клона) или его варианта 1 или варианта 2) с PD-1 человека, когда они находят-
ся в формате IgG (например, lgG2), может составлять 5 нМ или менее, например составлять приблизи-
тельно 3 нМ, или приблизительно 4 нМ, или, например, составлять 3,8 нМ (KD). В некоторых вариантах 
реализации аффинность связывания антител согласно настоящему изобретению (например, антитела на 
основе 273_С01_А12) с PD-1 человека, когда они находятся в формате IgG (например, lgG2), может со-
ставлять 15 нМ или менее, например составлять приблизительно 8, 9, 10, 11 или 12 нМ или, например, 
составлять 10 нМ (KD). 

Аффинность связывания (например, Kd) антител согласно настоящему изобретению с PD-1 Cyno-
molgus, когда они находятся в формате IgG (например, lgG2), может составлять менее чем 25 нМ, или 
менее чем 20 нМ, или менее чем 10 нМ (например, менее чем 9, 8, 7, 6, 5, 4,5, 4, 3,5, 3, 2,5, 2, 1,5 или  
1 нМ). В некоторых вариантах реализации аффинность связывания антител согласно настоящему изобре-
тению (например, антитела на основе 273_С12_С05 (исходного клона), например 273_С12_С05 (исход-
ного клона) или его варианта 1 или варианта 2) с PD-1 Cynomolgus, когда они находятся в формате IgG 
(например, lgG2), может составлять 10 нМ или менее, например составлять приблизительно 8 нМ или 
приблизительно 9 нМ, или, например, составлять 8,7 нМ (KD). В некоторых вариантах реализации аф-
финность связывания антител согласно настоящему изобретению (например, антитела на основе 
273_С01_А12) с PD-1 Cynomolgus, когда они находятся в формате IgG (например, lgG2), может состав-
лять 25 нМ или менее, например составлять приблизительно 19, 20, 21, 22 или 23 нМ, или, например, 
составлять 21 нМ (KD). 

В некоторых вариантах реализации аффинность (KD) антител согласно настоящему изобретению к 
PD-1 не относящегося к человеку примата (например, PD-1 Cynomolgus), например, когда они находятся 
в формате IgG (например, lgG2), находится в пределах 5-кратной, предпочтительно в пределах 4-кратной, 
или 3-кратной, или 2,5-кратной, или 2-кратной, или от 2- до 3-кратной (например, 2,3- или 2,1-кратной) 
аффинности к PD-1 человека. В некоторых вариантах реализации аффинность связывания антител со-
гласно настоящему изобретению (например, антитела на основе 273_С12_С05 (исходного клона), напри-
мер 273_С12_С05 (исходного клона) или его варианта 1 или варианта 2) к PD-1 Cynomolgus, когда они 
находятся в формате IgG (например, lgG2), находится в пределах 2,3-кратной аффинности связывания с 
PD-1 человека. В некоторых вариантах реализации аффинность связывания антител согласно настоящему 
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изобретению (например, антитела на основе 273_С01_А12) с PD-1 Cynomolgus, когда они находятся в фор-
мате IgG (например, lgG2), находится в пределах 2,1-кратной аффинности связывания с PD-1 человека. 

В некоторых вариантах реализации аффинность (KD) (значение аффинности, например, в нМ) анти-
тел согласно настоящему изобретению к PD-1 не относящегося к человеку примата (например, PD-1 Cy-
nomolgus), например, когда они находятся в формате IgG (например, lgG2), составляет от 50 до 500% от 
аффинности (значения аффинности, например, в нМ) к PD-1 человека. Предпочтительно аффинность 
(KD) (значение аффинности, например, в нМ) антител согласно настоящему изобретению к PD-1 не отно-
сящегося к человеку примата (например, PD-1 Cynomolgus), например, когда они находятся в формате IgG 
(например, lgG2), составляет от 50 до 400%, или от 50 до 300%, или от 50 до 250%, или от 50 до 200%, или 
от 50 до 150%, или от 50 до 100% от аффинности (значения аффинности, например, в нМ) к PD-1 челове-
ка. В некоторых предпочтительных вариантах реализации аффинность (KD) (значение аффинности, на-
пример, в нМ) антител согласно настоящему изобретению к PD-1 не относящегося к человеку примата 
(например, PD-1 Cynomolgus), например, когда они находятся в формате IgG (например, lgG2), составля-
ет от 50% до приблизительно 250% от аффинности (значения аффинности, например, в нМ) к PD-1 чело-
века. В некоторых предпочтительных вариантах реализации аффинность (KD) (значение аффинности, 
например, в нМ) антител согласно настоящему изобретению к PD-1 не относящегося к человеку примата 
(например, PD-1 Cynomolgus), например, когда они находятся в формате IgG (например, lgG2), составля-
ет от 50% до приблизительно 200%, от 50 до 210%, от 50 до 220%, от 50 до 230% или от 50 до 240% от 
аффинности (значения аффинности, например, в нМ) к PD-1 человека. 

В некоторых вариантах реализации аффинность (KD) (значение аффинности, например, в нМ) анти-
тел согласно настоящему изобретению к PD-1 не относящегося к человеку примата (например, PD-1 Cy-
nomolgus), например, когда они находятся в формате IgG (например, lgG2), составляет по меньшей мере 
100% от аффинности (значения аффинности, например, в нМ) к PD-1 человека (таким образом, в некото-
рых вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению обладают аффинностью к PD-1 
не относящегося к человеку примата (например, PD-1 Cynomolgus), которая равна или ниже, чем аффин-
ность к PD-1 человека). В некоторых вариантах реализации аффинность (KD) (значение аффинности, на-
пример, в нМ) антител согласно настоящему изобретению к PD-1 не относящегося к человеку примата 
(например, PD-1 Cynomolgus), например, когда они находятся в формате IgG (например, lgG2), составля-
ет от 100 до 500% от аффинности (значения аффинности, например, в нМ) к PD-1 человека. Предпочти-
тельно аффинность (KD) (значение аффинности) антител согласно настоящему изобретению к PD-1 не 
относящегося к человеку примата (например, PD-1 Cynomolgus), например, когда они находятся в фор-
мате IgG (например, lgG2), составляет от 100 до 400%, или от 100 до 300%, или от 100 до 250%, или от 
100 до 200%, или от 100 до 150% от аффинности (значения аффинности, например, в нМ) к PD-1 челове-
ка. В некоторых предпочтительных вариантах реализации аффинность (KD) (значение аффинности, на-
пример, в нМ) антител согласно настоящему изобретению к PD-1 не относящегося к человеку примата 
(например, PD-1 Cynomolgus), например, когда они находятся в формате IgG (например, lgG2), составля-
ет от 100 до 250% от аффинности (значения аффинности, например, в нМ) к PD-1 человека. В некоторых 
предпочтительных вариантах реализации аффинность (KD) (значение аффинности, например, в нМ) ан-
тител согласно настоящему изобретению к PD-1 не относящегося к человеку примата (например, PD-1 
Cynomolgus), например, когда они находятся в формате IgG (например, lgG2), составляет от 100 до 200%, 
от 100 до 210%, от 100 до 220%, от 100 до 230% или от 100 до 240% от аффинности (значения аффинно-
сти, например, в нМ) к PD-1 человека. 

В качестве примера, если аффинность (значение аффинности) антитела согласно настоящему изо-
бретению к PD-1 человека составляет 3,8 нМ, и аффинность (KD) (значение аффинности) к PD-1 не отно-
сящегося к человеку примата (например, PD-1 Cynomolgus), например, когда оно находится в формате 
IgG (например, lgG2), составляет от 50 до 250% от аффинности (значения аффинности) к PD-1 человека, 
то аффинность (значение аффинности) к PD-1 не относящегося к человеку примата (например, PD-1 Cy-
nomolgus) может составлять от 1,9 до 9,5 нМ. 

Таким образом, в некоторых вариантах реализации аффинность (KD) (значение аффинности) анти-
тел согласно настоящему изобретению к PD-1 не относящегося к человеку примата (например, PD-1 Cy-
nomolgus), например, когда они находятся в формате IgG (например, lgG2), сравнима (или сходна, или 
точно соответствует, или по существу эквивалентна) с аффинностью (значением аффинности) к PD-1 
человека. 

Предпочтительные антитела согласно настоящему изобретению связываются с PD-1 мыши. Аф-
финность связывания (KD) антител согласно настоящему изобретению с PD-1 мыши, когда они находятся 
в формате IgG (например, lgG2), может составлять менее 10 мкМ (например, менее 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3,5, 3, 
2,5, 2, 1,5 или 1 мкМ). В некоторых вариантах реализации аффинность связывания антител согласно на-
стоящему изобретению (например, антител на основе 273_С12_С05 (исходного клона), например, 
273_С12_С05 (исходного клона) или его варианта 1 или варианта 2) с PD-1 мыши, когда они находятся в 
формате IgG (например, lgG2), может составлять 10 мкМ или менее, например составлять приблизитель-
но 6 мкМ или приблизительно 7 мкМ, или, например, составлять 6,4 мкМ (KD). 

В некоторых вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению обладают аффин-
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ностью к PD-1 человека, которая выше, чем аффинность к PD-1 человека у антител 246А10, и/или 413Е1, 
и/или 244С8, описанных в WO 2016/106159. Предпочтительные аффинности антител согласно настоя-
щему изобретению обсуждаются в других местах в данном изобретении. 

Можно применять любой подходящий способ определения KD. Тем не менее предпочтительно KD 
определяют в анализе поверхностного плазмонного резонанса (например, анализе BIACore) с указанны-
ми кинетическими параметрами. Подходящие и предпочтительные типы анализа ППР описаны выше. 
Таким образом, значения KD, описанные выше, могут быть такими, как определили в анализе ППР, опи-
санном выше или в других местах в данном изобретении. Особенно предпочтительный способ описан в 
разделе "Пример" в данном изобретении. 

В некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему изобретению Ka (или "скорость 
ассоциации" или константа ассоциации) (М-1 с-1

×105) с PD-1 человека составляет по меньшей мере 2, 
предпочтительно по меньшей мере 3, или по меньшей мере 4, или по меньшей мере 5, или по меньшей 
мере 6. В некоторых вариантах реализации Ka (или "скорость ассоциации") (М-1 с-1

×105) с PD-1 человека 
составляет приблизительно от 2 до 10 (например, приблизительно 2, приблизительно 3, приблизитель-
но 4, приблизительно 5, приблизительно 6, приблизительно 7, приблизительно 8, приблизительно 9 или 
приблизительно 10), предпочтительно от 3 до 7. В некоторых вариантах реализации у антител согласно 
настоящему изобретению (например, антител на основе 273_С12_С05 (исходного клона), например 
273_С12_С05 (исходного клона) или его варианта 1 или варианта 2) Ka (или "скорость ассоциации")  
(М-1 с-1

×105) с PD-1 человека составляет по меньшей мере 2 или по меньшей мере 3, обычно приблизи-
тельно от 3 до 5, например приблизительно 4 (например, 3,92). В некоторых вариантах реализации у ан-
тител согласно настоящему изобретению (например, антител на основе 273_С01_А12) Ka (или "скорость 
ассоциации") (М-1 с-1 ×105) с PD-1 человека составляет по меньшей мере 2, или по меньшей мере 3, или 
по меньшей мере 4, или по меньшей мере 5, или по меньшей мере 6, обычно приблизительно от 5 до 7, 
например приблизительно 6 (например, 6,06). 

В некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему изобретению Ka (или "скорость 
ассоциации") (М-1 с-1) с PD-1 человека выше (предпочтительно значимо выше, например статистически 
значимо выше, например, со значением вероятности ≤0,05), чем Ka (или "скорость ассоциации") (М-1 с-1) 
с PD-1 человека у антитела ниволумаб (например, когда антитела находятся в формате IgG, таком как 
формат lgG2). В табл. F представлены последовательности аминокислот ниволумаба (последовательности 
доменов VH и VL и последовательности тяжелой и легкой цепей lgG2). В некоторых вариантах реализа-
ции у антител согласно настоящему изобретению Ka (или "скорость ассоциации") (М-1 с-1) с PD-1 челове-
ка по меньшей мере на 50%, по меньшей мере на 75%, по меньшей мере на 100%, по меньшей мере на 
125%, по меньшей мере 150%, по меньшей мере на 175%, по меньшей мере на 200%, по меньшей мере на 
250%, по меньшей мере на 300%, по меньшей мере на 350%, по меньшей мере на 400%, по меньшей мере 
на 450%, или по меньшей мере 500% выше, чем Ka (или "скорость ассоциации") (М-1 с-1) с PD-1 человека 
у антитела ниволумаб. В некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему изобретению 
Ka (или "скорость ассоциации") (М-1 с-1) с PD-1 человека до 500%, до 750% или до 1000% выше, чем Ka 
(или "скорость ассоциации") (М-1 с-1) с PD-1 человека у антитела ниволумаб. 

Предпочтительно у антител согласно настоящему изобретению Ka (или "скорость ассоциации")  
(М-1 с-1) с PD-1 человека по меньшей мере на 100%, или по меньшей мере на 150%, или по меньшей мере 
на 175% выше (например, на 100-500% выше, или на 150-350% выше, или на 175-350% выше), чем Ka 
(или "скорость ассоциации") (М-1 с-1) с PD-1 человека у антитела ниволумаб (например, когда антитела 
находятся в формате IgG, таком как формат lgG2). В некоторых вариантах реализации у антител согласно 
настоящему изобретению (например, антител на основе 273_С12_С05 (исходного клона), например 
273_С12_С05 (исходного клона) или его варианта 1 или варианта 2) Ka (или "скорость ассоциации")  
(М-1 с-1) с PD-1 человека по меньшей мере на 150% выше (например, на 150-250% выше, или на  
175-225% выше, или на 175-200% выше), чем Ka (или "скорость ассоциации") (М-1 с-1) с PD-1 человека у 
антитела ниволумаб. В некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему изобретению 
(например, антител на основе 273_С01_А12) Ka (или "скорость ассоциации") (М-1 с-1) с PD-1 человека по 
меньшей мере на 300% выше (например, на 300-400% выше, или на 325-375% выше, или на 325-350% 
выше), чем Ka (или "скорость ассоциации") (М-1 с-1) с PD-1 человека у антитела ниволумаб. 

Таким образом, с другой точки зрения, у антител согласно настоящему изобретению Ka (или "ско-
рость ассоциации") (М-1 с-1) с PD-1 человека может быть по меньшей мере в 2 раза выше, по меньшей 
мере в 3 раза выше, по меньшей мере в 4 раза выше, по меньшей мере в 5 раз выше, или по меньшей ме-
ре в 6 раз выше, чем Ka (или "скорость ассоциации") (М-1 с-1) с PD-1 человека у антитела ниволумаб (на-
пример, когда антитела находятся в формате IgG, таком как формат lgG2). У антител согласно настояще-
му изобретению Ka (или "скорость ассоциации") (М-1 с-1) с PD-1 человека в 2-10 раз выше, например в 2-
3 раза выше, в 2-4 раза выше, в 2-5 раз выше или в 2-6 раз выше, чем Ka (или "скорость ассоциации") (М-1 
с-1) с PD-1 человека у антитела ниволумаб (например, когда антитела находятся в формате IgG, таком как 
формат lgG2). 

В некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему изобретению Ka (или "скорость 
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ассоциации") (М-1 с-1) с PD-1 человека выше (например, по меньшей мере на 10%, по меньшей мере на 
20%, предпочтительно по меньшей мере на 30% выше или предпочтительно по меньшей мере на 40% 
выше), чем Ka с PD-1 человека у антитела 413D2, описанного в WO 2016/106159. Предпочтительные ско-
рости ассоциации антител согласно настоящему изобретению обсуждаются в других местах в данном 
изобретении. 

В некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему изобретению Kd (или "скорость 
диссоциации" или константа диссоциации) (с-1 ×10-4) от PD-1 человека составляет по меньшей мере 7, 
или по меньшей мере 10, или по меньшей мере 15, или по меньшей мере 20, или по меньшей мере 30, или 
по меньшей мере 40, или по меньшей мере 50, или по меньшей мере 60. В некоторых вариантах реализа-
ции у антител согласно настоящему изобретению Kd (или "скорость диссоциации") (с-1 ×10-4) от PD-1 
человека составляет приблизительно от 10 до 70 (например, приблизительно 10, приблизительно 20, при-
близительно 30, приблизительно 40, приблизительно 50, приблизительно 60 или приблизительно 70). В 
некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему изобретению (например, антител на 
основе 273_С12_С05 (исходного клона), например 273_С12_С05 (исходного клона) или его варианта 1 
или варианта 2) Kd (или "скорость диссоциации") (с-1

×10-4) от PD-1 человека составляет приблизительно 
от 10 до 20, например приблизительно 13, приблизительно 14, приблизительно 15, приблизительно 16 
или приблизительно 17, например 15. В некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему 
изобретению (например, антител на основе 273_С01_А12) Kd (или "скорость диссоциации") (с-1 ×10-4) от 
PD-1 человека составляет приблизительно от 50 и 70, например приблизительно 60, например 61. 

В некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему изобретению Kd (или "скорость 
диссоциации") (с-1) от PD-1 человека выше (предпочтительно значимо выше, например, статистически 
значимо выше, например, со значением вероятности ≤0,05), чем Kd (или "скорость диссоциации") (с-1) от 
PD-1 человека у антитела ниволумаб (например, когда антитела находятся в формате IgG, таком как 
формат lgG2). В некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему изобретению Kd (или 
"скорость диссоциации") (с-1) от PD-1 человека по меньшей мере на 50%, по меньшей мере на 75%, по 
меньшей мере на 100%, по меньшей мере на 125%, по меньшей мере на 150%, по меньшей мере на 175%, 
по меньшей мере на 200%, по меньшей мере на 250%, по меньшей мере на 300%, по меньшей мере на 
400%, по меньшей мере на 500%, или по меньшей мере на 600% выше, или по меньшей мере на 700% 
выше, или по меньшей мере на 800% выше, или по меньшей мере на 900% выше, или по меньшей мере 
на 1000% выше, чем Kd (или "скорость диссоциации") (с-1) от PD-1 человека у антитела ниволумаб. В 
некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему изобретению Kd (или "скорость диссо-
циации") (с-1) от PD-1 человека до 1000%, до 1500% или до 2000% выше, чем Kd (или "скорость диссо-
циации") (с-1) от PD-1 человека у антитела ниволумаб. 

Предпочтительно у антител согласно настоящему изобретению Kd (или "скорость диссоциации") 
(с-1) от PD-1 человека по меньшей мере на 100%, или по меньшей мере на 150%, или по меньшей мере на 
175% выше (например, на 100-1500% выше, или на 150-1200% выше, или на 175-1100% выше), чем Kd 
(или "скорость диссоциации") (с-1) от PD-1 человека у антитела ниволумаб (например, когда антитела 
находятся в формате IgG, таком как формат lgG2). 

В некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему изобретению (например, анти-
тел на основе 273_С12_С05 (исходного клона), например 273_С12_С05 (исходного клона) или его вари-
анта 1 или варианта 2) Kd (или "скорость диссоциации") (с-1) от PD-1 человека по меньшей мере на 100% 
выше (например, на 100-300% выше, или на 150-250% выше, или на 150-225% выше), чем Kd (или "ско-
рость диссоциации") (с-1) от PD-1 человека у антитела ниволумаб (например, когда антитела находятся в 
формате IgG, таком как формат lgG2). 

В некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему изобретению (например, анти-
тел на основе 273_С01_А12) Kd (или "скорость диссоциации") (с-1) от PD-1 человека по меньшей мере на 
500% выше (например, на 500-1500% выше, или на 700-1200% выше, или на 1000-1200% выше), чем Kd 
(или "скорость диссоциации") (с-1) от PD-1 человека у антитела ниволумаб (например, когда антитела 
находятся в формате IgG, таком как формат lgG2). 

Таким образом, с другой точки зрения, у антител согласно настоящему изобретению Kd (или "ско-
рость диссоциации") (с-1) от PD-1 человека может быть по меньшей мере в 2 раза выше, по меньшей мере 
в 3 раза выше, по меньшей мере в 4 раза выше, по меньшей мере в 5 раз выше, по меньшей мере в 6 раз 
выше, по меньшей мере в 7 раз выше, по меньшей мере в 8 раз выше, по меньшей мере в 9 раз выше или 
по меньшей мере в 10 раз выше, чем Kd (или "скорость диссоциации") (с-1) от PD-1 человека у антитела 
ниволумаб (например, когда антитела находятся в формате IgG, таком как формат lgG2). У антител со-
гласно настоящему изобретению Kd (или "скорость диссоциации") (с-1) от PD-1 человека в 2-15 раз выше, 
например, в 2-12 раз выше, в 2-10 раз выше, в 2-6 раз выше, в 2-5 раз выше, в 2-4 раза выше или в  
2-3 раза выше, чем Kd (или "скорость диссоциации") (с-1) от PD-1 человека у антитела ниволумаб (на-
пример, когда антитела находятся в формате IgG, таком как формат lgG2). 

В некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему изобретению Kd (или "скорость 
диссоциации") (М-1 с-1) от PD-1 человека выше (например, по меньшей мере на 10%, предпочтительно по 
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меньшей мере на 20% или по меньшей мере на 25% выше), чем Kd от PD-1 человека у антитела 393С5, 
описанного в WO 2016/106159. В некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему изо-
бретению Kd (или "скорость диссоциации") (М-1 с-1) от PD-1 человека выше (например, по меньшей мере 
на 10%, предпочтительно по меньшей мере на 20%, или по меньшей мере на 30%, или по меньшей мере 
на 40%, или по меньшей мере на 50% выше), чем Kd от PD-1 человека у антитела 388D4, описанного в 
WO 2016/106159. Предпочтительные скорости диссоциации антител согласно настоящему изобретению 
обсуждаются в других местах в данном изобретении. 

В некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему изобретению Kd (или "скорость 
диссоциации") (М-1 с-1) от PD-1 человека выше (например, по меньшей мере на 10%, по меньшей мере на 
50%, предпочтительно по меньшей мере на 100% или по меньшей мере на 200% выше), чем Kd от PD-1 
человека у антител 17D8, 2D3, 4Н1, 5С4, 4А11, 7D3 и/или 5F4, описанных в US 2009/0217401 А1. Пред-
почтительные скорости диссоциации антител согласно настоящему изобретению обсуждаются в других 
местах в данном изобретении. 

Ka (или "скорость ассоциации") или Kd (или "скорость диссоциации") можно определить с помощью 
любого подходящего способа, и такие способы знакомы специалисту. Например, Ka (или "скорость ассо-
циации") или Kd (или "скорость диссоциации") можно определить в анализе поверхностного плазмонно-
го резонанса (например, в анализе BIAcore), и подходящие и предпочтительные анализы поверхностного 
плазмонного резонанса описаны выше. Таким образом, описанные выше значения Ka и Kd могут быть 
такими, как определили в анализе ППР, описанном выше или в других местах в данном изобретении. 
Особенно предпочтительный анализ описан в разделе пример в данном изобретении. 

Как описано выше, у предпочтительных антител согласно настоящему изобретению выше "ско-
рость ассоциации" (Ka или константа ассоциации) и/или выше "скорость диссоциации" (Kd или константа 
диссоциации), чем у антитела ниволумаб. Хотя у некоторых антител согласно настоящему изобретению 
может быть сходная Kd при сравнении с ниволумабом, они могут отличаться по скорости ассоциации и 
диссоциации (Ka и/или Kd), при этом у некоторых антител согласно настоящему изобретению выше зна-
чения как скорости ассоциации, так и скорости диссоциации. На практике отличие скоростей ассоциации 
и скоростей диссоциации может приводить к различиям в фармакокинетике. Например, низкая (или бо-
лее низкая) скорость диссоциации может быть связана с плохим проникновением в опухоль. Без привяз-
ки к какой-либо теории в отношении ингибирования сигнального пути антителом более высокая ско-
рость диссоциации может быть предпочтительна, так как одна молекула антитела с большей вероятно-
стью диссоциирует, а затем снова свяжется с несколькими молекулами рецепторов, таким образом, по-
тенциально запуская или блокируя большее число сигнальных событий, чем молекула антитела, очень 
крепко удерживаемая одной молекулой рецептора. 

Антитела согласно настоящему изобретению обычно связываются с PD-1 человека. Предпочти-
тельно такие антитела также связываются с PD-1 обезьяны (например, с PD-1 Cynomolgus). Таким обра-
зом, в некоторых вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению связываются с PD-1 
человека и PD-1 обезьяны. В некоторых вариантах реализации антитела согласно настоящему изобрете-
нию связываются с PD-1 человека и PD-1 мыши. В некоторых вариантах реализации антитела согласно 
настоящему изобретению связываются с PD-1 человека, и с PD-1 обезьяны, и с PD-1 мыши. Способность 
антитела связываться с PD-1 (например, с PD-1 человека, обезьяны или мыши) можно оценить с помо-
щью любого подходящего способа, например анализа ППР, анализа ELISA, анализа методом проточной 
цитометрии или репортерного анализа, основанного на клеточной системе, например одного из анализов, 
описанных в других местах в данном изобретении. 

В других местах в данном изобретении обсуждалось, что некоторые предпочтительные антитела 
согласно настоящему изобретению могут связываться с обоими PD-1 человека и PD-1 обезьяны (Cyno-
molgus), или с обоими PD-1 человека и PD-1 мыши, или со всеми PD-1 человека, и PD-1 обезьяны, и  
PD-1 мыши. Например, антитело на основе 273_С12_С05 (исходного клона), например 273_С12_С05 
(исходного клона) или его варианта 1 или варианта 2) может обладать способностью связываться с PD-1 
человека, и с PD-1 обезьяны, и с PD-1 мыши. Такая перекрестная реактивность между видами и, в част-
ности, между людьми и видами, обычно используемыми в качестве доклинических моделей на животных 
(например, мыши или обезьяны), может быть предпочтительна, так как она позволяет более эффектив-
ный переход от доклинических испытаний к клиническому применению. Например, использование анти-
тела, которое перекрестно реагирует с нативным PD-1, присутствующим в конкретной модели на живот-
ных, означает, что результаты, полученные в данной модели, более вероятно будут отражать ситуацию в 
пациенте-человеке, таким образом, позволяя провести более точную оценку, например, необходимой 
дозировки и допуская повышенную вероятность обнаружения любых потенциально возможных или про-
блематичных побочных действий. Например, способность антитела согласно настоящему изобретению 
связываться как с PD-1 человека, так и с PD-1 обезьяны/PD-1 мыши, означает, что такие антитела можно 
исследовать в доклинических испытаниях токсичности, чтобы оценить нежелательные побочные дейст-
вия указанного лечения и подобрать подходящие переносимые дозировки. Антитела, которые не связы-
ваются с PD-1 мыши (например, ниволумаб), нельзя использовать в сингенных моделях на мышах. 

В других местах в данном изобретении обсуждалось, что в некоторых предпочтительных вариантах 
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реализации аффинность (KD) (значение аффинности, например, в нМ) антител согласно настоящему изо-
бретению к PD-1 не относящегося к человеку примата (например, PD-1 Cynomolgus), например, когда 
они находятся в формате IgG (например, lgG2), сравнима (или сходна, или точно соответствует, или по 
существу эквивалентна) аффинности (значению аффинности, например, в нМ) к PD-1 человека. Без при-
вязки к какой-либо теории, антитела со сходными (или сравнимыми, или точно соответствующими, или 
по существу эквивалентными) аффинностями к PD-1 человека и Cynomolgus могут быть особенно пред-
почтительны, так как это означает, что результаты, полученные в экспериментах на Cynomolgus (орга-
низме, обычно используемом в медицинских экспериментах), будут лучше отражать вероятное их пове-
дение (например, вероятную терапевтическую эффективность) у людей. 

В некоторых вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению связываются с ре-
комбинантным PD-1 (например, рекомбинантным PD-1 человека). Рекомбинантный PD-1 человека дос-
тупен для приобретения. Рекомбинантный PD-1 (например, рекомбинантный PD-1 человека) может на-
ходиться в форме слитого белка с PD-1, например, слитого PD-1-rCD4 (rCD4 представляет собой CD4 
крысы), или слитого PD-1-Fc. В некоторых вариантах реализации антитела согласно настоящему изобре-
тению способны связываться с PD-1 (например, рекомбинантным PD-1) в анализе ППР или в анализе 
ELISA, например, описанных в других местах в данном изобретении (например, в разделе пример). 

В некоторых вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению связываются с  
PD-1 в анализе ELISA. Специалисту знакомы анализы ELISA, и он легко может определить подходящие 
условия, чтобы оценить способность антитела связываться с PD-1 в таком анализе. Например, антитела 
против PD-1 (например, антитела IgG, такие как антитела lgG2) можно инкубировать в планшетах ELISA, 
покрытых антителами против Fc, так что указанное антитело будет захвачено, а затем промыть и инку-
бировать с PD-1 (например, биотинилированным PD-1-rCD4 человека) с последующим детектированием 
связанного PD-1 (например, применяя меченый европием стрептавидин). В некоторых вариантах реали-
зации используют низкую концентрацию антигена (PD-1), например, приблизительно 40 пМ. Как прави-
ло, антитела согласно настоящему изобретению связываются с PD-1 человека в анализе ELISA. В неко-
торых вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению (например, антитела на основе 
273_С12_С05 (исходного клона), например 273_С12_С05 (исходного клона) или его варианта 1 или ва-
рианта 2) могут связываться с PD-1 мыши в анализе ELISA. Особенно предпочтительный анализ ELISA 
представлен на фиг. 2 и описан в примере в данном изобретении. 

Антитела согласно настоящему изобретению обычно связываются с экспрессированным на поверх-
ности клетки PD-1, таким как экспрессированный на поверхности клетки PD-1 человека (PD-1, экспрес-
сированный на поверхности клеток или присутствующий около или на поверхности экспрессирующих 
PD-1 клеток). Такие формы на поверхности клеток, таким образом, во многих случаях будут представ-
лять нативную или природную форму PD-1 (или нативную или природную конфигурацию PD-1), напри-
мер, форму, находящуюся на клетках, которые в природе экспрессируют или сверхэкспрессируют PD-1. 
PD-1 обычно экспрессируется на поверхности Т-клеток и про-В-клеток. В некоторых вариантах реализа-
ции антитела согласно настоящему изобретению связываются с PD-1, экспрессированным на поверхно-
сти клеток (предпочтительно клеток млекопитающих), которые были сконструированы для конститутив-
ной экспрессии PD-1, например, клетках Jurkat, которые были сконструированы для конститутивной 
экспрессии PD-1 (например, клетках Jurkat NFAT-luc2/PD-1, доступных для приобретения у Promega). 
Связывание с PD-1 на поверхности клеток можно оценить с помощью любых подходящих средств, и 
предпочтительные способы включают проточную цитометрию и репортерный анализ, основанный на 
клеточной системе, обсуждаемый в других местах в данном изобретении. В типичном способе проточной 
цитометрии экспрессирующие PD-1 клетки инкубируют с исследуемым антителом против PD-1 (напри-
мер, антителом IgG, таким как антитело lgG2), и антитело, связавшееся с PD-1 на клетке, детектируют с 
помощью флуоресценции, например, указанное антитело флуоресцентно меченое. Такое мечение, на-
пример, можно осуществить путем инкубации смеси клеток и антител со вторичным антителом (напри-
мер, меченым РЕ антителом против Fc), которое распознает исследуемое антитело против PD-1 и кото-
рое несет флуоресцентную метку. Соответственно, если исследуемое антитело против PD-1 связывается 
с PD-1 на поверхности клетки, указанная клетка становится флуоресцентно меченой, и такие клетки и, 
следовательно, антитела, которые обладают способностью связываться с PD-1 на поверхности клетки, 
можно легко обнаружить, применяя проточный цитометр. Особенно предпочтительный способ проточ-
ной цитометрии описан в примере в данном изобретении. Другой способ тестирования способности ан-
титела связываться с PD-1 на поверхности клетки представляет собой иммуногистохимию. 

Обычно антитела согласно настоящему изобретению ингибируют (или блокируют) взаимодействие 
между PD-1 и PD-L1. Предпочтительно ингибирование представляет собой значимое ингибирование, 
например статистически значимое ингибирование, например, со значением вероятности ≤0,05. В некото-
рых вариантах реализации антитела согласно изобретению ингибируют (или блокируют) взаимодействие 
между PD-1 и PD-L1 по меньшей мере на 10%, по меньшей мере на 20%, по меньшей мере на 30%, по 
меньшей мере на 40%, по меньшей мере на 50%, по меньшей мере на 60%, по меньшей мере на 70%, по 
меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по 
меньшей мере на 98%, по меньшей мере на 99% или по меньшей мере на 99,5% (например, приблизительно 



045340 

- 18 - 

на 99,5%). Обычно такой % ингибирования указывают по сравнению с контрольным анализом или кон-
трольным уровнем, например контрольным анализом или контрольным уровнем в отсутствие антитела (ан-
титела против PD-1) (например, отрицательным контролем или фоновым уровнем или анализом). Таким 
образом, 0% уровень ингибирования (контроль) (или наоборот, 100% или максимальный уровень взаимо-
действия) обычно представляет собой уровень в отсутствие антитела (антитела против PD-1). 

В некоторых вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению ингибируют (или 
блокируют) взаимодействие между PD-1 и PD-L1, если их применяют при концентрации, составляющей 
по меньшей мере 0,1 нМ, например по меньшей мере 0,2 нМ, по меньшей мере 0,3 нМ, по меньшей мере 
0,4 нМ, по меньшей мере 0,5 нМ, по меньшей мере 1 нМ, по меньшей мере 2 нМ, по меньшей мере 3 нМ, 
по меньшей мере 4 нМ, по меньшей мере 5 нМ, по меньшей мере 10 нМ, по меньшей мере 15 нМ, по 
меньшей мере 20 нМ, по меньшей мере 25 нМ, по меньшей мере 50 нМ, по меньшей мере 100 нМ, по 
меньшей мере 250 нМ или по меньшей мере 500 нМ. В некоторых вариантах реализации антитела согласно 
настоящему изобретению ингибируют (или блокируют) взаимодействие между PD-1 и PD-L1, когда их 
применяют при концентрации, составляющей 1 нМ или менее, или 10 нМ или менее, или 50 нМ или менее, 
или 100 нМ или менее, или 250 нМ или менее, или 500 нМ или менее (например, от 0,5 до 50 нМ, или 
от 1 до 50 нМ, или от 0,5 до 5 нМ, или от 0,5 до 10 нМ, или от 1 до 5 нМ, или от 1 до 10 нМ). Например, в 
предпочтительных вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению могут ингибиро-
вать взаимодействие между PD-1 и PD-L1 по меньшей мере на 60%, предпочтительно по меньшей мере 
на 70%, более предпочтительно по меньшей мере на 75% (например, на от 60 до 100%, или от 60 до 99%, 
или от 70 до 85%, или от 75 до 80%), если их применяют при концентрации, составляющей по меньшей 
мере 0,5 нМ (например, если применяют при 0,5 нМ). В других предпочтительных вариантах реализации 
антитела согласно настоящему изобретению могут ингибировать взаимодействие между PD-1 и PD-L1 
по меньшей мере на 85%, предпочтительно по меньшей мере на 90%, более предпочтительно по мень-
шей мере на 95%, или даже по меньшей мере на 98%, по меньшей мере на 99 или на 100% (например, от 
85 до 100%, или от 85 до 99%, или от 95 до 99%, или от 95 до 100%), если их применяют при концентра-
ции, составляющей по меньшей мере 1 нМ (например, если применяют при 1 нМ). 

Способность антитела ингибировать (или блокировать) взаимодействие между PD-1 и PD-L1 можно 
определить (или оценить), применяя любой подходящий анализ (как правило, анализ in vitro), например 
конкурентный анализ, например анализ, в котором исследуемое антитело против PD-1 конкурирует с  
PD-L1 за связывание с PD-1. Можно применять любой подходящий конкурентный анализ (например, 
конкурентный анализ на основе ELISA). В предпочтительном варианте реализации антитела согласно 
настоящему изобретению ингибируют (или блокируют) взаимодействие между PD-1 и PD-L1 в следую-
щем типе конкурентного анализа. 

PD-L1 или содержащую PD-L1 молекулу или слитый белок (например, PD-L1-rCD4) иммобилизуют 
(или захватывают) на твердой подложке (например, поверхности планшета ELISA), например, посредст-
вом антитела, которым была покрыта твердая подложка, которое распознает PD-L1 или содержащую PD-
L1 молекулу или слитый белок (например, антитела против rCD4, которое распознает PD-L1-rCD4). Со-
держащую PD-1 молекулу или слитый белок (например, PD-1-Fc) смешивают в присутствии (например, 
серии концентраций) или отсутствие исследуемого антитела против PD-1 (например, в течение прибли-
зительно 30 мин). После промывки твердой подложки (например, поверхности планшета ELISA) для 
удаления избытка не связавшегося PD-L1 или содержащей PD-L1 молекулы или слитого белка (напри-
мер, PD-L1-rCD4), предварительно смешанную содержащую PD-1 молекулу или слитый белок (напри-
мер, смесь PD-1-Fc/антитело против PD-1) добавляют к твердой подложке (например, поверхности 
планшета ELISA, содержащей иммобилизованный PD-L1) и инкубируют (например, в течение приблизи-
тельно 1 ч). Если исследуемое антитело против PD-1 связывается с эпитопом на PD-1, который отвечает 
за связывание PD-1 с PD-L1 (или участвует в нем), взаимодействие между PD-1 и PD-L1 будет ингиби-
роваться (или блокироваться или предотвращаться). После этапа дополнительной промывки содержа-
щую PD-1 молекулу или слитый белок (например, PD-1-Fc), связавшийся с иммобилизованным PD-L1 
(или содержащей PD-L1 молекулой или слитым белком, например, PD-L1-rCD4), детектируют, применяя 
меченое (например, меченое биотином) антитело, которое распознает содержащий PD-1 слитый белок 
(например, антитело против Fc-биотин (биотинилированное антитело против Fc), которое распознает PD-
1-Fc), и детектирующий реагент, который распознает меченое антитело (например, меченый европием 
стрептавидин, который распознает антитело против Fc-биотин). 

В таком конкурентном анализе максимальный уровень взаимодействия между PD-1 и PD-L1 (мак-
симальное взаимодействие, или 100% взаимодействие, или 100% уровень взаимодействия) можно опре-
делить как уровень (например, уровень детектируемого сигнала) в присутствии PD-L1 (или содержащей 
PD-L1 молекулы или слитого белка) и содержащей PD-1 молекулы или слитого белка, но в отсутствие 
исследуемого антитела против PD-1 (например, PD-1 ингибирующего или блокирующего антитела). 
Уровень максимального блокирования или уровень максимального ингибирования (максимальное бло-
кирование или ингибирование, или 100% блокирование или ингибирование, или 100% уровень блокиро-
вания или 100% уровень ингибирования) можно определить как уровень сигнала, детектируемого в от-
сутствие содержащей PD-1 молекулы или слитого белка. Уровень взаимодействия (например, уровень 
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детектированного сигнала) в присутствии исследуемого антитела против PD-1, который меньше, чем 
максимальный уровень взаимодействия, описанный выше, свидетельствует о том, что антитело против 
PD-1 ингибирует (или блокирует) взаимодействие между PD-1 и PD-L1. 

Предпочтительные % ингибирования взаимодействия между PD-1 и PD-L1 (например, при опреде-
ленных концентрациях антитела), описанные выше, предпочтительно такие, как определяют в типе кон-
курентного анализа (конкурентного анализа на основе ELISA), описанного выше и в других местах в 
данном изобретении. 

В особенно предпочтительном варианте реализации антитела согласно настоящему изобретению 
ингибируют (или блокируют) взаимодействие между PD-1 и PD-L1, что определяют с помощью конку-
рентного анализа, в котором 

планшет ELISA (например, черный 96-луночный иммуносорбционный планшет) покрывают в тече-
ние ночи антителом против rCD4 при 4°C; 

планшет ELISA затем трижды промывают ФБР, блокируют путем добавления 3% (масса/объем) сухо-
го молока в ФБР (ФБР-М) (например, 200 мкл) и инкубируют в течение 1 ч при комнатной температуре; 

планшет ELISA трижды промывают ФБР, а затем добавляют 5 мкг/мл PD-L1- rCD4 в ФБР-М (на-
пример, 50 мкл) и инкубируют в течение 1 ч при комнатной температуре; 

планшет ELISA трижды промывают ФБР-Т (0,1% Tween-20, ФБР) и трижды ФБР; 
в отдельном планшете PD-1-Fc (например, 0,8 нМ) смешивают в присутствии (например, серии 

концентраций) или отсутствие антитела против PD-1 (исследуемого антитела, которое связывается с PD-
1) с ФБР-М и инкубируют в течение 30 мин; 

смесь (предварительно приготовленную смесь) из предыдущего этапа (смесь PD-1-Fc/антитело про-
тив PD-1 или PD-1-Fc, который смешали в отсутствие антитела против PD-1) добавляют в планшет  
ELISA и инкубируют в течение 1 ч; 

планшет ELISA затем трижды промывают ФБР-Т и трижды ФБР; 
планшет ELISA затем инкубируют в течение 1 ч с 0,5 мкг/мл биотинилированного антитела против 

Fc (например, биотинилированного антитела против Fc человека) в ФБР-М; 
планшет ELISA затем трижды промывают ФБР-Т и трижды ФБР; 
планшет ELISA затем инкубируют в течение 30 мин с 0,5 мкг/мл меченого европием стрептавидина 

в ФБР-М; 
планшет ELISA затем трижды промывают ФБР-Т и трижды ФБР; 
планшет ELISA затем инкубируют с детектирующим реагентом на основе европия (например, с 

усиливающим раствором DELFIA, доступным для приобретения от Perkin Elmer); 
планшеты ELISA затем прочитывают (детектируют сигнал) с помощью спектрофотометра для про-

чтения планшетов (например, возбуждение на 340 нм, испускание на 615 нм); 
и в котором максимальный уровень взаимодействия между PD-1 и PD-L1 (максимальное взаимо-

действие, или 100% взаимодействие, или 100% уровень взаимодействия) определяют как уровень (на-
пример, уровень детектированного сигнала) в присутствии PD-L1-rCD4 и PD-1-Fc, но в отсутствие анти-
тела против PD-1 (например, блокирующего PD-1 антитела), при этом уровень взаимодействия в присут-
ствии антитела против PD-1, который меньше, чем максимальный уровень взаимодействия, описанный 
выше, свидетельствует о том, что антитело против PD-1 ингибирует (или блокирует) взаимодействие 
между PD-1 и PD-L1. Как правило, уровень максимального блокирования или уровень максимального 
ингибирования (максимальное блокирование или ингибирование, или 100% блокирование или ингиби-
рование, или 100% уровень блокирования или 100% уровень ингибирования) определяют как уровень 
(например, уровень детектированного сигнала) в отсутствие PD-1-Fc. Особенно предпочтительный кон-
курентный анализ описан в разделе пример в данном изобретении и изображен на фиг. 4А. 

Предпочтительные % ингибирования взаимодействия между PD-1 и PD-L1 (например, при опреде-
ленных концентрациях антитела), описанные выше, предпочтительно такие, как определяют в особенно 
предпочтительном типе конкурентного анализа (конкурентного анализа на основе ELISA), описанного 
выше и в других местах в данном изобретении. 

В некоторых вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению (например, антите-
ла IgG, такие как антитела lgG2) ингибируют (или блокируют) взаимодействие между PD-1 и PD-L1 в 
большей степени, чем антитело ниволумаб (например, в формате IgG, таком как lgG2). Другими словами, 
в некоторых вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению более эффективно, чем 
антитело ниволумаб, ингибируют (или блокируют) взаимодействие между PD-1 и PD-L1. В некоторых 
предпочтительных вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению ингибируют (или 
блокируют) взаимодействие между PD-1 и PD-L1 в большей степени, чем антитело ниволумаб, если ука-
занные антитела применяют при низких (или более низких концентрациях), например, если применяют 
при концентрации в диапазоне от 0,1 до 2 нМ (например, 0,1, 0,2, 0,2, 0,4, 0,5. 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 
1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9 или 2 нМ). В некоторых предпочтительных вариантах реализации антитела 
согласно настоящему изобретению ингибируют (или блокируют) взаимодействие между PD-1 и PD-L1 в 
большей степени, чем антитело ниволумаб, если указанные антитела применяют в диапазоне концентра-
ций от 0,5 до 1,5 нМ (например, если применяют при 0,5 или 1 нМ). Например, в предпочтительном ва-
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рианте реализации ингибирование (или блокирование) взаимодействия между PD-1 и PD-L1 антителами 
согласно настоящему изобретению по меньшей мере на 10%, или по меньшей мере на 20%, или по 
меньшей мере на 30%, предпочтительно по меньшей мере на 40%, более предпочтительно по меньшей 
мере на 50% выше (например, приблизительно на 10-60% выше, или приблизительно на 25-60% выше, 
или приблизительно на 50-60% выше), чем антителом ниволумаб, если указанные антитела применяют 
при концентрации 0,5 нМ. В другом предпочтительном варианте реализации ингибирование (или блоки-
рование) взаимодействия между PD-1 и PD-L1 антителами согласно настоящему изобретению по мень-
шей мере на 10%, или по меньшей мере 20%, (например, приблизительно на 10-20%) выше, чем антите-
лом ниволумаб, если указанные антитела применяют при концентрации 1 нМ. Предпочтительные % ин-
гибирования взаимодействия между PD-1 и PD-L1 (например, при определенных концентрациях антите-
ла), описанные выше, предпочтительно такие, как определяют в особенно предпочтительном типе кон-
курентного анализа (конкурентного анализа на основе ELISA), описанного выше и в других местах в 
данном изобретении. 

Без привязки к какой-либо теории, способность предпочтительных антител согласно настоящему 
изобретению проявлять хорошее ингибирование взаимодействия PD-1 и PD-L1 при низких концентраци-
ях антитела может быть предпочтительной, например, в отношении меньших побочных действий у паци-
ента по сравнению с применением высоких (или более высоких) концентраций антитела или уменьшения 
количества (дозы) антитела, необходимого для наблюдения терапевтического действия, или улучшения 
фармакокинетических свойств. 

В предпочтительном варианте реализации антитела согласно настоящему изобретению ингибируют 
(или блокируют) взаимодействие между PD-1 и PD-L1, что определяют с помощью репортерного анали-
за, основанного на клеточной системе, или репортерной системы, основанной на клеточной системе. 
Предпочтительно ингибирование представляет собой значимое ингибирование, например, статистически 
значимое ингибирование, например, со значением вероятности ≤0,05. В таком анализе или системе пре-
дусмотрено считывание активности PD-1 (например, считывание вызванной или опосредованной  
PD-1 активности PD-L1). Например, в репортерном анализе, основанном на клеточной системе, могут 
использовать репортер (например, репортер на основе люциферазы), который реагирует на активность 
PD-1/PD-L1 (например, реагирует, т.е. активируется или подавляется, в результате взаимодействия меж-
ду PD-1 и PD-L1). 

В предпочтительном репортерном анализе или системе, основанных на клеточной системе, приме-
няют две линии клеток. В таком анализе или системе одна линия клеток представляет собой линию кле-
ток (например, линию клеток HEK293), экспрессирующих (например, стабильно экспрессирующих)  
PD-L1 и комплекс, активирующий Т-клеточный рецептор. Другая линия клеток представляет собой ли-
нию клеток (например, линию клеток Jurkat), экспрессирующих (например, стабильно экспрессирую-
щих) PD-1, Т-клеточные рецепторы (комплексы Т-клеточных рецепторов) и репортер на основе люцифе-
разы, который находится под контролем промотора, который реагирует на передачу сигналов через  
Т-клеточный рецептор (TCR) (например, репортер на основе люциферазы, который находится под кон-
тролем промотора NFAT; промотор NFAT активируется передачей сигналов через TCR). Предпочти-
тельно в репортерном анализе или системе, основанных на клеточной системе, применяют линию клеток 
HEK293, экспрессирующих PD-L1 и комплекс, активирующий Т-клеточные рецепторы, и линию клеток 
Jurkat, экспрессирующую PD-1, T-клеточные рецепторы (комплексы Т-клеточных рецепторов) и репор-
тер на основе люциферазы, который находится под контролем промотора (предпочтительно NFAT), ко-
торый реагирует на передачу сигналов через Т-клеточный рецептор (TCR). Особенно предпочтителен 
доступный для приобретения репортерный анализ PD-1/PD-L1, основанный на клеточной системе, от 
Promega, в котором используют стабильную линию клеток Jurkat NFAT-luc2/PD-1 GloResponseTM 
(CS187102) и клетки PD-L1 Thaw-and-Use (CS178103). 

В описанных выше репортерной системе или анализе, основанных на клеточной системе, когда две 
указанные линии клеток совместно культивируют, взаимодействие между PD-1 и PD-L1 ингибирует (или 
блокирует, или предотвращает) передачу сигналов через TCR (передачу сигналов через TCR, происхо-
дящую в результате взаимодействия между Т-клеточным рецептором на одной линии клеток и  
TCR-активирующим комплексом, присутствующим на другой линии клеток) и, таким образом, ингиби-
рует (или блокирует, или подавляет) опосредованную промотором активность люциферазы. Присутствие 
(или добавление) антитела против PD-1, которое ингибирует взаимодействие между PD-1 и PD-L1, инги-
бирует (или блокирует, или снимает) опосредованное PD-1/PD-L1 ингибирование передачи сигналов 
через TCR и приводит к (повышенной) активности люциферазы. 

Таким образом, в особенно предпочтительном варианте реализации антитела согласно настоящему 
изобретению ингибируют (или блокируют) взаимодействие между PD-1 и PD-L1, что определяют с по-
мощью репортерного анализа, основанного на клеточной системе, или репортерной системы, основанной 
на клеточной системе, в которой 

клетки HEK293, экспрессирующие PD-L1 и экспрессирующие активирующий TCR комплекс (на-
пример, Promega, CS178103), высевают в 96-луночный аналитический планшет (например, в 90% HAM'S 
F-12, 10% эмбриональной бычьей сыворотки (ЭБС)), например, в объеме 100 мкл и инкубируют в тече-
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ние от 16 до 20 ч при 37°C, 5% CO2; 
клетки Jurkat, экспрессирующие PD-1, экспрессирующие комплексы TCR и несущие репортер на 

основе люциферазы, который находится под контролем промотора NFAT (например, Promega, 
CS187102), добавляют в аналитическую среду (например, 90% RPMI1640, 1% ЭБС, например, 5,9 мл 
аналитической среды) (клетки Jurkat можно разморозить и добавить в аналитическую среду на следую-
щий день после посева клеток HEK293); 

аналитический планшет, содержащий прикрепившиеся клетки HEK293, вынимают из термостата и 
удаляют среды (например, с помощью пипетки и переворачивания планшета на бумажное полотенце); 

40 мкл аналитических сред, содержащих антитело (исследуемое антитело против PD-1) (например, 
серию концентраций) добавляют в планшет (лунки планшета), содержащий прикрепившиеся клетки 
HEK293, а затем добавляют 40 мкл смеси клеток Jurkat; 

планшет инкубируют в течение 6 ч при 37°C, 5% CO2; 
активность люциферазы определяют (например, применяя люциферазный реагент/субстрат, такой 

как реагент BioGlo от Promega, G7940, и спектрофотометр для прочтения планшетов, например, BMG 
pherastar). 

В некоторых вариантах реализации у антител согласно настоящему изобретению EC50 (например, 
для ингибирования (или блокирования) взаимодействия между PD-1 и PD-L1) составляет 100 нМ или 
менее, или 75 нМ или менее, или 50 нМ или менее, или 40 нМ или менее, или 30 нМ или менее, или  
20 нМ или менее, или 10 нМ или менее. Предпочтительно EC50 составляет 30 нМ или менее, более пред-
почтительно 20 нМ или менее, или 15 нМ или менее, или 14 нМ или менее, или 13 нМ или менее, или  
12 нМ или менее, или 11 нМ или менее, или 10 нМ или менее. В некоторых вариантах реализации  
EC50 составляет от 0,1 до 20 нМ, или от 0,5 до 15 нМ, например от 1 до 15 нМ, или от 5 до 15 нМ, или от 
9 до 12 нМ. В некоторых вариантах реализации EC50 составляет приблизительно 5, приблизительно 6, 
приблизительно 7, приблизительно 8, приблизительно 9, приблизительно 10, приблизительно 11, прибли-
зительно 12, приблизительно 13, приблизительно 14 или приблизительно 15 нМ. Например, EC50 может 
составлять 9,35 или 11,7 нМ. 

Предпочтительные значения EC50, описанные выше, предпочтительно такие, какие определили в 
репортерном анализе, основанном на клеточной системе (например, в предпочтительном или особенно 
предпочтительном репортерном анализе, основанном на клеточной системе), описанном выше или в раз-
деле пример. 

В некоторых вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению обладают одним 
или более, предпочтительно двумя или более, или тремя или более, или четырьмя или более, или наибо-
лее предпочтительно всеми функциональными свойствами, описанными в данном изобретении. 

По всему тексту настоящей заявки термины в единственном числе используют в том смысле, что 
они означают "по меньшей мере один", "по меньшей мере первый", "один или более" или "множество" 
упомянутых компонентов или этапов за исключением случаев, в которых для них конкретно установлен 
верхний предел. Следовательно, "антитело" в данном изобретении означает "по меньшей мере первое 
антитело". Пригодные пределы и параметры комбинаций, например, количеств любого отдельного аген-
та, будут известны средним специалистам в данной области в свете настоящего описания. 

Кроме того, когда в данном изобретении используют термины "включают", "включает", "обладает", 
или "обладающий" или другие эквивалентные термины, то в некоторых более конкретных вариантах ре-
ализации данные термины включают термин "состоит из", или "по существу состоит из", или другие эк-
вивалентные термины. 

Молекулы нуклеиновых кислот, включающие последовательности нуклеотидов, которые кодируют 
антитела согласно настоящему изобретению, описанные в данном изобретении, или их части или фраг-
менты, или молекулы нуклеиновых кислот, по существу гомологичные им, образуют дополнительные 
аспекты настоящего изобретения. 

Предпочтительные молекулы нуклеиновых кислот представляют собой такие молекулы, которые 
кодируют область VH антитела согласно настоящему изобретению (например, такие, которые кодируют 
последовательности, представленные в SEQ ID NO: 3, или 21, или 39, или 57, такие как последовательно-
сти, представленные в SEQ ID NO: 1, или 19, или 37, или 55 соответственно). Другие предпочтительные 
молекулы нуклеиновых кислот представляют собой такие молекулы, которые кодируют область VL ан-
титела согласно настоящему изобретению (например, такие, которые кодируют последовательности, 
представленные в SEQ ID NO: 4, или 22, или 40, или 58, такие как последовательности, представленные в 
SEQ ID NO: 2, или 20, или 38, или 56 соответственно). 

Таким образом, предпочтительные молекулы нуклеиновых кислот включают последовательно-
сти, которые кодируют вариабельную область тяжелой цепи (VH) с последовательностью аминокислот 
SEQ ID NO: 3, 21, 39 или 57 (которую предпочтительно кодирует последовательность SEQ ID NO: 1, 19, 
37 или 55), и/или включают последовательности, которые кодируют вариабельную область легкой цепи 
(VL) с последовательностью аминокислот SEQ ID NO: 4, 22, 40 или 58 (которую предпочтительно коди-
рует последовательность SEQ ID NO: 2, 20, 38 или 56). 

Также предпочтительны нуклеиновые кислоты, которые кодируют следующие комбинации: после-
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довательности SEQ ID NO: 3 и 4; или последовательности SEQ ID NO: 21 и 22; или последовательности 
SEQ ID NO: 39 и 40; или последовательности SEQ ID NO: 57 и 58. Также предпочтительны молекулы 
нуклеиновых кислот, которые включают следующие комбинации: последовательности SEQ ID NO: 1 и 2; 
или последовательности SEQ ID NO: 19 и 20; или последовательности SEQ ID NO: 37 и 38; или последо-
вательности SEQ ID NO: 55 и 56. 

Другие предпочтительные молекулы нуклеиновых кислот включают последовательности, которые 
кодируют формы IgG (например, формы lgG2) антител согласно настоящему изобретению, например, 
описанные в табл. А, В, С и D в данном изобретении (тяжелые цепи и легкие цепи). Таким образом, 
предпочтительные молекулы нуклеиновых кислот представляют собой такие молекулы, которые коди-
руют тяжелую цепь антитела согласно настоящему изобретению (например, такие, которые кодируют 
последовательность SEQ ID NO: 85, 89, 93 или 97, такие как последовательности, представленные в  
SEQ ID NO: 87, 91, 95 или 99 соответственно) и/или которые кодируют легкую цепь антитела (например, 
такие, которые кодируют последовательность SEQ ID NO: 86, 90, 94, или 98, такие как последовательно-
сти, представленные в SEQ ID NO: 88, 92, 96, или 100 соответственно). 

Термин "по существу гомологичный" в данном изобретении применительно к последовательности 
аминокислот или последовательности нуклеиновой кислоты включает последовательности, по меньшей 
мере на 65, 70 или 75%, предпочтительно по меньшей мере на 80% и еще более предпочтительно по 
меньшей мере на 85, 90, 95, 96, 97, 98 или 99% идентичные описанной последовательности аминокислот 
или последовательности нуклеиновой кислоты. По существу гомологичные последовательности соглас-
но настоящему изобретению, следовательно, содержат одну или множество замен оснований или амино-
кислот (добавлений, замен, вставок или делеций) в последовательностях согласно настоящему изобрете-
нию. На уровне аминокислот предпочтительные по существу гомологичные последовательности со-
держат до 5, например, только 1, 2, 3, 4 или 5, предпочтительно 1, 2 или 3, более предпочтительно  
1 или 2 измененные аминокислоты, в одной или более из каркасных областей и/или в одном или более из 
CDR, составляющих последовательности согласно настоящему изобретению. Указанные замены могут 
быть на консервативные или неконсервативные аминокислоты. Предпочтительно указанные изменения 
представляют собой консервативные замены аминокислот. 

В некоторых вариантах реализации, если данная исходная последовательность относительно корот-
кая (например, длиной пять аминокислот), то в последовательностях, по существу гомологичных указан-
ной последовательности, может присутствовать меньшее количество замен аминокислот, по сравнению с 
количеством замен аминокислот, которое необязательно можно сделать в последовательности, по суще-
ству гомологичной более длинной исходной последовательности. Например, в некоторых вариантах реа-
лизации последовательность, по существу гомологичная исходной последовательности CDR1 VH, в со-
ответствии с настоящим изобретением, например, исходной последовательности CDR1 VH, которая в 
некоторых вариантах реализации может состоять из пяти аминокислотных остатков, предпочтительно 
содержит 1 или 2 (более предпочтительно 1) измененные аминокислоты по сравнению с исходной после-
довательностью. Соответственно в некоторых вариантах реализации количество измененных аминокислот 
в по существу гомологичных последовательностях (например, в по существу гомологичных последова-
тельностях CDR) может зависеть от длины данной исходной последовательности CDR. Например, могут 
присутствовать различные количества измененных аминокислот в зависимости от длины данной исходной 
последовательности CDR, чтобы достичь конкретного % идентичности последовательностей в CDR, на-
пример, идентичности последовательностей по меньшей мере на 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 или от 99%. 

Можно применять обычные в данной области способы, такие как сканирующий аланином мутаге-
нез и/или анализ кристаллической структуры комплекса антиген-антитело, чтобы определить, какие 
аминокислотные остатки в CDR не вносят вклад или не вносят значительный вклад в связывание антиге-
на и, следовательно, являются хорошими кандидатами на изменение или замену в вариантах реализации 
настоящего изобретения, включающих по существу гомологичные последовательности. 

Термин "по существу гомологичный" также включает модификации или химические эквиваленты 
последовательностей аминокислот и нуклеотидов согласно настоящему изобретению, которые осущест-
вляют по существу такую же функцию, что и белки или молекулы нуклеиновых кислот согласно настоя-
щему изобретению по существу таким же образом. Например, любое по существу гомологичное антите-
ло должно сохранять способность связываться с PD-1, как описано выше. Предпочтительно любое по 
существу гомологичное антитело должно сохранять одну или более (или все) из функциональных спо-
собностей исходного антитела. 

Предпочтительно любое по существу гомологичное антитело должно сохранять способность спе-
цифично связывать тот же эпитоп PD-1, который распознается обсуждаемым антителом, например, тот 
же эпитоп, который распознается доменами CDR согласно настоящему изобретению или доменами VH и 
VL согласно настоящему изобретению, описанными в данном изобретении. Таким образом, предпочти-
тельно любое по существу гомологичное антитело должно сохранять способность конкурировать с од-
ним или более из различных антител согласно настоящему изобретению (например, 273_С12_С05 (ис-
ходным клоном), 273_С12_С05 (вариантом 1), 273_С12_С05 (вариантом 2) или 273_С01_А12) за связы-
вание с PD-1. Связывание с тем же эпитопом/антигеном можно легко проверить с помощью способов, 
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хорошо известных и описанных в данной области, например, применяя анализы связывания, например, 
конкурентный анализ. Сохранение других функциональных свойств также можно легко проверить с по-
мощью способов, хорошо известных и описанных в данной области или в данном изобретении. 

Таким образом, для специалиста в данной области очевидно, что можно применять анализ связыва-
ния для проверки того, обладают ли "по существу гомологичные" антитела такими же специфичностями 
связывания, как и антитела и фрагменты антител согласно настоящему изобретению, например такие 
анализы связывания, как конкурентный анализ или анализ ELISA, описанные в других местах в данном 
изобретении. Анализ BIAcore также можно легко применять, чтобы установить, могут ли "по существу 
гомологичные" антитела связываться с PD-1. Специалисту будут известны другие подходящие способы и 
варианты анализа. 

Ниже указано, что конкурентный анализ связывания можно применять для проверки того, сохра-
няют ли "по существу гомологичные" антитела способность специфично связывать по существу тот же 
эпитоп PD-1, который распознается антителами согласно настоящему изобретению (например, 
273_С12_С05 (исходным клоном), 273_С12_С05 (вариантом 1), 273_С12_С05 (вариантом 2) или 
273_С01_А12), или обладают ли способностью конкурировать с одним или более из различных антител 
согласно настоящему изобретению (например, 273_С12_С05 (исходным клоном), 273_С12_С05 (вариан-
том 1), 273_С12_С05 (вариантом 2) или 273_С01_А12). Описанный ниже способ представляет собой 
лишь один пример подходящего конкурентного анализа. Специалисту будут известны другие подходя-
щие способы и варианты. 

В типичном конкурентном анализе оценивают связывание различных эффективных концентраций 
антител согласно настоящему изобретению с PD-1 в присутствии изменяющихся концентраций иссле-
дуемого антитела (например, по существу гомологичного антитела). Затем можно оценить степень инги-
бирования связывания, вызванного исследуемым антителом. Повышение конкурирования исследуемого 
антитела с антителом согласно настоящему изобретению при возрастании концентраций (т.е. возрас-
тающие концентрации исследуемого антитела приводят к соответствующему снижению степени связы-
вания антитела согласно настоящему изобретению с PD-1) свидетельствует о связывании по существу с 
тем же эпитопом. Предпочтительно исследуемое антитело значительно уменьшает количество антитела 
согласно настоящему изобретению, которое связывается с PD-1. Предпочтительно исследуемое антитело 
уменьшает количество антитела согласно настоящему изобретению, которое связывается с PD-1, по 
меньшей мере на приблизительно 95%. Можно применять анализ ELISA и анализ методом проточной 
цитометрии для оценки ингибирования связывания в таком конкурентном анализе, но другие подходя-
щие методики будут хорошо известны специалисту в данной области. 

В некоторых вариантах реализации предпочтительны "по существу гомологичные" антитела, кото-
рые сохраняют способность специфично связывать по существу такой же (или такой же) эпитоп PD-1, 
который распознается антителами согласно настоящему изобретению (например, 273_С12_С05 (исход-
ным клоном), 273_С12_С05 (вариантом 1), 273_С12_С05 (вариантом 2) или 273_С01_А12), или которые 
обладают способностью конкурировать с одним или более из различных антител согласно настоящему 
изобретению (например, 273_С12_С05 (исходным клоном), 273_С12_С05 (вариантом 1), 273_С12_С05 
(вариантом 2) или 273_С01_А12). 

Термин "конкурирующие антитела" в данном изобретении относится к антителам, которые связы-
ваются с практически, по существу или фактически таким же или даже таким же эпитопом, как и "ис-
ходное антитело". "Конкурирующие антитела" включают антитела с перекрывающимися специфично-
стями к эпитопу. Конкурирующие антитела, следовательно, способны эффективно конкурировать с ис-
ходным антителом за связывание с PD-1. Предпочтительно конкурирующее антитело может связываться 
с тем же эпитопом, что и исходное антитело. С другой точки зрения, конкурирующее антитело предпоч-
тительно обладает такой же специфичностью к эпитопу, как и исходное антитело. 

"Исходные антитела" в данном изобретении представляют собой антитела, которые могут связы-
ваться с PD-1 в соответствии с настоящим изобретением, которые предпочтительно содержат домен 
VH и VL, описанный в данном изобретении, более предпочтительно VH с последовательностью  
SEQ ID NO: 3 и VL с последовательностью SEQ ID NO: 4, или VH с последовательностью SEQ ID NO: 21 и 
VL с последовательностью SEQ ID NO: 22, или VH с последовательностью SEQ ID NO: 39 и VL с после-
довательностью SEQ ID NO: 40, или VH с последовательностью SEQ ID NO: 57 и VL с последовательно-
стью SEQ ID NO: 58. Наиболее предпочтительные исходные антитела выбраны из 273_С12_С05 (исход-
ного клона), 273_С12_С05 (варианта 1), 273_С12_С05 (варианта 2) или 273_С01_А12. 

Теперь идентификация одного или более конкурирующих антител представляет собой простую 
техническую задачу, когда были предложены исходные антитела, такие как 273_С12_С05 (исходный 
клон), 273_С12_С05 (вариант 1), 273_С12_С05 (вариант 2) или 273_С01_А12. Так как определение иден-
тификации конкурирующих антител приведено при сравнении с исходным антителом, очевидно, что 
фактическое определение эпитопа, с которым связывается любое или оба антитела, ни в коем случае не 
требуется для идентификации конкурирующего антитела. Тем не менее при желании можно осуществить 
картирование эпитопов, применяя стандартные методики. 

По существу гомологичные последовательности белков согласно настоящему изобретению содер-
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жат без ограничения консервативные замены аминокислот или, например, изменения, которые не влияют 
на домены VH, VL или CDR антител, например антител, в которые добавили последовательности метки, 
токсины или другие компоненты, которые не вносят вклад в связывание антигена, или изменения для 
преобразования одного типа или формата молекулы или фрагмента антитела в другой тип или формат 
молекулы или фрагмента антитела (например, преобразование Fab в scFv или целое антитело, или наобо-
рот), или преобразование молекулы антитела в конкретный класс или подкласс молекулы антитела (на-
пример, преобразование молекулы антитела в IgG или его подкласс, например в lgG2). 

"Консервативная замена аминокислот" в данном изобретении представляет собой такую замену, 
при которой аминокислотный остаток заменяют на другой аминокислотный остаток, содержащий сход-
ную боковую цепь. Семейства аминокислотных остатков, содержащих сходные боковые цепи, определе-
ны в данной области, включая основные боковые цепи (например, лизин, аргинин, гистидин), кислые 
боковые цепи (например, аспарагиновая кислота, глутаминовая кислота), незаряженные полярные боко-
вые цепи (например, глицин, аспарагин, глутамин, серин, треонин, тирозин, цистеин), неполярные боко-
вые цепи (например, глицин, цистеин, аланин, валин, лейцин, изолейцин, пролин, фенилаланин, метио-
нин, триптофан), бета-разветвленные боковые цепи (например, треонин, валин, изолейцин) и ароматиче-
ские боковые цепи (например, тирозин, фенилаланин, триптофан, гистидин). 

Гомологию можно оценить с помощью любого удобного способа. Тем не менее для определения 
степени гомологии между последовательностями пригодны компьютерные программы, которые осуще-
ствляют выравнивания множества последовательностей, например Clustal W (Thompson, Higgins, Gibson, 
Nucleic Acids Res., 22:4673-4680, 1994). При необходимости, алгоритм Clustal W можно применять вме-
сте с матрицей замен BLOSUM 62 (Henikoff и Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 89:10915-10919, 1992) 
и штрафом за открытие гэпа, равным 10, и штрафом за продление гэпа, равным 0,1, так что получают 
совпадение между двумя последовательностями высшего порядка, при этом в выравнивании участвует 
по меньшей мере 50% общей длины одной из последовательностей. Другие способы, которые можно 
применять для выравнивания последовательностей, представляют собой способ выравнивания Needle-
man и Wunsch (Needleman и Wunsch, J. Mol. Biol., 48:443, 1970) с изменениями от Smith и Waterman 
(Smith и Waterman, Adv. Appl. Math., 2:482, 1981), так что получают совпадение между двумя последова-
тельностями высшего порядка и определяют количество идентичных между двумя последовательностями 
аминокислот. Другие способы вычисления процента идентичности между двумя последовательностями 
аминокислот, как правило, известны в данной области и включают, например, описанные Carillo и Lipton 
(Carillo и Lipton, SIAM J. Applied Math., 48:1073, 1988) и описанные в Computational Molecular Biology, 
Lesk, ред. Oxford University Press, Нью-Йорк, 1988, Biocomputing: Informatics and Genomics Projects. 

Как правило, для таких расчетов будут использовать компьютерные программы. Программы, кото-
рые сравнивают и выравнивают пары последовательностей, такие как ALIGN (Myers и Miller, CAB/OS, 
4:11-17, 1988), FASTA (Pearson и Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 85:2444-2448, 1988; Pearson, Meth-
ods in Enzymology, 183:63-98, 1990) и Gapped BLAST (Altschul и др., Nucleic Acids Res., 25:3389-3402, 
1997), BLASTP, BLASTN или GCG (Devereux, Haeberli, Smithies, Nucleic Acids Res., 12:387, 1984) также 
пригодны для данной цели. Более того, сервер Dali в Европейском институте биоинформатики предлага-
ет выравнивания белковых последовательностей на основании их структуры (Holm, Trends in Biochemical 
Sciences, 20:478-480, 1995; Holm, J. Mol. Biol., 233:123-38, 1993; Holm, Nucleic Acid Res., 26:316-9, 1998). 

С целью предоставления ориентира, последовательности согласно настоящему изобретению, гомо-
логичные, идентичные и т.д. на 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 или от 99%, можно определить, при-
меняя программу ALIGN с параметрами по умолчанию (например, доступную в Интернете на сетевом 
сервере GENESTREAM, IGH, Монпелье, Франция). 

В следующем описании композиций, иммуноконъюгатов, фармацевтических средств, комбинаций, 
коктейлей, наборов, первого и второго медицинского применения и всех способов в соответствии с на-
стоящим изобретением термины "антитело" и "иммуноконъюгат", или его связывающая антиген область 
или фрагмент, если конкретно не указано или не ясно из научной терминологии иное, относятся к диапа-
зону антител против PD-1, а также к конкретным антителам 273_С12_С05 (исходному клону), 
273_С12_С05 (варианту 1), 273_С12_С05 (варианту 2) и 273_С01_А12. 

Термины "антитело" и "иммуноглобулин" в данном изобретении относятся в широком смысле к 
любому иммунологическому связывающему агенту, который содержит связывающий антиген домен (на-
пример, связывающий антиген домен человека), включая поликлональные и моноклональные антитела. 
В зависимости от типа константного домена в тяжелых цепях, полноразмерные антитела относят к одно-
му из пяти основных классов: IgA, IgD, IgE, IgG и IgM, и антитела согласно настоящему изобретению 
могут относиться к любому из данных классов. Некоторые из них дополнительно подразделяют на под-
классы или изотипы, такие как lgG1, lgG2, lgG3, lgG4 и т.п. Константные домены тяжелой цепи, которые 
соответствуют различным классам иммуноглобулинов, называют α, δ, ε, γ и µ соответственно. Субъеди-
ничные структуры и трехмерные конфигурации различных классов иммуноглобулинов хорошо извест-
ны. 

Как правило, когда в настоящем изобретении применяют полноразмерные антитела, а не их связы-
вающие антиген участки, предпочтительны IgG (например, lgG2) и/или IgM, так как они являются наибо-
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лее распространенными антителами в физиологических условиях и так как их легче всего получить в 
лабораторных условиях. 

"Легкие цепи" антител млекопитающих относят к одному из двух явно различных типов: каппа (κ) 
и лямбда (λ), на основании последовательностей аминокислот их константных доменов и некоторых 
аминокислот в каркасных областях их вариабельных доменов. В некоторых вариантах реализации пред-
почтительны легкие цепи каппа (κ). 

Специалисты в данной области поймут, что иммунологические связывающие реагенты, входящие в 
объем термина "антитело", включают или распространяются на все антитела и их связывающие антиген 
фрагменты, включая полноразмерные антитела, димерные, тримерные и мультимерные антитела; биспе-
цифические антитела; химерные антитела; рекомбинантные и сконструированные антитела и их фраг-
менты. 

Термин "антитело", следовательно, применяют по отношению к любой подобной антителу молеку-
ле, которая содержит область связывания антигена, и данный термин включает фрагменты антител, ко-
торые включают связывающий антиген домен, такой как Fab', Fab, F(ab')2, однодоменные антитела 
(DAB), димер TandAbs, Fv, scFv (одноцепочечный Fv), dsFv, ds-scFv, Fd, линейные антитела, минитела, 
диатела, биспецифические фрагменты антител, битело, тритело (слитые scFv-Fab, биспецифические или 
триспецифические соответственно); sc-диатело; каппа(лямбда)-тела (слитые scFv-CL); BiTE (биспецифи-
ческие антитела, которые привлекают Т-клетки, тандемы scFv-scFv для привлечения Т-клеток); DVD-Ig 
(антитело с двойным вариабельным доменом, биспецифический формат); SIP (малый иммунобелок, раз-
новидность минитела); SMIP ("малые модульные иммунофармацевтические средства", димер scFv-Fc; 
DART (ds-стабилизированное диатело "перенацеливающее антитело двойной аффинности"); малые ми-
метики антител, содержащие один или более CDR, и т.п. молекулы. 

Методики получения и применения различных конструкций на основе антител и их фрагментов 
хорошо известны в данной области. Диатела, в частности, дополнительно описаны в ЕР 404097 и  
WO 93/11161; тогда как линейные антитела дополнительно описаны в данной области. 

В предпочтительных вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению представ-
ляют собой антитела человека, более предпочтительно полностью человеческие антитела. В этом отно-
шении, у антител человека, как правило, есть по меньшей мере два потенциальных преимущества для 
применения в терапии человека. Во-первых, иммунная система человека не должна распознавать указан-
ное антитело как чужеродное. Во-вторых, время полувыведения из кровотока человека будет сходно с 
таковым для встречающегося в природе антитела человека, что позволить вводить меньшие и менее час-
тые дозы. 

Тем не менее, хотя известно, что антитела человека, как правило, проявляют данные преимущества, 
также известно, что разработка антител человека, которые обладают достаточно высокими аффинностя-
ми и подходящими функциональными свойствами, которые сделали бы их кандидатами для успешной 
терапии человека, совсем не просто. 

Термин "человек" в данном изобретении, применительно к молекулам антител и связывающим бел-
кам, прежде всего относится к антителам и связывающим белкам, содержащим вариабельные области 
(например, области VH, VL, CDR или FR) и необязательно константные области антитела, выделенные 
или полученные из репертуара человека или соответствующие последовательностям, обнаруженным у 
людей или в репертуаре человека, например в зародышевых или соматических клетках человека, или 
полученные из них. Антитела 273_С12_С05 (исходный клон) и 273_С01_А12 согласно настоящему изо-
бретению представляют собой примеры таких молекул антител человека, в которых вариабельные облас-
ти были выделены из репертуара человека. 

Антитела и связывающие белки "человека" согласно настоящему изобретению дополнительно со-
держат аминокислотные остатки, не кодируемые последовательностями человека, например мутации, 
введенные с помощью случайного или сайт-направленного мутагенеза in vitro, например мутации, вве-
денные с помощью клонирования in vitro или ПЦР. Конкретные примеры таких мутаций представляют 
собой мутации, которые включают консервативные замены или другие мутации в небольшом количестве 
остатков антитела или связывающего белка, например, в до 5, 4, 3, 2 или 1 из остатков антитела или свя-
зывающего белка, предпочтительно, например, в до 5, 4, 3, 2 или 1 из остатков, составляющих один или 
более из CDR антитела или связывающего белка. Некоторые примеры таких антител "человека" включа-
ют антитела и вариабельные области, которые подвергли стандартным методикам модификации, чтобы 
уменьшить количество потенциально иммуногенных сайтов. 

Таким образом, антитела "человека" согласно настоящему изобретению включают последователь-
ности, родственные последовательностям, обнаруженным у людей, и полученные из них, но которые 
могут не существовать в природе в зародышевом репертуаре антител человека in vivo. Кроме того, анти-
тела человека и связывающие белки согласно настоящему изобретению включают белки, содержащие 
консенсусные последовательности человека, определенные по последовательностям человека, или по-
следовательности, по существу гомологичные последовательностям человека. 

Кроме того, антитела и связывающие белки "человека" согласно настоящему изобретению не огра-
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ничены комбинациями областей VH, VL, CDR или FR, которые сами находятся в комбинации в молеку-
лах антител человека. Таким образом, антитела и связывающие белки "человека" согласно настоящему 
изобретению могут включать или соответствовать комбинациям таких областей, которые не обязательно 
существуют в природе у людей (например, представляют собой не встречающиеся в природе антитела). 

В предпочтительных вариантах реализации антитела человека будут полностью человеческими ан-
тителами. "Полностью человеческие" антитела в данном изобретении представляют собой антитела, со-
держащие "человеческие" домены и/или CDR вариабельной области, описанные выше, без значительно-
го количества не относящихся к человеку последовательностей антител или вообще без не относящихся 
к человеку последовательностей антител. Например, антитела, содержащие человеческие домены и/или 
CDR вариабельной области "без значительного количества не относящихся к человеку последовательно-
стей антител", представляют собой антитела, домены и/или CDR, в которых только до 5, 4, 3, 2 или 1 
аминокислоты представляют собой аминокислоты, которые не кодируются последовательностями анти-
тел человека. Таким образом, "полностью человеческие" антитела отличаются от "гуманизированных" 
антител, которые основаны на по существу не относящихся к человеку доменах вариабельной области, 
например доменах вариабельной области мыши, в которых некоторые аминокислоты были заменены, 
чтобы лучше соответствовали аминокислотам, обычно присутствующим в антителах человека. 

"Полностью человеческие" антитела согласно настоящему изобретению могут представлять собой 
человеческие домены и/или CDR вариабельной области без каких-либо других значительных последова-
тельностей антител, например, представляют собой одноцепочечные антитела. В качестве альтернативы, 
"полностью человеческие" антитела согласно настоящему изобретению могут представлять собой чело-
веческие домены и/или CDR вариабельной области, которые являются единым целым или функциональ-
но присоединены к одной или более константным областям антитела человека. Некоторые предпочти-
тельные полностью человеческие антитела представляют собой антитела IgG с полным комплектом кон-
стантных областей IgG. 

В других вариантах реализации антитела "человека" согласно настоящему изобретению будут 
представлять собой частично человеческие химерные антитела. "Частично человеческие химерные" ан-
титела в данном изобретении представляют собой антитела, содержащие "человеческие" домены и/или 
CDR вариабельных областей, функционально присоединенные или привитые на константную область не 
относящихся к человеку видов, таких как крыса или мышь. Такие частично человеческие химерные ан-
титела можно использовать, например, в доклинических испытаниях, в которых константная область 
предпочтительно будет получена из того же вида животного, которого используют в доклиническом ис-
пытании. Данные частично человеческие химерные антитела также можно применять, например, в диаг-
ностике ex vivo, в которой константная область из не относящегося к человеку вида может обеспечить 
дополнительные возможности для детектирования антитела. 

В предпочтительных вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению представ-
ляют собой не относящиеся к мышиным антитела. 

Термин "определяющая комплементарность область тяжелой цепи" ("CDR тяжелой цепи") в данном 
изобретении относится к участкам гипервариабельности внутри вариабельной области тяжелой цепи 
(домену VH) молекулы антитела. Вариабельная область тяжелой цепи содержит три CDR, названные 
CDR1 тяжелой цепи, CDR2 тяжелой цепи и CDR3 тяжелой цепи от аминоконца к карбоксильному концу. 
Вариабельная область тяжелой цепи также содержит четыре каркасные области (FR1, FR2, FR3 и FR4 от 
аминоконца к карбоксильному концу). Данные каркасные области разделяют указанные CDR. 

Термин "вариабельная область тяжелой цепи" (домен VH) в данном изобретении относится к ва-
риабельной области тяжелой цепи молекулы антитела. 

Термин "определяющая комплементарность область легкой цепи" ("CDR легкой цепи") в данном 
изобретении относится к участкам гипервариабельности внутри вариабельной области легкой цепи (до-
мену VL) молекулы антитела. Вариабельные области легкой цепи содержат три CDR, названные CDR1 
легкой цепи, CDR2 легкой цепи и CDR3 легкой цепи от аминоконца к карбоксильному концу. Вариа-
бельная область легкой цепи также содержит четыре каркасные области (FR1, FR2, FR3 и FR4 от амино-
конца к карбоксильному концу). Данные каркасные области разделяют указанные CDR. 

Термин "вариабельная область легкой цепи" (домен VL) в данном изобретении относится к вариа-
бельной области легкой цепи молекулы антитела. 

Антитела можно разделить на фрагменты, применяя обычные методики. Например, фрагменты 
F(ab')2 можно получить путем обработки антитела пепсином. Полученный в результате этого фрагмент 
F(ab')2 можно обработать, чтобы восстановить дисульфидные мостики с получением фрагментов Fab'. 
Расщепление папаином может приводить к образованию фрагментов Fab. Fab, Fab' и F(ab')2, scFv, Fv, 
dsFv, Fd, dAbs, TandAbs, ds-scFv, димеры, миниантитела, диатела, биспецифические фрагменты антител 
и другие фрагменты также можно синтезировать с помощью рекомбинантных методик или можно синте-
зировать химическим способом. Методики получения фрагментов антител хорошо известны и описаны в 
данной области. 

В некоторых вариантах реализации антитело или фрагмент антитела согласно настоящему изобре-
тению содержит полноразмерную или часть константной области тяжелой цепи, такой как константная 
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область lgG1, lgG2, lgG3, lgG4, lgA1, lgA2, IgE, IgM или IgD. Предпочтительно константная область тя-
желой цепи представляет собой константную область тяжелой цепи IgG, например, константную область 
тяжелой цепи lgG2, или ее часть. 

Более того, антитело или фрагмент антитела может содержать полноразмерную или часть кон-
стантной области легкой цепи каппа или константной области легкой цепи лямбда, или ее часть. Полно-
размерные или часть таких константных областей могут быть получены естественным путем или могут 
быть полностью или частично синтетическими. Подходящие последовательности таких константных 
областей хорошо известны и задокументированы в данной области. Если в состав антител согласно на-
стоящему изобретению входит полный комплект константных областей из тяжелой и легкой цепей, такие 
антитела обычно называют в данном изобретении "полноразмерными" антителами или "целыми" антите-
лами. В некоторых вариантах реализации предпочтительны антитела lgG2. Примеры антител согласно 
настоящему изобретению 273_С12_С05 (исходный клон), 273_С12_С05 (вариант 1), 273_С12_С05 (вари-
ант 2) и 273_С01_А12 представляют собой антитела lgG2. 

Антитела или фрагменты антител могут быть получены естественным путем или могут быть полу-
чены полностью или частично синтетическим путем. Таким образом, антитело может быть получено из 
любого подходящего источника, например, из рекомбинантных источников, и/или получено в трансген-
ных животных или трансгенных растениях, или в яйцах, применяя методику IgY. Таким образом, моле-
кулы антител можно получить in vitro или in vivo. 

Предпочтительно антитело или фрагмент антитела содержит вариабельную область легкой цепи 
(VL) антитела, которая содержит три домена CDR, и вариабельную область тяжелой цепи (VH) антитела, 
которая содержит три домена CDR. Указанные VL и VH как правило образуют сайт связывания антигена. 

Фрагмент "Fv" представляет собой минимальный фрагмент антитела, который содержит полный 
сайт распознавания и связывания антигена. Данная область содержит димер одного вариабельного доме-
на тяжелой цепи и одного вариабельного домена легкой цепи в плотной, нековалентной ассоциации. Она 
находится в такой конфигурации, что три гипервариабельные области (CDR) каждого вариабельного 
домена взаимодействуют, обозначая границы сайта связывания антигена на поверхности димера VH-VL. 
В совокупности, шесть гипервариабельных областей (CDR) придают антителу специфичность связыва-
ния антигена. 

Тем не менее в данной области хорошо известно, что присутствие трех CDR из вариабельного до-
мена легкой цепи и трех CDR из вариабельного домена тяжелой цепи антитела не всегда необходимо для 
связывания антигена. Таким образом, известно, что эффективны конструкции, меньшие чем описанный 
выше классический фрагмент антитела. 

Например, у верблюдовых антител широкий репертуар связывания антигенов, но отсутствуют лег-
кие цепи. Также, результаты, полученные для однодоменных антител, содержащих домены VH отдельно 
или домены VL отдельно, показали, что данные домены могут связываться с антигеном с приемлемо вы-
сокими аффинностями. Таким образом, три CDR могут эффективно связывать антиген. 

Таким образом, хотя предпочтительные антитела согласно настоящему изобретению могут содер-
жать шесть участков CDR (три из легкой цепи и три из тяжелой цепи), антитела с менее чем шестью уча-
стками CDR (например, с 3 участками CDR) входят в объем настоящего изобретения. Также предложены 
антитела с CDR только из тяжелой цепи или из легкой цепи. 

Предпочтительные участки CDR легкой цепи для применения вместе с определенными участками 
CDR тяжелой цепи описаны в других местах в данном изобретении. Тем не менее также предполагается 
применение других вариабельных областей легкой цепи, которые содержат три CDR, вместе с вариа-
бельными областями тяжелой цепи согласно настоящему изобретению. Подходящие вариабельные об-
ласти легкой цепи, которые можно применять в комбинации с вариабельными областями тяжелой цепи 
согласно настоящему изобретению и которые позволяют получить антитело, которое связывает PD-1 в 
соответствии с настоящим изобретением, сможет легко определить специалист в данной области. 

Например, вариабельную область тяжелой цепи согласно настоящему изобретению можно приме-
нять в комбинации с одной вариабельной областью легкой цепи или репертуаром вариабельных областей 
легкой цепи, и исследовать связывание с PD-1 полученных в результате этого антител. 

При необходимости, аналогичные способы можно применять, чтобы определить альтернативные 
вариабельные области тяжелой цепи для применения в комбинации с предпочтительными вариабельны-
ми областями легкой цепи согласно настоящему изобретению. 

В еще одном дополнительном аспекте настоящего изобретения предложено антитело, предпочти-
тельно выделенное антитело, более предпочтительно антитело человека (или полностью человеческое), 
которое связывается или специфично распознает PD-1 и которое обладает способностью конкурировать 
(т.е. связываться с тем же или по существу тем же эпитопом) с 273_С12_С05 (исходным клоном), и/или 
273_С12_С05 (вариантом 1), и/или 273_С12_С05 (вариантом 2), и/или 273_С01_А12 (т.е. с антителом, 
содержащим VL с последовательностью SEQ ID NO: 4 и VH с последовательностью SEQ ID NO: 3, 
или с антителом, содержащим VL с последовательностью SEQ ID NO: 22 и VH с последовательностью 
SEQ ID NO: 21, или с антителом, содержащим VL с последовательностью SEQ ID NO: 40 и VH с по-
следовательностью SEQ ID NO: 39, или с антителом, содержащим VL с последовательностью  
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SEQ ID NO: 58 и VH с последовательностью SEQ ID NO: 57 соответственно), описанными в данном изо-
бретении, или способностью конкурировать с антителом, содержащим такие же CDR, как и в 
273_С12_С05 (исходном клоне), и/или 273_С12_С05 (варианте 1), и/или 273_С12_С05 (варианте 2), 
и/или 273_С01_А12 (т.е. антителе, содержащем последовательности CDR VL, представленные в  
SEQ ID NO: 8, 9 и 10, и последовательности CDR VH, представленные в SEQ ID NO: 5, 6 и 7, или анти-
теле, содержащем последовательности CDR VL, представленные в SEQ ID NO: 26, 9 и 10, и последова-
тельности CDR VH, представленные в SEQ ID NO: 5, 6 и 7, или антителе, содержащем последователь-
ности CDR VL, представленные в SEQ ID NO: 26, 9 и 10, и последовательности CDR VH, представлен-
ные в SEQ ID NO: 5, 6 и 7, или антителе, содержащем последовательности CDR VL, представленные в 
SEQ ID NO: 62, 63 и 64, и последовательности CDR VH, представленные в SEQ ID NO: 5, 6 и 7 соответ-
ственно), за связывание с PD-1. Другие особенности и свойства других аспектов настоящего изобретения 
распространяются, с необходимыми изменениями, на данный аспект настоящего изобретения. 

Связывание с тем же эпитопом/антигеном можно легко проверить с помощью способов, хорошо из-
вестных и описанных в данной области, например, применяя анализы связывания, такие как анализ кон-
курентного ингибирования. Таким образом, для специалиста в данной области очевидно, что анализы 
связывания можно применять, чтобы идентифицировать другие антитела и фрагменты антител с такими 
же специфичностями связывания, как у антител и фрагментов антител согласно настоящему изобрете-
нию. Подходящие анализы связывания обсуждаются в других местах в данном изобретении. 

Предпочтительно описанные выше способности и свойства наблюдают на измеримом или значи-
мом уровне и более предпочтительно на статистически значимом уровне по сравнению с подходящими 
контрольными уровнями. Подходящие уровни значимости обсуждаются в других местах в данном изо-
бретении. Более предпочтительно одну или более из описанных выше способностей и свойств наблюда-
ют на уровне, который измеримо лучше или более предпочтительно значимо лучше по сравнению со 
способностями, наблюдаемыми для антител из известного уровня техники. 

В любом статистическом анализе, на который ссылаются в данном изобретении, предпочтительно у 
статистически значимого отличия от соответствующего контроля или другой единицы сравнения или 
измерения значение вероятности <0,1, предпочтительно <0,05. Подходящие способы определения стати-
стической значимости хорошо известны и задокументированы в данной области, и можно применять 
любой из них. 

В других предпочтительных вариантах реализации предложены антитела второго поколения, обла-
дающие улучшенными или превосходящими свойствами по сравнению с исходным антителом против 
PD-1 согласно настоящему изобретению, таким как 273_С12_С05 (исходный клон), 273_С12_С05 (вари-
ант 1), 273_С12_С05 (вариант 2) или 273_С01_А12. 

Легко осуществить сравнения для идентификации эффективных антител второго поколения и про-
вести количественный анализ, например, применяя один или более из различных анализов, подробно 
описанных в данном изобретении или в данной области. Антитела второго поколения, которые обладают 
биологическим свойством или активностью, улучшенными по меньшей мере приблизительно в 2, 5, 10, 
20 раз и предпочтительно по меньшей мере приблизительно в 50 раз по сравнению с антителами против 
PD-1 согласно настоящему изобретению, примерами которых являются антитела 273_С12_С05 (исход-
ный клон), 273_С12_С05 (вариант 1), 273_С12_С05 (вариант 2) или 273_С01_А12, входят в объем на-
стоящего изобретения. 

Антитело, связывающий белок и молекулы нуклеиновых кислот согласно настоящему изобрете-
нию, как правило, представляют собой "выделенные" или "очищенные" молекулы в том смысле, что они 
отличаются от любых таких компонентов, которые могут присутствовать in situ в организме человека 
или животного или в образце ткани, полученном из организма человека или животного. Указанные по-
следовательности тем не менее могут соответствовать или быть по существу гомологичными последова-
тельностям, находящимся в организме человека или животного. Таким образом, термин "выделенный" 
или "очищенный" в данном изобретении в отношении молекул или последовательностей нуклеиновых 
кислот и белков или полипептидов, например, антител, относится к таким молекулам, когда они выделе-
ны, очищены или по существу свободны от их природного окружения, например, выделены или очище-
ны из организма человека или животного (если в действительности они встречаются в природе), или от-
носится к таким молекулам, когда они получены с помощью технического процесса, т.е. включает моле-
кулы, полученные рекомбинантным и синтетическим путем. 

Таким образом, термин "выделенный" или "очищенный", когда его применяют по отношению к мо-
лекуле белка или полипептида, такой как CDR 1, 2 и 3 легкой цепи, CDR 1, 2 и 3 тяжелой цепи, вариа-
бельные области легкой цепи, вариабельные области тяжелой цепи и связывающие белки или антитела 
согласно настоящему изобретению, включая полноразмерные антитела, обычно относится к белку, по 
существу свободному от клеточного материала или других белков из источника, из которого его получи-
ли. В некоторых вариантах реализации, особенно когда указанный белок предназначен для введения лю-
дям или животным, такие выделенные или очищенные белки по существу свободны от культуральной 
среды, когда они получены с помощью рекомбинантных методик, или от химических предшественников 
или других химических веществ при химическом синтезе. 
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Термин "последовательность нуклеиновой кислоты" или "молекула нуклеиновой кислоты" в дан-
ном изобретении относится к последовательности мономеров нуклеозидов или нуклеотидов, состоящей 
из встречающихся в природе оснований, сахаров и связей между сахарами (каркаса). Данный термин 
также включает модифицированные или содержащие заместители последовательности, содержащие не 
встречающиеся в природе мономеры или их части. Последовательности нуклеиновых кислот согласно 
настоящему изобретению могут представлять собой последовательности дезоксирибонуклеиновых ки-
слот (ДНК) или последовательности рибонуклеиновых кислот (РНК) и могут содержать встречающиеся 
в природе основания, включая аденин, гуанин, цитозин, тимидин и урацил. Указанные последовательно-
сти также могут включать модифицированные основания. Примеры таких модифицированных основа-
ний включают аза- и деаза- аденин, гуанин, цитозин, тимидин и урацил; и ксантин и гипоксантин. Ука-
занные молекулы нуклеиновых кислот могут быть двухцепочечными или одноцепочечными. Указанные 
молекулы нуклеиновых кислот могут быть полностью или частично синтетическими или рекомбинант-
ными. 

Термин "фрагмент" в данном изобретении относится к фрагментам биологического значения, на-
пример к фрагментам, которые вносят вклад в связывание антигена, например, образуют часть сайта свя-
зывания антигена, и/или вносят вклад в функциональные свойства антитела PD-1. Некоторые предпочти-
тельные фрагменты включают вариабельную область тяжелой цепи (домен VH) и/или вариабельную об-
ласть легкой цепи (домен VL) антител согласно настоящему изобретению. 

Для специалиста в данной области очевидно, что белки и полипептиды согласно настоящему изо-
бретению, такие как CDR легкой и тяжелой цепей, вариабельные области легкой и тяжелой цепей, анти-
тела, фрагменты антител и иммуноконъюгаты можно получить любым из нескольких способов, хорошо 
известных и описанных в данной области, но наиболее предпочтительно их получают, применяя реком-
бинантные способы. 

Фрагменты нуклеиновых кислот, кодирующие вариабельные области легкой и тяжелой цепей анти-
тел согласно настоящему изобретению, можно произвести или получить с помощью любого подходяще-
го способа, например, путем клонирования или синтеза. 

После получения фрагментов нуклеиновых кислот, кодирующих вариабельные области легкой и 
тяжелой цепей антител согласно настоящему изобретению, данные фрагменты можно дополнительно 
обработать с помощью стандартных методик рекомбинантной ДНК, например, чтобы превратить фраг-
менты вариабельной области в полноразмерные молекулы антител с подходящими доменами констант-
ной области, или в конкретные форматы фрагментов антител, обсуждаемые в других местах в данном 
изобретении, например фрагменты Fab, фрагменты scFv, и т.д. Обычно, или в рамках данной процедуры 
дополнительной обработки, фрагменты нуклеиновых кислот, кодирующие указанные молекулы антител 
согласно настоящему изобретению, как правило, включают в один или более подходящих векторов экс-
прессии, чтобы способствовать получению антител согласно настоящему изобретению. 

Возможные векторы экспрессии включают, но не ограничены перечисленными, космиды, плазмиды 
или модифицированные вирусы (например, лишенные способности реплицироваться ретровирусы, аде-
новирусы и аденоассоциированные вирусы), при условии, что вектор совместим с используемой клет-
кой-хозяином. Векторы экспрессии "подходят для трансформации клетки-хозяина", что означает, что 
указанные векторы экспрессии содержат молекулу нуклеиновой кислоты согласно настоящему изобре-
тению и регуляторные последовательности, выбранные на основании клеток-хозяев, которые будут при-
менять для экспрессии, которые функционально связаны с молекулой нуклеиновой кислоты. Предпола-
гается, что функционально связанный означает, что нуклеиновая кислота связана с регуляторными по-
следовательностями таким образом, который позволяет экспрессию указанной нуклеиновой кислоты. 

Следовательно, в настоящем изобретении предложен рекомбинантный вектор экспрессии, содер-
жащий молекулу нуклеиновой кислоты согласно настоящему изобретению, или ее фрагмент, и регуля-
торные последовательности, необходимые для транскрипции и трансляции белковой последовательно-
сти, кодируемой указанной молекулой нуклеиновой кислоты согласно настоящему изобретению. 

Подходящие регуляторные последовательности можно получить из различных источников, вклю-
чая гены бактерий, грибов, вирусов, млекопитающих или насекомых, и они хорошо известны в данной 
области. Выбор подходящих регуляторных последовательностей зависит от клетки-хозяина, выбранной, 
как обсуждается ниже, и его может легко осуществить средний специалист в данной области. Примеры 
таких регуляторных последовательностей включают: промотор и энхансер транскрипции или последова-
тельность связывания с РНК-полимеразой, последовательность связывания с рибосомой, включая сигнал 
инициации трансляции. Кроме того, в зависимости от выбранной клетки-хозяина и используемого векто-
ра, другие последовательности, такие как точка начала репликации, дополнительные сайты рестрикции 
ДНК, энхансеры и последовательности, придающие способность вызывать транскрипцию, можно вклю-
чить в состав указанного вектора экспрессии. 

Рекомбинантные векторы экспрессии согласно настоящему изобретению также могут содержать 
ген селектируемого маркера, который способствует селекции клеток-хозяев, трансформированных или 
трансфицированных рекомбинантной молекулой согласно настоящему изобретению. 

Рекомбинантные векторы экспрессии также могут содержать гены, которые кодируют слитую мо-
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лекулу, которая обеспечивает повышенную экспрессию рекомбинантного белка; повышенную раствори-
мость рекомбинантного белка; и способствует очистке целевого рекомбинантного белка, действуя как 
лиганд при аффинной очистке (например, могут присутствовать подходящие "метки", дающие возмож-
ность очистки и/или идентификации, например, метки His или метки myc). 

Рекомбинантные векторы экспрессии можно внедрить в клетки-хозяева с получением трансформи-
рованной клетки-хозяина. Предполагается, что в объем терминов "трансформированные", "трансфициро-
ванные", "трансформация" и "трансфекция" входит внедрение нуклеиновой кислоты (например, вектора) 
в клетку с помощью одной из множества возможных методик, известных в данной области. Подходящие 
способы трансформирования и трансфицирования клеток-хозяев можно найти в Sambrook и др., 1989 
(Sambrook, Fritsch и Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2-e изд., Cold Spring Harbor Press, 
Колд Спринг Харбор, Нью-Йорк, 1989) и других лабораторных руководствах. 

Подходящие клетки-хозяева включают большое разнообразие эукариотических клеток-хозяев и 
прокариотических клеток. Например, белки согласно настоящему изобретению можно экспрессировать в 
клетках дрожжей или клетках млекопитающих. Кроме того, белки согласно настоящему изобретению 
можно экспрессировать в прокариотических клетках, таких как Escherichia coli. 

Учитывая идею, предложенную в данном изобретении, промоторы, терминаторы и способы вне-
дрения векторов экспрессии подходящего типа в клетки растений, птиц и насекомых также можно легко 
осуществить. 

В качестве альтернативы белки согласно настоящему изобретению также можно экспрессировать в 
не относящихся к человеку трансгенных животных, таких как крысы, кролики, овцы и свиньи. 

Белки согласно настоящему изобретению также можно получить с помощью химического синтеза, 
применяя методики, хорошо известные в химии белков, такие как твердофазный синтез. 

Слитые по N-концу или С-концу белки, включающие антитела и белки согласно настоящему изо-
бретению, конъюгированные с другими молекулами, такими как белки, можно получить путем слияния с 
помощью рекомбинантных методик. Полученные слитые белки содержат антитело или белок согласно 
настоящему изобретению, слитый с селектируемым белком, или маркерным белком, или метящим бел-
ком, описанным в данном изобретении. Антитела и белки согласно настоящему изобретению также 
можно конъюгировать с другими белками с помощью известных методик. Например, указанные белки 
можно соединить применяя гетеробифункциональные содержащие тиол линкеры, описанные в  
WO 90/10457: N-сукцинимидил-3-(2-пиридилдитиопропионат) или N-сукцинимидил-5-тиоацетат. 

В еще одном дополнительном аспекте предложена экспрессионная конструкция или вектор экс-
прессии, содержащий один или более фрагментов, или сегментов, или молекул нуклеиновых кислот со-
гласно настоящему изобретению. Предпочтительно экспрессионные конструкции или векторы являются 
рекомбинантными. Предпочтительно указанные конструкции или векторы дополнительно содержат не-
обходимые регуляторные последовательности для транскрипции и трансляции белковой последователь-
ности, кодируемой молекулой нуклеиновой кислоты согласно настоящему изобретению. 

В еще одном дополнительном аспекте предложена клетка-хозяин или вирус, содержащие одну или 
более экспрессионных конструкций или векторов экспрессии согласно настоящему изобретению. Также 
предложены клетки-хозяева или вирусы, содержащие одну или более молекул нуклеиновых кислот со-
гласно настоящему изобретению. Клетка-хозяин (например, клетка-хозяин из млекопитающего) или ви-
рус, экспрессирующий антитело согласно настоящему изобретению, представляют собой еще один до-
полнительный аспект. 

В еще одном дополнительном аспекте настоящего изобретения предложен способ получения (или 
производства) антитела согласно настоящему изобретению, включающий этап культивирования клеток-
хозяев согласно настоящему изобретению. Предпочтительные способы включают следующие этапы: 

(i) культивирование клетки-хозяина, содержащей один или более рекомбинантных векторов экс-
прессии или одну или более последовательностей нуклеиновых кислот согласно настоящему изобрете-
нию при условиях, подходящих для экспрессии кодируемого антитела или белка; и необязательно 

(ii) выделение или получение антитела или белка из указанной клетки-хозяина или из ростовой сре-
ды/супернатанта. Такие способы получения (или производства) также могут включать этап очистки ан-
титела или белкового продукта и/или включения антитела или продукта в состав композиции, содержа-
щей по меньшей мере один дополнительный компонент, такой как фармацевтически приемлемый носи-
тель или вспомогательное вещество. 

В вариантах реализации, в которых антитело или белок согласно настоящему изобретению состоит 
из более чем одной полипептидной цепи (например, некоторые фрагменты, такие как фрагменты Fab или 
полноразмерные антитела), предпочтительно, чтобы все полипептиды экспрессировались в указанной 
клетке-хозяине либо с одного и того же, либо с различных векторов экспрессии, так чтобы целые белки, 
например, белки антител согласно настоящему изобретению, могли соединиться в клетке-хозяине, и их 
можно было выделить или очистить из нее. 

В другом аспекте настоящего изобретения предложен способ связывания PD-1, включающий при-
ведение в контакт композиции, содержащей PD-1, с антителом согласно настоящему изобретению или 
его иммуноконъюгатом. 
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В другом дополнительном аспекте настоящего изобретения предложен способ детектирования  
PD-1, включающий приведение в контакт композиции, в которой подозревают присутствие PD-1, с анти-
телом согласно настоящему изобретению или его иммуноконъюгатом при условиях, эффективных для 
обеспечения возможности образования комплексов PD-1/антитело и обнаружения комплексов, образо-
ванных таким образом. 

Антитела согласно настоящему изобретению также можно применять для получения дополнитель-
ных антител, которые связываются с PD-1. Такие применения включают, например, добавление, деле-
цию, замену или вставку одной или более аминокислот в последовательности аминокислот исходного 
антитела с получением нового антитела, при этом указанное исходное антитело представляет собой одно 
из антител согласно настоящему изобретению, описанных в других местах в данном изобретении, и про-
верку полученного в результате этого нового антитела, чтобы идентифицировать антитела, которые свя-
зываются с PD-1, в соответствии с настоящим изобретением. Такие способы можно применять для полу-
чения множества новых антител, у всех из которых можно проверить наличие способности связывать 
PD-1. Предпочтительно указанное добавление, делеция, замена или вставка одной или более аминокис-
лот происходит в одном или более из доменов CDR. 

Такую модификацию или мутацию исходного антитела можно осуществить любым подходящим 
способом, применяя методики, хорошо известные и задокументированные в данной области, например, 
путем осуществления способов случайного или направленного мутагенеза. Если нужно использовать 
направленный мутагенез, то в одной стратегии определения подходящих для мутагенеза остатков ис-
пользуют разрешение кристаллической структуры комплекса связывающий белок-антиген, например, 
комплекса АТ-АГ, чтобы определить ключевые остатки, участвующие в связывании антигена. Скани-
рующий аланином мутагенез также представляет собой обычный способ, который можно применять, 
чтобы определить ключевые остатки, участвующие в связывании антигена. Затем такие остатки можно 
мутировать, чтобы усилить взаимодействие. В качестве альтернативы, один или более аминокислотных 
остатков можно просто подвергнуть направленному мутагенезу и оценить влияние на связывание с PD-1. 

Случайный мутагенез можно осуществить любым подходящим способом, например, с помощью 
допускающей ошибки ПЦР, перетасовки цепей или штаммов-мутаторов E.coli. 

Таким образом, один или более доменов VH согласно настоящему изобретению можно комбиниро-
вать с одним доменом VL или репертуаром доменов VL из любого подходящего источника, и исследо-
вать полученные в результате этого новые антитела, чтобы определить антитела, которые связываются с 
PD-1. И наоборот, один или более доменов VL согласно настоящему изобретению можно комбинировать 
с одним доменом VH или репертуаром доменов VH из любого подходящего источника, и исследовать 
полученные в результате этого новые антитела, чтобы определить антитела, которые связываются с PD-1. 

Аналогично один или более, или предпочтительно все три CDR из доменов VH и/или VL согласно 
настоящему изобретению можно привить на один домен VH и/или VL или на репертуар доменов VH 
и/или VL соответственно, и исследовать полученные в результате этого новые антитела, чтобы опреде-
лить антитела, которые связываются с PD-1. 

Способы проведения описанной выше манипуляции над аминокислотами и доменами белков хоро-
шо известны специалисту в данной области. Например, указанные манипуляции можно удобно осущест-
вить с помощью генной инженерии на уровне нуклеиновых кислот, при этом молекулы нуклеиновых 
кислот, кодирующие подходящие связывающие белки и их домены, модифицируют таким образом, что 
последовательность аминокислот полученного в результате этого экспрессированного белка, в свою оче-
редь, модифицирована подходящим образом. 

Новые антитела, полученные с помощью данных способов, предпочтительно будут обладать улуч-
шенными функциональными свойствами, например, более высокой или усиленной аффинностью (или по 
меньшей мере эквивалентной аффинностью) к PD-1 по сравнению с исходными антителами, и их можно 
будет обрабатывать и применять таким же образом, как и антитела согласно настоящему изобретению, 
описанные в других местах в данном изобретении (например, для терапии, диагностики, в композициях 
и т.д.). В качестве альтернативы или дополнения новые антитела будут обладать одним или более другими 
улучшенными функциональными свойствами, описанными в других местах в данном изобретении. 

Новые антитела, произведенные, полученные или которые можно получить с помощью данных 
способов, представляют собой еще один дополнительный аспект настоящего изобретения. 

Проверку способности одного или более антител связываться с PD-1 можно осуществить с помо-
щью любого подходящего способа, который хорошо известен и описан в данной области. Подходящие 
способы также описаны в разделе пример. 

Согласно настоящему изобретению также предложен диапазон конъюгированных антител и их 
фрагментов, в котором антитело против PD-1 функционально присоединено к по меньшей мере одному 
другому терапевтическому или диагностическому агенту. Термин "иммуноконъюгат" применяют в ши-
роком смысле для описания функциональной ассоциации антитела с другим действующим агентом (на-
пример, терапевтическим агентом) и не подразумевают, что он относится только к какому-либо типу 
функциональной ассоциации и, в частности, не ограничен химическим "конъюгированием". В частности, 
предложены рекомбинантные слитые белки. При условии, что доставляющий или нацеливающий агент 
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способен связываться с мишенью и терапевтический или диагностический агент достаточно функциона-
лен после доставки, способ присоединения будет подходящим. В одном варианте реализации интерлей-
кины можно связать (конъюгировать) или другим образом соединить с соответствующими антителами. 

В некоторых вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению применяют (на-
пример, применяют терапевтически) в "голой" неконъюгированной форме. 

Композиции, содержащие по меньшей мере первое антитело согласно настоящему изобретению 
или его иммуноконъюгат, представляют собой дополнительный аспект настоящего изобретения. Соста-
вы (композиции), содержащие одно или более антител согласно настоящему изобретению в смеси с под-
ходящим разбавителем, носителем или вспомогательным веществом представляют собой предпочти-
тельный вариант реализации настоящего изобретения. Такие составы могут быть предназначены для 
применения в фармацевтике, и, следовательно, композиции согласно настоящему изобретению предпоч-
тительно являются фармацевтически приемлемыми. Подходящие разбавители, вспомогательные вещест-
ва и носители известны специалисту. 

Композиции согласно настоящему изобретению могут присутствовать, например, в форме, подхо-
дящей для перорального, назального, парентерального, внутривенного, топического или ректального 
введения. В предпочтительном варианте реализации композиции согласно настоящему изобретению 
присутствуют в форме, подходящей для внутривенного введения. В некоторых вариантах реализации 
композиции согласно настоящему изобретению присутствуют в форме, подходящей для интраперитоне-
ального (и/п) введения. В некоторых вариантах реализации композиции согласно настоящему изобрете-
нию присутствуют в форме, подходящей для инъекции в вену или в опухоль. 

Активные соединения, описанные в данном изобретении, могут присутствовать в обычных фарма-
кологических формах для введения, таких как таблетки, таблетки в оболочке, назальные спреи, растворы, 
эмульсии, липосомы, порошки, капсулы или формы с замедленным высвобождением. Для получения 
данных форм можно применять обычные фармацевтические вспомогательные вещества, а также обыч-
ные способы производства. 

Растворы для инъекций, например, можно получить обычным способом, например, путем добавле-
ния консервирующих агентов, таких как пара-гидроксибензоаты, или стабилизаторов, таких как ЭДТА. 
Полученными растворами затем можно наполнить флаконы или ампулы для инъекций. 

Назальные спреи можно составить сходным образом в водном растворе и поместить в контейнер 
для распыления, либо с аэрозольным пропеллентом, либо с предоставленными средствами для ручной 
компрессии. 

Фармацевтические композиции (составы) согласно настоящему изобретению предпочтительно вво-
дят парентерально. Внутривенное введение является предпочтительным. В некоторых вариантах реали-
зации введение представляет собой интраперитонеальное (и/п) введение. В некоторых вариантах реали-
зации введение осуществляют путем инъекции в опухоль. Парентеральное введение можно осуществить 
с помощью подкожной, внутримышечной или внутривенной инъекции посредством шприца. В качестве 
альтернативы, парентеральное введение можно осуществить посредством инфузионной помпы. Допол-
нительный вариант представляет собой композицию, которая может представлять собой порошок или 
жидкость для введения антитела в форме назального или легочного спрея. В качестве еще одного допол-
нительного варианта, антитела согласно настоящему изобретению также можно вводить трансдермально, 
например, из пластыря, необязательно из ионофоретического пластыря, или трансмукозально, например, 
буккально. 

Подходящие единицы дозирования может определить специалист в данной области. 
Указанные фармацевтические композиции могут дополнительно содержать дополнительные актив-

ные ингредиенты (например, описанные в других местах в данном изобретении) в контексте схем совме-
стного введения или схем комбинированного введения. 

В дополнительном аспекте настоящего изобретения предложены антитела против PD-1, описанные 
в данном изобретении, для применения в терапии, в частности, для применения для лечения рака или для 
лечения расстройства иммунной системы. Лечение рака является предпочтительным. 

В другом аспекте настоящего изобретения предложены иммуноконъюгаты согласно настоящему 
изобретению для применения в терапии, в частности, для применения для лечения рака или для лечения 
расстройства иммунной системы. Лечение рака является предпочтительным. 

В соответствии с настоящим изобретением, антитела могут быть нацелены на PD-1-положительные 
Т-клетки и/или PD-1-положительные про-В-клетки. 

В одном варианте реализации лечат солидные опухоли. 
В некоторых вариантах реализации лечат опухоль или рак (например, солидную опухоль), которая 

отличается экспрессией PD-L1 (например, на ее поверхности). 
В некоторых вариантах реализации заболевание (например, рак или расстройство иммунной систе-

мы) отличается (или связано с) передачей сигналов PD-1/PD-L1 (например, аберрантной, или нефизиоло-
гической, или нежелательной передачей сигналов PD-1/PD-L1, например, повышенной передачей сигна-
лов PD-1/PD-L1). 

Предпочтительные раки, которые необходимо лечить в соответствии с настоящим изобретением, 
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включают немелкоклеточный рак легких (НМРЛ, например, плоскоклеточный НМРЛ), мелкоклеточный 
рак легких (например, запущенную стадию заболевания мелкоклеточным раком легких), меланому (на-
пример, метастатическую меланому, такую как BRAF-отрицательная метастатическая меланома или 
множественная меланома), лимфому (например, острую Т-клеточную лимфому, лимфому Ходжкина, 
неходжкинскую лимфому или хроническую лимфоцитарную лимфому), лейкоз (например, острый мие-
лоидный лейкоз, острый лимфобластный лейкоз или миелодиспластический синдром), почечно-
клеточный рак (ПКК, например, светлоклеточный рак почки), колоректальный рак, уротелиальный рак 
мочевого пузыря, рак уретры, рак головы и шеи (например, рецидивирующий или метастатический пло-
скоклеточный рак головы и шеи), рак молочной железы (например, метастатический HER-2-
отрицательный рак молочной железы), распространенный рак печени, рак головного мозга (например, 
глиобластому или астроцитому), рак желудка, рак пищевода, карциному поджелудочной железы, адено-
карциномы, мезотелиому, перитонеальный рак, рак фаллопиевых труб, рак шейки матки, рак яичников, 
метастатическую саркому, гематологические новообразования. В некоторых вариантах реализации рак, 
который необходимо лечить, является метастатическим. 

В некоторых предпочтительных вариантах реализации рак, который необходимо лечить в соответ-
ствии с настоящим изобретением, представляет собой колоректальный рак. В некоторых предпочтитель-
ных вариантах реализации рак, который необходимо лечить в соответствии с настоящим изобретением, 
представляет собой карциному толстого кишечника. 

В некоторых предпочтительных вариантах реализации рак, который необходимо лечить в соответ-
ствии с настоящим изобретением, выбран из группы, состоящей из рака легких (например, немелкокле-
точного рака легких), почечноклеточной карциномы, карциномы печени, метастатической меланомы и 
рецидивирующей лимфомы Ходжкина. 

Без привязки к какой-либо теории полагают, что антитела согласно настоящему изобретению могут 
превосходить антитела ниволумаб и/или пембролизумаб в отношении терапевтической эффективности 
(например, при терапии рака, такого как колоректальный рак, например, что оценивают в модели коло-
ректального рака у мышей), и/или в отношении токсичности, и/или в отношении биодоступности, и/или 
в отношении времени полувыведения (или других фармакокинетических параметров). 

Как описано в других местах в данном изобретении, предпочтительные антитела согласно настоя-
щему изобретению обладают преимуществами над антителом ниволумаб, например, некоторыми пре-
имуществами в отношении кинетики связывания. Предпочтительные антитела согласно настоящему изо-
бретению также могут обладать преимуществами (например, аналогичными преимуществами) в отноше-
нии кинетики связывания над антителом пембролизумаб. 

Способы in vivo и применения, описанные в данном изобретении, как правило осуществляют у 
млекопитающего. Можно лечить любого млекопитающего, например, людей и любое сельскохозяйст-
венное, домашнее или лабораторное животное. Конкретные примеры включают мышей, крыс, свиней, 
кошек, собак, овец, кроликов, коров и обезьян. Предпочтительно тем не менее млекопитающее представ-
ляет собой человека. 

Таким образом, термин "животное" или "пациент" в данном изобретении включает любое млекопи-
тающее, например, людей и любое сельскохозяйственное, домашнее или лабораторное животное. Кон-
кретные примеры включают мышей, крыс, свиней, кошек, собак, овец, кроликов, коров и обезьян. Пред-
почтительно тем не менее животное или пациент представляет собой человека. Таким образом, субъекты 
или пациенты, которых лечат в соответствии с настоящим изобретением, предпочтительно будут пред-
ставлять собой людей. 

С альтернативной точки зрения, согласно настоящему изобретению предложен способ лечения рака 
или расстройства иммунной системы, указанный способ включает введение нуждающемуся в этом паци-
енту терапевтически эффективного количества антитела согласно настоящему изобретению, описанного 
в данном изобретении. Лечение рака является предпочтительным. Варианты реализации терапевтических 
применений согласно настоящему изобретению, описанных в данном изобретении, распространяются, с 
необходимыми изменениями, на данный аспект настоящего изобретения. 

Согласно настоящему изобретению также предложен способ лечения заболевания, которое отлича-
ется передачей сигналов PD-1/PD-L1, указанный способ включает введение нуждающемуся в этом паци-
енту терапевтически эффективного количества антитела согласно настоящему изобретению, описанного 
в данном изобретении. Варианты реализации терапевтических применений согласно настоящему изобре-
тению, описанных в данном изобретении, распространяются, с необходимыми изменениями, на данный 
аспект настоящего изобретения. 

Терапевтически эффективное количество будут определять на основании клинической оценки, и 
его можно легко контролировать. Предпочтительные методы лечения рака описаны в других местах в 
данном изобретении. 

С другой дополнительной точки зрения, согласно настоящему изобретению предложено примене-
ние антитела согласно настоящему изобретению, описанного в данном изобретении, в производстве ле-
карственного средства для применения в терапии. Предпочтительная терапия представляет собой тера-
пию рака, описанную в других местах в данном изобретении (например, терапию солидных опухолей). 
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Терапия также может представлять собой терапию расстройства иммунной системы. Варианты реализа-
ции терапевтических применений согласно настоящему изобретению, описанных в данном изобретении, 
распространяются, с необходимыми изменениями, на данный аспект настоящего изобретения. 

С другой дополнительной точки зрения, согласно настоящему изобретению предложено примене-
ние антитела согласно настоящему изобретению, описанного в данном изобретении, для лечения заболе-
вания, которое отличается передачей сигналов PD-1/PD-L1. Предпочтительное применение представляет 
собой применение для лечения рака (описанное в других местах в данном изобретении). Варианты реа-
лизации терапевтических применений согласно настоящему изобретению, описанных в данном изобре-
тении, распространяются, с необходимыми изменениями, на данный аспект настоящего изобретения. 

Антитела, и композиции, и способы, и применения согласно настоящему изобретению можно при-
менять в комбинации с другими терапевтическими и диагностическими средствами. В отношении биоло-
гических агентов, предпочтительно диагностических или терапевтических агентов, для применения "в 
комбинации" с антителом против PD-1 в соответствии с настоящим изобретением термин "в комбина-
ции" используют для краткости, чтобы охватить диапазон вариантов реализации. Формулировка "в ком-
бинации", если конкретно не указано или не ясно из научной терминологии иное, таким образом, распро-
страняется на различные форматы комбинированных композиций, фармацевтические средства, коктейли, 
наборы, способы и первичные и вторичные медицинские применения. 

"Комбинированные" варианты реализации настоящего изобретения, следовательно, включают, на-
пример, варианты реализации, в которых антитело против PD-1 согласно настоящему изобретению пред-
ставляет собой голое антитело, и его применяют в комбинации с агентом или терапевтическим агентом 
(например, химиотерапевтическим агентом), который функционально не присоединен к нему. В других 
"комбинированных" вариантах реализации настоящего изобретения антитело против PD-1 согласно на-
стоящему изобретению представляет собой иммуноконъюгат, в котором антитело само функционально 
связано или объединено с агентом или терапевтическим агентом. Функциональное присоединение вклю-
чает все формы непосредственного и опосредованного присоединения, описанные в данном изобретении 
и известные в данной области. 

"Комбинированные" применения, особенно в отношении антитела против PD-1 согласно настояще-
му изобретению в комбинации с терапевтическими агентами, также включают комбинированные компо-
зиции, фармацевтические средства, коктейли, наборы, способы и первичные и вторичные медицинские 
применения, в которых указанный терапевтический агент находится в виде пролекарства. В таких вари-
антах реализации активирующий компонент, способный превратить пролекарство в функциональную 
форму лекарственного средства, также может быть функционально связан с антителами против PD-1 
согласно настоящему изобретению. 

В некоторых вариантах реализации терапевтические композиции, комбинации, фармацевтические 
средства, коктейли, наборы, способы и первичные и вторичные медицинские применения будут пред-
ставлять собой "комбинации пролекарств". Средние специалисты в данной области поймут, что термин 
"комбинация пролекарств", если не указано иное, означает, что антитело согласно настоящему изобрете-
нию функционально присоединено к компоненту, способному превратить пролекарство в активное ле-
карственное средство, а не то, что антитело присоединено к самому пролекарству. Тем не менее не тре-
буется, чтобы пролекарства в вариантах реализации настоящего изобретения обязательно применялись в 
виде комбинаций пролекарств. Соответственно пролекарства можно применять любым способом, кото-
рым их применяют в данной области, включая форму адепт (ADEPT) и другие формы. 

Таким образом, когда описаны комбинированные композиции, фармацевтические средства, коктей-
ли, наборы, способы и первичные и вторичные медицинские применения, предпочтительно в отношении 
диагностических агентов и более предпочтительно терапевтических агентов, указанные комбинации 
включают антитела против PD-1, которые представляют собой голые антитела и иммуноконъюгаты, и 
при этом осуществление вариантов реализации настоящего изобретения in vivo включает предваритель-
ное, одновременное или последовательное введение указанных голых антител или иммуноконъюгата и 
биологического, диагностического или терапевтического агента; при условии, что, в некоторой конъю-
гированной или неконъюгированной форме, добиваются всеобъемлющего предоставления некоторой 
формы антитела и некоторой формы биологического, диагностического или терапевтического агента. 

Предшествующие и другие объяснения влияния настоящего изобретения на опухоли приведены, 
чтобы просто объяснить комбинированный принцип действия, тип присоединенного агента(ов) и т.п. 
Данный описательный подход не следует истолковывать как либо занижение, либо излишнее упрощение 
полезных свойств антител против PD-1 согласно настоящему изобретению. Следовательно, будет понят-
но, что такие антитела сами обладают направленными против PD-1 свойствами и что иммуноконъюгаты 
таких антител будут сохранять данные свойства и комбинировать их со свойствами присоединенного 
агента; и более того, что комбинированное действие антитела и любого присоединенного агента, как 
правило, будет усилено и/или увеличено. 

Следовательно, в настоящем изобретении предложены композиции, фармацевтические композиции, 
терапевтические наборы и медицинские коктейли, содержащие, необязательно по меньшей мере в пер-
вой композиции или контейнере, биологически эффективное количество по меньшей мере первого анти-
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тела против PD-1 согласно настоящему изобретению, или антигенсвязывающего фрагмента или иммуно-
конъюгата такого антитела против PD-1; и биологически эффективное количество по меньшей мере вто-
рого биологического агента, компонента или системы. 

Указанный "по меньшей мере второй биологический агент, компонент или система" часто будет 
представлять собой терапевтический или диагностический агент, компонент или систему, но не обяза-
тельно. Например, по меньшей мере второй биологический агент, компонент или система может вклю-
чать компоненты для модификации антитела и/или для прикрепления других агентов к антителу. Неко-
торые предпочтительные вторые биологические агенты, компоненты или системы представляют собой 
пролекарства или компоненты для получения и применения пролекарств, включая компоненты для по-
лучения самого пролекарства и компоненты для приспособления антител согласно настоящему изобре-
тению для функционирования в таких вариантах реализации, включающих пролекарство или адепт. 

Когда терапевтические или диагностические агенты включены как по меньшей мере второй биоло-
гический агент, компонент или система, такие терапевтические и/или диагностические средства, как пра-
вило, будут предназначены для применения, связанного с лечением или диагностикой одного или более 
расстройств, описанных выше. 

Таким образом, в некоторых вариантах реализации "по меньшей мере второй терапевтический 
агент" будет входить в состав терапевтического набора или коктейля. Данный термин выбран с учетом 
того, что антитело против PD-1 согласно настоящему изобретению представляет собой первый терапев-
тический агент. 

В некоторых вариантах реализации настоящего изобретения указанный второй терапевтический 
агент может представлять собой радиотерапевтический агент, химиотерапевтический агент, антиангио-
генный агент, вызывающий апоптоз агент, антитубулиновое лекарственное средство, противоклеточный 
или цитотоксический агент, стероид, антагонист цитокина, ингибитор экспрессии цитокина, антагонист 
хемокина, ингибитор экспрессии хемокина, ингибитор АТФазы, противовоспалительный агент, ингиби-
тор сигнального пути, другой ингибитор контрольных точек, противораковый агент, другие антитела или 
коагулянт. 

В отношении композиций, наборов и/или лекарственных средств согласно настоящему изобрете-
нию, объединенные эффективные количества терапевтических агентов могут содержаться в одном кон-
тейнере или контейнерных устройствах или могут содержаться в различных контейнерах или контейнер-
ных устройствах. Коктейли, как правило, будут смешивать для комбинированного применения. Агенты, 
составленные для внутривенного введения, часто будут предпочтительны. Также можно включить ком-
поненты для визуализации. Наборы также могут содержать инструкции по применению по меньшей мере 
первого антитела и одного или более других включенных биологических агентов. 

Вообще говоря, по меньшей мере второй терапевтический агент можно вводить животному или па-
циенту по существу одновременно с антителом против PD-1 согласно настоящему изобретению; напри-
мер, в виде одной фармацевтической композиции или в виде двух фармацевтических композиций, кото-
рые вводят близко друг к другу. 

В качестве альтернативы по меньшей мере второй терапевтический агент можно вводить животно-
му или пациенту в момент времени после введения антитела против PD-1 согласно настоящему изобре-
тению. "В момент времени после" в данном изобретении означает "с перерывами", так что по меньшей 
мере второй терапевтический агент вводят животному или пациенту в момент времени, отличный от мо-
мента введения антитела против PD-1 согласно настоящему изобретению. Как правило, два указанных 
агента вводят в моменты времени, эффективно разнесенные друг от друга, чтобы позволить двум ука-
занным агентам оказать свои соответствующие терапевтические действия, т.е. их вводят с "биологически 
эффективными интервалами времени". По меньшей мере второй терапевтический агент можно вводить 
животному или пациенту в биологически эффективный момент до введения антитела против PD-1 со-
гласно настоящему изобретению или в биологически эффективный момент после указанного терапевти-
ческого средства. 

В еще дополнительных аспектах предложены способы диагностики или визуализации субъекта, 
включающие введение подходящего количества антитела или другого белка согласно настоящему изо-
бретению, описанного в данном изобретении, субъекту и детектирование присутствия, и/или количества, 
и/или локализации антитела или другого белка согласно настоящему изобретению у субъекта. 

Подходящие заболевания, которые можно визуализировать или диагностировать в соответствии с 
настоящим изобретением, описаны в других местах в данном изобретении, относящихся к лечению забо-
леваний. 

В одном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложен способ диагностиро-
вания рака или расстройства иммунной системы (предпочтительно диагностирования рака) у млекопи-
тающего, включающий этап (а) приведения в контакт тестируемого образца, полученного из указанного 
млекопитающего, с одним или более антителами согласно настоящему изобретению. 

В дополнительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложен способ ди-
агностирования рака или расстройства иммунной системы (предпочтительно диагностирования рака) у 
млекопитающего, включающий следующие этапы: 



045340 

- 36 - 

(a) приведение в контакт тестируемого образца, полученного из указанного млекопитающего, с од-
ним или более антителами согласно настоящему изобретению; 

(b) измерение присутствия, и/или количества, и/или локализации комплекса антитело-антиген в тес-
тируемом образце; и необязательно 

(c) сравнение присутствия и/или количества комплекса антитело-антиген в тестируемом образце с 
контролем. 

В описанных выше способах указанный этап приведения в контакт проводят при условиях, которые 
позволяют образование комплекса антитело-антиген. Подходящие условия может легко определить спе-
циалист в данной области. 

В описанных выше способах можно применять любой подходящий тестируемый образец, напри-
мер, биоптат клеток, тканей или органов, которые предположительно поражены заболеванием, или гис-
тологические срезы. 

В некоторых из описанных выше способов, присутствие любого количества комплекса антитело-
антиген в тестируемом образце будет указывать на наличие заболевания. Предпочтительно для поста-
новки положительного диагноза количество комплекса антитело-антиген в тестируемом образце больше, 
предпочтительно значительно больше, чем количество, обнаруженное в подходящем контрольном об-
разце. Более предпочтительно значительно большие уровни статистически значимо больше, предпочти-
тельно со значением вероятности <0,05. Подходящие способы определения статистической значимости 
хорошо известны и задокументированы в данной области, и можно применять любой из них. 

Подходящие контрольные образцы может легко выбрать специалист в данной области, например, в 
случае диагностики конкретного заболевания, подходящий контроль будет представлять собой образец 
из субъекта, у которого нет указанного заболевания. Подходящие контрольные "значения" также можно 
легко определить без запуска контрольного "образца" в каждом анализе, например, опираясь на диапазон 
значений для нормальных субъектов, известный в данной области. 

Для применения для диагностики или визуализации, антитела согласно настоящему изобретению 
можно пометить детектируемым маркером, таким как рентгеноконтрастное вещество или радиоактивный 
изотоп, такой как 3Н, 14С, 32Р, 35S, 123I, 1251, 131I; радиоактивный излучатель (например, α, β или γ излуча-
тели); флуоресцентное (флуорофор) или хемилюминистцентное (хромофор) соединение, такое как флуо-
ресцеинизотиоцианат, родамин или люциферин; фермент, такой как щелочная фосфатаза, бета-
галактозидаза или пероксидаза хрена; визуализирующий агент; или ион металла; или химическая моле-
кула, такая как биотин, который можно обнаружить по связыванию со специфической распознаваемой 
детектируемой молекулой, например, меченым авидином/стрептавидином. Способы присоединения мет-
ки к связывающему белку, такому как антитело или фрагмент антитела, известны в данной области. Та-
кие детектируемые маркеры позволяют определить присутствие, количество или локализацию комплек-
сов связывающий белок-антиген в тестируемом образце, который необходимо исследовать. 

Предпочтительные детектируемые маркеры для применения in vivo включают детектируемое рент-
генологически соединение, такое как висмут (III), золото (III), лантан (III) или свинец (II); радиоактив-
ный ион, такой как медь67, галлий67, галлий68, индий111, индий113, йод123, йод125, йод131, ртуть197, ртуть203, 
рений186, рений188, рубидий97, рубидий103, технеций99m или иттрий90; изотоп ядерного магнитного спино-
вого резонанса, такой как кобальт (II), медь (II), хром (III), диспрозий (III), эрбий (III), гадолиний (III), 
гольмий (III), железо (II), железо (III), марганец (II), неодим (III), никель (II), самарий (III), тербий (III), 
ванадий (II) или иттербий (III); или родамин или флуоресцеин. 

Настоящее изобретение также включает диагностические или визуализирующие агенты, включаю-
щие антитела согласно настоящему изобретению, присоединенные к метке, которая продуцирует детек-
тируемый сигнал, непосредственно или опосредованно. Подходящие метки описаны в других местах в 
данном изобретении. 

В одном варианте реализации способ диагностирования рака или расстройства иммунной системы 
представляет собой способ in vitro. 

В одном варианте реализации способ диагностирования рака или расстройства иммунной системы 
представляет собой способ in vivo. 

Предпочтительные заболевания (например, раки), которые нужно диагностировать, описаны в дан-
ном изобретении (например, в контексте методов лечения рака). 

С альтернативной точки зрения, согласно настоящему изобретению предложен способ скрининга 
наличия рака или расстройства иммунной системы у субъекта. 

Согласно настоящему изобретению также предложен способ анализа (или прогнозирования) того, 
будет или нет вероятная (предположительная) польза для субъекта, страдающего раком (у которого из-
вестно наличие рака), от лечения, направленного против PD-1 (например, от терапии антителом против 
PD-1 согласно настоящему изобретению). Такой способ может включать один или более из этапов, опи-
санных выше в контексте способа диагностирования. В таком способе присутствие, и/или количество, 
и/или локализация комплекса антитело/антиген в тестируемом образце может указывать (прогнозиро-
вать) на то, будет или нет вероятная (предположительная) польза для субъекта, страдающего раком (у 
которого известно наличие рака), от лечения, направленного против PD-1 (например, от терапии антите-
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лом против PD-1 согласно настоящему изобретению). Например, если PD-1 присутствует (например, 
выше конкретного уровня или количества, например, по сравнению с контрольным уровнем или количе-
ством, и/или в конкретной локализации), то указанному субъекту может принести пользу (предположи-
тельно принесет пользу) лечение, направленное против PD-1. Серийное (периодическое) измерение при-
сутствия, и/или количества, и/или локализации PD-1 также можно осуществить, например, с целью обна-
ружить либо повышения, либо снижения количества/уровней с течением времени. 

С альтернативной точки зрения, согласно настоящему изобретению предложен способ прогнозиро-
вания ответа субъекта на направленную против PD-1 терапию рака (например, терапию антителом про-
тив PD-1 согласно настоящему изобретению). С другой точки зрения, согласно настоящему изобретению 
предложен способ определения (или контролирования) эффективности схемы лечения, которую приме-
няют для лечения рака (например, схемы лечения антителом против PD-1), другими словами, отслежива-
ния ответа на лечение. 

Согласно настоящему изобретению также предложен способ контролирования прогрессирования 
рака у субъекта. Таким образом, способы (или антитела) согласно настоящему изобретению можно также 
применять для контролирования прогрессирования заболевания. Такое контролирование может происхо-
дить до, во время или после (предпочтительно во время) лечения рака (например, с помощью направлен-
ной против PD-1 терапии). Такой способ может включать один или более из этапов, описанных выше в 
контексте способа диагностирования. В таком способе, если количество PD-1, обнаруженное во время 
(или после) терапии, уменьшается (например, с течением времени), то это может свидетельствовать о 
том, что рак регрессирует (улучшился/улучшается прогноз). В таком способе, если количество PD-1, об-
наруженное во время (или после) терапии, возрастает (например, с течением времени), то это может сви-
детельствовать о том, что рак усугубился (ухудшился/ухудшается прогноз). 

В некоторых вариантах реализации серийное (периодическое) измерение PD-1 (присутствия, и/или 
количества, и/или локализации) в соответствии с настоящим изобретением также можно использовать 
для прогностических целей, с целью обнаружить либо повышение, либо снижение количеств (или уров-
ней) с течением времени. В некоторых вариантах реализации повышенный уровень PD-1 с течением 
времени (например, по сравнению с контрольным уровнем) может свидетельствовать об ухудшении про-
гноза. В некоторых вариантах реализации пониженный уровень PD-1 с течением времени (например, по 
сравнению с контрольным уровнем) может свидетельствовать об улучшении прогноза. 

В некоторых вариантах реализации особенности способов анализа (или прогнозирования) того, бу-
дет или нет вероятная (предположительная) польза для субъекта, страдающего раком (у которого извест-
но наличие рака), от лечения, направленного против PD-1, способов прогнозирования ответа субъекта на 
направленную против PD-1 терапию рака, способов определения (или контролирования) эффективности 
схемы лечения, которую применяют для лечения рака, и способов контролирования прогрессирования 
рака у субъекта также можно использовать, с необходимыми изменениями, в отношении расстройств 
иммунной системы. 

В некоторых вариантах реализации антитела согласно настоящему изобретению можно применять 
в качестве сопутствующих диагностических средств. 

В одном варианте реализации (например, способов диагностирования, или прогнозирования, или 
контролирования согласно настоящему изобретению) субъект (например, человек) представляет собой 
субъекта с повышенным риском развития рака (или расстройства иммунной системы) или с повышен-
ным риском возникновения рака (или расстройства иммунной системы), например, здорового субъекта 
или субъекта, не проявляющего какие-либо симптомы рака (или расстройства иммунной системы) или 
любого другого подходящего субъекта "с повышенным риском". В другом варианте реализации субъект 
представляет собой субъекта, страдающего, или предположительно страдающего раком (или у которого 
предположительно развился рак), или потенциально страдающего раком (или у которого потенциально 
развился рак) (или расстройство иммунной системы). Например, субъект (или образец, например, био-
птат ткани из субъекта) может быть положительным по одному или более маркерам рака (например, био-
маркерам рака, отличным от PD-1) и/или может быть известно (диагностировано) наличие у него аномаль-
ного типа ткани или аномального роста ткани (например, что оценивают с помощью биопсии ткани). 

В некоторых аспектах способ согласно настоящему изобретению может дополнительно включать 
исходный этап выбора субъекта (например, человека) с повышенным риском развития рака (или рас-
стройства иммунной системы) или с повышенным риском возникновения рака (или расстройства иммун-
ной системы), или у которого есть или подозревают наличие (или развитие) рака (или расстройства им-
мунной системы), или у которого потенциально есть (или развивается) рак (или расстройство иммунной 
системы). Субъектов можно выбрать на основании того, что, например, указанный субъект (или образец, 
например, биоптат ткани из субъекта) положителен по одному или более маркерам рака (например, био-
маркерам рака, отличным от PD-1), и/или у которого известно наличие (у которого диагностирован) ано-
мального типа ткани или аномального роста ткани (например, что оценили с помощью биопсии ткани). 
Последующие этапы способа можно осуществить на образце из такого выбранного субъекта. 

В некоторых аспектах предложены способы согласно настоящему изобретению, которые дополни-
тельно включают этап лечения рака (или расстройства иммунной системы) с помощью терапии (напри-
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мер, фармацевтической терапии) или хирургического вмешательства. Например, если результат способа 
согласно настоящему изобретению указывает на наличие рака (или расстройства иммунной системы) у 
субъекта (например, поставлен положительный диагноз рака или расстройства иммунной системы), то 
можно осуществить дополнительный этап лечения рака (или расстройства иммунной системы) с помо-
щью терапии или хирургического вмешательства. В некоторых вариантах реализации диагностиче-
ских/предсказательных/ отслеживающих/прогностических способов согласно настоящему изобретению 
можно осуществить дополнительный этап лечения рака (или расстройства иммунной системы) с помо-
щью терапии или хирургического вмешательства (например, если присутствует плохой прогноз). Спосо-
бы лечения рака (или расстройства иммунной системы) с помощью терапии или хирургического вмеша-
тельства известны в данной области. 

В настоящем изобретении дополнительно предложены наборы, содержащие одно или более из ан-
тител, иммуноконъюгатов или композиций согласно настоящему изобретению, или одну или более из 
молекул нуклеиновых кислот, кодирующих антитела согласно настоящему изобретению, или один или 
более рекомбинантных векторов экспрессии, содержащих последовательности нуклеиновых кислот со-
гласно настоящему изобретению, или одну или более клеток-хозяев или вирусов, содержащих рекомби-
нантные векторы экспрессии или последовательности нуклеиновых кислот согласно настоящему изобре-
тению. Предпочтительно указанные наборы предназначены для применения в способах и применениях, 
описанных в данном изобретении, например, в способах терапии, диагностики или визуализации, опи-
санных в данном изобретении, или для применения в анализах или способах in vitro, описанных в данном 
изобретении. Антитело в таких наборах может представлять собой конъюгат антитела, описанный в дру-
гих местах в данном изобретении, например, антитело может быть конъюгировано с детектируемой мо-
лекулой или может представлять собой иммуноконъюгат. Предпочтительно указанные наборы содержат 
инструкции по применению компонентов набора. Предпочтительно указанные наборы предназначены 
для диагностирования или лечения заболеваний, описанных в других местах в данном изобретении, и 
необязательно содержат инструкции по применению компонентов набора для диагностирования или ле-
чения таких заболеваний. 

Антитела согласно настоящему изобретению, описанные в данном изобретении, также можно при-
менять в качестве молекулярных инструментов для применений и анализов in vitro или in vivo. Так как 
антитела содержат сайт связывания антигена, они могут функционировать как представители специфи-
чески связывающихся пар, и данные молекулы можно применять в любом анализе, в котором требуется 
конкретный представитель связывающейся пары. 

Следовательно, в еще дополнительных аспектах настоящего изобретения предложен реагент, кото-
рый содержит антитело согласно настоящему изобретению, описанное в данном изобретении, и приме-
нение таких антител в качестве молекулярных инструментов, например, в анализах in vitro или in vivo. 

Таблицы последовательностей нуклеотидов и аминокислот, описанных в данном изобретении, и их 
идентификаторы последовательностей (SEQ ID NO). 

Все последовательности нуклеотидов представлены в данном изобретении от 5' к 3' в соответствии 
с правилом, принятым в данной области техники. 

Таблица А 
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Таблица В 
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SEQ ID NO: 23 идентична SEQ ID NO: 5. 
SEQ ID NO: 24 идентична SEQ ID NO: 6. 
SEQ ID NO: 25 идентична SEQ ID NO: 7. 
SEQ ID NO: 27 идентична SEQ ID NO: 9. 
SEQ ID NO: 28 идентична SEQ ID NO: 10. 
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Таблица С 
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SEQ ID NO: 41 идентична SEQ ID NO: 23 и SEQ ID NO: 5. 
SEQ ID NO: 42 идентична SEQ ID NO: 24 и SEQ ID NO: 6. 
SEQ ID NO: 43 идентична SEQ ID NO: 25 и SEQ ID NO: 7. 
SEQ ID NO: 44 идентична SEQ ID NO: 26. 
SEQ ID NO: 45 идентична SEQ ID NO: 27 и SEQ ID NO: 9. 
SEQ ID NO: 46 идентична SEQ ID NO: 28 и SEQ ID NO: 10. 
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Таблица D 

 

 



045340 

- 49 - 

 



045340 

- 50 - 

 

 
SEQ ID NO: 59 идентична SEQ ID NO: 41, и SEQ ID NO: 23, и SEQ ID NO: 5. 
SEQ ID NO: 60 идентична SEQ ID NO: 42, и SEQ ID NO: 24, и SEQ ID NO: 6. 
SEQ ID NO: 61 идентична SEQ ID NO: 43, и SEQ ID NO: 25, и SEQ ID NO: 7. 
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Таблица Е 
Консенсусные последовательности 

 
Таблица F 

Последовательности антитела ниволумаб,  
применяемого в экспериментах в данном изобретении 

 
Настоящее изобретение далее будет дополнительно описано в следующем неограничивающем при-

мере с ссылкой на следующие фигуры. 
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На фиг. 1 представлены данные сенсограммы BIAcore, показывающие связывание PD-1-rCd4 чело-
века и яванского макака с иммобилизованными 273_С12_С05 (А), 273_С01_А12 (В) и ниволумабом (С). 
Протокол для определения аффинностей был таким же, как описанный в инструкции к набору "Human 
Antibody Capture Kit" (GE Healthcare, BR-1008-39). 2000 RU антитела против Ig (Fc) человека иммобили-
зовали на проточных кюветах 1 и 2 сенсорного чипа СМ5. Было захвачено 2 нМ антитела против PD-1 
(lgG2) (время контакта 60 с), что выразилось в 20 RU. На кривых показаны экспериментальные результа-
ты для связывания и диссоциации PD-1-rCD4 человека и обезьяны (Cynomolgus). Впрыскивали двукрат-
ные разведения из 50 нМ PD-1 при скорости потока 30 мкл/мин. Ассоциацию измеряли в течение 2 мин, 
диссоциацию - в течение 10 мин. Все измерения проводили при 25°C в ФБР, рН 7,4, 0,05% Tween 20. На 
кривых показаны данные за вычетом данных для эталонной проточной кюветы. Аппроксимированные 
черные линии получали с помощью программного обеспечения BIAcore T100 Evaluation с допущением 
взаимодействия 1:1. 

На фиг. 2 показаны антитела против PD-1 273_С12 и 273_С01 (lgG2), связывающие PD-1 человека в 
анализе ELISA. Культуральные супернатанты, содержащие lgG2 против PD-1 (273_С12 и 273_С01), ин-
кубировали в планшетах ELISA, покрытых антителами против Fc. После инкубации и промывки детек-
тировали связывание антигена биотинилированным PD-1-rCD4 человека, применяя меченый европием 
стрептавидин. 

На фиг. 3 показаны антитела против PD-1 273_С12_С05, 273_С01_А12 и ниволумаб (lgG2), которые 
связываются с клетками, экспрессирующими эндогенный PD-1, что обнаружили с помощью проточной 
цитометрии. Продемонстрировали экспрессию PD-1 на стабильно экспрессирующей PD-1 линии клеток 
Jurkat, но не на клетках Jurkat дикого типа (ДТ), путем окрашивания клеток антителом против PD-1, 
конъюгированным с РЕ (А). Связывания антител против PD-1 273_С12_С05, 273_С01_А12, ниволумаба 
и антитела против лизоцима D1.3 (10 нМ) с PD-1 не наблюдали на клетках Jurkat ДТ (В), так как на их 
поверхности не экспрессируется PD-1. Наблюдали связывание антител против PD-1 273_С12_С05, 
273_С01_А12 и ниволумаба с экспрессирующими PD-1 клетками Jurkat, тогда как не наблюдали связы-
вания неспецифического антитела против лизоцима D1.3 (С). На образцах клеток, смешанных с антите-
лом ниволумаб, но без антитела против Fc-PE, продемонстрировали, что связывание антитела можно 
было обнаружить только после окрашивания антителом против Fc-PE (В, С). Для контроля с окрашива-
нием только антителом против Fc-PE получили профиль, сходный с таковым для неокрашенных образ-
цов (В, С). Клетки промывали, инкубировали с 10 нМ антитела, снова промывали, а затем окрашивали 
антителом против Fc-PE (Biolegend, HP6017). Все жизнеспособные клетки использовали для анализа. 

На фиг. 4 показаны антитела против PD-1 273_С12_С05, 273_С01_А12 и ниволумаб (lgG2), прояв-
ляющие блокирование в биохимическом анализе связывания лиганда PD-1/PD-L1. (А) Формат ELISA. 
(В) Сигнал ELISA на log оси у. (С) % Блокирования взаимодействия PD-L1/PD-1. 100% Взаимодействие 
определяли как присутствие взаимодействующих партнеров PD-L1-rCD4, PD-1-Fc в отсутствие какого-
либо блокирующего антитела; 100% блокирование определяли как отсутствие PD-1-Fc. 

На фиг. 5 показаны антитела против PD-1 273_С12_С05 (А) и 273_С01_А12 (В) (lgG2), ингибирую-
щие опосредованную PD-1/PD-L1 репрессию ответа Т-клеток в стабильно экспрессирующей GloResponse 
NFAT-luc/PD-1 линии клеток Jurkat/основанном на клеточной системе репортерном анализе PD-L1 
HEK293 (Promega). Подробности эксперимента приведены в разделе пример. Результаты нанесены на 
график в виде среднего значения по трем повторным измерениям. 

Пример. 
Антитела против PD-1 273_С12_С05, 273_С01_А12 и ниволумаб, применяемые в экспериментах в 

данном примере, представляют собой антитела lgG2. У всех данных антител одинаковая константная об-
ласть lgG2. 

Аффинность. 
Материалы и методы. 
Эксперименты с использованием поверхностного плазмонного резонанса (ППР) проводили, применяя 

устройство BIAcore T100 и следуя протоколу из набора Human Antibody Capture Kit (GE, BR-1008-39).  
2000 единиц ответа (RU) антитела к Fc IgG человека (GE, BR-1008-39) иммобилизовали на проточных 
кюветах (ПК) 1 и 2 сенсорного чипа СМ5 Series 5 на основе декстрана (GE, BR-1005-30), применяя хи-
мию образования поперечных связей EDC/NHS, следуя протоколу из набора для связывания аминов (GE, 
BR-1000-50). Очищенное lgG2 против PD-1 (273_С12_С05 (исходный клон), 273_С01_А12 или ниволу-
маб) разбавляли до концентрации 2 нМ в ФБР, рН7,4, 0,05% Tween-20 и впрыскивали в ПК2 при скоро-
сти потока 10 мкл/мин, время контакта 60 с. Обычно это приводило к захвату в среднем 20 RU антитела. 
Впрыскивали двукратные разведения из 50 нМ PD-1 при скорости потока 30 мкл/мин. Ассоциацию из-
меряли в течение 2 мин, диссоциацию - в течение 10 мин. Все измерения проводили при 25°C в ФБР, рН 
7,4, 0,05 % Tween 20. Кинетические параметры определяли путем вычитания кюветы сравнения и подбо-
ра экспериментальных данных сенсограммы с допущением взаимодействия 1:1, применяя программное 
обеспечение BIAevaluation (GE, BR-1005-97). 

Результаты. 
Аффинность, кинетику ассоциации и диссоциации для связывания PD-1 человека, обезьяны и мы-
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ши с антителами против PD-1 (273_С12_С05 (исходным клоном) и 273_С01_А12) определяли, применяя 
поверхностный плазмонный резонанс (ППР) (фиг. 1, табл. 1). Также осуществляли контроль антителом 
против PD-1 ниволумабом (фиг. 1, табл. 1). Измерили аффинность (KD) антитела против PD-1 
273_С12_С05 (исходного клона) к PD-1 человека, яванского макака и мыши, и она составляла 3,84 нМ, 
8,77 нМ и 6,4 мкМ соответственно. Измерили аффинность (KD) антитела против PD-1 273_С01_А12 к 
PD-1 человека и яванского макака, и она составляла 10 и 21 нМ соответственно. 

273_С01_А12 не связывало PD-1 мыши. Наблюдали хорошую аппроксимацию результатов для всех 
сенсограмм BIAcore, и низкие значения хи-квадрат и U-критерия свидетельствовали о точном подборе 
кривой. Аффинности антител против PD-1 273_С12_С05 (исходного клона) и 273_С01_А12 к PD-1 яван-
ского макака находились в пределах 2,3- и 2,1-кратной аффинности к PD-1 человека соответственно 
(табл. 2). 

Два варианта антитела 273_С12_С05 (исходного клона), а именно 273_С12_С05 (вариант 1) и 
273_С12_С05 (вариант 2), также исследовали, применяя поверхностный плазмонный резонанс. Данные 
антитела также применяли в формате lgG2. Аффинности связывания PD-1 человека, обезьяны и мыши у 
данных двух вариантов антител были такими же, как и у 273_С12_С05 (исходного клона). 

Таблица 1 
Аффинности антител против PD-1 273_С12_С05, 273_С01_А12 и  

ниволумаба к PD-1 человека, яванского макака и мыши, определенные  
с помощью спектроскопии поверхностного плазмонного резонанса (ППР) 

 
Аппроксимацию и статистику рассчитывали, применяя программное обеспе-
чение BIAcore T100 Evaluation. 
KD - равновесная константа диссоциации (нМ); 
ka - константа ассоциации (М-1с-1); 
kD - константа диссоциации (с-1); 
Rмакс - максимальный уровень связывания лиганда в единицах ответа (RU); 
значение Хи2 (или X2) представляет собой стандартную статистическую меру 
точности подбора кривой, при этом более низкое значение указывает на луч-
ший подбор. 

Таблица 2 
Аффинность антитела против PD-1 273_С12_С05 и  

273_С01_А12 к не относящемуся к человеку ортологу примата 

 
Сравнение аффинности 273_С12_С05 и 273 С01 А12 к 
PD-1 человека и яванского макака. 

Связывание PD-1 человека, измеренное с помощью ELISA. 
Материалы и методы. 
Исследовали способность культуральных супернатантов клеток млекопитающих, содержащих кло-

ны lgG2 (273_C12; исходный клон для 273_С12_С05 и 273_С01, исходный клон для 273_С01_А12), свя-
зывать PD-1 человека в ELISA на основе захвата (фиг. 2). Для того чтобы нормировать на различия в 
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экспрессии, использовали стратегию ELISA на основе захвата, в соответствии с которой планшеты ELI-
SA изначально покрывали антителом против Fc. После захвата 273_С12 или 273_С01 (lgG2) добавляли 
биотинилированный PD-1 (40 пМ) и инкубировали. Связывание PD-1 с иммобилизованным МАТ против 
PD-1 определяли, применяя меченый европием стрептавидин. Комбинация скрининга на основе захвата 
и низкой концентрации антигена обеспечила строгие условия для какого-либо связывания PD-1. 

Дополнительные экспериментальные подробности данного анализа. 
Черные иммуносорбционные планшеты (Nunc) покрывали в течение ночи Fc-специфичным антите-

лом мыши против IgG человека (Jackson Labs, 209-005-098, 5 мкг/мл в ФБР, 50 мкл на лунку), лунки бло-
кировали путем добавления 2% сухого молока (Marvel), ФБР (ФБР-М, 300 мкл на лунку). Планшеты 
промывали три раза ФБР-Т (ФБР, 0,1% Tween-20) и три раза ФБР, а затем добавляли различные разведе-
ния IgG против PD-1 в ФБР-М (50 мкл на лунку). Планшеты инкубировали в течение 1 ч, промывали, как 
описано выше, и добавляли биотинилированный PD-1-rCd4 (5 мкг/мл в ФБР-М, 50 мкл) в каждую лунку. 
Планшеты инкубировали в течение дополнительного часа, промывали и добавляли стрептавидин-Eu 
(Perkin Elmer, 1 мкг/мл, ФБР-М, 50 мкл), инкубировали в течение 30 мин, промывали, добавляли усили-
вающий раствор DELFIA (50 мкл) и прочитывали планшеты на спектрофотометре для прочтения план-
шетов Fusion Perkin Elmer (возбуждение на 320 нм, испускание на 620 нм). 

Результаты. 
Применяя данный подход, для обоих 273_С12 (296063 единицы) и 273_С01 (317070 единиц) проде-

монстрировали связывание с PD-1 человека. Более того, для 273_С12 также продемонстрировали связы-
вание с PD-1 мыши (82081 единица). 

Нашивное связывание (проточная цитометрия). 
Материалы и методы. 
Клетки Jurkat дикого типа или клетки Jurkat, экспрессирующие PD-1 (клетки Jurkat NFAT-luc2/PD-1, 

Promega, CS187102), подсчитывали и разделяли на аликвоты по 1×106 клеток на образец. Клетки промы-
вали 1× ФБР, 0,1% БСА и ресуспендировали в 1х ФБР, 1% БСА (100 мкл), в который добавляли антитело 
против PD-1 (10 нм), и инкубировали в течение 1 ч при 4°C. Клетки промывали, как описано выше, ре-
суспендировали в 1× ФБР, 1% БСА (100 мкл), в который добавляли антитело против Fc-PE (Biolegend, 
M1310G05), 0,5 мкл и инкубировали в течение 30 мин при 4°C. Клетки промывали, как описано выше, 
ресуспендировали в 1× ФБР, 0,1% БСА (50 мкл) и добавляли 1 мкл Topro3 (ThermoFisher Scientific, 
T3605) для определения жизнеспособности клеток. Окрашенные клетки анализировали, применяя про-
точный цитометр IntelliCyt iQue. 

Результаты. 
Использовали проточную цитометрию, чтобы оценить связывание ниволумаба, 273_С01_А12 и 

273_С12_С05 с экспрессирующими PD-1 клетками Jurkat (фиг. 3). Клетки Jurkat ДТ не экспрессируют 
PD-1 (фиг. 3А), что показано по отсутствию связывания с доступным для приобретения антителом про-
тив PD-1, меченым фикоэритрином (РЕ) (Biolegend, eBioJ105), тогда как для клона Jurkat, сконструиро-
ванного для конститутивной экспрессии PD-1, выявили сильный сдвиг в интенсивности флуоресценции 
после добавления антитела против PD-1-PE, что указывало на связывание антитела с PD-1, экспрессиро-
ванным на данных клетках. Следовательно, экспрессирующие PD-1 клетки Jurkat использовали для ис-
следования связывания описанных выше клонов антител против PD-1 с экспрессированным на поверх-
ности клеток PD-1 и клетки Jurkat ДТ использовали в качестве отрицательного контроля для связывания 
антитела. Исходное антитело против PD-1 -ниволумаб - использовали в качестве положительного кон-
троля и антитело против лизоцима (D1.3) служило в качестве неспецифического контрольного антитела. 
Не наблюдали сдвига в интенсивности флуоресценции, когда 273_С01_А12, 273_С12_С05 и ниволумаб 
инкубировали с клетками Jurkat ДТ, что свидетельствовало об отсутствии связывания (фиг. 3В); тогда 
как наблюдали сдвиг, когда 273_С01_А12, 273_С12_С05 и ниволумаб инкубировали с экспрессирующи-
ми PD-1 клетками Jurkat (фиг. 3С), что свидетельствовало о специфическом связывании с клетками, экс-
прессирующими PD-1. Неспецифическое антитело против лизоцима (D1.3) не связывалось ни с клетками 
Jurkat ДТ, ни с экспрессирующими PD-1 клетками Jurkat (фиг. 3В и 3С). 

Блокирование in vitro. 
Исследовали способность антител против PD-1 (lgG2) 273_С12_С05 и 273_С01_А12 ингибировать 

взаимодействие PD-1 и PD-L1 в биохимическом анализе связывания лиганда (фиг. 4А). 
Материалы и методы. 
Черные иммуносорбционные 96-луночные планшеты (Nunc) покрывали в течение ночи антителом 

против rCD4 (MCA1022RY, Bioline/Serotec; 5 мкг/мл в ФБР) при 4°C, промывали три раза ФБР, а затем 
блокировали путем добавления 200 мкл 3% (масса/объем) сухого молока (Marvel) в ФБР (ФБР-М) с по-
следующей инкубацией в течение часа при комнатной температуре. Планшеты промывали три раза ФБР, 
а затем добавляли PD-L1-rCd4 (5 мкг/мл в М-ФБР, 50 мкл) и инкубировали в течение 1 ч при комнатной 
температуре. Планшеты промывали три раза ФБР-Т (0,1% Tween-20, ФБР) и три раза ФБР. В результате 
этого PD-L1-rCD4 был иммобилизован на планшете ELISA посредством антитела против rCD4. В от-
дельном планшете PD-1-Fc (0,8 нМ) смешивали в присутствии (серии концентраций) или отсутствие раз-
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личных концентраций антитела против PD-1 (273_С12_С05, 273_С01_А12 или ниволумаба) в ФБР-М и 
инкубировали в течение 30 мин. После промывки планшета ELISA (три раза ФБР-Т и три раза ФБР) для 
удаления избытка не связанного PD-L1-rCD4, добавляли в планшет ELISA предварительно смешанные 
PD-1-Fc и инкубировали в течение 1 ч. Любые присутствующие блокирующие антитела будут связывать 
эпитоп на PD-1, отвечающий за связывание PD-L1, и предотвращать их взаимодействие. Связывание PD-
1-Fc с иммобилизованным PD-L1-rCD4 детектировали, применяя биотинилированное антитело против Fc 
человека (конъюгированное с биотином-SP антитело козы к IgG Fc человека, AffiniPure, Jackson Immu-
noResearch Labs, 109-065-098, 50 мкл, 0,5 мкг/мл в ФБР-М). Планшеты промывали три раза ФБР-Т и три 
раза ФБР, а затем добавляли меченый европием стрептавидин (Perkin Elmer, 1244-360, 50 мкл,  
0,5 мкг/мл в ФБР-М). Планшеты промывали три раза ФБР-Т и три раза ФБР, а затем добавляли усили-
вающий раствор DELFIA (4001-0010, Perkin Elmer, 50 мкл) и прочитывали планшеты с помощью спек-
трофотометра для прочтения планшетов BMG labtech PHERAstar (возбуждение на 340 нм, испускание на 
615 нм). 

Результаты. 
Все антитела 273_С12_С05, 273_С01_А12 и ниволумаб блокировали взаимодействие PD-L1 с PD-1 

на 99 % (например, когда применяли концентрацию антител 8 нМ) (фиг. 4В и 4С). Тем не менее интерес-
но, что при более низких исследованных концентрациях антитела (0,5 и 1 нМ), для 273_С12_С05 и 
273_С01_А12 продемонстрировали улучшенное ингибирование взаимодействия PD-1/PD-L1 по сравне-
нию с ниволумабом. Например, при концентрации антитела 0,5 нМ наблюдали приблизительно 75% ин-
гибирование взаимодействия PD-1/PD-L1 антителами 273_С12_С05 и 273_С01_А12, тогда как наблюда-
ли лишь приблизительно 50% ингибирование взаимодействия PD-1/PD-L1 ниволумабом. При концен-
трации антитела 1 нМ наблюдали приблизительно 99% ингибирование взаимодействия PD-1/PD-L1 ан-
тителами 273_С12_С05 и 273_С01_А12, тогда как наблюдали лишь приблизительно 80% ингибирование 
взаимодействия PD-1/PD-L1 ниволумабом. 

Основанный на клеточной системе репортерный анализ блокирования PD-L1/PD-1. 
Описание анализа. 
Исследовали способность антител против PD-1 (lgG2) 273_С12_С05 и 273_С01_А12 ингибировать 

взаимодействие PD-1 и PD-L1 в анализе, основанном на клеточной системе, с использованием биолюми-
несцентного репортера (Promega). В данном анализе используют два типа клеток: клетки HEK293, экс-
прессирующие PD-L1, и Т-клетки Jurkat, экспрессирующие PD-1, - и репортер NFAT на основе люцифе-
разы. Комплексы TCR (Т-клеточного рецептора), присутствующие на клетках Jurkat, полностью активи-
руются при взаимодействии с активирующим TCR комплексом, присутствующим на клетках HEK293, 
что приводит к конститутивной активности репортера NFAT на основе люциферазы. Совместное культи-
вирование двух указанных линий клеток (клеток HEK293, экспрессирующих PD-L1, и Т-клеток Jurkat, 
экспрессирующих PD-1) приводит к взаимодействию PD-1/PD-L1, которое ингибирует активацию TCR и 
вызывает угнетающую регуляцию/подавление активности репортера NFAT на основе люциферазы; ин-
кубация блокирующего антитела против PD-1 с клетками HEK293 перед совместным культивированием 
предотвращает связывание PD-1 с PD-L1, позволяя активацию TCR и приводя к последующей активно-
сти репортера NFAT на основе люциферазы. 

Дополнительные экспериментальные подробности анализа совместного культивирования. 
Анализ проводили, следуя инструкциям производителя для линии клеток Jurkat, стабильно экспрес-

сирующей NFAT-luc2/PD-1, GloResponseTM (Promega, CS187102) и клеток PD-L1 Thaw-and-Use 
(Promega, CS178103). Один флакон клеток PD-L1 размораживали и добавляли в среду для восстановле-
ния (14,5 мл, 90% HAM'S-F12, 10% ЭБС), по 100 мкл распределяли по 96-луночному аналитическому 
планшету (Costar, номер в каталоге 3917) и инкубировали в течение от 16 до 20 ч при 37°C, 5% СО2. На 
следующий день флакон PD-1-репортерных клеток Jurkat Thaw-and-Use (Promega, CS187102) разморажи-
вали и добавляли в 5,9 мл аналитической среды (90% RPMI1640, 1% ЭБС). Аналитический планшет, со-
держащий прикрепившиеся клетки PD-L1, вынимали из термостата и удаляли среды с помощью пипетки 
с последующим переворачиванием планшета на бумажное полотенце. В планшет, содержащий прикре-
пившиеся клетки PD-L1, добавляли 40 мкл аналитических сред, содержащих различные разведения анти-
тела (при 2× концентрации), а затем 40 мкл смеси клеток PD-1. Планшет инкубировали в течение 6 ч при 
37°C, 5% СО2. В каждую лунку добавляли реагент BioGlo (Promega, номер в каталоге G7940, 80 мкл) и 
считывали продукцию люциферазы, применяя BMG pherastar. 

Проводили репортерный анализ PD-1/PD-L1, основанный на клеточной системе, ответа на дозу 
концентрации антитела против PD-1, экспериментальные результаты аппроксимировали (сигмоидальная 
кривая доза-ответ - переменная крутизна), применяя GraphPad Prism, и получали значения EC50 для каж-
дого антитела (фиг. 5). 

Результаты. 
Проанализированные антитела действительно приводили к стимуляции активности репортера 

NFAT на основе люциферазы, указывая на блокирование взаимодействия PD-1/PD-L1. 273_С12_С05 (А) 
и 273_С01_А12 (В) продемонстрировали ЕС50 9,35 и 11,7 нМ соответственно. Высокие значения R2 сви-
детельствуют о хорошей аппроксимации экспериментальных результатов. 
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Два варианта антител, родственных 273_С12_С05 (исходному клону), а именно 273_С12_С05 (ва-
риант 1) и 273_С12_С05 (вариант 2), также исследовали в данном репортерном анализе блокирования 
PD-1/PD-L1, основанном на клеточной системе. Данные антитела также применяли в формате lgG2. На-
блюдали, что у двух данных вариантов антител ингибиторная активность в отношении PD-1/PD-L1 была 
такой же, как у 273_С12_С05 (исходного клона). 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Антитело, которое связывается с PD-1 и которое содержит по меньшей мере одну вариабельную 
область тяжелой цепи (VH), которая содержит три CDR, и по меньшей мере одну вариабельную область 
легкой цепи (VL), которая содержит три CDR, отличающееся тем, что 

CDR1 VH имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 5 или последовательность, по суще-
ству гомологичную указанной последовательности, CDR2 VH имеет последовательность аминокислот 
SEQ ID NO: 6 или последовательность, по существу гомологичную указанной последовательности, 
CDR3 VH имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 7 или последовательность, по существу 
гомологичную указанной последовательности; 

CDR1 VL имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 26 или последовательность, по су-
ществу гомологичную указанной последовательности, CDR2 VL имеет последовательность аминокислот 
SEQ ID NO: 9 или последовательность, по существу гомологичную указанной последовательности, 
CDR3 VL имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 10 или последовательность, по существу 
гомологичную указанной последовательности. 

2. Антитело по п.1, отличающееся тем, что вариабельная область легкой цепи имеет последователь-
ность аминокислот SEQ ID NO: 4 или последовательность, по меньшей мере на 80% идентичную указан-
ной последовательности, и/или тем, что вариабельная область тяжелой цепи имеет последовательность 
аминокислот SEQ ID NO: 3 или последовательность, по меньшей мере на 80% идентичную указанной 
последовательности. 

3. Антитело по п.1, отличающееся тем, что вариабельная область легкой цепи имеет последователь-
ность аминокислот SEQ ID NO: 22 или последовательность, по меньшей мере на 80% идентичную ука-
занной последовательности, и/или тем, что вариабельная область тяжелой цепи имеет последователь-
ность аминокислот SEQ ID NO: 21 или последовательность, по меньшей мере на 80% идентичную ука-
занной последовательности. 

4. Антитело по п.1, отличающееся тем, что вариабельная область легкой цепи имеет последователь-
ность аминокислот SEQ ID NO: 40 или последовательность, по меньшей мере на 80% идентичную ука-
занной последовательности, и/или тем, что вариабельная область тяжелой цепи имеет последователь-
ность аминокислот SEQ ID NO: 39 или последовательность, по меньшей мере на 80% идентичную ука-
занной последовательности. 

5. Антитело по п.2, отличающееся тем, что вариабельная область легкой цепи имеет последователь-
ность аминокислот SEQ ID NO: 4, и тем, что вариабельная область тяжелой цепи имеет последователь-
ность аминокислот SEQ ID NO: 3. 

6. Антитело по п.3, отличающееся тем, что вариабельная область легкой цепи имеет последователь-
ность аминокислот SEQ ID NO: 22, и тем, что вариабельная область тяжелой цепи имеет последователь-
ность аминокислот SEQ ID NO: 21. 

7. Антитело по п.4, отличающееся тем, что вариабельная область легкой цепи имеет последователь-
ность аминокислот SEQ ID NO: 40, и тем, что вариабельная область тяжелой цепи имеет последователь-
ность аминокислот SEQ ID NO: 39. 

8. Антитело по любому из пп.2 или 5, отличающееся тем, что указанное антитело содержит тяже-
лую цепь, которая включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 85 или последовательность, 
по меньшей мере на 80% идентичную указанной последовательности, и/или легкую цепь, которая вклю-
чает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 86 или последовательность, по меньшей мере на 80% 
идентичную указанной последовательности. 

9. Антитело по п.8, отличающееся тем, что указанное антитело содержит тяжелую цепь, которая 
включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 85, и легкую цепь, которая включает последова-
тельность аминокислот SEQ ID NO: 86. 

10. Антитело по любому из пп.3 или 6, отличающееся тем, что указанное антитело содержит тяже-
лую цепь, которая включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 89 или последовательность, 
по меньшей мере на 80% идентичную указанной последовательности, и/или легкую цепь, которая вклю-
чает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 90 или последовательность, по меньшей мере на 80% 
идентичную указанной последовательности. 

11. Антитело по п.10, отличающееся тем, что указанное антитело содержит тяжелую цепь, которая 
включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 89, и легкую цепь, которая включает последова-
тельность аминокислот SEQ ID NO: 90. 

12. Антитело по любому из пп.4 или 7, отличающееся тем, что указанное антитело содержит тяже-
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лую цепь, которая включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 93 или последовательность, 
по меньшей мере на 80% идентичную указанной последовательности, и/или легкую цепь, которая вклю-
чает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 94 или последовательность, по меньшей мере на 80% 
идентичную указанной последовательности. 

13. Антитело по п.12, отличающееся тем, что указанное антитело содержит тяжелую цепь, которая 
включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 93, и легкую цепь, которая включает последова-
тельность аминокислот SEQ ID NO: 94. 

14. Антитело, которое связывается с PD-1 и которое содержит по меньшей мере одну вариабельную 
область тяжелой цепи (VH), которая содержит три CDR, и по меньшей мере одну вариабельную область 
легкой цепи (VL), которая содержит три CDR, отличающееся тем, что 

CDR1 VH имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 5 или последовательность, по суще-
ству гомологичную указанной последовательности, CDR2 VH имеет последовательность аминокислот 
SEQ ID NO: 6 или последовательность, по существу гомологичную указанной последовательности, 
CDR3 VH имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 7 или последовательность, по существу 
гомологичную указанной последовательности; 

CDR1 VL имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 62 или последовательность, по су-
ществу гомологичную указанной последовательности, CDR2 VL имеет последовательность аминокислот 
SEQ ID NO: 63 или последовательность, по существу гомологичную указанной последовательности, 
CDR3 VL имеет последовательность аминокислот SEQ ID NO: 64 или последовательность, по существу 
гомологичную указанной последовательности. 

15. Антитело по п.14, отличающееся тем, что вариабельная область легкой цепи имеет последова-
тельность аминокислот SEQ ID NO: 58 или последовательность, по меньшей мере на 80% идентичную 
указанной последовательности, и/или тем, что вариабельная область тяжелой цепи имеет последователь-
ность аминокислот SEQ ID NO: 57 или последовательность, по меньшей мере на 80% идентичную ука-
занной последовательности. 

16. Антитело по п.15, отличающееся тем, что вариабельная область легкой цепи имеет последова-
тельность аминокислот SEQ ID NO: 58, и тем, что вариабельная область тяжелой цепи имеет последова-
тельность аминокислот SEQ ID NO: 57. 

17. Антитело по любому из пп.15 или 16, отличающееся тем, что указанное антитело содержит тя-
желую цепь, которая включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 97 или последователь-
ность, по меньшей мере на 80% идентичную указанной последовательности, и/или легкую цепь, которая 
включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 98 или последовательность, по меньшей мере на 
80% идентичную указанной последовательности. 

18. Антитело по п.17, отличающееся тем, что указанное антитело содержит тяжелую цепь, которая 
включает последовательность аминокислот SEQ ID NO: 97, и легкую цепь, которая включает последова-
тельность аминокислот SEQ ID NO: 98. 

19. Иммуноконъюгат, содержащий антитело по любому из пп.1-18, присоединенное к терапевтиче-
скому агенту. 

20. Фармацевтическая композиция, содержащая по меньшей мере первое антитело по любому из 
пп.1-18 или иммуноконъюгат по п.19. 

21. Молекула нуклеиновой кислоты, включающая последовательность нуклеотидов, которая коди-
рует антитело согласно любому из пп.1-18. 

22. Способ получения антитела согласно любому из пп.1-18, включающий следующие этапы: 
(i) культивирование клетки-хозяина, содержащей одну или более молекул нуклеиновых кислот, ко-

дирующих антитело согласно любому из пп.1-18, или один или более рекомбинантных векторов экспрес-
сии, содержащих одну или более из указанных молекул нуклеиновых кислот, при условиях, подходящих 
для экспрессии кодируемого антитела; и 

(ii) выделение или получение антитела из указанной клетки-хозяина или из ростовой сре-
ды/супернатанта. 

23. Применение в терапии рака антитела согласно любому из пп.1-18 или иммуноконъюгата по п.19. 
24. Применение по п.23, где указанная терапия рака представляет собой лечение рака, экспресси-

рующего PD-1. 
25. Способ лечения рака или расстройства иммунной системы, где указанный способ включает вве-

дение нуждающемуся в этом пациенту терапевтически эффективного количества антитела согласно лю-
бому из пп.1-18 или иммуноконъюгата по п.19. 

26. Применение антитела, описанного в любом из пп.1-18, или иммуноконъюгата по п.19 при изго-
товлении лекарственного средства для применения в терапии рака, экспрессирующего PD-1. 
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