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(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê èììóíîëîãèè è

áèîòåõíîëîãèè. Â èçîáðåòåíèè îïèñûâàåòñ 
ìûøèíîå àíòèòåëî è åãî ãóìàíèçèðîâàííûé
âàðèàíò (CDP870), ñïåöèôè÷íûå ê ôàêòîðó íåêðîçà
îïóõîëè àëüôà ÷åëîâåêà. Àìèíîêèñëîòíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðåäñòàâëåíà â îïèñàíèè.
Îïèñàíû òàêæå ñîåäèíåíè  ñ àôôèííîñòüþ â
îòíîøåíèè ôàêòîðà íåêðîçà îïóõîëè àëüôà
÷åëîâåêà íà îñíîâå ãóìàíèçèðîâàííîãî àíòèòåëà, ó
êîòîðûõ ê îäíîìó èç îñòàòêîâ öèñòåèíà íà Ñ-êîíöå
ò æåëîé öåïè ïðèñîåäèíåíà ëèçèëìàëåèìèäíà 
ãðóïïà, êîâàëåíòíî ñâ çàííà  ïî ëèçèëüíîìó
îñòàòêó ñ îäíîé èëè íåñêîëüêèìè ìîëåêóëàìè
ìåòîêñèïîëè(ýòèëåíãëèêîë ). Ðàñêðûòû
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, êîäèðóþùèõ àíòèòåëà,
ñïåöèôè÷íûå ê ôàêòîðó íåêðîçà îïóõîëè àëüôà

÷åëîâåêà, è âàðèàíòû âåêòîðîâ ýêñïðåññèè,
ñîäåðæàùèå óêàçàííûå ÄÍÊ. Îïèñàíû âàðèàíòû
ñïîñîáà ïîëó÷åíè  êëåòêè-õîç èíà ñ
èñïîëüçîâàíèåì âåêòîðîâ ýêñïðåññèè è âàðèàíòû
ñïîñîáà ïîëó÷åíè  àíòèòåë íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ
êëåòîê-õîç åâ. Ðàñêðûòû òåðàïåâòè÷åñêèå
êîìïîçèöèè äë  ëå÷åíè  ïàòîëîãèè,
îïîñðåäîâàííîé ôàêòîðîì íåêðîçà îïóõîëè àëüôà,
íà îñíîâå àíòèòåë. Èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò
àíòèòåëà ñ âûñîêîé àôôèííîñòüþ: äë  ìûøèíîãî

àíòèòåëà 0,85×10-10 Ì, äë  åãî ãóìàíèçèðîâàííîãî

âàðèàíòà 0,5×10-10 Ì, è íèçêîé èììóíîãåííîñòüþ ó
÷åëîâåêà - äë  ãóìàíèçèðîâàííîãî àíòèòåëà. Äîë 
ïàöèåíòíîâ ñ óëó÷øåííûì ACR20 ñîñòàâèëà ïðè
ââåäåíèè 5 è 20 ìã/êã CDP870 ñîîòâåòñòâåííî 75%
è 75% ÷åðåç 8 íåäåëü. Ïîëóïåðèîä ñóùåñòâîâàíè 
â ïëàçìå CDP870 ñîñòàâèë 14 äíåé. 21 í. è 37 ç.ï.
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(57) Abstract: 
FIELD: immunology, biotechnology.
SUBSTANCE: invention describes murine antibody

and its humanized variant (CDP870) showing
specificity to human tumor necrosis factor-alpha.
Amino acid sequence is given in the description.
Also, invention describes compounds showing
affinity with respect to human tumor necrosis
factor-alpha based on humanized antibody wherein
lysylmaleimide group bound covalently with one or
some methoxypoly(ethylene glycol) molecules by
lysyl residue is joined to one of cysteine
residues by C-end of heavy chain of the humanized
antibody. Invention discloses DNA sequences
encoding antibodies showing specificity to human
tumor necrosis factor-alpha and variants if
expression vectors involving indicated DNAs.
Also, invention describes variants of a method

for preparing a host-cell using expression
vectors and variants of a method for preparing
antibodies based on prepared host-cells.
Invention discloses therapeutic compositions used
in treatment of pathology mediated by tumor
necrosis factor-alpha based on antibodies.
Invention provides providing antibodies showing

high affinity: 0.85 x 10-10 M for murine antibodies

and 0.5 x 10-10 M for its humanized variant and
low immunogenicity for human for humanized
antibodies. Part of patients with improved ACR20
in administration of 5 and 20 mg/kg of CDP870 is
75% and 75% in 8 weeks, respectively. Half-life
value of CDP870 in plasma is 14 days.

EFFECT: valuable biological and medicinal
properties of antibodies.

58 cl, 24 dwg, 6 tbl, 1 ex
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Äàííîå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ìîëåêóëå àíòèòåëà, èìåþùåé ñïåöèôè÷íîñòü â
îòíîøåíèè àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò ôàêòîðà íåêðîçà àëüôà îïóõîëè ÷åëîâåêà (TNFα).
Äàííîå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê òåðàïåâòè÷åñêèì ïðèìåíåíè ì äàííîé ìîëåêóëû
àíòèòåëà è ñïîñîáàì ïîëó÷åíè  äàííîé ìîëåêóëû àíòèòåëà.

Äàííîå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ìîëåêóëàì àíòèòåë. Â ìîëåêóëå àíòèòåëà èìåþòñ  äâå
ò æåëûå öåïè è äâå ëåãêèå öåïè. Êàæäà  ò æåëà  öåïü è êàæäà  ëåãêà  öåïü èìååò íà åå
N-êîíöåâîé ñòîðîíå âàðèàáåëüíûé äîìåí. Êàæäûé âàðèàáåëüíûé äîìåí ñîñòîèò èç
÷åòûðåõ êàðêàñíûõ ðàéîíîâ (FR), ïåðåìåæàþùèõñ  ñ òðåì  îïðåäåë þùèìè
êîìïëåìåíòàðíîñòü (ãèïåðâàðèàáåëüíûìè) ðàéîíàìè (CDR). Îñòàòêè â âàðèàáåëüíûõ
äîìåíàõ îáû÷íî íóìåðóþòñ  â ñîîòâåòñòâèè ñ ñèñòåìîé, èçîáðåòåííîé Kabat et al. Ýòà
ñèñòåìà ïðèâåäåíà â Kabat et al., 1987, in Sequences of Proteins of Immunological
Interest, US Department of Health and Human Services, NIH, USA (äàëåå íàçûâàåìîé
«Kabat et al. (supra)»). Ýòà ñèñòåìà íóìåðàöèè èñïîëüçóåòñ  â äàííîì îïèñàíèè, çà
èñêëþ÷åíèåì ñëó÷àåâ, ãäå äàåòñ  èíîå óêàçàíèå.

Îáîçíà÷åíèå îñòàòêîâ ïî Kabat íå âñåãäà ïð ìî ñîîòâåòñòâóåò ëèíåéíîé íóìåðàöèè
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Ôàêòè÷åñêà  ëèíåéíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àìèíîêèñëîò ìîæåò
ñîäåðæàòü ìåíüøå àìèíîêèñëîò èëè äîïîëíèòåëüíûå àìèíîêèñëîòû ïî ñðàâíåíèþ ñî
ñòðîãîé íóìåðàöèåé ïî Kabat â ñîîòâåòñòâèè ñ óêîðî÷åíèåì ñòðóêòóðíîãî ýëåìåíòà èëè
âñòàâêîé â ñòðóêòóðíûé êîìïîíåíò ëèáî êàðêàñíîé îáëàñòè, ëèáî CDR, áàçîâîé ñòðóêòóðû
âàðèàáåëüíîãî äîìåíà. Òî÷íà  íóìåðàöè  îñòàòêîâ ïî Kabat ìîæåò áûòü îïðåäåëåíà äë 
êîíêðåòíîãî àíòèòåëà ñîïîñòàâëåíèåì ãîìîëîãè÷íûõ îñòàòêîâ â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
àíòèòåëà ñî «ñòàíäàðòíîé» ïðîíóìåðîâàííîé ïî Kabat ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ.

CDR âàðèàáåëüíîãî äîìåíà ò æåëîé öåïè ðàñïîëîæåíû ïðè îñòàòêàõ 31-35 (CDRH1),
îñòàòêàõ 50-65 (CDRH2) è îñòàòêàõ 95-102 (CDRH3) â ñîîòâåòñòâèè ñ íóìåðàöèåé ïî Kabat.

CDR âàðèàáåëüíîãî äîìåíà ëåãêîé öåïè ðàñïîëîæåíû ïðè îñòàòêàõ 24-34 (CDRL1),
îñòàòêàõ 50-56 (CDRL2) è îñòàòêàõ 89-97 (CDRL3) â ñîîòâåòñòâèè ñ íóìåðàöèåé ïî Kabat.

Êîíñòðóêöè  CDR-ïðèâèòûõ àíòèòåë îïèñàíà â Åâðîïåéñêîé çà âêå íà ïàòåíò ÅÐ-À-
0239400, ðàñêðûâàþùåé ñïîñîá, â êîòîðîì CDR ìûøèíîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà
ïåðåñàæèâàþò íà êàðêàñíûå îáëàñòè âàðèàáåëüíûõ äîìåíîâ èììóíîãëîáóëèíà ÷åëîâåêà
ïîñðåäñòâîì ñàéò-íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà ñ èñïîëüçîâàíèåì äëèííûõ
îëèãîíóêëåîòèäîâ. CDR îïðåäåë þò àíòèãåíñâ çûâàþùóþ ñïåöèôè÷íîñòü àíòèòåë è
 âë þòñ  îòíîñèòåëüíî êîðîòêèìè ïåïòèäíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, íåñîìûìè
êàðêàñíûìè îáëàñò ìè âàðèàáåëüíûõ äîìåíîâ.

Ñàìà  ðàíí   ðàáîòà ïî ãóìàíèçàöèè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë CDR-ïåðåñàäêîé
ïðîâîäèëàñü íà ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåëàõ, óçíàþùèõ ñèíòåòè÷åñêèå àíòèãåíû, òàêèå êàê
NP. Îäíàêî ïðèìåðû, â êîòîðûõ ìûøèíîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî, óçíàþùåå ëèçîöèì, è
êðûñèíîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî, óçíàþùåå àíòèãåí íà Ò-êëåòêàõ ÷åëîâåêà, áûëè
ãóìàíèçèðîâàíû CDR-ïåðåñàäêîé, áûëè îïèñàíû Verhoeyen et al. (Science, 239, 1534-
1536, 1988) è Riechmann et al. (Nature, 332, 323-324, 1988) ñîîòâåòñòâåííî.

Riechmann et al. íàøëè, ÷òî ïåðåíîñ òîëüêî CDR (îïðåäåëåííîãî Kabat (Kabat et al.
(supra) è Wu et al., J. Exp.Med., 132, 211-250, 1970)) áûë íåäîñòàòî÷íûì äë 
îáåñïå÷åíè  óäîâëåòâîðèòåëüíîé àíòèãåíñâ çûâàþùåé àêòèâíîñòè â CDR-ïðèâèòîì
ïðîäóêòå. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ð ä êàðêàñíûõ îñòàòêîâ äîëæíû áûòü èçìåíåíû òàêèì
îáðàçîì, ÷òîáû îíè ñîîòâåòñòâîâàëè îñòàòêàì äîíîðñêîé êàðêàñíîé îáëàñòè.
Ïðåäëàãàåìûå êðèòåðèè äë  âûáîðà, êàêèå êàðêàñíûå îñòàòêè íåîáõîäèìî èçìåíèòü,
îïèñàíû â Ìåæäóíàðîäíîé çà âêå íà ïàòåíò WO 90/07861.

Áûë îïóáëèêîâàí ð ä îáçîðîâ, îáñóæäàþùèõ CDR-ïðèâèòûå àíòèòåëà, â òîì ÷èñëå
Vaughan et al. (Nature Biotechnology, 16, 535-539, 1998).

TNFα ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïðîâîñïàëèòåëüíûé öèòîêèí, êîòîðûé âûñâîáîæäàåòñ 
êëåòêàìè èììóííîé ñèñòåìû è âçàèìîäåéñòâóåò ñ êëåòêàìè èììóííîé ñèñòåìû. Òàê, TNFα
âûñâîáîæäàåòñ  ìàêðîôàãàìè, êîòîðûå áûëè àêòèâèðîâàíû ëèïîïîëèñàõàðèäàìè (ËÏÑ)
ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé. Êàê òàêîâîé TNFα  âë åòñ , ïî-âèäèìîìó, ýíäîãåííûì
ìåäèàòîðîì öåíòðàëüíîé âàæíîñòè, ó÷àñòâóþùèì â ðàçâèòèè è ïàòîãåíåçå
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ýíäîòîêñè÷åñêîãî øîêà, ñâ çàííîãî ñ áàêòåðèàëüíûì ñåïñèñîì. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî TNFα
ïîëîæèòåëüíî ðåãóëèðóåòñ  ïðè ð äå çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà, â òîì ÷èñëå õðîíè÷åñêèõ
çàáîëåâàíè õ, òàêèõ êàê ðåâìàòîèäíûé àðòðèò, áîëåçíü Êðîíà,  çâåííûé êîëèò è
ìíîæåñòâåííûé ñêëåðîç. Ìûøè, òðàíñãåííûå â îòíîøåíèè TNFα ÷åëîâåêà, ïðîäóöèðóþò
âûñîêèå óðîâíè TNFα êîíñòèòóòèâíî è ðàçâèâàþò ñïîíòàííûé äåñòðóêòèâíûé ïîëèàðòðèò,
íàïîìèíàþùèé ðåâìàòîèäíûé àðòðèò (Kaffer et al., EMBO J., 10, 4025-4031, 1991). Òàêèì
îáðàçîì, TNFα íàçûâàþò ïðîâîñïàëèòåëüíûì öèòîêèíîì.

Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ TNFα èçâåñòíû èç ïðåäøåñòâóþùåãî óðîâí  òåõíèêè.
Meager et al. (Hybridoma, 6, 305-311, 1987) îïèñûâàþò ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà
ïðîòèâ ðåêîìáèíàíòíîãî TNFα. Fendly et al. (Hybridoma, 6, 359-370, 1987) îïèñûâàþò
ïðèìåíåíèå ìûøèíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ðåêîìáèíàíòíîãî TNFα äë 
îïðåäåëåíè  íåéòðàëèçóþùèõ ýïèòîïîâ íà TNF. Shimamoto et al. (Immunology Letters, 17,
311-318, 1988) îïèñûâàþò ïðèìåíåíèå ìûøèíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ TNFγ è
èõ ïðèìåíåíèå äë  ïðåäóïðåæäåíè  ýíäîòîêñè÷åñêîãî øîêà ó ìûøåé. Êðîìå òîãî, â
Ìåæäóíàðîäíîé çà âêå íà ïàòåíò WO 92/11383 îïèñàíû àíòèòåëà, â òîì ÷èñëå CDR-
ïðèâèòûå àíòèòåëà, ñïåöèôè÷åñêèå äë  TNFα. Rankin et al. (British J. Rheumatology,
34, 334-342, 1995) îïèñûâàþò ïðèìåíåíèå òàêèõ CDR-ïðèâèòûõ àíòèòåë äë  ëå÷åíè 
ðåâìàòîèäíîãî àðòðèòà. Â US-A-5919452 îïèñàíû õèìåðíûå àíòèòåëà ïðîòèâ TNF è èõ
ïðèìåíåíèå äë  ëå÷åíè  ïàòîëîãèé, ñâ çàííûõ ñ ïðèñóòñòâèåì TNF.

Àíòèòåëà ê TNFα áûëè ïðåäëîæåíû äë  ïðîôèëàêòèêè è ëå÷åíè  ýíäîòîêñèíîâîãî
áàêòåðèàëüíî-òîêñè÷åñêîãî øîêà (ýíäîòîêñè÷åñêîãî øîêà) (Beutler et al., Science, 234,
470-474, 1985). Boomer et al. (Critical Care Medicine, 21, S441-S446, 1993) è Wherry
et al., (Critical Care Medicine, 21, S436-S440) îáñóæäàþò òåðàïåâòè÷åñêèé ïîòåíöèàë
àíòèòåë ïðîòèâ TNFα äë  ëå÷åíè  ñåïòè÷åñêîãî øîêà. Ïðèìåíåíèå àíòèòåë ïðîòèâ TNFα
äë  ëå÷åíè  ñåïòè÷åñêîãî øîêà îáñóæäàåòñ  òàêæå Kirschenbaum et al. (Critical Care
Medicine, 26, 1625-1626, 1998). Èíäóöèðóåìûé êîëëàãåíîì àðòðèò ìîæåò ýôôåêòèâíî
ëå÷èòüñ  ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ïðîòèâ TNFα (Williams et al.
(PNAS-USA, 89, 9784-9788, 1992)).

Óâåëè÷åííûå óðîâíè TNFα îáíàðóæèâàþò êàê â ñèíîâèàëüíîé æèäêîñòè, òàê è â
ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ îò ðåâìàòîèäíîãî àðòðèòà. Ïðè ââåäåíèè
TNFα-áëîêèðóþùèõ àãåíòîâ ïàöèåíòàì, ñòðàäàþùèì îò ðåâìàòîèäíîãî àðòðèòà, ó íèõ
óìåíüøàåòñ  âîñïàëåíèå, óëó÷øàþòñ  ñèìïòîìû è çàìåäë åòñ  ïîâðåæäåíèå ñóñòàâîâ
(McKown et al. (Arthritis Rheum., 42, 1204-1208, 1999).

Ïðèìåíåíèå àíòèòåë ïðîòèâ TNFα äë  ëå÷åíè  ðåâìàòîèäíîãî àðòðèòà è áîëåçíè Êðîíà
îáñóæäàåòñ  â Feldman et al. (Transplantation Proceedings, 30, 4126-4127, 1998),
Adorini et al. (Trends in Immunology Today, 18, 209-211, 1997) è â Feldman et al.
(Advances in Immunology, 64, 283-350, 1997). Àíòèòåëà ê TNFα, èñïîëüçóåìûå â òàêèõ
ñïîñîáàõ ëå÷åíè , îáû÷íî  âë þòñ  õèìåðíûìè àíòèòåëàìè, òàêèìè êàê îïèñàíî â US-A-
5919452.

Äâà TNFα-áëîêèðóþùèõ ïðîäóêòà ëèöåíçèðîâàíû â íàñòî ùåå âðåì  äë  ëå÷åíè 
ðåâìàòîèäíîãî àðòðèòà. Ïåðâûé, íàçâàííûé ýòàíåðöåïòîì, ïðîäàåòñ  Immunex Corporation
â âèäå Enbrel. Îí ïðåäñòàâë åò ñîáîé ðåêîìáèíàíòíûé ñëèòûé áåëîê, ñîäåðæàùèé äâà
ð75 ðàñòâîðèìûõ TNF-ðåöåïòîðíûõ äîìåíà, ñâ çàííûõ ñ Fc-÷àñòüþ èììóíîãëîáóëèíà
÷åëîâåêà. Âòîðîé, íàçâàííûé èíôëèêñèìàáîì, ïðîäàåòñ  Centocor Corporation â âèäå
Remicade. Îí ïðåäñòàâë åò ñîáîé õèìåðíîå àíòèòåëî, èìåþùåå ìûøèíûå
âàðèàáåëüíûå äîìåíû àíòè-TNFα è êîíñòàíòíûå äîìåíû IgG1 ÷åëîâåêà.

Ìîëåêóëû ðåêîìáèíàíòíîãî àíòèòåëà ê TNFα ïðåäøåñòâóþùåãî óðîâí  òåõíèêè îáû÷íî
èìåþò ïîíèæåííóþ àôôèííîñòü â îòíîøåíèè TNFα ïî ñðàâíåíèþ ñ àíòèòåëàìè, èç
êîòîðûõ ïîëó÷åíû âàðèàáåëüíûå ðàéîíû èëè CDR, è îáû÷íî äîëæíû ïðîäóöèðîâàòüñ  â
êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ è èõ ïðîèçâîäñòâî  âë åòñ  äîðîãîñòî ùèì. Àíòèòåëà ê TNFα
ïðåäøåñòâóþùåãî óðîâí  òåõíèêè îïèñàíû â Stephens et al. (Immunology, 85, 668-674,

Ñòðàíèöà: 5

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 303 604 C2

1995), GB-A-2246570 è GB-A-2297145.
Ñóùåñòâóåò ïîòðåáíîñòü â ìîëåêóëå àíòèòåëà äë  ëå÷åíè  õðîíè÷åñêèõ âîñïàëèòåëüíûõ

çàáîëåâàíèé, êîòîðà  ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà ïîâòîðíî è ìîæåò áûòü ëåãêî è
ýôôåêòèâíî ïîëó÷åíà. Ñóùåñòâóåò òàêæå ïîòðåáíîñòü â ìîëåêóëå àíòèòåëà, êîòîðà  èìååò
âûñîêóþ àôôèíîñòü â îòíîøåíèè TNFα è íèçêóþ èììóíîãåííîñòü ó ÷åëîâåêà.

Â ïåðâîì àñïåêòå äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò ìîëåêóëó àíòèòåëà, èìåþùóþ
ñïåöèôè÷íîñòü â îòíîøåíèè TNFα, ñîäåðæàùóþ ò æåëóþ öåïü, â êîòîðîé âàðèàáåëüíûé
äîìåí ñîäåðæèò CDR (êàê îïðåäåëåíî Kabat et al. (supra)), èìåþùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ïðèâåäåííóþ â âèäå H1 íà ôèãóðå 3 (SEQ ID NO: 1) äë  CDRH1, â âèäå Í2' íà ôèãóðå 3
(SEQ ID NO: 2) èëè â âèäå Í2 íà ôèãóðå 3 (SEQ ID NO: 7) äë  CDRH2 èëè â âèäå Í3 íà
ôèãóðå 3 (SEQ ID NO:3) äë  CDRH3.

Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïåðâîãî àñïåêòà äàííîãî èçîáðåòåíè  ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå
îäèí CDR, âûáðàííûé èç H1, Í2' èëè Í2 è H3 (SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 2 èëè SEQ ID NO:
7 è SEQ ID NO: 3) äë  âàðèàáåëüíîãî äîìåíà ò æåëîé öåïè. Ïðåäïî÷òèòåëüíî äàííà 
ìîëåêóëà àíòèòåëà ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå äâà è áîëåå, ïðåäïî÷òèòåëüíî âñå òðè, CDR
â âàðèàáåëüíîì äîìåíå ò æåëîé öåïè.

Âî âòîðîì àñïåêòå äàííîãî èçîáðåòåíè  îáåñïå÷åíà ìîëåêóëà àíòèòåëà, èìåþùà 
ñïåöèôè÷íîñòü â îòíîøåíèè TNFα ÷åëîâåêà, ñîäåðæàùà  ëåãêóþ öåïü, â êîòîðîé
âàðèàáåëüíûé äîìåí ñîäåðæèò CDR (êàê îïðåäåëåíî Kabat et al. (supra)), èìåþùèé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ â âèäå L1 íà ôèãóðå 3 (SEQ ID NO: 4) äë  CDRL1, L2
íà ôèãóðå 3 (SEQ ID NO: 5) äë  CDRL2 èëè L3 íà ôèãóðå 3 (SEQ ID NO: 6) äë  CDRL3.

Ìîëåêóëà àíòèòåëà âòîðîãî àñïåêòà äàííîãî èçîáðåòåíè  ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå
îäèí CDR, âûáðàííûé èç L1, L2 è L3 (SEQ ID NO: 4 - SEQ ID NO: 6) äë  âàðèàáåëüíîãî
äîìåíà ëåãêîé öåïè. Ïðåäïî÷òèòåëüíî äàííà  ìîëåêóëà àíòèòåëà ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé
ìåðå äâà èëè áîëåå, ïðåäïî÷òèòåëüíî âñå òðè, CDR â âàðèàáåëüíîì äîìåíå ëåãêîé öåïè.

Ìîëåêóëû àíòèòåë ïåðâîãî è âòîðîãî àñïåêòîâ äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäïî÷òèòåëüíî
èìåþò êîìïëåìåíòàðíóþ ëåãêóþ öåïü èëè êîìïëåìåíòàðíóþ ò æåëóþ öåïü ñîîòâåòñòâåííî.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî ìîëåêóëà àíòèòåëà ïåðâîãî èëè âòîðîãî àñïåêòîâ äàííîãî èçîáðåòåíè 
ñîäåðæèò ò æåëóþ öåïü, â êîòîðîé âàðèàáåëüíûé äîìåí ñîäåðæèò CDR (êàê îïðåäåëåíî
Kabat et al. (supra)), èìåþùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ â âèäå H1 íà ôèãóðå
3 (SEQ ID NO: 1) äë  CDRH1, â âèäå Í2' èëè Í2 íà ôèãóðå 3 (SEQ ID NO: 2 èëè SEQ ID NO:
7) äë  CDRH2 èëè â âèäå H3 íà ôèãóðå 3 (SEQ ID NO: 3) äë  CDRH3, è ëåãêóþ öåïü, â
êîòîðîé âàðèàáåëüíûé äîìåí ñîäåðæèò CDR (êàê îïðåäåëåíî Kabat et al. (supra)),
èìåþùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ â âèäå L1 íà ôèãóðå 3 (SEQ ID NO:4) äë 
CDRL1, â âèäå L2 íà ôèãóðå 3 (SEQ ID NO: 5) äë  CDRL2 èëè â âèäå L3 íà ôèãóðå 3 (SEQ
ID NO: 6) äë  CDRL3.

CDR, ïðåäñòàâëåííûå â SEQ ID NO: 1 è 3-7 íà ôèãóðå 3, öèòèðîâàííûå âûøå, ïîëó÷åíû
èç ìûøèíîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà hTNF40. Îäíàêî SEQ ID NO: 2 ñîñòîèò èç
ãèáðèäíîãî CDR. Ýòîò ãèáðèäíûé CDR ñîäåðæèò ÷àñòü CDR2 ò æåëîé öåïè èç ìûøèíîãî
ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà hTNF40 (SEQ ID NO: 7) è ÷àñòü CDR2 ò æåëîé öåïè èç
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè V-îáëàñòè çàðîäûøåâîé ëèíèè ãðóïïû 3 ÷åëîâåêà.

Ïîëíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âàðèàáåëüíûõ äîìåíîâ ìûøèíîãî àíòèòåëà hTNF40
ïîêàçàíû íà ôèãóðå 6 (ëåãêà  öåïü) (SEQ ID NO: 99) è ôèãóðå 7 (ò æåëà  öåïü) (SEQ ID
NO: 100). Ýòî ìûøèíîå àíòèòåëî íàçûâàþò íèæå «äîíîðñêèì àíòèòåëîì».

Ïåðâûì àëüòåðíàòèâíî ïðåäïî÷òèòåëüíûì âàðèàíòîì ïåðâîãî èëè âòîðîãî àñïåêòà
äàííîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ìûøèíîå ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî hTNF40, èìåþùåå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âàðèàáåëüíûõ äîìåíîâ ëåãêîé è ò æåëîé öåïè, ïîêàçàííûå íà ôèãóðå
6 (SEQ ID NO: 99) è ôèãóðå 7 (SEQ ID NO: 100) ñîîòâåòñòâåííî. Êîíñòàíòíà  îáëàñòü
ëåãêîé öåïè hTNF40  âë åòñ  êàïïà-öåïüþ, à êîíñòàíòíà  îáëàñòü ò æåëîé öåïè  âë åòñ 
IgG2a.

Âî âòîðîì àëüòåðíàòèâíî ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå àíòèòåëî â ñîîòâåòñòâèè ëèáî ñ
ïåðâûì, ëèáî ñî âòîðûì àñïåêòàìè äàííîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  õèìåðíîé ìîëåêóëîé
ìûøü/÷åëîâåê, íàçûâàåìîé çäåñü õèìåðíîé ìîëåêóëîé àíòèòåëà hTNF40. Õèìåðíà 
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ìîëåêóëà àíòèòåëà ñîäåðæèò âàðèàáåëüíûå äîìåíû ìûøèíîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà
hTNF40 (SEQ ID NO: 99 è 100) è êîíñòàíòíûå äîìåíû ÷åëîâåêà. Ïðåäïî÷òèòåëüíî ìîëåêóëà
õèìåðíîãî àíòèòåëà hTNF40 ñîäåðæèò Ñ-êàïïà-äîìåí ÷åëîâåêà (Hieter et al., Cell, 22,
197-207, 1980; íîìåð äîñòóïà Genebank J00241) â ëåãêîé öåïè è 4 ãàììà-äîìåíà ÷åëîâåêà
(Flanagan et al., Nature, 300, 709-713, 1982) â ò æåëîé öåïè.

Â òðåòüåì àëüòåðíàòèâíî ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå àíòèòåëî â ñîîòâåòñòâèè ñ
ïåðâûì è âòîðûì àñïåêòàìè äàííîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  CDR-ïðèâèòîé ìîëåêóëîé
àíòèòåëà (ìîëåêóëîé àíòèòåëà ñ ïåðåñàæåííûì CDR). Òåðìèí «CDR-ïðèâèòà  ìîëåêóëà
àíòèòåëà» â ïðèìåíåíèè çäåñü îòíîñèòñ  ê ìîëåêóëå àíòèòåëà, â êîòîðîé ò æåëà  è/èëè
ëåãêà  öåïü ñîäåðæèò îäèí èëè íåñêîëüêî CDR (â òîì ÷èñëå, åñëè æåëàòåëüíî, ãèáðèäíûé
CDR) èç äîíîðñêîãî àíòèòåëà (íàïðèìåð, ìûøèíîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà),
ïåðåñàæåííûé â êàðêàñ âàðèàáåëüíîé îáëàñòè ò æåëîé èëè ëåãêîé öåïè àêöåïòîðíîãî
àíòèòåëà (íàïðèìåð, àíòèòåëà ÷åëîâåêà).

Ïðåäïî÷òèòåëüíî òàêîå CDR-ïðèâèòîå àíòèòåëî èìååò âàðèàáåëüíûé äîìåí,
ñîäåðæàùèé àêöåïòîðíûå êàðêàñíûå ðàéîíû ÷åëîâåêà, à òàêæå îäèí èëè íåñêîëüêî
äîíîðñêèõ CDR, óêàçàííûõ âûøå.

Ïðè ïåðåñàäêå CDR ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà ëþáà  êàðêàñíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
âàðèàáåëüíîãî ðàéîíà ïîäõîä ùåãî àêöåïòîðà ñ ó÷åòîì êëàññà/òèïà äîíîðñêîãî àíòèòåëà,
èç êîòîðîãî ïðîèñõîä ò äàííûå CDR, â òîì ÷èñëå êàðêàñíûå ðàéîíû ìûøè, ïðèìàòîâ è
÷åëîâåêà. Ïðèìåðàìè êàðêàñîâ ÷åëîâåêà, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â äàííîì
èçîáðåòåíèè,  âë þòñ  KOL, NEWM, REI, EU, TUR, TEI, LAY è ÐÎÌ (Kabat et al. (supra)).
Íàïðèìåð, KOL è NEWM ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë  ò æåëîé öåïè, REI ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàí äë  ëåãêîé öåïè, a EU, LAY è ÐÎÌ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû êàê äë  ò æåëîé,
òàê è äë  ëåãêîé öåïè. Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè êàðêàñíûìè îáëàñò ìè äë  ëåãêîé öåïè
 âë þòñ  êàðêàñíûå îáëàñòè ãðóïïû 1 ÷åëîâåêà, ïîêàçàííûå íà ôèãóðå 1 (SEQ ID NO: 83,
85, 87 è 89). Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè êàðêàñíûìè îáëàñò ìè äë  ò æåëîé öåïè  âë þòñ 
êàðêàñíûå îáëàñòè ãðóïïû 1 è ãðóïïû 3 ÷åëîâåêà, ïîêàçàííûå íà ôèãóðå 2 (SEQ ID NO:
91, 93, 95 è 97 è SEQ ID NO: 106, 107, 108 è 109) ñîîòâåòñòâåííî.

Â CDR-ïðèâèòîì àíòèòåëå äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäïî÷òèòåëüíî èñïîëüçîâàòü â
êà÷åñòâå àêöåïòîðíîãî àíòèòåëà òàêîå àíòèòåëî, êîòîðîå èìååò öåïè, ãîìîëîãè÷íûå öåï ì
äîíîðñêîãî àíòèòåëà. Àêöåïòîðíûå ò æåëà  è ëåãêà  öåïè íå äîëæíû áûòü îá çàòåëüíî
ïîëó÷åíû èç îäíîãî è òîãî æå àíòèòåëà è ìîãóò, åñëè æåëàòåëüíî, ñîäåðæàòü
êîìïîçèöèîííûå (ñîñòàâíûå) öåïè, èìåþùèå êàðêàñíûå îáëàñòè, ïðîèñõîä ùèå èç
ðàçëè÷íûõ öåïåé.

Â CDR-ïðèâèòîì àíòèòåëå äàííîãî èçîáðåòåíè  êàðêàñíûå îáëàñòè íå äîëæíû
îá çàòåëüíî èìåòü òó æå ñàìóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðóþ èìååò àêöåïòîðíîå
àíòèòåëî. Íàïðèìåð, íåîáû÷íûå îñòàòêè ìîãóò áûòü èçìåíåíû íà áîëåå ÷àñòî
âñòðå÷àþùèåñ  îñòàòêè äë  ýòîãî êëàññà èëè òèïà àêöåïòîðíîé öåïè. Àëüòåðíàòèâíî,
âûáðàííûå îñòàòêè â àêöåïòîðíûõ êàðêàñíûõ îáëàñò õ ìîãóò áûòü èçìåíåíû òàêèì
îáðàçîì, ÷òî îíè ñîîòâåòñòâóþò îñòàòêàì, îáíàðóæèâàåìûì â òîì æå ñàìîì ïîëîæåíèè â
äîíîðñêîì àíòèòåëå. Òàêèå èçìåíåíè  äîëæíû ïîääåðæèâàòüñ  äî ìèíèìóìà,
íåîáõîäèìîãî äë  âîññòàíîâëåíè  àôôèííîñòè äîíîðñêîãî àíòèòåëà. Ïðîòîêîë äë 
âûáîðà îñòàòêîâ â àêöåïòîðíûõ êàðêàñíûõ îáëàñò õ, êîòîðûå äîëæíû áûòü èçìåíåíû,
ïðåäñòàâëåí â WO 91/09967.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî â ìîëåêóëå CDR-ïðèâèòîãî àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè , åñëè
àêöåïòîðíà  ò æåëà  öåïü èìååò êàðêàñíûå îáëàñòè ãðóïïû 1 ÷åëîâåêà (ïîêàçàííûå íà
ôèãóðå 2) (SEQ ID NO: 91, 93, 95 è 97), òî äàííûå àêöåïòîðíûå êàðêàñíûå îáëàñòè
ò æåëîé öåïè ñîäåðæàò, êðîìå îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ äîíîðñêèõ CDR, äîíîðñêèå îñòàòêè â
ïîëîæåíè õ 28, 69 è 71 (â ñîîòâåòñòâèè ñ Kabat et al. (supra)).

Àëüòåðíàòèâíî, åñëè àêöåïòîðíà  ò æåëà  öåïü èìååò êàðêàñíûå îáëàñòè ãðóïïû 1, òî
äàííûå àêöåïòîðíûå êàðêàñíûå îáëàñòè ò æåëîé öåïè ñîäåðæàò, êðîìå îäíîãî èëè
íåñêîëüêèõ äîíîðñêèõ CDR, äîíîðñêèå îñòàòêè â ïîëîæåíè õ 28, 38, 46, 67, 69 è 71 (â
ñîîòâåòñòâèè ñ Kabat et al. (supra)).
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Ïðåäïî÷òèòåëüíî â ìîëåêóëå CDR-ïðèâèòîãî àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè , åñëè
àêöåïòîðíà  ò æåëà  öåïü èìååò êàðêàñíûå îáëàñòè ãðóïïû 3 ÷åëîâåêà (ïîêàçàííûå íà
ôèãóðå 2) (SEQ ID NO: 106, 107, 108 è 109), òî äàííûå àêöåïòîðíûå êàðêàñíûå îáëàñòè
ò æåëîé öåïè ñîäåðæàò, êðîìå îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ äîíîðñêèõ CDR, äîíîðñêèå îñòàòêè â
ïîëîæåíè õ 27, 28, 30, 48, 49, 69, 71, 73, 76 è 78 (â ñîîòâåòñòâèè ñ Kabat et al. (supra)).

Ïðåäïî÷òèòåëüíî â ìîëåêóëå CDR-ïðèâèòîãî àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè , åñëè
àêöåïòîðíà  ëåãêà  öåïü èìååò êàðêàñíûå îáëàñòè ãðóïïû 1 ÷åëîâåêà (ïîêàçàííûå íà
ôèãóðå 1) (SEQ ID NO: 83, 85, 87 è 89), òî äàííûå àêöåïòîðíûå êàðêàñíûå îáëàñòè
ëåãêîé öåïè ñîäåðæàò äîíîðñêèå îñòàòêè â ïîëîæåíè õ 46 è 60 (â ñîîòâåòñòâèè ñ Kabat
et al., (supra)).

Äîíîðñêèå îñòàòêè  âë þòñ  îñòàòêàìè èç äîíîðñêîãî àíòèòåëà, ò.å. àíòèòåëà, èç
êîòîðîãî ïåðâîíà÷àëüíî ïðîèñõîä ò CDR.

Ìîëåêóëà àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîæåò ñîäåðæàòü ïîëíóþ ìîëåêóëó àíòèòåëà,
èìåþùóþ ïîëíîðàçìåðíûå ò æåëóþ è ëåãêóþ öåïè; åãî ôðàãìåíò, òàêîé êàê Fab,
ìîäèôèöèðîâàííûé Fab, Fab'-, F(ab')2- èëè Fv-ôðàãìåíò; ìîíîìåð èëè äèìåð ëåãêîé öåïè
èëè ò æåëîé öåïè; îäíîöåïî÷å÷íîå àíòèòåëî, íàïðèìåð îäíîöåïî÷å÷íûé Fv, â êîòîðîì
âàðèàáåëüíûå äîìåíû ò æåëîé è ëåãêîé öåïåé ñîåäèíåíû ïåïòèäíûì ëèíêåðîì. Ïîäîáíûì
îáðàçîì, âàðèàáåëüíûå äîìåíû ò æåëîé è ëåãêîé öåïåé ìîãóò áûòü ñêîìáèíèðîâàíû ñ
äîìåíàìè äðóãîãî àíòèòåëà, åñëè íåîáõîäèìî.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî ìîëåêóëà àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  Fab-ôðàãìåíòîì.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî Fab-ôðàãìåíò èìååò ò æåëóþ öåïü, èìåþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ïðåäñòàâëåííóþ â âèäå SEQ ID NO: 111, è ëåãêóþ öåïü, èìåþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ïðåäñòàâëåííóþ â âèäå SEQ ID NO: 113. Àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
ïðèâåäåííûå â SEQ ID NO: 111 è SEQ ID NO: 113, ïðåäïî÷òèòåëüíî êîäèðóþòñ 
íóêëåîòèäíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, ïðåäñòàâëåííûìè â SEQ ID NO: 110 è SEQ ID NO:
112 ñîîòâåòñòâåííî.

Àëüòåðíàòèâíî, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû ìîëåêóëà àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè  áûëà
ìîäèôèöèðîâàííûì Fab-ôðàãìåíòîì, â êîòîðîì äàííà  ìîäèôèêàöè   âë åòñ 
äîáàâëåíèåì ê Ñ-êîíöåâîé ñòîðîíå åãî ò æåëîé öåïè îäíîé èëè íåñêîëüêèõ àìèíîêèñëîò
äë  ñîçäàíè  âîçìîæíîñòè ïðèñîåäèíåíè  ýôôåêòîðíîé èëè ðåïîðòåðíîé ìîëåêóëû.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî äîïîëíèòåëüíûå àìèíîêèñëîòû îáðàçóþò ìîäèôèöèðîâàííóþ
øàðíèðíóþ îáëàñòü, ñîäåðæàùóþ îäèí èëè äâà îñòàòêà öèñòåèíà, ê êîòîðûì ìîæåò áûòü
ïðèñîåäèíåíà ýôôåêòîðíà  èëè ðåïîðòåðíà  ìîëåêóëà. Òàêîé ìîäèôèöèðîâàííûé Fab-
ôðàãìåíò ïðåäïî÷òèòåëüíî èìååò ò æåëóþ öåïü, èìåþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ïðèâåäåííóþ â âèäå SEQ ID NO: 115, è ëåãêóþ öåïü, èìåþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ïðèâåäåííóþ â âèäå SEQ ID NO: 113. Àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ïðåäñòàâëåííà  â SEQ ID NO: 115, ïðåäïî÷òèòåëüíî êîäèðóåòñ  íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðåäñòàâëåííîé â SEQ ID NO: 114.

Ïðåäïî÷òèòåëüíîé ýôôåêòîðíîé ãðóïïîé  âë åòñ  ïîëèìåðíà  ìîëåêóëà, êîòîðà 
ìîæåò áûòü ïðèñîåäèíåíà ê ìîäèôèöèðîâàííîìó Fab-ôðàãìåíòó äë  óâåëè÷åíè  åãî
áèîëîãè÷åñêîãî ïîëóïåðèîäà ñóùåñòâîâàíè  in vivo.

Äàííà  ïîëèìåðíà  ìîëåêóëà ìîæåò îáû÷íî áûòü ñèíòåòè÷åñêèì èëè ïðèðîäíî
âñòðå÷àþùèìñ  ïîëèìåðîì, íàïðèìåð íåîá çàòåëüíî çàìåùåííûì èìåþùèì ïð ìóþ èëè
ðàçâåòâëåííóþ öåïü ïîëèàëêèëåíîâûì, ïîëèàëêåíèëåíîâûì èëè ïîëèîêñèàëêèëåíîâûì
ïîëèìåðîì, èëè ðàçâåòâëåííûì èëè íåðàçâåòâëåííûì ïîëèñàõàðèäîì, íàïðèìåð ãîìî- èëè
ãåòåðîïîëèñàõàðèäîì.

Êîíêðåòíûå íåîá çàòåëüíûå çàìåñòèòåëè, êîòîðûå ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü íà óêàçàííûõ
âûøå ñèíòåòè÷åñêèõ ïîëèìåðàõ, âêëþ÷àþò â ñåá  îäíó èëè íåñêîëüêî ãèäðîêñè, ìåòèëüíûõ
èëè ìåòîêñèãðóïï. Êîíêðåòíûå ïðèìåðû ñèíòåòè÷åñêèõ ïîëèìåðîâ âêëþ÷àþò â ñåá 
íåîá çàòåëüíî çàìåùåííûå, èìåþùèå ïð ìóþ èëè ðàçâåòâëåííóþ öåïü
ïîëè(ýòèëåíãëèêîëü), ïîëè(ïðîïèëåíãëèêîëü), ïîëè(âèíèëîâûé ñïèðò) èëè èõ ïðîèçâîäíûå,
îñîáåííî íåîá çàòåëüíî çàìåùåííûé ïîëè(ýòèëåíãëèêîëü), òàêîé êàê
ìåòîêñèïîëè(ýòèëåíãëèêîëü) èëè åãî ïðîèçâîäíûå. Êîíêðåòíûå ïðèðîäíî âñòðå÷àþùèåñ 
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ïîëèìåðû âêëþ÷àþò â ñåá  ëàêòîçó, àìèëîçó, äåêñòðàí, ãëèêîãåí èëè èõ ïðîèçâîäíûå.
«Ïðîèçâîäíûå» â ïðèìåíåíèè çäåñü âêëþ÷àþò â ñåá  ðåàêöèîííîñïîñîáíûå ïðîèçâîäíûå,
íàïðèìåð òèîë-ñåëåêòèâíûå ðåàêöèîííîñïîñîáíûå ãðóïïû, òàêèå êàê ìàëåèìèäû, è ò.ï.
Ðåàêöèîííîñïîñîáíà  ãðóïïà ìîæåò áûòü ñâ çàíà íåïîñðåäñòâåííî èëè ÷åðåç ëèíêåðíûé
ñåãìåíò ñ äàííûì ïîëèìåðîì. Äîëæíî áûòü ïîí òíî, ÷òî îñòàòîê òàêîé ãðóïïû áóäåò â
íåêîòîðûõ ñëó÷à õ îáðàçîâûâàòü ÷àñòü ïðîäóêòà â âèäå ñâ çûâàþùåé ãðóïïû ìåæäó
ôðàãìåíòîì àíòèòåëà è ïîëèìåðîì.

Ðàçìåð ïîëèìåðà ìîæåò âàðüèðîâàòüñ , åñëè æåëàòåëüíî, íî îáû÷íî áóäåò íàõîäèòüñ 
â äèàïàçîíå ñðåäíåé ìîëåêóë ðíîé ìàññû îò 500 Äà äî 50000 Äà, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 5000
äî 40000 Äà è áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 25000 äî 40000 Äà. Ðàçìåð ïîëèìåðà ìîæåò áûòü,
â ÷àñòíîñòè, âûáðàí íà îñíîâàíèè ïðåäïîëàãàåìîãî ïðèìåíåíè  äàííîãî ïðîäóêòà. Òàê,
íàïðèìåð, åñëè ïðîäóêò äîëæåí ïîêèäàòü êðîâîòîê è ïðîíèêàòü â òêàíü, íàïðèìåð, äë 
èñïîëüçîâàíè  äë  ëå÷åíè  îïóõîëè, ìîæåò áûòü âûãîäíûì ïðèìåíåíèå ïîëèìåðà ñ
íåáîëüøîé ìîëåêóë ðíîé ìàññîé, íàïðèìåð ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé îêîëî 5000 Äà. Äë 
ïðèìåíåíèé, â êîòîðûõ ýòîò ïðîäóêò îñòàåòñ  â êðîâîòîêå, ìîæåò áûòü âûãîäíûì
ïðèìåíåíèå ïîëèìåðà ñ áîëåå âûñîêîé ìîëåêóë ðíîé ìàññîé, íàïðèìåð èìåþùåãî
ìîëåêóë ðíóþ ìàññó â äèàïàçîíå îò 25000 Äà äî 40000 Äà.

Îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûå ïîëèìåðû âêëþ÷àþò â ñåá  ïîëèàëêèëåíîâûé ïîëèìåð,
òàêîé êàê ïîëè(ýòèëåíãëèêîëü), èëè, îñîáåííî, ìåòîêñèïîëè(ýòèëåíãëèêîëü) èëè åãî
ïðîèçâîäíîå, è îñîáåííî ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé â äèàïàçîíå îò ïðèáëèçèòåëüíî 25000 Äà
äî ïðèáëèçèòåëüíî 40000 Äà.

Êàæäà  ïîëèìåðíà  ìîëåêóëà, ïðèñîåäèíåííà  ê ôðàãìåíòó ìîäèôèöèðîâàííîãî
àíòèòåëà, ìîæåò áûòü êîâàëåíòíî ñâ çàíà ñ àòîìîì ñåðû îñòàòêà öèñòåèíà,
ëîêàëèçîâàííîãî â äàííîì ôðàãìåíòå. Êîâàëåíòíà  ñâ çü áóäåò îáû÷íî äèñóëüôèäíîé
ñâ çüþ èëè, â ÷àñòíîñòè, ñåðà-óãëåðîäíîé ñâ çüþ.

Åñëè æåëàòåëüíî, ôðàãìåíò àíòèòåëà ìîæåò èìåòü ïðèñîåäèíåííûå ê íåìó
ýôôåêòîðíûå èëè ðåïîðòåðíûå ìîëåêóëû. Ýôôåêòîðíûå èëè ðåïîðòåðíûå ìîëåêóëû ìîãóò
áûòü ïðèñîåäèíåíû ê ôðàãìåíòó àíòèòåëà ÷åðåç ëþáóþ äîñòóïíóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó
áîêîâîé öåïè àìèíîêèñëîòû èëè òåðìèíàëüíîé àìèíîêèñëîòû, ðàñïîëîæåííîé â äàííîì
ôðàãìåíòå, íàïðèìåð ÷åðåç ëþáóþ ñâîáîäíóþ àìèíî, èìèíî, ãèäðîêñèëüíóþ èëè
êàðáîêñèëüíóþ ãðóïïó.

Àêòèâèðîâàííûé ïîëèìåð ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â êà÷åñòâå èñõîäíîãî ìàòåðèàëà â
ïðèãîòîâëåíèè ìîäèôèöèðîâàííûõ ïîëèìåðîì ôðàãìåíòîâ àíòèòåë, îïèñàííûõ âûøå.
Àêòèâèðîâàííûé ïîëèìåð ìîæåò áûòü ëþáûì ïîëèìåðîì, ñîäåðæàùèì òèîë-ðåàêòèâíóþ
ãðóïïó, òàêóþ êàê α-ãàëîãåíêàðáîíîâà  êèñëîòà èëè ýôèð, íàïðèìåð èîäàöåòàìèä, èìèä,
íàïðèìåð ìàëåèìèä, âèíèëñóëüôîí èëè äèñóëüôèä. Òàêèå èñõîäíûå ìàòåðèàëû ìîãóò
áûòü ïîëó÷åíû êîììåð÷åñêè (íàïðèìåð, èç Shearwater Polymers Inc., Huntsville, AL,
USA) èëè ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû èç êîììåð÷åñêè äîñòóïíûõ èñõîäíûõ ìàòåðèàëîâ ïðè
ïîìîùè îáùåïðèí òûõ õèìè÷åñêèõ ïðîöåäóð.

×òî êàñàåòñ  ïðèñîåäèíåíè  ïîëè(ýòèëåíãëèêîë ) (ÏÝÃ-÷àñòåé), äåëàåòñ  ññûëêà íà
«Poly (ethyleneglycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical Applications», 1992, J.
Milton Harris (ed.). Plenum Press, New York, «Poly (ethyleneglycol) Chemistry,
Biotechnical and Biomedical Applications», 1997, J. Milton Harris and S. Zalipsky
(eds.), American Chemical Society, Washington DC and «Bioconjugation Protein Coupling
Techniques for the Biomedical Sciences», 1998, M. Aslam and A. Dent, Grove
Publishers, New York.

Åñëè æåëàòåëüíî ïîëó÷åíèå ôðàãìåíòà àíòèòåëà, ñâ çàííîãî ñ ýôôåêòîðíîé èëè
ðåïîðòåðíîé ìîëåêóëîé, îí ìîæåò áûòü ïîëó÷åí ñòàíäàðòíûìè õèìè÷åñêèìè ïðîöåäóðàìè
èëè ïðîöåäóðàìè ðåêîìáèíàíòíûõ ÄÍÊ, â êîòîðûõ ôðàãìåíò àíòèòåëà ñâ çûâàþò ëèáî
íåïîñðåäñòâåííî, ëèáî ÷åðåç ñâ çûâàþùèé àãåíò ñ ýôôåêòîðíîé èëè ðåïîðòåðíîé
ìîëåêóëîé ëèáî äî, ëèáî ïîñëå ðåàêöèè ñ àêòèâèðîâàííûì ïîëèìåðîì, ïî íåîáõîäèìîñòè.
Êîíêðåòíûå õèìè÷åñêèå ïðîöåäóðû âêëþ÷àþò â ñåá , íàïðèìåð, ïðîöåäóðû, îïèñàííûå â
WO 93/06231, WO 92/22583, WO 89/00195 è WO 89/01476. Àëüòåðíàòèâíî, åñëè
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ýôôåêòîðíà  èëè ðåïîðòåðíà  ìîëåêóëà  âë åòñ  áåëêîì èëè ïîëèïåïòèäîì, ýòà ñâ çü
ìîæåò áûòü äîñòèãíóòà ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîöåäóð ðåêîìáèíàíòíûõ ÄÍÊ, íàïðèìåð,
îïèñàííûõ â WO 86/01533 è ÅÐ-À-0392745.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî ìîäèôèöèðîâàííûé Fab-ôðàãìåíò äàííîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ 
ÏÝÃèëèðîâàííûì (ò.å. èìååò êîâàëåíòíî ïðèñîåäèíåííûé ê íåìó ÏÝÃ
(ïîëè(ýòèëåíãëèêîëü)) â ñîîòâåòñòâèè ñî ñïîñîáîì, îïèñàííûì â ÅÐ-À-0948544.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî ìîëåêóëà àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ÏÝÃèëèðîâàííûì
ìîäèôèöèðîâàííûì Fab-ôðàãìåíòîì, êàê ïîêàçàíî íà ôèãóðå 13. Êàê ïîêàçàíî íà ôèãóðå
13, ìîäèôèöèðîâàííûé Fab-ôðàãìåíò èìååò ìàëåèìèäíóþ ãðóïïó, êîâàëåíòíî ñâ çàííóþ ñ
åäèíñòâåííîé òèîëîâîé ãðóïïîé â ìîäèôèöèðîâàííîé øàðíèðíîé îáëàñòè. Îñòàòîê ëèçèíà
êîâàëåíòíî ñâ çàí ñ äàííîé ìàëåèìèäíîé ãðóïïîé. Ê êàæäîé àìèíîãðóïïå íà îñòàòêå
ëèçèíà ïðèñîåäèíåí ïîëèìåð ìåòîêñèïîëè(ýòèëåíãëèêîëü), èìåþùèé ìîëåêóë ðíóþ ìàññó
ïðèáëèçèòåëüíî 20000 Äà. Îáùà  ìîëåêóë ðíà  ìàññà âñåé ýôôåêòîðíîé ìîëåêóëû ðàâíà,
ñëåäîâàòåëüíî, ïðèáëèçèòåëüíî 40000 Äà.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî â ñîåäèíåíèè, ïîêàçàííîì íà ôèãóðå 13, ò æåëà  öåïü îòíîñ ùåéñ  ê
àíòèòåëó ÷àñòè èìååò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ â âèäå SEQ ID NO: 115, à
ëåãêà  öåïü èìååò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ â SEQ ID NO: 113. Äàííîå
ñîåäèíåíèå íàçûâàåòñ  êàê CDP870.

Äîìåíû êîíñòàíòíîé îáëàñòè ìîëåêóëû àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè , åñëè îíè
ïðèñóòñòâóþò, ìîãóò áûòü âûáðàíû ñ ó÷åòîì ïðåäïîëàãàåìîé ôóíêöèè ìîëåêóëû àíòèòåëà
è, â ÷àñòíîñòè, ýôôåêòîðíûõ ôóíêöèé, êîòîðûå ìîãóò òðåáîâàòüñ . Íàïðèìåð, äîìåíû
êîíñòàíòíîé îáëàñòè ìîãóò áûòü äîìåíàìè IgA, IgD, IgE, IgG èëè IgM ÷åëîâåêà. Â
÷àñòíîñòè, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äîìåíû êîíñòàíòíîé îáëàñòè IgG ÷åëîâåêà, â
÷àñòíîñòè èçîòèïîâ IgG1 è IgG3, êîãäà äàííà  ìîëåêóëà àíòèòåëà ïðåäíàçíà÷àåòñ  äë 
òåðàïåâòè÷åñêèõ ïðèìåíåíèé è òðåáóþòñ  ýôôåêòîðíûå ôóíêöèè àíòèòåëà.
Àëüòåðíàòèâíî, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû èçîòèïû IgG2 è IgG4, êîãäà äàííà  ìîëåêóëà
àíòèòåëà ïðåäíàçíà÷àåòñ  äë  òåðàïåâòè÷åñêèõ öåëåé è íå òðåáóþòñ  ýôôåêòîðíûå
ôóíêöèè àíòèòåëà, íàïðèìåð, ïðîñòî äë  áëîêèðîâàíè  TNFα-àêòèâíîñòè.

Ìîëåêóëà àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîæåò òàêæå èìåòü ïðèñîåäèíåííóþ ê íåé
ýôôåêòîðíóþ èëè ðåïîðòåðíóþ ìîëåêóëó. Íàïðèìåð, îíà ìîæåò èìåòü ìàêðîöèêë äë 
õåëàòèðîâàíè  àòîìà ò æåëîãî ìåòàëëà, èëè òîêñèí, òàêîé êàê ðèöèí, ïðèñîåäèíåííûå ê
íåé êîâàëåíòíîé ìîñòèêîâîé ñòðóêòóðîé. Àëüòåðíàòèâíî, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû
ïðîöåäóðû òåõíîëîãèè ðåêîìáèíàíòíûõ ÄÍÊ äë  ïîëó÷åíè  ìîëåêóëû àíòèòåëà, â êîòîðîì
Fc-ôðàãìåíò (ÑÍ2, ÑÍ3 è øàðíèðíûé äîìåíû), äîìåíû ÑÍ2 è ÑÍ3 èëè äîìåí ÑÍ3 ïîëíîé
ìîëåêóëû èììóíîãëîáóëèíà áûëè çàìåíåíû ôóíêöèîíàëüíûì íåèììóíîãëîáóëèíîâûì
áåëêîì èëè èìåþò ïðèñîåäèíåííûé ê íèì ïåïòèäíîé ñâ çüþ ôóíêöèîíàëüíûé íå-
èììóíîãëîáóëèíîâûé áåëîê, òàêîé êàê ìîëåêóëà ôåðìåíòà èëè òîêñèíà.

Ìîëåêóëà àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäïî÷òèòåëüíî èìååò ñâ çûâàþùóþ
àôôèííîñòü ïî ìåíüøåé ìåðå 0,85×10-10 Ì, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå
0,75×10-10 Ì è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå 0,5×10-10 Ì. (Ñòîèò îòìåòèòü,
÷òî ïðåäïî÷òèòåëüíà  ãóìàíèçèðîâàííà  ìîëåêóëà àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè ,
îïèñàííà  íèæå, èìååò àôôèííîñòü îêîëî 0,5×10-10 Ì, ÷òî ïðåâûøàåò àôôèííîñòü
ìûøèíîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà, èç êîòîðîãî îíà ïîëó÷åíà. Ìûøèíîå àíòèòåëî èìååò
àôôèííîñòü îêîëî 0,85×10-10 Ì.)

Ïðåäïî÷òèòåëüíî ìîëåêóëà àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè  ñîäåðæèò âàðèàáåëüíûé
äîìåí ëåãêîé öåïè hTNF40-gL1 (SEQ ID NO: 8) è âàðèàáåëüíûé äîìåí ò æåëîé öåïè
gh3hTNF40.4 (SEQ ID NO: 11). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âàðèàáåëüíûõ äîìåíîâ ëåãêîé è
ò æåëîé öåïåé ïîêàçàíû íà ôèãóðàõ 8 è 11 ñîîòâåòñòâåííî.

Äàííîå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê âàðèàíòàì ìîëåêóëû àíòèòåëà äàííîãî
èçîáðåòåíè , êîòîðûå èìåþò óëó÷øåííóþ àôôèííîñòü â îòíîøåíèè TNFα. Òàêèå
âàðèàíòû ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ïîñðåäñòâîì ð äà ïðîòîêîëîâ äîñòèæåíè  àôôèííîñòè,
âêëþ÷àþùèõ â ñåá  ìóòàöèþ CDR (Yang et al., J. Mol. Biol., 254, 392-403, 1995),
ïåðåòàñîâêó öåïåé (Marks et al., Bio/Technology, 10, 779-783, 1992), ïðèìåíåíèå
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øòàììîâ-ìóòàòîðîâ Å. coli (Low et al., J. Mol. Biol., 250, 359-368, 1996),
ïåðåòàñîâêó ÄÍÊ (Patten et al., Curr. Opin. Biotechnol. 8, 724-733, 1997), ôàãîâîå
ïðåäñòàâëåíèå (Thompson et al., J. Mol. Biol., 256, 77-88, 1996) è ñâ çàííóþ ñ ïîëîì
ÏÖÐ (Crameri et al., Nature, 391, 288-291, 1998). Vaughan et al. (supra) îáñóæäàåò
ýòè ñïîñîáû äîñòèæåíè  àôôèííîñòè.

Äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò òàêæå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ
ò æåëóþ è/èëè ëåãêóþ öåïü ìîëåêóëû àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè .

Ïðåäïî÷òèòåëüíî äàííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ êîäèðóåò ò æåëóþ èëè ëåãêóþ öåïü
ìîëåêóëû àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè .

Â îäíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå äàííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ êîäèðóåò ëåãêóþ
öåïü è ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïîêàçàííóþ â SEQ ID NO: 8 (hTNF40-gL1) èëè SEQ ID
NO: 9 (hTNF40-gL2), èëè åå âûðîæäåííûé ýêâèâàëåíò.

Â àëüòåðíàòèâíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå äàííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ
êîäèðóåò ò æåëóþ öåïü è ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïîêàçàííóþ â SEQ ID NO:10
(gh1hTNF40.4) èëè SEQ ID NO: 11 (gh3hTNF40.4), èëè åå âûðîæäåííûé ýêâèâàëåíò.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîæåò ñîäåðæàòü ñèíòåòè÷åñêóþ ÄÍÊ,
íàïðèìåð, ïîëó÷åííóþ õèìè÷åñêîé ïðîöåäóðîé, êÄÍÊ, ãåíîìíóþ ÄÍÊ èëè ëþáóþ èõ
êîìáèíàöèþ.

Äàííîå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  òàêæå ê âåêòîðó äë  êëîíèðîâàíè  èëè ýêñïðåññèè,
ñîäåðæàùåìó îäíó èëè íåñêîëüêî ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ äàííîãî èçîáðåòåíè .
Ïðåäïî÷òèòåëüíî âåêòîð äë  êëîíèðîâàíè  èëè ýêñïðåññèè ñîäåðæèò äâå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, êîäèðóþùèå ëåãêóþ è ò æåëóþ öåïü ìîëåêóëû àíòèòåëà äàííîãî
èçîáðåòåíè  ñîîòâåòñòâåííî.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò ýêñïðåññèðóþùèé
âåêòîð E.coli, ñîäåðæàùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ äàííîãî èçîáðåòåíè .
Ïðåäïî÷òèòåëüíî ýòîò ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð ïðåäñòàâë åò ñîáîé pTTO(CDP870),
ïîêàçàííûé ñõåìàòè÷åñêè íà ôèãóðå 22.

Äàííîå èçîáðåòåíèå âêëþ÷àåò â ñåá  òàêæå âåêòîð pDNAbEng-G1, ïîêàçàííûé íà ôèãóðå
19.

Îáùèå ñïîñîáû, ïðè ïîìîùè êîòîðûõ äàííûå âåêòîðû ìîãóò áûòü ñêîíñòðóèðîâàíû,
ñïîñîáû òðàíñôåêöèè è ñïîñîáû êóëüòèâèðîâàíè   âë þòñ  õîðîøî èçâåñòíûìè
ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè. Â ýòîé ñâ çè äåëàåòñ  ññûëêà íà «Current Protocols in
Molecular Biology», 1999, F.M.Ausubel (ed.), Wiley Interscience, New York and
Maniatis Manual, âûïóñêàåìûé Cold Spring Harbor Publishing.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, êîòîðûå êîäèðóþò ìîëåêóëó àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè ,
ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ñïîñîáàìè, õîðîøî èçâåñòíûìè ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè.
Íàïðèìåð, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, êîäèðóþùèå ÷àñòü ò æåëîé è ëåãêîé öåïåé èëè
ïîëíûå ò æåëóþ è ëåãêóþ öåïè àíòèòåëà, ìîãóò áûòü ñèíòåçèðîâàíû, åñëè æåëàòåëüíî, èç
îïðåäåëåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ èëè íà îñíîâå ñîîòâåòñòâóþùèõ àìèíîêèñëîòíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.

ÄÍÊ, êîäèðóþùèå àêöåïòîðíûå êàðêàñíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,  âë þòñ  øèðîêî
äîñòóïíûìè äë  ñïåöèàëèñòîâ â äàííîé îáëàñòè è ìîãóò áûòü ëåãêî ñèíòåçèðîâàíû íà
îñíîâå èõ èçâåñòíûõ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.

Ñòàíäàðòíûå ñïîñîáû ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë  ïîëó÷åíè 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ, êîäèðóþùèõ ìîëåêóëó àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè .
Æåëàåìûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ìîãóò áûòü ñèíòåçèðîâàíû ïîëíîñòüþ èëè ÷àñòè÷íî ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñïîñîáîâ ñèíòåçà îëèãîíóêëåîòèäîâ. Ñïîñîáû ñàéò-íàïðàâëåííîãî
ìóòàãåíåçà è ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ïðè
íåîáõîäèìîñòè.

Ëþáà  ïîäõîä ùà  ñèñòåìà êëåòêà-õîç èí-âåêòîð ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äë 
ýêñïðåññèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ, êîäèðóþùèõ ìîëåêóëó àíòèòåëà äàííîãî
èçîáðåòåíè .

Áàêòåðèàëüíûå, íàïðèìåð E.coli, èëè äðóãèå ìèêðîáíûå ñèñòåìû ìîãóò áûòü
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èñïîëüçîâàíû îò÷àñòè äë  ýêñïðåññèè ôðàãìåíòîâ àíòèòåë, òàêèõ êàê Fab è
F(ab')2-ôðàãìåíòû è, îñîáåííî Fv-ôðàãìåíòû è îäíîöåïî÷å÷íûå ôðàãìåíòû àíòèòåë,
íàïðèìåð, îäíîöåïî÷å÷íûå Fv. Ñèñòåìû ýêñïðåññèè ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê-õîç åâ,
íàïðèìåð ñèñòåìû ýêñïðåññèè êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë 
ïðîäóöèðîâàíè  áîëåå êðóïíûõ ìîëåêóë àíòèòåë, â òîì ÷èñëå ïîëíûõ ìîëåêóë àíòèòåë.
Ïîäõîä ùèå êëåòêè-õîç åâà ìëåêîïèòàþùèõ âêëþ÷àþò â ñåá  ÑÍÎ, êëåòêè ìèåëîìû èëè
ãèáðèäîìíûå êëåòêè.

Äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò òàêæå ñïîñîá ïîëó÷åíè  ìîëåêóëû àíòèòåëà äàííîãî
èçîáðåòåíè , ïðåäóñìàòðèâàþùèé êóëüòèâèðîâàíèå êëåòêè-õîç èíà, ñîäåðæàùåé âåêòîð
äàííîãî èçîáðåòåíè , â óñëîâè õ, ïðèãîäíûõ äë  ïðîâåäåíè  ýêñïðåññèè áåëêà èç ÄÍÊ,
êîäèðóþùåé ìîëåêóëó àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè , è âûäåëåíèå äàííîé ìîëåêóëû
àíòèòåëà.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî ñïîñîá ïîëó÷åíè  ìîëåêóëû àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè 
ïðåäóñìàòðèâàåò êóëüòèâèðîâàíèå E.coli, ñîäåðæàùåé ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð,
ñîäåðæàùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ äàííîãî èçîáðåòåíè , â óñëîâè õ, ïðèãîäíûõ äë 
ïðîâåäåíè  ýêñïðåññèè áåëêà èç äàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, è âûäåëåíèå ìîëåêóëû
àíòèòåëà. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ìîæåò ñåêðåòèðîâàòüñ  èç êëåòêè èëè íàöåëèâàòüñ  íà
ïåðèïëàçìó ïîñðåäñòâîì ïîäõîä ùèõ ñèãíàëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Àëüòåðíàòèâíî
äàííûå ìîëåêóëû àíòèòåë ìîãóò íàêàïëèâàòüñ  â öèòîïëàçìå êëåòêè. Ïðåäïî÷òèòåëüíî
ìîëåêóëà àíòèòåëà íàöåëåíà íà ïåðèïëàçìó. Â çàâèñèìîñòè îò ïðîäóöèðóåìîé ìîëåêóëû
àíòèòåëà è èñïîëüçóåìîãî ñïîñîáà æåëàòåëüíî äàâàòü ìîëåêóëàì àíòèòåë ïîâòîðíî
óêëàäûâàòüñ  è ïðèíèìàòü ôóíêöèîíàëüíóþ êîíôîðìàöèþ. Ïðîöåäóðû äë  ñîçäàíè 
âîçìîæíîñòè ïîâòîðíîé óêëàäêè ìîëåêóë àíòèòåë õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì â äàííîé
îáëàñòè.

Ìîëåêóëà àíòèòåëà ìîæåò ñîäåðæàòü òîëüêî ïîëèïåïòèä ò æåëîé öåïè èëè ïîëèïåïòèä
ëåãêîé öåïè, è â ýòîì ñëó÷àå òîëüêî êîäèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëèïåïòèäà
ò æåëîé öåïè èëè ïîëèïåïòèäà ëåãêîé öåïè äîëæíà áûòü èñïîëüçîâàíà äë  òðàíñôåêöèè
êëåòêè-õîç èíà. Äë  ïîëó÷åíè  ïðîäóêòîâ, ñîäåðæàùèõ êàê ò æåëóþ, òàê è ëåãêóþ öåïè,
êëåòî÷íà  ëèíè  ìîæåò áûòü òðàíñôèöèðîâàíà äâóì  âåêòîðàìè, ïðè÷åì ïåðâûé âåêòîð
êîäèðóåò ïîëèïåïòèä ëåãêîé öåïè, à âòîðîé âåêòîð êîäèðóåò ïîëèïåïòèä ò æåëîé öåïè.
Àëüòåðíàòèâíî, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí åäèíñòâåííûé âåêòîð, ïðè÷åì äàííûé âåêòîð
âêëþ÷àåò â ñåá  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå ïîëèïåïòèäû ëåãêîé öåïè è ò æåëîé
öåïè.

Äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò òàêæå òåðàïåâòè÷åñêóþ èëè äèàãíîñòè÷åñêóþ
êîìïîçèöèþ, ñîäåðæàùóþ ìîëåêóëó àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè  â êîìáèíàöèè ñ
ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûì íàïîëíèòåëåì, ðàçáàâèòåëåì èëè íîñèòåëåì.

Äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò òàêæå ñïîñîá ïîëó÷åíè  òåðàïåâòè÷åñêîé èëè
äèàãíîñòè÷åñêîé êîìïîçèöèè, ïðåäóñìàòðèâàþùèé ñìåøèâàíèå ìîëåêóëû àíòèòåëà
äàííîãî èçîáðåòåíè  âìåñòå ñ ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûì íàïîëíèòåëåì,
ðàçáàâèòåëåì èëè íîñèòåëåì.

Ìîëåêóëà àíòèòåëà ìîæåò áûòü åäèíñòâåííûì àêòèâíûì èíãðåäèåíòîì â
òåðàïåâòè÷åñêîé èëè äèàãíîñòè÷åñêîé êîìïîçèöèè èëè ìîæåò ñîïðîâîæäàòüñ  äðóãèìè
àêòèâíûìè èíãðåäèåíòàìè, â òîì ÷èñëå èíãðåäèåíòàìè àíòèòåë, íàïðèìåð àíòèòåë ïðîòèâ
Ò-êëåòîê, ïðîòèâ IFNγ èëè ïðîòèâ ËÏÑ, èëè íå  âë þùèõñ  àíòèòåëàìè èíãðåäèåíòàìè,
òàêèìè êàê êñàíòèíû.

Ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè äîëæíû ïðåäïî÷òèòåëüíî ñîäåðæàòü òåðàïåâòè÷åñêè
ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè . Òåðìèí «òåðàïåâòè÷åñêè
ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî» â ïðèìåíåíèè çäåñü îáîçíà÷àåò êîëè÷åñòâî òåðàïåâòè÷åñêîãî
àãåíòà, íåîáõîäèìîå äë  ëå÷åíè , îñëàáëåíè  èëè ïðåäóïðåæäåíè  ïîäëåæàùåãî ëå÷åíèþ
çàáîëåâàíè  èëè ñîñòî íè  èëè äë  ïðî âëåíè  äåòåêòèðóåìîãî òåðàïåâòè÷åñêîãî èëè
ïðåâåíòèâíîãî ýôôåêòà. Äë  ëþáîãî àíòèòåëà òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíà  äîçà ìîæåò
áûòü ïåðâîíà÷àëüíî îïðåäåëåíà ëèáî â òåñòàõ íà êóëüòóðå êëåòîê, ëèáî íà ìîäåë õ
æèâîòíûõ, îáû÷íî ãðûçóíîâ, êðîëèêîâ, ñîáàê, ñâèíåé èëè ïðèìàòîâ. Ìîäåëü æèâîòíîãî
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ìîæåò áûòü òàêæå èñïîëüçîâàíà äë  îïðåäåëåíè  ïîäõîä ùåãî äèàïàçîíà êîíöåíòðàöèé è
ïóòè ââåäåíè . Òàêà  èíôîðìàöè  ìîæåò áûòü çàòåì èñïîëüçîâàíà äë  îïðåäåëåíè 
ïðèìåíèìûõ äîç è ñïîñîáîâ äë  ââåäåíè  ëþä ì.

Òî÷íîå ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî äë  ñóáúåêòà-÷åëîâåêà áóäåò çàâèñåòü îò ò æåñòè
ïàòîëîãè÷åñêîãî ñîñòî íè , îáùåãî çäîðîâü  ñóáúåêòà, âîçðàñòà, âåñà è ïîëà ñóáúåêòà,
äèåòû, âðåìåíè è ÷àñòîòû ââåäåíè , êîìáèíàöèè (êîìáèíàöèé) ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ,
÷óâñòâèòåëüíîñòè ðåàêöèè è ïåðåíîñèìîñòè/îòâåòíîé ðåàêöèè íà òåðàïèþ. Ýòî êîëè÷åñòâî
ìîæåò áûòü îïðåäåëåíî ðóòèííûì ýêñïåðèìåíòèðîâàíèåì è íàõîäèòñ  â ïðåäåëàõ
ñïîñîáíîñòè ñóæäåíè  ëå÷àùåãî âðà÷à. Îáû÷íî ýôôåêòèâíà  äîçà áóäåò îò 0,01 ìã/êã äî
50 ìã/êã, ïðåäïî÷òèòåëüíî 0,1 ìã/êã-20 ìã/êã, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî îêîëî 15 ìã/êã.
Êàê ïîêàçàíî â ïðèìåðàõ íèæå, äîçû 1, 5 è 20 ìã/êã èñïîëüçîâàëè äë  ëå÷åíè 
ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ îò ðåâìàòîèäíîãî àðòðèòà.

Êîìïîçèöèè ìîãóò ââîäèòüñ  èíäèâèäóàëüíî ïàöèåíòó èëè ìîãóò ââîäèòüñ  â
êîìáèíàöèè ñ äðóãèìè àãåíòàìè, ëåêàðñòâåííûìè ñðåäñòâàìè èëè ãîðìîíàìè.

Äîçà, ïðè êîòîðîé ââîä ò ìîëåêóëó àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè , çàâèñèò îò ïðèðîäû
ïîäëåæàùåãî ëå÷åíèþ ñîñòî íè , ñòåïåíè, â êîòîðîé óðîâåíü ïîäëåæàùåãî íåéòðàëèçàöèè
TNFα ïîâûøåí, èëè îæèäàåòñ , ÷òî îí ïîâûøåí, âûøå æåëàåìîãî óðîâí , è îò òîãî,
èñïîëüçóåòñ  ëè ìîëåêóëà àíòèòåëà ïðîôèëàêòè÷åñêè èëè äë  ëå÷åíè  ñóùåñòâóþùåãî
ñîñòî íè .

Òàê, íàïðèìåð, åñëè ïðîäóêò ïðåäíàçíà÷åí äë  ëå÷åíè  èëè ïðîôèëàêòèêè õðîíè÷åñêîãî
âîñïàëèòåëüíîãî çàáîëåâàíè , òàêîãî êàê ðåâìàòîèäíûé àðòðèò, ïîäõîä ùèå äîçû
ìîëåêóëû àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè  ëåæàò â äèàïàçîíå ìåæäó 0,5 è 50 ìã/êã, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî ìåæäó 1 è 20 ìã/êã è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî îêîëî 15 ìã/êã. ×àñòîòà
äîçû áóäåò çàâèñåòü îò ïåðèîäà ïîëóâûâåäåíè  ìîëåêóëû àíòèòåëà è ïðîäîëæèòåëüíîñòè
åå äåéñòâè .

Åñëè ìîëåêóëà àíòèòåëà èìååò êîðîòêèé ïåðèîä ïîëóâûâåäåíè  (íàïðèìåð, 2-10 ÷àñîâ),
ìîæåò áûòü íåîáõîäèìûì ïðåäîñòàâëåíèå òîëüêî îäíîé èëè íåñêîëüêèõ äîç â äåíü.
Àëüòåðíàòèâíî, åñëè ìîëåêóëà àíòèòåëà èìååò ïðîäîëæèòåëüíûé ïåðèîä ïîëóâûâåäåíè 
(íàïðèìåð, 2-15 äíåé), ìîæåò áûòü íåîáõîäèìûì ïðåäîñòàâë òü äîçó îäèí ðàç â äåíü, â
íåäåëþ èëè äàæå îäèí ðàç êàæäûå 1 èëè 2 ìåñ öà.

Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ìîæåò òàêæå ñîäåðæàòü ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûé
íîñèòåëü äë  ââåäåíè  äàííîãî àíòèòåëà. Íîñèòåëü ñàì íå äîëæåí èíäóöèðîâàòü
ïðîäóöèðîâàíèå àíòèòåë, âðåäíûõ äë  èíäèâèäóóìà, ïðèíèìàþùåãî äàííóþ êîìïîçèöèþ, è
íå äîëæåí áûòü òîêñè÷íûì. Ïîäõîä ùèìè íîñèòåë ìè ìîãóò áûòü áîëüøèå, ìåäëåííî
ìåòàáîëèçèðóåìûå ìàêðîìîëåêóëû, òàêèå êàê áåëêè, ïîëèïåïòèäû, ëèïîñîìû,
ïîëèñàõàðèäû, ïîëèìîëî÷íûå êèñëîòû, ïîëèãëèêîëåâûå êèñëîòû, ïîëèìåðíûå
àìèíîêèñëîòû, ñîïîëèìåðû àìèíîêèñëîò è íåàêòèâíûå âèðóñíûå ÷àñòèöû.

Ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûå ñîëè, íàïðèìåð ñîëè
ìèíåðàëüíûõ êèñëîò, òàêèå êàê ãèäðîõëîðèäû, ãèäðîáðîìèäû, ôîñôàòû è ñóëüôàòû, èëè
ñîëè îðãàíè÷åñêèõ êèñëîò, òàêèå êàê àöåòàòû, ïðîïèîíàòû, ìàëîíàòû è áåíçîàòû.

Ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûå íîñèòåëè â òåðàïåâòè÷åñêèõ êîìïîçèöè õ ìîãóò
äîïîëíèòåëüíî ñîäåðæàòü æèäêîñòè, òàêèå êàê âîäà, ñîëåâîé ðàñòâîð, ãëèöåðèí è ýòàíîë.
Äîïîëíèòåëüíî â òàêèõ êîìïîçèöè õ ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü âñïîìîãàòåëüíûå âåùåñòâà,
òàêèå êàê ñìà÷èâàþùèå èëè ýìóëüãèðóþùèå àãåíòû èëè ðÍ-áóôåð ùèå âåùåñòâà. Òàêèå
íîñèòåëè ïîçâîë þò ôàðìàöåâòè÷åñêèì êîìïîçèöè ì ôîðìèðîâàòüñ  â òàáëåòêè, ïèëþëè,
äðàæå, êàïñóëû, æèäêîñòè, ãåëè, ñèðîïû, âçâåñè è ñóñïåíçèè äë  ïðèåìà âíóòðü ïàöèåíòîì.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûå ôîðìû äë  ââåäåíè  âêëþ÷àþò â ñåá  ôîðìû, ïðèãîäíûå äë 
ïàðåíòåðàëüíîãî ââåäåíè , íàïðèìåð èíúåêöèåé èëè èíôóçèåé, íàïðèìåð áîëþñíîé
èíúåêöèåé èëè íåïðåðûâíîé èíôóçèåé. Åñëè ïðîäóêò ïðåäíàçíà÷åí äë  èíúåêöèè èëè
èíôóçèè, îí ìîæåò èìåòü ôîðìó ñóñïåíçèè, ðàñòâîðà èëè ýìóëüñèè â ìàñë íîì èëè âîäíîì
íîñèòåëå è îí ìîæåò ñîäåðæàòü ôîðìèðóþùèå àãåíòû, òàêèå êàê ñóñïåíäèðóþùèå,
êîíñåðâèðóþùèå, ñòàáèëèçèðóþùèå è/èëè äèñïåðãèðóþùèå àãåíòû. Àëüòåðíàòèâíî
ìîëåêóëà àíòèòåëà ìîæåò áûòü â ñóõîé ôîðìå è âîññòàíàâëèâàòüñ  â òðåáóåìîì âèäå
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ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì ñ ïðèìåíåíèåì ïîäõîä ùåé ñòåðèëüíîé æèäêîñòè.
Ïîñëå ïðèãîòîâëåíè  êîìïîçèöèè äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîãóò ââîäèòüñ 

íåïîñðåäñòâåííî ñóáúåêòó. Ïîäëåæàùèìè ëå÷åíèþ ñóáúåêòàìè ìîãóò áûòü æèâîòíûå.
Îäíàêî ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû ýòè êîìïîçèöèè áûëè ïðèñïîñîáëåíû äë  ââåäåíè 
ñóáúåêòó-÷åëîâåêó.

Ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîãóò ââîäèòüñ  ëþáûì èç ïóòåé, â
òîì ÷èñëå, íî íå òîëüêî, ïåðîðàëüíûì, âíóòðèâåííûì, âíóòðèìûøå÷íûì,
âíóòðèàðòåðèàëüíûì, èíòðàìåçóëë ðíûì, âíóòðèîáîëî÷å÷íûì, âíóòðèæåëóäî÷êîâûì,
òðàíñäåðìàëüíûì, ÷ðåñêîæíûì (íàïðèìåð, ñì. WO 98/20734), ïîäêîæíûì,
âíóòðèáðþøèííûì, èíòðàíàçàëüíûì, ýíòåðàëüíûì, ìåñòíûì, ñóáëèíãâàëüíûì,
èíòðàâàãèíàëüíûì èëè ðåêòàëüíûì ïóò ìè. Ãèïîñïðåè ìîãóò áûòü òàêæå èñïîëüçîâàíû äë 
ââåäåíè  ôàðìàöåâòè÷åñêèõ êîìïîçèöèé äàííîãî èçîáðåòåíè . Îáû÷íî òåðàïåâòè÷åñêèå
êîìïîçèöèè ìîãóò áûòü ïðèãîòîâëåíû â âèäå èíúåêöèîííûõ ðàñòâîðîâ, ëèáî â âèäå æèäêèõ
ðàñòâîðîâ, ëèáî â âèäå ñóñïåíçèé. Ìîãóò áûòü òàêæå ïðèãîòîâëåíû òâåðäûå ôîðìû,
ïðèãîäíûå äë  ðàñòâîðåíè  èëè äë  ñóñïåíäèðîâàíè  â æèäêèõ íîñèòåë õ ïåðåä
èíúåêöèåé.

Ïð ìà  äîñòàâêà êîìïîçèöèé îáû÷íî âûïîëí åòñ  èíúåêöèåé, ïîäêîæíî,
âíóòðèáðþøèííî, âíóòðèâåííî èëè âíóòðèìûøå÷íî, èëè êîìïîçèöèè äîñòàâë þòñ  â
èíòåðñòèöèàëüíîå ïðîñòðàíñòâî òêàíè. Êîìïîçèöèè ìîãóò òàêæå ââîäèòüñ  â ïîâðåæäåíèå.
Ñõåìà ëå÷åíè  ìîæåò áûòü ñõåìîé ïðèìåíåíè  îäíîé äîçû èëè ñõåìîé ïðèìåíåíè 
ìíîæåñòâåííûõ äîç.

Äîëæíî áûòü ïîí òíî, ÷òî àêòèâíûì èíãðåäèåíòîì â êîìïîçèöèè áóäåò ìîëåêóëà
àíòèòåëà. Êàê òàêîâà , îíà áóäåò ÷óâñòâèòåëüíîé ê äåãðàäàöèè â æåëóäî÷íî-êèøå÷íîì
òðàêòå. Òàêèì îáðàçîì, åñëè êîìïîçèöè  äîëæíà ââîäèòüñ  ïóòåì, èñïîëüçóþùèì
æåëóäî÷íî-êèøå÷íûé òðàêò, äàííà  êîìïîçèöè  äîëæíà ñîäåðæàòü àãåíòû, êîòîðûå
çàùèùàþò àíòèòåëî îò äåãðàäàöèè, íî êîòîðûå âûñâîáîæäàþò äàííîå àíòèòåëî, êàê òîëüêî
îíî àáñîðáèðóåòñ  èç æåëóäî÷íî-êèøå÷íîãî òðàêòà.

Îáñòî òåëüíîå îáñóæäåíèå ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûõ íîñèòåëåé äîñòóïíî â
Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company, N.J. 1991).

Ðàññìàòðèâàåòñ  òàêæå âîïðîñ î òîì, ÷òî àíòèòåëî äàííîãî èçîáðåòåíè  áóäåò
ââîäèòüñ  ñ èñïîëüçîâàíèåì ãåííîé òåðàïèè. Äë  äîñòèæåíè  ýòîãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ÄÍÊ, êîäèðóþùèå ò æåëóþ è ëåãêóþ öåïè ìîëåêóëû àíòèòåëà ïîä êîíòðîëåì ïîäõîä ùèõ
ÄÍÊ-êîìïîíåíòîâ, ââîä ò ïàöèåíòó òàêèì îáðàçîì, ÷òî öåïè àíòèòåëà ýêñïðåññèðóþòñ  èç
äàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ è ñîáèðàþòñ  in situ.

Äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò òàêæå ìîëåêóëó àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè  äë 
ïðèìåíåíè  äë  ëå÷åíè  çàáîëåâàíè , îïîñðåäîâàííîãî TNFα.

Äàëåå, äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò ïðèìåíåíèå ìîëåêóëû àíòèòåëà ñîãëàñíî
äàííîìó èçîáðåòåíèþ äë  ïðèãîòîâëåíè  ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà äë  ëå÷åíè 
çàáîëåâàíè , îïîñðåäîâàííîãî TNFα.

Ìîëåêóëà àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîæåò áûòü òàêæå èñïîëüçîâàíà â ëþáîé
òåðàïèè, ãäå æåëàòåëüíûì  âë åòñ  ñíèæåíèå óðîâí  áèîëîãè÷åñêè àêòèâíîãî TNFα,
ïðèñóòñòâóþùåãî â òåëå ÷åëîâåêà èëè æèâîòíîãî. TNFα ìîæåò öèðêóëèðîâàòü ïî òåëó èëè
ïðèñóòñòâîâàòü ïðè íåæåëàòåëüíî âûñîêîì óðîâíå â êîíêðåòíîì ó÷àñòêå â òåëå.

Íàïðèìåð, ïîâûøåííûå óðîâíè TNFα íàáëþäàþòñ  ïðè îñòðûõ è õðîíè÷åñêèõ èììóííûõ
è èììóíîðåãóë òîðíûõ íàðóøåíè õ, èíôåêöè õ, âêëþ÷àþùèõ â ñåá  ñåïòè÷åñêèé,
ýíäîòîêñèíîâûé áàêòåðèàëüíî-òîêñè÷åñêèé è ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûé øîê, âîñïàëèòåëüíûõ
íàðóøåíè õ, íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíè õ, çëîêà÷åñòâåííûõ çàáîëåâàíè õ è
èíäóöèðîâàííîì àëêîãîëåì ãåïàòèòå. Ïîäðîáíîñòè ìíîãî÷èñëåííûõ íàðóøåíèé, ñâ çàííûõ
ñ ïîâûøåííûìè óðîâí ìè TNFα, èçëîæåíû â ïàòåíòå ÑØÀ US-A-5919452. Ìîëåêóëû
àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â òåðàïèè çàáîëåâàíèé,
îïîñðåäóåìûõ TNFα. Êîíêðåòíûå ðåëåâàíòíûå çàáîëåâàíè , êîòîðûå ìîãóò ëå÷èòüñ 
ìîëåêóëîé àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè , âêëþ÷àþò â ñåá  ñåïñèñ, çàñòîéíóþ ñåðäå÷íóþ
íåäîñòàòî÷íîñòü, ñåïòè÷åñêèé èëè ýíäîòîêñè÷åñêèé øîê, êàõåêñèþ, ðåñïèðàòîðíûé
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äèñòðåññ-ñèíäðîì âçðîñëûõ, ÑÏÈÄ, àëëåðãèè, ïñîðèàç, òóáåðêóëåç, âîñïàëèòåëüíûå
êîñòíûå íàðóøåíè , íàðóøåíè , ñâ çàííûå ñ êîàãóë öèåé êðîâè, îæîãè, ñëó÷àè îòòîðæåíè 
ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè îðãàíîâ èëè òêàíåé, áîëåçíü Êðîíà è àóòîèììóííûå çàáîëåâàíè ,
òàêèå êàê òèðåîèäèò è ðåâìàòîèäíûé àðòðèò èëè îñòåîàðòðèò.

Äîïîëíèòåëüíî, ìîëåêóëà èëè êîìïîçèöè  àíòèòåëà ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äë 
óìåíüøåíè  ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ, ñâ çàííûõ ñ ãåíåðèðîâàíèåì TNFα âî âðåì 
íåîïëàñòè÷åñêîé òåðàïèè; äë  ýëèìèíàöèè èëè óìåíüøåíè  ñâ çàííûõ ñ øîêîì ñèìïòîìîâ,
àññîöèèðîâàííûõ ñ ëå÷åíèåì èëè ïðåäóïðåæäåíèåì îòòîðæåíè  òðàíñïëàíòàòà ñ
èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ïðîòèâ ëèìôîöèòîâ; èëè äë  ëå÷åíè  íåäîñòàòî÷íîñòè
ìíîãî÷èñëåííûõ îðãàíîâ.

Ìîëåêóëó àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäïî÷òèòåëüíî èñïîëüçóþò äë  ëå÷åíè 
ðåâìàòîèäíîãî àðòðèòà èëè îñòåîàðòðèòà.

Äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò òàêæå ñïîñîá ëå÷åíè  ñóáúåêòîâ-ëþäåé èëè
ñóáúåêòîâ-æèâîòíûõ, ñòðàäàþùèõ îò íàðóøåíè  èëè èìåþùèõ ðèñê ïðèîáðåòåíè 
íàðóøåíè , îïîñðåäîâàííîãî TNFα, ïðè÷åì äàííûé ñïîñîá ïðåäóñìàòðèâàåò ââåäåíèå
äàííîìó ñóáúåêòó ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà ìîëåêóëû àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè .

Ìîëåêóëà àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîæåò áûòü òàêæå èñïîëüçîâàíà â äèàãíîñòèêå,
íàïðèìåð â äèàãíîñòèêå in vivo è âèçóàëèçàöèè ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòî íèé, ïðè êîòîðûõ
íàáëþäàþòñ  ïîâûøåííûå óðîâíè TNFα.

Äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò òàêæå ìîëåêóëó àíòèòåëà, ñîäåðæàùóþ ãèáðèäíûé
CDR, âêëþ÷àþùèé â ñåá  óêîðî÷åííóþ äîíîðñêóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü CDR, ïðè÷åì
îòñóòñòâóþùà  ÷àñòü óêîðî÷åííîé äîíîðñêîé CDR çàìåíåíà îòëè÷àþùåéñ 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ è îáðàçóåò ôóíêöèîíàëüíûé CDR. Òåðìèí «ãèäðèäíûé CDR» â
ïðèìåíåíèè çäåñü îçíà÷àåò CDR, ñîäåðæàùèé äîíîðñêèé CDR, êîòîðûé áûë óêîðî÷åí ïðè
îäíîì èëè íåñêîëüêèõ ïîëîæåíè õ, íàïðèìåð íà îäíîì èëè îáîèõ åãî êîíöàõ.
Îòñóòñòâóþùà  ÷àñòü óêîðî÷åííîãî äîíîðñêîãî CDR çàìåíåíà îòëè÷àþùåéñ 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ äë  îáðàçîâàíè  ïîëíîé è ôóíêöèîíàëüíîé CDR. Ãèáðèäíà  CDR
èìååò ïî ìåíüøåé ìåðå îäíó àìèíîêèñëîòíóþ çàìåíó ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîëíîé äîíîðñêîé
CDR. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, çàìåí þùà  óêîðî÷åííóþ ÷àñòü CDR, ìîæåò áûòü ëþáîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ. Ïðåäïî÷òèòåëüíî íåäîíîðñêîé ÷àñòüþ äàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
CDR  âë åòñ  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç àíòèòåëà, èç êîòîðîãî ïîëó÷åíû êàðêàñíûå îáëàñòè
äàííîé ìîëåêóëû àíòèòåëà, íàïðèìåð ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíòèòåëà çàðîäûøåâîé ëèíèè.

Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ìîëåêóëû àíòèòåë, ñîäåðæàùèå ãèáðèäíûé CDR, ñîõðàí þò ïî
ñóùåñòâó òàêóþ æå ñâ çûâàþùóþ àôôèííîñòü, ÷òî è ìîëåêóëà àíòèòåëà, ñîäåðæàùà 
ïîëíûå äîíîðñêèå CDR. Òåðìèí «ïî ñóùåñòâó òà æå ñàìà  ñâ çûâàþùà  àôôèííîñòü» â
ïðèìåíåíèè çäåñü îçíà÷àåò ïî ìåíüøåé ìåðå 70%, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé
ìåðå 85% è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå 95% ñâ çûâàþùåé àôôèííîñòè
ñîîòâåòñòâóþùåé ìîëåêóëû àíòèòåëà, ñîäåðæàùåé ïîëíûå äîíîðñêèå CDR. Êàê
îòìå÷àëîñü âûøå, â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ àôôèííîñòü àíòèòåëà äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîæåò
áûòü áîëåå âûñîêîé, ÷åì àôôèííîñòü äîíîðñêîãî àíòèòåëà. Ïðèìåíåíèå ãèáðèäíîãî CDR
îáåñïå÷èâàåò ïðåèìóùåñòâî ñíèæåíè  êîëè÷åñòâà ÷óæåðîäíîé (ò.å. äîíîðñêîé)
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðèñóòñòâóþùåãî â ìîëåêóëå àíòèòåëà, è ìîæåò óâåëè÷èâàòü
ñâ çûâàþùóþ àôôèííîñòü ìîëåêóëû ýòîãî àíòèòåëà ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîîòâåòñòâóþùåé
ìîëåêóëîé àíòèòåëà, ñîäåðæàùåé ïîëíûå äîíîðñêèå CDR.

Ëþáîé èç CDR ìîëåêóëû àíòèòåëà ìîæåò áûòü ãèáðèäíûì. Ïðåäïî÷òèòåëüíî CDR2
ò æåëîé öåïè  âë åòñ  ãèáðèäîì â äàííîé ìîëåêóëå àíòèòåëà.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî óêîðî÷åíèå äîíîðñêîãî CDR ñîñòàâë åò îò 1 äî 8 àìèíîêèñëîò, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 4 äî 6 àìèíîêèñëîò. Êðîìå òîãî, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû óêîðî÷åíèå
áûëî ïðîèçâåäåíî ïðè Ñ-êîíöå CDR.

Â çàâèñèìîñòè îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè óêîðî÷åííîé ÷àñòè CDR è îòëè÷àþùåéñ 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, çàìåí þùåé îòñóòñòâóþùóþ ÷àñòü, ìîæåò áûòü ïðîèçâåäåí ð ä
àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí. Ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðîèçâîä ò ïî ìåíüøåé ìåðå 2 àìèíîêèñëîòíûå
çàìåíû, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå 3 àìèíîêèñëîòíûå çàìåíû è íàèáîëåå
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ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå 4 àìèíîêèñëîòíûå çàìåíû.
Êîíêðåòíûì âàðèàíòîì äàííîãî àñïåêòà äàííîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  àíòèòåëî,

ñîîòâåòñòâóþùåå ïåðâîìó àñïåêòó äàííîãî èçîáðåòåíè , â êîòîðîì âòîðîé CDR â ò æåëîé
öåïè èìååò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ â âèäå SEQ ID NO: 2. Îíî èìååò áîëåå
âûñîêóþ àôôèííîñòü â îòíîøåíèè åãî àíòèãåíà, ÷åì äîíîðñêîå àíòèòåëî, èç êîòîðîãî
ïðîèçâåäåíà ÷àñòü äàííîãî CDR.

Äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò òàêæå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû,
êîòîðà  êîäèðóåò ìîëåêóëó àíòèòåëà, ñîäåðæàùóþ ãèáðèäíûé CDR äàííîãî èçîáðåòåíè .

Äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò òàêæå ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð, ñîäåðæàùèé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùóþ ìîëåêóëó àíòèòåëà, ñîäåðæàùóþ
ãèáðèäíûé CDR äàííîãî èçîáðåòåíè .

Äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò òàêæå êëåòêó-õîç èíà, òðàíñôîðìèðîâàííóþ
âåêòîðîì äàííîãî èçîáðåòåíè .

Äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò òàêæå ñïîñîá ïîëó÷åíè  ìîëåêóëû àíòèòåëà,
ñîäåðæàùåé ãèáðèäíûé CDR, ïðåäóñìàòðèâàþùèé êóëüòèâèðîâàíèå êëåòêè-õîç èíà
äàííîãî èçîáðåòåíè  è âûäåëåíèå ìîëåêóëû àíòèòåëà.

Äàííîå èçîáðåòåíèå îïèñûâàåòñ  äàëåå òîëüêî äë  öåëåé èëëþñòðàöèè â ñëåäóþùèõ
ïðèìåðàõ, êîòîðûå ññûëàþòñ  íà ñîïóòñòâóþùèå ôèãóðû, â êîòîðûõ:

Ôèãóðà 1 ïîêàçûâàåò êàðêàñíûå îáëàñòè ïîäãðóïïû 1 ëåãêîé öåïè ÷åëîâåêà ïî
ñðàâíåíèþ ñ êàðêàñíûìè îáëàñò ìè ëåãêîé öåïè hTNF40 (SEQ ID NO: 83-90).

Ôèãóðà 2 ïîêàçûâàåò êàðêàñíûå îáëàñòè ïîäãðóïïû 1 è ïîäãðóïïû 3 ò æåëîé öåïè
÷åëîâåêà ïî ñðàâíåíèþ ñ êàðêàñíûìè îáëàñò ìè ò æåëîé öåïè hTNF40 (SEQ ID NO: 91-98 è
106-109).

Ôèãóðà 3 ïîêàçûâàåò àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü CDR hTNF40 (SEQ ID NO: 1-
7), ãäå CDR H2'  âë åòñ  ãèáðèäíûì CDR, â êîòîðîì Ñ-êîíöåâûå øåñòü àìèíîêèñëîò
 âë þòñ  àìèíîêèñëîòàìè èç CDR-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Í2 àíòèòåëà çàðîäûøåâîé ëèíèè
ïîäãðóïïû 3 ÷åëîâåêà, è àìèíîêèñëîòíûå çàìåíû â äàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
ïðîèñõîä ùèå â ðåçóëüòàòå òàêîé ãèáðèäèçàöèè,  âë þòñ  ïîä÷åðêíóòûìè.

Ôèãóðà 4 ïîêàçûâàåò âåêòîð pMR15.1.
Ôèãóðà 5 ïîêàçûâàåò âåêòîð pMR14.
Ôèãóðà 6 ïîêàçûâàåò íóêëåîòèäíóþ è ïðåäñêàçàííóþ àìèíîêèñëîòíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìûøèíîãî hTNF40V1 (SEQ ID NO: 99).
Ôèãóðà 7 ïîêàçûâàåò íóêëåîòèäíóþ è ïðåäñêàçàííóþ àìèíîêèñëîòíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìûøèíîãî hTNF40Vh (SEQ ID NO: 100).
Ôèãóðà 8 ïîêàçûâàåò íóêëåîòèäíóþ è ïðåäñêàçàííóþ àìèíîêèñëîòíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü hTNF40-gL1 (SEQ ID NO: 8).
Ôèãóðà 9 ïîêàçûâàåò íóêëåîòèäíóþ è ïðåäñêàçàííóþ àìèíîêèñëîòíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü hTNF40-gL2 (SEQ ID NO: 9).
Ôèãóðà 10 ïîêàçûâàåò íóêëåîòèäíóþ è ïðåäñêàçàííóþ àìèíîêèñëîòíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü gh1hTNF40.4 (SEQ ID NO: 10).
Ôèãóðà 11 ïîêàçûâàåò íóêëåîòèäíóþ è ïðåäñêàçàííóþ àìèíîêèñëîòíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü gh3hTNF40.4 (SEQ ID NO: 11).
Ôèãóðà 12 ïîêàçûâàåò âåêòîð CTIL5-gL6.
Ôèãóðà 13 ïîêàçûâàåò ñòðóêòóðó ñîåäèíåíè , íàçâàííîãî CDP870, ñîäåðæàùåãî

ìîäèôèöèðîâàííûé Fab-ôðàãìåíò, ïîëó÷åííûé èç àíòèòåëà hTNF40, êîâàëåíòíî
ñâ çàííûé ÷åðåç îñòàòîê öèñòåèíà ñ ëèçèëìàëåèìèäíûì ëèíêåðîì, ïðè÷åì êàæäà 
àìèíîêèñëîòíà  ãðóïïà íà ëèçèë-îñòàòêå èìååò êîâàëåíòíî ïðèñîåäèíåííûé ê íåé ìåòîêñè-
ÏÝÃ-îñòàòîê, ãäå n ðàâíî ïðèáëèçèòåëüíî 420.

Ôèãóðà 14 ïîêàçûâàåò âåêòîð pTTQ9.
Ôèãóðà 15 ïîêàçûâàåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îëèãîíóêëåîòèäíîãî àäàïòåðà OmpA (SEQ ID

NO: 101).
Ôèãóðà 16 ïîêàçûâàåò âåêòîð pACYC184.
Ôèãóðà 17 ïîêàçûâàåò âåêòîð ðÒÒÎ-1.
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Ôèãóðà 18 ïîêàçûâàåò âåêòîð ðÒÒÎ-2.
Ôèãóðà 19 ïîêàçûâàåò âåêòîð pDNAbEng-G1.
Ôèãóðà 20 ïîêàçûâàåò îëèãîíóêëåîòèäíûå êàññåòû, êîäèðóþùèå ðàçëè÷íûå ìåæãåííûå

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äë  ýêñïðåññèè ìîäèôèöèðîâàííîãî Fab E.coli (SEQ ID NO: 102-105);
Ôèãóðà 21 ïîêàçûâàåò íàêîïëåíèå ìîäèôèöèðîâàííîãî Fab â ïåðèïëàçìå âàðèàíòîâ

IGS.
Ôèãóðà 22 ïîêàçûâàåò âåêòîð pTTO (CDP870).
Ôèãóðà 23 ïîêàçûâàåò áàëëüíóþ îöåíêó àêòèâíîñòè çàáîëåâàíè  (DAS) ó ïàöèåíòîâ,

ïîëó÷àâøèõ ðàçëè÷íûå äîçû CDP870 è ïëàöåáî. Ìåäèàíà è äèàïàçîíû IQ ïðåäñòàâëåíû
äë  ãðóïïû áîëüíûõ, ñîãëàñíî ïðîòîêîëó, â êîòîðîé ïîñëåäíåå íàáëþäåíèå
ñâèäåòåëüñòâóåò îá óëó÷øåíèè. Ìàëûå êâàäðàòû ïîêàçûâàþò ïëàöåáî, ðîìáû ïîêàçûâàþò
1 ìã/êã, òðåóãîëüíèêè ïîêàçûâàþò 5 ìã/êã è áîëüøèå êâàäðàòû ïîêàçûâàþò 20 ìã/êã.

Ôèãóðà 24 ïîêàçûâàåò ÷èñëî áîëåçíåííûõ ñóñòàâîâ, ÷èñëî ðàñïóõøèõ ñóñòàâîâ,
áàëëüíóþ îöåíêó áîëè, ãëîáàëüíóþ îöåíêó àêòèâíîñòè çàáîëåâàíè  ìåäèöèíñêèì
ýêñïåðòîì, ìîäèôèöèðîâàííóþ àíêåòó îöåíêè çäîðîâü  (HAQ), Ñ-ðåàêòèâíûé áåëîê (CRP) è
ñêîðîñòü îñåäàíè  ýðèòðîöèòîâ (ESR) ó ïàöèåíòîâ, ïîëó÷àâøèõ ðàçëè÷íûå äîçû CDP870 è
ïëàöåáî. Ìåäèàíà è äèàïàçîí IQ ïðåäñòàâëåíû äë  ãðóïïû áîëüíûõ, ñîãëàñíî ïðîòîêîëó, â
êîòîðîé ïîñëåäíåå íàáëþäåíèå ñâèäåòåëüñòâóåò îá óëó÷øåíèè. Ìàëûå êâàäðàòû
ïîêàçûâàþò ïëàöåáî, ðîìáû ïîêàçûâàþò 1 ìã/êã, òðåóãîëüíèêè ïîêàçûâàþò 5 ìã/êã è
áîëüøèå êâàäðàòû ïîêàçûâàþò 20 ìã/êã.

ÏÐÈÌÅÐÛ
Êëîíèðîâàíèå è ýêñïðåññè  ãåíîâ õèìåðíîé ìîëåêóëû àíòèòåëà hTNF40
Ïîëó÷åíèå ÐÍÊ èç ãèáðèäîìíûõ êëåòîê hTNF40
Òîòàëüíóþ ÐÍÊ ïîëó÷àëè èç 3×107 ãèáðèäîìíûõ êëåòîê hTNF40, êàê îïèñàíî íèæå.

Êëåòêè ïðîìûâàëè â ôèçèîëîãè÷åñêîì ñîëåâîì ðàñòâîðå è ðàñòâîð ëè â ÐÍÊçîëå (0,2 ìë
íà 106 êëåòîê). Äîáàâë ëè õëîðîôîðì (0,2 ìë íà 2 ìë ãîìîãåíàòà), ñìåñü èíòåíñèâíî
âñòð õèâàëè â òå÷åíèå 15 ñåêóíä è çàòåì îñòàâë ëè íà ëüäó íà 15 ìèíóò. Ïîëó÷åííûå
âîäíóþ è îðãàíè÷åñêóþ ôàçû ðàçäåë ëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå 15 ìèíóò â
öåíòðèôóãå Ýïïåíäîðôà è ÐÍÊ îñàæäàëè èç âîäíîé ôàçû äîáàâëåíèåì ðàâíîãî îáúåìà
èçîïðîïàíîëà. Ïîñëå 15 ìèíóò âûäåðæèâàíè  íà ëüäó ÐÍÊ îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì,
ïðîìûâàëè 70% ýòàíîëîì, âûñóøèâàëè è ðàñòâîð ëè â ñòåðèëüíîé íå ñîäåðæàùåé ÐÍÊàçû
âîäå. Âûõîä ÐÍÊ áûë 400 ìêã.

ÏÖÐ-êëîíèðîâàíèå Vh è Vl hTNF40
êÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå âàðèàáåëüíûå äîìåíû ò æåëîé è ëåãêîé öåïåé

hTNF40, ñèíòåçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû äë  ïîëó÷åíè 
îäíîöåïî÷å÷íûõ êÄÍÊ-êîïèé ìÐÍÊ, ïðèñóòñòâóþùåé â òîòàëüíîé ÐÍÊ, ñ ïîñëåäóþùåé
ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèåé (ÏÖÐ) íà äàííûõ êÄÍÊ ñî ñïåöèôè÷åñêèìè
îëèãîíóêëåîòèäíûìè ïðàéìåðàìè.

à) Ñèíòåç êÄÍÊ
êÄÍÊ ñèíòåçèðîâàëè â ðåàêöèîííîì îáúåìå 20 ìêë, ñîäåðæàùåì ñëåäóþùèå ðåàãåíòû:

50 ìÌ Òðèñ-HCl ðÍ 8,3, 75 ìÌ KCl, 10 ìÌ äèòèîòðåèòîë, 3 ìÌ MgCl2, 0,5 ìÌ êàæäûé èç
äåçîêñèðèáîíóêëåîçèäòðèôîñôàòîâ, 20 åäèíèö RNAsin, 75 íã ðàíäîìèçèðîâàííîãî
ãåêñàíóêëåîòèäíîãî ïðàéìåðà, 2 ìêã ÐÍÊ hTNF40 è 200 åäèíèö îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû
âèðóñà ìûøèíîãî ëåéêîçà Moloney. Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  ïðè 42°Ñ â òå÷åíèå 60 ìèíóò
ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè íàãðåâàíèåì ïðè 95°Ñ â òå÷åíèå 5 ìèíóò.

b) ÏÖÐ
Àëèêâîòû êÄÍÊ ïîäâåðãàëè ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìáèíàöèè ïðàéìåðîâ,

ñïåöèôè÷åñêèõ äë  ò æåëîé è ëåãêîé öåïåé. Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 5'-
ïðàéìåðîâ äë  ò æåëîé è ëåãêîé öåïåé ïîêàçàíû â òàáëèöàõ 1 è 2 ñîîòâåòñòâåííî. Âñå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîäåðæàò â ñëåäóþùåì ïîð äêå: ñàéò ðåñòðèêöèè, íà÷èíàþùèéñ 
ïîñëå 7 íóêëåîòèäîâ îò èõ 5'-êîíöîâ, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü GCCGCCACC (SEQ ID NO: 12)
äë  îïòèìàëüíîé òðàíñë öèè ïîëó÷åííûõ ìÐÍÊ, èíèöèèðóþùèé êîäîí è 20-30 íóêëåîòèäîâ
íà îñíîâå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ëèäåðíûõ ïåïòèäîâ èçâåñòíûõ ìûøèíûõ àíòèòåë (Kabat et
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al., Sequences of proteins of immunological interest, 5th Edition, 1991, U.S. Department of
Health and Human Services, Public Health Service, National Institutes of Health).

3'-ïðàéìåðû ïîêàçàíû â òàáëèöå 3. Ïðàéìåð ëåãêîé öåïè ïðîñòèðàåòñ  ÷åðåç J-C-
ñîåäèíåíèå àíòèòåëà è ñîäåðæèò ñàéò ðåñòðèêöèè äë  ôåðìåíòà SplI äë  îáëåã÷åíè 
êëîíèðîâàíè  ÏÖÐ-ôðàãìåíòà Vl. 3'-ïðàéìåðû ò æåëîé öåïè  âë þòñ  ñìåñüþ,
ñêîíñòðóèðîâàííîé äë  òîãî, ÷òîáû ïðîñòèðàòüñ  ÷åðåç J-C-ñîåäèíåíèå àíòèòåëà. 3'-
Ïðàéìåð âêëþ÷àåò â ñåá  ñàéò ðåñòðèêöèè ApaI äë  îáëåã÷åíè  êëîíèðîâàíè . 3'-ðàéîí
äàííûõ ïðàéìåðîâ ñîäåðæèò ñìåøàííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íà îñíîâå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, îáíàðóæåííûõ â èçâåñòíûõ ìûøèíûõ àíòèòåëàõ (Kabat et al., 1991
(supra)).

Îïèñàííûå âûøå êîìáèíàöèè ïðàéìåðîâ ïîçâîë þò êëîíèðîâàòü ÏÖÐ-ïðîäóêòû äë  Vh
è Vl íåïîñðåäñòâåííî â ïîäõîä ùèé ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð (ñì. íèæå) äë  ïîëó÷åíè 
õèìåðíûõ (ìûøü-÷åëîâåê) ò æåëîé è ëåãêîé öåïåé è ýêñïðåññèðîâàòü ýòè ãåíû â êëåòêàõ
ìëåêîïèòàþùèõ ñ ïîëó÷åíèåì õèìåðíûõ àíòèòåë æåëàòåëüíîãî èçîòèïà.

Èíêóáèðîâàíè  (100 ìêë) äë  ÏÖÐ óñòàíàâëèâàëè ñëåäóþùèì îáðàçîì. Êàæäà  ðåàêöè 
ñîäåðæàëà 10 ìÌ Òðèñ-HCl ðÍ 8,3, 1,5 ìÌ MgCl2, 50 ìÌ KCl, 0,01% ìàññà/îáúåì æåëàòèí,
0,25 ìÌ êàæäûé äåçîêñèðèáîíóêëåîçèäòðèôîñôàò, 10 ïìîëü ñìåñè 5'-ïðàéìåðîâ (òàáëèöà
4), 10 ïìîëü 3'-ïðàéìåðà (CL12 (ëåãêà  öåïü) èëè R2155 (ò æåëà  öåïü) (òàáëèöà 3)), 1
ìêë êÄÍÊ è 1 åäèíèöà ïîëèìåðàçû Taq. Ðåàêöèè èíêóáèðîâàëè ïðè 95°Ñ â òå÷åíèå 5 ìèíóò
è çàòåì ïðîâîäèëè öèêëû ïðè 94°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèíóòû, 55°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèíóòû è 72°Ñ â
òå÷åíèå 1 ìèíóòû. Ïîñëå 30 öèêëîâ àëèêâîòû êàæäîé ðåàêöèè àíàëèçèðîâàëè
ýëåêòðîôîðåçîì íà àãàðîçíîì ãåëå. Ðåàêöèè ëåãêîé öåïè, ñîäåðæàùèå ñìåñè 5'-ïðàéìåðîâ
èç ïóëîâ 1, 2 è 7 ëåãêîé öåïè, äàâàëè ïîëîñû ñ ðàçìåðàìè, ñîãëàñóþùèìèñ  ñ
ïîëíîðàçìåðíûìè Vl-ôðàãìåíòàìè, òîãäà êàê ðåàêöè  èç ïóëà 3 ðåàêöèè ò æåëîé öåïè
äàâàëà ôðàãìåíò ñ ðàçìåðîì, îæèäàåìûì äë  ãåíà Vh. Ïîëîñà, äàâàåìà  ïðàéìåðàìè
ïóëà 1 ëåãêîé öåïè, íå îáðàáàòûâàëàñü äî êîíöà, òàê êàê ïðåäâàðèòåëüíûå ðåçóëüòàòû
ïîêàçàëè, ÷òî äàííà  ïîëîñà ñîîòâåòñòâóåò ïñåâäîãåíó ëåãêîé öåïè, ïðîäóöèðóåìîìó
ãèáðèäîìíîé êëåòêîé. Ïîëîñà, ïðîèçâîäèìà  ïðàéìåðàìè ïóëà 7 ëåãêîé öåïè, áûëà áîëåå
ñëàáîé, ÷åì ïîëîñà èç ïðàéìåðîâ ïóëà 2, è, ñëåäîâàòåëüíî, íå îáðàáàòûâàëàñü äî êîíöà.
Òîëüêî ïîëîñó èç ïóëà 2 ðåàêöèè ëåãêîé öåïè, êîòîðà  áûëà íàèáîëåå ñèëüíîé ïîëîñîé,
ïðîñëåæèâàëè äî êîíöà.

c) Ìîëåêóë ðíîå êëîíèðîâàíèå ÏÖÐ-ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ-ôðàãìåíòû, ïðîäóöèðóåìûå â ïóëå 2 ðåàêöèè ëåãêîé öåïè, ðàñùåïë ëè

ôåðìåíòàìè BstBI è SplI, êîíöåíòðèðîâàëè îñàæäåíèåì ýòàíîëîì, ïîäâåðãàëè
ýëåêòðîôîðåçó íà 1,4% àãàðîçíîì ãåëå è ïîëîñû ÄÍÊ â äèàïàçîíå 400 ï.í. èçâëåêàëè. Èõ
êëîíèðîâàëè ëèãèðîâàíèåì â âåêòîð pMR15.1 (ôèãóðà 4), êîòîðûé áûë ðàñùåïëåí ñ
ïîìîùüþ BstBI è SplI. Ïîñëå ëèãèðîâàíè  ñìåñè òðàíñôîðìèðîâàëè â E.coli LM 1035 è
ïëàçìèäû èç ïîëó÷åííûõ áàêòåðèàëüíûõ êîëîíèé ïîäâåðãàëè ñêðèíèíãó íà âñòàâêè
ðàñùåïëåíèåì BstBI è SplI. Õàðàêòåðíûå ïëàçìèäû ñî âñòàâêàìè èç êàæäîãî ëèãèðîâàíè 
àíàëèçèðîâàëè äàëåå ñåêâåíèðîâàíèåì íóêëåîòèäîâ.

Ïîäîáíûì îáðàçîì, ÄÍÊ-ôðàãìåíòû, ïðîäóöèðóåìûå â ïóëå 3 ðåàêöèè ò æåëîé öåïè,
ðàñùåïë ëè HindIII è ApaI è êëîíèðîâàëè â âåêòîð pMRl4 (ôèãóðà 5), êîòîðûé áûë
ðàñùåïëåí HindIII è ApaI. Õàðàêòåðíûå ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå âñòàâêè, àíàëèçèðîâàëè
ñåêâåíèðîâàíèåì íóêëåîòèäîâ.

d) Àíàëèç íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ èç ð äà èçîë òîâ, ñîäåðæàùèõ Vh-âñòàâêè, ñåêâåíèðîâàëè ñ

èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ R1053 (ñì. òàáëèöó 5) (êîòîðûé ïðàéìèðóåò â 3'-ðàéîíå
ïðîìîòîðà HCMV â pMR14) è R720 (ñì. òàáëèöó 5) (êîòîðûé ïðàéìèðóåò â 5'-ðàéîíå Ñ-
ãàììà 4 ÷åëîâåêà è ïîçâîë åò ïðîâîäèòü ñåêâåíèðîâàíèå ÷åðåç ÄÍÊ-âñòàâêó íà pMR14).
Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Vh-âñòàâêè â ð äå êëîíîâ áûëè
èäåíòè÷íûìè, çà èñêëþ÷åíèåì ðàçëè÷èé â ðàéîíå ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà è J-ðàéîíå. Ýòî
óêàçûâàåò íà òî, ÷òî èññëåäîâàííûå êëîíû  âë þòñ  íåçàâèñèìûìè èçîë òàìè,
âîçíèêàþùèìè âñëåäñòâèå ïðèìåíåíè  ðàçëè÷íûõ ïðàéìåðîâ èç ñìåñè îëèãîíóêëåîòèäîâ
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âî âðåì  ÏÖÐ-ñòàäèè. Îïðåäåëåííà  íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è ïðåäñêàçàííà 
àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü  âàðèàáåëüíîãî äîìåíà ò æåëîé öåïè àíòèòåëà
hTNF40 (hTNF40Vh) ïðèâåäåíû íà ôèãóðå 7 (SEQ ID NO: 100).

Äë  àíàëèçà êëîíîâ ëåãêîé öåïè èññëåäîâàëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïîëó÷åííóþ èç
ïðàéìèðîâàíè  R1053 (ñì. òàáëèöó 5) è R684 (SEQ ID NO: 62) (êîòîðûé ïðàéìèðóåò â 5'-
ðàéîíå Ñ-êàïïà ÷åëîâåêà è ïîçâîë åò ïðîâîäèòü ñåêâåíèðîâàíèå ÷åðåç ÄÍÊ-âñòàâêó íà
pMR15.1). Íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è ïðåäñêàçàííóþ àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíîâ Vl, âîçíèêàþùèõ èç ðåàêöèé â ïóëå 2, àíàëèçèðîâàëè
àíàëîãè÷íûì îáðàçîì. Îï òü áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Vl-
âñòàâêè â ð äå êëîíîâ áûëè èäåíòè÷íûìè, çà èñêëþ÷åíèåì ðàçëè÷èé â ðàéîíå ñèãíàëüíîãî
ïåïòèäà è J-ðàéîíå, ÷òî ïîêàçûâàåò, ÷òî èññëåäîâàííûå êëîíû áûëè íåçàâèñèìûìè
èçîë òàìè, âîçíèêàþùèìè âñëåäñòâèå ïðèìåíåíè  ðàçëè÷íûõ ïðàéìåðîâ èç ñìåñè
îëèãîíóêëåîòèäîâ, èñïîëüçóåìîé âî âðåì  ÏÖÐ-ñòàäèè. Îïðåäåëåííà  íóêëåîòèäíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è ïðåäñêàçàííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âàðèàáåëüíîãî
äîìåíà ëåãêîé öåïè àíòèòåëà hTNF40 (hTNF40V1) ïðèâåäåíû íà ôèãóðå 6 (SEQ ID NO: 99).
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Îöåíêà àêòèâíîñòè õèìåðíûõ ãåíîâ
Àêòèâíîñòè õèìåðíûõ ãåíîâ îöåíèâàëè ýêñïðåññèåé èõ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ è
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î÷èñòêîé è êîëè÷åñòâåííûì îïðåäåëåíèåì âíîâü ñèíòåçèðîâàííûõ àíòèòåë. Ìåòîäîëîãè 
äë  ýòîãî îïèñàíà íèæå, ñ ïîñëåäóþùèì îïèñàíèåì áèîõèìè÷åñêèõ àíàëèçîâ è àíàëèçîâ íà
îñíîâå êëåòîê, èñïîëüçóåìûõ äë  áèîëîãè÷åñêîé õàðàêòåðèñòèêè äàííûõ àíòèòåë.

à) Ïîëó÷åíèå õèìåðíîé ìîëåêóëû àíòèòåëà hTNF40
Õèìåðíîå àíòèòåëî äë  áèîëîãè÷åñêîé îöåíêè ïîëó÷àëè âðåìåííîé ýêñïðåññèåé

ïîäõîä ùèõ ïàð ò æåëîé è ëåãêîé öåïåé ïîñëå êîòðàíñôåêöèè â êëåòêè  è÷íèêà Êèòàéñêîãî
õîì ÷êà (ÑÍÎ) ñ èñïîëüçîâàíèåì îñàæäåíè  ôîñôàòîì êàëüöè .

Â äåíü ïåðåä òðàíñôåêöèåé ïîëóêîíôëþåíòíûå êîëáû ñ êëåòêàìè CHO-L761
òðèïñèíèçèðîâàëè, êëåòêè ñ÷èòàëè è êîëáû Ò75 óñòàíàâëèâàëè òàêèì îáðàçîì, ÷òî êàæäà 
ñîäåðæàëà 107 êëåòîê.

Íà ñëåäóþùèé äåíü êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ìåí ëè çà 3 ÷àñà ïåðåä òðàíñôåêöèåé. Äë 
òðàíñôåêöèè êàëüöèé-ôîñôàòíûé îñàäîê ïîëó÷àëè ñìåøèâàíèåì 1,25 ìë 0,25 Ì CaCl2,
ñîäåðæàùåãî 50 ìêã êàæäîãî èç ýêñïðåññèðóþùèõ âåêòîðîâ ò æåëîé è ëåãêîé öåïåé, ñ 1,25
ìë 2×HBS (16,36 ã NaCl, 11,0 ã HEPES è 0,4 ã Na2HPO4 â 1 ëèòðå âîäû ñ ðÍ, äîâåäåííûì
äî 7,1 ïðè ïîìîùè NaOH) è äîáàâëåíèåì íåïîñðåäñòâåííî â ñðåäó äàííûõ êëåòîê. Ïîñëå 3
÷àñîâ ïðè 37°Ñ â ÑÎ2-òåðìîñòàòå ñðåäó è îñàäîê èçâëåêàëè è êëåòêè ïîäâåðãàëè øîêó
äîáàâëåíèåì 15 ìë 15% ãëèöåðèíà â çàáóôåðåííîì ôîñôàòîì ñîëåâîì ðàñòâîðå (ÔÑÁ) â
òå÷åíèå 1 ìèíóòû. Ãëèöåðèí óäàë ëè, êëåòêè ïðîìûâàëè îäèí ðàç ÔÑÁ è èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 48-96 ÷àñîâ â 25 ìë ñðåäû, ñîäåðæàùåé 10 ìÌ áóòèðàò íàòðè . Àíòèòåëî ìîæíî
áûëî î÷èñòèòü èç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû ñâ çûâàíèåì ñ ïðîòåèí À-ñåôàðîçîé è ýëþöèåé ñ
ïðîòåèí À-ñåôàðîçû.

b) ELISA
Äë  ELISA ïëàíøåòû Nunc ELISA ïîêðûâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4°Ñ F(ab') 2-ôðàãìåíòîì

ïîëèêëîíàëüíîãî êîçüåãî ñïåöèôè÷åñêîãî ïðîòèâ Fc-ôðàãìåíòà ÷åëîâåêà àíòèòåëà
(Jackson Immunoresearch, code 109-006-098) ïðè 5 ìêã/ìë â áóôåðå äë  íàíåñåíè 
ïîêðûòè  (15 ìÌ êàðáîíàò íàòðè , 35 ìÌ ãèäðîêàðáîíàò íàòðè , ðÍ 6,9). Íåñâ çàâøååñ 
àíòèòåëî óäàë ëè ïðîìûâàíèåì 5 ðàç äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé. Ïðîáû è î÷èùåííûå
ñòàíäàðòû, ïîäëåæàùèå êîëè÷åñòâåííîìó îïðåäåëåíèþ, ðàçáàâë ëè äî ïðèáëèçèòåëüíî 1
ìêã/ìë â áóôåðå äë  êîíúþãàöèè (0,1 Òðèñ-HCl, ðÍ 7,0, 0,1 Ì NaCl, 0,2% îá/îá Òâèí 20,
0,2% ìàññà/îá êàçåèí Hammersten). Ïðîáû òèòðîâàëè â ìèêðîòèòðàöèîííûõ ëóíêàõ â 2-
êðàòíûõ ðàçâåäåíè õ ñ ïîëó÷åíèåì êîíå÷íîãî îáúåìà 0,1 ìë â êàæäîé ëóíêå è ïëàíøåòû
èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 1 ÷àñà ñî âñòð õèâàíèåì. Ïîñëå
ïåðâîé èíêóáàöèîííîé ñòàäèè ïëàíøåòû ïðîìûâàëè 10 ðàç äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è
çàòåì èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷àñà, êàê è ïðåæäå, ñ 0,1 ìë ìûøèíîãî ìîíîêëîíàëüíîãî
àíòèòåëà ïðîòèâ êàïïà ÷åëîâåêà (êëîíà GD12), êîíúþãèðîâàííîãî ñ ïåðîêñèäàçîé (The
Binding Site, code MP135), ïðè ðàçâåäåíèè 1 â 700 â áóôåðå äë  êîíúþãàöèè. Ïëàíøåò
ïðîìûâàëè îï òü è â êàæäóþ ëóíêó äîáàâë ëè ðàñòâîð ñóáñòðàòà (0,1 ìë). Ðàñòâîð
ñóáñòðàòà ñîäåðæàë 150 ìêë N,N,N,N-òåòðàìåòèëáåíçèäèíà (10 ìã/ìë â ÄÌÑÎ), 150 ìêë
ïåðîêñèäà âîäîðîäà (30% ðàñòâîð) â 10 ìë 0,1 Ì àöåòàò íàòðè /öèòðàò íàòðè , ðÍ 6,0.
Ïëàíøåò ïðî âë ëè â òå÷åíèå 5-10 ìèíóò, ïîêà ïîãëîùåíèå ïðè 630 íì íå áûëî
ïðèáëèçèòåëüíî 1,0 äë  âåðõíåãî ñòàíäàðòà. Ïîãëîùåíèå ïðè 630 íì èçìåð ëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïëàíøåò-ðèäåðà è êîíöåíòðàöèþ ïðîáû îïðåäåë ëè ñðàâíåíèåì êðèâûõ
òèòðîâàíè  ñ êðèâûìè ñòàíäàðòà.

ñ) Îïðåäåëåíèå êîíñòàíò àôôèííîñòè (ñðîäñòâà) ñ èñïîëüçîâàíèåì BiaCore-àíàëèçà
Ñâ çûâàþùåå âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó hTNF40 è TNF ÷åëîâåêà èññëåäîâàëè ñ

èñïîëüçîâàíèåì òåõíîëîãèè BIA. Àôôèííî î÷èùåííûå êîçüè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà,
íàïðàâëåííûå ïðîòèâ êîíñòàíòíîé îáëàñòè hTNF40, èììîáèëèçîâàëè íà ïîâåðõíîñòè
ñåíñîðíîãî ÷èïà äåêñòðàíîâîãî ïîëèìåðà ïðè ïîìîùè ñòàíäàðòíîé õèìèè NHS/EDC.
Îòíîñèòåëüíî íèçêèå óðîâíè (200-500 RU) hTNF40 èììîáèëèçîâàëè äë  ãàðàíòèè
ìèíèìèçàöèè ýôôåêòà ìàññîïåðåíîñà. TNF ÷åëîâåêà ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöè õ
ïðîïóñêàëè ÷åðåç èììîáèëèçîâàííîå hTNF40 äë  îöåíêè êèíåòèêè àññîöèàöèè. Ïîñëå
èíúåêöèè ëèãàíäà áóôåð ïðîïóñêàëè ÷åðåç äàííóþ ïîâåðõíîñòü òàêèì îáðàçîì, ÷òî ìîæíî
áûëî èçìåðèòü äèññîöèàöèþ. Êîíñòàíòû ñêîðîñòåé àññîöèàöèè è äèññîöèàöèè äë 
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âçàèìîäåéñòâè  ìåæäó òâåðäîôàçíûì hTNF40 è TNF ÷åëîâåêà ðàññ÷èòûâàëè è îïðåäåë ëè
âåëè÷èíó ÊD.

ÏÐÈÌÅÐ 1
CDR-ïåðåñàäêà (ïðèâèâêà) hTNF40
Ìîëåêóë ðíîå êëîíèðîâàíèå ãåíîâ äë  âàðèàáåëüíûõ îáëàñòåé ò æåëîé è ëåãêîé öåïåé

àíòèòåëà hTNF40 è èõ ïðèìåíåíèå äë  ïîëó÷åíè  õèìåðíûõ (ìûøü-÷åëîâåê) àíòèòåë
hTNF40 áûëî îïèñàíî âûøå. Íóêëåîòèäíûå è àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Vl è Vh
ìûøèíîãî hTNF40 ïîêàçàíû íà ôèãóðàõ 6 è 7 (SEQ ID NO:99 è 100) ñîîòâåòñòâåííî.
Äàííûé ïðèìåð îïèñûâàåò CDR-ïðèâèâêó àíòèòåëà hTNF40.

CDR-ïðèâèâêà ëåãêîé öåïè hTNF40
Ñîïîñòàâëåíèå âûñòðàèâàíèåì êàðêàñíûõ îáëàñòåé ëåãêîé öåïè hTNF40 ñ êàðêàñíûìè

îáëàñò ìè ÷åòûðåõ ïîäãðóïï ëåãêèõ öåïåé ÷åëîâåêà (Kabat et al., 1991 (supra))
âû âèëî, ÷òî hTNF40 áûë íàèáîëåå ãîìîëîãè÷íûì àíòèòåëàì â ïîäãðóïïå 1 ëåãêîé öåïè
÷åëîâåêà. Ïîýòîìó äë  êîíñòðóèðîâàíè  CDR-ïðèâèòîé ëåãêîé öåïè âûáðàííûå êàðêàñíûå
îáëàñòè ñîîòâåòñòâîâàëè êàðêàñíûì îáëàñò ì êîíñåíñóñíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãðóïïû 1
÷åëîâåêà.

Ñðàâíåíèå àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé êàðêàñíûõ îáëàñòåé ìûøèíîãî
hTNF40 è êîíñåíñóñíûõ ëåãêèõ öåïåé ãðóïïû 1 ÷åëîâåêà ïðåäñòàâëåíî íà ôèãóðå 1 è
ïîêàçûâàåò, ÷òî èìåþòñ  22 ðàçëè÷è  (ïîä÷åðêíóòûå) ìåæäó äàííûìè äâóì 
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè. Àíàëèç âëè íè , êîòîðîå ëþáîå èç êàðêàñíûõ ðàçëè÷èé ìîæåò
îêàçûâàòü íà ñâ çûâàíèå àíòèãåíà, èäåíòèôèöèðîâàë 2 îñòàòêà äë  èññëåäîâàíè ; îíè
íàõîä òñ  â ïîëîæåíè õ 46 è 60. Íà îñíîâå ýòîãî àíàëèçà áûëè ñêîíñòðóèðîâàíû äâå
âåðñèè CDR-ïðèâèòîé ëåãêîé öåïè. Â ïåðâîé èç íèõ, hTNF40-gL1 (SEQ ID NO:8), îñòàòêè
46 è 60 ïðîèñõîä ò èç ëåãêîé öåïè hTNF40, òîãäà êàê âî âòîðîé, hTNF40-gL2 (SEQ ID NO:
9), âñå îñòàòêè  âë þòñ  ñîãëàñóþùèìèñ  ñ îñòàòêàìè ÷åëîâåêà, çà èñêëþ÷åíèåì îñòàòêà
ñ íîìåðîì 60, êîòîðûé  âë åòñ  îñòàòêîì èç ëåãêîé öåïè hTNF40.

Êîíñòðóèðîâàíèå hTNF40-gL1, CDR-ïðèâèòîé ëåãêîé öåïè
Êîíñòðóèðîâàíèå hTNF40-gL1 äàåòñ  ïîäðîáíî íèæå. Ñëåäóþùèå ïåðåêðûâàþùèåñ 

îëèãîíóêëåîòèäû (Ð7982-Ð7986) èñïîëüçîâàëè â ïîëèìåðàçíûõ öåïíûõ ðåàêöè õ (ÏÖÐ) äë 
ñáîðêè óêîðî÷åííîé ïðèâèâàåìîé ëåãêîé öåïè. Ñîáðàííûé ôðàãìåíò íå ñîäåðæèò ëèäåðíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àíòèòåëà è ïåðâûõ 17 àìèíîêèñëîò êàðêàñíîé îáëàñòè 1.

îëèãîíóêëåîòèä 1 Ð7982:
5'GAATTCAGGGTCACCATCACTTGTAAAGCCAGTCAGAACGTAGGTACTAAC
GTAGCCTGGTATCAGCAAA3' (SEQ ID NO: 52)
îëèãîíóêëåîòèä 2 Ð7983:
5'ATAGAGGAAAGAGGCACTGTAGATGAGGGCTTTTGGGGCTTTACCTGGTTT
TTGCTGATACCAGGCTACGT3' (SEQ ID NO: 53)
îëèãîíóêëåîòèä 3 Ð7984:
5'TACAGTGCCTCTTTCCTCTATAGTGGTGTACCATACAGGTTCAGCGGATCCG
GÒÀGÒGGÒÀÑTGÀÒTTÑÀÑ3' (SEQ ID NO: 54)
îëèãîíóêëåîòèä 4 P7985:
5'GACAGTAATAAGTGGCGAAATCTTCTGGCTGGAGGCTACTGATCGTGAGGGT
GAAATCAGTACCACTACCG3' (SEQ ID NO: 55)
îëèãîíóêëåîòèä 5 P7986:
5'ATTTCGCCACTTATTACTGTCAACAGTATAACATCTACCCACTCACATTCGGT
CAGGGTACTAAAGTAGAAATCAAACGTACGGAATTC3' (SEQ ID NO: 56)
Fwd P7981:
5'GAATTCAGGGTCACCATCACTTGTAAAGCC3' (SEQ ID NO: 57)
Fwd P7980:
5'GAATTCCGTACGTTTGATTTCTACTTTAGT3' (SEQ ID NO: 58)
ÏÖÐ-ðåàêöèþ, 100 ìêë, óñòàíàâëèâàëè òàêèì îáðàçîì, ÷òî îíà ñîäåðæàëà 10 ìÌ Òðèñ-

HCl ðÍ 8,3, 1,5 ìÌ MgCl2, 50 ìÌ KCl, 0,01% ìàññà/îá æåëàòèí, 0,25 ìÌ êàæäûé
äåçîêñèðèáîíóêëåîçèä-òðèôîñôàò, 2 ïìîëü Ð7982, Ð7983, Ð7984, Ð7985, Ð7986, 10 ïìîëü
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P7980, Ð7981 è 1 åäèíèöó ïîëèìåðàçû Taq. Ðåàêöèè ïðîâîäèëè ñ öèêëàìè 94°Ñ â òå÷åíèå
1 ìèíóòû, 55°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèíóòû è 72°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèíóòû. Ïîñëå 30 öèêëîâ êàæäóþ
ðåàêöèþ àíàëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè ýëåêòðîôîðåçà â àãàðîçíîì ãåëå è ÏÖÐ-ôðàãìåíò
âûðåçàëè èç ãåë  è èçâëåêàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà Mermaid. Èçâëå÷åííûé ôðàãìåíò
ðàñùåïë ëè ôåðìåíòàìè BstEII è SplI â ïîäõîä ùåì áóôåðå. Ïîëó÷åííûé ïðîäóêò â êîíöå
êîíöîâ ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â àãàðîçíîì ãåëå è ÄÍÊ-ôðàãìåíò ðàçìåðîì 270 ï.í.
èçâëåêàëè èç ñðåçà ãåë  è ëèãèðîâàëè â âåêòîð CTIL5-gL6 (ôèãóðà 12), êîòîðûé áûë
ïðåäâàðèòåëüíî ðàñùåïëåí òåìè æå ñàìûìè ôåðìåíòàìè. Âûøåóêàçàííûé âåêòîð
îáåñïå÷èâàåò îòñóòñòâóþùóþ ëèäåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíòèòåëà è ïåðâûå 17
àìèíîêèñëîò êàðêàñíîé îáëàñòè 1.

Ñìåñü äë  ëèãèðîâàíè  èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè øòàììà E.coli LM1035 è
ïîëó÷åííûå êîëîíèè àíàëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè ÏÖÐ, ðàñùåïëåíèé ðåñòðèêòàçàìè è
íóêëåîòèäíîãî ñåêâåíèðîâàíè . Íóêëåîòèäíà  è àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Vl-
îáëàñòè hTNF40-gL1 ïîêàçàíà íà ôèãóðå 8 (SEQ ID NO: 8).

Êîíñòðóèðîâàíèå hTNF40-gL2, CDR-ïðèâèòîé ëåãêîé öåïè
hTNF40-gL2 (SEQ ID NO: 9) êîíñòðóèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ÏÖÐ. Ñëåäóþùèå

îëèãîíóêëåîòèäû èñïîëüçîâàëè äë  ââåäåíè  àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí:
R1053: 5'GCTGACAGACTAACAGACTGTTCC3' (SEQ ID NO: 59)
R5350: 5'TCTAGATGGCACACCATCTGCTAAGTTTGATGCAGCATAGAT
CAGGAGCTTAGGAGC3' (SEQ ID NO: 60)
R5349: 5'GCAGATGGTGTGCCATCTAGATTCAGTGGCAGTGGATCA
GGCACAGACTTTACCCTAAC3' (SEQ ID NO: 61)
R684: 5'TTCAACTGCTCATCAGAT3' (SEQ ID NO: 62)
Äâå ðåàêöèè, êàæäà  ïî 20 ìêë, óñòàíàâëèâàëè òàêèì îáðàçîì, ÷òî îíè ñîäåðæàëè 10 ìÌ

Òðèñ-HCl ðÍ 8,3, 1,5 ìÌ MgCl2, 50 ìÌ KCl, 0,01% ìàññà/îá æåëàòèí, 0,25 ìÌ êàæäûé
äåçîêñèðèáîíóêëåîçèäòðèôîñôàò, 0,1 ìêã hTNF40-gL1, 6 ïìîëü R1053/R5350 èëè
R5349/R684 è 0,25 åäèíèö ïîëèìåðàçû Taq. Ðåàêöèè ïðîâîäèëè ñ öèêëàìè 94°Ñ â òå÷åíèå
1 ìèíóòû, 55°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèíóòû è 72°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèíóòû. Ïîñëå 30 öèêëîâ êàæäóþ
ðåàêöèþ àíàëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè ýëåêòðîôîðåçà â àãàðîçíîì ãåëå è ÏÖÐ-ôðàãìåíòû
âûðåçàëè èç ãåë  è èçâëåêàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà Mermaid.

Àëèêâîòû ýòèõ ôðàãìåíòîâ ïîäâåðãàëè çàòåì âòîðîìó ðàóíäó ÏÖÐ. Ðåàêöè , 100 ìêë,
ñîäåðæàëà 10 ìÌ Òðèñ-HCl ðÍ 8,3, 1,5 ìÌ MgCl2/50 ìÌ KCl, 0,01% ìàññà/îá æåëàòèí, 1/5
êàæäîãî èç ÏÖÐ-ôðàãìåíòîâ èç ïåðâîãî íàáîðà ðåàêöèé, 30 ïìîëü R1053 è R684 è 2,5
åäèíèö ïîëèìåðàçû Taq. Òåìïåðàòóðû ðåàêöèè áûëè òàêèìè æå, ÷òî è îïèñàííûå âûøå.
Ïîñëå ÏÖÐ ñìåñü ýêñòðàãèðîâàëè ñìåñüþ ôåíîë/õëîðîôîðì è çàòåì õëîðîôîðìîì è
îñàæäàëè ýòàíîëîì. Ýòàíîëüíûé îñàäîê èçâëåêàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì, ðàñòâîð ëè â
ïîäõîä ùåì áóôåðå è ðàñùåïë ëè ôåðìåíòàìè BstEII è Spll. Ïîëó÷åííûé ïðîäóêò íàêîíåö
ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â àãàðîçíîì ãåëå è ÄÍÊ-ôðàãìåíò ðàçìåðîì 270 ï.í. èçâëåêàëè
èç ñðåçà ãåë  è ëèãèðîâàëè â âåêòîð pMR15.1 (ôèãóðà 4), êîòîðûé áûë ïðåäâàðèòåëüíî
ðàñùåïëåí òåìè æå ñàìûìè ôåðìåíòàìè.

Ñìåñü äë  ëèãèðîâàíè  èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè øòàììà E.coli LM1035 è
ïîëó÷åííûå êîëîíèè àíàëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè ÏÖÐ, ðàñùåïëåíèé ðåñòðèêòàçàìè è
íóêëåîòèäíîãî ñåêâåíèðîâàíè . Íóêëåîòèäíà  è àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Vl-
îáëàñòè hTNF40-gL2 ïîêàçàíà íà ôèãóðå 9 (SEQ ID NO:9).

CDR-ïðèâèâêà ò æåëîé öåïè hTNF4Q
CDR-ïðèâèâêó ò æåëîé öåïè hTNF40 âûïîëí ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì òîé æå ñàìîé

ñòðàòåãèè, êîòîðà  îïèñàíà äë  ëåãêîé öåïè. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ò æåëà  öåïü
 âë åòñ  íàèáîëåå ãîìîëîãè÷íîé ò æåëûì öåï ì ÷åëîâåêà, ïðèíàäëåæàùèì ê ïîäãðóïïå 1,
è ïîýòîìó êîíñåíñóñíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êàðêàñíûõ îáëàñòåé ïîäãðóïïû 1 ÷åëîâåêà
áûëà âûáðàíà äë  àêöåïòèðîâàíè  CDR ò æåëîé öåïè hTNF40.

Äë  èññëåäîâàíè  íåîáõîäèìîñòè ãîìîëîãè÷íîé êàðêàñíîé îáëàñòè ÷åëîâåêà äë 
èñïîëüçîâàíè  â êà÷åñòâå àêöåïòîðíîãî êàðêàñà äë  CDR-ïðèâèâêè âòîðà  êàðêàñíà 
îáëàñòü, ãðóïïû 3 ÷åëîâåêà, áûëà âûáðàíà äë  ãóìàíèçàöèè ò æåëîé öåïè hTNF40.
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Ñðàâíåíèå hTNF40 ñ äâóì  ðàçëè÷íûìè êàðêàñíûìè îáëàñò ìè ïîêàçàíî íà ôèãóðå 2,
ãäå ìîæíî âèäåòü, ÷òî hTNF40 îòëè÷àåòñ  îò êîíñåíñóñà ïîäãðóïïû 1 ÷åëîâåêà â 32
ïîëîæåíè õ (ïîä÷åðêíóòûõ) è îòëè÷àåòñ  îò êîíñåíñóñà ïîäãðóïïû 3 ÷åëîâåêà â 40
ïîëîæåíè õ (ïîä÷åðêíóòûõ). Ïîñëå àíàëèçà âëè íè , êîòîðîå êàæäîå èç ýòèõ ðàçëè÷èé
ìîæåò ïðîèçâîäèòü íà ñâ çûâàíèå àíòèãåíà, îñòàòêè 28, 38, 46, 67, 69 è 71 ñîõðàí ëè â
êà÷åñòâå äîíîðîâ â gh1hTNF40.1, CDR-ïðèâèòîé ò æåëîé öåïè, ñ èñïîëüçîâàíèåì êàðêàñà
ãðóïïû 1. Îñòàòêè 27, 28, 30, 48, 49, 69, 71, 73, 76 è 78 ñîõðàí ëè â êà÷åñòâå äîíîðà
â gh3hTNF40.4, CDR-ïðèâèòîé ò æåëîé öåïè, ñ èñïîëüçîâàíèåì êàðêàñà ãðóïïû 3. Îñòàòêè
28, 69 è 71 ñîõðàí ëè â êà÷åñòâå äîíîðà â gh1hTNF40.4, CDR-ïðèâèòîé ò æåëîé öåïè, ñ
èñïîëüçîâàíèåì êàðêàñà ãðóïïû 1.

Êîíñòðóèðîâàíèå gh1hTNF40.4, CDR-ïðèâèòîé ò æåëîé öåïè
gh1hTNF40.4 (SEQ ID NO:10) ñîáèðàëè ïîäâåðãàíèåì ïåðåêðûâàþùèõñ 

îëèãîíóêëåîòèäîâ ÏÖÐ â ïðèñóòñòâèè ïîäõîä ùèõ ïðàéìåðîâ. Ñëåäóþùèå
îëèãîíóêëåîòèäû èñïîëüçîâàëè â ÏÖÐ:

Òðàíñïëàíòàò ãðóïïû 1 îëèãîíóêëåîòèä 1 Ð7989:
5'GAAGCACCAGGCTTCTTAACCTCTGCTCCTGACTGGACCAGCTGCACCTGAG
AGTGCACGAATTC3' (SEQ ID NO: 63)
îëèãîíóêëåîòèä 2 Ð7990:
5'GGTTAAGAAGCCTGGTGCTTCCGTCAAAGTTTCGTGTAAGGCCTCAGGCTAC
GTGTTCACAGACTATGGTA3' (SEQ ID NO: 64)
îëèíóêëåîòèä 3 Ð7991:
5'CCAACCCATCCATTTCAGGCCTTGTCCCGGGGCCTGCTTGACCCAATTCATAC
CATAGTCTGTGAACACGT3' (SEQ ID NO: 65)
îëèíóêëåîòèä 4 Ð7995:
5'GGCCTGAAATGGATGGGTTGGATTAATACTTACATTGGAGAGCCTATTTATGT
TGACGACTTCAAGGGCAGATTCACGTTC3' (SEQ ID NO: 66)
îëèãîíóêëåîòèä 5 Ð7992:
5'CCATGTATGCAGTGCGTTGTGGAGGTGTCTAGAGTGAACGTGAATCTGCCCTT
GAA3' (SEQ ID NO: 67)
îëèãîíóêëåîòèä 6 Ð7993:
5'CCACAAGCACTGCATACATGGAGCTGTCATCTCTGAGATCCGAGGACACCGC
AGTGTACTAT3' (SEQ ID NO: 68)
îëèãîíóêëåîòèä 7 P7994:
5'GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCATGGCATAAGATCTGTATCCTCTAG
CACAATAGTACACTGCGGTGTCCTC3' (SEQ ID NO: 69)
Fwd: P7988:
5'GAATTCGTGCACTCTCAGGTGCAGCTGGTC3' (SEQ ID NO: 70)
Bwd P7987:
5'GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCAT3' (SEQ ID NO: 71)
Ðåàêöè  ñáîðêè, 100 ìêë, ñîäåðæàëà 10 ìÌ Òðèñ-HCl ðÍ 8,3, 1,5 mm MgCl2, 50 ìÌ KCl,

0,01% ìàññà/îá æåëàòèí, 0,25 ìÌ êàæäûé äåçîêñèðèáîíóêëåîçèäòðèôîñôàò, 2 ïìîëü
êàæäîãî èç ð7989, ð7990, ð7991, ð7995, ð7992, ð7993 è ð7994, 10 ïìîëü êàæäîãî èç
ð7988 è ð7987 è 1 åäèíèöó ïîëèìåðàçû Taq. Ðåàêöèè ïðîâîäèëè ñ öèêëàìè 94°Ñ â òå÷åíèå
1 ìèíóòû, 55°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèíóòû è 72°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèíóòû. Ïîñëå 30 öèêëîâ ðåàêöèþ
ýêñòðàãèðîâàëè ñìåñüþ ôåíîë/õëîðîôîðì (1/1), çàòåì õëîðîôîðìîì è îñàæäàëè ýòàíîëîì.
Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíè  ÄÍÊ ðàñòâîð ëè â ïîäõîä ùåì áóôåðå è ðàñùåïë ëè ApaLI è
KpnI. Ïîëó÷åííûé ôðàãìåíò âûäåë ëè èç àãàðîçíîãî ãåë  è ëèãèðîâàëè â pMR14 (ôèãóðà
5), êîòîðûé áûë ïðåäâàðèòåëüíî ðàñùåïëåí òåìè æå ñàìûìè ôåðìåíòàìè. pMR14
ñîäåðæèò êîíñòàíòíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè ãàììà 4 ÷åëîâåêà; êîãäà pMR14 ðàñùåïë þò
ApaLI è KpnI, ðàñùåïëåííûé âåêòîð ñïîñîáåí ïðèíèìàòü ðàñùåïëåííóþ ÄÍÊ, òàê ÷òî 3'-
êîíåö ðàñùåïëåííîé ÄÍÊ ñîåäèí åòñ  â ðàìêå ñ÷èòûâàíè  ñ 5'-êîíöîì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé êîíñòàíòíóþ îáëàñòü ãàììà 4. Òàêèì îáðàçîì, ò æåëà 
öåïü, ýêñïðåññèðóåìà  èç äàííîãî âåêòîðà, áóäåò èìåòü èçîòèï ãàììà 4. Ñìåñü äë 
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ëèãèðîâàíè  èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè E.coli LM1035 è ïîëó÷åííûå áàêòåðèàëüíûå
êîëîíèè ïîäâåðãàëè ñêðèíèíãó ïîñðåäñòâîì ðàñùåïëåíè  ðåñòðèêòàçàìè è àíàëèçà
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Òàêèì ïóòåì èäåíòèôèöèðîâàëè ïëàçìèäó,
ñîäåðæàùóþ ïðàâèëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  gh1hTNA40.4 (ôèãóðà 10) (SEQ ID NO:
10).

Êîíñòðóèðîâàíèå gh3hTNF40.4, CDR-ïðèâèòîé ò æåëîé öåïè
gh3hTNF40.4 (SEQ ID NO: 11) ñîáèðàëè ïîäâåðãàíèåì ïåðåêðûâàþùèõñ 

îëèãîíóêëåîòèäîâ ÏÖÐ â ïðèñóòñòâèè ïîäõîä ùèõ ïðàéìåðîâ. Ñëåäóþùèå
îëèãîíóêëåîòèäû èñïîëüçîâàëè â ÏÖÐ:

Òðàíñïëàíòàò ãðóïïû 3
îëèãîíóêëåîòèä 1 Ð7999:
5*GATCCGCCAGGCTGCACGAGACCGCCTCCTGACTCGACCAGCTGAACCTCAG
AGTGCACGAATTC3' (SEQ ID NO: 72)
îëèãîíóêëåîòèä 2 Ð8000:
5'TCTCGTGCAGCCTGGCGGATCGCTGAGATTGTCCTGTGCTGCATCTGGTTACG
ÒÑTTÑÀÑÀGÀÑTÀÒGGÀÀ3' (SEQ ID NO: 73)
îëèãîíóêëåîòèä 3 Ð8001:
5'CCAACCCATCCATTTCAGGCCCTTTCCCGGGGCCTGCTTAACCCAATTCATTC
CATAGTCTGTGAAGACGT3' (SEQ ID NO: 74)
îëèíóêëåîòèä 4 Ð7995:
5'GGCCTGAAATGGATGGGTTGGATTAATACTTACATTGGAGAGCCTATTTATGT
TGACGACTTCAAGGGCAGATTCACGTTC3' (SEQ ID NO: 66)
îëèãîíóêëåîòèä 5 Ð7997:
5'GGAGGTATGCTGTTGACTTGGATGTGTCTAGAGAGAACGTGAATCTGCCCTT
GÀÀ3' (SEQ ID NO: 75)
îëèãîíóêëåîòèä 6 Ð7998:
5'CCAAGTCAACAGCATACCTCCAAATGAATAGCCTGAGAGCAGAGGACACCGC
AGTGTACTAT3' (SEQ ID NO: 76)
îëèãîíóêëåîòèä 7 P7993:
5'GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCATGGCATAAGATCTGTATCCTCTAG
CACAATAGTACACTGCGGTGTCCTC3' (SEQ ID NO: 77)
Fwd P7996:
5'GÀÀÒTÑGÒGÑÀÑÒÑÒGÀGGÒÒÑÀGÑTGGÒÑ3' (SEQ ID NO: 78)
Bwd P7987:
5'GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCAT3' (SEQ ID NO: 71)
Ðåàêöè  ñáîðêè, 100 ìêë, ñîäåðæàëà 10 ìÌ Òðèñ-HCl ðÍ 8,3, 1,5 ìÌ MgCl2, 50 ìÌ KCl,

0,01% ìàññà/îá æåëàòèí, 0,25 ìÌ êàæäûé äåçîêñèðèáîíóêëåîçèäòðèôîñôàò, 2 ïìîëü
êàæäîãî èç ð7999, ð8000, ð8001, ð7995, ð7997, ð7998 è ð7993, 10 ïìîëü êàæäîãî èç
ð7996 è ð7987 è 1 åäèíèöó ïîëèìåðàçû Taq. Ðåàêöèè ïðîâîäèëè ñ öèêëàìè 94°Ñ â òå÷åíèå
1 ìèíóòû, 55°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèíóòû è 72°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèíóòû. Ïîñëå 30 öèêëîâ ðåàêöèþ
ýêñòðàãèðîâàëè ñìåñüþ ôåíîë/õëîðîôîðì (1/1), çàòåì õëîðîôîðìîì è îñàæäàëè ýòàíîëîì.
Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíè  ÄÍÊ ðàñòâîð ëè â ïîäõîä ùåì áóôåðå äë  ðåñòðèêöèè
ðàñùåïë ëè ApaLI è KpnI. Ïîëó÷åííûé ôðàãìåíò âûäåë ëè èç àãàðîçíîãî ãåë  è
ëèãèðîâàëè â pMR14 (ôèãóðà 5), êîòîðûé áûë ïðåäâàðèòåëüíî ðàñùåïëåí òåìè æå ñàìûìè
ôåðìåíòàìè. PMR14 ñîäåðæàë êîíñòàíòíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè ãàììà 4 ÷åëîâåêà. Êîãäà
pMR14 ðàñùåïë þò ApaLI è KpnI, ðàñùåïëåííûé âåêòîð ñïîñîáåí ïðèíèìàòü
ðàñùåïëåííóþ ÄÍÊ, òàê ÷òî 3'-êîíåö ðàñùåïëåííîé ÄÍÊ ñîåäèí åòñ  â ðàìêå ñ÷èòûâàíè  ñ
5'-êîíöîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé êîíñòàíòíóþ îáëàñòü ãàììà 4. Òàêèì îáðàçîì,
ò æåëà  öåïü, ýêñïðåññèðóåìà  èç ýòîãî âåêòîðà, áóäåò èìåòü èçîòèï ãàììà 4. Ñìåñü äë 
ëèãèðîâàíè  èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè E.coli LM1035 è ïîëó÷åííûå áàêòåðèàëüíûå
êîëîíèè ïîäâåðãàëè ñêðèíèíãó ïîñðåäñòâîì ðàñùåïëåíè  ðåñòðèêòàçàìè è àíàëèçà
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Òàêèì ïóòåì èäåíòèôèöèðîâàëè ïëàçìèäó,
ñîäåðæàùóþ ïðàâèëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  gh3hTNF40.4 (ôèãóðà 10) (SEQ ID NO:
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11).
Ïîëó÷åíèå CDR-ïðèâèòîãî ìîäèôèöèðîâàííîãî Fab-ôðàãìåíòà
CDR-ïðèâèòûé, ìîäèôèöèðîâàííûé Fab-ôðàãìåíò, íà îñíîâå àíòèòåëà hTNF40,

êîíñòðóèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì âåêòîðà ðÒÒÎ-1 E.coli. Âàðèàáåëüíûå îáëàñòè àíòèòåëà
hTNF40 ñóáêëîíèðóþò â ýòîò âåêòîð è ìåæãåííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îïòèìèçèðóþò äë 
ïîëó÷åíè  pTTO(CDP870). Äàííûé ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð ðÒÒÎ ïðåäíàçíà÷åí äë 
âûçûâàíè  íàêîïëåíè  â ïåðèïëàçìå ðàñòâîðèìûõ ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ â E.coli.
Îñíîâíûìè ïðèçíàêàìè ýòîé ïëàçìèäû  âë þòñ :

(i) ìàðêåð óñòîé÷èâîñòè ê òåòðàöèêëèíó - àíòèáèîòèê íå èíàêòèâèðîâàëñ  ïðîäóêòîì
ãåíà óñòîé÷èâîñòè, òàê ÷òî ïîääåðæèâàåòñ  îòáîð íà ïëàçìèäóñîäåðæàùèå êëåòêè;

(ii) íèçêà  êîïèéíîñòü - íà÷àëî ðåïëèêàöèè, ïðîèñõîä ùåå èç ïëàçìèäû ð15À, êîòîðîå
ñîâìåñòèìî ñ ïëàçìèäàìè, ñîäåðæàùèìè ïðîèñõîä ùèìè èç colE1 ðåïëèêîíàìè;

(iii) ñèëüíûé èíäóöèðóåìûé ïðîìîòîð tac äë  òðàíñêðèïöèè êëîíèðóåìîãî ãåíà (ãåíîâ);
(iv) lacIq ãåí - äàåò êîíñòèòóòèâíóþ ýêñïðåññèþ lac-ðåïðåññîðíîãî áåëêà,

ïîääåðæèâàþùåãî ïðîìîòîð tac â ðåïðåññèðîâàííîì ñîñòî íèè, ïîêà îí íå èíäóöèðóåòñ 
IPTG/àëëîëàêòîçîé;

(v) ñèãíàëüíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü OmpA - äàåò ïåðèïëàçìàòè÷åñêóþ ñåêðåöèþ
êëîíèðîâàííîãî ãåíà (ãåíîâ); è

(vi) òðàíñë öèîííîå ñâ çûâàíèå ñèãíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè OmpA ñ êîðîòêèì
ïåïòèäîì lacZ, äàþùåå ýôôåêòèâíóþ èíèöèàöèþ òðàíñë öèè.

Äàííûé âåêòîð áûë ñîçäàí äë  ýêñïðåññèè ìîäèôèöèðîâàííûõ Fab-ôðàãìåíòîâ èç
äèöèñòðîííîé ìàòðèöû ïîñðåäñòâîì ñîçäàíè  ñïîñîáà äë  îòáîðà ýìïèðè÷åñêè
îïòèìàëüíîé ìåæãåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç ð äà ÷åòûðåõ ñêîíñòðóèðîâàííûõ
öåëåíàïðàâëåííî êàññåò. Îïèñàíî ïðèìåíåíèå äàííîãî ñïîñîáà â êîíñòðóèðîâàíèè
pTTO(CDP870).

Ìàòåðèàëû è ñïîñîáû
Ñïîñîáû ÄÍÊ
Ñòàíäàðòíûå ïðîöåäóðû èñïîëüçîâàëè äë  ïðîòîêîëîâ, â òîì ÷èñëå ðåñòðèêöèþ ÄÍÊ,

ýëåêòðîôîðåç â àãàðîçíîì ãåëå, ëèãèðîâàíèå è òðàíñôîðìàöèþ. Ðåñòðèêòàçû è
ìîäèôèöèðóþùèå ÄÍÊ ôåðìåíòû ïîëó÷àëè èç New England Biolabs èëè Boehringer
Mannheim è èñïîëüçîâàëè èõ â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöè ìè èçãîòîâèòåëåé. ÄÍÊ-
ôðàãìåíòû î÷èùàëè îò àãàðîçû ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîòîêîëà GeneClean (BIO 101).
Îëèãîíóêëåîòèäû ïîëó÷àëè èç Oswell Oligonucleotide Service è ñèíòåçèðîâàëè ïðè
ìàñøòàáå 40 íì. Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðîâ Plasmid DNA
Mini/Midi kits èç Qiagen. ÏÖÐ âûïîëí ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì «Amplitaq» Perkin Eitner â
ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöè ìè. Ñåêâåíèðîâàíèå ÄÍÊ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
íàáîðà äë  ñåêâåíèðîâàíè  Applied Biosystems Taq cycle sequencing kit.

Èíäóêöè  âî âñòð õèâàåìûõ êîëáàõ
Êóëüòóðû E.coli W3110 âûðàùèâàëè â L-áóëüîíå, äîïîëíåííîì òåòðàöèêëèíîì (7,5

ìêã/ìë). Äë  èíäóêöèé ñâåæèå íî÷íûå êóëüòóðû (ðîñøèå ïðè 30°Ñ) ðàçáàâë ëè äî OD600

0,1 â 200 ìë L-áóëüîíà â êîëáå ñ ïåðåãîðîäêîé íà 2 ë è âûðàùèâàëè ïðè 30°Ñ â
îðáèòàëüíîì òåðìîñòàòå. Ïðè OD600 0,5 äîáàâë ëè IPTG äî 200 ìêÌ. Ïðîáû
(íîðìàëèçîâàííûå â îòíîøåíèè OD) áðàëè ñ èíòåðâàëàìè.

Ýêñòðàêöè  ïåðèïëàçìû
Ïðîáû êóëüòóðû îõëàæäàëè íà ëüäó (5 ìèíóò), çàòåì êëåòêè ñîáèðàëè

öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Ïîñëå ðåñóñïåíäèðîâàíè  â áóôåðå äë  ýêñòðàêöèè (100 ìÌ Òðèñ-
HCl, 10 ìÌ ÝÄÒÀ, ðÍ 7,4) ïðîáû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 30°Ñ, çàòåì îñâåòë ëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì.

Àíàëèç ñáîðêè
Êîíöåíòðàöèè ìîäèôèöèðîâàííîãî Fab îïðåäåë ëè ïðè ïîìîùè ELISA. Ïëàíøåòû

ïîêðûâàëè ïðè 4°Ñ â òå÷åíèå íî÷è àíòèòåëîì ïðîòèâ Fd 6045 ÷åëîâåêà (2 ìêã/ìë â áóôåðå
äë  íàíåñåíè  ïîêðûòè , ôèçèîëîãè÷åñêèé ñîëåâîé ðàñòâîð, 100 ìêë íà ëóíêó). Ïîñëå
ïðîìûâàíè  100 ìêë ïðîáû âíîñèëè íà ëóíêó; î÷èùåííûé À5 Â7 ãàììà-1 Fab', èñõîäíî ïðè
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2 ìêã/ìë, èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà. Ïðîáû ñåðèéíî ðàçâîäèëè 2-êðàòíî ïî
âñåìó ïëàíøåòó â áóôåðå äë  êîíúþãàöèè ïðîá (íà ëèòð: 6,05 ã òðèñàìèíîìåòàíà; 2,92 ã
NaCl; 0,1 ìë Òâèíà-20; 1 ìë êàçåèíà (0,2%)); ïëàíøåòû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷àñà
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ïðè ïåðåìåøèâàíèè. Ïëàíøåòû ïðîìûâàëè è ñóøèëè, çàòåì
äîáàâë ëè 100 ìêë àíòèòåëà ïðîòèâ Ñ-êàïïà (GD12) ÷åëîâåêà, êîíúþãèðîâàííîãî ñ
ïåðîêñèäàçîé (ðàçáàâëåííîãî áóôåðîì äë  ïðîá äë  êîíúþãàöèè). Èíêóáèðîâàíèå
ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè ïåðåìåøèâàíèè. Ïëàíøåòû
ïðîìûâàëè è ñóøèëè, çàòåì äîáàâë ëè 100 ìêë ðàñòâîðà ñóáñòðàòà (10 ìë ðàñòâîðà
àöåòàòà/öèòðàòà íàòðè  (0,1 Ì ðÍ 6); 100 ìêë ðàñòâîðà H2O2; 100 ìêë ðàñòâîðà
òåòðàìåòèëáåíçèäèíà (10 ìã/ìë â äèìåòèëñóëüôîêñèäå)). Ïîãëîùåíèå ïðè 630 íì
ñ÷èòûâàëè ñïóñò  4-6 ìèíóò ïîñëå äîáàâëåíè  ñóáñòðàòà.

Êîíñòðóèðîâàíèå ïëàçìèäû ðÒÒÎ-1
(à) Çàìåíà ïîëèëèíêåðà pTTQ9
Ïëàçìèäà pTTQ9 áûëà ïîëó÷åíà èç Amersham è ïîêàçàíà íà ôèãóðå 14. Àëèêâîòó (2 ìêã)

ðàñùåïë ëè ðåñòðèêòàçàìè SalI è EcoRI, ïðîäóêò ðàñùåïëåíè  ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó
íà 1% àãàðîçíîì ãåëå è áîëüøîé ÄÍÊ-ôðàãìåíò (4520 ï.í.) î÷èùàëè. Ñèíòåçèðîâàëè äâà
îëèãîíóêëåîòèäà, êîòîðûå ïðè îòæèãå âìåñòå êîäèðóþò ïîëèëèíêåðíûé ðàéîí OmpA,
ïîêàçàííûé íà ôèãóðå 15. Äàííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èìååò ëèïêèå êîíöû, êîòîðûå
ñîâìåñòèìû ñ êîíöàìè SalI è EcoRI, ãåíåðèðóåìûìè ðåñòðèêöèåé pTTQ9. Ïðè êëîíèðîâàíèè
äàííîé îëèãîíóêëåîòèäíîé «êàññåòû» â âåêòîð pTTQ9 ñàéò SalI íå ðåãåíåðèðóåòñ , íî
ñàéò EcoRI ñîõðàí åòñ . Êàññåòà êîäèðóåò ïåðâûå 13 àìèíîêèñëîò ñèãíàëüíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêà íàðóæíîé ìåìáðàíû E.coli Omp-A, ïåðåä êîòîðîé íàõîäèòñ 
ñàéò ñâ çûâàíè  ðèáîñîìû Øàéíà-Äàëãàðíî ãåíà OmpA. Êðîìå òîãî, ïðèñóòñòâóþò ñàéòû
ðåñòðèêöèè äë  ôåðìåíòîâ XbaI, MunI, StyI è SplI. Ñàéòû MunI, StyI è SplI íàõîä òñ 
âíóòðè êîäèðóþùåãî ðàéîíà ñèãíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè OmpA è ïðåäíàçíà÷åíû â
êà÷åñòâå 5'-êëîíèðóþùèõ ñàéòîâ äë  èíñåðöèè ãåíîâ. Äâà îëèãîíóêëåîòèäà, êîòîðûå
îáðàçóþò ýòó êàññåòó, îòæèãàëè âìåñòå ñìåøèâàíèåì ïðè êîíöåíòðàöèè 5 ïìîëü/ìêë è
íàãðåâàíèåì íà âîä íîé áàíå äî 95°Ñ â òå÷åíèå 3 ìèíóò è çàòåì ìåäëåííûì îõëàæäåíèåì
äî êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû. Çàòåì îòîææåííóþ (ãèáðèäèçîâàííóþ) ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ëèãèðîâàëè â ðàçðåçàííûé SalI/EcoRI âåêòîð pTTQ9. Ïîëó÷åííûé ïëàçìèäíûé
ïðîìåæóòî÷íûé ïðîäóêò, íàçâàííûé pTQOmp, ïîäòâåðæäàëè ÄÍÊ-ñåêâåíèðîâàíèåì.

(b) Ïîëó÷åíèå è ëèãèðîâàíèå ôðàãìåíòîâ
Ïëàçìèäó ðÒÒÎ-1 êîíñòðóèðîâàëè ëèãèðîâàíèåì îäíîãî ÄÍÊ-ôðàãìåíòà èç ïëàçìèäû

pACYC184 ñ äâóì  ôðàãìåíòàìè, ãåíåðèðóåìûìè èç pTQOmp.Ïëàçìèäó pACYC184
ïîëó÷àëè èç New England Biolabs è åå ðåñòðèêöèîííà  êàðòà ïîêàçàíà íà ôèãóðå 16.
Àëèêâîòó (2 ìêã) ðàñùåïë ëè ïîëíîñòüþ ðåñòðèêòàçîé StyI, çàòåì îáðàáàòûâàëè íóêëåàçîé
ìàøà (ôàñîëè çîëîòèñòîé); òàêà  îáðàáîòêà ñîçäàåò òóïûå êîíöû îòðåçàíèåì 5'-âûñòóïîâ
îñíîâàíèé. Ïîñëå ôåíîëüíîé ýêñòðàêöèè è îñàæäåíè  ýòàíîëîì ÄÍÊ ðàñùåïë ëè
ôåðìåíòîì PvuII ñ îáðàçîâàíèåì ôðàãìåíòîâ ðàçìåðîì 2348, 1081, 412 è 403 ï.í.
Ôðàãìåíò ðàçìåðîì 2348 ï.í. î÷èùàëè ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà íà àãàðîçíîì ãåëå. Äàííûé
ôðàãìåíò êîäèðóåò ìàðêåð óñòîé÷èâîñòè ê òåòðàöèêëèíó è ñàéò èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè
ð14À. Çàòåì äàííûé ôðàãìåíò îáðàáàòûâàëè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé êèøå÷íèêà òåëåíêà
äë  óäàëåíè  5'-êîíöåâûõ ôîñôàòîâ, ïðåäîòâðàùà  òåì ñàìûì ñàìîëèãèðîâàíèå äàííîé
ìîëåêóëû.

Àëèêâîòó (2 ìêã) ïëàçìèäû pTQOmp ðàñùåïë ëè ôåðìåíòàìè SspI è EcoRI è ôðàãìåíò
ðàçìåðîì 2350 ï.í. î÷èùàëè îò íåæåëàòåëüíûõ ôðàãìåíòîâ ðàçìåðîì 2040 ï.í. è 170 ï.í.
ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà â àãàðîçíîì ãåëå; äàííûé ôðàãìåíò êîäèðóåò ðàéîí òåðìèíàòîðà
òðàíñêðèïöèè è ãåí lacIq. Äðóãóþ àëèêâîòó (2 ìêã) pTQOmp ðàñùåïë ëè EcoRI è XmnI ñ
ïîëó÷åíèåì ôðàãìåíòîâ ðàçìåðîì 2289, 1670, 350 è 250 ï.í. Ôðàãìåíò ðàçìåðîì 350 ï.í.,
êîäèðóþùèé ïðîìîòîð tac, ñèãíàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü OmpA è ñàéò
ìóëüòèêëîíèðîâàíè , î÷èùàëè îò ãåë .

Çàòåì äàííûå òðè ôðàãìåíòà ëèãèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðèáëèçèòåëüíî
ýêâèìîë ðíûõ êîëè÷åñòâ êàæäîãî ôðàãìåíòà äë  ãåíåðèðîâàíè  ïëàçìèäû ðÒÒÎ-1. Âñå
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êëîíèðóþùèå ñîåäèíåíè  ïðîâåð ëè ÄÍÊ-ñåêâåíèðîâàíèåì. Ðåñòðèêöèîííà  êàðòà äàííîé
ïëàçìèäû ïîêàçàíà íà ôèãóðå 17. Çàòåì ñîçäàâàëè ïëàçìèäó ðÒÒÎ-2 âñòàâêîé ÄÍÊ,
êîäèðóþùåé êîíñòàíòíóþ îáëàñòü ëåãêîé öåïè êàïïà 1g ÷åëîâåêà. Åå ïîëó÷àëè â âèäå
ôðàãìåíòà ðåñòðèêöèè SplI-EcoRI èç ïëàçìèäû ðÍÑ132 è âñòðàèâàëè â ñîîòâåòñòâóþùèå
ñàéòû â ðÒÒÎ-1. Ïëàçìèäà ðÒÒÎ-2 ïîêàçàíà íà ôèãóðå 18.

Âñòðàèâàíèå ãóìàíèçèðîâàííûõ âàðèàáåëüíûõ îáëàñòåé hTNF40 â ðÒÒÎ-2
hTNF40gL1 (SEQ ID NO:8), âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ëåãêîé öåïè, ïîëó÷àëè ïîñðåäñòâîì

ÏÖÐ-"ñïàñåíè " èç ñîîòâåòñòâóþùåãî âåêòîðà äë  ýêñïðåññèè â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ
pMR10.1. Ëèäåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü OmpA çàìåí åò íàòèâíûé ëèäåð Ig.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÏÖÐ-ïðàéìåðîâ ïîêàçàíà íèæå:

5'-ïðàéìåð:
CGCGCGGCAATTGCAGTGGCCTTGGCTGGTTTCGCTACCGTAGCGCAAGCTGACATT

CAAATGACCCAGAGCCC (SEQ ID NO: 79)
3'-ïðàéìåð: TTCAACTGCTCATCAGATGG (SEQ ID NO: 80)
Ïîñëå ÏÖÐ ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâè õ ïðîäóêò î÷èùàëè, ðàñùåïë ëè ôåðìåíòàìè MunI

è SplI è çàòåì î÷èùàëè îò ãåë . Çàòåì î÷èùåííûé ôðàãìåíò âñòàâë ëè â ñàéòû MunI/SplI
pTTO-2 äë  ñîçäàíè  ïðîìåæóòî÷íîé ïëàçìèäû ñ ëåãêîé öåïüþ pTTO (hTNF40L).

Âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè gh3hTNF40.4 ïîëó÷àëè òàêèì æå îáðàçîì èç
âåêòîðà ð-ãàììà-4. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÏÖÐ-ïðàéìåðîâ ïîêàçàíà íèæå:

5'-ïðàéìåð:
GCTATCGCAATTGCAGTGGCGCTAGCTGGTTTCGCCACCGTGGCGCAAGCTGAGGT

TCAGCTGGTCGAGTCAGGAGGC (SEQ ID NO: 81)
3'-ïðàéìåð: GCCTGAGTTCCACGACAC (SEQ ID NO: 82)
Ïîñëå ÏÖÐ ïðîäóêò î÷èùàëè, ðàñùåïë ëè ôåðìåíòàìè NheI è ApaI è çàòåì

ñóáêëîíèðîâàëè â âåêòîð pDNAbEng-G1 (ôèãóðà 19). Ïîñëå ïîäòâåðæäåíè  ÄÍÊ-
ñåêâåíèðîâàíèåì ò æåëóþ öåïü ðåñòðèöèðîâàëè ôåðìåíòîì EcoRI è ñóáêëîíèðîâàëè â
ñàéò EcoRI ðÒÒÎ (hTNF40L) äë  ñîçäàíè  ýêñïðåññèîííîé ïëàçìèäû pTTO (hTNF40) E.coli.

Îïòèìèçàöè  ìåæãåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äë  ýêñïðåññèè ìîäèôèöèðîâàííîãî Fab
Â âåêòîðå ðÒÒÎ ýêñïðåññè  ìîäèôèöèðîâàííîãî Fab ïðîèñõîäèò èç äèöèñòðîííîé

ìàòðèöû, êîäèðóþùåé ñíà÷àëà ëåãêóþ öåïü, à çàòåì ò æåëóþ öåïü. ÄÍÊ-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìåæäó äâóì  ãåíàìè (ìåæãåííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, IGS) ìîæåò
âëè òü íà óðîâåíü ýêñïðåññèè ò æåëîé öåïè äåéñòâèåì íà ñêîðîñòü èíèöèàöèè òðàíñë öèè.
Íàïðèìåð, êîðîòêà  ìåæãåííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìîæåò ïðèâîäèòü ê òðàíñë öèîííîìó
ñîïð æåíèþ ìåæäó ëåãêîé è ò æåëîé öåï ìè âñëåäñòâèå òîãî, ÷òî òðàíñëèðóþùà 
ðèáîñîìà ìîæåò íå ïîëíîñòüþ äèññîöèèðîâàòüñ  îò ìÐÍÊ ïîñëå çàâåðøåíè  ñèíòåçà
ëåãêîé öåïè ïåðåä èíèöèàöèåé ñèíòåçà ò æåëîé öåïè. «Ñèëà» ëþáîãî ñàéòà ñâ çûâàíè 
ðèáîñîìû Øàéíà-Äàëãàðíî (SD) (ãîìîëîãè  îòíîñèòåëüíî ðÐÍÊ 16S) ìîæåò òàêæå
îêàçûâàòü äåéñòâèå, êàê è ðàññòî íèå è ñîñòàâ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìåæäó SD è ñòàðòîâûì
êîäîíîì ATG. Ïîòåíöèàëüíà  âòîðè÷íà  ñòðóêòóðà ìÐÍÊ âîêðóã ATG  âë åòñ  äðóãèì
âàæíûì ôàêòîðîì; ATG äîëæåí íàõîäèòüñ  â «ïåòëå», à íå áûòü çàêëþ÷åííûì â «ñòåáëå»,
òîãäà êàê îáðàòíà  ñèòóàöè  îòíîñèòñ  ê SD. Òàêèì îáðàçîì, ïîñðåäñòâîì ìîäèôèêàöèè
ñîñòàâà è äëèíû IGS ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü ñèëó èíèöèàöèè òðàíñë öèè è,
ñëåäîâàòåëüíî, óðîâåíü ïðîäóöèðîâàíè  ò æåëîé öåïè. Êàæåòñ  âåðî òíûì, ÷òî
îïòèìàëüíà  ñêîðîñòü èíèöèàöèè òðàíñë öèè äîëæíà äîñòèãàòüñ  äë  ìàêñèìèçàöèè
ýêñïðåññèè ò æåëîé öåïè êîíêðåòíîãî ìîäèôèöèðîâàííîãî Fab. Íàïðèìåð, ñ îäíèì
ìîäèôèöèðîâàííûì Fab âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ìîæåò áûòü ïåðåíîñèìûì, íî äë 
äðóãîãî ìîäèôèöèðîâàííîãî Fab ñ îòëè÷àþùåéñ  àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ìîæåò îêàçàòüñ  òîêñè÷íûì, âîçìîæíî, âñëåäñòâèå
îòëè÷àþùèõñ  ýôôåêòèâíîñòåé ñåêðåöèè èëè óêëàäêè. Ïî ýòîé ïðè÷èíå áûëà
ñêîíñòðóèðîâàíà ñåðè  èç ÷åòûðåõ ìåæãåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé (ôèãóðà 20),
ïîçâîë þùèõ ýìïèðè÷åñêè îïðåäåëèòü îïòèìóì IGS äë  ìîäèôèöèðîâàííîãî íà îñíîâå
hTNF40 Fab. IGS1 è IGS2 èìåþò î÷åíü êîðîòêèå ìåæãåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (-1 è +1
ñîîòâåòñòâåííî), è ìîæíî îæèäàòü, ÷òî îíè äàþò òåñíî ñîïð æåííóþ òðàíñë öèþ; ýòè SD-
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ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (ïîä÷åðêíóòûå)  âë þòñ  ñëåãêà îòëè÷àþùèìèñ . Äàííûå äâå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íàèáîëåå âåðî òíî, áóäóò ñîîáùàòü âûñîêèé óðîâåíü èíèöèàöèè
òðàíñë öèè. IGS3 è IGS4 èìåþò áîëüøåå ðàññòî íèå ìåæäó ñòàðòîâûìè êîäîíàìè è ñòîï-
êîäîíàìè (+13) è îòëè÷àþòñ  ïî ñîñòàâó èõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè; IGS3 èìååò «áîëåå
ñèëüíóþ» SD-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Âñå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èññëåäîâàëè â îòíîøåíèè
âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû (ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû m/fold) è «îïòèìèçèðîâàëè», íàñêîëüêî
ýòî âîçìîæíî; îäíàêî, ñ òåñíûì ñîïð æåíèåì òðàíñë öèè äàííûõ äâóõ öåïåé îòñóòñòâèå
äèññîöèàöèè ðèáîñîìû îçíà÷àåò, ÷òî ìÐÍÊ ìîæåò íå áûòü «îáíàæåííîé», ÷òî
ïðåäîòâðàùàåò îáðàçîâàíèå âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû.

Êëîíèðîâàíèå âàðèàíòîâ IGS
IGS-êàññåòû, ïîêàçàííûå íà ôèãóðå 20, èìåþò ôëàíêèðóþùèå êëîíèðóþùèå ñàéòû SacI

è MunI. Îíè ïîñòðîåíû îòæèãîì êîìïëåìåíòàðíûõ îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïàð. Ôðàãìåíò
âåêòîðà ïîëó÷àëè ðàñùåïëåíèåì ðÒÒÎ (hTNF40) SacI è NotI, à ôðàãìåíò ò æåëîé öåïè
ïîëó÷àëè ðàñùåïëåíèåì pDNAbEng1 (hTNF40H) MunI è NotI. Çàòåì âûïîëí ëè
òðåõñòóïåí÷àòûå ëèãèðîâàíè  ñ èñïîëüçîâàíèåì ýêâèìîë ðíûõ êîëè÷åñòâ ýòèõ äâóõ
ðåñòðèêöèîííûõ ôðàãìåíòîâ è ïðèáëèçèòåëüíî 0,05 ïìîëü êàæäîé îòîææåííîé îëèãî-
êàññåòû. Ýòî ñîçäàâàëî ÷åòûðå ýêñïðåññèîííûõ ïëàçìèäû pTTO (hTNF40 IGS-1), pTTO
(hTNF40 IGS-2), pTTO (hTNF40 IGS-3), pTTO (hTNF40 IGS-4).

Àíàëèç ýêñïðåññèè âî âñòð õèâàåìûõ êîëáàõ
Äàííûå ÷åòûðå ïëàçìèäû òðàíñôîðìèðîâàëè â øòàìì Å.coli W3110, âìåñòå ñ èñõîäíîé

ýêñïðåññèîííîé êîíñòðóêöèåé, è çàòåì àíàëèçèðîâàëè íà ýêñïðåññèþ âî âñòð õèâàåìûõ
êîëáàõ, êàê îïèñàíî. Ðåçóëüòàòû òèïè÷íîãî ýêñïåðèìåíòà ïîêàçàíû íà ôèãóðå 21.
Ðàçëè÷íûå ìåæãåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîîáùàþò ðàçëè÷íûå ïðîôèëè ýêñïðåññèè.
IGS1 è IGS2 íàêàïëèâàþò ïåðèïëàçìàòè÷åñêèé, ìîäèôèöèðîâàííûé Fab áûñòðî ñ ïèêîì
ïðè 1 ÷àñå ïîñëå èíäóêöèè, ïîñëå ÷åãî èçâëåêàåìûé óðîâåíü ïàäàåò. Óêàçàííûé ïèê
 âë åòñ  áîëåå âûñîêèì è ïàäàåò áîëåå ðåçêî äë  IGS1. Ïðèâåäåííûå ðåçóëüòàòû
ñîãëàñóþòñ  ñ âûñîêèì óðîâíåì ñèíòåçà, êàê îæèäàëîñü äë  òåñíîãî òðàíñë öèîííîãî
ñîïð æåíè  äë   äàííûõ êîíñòðóêöèé. IGS1, î÷åâèäíî, ïðèäàåò áîëåå âûñîêèé óðîâåíü
ýêñïðåññèè ò æåëîé öåïè, ÷åì ýòî äåëàåò IGS2. Â ýòîì ñëó÷àå, êàæåòñ , ÷òî òàêîé
âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè  âë åòñ  ïëîõî ïåðåíîñèìûì, òàê êàê ïåðèïëàçìàòè÷åñêèå
óðîâíè ýêñïðåññèè ïàäàþò ïîñëå 1-÷àñîâîãî ïèêà. Ýòî âèäíî íà ïðîôèëå ðîñòà IGS1-
êóëüòóðû (íå ïîêàçàíî), êîòîðà  äîñòèãàåò ìàêñèìóìà ïðè 1-÷àñîâîé ïîñò-èíäóêöèè ïåðåä
ïàäåíèåì, ÷òî ïðåäïîëàãàåò ñìåðòü è ëèçèñ êëåòîê. IGS3 íàêàïëèâàåò ìîäèôèöèðîâàííûé
Fab áîëåå ìåäëåííî, íî äîñòèãàåò ìàêñèìóìà ïðè 2 ÷àñàõ ïîñëå èíäóêöèè ñ áîëåå âûñîêîé
âåëè÷èíîé ïèêà (325 íã/ìë/OD), ïåðåä òåì êàê óðîâíè ïàäàþò. Ðîñò äàííîé êóëüòóðû
ïðîäîëæàëñ  äî 3 ÷àñîâ ïîñëå èíäóêöèè è äîñòèãàë áîëåå âûñîêîé áèîìàññû ïðè
ìàêñèìóìå (íå ïîêàçàíî). Ýòî ñîãëàñóåòñ  ñ áîëåå íèçêèì óðîâíåì ñèíòåçà ò æåëîé öåïè.
IGS4 íàêàïëèâàåò ìàòåðèàë ïðè åùå áîëåå ìåäëåííîé ñêîðîñòè è íå ìîæåò äîñòèãàòü
âûñîêîãî ïèêà ïðîäóêòèâíîñòè äðóãèõ 3 êîíñòðóêöèé. Âñå âàðèàíòû IGS çíà÷èòåëüíî
ïðåâîñõîä ò èñõîäíûé âåêòîð. Ãèïîòåçà, ÷òî ðàçëè÷íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè IGS ñîîáùàþò
ðàçëè÷íûå ñêîðîñòè èíèöèàöèè òðàíñë öèè, ïîääåðæèâàåòñ  äàííûìè
ýêñïåðèìåíòàëüíûìè ðåçóëüòàòàìè. Â îòíîøåíèè ìîäèôèöèðîâàííîãî íà îñíîâå hTNF40
Fab, êàæåòñ , ÷òî âûñîêà  ñêîðîñòü èíèöèàöèè òðàíñë öèè ò æåëîé öåïè ïëîõî
ïåðåíîñèòñ  è, ñëåäîâàòåëüíî, íå  âë åòñ  îïòèìàëüíîé. Áîëåå ìåäëåííà  ñêîðîñòü,
òàêà  êàê ñîîáùàåìà  IGS3, ïðèâîäèò ê ëó÷øèì õàðàêòåðèñòèêàì ðîñòà, è âñëåäñòâèå
ýòîãî íàêàïëèâàåòñ  ëó÷øèé âûõîä íà ïðîò æåíèè âðåìåíè.

Ïîñëå ñðàâíåíè  ïðîäóêòèâíîñòè â ôåðìåíòåðå êîíñòðóêöè  IGS3 áûëà âûáðàíà êàê
íàèáîëåå ïðîäóêòèâíà  è áûëà íàçâàíà pTTO(CDP870) - ñì. ôèãóðó 22.

Ò æåëà  öåïü, êîäèðóåìà  ïëàçìèäîé pTTO(CDP870), èìååò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ïðèâåäåííóþ â SEQ ID NO: 115, à ëåãêà  öåïü èìååò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðèâåäåííóþ â
SEQ ID NO: 113.

ÏÝÃèëèðîâàíèå CDR-ïðèâèòîãî, ñîçäàííîãî íà îñíîâå hTNF40 ìîäèôèöèðîâàííîãî Fab
Î÷èùåííûé ìîäèôèöèðîâàííûé Fab êîíúþãèðóþò ñàéò-ñïåöèôè÷åñêè ñ ðàçâåòâëåííîé
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ìîëåêóëîé ÏÝÃ. Ýòî äîñòèãàåòñ  àêòèâàöèåé åäèíñòâåííîãî îñòàòêà öèñòåèíà â
óêîðî÷åííîé øàðíèðíîé îáëàñòè ìîäèôèöèðîâàííîãî Fab ñ ïîñëåäóþùåé ðåàêöèåé ñ
(ÏÝÃ)-ëèçèëìàëåèìèäîì, êàê îïèñàíî ðàíåå (À.Ð.Chapman et al., Nature Biotechnology,
17, 780-783, 1999). ÏÝÃèëèðîâàííà  ìîëåêóëà ïîêàçàíà íà ôèãóðå 13, è îíà íàçâàíà
ñîåäèíåíèåì CDP870.

Ýôôåêòèâíîñòü ÏÝÃèëèðîâàííîãî CDR-ïðèâèòîãî, ñîçäàííîãî íà îñíîâå hTNF40
ìîäèôèöèðîâàííîãî Fab (CDP870) â ëå÷åíèè ðåâìàòîèäíîãî àðòðèòà

CDP870 èìååò ïðîäîëæèòåëüíûé ïîëóïåðèîä ñóùåñòâîâàíè  â îðãàíèçìå
ïðèáëèçèòåëüíî 11 äíåé.

Àâòîðû îöåíèâàëè áåçîïàñíîñòü è ýôôåêòèâíîñòü âíóòðèâåííî ââîäèìîãî CDP870 â
ðàíäîìèçèðîâàííîì äâî êî-ñëåïîì êîíòðîëèðóåìîì ïëàöåáî èñïûòàíèè ñ óâåëè÷åíèåì
äîçû íà ïàöèåíòàõ ñ ðåâìàòîèäíûì àðòðèòîì (RA).

Ñïîñîáû
Ïàöèåíòû
Ïàöèåíòû â âîçðàñòå ìåæäó 18 è 75 ãîäàìè, êîòîðûå óäîâëåòâîð ëè ïåðåñìîòðåííûì â

1987 ãîäó äèàãíîñòè÷åñêèì êðèòåðè ì Àìåðèêàíñêîãî Êîëëåäæà ðåâìàòîëîãèè (ACR) äë 
ðåâìàòîèäíîãî àðòðèòà (RA) (Arnett et al., Arthritis Rheum., 31, 315-324, 1988), áûëè
íàáðàíû èç àìáóëàòîðíûõ áîëüíûõ ðåâìàòîëîãè÷åñêèõ êëèíèê â Ëîíäîíå, Êåìáðèäæå,
Íîðôîëüêå è Íîðâè÷å (Ñîåäèíåííîå Êîðîëåâñòâî Âåëèêîáðèòàíèè è Ñåâåðíîé Èðëàíäèè).
Òðåáîâàëîñü, ÷òîáû ïàöèåíòû èìåëè êëèíè÷åñêè àêòèâíîå çàáîëåâàíèå, îïðåäåë åìîå ïî
íàëè÷èþ ïî ìåíüøåé ìåðå 3 èç ñëåäóþùèõ êðèòåðèåâ: ≥6 áîëåçíåííûõ èëè ÷óâñòâèòåëüíûõ
ïðè ïðèêîñíîâåíèè ñóñòàâîâ; ≥45 ìèíóò òóãîïîäâèæíîñòè ðàíî óòðîì è ñêîðîñòü îñåäàíè 
ýðèòðîöèòîâ (ESR) ≥28 ìì/÷. Îíè äîëæíû áûëè áûòü íåñïîñîáíûìè îòâå÷àòü íà ïî
ìåíüøåé ìåðå îäíî ìîäèôèöèðóþùåå çàáîëåâàíèå ïðîòèâîðåâìàòè÷åñêîå ëåêàðñòâåííîå
ñðåäñòâî (DRARD) è íå ïîäâåðãàòüñ  ëå÷åíèþ â òå÷åíèå ïî ìåíüøåé ìåðå 4 íåäåëü.
Êîðòèêîñòåðîèäû ðàçðåøàëèñü, åñëè äîçà áûëà ≥7,5 ìã/äåíü ïðåäíèçîëîíà. Áåðåìåííûå
æåíùèíû, êîðì ùèå æåíùèíû è æåíùèíû, ïîòåíöèàëüíî ñïîñîáíûå ê äåòîðîæäåíèþ, íå
èñïîëüçóþùèå ýôôåêòèâíîãî ñïîñîáà êîíòðàöåïöèè, èñêëþ÷àëèñü èç èññëåäîâàíè .
Ïàöèåíòû èñêëþ÷àëèñü, åñëè îíè èìåëè ïðåäøåñòâóþùóþ èñòîðèþ çëîêà÷åñòâåííîñòè,
ñîïóòñòâóþùèå ò æåëûå ìåäèöèíñêèå ñîñòî íè , ïðåäûäóùóþ íåóäà÷ó â TNF-
íåéòðàëèçóþùåé òåðàïèè èëè àëëåðãèþ íà ïîëèýòèëåíãëèêîëü. Ïèñüìåííîå
èíôîðìèðîâàííîå ñîãëàñèå ïîëó÷àëè îò êàæäîãî ïàöèåíòà ïåðåä âíåñåíèåì â ñïèñêè äë 
èññëåäîâàíè . Èññëåäîâàíèå áûëî îäîáðåíî ìåñòíûìè êîìèòåòàìè ïî èññëåäîâàòåëüñêîé
ýòèêå.

Ïðîòîêîë ëå÷åíè 
36 ïàöèåíòîâ ñ RA äåëèëè íà 3 ãðóïïû, ïðè÷åì êàæäà  ïîëó÷àëà óâåëè÷èâàþùóþñ  äîçó

èñïûòóåìîãî ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà (1, 5 èëè 20 ìã/êã). Êàæäà  ãðóïïà èç 12
ïàöèåíòîâ áûëà ðàçäåëåíà íà 8 ïàöèåíòîâ äë  ïîëó÷åíè  CDP870 è 4 ïàöèåíòà äë 
ïîëó÷åíè  ïëàöåáî. CDP870 ïðåäîñòàâë ëè â âèäå åäèíñòâåííîé âíóòðèâåííîé èíôóçèè
(100 ìë â öåëîì) íà ïðîò æåíèè 60 ìèíóò. Ïëàöåáî (íàòðèé-àöåòàòíûé áóôåð) ââîäèëè
ïîäîáíûì îáðàçîì â âèäå åäèíñòâåííîé âíóòðèâåííîé èíôóçèè 100 ìë íà ïðîò æåíèè 60
ìèíóò. Ëå÷åíèå ïðîâîäèëè àìáóëàòîðíî. Ñïóñò  8 íåäåëü âñå ïàöèåíòû èìåëè
âîçìîæíîñòü ïîëó÷àòü èíôóçèþ ëèáî 5, ëèáî 20 ìã/êã CDP870 îòêðûòûì îáðàçîì (ò.å. ñ
óâåäîìëåíèåì ïàöèåíòà î âåëè÷èíå äîçû).

Êëèíè÷åñêà  îöåíêà
Çàáîëåâàíèå ðåâìàòè÷åñêèé àðòðèò (RA) îöåíèâàëè íà îñíîâå íàáîðîâ ãëàâíûõ äàííûõ

Âñåìèðíîé îðãàíèçàöèè çäðàâîîõðàíåíè  è Ìåæäóíàðîäíîé Ëèãè Àññîöèàöèé ïî
Ðåâìàòîëîãèè (Boers et al., J. Rheumatol. - Supplement, 41, 86-89, 1994) è
Åâðîïåéñêîé Ëèãè ïðîòèâ ðåâìàòèçìà (EULAR) (Scott et al., Clin. Exp.Rheumatol., 10,
521-525, 1992) ñ ÷èñëîì ñóñòàâîâ 28. Èçìåíåíè  â àêòèâíîñòè çàáîëåâàíè  îöåíèâàëè ïðè
ïîìîùè áàëëüíîé îöåíêè àêòèâíîñòè çàáîëåâàíè  (Prevoo et al., Arthritis Rheum., 38,
44-48, 1995) è êðèòåðèåâ ACR-îòâåòîâ (Felson et al., Arthritis Rheum., 38, 727-735,
1995). Îöåíêè ïðîâîäèëè ïåðåä ëå÷åíèåì è ïðè 1, 2, 4, 6 è 8 íåäåë õ ïîñëå ëå÷åíè .
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Ïàöèåíòîâ òàêæå îöåíèâàëè â îòíîøåíèè áåçîïàñíîñòè è ïåðåíîñèìîñòè èñïûòóåìîãî
ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà. Ãåìàòîëîãèþ, áèîõèìèþ, àíòèòåëà ïðîòèâ CDP870 è âðåäíûå
 âëåíè  îöåíèâàëè ïðè êàæäîì âèçèòå.

Êîíöåíòðàöè  CDP870 â ïëàçìå è àíòèòåëà ïðîòèâ CDP870
CDP870 èçìåð ëè ïðè ïîìîùè òâåðäîôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà (ELISA).

Ñåðèéíûå ðàçâåäåíè  ïëàçìû ïàöèåíòîâ èíêóáèðîâàëè â ìèêðîòèòðàöèîííûõ ïëàíøåòàõ
(Nunc), ïîêðûòûõ ðåêîìáèíàíòíûì TNFα ÷åëîâåêà (Strathmann Biotech GmbH, Hannover).
Óëîâëåííûå CDP870 îáíàðóæèâàëè êîíúþãèðîâàííûìè ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà êîçüèìè
àíòèòåëàìè ïðîòèâ ëåãêîé öåïè êàïïà ÷åëîâåêà (Cappel, ICN), ñ ïîñëåäóþùèì ñóáñòðàòîì
òåòðàìåòèëáåíçèäèíîì (ÒÌÂ).

Àíòèòåëà ê CDP870 ïîäâåðãàëè ñêðèíèíãó (ïðè ðàçâåäåíèè ïëàçìû 1/10) ñ
èñïîëüçîâàíèåì ELISA ñ äâîéíûì ñýíäâè÷åì àíòèãåíà ñ áèîòèíèëèðîâàííûì CDP870 â
êà÷åñòâå âòîðîãî ñëî . Ñâ çàííûå àíòèòåëà âû âë ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì HRP-
ñòðåïòàâèäèíà è ñóáñòðàòà ÒÌÂ. Àíàëèç êàëèáðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðòà IgG
ãèïåðèììóííîãî êðîëèêà. Åäèíèöà àêòèâíîñòè ýêâèâàëåíòíà 1 ìêã êðîëè÷üåãî ñòàíäàðòà.

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç
Ýòî èñïûòàíèå áûëî èññëåäîâàòåëüñêèì ïî õàðàêòåðó è ðàçìåð ïðîáû áûë îñíîâàí íà

ïðåäûäóùåì îïûòå ñ ïîäîáíûìè àãåíòàìè. Ýôôåêòèâíîñòü CDP870 àíàëèçèðîâàëè ïðè
ïîìîùè ðàñ÷åòà áàëëüíîé îöåíêè àêòèâíîñòè çàáîëåâàíè  (DAS) è ÀÑR20/50-îòâåòíûõ
ðåàêöèé ñ öåëüþ ëå÷åíè  è ñ èñïîëüçîâàíèåì çàêðûòîé ïðîöåäóðû òåñòèðîâàíè  äë 
êàæäîãî ïðîòîêîëà. Áàëë àêòèâíîñòè çàáîëåâàíè  ðàññ÷èòûâàëè ñëåäóþùèì îáðàçîì:
DAS=0,555×êâàäðàòíûé êîðåíü èç (28 áîëåçíåííûõ ñóñòàâîâ)+0,284×êâàäðàòíûé êîðåíü èç
(28 ðàñïóõøèõ ñóñòàâîâ)+0,7×In(ESR)+0,0142×(ãëîáàëüíà  îöåíêà ïàöèåíòà). Ñíà÷àëà
îáúåäèíåííûå àêòèâíûå ãðóïïû ñðàâíèâàëè ñ ïëàöåáî. Åñëè ýòî ñðàâíåíèå áûëî
çíà÷èìûì ïðè 5% óðîâíå, êàæäóþ ãðóïïó äîç ñðàâíèâàëè ñ ïëàöåáî. Âñå ñðàâíåíè  èìåëè
äâóñòîðîííåå ðàñïðåäåëåíèå ñ óðîâíåì äîñòîâåðíîñòè 5%. Âñå âåëè÷èíû Ð áûëè
ïîëó÷åíû èç èññëåäîâàòåëüñêîãî àíàëèçà è íå äîëæíû áûòü èñïîëüçîâàíû äë 
èíòåðïðåòàöèè ñ îêîí÷àòåëüíûìè âûâîäàìè.

Ðåçóëüòàòû
Äåìîãðàôè 
Áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû 36 ïàöèåíòîâ ñ RA. Èõ äåìîãðàôè÷åñêèå äåòàëè ïðèâåäåíû â

òàáëèöå 6. Ñðåäíèé âîçðàñò áûë 56 ëåò è 30 ïàöèåíòîâ áûëè æåíùèíàìè. Ñðåäí  
ïðîäîëæèòåëüíîñòü RA áûëà 13 ëåò, è 21 ïàöèåíò èìåëè ïîëîæèòåëüíûé ðåâìàòîèäíûé
ôàêòîð. Ïàöèåíòû â ðàçëè÷íûõ ãðóïïàõ èìåþò ñõîäíûå äåìîãðàôè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè.
Â ïåðèîäå ñëåïîãî ââåäåíè  äîç 6/12 ïîëó÷àâøèõ ïëàöåáî ïàöèåíòîâ âûøëè èç èñïûòàíè 
èç-çà óõóäøåíè  RA â ìîìåíò ≥4 íåäåëü ïîñëå ââåäåíè  äîç. 2/24 ïîëó÷àâøèõ CDP870
ïàöèåíòîâ âûøëè èç èñïûòàíè , îáà â ãðóïïå 1 ìã/êã, èç-çà óõóäøåíè  RA/îòñóòñòâè 
âîçìîæíîñòè ïðîâåðêè ðåçóëüòàòîâ èñïûòàíè  â ìîìåíò>4 íåäåëü ïîñëå ââåäåíè  äîç.
Ðàçëè÷èå áûëî ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûì (ð=0,009, òî÷íûé òåñò Ôèøåðà).

Òàáëèöà 6
Äåìîãðàôè÷åñêèå äåòàëè (ñðåäíåå ± ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå)

×èñëî Ïîë (Ì:Æ) Âîçðàñò Ïðîäîëæèòåëüíîñòü áîëåçíè Ðåâìàòîèäíûé ôàêòîð ×èñëî ïðåäûäóùèõ DMAJRD

Ïëàöåáî 12 1,11 51±8 12±8 8 (67%) 5±1

1 ìã/êã 8 1:7 59±7 12±7 4 (50%) 4±1

5 ìã/êã 8 2:6 54±13 13±5 5 (63%) 5±2

20 ìã/êã 8 2:6 61±11 14±13 4 (50%) 4±2

Êëèíè÷åñêà  ýôôåêòèâíîñòü
Äîë  ïàöèåíòîâ ñ óëó÷øåíèåì ACR20 äë  ïîïóë öèè ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ñ ïîñëåäíèì

íàáëþäåíèåì, ñâèäåòåëüñòâóþùèì îá óëó÷øåíèè, áûëà 16,7, 50, 87,5 è 62,5% ïîñëå
ïëàöåáî, 1, 5 è 20 ìã/êã CDP870 (ð=0,012 ýôôåêòà îáúåäèíåííîé îáðàáîòêè) ïðè 4
íåäåë õ è 16,7, 25, 75 è 75% (ð=0,032) ïðè 8 íåäåë õ. Ñíèæåíèå îöåíîê DAS (ìåäèàíû)
äë  ïîïóë öèè ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ñ ïîñëåäíèì íàáëþäåíèåì, ñâèäåòåëüñòâóþùèì îá
óëó÷øåíèè, áûëî 0,15, 1,14, 1,91 è 1,95 ïîñëå ïëàöåáî, 1, 5 è 20 ìã/êã CDP870 (ð=
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0,001 ýôôåêòà îáúåäèíåííîé îáðàáîòêè) ïðè 4 íåäåë õ è 0,31, 0,09, 2,09 è 1,76 (ð=
0,008) ïðè 8 íåäåë õ (ôèãóðà 23).

Èçìåíåíè  â èíäèâèäóàëüíûõ êîìïîíåíòàõ íàáîðà ãëàâíûõ äàííûõ Âñåìèðíîé
îðãàíèçàöèè çäðàâîîõðàíåíè  è Ìåæäóíàðîäíîé Ëèãè Àññîöèàöèé ïî Ðåâìàòîëîãèè
ïîêàçàíû íà ôèãóðå 24.

Ïîñëå ðàñêðûòîé äë  ïàöèåíòîâ äîçû CDP870 áûëè ïîëó÷åíû àíàëîãè÷íûå
áëàãîïðè òíûå ýôôåêòû. Èç 36 ïàöèåíòîâ, íàáðàííûõ â ýòî èñïûòàíèå, 32 ïîëó÷èëè
âòîðóþ èíôóçèþ CDP870. Äîë  ïàöèåíòîâ ñ óëó÷øåíèåì ACR20 èç ïðåäûäóùåé ïåðâîé
èíôóçèè áûëà 72,2 è 55,6% ïîñëå 5 è 20 ìã/êã CDP870 ïðè 4 íåäåë õ è 55,6 è 66,7% ïðè
8 íåäåë õ.

Ïîáî÷íûå ýôôåêòû
Ëå÷åíèå õîðîøî ïåðåíîñèëîñü áåç ñâ çàííîé ñ èíôóçèåé ðåàêöèè. Íå ñîîáùàëàñü

àëëåðãè÷åñêà  ðåàêöè  èëè êîæíà  ñûïü. Â äâî êî-ñëåïîé ôàçå áûëè 19, 38, 8 è 14
ïîáî÷íûõ äåéñòâèé â ãðóïïàõ ïëàöåáî, 1, 5 è 20 ìã/êã ñîîòâåòñòâåííî. Ñàìûì îáùèì
 âëåíèåì áûëà ãîëîâíà  áîëü ñ 9 ñëó÷à ìè ó 5 ïàöèåíòîâ (1 ïëàöåáî, 3 ïðè 1 ìã/êã, 1
ïðè 20 ìã/êã). Îäèí ïàöèåíò, êîòîðûé ïîëó÷àë ïëàöåáî, è 3 ïàöèåíòà, êîòîðûå ïîëó÷àëè
CDP870 (1 ïðè 5 ìã/êã è 2 ïðè 20 ìã/êã), ðàçâèâàëè èíôåêöèè íèæíèõ äûõàòåëüíûõ ïóòåé.
Îíè ñîîáùàëèñü êàê ñëàáûå èëè óìåðåííûå. Èõ ëå÷èëè ïåðîðàëüíî àíòèáèîòèêàìè, è îíè
ïðîõîäèëè íà ïðîò æåíèè ïåðèîäà 1-2 íåäåëü. Òðè ïàöèåíòà, êàæäûé â ãðóïïàõ 1 è 5
ìã/êã è îäèí â ãðóïïå 20 ìã/êã, èìåëè èíôåêöèþ ìî÷åâûõ ïóòåé ñïóñò  1-2 ìåñ öà ïîñëå
ëå÷åíè  CDP870. Îäíî íåáëàãîïðè òíîå ñîáûòèå áûëî îïèñàíî êàê ò æåëîå, êîòîðîå áûëî
ñëó÷àåì áîëè â îáëàñòè øåè, ïî âèâøåéñ  ñïóñò  3 äí  ïîñëå èíôóçèè 1 ìã/êã.
Óâåëè÷åíèå àíòèíóêëåàðíûõ àíòèòåë íàáëþäàëè ó 4 ïàöèåíòîâ: 1 â ãðóïïå ïëàöåáî
(îòðèöàòåëüíûå â îòíîøåíèè 1/40), 2 â ãðóïïå 1 ìã/êã (îòðèöàòåëüíûå â îòíîøåíèè 1/40,
îòðèöàòåëüíûå â îòíîøåíèè 1/80) è 1 â ãðóïïå 20 ìã/êã (îòðèöàòåëüíûå â îòíîøåíèè
1/40). Íå áûëî îáíàðóæåíî èçìåíåíèå â àíòèòåëàõ ïðîòèâ ÄÍÊ èëè àíòèòåëàõ ïðîòèâ
êàðäèîëèïèíà.

Êîíöåíòðàöè  CDP870 â ïëàçìå è óðîâíè àíòè-ÑÐÐ870
Êàê è îæèäàëîñü, äë  âñåõ óðîâíåé äîç CDP870 ìàêñèìàëüíà  êîíöåíòðàöè  â ïëàçìå

íàáëþäàëàñü â êîíöå èíôóçèè è îíà áûëà ïðîïîðöèîíàëüíà äîçå, ïîñëå ÷åãî êîíöåíòðàöè 
â ïëàçìå ìåäëåííî ñíèæàëàñü. Ïðîôèëü êîíöåíòðàöèè CDP870 â ïëàçìå êàæåòñ  î÷åíü
ïîõîæèì íà ïðîôèëü, íàáëþäàåìûé ðàíåå ó âîëîíòåðîâ, êîãäà áûëî ðàññ÷èòàíî, ÷òî
áèîëîãè÷åñêèé ïåðèîä ïîëóðàñïàäà áûë ïðèáëèçèòåëüíî 14 äíåé. Ïðè ïîâòîðíîì ââåäåíèè
äîç íàáëþäàëè àíàëîãè÷íûé ïðîôèëü ïî ñðàâíåíèþ ñ èíôóçèåé åäèíñòâåííîé äîçû.

Ïîñëå åäèíñòâåííîãî âíóòðèâåííîãî âëèâàíè  óðîâíè àíòèòåë ïðîòèâ CDP870 áûëè
íèçêèìè èëè íåäåòåêòèðóåìûìè.

Îáñóæäåíèå
Íåéòðàëèçàöè  TNFα  âë åòñ  ýôôåêòèâíîé ñòðàòåãèåé ëå÷åíè  â ñëó÷àå

ðåâìàòîèäíîãî àðòðèòà (RA). Â íàñòî ùåå âðåì  îíà òðåáóåò ïðèìåíåíè  áèîëîãè÷åñêèõ
àãåíòîâ, òàêèõ êàê õèìåðíûå mAb èëè ðàñòâîðèìûé ñëèòûé áåëîê ðåöåïòîð/Fc ÷åëîâåêà,
êîòîðûå  âë þòñ  äîðîãîñòî ùèìè â ïðèãîòîâëåíèè. Òåðàïåâòè÷åñêèé íåéòðàëèçóþùèé
TNFα àãåíò äîëæåí ñâ çûâàòü TNFα ñ âûñîêîé àôôèííîñòüþ è èìåòü ïðîäîëæèòåëüíûé
ïåðèîä ïîëóðàñïàäà â ïëàçìå, íèçêóþ àíòèãåííîñòü è âûñîêóþ ïåðåíîñèìîñòü è
áåçîïàñíîñòü. Îí äîëæåí áûòü òàêæå äîñòóïíûì äë  âñåõ ïàöèåíòîâ ñ RA, êîòîðûå ìîãëè
áû ïîëó÷èòü ïîëüçó îò áëîêàäû TNFα. Îäíîé òåõíîëîãèåé, êîòîðà  ìîãëà áû äîñòè÷ü ýòèõ
öåëåé,  âë åòñ  êîíúþãèðîâàíèå ñ ïîëèýòèëåíãëèêîëåì TNFα-ñâ çûâàþùåãî ôðàãìåíòà
àíòèòåëà, îáðàçîâàííîãî â E.coli. Â äàííîì ïðåäâàðèòåëüíîì èññëåäîâàíèè àâòîðû íàøëè,
÷òî CDP870, ÏÝÃèëèðîâàííûé, íàïðàâëåííûé ïðîòèâ TNFα, ìîäèôèöèðîâàííûé Fab,
 âë åòñ  ýôôåêòèâíûì è õîðîøî ïåðåíîñèìûì ïàöèåíòàìè ñ RA.

Èññëåäîâàíè  in vitro ïîêàçàëè, ÷òî CDP870 èìååò àíàëîãè÷íóþ TNFα íåéòðàëèçóþùóþ
àêòèâíîñòü îòíîñèòåëüíî ìûøèíîãî èñõîäíîãî àíòèòåëà ïðîòèâ TNFα. Äàííîå
èññëåäîâàíèå ïîäòâåðæäàåò, ÷òî CDP870 óìåíüøàë âîñïàëåíèå è óëó÷øàë ñèìïòîìû â RA.
Êëèíè÷åñêîå óëó÷øåíèå, èçìåðåííîå ïîñðåäñòâîì êðèòåðèåâ ÀÑÐ20-îòâåòíûõ ðåàêöèé â
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ãðóïïàõ 5 è 20 ìã/êã (75%, 75%), áûëî ñðàâíèìî ñ ýòàíåðöåïòîì (60%) (Moreland et al.,
Annals Int. Med., 130, 478-486, 1999) è èíôëèêñèìàáîì (50%) (Maini et al., Lancet,
354, 1932-1939, 1999). Ïðè ñðåäíåì è íàèâûñøåì óðîâí õ èñïûòàííûõ äîç
òåðàïåâòè÷åñêèé ýôôåêò äëèëñ  8 íåäåëü, ÷òî ñðàâíèìî ñ ïðåäûäóùèìè äðóãèìè mAb
(Elliot et al., Lancet, 344, 1105-1110, 1994 è Rankin et al., Br. J. Rheumatol., 34,
334-342, 1995). Áîëåå ðàííåå èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî òåðàïåâòè÷åñêèé ýôôåêò
àíòèòåëà ïðîòèâ TNFα ñâ çàí ñ åãî ïåðèîäîì ïîëóðàñïàäà â ïëàçìå è îáðàçîâàíèåì
öèðêóëèðóþùèõ àíòèòåë (Maini et al., Arthritis Rheum. 38, (Supplement): S186 1995
(Abstract)). Èññëåäîâàíèå àâòîðîâ ïîêàçàëî, ÷òî CDP870 èìååò ïîëóïåðèîä ñóùåñòâîâàíè 
â ïëàçìå 14 äíåé, ÷òî ýêâèâàëåíòíî ïîëóïåðèîäó ñóùåñòâîâàíè  öåëîãî àíòèòåëà (Rankin
et al., (supra)) è ãîðàçäî áîëüøå, ÷åì ïîëóïåðèîä ñóùåñòâîâàíè  íå êîíúþãèðîâàííûõ
Fab'-ôðàãìåíòîâ. Êðîìå òîãî, CDP870 ãåíåðèðîâàë ëèøü î÷åíü íèçêèå óðîâíè îòâåòíîé
ðåàêöèè â âèäå îáðàçîâàíè  àíòèòåë.

Îäíîé èç âàæíûõ öåëåé äàííîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  èññëåäîâàíèå ïåðåíîñèìîñòè è
áåçîïàñíîñòè ââåäåíè  ýòîãî ÏÝÃèëèðîâàííîãî Fab'. Â èññëåäîâàíèè àâòîðîâ CDP870, ïî-
âèäèìîìó, õîðîøî ïåðåíîñèëñ . Õîò  íåîáõîäèìî äîïîëíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå äë 
îöåíêè äîëãîñðî÷íîé òîêñè÷íîñòè, îñîáåííî ðèñêà äåìèåëèíèçèðóþùåãî çàáîëåâàíè ,
èíôåêöèè è êîæíûõ âûñûïàíèé, êîòîðûå ñîîáùàëèñü äë  ýòàíåðöåïòà è èíôëèêñèìàáà.

Â öåëîì, CDP870  âë åòñ  òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíûì â RA è áûë õîðîøî
ïåðåíîñèìûì â ýòîì êðàòêîñðî÷íîì èññëåäîâàíèè.

Äîëæíî áûòü ïîí òíî, ÷òî îïèñàííûå âûøå ïðèìåðû  âë þòñ  ëèøü èëëþñòðàòèâíûìè
è íå îãðàíè÷èâàþò îáúåì äàííîãî èçîáðåòåíè , îïðåäåëåííûé ñëåäóþùåé ôîðìóëîé
èçîáðåòåíè .
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Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ìîëåêóëà àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íà  ê TNFα ÷åëîâåêà, ñîäåðæàùà  ò æåëóþ è ëåãêóþ

öåïü, ãäå âàðèàáåëüíûé äîìåí ò æåëîé öåïè ñîäåðæèò CDR-ó÷àñòêè ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ SEQ ID NO: 1 äë  CDRH1, SEQ ID NO: 2 èëè SEQ ID NO: 7 äë 
CDRH2 è SEQ ID NO: 3 äë  CDRH3, à âàðèàáåëüíûé äîìåí ëåãêîé öåïè ñîäåðæèò CDR-
ó÷àñòêè ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ SEQ ID NO: 4 äë  CDRL1, SEQ ID NO: 5 äë  CDRL2 è SEQ
ID NO: 6 äë  CDRL3, è, íåîá çàòåëüíî,  âë þùà ñ  ìîäèôèöèðîâàííûì Fab-ôðàãìåíòîì,
íà Ñ-êîíöå ò æåëîé öåïè êîòîðîãî ïðèñóòñòâóåò îäíà èëè íåñêîëüêî àìèíîêèñëîò äë 
âîçìîæíîñòè ïðèñîåäèíåíè  ýôôåêòîðíîé èëè ðåïîðòåðíîé ìîëåêóëû.

2. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.1, êîòîðà  ñîäåðæèò SEQ ID NO: 2 äë  CDRH2.
3. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.1 èëè 2, êîòîðà   âë åòñ  CDR-ïðèâèòîé ìîëåêóëîé

àíòèòåëà.
4. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.3, ãäå âàðèàáåëüíûé äîìåí ñîäåðæèò àêöåïòîðíûå êàðêàñíûå
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îáëàñòè ÷åëîâåêà è äîíîðíûå CDR, íå  âë þùèåñ  ÷åëîâå÷åñêèìè.
5. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.4, ãäå àêöåïòîðíûå êàðêàñíûå îáëàñòè ÷åëîâåêà

âàðèàáåëüíîãî äîìåíà ò æåëîé öåïè îñíîâàíû íà êîíñåíñóñíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ãðóïïû 1 ÷åëîâåêà è ñîäåðæàò äîíîðíûå îñòàòêè, íå  âë þùèåñ  ÷åëîâå÷åñêèìè, â
ïîëîæåíè õ 28, 69 è 71.

6. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.4, ãäå àêöåïòîðíûå êàðêàñíûå îáëàñòè ÷åëîâåêà
âàðèàáåëüíîãî äîìåíà ò æåëîé öåïè îñíîâàíû íà êîíñåíñóñíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ãðóïïû 1 ÷åëîâåêà è ñîäåðæàò äîíîðíûå îñòàòêè, íå  âë þùèåñ  ÷åëîâå÷åñêèìè, â
ïîëîæåíè õ 28, 38, 46, 67, 69 è 71.

7. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.4, ãäå àêöåïòîðíûå êàðêàñíûå îáëàñòè ÷åëîâåêà
âàðèàáåëüíîãî äîìåíà ò æåëîé öåïè îñíîâàíû íà êîíñåíñóñíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ãðóïïû 3 ÷åëîâåêà è ñîäåðæàò äîíîðíûå îñòàòêè, íå  âë þùèåñ  ÷åëîâå÷åñêèìè, â
ïîëîæåíè õ 27, 28, 30, 48, 49, 69, 71, 73, 76 è 78.

8. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ëþáîìó èç ïï.4-7, ãäå àêöåïòîðíûå êàðêàñíûå îáëàñòè
÷åëîâåêà âàðèàáåëüíîãî äîìåíà ëåãêîé öåïè îñíîâàíû íà êîíñåíñóñíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãðóïïû 1 ÷åëîâåêà è ñîäåðæàò äîíîðíûå îñòàòêè, íå  âë þùèåñ 
÷åëîâå÷åñêèìè, â ïîëîæåíè õ 46 è 60.

9. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ëþáîìó èç ïï.1-8, ñîäåðæàùà  âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ëåãêîé
öåïè hTNF40-gL1 (SEQ ID NO: 8) è âàðèàáåëüíóþ îáëàñòü ò æåëîé öåïè gh3hTNF40.4 (SEQ
ID NO: 11).

10. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ëþáîìó èç ïï.1-9, êîòîðà   âë åòñ  Fab-ôðàãìåíòîì.
11. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.9 èëè 10, êîòîðà   âë åòñ  Fab-ôðàãìåíòîì, ñîäåðæàùèì

ò æåëóþ öåïü ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ SEQ ID NO: 111, è ëåãêóþ öåïü ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ SEQ ID NO: 113.

12. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ëþáîìó èç ïï.1-9, êîòîðà   âë åòñ  ìîäèôèöèðîâàííûì Fab-
ôðàãìåíòîì, íà Ñ-êîíöå ò æåëîé öåïè êîòîðîãî ïðèñóòñòâóåò îäíà èëè íåñêîëüêî
àìèíîêèñëîò äë  âîçìîæíîñòè ïðèñîåäèíåíè  ýôôåêòîðíîé èëè ðåïîðòåðíîé ìîëåêóëû.

13. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.12, ãäå äîïîëíèòåëüíûå àìèíîêèñëîòû îáðàçóþò
ìîäèôèöèðîâàííóþ øàðíèðíóþ îáëàñòü, ñîäåðæàùóþ îäèí èëè äâà îñòàòêà öèñòåèíà, ê
êîòîðûì ìîæåò áûòü ïðèñîåäèíåíà ýôôåêòîðíà  èëè ðåïîðòåðíà  ìîëåêóëà.

14. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.13, êîòîðà   âë åòñ  ìîäèôèöèðîâàííûì Fab-ôðàãìåíòîì,
ñîäåðæàùèì ò æåëóþ öåïü ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ SEQ ID NO: 115 è ëåãêóþ öåïü ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ SEQ ID NO: 113.

15. Ìîëåêóëà àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íà  ê TNFα ÷åëîâåêà, ëåãêà  öåïü êîòîðîé ñîäåðæèò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO: 113.

16. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.15, ëåãêà  öåïü êîòîðîé ñîñòîèò èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
SEQ ID NO: 113.

17. Ìîëåêóëà àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íà  ê TNFα ÷åëîâåêà, ò æåëà  öåïü êîòîðîé ñîäåðæèò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO: 115.

18. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.17, ò æåëà  öåïü êîòîðîé ñîñòîèò èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
SEQ ID NO: 115.

19. Ìîëåêóëà àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íà  ê TNFα ÷åëîâåêà, ëåãêà  öåïü êîòîðîé ñîäåðæèò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO: 113, è ò æåëà  öåïü êîòîðîé ñîäåðæèò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO: 115.

20. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.19, ëåãêà  öåïü êîòîðîé ñîñòîèò èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
SEQ ID NO: 113, è ò æåëà  öåïü êîòîðîé ñîñòîèò èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO: 115.

21. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ëþáîìó èç ïï.1-20, àôôèííîñòü êîòîðîé â îòíîøåíèè TNFα
ñîñòàâë åò ïî ìåíüøåé ìåðå 0,85⋅10-10 Ì.

22. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.21, êîòîðà  ïîëó÷åíà ïî ïðîòîêîëó äîñòèæåíè  àôôèííîñòè.
23. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.1, êîòîðà   âë åòñ  ìûøèíûì ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì

hTNF40 ïðîòèâ TNFα.
24. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.1, êîòîðà   âë åòñ  õèìåðíîé ìîëåêóëîé àíòèòåëà,

ñîäåðæàùåé âàðèàáåëüíûå äîìåíû ëåãêîé è ò æåëîé öåïåé ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ïî
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ï.23.
25. Ñîåäèíåíèå ñ àôôèííîñòüþ â îòíîøåíèè TNFα, ñîäåðæàùåå ìîëåêóëó àíòèòåëà ïî

ëþáîìó èç ïï.12-20 ñ êîâàëåíòíî ïðèñîåäèíåííîé ê àìèíîêèñëîòå íà Ñ-êîíöå èëè â
íàïðàâëåíèè Ñ-êîíöà åå ò æåëîé öåïè ýôôåêòîðíîé èëè ðåïîðòåðíîé ìîëåêóëîé, ãäå
ýôôåêòîðíà  èëè ðåïîðòåðíà  ìîëåêóëà ïðåäñòàâë åò ñîáîé îäíó èëè íåñêîëüêî ìîëåêóë
ìåòîêñèïîëè (ýòèëåíãëèêîë ).

26. Ñîåäèíåíèå ñ àôôèííîñòüþ â îòíîøåíèè TNFα, ñîäåðæàùåå ìîëåêóëó àíòèòåëà ïî
ï.14 ñ ïðèñîåäèíåííîé ê îäíîìó èç îñòàòêîâ öèñòåèíà íà Ñ-êîíöå ò æåëîé öåïè
ëèçèëìàëåèìèäíîé ãðóïïîé, ãäå êàæäà  àìèíîãðóïïà ëèçèëüíîãî îñòàòêà êîâàëåíòíî
ñâ çàíà ñ îñòàòêîì ìåòîêñèïîëè (ýòèëåíãëèêîë ) ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé, ðàâíîé
ïðèáëèçèòåëüíî 20000 Äà.

27. Ñîåäèíåíèå ñ àôôèííîñòüþ â îòíîøåíèè TNFα, ñîäåðæàùåå ñïåöèôè÷íóþ ê TNFα
÷åëîâåêà ìîëåêóëó àíòèòåëà, ëåãêà  öåïü êîòîðîãî ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID
NO: 113, è ò æåëà  öåïü êîòîðîé ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO: 115, ñ
ïðèñîåäèíåííîé ê îäíîìó èç îñòàòêîâ öèñòåèíà íà Ñ-êîíöå ò æåëîé öåïè îäíîé èëè
íåñêîëüêèìè ìîëåêóëàìè ìåòîêñèïîëè (ýòèëåíãëèêîë ).

28. Ñîåäèíåíèå ïî ï.27, ñîäåðæàùåå ìîëåêóëó àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íóþ ê TNFα
÷åëîâåêà, ëåãêà  öåïü êîòîðîãî ñîñòîèò èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO: 113, è
ò æåëà  öåïü êîòîðîãî ñîñòîèò èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO: 115, ñ ïðèñîåäèíåííûì
ê îäíîìó èç îñòàòêîâ öèñòåèíà íà Ñ-êîíöå ñòîðîíå ò æåëîé öåïè îäíèì èëè íåñêîëüêèìè
ìîëåêóëàìè ìåòîêñèïîëè (ýòèëåíãëèêîë ).

29. Ñîåäèíåíèå ñ àôèííîñòüþ â îòíîøåíèè TNFα, ñîäåðæàùåå ñïåöèôè÷íóþ ê TNFα
÷åëîâåêà ìîëåêóëó àíòèòåëà, ëåãêà  öåïü êîòîðîãî ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID
NO: 113, ñ ïðèñîåäèíåííîé ê îäíîìó èç îñòàòêîâ öèñòåèíà íà Ñ-êîíöå ò æåëîé öåïè
ëèçèëìàëåèìèäíîé ãðóïïîé, ãäå êàæäà  àìèíîãðóïïà ëèçèëüíîãî îñòàòêà êîâàëåíòíî
ñâ çàíà ñ îñòàòêîì ìåòîêñèïîëè (ýòèëåíãëèêîë ) ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé, ðàâíîé
ïðèáëèçèòåëüíî 20000 Äà.

30. Ñîåäèíåíèå ïî ï.29, ñîäåðæàùåå ìîëåêóëó àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íóþ ê TNFα
÷åëîâåêà, ëåãêà  öåïü êîòîðîãî ñîñòîèò èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO: 113, ñ
ïðèñîåäèíåííîé ê îäíîìó èç îñòàòêîâ öèñòåèíà íà Ñ-êîíöå ò æåëîé öåïè
ëèçèëìàëåèìèäíîé ãðóïïîé, ãäå êàæäà  àìèíîãðóïïà ëèçèëüíîãî îñòàòêà êîâàëåíòíî
ñâ çàíà ñ îñòàòêîì ìåòîêñèïîëè (ýòèëåíãëèêîë ) ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé, ðàâíîé
ïðèáëèçèòåëüíî 20000 Äà.

31. Ñîåäèíåíèå ñ àôôèííîñòüþ â îòíîøåíèè TNFα ÷åëîâåêà, ñîäåðæàùåå ñïåöèôè÷íóþ
ê TNFα ÷åëîâåêà ìîëåêóëó àíòèòåëà, ò æåëà  öåïü êîòîðîãî ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
SEQ ID NO: 115, ñ ïðèñîåäèíåííîé ê îäíîìó èç îñòàòêîâ öèñòåèíà íà Ñ-êîíöå ò æåëîé
öåïè ëèçèëìàëåèìèäíîé ãðóïïîé, ãäå êàæäà  àìèíîãðóïïà ëèçèëüíîãî îñòàòêà êîâàëåíòíî
ñâ çàíà ñ îñòàòêîì ìåòîêñèïîëè (ýòèëåíãëèêîë ) ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé, ðàâíîé
ïðèáëèçèòåëüíî 20000 Äà.

32. Ñîåäèíåíèå ïî ï.31, ñîäåðæàùåå ìîëåêóëó àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íóþ ê TNFα
÷åëîâåêà, ò æåëà  öåïü êîòîðîãî ñîñòîèò èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO: 115, ñ
ïðèñîåäèíåííîé ê îäíîìó èç îñòàòêîâ öèñòåèíà íà Ñ-êîíöåâîé ñòîðîíå ò æåëîé öåïè
ëèçèëìàëåèìèäíîé ãðóïïîé, ãäå êàæäà  àìèíîãðóïïà ëèçèëüíîãî îñòàòêà êîâàëåíòíî
ñâ çàíà ñ îñòàòêîì ìåòîêñèïîëè (ýòèëåíãëèêîë ) ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé, ðàâíîé
ïðèáëèçèòåëüíî 20000 Äà.

33. Ñîåäèíåíèå ñ àôôèííîñòüþ â îòíîøåíèè TNFα ÷åëîâåêà, ñîäåðæàùåå ñïåöèôè÷íóþ
ê TNFα ÷åëîâåêà ìîëåêóëó àíòèòåëà, ëåãêà  öåïü êîòîðîãî ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
SEQ ID NO: 113, è ò æåëà  öåïü êîòîðîãî ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO: 115, ñ
ïðèñîåäèíåííîé ê îäíîìó èç îñòàòêîâ öèñòåèíà íà Ñ-êîíöå ò æåëîé öåïè
ëèçèëìàëåèìèäíîé ãðóïïîé, ãäå êàæäà  àìèíîãðóïïà ëèçèëüíîãî îñòàòêà êîâàëåíòíî
ñâ çàíà ñ îñòàòêîì ìåòîêñèïîëè (ýòèëåíãëèêîë ) ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé, ðàâíîé
ïðèáëèçèòåëüíî 20000 Äà.
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34. Ñîåäèíåíèå ïî ï.33, ñîäåðæàùåå ìîëåêóëó àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íóþ â îòíîøåíèè
TNFα ÷åëîâåêà, ëåãêà  öåïü êîòîðîãî ñîñòîèò èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO: 113, è
ò æåëà  öåïü êîòîðîãî ñîñòîèò èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO: 115, ñ ïðèñîåäèíåííîé
ê îäíîìó èç îñòàòêîâ öèñòåèíà íà Ñ-êîíöå ò æåëîé öåïè ëèçèëìàëåèìèäíîé ãðóïïîé, ãäå
êàæäà  àìèíîãðóïïà ëèçèëüíîãî îñòàòêà êîâàëåíòíî ñâ çàíà ñ îñòàòêîì ìåòîêñèïîëè
(ýòèëåíãëèêîë ) ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé, ðàâíîé ïðèáëèçèòåëüíî 20000 Äà.

35. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ëþáîìó èç ïï.1-24, ñîäåðæàùà  ãèáðèäíûé CDR, ñîäåðæàùèé
óêîðî÷åííóþ äîíîðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü CDR, ãäå îòñóòñòâóþùà  ÷àñòü äîíîðíîãî CDR
çàìåíåíà îòëè÷àþùåéñ  ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ è îáðàçóåò ôóíêöèîíàëüíûé CDR.

36. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.35, ãäå îòñóòñòâóþùà  ÷àñòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè CDR
 âë åòñ  ÷àñòüþ àíòèòåëà, èç êîòîðîãî ïîëó÷åíû êàðêàñíûå îáëàñòè ìîëåêóëû àíòèòåëà.

37. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ï.36, ãäå îòñóòñòâóþùà  ÷àñòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè CDR
 âë åòñ  ÷àñòüþ àíòèòåëà çàðîäûøåâîé ëèíèè ñ êîíñåíñóñíûìè êàðêàñíûìè îáëàñò ìè.

38. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ëþáîìó èç ïï.35-37, ãäå â ìîëåêóëå àíòèòåëà ó÷àñòîê CDRH2
ò æåëîé öåïè  âë åòñ  ãèáðèäíûì.

39. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ëþáîìó èç ïï.35-38, ãäå óêàçàííîå óêîðî÷åíèå ñäåëàíî íà Ñ-
êîíöå CDR.

40. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, êîòîðà  êîäèðóåò ò æåëóþ è ëåãêóþ öåïü ìîëåêóëû
àíòèòåëà ïî ëþáîìó èç ïï.1-24 è 35-39, ãäå ìîëåêóëà àíòèòåëà ñïåöèôè÷íà ê TNFα
÷åëîâåêà.

41. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, êîòîðà  êîäèðóåò ò æåëóþ öåïü ìîëåêóëû àíòèòåëà ïî
ëþáîìó èç ïï.1-24 è 35-39, ãäå ìîëåêóëà àíòèòåëà ñïåöèôè÷íà ê TNFα ÷åëîâåêà.

42. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, êîòîðà  êîäèðóåò ëåãêóþ öåïü ìîëåêóëû àíòèòåëà ïî
ëþáîìó èç ïï.1-24 è 35-39, ãäå ìîëåêóëà àíòèòåëà ñïåöèôè÷íà  ê TNFα ÷åëîâåêà.

43. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ ïî ï.40 èëè 42, ñîäåðæàùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID
NO: 8 èëè 10.

44. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ ïî ï.40 èëè 41, ñîäåðæàùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID
NO: 10 èëè 11.

45. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ ïî ï.40, ñîäåðæàùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO: 110,
112 èëè 114.

46. Âåêòîð ýêñïðåññèè, ñîäåðæàùèé ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî ëþáîìó èç ïï.40-45.
47. Âåêòîð ýêñïðåññèè E.coli, ñîäåðæàùèé ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî ëþáîìó èç ïï.40-

45.
48. Âåêòîð ýêñïðåññèè E.coli ïî ï.47, êîòîðûé ïðåäñòàâë åò ñîáîé ðÒÒÎ (CDP870).
49. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  êëåòêè-õîç èíà, ïðåäóñìàòðèâàþùèé òðàíñôîðìèðîâàíèå êëåòêè

âåêòîðîì ïî ïï.46-48.
50. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  ìîëåêóëû àíòèòåëà ïî ëþáîìó èç ïï.1-24 è 35-39,

ïðåäóñìàòðèâàþùèé êóëüòèâèðîâàíèå êëåòêè-õîç èíà, ïîëó÷åííîé ñïîñîáîì ïî ï.49, è
âûäåëåíèå ìîëåêóëû àíòèòåëà.

51. Ñïîñîá ïî ï.50, â êîòîðîì êëåòêîé-õîç èíîì  âë åòñ  E.coli.
52. Ñïîñîá ïî ï.51, â êîòîðîì ìîëåêóëà àíòèòåëà íàöåëåíà íà ïåðèïëàçìó.
53. Òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè , ñîäåðæàùà  ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî ìîëåêóëû

àíòèòåëà ïî ëþáîìó èç ïï.1-24 èëè 35-39 èëè ñîåäèíåíèå ïî ëþáîìó èç ïï.25-31, äë 
ëå÷åíè  ïàòîëîãèè, îïîñðåäîâàííîé TNFα.

54. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ëþáîìó èç ïï.1-24 èëè 35-39, ñïåöèôè÷íà  ê TNFα ÷åëîâåêà,
èëè ñîåäèíåíèå ïî ëþáîìó èç ïï.25-34, äë  ëå÷åíè  ïàòîëîãèè, îïîñðåäîâàííîé TNFα.

55. Ìîëåêóëà àíòèòåëà èëè ñîåäèíåíèå ïî ï.54 äë  ëå÷åíè  ðåâìàòîèäíîãî àðòðèòà èëè
îñòåîàðòðèòà.

56. Ìîëåêóëà àíòèòåëà ïî ëþáîìó èç ïï.1-24 è 35-39, ñïåöèôè÷íà  ê TNFα ÷åëîâåêà,
äë  ïîëó÷åíè  ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà äë  ëå÷åíè  ïàòîëîãèè, îïîñðåäîâàííîé TNFα.

57. Àíòèòåëî ïî ï.56, ãäå ïàòîëîãè  ïðåäñòàâë åò ñîáîé ðåâìàòîèäíûé àðòðèò èëè
îñòåîàðòðèò.
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58. Âåêòîð ýêñïðåññèè pDNAbEng-G1, ïîêàçàííûé íà ôèãóðå 19.
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