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(57) 1. Моноклональне антиподвійне інтегрино-
ве антитіло людини, що специфічно зв'язує люд-
ські інтегрини Альфа V Бета 3 та Альфа V Бета 5 з
високою афінністю зв'язування, принаймні
2,1±1,33х10-10 для Альфа V  Бета З та принаймні
2,5±1,04х10-11 для Альфа V Бета 5, до очищених
інтегринів, яке має варіабельний регіон важкого
ланцюга, що містить SEQ ID NO: 7, та варіабель-
ний регіон легкого ланцюга, що містить SEQ ID
NO: 8.
2.  Антитіло за п .  1 ,  яке відрізняється тим ,
що зв'я зує людські  інтегрини Альфа V  Бета 3
та Альфа V Бета 5 з афінністю принаймні 10-9 М,
яка виміряна на клітинних лініях.
3.  Анти тіло за пп .  1  або 2,  як е відрізня-
ється тим , що воно вироблене за допомогою
гібридоми, де гібридому одержують з В-клітини,
отриманої з трансгенної тварини (не людини),
яка має геном, що містить людський трансген
важкого ланцюга або трансхромосом у та люд-
ський трансген легкого ланцюга або трансхро-
мосому, злиті  до імморталізованої клітини.
4.  Антитіло за будь-яким з пп.  1-3,  яке відріз-
няється тим, що воно суттєво нейтралізує ак-
тивність одного з інтегринів людини Альфа V
Бета 3 та Альфа V Бета 5 або їх фрагмента.
5.  Антитіло за будь-яким з пп.  1-4,  яке відрізня-
ється тим, що воно повністю інгібує адгезію М21
клітини до вітронектину.
6. Антитіло за будь-яким з пп. 1-5, яке відрізня-
ється тим, що воно містить важкий ланцюг ІgG1
або ІgG3.
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7. Антитіло за будь-яким з пп. 1-6, яке відрізня-
ється тим, що воно містить важкий ланцюг ІgG1
людини та легкий ланцюг IgG1 людини.
8. Застосування антитіла за будь-яким з пп. 1-7 в
терапії.
9. Фармацевтична композиція яка містить анти-
тіло людини за будь-яким з пп. 1-7 та фармацев-
тично прийнятний носій.
10. Ізольована нуклеїнова кислота, яка кодує ан-
титіло людини за будь-яким з пп. 1-7.
11. Вектор експресії, який включає ізольовану нук-
леїнову кислоту за п. 10.
12. Клітина-хазяїн, що містить вектор експресії за п.
11.
13. Клітина-хазяїн за п. 12, яка відрізняється тим,
що являє собою COS-1, COS-7, HEK293, ВНК21,
СНО, BSC-1, Hep G2, 653, SP/2, 293, HeLa, мієло-
му, лімфому або клітину рослини.
14. Спосіб виробництва антитіла людини за будь-
яким з пп. 1-7, який включає культивування кліти-
ни-хазяїна за пп.  12 або 13 за таких умов, що ан-
титіло є експресованим.
15. Застосування антитіла за будь-яким з пп. 1-7
при виробництві лікарського засобу для  лік у-
вання  або попередження  розладів, опосеред-
кованих Альфа V Бета 3 та Альфа V Бета 5 інте-
гринами, вибраних з  групи , що вк лючає
лейкоз , гострий лейкоз , гострий лімфобластний
лейкоз (ALL), В-клітинний, Т-клітинний або FAB
гострий лімфобластний лейкоз (ALL), гострий міє-
лолейкоз (AML), хронічний мієлоцитарний лейкоз
(CML), хронічний лімфолейкоз (CLL), волосатоклі-
тинний лейкоз, мієлодиспластичний синдром
(MDS), лімфому, хворобу Ходжкіна, злоякісну лім-
фому, неходжкінську лімфому, лімфому Беркіта,
множинну мієлому, саркому Капоші, колоректаль-
ну карциному, панкреатичну карциному, назофа-
рингеальну карциному, злоякісний гістіоцитоз, па-
ранеопластичний синдром (гіперкальцемія при
злоякісних новоутвореннях), солідну пухлину,
аденокарциному, саркому, злоякісну меланому,
гемангіому, метастазуючу пухлину, ракозалежну
резорбцію кісток, ракозалежний біль у кістках або
злоякістні захворювання.
16.  Застосування за п .  15,  як е відрізняється
тим , що лікарськ ий засіб є придатним для па-
рентерального, підшкірного, внутрішньом'язово-
го, внутрішньовенного, внутрішньосуглобового, ін-
трабронхіального, інтраабдомінального,
інтракапсулярного, інтрахрящового, інтракавітар-
ного,  інтрацеліального,  інтрамозочкового,  ін-
трацеребровентрик улярного, введення в товс-
тий кишківник, інтрацервікального,
інтрагастрального, внутрішньопечінкового, внут-
рішньоміокардіального, внутрішньокісткового,
внутрішньотазового, інтраплеврального, інтрап-
ростатового, внутрішньолегеневого, інтраректа-
льного, внутрішньониркового, інтраспінального,
інтрасиновіального, інтраторакального, внутріш-
ньоматкового, інтравезикального, болюсного,
вагінального, ректального, букального, сублінг-
вального, інтраназального або трансдермального
введення.
17. Спосіб лікування розладів, опосередкованих
Альфа V Бета 3 та Альфа V Бета 5 інтегринами,
вибраних з  групи, що вк лючає лейкоз , гострий

лейкоз , гострий лімфобластний лейкоз (ALL), В-
клітинний, Т-клітинний або FAB гострий лімфобла-
стний лейкоз (ALL), гострий мієлолейкоз (AML),
хронічний мієлоцитарний лейкоз (CML), хронічний
лімфолейкоз (CLL), волосатоклітинний лейкоз,
мієлодиспластичний синдром (MDS), лімфому,
хворобу Ходжкіна, злоякісну лімфому, неходжкін-
ську лімфому, лімфому Беркіта, множинну мієло-
му, саркому Капоші, колоректальну карциному,
панкреатичну карциному, назофарингеальну кар-
циному, злоякісний гістіоцитоз, паранеопластич-
ний синдром (гіперкальцемія при злоякісних ново-
утвореннях), солідну пухлину, аденокарциному,
саркому, злоякісну меланому, гемангіому, мета-
стазуючу пухлину, ракозалежну резорбцію кісток,
ракозалежний біль у кістках або злоякістні захво-
рювання, який відрізняється тим, що пацієнту,
який потребує такого лік ування , вводять фарма-
цевтичну композицію за п. 9.
18. Спосіб за п. 17, який відрізняється тим, що
пацієнту одночасно вводять ефек тивну кіль-
кість  принаймні  однієї м ітки або репортера ,
які  можна визначити, антагоніста TNF, антирев-
матичного засобу, м'язового релаксанту, наркоти-
чного засобу, нестероїдного протизапального
засобу (НСПЗЗ),  аналь гетика,  анестетика,  се-
дативного препарату, місцевого анестетика,
нервово-м'язового блокатора, антимікробного
препарату, антипсоріатичного препарату, корти-
костероїду, анаболічного стероїду, еритропоети-
ну, імунізатору, імуноглобуліну, ім уносупресив-
ного препарату, гормону росту, гормонзамісного
препарату, радіофармацевтичного препарату,
антидепресанту, антипсихотичного препарату,
стимулятора, протиастматичного препарату, бе-
та-агоніста, інгаляційного стероїду, адреналіну
або аналога, цитокіну або цитокінового антагоніс-
та.
19. Спосіб за п. 17, який відрізняється тим, що
ефективну кількість принаймні однієї мітки або
репортера, які можна визначити, антагоніста TNF,
антиревматичного засобу, м 'язового релаксан-
ту, наркотичного засобу, нестероїдного протиза-
пального засобу (НСПЗЗ), анальгетика, анестети-
ка, седативного препарату, місцевого
анестетик у, нервово-м'язового блокатора, анти-
мікробного препарату, антипсоріатичного препа-
рату, кортикостероїду, анаболічного стероїду,
еритропоетину, імунізатору, імуноглобуліну, іму-
носупресивного препарату, гормону росту, гормо-
нзамісного препарату, радіофармацевтичного
препарату, антидепресанту, антипсихотичного
препарату, стимулятора, протиастматичного пре-
парату, бета-агоніста, інгаляційного стероїду,
адреналіну або аналога, цитокіну або цитокіно-
вого антагоніста вводять пацієнту після вве-
дення  фармацевтичної композиції.
20. Спосіб за п. 17, який відрізняється тим, що
принаймні одну сполук у або проте їн , вибрані
принайм ні  з  однієї мітк и або репортера,  які
м ож на визначити, антагоніста TNF, антиревмати-
чного засобу, м'язового релаксанту, наркотичного
засобу, нестероїдного протизапального засобу
(НСПЗЗ),  аналь гетика,  анестетика,  седативно-
го препарату, місцевого анестетику, нервово-
м'язового блокатора, антимікробного препарату,
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антипсоріатичного препарату, кортикостероїду,
анаболічного стероїду, еритропоетину, імуніза-
тору, імуноглобуліну, імуносупресивного препа -
рату,  горм ону росту,  горм онзам існого пре-
парату, радіофармацевтичного препарату,
антидепресанту, антипсихотичного препарату,
стимулятора, протиастматичного препарату, бета-
агоніста, інгаляційного стероїду, адреналіну або

аналога, цитокіну або цитокінового антагоніста
вводять перед введенням фармацевтичної компо-
зиції.
21. Продукт виробництва, який включає пакуваль-
ний матеріал та контейнер, що містить розчин або
ліофілізовану форму антитіла людини за будь-
яким з пп. 1-7.

Ця заявка частково грунтується, і має приори-
тет за, U.S. Provisional 60/223,363 від 7 серпня
2000 року, що включено тут у вигляді посилання.

Даний винахід відноситься до антитіл, вклю-
чаючи конкретні частини або варіанти, які специ-
фічні по принаймні одному білку альфа-v-бета3,
альфа-v-бета5 подвійного інтегрину (подвійного
інтегрину) або його фрагментам, а також по нукле-
їновим кислотам, що кодують такі анти-подвійні
інтегринові антитіла, додатковим нуклеїновим кис-
лотам, векторам, клітинам господаря та методам
виробництва і його використання, включаючи те-
рапевтичні формулювання, призначення та при-
строї.

Існують суттєві дані про те, що прогресуючий
ріст пухлин залежить від ангіогенезу, утворенню
нових судин, що забезпечують пухлини поживними
речовинами та киснем, виводять продукти розпаду
і забезпечують метастазування пухлинних клітин у
віддалені зони [Gastl et al., Oncol.54:177-184]. Не-
щодавні дослідження дали подальше визначення
ролі інтегринів в процесі ангіогенезу. Інтегрини є
гетеродимерними трансмембранними білками, що
відіграють критичну роль в адгезії клітин до екст-
рацелюлярного матриксу (ЕЦМ), який, у свою чер-
гу, сприяє виживанню, проліферації та міграції
клітин через міжклітинне з'єднання. Під час ангіо-
генезу, кількість інтегринів, що виділяється на по-
верхні активованих ендотеліальних клітин, регу-
лює критичну адгезивну взаємодію з
різноманітними білками ЕЦМ, що забезпечує регу-
ляцію певних біологічних подій,  таких як клітинна
міграція, проліферація і диференціація. Було пока-
зано, що тісно споріднені, але відмінні, інтегрини
aVb3 та aVb5 медіюють незалежні шляхи розвитку
процесу ангіогенезу. Антитіла проти aVb3 блоку-
ють основний фактор росту фібробластів (оФРФ),
що індукує ангіогенез, тоді як антитіла до aVb5
пригнічують судинний ендотеліальний фактор рос-
ту (СЕФР), що індукує ангіогенез [Eliceri, et al., J.
Clin. Invest. 103: 1227-1230 (1999); Friedlander et
al., Science 270: 1500-1502(1995)].

Химеричні, поліклональні (напр., анти-
сивороткові) та/або моноклональні антитіла (Мат) і
фрагменти (напр., продукти протеолітичного трав-
лення або зливні білки), що отримані не від людей,
а від інших ссавців є потенційними терапевтични-
ми препаратами, які досліджувалися у деяких ви-
падках для лікування певних захворюваннях. Од-
нак, такі антитіла або фрагменти можуть
спричинити імунну відповідь при перизначені лю-

дям. Така імунна відповідь може призвести до ме-
дійованого імунними комплексами виведення ан-
титіл або фрагментів з кровообігу та
унеможливити повторне введення препарату для
лікування, таким чином зменшуючи лікувальний
ефект для пацієнта і обмежуючи можливість по-
вторного введення антитіл або фрагментів. На-
приклад, повторне введення антитіл або фрагмен-
тів, що складаються з нелюдських частин, може
призвести до сивороткової хвороби та/або анафі-
лаксії.  Для того,  щоб уникнути цих і інших про-
блем, було запропоновано декілька підходів зі
зменшення імунногеності таких антитіл і їхніх час-
тин, включаючи химеризацію і гуманізацію. Однак,
ці та інші підходи все ще можуть призводити до
певної їмунногеності антитіл та їх фрагментів, їх-
ньої низької афіності або до проблем з клітинними
культурами, посиленню, продукції та/або низького
виходу. Отже, такі антитіла або фрагменти можуть
бути не досить добрими для виробництва або ви-
користання в якості терапевтичних протеїнів.

Відповідно, існує потреба в розробці анти-
подвійних інтегринових антитіл або фрагментів,
що долають більшість цих проблем, а також є удо-
сконаленням щодо відомих антитіл та їх фрагмен-
тів.

Даний винахід описує ізольовані отримані у
людей, приматів, гризунів, ссавців химеричні, гу-
манізовані та/або CDR-трансплантовані анти-
подвійні інтегринові антитіла, імунноглобуліни,
продукти розщеплення та інші їхні специфічні час-
тини і варіанти, а також склад анти-подвійних інте-
гринових антитіл, кодування або додаткові нуклеї-
нові кислоти, вектори, клітини господаря, склад,
формулювання, пристрої, трансгенні тварини,
трансгенні рослини та методи їхнього виробництва
і використання,  в комбінації з тим,  що відомо су-
часній науці.

В даному винаході також представлено при-
наймні одне ізольоване анти-подвійне інтегринове
антитіло, як буде тут описано. До антитіл, згідно
даного винаходу, належать будь-які білки або пеп-
тид-вміщуючі молекули, що складаються принай-
мні з частини імунноглобулінової молекули, такою
як, але не обмежуючись, принаймні один допоміж-
ний визначальний регіон (ДВР) важких або легких
ланцюгів або їхня ліганд-зв'язуюча частина, важ-
ких або легких ланцюгів варіабельного регіону,
важких або легких ланцюгів постійного регіону,
каркасного регіону, або будь-якої їх частини, що
можуть бути включені до складу антитіла в даному
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винаході. Антитіло винаходу може включати або
походити від будь-якого ссавця, включаючи, але
не обмежуючись, людину, мишу, кроля, щура, гри-
зуна, примата або будь-якої їхньої комбінації, і
таке подібне.

Даний винахід описує в одному аспекті моле-
кули ізольованих нуклеїнових кислот, що склада-
ють шляхом сполучення або гібридизування полі-
нуклеотіди, котрі кодують специфічні анти-подвійні
інтегринові антитіла, які складаються принаймні з
однієї специфічної їхньої послідовності, домена,
частини або варіанта. Даний винахід далі описує
рекомбінантні вектори, що складають вищезгадані
молекули нуклеїнових кислот анти-подвійних інте-
гринових антитіл, клітини господаря, що містять
такі нуклеїнові кислоти та/або рекомбінантні век-
тори, а також методи виробництва та/або викорис-
тання таких нуклеїнових кислот антитіл, векторів
та/або клітин господаря.

Принаймні одне антитіло винаходу зв'язується
з принаймні одним визначеним епітопом специфі-
чним до принаймні одного подвійного інтегриново-
го білка, субодиниці, фрагмента, порції або будь-
якої їхньої комбінації. Принаймні один епітоп може
складатися з принаймні одного регіону, що зв'язує
антитіло, котрий складається з принаймні однієї
частини вищезгаданого білка, епітоп якого пере-
важно складається з принаймні 1-5 амінокислот
принамні однієї частини подвійного інтегрина, та-
кого як, але не обмежуючись, (a) 29-48, 58-63, 69-
79, 82-85, 88-134, 140-157, 161-183, 186-190, 192-
198, 202-212, 215-217, 223-237, 240-244, 248-255,
259-268, 287-301, 313-322, 326-328, 332-344, 348-
351, 354-365, 376-387, 393-401, 407-414, 417-419,
422-433, 443-451, 458-461, 465-469, 472, (b) 32-41,
46-47, 53-55, 58-69, 72-74, 77-79, 85-88, 91-94, 96-
105, 110-113, 117-125, 129-142, 145-153, 155-159,
161-163, 166-170, 172-174, 184-197, 200-209, 215-
218, 221-225, 184-197, 200-209, 215-218, 221-225,
227-250, 259-261, 263-267, 269-270, 275-281; та (с)
29-35, 43-45, 48-63, 67-69, 72-74, 80-82, 84-87, 95-
105, 108-113, 117-142, 145-163, 166-170, 172-176,
184-186, 191-201,204-206, 216-219, 224-226, 229-
251, 260-262, 264-268, 276-282, 286-288, 294-299,
301-318, 323-325, 328-330, 338-342, 345-349, 353-
358, SEQ ID N0:9, 16 і 17, відповідно, або такого
як, але не обмежуючись, принаймні одного функ-
ціонального, екстрацелюлярного, розчинного, гід-
рофільного, зовнішнього або цитоплазменного
домена вищезгаданого подвійного інтегринового
білка, субодиниці або будь-якої їхньої частини.

Принаймні одне антитіло може також склада-
тися з принаймні однієї певної частини принаймні
одного допоміжного визначального регіону (CDR)
(напр., CDR1, CDR2 або CDR3 важких або легких
ланцюгів варіабельного регіону) та/або принаймні
одного постійного або варіабельного каркасного
регіону або будь-якої їхньої частини. Принаймні
одна амінокислотна послідовність антитіла може
також містити принаймні одну певну заміну, встав-
ку або вилучення,  як це описано тут або як це ві-
домо науці.

Даний винахід також описує принаймні одне
ізольоване анти-подвійне інтегринове антитіло, як
це описано тут, де антитіло має принаймні одну
дію, таку як, але не обмежуючись, інгібіція вітроне-

ктинового зв'язування, інгібіція зв'язування альфа-
v бета-3 з принаймні одним лігандом або рецепто-
ром альфа-v бета-3, інгібіція зв'язування альфа-v
бета-5 з принаймні одним лігандом або рецепто-
ром альфа-v бета-5, модуляція ангіогенеза, зв'я-
зування з подвійним інтегрином або клітинами, що
виділяють простий інтегрин. Анти-подвійне інтег-
ринове антитіло таким чинос може бути перевіре-
не на відповідну дію згідно з відомими методиками
такими як, але не тільки, принаймні одна біологіч-
на дія щодо подвійного інтегринового білка.

Даний винахід далі описує принаймні одне по-
двійне інтегринове анти-ідіотипне антитіло до при-
наймні одного подвійного інтегринового антитіла
даного винаходу. Анти-ідіотипне антитіло включає
будь-які білки або пептид-вміщуючі молекули, що
складаються з принаймні частини імунноглобулі-
нової молекули, такої як, але не тільки, принамні
один допоміжний визначальний регіон (CDR) важ-
кого або легкого ланцюга або їхньої ліганд-
зв'язуючої частини, важкого ланцюга або легкого
ланцюга варіабельного регіону, важкого ланцюга
або легкого ланцюга постійного регіону, каркасно-
го регіону або будь-якої їхньої частини, що можуть
бути включені до антитіла даного винаходу. Анти-
тіло винаходу може включати або походити від
ссавців таких як, але не тільки, людина, миша,
кріль, щури, гризуни, примати та інші.

Даний винахід описує в одному аспекті моле-
кули ізольованих нуклеїнових кислот, що склада-
ють шляхом сполучення або гібридизування полі-
нуклеотіди, котрі кодують специфічні анти-подвійні
інтегринові антитіла, які складаються принаймні з
однієї специфічної їхньої послідовності, домена,
частини або варіанта. Даний винахід далі описує
рекомбінантні вектори, що складають вищезгадані
молекули нуклеїнових кислот анти-подвійних інте-
гринових антитіл, клітини господаря, що містять
такі нуклеїнові кислоти та/або рекомбінантні век-
тори, а також методи виробництва та/або викорис-
тання таких нуклеїнових кислот антитіл, векторів
та/або клітин господаря.

Даний винахід також описує принаймні один
метод експресії принаймні одного анти-подвійного
інтегринового антитіла або подвійного інтегрино-
вого анти-ідіотопного антитіла в клітині господаря,
що складається з культивування клітин господаря,
як описано тут, за умов коли принаймні одне анти-
подвійне інтегринове антитіло виділяється у кіль-
костях, що можна визначити та/або відновити.

Даний винахід також описує принаймні одну
комбінацію, що складається з (а) нуклеїнових кис-
лот, що кодують ізольоване анти-подвійне інтегри-
нове антитіло, та/або антитіла, що описується тут;
та (b) належного носія або розчинника. Носій або
розчинник може інколи бути фармацевтично при-
йнятним згідно з відомими носіями або розчинни-
ками.  Комбінація може інколи складатися з при-
наймні одного додаткового компонента, білка або
суміші.

Даний винахід також описує принаймні мето-
дику або склад одного анти-подвійного антитіла
для введення терапевтично ефективної кількості
для модуляції або лікування стану, залежного
принаймні від одного подвійного інтегрина, у клі-
тинах, тканинах, органах, тваринах або пацієнтах
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та/або до, після або під час відповідного стану, що
відомий науці та/або описаний тут.

Даний винахід також описує принаймні один
склад, пристрій та/або метод доставки терапевти-
чно або профілактично ефективної кількості при-
наймні одного анти-подвійного інтегринового анти-
тіла, згідно з даним винаходом.

Даний винахід далі описує метод або склад
принаймні одного анти-подвійного антитіла для
діагностики стану в клітині, тканині, органі, тварині
або пацієнтів, залежного від принаймні одного
подвійного інтегрина, та/або до, після або під час
залежного стану, що відомі науці та/або описують-
ся тут.

Даний винахід також описує принаймні один
склад, пристрій та/або метод постачання для діаг-
ностики принаймні одного анти-подвійного інтег-
ринового антитіла, згідно з даним винаходом.

На рисунку 1 показано графік подвійного роз-
ведення анти-aVb3  Мат,  які інкубуються на плас-
тинах, покритих aVb3, протягом 1 години при RT.
Пластини були потім промиті, оброблені субстра-
том OPD і OD вимірювався на 490нм.

На рисунку 2 показано графік кальцеїн-мічених
клітин М21, які попередньо інкубувалися зі зразка-
ми антитіл за відсутності або присутності P1F6,
анти-aVb5 протягом 30 хвилин, а потім були вне-
сені на пластини покриті вібронектином на 45 хви-
лин. Незв'язані клітини М21 були видалені двома
промивками по 150mл/лунку HBSS з кальцієм.
Пластинка досліджувалася на флуорометрі на
485-538нм.

На рисунку 3 показано графік клітинної адгезії,
де клітини MDAMB435L2 були збагачені і попере-
дньо інкубовані з різними концентраціями GenO95
протягом 10 хвилин.

Пухлинні клітини потім було додано до плас-
тин Linbro, покритих вібронектином, і інкубовані
при 37°С протягом 1 години. Лунки були промиті
тричі і в кожну лунку було додано фарбник МТТ на
основі Cell Titer AQ. Адгезія клітин була визначена
на реєстраторі пластин типу ELISA, де OD490нм
прямопропорційно клітинній адгезії. Клітинна адге-
зія в лунках, покритих BSA, слугувала негативним
контролем (дані не представлено). Кожна точка
даних є середньою трьох визначень.

На рисунках 4A-D представлено графік зв'язу-
вання антитіл з "V$3, де цей ліганд преінкубував-
ся у подвійному розведенні, починаючи при 10г/мл
з 50mМ ЕДТА в 1% BSA-HBSS (за відсутності
Сa++) або з 1% BSA-HBSS (з Са++) протягом 30
хвилин, 37°С. Суміші додавалися до пластин по-
критих CNTO 95, С372, с7Е3 або LM609 IgG та
інкубувалися протягом 1 години, 37°С. LM609 або
CNTO 95 додавалися при 20г/мл у відповідний
буфер (+/- Са++) на 30хв, 37°С. Пластини дослі-
джувалися мишиними антитілами IgG Fc, HRP або
людськими антитілами IgG Fc, HRP.

На рисунках 4E-G представлено графік зв'язу-
вання антитіл з "V$5, де цей ліганд преінкубував-
ся у подвійному розведенні, починаючи при 10г/мл
з 50mМ ЕДТА в 1% BSA-HBSS (за відсутності
Са++) або з 1% BSA-HBSS (з Са++) протягом 30
хвилин, 37°С. Суміші додавалися до пластин по-
критих CNTO 95, С372, с7Е3 або LM609 IgG та
інкубувалися протягом 1 години, 37°С. VNR139

додавався при 10г/мл у відповідний буфер (+/-
Са++) на 30хв, 37°С. Пластини досліджувалися
мишиними антитілами IgG Fc, HRP.

На рисунках 5А-В показано графік сатурації
кривих зв'язування GenO.95 (рис.5А) та ReoPro
(рис.5В) на пластинах, покритихaVb3.

НЕ НАДАНО (стор.7) НА МОМЕНТ УКЛАДАН-
НЯ

Імунофлуоресценція і проаналізовано за до-
помогою флоуцитометрії. Гістограма ліворуч відо-
бражає базову флуоресценцію за присутності ан-
титіл мічених ізотопами. Гістограма праворуч
відображає позитивне зафарбовування. A, D, G,
LM609 (Мат до aVb3, 10mг/мл); В, Е, Н, PIF6 (Мат
до aVb5, 10mг/мл); і С, F, І, GenO95 (10mг/мл).

Рисунок 13. Адгезія HUVECS до пластин, по-
критих матриксним протеїном. Аналіз адгезії було
виконано так, як це описано в Методах у Прикладі
5. Пластини досліджувалися на флуорометрі на
485-538нм. Адгезія клітин до лунок, покритих BSA,
слугувала негативним контролем. На рисунку 13
ступінь клітинної адгезії за присутності різних кон-
центрацій антитіл було відображено в якості відсо-
тку від клітинної адгезії за відсутності антитіл, яка
була прийнята за 100%. Кожна точка даних є се-
редньою трьох визначень (+/-SD).

Рисунок 14. Адгезія клітин людської меланоми
до пластин, покритих матриксним протеїном. Ана-
ліз адгезії було виконано як це описано в Методах.
Адгезія клітин до лунок, покритих BSA, слугувала
негативним контролем. На рисунку 14 ступінь клі-
тинної адгезії за присутності різних концентрацій
антитіл було відображено в якості відсотку від клі-
тинної адгезії за відсутності антитіл, яка була при-
йнята за 100%. Кожна точка даних є середньою
трьох визначень (+/- SD).

Рисунок 15. Адгезія клітин людської карциноми
товстого кишковика НТ29 до вібронектина. Аналіз
адгезії було виконано так, як це описано в Мето-
дах. Адгезія клітин до лунок, покритих BSA, слугу-
вала негативним контролем. Дані на рисунку 15
відображені як відсоток максимального зв'язуван-
ня (за відсутності антитіл) і є середнім потрійного
визначення (+/- SD).

Рисунок 16A-D. Міграція HUVECS у напрямку
вібронектина 2mг/мл. Аналіз було виконано так, як
це описано в Методах, і клітинам дозволялося
мігрувати протягом 6 год. Фотомікрографії репре-
зентативних полів (лінза об'єктиву 10х) клітинної
міграції на рисунку 16А, відсутність антитіл, (16В),
Gen095 (5mг/мл), (16С), Gen095 (40mг/мл). Рисунок
16D є графічним відображенням клітинної міграції
за присутності різноманітних концентрацій
GenO95. Дані нормалізовано до відсотку від конт-
ролю (без антитіл), який розглядався як 100%, і
кожна точка даних є середньою трьох транслунко-
вих фільтрів (+/- SD).

Рисунок 17.  Міграція HUVECS  у напрямку до
вібронектина 2mг/мл за присутності антитіл до
aνb3 і aνb5. Аналіз міграції виконувався так, як це
описано в Методах, а клітинам дозволялося мігру-
вати протягом 6год. LM609 і P1F6 є Мат до aνb3 і
aνb5, відповідно. Дані представлені на рисунку 17
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були нормалізовані до відсотків від контролю (без
антитіл), який розглядався як 100%, і кожний стов-
пчик є середнім трьох транслункових фільтрів (+/-
SD). BSA, мишиний IgG і людський IgG слугували
негативним контролем. LM609-PIF6 відображає
комбінацію обох антитіл. Антитіла і BSA викорис-
товувалися в концентраціях 10mг/мл.

Рисунки 18А-Е. Міграція HUVECS у напрямку
до 2% FBS. Аналіз міграції дозволялося проводити
протягом 4год, а дані отримувалися так, як це опи-
сано в Методах. Рисунок 18(А) є графічним відо-
браженням клітинної міграції за присутності
LM609, P1F6, комбінації LM609+P1F6, контрольних
антитіл мічених ізотопами (людських і мишиних).
Антитіла і протеши використовувалися в концент-
рації 10mг/мл. Рисунок 18(В) є графічним відобра-
женням клітинної міграції за присутності ReoPro і
Gen095. Фотомікрографії є репрезентативними
полями (лінза об'єктиву 10х) клітинної міграції на
рисунку 18(С), відсутність антитіл, рисунку 18(D),
Gen095 (5mг/мл), і рисунку 18(Е), Gen095 (20mг/мл).
Дані було нормалізовано до відсотка від контролю
(без антитіл), який розглядався як 100%, і кожна
точка є середньою трьох транслункових фільтрів
(+/- SD).

Рисунки 19А-Е. Міграція клітин A375S.2 у на-
прямку до 10% FBS. Аналіз міграції дозволялося
проводити протягом 4год, а дані отримувалися
так, як це описано в Методах. Антитіла використо-
вувалися в концентраціях 10mг/мл. Рисунок 19(А) є
графічним відображенням клітинної міграції за
присутності різноманітних концентрацій Gen095.
Рисунок 19(В) є графічним відображенням клітин-
ної міграції за присутності LM609, P1F6, комбінації
LM609+P1F6, контрольних антитіл мічених ізото-
пом (людських і мишиних). Дані було нормалізова-
но до відсотку від контролю, який розглядається як
100%, і кожна точка даних є середньою трьох
транслункових фільтрів (+/- SD). Фотомікрографії є
репрезентативними полями (об'єктив лінзи 10х)
клітинної міграції на рисунку 19(С), відсутність ан-
титіл, рисунку 19(D), GenO95 (5mг/мл), і рисунку
19(Е), GenO95 (20mг/мл).

Рисунки 20А-Е. Міграція HUVECS у напрямку
до вібронектина за присутності bFGF. Нижня час-
тина фільтрів міграційної камери була покрита
2mг/мл вібронектина, а аналіз виконувався так, як
це описано в Методах. Клітинам дозволялося міг-
рувати протягом 6год.

На рисунках 20А-Е кожна точка даних є серед-
нім 3 транслункових фільтрів (+/- SD). Рисунок
20(А), bFGF; рисунок 20(В), Gen095 (5mг/мл); рису-
нок 20(С), Gen095 (40mг/мл); рисунок 20 (D), без
bFGF. Рисунок 20 (Е), пригнічення клітинної мігра-
ції за присутності різноманітних антитіл показана
графічно.

Рисунки 21A-D. Інвазія клітин A375S.2 через
фібриновий гель (5мг/мл). Аналіз інвазії дозволя-
лося виконувати протягом 24год і дані отирмува-
лися так, як це було описано в Методах. Фотомік-
рографії репрезентативних полів (об'єктив лінзи
4х) клітинної інвазії на рисунку 21 (А) за відсутності
антитіл, рисунок 21 (В) GenO95 (10 цг/мл), рисунки
21(С) і (D) є графічним відображенням клітинної
інвазі за присутності Gen095, 10E5 F(ab')2, LM609,

P1F6, LM-P1F6 (LM609+P1F6), людських та миши-
них IgG (H-IgG та M-IgG). Графік на рисунку 21(D):
концентрація всіх антитіл та протеїнів становить
10mг/мл. Дані нормалізовано до відсотку від конт-
ролю (без антитіл), який розглядається як 100%, і
кожна точка є середнім трьох транслункових філь-
трів (+/- SD).

Даний винахід описує ізольовані, рекомбінант-
ні та/або синтетитчні анти-подвійні інтегринові,
отримані від людини, приматів, гризунів, ссавців,
химеричні, гуманізовані або CDR-шунтовані анти-
тіла та подвійні інтегринові анти-ідіотипні антитіла,
а також склад та кодування модекул нуклеїнових
кислот, що містять принаймні один полінуклеотид-
ний код принаймні одного анти-подвійного інтегри-
нового антитіла або анти-ідіотипного антитіла.
Даний винахід також включає, але не обмежуєть-
ся, методи виробництва та використання таких
нуклеїнових кислот та антитіл і анти-ідіотипних
антитіл, включаючи діагностичні та терапевтивчні
склади, методи та пристрої.

Використовувані тут терміни "анти-альфа-v-
бета-3, альфа-v-бета-5 подвійні інтегринові анти-
тіла", "анти-подвійні інтегринові антитіла", "частина
анти-подвійного інтегринового антитіла" або "фра-
гмент анти-подвійного інтегринового антитіла"
та/або "варіант анти-подвійного інтегринового ан-
титіла" тощо включають будь-який протеїн- або
пептид-вміщуючу молекулу, що складається при-
наймні з частини імунноглобулінової молекули,
таких як, але не тільки, принаймні один допоміж-
ний визначальний регіон (CDR) важкого або легко-
го ланцюга або їх лагнд-зв'язуючу частину, варіа-
бельний регіон важкого ланцюга або легкого
ланцюга, постійний регіон важкого ланцюга або
легкого ланцюга, каркасний регіон або будь-яку їх
частину, або принаймні одну частину подвійного
інтегринового рецептора або зв'язуючого протеїна,
які можуть бути включені в антитіло даного вина-
ходу. Такі антитіла можуть також інколи впливати
на специфічні ліганди, такі які, але не тільки, анти-
тіла модулюють, зменшують, збільшують, антаго-
нізують, агонізують, послаблюють, блокують, при-
гнічують та/або взаємодіють принаймні з однією
дією чи зв'язуванням подвійного інтегрина або з
дією чи зв'язуванням рецептора подвійного інтег-
рина, in vitro, in situ та/або in vivo. В якості одного з
прикладів, відповідне анти-подвійне інтегринове
антитіло, певна частина або варіант даного вина-
ходу можуть зв'язувати принаймні один подвійний
інтегрин або його певну частину, варіант або до-
мен. Відповідне анти-подвійне інтегринове антиті-
ло, певна частина або варіант можуть також дода-
тково впливати принаймні на одну дію або
функцію подвійного інтегрина, такі як, але не тіль-
ки, синтез РНК, ДНК або протеїнів, вивільнення
подвійного інтегрина, передача інформації рецеп-
тором подвійного інтегрина, розщеплення мем-
бранного подвійного інтегрина, дія подвійного інте-
грина, проудкція та/або синтез подвійного
інтегрина. Термін "антитіло" вживається щодо ан-
титіл, їх фрагментів травлення, певних частин та
варіантів, включаючи міметики антитіл або скла-
дові частини антитіл, що нагадують структуру
та/або функцію антитіла або його певного фрагме-
нта чи частини, включаючи одно-ланцюгові антиті-
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ла та їх фрагменти. Функціональні фрагменти
включають антиген-зв'язуючі фрагменти, що зв'я-
зують подвійний інтегрин ссавців. Наприклад, фра-
гменти антитіл, що спроможні зв'язуватись з по-
двійним інтегрином або його частиною,
включаючи, але не тільки, Fab’ (напр., при папаї-
новому травленні), Fab' (напр., при пепсиновому
травленні та частковій редукції) і F(ab')2 (напр., при
пепсиновому травленні), facb (напр., при плазмі-
новому травленні), pFc' (напр., при пепсиновому
або плазміновому травленні), Fd (напр., при пеп-
синовому травленні, частковій редукції та реагре-
гації), Fv або scFv (напр., методики молекулярної
біології) фрагменти, описуються винаходом (див.
напр., Colligan, Immunology, вище).

Такі фрагменти можуть бути вироблені при ен-
зиматичному розщепленні або за допомогою ре-
комбінантних методик, що відомі науці та/або опи-
суються тут. Антитіла також можуть бути
вироблені в різноманітних обмежених формах, з
використанням генів антитіл, у котрих один або
більше зупиняючих кодонів були вставлені до при-
роднього зупиняючого локуса. Наприклад, комбі-
нація гена кодуючого частину важкого ланцюга
F(ab')2 може бути розроблена з включенням ДНК
послідовності, що кодує домен СН1 та/або поворо-
тний регіон важкого ланцюга. Різноманітні частини
антитіл можуть сполучатися хімічно за допомогою
традиційних методик або можуть готуватися в яко-
сті прилеглого протеїна з використанням методик
генетичної інженерії.

Термін "людське антитіло", що використову-
ється тут, відноситься до антитіла, в якому в знач-
ному ступені кожна частина протеїна (напр., CDR,
каркасний, CL,  CH домени (напр.,  СH1,  СH2,  СН3),
поворот (VL,  VH)) є переважно неімунногенними у
людей, з тільки незначними змінами або варіація-
ми послідовності. Так само, антитіла визначені як
такі, що отримані від приматів (мавпи, бабуїни,
шимпанзе тощо),  гризунів (миші,  щури,  кролі,  гві-
нейські свинки, хом'ячки тощо) та від інших ссавців
означають антитіла, що специфічні для таких ви-
дів,  підвидів,  підродин,  родин.  Далі,  химеричні ан-
титіла включають будь-яку комбінацію вищеописа-
ного. Такі зміни або варіації додатково і переважно
зберігають або зменшують імунногенність щодо
немодифікованих антитіл у людей або інших видів.
Отже, людські антитіла відрізняються від химери-
чних або гуманізованих антитіл. Наголошується,
що людські антитіла можуть продукуватися твари-
нами або прокаріотичними чи еукаріотичними клі-
тинами, що спроможні експресувати функціональ-
но змінений ген людського імунноглобулін (напр.,
важкий ланцюг та/або легкий ланцюг). Далі, коли
людське антитіло є одно-ланцюговим антитілом,
воно може включати зв'язуючий пептид, що не
виявляється у нативних людських антитілах. На-
приклад, Fv може включати зв'язуючий пептид,
такий як від 2 до приблизно 8 гліцинових або інших
амінокислотних залишків, який з'єднує варіабель-
ний регіон важкого ланцюга і варіабельний регіон
легкого ланцюга. Такий зв'язуючий пептид вважа-
ється людського походження.

Біспецифічні, гетероспецифічні, гетерокон'ю-
гантні або однакові антитіла також можуть викори-
стовуватися, якщо вони є моноклональними, пер-

важно людськими або гуманізованими антитілами,
що мають зв'язуючі характеристики для принаймні
двох різних антигенів. В даному випадку, одна зі
зв'язувальних особливостей стосується принаймні
одного протеїна подвійного інтегрина, а інша -
будь-якого іншого антигена. Методи виробництва
біспецифічних антитіл відомі науці. Традиційно,
рекомбінантна продукція біспецифічних антитіл
грунтувалася на ко-експресії двох імунноглобулі-
нових важколанцюгових-легколанцюгових пар, де
два важкі ланцюги мають різні особливості
[Milstein and Cuello, Nature 305:537 (1983)]. Через
випадковий розподіл імунноглобулінових важких і
легких ланцюгів, ці гібирдоми (квадроми) продуку-
вали потенційну суміш 10 різних молекул антитіл,
серед яких тільки одна мала правильну біспецифі-
чну структуру. Очищення правильної молекули,
яке зазвичай проводиться за допомогою хромато-
графічних етапів афіності, є досить складним, і
рівень виходу продукту низький. Такі процедури
описані, напр., в WO 93/08829, Патенти США
№№6210668, 6193967, 6106833, 6060285,
6037453, 6010902, 5989530, 5959084, 5959083,
5932448, 5833985, 5821333, 5807706, 5643759,
5601819, 5582996, 5496549, 4676980, WO
91/00360, WO 92/00373, ЕР 03089, Traunecker et
al., EMBO J. 10:3655 (1991), Suresh et al., Methods
in Enzymology 121:210 (1986), кожний з них тут
повністю включено у посиланнях.

Анти-подвійні інтегринові антитіла (також на-
зиваються подвійними інтегриновими антитілами)
використані в методиках та складах даного вина-
ходу можуть також додатково характеризуватися
високою афіністю зв'язування з подвійним інтегри-
ном та додатково чи переважно мати низьку ток-
сичність. Зокрема, антитіло, певний фрагмент або
варіант винаходу, де індивідуальні компоненти,
такі як варіабельний регіон, постійний регіон та
каркас, індивідуально та/або у поєднанні, додатко-
во та переважно мають низьку імунногеність, ви-
користовуються в даному винаході. Антитіла, що
можуть бути використані у винаході додатково
характеризуються їхньою здатністю виліковувати
пацієнтів на тривалий період з вимірюваним поле-
гшенням симптоматики і низькою та/або прийнят-
ною токсичністю. Низька або прийнятна імунноге-
ність та/або висока афіність,  а також інші
відповідні властивості, можуть робити свій внесок
у досягнення терапевтичного результату. "Низька
імунногеність" тут визначається як зростаючі до-
стовірні НАНА, НАСА або НАМА відповіді у менш,
ніж 75%, або бажано менше, ніж 50% пацієнтів, що
лікуються, та/або зростаючі низькі титри у лікова-
них пацієнтів (менше, ніж приблизно 300, бажано
менше, ніж приблизно 100, що вимірюється за
допомогою імуноферментного аналізу на подвій-
ний антиген) [Elliott et al, Lancet 344:1125-I127
(1994), цілком включено тут у посиланні].

Ізольовані нуклеїнові кислоти даного винаходу
можуть використовуватися для виробництва при-
наймні одного анти-подвійного інтегринового анти-
тіла або його певних варіантів, які можуть викори-
стовуватися для вимірювання або впливу у
клітинах, тканинах, органах або тваринах (вклю-
чаючи ссавців і людей) для діагностики, монітору-
вання, модулювання, лікування, полегшення, для
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допомоги у попередженні виникнення або змен-
шення симптоматики стану, залежного від при-
наймні одного подвійного інтегрина, обраного з,
але не тільки, принаймні одного імунного пору-
шення або захворювання, серцево-судинного роз-
ладу або захворювання, інфекційного, злоякісного
та/або неврологічного розладу або захворювання,
або інших відомих чи специфічних станів, залеж-
них від подвійного інтегрина.

Такий метод може включати введення ефек-
тивної кількості складу або фармацевтичного
складу, що включає принаймні одне анти-подвійне
інтегринове антитіло, в клітину, тканину, орган,
тварину або пацієнта для потреб модуляції, ліку-
вання, полегшення, профілактики або зменшення
симптоматики, впливів чи механізмів. Ефективна
кількість може включати приблизно від 0,001 до
500мг/кг на шприць (напр., болюс), багаторазове
або постійне введення чи досягнення сивороткової
концентрації 0,01-5000mг/мл на шприць, багатора-
зове або постійне введення, або будь-яке ефекти-
вний діапазон чи значення, як це зроблено і опи-
сано з використанням відомих методів,  як це
описано тут або відомо з відповідних джерел.

Всі публікації або патенти,  що цитуються тут,
повністю включені тут у посилання наскільки вони
відображають стан проблеми на час представлен-
ня винаходу та/або надають опис та уможливлю-
ють даний винахід. Публікації стосуються будь-
яких наукових або патентних публікацій або будь-
якої іншої доступної інформації у будь-якому ме-
діа-форматі, включаючи всі записані, електронні
чи друковані формати. Наступні посилання є ціл-
ком включеними тут у посиланнях: Ausubel, et al.,
ed., Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, Inc., NY, NY (1987-2001); Sambrook,
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd

Edition, Cold Spring Harbor, NY (1989); Harlow and
Lane, antibodies, a Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor, NY (1989); Colligan, et al., eds., Current
Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Inc.,
NY (1994-2001); Colligan et al., Current Protocols in
Protein Science, John Wiley & Sons, NY, NY, (1997-
2001).

Принаймні одне анти-подвійне інтегринове ан-
титіло даного винаходу може бути додатково ви-
роблене за допомогою клітинної лінії, змішанної
клітинної лінії, безмертних клітин або клональної
популяції безсмертних клітин, як це відомо науці.
Див., напр., Ausubel, et al., ed., Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., NY, NY
(1987-2001); Sambrook, et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring Harbor,
NY (1989); Harlow and Lane, antibodies, a
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY (1989);
Colligan, et al., eds., Current Protocols in
Immunology, John Wiley & Sons, Inc., NY (1994-
2001); Colligan et al., Current Protocols in Protein
Science, John Wiley & Sons, NY, NY, (1997-2001),
кожне джерело повністю вказується тут у поси-
ланнях.

Людські антитіла, що є специфічними для
людських подвійних інтегринових протеїнів або
їхніх фрагментів, можуть реагувати з певними іму-
нногеними антигенами, такими як ізольований
та/або подвійний інтегриновий протеїн або його

частина (включаючи синтетичні молекули, такі як
синтетичні пептиди). Інші специфічні або загальні
антитіла ссавців також можуть реагувати. Підгото-
вка імунногених антигенів та виробництво монок-
лональних антитіл може бути проведена з викори-
станням будь-яких належних методик.

В одному підході гібридома виробляється за
допомогою поєднання відповідної лінії безсмерт-
них клітин (напр.,  лінія мієломних клітин таких як,
але не тільки, Sp2/0, Sp2/0-AG14, NSO, NS1, NS2,
AE-1, L.5, >243, P3X63Ag8.653, Sp2 SA3, Sp2 MAI,
Sp2 SSI, Sp2 SA5, U937, MLA 144, ACT IV, MOLT4,
DA-1, JURKAT, WEHI, K-562, COS, RAJI, NIH 3T3,
HL-60, MLA 144, NAMAIWA, NEURO 2A тощо, або
гетеромієломи, їхні продукти поєднання, або будь-
які клітини або поєднальні клітини, що від них по-
ходять, або будь-які відповідні клітинні лінії, що
відомі науці. Див., напр., www.atcc.org,
www.lifetech.com тощо, з клітинами, що продуку-
ють антитіла, такі як, але не тільки, ізольовані або
клоновані клітини селезінки, клітини периферичної
крові, лімфи, мигдаликів або інші клітини, що міс-
тять імунні чи B-клітини,  або інші клітини,  що екс-
пресують важкий або легкий ланцюг постійної або
варіабельної або каркасної або CDR послідовнос-
ті, або такі як ендогенні чи гетерогенні нуклеїнові
кислоти, або такі як рекомбінантні чи ендогенні,
вірусні, бактеріальні, водоростеві, прокаріотичні,
амфібіальні, комашині, рептилієві, рибні, отримані
від ссавців, гризунів, кінські, овечі, козлині, бара-
нячі, приматові, еукаріотичні, геномні ДНК, цДНК,
рДНК, мітохондріальні ДНК або РНК, хлоропласт-
на ДНК або РНК, hnPHK, мРНК, тРНК, одинарного,
подвійного або потрійного скручення, гібридизова-
ні тощо або будь-яка їхня комбінація. Див., напр.,
Ausubel, вище, та Colligan, Immunology, вище, роз-
діл 2, повінстю включено тут у посиланнях.

Клітини, що продукують антитіла, можуть та-
кож бути отримані з периферичної крові або, ба-
жано, з селезінки чи лімфатичних вузлів, людей
або інших відповідних тварин, що були імуннізова-
ні зацікавленими антигенами. Будь-які інші відпо-
відні клітини господаря також можуть використо-
вуватися для експресії гетерологічних або
ендогенних нуклеїнових кислот, що кожують анти-
тіла, певні їхні фрагменти або частини даного ви-
находу. Зливні клітини (гібирдоми) або рекомбіна-
нтні клітини можуть бути ізольованими з
використанням певних станів культури або інших
відповідних відомих методів та клонуватися при
обмеженому розведенні або сортуванні клітин, або
іншими відомими методами. Клітини, які продуку-
ють антитіла с бажаною специфічністю можуть
бути відібрані при відповідному аналізі (напр.,
ELISA).

Можуть використовуватися інші відповідні ме-
тоди продукування або ізоляції антитіл необхідної
специфічності, включаючи, але не обмежуючись,
методами, що відбирають рекомбінантні антитіла з
пептидної або протеїнової бібліотеки (напр., але
не обмежуючись, бактеріофаги, рибосоми, оліго-
нуклеотиди, РНК, цДНК тощо, подані бібліотеки;
напр., доступні у Cambridge antibody Technologies,
Cambridgeshire, UK; MorphoSys,
Martinsreid/Planegg, DE; Biovation, Aberdeen,
Scotland, UK; Biolnvent, Lund, Sweden; Dyax Corp.,

http://www.atcc.org
http://www.lifetech.com
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Enzon, Affymax/Biosite; Xoma, Berkeley, CA; Ixsys.
Див., напр., ЕР 368,684, PCT/GB91/01134;
PCT/GB92/01755; PCT/GB92/002240;
PCT/GB92/00883; PCT/GB93/00605; US
08/350260(5/12/94); PCT/GB94/01422;
PCT/GB94/02662; PCT/GB97/01835; (CAT/MRC);
WO90/14443; WO90/14424; WO90/14430;
PCT/US94/1234; WO92/18619; WO96/07754;
(Scripps); EP 614 989 (MorphoSys); WO95/16027
(Biolnvent); WO88/06630; WO90/3809 (Dyax); US
4,704,692 (Enzon); PCT/US91/02989 (Affymax);
WO89/06283; EP 371 998; EP 550 400; (Xoma); EP
229 046; PCT/US91/07149 (Ixsys); або стохастично
згенеровані пептиди чи протеїни - US 5723323,
5763192, 5814476, 5817483, 584514, 5976862, WO
86/05803, ЕР 590 689 (Ixsys, тепер Applied
Molecular Evolution (ΑΜΕ), кожний повністю вклю-
чений тут в якості посилання) або, що залежать
від імуннізації трансгенних тварин (напр., миші
SCID, Nguyen et al., Microbiol. Immunol. 41:901-907
(1997); Sandhu et al., Crit. Rev. Biotechnol. 16:95-
118 (1996); Eren et al., Immunol. 93:154-161 (1998),
кожна повністю включена тут у посиланнях, а та-
кож у відповідних патентах і застосуваннях), що
спроможні продукувати асортимент людських ан-
титіл, як це відомо науці та/або описано тут. Такі
методики включають, але не обмежуються, вияв-
лення рибосом [Hanes et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 94:4937-4942 (May 1997); Hanes et al., Proc.
Natl. Acad. Sei. USA, 95:14130-14135 (Nov. 1998)];
методики однієї клітини, що продукує антитіла (на-
пр., метод антитіл відібраних лімфоцитів ("SLAM")
[патент США №5,627,052, Wen et al., J. Immunol.
17:887-892 (1987); Babcook et al., Proc. Natl. Acad.
Sei. USA 93:7843-7848 (1996)]; гелева мікрокрап-
линна і потокова цитометрія [Powell et al.,
Biotechnol. 8:333-337 (1990); One Cell Systems,
Cambridge, MA; Gray et al., J. Imm. Meth. 182:155-
163 (1995); Kenny et al., Bio/Technol. 13:787-790
(1995)]; вибір В-клітин [Steenbakkers et al., Molec.
Biol. Reports 19:125-I34 (1994); Jonak et al.,
Progress Biotech, Vol. 5, In Vitro Immunization in
Hybridoma Technology, Borrebaeck, ed., Elsevier
Science Publishers B.V., Amsterdam, Netherlands
(1988)].

Методи інженирингу та гуманізації нелюдських
та людських антитіл також можуть використовува-
тися і вони є добре відомими науці.  Загалом,  гу-
манізовані або модифіковані антитіла мають один
або більше амінокислотний залишок, що походить
з джерела, яке є нелюдським, напр., але не обме-
жуючись, від мишей, щурів, кролів, приматів або
інших ссавців. Ці людські амінокислотні залишки
часто називаються як "імпортовані" залишки, які
зазвичай отримуються з "імпортованих" варіабе-
льних, постійних або інших доменів відомої людсь-
кої послідовності. Відомі послідовності Ig людини
описано, напр.,
www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/quety.fcgi;
www.atcc.org/phage/hdb.html, www.sciquest.com/;
www.abcam.com/;
www.antibodyresource.com/onlinecomp.html;
www.public.iastate.edu/~pedro/research_tools.html;
www.mgen.uni-heidelberg.de/SD/IT/IT.html;
www.whfreeman.com/immunology/CH05/kuby05.htm;

www.library.thinkquest.org/12429/Immune/Antibody.h
tml;

www.hhmi.org/grants/lectures/1996/vlab;
www.path.cam.ac.uk/~mrc7/mikeimages.html;

www.antibodyresourse.com/;
mcb.harvard.edu/BioLinks/Immunology.html;

www.immunologylink.com/;
pathbox.wustl.edu/~hcenter/index.html;
www.biotech.ufl.edu/~hcl/;
www.pebio.com/pa/340913/340913.html;
www.nal.usda.gov/awic/pubs/antibody/;
www.m.ehime-u.ac.jp/~yasuhito/Elisa.html;
www.biodesign.com/table.asp;

www.icnet.uk/axp/facs/davies/links.html; www.
biotech.ufl.edu/~fccl/protocol.html; www.isac-
net.org/sites geo.html; aximtl.imt.uni-
marburg.de/~rek/AEPStart.html;

baserv.uci.kun.nl/~jraats/linksl.html;
www.recab.uni-hd.de/immuno.bme.nwu.edu/;
www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/public/INTRO.html;
www.ibt.unam.mx/vir/V mice.html;

imgt.cnusc.fr: 8104/;
www.biochem.ucl.ac.uk/~martin/abs/index.html;
antibody.bath.ac.uk/; ab-
gen.cvm.tamu.edu/lab/wwwabgen.html;
www.unizh.ch/~honegger/AHOseminar/Slide01.html:
www.cryst.bbk.ac.uk/~ubcg07s/;
www.nimr.mrc.ac.uk/CC/ccaewg.htm:

www.path.cam.ac.uk/~mrc7/humanisation/TAHH
P.html;

www.ibt.unam.mx/vir/structure/stat aim.html;
www.biosci.missouri.edu/smithgp/index.html;

www.cryst.bioc.cam.ac.uk/~frnolina/Web-
pages/Pept/spottech.html;

www.ierini.de/fr products.htm;
www.patents.ibm.conyibm.html.Kabat et al., Se-
quences of Proteins of Immunological Interest, U.S.
Dept. Health (1983), все повністю включено тут у
посиланнях.

Такі імпортовані послідовності можуть викори-
стовуватися для зменшення імунногеності або
зменшення, покращення чи модифікування зв'язу-
вання, афіності, швидкості зв'язування, швидкості
звільнення, специфічності, часу напівжиття або
будь-яких інших відповідних характеристик, що
відомі науці. Загалом частина або всі нелюдські чи
людські CDR послідовності зберігаються, тоді як
нелюдські послідовності варіабельних та постійних
регіонів заміняються людськими або іншими амі-
нокислотами. Антитіла також можуть бути додат-
ково гуманізовані зі збереженням високой афіності
до антигенів та інших сприятливих біологічних
властивостей. Для досягнення цієї мети, гуманізо-
вані антитіла можуть додатково приготовлені за
допомогою процесу аналізу батьківської послідов-
ності та різноманітних концептуальних гуманізова-
них продуктів з використанням тривимірних моде-
лей батьківських та гуманізованих послідовностей.
Тривимірні імунноглобулінові моделі є широкодо-
ступними і добре знайомі тим, хто володіє цією
проблемою. Доступні комп'ютерні програми, які
ілюструють і демонструють можливі тривимірні
конформаційні структури обраних можливих імуно-
глобулінових послідовностей. Вивчення цих зо-
бражень дозволяє аналізувати ймовірну роль за-
лишків у функціонуванні можливих

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/quety.fcgi;
http://www.atcc.org/phage/hdb.html
http://www.sciquest.com/;
http://www.abcam.com/;
http://www.antibodyresource.com/onlinecomp.html;
http://www.public.iastate.edu/~pedro/research_tools.html;
http://www.mgen.uni-heidelberg.de/SD/IT/IT.html;
http://www.whfreeman.com/immunology/CH05/kuby05.htm;
http://www.library.thinkquest.org/12429/Immune/Antibody.h
http://www.hhmi.org/grants/lectures/1996/vlab;
http://www.path.cam.ac.uk/~mrc7/mikeimages.html;
http://www.antibodyresourse.com/;
http://www.immunologylink.com/;
http://www.biotech.ufl.edu/~hcl/;
http://www.pebio.com/pa/340913/340913.html;
http://www.nal.usda.gov/awic/pubs/antibody/;
http://www.m.ehime-u.ac.jp/~yasuhito/Elisa.html;
http://www.biodesign.com/table.asp;
http://www.icnet.uk/axp/facs/davies/links.html;
http://www.recab.uni-hd.de/immuno.bme.nwu.edu/;
http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/public/INTRO.html;
http://www.ibt.unam.mx/vir/V
http://www.biochem.ucl.ac.uk/~martin/abs/index.html;
http://www.unizh.ch/~honegger/AHOseminar/Slide01.html:
http://www.cryst.bbk.ac.uk/~ubcg07s/;
http://www.nimr.mrc.ac.uk/CC/ccaewg.htm:
http://www.path.cam.ac.uk/~mrc7/humanisation/TAHH
http://www.ibt.unam.mx/vir/structure/stat
http://www.biosci.missouri.edu/smithgp/index.html;
http://www.cryst.bioc.cam.ac.uk/~frnolina/Web-
http://www.ierini.de/fr
http://www.patents.ibm.conyibm.html.Kabat
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імуноглобулінових послідовностей, тобто, прово-
дити аналіз залишків, що впливають на здатність
можливих імуноглобулінів зв'язуватися з їхніми
антигенами. За такого методу, можуть бути віді-
брані FR залишки і скомбіновані з узгодженими та
імпортованими послідовностями, таким чином,
щоб досягти бажаних характеристик антитіла, та-
ких як підвищена афіність до цільового антиге-
на(ів). Загалом, CDR залишки є безпосередньої
найбільш істотньо залученими до впливу на анти-
генне зв'язування. Гуманізація або інжинеринг ан-
титіл даного винаходу може бути виконана з вико-
ристанням будь-якого відомого методу, таких як,
але не тільки, що описані у Winter (Jones et al,
Nature 321:522 (1986); Riechmann et al., Nature
332:323 (1988); Verhoyen et al., Science 239:1534
(1988))? Sims et al., J. Immunol. 151: 2296 (1993);
Chotnia and Lesk, J. Mol. Biol. 196:901 (1987), Carter
et al., Proc. Natl. Acad. Sei. U.S.A. 89:4285 (1992);
Presta et al., J.Immunol. 151:2623 (1993), патент
США М»: 5723323, 5976862, 5824514, 5817483,
5814476, 5763192, 5723323, 5,766886, 5714352,
6204023, 6180370, 5693762, 5530101, 5585089,
5225539, 4816567, PCT/; US98/16280, US96/18978,
US91/09630, US91/05939, US94/01234,
GB89/01334, GB91/01134, GB92/01755;
WO90/14443, WO90/14424, WO90/14430, ЕР
229246, всі включені тут у посиланнях, включаючи
цитовані там посилання.

Анти-подвійне інтегринове антитіло також мо-
же бути згенеровано за допомогою імунізації
трансгенних тварин (напр., мишей, щурів, хом'яч-
ків, нелюдських приматів тощо) спроможних про-
дукувати набір людських антитіл, як це описано
тут та/або відомо науці. Клітини, що продукують
людські анти-подвійні інтегринові атитіла можуть
бути ізольовані з таких тварин і приведені до стану
безсмерття з використанням відповідних методів,
такі як описані тут методи.

Трансгенні миші, що можуть виробляти набір
людських антитіл, які зв'язуються з людськими
антигенами, можуть продукуватися за допомогою
відомих методів [напр, але не обмежуючись, пате-
нти США №№ 5,770,428, 5,569,825, 5,545,806,
5,625,126, 5,625,825, 5,633,425, 5,661,016 та
5,789,650 опубліковані Lonberg et al; Jakobovits et
al. WO 98/50433, Jakobovits et al. WO 98/24893,
Lonberg et al. WO 98/24884, Lonberg et al. WO
97/13852, Lonberg et al. WO 94/25585, Kucherlapate
et al. WO 96/34096, Kucherlapate et al. EP 0463 151
Bl, Kucherlapate et al. EP 0710 719 AI, Surani et al.
Патент США № 5,545,807, Bruggemann et al. EP
0438 474 Bl, Lonberg et al. EP 0814 259 A2, Lonberg
et al. GB 2 272 440 A, Lonberg et al. Nature 368:856-
859 (1994), Taylor et al, Immunol. 6(4)579-591
(1994), Green et al, Nature Genetics 7:13-21 (1994),
Mendez et al, Nature Genetics 15:146-156 (1997),
Taylor et al, Nucleinic Acids Research 20(23):6287-
6295 (1992), Tuaillon et al, Proc Natl Acad Sei USA
90(8)3720-3724 (1993), Lonberg et al, Int Rev
Immunol 13(l):65-93 (1995) та Fishwald et al, Nat
Biotechnol 14(7):845-851 (1996), кожен з яких по-
вністю включений тут у посиланнях). Загалом, ці
миші мають принаймні один трансген, що містить
ДНК від принаймні одного людського імунноглобу-
лінового локуса, що функціонально переналашто-

ваний або який може проходити функціональне
переналаштування. Ендогенні імунноглобулінові
локуси у таких мишей можуть бути порушені або
видалені для того, щоб прибрати здатність тварин
продукувати антитіла, що кодуються ендогенними
генами.

Скринінг антитіл для специфічного зв'язування
з однаковими протеїнами або фрагментами мо-
жуть бути переконливо виконаним з використан-
ням бібліотек зображень пептидів. Цей метод
включає перегляд великих колекцій пептидів з
метою виявлення тих, що мають бажану функцію
або структуру. Скринінг антитіл в бібліотеках зо-
бражень пептидів добре відомий науці. Зображені
пептидін послідовності можуть бути завдовжки від
3 до 5000 або більше амінокислот, часто завдовж-
ки 5-100 амінокислот, і досить часто від приблизно
8 до 25 амінокислот завдовжки. До того ж було
описано методи безпосереднього хімічного синте-
зу для створення бібліотек пептидів, декілька ме-
тодів рекомбінантної ДНК. Один з них включає
зображеня пептидної послідовності на поверхні
бактеріофага або клітини. Кожний бактеріофаг або
клітина містять нуклеотидну послідовність, що
кодує окрему зображену пептидну послідовність.
Такі методи описані в патентних публікаціях РСТ
№№91/17271, 91/18980, 91/19818 та 93/08278. Інші
системи для генерації бібліотек пептидів мають
властивості як хімічного синтезу, так і рекомбінан-
тних методик.  Див.,  патентні публікації РСТ №№
92/05258, 92/14843 та 96/19256. Див. також, патен-
ти США №№ 5,658,754; та 5,643,768. Бібліотеки
пептидних зображень, вектори та скринінгові на-
бори є комерційно доступними від таких постача-
льників, як Invitrogen (Carlsbad, СА) та Cambridge
antibody Technologies (Cambridgeshire, UK). Див.,
напр., патента США №№ 4704692, 4939666,
4946778, 5260203, 5455030, 5518889, 5534621,
5656730, 5763733, 5767260, 5856456, що належать
Enzon; 5223409, 5403484, 5571698, 5837500, що
належать Dyax, 5427908, 5580717, що належать
Affymax; 5885793, що належать Cambridge
antibody Technologies; 5750373, що належать
Genentech, 5618920, 5595898, 5576195, 5698435,
5693493, 5698417, що належать Xoma, Colligan,
вище; Ausubel, вище; або Sambrook, вище, кожен з
патентів та публікацій повністю включені тут у по-
силаннях.

Антитіла даного винаходу можуть також бути
виготовлені з використанням нуклеїнових кислот,
що кодують принаймні одне анти-подвійне антиті-
ло, у трансгенних тварин або ссавців, таких як ко-
зи, корови, коні, вівці тощо, що продукують такі
антитіла в їхньому молоці. Такі тварини можуть
бути отримані з використанням відомих методик.
Див., напр., але не обмежуючись, патенти США
№№ 5,827,690; 5,849,992; 4,873,316; 5,849,992;
5,994,616; 5,565,362; 5,304,489 тощо, кожний з
котрих повність включений тут у посиланнях.

Антитіла даного винаходу можуть бути додат-
ково вироблені з використанням нуклеїнових кис-
лот, що кодують принаймні одне анти-подвійне
інтегринове антитіло, у трансгенних рослинах та
культурованих клітинах рослин (напр., але не об-
межуючись, тютюн і кукурудза), що продукують
такі антитіла, певні частини або варіанти в части-
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нах рослин або їхніх культурованих клітинах. В
якості одного з прикладів, листки трансгенного
тютюна виробляють рекомбінантні протеїни успіш-
но використовувалися для отримання великих
кількостей рекомбінантних протеїнів, напр., при
використанні індукованих промотерів. Див., напр.,
Cramer et al., Curr. Top. Microbiol. Immunol. 240:95-
118 (1999) і цитовані там посилання. Також, транс-
генна кукурудза використовувалася для вироб-
лення протеїнів ссавців в комерційних кількостях
продукції, з біологічними діями, що еквівалентні
тим, що продукуються в інших рекомбінантних
системах або очищені з природніх джерел. Див.,
напр., Hood et al., Adv. Exp. Med. Biol. 464:127-147
(1999) та цитовані там посилання. Антитіла також
виготовлялися у великих кількостях з насіння
трансгенних рослин, включаючи фрагменти анти-
тіл, такі як одноланцюгові антитіла (scFv's), вклю-
чаючи насіння тютюна та клубні картоплі. Отже,
антитіла даного винаходу можуть також продуку-
ватися з використанням трансгенних рослин, згід-
но з відомими методиками. Див. також, напр.,
Fischer et al., Biotechnol. Appl. Biochem. 30:99-108
(Oct., 1999), Ma et al., Trends Biotechnol. 13:522-7
(1995); Ma et al., Plant Physiol. 109:341-6 (1995);
Whitelam et al., Biochem. Soc. Trans. 22:940-944
(1994); і цитовані тут поєднання. Див., також зага-
лом експресію антитіл рослинами, але не тільки.
Кожне з вищенаведених посилань повністю вклю-
чене тут у посиланнях.

Антитіла винаходу можуть зв'язувати людсь-
кий подвійний інтегрин з широким спектром афіно-
сті (КD). При бажаному поєднанні принаймні одне
людське Мат даного винаходу може додатково
зв'язувати людський подвійний інтегрин з високою
афіністю. Наприклад, людське Мат може зв'язува-
ти людський подвійний інтегрин з КD, що дорівнює
або менше, ніж приблизно 10-7 М, таким як, але не
тільки, 0,1-9,9 (або будь-який спектр чи значення
там) x10-7, 10-8, 10-9, 10-10, 10-11, 10-12, 10-13,  або з
будь-яким спектром або значенням.

Афіність антитіла або спорідненість антитіла
до антигену може бути визначена експеримента-
льно з використанням будь-якого відповідного ме-
тоду. (Див., наприклад, Berzofsky, et al, "Antibody-
Antigen Interactions", в Fundamental Immunology,
Paul, W. E., Ed., Raven Press: New York, NY (1984);
Kuby, Janis Immunology, W. H. Freeman and
Company: New York, NY (1992); та методи описані
тут). Вимірювана афіність окремої взаємодії анти-
тіло-антиген може змінюватися, якщо вимірювання
проводиться в різних умовах (напр., концентрація
солі, pH). Отже, вимірювання афіності та інших
антиген-зв'язуючих параметрів (напр., КD,  Ка,  Kd)
переважно виконується стандартизованим розве-
деннями антитіла та антигена і стандартизованим
буфером, таким як описаний тут буфер.

При використанні наданої тут інформації, такої
як кодуюча послідовність нуклеотидів з принаймні

70-100% прилеглими амінокислотами принаймні
одного з SEQ ID NOS:1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, певних
фрагментів, варіантів або їхніх консенсусних по-
слідовностей або депозитних векторів, що містять
принаймні одну з цих послідовностей, молекула
нуклеїнової кислоти даного винаходу, що кодує
принаймні одне анти-подвійне інтегринове антиті-
ло, може бути отримана при використанні описа-
них тут методик або так, як це відомо науці.

Молекули нуклеїнових кислот даного винаходу
можуть бути у формі РНК, такій як мРНК, hnPHK,
тРНК або у будь-якій іншій формі,  або у формі
ДНК, включаючи, але не обмежуючись, цДНК та
геномну ДНК, що отримані клонуванням або виро-
блені синтетично, або будь-які їхні комбінації. ДНК
може бути три-ниткова, подвійно-ниткова або од-
но-ниткова або будь-які їхні комбінації. Будь-яка
частина принаймні однієї нитки ДНК або РНК може
бути кодуючою ниткою, що також відома як чутли-
ва нитка, або може бути некодуючою ниткою, що
також називається античутливою ниткою.

Ізольовані нуклеїновокислотні молекули дано-
го винаходу можуть включати нуклеїновокислотні
молекули, що складаються з каркасу відкритого
читання (ORF), додатково з одним або більше інт-
роном, напр., але не обмежуючись, принаймні з
однією певною частиною CDR, в якості CDR1,
CDR2 та/або CDR3 принаймні одного важкого ла-
нцюга (напр., SEQ ID NOS:l-3) або легкого ланцюга
(напр., SEQ ID NOS:4-6); нуклеїновокислотні моле-
кули, що містять кодуючу послідовність для анти-
подвійного інтегринового антитіла або варіабель-
ного регіона (напр., SEQ ID NOS:7,8); і нуклеїново-
кислотні молекули, які містять нуклеотидну послі-
довність,  що істотно відрізняється від тих,  що
описані вище, але які, внаслідок дегенерації гене-
тичного коду, все ще кодують принаймні одне ан-
ти-подвійне інтегринове антитіло, як це описано
тут та/або відомо науці. Звісно, генетичний код є
добревідомим науці. Отже, для того, хто має до-
статні знання в даній ділянці, буде рутинним отри-
мати такі дегенеративні нуклеїновокислотні варіа-
нти, що кодують специфічні анти-подвійні
інтегринові антитіла даного винаходу. Див., напр.,
Ausubel, et al., вище, і такі нуклеїновокислотні ва-
ріанти включені в даний винахід. Один з прикладів
ізольованих нуклеїновокислотних молекул даного
винаходу включає SEQ ID NOS:10, 11, 12, 13, 14,
15, що відповідають деяким прикладам нуклеїно-
вокислотного кодування, відповідно, НС CDR1, НС
CDR2, НС CDR3, LC CDR1, LC CDR2, LC СDR3,
варіабельний регіон НС та варіабельний регіон
LC.

В іншому аспекті, винахід описує ізольовані
нуклеїновокислотні молекули, що кодують анти-
подвійне інтегринове антитіло, і які мають аміноки-
слотну послідовність, що кодується нуклеїновою
кислотою, яка міститься в плазмідах, що відкладе-
ні в якості визначених назв клонів
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Як тут вказується, нуклеїнові кислотні молеку-
ли даного винаходу, які містять нуклеїновокислот-
не кодування анти-подвійного інтегринового анти-
тіла, можуть включати, але не обмежуватись, ті,
що самі по собі кодують амінокислотну послідов-
ність фрагменту антитіла; кодуючу послідовність
для всього антитіла або його частини; кодуючу
послідовність для антитіла, фрагмента або части-
ни, а також додаткові послідовності, такі як кодую-
ча послідовність принаймні одного сигнального
лідера або зливного пептида, з або без вищезга-
даних додаткових кодуючих послідовностей, таких
як принаймні один інтрон, разом з додатковими,
некодуючими послідовностями, включаючи, але не
обмежуючись, некодуючі 5' та 3' послідовності, такі
як транскрибовані, нерозширофані послідовності,
що відіграють роль у транскрипції, обробці мРНК,
включаючи сигнали склеювання та поліаденіляції
(наприклад - рибосомне зв'язування та стабіліза-
ція мРНК); додаткова кодуюча послідовність, що
кодує додаткові амінокислоти, такі як ті, що забез-
печують додаткові властивості. Отже, послідов-
ність кодуюча антитіло може бути поєднана з мар-
кером послідовності, таким як послідовність
кодуюча пептид, що покращує очищення зливного
антитіла, яка містить фрагмент або частину анти-
тіла.

Полінуклеотиди, що селективно гібридизовані
до полінуклеотида як це описано тут

Даний винахід описує ізольовані нуклеїнові ки-
слоти, що гібридизовані за допомогою селективної
гібридизації до полінуклеотидів, описаних тут. От-
же, полінуклеотиди даного впровадження можуть
бути використані для ізоляції, визначення та/або
квантифікації нуклеїнових кислот, що містять такі
полінуклеотиди. Наприклад, полінуклеотиди дано-
го винаходу можуть бути використані для іденти-
фікації, ізолювання або посилення часткових чи
повномасштабних клонів у депонованій бібліотеці.
В деяких впровадженнях, полінуклеотиди є геном-
ними або цДНК послідовностями ізольованими
або якимось іншим чином допоміжними щодо
цДНК з бібліотеки нуклеїнових кислот людей або
ссавців.

Бажано, щоб бібліотека цДНК містила принай-
мні 80% послідовностей повної довжини, краще
принаймні 85% або 90% послідовностей повної
довжини, і ще краще - 95% послідовностей повної
довжини. Бібліотеки цДНК можуть бути нормалізо-
вані для підвищення репрезентативності рідкісних
випадків. Низька або помірна строгість умов гібри-
дизації типово, але не ексклюзивно, застосовуєть-
ся з послідовностями, що мають знижену ідентич-
ність послідовності відносно допоміжних
послідовностей. Умови помірної або високої стро-
гості можуть додатково застосовуватися для по-
слідовностей більшої ідентичності. Умови низької
строгості дозволяють селективно гібридизувати
послідовності, що мають приблизно 70% ідентич-
ності послідовності, і можуть застосовуватися для
визначення ортологічних або паралогічних послі-
довностей.

Додатково, полінуклеотиди даного винаходу
кодуватимуть принаймні частину антитіла, що ко-
дується полінуклеотидами, які описані тут. Поліну-

клеотиди даного винаходу включають послідовно-
сті нуклеїнових кислот, що можуть
застосовуватися для селективної гібридизації до
полінуклеотидів кодуючих антитіло даного винахо-
ду. Див., напр., Ausubel, вище; Colligan, вище, кож-
ний повністю включений тут у посиланнях.

Конструкція нуклеїнових кислот
Ізольовані нуклеїнові кислоти даного винаходу

можуть бути вироблені з використанням (а) реком-
бінантних методів, (b) синтетичних методик, (с)
методик очищення або їхньої комбінації, що добре
відомі науці.

Нуклеїнові кислоти можуть включати послідо-
вності на додаток до полінуклеотида даного вина-
ходу. Наприклад, мульти-клонуючий сайт, що міс-
тить один або більше ендонуклеазний
обмежувальний сайт, може бути вставлений в ну-
клеїнову кислоту для допомоги в ізоляції полінук-
леотида. Також, транслбовані послідовності мо-
жуть бути вставлені для допомоги в ізоляції
трансльованого полінуклеотида даного винаходу.
Наприклад, гекса-гістидинова маркерна послідов-
ність надає зручний спосіб очищення протеїнів
даного винаходу. Нуклеїнова кислота даного ви-
находу - за винятком кодуючої послідовності - до-
датково є вектором, адаптером або поєднувачем
для клонування та/або експресії полінуклеотида
даного винаходу.

Додаткові послідовності можуть бути додані до
таких послідовностей клонування та/або експресії
для оптимізації їхньої функції в клонуванні та/або
експресії, для допомоги в ізоляції полінуклеотида
або для покращення введення полінуклеотида в
клітину. Використання клонованих векторів, екс-
пресованих векторів та поєднувачів добре відомо
науці. [Див., напр., Ausubel, вище; або Sambrook,
вище]

Рекомбінантні методики конструювання нукле-
їнових кислот

Склад ізольованих нуклеїнових кислот даного
винаходу,  таких як РНК,  цДНК,  геномна ДНК або
будь-які їхні комбінації, можуть бути отримані з
біологічних джерел з використанням будь-якої кі-
лькості методик клонування відомих тим, хто є
фахівцем в цій галузі. В деяких впровадженнях,
олігонуклеотидні зразки, що селективно гібриди-
зуються, за строгих умов, до полінуклеотидів дано-
го винаходу використовуються для ідентифікації
бажаної послідовності в цДНК та геномних бібліо-
теках,  що добре відомо тим,  хто є фахівцем в цій
галузі [Див., напр., Ausubel, вище; або Sambrook,
вище]

Методи скринінгу та ізоляції нуклеїнових кис-
лот

Бібліотеки цДНК або геномні бібліотеки мо-
жуть бути переглянуті з використанням зразків, що
грунтуються на послідовності полінуклеотида да-
ного винаходу, таких як описані тут. Зразки можуть
використовуватися для гібридизації з послідовнос-
тями геномної ДНК або цДНК для ізоляції гомоло-
гічних генів в тому ж чи різних організмах. Ті, хто є
фахівцями в даній галузі, усвідомлюють, що в
аналізах можуть застосовуватися різноманітні сту-
пені жорсткості гібридизації. Якщо умови гібриди-
зації стають більш жорсткими,  то мусить бути бі-
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льший ступінь доповнюваності між зразком та ціл-
лю для виникнення дуплексного утворення. Сту-
пінь жорсткості може контролюватися одним або
декільками факторами температури, іонної сили,
pH та наявності частково денатуруючого розчин-
ника, такого як формамід. Наприклад, жорсткість
гібиридизації зручно змінювати змінюючи поляр-
ність розчину реактанта, наприклад, за допомогою
маніпулювання концентрацією формаміда у межах
від 0% до 50%. Ступінь доповнюваності (ідентич-
ність послідовності), що потрібна для визначеного
зв'язування, буде варіювати згідно з жорсткістю
гібридизаційних засобів та/або засобів відмивання.

Методи посилення РНК або ДНК добре відомі
в науці і можуть використовуватися згідно з даним
винаходом без неналежного експериментування,
грунтуючись на керівництвах, що представлені тут.

Відомі методи посилення ДНК або РНК вклю-
чають, але не обмежуються, полімеразну ланцю-
гову реакцію (PCR) та відповідні процеси посилен-
ня [див., напр., патент США №№ 4,683,195,
4,683,202, 4,800,159, 4,965,188, що належать
Mullis et al; 4,795,699 та 4,921,794, що належать
Tabor, et al; 5,142,033, що належить Innis;
5,122,464, що належить Wilson, et al.; 5,091,310,
що належить Innis; 5,066,584, що належить
Gyllensten, et al; 4,889,818, що належить Gelfand,
et al; 4,994,370, що належить Silver, et al;
4,766,067, що належить Biswas; 4,656,136, що на-
лежить Ringold] та РНК-медійоване посилення, що
використовує анти-чутливу РНК для цільової по-
слідовності, в якості шаблона для синтеза подвій-
но-ланцюгової ДНК [патент США № 5,130,238, що
належить Malek, et al, під торговою назвою
NASBA], повний зміст посилань яких включений
тут у посиланнях [Див., напр., Ausubel, вище; або
Sambrook, вище].

Наприклад, технологія полімеразної ланцюго-
вої реакції (PCR) може використовуватися для
посилення послідовності полінуклеотидів даного
винаходу та залежних генів безпосередньо з біб-
ліотек геномної ДНК або цДНК. PCR та інші мето-
ди посилення in vitro також можуть бути корисни-
ми, наприклад, для клонування послідовностей
нуклеїнових кислот, що кодують протеїни, які бу-
дуть експресовані, для виробництва нуклеїнових
кислот для використання в якості зразків для ви-
значення наявності бажаних мРНК у зразках, для
послідовності нуклеїнових кислот або для інших
цілей. Приклади методик, яких достатньо, щоб
скерувати осіб, котрі мають відповідні навички, у
методиках посилення in vitro знаходяться у Berger,
вище, Sambrook, вище та Ausubel, вище, а також
Mullis, et al., [патент США № 4,683,202 (1987); та
Innis, et al., PCR Protocols A Guide to Methods and
Applications, Eds., Academic Press Inc., San Diego,
CA (1990)]. Комерційно доступні набори для гено-
много PCR посилення є відомими науці.  Див.,  на-
пр., Advantage-GC Genomic PCR Kit (Clontech).
Додатково, напр., протеїн Т4 гену 32 (Boehringer
Mannheim) може використовуватися для покра-
щення виходу продуктів довгої PCR.

Синтетичні методи конструювання нуклеїнових
кислот

Ізольовані нуклеїнові кислоти даного винаходу
також можуть бути підготолвеними безпосереднім

хімічним синтезом за допомогою відомих методів
[див., напр., Ausubel, et al., вище]. Хімічний синтез
загалом продукує одно-нитковий олігонуклеотид,
який може бути конвертований в дво-ниткову ДНК
за допомогою гібридизації з допоміжною послідов-
ністю або за допомогою полімеризації з ДНК полі-
меразою з використанням однієї нитки в якості
шаблону. Ті, хто мають відповідну кваліфікацію в
цій галузі, розуміють, що в той час як хімічний син-
тез ДНК може бути обмеженим до послідовностей
з приблизно 100 або більше основ, довші послідо-
вності можуть бути отримані за допомогою зв'язу-
вання коротших послідовностей.

Касети рекомбінантної експресії
Даний винахід у подальшому описує касети

рекомбінантної експресії, що містять нуклеїнову
кислоту даного винаходу. Послідовність нуклеїно-
вої кислоти даного винаходу, наприклад цДНК або
геномна послідовність, що кодує антитіло даного
винаходу, може використовуватися для конструю-
вання касети рекомбінантної експресії, що може
впроваджуватися безпосередньо в. принаймні
одну бажану клітину господаря. Касета рекомбіна-
нтної експресії зазвичай містить полінуклеотид
даного винаходу, що реально зв'язаний з транс-
крипційними ініціюючими регуляторними послідов-
ностями, що спрямовують транскрипцію полінук-
леотида в заплановану клітину господаря. Обидва
гетерологічні та негетерологічні (тобто, ендогенні)
промотери можуть застосовуватися для безпосе-
редньої експресії нуклеїнових кислот даного вина-
ходу.

В деяких впровадженнях, ізольовані нуклеїнові
кислоти, що слугують як промотери, покращувачі
або інші елементи можуть впроваджуватися у від-
повідну позицію (вище, нижче або в інтрон) неге-
терологічної форми полінуклеотида даного вина-
ходу, для того щоб зменшувати або збільшувати
експресію полінуклеотида даного винаходу. На-
приклад, ендогенні промотери можуть бути змінені
in vivo або in vitro за допомогою мутації, видалення
та/або заміни.

Вектори та клітини господаря
Даний винахід також стосується векторів, що

включають ізольовані нуклеїновокислотні молеку-
ли даного винаходу, клітин господаря, що є моди-
фіковані з рекомбінантними векторами методами
генетичної інженерії, та методи продукції принай-
мні одного анти-подвійного інтегринового антитіла
за допомогою рекомбінантних методик, що відомі
науці. Див., напр., Sambrook, et al., вище; Ausubel,
et al., вище, кожні з них внесена тут у посиланнях.

Полінуклеотиди можуть бути додатково поєд-
наними з вектором, що містить відібраний маркер
для проникнення в господаря. Загалом, плазмід-
ний вектор вводиться в преципітат, такий як каль-
цієвий фосфатний преципітат, або в комплекс із
зарядженим ліпідом. Якщо вектор є вірусом, то він
може бути спакованим in vitro з використанням
відповідних ліній пакувальних клітин і потім можуть
бути перетворені в клітини господаря.

ДНК вставка має бути реально поєднана з на-
лежним промотером. Конструкція експресії в по-
дальшому міститиме обмежувальні сайти для іні-
ціації транскрипції, припинення та, в
транскрибованому регіоні, рибосом-зв'язуюче міс-
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це для трансляції. Кодуюча частина зрілих транс-
криптів експресується за допомогою конструкцій,
що бажано має включати кодон, який ініціює
трансляцію, на початку і припиняючий кодон (на-
пр., UAA, UGA або UAG), який належно розташо-
ваний в кінці мРНК, яка має бути трансльована,
при перевазі UAA та UAG для клітинної експресії у
ссавців чи еукаріот.

Вектори експресії бажано, але не обов'язково,
мають включати принаймні один обраний маркер.
Такі маркери включають, напр., але не обмежу-
ються, метотрексат (МТХ), дигідрофолат редукта-
зу [DHFR, патент США №№ 4,399,216; 4,634,665;
4,656,134; 4,956,288; 5,149,636; 5,179,017], резис-
тентність по ампіциліну, неоміцину (G418), міко-
феноловій кислоті або глютамін синтетазі [GS,
патент США №№5,122,464; 5,770,359; 5,827,739]
для еукаріотичних клітинних культур та тетрацик-
лін- або ампіцилін-резистентні гени для культиву-
вання в Е.соlі та інших бактеріях або прокаріотах
(вищенаведені патенти повністю включено тут у
посиланнях). Відповідні культурні середовища і
умови для вищеописаних клітин господаря відомі
науці. Відповідні вектори є знайомими для кваліфі-
кованих фахівців. Введення векторної конструкції у
клітину господаря може бути здійснено за допомо-
гою трансфекції фосфатом кальцію, DEAE-
декстран-медійованою трансфекцією, катіонною
ліпідно-медійованною трансфекцією, електропо-
рацією, трансдукцією, інфікуванням або іншими
відомими методами. Такі методи описані в робо-
тах, таких як Sambrook, вище, розділи 1-4 та 16-18;
Ausubel, вище, розділи 1, 9, 13, 15, 16.

Принаймні одне антитіло даного винаходу мо-
же бути експресоване у модифікованій формі, та-
кій як зливний протеїн,  і може включати не тільки
сигнали секреції, але також додаткові гетерологіч-
ні функціональні регіони. Наприклад, регіон додат-
кових амінокислот, зокрема заряджені амінокисло-
ти, може додаватися до N-закінчення антитіла для
покращення стабільності та персистенції в клітині
господаря, під час очищення або під час подаль-
шого захоплення і зберігання. Також, пептидні мо-
лекули можуть додаватися до антитіла даного
винаходу для поліпшення очищення. Такі регіони
можуть прибиратися до остаточного приготування
антитіла або принаймні одного його фрагмента.
Такі методи описані у багатьох стандартних лабо-
раторних кервництвах, таких як Sambrook, вище,
розділи 17.29-17.42 та 18.1-18.74; Ausubel, вище,
розділи 16, 17 та 18.

Ті,  хто мають належні навички в цій галузі,
знають численні системи експресії, що доступні
для експресії нуклеїнової кислоти, яка кодує про-
теїн даного винаходу.

Альтернативно, нуклеїнові кислоти даного ви-
находу можуть експресуватися в клітині господаря
за допомогою вмикання (маніпуляційно) і клітині
господаря, що містить ендогенну ДНК, яка кодує
антитіло даного винаходу. Такі методи добре ві-
домі науці, напр., як це описано в [патенті США
№№ 5,580,734, 5,641,670, 5,733,746 та 5,733,761],
що повністю включені тут у вигляді посилань.

Ілюстрацією клітиних культур, що є корисними
для продукування антитіл, певних їхніх частин або
варіантів, є клітини ссавців. Системи клітин ссав-

ців часто бувають в формі моношарових клітин,
хоча суспензії або біореактори клітин ссавців та-
кож можуть використовуватися. Наукою розробле-
но багато належних ліній клітин господаря спро-
можних експресувати інтактні глікозильовані
протеїни, і вони включають клітинні лінії COS-1
(напр., АТСС CRL 1650), COS-7 (напр., АТСС CRL-
1651), НЕК293, ВНК21 (напр., АТСС CRL-10), СНО
(напр., АТСС CRL 1610) та BSC-1 (напр., АТСС
CRL-26), клітини Cos-7, клітини СНО, клітини hep
G2, клітини P3X63Ag8.653, SP2/0-Agl4, 293, кліти-
ни HeLa тощо, які доступні від, наприклад,
American Type Culture Collection, Manassas, Va
[www.atcc.org]. Бажані клітини господаря включа-
ють клітини лімфоїдного походження, такі як кліти-
ни мієломи і лімфоми. Зокрема бажаними клітина-
ми господаря є клітини P3X63Ag8.653 (АТСС
Accession Number CRL-1851) та клітини SP2/0-
Ag14 (АТСС Accession Number CRL-1851). В окре-
мих бажаних впровадженнях рекомбінантною клі-
тинами є клітини P3X63Ag8.653 або SP2/0-Ag14.

Вектори експресії для цих клітин можуть вклю-
чати одну або більше з наступних послідовностей
контролю експресії, таких як, але не обмежуючись
походженням реплікації; промоутер (напр., пізній
або ранній промоутер SV40, промоутер CMV [па-
тент США №№ 5,168,062; 5,385,839], промоутер
HSV tk, промоутер pgk (фосфогліцерат кіназа),
промоутер EF-1 альфа [патент США № 5,266,491],
принаймні один людський імінноглобуліновий про-
моутер; сайти покращувача та/або інформаційної
обробки, такі як рибосомо-зв'язуючі сайти, полі-
аденилаційні сайти (напр., додатковий сайт SV40
великого Τ Ag полі А) та транскрипційні припиняю-
чі послідовності. Див., напр., Ausubel et al., вище;
Sambrook, et al., вище. Інші клітини корисні для
продукування нуклеїнових кислот або протеїнів
даного винаходу відомі та/або доступні, напри-
клад, від American Type Culture Collection
Catalogue of Cell Lines and Hybridomas
[www.atcc.org] або інших відомих чи комерційних
джерел.

Коли використовуються еукаріотичні клітини
господаря, то поліаденліаційні або припиняючі
послідовності зазвичай включені до вектора. При-
кладом припиняючої послідовності є поліаденліа-
ційна послідовність з гена коров'ячого гормону
роста. Послідовності для акуратного зклеювання
транскриптів також можуть бути включеними. При-
кладом зклеєної послідовності є інтрон VP1 з SV40
[Sprague, et al., J.Virol. 45:773-781 (1983)]. Додат-
ково, генні послідовності для контролю реплікації в
клітинах господаря можуть бути включеними до
вектора, як це відомо науці.

Очищення антитіла
Анти-подвійне інтегринове антитіло може бути

відновлене і очищене з культур рекомбінантних
клітин добревідомими методами включаючи, але
не обмежуючись, очищення протеїном А, преципі-
тація аммонія сульфатом або етанолом, кислотна
екстракція, аніонна або катіонна обміна хроматог-
рафія, фосфоцелюлозна хроматографія, хромато-
рграфія гідрофобічної взаємодії, афінна хроматор-
графія, гідроксилапатитна хроматографія та
лектинова хроматографія. Високовиробницька
рідинна хроматографія ("HPLC") також може вико-

http://www.atcc.org
http://www.atcc.org
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ристовуватися для очищення. Див., напр., Colligan,
Current Protocols in Immunology, або Current
Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons, NY,
NY, (1997-2001), напр., розділи 1, 4, 6, 8, 9,10, ко-
жний з яких включений тут у посиланнях.

Антитіла даного винаходу включають природні
очищенні продукти, продукти хімічного синтезу та
продукти, що вироблені за допомогою рекомбінан-
тних методик, з еукаріотичних господарів, вклю-
чаючи, наприклад, кітини дріжжів, вищих рослин,
комах та ссавців. Залежно від використаного гос-
подаря в процедурах рекомбінантної продукції,
антитіло даного винаходу може бути глікозильова-
не або може бути неглікозильоване, надається
перевага глікозильованому. Такі методи описані в
багатьох стандартних лабораторних керівництвах,
таких як Sambrook, вище, розділи 17.37-17.42;
Ausubel, вище, розділи 10, 12, 13, 16, 18 та 20,
Colligan, Protein Science, вище, розділи 12-14, всі
вони повністю включені тут у посиланнях.

Анти-подвійні інтегринові антитіла
Ізольовані антитіла даного винаходу склада-

ються з описаних тут аміноксилотних послідовнос-
тей антитіла, що кодуються будь-яким відповідним
полінуклеотидом, або будь-яке ізольоване і приго-
товлене антитіло. Бажано, щоб людське антитіло
або антиген-зв'язуючий фрагмент зв'язував люд-
ський подвійний інтегрин та, таким чином частково
або суттєво нейтралізував принаймні одну біологі-
чну дію протеїна. Антитіло або певна його частина
чи варіант, що частково і переважно істотно нейт-
ралізує принаймні одну біологічну дію принаймні
одного подвійного інтегринового протеїна або
фрагмента може зв'язувати протеїн або фрагмент
і таким чином пригнічувати дію, що медіюється
через зв'язування подвійного інтегрина з рецепто-
ром подвійного інтегрина або через інші подвійні
інтегрин-залежні або медійовані механізми. Термін
"нейтралізуюче антитіло", що використовується
тут, відноситься до антитіла, яке може пригнічува-
ти подвійну інтегрин-залежну активність на при-
близно 10-120%, бажано на принаймні приблизно
10, 20, 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100% або більше за-
лежно від аналізу. Спроможність анти-подвійних
інтегринових антитіл пригнічувати подвійну інтег-
рин-залежну активність переважно оцінюється за
допомогою аналізу принаймні одного відповідного
інтегринового протеїна або рецпптора, як це опи-
сано тут та/або як це відомо науці. Людське анти-
тіло винаходу може бути будь-якого класу (IgG,
IgA, IgM, IgE, IgD тощо) або ізотипу і може містити
каппа або ламбда легкі ланцюги. В одному впро-
вадженні, людське антитіло містить важкий ланцюг
або певний фрагмент IgG, наприклад, принаймні
один ізотип IgG1, IgG2, IgG3 або IgG4. Антитіла
цього типу можуть бути приготовлені за допомо-
гою застосування трансгенних мишей або інших
трансгенних нелюдських ссавців, що містять
трансгени принаймні одного людського легкого
ланцюга (напр., IgG, IgA та IgM (напр., g1, g2, g3,
g4), як це описано тут та/або як це відомо науці. В
іншому впровадженні, анти-людське подвійне інте-
гринове людське антитіло містить важкий ланцюг
IgG1 та легкий ланцюг IgG1.

Принаймні одне антитіло винаходу зв'язує
принаймні один певний епітоп специфічний до
принаймні одного подвійного інтегринового проте-
їна, субодиниці, фрагмента, частини або будь-якої
комбінації. Принаймні один епітоп може містити
принаймні один антитіло-зв'язуючий регіон, що
містить принаймні одну частину вищезгаданого
протеїну, епітоп котрого переважно складається з
принаймні однієї позаклітинної, розчинної, гідро-
фільної, зовнішньої або цитоплазматичної частини
вищезгаданого протеїна. Принаймні один певний
епітоп може містити будь-яку комбінацію принайм-
ні однієї амінокислотної послідовності з принаймні
1-3 амінокислот до повної певної частини прилег-
лих амінокислот SEQ ID NOS:9,16 або 17.

Загалом, людське антитіло або антитіло-
зв'язуючий фрагмент даного винаходу міститиме
антиген-зв'язуючий регіон, що має принаймні один
людський допоміжний визначальний регіон (CDR1,
CDR2 та CDR3) або варіант принаймні одного
важколанцюгового варіабельного регіона та при-
наймні один людський допоміжний визначальний
регіон (CDR1, CDR2 та CDR3) або варіант при-
наймні одного легколанцюгового варіабельного
регіона. В якості одного з прикладів, антитіло або
антиген-зв'язуюча частина або варіант може міс-
тити принаймні один важколанцюговий CDR3, що
має амінокислотну послідовність SEQ ID NO:3
та/або легколанцюговий CDR3, що має амінокис-
лотну послідовність SEQ ID NO:6. В окремому
впровадженні, антитіло або антиген-зв'язуючий
фрагмент можуть мати антиген-зв'язуючий регіон,
що містить принаймні частину принаймні одного
важколанцюгового CDR (тобто, CDR1, CDR2
та/або CDR3), що мають амінокислотну послідов-
ність, яка відповідає CDR 1, 2 та/або 3 (напр., SEQ
ID NOS:1, 2 та/або 3). В іншому окремому впрова-
дженні, антитіло або антиген-зв'язуюча частина
або варіант можуть мати антиген-зв'язуючий регі-
он, що містить принаймні частину принаймні одно-
го легколанцюгового CDR (тобто, CDR1, CDR2
та/або CDR3), який має амінокислотну послідов-
ність, що відповідає CDR 1, 2 та/або 3 (напр., SEQ
ID NOS: 4, 5 та/або 6). У виділеному впровадженні
три важкоголанцюгових CDR та три легколанцюго-
вих CDR антитіла або антиген-зв'язуючого фраг-
мента мають амінокислотну послідовність відпові-
дних CDR принаймні одного з Мат Gen095,
Gen0101, CNTO 95, С372А, як це описано тут. Такі
антитіла можуть бути виготовлені за допомогою
хімічного з'єднання з різноманітними частинами
(напр., CDR, каркас) антитіла з використанням
традиційних методик, за допомогою приготування і
експресування (тобто, однієї або більше) нуклеї-
новокислотної молекули, що кодує антитіло з ви-
користанням традиційних методик технології ре-
комбінантної ДНК або за допомогою використання
будь-яких інших належних методів.

Анти-подвійне інтегринове антитіло може міс-
тити принаймні один важко- або легколанцюговий
варіабельний регіон, що має визначену амінокис-
лотну послідовність. Наприклад, у виділенному
впровадженні, анти-подвійне інтегринове антитіло
містить принаймні один з принаймні одного важко-
ланцюгового варіабельного регіону, що додатково
може мати амінокислотну послідовність SEQ ID
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№7 та/або принаймні один легколанцюговий варі-
абельний регіон, що може додатково мати аміно-
кислотну послідовність SEQ ID №8. Антитіла, що
зв'язують людський подвійний інтегрин та, що міс-
тять певний важко- або легколанцюговий варіабе-
льний регіон, можуть бути приготовлені з викорис-
танням належних методів, таких як бактеріофагова
проява [Katsube, Υ., et al, Int J Mol Med, 1(5):863-
868 (1998)] або методів, що використовують транс-
генниз тварин, які відомі в науці та/або описані тут.
Наприклад, трансгенні миші, що містять функціо-
нально переналаштований людський імунноглобу-
ліновий важколанцюговий трансген та трансген,
який містить ДНК з людського імунноглобулінового
легколанцюгового локуса, що може проходити
функціональне переналаштування, можуть бути
імуннізовані людським подвійним інтегрином або
його фрамгентом для запуска продукції антитіл.
При бажанні, клітини продукуючі антитіла можуть
бути ізольовані та можуть бути приготовлені гібри-
доми або інші безсмертні клітини, що продукують
антитіла, як це описано тут та/або відомо в науці.
Альтернативно, антитіло, певна частина або варі-
ант можуть експресуватися з використанням ко-
дуючих нуклеїнових кислот або їх частин в належ-
ній клітині господаря.

Винахід також відноситься до антитіл, антиген-
зв'язуючих фрагментів, імунноглобулінових лан-
цюгів та CDR, що містять амінокислоти в послідо-
вності, яка є практично такою ж, як і амінокислотна
послідовність, описана тут. Бажано, щоб антитіла

або антиген-зв'язуючі фрагменти та антитіла, які
містять такі ланцюги або CDR, могли зв'язувати
людський подвійний інтегрин з високою афіністю
(напр., КD менше або дорівнює приблизно 10-9М).
Амінокислотна послідовність, що є практично та-
кою ж, як і послідовінсть описана тут, містить кон-
сервативні амінокислотні заміни, а також аміноки-
слотні видалення та/або вставки. Консервативною
амінокислотною заміною називається заміна пер-
шої амінокислоти другою амінокислотою, що має
хімічні та/або фізичні властивості (напр., заряд,
структуру, полярність, гідрофоб-
ність/гідрофільність), які є такими ж, як і у першій
амінокислоті. Консервативні заміни включають
заміну однієї амінокислоти іншою в таких групах:
лізин (К), аргінин (R) та гістидин (Н); аспартат (D) і
глютамат (Е); аспаригін (N), глютамін (Q), серин
(S), треонін (Т), тирозин (Y), К, R, Н, D та Е; аланін
(А), валін (V), лейцин (L), ізолейцин (І), пролін (Р),
фенілаланин (F), триптофан (W), метіонин (М),
цистеїн (С) та гліцин (G); F, W та Y; С, S та Т.

Коди амінокислот
Амінокислоти, що складають анти-подвійні ін-

тегринові антитіла даного винаходу, часто скоро-
чуються у вигляді абревіатури. Амінокислотні по-
значення можуть бути сформовані з позначень
амінокислот у вигляді однобуквенного коду, їх три-
буквеного коду, імені або тринуклеотидного кодо-
ну, так як це часто робиться в наукових роботах
[див. Alberts, В., et al., Molecular Biology of The Cell,
Third Ed., Garland Publishing, Inc., New York, 1994]:

Анти-подвійне інтегринове антитіло даного ви-
находу можу включати одну або більше амінокис-
лоту заміну, видалення або додавання, або вна-
слідок природної мутації або людських
маніпуляцій, як це визначено тут.

Звісно, кількість амінокислотних замін залежа-
тиме від багатьох факторів, включаючи ті, що опи-
сані вище. Взагалі кажучи, кількість амінокислот-
них замін, вставок або видалень для будь-якого
даного інтегринового антитіла буде не більше, ніж
40, 30, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8,
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7, 6, 5, 4, 3, 2, 1, такою як 1-30 або будь-який діа-
пазон чи значення, як вказано тут.

Амінокислоти в анти-подвійному інтегриново-
му антитілі даного винаходу, що є обов'язковими
для функції, можна ідентифікувати за допомогою
методів, що відомі в науці, таких як спрямований
мутагенез чи аланін-скануючий мутагенез [напр.,
Ausubel, вище, розділ 8, 15; Cunningham and Wells,
Science 244:1081-1085 (1989)]. Остання процедура
включає тільки аланінову мутацію кожного залиш-
ку молекули. Результуючі мутантніа молекули по-
тім перевіряються на біологічну дію, таку як, але
не тільки, принаймні одна нейтралізуюча дія щодо
подвійного інтегрина. Місця, що є критичними для
зв'язування антитіла, можуть також бути ідентифі-
ковані за допомогою структурного аналізу, такого
як кристалізація, ядерно-магнітний резонанс або
фотоафінне мічення [Smith, et al., J. Mol. Biol.
224:899-904 (1992) та de Vos, et al., Science
255:306-312 (1992)].

Анти-подвійні інтегринові антитіла даного ви-
находу можуть включати, але не обмежуючись,
принаймні одну частину, послідовність або комбі-
націю, обрану з 5 до всіх прилеглих амінокислот
принаймні одного SEQ ID №:1, 2, 3, 4, 5, 6.

Анти-подвійне інтегринове антитіло може та-
кож додатково містити поліпептид з принаймні
однієї з 70-100% прилеглих амінокислот принаймні
однієї SEQ ID №:7, 8.

В одному впровадженні, амінокислотна послі-
довність імунноглобулінового ланцюга або його
частини (напр., варіабельний регіон, CDR) має
приблизно 70-100% ідентитчність (напр., 70, 71,
72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99,
100 або будь-який діапазон або значення) до амі-
нокислотної послідовності відповідного ланцюга
принаймні одного з SEQ ID №№7, 8. Наприклад,
амінокислотна послідовність важколанцюгового
CDR може порівнюватися з SEQ ID  №7.  Бажано,
щоб 70-100% амінокислотна ідентичність (тобто,
90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 або будь-
який діапазон чи значення) визначалися за допо-
могою належного комп'ютерного алгоритма, як це
відомо науці.

Показові послідовності важколанцюгових та
легколанцюгових варіабельних регіонів забезпе-
чені в SEQ ID №№7, 8. Антитіла даного винаходу
або його певні варіанти можуть містити будь-яку
кількість прилеглих амінокислотних залишків з
антитіла даного винаходу, де кількість вибираєть-
ся з групи цілих чисел, що складаються з 10-100%
кількості прилеглих залишків в анти-подвійному
інтегриновому антитілі. Додатково, ця послідов-
ність прилеглих амінокислот є завдовжки в при-
наймні приблизно 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190,
200, 210, 220, 230, 240, 250 або більше амінокис-
лот, або будь-який діапазон чи значення. Далі,
кількість таких послідовностей може бути будь-
яким цілим числом обраним з групи чисел від 1 до
20, таких як принаймні 2, 3, 4 або 5.

Як зрозуміло фахівцям в даній галузі, даний
винахід включає принаймні одне біологічно актив-
не антитіло даного винаходу. Біологічно активні
антитіла мають певну активність на рівні 20%, 30%

або 40%, та бажано принаймні 50%, 60% або 70%
та ще бажаніше принаймні 80%, 90% або 95-100%
від активності природного (несинтетичного), ендо-
генного і відомого антитіла. Методи аналізу та
заходи визначення ферментної активності та суб-
стратної специфічності добре відомі тим, хто має
відповідну кваліфікацію в даній галузі науки.

В іншому аспекті, винахід стосується людських
антитіл та антиген-зв'язуючих фрагментів, як це
описано тут, які модифікуються за допомогою ко-
валентного приєднання органічних молекул. Така
модифікація може продукувати антитіло або анти-
ген-зв'язуючий фрагмент з поліпшенними фарма-
кокінетичними властивостями (напр., збільшений
сиворотковий час півжиття in vivo). Органічна мо-
лекула може бути лінійною або розгалудженою
гідрофільною полімерною групою, жирнокислот-
ною групою або жирнокислотною ефірною групою.
В окремому впровадженні, гідрофільна полімерна
група може мати молекулярну вагу приблизно від
800 до приблизно 120000 Дальтон і може бути
поліалкангліколем (напр., поліетиленгліколь
(PEG), поліпропіленгліколь (PPG)), карбогідратним
полімером, амінокислотним полімером або поліві-
ниловим піролідоном, а жирнокислотні або жирно-
кислотні ефірні групи можуть містити від приблиз-
но 8 до приблизно 40 атомів вуглецю.

Модифіковані антитіла та антиген-зв'язуючі
фрагменти винаходу можуть містити одну або бі-
льше органічних молекул, що є ковалентно зв'яза-
ними, прямо або непрямо, з антитілом. Кожна ор-
ганічна молекула, що зв'язана з антитілом або
антиген-зв'язуючим фрагментом винаходу може
незалежно бути гідрофільною полімерною групою,
жирнокислотною групою або жирнокислотною ефі-
рною групою. Термін, що тут використовується,
"жирна кислота" охоплює монокарбоксильні кисло-
ти і дикарбоксильні кислоти. "Гідрофільна поліме-
рна група", в якості терміну, що використовується
тут, відноситься до органічного полімера, що є
більш розчинним у воді, ніж в октані. Отже, антиті-
ло модифіковане ковалентним приєднанням полі-
лізина охоплюється винаходом. Гідрофільні полі-
мери, що підходять для модифікації антитіл
винаходу, можуть бути лінійними або розгалудже-
ними і включати, наприклад, поліалкалінгліколі
(напр., PEG, монометокси-поліетіленгліколь
(mPEG), PPG тощо), карбогідрати (напр., дек-
стран, целюлоза, олігосахариди, полісахариди
тощо), полімери гідрофільних амінокислот (напр.,
полілізин, поліаргінин, поліаспартат тощо), полі-
акаліноксиди (напр., поліетиленоксид, поліпропі-
леноксид тощо) та полівініл піролідон. Бажано,
щоб гідрофільний полімер, який модифіекує анти-
тіло винаходу, мав молекулярну масу від приблиз-
но 800 до 150000 Дальтон, в якості окремої моле-
кули. Наприклад може використовуватися
PEG5000 і PEG20000, де нижній індекс є серед-
ньою молекулярною вагою полімера в Дальтонах.
Гідрофільна полімерна група може бути замінена
від 1 до 6 алкильними, жирнокислотними та жир-
нокислотно ефірними групами. Гідрофільні полі-
мери, що замінені жирнокислотною або жирнокис-
лотно ефірною групою, можуть бути приготовлені
за допомогою застосування належних методів.
Наприклад, полімер, що містить амінну групу може
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бути зпареним з карбоксилатом жирної кислоти
або жирнокислотного ефіру та активованим карбо-
ксилатом (напр., активований за допомогою N, N-
карбоніл диімідазола) на жирній кислоті або ефірі
жирної кислоти може бути зпареним з гідроксиль-
ною групою на полімері.

Жирні кислоти та ефіри жирної кислоти, які пі-
лходять для модифікації антитіл винаходу, можуть
бути сатуровані або можуть містити одну або бі-
льше одиницю несатурації. Жирні кислоти, що
підходять для модифікації антитіл винаходу, вклю-
чають, наприклад, n-додекаонат (С12, лаурат), n-
тетрадекаонат (С14, мирістат), n-октадекаонат (С18,
стеарат), n-ейкозаноат (С20, арахідат), n-
докозаноат (С22, бегенат), n-триаконтаноат (С30),
n-тетраконтаноат (С40), цис-D9-октадеканоат (С18,
олеат), всі цис-D5,8,11,14-ейкозатетраеноат (С20,
арахідонат), октанедиоієва кислота, тетрадекане-
диоїєва кислота, октадеканедиоїєва кислот тощо.
Відповідні ефіри жирних кислот включають моно-
ефіри дикарбоксильних кислот, що містять лінійну
або розгалуджену нижню алкілову групу. Нижня
алкілова група може містити від 1 до приблизно
12, бажано від 1 до 6, атомі вуглецю.

Модифіковані людські антитіла та антиген-
зв'язуючі фрагменти можуть бути приготовлені з
використанням належних методів, таких як реакція
з одним або більше модифікованим агентом. "Мо-
дифікований агент", в якості використовуваного
тут терміну, стосується належної органічної групи
(напр., гідрофільний полімер, жирна кислота, ефір
жирної кислоти), що містить активуючу групу. "Ак-
тивуюча група" є хімічною молекулою або функці-
ональною групою, що може, за певних умов, реа-
гувати з другою хімічною групою, таким чином
формуючи ковалентний зв'язок між модифікуючим
агентом та другою хімічною групою. Наприклад,
аміно-реактивні активуючі групи включають елект-
рофільні групи, такі як тозилат, мезилат, гало
(хлоро, бромо, фторо, йодо), N-
гідроксисукцинимідилові ефіри (NHS) тощо. Акти-
вуючі групи, що можуть реагувати з тіолами, вклю-
чають, наприклад, малеїмид, йодоацетил, акрило-
лил, піридил дисульфіди, тіол 5-тіол-2-
нітробензоєвої кислоти (TNB-тіол) тощо. Альдеги-
дна функціональна група може бути зв'язана з
аміно- або гідразид-вміщуючими молекулами, а
азидна група може реагувати з тривалентною фо-
сфорною групою для формування фосфорамідат-
них або фосфорімидинових зв'язків. Належні ме-
тоди для введення активуючих груп в молекулу
відомі науці [див. наприклад, Hermanson, G.T.,
Bioconjugate Techniques, Academic Press: San
Diego, CA (1996)]. Активуюча група може бути зв'я-
зана безпосередньо з органічною групою (напр.,
гідрофільний полімер, жирна кислота, ефір жирної
кислоти) або через зв'язуючу молекулу, наприклад
дивалентну групу C1-C12, де один або більше ато-
мів вуглецю можуть бути замінені гетероатомом,
таким як кисень, азот або сірка. Належні зв'язуючі
молекули включають, наприклад, тетраетиленглі-
коль, -(СН2)3-, -NH-(CH2)6-NH-, -(CH2)2-NH та –СН2-
O-CH2-CH2-O-CH-NH-. Модифікуючі агенти, що
містять зв'язуючу молекулу, можуть бути виготов-
лені, наприклад, за допомогою реакції моно-Вос-
алкілдиаміна (напр., моно-Вос-етиленедиаміна,

моно-Вос-диаміногексана) з жирною кислотою за
присутності 1-етил-3-(3-диетиламінопропіл) карбо-
диїміда (EDC) для формування амідного зв'язку
між жирним аміном та карбоксилатом жирної кис-
лоти. Захисна група Вос може бути видалена з
продукут за допомогою обробки трифтороацето-
вою кислотою (TFA), що впливає на первинний
амін, який може бути зв'язаний з іншим карбокси-
латом, як це описано, або може реагувати з малеї-
ковим ангідридом, а результутючий продукт циклі-
зується для продукування активованого
малеїмідового похідного жирної кислоти. [Див.
наприклад, Thompson, et al., WO 92/16221, повний
виклад якого вміщено тут у посиланнях].

Модифіковані антитіла винаходу можуть бути
виготовлені за допомогою реакції людського анти-
тіла або антиген-зв'язуючого фрагмента з модифі-
куючим агентом. Наприклад, органічні молекули
можуть бути зв'язані з антитілом у несайтоспеци-
фічним спосіб за допомогою застосування амін-
реактивного модифікуючого агента, наприклад,
NHS ефіра PEG. Модифіковані людські антитіла
або антиген-зв'язуючі фрагменти можуть також
бути виготовлені за допомогою зменшення дису-
льфідних зв'язків (напр., міжланцюгові дисульфідні
зв'язки) антитіла або антиген-зв'язуючого фрагме-
нта. Редуковане антитіло або антиген-зв'язуючий
фрагмент може потім реагувати з тіол-реактивним
модифікуючим агентом для вироблення модифі-
кованого антитіла винаходу. Модифіковані людські
антитіла та антиген-зв'язуючі фрагменти, що міс-
тять органічну молекулу, яка може бути зв'язана зі
специфічними місцями антитіла даного винаходу,
може бути приготовлене з використанням належ-
них методів, таких як реверсивний протеоліз [Fisch
et al, Bioconjugate Chem., 3:147-153 (1992); Werlen
et al, Bioconjugate Chem., 5:411-417 (1994);
Kumaran et al, Protein Sci. 6(10):2233-2241 (1997);
Itoh et al, Bioorg. Chem., 24(1):59-68 (1996);
Capellas et al.,Biotechnol. Bioeng., 56(4):456-463
(1997)] та методи описані в Hermanson, G. Т.,
Bioconjugate Techniques, Academic Press: San
Diego, CA (1996).

Склад анти-ідіотипних антитіл до анти-
подвійних штегринових антитіл

На додаток до моноклональних та химеричних
анти-подвійних антитіл, даний винахід також сто-
сується анти-ідіотипічного (анти-Id) антитіла спе-
цифічних до антитіл винаходу. Анти-Id антитіло є
антитілом, яке розпізнає унікальні детермінанти,
що загалом пов'язані з антиген-зв'язуючим регуо-
ном іншого антитіла. Анти-Id можуть бути вироб-
лені за допомогою імуннізації тварин такого ж виду
та генетичного типу (напр., миші), як і ті, що є дже-
релом Id антитіла, антитілом або його CDR-
вміщуючим регіоном. Імуннізована тварина розпі-
знає та відповідає на ідіотипічні детермінанти іму-
ннізуючого антитіла і продукує анти-Id антитіло.
Анти-Id антитіло може також використовуватися в
якості "імуногена" для індукції імунної відповіді у
ще однієї тварини, продукуючи так зване анти-
анти-Id антитіло.

Препарат анти-подвійного штегринового анти-
тіла

Даний винахід також описує препарат принай-
мні одного анти-подвійного інтегринового антитіла,
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що містить принаймні одне, принаймні два, при-
наймні три, принаймні чотири, принаймні п'ять,
принаймні шість або більше анти-подвійних інтег-
ринових антитіл, як це описано тут та/або відомо в
галузях науки, що описують неприродно виниклі
склади, суміші або форми. Такі препарати містять
неприродньо виниклі склади, що містять принайм-
ні 1 або 2 повної довжини, С- та/або N-
термінально видалені варіанти, домени, фрагмен-
ти або певні варіанти амінокислотної послідовності
анти-подвійного інтегринового антитіла, що обрана
з групи, яка містить 70-100% прилеглих амінокис-
лот SEQ ID №№:1, 2, 3, 4, 5 , 6, 7, 8 або певні їхні
фрагменти, домени чи антитіла. Бажано, щоб пре-
парат анти-подвійного інтегринового антитіла
включав принаймні 1 або 2 повної довжини фраг-
менти, домени або варіанти принаймні однієї CDR-
або LDR-вміщуючої частини послідовності анти-
подвійного інтегринового антитіла з 70-100% SEQ
ID №№:1, 2, 3, 4, 5, 6 або їхні певні фрагменти,
домени чи варіанти. Подальші бажані композиції
вмішують 40-99% принаймні одного з 70-100%
SEQ ID №№:1, 2, 3, 4, 5, 6 або певних їхніх фраг-
ментів, доменів чи варіантів. Такі відсотки складу є
за вагою, об'ємом, концентрацією, молярністю або
моляльністю такими ж як рідкі або сухі розчини,
суміші, суспензії, емульсії або колоїди, як це відо-
мо науці або описано тут.

Препарат анти-подвійного інтегринового анти-
тіла даного винаходу може містити принаймні од-
не з будь-якої відповідної та ефективної кількості
складу або фармацевтичного препарату, що міс-
тить принаймні одне анти-подвійне інтегринове
антитіло до клітини, тканини, органу, тварини або
пацієнта при потребі такої модуляції, лікування
або терапії, що далі додатково містить принаймні
одне обране з принаймні одного антагоніста TNF
(напр., але не тільки, антитіло або фрагмент анти-
тіла до TNF, розчинний рецептор або його фраг-
мент до TNF, їхні зливні протеши або малу моле-
кулу антагоніста TNF), антиревматичного
препарату (напр., метотрексат, ауранофін, ауроті-
оглюкоза, азатіоприн, етанерсепт, натрієвий тіо-
малат золота, сульфат гідроксихлорохіна, лефлу-
номід, сульфасалазин), м'язового релаксанта,
наркотика, нестероїдного протизапального препа-
рата (НПЗП), анальгетика, анестетика, седативно-
го, місцевого анестетика, нервово-м'язового бло-
катора, антимікробного препарата (напр.,
аміноглікозид, антигрибковий препарат, антипара-
зитарний препарат, антивірусний препарат, карба-
пенем, цефалоспорин, фторхінолон, макролід,
пеніцилін, сульфонамід, тетрациклін, інші антимік-
робні препарати), антипсоріатичного препарата,
кортикостероїда, анаболічного стероїда, діабетич-
них препаратів, мінералів, харчових додатків, ти-
реоїдних препаратів, вітамінів, гормонів, що регу-
люють обмін кальція, антидіарейних,
протикашльових, антиеметиків, противиразкових
препаратів, послаблюючих, антикоагулянтів, ерит-
ропоетину (напр., епоетин альфа), філграстима
(напр., G-CSF, Нейподжен), сарграмостиму (напр.,
GM-CSF, Лейкін), імунізації, імуносупресивного
засобу (напр., базиліксимаб, циклоспорин, даклі-
зумаб), гормону роста, гормоно-замісної терапії,
модулятора естрогенових рецепторів, мудріатич-

них, циклоплегічних, алкілуючих засобів, антиме-
таболітиків, інгібіторів мітозу, радіоізотопних засо-
бів, антидепресантів, антиманічних препаратів,
антипсихотиків, анксиолітиків, снодійних, симпа-
томіметиків, стимуляторів, донезепілу, такрину,
астматичних препаратів, бета-агоністів, інгаляцій-
них стероїдів, інгібіторів лейкториєну, метилксан-
тину, кромоліну, адреналіну або аналогу, дорнази
альфа (Пульмозим), цитокіна або цитокінового
антагоніста або антитіла. Деякі приклади таких
цитокінів включають, але не обмежуються, будь-
які антитіла до IL-1 - IL-23, IL-6, антипухлинні анти-
тіла, хіміотерапевтичні препарати або радіоактивні
препарати. Відповідні дози добре відомі в науці.
Див., напр., Wells et al., eds., Pharmacotherapy
Handbook, 2nd Edition/ Appleton and Lange,
Stamford, CT (2000); PDR Pharmacopoeia, Tarascon
Pocket Pharmacopoeia 2000, Deluxe Edition,
Tarascon Publishing, Loma Linda, CA (2000), поси-
лання з кожної з цих робіт повністю включені тут у
посиланнях.

Такі анти-пухлинні та анти-інфекційні препара-
ти можуть також включати токсинові молекули, що
поєднані, пов'язанні, сполучені або призначаються
разом з принаймні одним антитілом даного вина-
ходу. Токсин може додатково селективно знищу-
вати патологічні клітини або тканини. Патологічна
клітина може бути раковою або іншою клітиною.
Такі токсини можуть бути, але не тільки, очищени-
ми або рекомбінантними токсинами або фрагмен-
тами токсинів,  що містять принаймні один функці-
ональний цитотоксичний домен або токсин, напр.,
обраний принаймні з одного з наступного - рицин,
дифтерійний токсин, зміїний токсин або бактеріа-
льний токсин.  Термін токсинтакож включає як ен-
дотоксини, так і екзотоксини, що виробляються
будь-якими природньо виниклими, мутантними
або рекомбінантними бактеріями чи вірусами, які
можуть спричинити будь-який патологічний стан у
людей та інших ссавців, включаючи токсиновий
шок, що може призвести до смерті. Такі токсини
можуть включати, але не обмежуючись, ентерото-
ксиногенний тепло-лабільний ентеротоксин Е.соlі
(LT), тепло-стійкий енетротоксин (ST), цитотоксин
Shigella, ентеротоксини Aeromonas, токсин токсич-
ного шокового синдрому - 1 (TSST-1), ентероток-
син стафілококовий типу A (SEA), В (SEB) або С
(SEC), стрептококові ентеротоксини тощо. Такі
бактерії включають, але не обмежуються, штами
родів ентеротоксиногенних Е.соlі (ЕТЕС), ентеро-
геморрагічних Е.соlі (напр., штами серотипу
0157:Н7), стафілококові штами [напр.,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus pyogenes),
штами Shigella (напр., Shigella dysenteriae,
Shygella flexneri, Shigella boydii ma Shigella sonnei),
штами Salmonella (напр., Salmonella typhi,
Salmonella cholera-suis, Salmonella enteritidis),
штами Clostridium (напр., Clostridium perfringes,
Clostridium dificile, Clostridium botulinum), штами
Camphlobacter (напр., Camphlobacter jejuni,
Camphlobacter fetus), штами Helicobacter (напр.,
Helicobacter pylori), штами Aeromonas (напр.,
Aeromonas sobria, Aeromonas hydrophila,
Aeromonas caviae), pleisomonas shigelloides,
Yersina enterocolitica, штами Vibrios (напр., Vibrios
cholerae, Vibrios parahemolyticus), штами Klebsiella,
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Pseudomonas aeruginosa та Streptococci. Див., на-
пр., Stein, ed., INTERNAL MEDICINE, 3rd ed., pp 1-
13, Little, Brown and Co., Boston, (1990); Evans et
al., eds., Bacterial Infections of Humans:
Epidemiology and Control, 2d. Ed., pp 239-254,
Plenum Medical Book Co., New York (1991); Mandell
et al, Principles and Practice of Infectious Diseases,
3d. Ed., Churchill Livingstone, New York (1990);
Berkow et al, eds., The Merck Manual, 16th edition,
Merck and Co., Rahway, N.J., 1992; Wood et al,
FEMS Microbiology Immunology, 76:121-134 (1991);
Marrack et al, Science, 248:705-711 (1990), список
посилань котрих повністю відображено тут у поси-
ланнях.

Компоненти, препарати або комбінації анти-
подвійного інтегринового антитіла даного винахо-
ду можуть в подальшому містити принаймні один з
будь-якої відповідної допоміжної речовини, такої
як, але не тільки, розчинник, зв'язувач, стабіліза-
тор, буфери, солі, ліпофільні розчинники, консер-
ванти, ад'юванти тощо. Надається перевага фар-
мацевтично прийнятним допоміжним речовинам.
Деякі з прикладів та методів приготування таких
стерильних розчинів добре відомі науці, такі як,
але не обмежуючись, у [Gennaro, Ed., Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18th Edition, Mack
Publishing Co. (Easton, PA) 1990]. Фармацевтично
прийнятні носії можуть бути рутинно обиратися
серед тих, що відповідають способу введення,
розчинності та/або стабільності анти-подвійного
інтегринового антитіла, фрагмента або варіанта
складу, як це добре відомо в науці або описано
тут.

Фармацевтичні додатки корисні у даному
складі включають, але не обмежуються, протеїни,
пептиди, амінокислоти, ліпіди та карбогідрати (на-
пр., цукри, включаючи моносахариди, ді-, три-,
тетра та олігосахариди; похідні цукрів такі як алди-
толи, алдонієві кислоти, естерифіковані цукри то-
що; і полісахариди або полімери цукрів), які мо-
жуть бути присутніми самостійно чи в комбінації,
що містить одне або в комбінації 1-99,99% за ва-
гою або об'ємом. Типові протеїни включають си-
вортковий альбумін, такі як людський сиворотко-
вий альбумін (HSA), рекомбінантний людський
альбумін (rНА), желатин, казеїн тощо. Репрезента-
тивні компоненти амінокислот/антитіла, які також
функціонують в буферних станах, включають ала-
нін, гліцин, аргинін, бетаїн, гістидин, глютамову
кислоту, аспартову кислоту, цистеїн, лізин, лей-
цин, ізолейцин, валін, метіонин, фенілаланін, ас-
партам тощо. Однією з бажаних амінокислот є
гліцин.

Карбогідрати, що підходять до використання в
даному винаході включають, наприклад, моноса-
хариди, такі як фруктоза, мальтоза, галактоза,
глюкоза, D-маноза, сорбоза тощо; дисахариди,
такі як лактоза, сахароза, трегалоза, целобіоза
тощо; полісахариди, такі як рафіноза, мелезитоза,
мальтодекстрини, декстрани, крохмалі тощо; та
альдитоли, такі як маннітол, ксилітол, мальтитол,
лактитол, ксилітол сорбітол (глюцитол), міоінози-
тол тощо. Бажаними карбогідратами для викорис-
тання в даному винаході є манітол, трегалоза та
рафіноза.

Склади анти-подвійного інтегринового антиті-
ла також можуть включати буфер або pH-
коригуючий агент; зазвичай, буфером є сіль, що
виготовлена з органічної кислоти або луга. Репре-
зентативні буфери включають органічні кислотні
солі, такі як солі лимонної кислоти, аскорбінової
кислоти, глюконієвої кислоти, карбонієвої кислоти,
тартарової кислоти, сукцинової кислоти, ацетової
кислоти або фталієвої кислоти; Tris, трометаміна
гідрохлорид або фосфатні буфери. Бажаними бу-
ферами для використання в даному винаході в
даних складах є солі органічних кислот, такі як
цитрат.

Додатково, склади анти-подвійного інтегрино-
вого антитіла винаходу можуть включати полімер-
ні додатки, такі як полівінілпіролідони, фіколи (по-
лімерний цукор), декстрати (напр.,
циклодекстрини, такі як 2-гідроксипропіл-b-
циклодекстрин), поліетилен гліколі, ароматичні
засоби, антимікробні засоби, посолоджувачі, анти-
оксиданти, антистатичні засоби, сурфактанти (на-
пр., полісорбати, такі як "TWEEN 20" та "TWEEN
80"), ліпіди (напр., фосфоліпіди, жирні кислоти),
стероїди (напр., холестерин) та хелатні засоби
(напр., ЕДТА).

Ці та інші фармацевтичні додатки, що підхо-
дять до використання в складах анти-подвійного
інтегринового антитіла, частинах або варіантах,
згідно з винаходом є відомими в науці, напр., як це
наводиться у "Remington: The Science & Practice of
Pharmacy", 19th ed., Williams & Williams, (1995) та у
"Phisician's Desk Reference", 52nd ed., Medical
Economics, Montvale, NJ (1998), що повністю вмі-
щені туту у посиланнях. Бажаними носіями є кар-
богідрати (напр., сахариди та альдитоли) та буфе-
ри (напр., цитрат) або полімерні засоби.

Склад
Як зазначалося вище, винахід описує стабільні

склади, які переважно містять фосфатний буфер з
фізіологічним розчином або обраною сіллю, а та-
кож консервуючі розчини та склади, що містять
консервант, а також консервуючі склади багатора-
зового використання для фармацевтичного чи
ветеринарного використання, що містять принай-
мні одне анти-подвійне інтегринове антитіло або
додатково обрані речовини з групи, що складаєть-
ся з одного фенола, m-крезола, р-крезола, о-
крезола, хлорокрезола, бензил алкоголя, нітріта
фенілртуті, феноксиетанола, формальдегіда, хло-
робутанола, магнія хлорида (напр., гексагідрат),
алкілпарабена (метил, етил, пропіл, бутил тощо),
бензалконія хлорида, бензетоніума хлорида, на-
трія дегідроацетата та тримеросала або їх суміші у
водному розчиннику. Може використовуватися
будь-яка відповідна концентрація або суміш, як це
відомо в науці, такі як 0,001-5%, або будь-який
діапазон чи значення у вказаних межах, такі які,
але не обмежуючись, 0,001, 0,003, 0,005, 0,009,
0,01, 0,02, 0,03, 0,05, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6,
0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8,
1,9, 2,0 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, 3,0,
3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9, 4,0, 4,3, 4,5,
4,6, 4,7, 4,8, 4,9, або будь-які діапазони або зна-
чення у вказаних межах. Деякі приклади включа-
ють, без консервантів, 0,1-2% m-крезол (напр., 0,2,
0,3, 0,4, 0,5, 0,9, 1,0%), 0,1-3% бензил алкоголь
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(напр., 0,5, 0,9, 1,1, 1,5, 1,9, 2,0, 2,5%), 0,001-0,5%
тимеросал (напр., 0,005, 0,01), 0,001-2,0% фенол
(напр., 0,05, 0,25, 0,28, 0,5, 0,9, 1,0%), 0,0005-1,0%
алкілпарабен(и) (напр., 0,00075, 0,0009, 0,001,
0,002, 0,005, 0,0075, 0,009, 0,01, 0,02, 0,05, 0,075,
0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,5, 0,75, 0,9, 1,0%) тощо.

Як вказувалося вище, винахід описує предме-
ти виробництва, що містять пакувальні матеріали
та принаймні одну ампулу, що містить розчин при-
наймні одного анти-подвійного інтегринового анти-
тіла з відповідним буфером та/або консервантами,
додатково у водному розчиннику, де вказаний па-
кувальний матеріал містить позначку, що вказує,
що такий розчин може зберігатися протягом пері-
оду 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12, 18, 20, 24, 30, 36, 40, 48,
54, 60, 66, 72 і більше годин. Даний винахід окрім
того містить предмети виробництва, що містять
пакувальні матеріали, першу ампулу, яка містить
принаймні одне ліофілізоване анти-подвійне інтег-
ринове антитіло та другу ампулу, що містить вод-
ний розчинник відповідного буфера або консерва-
нта, де вказаний пакуальний матеріал містить
позначку, яка інструктує пацієнта розчинити при-
наймні одне анти-подвійне інтегринове антитіло у
водному розчиннику для утворення розчину, що
може зберігатися протягом періоду 24 годин або
більше.

Принаймні одне анти-подвійне інтегринове ан-
титіло використовуване згідно з даним винаходом
може вироблятися за допомогою рекомбінантних
заходів, включаючи клітини ссавців та трансгенні
препарати, або можуть бути очищенні з інших біо-
логічних джерел, як це описано тут або відомо в
науці.

Діапазон принаймні одного анти-подвійного ін-
тегринового антитіла в продукті даного винаходу
включає кількості, що утворюються при розведен-
ні, якщо в вологій/сухій системі, концентрації від
приблизно 1,0mг/мл до приблизно 1000мг/мл, хоча
нижчі чи вищі концентрації також використовують-
ся і залежать від способу планованого введення,
напр., склади розчинів відрізнятимуться від транс-
дермальних пластирів, легенвих, трансслизових
або осмотичних чи мікропомпових методів.

Бажано, щоб водні розчинники додатково міс-
тили фармацевтично прийнятні консерванти. Ба-
жані консерванти включають ті, що обираються з
групи, яка складається з фенола, m-крезола, р-
крезола, о-крезола, хлорокрезола, бензил алкого-
ля, алкілпарабена (метил, етил, пропіл, бутил то-
що), бензалконіума хлорида, бензетоніума хлори-
да, натрія дегідроацетата і тимезорала або їхніх
сумішей. Концентрація консерванта, що викорис-
товуєтсья в даному складі є такою, яка достатня
для антимікробного ефекта. Такі концентрації за-
лежать від обраного консерванта та добре визна-
чаються підготовленими фахівцями.

Інші додатки, напр., ізотонічні засоби, буфери,
антиоксиданти, покращуючі консерванти, можуть
додатково і бажано додаватися у розчинник. Ізо-
тонічний засіб, такий як гліцерин, часто використо-
вуються у відомих концентраціях. Бажано додава-
ти фізіологічно толерований буфер для
забезпечення поліпшеного контролю pH. Склади
можуть покривати широкий спектр pH, такий як від
pH 4 до приблизно pH 10, а бажаний діапазон ста-

новить від приблизно pH  5  до приблизно pH  9,  а
найбільш бажаний діапазон становить від прибли-
зно pH 6,8 до приблизно 7,8. Бажані буфери вклю-
чають фосфатні буфери, найбажаніше натрія фо-
сфат, зокрема фосфатний буферний фізіологічний
розчин (PBS).

Інші додатки, такі як фармацевтично прийнятні
розчинники по типу Tween 20 (поліоксиетилен (20)
сорбітан монолаурат), Tween 40 (поліоксиетилен
(20) сорбітан монопальмітат), Tweeen 80 (поліо-
ксиетилен поліоксипропілен блоковані кополімери)
та PEG (поліетилен гліколь) або неіонні сурфакта-
нти, такі як полісорбат 20 або 80 або полоксамер
184 чи 188, поліли Pluronic®, інші блоковані ко-
полімери та хелатори, такі як EDTA та EGTA мо-
жуть додатково додаватися до складів для змен-
шення агрегації. Ці додатки зокрема корисні, якщо
для введення засобу використовується помпа або
пластиковий контейнер. Наявність фармацевтично
прийнятного сурфактанта зменшує схильність
протеїнів до агрегації.

Препарати даного винаходу можуть бути при-
готовлені за допомогою процесу, який містить
принаймні одне анти-подвійне інтегринове антиті-
ло та консервант обраний з групи, яка складається
з фенола, m-крезола, р-крезола, о-крезола, хлоро-
крезола, бензил алкоголя, алкілпарабена (метил,
етил, пропіл, бутил тощо), бензалконіума хлорида,
бензетоніума хлорида, натрія дегідроацетата і
тимезорала або їхніх сумішей у водному розчин-
нику. Змішування принаймні одного анти-
подвійного інтегринового антитіла та консерванта
у водному розчиннику виконується з використан-
ням стандартних процедур розчинення та змішу-
вання. Для приготування відповідного препарату,
наприклад, відміряна кількість принаймні одного
анти-подвійного інтегринового антитіла в буфер-
ному розчині комбінується з бажаним консерван-
том в кількості, що достатня для забезпечення
бажаних концентрацій протеїна та консерванта.
Варіації цього процесу можуть визначатися тим,
хто є фахівцем у цій галузі. Наприклад, порядок
додавання компонентів, чи додатються додаткові
засоби, температура та pH при яких готується
препарат, всі ці фактори можуть бути оптимізовані
по використовуваним концентрації та засобам
введення.

Заявлені препарати можуть надаватися паціє-
нтам у вигляді чистих розчинів або в якості двох
ампул, що містять ампулу ліофілізованого при-
наймні одного анти-подвійного інтегринового анти-
тіла, яке розчиняється в другій ампулі, що містить
воду, консервант та/або додатки, бажано фосфат-
ний буфер та/або фізіологічний розчин і обрану
сіль, у водному розчиннику. Як одна ампула з роз-
чином, так і дві ампули, що потребують розчинен-
ня, можуть використовуватися багато разів та мо-
жуть бути достатнім для одноразового чи
багаторазового циклів лікування пацієнта та, отже,
можуть забезпечити зручніший режим лікування,
ніж натепер доступні.

Дані заявлені предмети виробництва є корис-
ними для призначення протягом періоду від негай-
ного до 24-годинного або більше. Відповідно, дані
заявлені предмети виробництва надають значні
переваги пацієнтові. Препарати винаходу можуть
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додатково безпечно зберігатися при температурах
від приблизно 2 до приблизно 40°С та утримувати
біологічну дію протеїна на тривалі періоди часу,
отже, дозволяють вказувати на пакуальних показ-
чиках, що розчин може зберігатися та/або викори-
стовуватися протягом періоду 6, 12, 18, 24, 36, 48,
72 або 96 годин чи більше. Якщо використано кон-
сервуючий розчинник, такі позначки можуть вклю-
чати використання до 1-12 місяців, половини, пів-
тора та/або двох років.

Розчини принаймні одного анти-подвійного ін-
тегринового антитіла в винаході можуть бути при-
готовані за допомогою процесу, що містить змішу-
вання принаймні одного антитіла у водному
розчиннику. Змішування здійснюється з викорис-
танням традиційних процедур розчинення та змі-
шування. Для приготування належного розчинни-
ка, наприклад, вимірювана кількість принаймні
одного антитіла у воді або буфері комбінується в
кількостях, що достатні для забезпечення бажаних
концентрацій протеїна та додатково консерванта
або буфера. Варіації цього процесу можуть визна-
чатися тим,  хто є фахівцем у цій галузі.  Напри-
клад, порядок додавання компонентів, чи дода-
тються додаткові засоби, температура та pH при
яких готується препарат, всі ці фактори можуть
бути оптимізовані по використовуваним концент-
рації та засобам введення.

Заявлені препарати можуть надаватися паціє-
нтам у вигляді чистих розчинів або в якості двох
ампул, що містять ампулу ліофілізованого при-
наймні одного анти-подвійного інтегринового анти-
тіла, яке розчиняється в другій ампулі, що містить
воду, консервант та/або додатки, бажано фосфат-
ний буфер та/або фізіологічний розчин і обрану
сіль, у водному розчиннику. Як одна ампула з роз-
чином, так і дві ампули, що потребують розчинен-
ня, можуть використовуватися багато разів та мо-
жуть бути достатнім для одноразового чи
багаторазового циклів лікування пацієнта та, отже,
можуть забезпечити зручніший режим лікування,
ніж натепер доступні.

Заявлені продукти можуть бути надані пацієн-
там небезпосередньо через забезпечення аптек,
клінік або інших таких інституцій та закладів чис-
тими розчинами або подвійними ампулами, що
складаються з ампули з ліофілізованого принаймні
одного анти-подвійного інтегринового антитіла, яке
розчиняється за допомогою другої ампули, що
містить водний розчин. Чистий розчин у даному
випадку може бути розміром до одного літра або
навіть більше, що забезпечує великий резервуар з
якого можуть одноразово чи багаторазово відби-
ратися менші частини розчину принаймні одного
антитіла для перенесення у менші ампули та за-
безпечення аптек чи клінік для їхніх покупців
та/або пацієнтів.

Визнані пристрої, що містять ці одноампульні
системи включають такі ручко-інжектерні пристрої
для введення розчину, як BD Pens, BD Autojector®,
Humaject®, NovoPen®, B-D®Pen, AutoPen® та
OptiPen*, GenotropinPen®, Genotronorm Pen®,
Humatro Pen®, Reco-Pen®, Roferon Pen®,
Biojector*, iject®, J-tip Needle-Free Injector®,
Intraject®, Medi-Ject®, напр. такі як розроблені або
створені Becton Dickensen [Franklin Lakes, NJ,

www.bectondickenson.com], Disetronic [Burgdorf,
Швейцарія, www.disetronic.com; Bioject, Портленд,
Орегон (www.bioiect.com)]; National Medical
Products, Weston Medical [Пітерборо, UK,
www.weston-medical.com]. Medic-Ject Corp [Мінне-
аполіс, MN, www.mediject.com]. Визнані пристрої,
що містять подвійно-ампульну систему включають
такі ручко-інжекторні системи для розведення ліо-
філізованого препарату в картриджі для введення
розведеного розчину, як HumatroPen®.

Продукти, що заявляються, включають паку-
вальний матеріал. Пакувальний матеріал надає,
на додаток до інформації, яка вимагається регуля-
торними органами, умови за яких продукт має ви-
коритовуватися. Пакувальний матеріал даного
винаходу надає інструкції пацієнту по розведенню
принаймні одного анти-подвійного інтегринового
антитіла у водному розчиннику для утворення
розчину та використання розчину протягом пері-
оду 2-24 годин та більше для двох ампул, воло-
га/суха, продукта. Для однієї ампули, розчинений
продукт, покажчик вказує, що такий розчин може
використовуватися протягом періоду 2-24 години
або більше. Даний продукт, що заявляється, є ко-
рисним для використання в якості людського фар-
мацевтичного продукта.

Препарати даного винаходу можуть бути при-
готовлені за допомогою процесу, що містить при-
наймні одне анти-подвійне інтегринове антитіло та
обраний буфер, бажано фосфатний буфер, який
містить фізіологічний розчин або обрану сіль. Змі-
шування принаймні одного антитіла та буфера у
водному розчиннику здійснюється з використан-
ням традиційних процедур розчинення та змішу-
вання. Для приготування належного розчинника,
наприклад, вимірювана кількість принаймні одного
антитіла у воді або буфері комбінується в кількос-
тях, що достатні для забезпечення бажаних кон-
центрацій протеїна та додатково консерванта або
буфера. Варіації цього процесу можуть визначати-
ся тим,  хто є фахівцем у цій галузі.  Наприклад,
порядок додавання компонентів, чи додатються
додаткові засоби, температура та pH при яких го-
тується препарат, всі ці фактори можуть бути оп-
тимізовані по використовуваним концентрації та
засобам введення.

Заявлені стабільні або законсервовані препа-
рати можуть надаватися пацієнтам в якості чистих
розчинів або в якості подвійних ампул, що містять
ампулу ліофілізованого принаймні одного анти-
подвійного інтегринового антитіла, яке розодиться
другою ампулою, що містить консервант або бу-
фер та додатки у водному розчиннику. Як одна
ампула з розчином, так і дві ампули, що потребу-
ють розчинення, можуть використовуватися багато
разів та можуть бути достатнім для одноразового
чи багаторазового циклів лікування пацієнта та,
отже, можуть забезпечити зручніший режим ліку-
вання, ніж натепер доступні.

Принаймні одне анти-подвійне інтегринове ан-
титіло як в стабільних, так і у законсервованих
препаратах або розчинах, що описані тут, можуть
бути призначені пацієнтові згідно з даними вина-
ходом за допомогою різноманітних методів вве-
дення таких як підшкірні або внутрїшньом'язові
ін'єкції; транмдермальні, легеневі, трансмукозаль-

http://www.bectondickenson.com
http://www.disetronic.com;
http://www.bioiect.com
http://www.weston-medical.com
http://www.mediject.com
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ні, імплантовані, осмотичні помпи, картриджи, мік-
ропомпи або інші засоби, що оцінені кваліфікова-
ними фахівцями, як це добревідомо науці.

Терапевтичне застосування
Даний винахід також надає метод модуляції

або лікування принаймні одного захворювання
залежного від подвійного інтегрина в клітинах,
тканинах, органах, тваринах або пацієнтах, як це
відомо в науці або описано тут, з використанням
одного подвійного інтегринового антитіла даного
винаходу.

Даний винахід також надає метод модуляції
або лікування принаймні одного захворювання
залежного від подвійного інтегрина в клітинах,
тканинах, органах, тваринах або пацієнтах вклю-
чаючи, але не обмежуючись, принаймні одне з
такого - ожиріння, імунно-залежні захворювання,
серцево-судинні захворювання, інфекційні захво-
рювання або неврологічні захворювання.

Даний винахід також надає метод модуляції
або лікування принаймні одного захворювання
залежного від подвійного інтегрина в клітинах,
тканинах, органах, тваринах або пацієнтах вклю-
чаючи, але не обмежуючись, принаймні одне з
такого - ревматоїдний артрит, ювенільний ревма-
тоїдний артрит, ювенільний ревматоїдний артрит з
системним початком, псоріатичний артрит, анкіло-
зуючий спондиліт, виразка шлунка, серонегативні
артропатії, остеоартрит, запальні захворювання
кишковика, виразковий коліт, системний червоний
вовчак, антифосфоліпідний синдром, іридоцик-
літ/увеїт/неврит зорового нерву, ідіопатичний ле-
геневий фіброз, системний васкуліт/гранульоматоз
Вегенера, саркоїдоз, орхіт/процедури зворотньої
вазектомії, алергічні/атопічні захворювання, астма,
алергічні риніти, екзема, алергічний контактний
дерматит, алергічний кон'юктивіт, гіперчутливий
пневмоніт, трансплантанти, відторгнення транс-
плантованого органу, захворювання по типу шунт-
проти-господаря, синдром системної запальної
відповіді, септичний синдром, грам-позитивний
сепсис, грам-негативний сепсис, культуро-
негативний сепсис, грибковий сепсис, нейтропені-
чна лихоманка, уросепсис, менінгококемія, трав-
ма/кровотеча, опіки, опромінення іонізуючою раді-
ацією, гострий панкреатит, гострий респіраторний
дистрес-синдром у дорослих, ревматоїдний арт-
рит, алкоголь-індукований гепатит, хронічні запа-
льні процеси, саркоїдоз, хвороба Крона, серпови-
дно-клітинна анемія, діабет, нефрох, атопічні
захворювання, реакції гіперчутливості, алергічний
риніт, сінна лихоманка, переніальний риніт, кон'ю-
ктивіт, ендометріоз, астма, кропивниця, системна
анафілаксія, дерматит, пернициозна анемія, гемо-
літичні захворювання, тромбоцитопенія, відторг-
нення трансплантанта або будь-якого органа чи
тканини, реакції відторгення трансплантованих
нирок, реакція відторгення трансплантованого
серця, реакція відторгення трансплантованої печі-
нки, реакція відторгнення трансплантованої під-
шлункової залози, реакція відторгнення транспла-
нтованих легенів, реакція відторгнення
трансплантованого кісткового мозку (ВМТ), відтор-
гення шкірного трансплантанта, відторгення хря-
щевого трансплантанта, відторгення кісткового
трансплантанта, відторгення трансплантованого

тонкого кишковика, відторгнення імплантованого
тимуса плода, відторгнення паратиреоїдного
трансплантанта, відторгнення ксенотрансплантан-
та будь-якого органа або тканини, відторгення
алотрансплантата, реакції антирецепторної гіпер-
чутливості, хвороба Грейвса, хвороба Рейно, інсу-
ліно-резистентний діабет типу В, астма, myastenia
gravis, антитіло-опосередкована цитотоксичність,
реакції гіперчутливості типу III, системний черво-
ний вовчак, синдром POEMS (полінейропатія, ор-
ганомегалія, ендокринопатія, моноклональна га-
мопатія та синдром змін шкіри), полінейропатія,
органомегалія, ендокринопатія, моноклональна
гамопатія, змішане захворювання сполучної тка-
нини, ідіопатична хвороба Аддісона, цукровий діа-
бет, хронічний активний гепатит, первинний біліа-
рний цирроз, вітіліго, васкуліт, синдром
постінфарктной кардіотомії, гіперчутливість типу
IV, контактний дерматит, пневмоніт гіперчутливос-
ті, відторгнення алотрансплантанту, гранульома
внаслідок внутріклітинних організмів, медикамен-
тозна чутливість, метаболічна/ідіопатична, хворо-
ба Вільсона, гемохроматоз, дефіцит альфа-1-
антитрипсина, діабетична ретинопатія, тиреоїдит
Гашимото, остеопороз, дослідження гіпоталамо-
гіпофізо-аренальної осі, первиний біліарний цир-
роз, тиреоїдит, енцефаломієліт, кахексія, кістозний
фіброз, хронічні легеневі захворювання новонаро-
джених, хронічні обструктивні захворювання ле-
гень (ХОЗЛ), сімейний гепатофагоцитарний лімфо-
гістиоцитоз, дерматологічні стани, псоріаз,
алопеція, нефротичний синдром, нефрит, гломе-
рулярний нефрит, гостра ниркова недостатність,
гемодіаліз, уремія, токсичність, преекампсія, okt3
терапія, анти-ссіЗ терапія, лікування цитокінами,
хіміотерапія, радіаційна терапія (напр., включаю-
чи, але не обмежуючись, тоастенія, анемія, кахек-
сія тощо), хронічна інтоксикація саліцилатами то-
що. Див., напр., Merck Manual, 12th-17th Editions,
Merck & Company, Rahway, NJ (1972, 1977, 1982,
1987, 1992, 1999), Pharmacotherapy Handbook,
Wells et al., eds., Second Edition, Appleton and
Lange, Stamford, Conn. (1998, 2000), кожний з яких
повністю включений тут у посиланнях.

Даний винахід також надає метод модуляції
або лікування принаймні одного серцево-
судинного захворювання в клітинах, тканинах, ор-
ганах, тваринах або пацієнтах включаючи, але не
обмежуючись, принаймні одне з такого - синдром
кардіального оглушення, інфаркт міокарда, застій-
на серцева недостатність, інсульт, ішемічний ін-
сульт, кровотеча, артеріосклероз, атеросклероз,
рестеноз, діабетичне атеросклеротичне захворю-
вання, гіпертензія, артеріальна гіпертензія, рено-
васкулярна гіпертензія, синкопе, шок, сифіліс сер-
цево-судинної системи, серцева недостатність,
легеневе серце, первинна легенева гіпертензія,
аритмії серця, передсердні ектопічні скорочення,
тріпотіння передсердь, фібриляція передсердь
(стійка або пароксизмальна), постперфузійний
синдром, запальна відповідь на серцево-легеневе
шунтування, хаотична або мультифокальна пе-
редсердна тахікардія, звичайна тахікардія з вузь-
кими комплексами QRS, певні аритмії, фібриляція
шлуночків, аритмії з пучка Гіса, атріовентрикуляр-
на блокада, блокада ніжок пучка Гіса, ішемічні міо-
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кардіальні порушення, ішемічна хвороба серця,
стабільна стенокардія, інфаркт міокарда, кардіомі-
опатія, дилатаційна застійна кардіоміопатія, рест-
риктивна кардіоміопатія, клапанні захворювання
серця, ендокардит, захворювання перикарда, пух-
лини серця, аортальні та периферичні аневризми,
розшарування аорти, запалення аорти, оклюзія
абдомінальної аорти та її гілок, периферичні су-
динні розлади, оклюзивні артеріальні розлади,
атеросклеротичне захворювання периферичних
судин, облітеруючий тромбоангіїт, функціональні
розлади периферичних артерій, феномен і захво-
рювання Рейно, акроціаноз, еритромегалія, веноз-
ні захворювання, венозний тромбоз, варикозні
вени, артеріо-венозна фістула, лімфодерма, ліпо-
дема, нестабільна стенокардія, реперфузійне по-
шкодження, пост-насосний синдром, ішемічно-
реперфузійне пошкодження тощо. Такий метод
може додатково містити введення ефективної кі-
лькості складу або фармацевтичного препарату,
що містить принаймні одне анти-подвійне інтегри-
нове антитіло, в клітину, тканину, орган, тварину
або пацієнта при потребі такої модуляції або ліку-
вання.

Даний винахід також надає метод модуляції
або лікування принаймні одного інфекційного за-
хворювання в клітинах, тканинах, органах, твари-
нах або пацієнтах включаючи, але не обмежую-
чись, принаймні одне з такого - гостра або
хронічна бактеріальна інфекція, гострі та хронічні
паразитарні або інфекційні процеси, включаючи
бактеріальні, вірусні та грибкові інфекції, ВІЛ інфе-
кція/ВІЛ нейропатія, менінгіт, гепатит (А, В або С
тощо), септичний артрит, перитоніт, пневмонія,
епіглотит, e. coli 0157:h7, гемолітичний уремічний
синдром/тромболітична тромбоцитопенічна пурпу-
ра, малярія, геморагічна тропічна лихоманка,
лейшманіаз, лепра, токсичний шоковий синдром,
стрептококовий міозит, газова гангрена, мікобак-
теріальний туберкульоз, внутрішньоклітинна
mycobacteriun avium, пневмонія pneumocystis
carinii, запальне захворювання тазовиз органів,
орхіт/епідидиміт, легіонела, хвороба Лайма, грип
типу А, вірус Епштейна-Барр, гемафагоцитарний
синдром сумісний з життям, енцефаліт/асептичний
менінгіт тощо.

Даний винахід також надає метод модуляції
або лікування принаймні одного злоякісного за-
хворювання в клітинах, тканинах, органах, твари-
нах або пацієнтах включаючи, але не обмежую-
чись, принаймні одне з такого - лейкемія, гостра
лейкемія, гостра лімфобластна лейкемія (ALL), B-
клітинна, Т-клітинна або FAB ALL, гостра мієлоїд-
на лейкемія (AML), хронічна мієлоцитарна лейке-
мія (CML), хронічна лімфоцитарна лейкемія (CLL),
волосато-клітинна лейкемія, мієлодиспластичний
синдром (MDS), лімфома, хвороба Годжкіна, зло-
якісна лімфома, не-годжкінська лімфома, лімфома
Боркіта, множинна мієлома, саркома Капоші, ко-
лоректальна карцинома, панкреатична карцинома,
назофарингеальна карцинома, злоякісний гістио-
цитоз, паранеопластичний синдром/гіперкальцемія
злоякісності, безпорожнині пухлини, аденокарци-
номи, саркоми, злоякісна меланома, гемангіома,
метастатична хвороба, рако-залежна резорпція
кісток, рако-залежний біль у кістках тощо.

Даний винахід також надає метод модуляції
або лікування принаймні одного злоякісного за-
хворювання в клітинах, тканинах, органах, твари-
нах або пацієнтах включаючи, але не обмежую-
чись, принаймні одне з такого -
нейродегенеративні захворювання, множинний
склероз, мігренозний головний біль, комплекс
СНІД деменція, демінієлізуючі захворювання, такі
як множинний склероз та гострий поперечний міє-
літ; екстрапірамідні та мозочкові захворювання,
такі як пошкодження кортикоспінальної системи;
розлади базальних гангліїв або мозочкові пору-
шення; гіперкінетичні рухові порушення, такі як
хорея Гантінгтона та сенільна хорея; медикамен-
тозно-індуковані рухові порушення, такі як ті, що
індуковані препаратами, котрі блокують допамінові
рецептори ЦНС; гіпокінетичні рухові розлади, такі
як хвороба Паркінсона; прогресуючий супраядер-
ний параліч; структурні розлади мозочка; спіномо-
зочкові дегенерації, такі як спінальна атаксія, атак-
сія Фрідрайха, мозочкова кортикальна
дегенерація, множинні системні дегенерації
[Mencel, Dejerine-Thomas, Shi-Drager та Machado-
Joseph]; системні розлади (хвороба Рефсама,
абеталіпопротеїнемія, атаксія, телангіектазія та
мітохондріальний багатосистемний розлад); демі-
єлінізуючі ядерні розлади, такі як множинний скле-
роз, гострий поперечний мієліт; та розлади мотор-
них складових, такі як нейрогенна м'язова атрофія
(дегенерація клітин переднього рогу, така як аміо-
трофічний боковий склероз, спінальна м'язова
атрофія немовлят та ювенільна спінальна м'язова
атрофія); хвороба Альцгемера; синдром Дауна у
середньому віці; дифузне захворювання Леві; се-
нільна деменція типу Леві; синдром Верніке-
Корсакоффа; хронічний алкоголізм; хвороба Крой-
тцфельда-Якоба; підгострий склерозуючий панен-
цефаліт, хвороба Hallerrorden-Spatz; і dementia
pugilistica тощо. Такий метод може додатково
включати введення ефективної кількості складу
або фармацевтичного препарату, що містить при-
наймні одне антитіло до TNF або певної його час-
тини чи варіанта, в клітину, тканину, орган, твари-
ну або пацієнта при потребі такої модуляції або
лікування. Див., напр., Merck Manual, 16th Edition,
Merck & Company, Rahway, NJ (1992).

Будь-який метод даного винаходу може вклю-
чати введення ефективної кількості складу або
фармацевтичного препарату, що містить принай-
мні одне анти-подвійне інтегринове антитіло, в
клітину, тканину, орган, тварину або пацієнта при
потребі такої модуляції або лікування. Такий ме-
тод може додатково включати супутнє призначен-
ня або комбіновану терапію для лікування таких
імунних захворювань, де призначення вищеназва-
ного принаймні одного анти-подвійного інтегрино-
вого антитіла, певної його частини чи варіанта,
окрім того містить введення до, одночасно та/або
після принаймні одного засобу з принаймні одного
антагоніста TNF (напр., але не обмежуючись, ан-
титіло або фрагмент до TNF, розчинний рецептор
або фрагмент до TNF, їхні зливні протеши або
млаа молекула антагоніста TNF), антиревматично-
го засобу (напр., метотрексат, ауранофін, ауротіо-
глюкоза, азатіоприн, етанерсепт, тіомалат натрія
золота, гідроксихлорохіна сульфат, лефлуномід,
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сульфасалазин), м'язового релаксанта, наркотич-
ного препарату, нестероїдного протизапального
препарату (НПЗП), анальгетичного препарату,
анестетичного препарату, седативного препарату,
місцевого анестетика, нервово-м'язового блокато-
ра, антимікробного засобу (напр., аміноглікозид,
антигрибковий препарат, антипаразитарний пре-
парат, антивірусний препарат, карбапенем, цефа-
лоспорин, фторхінолон, макролід, пеніцилін, су-
льфонамід, тетрациклін, інший антимікробний
препарат), антипсоріатичного засобу, кортикосте-
роїда, анаболічного стероїда, діабетологічного
препарата, мінерала, харчового додатку, тиреоїд-
ного препарату, вітаміна, кальцій-залежного гор-
мону, антидіарейного засобу, протикашльового
препарату, антиеметика, противиразкового препа-
рату, послаблюючого, антикоагулянта, еритропое-
тина (напр., епоетин альфа), філграстима (напр.,
G-CSF, Нейподжен), сарграмостиму (напр., GM-
CSF, Лейкін), імунізації, імуносупресивного засобу
(напр., базиліксимаб, циклоспорин, даклізумаб),
гормону роста, гормоно-замісної терапії, модуля-
тора естрогенових рецепторів, мудріатичних, цик-
лоплегічних, алкілуючих засобів, антиметаболіти-
ків, інгібіторів мітозу, радіоізотопних засобів,
антидепресантів, антиманічних препаратів, анти-
психотиків, анксиолітиків, снодійних, симпатоміме-
тиків, стимуляторів, донезепілу, такрину, астмати-
чних препаратів, бета-агоністів, інгаляційних
стероїдів, інгібіторів лейкториєну, метилксантину,
кромоліну, адреналіну або аналогу, дорнази аль-
фа (Пульмозим), цитокіна або цитокінового анта-
гоніста або антитіла. Відповідні дози добре відомі
в науці. Див., напр., [Wells et al., eds.,
Pharmacotherapy Handbook, 2nd Edition, Appleton
and Lange, Stamford, CT (2000); PDR
Pharmacopoeia, Tarascon Pocket Pharmacopoeia
2000, Deluxe Edition, Tarascon Publishing, Loma
Linda, CA (2000), посилання з кожної з цих робіт
повністю включені тут у посиланнях.

Антагоністи TNF, що підходять для препаратів,
комбінованого лікування, супутнього призначення,
пристроїв та/або методів даного винаходу (що
містять принаймні одне антитіло даного винаходу,
певну його частину або варіант), включають, але
не обмежуються, анти-TNF антитіла, їхні антиген-
зв'язуючі фрагменти и рецепторні молекули, які
специфічно зв'язуються з TNF;  компоненти,  які
перешкоджають та/або пригнічують синтез TNF,
вивільнення TNF  або його дію на цільові клітини,
такі як талідомід, тенідап, інгібітори фосфодіесте-
рази (напр., пентоксифілін та роліпрам), агоністи
аденозинового рецептора А2b та посилювачі аде-
низового рецептора А2b; компоненти, які попере-
джають та/або пригнічують сигнальну систему ре-
цептора до TNF, такі як інгібітори кінази мітоген
активованого протеїна (МАР); компоненти, що
блокують та/або пригнічують активінсть TNF, такі
як інгібітори ангіотензин-перетворюючого фермен-
ту (АПФ)  (напр.,  каптоприл);  та компоненти,  що
блокують та/або пригнічують продукцію та/або
синтез TNF, такі як інгібітори МАР кінази.

"Антитіло до фактору некрозу пухлини", "анти-
тіло до TNF",  "антитіло до TNFa" або фрагменти
тощо, як тут використовується, зменшують, бло-
кують, пригнічують, припиняють або перешкоджа-

ють діяльності TNFa in vitro, in situ та/або бажано
in vivo. Наприклад, відповідне людське антитіло до
TNF даного винаходу може зв'язувати TNFa та
включає анти-TNF антитіла, їхні антиген-зв'язуючі
фрагменти та певні їхні мутанти або домени, що
специфічно зв'язуються з TNFa. Належне антитіло
або фрагмент до TNF може також зменшити, бло-
кувати, припиняти, перешкоджати та/або пригнічу-
вати синтез РНК,  ДНК або протеїну TNF,  вивіль-
нення TNF, сигнальну систему рецептора до TNF,
мембранне розщеплення TNF, діяльність TNF,
продукцію та/або синтез TNF.

Химеричне антитіло сА2 містить антиген-
зв'язуючий варіабельний регіон високо-афінного
нейтралізуючого мишиного антилюдського антиті-
ла IgG1 до TNFa, позначений А2, та постійні регіо-
ни людського IgG1, каппа імунноглобулін. Fc регіон
людського IgG1 покращує аллогенну ефекторну
функцію антитіла,  підвищує час пів-життя цирку-
ляції у сиворотці та зменшує імунногеність антиті-
ла. Спорідненість та епітопна специфічність химе-
ричного антитіла сА2 походить з варіабельного
регіона мишине антитіло А2. В окремому впрова-
дженні, бажаним джерелом нуклеїнових кислот,
що кодують варіабельний регіон мишиного антиті-
ла А2, є клітинна лінія гібридоми А2.

Химеричне А2 (сА2) нейтралізує цитотоксич-
ний ефект як природного, так і рекомбінантного
людського TNFa у дозо-залежний спосіб. З аналізу
зв'язування химеричного антитіла сА2 та рекомбі-
нантного людського TNFa, константа афіності хи-
меричного антитіла сА2 була визначена як
1,04x1010М-1. Бажані методи для визначення спе-
цифічності та афіності моноклонального антитіла
за допомогою конкурентного пригнічення можуть
бути знайдені в Harlow, et al, antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, New York, 1988; Colligan
et al, eds., Current Protocols in Immunology, Greene
Publishing Assoc. And Wiley Interscience, New York,
(1992-2000); Kozbor et al, Immunol. Today, 4:12-19
(1983); Ausubel et al, eds. Current Protocols in
Molecular Biology, Wiley Interscience, New York
(1987-2000); та Muller, Meth. Enzymol, 92:589-601
(1983), посилання котрих повінстю включені тут у
посиланнях.

В окремому впровадженні, мишине монокло-
нальне антитіло А2 виробляється клітинною ліні-
єю, що позначається С134А. Химеричне антитіло
сА2 виробляється клітинною лінією, що познача-
ється с 168А.

Додаткові приклади моноклональних анти-TNF
антитіл, що можуть бути використані в даному ви-
наході, описані в науці [див., напр., патент США №
5,231,024; Möller, Α. Et al, Cytokine 2(3):162-169
(1990); заявка США № 07/943,852 (зареєстровано
11 вересня 1992); Rathjen et al, міжнародна публі-
кація № WO91/02078 (опубліковано 21 лютого
1991); Rubin et al, патентна публікація ЕРО №0218
868 (опубліковано 22 квітня 1987); Yone et al, па-
тентна публікація ЕРО № 0 288 088 (26 жовтня
1988); Liang, et al, Biochem. Biophys. Res. Comm.
757:847-854 (1986); Meager, et al, Hybridoma 6:305-
311 (1987); Fendly et al, Hybridoma 6:359-369
(1987); Bringman, et al, Hybridoma 6:489-507 (1987);
та Hirai, et al, J. Immunol. Meth. 96:51-62 (1987),



51 83988 52
посилання на котрі повністю включені тут у поси-
ланнях].

Молекули рецептора до TNF
Бажані молекули рецептора до TNF корисні в

даному винаході є тими,  що зв'язують TNFa з ви-
сокою афіністю [див., напр., Feldmann et al, міжна-
родна публікація № WO 92/07076 (опубліковано 30
квітня 1992); Schall et al, Cell 61:361-310 (1990); та
Loetscher et al, Cell 67:351-359 (1990), посилання
на котрі повністю включені тут у посиланнях] та
додатково мають низьку імунногеність. Зокрема,
55 кДа (р55 TNF-R) та 75 кДа (р75 TNF-R) рецеп-
тори до TNF на поверхні клітин є корисними в да-
ному винаході. Обмежені форми цих рецепторів,
що містять екстрацелюлярні домени (ECD) рецеп-
торів або їхніх функціональних частин [див., напр.,
Corcoran et al, Eur. J. Biochem. 225:831-840 (1994)]
є також корисними в даному винаході. Обмежені
форми рецепторів до TNF,  що містять ECD,  були
виявлені у сечі та сиворотці, в якості 30кДа та
40кДа інгібіторно-зв'язуючих протеїнів до TNFa
[Engelmann, H. et al, J. Biol. Chem. 265:1531-1536
(1990)]. Мультимеричні молекули рецептора до
TNF та зливні молекули імуннорецептора до TNF
та їхні похідні і частини є додатковими прикладами
молекул рецептора до TNF, які є корисними в ме-
тодах та препаратах даного винаходу. Молекули
рецептора до TNF, які можуть бути використані у
винаході характеризовані по їхній здатності лікува-
ти пацієнтів протягом подовженого періода часу з
добрим або прекрасним послабленням симптома-
тики і низькою токсичністю. Низька імунногеність
та/або висока афіність, а також інші невизначені
властивості, можуть робити внесок до досягнутих
терапевтичних результатів.

Мультимеричні молекули рецептора до TNF
корисні в даному винаході містять весь або функ-
ціональну частину ECD двох або більше рецепто-
рів до TNF пов'язані через один або більше полі-
пептидний поєднувач або інші непептидні
поєднувачі, такі як поліетилен гліколь (PEG). Му-
льтимеричні молекули можуть окрім того містити
сиганльний пептид секретованого протеїна для
спрямування експресії мультимеричної молекули.
Ці мультимеричні молекули та методи їхнього ви-
готовлення були описані у Заявці США №
08/437,533 (зареєстровано 9 травня 1995), зміст
якої повністю включений тут у посиланнях.

Зливні молекули імуннорецептора до TNF, що
є корисними в методах та складах даного винахо-
ду,  містять принаймні одну частину однієї або бі-
льше імунноглобулінових молекул та всіх або фу-
нкціональної частини одного або більше
рецептора до TNF. Ці зливні молекули імунноре-
цепторів можуть бути мономерами або гетеро- чи
гомомультимерами. Зливні молекули імуннореце-
пторів можуть також бути моновалентними або
мультивалентними. Прикладом такої зливної мо-
лекули імуннорецептора до TNF є рецептор до
TNF/зливний протеїн IgG. Зливні молекули імун-
норецептора до TNF та методи їхнього виробниц-
тва були описані в науці [Lesslauer et al, Eur. J.
Immunol. 27:2883-2886 (1991); Askenazi et al, Proc.
Natl. Acad. Sei. USA 55:10535-10539 (1991); Peppel
et al, J. Exp. Med. 774:1483-1489 (1991); Kolls et al,
Proc. Natl. Acad. Sei. USA 97:215-219 (1994); Butler

et al, Cytokine 6(6):616-623 (1994); Baker et al, Eur.
J. Immunol 24:2040-2048 (1994); Beutler et al, па-
тент США № 5,447,851; та Заявка США №
08/442,133 (зареєстровано 16 травня 1995), поси-
лання на кожне з яких повінстю включено тут у
посиланнях]. Методи виробництва зливних моле-
кул імуннорецептора можуть бути також знайдені у
Capon et al, Nature 537:525-531 (1989), посилання
на котре повністю включено тут у посиланнях.

Функціональний еквівалент, похідне, фрагмент
або регіон молекули рецептора до TNF відносить-
ся до частини молекули рецептора до TNF або
частини молекулярної послідовності рецептора до
TNF, що кодує молекулу рецептора до TNF, що є
достатньої величини та послідовності для відтво-
рення молекул рецептора до TNF, які можуть бути
використані в даному винаході (напр., зв'язують
TNFa з високою афіністю та при низькій імунноге-
ності). Функціональний еквівалент молекули реце-
птора до TNF також включає модифіковані моле-
кули рецептора до TNF, що функціонально схожі
на молекули рецептора до TNF, які можуть бути
використані в даному винаході (напр., зв'язують
TNFa з високою афіністю та при низькій імунноге-
ності). Напр., функціональний еквівалент молеку-
ли рецептора до TNF може містити кодон "SILENT"
("ТИША") або одну чи більше амінокислотних за-
мін; або заміну одного кодону, що кодує однакові
або різні гідрофобні амінокислоти для іншого ко-
дону, який кодує гідрофобні амінокислоти). Див.
[Ausubel et al, Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing Assoc. and Wiley-Interscience,
New York (1987-2000)].

Цитокіни включають будь-який відомий цито-
кін. Див., напр., CopewithCytokines.com. Антагоніс-
ти цитокінів включають, але не обмежуються,
будь-яке антитіло, фрагмент або міметик, будь-
який розчинний рецептор, фрагмент або міметик,
будь-яку малу молекулу антагоніста або будь-яку
їхню комбінацію.

Терапевтичне лікування. Будь-який метод да-
ного винаходу може містити метод лікування роз-
ладів опосередкованих подвійним інтегрином, що
включає введення ефективної кількості складу або
фармацевтичного препарату, який містить при-
наймні одне анти-подвійне інтегринове антитіло в
клітину, тканину, орган, тварину або пацієнта, при
потребі такої модуляції або лікування. Такий ме-
тод може додатково окрім того включати супутнє
призначення або комбіновану терапію для ліку-
вання таких імунних захворювань, де призначення
вищевказаного принаймні одного анти-подвійного
інтегринового антитіла, певної його частини чи
варіанта, окрім того включає призначення до, під
час та/або після принаймні одного, що обране з
принаймні з одного антагоніста TNF (напр., але не
обмежуючись, антитілом до TNF або фрагментом,
розчинний рецептор до TNF або фрагмент, їхні
зливні протеїни або малу молекулу антагоніста
TNF), антиревматичного засоба (напр., метотрек-
сат, ауранофін, ауроглюкоза, азатіоприн, етанер-
септ, натрія тіомалат золота, гідроксихлорохіна
сульфат, лефлуномід, сульфасалазин), м'язового
релаксанта, наркотиків, нестероїдних протизапа-
льних препаратів (НПЗП), анальгетиків, анестети-
ків, седативного препарату, місцевого анестетика,
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нервово-м'язового блокатора, антимікробного за-
собу (напр., аміноглікозид, антигрибковий препа-
рат, антипаразитарний препарат, антивірусний
препарат, карбапенем, цефалоспорин, фторхіно-
лон, макролід, пеніцилін, сульфонамід, тетрацик-
лін, інший антимікробний препарат), антипсоріати-
чного засобу, кортикостероїда, анаболічного
стероїда, діабетологічного препарата, мінерала,
харчового додатку, тиреоїдного препарату, вітамі-
на, кальцій-залежного гормону, антидіарейного
засобу, протикашльового препарату, антиеметика,
противиразкового препарату, послаблюючого,
антикоагулянта, еритропоетина (напр., епоетин
альфа), філграстима (напр., G-CSF, Нейподжен),
сарграмостиму (напр., GM-CSF, Лейкін), імунізації,
імуносупресивного засобу (напр., базиліксимаб,
циклоспорин, даклізумаб), гормону роста, гормо-
но-замісної терапії, модулятора естрогенових ре-
цепторів, мудріатичних, циклоплегічних, алкілую-
чих засобів, антиметаболітиків, інгібіторів мітозу,
радіоізотопних засобів, антидепресантів, антима-
нічних препаратів, антипсихотиків, анксиолітиків,
снодійних, симпатоміметиків, стимуляторів, доне-
зепілу, такрину, астматичних препаратів, бета-
агоністів, інгаляційних стероїдів, інгібіторів лейкто-
риєну, метилксантину, кромоліну, адреналіну або
аналогу, дорнази альфа (Пульмозим), цитокіна
або цитокінового антагоніста або антитіла.

Зазвичай, лікування патологічних станів здійс-
нюється за допомогою введення ефективної кіль-
кості або дози препарату принаймні одного анти-
подвійного інтегринового антитіла, що всього, в
середньому, в діапазоні від принаймні приблизно
0,01 до 500 міліграм принаймні одного анти-
подвійного інтегринового антитіла на кілограм ваги
пацієнта на дозу, та бажано від принаймні прибли-
зно 0,1 до 100 міліграм антитіло/кілограм ваги па-
цієнта на одноразове або багаторазове введення,
залежно від певної активності, що міститься в да-
ному препараті. Альтернативно, ефективна сиво-
роткова концентрація може містити 0,1-5000mг/мл
сивороткової концентрації на одноразове чи бага-
торазове введення. Належні дози відомі практи-
чуючим медпрацівникам та, звісно, залежатимуть
від окремого хворобливого стану, певної активнос-
ті препарату, що вводиться, та окремого пацієнта,
якому проводиться лікування. В деяких випадках,
для досягення бажаної терапевтичної кількості
може бути необхідним повторне введення, тобто,
повторні індивідуальні введення окремо дози, що
моніторується чи вимірюється, де індивідуальні
введення повторюються доки не буде досягнуто
бажана добова доза або ефект.

Бажані дози можуть додатково включати 0,1,
0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 2, З, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79,
80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98, 99 та/або 100-500 мг/кг/введення
або будь-який їхній діапазон, значення або фрак-
ція, або до досягнення сивороткової концентрації
0,1, 0,5, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,5, 1,9, 2,0, 2,5, 2,9, 3,0,
3,5, 3,9, 4,0, 4,5, 4,9, 5,0, 5,5, 5,9, 6,0, 6,5, 6,9, 7,0,

7,5, 7,9, 8,0, 8,5, 8,9, 9,0, 9,5, 9,9, 10, 10,5, 10,9, 11,
11,5, 11,9, 20, 12,5, 12,9, 13,0, 13,5, 13,9, 14,0, 14,5,
4,9, 5,0, 5,5, 5,9, 6,0, 6,5, 6,9, 7,0, 7,5, 7,9, 8,0, 8,5,
8,9, 9,0, 9,5, 9,9, 10, 10,5, 10,9, 11, 11,5, 11,9, 12,
12,5, 12,9, 13,0, 13,5, 13,9, 14, 14,5, 15, 15,5, 15,9,
16, 16,5, 16,9, 17, 17,5, 17,9, 18, 18,5, 18,9, 19, 19,5,
19,9, 20, 20,5, 20,9, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 96,
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000,
1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500 та/або
5000 цг/мл сивороткової концентрації на однора-
зове або багаторазове введення, або будь-який
їхній діапазон, значення або фракцію.

Альтернативно, доза, що призначається, може
змінюватися залежно від відомих факторів, таких
як фармакодинамічні характеристики окремих
препаратів та їх спосбі і шлях введення; вік, здо-
ров'я та вага реципієнт; природа та вираженість
симптомів, тип супутнього лікування, частота ліку-
вання та бажаний ефект. Зазвичай доза активного
інгридієнта може бути від приблизно 0,1 до 100
міліграм на кілограм ваги тіла. Як правило 0,1-50,
та бажано 0,1-10 міліграм на кілограм на введення
або у формах з уповільненим вивільненням є ефе-
ктивною для досягнення бажаних результатів.

Як один із прикладів, лікування людей та тва-
рин може бути забезпечено в якості одноразового
або періодичного введення принаймні одного ан-
титіла даного винаходу у дозі від 0,1 до 100 мг/кг,
такій як 0,5, 0,9, 1,0, 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 або 100
мг/кг, на добу в принаймні один із днів 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39 або 40, або альтернативно чи
додатково у принаймні один із тижнів 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48,
49, 50, 51 або 52, або альтернативно чи додатко-
во, у принаймні один із 1,2, З, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 або 20 років, або будь-
яка їхня комбінація, з використанням одноразово-
го, інфузійного або повторного введення.

Форми дозування (препарату), що підходять
для внутрішнього введення, загалом містять від
приблизно 0,1 міліграма до приблизно 500 мі-
ліграм активної речовини на одиницю або контей-
нер. В цих фармацевтичних препаратах активний
інгридієнт зазвичай буде присутнім у кількості від
приблизно 0,5-99,999% ваги грунтуючись на зага-
льній вазі препарату.

Для парентерального введення антитіло може
бути виготовлене в якості розчину, суспензії, ему-
льсії або ліофілізованого порошка у поєднанні, або
окремо, з фармацевтично прийнятним парентера-
льним розчинником. Прикладами таких розчинни-
ків є вода, фізіологічний розчин, розчин Рінгера,
розчин декстрози та 1-10% людський сиворотко-
вий альбумін. Можуть також використовуватися
ліпосоми та неводні розчинники, такі як фіксовані
масла. Розчинник або ліофілізованний порошок
може містити додатки, що підтримують ізотоніч-
ність (напр., натрія хлорид, маннітол) та хімічну
стабільність (напр., буфери та консерванти). Пре-
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парат стерилізується за допомогою відомих або
належних методик.

Належні фармацевтичні носії описані у біль-
шості останніх видань Remington's Pharmaceutical
Sciences, A. Osol, стандартному базовому підруч-
нику в цій галузі. Альтернативне введення

Згідно з даними винаходом можуть використо-
вуватися багато відомих та розроблених способів
для введення фармацевтично ефективних кілько-
стей принаймні одного анти-подвійного інтегрино-
вого антитіла.  В той час як в даному винаході ви-
користано легеневе введення, інші способи
введення можуть використовуватися згідно з да-
ним винаходом з належними результатами.

Подвійні інтегринові антитіла даного винаходу
можуть бути доставлені за допомогою носія, в яко-
сті розчину, емульсії, колоїда або суспензії, або в
якості сухого порошка, з використанням будь-якого
з різноманіття пристроїв та методів, що підходять
для введення за допомогою інгаляції або інших
способів, описаних тут або відомих науці.

Парентеральні препарати та введення
Препарати для парентерального введення

можуть містити в якості звичайних додатків воду
або фізіологічний розчин, поліалкілен гліколь, та-
кий як поліетилен гліколь, масла рослинного похо-
дження, гідрогеновані нафталіни тощо. Водні або
маслянні суспензії для ін'єкцій можуть бути приго-
товлені при використанні відповідних емульгаторів
або зволожувачів та суспендуючих засобів, згідно
з відомими методами. Препарати для ін'єкцій мо-
жуть бути нетоксичними, такими, що не признача-
ються перорально, розчиненими засобами, такими
як водний розчин або стерильний розчин для ін'є-
кцій або суспензія у розчиннику. В якості придатно-
го для вжитку розчинника дозволено використову-
вати воду, розчин Рінгера, фізіологічний розчин
тощо; в якості звичайного розчинника, або суспен-
дуючого розчинника, може бути використане сте-
рильне масло, що швидко невипаровується. З цією
метою, може використовуватися будь-який тип
нелетючого масла та жирної кислоти, включаючи
природні або синтетичні або напівсинтетичні жирні
масла чи жирні кислоти; природні або синеттичні
або напівсинтетичні моно- чи ди- чи тригліцериди.
Парентеральне введення відомо в науці і включає,
але не обмежується, стандартні засоби ін'єкційно-
го введення, газопресові безголокові ін'єкційні
пристрої, як це [описано в Патенті США №
5,851,198, та лазерний перфораторний пристрій,
як це описано в Патенті США № 5,839,446], що
повністю включені тут у посиланнях.

Альтернативний пристрій
Винахід окрім того відноситься до введення

принаймні одного анти-подвійного інтегринового
антитіла за допомогою парентерального, підшкір-
ного, внутрішньом'язового, внутрівенного, внутрі-
суглобового, інтарбронхіального, інтраабдоміна-
льного, інтракапсулярного, інтрахрящевого,
інтракавітарного, інтрацеліального, інтрамозочко-
вого, інтрацеребровентрикулярного, в товстий
кишковик, інтрацервікального, інтрагастрального,
внутріпечінкового, внутріміокардіального, інтраос-
теального, внутрітазового, інтраплеврального,
інтрапростатового, внутрілегеневого, інтраректа-
льного, внутріниркового, інтраспінального, інтра-

синовіального, інтраторакального, внутріматково-
го, інтравезикального, болюсного, вагінального,
ректального, букального, сублінгвального, інтра-
назального або трансдермального шляхів. Препа-
рат принаймні одного анти-подвійного інтегрино-
вого антитіла може бути приготовлений для
використання для парентерального (підшкірного,
внутрім'язового або внутрівенного) чи будь-якого
іншого введення, зокрема у формі рідинних розчи-
нів або суспензії; для використання при вагіналь-
ному або ректальному введенні, зокрема у напів-
твердих формах, таких як, але не обмежуючись,
форма порошка, назальних крапель чи аерозолю
або певних препаратів; або трансдермально, таких
як, але не обмежуючись, гель, мазь, лосйон, су-
спензія або система пластирного введення с хіміч-
ними поліпшувачами, такими як диметил сульфок-
сид, для того щоб модифікувати структуру шкіри,
чи збільшити концентрацію препарата у трансдер-
мальному пластирі [Junginger, et al. В "Drug
Permeation Enhancement"; Hsieh, D. S., Eds., pp.
59-90 (Marcel Dekker, Inc. New York 1994, повністю
включений тут у посиланнях], або з оксидуючими
препаратами, що дають змогу нанесення препара-
ту, який містить протеїни та пептиди, на шкіру (WO
98/53847), або нанесення електричних полів для
створення тимчасового шляху транспортування,
таких як електропорація, або для підвищення про-
никнення заряджених препаратів через шкіру, та-
ких як іонтофорез, або нанесення ультразвука,
такий як сонофорез [Патенти США №№ 4,309,989
та 4,767,402] (вищенаведені публікації та патенти
повністю включені тут у посиланнях).

Пульмональне/назальне введення
Для пульмонального введення, бажано, щоб

препарат принаймні одного анти-подвійного інтег-
ринового антитіла, подавався з розміром частинок,
який ефективний для досягнення нижніх дихаль-
них шляхів легенів або синусів.  Згідно з даними
винаходом, принаймні одне анти-подвійне інтегри-
нове антитіло може бути доставлене за допомо-
гою різноманіття інгаляційних або назальних при-
строїв, що відомі в науці для введення
терапевтичних препаратів за допомогою інгаляції.
Ці пристрої, що спроможні відкладати аерозольні
препарати у порожнині синуса або альвеолах па-
цієнта, включаючи інгалятори, які відмірюють дозу,
небулайзери, сухопорошкові генератори, спреєри
тощо. Інші пристрої, що підходять для проведення
пульмонального або назального введення антитіл,
також відомі в науці.  Всі такі пристрої можуть ви-
користовувати препарати, які підходять для вве-
дення диспенсованого антитіла в аерозолі. Такі
аерозолі можуть складатися як з розчинів (як вод-
них, так і неводних), таких із твердих частинок.
Інгалятори, що відмірюють дозу, по типу дозуючо-
го інгалятора Ventolin®, зазвичай використовують
пропелентний газ а потребують запуска під час
вдиху [Див., напр., WO 94/16970, WO 98/35888].
Сухопорошкові інгалятори по типу Turbuhaler™
(Astra), Rotahaler® (Glaxo), Diskus® (Glaxo), інгаля-
тор Spiros™ (Dura), пристрої, що продаються
Inhale Therapeutics, та порошковий інгалятор
Spinhaler® (Fisons), використовують дихальний
запуск змішанного порошка [US 4668218 Astra, ЕР
237507 Astra, WO 97/25086 Glaxo, WO 94/08552
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Dura, US 5458135 Inhale, WO 94/06498 Fisons, по-
вністю включені тут у посиланнях]. Небулайзери
(розпилювачі) по типу AERx™ Aradigm, небулай-
зер Ultravent® (Mallinckrodt) та небулайзер Acorn
II® (Marquest Medical Products) (US 5404871
Aradigm, WO 97/22376), вищенаведенні посилання
повністю включені тут у посиланнях, продукують
аерозолі з розчинів, тоді як дозуючі інгалятори,
сухопорошкові інгалятори тщо генерують аерозолі
з малих частинок. Ці специфічні приклади комер-
ційно доступних пристроїв призначені бути пред-
ставниками специфічних пристроїв, що підходять
для застосування даного винаходу, та не є обме-
женням рамок даного винаходу. Бажано, щоб пре-
парат, який містить принаймні одне анти-подвійне
інтегринове антитіло поставлявся у вигляді сухо-
порошкового інгалятора або спреєра. Існують де-
кілька бажаних характеристик інгаляційного при-
строю для введення принаймні одного антитіла
даного винаходу. Наприклад, введення за допомо-
гою інгаляційного пристрою має переваги в плані
надійності, відтворюваності та акуратності. Інгаля-
ційний пристрій може додатково доставляти малі
сухі частинки, напр. менші, ніж приблизно 10mΜ,
бажано приблизно 1-5mΜ, для хорошого проник-
нення через дихальні шляхи.

Введення подвійного інтегринового антитіла.
Препарати у вигляді спрею

Спрей, що включає препарат протеїна подвій-
ного інтегринового антитіла, може бути виготовле-
ний за допомогою прогонки під тиком суспензії чи
розчину принамйні одного анти-подвійного інтег-
ринового антитіла через сопло. Розмір та конфігу-
рація сопла, тиск та швидкість поставки рідини
можуть підбиратися для досягнення бажаного ви-
ходу та розмірів часток. Електроспрей може бути
виготовлений, наприклад, за допомогою електрич-
ного поля у поєднанні з прогонкою через капіляр
або сопло. Частинки препарату протеїна принайм-
ні одного анти-подвійного інтегринового антитіла,
що доставляються спреєром, переважно мають
розмір менше, ніж приблизно 10mм, бажано у діа-
пазоні від приблизно 1mΜ до приблизно 5mΜ,  і
найбажаніше від приблизно 2mΜ до приблизно
3mΜ.

Препарати протеїну принаймні одного анти-
подвійного інтегринового антитіла, що підходить
для використання зі спреєром, зазвичай включа-
ють протеїновий склад антитіла у водному розчині
в концентрації від приблизно 0,1мг до приблизно
100мг протеїнового складу принаймні одного анти-
подвійного інтегринового антитіла на мл розчину
або мг/г, або будь-який їхній діапазон чи значення,
напр., але не обмежуючись, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5,
0,6, 0,7, 0,8, 0 ,9, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 або
100мг/мл чи мг/г. Препарат може включати такі
компоненти, як додатки, буфер, ізотонічний ком-
понент, консервант, сурфактант та, бажано, цинк.
Препарат також може включати додаток або ком-
понент для стабілізації протеїнового складу анти-
тіла, такий як буфер, пом'якшуючий компонент,
основний протеїн або карбогідрат. Основний про-
теїн, що корисний при підготовці протеїнового
складу антитіла, включає альбумін, протамін то-

що. Типові карбогідрати, які корисні при приготу-
ванні протеїнового складу антитіла, включають
сахарозу, маннітол, лактозу, трегалозу, глюкозу
тощо. Протеїновий склад антитіла препарату та-
кож може включати сурфактант, який може змен-
шувати або попереджати поверхне-індуковану
агрегацію протеїнового складу антитіла, що спри-
чинена атомізацією розчину при утворенні аерозо-
лю. Можуть застосовуватися різноманітні тради-
ційні сурфактанти, такі як ефіри та алкоголі
поліексиетиленових жирних кислот і ефіри поліо-
ксиетилен сорбітолових жирних кислот. Кількості
загалом перебувають у діапазоні від 0,001 до 14%
від ваги препарата. Особливо бажаними сурфак-
тантами для мети даного винаходу є поліоксиети-
лен сорбітан моноолеат, полісорбат 80, полісор-
бат 20 тощо. Додаткові компоненти відомі науці
для утворення протеїна, такого як подвійні інтег-
ринові антитіла, або певні їхні частини чи варіанти,
можуть також включатися в препарат.

Введення препарату подвійного інтегринового
антитіла за допомогою небулайзера

Протеїновий склад антитіла може бути введе-
но за допомогою небулайзера, такого як потоковий
небулайзер або ультразвковий небулайзер. За-
звичай, в потоковому небулайзері, використову-
ється джерело скомпресованого повітря для ство-
рення високошвидкісного потоку повітря через
отвір. По тому як газ поширюється за сопло, ство-
рюється ділянка низького тиску,  який витягує роз-
чин протеїнового складу антитіла через капілярну
трубку, що під'єднана до резервуара з рідиною.
Струмінь рідини з капілярної трубки розбивається
на нестабільні частинки та краплі, що створює ае-
розоль. Можуть застосовуватися цілий діапазон
конфігурацій, швидкості потока та типу дефлекто-
ра для досягення бажаних характеристик в даному
потоковому небулайзері. В ультразвуковому небу-
лайзері, для створення вібраційної, механічної
енергії використовується високочастотна електро-
енергія, що зазвичай потребує використання п'є-
зоелектричного трансдюсера. Ця енергія переда-
ється на препарат протеїнового складу антитіла
або безпосередньо, або через сполучену рідину,
що створює аерозоль, який включає протеїновий
склад антитіла. Переважно, частинки протеїнового
складу антитіла, які постачаються за допомогою
небулайзера, мають бути розміром менше, ніж
10mΜ, бажано в діапазоні від приблизно 1mΜ до
приблизно 5mΜ, і ще бажаніше від приблизно 2mΜ
до приблизно 3mΜ.

Препарати принаймні одного анти-подвійного
інтегринового антитіла, що підходять для викорис-
тання з небулайзером, як потоковим, так і ультра-
звуковим, зазвичай включають концентрацію від
приблизно 0,1мг до приблизно 100мг протеїна
принаймні одного анти-подвійного інтегринового
антитіла на мл розчину. Препарат може включати
такі компоненти, як додатки, буфер, ізотонічний
компонент, консервант, сурфактант та, бажано,
цинк. Препарат також може включати додаток або
компонент для стабілізації протеїнового складу
антитіла, такий як буфер, пом'якшуючий компо-
нент, основний протеїн або карбогідрат. Основний
протеїн, що корисний при підготовці протеїнового
складу антитіла, включає альбумін, протамін то-
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що. Типові карбогідрати, які корисні при приготу-
ванні протеїнового складу антитіла, включають
сахарозу, маннітол, лактозу, трегалозу, глюкозу
тощо. Протеїновий склад антитіла препарату та-
кож може включати сурфактант, який може змен-
шувати або попереджати поверхне-індуковану
агрегацію протеїнового складу антитіла, що спри-
чинена атомізацією розчину при утворенні аерозо-
лю. Можуть застосовуватися різноманітні тради-
ційні сурфактанти, такі як ефіри та алкоголі
поліексиетиленових жирних кислот і ефіри поліо-
ксиетилен сорбітолових жирних кислот. Кількості
загалом перебувають у діапазоні від 0,001 до 14%
від ваги препарата. Особливо бажаними сурфак-
тантами для мети даного винаходу є поліоксиети-
лен сорбітан моноолеат, полісорбат 80, полісор-
бат 20 тощо. Додаткові компоненти відомі науці
для утворення протеїна, такого як подвійні інтег-
ринові антитіла, або певні їхні частини чи варіанти,
можуть також включатися в препарат.

Введення препаратів подвійного інтегринового
антитіла за допомогою дозуючих інгаляторів

У дозуючому інгаляторі (MDI), пропелент, при-
наймні одне анти-подвійне інтегринове антитіло та
будь-які додатки містяться у балончику, в якості
суміші, що включає зріджений скомпресований газ.
Запуск дозуючого клапану вивільняє суміш у вигя-
лді аерозолю, що бажано має містити частинки в
діапазоні розміру від менше, ніж приблизно 10mм,
бажано від приблизно 1mм до приблизно 5mм, та
ще бажаніше від приблизно 2mΜ до приблизно
3mΜ. Бажаний розмір частинок аерозолю може
бути отриманий при застосуванні препарату про-
теїнового складу антитіла, що отриманий за допо-
могою різноманітних методів, відомих тим, хто є
фахівцем в даній галузі, включаючи потрібнення
струменя, висушення спрея, конденсацію в крити-
чній точці тощо. Бажані дозуючі інгалятори вклю-
чають ті, що вироблені 3М або Glaxo та викорис-
товують гідрофторовуглецевий пропелент.

Препарати принаймні одного анти-подвійного
інтегринового антитіла для використання у при-
строях дозуючих інгаляторів загалом включати-
муть чітко розділений порошок, що містить при-
наймні одне анти-подвійне інтегринове антитіло, в
якості суспензії у неводному середовищі, напри-
клад, суспендований у пропеленті за допомогою
сурфактанта. Пропелентом може бути будь-який
традиційний матеріал, що використовується для
цієї мети, такий як хлорофторвуглець, гідрохло-
рофторвуглець, гідрофторовуглець або гідровуг-
лець, включаючи трихлорофторометан, дихлоро-
дифторометан, дихлоротетрафтороетанол та
1,1,1,2-тетрафтороетан, HFA-134a (гідрофтороал-
кан-134а), HFA-227 (гідрофтороалкан-227) тощо.
Бажаним пропелентом є гідрофторовуглець. Сур-
фактант може бути взятим для стабілізації при-
наймні одного анти-подвійного інтегринового анти-
тіла в якості суспензії в пропеленті, для захисту
активного компоненту від хімічної деградації тощо.
Належні сурфактанти включають сорбітана трио-
леат, соєвий лецитин, олеєву кислоту тощо. В де-
яких випадках бажаними є розчинні аерозолі, що
використовують такі розчинники, як етанол. Додат-
кові компоненти, які відомі в науці, для утворення

протеїна, такі як протеїн можуть бути також вклю-
чені у препарат.

Ті, хто має належну кваліфікацію в даній галу-
зі, визнають, що методи даного винаходу можуть
бути досягнуті за допомогою пульмонального вве-
дення препаратів принаймні одного анти-
подвійного інтегринового антитіла з використан-
ням пристроїв, які тут не описані.

Пероральні препарати та їх введення
Препарати для перорального призначення ба-

зуються на супутньому використанні ад'ювантів
(напр., резоциноли та неіонні сурфактанти, такі як
поліоксиетилен олеїловий ефір та n-
гексадецилполіетиленовий ефір) для штучного
підвищення проникності стінок тонкого кишковика,
а також на супутньому використанні ензиматичних
інгібіторів (напр., інгібітори панкреатичного трип-
сина, диізопропілфторофосфат (DFF) та тразилол)
для пригнічення ферментного розщеплення. Акти-
вні складові препарату у тверій формі для пеора-
льного прийому можуть бути змішані з принаймні
одним додатком, включаючи сахарозу, лактозу,
целюлозу, маннітол, трегалозу, рафінозу, мальти-
тол, декстран, крохмалі, агар, аргінати, хітини,
хітозани, пектини, трагакантова камідь, арабікова
смола, желатин, колаген, казеїн, альбумін, сине-
ттичний або напівсинтетичний полімер та гліце-
рид. Ці форми також можуть містити інші типи до-
датків, напр., неактивний розчинюючий компонент,
любрікант, такий як магнія стеарат, парабен, кон-
сервант, такий як цистеїн, дезінтегратор, зв'язу-
вач, потовщувач, буферний компонент, посоло-
джуючий компонент, ароматизуючий компонент
тощо.

Таблетки та пігулки можуть окрім того бути ви-
готовлені в якості препаратів із спеціальним захи-
сним покриттям. Рідинні препарати для перораль-
ного прийому включають емульсію, сироп, еліксир,
суспензію та розчинні препарати, що дозволяють-
ся для медичного використання. Ці препарати мо-
жуть містити неактивний розчинюючі компоненти,
що зазвичай використовуються у вищезгаданій
галузі, напр., вода. Ліпосоми також були описані як
системи доставки препарата для інсуліна та гепа-
рина [Патент США № 4,239,754]. Нещодавно, для
доставки фармацевтичних засобів були викорис-
тані мікросфери штучних полімерів змішанних амі-
нокислот (протеноїди) [Патент США № 4,239,673].
Окрім того, науці відомі компоненти носіїв для пе-
рорального прийому, що були описані в [Патенті
США № 5,879,681 та Патенті США № 5,5,871,753].

Мукозальні препарати та їх введення
Для всмоктування через слизові поверхні,

препарати та методи введення принаймні одного
анти-подвійного інтегринового антитіла включають
емульсію, що містить велику кількість субмікрон-
них частинок, мукоадгезивні макромолекули, біо-
активний пептид та безперервну водну фазу, яка
покращує абсорбцію через слизові поверхні за
допомогою досягення мукоадгезії частинок емуль-
сії [Патент США № 5,514,670]. Слизові поверхні,
що підходять для нанесення емульсій даного ви-
находу, можуть включати рогівковий, кон'юктива-
льний, буккальний, сублінгвальний, назальний,
вагінальний, пульмональний, шлунковий, інтести-
нальний та ректальний шляхи введення. Препара-
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ти для вагінального або ректального введення,
напр. суппозиторії, можуть містити додатки, напри-
клад, поліалкіленегліколі, вазелін, масло какао
тощо. Препарати для інтраназального призначен-
ня можуть бути твердими та містити в якості дода-
тків, наприклад, лактозу, або можуть бути водними
або маслянними розчинами назальних крапель.
Додатки для буккального призначення додатки
включають цукри, кальція стеарат, магнія стеарат,
прежелатинований крохмаль тощо [Патент США
№ 5,849,695]. Трансдерамальні препарати та їх
введення

Для трансдермального введення принаймні
одне анти-подвійне інтегринове антитіло заключе-
не в капсулу засобу доставки, таких як ліпосома
або полімерні наночастинки, мікрочастинки, мікро-
капсула або мікросфери (що загалом називаються
як мікрочастинки, якщо не обумовлено інше). Ві-
домо багато відповідних засобів, включаючи мік-
рочастинки, що зроблені з синтетичних полімерів,
таких як полігідроксикислоти, такі як полілактова
кислота, полігліколева кислота та їхні кополімери,
поліортоефіри, поліангідриди та поліфосфазани та
природні полімери, такі як коллаген, поліамінокис-
лоти, альбумін та інші протеши, альгінат та інші
полісахариди та їхні комбінації [Патент США №
5,814,599].

Пролонговане введення та препарати
Інколи бажано вводити компоненти даного ви-

находу в суб'єкт протягом подовженого періоду
часу, наприклад, протягом від одного тижня до
одного року при одноразовому введенні. Можуть
бути використаними різноманітні форми введення
по типу повільного вивільнення, депот або імплан-
ти. Наприклад, форма введення може містити фа-
рмацевтично прийнятну нетоксичну сіль компоне-
нта, що має низький ступінь розчинності в рідинах
організма, наприклад, (а) додатки солей кислот з
поліосновної кислоти, таких як фосфорна кислота,
сірчанна кислота, лимонна кислдота, тартарова
кислота, таннієва кислота, памоєва кислота, альгі-
нієва кислота, поліглютамова кислота, нафатле-
нові моно- або дисульфонієві кислоти, полігалаку-
тронова кислота тощо; (b) сіль з полівалентного
катіона метала, такого як цинк, кальцій, вісмут,
барій, магній, алюміній, мідь, кобальт, нікель, кад-
мій тощо, або з органічного катіона, що утворений
з напр., Ν,Ν'-дибензил-етиленедамін або етилене-
діамін; або (с) комбінації (а) і (b) напр. цинкова
таннатова сіль. Додатково, компоненти даного
винаходу чи, бажано, відносно нерозчинна сіль,
такі як щойно було описано, можуть бути випущені
в гелі, наприклад, гель моностеарата алюмінія з,
напр. сезамової олії, що підходить для ін'єкцій.
Зокрема бажаними солями є цинкові солі, цинкові
таннатові солі, памоатові солі тощо. Інший тип
препаратів-депо повільного вивільнення для ін'єк-
цій міститиме компонент або сіль, що розподілена
для включення у замкнений об'єм у повільно де-
градуючому, нетоксичному, неантигенному полі-
мері, такому як олілактокислот-
ний/полігліколекислотний полімер, наприклад як
описано в Патенті США № 3,773,919. Компоненти
або,  бажано,  відносно нерозчинні солі,  такі як ті,
що описані вище, можуть також бути розташовані
у холестериновому матриксі силастикових округ-

лих таблеток великих розмірів, зокрема для вико-
ристання у тварин. Додаткові препарати повільно-
го вивільнення, депо або імпланти, напр. газові
або рідинні ліпосоми відомі в літературі [Патент
США № 5,770,222 та "Sustained and Controlled
Release Drag Delivery Systems", J.R. Robinson ed.,
Marcel Dekker, Inc., N.Y., 1978].

По описанні винаходу загалом, більшого розу-
міння можна буде досягнути при звертанні до при-
кладів, які надаються для ілюстрації і не можуть
вважатися як вичерпні.

Приклад 1: Клонування та експресія подвійно-
го інтегринового антитіла у клітинах ссавців

Типовий вектор експресії у ссавців містить
принаймні один промоутерний елемент, який опо-
середковує ініціацію транскрипції мРНК, кодуючу
послідовність антитіла та сигнали, що потрібні для
припинення транскрипції та поліаденілації транс-
крипта. Додаткові елементи включають поліпшу-
вачі, послідовності Kozak та проміжні послідовнос-
ті, що розташовані обабіч донорських та
акцепторних сайтів для розщеплення РНК. Висо-
коефективна транскрипція може бути досягнена за
допомогою ранніх та пізніх промоутерів з SV40,
довгих термінальних повторень (LTRS) з ретрові-
русів, напр., RSV, HTLV1, HIVI, та ранні промоуте-
ри цитомегаловіруса (CMV). Однак, можуть також
використовуватися клітинні елементи (напр., люд-
ський актиновий промоутер). Належні вектори екс-
пресії для використання даного винаходу на прак-
тиці включають,  наприклад,  такі вектори,  як
pIRESlneo, pRetro-Off, pRetro-On, PLXSN або
pLNCX [Clonetech Labs, Palo Alto, CA], pcDNA3.1
(+/-), pcDNA/Zeo (+/-) або pcDNA3.1/Hygro (+/-)
(Invitrogen), PSVL та PMSG (Pharmacia, Uppsala,
Швеція), pRSVcat (ATCC 37152), pSV2dhfr (ATCC
37146) та рВС12МІ (АТСС 67109). Клітини госпо-
даря ссавців, що можуть використовуватися,
включають людські клітини Hela 293, Н9 та Jurkat,
мишині клітини NIH3T3 та С127, клітини Cos 1, Cos
7 та CV 1, клітини перепела QC1-3, мишині L клі-
тини та клітини яєчників китайських хомячків
(СНО).

Альтернативно, ген може бути експресований
у стабільних клітинних лініях, що містять ген інтег-
рований у хромосому. Ко-трансфекція з обраним
маркером, таким як dhfr, gpt, неоміцин або гігромі-
цин дозволяє ідентифікацію та ізоляцію трансфек-
тних клітин.

Трансфектні гени також можуть бути посилені
для експресії великих кількостей кодованого анти-
тіла. Маркер DHFR (дегідрофолат редуктази) є
корисним для розробки клітинних ліній, що несуть
декілька сотень або навіть декілька тисяч копій
зацікавленого гену. Іншими корисними маркерами
відбору є фермент глютамін синтаза (GS) [Murphy,
et al., Biochem. J. 227:277-279 (1991); Bebbington,
et al., Bio/Technology 10:169-175 (1992)]. При вико-
ристанні цих маркерів, клітини ссавців вирощують-
ся в обраному середовищі та відбираються кліти-
ни з найбільшою резистентністю. Ці клітинні лінії
містять посилений ген(и), що інтегровані в хромо-
сому. Клітини яєчників китайських хом'ячків (СНО)
та NSO часто використовуються для продукції ан-
титіл.



63 83988 64
Експресія векторів рС1 та рС4 містять потуж-

ний промоутер (LTR) віруса саркоми Роуза [Cullen,
et al., Molec. Cell. Biol. 5:438-447 (1985)] плюс фра-
гмент CMV-поліпшувача [Boshart, et al., Cell
41:521-530 (1985)]. Множинні сайти клонування,
напр., з рестриктивними сайтами ферментативно-
го розщеплення BamHI, Xbal та Asp718, покращу-
ють клонування зацікавленого гена. Вектори дода-
тково містять 3’ інтрон, сигнали поліаденилації та
припинення гена препроінсуліна щура.

Клонування та експресія клітин СНО
Для експресії подвійного інтегринового антиті-

ла використаний вектор рС4. Плазміда рС4 є похі-
дною плазміди pSV2-dhfr (ATCC Accession No.
37146).  Плазміди містять мишиний ген DHFR,  що
перебуває під контролем раннього промоутера
SV40. Яєчники китайських хом'ячків або інші кліти-
ни, у котрих відсутня дигідрофолатна активність,
що трансфіковані цими плазмідами, можуть бути
відібраними за допомогою вирощування клітин у
селективному середовищі [напр., alpha minus
MEM, Life Technologies, Gaithersburg, MD], яке по-
ставляється разом з хіміотерапевтичним препара-
том метотрексатом. Посилення генів DHFR в клі-
тинах, які резистентні до метотрексата (МТХ),
було добре встановлено [див., напр., F. W. Alt, et
al., J. Biol. Chem. 253:1357-1370 (1978); J. L. Hamlin
та С. Ma, Biochem. et Biophys. Acta 1097:107-143
(1990); та Μ.J. Page та Μ.A. Sydenham,
Biotechnology 9:64-68 (1991)]. Вирощування клітин
у зростаючих концентраціях МТХ розвивається
резистентність до препарата внаслідок надвироб-
ництва цільового фермента, DHFR, в результаті
посилення гена DHFR. Якщо другий ген пов'язаний
з геном DHFR, то він зазвичай також посилюється і
надмірно експресується. В науці відомо, що такий
підхід може використовуватися для розвитку клі-
тинних ліній, що несуть понад 1000 копій посиле-
ного гена(-ів). В подальшому, коли метотрексат
видаляється, отримуються клітинні лінії, які міс-
тять посилений ген, інтегрований в одну або біль-
ше хромосом клітини господаря.

Для експресії зацікавленого гена плазміда рС4
містить потужний промоутер довготермінального
повторення (LTR) віруса саркоми Роуза [Cullen, et
al., Molec. Cell. Biol. 5:438-447 (1985)] плюс фраг-
мент, що ізольований з покращувача негайного
раннього гена людського цитомегаловіруса (CMV)
[Boshart, et al., Cell 41:521-530 (1985)]. Нижче про-
моутера знаходяться обмежувальні сайти ферме-
нтативного розщеплення BamHI, Xbal та Asp718,
що дозволяє інтеграцію генів.  Окрім цих клоную-
чих сайтів плазміда містить інтрон 3' та поліадени-
лаційний сайт препроінсулінового гена щура. Для
експресії також можуть бути використані інші висо-
коефективні промоутери, напр., людський b-
актиновий промоутер, ранній або пізній промоуте-
ри SV40 або довго-термінальні повторення з інших
ретровірусів, напр., HIV та HTLVI. Для експресії
подвійного інтегрина у керований спосіб в клітинах
ссавців можуть бути використані системи експресії
генів Clontech Tet-Off і Tet-On та сході системи [М.
Gossen та Н. Bujard, Proc. Natl. Acad. Sei. USA 89:
5547-5551 (1992)]. Для поліаденилації мРНК мо-
жуть також використовуватися інші сигнали, напр.,
з генів людського гормону росту або глобіну. Ста-

більні клітинні лінії,  що несуть зацікавлений ген
інтегрований в хромосоми, також можуть бути ві-
дібрані по ко-трансфікуванні з обраним маркером,
таким як gpt, G418 або гігроміцин. Використанню
більше, ніж одного обраного маркера на початку,
напр., G418 та метотрексату, має переваги.

Плазміда рС4 розщеплюється рестриктивними
ферментами і потім дефосфорилюється з викори-
станням інтестинальної фосфатази теляти, що
виготовляється відомими виробниками. Вектор
потім ізолюється з 1% агарозного геля.

Використана послідовність ДНК, що кодує по-
вне інтегринове антитіло, відповідає варіабельним
регіонам НС та LC подвійного інтегринового анти-
тіла даного винаходу згідно з етапами відомого
методу. В цьому також використовується ізольо-
вана нуклеїнова кислота, що кодує відповідний
людський постійний регіон (тобто, регіони НС та
LC).

Ізольований варіабельний та постійний регіон
кодуючої ДНК та дефосфорильований вектор піс-
ля цього зв'язуються Т4 ДНК лігазою. Потім
трансформуються клітини Е. соli НВ101 або XL-1
Blue та ідентифікується бактерія, яка містить фра-
гмент, що вставлений у плазміду рС4, з викорис-
танням, наприклад, рестриктивного ферментного
аналізу.

Клітини яєчників китайських хом'ячків (СНО), у
котрих відсутній активний ген DHFR, використову-
ються для трансфікування. 5mг експресії плазміди
рС4 котрансфікується з 0,5mг плазміди pSV2-neo з
використанням ліпофектина. Плазміда pSV2neo
містить домінантний маркер, що обирається, ген
пео з Тn5, що кодує фермент, який надає резисте-
нтність до групи антибіотиків, включаючи G418.
Клітини висіваються в alpha  minus  MEM  з 1mг/мл
G418. Через 2 дні, клітини трипсинузються та висі-
ваються в гібридомо-клонуючі пластини (Greiner,
Німеччина) в alpha minus MEM з 10, 25 або 50
mг/мл метотрексата плюс 1mг/мл G418. Через при-
близно 10-14 днів прості клони трипсинізуються і
потім висіваються у 6-лункові чашки Петрі або 10
мл колби з використанням різних концентрацій
метотрексата (50 нМ, 100 нМ, 200 нМ, 400 нМ, 800
нМ). Клони, що вирощуються при найвищих кон-
центраціях метотрексату, потім переносяться в
нові 6-лункові пластини, що містять навіть вищі
концентрації метотрексата (1 мМ, 2 мМ, 5 мМ, 10
мМ, 20 мМ). Така ж процедура повторюється доти,
доки не отримаються клони, що ростуть при кон-
центрації 100-200 мМ. Експресія бажаного генного
продукта аналізується, наприклад, за допомогою
SDS-PAGE та Western blot або за допомогою ре-
версивно-фазового аналізу HPLC.

Приклад 2: Метод виробництва та характери-
зації, як одним із прикладів, повністю людського
подвійного інтегринового антитіла

Резюме. Гібридні миші (CBA/JхC57/BL6/J) F2
[Taylor et al., International Immunology 6:579-591
(1993); Lonberg et al., Nature 368:856-859 (1994);
Neuberger, Nature Biotechnology 14:826 (1996);
Fishwild et al., Nature Biotechnology 14:845-851
(1996)], що містить людські трансгени варіабель-
ного та постійного регіона антитіла як для важких,
так і для легких люанцюгів, були імуннізовані люд-
ським плацентраним aVb3. Одне злиття надає 2
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повністю людських aVb3 реактивних моноклона-
льних антитіл IgGlк, що називаються Gen0.95 та
GenO.101. В подальшому були характеризовані
повністю людські анти-aVb3 антитіла і обидва во-
ни були виявлені як реактивні до гетеродимерів
aVb3 та aVb5,  що свідчить про специфічність для
загальних альфа ланцюгів обох молекул. Одне
Мат, GenO.95, що також відоме як CNTO 95, при-
гнічує зв'язування як aVb3,  так і aVb5, з вібронек-
тином при аналізах, що базуються на клітинах.

Скорочення:
BSA - коров'ячий сиворотковий альбумін
СО2 - диоксид вуглецю
DMTO - диметил сульфоксид
ELA - імунноферментний аналіз
FBS - фетальна коров'яча сиворотка
Н2О2 - пероксид водню
НС - важкий ланцюг
HRP - пероксидаза хріну
Ig - імунноглобулін
IP - інтраперитонеальний
IV - внутрівенний
Mab - моноклональне антитіло
OD - оптична густина
OPD - о-Фениленедіаміна дигідрохлорид
PEG - поліетиленгліколь
PSA - пеніцилін, стрептоміцин, амфотерицин
RT - кімнатна температура
SQ - підшкірний
TBS - буферний сольовий розчин
ν/ν - об'єм на об'єм
w/v - вага на об'єм
Введення:
Ми використовували трансгенних мишей, що

містять гени людських важких та легких ланцюгів
імунноглобулінів, для генерації повністю людських
моноклональних антитіл, що є специфічними до
інтегринів aV. Ці нові антитіла можуть використо-
вуватися терапевтично для пригнічення ангіоген-
ного процесу за допомогою блокади зв'язування
інтегринів aV з їхніми відповідними лігандами ЕСМ
та забезпечення додаткових засобів для лікування
різноманітних видів раку.

Матеріали і методи
Тварини
Трансгенні миші, які були розроблені

GenPharm International, виробляють людські імун-
ноглобуліни,  а не мишині IgM  чи Igк.  Ці миші міс-
тять людську трансгенну послідовність, яка прохо-
дить V(D)J приєднання, важко-ланцюгове класове
включення та соматичну мутацію, для генерації
великої кількості людських імунноглобулінів [Taylor
et al., International Immunology 6:579-591 (1993)].
Трансген легкого ланцюга частково походить з
дріжджевого штучного хромосомного клону, що
включає приблизно половину ембіронального
людського регіону Vк. На додаток до декількох
генів VH, важколанцюговий (НС) трансген кодує як
людський m та людський g1 [Lonberg et al., Nature
368:856-859 (1994)] та/або g3  постійні регіони.  В
процесах імуннізації та злиття для отримання цих
моноклональних антитіл використовувалися миші
з генотипічного роду НС012.

Очищення людського aVb3

Людська плацента (подрібнена з використан-
ням м'ясорубки) або клітини М21 людської мела-
номи, що експресують інтегрин aVb3, були екстра-
говані за допомогою сольового розчину, який
містить 20 мМ Tris pH 7,5, 1 мМ СаСl2, 1 мМ МnСl2,
100 мМ октилтіоглюкозида (OTG від Pierce), 0,05%
натрія азида та 1 мМ фенілметилсульфонил фто-
ра (Sigma). Суміш помішувалася протягом 1 год
при кімнатній температурі і очищувалася за допо-
могою центрифугування при 10000xg. Верхній шар
з плацентраного екстракта було поміщено в коло-
нку афіності, що містить Mab 10E5 поєднане з се-
фарозою (Pharmacia) для видалення GP ІIb/ІІІа і
черезпотокова фракція була додана до колонки
афіності, що містить Mab c7E3 Fab поєднане з
сефарозою (Pharmacia) для зв'язування aVb3.
Колонка с7Е3 була відмита з PBS, що містить 1
мМ СаСl2, 1 мМ МnСl2 та 0,1% OTG, а потім 0,1 мМ
ацетату натрія pH 4,5, 1 мМ СаСl2, 1 мМ МnСl2 та
0,1% OTG, pH 3,0. Колонка була елюювана 0,1 мМ
гліцина, 2% ацетовою кислотою, 1 мМ СаСl2, 1 мМ
МnСl2 та 0,1% OTG. Екстракт, що містить очищені
aVb3 було нейтралізовано з використанням 2М
Tris pH 8,5. Очищення препаратів було досліджено
за допомогою аналізу SDS-PAGE та ELISA для
виключення забруднення GP ІIb/ІІІа [Wayner, et al.,
J. Cell Biol. 113: 919-929 (1991)].

Імуннізації
Хірургічно кастровані миші чоловічої статі ві-

ком 15-17 тижнів отримані від GenPharm були іму-
ннізовані IP (200mл)  та у 2  місцях SQ  (100mл на
місце)  з всього 20 mг плацентарного aVb3 (почат-
кова V фракція, JG21197), емульсифікованого з
однаковим об'ємом повного ад'юванта Фройнда
(день 0). Через 2 тижні миші імуннізовувалися у
такий же спосіб з aVb3 емульсифікованого з одна-
ковим об'ємом неповного ад'юванта Фройнда. На
28, 42 та 56 день виконувалися 10mг IP/10mг SQ
ін'єкції неповного ад'юванта Фройнда. На 42 та 56
дні у мишей бралася кров за допомогою ретроор-
бітальної пункції без антикоагулянтів. Кров згорта-
лася при RT протягом ї години, а потім відбирала-
ся сиворотка і вона титрувалася з aVb3
твердофазового ЕІА аналізу. Синтез, під назвою
GenO, виконувався, коли повторні ін'єкції не ви-
кликали підвищення титрів. В цей період часу,
мишам з титром специфічних людських IgG 1:1280
проти aVb3 вводилася остання IV ін'єкція 10mг
aVb3 розведеного в 100mл фізіологічного розчину.
Через 3 дні, миші умертвлялися за допомогою
цервікальної дислокації і у них асептично видаля-
лася селезінка та поміщалася в 10 мл холодного
фосфатного буферного сольового розчину (PBS),
що містить 100 Од/мл пеніциліна, 100mг/мл стреп-
томіцина та 0,25mг/мл амфотерицина В (PSA).
Спленоцити відбиралися за допомогою стерильної
перфузії селезінки за допомогою PSA-PBS. Кліти-
ни були відмиті один раз у холодному PSA-PBS,
підраховані з використанням виключення синього
фарбника Тrіраn та ресуспендовані в RPMI1640
середовищі, що містить 25 мМ Hepes.

Клітинні лінії
Несекретуючий мишиний мієломний зливний

партнер, SP2/0 був отриманий групою Cell Biology
Services (CBS) 9-1-93. Клітинна лінія була пошире-
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на у aсМЕМ (модифікованому) середовищі (JRH
Biosciences) з умістом 10% (v/v) FBS (Cell Culture
Labs), 1 мМ натрію піруват, 0,1 мМ NEAA, 2 м М L-
глютаміну (всі від JRH Biosciences) та криоконсер-
вована у 95% FBS та 5% DMSO (Sigma), потім
збережена парофазовому ріинноазотному холо-
дильнику в CBS. Клітинний банк був стерильним
(Qulaity Control Centocor, Malvern) та не містив мі-
коплазму (Bionique Laboratories). Клітини підтри-
мувалися в фазовій культурі до злиття. Вони від-
мивалися у PBS, підраховувалися та визначалася
їхня життєздатність (>95%) за допомогою виклю-
чення трипанового синього барвника до злиття.

Клітинна лінія М21, людська меланома, що
експресує інтегрини aVb3 та aVb5, була поширена
та криоконсервована. В Cell Biology Services було
отримано 10-ампульний дослідницький клітинний
банк, який зберігався у рідинному азоті. Клітинний
банк був стерильним та вільним від мікоплазми
(Bionique Laboratories). Клітинна лінія
MDAMB435L2, людська карцинома грудей, що бу-
ла подарована д-ром Janet Price (MD Anderson,
Houston TX), експресує інтегрин aVb3. Клітинна
лінія була криоконсервована у Cell Biology
Services. Клітинний банк був стерильним та віль-
ним від мікоплазми (Bionique Laboratories). Клітини
М21 та MDAMB435L2 були розморожені, поширені
у відповідному середовищі та підтримувалися у
фазовому стані протягом кількох днів до викорис-
тання біоаналізів або дозволялося їхнє скопичення
для досягнення очищення протеїна aVb3 (клітини
М21).

Клітинне злиття
Було виконано злиття у співвідношенні 1:1 клі-

тини мишиної мієломи (SP2/0) з життєздатними
клітинами селезінки. Коротко, клітини селезінки та
клітини мієломи були спільно гранульовані. Грану-
ла була повільно ресуспендована, протягом 30
секунд, в 1 мл 50% (w/v) розчину PEG/PBS (моле-
кулярна вага PEG 3000, Sigma) при 37°С. Злиття
було припинене при повільному додаванні 1 мл
PBS Далбекко (JRH) (37°С) протягом 1 хвилини.
Додаткові 19 мл PBS були додані протягом насту-
пних 90 секунд. Зливні клітини було відцентрифу-
говано протягом 5 хвилин при 750 обер-
тах/хвилину. Клітини було потім ресуспендовано у
середовищі HAT (aМЕМ середовище, що містить
20% фетальну коров'ячу сиворотку (JRH), 1 мМ
натрія піруват, 2 мМ L-глютаміна, 0,1 мМ неесен-
ціальних амінокислот, 10 mг/мл гентаміцина, 2,5%
культуруючого додатка Origen (Fisher), 50 mΜ 2-
меркаптоетанола, 100 mΜ гіпоксантина, 0,4 mΜ
аміноптерина та 16 mΜ тимідина), а потім розподі-
лено по 200 mл/лунку в тринадцяти 96-лункових
плоскодонних пластинах для клітинних культур.
Пластини потім було поміщено у зволожуючий
37°С інкубатор, що містить 5% СО2 та 95% повітря
на 7-10 днів.

Визначення людських IgG анти-aVb3 антитіл у
мишинній сиворотці

Для скринінгу мишиної сиворотки на людські
IgG антитіла специфічні до людського aVb3 було
використано твердофазовий ЕІА. Коротко, пласти-
ни були покриті PBS при концентрації aVb3 1 mг/мл
на ніч. Після відмивання 0,15 Μ сольового розчи-

ну, що містить 0,02% (v/v) Tween 20, лунки були
блоковані 1% (w/v) BSA у HBSS Са++ та Mg++, 200
mл/лунку на 1 годину при RT. Пластини використо-
вувалися відразу або заморжувалися при -20°С
для майбутнього використання. Мишина сиворотка
інкубувалася у подвійному розчиненні на пласти-
нах покритих aVb3 з концентрацією 50mл/лунку
при RT протягом 1 години. Пластини відмивалися,
а потім оброблялися 50 mл/лyнкy HRP-міченими Fc
специфічними козлиними антилюдськими IgG
(Accurate) розведеними 1:30000 у 1% BSA-PBS
протягом 1 год при RT. Пластини потім знову від-
мивалися та додавали 100 mл/лyнкy розчину суб-
страта цитрат-фосфату (0,1 Μ лимонної кислоти
та 0,2 Μ фосфату натрія, 0,01% Н2О2 та 1 мг/мл
OPD)  на 15  хвилин при RT.  Зупиняючий розчин
(4Ν сірчана кислота) додавався у концентрації 25
mл/лунку та OD визначався при 490 нм за допомо-
гою автоматичного спектрофотометра.

Визначення повністю людських імунноглобулі-
нів у верхньому шарі гібридоми

Оскільки миші GenPharm спроможні генерува-
ти як мишині, так і людські, імунноглобулінові лан-
цюги, при використанні двох окремих систем ЕІА
було визначено росто-позитивні гібридоми, що
секретують повністю людські імунноглобуліни.
Пластини були покриті, як це описано вище, та
нерозведений верхній шар гібридоми інкубувався
на пластинах протягом 1 години при 37°С. Плас-
тини були відмиті та оброблені або з HRP-міченим
козлиним антилюдським антитілом каппа (Southern
Biotech) розведеним 1:10000 у 1% BSA-HBSS або
HRP-міченим козлиним анти-людським IgG Fc
специфічним антитілом розведеним до 1:30000 у
1% BSA-HBSS протягом 1 години при 37°С. Плас-
тини потім інкубувалися з субстратним розчином,
як це було описано вище.

Ізотипування
Ізотипне визначення антитіл було виконано з

використанням ЕІА в такому ж форматі, що вико-
ристовувався для скринінгу мишиної імунної сиво-
ротки на специфічні титри. aVb3 наносився на 96-
лункові пластини, як це було описано вище, та
очищене антитіло в концентрації 2mг/мл інкубува-
лося на пластині протягом 1 години при RT. Плас-
тина відмивалася та оброблялася HRP-міченим
козлиним анти-людським IgG1 (Binding Site) або
HRP-міченим козлиним анти-людським IgG3 роз-
веденим при 1:4000 (Zymed) у 1% BSA-HBSS про-
тягом 1  години при RT.  Пластина була знову від-
мита та інкубована з субстратним розчином, як
описано вище.

Зв'язуючі характеристики людських монокло-
нальних антитіл при ЕІА

Зв'язуючі характеристики для антитіл оціню-
валися з використанням ЕІА захоплення aVb3.
Пластини типу Linbro були покриті aVb3 у концен-
трації 1 mг/мл у TBS з 2 мМ кальція на ніч при 4°С.
Пластини були відмиті та блоковані TBS/ 1%
BSА/кальцій принаймні протягом 1 години при кім-
натній температурі. Очищені антитіла інкубували-
ся у подвійному розчиненні від стартової концент-
рації 2 mг/мл.  Пластини були відмиті та до них
додано кон'юговані антитіла (HRP-мічений козлині
анти-людські IgG Fc при 1:30000) та інкубовані на
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пластинах протягом 1 години при кімнатній темпе-
ратурі. Пластини були відмиті, в лунки було дода-
но субстрат OPD. Пластини були проаналізовані
за допомогою автоматичного спектрофотометра.

Конкуренція зв'язування GenO95 з клітинами
М21 різними комерційними анти-інтегриновими Μ
ab

Клітини М21 були трипсинізовані з культурних
колб, відмиті та ресуспендовані в HBSS/кальцій до
2х106 клітин/мл. GenO95 був попередньо поміче-
ний FITC-козлиними анти-людськимиТс (Jackson)
протягом 30 хвилин при RT. 10X концентрації 200
mг/мл або 20 mг/мл GenO95 інкубувалися з FITC-
козлиними анти-людськими IgG у концентрації 250
mг/мл. Клітини М21 у концентраціях кратних 100 mл
(2x105 клітин)  інкубувалися з 12 mл 10Х GenO95 у
високих (остаточно 20 mг/мл) та низьких (остаточ-
но 2 mг/мл) концентраціях ± 12mл таких мишиних
антитіл: m7E3 IgG, анти-aVb3 (клон LM609,
Chemicon), анти-aVb5 (клон P1F6, Gibco), анти-b3
(Chemicon, АМАС) або анти-aV (клон VNR139,
Gibco) антитілами (у концентрації 20 mг/мл) пртя-
гом 45 хвилин при 37°С.  З кожної пробірки було
взято кратну частину (для дво-кольорного аналі-
зу), а решту було фіксовано з 1% параформальде-
гідом та проаналізовано на потоковму цитометрі.
Для дво-кольорного аналізу, кратна частина (50mл)
інкубувалася з РЕ-козлини антимишиними IgG
протягом 30 хвилини при RT до мічених мишиних
анти-aVb3, анти-aVb5, анти-b3 або анти-aV для
дво-кольорного аналізу. Всі пробірки були фіксо-
вані з 1% параформальдегідом.

Пригнічення aVb3- або aVb5-залежної М21-
або MDAМВ435L2-клітинної адгезії з пластинами
покритими вібронектином за допомогою
aVb3/aVb5 специфічних Маb

Пластини типу Linbro були покриті на 1 годину
при кімнатній температурі 50 (іл/лунку вібронекти-
ном (Collaborative, Becton Dickinson) у концентрації
5 mг/мл у TBS з 2 мМ кальція. Пластини були від-
миті HBSS/кальцій та блоковані TBS, що містить 2
мМ кальція та 1% BSA протягом 30 хвилин при RT.
Клітини М21 були трипсинізовані, одноразово від-
миті з середовищем, що містить FCS, та ресуспе-
ндовані у 3 мл HBSS без кальцію. Всі відмивки
виконувалися за допомогою 10 хвилиного обер-
тання при 1000 обертах/хвилину в настільній
центрифузі Sorvall. Для флюоресцентного мічення
клітин, до них додавався кальцеїн (Molecular
Probes) (5 мг/мл у DMSO) до остаточної концент-
рації 100 mг/мл у 50 мл конічних пробірках (оберну-
тих фольгою). Клітини були інкубовані протягом
10-15 хвилин при 37°С. Кальцеїн-мічені клітини
були одноразово відмиті з HBSS та ресуспендова-
ні у HBSS,  доповненим 0,1% BSA  та 1  мМ MgCl2.
Антитіла були титровані (14-разована серія розве-
день) у HBSS/0,1% BSA/2 мМ кальція при 10Х ос-
таточній концентрації. Клітини (300mл при 7,5  х
106/мл) були попередньо інкубовані з титрацією
антитіл (37mл 10Χ розчину) ± анти-aVb5 (P1F6)
асцит (Chemicon) (37mл 1:600 (10Х)) протягом 15
хв при 37°С. Клітинно-антитільна суміш додавала-
ся до пластин, покритих вібронектином, у концент-
рації 100 цл/лунку тричі (приблизно 6 х 105 клі-
тин/лунку). Пластини були інкубовані протягом 45

хвилин при 37°С. Незв'язані клітини виділялися за
допомогою двох відмивок з HBSS/кальцієм (150
mл/лунку). 100 mл HBSS/кальцій додавався до кож-
ної лунки і пластини аналізувалися на Fluoroskan
при 485-538 нм.

При окремому аналізі клітини людської карци-
номи грудей MDAMB435L2 були вирощені з версе-
ном та суспндовані у безсиворотковому середо-
вищі у концентрації 500000 клітин/мл та інкубовані
з різноманітними концентраціями GenO95. Після
10 хвилин інкубації суспензія пухлинних клітин
(100 mл) додавалася до пластин типу Linbro покри-
тих вібронектином (10 mг/мл)  та інкубовані при
37°С. Через 1 годину, лунуки були тричі відмиті з
безсиворотковим середовищем (200 mл/відмивку)
та до кожної лунки було додано фарбник Cell Titer
AQ на основі MIT (Promega). Ступінь клітинної ад-
гезії було визначено на аналізаторі пластин ELISA,
де OD490 нм є прямопропорційним клітиній адге-
зії.

Визначення Са++ залежності для зв'язування
анти-людських"V$3/"V$5 Mab з їхніми лігандами

Для визначення катіонної залежності при зв'я-
зуванні CNTO 95  та С372  з "V$3 або "V$5, вико-
ристовувалася рідиннофазовий ЕІА. На пластини
ЕІА (Corning) було нанесено CNTO 95, С372, с7Е3
або LM609 IgG Mab у концентрації 10 г/мл з по-
криттям карбонатним буфером на ніч при 4°С.
Пластини були блоковані 1% BSA розведеним у
HBSS за присутності чи відсутності 2 мМ Са++ при-
наймні на 1 годину при 37°С. Подвійні розчини
"V$3 (log JG52599) або "V$5 (Chemicon) почина-
ючи з 10 г/мл були попередньо інкубовані з 50 мМ
EDTA (Sigma) у 1% BSA/HBSS без Са++ або з 1%
BSA/HBSS з Са++ протягом 30 хвилин при 37°С.
Суміші потім були додані до пластин і інкубовані
протягом 30 хвилин при 37°С. Пластини потім бу-
ли відмиті та було додано неконкуруючі Mab до
таких пластин як:  пластини покриті CNTO  95,
С372, с7Е3 для визначення зв'язування "V$3, Mab
LM609 додавалося у концентрації 20 г/мл у 1%
BSA/HBSS " Са++; до пластин покритих LM609 для
визначення зв'язування "V$3, Mab CNTO 95 дода-
валося у концентрації 20 г/мл у 1% BSA/HBSS "
Ca++; до пластин покритих CNTO 95, С372, с7Е3
для визначення зв'язування "V$5, додавалося
Mab VNR139 (Gibco) у концентрації 10 г/мл у 1%
BSA/HBSS " Са++ та інкубовано протягом 30 хви-
лин при 37°С. Пластини були відмиті, було додано
субстрат OPD та вимірювалося OD 490, як це опи-
сувалося раніше.

Результати та обговорення
Створення повністю людських анти-людських

aVb3 інтегринових моноклональних антитіл
Одне злиття, під назвою GenO, було виконано

з мишей GenPharm, імуннізованих протеїном
aVb3. З цього злиття, було відібрано 129 росто-
позитивних гібридів. Було ідентифіковано дві клі-
тинні лінії гібридом, які секретують повністю люд-
ські IgG  антитіла,  що реактивні з людським aVb3.
Ці дві клітинні лінії, GenO.95.9.12 та GenO.
101.17.22, кожна з яких секретує імунноглобуліни
людського IgG1к ізотипу та обидві були субклоно-
вані двічі за допомогою обмеженого розведення
для отримання стабільних клітинних ліній (>90%
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гомогенності). GenO.95.91.12 було надано С-код
#CNTO 95 і GenO. 101.17.22 було надано С-код
#С372А. Кожна з цих клітинних ліній була заморо-
жена у 12-ампульному дослідницькому клітинному
банкові, що зберігається у LN2.

Зв'язуючі характеристики людських монокло-
нальних антитіл при ЕІА

Аналіз ELISA підтвердив, що очищене антиті-
ло з двох гібридом, CNTO 95 та С372А, зв'язує
aVb3 в концентраціє-залежний спосіб. На рисунку
1 показано результати відносної зв'язуючої ефек-
тивності антитіл. 50-відсоткове зв'язування дося-
гається при 0,07 та 0,7mг/мл для С372А та CNTO
95, відповідно. При тому ж аналізі, с7Е3 IgG пока-
зали 50-відсоткове максимальне зв'язування при
0,07 mг/мл.

Конкуренція зв'язування Mab GenO95 з
клітинами М21 за допомогою комерційно доступ-
них анти-інтегринових Mab

За допомогою одно-колірного аналізу, жодне з
мишиних анти-aVb3, aHTH-aVb5, анти-b3 або анти-a
антитіл не конкурували з CNTO 95 при зв'язуванні
з клітинами М21 (таблиця 1). Цей експеримент
дозволив показати, що CNTO 95 зв'язується з клі-
тинами М21 у дозозалежний спосіб. Дво-колірний
аналіз показав, що мишині анти-aVb3, анти-aVb5,
анти-b3 або анти-a антитіла здатні зв'язуватися з
клітинами М21 (дані не показано).

Таблиця 1: Конкуренція зв'язування Mab
GenO95 з клітинами М21 за допомогою мишиних
анти-інтегринових Mab

Пригнічення aVb3- або avb5-залежної М21-
або МДАМВ435L2-клітинної адгезії з пластинами
покритими вібронектином за допомогою avb3/avb5
специфічних Mab

Клітини М21 адгезують на пластинах покритих
вібронектином у avb3- або avb5-залежний спосіб.
Таким чином, для повного пригнічення М21-
клітинної адгезії до пластин покритих вібронекти-
ном необхідна блокада як avb3, так і avb5. C372A
не пригнічує М21-клітинну адгезію за присутності
чи відсутності P1F6, анти-avb5 асциту (рисунок 2).
GenO95 (CNTO 95) повністю пригнічує М21-
клітинну адгезію до пластин покритих вібронекти-
ном як з, так і без анти-aVb5 (P1F6) асциту, що вка-
зує, що антитіло блокує як avb3, так і avb5. В якос-
ті контролю для параметрів аналізу, було
включено ReoPro (c7E3 Fab), що блокує avb3 (на
додаток до GPIIb/IIIa). Саме ReoPro тільки частко-
во пригнічує М21-клітинну адгезію, ReoPro за при-
сутності анти-aVb5 (P1F6) асциту повністю пригні-
чує адгезію, на що вказує зв'язування клітин М21 з
вібронектином через як aVb3, так і aVb5 інтегрини.
Дані були нормалізовані по відсотку максимально-
го М21-клітинного зв'язування за відсутності анта-
гоніста +/- анти-avb5 (P1F6) асциту. Для титрації
антагоністу без P1F6, дані було нормалізовано по

максимальному зв'язуванню клітин М21 за відсут-
ності антагоністу P1F6.

Для титрації антагоніста за присутності P1F6,
дані було нормалізовано по максимальному зв'я-
зуванню за відсутності антагоніста, але за присут-
ності P1F6. Дані було відображено у графічному
вигляді як відсоток максимального зв'язування
(без антитіла) та у вигляді нелінійної регресії вико-
наної з використанням GraphPad Prism.

GenO95 також показали здатність повністю
пригнічувати адгезію клітин MDAMB435L2 до віб-
ронектина при мінімальній концентрації 1,5 mг/мл
(рисунок 3). Ці дані, у комбінації з даними, які вка-
зують на пригнічення адгезії клітин М21, підтвер-
джують здатність GenO95 функціонально пригні-
чувати avb3 та/або avb5 рецепторну взаємодію з
вібронектином.

Визначення Са++ залежності для зв'язування
анти-людських"V$3/"V$5 Mab з їхніми лігандами

Відомо, що присутність катіона кальція необ-
хідна для зв'язування Mab c7E3 з "V$3 і не потрі-
бна для зв'язування Mab LM609 з aVb3,  як це по-
казано на рисунках 4с і 4d, відповідно. Цей
експеримент було проведено для оцінки того чи
буде кальцієва залежність також впливати на зв'я-
зуючі характеристики CNTO 95 або С372 для інте-
гринів "V$3 і "V$5. У форматі аналізу було внесе-
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но надмірну концентрацію EDTA для хелатування
Са,  що був присутній у зв'язуючій кишені інтегри-
нових гетеродимерів, і, таким чином, зв'язування
оцінювалося за відсутності катіона. Було встанов-
лено, що зв'язування CNTO 95 та С372 з "V$3 не
залежить від присутності Са (рисунко 4а, 4b). Те ж
саме є правдивим для зв'язування CNTO 95 з
"V$5,  але,  однак,  не є таким для "V$5 (рисунок
4е, 4f), оскільки зв'язування збільшується за при-
сутності Са.

Висновок
Злиття GenO було виконано з використанням

спленоцитів гібридних мишей, що містять трансге-
ни людського варіабельного та постійного регіонів
антитіла, які були імуннізовані людським aVb3.
Було створено повністю людські aVb3 реактивні
IgG моноклональні антитіла ізотипу IgGlк. Ці Mab
були в подальшому охарактеризовані та було
встановлено, що вони зв'язують як aVb3,  так і
aVb5 інтегрини. Було показано, що зв'язування
двох Mab є кальцій-незалежним для "V$3 і каль-
цій-залежним для "V$5  тільки для зв'язування
С372. Більш того, одне Mab, GenO95 (CNTO 95),
спроможне повністю

Клітини A375S2, клітинна лінія людської мела-
номи, що експресує інтегрини aVb5 та aVb5, були
культуровані в мінімальному середовищі Dulbecco
(DMEM), що містить 10% фетальну коров'ячу си-
воротку (FBS, Cell Culture Labs), 1 мМ натрія піру-
вата, 0,1 мМ неесенціальних амінокислот та 2 мМ
L-глютаміна (всі від JRH Biosciences).

Клітини НТ29, клітинна лінія людської карци-
номи товстого кишківника, що експресує інтегрини

aVb5 та мінімум aVb3, отримана від д-ра J.
Jakubowski (Eli Lilly, Inc.), культирувалися у сере-
довищі RPMI (JRH Biosciences), що містить 10%
FBS, 1 мМ натрія піруват, 0,1 мМ неесенціальних
амінокислот та 2 мМ L-глютаміна. Інтегрини

aVb3 серія JG22499 був очищений Centocor з
людської плаценти. Інша серія інтегрина aVb3 (ок-
тилова версія, серія 19100991) був придбаний у
Chemicon. aVb5 (версія Triton, серія 20030055, се-
рія 1910990 та октилова версія, серія 19060747)
було придбано у Chemicon.

Антитіла
GenO.95 був очищений з поверхневого шару

після центрифугування клітинної культури за до-
помогою хроматографії Протеїна A. ReoPro було
вироблено у Centocor, Inc. LM609, мишине анти-
людське aVb3 антитіло, (1976ZK, серія 20020559 та
серія 1910329) та P1F6, мишине анти-людське
антитіло aVb5 (1961 Р-К, серія 17110560) були при-
дбані у Chemicon.

Радіомітки
Антитіла були помічені ізотопом 125-I Na

(Amersham, IL) з використанням Iodobeads (Pierce
Chemicals, IL) до специфічної активності 1-2
mΚi/мг. Концентрація антитіла (мг/мл) була визна-
чена шляхом ділення абсорбції (OD/мл) при 280
нм на 1,4. Специфічна активність йодинованого
антитіла була визначена шляхом розведення ан-
титіла та підрахунку кратності в гамма-лічильнику
або Topcounter (Packard).

Специфічна активність (срm/mг) = срm/об'єм (мл) х фактор розведення
                             концентрація (mг/мл визначений при реєстрації OD280)

Аналіз зв'язування пластин покритих інтегри-
ном
Інтегрин aVb3 або aVb5 були розведені до 1

mг/мл в Tris-буферному сольовому розчині (TBS,
10 мМ Tris, 100 мМ NaCl, pH 7,5), що містить 2 мМ
кальція хлорида (TBS/Ca++), та внесений по 50 mл
на лунку на 96-лункові полістеренові пластини
типу Linbro (Flow/ICN) на ніч на 4°С. Пластини бу-
ли відмиті TBS/Ca++ та блоковані 1% коров'ячим
сиворотковим альбуміном (BSA) у TBS/Ca++ протя-
гом 1 год при кімнатній температурі. 50 мікролітрів
розведеного антитіла було додано тричі до покри-
тих лінок та інкубовано протяго 2 год при 37°С.
Після трьох відмивок з TBS-Tween буфером (TBS
+ 0,1% Tween 20), було додано пероксидазо-
кон'юговані козлині анти-людські IgG F(ab')2 (H+L,
Jackson серія 16869), при 1:40:000 розведенні в
1% BSA-TBS та інкубовано протягом 1 год при
кімнатній температурі. Пластини були відмиті тричі
та оброблені о-фениленедіамін дигідрохлоридним
субстратним розчином (OPD, Sigma), що містить
0,1 Μ лимонної кислоти, 0,2 Μ натрія фосфата,
0,01% Н2О2 та 1 мг/мл OPD. Кольорова обробка
була припинена після 15 хв при кімнатній темпе-
ратурі з 0,3  N  H2SO4 та пластини були досліджені
при OD490 нм у аналізаторі пластин Molecular
Dynamics.

Криві зв'язування були створені за допомогою
GraphPad PRISM (версія 3, GraphPad Software):
Результати були виражені у % макймального зв'я-
зування значення статурації. КD, константа дисоці-
ації зв'язування (виражається у М) була визначена
за допомогою нелінійної регресії даних з викорис-
танням PRISM.

Клітинно-зв'язуючий аналіз
50 мікролітрів розведеного радіоміченного ан-

титіла в 2% RPMI середовищі, що містить 2% ко-
ров'ячий сиворотковий альбумін (JRH Biosciences)
було додано тричі до клітин, що з'єднуються, куль-
турованих у 96-лунковій тканинно-культурній плас-
тині (Packard). Клітини були інкубовані протягом
1,5 год при 37°С; м'яко відмиті тричі за допомогою
буферного сольового розчину Hanks, що містить
кальцій та магній (HBS++, JRH Biosciences) і потім
аспіровані. В кожну лунку було додано 100 мікро-
літрів Mycosinct 20 (Packard) і було оцінено кліти-
но-зв'язуючу радіоактивність у TopCounter
(Packard).

Для визначення неспецифічного зв'язування,
було проведено експеримент з таким же набором
розведень за присутності 100-разового надлишку
немічених антитіл.

Для визначення кількості клітин, розташованих
у кожній лунці,  клітини з кількох лунок були вида-
лені за допомогою трипсину, зібрані та підраховані
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під мікроскопом. Кількість рецепторів на клітину вираховувалася таким чином:

Кількість рецепторів /клітину = специфічне зв'язування срmx6,023x1023молекул/моль
                специфічна активнсть (срm/г) x мол.вага (г/моль) х к-сть клітин

Вmах, максимальна кількіст зв'язуючих місць
на клітину, та Kd були визначені шляхом нелінійної
регресії даних з використанням PRISM.

Результати та обговорення
Визначення значень зв'язуючої афіності було

виконано за допомогою вимірювання зв'язування
різних концентрацій GenO.95 (та ReoPro) з очище-
ними інтегринами aVb3 і aVb5 та з клітинною повер-
хнею у балансі. Криві сатурації зв'язування були
прямокутними гіперболами, що свідчить про одно-
рецепторне зв'язуюче місце для GenO.95 та
ReoPro (рис.5-6; Motulsky H, 1999). Аналіз цих да-
них сатурації зв'язування (інколи називаються екс-
периментами Scatchard) були виконані з викорис-
танням нелінійної регресії одно-місцевої гіперболи
в PRISM для отримання афіності, Кd та кількості
рецепторів, Bmax (Molutsky Η, 1999).

Було використано декілька серій GenO.95,
ReoPro та очищених інтегринів для забезпечення
акуратного визначення значень зв'язуючої афінос-
ті. Криві сатурації зв'язування GenO.95 на пласти-
нах покритих aVb3 (рис.  5А)  та кривих зв'язування
ReoPro на пластинах покритих aVb5 (рис. 5В) відо-
бражають середнє значення та середнє відхилен-
ня 6 окремих експериментів. Результати отримані
з версією Triton aVb3 були встановлені як більш
відтворювані, ніж ті, що було отримано з октилової
версії. На пластинах покритих aVb, середня Kd
GenO.95 становила 2,1 ± 1,33 x 10-10 Μ; та середня
Kd ReoPro становила 2,5 ± 1; 6х10-10М.

Крива сатурації зв'язування GenO.95 на плас-
тинах покритих aVb5 (рис. 6А) та криві зв'язування
ReoPro на пластинах покритих aVb5 (рис. 6В) пока-
зані як середнє значення та стандартне відхилен-
ня 6 окремих експериментів. Результати отримані
з октиловою версією були послідовнішими, ніж ті,
що були отримані з версією Triton. Середня Kd

GenO.95 на aVb5 становила 2,5±1,04x10-11 Μ.
ReoPro не продемонстрував зв'язування та залеж-
ності від дози на пластинах покритихaVb5·

Значення зв'язуючої афіності для очищених
інтегринів порівнювалися зі зв'язуванням з рецеп-
торами, що експресуються на різних клітинних
лініях. На рисунку 7А-С показано зв'язування 125-I
GenO.95 з клітинами A375S2, які експресують aVb3

та aVb5 (рис. 7А). Средні значення афіності на клі-
тинах A375S2 становили: Kd = 5,2 ± 2,04 x 10-9 Μ;
та 120000 ± 37000 рецепторів/клітину. Клітини НТ-
29 експресують aVb5- Значення афіності для зв'я-
зування 125-I GenO.95 з клітинами НТ-29 станови-
ли: Kd=1,3±3,76x10-10 М; та 81000±24000 рецепто-
рів/клітину (рис. 7В). Клітини М21 експресують
інтегрини aVb3 та aVb5 Зв'язування 125-I GenO.95 з
клітинами М21 становило: Kd=8,5±3,03x10-9 М; та
200000±80000 рецепторів/клітину (рис. 7С).

Такі ж дослідження клітинного зв'язування бу-
ли виконані з 125-I ReoPro на різноманітних клі-
тинних лініях. На рисунку 8А-С показано зв'язу-
вання 125-I ReoPro з клітинами A375S2 та
отриманими середніми значеннями були:
Kd=22±3,7x10-9 М; та 370000±190000 рецепто-
рів/клітину (рис. 8А). На клітинах НТ-29, 125-I
ReoPro показав мінімальне зв'язування (рис. 8В).
Зв'язування 125-I ReoPro з клітинами М21 показа-
ло: Kd=10±2,00x10-9 Μ і 660000±120000 рецепто-
рів/клітину (рис. 8С). Значення зв'язування 125-I

ReoPro на клітинах М21 збігаються зі значен-
нями, що були раніше опубліковані (Tam et al,
1998).

Виклад результатів зв'язування показано у
таблиці 2-3.
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82 НЕ ПОДАНО НА МОМЕНТ УКЛАДАННЯ

що кульутровані у тривимірному фібриновому
матриксі, таким чином демонструючи, що це анти-
тіло має потенціальні анти-ангіоегні властивості.

Вступ
Тепер існують суттєві дані про те, що прогре-

сивний ріст пухлини залежить від ангіогенезу,
утворення нових кровоносних судин. Ці кровоносні
судини забезпечують пухлини поживними речови-
нами та киснем, відводять продукти розпаду та
діють як провідники для метастазування пухлин-
них клітин у віддаленні ділянки (1). Останні дослі-
дження окрім того визначили різноманітні ролі ін-
тегринів в процесах ангіогенезу. Інтегрини є
гетеродимерними трансмембранними протеїнами,
що відіграють важливу роль в опосередкуванні
клітинної адгезії, міграції, виживання та проліфе-
рації (2). Експресія інтегрина aVb3 є мінімальною
на кровоносних судинах у стані спокою чи у нормі,
але значно зростає на ангіогенних судинних кліти-
нах (1-3). Тісно пов'язаний, але відмінний інтегрин
aVb5 також демонструє участь в опосередкуванні
процесу ангіогенезу. Антитіло, що генерується
проти aVb3, блокує ангіогенез індукований основ-
ним фібробластним фактором росту (FGF), тоді як
антитіло специфічне до aVb5 пригнічує ангіогенез
індукований судинним ендотеліальним фактором
росту (VEGF) (1-5).

Ангіогенез може бути зімітовано in vitro за до-
помогою ендотеліального ростового аналізу. Ця
система включає міграцію та проліферацію ендо-
теліальних клітин. GenO95 є людським монокло-
нальним антитілом, що впізнає інтегринй aVb3 та
aVb5, а ці інтегринй регулюють проліферацію та
міграцію ендотеліальних клітин. Цей приклад опи-
сує експерименти, котрі показують, що GenO95
пригнічує поширення росту людських ендотеліа-
льних клітин у фібриновому матриксі.

Матеріали
Людський основний фактор росту фіброблас-

тів (bFGF) та людський ендотеліальний фактор

росту 165 (VEGF165) було отирмано від R&D
Systems (Minneapolis, MN). МАВ 1976Z (LM609),
моноклональне антитіло проти інтегрина aVb3 та
МАВ 1961 (P1F6), моноклональне антитіло проти
інтегрина aVb5, були придбані у Chemicon
(Temecula, CA). ReoPro та GenO95 були отримані
у Відділі клінічної фармакології та технології анти-
тіл Centocor. Людський фібриноген (без плазміно-
гену, >95% згортуючий протеїн) та коров'ячий шкі-
рний желатин були придбані у Sigma (Saint Louis,
MI).

Клітинні лінії
Huvecs, людські ендотеліальні клітини умбілі-

кальної вени, було придбано в Clonetics
(Walkersville, MA). Huvecs культуривалися в ендо-
теліальному базально-медійному (ЕВМ) наборі
(Clonetics), що містить 10% FBS, довгу R інсуліно-
подібного фактору роста-1, аскорбінову кислоту,
гідрокортизон, людський епідермальний фактор
росту, людський судинний ендотеліальний фактор
росту, hFGF-b, гентаміцина сульфат та амфотери-
цин-В. Клітини були інкубовані при 37°С та 5% СО2
і середовище змінювалося кожні 2-3 доби. В усіх
експериментах використовувалися тільки пасажі 3-
8. Ростовий аналіз, що базується на фібринових
мікроносіях

Модифікація метода Nehls та Drenckhahn (6)
використовувалася для визначення утворення
капілярних трубок в тривимірному матриксу на
основі фібрина. Було приготовлено мікроносії ци-
тодекс-3 покриті фібрином (MC, Sigma) згідно з
рекомендаціями постачальника. Свіжо автоклаво-
вані MC суспендувалися в ЕВМ-2 + 20% FBS та
додавалися ендотеліальні" клітини до" фінальної
концентрації 40 клітин/ MC. Клітинам дозволялося
приєднуватися до MC протягом 4-го динного пері-
оду інкубації при 37°С. MC суспендувалися у вели-
кому об'ємі середовища та культуривувалися про-
тягом 2-4 днів при 37°С у атмосфері 5% СО2. MC
періодично перемішувалися для попередження
агрегації кульок покритих клітинами. MC було вбу-
довано у фібриновий гель, що був приготовлений



79 83988 80
таким чином: людський фібриноген (2 мг/мл) був
розчинений у простому середовищі ЕВМ-2, що
містить bFGF або сиворотку. Цей розчин також
містив різноманітні антитіла. Для попередження
надмірного фібринолізу клітин занурених у фібрин,
апротинін додавався до розчину фібриногена та
до середовища росту у концентрації 200 Од/мл.
Мікроносії покриті клітинами додавалися до роз-
чину фібриногена з густиною 100-200 МС/мл (50-
100 кульок/ лунку - 48-лункової пластини) та було
індуковано згортання за допомогою додавання
тромбіна (0,% Од/мл). По завершенні згортання,
0,5 мл розчину (що містить всі компоненти описані
вище, окрім фібриногену та тромбіну) додавалося
до фібринових матриць. Пластини інкубувалися
при 37°С та 5% СО2 протягом 1-3 днів. Через 1-3
дні, гель фіксувався з 3% параформальдегідом
розчиненим у PBS та визначалася кількість капі-
лярних ростків з довжиною, що перевищує діаметр
кульки MC (150 mм).

Результати та обговорення
Huvecs може формувати капіляро-подібін рос-

тки при культуривуванні у фібриновому гелі (рису-
нок 9). Ендотеліальні клітини мігрують назовні від
кульок покритих желатином та розростаються у
вигляді довгої філоподії. Довгі ростки складаються
з декількох клітин, що утворюють просвіт. Цей
процес нагадує мікрокапілярне утворення in vivo,
тому що він залучає міграцію, інвазію ендотеліа-
льних клітин та клітинну проліферацію. Визначен-
ня кількості утворених ростків показало, що
GenO95 пригнічує утворення ендотеліальних клі-
тинних ростків у bFGF або повному середовищі
(Рисунок 10). Комбінація LM609 та P1F6 зазавичай
пригнічує ріст ефективніше, ніж GenO95 (Рисунок
11).

Висновок
Утворення нових кровоносних судин з існую-

чих кровоносних судин є наріжним каменем ангіо-
генезу. Цей процес може імітуватися in vivo за до-
помогою ендотеліального росткового аналізу. Ці
ростки відображають мікрокапіляри, що форму-
ються у відповідь на ангіогенні стимули,  такі як
bFGF або різноманітні стимули, які присутні у си-
воротці. GenO95 дозо-залежно пригнічує bFGF- та
повносередовищно-стимульоване утворення рост-
ків ендотеліальних клітин,  що свідчить про те,  що
це антитіло може ефективно пригнічувати функцію
aVb3 та aVb5. Чому GenO95 не є таким ефектив-
ним, як комбінація LM609 та P1F6 невідомо, але
можливо, що GenO95 впізнає aVb3 та aVb5 з ниж-
чою афіністю при порівнянні з LM609 та PTF6, від-
повідно. Загалом, ці дані показують, що GenO95
може пригнічувати складний процес утворення
мікрокапілярів in vivo.
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Приклад 5: Вплив подвійного інтегринового
антитіла на адгезію, міграцію та інвазію ендотелі-
альних і пухлинних клітин

Резюме
Гібридні миші (CBA/J x C57/BL6/J) F2 (1-4), що

містять трансгени варіабельного та постійного
регіонів людських антитіл як для важких, так і лег-
ких ланцюгів, були імуннізовані людськимю плаце-
нтарним aVb3. Одне злиття надало повністю люд-
ське aVb3-реактивне IgGlк моноклональне
антитіло, що називається GenO95. Було встанов-
лено, що повністю людське антитіло є реактивним
до інтегринів aVb3 та aVb5 (5). Ці інтегрини беруть
участь у адгезії, міграції та інвазії ендотеліальних
та пухлинних клітин. Отже, нами описано ефект
GenO95 на інтегрин-опосередковану рухомість
клітин. GenO95 пригнічує зв'язування людських
ендотеліальних клітин умбілікальної вени (HUVEC)
та клітин меланоми людини з вібронектином,  де-
натурованим колагеном, фібриногеном та фібри-
ном, але він не блокує адгезію клітин до фібронек-
тина та колагену типу І. GenO95 також пригнічує
міграцію ендотеліальних клітин, яка була стиму-
льована основним фактором росту фібробластів
та низькими дозами сірки. GenО95 пригнічує інва-
зію пухлинних клітин через фібриновий гель. У
заключения, GenO95 функціонально блокує aVb3
та aVb5 в різноманітних клітинних аналізах in vitro.

Скорочення
BSA - коров'ячий сиворотковий альбумін
СО2 - диоксид вуглецю
DMSO - диметлисульфоксид
FBS - фетальна коров'яча сиворотка
Ig - імунноглобулін
Mab - моноклональне антитіло
OD - оптична густина
RT - кімнатна температура
HUVECS - ендотеліальні клітини умбілікальної

вени людини
bFGF - коров'ячий основний фактор росту фі-

бробластів
Вступ
Існують суттєві дані про те, що прогресивний

ріст пухлин залежить від ангіогенезу. Утворення
нових кровоносних судини забезпечує пухлини
поживними речовинами та киснем, вони відводять
продукти розпаду та діють як провідники для ме-
тастазування пухлинних клітин у віддаленні ділян-
ки. Декілька досліджень встановили роль інтегри-



81 83988 82
нів в процесі ангіогенезу. Інтегрини є гетеродиме-
рними трансмебмранними протеїнами, що відігра-
ють критичну роль в клітинній адгезії до екстраце-
люлярного матриксу (ЕСМ) та опосередковують
виживання, проліферацію та міграцію клітин (6).
Під час процесу ангіогенезу, на поверхні активова-
них ендотеліальних клітин активуються aVb3 та
aVb5, які в свою чергу допомагають цим клітинам
мігрувати та проліферувати (6). Антитіло, що ство-
рено проти aVb3 блокують ангіогенез, індукований
основним фактором росту фібробластів (bFGF),
тоді як антитіло специфічне до aVb5 пригнічує
ангіогенез, індукований фактором росту судинного
ендотелію (VEGF) (6,7). На додаток до регулюван-
ня ангіогенезу, aVb3 та aVb5 регулює адгезію,
міграцію і інвазію пухлинних клітин, необхідні для
метастазування пухлинних клітин процеси. Попе-
редні дослідження показали, що GenO95 зв'язу-
ється з очищеними інтегринами aVb3 та aVb5,
таким чином, ми встановили, що це антитіло може
функціонально блокувати aVb3- та aVb5-
опосередковану адгезію, міграцію та інвазію пух-
линних клітин.

Матеріали і методи
Матеріали
Коров'ячий фактор росту фібробластів (bFGF)

та людський ендотеліальний фактор росту 165
(VEGF165) було отримано від R&D Systems
(Minneapolis, MN). МАВ 1976Z (LM609), монокло-
нальне антитіло проти інтегрина aVb3 та МАВ
1961 (P1F6), моноклональне антитіло проти інтег-
рина aVb5 були придбані у Chemicon (Temecula,
CA). ReoPro (серія: 94A04ZE) та GenO95 (серія:
JG100899) були отримані від Centocor. Вставки
клітинних культур ВІОСОАТ (розмір пор: 8 mм) бу-
ли придбані у Becton Dickinson (Bedford, ΜΑ). На-
бір аналізу клітинної адгезії VybrantTM (V-13181)
були придбані у Molecular Probes (Eugene, OR).
Людський фібриноген без плазміногену (VWF/Fn
очищений) було придбано у Enzyme Research
Labs (South Bend, IN). Коров'ячий шкірний желатин
було придбано у Sigma (Saint Louis, MO). Віброне-
ктин людини було придбано у Promega (Madison,
WI), а колаген типу І було придбано у GIBCO BRL
(Gaithersburg, MD).

Клітинні лінії
Ендотеліальні клітини умбілікальної вени лю-

дини (HUVECS) було придбано у Clonetics
(Walkersville, ΜΑ) і вони були культуровані в наборі
середовища ЕВМ (Clonetics), що містить 10% FBS,
довгий R інсуліно-подібний фактор росту-1, аскор-
бінову кислоту, гідрокортизон, людський епідер-
мальний фактор росту, людський судинний ендо-
теліальний фактор росту, гентаміцина сульфат та
амфотерицин-В. Клітини були вирощені при 37°С
та 5% СО2 і  середовище змінювалося кожні 2-3
доби. В усіх експериментах використовувалися
тільки пасажі 3-8.

Клітинна лінія меланоми людини A375S.2, що
експресує інтегрини aVb3 та aVb5, були отримані
від Centocor Cell Bank, де клітинні лінії вважаються
не забрудненими мікоплазмами та бактеріями.
Клітини культирувалися у середовищі DMEM з
10% FBS, 2 мМ L-глютаміну, 1 мМ натрія пірувата
та 0,1 мМ неесенціальних амінокислот.

Клітини карциноми товстого кишківника люди-
ни НТ29 було отримано у Centocor Cell Biology
Service Department, де клітинна лінія вважається
не забрудненою мікоплазмою та бактеріями. Клі-
тини були культуровані в середовищі a-MEM з
10% FBS, 2 мМ L-глютаміна, 1 мМ натрія пірувата
та 0,1 мМ не-есенціальних амінокислот.

Потокова цитометрія
Для визначення поверхневих інтеринів, кліти-

ни були вирощені, промиті, суспендовані у незба-
гаченому середовищі RPMI та потім інкубовані
протягом 60 хвилин на льоду з анти-інтегриновим
mAb (10 mг/мл) та FITC-мічені козлині анти-мишині
антитіла (1:100) або FITC-мічені анти-інтегринові
антитіла (10mг/мл). Відсутність первинних антитіл
або замінників первинних антитіл ізототипічно-
подібними антитілами, слугувала негативними
контролем. Клітини були відразу проаналізовані на
потоковому цитометрі FACS Scan II (Beckton
Dickinson, Mountain View, CA).

Аналіз адгезії
Пластини Microtiter (Linbro-Titertek, ICN

Biomedicals, Inc) були покриті при 4°С на ніч вібро-
нектином (1mг/мл), желатином (0,1%), фібриноге-
ном (100mг/мл), колагеном типу І та блоковані на 1
годину 1% BSA/PBS (pH 7,4). Лунки Microtiter по-
криті фібрином були сформовані обробкою тром-
біном (1  Од/мл)  або фібриногеном.  Зв'язуючі клі-
тини (HUVECS НТ29 та A375S.2) були помічені
флюоресцентним фарбником Calcein AM
(Molecular Probes, Eugene, OR) згідно з інструкція-
ми виробника, вирощені, двічі промиті та суспен-
довані у 0,1% з різноманітними концентраціями
антитіл протягом 15 хв при 37°С. Клітинно-
антитільна суміш була додана до лунок (100 mл на
лунку) та інкубовані протягом 1 год при 37°С. Пла-
стини були двічі промиті з PBS для видалення не-
зв'язаних клітин та було виміряно адгезію у флюо-
ресцентному аналізаторі пластин (Fluoroskan) при
485-538 нм. Клітинна адгезія до лунок покритих
BSA слугувала негативним контролем. Ізотипно-
подібні антитіла були негативним контролем.

Аналіз хемотактичної міграції
Аналіз клітинної міграції було виконано у 24-

транслункових камерах з полістиреновою мембра-
ною (діаметр 6,5 мм, товщина 10 mΜ та розмір пор
8 mΜ). Суб-зливні 24-год клітинні культури
(HUVECS або A375S.2) були вирощені з трипсин-
EDTA, двічі відмиті та ресуспендовані в їхніх від-
повідних середовищах без сиворотки, що містить
0,1% BSA. Клітини (100000/500 mл) було додано до
верхньої камери за присутності чи відсутності ан-
титіл. Для покращення хемотактичної клітинної
міграції, 750 mл середовища, що містить 0,1% BSA
та вібронектин (2 mг/мл) або сиворотку (2% для
клітин HUVECS і 10% для клітин A375S2) було
додано у нижні камери, а пластина була розташо-
вана в інкубаторі тканинних культур. Мірацію було
припинено черз 4-8 год шляхом видалення клітин з
верхньої камери за допомогою бавовняного там-
пону, а потім фільтри було зафіксовано 3% пара-
формальдегідом та зафарбовано Crystal Violet.
Ступінь клітинної міграції була визначена за допо-
могою світлової мікроскопії і зображення були
проаналізовані з використанням програмного за-
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безпечення аналізу зображень Phase 3 (Glen Mills,
PA). Програмне забезпечення аналізує загальну
площу зайняту зафарбованими клітинами на ниж-
ній поверхні фільтра і це є прямопорційним ступе-
ню клітинної міграції.

Дослідження гаптотактичної міграції
Аналізи клітинної міграції були виконані з ви-

користанням транслункових камер, як це описано
вище з незначною модифікацією. Коротко, нижня
частина мембрани покривалася вібронектином (2
mг/мл) протягом 60 хвилин при кімнатній темпера-
турі, а потім блокована розчином 1% BSA/PBS при
кімнатній температурі протягом 60 хв. Потім, мем-
брани були відмиті з PBS  та висушені повітрям.
Безсивороткове середовище (750 mл), що містить
0,1% BSA та bFGF (20 нг/мл) була додана до ниж-
ніх камер. Суб-зливні 24-год кільутри були оброб-
лені EDTA-трипсином, двічі промиті та ресуспен-
довані у безсиворотковому середовищі. Клітини
(100000/500 mл) були додані до верхніх камер за
присутності чи відсутності антитіл. Камери були
поміщені у інкубатор тканинних культур і міграція
відбувалася протягом 6 год. Ступінь клітинної міг-
рації визначався так, як це описувалося вище.

Аналіз інвазії
Фібриноген (безплазміновий, 100 mл 10 мг/мл)

та 100 mл 1 Од/мл тромбіна були змішані та відра-
зу додані у верхню камеру 24-лункової транслун-
кової пластини (діаметр 6,5 мм, товщина 10 mм і
розмір пор 8,0 mм,  Costar).  Пластини були інкубо-
вані при 37°С протягом 30 хвилин для утворення
фібринового гелю. Зливні пухлинні клітини
(A375S.2) були трипсинізовані, центрифуговані,
ресуспендовані в базальному середовищі з вміс-
том 0,1% BSA та 10 mг/мл плазміногена (Enzyme
Research Labs, South Bend, IN) з різноманітними
концентраціями антитіл та інкубовані протягом 15
хвилин при кімнатній температурі. Клітини
(100000/500 mл) було додано до верхньої камери
за присутності чи відсутності антитіл. Нижній відділ
камери інвазії було заповнено 0,75 мл 10% FBS-
DMEM, який слугував хемоатрактантом і пластини
були перенсені до інкубатора тканинних культур.
Через 24 години, інвазію було припинено шляхом
видалення клітин бавовняним тампоном, і фільтри
були фіксовані 3% параформальдегідом та зафа-
рбовані Crystal Violet. Ступінь клітинної міграції
було проаналізовано за допомогою програмного

обладнання аналізу зображень Phase 3, як це бу-
ло описано вище.

Результати та обговорення
GenO95 пригнічує aVb3- та aVb5-

опосередковану клітинну адгезію
Оскільки GenO95 зв'язується з інтегринами

aVb3 і aVb5, ми визначили чи наші пухлинні кліти-
ни (A375S.2 та НТ29) і ендотеліальні клітини екс-
пресують ці інтегрини. Потокова цитометрія пока-
зала, що клітини A375S.2 та HUVEC експресують
як aVb3,  так і aVb5 інтегрини, але клітини НТ29
експресують інтегрин aVb5, але не інтегрин aVb3
(рисунок 12А-І).

Клітини НТ29 (12А, В та С) експресують інтег-
рин aVb5, але не інтегрин aVb3 на їхній поверхні.
Клітини HUVEC (12D, Ε та F) та A375S.2 (12G, Η
та І) експресують інтегрин aVb5  і aVb3  на їхній
поверхні. Пухлинні клітини та ендотеліальні кліти-
ни були зафарбовані за допомогою імуннофлуо-
ресценції та проаналізовані за допомогою потоко-
вої цитометрії. Гістограма ліворуч відображає
фонову флюоресценцію за присутності ізотипно-
подібного антитіла. Гістограма праворуч вказує
позитивне зафарбовування. A, D, G, LM609 (mAb
до aVb3, 10 mг/мл); В, Е, Н, P1F6 (mAb до aVb5, 10
mг/мл); та С, F, І, GenO95 (10 mг/мл).

Було детально визначено вплив GenO95 на
адгезію клітин HUVEC, A375S.2 та НТ 29 з різно-
манітними матриксними протеїнами. GenO95 по-
вністю пригнічував адгезію клітин HUVEC та
A375S.2 до пластини покритих вібронектином, та
частково фібриногеном, желатином і фібрином, що
вказує, що антитіло може блокувати aVb3 та aVb5
(рисунки 2 і 3, таблиця 1 і 2).

91 НЕ ПОДАНО НА МОМЕНТ УКЛАДАННЯ

таблиця 5. Адгезія клітин A375S.2 до вібронек-
тину, желатину, фібриногену, фібирну, фібронек-
тину та колагену типу І. Ступінь клітинної адгезії за
присутності різноманітних концентрацій антитіла
відображено у вигляді відсотка від клітинної адгезії
за відсутності антитіла, що розглядається як 100%.
Кожна точка даних є середньої триразових визна-
чень (+/- SD). Концентрація антитіл, що використо-
вувалися, становить 10 mг/мл.
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Адгезія клітин карцинома товстого кишковика
людини НТ29 до вібронектина. Аналіз адгезії було
виконано так, як це описано у Методах. Адгезія
клітин до лунок покритих BSA  була негативним
контролем. Дані на рисунку 15 відкладено у вигля-
ді відсотка максимального зв'язування (відсутність
антитіла) та є середнім значенням трьох вимірю-
вань (+/- SD).

GenO95 блокує міграцію клітин меланоми лю-
дини таендотеліальних клітин

Інтегрини aVb3 та aVb5 беруть участь у мігра-
ції клітин,  таким чином ми визначали чи GenO95
може блокувати вібронектин-стимульовану клітин-
ну міграцію. Вібронектин-стимульована клітинна
міграція залучає aVb3 та aVb5. GenO95 у дозо-
залежний спосіб пригнічує міграцію ендотеліаль-
них клітин, коли вібронектин використовується в
якості хемоатрактанта (рисунки 5 і 6). Цікаво, що
GenO95 також блокує міграцію як HUVECS, так і
клітин A375S.2 до сиворотки (рисунки 7-8). Ці дані
можуть бути потенційно важливими для ангіоген-
ної та пухлинної терапії, оскільки вони свідчать,
що цілями для GenO95, aVb3 та aVb5 є централь-
ні рецептори, що активуються багатьма фактора-
ми міграції, які наявні у сиворотці.

Мірація HUVECS до вібронектина 2 mг/мл.
Аналіз було виконано так, як це описано у Мето-
дах, і міграція клітин продовжувалася 6 год. Фото-
мікрографії є репрезентативними полями (10х лін-
зи об'єктива) клітинної міграції на рисунку 16А,
відсутність антитіла, (16В), GenO95 (5 mг/мл),
(16С), GenO95 (40 mг/мл).  Рисунок 16D  є графіч-
ним відображенням клітинної міграції за присутно-
сті різноманітних концентрацій GenO95. Дані було
нормалізовано до відсотка від контроля (без анти-
тіла), як брався за 100% і кожна точка даних є се-
реднім трьох транслункових фільтрів (+/- SD).

Міграція HUVECS у напрямку вібронектина 2
mг/мл за присутності антитіл до aVb3 та aVb5.
аналіз міграції було виконано так, як це описано у
Методах, і клітини мігрували протягом 6 годин.
LM609 та P1F6 є mAb до aVb3 та aVb5, відповідно.
Дані показані на рисунку 17 було нормалізовано у
відсотках до контролю (без антитіла), який при-
ймався за 100%, і кожний стовпчик є середнім

трьох транслункових фільтрів (+/- SD). BSA, ми-
шиний IgG та людський IgG були негативними кон-
тролями. LM609-P1F6 відповідає комбінації обох
антитіл. Антитіла та BSA використовувалися у
концентраціях 10 mг/мл.

Міграція HUVECS у напрямку до 2% FBS. Ана-
ліз міграції проводився протягом 4 год і дані зби-
ралися так, як це описано у Методах. Рисунок
18(А) є графічним відображенням клітинної мігра-
ції за присутності LM609, P1F6, комбінації LM609+
P1F6, ізотипно-подібних контрольних антитіл
(людських і мишиних). Антитіла та протеши вико-
ристовувалися у концентрації 10mг/мл. Рисунок
18(В) є графічним відображенням клітинної мігра-
ції за присутності ReoPro та GenO95. Фотомікрог-
рафії є репрезентативними полями (10х лінзи об'-
єктива) клітинної міграції на рисунку 18(С),
відсутність антитіла, рисунку 18(D), GenO95 (5
mг/мл), та рисунку 18(Е), GenO95 (20 mг/мл). Дані
нормалізовано у відсотках від контролю (немає
антитіл), який приймався за 100%, і кожна точка є
середнім трьох транслункових фільтрів (+/- SD).

Міграція клітин A375S.2 у напрямку до 10%
FBS. Аналіз міграції проводився протягом 4 год і
дані збиралися так, як це описано у Методах. Ан-
титіла використовувалися у концентрації 10 mг/мл.
Рисунок 19(А) є графічним відображенням клітин-
ної міграції за присутності різних концентрацій
GenO95. Рисунок 19(В) є графічним відображен-
ням клітинної міграції за присутності LM609, P1F6,
комбінації LM609+ P1F6, ізотипно-подібних конт-
рольних антитіл (людських і мишиних). Рисунок
19(В) є графічним відображенням клітинної мігра-
ції за присутності ReoPro та GenO95. Фотомікрог-
рафії є репрезентативними полями (10х лінзи об'-
єктива) клітинної міграції на рисунку 19(С),
відсутність антитіла, рисунку 19(D), GenO95 (5
mг/мл), та рисунку 19(Е), GenO95 (20 mг/мл).

Результати, описані вище, вказують, що
GenO95 блокує пухлинну та ендотеліальну мігра-
цію до вібронектина та сиворотки. Далі, ми визна-
чили чи ці антитіла можуть пригнічувати bFGF-
стимульовану міграцію. Як показано на рисунку 9,
bFGF-стимульована міграція клітин HUVECS у
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напрямку до вібронектина, і GenO95 достовірно
блокує цю стимульовану клітинну міграцію.

Міграція HUVECS у напрямку вітронектина за
присутності bFGF. Нижня частина фільтрів мігра-
ційної камери була покрита вітронектином 2 mг/мл,
і анліз було виконано так,  як це описано у Мето-
дах. Клітини проходили міграцію протягом 6 год.
На рисунку 20А-Е, кожна точка даних є середньою
3 транслункових фільтрів (+/- SD). Рисунок 20(А),
bFGF; Рисунок 20(В), GenO95 (5 mг/мл); Рисунок
20(С), GenO95 (40 mг/мл); Рисунок 20(D), без
bFGF. Рисунок 20(Е), графічно показано пригні-
чення клітинної міграції за присутності різноманіт-
них антитіл.

GenO95 блокує інвазію клітин меланоми лю-
дини

Вищеописані результати вказують, що
GenO95 може пригнічувати адгезію та міграцію
клітин. Таким чином, ми досліджували чи це анти-
тіло може блокувати інвазію пухлинних клітин,
багатокроковий процес, що включає клітинну адге-
зію, деградацію матрикса та міграцію клітин через
деградований матрикс. Ми обрали фібрин в якості
матриксу для пухлинних клітин, оскільки GenO95
був спроможний блокувати адгезію пухлинних клі-
тин до фібрина (Рисунок 3). Як показано на рисун-
ку 10, інвазія клітин A375S.2 може бути пригнічена
за допомогою LM609, що свідчить про залучення
принаймні одного aVb3 в цей процес. GenO95 до-
зо-залежно пригнічував інвазію пухлинних клітин
через фібрин. Невідповідні IgG та mAb до тромбо-
цитарних GPIIb/IIIa (10E5) були негативним конт-
ролем. Загалом ці дані свідчать, що GenO95 може
ефективно блокувати інвазію клітин меланоми
людини.

Інвазія клітин A375S.2 через фібриновий гель
(5 мг/мл). Аналіз інвазії проводився протягом 24
год і дані отримувалися так, як це описано у Мето-
дах. Фотомікрографії є репрезентативними полями
(4х лінзи об'єктиву) клітинної інвазії на рисунку 21
(а) за відсутності антитіл, рисунку 21 (В) GenO95
(10 mг/мл),  рисунки 21(С)  та (D)  є графічним відо-
браженням клітинної інвазії за присутності
GenO95, 10Е5 F(ab')2, LM609, P1F6, LM-P1F6
(LM609+P1F6), людських та мишиних igG (H-IgG та
M-IgG). Графік рисунка 21(D): концентрації всіх
антитіл та протеїнів становлять 10 цг/мл. Дані но-
мралізовано у відсотках до контроля (без антитіл),
який прийнято за 100%,  і кожна точка даних є се-
редньою трьох транслункових фільтрів (+/- SD).

Висновок
Адгезія, міграція та інвазія клітин потребує ін-

тегринів, таких як aVb3 та aVb5. GenO95 спромо-

жний функціонально блокувати інтегрини aVb3 та
aVb5, що експресуються ендотеліальними та пух-
линними клітинами. GenO95 спроможні блокувати
міграцію та інвазію клітин, які стимульовані bFGF
або сивороткою. Ці результати свідчать, що
GenO95 є потужним інгібітором інгібіторів aVb3 та
aVb5, що експресуються пухлинними та ендотелі-
альними клітинами.
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Зрозуміло, що цей винахід може застосувати-
ся на практиці не так, як це описано у вищезгада-
них описах та прикладах. Можливі численні моди-
фікації та варіації даного винаходу в світлі
вищевикладених даних а, отже, і в межах доданої
заявки.
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