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(57) 1. Людське моноклональне антитіло або його
антигензв’язувальна частина, які специфічно
зв’язуються з людським CD40, причому вказане
антитіло або його антигензв’язувальна ділянка є
агоністом CD40 і де антитіло містить важкий лан-
цюг і легкий ланцюг,  і при цьому амінокислотні
послідовності CDR1, CDR2 і CDR3 вказаного важ-
кого ланцюга і CDR1, CDR2 і CDR3 вказаного лег-
кого ланцюга вибрані з групи, яка складається з
(a) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:2 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:4, відповідно;
(b) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:2 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:94, відповідно;
(с) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:90 і амінокислотних по-
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слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:4, відповідно;
(d) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю з SEQ ID NО:90 і амінокислотних
послідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельно-
го домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:94, відповідно;
(е) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:92 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:4, відповідно;
(f) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:92 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:94, відповідно;
(g) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:10 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:12, відповідно;
(h) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:18 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:20, відповідно;
(i) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:26 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:28, відповідно;
(j) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:34 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:36, відповідно;
(k) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:42 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:44, відповідно;
(l) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:50 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NO:52, відповідно;
(m) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:96 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:52, відповідно;
(n) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з

послідовністю SEQ ID NО:58 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:60, відповідно;
(о) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:66 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:68, відповідно;
(р) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:66 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:100, відповідно;
(q) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:98 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:68, відповідно;
(r) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:98 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:100, відповідно;
(s) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:74 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:76, відповідно; і
(t) амінокислотних послідовностей CDR1, CDR2 і
CDR3 варіабельного домену важкого ланцюга з
послідовністю SEQ ID NО:82 і амінокислотних по-
слідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 варіабельного
домену легкого ланцюга з послідовністю SEQ ID
NО:84, відповідно.
2. Моноклональне антитіло або його анти-
гензв’язувальна ділянка за п.1, які мають щонай-
менше одну з наступних властивостей:
(а) не зв’язуються з мишачими, щурячими, соба-
чими і/або кролячими В-клітинами;
(b) зв’язуються з В-клітинами людини, макак-
резусів та мавп циномолгус;
(c) мають селективність відносно CD40, яка що-
найменше в 100 разів вища, ніж їх селективність
відносно рецепторного активатора ядерного фак-
тора каппа-ланцюга В-клітин (RANK), 4-1ВВ
(CD137), рецептора 1 фактора некрозу пухлини
(TNFR-1) і рецептора 2 фактора некрозу пухлини
(TNFR-2);
(d) зв’язуються з CD40 з KD 4×10-10 М або менше;
(e) мають показник для CD40 Koff, що складає
2×10-10 або менше;
(f)  інгібують ріст пухлини in  vivo  в присутності Т-
клітин людини і/або дендритних клітин людини;
(g) інгібують ріст CD40-позитивних пухлин за від-
сутності імунних клітин людини;
(h) підвищують експресію ICAM, MHC-II, B7-2,
CD71, CD23 і/або CD71 на поверхні В-клітин лю-
дини;
(i) збільшують секрецію IL-12p40, IL-12p70 і/або IL-
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8 дендритними клітинами людини;
(j) збільшують експресію ICAM, MHC-II, B7-2 і/або
CD83 на поверхні дендритних клітин людини;
(k) підвищують експресію гамма-інтереферону Т-
клітинами людини під час їх алогенної стимуляції;
(l) зв’язують людський CD40 у присутності людсь-
кого CD40L;
(m) зв’язуються з епітопом CD40 людини, який
знаходиться в межах домену 1 або домену 2 поза-
клітинного домену CD40; і
(n) зв’язуються з епітопом CD40 людини, що зна-
ходиться у межах домену 2 або домену 3 позаклі-
тинного домену CD40.
3. Моноклональне антитіло за п.1, в якому аміно-
кислотні послідовності важкого ланцюга та легкого
ланцюга вибрані з групи, яка складається з:
(a) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 3.1.1, причому в обох вка-
заних амінокислотних послідовностях відсутня
сигнальна послідовність;
(b) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 7.1.2, причому в обох вка-
заних амінокислотних послідовностях відсутня
сигнальна послідовність;
(с) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 10.8.3, причому в обох
вказаних амінокислотних послідовностях відсутня
сигнальна послідовність;
(d) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 15.1.1, причому в обох
вказаних амінокислотних послідовностях відсутня
сигнальна послідовність;
(е) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 21.4.1, причому в обох
вказаних амінокислотних послідовностях відсутня
сигнальна послідовність;
(f) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 21.2.1, причому в обох
вказаних амінокислотних послідовностях відсутня
сигнальна послідовність;
(g) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 22.2.1, причому в обох
вказаних амінокислотних послідовностях відсутня
сигнальна послідовність;
(h) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 22.2.1Н-С109А, причому в
обох вказаних амінокислотних послідовностях від-
сутня сигнальна послідовність;
(i) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 23.5.1, причому в обох
вказаних амінокислотних послідовностях відсутня
сигнальна послідовність;
(j) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 23.25.1, причому в обох
вказаних амінокислотних послідовностях відсутня

сигнальна послідовність;
(k) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 23.28.1, причому в обох
вказаних амінокислотних послідовностях відсутня
сигнальна послідовність;
(l) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 23.28.1L-C92A, причому в
обох вказаних амінокислотних послідовностях від-
сутня сигнальна послідовність;
(m) амінокислотної послідовності важкого ланцюга
і амінокислотної послідовності легкого ланцюга
моноклонального антитіла 23.28.1H-D16E, причо-
му в обох вказаних амінокислотних послідовностях
відсутня сигнальна послідовність;
(n) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 23.29.1, причому в обох
вказаних амінокислотних послідовностях відсутня
сигнальна послідовність;
(о) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 24.2.1, причому в обох
вказаних амінокислотних послідовностях відсутня
сигнальна послідовність;
(р) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 3.1.1Н-А78Т, причому в
обох вказаних амінокислотних послідовностях від-
сутня сигнальна послідовність;
(q) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 3.1.1H-A78T-V88A-V97A,
причому в обох вказаних амінокислотних послідо-
вностях відсутня сигнальна послідовність;
(r) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 3.1.1L-L4M-L83V, причому
в обох вказаних амінокислотних послідовностях
відсутня сигнальна послідовність;
(s) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 3.1.1H-A78T-V88A-
V97A/3.1.1L-L4M-L83V, причому в обох вказаних
амінокислотних послідовностях відсутня сигнальна
послідовність;
(t) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 23.29.1L-R174K, причому
в обох вказаних амінокислотних послідовностях
відсутня сигнальна послідовність; і
(u) амінокислотної послідовності важкого ланцюга і
амінокислотної послідовності легкого ланцюга мо-
ноклонального антитіла 23.28.1H-D16E/23.28.1L-
C92A, причому в обох вказаних амінокислотних
послідовностях відсутня сигнальна послідовність.
4. Моноклональне антитіло або його анти-
гензв’язувальна ділянка за п.1, в яких амінокисло-
тні послідовності варіабельного домену вказаного
важкого ланцюга та варіабельного домену вказа-
ного легкого ланцюга вибрані з групи, яка склада-
ється з:
(a) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:2 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NO:4, відпо-
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відно;
(b) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:2 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:94, від-
повідно;
(c) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:90 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:4, відпо-
відно;
(d) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:90 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:94, від-
повідно;
(е) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:92 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:4, відпо-
відно;
(f) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:92 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:94, від-
повідно;
(g) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:10 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:12, від-
повідно;
(h) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:18 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NO:20, від-
повідно;
(i) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:26 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:28, від-
повідно;
(j) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:34 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:36, від-
повідно;
(k) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:42 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:44, від-
повідно;
(l) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:50 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:52, від-
повідно;
(m) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:96 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:52, від-
повідно;
(n) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:58 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:60, від-
повідно;
(о) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:66 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:68, від-
повідно;
(р) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:66 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:100, від-
повідно;
(q) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:98 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NO:68, від-
повідно;
(r) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:98 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:100, від-
повідно;
(s) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:74 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:76, від-
повідно; i
(t) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:82 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:84, від-
повідно.
5. Моноклональне антитіло за п.1, в якому аміно-
кислотні послідовності важкого ланцюга та легкого
ланцюга вибрані з групи, яка складається з:
(a) амінокислотної послідовності SEQ ID NO:6 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:8, відпо-
відно, причому в обох вказаних амінокислотних
послідовностях відсутня сигнальна послідовність;

(b) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:14 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NO:16, від-
повідно, причому в обох вказаних амінокислотних
послідовностях відсутня сигнальна послідовність;
(с) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:22 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:24, від-
повідно, причому в обох вказаних амінокислотних
послідовностях відсутня сигнальна послідовність;
(d) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:30 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:32, від-
повідно, причому в обох вказаних амінокислотних
послідовностях відсутня сигнальна послідовність;
(е) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:38 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NO:40, від-
повідно, причому в обох вказаних амінокислотних
послідовностях відсутня сигнальна послідовність;
(f) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:46 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NO:48, від-
повідно, причому в обох вказаних амінокислотних
послідовностях відсутня сигнальна послідовність;
(g) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:54 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:56, від-
повідно, причому в обох вказаних амінокислотних
послідовностях відсутня сигнальна послідовність;
(h) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:62 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NO:64, від-
повідно, причому в обох вказаних амінокислотних
послідовностях відсутня сигнальна послідовність;
(i) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:70 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:72, від-
повідно, причому в обох вказаних амінокислотних
послідовностях відсутня сигнальна послідовність;
(j) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:78 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:80, від-
повідно, причому в обох вказаних амінокислотних
послідовностях відсутня сигнальна послідовність; i
(k) амінокислотної послідовності SEQ ID NО:86 і
амінокислотної послідовності SEQ ID NО:88, від-
повідно, причому в обох вказаних амінокислотних
послідовностях відсутня сигнальна послідовність.
6. Моноклональне антитіло за п.5, яке містить:
(a) амінокислотну послідовність SEQ ID NО:6 без
сигнальної послідовності, в якій залишок 78 зрілої
послідовності змінений з аланіну на треонін, за-
лишок 88 зрілої послідовності змінений з валіну на
аланін і залишок 97 зрілої послідовності змінений
з валіну на аланін, і
(b) амінокислотну послідовність SEQ ID NО:8 без
сигнальної послідовності, в якій залишок 4 зрілої
послідовності змінений з лейцину на метіонін, а
залишок 83 зрілої послідовності змінений з лейци-
ну на валін.
7. Моноклональне антитіло за п.5, яке містить:
(а) амінокислотну послідовність SEQ ID NО:46 без
сигнальної послідовності, і
(b) амінокислотну послідовність SEQ ID NО:48 без
сигнальної послідовності.
8. Фармацевтична композиція, яка містить антиті-
ло або його антигензв’язувальну ділянку за будь-
яким з пп.1-7 і фармацевтично прийнятний носій.
9. Застосування антитіла або анти-
гензв’язувальної ділянки за будь-яким з пп.1-7 для
виробництва лікарського засобу для лікування
злоякісної пухлини у людини.
10. Застосування антитіла або анти-
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гензв’язувальної ділянки за будь-яким з пп.1-7 для
виробництва лікарського засобу для посилення
імунної відповіді у людини.
11. Виділена клітинна лінія, яка продукує антитіло
або його антигензв’язувальну частину за будь-
яким з пп.1-7 або важкий ланцюг або легкий лан-
цюг вказаного антитіла або його анти-
гензв’язувальну ділянку.
12. Виділена молекула нуклеїнової кислоти, яка
містить нуклеотидну послідовність, що кодує важ-
кий ланцюг або його антигензв’язувальну ділянку
або легкий ланцюг або його антигензв’язувальну
ділянку антитіла за будь-яким з пп.1-7.
13. Виділена молекула нуклеїнової кислоти за
п.12, яка містить нуклеотидну послідовність, виб-
рану з групи, що складається з:
(а) нуклеотидної послідовності, що кодує аміноки-
слотну послідовність важкого ланцюга антитіла
або антигензв’язувальної ділянки антитіла, виб-
раного з групи, яка складається з 3.1.1, 3.1.1Н-
А78Т, 3.1.1H-A78T-V88A-V97A, 3.1.1L-L4M-L83V,
3.1.1H-A78T-V88A-V97A/3.1.1L-L4M-L83M, 7.1.2,
10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1H-C109A,
23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1L-C92A, 23.28.1H-
D16E, 23.28H-D16E/23.28.1L-C92A, 23.28.1L-C92A,
23.29.1, 23.29.1L-R174K і 24.2.1, або вказану амі-
нокислотну послідовність, яка не містить сигналь-
ну послідовність;
(b) нуклеотидної послідовності, яка кодує аміноки-
слотну послідовність легкого ланцюга або його
антигензв’язувальної ділянки антитіла, вибраного
з групи, що складається з 3.1.1, 3.1.1Н-А78Т,
3.1.1H-A78T-V88A-V97A, 3.1.1L-L4M-L83V, 3.1.1H-
A78T-V88A-V97A/3.1.1L-L4M-L83V, 7.1.2, 10.8.3,
15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1Н-С109А, 23.5.1,
23.25.1, 23.28.1, 23.28.1L-C92A, 23.28.1H-D16E,
23.28H-D16E/23.28.1L-C92A, 23.28.1L-C92A,
23.29.1, 23.29.1L-R174K і 24.2.1, або вказану амі-
нокислотну послідовність, яка не містить сигналь-
ну послідовність;
(с) нуклеотидної послідовності, яка кодує аміноки-
слотну послідовність важкого ланцюга або його
варіабельний домен, вибрані з групи, що склада-
ється з SEQ ID NО:2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34,

38, 42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90,
92, 96 і 98, або вказані амінокислотні послідовнос-
ті, які не містять сигнальної послідовності, якщо
вона присутня; і
d) нуклеотидної послідовності, що кодує важкий
ланцюг або його варіабельний домен, причому
вказана нуклеотидна послідовність вибрана з гру-
пи, яка складається з SEQ ID NО:1, 5, 9, 13, 17, 21,
25, 29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77,
81, 85, 89, 91, 95 і 97, або вказана послідовність не
містить сигнальної послідовності, якщо вона при-
сутня;
е) нуклеотидної послідовності, яка кодує аміноки-
слотну послідовність легкого ланцюга або його
варіабельний домен, вибрані з групи, що склада-
ється з SEQ ID NО:4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36,
40, 44, 48, 52, 56, 60, 64, 68, 72, 76, 80, 84, 88, 94,
100 і 102, або вказану амінокислотну послідов-
ність, яка не містить сигнальної послідовності, і
f) нуклеотидної послідовності, що кодує легкий
ланцюг або його варіабельний домен, причому
вказана нуклеотидна послідовність вибрана з гру-
пи, яка складається з SEQ ID NО:3, 7, 11, 15, 19,
23, 27, 31, 35, 39, 43, 47, 51, 55, 59, 63, 67, 71, 75,
79, 83, 87, 93, 99 і 101, або вказана послідовність
не містить сигнальної послідовності, якщо вона
присутня.
14. Вектор, що містить молекулу нуклеїнової кис-
лоти за пп.12 або 13, де вказаний вектор необов'я-
зково містить послідовність, яка контролює екс-
пресію, оперативно зв'язану з молекулою
нуклеїнової кислоти.
15. Клітина-хазяїн, яка містить вектор за п.14 або
молекулу нуклеїнової кислоти за п.13.
16. Спосіб отримання анти-CD40-антитіла або
його антигензв’язувальної ділянки, що передба-
чає культивування клітини-хазяїна за п.15 або клі-
тинної лінії за п.11 у відповідних умовах і виділен-
ня вказаного антитіла або його
антигензв’язувальної ділянки.
17. Застосування антитіла за п.1 для виробництва
лікарського засобу для лікування CD40-негативної
пухлини у людини.

Дана заявка має пріоритет відповідно до по-
передньої [заявки США №60/348980, поданої 9
листопада 2001р.].

Антиген CD40 являє собою 50кДа глікопротеїн
клітинної поверхні, який відноситься до сімейства
рецепторів фактора некрозу пухлин (TNF-R).
[Stamenkovic et al., EMBO J. 8: 1403-10 (1989)].
CD40 експресується в багатьох типах нормальних
і пухлинних клітин, включаючи В-лімфоцити, денд-
ритні клітини, моноцити, макрофаги, епітелій ви-
лочковой залози, ендотеліальні клітини, фіброб-
ласти, і клітини гладкої мускулатури. [Paulie S. et
al., Cancer Immunol. Jmmun other. 20: 23-8 (1985);
Banchereau J. et al., Adv. Exp. Med. & Biol. 378: 79-
83 (1995); Alderson M.R. et al., J. of Exp. Med. 178:
669-74 (1993); Ruggiero G. et al., J. of Immunol. 156:

3737-46 (1996); Hollenbaugh D. et al., J. of Exp.
Med. 182: 33-40 (1995); Yellin M.J. et al., J. of
Leukocyte Biol. 58: 209-16 (1995); і Lazaar A.L. et al.,
J. of Immunol. 161: 3120-7 (1998)]. CD40 експресу-
ється у всіх В-лімфомах і у 70% всіх солідних пух-
лин. Незважаючи на конститутивну експресію,
CD40 добре регулюється в антигенпрезентуючих
клітинах за допомогою сигналів дозрівання, таких
як LPS, IL-Iβ, IFN-g і GM-CSF.

Активація CD40 грає вирішальну роль в регу-
ляції гуморальної і клітинної імунних відповідей.
Антигенна презентація без активації CD40 може
привести до толерантності, а СD40-сигналізація
може обернути таку толерантність, посилити анти-
генну презентацію за допомогою всіх антигенпре-
зентуючих клітин (АПК), привести до секреції хел-



11 84539 12

перних цитокінів і хемокінів, підвищити експресію
ко-стимулюючих молекул і передачу сигналів, а
також стимулювати цитолітичну активність імунних
клітин.

CD40 грає ключову роль в проліферації В-
клітин, дозріванні і перемиканні класу імуноглобу-
лінів. [Foy Т.М. et al., Ann. Rev. of Immunol. 14: 591-
617 (1996)). Порушення сигнального шляху CD40
веде до аномального розподілу ізотипів сироват-
кового імуноглобуліну, до відсутності СВ4+-Т-
клітинного примування і до дефектів вторинних
гуморальних відповідей. Наприклад, Х-зчеплений
синдром надмірного утворення IgM являє собою
захворювання, пов'язане з мутацією у людини гена
CD40L, яке характеризується нездатністю ураже-
них індивідів виробляти антитіла, відмінні від IgM-
ізотопу, і що свідчать про те, що для ефективної
імунної відповіді необхідна продуктивна взаємодія
між CD40 і CD40L.

Захоплення CD40 за допомогою CD40L при-
водить до асоціації цитоплазматичного домена
CD40 з TRAF (TNF-R-асоційовані фактори). [Lee
H.H. et аl., Рrос. Natl. Acad. Sci. USA 96: 1421-6
(1999); Pullen S.S. et al., Biochemistry 37: 11836-45
(1998); Grammar А.С. et al., J. of Immunol. 161:
1183-93 (1998); Ishida ТАК ЯК et al., Рrос. Natl.
Acad. Sci. USA 93: 9437-42 (1996); Pullen S.S. et al.,
J. of Biol. Chem. 274: 14246-54 (1999)]. Така взає-
модія з TRAF може завершувати активацію обох
шляхів - NFkB і Jun/APl. [Tsukamoto N. et al., Рrос.
Natl. Acad. Sci. USA 96: 1234-9 (1999); Sutherland
CL. et al., J. of Immunol. 162: 4720-30 (1999)]. В
залежності від типу клітин,  дана сигналізація при-
водить до посилення секреції цитокінів,  таких як
IL-6 [Jeppson J.D. et al., J. of Immunol. 161: 1738-42
(1998); Uejima Y. et al., Int. Arch, of Allergy &
Immunol. 110: 225-32, (1996)], IL-8 [Gruss H.J. et al.,
Blood 84: 2305-14 (1994); von Leoprechting A. et al.,
Cancer Res. 59: 1287-94 (1999); Denfeld R.W. et al.,
Europ. J. of Immunol. 26: 2329-34 (1996)], IL-12
[Cella M. et al., J. of Exp. Med. 184: 747-52 (1996);
Ferlin W.G. et al., Europ. J. of Immunol. 28: 525-31
(1998); Armant M. et al., Europ. J. of Immunol. 26:
1430-4 (1996); Koch F. et al., J. of Exp. Med. 184:
741-6 (1996); Seguin R. and L.H. Kasper, J. of Infect.
Diseases 179: 467-74 (1999); Chaussabel D. et al.,
Infection & Immunity 67: 1929-34 (1999)], IL-15
[Kuniyoshi J.S. et al., Cellular Immunol. 193: 48-58
(1999)] і хемокінів [MIPIα, MIPIβ, RANTES і інші)
[McDyer J.F. et аl., J. of Iimunol. 162: 3711-7 (1999);
Schaniel C. et al., J. of Exp. Wed. 188: 451-63
(1998); Altenburg A. et al., J. of Iimunol. 162: 4140-7
(1999); Deckers J.G. et al., J. of the Am. Society of
Nephrology 9: 1187-93 (1998)], підвищує експресію
MHC класу І і II (Santos-Argumedo L. et al., Cellular
Immunol. 156: 272-85 (1994)], і підвищує експресію
адгезивних молекул (наприклад, ICAM) [Lee Н.Н.
et al., Рrос. Natl. Acad. Sci. USA 96: 1421-6 (1999);
Grousson J. et al., Archives of Dermatol. Res. 290:
325-30 (1998); Katada Y. et al., Europ. J. of Immunol.
26: 192-200 (1996); Mayumi M. et al., J. of Allergy &
Clin. Immunol. 96: 1136-44 (1995); Flores-Romo L. et
al., Immunol. 79: 445-51 (1993)] і ко-стимулюючих
молекул (наприклад, В7) [Roy M. et al., Europ. J. of
Immunol. 25: 596-603 (1995); Jones K.W. and CJ.

Hackett, Cellular Immunol. 174: 42-53 (1996); Caux
C. et al., Journal of Exp. Med. 180: 1263-72 (1994);
Kiener P.A. et al, J. of Immunol. 155: 4917-25
(1995)]. Цитокини індукували внаслідок захоплення
CD40, що підвищує виживаність і активацію Т-
клітин.

Крім посилення клітинної і імунної функції,
ефекти СD40-активації включають в себе рекру-
тинг клітин і їх диференціювання за допомогою
хемокінів і цитокінів; активацію моноцитів, підви-
щення цитолітичної активності цитолітичних Т-
лімфоцитів (CTL) і природних кілерних (NK) клітин;
індукцію апоптозу в СD40-позитивних злоякісних
пухлинах; посилення імуногенності СD40-
позитивних злоякісних пухлин; і утворення антитіл,
специфічних відносно злоякісних пухлин. Встанов-
лена також роль СD40-активації в опосередкова-
них клітиною імунних відповідях, яка розглядаєть-
ся у Grewall et al., Ann. Rev. of Immunol. 16: 111-35
(1998); Mackey et al., J. of Leukocyte Biol. 63: 418-28
(1998); і Noelle R.J., Agents & Actions - Suppl. 49:
17-22 (1998)].

Дослідження з використанням модельної сис-
теми перехресного примування показують, що
СD40-активація АПК може замінити потребу в хел-
перних T-клітинах, необхідних для утворення ци-
толітичних Т-лімфоцитів (CTL). [Bennett et al.,
Nature 393: 478-480 (1998)]. Дані, отримані на ми-
шах з недостатньою кількістю CD40L, свідчать про
явну потребу в СD40-сигналах для ініціації хелпе-
рних T-клітин. [Grewal I.S. et al., Science 273: 1864-
7 (1996); Grewal LS. et al., Nature 378: 617-20
(1995)]. СD40-активація перетворює в іншому ви-
падку толерогенні, антиген несучі В-клітини в ком-
петентні АПК. [Buhlmann J.E. et al., Immunity 2: 645-
53 (1995)]. СD40-активація індукує дозрівання і
диференціювання клітин-попередників пуповинної
крові в дендритні клітини. [Flores-Romo L. et al., J.
of Exp. Med. 185: 341-9 (1997); Mackey M.F. et al., J.
of Iimunol. 161: 2094-8 (1998)]. СD40-активація ін-
дукує також диференціювання моноцитів в функ-
ціональні дендритні клітини. [Brossart P. et al.,
Blood 92: 4238-47 (1998)]. Крім того, CD40-
активація підвищує цитолітичну активність NK-
клітин за допомогою ATIK-CD40 індукованих цито-
кінів. [Carbone E. et al., J. of Exp. Med. 185: 2053-60
(1997); Martin-Fontecha A. et al., J. of Immunol. 162:
5910-6 (1999)]. Дані спостереження свідчать про
те, що CD40 грає істотну роль в ініціації і посилен-
ні імунних відповідей шляхом індукції дозрівання
АПК, секреції хелперних цитокінів, поліпшеної ре-
гуляції костимулюючих молекул, а також в поси-
ленні ефекторних функцій.

Ключова роль СD40-сигналів в ініціація і роз-
витку гуморальної і цитотоксичної імунних відпові-
дей робить дану систему ідеальною мішенню для
імунного посилення. Таке посилення може бути
особливо важливим для підтримки ефективних
імунних відповідей на антигени злоякісних пухлин,
які, як правило, представляються імунній системі
через примування перехрестнореагуючим антиге-
ном активованих АПК. [Huang A.Y. et al., Ciba
Foundation Symp. 187: 229-44 (1994); Toes R.E.M.
et al, Seminars in Immunol. 10: 443-8 (1998); Albert
M.L. et al., Nature 392: 86-9 (1998); Bennett S.R. et
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al., J. of Exp. Med. 186: 65-70 (1997)].
Декілька груп дослідників продемонстрували

ефективність СD40-активаци відносно протипух-
линних відповідей in vitro і in vivo. [Toes R.E.M. et
al., Seminars in Immunol. 10: 443-8 (1998)]. Дві гру-
пи дослідників, використовуючи модель легеневих
метастазів нирковоклітинної карциноми і підшкірні
пухлини, викликані за допомогою трансформова-
них вірусом клітин, незалежно показали, що акти-
вація CD40 може обернути толерантність до пух-
линоспецифічних антигенів, викликаючи
ефективну протипухлинну ініціацію Т-клітин.
[Sotomayor Е.М. et al., Nature Medicine 5: 780-787
(1999); Diehl L. et al., Nature Medicine 5: 774-9
(1999)]. Про протипухлинну активність за відсутно-
сті імунних клітин повідомляється також для обро-
бленої з допомогою CD40L і антитіла до CD40 мо-
дельної лінії злоякісних клітин молочної залози
людини у SCID-мишей [Hirano A. et al., Blood 93:
2999-3007 (1999)]. На мишачих моделях недавно
показана ліквідація лімфом CD40+ і CD40- внаслі-
док СD40-активації за допомогою антитіл до CD40.
[French R.R. et al., Nature Medicine 5: 548-53
(1999)]. Більше того в попередніх дослідженнях
Glennie і співавторів зроблений висновок про те,
що сигнальна активність антитіл до CD40 більш
ефективна для індукції клиренсу пухлини in vivo
ніж сигнальна активність інших антитіл до поверх-
невих маркерів, здатних викликати рекрутинг ефе-
кторів. [Tutt A.L. et al., J. of Immunol. 161: 3176-85
(1998)]. Згідно з цими спостереженнями, при тес-
туванні антитіла до CD40 на активність проти
CD40+-злоякісних клітин in vivo в більшості випад-
ків, хоч і не завжди, туморицидна активність асо-
ціюється швидше з СD40-сигналом ніж з ADCC.
[Funakoshi S. et al., J. of Immunotherapy with
Emphasis on Tumor Immunol. 19: 93-101 (1996)]. В
іншому дослідженні дендритні клітини кісткового
мозку обробляли ex vivo різними агентами, і тесту-
вали in vivo протипухлинну активність. Ці дослі-
дження показали, що ДК, стимульовані CD40L, є
найбільш зрілими і найбільш ефективними кліти-
нами, що підвищують протипухлинну відповідь.

Істотна роль CD40 в протипухлинному імуніте-
ті показана також при порівнянні відповідей на
протипухлинні вакцини у мишей дикого типу і у
мишей CD40-/-. Ці дослідження показали, що миші
CD40-/- не здатні реалізувати протипухлинний
імунітет, властивий нормальним мишам. [Mackey
M.F. et al., Cancer Research 57: 2569-74 (1997)]. В
іншому дослідженні спленоцити мишей, носіїв пух-
лини, стимульовані пухлинними клітинами і обро-
блені активуючими ех vivo антитілами до CD40,
показали підвищену пухлиноспецифічну CTL-
активність. [Donepudi M. et al., Cancer Iwnunol.
Iwnunother. 48: 153-164 (1999)]. Ці дослідження
показали, що CD40 займає ключову позицію в про-
типухлинному імунітеті,  як в позитивних,  так і в
негативних по CD40 злоякісних пухлинах. Оскільки
CD40 експресується в лімфомах, лейкозі, множин-
ній мієломі, в більшості карцином носоглотки, се-
чового міхура,  яєчника і печінки,  а також в деяких
карциномах молочної залози і прямої кишки, акти-
вація CD40 може мати широкий діапазон клінічно-
го застосування.

Активація моноклональних антитіл до CD40
може сприяти ліквідації злоякісної пухлини за до-
помогою декількох важливих механізмів. Перший з
них полягає в активації хазяйських дендритних
клітин для посилення процесингу пухлинного анти-
гена і його презентації, а також підвищення анти-
генної презентації або імуногенності самих пух-
линних СD40-позитивних клітин, що приводить до
активації пухлиноспецифічних CD4+- і СВ8+-
лімфоцитів. Додаткова протипухлинна активність
може бути опосередкована іншими посилюючими
імунітет ефектами СD40-сигналів (вироблення
хемокінів і цитокінів, набір і активування моноци-
тів, підвищення CTL- і NK-цитолітичної активності),
а також прямим знищенням СD40+-пухлин внаслі-
док індукції апоптозу або шляхом стимуляції гумо-
ральної відповіді, що приводить до ADCC. Клітини
апоптозної і гинучої пухлини можуть також бути
важливим джерелом пухлиноспецифічних антиге-
нів, якими процесуються і презентуються АПК,
активованими CD40.

Відповідно до викладеного, існує гостра необ-
хідність в терапевтичних, клінічно придатних анти-
тілах проти CD40-агоністів.

На Фіг.1A-1H представлені вирівнювання пе-
редбачених амінокислотних послідовностей для
виділених варіабельних доменів легкого і важкого
ланцюгів моноклонального антитіла до CD40 з
амінокислотними послідовностями відповідних
легкого і важкого ланцюгів генів зародкової лінії).
Відмінності між клонами і відповідною послідовніс-
тю зародкової лінії відтінені. Послідовності зарод-
кових ліній CDR1, CDR2 і CDR3 підкреслені. У ви-
рівняних послідовностях важкого ланцюга поява
інсерцій на СDR3-ділянці в послідовності зародко-
вої лінії вказано знаком тире (-), а поява в послідо-
вності даного клону делеції в CDR3-ділянці вказані
знаком тире (-).

Фіг.1A: передбачені амінокислотні послідовно-
сті варіабельної ділянки легкого каппа-ланцюга з
монАТ 3.1.1 і 7.1.2 з Vk=A3/A19 і J=Jk1 амінокисло-
тні послідовності гена зародкової лінії.

Фіг.1B: амінокислотні послідовності передба-
ченої варіабельної ділянки легкого каппа-ланцюга
з клона 15.1.1 і амінокислотна послідовність
(Vk=A3/A19 і J=Jk2) клітин зародкової лінії;

Фіг.1С: амінокислотні послідовності передба-
ченої варіабельної ділянки легкого каппа-ланцюга
з монАТ 10.8.3 і 21.4.1 і амінокислотна послідов-
ність (Vk=L5 (DP5) і J=Jk4) клітин зародкової лінії;

Фіг.1D: амінокислотна послідовність передба-
ченої варіабельної ділянки важкого ланцюга з мо-
нАТ 3.1.1 і амінокислотна послідовність (VH=3-
30+(DP-49), D=D4+DIR3 і J=JH6) клітин зародкової
лінії;

Фіг.1E: амінокислотна послідовність передба-
ченої варіабельної ділянки важкого ланцюга з мо-
нАТ 7.1.2 і амінокислотна послідовність (VH=3-
30+(DP-49), D=DIR5+D1-26 і J=JH6) клітин зарод-
кової лінії;

Фіг.1F: амінокислотні послідовності передба-
ченої варіабельної ділянки важкого ланцюга з мо-
нАТ 10.8.3 і амінокислотна послідовність (VH=4.35
(VIV-4), D=DIR3 і J=JH6) клітин зародкової лінії;

Фіг.1G: амінокислотні послідовності передба-
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ченої варіабельної ділянки важкого ланцюга з мо-
нАТ 15.1.1 і амінокислотна послідовність (VH=4-59
(DP-71), D=D4-23 і J=JH4) клітин зародкової лінії;

Фіг.1Н: амінокислотні послідовності передба-
ченої варіабельної ділянки важкого ланцюга з мо-
нАТ 21.4.1 і амінокислотна послідовність (VH=1-02
(DP-75), D=DLR1 і J=JH4) клітин зародкової лінії.

На Фіг.2А-2Н представлено вирівнювання пе-
редбачених амінокислотних послідовностей виді-
лених доменів легкого і важкого ланцюга монокло-
нального антитіла до CD40 і амінокислотних
послідовностей відповідних легкому і важкому ла-
нцюгу генів зародкової лінії. Відмінності між кло-
нами і даною послідовністю зародкової лінії виді-
лені жирним шрифтом. Послідовності клітин
зародкової лінії CDR1, CDR2, і CDR3 підкреслені.
При вирівнюванні послідовностей важкого ланцюга
поява вставок на СDR3-ділянці зародкової лінії
вказана знаком тире (-), а поява в послідовності
даного клона делеції в СDR3-ділянці вказана зна-
ком тире (-).

Фіг.2А: передбачені амінокислотні послідовно-
сті легкого каппа-ланцюга з монАТ 22.1.1, 23.5.1, і
23.29.1 і амінокислотна послідовність (Vk=A3/A19 і
J=Jk1) клітин зародкової лінії;

Фіг.2В: передбачені амінокислотні послідовно-
сті легкого каппа-ланцюга з монАТ 21.2.1 і аміно-
кислотна послідовність (Vk=A3/A19 і J=Jk3) клітин
зародкової лінії;

Фіг.2С: передбачені амінокислотні послідовно-
сті легкого каппа-ланцюга з монАТ 23.28.1, 23.28.1
L-C92A і 24.2.1 і амінокислотна послідовність
(Vk=A27 і J=Jk3) клітин зародкової лінії;

Фіг.2В: передбачена амінокислотна послідов-
ність важкого ланцюга з монАТ 21.2.1 і амінокис-
лотна послідовність (VH=3-30+, D=DIR3+D6-19 і
J=JH4) клітин зародкової лінії;

Фіг.2Е: передбачена амінокислотна послідов-
ність важкого ланцюга з монАТ 21.1.1, 22.1.1 Н-
С109А і амінокислотна послідовність (VH=3-30+,
D=D1-1 і J=JH6) клітин зародкової лінії;

Фіг.2F: передбачений важкий ланцюг аміноки-
слотної послідовності з монАТ 23.5.1 і амінокисло-
тна послідовність (VH=3-30+, D=D4-17 і J=JH6) клі-
тин зародкової лінії;

Фіг.2G: передбачена амінокислотна послідов-
ність важкого ланцюга з монАТ 23.29.1 і амінокис-
лотна послідовність (VH=3-30.3, D=D4-17 і J=JH6)
клітин зародкової лінії;

Фіг.2Н: передбачені амінокислотні послідовно-
сті важкого ланцюга з монАТ 23.28.1, 23.28.1 H-
D16Е і 24.2.1 і амінокислотна послідовність клітин
зародкової лінії (VH=4-59, D=DIR1+D4-17 i J=JH5).

На Фіг.3 представлена крива залежності "доза-
ефект", яка ілюструє здатність антитіла проти
CD40 згідно з винаходом (21.4.1) підвищувати
утворення IL-12p40 дендритними клітинами люди-
ни.

На Фіг.4 представлена крива залежності "доза-
ефект", яка ілюструє здатність антитіла проти
CD40 згідно з винаходом (21.4.1) підвищувати
утворення IL-12p70 дендритними клітинами люди-
ни.

На Фіг.5 представлений графік, який ілюструє
здатність антитіла проти CD40 згідно з винаходом

(21.4.1) підвищувати імуногенність стимулюючих
клітин Jy  і посилювати CTL-активність проти клі-
тин-мішеней Jy.

На Фіг.6 представлена крива інгібування росту
злоякісної пухлини, яка ілюструє зниження росту
позитивних по CD40 злоякісних пухлин Daudi у
SCID-beige мишей, оброблених антитілом до CD40
(21.4.1) згідно з винаходом.

На Фіг.7 представлена крива інгібування росту
злоякісної пухлини, яка ілюструє зниження росту
негативних по CD40 злоякісних пухлин К562 у ми-
шей SCID-beige, оброблених антитілом до CD40
(21.4.1) згідно з винаходом і дендритними клітина-
ми людини, а також Т-клітинами.

На Фіг.8 показане інгібування росту негативних
по CD40 злоякісних пухлин К562 у SCID-мишей
різними концентраціями агоністу монАТ 23.29.1 до
CD40.

На Фіг.9 показане інгібування росту негативних
по CD40 злоякісних пухлин К562 різними концент-
раціями агоністу монАТ 3.1.1 до CD40.

На Фіг.10 показане інгібування росту позитив-
них по CD40 злоякісних пухлин Raj і в присутності
або відсутність Т-клітин і дендритних клітин у
SCID-мишей з допомогою агониста монАТ до
CD40.

На Фіг.11 показане інгібування росту позитив-
них по CD40 злоякісних пухлин Raji у SCID-мишей
за допомогою агоністу антитіл до CD40.

На Фіг.12 показане інгібування росту клітин BT
474 злоякісної пухлини молочної залози у мишей
SCID-beige за допомогою агоністу антитіл до
CD40.

На Фіг.13 показане інгібування росту злоякіс-
них пухлин РС-3 передміхурової залози у мишей
SCID-beige за допомогою агоністу антитіл до
CD40.

На Фіг.14 представлена крива виживаності для
мишей SCID-beige, ін'єктованих (iv) злоякісними
клітинами Daudi і оброблених агоністом антитіл до
CD40.

На Фіг.15 представлений Вестерн-блот-аналіз
до CD40-агоністу антитіл для редукованого (R) і
нередукованого (NR) CD40 людини.

На Фіг.16 представлені результати вирівню-
вання D1-D4-доменів CD40 миші і людини.

На Фіг.17 представлені результати вирівню-
вання амінокислотних послідовностей CD40 миші і
людини, що демонструють положення сайтів злит-
тя в даних химерах.

На Фіг.18 схематично представлена група діа-
грам для химерних CD40-конструкцій.

У даному винаході представлено виділене ан-
титіло, або його антигензв'язувальна частина, які
зв'язують CD40 і діють як СD40-агоністи.

У даному винаході представлена композиція,
що містить антитіло до CD40 або його антигензв'я-
зувальну частину, і фармацевтично прийнятний
носій. Крім того, створена композиція може вклю-
чати в себе другий компонент, такий як протипух-
линний агент або візуалізуючий агент. У даному
винаході розроблені також діагностичні і терапев-
тичні способи.

У даному винаході представлена виділена клі-
тинна лінія, така як гібридома, яка виробляє анти-
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тіло до CD40 або його антигензв'язувальна части-
на.

У даному винаході представлені також моле-
кули нуклеїнових кислот, кодуючий важкий і/або
легкий ланцюг антитіла до CD40 або його антиген-
зв'язувальна частина.

У даному винаході представлені вектори і ха-
зяйські клітини, що містять молекули нуклеїнових
кислот, а також способи рекомбінантного отри-
мання поліпептидів, що кодуються молекулами
нуклеїнових кислот.

Передбачені також ті, що не належать людсь-
кому роду трансгенні тварини, які експресують
важкий і/або легкий ланцюг антитіла до CD40 або
його антигензв'язувальну частину.

У даному винаході розроблений також спосіб
лікування пацієнта, потребуючого цього, ефектив-
ною кількістю молекул нуклеїнової кислоти, що
кодує важкий і/або легкий ланцюг антитіла до
CD40 або його антигензв'язувальну частину.

Визначення і загальні методики
За винятком особливо обумовлених випадків,

наукові і технічні терміни, що використовуються в
зв'язку з даним винаходом,  мають на увазі їх зви-
чайне розуміння рядовими фахівцями в даній га-
лузі. Крім того, якщо не обумовлено в контексті,
вживання термінів в однині має на увазі також і
множинне тлумачення, і навпаки. Взагалі терміно-
логія і методи, що використовується застосовно до
культури клітин і культури тканин, до молекулярної
біології, імунології, мікробіології, генетики, а також
до білкової хімії і хімії нуклеїнових кислот і описа-
ної тут гібридизації, являють собою добре відому
термінологію і методи, що звичайно використову-
ються в даній галузі.

Способи і методи даного винаходу, як прави-
ло, здійснюють відповідно до традиційних спосо-
бів, добре відомих в даній галузі, а також описаних
в різних загальних і більш конкретних посиланнях,
які цитуються і обговорюються в даному описі,
якщо не вказано інакше. [Див., наприклад,
Sarabrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N. Y. (1989) і Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing Associates (1992), а також Harlow and
Lane Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
(1990)], які включені тут шляхом посилання. Фер-
ментативні реакції і методи виділення очищенням
здійснюють відповідно до інструкцій виробників, як
звичайно прийнято в даній галузі або як описано
тут. Термінологія, що використовується в зв'язку з
цим, а також лабораторні операції і методи аналі-
тичної хімії, синтетичної органічної хімії, а також
медичної і фармацевтичної хімії, що описуються
тут, відносяться до лабораторних операцій і мето-
дів, добре відомих і звичайно що використовується
в даній галузі. Стандартні методи використовують
для хімічного синтезу, хімічного аналізу, для отри-
мання фармацевтичного препарату, в технології
приготування лікарського засобу, а також для до-
ставки і лікування пацієнтів.

Якщо не вказано інакше, нижченаведені тер-
міни мають наступні значення:

Термін "поліпептид" має на увазі природні або
синтетичні білки, білкові фрагменти і поліпептидні
аналоги білкової послідовності. Поліпептид може
бути мономерним або полімерним.

Термін "виділений білок", "виділений поліпеп-
тид" або "виділене антитіло" являє собою білок,
поліпептид або антитіло, яке внаслідок свого по-
ходження або джерела отримання (1) не асоцію-
ється з природно пов'язаними компонентами, які
супроводжують його в своєму нативному стані, (2)
вільне від інших білків з одних і тих же видів,  (3)
експресується клітинами різних видів або (4) не
зустрічається в природі. Таким чином, поліпептид,
який хімічно синтезований або синтезований в
клітинній системі, відмінній від клітини, з якої він
природним чином виник, повинен бути "виділеним"
з своїх природно пов'язаних компонентів. Будь-
який білок можна також практично звільнити від
природно пов'язаних компонентів шляхом виді-
лення, застосовуючи методи виділення очищення
білка, добре відомі в даній галузі.

Приклади виділених антитіл включають в себе
антитіло до CD40, яке виділяють шляхом очищен-
ня по спорідненості з використанням CD40, анти-
тіло до CD40, яке синтезують за допомогою гібри-
домної або іншої лінії клітин in vitro, і антитіло
людини до CD40, що отримується з трансгенної
миші.

Білок або поліпептид є "практично чистим",
"практично гомогенним", або "практично очище-
ним", якщо щонайменше близько 60-75% зразка
представлено одним видом поліпептиду. Даний
білок або поліпептид може бути мономерним або
мультимерним. Практично чистий поліпептид або
білок звичайно містить близько 50%, 60%, 70%,
80% або 90% мас/мас, білкового зразка, частіше
близько 95%, і переважно понад 99% чистоти. Мі-
ру очищення білка або міру гомогенності можна
показати декількома способами, добре відомими в
даній галузі, такими як електрофорез білкового
зразка в поліакриламідном гелі з подальшою візу-
алізацією одиночної поліпептидної смуги після
забарвлення гелю барвником, добре відомим в
даній галузі. Для деяких цілей, що стосується ви-
ділення очищенням, високе розрізнення можна
отримати шляхом використання ВЕРХ або іншими
способами, добре відомими в даній галузі.

Термін "поліпептидний фрагмент", що викори-
стовується тут, відноситься до поліпептиду, який
має амінокінцеву і/або карбоксикінцеву делецію, а
інша амінокислотна послідовність ідентична по
відповідних положеннях послідовності, що зустрі-
чається в природі. У деяких варіантах здійснення
даного винаходу довжина фрагментів складає
щонайменше 5, 6, 8 або 10 амінокислот. В інших
варіантах здійснення даного винаходу довжина
фрагментів складає щонайменше 14, щонаймен-
ше 20, щонайменше 50, або щонайменше 70, 80,
90, 100, 150 або 200 амінокислот.

Термін "поліпептидний аналог", що використо-
вується тут, відноситься до поліпептиду, який
включає в себе сегмент, практично ідентичний
частині амінокислотної послідовності і який воло-
діє щонайменше наступними характеристиками:

(1) специфічно зв'язується з CD40 у відповід-
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них умовах зв'язування, (2) здатний активувати
CD40, (3) здатний добре регулювати експресію
молекул на поверхні клітини, таких як ICAM, MHC-
II, В7-1, В7-2, CD71, CD23 і CD83, або (4) здатний
підвищувати секрецію цитокінів, таких як IFN-β1,
IL-2, IL-8, IL-12, IL-15, IL-18 і IL-23. Як правило,
поліпептидні аналоги включають в себе консерва-
тивну амінокислотну заміну (або вставку або де-
лецію) у послідовності, що зустрічається в природі.
Як правило, аналоги містять в довжину щонайме-
нше 20 або 25 амінокислот, переважно щонайме-
нше 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 або 200 амінокис-
лот або більше, і часто можуть володіти такою ж
довжиною, як і повнорозмірний поліпептид, що
зустрічається в природі.

Переважними амінокислотними замінами є ті,
які (1) зменшують чутливість до протеолізу, (2)
зменшують чутливість до окислення, (3) змінюють
спорідненість до зв'язування при утворенні білко-
вих комплексів і (4) додають або модифікують інші
фізико-хімічні або функціональні характеристики
таких аналогів. Аналоги можуть містити різні зміни
послідовності, відмінні від змін в пептидній послі-
довності, що зустрічається в природі. Наприклад,
одиночну або множинні амінокислотні заміни (пе-
реважно консервативні амінокислотні заміни) мож-
на створити в послідовності, що зустрічається в
природі (переважно на ділянці поліпептиду, що
знаходиться поза доменом(ами), що утворює між-
молекулярні контакти). Консервативна амінокис-
лотна заміна не повинна істотно змінювати струк-
турні характеристики батьківської послідовності
(наприклад, заміна амінокислоти не повинна при-
водити до руйнування спіралі, яка існує в даній
батьківській послідовності, або руйнувати інші ви-
ди вторинної структури, яка характеризує дану
батьківську послідовність). Приклади загальнові-
домих вторинних і третинних поліпептидних струк-
тур описані в [Proteins, Structures and Molecular
Principles (Creighton, Ed., W.H.Freeman and
Company, New York (1984)); Introduction to Protein
Structure (C. Branden and J. Tooze, eds., Garland
Publishing, New York, and Thornton et al., Nature
354: 105 (1991)], кожна з яких включена в даний
опис шляхом посилання.

Непептидні аналоги звичайно використовують
в фармацевтичній промисловості у вигляді лікар-
ських засобів з характеристиками, аналогічними
характеристикам даного матриксного пептиду.
Дані види непептидної фармацевтичної сполуки
називають "пептидними міметиками" або "пепти-
доміметиками", [Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15: 29
(1986); Veber and Freidinger, TINS p.392 (1985); і
Evans et al., J. Med. Chem. 30: 1229 (1987)], вклю-
чені тут шляхом посилання. Такі сполуки часто
створюють за допомогою комп'ютерного молеку-
лярного моделювання. Пептидні міметики, які
структурно схожі з терапевтично придатними пеп-
тидами, можна використати для отримання екві-
валентного терапевтичного або профілактичного
ефекту. Взагалі пептидоміметики структурно схожі
із зразковим поліпептидом (тобто поліпептидом,
який володіє необхідною біохімічною властивістю
або фармакологічною активністю), таким як анти-
тіло людини, але володіє одним або декількома

пептидними зв'язками, необов'язково заміщеними
зв'язком,  вибраним з групи,  що складається з -
CH2NH-, -CH2S-, CH2-CH2-, -CH=CH- (цис і транс), -
COCH2-, -CH(OH)CH2- і -CH2SO-, способами, доб-
ре відомими в даній галузі.  Для отримання більш
стабільних пептидів можна також використати сис-
темну заміну однієї або декількох амінокислот кон-
сенсусної послідовності D-амінокислотою такого ж
типу (наприклад, D-лізин замість L-лізину). Крім
того, пов'язані пептиди, що містять консенсусну
послідовність або практично ідентичну варіацію
консенсусної послідовності, можна отримати спо-
собами, добре відомими в даній галузі [Rizo and
Gierasch, Ann. Rev. Biochem. 61: 387 (1992)], вклю-
чені сюди у вигляді посилання); наприклад, шля-
хом додання внутрішніх цистеїнових залишків,
здатних утворювати міжмолекулярні дисульфідні
містки, які циклізують даний пептид.

"Антитіло" відноситься до повного антитіла
або до його антигензв'язувальної ділянки, які кон-
курують з інтактним антитілом за специфічне зв'я-
зування. Дивіться, головним чином, Fundamental
Immunology, Ch. 7 [Paul, W., ed., 2n ed. Raven
Press], (включену у всій повноті для всіх цілей).
Антигензв'язувальні ділянки можна отримати за
допомогою методів рекомбінантної ДНК або шля-
хом ферментативного або хімічного розщеплення
інтактних антитіл. Антигензв'язувальні ділянки
включають в себе, зокрема, Fab, Fab1, F(ab')2, Fd,
Fv, dAb і фрагменти, що визначають ділянку ком-
плементарності (CDR), одноланцюгові антитіла
(scFv), химерні антитіла, діатільця і поліпептиди,
які містять щонайменше ділянку антитіла, яка до-
статня для придання специфічності зв'язування
антигену з даним поліпептидом.

Від N-кінця до С-кінця варіабельні домени
важкого і легкого ланцюга включають в себе діля-
нки FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 і FR4. Від-
несення амінокислот до кожного з доменів здійс-
нюють відповідно до визначень Kabat, Sequences
of Proteins of Immunological Interest [National
Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 and 1991)),
або Chothia & Lesk, J. Моl. Biol. 196: 901-917
(1987); Chothia et al., Nature 342: 878-883 (1989)].

Тут антитіло, яке позначається числом, являє
собою моноклональне антитіло, яке отримане з
гібридоми з тим же числом. Наприклад, монокло-
нальне антитіло 3.1.1 отримують з гібридоми 3.1.1.

Тут Fd-фрагмент означає фрагмент антитіла,
який складається з доменів VH і CH 1; Fv-фрагмент
складається з доменів VL і VH одноплечевого анти-
тіла; і dAb-фрагмент [Ward et al., Nature 341: 544-
546 (1989)], який складається з VH-домену.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду дане антитіло являє собою одноланцюгове ан-
титіло (scFv),  в якому домени VL і VH спарені за
допомогою синтетичного лінкера з утворенням
моновалентних молекул, що дозволяє їм утворю-
вати одноланцюговий білок. [Bird et al., Science
242: 423-426 (1988) і Huston et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85: 5879-5883 (1988)]. В деяких варіантах
здійснення даного винаходу дані антитіла являють
собою діатільця, тобто являють собою бівалентні
антитіла,  в яких домени VH і VL експресуються в
одному поліпептидному ланцюгу, але що викорис-
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товують лінкер, який дуже короткий, щоб дозволи-
ти утворити пару між цими двома доменами в
цьому ж ланцюгу, тим самим змушуючи ці домени
утворювати пару з комплементарними доменами
іншого ланцюга і створюючи два антигензв'язува-
льних сайти [див., наприклад, Holliger P. et аl.,
Рrос. Natl. Acad. Sd. USA 90: 6444-6448 (1993) і
Poljak R.J. et al., Structure 2: 1121-1123 (1994)]. В
деяких варіантах здійснення даного винаходу одне
або декілька CDR антитіла згідно з винаходом мо-
жуть бути ковалентно або нековалентно включені
в молекулу з перетворенням її в імуноадгезин,
який специфічно зв'язується з CD40. У таких варі-
антах здійснення даного винаходу CDR може вбу-
довуватися як ділянка більшого поліпептидного
ланцюга, може ковалентно приєднуватися до ін-
шого поліпептидного ланцюга або може вбудову-
ватися нековалентно.

У варіантах здійснення даного винаходу з од-
ним або декількома зв'язуючими сайтами ці зв'я-
зуючі сайти можуть бути ідентичні один одному, а
можуть бути і різними.

Як такий, що використовується тут, термін "ан-
титіло людини" має на увазі будь-яке антитіло, в
якому всі варіабельні і константні доменні послідо-
вності являють собою послідовності людини. Дані
антитіла можна отримати різноманітними спосо-
бами, як описано нижче.

Термін "химерне антитіло", що використову-
ється тут, має на увазі антитіло, яке містить ділян-
ки з двох або декількох різних антитіл. В одному з
варіантів здійснення даного винаходу один або
декілька CDR отримують з антитіла людини до
CD40. В іншому варіанті здійснення даного вина-
ходу всі вказані CDR отримують з антитіла людини
до CD40. В іншому варіанті здійснення даного ви-
находу вказані CDR з більш ніж одного антитіла
людини до CD40 об'єднують в химерне антитіло.
Наприклад, химерне антитіло може включати в
себе CDR1 легкого ланцюга першого антитіла лю-
дини до CD40, CDR2 легкого ланцюга другого ан-
титіла людини до CD40, а також CDR3 і CDR3 лег-
кого ланцюга третього антитіла людини до CD40, a
CDR з важкого ланцюга можна отримати з одного
або декількох інших антитіл до CD40. Крім того,
каркасні ділянки можна отримати з одних і тих же
антитіл до CD40 або з одного або декількох різних
антитіл людини.

"Активуюче антитіло" (що також тут іменується
як "агоніст антитіла"), використання якого має на
увазі антитіло, яке при доданні до клітини, тканини
або організму, що експресують CD40, підвищує
одну або декілька активностей CD40 щонайменше
приблизно на 20%. У деяких варіантах здійснення
даного винаходу дане антитіло активує СD40-
активність щонайменше на 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 85%. У деяких варіантах здійснення даного
винаходу активуюче антитіло додають в присутно-
сті CD40L. У деяких варіантах здійснення даного
винаходу активність активуючого антитіла вимі-
рюють з використанням аналізу підвищуючої регу-
ляції молекулярної поверхні клітин цільної крові.
Див. Приклад VII. В іншому варіанті здійснення
даного винаходу активність активуючого антитіла
вимірюють з використанням аналізу дендритних

клітин для вимірювання вивільнення IL-12. Див.
Приклад VIII. В іншому варіанті здійснення даного
винаходу активність активуючого антитіла вимі-
рюють з використанням in vivo-моделі злоякісної
пухлини. Див. Приклад X.

Фрагменти або аналоги антитіл або імуногло-
булінових молекул можуть легко отримати рядові
фахівці в даній галузі, відповідно до вказівок дано-
го опису. Переважні аміно- і карбоксикінцеві фраг-
менти або аналоги, що зустрічаються поблизу ко-
рдонів функціональних доменів. Структурні і
функціональні домени можна ідентифікувати шля-
хом порівняння нуклеотидної і/або амінокислотної
послідовності з послідовністю, опублікованою або
зареєстрованою в базах даних. Для ідентифікації
мотивів послідовності або передбаченої білкової
конформації доменів, які зустрічаються в білках
відомої структури і/або функції, переважно вико-
ристовують методи комп'ютерного порівняння.
Способи ідентифікації білкових послідовностей, які
упаковані у відому трьохмірну структуру, відомі.
[Див. Bowie et al., Science 253: 164 (1991)].

Термін "поверхневий плазмений резонанс", що
використовується тут, відноситься до оптичного
феномена, який дозволяє аналізувати в реально-
му часі біоспецифічні взаємодії шляхом детекту-
вання змін концентрації білка в біосенсорній мат-
риці, наприклад, з використанням системи BIAcore
(Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Sweden and
Piscataway, N.J.). Подальший опис [див. Jonsson
U. et al., Ann. Biol. Clin. 51: 19-26 (1993); Jonsson U.
et al., Biotechniques 11: 620-627 (1991); Jonsson B.
et al., J. MoI. Recognit. 8: 125-131 (1995); і Johnsson
B. et al., Anal. Biochem. 198: 268-277 (1991)].

Термін "KD" відноситься до константи дисоці-
ації конкретної взаємодії антиген-антитіло.

Термін "епітоп" включає в себе будь-яку білко-
ву детермінанту, здатну специфічно зв'язуватися з
імуноглобуліном або Т-клітинним рецептором. Епі-
топні детермінанти звичайно складаються з хіміч-
но активних згрупованих на поверхні молекул, та-
ких як амінокислоти або цукрові бічні ланцюжки, і
звичайно володіють специфічними тривимірними
структурними характеристиками, а також певними
значеннями заряду. Вважається, що антитіло спе-
цифічно зв'язує антиген при константі дисоціації
<1мкМ, переважно <100нМ і найбільш переважно
<10нМ.

Двадцять стандартних амінокислот, що вико-
ристовуються тут, і їх абревіатури відповідають
загальноприйнятому використанню. Див.
Immunology - A Synthesis [2nd Edition, E.S.Golub
and D.R.Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland,
Mass. (1991)], яка включена тут шляхом посилан-
ня.

Термін "полінуклеотид", що приводиться тут,
має на увазі полімерну форму нуклеотидів, що
складається щонайменше з 10 основ в довжину,
будь-яких рибонуклеотидів або дезоксинуклеоти-
дів, або модифіковану форму, що складається з
нуклеотидів будь-якого типу. Даний термін вклю-
чає в себе одноланцюгові і дволанцюгові форми.

Термін "виділений полінуклеотид", що викори-
стовується тут, має на увазі полінуклеотид геном-
ного, кДНК-го, або синтетичного походження або їх
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деяку комбінацію,  який внаслідок того,  що він є
"виділеним полінуклеотидом" (1), не зв'язується з
всіма або з частиною полінуклеотидів, з якими
"виділений полінуклеотид" виявляється в природі,
(2) приєднується шляхом зшивки до полінуклеоти-
ду,  з яким в природі він не зв'язується,  або (3)  не
зустрічається в природі у вигляді частини більшої
послідовності.

Термін "олігонуклеотид", що використовується
тут, включає в себе природні і модифіковані нук-
леотиди, сполучені разом з допомогою олігонук-
леотидних зв'язків, що зустрічаються, або не зу-
стрічаються в природі. Олігонуклеотиди являють
собою полінуклеотидну підгрупу, як правило, дов-
жиною в 200 основ або менше. Переважно оліго-
нуклеотиди містять 10-60 основ і найбільш пере-
важно -12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, або 20-40
основ. Олігонуклеотиди, як правило, є одноланцю-
говими, наприклад, праймери і зонди; хоч олігону-
клеотиди можуть бути і дволанцюговими, напри-
клад, для використання в конструюванні генного
мутанта. Олігонуклеотиди згідно з винаходом мо-
жуть являти собою або смислові, або антисмисло-
ві олігонуклеотиди.

Термін "олігонуклеотіди", що природно зустрі-
чаються", що використовується тут, включають в
себе дезоксирибонуклеотиди і рибонуклеотиди.
Термін "модифіковані нуклеотиди", що використо-
вується тут, включає в себе нуклеотиди з модифі-
кованими або заміщеними цукровими групами і
т.п.термін "олігонуклеотидні зв'язки", що приво-
диться тут, включає в себе олігонуклеотидні зв'яз-
ки, такі як тіофосфатний, дитіофосфатний, фос-
фоселеноатний, фосфодиселеноатний,
фосфоанілотіоатний, фосфоаніладатний, фосфо-
амідатний і тому подібне. [Див., наприклад,
LaPlanche et al., Nucl. Acids Res. 14: 9081 (1986);
Stec et al., J. Am. Chem. Soc. 106: 6077 (1984);
Stein et al., Nucl. Acids Res. 16: 3209 (1988); Zon et
al., Anti-Cancer Drug Design 6: 539 (1991); Zon et
al., Oligonucleotides and Analogous: A Practical
Approach, pp.87-108 (F.Eckstein, Ed., Oxford
University Press, Oxford England (1991)); Патент
США №5151510; Uhlmann and Peyman, Chemical
Reviews 90: 543 (1990)], розкриття яких включене
тим самим шляхом посилання. При необхідності,
олігонуклеотид може включати мітку для детекту-
вання.

Послідовності, "приєднані шляхом зшивки",
включають в себе і експресуючі контрольні послі-
довності, які стикаються з представляючим інтерес
геном, і експресуючі контрольні послідовності для
контролю за цікавлячим геном і які діють в транс-
положенні або на відстані. Термін "експресуюча
контрольна послідовність", що використовується
тут, має на увазі полінуклеотидні послідовності, які
необхідні для впливу на експресію і процесинг ко-
дуючих послідовностей, з якими вони ліговані.
Експресуючі контрольні послідовності включають в
себе відповідні послідовності ініціації транскрипції,
термінації, промоторну і енхансерну послідовності;
ефективні сигнали процесинга PHK, такі як сигна-
ли сплайсинга і поліаденілювання; послідовності,
які стабілізують цитоплазматичну мРНК; послідов-
ності, які підвищують ефективність трансляції

(тобто консенсусну Козак-послідовність); послідо-
вності,  які підвищують стабільність білка;  і,  за не-
обхідності, послідовності, які підвищують секрецію
білка. Природа таких контрольних послідовностей
різна і залежить від організму хазяїна; у прокаріот
такі контрольні послідовності, як правило, містять
промотор, сайт зв'язування рибосом, і послідов-
ність термінації транскрипції; в еукаріот, як прави-
ло, такі контрольні послідовності включають в се-
бе промотори і послідовність термінації
транскрипції. Термін "контрольні послідовності"
має на увазі включення, як мінімум, всіх компонен-
тів, присутність яких суттєва для експресії і проце-
синга, і може також включати в себе додаткові
компоненти, присутність яких створює перевагу,
наприклад, лідерні послідовності і послідовності
партнерів злиття.

Термін "вектор", що використовується тут, має
на увазі молекулу нуклеїнової кислоти, здатну пе-
ренести іншу нуклеїнову кислоту, до якої вона при-
кріплена. У деяких варіантах здійснення даного
винаходу вектор являє собою плазміду, тобто кі-
льцеву дволанцюгову ДНК-петлю, в яку можуть
бути ліговані додаткові ДНК-сегменти. У деяких
варіантах здійснення даного винаходу вектор яв-
ляє собою вірусний вектор, у вірусний геном якого
можуть бути додатково ліговані ДНК-сегменти. У
деяких варіантах здійснення даного винаходу век-
тори можуть автономно реплікуватися в клітині-
хазяїні, в яку вони інтродуковані (наприклад, бак-
терійні вектори, що володіють бактерійним орі-
джином реплікації або епісомні вектори ссавців). В
інших варіантах здійснення даного винаходу век-
тори (наприклад, неепісомні вектори ссавців) мо-
жуть інтегруватися в геном клітини-хазяїна після
впровадження в господарську клітину і, таким чи-
ном, реплікуватися одночасно з господарським
геномом. Разом з тим, деякі вектори здатні управ-
ляти експресією генів, до яких вони приєднані
шляхом зшивки. Такі вектори іменують тут "реком-
бінантні експресуючі вектори" (або просто "експре-
суючі вектори").

Термін "рекомбінантна клітина-хазяїн", що ви-
користовується тут, (або просто "клітина-хазяїн")
має на увазі клітину, в яку впроваджений рекомбі-
нантний експресуючий вектор. Потрібно мати на
увазі, що "рекомбінантна клітина-хазяїн" і "клітина-
хазяїн" має на увазі не тільки окрему клітину паці-
єнта, але також і потомство такої клітини. Оскільки
через яку-небудь мутацію або вплив навколишньо-
го середовища в подальших поколіннях можуть
відбуватися деякі модифікації, то таке потомство
насправді не може бути ідентично батьківській
клітині, але все ж його включають в рамки терміну
"клітина-хазяїн", що використовується тут.

Термін "селективно гібридизується", що при-
водиться тут, має на увазі виявлення і специфічне
зв'язування. Полінуклеотиди, олігонуклеотиди і їх
фрагменти відповідно до даного винаходу селек-
тивно гібридизуються з ланцюгами нуклеїнової
кислоти в умовах гібридизації і відмивання, які
мінімізують істотний рівень детектованого зв'язу-
вання з неспецифічними нуклеїновими кислотами.
"Дуже жорсткі" або "виключно жорсткі" умови мож-
на використати для здійснення умов селективної
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гібридизації, які відомі в даній галузі і розгляда-
ються тут.  Один з прикладів "дуже жорстких"  або
"виключно жорстких" умов являє собою інкубацію
полінуклеотиду з іншим полінуклеотидом, де один
з полінуклеотидів може бути прикріплений до тве-
рдої поверхні, такої як мембрана, в гібридизацій-
ному буфері, що складається з 6Х SSPE або SSC,
50% формаміду, 5Х розчину Денхардта, 0,5% SDS,
100мкг/мл денатурованої, фрагментованої ДНК
сперми лосося, при температурі гібридизації 42°C
протягом 12-16 годин, з подальшим двократним
відмиванням при 55°С з використанням буфера
для відмивання, що складається з IX SSC, 0,5%
SDS. [Див. також Sambrook et al., вище, рр.9.50-
9.55].

Термін "процентна ідентичність послідовності"
застосовно до послідовностей нуклеїнової кислоти
має на увазі нуклеотидні залишки в двох послідов-
ностях, які однакові при вирівнюванні на максима-
льну відповідність. Довжина ідентичної послідов-
ності, що порівнюється, може бути подовжена
щонайменше майже на дев'ять нуклеотидів, як
правило, щонайменше майже на 18 нуклеотидів, в
більшості випадків, як правило, щонайменше май-
же на 24 нуклеотиди, звичайно щонайменше май-
же на 28 нуклеотидів, частіше щонайменше майже
на 32 нуклеотиди, і переважно щонайменше май-
же на 36, 48 або більше нуклеотидів. Існує ряд
різних алгоритмів,  відомих в даній галузі,  які мож-
на використати для вимірювання ідентичності нук-
леотидної послідовності. Наприклад, полінуклео-
тидні послідовності можна порівнювати з
використанням FASTA, Gap або Bestfit, які явля-
ють собою програми в Wisconsin Package Version
10.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison,
Wisconsin. FASTA, яка включає в себе, наприклад,
програми FASTA2 і FASTA3, здійснює вирівнюван-
ня і визначає процентну ідентичність ділянок з
найкращим перекриттям між послідовностями що
запитується, і що досліджується [Pearson, Methods
Enzymol. 183: 63-98 (1990); Pearson, Methods Моl.
Biol. 132: 185-219 (2000); Pearson, Methods
Enzymol. 266: 227-258 (1996); Pearson, J. MoI. Biol.
276: 71-84 (1998)]; включені тут шляхом посилан-
ня). Якщо не обумовлено інакше, використовують
параметри за умовчанням для конкретної програ-
ми або алгоритму. Наприклад, процентну ідентич-
ність між послідовностями нуклеїнових кислот мо-
жна визначити з використанням FASTA  і її
параметрами за умовчанням (розмір слова з 6 і
NOPAM-фактор для матриці оцінок) або з викорис-
танням GAP і його параметрів за умовчанням, які
розроблені для GCG Version 6.1, включені тут
шляхом посилання.

Посилання на нуклеотидну послідовність
включає в себе комплементарну їй послідовність,
якщо не обумовлено інакше. Таким чином, потріб-
но мати на увазі, що посилання на нуклеїнову кис-
лоту, яка володіє конкретною послідовністю, від-
носиться також до комплементарного їй ланцюга і
її комплементарної послідовності.

У молекулярній біології дослідники використо-
вують взаємозамінні терміни "процентна ідентич-
ність послідовності", "процентна схожість послідо-
вності" і "процентна гомологія послідовності". У

даній заявці ці терміни мають те ж значення і від-
носяться тільки до послідовностей нуклеїнових
кислот.

Термін "істотно схожий" або "істотно схожа по-
слідовність" відносно нуклеїнової кислоти або її
фрагмента означає, що оптимальне вирівнювання,
при відповідному числі нуклеотидних вставок або
делецій, з іншою нуклеїновою кислотою (або з її
комплементарним ланцюгом), означає ідентич-
ність нуклеотидної послідовності щонайменше на
85%, переважно щонайменше майже на 90%, і
найбільш переважно, щонайменше майже на 95%,
96%, 97%, 98% або 99% нуклеотидних основ, і це
вимірюється за допомогою добре відомого алгори-
тму ідентичності послідовностей, такого як FASTA,
BLAST або Gap, що розглядається вище.

Застосовно до поліпептидів термін "істотно
ідентичний" має на увазі, що дві пептидні послідо-
вності при оптимальному вирівнюванні за допомо-
гою таких програм як GAP або BESTFIT, що вико-
ристовують за умовчанням зважені пропуски,
володіють щонайменше 70-, 75- або 80-
процентною ідентичністю послідовностей, перева-
жно щонайменше 90- або 95-процентною ідентич-
ністю послідовностей, і найбільш переважно, що-
найменше 97-, 98- або 99-процентною
ідентичністю послідовностей. Переважно інші не-
ідентичні позиції відрізняються по консервативних
амінокислотних замінах. "Консервативна аміноки-
слотна заміна" являє собою заміну, в якій аміноки-
слотний залишок заміняється іншим амінокислот-
ним залишком,  що володіє бічним ланцюгом у
вигляді R-групи, з аналогічними хімічними харак-
теристиками (наприклад, зарядом або гідрофобні-
стю). Загалом, консервативна амінокислотна замі-
на не повинна істотно змінювати функціональні
характеристики білка. У випадку, коли дві або бі-
льше амінокислотні послідовності відрізняються
одна від одної консервативними амінокислотними
замінами, процентна ідентичність послідовності
або ступінь схожості може бути підвищена вве-
денням поправок на консервативну природу даної
заміни. Способи такого підвищення добре відомі
фахівцям в даній галузі. [Див., наприклад, Pearson,
methods Моl. Biol. 243: 307-31 (1994)]. Приклади
амінокислотних груп, які володіють бічними ланцю-
гами зі схожими хімічними характеристиками,
включають в себе 1) аліфатичні бічні ланцюги:
гліцин, аланін, валін, лейцин і ізолейцин; 2) аліфа-
тичні з гідроксильною групою бічні ланцюги: серин
і треонін; 3) амідовмісні бічні ланцюги: аспарагін і
глутамін; 4) ароматичні бічні ланцюги: фенілала-
нін, тирозин і триптофан; 5) основні бічні ланцюги:
лізин, аргінін і гістидин; 6) кислотні бічні ланцюги:
аспарагінова і глутамінова кислота; і 7) сірковмісні
бічні ланцюги: цистеїн і метіонін. Переважні аміно-
кислотні групи з консервативними замінами явля-
ють собою валін-лейцин-ізолейцин, фенілаланін-
тирозин, лізин-аргінін, аланін-валін, глутамін-
аспарагінова кислота і аспарагін-глутамін.

Як альтернатива, консервативна заміна являє
собою будь-яку зміну, що володіє позитивною ве-
личиною в логарифмічній матриці правдоподібно-
сті РАМ250, розкритій у [Gonnet et al., Science 256:
1443-45 (1992)], включеної тут шляхом посилання.
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"Помірно консервативна" заміна являє собою
будь-яку зміну, що володіє ненегативною величи-
ною в логарифмічній матриці правдоподібності
РАМ250.

Схожість послідовностей поліпептидів, яку та-
кож іменують ідентичністю послідовностей, як пра-
вило, вимірюють з використанням програм аналізу
послідовності. Білкова аналітична програма зіста-
вляє схожі послідовності з використанням вимірю-
вання схожості, що вирівнюються по різних замі-
нах,  делеціях і інших модифікаціях,  в тому числі і
консервативним амінокислотним замінам. Напри-
клад, GCG містить програми, такі як "Gap" і
"Bestfit", які можна використати з параметрами за
умовчанням для визначення гомології послідовно-
стей або ідентичності послідовностей між близько
родинними поліпептидами, такими як гомологічні
поліпептиди різних видів організмів або між білком
дикого типу і його мутантом. Див., наприклад, GCG
Version 6.1. Поліпептидні послідовності можна та-
кож порівнювати з допомогою FASTA, використо-
вуючи параметри за умовчанням або параметри,
що рекомендуються, програма для GCG Version
6.1. FASTA (наприклад, FASTA2 і FASTA3) забез-
печує вирівнювання і процентну ідентичність по-
слідовності в ділянках найкращого перекриття між
послідовностями, що запитується і, що досліджу-
ється [Pearson, Methods Enzymol. 183: 63-98
(1990); Pearson, Methods Моl. Biol. 132: 185-219
(2000)]. Інший переважний алгоритм для порівнян-
ня послідовності згідно з винаходом з базою да-
них, що містить велике число послідовностей з
різних організмів, являє собою комп'ютерна про-
грама BLAST, зокрема, blastp або blastn, з викори-
станням параметрів за умовчанням. [Див., напри-
клад, Altschul et al., J. Моl. Biol. 215: 403-410
(1990); Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25: 3389-
402 (1997)]; включені тут шляхом посилання.

Довжини поліпептидних послідовностей, що
порівнюються на предмет гомології, складають, як
правило, щонайменше близько 16 амінокислотних
залишків, звичайно щонайменше близько 20 за-
лишків, частіше звичайно щонайменше близько 24
залишків, звичайно, як правило, щонайменше бли-
зько 28 залишків, і переважно понад близько 35
залишків. Якщо пошукова база даних містить по-
слідовності великого числа різних організмів, вона
є переважною для порівняння амінокислотних по-
слідовностей.

Терміни "мітка" або "мічений", що використо-
вуються тут, відносяться до впровадження іншої
молекули в дане антитіло. В одному з варіантів
здійснення даного винаходу мітка являє собою
детектований маркер, наприклад, включену в амі-
нокислоту радіоактивну мітку або приєднану до
поліпептиду біотинільовану складову, яка може
виявлятися з допомогою авідину, що маркірується
(наприклад, стрептавідину, який містить флуорес-
центний маркер або ферментативну активність,
яку можна детектувати оптичним або колоримет-
ричним способами). В іншому варіанті здійснення
даного винаходу мітка або маркер можуть бути
терапевтичними, наприклад, лікарським кон'юга-
том або токсином.  У даній галузі відомі і можуть
використовуватися різні способи мічення поліпеп-

тидів і глікопротеїнів. Приклади міток для поліпеп-
тидів включають в себе, не обмежуючись ними,
радіоізотоп або радіонукліди (наприклад, 3H, 14C,
15N, 35S, 90Y, 99Tc, 111In, 125I, 131I), флуоресцентні
мітки (наприклад, FITC, родамін, фосфатні ланта-
ноїди), ферментні мітки (наприклад, пероксидаза
хрону, β-галактозидаза, люцифераза, лужна фос-
фатаза), хемілюмінесцентні маркери, біотинільні
групи, попередньо визначені поліпептидні епітопи,
пізнавані повторним репортером (наприклад, лей-
цинова застібка парних послідовностей, зв'язуючі
сайти повторних антитіл, металозв'язуючі домени,
епітопні мітки), магнітні агенти, такі як хелатні спо-
луки гадолінію, токсини, такі як коклюшний токсин,
таксол, цитохалазин В, граміцидин D, етидійбро-
мід, еметин, мітоміцин, етопозид, тенопозид, вінк-
ристин, вінбластин, колхіцин, доксорубіцин, дау-
норубіцин, дигідроксіантрациндіон, мітоксантрон,
мітраміцин, актиноміцин D, 1-дегідротестостерон,
глюкокортикоїди, прокаїн, тетракаїн, лідокаїн, про-
пранолол і пуроміцин, а також його аналоги і гомо-
логи. У деяких варіантах здійснення даного вина-
ходу мітки приєднують з допомогою "ніжки"  різної
довжини для зменшення можливого просторового
ускладнення.

Термін пацієнт включає людину і тварин.
У рамках даного опису і формули винаходу

слово "включати", або його варіанти, такі як "вклю-
чає" або "що включає" має на увазі включення
встановленого цілого числа або групи чисел, а не
виключення будь-якого іншого цілого числа або
групи цілих чисел.

Антитіла людини до CD40 і їх характеристика
Антитіла людини допомагають уникнути де-

яких проблем, пов'язаних з асоціацією антитіл,
якими володіють варіабельна і/або константна
ділянки антитіл тварин, що не є людиною (напри-
клад, гризунів). Такі ускладнення включають в се-
бе швидкий кліренс антитіл або імунну реакцію
проти цього антитіла. Тому в одному з варіантів
здійснення даного винаходу створені гуманізовані
антитіла до CD40. В іншому варіанті здійснення
даного винаходу отримані антитіла людини до
CD40. У деяких варіантах здійснення даного вина-
ходу антитіла людини до CD40 отримують шляхом
імунізації гризуна, геном якого включає в себе гени
імуноглобуліну людини,  з тим,  щоб даний гризун
продукував антитіла людини. Передбачається, що
антитіла, людини до CD40 мінімізують імуноген-
ність і алергічні реакції, властиві антитілам, що не
належать людині, або моноклональним антитілам,
що не виробляються людиною (монАТ), і, отже,
підвищують ефективність і безпеку антитіл,  що
вводяться. Використання повністю людських анти-
тіл можна розглядати приблизно для створення
істотної переваги при лікуванні хронічних і зворот-
них захворювань людини, таких як запалення і
злоякісна пухлина, які можуть вимагати повторно-
го введення антитіл.

У даному винаході створено одинадцять акти-
вуючих моноклональних антитіл людини до CD40
(монАТ) і виробляючих їх гібридомних клітинних
ліній. У Таблиці А приведений список ідентифіка-
торів послідовностей (SEQ ID NO: ) нуклеїнових
кислот, що кодують повнорозмірні важкі і легкі ла-
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нцюги (включаючи лідерну послідовність), відпові-
дні повнорозмірні виведені амінокислотні послідо-
вності, а також нуклеотидна і виведена на її основі

амінокислотна послідовність варіабельних ділянок
важкого і легкого ланцюга.

Таблиця А

Антитіла людини до CD40

Ідентифікатор послідовності (SEQ ID NO: )
Варіабельна ділянка Повна довжина

Важкий Легкий Важкий ЛегкиймонАТ
ДНК Білок ДНК Білок ДНК Білок ДНК Білок

3.1.1 1 2 3 4 5 6 7 8
7.1.2 9 10 11 12 13 14 15 16

10.8.3 17 18 19 20 21 22 23 24
15.1.1 25 26 27 28 29 30 31 32
21.2.1 33 34 35 36 37 38 39 40
21.4.1 41 42 43 44 45 46 47 48
22.1.1 49 50 51 52 53 54 55 56
23.5.1 57 58 59 60 61 62 63 64
23.28.1 65 66 67 68 69 70 71 72
23.29.1 73 74 75 76 77 78 79 80
24.2.1 81 82 83 84 85 86 87 88

Крім того, в даному винаході передбачені мо-
нАТ 23.25.1 людини до CD40 і лінія гібридомних
клітин, яка їх продукує.

Крім того, в даному винаході передбачені ва-
ріанти важкого і/або легкого ланцюга деяких пере-
лічених вище монАТ людини до CD40, що містять
одну або декілька амінокислотних замін. В даному
винаході створені два варіанти монАТ 3.1.1 важких
ланцюгів. В одному з них 78 залишок аланіну замі-
нений на треонін. В іншому 78 залишок аланіну
замінений на треонін, а 88 і 97 залишки валіну
замінені аланіном. У даному винаході створений
також варіант монАТ 3.1.1 легкого ланцюга, в яко-
му 4 залишок лейцину і 83 залишок лейцину замі-
нені, відповідно, на метіонін і валін. Поєднання
виміряного важкого або легкого ланцюга з легким
або важким ланцюгом дикого типу позначається,
відповідно, як мутантний ланцюг. Таким чином,
антитіло,  що містить легкий ланцюг дикого типу і
важкий ланцюг, що включає зміну аланіну на трео-
нін по залишку 78, позначене у вигляді 3.1.1 Н-
А78Т. Однак в інших варіантах здійснення даного
винаходу включені антитіла, що містять будь-яке
поєднання зміненого важкого ланцюга і зміненого
легкого ланцюга з 3.1.1.

Далі, в даному винаході створений варіант
монАТ 22.1.1 важкого ланцюга, в якому 109 зали-
шок цистеїну замінений на аланін. Моноклональне
антитіло, що включає змінений важкий ланцюг і
легкий ланцюг 22.1.1, позначене монАТ 22.1.1 Н-
С109А. Ще в даному винаході створені два варіан-
ти важкого ланцюга і варіант легкого ланцюга мо-
нАТ 23.28.1. В одному з варіантів важкого ланцюга
16 залишок аспарагінової кислоти замінений на
глутамінову кислоту. монАТ, що включає варіант-
ний важкий ланцюг і легкий ланцюг 23.28.1, позна-
чене 23.28.1 H-D16E. Даний винахід включає та-
кож 23.28.1-варіант легкого ланцюга, в якому 92
залишок цистеїну замінений на аланін. монАТ, що
включає 23.28.1-важкий ланцюг і варіант легкого

ланцюга, позначене 23.28.1 L С92А. У даному ви-
наході створені також монАТ, що включають будь-
який з варіантів важкого ланцюга 23.28.1 з варіан-
том легкого ланцюга 23.28.1.

Легкий ланцюг, що продукується гібридомою
23.29.1, містить мутацію в константній ділянці по
залишку 174. Легкий ланцюг, що продукується да-
ною гібридомою, в цьому положенні несе аргінін
замість канонічного лізину. Відповідно до цього, в
даному винаході створений також легкий ланцюг
23.29.1 з канонічним лізином по залишку 174 і мо-
нАТ, позначеному 23.29.1 L-R174K, що містить
важкий ланцюг 23.29.1 і змінений легкий ланцюг.

У переважному варіанті здійснення даного ви-
находу антитіло до CD40 являє собою 3.1.1, 3.1.1
Н-А78Т, 3.1.1 H-A78T-V88A-V97A, 3.1.1 L-L4M-
L83V, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1,
22.1.1 Н-С109А, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 H-
D16E, 23.28.1 L-C92A, 23.29.1, 23.29.1 L-R174K і
24.2.1. У деяких варіантах здійснення даного ви-
находу антитіло до CD40 містить легкий ланцюг,
що включає в себе амінокислотну послідовність,
вибрану з SEQ ID NО: 8, 16, 24, 32, 40, 48, 56, 64,
72, 80, 88, 94, 100 або 192, або її варіабельну ді-
лянку, або ж кодується послідовністю нуклеїнової
кислоти, вибраною з SEQ ID NО: 7, 15, 23, 31, 39,
47, 55, 63, 71, 79, 87, 93, 99 або 101. У деяких ва-
ріантах здійснення даного винаходу антитіло до
GD40  включає в себе легкий ланцюг,  що містить
щонайменше CDR2 одного з перерахованих анти-
тіл, одну з ідентифікованих вище амінокислотних
послідовностей (як показано на Фіг.1A-1С і 2А-2С),
або, що кодується однією з ідентифікованих вище
послідовностей нуклеїнової кислоти. В іншому
варіанті здійснення даного винаходу даний легкий
ланцюг додатково містить CDR1 і CDR3, незалеж-
но вибрані з варіабельної ділянки легкого ланцю-
га, яка включає в себе не більше десяти амінокис-
лот з амінокислотної послідовності, що кодується
геном зародкової лінії Vk А3/А 19, L5 або А27, або
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включає в себе CDR1 і CDR3, незалежно вибрані з
CDR1 і CDR3 (1) антитіла, вибраного з 3.1.1, 3.1.1
L-L4M-L83V, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1,
22.1.1, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 L-С92А,
23.29.1, 23.29.1 L-R174K або 24.2.1; (2) амінокис-
лотної послідовності SEQ ID NО: 4, 12, 20, 28, 36,
44, 52, 60, 68, 76, 84, 94, 100 або 102 або (3) по-
слідовністю нуклеїнової кислоти, що кодується
SEQ ID NО: 3, 11, 19, 27, 35, 43, 51, 59, 67, 75, 83,
93, 99 або 101.

В іншому переважному варіанті здійснення
даного винаходу антитіло до CD40 включає в себе
важкий ланцюг, що містить амінокислотну послі-
довність, вибрану з SEQ ID NО: 6, 14, 22, 30, 38,
46, 54, 62, 70, 78 або 86, або її варіабельну ділян-
ку, або, що кодується послідовністю нуклеїнової
кислоти, вибраною з SEQ ID NО: 5, 13, 21, 29, 37,
45, 53, 61, 69, 77 або 85. У деяких варіантах здійс-
нення даного винаходу антитіло проти CD40 вклю-
чає в себе важкий ланцюг,  що містить щонаймен-
ше CDR3 одного з перерахованих антитіл, одну з
вищезгаданих амінокислотних послідовностей (як
показано на Фіг.1A-1С і 2А-2С), або, що кодується
однією з вищезгаданих послідовностей нуклеїно-
вої кислоти. В іншому варіанті здійснення даного
винаходу даний важкий ланцюг додатково вклю-
чає CDR1 і CDR2, незалежно вибрані з варіабель-
ної ділянки важкого ланцюга, яка включає не біль-
ше вісімнадцяти амінокислот з амінокислотної
послідовності, що кодується геном зародкової лінії
VH3-30+, 4-59, 1-02, 4.35 або 3-30.3, або включає
CDR1 і CDR2, незалежно вибрані з CDR1 або
CDR2 (1) антитіла, вибраного з 3.1.1, 3.1.1 Н-А78Т,
3.1.1 H-A78T-V88A-V97A, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1,
21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1 H-C109A, 23.5.1,
23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 H-D16E, 23.29.1 і 24.2.1;
(2) амінокислотної послідовності SEQ ID NО: 2, 10,
18, 26, 34, 42, 50, 58, 66, 74, 82, 90, 92, 96 або 98,
або (3) послідовністю нуклеїнової кислоти, що ко-
дується SEQ ID NО: 1, 9, 17, 25, 33, 41, 49, 57, 65,
73, 81, 89, 91, 95 або 97. В іншому варіанті здійс-
нення даного винаходу антитіло до CD40 включає
в себе важкий ланцюг і легкий ланцюг, як вказано
вище.

Антитіло 3.1.1 Н-А78Т, що використовується
тут, ідентичне антитілу 3.1.1 за тим винятком, що
залишок 78 важкого ланцюга являє собою треонін
замість аланіну. Аналогічно, в антитілі 3.1.1 H-
A78T-V88A-V97A залишок 78 замінений на А, а
залишки 88 і 97 замінені в даному важкому ланцю-
гу з валіну на аланін. Антитіло 3.1.1 L-L4M-L83V
ідентичне антитілу 3.1.1, затим винятком, що за-
лишок 4 являє собою метіонін замість лейцину, а
залишок 83 являє собою в даному легкому ланцю-
гу валін замість лейцину. Антитіло 22.1.1 Н-С109А
ідентичне антитілу 22.1.1, за тим винятком, що
залишок 109 даного важкого ланцюга замінений з
цистеїну на аланін. Антитіла 23.28.1 H-D16E і
23.28.1 L-C92A ідентичні антитілу 23.28.1, за тим
винятком, що залишок 16 даного важкого ланцюга
замінений з аспартату на глутамат, а залишок 92
даного легкого ланцюга замінений, відповідно, з
цистеїну на аланін. Антитіло 23.29.1 L-R174K іден-
тичне антитілу 23.29.1, за тим винятком, що зали-
шок 174 даного легкого ланцюга замінений з аргі-

ніну на лізин.
Класи і підкласи антитіл до CD40
Класи і підкласи антитіл до CD40  можна ви-

значити будь-яким способом,  відомим в даній га-
лузі. Взагалі клас і підклас будь-якого антитіла
можна визначити з використанням антитіл, які
специфічні для конкретного класу і підкласу будь-
якого антитіла. Такі антитіла комерційно доступні.
Клас і підклас можна визначити з допомогою ІФА
або Вестерн-блота, також як і іншими методами.
Як альтернатива, клас і підклас можна визначити
шляхом секвенування всіх або частини констант-
них доменів даного важкого і/або легкого ланцюгів
певних антитіл, порівнюючи їх амінокислотні по-
слідовності з відомими амінокислотними послідов-
ностями різних класів і підкласів імуноглобулінів і
визначаючи клас і підклас антитіл.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду антитіло до CD40 являє собою моноклональне
антитіло. Антитіло до CD40 може являти собою
молекулу IgG, IgM, IgE, IgA або IgD. У переважно-
му варіанті здійснення даного винаходу антитіло
до CD40 являє собою IgG і відповідає підкласу
IgGl, IgG2, IgG3 або IgG4. В іншому переважному
варіанті здійснення даного винаходу антитіла до
CD40 представлені підкласом IgG2.

Видова і молекулярна селективність
В іншому аспекті даного винаходу антитіла до

CD40 демонструють і видову, і молекулярну селе-
ктивність. У деяких варіантах здійснення даного
винаходу антитіло до CD40 зв'язується з CD40
приматів і людини. У деяких варіантах здійснення
даного винаходу антитіло до CD40 зв'язується з
CD40 людини, cynomolgus або резус-мавпи. В ін-
ших варіантах здійснення даного винаходу антиті-
ло до CD40 не зв'язується з CD40 миші, щура, со-
баки або кролика. Відповідно до вказівок даного
опису, можна визначити видову селективність ан-
титіла до CD40, застосовуючи способи, добре ві-
домі в даній галузі.  Наприклад,  можна визначити
видову селективність з використанням Вестерн-
блота,  FACS,  ІФА або PIA.  (Див.,  наприклад,  При-
клад IV.)

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду антитіло до CD40 володіє селективністю у від-
ношенні CD40, яка в 100 раз вище, ніж його селек-
тивність у відношенні RANK (рецепторний
активатор ядерного фактора каппа-ланцюга B-
клітин), 4-1ВВ (CD137), TNRF-I (Рецептор-1 Фак-
тора Некрозу Пухлини) і TNRF-2 (Рецептор-2 Фак-
тора Некрозу Пухлини). У деяких варіантах здійс-
нення даного винаходу антитіло до CD40 не
виявляє якого-небудь істотного специфічного зв'я-
зування з будь-яким іншим білком,  відмінним від
CD40. Можна визначити селективність антитіла до
CD40 у відношенні CD40, використовуючи спосо-
би,  добре відомі в даній галузі,  відповідно до вка-
зівок даного опису. Наприклад, можна визначити
селективність, використовуючи Вестерн-блот,
FACS, ІФА або PIA. (Див., наприклад, Приклад V).

Ідентифікація СD40-епітопів, розпізнаваних
антитілом до CD40

Далі, в даному винаході створене моноклона-
льне антитіло людини до CD40, яке зв'язує CD40 і
перехресно конкурує, і/або зв'язується, з тим же
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епітопом і/або зв'язується з CD40 з тією ж KD, що і
антитіло людини до CD40, вибране з антитіл 3.1.1,
3.1.1 Н-А78Т, 3.1.1 H-A78T-V88A-V97A, 3.1.1 L-
L4M-L83V, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1,
22.1.1, 22.1.1 Н-С109А, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1,
23.28.1 H-D16E, 23.28.1 L-C92A, 23.29.1, 23.29.1 L-
R174K або 24.2.1; або антитіло людини до CD40,
яке включає в себе варіабельну ділянку важкого
ланцюга, що має амінокислотну послідовність SEQ
ID NО: 2, 10, 18, 26, 34, 42, 50, 58, 66, 74, 82, 90,
92, 96 або 98, або антитіло людини до CD40, яке
включає в себе варіабельну ділянку легкого лан-
цюга, що має послідовність SEQ ID NО: 4, 12, 20,
28, 36, 44, 52, 60, 68, 76, 84, 94, 100 або 102.

Уявляється можливим визначити, чи дійсно
зв'язується антитіло з одним і тим же епітопом або
перехресно конкурує за зв'язування з антитілом
проти CD40, використовуючи будь-який спосіб,
відомий в даній галузі. В одному з варіантів здійс-
нення згідно з винаходом можна дозволити дано-
му антитілу до CD40 даного винаходу зв'язати
CD40 в умовах насичення, а потім виміряти здат-
ність антитіла, що тестується, зв'язувати CD40.
Якщо антитіло, що тестується, здатне зв'язувати
CD40 одночасно з антитілом до CD40, тоді це ан-
титіло, що тестується, зв'яжеться з іншим епітопом
як антитіло до CD40.  Однак якщо антитіло,  що
тестується, не здатне одночасно зв'язуватися з
CD40, тоді це антитіло, що тестується, зв'яжеться
з тим же самим епітопом, що перекривається епі-
топом, або епітопом, який знаходиться в безпосе-
редній близькості до епітопу, пов'язаному антиті-
лом людини до CD40.  Даний експеримент можна
здійснити з використанням ІФА,  PIA,  FACS  або
поверхневого плазменного резонансу. (Див., на-
приклад, Приклад VI). У переважному варіанті
здійснення даного винаходу даний експеримент
здійснюють з використанням поверхневого плаз-
менного резонансу. У більш переважному варіанті
здійснення даного винаходу використовують ВІА-
соrе.

Зв'язування антитіл проти CD40  з CD40  по
спорідненості

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду антитіло проти CD40 зв'язується з CD40 з висо-
кою спорідненістю. У деяких варіантах здійснення
даного винаходу антитіло проти CD40 зв'язується
з CD40 з KD 2´10-8M або з KD меншого значення. В
інших переважних варіантах здійснення даного
винаходу антитіло проти CD40 зв'язується з CD40
з KD 2´10-9,  2´10-10, 4,0´10-11M або з KD меншого
значення. У найбільш переважному варіанті здійс-
нення даного винаходу антитіло зв'язується з
CD40 з KD 2,5´10-12M або з KD меншого значення.
У деяких варіантах здійснення даного винаходу
антитіло зв'язується з CD40 практично з тією ж KD,
що і антитіло, вибране з 3.1.1, 3.1.1 Н-А78Т, 3.1.1
H-A78T-V88A-V97A, 3.1.1 L-L4M-L83V, 7.1.2,
10.8.3,15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1 Н-С109А,
23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 H-D16E, 23.28.1 L-
C92A, 23.29.1, 23.29.1 L-R174K або 24.2.1. В іншо-
му переважному варіанті здійснення даного вина-
ходу антитіло зв'язується з CD40 практично з тією
ж KD, що і антитіло, яке включає в себе CDR2 лег-
кого ланцюга, і/або CDR3 важкого ланцюга антиті-

ла, вибраного з 3.1.1, 3.1.1 H-А78Т, 3.1.1 H-A78T-
V88A-V97A, 3.1.1 L-L4M-L83V, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1,
21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1 Н-С109А, 23.5.1,
23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 H-D16E, 23.28.1 L-С92А,
23.29.1, 23.29.1 L-R174K і 24.2.1. Ще в одному пе-
реважному варіанті здійснення даного винаходу
антитіло зв'язується з CD40 практично з тією ж KD,
що і антитіло, яке включає в себе варіабельну ді-
лянку важкого ланцюга, що має амінокислотну
послідовність SEQ ID NО: 2, 10, 18, 26, 34, 42, 50,
58, 66, 74, 82, 90, 92, 96 або 98, або яке включає в
себе легкий ланцюг, що має амінокислотну послі-
довність SEQ ID NО: 4, 12, 20, 28, 36, 44, 52, 60,
68, 76, 84, 94, 100 або 102. В іншому переважному
варіанті здійснення даного винаходу антитіло зв'я-
зується з CD40 практично з тією ж KD, що і антиті-
ло, яке включає в себе CDR2 варіабельної ділянки
легкого ланцюга, що має амінокислотну послідов-
ність SEQ ID NО: 4, 12, 20, 28, 36, 44, 52, 60, 68,
76, 84, 94, 100 або 102, або CDR3 варіабельної
ділянки важкого ланцюга, що має амінокислотну
послідовність SEQID NО: 2, 10, 18, 26, 34, 42, 50,
58, 66, 74, 82, 90, 92,96 або 98.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду дане антитіло проти CD40 має низьку швидкість
дисоціації. У деяких варіантах здійснення даного
винаходу антитіло проти CD40 має Koff 2,0´10-4

або менше. У деяких варіантах здійснення даного
винаходу Koff становить 2´10-7 або менше. У де-
яких варіантах здійснення даного винаходу Koff
практично така ж, що і для описаного тут антитіла,
включаючи антитіло, вибране з 3.1.1, 3.1.1 Н-А78Т,
3.1.1 H-A78T-V88A-V97A, 3.1.1 L-L4M-L83V, 7.1.2,
10.8.3, 15.1.1,21.4.1,21.2.1, 22.1.1,22.1.1 Н-С109А,
23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 H-D16E, 23.28.1 L-
C92A, 23.29.1, 23.29.1 L-R174K і 24.2.1. У деяких
варіантах здійснення даного винаходу антитіло
зв'язується з CD40 практично з таким же значен-
ням Koff, що і у антитіла, яке включає в себе CDR3
важкого ланцюга або CDR2 легкого ланцюга анти-
тіла, вибраного з 3.1.1, 3.1.1 H-А78Т, 3.1.1 H-A78T-
V88A-V97A, 3.1.1 L-L4M-L83V, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1,
21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1 H-C109A, 23.5.1,
23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 H-D16E, 23.28.1 L-C92A,
23.29.1, 23.29.1 L-R174K і 24.2.1. У деяких варіан-
тах здійснення даного винаходу антитіло зв'язу-
ється з CD40 практично з таким же значенням Koff,
що і у антитіла, яке включає в себе варіабельну
ділянку важкого ланцюга, що має амінокислотну
послідовність SEQ ID NО: 2, 10, 18, 26, 34, 42, 50,
58, 66, 74, 82, 90, 92, 96 або 98, або яка включає в
себе варіабельну ділянку легкого ланцюга, що має
амінокислотну послідовність SEQ ID NО: 4, 12, 20,
28, 36, 44, 52, 60, 68, 76, 84, 94, 100 або 102. В
іншому переважному варіанті здійснення даного
винаходу антитіло зв'язується з CD40 практично з
такою ж Koff, що і у антитіла, яке включає в себе
CDR2 варіабельної ділянки легкого ланцюга, що
має амінокислотну послідовність SEQ ID NО: 4, 12,
20, 28, 36, 44, 52, 60, 68, 76, 84, 94, 100 або 102,
або CDR3 варіабельної ділянки важкого ланцюга,
що має амінокислотну послідовність SEQ ID NО: 6,
14,22, 30, 38,46, 54, 62, 70, 78, 86, 90, 92, 96 або
98.

Зв'язування по спорідненості і швидкість дисо-



35 84539 36

ціації антитіла проти CD40 з CD40 можна визначи-
ти будь-яким способом, відомим в даній галузі.
Зв'язування по спорідненості можна виміряти кон-
курентними ІФА, PIA або: поверхневим плазмен-
ним резонансом, таким як ВІАсоrе. Швидкість ди-
соціації можна також виміряти за допомогою
поверхневого плазменного резонансу. Переважно,
зв'язування по спорідненості і швидкість дисоціації
вимірюють поверхневим плазменним резонансом.
Більш переважно, зв'язування по спорідненості і
швидкість дисоціації вимірюють з використанням
ВІАсоrе™. Див., наприклад, Приклад XIV.

Використання генів легкого і важкого ланцюга
Антитіло до CD40 згідно з винаходом може

включати в себе легкий каппа- або лямбда-ланцюг
людини або амінокислотну послідовність, отрима-
ну з них.  У деяких варіантах здійснення даного
винаходу, що включають легкий каппа-ланцюг,
варіабельний домен (VL) легкого ланцюга частко-
во кодується геном людини А3/А 19 (DPK-15), L5
(DP5) або А27 (DPK-22)Vk.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду VL антитіла до CD40 містить одну або декілька
амінокислотних замін в порівнянні з амінокислот-
ною послідовністю клітин зародкової лінії. У деяких
варіантах здійснення даного винаходу VL антитіла
до CD40 містить 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 або 10 амі-
нокислотних замін в порівнянні з амінокислотною
послідовністю клітин зародкової лінії. У деяких
варіантах здійснення даного винаходу одна або
декілька з цих замін клітин зародкової лінії знахо-
дяться в CDR-ділянках легкого ланцюга. У деяких
варіантах здійснення даного винаходу ці амінокис-
лотні заміни, в порівнянні з клітинами зародкової
лінії, знаходяться в одному або в декількох одна-
кових положеннях, як і заміни в порівнянні з кліти-
нами зародкової лінії для одного або декількох VL
антитіл 3.1.1, 3.1.1 L-L4M-L83V, 7.1.2, 10.8.3,
15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 23.5.1, 23.25.1,
23.28.1, 23.28.1 L-C92A, 23.29.1, 23.29.1 L-R174K і
24.2.1. Наприклад, VL антитіла до CD40 може міс-
тити одну або декілька амінокислотних замін,  в
порівнянні з клітинами зародкової лінії, виявля-
ються в антитілі 21.4.1, а інші амінокислотні замі-
ни, в порівнянні з клітинами зародкової лінії, вияв-
ляються в антитілі 10.8.3, яке використовує той же
Vk-ген, що і ген антитіла 21.4.1. У деяких варіантах
здійснення даного винаходу амінокислотні зміни
відбуваються в одному або декількох одних і тих
же положеннях, але викликає їх інша мутація, ніж в
даному еталонному антитілі.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду амінокислотні зміни, в порівнянні із зародковою
лінією, відбуваються в одному або декількох одних
і тих же положеннях, що і в будь-якому з VL антитіл
3.1.1, 3.1.1 L-L4M-L83V, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1,
21.2.1, 22.1.1, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 L-
C92A, 23.29.1, 23.29.1 L-R174K і 24.2.1, але дані
зміни можуть відповідати консервативним аміно-
кислотним замінам в цьому положенні(ях) відносно
амінокислоти в еталонному антитілі. Наприклад,
коли конкретне положення в одному з цих антитіл
змінюється по відношенню до клітин зародкової
лінії і представлене глутаматом, в цьому положен-
ні можна консервативно замінити аспартат. Анало-

гічно, якщо амінокислотне заміщення в порівнянні
із заміщенням клітин зародкової лінії представле-
не серином, в цьому положенні можна консерва-
тивно замінити треонін на серин. Консервативні
амінокислотні заміни розглядаються вище.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду легкий ланцюг антитіла людини до CD40 вклю-
чає в себе амінокислотну послідовність, яка являє
собою ту ж амінокислотну послідовність, що і амі-
нокислотна послідовність VL антитіла 3.1.1 (SEQ
ID NО: 4), 3.1.1 L-L4M-L83V (SEQ ID NО: 94), 7.1.2
(SEQ ID NО: 12), 10.8.3 (SEQ ID NО: 20), 15.1.1
(SEQ ID NО: 28), 21.4.1 (SEQ ID NO: ), 21.2.1 (SEQ
ID NО: 36), 21.4.1 (SEQ ID NО: 44), 22.1.1 (SEQ ID
NО: 52), 23.5.1 (SEQ ID NО: 60), 23.28.1 (SEQ ID
NО: 68), 23.28. IL- C92A (SEQ ID NО: 100), 23.29.1
(SEQ ID NО: 76), 23.29.1 L-R174K (SEQ ID NО:
102) або 24.2.1 (SEQ ID NО: 84), або вказана амі-
нокислотна послідовність має до 1, 2, 3, 4, 6, 8 або
10 консервативних амінокислотних замін і/або за-
галом до 3-х неконсервативних амінокислотних
замін.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду легкий ланцюг антитіла людини до CD40 вклю-
чає в себе щонайменше легкий ланцюг CDR2 і
може також включати в себе ділянки CDR1 і CDR3
в послідовності клітин зародкової лінії, як описано
тут. В іншому варіанті здійснення даного винаходу
легкий ланцюг може включати CDR1  і CDR2  з ан-
титіла, незалежно вибраного з 3.1.1, 3.1.1 L-L4M-
L83V, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1,
23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 L-С92А, 23.29.1 і
24.2.1, або CDR-ділянці, кожний, що володіє мен-
ше 8, менше 6, менше 4 або менше 3 консервати-
вних замін і/або загалом трьома або менше некон-
сервативними амінокислотними замінами. В інших
варіантах здійснення даного винаходу легкий лан-
цюг вказаного антитіла до CD40 включає в себе
щонайменше легкий ланцюг CDR2, і може також
включати в себе CDR1- і CDR3-ділянки, кожна з
яких незалежно вибрана з CDR1- і СDR3-ділянок
антитіла, що володіє варіабельною ділянкою лег-
кого ланцюга, що містить амінокислотну послідов-
ність,  вибрану з SEQ ID  NO:  4,  12,  20,  28,  36,  44,
52, 60, 68, 76, 84, 94 або 100, або, що кодується
молекулою нуклеїнової кислоти, вибраною з SEQ
ID NО: 3, 11,19, 27, 35,43, 51, 59, 67, 75, 83, 93 або
99.

Що стосується важкого ланцюга, то в деяких
варіантах здійснення даного винаходу варіабель-
на ділянка амінокислотної послідовності важкого
ланцюга частково кодується геном людини VH 3-
30+, VH 4-59, VH 1-02, VH 4.35 або VH 3-30.3. У де-
яких варіантах здійснення даного винаходу VH
антитіло до CD40 містить одну або декілька аміно-
кислотних замін, делецій або вставок (добавок) в
порівнянні з амінокислотною послідовністю клітин
зародкової лінії. У деяких варіантах здійснення
даного винаходу варіабельний домен важкого ла-
нцюга містить 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17 або 18 мутацій в порівнянні з аміно-
кислотною послідовністю клітин зародкової лінії. У
деяких варіантах здійснення даного винаходу му-
тація(ії) являють собою неконсервативні заміни в
порівнянні з амінокислотною послідовністю клітин
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зародкової лінії. У деяких варіантах здійснення
даного винаходу дані мутації знаходяться в CDR-
ділянках даного важкого ланцюга. У деяких варіа-
нтах здійснення даного винаходу амінокислотні
зміни вироблені в одному або декількох однакових
положеннях в порівнянні з мутаціями в послідов-
ності клітин зародкової лінії в будь-якій одній або в
декількох VH антитіл 3.1.1, 3.1.1 Н-А78Т, 3.1.1 H-
A78T-V88A-V97A, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1,
21.2.1, 22.1.1, 22.1.1 Н-С109А, 23.5.1, 23.25.1,
23.28.1, 23.28.1 H-D16E, 23.29.1 і 24.2.1. В інших
варіантах здійснення даного винаходу амінокисло-
тні зміни відбуваються в одній або в декількох од-
накових позиціях, але містять іншу мутацію в порі-
внянні з еталонним антитілом.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду важкий ланцюг включає в себе амінокислотну
послідовність варіабельного домену (VH) антитіла
3.1.1 (SEQ ID NО: 2), 3.1.1 Н-А78Т (SEQ ID NО:
90), 3.1.1 H-A78T-V88A-V97A (SEQ ID NО: 92),
7.1.2 (SEQ ID NО: 10), 10.8.3 (SEQ ID NО: 18),
15.1.1 (SEQ ID NО: 26), 21.2.1 (SEQ ID NО: 34),
21.4.1 (SEQ ID NО: 42), 22.1.1 (SEQ ID NО: 50),
22.1.1 Н-С109А (SEQ ID NО: 96), 23.5.1 (SEQ ID
NО: 58), 23.28.1 (SEQ ID NО: 66), 23.28.1 H-D16E
(SEQ ID NО: 98), 23.29.1 (SEQ ID NО: 74) і 24.2.1
(SEQ ID NO: 82) або вказану амінокислотну послі-
довність, що володіє до 1, 2, 3, 4, 6, 8 або 10 кон-
сервативних амінокислотних замін і/або до 3 не-
консервативних амінокислотних замін.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду важкий ланцюг включає в себе важкий ланцюг
CDR1-, CDR2- і СDR3-ділянок антитіла 3.1.1, 3.1.1
Н-А78Т, 3.1.1 H-A78T-V88A-V97A, 7.1.2, 10.8.3,
15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1 H-С109А,
23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 H-D16E, 23.29.1 і
24.2.1 (як показано на Фіг.10-1H або 2D-2H), або
вказаних CDR-ділянок, кожного, що володіє менше
8, менше 6, менше 4, або менше 3 консервативних
амінокислотних замін або до трьох або менше
неконсервативних амінокислотних замін.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду важкий ланцюг включає в себе CDR3  і може
також включати CDR1- і СDR2-ділянки послідов-
ності клітин зародкової лінії, як описано вище, або
може включати CDR1 і CDR2 антитіла, кожне з
яких незалежно вибрано з антитіла, що включає в
себе важкий ланцюг антитіла, вибраного з 3.1.1,
3.1.1 Н-А78Т, 3.1.1 H-A78T-V88A-V97A, 7.1.2,
10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1 H-
C109A, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 H-D16E,
23.29.1 і 24.2.1. В іншому варіанті здійснення дано-
го винаходу даний важкий ланцюг включає в себе
CDR3 і може також містити CDR1- і СDR2-ділянки,
кожна з яких незалежно вибрана з CDR1- і CDR2-
ділянок варіабельної ділянки важкого ланцюга, що
включає в себе амінокислотну послідовність, виб-
рану з SEQ ID NО: 2, 10, 18, 26, 34, 42, 50, 58, 66,
74, 82, 90, 92, 96 або 98 (як показано на Фіг.1D-1Н
або на Фіг.2D-2Н) або, що кодується послідовністю
нуклеїнової кислоти, вибраною з SEQID NО: 1,9,
17,25, 33,41, 49, 57, 65, 73, 81, 89, 91, 95 або 97. В
іншому варіанті здійснення даного винаходу анти-
тіло включає в себе важкий ланцюг, як описано
вище, і легкий ланцюг, як описано вище.

Один з видів амінокислотної заміни, яку можна
зробити, являє собою заміну одного або декількох
цистеїнів в даному антитілі,  які можуть бути хіміч-
но реакційно-здатними, на інший залишок, такий,
яким, без обмеження, є аланін або серии. В одно-
му з варіантів здійснення даного винаходу заміну
цистеїну здійснюють в каркасній ділянці варіабе-
льного домену або в константному домені антиті-
ла. В іншому варіанті здійснення даного винаходу
вказаний цистеїн знаходиться в неканонічній діля-
нці даного антитіла. Інший вид амінокислотної за-
міни,  яку можна зробити,  полягає в заміні будь-
якого потенційного з протеолітичних сайтів в да-
ному антитілі, зокрема, тих з них, які знаходяться в
каркасній ділянці варіабельного домену, в конста-
нтному домені антитіла або в неканонічній ділянці
даного антитіла. Заміна цистеїнових залишків і
видалення протеолітичних сайтів може знизити
ризик будь-якої гетерогенності в даному антитіль-
ному продукті і, таким чином, збільшити його гомо-
генність. Інший вид амінокислотної заміни полягає
в елімінації пари аспарагін-гліцин, які утворюють
потенційні сайти дезамідування, шляхом зміни
одного або обох залишків. Це переважно здійсню-
вати в каркасних ділянках, константному домені
або неканонічних ділянках антитіла.

Активація CD40 за допомогою антитіла до
CD40

Інший аспект даного винаходу включає в себе
антитіло до CD40, яке являє собою активуюче ан-
титіло, тобто СD40-агоніст. Активуюче антитіло
посилює або замінює дію CD40L відносно CD40. У
деяких варіантах здійснення даного винаходу ак-
тивуюче антитіло являє собою, по суті, імітатор
CD40L, і конкурує з CD40L за зв'язування з CD40.
У деяких варіантах здійснення даного винаходу
антитіло не конкурує з CD40L за зв'язування з
CD40, але посилює ефект зв'язування CD40L з
CD40. У деяких варіантах здійснення даного вина-
ходу антитіло до CD40 активує CD40 в присутності
або за відсутності CD40L. Інгібування пухлинного
росту in vivo антитілами до CD40

Відповідно до деяких варіантів здійснення да-
ного винаходу, в даному винаході передбачене
антитіло до CD40, яке інгібує проліферацію пух-
линних клітин in vitro або росту пухлини in vivo.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду дане антитіло придушує ріст пухлини щонайме-
нше на 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%. У деяких
варіантах здійснення даного винаходу дане анти-
тіло придушує ріст пухлини на 75%. В одному з
варіантів здійснення даного винаходу інгібування
росту пухлини детектується через 14 днів після
початку її обробки антитілом. В інших варіантах
здійснення даного винаходу інгібування росту пух-
лини детектується через 7 днів після початку її
обробки антитілом. У деяких варіантах здійснення
даного винаходу тварині вводять інший протипух-
линний агент разом з антитілом до CD40. У деяких
варіантах здійснення даного винаходу протипух-
линний агент додатково інгібує ріст пухлини.  У
деяких варіантах здійснення даного винаходу про-
типухлинний агент являє собою адріаміцин або
таксол. У деяких варіантах здійснення даного ви-
находу спільне введення протипухлинного агента і
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антитіла до CD40 інгібує ріст пухлини щонаймен-
ше на 50% через 22-24 дні після початку обробки,
в порівнянні із ростом пухлини у необробленої
тварини.

Індукція апоптозу антитілами до CD40
Інша мета даного винаходу - створити антиті-

ло до CD40,  яке індукує клітинну смерть в СD40-
позитивних клітинах. У деяких варіантах здійснен-
ня даного винаходу дане антитіло викликає апоп-
тоз СD40-позитивних клітин або in vivo, або in vitro.

Посилення експресії молекул клітинної повер-
хні

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду антитіло до CD40 посилює експресію молекул
В-клітинної поверхні, в тому числі, але не обмежу-
ючись ними, ICAM, MHC-II, В7-2, CD71, CD23 і
CD83. У деяких варіантах здійснення даного вина-
ходу концентрація антитіла 1мкг/мл посилює екс-
пресію молекули ICAM В-клітинної поверхні в ці-
льній крові,  підвищуючи її вміст щонайменше в 2
рази, або більш переважно, щонайменше в 4 рази.
У деяких варіантах здійснення даного винаходу
концентрація антитіла 1мкг/мл посилює експресію
молекули MHC-II B-клітинної поверхні в цільній
крові, підвищуючи її вміст щонайменше в 2 рази,
або, більш переважно, щонайменше в 3 рази. У
деяких варіантах здійснення даного винаходу кон-
центрація антитіла 1мкг/мл посилює експресію
молекули CD23 поверхні В-клітини в цільній крові,
підвищуючи її вміст щонайменше в 2 рази або,
більш переважно, щонайменше в 5 разів. Див.,
наприклад, Приклад VII, Таблиця 25.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду антитіло до CD40 посилює експресію молекул,
в тому числі,  але не обмежуючись цим,  MHC-II,
ICAM, В7-2, CD83 і В7-1, на поверхні дендритних
клітин. У деяких варіантах здійснення даного ви-
находу діапазон підвищеного вмісту аналогічний
діапазону підвищеного вмісту, що спостерігається
в В-клітинах. Див., наприклад, Таблиці 25 і 26, ни-
жче. У деяких варіантах здійснення даного вина-
ходу антитіло переважно підвищує експресію мо-
лекул поверхні дендритних клітин, таких як В7-2 і
MHC-II, в порівнянні з експресією цих молекул на
поверхні В-клітин. Див., наприклад, Таблицю 27.

Посилення секреції клітинних цитокінів
У деяких варіантах здійснення даного винахо-

ду антитіло посилює клітинну секрецію цитокінів,
включаючи, але не обмежуючись ними, IL-8, IL-12,
IL-15, IL-18 i IL-23.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду антитіло посилює секрецію цитокінів дендрит-
ними клітинами і прилипаючими моноцитами. У
деяких варіантах здійснення даного винаходу
утворення цитокінів посилюється внаслідок ко-
стимуляції одним або декількома LPS, IFN-g або
IL-1β. Ще в одному аспекті даного винаходу в до-
сліді з дендритними клітинами антитіло разом з
LPS ко-стимулює посилення утворення IL-12p70 у
відношенні ЕС50 майже на 0,48мкг/мл. У деяких
варіантах здійснення даного винаходу антитіло
посилює утворення IL-12р40 в дендритних кліти-
нах у відношенні EC50 майже на 0,21мкг/мл. (Див.,
наприклад, Приклад VIII).

У деяких варіантах здійснення даного винахо-

ду антитіло посилює секрецію гамма-IFN Т-
клітинами в досліді з Т-клітинами/дендритними
клітинами,  як описано в Прикладі VIII.  У деяких
варіантах здійснення даного винаходу антитіло
посилює секрецію гамма-IFN в досліді з Т-
клітинами/дендритними клітинами, що стосується
EC50, майже на 0,3мкг/мл. У деяких варіантах здій-
снення даного винаходу антитіло посилює секре-
цію гамма-IFN в досліді з T-
клітинами/дендритними клітинами, що стосується
EC50, майже на 0,2мкг/мл. У деяких варіантах здій-
снення даного винаходу антитіло посилює секре-
цію гамма-IFN в досліді з Т-
клітинами/дендритними клітинами, що стосується
EC50, майже на 0,03мкг/мл.

Способи отримання антитіл і антитілопроду-
куючих клітинних ліній

Імунізація
У деяких варіантах здійснення даного винахо-

ду антитіла людини отримують шляхом імунізації
тварини, що не є людиною, антигеном CD40, що
містить в своєму геномі деякі або всі локуси важко-
го і легкого ланцюга імуноглобуліну людини. У пе-
реважних варіантах здійснення даного винаходу
тварина, що не є людиною, являє собою
XenoMouse™-тварину (ксеногенна миша).

XenoMouse™-миші представлені генно-
інженерними мишачими лініями, які містять великі
фрагменти важкого ланцюга і легкого ланцюга
імуноглобулінових локусів людини і є дефектними
відносно вироблення мишачих антитіл. Див., на-
приклад, [Green et al., Nature Genetics 7: 13-21
(1994) і Патенти США №№5916771, 5939598,
5985615, 5998209, 6075181, 6091001, 6114598,
6130364, 6162963 і 6150584. Див. також WO
91/10741, WO 94/02602, WO 96/34096, WO
96/33735, WO 98/16654, WO 98/24893, WO
98/50433, WO 99/45031, WO 99/53049, WO
00/09560 і WO 00/037504].

В іншому аспекті в даному винаході розробле-
ний спосіб отримання антитіл у тварин, що не на-
лежать до людського роду, і що не відносяться до
мишей, шляхом імунізації антигеном CD40, а та-
кож у трансгенних тварин, що не належать до
людського роду, які включають імуноглобулінові
локуси людини. Таких тварин можна отримати,
використовуючи способи, описані в цитованих ви-
ще документах. Способи, розкриті в цих докумен-
тах, можна модифікувати, як описано в [Патенті
США №5994619]. У переважних варіантах здійс-
нення даного винаходу тварини, що не належать
до людського роду, являють собою щурів, вівці,
свиней, кіз, велику рогату худобу і коней.

XenoMouse™-миші, подібно до дорослої лю-
дині, продукують набір повнорозмірних людських
антитіл і синтезують антиген-специфічні антитіла
людини. У деяких варіантах здійснення даного
винаходу ХепоМоше™-миші містять приблизно
80% набору антитіл людського гена V, отриманого
внаслідок введення ділянки штучної дріжджової
хромосоми (YAC) з конфігурацією клітин зародко-
вої лінії і розміром до однієї т.н., що містить локуси
важкого і легкого каппа-ланцюга людини. [Див.
Mendez et al., Nature Genetics 15: 146-156 (1997),
Green and Jakobovits, J. Exp. med. 188: 483-495
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(1998) і WO 98/24893], розкриття яких включено
тут шляхом посилання.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду тварина, що не належить до людського роду,
яка включає імуноглобулінові гени людини, являє
собою тварину, яка володіє "імуноглобуліновим
мінілокусом" людини. У такому "мінілокусному"
методі екзогенний Ig-локус імітується шляхом
включення індивідуальних генів з Ig-локусу. Відпо-
відно до цього, один або декілька VH-генів, один
або декілька DH-генів, один або декілька JH-генів,
константний домен ти, і другий константний домен
(переважно константний гамма-домен) вводять в
конструкцію для впровадження в тварину. Даний
метод описаний, зокрема, в [Патентах США
№№5545807, 5545806, 5569825, 5625126,
5633425, 5661016, 5770429, 5789650, 5814318,
5591669, 5612205, 5721367, 5789215 і 5643763],
включених таким чином шляхом посилання.

Перевага мінілокусного методу полягає в
швидкості, з якою можуть бути утворені і впрова-
джені тваринам конструкції, які містять частини IG-
локусу. Разом з тим, потенційна незручність дано-
го мінілокусного методу полягає у відсутності до-
статньої різноманітності імуноглобулінів, необхід-
ної для підтримки повного розвитку В-клітин, що
може знижувати продукцію антитіл.

В іншому аспекті в даному винаході розробле-
ний спосіб отримання гуманізованих антитіл до
CD40. У деяких варіантах здійснення даного вина-
ходу, тварин, що не є людиною, імунізують СD40-
антигеном, як описано нижче, в умовах, які нада-
ють можливість для отримання антитіл. З імунізо-
ваних тварин виділяють антитілопродукуючі кліти-
ни, зливають з мієломними клітинами для
отримання гібридом, з яких виділяють нуклеїнові
кислоти, що кодують важкий і легкий ланцюги
СD40-антитша, що представляє інтерес. Дані нук-
леїнові кислоти послідовно створюють, використо-
вуючи генно-інженерні методи, відомі фахівцям в
даній галузі і, як описано нижче, зменшують розмір
надлюдської послідовності, тобто гуманізуючи да-
не антитіло для зменшення імунної реакції у лю-
дей.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду антиген CD40 відділяють і/або виділяють очи-
щенням. У переважному варіанті здійснення дано-
го винаходу антиген CD40 являє собою CD40
людини. У деяких варіантах здійснення даного
винаходу антиген CD40 являє собою фрагмент
CD40. У деяких варіантах здійснення даного вина-
ходу фрагмент антигену CD40 являє собою поза-
клітинний домен CD40. У деяких варіантах здійс-
нення даного винаходу фрагмент антигену CD40
включає в себе щонайменше один епітоп з CD40.
В інших варіантах здійснення даного винаходу
антиген CD40 являє собою клітину, яка на своїй
поверхні експресує або надекспресує CD40 або
його імуногенний фрагмент. У деяких варіантах
здійснення даного винаходу антиген CD40 являє
собою злитий білок CD40.

Імунізацію тварин можна здійснити будь-яким
способом, відомим в даній галузі. Див., наприклад,
Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual,
New York: Cold Spring Harbor Press, 1990. Способи

імунізації відмінних від людини тварин,  таких як
миші, щури, вівці, кози, свині, велика рогата худо-
ба і коні, добре відомі в даній галузі. Див., [напри-
клад, Harlow and Lane, вище, а також Патент США
№5994619]. У переважному варіанті здійснення
антиген CD40 вводять з ад'ювантом для стимуля-
ції імунної відповіді. Зразки ад'ювантів включають
в себе повний або неповний ад'ювант Фрейнда,
RIBI (мурамільні дипептиди) або ISCOM (імуно-
стимулюючі комплекси). Такі ад'юванти можуть
захистити даний поліпептид від розсмоктування
шляхом його зв'язування в локальний осад, або ж
вони можуть містити речовини, які стимулюють
хазяїна виділяти фактори, що викликають хемота-
ксис макрофагів і інших компонентів даної імунної
системи. Переважно при введенні поліпептиду
режим імунізації розтягувати на декілька тижнів і
включати два або більше введень даного поліпеп-
тиду.

Приклад І описує отримання моноклональних
антитіл до CD40.

Отримання антитіл і антитілопродукуючих клі-
тинних ліній

Після імунізації тварини антигеном CD40 з цієї
тварини можна отримати антитіла і/або антитілоп-
родукуючі клітини. У деяких варіантах здійснення
даного винаходу сироватку, що містить антитіло
до CD40, отримують від тварини шляхом взяття
крові або умертвіння тварини. Цю сироватку мож-
на використати як отриману від тварини для отри-
мання з неї імуноглобулінової фракції або для ви-
ділення шляхом очищення з сироватки антитіл до
CD40. Фахівцям в даній галузі добре відомо, що
сироватка або імуноглобуліни, отримана даним
способом, є поліклональними. Незручність вико-
ристання поліклональних антитіл отримуваних з
сироватки, полягає в тому, що кількість отримува-
них антитіл обмежена, і дане поліклональне анти-
тіло володіє сукупністю різних характеристик.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду антитілопродукуючі іморталізовані клітинні лінії
отримують з клітин,  виділених з імунізованої тва-
рини. Після імунізації тварину умертвляють, а лі-
мфатичні вузли і/або В-клітини селезінки іморталі-
зують. Способи іморталізації клітин включають в
себе, не обмежуючись цим, перенесення їх разом
з онкогенами, зараження їх онкогенним вірусом,
культивування їх в умовах, в яких відбирають імо-
рталізовані клітини, вплив на них канцерогенних і
мутагенних сполук, злиття їх з іморталізованою
клітиною, наприклад, з мієломною клітиною, і інак-
тивація пухлинного гена-супресора. Див., напри-
клад Harlow and Lane, вище. Якщо використовують
злиття з мієломними клітинами, то такі мієломні
клітини переважно не секретують імуноглобулінові
поліпептиди (несекретуюча клітинна лінія). Імор-
талізовані клітини скринують з використанням
CD40, його ділянки, або з використанням клітини,
що експресує CD40. У переважному варіанті здій-
снення даного винаходу початкове скринування
здійснюють з використанням імуноферментного
аналізу або радіоімуноаналізу. Приклад ІФА-
скринування описаний в [WO 00/37504], включеної
тут шляхом посилання.

Клітини, що продукують антитіло до CD40, на-
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приклад, гібридоми, відбирають, клонують і в по-
дальшому скринують на предмет виявлення потрі-
бних характеристик, включаючи стійкий ріст, висо-
кий вихід і необхідні властивості антитіл, що
розглядається далі нижче. Гібридоми можна роз-
множувати in vivo в організмі сингенних тварин, в
організмі тварин з недостатньою імунною систе-
мою, наприклад, у голих мишей, або в культурі
клітин in vitro. Способи селекції, клонування і роз-
множення гібридом добре відомі рядовим фахів-
цям в даній галузі.

У переважному варіанті здійснення даного ви-
находу імунізована тварина являє собою тварину,
що не належить до людського роду, яка експресує
імуноглобулінові гени людини, а його В-клітини
селезінки зливають з мієломною клітинною лінією
тварини того ж виду, що і вказана імунізована тва-
рина, яка не є людиною. У більш переважному
варіанті здійснення даного винаходу імунізована
тварина є XENOMOUSE™-твариною, а мієломна
клітинна лінія представлена несекретуючою ми-
шачою мієломою. У ще більш переважному варіа-
нті здійснення даного винаходу мієломна клітинна
лінія являє собою P3-X63-AG8.653. Див., напри-
клад, Приклад І.

Крім того, в даному винаході створені гібридо-
ми, що виробляють антитіла людини до CD40. У
переважному варіанті здійснення даного винаходу,
дані гібридоми являють собою мишачі гібридоми,
які описані вище. В інших варіантах здійснення
даного винаходу такі гібридоми створюють в орга-
нізмі тварин (але не людини),  в організмі таких як
тварин як щури, вівці, свині, кози, велика рогата
худоба або коні, але не миші. В іншому варіанті
здійснення даного винаходу гібридоми являють
собою гібридоми людини.

Нуклеїнові кислоти, вектори, хазяйські клітини
і способи створення рекомбінантних антитіл

Нуклеїнові кислоти
Даний винахід включає в себе молекули нук-

леїнової кислоти, що кодують антитіла проти CD. У
деяких варіантах здійснення даного винаходу різні
молекули нуклеїнової кислоти кодують важкий
ланцюг і легкий ланцюг імуноглобуліну до CD.  В
інших варіантах здійснення даного винаходу одна і
та ж молекула нуклеїнової кислоти кодує важкий
ланцюг і легкий ланцюг імуноглобуліну до CD40.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду молекула нуклеїнової кислоти, що кодує варіа-
бельний домен легкого ланцюга, включає в себе
генну послідовність людини А3/А19 (DPK-15), L5
(DP5) або А27 (DPK-22) VK або отриману з них
послідовність. В інших варіантах здійснення дано-
го винаходу молекула нуклеїнової кислоти вклю-
чає в себе нуклеотидну послідовність гена А3/А19
Vk і гена Jk1,  Jk2 або 1k3, або послідовність, отри-
ману з них. У деяких варіантах здійснення даного
винаходу дана молекула нуклеїнової кислоти
включає в себе нуклеотидну послідовність гена L5
Vk і  гена Jk4. B інших варіантах здійснення даного
винаходу молекула нуклеїнової кислоти включає в
себе нуклеотидну послідовність гена А27 Vk і гена
Jk3.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду молекула нуклеїнової кислоти, що кодує легкий

ланцюг, кодує амінокислотну послідовність, що
містить 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 або 10 мутацій з амі-
нокислотної послідовності клітин зародкової лінії.
У деяких варіантах здійснення даного винаходу
молекула нуклеїнової кислоти включає в себе нук-
леотидну послідовність, що кодує амінокислотну
послідовність VL, що містить 1, 2, 3, 4, 5 , 6, 7, 8, 9
або 10 неконсервативних амінокислотних замін
і/або 1, 2 або 3 неконсервативних замін в порів-
нянні з послідовністю з клітин зародкової лінії. За-
міни можуть знаходитися в CDR-ділянках, в карка-
сних ділянках або в константному домені.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду молекула нуклеїнової кислоти, що кодує варіа-
бельний домен легкого ланцюга (VL), кодує аміно-
кислотну послідовність VL,  що містить одну або
декілька мутацій в порівнянні з послідовністю з
клітин зародкової лінії, які ідентичні мутаціям, що
виявляються в VL одного з антитіл 3.1.1, 3.1.1 L-
L4M-L83V, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1,
22.1.1, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 L-C92A,
23.29.1 і 24.2.1. У деяких варіантах здійснення
даного винаходу молекула нуклеїнової кислоти
кодує щонайменше три амінокислотні мутації, в
порівнянні з послідовністю з клітин зародкової лі-
нії,  що виявляються в VL одного з антитіл 3.1.1,
3.1.1 L-L4M-L83V, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1,
21.4.1,21.2.1, 22.1.1,23.5.1,23.25.1,23.28.1, 23.28.1
L-C92A, 23.29.1 і 24.2.1.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду молекула нуклеїнової кислоти включає в себе
нуклеотидну послідовність, яка кодує амінокислот-
ну послідовність VL моноклонального антитіла
3.1.1 (SEQ ID NО: 4), 3.1.1 L-L4M-L83V (SEQ ID
NО: 94), 7.1.2 (SEQ ID NО: 12), 10.8.3 (SEQ ID NО:
20), 15.1.1 (SEQ ID NО: 28), 21.2.1 (SEQ ID NО:
36), 21.4.1 (SEQ ID NО: 44), 22.1.1 (SEQ ID NО:
52), 23.5.1 (SEQ ID NО: 60), 23.28.1 (SEQ ID NО:
68), 23.28. 1L- С92А (SEQ ID NО: 100), 23.29.1
(SEQ ID NО: 76) або 24.2.1 (SEQ ID NО: 84) або її
частину. У деяких варіантах здійснення даного
винаходу вказана частина включає в себе щонай-
менше СDR3-ділянку. У деяких варіантах здійс-
нення даного винаходу нуклеїнова кислота кодує
амінокислотну послідовність легкого ланцюга CDR
вказаного антитіла. У деяких варіантах здійснення
даного винаходу вказана частина являє собою
суміжну частину, що включає в себе CDR1-CDR3.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду молекула нуклеїнової кислоти включає в себе
нуклеотидну послідовність, яка кодує амінокислот-
ну послідовність однієї з SEQ ID NО: 4, 12, 20, 28,
36, 44, 52, 60, 68, 76, 84, 94 або 100, або вказану
послідовність без сигнальної послідовності. У де-
яких переважних варіантах здійснення даного ви-
находу молекула нуклеїнової кислоти включає в
себе нуклеотидну послідовність з SEQ ID NО: 3,
11, 19, 27, 35, 43, 51, 59, 67, 75, 83, 93 або 99, або
її частину, причому у вказаній послідовності не-
обов'язково відсутня сигнальна послідовність.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду вказана частина кодує VL-ділянку. У деяких ва-
ріантах здійснення даного винаходу вказана час-
тина кодує щонайменше ділянку CDR2. У деяких
варіантах здійснення даного винаходу нуклеїнова
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кислота кодує амінокислотну послідовність легкого
ланцюга CDR вказаного антитіла. У деяких варіан-
тах здійснення даного винаходу вказана частина
кодує прилеглу ділянку з CDR1-CDR3.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду молекула нуклеїнової кислоти кодує амінокис-
лотну послідовність VL, яка ідентична, щонаймен-
ше на 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%,
99%, VL-амінокислотній послідовності одного з
антитіл 3.1.1, 3.1.1 L-L4M-L83V, 7.1.2, 10.8.3,
15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 23.5.1, 23.25.1,
23.28.1, 23.28.1 L-C92A, 23.29.1, або 24.2.1, або
VL-амінокислотній послідовності будь-якої з SEQ
ID NО: 4, 12, 20, 28, 36, 44, 52, 60, 68, 76, 84, 94
або 100. Молекули нуклеїнової кислоти згідно з
винаходом включають в себе нуклеїнові кислоти,
які гібридизуються в жорстких умовах,  таких,  які
описані вище, з послідовністю нуклеїнової кисло-
ти, що кодує амінокислотну послідовність з числа
SEQID NО: 4, 12,20, 28,36,44, 52, 60, 68, 76, 84, 94
або 100, або яка володіє послідовністю нуклеїно-
вої кислоти SEQ ID NО: 3, 11, 19, 27, 35, 43, 51, 59,
67, 75, 83, 93 або 99.

В інших варіантах здійснення даного винаходу
послідовність нуклеїнової кислоти кодує повноро-
змірний легкий ланцюг антитіла, вибраного з 3.1.1,
3.1.1 L-L4M-L83V, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1,
21.2.1, 22.1.1, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 L-
C92A, 23.29.1, 23.29.1 L-R174K або 24.2.1, або
легкий ланцюг, що включає в себе амінокислотну
послідовність з числа SEQ ID NО: 8, 16, 24, 32, 40,
48, 56, 64, 72, 80, 88, 94, 100 або 102, або легкий
ланцюг,  що містить таку мутацію,  як розкрита тут
мутація. Крім того, нуклеїнова кислота може вклю-
чати в себе нуклеотидну послідовність SEQ ID NО:
7, 15, 23, 31, 39, 47, 55, 63, 71, 79 або 87, або мо-
лекулу нуклеїнової кислоти, що кодує легкий лан-
цюг, який містить одну з мутацій, яка розкрита тут.

В іншому переважному варіанті здійснення
даного винаходу молекула нуклеїнової кислоти
кодує варіабельний домен важкого ланцюга (VH),
який включає в себе генну послідовність VH люди-
ни 3-30+, 4-59, 1-02, 4.35 або 3-30.3 або послідов-
ність, отриману з неї. У різних варіантах здійснен-
ня даного винаходу молекула нуклеїнової кислоти
включає в себе VH-ген людини 3-30+, ген D4 (DIR3)
і ген JH6  людини;  VH-ген людини 3-30+, ген D4
(DIR3)  і ген JH6 людини; VH-ген людини 4.35, ген
DIR3 і ген JH4 людини; VH-ген людини 4-59, ген D4-
23 і ген JH4 людини; VH-ген людини 1-02, ген DLR1
і ген JH4 людини; VH-гeн людини 3-30+, ген D6-19
(DIR3)  і ген JH4 людини; VH-ген людини 3-30+, ген
D1-1 і ген JH6  людини;  VH-гeн людини 3-30+, ген
D4-17 і ген JH6 людини; VH-ген людини 3-30.3, ген
D4-17  і ген JH6 людини; VH-ген людини 4-59, ген
D4-17 (DIR1) і ген JH5 людини, або послідовності,
отримані з цих генів людини.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду молекула нуклеїнової кислоти кодує амінокис-
лотну послідовність, що містить 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 або 18 мутацій в
порівнянні з амінокислотною послідовністю генів
клітин зародкової лінії людини V, D або J. В деяких
варіантах здійснення даного винаходу вказані му-
тації знаходяться в VН-ділянці. У деяких варіантах

здійснення даного винаходу вказані мутації знахо-
дяться в CDR-ділянках.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду молекула нуклеїнової кислоти кодує одну або
декілька амінокислотних мутацій, в порівнянні з
послідовністю з клітин зародкової лінії, які ідентич-
ні амінокислотним мутаціям, що виявляються в VH
моноклонального антитіла 3.1.1, 3.1.1 Н-А78Т,
3.1.1 H-A78T-V88A-V97A, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1,
21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1 Н-С109А, 23.5.1,
23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 H-D16Е, 23.29.1 і 24.2.1. У
деяких варіантах здійснення даного винаходу нук-
леїнова кислота кодує щонайменше три амінокис-
лотні мутації в порівнянні з послідовностями з клі-
тин зародкової лінії, які ідентичні щонайменше
трьом амінокислотним мутаціям, які виявляються в
одному з перелічених вище моноклональних анти-
тіл.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду молекула нуклеїнової кислоти включає в себе
нуклеотидну послідовність, яка кодує щонайменше
частину амінокислотної послідовності VH антитіла
3.1.1 (SEQ ID NО: 2), 3.1.1 Н-А78Т (SEQ ID NО:
90), 3.1.1 H-A78T-V88A-V97A (SEQ ID NО: 92),
7.1.2 (SEQ ID NО: 10), 10.8.3 (SEQ IDNO-. 18),
15.1.1 (SEQ ID NО: 26), 21.2.1 (SEQ ID NО: 34),
21.4.1 (SEQ ID NО: 42), 22.1.1 (SEQ ID NО: 50),
22.1.1 Н-С109А (SEQ ID NО: 96), 23.5.1 (SEQ ID
NО: 58), 23.28.1 (SEQ ID NО: 66), 23.28.1 H-D16E
(SEQ ID NО: 98), 23.29.1 (SEQ ID NО: 74) або
24.2.1 (SEQ ID NО: 82), або вказана послідовність
володіє консервативними амінокислотними мута-
ціями і/або загалом трьома або менше неконсер-
вативними амінокислотними замінами. У різних
варіантах здійснення даного винаходу дана послі-
довність кодує одну або декілька CDR-ділянок,
переважно CDR3-ділянку, всі три CDR-ділянки,
суміжну частину, що включає в себе CDR1-CDR3,
або повну VH-ділянку з сигнальною послідовністю
або без неї.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду молекула нуклеїнової кислоти включає в себе
нуклеотидну послідовність, яка кодує амінокислот-
ну послідовність з числа SEQ ID NО: 2, 10, 18, 26,
34, 42, 50, 58, 66, 74, 82, 90, 92, 96 або 98, або
вказану послідовність без сигнальної послідовнос-
ті. У деяких переважних варіантах здійснення да-
ного винаходу молекула нуклеїнової кислоти
включає в себе щонайменше частину нуклеотид-
ної послідовності SEQ ID NО: 1, 9, 17, 25, 33, 41,
49, 57, 65, 73, 81, 89, 91, 95 або 97, або вказану
послідовність без сигнальної послідовності.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду вказана частина кодує VH-ділянку (з сигналь-
ною послідовністю або без неї), CDR3-ділянку, всі
три CDR-ділянки або прилеглу суміжну ділянку, що
містить CDR1-CDR3.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду молекула нуклеїнової кислоти кодує амінокис-
лотну послідовність VH, яка ідентична, щонаймен-
ше на 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%
або 99%, амінокислотній послідовності VH, пред-
ставленої на Фіг.1A-1С або 2А-2С, або амінокис-
лотній послідовності VH з будь-якої SEQ ID NО: 2,
10, 18, 26, 34, 42, 50, 58, 66, 74, 82, 90, 92, 96 або
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98. Молекули нуклеїнової кислоти згідно з винахо-
дом включають в себе нуклеїнові кислоти, які гіб-
ридизуються в жорстких умовах, таких, які описані
вище, з послідовністю нуклеїнової кислоти, що
кодує амінокислотну послідовність SEQ ID NО: 2,
10, 18, 26, 34, 42, 50, 58, 66, 74, 82, 90, 92, 96 або
98, або яка володіє послідовністю нуклеїнової кис-
лоти SEQID NО: 1, 9,17, 25, 33,41, 49, 57, 65, 73,
81, 89, 91, 95 або 97. Послідовність нуклеїнової
кислоти згідно з винаходом включає в себе моле-
кулу нуклеїнової кислоти,  яка гібридизується в
жорстких умовах, таких, які описані вище, з послі-
довністю нуклеїнової кислоти, що кодує щойно
описану вище VH.

В іншому варіанті здійснення даного винаходу
нуклеїнова кислота кодує повнорозмірний важкий
ланцюг антитіла, вибраного з 3.1.1, 3.1.1 Н-А78Т,
3.1.1 H-A78T-V88A-V97A, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1,
21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1 Н-С109А, 23.5.1,
23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 H-D16E, 23.29.1 І 24.2.1,
або важкий ланцюг, що володіє амінокислотною
послідовністю SEQ ID NО: 6, 14, 22, 30, 38, 46, 54,
62, 70, 78 або 86, або важкий ланцюг, що містить
мутацію, таку як одна з мутацій, що розглядаються
тут. Крім того, нуклеїнова кислота включає в себе
нуклеотидну послідовність SEQ ID NО: 5, 13, 21,
29, 37, 45, 53, 61, 69, 77, 85 або 89, або послідов-
ність нуклеїнової кислоти, що кодує важкий лан-
цюг, який містить мутацію, таку як одна з мутацій,
що розглядаються тут.

Молекула нуклеїнової кислоти, що кодує важ-
кий або повний легкий ланцюг антитіла до CD40
або їх частини,  може бути виділена з будь-якого
джерела, яке виробляє таке антитіло. У різних
варіантах здійснення даного винаходу молекули
нуклеїнової кислоти виділяють з В-клітини, виділе-
ної з тварини, імунізованої CD40, або з іморталізо-
ваної клітини, виробленої від такої В-клітини, що
експресує антитіло до CD40. Способи виділення
мРНК, що кодує антитіло, добре відомі в даній
галузі. Див., наприклад, Sambrook et al. Виділену
мРНК можна застосовувати для отримання кДНК
при використанні в полімеразній ланцюговій реак-
ції (ПЛР) або для кДНК-клонування антитільних
генів. У переважному варіанті здійснення даного
винаходу молекулу нуклеїнової кислоти виділяють
з гібридоми, що містить як одне з своїх партнерів
злиття імуноглобулін-продукуючу клітину, виділену
з трансгенної тварини, що не належить людському
роду. У ще більш переважному варіанті здійснення
даного винаходу клітину, що продук ує імуноглобу-
лін людини, виділяють з ХеnоМоuse™-тварини. В
іншому варіанті здійснення даного винаходу кліти-
на, що продукує імуноглобулін людини, походить
від будь-якої транс генної тварини, як описано
вище,  але не від людини і не від миші.  В іншому
варіанті здійснення даного винаходу нуклеїнову
кислоту виділяють з нетрансгенної тварини, але не
людини. Молекули нуклеїнової кислоти, що виді-
ляються з такої нетрансгенної тварини, можуть
використовуватися, наприклад, для отримання
гуманізованих антитіл.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду нуклеїнова кислота, що кодує важкий ланцюг
антитіла до CD40 згідно з винаходом, може вклю-

чати в себе нуклеотидну послідовність, що кодує
VH-домен згідно з винаходом, об'єднану в одній
рамці прочитання з нуклеотидною послідовністю,
що кодує важкий ланцюг константного домену з
будь-якого джерела. Аналогічним чином, молекула
нуклеїнової кислоти, що кодує легкий ланцюг ан-
титіла до CD40 згідно з винаходом, може включати
в себе нуклеотидну послідовність, що кодує VH-
домен згідно з винаходом, об'єднану в одній рамці
прочитання з нуклеотидною послідовністю, що
кодує легкий ланцюг константного домену з будь-
якого джерела.

У додатковому аспекті даного винаходу моле-
кули нуклеїнової кислоти, що кодують варіабель-
ний домен важкого (VH) і легкого (VL) ланцюгів,
перетворюють в повнорозмірні антитільні гени. В
одному з варіантів даного винаходу молекули нук-
леїнової кислоти, що кодують домени VH або VL,
перетворюють в повнорозмірні гени антитіл шля-
хом вбудовування в експресуючий вектор констан-
тних доменів, що вже кодують, відповідно, важкий
ланцюг або легкий ланцюг, і вбудовують так, щоб
в даному векторі приєднати шляхом зшивки VH-
сегмент до СH-сегменту(ам), а VL-сeгмeнт приєд-
нати шляхом зшивки до CL-сегменту. В іншому
варіанті здійснення даного винаходу, використо-
вуючи стандартні методи молекулярної біології,
молекули нуклеїнової кислоти, що кодують домени
VH і/або VL, перетворюють в повнорозмірні гени
антитіл шляхом зшивки (наприклад, лігування)
молекули нуклеїнової кислоти, що кодує домени
СH і/або CL. Послідовності нуклеїнової кислоти
константних доменів важкого і легкого ланцюга
імуноглобулінових генів відомі в даній галузі. [Див.,
наприклад, Kabat et аl., Sequences of Proteins of
Imraunological Interest, 5th Ed., NlH Publ. №91-3242,
1991]. Молекули нуклеїнової кислоти, що кодують
повнорозмірні важкий і/або легкий ланцюги, можна
потім експресувати у вбудованій клітині і виділити
антитіло до CD40.

Молекули нуклеїнової кислоти можна викорис-
тати для рекомбінантної експресії великих кількос-
тей антитіл до CD40. Нижче описано, як дані мо-
лекули нуклеїнової кислоти можна використати
для отримання химерних антитіл, біспецифічних
антитіл, одноланцюгових антитіл, імуноадгезинів,
діатілець, мутованих антитіл і похідних антитіл.
Якщо дані молекули нуклеїнової кислоти отримані
не з людини, а з нетрансгенної тварини, то ці мо-
лекули нуклеїнової кислоти можна використати
для гуманізації антитіла, що також описано нижче.

В іншому варіанті здійснення даного винаходу
молекулу нуклеїнової кислоти згідно з винаходом
використовують як зонд або ПЛР-праймер для
специфічної антитільної послідовності. Наприклад,
нуклеїнову кислоту можна використати як зонд в
діагностичних способах або як ПЛР-праймер для
ампліфікації ділянок ДНК,  які можна було б вико-
ристати, зокрема, для виділення додаткових моле-
кул нуклеїнової кислоти, що кодують варіабельні
домени антитіл до CD40. У деяких варіантах здій-
снення даного винаходу молекули нуклеїнової
кислоти являють собою олігонуклеотиди. В інших
варіантах здійснення даного винаходу олігонукле-
отиди походять з високоваріабельних ділянок важ-
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кого і легкого ланцюгів антитіла, що представляє
інтерес. У деяких варіантах здійснення даного ви-
находу олігонуклеотиди кодують повністю або час-
тково одне або декілька CDR антитіла 3.1.1, 3.1.1
Н-А78Т, 3.1.1 H-A78T-V88A-V97A, 3.1.1 L-L4M-
L83V, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1,
22.1.1 Н-С109А, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 H-
D16E, 23.28.1 L-C92A, 23.29.1 або 24.2.1.

Вектори
У даному винаході створені вектори, що вклю-

чають в себе молекули нуклеїнової кислоти, які
кодують важкий ланцюг антитіла до CD40 згідно з
винаходом або його антигензв'язувальну частину.
У даному винаході створені також вектори, що
включають в себе молекули нуклеїнової кислоти,
які кодують легкий ланцюг таких антитіл або їх
антигензв'язувальну частину. Крім того, в даному
винаході створені вектори, що включають в себе
молекули нуклеїнової кислоти, що кодують злиті
білки, модифіковані антитіла, антитільні фрагмен-
ти і їх зонди.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду антитіла до CD40 або антигензв'язувальні час-
тини згідно з винаходом експресуються шляхом
вбудовування ДНК, що кодують неповні або пов-
норозмірні легкий і важкий ланцюги, отримані, як
описано вище, в експресуючі вектори, так, щоб ці
гени виявилися приєднаними шляхом зшивки до
необхідних експресійних контрольних послідовно-
стей, таких як транскрипційні і трансляційні конт-
рольні послідовності. Експресуючі вектори вклю-
чають в себе плазміди, ретровіруси, аденовіруси,
аденоасоційовані віруси (AAV), рослинні віруси,
такі як вірус мозаїки цвітної капусти, вірус тютюно-
вої мозаїки, косміди, YAC, похідні EBV епісоми і
тому подібне. Ген антитіла лігують у вектор так,
щоб транскрипційна і трансляційна контрольні
послідовності у векторі виконували свою передба-
чувану функцію регуляції транскрипції і трансляції
антитільного гена. Вибирають експресуючий век-
тор і експресійні контрольні послідовності, які сумі-
сні з експресуючою хазяйською клітиною, що вико-
ристовується. Ген легкого ланцюга антитіла і ген
важкого ланцюга антитіла можна вбудувати в різні
вектори. У переважному варіанті здійснення дано-
го винаходу обидва гени вбудовують в один і той
же експресуючий вектор. Антитільні гени вбудову-
ють в експресуючий вектор за допомогою станда-
ртних способів (наприклад, лігуванням комплеме-
нтарних сайтів рестрикції фрагмента антитільного
гена і вектора або лігуванням по тупих кінцях,  як-
що сайта рестрикції не представлені).

Зручним вектором є вектор, який кодує функ-
ціонально повну, імуноглобулінову послідовність
СH або CL людини з відповідними сконструйовани-
ми сайтами рестрикції, так, щоб послідовності VH
або VL можна було легко вбудувати і експресува-
ти, як описано вище. У таких векторах сплайсинг
звичайно відбувається між донорним сайтом
сплайсинга, в J-ділянці, що вбудовується, і акцеп-
торним сайтом сплайсинга, попереднім людському
C-домену, а також на ділянках сплайсинга, які зна-
ходяться в СH-екзонах людини. Поліаденілювання
і термінація транскрипції відбуваються в нативних
хромосомних сайтах правіше від кодуючих діля-

нок. Рекомбінантний експресуючий вектор може
також кодувати сигнальну послідовність, яка за-
безпечує секрецію антитільного ланцюга з хазяй-
ської клітини. Ген антитільного ланцюга можна
клонувати у вектор так, щоб сигнальний пептид
виявлявся приєднаним до амінокінця імуноглобу-
лінового ланцюга. Сигнальний пептид може явля-
ти собою імуноглобуліновий сигнальний пептид
або гетерологічний сигнальний пептид (тобто сиг-
нальний пептид неімуноглобулінового білка).

Крім генів антитільних ланцюгів, рекомбінантні
експресуючі веісгори несуть регуляторні послідов-
ності, які контролюють експресію генів антитільних
ланцюгів в хазяйській клітині. Фахівцям в даній
галузі потрібно мати на увазі, що створення екс-
пресуючого вектора, включаючи вибір регулятор-
них послідовностей, може залежати від таких чин-
ників як вибір клітини-хазяїна,  яка буде
трансформована, рівня експресії необхідного білка
і т.д. Переважні регуляторні послідовності експре-
сії клітини-хазяїна ссавця включають в себе вірусні
елементи, які контролюють високі рівні білкової
експресії в клітинах ссавця, такі як промотори і/або
енхансери, отримані з ретровірусних LTR, цитоме-
галовірусу (CMV) (такий як СМV-
промотор/енхансер), вірусу 40 імунодефіциту мавп
(SV40) (такий як SV40-промотор/енхансер), адено-
вірусу (наприклад, великий пізній промотор адено-
вірусу (AdMLP)), поліоми і сильні промотори ссав-
ця у вигляді імуноглобулінового і актинового
промоторів. Більш повний опис вірусних регулято-
рних елементів і їх послідовностей див., напри-
клад, в [Патенті США №5168062, Патенті США
№4510245 і Патенті США №4968615]. Способи
експресії антитіл у рослин, включаючи опис про-
моторів і векторів, а також трансформація рослин,
відомі в даній галузі. [Див., наприклад, Патент
США №6517529], включений тут шляхом посилан-
ня. Способи експресії поліпептидів в бактерійних
клітинах або клітинах грибів, наприклад, в дріж-
джових клітинах, також добре відомі в даній галузі.

Крім генів антитільних ланцюгів і регуляторних
послідовностей, рекомбінантні експресуючі векто-
ри згідно з винаходом можуть нести додаткові по-
слідовності, такі, наприклад, як послідовності, які
регулюють реплікацію даного вектора в хазяйських
клітинах (наприклад, ориджини реплікації) і селек-
тивні маркерні гени. Селективний маркерний ген
забезпечує селекцію хазяйських клітин, в які век-
тор вбудований [див., наприклад, Патенти США
№№4399216, 4634665 і 5179017]. Наприклад, ти-
пово селективний маркерний ген додає резистент-
ність до лікарських засобів, таких як G418, гігромі-
цин або метотрексат, хазяйській клітці, в яку
вбудований даний вектор. Переважні селективні
маркерні гени включають в себе ген дигідрофола-
тредуктази (DHFR) (для використання в dhfr-
хазяйських клітинах з селекцією/ампліфікацією по
метотрексату), neo-ген (для G418-селекції), і ген
глутаматсинтетази.

Негібридомні хазяйські клітини і способи реко-
мбінантного отримання білка

Молекули нуклеїнової кислоти, що кодують
антитіла до CD і вектори, що включають ці моле-
кули нуклеїнової кислоти, можна використати для



51 84539 52

трансфекції хазяйських клітин відповідного ссавця,
рослини, бактерії або дріжджової клітини. Транс-
формацію можна здійснювати за допомогою будь-
якого відомого способу впровадження полінуклео-
тидів в хазяйську клітину. Способи впровадження
гетерологічних полінуклеотидів в клітини ссавців
добре відомі в даній галузі і включають в себе
опосередковану декстраном трансфекцію, кальцій-
фосфатне осадження, polybrene-опосередковану
трансфекцію, злиття протопластів, електропора-
цію, інкапсулювання полінуклеотиду(ів) в ліпосоми
і пряму мікроін'єкцію ДНК в ядро. Крім того, моле-
кули нуклеїнової кислоти можна впровадити в клі-
тини ссавця за допомогою вірусних векторів. Спо-
соби трансформації клітин добре відомі в даній
галузі. [Див., наприклад, Патенти США
№№4399216, 4912040, 4740461, і 4959455] (патен-
ти, які таким чином включені тут шляхом посилан-
ня). Способи трансформації рослинних клітин до-
бре відомі в даній галузі, включаючи, наприклад,
опосередковану Agrobacterium трансформацію,
трансформацію шляхом бомбардування мікрочас-
тинками, пряму ін'єкцію, електропорацію і вірусну
трансформацію. Способи трансформації бактерій-
них і дріжджових клітин добре відомі в даній галузі.

Клітинні лінії ссавців, доступні як хазяйські для
експресії, добре відомі в даній галузі і включають в
себе численні лінії іморталізованих клітин, доступ-
них з Американської колекції типових культур
(ATCC). Зокрема, вони включають в себе оваріа-
льні клітини китайського хом'ячка (CHO), NSO,
SР2-клітини, клітини HeLa, клітини нирки дитини
хом'яка (BHK), клітини нирки мавпи (COS), клітини
гепатоцелюлярної карциноми (наприклад, Hep
G2), А549-клітини і ряд інших клітинних ліній. Осо-
бливо переважними клітинними лініями є клітинні
лінії, вибрані шляхом визначення того, які клітинні
лінії володіють високими рівнями експресії. Інші
клітинні лінії, які можна використати, є клітинними
лініями комах, наприклад, такі як 8г9-клітини. Коли
рекомбінантні експресуючі вектори, що кодують
антитільние гени, впроваджують в хазяйські кліти-
ни ссавця, відповідні антитіла продукуються шля-
хом культивування хазяйських клітин протягом
періоду часу, достатнього для здійснення експресії
даного антитіла в цих хазяйських клітинах або,
більш переважно, шляхом секреції антитіла в
культуральне середовище, в якому вирощують
хазяйські клітини. Антитіла можна витягнути з
культурального середовища з використанням ста-
ндартних способів виділення білка шляхом очи-
щення. Рослинні хазяйські клітини включають в
себе, наприклад, Nicotiana, Arabidopsis, ряску, ку-
курудзу, пшеницю, картоплю і інш. Бактерійні ха-
зяйські клітини включають в себе E.  соlі і види
Streptomyces. Дріжджові клітини включають в себе
Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces
cerevisiae і Pichia pastoris.

Далі, експресію антитіл згідно з винаходом
(або інші їх складові) в продукуючих клітинних ліні-
ях можна посилити з використанням ряду відомих
методів. Наприклад, експресуюча система глута-
мінсинтетазного гена (GS-система) являє собою
звичайне рішення посилення експресії в певних
умовах. GS-система розглядається цілком або

частково в зв'язку з [Європейськими Патентами
№№0216846, 0256055 і 0323997 і Європейською
Патентною Заявкою №89303964.4].

Можливо, що антитіла, що експресуються різ-
ними клітинними лініями або в трансгенних твари-
нах, будуть володіти відмінним один від одного
глікозилюванням. Однак всі антитіла, що кодують-
ся створеними тут молекулами нуклеїнової кисло-
ти або утримуючі представлені тут амінокислотні
послідовності, є частиною даного винаходу, неза-
лежно від глікозилювання антитіл.

Трансгенні тварини і рослини
Антитіла до CD40 згідно з винаходом можна

отримати трансгенно шляхом створення ссавця
або рослини, яка є трансгенною відносно предста-
вляючих інтерес імуноглобулінових послідовнос-
тей важкого і легкого ланцюгів і багаторазового
отримання з них антитіла. У зв'язку з трансгенною
продукцією у ссавців, антитіла до CD40 можна
отримати і витягнути з молока кіз, корів або інших
ссавців. Див., наприклад, [Патенти CШA
№№5827690, 5756687, 5750172 і 5741957]. В ін-
ших варіантах здійснення даного винаходу транс-
генних тварин, що не належать до людського роду,
які містять імуноглобулінові локуси людини, імуні-
зують CD40 або його імуногенною частиною, як
описано вище. Способи створення антитіл у рос-
лин описані, наприклад, в [Патентах CШA
№№6046037 і 5959177.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду трансгенні тварини, що не належать до людсь-
кого роду, або рослини отримують шляхом впро-
вадження в дану тварину або рослину за
допомогою стандартних трансгенних методик од-
нієї або декількох молекул нуклеїнової кислоти, що
кодують антитіло до CD40 згідно з винаходом.
[Див. Hogan і Патент США №6417429], вище.
Трансгенні клітини, що використовуються для
створення трансгенної тварини, можуть являти
собою ембріональні стовбурові клітини або сома-
тичні клітини. Трансгенні тварини, що не належать
до людського роду, можуть являти собою химерні,
нехимерні гетерозиготи і нехимерні гомозиготи.
[Див., наприклад, Hogan et al., Manipulating the
Mouse Embryo: A Laboratory Manual 2ed., Cold
Spring Harbor Press (1999); Jackson et al., Mouse
Genetics and Transgenics: A Practical Approach,
Oxford University Press (2000); і Pinkert, Transgenic
Animal Technology: A Laboratory Handbook,
Academic Press (1999).]. У деяких варіантах здійс-
нення даного винаходу трансгенні тварини, що не
належать до людського роду, мають направлений
розрив і заміну в конструкції-мішені, яка кодує
представляючий інтерес важкий ланцюг і/або лег-
кий ланцюг. У переважному варіанті здійснення
даного винаходу трансгенні тварини містять і екс-
пресують молекули нуклеїнової кислоти, що коду-
ють важкий і легкий ланцюги, специфічно зв'язуючі
CD40, переважно CD40 людини. У деяких варіан-
тах здійснення даного винаходу трансгенні твари-
ни містять молекули нуклеїнової кислоти, що ко-
дують модифіковане антитіло, таке як
одноланцюгове антитіло, химерне антитіло або
гуманізоване антитіло. Антитіла до CD40 можна
створити в будь-якій трансгенній тварині. У пере-
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важному варіанті здійснення даного винаходу тва-
рини, що не належать до людського роду, являють
собою мишей, щурів, вівці, свиней, кіз, велику ро-
гату худоба або коней. Трансгенна тварина, що не
належить до людського роду, експресує вказані
поліпептиди, що кодуються в крові, молоці, сечі,
слині, сльозах, слизі і інших рідинах організму.

Бібліотеки фагового дисплея
У даному винаході розроблений спосіб отри-

мання антитіла до CD40 або його антигензв'язува-
льної частини, що включає в себе стадії синтезу
бібліотеки антитіл людини в фагу, скрининга біблі-
отеки для CD40 або його частини, виділення фага,
який зв'язує CD40, і отримання антитіла з даного
фага. У прикладі здійснення один з способів отри-
мання бібліотеки антитіл, оснований на викорис-
танні методики фагового дисплея, включає в себе
визначені стадії імунізації тварини, що не нале-
жить до людського роду, яка містить імуноглобулі-
нові локуси людини, для CD40 або його антигенної
частини, для створення імунної відповіді, витяган-
ня антитілопродукуючих клітин з даної імунізованої
тварини; стадії виділення PHK з витягнутих клітин,
зворотного транскрибування PHK з утворенням
кДНК, ампліфікації кДНК з використанням прайме-
ра, вбудовування кДНК у вектор фагового дисп-
лея, так, щоб антитіла експресувалися в фагі. Ре-
комбінантні антитіла до CD40 згідно з винаходом
можна отримати даним шляхом.

Рекомбінантні антитіла до CD40 згідно з вина-
ходом можна виділити шляхом скринування реко-
мбінантної комбінаторної бібліотеки антитіл. Пе-
реважно дана бібліотека являє собою scFv-
бібліотеку фагового дисплея, що утворюється з
використанням VL-  і VH-кДНК, що отримуються з
мРНК, яка виділяється з B-клітин. Методи отри-
мання і скринування таких бібліотек відомі в даній
галузі. Існують комерційно доступні набори для
створення бібліотек фагового дисплея [наприклад,
Pharmacia Recombinant Phage Antibody System,
№за каталогом 27-9400-01; і Stratagene SurfZAP™
phage display kit, №за каталогом 240612]. Існують
також і інші способи і реагенти, які можна викорис-
тати для створення і скринування антитільних ди-
сплейних бібліотек [див., наприклад, Патент США
№5223409; Публікації PCT №№WO 92/18619, WO
91/17271, WO 92/20791, WO 92/15679, WO
93/01288, WO 92/01047, WO 92/09690; Fuchs et al.,
Bio/Technology 9: 1370-1372 (1991); Hay et al.,
Hum. Antibod. Hybridomas 3: 81-85 (1992); Huse et
al., Science 246: 1275-1281 (1989); McCafferty et al.,
Nature 348: 552-554 (1990); Griffiths et al., EMBO J.
12: 725-734 (1993); Hawkins et al., J. MoI. Biol. 226:
889-896 (1992); Clackson et al., Nature 352: 624-628
(1991); Gram et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:
3576-3580 (1992); Garrad et al., Bio/Technology 9:
1373-1377 (1991); Hoogenboom et al., Nuc. Acid
Res. 19: 4133-4137 (1991); і Barbas et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 88: 7978-7982(1991)].

В одному з варіантів здійснення даного вина-
ходу для виділення антитіл людини до CD40 з не-
обхідними характеристиками антитіло людини до
CD40, як описано тут, уперше використовують для
відбору послідовностей важкого і легкого ланцюга,
що володіють подібною зв'язуючою активністю по

відношенню до CD40, застосовуючи способи епі-
топного імпринтинга, описані в [Публікації PCT
№WO 93/06213]. Бібліотеки антитіл, що викорис-
товуються в даному способі, переважно являють
собою scFv-бібліотеки, отримані і скриновані, як
описано в [Публікації PCT №WO 92/01047,
McCafferty et al., Nature 348: 552-554 (1990); і
Griffiths et al., EMBO J. 12: 725-734 (1993)]. Бібліо-
теку антитіл scFv переважно скринують з викорис-
танням як антигену CD40 людини.

Після того як початкові домени VL і VH людини
вибрані, здійснюють експерименти "змішати і зі-
ставити", в яких різні пари початково вибраних VL-
і VH-сегментів скринують відносно СD40-
зв'язування з вибраними переважними VL/VH-
парними поєднаннями. Крім того, для подальшого
поліпшення якості даного антитіла, в сегментах VL
і VH з переважної пари (пара) VL/VH випадковим
чином викликають мутації, переважно в CDR3-
ділянці VH і/або VL, в процесі, аналогічному сома-
тичному мутаційному процесу in vivo, відповідаль-
ному за дозрівання по спорідненості антитіл про-
тягом природної імунної відповіді. Дозрівання по
спорідненості in vitro можна здійснити шляхом ам-
пліфікації доменів VH і VL з використанням ПЛР-
праймерів, комплементарних, відповідно, VH CDR3
або VL CDR3, в якій праймери "скріпляють" за до-
помогою випадкової суміші з чотирьох нуклеотид-
них основ в певних положеннях, так, що результу-
ючі ПЛР-продукти кодують сегменти VH і VL, в які
були інтродуковані випадкові мутації по VH і/або VL
СDR3-ділянок. Ці випадковим чином мутовані сег-
менти VH і VL можна скринувати повторно відносно
зв'язування з CD40.

Після скринування і виділення з рекомбінант-
ної дисплейної бібліотеки імуноглобуліну до CD40
згідно з винаходом нуклеїнові кислоти, що кодують
відібране антитіло, можна витягнути з дисплейного
пакету (наприклад, з фагового геному) і субклону-
вати в інші експресуючі вектори за допомогою ста-
ндартних методів рекомбінантної ДНК. За необхід-
ності, витягнуту нуклеїнову кислоту в подальшому
можна використати для створення інших форм
антитіл згідно з винаходом, як описано нижче. Щоб
експресувати рекомбінантне антитіло людини,
виділене шляхом скринування комбінаторної біб-
ліотеки, ДНК, що кодує антитіло, клонують в реко-
мбінантний експресуючий вектор і впроваджують в
хазяйські клітини ссавця, як описано вище.

Перемикання класу
Інша мета даного винаходу полягає в розробці

способу перетворення даного класу або підкласу
антитіла до CD40 в інший клас або підклас. У де-
яких варіантах здійснення даного винаходу моле-
кула нуклеїнової кислоти, що кодує VL або VH , яка
не включає які-небудь послідовності нуклеїнової
кислоти, що кодують CL або CH, виділяють з вико-
ристанням способів, добре відомих в даній галузі.
Потім молекулу нуклеїнової кислоти приєднують
шляхом зшивки до послідовності нуклеїнової кис-
лоти,  що кодує CL або СH необхідного класу або
підкласу імуноглобулінів. Це можна здійснити з
використанням вектора або молекули нуклеїнової
кислоти, яка містить CL або СH-ланцюг, як описано
вище. Наприклад, антитіло до CD40, яке спочатку
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являє собою IgM, можна перемкнути (переробити)
в клас IgG. Далі, клас перемикання можна викори-
стати для перетворення одного IgG-підкласу в
іншій, наприклад, з IgG1 в IgG2. Інший спосіб
отримання антитіла згідно з винаходом, що міс-
тить необхідний ізотип, включає в себе стадії виді-
лення нуклеїнової кислоти, яка кодує важкий лан-
цюг антитіла до CD40, і нуклеїнової кислоти, що
кодує легкий ланцюг антитіла до CD40, виділення
послідовності, що кодує VH-ділянку, лігування да-
ної VH-послідовності з послідовністю, що кодує
константний домен важкого ланцюга необхідного
ізотипу, експресію гена легкого ланцюга і констру-
ювання важкого ланцюга в клітині,  і збирання ан-
титіла до CD40 з необхідним ізотипом.

Деімунізовані антитіла
Інший шлях отримання антитіл зі зниженою

імуногеністю полягає в деімунізації антитіл. В ін-
шому аспекті даного винаходу дане антитіло мож-
на деімунізувати з використанням методів, описа-
них,  наприклад,  в [Публікаціях PCT  №№WO
98/52976 і WO OD/34317 (які включені тут шляхом
посилання в їх повноті).

Мутантні антитіла
В іншому варіанті здійснення даного винаходу

молекули нуклеїнової кислоти, вектори і хазяйські
клітини можна використати для створення мутант-
них антитіл проти CD40. Антитіла можна змінити
за допомогою мутацій по варіабельних доменах
важкого і/або легкого ланцюгів, наприклад, змінити
характеристику зв'язування антитіла. Наприклад,
мутацію можна здійснити по одній або декількох
CDR-ділянках для збільшення або зменшення K0
даного антитіла до CD40, для збільшення або
зменшення Koff або для зміни специфічності зв'я-
зування антитіла. Методи сайт-направленого му-
тагенезу добре відомі в даній галузі. [Див., напри-
клад, Sambrook et аl. і Ausubel et al.], вище. У
переважному варіанті здійснення даного винаходу
мутації здійснюють по амінокислотному залишку,
так, щоб він був зміненим в порівнянні із залишком
у варіабельному домені антитіла проти CD40 у
клітин зародкової лінії. В іншому варіанті здійснен-
ня даного винаходу одну або декілька мутацій
здійснюють по амінокислотному залишку, який
відомим чином змінений в порівнянні із залишком з
клітин зародкової лінії на CDR-ділянці або в ділян-
ці рамки прочитання варіабельного домену, або в
константному домені моноклонального антитіла
3.1.1, 3.1.1 Н-А78Т, 3.1.1 Н-А78Т-V88A-V97A, 3.1.1
L-L4M-L83V, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1,
22.1.1, 22.1.1 H-С109А, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1,
23.28.1 H-D16E, 23.28.1 L-C92A, 23.29.1, 23.29.1 L-
R174K і 24.2.1. В іншому варіанті здійснення дано-
го винаходу одну або декілька мутацій здійснюють
по амінокислотному залишку, який відомим чином
змінений в порівнянні із залишком з клітин зарод-
кової лінії на CDR-ділянці або в ділянці рамки про-
читання варіабельного домену амінокислотної
послідовності, вибраній з SEQ ID NО: 4, 12, 20, 28,
36, 44, 52, 60, 68, 76, 84, 94, 100, 102, 2, 10, 18, 26,
34, 42, 50, 58,66, 74, 82, 90, 92, 96,98,100 або 102,
або послідовності нуклеїнової кислоти, яка пред-
ставлена в SEQ ID NО: 3, 11, 19, 27, 35, 43, 51, 59,
61, 75, 83, 93, 99, 101, 1, 9,17,25,33,41, 49, 57,

65,73, 81, 89, 91, 95, 97,99 і 101.
В одному з варіантів здійснення даного вина-

ходу ділянку рамки прочитання видозмінюють та-
ким чином, щоб отримана ділянка (ділянки) воло-
діла амінокислотною послідовністю відповідного
гена клітин зародкової лінії. Мутацію можна здійс-
нити в ділянці рамки прочитання або константного
домену для збільшення часу напівжиття антитіла
до CD40. Див., наприклад, Публікацію [PCT №WO
00/09560], включену тут шляхом посилання. Мута-
цію в ділянці рамки прочитання або константного
домену можна також здійснити для зміни імуно-
генності антитіла, для створення сайту ковалент-
ного або нековалентного зв'язування з іншою мо-
лекулою або для зміни таких характеристик як
фіксація комплементу, FcR-зв'язування і ADCC.
Відповідно до даного винаходу, одиночне антитіло
може володіти мутаціями в будь-якій одній або
декількох ділянках рамки прочитання, в констант-
ному домені і у варіабельних ділянках.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду існує від 1 до 18 амінокислотних мутацій в будь-
якому з VH- або VL-домeнів мутантного антитіла до
CD40 (в тому числі будь-яке число мутацій між
ними) в порівнянні з антитілом проти CD40 до му-
тування. У будь-якій з вищезгаданих ситуацій дані
мутації можуть відбуватися в одній або в декількох
CDR-ділянках. Далі, будь-яка мутація може бути
представлена консервативними амінокислотними
замінами. У деяких варіантах здійснення даного
винаходу існує не більше ніж 5, 4, 3, 2, або 1 амі-
нокислотних замін в константних доменах.

Модифіковані антитіла
В іншому варіанті здійснення даного винаходу

злите антитіло або імуноадгезин можна здійснити
так, щоб воно включало антитіло до CD40 згідно з
винаходом, цілком або частково, приєднане до
іншого поліпептиду. У переважному варіанті здійс-
нення даного винаходу тільки варіабельні домени
антитіла до CD40 сполучені з іншим поліпептидом.
В іншому переважному варіанті здійснення даного
винаходу VH-домен антитіла до CD40 приєднаний
до першого поліпептиду, а VL-домeн антитіла до
CD40 приєднаний до другого поліпептиду, який
пов'язаний з першим поліпептидом таким чином,
що домени VH і VL можуть взаємодіяти один з од-
ним з утворенням сайту зв'язування антитіла.  В
іншому переважному варіанті здійснення даного
винаходу VH-домєн відділений від VL-домена лін-
кером таким чином, що домени VH і VL можуть вза-
ємодіяти один з одним (див. нижче в розділі "Од-
ноланцюгові Антитіла"). У подальшому VH-лінкер
приєднується до поліпептиду, що представляє
інтерес. Таке злиття антитіла корисне для направ-
леного переходу поліпептиду в клітину або ткани-
ну, що експресує CD40. Поліпептид може являти
собою терапевтичний агент, такий як токсин, фак-
тор росту або інший регуляторний білок, або може
являти собою діагностичний агент, такий як фер-
мент, який можна легко візуалізувати, такий як
пероксидаза хрону. Крім того, можна створити
злиті антитіла,  в яких сполучені один з одним два
(або більше) одноланцюгові антитіла. Це зручно,
коли хочуть створити бівалентне або полівалентне
антитіло в одному поліпептидному ланцюгу або
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коли хочуть створити антитіло з подвійною специ-
фікою.

Для створення одноланцюгового антитіла
(scFv) фрагменти VH-  i  VL-кодуючої ДНК приєдну-
ють шляхом зшивки до іншого фрагмента, що ко-
дує гнучкий лінкер, наприклад, що кодує дану амі-
нокислотну послідовність (Gly4-Ser)3, так, щоб
послідовності VH і VL могли експресуватися у ви-
гляді відповідного суміжного одноланцюгового
білка,  що містить об'єднані гнучким лінкером VL-  і
VH-домени. [Див., наприклад, Bird et al., Science
242: 423-426 (1988); Huston et al, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85: 5879-5883 (1988); McCafferty et al.,
Nature 348: 552-554 (1990)]. Одноланцюгове анти-
тіло може бути одновалентним, якщо використо-
вуються тільки одиничні VH і VL, може бути бівале-
нтним, якщо використовуються два VH і VL, або
полівалентним, якщо використовується більше
двох VH і VL. Можна створити біспецифічні або
полівалентні антитіла, які специфічно зв'яжуться з
CD40 і з іншою молекулою.

В інших варіантах здійснення даного винаходу
можуть бути отримані інші модифіковані антитіла з
використанням молекул нуклеїнової кислоти, що
кодують антитіло до CD40. Наприклад, "Каппа-
тільця" [l11 et al., Protein Eng. 10: 949-57 (1997)),
"Мінітільця" (Martin et al., EMBO J. 13: 5303-9
(1994)], "Діатільця" (Holliger et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90: 6444-6448 (1993)], або "Janusins"
[Traunecker et al., EMBO J. 10: 3655-3659 (1991) і
Traunecker et al., Jnt. J. Cancer (Suppl.) 7: 51-52
(1992)] можна отримати з використанням стандар-
тних методів молекулярної біології, відповідно до
вказівок відповідних описів.

Біспецифічні антитіла або антигензв'язувальні
фрагменти можна отримати різноманітними спо-
собами,  в тому числі злиттям гібридом або поєд-
нанням Fab'-фрагментів. [Див., наприклад,
Songsivilai & Lachmann, CHn. Exp. Jmmunol. 79:
315-321 (1990), Kostelny et al., J. Jmmunol. 148:
1547-1553 (1992)]. Крім того, біспецифічні антитіла
можна утворити у вигляді "діатілець" або
"Janusins". У деяких варіантах здійснення даного
винаходу біспецифічні антитіла зв'язують два різ-
них епітопи CD40. У деяких варіантах здійснення
даного винаходу біспецифічне антитіло володіє
першим важким ланцюгом і першим легким ланцю-
гом моноклонального антитіла 3.1.1, 3.1.1 Н-А78Т,
3.1.1 H-A78T-V88A-V97A, 3.1.1 L-L4M-L83V, 7.1.2,
10.8.3, 15.1.1,21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1 Н-С109А,
23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1 H-D16E, 23.28.1 L-
C92A, 23.29.1, 23.29.1 L-R174K і 24.2.1, і додатко-
вим важким ланцюгом і легким ланцюгом антитіла.
У деяких варіантах здійснення даного винаходу
додатковий легкий ланцюг і важкий ланцюг також
представлені ланцюгами одного з вищезгаданих
моноклональних антитіл, але відрізняються від
вказаного першого важкого і легкого ланцюгів.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду описані вище модифіковані антитіла отримують
з використанням одного або декількох варіабель-
них доменів або CDR-ділянок створеного тут мо-
ноклонального антитіла людини до CD40, з аміно-
кислотної послідовності вказаного
моноклонального антитіла або з важкого ланцюга

або легкого ланцюга, що кодується послідовністю
нуклеїнової кислоти, яка кодує вказане монокло-
нальне антитіло.

Антитіла перетворені і мічені
Антитіло до CD40 або його антигензв'язуваль-

ну частину згідно з винаходом можна перетворити
або з'єднати з іншою молекулою (наприклад, іншо-
го пептиду або білка). Взагалі дане антитіло або
його частину перетворюють так, щоб зв'язування
CD40 не впливало негативним чином на перетво-
рення або мічення. Відповідно до цього, антитіла
або частини антитіл згідно з винаходом розповсю-
джуються як на інтактні, так і на модифіковані фо-
рми описаних тут антитіл людини проти CD40.
Наприклад, антитіло або частину антитіла згідно з
винаходом можна функціонально з'єднати (шля-
хом хімічного приєднання, генетичного злиття,
нековалентного зв'язування або інакше) з одним
або декількома іншими молекулярними елемента-
ми, такими як інше антитіло (наприклад, біспеци-
фічне антитіло або діатільце), детектуючий агент,
цитотоксичний агент, фармацевтичний агент і/або
білок або пептид, які можуть опосередковувати
зв'язок антитіла або його частини з іншою молеку-
лою (такий як корова ділянка стрептавідину або
полігистидинова мітка).

Один з типів перетвореного антитіла отриму-
ють шляхом перехресного зв'язування двох або
декількох антитіл (одного і того ж типу або різних
типів, наприклад, для створення біспецифічних
антитіл). Відповідні перехресні лінкери включають
в себе лінкери, які є гетеробіфункціональними, що
володіють двома різними реакційними групами,
розділеними відповідним спейсером (наприклад,
складний ефір мета-малеімідобензоїл-N-
гідроксисукциніміду) або гомобіфункціональними
(наприклад, дисукцинімідилсуберат). Такі лінкери
доступні від Pierce Chemical Company, Rockford,
l11.

Інший тип перетвореного антитіла являє со-
бою мічене антитіло. Придатні детектуючі агенти,
за допомогою яких антитіло або антигензв'язува-
льну частину згідно з винаходом можна перетво-
рити, включають в себе флуоресцентні сполуки, в
тому числі флуоресцеїн, флуоресцеїнізотіоціанат,
родамін, 5-диметиламін-1-
нафталінсульфонілхлорид, фікоеретрин, лантано-
їдні фосфати і тому подібне. Антитіло можна також
помітити за допомогою ферментів, які використо-
вують для детекції, таких як пероксидаза хрону, β-
галактозидаза, люцифераза, лужна фосфатаза,
глюкооксидаза і тому подібне. Якщо антитіло мі-
тять за допомогою детектованого ферменту, то
його виявляють при доданні додаткових реагентів,
щоб використати фермент для отримання продук-
ту реакції, який можна візуально розпізнати. На-
приклад, якщо агент являє собою пероксидазу
хрону, то додання пероксиду водню і діамінобен-
зидину дає кольоровий продукт реакції, який і де-
тектується. Антитіло можна також мітити бфоти-
ном і детектувати шляхом непрямого вимірювання
авідинового або стрептавідинового зв'язування.
Антитіло можна також мітити з допомогою епітопу
заздалегідь встановленого поліпептиду, що пізна-
ється вторинним репортером (наприклад, парними
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послідовностями лейцинової застібки, сайтами
зв'язування повторних антитіл, металозв'язуваль-
ними доменами, епітопними мітками). У деяких
варіантах здійснення даного винаходу мітки при-
єднують за допомогою "ніжок" різної довжини, щоб
зменшити можливе просторове ускладнення.

Антитіло до CD40 можна також мітити аміно-
кислотою з радіоактивною міткою. Радіоактивна
мітка може використовуватися для діагностичних і
терапевтичних цілей. Наприклад, радіоактивна
мітка може використовуватися для детекції пух-
лин, що експресують CD40, методами рентгеноді-
агностики або іншими методами діагностики. Далі,
радіоактивна мітка може використовуватися тера-
певтично у вигляді токсину для ракових клітин або
пухлин. Приклади міток для поліпептидів включа-
ють в себе, не обмежуючись ними, наступні радіо-
ізотопи або радіонукліди - 3H, 14C, 15N, 35S, 90Y,
99Tc, 111In, 125l,131I.

Антитіло проти CD40 можна також перетвори-
ти за допомогою хімічної групи, такої як поліетиле-
нгліколева (PEG), метилова або етилова група або
за допомогою вуглеводної групи. Дані групи вико-
ристовують для поліпшення біологічних характе-
ристик антитіла, наприклад, для збільшення часу
напівжиття сироватки або для підвищення тканин-
ного зв'язування.

Фармацевтичні композиції і набори
Даний винахід відноситься також до компози-

цій, що містять агоніст антитіла проти CD40 для
лікування пацієнтів, потребуючих імунної стимуля-
ції. Такі композиції використовують для лікування,
попередження, зниження частоти або тяжкості
інфікованості, включаючи вірусну і бактерійну інфі-
кованість, для лікування гіперпроліферативного
порушення, включаючи злоякісний і передраковий
стани, для лікування генетичних імунодефіцитних
станів у тварин,  в тому числі і у людей,  таких як
синдром гіперсекреції IgM і для лікування первин-
них або комбінованих імунодефіцитних станів,
включаючи стани, що характеризуються нейтро-
пенією. Пацієнти, що зазнають лікування за допо-
могою терапії агоністом антитіла проти CD40,
включають пацієнтів, потребуючих посилення іму-
нітету, включають, не обмежуючись ними, людей
похилого віку і індивідів, в яких імунітет пригніче-
ний, наприклад внаслідок хіміотерапії.

Гіперпроліферативні порушення, які можна
піддати лікуванню з допомогою агоністу антитіла
проти CD40 згідно з винаходом, можуть торкатися
будь-якої тканини або органу і включають в себе,
не обмежуючись цим, злоякісні пухлини головного
мозку, легенів, сквамозних клітин, сечового міхура,
шлунка, підшлункової залози, молочної залози,
голови, шиї, печінки, нирки, яєчника, передміхуро-
вої залози, прямої кишки, стравоходу, гінекологіч-
ні, носоглотки, або злоякісні пухлини щитовидної
залози, меланоми, лімфоми, лейкозні або мно-
жинні мієломи. Зокрема, агоністи антитіл людини
проти CD40 згідно з винаходом придатні для ліку-
вання карцином молочної залози, передміхурової
залози, ободової кишки і легеня.

Лікування може включати в себе введення од-
ного або декількох агоністів моноклональних анти-
тіл проти CD40 згідно з винаходом або їх антиген-

зв'язувальних фрагментів, окремо або разом з
фармацевтично прийнятним носієм. "Фармацевти-
чно прийнятний носій", що використовується тут,
означає будь-який або всі розчинники, диспергу-
вальні середовища, сенсибілізатори, антибакте-
рійні і протигрибкові агенти, ізотонічні і затримуючі
адсорбцію агенти і до них подібні, які фізіологічно
сумісні. Деякі приклади фармацевтично прийнят-
них носіїв являють собою воду, фізіологічний роз-
чин, фосфатно-сольовий буферний розчин, дек-
строзу, гліцерин, етанол і до них подібні, а також їх
поєднання. У багатьох випадках в дану компози-
цію переважно включати ізотонічні розчини, на-
приклад, цукор, поліспирти, такі як маніт, сорбіт,
або хлорид натрію. Додаткові приклади фармаце-
втично сумісних речовин являють собою зволожу-
ючі агенти, або мінорні кількості допоміжних речо-
вин, таких як зволожуючі або емульгуючі агенти,
консерванти або буфери, які підвищують термін
придатності при зберіганні або ефективність дано-
го антитіла.

Агоністи антитіл проти CD40 згідно з винахо-
дом і композицію, що включає їх, можна вводити в
поєднанні з одним або декількома іншими терапе-
втичними, діагностичними або профілактичними
агентами. Додаткові терапевтичні агенти включа-
ють в себе інші антибластомні, протиракові, антіа-
нгіогенні або хіміотерапевтичні агенти. Такі додат-
кові агенти можуть бути включені в одну
композицію або можуть бути введені роздільно. У
деяких варіантах здійснення даного винаходу один
або декілька агоністів антитіл проти CD40 згідно з
винаходом можуть використовуватися як вакцина
або як ад'юванти до вакцини.

Композиції згідно з винаходом можуть бути рі-
зноманітними за формою, наприклад, рідкими,
напіврідкими і твердими дозованими формами,
такими як рідкі розчини (наприклад,  ін'єкційні і ін-
фузійні розчини), дисперсії або суспензії, таблетки,
пілюлі, порошки, ліпосоми або свічки. Переважна
форма залежить від передбачуваного режиму
введення і терапевтичного застосування. Типові
переважні композиції представлені в формі ін'єк-
ційних або інфузійних розчинів, таких як компози-
ції, аналогічні композиціям для пасивної імунізації
людини. Переважним режимом введення є парен-
теральний (наприклад, внутрішньовенний, підшкі-
рний, внутрішньочеревинний, внутрішньом'язо-
вий). У переважному варіанті здійснення даного
винаходу дане антитіло вводять шляхом внутріш-
ньовенного вливання або внутрішньовенної ін'єк-
ції. В іншому переважному варіанті здійснення
даного винаходу дане антитіло вводять шляхом
внутрішньом'язової або підшкірної ін'єкції.

Як правило, терапевтичні композиції повинні
бути стерильними і стабільними в умовах виготов-
лення і зберігання. Дану композицію можна ство-
рити у вигляді розчину, мікроемульсії, дисперсії,
ліпосоми, або іншої впорядкованої структури, при-
датної для висококонцентрованого лікарського
засобу. Стерильні ін'єкційні розчини можна отри-
мати шляхом включення антитіл до CD40  в необ-
хідній кількості у відповідний розчинник з одним
або, за необхідності, з поєднанням перелічених
вище інгредієнтів з подальшою стерилізацією фі-
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льтруванням. В основному, дисперсії готують
шляхом включення даної активної сполуки в сте-
рильний наповнювач, який містить лужне диспер-
сійне середовище і необхідні інші інгредієнти з
перелічених вище інгредієнтів. Що стосується сте-
рильних порошків для приготування стерильних
ін'єкційних розчинів, переважні способи їх отри-
мання представлені вакуумною сушкою і заморо-
жуванням-відтаванням, що дає не тільки активний
порошкоподібний інгредієнт, але і будь-який необ-
хідний додатковий інгредієнт з його раніше стери-
лізованого фільтруванням розчину. Належну теку-
чість розчину можна зберегти, наприклад, шляхом
нанесення шару, такого як лецитин, шляхом під-
тримки розміру часток, що стосується дисперсії, і
шляхом використання поверхнево-активних спо-
лук. Поглинання ін'єкційних композицій можна
пролонгувати шляхом включення в дану компози-
цію агента, затримуючого поглинання, наприклад,
солей моностеарату і желатину.

Антитіла даного винаходу можна вводити різ-
номанітними способами, відомими в даній галузі,
хоча для багатьох терапевтичних застосувань пе-
реважним шляхом/спосіб введення є підшкірне,
внутрішньом'язове або внутрішньовенне вливан-
ня. Кваліфікованим молодшим фахівцям потрібно
мати на увазі, що шлях і/або спосіб введення ва-
ріює в залежності від бажаних результатів.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду, композиції антитіл активної сполуки можна при-
готувати з носієм, який захищає дане антитіло від
швидкого вивільнення, таким носієм, який контро-
лює вивільнення композиції, в тому числі, імплан-
тати, крізьшкірні патчі, і мікроінкапсульовані сис-
теми доставки. Можна використати розсмоктувані,
біосумісні полімери, такі як етиленвінілацетат, по-
ліангідриди, полігліколеву кислоту, колаген, ефіри
жирних ортокислот і багатоатомних спиртів, і полі-
молочну кислоту. Багато які способи отримання
таких композицій запатентовані і, як правило, ві-
домі фахівцям в даній галузі. [Див., наприклад,
Sustained and Controlled Release Drug Delivery
Systems (Тривале і контрольоване вивільнення
систем доставки лікарських засобів) (J.R.Robinson,
ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978)].

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду антитіло проти CD40 згідно з винаходом можна
вводити перорально, наприклад, разом з інертним
розріджувачем або харчовим носієм, що засвою-
ється.  Дану сполуку (і,  за необхідності,  інші інгре-
дієнти) можна також взяти в капсулу з твердої або
м'якої желатинової оболонки, запресувати в таб-
летки, або включити безпосередньо в дієту пацієн-
та. Для перорального терапевтичного введення
антитіло до CD40 можна включити разом з напов-
нювачами і використати в формі таблеток, що про-
ковтуються, защічних таблеток, пастилок, капсул,
еліксирів, суспензій, сиропів, облаток і тому подіб-
ного. Для введення сполуки даного винаходу не-
парентеральним шляхом введення може виникну-
ти потреба покрити дану сполуку або ввести дану
сполуку спільно з речовиною, що захищає її від
інактивації.

У дані композиції можна також включити дода-
ткові активні сполуки.  У деяких варіантах здійс-

нення даного винаходу антитіло до CD40 даного
винаходу складають спільно і/або вводять спільно
з одним або декількома додатковими терапевтич-
ними агентами. Дані агенти включають, без обме-
ження,  антитіла,  які зв'язують інші мішені (напри-
клад, антитіла, такі як антитіла до CTL4, які
зв'язують один або декілька ростових факторів
або цитокінів з їх рецепторами на клітинній повер-
хні), антибластомні засоби, протиопухлинні агенти,
хіміотерапевтичні агенти, пептидні аналоги, які
активують CD40, розчинний CD40L, один або декі-
лька хімічних агентів, які активують CD40, і/або
інші агенти, відомі в даній галузі, які посилюють
імунну відповідь проти клітин злоякісної пухлини,
наприклад, IFN-β1, IL-2, IL-8, EL-12, IL-15, IL-18, IL-
23, IFN-g і GM-CSF. При такому комбінованому
лікуванні можуть знадобитися більш низькі дози
антитіла до CD40, а також агентів, що спільно
вводяться, з тим, щоб виключити можливий токси-
коз або ускладнення, пов'язаний з тією або іншою
монотерапією.

Агоністи антитіла проти CD40 згідно з винахо-
дом і композицію, що включає їх, також можна
вводити в поєднанні з іншими лікувальними режи-
мами, зокрема, в поєднанні з радіаційним лікуван-
ням.

Композиції згідно з винаходом можуть включа-
ти в себе "терапевтично ефективну кількість" або
"профілактично ефективну кількість" антитіла або
його антигензв'язувальної частини згідно з вина-
ходом. "Терапевтично ефективна кількість" відно-
ситься до ефективної кількості для досягнення
необхідного терапевтичного результату в необхід-
них дозах і протягом необхідних інтервалів часу.
Терапевтично ефективна кількість даного антитіла
або частини антитіла може змінюватися відповідно
до таких чинників як стан хворого, вік, стать і маса
тіла даного пацієнта, а також здатності антитіла
або частин антитіла викликати необхідну відповідь
у пацієнта. Терапевтично ефективна кількість яв-
ляє собою також кількість, при якій токсичний або
ефект, що наносить шкоду, даного антитіла або
частини антитіла переважується терапевтично
позитивними наслідками. "Профілактично ефекти-
вна кількість" відноситься до ефективної кількості
для досягнення необхідного профілактичного ре-
зультату в необхідних дозах і протягом необхідних
інтервалів часу. Як правило, оскільки профілакти-
чну дозу використовують у пацієнтів перед захво-
рюванням або на ранній стадії захворювання, ця
профілактично ефективна кількість повинна бути
меншою терапевтично ефективної кількості.

Режим дозування можна встановити для ство-
рення оптимальної потрібної відповіді (наприклад,
терапевтичної або профілактичної відповіді). На-
приклад, можна ввести єдиний болюс, можна вво-
дити розділені загальні дози тривалий час, або ж
дану дозу можна пропорційно знижувати або під-
вищувати, в залежності від терапевтичної ситуації,
що складається. Особливо корисно складати па-
рентеральні композиції в стандартній дозованій
формі для зручності введення і одноманітності
дозування. Тут стандартна використовувана дозо-
вана форма відноситься до фізичних дискретних
одиниць, придатних як уніфіковані дози для ліку-
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вання представників ссавців; кожну одиницю, що
містить заздалегідь встановлену кількість активної
сполуки спільно з необхідним терапевтичним носі-
єм, розраховують для отримання необхідного те-
рапевтичного ефекту. Інструкція для стандартних
дозованих лікарських форм даного винаходу про-
диктована і прямо залежить від (а) унікальних ха-
рактеристик антитіла до CD40 або його частини і
від досягнення конкретного терапевтичного або
профілактичного ефекту, і (b) властивих в даній
галузі обмежень рецептури такого антитіла для
лікування сприйнятливих до нього пацієнтів.

Необмежуючий діапазон для терапевтично
або профілактично ефективної кількості антитіла
або частини антитіла даного винаходу становить,
приблизно, 0,025-50мг/кг, більш переважно 0,1-
50мг/кг, ще більш переважно 0,1-25, 0,1-10 або
0,1-3мг/кг. Потрібно зазначити, що величини доз
можуть змінюватися від виду і тяжкості стану, який
намагаються полегшити. Крім того, потрібно мати
на увазі, що відносно будь-якого конкретного паці-
єнта необхідний тривалий час здійснювати індиві-
дуальний режим дозування відповідно до потреби
в ньому, а також відповідно до професійного роз-
суду фахівця, що вводить або контролює введен-
ня даних композицій, і що викладені тут діапазони
дозування є лише ілюстративними і не призначені
для обмеження об'єму або застосування заявленої
композиції.

Інша мета даного винаходу полягає в ство-
ренні наборів, що містять антитіло до CD40 або
частину антитіла згідно з винаходом, або компози-
цію, що містить таке антитіло. Набір може включа-
ти, крім даного антитіла або композиції, діагности-
чні або терапевтичні агенти. Набір може також
містити інструкції для використання діагностичного
або терапевтичного способу. У переважному варі-
анті здійснення даного винаходу набір включає в
себе антитіло або композицію, що включає його, і
діагностичний агент, який можна використати в
описаному нижче способі. В іншому переважному
варіанті здійснення даного винаходу, набір вклю-
чає в себе антитіло або композицію, що включає
його, і один або декілька терапевтичних агентів,
які можна використати в описаному нижче способі.

Даний винахід відноситься також до компози-
цій для інгібування у ссавця росту аномальної клі-
тини, що включають в себе будь-яку кількість
будь-якого антитіла згідно з винаходом в поєднан-
ні з будь-якою кількістю хіміотерапевтичного аген-
та, в яких визначені кількості сполуки, солі, соль-
вату або проліків і хіміотерапевтичного агента
спільно є ефективними для інгібування росту ано-
мальної клітини.  У цей час в даній галузі відома
безліч хіміотерапевтичних агентів. У деяких варіа-
нтах здійснення даного винаходу хіміотерапевтич-
ний агент вибраний з групи, що складається з інгі-
біторів мітозу, алкілуючих агентів, антиметаболітів,
інтеркалуючих антибіотиків, інгібіторів фактора
росту, інгібіторів клітинного циклу, ферментів, інгі-
біторів топоізомерази, модифікаторів біологічної
реакції, антигормонів, наприклад, антиандрогенів, і
антиангіогенних агентів.

Антиангіогенні агенти, такі як інгібітори ММР-2
(матриксна металопротеїназа 2), інгібітори ММР-9

(матриксная металопротеїназа 9) і інгібітори COX-
II (циклооксигеназа II), можуть використовуватися
в поєднанні з антитілом до CD40 згідно з винахо-
дом. Приклади СОХ-ll-інгибіторів, що використо-
вуються включають в себе CELEBREX™ (алекок-
сиб), валдекоксиб і рофекоксиб. Приклади
інгібіторів матриксних металопротеїназ, що вико-
ристовуються, описані в [Міжнародній Публікації
WO 96/33172 (опублікованій 24 жовтня 1996p.),
WO 96/27583 (опублікованій 7 березня 1996р.), в
Європейській Патентній Заявці №97304971.1 (по-
даній 8 липня 1997р.), в Європейській Патентній
Заявці №99308617.2 (поданій 29 жовтня 1999р.), в
Міжнародній Публікації WO 98/07697 (опублікова-
ній 26 лютого 1998p.), WO 98/03516 (опублікованій
29 січня 1998p.), WO 98/34918 (опублікованій 13
серпня 1998p.), WO 98/34915 (опублікованій 13
серпня 1998p.), WO 98/33768 (опублікованій 6 сер-
пня 1998p.), WO 98/30566 (опублікованій 16 липня
1998р.), в Європейській Патентній Публікації
606046 (опублікованій 13 липня 1994р.), в Євро-
пейській Патентній Публікації 931788 (опублікова-
ній 28 липня 1999p.), WO 90/05719 (опублікованій
31 травня 1990p.), WO 99/52910 (опублікованій 21
жовтня 1999p.), WO 99/52889 (опублікованій 21
жовтня 1999p.), WO 99/29667 (опублікованій 17
червня 1999p.), Міжнародній Заявці PCT
№РСТ/1В98/01113 (поданій 21 липня 1998р.), в
Європейській Патентній Заявці №99302232.1 (по-
даній 25 березня 1999р.), в патентній заявці Вели-
кобританії за номером 9912961.1 (поданій 3 черв-
ня 1999p.), в Попередній Заявці США №60/148464
(поданій 12 серпня 1999p.), Патенті США
№5863949 (виданому 26 січня 1999p.), Патенті
США №5861510 (опублікованому 19 січня 1999p.),
і в Європейській Патентній Публікації 780386 (опу-
блікованій 25 червня 1997p.)], які всі включені тут в
їх повноті шляхом посилання. Переважні ММР-
інгібітори являють собою інгібітори, які не викли-
кають артралгії. Більш переважними є інгібітори,
які виборче інгібують ММР-2 і/або ММР-9, в порів-
нянні з іншими матриксними металопротеїназами
(тобто MMP-1, ММР-3, ММР-4, ММР-5, ММР-6,
ММР-7, ММР-8, MMP-10, MMP-11, MMP-12 і MMP-
13). Деякі конкретні приклади МНР-інгібіторів, що
використовуються в даному винаході, являють
собою AG-3340, RO 32-3555, RS 13-0830, а дані
сполуки повторно перераховані в нижченаведено-
му списку: 3-[[4-(4-фторфенокси)-
бензолсульфоніл]-(1-
гідроксикарбамоїлциклопентил)аміно]-пропіонова
кислота; 3-екзо-3-[4-(4-фторфенокси)-
бензолсульфоніламіно]-8-окса-біцикло[3.2.1]октан-
3-карбонової кислоти гідроксіамід; (2R,3R)-1-[4-(2-
хлор-4-фторбензилокси)-бензолсульфоніл]-3-
гідрокси-3-метилпіперидин-2-карбонової кислоти
гідроксіамід; 4-[4-(4-фторфенокси)-
бензолсульфоніламіно]-тетрагідропиран-4-
карбонової кислоти гідроксіамід; 3-[[4-(4-
фторфенокси)-бензолсульфоніл]-(1-
гідроксикарбамоїлциклобутил)-аміно]-пропіонова
кислота; 4-[4-(4-хлорфенокси)-
бензолсульфоніламіно]-тетрагідропіран-4-
карбонової кислоти гідроксіамід; (R)3-[4-(4-
(хлорфенокси)-бензолсульфоніламіно]-
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тетрагідропіран-3-карбонової кислоти гідроксіамід;
(2R,3R)1-[4-(4-фторо-2-метилбензилокси)-
бензолсульфоніл]-3-гідрокси-3-метилпіперидин-2-
карбонової кислоти гідроксіамід; 3-[[4-(4-
фторфенокси)-бензолсульфоніл]-(1-
гідроксикарбамоїл-1-метилетил)-аміно]-пропіонова
кислота; 3-[[4-(4-фторфенокси)-бензолсульфоніл]-
(4-гідроксикарбамоїл-тетрагідропіран-4-іл)-аміно]-
пропіонова кислота; 3-екзо-3-[4-(4-хлорфенокси)-
бензолсульфоніламіно]-8-окса-біцикло[3.2.1]октан-
3-карбонової кислоти гідроксіамід; 3-ендо-3-[4-(4-
фторфенокси)-бензолсульфоніламіно]-8-окса-
біцикло[3.2.1]октан-3-карбонової кислоти гідроксі-
амід; і (R)3-[4-(4-фторфенокси)-
бензолсульфоніламіно]-тетрагідрофуран-3-
карбонової кислоти гідроксіамід; а також фарма-
цевтично прийнятні солі і сольвати вказаних спо-
лук.

Сполуки згідно з винаходом можна також ви-
користати спільно з інгібіторами трансдукції сигна-
лу, такими як агенти, що інгібують EGF-R (рецеп-
тор епідермального фактора росту), такі як EGF-R-
антитіла, EGF-антитіла, і молекули, які є EGF-R-
інгібіторами, VEGF-інгібіторами (фактора росту
судинного ендотелію), такими як VEGF-рецептори,
і молекули, які можуть інгібувати VEGF; і інгібіто-
рами рецептора еrbВ2, такими як органічні моле-
кули або антитіла, які зв'язуються з рецептором
еrbВ2, наприклад, HERCEPTINTM (Genentech,
Inc.). EGF-R-інгібітори описані, наприклад, в [WO
95/19970 (опублікованій 27 липня 1995p.), WO
98/14451 (опублікованій 9 квітня 1998p.), WO
98/02434 (опублікованій 22 січня 1998p.), і в Пате-
нті США №5747498 (виданий 5 травня 1998p.)], і
такі речовини можуть використовуватися в даному
винаході, який описується тут. EGFR-інгібуючі аге-
нти включають в себе,  але не обмежуючись цим,
моноклональні антитіла С225 і анти-EGFR
22МонАТ (ImClone Systems Incorporated), ABX-
EGF (Abgenix/Cell Genesys), EMD-7200 (Merck
KgaA), EMD-5590 (Merck KgaA), MDX-447/H-477
(Medarex Inc. and Merck KgaA), і сполуки ZD-1834,
ZD-1838 і ZD-1839 (AstraZeneca), PKI-166
(Novartis), PKI-166/CGP-75166 (Novartis), PTK 787
(Novartis), CP 701 (Cephalon), leflunomide
(Pharmacia/Sugen), CI-1033 (Warner Lambert Parke
Davis), CI-1033/PD 183805 (Warner Lambert Parke
Davis), CL-387785 (Wyeth-Ayerst), BBR-1611
(Boehringer Mannheim GmbH/Roche), Naamidine A
(Bristol Myers Squibb), RC-3940-II (Pharmacia),
BIBX-1382 (Boehringer Ingelheim), OLX-103 (Merck
& Co.), VRCTC-310 (Ventech Research), EGF-
злитий токсин (Seragen Inc.), DAB-389
(Seragen/Lilgand), ZM-252808 (Imperial Cancer
Research Fund), RG-50864 (INSERM), LFM-A12
(Parker Hughes Cancer Center), WHIPS? (Parker
Hughes Cancer Center), GW-282974 (Glaxo), KT-
8391 (Kyowa Hakko) і EGF-R-вакцина (York
Medical/Centro de Immunologia Molecular (СІМ)). Ці і
інші EGF-R-інгібуючі агенти можуть використову-
ватися в даному винаході.

VEGF-інгібітори, наприклад, SU-5416 і SU-
6668 (Sugen Inc.), SH-268 (Schering), і NX-183 8
(NeXstar) можна також поєднувати із сполукою
згідно з винаходом. VEGF-інгібітори описані, на-

приклад, в [WO 99/24440 (опублікованій 20 травня
1999p.), Міжнародній Заявці PCT РСТ/ІВ99/00797
(поданій 3 травня 1999р.), в WO 95/21613 (опублі-
кованій 17 серпня 1995p.), WO 99/61422 (опубліко-
ваній 2 грудня 1999p.), Патенті США №5834504
(опублікованому 10 листопада 1998p.), WO
98/50356 (опублікованій 12 листопада 1998p.),
Патенті США №5883113 (опублікованому 16 бере-
зня 1999p.), Патенті США №5886020 (опублікова-
ному 23 березня 1999p.), Патенті США №5792783
(опублікованому 11 серпня 1998p.), WO 99/10349
(опублікованій 4 березня 1999p.), WO 97/32856
(опублікованій 12 вересня 1997p.), WO 97/22596
(опублікованій 26 червня 1997p.), WO 98/54093
(опублікованій 3 грудня 1998p.), WO 98/02438
(опублікованій 22 січня 1998p.), WO 99/16755 (опу-
блікованій 8 квітня 1999p.), і WO 98/02437 (опублі-
кованій 22  січня 1998p.)],  які всі включені тут в їх
повноті шляхом посилання. Інші приклади деяких
специфічних VEGF-інгібіторів, що використовують-
ся в даному винаході, являють собою ІМ862
(Cytran Inc.); моноклональне антитіло до VEGF від
Genentech Inc.; і ангіозим, синтетичний рибозим
від Ribozyme and Chiron. Ці і інші VEGF-інгібітори
можна використати в даному винаході, як тут опи-
сано. Інгібітори рецептора ЕrbВ2, такі як GW-
282971 (Glaxo Wellcome ріс), і моноклональні ан-
титіла AR-209 (Aronex Pharmaceuticals Inc.) і 2В-1
(Chiron), можна, крім того, об'єднати із сполукою
даного винаходу, і  які, наприклад, розглядаються в
[WO 98/02434 (опублікованій 22 січня 1998p.), WO
99/35146 (опублікованій 15 липня 1999p.), WO
99/35132 (опублікованій 15 липня 1999p.), WO
98/02437 (опублікованій 22 січня 1998p.), WO
97/13760 (опублікованій 17 квітня 1997p.), WO
95/19970 (опублікованій 27 липня 1995p.), Патенті
США №5587458 (опублікованому 24 грудня
1996p.), і Патенті США №5877305 (опублікованому
2 березня 1999p.)], які теперішнім часом все вклю-
чені тут в їх повноті шляхом посилання. Інгібітори
рецептора ЕrbВ2 описані також в Попередній [За-
явці США №60/117341, поданій 27 січня 1999p.], і в
Попередній [Заявці США №60/117346, поданій 27
січня 1999p.],  обидві з яких включені тут в їх пов-
ноті шляхом посилання. Відповідно до даного ви-
находу, сполуки, що інгібують рецептор еrbВ2, і
речовина, описана у вищезазначених PCT заяв-
ках, патентах США і попередніх заявках США, а
також інші сполуки і речовини, які інгібують рецеп-
тор еrbВ2, можна використати спільно із сполукою
згідно з винаходом.

Агенти,  пов'язані з виживаністю,  включають в
себе анти-IGF-IR-антитіла і антиінтегринові агенти,
такі як антиінтегринові антитіла.

Застосування діагностичних способів
Крім того, в даному винаході розроблені діаг-

ностичні способи. Антитіла до CD40 можна вико-
ристати для виявлення CD40 в біологічному зразку
in vitro або in vivo. B одному з варіантів здійснення
даного винаходу розроблений спосіб діагносту-
вання присутності або місцезнаходження у пацієн-
та, потребуючого діагностування, пухлини, що
експресує CD40, який включає в себе стадії ін'єк-
тування даного антитіла даному пацієнту, визна-
чення експресії у даного пацієнта CD40 шляхом
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локалізації місця виявлення антитіла, експресії у
даного пацієнта з експресією у нормального конт-
рольного індивіда або з еталонною експресією, і
діагностування присутності або місцеположення
пухлини.

Антитіла до CD40 можна використати в тради-
ційному імунологічному аналізі, включаючи, без
обмеження, ІФА, PIA, FACS, тканинну імуногістохі-
мію, Вестерн-блот або імунопреципітацію. Антиті-
ла до CD40 згідно з винаходом можна використати
для виявлення CD40  у людини.  В іншому варіанті
здійснення даного винаходу антитіла до CD40 мо-
жна використати для виявлення CD40 у мавп Ста-
рого Світу, таких як cynomolgus і резус-макак,
шимпанзе і людиноподібних мавп.У даному вина-
ході розроблений спосіб детекції CD40 в біологіч-
ному зразку, що включає в себе контактування
біологічного зразка з антитілом до CD40 згідно з
винаходом і детектування антитіла, що зв'язалося.
В одному з варіантів здійснення даного винаходу
антитіло до CD40 безпосередньо мітять детекто-
ваною міткою. В іншому варіанті здійснення даного
винаходу антитіло до CD40 (перше антитіло) є
неміченим, а друге антитіло або іншу молекулу,
яка може зв'язатися з анти-CD40-антитілом, мі-
тять.  Фахівцям в даній галузі добре відомо,  що
друге антитіло вибирають таким чином, щоб воно
було здатне специфічно зв'язати конкретні види і
клас першого антитіла. Наприклад, якщо антитіло
до CD40 являє собою IgG людини, то вторинне
антитіло може являти собою антитіло до IgG лю-
дини.  Інші молекули,  які можуть зв'язуватися з
антитілами, включають в себе, без обмеження,
Білок А і Білок G, обидва з яких комерційно досту-
пні, наприклад, від Pierce Chemical Co.

Відповідні мітки для даного антитіла або вто-
ринного антитіла розкриті вище і включають в себе
різні ферменти, простетичні групи, флуоресцентні
речовини, люмінесцентні речовини і радіоактивні
речовини. Приклади відповідних ферментів вклю-
чають в себе пероксидазу хрону, лужну фосфата-
зу, β-галактозидазу або ацетилхолінестеразу; при-
клади відповідних складних простетичних груп
включають в себе стрептавідин/біотин і аві-
дин/біотин; приклади відповідних флуоресцентних
речовин включають умбеліферон, флуоресцеїн,
флуоресцеїнізотіоціанат, родамін, дихлортриази-
ніламінфлуоресцеїн, дансилхлорид або фікоерет-
рин; приклад люмінесцентної речовини включає в
себе люмінол; а приклади відповідних радіоактив-
них речовин включають в себе 125I, 131I, 35S або 3H.

В інших варіантах здійснення даного винаходу
присутність CD40  в біологічному зразку можна
встановити за допомогою конкурентного імуно-
аналізу, що використовує СD40-стандарти, помі-
чені детектованою речовиною, і немічене антитіло
до CD40. У даному аналізі біологічний зразок, мі-
чений СD40-стандартами і антитілом до CD40,
об'єднують і визначають кількість міченого СD40-
стандарту, що зв'язався з даним неміченим анти-
тілом. Кількість CD40 в даному біологічному зразку
зворотно пропорційна кількості міченого СD40-
стандарту, що зв'язався з антитілом до CD40.

Описаний вище аналіз можна використати для
ряду цілей. Наприклад, антитіла до CD40 можна

використати для виявлення CD40 в клітинах куль-
тури клітин. У переважному варіанті здійснення
даного винаходу антитіла до CD40 використову-
ють, щоб визначити кількість CD40 на поверхні
клітин, які обробляють різними сполуками. Даний
спосіб можна застосовувати при ідентифікації спо-
лук, які використовують для активування або інгі-
бування CD40. Відповідно до даного способу, один
зразок клітин обробляють тест-сполукою протягом
якогось періоду часу, а інший зразок залишають
необробленим. При вимірюванні загального рівня
CD40 ці клітини лізують, і загальний рівень CD40
вимірюють з використанням одного з описаних
вище імуноаналізів. Для визначення ефекту даної
тест-сполуки порівнюють загальний рівень CD40 в
оброблених і необроблених клітинах.

Переважним імуноаналізом для вимірювання
загального рівня CD40 є ІФА або Вестерн-блот.
При вимірюванні рівня CD40 на поверхні клітини
клітини,  що аналізуються,  не лізують,  і рівень
CD40 на поверхні даних клітин вимірюють з вико-
ристанням одного з описаних вище імуноаналізів.
Переважний імуноаналіз для визначення рівня
CD40 на поверхні клітин включає в себе стадії мі-
чення білків на поверхні клітини за допомогою де-
тектованої мітки, такої як біотин або 125I, імунопре-
ципітації CD40 з антитілом до CD40 і подальшого
детектування міченого CD40. Інший переважний
імуноаналіз для визначення локалізації рівня
CD40, наприклад, на клітинній поверхні, здійсню-
ють з використанням імуногістохімії. Способи, такі
як ІФА, PIA, Вестерн-блотинг, імуногістохімічні
способи, способи мічення інтегральних мембран-
них білків клітинної поверхні і імунопреципітація,
добре відомі в даній галузі. Див., наприклад,
Harlow and Lane, вище. Крім того, перераховані
імуноаналізи можна маштабувати для високопро-
дуктивного скринування з метою тестування вели-
кого числа сполук відносно активації або інгібу-
вання CD40.

Антитіла до CD40 згідно з винаходом можна
також використовувати для визначення рівня
CD40  в тканині або в клітинах,  отриманих з даної
тканини. У деяких варіантах здійснення даного
винаходу тканина являє собою хвору тканину. У
деяких варіантах здійснення даного винаходу тка-
нина являє собою пухлину або її біоптат. У деяких
варіантах здійснення даного способу тканину або
її біоптат вирізають у пацієнта. Потім хвору ткани-
ну або біоптат використовують в імуноаналізі для
визначення, наприклад, загального рівня CD40,
рівня CD40 на поверхні клітини, або для локаліза-
ції CD40 описаними вище способами.

Описаний вище діагностичний спосіб можна
використати для визначення того, чи експресує
пухлина високі рівні CD40,  що могло б свідчити
про те, що пухлина являє собою мішень для обро-
бки антитілами до CD40. Далі, цей же спосіб мож-
на також використати, щоб прослідити ефект ліку-
вання антитілом до CD40, детектуючи загибель
клітин в пухлині. Цей діагностичний спосіб можна
також використати, щоб визначити, чи експресує
тканина або клітина недостатній рівень CD40 або
активований CD40 і, отже, чи є кандидатом для
лікування активуючими антитілами до CD40,
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CD40L і/або іншими терапевтичними агентами з
метою підвищення рівня CD40 або його активності.

Антитіла згідно з винаходом можна також ви-
користати in vivo для ідентифікації тканин і органів,
які експресують CD40. У деяких варіантах здійс-
нення даного винаходу антитіла до CD40 викорис-
товують для ідентифікації пухлин, що експресують
CD40. Одна з переваг використання антитіл люди-
ни до CD40 згідно з винаходом полягає в тому, що
їх можна, не побоюючись, використовувати in vivo,
не викликаючи імунну реакцію на дане антитіло
після його введення,  на відміну від антитіл,  що
виробляються не людським організмом, або гума-
нізованих антитіл.

Даний спосіб включає в себе стадії введення
детектованих мічених антитіл до CD40 або компо-
зиції, що включає їх, пацієнту, потребуючому тако-
го діагностичного тесту, і аналіз зображення для
визначення у пацієнта місцеположення тканин, які
експресують CD40. Аналіз зображення добре ві-
домий в медичній галузі і включає в себе, без об-
меження перерахованим, рентгенографічний ана-
ліз, магнітно-резонансну томографію (MPT) або
комп'ютерну томографію (CE). Дане антитіло мож-
на помітити за допомогою будь-якого агента, від-
повідного для in vivo-зображення, наприклад, кон-
трастного агента, такого як барій, який може
використовуватися в рентгенографічному аналізі,
або магнітної контрастної речовини, такої як хелат
гадолінію, який можна використати в MPT або CE.
Інші речовини-мітки включають в себе, не обме-
жуючись цим, радіоізотопи, такі як 99Tc.  В іншому
варіанті здійснення даного винаходу антитіло до
CD40 повинно бути неміченим і повинно візуалізу-
ватися після введення другого антитіла або іншої
молекули, яка детектується і яка може зв'язати
дане антитіло до CD40. У варіанті здійснення да-
ного винаходу біоптат отримують від пацієнта,
щоб визначити, чи експресує CD40 тканина, що
представляє інтерес.

Застосування терапевтичних способів
Крім того, в даному винаході розроблені тера-

певтичні способи, що використовують антитіло
проти CD40 згідно з винаходом.

Агоніст антитіла людини проти CD40 згідно з
винаходом можна ввести людині або ссавцеві, що
не належить до людського роду, які експресують
перехресно реагуючий CD40. Дане антитіло можна
ввести такому ссавцеві, що не належить до люд-
ського роду, (тобто примату, cynomolgus або ре-
зус-макаці) з ветеринарними цілями або ж як ви-
вчення його дії на тваринній моделі захворювання
людини. Такі модельні тварини корисні для оцінки
терапевтичної ефективності антитіл даного вина-
ходу.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду дане антитіло до CD40 вводять пацієнту, який
страждає від первинного і/або комбінованого іму-
нодефіцитів, в тому числі, СD40-залежного імуно-
дефіциту з синдромом гіперсекреції IgM, загально-
го варіабельного імунодефіциту,
агаммаглобулінемії Брутона (Bruton), дефіциту
субкласу IgG і Х-зчепленого SCID (загальні мутації
гамма-ланцюга). У деяких варіантах здійснення
даного винаходу антитіло до CD40 вводять для

лікування пацієнта, якій імуносупресивний, напри-
клад, внаслідок хіміотерапії, або володіє імунопос-
лблювальним захворюванням, в тому числі, за-
хворюванням набутого імунодефіциту, таким як
ВІЛ. У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду антитіло до CD40  вводять,  щоб підвищити іму-
нітет пацієнта похилого віку. У деяких варіантах
здійснення даного винаходу антитіло до CD40
вводять для лікування пацієнта, який має бакте-
рійну, вірусну, грибкову або паразитарну інфекці-
єю. У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду агоніст антитіла людини проти CD40 згідно з
винаходом можна профілактично вводити пацієн-
ту, який, внаслідок віку, нездоров'я або загального
слабого здоров'я схильний до інфікування, щоб
попередити або зменшити число або тяжкість ін-
фекцій.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду антитіло до CD40 вводять пацієнту, який має
гіперпроліферативне порушенням.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду антитіло до CD40 вводять для лікування паціє-
нту, який має пухлину. В інших варіантах здійснен-
ня даного винаходу пухлина є СD40-позитивною. У
деяких варіантах здійснення даного винаходу пух-
лина є СD40-негативною. Пухлина може являти
собою солідну або несолідну пухлину, таку як лім-
фома. У деяких варіантах здійснення даного вина-
ходу антитіло до CD40 вводять пацієнту, який має
пухлину, що є раковою. У деяких варіантах здійс-
нення даного винаходу дане антитіло інгібує про-
ліферацію ракової клітини, придушує або запобігає
збільшенню маси пухлини або її об'єму, і/або
спричиняє зменшення маси пухлини або її об'єм у.

Пацієнти, яких можна лікувати за допомогою
антитіл до CD40 або ділянками антитіла даного
винаходу, включають, але не обмежуються, паціє-
нтів, у яких діагностують наявність злоякісної пух-
лини головного мозку, злоякісної пухлини легеня,
злоякісної пухлини кістки, злоякісної пухлини під-
шлункової залози, раку шкіри, злоякісної пухлини
голови і шиї, меланоми шкіри або внутрішньоочної
меланоми, злоякісної пухлини матки, злоякісної
пухлини яєчника, злоякісної пухлини прямої кишки,
злоякісної пухлини анальної ділянки, злоякісної
пухлини шлунка, шлункової злоякісної пухлини,
колоректальної злоякісної пухлини, злоякісної пух-
лини ободової кишки, злоякісної пухлини молочної
залози, гінекологічної злоякісної пухлини (напри-
клад, маточні саркоми, карцинома фалопієвої тру-
би, карцинома ендометрію, карцинома шийки мат-
ки, карцинома піхви або карцинома вульви),
злоякісної пухлини стравоходу, злоякісної пухлини
тонкого кишечнику, злоякісної пухлини ендокрин-
ної системи (наприклад, злоякісна пухлина щито-
видної, паращитовидної або надниркової залози),
сарком м'яких тканин, лейкозу, мієломи, множин-
ної мієломи, злоякісної пухлини уретри, злоякісної
пухлини пенісу, злоякісної пухлини передміхурової
залози, хронічного або гострого лейкозу, дитячих
злоякісних пухлин, хвороби Ходжкіна, лімфоцита-
рних лімфом, неходжкінської лімфоми, злоякісної
пухлини сечового міхура, злоякісної пухлини печі-
нки, ниркової злоякісної пухлини, злоякісної пухли-
ни нирки або сечоводу (наприклад, гіпернефроїд-
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ний рак, злоякісна пухлина ниркової миски), або
новоутворень центральної нервової системи (на-
приклад, первинна лімфома ЦНС, злоякісні пухли-
ни хребетного стовпа, гліоми стовбура мозку або
аденома гіпофіза), гліоми або фібросаркоми.

Дане антитіло можна вводити від трьох разів
щодня до одного разу кожні шість місяців і, пере-
важно, можна вводити через рот, слизову, защіч-
но, інтраназально, вдиханням, внутрішньовенно,
підшкірно, внутрішньом'язово, парентерально,
внутрішньопухлинно, черезшкірно або місцево.
Дане антитіло можна також вводити безперервно
за допомогою мікронасосу. Як правило, дане анти-
тіло потрібно вводити доти, поки дана пухлина
присутня, і за умови, що дане антитіло приводить
до зупинки росту пухлини або раку або до змен-
шення її (його) маси або об'єму. Як правило, дозу-
вання антитіла коливається в діапазоні від 0,025
до 50мг/кг, більш переважно 0,1-50мг/кг, більш
переважно 0,1-20мг/кг, 0,1-10мг/кг, 0,1-5мг/кг або
ще більш переважно 0,1-2мг/кг. Дане антитіло мо-
жна також вводити профілактично.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду дане антитіло до CD40 вводять у вигляді еле-
мента лікувальної схеми, яка включає введення
пацієнту, який має гіперпроліферативне порушен-
ня, таке як рак або пухлина, одного або декількох
додаткових протипухлинних лікарських засобів або
молекул. Типові протипухлинні агенти включають,
але не обмежуються, інгібітори мітозу, алкілуючі
агенти, антиметаболіти, інтеркалуючі агенти, інгібі-
тори фактора росту, інгібітори клітинного циклу,
ферменти, інгібітори топоізомерази, модифікатори
біологічної відповіді, антигормони, кіназні інгібіто-
ри, інгібітори матриксної металопротеїнази, гене-
тичні терапевтичні агенти і антиандрогени. У більш
переважних варіантах здійснення даного винаходу
антитіло до CD40 вводять разом з протипухлин-
ним агентом, таким як адриаміцин або таксол. У
деяких переважних варіантах здійснення даного
винаходу терапію проти CD40 здійснюють разом з
радіотерапією, хіміотерапією, фототерапією, хірур-
гією або іншою імунотерапією. У деяких варіантах
здійснення даного винаходу антитіло до CD40
вводять разом з одним або декількома додатко-
вими антитілами. Наприклад, антитіло до CD40
можна вводити разом з антитілами, про які відомо,
що вони інгібують клітинну проліферацію пухлини
або раку. Такі антитіла включають, але не обме-
жуються, антитіло, яке інгібує CTLA4, рецептор
erbB2, EGF-R, IGF-1R, CD20 або VEGF.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду антитіло до CD40 мітять за допомогою радіоак-
тивної мітки, імунотоксину або токсину, або злитим
білком, що містить токсичний пептид. Антитіло до
CD40 або антитіло до СD40-злитий білок направ-
ляє радіоактивну мітку, імунотоксин, токсин або
токсичний пептид до клітини пухлини або до рако-
вої клітини. У переважному варіанті здійснення
даного винаходу дана радіоактивна мітка, імуното-
ксин, токсин або токсичний пептид інтерналізують-
ся клітиною пухлини або раковою клітиною після
зв'язування антитіла до CD40 з CD40 на поверхні
шуканої клітини.

Крім того, антитіло до CD40 можна використа-

ти терапевтично для індукції у пацієнта апоптозу
конкретних клітин. У багатьох випадках клітини,
мишеновані для апоптозу, являють собою ракові
клітини або клітини пухлини. Таким чином, в дано-
му винаході розроблений спосіб індукції апоптозу
шляхом введення пацієнту антитіла до CD40, по-
требуючого нього.

Крім того, в даному винаході розроблений
спосіб введення пацієнту активуючого антитіла до
CD40 для збільшення СD40-активності. Антитіло
до CD40 вводять разом з одним або декількома
іншими факторами, які збільшують СD40-
активність. Такі фактори включають CD40L, і/або
аналоги CD40L, які активують CD40.

У деяких варіантах здійснення даного винахо-
ду антитіло до CD40 вводять разом з одним або
декількома додатковими імунними посилюючими
агентами, в тому числі, без обмеження, IFN-β1, IL-
2, IL-8, IL-12, IL-15, IL-18, IL-23, IFN-g і GM-CSF.

У деяких варіантах здійснення згідно з вина-
ходом агоніст антитіла людини проти CD40 вико-
ристовують як ад'ювант для підвищення ефектив-
ності вакцини. При використанні даним чином,
антитіло проти антитіла до CD40 активує CD40 в
антигенпрезентуючих клітинах, в тому числі, в В-
клітинах,  дендритних клітинах і в моноцитах,  а
також посилює утворення імуномодуляторних мо-
лекул, таких як цитокіни і хемокіни. Імуностимуля-
торна дія даного антитіла посилює імунну реакцію
вакцинованого пацієнта до вакцинного антигену.

Крім того, в даному винаході розроблений
спосіб отримання дендритноклетітинної вакцини
для ракових клітин або для імунотерапії дендрит-
них клітин. Відповідно до даного способу дендрит-
ні клітини ракового хворого культивують протягом
1-5 днів з лізатом або гомогенатом пухлини, з клі-
тинами пухлини, вбитими опроміненням або за
допомогою інших засобів, або з допомогою пухли-
носпецифічних антигенів (наприклад, пептидів,
ідіотипів), а також за допомогою 1-10мкг/мл анти-
тіла до CD40. Навчені антигеном дендритні кліти-
ни реін'єктують даному пацієнту, щоб стимулювати
протипухолинні імунні відповіді, зокрема протиопу-
хлинні CTL-відповіді. Для використання в даному
способі моноцитні дендритні клітини можна отри-
мати із зразка периферичної крові шляхом культи-
вування в IL4 і GM-CSF. Дендритні клітини можна
також отримати з кісткового мозку пацієнта шля-
хом виділення очищенням за допомогою магніту
або сортуванням СD34-позитивних клітин, з пода-
льшим культивуванням в IL-4 і GM-CSF.

Генна терапія
Молекули нуклеїнової кислоти даного винахо-

ду можна вводити пацієнту, потребуючому цього,
за допомогою генної терапії. Генну терапію можна
здійснювати або in vivo, або ex vivo. У переважно-
му варіанті здійснення даного винаходу пацієнту
вводять молекули нуклеїнової кислоти, що коду-
ють і важкий ланцюг, і легкий ланцюг. У більш пе-
реважному варіанті здійснення даного винаходу
молекули нуклеїнової кислоти вводять таким чи-
ном, щоб вони стабільно інтегрувалися в хромо-
соми В-клітин, оскільки ці клітини спеціалізовані
для утворення антитіл. У переважному варіанті
здійснення даного винаходу попередники В-клітин
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трансфікують або інфікують ex vivo і ретрансплан-
тують потребуючому цього пацієнту. В іншому ва-
ріанті здійснення даного винаходу попередники В-
клітин або інших клітин інфікують in  vivo,  викорис-
товуючи відомий вірус для зараження клітин пев-
ного типу, що представляють інтерес. Звичайні
вектори, що використовуються для генної терапії,
включають ліпосоми, плазміди і вірусні вектори.
Типові вірусні вектори являють собою ретровіруси,
аденовіруси і аденоасоційовані віруси. Після інфі-
кування in vivo або ex vivo, відстежують рівень
експресії антитіла в зразку, взятому у пацієнта, що
піддається лікуванню, і використовують будь-який
імуноаналіз, відомий в даній галузі або, що роз-
глядається тут.

У переважному варіанті здійснення даного ви-
находу спосіб генної терапії, що пропонується,
включає стадії введення виділеної молекули нук-
леїнової кислоти, що кодує важкий ланцюг або
його антигензв'язувальну частину антитіла до
CD40, і експресування молекули нуклеїнової кис-
лоти. В іншому варіанті здійснення даного винахо-
ду спосіб генної терапії, що пропонується включає
стадії введення виділеної молекули нуклеїнової
кислоти, що кодує легкий ланцюг або його антиге-
нзв'язувальну частину антитіла до CD40 і експре-
сування молекули нуклеїнової кислоти. У більш
переважному способі даний спосіб генної терапії
включає стадії введення виділеної молекули нук-
леїнової кислоти, що кодує важкий ланцюг або
його антигензв'язувальну частину, і виділеної мо-
лекули нуклеїнової кислоти, що кодує легкий лан-
цюг або його антигензв'язувальну частину антитіла
до CD40 даного винаходу, і експресування моле-
кул нуклеїнової кислоти. Даний спосіб генної тера-
пії може також включати стадію введення іншого
протипухлинного агента, такого як таксол або ад-
ріаміцин.

Для того, щоб краще зрозуміти даний винахід,
нижче наведені приклади. Ці приклади пересліду-
ють лише ілюстративні цілі і не розглядаються як
будь-яке обмеження значення даного винаходу.

Приклад І
Створення гібридом, що продукують антитіло

до CD40
Антитіла даного винаходу отримують, селек-

тують і аналізують таким чином:
Імунізація і створення гібридоми
Мишей ХепоМісе™ у віці вісім-десять тижнів

імунізують внутрішньочеревинно або в подушечку
задньої лапи або злитим білком CD40-IgG
(10мкг/доза/миша) або клітинами 300.19-CD40, які
являють собою лінію трансфікуючих клітин, які
експресують CD40 людини на своїй плазматичній
мембрані (10´106клітин/дозу/мишу). Введення
даної дози повторюють п'ять-сім разів протягом
трьох-восьми тижнів. За чотири дні до злиття ми-
шам роблять заключну ін'єкцію позаклітинного
домену CD40 людини в PBS. Здійснюють злиття
лімфоцитів селезінки і лімфатичного вузла з імуні-
зованих мишей з несекретуючою клітинною лінією
мієломи P3-X63-Ag8.653, і піддають злиті клітини
НАТ-селекції, як описано раніше [Galfre and
Milstein, methods Enzymol. 73: 3-46, 1981]. Виділя-
ють панель гібридом,  які всі секретують СD40-

специфічні антитіла людини HgG2k. Відбирають
одинадцять гібридом для подальшого дослідження
і позначають їх 3.1.1, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1,
21.2.1, 22.1.1, 23.5.1, 23.25.1, 23.29.1 і 24.2.1.

Відповідно до Будапештського Договору, гіб-
ридоми 3.1.1, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1 і 21.4.1 депону-
ють в Американській Колекції Типових Культур
(ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, VA
20110-2209, 6 серпня 2001p. Гібридоми 21.2.1,
22.1.1, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.29.1 і 24.2.1 де-
понують в ATCC 16 липня 2002р. Даним гібридо-
мам привласнені наступні реєстраційні номери:

Гібридома № реєстрації
3.1.1 (LN 15848) РТА-3600
7.1.2 (LN 15849) РТА-3601
10.8.3 (LN 15850) РТА-3602
15.1.1 (LN 15851) РТА-3603
21.4.1 (LN 15853) РТА-3605
21.2.1 (LN 15874) РТА-4549
22.1.1 (LN 15875) РТА-4550
23.5.1 (LN 15855) РТА-4548
23.25.1 (LN 15876) РТА-4551
23.28.1 (LN 15877) РТА-4552
23.29.1 (LN 15878) РТА-4553
24.2.1 (LN 15879) РТА-4554

Приклад II Послідовності антитіл до CD40,
отримані у відповідності до даного винаходу

Для аналізу структури антитіл, отриманих від-
повідно до даного винаходу, клонують нуклеїнові
кислоти, що кодують фрагменти важкого і легкого
ланцюга гібридом, що продукують моноклональні
антитіла до CD40. Клонування і секвенування
здійснюють таким чином.

За допомогою набору Fast-Track (Invitrogen)
виділяють PoIy(A)+ мРНК,  приблизно з 2´105 гіб-
ридомних клітин, отриманих від мишей
XenoMouse™, імунізованих CD40 людини, як опи-
сано в Прикладі І. Після чого за допомогою ПЛР
отримують випадковим чином примовану кДНК.
Використовують праймери з специфічних варіабе-
льних ділянок VH людини або сімейства Vk (Marks
et al., "Oligonucleotide primers for polymerase chain
reaction amplification of human immunoglobulin
variable genes and design of family-specific
Oligonucleotide probes" (Олігонуклеотидні прайме-
ри для ампліфікації імуноглобулінових варіабель-
них генів людини і створення специфічного сімейс-
тва олігонуклеотидних зондів за допомогою
полімеразної ланцюгової реакції), [Eur. J. Immunol.
21: 985-991 (1991)] або універсальний праймер VH
людини, MG-30, CAGGTGCAGCTGGAGCAGTCIGG
(SEQ ID NO: 118), в поєднанні з праймерами, спе-
цифічними для константної ділянки Cj2 людини,
MG-40d, 5'-GCTGAGGGAGTAGAGTCCTGAGGA-3I
(SEQ ID NО: 119), або для константної ділянки Cк
(hkP2; як описано раніше у [Green et al., 1994]).
Шляхом прямого секвенування ПЛР-продуктів,
утворених з poly (A+)-PHK з використанням описа-
них вище праймерів, отримують молекули нуклеї-
нової кислоти, що кодують транскрипти важкого
ланцюга і легкого каппа-ланцюга людини з гібри-
дом, які продукують антитіла до CD40. ПЛР-
продукти клонують в pCRII, використовуючи ТА-
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набір для клонування (Invitrogen), і секвенують
обидва ланцюги з використанням Prism dye-
наборів для термінуючого секвенування і секвена-
тора ABI 377. Аналізують всі послідовності шляхом
вирівнювання за "V BASE sequence directory"
(Tomlinson et al., MRC Centre for Protein
Engineering, Cambridge, Великобританія) з викори-
станням програмного забезпечення Mac Vector і
Geneworks.

Далі, піддають клонуванню і секвенуванню по-
внорозмірну ДНК моноклональних антитіл 3.1.1,
7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 23.5.1,
23.28.1, 23.29.1 і 24.2.1. Для такого секвенування

виділяють PHK, приблизно, з 4´106 гібридомних
клітин з використанням набору для виділення PHK
QIAGEN RNeasy (QIAGEN). мРНК піддають зворо-
тному транскрибуванню з використанням oligo-
dT(18) і набору Advantage RT/PCR (Clonetech).
Використовується V Base для створення прямих
ампліфікаційних праймерів, які включають сайта
рестрикції, оптимальну послідовність Козака, стар-
товий ATG-сайт і частину сигнальної послідовності
даного важкого ланцюга. У Таблиці 1 приведений
список прямих ампліфікаційних праймерів, що за-
стосовуються до послідовностей клонів даного
антитіла.

Цей самий спосіб використовують для ство-
рення праймера, який включає 3'-кодуючі послідо-
вності, стоп-кодон константної ділянки JgG2, (51-
TTCTCTGATCAGAATTCCTATCAnTACCCGGAGAC
AGGG-Зl)(SEQ ID NО: 125) і сайта рестрикції.

Цей самий спосіб використовують також для
створення праймера, розташованого біля старто-
вого ATG-сайту каппа-ланцюга: (5'-
CTTCAAGCTTACCCGGGCCACCATGAGGCTCCCT
GCTCAGC-3I)(SEQ ID NО: 126). Оптимальну по-
слідовність Козака додають по 5'-кінцю до старто-
вого ATG-сайту. Даний праймер використовують
для ПЛР-клонування легких ланцюгів наступних
клонів антитіл: 3.1.1, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1,
21.2.1, 22.1.1, 23.5.1 і 23.29.1. Для клонування лег-
ких ланцюгів з клонів 23.28.1 і 24.2.1 використову-
ється другий прямий праймер 5'-
TCTTCAAGCTTGCCCGGGCCCGCCACCATGGAA
ACCCCAGCGCAG-3' (SEQ ID NО: 134). Цей же
спосіб використовується для створення праймера,

розташованого біля стоп-кодону константної кап-
па-ділянки (5'-
TTCTTTGATCAGAATTCTCACTAACACTCTCCCCT
GTTGAAGC-3')(SEQ ID NО: 127). Використовуєть-
ся пара праймерів для ампліфікації кДНК з вико-
ристанням ПЛР-набору Advantage High Fidelity
(Clontech). Послідовність вказаного ПЛР-продукту
отримують шляхом прямого секвенування з вико-
ристанням стандартних методів (наприклад, з ви-
користанням випадкової затравки), використовую-
чи набори для секвенування з термінуючим
барвником і АВІ-секвенатор. В експресуючий век-
тор ссавця клонують отриманий ПЛР-продукт і
секвенують клони для підтвердження соматичних
мутацій. Для кожного клону перевіряють послідов-
ності обох ланцюгів щонайменше в трьох реакціях.

Аналіз утилізації гена
Відповідно до даного винаходу в Таблиці 2 по-

казана утилізація гена за допомогою селективних
гібридомних клонів:
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Таблиця 2

Утилізація генів важкого і легкого ланцюга

Важкий ланцюг Легкий каппа-ланцюгКлон
VH D JH VK JK

3.1.1 (3-30+) DP-49 D4+DIR3 JH6 A3/A19 (DPK-15) JK1
7.1.2 (3-30+) DP-49 DIR5+D1-26 JH6 A3/A19 (DPK-15) JK1
10.8.3 (4.35) VIV-4 DIR3 JH6 L5 (DPS) JK4
15.1.1 (4-59) DP-71 D4-23 JH4 А3/А19 (DPK-15) JK2
21.4.1 (1-02) DP-75 DLR1 JH4 L5 (DP5) JK4
21.2.1 (3-30+) DP-49 DIR-3+D6-19 JH4 A3/A19 (DPK-15) JK1
22.1.1 (3-30+) DP-49 D1-1 JH6 A3/A19 (DPK-15) JK1
23.5.1 (3-30+) DP-49 D4-17 JH6 A3/A19 (DPK-15) JK1

23.28.1 (4-59) DP-71 DIR1+D4-17 JH5 A27 (DPK-22) JK3
23.29.1 (3-30.3) DP46 D4-17 JH6 A3/A19 (DPK-15) JK1
24.2.1 (4-59) DP-71 DIR1+D4-17 JH5 A27 (DPK-22) JK3

Аналіз послідовності і мутаційний аналіз
Потрібно мати на увазі, що аналіз утилізації

гена створює лише загальне уявлення про струк-
туру антитіла. Оскільки В-клітини тварин
XenoMouse™ стохастично виробляють транскрип-
ти важкого V-D-J або легкого V-J-каппа-ланцюга,
відбувається ряд вторинних процесів, що включа-
ють, без обмеження, соматичну гіпермутацію, де-
леції, N-додавання і СDR3-подовження. [Див., на-
приклад, Mendez et al., Nature Genetics 15: 146-156
(1997) і Міжнародну Патентну Публікацію WO
98/24893]. Відповідно до цього, для подальшого
вивчення структури антитіла, на основі послідов-
ності кДНК, отриманих з даних клонів, передбачені
амінокислотні послідовності антитіл. В Таблиці А
представлені ідентифікатори послідовностей для
кожної нуклеотидної і передбаченої з неї аміноки-
слотної послідовності секвенованих антитіл.

У Таблицях 3-7 представлені нуклеотидні і пе-
редбачені з них амінокислотні послідовності важ-
кого і легкого каппа-ланцюга антитіл 3.1.1 (Табли-
ця, 3), 7.1.2 (Таблиця 4), 10.8.3 (Таблиця 5), 15.1.1
(Таблиця 6), 21.4.1 (Таблиця 7).

У Таблицях 8-13 представлені нуклеотидні і
передбачені амінокислотні послідовності варіабе-
льного домену важкого ланцюга і легкого каппа-
ланцюга антитіл 21.2.1 (Таблиця 8), 22.1.1 (Табли-
ця 9), 23.5.1 (Таблиця 10), 23.28.1 (Таблиця 11),
23.29.1 (Таблиця 12) і 24.2.1 (Таблиця 13).

ДНК-послідовність з повнорозмірного секвено-
ваного моноклонального антитіла 23.28.1 відрізня-
ється від ДНК-послідовностей, отриманих з секве-
нування VH-ділянки початкового ПЛР-продукту, по
одній парі основ (C на G), що приводить до зміни

залишку 16 з D на E в природному важкому лан-
цюгу.

У Таблицях 14-19 представлені нуклеотидні і
передбачені амінокислотні послідовності важкого і
легкого каппа-ланцюга антитіл 21.2.1 (Таблиця 14),
22.1.1 (Таблиця 15), 23.5.1 (Таблиця 16), 23.25.1
(Таблиця 17), 23.29.1 (Таблиця 18) і 24.2.1 (Табли-
ця 19).  У даних Таблицях сигнальна пептидна по-
слідовність (або основи, що кодують її) підкресле-
ні.

Створені два мутантних антитіла, 22.1.1 і
23.28.1. Важкий ланцюг антитіла 22.1.1 мутував,
замінивши цистеїновий залишок в положенні 109
на аланіновий залишок. Мутантний клон позначе-
ний 22.1.1 H-C019А. Легкий ланцюг антитіла
23.28.1 в положенні 92 також мутував, замінивши
цистеїновий залишок на аланіновий залишок. Му-
тантний клон позначений 23.28.1L-C92A.

Мутагенез специфічних залишків здійснюють
за допомогою сконструйованих праймерів і з вико-
ристанням набору для сайт-направленого мутаге-
незу QuickChange від Stratagene, відповідно до
рекомендацій виробника. Мутації підтверджені
автоматизованим секвенуванням, а мутаційні
вставки субклонують в експресуючі вектори.

У Таблиці 20 представлені нуклеотидна і амі-
нокислотна послідовності мутантного важкого ла-
нцюга антитіла 22.1.1 H-C019А. У Таблиці 21
представлені нуклеотидна і амінокислотна послі-
довності мутантного легкого ланцюга антитіла
23.28.1. Мутантні ДНК-кодони зображені курсивом.
Мутантний амінокислотний залишок виділений
шрифтом.
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Приклад III
Аналіз амінокислотних замін важкого і легкого

ланцюга На Фіг.1B-1H і 2D-2H представлено вирі-
внювання послідовностей між передбаченими амі-
нокислотними послідовностями варіабельного
домену важкого ланцюга моноклональних антитіл
3.1.1, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1,
22.1.1 Н-С109А, 23.5.1, 23.28.1, 23.28.1 H-D16E,
23.29.1 і 24.2.1-антитіла, і амінокислотними послі-
довностями їх відповідних генів клітин зародкової
лінії. Більшість СDR3-ділянок важкого ланцюга
містять амінокислотні вставки.

Ген DLR1, що використовується для VH-
домену антитіла 21.4.1, кодує два цистеїнових
(Cys) залишки. Mac-спектрометричний аналіз і
моделювання гомології демонструє, що два Cys-
залишки пов'язані дисульфідним зв'язком,  і що
даний дисульфіднийц зв'язок не порушує структу-
ру даного антитіла.

На Фіг.1A-1С і 2А-2С представлено вирівню-
вання послідовностей між передбаченими аміно-
кислотними послідовностями варіабельного доме-
ну легкого ланцюга моноклональних антитіл 3.1.1,
7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 23.5.1,
23.28.1, 23.28.1 L-C92A, 23.29.1 і 24.2.1-клонів і
амінокислотними послідовностями їх відповідних
генів клітин зародкової лінії. Легкі ланцюги цих
антитіл отримані з трьох різних Vk-генів. Сім з оди-
надцяти антитіл використовують Vk-ген АЗ/А 19,
шість з яких володіють двома мутаціями на ділянці
CDRl.  Крім того,  п'ять з семи антитіл,  які викорис-
товують Vk-ген АЗ/А 19, також використовують Jk-
ген; у всіх цих антитіл перша амінокислота, що
виробляється Jk1 -геном, послідовно замінена з W
на R.

Потрібно мати на увазі, що багато які з іден-
тифікованих вище амінокислотних замін або вста-
вок існують в безпосередній близькості або в ме-
жах CDR.  Мабуть,  такі заміни впливають деяким
чином на зв'язування даного антитіла з СD40-
молекулою. Крім того, такі заміни могли б вплива-

ти істотним чином на спорідненість даних антитіл.
Приклад IV
Перехресна реактивність видів антитіл даного

винаходу
Здійснюють FACS-аналіз для визначення зв'я-

зування і спорідненості антитіл даного винаходу з
CD40 різних видів тварин, зокрема, деяких видів
мавп Старого Світу. Аліквоти цільної крові людини
і мавпи інкубують протягом 1 години на льоду з
концентраціями проілюстрованих тут антитіл дано-
го винаходу до CD40, або з антитілом до гемоціа-
ніну, равлика-блюдця (KLH), що закривається, як
негативний контроль. Потім дані зразки інкубують
протягом 30 хвилин на льоду з антитілами людини
до IgG2, кон'югованими з RPE (фікоеритрином).
Проточною цитометрією вимірюють CD19/CD20-
позитивні В-клітини і з використанням програмного
забезпечення CellQuest аналізують гістограми ін-
тенсивності флуоресценції (F12-H) в залежності
від числа клітин (Counts). По графіках середньої
інтенсивності флуоресценції, в залежності від кон-
центрації антитіл, оцінюють зв'язування (KD) для
кожного антитіла. Виснаження антитіл контролю-
ють шляхом вимірювання зв'язування серед клі-
тинних концентрацій.

Тестують зв'язування антитіл 3.1.1, 7.1.2,
10.8.3, 15.1.1 і 21.4.1 з В-клітинами людини, резус-
макаки і cynomolgus. Тестують також зв'язування
антитіл 21.2.1, 22.1.1,23.5.1,23.25.1, 23.28.1,
23.29.1 і 24.2.1 з В-клітинами людини і cynomolgus.

Спостерігають, що максимальний сигнал і кон-
центрація для половини максимального зв'язуван-
ня антитіл з клітинами мавпи знаходяться в межах
коефіцієнта, що змінює своє значення від двох
одиниць і до значення відповідних параметрів для
В-клітин людини. Зв'язування не спостерігається в
аналогічних експериментах для крові миші, щура,
кролика і собаки.

Приклад V
Селективність антитіл по CD40
Для визначення селективності антитіл даного
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винаходу у відношенні CD40 здійснюють інший in
vitro-аналіз.

ІФА-селективність по CD40: Матеріали і мето-
ди

96-ямковий FluoroNUNC-планшет (Nunc Cat
№475515) покривають чотирма антигенами:
CD40/Ig, CD44/Ig, RANK/Ig, 4-1BB/Іg, TNFR-1/Ig і
TNFR-2/lg (антигени власного виготовлення), про-
тягом ночі при +40C по 100мкл/ямка, з розрахунку
1мкг/мл в 0,1M натрійбікарбонатному буфері,
рН9,6. Потім цей планшет промивають три рази
PBST (PBS+0,1% Твін-20), і промитий планшет
блокують за допомогою PBST+0,5%BSA в концен-
трації 150мкл/ямка. Блокований планшет інкубу-
ють при кімнатній температурі протягом 1 години,
після чого промивають тричі PBST. Далі, розбав-
ляють отримані в Прикладі І антитіла проти CD40
до концентрації 1мкг/мл і підливають розбавлені
антитіла в цей планшет. Інкубують даний планшет
при кімнатній температурі протягом 1 години, по-
тім тричі промивають PBST. Після цього для бло-
кування обробляють дану ямку, яка містить анти-
тіла, отримані в Прикладі І, за допомогою
100мл/ямка кон'югованих з HRP антитіл до IgG2
людини (Southern Biotech Cat №9070-05) в розве-
денні 1:4000. Крім того, один ряд ямок обробляють
антитілом до IgG людини (Jackson Cat №209-035-
088), розведеного 1:5000 для блокування, що до-
дається в кількості 100мкл/ямка для нормалізації
сенсибілізації планшету. Один ряд ямок обробля-
ють також кон'югованим з HRP антитілом людини
до CD40 (Pharmingen Cat №345815/Custom HRP
conjugated) з розведенням 0,05мкг/мл як позитив-
ний контроль. Даний планшет інкубують при кімна-
тній температурі протягом 1 години і потім тричі
промивають PBST. До 100мкл/ямка додають ТМВ-
субстрат (К&P Labs) і цей планшет інкубують про-
тягом 5-10 хвилин. Потім прочитують інкубований
планшет з використанням спектрофотометра
Spectra-Max™. Отримані результати свідчать про
те, що дані антитіла володіють селективністю у
відношенні CD40 щонайменше в 100 раз вищою,
ніж їх селективність у відношенні RANK, 4-1BB,
TNFR-1 і TNFR-2, для яких специфічний сигнал
CD4-- (СD40-сигнал мінус фон) щонайменше 100Х
вище, ніж відповідний сигнал для інших молекул.

Приклад VI
Вивчення класифікації епітопів
Продемонструвавши, що антитіла даного ви-

находу селективні у відношенні CD40, здійснюють
аналіз конкурентного зв'язування з використанням
ВІАсоrе і FACS.

Вивчення ВІАсоrе-конкуренції
Здійснюють BIAcore-конкурентне дослідження,

щоб визначити, чи зв'язуються антитіла даного
винаходу до CD40 з одними і тими ж або з різними
ділянками на молекулі CD40.

У даних експериментах використовують при-
лад ВІАсоrе 2000, відповідно до протоколів вироб-
ника. На поверхнях сенсорного чипа ВІАсоrе іммо-
білізують білок-А. CD40-Ig в насичуючій
концентрації, який включає позаклітинний домен
CD40, зв'язують з сенсорним чипом. Потім зв'язу-
ють агоніст першого антитіла людини даного ви-
находу до CD40, комерційне антитіло до CD40 або
CD40L з сенсорним чипом, що містить зв'язаний в
насичуючих умовах CD40. Після цього вимірюють
здатність агоністу другого антитіла людини даного
винаходу до CD40 конкурувати з вказаним першим
антитілом, комерційним антитілом або CD40L за
зв'язування з CD40. Даний метод дозволяє визна-
чити антитіла з різними зв'язуючими групами. Зв'я-
зування з CD40 свідчить про пізнавання незалеж-
ного епітопу. Відсутність зв'язування може
свідчити про пізнавання одного і того ж епітопу,
або про перекриття епітопів.

FACS-дослідження
Здійснюють FACS-дослідження, щоб визначи-

ти, чи зв'язуються антитіла людини даного вина-
ходу до CD40 з однією і тією самою або з різними
ділянками на даній CD-молекулі, і чи зв'язуються
вони з однією і тією ж або відмінною ділянкою на
CD-молекулі, як у комерційно доступних антитіл до
CD40 ЕА5 (Alexis Cat. №ANC-300-050), LOB7/6
(Serotec МСА/590РЕ) і 5СЗ (Pharmingen # 555458
(немічений) і 555460 (мічений PE для FACS).)

Контрастнозабарвлені дендритні клітини, об-
роблені антитілами до CD40 даного винаходу,
мітять на льоду протягом 30 хвилин за допомогою
РЕ-міченого антитіла ЕА5 або РЕ-міченого антиті-
ла LOB7/6. Після промивання забарвлені клітини
аналізують на B-D-калібрувальному цитометрі.
Зменшене зв'язування комерційних антитіл інтер-
претують як вказівку на те, що дане антитіло, яке
тестується, зв'язане з одним і тим самим епітопом
або з епітопом, що перекривається.

Аналіз конкурентного зв'язування за допомо-
гою ВІАсоrе і FACS показує,  що епітопи,  які розпі-
знаються монАТ 21.4.1-антитілами, перекривають-
ся з епітопом, який розпізнається ЕА5-антитілом,
але не перекриваються з епітопом, який розпізна-
ється комерційно доступним LОВ7/6-антитілом, і
не перекриваються з сайтом, який зв'язує CD40L.
Епітопи, що розпізнаються іншими антитілами пе-
рекриваються з сайтом, який зв'язує CD40L.

У Таблиці 22 підсумовані результати вивчення
класифікації епітопів.
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Таблиця 22

BIAcore-конкурентна класифікація епітопів деяких антитіл до CD40 даного винаходу

ЕА5 5С3 LOB7/6

3.1.1,
21.2.1,
22.1.1,
23.5.1,
23.29.1

21.4.1
23.25.1,
23.28.1,
24.2.1

CD40L

ЕА5 X X X X
5С3 X X X X X

LOB7/6 X X X X
3.1.1, X X X
21.2.1,
22.1.1,
23.5.1,
23.29.1,
21.4.1 X X X

23.25.1,
23.28.1,
24.2.1

X X X X

CD40L X X X X X X

Приклад VII
Регуляція поверхневих молекул антитілами до

CD40
Здійснюють аналіз цільної крові, щоб з'ясувати

чи регулюють антитіла до CD40 даного винаходу
експресію молекул на поверхні В-клітин.

Цільну кров людини або мавпи розбавляють
1:1 середовищем RPMI і інкубують 24 години з
різними концентраціями агоністу СD40-антитіл або
контрольними антитілами. Клітини забарвлюють
протягом 30 хвилин (на льоду, в темряві) на HLA-
DR, ICAM, В7-1, В7-2, CD19/CD20, CD40, CD23 і
CD71 з використанням комерційно доступних реа-
гентів для флуорохромного мічення антитіл. Потім
забарвлені клітини аналізують на FACS-
калібраторі (Becton-Dickinson). В-клітини ідентифі-
кують шляхом пропущення через CD19- або СВ20-
позитивні клітини, а активацію маркерів визнача-
ють по цьому проходженню.

Максимальне кратне збільшення середньої
флуоресценції (при £1мкг/мл антитіла), і середню
EC50, отримують з використанням одного із заяв-
лених в даному винаході антитіл до CD40 (21.4.1),
які представлені в Таблиці 23.

Таблиця 23

Регуляція молекул на поверхні В-клітин за допомогою
антитіла до CD40 даного винаходу

Максимальна кратність
збільшення EC50 (нг/мл)

Середня +/- ст.в ідх. Середня +/- ст.в ідх.
MHC II 4,50+7-0,52 3,85+7-0,35
CD71 2,30+7-0,77 0,73+7-0,28
ICAM 4,52+7-2,42 15,3+7-7,3
CD23 69,9+7-25,8 19,0+7-4,4
В7-2 2,74+7-0,14 16,0+7-21,9

Здійснюють також експерименти по визначен-
ню здатності антитіл людини до CD40 даного ви-
находу регулювати експресію молекул на поверхні
дендритної клітини, що походить з моноциту.

Отримання моноцит-похідних дендритних клі-
тин

Периферичну кров збирають від здорових лю-
дей-добровольців. Виділяють моноядерні клітини з
використанням пробірок Sigma Accuspin (St. Louis,
MO), які ополіскують середовищем RPMI (Gibco
BR1, Rockville, MD) і вміщують їх в колби для тка-
нинного культивування з концентрацією клітин
5´106/мл в повному середовищі RPMI (яке містить
100Од./мл пеніциліну/стрептоміцину, 10мМ буфе-
ру HEPES, 2мМ глутаміну, 0,1мМ замінимих аміно-
кислот; всі від Gibco BRL); і 10% навколоплідної
сироватки теляти (Hyclone, Logan, Utah). Після 3-х
годин інкубації при 37°С (5% CO2), видаляють не
прилиплі клітини і виділяють T-клітини з викорис-
танням селективних колонок (R&D systems,
Minneapolis, MN). Прилиплі клітини промивають
середовищем RPMI і інкубують протягом 7 днів в
повному середовищі RPMI з доданням 10нг/мл IL-4
(R&D systems) і 100нг/мл GM-CSF (R&D systems).
Потім виділяють не прилиплі клітини і застосову-
ють їх у всіх експериментах як моноцит-похідні
дендритних клітини (mDC). Прилиплі клітини, що
залишилися, видаляють з використанням трипси-
ну/ЕДТА і застосовують в експериментах, що ви-
користовують прилиплі моноцити.

Для визначення здатності антитіл до CD40 да-
ного винаходу регулювати експресію маркерів клі-
тинної поверхні, моноцит-похідні дендритні клітини
культивують з різними концентраціями агоністів
антитіл протягом 48-72 годин з подальшим фарбу-
ванням (30 хвилин на льоду, в темряві) на наяв-
ність HLA-DR, ICAM, B7-1, B7-2, CD40 і CD83 з
використанням комерційно доступних мічених
флуорохромом антитільних реагентів. Потім заба-
рвлені клітини аналізують на FACS-калібраторі
(Becton-Dickinson).

Максимальна кратність збільшення середньої
флуоресценції (при £1мкг/мл антитіла) і середнє
EC50, що отримуються з використанням одного із
заявлених в даному винаході антитіл до CD40
(21.4.1), представлені в Таблиці 24.
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Таблиця 24

Регуляція молекул
на поверхні дендритних клітин за

допомогою антитіла даного винаходу до CD40

Максимальна кратність
збільшення ЕС50 (нг/мл)

Середнє +/- ст.в ідх. Середнє +/- ст.в ідх.
MHC II 7,7+/-5,6 252+/-353
CD83 36,3+/-42,2 233+/-262
ICAM 10,4+/-4,8 241+/-140
В7-2 21,9+7-9,4 71,4+7-44,4

Аналогічні експерименти здійснюють з В-

клітинами і mDC з використанням різних антитіл
даного винаходу до CD40 і додаткових маркерів.
Вимірюють експресію молекул на поверхні В-
клітин (MHC-II, ICAM, В7-1, В7-2 і CD23), як описа-
но вище, але з використанням 1мкг/мл антитіла до
CD40. Результати даного експерименту представ-
лені в Таблиці 25. Експресію молекул на поверхні
дендритних клітин (MHC-II, ICAM, В7-1, В7-2 і
CD83) вимірюють через 72 години, як указано ви-
ще, але з використанням 1мкг/мл антитіла до
CD40. Результати даного експерименту представ-
лені в Таблиці 26. В Таблицях 25-26 представлені
кратність збільшення середньої інтенсивності ±
стандартне відхилення.

Таблиця 25

Регуляція молекул на поверхні В-клітин за допомогою антитіл даного винаходу до CD40

MHC Клас II ICAM (CD54) B7-(CD80) B7-2(CD86) CD23
В-клітина В-клітина В-клітина В-клітина В-клітина

3.1.1 3,2+/-2,6 1,3+/-0,2 1,7+/-0,2 1,2+/-0,4 5,6+7-4,8
21.2.1 1,2+/-0,2 1,3+/-0,9 0,9+/-0,5 1,0+/-0,04 1,0+/-0,1
21.4.1 3,6+/-3,0 5,0+/-3,0 1,9+/-0,8 1,8+/-0,7 21,5+/-34,8
22.1.1 1,4+/-0,5 1,1+/-0,2 1,2+/-0,3 1,0+/-0,1 1,3+/-0,2
23.5.1 1,4+/-0,5 1,1+/-0,2 1,4+/-0,6 1,0+/-0,1 1,1+/-0,2
23.25.1 2,5+/-1,1 2,5+/-0,9 1,6+/-0,4 1,3+/-0,2 4,3+/-2,3
23.28.1 1,1+/-0,2 1,1+/-0,2 1,8+/-0,6 1,0+/-0,l 1,1+/-0,4
23.29.1 1,2+/-0,2 1,0+/-0,2 1,3+/-0,6 0,9+/-0,2 1,1+/-0,l
24.2.1 1,8+7-1,0 1,6+/-0,8 1,1+7-0,4 1,1+/-0,2 0,9+/-0,6

Таблиця 26

Регуляція молекул на поверхні дендритних клітин за допомогою антитіл даного винаходу до CD40

MHC Клас II ICAM (CD54) В7-1 (CD80) В7-2 (CD86) CD23
DC DC DC DC DC

3.1.1 4,4+/-2,4 1,5+/-0,7 1,8+/-0,9 23,7+/-33,5 15,2+/-18,2
21.2.1 1,8+/-1,3 1,5+/-0,9 0,9+/-0,4 7,4+/-10,5 10,8+/-16,5
21.4.1 5,0+/-3,8 3,7+/-1,4 1,5+/-1,1 12,9+/-13,3 48,6+/-49,5
22.1.1 2,3+/-1,2 1,6+/-0,7 1,4+/-1,0 16,3+/-25,5 12,0+/-17,0
23.5.1 2,3+/-1,8 1,2+/-0,5 1,1+/-0,6 10,7+/-17,5 9,2+/-11,1
23.25.1 2,1+/-1,8 2,4+/-1,0 1,1+/-0,5 3,3+/-4,2 13,6+/-28,9
23.28.1 2,4+/-1,7 2,7+/-2,1 1,3+/-0,6 10,6+/-17,5 18,3+/-22,6
23.29.1 2,0+/-1,5 1,2+/-0,4 0,9+/-0,5 8,4+/-10,6 10,6+/-13,1
24.2.1 4,7+/-3,0 2,1+/-1,2 3,8+/-3,8 56,6+7-95,8 31,2+7-28,4

У Таблиці 27 порівнюють регуляцію молекул клітинної поверхні дендритних клітин відносно В-клітин по
співвідношенню середнього кратного збільшення в дендритних клітинах відносно середнього кратного збі-
льшення в В-клітинах.

Таблиця 27

Регуляція молекул клітинної поверхні дендритних клітин в ідносно В-клітин

В7-1 (CD80) В7-2 (CD86) MHC, клас II ICAM (CD54)
3.1.1 1,08 19,40 1,38 1,15
21.2.1 1,01 7,37 1,49 1,12
21.4.1 0,77 7,04 1,37 0,74
22.1.1 1,18. 16,36 1,61 1,44
23.5.1 0,83 10,54 1,59 1,06
23.25.1 0,66 2,57 0,85 0,98
23.28.1 0,71 10,81 2,16 2,57
23.29.1 0,73 9,07 1,66 1,23
24.2.1 3,48 52,30 2,64 1,35
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Приклад VIII
Посилення секреції цитокінів
Здійснюють аналіз моноцит-похідних дендрит-

них клітин, щоб з'ясувати, чи посилюють антитіла
людини до CD40 даного винаходу секрецію IL-
12p40, IL-12p70 i IL-8.

Моноцит-похідні дендритні клітини і адгезивні
моноцити отримують, як описано вище. Клітини
культивують в присутності антитіла даного вина-
ходу до CD40 (21.4.1) або з гемоціаніном равлика-
блюдця (KLH), що закривається. Через 24 години в
супернатантах вимірюють вміст даних цитокінів за
допомогою ІФА (R&D systems). У деяких дослі-
дженнях (дивіться Таблицю 28) моноцит-похідні
дендритні клітини обробляють даним антитілом,
яке костимулюють або 100нг/мл LPS (Sigma),
1000Од./мл IFNg (R&D systems) або 25нг/мл IL-Ip
(R&D systems).

Антитіло до CD40 посилює утворення IL-
12p40, IL-12р70 і IL-8 і в моноцит-похідних дендри-
тних клітинах і в адгезивних моноцитах. Присут-
ність LPS додатково посилює утворення IL-12р40 і
IL-12p70. I тільки в супернатантах дендритних клі-
тин, що інкубуються з ізотипом контрольного анти-
тіла до KLN, детектуються мінімальні рівні цитокі-
нів. Репрезентативні результати представлені в
Таблиці 28 і на Фіг.3 і 4. В Таблиці 28 підсумову-
ються дані по основних цитокінах, що виробля-
ються дендритними клітинами або адгезивними
моноцитами, під впливом 1мкг/мл антитіла даного
винаходу до CD40 (21.4.1)±100нг/мл LPS. Як пока-
зано на Фіг.3, антитіло до CD40 посилює утворен-
ня IL-12р40, завдяки дендритним клітинам люди-
ни. Фіг.4 ілюструє посилене утворення IL-12p70,
завдяки дендритним клітинам людини в присутно-
сті даного антитіла і 100нг/мл LPS.

Таблиця 28

Посилення секреції IL-12р40, IL-12p70 і IL-8 під впливом антитіла даного винаходу до CD40

Обробка Цитокін, що індукуєтьсяТип клітини Антитіло 1мкг/мл LPS 100нг/мл IL-12p40 пг/мл IL-12p70 пг/мл IL-8 пг/мл
Дендритні клітини 21.4.1 + 32252 1000 HB

21.4.1 - 1200 76 1200
анти-KLN + 14280 352 HB
анти-KLN - 200 4 150

Адгезивний моноцит 21.4.1 HB HB 7000
21.4.1 + HB 425 HB

анти-KLN - HB HB 400
анти-KLN + HB 30 HB

HB= не визначено

Аналогічні експерименти здійснюють з викори-
станням багатьох антитіл даного винаходу до
CD40. Моноцит-похідні дендритні клітини отриму-
ють, як описано вище, і культивують в присутності
різних концентрацій антитіл до CD40 і костимулю-
ють за допомогою 100нг/мл LPS (Sigma). Вміст IL-
12p70 вимірюють в супернатанті через 24 години з
допомогою ІФА (R&D systems) і для кожного анти-
тіла визначають EC50. Результати даних експери-
ментів представлені в Таблиці 29.

Таблиця 29

Посилення секреції
IL-12p70 дендритними клітинами

DC IL-12p70Клон антитіла EC50 мкг/мл Мах пг/мл
21.4.1 0,3 1796-7004
22.1.1 0,1 720-1040
23.25.1 0,2 540-960
23.5.1 0,1 676-1112
24.2.1 0,2 754-3680
3.1.1 0,2 668-960

23.28.1 0,2 1332-1404
23.29.1 0,1 852-900
21.2.1 0,03 656-872

Протестована також здатність антитіл даного
винаходу проти CD40 посилювати секрецію гамма-
IFN Т-клітин в аналізі алогенних Т-

клітин/дендритних клітин. Для здійснення даного
аналізу з периферичної крові здорових доброво-
льців виділяють Т-клітини і моноцити. Моноцити
диференціюють на дендритні клітини з викорис-
танням описаних вище способів.  1´105 Т-клітин,
отриманих від індивіда, культивують з 1´105 денд-
ритними клітинами, отриманими від різних індиві-
дів в присутності антитіла даного винаходу до
CD40 або в присутності контрольного антитіла.
Після 4-х днів культивування, отримані суперната-
нти аналізують за допомогою ІФА відносно секре-
ції гамма-IFN. Результати даного аналізу предста-
влені в Таблиці 30.

Таблиця 30

Посилення секреції гамма-IFN за
допомогою антитіл даного винаходу до CD40

Ало-DC/INFgКлон антитіла
EC50 мкг/мл Мах пг/мл

21.4.1 0,3 212
22.1.1 0,3 110-180
23.25.1 0,3 180-232
23.5.1 0,2 150-240
24.2.1 0,2 111-194
3.1.1 0,1 100-195

23.28.1 0,2 120-190
23.29.1 0,3 134-150
21.2.1 0,03 230-256



139 84539 140

Приклад IX
Індукція запальних цитокінів антитілами дано-

го винаходу до CD40
Антитіла 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1 і 3.1.1 тестують

в аналізі по вивільненню цитокінів в цільній крові,
описаному у [Wing et al., Therapeutic. Immunol. 2:
183-90 (1995)], щоб визначити, чи індукуються за-
пальні цитокіни під впливом антитіл в концентрації
1, 10 і 100мкг/мл. З даними антитілами при вказа-
них концентраціях в крові від 10 нормальних доно-
рів істотного вивільнення TNF-α, IL-Iβ, IFN-g або IL-
6 не спостерігається.

Приклад X
Посилення імуногенності клітинної лінії Jy за

допомогою антитіл до CD40
CD-позитивні JIYOYE-клітини (ATCC CCL 87)

("Jy-клітини») культивують і підтримують в RPMI-
середовищі. JIYOYE-клітини інкубують протягом
24-х годин з антитілом даного винаходу до CD40
(24.4.1), або з ізотипом відповідного антитіла (про-
ти KLH), в повному RPMI-середовищі. Потім кліти-
ни промивають і обробляють 25мг мітоміцин C
(Sigma)/7мл середовища протягом 60хв. Потім ці
клітини інкубують з виділеними Т-клітинами люди-
ни в співвідношенні 1:100 протягом 6 днів при 37°С
(5% CO2). Після цього Т-клітини збирають, проми-
вають і визначають рівень CTL-активності проти
JIYOYE-клітин, недавно помічених 51хромом (New
England Nuclear, Boston, MA). Специфічну CTL-
активність обчислюють у вигляді % специфічного
цитолізу=(цитолізу Jy (срm) - спонтанний цитоліз
(срm)/(повний цитоліз (срm) - спонтанний цитоліз
(срm)).

Як випливає з ілюстрації на Фіг.5, антитіло да-
ного винаходу до CD40 (21.4.1) істотно підвищує
імуногенність проти Jy-клітин, оброблених за до-
помогою даного антитіла.

Приклад XI
Тваринна модель пухлини
Для подальшого дослідження протипухлинної

активності антитіл до CD40, зроблених відповідно
до даного винаходу, створюють SCID-beige-
мишачу модель для перевірки in vivo впливу дано-
го антитіла на ріст злоякісної пухлини.

З Charles River отримують SCID-beige-мишей і
протягом тижня аклімують їх перед використанням
в досліді. Клітини пухлини (Daudi-клітини (ATCC
CCL 213), CD40(-), К562-клітини (ATCC CCL 243) і
CD40(+) Raji-клітини (ATCC CCL 86), злоякісні клі-
тини молочної залози ВТ474 (ATCC НТВ 20) або
РС-3-клітини передміхурової залози (ATCC CRL
1435) ін'єктують підшкірно в концентрації 1´107
клітин/тварина. У деяких випадках Т-клітини
(5´105) і дендритні клітини (1´105) від одного і
того ж людини-донора ін'єктують разом з клітина-
ми пухлини. Ін'єктують також антитіло даного ви-
находу до CD40, або відповідний контрольний ізо-
тип (проти KLH), внутрішньочеревинно,
безпосередньо перед ін'єкцією клітин пухлини
(тільки одна ін'єкція). Потім вимірюють зростання
пухлини. Конкретні експерименти описуються ниж-
че.

В одному з експериментів ін'єктують антитіло
даного винаходу до CD40 (21.4.1), або відповідний
контрольний ізотип (проти KLH), внутрішньочере-

винно, в дозі 10мг/кг безпосередньо перед ін'єкці-
єю клітин пухлини (тільки одна ін'єкція). Клітини
пухлини (Daudi-клітини) ін'єктують підшкірно в кон-
центрації 1´107клітин/тварина. Ріст пухлини вимі-
рюють за допомогою штангенциркуля на 17, 19,
20, 21, 25, 26, 27 і 28 дні після імплантації в прису-
тності Т-клітин людини і дендритних клітин. Як
показано на Фіг.6, антитіло до CD40 придушує ріст
пухлини, приблизно, на [60]%.

В іншому експерименті антитіло даного вина-
ходу до CD40 (21.4.1), або відповідний контроль-
ний ізотип (проти KLH), ін'єктують внутрішньоче-
ревинно в дозі 0,1мг/кг або 10мг/кг безпосередньо
перед ін'єкцією клітин пухлини (тільки одна ін'єк-
ція). Клітини пухлини (К562-клітини) ін'єктують
підшкірно в концентрації 1´107клітин/тварина. У
даному експерименті Т-клітини (5´105) і дендритні
клітини (1´105) від одного і того ж людини-донора
ін'єктують разом з клітинами пухлини. Ріст пухлини
вимірюють за допомогою штангенциркуля на 17,
19, 20, 21, 25, 26, 27 і 28 день після імплантації. Як
показано на Фіг.7, антитіло до CD40 інгібує ріст
пухлини на 60-85%.

В іншому експерименті антитіло даного вина-
ходу до CD40 (21.4.1, 23.29.1 або 3.1.1), або від-
повідний контрольний ізотип (проти KLH), ін'єкту-
ють внутрішньочеревинно безпосередньо перед
ін'єкцією клітин злоякісної пухлини (тільки одна
ін'єкція). Відповідний контрольний ізотип даного
антитіла і антитіло 21.4.1. ін'єктують в дозі 1мг/мл.
Антитіла 23.29.1. і 3.1.1 ін'єктують в дозі 0,1, 0,01,
0,001 або 0,0001мг/кг. Клітини злоякісної пухлини
(К562-клітини) ін'єктують підшкірно в концентрації
1´107клітин/тварина. У даному експерименті Т-
клітини (5´105) і дендритні клітини (1´105) від од-
ного і того ж людини-донора ін'єктують разом з
даними клітинами злоякісної пухлини. Потім за
допомогою штангенциркуля вимірюють зростання
злоякісної пухлини на 28-й день після імплантації.
Результати даного експерименту представлені на
Фіг.8 і 9. Кожна точка на цих фігурах відповідає
вимірюванню на окремій тварині.

В іншому експерименті антитіло даного вина-
ходу до CD40 (21.4.1), або відповідний контроль-
ний ізотип (проти KLH), ін'єктують внутрішньоче-
ревинно безпосередньо перед ін'єкцією клітин
пухлини (тільки одна ін'єкція). Вказані антитіла
ін'єктують в дозі 0,1, 0,01, 0,001 або 0,0001мг/кг.
Клітини пухлини (Raji-клітини) ін'єктують підшкірно
в концентрації 1´107 клітин/тварина. Деяким тва-
ринам Т-клітини (5´105) і дендритні клітини
(1´105) від одного і того ж людини-донора ін'єкту-
ють разом з даними клітинами пухлини.  Потім на
28-й день після імплантації вимірюють зростання
пухлини за допомогою штангенциркуля. Результа-
ти даного експерименту подані на Фіг.10. Кожна
точка на даній фігурі відповідає вимірюванню на
окремій тварині.

Ще в одному експерименті антитіло даного
винаходу до CD40 (21.4.1, 23.28.1, 3.1.1 або
23.5.1), або відповідний контрольний ізотип (проти
KLH), ін'єктують внутрішньочеревинно безпосере-
дньо перед ін'єкцією клітин пухлини (тільки одна
ін'єкція). Вказані антитіла ін'єктують в дозі 1 або
0,1мг/кг. Клітини пухлини (Raji-клітини) ін'єктують
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підшкірно в концентрації 1´107клітин/тварина. По-
тім на 28-й день після імплантації вимірюють ріст
пухлини за допомогою штангенциркуля. Результа-
ти даного експерименту подані на Фіг.11. Кожна
точка на даній фігурі відповідає вимірюванню на
окремій тварині.

Ще в одному експерименті антитіло даного
винаходу до CD40 (21.4.1, 2329.1 або 3.1.1), або
відповідний контрольний ізотип (проти KLH), ін'єк-
тують внутрішньочеревинно безпосередньо перед
ін'єкцією клітин пухлини (тільки одна ін'єкція). Вка-
зані антитіла ін'єктують в дозі 1мг/кг. Клітини пух-
лини (ВТ474-клітини злоякісної пухлини молочної
залози) ін'єктують підшкірно в концентрації
1´107клітин/тварина. Т-клітини (5´105) і дендритні
клітини (1´105) від одного і того ж донора ін'єкту-
ють разом з даними клітинами пухлини. Потім за
допомогою штангенциркуля вимірюють зростання
злоякісної пухлини на 39-й день після імплантації.
Як показано на Фіг.12, всі вказані антитіла інгібу-
ють зростання злоякісної пухлини молочної зало-
зи. Кожна точка на даній фігурі відповідає вимірю-
ванню на окремій тварині.

Ще в одному експерименті антитіло даного
винаходу до CD40 (3.1.1), або відповідний контро-
льний ізотип (проти KLH), ін'єктують внутрішньо-
черевинно безпосередньо перед ін'єкцією клітин
пухлини (тільки одна ін'єкція). Вказані антитіла
ін'єктують в дозі 1мг/кг. Клітини пухлини (РС-3-
клітини пухлини передміхурової залози) ін'єктують
підшкірно в концентрації 1´107 клітин/тварина.

Потім за допомогою штангенциркуля вимірюють
зростання пухлини на 41-й день після імплантації.
Як показано на Фіг.13, антитіло до CD40 інгібує
зростання пухлини передміхурової залози, при-
близно, на 60%. Кожна точка на даній фігурі відпо-
відає вимірюванню на окремій тварині.

Приклад XII
Виживаність SCID-beige-мишей. ін'єктованих

Daudi-клітинами пухлини і оброблених антитілами
даного винаходу до CD40

В іншому експерименті мишей ін'єктують анти-
тілом даного винаходу до CD40, або відповідним
контрольним ізотипом (одна ін'єкція), внутрішньо-
черевинно, безпосередньо перед ін'єкцією кліти-
нами пухлини. Дані антитіла ін'єктують в дозі 1 або
0,1мг/кг. Клітини пухлини (Daudi-клітини) ін'єктують
внутрішньовенно в дозі 5´106клітин/тварина. Потім
спостерігають за виживаністю тварини. Як показа-
но на Фіг.14, всі антитіла до CD40, що випробову-
ються, пролонгують виживаність мишей, ін'єктова-
них клітинами пухлини щонайменше на шість днів.

У Таблиці 31 представлені ED50 антитіл до
CD40 в різних моделях солідної пухлини, описаних
в Прикладі XI. У Таблиці 31 підсумована протипух-
линна активність in vivo деяких антитіл даного ви-
находу до CD40 у SCID-мишей. Крім того, в даній
таблиці приведені ED50 антитіл до CD40  для мо-
делі системної злоякісної пухлини Daudi, описаної
вище в Прикладі XII.

Таблиця 31

ED50 антитіл даного винаходу до CD40 при використанні різних in vivo-моделей пухлини у SCID-мишей

Антитіло CD40(-) K562&T/DC
підшкірно (мг/кг)

CD40(+) Raji&T/DC під-
шкірно (мг/кг)

CD40(+) Raji підшкірно
(мг/кг)

CD40(+) Daudi внутрішньо-
венно (мг/кг)

21.4.1 0,005 0,0008 0,016 0,1
22.1.1 0,01 HB >1,0 0,1
23.25.1 1,0 HB >1,0 HB
23.5.1 >1,0 HB 1,0 HB
24.2.1 1,0 HB >1,0 HB
3.1.1 0,02 HB 0,1 од

23.28.1 >1,0 HB 0,1 0,1
23.29.1 0,009 HB >1,0 0,1
21.2.1 1,0 HB HB HB

НВ= не визначено

Приклад XIII
Визначення констант (КD) спорідненості пов-

норозмірних людських антитіл до CD40 з допомо-
гою ВІАсоrе

Здійснюють вимірювання спорідненості виді-
лених очищенням антитіл з використанням прила-
ду ВІАсоrе 3000, відповідно до протоколів вироб-
ника.

Прилад для аналізу біосенсорної біоспецифіч-
ної взаємодії (ВІАсоrе) використовує поверхневий
плазменний резонанс для вимірювання молекуля-
рних взаємодій на сенсорному чипі СМ5. Зміни в
променезаломлюваних індексах між двома сере-
довищами, склом і карбоксиметильованим дек-
страном, що викликається взаємодією молекул на

декстрановому боці даного сенсорного чипа, вимі-
рюють і передають у вигляді змін в довільних оди-
ницях відбивної здатності (RU), що деталізується в
прикладених зауваженнях виробника.

Карбоксиметильована декстранова поверхня
проточної кювети в сенсорному чипі активується
при утворенні 0,05M N-гідроксисукциніміду в при-
сутності 0,2M N-етил-N'-
(диметиламінопропіл)карбодііміду протягом 7хв.
Злитий білок CD40-Ig (описаний в Прикладі І) в
концентрації 5мкг/мл, в 10мМ Na-ацетаті, рН3,5,
вручну вливають в проточну кювету зі швидкістю
5мкл/хв. і ковалентно іммобілізують на поверхні
даної проточної кювети з необхідною кількістю RU.
Дезактивування складних ефірів N-
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гідроксисукциніміду, що не прореагували, здійс-
нюють з використанням 1M етаноламінгідрохло-
риду, рН8,5. Після іммобілізації дані проточні кю-
вети очищають від будь-якого матеріалу, що не
прореагував, або що невдало зв'язався за допомо-
гою п'яти відновлювальних додатків по 5мкл 50мМ
NaOH до стабільного базового стану. Проточна
кювета 2, з дуже щільною поверхнею, вимірює,
приблизно, 300 RU після підготовки поверхні, а
проточна кювета 3, з дуже низькою щільністю, ви-
мірює, приблизно, 150 RU. У проточну кювету 1, з
чистою поверхнею, що активується, під час іммо-
білізації замість антигену вливають 35мкл 10мМ
Na-ацетатного буфера. Проточна кювета 4 міс-
тить, приблизно, 450 RU іммобілізованого CTLA4-
Ig, стороннього контрольного антигену.

Послідовне розведення кожного антитіла го-
тують в діапазоні концентрацій від 100мкг/мл до

0,1мкг/мл. Швидкість потоку встановлюють
5мкл/хв. і 25мкл даного зразка кожної концентрації
вводять в сенсорний чип разом з регенераційним
вливанням 5мкл 50мМ NaOH між кожною концент-
рацією антитіла, що вводиться. Отримані дані
аналізують з використанням програмного забезпе-
чення BIAevaluation 3.0.

Для зворотноорієнтованих кінетичних експе-
риментів антитіло 21.4.1 іммобілізують на поверхні
даного сенсорного чипа з використанням описано-
го вище протоколу. Антитіло проти KLH викорис-
товують як контрольна антитільна поверхня. Анти-
ген, злитий білок CD40-Ig, вводять в діапазоні
концентрацій від 100мкг/мл до 0,1мкг/мл.

У Таблиці 32 представлені результати вимі-
рювання спорідненості для відповідних антитіл
даного винаходу до CD40:

Таблиця 32

Вимірювання спорідненості для антитіл даного винаходу до CD40

Антитіло Kon (1/MS) Koff (1/S) KD (M)
3.1.1 1,12´106 3,31´10-5 3,95´10-11

10.8.3 2,22´105 4,48´10-7 2,23´10-12

15.1.1 8,30´104 2,83´10-7 4,05´10-12

21.4.1 8,26´104 2,23´10-5 3,48´10-10

22.1.1 9,55´105 1,55´10-4 2,79´10-10

23.25.1 3,83´105 1,65´10-7 7,78´10-12

23.28.1 7,30´105 8,11´10-5 1,61´10-10

23.29.1 3,54´105 3,90´10-5 7,04´10-11

Приклад XIV
Картування епітопу антитіл до CD40
Аналіз зв'язування здійснюють з використан-

ням виділеного очищенням білком А злитого анти-
гену CD40-FC IgG1 людини. Злитий білок CD40-FC
IgG1 людини клонують в Pfizer. Злитий білок
CD40-IgG1 людини експресують в клітинній лінії
ссавця і виділяють очищенням на колонці з білком
А. Ступінь очищення отриманого злитого антигену
оцінюють за допомогою SDS/ПААГ.

CD40 володіє структурою звичайного транс-
мембранного білка типу І. Його зріла молекула
складається з 277 амінокислот. Позаклітинний
домен CD40 складається з чотирьох TNFR-
подібних багатих цистеїном доменів. [Див., напри-
клад, Neismith and Sprang, TIBS 23: 74-79 (1998);
van Kooten and Banchereau, J. Leukocyte Biol. 67: 2-
17 (2000); Stamenkovic et al, EMBO J. 8: 1403-1410
(1989)].

Зв'язування антитіл до CD40 з відновленим і
невідновленим CD40 людини

Оскільки позаклітинний домен CD40 склада-
ється з чотирьох багатих цистеїном доменів, роз-
рив внутрішньомолекулярних зв'язків за допомо-
гою відновлювального агента може змінити
реактивність антитіла. Щоб визначити, чи відбува-
ється розрив внутрішньомолекулярних зв'язків за
допомогою відновлювального агента, чи змінюєть-
ся реактивність відібраних антитіл даного винахо-
ду до CD40, виділений очищенням CD40-hIgG
вносять в SDS/ПААГ (4-20%-ий гель) в невіднов-
лювальних (NR) або в відновлювальних (R) умо-
вах. SDS/ПААГ здійснюють по методу Laemmli з

використанням мінігелевої системи. Розділені біл-
ки переносять на нітроцелюлозну мембрану. Мем-
брани блокують з використанням PBS, що містить
5% (мас/об.) знежиреного молока щонайменше
протягом 1 години до вияву, і зондують протягом 1
години за допомогою кожного антитіла. Антитіла
до CD40 детектують з використанням кон'югова-
них з HRP антитіл кози проти імуноглобулінів лю-
дини (розведення 1:8000; № по каталогу A-8667
Sigma). Мембрани виявляють з використанням
посиленої хемілюмінесценції (ECL®; Amersham
Bioscience) відповідно до інструкцій виробника.

Потім отриманий вестерн-блот зондують чоти-
рма антитілами даного винаходу до CD40: 21.4.1,
23.25.1, 23.29.1 і 24.2.1 (1мкг/мл) і потім кон'югова-
ними з HRP  антитілами кози проти IgG  людини
(розведення 1:8000). Результати даного експери-
менту подані на Фіг.15. Отримані результати свід-
чать, що 21.4.1, 23.25.1, 23.29.1 і 24.2.1 зв'язують
невідновлений CD40 і не зв'язують відновлений
CD40, таким чином, дані антитіла розпізнають
конформаційний епітоп.

Зв'язування антитіл до CD40 з білками людини
з видаленим СР40-доменом

Позаклітинна ділянка CD40 включає чотири
TNFR-подібних домени, що повторюються (які на-
зиваються D1-D4). [Див., наприклад, Neismith and
Sprang, TIBS 23: 74-79 (1998); van Kooten and
Banchereau, J. Leukocyte Biol. 67: 2-17 (2000);
Stamenkovic et al., EMBO J. 8: 1403-1410 (1989)].
На Фіг.16 представлені амінокислотні послідовнос-
ті СD40-доменів D1-D4 миші і людини. Щоб дослі-
дити внесок різних ділянок СD40-молекули в епі-
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топі, що представляється, сконструювали ряд му-
тантів з видаленим доменом.

Для створення конструкцій з елюмінованим
CD40 людини повний позаклітинний домен CD40
людини (амінокислоти 1-193) за допомогою ПЛР
ампліфікують з кДНК (CD19+) В-клітин людини
(кДНК-панелі багатьох тканин, № по каталогу
K1428-1, від Clontech) з використанням праймер-
специфічних послідовностей, а на С-кінець прикрі-
пляють 6ХНів-мітку. 5'-праймер CD40 людини 5'-
GCAAGCTTCACCAATGGTTCGTCTGCCTCTGCAG
TG-3' (SEQ ID NO: 135) використовують в різних
поєднаннях з 3'-праймерами для клонування пов-
норозмірної і укороченої молекули CD40. 3'-
праймер для клонування повнорозмірного позаклі-
тинного домену CD40 людини являє собою: 5'-
TCAGTGATGGTGATGGTGATGTCTCAGCCGATCC

TGGGGACCA-3' (SEQ ID NO: 136). 3'-праймер, що
використовується для клонування D1-D3-доменів
CD40 людини, являє собою: 5'-
TCAGTGATGGTGATGGTGATGTGGGCAGGGCTC
GCGATGGTAT-3' (SEQ ID NO: 137). 3'-праймер,
що використовується для клонування D1-D2-
доменів CD40 являє собою: 5'-
TCAGTGATGGTGATGGTGATGACAGGTGCAGATG
GTGTCTGTT-3' (SEQ ID NO: 138). Після того, як з
кДНК укороченого CD40 були створені дані конс-
трукції, їх експресують в клітинах лінії 293F з вико-
ристанням вектора pCR3.1 (Invitrogen). Злиті білки
CD40-6XHis виділяють очищенням шляхом елюю-
вання на колонці з нікелем.

Амінокислотні послідовності цих чотирьох де-
леційних мутантів представлені в Таблиці 33.

Для експресії цих делеційних конструкцій
CD40 людини дані конструкції клонують у вектор
pCR3.1 (Invitrogen) і експресію оцінюють в різних
стабільних і короткочасно трансфікованих лініях
293F-клітин. Супернатанти короткочасно трансфі-
кованих 293F-клітин аналізують за допомогою ІФА
і Вестерн-блота на зв'язування з антитілами
21.4.1,23.25.1,23.29.1 і 24.2.1.

ІФА-аналіз здійснюють з використанням супе-
рнатанту з клітин 293F, трансфікованих різними
СD40-конструкціями. ІФА-планшети покривають
козячими поліклональними антитілами до CD40
людини (R&D catalog №AF 632) або козячими полі-
клональними антитілами до CD40 миші (R&D
catalog №AF 440), розбавленими до 1мкг/мл ІФА-
буфером для сенсибілізації поверхні планшета.
Експресування CD-конструкцій в 293F-клітинах

підтверджують шляхом детектування біотинільо-
ваних козячих антитіл до CD40 людини (R&D № по
каталогу AF 632), козячих антитіл до CD40 миші
(R&D catalog №AF 440), або HRP-кон'югованим
антитілом проти His (С-кінцева) (Invitrogen, Catalog
№46-0707). Зв'язування антитіл людини до CD40
детектують за допомогою HRP-кон'югованих козя-
чих антитіл проти IgG людини (Fc specific Caltag
H10507), розбавлених 1:2000. Отримані результа-
ти, представлені в Таблиці 34, вказують, що біль-
шість, якщо не всі, з епітопів, які розпізнаються за
допомогою монАТ 21.4.1, 23.28.1 і 23.29.1, локалі-
зуються в D1-D2-ділянці CD40, а епітоп для монАТ
24.2.1 локалізується щонайменше частково в до-
мені D3-D4. Злитий білок CD40 людини-Fc кролика
використовують як контроль для підтвердження
специфічності зв'язування антитіл.
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Таблиця 34

ІФА: зв 'язування антитіл з СD40-делеційними мутантами

CD4O(D1-D2) людини-6ХНІ8 CD4O(D1-D3) людини-6ХНІ8 CD40 людини -6XhHis
21.4.1 + + +
23.25.1 + + +
23.29.1 + + +
24.2.1 - + +
Антитіло проти His + + +
Антитіло проти RbIg HB HB HB

СD40-делеційні конструкції аналізують також в
Вестерн-блот-аналізі. Отримані результати пред-
ставлені в Таблиці 35. Результати ІФА показують,
що в сайті зв'язування антитіл 21.4.1, 23.25.1,
23.29.1 і 24.2.1 беруть участь домени D1-D3. Дані
результати показують також, що сайт зв'язування
антитіл 21.4.1, 23.25.1 і 23.29.1 містить домени D1-
D2, і що сайт зв'язування антитіла 24.2.1 містить
домен D3.

Таблиця 35

Вестерн-блот: зв'язування
антитіла з СD40-делеційним мутантом

CD4O(D1-D3) лю-
дини-6Хhis

CD40 людини -
6Xhis

21.4.1 + +
23.25.1 + +
23.29.1 + +
24.2.1 + +
Антитіло проти His + +
Антитіло проти RbIg HB HB

Зв'язування антитіл до CD40 з CD40 миші
Визначимо здатність антитіл 21.4.1, 23.25.1,

23.29.1 і 24.2.1 зв'язувати CD40 миші.
Для даного експерименту CD40 миші ампліфі-

кують з кДНК В-клітин миші. Злитий білок
CD4O(D1-D3) миші-6Xhis клонують в pCR3.1, в
якому використовують для запуску транскрипції
CMV-промотор. 5'-праймер, що використовується
для клонування позаклітинного домену CD40 ми-
ші, являє собою: 5'-
TGCAAGCTTCACCATGGTGTCTTTGCCTCGGCTG
TG-3'. 3'-праймер, що використовується для кло-
нування D1-D3-доменів CD40 миші, являє собою:
5'-
GTCCTCGAGTCAGTGATGGTGATGGTGATGTGG
GCAGGGATGACAGAc-3'. кДНК-конструкції миші і
людини короткочасно трансфікують в 293F-
клітини. Експресію рекомбінантного CD40 детек-
тують з допомогою ІФА з використанням полікло-
нальних антитіл проти CD40 миші і людини, анти-
тіл проти His і антитілами до CD40 21.4.1, 23.25.1,
23.29.1 і 24.2.1. Результати цих експериментів
представлені в Таблиці 36. Даний експеримент
показує, що всі антитіла специфічні по CD40 лю-

дини і не реагують перехресно з CD40 миші.

Таблиця 36

Перехресна реактивність CD40 миші і людини

CD4O(D1-D3)
миші-6Xhis

CD4O(D1-D3)
людини-6Хhis

21.4.1 Ні Так
23.25.1 Ні Так
23.29.1 Ні Так
24.2.1 Ні Так
Козячі антитіла проти
CD40 людини

Ні Так

Козячі антитіла проти
CD40 миші

Так Ні

Антитіла проти His Так Так

Зв'язування антитіл до CD40 з химерним лю-
дина/миша CD40

Оскільки антитіла 21.4.1, 23.25.1, 23.29.1 і
24.2.1 не зв'язують CD40 миші, конструюють хи-
мерні білки людина/миша CD40 для більш визна-
чених картованих епітопів таких антитіл.

Для створення внутрішньорамкових злиттів
химерних білків з CD40 людини і миші використо-
вують унікальні сайти рестрикції на кордонах
СD40-доменів в ідентичних позиціях кДНК CD40
людини і миші. Створюють різні кДНК-ові констру-
кції CD40 з використанням сайту рестрикції EcoRI
на кінці домену 1 (нуклеотид 244, амінокислота 64)
і сайту рестрикції ВаnІ на кінці домену 2 (нуклео-
тид 330, амінокислота 94 (Фіг.17).

Різні СD40-домени ампліфікують за допомо-
гою ПЛР і лігують. Даний підхід дозволяє замінити
всілякі домени мишачого CD40 гомологічними до-
менами CD40 людини. Отримані конструкції подані
на Фіг.18.

Потім визначають, чи здатні антитіла 21.4.1,
23.25.1, 23.29.1 і 24.2.1 зв'язати химерні ми-
ша/людина СD40-білки в ІФА. Результати даного
експерименту представлені в Таблиці 37. Як пока-
зано в Таблиці 37, монАТ 21.4.1 і 23.25.1 розпі-
знають епітоп, який локалізований частково в D1 і
частково в D2; монАТ 23.29.1 розпізнає епітоп,
локалізований здебільшого, якщо не повністю, в
D2; а монАТ 24.2.1 розпізнає епітоп, локалізований
в D2 і D3.
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Таблиця 37

Зв'язування антитіл з химерними СD40-білками

Антитіло ЛюдD1 ЛюдD2 ЛюдD3 ЛюдD1,D2 ЛюдD2, D3 ЛюдD1, D3
21.4.1 Ні Ні Ні Так Ні Ні
23.25.1 Ні Ні Ні Так Ні Ні
23.29.1 Ні Так Ні Так Так Ні
24.2.1 Ні Ні Ні Ні Так Ні

Всі публікації і патентні заявки, що цитуються
в даному описі, включені тут шляхом посилання,
як якби кожна індивідуальна публікація або патен-
тна заявка були конкретно і індивідуально вказані
для включення шляхом посилання. Незважаючи
на те, що вищевикладений винахід описаний в
деякому відношенні детально у вигляді ілюстрацій

і прикладів, з метою внесення ясності в його розу-
міння рядовим фахівцям в даній галузі повинно
бути очевидним в світлі вказівок даного винаходу,
що в ньому можуть бути зроблені певні зміни і мо-
дифікації, що не виходять за рамки суті або змісту
даного винаходу.
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