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(57) 1. Виділене антитіло або його анти-

гензв’язувальна частина, які зв’язуються з Р-
кадгерином з КD 50 нМ або менше і містять домен 
VH і домен VL,  де домен VH містить:  
a) CDR1 VH, як вказано у SEQ ID NO:24; 
b) CDR2 VH, як вказано у SEQ ID NO:25; і 
с) CDR3 VH, як вказано у будь-якій з SEQ ID 
NO:26-37 і 91-256;  
і де домен VL містить: 
d) CDR1 VL, як вказано у SEQ ID NO:38; 
e) CDR2 VL, як вказано у SEQ ID NO:39; і 
f) CDR3 VL, як вказано у будь-якій з SEQ ID NO:40-
47 і 257-319. 
2. Антитіло або його антигензв’язувальна частина 
за п. 1, де домен VH містить послідовність, як вка-
зано у будь-якій з SEQ ID NO:1-13 і 320-325, і де 
домен VL містить послідовність, як вказано у будь-
якій з SEQ ID NO:14-23 і 326-331. 

3. Антитіло або його антигензв’язувальна частина 
за п. 2, де домен VH містить послідовність, як вка-
зано у будь-якій з SEQ ID NO:13, 320, 321 і 322. 
4. Антитіло або його антигензв’язувальна частина 
за п. 2, де домен VL містить послідовність, як вка-
зано у будь-якій з SEQ ID NO:22, 326, 327 і 328. 
5. Антитіло або його антигензв’язувальна частина, 
які зв’язуються з Р-кадгерином з КD 50 нМ або ме-
нше, де домен VH містить будь-яку з SEQ ID 
NO:13, 320, 321 і 322, і де домен VL містить будь-
яку з SEQ ID NO:22, 326, 327 і 328. 
6. Антитіло або його антигензв’язувальна частина 
за п. 1, де антитіло вибране з групи, яка склада-
ється з: 
a) антитіла або його антигензв’язувальної частини, 
які містять домен VH, як вказано у SEQ ID NO:13, і 
домен VL, як вказано у SEQ ID NO:22; 
b) антитіла або його антигензв’язувальної частини, 
які містять домен VH, як вказано у SEQ ID NO:320, і 
домен VL, як вказано у SEQ ID NO:326; 
c) антитіла або його антигензв’язувальної частини, 
які містять домен VH, як вказано у SEQ ID NO:321, і 
домен VL, як вказано у SEQ ID NO:327; і 
d) антитіла або його антигензв’язувальної частини, 
які містять домен VH, як вказано у SEQ ID NO:322, і 
домен VL, як вказано у SEQ ID NO:328. 
7. Антитіло або його антигензв’язувальна частина 
за п. 6, що містять домен VH, як вказано у SEQ ID 
NO:321, і домен VL, як вказано у SEQ ID NO:327. 
8. Антитіло за будь-яким з пп. 1-7, яке являє собою 
молекулу IgG, IgM, IgE, IgA або IgD, або одержане 
з них. 
9. Антитіло за п. 8, де IgG являє собою IgG1, де 
константна ділянка важкого ланцюга містить SEQ 
ID NO:344, і де константна ділянка легкого ланцю-
га містить SEQ ID NO:345, за умови, що С-
кінцевий залишок лізину з SEQ ID NO:344 необо-
в'язково відщеплений. 
10. Фармацевтична композиція, що містить антиті-
ло або антигензв’язувальну частину за пп. 1-9 і 
фармацевтично прийнятний носій. 
11. Антитіло за п. 1, що містить амінокислотну по-
слідовність варіабельної ділянки важкого ланцюга, 
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для якої використовується ген сімейства VH-3 лю-
дини. 
12. Виділена молекула нуклеїнової кислоти, яка 
містить: 
а) послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує 
важкий ланцюг антитіла за будь-яким з пп. 1-9 і 11, 
де вказаний важкий ланцюг, будучи скомбінованим 
з легким ланцюгом вказаного антитіла, утворює 
антитіло, що специфічно зв’язується з Р-
кадгерином; або 

b) послідовність нуклеїнової кислоти, яка кодує 
легкий ланцюг антитіла за будь-яким з пп. 1-9 і 11, 
де вказаний легкий ланцюг, будучи скомбінованим 
з важким ланцюгом вказаного антитіла, утворює 
антитіло, що специфічно зв’язується з Р-
кадгерином. 
13. Виділена молекула нуклеїнової кислоти за п. 
12, що має нуклеотидну послідовність, як вказано 
у будь-якій з SEQ ID NO:80, 89, 332, 333, 334, 338, 
339 і 340. 

 
 
 
 

 
 
 
 

За даною заявкою заявляється пріоритет по-
передньої заявки США №60/675311, зареєстрова-
ної 26 квітня 2005 року, яка наведена тут у повно-
му об'ємі шляхом посилання. 

Даний винахід стосується антитіл і їх антиген-
зв'язувальних частин, які зв'язують Р-кадгерин. 
Також винахід стосується молекул нуклеїнових 
кислот, що кодують такі антитіла і антигензв'язу-
вальні частини, способів одержання антитіл і анти-
гензв'язувальних частин проти Р-кадгерину, ком-
позицій, що містять такі антитіла і 
антигензв'язувальні частини, і способів викорис-
тання антитіл, антигензв'язувальних частин і ком-
позицій. 

Кадгерини являють собою суперсімейство 
трансмембранних глікопротеїнів, що регулюють 
міжклітинну адгезію у ході розвитку і підтримки 
гомеостазу тканин (Gumbiner J. Cell. Biol., 148:399-
404 (2000); Yagi, et al., Genes Dev., 14:1169-1180 
(2000)). Внутрішньоклітинні домени кадгерину вза-
ємодіють з цитоплазматичними білками, такими як 
катеніни і р120, які формують основу прикріплення 
кадгерину до актинового цитоскелету. Кадгерини 
мають п'ять позаклітинних доменів, що зв'язують 
Са

2+
, і невеликий цитоплазматичний домен, який є 

високо консервативним серед класичних кадгери-
нів. Члени сімейства класичних кадгеринів вклю-
чають Р-кадгерин, Е-кадгерин і N-кадгерин. Вва-
жають, що молекули клітинної адгезії, такі як 
кадгерини, грають важливу роль у клітинних кон-
тактах ракових і метастатичних клітин (Furukawa, 
et al., Microscopy Res.Technique38 (4):343-352 
(1997)). Експресія Р-кадгерину у звичайних дорос-
лих тканинах є низькою і, в основному, обмежу-
ється міоепітеліальними клітинами і базальними 
шарами багатошарового епітелію (Shimoyama, et 
al., Cancer Res. 49:2128-33 (1989)). Експресія Р-
кадгерину підвищується при запальних захворю-
ваннях кишечнику, таких як хвороба Крона і коліт 
(Hardy, et al., Gut 50:513-519 (2002)). У наш час 
значна сукупність даних також свідчить, що пору-
шена експресія Р-кадгерину пов'язана з клітинною 
проліферацією і з пухлинами товстої кишки, моло-
чної залози, легенів, щитовидної залози і шийки 
матки (Gamallo, Modern Pathology, 14:650-654, 
(2001); і Stefansson, et al., J. Clin. Oncol. 22(7):1242-

1252 (2004)). Було описано, що Р-кадгерин людини 
являє собою антиген, розпізнаваний моноклона-
льним антитілом NCC-CAD-299, яке утворюється 
проти плоскоклітинного раку жіночих зовнішніх 
статевих органів (Shimoyama, et al., Cancer Res., 
49:2128-2133 (1989)). Припускають, що регуляція 
опосередковуваної Р-кадгерином адгезії і внутріш-
ньоклітинної передачі сигналів приводить до зни-
женої проліферації і виживання пухлинних клітин 
in vivo. Відповідно, у зв'язку з центральною роллю, 
яку Р-кадгерин, очевидно, грає у клітинній пролі-
ферації і розвитку солідної пухлини, бажано одер-
жати антитіла проти Р-кадгерину, які здатні забез-
печити сприятливий терапевтичний вплив на 
пацієнтів з різними видами раку. 

В одному з аспектів даний винахід стосується 
антитіла проти Р-кадгерину або його антигензв'язу 
вальної частини, де антитіло або його антигензв'я-
зувальна частина володіють принаймні однією з 
декількох функціональних властивостей, як описа-
но нижче в А)-K). 

А) Наприклад, в одному з варіантів здійснення 
антитіла або їх антигензв'язувальна частина воло-
діють більш високою афінністю зв'язування Р-
кадгерину (KD(P)), ніж Е-кадгерину (KD(E)). В одно-
му з варіантів здійснення антитіла або їх антигенз-
в'язувальна частина за даним винаходом мають 
величину KD(E)/KD(P), що перевищує або дорівнює 
1,5. В іншому варіанті здійснення антитіла або їх 
антигензв'язувальна частина за даним винаходом 
мають величину KD(E)/KD(P), що перевищує або 
дорівнює 2, що перевищує або дорівнює 3, що 
перевищує або дорівнює 5, що перевищує або 
дорівнює 10, що перевищує або дорівнює 20, що 
перевищує або дорівнює 50, що перевищує або 
дорівнює 100, що перевищує або дорівнює 200, 
що перевищує або дорівнює 500, або, що переви-
щує або дорівнює 1000. Як правило, верхньої межі 
для KD(E)/KD(P) не існує, оскільки величина KD(E) 
може бути дуже невеликою, наприклад, 0. Однак, у 
практичних цілях верхня межа для величини 
KD(E)/KD(P) може становити 1×10. Такі величини 
Ко для Р-кадгерину і для Е-кадгерину можна вимі-
рювати будь-яким способом, відомим фахівцям у 
даній галузі, наприклад, за допомогою ELISA, RIA, 
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проточної цитометрії або поверхневого плазмон-
ного резонансу, наприклад, BIACORE™. 

B) В іншому варіанті здійснення антитіло або 
його частина зв'язують Р-кадгерин з величиною KD 
1000 нМ або менше, як виміряно поверхневим 
плазмонним резонансом. В іншому варіанті здійс-
нення антитіло або ділянка зв'язують Р-кадгерин з 
величиною KD, що складає менш ніж 500 нМ, менш 
ніж 100 нМ, менш ніж 50 нМ, менш ніж 20 нМ, 
менш ніж 10 нМ, менш ніж 1 нМ, менш ніж 500 пМ 
або менш ніж 100 пМ, як виміряно поверхневим 
плазмонним резонансом. Як правило, нижньої 
межі для величини KD не існує. Однак, у практич-
них цілях нижню межу можна передбачити такою, 
що дорівнює приблизно іпМ. 

C) В іншому варіанті здійснення антитіло або 
його частина мають швидкість зворотної реакції 
(kзвор.) для Р-кадгерину, що складає менш ніж або 
дорівнює 0,01 секунда

-1
, як виміряно поверхневим 

плазмонним резонансом. Наприклад, у деяких 
варіантах здійснення антитіло або частина мають 
величину kзвор. для Р-кадгерину, що складає менш 
ніж 0,005 секунда

-1
, менш ніж 0,004 секунда

-1
, 

менш ніж 0,003 секунда
-1

, менш ніж 0,002 секунда
-1

 
або менш ніж 0,001 секунда

-1
. Як правило, нижньої 

межі для величини kзвор. не існує. Однак, у практи-
чних цілях нижню межу можна передбачити такою, 
що дорівнює приблизно 1×10

-7
 секунда

-1
. 

D) В іншому варіанті здійснення антитіло про-
ти Р-кадгерину або його частина володіють вели-
чиною ІС50 100 нМ або менше, як виміряно за до-
помогою аналізу залежної від Р-кадгерину адгезії 
клітин. В іншому варіанті здійснення вказана ІС50 
складає менш ніж 50 нМ, менш ніж 40 нМ, менш 
ніж 20 нМ, менш ніж 10 нМ, менш ніж 1 нМ, менш 
ніж 500 пМ, менш ніж 200 пМ, менш ніж 100 пМ 
або менш ніж 10 пМ, як виміряно за допомогою 
аналізу залежної від Р-кадгерину адгезії клітин. Як 
правило, нижньої межі для величини ІС50, як вимі-
ряно за допомогою аналізу залежної від Р-
кадгерину адгезії клітин, не існує. Однак, у практи-
чних цілях нижню межу можна передбачити такою, 
що дорівнює приблизно 1 пМ. 

E) В іншому варіанті здійснення антитіло проти 
Р-кадгерину або його частина володіють величи-
ною ІС50 100 нМ або менше, як виміряно за допо-
могою аналізу залежної від Р-кадгерину агрегації 
клітин. В іншому варіанті здійснення вказана ІС50 
складає менш ніж 50 нМ, менш ніж 40 нМ, менш 
ніж 20 нМ, менш ніж 10 нМ, менш ніж 1 нМ, менш 
ніж 500 пМ, менш ніж 200 пМ, менш ніж 100 пМ 
або менш ніж 1 пМ, як виміряно за допомогою 
аналізу залежної від Р-кадгерину агрегації клітин. 
Як правило, нижньої межі для величини ІС50, як 
виміряно за допомогою аналізу залежної від Р-
кадгерину агрегації клітин, не існує. Однак, у прак-
тичних цілях нижню межу можна передбачити та-
кою, що дорівнює приблизно 1 пМ. 

F) В іншому варіанті здійснення антитіло проти 
Р-кадгерину або його частина підвищують розпад 
шароподібного утворення у 2 рази або більше в 
аналізі розпаду шароподібного утворення, що за-
лежить від Р-кадгерину, при порівнянні з контро-
льним зразком без наявності IgG. В іншому варіан-
ті здійснення антитіло проти Р-кадгерину або його 

частина підвищують розпад шароподібного утво-
рення в аналізі розпаду шароподібного утворення, 
що залежить від Р-кадгерину, принаймні у 3, при-
наймні у 4, принаймні у 6, принаймні у 10 або при-
наймні у 15 разів у порівнянні з контрольним зраз-
ком без наявності IgG. 

G) В іншому варіанті здійснення антитіло про-
ти Р-кадгерину або його частина конкурують за 
зв'язування Р-кадгерину з антитілом, вибраним з 
групи, яка складається з 194-е06; 194-а02; 194-
b09; 195-e11; 194-g09; 196-h02; 194-e01; 196-d10; 
196-g03; 196-e06; 195-a09; 198-a09; 200-h06; g-
194-b09; g-194-g09; g-196-g03; g-196-h02; g-194-
e01; g-194-e06; 129-1c4; і g-129-1c4. 

H) В іншому варіанті здійснення антитіло про-
ти Р-кадгерину або його частина перехресно кон-
курують за зв'язування Р-кадгерину з антитілом, 
вибраним з групи, яка складається з 194-е06; 194-
а02; 194-b09; 195-e11; 194-g09; 196-h02; 194-e01; 
196-d10; 196-g03; 196-e06; 195-a09; 198-a09; 200-
h06; g-194-b09; g-194-g09; g-196-g03; g-196-h02; g-
194-e01; g-194-e06,129-1c4; і g-129-1c4. 

І) В іншому варіанті здійснення антитіло проти 
Р-кадгерину або його частина зв'язуються з тим же 
епітопом Р-кадгерину, що і антитіло, вибране з 
групи, яка складається з 194-е06; 194-а02; 194-
b09; 195-e11; 194-g09; 196-h02; 194-e01; 196-d10; 
196-g03; 196-e06; 195-a09; 198-a09; 200-h06; g-
194-b09; g-194-g09; g-196-g03; g-196-h02; g-194-
e01; g-194-e06; 129-1c4; і g-129-1c4. 

J) В іншому варіанті здійснення антитіло проти 
Р-кадгерину або його частина зв'язуються з Р-
кадгерином практично з тією ж величиною KD, що і 
антитіло, вибране з групи, яка складається з 194-
е06; 194-а02; 194-b09; 195-e11; 194-g09; 196-h02; 
194-e01; 196-d10; 196-g03; 196-e06; 195-a09; 198-
a09; 200-h06; g-194-b09; g-194-g09; g-196-g03; g-
196-h02; g-194-e01; g-194-e06; 129-1c4; і g-129-1c4. 

K) В іншому варіанті здійснення антитіло проти 
Р-кадгерину або його частина зв'язуються з Р-
кадгерином практично з тією ж величиною kзвор., 
що і антитіло, вибране з групи, яка складається з 
194-е06; 194-а02; 194-b09; 195-e11; 194-g09; 196-
h02; 194-e01; 196-d10; 196-g03; 196-e06; 195-a09; 
198-a09; 200-h06; g-194-b09; g-194-g09; g-196-g03; 
g-196-h02; g-194-e01; g-194-e06; 129-1c4; і g-129-
1c4. 

В іншому аспекті даний винахід стосується ан-
титіла або його антигензв'язувальної частини, що 
володіють принаймні однією з описаних раніше в 
А)-K) функціональних властивостей, містять домен 
VH, амінокислотна послідовність якого принаймні 
на 90 % співпадає з будь-якою з SEQ ID №№:1-13 і 
320-325. В одному з варіантів здійснення аміноки-
слотна послідовність вказаного домену VH співпа-
дає принаймні на 91 %, принаймні на 93 %, при-
наймні на 95 %, принаймні на 97 %, принаймні на 
99 % або 100 % з будь-якою з SEQ ID №№:1-12 і 
320-325. 

В іншому варіанті здійснення антитіло або йо-
го частина володіють принаймні однією з описаних 
раніше в А)-K) функціональних властивостей, міс-
тять домен VH, який являє собою будь-яку з SEQ 
ID №№:1-13 і 320-325 або відрізняється від будь-
якої з SEQ ID №№:1-13 і 320-325 наявністю при-



7 95775 8 
 

 

 

наймні однієї консервативної амінокислотної замі-
ни. Наприклад, домен VH може відрізнятися від 
будь-якої з SEQ ID №№; 1-13 і 320-325 на 1,2, 3, 4, 
5, 6, 7, 8, 9 або 10 консервативних амінокислотних 
замін. В іншому варіанті здійснення будь-яка з цих 
консервативних амінокислотних замін може відбу-
ватися в областях CDR1,CDR2 і/або CDR3. 

В іншому аспекті даний винахід стосується ан-
титіла або його антигензв'язувальної частини, що 
володіють принаймні однією з описаних раніше в 
А)-К) функціональних властивостей, містять домен 
VL, амінокислотна послідовність якого принаймні 
на 90 % співпадає з будь-якою з SEQ ID №№: 14-
23 і 326-331. В одному з варіантів здійснення амі-
нокислотна послідовність вказаного домену VL 
співпадає принаймні на 91 %, принаймні на 93 %, 
принаймні на 95 %, принаймні на 97 %, принаймні 
на 99 % або 100 % з будь-якою з SEQ ID №№: 14-
23 і 326-331. 

В іншому варіанті здійснення антитіло або йо-
го частина володіють принаймні однією з описаних 
раніше в А)-K) функціональних властивостей і міс-
тять домен VL, який являє собою будь-яку з SEQ 
ID №№: 14-23 і 326-331 або відрізняється від будь-
якої з SEQ ID №№; 14-23 і 326-331 наявністю при-
наймні однієї консервативної амінокислотної замі-
ни. Наприклад, домен VL може відрізнятися від 
будь-якої з SEQ ID №№:14-23 і 326-331 на 1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7, 8, 9 або 10 консервативних амінокислот-
них замін. В іншому варіанті здійснення будь-яка з 
цих консервативних амінокислотних замін може 
відбуватися в областях CDR1, CDR2 і/або CDR3. 

В іншому аспекті даний винахід стосується ан-
титіла або його антигензв'язувальної частини, що 
володіє принаймні однією з описаних раніше в А)-
К) функціональних властивостей, де амінокислот-
на послідовність доменів VL і VH принаймні на 90 % 
співпадає з доменами VL і VH, відповідно, будь-
якого з антитіл 194-е06; 194-а02; 194-b09; 195-e11; 
194-g09; 196-h02; 194-01 196-d10; 196-g03; 196-
е06; 195-a09; 198-a09; 200-h06; g-194-b09; g-194-
g09; g-196-g03; g-196-h02; g-194-e01; g-194-e06; 
129-1c4; і g-129-1c4. Наприклад, амінокислотна 
послідовність кожного з доменів VL і VH принаймні 
на 91 %, 93 %, 95 %, 97 %, 99 % або 100 % співпа-
дає з доменами VL і VH, відповідно, будь-якого з 
антитіл 194-е06; 194-а02; 194-b09; 195-e11; 194-
g09; 196-h02; 194-e01; 196-d10; 196-g03; 196-e06; 
195-a09; 198-a09; 200-h06; g-194-b09; g-194-g09; g-
196-g03; g-196-h02; g-194-e01; g-194-e06; 129-1c4; 
i g-129-1c4. 

В іншому аспекті даний винахід стосується ан-
титіла або його антигензв'язувальної частини, які 
вибирають з групи, що складається з а) антитіла 
або його ділянки, що містить домен VH, як вказано 
у SEQ ID №: 1, і домен VL, як вказано у SEQ ID 
№:14; b) антитіла або його ділянки, що містить 
домен VH, як вказано у SEQ ID №:2, і домен VL, як 
вказано у SEQ ID №:14; с) антитіла або його ділян-
ки, що містить домен VH, як вказано у SEQ ID №:2, 
і домен VL, як вказано у SEQ ID №:15; d) антитіла 
або його ділянки, що містить домен VH, як вказано 
у SEQ ID №:3, і домен VL, як вказано у SEQ ID 
№:16; є) антитіла або його ділянки, що містить 
домен VH, як вказано у SEQ ID №:4, і домен VL, як 

вказано у SEQ ID №:17; f) антитіла або його ділян-
ки, що містить домен VH, як вказано у SEQ ID №:4, 
і домен VL, як вказано у SEQ ID №:23; g) антитіла 
або його ділянки, що містить домен VH, як вказано 
у SEQ ID №:5, і домен VL, як вказано у SEQ ID 
№:18; h) антитіла або його ділянки, що містить 
домен VH, як вказано у SEQ ID №:6, і домен VL, як 
вказано у SEQ ID №:23; і) антитіла або його ділян-
ки, що містить домен VH, як вказано у SEQ ID №:7, 
і домен VL, як вказано у SEQ ID №:23; j) антитіла 
або його ділянки, що містить домен VH, як вказано 
у SEQ ID №:8, і домен VL, як вказано у SEQ ID 
№:23; k) антитіла або його ділянки, що містить 
домен VH, як вказано у SEQ ID №:9, і домен VL, як 
вказано у SEQ ID №:23; l) антитіла або його ділян-
ки, що містить домен VH, як вказано у SEQ ID 
№:10, і домен VL, як вказано у SEQ ID №:19; m) 
антитіла або його ділянки, що містить домен VH, як 
вказано у SEQ ID №:11, і домен VL, як вказано у 
SEQ ID №:20; n) антитіла або його ділянки, що 
містить домен VH, як вказано у SEQ ID №:12, і до-
мен VL, як вказано у SEQ ID №:21; о) антитіла або 
його ділянки, що містить домен VH, як вказано у 
SEQ ID №:13, і домен VL, як вказано у SEQ ID 
№:22; р) антитіла або його ділянки, що містить 
домен VH, як вказано у SEQ ID №:320, і домен VL, 
як вказано у SEQ ID №:326; q) антитіла або його 
ділянки, що містить домен VH, як вказано у SEQ ID 
№:321, і домен VL, як вказано у SEQ ID №:327; r) 
антитіла або його ділянки, що містить домен VH, як 
вказано у SEQ ID №:322, і домен VL, як вказано у 
SEQ ID №:328; s) антитіла або його ділянки, що 
містить домен VH, як вказано у SEQ ID №:323, і 
домен VL, як вказано у SEQ ID №:329; t) антитіла 
або його ділянки, що містить домен VH, як вказано 
у SEQ ID №:324, і домен VL, як вказано у SEQ ID 
№:ЗЗО; і u) антитіла або його ділянки, що містить 
домен VH, як вказано у SEQ ID №:325, і домен VL, 
як вказано у SEQ ID №:331. 

В іншому варіанті здійснення у випадку будь-
якого з антитіл або їх частин, описаних вище у 
групах а)-u), домени VH і/або VL можуть відрізняти-
ся від конкретних вказаних у даній заявці SEQ ID 
№№ принаймні на одну консервативну амінокис-
лотну заміну. Наприклад, домени VH і/або VL мо-
жуть відрізнятися від вказаної SEQ ID № на 1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7, 8, 9 або 10 консервативних амінокислот-
них замін. В іншому варіанті здійснення будь-яка з 
цих консервативних амінокислотних замін може 
відбуватися в областях CDR1,CDR2 і/або CDR3. 

В іншому варіанті здійснення даний винахід 
стосується антитіла або його антигензв'язувальної 
частини, що володіють принаймні однією з описа-
них раніше в А)-K) функціональних властивостей, 
містять домен VH, який незалежно вибирають з 
будь-якої з SEQ ID №№:1-13 і 320-325 або послі-
довності, відмінної від будь-якої з SEQ ID №№:1-
13 і 320-325 принаймні на одну консервативну амі-
нокислотну заміну, і додатково містять домен VL, 
який незалежно вибирають з будь-якої з SEQ ID 
№№: 14-23 і 326-331, або послідовності, відмінної 
від будь-якої з SEQ ID №№: 14-23 і 326-331 при-
наймні на одну консервативну амінокислотну замі-
ну. Наприклад, кожний з доменів VH і VL може не-
залежно відрізнятися від будь-якої з SEQ ID 
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№№:1-13, 320-325, 14-23 і 326-331 на 1, 2, 3, 4, 5, 
6, 7, 8, 9 або 10 консервативних амінокислотних 
замін. 

В іншому варіанті здійснення даний винахід 
стосується антитіла або його антигензв'язувальної 
частини, що володіють принаймні однією з описа-
них раніше в А)-K) функціональних властивостей, 
де вказане антитіло або ділянка містять CDR3 VH, 
вибраний з будь-якої з SEQ ID №№:26-37 і 91-256 
або послідовності, відмінної від будь-якої з SEQ ID 
№№:26-37 і 91-256 принаймні на одну консервати-
вну амінокислотну заміну. Наприклад, CDR3 VH 
може відрізнятися від будь-якої з SEQ ID №№:26-
37 і 91-256 на 1,2, 3 або 4 консервативних аміно-
кислотних заміни. 

В іншому варіанті здійснення даний винахід 
стосується антитіла або його антигензв'язувальної 
частини, що володіють принаймні однією з описа-
них раніше в А)-K) функціональних властивостей, 
де вказане антитіло або антигензв'язувальна час-
тина містять CDR3 VL, вибраний з будь-якої з SEQ 
ID №№:40-47 і 257-319 або послідовності, відмін-
ної від будь-якої з SEQ ID №№:40-47 і 257-319 
принаймні на одну консервативну амінокислотну 
заміну. Наприклад, CDR3 VL може відрізнятися від 
будь-якої з SEQ ID №№:40-47 і 257-319 на 1, 2, 3, 
4 або 5 консервативних амінокислотних замін. 

В іншому варіанті здійснення даний винахід 
стосується антитіла або його антигензв'язувальної 
частини, де вказане антитіло або антигензв'язува-
льна частина містять: CDR1 VH, як вказано у SEQ 
ID №:24, або послідовність, відмінну від SEQ ID 
№:24 принаймні на одну консервативну амінокис-
лотну заміну; CDR2VH, як вказано у SEQ ID №:25, 
або послідовність, відмінну від SEQ ID №:25 при-
наймні на одну консервативну амінокислотну замі-
ну; і CDR3 VH, що незалежно вибирають з будь-
якої з SEQ ID №№:26-37 і 91-256, або з послідов-
ності, відмінної від будь-якої з SEQ ID №№:26-37 і 
91-256 принаймні на одну консервативну аміноки-
слотну заміну. Наприклад, кожна з вказаних вище 
послідовностей CDR1, CDR2 і CDR3 VH може не-
залежно відрізнятися від відповідних вказаних 
SEQ ID №№ на 1, 2, 3, 4 або 5 консервативних 
амінокислотних замін. 

В іншому варіанті здійснення даний винахід 
стосується антитіла або його антигензв'язувальної 
частини, де вказане антитіло або антигензв'язува-
льна частина містять: CDR1 VL, як вказано у SEQ 
ID №:38, або послідовність, відмінну від SEQ ID 
№:38 принаймні на одну консервативну амінокис-
лотну заміну; CDR2 VL, як вказано у SEQ ID №:39, 
або послідовність, відмінну від SEQ ID №:39 при-
наймні на одну консервативну амінокислотну замі-
ну; і CDR3 VL, що незалежно вибирають з будь-
якої з SEQ ID №№:40-47 і 257-319, або з послідов-
ності, відмінної від будь-якої з SEQ ID №№:40-47 і 
257-319 принаймні на одну консервативну аміно-
кислотну заміну. Наприклад, кожна з вказаних ви-
ще послідовностей CDR1,CDR2 і CDR3 VL може 
незалежно відрізнятися від відповідних вказаних 
SEQ ID №№ на 1 ,2, 3, 4 або 5 консервативних 
амінокислотних замін. 

Крім того, даний винахід стосується антитіла 
або його антигензв'язувальної частини, де вказане 

антитіло або антигензв'язувальна частина містять: 
CDR1 VH, як вказано у SEQ ID №:24; CDR2 VH, як 
вказано у SEQ ID №:25; CDR3 VH, вибраний з 
будь-якої з SEQ ID №№:26-37 і 91-256; CDR1 VL, 
як вказано у SEQ ID №:38; CDR2VL, як вказано у 
SEQ ID №:39: і CDR3 VL, вибраний з будь-якої з 
SEQ ID №№:40-47 і 257-319. В іншому варіанті 
здійснення кожна з вказаних послідовностей 
CDR1, CDR2 і CDR3 VH і VL може незалежно відрі-
знятися від конкретних вказаних вище SEQ ID №№ 
принаймні на одну консервативну амінокислотну 
заміну. Наприклад, кожна з послідовностей 
CDR1,CDR2 і CDR3 може незалежно відрізнятися 
від відповідних конкретних SEQ ID №№, вказаних 
вище, на 1, 2, 3, 4 або 5 консервативних амінокис-
лотних замін. 

Крім того, даний винахід стосується антитіла 
або його антигензв'язувальної частини, де вказане 
антитіло або антигензв'язувальна частина містять 
CDR1 VH і VL, CDR2VH і VL і CDR3 VH і VL, як зустрі-
чається у будь-якому з антитіл 194-е06; 194-а02; 
194-b09; 195-e11; 194-g09; 196-h02; 194-e01; 196-
d10; 196-g03; 196-e06; 195-a09; 198-a09; 200-h06; 
g-194-b09; g-194-g09; g-196-g03; g-196-h02; g-194-
e01; g-194-e06; 129-1c4; i g-129-1c4. 

Крім того, даний винахід стосується антитіла 
або його антигензв'язувальної частини, що містять 
домен VH, який вибирають з будь-якої з SEQ ID 
№№:1-13 і 320-325 або який відрізняється від 
будь-якої з SEQ ID №№:1-13 і 320-325 на 1-10 кон-
сервативних амінокислотних замін. 

Крім того, даний винахід стосується антитіла 
або його антигензв'язувальної частини, що містять 
домен VL, який вибирають з будь-якої з SEQ ID 
№№: 14-23 і 326-331 або який відрізняється від 
будь-якої з SEQ ID №№: 14-23 і 326-331 на 1-10 
консервативних амінокислотних замін. 

Крім того, даний винахід стосується антитіла 
або його антигензв'язувальної частини, що містять 
домен VH, який незалежно вибирають з будь-якої з 
SEQ ID №№:1-13 і 320-325 або послідовності, від-
мінної від будь-якої з SEQ ID №№:1-13 і 320-325 
на 1-10 консервативних амінокислотних замін, і 
додатково містять домен Vl, який незалежно виби-
рають з будь-якої з SEQ ID №№:14-23 і 326-331 
або послідовності, відмінної від будь-якої з SEQ ID 
№№: 14-23 і 326-331 на 1-10 консервативних амі-
нокислотних замін. 

Крім того, даний винахід стосується антитіла 
або його антигензв'язувальної частини, де вказане 
антитіло або антигензв'язувальна частина містять: 
CDR1VH, як вказано у SEQ ID №:24, або послідов-
ність, відмінну від SEQ ID №:24 на 1-4 консервати-
вних амінокислотних заміни; CDR2 VH, як вказано 
у SEQ ID №:25, або послідовність, відмінну від 
SEQ ID №:25 на 1-4 консервативних амінокислот-
них заміни; і CDR3 VH, що вибирають з будь-якої з 
SEQ ID №№:26-37 і 91-256, або з послідовності, 
відмінної від будь-якої з SEQ ID №№:26-37 і 91-
256 на 1-4 консервативних амінокислотних заміни. 

Крім того, даний винахід стосується антитіла 
або його антигензв'язувальної частини, де вказане 
антитіло або антигензв'язувальна частина містять: 
CDR1Vl, як вказано у SEQ ID №:38, або послідов-
ність, відмінну від SEQ ID №:38 на 1-4 консервати-
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вних амінокислотних заміни; CDR2VL, як вказано у 
SEQ ID №:39, або послідовність, відмінну від SEQ 
ID №:39 на 1-4 консервативних амінокислотних 
заміни; і CDR3 VL, що вибирають з будь-якої з SEQ 
ID №№:40-47 і 257-319, або з послідовності, від-
мінної від будь-якої з SEQ ID №№:40-47 і 257-319 
на 1-4 консервативних амінокислотних заміни. 

Крім того, даний винахід стосується антитіла 
або його антигензв'язувальної частини, що воло-
діють принаймні однією з описаних раніше в А)-K) 
функціональних властивостей, де вказане антиті-
ло або антигензв'язувальна частина містять: FR1 
VH, як вказано у SEQ ID №:48; FR2 VH, як вказано у 
SEQ ID №:49; FR3 VH, вибраний з будь-якої з SEQ 
ID №№:50-55; FR4 VH, вибраний з будь-якої з SEQ 
ID №№:56 і 57; FR1 VL, вибраний з будь-якої з SEQ 
ID №№:58 і 59; FR2VL, вибраний з будь-якої з SEQ 
ID №№:60-62; FR3 VL, вибраний з будь-якої з SEQ 
ID №№:63-66; і FR4 VL, як вказано у SEQ ID №:67. 
В іншому варіанті здійснення кожна з вказаних 
послідовностей FR1,FR2,FR3 і FR4 VH і VL може 
також незалежно відрізнятися від конкретних вка-
заних вище SEQ ID №№ принаймні на одну консе-
рвативну амінокислотну заміну. Наприклад, кожна 
з послідовностей FR1,FR2,FR3 і FR4 може неза-
лежно відрізнятися від відповідних конкретних 
SEQ ID №№, вказаних вище, на 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 
9 або 10 консервативних амінокислотних замін. У 
ще одному варіанті здійснення будь-яку з послідо-
вностей FR1,FR2,FR3 і FR4 можна піддавати му-
тації для співпадання з відповідною послідовністю 
каркасної області зародкової лінії. 

В іншому варіанті здійснення даний винахід 
стосується будь-якого з описаних у даній заявці 
антитіл, де антитіло являє собою молекулу IgG, 
IgM, IgE, IgA або IgD або одержане з них. Напри-
клад, антитіло може являти собою IgG1 або IgG2. 
Наприклад, в одному з варіантів здійснення IgG 
являє собою IgG1, де константна область важкого 
ланцюга містить SEQ ID №:344 і де константна 
область легкого ланцюга містить SEQ ID №:345, за 
умови, що С-кінцевий залишок лізину з SEQ ID 
№:344, необов'язково, розщеплений. 

Інший варіант здійснення стосується будь-яких 
описаних вище антитіл або антигензв'язу вальних 
частин, що являють собою фрагмент Fab, фраг-
мент F(ab')2, фрагмент Fv, одноланцюжковий фра-
гмент Fv, одноланцюжковий фрагмент VH, однола-
нцюжковий фрагмент VL, гуманізоване антитіло, 
химерне антитіло або біспецифічне антитіло. 

Інший варіант здійснення стосується дерива-
тизованого антитіла або антигензв'язувальної час-
тини, що містять будь-яке з антитіл або їх частин, 
як описано у даній заявці, і принаймні одну додат-
кову молекулу. Наприклад, принаймні одна додат-
кова молекула може являти собою інше антитіло 
(наприклад, біспецифічне антитіло або димер), 
засіб для реєстрації, мітку, цитотоксичний засіб, 
фармацевтичний засіб і/або білок, або пептид, які 
здатні опосередковувати зв'язок антитіла або ді-
лянки антитіла з іншою молекулою (такою як внут-
рішня область стрептавідину або полігістидинова 
мітка). Наприклад, ефективні засоби для реєстра-
ції, за допомогою яких можна дериватизувати ан-
титіло або антигензв'язувальну частину за винахо-

дом, включають флуоресцентні сполуки, у тому 
числі флуоресцеїн, флуоресцеїнізотіоціанат, ро-
дамін, хлорид 5-диметиламін-1-
нафталінсульфонілу, фікоеритрин, лантанідні лю-
мінофори і т.п. Також антитіло можна мітити ефек-
тивними для реєстрації ферментами, такими як 
пероксидаза хрону, β-галактозидаза, люцифераза, 
лужна фосфатаза, глюкозоксидаза і т.п. В іншому 
варіанті здійснення антитіла або їх ділянки за да-
ним винаходом можна також мітити біотином або 
заздалегідь заданим поліпептидним епітопом, 
розпізнаваним вторинним репортером (наприклад, 
парні послідовності лейцинових застібок, ділянки 
зв'язування для вторинних антитіл, домени зв'язу-
вання металів, епітопні мітки). У ще одному варіа-
нті здійснення даного винаходу будь-які з антитіл 
або їх частин також можна дериватизувати хіміч-
ною групою, такою як поліетиленгліколь (PEG), 
метильною або етильною групою, або вуглецевою 
групою. 

У деяких варіантах здійснення описані у даній 
заявці антитіла або антигензв'язувальні частини 
проти Р-кадгерину прикріпляють до твердого но-
сія. 

У деяких варіантах здійснення розщеплюють 
С-кінцевий лізин важкого ланцюга з будь-якого 
антитіла проти Р-кадгерину за винаходом. У різних 
варіантах здійснення винаходу важкі і легкі ланцю-
ги антитіл проти Р-кадгерину можуть, необов'язко-
во, містити N-кінцеву сигнальну послідовність. На-
приклад, сигнальна послідовність важкого ланцюга 
може являти собою SEQ ID №:346, а сигнальна 
послідовність легкого ланцюга може являти собою 
SEQ ID №:347. 

В іншому варіанті здійснення даний винахід 
стосується будь-якого з антитіл або їх антигензв'я-
зувальних частин, як описано у даній заявці, де 
антитіла або їх антигензв'язувальні частини нале-
жать людині. 

Також даний винахід стосується фармацевти-
чної композиції, що містить будь-яке з антитіл або 
їх антигензв'язувальних частин, як описано вище, і 
фармацевтично прийнятний носій. 

В іншому варіанті здійснення винахід стосу-
ється молекули виділеної нуклеїнової кислоти, що 
містить нуклеотидну послідовність, яка кодує будь-
яке з антитіл або їх антигензв'язувальних частин, 
як описано у даній заявці. Один з конкретних варі-
антів здійснення стосується молекули виділеної 
нуклеїнової кислоти, що містить нуклеотидну пос-
лідовність, як вказано у будь-якій з SEQ ID 
№№:68-90 і 332-343. Крім того, винахід стосується 
вектора, що містить будь-яку з описаних у даній 
заявці молекул нуклеїнових кислот, де вектор, 
необов'язково, містить послідовність, що контро-
лює експресію, яка функціонально пов'язана з мо-
лекулою нуклеїнової кислоти. 

Інший варіант здійснення стосується клітини-
хазяїна, що містить будь-який з описаних у даній 
заявці векторів або містить будь-яку з описаних у 
даній заявці молекул нуклеїнових кислот. Також 
даний винахід стосується окремої лінії клітин, що 
продукують будь-яке з антитіл або антигензв'язу-
вальних частин, як описано у даній заявці, або 
продукують важкий ланцюг або легкий ланцюг яко-
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го-небудь з вказаних антитіл або вказаних антиге-
нзв'язувальних частин. 

В іншому варіанті здійснення даний винахід 
стосується способу одержання антитіла проти Р-
кадгерину або його антигензв'язувальної частини, 
де спосіб включає культивування у прийнятних 
умовах будь-яких описаних у даній заявці клітин-
хазяїнів або клітинних ліній і виділення вказаного 
антитіла або антигензв'язувальної ділянки. 

Також даний винахід стосується трансгенної 
тварини, яка не є людиною, або трансгенної рос-
лини, що містить будь-яку з описаних у даній зая-
вці нуклеїнових кислот, де трансгенна тварина, яка 
не є людиною, або трансгенна рослина експресує 
вказану нуклеїнову кислоту. 

Крім того, даний винахід стосується способу 
виділення антитіла або його антигензв'язувальної 
ділянки, які зв'язуються з Р-кадгерином, де спосіб 
включає стадію виділення антитіла з трансгенної 
тварини, яка не є людиною, або трансгенної рос-
лини, як описано у даній заявці. 

Також даний винахід стосується способу ліку-
вання патологічного росту клітин у ссавця за необ-
хідності цього, де спосіб включає стадію введення 
вказаному ссавцеві будь-якого з антитіл або їх 
антигензв'язувальних частин, або будь-якої з фа-
рмацевтичних композицій, як описано у даній зая-
вці. Крім того, даний винахід стосується способу 
лікування патологічного росту клітин у ссавця за 
необхідності цього за допомогою антитіла або його 
антигензв'язувальної ділянки, що зв'язується з Р-
кадгерином, де спосіб включає стадії введення 
вказаному ссавцеві ефективної кількості будь-якої 
з описаних у даній заявці молекул нуклеїнових 
кислот у прийнятних умовах, що дозволяють екс-
пресію вказаних молекул нуклеїнових кислот. В 
іншому варіанті здійснення спосіб лікування пато-
логічного росту клітин додатково включає введен-
ня визначеної кількості однієї або декількох речо-
вин, вибраних з протипухлинних засобів, 
протиангіогенних засобів, інгібіторів передачі сиг-
налів і антипроліферативних засобів, де ці кількос-
ті разом ефективні у лікуванні вказаного патологі-
чного росту клітин. У конкретних варіантах 
здійснення вказаний патологічний ріст клітин є 
раковим. 

Крім того, даний винахід стосується способу 
зниження залежної від Р-кадгерину агрегації клі-
тин, де спосіб включає контактування клітин з 
будь-яким з описаних у даній заявці антитіл або їх 
антигензв'язу вальних частин або з будь-якою з 
описаних у даній заявці фармацевтичних компози-
цій. 

В іншому аспекті даний винахід стосується ан-
титіла або його антигензв'язувальної частини, що 
містить амінокислотну послідовність варіабельної 
області важкого ланцюга, для якої використову-
ється ген сімейства VH-3 людини. Наприклад, в 
одному з варіантів здійснення ген сімейства VH-3 
людини являє собою VH-3-23. 

В іншому аспекті даний винахід стосується 
будь-якого з антитіл або їх антигензв'язу вальних 
частин, як описано у даній заявці, де вказане ан-
титіло або антигензв'язувальна частина являє со-
бою антитіло людини. В іншому аспекті вказане 

антитіло або антигензв'язувальна частина явля-
ють собою рекомбінантне антитіло людини. 

Також винахід стосується способу одержання 
антитіла проти Р-кадгерину або його антигензв'я-
зувальної частини, де спосіб включає стадії синте-
зу фагової бібліотеки антитіл людини, скринінгу 
бібліотеки за допомогою Р-кадгерину або його 
антигенної частини, виділення фагу, що зв'язує Р-
кадгерин, і одержання антитіла з фагу. 

ВИЗНАЧЕННЯ І ЗАГАЛЬНІ СПОСОБИ 
Доки у даній заявці не вказано інакше, наукові 

і технічні терміни, що використовуються у зв'язку з 
даним винаходом, мають значення, які звичайно 
мають на увазі фахівці у даній галузі. Крім того, 
доки по контексту не потрібно інакше, терміни в 
однині включають в себе множину, а терміни у 
множині включають в себе однину. Загалом, но-
менклатура, що використовується у межах опису і 
використовується при описі у даній заявці способів 
культивування клітин і тканин, молекулярної біоло-
гії, імунології, мікробіології, генетики і хімії білків та 
нуклеїнових кислот, а також гібридизації є такою, 
що добре відома і звичайно використовується у 
даній галузі. 

Як правило, способи і процедури за даним ви-
находом здійснюють відповідно до загальноприй-
нятих способів, добре відомих у даній галузі, і як 
описано у різних загальних і більш конкретних по-
силаннях, процитованих і вказаних протягом усьо-
го даного опису, доти, доки не вказано інакше. 
Див., наприклад, Sambrook, et al., Molecular 
Cloning:A Laboratory Manual, 3rd ed., Cold Spring 
Harbor Laboratory.Press, Cold Spring Harbor, N.Y. 
(2000); Ausubel, et al., Short Protocols in Molecular 
Biology:A Compendium of Methods from Current 
Protocols in Molecular Biology, Wiley, John & Sons, 
Inc. (2002); Harlow and Lane Using Antibodies:A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1998); і Coligan, et 
al., Short Protocols in Protein Science, Wiley, John & 
Sons, Inc. (2003), описи яких наведені тут повністю 
за допомогою посилання. Ферментативні реакції і 
способи очищення здійснюють відповідно до вка-
зівок виробника, як звичайно виконують у даній 
галузі або як описано у даній заявці. Номенклату-
ра, що використовується у межах опису і викорис-
товується при описі у даній заявці лабораторних 
процедур і способів аналітичної хімії, хімії органіч-
ного синтезу і медичної, і фармацевтичної хімії є 
такою, яка добре відома і звичайно використову-
ються у даній галузі. Для хімічного синтезу, хіміч-
ного аналізу, фармацевтичного препарату, складу, 
доставки, а також лікування пацієнтів використо-
вують загальноприйняті способи. 

Відомо, що основна структурна одиниця анти-
тіла містить тетрамер. Кожний тетрамер склада-
ється з двох однакових пар поліпептидних ланцю-
гів, де кожна пара має один "легкий" (приблизно 25 
кДа) і один "важкий" ланцюг (приблизно 50-70 кДа). 
Амінокінцева ділянка кожного ланцюга містить 
варіабельну область приблизно від 100 до 120 або 
більше амінокислот, яка, в основному, відповіда-
льна за розпізнавання антигену. 

Карбоксикінцева ділянка кожного ланцюга ви-
значає константну область, яка, в основному, від-
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повідальна за ефекторну функцію. Легкі ланцюги, 
що є людськими, поділяють на легкі ланцюги каппа 
і лямбда. Важкі ланцюги поділяють на мю, дельта, 
гамма, альфа або епсилон, і вони визначають ізо-
тип антитіла як IgM, IgD, IgG, IgA і IgE, відповідно. 
У легких і важких ланцюгах варіабельна і констан-
тна області з'єднані за допомогою ділянки "J", що 
складається приблизно з 12 або більше амінокис-
лот, де важкий ланцюг також включає ділянку "D" 
приблизно з 3 або більше амінокислот. Загалом, 
див. Fundamental Immunology.Ch.7 (Paul, W., ed., 
2nd ed.Raven Press, N.Y. (1989)) (наведено тут 
повністю шляхом посилання для всіх цілей). Варі-
абельні області кожної пари важкий/легкий ланцю-
ги (VH і VL) формують ділянку зв'язування антитіла. 
Таким чином, наприклад, ціле антитіло IgG має дві 
ділянки зв'язування. За винятком біфункціональ-
них або біспецифічних антитіл, дві ділянки зв'язу-
вання є однаковими. 

Варіабельні області важкого і легкого ланцюгів 
володіють однаковою загальною структурою з від-
носно консервативних каркасних областей (FR), 
з'єднаних трьома гіперваріабельними ділянками, 
які також називають ділянками, що визначають 
комплементарність, або CDR. Термін "варіабель-
ний" стосується того факту, що серед антитіл пос-
лідовність визначених ділянок варіабельних доме-
нів значною мірою відрізняється, і вони 
використовуються для зв'язування і специфічності 
кожного конкретного антитіла відносно його конк-
ретного антигену. Однак, варіабельність розподі-
лена серед варіабельних доменів антитіл нерів-
номірно, а сконцентрована у CDR, які розділені 
більш високо консервативними FR.CDR з двох 
ланцюгів кожної пари вирівняні за допомогою FR, 
що дозволяє зв'язуватися з конкретним епітопом. 
З N-кінця у напрямі до С-кінця і легкий, і важкий 
ланцюги містять домени FR1, CDR1, FR2, CDR2, 
FR3, CDR3 і FR4. Співвіднесення амінокислот з 
кожним доменом відбувається відповідно до ви-
значень Kabat Sequences of Proteins of 
Immunological Interest (National Institutes of Health, 
Bethesda, Md. (1987and1991)) або Chothia & Lesk 
J., Моl. Biol., 196:901-917 (1987); Chothia, et al., 
Nature 342:878-883 (1989), описи яких наведені тут 
повністю шляхом посилання. 

Доки не вказано інакше, наведені нижче тер-
міни потрібно розуміти як такі, що володіють на-
ступними значеннями: 

Доки конкретно не вказано інакше, термін "Р-
кадгерин" стосується Р-кадгерину людини, який 
являє собою інтегральний білок мембрани і є чле-
ном класичного кадгеринового сімейства транс-
мембранних глікопротеїнів, що регулюють міжклі-
тинну адгезію. Клонування і секвенування Р-
кадгерину людини було описано, наприклад, 
Shimoyama, et al., J.Cell Biol.109 (4 Pt 1), 1787-1794 
(1989), опис якого наведений тут повністю шляхом 
посилання. Мають на увазі, що термін "Р-
кадгерин" включає рекомбінантний Р-кадгерин 
людини і рекомбінантні химерні форми Р-
кадгерину, які можна одержувати загальноприйня-
тими способами рекомбінантної експресії або ку-
пувати комерційно доступні (R&D Systems861-PC-
100). 

У межах даної заявки, доки конкретно не вка-
зано інакше, термін "Е-кадгерин" стосується Е-
кадгерину людини, який являє собою інтегральний 
білок мембрани і є членом класичного кадгерино-
вого сімейства трансмембранних глікопротеїнів, 
що регулюють міжклітинну адгезію. Е-кадгерин 
описаний, наприклад, у Takeichi, Science, 
251:1451-1455 (1991), опис якого наведений тут 
повністю шляхом посилання. Мають на увазі, що 
термін "Е-кадгерин" включає рекомбінантний Е-
кадгерин людини і рекомбінантні химерні форми 
Е-кадгерину, які можна одержувати загальноприй-
нятими способами рекомбінантної експресії або 
купувати комерційно доступні (R&D648-EC-100). 

Термін "поліпептид" включає природні або 
штучні білки, фрагменти білків і поліпептидні ана-
логи білкової послідовності. Поліпептид може бути 
мономерним або полімерним. 

Термін "виділений білок", "виділений поліпеп-
тид" або "виділене антитіло" стосується білка, по-
ліпептиду або антитіла, яке внаслідок свого похо-
дження або джерела одержання (1) не зв'язане з 
природно з'єднаними з ним компонентами, які су-
проводжують його в його природному стані, (2) 
вільне від інших білків з того ж виду, (3) експресу-
ється клітиною з іншого виду або (4) не зустріча-
ється у природі. Таким чином, поліпептид, що син-
тезується хімічно або синтезується у клітинній 
системі, відмінній від клітини, з якої він походить у 
природних умовах, "відділяють" від природно зв'я-
заних з ним компонентів. Також білок можна одер-
жувати у вигляді такого, що практично не містить 
природно зв'язаних компонентів за допомогою 
виділення з використанням добре відомих у даній 
галузі способів очищення білків. 

Приклади виділених антитіл включають анти-
тіло проти Р-кадгерину, яке було очищене афінним 
способом з використанням Р-кадгерину, а також 
антитіло проти Р-кадгерину, яке було синтезоване 
за допомогою лінії клітин in vitro. 

Білок або поліпептид є "практично чистим", 
"практично гомогенним" або "практично очище-
ним", якщо принаймні приблизно від 60 до 75 % 
зразка характеризується як поліпептид одного ви-
ду. Поліпептид або білок може бути мономерним 
або мультимерним. Як правило, практично чистий 
поліпептид або білок може містити приблизно 
50 %, 60 %, 70 %, 80 % або 90 % мас/мас, зразка 
білка, більш звичайно, приблизно 95 %, а перева-
жно може бути чистим більш, ніж на 99 %. Чистота 
або гомогенність білка може бути показана мно-
жиною добре відомих у даній галузі способів, таких 
як електрофорез білкового зразка у поліакриламі-
дному гелі з подальшим одержанням зображення 
єдиної поліпептидної смуги після забарвлювання 
гелю з використанням добре відомої у даній галузі 
фарби. Для визначеної мети можна забезпечувати 
більш високе розрізнення з використанням HPLC 
або інших способів, добре відомих у даній галузі 
для очищення. 

У межах даної заявки термін "поліпептидний 
фрагмент" стосується поліпептиду, що має аміно-
кінцеву або карбоксикінцеву делецію, але де інша 
амінокислотна послідовність ідентична відповід-
ним положенням у природній послідовності. У де-
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яких варіантах здійснення довжина фрагментів 
складає принаймні 5,6, 8 або 10 амінокислот. В 
інших варіантах здійснення довжина фрагментів 
складає принаймні 14, принаймні 20, принаймні 50 
або принаймні 70, 80, 90, 100, 150 або 200 аміно-
кислот. 

У межах даної заявки термін "аналог" або "по-
ліпептидний аналог" стосується поліпептиду, що 
містить ділянку, яка практично співпадає з визна-
ченою контрольною амінокислотною послідовністю 
і практично володіє тією ж функцією або активніс-
тю, що і контрольна амінокислотна послідовність. 
Як правило, поліпептидні аналоги містять консер-
вативну амінокислотну заміну (або вставку, або 
делецію) відносно контрольної послідовності. До-
вжина аналогів може складати принаймні 20 або 
25 амінокислот, або довжина може складати при-
наймні 50,60,70,80,90,100,150 або 200 амінокислот 
або більше, а часто аналоги можуть бути такими ж 
довгими, як і повнорозмірний поліпептид. Деякі 
варіанти здійснення винаходу включають антитіла 
з поліпептидних фрагментів або з поліпептидних 
аналогів з 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 
15, 16 або 17 замінами відносно амінокислотної 
послідовності зародкової лінії. Керуючись цим 
описом, фахівці у даній галузі можуть легко одер-
жувати фрагменти або аналоги антитіл або моле-
кул імуноглобулінів. 

У визначених варіантах здійснення амінокис-
лотні заміни в антитілі проти Р-кадгерину або в 
його антигензв'язувальній частині є такими, які: (1) 
знижують чутливість до протеолізу, (2) знижують 
чутливість до окиснення, (3) змінюють афінність 
зв'язування для формування білкових комплексів, 
а також (4) додають або модифікують інші фізико-
хімічні або функціональні властивості таких анало-
гів, але при збереженні специфічного зв'язування з 
Р-кадгерином. Аналоги можуть містити різні заміни 
відносно природної пептидної послідовності. На-
приклад, у природній послідовності, наприклад, у 
ділянці поліпептиду, розташованій поза межами 
домену(ів), що формує міжмолекулярні контакти, 
можна здійснювати одиничні або множинні аміно-
кислотні заміни, переважно, консервативні аміно-
кислотні заміни. Також у формуючому міжмолеку-
лярні контакти домені(ах) можна здійснювати 
амінокислотні заміни, здатні поліпшити активність 
поліпептиду. Консервативна амінокислотна заміна 
не повинна істотно змінювати структурні характе-
ристики вихідної послідовності; наприклад, заміна 
амінокислоти не повинна змінювати антипарале-
льну β-складчасту структуру, що утворює домен 
зв'язування імуноглобуліну, який знаходиться у 
вихідній послідовності, або не повинна порушува-
ти інші типи вторинної структури, що характеризує 
вихідну послідовність. Загалом, в антипаралельній 
β-складчастій структурі не використовують гліцин і 
пролін. Приклади визнаних у даній галузі вторин-
них і третинних структур поліпептидів описані у 
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, N.Y. (1991)); і Thornton, et al., Nature, 

354:105 (1991), наведених тут повністю шляхом 
посилання. 

У межах даної заявки термін "антитіло" є си-
нонімом імуноглобуліну, і його потрібно розуміти 
так, як загальноприйнято у даній галузі. Зокрема, 
термін "антитіло" не обмежений яким-небудь конк-
ретним способом одержання антитіла. Наприклад, 
термін "антитіло" включає в себе, але ними не 
обмежується, рекомбінантні антитіла, моноклона-
льні антитіла і поліклональні антитіла. 

У межах даної заявки термін "антигензв'язува-
льна частина" антитіла (або просто "ділянка анти-
тіла") стосується одного або декількох фрагментів 
антитіла, що зберігають здатність специфічно зв'я-
зуватися з антигеном (наприклад, Р-кадгерином). 
Було показано, що антигензв'язувальна функція 
антитіла може бути здійснена фрагментами пов-
норозмірного антитіла. Приклади зв'язувальних 
фрагментів, що входять у термін "антигензв'язува-
льна частина" антитіла, включають (і) фрагмент 
Fab, моновалентний фрагмент, що складається з 
доменів VL, VH, CL і СH1; (іі) фрагмент F(ab')2, біва-
лентний фрагмент, що містить два фрагменти Fab, 
які з'єднані дисульфідним містком у шарнірній об-
ласті; (ііі) фрагмент Fd, що складається з доменів 
VH і СH1; (iv) фрагмент Fv, що складається з доме-
нів VL і VH одного плеча антитіла, (ν) фрагмент dAb 
(Ward, et al., Nature, (1989) 341:544-546), що скла-
дається з домену VH; і (vi) окрему гіперваріабельну 
ділянку (CDR). Крім того, хоча два домени фраг-
мента Fv, VL і VH, кодуються окремими генами, їх 
можна з'єднувати з використанням рекомбінантних 
способів за допомогою синтетичного лінкеру, що 
дозволяє одержувати їх у вигляді єдиного білково-
го ланцюга, в якому ділянки VL і VH об'єднують у 
пару для формування моновалентних молекул 
(відомих як одноланцюжковий Fv (scFv)); див., на-
приклад, Bird, et al., Science (1988) 242:423-426 і 
Huston, et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 85:5879-
5883 (1988)). Мається на увазі, що такі однолан-
цюжкові антитіла також входять у термін "антиген-
зв'язувальна частина" антитіла. Також включені 
інші форми одноланцюжкових антитіл, такі як ди-
мери. Димери являють собою бівалентні, біспеци-
фічні антитіла, в яких домени VH і VL експресують-
ся на одному поліпептидному ланцюгу, але з 
використанням лінкеру, що є дуже коротким, щоб 
дозволити об'єднання у пару двох доменів на од-
ному і тому ж ланцюгу, тим самим змушуючи до-
мени утворювати пари з комплементарними доме-
нами іншого ланцюга і формуючи дві 
антигензв'язувальних ділянки (див., наприклад, 
Holliger, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-
6448 (1993); Poljak, et al., Structure, 2:1121-
1123(1994)). 

Крім того, антитіло або його антигензв'язува-
льна частина можуть бути частиною більш вели-
ких молекул імуноадгезії, сформованих ковалент-
ною або нековалентною взаємодією антитіла або 
ділянки антитіла з одним або декількома іншими 
білками або пептидами. Приклади таких молекул 
імуноадгезії включають використання внутрішньої 
області стрептавідину для одержання тетрамерної 
молекули scFv (Kipriyanov, et al., Human Antibodies 
and Hybridomas, 6:93-101 (1995)) і використання 
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цистеїнового залишку, маркерного пептиду і С-
кінцевої полігістидинової мітки для одержання бі-
валентних і біотинільованих молекул scFv 
(Kipriyanov, et al., Моl. Immunol., 31:1047-1058 
(1994)). Інші приклади включають випадки, коли 
одна або декілька CDR антитіла ковалентно або 
нековалентно включені у молекулу, роблячи її іму-
ноадгезивною, такою, що специфічно зв'язується з 
цікавлячим антигеном, таким як Р-кадгерин. У та-
ких варіантах здійснення CDR можна включати як 
частину більш великого поліпептидного ланцюга, 
можна ковалентно зв'язувати з іншим поліпептид-
ним ланцюгом або можна включати нековалент-
ним способом. Ділянки антитіла, такі як фрагменти 
Fab і F(ab')2, можна одержувати з цілих антитіл з 
використанням загальноприйнятих способів, таких 
як розщеплення цілих антитіл папаїном або пеп-
сином, відповідно. Крім того, антитіла, частини 
антитіл і молекули імуноадгезії можна одержувати 
з використанням загальноприйнятих способів ре-
комбінантної ДНК, як описано у даній заявці. 

Якщо "антитіло" згадують у даній заявці відно-
сно даного винаходу, то потрібно розуміти, що 
також можна використовувати його антигензв'язу-
вальну частину. Антигензв'язувальна частина кон-
курує з цілим антитілом за специфічне зв'язуван-
ня. Див., загалом, Fundamental Immunology.Ch.7 
(Paul, W., ed., 2nd ed.Raven Press, N.Y. (1989)) 
(наведене тут повністю шляхом посилання для 
всіх цілей). Антигензв'язувальні частини можна 
одержувати способами рекомбінантної ДНК або 
ферментативним або хімічним розщепленням ці-
лих антитіл. У деяких варіантах здійснення анти-
гензв'язувальні частини включають фрагменти 
Fab, Fab', F(ab')2,Fd, Fv, dAb і гіперваріабельні ді-
лянки (CDR), одноланцюжкові антитіла (scFv), хи-
мерні антитіла, димери і поліпептиди, які містять 
принаймні ділянку антитіла, достатню для надання 
поліпептиду специфічного зв'язування антигену. У 
варіантах здійснення з однією або декількома ді-
лянками зв'язування ділянки зв'язування можуть 
співпадати одна з одною або можуть відрізнятися. 

У межах даної заявки термін "антитіло люди-
ни" означає будь-яке антитіло, в якому послідов-
ності варіабельних і константних доменів являють 
собою послідовності людини. Термін включає ан-
титіла з послідовностями, одержаними на основі 
генів людини, але які були змінені, наприклад, для 
зниження можливої імуногенності, збільшення 
афінності, усунення цистеїнів, здатних викликати 
небажане зсідання, і т.д. Також термін включає 
такі антитіла, які одержують рекомбінантно у клі-
тинах, що не є людськими, здатних забезпечувати 
невластиве клітинам людини глікозилування. Ці 
антитіла можна одержувати множиною способів, 
як описано нижче. 

У межах даної заявки термін "химерне антиті-
ло" означає антитіло, що містить ділянки з двох 
або більше різних антитіл, у тому числі антитіл з 
різних видів. Наприклад, одну або декілька CDR 
химерного антитіла можна одержувати з антитіла 
людини проти Р-кадгерину. В одному з прикладів 
CDR з антитіла людини можна об'єднувати з CDR 
з антитіла, що не є людським, наприклад, мишачо-
го або щурячого. В іншому прикладі всі CDR мож-

на одержувати з антитіл людини проти Р-
кадгерину. У ще одному прикладі CDR з більш ніж 
одного антитіла людини проти Р-кадгерину можна 
об'єднувати у химерне антитіло. Наприклад, химе-
рне антитіло може містити CDR1 з легкого ланцю-
га першого антитіла людини проти Р-кадгерину, 
CDR2 з легкого ланцюга другого антитіла людини 
проти Р-кадгерину і CDR3 з легкого ланцюга тре-
тього антитіла людини проти Р-кадгерину, a CDR з 
важкого ланцюга можуть бути одержані з одного 
або декількох інших антитіл проти Р-кадгерину. 
Крім того, каркасні області можна одержувати з 
одного з антитіл проти Р-кадгерину, з якого одер-
жують одну або декілька CDR, або з одного або 
декількох різних антитіл людини. Крім того, мають 
на увазі, що термін "химерне антитіло" включає 
будь-яке з вказаних вище поєднань, де поєднання 
містять антитіла людини і антитіла, що не є люд-
ськими. 

У межах даної заявки термін "гуманізоване ан-
титіло" стосується антитіл з джерела, що не є 
людським, де амінокислотні залишки, характерні 
для послідовностей антитіл з видів, що не є люд-
ськими, замінені на залишки, які знаходяться у 
відповідних положеннях в антитілах людини. Вва-
жають, що цей процес "гуманізації" знижує імуно-
генність одержуваного антитіла у людини. Розумі-
ють, що антитіла з джерела, що не є людським, 
можна гуманізувати з використанням добре відо-
мих у даній галузі способів. Див., наприклад, 
Winter, et al., Immunol. Today, 14:43-46 (1993). Ці-
кавляче антитіло можна конструювати способами 
рекомбінантної ДНК для заміщення СНІ, СН2, 
СН3, шарнірних доменів і/або каркасного домену 
відповідною послідовністю людини. Див., напри-
клад, WO92/02190 і патенти США №№5530101, 
5585089, 5693761, 5693792, 5714350 і 5777085. У 
межах даної заявки термін "гуманізоване антитіло" 
включає у своє значення химерні антитіла людини 
і антитіла з приєднаними CDR. Химерні антитіла 
людини за винаходом включають VH і VL антитіла з 
виду, що не є людським, і домени СH і CL антитіла 
людини. Антитіла з приєднаними CDR за винахо-
дом одержують у результаті заміни CDR з VH і VL 
антитіла людини на CDR з VH і VL, відповідно, з 
антитіла тварини, відмінної від людини. 

У межах даної заявки термін "ELISA" стосуєть-
ся твердофазового імуноферментного аналізу. 
Цей аналіз добре відомий фахівцям у даній галузі. 
Приклади цього аналізу можна знайти у Vaughan, 
T.J., et al., Nat. Biotech., 14:309-314 (1996), а також 
у прикладі 7 даної заявки. 

У межах даної заявки термін "поверхневий 
плазмонний резонанс" стосується оптичного яви-
ща, яке дозволяє аналізувати біоспецифічні взає-
модії у режимі реального часу за допомогою ре-
єстрації змін концентрацій білків у біосенсорній 
матриці, наприклад, з використанням системи 
BIACORE (Pharmacia Biosensor АВ, Uppsala, 
Sweden and Piscataway, N.J.). Для додаткових 
описів див. Jonsson et al., Ann. Biol. Clin., 51:19-26 
(1993); Jonsson, et al., Biotechniques, 11:620-627 
(1991); Jonsson, et al., J. Моl. Recognit, 8:125-131 
(1995); і Johnsson, et al., Anal. Biochem., 198:268-
277 (1991). 
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Термін "KD" стосується рівноважної константи 
афінності зв'язування для конкретної взаємодії 
антитіло-антиген. Вказують, що антитіло специфі-
чно зв'язується з антигеном, якщо KD≤1 мМ, пере-
важно - ≤100 нМ, а найбільш переважно - ≤10 нМ. 
Константу афінності зв'язування KD можна вимі-
рювати поверхневим плазмонним резонансом, 
наприклад, з використанням системи BIACORE™, 
як описано у прикладі 6. 

Термін "kзвор." стосується константи швидкості 
дисоціації для конкретної взаємодії антитіло-
антиген. Константу швидкості дисоціації kзвор. мож-
на вимірювати поверхневим плазмонним резонан-
сом, наприклад, з використанням системи 
BIACORE™, як описано у прикладі 6. 

У межах даної заявки термін "аналіз залежної 
від Р-кадгерину адгезії клітин" стосується аналізу, 
що використовується для вимірювання здатності 
антитіла проти Р-кадгерину блокувати адгезію клі-
тин до рецептора Р-кадгерину, зафіксованого на 
твердому носії. Наприклад, цей тип аналізу можна 
здійснювати фіксуванням Р-кадгерину на твердо-
му носії, такому як пластмаса. Потім клітинам з 
надекспресією Р-кадгерину дозволяють прикріпля-
тися до твердого носія за допомогою взаємодій Р-
кадгерин-Р-кадгерин. Потім можна кількісно визна-
чати величину адгезії за наявності і за відсутності 
антитіла проти Р-кадгерину. Адгезію як функцію 
концентрації антитіла можна потім використовува-
ти для визначення величини ІС50. У прикладі 3 
представлені додаткові подробиці аналізу залеж-
ної від Р-кадгерину адгезії клітин, який використо-
вували для вимірювання величин ІС50 для антитіл 
проти Р-кадгерину. 

У межах даної заявки термін "аналіз залежної 
від Р-кадгерину агрегації клітин" стосується аналі-
зу для вимірювання здатності антитіла проти Р-
кадгерину блокувати агрегацію клітин, які експре-
сують на своїй поверхні Р-кадгерин. Наприклад, у 
цьому типі аналізу можна використовувати лінію 
клітин, які надекспресують Р-кадгерин, де клітини 
вміщують у суспензію і дозволяють формувати 
скупчення, що залежать від Р-кадгерину. Потім 
аналіз агрегації використовують для кількісного 
визначення здатності антитіла проти Р-кадгерину 
запобігати цій агрегації, що проводиться за допо-
могою вимірювання розміру клітинних скупчень, які 
утворюються у присутності і за відсутності антиті-
ла. Розмір скупчення клітин як функцію концент-
рації антитіла проти Р-кадгерину потім можна ви-
користовувати для визначення величини IC50. У 
прикладі 4 представлені додаткові подробиці ана-
лізу залежної від Р-кадгерину агрегації клітин, який 
використовували для вимірювання величин ІС50 
для декількох антитіл проти Р-кадгерину. 

У межах даної заявки термін "аналіз залежно-
го від Р-кадгерину розпаду шароподібного утво-
рення" стосується аналізу для вимірювання здат-
ності антитіла проти Р-кадгерину порушувати 
заздалегідь утворені, залежні від Р-кадгерину ску-
пчення клітин. За допомогою вимірювання змен-
шення розміру скупчень як функції концентрації 
антитіла можна визначати величину ІС50. У прик-
ладі 5 представлені додаткові подробиці аналізу 
залежного від Р-кадгерину розпаду шароподібного 

утворення, який використовували для вимірюван-
ня величин iС50 для антитіл проти Р-кадгерину. 

У межах даної заявки термін "молекулярна ви-
бірність" стосується афінності зв'язування антитіла 
відносно специфічного антигену, що перевищує 
афінність для спорідненого антигену. Наприклад, 
антитіла за даним винаходом можуть бути вибірні 
відносно Р-кадгерину у порівнянні з Е-кадгерином, 
що означає, що афінність зв'язування антитіла для 
Р-кадгерину принаймні у 2 рази вища, наприклад, 
у 4 рази або у 10 разів, або у 50 разів, або у 100 
разів або більше, ніж для Е-кадгерину. Такі вели-
чини афінності зв'язування можна вимірювати з 
використанням загальноприйнятих способів, відо-
мих фахівцям у даній галузі. 

Термін "епітоп" включає будь-яку білкову де-
термінанту, здатну до специфічного зв'язування з 
імуноглобуліном або рецептором Т-клітин або до 
іншої взаємодії з молекулою. Як правило, детермі-
нанти епітопів складаються з хімічно активних по-
верхневих груп молекул, таких як амінокислоти 
або бічні ланцюги вуглеводів або цукрів, і, як пра-
вило, володіють специфічними характеристиками 
тривимірної структури, а також специфічними ха-
рактеристиками заряду. "Епітоп" може бути "ліній-
ним" або "конформаційним". У лінійному епітопі всі 
ділянки взаємодії між білком і взаємодіючою моле-
кулою (такою як антитіло) розташовані лінійно 
вздовж основної амінокислотної послідовності 
білка. У конформаційному епітопі ділянки взаємо-
дії розташовані у поперечному напрямі відносно 
амінокислотних залишків білка, відділених один 
від одного. Після визначення бажаного епітопу на 
антигені можна одержувати антитіла проти цього 
епітопу, наприклад, з використанням описаних у 
даному винаході способів. Альтернативно, у ході 
процесу відкриття одержання і характеризація 
антитіл можуть приводити до доповнення інфор-
мації про бажані епітопи. Потім на основі цієї ін-
формації можна проводити конкурентний скринінг 
антитіл на предмет зв'язування з одним і тим же 
епітопом. Спосіб досягнення цього полягає у про-
веденні досліджень перехресного конкурування 
для знаходження антитіл, що конкурентно зв'язу-
ються одне з одним, тобто антитіла конкурують за 
зв'язування з антигеном. Високопродуктивний спо-
сіб "сортування" антитіл на основі їх перехресного 
конкурування описаний у міжнародній патентній 
публікації №WO 03/48731. 

У межах даної заявки термін "конкурує" відно-
сно антитіла означає, що перше антитіло або його 
антигензв'язувальна частина конкурує за зв'язу-
вання з другим антитілом або його антигензв'язу-
вальною частиною, де зв'язування першого анти-
тіла з його спорідненим епітопом у присутності 
другого антитіла помітно знижується у порівнянні 
зі зв'язуванням першого антитіла за відсутності 
другого антитіла. Альтернативно, може існувати, 
але необов'язково, випадок, коли зв'язування дру-
гого антитіла з його епітопом у присутності першо-
го антитіла також помітно знижується. Тобто пер-
ше антитіло може інгібувати зв'язування другого 
антитіла з його епітопом за відсутності інгібування 
другим антитілом зв'язування першого антитіла з 
його відповідним епітопом. Однак, якщо кожне 
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антитіло значно інгібує зв'язування іншого антитіла 
з його спорідненим епітопом або лігандом, в одна-
ковій, більшій або меншій мірі, то вказують, що 
антитіла "перехресно конкурують" одне з одним за 
зв'язування з їх відповідним епітопом(ами). У да-
ний винахід входить і конкурування, і перехресне 
конкурування антитіл. Незалежно від механізму, 
яким відбувається таке конкурування або перехре-
сне конкурування (наприклад, стерична перешко-
да, конформаційна зміна або зв'язування зі спіль-
ним епітопом або його ділянкою і т.п.), фахівець у 
даній галузі на основі представлених у даній заяв-
ці вказівок розуміє, що таке конкурування і/або 
перехресне конкурування антитіл входить і може 
бути ефективним для описаних у даній заявці спо-
собів. 

У межах даної заявки термін "використовує" 
відносно конкретного гена означає, що амінокис-
лотна послідовність конкретної ділянки в антитілі 
одержана безпосередньо з цього гена у ході дозрі-
вання В-клітини. Наприклад, вираз "амінокислотна 
послідовність варіабельної області важкого лан-
цюга, для якої використовується ген сімейства VH-
3 людини" стосується випадку, коли область VH 
антитіла одержана з ділянок гена сімейства VH-3 у 
ході дозрівання В-клітини. У В-клітинах людини 
існує більше 30 різних функціональних генів варіа-
бельної області важкого ланцюга, з яких утворю-
ються антитіла. Таким чином, використання конк-
ретного гена варіабельної області важкого 
ланцюга є показовим для переважного зв'язуваль-
ного фрагмента при взаємодії антитіло-антиген 
відносно сумісних властивостей зв'язування з ан-
тигеном і функціональної активності. Як розуміють, 
аналіз використання гена забезпечує тільки обме-
жене уявлення про структуру антитіла. Оскільки В-
клітини людини випадковим чином утворюють 
транскрипти V-D-J важкого або V-J легкого каппа-
ланцюга, то відбувається множина вторинних про-
цесів, у тому числі, без обмежень, соматична гіпе-
рмутація, n-додавання і подовження CDR3. Див., 
наприклад, Mendez et al., Nature Genetics15:146-
156(1997). 

У межах даної заявки додержуються загаль-
ноприйнятого використання двадцяти загальноп-
рийнятих амінокислот і їх скорочених позначень. 
Див. Immunology-A Synthesis (2

nd
 Edition, E.S. 

Golub and D.R. Gren, Eds., Sinauer Associates, 
Sunderland, Mass. (1991)), наведене тут повністю 
шляхом посилання. 

У межах даної заявки термін "полінуклеотид" 
означає полімерну форму нуклеотидів довжиною 
принаймні 10 основ, рибонуклеотидів або дезокси-
нуклеотидів, або модифіковану форму кожного 
типу нуклеотиду. Термін включає одно- і двохлан-
цюжкові форми. 

У межах даної заявки термін "ізольований по-
лінуклеотид" означає полінуклеотид геномного, 
кДНК або синтетичного походження або їх визна-
ченого поєднання, де внаслідок свого походження 
"ізольований полінуклеотид" (1) не зв'язаний з усі-
ма або з частиною полінуклеотидів, з якими "ізо-
льований полінуклеотид" спостерігають у природі, 
(2) функціонально зв'язаний з полінуклеотид ом, з 
яким він не зв'язаний у природі, або (3) не зустрі-

чається у природі у вигляді частини більш великої 
послідовності. 

У межах даної заявки термін "природні нуклео-
тиди" включає дезоксирибонуклеотиди і рибонук-
леотиди. У межах даної заявки термін "модифіко-
вані нуклеотиди" включає нуклеотиди з 
модифікованими або заміщеними групами цукрів і 
т.п. У межах даної заявки термін "олігонуклеотидні 
зв'язки" включає такі олігонуклеотидні зв'язки, як 
фосфортіоатний, фосфордитіоатний, фосфорсе-
леноатний, фосфордиселеноатний, фосфораніло-
тіоатний, фосфораніладатний, фосфорамідатний і 
т.п. 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 
Analogues:A Practical Approach, pp.87-108 
(F.Eckstein, Ed., Oxford University Press, Oxford 
England (1991)); патент США №51515Ю; Uhlmann 
and Peyman, Chemical Reviews, 90:543 (1990), опи-
си яких наведені тут повністю шляхом посилання. 
За бажанням, олігонуклеотид може містити мітку 
для реєстрації. 

"Функціонально зв'язані" послідовності вклю-
чають послідовності, що контролюють експресію, 
які прилягають до цікавлячого гена, і послідовнос-
ті, що контролюють експресію, які діють у транс-
положенні або на відстані, контролюючи цікавля-
чий ген. 

У межах даної заявки термін "послідовність, 
що контролює експресію" означає полінуклеотидні 
послідовності, необхідні для впливу на експресію і 
процесинг кодуючих послідовностей, з якими вони 
ліговані. Послідовності, що контролюють експре-
сію, включають послідовності ініціації транскрипції, 
термінації, промоторів і енхансерів; ефективні сиг-
нали для процесингу РНК, такі як сигнали сплай-
сингу і поліаденілювання; послідовності, що стабі-
лізують цитоплазматичну мРНК; послідовності, що 
підвищують ефективність трансляції (тобто консе-
нсусна послідовність Козака); послідовності, що 
збільшують стабільність білка; і, коли необхідні, 
послідовності, що підвищують секрецію білка. 
Природа таких контролюючих послідовностей від-
різняється в залежності від організму-хазяїна; у 
прокаріотах такі контролюючі послідовності, як 
правило, містять промотор, ділянку зв'язування 
рибосом і послідовність термінації транскрипції; в 
еукаріотах, як правило, такі контролюючі послідо-
вності містять промотори і послідовність термінації 
транскрипції. Мають на увазі, що термін "контро-
люючі послідовності" включає, як мінімум, всі ком-
поненти, присутність яких необхідна для експресії і 
процесингу, а також може включати додаткові 
компоненти, наявність яких є сприятливою, напри-
клад, лідерні послідовності і послідовності учасни-
ків для злиття. 

У межах даної заявки термін "вектор" означає 
молекулу нуклеїнової кислоти, здатну переносити 
іншу нуклеїнову кислоту, з якою вона була з'єдна-
на. У деяких варіантах здійснення вектор являє 
собою плазміду, тобто кільцеву двохланцюжкову 
частину ДНК, в яку можна лігувати додаткові діля-
нки ДНК. У деяких варіантах здійснення вектор 
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являє собою вірусний вектор, де додаткові ділянки 
ДНК можна лігувати у вірусний геном. У деяких 
варіантах здійснення вектори здатні до автономної 
реплікації у клітині-хазяїні, в яку їх вводять (напри-
клад, бактеріальні вектори з бактеріальною ділян-
кою ініціації реплікації і епісомальні вектори, що 
належать ссавцеві). В інших варіантах здійснення 
вектори (наприклад, неепісомальні вектори, що 
належать ссавцеві) можна вбудовувати у геном 
клітини-хазяїна після введення у клітину-хазяїна, і 
таким чином їх можна реплікувати разом з гено-
мом хазяїна. Крім того, визначені вектори здатні 
контролювати експресію генів, з якими вони функ-
ціонально зв'язані. У межах даної заявки такі век-
тори називають "рекомбінантними векторами екс-
пресії" (або просто "векторами експресії"). 

У межах даної заявки термін "рекомбінантна 
клітина-хазяїн" (або просто "клітина-хазяїн") озна-
чає клітину, в яку був введений рекомбінантний 
вектор експресії. Потрібно розуміти, що "рекомбі-
нантна клітина-хазяїн" і "клітина-хазяїн" означають 
не тільки конкретну клітину об'єкта, але також і 
потомство такої клітини. Оскільки у наступних по-
коліннях можуть відбуватися певні зміни, обумов-
лені мутацією або впливами навколишнього сере-
довища, то фактично таке потомство може бути не 
ідентичним батьківській клітині, однак при цьому 
воно включене в об'єм терміну "клітина-хазяїн" у 
межах даної заявки. 

У межах даної заявки термін "зародкова лінія" 
стосується нуклеотидних послідовностей генів і 
ділянок генів для антитіл у тому вигляді, в якому 
вони передаються від батьків нащадкам через 
гамети. Ця послідовність зародкової лінії відмінна 
від тих, що кодують антитіла у зрілих В-клітинах 
нуклеотидних послідовностей, які були змінені 
подіями рекомбінації і гіпермутації у ході дозріван-
ня В-клітин. 

Термін "процент співпадіння послідовності" у 
контексті послідовностей нуклеїнових кислот озна-
чає залишки у двох послідовностях, які є однако-
вими при вирівнюванні на предмет максимальної 
відповідності. Довжина порівнюваної на предмет 
співпадіння послідовності може перевищувати 
ділянку довжиною принаймні приблизно дев'ять 
нуклеотидів, звичайно - принаймні приблизно 18 
нуклеотидів, більш звичайно - принаймні приблиз-
но 24 нуклеотиди, як правило -принаймні приблиз-
но 28 нуклеотидів, більш звичайно - принаймні 
приблизно 32 нуклеотиди, а переважно - принайм-
ні приблизно 36,48 або більше нуклеотидів. Існує 
множина відомих у даній галузі різних алгоритмів, 
які можна використовувати для визначення спів-
падіння нуклеотидних послідовностей. Наприклад, 
полінуклеотидні послідовності можна порівнювати 
з використанням FASTA, Gap або Bestfit, що явля-
ють собою програми у Wisconsin Package 
Version10.0,Genetics Computer Group (GCG), 
Madison, Wisconsin.FASTA, що містить, наприклад, 
програми FASTA2 і FASTA3, забезпечує вирівню-
вання і процент співпадіння послідовностей в об-
ластях найкращого перекривання заданої і шука-
ної послідовностей (Pearson, Methods Enzymol., 
183:63-98 (1990); Pearson, Methods Моl. Biol., 
132:185-219 (2000); Pearson, Methods Enzymol, 

266:227-258 (1996); Pearson, J. Моl. Biol.216:11-М 
(1998); наведені тут повністю шляхом посилання). 
Доки не вказано інакше, для конкретної програми 
або алгоритму використовують параметри за умо-
вчанням. Наприклад, процент співпадіння послідо-
вностей між послідовностями нуклеїнових кислот 
можна визначати з використанням FASTA з її 
встановленими за умовчанням параметрами (до-
вжина слова складає 6 і фактор NOPAM для мат-
риці для кількісного підрахунку) або з використан-
ням Gap з її встановленими за умовчанням 
параметрами, як надано в GCG Version 6.1, наве-
деній тут повністю шляхом посилання. 

Доки не вказано інакше, зразок для порівняння 
нуклеотидної послідовності включає комплемен-
тарну їй послідовність. Таким чином, зразок для 
порівняння нуклеїнової кислоти, що володіє ви-
значеною послідовністю, потрібно розуміти як та-
кий, що включає її комплементарний ланцюг з її 
комплементарною послідовністю. 

Термін "значна подібність" або "значна подіб-
ність послідовностей" відносно нуклеїнової кисло-
ти або її ділянки означає, що при оптимальному 
вирівнюванні разом з відповідними нуклеотидними 
вставками або делеціями з іншою нуклеїновою 
кислотою (або її комплементарним ланцюгом) 
спостерігають співпадіння нуклеотидних послідов-
ностей принаймні приблизно на 85 %, переважно - 
принаймні приблизно на 90 %, а більш переважно 
- принаймні приблизно на 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 
або 99 % нуклеотидних основ, як визначено будь-
яким добре відомим алгоритмом для співпадіння 
послідовностей, таким як FASTA, BLAST або Gap, 
як описано вище. 

Термін "процент співпадіння послідовностей" у 
контексті амінокислотних послідовностей означає 
залишки у двох послідовностях, які є однаковими 
при вирівнюванні на предмет максимальної відпо-
відності. Довжина послідовності, що порівнюється 
на предмет співпадіння, може перевищувати діля-
нку довжиною принаймні приблизно п'ять аміноки-
слот, звичайно - принаймні приблизно 20 аміноки-
слот, більш звичайно - принаймні приблизно 30 
амінокислот, як правило - принаймні приблизно 50 
амінокислот, більш звичайно - принаймні приблиз-
но 100 амінокислот, а ще більш звичайно - приб-
лизно 150,200 або більше амінокислот. Існує мно-
жина відомих у даній галузі різних алгоритмів, які 
можна використовувати для визначення співпадін-
ня амінокислотних послідовностей. Наприклад, 
амінокислотні послідовності можна порівнювати з 
використанням FASTA, Gap або Bestfit, що явля-
ють собою програми у Wisconsin Package 
Version10.0,Genetics Computer Group (GCG), 
Madison, Wisconsin. 

Застосовно до поліпептидів термін "значне 
співпадіння" або "значна подібність" означає, що 
дві послідовності амінокислот при оптимальному 
вирівнюванні, такому як за допомогою програм 
GAP або BESTFIT з використанням встановлених 
за умовчанням величин розриву, як надано у про-
грамах, володіють подібністю послідовностей при-
наймні на 70 %, 75 % або 80 %, переважно подіб-
ністю послідовностей принаймні на 90 % або 95 %, 
а більш переважно - подібністю послідовностей 
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принаймні на 97 %, 98 % або 99 %. У деяких варі-
антах здійснення положення залишків, які не є 
однаковими, відрізняються консервативними амі-
нокислотними замінами. 

У межах даної заявки термін "консервативна 
амінокислотна заміна" стосується випадку, коли 
амінокислотний залишок замінений іншим аміно-
кислотним залишком, що володіє групою R бічного 
ланцюга з подібними хімічними властивостями 
(наприклад, заряд або гідрофобність). Загалом, 
консервативна амінокислотна заміна практично не 
змінює функціональні властивості білка. У випад-
ках, коли дві або більше амінокислотних послідов-
ностей відрізняються одна від одної консерватив-
ними замінами, процент співпадіння 
послідовностей можна підвищувати, вносячи поп-
равку на консервативний характер заміни. Спосо-
би здійснення цієї поправки добре відомі фахівцям 
у даній галузі. Див., наприклад, Pearson, Methods 
Моl. Biol., 243:307-31 (1994). Приклади груп аміно-
кислот, що мають бічні ланцюги з подібними хіміч-
ними властивостями, включають: 1) аліфатичні 
бічні ланцюги: гліцин, аланін, валін, лейцин та ізо-
лейцин; 2) аліфатично-гідроксильні бічні ланцюги: 
серин і треонін; 3) амідовмісні бічні ланцюги: аспа-
рагін і глутамін; 4) ароматичні бічні ланцюги: фені-
лаланін, тирозин і триптофан; 5) основні бічні лан-
цюги: лізин, аргінін і гістидин; 6) кислі бічні 
ланцюги: аспарагінова кислота і глутамінова кис-
лота; і 7) сірковмісні бічні ланцюги: цистеїн і метіо-
нін. Наприклад, консервативні амінокислотні замі-
ни груп можуть являти собою: валін-лейцин-
ізолейцин, фенілаланін-тирозин, лізин-аргінін, 
аланін-валін, глутамат-аспартат і аспарагін-
глутамін. 

Альтернативно, консервативна заміна являє 
собою будь-яку зміну, що володіє додатною вели-
чиною у матриці логарифмічної правдоподібності 
РАМ250, описаній у Gonnet et al., Science256:1443-
45 (1992), наведеному тут повністю шляхом поси-
лання. "Помірно консервативна" заміна являє со-
бою будь-яку зміну, що володіє від'ємною величи-
ною у матриці логарифмічної правдоподібності 
РАМ250. 

Як правило, співпадіння послідовностей для 
поліпептидів визначають з використанням програ-
много забезпечення для аналізу послідовностей. 
Програмне забезпечення для аналізу білків порів-
нює послідовності з використанням вимірювань 
подібності, що співвідноситься з різними замінами, 
делеціями та іншими модифікаціями, у тому числі 
консервативними амінокислотними замінами. На-
приклад, GCG містить програми, такі як "Gap" і 
"Bestfit", які можна використовувати з встановле-
ними за умовчанням параметрами, як вказано у 
програмах, для визначення гомології послідовнос-
тей або співпадіння послідовностей між близькос-
порідненими поліпептидами, такими як гомологічні 
поліпептиди з різних видів організмів, або між біл-
ком дикого типу і його аналогом. Див., наприклад, 
GCG Version 6.1 (University of Wisconsin, WI). Та-
кож поліпептидні послідовності можна порівнювати 
з використанням FASTA, застосовуючи встанов-
лені за умовчанням або рекомендовані параметри, 
див. GCG Version 6.1.FASTA (наприклад, FASTA2 і 

FASTA3) забезпечує вирівнювання і процент спів-
падіння послідовностей в областях найкращого 
перекривання заданої і шуканої послідовностей 
(Pearson, Methods Enzymol., 183:63-98 (1990); 
Pearson, Methods Моl. Biol., 132:185-219 (2000)). 
Іншим переважним алгоритмом при порівнянні 
послідовності за винаходом з базою даних, що 
містить велику кількість послідовностей з різних 
організмів, є комп'ютерна програма BLAST, особ-
ливо blastp або tblastn, з використанням встанов-
лених за умовчанням параметрів, як надано разом 
з програмами. Див., наприклад, Altschul, et al., J. 
Моl. Biol., 215:403-410 (1990); Altschul, et al., 
Nucleic Acids Res., 25:3389-402 (1997). 

Як правило, довжина поліпептидних послідов-
ностей, що порівнюються на предмет гомології, 
складає принаймні приблизно 16 амінокислотних 
залишків, звичайно - принаймні приблизно 20 за-
лишків, більш звичайно - принаймні приблизно 24 
залишків, як правило - принаймні приблизно 28 
залишків, а переважно - приблизно більш ніж 35 
залишків. При пошуку бази даних, що містить пос-
лідовності з великої кількості різних організмів, є 
переважним проводити порівняння амінокислотних 
послідовностей. 

У межах даної заявки терміни "мітка" або "мі-
чений" стосуються включення іншої молекули в 
антитіло. В одному з варіантів здійснення мітка 
являє собою маркер, що піддається виявленню, 
наприклад, включення міченої радіоактивною міт-
кою амінокислоти або приєднання до поліпептиду 
біотинільованих молекул, які можна виявляти мі-
ченим авідином (наприклад, стрептавідином, що 
володіє флуоресцентним маркером або фермен-
тативною активністю, які можна реєструвати опти-
чними або колориметричними способами). В ін-
шому варіанті здійснення мітка або маркер можуть 
являти собою терапевтичний засіб, наприклад, 
кон'югат лікарського засобу або токсин. У даній 
галузі відомі і можуть бути використані різні спосо-
би мічення поліпептидів і глікопротеїнів. Приклади 
міток для поліпептидів включають в себе, але ни-
ми не обмежуються, наступне: радіоактивні ізото-
пи або радіонукліди (наприклад, 

3
Н, 

14
С, 

15
N, 

35
S, 

90
Y, 

99
Тс, 

111
Іn, 

125
І, 

131
І), флуоресцентні мітки (на-

приклад, FITC, родамін, лантанідні люмінофори), 
ферментні мітки (наприклад, пероксидаза хрону, 
β-галактозидаза, люцифераза, лужна фосфатаза), 
хемілюмінесцентні маркери, біотинільовані групи, 
заздалегідь визначені поліпептидні епітопи, розпі-
знавані вторинним репортером (наприклад, парні 
послідовності лейцинових застібок, ділянки зв'язу-
вання для вторинних антитіл, домени зв'язування 
металів, епітопні мітки), магнітні речовини, такі як 
хелати гадолінію, токсини, такі як коклюшний ток-
син, таксол, цитохалазин В, граміцидин D, бромід 
етидію, еметин, мітоміцин, етопозид, тенопозид, 
вінкристин, вінбластин, колхіцин, доксорубіцин, 
даунорубіцин, дигідроксіантрациндіон, мітоксант-
рон, мітраміцин, актиноміцин D, 1-
дегідротестостерон, глюкокортикоїди, прокаїн, 
тетракаїн, лідокаїн, пропранолол і пуроміцин, а 
також їх аналоги або гомологи. У деяких варіантах 
здійснення мітки приєднують до спейсерних груп 
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різної довжини для зменшення можливої стерич-
ної перешкоди. 

"Терапевтично ефективна кількість" стосуєть-
ся такої кількості терапевтичного засобу, що вво-
диться, яка певною мірою ослаблює один або де-
кілька симптомів захворювання, що підлягає 
лікуванню. Відносно лікування раку терапевтично 
ефективна кількість стосується такої кількості, яка 
надає принаймні один з наступних ефектів: змен-
шення розміру пухлини; інгібування (тобто упові-
льнення у деякій мірі, переважно, припинення) 
метастазування пухлини; інгібування у деякій мірі 
(тобто уповільнення у деякій мірі, переважно, при-
пинення) росту пухлини, а також ослаблення у 
деякій мірі (або, переважно, усунення) одного або 
декількох симптомів, пов'язаних з раком. 

"Лікувати", "лікуючий" і "лікування" стосуються 
способу ослаблення або усунення біологічного 
порушення і/або супутніх йому симптомів. Віднос-
но раку ці терміни просто означають, що очікувана 
тривалість життя ураженого раком індивідуума 
збільшена або що ослаблений один або декілька 
симптомів захворювання. 

"Контактування" стосується зведення разом 
антитіла або його антигензв'язувальної ділянки за 
даним винаходом і Р-кадгерину-мішені або його 
епітопу таким чином, що антитіло може впливати 
на біологічну активність Р-кадгерину. Таке "контак-
тування" можна здійснювати "in vitro", тобто у про-
бірці, чашці Петрі або т.п. У пробірці до контакту-
вання може бути залучене тільки антитіло або 
його антигензв'язувальна частина і Р-кадгерин або 
його епітоп або до нього можуть бути залучені цілі 
клітини. Клітини також можна підтримувати або 
вирощувати у планшетах для культивування клі-
тин і у такому оточуючому середовищі приводити у 
контакт з антитілами або їх антигензв'язувальними 
ділянками. У цьому контексті здатність конкретного 
антитіла або його антигензв'язувальної частини 
впливати на зв'язане з Р-кадгерином захворюван-
ня, тобто ІС50 для антитіла, можна визначати до 
спроби використати антитіло in vivo у більш склад-
них живих організмів. У випадку клітин, що знахо-
дяться поза організмом, для контактування Р-
кадгерину з антитілами або їх антигензв'язуваль-
ними частинами існує множина способів, і вони 
добре відомі фахівцям у даній галузі. 

Доки не вказано інакше, у межах даної заявки 
"патологічний ріст клітин" стосується клітинного 
росту, що не залежить від звичайних регуляторних 
механізмів (наприклад, втрата контактного інгібу-
вання), у тому числі патологічного росту звичайних 
клітин і росту патологічних клітин. Це включає в 
себе, але ним не обмежується, патологічний ріст: 
пухлинних клітин (пухлин), що проліферують вна-
слідок експресії мутантної тирозинкінази або наде-
кспресії рецептора тирозинкінази; доброякісних і 
злоякісних клітин при інших проліферативних за-
хворюваннях, при яких відбувається патологічна 
активація тирозинкінази; будь-яких пухлин, що 
проліферують за допомогою рецептора тирозинкі-
наз; будь-яких пухлин, що проліферують внаслідок 
патологічної активації серин/треонінкінази; добро-
якісних і злоякісних клітин при інших проліферати-
вних захворюваннях, при яких відбувається пато-

логічна активація серин/треонінкінази; пухлин, до-
броякісних і злоякісних, що експресують активова-
ний онкоген Ras; пухлинних клітин, доброякісних і 
злоякісних, в яких білок Ras активований внаслі-
док онкогенної мутації в іншому гені; доброякісних 
і злоякісних клітин при інших проліферативних 
захворюваннях, при яких відбувається патологічна 
активація Ras. Приклади таких доброякісних про-
ліферативних захворювань являють собою псорі-
аз, доброякісну гіпертрофію передміхурової зало-
зи, вірус папіломи людини (HPV) і рестеноз. Також 
"патологічний ріст клітин" стосується і включає в 
себе патологічний ріст доброякісних і злоякісних 
клітин, обумовлений активністю ферменту фарне-
зилпротеїнтрансферази. 

У даній заявці терміни "патологічний ріст клі-
тин" і "гіперпроліферативне захворювання" вико-
ристовують взаємозамінно. 

"In vitro" стосується процедур, що виконуються 
у штучному оточуючому середовищі, такому як, 
наприклад, без обмежень, пробірка або культура-
льне середовище. 

"In vivo" стосується процедур, що виконуються 
у живому організмі, такому як, без обмежень, ми-
ша, щур або кролик. 

На фіг. 1 представлені послідовності аміноки-
слот і нуклеїнових кислот з SEQ ID №№: 1-347. 

Антитіла проти Р-кадгерину людини 
Даний винахід стосується виділених антитіл 

людини або їх антигензв'язувальних частин, які 
зв'язуються з Р-кадгерином людини. Переважно, 
антитіла людини являють собою рекомбінантні 
антитіла проти Р-кадгерину людини, що володіють 
спорідненістю до Р-кадгерину, яка перевищує спо-
рідненість до Е-кадгерину. У різних аспектах вина-
хід стосується таких антитіл і антигензв'язуваль-
них частин, і їх фармацевтичних композицій, а 
також нуклеїнових кислот, рекомбінантних векторів 
експресії і клітин-хазяїнів для одержання таких 
антитіл і антигензв'язувальних частин. Також ви-
нахід стосується способів застосування антитіл і 
антигензв'язувальних частин за даним винаходом 
для виявлення Р-кадгерину або для інгібування 
активності Р-кадгерину людини, in vitro або in vivo. 

Відомі амінокислотні і нуклеотидні послідовно-
сті Р-кадгерину з декількох видів, включаючи лю-
дину (див., наприклад, унікальний ідентифікатор 
№ΝΜ_001793.3). Р-кадгерин людини або його ан-
тигенні частини можна одержувати відповідно до 
способів, добре відомих фахівцям у даній галузі, 
або їх можна купувати у комерційних виробників 
(наприклад, R&D Systems861-PC-100). 

У визначених варіантах здійснення антитіла за 
даним винаходом являють собою IgG, позначені 
як: 194-е06; 194-а02; 194-b09; 195-e11; 194-g09; 
196-h02; 194-e01; 196-d10; 196-g03; 196-e06; 195-
a09; 198-a09; 200-h06; g-194-b09; g-194-g09; g-196-
g03; g-196-h02; g-194-e01; g-194-e06; 129-1c4; і g-
129-1c4. Як більш детально описано у прикладі 1, 
використовували високопродуктивний скринінг 
бібліотеки фагового дисплею scFv для виявлення 
129-1c4 scFv, який потім перетворювали в 
IgG.129-1c4 являє собою ведуче антитіло, що ви-
являється у ході початкового скринінгу фагового 
дисплею, і є батьківським антитілом для лінії, з 
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якої одержували деякі інші антитіла за даним ви-
находом. Деякі з таких одержаних антитіл позна-
чені як 194-е06; 194-а02; 194-b09; 195-e11; 194-
g09; 196-h02; 194-e01; 196-d10; 196-g03; 196-e06; 
195-a09; 198-a09; а також 200-h06 і являють собою 
оптимізовані антитіла батьківської лінії 129-1с4. 
Антитіло g-129-1c4 являє собою варіант зародко-
вої лінії батьківського антитіла 129-1с4, де визна-
чені амінокислоти у каркасних областях доменів 
VH і VL змінені мутацією для співпадіння з такими у 
каркасних областях зародкової лінії. Будь-яке з 
вказаних вище антитіл також можна зробити та-
ким, що належить до зародкової лінії, таким чи-
ном, щоб послідовності каркасних областей спів-
падали з каркасними послідовностями зародкової 
лінії, як в g-129-1c4. Наприклад, в одному з варіан-
тів здійснення даного винаходу антитіла g-194-
b09, g-194-g09, g-196-g03, g-196-h02, g-194-e01, g-
195-e11, g-200-h06 і g-194-e06 являють собою ва-
ріанти зародкової лінії 194-b09, 194-g09, 196-g03, 
196-h02, 194-e01, 195-e11, 200-h06 і 194-е06, від-
повідно. Конкретні амінокислоти, які змінювали 
мутацією для одержання варіантів зародкової лінії, 
очевидні фахівцям у даній галузі внаслідок порів-
няння послідовностей антитіла зародкової лінії і 
антитіла, що не належить до зародкової лінії. Як 
зазначено нижче, конкретні амінокислотні послідо-
вності антитіл за даним винаходом описані у таб-
лицях 1-3 і на фіг. 1. 

Антитіла за даним винаходом одержували зі 
значним зміщенням у бік використання сімейства 
генів VH3 варіабельних областей важкого ланцюга. 
Зокрема, батьківське антитіло 129-1с4 одержане з 
частини гена варіабельної області VH3-23. У В-
клітинах людини існує більше 30 різних функціо-
нальних генів варіабельних областей важкого ла-
нцюга, за допомогою яких одержують антитіла. 
Таким чином, зміщення вказує на переважний 
зв'язувальний фрагмент при взаємодії антитіл о-
антиген відносно сумісних властивостей зв'язу-
вання з антигеном і функціональної активності. 

Як розуміють, аналіз використання генів за-
безпечує тільки обмежене уявлення про структуру 
антитіл. Оскільки В-клітини людини випадковим 
чином утворюють транскрипти V-D-J важкого або 
V-J легкого каппа-ланцюга, то відбувається мно-
жина вторинних процесів, у тому числі, без обме-
жень, соматична гіпермутація, n-додавання і подо-
вження CDR3. Див., наприклад, Mendez et al., 
Nature Genetics 15:146-156 (1997) і опубліковану 
патентну заявку США №2003-0070185, зареєстро-
вану 19 лютого 2002 року. Відповідно до подаль-
шого дослідження структури антитіл за даним ви-
находом заздалегідь визначені амінокислотні 
послідовності антитіл одержували з кДНК, одер-
жаних з клонів. Крім того, N-кінцеві амінокислотні 
послідовності одержували за допомогою секвену-
вання білка. На фіг. 1 представлені нуклеотидні і 
амінокислотні послідовності варіабельних облас-
тей важкого і легкого ланцюгів для деяких антитіл 
за даним винаходом. 

Кожне з вказаних вище конкретних антитіл 
може бути описане за допомогою послідовностей 
їх варіабельних доменів важкого (VH) і легкого (VL) 
ланцюгів, як вказано у таблицях 1 і 2. Конкретні 

послідовності, позначені цими SEQ ID №№, подані 
на фіг. 1. Як вказано у таблицях 1 і 2, відповідні 
послідовності амінокислот і ДНК VH і VL для описа-
них вище антитіл вказані за допомогою SEQ ID 
№№:l-23,68-90 і 320-343. 

 
Таблиця 1 

 
Антитіла проти Р-кадгерину людини 

 

Антитіло 

Ідентифікатор послідовності 
(SEQ IED №) 

VH VL 

Аміно-
кислота 

ДНК 
Аміно-

кислота 
ДНК 

194-е06 1 68 14 81 

194-а02 2 69 14 81 

194-b09 2 69 15 82 

195-е11 3 70 16 83 

194-g09 4 71 17 84 

196-h02 4 71 23 90 

194-e01 5 72 18 85 

196-d10 6 73 23 90 

196-g03 7 74 23 90 

196-е06 8 75 23 90 

195-a09 9 76 23 90 

198-a09 10 77 19 86 

200-h06 11 78 20 87 

129-1c4 12 79 21 88 

 
Таблиця 2 

 
Антитіла проти Р-кадгерину 

людини, приведені до стану зародкової лінії 
 

Антитіло 

Ідентифікатор послідовності (SEQ ID №) 

VH VL 

Аміно-
кислота 

ДНК 
Аміно-

кислота 
ДНК 

g-194-b09 320 332 326 338 

g-194-g09 321 333 327 339 

g-196-g03 322 334 328 340 

g-196-h02 323 335 329 341 

g-194-e01 324 336 330 342 

g-194-e06 325 337 331 343 

g-129-1c4 13 80 22 89 

 
Додаткові антитіла і антигензв'язу вальні час-

тини за даним винаходом також можуть бути опи-
сані як такі, що містять різні послідовності CDR і 
FR, які приводять до варіабельних областей важ-
кого і легкого ланцюгів антитіл, вказаних у табли-
цях 1 і 2. Відповідно, SEQ ID №№, що відповіда-
ють різним послідовностям CDR і FR антитіл за 
даним винаходом, вказані у таблиці 3. Крім того, в 
областях CDR3 важкого і легкого ланцюгів батьків-
ського антитіла 129-1с4 також здійснювали мно-
жину вибраних випадковим чином мутацій, що 
приводять до поліпшеної афінності до Р-
кадгерину, яка знаходиться у діапазоні від 10- до 
417-кратного поліпшення, як виміряно аналізом 
конкурування за епітоп (див. приклад 8). SEQ ID 
№№ цих мутантних послідовностей CDR3 VH і VL 
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(SEQ ID №№:91-256 і 257-319) також включені у 
наведену нижче таблицю 3. 

 
Таблиця 3 

 

SEQ ID №№: Опис 

24 VH CDR1 

25 VH CDR2 

26-37, 91-256 VH CDR3 

38 VL CDR1 

39 VL CDR2 

40-47, 257-319 VL CDR3 

48 VH FR1 

49 VH FR2 

50-55 VH FR3 

56, 57 VH FR4 

58, 59 VL FR1 

60-62 VL FR2 

63-66 VL FR3 

67 VL FR4 

 
Способи одержання антитіл 
Бібліотеки фагового дисплею 
Антитіла або антигензв'язувальні частини за 

даним винаходом можна одержувати відповідно 
до декількох відомих у даній галузі способів. На-
приклад, способи фагового дисплею можна вико-
ристовувати для забезпечення бібліотек, що міс-
тять сукупність антитіл з різною спорідненістю до 
Р-кадгерину. Потім ці бібліотеки можна скринувати 
для виявлення і виділення антитіл з бажаною спо-
рідненістю до Р-кадгерину. 

Наприклад, рекомбінантні антитіла проти Р-
кадгерину людини за даним винаходом можна 
виділяти скринінгом рекомбінантної комбінаторної 
бібліотеки антитіл. Переважно, бібліотека являє 
собою бібліотеку фагового дисплею scFv, що оде-
ржують з використанням кДНК VL і VH людини, які 
одержують з мРНК, що виділяються з В-клітин лю-
дини. Способи одержання і скринінгу таких бібліо-
тек відомі у даній галузі. Набори для одержання 
бібліотек фагового дисплею є комерційно доступ-
ними (наприклад, Pharmacia Recombinant Phage 
Antibody System, номер у каталозі №27-9400-01; і 
набір фагового дисплею Stratagene SurfZAPTM, 
номер у каталозі №240612). Також існують інші 
способи і реактиви, які можна використовувати 
для одержання і скринінгу бібліотек дисплею анти-
тіл (див., наприклад, патент США №5223409; пуб-
лікації РСТ №№WO92/18619, WO91/17271, 
WO92/20791, WO92/15679, WO93/01288, 
WO92/01047 і WO92/09690; 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. Моl. 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); Barbas, et 
al., Proc.Natl.Acad.Sci USA, 88:7978-7982 (1991); і 
Griffiths, et al., EMBO J., 13:3245-3260 (1994); які 

наведені тут повністю шляхом посилання). Інший 
спосіб одержання бібліотеки антитіл для викорис-
тання у способах фагового дисплею включає ста-
дії імунізації тварини, яка не є людиною, яка міс-
тить ділянки імуноглобулінів людини, за 
допомогою Р-кадгерину або його антигенної час-
тини для виклику імунної реакції, виділення у іму-
нізованих тварин клітин, які продукують антитіла; 
виділення з одержаних клітин РНК, що кодує важкі 
і легкі ланцюги антитіл за винаходом, зворотної 
транскрипції РНК для одержання кДНК, ампліфіка-
ції кДНК з використанням праймерів і вставляння 
кДНК у вектор фагового дисплею таким чином, 
щоб антитіла експресувалися у фагу. Для одер-
жання таких сукупностей необхідно іморталізувати 
В-клітини від імунізованої тварини. Переважно, 
первинні В-клітини можна безпосередньо викорис-
товувати як джерело ДНК. Суміш кДНК, які одер-
жують з В-клітин, наприклад, одержаних з селезі-
нок, використовують для одержання бібліотеки 
експресії, наприклад, бібліотеки фагового дисп-
лею, що трансфікується в Е. соlі. У кінцевому ре-
зультаті, у бібліотеці виявляють клони, що володі-
ють бажаною величиною афінності зв'язування 
антигену, а ДНК, яка кодує відповідальний за таке 
зв'язування продукт, виділяють і обробляють для 
звичайної рекомбінантної експресії. Також бібліо-
теки фагового дисплею можна конструювати з 
використанням заздалегідь оброблених послідов-
ностей нуклеотидів і подібним чином піддавати 
скринінгу. Як правило, кДНК, що кодують важкі і 
легкі ланцюги, надають окремо або у зв'язаному 
вигляді для формування аналогів Fv для продукції 
у фаговій бібліотеці. Потім фагову бібліотеку скри-
нують на предмет антитіл з найвищою афінністю 
до Р-кадгерину, і з відповідного клону виділяють 
генетичний матеріал. Додаткові стадії скринінгу 
можуть підвищувати афінність вихідного антитіла, 
що виділяється. 

В одному з варіантів здійснення для виділення 
і одержання антитіл проти Р-кадгерину людини, 
що володіють бажаними характеристиками, анти-
тіло проти Р-кадгерину людини, як описано у даній 
заявці, спочатку використовують для відбору пос-
лідовностей важких і легких ланцюгів людини з 
подібною активністю зв'язування відносно Р-
кадгерину, застосовуючи способи одержання від-
битків епітопу, описані у публікації РСТ №WO 
93/06213, яка наведена тут повністю шляхом по-
силання. Переважно, бібліотеки антитіл, що вико-
ристовуються у даному способі, являють собою 
бібліотеки scFv, що одержують і скринують, як 
описано у публікації РСТ №WO92/01047, 
McCafferty, et al., Nature, 348:552-554 (1990); і 
Griffiths, et al., EMSO J.12:725-734 (1993), всі з яких 
наведені тут повністю шляхом посилання. Бібліо-
теки антитіл scFv можна скринувати з використан-
ням Р-кадгерину людини як антигену. Фагову біб-
ліотеку скринують на предмет антитіл з найвищою 
афінністю до Р-кадгерину, і виділяють генетичний 
матеріал з відповідного клону. Додаткові стадії 
скринінгу можуть підвищувати афінність вихідного 
антитіла, що виділяється. 

Потім, після відбору вихідних доменів VL і VH 
людини, можна здійснювати експерименти "змішу-
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вання і порівняння", в яких різні пари початково 
вибраних ділянок VL і VH скринують на предмет 
зв'язування Р-кадгерину для відбору переважних 
поєднань пар VL/VH· Ці експерименти зі змішуван-
ня і порівняння також можна здійснювати після 
того, як ділянки VL і VH були випадковим чином 
змінені мутацією для оптимізації зв'язування, як 
описано нижче. Крім того, для подальшого поліп-
шення якості антитіла ділянки VL і VH з переважної 
пари(пар) VL/VH можна випадковим чином зміню-
вати мутацією, переважно, у ділянці CDR3 VH і/або 
VL, у процесі, аналогічному до процесу соматичних 
мутацій in vivo, який відповідальний за дозрівання 
афінності антитіл у ході природної імунної реакції. 
Наприклад, таке дозрівання афінності in vitro мож-
на здійснювати ампліфікуванням доменів VH і VL з 
використанням праймерів для PCR, які комплеме-
нтарні CDR3 VH або CDR3 VL, відповідно, де прай-
мери були "доповнені" у визначених положеннях 
випадковою сумішшю з чотирьох нуклеотидних 
основ таким чином, що одержувані продукти PCR 
кодують ділянки VH і VL, у ділянки CDR3 VH і/або VL 

яких були введені випадкові мутації. Ці змінені 
випадковою мутацією ділянки VH і VL можна повто-
рно скринувати на предмет зв'язування з Р-
кадгерином, і можна відбирати послідовності, які 
володіють високою афінністю і низькою швидкістю 
зворотної реакції для Р-кадгерину. Як описано 
раніше, деякі послідовності CDR3 VH і VL за даним 
винаходом, які були змінені випадковою мутацією і 
володіли поліпшеною афінністю, вказані за допо-
могою SEQ ID №№:91-256 і 257-319. 

Після скринінгу і виділення антитіла проти Р-
кадгерину за винаходом з рекомбінантної бібліоте-
ки дисплею імуноглобулінів нуклеїнові кислоти, що 
кодують вибране антитіло, можна виділяти з упа-
ковки дисплею (наприклад, з геному фагу) і субк-
лонувати в інші вектори експресії загальноприйня-
тими способами рекомбінантної ДНК. За 
бажанням, нуклеїнову кислоту можна додатково 
обробляти для одержання інших форм антитіла за 
даним винаходом, як описано нижче. Для експресії 
рекомбінантного антитіла людини, що виділяється 
скринінгом комбінаторної бібліотеки, ДНК, що ко-
дує антитіло, клонують у рекомбінантний вектор 
експресії і вводять у клітину-хазяїна, як описано 
нижче. 

Імунізація 
В іншому варіанті здійснення антитіла проти Р-

кадгерину людини можна одержувати за допомо-
гою імунізації трансгенної тварини, яка не є люди-
ною, що містить у своєму геномі деякі або всі діля-
нки важких і легких ланцюгів імуноглобуліну 
людини з антигеном Р-кадгерину. Наприклад, тва-
рина, яка не є людиною, може являти собою тва-
рину XENOMOUSE™. (Abgenix, Inc., Fremont, СА). 

Миші XENOMOUSE™ являють собою сконст-
руйовані лінії мишей, що містять великі фрагменти 
ділянок важкого ланцюга і легкого ланцюга імуног-
лобуліну людини і є дефектними щодо продукції 
мишачих антитіл. Див., наприклад, 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, WO98/50433, WO 99/45031, WO 
99/53049, WO 00/09560 і WO 00/037504. 

Описані у цих документах способи можна змі-
нювати, як описано у патенті США №5994619, який 
наведений тут повністю шляхом посилання. У па-
тенті США №5994619 описані способи одержання 
нових клітин і клітинних ліній внутрішньоклітинної 
маси, що культивується, (СІСМ), які одержують від 
свиней і корів, і трансгенних клітин СІСМ, в які бу-
ла вставлена гетерологічна ДНК. Трансгенні кліти-
ни СІСМ можна використовувати для одержання 
клонованих трансгенних ембріонів, зародків і по-
томства. Також у патенті '619 описані способи 
одержання трансгенних тварин, здатних переда-
вати гетерологічну ДНК своїм нащадкам. Прикла-
ди тварин, що не є людиною, які можна використо-
вувати у цих способах, включають щурів, овець, 
свиней, кіз, велику рогату худобу, курчат і коней. 

Миші XENOMOUSE™ продукують подібну до 
тієї, що належить дорослій людині, сукупність ан-
титіл, що повністю є людськими, а також продуку-
ють антигенспецифічні антитіла людини. У деяких 
варіантах здійснення миші XENOMOUSE™ містять 
приблизно 80 % сукупності генів V антитіла люди-
ни внаслідок введення фрагментів ділянок важкого 
ланцюга людини і ділянок легкого ланцюга каппа у 
конфігурації зародкової лінії, величиною у мільйон 
пар основ, у штучну хромосому дріжджів (YAC). В 
інших варіантах здійснення миші XENOMOUSE™ 
додатково містять приблизно всі ділянки легкого 
ланцюга лямбда людини. Див. Mendez, et al., 
Nature Genetics, 15:146-156 (1997), Green and 
Jakobovits, J. Exp.Med., 188:483-495 (1998) і WO 
98/24893, описи яких наведені тут повністю шля-
хом посилання. 

У деяких варіантах здійснення тварина, яка не 
є людиною, що містить гени імуноглобулінів люди-
ни, являє собою тварин, які володіють "міні-
ділянками" імуноглобулінів людини. У способі міні-
ділянок екзогенну ділянку Ig імітують за допомогою 
включення окремих генів з ділянки Ig. Таким чи-
ном, один або декілька генів VH, один або декілька 
генів DH, один або декілька генів JH, константний 
домен мю і другий константний домен (переважно, 
константний домен гамма) формують у вигляді 
конструкта для введення тварині. Цей спосіб опи-
саний у патентах США №№5545807, 5545806, 
5569825, 5625126, 5633425, 5661016, 5770429, 
5789650, 5814318, 5591669, 5612205, 5721367, 
5789215 і 5643763, наведених тут повністю шля-
хом посилання. 

Потім тварин, що не є людиною, як описано 
вище, можна імунізувати антигеном Р-кадгерину, 
як описано нижче, в умовах, що дозволяють про-
дукцію антитіл. У тварин виділяють клітини, що 
продукують антитіла, а з виділених клітин, що 
продукують антитіла, або з іморталізованої клітин-
ної лінії, одержаної з таких клітин, виділяють нук-
леїнові кислоти, які кодують важкі і легкі ланцюги 
цікавлячого антитіла проти Р-кадгерину. Потім ці 
нуклеїнові кислоти конструюють з використанням 
способів, відомих фахівцям у даній галузі, і, як 
додатково описано нижче, для зниження кількості 
послідовності, що не є людською, тобто для гума-
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нізування антитіла для ослаблення імунної реакції 
у людини. 

У деяких варіантах здійснення антиген Р-
кадгерину може являти собою виділений і/або 
очищений Р-кадгерин. У деяких варіантах здійс-
нення антиген Р-кадгерину являє собою Р-
кадгерин людини. В інших варіантах здійснення 
антиген Р-кадгерину може являти собою клітину, 
що експресує або надекспресує Р-кадгерин. В ін-
ших варіантах здійснення антиген Р-кадгерину 
являє собою рекомбінантний білок, що експресу-
ється за допомогою рекомбінантного способу у 
дріжджах, клітинах комах, бактеріях, таких як Е. 
соli, або інших джерелах. Імунізацію тварин можна 
проводити будь-яким відомим у даній галузі спо-
собом. Див., наприклад, Harlow and Lane, 
Antibodies:A Laboratory Manual. New York:Cold 
Spring Harbor Press (1990). Способи імунізації тва-
рин, які не є людиною, таких як миші, щурі, вівці, 
кози, свині, велика рогата худоба і коні, добре ві-
домі у даній галузі. Див., наприклад, Harlow and 
Lane, вище, і патент США №5994619. Наприклад, 
антиген Р-кадгерину можна вводити разом з ад'ю-
вантом для стимуляції імунної реакції. Приклади 
ад'ювантів включають повний або неповний ад'ю-
вант Фрейнда, RIBI (дипептиди мурамілу) або 
ISCOM (імуностимулюючі комплекси). Такі ад'юва-
нти можуть захищати поліпептид від швидкого 
диспергування за допомогою його ізоляції у місце-
вому відкладенні, або вони можуть містити речо-
вини, що стимулюють організм-хазяїн секретувати 
фактори, які є хемотаксичними для макрофагів та 
інших компонентів імунної системи. Переважно, у 
випадку введення поліпептиду схема імунізації 
включає два або більше введень поліпептиду, що 
проводяться протягом декількох тижнів. 

Наприклад, після імунізації трансгенної твари-
ни за допомогою Р-кадгерину, як описано вище, у 
імунізованої трансгенної тварини можна виділяти 
первинні клітини (наприклад, В-клітини селезінки 
або периферичної крові) і можна виявляти окремі 
клітини, що продукують антитіла, які специфічні до 
бажаного антигену. Потім з кожної окремої клітини 
виділяють поліаденільовану мРНК і проводять 
полімеразну ланцюгову реакцію зі зворотною тра-
нскрипцією (RT-PCR), використовуючи смислові 
праймери для відпалу з послідовностями варіабе-
льних областей (наприклад, вироджені праймери, 
що розпізнають більшість або всі ділянки FR1 генів 
варіабельних областей важкого і легкого ланцюгів 
людини, а також антисмислові праймери для від-
палу з послідовностями константної області або 
з'єднувальної області). Потім кДНК варіабельних 
доменів важкого і легкого ланцюгів клонують і екс-
пресують у будь-якій прийнятній клітині-хазяїні, 
наприклад, мієломній клітині, у вигляді химерних 
антитіл з відповідними константними областями 
імуноглобулінів, такими як константні домени важ-

кого ланцюга і константні домени  або . Див. 
Babcook, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:7843-
48, (1996), наведену тут повністю шляхом поси-
лання. Потім антитіла проти Р-кадгерину можна 
виявляти і виділяти, як описано у даній заявці. 

Рекомбінантні способи одержання антитіл 

Антитіло або частину антитіла за винаходом 
можна одержувати рекомбінантною експресією 
генів легкого і важкого ланцюгів імуноглобуліну у 
клітині-хазяїні. Наприклад, для рекомбінантної 
експресії антитіла клітину-хазяїна трансфікують 
одним або декількома рекомбінантними векторами 
експресії, що несуть фрагменти ДНК, які кодують 
імуноглобулінові легкі і важкі ланцюги антитіла 
таким чином, що легкі і важкі ланцюги експресу-
ються у клітині-хазяїні і, переважно, секретуються 
у середовищі, в якому культивують клітини-
хазяїни, де з такого середовища можна виділяти 
антитіла. Для одержання генів важкого і легкого 
ланцюгів антитіла, для вбудовування цих генів у 
рекомбінантні вектори експресії і для введення 
векторів у клітини-хазяїни використовують загаль-
ноприйняті способи рекомбінантної ДНК, такі як 
способи, описані у Sambrook, Fritsch and Maniatis 
(eds), Molecular Cloning; A Laboratory Manual, 
Second Edition, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989), 
Ausubel, F. M., et al., (eds.) Current Protocols in 
Molecular Biology, Greene Publishing Associates, 
(1989) і у патенті США №4816397, описи яких на-
ведені тут повністю шляхом посилання. 

Мутації і модифікації 
Для експресії антитіл проти Р-кадгерину за 

даним винаходом фрагменти ДНК, що кодують 
ділянки VH і VL, можна спочатку одержувати з ви-
користанням будь-якого з вказаних вище способів. 
Також у послідовності ДНК можна вводити різні 
мутації, делеції і/або додатки з використанням 
способів, відомих фахівцям у даній галузі. Напри-
клад, мутагенез можна здійснювати з використан-
ням загальноприйнятих способів, таких як мутаге-
нез, що опосередковується PCR, при якому змінені 
мутацією нуклеотиди вбудовують у праймери для 
PCR таким чином, що продукт PCR містить бажані 
мутації, або сайт-направлений мутагенез. Напри-
клад, одним з типів замін, які можна здійснювати, є 
заміна в антитілі одного або декількох цистеїнів, 
які можуть бути хімічно реакційноздатні, на інший 
залишок, такий як, без обмежень, аланін або се-
рин. Наприклад, це може бути заміна неканонічно-
го цистеїну. Заміну можна проводити у CDR або 
каркасній області варіабельного домену або у кон-
стантному домені антитіла. У деяких варіантах 
здійснення цистеїн є канонічним. 

Також антитіла можна змінювати мутацією у 
варіабельних доменах важкого і/або легкого лан-
цюгів, наприклад, для зміни зв'язувальної власти-
вості антитіла. Наприклад, мутацію можна здійс-
нювати в одній або декількох ділянках CDR для 
збільшення або зменшення величини KD антитіла 
відносно Р-кадгерину, збільшення або зменшення 
величини кзвор або зміни специфічності зв'язу-
вання антитіла. Способи сайт-направленого мута-
генезу добре відомі у даній галузі. Див., напри-
клад, Sambrook, et al., and Ausubel, et al., вище, 
наведений тут повністю шляхом посилання. На-
приклад, як більш детально описано у прикладі 8, 
множина варіантів послідовностей CDR3 VH і VL з 
батьківської 129-1с4 була одержана відповідно до 
описаних вище способів і вказана як SEQ ID 
№№:91-256 (варіанти CDR3 VH) і SEQ ID №№:257-
319 (варіанти CDR3 VL) на фіг.1. 
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Також мутацію можна здійснювати у каркасній 
області або константному домені для підвищення 
часу напівжиття антитіла проти Р-кадгерину. Див., 
наприклад, публікацію РСТ №WO 00/09560, наве-
дену тут повністю шляхом посилання. Також мута-
цію у каркасній області або константному домені 
можна здійснювати для зміни імуногенності анти-
тіла, забезпечення ділянки для ковалентного або 
нековалентного зв'язування з іншою молекулою 
або для зміни таких властивостей, як зв'язування 
комплементу, зв'язування FcR або залежна від 
антитіла, опосередковувана клітинами цитотокси-
чність (ADCC). За винаходом окреме антитіло мо-
же мати мутації у будь-якій одній або декількох 
CDR або каркасних областях варіабельного доме-
ну або у константному домені. 

У способі, відомому як "приведення до стану 
зародкової лінії" визначені амінокислоти у послі-
довностях VH і VL можна змінювати мутацією для 
співпадання з амінокислотами, які зустрічаються у 
природі у послідовностях VH і VL зародкової лінії. 
Зокрема, амінокислотні послідовності каркасних 
областей у послідовностях VH і VL можна змінюва-
ти мутацією для співпадання з послідовностями 
зародкової лінії для зниження ризику розвитку іму-
ногенності при введенні антитіла. Послідовності 
ДНК зародкової лінії для генів VH і VL людини відо-
мі у даній галузі (див., наприклад, базу даних пос-
лідовностей зародкової лінії людини "Vbase"; див. 
також Kabat, Ε. Α., et al., (1991) Sequences of 
Proteins of Immunological Interest.Fifth Edition, 
U.S.Department of Health and Human Services, пуб-
лікація NIH №91-3242; Tomlinson, et al., (1992) J. 
Моl. Biol. 227:776-798; і Cox, et al., Eur.J. Immunol. 
24:827-836 (1994); змісти кожної з яких в явній фо-
рмі наведені тут повністю шляхом посилання). 

Інший тип амінокислотної заміни, яку можна 
здійснювати, являє собою усунення можливих 
ділянок протеолізу в антитілі. Такі ділянки можуть 
виникати у CDR або каркасній області варіабель-
ного домену або у константному домені антитіла. 
Заміна залишків цистеїну і усунення ділянок про-
теолізу можуть знижувати ризик гетерогенності у 
продукті антитіла і таким чином підвищувати його 
гомогенність. Інший тип амінокислотної заміни 
проводять для видалення пар аспарагін-гліцин, що 
формують можливі ділянки дезамідування, за до-
помогою зміни одного або обох залишків. В іншому 
прикладі можна розщеплювати С-кінцевий лізин 
важкого ланцюга антитіла проти Р-кадгерину за 
винаходом. У різних варіантах здійснення винахо-
ду важкі і легкі ланцюги антитіл проти Р-кадгерину 
можуть, необов'язково, містити N-кінцеву сигналь-
ну послідовність, таку як послідовності, вказані у 
SEQ ID №№:346 і 347. 

Після одержання фрагментів ДНК, що кодують 
ділянки VH і VL за даним винаходом, ці фрагменти 
ДНК можна додатково обробляти загальноприйня-
тими способами рекомбінантної ДНК, наприклад, 
перетворювати гени варіабельних областей у гени 
повнорозмірних ланцюгів антитіла, у гени фрагме-
нтів Fab або у ген scFv. При цих обробках фраг-
мент ДНК, що кодує VH або VL, функціонально 
зв'язують з іншим фрагментом ДНК, що кодує ін-
ший білок, такий як константна область антитіла 

або гнучкий лінкер. Як використовують у даному 
контексті, термін "функціонально зв'язаний" приз-
начений для позначення того, що два фрагменти 
ДНК з'єднані таким чином, що амінокислотні пос-
лідовності, які кодуються двома фрагментами 
ДНК, залишаються в одній рамці зчитування. 

Виділену ДНК, що кодує ділянку VH, можна пе-
ретворювати у ген повнорозмірного важкого лан-
цюга за допомогою функціонального зв'язування 
ДНК, що кодує VH, з іншою молекулою ДНК, що 
кодує константні області важкого ланцюга (СН1, 
СН2 і СН3). Послідовності генів константної обла-
сті важкого ланцюга людини відомі у даній галузі 
(див., наприклад, Kabat, Ε. Α., et al., (1991) 
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 
Fifth Ed., U.S.Department of Health and Human 
Services, публікація NIH №91-3242), а фрагменти 
ДНК, що містять ці ділянки, можна одержувати 
загальноприйнятою ампліфікацією за допомогою 
PCR. Константна область важкого ланцюга може 
являти собою константну область IgG1, IgG2, 
IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgM або IgD, але найбільш 
переважно, вона являє собою константну область 
IgG1 або IgG2. Послідовність константної області 
IgG1 може являти собою будь-який з різних алелів 
або алотипів, які, як відомо, зустрічаються у різних 
індивідуумів, наприклад, Gm(1), Gm(2), Gm(3) і 
Gm(17). Ці алотипи відображають виникаючу у 
природі амінокислотну заміну у константних обла-
стях IgG1. Наприклад, константна область важкого 
ланцюга IgG1 може являти собою SEQ ID №:344. 
У випадку гена фрагмента Fab важкого ланцюга 
ДНК, що кодує VH, можна функціонально зв'язува-
ти з іншою молекулою ДНК, що кодує тільки конс-
тантну область важкого ланцюга СН1. Константну 
область важкого ланцюга СН1 можна одержувати 
з будь-якого з генів важкого ланцюга. 

Виділену ДНК, що кодує ділянку VL, можна пе-
ретворювати у ген повнорозмірного легкого лан-
цюга (а також у ген Fab легкого ланцюга) за допо-
могою функціонального зв'язування ДНК, що кодує 
VL, з іншою молекулою ДНК, що кодує константну 
область легкого ланцюга, CL. Послідовності генів 
константної області легкого ланцюга людини відо-
мі у даній галузі (див., наприклад, Kabat, Ε. Α., et 
al., (1991) Sequences of Proteins of Immunological 
Interest, Fifth Ed., U.S.Department of Health and 
Human Services, публікація NIH №91-3242), а фра-
гменти ДНК, що містять ці ділянки, можна одержу-
вати загальноприйнятою ампліфікацією за допо-
могою PCR. Константна область легкого ланцюга 
може являти собою константну область каппа або 
лямбда. Константна область каппа може являти 
собою будь-який з різних апелів, які, як відомо, 
зустрічаються у різних індивідуумів, наприклад, 
Inv(1), Inv(2) і Inv(3). Константну область лямбда 
можна одержувати з будь-якого з трьох генів лям-
бда. Наприклад, константна область легкого лан-
цюга IgG1 може являти собою SEQ ID №:347. 

Для одержання гена scFv фрагменти ДНК, що 
кодують VH і VL, функціонально зв'язують з іншим 
фрагментом, що кодує гнучкий лінкер, наприклад, 
кодує амінокислотну послідовність (Gly4-Ser)3 та-
ким чином, що послідовності VH і VL можуть екс-
пресуватися у вигляді безперервного одноланцю-
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жкового білка, де ділянки VL і VH з'єднані гнучким 
лінкером (див., наприклад, Bird et al., Science 
242:423-426 (1988); Huston et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA85:5879-5883 (1988); McCafferty, et al., 
Nature, 348:552-554 (1990)). Одноланцюжкове ан-
титіло може бути моновалентним, якщо викорис-
товують тільки один VH і VL, бівалентним, якщо 
використовують два VH і VL, або полівалентним, 
якщо використовують більше двох VH і VL. Можна 
одержувати біспецифічні або полівалентні антиті-
ла, що зв'язуються специфічно з Р-кадгерином та 
іншою молекулою. 

В іншому варіанті здійснення можна одержу-
вати злите антитіло або імуноадгезивну речовину, 
які містять всі або ділянку антитіла проти Р-
кадгерину за винаходом, зв'язані з іншим поліпеп-
тидом. В іншому варіанті здійснення з поліпепти-
дом зв'язані тільки варіабельні домени антитіла 
проти Р-кадгерину. В іншому варіанті здійснення 
домен VH антитіла проти Р-кадгерину зв'язаний з 
першим поліпептидом, тоді як домен VL антитіла 
проти Р-кадгерину зв'язаний з другим поліпепти-
дом, який об'єднаний з першим поліпептидом та-
ким чином, що домени VH і VL можуть взаємодіяти 
один з одним, утворюючи антигензв'язувальну 
частину. В іншому варіанті здійснення домен VH 
відділений від домену VL лінкером таким чином, 
що домени VH і VL можуть взаємодіяти один з од-
ним. Потім антитіло VH-лінкер-VL зв'язують з цікав-
лячим поліпептидом. Крім того, можна одержувати 
злиті антитіла, в яких два (або більше) однолан-
цюжкових антитіла зв'язані одне з одним. Це є 
ефективним при бажанні одержати двовалентне 
або полівалентне антитіло на одному поліпептид-
ному ланцюгу або при бажанні одержати біспеци-
фічне антитіло. 

В інших варіантах здійснення можна одержу-
вати інші модифіковані антитіла з використанням 
молекул нуклеїнових кислот, що кодують антитіло 
проти Р-кадгерину. Наприклад, "каппа-тіла" (III, et 
al., Protein Eng.10:949-57 (1997)), "міні-тіла" (Martin, 
et al., EMBO J., 13:5303-9 (1994)), "димери" 
(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., 
Int. J. Cancer, (Suppl.) 7:51-52 (1992)) можна одер-
жувати з використанням загальноприйнятих спо-
собів молекулярної біології відповідно до вказівок 
в описі. 

Біспецифічні антитіла або антигензв'язувальні 
фрагменти можна одержувати множиною способів, 
у тому числі злиттям гібридом або зв'язуванням 
фрагментів Fab

1
. Див., наприклад, Songsivilai & 

Lachmann, Clin. Exp. Immunol., 79:315-321 (1990), 
Kostelny, et al., J. Immunol, 148:1547-1553 (1992). 
Крім того, біспецифічні антитіла можна формувати 
у вигляді "димерів" або "Janusins". У деяких варіа-
нтах здійснення біспецифічне антитіло зв'язується 
з двома різними епітопами Р-кадгерину. У деяких 
варіантах здійснення описані вище модифіковані 
антитіла одержують з використанням одного або 
декількох варіабельних доменів або ділянок CDR з 
наданого у даній заявці антитіла проти Р-
кадгерину людини. 

Вектори і клітини-хазяіни 

Для експресії антитіл і антигензв'язувальних 
частин за винаходом ДНК, що одержують, як опи-
сано вище, які кодують частини або повнорозмірні 
легкі і важкі ланцюги, вбудовують у вектори екс-
пресії таким чином, що гени виявляються функціо-
нально зв'язаними з послідовностями, які контро-
люють транскрипцію і трансляцію. У цьому 
контексті термін "функціонально зв'язаний" приз-
начений для позначення того, що ген антитіла лі-
гований у вектор таким чином, що контролюючі 
транскрипцію і трансляцію послідовності у векторі 
виконують призначену ним функцію регуляції тра-
нскрипції і трансляції гена антитіла. Вектор екс-
пресії і контролюючі експресію послідовності ви-
бирають, щоб вони були сумісні з 
використовуваною для експресії клітиною-
хазяїном. Вектори експресії включають плазміди, 
ретровіруси, аденовіруси, аденоасоційовані віруси 
(AAV), віруси рослин, такі як вірус мозаїки цвітної 
капусти, вірус тютюнової мозаїки, косміди, YAC, 
епісоми, що одержують з EBV, і т.п. Ген антитіла 
лігують у вектор таким чином, що контролюючі 
транскрипцію і трансляцію послідовності у векторі 
виконують призначену ним функцію регуляції тра-
нскрипції і трансляції гена антитіла. Вектор екс-
пресії і контролюючі експресію послідовності ви-
бирають, щоб вони були сумісні з 
використовуваною для експресії клітиною-
хазяїном. Ген легкого ланцюга антитіла і ген важ-
кого ланцюга антитіла можна вставляти в окремі 
вектори. У переважному варіанті здійснення обид-
ва гени вставляють в один і той же вектор експре-
сії. Гени антитіла вставляють у вектор експресії 
загальноприйнятими способами (наприклад, лігу-
ванням комплементарних ділянок рестрикції у 
фрагменті гена антитіла і векторі або лігуванням 
тупих кінців у випадку відсутності ділянок рестрик-
ції). 

Зручним вектором є вектор, що кодує функці-
онально повну послідовність СH або CL імуногло-
буліну людини разом з відповідними ділянками 
рестрикції, які сконструйовані таким чином, що 
будь-яку послідовність VH або VL можна легко 
вставляти і експресувати, як описано вище. У та-
ких векторах сплайсинг звичайно відбувається між 
донорською ділянкою сплайсингу у вставленій 
ділянці J і акцепторною ділянкою сплайсингу, що 
передує домену С людини, а також у ділянках 
сплайсингу, що виникають в екзонах СH людини. 

Поліаденілювання і термінація транскрипції ві-
дбуваються у природних ділянках хромосом, роз-
ташованих нижче кодуючих ділянок. Також реком-
бінантний вектор експресії може кодувати 
сигнальний пептид, що сприяє секреції ланцюга 
антитіла з клітини-хазяїна. Ген ланцюга антитіла 
можна клонувати у вектор таким чином, що сигна-
льний пептид виявляється зв'язаним в одній рамці 
зчитування з амінокінцевою ділянкою ланцюга 
імуноглобуліну. Сигнальний пептид може являти 
собою сигнальний пептид імуноглобуліну або ге-
терологічний сигнальний пептид (тобто сигналь-
ний пептид з білка, що не належить до імуногло-
булінів). 

Крім генів ланцюгів антитіла, рекомбінантні ве-
ктори експресії за винаходом містять регуляторні 
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послідовності, що контролюють експресію генів 
ланцюгів антитіла у клітині-хазяїні. Фахівці у даній 
галузі розуміють, що схема вектора експресії може 
залежати від таких факторів, як вибір клітини-
хазяїна, що підлягає трансформації, бажаний рі-
вень експресії білка і т.п. Переважні регуляторні 
послідовності для експресії у клітину-хазяїна ссав-
ця включають в себе вірусні елементи, що приво-
дять до експресії білка у клітинах ссавців на висо-
ких рівнях, наприклад, промотори і/або енхансери, 
що одержують з ретровірусних LTR, цитомегалові-
русу (CMV) (наприклад, промотор/енхансер CMV), 
вірус мавпи 40 (SV40) (наприклад, промо-
тор/енхансер SV40), аденовірусу (наприклад, ос-
новний пізній промотор аденовірусу (AdMLP)), по-
ліоми, а також такі сильні промотори ссавців, як 
природні промотори імуноглобулінів і актину. Для 
додаткового опису вірусних регуляторних елемен-
тів і їх послідовностей див., наприклад, патент 
США №5168062, патент США №4510245 і патент 
США №4968615. Способи експресії антитіл у рос-
линах, включаючи опис промоторів і векторів, а 
також трансформації рослин, відомі у даній галузі. 
Див., наприклад, патент США №6517529, наведе-
ний тут повністю шляхом посилання. Також у даній 
галузі добре відомі способи експресії поліпептидів 
у бактеріальних клітинах або клітинах грибів, на-
приклад, дріжджових клітинах. 

Крім генів ланцюгів антитіла і регуляторних 
послідовностей, рекомбінантні вектори експресії 
за винаходом можуть містити додаткові послідов-
ності, такі як послідовності, що регулюють реплі-
кацію вектора у клітинах-хазяїнах (наприклад, ді-
лянки ініціації реплікації), і гени маркерів, що 
селектуються. Ген маркера, що селектується, 
сприяє селекції клітин-хазяїнів, в які був введений 
вектор (див., наприклад, патенти США 
№№4399216, 4634665 і 5179017, наведені тут по-
вністю шляхом посилання). Наприклад, звичайно 
ген маркера, що селектується, надає стійкість до 
лікарських засобів, таких як G418, гігроміцин або 
метотрексат, у клітині-хазяїні, в яку був введений 
вектор. Переважні гени маркерів, що селектують-
ся, включають ген дигідрофолат-редуктази (DHFR) 
(для використання у dhfr-клітинах-хазяїнах разом з 
селекцією/ампліфікацією метотрексату), ген нео-
міцин-фосфотрансферази (для селекції G418) і ген 
глутамат-синтетази. 

Молекули нуклеїнових кислот, що кодують ан-
титіла проти Р-кадгерину, і вектори, що містять ці 
молекули нуклеїнових кислот, можна використову-
вати для трансфекції прийнятної клітини-хазяїна 
ссавців, рослин, бактерій або дріжджів. Трансфо-
рмацію можна здійснювати будь-яким відомим 
способом для введення полінуклеотидів у клітину-
хазяїна. Способи введення гетерологічних поліну-
клеотидів у клітини ссавців добре відомі у даній 
галузі і включають трансфекцію, опосередковува-
ну декстраном, осадження фосфатом кальцію, 
трансфекцію, опосередковувану полібреном, злит-
тя протопластів, електропорацію, введення полі-
нуклеотиду(ів) у ліпосоми і пряму мікроін'єкцію 
ДНК в ядра. Крім того, молекули нуклеїнових кис-
лот можна вводити у клітини ссавців за допомогою 
вірусних векторів. Способи трансформації клітин 

добре відомі у даній галузі. Див., наприклад, пате-
нти США №№4399216, 4912040, 4740461 і 
4959455, наведені тут повністю шляхом посилан-
ня. Способи трансформації рослинних клітин доб-
ре відомі у даній галузі, включаючи, наприклад, 
трансформацію, опосередковувану Agrobacterium, 
біолістичну трансформацію, пряму ін'єкцію, елект-
ропорацію і вірусну трансформацію. Також у даній 
галузі добре відомі способи трансформації бакте-
ріальних і дріжджових клітин. 

Лінії клітин ссавців, доступні як клітини-хазяїни 
для експресії, добре відомі у даній галузі і вклю-
чають множину іморталізованих клітинних ліній, 
доступних в Американській колекції типових куль-
тур (АТСС). Наприклад, вони включають в себе 
клітини яєчника китайського хом'ячка (СНО), кліти-
ни NSO, клітини SP2, клітини НЕК-293Т, клітини 
NIH-3T3, клітини HeLa, ембріональні клітини нирки 
хом'ячка (ВНК), клітини нирки африканської зеле-
ної мавпи (COS), клітини гепатоцелюлярної карци-
номи людини (наприклад, Hep G2), клітини А549 і 
множину інших ліній клітин. Особливо переважні 
лінії клітин вибирають, визначаючи, які з клітинних 
ліній володіють експресією на високому рівні. Інші 
лінії клітин, які можна використовувати, являють 
собою лінії клітин комах, наприклад, клітини Sf9 
або Sf21. У випадку введення рекомбінантних век-
торів експресії, що кодують гени антитіла, у кліти-
ни-хазяїни ссавців антитіла одержують за допомо-
гою культивування клітин-хазяїнів протягом 
періоду часу, достатнього для надання можливості 
експресії антитіла у клітинах-хазяїнах або, більш 
переважно, для секреції антитіла у культуральне 
середовище, в якому вирощують клітини-хазяїни. 
Антитіла можна виділяти з культурального сере-
довища з використанням загальноприйнятих спо-
собів очищення білків. Рослинні клітини-хазяїни 
включають в себе, наприклад, Nicotiana, 
Arabidopsis, ряску, кукурудзу, пшеницю, картоплю і 
т.п. Бактеріальні клітини-хазяїни включають види 
Е. соli і Streptomyces. Дріжджові клітини-хазяїни 
включають Schizosaccharomyces pombe, 
Saccharomyces cerevisiae і Pichia pastoris. 

Крім того, експресію антитіл за винаходом у 
продукуючих клітинних лініях можна підвищувати з 
використанням множини відомих способів. Напри-
клад, загальноприйняті способи підвищення екс-
пресії у визначених умовах являють собою систе-
ми експресії глутамін-синтетази (система GS) і 
гена DHFR. Клітинні клони з високою експресією 
можна виявляти з використанням загальноприйня-
тих способів, таких як клонування серійним розве-
денням і спосіб мікрокрапель. Система GS описа-
на в європейських патентах №№0216846, 
0256055, 0323997 і 0338841. 

Ймовірно, антитіла, що експресуються різними 
лініями клітин або у трансгенних тваринах, відріз-
няються одне від одного різним глікозилуванням. 
Однак, всі антитіла, які кодуються наданими у да-
ній заявці молекулами нуклеїнових кислот або які 
містять надані у даній заявці послідовності аміно-
кислот, є частиною даного винаходу незалежно від 
глікозилування антитіл. 

Трансгенні тварини і рослини 
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Також антитіла проти Р-кадгерину за винахо-
дом можна одержувати трансгенно за допомогою 
розмноження ссавця або рослини, які є трансген-
ними відносно цікавлячих послідовностей важкого 
і легкого ланцюгів імуноглобуліну, і одержання з 
них антитіла у придатній для виділення формі. 
Застосовно до трансгенної продукції у ссавцях 
антитіла проти Р-кадгерину можна одержувати в і 
виділяти з молока кіз, корів або інших ссавців. 
Див., наприклад, патенти США №№5827690, 
5756687, 5750172 і 5741957, наведені тут повністю 
шляхом посилання. У деяких варіантах здійснення 
трансгенних тварин, що не є людиною, які містять 
ділянки імуноглобулінів людини, імунізують Р-
кадгерином або його імуногенною частиною, як 
описано вище. Способи одержання антитіл у рос-
линах описані, наприклад, у патентах США 
№№6046037 і 5959177, наведених тут повністю 
шляхом посилання. 

У деяких варіантах здійснення трансгенні тва-
рини, що не є людиною, або рослини одержують 
введенням загальноприйнятими трансгенними 
способами у тварину або рослину однієї або декі-
лькох молекул нуклеїнових кислот, що кодують 
антитіло проти Р-кадгерину або його антигензв'я-
зувальну частину за винаходом. Див. Hogan і па-
тент США №6417429, вище. Трансгенні клітини, 
що використовуються для одержання трансгенної 
тварини, можуть являти собою ембріональні стов-
бурові клітини або соматичні клітини, або заплід-
нену яйцеклітину. Трансгенні організми, що не є 
людиною, можуть бути химерними, нехимерними 
гетерозиготами і нехимерними гомозиготами. Див., 
наприклад, Hogan et al., Manipulating the Mouse 
Embryo:A Laboratory Manual, 2

n
 ed., 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), всі з яких наведені тут повністю шляхом 
посилання. У деяких варіантах здійснення транс-
генні тварини, що не є людиною, містять заданий 
розрив і заміну за допомогою націленого конструк-
та, що кодує цікавлячий важкий ланцюг і/або лег-
кий ланцюг. Антитіла проти Р-кадгерину можна 
одержувати у будь-якій трансгенній тварині. У пе-
реважному варіанті здійснення тварини, що не є 
людиною, являють собою мишей, щурів, овець, 
свиней, кіз, велику рогату худобу або коней. Тран-
сгенні тварини, що не є людиною, експресують 
вказані поліпептиди, що кодуються, у крові, моло-
ці, сечі, слині, слізній рідині, слизу та інших рідинах 
організму. 

Переключення класу 
Клас (наприклад, IgG, IgM, IgE, IgA або IgD) і 

підклас (наприклад, IgG1, IgG2, IgG3 або IgG4) 
антитіл проти Р-кадгерину можна визначати будь-
яким відомим у даній галузі способом. Як правило, 
клас і підклас антитіла можна визначати з викори-
станням антитіл, специфічних до конкретного кла-
су і підкласу антитіла. Такі антитіла є комерційно 
доступними. Клас і підклас можна визначати за 
допомогою ELISA або Вестерн-блотингом, а також 
іншими способами. Альтернативно, клас і підклас 
можна визначати секвенуванням всіх або частини 

константних доменів важкого і/або легкого ланцю-
гів антитіл, порівнянням їх амінокислотних послі-
довностей з відомими амінокислотними послідов-
ностями різного класу і підкласу імуноглобулінів і 
визначенням класу і підкласу антитіл. Антитіла 
проти Р-кадгерину за даним винаходом можуть 
являти собою молекулу IgG, IgM, IgE, IgA або IgD. 
Наприклад, антитіла проти Р-кадгерину можуть 
являти собою IgG, що належить до підкласу IgG1, 
IgG2, IgG3 або IgG4. В одному з варіантів здійс-
нення антитіла проти Р-кадгерину можуть мати 
константну область важкого ланцюга, вказану за 
допомогою SEQ ID №:344, і константну область 
легкого ланцюга, вказану за допомогою SEQ ID 
№:345. 

В одному з аспектів винахід стосується спосо-
бу перетворення класу або підкласу антитіла про-
ти Р-кадгерину в інший клас або підклас. У деяких 
варіантах здійснення з використанням добре відо-
мих у даній галузі способів виділяють молекулу 
нуклеїнової кислоти, що кодує VL або VH, яка не 
містить послідовностей, що кодують CL або СH. 
Потім молекулу нуклеїнової кислоти функціональ-
но зв'язують з послідовністю нуклеїнової кислоти, 
що кодує CL або СH з імуноглобуліну бажаного 
класу або підкласу. Це можна здійснювати з вико-
ристанням вектора або молекули нуклеїнової кис-
лоти, що містить ланцюг CL або СH, як описано 
вище. Наприклад, клас антитіла проти Р-
кадгерину, що початково був IgM, можна переклю-
чити на IgG. Крім того, переключення класу можна 
використовувати для перетворення одного підкла-
су IgG в інший, наприклад, IgG1 в IgG2. Інший спо-
сіб одержання антитіла за винаходом, що містить 
бажаний ізотип, включає стадії виділення нуклеї-
нової кислоти, що кодує важкий ланцюг антитіла 
проти Р-кадгерину, і нуклеїнової кислоти, що кодує 
легкий ланцюг антитіла проти Р-кадгерину, виді-
лення послідовності, що кодує ділянку VH, лігуван-
ня послідовності VH і послідовності, що кодує конс-
тантний домен важкого ланцюга бажаного ізотипу, 
експресії гена легкого ланцюга і конструкта важко-
го ланцюга у клітині і одержання антитіла проти Р-
кадгерину бажаного ізотипу. 

Деімунізовані антитіла 
В іншому аспекті винаходу антитіла або їх ан-

тигензв'язу вальні частини можна деімунізувати 
для зниження їх імуногенності з використанням 
способів, описаних, наприклад, у публікаціях РСТ 
№№WO 98/52976 і WO 00/34317 (які наведені тут 
повністю шляхом посилання). 

Дериватизовані і мічені антитіла 
Антитіло проти Р-кадгерину або антигензв'язу-

вальні частини за винаходом можна дериватизу-
вати або зв'язувати з іншою молекулою (напри-
клад, іншим пептидом або білком). Як правило, 
антитіла або їх частини дериватизують таким чи-
ном, що дериватизація або мічення не впливають 
несприятливим чином на зв'язування Р-кадгерину. 
Відповідно, мають на увазі, що антитіла і ділянки 
антитіл за винаходом включають початкові і мо-
дифіковані форми антитіл проти Р-кадгерину лю-
дини, описані у даній заявці. Наприклад, антитіло 
або частину антитіла за винаходом можна функці-
онально зв'язувати (хімічним зв'язуванням, гене-
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тичним злиттям, нековалентним зв'язком або ін-
шим способом) з однією або декількома іншими 
молекулами, такими як інше антитіло (наприклад, 
біспецифічне антитіло або димер), засіб для ре-
єстрації, мітка, цитотоксичний засіб, фармацевти-
чний засіб і/або білок або пептид, які здатні опосе-
редковувати зв'язок антитіла або частини антитіла 
з іншою молекулою (наприклад, внутрішня об-
ласть стрептавідину або полігістидинова мітка). 

Один з типів дериватизованого антитіла одер-
жують за допомогою зшивання двох або більше 
антитіл (однакового типу або різного типу, напри-
клад, для одержання біспецифічних антитіл). При-
йнятні засоби для зшивання включають засоби, які 
є гетеробіфункціональними, володіючи двома різ-
ними реакційноздатними групами, розділеними 
відповідним спейсером (наприклад, складний ефір 
м-малеімідобензоїл-N-гідроксисукциніміду), або є 
гомобіфункціональними (наприклад, суберат дису-
кцинімідилу). Такі лінкери доступні в Pierce 
Chemical Company, Rockford, IL. 

Інший тип дериватизованого антитіла являє 
собою мічене антитіло. Ефективні засоби для ре-
єстрації, за допомогою яких можна дериватизува-
ти антитіло або антигензв'язувальну частину за 
винаходом, включають флуоресцентні сполуки, у 
тому числі флуоресцеїн, флуоресцеїнізотіоціанат, 
родамін, хлорид 5-диметиламін-1-
нафталінсульфонілу, фікоеритрин, лантанідні лю-
мінофори і т.п. Також антитіло можна мітити ефек-
тивними для реєстрації ферментами, такими як 
пероксидаза хрону, β-галактозидаза, люцифераза, 
лужна фосфатаза, глюкозоксидаза і т.п. Якщо ан-
титіло мітять ферментом, що піддається виявлен-
ню, то його виявляють додаванням додаткових 
реагентів, що використовуються ферментом для 
продукування продукту реакції, який можна реєст-
рувати. Наприклад, коли присутній засіб у вигляді 
пероксидази хрону, то додавання пероксиду вод-
ню і діамінобензидину приводить до забарвленого 
продукту реакції, що піддається реєстрації. Також 
антитіло можна мітити біотином і виявляти непря-
мим вимірюванням зв'язування авідину або стреп-
тавідину. Також антитіло можна мітити заздалегідь 
заданим поліпептидним епітопом, що розпізнаєть-
ся вторинним репортером (наприклад, парними 
послідовностями лейцинових застібок, ділянками 
зв'язування для вторинних антитіл, доменами зв'я-
зування металів, епітопними мітками). У деяких 
варіантах здійснення мітки приєднують за допомо-
гою спейсерних ділянок різної довжини для зни-
ження можливої стеричної перешкоди. Також ан-
титіло проти Р-кадгерину можна дериватизувати 
хімічною групою, такою як поліетиленгліколь 
(PEG), метильна або етильна група, або вуглевод-
на група. Ці групи ефективні для поліпшення біо-
логічних характеристик антитіла, наприклад, для 
збільшення часу напівжиття у сироватці. 

Афінність зв'язування антитіл проти Р-
кадгерину з Р-кадгерином Афінність зв'язування 
(KD) і швидкість дисоціації (kзвор.) антитіла проти Р-
кадгерину або його антигензв'язувальної частини 
відносно Р-кадгерину можна визначати відомими у 
даній галузі способами. Афінність зв'язування мо-
жна вимірювати за допомогою ELISA, RIA, проточ-

ної цитометрії або поверхневого плазмонного ре-
зонансу, наприклад BIACORE™. Швидкість дисо-
ціації можна вимірювати поверхневим плазмонним 
резонансом. Переважно, афінність зв'язування і 
швидкість дисоціації вимірюють поверхневим пла-
змонним резонансом. Більш переважно, афінність 
зв'язування і швидкість дисоціації вимірюють з 
використанням BIACORE™. Чи володіє антитіло 
практично такою ж величиною KD, що і антитіло 
проти Р-кадгерину, можна визначати з викорис-
танням відомих у даній галузі способів. Такі спосо-
би визначення KD і kзвор. можна використовувати у 
ході стадії початкового скринінгу, а також у ході 
подальших стадій оптимізації. 

Виявлення епітопів Р-кадгерину, розпізнава-
них антитілами проти Р-кадгерину Винахід стосу-
ється антитіл проти Р-кадгерину людини, що зв'я-
зуються з Р-кадгерином і конкурують або 
перехресно конкурують за і/або зв'язуються з тим 
же епітопом, що і будь-яке з антитіл, описаних у 
таблицях 1 або 2. Зв'язується антитіло з тим же 
епітопом або перехресно конкурує за зв'язування з 
антитілом проти Р-кадгерину за даним винаходом 
можна визначати з використанням відомих у даній 
галузі способів. В одному з варіантів здійснення 
антитілу проти Р-кадгерину за винаходом дозво-
ляють зв'язуватися з Р-кадгерином у насичуючих 
умовах, а потім вимірюють здатність антитіла, що 
тестується, зв'язуватися з Р-кадгерином. Якщо 
антитіло, що тестується, здатне зв'язуватися з Р-
кадгерином у той же час, що і антитіло проти Р-
кадгерину, отже, антитіло, що тестується, зв'язу-
ється з епітопом, відмінним від епітопу для антиті-
ла проти Р-кадгерину. Однак, якщо антитіло, що 
тестується, не здатне в один і той же час зв'язува-
тися з Р-кадгерином, отже, антитіло, що тестуєть-
ся зв'язується з тим самим епітопом, епітопом, що 
перекривається, або епітопом, який розташований 
безпосередньо близько від епітопу, що зв'язується 
антитілом проти Р-кадгерину людини. Цей експе-
римент можна проводити з використанням ELISA, 
RIA, BIACORE™ або проточної цитометрії. У пере-
важному варіанті здійснення експеримент прово-
дять з використанням ELISA. 

Інгібування активності Р-кадгерину антитілом 
проти Р-кадгерину Антитіла проти Р-кадгерину, що 
інгібують активність Р-кадгерину, можна виявляти 
з використанням множини аналізів. Наприклад, 
аналіз агрегації клітин забезпечує спосіб вимірю-
вання клітинної агрегації, що залежить від Р-
кадгерину. У цьому типі аналізу використовують 
лінію клітин, що надекспресують Р-кадгерин, де 
клітини вмішують у суспензію і дозволяють утво-
рювати скупчення, що залежать від Р-кадгерину. 
Потім аналіз агрегації використовують для кількіс-
ного визначення здатності антитіла проти Р-
кадгерину запобігати цій агрегації за допомогою 
вимірювання розміру клітинних скупчень, що утво-
рюються за наявності і за відсутності антитіла. 
Потім розмір скупчення клітин як функцію концен-
трації антитіла проти Р-кадгерину можна викорис-
товувати для визначення величини ІС50. У прикла-
ді 4 представлені додаткові подробиці аналізу 
залежної від Р-кадгерину агрегації, використаного 
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для вимірювання величин ІС50 для декількох анти-
тіл проти Р-кадгерину. 

Також для вимірювання здатності антитіла 
проти Р-кадгерину блокувати адгезію клітин до 
рецептора Р-кадгерину, зафіксованого на твердо-
му носії, можна використовувати аналізи клітинної 
адгезії. Наприклад, цей тип аналізу можна прово-
дити за допомогою фіксування Р-кадгерину на 
твердому носії, такому як пластмаса. Потім кліти-
нам, що надекспресують Р-кадгерин, дозволяють 
прикріплятися до твердого носія за допомогою 
взаємодій Р-кадгерин-Р-кадгерин. Після цього мо-
жна кількісно визначати ступінь адгезії за наявнос-
ті і за відсутності антитіла проти Р-кадгерину. По-
тім величину адгезії як функцію концентрації 
антитіла використовують для визначення величи-
ни ІС50. У прикладі 3 представлені додаткові под-
робиці аналізу залежної від Р-кадгерину адгезії 
клітин, який використовували для вимірювання 
величин ІС50 для антитіл проти Р-кадгерину. 

Інгібування активності Р-кадгерину також мож-
на вимірювати з використанням аналізу залежного 
від Р-кадгерину розпаду шароподібного утворення. 
Цей тип аналізу вимірює здатність антитіла проти 
Р-кадгерину руйнувати заздалегідь утворені клі-
тинні скупчення, що залежать від Р-кадгерину. 
Величину ІС50 можна визначати за допомогою ви-
мірювання зменшення розміру скупчень як функції 
концентрації антитіла. У прикладі 5 представлені 
додаткові подробиці аналізу залежного від Р-
кадгерину розпаду шароподібного скупчення, який 
використовували для вимірювання величин ІС50 
для антитіл проти Р-кадгерину. Описані вище спо-
соби і аналізи для визначення інгібування актив-
ності Р-кадгерину різними антитілами або їх анти-
гензв'язувальними частинами можна 
використовувати у ході стадії початкового скринін-
гу, а також у ході подальших стадій оптимізації. 

Молекулярна вибірність 
Вибірність антитіл проти Р-кадгерину за даним 

винаходом відносно інших кадгеринів, таких як Е-
кадгерин, можна визначати з використанням добре 
відомих у даній галузі способів. Наприклад, вибір-
ність можна визначати з використанням Вестерн-
блотингу, проточної цитометрії, ELISA, імунопре-
ципітації або RIA. У прикладі 7 представлені дода-
ткові подробиці аналізу ELISA, який використову-
вали для вимірювання вибірності специфічних 
антитіл відносно Р-кадгерину у порівнянні з Е-
кадгерином. Описані вище способи і аналізи для 
визначення вибірності різних антитіл або їх анти-
гензв'язувальних частин відносно Р-кадгерину мо-
жна використовувати у ході стадії початкового 
скринінгу, а також у ході подальших стадій оптимі-
зації. 

Фармацевтичні композиції і введення 
Також даний винахід стосується фармацевти-

чної композиції для лікування патологічного клі-
тинного росту у ссавця, у тому числі людини, яка 
містить кількість антитіла проти Р-кадгерину або 
його антигензв'язувальної частини, як описано у 
даній заявці, яка ефективна для лікування патоло-
гічного клітинного росту, а також містить фарма-
цевтично прийнятний носій. 

Антитіла і антигензв'язувальні частини за да-
ним винаходом можна включати у фармацевтичні 
композиції, прийнятні для введення індивідууму. 
Як правило, фармацевтична композиція містить 
антитіло або антигензв'язувальну частину за вина-
ходом і фармацевтично прийнятний носій. У ме-
жах даної заявки "фармацевтично прийнятний 
носій" означає всі без виключення розчинники, 
диспергуючі середовища, покриття, протибактері-
альні і протигрибкові засоби, ізотонічні засоби та 
засоби, що затримують всмоктування, і т.п., які є 
фізіологічно сумісними. Деякі приклади фармацев-
тично прийнятних носіїв являють собою воду, фізі-
ологічний розчин, забуферений фосфатом фізіо-
логічний розчин, декстрозу, гліцерин, етанол і т.п., 
а також їх поєднання. У багатьох випадках пере-
важно включати у композицію ізотонічні засоби, 
наприклад, цукри, багатоатомні спирти, такі як 
маніт, сорбіт, або хлорид натрію. Додаткові прик-
лади фармацевтично прийнятних речовин явля-
ють собою зволожувачі або невеликі кількості до-
поміжних речовин, таких як зволожувачі або 
емульгатори, консерванти або буферні речовини, 
які підвищують термін зберігання або ефективність 
антитіла. 

Композиції за даним винаходом можуть знахо-
дитися у множині форм, наприклад, рідкій, напівт-
вердій і твердій лікарських формах, таких як рідкі 
розчини (наприклад, розчини, що вводяться ін'єк-
цією та інфузією), дисперсії або суспензії, таблет-
ки, пілюлі, порошки, ліпосоми і супозиторії. Пере-
важна форма залежить від передбачуваного 
способу введення і терапевтичного застосування. 
Як правило, переважні композиції знаходяться у 
вигляді розчинів, що вводяться ін'єкцією або інфу-
зією, наприклад, композиції, подібні до композицій, 
які використовують для пасивної імунізації люди-
ни. Переважним способом введення є парентера-
льний (наприклад, внутрішньовенний, підшкірний, 
внутрішньочеревинний, внутрішньом'язовий). У 
переважному варіанті здійснення антитіло вводять 
внутрішньовенною інфузією або ін'єкцією. В іншо-
му переважному варіанті здійснення антитіло вво-
дять внутрішньом'язовою або підшкірною ін'єкцією. 
Препарати для ін'єкції можуть знаходитися у ви-
гляді стандартної лікарської форми, наприклад, в 
ампулах або контейнерах, що містять множину 
доз, за наявності або за відсутності консерванту, 
що додається. Композиції можуть знаходитися у 
вигляді таких форм, як суспензії, розчини або ему-
льсії у масляних або водних носіях, а також мо-
жуть містити засоби, що сприяють складанню, такі 
як суспендуючі, стабілізуючі і/або диспергуючі за-
соби. Альтернативно, активний інгредієнт може 
знаходитися у вигляді порошку для складання з 
прийнятним носієм, наприклад, стерильною апіро-
генною водою, перед використанням. 

Як правило, терапевтичні композиції повинні 
бути стерильними і стабільними в умовах вироб-
ництва і зберігання. Композицію можна складати у 
вигляді розчину, мікроемульсії, дисперсії, ліпосоми 
або іншої заданої структури, прийнятної для висо-
кої концентрації лікарського засобу. Стерильні 
розчини, що вводяться ін'єкцією, можна одержува-
ти включенням антитіла проти Р-кадгерину у необ-
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хідній кількості у відповідний розчинник разом з 
одним або поєднанням описаних вище інгредієн-
тів, за необхідності, з подальшою стерилізацією 
фільтруванням. Як правило, дисперсії одержують 
включенням активної сполуки у стерильний носій, 
що містить основне дисперсне середовище та інші 
необхідні інгредієнти з числа тих, що вказані вище. 
У випадку стерильних порошків для одержання 
стерильних розчинів, що вводяться ін'єкцією, пе-
реважними способами одержання є сушіння у ва-
куумі і ліофілізація, що приводять до одержання 
порошку активного інгредієнта разом з будь-яким 
додатковим бажаним інгредієнтом з його заздале-
гідь стерилізованого фільтруванням розчину. На-
лежну текучість розчину можна підтримувати, на-
приклад, з використанням такого покриття, як 
лецитин, за допомогою забезпечення необхідного 
розміру частинок у випадку дисперсії і за допомо-
гою використання поверхнево-активних речовин. 
Тривале всмоктування композицій, що вводяться 
ін'єкцією, можна забезпечувати включенням у ком-
позицію засобу, що уповільнює всмоктування, на-
приклад, солей моностеарату і желатину. 

Антитіла або ділянки антитіл за даним вина-
ходом можна вводити множиною відомих у даній 
галузі способів, хоча для багатьох варіантів тера-
певтичного застосування переважним спосо-
бом/схемою введення є підшкірне, внутрішньом'я-
зове введення або внутрішньовенна інфузія. Як 
розуміє фахівець у даній галузі, спосіб і/або схема 
введення відрізняються в залежності від бажаних 
результатів. 

У визначених варіантах здійснення композиції 
антитіла за даним винаходом можна одержувати 
разом з носієм, що запобігає швидкому вивільнен-
ню антитіла, наприклад, у вигляді препарату з кон-
трольованим вивільненням, включаючи імпланта-
ти, трансдермальні пластири і системи доставки у 
мікрокапсулах. Можна використовувати біорозкла-
дані, біосумісні полімери, такі як етиленвінілаце-
тат, поліангідриди, полігліколева кислота, колаген, 
складні поліортоефіри і полімер молочної кислоти. 
Як правило, фахівцям у даній галузі відома мно-
жина способів одержання таких складів. Див., на-
приклад, Sustained and Controlled Release Drug 
Delivery Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel 
Dekker, Inc., New York, 1978, наведену тут повніс-
тю шляхом посилання. 

Також у композиції можна включати додаткові 
активні сполуки. У визначених варіантах здійснен-
ня інгібуюче антитіло проти Р-кадгерину за вина-
ходом складають разом з і/або вводять разом з 
одним або декількома додатковими терапевтич-
ними засобами. Ці засоби включають, без обме-
жень, антитіла, що зв'язують інші мішені, протипу-
хлинні засоби, антиангіогенні засоби, інгібітори 
передачі сигналу, антипроліферативні засоби, 
хіміотерапевтичні засоби або пептидні аналоги, що 
інгібують Р-кадгерин. Для таких варіантів сумісної 
терапії можуть бути необхідні більш низькі дози 
інгібуючого антитіла проти Р-кадгерину, а також 
засобів, які спільно вводяться, що відповідно до-
зволяє уникати можливої токсичності або усклад-
нень, пов'язаних з різними варіантами монотерапії. 

Композиції за винаходом можуть містити "те-
рапевтично ефективну кількість" або "профілакти-
чно ефективну кількість" антитіла або антигензв'я-
зувальної ділянки за винаходом. "Терапевтично 
ефективна кількість" стосується кількості, яка ефе-
ктивна при дозах і протягом періодів часу, необ-
хідних для досягнення бажаного терапевтичного 
результату. Терапевтично ефективна кількість 
антитіла або антигензв'язувальної частини може 
відрізнятися в залежності від таких факторів, як 
стан захворювання, вік, стать і маса індивідуума, а 
також здатність антитіла або частини антитіла ви-
кликати у індивідуума бажану реакцію. Також те-
рапевтично ефективна кількість являє собою кіль-
кість, при якій терапевтично сприятливі ефекти 
перевершують які-небудь токсичні або несприят-
ливі ефекти антитіла або антигензв'язувальної 
частини. "Профілактично ефективна кількість" сто-
сується кількості, яка ефективна при дозах і протя-
гом періодів часу, необхідних для досягнення ба-
жаного профілактичного результату. Як правило, 
оскільки профілактичну дозу використовують для 
індивідуумів до розвитку або на ранній стадії за-
хворювання, то профілактично ефективна кількість 
може бути меншою, ніж терапевтично ефективна 
кількість. 

Схеми введення доз можна пристосовувати 
для забезпечення оптимальної бажаної реакції 
(наприклад, терапевтичної або профілактичної 
реакції). Наприклад, можна вводити разову ударну 
дозу, можна вводити декілька окремих доз протя-
гом певного часу або дозу можна пропорційно 
знижувати або підвищувати, як вказується потре-
бою терапевтичної ситуації. Особливо ефектив-
ним є складання композицій для парентерального 
введення в одиничній дозованій формі для полег-
шення введення і рівномірності дози. У межах да-
ної заявки одинична дозована форма стосується 
фізично відокремлених форм, придатних як разові 
дози для індивідуумів, які підлягають лікуванню, 
що належать до ссавців; кожна форма містить 
заздалегідь визначену кількість активної сполуки, 
розраховану для надання бажаного терапевтично-
го впливу, разом з необхідним фармацевтичним 
носієм. Опис стандартних лікарських форм за ви-
находом обумовлений і безпосередньо залежить 
від а) унікальних характеристик антитіла проти Р-
кадгерину або його частини і конкретного терапев-
тичного або профілактичного ефекту, якого потрі-
бно досягти, а також (b) обмежень, властивих да-
ній області складання такого антитіла для 
лікування сприйнятливості у індивідуумів. 

Приклад необмежувального діапазону для те-
рапевтично або профілактично ефективної кілько-
сті антитіла або частини антитіла за винаходом 
складає від 0,025 до 50 мг/кг, більш переважно - 
від 0,1 до 50 мг/кг, більш переважно - 0,1-25, від 
0,1 до 10 або від 0,1 до 3 мг/кг. У деяких варіантах 
здійснення препарат містить 5 мг/мл антитіла у 
буфері з 20 мМ цитрату натрію, рН 5,5, 140 мМ 
NaCl і 0,2 мг/мл полісорбату 80. Потрібно зазначи-
ти, що величини доз можуть відрізнятися в залеж-
ності від виду і тяжкості стану, що підлягає полег-
шенню. Крім того, потрібно розуміти, що для 
кожного конкретного індивідуума конкретні схеми 
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введення доз з плином часу потрібно регулювати 
відповідно до потреб індивідуума і професійного 
рішення індивідуума, який вводить або контролює 
введення композицій, і що вказані у даній заявці 
діапазони доз призначені тільки для прикладу і не 
призначені для обмеження об'єму або застосуван-
ня на практиці заявленої композиції. 

В іншому аспекті даний винахід стосується на-
борів, що містять антитіло проти Р-кадгерину або 
антигензв'язувальну частину за винаходом або 
композицію, яка містить таке антитіло або частину. 
Крім антитіла або композиції, набір може містити 
діагностичні або терапевтичні засоби. Також набір 
може містити інструкції для застосування у способі 
діагностики або лікування. У переважному варіанті 
здійснення набір містить антитіло або композицію, 
що містить його, а також діагностичний засіб, який 
можна використовувати в описаному нижче спосо-
бі. В іншому переважному варіанті здійснення на-
бір містить антитіло або композицію, що містить 
його, і один або декілька терапевтичних засобів, 
які можна використовувати в описаному нижче 
способі. 

Використовувані способи діагностики 
Антитіла проти Р-кадгерину або їх антигензв'я-

зувальні частини можна використовувати у спосо-
бах діагностики для виявлення Р-кадгерину у біо-
логічному зразку in vitro або in vivo. Наприклад, 
антитіла проти Р-кадгерину можна використовува-
ти у загальноприйнятому імуноаналізі, у тому чис-
лі, без обмежень, ELISA, RIA, проточній цитомет-
рії, імуногістохімії тканин, Вестерн-блотингу або 
імунопреципітації. Антитіла проти Р-кадгерину за 
винаходом можна використовувати для виявлення 
Р-кадгерину у людини. Також антитіла проти Р-
кадгерину можна використовувати для виявлення 
Р-кадгерину у мишей, щурів і яванських макак. 

Винахід стосується способу виявлення Р-
кадгерину у біологічному зразку, що включає кон-
тактування біологічного зразка з антитілом проти 
Р-кадгерину за винаходом і виявлення антитіла, 
що зв'язалося. В одному з варіантів здійснення 
антитіло проти Р-кадгерину безпосередньо мітять 
міткою, що піддається виявленню. В іншому варіа-
нті здійснення антитіло проти Р-кадгерину (перше 
антитіло) є неміченим, а мітять друге антитіло або 
іншу молекулу, здатну зв'язувати антитіло проти 
Р-кадгерину. Як добре відомо фахівцеві у даній 
галузі, друге антитіло вибирають так, щоб воно 
було здатне специфічно зв'язувати перше антитіло 
конкретного виду і класу. Наприклад, якщо антиті-
ло проти Р-кадгерину являє собою IgG людини, то 
друге антитіло повинно являти собою антитіло 
проти IgG людини. Інші молекули, здатні зв'язува-
тися з антитілами, включають в себе, але ними не 
обмежуються, білок А і білок G, обидва з яких ко-
мерційно доступні, наприклад, у Pierce Chemical 
Co. 

Прийнятні мітки для антитіла або другого ан-
титіла були описані раніше і включають різні фер-
менти, простетичні групи, флуоресцентні речови-
ни, люмінесцентні речовини і радіоактивні 
речовини. Приклади прийнятних ферментів вклю-
чають пероксидазу хрону, лужну фосфатазу, β-
галактозидазу або ацетилхолінестеразу; приклади 

прийнятних комплексів простетичних груп вклю-
чають стрептавідин/біотин і авідин/біотин; прикла-
ди прийнятних флуоресцентних речовин включа-
ють умбеліферон, флуоресцеїн, 
флуоресцеїнізотіоціанат, родамін, дихлортриази-
ніламінфлуоресцеїн, хлорид дансилу або фікоери-
трин; приклад люмінесцентної речовини включає 
люмінол; а приклади прийнятної радіоактивної 
речовини включають 
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В інших варіантах здійснення Р-кадгерин мож-
на аналізувати у біологічному зразку за допомогою 
конкурентного імуноаналізу з використанням стан-
дартів Р-кадгерину, мічених речовиною, що підда-
ється виявленню, і неміченого антитіла проти Р-
кадгерину. У цьому аналізі поєднують біологічний 
зразок, мічені стандарти Р-кадгерину і антитіло 
проти Р-кадгерину і визначають кількість міченого 
стандарту Р-кадгерину, що зв'язався з неміченим 
антитілом. Кількість Р-кадгерину у біологічному 
зразку обернено пропорційна кількості міченого 
стандарту Р-кадгерину, що зв'язався з антитілом 
проти Р-кадгерину. 

Описані вище імуноаналізи можна використо-
вувати для множини цілей. Наприклад, антитіла 
проти Р-кадгерину можна використовувати для 
виявлення Р-кадгерину у клітинах, що культиву-
ються. У переважному варіанті здійснення антиті-
ла проти Р-кадгерину використовують для визна-
чення кількості Р-кадгерину, що продукується 
клітинами, які були оброблені різними сполуками. 
Цей спосіб можна використовувати для виявлення 
сполук, які регулюють рівні білка Р-кадгерину. Від-
повідно до цього способу, один зразок клітин про-
тягом визначеного періоду часу обробляють спо-
лукою, що тестується, тоді як інший зразок 
залишають необробленим. Якщо потрібно виміря-
ти загальний рівень Р-кадгерину, то клітини лізу-
ють і визначають загальний рівень Р-кадгерину з 
використанням одного з описаних вище імуноана-
лізів. Для визначення ефекту сполуки, що тесту-
ється, порівнюють загальний рівень Р-кадгерину в 
оброблених і необроблених клітинах. 

Переважний імуноаналіз для вимірювання за-
гальних рівнів Р-кадгерину являє собою проточну 
цитометрію або імуногістохімію. Такі способи, як 
ELISA, RIA, проточна цитометрія, Вестерн-
блотинг, імуногістохімія, мічення інтегральних 
мембранних білків на клітинній поверхні та імуноп-
реципітація добре відомі у даній галузі. Див., на-
приклад, Harlow and Lane, вище. Крім того, масш-
таб імуноаналізів можна пристосовувати до 
високопродуктивного скринінгу для тестування 
великої кількості сполук на предмет активації або 
інгібування експресії Р-кадгерину. 

Також антитіла проти Р-кадгерину за винахо-
дом можна використовувати для визначення рівнів 
Р-кадгерину у тканині або у клітинах, які одержу-
ють з тканини. У деяких варіантах здійснення тка-
нина являє собою уражену захворюванням ткани-
ну. У деяких варіантах здійснення способу тканину 
або її біоптат вирізають у пацієнта. Потім тканину 
або біоптат використовують в імуноаналізі для 
визначення, наприклад, загальних рівнів Р-
кадгерину або місцеположення Р-кадгерину за 
допомогою описаних вище способів. 
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Також антитіла за даним винаходом можна ви-
користовувати in vivo для виявлення тканин і орга-
нів, що експресують Р-кадгерин. Одна з переваг 
використання антитіл проти Р-кадгерину людини 
за даним винаходом полягає у тому, що їх можна 
безпечно використовувати in vivo за відсутності 
виклику значної імунної реакції на антитіло після 
введення, на відміну від антитіл з джерела, що не 
є людським, або гуманізованих або химерних ан-
титіл. 

Спосіб включає стадії введення міченого міт-
кою, що піддається виявленню, антитіла проти Р-
кадгерину або композиції, що містить їх, пацієнту 
за необхідності такого діагностичного тесту, а та-
кож проведення пацієнту аналізу одержання зо-
браження для визначення розташування тканин, 
що експресують Р-кадгерин. Аналіз одержання 
зображення добре відомий у галузі медицини і 
включає в себе, але ними не обмежується, рент-
генографію, магнітно-резонансну томографію 
(MRI) або комп'ютерну томографію (СТ). Антитіло 
можна мітити будь-якою речовиною, прийнятною 
для одержання зображення in vivo, наприклад, 
контрастною речовиною, такою як барій, який мо-
жна використовувати у рентгенографії, або магніт-
ною контрастною речовиною, такою як хелат гадо-
лінію, який можна використовувати для MRI або 
СТ. Інші мітки включають в себе, але ними не об-
межуються, радіоактивні ізотопи, такі як 
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іншому варіанті здійснення антитіло проти Р-
кадгерину є неміченим, і його зображення одер-
жують введенням другого антитіла або іншої мо-
лекули, яка піддається виявленню і яка здатна 
зв'язувати антитіло проти Р-кадгерину. В одному з 
варіантів здійснення біоптат одержують у пацієнта 
для визначення того, чи експресує цікавляча тка-
нина Р-кадгерин. 

Використовувані терапевтичні способи 
В іншому варіанті здійснення винахід стосу-

ється способу інгібування активності Р-кадгерину 
за допомогою введення пацієнту антитіла проти Р-
кадгерину за необхідності цього. Будь-яке з описа-
них у даній заявці антитіл або їх антигензв'язува-
льних частин можна використовувати терапевтич-
но. У переважному варіанті здійснення антитіло 
проти Р-кадгерину являє собою людське, химерне 
або гуманізоване антитіло. В іншому переважному 
варіанті здійснення Р-кадгерин є людським, а паці-
єнт являє собою пацієнта людину. Альтернативно, 
пацієнт може являти собою ссавця, який експресує 
Р-кадгерин, з яким перехресно реагує антитіло 
проти Р-кадгерину. Антитіло можна вводити ссав-
цеві, який не є людиною, що експресує Р-кадгерин, 
з яким перехресно реагує антитіло, (наприклад, 
щуру, миші або яванській макаці) для ветеринар-
них цілей або як тваринної моделі захворювання 
людини. Такі тваринні моделі можуть бути ефек-
тивні для оцінки терапевтичної ефективності анти-
тіл за даним винаходом. 

В іншому варіанті здійснення антитіло проти Р-
кадгерину або частину антитіла можна вводити 
пацієнту, який експресує Р-кадгерин на невідпові-
дно високих рівнях. Антитіло можна вводити один 
раз, однак більш переважним є багаторазове вве-
дення. Антитіло можна вводити від трьох разів на 

добу до одного разу у кожні шість місяців або у 
більш тривалий період. Введення можна здійсню-
вати за такою схемою, як три рази на добу, два 
рази на добу, один раз на добу, один раз кожні дві 
доби, один раз кожні три доби, один раз на тиж-
день, один раз кожні два тижні, один раз кожний 
місяць, один раз кожні два місяці, один раз кожні 
три місяці і один раз кожні шість місяців. Також 
антитіло можна вводити безперервно за допомо-
гою міні-помпи. Антитіло можна вводити у слизову, 
букально, інтраназально, за допомогою інгаляції, 
внутрішньовенним, підшкірним, внутрішньом'язо-
вим, парентеральним або внутрішньопухлинним 
способом. Антитіло можна вводити один раз, при-
наймні два рази або принаймні протягом періоду 
часу, доки стан лікують, тимчасово полегшують 
або виліковують. Як правило, антитіло вводять 
доти, доки присутній стан. Звичайно антитіло вво-
дять у вигляді частини фармацевтичної компози-
ції, як описано вище. Як правило, доза антитіла 
знаходиться у діапазоні від 0,1 до 100 мг/кг, більш 
переважно - від 0,5 до 50 мг/кг, більш переважно - 
від 1 до 20 мг/кг, а ще більш переважно - від 1 до 
10 мг/кг. Концентрацію антитіла у сироватці можна 
вимірювати будь-яким відомим у даній галузі спо-
собом. 

Також даний винахід стосується способу ліку-
вання патологічного росту клітин у ссавця, у тому 
числі людини, де спосіб включає введення вказа-
ному ссавцеві терапевтично ефективної кількості 
антитіла проти Р-кадгерину або його антигензв'я-
зувальної частини, як описано у даній заявці, яке є 
ефективним для лікування патологічного клітинно-
го росту. 

В одному з варіантів здійснення цього способу 
патологічний ріст клітин являє собою рак, включа-
ючи в себе, але ними не обмежуючись, мезотеліо-
му, гепатобіліарний рак (печінки і жовчних прото-
ків), первинну або вторинну пухлину ЦНС, 
первинну або вторинну пухлину головного мозку, 
рак легенів (NSCLC і SCLC), рак кістки, рак підш-
лункової залози, рак шкіри, рак голови або шиї, 
шкірну або внутрішньоочну меланому, рак яєчни-
ка, рак товстої кишки, рак прямої кишки, рак ана-
льної області, рак шлунку, рак шлунково-
кишкового тракту (шлунковий, колоректальний і 
дуоденальний), рак молочної залози, рак матки, 
карциному фалопієвих труб, карциному ендомет-
рію, карциному шийки матки, карциному піхви, 
карциному зовнішніх жіночих статевих органів, 
хворобу Ходжкіна, рак стравоходу, рак тонкої киш-
ки, рак ендокринної системи, рак щитовидної за-
лози, рак паращитовидної залози, рак наднирко-
вих залоз, саркому м'якої тканини, рак уретри, рак 
чоловічого статевого члена, рак передміхурової 
залози, рак сім'яників, хронічний або гострий лей-
коз, хронічний мієлоїдний лейкоз, лімфоцитарні 
лімфоми, рак сечового міхура, рак нирок або сечо-
воду, карциному епітелію нирок, карциному нирко-
вої миски, неоплазію центральної нервової систе-
ми (ЦНС), первинну лімфому ЦНС, неходжкінську 
лімфому, пухлини хребта, гліому стовбура мозку, 
аденому гіпофізу, рак кори надниркових залоз, рак 
жовчного міхура, множинну мієлому, холангіокар-
циному, фібросаркому, нейробластому, ретиноб-
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ластому або поєднання одного або декількох опи-
саних вище варіантів раку. 

У переважному варіанті здійснення даного ви-
находу рак вибирають з раку легенів (NSCLC і 
SCLC), раку голови або шиї, раку яєчнику, раку 
товстої кишки, раку прямої кишки, раку анальної 
області, раку шлунку, раку молочної залози, раку 
нирок або сечоводу, карциноми епітелію нирок, 
карциноми ниркової миски, неоплазії центральної 
нервової системи (ЦНС), первинної лімфоми ЦНС, 
неходжкінської лімфоми, пухлин хребта або поєд-
нання одного або декількох описаних вище варіан-
тів раку. 

В іншому переважному варіанті здійснення 
даного винаходу рак вибирають з раку легенів 
(NSCLC і SCLC), раку яєчника, раку товстої кишки, 
раку прямої кишки, раку анальної області або по-
єднання одного або декількох описаних вище ва-
ріантів раку. 

В іншому варіанті здійснення вказаного спосо-
бу вказаний патологічний ріст клітин являє собою 
доброякісне проліферативне захворювання, вклю-
чаючи в себе, але ними не обмежуючись, псоріаз, 
доброякісну гіпертрофію передміхурової залози 
або рестеноз. 

Також даний винахід стосується способу ліку-
вання патологічного росту клітин у ссавця, де спо-
сіб включає введення вказаному ссавцеві кількості 
антитіла проти Р-кадгерину або його антигензв'я-
зувальної ділянки, як описано у даній заявці, яка 
ефективна для лікування патологічного клітинного 
росту, у поєднанні з протипухлинним засобом, 
вибраним з групи, яка складається з інгібіторів 
мітозу, алкілувальних речовин, антиметаболітів, 
інтеркалюючих антибіотиків, інгібіторів факторів 
росту, інгібіторів клітинного циклу, ферментів, інгі-
біторів топоізомерази, регуляторів біологічних ре-
акцій, антитіл, цитотоксичних речовин, антигормо-
нів і антиандрогенів. 

Також винахід стосується фармацевтичної 
композиції для лікування патологічного росту клі-
тин у ссавця, у тому числі людини, яка включає 
кількість антитіла проти Р-кадгерину або його ан-
тигензв'язувальної частини, як описано у даній 
заявці, яка ефективна для лікування патологічного 
клітинного росту, у поєднанні з фармацевтично 
прийнятним носієм і протипухлинним засобом, 
вибраним з групи, яка складається з інгібіторів 
мітозу, алкілувальних речовин, антиметаболітів, 
інтеркалюючих антибіотиків, інгібіторів факторів 
росту, інгібіторів клітинного циклу, ферментів, інгі-
біторів топоізомерази, регуляторів біологічних ре-
акцій, антигормонів і антиандрогенів. 

Також винахід стосується способу лікування 
гіперпроліферативного захворювання у ссавця, де 
спосіб включає введення вказаному ссавцеві те-
рапевтично ефективної кількості антитіла проти Р-
кадгерину або його антигензв'язувальної частини, 
як описано у даній заявці, у поєднанні з протипух-
линним засобом, вибраним з групи, яка складаєть-
ся з антипроліферативних засобів, інгібіторів кіназ, 
інгібіторів ангіогенезу, інгібіторів факторів росту, 
інгібіторів сох-І, інгібіторів сох-ІІ, інгібіторів мітозу, 
алкілувальних засобів, антиметаболітів, інтерка-
люючих антибіотиків, інгібіторів факторів росту, 

радіоактивного випромінювання, інгібіторів клітин-
ного циклу, ферментів, інгібіторів топоізомерази, 
регуляторів біологічних реакцій, антитіл, цитоток-
сичних засобів, антигормонів, статинів і антианд-
рогенів. 

В одному з варіантів здійснення даного вина-
ходу протипухлинний засіб, що використовується у 
поєднанні з антитілом проти Р-кадгерину або його 
антигензв'язувальною ділянкою, а також описани-
ми у даній заявці фармацевтичними композиціями, 
являє собою протиангіогенний засіб, інгібітор кіназ, 
інгібітор пан-кіназ або інгібітор факторів росту. 
Переважні інгібітори пан-кіназ включають SU-
11248, описаний у патенті США №6573293 (Pfizer, 
Inc, NY, USA). 

Протиангіогенні засоби включають в себе, але 
ними не обмежуються, наступні речовини, напри-
клад, інгібітор EGF, інгібітори EGFR, інгібітори 
VEGF, інгібітори VEGFR, інгібітори ТІЕ2, інгібітори 
IGF1R, інгібітори СОХ-ІІ (циклооксигенази II), інгібі-
тори ММР-2 (матриксної металопротеїнази 2) та 
інгібітори ММР-9 (матриксної металопротеїнази 9). 
Переважні інгібітори VEGF включають в себе, на-
приклад, авастин (бевацизумаб), моноклональне 
антитіло проти VEGF з Genentech, Inc. of South 
San Francisco, California. 

Додаткові інгібітори VEGF включають СР-
547632 (Pfizer Inc., NY, USA), AG13736 (Pfizer Inc.), 
ZD-6474 (AstraZeneca), AEE788 (Novartis), AZD-
2171, пастку VEGF (Regeneron/Aventis), ваталаніб 
(також відомий як РТК-787, ZK-222584: Novartis & 
Schering AG), макуген (пегаптаніб октанатрію, NX-
1838, EYE-001, Pfizer Inc./Gilead/Eyetech), IM862 
(Cytran Inc. of Kirkland, Washington, USA); і ангіо-
зим, синтетичний рибозим з Ribozyme (Boulder, 
Colorado) i Chiron (Emeryville, California), а також їх 
поєднання. Інгібітори VEGF, ефективні для здійс-
нення даного винаходу на практиці, описані у па-
тентах США №№6534524 і 6235764, обидва з яких 
наведені тут повністю для всіх цілей. Особливо 
переважні інгібітори VEGF включають СР-547632, 
AG13736, ваталаніб, макуген і їх поєднання. 

Додаткові інгібітори VEGF описані, наприклад, 
у WO 99/24440 (опублікованому 20 травня 1999 
року), міжнародній публікації РСТ РСТ/ІВ99/00797 
(зареєстрованій 3 травня 1999 року), у WO 
95/21613 (опублікованому 17 серпня 1995 року), 
WO 99/61422 (опублікованому 2 грудня 1999 року), 
патенті США №6534,524 (в якому описаний 
AG13736), патенті США №5834504 (виданому 10 
листопада 1998 року), WO 98/50356 (опублікова-
ному 12 листопада 1998 року), патенті США 
№5883113 (виданому 16 березня 1999 року), па-
тенті США №5886020 (виданому 23 березня 1999 
року), патенті США №5792783 (виданому 11 серп-
ня 1998 року), патенті США №6653308 (виданому 
25 листопада 2003 року), WO 99/10349 (опубліко-
ваному 4 березня 1999 року), WO 97/32856 (опуб-
лікованому 12 вересня 1997 року), WO 97/22596 
(опублікованому 26 червня 1997 року), WO 
98/54093 (опублікованому 3 грудня, 1998 року), 
WO 98/02438 (опублікованому 22 січня 1998 року), 
WO 99/16755 (опублікованому 8 квітня 1999 року) і 
WO 98/02437 (опублікованому 22 січня 1998 року), 



59 95775 60 
 

 

 

всі з яких наведені тут повністю шляхом посилан-
ня. 

Інші антипроліферативні засоби, які можна ви-
користовувати разом з антитілами або їх антиген-
зв'язувальними ділянками за даним винаходом, 
включають інгібітори ферменту фарнезилпротеїн-
трансферази та інгібітори рецептора тирозинкіна-
зи PDGFr, у тому числі сполуки, описані і заявлені 
у наступних патентних заявках США: 09/221946 
(зареєстрованій 28 грудня 1998 року); 09/454058 
(зареєстрованій 2 грудня 1999 року); 09/501163 
(зареєстрованій 9 лютого 2000 року); 09/539930 
(зареєстрованій 31 березня 2000 року); 09/202796 
(зареєстрованій 22 травня 1997 року); 09/384339 
(зареєстрованій 26 серпня 1999 року); і 09/383755 
(зареєстрованій 26 серпня 1999 року); а також 
сполуки, описані і заявлені у наступних умовних 
патентних заявках США: 60/168207 (зареєстрова-
ній 30 листопада 1999 року); 60/170119 (зареєст-
рованій 10 грудня 1999 року); 60/177718 (зареєст-
рованій 21 січня 2000 року); 60/168217 
(зареєстрованій 30 листопада 1999 року) і 
60/200834 (зареєстрованій 1 травня 2000 року). 
Кожна з вказаних вище патентних заявок і умовних 
патентних заявок наведена тут повністю шляхом 
посилання. 

Інгібітори PDGRr включають в себе, але ними 
не обмежуються, речовини, описані у WO 
01/40217, опублікованому 7 липня 2001 року і WO 
2004/020431, опублікованому 11 березня 2004 
року, змісти яких наведені тут повністю для всіх 
цілей. Переважні інгібітори PDGFr включають 
Pfizer СР-673451 і СР-868596, а також їх фарма-
цевтично прийнятні солі. 

Переважні інгібітори GARF включають Pfizer 
AG-2037 (пелітрексол і його фармацевтично при-
йнятні солі). Інгібітори GARF, ефективні для здійс-
нення даного винаходу на практиці, описані у па-
тенті США №5608082, наведеному тут повністю 
для всіх цілей. 

Приклади ефективних інгібіторів СОХ-ІІ, які 
можна використовувати у поєднанні з антитілом 
проти Р-кадгерину або його антигензв'язувальни-
ми ділянками, як описано у даній заявці, а також 
описаними у даній заявці фармацевтичними ком-
позиціями, включають в себе CELEBREX™ (целе-
коксиб), парекоксиб, деракоксиб, АВТ-963, МК-663 
(еторикоксиб), СОХ-189 (луміракоксиб), BMS 
347070, RS 57067, NS-398, бекстра (валдекоксиб), 
паракоксиб, віокс (рофекоксиб), SD-8381, 4-метил-
2-(3,4-диметилфеніл)-1-(4-сульфамоїлфеніл)-1Н-
пірол, 2-(4-етоксифеніл)-4-метил-1-(4-
сульфамоїлфеніл)-1Н-пірол, Т-614, JTE-522, S-
2474, SVT-2016, СТ-3, SC-58125 і аркоксія (етори-
коксиб). Крім того, інгібітори СОХ-ІІ описані у пате-
нтних заявках США №№10/801446 і 10/801429, 
змісти яких наведені тут повністю для всіх цілей. 

В одному з переважних варіантів здійснення 
протипухлинний засіб являє собою целекоксиб, як 
описано у патенті США №5466823, зміст якого 
повністю наведений тут для всіх цілей шляхом 
посилання. 

Структура целекоксибу представлена нижче: 

 
В одному з переважних варіантів здійснення 

протипухлинний засіб являє собою валекоксиб, як 
описано у патенті США №5633272, зміст якого 
повністю наведений тут для всіх цілей шляхом 
посилання. 

Структура валекоксибу представлена нижче: 

 
В одному з переважних варіантів здійснення 

протипухлинний засіб являє собою парекоксиб, як 
описано у патенті США №5932598, зміст якого 
повністю наведений тут для всіх цілей шляхом 
посилання. 

Структура парекоксибу представлена нижче: 

 
В одному з переважних варіантів здійснення 

протипухлинний засіб являє собою деракоксиб, як 
описано у патенті США №5521207, зміст якого 
повністю наведений тут для всіх цілей шляхом 
посилання. 

Структура деракоксибу представлена нижче: 

 
В одному з переважних варіантів здійснення 

протипухлинний засіб являє собою SD-8381, як 
описано у патенті США №6034256, зміст якого 
повністю наведений тут для всіх цілей шляхом 
посилання. 

Структура SD-8381 представлена нижче: 
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В одному з переважних варіантів здійснення 

протипухлинний засіб являє собою АВТ-963, як 
описано у міжнародній публікації 
№WO2002/24719, зміст якої повністю наведений 
тут для всіх цілей шляхом посилання. 

Структура АВТ-963 представлена нижче: 

 
В одному з переважних варіантів здійснення 

протипухлинний засіб являє собою рофекоксиб, як 
представлено нижче: 

 
В одному з переважних варіантів здійснення 

протипухлинний засіб являє собою МK-663 (етори-
коксиб), як описано у міжнародній публікації №WO 
1998/03484, зміст якої повністю наведений тут для 
всіх цілей шляхом посилання. 

Структура еторикоксибу представлена нижче: 

 
В одному з переважних варіантів здійснення 

протипухлинний засіб являє собою СОХ-189 (лу-
міракоксиб), як описано у міжнародній публікації 
№WO 1999/11605, зміст якої повністю наведений 
тут для всіх цілей шляхом посилання. 

Структура луміракоксибу представлена нижче: 

 
В одному з переважних варіантів здійснення 

протипухлинний засіб являє собою BMS-347070, 
як описано у патенті США № 6180651, зміст якого 

повністю наведений тут для всіх цілей шляхом 
посилання. 

Структура BMS-347070 представлена нижче: 

 
В одному з переважних варіантів здійснення 

протипухлинний засіб являє собою NS-398 
(CAS123653-11-2). 

Структура NS-398 (CAS123653-11-2) предста-
влена нижче: 

 
В одному з переважних варіантів здійснення 

протипухлинний засіб являє собою RS57067 
(CAS17932-91-3). 

Структура RS57067 (CAS17932-91-3) предста-
влена нижче: 

 
В одному з переважних варіантів здійснення 

протипухлинний засіб являє собою 4-метил-2-(3,4-
диметилфеніл)-1-(4-сульфамоїлфеніл)-1H-пірол. 

Структура 4-метил-2-(3,4-диметилфеніл)-1-(4-
сульфамоїлфеніл)-1Н-піролу представлена нижче: 

 
В одному з переважних варіантів здійснення 

протипухлинний засіб являє собою 2-(4-
етоксифеніл)-4-метил-1 -(4-сульфамоїлфеніл)-1H-
пірол. 

Структура 2-(4-етоксифеніл)-4-метил-1-(4-
сульфамоїлфеніл)-1Н-піролу представлена нижче: 
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В одному з переважних варіантів здійснення 

протипухлинний засіб являє собою мелоксикам. 
Структура мелоксикаму представлена нижче: 

 
Інші ефективні інгібітори, як і протипухлинні 

засоби, що використовуються у поєднанні з анти-
тілами за даним винаходом і описаними у даній 
заявці фармацевтичними композиціями, включа-
ють в себе аспірин і нестероїдні протизапальні 
лікарські засоби (NSAID), які інгібують фермент, 
що утворює простагландини (циклооксигеназу І і 
II), що приводить до більш низьких рівнів простаг-
ландинів, де засоби включають в себе, але ними 
не обмежуються, салсалат (амігесик), дифлунізал 
(долобід), ібупрофен (мотрин), кетопрофен (ору-
дие), набуметон (релафен), піроксикам (фельден), 
напроксен (алев, напросин), диклофенак (вольта-
рен), індометацин (індоцин), суліндак (клінорил), 
толметин (толектин), етодолак (лодин), кеторолак 
(торадол), оксапрозин (дайпро) і їх поєднання. 
Переважні інгібітори СОХ-І включають ібупрофен 
(мотрин), нуприн, напроксен (алев), індометацин 
(індоцин), набуметон (релафен) і їх поєднання. 

Засоби, які націлюють, що використовують у 
поєднанні з антитілом проти Р-кадгерину або його 
антигензв'язувальною ділянкою, як описано у да-
ній заявці, і їх фармацевтичними композиціями, як 
описано у даній заявці, включають в себе інгібіто-
ри EGFr, такі як іреса (гефітиніб, AstraZeneca), 
тарцева (ерлотиніб або OSI-774, OSI 
Pharmaceuticals Inc.), ербітукс (цетуксимаб, 
Imclone Pharmaceuticals, Inc.), EMD-7200 (Merck 
AG), ABX-EGF (Amgen Inc. і Abgenix Inc.), HR3 
(Cuban Government), антитіла IgA (University of 
Erlangen-Nuremberg), TP-38 (IVAX), злитий білок 
EGFR, EGF-вакцина, імуноліпосоми проти EGFr 
(Hermes Biosciences Inc.) і їх поєднання. 

Переважні інгібітори EGFr включають іресу, 
ербітукс, тарцеву і їх поєднання. 

Також даний винахід стосується протипухлин-
них засобів, вибраних з інгібіторів пан-рецептора 
erb або інгібіторів рецептора ErbB2, наприклад, 
СР-724714 (Pfizer, Inc.), СІ-1033 (канертиніб, Pfizer, 
Inc.), герцептин (трастузумаб, Genentech Inc.), омі-
тарг (2С4, пертузумаб, Genentech Inc.), ТАК-165 
(Takeda), GW-572016 (лонафарніб, 
GlaxoSmithKline), GW-282974 (GlaxoSmithKline), 
EKB-569 (Wyeth), PKI-166 (Novartis), dHER2 (вак-
цина HER2,Corixa і GlaxoSmithKline), APC8024 
(вакцина HER2,Dendreon), біспецифічне антитіло 
проти HER2/neu (Decof Cancer Center), 

B7.her2.IgG3 (Agensys), AS HER2 (Research 
Institute for Rad Biology & Medicine), трифункціона-
льні біспецифічні антитіла (University of Munich) і 
моноклональне антитіло AR-209 (Aronex 
Pharmaceuticals Inc), а також моноклональне анти-
тіло 2В-1 (Chiron) і їх поєднання. Переважні проти-
пухлинні засоби, вибірні відносно erb, включають 
герцептин, ТАК-165, СР-724,714, АВХ-EGF, HER3 і 
їх поєднання. Переважні інгібітори пан-рецептора 
erbb включають GW572016, СІ-1033, ЕКВ-569 і 
омітарг, а також їх поєднання. 

Додаткові інгібітори егЬВ2 включають інгібіто-
ри, описані у WO98/02434 (опублікованому 22 січ-
ня 1998 року), WO 99/35146 (опублікованому 15 
липня 1999 року), WO 99/35132 (опублікованому 
15 липня 1999 року), WO 98/02437 (опубліковано-
му 22 січня 1998 року), WO 97/13760 (опублікова-
ному 17 квітня 1997 року), WO 95/19970 (опубліко-
ваному 27 липня 1995 року), патенті США 
№5587458 (виданому 24 грудня 1996 року) і патен-
ті США №5877305 (виданому 2 березня 1999 ро-
ку), кожний з яких наведений тут повністю шляхом 
посилання. Ефективні за даним винаходом інгібі-
тори рецептора ЕrbВ2 також описані у патентах 
США №№6465449 і 6284764, а також міжнародній 
заявці №WO 2001/98277, де кожний наведений тут 
повністю шляхом посилання. 

Крім того, інші протипухлинні засоби можна 
вибирати з наступних засобів: BAY-43-9006 (Onyx 
Pharmaceuticals Inc.), генасенс (огмеросен, Genta), 
панітумумаб (Abgenix/Amgen), зевалін (Schering), 
бексар (Corixa/GlaxoSmithKline), абарелікс, алімта, 
ЕРО 906 (Novartis), дискодермолід (ХАА-296), 
АВТ-510 (Abbott), неовастат (Aeterna), ензастаурин 
(Eli Lilly), комбрестатин А4Р (Oxigene), ZD-6126 
(AstraZeneca), флавопіридол (Aventis), CYC-202 
(Cyclacel), AVE-8062 (Aventis), DMXAA 
(Roche/Antisoma), тимітак (Eximias), темодар (те-
мозоломід, Schering Plough) і ревілімд (Celegene), 
а також їх поєднання. 

Інші протипухлинні засоби можна вибирати з 
наступних речовин: CyPat (ацетат ципротерону), 
гістерелін (ацетат гістреліну), пленексис (депо 
абареліксу), атрасентан (АВТ-627), сатраплатин 
(JM-216), таломід (талідомід), тератоп, теміліфен 
(DPPE), АВІ-007 (паклітаксел), евіста (ралокси-
фен), атаместан (біомед-777), ксиотакс (поліглу-
таматпаклітаксел), таргетин (бексаротин) і їх поєд-
нання. 

Крім того, інші протипухлинні засоби можна 
вибирати з наступних речовин: тризаон (тирапа-
замін), апосин (екзисулінд), невастат (АЕ-941), 
цеплен (дигідрохлорид гістаміну), оратецин (рубі-
текан), вірулізин, гастримун (G17DT), DX-8951f 
(мезилат екзатекану), онконаз (ранпірназ), ВЕС2 
(мітумоаб), кситрин (мотексафін гадолінію) і їх по-
єднання. 

Додаткові протипухлинні засоби можна виби-
рати з наступних речовин: цеавак (СЕА), неутрек-
син (глюкуронат триметрезату) і їх поєднання. До-
даткові протипухлинні засоби можна вибирати з 
наступних речовин: оварекс (ореговомаб), осидем 
(IDM-1) і їх поєднання. Додаткові протипухлинні 
засоби можна вибирати з наступних речовин: ад-
вексин (ING201), тиразон (тирапазамін) і їх поєд-
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нання. Додаткові протипухлинні засоби можна ви-
бирати з наступних речовин: RSR13 (ефапрокси-
рал), котара (131I chTNT 1/b), NBI-3001 (IL-4) і їх 
поєднання. Додаткові протипухлинні засоби можна 
вибирати з наступних речовин: канваксин, вакцина 
GMK, інтерон A PEG, таксопрексин 
(DHA/паклітаксел) і їх поєднання. Інші переважні 
протипухлинні засоби включають інгібітор 
PD325901 МЕK1/2 Pfizer, інгібітор МЕK ARRY-
142886Array Biopharm, інгібітор CDK2 BMS-
387032Bristol Myers, інгібітор CDK PD0332991 
Pfizer і AXD-5438 AstraZeneca, а також їх поєднан-
ня. Крім того, також можна використовувати інгібі-
тори mTOR, такі як ССІ-779 (Wyeth) і похідні рапа-
міцину RAD001 (Novartis) і АР-23573 (Ariad), 
інгібітори HDAC SAHA (Merck Inc./Aton 
Pharmaceuticals) і їх поєднання. Додаткові проти-
пухлинні засоби включають інгібітор aurora2VX-
680 (Vertex), інгібітор Chkl/2 XL844 (Exilixis). 

У поєднанні з антитілом проти Р-кадгерину або 
його антигензв'язувальною частиною, як описано у 
даній заявці, а також їх фармацевтичними компо-
зиціями, як описано у даній заявці, можна викорис-
товувати наступні цитотоксичні засоби, наприклад, 
один або декілька, вибраних з групи, яка склада-
ється з епірубіцину (еленс), доцетакселу (таксо-
тер), паклітакселу, зинекарду (дексразоксан), ри-
туксимабу (ритуксан), мезилату іматинібу (глівек) і 
їх поєднань. 

Також винахід стосується використання анти-
тіл і їх антигензв'язувальних частин за даним ви-
находом разом з гормональною терапією, вклю-
чаючи в себе, але ними не обмежуючись, 
екземестан (аромазин, Pfizer Inc.), леупрорелін 
(лупрон або леуплін, TAP/Abbott/Takeda), анастро-
зол (аримідекс, Astrazeneca), госрелін (золадекс, 
AstraZeneca), доксеркальциферол, фадрозол, фо-
рместан, цитрат тамоксифену (тамоксифен, нол-
вадекс, AstraZeneca), казодекс (AstraZeneca), аба-
релікс (Praecis), трелстар і їх поєднання. 

Також винахід стосується таких засобів гормо-
нальної терапії, як протиестрогенні засоби, що 
включають в себе, але ними не обмежуються, фу-
лвестрант, тореміфен, ралоксифен, лазофокси-
фен, летрозол (фемара, Novartis), протиандроген-
ні засоби, такі як бікалутамід, флутамід, 
міфепристон, нілутамід, казодекс

®
(4'-ціано-3-(4-

фторфенілсульфоніл)-2-гідрокси-2-метил-3'-
(трифторметил)пропіонанілід, бікалутамід) і їх по-
єднання. 

Крім того, винахід стосується антитіл за даним 
винаходом окремо або у поєднанні з одним або 
декількома продуктами замісної терапії, напри-
клад, продуктом, вибраним з групи, яка складаєть-
ся з філграстиму (неупоген), ондансетрону (зоф-
ран), фрагміну, прокриту, алокси, еменду або їх 
поєднань. 

Особливо переважні цитотоксичні засоби 
включають камптосар, ербітукс, іресу, глівек, так-
сотер і їх поєднання. 

Як протипухлинні засоби можна використову-
вати наступні інгібітори топоізомерази І: камптоте-
цин, іринотекан НСІ (камптосар), едотекарин, ора-
тецин (суперген), екзатекан (Daiichi), BN-80915 
(Roche) і їх поєднання. Особливо переважні інгібі-

тори топоізомерази II включають епірубіцин 
(еленс). 

Антитіла за винаходом можна використовува-
ти разом з протипухлинними засобами, алкілува-
льними засобами, антиметаболітами, антибіоти-
ками, протипухлинними засобами, які одержують з 
рослин, похідними камптотецину, інгібіторами ти-
розинкінази, іншими антитілами, інтерферонами 
і/або регуляторами біологічних реакцій. 

Алкілувальні засоби включають в себе, але 
ними не обмежуються, N-оксид азотистого іприту, 
циклофосфамід, іфосфамід, мелфалан, бусуль-
фан, мітобронітол, карбоквон, тіотепу, ранімустин, 
німустин, темозоломід, AMD-473, алтретамін, АР-
5280, апазиквон, бросталіцин, бендамустин, кар-
мустин, естрамустин, фотемустин, глуфосфамід, 
іфосфамід, KW-2170, мафосфамід і мітолактол; 
алкілувальні сполуки з координаційних сполук 
платини включають в себе, але ними не обмежу-
ються, цисплатин, параплатин (карбоплатин), еп-
таплатин, лобаплатин, недаплатин, елоксатин 
(оксаліплатин, Sanofi) або сатрплатин і їх поєд-
нання. Особливо переважні алкілувальні засоби 
включають елоксатин (оксаліплатин). 

Антиметаболіти включають в себе, але ними 
не обмежуються, метотрексат, 6-
меркаптопуринрибозид, меркаптопурин, 5-
фторурацил (5-FU) окремо або у поєднанні з леу-
коворином, тегафур, UFT, доксифлуридин, кар-
мофур, цитарабін, окфосфат цитарабіну, еноцита-
бін, S-1, алімту (пеметрексед динатрію, LY231514, 
МТА), гемзар (гемцитабін, Eli Lilly), флударабін, 5-
азацитидин, капецитабін, кладрибін, клофарабін, 
децитабін, ефлорнітин, етинілцитидин, арабінозид 
цитозину, гідроксисечовину, TS-1, мелфалан, не-
ларабін, нолатрексед, окфосфат, пеметрексед 
динатрію, пентостатин, пелітрексол, ралтитрексед, 
триапін, триметрексат, відарабін, вінкристин, віно-
релбін; або, наприклад, один з переважних анти-
метаболітів, описаних в європейській патентній 
заявці №239362, такий як N-(5-[N-(3,4-дигідро-2-
метил-4-оксохіназолін-6-ілметил)-N-метиламіно]-2-
теноїл)-L-глутамінова кислота і їх поєднання. 

Антибіотики включають в себе, але ними не 
обмежуються, інтеркалюючі антибіотики: акларубі-
цин, актиноміцин D, амрубіцин, анаміцин, адріамі-
цин, блеоміцин, даунорубіцин, доксорубіцин, ел-
самітруцин, епірубіцин, галарубіцин, ідарубіцин, 
мітоміцин С, неморубіцин, неокарзиностатин, пеп-
ломіцин, пірарубіцин, ребекаміцин, стималамер, 
стрептозоцин, валрубіцин, зиностатин і їх поєд-
нання. 

Одержувані з рослин протипухлинні речовини 
включають в себе, наприклад, речовини, вибрані з 
інгібіторів мітозу, наприклад, вінбластину, доцета-
кселу (таксотер), паклітакселу і їх поєднань. 

Цитотоксичні інгібітори топоізомерази вклю-
чають один або декілька засобів, вибраних з групи, 
яка складається з акларубіцину, амонафіду, бело-
текану, камптотецину, 10-гідроксикамптотецину, 9-
амінокамптотецину, дифломотекану, іринотекану 
НСІ (камптосар), едотекарину, епірубіцину (еленс), 
етопозиду, екзатекану, гіматекану, луртотекану, 
мітоксантрону, пірарубіцину, піксантрону, рубіте-
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кану, собузоксану, SN-38, тафлупозиду, топотека-
ну і їх поєднань. 

Переважні цитотоксичні інгібітори топоізоме-
рази включають один або декілька засобів, вибра-
них з групи, яка складається з камптотецину, 10-
гідроксикамптотецину, 9-амінокамптотецину, іри-
нотекану НСІ (камптосару), едотекарину, епірубі-
цину (еленс), етопозиду, SN-38, топотекану і їх 
поєднань. 

Імунологічні засоби включають інтерферони і 
множину інших засобів, що посилюють імунітет. 
Інтерферони включають інтерферон альфа, інте-
рферон альфа-2а, інтерферон альфа-2b, інтерфе-
рон бета, інтерферон гамма-1а, інтерферон гам-
ма-1b (актимун) або інтерферон гамма-n1 і їх 
поєднання. Інші засоби включають філграстим, 
лентинан, сизофілан, терацис, убенімекс, WF-10, 
альдеслейкін, алемтузумаб, ВАМ-002, дакарбазин, 
даклізумаб, денілейкін, гемтузумаб озогаміціну, 
ібритумомаб, іміквімод, ленограстим, лентинан, 
вакцину меланоми (Соrіха), молграмостим, 
OncoVAX-CL, сарграмостим, тазонермін, теклей-
кін, тималазин, тозитумомаб, вірулізин, Z-100, еп-
ратузумаб, мітумомаб, ореговомаб, пемтумомаб 
(Y-muHMFG1), провендж (Dendreon) і їх поєднан-
ня. 

Регулятори біологічних реакцій являють собою 
засоби, що модифікують захисні механізми живих 
організмів або біологічні реакції, такі як виживання, 
ріст або диференціювання клітин тканини, що на-
правляє їх на набуття протипухлинної активності. 
Такі засоби включають хрестин, лентинан, сизофі-
ран, піцибаніл, убенімекс і їх поєднання. 

Інші протиракові засоби включають алітрети-
ноїн, ампліген, бексаротен атрасентану, бортезо-
міб, босентан, кальцитріол, екзисулінд, фінасте-
рид, фотемустин, ібандронову кислоту, 
мілтефосин, мітоксантрон, L-аспарагіназу, прокар-
базин, дакарбазин, гідроксикарбамід, пегаспарга-
зу, пентостатин, тазаротен, телциту (TLK-286, Telik 
Inc.), велкаду (бортемазиб, Millenium), третиноїн і 
їх поєднання. 

Інші протиангіогенні сполуки включають ацит-
ретин, фенретинід, талідомід, золедронову кисло-
ту, ангіостатин, аплідин, циленгітид, комбретаста-
тин А-4, ендостатин, галофугінон, ребімастат, 
ремоваб, ревлімід, скваламін, україн, вітаксин і їх 
поєднання. 

Координаційні сполуки платини включають в 
себе, але ними не обмежуються, цисплатин, кар-
боплатин, недаплатин, оксаліплатин і їх поєднан-
ня. 

Похідні камптотецину включають в себе, але 
ними не обмежуються, камптотецин, 10-
гідроксикамптотецин, 9-амінокамптотецин, ірино-
текан, SN-38, едотекарин, топотекан і їх поєднан-
ня. 

Інші протипухлинні засоби включають мітокса-
нтрон, L-аспарагіназу, прокарбазин, дакарбазин, 
гідроксикарбамід, пентостатин, третиноїн і їх поєд-
нання. 

Також можна використовувати протипухлинні 
засоби, здатні посилювати протипухлинні імунні 
реакції, наприклад, антитіла проти CTLA4 (антиген 
цитотоксичних лімфоцитів 4) та інші засоби, здатні 

блокувати CTLA4, такі як MDX-010 (Medarex) і спо-
луки CTLA4, описані у патенті США №6682736; а 
також антипроліферативні засоби, такі як інші інгі-
бітори фарнезилпротеїнтрансферази, наприклад, 
інгібітори фарнезилпротеїнтрансферази. Крім того, 
специфічні антитіла проти CTLA4, які можна вико-
ристовувати за даним винаходом, включають ан-
титіла, описані в умовній заявці США №60/113,647 
(зареєстрованій 23 грудня 1998 року), патенті США 
№6682736, обидва з яких наведені тут повністю 
шляхом посилання. 

Специфічні антитіла проти IGF1R, які можна 
використовувати за даним винаходом, включають 
антитіла, описані у міжнародній патентній заявці 
№ WO 2002/053596, яка наведена тут повністю 
шляхом посилання. 

Специфічні антитіла проти CD40, які можна 
використовувати за даним винаходом, включають 
антитіла, описані у міжнародній патентній заявці 
№ WO 2003/040170, яка наведена тут повністю 
шляхом посилання. 

Також як протипухлинні засоби можна викори-
стовувати засоби для генної терапії, такі як 
TNFerade (Gene Vec), що експресує TNF-альфа у 
відповідь на променеву терапію. 

В одному з варіантів здійснення даного вина-
ходу статини можна використовувати у поєднанні з 
антитілом проти Р-кадгерину або його антигензв'я-
зувальною ділянкою, як описано у даній заявці, і їх 
фармацевтичними композиціями. Статини (інгібі-
тори HMG-CoA-редуктази) можна вибирати з гру-
пи, що складається з аторвастатину (ліпітор, Pfizer 
Inc.), правастатину (правахол, Bristol-Myers 
Squibb), ловастатину (мевакор, Merck Inc.), симва-
статину (зокор, Merck Inc.), флувастатину (лескол, 
Novartis), церивастатину (байкол, Bayer), розувас-
татину (крестор, AstraZeneca), ловостатину та ніа-
цину (адвікор, Kos Pharmaceuticals), їх похідних і 
поєднань. 

У переважному варіанті здійснення статин ви-
бирають з групи, що складається з аторвастатину і 
ловастатину, їх похідних і поєднань. 

Інші засоби, ефективні як протипухлинні засо-
би, включають кадует. 

Для будь-якого зі способів лікування гіперпро-
ліферативного захворювання або патологічного 
росту клітин, як описано у даній заявці, з викорис-
танням поєднання антитіла проти Р-кадгерину або 
антигензв'язувальної частини разом принаймні з 
одним додатковим терапевтичним засобом антиті-
ло проти Р-кадгерину можна кон'югувати або де-
риватизувати за допомогою додаткового терапев-
тичного засобу. Також принаймні один додатковий 
терапевтичний засіб можна вводити окремо або у 
недериватизованому або некон'югованому вигля-
ді. Якщо принаймні один додатковий терапевтич-
ний засіб не дериватизований або кон'югований з 
антитілом, то його можна вводити у тому ж фар-
мацевтичному препараті, що і антитіло, або його 
можна вводити в окремому препараті. 

Генна терапія 
Молекули нуклеїнових кислот, що кодують ан-

титіла і частини антитіл за даним винаходом, мож-
на вводити пацієнту за необхідності цього за до-
помогою генної терапії. Терапію можна проводити 
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in vivo або ex vivo. У переважному варіанті здійс-
нення пацієнту вводять молекули нуклеїнових кис-
лот, що кодують важкий ланцюг і легкий ланцюг. У 
більш переважному варіанті здійснення молекули 
нуклеїнових кислот вводять таким чином, що вони 
стійко вбудовуються у хромосоми В-клітин, оскіль-
ки ці клітини спеціалізовані на продукції антитіл. У 
переважному варіанті здійснення попередників В-
клітин трансфікують або інфікують ex vivo і повто-
рно трансплантують пацієнту за необхідності цьо-
го. В іншому варіанті здійснення попередників В-
клітин або інші клітини інфікують in vivo з викорис-
танням вірусу, для якого відомо інфікування цікав-
лячого типу клітин. Загальноприйняті вектори, що 
використовуються для генної терапії, включають 
ліпосоми, плазміди і вірусні вектори. Приклади 
вірусних векторів являють собою ретровіруси, 
аденовіруси і аденоасоційовані віруси. Після інфі-
кування in vivo або ex vivo рівні експресії антитіл 
можна спостерігати, одержуючи зразок від пацієн-
та, який піддається лікуванню, і використовуючи 
будь-який імуноаналіз, відомий у даній галузі або 
описаний у даній заявці. 

У переважному варіанті здійснення спосіб ген-
ної терапії включає стадії введення ізольованої 
молекули нуклеїнової кислоти, що кодує важкий 
ланцюг або її антигензв'язувальну частину з анти-
тіла проти Р-кадгерину, і експресії молекули нукле-
їнової кислоти. В іншому варіанті здійснення спо-
сіб генної терапії включає стадії введення 
ізольованої молекули нуклеїнової кислоти, що ко-
дує легкий ланцюг або її антигензв'язувальну час-
тину з антитіла проти Р-кадгерину, і експресії мо-
лекули нуклеїнової кислоти. У більш переважній 
процедурі спосіб генної терапії включає стадії вве-
дення ізольованої молекули нуклеїнової кислоти, 
що кодує важкий ланцюг або її антигензв'язуваль-
ну частину, та ізольованої молекули нуклеїнової 
кислоти, що кодує легкий ланцюг або її антигенз-
в'язувальну частину з антитіла проти Р-кадгерину 
за винаходом, і експресії молекул нуклеїнової кис-
лоти. Також спосіб генної терапії може включати 
стадію введення іншого терапевтичного засобу, 
такого як будь-який з засобів, описаних раніше у 
зв'язку з сумісною терапією. 

Для кращого розуміння даного винаходу наве-
дені наступні приклади. Ці приклади призначені 
тільки для ілюстрації і не призначені яким-небудь 
чином для обмеження об'єму винаходу. 

ПРИКЛАДИ 
У наведених нижче прикладах і способах оде-

ржання "BSA" означає бичачий сироватковий аль-
бумін; "EDTA" означає етилендіамінтетраоцтову 
кислоту; "DMSO" означає диметилсульфоксид; 
"MOPS" означає 3-(N-
морфоліно)пропансульфонову кислоту; "MES" 
означає 2-(N-морфоліно)етансульфонову кислоту; 
"PBS" означає забуферений фосфатом фізіологіч-
ний розчин; "dPBS" означає забуферений фосфа-
том фізіологічний розчин Дульбеко; "НЕМА" озна-
чає 2-гідроксіетилметакрилат; "DMEM" означає 
модифіковане за способом Дульбеко середовище 
Ігла; "FBS" означає ембріональну телячу сироват-
ку; "NEAA" означає замінні амінокислоти; "HEPES" 
означає N-2-гідроксіетилпіперазин-N'-2-

етансульфонову кислоту; і "DMF" означає димети-
лформамід. 

Приклад 1: скринінг бібліотеки фагового дисп-
лею scFv 

Для скринінгу бібліотеки фагового дисплею 
scFv використовували як антиген рекомбінантний 
Р-кадгерин людини (R&D Systems861-PC-100). 
Для відбору використовували великі бібліотеки 
антитіл людини scFv, клоновані у фагмідний век-
тор (Vaughan, T.J. et al., Nat. Biotech.14:309-314 
(1996)). Розпізнавані Р-кадгерином scFv виділяли з 
бібліотек фагового дисплею серіями повторних 
циклів селекції на рекомбінантному Р-кадгерині 
людини і моношарах клітин НСТ116, що злилися, 
які експресують Р-кадгерин. Коротко, після інкуба-
ції разом з бібліотекою фаг, що зв'язався, відділя-
ли від Р-кадгерину, а фаг, що не зв'язався, вими-
вали. Потім фаг, що зв'язався, виділяли, як 
описано у Vaughan, T.J. et al., Nat. Biotech. 14:309-
314 (1996) і повторювали процес селекції. Клони з 
характерним співвідношенням з продуктів виходу 
циклів селекції піддавали твердофазовому імуно-
ферментному фаговому аналізу (ELISA) для тес-
тування зв'язування з Р-кадгерином, переважно, 
як описано у Vaughan, T.J. et al., Nat. Biotech. 
14:309-314 (1996). В ELISA використовували два 
різних антигени: рекомбінантний Р-кадгерин лю-
дини (R&D Systems) і моношари клітин А431, що 
злилися, які експресують Р-кадгерин. ELISA-
позитивні клони піддавали секвенуванню ДНК, як 
описано у Vaughan, T.J. et al., Nat. Biotech.14:309-
314 (1996) і в Osbourn, J.K. et al., Immune-
technology 3:293-302 (1998). Унікальні ELISA-
позитивні клони перетворювали у цілі молекули 
IgG і тестували їх здатність нейтралізувати Р-
кадгерин в аналізі залежної від Р-кадгерину адге-
зії, який описаний у прикладі 4. На основі резуль-
татів цього скринінгу як основна батьківська лінія 
для подальшої оптимізації було вибране антитіло 
129-1c4 (IC50 1-3 мкМ в аналізі адгезії А431). 

Приклад 2: оптимізації основної лінії 
Одержані з 129-1с4 бібліотеки фагового дисп-

лею конструювали олігонуклеотид-направленим 
мутагенезом варіабельних ділянок CDR3 важкого 
(VH) і варіабельних ділянок CDR3 легкого (VL) лан-
цюга антитіла. Бібліотеки конструювали з викорис-
танням загальноприйнятих способів молекулярної 
біології, як описано у Clackson and Lowman, Phage 
Display-A Practical Approach (Oxford University 
Press 2004). Селекцію на основі афінності прово-
дили наступним чином: після інкубації разом з біб-
ліотекою рекомбінантний Р-кадгерин людини (R&D 
Systems) поглинали за допомогою парамагнітних 
гранул, покритих білком G (Dynal 100.03), а фаг, 
що зв'язався, виділяли магнітним розділенням, 
тоді як комплекси, що не зв'язалися, вимивали. 
Процес селекції повторювали з концентраціями, 
що знижуються, рекомбінантного Р-кадгерину лю-
дини (від 25 нМ до 10 пМ протягом 4 циклів), при-
сутнього у ході селекції. Крім того, продукти вихо-
ду селекції з бібліотек CDR3 VH і CDR3 VL 
рекомбінували у додаткові бібліотеки фагового 
дисплею і відбирали протягом ще двох циклів се-
лекції на основі афінності. Клони з характерним 
співвідношенням з продуктів виходу циклів селек-
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ції піддавали скринінгу як scFv у конкурентному 
аналізі для епітопу 129-1с4, як описано у прикладі 
8. 

Приклад 3: аналіз залежної від Р-кадгерину 
адгезії 

Для визначення величин ІС50 в аналізі залеж-
ної від Р-кадгерину адгезії застосовували наступну 
схему, використовуючи декілька оптимізованих 
scFv, які були перетворені в IgG у ході стадії опти-
мізації при винаході антитіла, як описано вище у 
прикладі 2. Середні виміряні величини ІС50 для 
цих антитіл наведені нижче у таблиці 4. 

Рекомбінантний Fc Р-кадгерину людини (R&D, 
номер у каталозі №861-PC) за 24 години до вико-
ристання розбавляли до концентрації 1 мг/мл за 
допомогою 2 мМ СаСl2 у воді MilliQ і зберігали при 
4 °C. Клітини А431 культивували і одержували 
наступним чином. Клітини А431 (ЕСАСС 
№85090402) культивували загальноприйнятим 
способом у потрійних флаконах Nunc (площа 3 × 
175 см

2
) у мінімальному підтримуючому середо-

вищі (MEM) (Invitrogen, номер у каталозі №31095), 
що містить 10 % ембріональної телячої сироватки 
(Invitrogen, номер у каталозі №10100-147) і 1 % 
замінних амінокислот (Invitrogen, номер у каталозі 
№11140-035). До моменту збору для використання 
в аналізі клітини, що культивуються, досягали зми-
кання моношару з величиною приблизно 80 %. 
Для запобігання можливим ефектам, пов'язаним з 
пересіванням, клітини звичайно використовували 
між 4 і 8 пасажами і знімали після 48 або 72 годин 
культивування. Клітини А431 знімали за допомо-
гою 0,25 % трипсину/1 мМ EDTA (Gibco, номер у 
каталозі №25200-056) протягом часу, достатнього 
для дисоціації клітин (7-10 хвилин), а потім відразу 
розводили у середовищі для культивування ткани-
ни до щільності приблизно 2 × 10

6
 клітин/мл. Потім 

клітини А431 центрифугували (1200 об./хвилину), 
ресуспендували у буфері для аналізу (збалансо-
ваний сольовий розчин Хенкса (без Mg

2+
 і Са

2+
, 

без фенолового червоного) (Invitrogen, номер у 
каталозі №14175-053), доповнений до кінцевої 
концентрації СаСl2 величиною 1 мМ), повторно 
центрифугували і знову ресуспендували у буфері 
для аналізу при кінцевій щільності 2 × 10

6
 клі-

тин/мл. 
Одержання серійних розведень IgG і поперед-

ню інкубацію з клітинами А431 здійснювали насту-
пним чином. 180 мкл кожного IgG, що тестується, 
або його ділянки доповнювали 20 мкл буферу для 
аналізу, що містить 10 % BSA (Sigma, номер у ка-
талозі №А-9576), для стандартизації концентрації 
BSA до величини 1 %. Контрольне поліклональне 
антитіло проти Р-кадгерину миші/людини (R&D, 
номер у каталозі №AF-761) спочатку ресуспенду-
вали у воді MilliQ для одержання вихідного розчи-
ну 1 мг/мл. Потім 40 мкл цього вихідного розчину 
додатково розводили у 140 мкл буферу для аналі-
зу. Потім додавали 20 мкл буферу для аналізу, що 
містить 10 % BSA, одержуючи 200 мкл з концент-
рацією антитіла 0,2 мг/мл і 0,1 % BSA. Два зразки 
серійних розведень одержували за допомогою 
початкового додавання 2 × 90 мкл поліклонально-
го антитіла AF-761 або IgG, що тестується, у ряд 
196-ямкового поліпропіленового планшету для 

розведення Greiner (Greiner, номер у каталозі 
№780271). Потім у ряди 2-11 додавали 60 мкл 
буферу для аналізу. Після цього виконували роз-
ведення 30 мкл у 60 мкл (1:3) упоперек планшету, 
зліва направо для рядів 1-11. Потім для визначен-
ня максимальної адгезії до ямок 12A-D додавали 
тільки 60 мкл буферу для аналізу. Мінімальні ве-
личини адгезії визначали додаванням 60 мкл 25 
мМ EDTA (у буфері для аналізу) до ямок 12 Е-Н. 
Потім у всі ямки додавали 60 мкл суспензії клітин 
А431 (2 × 10

6
 клітин/мл у буфері для аналізу - які 

одержують як вказано вище) і після перемішуван-
ня планшети заздалегідь інкубували протягом 1 
години при 37 °C. 

Нарівні з одержанням серійних розведень IgG, 
що тестується, і попередньою інкубацією з кліти-
нами А431 одержували покриті Р-кадгерином ана-
літичні планшети наступним чином. Рекомбінант-
ний Fc Р-кадгерину людини розводили у буфері 
для нанесення покриття (PBS без Mg

2+
 і Са

2+
 - 

Invitrogen, номер у каталозі №14190-094) до кон-
центрації 10 мкг/мл і розподіляли по 96-ямкових 
аналітичних планшетах Fluoronunc (Nunc, номер у 
каталозі №437958) (100 мкл/ямку). Потім планше-
ти інкубували протягом 1 години 30 хвилин при 
кімнатній температурі. Після цього планшети про-
мивали 3 рази за допомогою PBS з використанням 
промиваючого пристрою для 96-ямкових планше-
тів Тесаn. Потім для блокування додавали 200 
мкл/ямку буферу для аналізу, і планшети інкубу-
вали протягом додаткової 1 години при кімнатній 
температурі. Після цього планшети промивали 3 
рази за допомогою PBS, як описано раніше. 

Потім 100 мкл/ямку заздалегідь інкубованої 
речовини IgG/A431 переносили з 96-ямкових 
планшетів для розведення Greiner у покриті Р-
кадгерином аналітичні планшети. Під час перене-
сення речовину IgG/A431 перемішували піпету-
ванням для забезпечення гомогенності клітин. 
Потім дозволяли відбуватися процесу адгезії за 
допомогою інкубації аналітичних планшетів при 
37 °C протягом 30-45 хвилин. Після закінчення 
інкубації клітини, що не прикріпилися, видаляли 
обережним відсмоктуванням середовища з план-
шетів і повторним наповненням ямок буфером для 
промивання клітин (збалансований сольовий роз-
чин Хенкса (без Mg

2+
 і Са

2+
, без фенолового чер-

воного) (Invitrogen, номер у каталозі №14175-053), 
доповнений до кінцевої концентрації СаСl2 вели-
чиною 1 мМ). Потім планшети протягом 15 хвилин 
перевертали у резервуарі з буфером для проми-
вання клітин для видалення клітин, що не прикрі-
пилися, які залишилися. Після закінчення цієї інку-
бації обережно відсмоктували вміст ямок. 

Підрахунок клітин, що прикріпилися, проводи-
ли наступним чином. Клітини, що прикріпилися, 
виявляли додаванням 100 мкл/ямку сумісного реа-
генту для реєстрації лізису/лужної фосфатази (5Х-
концентрований діетаноламіновий буфер для суб-
страту (Pierce, номер у каталозі №34064) розво-
дили водою до співвідношення 1:5, після чого роз-
чиняли одну таблетку PNPP15 мг (Sigma, номер у 
каталозі №N-2640) у 25 мл 1Х розчину) з подаль-
шою інкубацією протягом 30-60 хвилин при 37 °C. 
Потім припиняли реакцію додаванням 1 Μ NaOH 
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(50 мкл/ямку) для досягнення максимальної вели-
чини OD, що складає приблизно 0,8 за відсутності 
інгібування. Після цього вимірювали поглинання 
при 405 нм з використанням загальноприйнятого 
планшет-рідера. 

Потім результати аналізували наступним чи-
ном. Приймаючи ямки A-D ряду 12 за 100 % адгезії 
і ямки Е-Н ряду 12 за 0 % адгезії, перетворювали 
спочатку дані рядів у величини % адгезії наступ-
ним чином: 

% адгезії = {(величина адгезії - мінімальна ве-
личина адгезії)/(максимальна величина адгезії - 
мінімальна величина адгезії)}*100 

Потім будували графік залежності % адгезії від 
концентрації інгібітору IgG і визначали величини 
ІС50 з використанням програмного забезпечення 
Prism. У випадку спостереження часткового інгібу-
вання ІС50 виражають у вигляді концентрації IgG, 
що приводить до величини фактичного інгібування 
50 % на відміну від значення середньої точки кри-
вої. Величини ІС50 наведені у таблиці 4. 

 
Таблиця 4 

 

IgG 
Середнє значення IC50 (нM) при ана-

лізі адгезії А431 (n=3) 

194-е06 0,162 

194-а02 0,217 

194-b09 0,229 

195-е11 0,114 

194-g09 0,158 

196-h02 0,148 

194-e01 0,147 

196-d10 0,080 

196-g03 0,149 

196-е06 0,117 

195-a09 0,114 

198-a09 0,097 

200-h06 0,168 

 
Для дослідження декількох приведених до 

стану зародкової лінії, оптимізованих IgG з лінії 
129-1с4 у порівнянні з їх еквівалентами, не приве-
деними до стану зародкової лінії, проводили два 
окремих аналізи адгезії А431. Для цих експериме-
нтів було необхідно перейти на нову порцію Р-
кадгерину (CFR-134041), що, очевидно, пов'язано 
з дещо підвищеними величинами ІС50 У порівнянні 
з іншими даними. Середні значення даних для 
декількох приведених до зародкового стану IgG з 
двох експериментів представлені у таблиці 5. Як 
вказано раніше, g-194-b09 відповідає варіанту 
приведеного до зародкового стану 194-b09 і т.д. 

 
Таблиця 5 

 

IgG 
Середнє значення ІС50 (нМ) при 

аналізі адгезії А431 (n=2) 

g-194-b09 0,77 

194-b09 2,10 

g-194-g09 1,00 

194-g09 0,73 

g-196-g03 1,05 

196-g03 0,39 

g-194-e06 0,77 

194-е06 0,46 

g-195-e11 0,87 

195-e11 0,97 

g-200-h06 1,31 

200-h06 0,63 

 
Приклад 4: аналіз залежної від Р-кадгерину 

агрегації клітин 
Для визначення величин ІС50 в аналізі залеж-

ної від Р-кадгерину агрегації застосовували насту-
пну схему, використовуючи декілька оптимізова-
них scFv, які були перетворені в IgG у ході стадії 
оптимізації при винаході антитіла, як описано ви-
ще у прикладі 2. Оскільки клітинні лінії, що надекс-
пресують Р-кадгерин, при вміщенні у суспензію 
для росту формують щільні багатоклітинні скуп-
чення, то можна вимірювати агрегацію клітин у 
присутності антитіл проти Р-кадгерину, які переш-
коджають клітинній агрегації. Середні виміряні 
величини ІС50 для деяких антитіл наведені нижче у 
таблиці 6. 

Одержання планшету здійснювали наступним 
чином. Кожний 96-ямковий аналітичний планшет 
покривали 50 мкл полі-НЕМА (12 мг/мл у 90 % 
етанолу, 10 % метанолу), а потім випарювали про-
тягом періоду від 6 годин до періоду всієї ночі з 
подальшим промиванням 3 × 100 мкл стерильної 
Н2О перед використанням. Після цього клітини 
культивували наступним чином. Клітини з клітин-
ної лінії SW480 людини (які стабільно експресують 
Р-кадгерин G418

r
) пересівали у повне середовище 

для росту (qs DMEM (In Vitrogen11995-065), 10 % 
FBS (Omega Scientific FB-02), 1:100 NEAA (In 
Vitrogen 11140-050), 1:100 піруват натрію (In 
Vitrogen 11360-070), 1:100 глутамін (In Vitrogen 
25030-051), 1:100 пеніцилін/стрептолізин (In 
Vitrogen 15070-063), 1:100 генетицин 50 мг/мл (In 
Vitrogen 10131-035)) + G418 (500 мкг/мл), а потім 
розділяли на частини 1:3-4 двічі на тиждень. Після 
цього культури заморожували у середовищі для 
росту + 10 % DMSO. 

У добу 1 клітини SW480:pCAD і контрольний 
зразок SW480:pCLNX (стійкий контрольний вектор) 
висівали на планшет 5 × 10

6
 клітин/100 мм при 

розведенні, що не перевищує 1:3. Потім клітини 
вирощували у культурі протягом 48 годин. Кожний 
планшет 100 мм забезпечував приблизно 10 × 10

6
 

клітин, або достатню кількість для 2 × 96-ямкових 
планшетів. 

У добу 3 видаляли середовище з подальшим 
промиванням за допомогою dPBS (PBS Дульбекко 
(In Vitrogen 14040-133)), після чого клітини оброб-
ляли трипсином у планшеті 3 мл/100 мм. Потім, 
після виділення за допомогою двох об'ємів (6 мл) 
повного середовища для росту проводили нейт-
ралізацію. Потім планшет тричі промивали з вико-
ристанням піпетки з 10 мл для руйнування скуп-
чень. Після цього клітини підраховували і 
одержували осад, використовуючи центрифугу 
Beckman при 1000 об./хвилину протягом 5 хвилин. 
Потім середовище відсмоктували, осад спочатку 
ресуспендували в <1 мл повного середовища для 
росту за допомогою струшування пальцями, а по-
тім піпеткою p1000, а після цього концентрацію 
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клітин нормалізували до 1,3 М/мл. Наявність дис-
персії окремих клітин підтверджували мікроскопі-
єю. 

Потім одержували планшет з реагентом за до-
помогою блокування 96-ямкового планшету dPBS і 
5 % FBS протягом 30 хвилин. Після цього проми-
вали планшет з використанням 1 × 100 мкл dPBS з 
подальшим відсмоктуванням і струшуванням для 
сушіння. Серії розведення IgG, що тестується, 
одержували за допомогою dPBS з використанням 
4x[IgG] концентрації, достатньої для 3 ямок план-
шету для обробки в одній ямці 96-ямкового план-
шету. 40000 клітин у 30 мкл/ямку розділяли на 
порції у 96-ямковий, промитий, покритий полі-
НЕМА планшет Costar3590, не призначений для 
культивування тканини (Corning3590). Потім у кож-
ну ямку 96-ямкового планшета переносили 10 мкл 
реагенту. Для кожного варіанту обробки одержу-
вали три серії зразків з використанням 8-канальної 
піпетки. Потім протягом ночі (16-18 годин) прово-
дили інкубацію при 250 об./хвилину, при струшу-
ванні, в інкубаторі, що зволожується, 5 % СО2, 
37 °C. 

У добу 440 мкл клітин, що струшуються, пере-
носили у покритий полілізином 96-ямковий план-
шет (покритий полілізином 96-ямковий планшет 
BioCoat: BD 356516). Потім ямки промивали за 
допомогою 60 мкл повного середовища для росту, 
планшет струшували легким постукуванням і пе-
реносили у планшет, покритий полілізином. За 
необхідності проводили додаткове промивання за 
допомогою 50 мкл. Потім протягом 60 хвилин про-
водили інкубацію в інкубаторі, що зволожується, 
5 % СO2, 2,37 °C. На цій стадії проявляли обереж-
ність для кількісного перенесення всіх клітин, на-
скільки можливо обережно, без надмірного піпету-
вання. Потім клітини фіксували додаванням 100 
мкл фіксуючого розчину (7,4 % формальдегід 
(37 % мас/об. - Sigma F15587)) у витяжній шафі з 
подальшою інкубацією протягом >30 хвилин при 
кімнатній температурі. 

Потім для промивання клітин рідину зливали у 
склянку для збору або лоток і злегка струшували 
для видалення рідини, що залишилася, і обережно 
постукували по паперовій серветці. Потім викорис-
товували 100 мкл dPBS на ямку для промивання з 
подальшою інкубацією протягом 15 хвилин. Потім 
клітини забарвлювали за допомогою зливання 
рідини, як вказано вище, і використання 100 мкл 
барвника Hoescht (1 мкг/мл барвника Hoescht у 
dPBS-10 мг/мл молекулярних зондів Hoescht 
33342) з подальшою інкубацією протягом 30 хви-
лин. Після цього клітини двічі промивали, залиша-
ючи залишок у вигляді 100 мкл dPBS в ямці для 
мікроскопії. 

Потім вимірювали (Cellomics) кількість агрего-
ваних об'єктів, а середнє число об'єктів (з IgG, що 
тестується) порівнювали з таким для IgG (напри-
клад, Gt-антитіло проти Р-кадгерину R&D Systems 
AF761) або контролю у вигляді тільки середовища. 
Потім будували графік залежності числа об'єктів 
від концентрації інгібітору IgG і визначали величи-
ни ІС50. Величини ІС50 для декількох антитіл за 
даним винаходом представлені у таблиці 6. 

 

Таблиця 6 
 

IgG 
Середнє значення ІС50 (нМ) при 

аналізі адгезії (SW480) 

194-е06 0,7 

194-а02 1,1 

g-194-b09 0,9 

g-195-e11 2,2 

g-194-g09 2,6 

196-h02 3,2 

194-e01 1,3 

196-d10 1,5 

g-196-g03 0,9 

196-е06 1,9 

195-a09 1,7 

198-a09 2,9 

g-200-h06 4,7 

129-1c4 35 

 
Приклад 5: аналіз залежного від Р-кадгерину 

розпаду шароподібних утворень Наступний аналіз 
розпаду шароподібного утворення являє собою 
варіант аналізу агрегації (описаний у прикладі 4), в 
якому скупчення клітин формуються протягом ночі 
перед додаванням Р-кадгерину і контрольних ан-
титіл. Потім додають реагенти, що тестуються, на 
додаткові 24 години перед аналізом. 

Одержання планшету здійснювали наступним 
чином. Кожний 96-ямковий аналітичний планшет 
покривали за допомогою 50 мкл полі-НЕМА (12 
мг/мл у 90 % етанолу, 10 % метанолу), а потім 
випарювали протягом періоду від 6 годин до пері-
оду всієї ночі з подальшим промиванням 3 × 100 
мкл стерильної Н2О перед використанням. Після 
цього клітини культивували наступним чином. Клі-
тини з клітинної лінії SW480 людини (що стабільно 
експресують Р-кадгерин G418

r
) пересівали у повне 

середовище для росту (qs DMEM (In Vitrogen 
11995-065), 10 % FBS (Omega Scientific FB-02), 
1:100NEAA (In Vitrogen 11140-050), 1:100 піруват 
натрію (In Vitrogen 11360-070), 1:100 глутамін (In 
Vitrogen 25030-051), 1:100 пеніцилін/стрептолізин 
(In Vitrogen 15070-063), 1:100 генетицин 50 мг/мл 
(In Vitrogen 10131-035)) + G418 (500 мкг/мл), а по-
тім розділяли на частини 1:3-4 двічі на тиждень. 
Після цього культури заморожували у середовищі 
для росту + 10 %DMSO. 

У добу 1 клітини SW480:pCAD і контрольний 
зразок SW480:pCLNX (стійкий контрольний вектор) 
висівали на планшет 5 × 10

6
 клітин/100 мм при 

розведенні, що не перевищує 1:3. Потім клітини 
вирощували у культурі протягом 48 годин. Кожний 
планшет 100 мм забезпечував приблизно 10 × 10

6
 

клітин, або достатню кількість для 2 × 96-ямкових 
планшетів. 

У добу 3 видаляли середовище з подальшим 
промиванням за допомогою dPBS (PBS Дульбеко 
(In Vitrogen 14040-133)), після чого клітини оброб-
ляли трипсином у планшеті 3 мл/100 мм. Потім, 
після виділення за допомогою двох об'ємів (6 мл) 
повного середовища для росту проводили нейт-
ралізацію. Потім планшет тричі промивали з вико-
ристанням піпетки з 10 мл для руйнування скуп-
чень. Після цього клітини підраховували і 
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одержували осад, використовуючи центрифугу 
Beckman при 1000 об./хвилину протягом 5 хвилин. 
Потім середовище відсмоктували, осад спочатку 
ресуспендували в <1 мл повного середовища для 
росту за допомогою струшування пальцями, а по-
тім піпеткою p1000, а після цього концентрацію 
клітин нормалізували до 1,0 × 10

6
/мл. Наявність 

дисперсії окремих клітин підтверджували мікрос-
копією. 

40000 клітин у 40 мкл/ямку розділяли на порції 
у 96-ямковий, промитий, покритий полі-НЕМА 
планшет Costar 3590, не призначений для культи-
вування тканини (Corning 3590). Потім протягом 
ночі (16-18 годин) проводили інкубацію при 250 
об./хвилину, при струшуванні, в інкубаторі, що 
зволожується, 5 % СО2, 37 °C. 

Потім, у добу 4 одержували планшет з реаген-
том за допомогою блокування 96-ямкового план-
шету dPBS і 5 % FBS протягом ЗО хвилин. Після 
цього промивали планшет з використанням 1 × 
100 мкл dPBS з подальшим відсмоктуванням і 
струшуванням для сушіння. Серії розведень IgG, 
що тестується, одержували за допомогою dPBS з 
використанням 5x[IgG] концентрації, достатньої 
для 3 ямок планшету для обробки в одній ямці 96-
ямкового планшету. Потім у кожну ямку 96-
ямкового планшету переносили 10 мкл реагенту. 
Для кожного варіанту обробки одержували три 
серії зразків з використанням 8-канальної піпетки. 
Потім проводили інкубацію (20-24 години) при 250 
об./хвилину, при струшуванні, в інкубаторі, що 
зволожується, 5 % СО2, 37 °C. 

У добу 550 мкл клітин, що струшуються, пере-
носили у покритий полілізином 96-ямковий план-
шет (покритий полілізином 96-ямковий планшет 
BioCoat: BD 356516). Потім ямки промивали за 
допомогою 50 мкл повного середовища для росту, 
планшет струшували легким постукуванням і пе-
реносили у планшет, покритий полілізином. За 
необхідності проводили додаткове промивання за 
допомогою 50 мкл. Потім протягом 60 хвилин про-
водили інкубацію в інкубаторі, що зволожується, 
5 % СО2, 37 °C. На цій стадії проявляли обереж-
ність для кількісного перенесення всіх клітин, на-
скільки можливо обережно, без надмірного піпету-
вання. Потім клітини фіксували додаванням 100 
мкл фіксуючого розчину (7,4 % формальдегід 
(37 % мас/об. - Sigma F15587)) у витяжній шафі з 
подальшою інкубацією протягом >30 хвилин при 
кімнатній температурі. 

Потім для промивання клітин рідину зливали у 
склянку для збору або лоток і злегка струшували 
для видалення рідини, що залишилася, і обережно 
постукували по паперовій серветці. Потім викорис-
товували 100 мкл dPBS на ямку для промивання з 
подальшою інкубацією протягом 15 хвилин. Потім 
клітини забарвлювали за допомогою зливання 
рідини, як вказано вище, і використання 100 мкл 
барвника Hoescht (1 мкг/мл барвника Hoescht у 
dPBS-10 мг/мл молекулярних зондів Hoescht 
33342) з подальшою інкубацією протягом 30 хви-
лин. Після цього клітини двічі промивали, залиша-
ючи залишок у вигляді 100 мкл dPBS в ямці для 
мікроскопії. Потім вимірювали (Cellomics) кількість 
агрегованих об'єктів, а середнє число об'єктів (з 

IgG, що тестується) порівнювали з таким для IgG 
(наприклад, Gt-антитіло проти Р-кадгерину R&D 
Systems AF761) або контролю у вигляді тільки се-
редовища. Потім для визначення величин ІС50 
можна будувати графік залежності числа об'єктів 
від концентрації інгібітору IgG. Альтернативно, 
число об'єктів виражали у вигляді числа разів, в 
яке посилювався розпад у порівнянні з контролем 
при одній конкретній концентрації, як представле-
но у таблиці 7. 

 
 

Таблиця 7 
 

IgG 

Аналіз розпаду 
шароподібного скупчення SW480 

Число разів, в яке підвищується розпад 
у порівнянні з контролем при 5 нМ 

194-е06 10 

194-а02 10 

g-194-b09 10 

g-195-e11 7 

g-194-g09 14 

196-h02 10 

194-e01 16 

196-d10 10 

g-196-g03 13 

196-е06 10 

195-a09 10 

198-a09 13 

g-200-h06 7 

129-1c4 4 

 
 
Приклад 6: вимірювання KD і kзвор. для антитіл 

проти Р-кадгерину Вимірювання афінності (KD і 
kзвор.) одноланцюжкових антитіл scFv проти Р-
кадгерину за допомогою поверхневого плазмонно-
го резонансу з використанням пристрою 
BIACORE™ 3000 проводили наступним чином, 
застосовуючи протоколи виробника. 

Для виконання кінетичних аналізів злитий бі-
лок рекомбінантний Р-кадгерин людини/Fc 
(hCad/Fc) і злитий білок Р-кадгерин миші/Fc 
(mCad/Fc) фіксували в окремих плаваючих комір-
ках сенсорної матриці СМ5 BIACORE™ з викорис-
танням загальноприйнятого зв'язування за допо-
могою амінів. Поверхні обробляли з 
використанням 10 мМ ацетатного буферу, рН 4,5 
разом з 2,0 мМ СаСl2 як фіксуючого буферу і дося-
гали щільності білка величиною 5800 і 1600 оди-
ниць відповіді для злитих білків hCad/Fc і mCad/Fc, 
відповідно. Деактивацію складних ефірів N-
гідроксисукциніміду, що не прореагували, прово-
дили з використанням 1 Μ гідрохлориду етанола-
міну, рН 8,5. Активовану/деактивовану пусту пове-
рхню використовували як контрольну поверхню. 
Зразки антитіл scFv у проточному буфері одержу-
вали у концентраціях, що знаходяться у діапазоні 
від 200 до 0,78 нМ (0 нМ розчин, що містить тільки 
проточний буфер, включали як нульову точку від-
ліку). Зразки вибирали випадковим чином і протя-
гом 1 хвилини вводили ін'єкцією у вигляді трьох 
серій кожного у плаваючі комірки з використанням 
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HBS-Р (10 мМ HEPES рН 7,4,150 мМ NaCl, 
0,005 % поверхнево-активної речовини Р20) разом 
з 2,0 мМ СаСl2 як проточного буферу. Для визна-
чення констант афінності використовували об'ємну 
швидкість потоку 25 мкл/хвилину. Дисоціацію ан-
титіла спостерігали протягом 5 хвилин, а поверх-
ню відновлювали за допомогою ін'єкції 10 мМ глі-
цин-НСІ рН 1,5 (25 мкл/хвилину) протягом 12 
секунд. Вихідні дані обробляли з використанням 
пакету програмного забезпечення Scrubber 
(©BioLogic Software) і аналізували з використан-
ням пакету програмного забезпечення CLAMP 
(©BioLogic Software). Дані загалом приводили у 
відповідність з простою моделлю зв'язування Лен-
гмюра 1:1. 

Константи афінності для одноланцюжкових 
антитіл проти Р-кадгерину за даним винаходом 
наведені у таблиці 8: 

 
 

Таблиця 8 
 

scFv 
hCad/Fc 
KD (нМ) 

hCad/Fc 
kзвop. 

(1/сек.) 

mCad/Fc 
KD (нМ) 

mCad/Fc 
kзвop. 

(1/сек.) 

194-b09 4,0 1,9×10
-03

 11 3,6×10
-3

 

194-g09 2,6 1, 6×10
-03

 1,8 8,1×10
-4

 

196-g03 1,1 7,0×10
-04

 0,76 4,7×10
-4

 

 
 
Приклад 7: визначення вибірності антитіл про-

ти Р-кадгерину Для визначення вибірності різних 
антитіл відносно Р-кадгерину у порівнянні з Е-
кадгерином використовували наступну схему. 

Рекомбінантний Р-кадгерин людини (R&D 
Systems861-PC-100) і рекомбінантний Е-кадгерин 
людини (R&D Systems 648-EC-100) наносили на 
ямки планшетів для фіксування білків Exiqon (VWR 
International) при 1 мкг/мл у PBS + 0,5 мМ СаСl2. 
Зразки IgG блокували в 3 % Marvel/PBS + 0,5 мМ 
СаСl2 протягом 1 години до титрування від 50 нМ 
(7,5 мкг/мл) до 0,64 нМ (0,096 мкг/мл) і додавали у 
вигляді двох серій в ямки, покриті двома різними 
антигенами. Після зрівноважування протягом ночі 
при 4 °C планшети три рази промивали за допомо-
гою їх PBS/0,1 % Tween+0,5 мМ СаСl2, а потім три 
рази за допомогою 1×PBS+0,5 мМ СаСl2. Потім 50 
мкл кон'югату антитіла проти Fab людини і перок-
сидази, розведеної 1:5000 в 3 % Marvel/PBS + 0,5 
мМ СаСl2, додавали у кожну ямку і залишали зрів-
новажуватися протягом 1 години при кімнатній 
температурі. Планшети промивали три рази за 
допомогою 1×PBS/0,1 % Tween+0,5 мМ СаСІ2 і три 
рази за допомогою 1×PBS+0,5 мМ СаСl2. У кожну 
ямку додавали 50 мкл 3,3',5,5'-
тетраметилбензидину (ТМВ; Sigma) і дозволяли 
розвиватися реакціям протягом 20 хвилин до при-
пинення за допомогою додавання 25 мкл/ямку 0,5 
Μ H2SO4. Після зчитування величин поглинання 
при 450 нм аналізували дані з використанням про-
грамного забезпечення Graphpad Prism для обчи-
слення відносних величин KD для кожного антитіла 
для зв'язування з Р-кадгерином і Е-кадгерином. 
Одержані дані узагальнені у таблиці 9. 

 

Таблиця 9 
 

IgG 
Р-кадгерин 

KD (nM) 
Е-кадгерин 

Kq (nM) 
KD(E)/KD/(P) 

194-а02 116 682 6 

g-194-b09 788 +2156 3 

g-194-g09 2602 
Не зв'язу-

ється 
>100 

194-e01 112 20511 183 

g-194-e06 191 794 4 

195-a09 120 11516 96 

194-е06 56 264 5 

196-d10 45 63 1,4 

196-е06 62 187 3 

g-196-g03 449 7513 17 

196-h02 102 33212 326 

198-a09 78 19396 249 

 
Приклад 8: аналіз конкурування за епітоп 
Для вимірювання величин ІС50 в аналізі конку-

рування за епітоп для визначення здатності різних 
scFv з батьківської лінії витісняти батьківський IgG 
з природного Р-кадгерину на поверхні клітин А431 
використовували наступну схему. Кількість біоти-
нільованого батьківського IgG, що зв'язався, за 
наявності інгібуючого scFv виявляють з викорис-
танням європію-стрептавідину і кількісного підра-
хунку DELFIA. Виміряні величини ІС50 для декіль-
кох scFv представлені у таблиці 10. 

Клітини А431 (ЕСАСС №85090402), що куль-
тивуються відповідно до загальноприйнятих спо-
собів, а потім знімаються при величині змикання 
моношару приблизно 80 %, висівали при 2,5×10

4
 

клітин на ямку у покриті колагеном 96-ямкові 
планшети Beckton Dickenson (BD, номер у каталозі 
№6407) за добу до використання. Потім планшети 
промивали 3 рази за допомогою занурення в єм-
ність з буфером PBS (Gibco, номер у каталозі 
№14190-094, без кальцію, магнію і бікарбонату 
натрію) перед додаванням 200 мкл в ямку блокую-
чого буферу (PBS Gibco, номер у каталозі 
№14190-094, разом з 3 % Marvel (Premier 
International Foods Ltd.)) та інкубували протягом 2 
годин при кімнатній температурі. Після цього 
планшети 3 рази промивали за допомогою PBS, як 
вказано вище. 

Для високопродуктивного скринінгу і одержан-
ня профілю ІС50 речовини scFv/IgG спочатку одер-
жували у планшетах для розведення Greiner (96-
ямкові поліпропіленові планшети Greiner (Greiner, 
номер у каталозі №780271)) у загальному об'ємі 
60 мкл аналітичного буферу. Потім переносили 50 
мкл з допоміжного планшета Greiner безпосеред-
ньо в аналітичний планшет і дозволяли проходити 
реакції зв'язування протягом 2 годин 30 хвилин 
при кімнатній температурі. Після закінчення реакції 
зв'язування планшети промивали 3 рази у PBS 
перед додаванням міченого європієм стрептавіди-
ну (Perkin Elmer, номер у каталозі №1244-360, ро-
зведення 1:1000 у буфері для аналізу DELFIA 
(Perkin Elmer, номер у каталозі №4002-0010)) та 
інкубували протягом додаткової 1 години при кім-
натній температурі. 
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Потім планшети промивали 7 разів з викорис-
танням буферу для промивання DELFIA (Perkin 
Elmer, номер у каталозі №4010-0010) за допомо-
гою багаторазового занурення планшетів в ємність 
з буфером. У результаті, після додавання поси-
люючого засобу для DELFIA (Perkin Elmer, номер у 
каталозі №4001-0010-100 мкл/ямку) планшети зчи-
тували з використанням загальноприйнятого про-
токолу DELFIA на сумісному рідері (наприклад, 
Wallac або Envision). 

Підготовка планшету для розведень Greiner-
HTS 

Умови високопродуктивного скринінгу (HTS) 
змінювали різним чином в залежності від стадії 
оптимізації. У випадку HTS продуктів з оптимізації 
окремих ланцюгів VH і VL кінцевий [периплазмати-
чний препарат] фіксували на рівні 12,5 % таким 
чином, що батьківський scFv приводив до частко-

вого інгібування. У випадку більш пізнього HTS 
продуктів з рекомбінантних бібліотек VH:VL кінцева 
концентрація периплазматичного препарату була 
знижена до 1,7 %, і у цих умовах контрольний scFv 
з оптимізованого VH (TOP-108-C01) приводив до 
часткового інгібування. Оптимізація концентрації 
периплазматичного препарату таким чином, що 
відповідний контрольний scFv приводив до част-
кового інгібування, залишала інтервал для вияв-
лення у ньому поліпшених клонів. 

Для досягнення цих кінцевих концентрацій пе-
риплазматичного препарату scFv використовували 
наступну процедуру: 

і) 3 використанням пристрою Cybiwell перено-
сили необхідний об'єм (див. нижче) речовини зраз-
ка периплазматичного препарату з планшету для 
зразків, що має глибокі ямки, у планшет для роз-
ведень Greiner у ряди 1-11. 

 

 
(заздалегідь розведений периплазматичний 

препарат 1:10 одержували перенесенням 10 мкл 
чистого периплазматичного препарату з планшету 
для зразків у планшет для розведення Greiner, що 
містить 90 мкл аналітичного буферу (з викорис-
танням Cybiwell)). 

іі) Потім об'єм у рядах 1-11 доводили до 30 
мкл додаванням відповідного об'єму аналітичного 
буферу. 

ііі) Після цього додавали 30 мкл аналітичного 
буферу у ряд 12 (A-D) (ямки для загального зв'я-
зування). 

iv) Для визначення неспецифічного зв'язуван-
ня до ряду 12 (Е-Н) додавали 30 мкл надлишку 
неміченого батьківського IgG (129-1c4) в аналітич-
ному буфері. IgG додавали у концентрації 1000 нМ 
для одержання кінцевої концентрації 500 нМ. 

ν) Біотинілювали IgG129-1c4 з використанням 
водонерозчинного реагенту EZ-link-NHS-LC-Biotin 
(Perbio/Pierce, номер продукту №21336). Розчин 
IgG доповнювали додаванням 1/10-ої об'єму 1 Μ 
NaHCO3 і 1/10-ої об'єму диметилформаміду. Реа-
гент EZ-link-NHS-LC-Biotin розчиняли у DMF, а 
потім додавали у п'ятикратному молярному над-
лишку у порівнянні з IgG і дозволяли проходити 
реакції протягом 20 хвилин при кімнатній темпера-
турі. Після цього біотинільований IgG стабілізува-
ли додаванням BSA (0,1 %). Потім у всі ямки до-
давали 30 мкл біотинільованого батьківського IgG 
129-1c4 в аналітичному буфері для одержання 
кінцевої концентрації 1,5 нМ у кінцевому об'ємі 60 
мкл (тобто мічений європієм IgG додавали у 2 × 
кінцевій концентрації). 

vi) Після змішування вмісту планшету Greiner 
за допомогою струшування переносили 50 мкл 
безпосередньо в аналітичний планшет і дозволяли 
проходити реакції зв'язування протягом 2 годин 30 
хвилин при кімнатній температурі (як описано ра-
ніше). 

Підготовка планшету для розведень Greiner- 
одержання профілю ІС50 

і) Додавали 30 мкл/ямку аналітичного буферу 
у ряди 2-11 і ямки 12A-12D у звичайних планшетах 
для розведення Greiner. 

іі) Для визначення неспецифічного зв'язування 
до ряду 12 (Е-Н) додавали 30 мкл надлишку немі-
ченого батьківського IgG (129-1c4) в аналітичному 
буфері. IgG потрібно додавати у концентрації 1000 
нМ для одержання кінцевої концентрації 500 нМ. 

ііі) У ряд 1 додавали 2 × 45 мкл кожного нероз-
веденого scFv His-prep таким чином, щоб одержа-
ти 4 серії з 11 точок титрування ІС50 на 96-ямковий 
аналітичний планшет. Потім проводили дві серії 
серійних розведень 1:3 за допомогою відбору 15 
мкл з ряду 1 і змішування у ряді 2 з подальшим 
відбором 15 мкл з ряду 2 і змішуванням у ряді 3 і 
т.д. Після змішування у ряді 11 видаляли 15 мкл 
(тобто залишаючи кінцевий об'єм 30 мкл). 

iv) Потім у всі ямки додавали 30 мкл біотині-
льованого батьківського IgG 129-1с4 в аналітич-
ному буфері для одержання кінцевої концентрації 
1,5 нМ у кінцевому об'ємі 60 мкл (тобто мічений 
європієм IgG додавали у 2× кінцевій концентрації). 

ν) Після змішування вмісту планшету Greiner 
за допомогою струшування переносили 50 мкл 
безпосередньо в аналітичний планшет і дозволяли 
проходити реакції зв'язування протягом 2 годин 30 
хвилин при кімнатній температурі, як описано ра-
ніше. 

У випадку HTS scFv експресували у 96-ямковій 
структурі у вигляді неочищеного екстракту з бак-
теріальної периплазми (периплазматичний препа-
рат scFv) в основному буфері, що містить 
MOPS/EDTA/сорбіт рН 7,4 (MES рН 7,4). Для оде-
ржання профілю ІС5о scFv експресували у більш 
низькопродуктивній очищеній формі з використан-
ням гістидинової мітки scFv для афінного очищен-
ня (гістидиновий препарат scFv) в основному бу-
фері з PBS. 



83 95775 84 
 

 

 

Для обох аналізів HTS і ІС50 вихідні дані спо-
чатку перетворювали у дані % зв'язування відпові-
дно до наведеного нижче рівняння: 

% зв'язування = {(величина зв'язування - ве-
личина неспецифічного зв'язування)/(величина 
загального зв'язування - величина неспецифічного 
зв'язування)}*100 

Потім дані HTS додатково аналізували з вико-
ристанням загальноприйнятих матриць Excel для 
виявлення сигналів, що приводять до більш висо-
кого інгібування (більш низького % зв'язування), 
ніж відповідний контрольний scFv. Для аналізу ІС50 
дані щодо % зв'язування аналізували з викорис-
танням програмного забезпечення для обробки 
кривих Prism версія 4.0.scFv являють собою варіа-
нти батьківського IgG 129-1c4, де ділянки CDR3 VH 
і VL були випадковим чином змінені мутацією, як 
описано у прикладі 2. Послідовності варіантів 
CDR3 VH подані на фіг. 1 у вигляді SEQ ID №№:91-
256. Послідовності варіантів CDR3 VL подані на 
фіг.1 у вигляді SEQ ID №№:257-319. Величини ІС50 
для декількох scFv, в яких спостерігали поліпшене 
зв'язування у порівнянні з батьківським IgG 129-
1c4, представлені у таблиці 10. Кожний з варіантів 
scFv батьківського 129-1с4 позначений за допомо-
гою двох SEQ ID №№:CDR3 VH і CDR3 VL. Для 
порівняння, ІС50 для батьківського IgG 129-1c4 
становив 108,3 нМ. 

 
Таблиця 10 

 

SEQ ID №: CDR3 VH SEQ ID №: CDR3 VL IC50 (нМ) 

37 40 2,49 

37 261 1,78 

37 43 5,67 

37 274 8,73 

37 277 2,20 

37 287 10,50 

37 288 6,67 

37 295 0,80 

37 297 2,49 

37 299 1,97 

37 303 1,47 

37 304 1,10 

37 305 2,19 

95 47 2,36 

97 47 1,33 

113 47 2,06 

125 47 0,26 

131 47 0,35 

31 47 2,05 

147 47 1,16 

165 47 5,11 

167 47 0,60 

180 47 0,43 

181 47 2,46 

27 47 0,54 

195 47 1,29 

187 43 1,58 

27 296 1,16 

163 43 2,45 

26 40 0,76 

26 43 0,93 

27 309 1,36 

199 310 2,54 

201 310 2,26 

207 291 2,73 

240 313 2,98 

 
Всі публікації, патенти і патентні заявки, що 

цитуються у даному описі, включені сюди у вигляді 
посилання у такій же мірі, як якби кожна публікація 
або патентна заявка була індивідуально і конкрет-
но вказана для включення шляхом посилання. 
Хоча вказаний вище винахід описаний у вигляді 
ілюстрації і прикладу з метою ясності розуміння, 
фахівці у даній галузі, враховуючи опис цього ви-
находу, легко розуміють, що у нього можна вводи-
ти зміни і модифікації без втрати суті або об'єму 
доданої формули винаходу. 
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