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(57) Предложены способы и композиции для лечения ангиогенных расстройств с применением
агентов против ФРЭС. Агенты против ФРЭС содержат ФРЭС-связывающие домены и
обладают способностью связывать стекловидное тело. Предложены иллюстративные варианты
осуществления слитых белков Fc-IgG с ФРЭС-связывающими доменами с сильными
характеристиками связывания гепарина, сильным ингибированием митогенной активности ФРЭС
и улучшенной фармакокинетикой, а именно более длительными периодами полувыведения агентов
против ФРЭС и, следовательно, менее частым введением доз.
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Перекрестная ссылка на родственные заявки 

Данная заявка заявляет приоритет по предварительной заявке США № 62/622382, поданной 26 ян-

варя 2018 г., которая включена в данный документ посредством ссылки. 

Перечень последовательностей 

Данная заявка содержит перечень последовательностей, который был представлен в электронном 

виде в формате ASCII и включен в данный документ в полном объеме посредством ссылки. Указанная 

ASCII-копия, созданная 25 января 2019 г., называется 24978-0470_SL.txt и имеет размер 50,960 байт. 

Уровень техники 

Развитие неоваскулярного питания или ангиогенеза играет важную гомеостатическую роль, по-

скольку кровеносные сосуды переносят питательные вещества к тканям и органам и выводят продукты 

катаболизма 1. Однако неконтролируемый рост кровеносных сосудов может стимулировать или облег-

чать многочисленные патологические процессы, включая опухоли и внутриглазные сосудистые наруше-

ния 1. Хотя первоначально было идентифицировано и охарактеризовано несколько ангиогенных факто-

ров (например, ЭФР, ТФР-α, ТФР-β, кФРФ, оФРФ, ангиогенин) [2] работа, проведенная за последние три 

десятилетия, установила критическую роль ФРЭС-А (далее ФРЭС) в нормальном и патологическом ан-

гиогенезе [3, 4]. ФРЭС является членом семейства генов, которое также включает PlGF, ФРЭС-В, ФРЭС-

С и ФРЭС-D. Сообщалось, что три родственные рецепторные тирозинкиназы (РТК) связывают лиганды 

ФРЭС: VEGFR-1, VEGFR-2 и VEGFR-3 [5]. PlGF и ФРЭС-В селективно взаимодействуют с VEGFR-1, 

ФРЭС связывает как VEGFR-1, так и VEGFR-2. Третий член этого семейства РТК, VEGFR-3 [6], связы-

вает ФРЭС-С и ФРЭС-D, которые участвуют в лимфангиогенезе. Каждый член этого класса РТК имеет 

семь иммуноглобулин (Ig)-подобных доменов во внеклеточной части [7]. Существует мнение, что 

VEGFR-2 является основным сигнальным рецептором ФРЭС [5]. Однако VEGFR-1 связывает ФРЭС с 

существенно более высокой аффинностью связывания, чем VEGFR-2 [7]. 

Ингибиторы ФРЭС стали стандартом терапии при множественных опухолях и произвели револю-

цию в лечении внутриглазных неоваскулярных расстройств, таких как неоваскулярная форма возрастной 

макулярной дегенерации (ВМД), пролиферативная диабетическая ретинопатия и окклюзия вен сетчатки, 

которые являются основными причинами тяжелой потери зрения и практической слепоты [8, 4]. В на-

стоящее время в США по показаниям в офтальмологии широко используются три лекарственных средст-

ва против ФРЭС: бевацизумаб, ранибизумаб и афлиберцепт [4]. Бевацизумаб представляет собой полно-

размерное антитело IgG, нацеленное на ФРЭС [9]. Хотя бевацизумаб не был разработан для показаний в 

офтальмологии, он широко используется не по назначению из-за его низкой стоимости. Ранибизумаб 

представляет собой анти-ФРЭС Fab с созревшей аффинностью [10]. Афлиберцепт представляет собой 

слитый белок IgG-Fc [11, 12], с элементами из VEGFR-1 и VEGFR-2, связывающими ФРЭС, PIGF и 

ФРЭС-В [13]. Конберцепт представляет собой растворимый рецептор ФРЭС, структурно связанный с 

афлиберцептом, широко используемый для лечения внутриглазной неоваскуляризации в Китае [14]. 

Миллионы пациентов во всем мире прошли курс лечения этими лекарственными средствами. Важно от-

метить, что после пятилетнего лечения ранибизумабом или бевацизумабом примерно у половины паци-

ентов с неоваскулярной ВМД было хорошее зрение, т.е. острота зрения была 20/40 или выше, что было 

недостижимо до того, как стали доступны лекарственные средства против ФРЭС [15]. 

Однако в условиях реальной клинической практики многие пациенты получают меньше инъекций 

анти-ФРЭС, чем в клинических испытаниях, и было высказано предположение, что это может коррели-

ровать с плохими визуальными исходами [16]. Действительно необходимость выполнения относительно 

частых интравитреальных инъекций препятствовала соблюдению пациентом режима и схемы лечения и 

в конечном итоге преимуществам терапии, особенно в некоторых странах [16]. Следовательно, сущест-

вует необходимость в разработке агентов с более длительным действием при инъекции в глаз, таким об-

разом, снижая частоту инъекций, и было предпринято несколько попыток приблизиться к этой цели [17, 

18]. Афлиберцепт (Эйлеа) был одобрен на основании клинических испытаний, которые продемонстриро-

вали, что каждое 8-недельное введение дозы 2 мг может соответствовать эффективности ежемесячного 

введения ранибизумаба (0,5 мг). Однако, несмотря на прогноз, что переход на афлиберцепт снизит число 

интравитреальных инъекций, недавние исследования продемонстрировали, что это не так [19]. Следова-

тельно, все еще существует неудовлетворенная медицинская потребность в интравитреальных агентах 

против ФРЭС с улучшенным периодом полувыведения. 

В 1996 г. Davis-Smyth et al. [20] (см. также патент США № 5952199) сообщили, что домен (D) 2 

VEGFR-1 является критическим связывающим элементом для ФРЭС и PIGF. Удаление D2 полностью 

устранило связывание. Замена D2 VEGFR-3 на D2 VEGFR-1 придает VEGFR-3 лигандную специфич-

ность VEGFR-1 [20]. В последующей работе описано взаимодействие между D2 и ФРЭС (или PlGF) при 

помощи рентгеновской кристаллографии [21-23]. 

Первоначальные исследования привели к созданию конструкта с характеристиками связывания 

полноразмерного ФРЭС, содержащего первые три Ig-подобных D из VEGFR-1, слитых с Fc-lgG (Flt-1-3-

IgG) [20]. Flt-1-3-lgG продемонстрировал сильную способность нейтрализовать ФРЭС in vitro и in vivo 

[24-27]. Однако присутствие D3, который обладает значительной аффинностью к гепарину из-за наличия 

кластеров основных остатков, что приводит к связыванию с HSPG в различных тканях, замедляла период 
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полувыведения из кровотока этой молекулы. В 2002 г. Holash и др. [13] (патент США №7070959) описа-

ли слитый конструкт IgG, содержащий D2 VEGFR-1 (связывающий элемент) и D3 VEGFR2, который 

имеет гораздо более слабую аффинность к гепарину по сравнению с D3 VEGFR-1. Сообщалось, что эта 

молекула, известная сегодня как афлиберцепт (продается как Эйлеа), имеет более длительный период 

полувыведения по сравнению с Flt (1-3-IgG) после системного введения [13], что явно является преиму-

ществом для нацеливания лечения, например, по показаниям в онкологии. 

Сущность изобретения 

Данное изобретение обеспечивает композиции и способы ингибирования ангиогенеза и лечения па-

тологических состояний, связанных с ФРЭС, таких как болезни глаз, включая, помимо прочего, возрас-

тную дегенерацию желтого пятна, пролиферативную диабетическую ретинопатию, окклюзию вен сет-

чатки, хориоидальную неоваскуляризацию, вторичную по отношению к миопии, ретинопатию недоно-

шенных, диабетический макулярный отек, полипоидную хориоидальную васкулопатию, включающий 

введение агента против ФРЭС, который ингибирует активность ФРЭС и в то же время обладает сильны-

ми характеристиками связывания гепарина, обеспечивая тем самым превосходную фармакокинетику, а 

именно более длительный период полувыведения терапевтического агента после интравитреального введе-

ния. 

В вариантах осуществления данное изобретение обеспечивает композиции и способы лечения па-

тологических состояний, при которых местное прямое введение агента против ФРЭС является полезным, 

например, для лечения и предотвращения пролиферативных состояний, связанных с эндотелиальными 

клетками, или ангиогенеза, например, при лечении солидных опухолей, таких как, но не ограничиваясь 

этим, интракраниальное введение при глиобластомах. 

В вариантах осуществления данное изобретение обеспечивает агент против ФРЭС, причем агент 

против ФРЭС представляет собой конструкт Fc-IgG, объединяющий домены с характеристиками связы-

вания ФРЭС, и домены, которые связывают гепариновые протеогликаны. В вариантах осуществления 

данное изобретение обеспечивает агент против ФРЭС, причем агент против ФРЭС представляет собой 

конструкт Fc-IgG, обладающий способностью связывать гепарин, и содержит один или более доменов с 

характеристиками связывания ФРЭС. В вариантах осуществления данное изобретение обеспечивает 

агент против ФРЭС, причем агент против ФРЭС представляет собой слитый белок с улучшенной эффек-

тивностью для связывания с ФРЭС и гепарином. В вариантах осуществления данное изобретение обес-

печивает агент против ФРЭС, причем агент против ФРЭС представляет собой слитый белок с очень низ-

ким уровнем эндотоксина. 

В вариантах осуществления данное изобретение обеспечивает агент против ФРЭС, причем агент 

против ФРЭС представляет собой химерный белок IgG, содержащий элементы рецепторов ФРЭС. В ва-

риантах осуществления данное изобретение обеспечивает химерный белок IgG, причем химерный белок 

IgG содержит один или более фрагментов семи иммуноглобулин (Ig)-подобных доменов во внеклеточ-

ной части тирозинкиназных рецепторов ФРЭС. В вариантах осуществления данное изобретение обеспе-

чивает химерный белок IgG, причем химерный белок IgG содержит один или более фрагментов внекле-

точного домена VEGFR-1, слитых с Fc-IgG. В вариантах осуществления данное изобретение обеспечива-

ет химерный белок IgG, содержащий по меньшей мере один домен 2 VEGFR-1, связывающий ФРЭС, и 

по меньшей мере один дополнительный домен 1 или 3 VEGFR-1 и не содержащий домен 4. В вариантах 

осуществления данное изобретение обеспечивает химерный белок IgG, причем химерный белок IgG со-

держит один или более фрагментов внеклеточного домена VEGFR-2, слитых с Fc-IgG. В вариантах осу-

ществления данное изобретение обеспечивает химерный белок IgG, причем химерный белок IgG содер-

жит один или более фрагментов внеклеточного домена VEGFR-1 и VEGFR-2, слитых с Fc-IgG. 

В вариантах осуществления данное изобретение обеспечивают агент против ФРЭС, содержащий 

часть, связывающую ФРЭС, функционально связанную с Fc-IgG, причем часть, связывающая ФРЭС, со-

держит по меньшей мере один домен, связывающий ФРЭС, который является IgG-подобным доменом 2 

VEGFR-1, и причем агент против ФРЭС обладает большей способностью ингибировать стимулируемый 

ФРЭС митогенез, чем афлиберцепт. В вариантах осуществления данное изобретение предусматривает, 

что агент против ФРЭС обладает большей способностью связывать стекловидное тело, чем афлиберцепт. 

В вариантах осуществления данное изобретение предусматривает, что агент против ФРЭС обладает спо-

собностью ингибировать стимулируемую ФРЭС пролиферацию эндотелиальных клеток в стекловидном 

теле, большей, чем афлиберцепт. В вариантах осуществления данное изобретение предусматривает, что 

агент имеет увеличенный период полувыведения in vivo по сравнению с афлиберцептом. 

В вариантах осуществления данное изобретение предусматривает, что часть, связывающая ФРЭС, 

состоит по существу из IgG-подобных доменов 1, 2 и 3 VEGFR-1 (V1-2-3). В вариантах осуществления 

агент против ФРЭС содержит аминокислотную последовательность, как определено в SEQ ID NO: 1. 

В вариантах осуществления данное изобретение предусматривает, что часть, связывающая ФРЭС, 

состоит по существу из IgG-подобных доменов 2 и 3 VEGFR-1 (V2-3). В вариантах осуществления агент 

против ФРЭС содержит аминокислотную последовательность, как определено в SEQ ID NO: 3. 

В вариантах осуществления данное изобретение предусматривает, что часть, связывающая ФРЭС, 

состоит по существу из IgG-подобных доменов 1, 2, 3 и 3 VEGFR-1 (V1-2-3-3). В вариантах осуществления 
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агент против ФРЭС содержит аминокислотную последовательность, как определено в SEQ ID NO: 5. 

В вариантах осуществления данное изобретение предусматривает, что часть, связывающая ФРЭС, 

состоит по существу из IgG-подобных доменов 2, 3 и 3 VEGFR-1 (V2-3-3). В вариантах осуществления 

агент против ФРЭС содержит аминокислотную последовательность, как определено в SEQ ID NO: 7. 

В вариантах осуществления данное изобретение обеспечивает фармацевтические композиции, со-

держащие терапевтически эффективное количество агента против ФРЭС, как определено в формуле изо-

бретения, и фармацевтически приемлемое вспомогательное вещество. В вариантах осуществления дан-

ное изобретение обеспечивает способы лечения расстройства, связанного с ФРЭС, у субъекта, нуждаю-

щегося в этом, включающие введение субъекту терапевтически эффективного количества агента против 

ФРЭС, как определено. Агент против ФРЭС может быть непосредственно введен в пораженную ткань 

или орган, такой как глаз. 

В вариантах осуществления данное изобретение обеспечивает способ лечения болезни глаз, в кото-

ром агент против ФРЭС вводят локально в глаз в дозировке, соответствующей молярному соотношению 

2:1 относительно ФРЭС. В вариантах осуществления данное изобретение обеспечивает способ лечения 

болезни глаз, в котором агент против ФРЭС вводят внутривенно. В вариантах осуществления данное 

изобретение обеспечивает способ лечения болезни глаз, в котором агент против ФРЭС вводят каждые  

4-6 недель, а в других вариантах осуществления лечение продолжают в течение по меньшей мере одного 

года. 

В соответствии с одним вариантом осуществления данное изобретение обеспечивает способ лече-

ния болезни глаз, включающий введение терапевтически эффективного количества агента против ФРЭС 

локально в глаз, причем лечение эффективно для лечения оккультных, минимально классических и пре-

имущественно классических форм влажной макулярной дегенерации, при этом агент представляет собой 

слитый белок. 

В вариантах осуществления изобретение может быть применено для лечения широкого спектра свя-

занных с ФРЭС расстройств, включая неоваскулярную возрастную макулярную дегенерацию, хориои-

дальную неоваскуляризацию, вторичную по отношению к миопии, пролиферативную диабетическую 

ретинопатию, диабетический макулярный отек, непроходимость сосудов сетчатки, такую как окклюзия 

вен сетчатки, опухоли глаза, синдром фон Гиппеля-Линдау, ретинопатию недоношенных, полипоидную 

хориоидальную васкулопатию, колоректальный рак, рак легкого, рак шейки матки, рак эндометрия, рак 

яичников, рак почки, шванномы, глиомы, эпендимомы и опухолевые и неопухолевые заболевания, при 

которых полезна терапия анти-ФРЭС. 

Согласно другому аспекту данное изобретение обеспечивает фармацевтический состав, содержа-

щий агент против ФРЭС в фармацевтически приемлемом составе-носителе, для местного введения, на-

пример, в глаз. 

В вариантах осуществления в данном изобретении описываются новые конструкты, причем конст-

рукты сильно нейтрализуют активность ФРЭС, в то же время обладая сильными характеристиками свя-

зывания гепарина. 

Краткое описание графических материалов 

Лучшее понимание свойств и преимуществ данного изобретения будет получено на основе сле-

дующего подробного описания, в котором изложены иллюстративные варианты осуществления, в кото-

рых используются принципы изобретения, и сопроводительных графических материалов, где 

на фиг. 1 показано схематическое представление иллюстративных сконструированных слитых бел-

ков с различными Ig-подобными внеклеточными доменами VEGFR-1 (V), слитыми с Fc-IgG (Fc); показа-

ны следующие конструкты: V1-2-3-Fc; V2-3-Fc; V1-2-3-3-Fc; V2-3-3-Fc; V1-2-3-4-Fc; V2-3-4-Fc; V1-2-4-Fc и V2-4-Fc; 

на фиг. 2 описана стратегия конструирования и экспрессии плазмиды; 

на фиг. 3 показана аминокислотная последовательность и последовательность нуклеиновой кисло-

ты конструкта V1-2-3. SEQ ID NO: 1 и SEQ ID NO: 2 соответственно; 

на фиг. 4 показана аминокислотная последовательность и последовательность нуклеиновой кисло-

ты конструкта V2-3. SEQ ID NO: 3 и SEQ ID NO: 4 соответственно; 

на фиг. 5 показана аминокислотная последовательность и последовательность нуклеиновой кисло-

ты конструкта V1-2-3-3. SEQ ID NO: 5 и SEQ ID NO: 6 соответственно; 

на фиг. 6 показана аминокислотная последовательность и последовательность нуклеиновой кисло-

ты конструкта V2-3-3. SEQ ID NO: 7 и SEQ ID NO: 8 соответственно; 

на фиг. 7 показана аминокислотная последовательность и последовательность нуклеиновой кисло-

ты конструкта V1-2-3-3-4. SEQ ID NO: 9 и SEQ ID NO: 10 соответственно; 

на фиг. 8 показана аминокислотная последовательность и последовательность нуклеиновой кисло-

ты конструкта V2-3-4. SEQ ID NO: 11 и SEQ ID NO: 12 соответственно; 

на фиг. 9 показана аминокислотная последовательность и последовательность нуклеиновой кисло-

ты конструкта V2-4. SEQ ID NO: 13 и SEQ ID NO: 14 соответственно; 

на фиг. 10 показана экспрессия конструктов VEGFR-1 в клетках 293; 

на фиг. 11 показаны окрашенные серебром ПААГ гели в восстанавливающих и невосстанавливаю-

щих условиях 200 нг каждого Fc-слитого белка VEGFR-1 по сравнению с Эйлеа; 
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на фиг. 12 показаны ингибирующие эффекты химерных белков на основе рецептора ФРЭС на сти-

мулируемую ФРЭС пролиферацию эндотелиальных клеток; 

на фиг. 13 показана конкуренция ФРЭС за связывание с растворимым рецептором VEGFR1 с био-

тинилированным ФРЭС (при 100 нг/мл); 

на фиг. 14 показано связывание растворимого рецептора VEGFR-1 с биотинилированным ФРЭС и 

бычьим стекловидным телом; 

на фиг. 15 показан связанный с бычьим стекловидным телом V1-2-3-3, являющийся биологически ак-

тивным; 

на фиг. 16 показано влияние контрольных Fc-слитых белков контрольного IgG, Эйлеа или VEGFR-1 

на область хориоидальной неоваскуляризации (ХНВ). Каждый белок вводили мышам интравитреально в 

дозе 2,5 мг за один день до обработки лазером. Эйлеа была проверена также в дозе 25 мг; звездочки обо-

значают значительные различия (критерий Стьюдента) по сравнению с соответствующими контрольны-

ми группами IgG (**р<0,01, *р<0,05); 

на фиг. 17А и 17В показаны эффекты Эйлеа, V1,2,3,3 или контрольного IgG на область ХНВ после од-

нократного интравитреального введения (2,5 мг) за 1, 7 или 14 суток до обработки лазером; звездочкой обо-

значены достоверные различия (р<0,05, критерий Стьюдента) по сравнению с контрольной группой IgG. На 

фиг. 17В показаны репрезентативные иммунофлуоресцентные изображения CD31 групп из фиг. 17А. 

Подробное описание сущности изобретения 

Все публикации, патенты и заявки на патент, упомянутые в данном описании, включены в данный 

документ посредством ссылки в той же мере, как если бы каждая отдельная публикация, патент или за-

явка на патент были конкретно и отдельно указаны для включения посредством ссылки. 

Понятно, что аспекты и варианты осуществления изобретения, описанные в данном документе, 

включают "состоящий" и/или "состоящие по существу из" аспектов и вариантов осуществления. Другие 

объекты, преимущества и особенности данного изобретения станут очевидными из следующего описа-

ния, взятого вместе с прилагаемыми фигурами. 

При введении элементов данного изобретения или его предпочтительного(ых) варианта(ов) осуще-

ствления единственное число и термин "указанный(ые)" предназначены для обозначения одного или бо-

лее элементов. Термины "содержащий", "включающий" и "имеющий" предназначены для включения и 

означают, что могут быть дополнительные элементы, отличные от перечисленных элементов. 

Используемые в данном документе термины "содержит", "содержащий", "включает", "включаю-

щий", "имеет", "имеющий", "содержит", "содержащий", "характеризующийся" или любой другой их ва-

риант, предназначены для охвата неисключительного включения перечисленных компонентов с учетом 

явно указанного любого ограничения. Например, слитый белок, фармацевтическая композиция и/или 

способ, который "содержит" перечисленные элементы (например, компоненты, признаки или стадии), 

необязательно ограничен только этими элементами (или компонентами или стадиями), но может вклю-

чать другие элементы (или компоненты или стадии), явно не перечисленные или несвойственные слито-

му белку, фармацевтической композиции и/или способу. 

Используемые в данном документе переходные фразы "состоит из" и "состоящий из" исключают 

любой неуказанный элемент, стадию или компонент. Например, "состоит из" или "состоящий из", ис-

пользуемых в формуле изобретения, ограничит требования к компонентам, материалам или стадиям, 

конкретно перечисленными в формуле изобретения, за исключением примесей, как правило, связанных с 

ними (т.е. примесей в данном компоненте). Когда фраза "состоит из" или "состоящий из" появляется в 

отличительной части пункта, а не сразу после родового понятия, фраза "состоит из" или "состоящий из" 

ограничивает только элементы (или компоненты или стадии), изложенные в этом отличительной части; 

другие элементы (или компоненты) не исключаются из пункта в целом. 

Используемые в данном документе переходные фразы "по существу состоят из" и "состоящие по 

существу из" используются для определения слитого белка, фармацевтической композиции и/или спосо-

ба, который включает материалы, стадии, признаки, компоненты или элементы, в дополнение к тем, ко-

торые буквально раскрыты, при условии, что эти дополнительные материалы, стадии, признаки, компо-

ненты или элементы не оказывают существенного влияния на основные и новые признаки заявленного 

изобретения. Термин "состоящий по существу из" занимает промежуточное положение между "вклю-

чающим" и "состоящим из". 

Используемый в данном документе термин "фармацевтическая композиция" подразумевает компо-

зиции, содержащие один или более терапевтических агентов или лекарственных средств, как описано 

ниже, и один или более фармацевтически приемлемых вспомогательных веществ, наполнителей или но-

сителей. 

Используемый в данном документе термин "фармацевтически приемлемые вспомогательные веще-

ства, наполнители или носители" включает любые приемлемые материалы и/или любые одну или более 

добавок, известных в данной области техники. Используемые в данном документе термины "вспомога-

тельные вещества", "наполнители" или "носители" относятся к материалам, подходящим для введения 

лекарственного средства посредством различных обычных способов введения, известных в данной об-

ласти техники. Вспомогательные вещества, наполнители и носители, используемые в данном документе, 
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включают любые такие материалы, известные в данной области техники, которые являются нетоксич-

ными и не взаимодействуют вредным образом с другими компонентами композиции и, как правило, от-

носятся к вспомогательному веществу, разбавителю, консерванту, солюбилизатору, эмульгатору, адъю-

ванту и/или носителю, с которым вводят активный агент или лекарственный агент. Такие носители могут 

представлять собой стерильные жидкости, такие как вода и масла, включая нефтяные масла, масла жи-

вотного, растительного или синтетического происхождения, такие как арахисовое масло, соевое масло, 

минеральное масло, кунжутное масло и т.п., полиэтиленгликоли, глицерин, пропиленгликоль или другие 

синтетические растворители. Противобактериальные агенты, такие как бензиловый спирт или метилпа-

рабены; антиоксиданты, такие как аскорбиновая кислота или бисульфит натрия; хелатирующие агенты, 

такие как этилендиаминтетрауксусная кислота; и агенты для регулирования тонуса, такие как хлорид 

натрия или декстроза, также могут быть носителями. Способы получения композиций в комбинации с 

носителями известны специалистам в данной области техники. В некоторых вариантах осуществления 

язык "фармацевтически приемлемый носитель" предназначен для включения любых и всех растворите-

лей, дисперсионных сред, покрывающих агентов, изотонических и задерживающих абсорбцию агентов и 

тому подобного, совместимых с фармацевтическим введением. Применение таких сред и средств в от-

ношении фармацевтически активных веществ хорошо известно в данной области техники. 

Используемый в данном документе термин "терапевтически эффективное количество" относится к 

тем количествам, которые при введении конкретному субъекту с учетом характера и тяжести патологи-

ческого состояния этого субъекта будут иметь желаемый терапевтический эффект, например, количест-

во, которое будет лечить, предотвращать, подавлять или по меньшей мере частично останавливать или 

частично предотвращать целевое патологическое состояние. В некоторых вариантах осуществления тер-

мин "терапевтически эффективное количество" или "эффективное количество" относится к количеству 

терапевтического агента или лекарственного средства, которое при введении отдельно или в комбинации 

с дополнительным терапевтическим агентом или лекарственным средством в клетку, ткань, орган или 

субъекту эффективно для профилактики или ослабления болезней глаз и злокачественных новообразова-

ний, включая, помимо прочего, возрастную макулярную дегенерацию, пролиферативную диабетическую 

ретинопатию, окклюзию вен сетчатки, хориоидальную неоваскуляризацию, вторичную по отношению к 

миопии; ретинопатию недоношенных, диабетический макулярный отек, полипоидную хориоидальную 

васкулопатию, колоректальный рак, рак легкого, рак молочной железы, рак поджелудочной железы и рак 

простаты. Терапевтически эффективная доза, кроме того, относится к количеству терапевтического аген-

та или лекарственного средства, достаточному для того, чтобы привести к ослаблению симптомов, на-

пример, лечению, заживлению, профилактике или улучшению соответствующего заболевания, или уве-

личению скорости лечения, заживления или предотвращения, или ослабления таких патологических со-

стояний. При применении к отдельному активному ингредиенту, вводимому отдельно, терапевтически 

эффективная доза относится только к этому ингредиенту. При применении к комбинации терапевтически 

эффективная доза относится к объединенным количествам активных ингредиентов, которые приводят к 

терапевтическому эффекту, независимо от того, вводятся ли они в комбинации, последовательно или 

одновременно. 

Используемые в данном документе термины "лечение", "процесс лечения" или "облегчение" отно-

сятся к терапевтическому лечению, цель которого заключается в том, чтобы замедлить (уменьшить), ес-

ли не вылечено целевое патологическое состояние или расстройство или предотвратить рецидив этого 

патологического состояния. Субъект успешно "лечится", если после получения терапевтического коли-

чества терапевтического агента или лекарственного средства субъект демонстрирует заметное и/или из-

меримое уменьшение или отсутствие одного или более признаков и симптомов конкретного патологиче-

ского состояния. Субъект также может ощущать уменьшение признаков или симптомов патологического 

состояния. Субъект также считается леченым, если у него стабильное состояние. В некоторых вариантах 

осуществления лечение терапевтическим агентом или лекарственным средством эффективно для того, 

чтобы у субъектов не было симптомов через 3 месяца после лечения, предпочтительно через 6 месяцев, 

более предпочтительно через год, еще более предпочтительно через 2 или более лет после лечения. Эти 

параметры для оценки успешного лечения и облегчения патологического состояния легко измерить с 

помощью рутинных процедур, известных врачу с соответствующей квалификацией в данной области 

техники. 

Используемый в данном документе термин "профилактическое" лечение означает отсрочку разви-

тия патологического состояния или симптома патологического состояния, подавление симптомов, кото-

рые могут появиться, или уменьшение риска развития или рецидива патологического состояния или 

симптома. Терапия, направленная на "излечение", включает уменьшение степени тяжести или подавле-

ние ухудшения существующего симптома или патологического состояния. 

Используемый в данном документе термин "терапевтический агент", "агент против ФРЭС", "сли-

тый белок", "химерный белок" или "рекомбинантный белок" включает первый полипептид, функцио-

нально связанный со вторым полипептидом, причем "терапевтический агент, "агент против ФРЭС", 

"слитый белок", "химерный белок" или "рекомбинантный белок" ингибирует активность ФРЭС. Химер-

ные белки могут необязательно содержать третий, четвертый, или пятый, или другой полипептид, функ-
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ционально связанный с первым или вторым полипептидом. Химерные белки могут содержать два или 

более разных полипептидов. Химерные белки могут содержать несколько копий одного и того же поли-

пептида. Химерные белки также могут содержать одну или более мутаций в одном или более полипеп-

тидах. Способы получения химерных белков хорошо известны в данной области техники. В некоторых 

вариантах осуществления термин "терапевтический агент", "слитый белок", "химерный белок" или "ре-

комбинантный белок" относится к любым конструктам, экспрессируемым или синтезированным, вклю-

чая, но не ограничиваясь ими, пептиды или белки, функционально связывающие один или более Ig-

подобных доменов или фрагментов доменов VEGFR-1 и/или VEGFR-2 с Fc-IgG. 

Термин "Ig-подобные домены" относится к Ig-подобным доменам 1-7 VEGFR-1 и VEGFR-2. Тер-

мин "фрагменты Ig-подобного домена" включает часть полноразмерного домена, как правило, связы-

вающую гепарин и/или ФРЭС или его вариабельную область. Примеры фрагментов домена включают 

аминокислотные последовательности, содержащие сегмент из по меньшей мере 75%, более предпочти-

тельно по меньшей мере 80, 90, 95%, и наиболее предпочтительно 99% полноразмерного домена со 100% 

идентичностью последовательностей и их вариациями. Вариации в аминокислотных последовательно-

стях слитых белков рассматриваются как охватываемые данным описанием при условии, что вариации в 

аминокислотной последовательности сохраняют по меньшей мере 75%, более предпочтительно по 

меньшей мере 80, 90, 95%, и наиболее предпочтительно 99%. Между ними включены определенные про-

центы, такие как 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 и 

99% идентичности последовательностей. В частности, предусматриваются консервативные аминокис-

лотные замещения. Консервативными замещениями являются те, которые происходят в пределах семей-

ства аминокислот, родственных по их боковым цепям. Генетически кодируемые аминокислоты, как пра-

вило, делят на следующие семейства: 

(1) кислые аминокислоты представляют собой аспартат, глутамат; 

(2) основные аминокислоты представляют собой лизин, аргинин, гистидин; 

(3) неполярные аминокислоты представляют собой аланин, валин, лейцин, изолейцин, пролин, фе-

нилаланин, метионин, триптофан; и 

(4) незаряженные полярные аминокислоты представляют собой глицин, аспарагин, глутамин, цис-

теин, серии, треонин, тирозин. 

Гидрофильные аминокислоты включают аргинин, аспарагин, аспартат, глутамин, глутамат, гисти-

дин, лизин, серии и треонин. Гидрофобные аминокислоты включают аланин, цистеин, изолейцин, лей-

цин, метионин, фенилаланин, пролин, триптофан, тирозин и валин. Другие семейства аминокислот 

включают 

(i) серии и треонин, которые образуют алифатически-гидроксильное семейство; 

(ii) аспарагин и глутамин, которые образуют амидсодержащее семейство; 

(iii) аланин, валин, лейцин и изолейцин, которые образуют алифатическое семейство; и 

(iv) фенилаланин, триптофан и тирозин, которые образуют ароматическое семейство. 

Например, разумно ожидать, что изолированное замещение лейцина на изолейцин или валин, ас-

партата на глутамат, треонина на серии, или подобное замещение аминокислоты на структурно родст-

венную аминокислоту не будет оказывать значительного эффекта на связывание или свойства образую-

щейся молекулы, особенно, если замещение не затрагивает аминокислоту каркасного участка. Будет ли 

замена аминокислоты приводить к получению функционального пептида, может быть легко определено 

путем оценки специфической активности производного слитого белка. Фрагменты или аналоги слитых 

белков могут быть легко получены специалистами в данной области техники. Предпочтительные N- и  

С-концы фрагментов или аналогов расположены рядом с границами функциональных доменов. 

Используемый в данном документе термин "выделенный" или "очищенный" слитый белок означа-

ет, что слитый белок является преобладающим присутствующим видом (т.е. на молярной основе он бо-

лее распространен, чем любой другой отдельный вид в композиции) и предпочтительно по существу 

очищенная фракция представляет собой композицию, в которой слитый белок составляет по меньшей 

мере около 50% (в молярном отношении) всех присутствующих макромолекулярных частиц. Как прави-

ло, очищенная композиция будет содержать более около 80% всех макромолекулярных соединений, при-

сутствующих в композиции, более предпочтительно более около 85, 90, 95 и 99%. Наиболее предпочти-

тельно, чтобы слитый белок был очищен до существенной гомогенности (загрязняющие виды не могут 

быть обнаружены в композиции обычными способами обнаружения), причем композиция состоит по 

существу из одного макромолекулярного соединения. 

Значения или диапазоны могут быть выражены в данном документе как от "около" до "около" од-

ного конкретного значения и/или до "около" другого конкретного значения. Когда такие значения или 

диапазоны выражены, другие раскрытые варианты осуществления включают конкретное приведенное 

значение от одного конкретного значения и/или до другого конкретного значения. Аналогичным обра-

зом, когда значения выражаются в виде приближений с использованием предшествующего "около", сле-

дует понимать, что конкретное значение образует другой вариант осуществления. Далее будет понятно, 

что в данном документе описано большое число значений и что каждое значение также описано в дан-

ном документе в терминах "около" этого конкретного значения помимо самого значения. В вариантах 
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осуществления "около" может использоваться для обозначения, например, в около 10% от приведенного 

значения, в пределах 5% от приведенного значения или в пределах 2% от приведенного значения. 

В одном аспекте данное изобретение описывает композицию, содержащую терапевтический агент, 

причем терапевтический агент содержит один или более гепарин-связывающих доменов VEGFR-1 или 

VEGFR-2 и один или более ФРЭС-связывающих доменов, тем самым ингибируя связывание ФРЭС с его 

родственным рецептором. 

В вариантах осуществления данное изобретение обеспечивают агент против ФРЭС, содержащий 

часть, связывающую ФРЭС, функционально связанную с Fc-IgG, причем часть, связывающая ФРЭС, со-

держит по меньшей мере один домен, связывающий ФРЭС, который является IgG-подобным доменом  

2 VEGFR-1, и причем агент против ФРЭС обладает большей способностью ингибировать стимулируе-

мый ФРЭС митогенез, чем афлиберцепт. В вариантах осуществления данное изобретение предусматри-

вает, что агент против ФРЭС обладает большей способностью связывать стекловидное тело, чем афли-

берцепт. В вариантах осуществления данное изобретение предусматривает, что агент против ФРЭС об-

ладает большей способностью ингибировать стимулируемую ФРЭС пролиферацию эндотелиальных кле-

ток в стекловидном теле, чем афлиберцепт. В вариантах осуществления данное изобретение предусмат-

ривает, что агент имеет увеличенный период полувыведения in vivo по сравнению с афлиберцептом. 

В вариантах осуществления данное изобретение предусматривает, что часть, связывающая ФРЭС, 

состоит по существу из IgG-подобных доменов 1, 2 и 3 VEGFR-1 (V1-2-3). В вариантах осуществления 

агент против ФРЭС содержит аминокислотную последовательность, как определено в SEQ ID NO: 1. 

В вариантах осуществления данное изобретение предусматривает, что часть, связывающая ФРЭС, 

состоит по существу из IgG-подобных доменов 2 и 3 VEGFR-1 (V2-3). В вариантах осуществления агент 

против ФРЭС содержит аминокислотную последовательность, как определено в SEQ ID NO: 3. 

В вариантах осуществления данное изобретение предусматривает, что часть, связывающая ФРЭС, 

состоит по существу из IgG-подобных доменов 1, 2, 3 и 3 VEGFR-1 (V1-2-3-3). В вариантах осуществления 

агент против ФРЭС содержит аминокислотную последовательность, как определено в SEQ ID NO: 5. 

В вариантах осуществления данное изобретение предусматривает, что часть, связывающая ФРЭС, 

состоит по существу из IgG-подобных доменов 2, 3 и 3 VEGFR-1 (V2-3-3). В вариантах осуществления 

агент против ФРЭС содержит аминокислотную последовательность, как определено в SEQ ID NO: 7. 

В вариантах осуществления данное изобретение обеспечивает фармацевтические композиции, со-

держащие терапевтически эффективное количество агента против ФРЭС, как определено в формуле изо-

бретения, и фармацевтически приемлемое вспомогательное вещество. В вариантах осуществления дан-

ное изобретение обеспечивает способы лечения расстройства, связанного с ФРЭС, у субъекта, нуждаю-

щегося в этом, включающие введение субъекту терапевтически эффективного количества агента против 

ФРЭС, как определено. Агент против ФРЭС может быть непосредственно введен в пораженную ткань 

или орган, такой как глаз. 

В вариантах осуществления изобретение может быть применено для лечения широкого спектра свя-

занных с ФРЭС расстройств, включая неоваскулярную возрастную макулярную дегенерацию, хориои-

дальную неоваскуляризацию, вторичную по отношению к миопии, пролиферативную диабетическую 

ретинопатию, диабетический макулярный отек, непроходимость сосудов сетчатки, такую как окклюзия 

вен сетчатки, опухоли глаза, синдром фон Гиппеля-Линдау, ретинопатию недоношенных, полипоидную 

хориоидальную васкулопатию, колоректальный рак, рак легкого, рак шейки матки, рак эндометрия, рак 

яичников, рак почки, шванномы, глиомы, эпендимомы и опухолевые и неопухолевые заболевания, при 

которых полезна терапия анти-ФРЭС. 

В некоторых вариантах осуществления терапевтический агент находится в вводимой дозированной 

форме, содержащей терапевтический агент и дополнительное вспомогательное вещество, носитель, адъ-

ювант, растворитель или разбавитель. 

В некоторых вариантах осуществления данное изобретение раскрывает фармацевтическую компо-

зицию, подходящую для лечения и/или профилактического лечения субъекта, причем терапевтический 

агент содержится в количестве, эффективном для достижения его предполагаемой цели. 

В некоторых вариантах осуществления терапевтический агент или композиции, описанные в дан-

ном документе, вводят путем инъекции. В определенных вариантах осуществления композиции или те-

рапевтический агент вводят непосредственно в больной орган или ткань. В некоторых вариантах осуще-

ствления терапевтический агент можно применять местно, например, при помощи пластыря или путем 

непосредственного нанесения на больной орган или ткань или посредством ионофореза. Терапевтиче-

ские агенты могут быть предоставлены в композициях с замедленным высвобождением, таких как опи-

санные, например, в патентах США № 5672659 и 5595760. Применение композиций с немедленным или 

замедленным высвобождением зависит от природы патологического состояния, которое лечат. Если па-

тологическое состояние представляет собой острое или сверхострое заболевание, лечение с применением 

формы композиции с немедленным высвобождением будет предпочтительным по сравнению с компози-

цией с пролонгированным высвобождением. В качестве альтернативы для определенного профилактиче-

ского или длительного лечения может быть применима композиция с замедленным высвобождением. 

Терапевтический агент также может быть доставлен с применением имплантата, такого как, но не 
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ограничиваясь этим, внутриглазной имплантат. Такие имплантаты могут быть биоразлагаемыми и/или 

биосовместимыми имплантатами или могут быть биоразлагаемыми имплантатами. Имплантаты могут 

быть проницаемыми или непроницаемыми для активного агента. Специфические имплантаты для дос-

тавки терапевтического агента зависят как от пораженной ткани или органа, так и от природы патологи-

ческого состояния, подлежащего лечению. Применение таких имплантатов хорошо известно в данной 

области техники. 

Ингибиторы, описанные в этом изобретении, могут быть составлены в виде наночастиц или других 

лекарственных форм для обеспечения точной доставки в конкретные ткани, а также для обеспечения те-

рапии с контролируемым высвобождением. 

Ингибиторы, описанные в данной заявке, могут быть доставлены не только в виде очищенных ре-

комбинантных белков, но также с помощью генно-терапевтического подхода. Рекомбинантные аденоас-

социированные векторы (rAAV) или другие подходящие векторы могут быть применены для доставки 

ингибитора ФРЭС путем субретинальной или интравитреальной доставки [43, 44]. 

В связанном аспекте данное изобретение относится к способу лечения связанного с ФРЭС или не-

оваскулярного расстройства у субъекта, причем способ включает введение субъекту (а) эффективного 

количества слитого белка, способного связывать гепарин и уменьшать или предотвращать развитие не-

желательных новообразованных сосудов. Слитый белок можно комбинировать с другими агентами про-

тив ФРЭС, включая, но не ограничиваясь этим, антитела или фрагменты антител, специфические к 

ФРЭС; антитела, специфические к рецепторам ФРЭС; соединения, которые ингибируют, регулируют 

и/или модулируют сигнальную трансдукцию тирозинкиназы; полипептиды ФРЭС; олигонуклеотиды, 

которые ингибируют экспрессию ФРЭС на уровне нуклеиновых кислот, например, антисмысловые РНК; 

и различные органические соединения и другие агенты с ингибирующей активностью в отношении ан-

гиогенеза. 

Изобретение предусматривает, что связывание гепарина, опосредованное D3 (или другим  

Ig-подобным доменом) VEGFR1 [28], хотя и является недостатком для системного введения, может да-

вать важные преимущества для интравитреального (или другого местного) введения. Действительно спо-

собность связывать HGPSG, ключевые компоненты внеклеточного матрикса [29], способствует накопле-

нию в стекловидном теле, а также проникновению в сетчатку [30]. Изобретение обеспечивает серию  

Fc-слитых конструктов VEGFR-1, имеющих различающиеся способности взаимодействовать с HSPG. 

Это позволяет выбирать ингибиторы ФРЭС с различной длительностью/периодом полувыведения из гла-

за, которые применимы при различных клинических состояниях. 

Признаки и другие детали изобретения теперь будут более подробно описаны и указаны в следую-

щих примерах, описывающих предпочтительные методики и результаты экспериментов. Примеры при-

ведены в иллюстративных целях и не должны рассматриваться как ограничивающие изобретения. 

Примеры 

В вариантах осуществления данное изобретение, следовательно, раскрывает агенты против ФРЭС, 

которые являются новыми, и улучшают существующие агенты против ФРЭС, включая афлиберцепт, 

благодаря высокой биологической активности в сочетании с сильными характеристиками связывания 

гепарина. Связывание гепарина является прогностическим фактором более длительного периода полу-

выведения и, следовательно, снижения частоты введения. 

Изобретение предусматривает, что связывание гепарина, опосредованное D3 (или другим  

Ig-подобным доменом) VEGFR1 [28], хотя и является недостатком для системного введения, может да-

вать важные преимущества для интравитреального (или другого местного) введения. Действительно спо-

собность связывать HGPSG, ключевые компоненты внеклеточного матрикса [29], может способствовать 

накоплению в стекловидном теле, а также проникновению в сетчатку [30]. Изобретение обеспечивает се-

рию Fc-слитых конструктов VEGFR-1, имеющих различающиеся способности взаимодействовать с HSPG. 

На фиг. 1 схематически представлены конструкты, используемые в данном документе. На фиг. 2 

показаны используемый вектор и стратегия клонирования. На фиг. 3-9 показаны последовательности 

нуклеиновых кислот и аминокислот созданных конструктов. 

В примерах показано, что уровни экспрессии большинства конструктов были низкими; V1-2-3-4, V1-2-3-3, 

V2-3-4 и V1-2-4 были почти полностью необнаружимы в кондиционированных средах. Предыдущие иссле-

дования продемонстрировали, что изоформы ФРЭС с высокой аффинностью к гепарину (ФРЭС189 или 

ФРЭС206) не обнаруживаются в кондиционированной среде трансфицированных клеток, будучи тесно 

связанными с поверхностью клеток или внеклеточным матриксом [31, 32]. Однако они могут высвобож-

даться в растворимой форме путем добавления гепарина или гепариназы, что указывает на то, что сайт 

связывания состоит из HSPG [31, 32]. В этом примере пытались определить, может ли добавление гепа-

рина также влиять на уровни рекомбинантных слитых белков VEGFR-1. Действительно добавление ге-

парина в среду трансфицированных клеток в 6-луночных планшетах приводило к дозозависимому уве-

личению концентрации рекомбинантного белка в среде (фиг. 10). 

В попытке очистить рекомбинантные белки стандартная аффинная хроматография на основе белка 

А (РА) сама по себе дала основную полосу ожидаемой массы, но с многочисленными незначительными 

полосами, вероятно, отражая взаимодействие рекомбинантных белков с HSPG, происходящими из кле-
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ток-хозяев, и другими молекулами. Был разработан протокол, который удалял такие примеси, как описа-

но в Способах. Промывка при высоком рН (например, 9,2) в присутствии 1,2 М NaCl, в то время как бе-

лок связан с РА, приводила к высвобождению многочисленных загрязняющих примесей. Следующий 

шаг, анионообменная хроматография с Hi-Trap Q, был очень эффективен при удалении основной массы 

загрязняющих примесей и агрегатов, в то время как очищенные белки находились в элюате. Уровни LPS 

в конечных очищенных препаратах составляли <0,1 EU/мг (диапазон 0,02-0,08), очень низкий уровень, 

отвечающий требованиям доклинических исследований [33]. Как показано на фиг. 11, чистота рекомби-

нантных белков составляла >95%, как оценивали с помощью окрашенного серебром ДСН/ПААГ геля, и 

была сходной с таковой для одобренного FDA лекарственного средства Эйлеа. 

Рекомбинантные белки были протестированы на их способность ингибировать стимулируемый 

ФРЭС митогенез (10 нг/мл) в эндотелиальных клетках хориоидеи крупного рогатого скота. Рекомби-

нантные белки оказывали ингибирующие эффекты, при этом значения IC50 находились в диапазоне  

~1 нМ, за исключением V1-2-4 и V2-4, которые были менее сильнодействующими (фиг. 12). Интересно, что 

Эйлеа, даже при самой высокой испытанной концентрации, ингибировал не более ~80% стимулируемой 

ФРЭС пролиферации (фиг. 12). Напротив, данные конструкты VEGFR-1 (за исключением V1-2-4 и V2-4) 

полностью блокировали индуцируемую ФРЭС пролиферацию (фиг. 12). В анализах связывания под-

тверждали взаимодействие между растворимыми рецепторами ФРЭС и биотинилированным ФРЭС и 

способность ФРЭС вытеснять связывание (фиг. 13, 14). 

Для дальнейшего определения терапевтически значимых взаимодействий мы стремились оценить, 

связывают ли рекомбинантные белки бычье стекловидное тело in vitro. Как показано на фиг. 14, данные 

белки продемонстрировали значительное связывание, в то время как Эйлеа или контрольный IgG слабо 

связывались или вообще не связывались. Наиболее сильными связывающими веществами были V1-2-3-3, 

V2-3-3 и V1-2-3-4, а затем V1-2-3. V2-3 имели промежуточные характеристики связывания между Эйлеа (или 

контрольным IgG) и V1-2-3-3. Авастин, моноклональное антитело [9], как правило, используемое для лече-

ния внутриглазной неоваскуляризации, также слабо связывались или вообще не связывались. 

Чтобы определить, может ли связанный со стекловидным телом гибрид VEGFR-1-FC быть биоло-

гически активным, планшеты покрывали бычьим стекловидным телом. Добавление V1-2-3-3, но не Эйлеа 

или контрольного IgG, ингибировало способность экзогенно добавленного ФРЭС стимулировать проли-

ферацию эндотелиальных клеток (фиг. 15). 

Рекомбинантные белки тестировали в анализе ХНВ мыши и сравнивали их с контрольным IgG или 

Эйлеа. Каждый белок вводили интравитреально в дозе 2,5 мкг за один день до обработки лазером. Эйлеа 

также была протестирована при 25 мкг. V1-2-3, V2-3, V1-2-3-3 и V2-3-3 в дозе 2,5 мкг продемонстрировали сте-

пень ингибирования, сходную или большую, чем при 25 мкг Эйлеа. Однако ни один из конструктов, со-

держащих D4, не продемонстрировал значительного ингибирования при тестируемых условиях (фиг. 16). 

Чтобы определить, может ли связывание гепарина приводить к длительным терапевтическим эф-

фектам после однократного введения, V1-2-3-3, Эйлеа или контрольный IgG вводили интравитреально  

(2,5 мкг) за 1, 7 или 14 суток до индуцированного лазером повреждения. Как показано на фиг. 17, Эйлеа 

приводила к значительному ингибированию только при введении за 1 сутки до повреждения. Однако  

V1-2-3-3 приводил к значительному ингибированию также при введении за 7 или 14 суток до повреждения. 

Раскрыто несколько новых конструктов VEGFR-1-Fc, оцененных в различных анализах in vitro и  

in vivo. Для очистки рекомбинантных белков был применен многостадийный протокол. Это было в зна-

чительной степени продиктовано относительно низкими уровнями экспрессии в транзиентно экспресси-

рующих клетках 293, что требовало добавления гепарина в среду для улучшения высвобождения. Одна-

ко необходимость применения гепарина может частично или полностью устраняться различными клет-

ками-хозяевами (например, имеющими другой состав HSPG или их мутантами) или более высокими 

уровнями экспрессии, такими как в амплифицированных стабильных клеточных линиях. 

Все конструкты, кроме V2-4, сильно нейтрализовали активность ФРЭС и в то же время обладали 

сильными характеристиками связывания гепарина, которые могут прогнозировать длительный период 

полувыведения после интравитреального введения. В примере показано, что эти белки связываются с 

бычьим стекловидным телом. Наиболее сильными связывающими веществами были V1-2-3-3, V2-3-3, V1-2-3-4, 

а затем V1-2-3. V2-3 имел значительное, но более низкое связывание в стекловидном теле. Контрольный 

IgG, Эйлеа или Авастин имели минимальное связывание. Одно из самых сильных связывающих веществ 

для стекловидного тела, V1-2-3-3, было выбрано для проверки гипотезы о том, что конструкты VEGFR1-Fc, 

связанные с витреальной матрицей, могут быть биологически активными. Как показано на фиг. 15, в 

планшетах, покрытых бычьим стекловидным телом, добавление V1-2-3-3, но не Эйлеа или контрольного 

IgG, ингибировало способность экзогенно добавленного ФРЭС стимулировать пролиферацию эндотели-

альных клеток. 

Затем рекомбинантные белки тестировали на мышиной модели ХНВ на их способность ингибиро-

вать индуцированную лазером неоваскуляризацию. Эйлеа использовали в качестве положительного кон-

троля, а человеческий IgG1 в качестве отрицательного контроля. Для испытаний in vivo была выбрана 

относительно низкая доза, которая лучше всего подходит для выявления различий в эффективности ме-

жду различными конструктами. Кроме того, сообщалось, что при интравитреальном введении относи-
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тельно высоких доз антител изотипа IgG1 могут наблюдаться нецелевые ингибирующие эффекты, опо-

средованные FcgRI (CD64) и с-Cbl, при интравитреальной инъекции [34]. При применяемой дозе должна 

исключаться такие побочные эффекты и выявляться действительно специфические эффекты. 

Как показано на фиг. 16, Эйлеа приводила к приблизительно 30% ингибированию при дозе 2,5 мкг 

и ~50% ингибированию при 25 мкг. Эти результаты в значительной степени согласуются с опубликован-

ными данными. Saishin et al. сообщили, что интравитреальная инъекция ~5 мкг афлиберцепта привела к 

~30% ингибированию области ХНВ у мыши [35]. Действительно дозу 40 мкг, как правило, используют 

для достижения максимального эффекта в мышиной модели ХНВ [36]. Неожиданным открытием нашего 

исследования стала большая эффективность некоторых наших конструктов: V1-2-3, V2-3, V1-2-3-3 и V2-3-3. 

Введение 2,5 мкг этих конструктов за один день до того, как повреждение соответствовало или даже 

превысило уровень ингибирования, достигнутое с помощью 25 мкг Эйлеа. Обнаружение того, что V1-2-3-3, 

но не Эйлеа, оказывает существенное влияние на профилактику ХНВ при введении за 7 или 14 суток до 

повреждения (фиг. 17), подтверждает долговременность эффекта и терапевтическую ценность. 

Неожиданным открытием является то, что ни один из конструктов, содержащих D4 (V1-2-3-4, V2-3-4, 

V1-2-4, V2-4), не привел к заметному ингибированию in vivo (по меньшей мере при исследуемой дозе), не-

смотря на то, что эти молекулы (за исключением V2-4) продемонстрировали способность блокировать 

стимулируемый ФРЭС митогенез in vitro. Однако все эти конструкты продемонстрировали склонность к 

образованию мультимеров или агрегатов, как оценивали с помощью ДСН/ПААГ геля в невосстанавли-

вающих условиях (фиг. 11) или эксклюзионной хроматографии (не показано). Хотя в более ранней рабо-

те [37] идентифицировали D4 (вместе с D7) в качестве требования для димеризации VEGFR-1, известно, 

что такой эффект зависит от лиганда. Исследования кристаллической структуры выявили петлю в D4, 

ответственную за такие гомотипические взаимодействия [23]. Возможно, что высокие концентрации 

и/или принудительная димеризация, вызванная конструктом Fc, могут приводить к лиганд-независимым 

взаимодействиям, что приводит к агрегации. В любом случае, агрегаты не являются желательными фар-

мацевтическими препаратами, учитывая возможность воспаления и иммуногенности [38, 39]. Следова-

тельно, аспектом данного изобретения является идентификация конструктов, имеющих D2/D3 VEGFR-1, 

но не D4, в вариантах осуществления. 

Следует отметить, что хорошо охарактеризованные мутации Fc, хорошо известные специалистам в 

данной области техники, которые снижают эффекторные функции, могут быть полезными дополнениями 

к изобретению, чтобы минимизировать антитело-зависимую цитотоксичность (АЗКЦ), а также взаимо-

действия с Clq и инициирование каскада комплемента [40]. 

В заключение афлиберцепт был разработан для устранения гепарин-связывающего домена с целью 

улучшения периода полувыведения из системы кровообращения по показаниям в онкологии. Конструк-

ции, описанные в данном исследовании, вместо этого предназначены для стимуляции связывания и 

удержания в стекловидном теле, чтобы обеспечить более устойчивые и терапевтически релевантные вза-

имодействия. 

Способы. 

Для конструирования плазмид экспрессии VEGFR-1ECD-Fc фрагменты нуклеиновой кислоты коди-

ровали сигнальный пептид и было синтезировано от одного до четырех различных внеклеточных Ig-

подобных доменов [20] VEGRF-1 (Gene ID: 2321) GenScript USA Inc. Разнообразие конструктов внекле-

точного Ig-подобного домена является следующим: V1-2-3 содержит D1, 2 и 3; V2-3, D1 и D2; V1-2-3-4, D1, 2, 

3 и 4; V1-2-3-3, D1, 2, 3 и 3; V2-3-4, D -2, 3 и 4; V1-2-4, D1, 2 и 4; V2-4, D2 и 4; F7 представляет собой ВКД2, 2 и 

3, a F8 представляет собой ВКД2 и 3. Синтезированные фрагменты встраивали в вектор pFUSE-hIgG1-Fc 

(InvivoGen, #pfuse-hgifcl) в сайтах EcoRI и BgIII, создавая плазмиды, содержащие различные ВКД Flt1. 

Затем, используя набор PrineSTAR Mutagenesis Basal Kit (Takara, R046A), аминокислотные интервалы R 

и S (сайт BgIII) между ВКД и Fc-фрагментом удаляли, получая плазмиды (F1-F8), экспрессирующие сли-

тые белки ВКД Flt1 с 227-аминокислотным человеческим IgG1-Fc. 

Трансфекция и приготовление кондиционированных сред. 

Систему экспрессии Expi293 (Life technologies, A14524) использовали для получения кондициони-

рованной среды для очистки в соответствии с инструкциями производителя. Вкратце, клетки Expi293F 

(ThermoFisher) культивировали в виде суспензии в среде для экспрессии Expi293 при 37°С в увлаж-

ненной атмосфере с 8% СО2. Когда плотность клеток достигла 2,5 млн/мл, плазмиды ДНК и реагент  

ExpiFectamine 293 смешивали, инкубировали 5 мин и добавляли к клеткам. Конечная концентрация 

ДНК и трансфицированного реагента составляла 1 мкг и 2,7 мкл/мл соответственно. Через 5 ч после 

трансфекции к клеткам добавляли 100 мкг/мл гепарина (Sigma, H3149) и смесь ингибиторов протеаз, 

1:400 (Sigma, P1860). Через 16 ч после трансфекции были добавлены усиливающие реагенты 1 и 2. Через 

девяносто 6 ч после трансфекции кондиционированную среду собирали. Аликвоты тестировали на кон-

центрацию Fc-слитых белков с использованием набора Human Fc ELISA (Syd Labs, EK000095-HUFC-2) в 

соответствии с инструкциями производителя. Ингибиторы протеазы добавляли (1:500) к массе, которую 

хранили при -80°С до дальнейшего применения. 
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Очистка рекомбинантных белков. 

Были использованы апирогенные реагенты. Перед использованием колонки и оборудование (Akta 

Explorer System) дезинфицировали путем воздействия 0,5 н. NaOH в течение приблизительно 45 мин. 

Кондиционированные среды из трансфицированных клеток доводили PBS, 0,01% полисорбатом (PS) 20. 

PS20 добавляли в буферы на всех стадиях. После центрифугирования при 20000 мкг в течение 30 мин 

супернатанты подвергали аффинной хроматографии на основе белка А (РА) с использованием Hi-Trap 

MabSelect SuRe (5 мл, GE Healthcare). После загрузки колонку промывали 20 мМ диэтаноламином,  

рН 9,2, 1,2 М NaCl, до элюирования 0,1 М лимонной кислотой, рН 3,0, которую немедленно нейтрализо-

вали. Затем пул элюирования РА разбавляли в 20 Мм диэтаноламине, рН 9,2 и наносили на анионооб-

менную колонку Hi-Trap Q (5 мл, GE Healthcare). Связанный материал элюировали градиентом NaCl. 

Элюат, который содержал очищенный рекомбинантный белок, немедленно доводили 20 мМ Трис, рН 

6,8, а затем концентрировали посредством связывания с гепарин-сефарозой (Hi-Trap-HS). После про-

мывки 0,2-0,45 М NaCl (в зависимости от конструкции) рекомбинантный слитый белок VEGFR1 элюи-

ровали 1 М NaCl. Конечная стадия доочитски состояла из эксклюзионной хроматографии (SEC) с ис-

пользованием, например, Superdex 200 Increase, 10/300 GL или Hi-Load 16/600 Superdex 200 pg, GE 

Healthcare. Наконец, для белков заменяли буфер путем диализа в 10 мМ Трис, рН 6,8, 10 мМ гистидин, 

1% треалозы, 40 мМ NaCl, 0,01% PS20. Для определения уровня эндотоксинов в соответствии с протоко-

лом производителя был использован набор для анализа эндотоксинов LAL ToxinSromor Chromogenic 

LAL (GenScript, L00350). 

Анализы пролиферации клеток. 

Анализы пролиферации бычьих эндотелиальных клеток выполняли, по существу как описано ра-

нее [41]. Растущие в лог-фазе эндотелиальные клетки хориоидеи крупного рогатого скота (ВСЕС) (пас-

саж <10) обрабатывали трипсином, ресуспендировали и высевали в 96-луночные планшеты (без покры-

тия) в DMEM с низким содержанием глюкозы, дополненной 10% бычьей фетальной сывороткой, 2 мМ 

глютамина и антибиотиками, при плотности 1000 клеток на лунку в объеме 200 мкл. rhVEGF165 (Pepro-

tech) добавляли в концентрации 10 нг/мл. Афлиберцепт (Эйлеа) приобретали в аптеке. Ингибиторы до-

бавляли в клетку в различных концентрациях, как указано на фигурах, перед добавлением лигандов. Че-

рез 5 или 6 суток клетки инкубировали с Alamar Blue в течение 4 ч. Флуоресценцию измеряли при длине 

волны возбуждения 530 нм и длине волны излучения 590 нм. 

Твердофазные анализы связывания варианта VEGFR-1. 

Стрипированные 96-луночные планшеты для EIA/RIA Costar (№ 2592, Corning Incorporated, Кенне-

банк, Мэн) покрывали в течение ночи при 4°С очищенными белками рецептора ФРЭС (250 нг/лунку) в по-

крывающем буфере (Biolegend, Сан-Диего, Калифорния, № 421701). Сайты неспецифического связывания 

блокировали инкубацией стрипов с 2% BSA (Sigma, A6003) в PBS в течение 1 ч при комнатной температу-

ре (комн. темп.) после однократной промывки промывочным буфером для ИФА (R&D systems 895003). 

Затем стрипы промывали 3 раза, после чего добавляли биотинилированный человеческий ФРЭС165  

(G&P Biosciences, Санта-Клара, Калифорния) в аналитическом разбавителе (Biolegend, № 421203) отдельно 

или в комбинации с различными концентрациями небиотинилированного человеческого ФРЭС165  

(R&D systems) при 37°С в течение 2 ч. После трех промывок связанный с VEGFR1 биотинилированный 

человеческий ФРЭС165 детектировали путем инкубации со стрептавидином HRP (1:1000, Biolegend,  

№ 405210) в течение 1 ч при комнатной температуре. Стрипы промывали 5 раз перед инкубацией с высо-

кочувствительным субстратным раствором ТМВ (Biolegend, № 421501) в течение 30 мин, и измеряли 

поглощение при 450 нм после добавления равного количества стоп-раствора (Biolegend, № 77316). Все 

эксперименты проводились в двойных лунках и повторялись не менее двух раз. 

Связывание in vitro с бычьим стекловидным телом. 

Бычьи стекловидные тела (InVision BioResource, Сиэтл, штат Вашингтон) оттаивали при 4°С. Мате-

риал сначала разбавляли 1:1 PBS, фильтровали через фильтр 0,22 мкм, аликвотировали и хранили при  

-80°С. Концентрацию общего белка в материале из бычьего стекловидного тела измеряли при помощи 

анализа белка Pierce BCA. 96-луночные стрипированные планшеты для EIA/RIA Costar покрывали бычь-

им стекловидным телом (1 мкг/лунку) в течение 4 ч при комнатной температуре с последующей промыв-

кой промывочным буфером для ИФА. Сайты неспецифического связывания блокировали добавлением 

2% BSA в PBS в течение 1 ч при комнатной температуре с последующим промыванием три раза 0,01% 

PBS-T. В каждую лунку добавляли 50 мкл VEGFR1 или контрольных белков в течение ночи при 4°С. На 

следующий день планшеты трижды промывали 0,01% PBS-T с последующей инкубацией с 100 мкл АР-

конъюгированного козьего антитела против Fc человека (1:2000, Invitrogen, № А18832)) в течение 1 ч 

при комнатной температуре. Планшеты дополнительно промывали пять раз 0,01% PBS-T перед добавле-

нием 50 мкл субстрата 1-Step PNPP (Thermo Scientific, Рокфорд, Иллинойс, № 37621) в течение 15-30 

мин при комнатной температуре. ОП измеряли при 405 нм. 

Эффекты связанного со стекловидным телом VEGFR1 на стимулируемую ФРЭС пролиферацию эн-

дотелиальных клеток исследовали в 96-луночных стрипированных планшетах для EIA/RIA Costar снача-

ла стерилизовали УФ-излучением в течение 1 ч, а затем покрывали 1 мкг/лунку стекловидного тела 
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крупного рогатого скота, разведенного в PBS в течение 4 ч при комнатной температуре. Планшеты один 

раз промывали PBS, блокировали 2% BSA при 4°С и дважды промывали PBS в ламинарном боксе биоло-

гической защиты. Равные количества растворимых рецепторов или контрольного IgG добавляли в план-

шеты, разведенные в PBS O/N при 4°С (50 мкл/лунку). Затем планшеты один раз промывали PBS, а затем 

один раз промывали средой для анализа, содержащей 10% BCS. 100 мкл среды добавляли в каждую лун-

ку с последующим добавлением ФРЭС в концентрации 5 нг/мл или PBS только в отсутствие контроля 

ФРЭС. Планшеты инкубировали с ФРЭС или PBS в течение 1 ч с последующим добавлением 100 мкл 

клеточной суспензии ВСЕС (конечные 2500 клеток/лунка). Спустя 48 ч пролиферацию измеряли путем 

добавления Alamar Blue. 

Индуцированная лазером хориоидальная неоваскуляризация (ХНВ). 

Самцов мышей C57BL/6J (6-8 недель) подвергали анестезии смесью кетамин/ксилазин перед обра-

боткой лазером. Повреждения ХНВ индуцировали лазерной фотокоагуляцией с использованием диодно-

го лазера (IRIDEX, Oculight GL) и щелевой лампы (Zeiss) с размером пятна 50 мкм, мощностью 180 мВт 

и длительностью воздействия 100 мс [36, 42]. Четыре лазерных ожога, как правило, индуцировали в 3, 6, 

9 и 12 ч вокруг диска зрительного нерва в каждом глазу. Различные конструкты или изотипический кон-

троль IgG вводили интравитреально в дозе 2,5 мкг на глаз в объеме 1 мкл. Эйлеа использовали в качестве 

положительного контроля при 2,5 или 25 мкг. Через одни сутки после инъекции проводили обработку 

лазером и глаза вылущивали, и фиксировали в 4% параформальдегиде (PFA) в течение 15 мин через  

7 суток после обработки лазером. В отдельном наборе исследований выбранные конструкты вводили 

один раз за 1, 7 или 14 суток до обработки лазером. Хориоидально-склеральные комплексы и сетчатку 

отделяли и проводили иммунофлуоресценцию (IF) против CD31 для подтверждения васкуляризации пу-

тем окрашивания тотального препарата комплекса как сетчатки, так и хориоидальных тканей. Для CD31 

IF, крысиное антимышиное антитело BD 550274 разводили 1:100 и инкубировали в течение ночи при 

4°С. После 4-часовой инкубации со вторичным антителом против крысиного IgG (Life Technologies 

A11006) были получены изображения тотальных препаратов при 488 нм. Количественное определение 

неоваскуляризации в области поражения и плотности сосудов в сетчатке проводили с помощью Image J. 

Р-значения оценивали при помощи t-критерия Стьюдента (значимое изменение, р<0,05). 

Ссылки. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Очищенный агент против фактора роста эндотелия сосудов (ФРЭС), содержащий часть, связы-

вающую ФРЭС, функционально связанную с Fc-IgG, причем часть, связывающая ФРЭС, содержит по 

меньшей мере один IgG-подобный домен 2 VEGFR-1, содержащий аминокислоты 35-127 последователь-

ности SEQ ID NO: 3, и по меньшей мере один IgG-подобный домен 3 VEGFR-1, содержащий аминокис-

лоты 133-232 последовательности SEQ ID NO: 3, и при этом агент против ФРЭС обладает большей спо-

собностью связывать стекловидное тело, чем афлиберцепт. 

2. Очищенный агент против ФРЭС по п.1, отличающийся тем, что агент против ФРЭС обладает 

большей способностью связывать гепарин, чем афлиберцепт. 

3. Очищенный агент против ФРЭС по п.1, отличающийся тем, что агент против ФРЭС обладает 

большей способностью ингибировать стимулируемую ФРЭС пролиферацию эндотелиальных клеток в 

стекловидном теле, чем афлиберцепт. 

4. Очищенный агент против ФРЭС по п.1, отличающийся тем, что агент имеет увеличенную про-

должительность действия в глазу по сравнению с афлиберцептом. 

5. Очищенный агент против ФРЭС по п.1, отличающийся тем, что часть, связывающая ФРЭС, со-

стоит по существу из IgG-подобных доменов 1, 2 и 3 VEGFR-1 (V1-2-3). 

6. Очищенный агент против ФРЭС по п.5, отличающийся тем, что агент против ФРЭС содержит 

аминокислоты 27-558 последовательности SEQ ID NO: 1. 

7. Очищенный агент против ФРЭС по п.1, отличающийся тем, что часть, связывающая ФРЭС, со-

стоит по существу из IgG-подобных доменов 2 и 3 VEGFR-1 (V2-3), и агент против ФРЭС содержит ами-

нокислоты 27-459 последовательности SEQ ID NO: 3. 

8. Очищенный агент против ФРЭС по п.1, отличающийся тем, что часть, связывающая ФРЭС, со-

стоит по существу из IgG-подобных доменов 1, 2, 3 и 3 VEGFR-1 (V1-2-3-3). 

9. Очищенный агент против ФРЭС по п.8, отличающийся тем, что агент против ФРЭС содержит 

аминокислоты 27-659 последовательности SEQ ID NO: 5. 

10. Очищенный агент против ФРЭС по п.1, отличающийся тем, что часть, связывающая ФРЭС, со-

стоит по существу из IgG-подобных доменов 2, 3 и 3 VEGFR-1 (V2-3-3). 

11. Очищенный агент против ФРЭС по п.10, отличающийся тем, что агент против ФРЭС содержит 

аминокислоты 27-560 последовательности SEQ ID NO: 7. 

12. Фармацевтическая композиция, содержащая терапевтически эффективное количество очищен-

ного агента против ФРЭС по любому из предшествующих пунктов и фармацевтически приемлемое 

вспомогательное вещество. 
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13. Способ лечения расстройства, связанного с ФРЭС, характеризующегося внутриглазной неова-

скуляризацией, у нуждающегося субъекта, включающий введение субъекту терапевтически эффективно-

го количества агента против ФРЭС по любому из пп.1-11 или фармацевтической композиции по п.12, где 

расстройство, связанное с ФРЭС, характеризующееся внутриглазной неоваскуляризацией, выбрано из 

группы, включающей неоваскулярную возрастную макулярную дегенерацию, хориоидальную неоваску-

ляризацию, вторичную по отношению к миопии, пролиферативную диабетическую ретинопатию, диабе-

тический макулярный отек, непроходимость сосудов сетчатки, такую как окклюзия вен сетчатки, опухо-

ли глаза, ретинопатию недоношенных, полипоидную хориоидальную васкулопатию и синдром фон Гип-

пеля-Линдау. 

14. Способ по п.13, отличающийся тем, что агент против ФРЭС вводят непосредственно в глаз 

субъекта. 

15. Способ по п.13, отличающийся тем, что расстройство, связанное с ФРЭС, включает хориои-

дальную неоваскуляризацию. 

16. Способ по п.13, отличающийся тем, что расстройство, связанное с ФРЭС, представляет собой 

возрастную макулярную дегенерацию. 

17. Способ по п.13, отличающийся тем, что расстройство, связанное с ФРЭС, представляет собой 

пролиферативную диабетическую ретинопатию. 
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