
04
68

73
   

 B
1

046873    B
1

(19) Евразийское
патентное
ведомство

(11) 046873 (13) B1

(12) ОПИСАНИЕ ИЗОБРЕТЕНИЯ К ЕВРАЗИЙСКОМУ ПАТЕНТУ

(45) Дата публикации и выдачи патента

2024.04.27
(21) Номер заявки

202292303
(22) Дата подачи заявки

2021.02.16

(51)  Int. Cl. A61K 39/395 (2006.01)
C07K 14/715 (2006.01)
C07K 16/28 (2006.01)
C12P 21/08 (2006.01)

(54) CD137-СВЯЗЫВАЮЩИЕ МОЛЕКУЛЫ И ВАРИАНТЫ ИХ ПРИМЕНЕНИЯ

(31) 62/980,000; 63/104,685; 63/147,565
(32) 2020.02.21; 2020.10.23; 2021.02.09
(33) US
(43) 2022.12.09
(86) PCT/US2021/018177
(87) WO 2021/167885 2021.08.26
(71)(73) Заявитель и патентовладелец:

МАКРОДЖЕНИКС, ИНК. (US)

(72) Изобретатель:
Бережной Алексей Евгеньевич,
Дидрих Гундо, Мур Пол А., Бонвини
Эцио, Шах Калпана (US)

(74) Представитель:
Нилова М.И. (RU)

(56)  WO-A1-2020041404
US-A1-20190161555
US-A1-2017/0247455
WO-A1-2018156740
US-A1-20200017595
WO-A1-2020028444
US-A1-20170204184
WO-A1-2017220990

(57) Настоящее изобретение направлено на связывающие молекулы, которые содержат один или более
сайтов связывания эпитопа, специфичных в отношении эпитопа CD137, включая антитела и
молекулы, содержащие их эпитоп-связывающие фрагменты. Изобретение также направлено на
мультиспецифичные связывающие молекулы, содержащие один или более сайтов связывания
эпитопа, специфичных в отношении эпитопа CD137, и один или более сайтов связывания
эпитопа, специфичных в отношении эпитопа опухолевого антигена (ОА) (например, CD137 х ОА-
связывающую молекулу).



046873 

- 1 - 

Перекрестная ссылка на родственные заявки 

Заявка на настоящий патент испрашивает преимущество согласно заявкам на патенты США  

№ 62/980000 (поданной 21 февраля 2020 г.), 63/104685 (поданной 23 октября 2020 г.) и 63/147565 (по-

данной 9 февраля 2021 г.), каждая из которых полностью и во всех целях включена в настоящую заявку 

посредством ссылки. 

Ссылка на перечень последовательностей 

Патент содержит перечень последовательностей, который был подан в электронном виде в формате 

ASCII и полностью включен в настоящую заявку посредством ссылки. Копия указанного файла в форма-

те ASCII, созданная 12 февраля 2021 г., называется МАС-0111-PC_SL.txt и имеет размер 224061 байт. 

Указанный файл полностью включен в настоящую заявку посредством ссылки. 

Область техники 

Технология согласно настоящему изобретению направлена на CD137-связывающие молекулы, та-

кие как моноспецифичные антитела и молекулы, содержащие их эпитоп-связывающие фрагменты, кото-

рые способны связываться с эпитопом CD137. Технология также направлена на мультиспецифичные 

CD137-связывающие молекулы (например, биспецифичные антитела, биспецифичные диатела, BiTE, 

трехвалентные связывающие молекулы и т.д.), которые способны связываться как с эпитопом CD137, так 

и с эпитопом второго антигена, в частности, опухолевым антигеном (tumor antigen, "ТА", "ОА") (напри-

мер, "CD137 х ОА-связывающую молекулу"). Технология также обеспечивает новые PD-L1-

связывающие молекулы, такие как моноспецифичные антитела и молекулы, содержащие их эпитоп-

связывающие фрагменты, которые способны связываться с эпитопом PD-L1, а также их производные и 

способы их применения. Технология согласно настоящему изобретению также направлена на фармацев-

тические композиции, которые содержат такие молекулы. Технология также включает применение таких 

молекул в лечении заболевания, в частности, рака или заболевания или состояния, связанного с супрес-

сией иммунной системы или характеризующегося указанной супрессией. 

Уровень техники 

CD137 (также известный как 4-1ВВ и "член суперсемейства TNF-рецепторов 9" ("TNFRSF9")) 

представляет собой костимулирующий рецептор - член суперсемейства рецепторов фактора некроза 

опухоли, опосредующий CD28-зависимую и независимую костимуляцию Т-клеток (Vinay, D.S. and 

Kwon, B.S. (1998) "Role of 4-1BB in immune responses," Semin Immunol. 10:481-489; Croft, M. (2009) "The 

Role Of TNF Superfamily Members In T-Cell Function And Diseases" Nat. Rev. Immunol. 9:271-285). Инду-

цибельная экспрессия CD137 обеспечивается Т-клетками, естественными киллерами (NK-клетками), 

дендритными клетками (ДК), В-клетками и другими клетками иммунной системы. Связывание CD137 с 

его лигандом CD137L (4-1BBL; TNFSF9) или антителами-агонистами вызывает различные Т-клеточные 

ответы, такие как пролиферация клеток, повышенная секреция цитокинов и предотвращение вызванной 

активацией клеточной гибели. Таким образом, антитела, стимулирующие CD137, могут обеспечивать 

выживаемость и пролиферацию Т-клеток, усиливая, таким образом, противоопухолевый иммунный от-

вет. Эти знания привели к предположению, что антитела, которые являются иммуноспецифичными в 

отношении CD137, могут применяться для активации иммунной системы и, таким образом, обеспечения 

противораковой терапии (Li, S.Y. et al. (2013) "Immunotherapy Of Melanoma With The Immunecostimula-

tory Monoclonal Antibodies Targeting CD137" Clin. Pharmacol. 5:47-53; Bartkowiak, T. et al. (2015) "4-1BB 

Agonists: Multi-Potent Potentiators Of Tumor Immunity", Frontiers Oncol. 5:117). Были описаны антитела 

против CD137 утомилумаб и урелумаб, но их клинические испытания были приостановлены из-за низкой 

эффективности (утомилумаб) или острой гепатотоксичности (урелумаб). 

Краткое описание изобретения 

Предложены улучшенные композиции, способные более активно стимулировать и нацеливать им-

мунную систему организма на борьбу с раковыми клетками, с предотвращением при этом токсических 

эффектов, связанных с антителами, которые проявляют высокую активность в отсутствие перекрестного 

связывания. Несмотря на то, что приобретенный иммунитет может являться сильным защитным меха-

низмом против рака и заболевания, он часто подавляется механизмами иммунной супрессии/уклонения в 

опухолевом микроокружении, опосредуемыми снижением/отсутствием ко-стимулирующей активности 

CD137. Более того, ко-ингибиторные молекулы, экспрессируемые опухолевыми клетками, клетками им-

мунной системы и стромальными клетками в опухолевом окружении, могут приводить е доминантному 

подавлению Т-клеточных ответов, направленных против раковых клеток. 

Предложены CD137-связывающие молекулы, в частности, CD137 х ОА-связывающие молекулы, 

которые способны связываться как с эпитопом CD137, так и с эпитопом опухолевого антигена. Такие 

биспецифичные молекулы способны связываться с опухолевыми антигенами, которые экспрессируются 

на поверхности опухолевых клеток, и обеспечивать солокализацию CD137-экспрессирующих клеток 

иммунной системы с такими опухолевыми клетками. Указанная солокализация стимулирует клетки им-

мунной системы, стимулируя активацию или продолжительную активацию иммунной системы (напри-

мер, стимуляцию цитотоксического Т-клеточного ответа против опухолевых клеток). Указанные харак-

теристики обеспечивают возможность применения таких биспецифичных молекул для стимулирования 

иммунной системы и, в частности, для лечения рака. Технология согласно настоящему изобретению на-
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правлена на достижение указанных и других целей. 

Соответственно, согласно некоторым аспектам, предложены CD137-связывающие молекулы, такие 

как моноспецифичные антитела и молекулы, содержащие их эпитоп-связывающие фрагменты, которые 

способны связываться с эпитопом CD137. Изобретение также направлено на мультиспецифичные 

CD137-связывающие молекулы (например, биспецифичные антитела, биспецифичные диатела, BiTE, 

трехвалентные связывающие молекулы и т.д.), которые способны связываться как с эпитопом CD137, так 

и с эпитопом второго антигена, в частности, опухолевым антигеном ("ОА") (например, "CD137 х ОА-

связывающую молекулу"). Изобретение также обеспечивает новые PD-L1-связывающие молекулы, такие 

как моноспецифичные антитела и молекулы, содержащие их эпитоп-связывающие фрагменты, которые 

способны связываться с эпитопом PD-L1, а также их производные и способы их применения. Настоящее 

изобретение также направлено на фармацевтические композиции, которые содержат такие молекулы. 

Изобретение также включает применение таких молекул для лечения заболевания, в частности, рака или 

заболевания или состояния, связанного с супрессией иммунной системы или характеризующегося ука-

занной супрессией. 

Настоящее изобретение обеспечивает новые CD137-связывающие молекулы, которые проявляют 

желаемые характеристики, в частности, при включении в мультиспецифичные молекулы. Настоящее 

изобретение также направлено на мультиспецифичные CD137 х ОА-связывающие молекулы, состоящие 

из полипептидных цепей, которые соединяются друг с другом с образованием двух сайтов связывания, 

каждый из которых является специфичным в отношении эпитопа CD137, и двух сайтов связывания, каж-

дый из которых является специфичным в отношении эпитопа ОА. Такие CD137 х ОА-связывающие мо-

лекулы согласно изобретению называются "биспецифичными тетравалентными" молекулами. Настоящее 

изобретение также направлено на CD137 х ОА-связывающие молекулы, состоящие из полипептидных 

цепей, которые соединяются друг с другом с образованием двух сайтов связывания, каждый из которых 

является специфичным в отношении эпитопа CD137, и одного сайта связывания, специфичного в отно-

шении эпитопа ОА. Такие CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно изобретению называются "бис-

пецифичными трехвалентными" молекулами. Связывающие молекулы согласно изобретению (например, 

CD137-связывающие молекулы) иногда содержат первый сайт связывания и не содержат второй сайт 

связывания, который иммуноспецифично связывается с антигеном, отличным от антигена, с которым 

связывается первый сайт связывания. Связывающие молекулы согласно изобретению, таким образом, 

иногда содержат только первый сайт связывания и первый вариабельный домен легкой цепи и первый 

вариабельный домен тяжелой цепи и не содержат второй сайт связывания, второй вариабельный домен 

легкой цепи или второй вариабельный домен тяжелой цепи, которые связываются с другим антигеном по 

сравнению с первым сайтом связывания. Неограничивающие примеры таких связывающих молекул 

включают связывающие молекулы, представляющие собой scFv, антитела и Fab. 

Настоящее изобретение обеспечивает CD137 х ОА-связывающие молекулы, которые содержат че-

тыре полипептидные цепи ("первую", "вторую", "третью" и "четвертую" полипептидную цепь), где пер-

вая и вторая полипептидные цепи ковалентно связаны друг с другом, третья и четвертая полипептидные 

цепи ковалентно связаны друг с другом и первая и третья полипептидные цепи ковалентно связаны друг 

с другом. Также предложены CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно изобретению, содержащие 

пять полипептидных цепей ("первую", "вторую", "третью", "четвертую" и "пятую" полипептидную цепь), 

где первая и вторая полипептидные цепи ковалентно связаны друг с другом, третья и четвертая полипеп-

тидные цепи ковалентно связаны друг с другом, третья и пятая полипептидные цепи ковалентно связаны 

друг с другом и первая и третья полипептидные цепи ковалентно связаны друг с другом. 

Более подробно, изобретение обеспечивает CD137-связывающую молекулу, содержащую первый 

сайт связывания, который иммуноспецифично связывается с эпитопом CD137, где указанный первый 

сайт связывания содержит первый вариабельный домен легкой цепи, который содержит CDRL1, CDRL2 и 

CDRL3, и первый вариабельный домен тяжелой цепи, который содержит CDRH1, CDRH2 и CDRH3; где 

(A) CDRL1, CDRL2 и CDRL3 первого вариабельного домена легкой цепи представляют собой CDR 

легкой цепи VL1 МАВ-6 против CD137 (SEQ ID NO: 50); и 

(B) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 первого вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR 

тяжелой цепи VH1 МАВ-6 против CD137 (SEQ ID NO: 46). 

Изобретение дополнительно относится к варианту реализации такой CD137-связывающей молеку-

лы, где первый вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последовательность VH1 

МАВ-6 против hCD137 (SEQ ID NO: 46). 

Изобретение дополнительно относится к вариантам реализации такой CD137-связывающей молеку-

лы, где первый вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последовательность: 

(A) VLx МАВ-6 против hCD137 (SEQ ID NO: 54); 

(B) VL1 МАВ-6 против hCD137 (SEQ ID NO: 50); 

(B) VL2 МАВ-6 против hCD137 (SEQ ID NO: 55); или 

(C) VL3 МАВ-6 против hCD137 (SEQ ID NO: 56). 

Изобретение также относится к варианту реализации такой CD137-связывающей молекулы, где: 

(A) первый вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последовательность VH1 



046873 

- 3 - 

МАВ-6 против hCD137 (SEQ ID NO: 46); и 

(B) первый вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последовательность VL3 

МАВ-6 против hCD137 (SEQ ID NO: 56). 

Изобретение также относится ко всем указанным выше вариантам реализации таких CD137-

связывающих молекул, где указанная молекула представляет собой биспецифичную молекулу, содержа-

щую второй сайт связывания, который иммуноспецифично связывается с ОА, где указанный второй сайт 

связывания содержит второй вариабельный домен легкой цепи, содержащий CDRL1, CDRL2 и CDRL3, и 

второй вариабельный домен тяжелой цепи, содержащий CDRH1, CDRH2 и CDRH3. 

Изобретение также относится к варианту реализации такой CD137-связывающей молекулы, где ОА 

выбран из опухолевых антигенов, представленных в табл. 1-2. 

Изобретение также относится к варианту реализации такой CD137-связывающей молекулы, где ОА 

представляет собой PD-L1 и где: 

(A) CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представляют собой CDR 

легкой цепи VLx MAB-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 63); и 

(B) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR 

тяжелой цепи VHx MAB-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 59). 

Изобретение также относится к варианту реализации такой CD137-связывающей молекулы, где: 

(A) (1) CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представляют собой 

CDR легкой цепи VL1 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 58); или 

(2) CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представляют собой CDR 

легкой цепи VL2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 72); и 

(B) (1) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой 

CDR тяжелой цепи VH1 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 57); 

(2) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR 

тяжелой цепи VH2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 67); 

(3) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR 

тяжелой цепи VH3 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 68); 

(4) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR 

тяжелой цепи VH2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 69); 

(5) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR 

тяжелой цепи VH2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 70); или 

(6) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR 

тяжелой цепи VH2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 71). 

Изобретение также относится к варианту реализации такой CD137-связывающей молекулы, где 

второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последовательность: 

(A) VH1 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 57); 

(B) VH2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 67); 

(C) VH3 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 68); 

(D) VH4 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 69); 

(E) VH5 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 70); или 

(F) VH6 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 71). 

Изобретение также относится к варианту реализации таких CD137-связывающих молекул, где вто-

рой вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последовательность: 

(A) VL1 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 58); или 

(B) VL2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 72). 

Изобретение также относится к варианту реализации такой CD137-связывающей молекулы, где ОА 

представляет собой 5Т4 и где: 

(А) (1) CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представляют собой 

CDR легкой цепи VL МАВ-1 против 5Т4 (SEQ ID NO: 93); и 

(2) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR 

тяжелой цепи VH МАВ-1 против 5Т4 (SEQ ID NO: 92); или 

(В) (1) CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представляют собой 

CDR легкой цепи VL МАВ-2 против 5Т4 (SEQ ID NO: 95); и 

(2) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR 

тяжелой цепи VH МАВ-2 против 5Т4 (SEQ ID NO: 96). 

Изобретение также относится к варианту реализации такой CD137-связывающей молекулы, где 

второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последовательность VH МАВ-1 

против 5Т4 (SEQ ID NO: 92). 

Изобретение также относится к вариантам реализации таких CD137-связывающих молекул, где 

второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последовательность VL МАВ-1 

против 5Т4 (SEQ ID NO: 93). 

Изобретение также относится к такой CD137-связывающей молекуле, где ОА представляет собой 
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HER2 и где: 

(A) CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представляют собой CDR 

легкой цепи VLx МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 79); и 

(B) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR 

тяжелой цепи VHx МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 78). 

Изобретение также относится к варианту реализации такой CD137-связывающей молекулы, где: 

(А) (1) CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представляют собой 

CDR легкой цепи VL1 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 83); 

(2) CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представляют собой CDR 

легкой цепи VL2 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 84); или 

(3) CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представляют собой CDR 

легкой цепи VL3 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 85); и 

(В) (1) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой 

CDR тяжелой цепи VH1 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 80); 

(2) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR 

тяжелой цепи VH2 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 81); или 

(3) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR 

тяжелой цепи VH3 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 82). 

Изобретение также относится к варианту реализации такой CD137-связывающей молекулы, где 

второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последовательность: 

(A) VHx МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 78); 

(B) VH1 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 80); 

(C) VH2 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 81); или 

(D) VH3 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 82). 

Изобретение также относится к вариантам реализации таких CD137-связывающих молекул, где 

второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последовательность: 

(A) VLx МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 79); 

(B) VL1 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 83); 

(C) VL2 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 84); или 

(D) VL3 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 85). 

Изобретение также относится ко всем указанным выше вариантам реализации таких CD137-

связывающих молекул, где указанная молекула представляет собой антитело, биспецифичное тетрава-

лентное Fc-содержащее диатело или биспецифичную трехвалентную молекулу. 

Изобретение также относится к варианту реализации такой CD137-связывающей молекулы, где 

указанная молекула является биспецифичной и тетравалентной и содержит первую, вторую, третью, чет-

вертую и необязательно пятую полипептидную цепь, где указанные полипептидные цепи образуют кова-

лентно связанный комплекс. 

Изобретение также относится к варианту реализации такой CD137-связывающей молекулы, где 

указанная молекула является биспецифичной и трехвалентной и содержит первую, вторую, третью и 

четвертую полипептидную цепь, где указанные полипептидные цепи образуют ковалентно связанный 

комплекс. 

Изобретение также относится к варианту реализации всех таких CD137-связывающих молекул, где 

указанная молекула содержит Fc-участок иммуноглобулина изотипа IgG1, IgG2, IgG3 или IgG4 и необя-

зательно также содержит шарнирный домен. 

Изобретение также относится к варианту реализации всех таких CD137-связывающих молекул, где 

Fc-участок представляет собой вариант Fc-участка, который содержит одну или более аминокислотных 

модификаций, снижающих аффинность варианта Fc-участка в отношении FcγR и/или повышающих вре-

мя полужизни в сыворотке крови, более конкретно, где указанные модификации включают по меньшей 

мере одну аминокислотную замену, выбранную из группы, состоящей из: 

(A) L234A; L235A; 

(B) L234A и L235A; 

(C) M252Y; M252Y и S254T; 

(D) M252Y и Т256Е; 

(E) M252Y, S254T и Т256Е; или 

(F) K288D и H435K; 

где нумерация представляет собой нумерацию по EU-индексу в соответствии с системой нумерации 

по Kabat. 

Изобретение также относится к варианту реализации такой CD137-связывающей молекулы, где ОА 

представляет собой PD-L1 и где: 

(A) первая и третья полипептидные цепи содержат аминокислотную последовательность SEQ ID 

NO: 116, SEQ ID NO: 118, SEQ ID NO: 120; и 

(B) вторая и четвертая полипептидные цепи содержат аминокислотную последовательность SEQ ID 
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NO: 117, SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 122, SEQ ID NO: 123, SEQ ID NO: 124, SEQ ID 

NO: 125, SEQ ID NO: 126 или SEQ ID NO: 139. 

Изобретение также относится к варианту реализации такой CD137-связывающей молекулы, где 

указанная молекула содержит: 

(A) SEQ ID NO: 116 и SEQ ID NO: 117; 

(B) SEQ ID NO: 118 и SEQ ID NO: 119; 

(C) SEQ ID NO: 120 и SEQ ID NO: 119; 

(D) SEQ ID NO: 118 и SEQ ID NO: 121; 

(E) SEQ ID NO: 120 и SEQ ID NO: 121; 

(F) SEQ ID NO: 120 и SEQ ID NO: 122; 

(G) SEQ ID NO: 120 и SEQ ID NO: 123; 

(H) SEQ ID NO: 120 и SEQ ID NO: 124; 

(I) SEQ ID NO: 120 и SEQ ID NO: 125; 

(J) SEQ ID NO: 120 и SEQ ID NO: 126; или 

(K) SEQ ID NO: 120 и SEQ ID NO: 139. 

Изобретение также относится к варианту реализации такой CD137-связывающей молекулы, где ОА 

представляет собой PD-L1 и где: 

(A) первая полипептидная цепь содержит аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 127, 

SEQ ID NO: 133 или SEQ ID NO: 135; 

(B) вторая полипептидная цепь содержит аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 128, 

SEQ ID NO: 134 или SEQ ID NO: 136; 

(C) третья полипептидная цепь содержит аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 129 или 

SEQ ID NO: 131; и 

(D) четвертая полипептидная цепь содержит аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 130, 

SEQ ID NO: 132. 

Изобретение также относится к варианту реализации такой CD137-связывающей молекулы, где 

указанная молекула содержит: 

(A) SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129 и SEQ ID NO: 130; 

(B) SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 131 и SEQ ID NO: 132; 

(C) SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 131 и SEQ ID NO: 132; или 

(D) SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 131 и SEQ ID NO: 132. 

Изобретение также относится к фармацевтической композиции, содержащей любую из описанных 

выше CD137-связывающих молекул и физиологически приемлемый носитель. 

Изобретение также относится к применению таких CD137-связывающих молекул или такой фарма-

цевтической композиции для лечения рака, характеризующегося экспрессией ОА. 

Изобретение также относится к PD-L1-связывающей молекуле, которая содержит вариабельный 

домен легкой цепи, содержащий CDRL1, CDRL2 и CDRL3, и вариабельный домен тяжелой цепи, содер-

жащий CDRH1, CDRH2 и CDRH3, где: 

(A) CDRL1, CDRL2 и CDRL3 вариабельного домена легкой цепи представляют собой CDR легкой 

цепи VL2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 72); и 

(B) (1) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR тя-

желой цепи VH2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 67); 

(2) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR тяжелой 

цепи VH3 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 68); 

(3) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR 

тяжелой цепи VH4 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 69); 

(4) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR 

тяжелой цепи VH5 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 70); или 

(5) CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой CDR 

тяжелой цепи VH6 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 71). 

Изобретение также относится к варианту реализации такой PD-L1-связывающей молекулы, где ва-

риабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последовательность: 

(A) VH2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 67); 

(B) VH3 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 68); 

(C) VH4 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 69); 

(D) VH5 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 70); или 

(E) VH6 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 71). 

Изобретение также относится к варианту реализации такой PD-L1-связывающей молекулы, где ва-

риабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последовательность VL2 МАВ-2 против hPD-

L1 (SEQ ID NO: 72). 

Изобретение также относится к варианту реализации таких PD-L1-связывающих молекул, где ука-

занная молекула представляет собой антитело или его антиген-связывающий фрагмент. 
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Изобретение также относится к фармацевтическим композициям, содержащим любую из описан-

ных выше PD-L1-связывающих молекул и физиологически приемлемый носитель. 

Изобретение также относится к применению таких PD-L1-связывающих молекул или таких фарма-

цевтических композиций для лечения заболевания или состояния, связанного с супрессией иммунной 

системы или характеризующегося экспрессией PD-L1. 

Изобретение также относится к такому применению, где указанное состояние, связанное с супрес-

сией иммунной системы или характеризующееся экспрессией PD-L1, представляет собой рак. 

Изобретение также относится к варианту реализации всех таких способов применения, где указан-

ный рак выбран из группы, состоящей из: рака мочевого пузыря, рака кости, рака головного и спинного 

мозга, рака молочной железы, рака шейки матки, рака толстой и прямой кишки, рака желчного пузыря 

или рака желчного протока, рака желудка, глиобластомы, рака головы и шеи, гепатоклеточной карцино-

мы, рака почки, лейкоза, рака печени, рака легкого, меланомы, нейробластомы, немелкоклеточного рака 

легкого (НМКРЛ), рака яичников, рака поджелудочной железы, рака глотки, рака предстательной желе-

зы, почечно-клеточной карциномы, рабдомиосаркомы, рака кожи, плоскоклеточного рака головы и шеи 

(ПКРГШ), рака желудка, рака яичек, карциномы вилочковой железы и рака матки. 

Изобретение также относится к способу усиления активности нацеленного на опухоль агента, 

включающий введение указанного нацеленного на опухоль агента в комбинации с любой из описанных 

выше CD137-связывающих молекул, любой из описанных выше PD-L1-связывающих молекул или лю-

бой из описанных выше фармацевтических композиций. 

Изобретение также относится к способу лечения заболевания или состояния, связанного с супрес-

сией иммунной системы или характеризующегося экспрессией ОА, включающему введение нуждающе-

муся в этом субъекту любой из описанных выше CD137-связывающих молекул, любой из описанных 

выше PD-L1-связывающих молекул или любой из описанных выше фармацевтических композиций. 

Изобретение также относится к такому способу, дополнительно включающему введение нацелен-

ного на опухоль агента. 

Изобретение также относится к такому способу, где указанное состояние, связанное с супрессией 

иммунной системы или характеризующееся экспрессией опухолевого ОА, представляет собой рак. 

Изобретение также относится ко всем указанным выше вариантам реализации такого способа, где 

указанный нацеленный на опухоль агент представляет собой антитело, эпитоп-связывающий фрагмент 

антитела или агент, опосредующий перенаправленное Т-клеточное уничтожение клетки-мишени. 

Изобретение также относится к варианту реализации таких способов, где указанный рак выбран из 

группы, состоящей из: рака мочевого пузыря, рака кости, рака головного и спинного мозга, рака молоч-

ной железы, рака шейки матки, рака толстой и прямой кишки, рака желчного пузыря или рака желчного 

протока, рака желудка, глиобластомы, рака головы и шеи, гепатоклеточной карциномы, рака почки, лей-

коза, рака печени, рака легкого, меланомы, нейробластомы, немелкоклеточного рака легкого (НМКРЛ), 

рака яичников, рака поджелудочной железы, рака глотки, рака предстательной железы, почечно-

клеточной карциномы, рабдомиосаркомы, рака кожи, плоскоклеточного рака головы и шеи (ПКРГШ), 

рака желудка, рака яичек, карциномы вилочковой железы и рака матки. 

Изобретение также относится к нуклеиновой кислоте, кодирующей CD137-связывающую молекулу 

согласно любому из указанных выше вариантов реализации или PD-L1-связывающую молекулу согласно 

любому из указанных выше вариантов реализации. 

Изобретение также относится к вектору экспрессии, содержащему такую нуклеиновую кислоту. 

Изобретение также относится к клетке, содержащей нуклеиновую кислоту согласно любому из ука-

занных выше вариантов реализации или вектор экспрессии согласно любому из указанных выше вариан-

тов реализации. 

Изобретение также относится к такой клетке, где указанная клетка представляет собой клетку мле-

копитающего. 

Краткое описание графических материалов 

На фиг. 1A-1D представлены схематичные изображения репрезентативных ковалентно связанных 

диател, содержащих Fc-участки. На фиг. 1A-1D показаны тетравалентные диатела, содержащие четыре 

сайта связывания эпитопа, состоящие из двух пар полипептидных цепей (т.е. состоящие в общем из че-

тырех полипептидных цепей). Один полипептид каждой пары содержит СН2- и СН3-домен таким обра-

зом, что связанные цепи образую весь или часть Fc-участка. VL- и VH-домены, которые распознают 

один и тот же эпитоп, показаны с помощью одинакового паттерна штриховки или закрашивания. Две 

пары полипептидных цепей могут быть одинаковыми. В таких вариантах реализации, где VL- и VH-

домены распознают различные эпитопы (как показано на фиг. 1А-1В), полученная в результате молекула 

содержит четыре сайта связывания эпитопа и является биспецифичной и бивалентной по отношению к 

каждому связанному эпитопу. В таких вариантах реализации, где VL- и VH-домены распознают один и 

тот же эпитоп (например, одинаковые CDR-участки VL-домена и одинаковые CDR-участки VH-домена 

используются на обеих цепях), полученная в результате молекула содержит четыре сайта связывания 

эпитопа и является моноспецифичной и тетравалентной по отношению к одному эпитопу. Альтернатив-

но, две пары полипептидов могут различаться. В таких вариантах реализации, где VL- и VH-домены ка-
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ждой пары полипептидов распознают различные эпитопы (как показано на фиг. 1С), полученная в ре-

зультате молекула содержит четыре сайта связывания эпитопа и является тетраспецифичной и однова-

лентной по отношению к обоим связанным эпитопам. На фиг. 1А показано Fc-диатело, которое содержит 

пептидный домен гетеродимеризации, содержащий цистеиновый остаток. На фиг. 1В показано Fc-

диатело, состоящее из двух пар полипептидных цепей (т.е. в общем из четырех полипептидных цепей), 

каждая из которых содержит домен гетеродимеризации E-coil или K-coil. Волнистая линия (VWWV) на 

данной фигуре и на всех фигурах, на которых представлены схематичные изображения доменов связы-

вающих молекул, обозначает один или более необязательных доменов гетеродимеризации, кото-

рый/которые присутствуют. Как показано, цистеиновый остаток может присутствовать в линкере (ос-

новная схема) и/или в домене гетеродимеризации (в рамке). Одна полипептидная цепь каждой пары со-

держит линкер, содержащий цистеин (где указанный линкер может содержать весь или часть шарнирно-

го участка), и СН2- и СН3-домен таким образом, что связанные цепи образуют весь или часть Fc-участка. 

На фиг. 1С показано содержащее Fc-участок диатело, которое содержит СН1- и CL-домены антитела. На 

фиг. 1D показана репрезентативная ковалентно связанная молекула диатела, содержащая два сайта свя-

зывания эпитопа и состоящая из трех полипептидных цепей. Две из полипептидных цепей содержат 

СН2- и СН3-домен таким образом, что связанные цепи образуют весь или часть Fc-участка. Полипептид-

ные цепи, содержащие VL- и VH-домен, дополнительно содержат домен гетеродимеризации, содержа-

щий цистеиновый остаток, как показано на данной фигуре. 

На фиг. 2 показано схематичное изображение репрезентативной ковалентно связанной связываю-

щей молекулы, содержащей четыре сайта связывания эпитопа, состоящей из пяти полипептидных цепей. 

Две из полипептидных цепей содержат линкер, содержащий цистеин (где указанный линкер может со-

держать весь или часть шарнирного участка), и СН2- и СН3-домен таким образом, что ассоциированные 

цепи образуют Fc-участок, который содержит весь или часть Fc-участка. Полипептидные цепи, содер-

жащие соединенные VL- и VH-домены, дополнительно содержат линкер и домен гетеродимеризации 

(дополнительно описанный на фиг. 1B). VL- и VH-домены, которые распознают один и тот же эпитоп, 

показаны с помощью одинакового паттерна штриховки или закрашивания. Вариабельные домены могут 

быть выбраны таким образом, чтобы в результате была получена CD137 х ОА-связывающая молекула, 

которая содержит два связывающих домена не по типу диатела, специфичных в отношении ОА, и два 

связывающих домена по типу диатела, специфичных в отношении CD137. Альтернативно, вариабельные 

домены могут быть выбраны таким образом, чтобы в результате была получена CD137 х ОА-

связывающая молекула, которая содержит два связывающих домена не по типу диатела, специфичных в 

отношении CD137, и два связывающих домена по типу диатела, специфичных в отношении ОА. Такие 

молекулы являются биспецифичными и содержат два сайта связывания CD137, которые могут связы-

ваться с одинаковыми или разными эпитопами CD137, и два сайта связывания ОА, которые могут связы-

ваться с одинаковыми или разными эпитопами ОА. 

На фиг. 3А-3С представлены схематичные изображения репрезентативных содержащих Fc-участок 

трехвалентных связывающих молекул, содержащих три сайта связывания эпитопа. На фиг. 3А схематич-

но показаны домены трехвалентных связывающих молекул, содержащих два связывающих домена по 

типу диатела, ковалентно связанных с помощью линкеров/доменов гетеродимеризации (дополнительно 

описанных на фиг. 1В), и связывающий домен по типу Fab, в котором связывающие домены имеют N-

концевое расположение по отношению к Fc-участку. Молекула на фиг. 3А содержит четыре цепи. На 

фиг. 3В-3С, соответственно, схематично показаны домены трехвалентных связывающих молекул, со-

держащих два связывающих домена по типу диатела и связывающий домен по типу Fab, в котором лег-

кая и тяжелая цепь связаны с помощью полипептидного спейсера, или содержащих связывающий домен 

по типу scFv. Трехвалентные связывающие молекулы на фиг. 3В-3С содержат три цепи. VL- и VH-

домены, которые распознают один и тот же эпитоп, показаны с помощью одинакового паттерна штри-

ховки или закрашивания. 

На фиг. 4 показана способность CD137 х ОА-связывающих молекул DART-A, TRIDENT-A, моле-

кулы сравнения TRIDENT-2 и отрицательного контроля hIgG1 связываться с CD137, экспрессируемым 

на поверхности рекомбинантных клеток CHO. 

На фиг. 5А-5В показана способность CD137 х ОА-связывающих молекул DART-A, TRIDENT-A, 

MAB-2 против hPD-L1 (1.1) и отрицательного контроля hIgG1 связываться с PD-L1, экспрессируемым на 

поверхности рекомбинантных клеток СНО (фиг. 5А) и блокировать взаимодействия PD-L1/PD-1 в PD-

L1-репортерном анализе (фиг. 5В). 

На фиг. 6 показана способность CD137 х ОА-связывающих молекул DART-A, TRIDENT-A, моле-

кул сравнения DART-2 и TRIDENT-2, DART-3, r-урелумаба и отрицательных контролей DART-1 и 

hIgG1 опосредовать мишень-зависимую передачу сигнала в CD137-репортерном анализе. 

На фиг. 7А-7В показана способность CD137 х ОА-связывающих молекул DART-A, TRIDENT-A, 

молекул сравнения DART-2 и TRIDENT-2, DART-3, r-урелумаба и отрицательных контролей DART-1 и 

hIgG1 опосредовать мишень-зависимое высвобождение цитокинов INF-γ (фиг. 7А) и IL-2 (фиг. 7В) в 

анализе высвобождения цитокинов из первичных Т-клеток. 

На фиг. 8А-8С показан уровень в сыворотке крови CD137 х ОА-связывающей молекулы TRIDENT-
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A и вызванная ей индукция пролиферации клеток иммунной системы. На графиках показаны фармако-

кинетические свойства (сывороточный клиренс) (фиг. 8А), пролиферация CD8
+
 Т-клеток (фиг. 8А), про-

лиферация NK-клеток (фиг. 8А) в течение 20-24 дней у макаков-крабоедов, которым вводили TRIDENT-

A в концентрации 1 мг/кг (закрашенные круги) или 10 мг/кг (не закрашенные круги). 

На фиг. 9А-9В показана связывающая активность Fab, содержащих деиммунизирован-

ные/оптимизированные варианты МАВ-2 против hPD-L1 (1.1). На графиках представлены кривые связы-

вания по результатам ИФА вариантов Fab-фрагментов МАВ-2 против hPD-L1B, МАВ-2 против hPD-L1D 

и МАВ-2 против hPD-L1F (фиг. 9А) и МАВ-2 против hPD-L1A, МАВ-2 против hPD-L1C и МАВ-2 против 

hPD-L1E (фиг. 9В). 

На фиг. 10А-10В показана способность CD137 х ОА-связывающих молекул, содержащих деимму-

низированные или оптимизированные PD-L1-связывающие домены, связываться с PD-L1, экспрессируе-

мым на поверхности рекомбинантных клеток СНО. На графиках представлены кривые связывания 

DART-A1, DART-A4 и антитела против PD-L1 МАВ-2 против hPD-L1 (1.1) (фиг. 10А), TRIDENT-A, 

TRIDENT-A4 и отрицательного контроля hIgG1 (фиг. 10В). 

На фиг. 11А-11С показана способность CD137 х ОА-связывающих молекул, содержащих деимму-

низированные и/или оптимизированные PD-L1-связывающие домены, блокировать взаимодействия PD-

L1/PD-1 в PD-L1-репортерном анализе. На графиках представлены кривые активности DART-A1, DART-

A4 и антитела против PD-L1 МАВ-2 против hPD-L1 (1.1) (фиг. 11А), TRIDENT-A, TRIDENT-A4 и отри-

цательного контроля hIgG1 (фиг. 11В), DART-A4, DART-A7, DART-A8, DART-A9 и отрицательного 

контроля hIgG1 (фиг. 11С). 

На фиг. 12А-12В показана способность CD137 х ОА-связывающих молекул, содержащих деимму-

низированные CD137-связывающие домены и/или деиммунизированные/оптимизированные PD-L1-

связывающие домены, связываться с CD137, экспрессируемым на поверхности рекомбинантных клеток 

СНО. На графиках представлены кривые связывания для DART-A4, DART-A5, DART-A6 (фиг. 12А), 

TRIDENT-A4, TRIDENT-A5, TRIDENT-A6 (фиг. 12В) Также на графиках на обеих фигурах представле-

ны данные для молекулы сравнения r-урелумаба и отрицательного контроля hIgG1. 

На фиг. 13А-13В показана способность CD137 х ОА-связывающих молекул, содержащих деимму-

низированные CD137-связывающие домены и/или деиммунизированные/оптимизированные PD-L1-

связывающие домены, опосредовать мишень-зависимую передачу сигнала в CD137-репортерном анали-

зе, проведенном на клетках-мишенях N87 с низкой экспрессией PD-L1 (фиг. 13А) или клетках-мишенях 

JIMT-1 со средней экспрессией PD-L1 (фиг. 13В). На графиках показана активность DART-A4, DART-

A5, DART-A6, TRIDENT-A4, TRIDENT-A5, TRIDENT-A6, молекулы сравнения r-урелумаба и отрица-

тельного контроля hIgG1. 

На фиг. 14А-14В показана способность CD137 х ОА-связывающих молекул, содержащих деимму-

низированные CD137-связывающие домены и деиммунизированные/оптимизированные PD-L1-

связывающие домены, опосредовать мишень-зависимое высвобождение цитокинов INF-γ (фиг. 14А) и 

IL-2 (фиг. 14В) в анализе высвобождения цитокинов из первичных Т-клеток. На графиках показана ак-

тивность DART-A4, DART-A5, DART-A6, TRIDENT-A4, TRIDENT-A5, TRIDENT-А6, молекулы сравне-

ния r-урелумаба и отрицательного контроля hIgG1. 

На фиг. 15А-15В показана способность CD137 х ОА-связывающих молекул, содержащих исходные 

или деиммунизированные/оптимизированные PD-L1-и/или CD137-связывающие домены, связываться с 

PD-L1 (фиг. 15А) и CD137 (фиг. 15В), экспрессируемыми на клеточной поверхности рекомбинантных 

клеток СНО. На графиках представлены кривые связывания DART-A, DART-A4, DART-A6, DART-A7, 

DART-A10, антител против PD-L1 МАВ-2 против hPD-L1 (1.1) и r-атезолизумаба и отрицательного кон-

троля hIgG1 (фиг. 15A), DART-A, DART-A4, DART-A6, DART-A7, DART-A10, r-урелумаба и отрица-

тельного контроля hIgG1 (фиг. 15В). 

На фиг. 16А-16В показана способность CD137 х ОА-связывающих молекул, содержащих исходные 

или деиммунизированные/оптимизированные PD-L1-и/или CD137-связывающие домены, блокировать 

взаимодействие PD-L1/PD-1 в PD-L1-репортерном анализе. Результаты для тетравалентных молекул 

DART-A, DART-A4, DART-A6, DART-A7, DART-A10 представлены на графиках на фиг. 16А и резуль-

таты для трехвалентных молекул TRIDENT-A, TRIDENT-A4 и TRIDENT-A6 представлены на графиках 

на фиг. 16В. Также на графиках на обеих фигурах представлены значения для антител против PD-L1 

МАВ-2 против hPD-L1F и r-атезолизумаба и отрицательного контроля hIgG1. 

На фиг. 17А-17В показана способность CD137 х ОА-связывающих молекул, содержащих исходные 

или деиммунизированные/оптимизированные PD-L1-и/или CD137-связывающие домены, опосредовать 

мишень-зависимую передачу сигнала в CD137-репортерном анализе, проведенном в присутствии клеток-

мишеней JIMT-1 со средней экспрессией PD-L1 (фиг. 17А) или в отсутствие клеток-мишеней (фиг. 17В). 

На графиках показана активность DART-A, DART-A4, DART-A6, DART-A7, DART-A10, TRIDENT-A, 

TRIDENT-A4, TRIDENT-A6, молекулы сравнения r-урелумаба и отрицательного контроля hIgG1. 

На фиг. 18А-18В показана способность CD137 х ОА-связывающих молекул, содержащих исходные 

или деиммунизированные/оптимизированные PD-L1-и/или CD137-связывающие домены, опосредовать 



046873 

- 9 - 

мишень-зависимое высвобождение цитокинов INF-γ (фиг. 18А) и IL-2 (фиг. 18В). На графиках показана 

активность DART-A, DART-A4, DART-A6, DART-A7, DART-A10, TRIDENT-A, TRIDENT-A4, TRI-

DENT-A6, комбинации r-атезолизумаба и r-урелумаба (r-atezo + r-ure combo) и отрицательного контроля 

hIgG1. 

На фиг. 19А-19С показана способность нескольких репрезентативных PD-L1 х CD137-

биспецифичных молекул: DART-A (фиг. 19А), TRIDENT-А (фиг. 19В) или TRIDENT-A4 (фиг. 19С) в 

комбинации с репрезентативными ОА х CD3-биспецифичными молекулами (5Т4 х CD3-диатело) пре-

дотвращать или ингибировать опухолевый рост или развитие клеток карциномы толстой кишки RKO in 

vivo по сравнению с использованием отдельно ОА х CD3-биспецифичной молекулы или контроля, пред-

ставляющего собой наполнитель, на мышиной модели замещенного мононуклеарными клетками пери-

ферической крови (МКПК) ксенотрансплантата. 

На фиг. 20А-20В показана способность нескольких репрезентативных PD-L1 х CD137-

биспецифичных молекул: DART-A6 (фиг. 20А) или TRIDENT-А6 (фиг. 20В) в комбинации с репрезента-

тивными ОА х CD3-биспецифичными молекулами (5Т4 х CD3-диатело) предотвращать или ингибиро-

вать опухолевый рост или развитие клеток карциномы толстой кишки RKO in vivo по сравнению с ис-

пользованием только ОА х CD3-биспецифичной молекулы или контролем, представляющим собой на-

полнитель, на мышиной модели замещенного МКПК ксенотрансплантата. 

На фиг. 21А-21В показана способность нескольких репрезентативных PD-L1 х CD137-

биспецифичных молекул: TRIDENT-A, TRIDENT-A6, содержащих VH/VL CD137-связывающего домена 

МАВ-6, или молекул сравнения: TRIDENT-2, DUO-1, содержащих VH/VL различных CD137-

связывающих доменов, в комбинации с репрезентативными ОА х CD3-биспецифичными молекулами 

(5Т4 х CD3-диателом), предотвращать или ингибировать опухолевый рост или развитие клеток карцино-

мы толстой кишки RKO in vivo по сравнению с контролем, представляющим собой наполнитель, на мы-

шиной модели замещенного МКПК ксенотрансплантата. На графике представлены репрезентативные 

данные от первого исследования (фиг. 21А) и второго исследования (фиг. 21В). 

На фиг. 22А-22В показана способность CD137 х ОА-связывающих молекул, содержащих CD137-

связывающие домены и HER2-связывающие домены, опосредовать мишень-зависимую передачу сигнала 

в CD137-репортерном анализе, проведенном на клетках JIMT-1 со средней экспрессией HER2 (фиг. 22А) 

или клетках-мишенях N87 с высокой экспрессией HER2 (фиг. 22В). На графиках показана активность 

DART-B1, DART-B2, TRIDENT-B1, TRIDENT-B2, исходных антител МАВ-1 против hHER2 (1.3) и 

МАВ-6 против CD137 (1.1) и отрицательных контролей, DART-4, DART-5, TRIDENT-3, TRIDENT-4. 

На фиг. 23A-23D показана способность CD137 х ОА-связывающих молекул, содержащих CD137-

связывающие домены и HER2-связывающие домены, опосредовать мишень-зависимое высвобождение 

цитокинов INF-γ (фиг. 23А и 23В) и IL-2 (фиг. 23С и 23D) в анализе высвобождения цитокинов из пер-

вичных Т-клеток, проведенном на клетках JIMT-1 со средней экспрессией HER2 (фиг. 22А и 23С) или на 

клетках-мишенях N87 с высокой экспрессией HER2 (фиг. 22В и 23D). На графиках показана активность 

DART-B1, DART-B2, TRIDENT-B1, TRIDENT-B2, исходных антител МАВ-1 против hHER2 (1.3) и 

МАВ-6 против CD137 (1.1) и отрицательных контролей, DART-4, DART-5, TRIDENT-3, TRIDENT-4. 

Подробное описание 

Настоящее изобретение направлено на CD137-связывающие молекулы, такие как моноспецифич-

ные антитела и молекулы, содержащие их эпитоп-связывающие фрагменты, которые способны связы-

ваться с эпитопом CD137. Изобретение также направлено на мультиспецифичные CD137-связывающие 

молекулы (например, биспецифичные антитела, биспецифичные диатела, BiTE, трехвалентные связы-

вающие молекулы и т.д.), которые способны связываться как с эпитопом CD137, так и с эпитопом второ-

го антигена, в частности, опухолевым антигеном ("ОА") (например, "CD137 х ОА-связывающую молеку-

лу"). Изобретение также обеспечивает новые PD-L1-связывающие молекулы, такие как моноспецифич-

ные антитела и молекулы, содержащие их эпитоп-связывающие фрагменты, которые способны связы-

ваться с эпитопом PD-L1, а также их производные и способы их применения. Настоящее изобретение 

также направлено на фармацевтические композиции, которые содержат такие молекулы. Изобретение 

также включает применение таких молекул для лечения заболевания, в частности, рака или заболевания 

или состояния, связанного с супрессией иммунной системы или характеризующегося указанной супрес-

сией. 

I. Антитела и другие связывающие молекулы. 

CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно настоящему изобретению могут представлять собой 

антитела или могут быть получены из антител (например, путем фрагментации, расщепления и т.д. по-

липептидов антитела или путем применения аминокислотных последовательностей молекул антитела 

или полинуклеотидов (или последовательностей, которые кодируют такие полинуклеотиды) и т.д.). 

А. Антитела. 

Антитела представляют собой молекулы иммуноглобулина, способные специфично связываться с 

участком-мишенью ("эпитопом") молекулы, такой как углевод, полинуклеотид, липид, полипептид и т.д. 

("антиген"), с помощью по меньшей мере одного "сайта связывания эпитопа", расположенного в вариа-
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бельном участке молекулы иммуноглобулина. При использовании в настоящей заявке, термины "антите-

ло" и "антитела" относятся к моноклональным антителам, мультиспецифичным антителам, человеческим 

антителам, гуманизированным антителам, синтетическим антителам, гибридным антителам, поликло-

нальным антителам, камелизированным антителам, одноцепочечным Fv (scFv)-фрагментам, одноцепо-

чечным антителам, Fab-фрагментам, F(ab')-фрагментам, связанным дисульфидной связью биспецифич-

ным Fv (sdFv)-фрагментам, интрателам и эпитоп-связывающим фрагментам любой из указанных выше 

молекул. В частности, термин "антитело" включает молекулы иммуноглобулинов и иммунологически 

активные фрагменты молекул иммуноглобулинов, т.е. молекулы, которые содержат сайт связывания 

эпитопа. Молекулы иммуноглобулинов могут быть любого типа (например, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA и 

IgY), класса (например, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 и IgA2) или подкласса. Антитела способны "иммунос-

пецифично связываться" с полипептидом или белком или небелковой молекулой благодаря присутствию 

на такой молекуле особого домена или фрагмента или конформации ("эпитопа"). Предполагается, что 

при использовании в настоящей заявке "эпитоп-связывающий фрагмент антитела" означает часть анти-

тела, способную иммуноспецифично связываться с эпитопом. При использовании в настоящей заявке 

такой термин включает фрагменты (такие как Fab, Fab', F(ab')2 Fv) и одноцепочечный фрагмент (scFv), а 

также эпитоп-связывающий домен диатела. При использовании в настоящей заявке указано, что антите-

ло или его эпитоп-связывающий фрагмент "иммуноспецифично" связываться с участком другой молеку-

лы (т.е. эпитопом), если он реагирует или ассоциирует более часто, более быстро, с большей продолжи-

тельностью и/или с большей аффинностью или авидностью с этим эпитопом по сравнению с альтерна-

тивными эпитопами. Также следует понимать при прочтении этого определения, что, например, антите-

ло или его эпитоп-связывающий фрагмент, который иммуноспецифично связывается с первой мишенью, 

может связываться или может не связываться специфично или предпочтительно со второй мишенью. 

Эпитоп-содержащая молекула может обладать иммуногенной активностью таким образом, что она вы-

зывает ответ в виде продукции антител у животного; такие молекулы называются "антигенами". При-

родные антитела способны связываться только с одним видом эпитопов (т.е. они являются "моноспеци-

фичными"), несмотря на то что они могут связываться со множеством копий указанного вида (т.е. обла-

дать "бивалентностью" или "поливалентностью"). 

Термин "моноклональное антитело" относится к гомогенной популяции антител, где указанное мо-

ноклонального антитело состоит из аминокислот (природных или не природных), которые вовлечены в 

селективное связывание с антигеном. Моноклональные антитела являются высоко специфичными и на-

правлены против одного эпитопа (или антигенного сайта). Термин "моноклональное антитело" включает 

не только интактные моноклональные антитела и полноразмерные моноклональные антитела, но также 

их фрагменты (такие как Fab, Fab', F(ab')2 Fv), одноцепочечные фрагменты (scFv), их мутанты, белки 

слияния, содержащие часть антитела, гуманизированные моноклональные антитела, гибридные моно-

клональные антитела и любые другие модифицированные конфигурации молекулы иммуноглобулина, 

которые содержат сайт распознавания антигена и обладают желаемой специфичностью и способностью 

связываться с антигеном. Предполагается, что изобретение не ограничивается источником антитела или 

способом, с помощью которого оно получено (например, с помощью гибридомы, фаговой селекции, ре-

комбинантной экспрессии, трансгенных животных и т.д.). Термин включает полноразмерные иммуног-

лобулины, а также фрагменты и т.д., описанные выше в рамках определения "антитело". Способы созда-

ния моноклональных антител известны в данной области техники. Один способ, который можно исполь-

зовать, представляет собой способ в соответствии с источником Kohler, G. et al. (1975) "Continuous Cul-

tures Of Fused Cells Secreting Antibody Of Predefined Specificity" Nature 256:495-497, или его модифика-

цию. Как правило, моноклональные антитела создают с использованием мышей, крыс или кроликов. Ан-

титела получают путем иммунизации животного иммуногенным количеством клеток, клеточных экс-

трактов или белковых препаратов, которые содержат желаемый эпитоп. Иммуноген может представлять 

собой, но не ограничивается указанными, первичные клетки, культивируемые клеточные линии, раковые 

клетки, белки, пептиды, нуклеиновые кислоты или ткань. Альтернативно, существующие моноклональ-

ные антитела и любые другие эквивалентные антитела, которые являются иммуноспецифичными в от-

ношении желаемого патогенного эпитопа, могут быть секвенированы и получены рекомбинантным пу-

тем с помощью любых способов, известных в данной области техники. Согласно одному варианту реали-

зации изобретения, такое антитело секвенируют и полинуклеотидную последовательность затем клони-

руют в вектор для экспрессии или размножения. Последовательность, кодирующая интересующее анти-

тело, можно поддерживать в векторе в клетке-хозяине и указанную клетку-хозяина можно затем размно-

жать и замораживать для последующего использования. Полинуклеотидная последовательность таких 

антител может применяться для генетической манипуляции для создания моноспецифичных или муль-

тиспецифичных (например, биспецифичных, триспецифичных и тетраспецифичных) молекул согласно 

изобретению, а также антитела с оптимизированной аффинностью, гибридного антитела, гуманизиро-

ванного антитела и/или канинизированного антитела для улучшения аффинности или других характери-

стик антитела. Общий принцип гуманизирования антитела включает сохранение основной последова-

тельности эпитоп-связывающей части антитела при замене оставшейся части нечеловеческого антитела 

на последовательности человеческого антитела. 
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Последние несколько десятилетий наблюдается оживленный интерес к терапевтическому потен-

циалу антител, и антитела стали одним из ведущих классов лекарственных средств, полученных с помо-

щью биотехнологии. Более 200 лекарственных средств на основе антител было одобрено для применения 

или находятся на стадии разработки. 

1. Общие структурные характеристики антител. 

Основная структурна единица встречающихся в природе иммуноглобулинов (например, IgG) пред-

ставляет собой тетрамер, состоящий из двух более коротких "легких цепей", которые объединены с дву-

мя более длинными "тяжелыми цепями" и, как правило, экспрессируются в виде гликопротеина разме-

ром примерно 150,000 Да. Каждая цепь состоит из амино-концевой ("N-концевой") части, которая со-

держит "вариабельный домен", и карбокси-концевой ("С-концевой") части, которая содержит по мень-

шей мере один "константный домен". Легкая цепь IgG состоит из одного "вариабельного домена легкой 

цепи" ("VL") и одного "константного домена легкой цепи" ("CL"). Таким образом, структура легких це-

пей молекулы IgG представляет собой n-VL-CL-c (где n и с обозначают, соответственно, N-конец и С-

конец полипептида). Тяжелая цепь IgG состоит из одного "вариабельного домена тяжелой цепи" ("VH"), 

трех "константных доменов тяжелой цепи" ("CH1", "CH2" и "СН3") и "шарнирного" участка ("Н"), рас-

положенного между СН1- и CH1-доменами. Таким образом, структура тяжелой цепи IgG представляет 

собой n-VH-CH1-Н-СН2-СН3-С (где n и с обозначают, соответственно, N-конец и С-конец полипептида). 

Способность интактного немодифицированного антитела (например, антитела IgG) связываться с эпито-

пом антигена зависит от наличия и последовательностей вариабельных доменов. 

а) Константные домены. 

(1) Константный домен легкой цепи. 

Репрезентативный CL-домен представляет собой CL-домен каппа-цепи IgG человека. Аминокис-

лотная последовательность репрезентативного CL-домена каппа-цепи IgG человека представляет собой 

(SEQ ID NO: 1): 

 
Альтернативно, репрезентативный CL домен представляет собой CL-домен лямбда-цепи IgG чело-

века. Аминокислотная последовательность репрезентативного CL-домена лямбда-цепи IgG человека 

представляет собой (SEQ ID NO: 2): 

 
(2) CH1-домены тяжелой цепи. 

Репрезентативный СН1 домен представляет собой СН1-домен IgG1 человека. Аминокислотная по-

следовательность репрезентативного СН1-домена IgG1 человека представляет собой (SEQ ID NO: 3): 

 
Репрезентативный CH1 домен представляет собой СН1-домен IgG2 человека. Аминокислотная по-

следовательность репрезентативного СН1-домена IgG2 человека представляет собой (SEQ ID NO: 4): 

 
Репрезентативный CH1 домен представляет собой СН1-домен IgG3 человека. Аминокислотная по-

следовательность репрезентативного СН1-домена IgG3 человека представляет собой (SEQ ID NO: 5): 

 
Репрезентативный CH1 домен представляет собой СН1-домен IgG4 человека. Аминокислотная по-

следовательность репрезентативного СН1-домена IgG4 человека представляет собой (SEQ ID NO: 6): 

 
(3) Шарнирные участки тяжелой цепи. 

Репрезентативный шарнирный участок представляет собой шарнирный участок IgG1 человека. 

Аминокислотная последовательность репрезентативного шарнирного участка IgG1 человека представля-

ет собой (SEQ ID NO: 7): 

 
Другой репрезентативный шарнирный участок представляет собой шарнирный участок IgG2 чело-

века. Аминокислотная последовательность репрезентативного шарнирного участка IgG2 человека пред-

ставляет собой (SEQ ID NO: 8): 

 
Другой репрезентативный шарнирный участок представляет собой шарнирный участок IgG3 чело-

века. Аминокислотная последовательность репрезентативного шарнирного участка IgG3 человека пред-

ставляет собой (SEQ ID NO: 9): 
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Другой репрезентативный шарнирный участок представляет собой шарнирный участок IgG4 чело-

века. Аминокислотная последовательность репрезентативного шарнирного участка IgG4 человека пред-

ставляет собой (SEQ ID NO: 10): 

 
Как описано в настоящей заявке, шарнирный участок IgG4 может содержать стабилизирующую му-

тацию, такую как замена S228P (в соответствии с нумерацией по EU-индексу, как указано в системе ну-

мерации по Kabat). Аминокислотная последовательность репрезентативного стабилизированного шар-

нирного участка IgG4 представляет собой (SEQ ID NO: 11): 

 
(4) СН2- и СН3-домены тяжелых цепей. 

СН2- и СН3-домены двух тяжелых цепей взаимодействуют с образованием "Fc-участка" антител 

IgG, который распознается клеточными Fc-рецепторами, включая, но не ограничиваясь указанными, Fc-

гамма рецепторы (FcγRs). При использовании в настоящей заявке термин "Fc-участок" определяет С-

концевой участок тяжелой цепи IgG. Часть Fc-участка (включая часть, которая содержит полноразмер-

ный Fc-участок) называется в настоящей заявке "Fc-домен". Указано, что Fc-участок принадлежит кон-

кретному изотипу, классу или подклассу IgG, если его аминокислотная последовательность наиболее 

гомологична указанному изотипу по сравнению с другими изотипами IgG. Было показано, что помимо 

известных способов применения антител в диагностике, они могут быть применимы в качестве терапев-

тических агентов. 

Аминокислотная последовательность СН2-СН3-домена репрезентативного IgG1 человека представ-

ляет собой (SEQ ID NO: 12): 

 
в соответствии с нумерацией по EU-индексу, как указано в системе нумерации по Kabat, где X 

представляет собой лизин (K) или отсутствует. 

Аминокислотная последовательность СН2-СН3-домена репрезентативного IgG2 человека представ-

ляет собой (SEQ ID NO: 13): 

 
в соответствии с нумерацией по EU-индексу, как указано в системе нумерации по Kabat, где X 

представляет собой лизин (K) или отсутствует. 
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Аминокислотная последовательность СН2-СН3-домена репрезентативного IgG3 человека представ-

ляет собой (SEQ ID NO: 14): 

 
в соответствии с нумерацией по EU-индексу, как указано в системе нумерации по Kabat, где X 

представляет собой лизин (K) или отсутствует. 

Аминокислотная последовательность СН2-СН3-домена репрезентативного IgG4 человека представ-

ляет собой (SEQ ID NO: 15): 

 
в соответствии с нумерацией по EU-индексу, как указано в системе нумерации по Kabat, где X 

представляет собой лизин (K) или отсутствует. 

На протяжении настоящей заявки нумерация остатков в константном участке тяжелой цепи IgG 

представляет собой нумерацию по EU-индексу в соответствии с системой нумерацией по Kabat ("по Кэ-

бату") (Kabat et al., Sequences of Proteins of IMMUNOLOGICAL INTEREST, 5
th

 Ed. Public Health Service, 

NH1, MD (1991), конкретно включенный в настоящую заявку посредством ссылки). Термин "EU-индекс 

в соответствии с системой нумерации по Kabat" относится к нумерации константных доменов IgG1 чело-

веческого EU-антитела. 

Полиморфизмы наблюдались в нескольких различных положениях в пределах константных участ-

ков антитела (например, положениях в пределах Fc-фрагмента, включая, но не ограничиваясь указанны-

ми, положения 270, 272, 312, 315, 356 и 358 в соответствии с EU-индексом, как указано в системе нуме-

рации по Kabat). Таким образом, могут наблюдаться небольшие различия между представленной после-

довательностью и последовательностями в соответствии с предшествующим уровнем техники. Поли-

морфные формы человеческих иммуноглобулинов были хорошо охарактеризованы. В настоящее время 

известно 18 аллотипов Gm: G1m (1, 2, 3, 17) или G1m (a, x, f, z), G2m (23) или G2m (n), G3m (5, 6, 10, 11, 

13, 14, 15, 16, 21, 24, 26, 27, 28) или G3m (b1, c3, b3, b0, b3, b4, s, t, g1, c5, u, v, g5) (Lefranc, et al., "The 

Human IgG Subclasses: Molecular Analysis Of Structure, Function And Regulation." Pergamon, Oxford, pp. 43-

78 (1990); Lefranc, G. et al., 1979, Hum. Genet.: 50, 199-211). Специально предполагается, что антитела 

согласно настоящему изобретению могут содержать любой аллотип, изоаллотип или гаплотип любого 

гена иммуноглобулина и не ограничиваются аллотипом, изоаллотипом или гаплотипом последователь-

ностей, предложенных в настоящей заявке. Более того, в некоторых системах экспрессии С-концевой 

аминокислотный остаток (выделенный жирным шрифтом выше) СН3-домена может быть удален по-

сттрансляционно. Соответственно, С-концевой остаток СН3-домена представляет собой необязательный 

аминокислотный остаток в молекулах согласно изобретению. Настоящее изобретение конкретно включа-

ет молекулы согласно изобретению, у которых отсутствует С-концевой остаток СН3-домена. Также на-

стоящее изобретение конкретно включает такие молекулы, содержащие С-концевой лизиновый остаток 

СН3-домена. 

b) Вариабельные домены. 

Вариабельные домены молекулы IgG состоят из трех "определяющих комплементарность участков" 

("CDR"), которые содержат аминокислотные остатки антитела, которые контактируют с эпитопом, а 
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также промежуточные не представляющие собой CDR сегменты, называемые "каркасные участки" 

("FR"), которые в целом поддерживают структуру и определяют расположение петель CDR таким обра-

зом, чтобы обеспечивать возможность такого контакта (несмотря на то, что определенные каркасные 

остатки также могут контактировать с эпитопом). Таким образом, VL- и VH-домены имеют структуру n-

FRl-CDRL-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4-C. Аминокислотные последовательности CDR определяют, спо-

собно ли антитело связываться с конкретным эпитопом. В результате взаимодействия легкой цепи анти-

тела с тяжелой цепью антитела и, в частности, взаимодействия их VL- и VH-доменов, образуется сайт 

связывания эпитопа указанного антитела. 

Аминокислоты из вариабельных доменов зрелых тяжелых и легких цепей иммуноглобулинов обо-

значаются в соответствии с положением указанной аминокислоты в цепи. Кэбатом было описано множе-

ство аминокислотных последовательностей для антител, была идентифицирована аминокислотная кон-

сенсусная последовательность для каждой подгруппы и каждой аминокислоте был приписан номер ос-

татка (SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, 5
th

 Ed. Public Health Service, 

NH1, MD (1991)). CDR-участки и FR-участки идентифицированы в соответствии с системой нумерации 

по Kabat (следует понимать, что CDRH1 в соответствии с системой нумерации Чотиа (Chothia, С. & Lesk, 

A. M. ((1987) "Canonical Structures For The Hypervariable Regions Of Immunoglobulins" J. Mol. Biol. 

196:901-917) начинается на пять остатков раньше). Систему нумерации по Kabat можно применять к ан-

тителам, не включенным в его сборник, путем выравнивания интересующего антитела с одной из кон-

сенсусных последовательностей по Кэбату со ссылкой на консервативные аминокислоты. Этот способ 

обозначения номеров остатков стал стандартным в данной области техники и позволяет легко идентифи-

цировать аминокислоты в эквивалентных положениях в различных антителах, включая гибридные или 

гуманизированные варианты. Например, аминокислота в положении 50 легкой цепи антитела человека 

занимает положение, эквивалентное аминокислоте в положении 50 легкой цепи мышиного антитела. По-

ложения в пределах VL- и VH-доменов, в которых начинаются и заканчиваются их CDR-участки, таким 

образом, хорошо определены и могут быть установлены путем оценки последовательностей VL- и VH-

доменов (см., например, Martin, C.R. (2010) "Protein Sequence and Structure Analysis of Antibody Variable 

Domains," In: Antibody Engineering Vol. 2 (Kontermann, R. and Dübel, S. (eds.), Springer-Verlag Berlin Hei-

delberg, Chapter 3 (pages 33-51)). 

Полипептиды, которые представляют собой (или могут служить в качестве) первого, второго и тре-

тьего CDR легкой цепи антитела, обозначены в настоящей заявке соответственно как: CDRL1-домен, 

CDRL2-домен и CDRL3-домен. Подобным образом, полипептиды, которые представляют собой (или мо-

гут служить в качестве) первого, второго и третьего CDR тяжелой цепи антитела, обозначены в настоя-

щей заявке соответственно как: CDRH1-домен, CDRH2-домен и CDRH3-домен. Таким образом, термины 

CDRL1-домен, CDRL2-домен, CDRL3-домен, CDRH1-домен, CDRH2-домен и CDRH3-домен относятся к 

полипептидам, которые при включении в белок приводят к способности указанного белка связываться со 

специфичным эпитопом, независимо от того, представляет собой такой белок антитело, содержащее лег-

кие и тяжелые цепи, или представляет собой диатело или одноцепочечную связывающую молекулу (на-

пример, scFv, BiTe и т.д.), или представляет собой белок другого типа. Соответственно, при использова-

нии в настоящей заявке термин "эпитоп-связывающий фрагмент" означает фрагмент молекулы, способ-

ный иммуноспецифично связываться с эпитопом. Эпитоп-связывающий фрагмент может содержать лю-

бые 1, 2, 3, 4 или 5 из CDR-доменов антитела или может содержать все 6 из CDR доменов антитела и, 

несмотря на способность иммуноспецифично связываться с указанным эпитопом, может проявлять им-

муноспецифичность, аффинность или селективность в отношение такого эпитопа, отличную от имму-

носпецифичности, аффинности или селективности указанного антитела. Однако, как правило, эпитоп-

связывающий фрагмент содержит все 6 из CDR-доменов такого антитела. Эпитоп-связывающий фраг-

мент антитела может представлять собой одну полипептидную цепь (например, scFv) или может содер-

жать две или более полипептидных цепей, каждая из которых содержит амино-конец и карбокси-конец 

(например, диатело, Fab-фрагмент, Fab2-фрагмент и т.д.). Если специально не указано, порядок доменов 

белковых молекул, описанных в настоящей заявке, указан в направлении "от N-конца к С-концу". 

Сайт связывания эпитопа может содержать полноразмерный вариабельный домен, слитый с кон-

стантными доменами, или только определяющие комплементарность участки (CDR) такого вариабельно-

го домена, привитые на подходящие каркасные участки. Сайты связывания эпитопа могут представлять 

собой сайты связывания дикого типа или сайты связывания, модифицированные с помощью одной или 

более аминокислотных замен. 

с) Гуманизирование антител. 

Изобретение, в частности, включает связывающие молекулы (включая антитела и диатела), которые 

содержат VL- и/или VH-домен гуманизированного антитела. Термин "гуманизированное" антитело отно-

сится к гибридной молекуле, в целом, полученной с использованием рекомбинантных технологий и со-

держащей сайт связывания эпитопа иммуноглобулина из вида, не представляющего собой человека, и 

оставшуюся структуру молекулы иммуноглобулина, которая основана на структуре и/или последова-

тельности иммуноглобулина человека. Полинуклеотидная последовательность вариабельных доменов 

таких антител может применяться для генетической манипуляции для создания указанных производных 
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и для улучшения аффинности или других характеристик таких антител. Известно, что вариабельные до-

мены как тяжелых, так и легких цепей содержат три CDR-участка, которые варьируют в зависимости от 

интересующего антигена и определяют связывающую способность и фланкированы четырьмя FR, кото-

рые являются относительно консервативными для данного вида и предположительно обеспечивают кар-

кас для CDR. Когда получают не человеческие антитела, направленные против конкретного антигена, 

вариабельные домены могут быть "реконструированы" или "гуманизированы". Общий принцип при гу-

манизировании антитела включает сохранение основной последовательности эпитоп-связывающей части 

антитела при замене оставшейся части не человеческого антитела на последовательности человеческого 

антитела. Гуманизирование моноклонального антитела включает четыре общих этапа: (1) определение 

нуклеотидной и предсказанной аминокислотной последовательности вариабельных доменов легкой и 

тяжелой цепей исходного антитела, (2) конструирование гуманизированного антитела или канинизиро-

ванного антитела, т.е. решение того, какой каркасный участок антитела использовать во время процесса 

гуманизирования или канинизирования, (3) непосредственно методы/технологии гуманизирования или 

канинизирования и (4) трансфекцию и экспрессию гуманизированного антитела. См., например, патенты 

США № 4816567; 5807715; 5866692 и 6331415. 

Был описан ряд молекул гуманизированных антител, содержащих сайт связывания эпитопа, проис-

ходящий из не человеческого иммуноглобулина, включая гибридные антитела, содержащие вариабель-

ный домен иммуноглобулина грызунов или модифицированный вариабельный домен иммуноглобулина 

грызунов и связанные с ним CDR, слитые с константными доменами человеческого иммуноглобулина 

(см., например, Lobuglio et al. (1989) "Mouse/Human Chimeric Monoclonal Antibody In Man: Kinetics And 

Immune Response" Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 86:4220-4224 (1989)). В соответствии с другими ссылка-

ми, описаны CDR-участки грызунов, привитые на человеческий поддерживающий каркасный участок 

(FR) до слияния с подходящим константным доменом человеческого антитела (см, например, Riechmann, 

L. et al. (1988) "Reshaping Human Antibodies for Therapy" Nature 332:323-327; and Jones et al. (1986) "Re-

placing The Complementarity-Determining Regions In A Human Antibody With Those From A Mouse" Nature 

321:522-525). В соответствии с другими ссылками, описаны CDR грызунов, поддерживаемые венирован-

ными рекомбинантным путем каркасными участками грызунов. См., например, публикацию европейско-

го патента № 519596. Указанные "гуманизированные" молекулы конструируют для минимизации неже-

лательного иммунологического ответа на молекулы антител грызунов против человеческих антигенов, 

который ограничивает длительность и эффективность терапевтического применения указанных фраг-

ментов у реципиентов, представляющих собой людей. Другие способы гуманизировании антител, кото-

рые также могут использоваться, описаны в источнике Daugherty et al. (1991) "Polymerase Chain Reaction 

Facilitates The Cloning, CDR-Grafting, And Rapid Expression Of A Murine Monoclonal Antibody Directed 

Against The CD18 Component Of Leukocyte Integrins" Nucl. Acids Res. 19:2471-2476, и в патентах США № 

6180377; 6054297 и 5997867. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения, в гу-

манизированных антителах сохранены все последовательности CDR (например, гуманизированное мы-

шиное антитело, которые содержит все шесть CDR из мышиных антител). Согласно другим вариантам 

реализации изобретения, гуманизированные антитела содержат один или более CDR (один, два, три, че-

тыре, пять или шесть), которые различаются по последовательности по сравнению с исходным антите-

лом. 

2. CD137-связывающие домены. 

Настоящее изобретение направлено на CD137-связывающие молекулы, такие как моноспецифич-

ные антитела и молекулы, содержащие их эпитоп-связывающие фрагменты, которые способны связы-

ваться с эпитопом CD137. CD137-связывающие домены нового человеческого моноклонального антите-

ла "CD137 МАВ-6" представлены ниже. Настоящее изобретение конкретно включает и охватывает 

CD137-связывающие молекулы и мультиспецифичные CD137-связывающие молекулы (например, бис-

пецифичные антитела, биспецифичные диатела, BiTE, трехвалентные связывающие молекулы и т.д.), 

такие как CD137 х ОА-связывающие молекулы, которые содержат VL- и/или VH-домен и/или 1, 2 или 

все 3 из CDRL VL-домена и/или 1, 2 или все 3 из CDRH VH-домена МАВ-6 против CD137 или любого из 

его вариантов, представленных ниже. 

а) Человеческое антитело МАВ-6 против CD137. 

МАВ-6 против CD137 представляет собой новое человеческое моноклональное антитело. Амино-

кислотная последовательность VH-домена МАВ-6 против CD137 (VH1 МАВ-6 против CD137) представ-

ляет собой (SEQ ID NO: 46) (остатки CDRH подчеркнуты): 

 
Аминокислотные последовательности CDRH VH1 МАВ-6 против CD137 представляют собой: 
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Аминокислотная последовательность VL-домена МАВ-6 против CD137 (VL1 МАВ-6 против 

CD137) представляет собой (SEQ ID NO: 50) (остатки CDRL подчеркнуты): 

 
Аминокислотные последовательности CDRL VL1 МАВ-6 против CD137 представляют собой: 

 
b) Деиммунизированные МАВ-6 против CD137. 

Как описано в примерах ниже, VL-домен МАВ-6 против CD137 был деиммунизирован с получени-

ем VL-доменов, обозначенных как "VLx МАВ-6 против CD137" и содержащих аминокислотную после-

довательность SEQ ID NO: 54 (остатки CDRL подчеркнуты): 

 
где X1, X2 и Х3 выбраны независимо; и 

где X1 представляет собой S или Т; Х2 представляет собой F или Y, и Х3 представляет собой I или 

K. 

Согласно конкретным вариантам реализации изобретения: 

a) X1 представляет собой S; Х2 представляет собой Y и Х3 представляет собой K; или 

b) X1 представляет собой S; X2 представляет собой F и Х3 представляет собой K. 

Аминокислотные последовательности вариантов VL-доменов МАВ-6 против CD137, обозначенных 

VL2 МАВ-6 против CD137 и VL3 МАВ-6 против CD137, представлены ниже. Любой из вариантов VL-

доменов может быть спарен с VH-доменом. Молекулы, содержащие конкретные комбинации VH/VL-

доменов МАВ-6 против CD137, названы со ссылкой на конкретные VH/VL-домены, например, молекула, 

содержащая связывающие домены VH1 МАВ-6 против CD137 и VL3MAB-6 против CD137, конкретно 

называется "МАВ-6 против CD137 (1.3)". 

Аминокислотная последовательность варианта VL2 МАВ-6 против CD137 представляет собой (SEQ 

ID NO: 55) (остатки CDRL подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность варианта VL3 МАВ-6 против CD137 представляет собой (SEQ 

ID NO: 56) (остатки CDRL подчеркнуты): 

 
CDR-участки, VL-домен и/или VH-домен любого из таких полностью человеческих доменов и/или 

вариантов доменов VH и VL МАВ-6 против CD137, включая любые варианты, встречающиеся в преде-

лах последовательности (последовательностей) VL-доменов генерических МАВ-6 против CD137, пред-

ставленных выше, можно использовать для образования антитела, диатела или связывающей молекулы, 

способной связываться с CD137. Согласно конкретным вариантам реализации изобретения, CD137-

связывающие молекулы согласно изобретению, включая CD137 х ОА-связывающие молекулы, содержат 

VH1 МАВ-6 против CD137 и VL3 МАВ-6 против CD137. 

В. Биспецифичные антитела, мультиспецифичные диатела и трехвалентные молекулы. 

Как указано выше, природные антитела способны связываться только с одним видом эпитопов, не-

смотря на то что они могут связываться с множеством копий указанных видов эпитопов. Способность 

антитела связываться с эпитопом антигена зависит от присутствия и аминокислотной последовательно-

сти VL- и VH-доменов антитела. Взаимодействие легкой цепи и тяжелой цепи антитела и, в частности, 

взаимодействие его VL- и VH-доменов приводит к образованию одного из двух эпитоп-связывающих 

доменов природного антитела, такого как IgG. Природные антитела способны связываться только с од-

ним видом эпитопов (т.е. они являются моноспецифичными), несмотря на то что они могут связываться 

со множеством копий указанного вида эпитопа (т.е. проявляют бивалентность или поливалентность). 

Функциональность антител можно повышать путем создания мультиспецифичных молекул на ос-

нове антител, которые могут одновременно связываться с двумя отдельными и различающимися антиге-

нами (или различными эпитопами одного и того же антигена) и/или путем создания молекулы на основе 

антитела, обладающей более высокой валентностью (т.е. имеющей более двух связывающих доменов) в 

отношении одного эпитопа и/или антигена. 

Для получения молекул, обладающих более высокой способностью по сравнению с природными 

антителами, было разработано широкое разнообразие форматов рекомбинантных биспецифичных анти-

тел для получения таких биспецифичных антител. 
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В большинстве из таких подходов используются линкерные пептиды для слияния дополнительного 

связывающего домена (например, scFv, VL, VH и т.д.) с коровой структурой антитела или в ее пределах 

(IgA, IgD, IgE, IgG или IgM) или для слияния множества связывающих частей антитела друг с другом 

(например, двух Fab-или scFv-фрагментов). В альтернативных форматах используют линкерные пептиды 

для слияния связывающего белка (например, scFv, VL, VH и т.д.) с доменом димеризации, таким как 

СН2-СН3-домен или альтернативные полипептиды (WO 2005/070966, WO 2006/107786А WO 

2006/107617А, WO 2007/046893). В публикациях международных заявок согласно РСТ WO 2013/174873, 

WO 2011/133886 и WO 2010/136172 описаны мультиспецифичные антитела, в которых CL- и СН1-

домены были перемещены из их соответствующих природных положений. В публикациях международ-

ных заявок WO 2008/027236 и WO 2010/108127 описаны антитела, в которых VL- и VH-домены были 

изменены таким образом, чтобы позволить им связываться с более чем одним антигеном. В публикациях 

международных заявок согласно РСТ № WO 2010/028797, WO2010028796 и WO 2010/028795 описаны 

рекомбинантные антитела, Fc-участки которых были замещены на дополнительные VL- и VH-домены 

таким образом, чтобы образовывались трехвалентные связывающие молекулы. В публикациях междуна-

родных заявок согласно РСТ № WO 2003/025018 и WO 2003/012069 описаны рекомбинантные диатела, 

отдельные цепи которых содержат scFv-домены. В публикации международной заявки согласно РСТ № 

WO 2013/006544 описаны поливалентные молекулы Fab, которые были синтезированы в виде отдельной 

полипептидной цепи и затем подвержены протеолизу с получением гетеродимерных структур. Таким 

образом, в молекулах, описанных в указанных документах, всеми или некоторыми из их способностей 

опосредовать эффекторную функцию жертвуют в пользу способности связываться с дополнительными 

видами антигена. В международных публикациях заявок на патенты согласно РСТ № WO 2014/022540, 

WO 2013/003652, WO 2012/162583, WO 2012/156430, WO 2011/086091, WO 2008/024188, WO 

2007/024715, WO 2007/075270, WO 1998/002463, WO 1992/022583 и WO 1991/003493 описано добавле-

ние дополнительных связывающих доменов или функциональных групп к антителу или части антитела 

(например, добавление диатела к легкой цепи антитела, или добавление дополнительных VL- и VH-

доменов к легким и тяжелым цепям антитела, или добавление гетерологичного белка слияния, или сцеп-

ление множества Fab-доменов друг с другом). 

Согласно уровню техники, также описана возможность получать диатела, которые отличаются от 

природных антител своей способностью связываться с двумя или более различными видами эпитопов 

(т.е. проявляют биспецифичность или мультиспецифичность помимо бивалентности или поливалентно-

сти (см., например, Hollinger et al.; US 2004/0220388 (Mertens et al.); Alt et al. (1999) FEBS Lett. 454(1-

2):90-94; Lu, D. et al. (2005) "A Fully Human Recombinant IgG-Like Bispecific Antibody To Both The Epi-

dermal Growth Factor Receptor And The Insulin-Like Growth Factor Receptor For Enhanced Antitumor Activ-

ity," J. Biol. Chem. 280(20): 19665-19672; Olafsen, T. et al. (2004) "Covalent Disulfide-Linked Anti-CEA Di-

abody Allows Site- Specific Conjugation And Radiolabeling For Tumor Targeting Applications" Protein Eng 

Des Sel. 17(1):21-27; Baeuerle, P.A. et al. (2009) "Bispecific T cell Engaging Antibodies For Cancer Therapy" 

Cancer Res. 69(12):4941-4944). 

He моноспецифичные "диатела" обеспечивают значительное преимущество по сравнению с антите-

лами - способность одновременно связывать и солокализовать клетки, которые экспрессируют различ-

ные эпитопы. Биспецифичные диатела, таким образом, имеют широкий диапазон применений, включая 

терапию и иммунодиагностику. Биспецифичность обеспечивает высокую гибкость дизайна и конструи-

рования диатела для различных применений с обеспечением повышенной авидности в отношении муль-

тимерных антигенов, перекрестного связывания различающихся антигенов и направленного нацеливания 

на конкретные типы клеток благодаря наличию обоих антигенов-мишеней. 

Для образования таких не моноспецифичных диател требуется успешная сборка двух или более от-

дельных и различных полипептидов (т.е. для такого образования требуется, чтобы диатела формирова-

лись посредством гетеродимеризации полипептидных цепей различных видов). В контексте этой про-

блемы, в данной области техники был достигнут успех в разработке стабильных ковалентно связанных 

гетеродимерных не моноспецифичных диател (см., например, Chichili, G.R. et al. (2015) "A CD3xCD123 

Bispecific DART For Redirecting Host T Cells To Myelogenous Leukemia: Preclinical Activity And Safety In 

Nonhuman Primates" Sci. Transl. Med. 7(289):289ra82; Veri, M.C. et al. (2010) "Therapeutic Control Of В Cell 

Activation Via Recruitment Of Fcgamma Receptor IIB (CD32B) Inhibitory Function With A Novel Bispecific 

Antibody Scaffold," Arthritis Rheum. 62(7): 1933-1943; Moore, P.A. et al. (2011) "Application Of Dual Affinity 

Retargeting Molecules To Achieve Optimal Redirected T cell Killing Of B-Cell Lymphoma" Blood 

117(17):4542-4551; публикации патентов США № 2007/0004909; 2009/0060910; 2010/0174053; 

20130295121; 2014/0099318; 2015/0175697; 2016/0017038; 2016/0194396; 2016/0200827 и 2017/0247452). 

Такие диатела содержат два или более ковалентно объединенных полипептидов и включают встраивание 

одного или более цистеиновых остатков в каждый из используемых видов полипептидов. Например, бы-

ло показано, что добавление цистеинового остатка к С-концу таких конструкций обеспечивает возмож-

ность связывания дисульфидными связями между полипептидными цепями, стабилизирующего полу-

ченный гетеродимер без нарушения характеристик связывания бивалентной молекулы. 

С. Компоненты репрезентативных CD137 х ОА-связывающих молекул согласно настоящему изо-
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бретению. 

CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно настоящему изобретению состоят из полипептидов и 

могут состоять из двух, трех, четыре или более четырех полипептидных цепей. Предполагается, что при 

использовании в настоящей заявке термин "состоит из" является открытым, так что CD137 х ОА-

связывающие молекулы согласно настоящему изобретению, которые состоят из двух полипептидных 

цепей, могут содержать дополнительные полипептидные цепи. Такие цепи могут содержать такую же 

последовательность, что и другая полипептидная цепь связывающей молекулы, или могут отличаться по 

последовательности от любой другой полипептидной цепи указанной связывающей молекулы. 

1. Репрезентативные "линкерные" пептиды. 

Полипептиды CD137 х ОА-связывающих молекул согласно настоящему изобретению содержат до-

мены, которым предшествуют, за которыми следуют и/или которые связаны друг с другом с помощью 

"линкерных" пептидов, таких как линкер 1, линкер 2, линкер 3 и т.д. Несмотря на то что согласно изо-

бретению используются конкретные специфичные "линкерные" пептиды, с учетом знаний, предложен-

ных в настоящей заявке, альтернативные линкеры можно легко идентифицировать и применять для по-

лучения CD137 х ОА-связывающих молекул. 

Длина линкера 1, который разделяет VL- и VH-домены полипептидной цепи, выбрана таким обра-

зом, чтобы по существу или полностью предотвращать связывание таких VL- и VH-доменов друг с дру-

гом (например, 12 или менее аминокислотных остатков в длину). Таким образом, VL1- и VH2-домены 

первой полипептидной цепи по существу или полностью не способны связываться друг с другом и не 

образуют сайт связывания эпитопа, который по существу способен связываться либо с первым, либо со 

вторым антигеном. Подобным образом, домены VL2 и VH1 второй полипептидной цепи по существу или 

полностью не способны связываться друг с другом и не образуют сайт связывания эпитопа, который по 

существу способен связываться либо с первым, либо со вторым антигеном. Репрезентативный промежу-

точный линкерный пептид (линкер 1) содержит аминокислотную последовательность (SEQ ID NO: 16): 

GGGSGGGG, которая является слишком короткой для того, чтобы позволить VL- и VH-доменам одной 

полипептидной цепи объединяться вместе (в отличие от более длинного промежуточного линкерного 

пептида, который используется для получения молекул scFv (например, GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID 

NO: 17)). 

Одной функцией линкера 2 является отделение VH-домена полипептидной цепи от необязательно 

присутствующего домена гетеродимеризации указанной полипептидной цепи. Любой из различных лин-

керов можно использовать в качестве линкера 2. Репрезентативная последовательность такого линкера 2 

содержит аминокислотную последовательность: GGCGGG (SEQ ID NO: 18), содержащую цистеиновый 

остаток, который можно использовать для ковалентного связывания первой и второй полипептидных 

цепей друг с другом с помощью дисульфидной связи, или ASTKG (SEQ ID NO: 19), которая происходит 

из СН1-домена IgG. Поскольку линкер 2 ASTKG (SEQ ID NO: 19) не содержит указанного цистеина, 

применение такого линкера 2, как правило, связано с применением цистеин-содержащего домена гетеро-

димеризации, такого как домен E-coil, содержащий последовательность SEQ ID NO: 39, или K-coil, со-

держащий последовательность SEQ ID NO: 40 (см. ниже). 

Одной функцией линкера 3 является отделение домена гетеродимеризации полипептидной цепи от 

Fc-домена указанной полипептидной цепи. Вторая функция заключается в получении цистеин-

содержащего домена полипептида. Любой из различных линкеров можно использовать в качестве лин-

кера 3. Репрезентативная последовательность такого линкера 3 содержит аминокислотную последова-

тельность: DKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 20). Другая репрезентативная последовательность линкера 3 со-

держит аминокислотную последовательность: GGGDKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 21). Дополнительные 

репрезентативные последовательности линкера 3 содержат аминокислотную последовательность: 

LEPKSADKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 30) или LEPKSSDKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 31). 

Одной функцией линкера 4 является отделение С-конца СН2-СН3-доменов Fc-участка ("Fc-домен") 

от N-конца VL-домена. Любой из различных линкеров можно использовать в качестве линкера 4. Репре-

зентативная последовательность такого линкера 4 содержит аминокислотную последовательность: 

APSSS (SEQ ID NO: 22) или аминокислотную последовательность APSSSPME (SEQ ID NO: 23), амино-

кислотную последовательность GGGSGGGSGGG (SEQ ID NO: 24) или аминокислотную последователь-

ность GGGGSGGGSGGG (SEQ ID NO: 25). 

Содержащие Fc-участок молекулы согласно настоящему изобретению могут содержать дополни-

тельные промежуточные линкерные пептиды (линкеры), в целом, такие линкеры встроены между доме-

ном гетеродимеризации (например, E-coil или K-coil) и СН2-СН3-доменом и/или между СН2-СН3-

доменом и вариабельным доменом (т.е. VH или VL). Как правило, дополнительные линкеры содержат 3-

20 аминокислотных остатков и могут необязательно содержать весь или часть шарнирного участка IgG 

(предпочтительно цистеин-содержащую часть шарнирного участка IgG). Линкеры, которые могут при-

меняться в молекулах биспецифичных содержащих Fc-участок диател согласно настоящему изобрете-

нию, включают: GGC, GGG, ASTKG (SEQ ID NO: 19), DKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 20), APSSS (SEQ ID 

NO: 22), APSSSPME (SEQ ID NO: 23), GGGSGGGSGGG (SEQ ID NO: 24), GGGGSGGGSGGG (SEQ ID 

NO: 25), LGGGSG (SEQ ID NO: 26), GGGS (SEQ ID NO: 27), LEPKSS (SEQ ID NO: 28), VEPKSAD-
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KTHTCPPCP (SEQ ID NO: 29), LEPKSADKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 30) и LEPKSSDKTHTCPPCP (SEQ 

ID NO: 31). LEPKSS (SEQ ID NO: 28) может применяться вместо GGG или GGC для облегчения клони-

рования. Дополнительно за аминокислотами GGG или LEPKSS (SEQ ID NO: 28) может непосредственно 

следовать последовательность DKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 20) с образованием чередующихся линкеров: 

GGGDKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 21) и LEPKSSDKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 31). Биспецифичные содер-

жащие Fc-участок молекулы согласно настоящему изобретению могут включать шарнирный участок 

IgG, такой как шарнирный участок IgG человеческого антитела IgG1, IgG2, IgG3 или IgG4 или его часть. 

2. Репрезентативные домены гетеродимеризации. 

Как указано выше, образование CD137 х ОА-связывающих молекул согласно настоящему изобре-

тению включает соединение двух или более различных полипептидных цепей (т.е. гетеродимеризацию). 

Образование гетеродимеров первой и второй полипептидных цепей можно запускать путем включения 

"доменов гетеродимеризации". Домены гетеродимеризации могут представлять собой домен шарнирного 

участка IgG (или полипептид, происходящий из шарнирного участка, такой как, например, GVEPKSC 

(SEQ ID NO: 32), VEPKSC (SEQ ID NO: 33)) или AEPKSC (SEQ ID NO: 34)) на одной полипептидной 

цепи и CL-домен (или полипептид, происходящий из CL-домена, такой как, например, GFNRGEC (SEQ 

ID NO: 35) или FNRGEC (SEQ ID NO: 36)) на другой полипептидной цепи (US 2007/0004909). 

Альтернативно, домены гетеродимеризации согласно настоящему изобретению содержат тандемно 

повторяющиеся coil-домены, обладающие противоположным зарядом, например, содержат спиральные 

домены "E-coil" (SEQ ID NO: 37: ), глутаматные остатки кото-

рых образуют отрицательный заряд при рН 7, тогда как другие из доменов гетеродимеризации содержат 

четыре тандемных домена "K-coil" (SEQ ID NO: 38: ), лизино-

вые остатки которых образуют положительный заряд при рН 7. Присутствие таких заряженных доменов 

обеспечивает ассоциацию между первым и вторым полипептидами и, таким образом, способствует гете-

родимеризации. Согласно другому варианту реализации изобретения, применяется домен гетеродимери-

зации, в котором один из четырех тандемных спиральных доменов "E-coil" последовательности SEQ ID 

NO: 37 был модифицирован таким образом, что указанный домен содержит цистеиновый оста-

ток:   (SEQ ID NO: 39). Подобным образом, согласно другому 

варианту реализации изобретения, используется домен гетеродимеризации, в котором один из четырех 

тандемных спиральных доменов "K-coil" последовательности SEQ ID NO: 38 был модифицирован таким 

образом, что указанный домен содержит цистеиновый остаток:  

(SEQ ID NO: 40). 

3. Ковалентное связывание полипептидных цепей. 

CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно настоящему изобретению конструируют таким обра-

зом, чтобы пары их полипептидных цепей ковалентно связывались друг с другом посредством одного 

или более цистеиновых остатков, расположенных по их длине, с получением ковалентно связанного мо-

лекулярного комплекса. Такие цистеиновые остатки можно вводить в промежуточный линкер, который 

разделяет VL- и VH-домены полипептидов. Необязательно или альтернативно, линкер 2 или линкер 3 

или альтернативный линкер может содержать цистеиновый остаток. Необязательно или альтернативно, 

один или более coil-доменов coil-содержащего домена гетеродимеризации содержит аминокислотную 

замену, которая обеспечивает встраивание цистеинового остатка, как в последовательности SEQ ID NO: 

39 или SEQ ID NO: 40. 

4. Репрезентативные Fc-домены. 

Fc-домен Fc-содержащей CD137 х ОА-связывающей молекулы согласно настоящему изобретению 

может содержать полноразмерный Fc-участок (например, полноразмерный Fc-участок IgG) или только 

фрагмент полноразмерного Fc-участка. Fc-домен Fc-содержащих CD137 х ОА-связывающих молекул 

согласно настоящему изобретению может, таким образом, содержать некоторые или все из СН2-доменов 

и/или некоторые или все из СН3-доменов полноразмерного Fc-участка или может содержать вариант 

последовательности СН2- и/или вариант последовательности СН3-домена (который может содержать, 

например, одну или более инсерций и/или одну или более делеций по сравнению с СН2- или СН3-

доменами полноразмерного Fc-участка). Fc-домен биспецифичных Fc-содержащих диател согласно на-

стоящему изобретению может содержать не представляющие собой Fc-фрагмент части полипептида или 

может содержать части не природных полноразмерных Fc-участков или может содержать СН2-и/или 

СН3-домены в не встречающейся в природе ориентации (такие как, например, два СН2-домена, или два 

СН3-домена, или СН3-домен, связанный с СН2-доменом в направлении от N-конщ к С-концу, и т.д.). 

Несмотря на то что Fc-домен Fc-содержащей CD137 х ОА-связывающей молекулы согласно на-

стоящему изобретению может содержать аминокислотную последовательность природного Fc-домена, 

может быть желательным, чтобы СН2-СН3-домены, образующие такой Fc-домен, содержали одну или 

более замен таким образом, чтобы полученный Fc-домен обладал пониженным связыванием (например, 

обладал менее чем 50%, менее чем 40%, менее чем 30%, менее чем 20% или менее чем 10% от связыва-

ния, проявляемого такой молекулой в том случае, если она содержит Fc-домен, содержащий аминокис-

лотную последовательность природного Fc-участка) или по существу не выявляемым связыванием с 
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FcγRIA (CD64), FcγRJIA (CD32A), FcγRIIB (CD32B), FcγRIIIA (CD16a) или FcγRIIIB (CD16b) (по отно-

шению к связыванию, которым обладает Fc-участок дикого типа). Варианты и мутантные формы Fc, 

способные опосредовать такое измененное связывание, хорошо известны в данной области техники и 

включают аминокислотные замены в одном или более положениях, выбранных из группы, состоящей из 

положений 234, 235, 265 и 297, где указанная нумерация представляет собой нумерацию по EU-индексу 

в соответствии с системой нумерации по Kabat (см., например, патент США № 5624821). Согласно од-

ному варианту реализации изобретения, СН2-СН3-домен первой и/или третьей полипептидных цепей Fc-

содержащих молекул согласно изобретению содержит любую 1, 2, 3 или 4 из замен: L234A, L235A, 

D265A, N297Q и N297G. Альтернативно, применяется СН2-СН3-домен природного Fc-участка, которому 

свойственно пониженное (или по существу отсутствующее) связывание с FcγRIIIA (CD16а) и/или сни-

женная эффекторная функция (по сравнению со связыванием и эффекторной функцией, которой облада-

ет Fc-участок IgG1 дикого типа (SEQ ID NO: 12)). Согласно конкретному варианту реализации изобрете-

ния, Fc-содержащие молекулы согласно настоящему изобретению содержат Fc-участок IgG2 (SEQ ID 

NO: 13) или Fc-участок IgG4 (SEQ ID NO: 15). При использовании Fc-участка IgG4 настоящее изобрете-

ние также включает введение стабилизирующей мутации, такой как замена S228P в шарнирном участке, 

описанная выше (см., например, SEQ ID NO: 11). 

Согласно репрезентативному варианту реализации изобретения, используемый СН2-СН3-домен 

IgG1 Fc-содержащих CD137 х ОА-связывающих молекул согласно настоящему изобретению содержит 

замену на аланин в положении 234 и замену на аланин в положении 235, где указанная нумерация пред-

ставляет собой нумерацию по EU-индексу в соответствии с системой нумерации по Kabat (SEQ ID NO: 

41): 

 
где, X представляет собой лизин (K) или отсутствует. 

Время полужизни в сыворотке крови белков, содержащих Fc-участки, можно увеличивать путем 

повышения аффинности связывания Fc-участка с FcRn. Термин "время полужизни" при использовании в 

настоящей заявке означает фармакокинетическое свойство молекулы, которое представляет собой значе-

ние среднего времени жизни молекул после их введения. Время полужизни можно выражать как время, 

требуемое для выведения пятидесяти процентов (50%) известного количества молекулы из организма 

субъекта (например, пациента, представляющего собой человека, или другого млекопитающего) или его 

конкретного компартмента, например, путем измерения в сыворотке крови, т.е. время полужизни в кро-

вотоке или в других тканях. В целом, повышение времени полужизни приводит к повышению среднего 

времени удержания (MRT) в кровотоке вводимой молекулы. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения, Fc-содержащие CD137 х ОА-

связывающие молекулы согласно настоящему изобретению содержат вариант Fc-участка, где указанный 

вариант Fc-участка содержит по меньшей мере одну аминокислотную модификацию по сравнению с Fc-

участком дикого типа, таким образом, что указанная молекула обладает повышенным временем полу-

жизни (по сравнению с молекулой, содержащей Fc-участок дикого типа). Согласно некоторым вариантам 

реализации настоящего изобретения, Fc-содержащие CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно на-

стоящему изобретению содержат вариант Fc-участка IgG, где указанный вариант Fc-участка содержит 

аминокислотную замену, приводящую к увеличению времени полужизни. Множество аминокислотных 

замен, способных увеличивать время полужизни Fc-содержащей молекулы, известно в данной области 

техники, см., например, аминокислотные замены, описанные в патентах США № 6277375, 7083784; 

7217797, 8088376; публикациях патентов США № 2002/0147311; 2007/0148164 и 2011/0081347. Fc-

содержащая CD137 х ОА-связывающая молекула, обладающая повышенным временем полужизни, мо-

жет содержать две или более замен, выбранных из: T250Q, M252Y, S254T, Т256Е, K288D, T307Q, V308P, 

A378V, M428L, N434A, H435K и Y436I, где указанная нумерация представляет собой нумерацию по EU-

индексу в соответствии с системой нумерации по Kabat. 

В частности, используемый СН2-СН3-домен может содержать замены: 

(A) M252Y, S254T и Т256Е; 

(B) M252Y и S254T; 

(C) M252Y и Т256Е; 

(D) T250Q и M428L; 

(E) T307Q и N434A; 

(F) A378V и N434A; 

(G) N434A и Y436I; (Н) V308P и N434A; 

(I) K288D и H435K; или 

(J) M428L и N434S; 

где указанная нумерация представляет собой нумерацию по EU-индексу в соответствии с системой 
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нумерации по Kabat. 

Репрезентативная последовательность для СН2- и СН3-доменов содержит тройную аминокислот-

ную замену: M252Y/S254T/T256E (YTE), которая значительно повышает время полужизни в сыворотке 

крови (Dall'Acqua, W.F. et al. (2006) "Properties of Human IgGs Engineered for Enhanced Binding to the Neo-

natal Fc Receptor (FcRn)" J. Biol. Chem. 281(33):23514-23524), как в последовательности SEQ ID NO: 42 

или SEQ ID NO: 43, которые представляют собой варианты СН2-СН3-домена IgG1, или как в последова-

тельности SEQ ID NO: 44, которая представляет собой вариант СН2-СН3-домена IgG4: 

 
где, X представляет собой лизин (K) или отсутствует. 

 
где, X представляет собой лизин (K) или отсутствует. 

 
где, X представляет собой лизин (K) или отсутствует. Изобретение также включает Fc-содержащие 

CD137 х ОА-связывающие молекулы, содержащие варианты Fc-доменов, которые обладают измененной 

эффекторной функцией, измененным временем полужизни в сыворотке крови, измененной стабильно-

стью, измененной чувствительностью к клеточным ферментам или измененной эффекторной функцией 

по результатам оценки с помощью NK-зависимого или макрофаг-зависимого анализа и т.д. Модифика-

ции Fc-домена, идентифицированные как изменяющие эффекторную функцию, известны в данной об-

ласти техники, включая модификации, которые повышают связывание с активирующими рецепторами 

(например, FcγRIIA (CD16А)) и снижают связывание с ингибиторными рецепторами (например, FcγRIIB 

(CD32B)) (см., например, Stavenhagen, J.B. et al. (2007) "Fc Optimization Of Therapeutic Antibodies En-

hances Their Ability To Kill Tumor Cells In Vitro And Controls Tumor Expansion In Vivo Via Low-Affinity 

Activating Fcgamma Receptors," Cancer Res. 57(18):8882-8890). Репрезентативные варианты Fc-доменов 

IgG1 человека, обладающие пониженным связыванием с CD32B и/или повышенным связыванием с 

CD16A, содержат замены L235V, F243L, R292P, Y300L, V305I или P296L. Указанные аминокислотные 

замены могут присутствовать в Fc-домене IgG1 человека в любой комбинации. Согласно одному вариан-

ту реализации изобретения, вариант Fc-домена IgG1 человека содержит замену F243L, R292P и Y300L, 

где указанная нумерация представляет собой нумерацию по EU-индексу в соответствии с системой ну-

мерации по Kabat. Согласно другому варианту реализации изобретения, вариант Fc-домена IgG1 челове-

ка содержит замену F243L, R292P, Y300L, V305I и P296L, где указанная нумерация представляет собой 

нумерацию по EU-индексу в соответствии с системой нумерации по Kabat. Согласно другому варианту 

реализации изобретения, вариант Fc-домена IgG1 человека содержит замену L235V, F243L, R292P, 

Y300L и P396L, где указанная нумерация представляет собой нумерацию по EU-индексу в соответствии 

с системой нумерации по Kabat. 

СН2 и/или СН3-домены CD137 х ОА-связывающих молекул согласно настоящему изобретению не 

должны быть идентичными по последовательности и, предпочтительно, модифицированы таким обра-

зом, чтобы обеспечивать гетеродимеризацию между двумя СН2-СН3-содержащими полипептидными 

цепями. Например, аминокислотная замена (предпочтительно, замена на аминокислоту, содержащую 

объемную боковую группу, образующую "выступ", например, триптофан) можно вводить в СН2- или 

СН3-домен таким образом, что стерическое влияние будет предотвращать взаимодействие с доменом, 

содержащим подобную мутацию, и будет приводить к спариванию мутантного домена с доменом, в ко-

торый была встроена комплементарная или аккомодирующая мутация, т.е. "впадина" (например, замена 

на глицин). Такие наборы мутаций можно встраивать в любую пару полипептидов, составляющих моле-

кулу биспецифичного Fc-содержащего диатела, и кроме того, указанные мутации можно встраивать в 

любую часть полипептидных цепей указанной пары. Способы конструирования белка с приоритетной 

гетеродимеризацией по сравнению с гомодимеризацией хорошо известны в данной области техники, в 

частности, в контексте конструирования иммуноглобулин-подобных молекул, и включены в настоящую 
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заявку (см., например, Ridgway et al. (1996) "'Knobs-Into-Holes' Engineering Of Antibody CH3 Domains For 

Heavy Chain Heterodimerization," Protein Engr. 9:617-621, Atwell et al. (1997) "Stable Heterodimers From 

Remodeling The Domain Interface Of A Homodimer Using A Phage Display Library," J. Mol. Biol. 270: 26-35, 

Xie et al. (2005) "A New Format Of Bispecific Antibody: Highly Efficient Heterodimerization, Expression And 

Tumor Cell Lysis," J. Immunol. Methods 296:95-101; где каждый из указанных документов, таким образом, 

полностью включен в настоящую заявку посредством ссылки). Согласно одному варианту реализации 

изобретения, "выступ" конструируют в СН2-СН3-доменах первой полипептидной цепи и "впадину" кон-

струируют в СН2-СН3-доменах третьей полипептидной цепи. Таким образом, выступ будет способство-

вать предотвращению гомодимеризации двух молекул первой полипептидной цепи через их СН2- и/или 

СН3-домены. Поскольку третья полипептидная цепь согласно настоящему варианту реализации содер-

жит замену-"впадину", она будет способна к гетеродимеризации с первой полипептидной цепью, а также 

к гомодимеризации (однако такая гомодимеризация не приводит к образованию молекулы, содержащей 

сайты связывания эпитопа). Репрезентативный "выступ" создают путем модификации нативного Fc-

домена IgG таким образом, чтобы он содержал модификацию T366W, где указанная нумерация пред-

ставляет собой нумерацию по EU-индексу в соответствии с системой нумерации по Kabat. Репрезента-

тивную "впадину" создают путем модификации нативного Fc-домена IgG таким образом, чтобы он со-

держал модификацию T366S, L368A и Y407V, где указанная нумерация представляет собой нумерацию 

по EU-индексу в соответствии с системой нумерации по Kabat. Для облегчения очистки гомодимера тре-

тьей полипептидной цепи от конечного биспецифичного Fc-содержащего диатела, содержащего гетеро-

димеры первой и третьей полипептидных цепей, в сайт связывания белка А СН2- и СН3-доменов третьей 

полипептидной цепи предпочтительно вводят мутации путем аминокислотной замены в положении 435 

(H435R), где указанная нумерация представляет собой нумерацию по EU-индексу в соответствии с сис-

темой нумерации по Kabat. Таким образом, гомодимер третьей полипептидной цепи не будет связывать-

ся с белком А, тогда как правильно собранное биспецифичное Fc-содержащие диатело будет сохранять 

его способность связываться с белком А через сайт связывания белка А на первой полипептидной цепи. 

SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 146 и SEQ ID NO: 147 обеспечивают репрезентативные последователь-

ности для "содержащих "выступ"" СН2- и СН3-доменов, которые могут применяться в CD137 х ОА-

связывающих молекулах согласно настоящему изобретению: 

 
где X представляет собой лизин (K) или отсутствует. 

 
где X представляет собой лизин (K) или отсутствует. 

 
где X представляет собой лизин (K) или отсутствует, SEQ ID NO: 148, SEQ ID NO: 149 и SEQ ID 

NO: 150 обеспечивают репрезентативные последовательности для "содержащих "впадину"" СН2 и СН3-

доменов, которые могут применяться в CD137 х ОА-связывающих молекулах согласно настоящему изо-

бретению: 

 
где X представляет собой лизин (K) или отсутствует. 
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где X представляет собой лизин (K) или отсутствует. 

 
где X представляет собой лизин (K) или отсутствует. 

Следует отметить, что СН2-СН3-домены последовательностей SEQ ID NO: 47 и 50 представляют 

собой домены IgG4, тогда как СН2-СН3-домены последовательностей SEQ ID NO: 45, 146, 148 и 149 

представляют собой домены IgG1. Последовательности SEQ ID NO: 45, 146, 148 и 149 содержат замену 

на аланин в положении 234 и замену на аланин в положении 235 и, таким образом, образуют Fc-домен, 

который обладает пониженным (или по существу не обладает) связыванием с FcγRIA (CD64), FcγRIIA 

(CD32A), FcγRIIB (CD32B), FcγRIIIA (CD16a) или FcγRIIIB (CD16b) по сравнению со связыванием, ко-

торым обладает Fc-участок дикого типа (SEQ ID NO: 12). Настоящее изобретение конкретно включает 

CD137 х ОА-связывающие молекулы, содержащие СН2-СН3-домены из любого класса человеческих 

IgG, содержащие замены, описанные в настоящей заявке (например, M252Y/S254T/T256E; T366W; 

T366S/L368A/Y407V и/или H435R). Более того, настоящее изобретение конкретно включает конструк-

ции CD137 х ОА-связывающей молекулы, в которых отсутствует указанный выше С-концевой лизино-

вый остаток. 

Согласно варианту реализации изобретения, описанному выше, первая полипептидная цепь содер-

жит содержащую "выступ" последовательность СН2-СН3, такую как последовательность SEQ ID NO: 45, 

146 и 147, и третья полипептидная цепь содержит содержащую "впадину" последовательность СН2-СН3, 

такую как последовательность SEQ ID NO: 148, 149 и 150. Однако, как очевидно, содержащий "впадину" 

СН2-СН3-домен (например, SEQ ID NO: 48) может использоваться в первой полипептидной цепи, в этом 

случае содержащий "выступ"" СН2-СН3-домен (например, SEQ ID NO: 45) будет использоваться в тре-

тьей полипептидной цепи. 

5. Репрезентативные опухолевые антигены (ОА) и репрезентативные вариабельные домены. 

CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно настоящему изобретению содержат по меньшей ме-

ре один сайт связывания эпитопа, специфичный в отношении эпитопа опухолевого антигена. Репрезен-

тативные опухолевые антигены ("ОА"), с которыми могут связываться CD137 х ОА-связывающие моле-

кулы согласно настоящему изобретению, включают, но не ограничиваются указанными, антигены, пред-

ставленные в табл. 1, на которые ссылаются в настоящей заявке с помощью обычного названия, коротко-

го названия и/или названия гена. 
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Таблица 1 

Репрезентативные опухолевые антигены 
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Антитела, которые распознают ОА, известны в данной области техники или могут быть созданы с 

использованием хорошо известных способов, включая способы, описанные в настоящей заявке. Репре-

зентативные антитела, которые содержат VL- и VH-домены, способные связываться с ОА, последова-

тельности или полипептидные цепи которых могут, таким образом, использоваться при конструировании 
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CD137 х ОА-связывающих молекул согласно настоящему изобретению, перечислены в табл. 2. Репре-

зентативные VH- и VL-домены для антител, связывающихся с несколькими опухолевыми антигенами, 

представлены ниже. 

Таблица 2 
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а) PD-L1-связывающие домены. 

PD-L1 (также известный как CD274 и В7-Н1), представляет собой трансмембранный белок разме-

ром 40 кДа, обычно экспрессируемый на поверхности Т-лимфоцитов, В-лимфоцитов, дендритных кле-

ток, макрофагов и клеток, не представляющих собой клетки крови. Кроме того, аномально высокая экс-

прессия PD-L1 также наблюдается в опухолевых клетках и считается основным фактором, отвечающим 

за способность опухолей ускользать от иммунного ответа. Взаимодействие PD-L1 с его рецептором, PD-

1, на Т-клетках приводит к активации последующего опосредованного PD-1-рецептором сигнального 

пути, передающего сигнал, который приводит к подавлению пролиферации Т-клеток, Т-клеточной про-

дукции и высвобождения цитокинов и цитотоксичности. Антитела, которые блокируют взаимодействие 

PD-L1/PD-1, прерывают PD-1-сигналинг, обращая, таким образом, Т-клеточную супрессию и усиливая 

эндогенный противоопухолевый иммунитет. CD137 х ОА-связывающие молекулы, которые связываются 

с PD-L1, могут одновременно связываться с опухолевыми клетками, экспрессирующих PD-L1, и клетка-

ми иммунной системы, экспрессирующими CD137. Без ограничения каким-либо конкретным способом, 

такая солокализация может приводить к стимуляции клеток иммунной системы, ослабляя или предот-

вращая при этом подавление иммунной системы, которое происходит при связывании PD-L1 с PD-1. 

Сайт связывания эпитопа любого антитела против PD-L1 может применяться в соответствии с на-

стоящим изобретением, и идеи настоящего изобретения проиллюстрированы по отношению к опухоле-

вому антигену PD-L1. Репрезентативные антитела, которые связываются с человеческим PD-L1, вклю-

чают атезолизумаб, авелумаб и дурвалумаб, каждый из которых был недавно одобрен для применения у 

людей. Атезолизумаб (продаваемый под названием TECENTRIQ; CAS Reg № 1380723-44-3; см., патент 

США № 9873740) представляет собой гуманизированное моноклонального антитело, содержащее моди-

фицированный IgG1 и константные участки каппа-цепи. Авелумаб (продаваемый под названием 

BAVENCIO; CAS Reg № 1537032-82-8; см., патент США № 9873740) представляет собой полностью 

человеческое моноклонального антитело, содержащее IgG1/константные участки лямбда-цепи. Дурвалу-

маб (продаваемый под названием IMFINZI; CAS Reg. № 1428935-60-7; см. патент США № 8779108) 

представляет собой полностью человеческое моноклонального антитело, содержащее модифицирован-

ный IgG1 и константные участки каппа-цепи. Аминокислотные последовательности полноразмерных 

тяжелых и легких цепей атезолизумаба (WHO Drug Information, 2015, Recommended INN: List 74, 

29(3):387), дурвалумаба (WHO Drug Information, 2015, Recommended INN: List 74, 29(3):393-394) и аве-

лумаба (WHO Drug Information, 2016, Recommended INN: List 74, 30(1): 100-101) известны в данной об-

ласти техники. Также в настоящей заявке предложены дополнительные антитела против PD-L1, включая 

гуманизированное антитело против PD-L1 "МАВ-2 против hPD-L1" и его оптимизированные варианты. 

(1) МАВ-2 против hPD-L1. 

Аминокислотная последовательность VH-домена МАВ-2 против hPD-L1 (VH1 МАВ-2 против hPD-

L1) представляет собой (SEQ ID NO: 57) (остатки CDRH подчеркнуты): 
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Аминокислотная последовательность VL-домена МАВ-2 против hPD-L1 (VL1 МАВ-2 против hPD-

L1) представляет собой (SEQ ID NO: 58) (остатки CDRL подчеркнуты): 

 
(2) Деиммунизированные и оптимизированные МАВ-2 против hPD-L1. 

Как описано в Примерах ниже, антитело МАВ-2 против hPD-L1 было деиммунизировано и оптими-

зировано с точки зрения связывания и экспрессии с получением вариантов VH-доменов, обозначенных 

как "VHx МАВ-2 против hPD-L1", и VL-доменов, обозначенных как "VLx МАВ-2 против hPD-L1". Ами-

нокислотные последовательности конкретных деиммунизированных и оптимизированных вариантов 

VH- и VL-доменов представлены ниже, дополнительные варианты предложены в Примерах. 

Аминокислотная последовательность VHx МАВ-2 против hPD-L1 представляет собой (SEQ ID NO: 

59) (остатки CDRH подчеркнуты): 

 
где: Х4, Х5, Х6, Х7, X8 и Х9 выбраны независимо и где: Х4 представляет собой G или K; X5 представ-

ляет собой S или Т; Х6 представляет собой K или R; X7 представляет собой или Т; X8 представляет собой 

или Q; и Х9 представляет собой F или G. 

Согласно конкретным вариантам реализации изобретения: 

a) Х4 представляет собой G; X5 представляет собой S; Х6 представляет собой R; X7 представляет со-

бой A; X8 представляет собой Q и Х9 представляет собой F; 

b) X4 представляет собой K; X5 представляет собой S; Х6 представляет собой R; X7 представляет со-

бой A; X8 представляет собой Q и Х9 представляет собой G; 

c) Х4 представляет собой G; X5 представляет собой S; Х6 представляет собой R; X7 представляет со-

бой A; X8 представляет собой А и Х9 представляет собой F; 

d) X4 представляет собой K; X5 представляет собой S; Х6 представляет собой R; X7 представляет со-

бой A; X8 представляет собой А и Х9 представляет собой F; 

e) Х4 представляет собой G; X5 представляет собой S; Х6 представляет собой R; X7 представляет со-

бой A; X8 представляет собой А и Х9 представляет собой G; или 

f) X4 представляет собой K; X5 представляет собой S; Х6 представляет собой R; X7 представляет со-

бой A; X8 представляет собой Q и Х9 представляет собой F. 

Аминокислотные последовательности CDRH VHx MAB-2 против hPD-L1 представляют собой: 

 
где Х4 представляет собой G или K; X8 представляет собой или Q и Х9 представляет собой F или G. 

Аминокислотная последовательность VLx MAB-2 против hPD-L1 представляет собой (SEQ ID NO: 

63) (остатки CDRL подчеркнуты): 

 
где Х10 представляет собой Е или Т. 

Согласно конкретному варианту реализации изобретения, Х10 представляет собой Е. 

Аминокислотные последовательности CDRLs VLx MAB-2 против PD-L1 представляют собой: 

 
где: Х10 представляет собой Е или Т. 

Аминокислотные последовательности пяти вариантов VH-домена, обозначенных в настоящей заяв-

ке как "VH2 МАВ-2 против hPD-L1", "VH3 МАВ-2 против hPD-L1", "VH4 МАВ-2 против hPD-L1", "VH5 

МАВ-2 против hPD-L1", "VH6 МАВ-2 против hPD-L1", и одного варианта VL-домена, обозначенного в 

настоящей заявке как "VL2 МАВ-2 против hPD-L1", представлены ниже. Любой из вариантов VH-

доменов МАВ-2 против hPD-L1, описанных в настоящей заявке, может быть спарен с любым из VL-

доменов МАВ-2 против hPD-L1. Молекулы, содержащие конкретные комбинации VH/VL-доменов МАВ-

2 против PD-L1 названы со ссылкой на конкретные VH/VL-домены, например, молекула, содержащая 

связывающие домены VH3 МАВ-2 против PD-L1 и VL2 МАВ-2 против hPD-L1, конкретно называется 

"МАВ-2 против PD-L1 (3.2)". Аминокислотные последовательности вариантов VH- и VL-доменов пред-

ставлены ниже, замены в CDR-участках по сравнению с VH1 или VL1 подчеркнуты двойной линией. 

Аминокислотная последовательность VH2 МАВ-2 против hPD-L1 представляет собой (SEQ ID NO: 
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67) (остатки CDRH подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность VH3 МАВ-2 против hPD-L1 представляет собой (SEQ ID NO: 

68) (остатки CDRH подчеркнуты; замены подчеркнуты двойной линией): 

 
Аминокислотная последовательность VH4 МАВ-2 против hPD-L1 представляет собой (SEQ ID NO: 

69) (остатки CDRH подчеркнуты; замены подчеркнуты двойной линией): 

 
Аминокислотная последовательность VH5 МАВ-2 против hPD-L1 представляет собой (SEQ ID NO: 

70) (остатки CDRH подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность VH6 МАВ-2 против hPD-L1 представляет собой (SEQ ID NO: 

71) (остатки CDRH подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность VL2 МАВ-2 против hPD-L1 представляет собой (SEQ ID NO: 

72) (остатки CDRL подчеркнуты): 

 
Следует отметить, что аминокислотные последовательности CDRH2, CDRH3 и CDRL1 оптимизиро-

ванных вариантов МАВ-2 против hPD-L1 отличаются от аминокислотных последовательностей, пред-

ставленных в исходной молекуле. Различные CDR суммированы ниже, где отличия от VH1 и VL1 под-

черкнуты двойной линией: 

 
Настоящее изобретение охватывает и конкретно включает CD137 х PD-L1-связывающие молекулы, 

которые содержат VL- и/или VH-домен и/или 1, 2 или все 3 из CDRL VL-домена и/или 1, 2 или все 3 из 

CDRH VH-домена любого из атезолизумаба, авелумаба, дурвалумаба, МАВ-2 против hPD-L1 и их вари-

антов или любого из других антител против PD-L1, предложенных в настоящей заявке; и более конкрет-

но, содержат 1, 2 или все 3 из CDRL VL-домена и/или 1, 2 или все 3 из CDRH VH-домена таких монокло-

нальных антител против PD-L1. 

b) HER2-связывающие домены. 

HER2 представляет собой рецепторный белок массой 185 кДа, который был исходно идентифици-

рован как продукт онкогена из нейробластом подверженных химической обработке крыс. HER2 интен-

сивно изучался в связи с его ролью во многих человеческих карциномах, включая рак молочной железы 

и рак желудка. 

В соответствии с настоящим изобретением, может применяться сайт связывания эпитопа любого 

антитела против HER2, и идеи настоящего изобретения проиллюстрированы применительно к опухоле-

вому антигену HER2. Репрезентативные антитела, которые связываются с человеческим HER2, включа-

ют маргетуксимаб, трастузумаб и пертузумаб. Маргетуксимаб (также известный как MGAH22; CAS Reg 

№ 1350624-75-7, см., например, патент США № 8802093) представляет собой Fc-оптимизированное мо-

ноклональное антитело, которое связывается с HER2 и опосредует повышение активности антитело-

зависимой клеточной цитотоксичности (АЗКЦ). Трастузумаб (также известный как rhuMAB4D5 и прода-

ваемый под названием HERCEPTIN; CAS Reg No 180288-69-1; см., патент США № 5821337) представ-

ляет собой гуманизированную версию антитела 4D5, содержащую IgG1/константные участки каппа-

цепи. Пертузумаб (также известный как rhuMAB2C4 и продаваемый под названием PERJET; CAS Reg 

No 380610-27-5; см., например, публикацию международной заявки WO 2001/000245) представляет со-
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бой гуманизированную версию антитела 2С4, содержащую IgG1/константные участки каппа-цепи. Ами-

нокислотная последовательность полноразмерных тяжелых и легких цепей маргетуксимаба (WHO Drug 

Information, 2014, Recommended INN: List 70, 28(1):93-94) и трастузумаба (см. WHO Drug Information, 

2011, Recommended INN: List 65, 25(1):89-90 для трастузумаба эмтанзина) и Fab-домена пертузумаба 

(номер доступа в базе данных белков 117i) известны в данной области техники. Дополнительные антите-

ла против HER2, включая МАВ-1 против HER2 и его гуманизированные варианты, также предложены в 

настоящей заявке. 

(1) МАВ-1 против hHER2. 

Антитело МАВ-1 против hHER2 представляет собой гуманизированное моноклональное антитело 

против HER2, которое связывается с эпитопом HER2, отличным от эпитопа, распознаваемого маргетук-

симабом, трастузумабом и пертузумабом (см., например, публикацию международной заявки WO 

2018/156740). 

Аминокислотная последовательность VH-домена гуманизированного антитела (МАВ-1 против 

hHER2 VHx) представляет собой (SEQ ID NO: 78) (остатки CDRH подчеркнуты): 

 
где X1 представляет собой D или Е, и Х2 представляет собой G или I. 

Аминокислотная последовательность VL-домена такого гуманизированного антитела (МАВ-1 про-

тив hHER2 VLx) представляет собой (SEQ ID NO: 79) (остатки CDRL подчеркнуты): 

 
где Х3 представляет собой N или S; X4 представляет собой S, Т или N; X5 представляет собой V или 

Q, и Х6 представляет собой D, Е или S. 

Были выделены три варианта VH-доменов МАВ-1 против hHER2: VH1 МАВ-1 против hHER2, VH2 

МАВ-1 против hHER2 и VH3 МАВ-1 против hHER2. 

Аминокислотные последовательности таких вариантов VH-доменов МАВ-1 против hHER2 пред-

ставлены ниже. 

Аминокислотная последовательность VH1 МАВ-1 против hHER2 представляет собой (SEQ ID NO: 

80) (остатки CDRH подчеркнуты; следует отметить, что второй и третий остатки CDRH3 представляют 

собой D и G соответственно): 

 
Аминокислотная последовательность VH2 МАВ-1 против hHER2 представляет собой (SEQ ID NO: 

81) (остатки CDRH подчеркнуты; следует отметить, что второй и третий остатки CDRH3 представляют 

собой Е и G соответственно): 

 
Аминокислотная последовательность VH3 МАВ-1 против hHER2 представляет собой (SEQ ID NO: 

82) (остатки CDRH подчеркнуты; следует отметить, что второй и третий остатки CDRH3 представляют 

собой D и I, соответственно): 

 
Были выделены три варианта VL-доменов МАВ-1 против hHER2: VL1 МАВ-1 против hHER2, VL2 

МАВ-1 против hHER2 и VL3 МАВ-1 против hHER2. 

Аминокислотные последовательности таких вариантов VL-доменов МАВ-1 против hHER2 пред-

ставлены ниже. 

Аминокислотная последовательность VL1 МАВ-1 против hHER2 представляет собой (SEQ ID NO: 

83) (остатки CDRL подчеркнуты; следует отметить, что седьмой и восьмой остатки CDRL1 представляют 

собой N и S соответственно и шестой и седьмой остатки CDRL2 представляют собой V и D, соответст-

венно): 

 
Аминокислотная последовательность VL2 МАВ-1 против hHER2 представляет собой (SEQ ID NO: 

84) (остатки CDRL подчеркнуты; следует отметить, что седьмой и восьмой остатки CDRL1 представляют 

собой N и Т соответственно и шестой и седьмой остатки CDRL2 представляют собой V и Е соответствен-

но): 
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Аминокислотная последовательность VL3 МАВ-1 против hHER2 представляет собой (SEQ ID NO: 

85) (остатки CDRL подчеркнуты; следует отметить, что седьмой и восьмой остатки CDRL1 представляют 

собой S и N соответственно и шестой и седьмой остатки CDRL2 представляют собой Q и S соответствен-

но): 

 
Могут применяться любые из таких гуманизированных VH- и VL-доменов МАВ-1 против hHER2, 

включая любые указанные VH- и VL-домены, содержащиеся в генерической последовательности (после-

довательностях) VH- и/или VL-доменов МАВ-1 против hHER2, представленных выше, с образованием 

антитела, диатела или связывающей молекулы, способной связываться с Her2. 

(2) Другие HER2-связывающие домены. 

Помимо идентифицированных выше HER2-связывающих доменов согласно изобретению рассмат-

ривается применение любого из сайтов связывания эпитопа любого из следующих Her-2-связывающих 

доменов: 1.44.1; 1.140; 1.43; 1.14.1; 1.100.1; 1.96; 1.18.1; 1.20; 1.39; 1.24 и 1.71.3 (патенты США № 

8350011; 8858942 и публикация международной заявки на патент согласно РСТ 2008/019290); F5 и С1 

(патенты США № 7892554; 8173424; 8974792 и публикация международной заявки на патент согласно 

РСТ 99/55367); а также связывающих доменов антитела против HER2 согласно публикациям патентов 

США 2011/0097323, 2013/017114, 2014/0328836, 2016/0130360 и 2016/0257761 и публикации междуна-

родной заявки на патент согласно РСТ 2011/147986). 

Настоящее изобретение охватывает и конкретно включает CD137 х HER2-связывающие молекулы, 

которые содержат VL- и/или VH-домен и/или 1, 2 или все 3 из CDRL VL-домена и/или 1, 2 или все 3 из 

CDRH VH-домена любого из маргетуксимаба, трастузумаба, пертузумаба, МАВ-1 против hHER2 или лю-

бого из других антител против HER2, предложенных в настоящей заявке; и более конкретно, содержат 1, 

2 или все 3 из CDRL VL-домена и/или 1, 2 или все 3 из CDRH VH-домена таких моноклональных антител 

против HER2. 

с) EphA2-связывающие домены. 

Рецепторная тирозинкиназа, эфриновый рецептор 2 типа A (EphA2), в норме экспрессируется в сай-

тах межклеточных контактов во взрослых эпителиальных тканях, однако недавние исследования показа-

ли, что ее гиперэкспрессия также наблюдается в различных типах эпителиальных карцином, при этом 

максимальный уровень экспрессии EphA2 наблюдается в метастатических поражениях. Высокий уро-

вень экспрессии EphA2 был обнаружен в широком диапазоне раковых опухолей и в многочисленных 

опухолевых клеточных линиях, включая рак предстательной железы, рак молочной железы, немелкокле-

точный рак легкого и меланому. EphA2, по-видимому, не просто является маркером рака, а постоянно 

гиперэкспрессируется и находится в функционально измененном состоянии, по всей видимости, во мно-

жестве типов рака человека. Сайт связывания эпитопа любого антитела против EphA2 может применять-

ся в соответствии с настоящим изобретением. Ниже представлены несколько репрезентативных антител 

против EphA2, которые могут применяться для создания молекул согласно настоящему изобретению. 

(1) МАВ-1 против EphA2. 

Антитело МАВ-1 против EphA2 представляет собой мышиное моноклональное антитело против 

EphA2. Аминокислотная последовательность VH-домена МАВ-1 против EphA2 представляет собой (SEQ 

ID NO: 86) (остатки CDR подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность VL-домена МАВ-1 против EphA2 представляет собой (SEQ 

ID NO: 87) (остатки CDR подчеркнуты): 

 
(2) МАВ-2 против EphA2. 

Антитело МАВ-2 против EphA2 представляет собой мышиное моноклональное антитело против 

EphA2. Аминокислотная последовательность VH-домена МАВ-2 против EphA2 представляет собой (SEQ 

ID NO: 88) (остатки CDR подчеркнуты): 
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Аминокислотная последовательность VL-домена МАВ-2 против EphA2 представляет собой (SEQ 

ID NO: 89) (остатки CDR подчеркнуты): 

 
(3) МАВ-3 против EphA2. 

Антитело МАВ-3 против EphA2 представляет собой мышиное моноклональное антитело против 

EphA2. Аминокислотная последовательность VH-домена МАВ-3 против EphA2 представляет собой (SEQ 

ID NO: 90) (остатки CDR подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность VL-домена МАВ-3 против EphA2 представляет собой (SEQ 

ID NO: 91) (остатки CDR подчеркнуты): 

 
(4) Другие EphA2-связывающие домены. 

Помимо идентифицированных выше EphA2-связывающих доменов согласно изобретению рассмат-

ривается применение любого из сайтов связывания эпитопа любого из следующих антител против 

EphA2: SPL1, LUCA19, SG5 или LUCA40 (см. публикацию международной заявки на патент согласно 

РСТ 2006/084226); В13 (см. патент США № 7101976); D7 (см. патент США № 7192698); В-233 и ЕА2 (см. 

публикацию международной заявки на патент согласно РСТ 2003/094859). 

Настоящее изобретение охватывает и конкретно включает CD137 х EphA2-связывающие молекулы, 

которые содержат VL- и/или VH-домен и/или 1, 2 или все 3 из CDRL VL-домена и/или 1, 2 или все 3 из 

CDRH VH-домена моноклональных антител против EphA2 МАВ-1 против EphA2, МАВ-2 против EphA2 

или МАВ-3 против EphA2. 

d) 5Т4-связывающие домены. 

Онкофетальный белок, 5Т4, представляет собой опухоль-ассоциированный белок, экспонируемый 

на мембране клеток многих карцином, включая карциному почки, толстой кишки, предстательной желе-

зы, легкого, а также при остром лимфобластном лейкозе. Сайт связывания эпитопа любого антитела про-

тив 5Т4 может применяться в соответствии с настоящим изобретением. Ниже представлены два репре-

зентативных антитела против 5Т4 - гуманизированное "МАВ-1 против 5Т4" и мышиное "МАВ-2 против 

5Т4". Дополнительные антитела против 5Т4 описаны в данной области техники (см., например, патенты 

США № 8084249; 8409577; 8759495; 8409577; публикации международных заявок на патенты согласно 

РСТ № WO 2013/041687; WO 2014/137931; WO 2016/022939). 

(1) МАВ-1 против 5Т4. 

Аминокислотная последовательность VH-домена МАВ-1 против 5Т4 представляет собой (SEQ ID 

NO: 92) (остатки CDR подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность VL-домена МАВ-1 против 5Т4 представляет собой (SEQ ID 

NO: 93) (остатки CDR подчеркнуты): 

 
(2) МАВ-2 против 5Т4. 

Аминокислотная последовательность VH-домена МАВ-2 против 5Т4 представляет собой (SEQ ID 

NO: 94) (остатки CDR подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность VL-домена МАВ-2 против 5Т4 представляет собой (SEQ ID 

NO: 95) (остатки CDR подчеркнуты): 

 
Настоящее изобретение охватывает и конкретно включает CD137 х 5Т4-связывающие молекулы, 

которые содержат VL- и/или VH-домен и/или 1, 2 или все 3 из CDRL VL-домена и/или 1, 2 или все 3 из 

CDRH VH-домена моноклональных антител против 5Т4 МАВ-1 против 5Т4 или МАВ-2 против 5Т4 или 

любого из антител против 5Т4, предложенных в публикациях международных заявок WO 2007/106744; 
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WO 2013/041687 или WO 2015/184203. 

е) В7-Н3-связывающие домены. 

В7-Н3 представляет собой опухолевый антиген, гиперэкспрессия которого наблюдается в широком 

разнообразии типов солидных опухолей и который является членом семейства В7 молекул, вовлеченных 

в иммунную регуляцию. В частности, несколько независимых исследований показали, что в человече-

ских злокачественных опухолевых клетках (например, опухолевых клетках нейробластом и рака желуд-

ка, яичников и немелкоклеточного рака легкого) наблюдается значительное повышение экспрессии белка 

В7-Н3 и что это повышение экспрессии было связано с повышением тяжести заболевания, что указывает 

на то, что В7-Н3 используется опухолями в качестве пути ускользания от иммунного ответа. 

Сайт связывания эпитопа любого антитела против В7-Н3 может применяться в соответствии с на-

стоящим изобретением. Одно репрезентативное гуманизированное антитело, которое связывается с че-

ловеческим В7-Н3, представляет собой "эноблитузумаб". Эноблитузумаб (также известный как MGA271; 

CAS Reg № 1353485-38-7; см., например, патент США № 8802091) представляет собой Fc-

оптимизированное моноклональное антитело, которое связывается с В7-Н3 и опосредует усиление ак-

тивности АЗКЦ. Аминокислотные последовательности полноразмерных тяжелой и легкой цепей энобли-

тузумаба (WHO Drug Information, 2017, Recommended INN: List 77, 31(1): 149) известны в данной облас-

ти техники. Представлены дополнительные репрезентативные антитела против В7-Н3. 

(1) hBRCA69D. 

Репрезентативные VH- и VL-домены гуманизированного антитела против В7-Н3 "hBRCA69D" 

представлены ниже. Два гуманизированных VH-домена, VH1 hBRCA69D и VH2 hBRCA69D; и два гума-

низированных VL-домена VL1 hBRCA69D и VL2 hBRCA69D, которые могут применяться в любой ком-

бинации VH/VL с получением функционального гуманизированного связывающего домена, представле-

ны ниже. 

Аминокислотная последовательность VH-домена VH1 hBRCA69D представляет собой (SEQ ID NO: 

96) (остатки CDRH подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность VH-домена VH2 hBRCA69D представляет собой (SEQ ID NO: 

97) (остатки CDRH подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность VL-домена VL1 hBRCA69D представляет собой (SEQ ID NO: 

98) (остатки CDRL подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность VL-домена VL2 hBRCA69D представляет собой (SEQ ID NO: 

99) (остатки CDRL подчеркнуты): 

 
(2) hPRCA157. 

Другое репрезентативное гуманизированное антитело против В7-Н3 представляет собой 

"hPRCA157". Аминокислотная последовательность VH-домена VH1 hPRCA157 представляет собой (SEQ 

ID NO: 100) (остатки CDRH подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность VL-домена VL1 hPRCA157 представляет собой (SEQ ID NO: 

101) (остатки CDRL подчеркнуты): 

 
(3) Другие В7-Н3-связывающие домены. 

Помимо идентифицированных выше В7-Н3-связывающих доменов согласно изобретению рассмат-

ривается применение любого из сайтов связывания эпитопа любого из следующих антител против В7-

Н3: LUCA1; BLA8; РА20 или SKN2 (см. патенты США № 7527969; 8779098 и публикацию международ-

ной заявки на патент согласно РСТ 2004/001381); М30; сМ30; M30-H1-L1; M30-H1-L2; M30-H1-L3; М30-

H1-L4; M30-H1-L5; M30-H1-L6; M30-H1-L7; M30-H4-L1; M30-H4-L2; M30-H4-L3 и M30-H4-L4 (см. пуб-

ликацию патента США 2013/0078234 и публикацию международной заявки на патент согласно РСТ 

2012/147713) и 8Н9 (см. патенты США № 7666424; 7737258; 7740845; 8148154; 8414892; 8501471; 
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9062110; публикацию патента США 2010/0143245 и публикацию международной заявки на патент со-

гласно РСТ 2008/116219). 

Настоящее изобретение охватывает и конкретно включает CD137 х В7-Н3-связывающие молекулы, 

которые содержат VL- и/или VH-домен и/или 1, 2 или все 3 из CDRL VL-домена и/или 1, 2 или все 3 из 

CDRH VH-домена любого из гуманизированного BRCA69D, PRCA157, гуманизированного PRCA157 или 

эноблитузумаба или любого из других антител против В7-Н3, предложенных в настоящей заявке; и более 

конкретно, содержат 1, 2 или все 3 из CDRL VL-домена и/или 1, 2 или все 3 из CDRH VH-домена таких 

моноклональных антител против В7-Н3. 

f) GpA33-связывающие домены. 

Трансмембранный гликопротеин А33 (gpA33) массой 43 кДа экспрессируется в >95% всех колорек-

тальных карцином. Сайт связывания эпитопа любого антитела против gpA33 может применяться в соот-

ветствии с настоящим изобретением. Репрезентативное гуманизированное антитело против gpA33 

("MAB-1 против gpA33") представлено ниже. 

Аминокислотная последовательность VH-домена МАВ-1 против gpA33 представляет собой (SEQ 

ID NO: 102) (остатки CDR подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность VL-домена МАВ-1 против gpA33 представляет собой (SEQ ID 

NO: 103) (остатки CDR подчеркнуты): 

 
Настоящее изобретение охватывает и конкретно включает CD137 х gpA33 связывающие молекулы, 

которые содержат VL- и/или VH-домен и/или 1, 2 или все 3 из CDRL VL-домена и/или 1, 2 или все 3 из 

CDRH VH-домена моноклональных антител против gpA33 МАВ-1 против gpA33 или любого из моно-

клональных антител против gpA33, представленных в публикации международной заявки WO 

2015/026894. 

g) CEACAM5- и СЕАСАМ6-связывающие домены. 

Было обнаружено, что связанные с карциноэмбриональным антигеном молекулы клеточной адгезии 

5 (СЕАСАМ5) и 6 (СЕАСАМ6) связаны с различными типами рака, включая медуллярный рак щитовид-

ной железы, рак толстой и прямой кишки, рак поджелудочной железы, гепатоклеточную карциному, рак 

желудка, рак легкого, рак головы и шеи, рак мочевого пузыря, рак предстательной железы, рак матки, 

рак эндометрия, рак молочной железы, рак кроветворной ткани, лейкоз и рак яичников и, в частности, 

колоректальный рак, желудочно-кишечный рак, рак поджелудочной железы, немелкоклеточный рак лег-

кого (НМРЛ), карциномы молочной железы, щитовидной железы, желудка, яичников и матки. Сайт свя-

зывания эпитопа любого антитела против СЕАСАМ5/СЕАСАМ6 может применяться в соответствии с 

настоящим изобретением. Репрезентативные антитела против СЕАСАМ5/СЕАСАМ6 представлены ни-

же. 

(1) 16С3. 

Аминокислотная последовательность VH-домена гуманизированного антитела против СЕА-

САМ5/СЕАСАМ6 16С3 (заявка на европейский патент 2585476) представляет собой (SEQ ID NO: 104) 

(остатки CDR подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность VL-домена гуманизированного антитела против СЕА-

САМ5/СЕАСАМ6 16С3 (заявка на европейский патент 2585476) представляет собой (SEQ ID NO: 105) 

(остатки CDR подчеркнуты): 

 
(2) hMN15. 

Аминокислотная последовательность VH-домена гуманизированного антитела против СЕА-

САМ5/СЕАСАМ6 hMN15 (патент США 8287865) представляет собой (SEQ ID NO: 106) (остатки CDR 

подчеркнуты): 
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Аминокислотная последовательность VL-домена гуманизированного антитела против СЕА-

САМ5/СЕАСАМ6 hMN15 (патент США 8287865) представляет собой (SEQ ID NO: 107) (остатки CDR 

подчеркнуты): 

 
Настоящее изобретение охватывает и конкретно включает CD137 х СЕАСАМ5/СЕАСАМ6-

связывающие молекулы, которые содержат VL- и/или VH-домен и/или 1, 2 или все 3 из CDRL VL-домена 

и/или 1, 2 или все 3 из CDRH VH-домена моноклональных антител против СЕАСАМ5/СЕАСАМ6 16С3 

или hMN15. 

h) CD19-связывающие домены. 

CD19 (поверхностный антиген В-лимфоцитов В4, номер доступа в базе данных Genbank M28170) 

представляет собой компонент В-клеточного рецепторного комплекса (BCR) и является положительным 

регулятором В-клеточного сигнального пути, который регулирует порог активации В-клеток и гумо-

рального иммунитета. CD19 является одним из наиболее повсеместно экспрессируемых антигенов в В-

клеточной линии и экспрессируется в >95% В-клеточных злокачественных заболеваний, включая острый 

лимфобластный лейкоз (ОЛЛ), хронический лимфоцитарный лейкоз (ХЛЛ) и неходжкинскую лимфому 

(НХЛ). Следует отметить, что экспрессия CD19 поддерживается в В-клеточных лимфомах, которые при-

обрели устойчивость к терапии антителами против CD20. Предполагалось, что CD19 также является ми-

шенью для лечения аутоиммунных заболеваний. 

Сайт связывания эпитопа любого антитела против CD19 может применяться в соответствии с на-

стоящим изобретением. Репрезентативное гуманизированное антитело, которое связывается с человече-

ским CD19 и которое может использоваться согласно настоящему изобретению, представляет собой гу-

манизированное антитело против CD19, описанное в публикации международной заявки WO 

2016/048938 (называемое в настоящей заявке "CD19 МАВ-1"). 

Аминокислотная последовательность VH-домена CD19 МАВ-1 представляет собой (SEQ ID NO: 

108) (остатки CDRH подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность VL-домена CD19 МАВ-1 представляет собой (SEQ ID NO: 

109) (остатки CDRL подчеркнуты): 

 
Настоящее изобретение охватывает и конкретно включает CD137 х CD19-связывающие молекулы, 

которые содержат VL- и/или VH-домен и/или 1, 2 или все 3 из CDRL VL-домена и/или 1, 2 или все 3 из 

CDRH VH-домена моноклонального антитела против CD19 МАВ-1 против CD19 или любого из антител 

против CD19, описанных в патенте США № 7112324, или представленных в блинатумомабе 

(BLINCYTO; аминокислотную последовательность можно найти в источнике WHO Drug Information, 

2009, Recommended INN: List 62, 23(3):240-241) и дувортуксизумабе (также называемый MGD011; ами-

нокислотную последовательность можно найти в источнике WHO Drug Information, 2016, Proposed INN: 

List 116, 30(4):627-629). 

i) CD123-связывающие домены. 

CD123 (рецептор интерлейкина 3) содержит одну альфа-цепь, IL-3Ra, которая представляет собой 

молекулу массой 40 кДа. Интерлейкин 3 (IL-3) запускает раннюю дифференцировку мультипотентных 

стволовых клеток в эритроидные, миелоидные и лимфоидные клетки-предшественники. Сообщалось, что 

CD123 гиперэкспрессируется на злокачественных клетках в широком диапазоне злокачественных забо-

леваний системы крови, включая острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) и миелодиспластический синдром 

(МДС). Гиперэкспрессия CD123 связана с более плохим прогнозом при ОМЛ. 

Сайт связывания эпитопа любого антитела против CD123 может применяться в соответствии с на-

стоящим изобретением. Репрезентативное гуманизированное антитело, которое связывается с человече-

ским CD123 и которое может использоваться согласно настоящему изобретению, представляет собой 

"МАВ-1 против CD123" (см., например, публикацию международной заявки на патент согласно РСТ 

2015/026892). 

Аминокислотная последовательность VH-домена CD123 МАВ-1 представляет собой (SEQ ID NO: 

110) (остатки CDRH подчеркнуты): 
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Аминокислотная последовательность VL-домена CD123 МАВ-1 представляет собой (SEQ ID NO: 

111) (остатки CDRL подчеркнуты): 

 
Настоящее изобретение охватывает и конкретно включает CD137 х CD123-связывающие молекулы, 

которые содержат VL- и/или VH-домен и/или 1, 2 или все 3 из CDRL VL-домена и/или 1, 2 или все 3 из 

CDRH VH-домена моноклонального антитела против CD123 МАВ-1 против CD123 или любого из анти-

тел против CD123, описанных в патенте США US 2017/081424 и публикации международной заявки WO 

2016/036937, или присутствующие в антителах JNJ-63709178 (Johnson & Johnson, также см. публикацию 

международной заявки WO 2016/036937) и XmAb14045 (Xencor, также см. патент США US 

2017/081424). 

j) IL13Rα2. 

Гиперэкспрессия рецептора интерлейкина-13 α2 (IL13Rα2) наблюдается в различных типах рака, 

включая глиобластому, рак толстой и прямой кишки, рак шейки матки, рак поджелудочной железы, 

множественную меланому, остеосаркому, лейкоз, лимфому, рак предстательной железы и рак легкого. 

Антитела, которые иммуноспецифично связываются с IL13Rα2, являются коммерчески доступными и 

были описаны в данной области техники (см., например, публикацию международной заявки WO 

2008/146911). Репрезентативные гуманизированные антитела, которые связываются с человеческим 

IL13Rα2, включают "hu08" (см., например, публикацию международной заявки WO 2014/072888). 

Аминокислотная последовательность VH-домена hu08 (SEQ ID NO: 112) показана ниже (остатки 

CDR подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность VL-домена hu08 (SEQ ID NO: 113) показана ниже (остатки 

CDR подчеркнуты): 

 
Настоящее изобретение охватывает и конкретно включает CD137 х IL13Rα2-связывающие молеку-

лы, которые содержат VL- и/или VH-домен и/или 1, 2 или все 3 из CDRL VL-домена и/или 1, 2 или все 3 

из CDRH VH-домена моноклонального антитела против IL13Rα2 hu08. 

k) ROR1. 

Подобный рецепторной тирозинкиназе орфанный рецептор 1 ("ROR1") представляет собой мем-

бранный белок I типа, принадлежащий подсемейству рецепторов клеточной поверхности ROR. ROR1 

представляет собой онкоэмбриональный антиген, который экспрессируется многими тканями во время 

эмбриогенеза, отсутствует в большинстве зрелых тканей и экспрессируется при множестве злокачест-

венных заболеваний крови и солидных злокачественных образованиях, включая рак яичников, толстой 

кишки, легкого, лимфому, рак кожи, поджелудочной железы, яичек, мочевого пузыря, матки, предста-

тельной железы, надпочечника, молочной железы, В-клеточные злокачественные образования, а также в 

некоторых раковых стволовых клетках. Экспрессия ROR1 связана с низкодифференцированными опухо-

лями, обладающими менее дифференцированной морфологией, и коррелирует с плохим клиническим 

исходом. Сайт связывания эпитопа любого антитела против ROR1 может применяться в соответствии с 

настоящим изобретением. Ниже представлено репрезентативное гуманизированное/оптимизированное 

антитело против ROR1, которое может применяться для создания молекул согласно настоящему изобре-

тению, варианты указанного антитела описаны в публикации международной заявки WO 2017/142928. 

(1) Антитело против ROR1. 

Аминокислотная последовательность репрезентативного VH антитела против ROR1 представляет 

собой (SEQ ID NO: 114) (остатки CDR подчеркнуты): 

 
где X is I или V. 

Аминокислотная последовательность репрезентативного VL антитела против ROR1 представляет 

собой (SEQ ID NO: 115) (остатки CDR подчеркнуты): 

 
(2) Другие ROR1-связывающие домены. 

Помимо идентифицированных выше ROR1-связывающих доменов изобретение рассматривает 

применение любого из сайтов связывания эпитопа любого из следующих антител против ROR1: 4А5 (см. 
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патент США 8212009); R11, R12 и Y31 (см. патент США 9758586) и А1-А14 (см., например, патент США 

9228023). 

Настоящее изобретение охватывает и конкретно включает CD137 х RORl-связывающие молекулы, 

которые содержат VL- и/или VH-домен и/или 1, 2 или все 3 из CDRL VL-домена и/или 1, 2 или все 3 из 

CDRH VH-домен любого из моноклональных антител против ROR1, предложенных в настоящей заявке. 

D. CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно настоящему изобретению. 

Настоящее изобретение, в частности, направлено на Fc-содержащие тетравалентные и трехвалент-

ные CD137 х ОА-связывающие молекулы, способные одновременное связываться с CD137 и ОА, и дру-

гие Fc-содержащие CD137 х ОА-связывающие молекулы, способные одновременное связываться с 

CD137 и ОА. 

Настоящее изобретение также направлено на применение таких молекул для лечения рака и других 

заболеваний и состояний. 

1. Тетравалентные Fc-содержащие CD137 х ОА-диатела. 

Настоящее изобретение, в частности, включает широкое разнообразие Fc-содержащих диател, спо-

собных одновременно связываться с CD137 и ОА. Репрезентативные Fc-содержащие CD137 х ОА-

диатела описаны ниже. 

Такие тетравалентные Fc-содержащие диатела содержат две полипептидные цепи. Первая из таких 

полипептидных цепей может содержать в направлении от N-конца к С-концу: N-конец, вариабельный 

домен легкой цепи (VL) антитела, способный связываться с эпитопом "первого" антигена (VL1) (CD137 

или ОА), вариабельный домен тяжелой цепи (VH) антитела, способный связываться с эпитопом "второ-

го" антигена (VH2) (ОА, если был выбран VL1, связывающийся с эпитопом CD137; CD137, если был 

выбран VL1, связывающийся с эпитопом ОА), цистеин-содержащий домен, один или более дополни-

тельных доменов, как описано более подробно ниже, и С-конец. Вторая из таких полипептидных цепей 

может содержать в направлении от N-конца к С-концу: N-конец, вариабельный домен легкой цепи (VL) 

антитела, способный связываться с эпитопом "второго" антигена (VL2) (ОА, если первый антиген пред-

ставлял собой CD137; CD137, если первый антиген представлял собой ОА), вариабельный домен тяже-

лой цепи (VH) антитела, способный связываться с эпитопом "второго" антигена (VH2) (ОА, если был 

выбран VL2, связывающийся с эпитопом CD137; CD137, если был выбран VL2, связывающийся с эпито-

пом ОА), цистеин-содержащий домен, один или более дополнительных доменов, как описано более под-

робно ниже, и С-конец. Промежуточный линкерный пептид (линкер 1) отделяет вариабельный домен 

легкой цепи (VL1 или VL2) от вариабельного домена тяжелой цепи (VH1 или VH2). 

Согласно конкретным вариантам реализации изобретения, Fc-содержащие диатела согласно на-

стоящему изобретению представляют собой ковалентно связанные тетравалентные диатела, содержащие 

четыре сайта связывания эпитопа, которые содержат четыре полипептидных цепи и имеют общую струк-

туру, изображенную на фиг. 1А. Первая и третья полипептидные цепи такого диатела содержат в на-

правлении от N-конца к С-концу: (i) VL1-содержащий домен, (ii) VH2-содержащий домен, (iii) домен 

гетеродимеризации и (iv) домен, содержащий последовательность СН2-СН3. Вторая и четвертая поли-

пептидные цепи содержат: (i) VL2-содержащий домен, (ii) VH1-содержащий домен и (iii) домен гетеро-

димеризации, где указанные домены гетеродимеризации обеспечивают димеризацию и ковалентное свя-

зывание первой/третьей полипептидных цепей со второй/четвертой полипептидными цепями. VH-

домены связаны с доменами гетеродимеризации с помощью промежуточных линкерных пептидов (лин-

кер 2), которые могут содержать цистеиновый остаток. Необязательно или дополнительно обеспечиваю-

щие гетеродимеризацию домены могут содержать цистеиновые остатки. В репрезентативном варианте 

реализации CD137 х ОА-биспецифичного Fc-содержащего диатела С-конец домена гетеродимеризации 

первой полипептидной цепи связан с СН2-СН3-доменами с помощью промежуточного линкерного пеп-

тида (линкер 3). VL- и/или VH-домены третьей и четвертой полипептидных цепей и VL- и/или VH-

домены первой и второй полипептидных цепей могут быть одинаковыми или различаться таким образом, 

чтобы позволить тетравалентное связывание, которое является моноспецифичным, биспецифичным или 

тетраспецифичным. В табл. 3, ниже, обозначения "VL3" и "VH3" относятся, соответственно, к вариа-

бельному домену легкой цепи и вариабельному домену тяжелой цепи, которые связываются с "третьим" 

эпитопом такого диатела. Подобным образом, обозначения "VL4" и "VH4" означают, соответственно, 

вариабельный домен легкой цепи и вариабельный домен тяжелой цепи такого диатела, которые связы-

ваются с "четвертым" эпитопом. Общая структура полипептидных цепей репрезентативных четырехце-

почечных биспецифичных Fc-содержащих диател согласно изобретению предложена в табл. 3. 
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Таблица 3 

 
(- - обозначает цистеин-содержащий полипептидный домен, который содержит один, два или бо-

лее двух цистеиновых остатков. Предполагается, что данная схема является иллюстративной и неограни-

чивающей. Цистеиновые остатки могут присутствовать в дополнительных или альтернативных доменах, 

например, в пределах домена гетеродимеризации (HPD)). 

Согласно конкретным вариантам реализации изобретения, CD137 х ОА-связывающие молекулы со-

гласно настоящему изобретению представляют собой биспецифичные тетравалентные (т.е. содержащие 

четыре сайта связывания эпитопа) Fc-содержащие диатела, которые состоят в общем из четырех поли-

пептидных цепей (фиг. 1А-1С). CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно изобретению представля-

ют собой биспецифичные тетравалентные Fc-содержащие диатела, которые содержат два сайта связыва-

ния эпитопа, иммуноспецифичных в отношении CD137 (которые могут быть способны связываться с 

одним и тем же эпитопом CD137 или с разными эпитопами CD137), и два сайта связывания эпитопа, им-

муноспецифичных в отношении опухолевого антигена (которые могут быть способны связываться с од-

ним и тем же эпитопом ОА или с разными эпитопами ОА или с разными эпитопами различных ОА). 

Согласно дополнительному варианту реализации изобретения, содержащие Fc-домен диатела со-

гласно настоящему изобретению могут содержать три полипептидные цепи. Первый полипептид такого 

диатела часто содержит три домена: (i) VL1-содержащий домен, (ii) VH2-содержащий домен и (iii) до-

мен, содержащий последовательность СН2-СН3. Второй полипептид такого диатела часто содержит: (i) 

VL2-содержащий домен, (ii) VH1-содержащий домен и (iii) домен, который обеспечивает гетеродимери-

зацию и ковалентное связывание с первой полипептидной цепью диатела. Третий полипептид такого 

диатела часто содержит последовательность СН2-СН3. Таким образом, первая и вторая полипептидные 

цепи такого диатела часто объединяются вместе с образованием эпитоп-связывающего домена VL1/VH1, 

который способен связываться либо с первым, либо со вторым эпитопом, а также эпитоп-связывающего 

домена VL2/VH2, который способен связываться с другими из таких эпитопов. Первый и второй поли-

пептиды часто связаны друг с другом с помощью дисульфидной связи, включающей цистеиновый остат-

ки в их соответствующих третьих доменах. Следует отметить, что первая и третья полипептидные цепи 

часто объединяются друг с другом с образованием Fc-домена, который стабилизируется с помощью ди-

сульфидной связи. На фиг. 1D показана репрезентативная структура таких диател. 

Согласно каждому из указанных выше вариантов реализации изобретения, вариабельный домен 

легкой цепи первой полипептидной цепи (VL1) координационно выбран таким образом, чтобы позволить 

его взаимодействие с вариабельным доменом тяжелой цепи второй полипептидной цепи (VH1) с образо-

ванием таким образом функционального сайта связывания эпитопа, который способен иммуноспеци-

фично связываться с эпитопом первого антигена (т.е. ОА или CD137). Подобным образом, вариабельный 

домен легкой цепи второй полипептидной цепи (VL2) координационно выбран таким образом, чтобы 

позволить его взаимодействие с вариабельным доменом тяжелой цепи первой полипептидной цепи 

(VH2) с образованием таким образом функционального сайта связывания эпитопа, который способен 

иммуноспецифично связываться с эпитопом второго антигена (т.е. ОА или CD137). Таким образом, ва-

риабельные домены легких цепей и вариабельные домены тяжелых цепей координационно выбраны та-

ким образом, что две полипептидные цепи вместе содержат сайты связывания эпитопа, способные свя-

зываться с CD137 и ОА. 

Дополнительные Fc-содержащие диатела согласно настоящему изобретению содержат пять поли-

пептидных цепей и изображены на фиг. 2. Первая полипептидная цепь такого диатела содержит: (i) VH1-

содержащий домен, (ii) CH1-содержащий домен и (iii) домен, содержащий последовательность СН2-

СН3. Первая полипептидная цепь может представлять собой тяжелую цепь антитела, которая содержит 

VH1 и константный участок тяжелой цепи. Вторая и пятая полипептидные цепи такого диатела содер-

жат: (i) VL1-содержащий домен и (ii) CL-содержащий домен. Вторая и/или пятая полипептидные цепи 

такого диатела могут представлять собой легкие цепи антитела, которые содержит VL1, комплементар-

ный VH1-домен первой/третьей полипептидной цепи. Первая, вторая и/или пятая полипептидные цепи 

могут быть выделены из природного антитела. Альтернативно, они могут быть сконструированы реком-

бинантным путем. Согласно одному варианту реализации изобретения, вторая и пятая полипептидные 

цепи имеют одинаковую аминокислотную последовательность. Третья полипептидная цепь такого диа-
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тела содержит: (i) VH1-содержащий домен, (ii) CH1-содержащий домен, (iii) домен, содержащий после-

довательность СН2-СН3, (iv) VL2-содержащий домен, (v) VH3-содержащий домен и (vi) домен гетеро-

димеризации, где указанные домены гетеродимеризации обеспечивают димеризацию третьей цепи с чет-

вертой цепью. Четвертый полипептид таких диател содержит: (i) VL3-содержащий домен, (ii) VH2-

содержащий домен и (iii) домен, который обеспечивает гетеродимеризацию и ковалентное связывание с 

третьей полипептидной цепью диатела. С-конец VH3- и VH2-содержащих доменов третьей и четвертой 

полипептидных цепей связан с доменом гетеродимеризации с помощью промежуточного линкерного 

пептида (линкер 2), и С-конец СН2-СН3-доменов третьей полипептидной цепи связан с VL2-

содержащим доменом с помощью промежуточного линкерного пептида (линкер 4). 

Таким образом, первая и вторая, а также третья и пятая полипептидные цепи таких диател соеди-

няются с образованием двух сайтов связывания VL1/VH1, способных связываться с первым эпитопом. 

Третья и четвертая полипептидные цепи таких диател соединяются с образованием одного связывающе-

го домена диатела, содержащего сайт связывания VL2/VH2, который способен связываться со вторым 

эпитопом, а также сайт связывания VL3/VH3, который способен связываться с третьим эпитопом. Пер-

вый и третий полипептиды связаны друг с другом с помощью дисульфидной связи, включающей цис-

теиновые остатки в их соответствующих константных участках. Следует отметить, что первая и третья 

полипептидные цепи соединяются друг с другом с образованием Fc-участка. Такие биспецифичные диа-

тела обладают повышенной активностью. На фиг. 2 показана структура таких диател. Необходимо пони-

мать, что домены VL1/VH1, VL2/VH2 и VL3/VH3 могут быть одинаковыми или могут различаться таким 

образом, чтобы позволить связывание, которое является моноспецифичным, биспецифичным или трис-

пецифичным. Однако, как предложено в настоящей заявке, указанные домены выбраны таким образом, 

чтобы обеспечивать связывание с CD137 и ОА. 

VL- и VH-домены полипептидных цепей выбраны таким образом, чтобы образовывались сайты 

связывания VL/VH, специфичные в отношении желаемого эпитопа. Сайты связывания VL/VH, образо-

ванные в результате объединения полипептидных цепей, могут быть одинаковыми или могут различать-

ся таким образом, чтобы позволить тетравалентное связывание, которое является моноспецифичным, 

биспецифичным, триспецифичным или тетраспецифичным. В частности, VL- и VH-домены могут быть 

выбраны таким образом, что биспецифичное диатело может содержать два сайта связывания первого 

эпитопа и два сайта связывания второго эпитопа или три сайта связывания первого эпитопа и один сайт 

связывания второго эпитопа или два сайта связывания первого эпитопа, один сайт связывания второго 

эпитопа и один сайт связывания третьего эпитопа (как изображено на фиг. 2). Общая структура полипеп-

тидных цепей репрезентативных пятицепочечных содержащих Fc-участок диател согласно изобретению 

предложена в табл. 4. 

Таблица 4 

 
(- - обозначает цистеин-содержащий полипептидный домен, который содержит один, два или бо-

лее двух цистеиновых остатков. Предполагается, что данная схема является иллюстративной и неограни-

чивающей. Цистеиновый остатки могут присутствовать в дополнительных или альтернативных доменах, 

таких как домен гетеродимеризации (HPD)). 

Согласно конкретным вариантам реализации изобретения, CD137 х ОА-связывающие молекулы со-

гласно настоящему изобретению представляют собой биспецифичные тетравалентные (т.е. содержащие 

четыре сайта связывания эпитопа) Fc-содержащие диатела, которые состоят в целом из пяти полипеп-
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тидных цепей, содержащих два сайта связывания эпитопа, иммуноспецифичных в отношении CD137 

(которые могут быть способны связываться с одним и тем же эпитопом CD137 или с разными эпитопами 

CD137), и два сайта связывания эпитопа, иммуноспецифичных в отношении ОА (которые могут быть 

способны связываться с одним и тем же эпитопом ОА или с разными эпитопами ОА или с разными эпи-

топами различных ОА). Согласно другому варианту реализации изобретения, CD137 х ОА-связывающие 

молекулы согласно изобретению представляют собой биспецифичные тетравалентные Fc-содержащие 

диатела, которые содержат три сайта связывания эпитопа, иммуноспецифичных в отношении CD137 (ко-

торые могут быть способны связываться с одним и тем же эпитопом CD137 или с двумя или тремя раз-

личными эпитопами CD137), и один сайт связывания эпитопа, специфичный в отношении ОА. 

2. Трехвалентные CD137 х ОА-связывающие молекулы. 

Согласно одному варианту реализации изобретения CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно 

настоящему изобретению являются трехвалентными и содержат первый сайт связывания эпитопа (на-

пример, VL1 и VH1), второй сайт связывания эпитопа (например, VL2 и VH2) и третий сайт связывания 

эпитопа (например, VL3 и VH3) и, таким образом, способны связываться с эпитопом ОА, эпитопом 

CD137 и третьим эпитопом, где указанный третий эпитоп может представлять собой: 

(a) тот же или другой эпитоп ОА; 

(b) тот же или другой эпитоп CD137; или 

(c) эпитоп другого ОА. 

Согласно конкретным вариантам реализации изобретения, такие "трехвалентные CD137 х ОА-

связывающие молекулы" согласно настоящему изобретению содержат два сайта связывания эпитопа для 

эпитопа CD137 (где указанные эпитопы могут быть одинаковыми или разными) и один сайт связывания 

эпитопа для эпитопа ОА. 

В целом, такие трехвалентные CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно настоящему изобре-

тению состоят из трех, четырех, пяти или более полипептидных цепей, которые с помощью одной или 

более дисульфидных связей между парами таких полипептидов образуют ковалентно связанный молеку-

лярный комплекс, который содержит "связывающий домен по типу диатела" и "связывающий домен не 

по типу диатела". 

"Связывающий домен по типу диатела" представляет собой эпитоп-связывающий домен диатела и, 

в частности, диатела DART. Термины "диатело" и "диатело DART" обсуждались выше. Предполага-

ется, что связывающий домен "не по типу диатела" означает связывающий домен, который не имеет 

структуру связывающего домена по типу диатела. Как правило, связывающий домен не по типу диатела 

представляет собой связывающий домен по типу Fab или связывающий домен по типу ScFv. При исполь-

зовании в настоящей заявке термин "связывающий домен по типу Fab" относится к эпитоп-

связывающему домену, который образуется в результате взаимодействия VL-домена легкой цепи имму-

ноглобулина и комплементарного VH-домена тяжелой цепи иммуноглобулина. Связывающие домены по 

типу Fab отличаются от связывающего домена по типу диатела тем, что две полипептидные цепи, кото-

рые образуют связывающий домен по типу Fab, содержат только один эпитоп-связывающий домен, то-

гда как две полипептидные цепи, которые образуют связывающий домен по типу диатела, содержат по 

меньшей мере два эпитоп-связывающих домена. Связывающие домены по типу ScFv отличаются от свя-

зывающего домена по типу диатела тем, что VL- и VH-домены одной полипептидной цепи взаимодейст-

вуют с образованием эпитоп-связывающего домена. Таким образом, при использовании в настоящей за-

явке связывающие домены по типу Fab и связывающие домены по типу ScFv отличаются от связываю-

щего домена по типу диатела. 

Таким образом, трехвалентные CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно настоящему изобре-

тению содержат: 

(I) "первый" эпитоп-связывающий домен, который способен иммуноспецифично связываться с 

"первым" эпитопом; 

(II) "второй" эпитоп-связывающий домен, который способен иммуноспецифично связываться со 

"вторым" эпитопом; 

(III) "третий" эпитоп-связывающий домен, который способен иммуноспецифично связываться с 

"третьим" эпитопом; и 

(IV) Fc-домен, который образуется в результате объединения двух СН2-СН3-доменов друг с дру-

гом; где 

(А) оба из "первого" эпитоп-связывающего домена и "второго" эпитоп-связывающего домена явля-

ются "связывающими доменами по типу диатела"; 

(B) "третий" эпитоп-связывающий домен представляет собой связывающий домен не по типу диа-

тела; и 

(C) один из таких "первого", "второго" или "третьего" эпитоп-связывающих доменов связывается с 

эпитопом ОА, и другой из таких "первого", "второго" или "третьего" эпитоп-связывающих доменов свя-

зывается с эпитопом CD137. 

Эпитоп, с которым связывается оставшийся эпитоп-связывающий домен, может представлять собой 

любой желаемый эпитоп, например, эпитоп CD137. Такой эпитоп может быть таким же или может отли-
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чаться от эпитопа CD137, с которым связываются другие эпитоп-связывающие домены указанной моле-

кулы. 

На фиг. 3А-3С представлено схематичное изображение доменов репрезентативных трехвалентных 

CD137 х ОА-связывающих молекул. На фиг. 3А схематично показаны домены репрезентативных трехва-

лентных CD137 х ОА-связывающих молекул, которые собраны в результате ковалентного объединения 

четырех полипептидных цепей и содержат одни сайт связывания не по типу диатела (VL3/VH3 и, таким 

образом, являются одновалентными в отношении такого эпитопа) и два сайта связывания по типу диате-

ла (VL1/VH1 и VL2/VH2 и, таким образом, являются одновалентными в отношении каждого из таких 

эпитопов). На фиг. 3В-3С схематично показаны домены репрезентативных трехвалентных CD137 х ОА-

связывающих молекул, которые собраны в результате ковалентного объединения трех полипептидных 

цепей и одержат один сайт связывания не по типу диатела (VL3/VH3 и, таким образом, являются однова-

лентными в отношении такого эпитопа) и два сайта связывания по типу диатела (VL1/VH1 и VL2/VH2 и, 

таким образом, являются одновалентными в отношении каждого из таких эпитопов). Сайт связывания не 

по типу диатела представляет собой связывающий домен по типу Fab на фиг. 3А-3В и представляет со-

бой связывающий домен по типу scFv на фиг. 3С. Как предложено ниже, сайты связывания VL/VH, обра-

зованные в результате объединения полипептидных цепей, могут быть одинаковыми или могут разли-

чаться таким образом, чтобы позволить трехвалентное связывание, которые является моноспецифичным, 

биспецифичным или триспецифичным. 

II. Репрезентативные CD137 х ОА-связывающие молекулы. 

Изобретение обеспечивает CD137 х ОА-связывающие молекулы, которые представляют собой бис-

пецифичные тетравалентные Fc-диатела, способные одновременно и специфично связываться с CD137 и 

ОА. Как указано выше, CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно настоящему изобретению могут 

содержать три, четыре или пять полипептидных цепей. Полипептидные цепи репрезентативных CD137 х 

ОА-связывающих молекул, способных связываться с CD137 и ОА PD-L1 или HER2, представлены ниже 

(обозначены как "DART-A", "DART-A1", "DART-A2", "DART-А3", "DART-A4", "DART-A5", "DART-

A6", "DART-A7", "DART-A8", "DART-A9", "DART-A10", "DART-B1" и "DART-B2"). Изобретение до-

полнительно обеспечивает CD137 х ОА-связывающие молекулы, которые представляют собой биспеци-

фичные трехвалентые связывающие молекулы, способные одновременно и специфично связываться с 

CD137 и ОА. Как указано выше, трехвалентные CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно настоя-

щему изобретению могут содержать четыре полипептидные цепи. Полипептидные цепи репрезентатив-

ных трехвалентных CD137 х ОА-связывающих молекул, способных связываться с CD137 и ОА PD-L1 

или HER2, обозначены как "TRIDENT-A", "TRIDENT-A4", "TRIDENT-A5", "TRIDENT-A6", "TRIDENT-

B1", "TRIDENT-B1". 

А. Тетравалентные CD137 х ОА-связывающие молекулы. 

1. DART-A. 

DART-A представляет собой тетравалентную CD137 х CD137 х ОА х ОА-связывающую молекулу, 

содержащую два сайта связывания CD137 и два сайта связывания репрезентативного ОА, PD-L1. DART-

A состоит из четырех полипептидных цепей, из которых первая и третья полипептидные цепи являются 

одинаковыми, и вторая и четвертая полипептидные цепи являются одинаковыми (см. фиг. 1В). DART-A 

содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.1) и МАВ-2 против hPD-L1 (1.1). 

Первая и третья полипептидные цепи DART-A содержат в направлении от N-конца к С-концу: N-

конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с PD-L1 (VLPD-L1) (VL1 МАВ-2 

против hPD-L1 (SEQ ID NO: 58)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID 

NO: 16)), VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VHCD137) (VH1 МАВ-6 

против CD137 (SEQ ID NO: 46)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 

18)), обеспечивающий гетеродимеризацию домен (E-coil) (  

(SEQ ID NO: 39)), линкер (LEPKSADKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 30)), СН2-СН3-домен репрезентативного 

IgG1 человека, содержащий замены L234A/L235A/M252Y/S254T/T256E (SEQ ID NO: 43, где X отсутст-

вует), и С-конец. 

Таким образом, первая и третья полипептидные цепи DART-А состоят из: SEQ ID NO: 58 - SEQ ID 

NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 30 - SEQ ID NO: 43. 
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Аминокислотная последовательность первой и третьей полипептидных цепей DART-А представля-

ет собой (SEQ ID NO: 116): 

 
Могут использоваться альтернативные первая и третья полипептидные цепи DART-A, которые со-

держат обеспечивающий гетеродимеризацию домен (E-coil) без цистеинового остатка 

(  (SEQ ID NO: 37)). 

Такие альтернативные первая и третья полипептидные цепи DART-A состоят из: SEQ ID NO: 58 - 

SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 30 - SEQ ID NO: 43. Мо-

гут использоваться дополнительные альтернативные первая и третья полипептидные цепи DART-A, в 

которых аминокислотные остатки последовательности SEQ ID NO: 58 (VL1 МАВ-2 против hPD-L1) за-

мещены на аминокислотные остатки последовательности SEQ ID NO: 72 (VL2 МАВ-2 против hPD-L1). 

Альтернативные молекулы, содержащие многие из таких полипептидных цепей, описаны ниже. 

Вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A содержат в направлении от N-конца к С-концу: 

N-конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137 (VL1 МАВ-6 

против CD137 (SEQ ID NO: 50)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID 

NO: 16)), VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с PD-L1 (VHPD-L1 (VH1 МАВ-2 

против hPD-L1, SEQ ID NO: 57)), промежуточный линкерный пептид (Линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 

18)), обеспечивающий гетеродимеризацию домен (K-coil) (  

(SEQ ID NO: 40) и С-конец. 

Таким образом, вторая и четвертая полипептидные цепи DART-А состоят из: SEQ ID NO: 50 - SEQ 

ID NO: 16 - SEQ ID NO: 57 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40. 

Аминокислотная последовательность второй и четвертой полипептидных цепей DART-A представ-

ляет собой (SEQ ID NO: 117): 

 
Могут использоваться альтернативные вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A, которые 

содержат обеспечивающий гетеродимеризацию домен (K-coil) без цистеинового остатка (например, 

 (SEQ ID NO: 38)). Такие альтернативные вторая и четвертая 

полипептидные цепи DART-A иногда состоят из: SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 57 - SEQ 

ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. Могут использоваться дополнительные альтернативные первая и третья по-

липептидные цепи DART-A, в которых аминокислотные остатки последовательности SEQ ID NO: 50 

(VL1 МАВ-6 против CD137) замещены на аминокислотные остатки последовательности SEQ ID NO: 55 

(VL2 МАВ-6 против CD137) или SEQ ID NO: 56 (VL3 МАВ-6 против CD137) и/или аминокислотные ос-

татки последовательности SEQ ID NO: 57 (VH1 МАВ-2 против hPD-L1) замещены на аминокислотные 

остатки последовательности SEQ ID NO: 67 (VH2 МАВ-2 против hPD-L1), SEQ ID NO: 68 (VH3 МАВ-2 

против hPD-L1), SEQ ID NO: 69 (VH4 MAB-2 против hPD-L1), SEQ ID NO: 70 (VH5 МАВ-2 против hPD-

L1) или SEQ ID NO: 72 (VH6 МАВ-2 против hPD-L1). Альтернативно, VL/VH-домены PD-L1 могут быть 

замещены на VL/VH-домены ОА-связывающей молекулы, которая связывается с другим эпитопом PD-

L1 или которая связывается с другим ОА. Альтернативные молекулы, содержащие многие из таких по-

липептидных цепей, описаны ниже. 

2. DART-A1. 

DART-A1 представляет собой тетравалентную CD137 х CD137 х ОА х ОА-связывающую молекулу, 

содержащую два сайта связывания CD137 и два сайта связывания репрезентативного ОА, PD-L1. DART-

A1 состоит из четырех полипептидных цепей, из которых первая и третья полипептидные цепи являются 

одинаковыми, и вторая и четвертая полипептидные цепи являются одинаковыми (см. фиг. 3В). DART-A1 

содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.1) и МАВ-2 против hPD-L1 (2.1). 

Первая и третья полипептидные цепи DART-A1 содержат в направлении от N-конца к С-концу: N-

конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с PD-L1 (VLPD-L1) (VL1 МАВ-2 



046873 

- 49 - 

против hPD-L1 (SEQ ID NO: 58)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID 

NO: 16)), VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VHCD137) (VH1 МАВ-6 

против CD137 (SEQ ID NO: 46)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 

18)), обеспечивающий гетеродимеризацию домен (E-coil) (  

(SEQ ID NO: 39)), линкер (LEPKSADKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 30)), СН2-СН3-домен репрезентативного 

IgG1 человека, содержащий замены L234A/L235A/M252Y/S254T/T256E (SEQ ID NO: 43), и С-конец. 

Таким образом, первая и третья полипептидные цепи DART-A1 состоят из: SEQ ID NO: 58 - SEQ ID 

NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 30 - SEQ ID NO: 43. 

Аминокислотная последовательность первой и третьей полипептидных цепей DART-A1 представ-

ляет собой (SEQ ID NO: 118): 

 
Вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A1 содержат в направлении от N-конца к С-концу: 

N-конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137 (VL1 МАВ-6 

против CD137 (SEQ ID NO: 50)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID 

NO: 16)), VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с PD-L1 (VHPD-L1 (VH2 МАВ-2 

против hPD-L1, SEQ ID NO: 67)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 

18)), обеспечивающий гетеродимеризацию домен (K-coil) (  

(SEQ ID NO: 40)) и С-конец. 

Таким образом, вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A1 состоят из: SEQ ID NO: 50 - SEQ 

ID NO: 16 - SEQ ID NO: 67 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40. 

Аминокислотная последовательность второй и четвертой полипептидных цепей DART-A1 пред-

ставляет собой (SEQ ID NO: 119): 

 
Специально предполагается, что могут использоваться альтернативные первая/третья и вто-

рая/четвертая полипептидные цепи DART-A1, которые содержат обеспечивающие гетеродимеризацию 

домены (E-coil и K-coil) без цистеинового остатка (например,  

(SEQ ID NO: 37) и  (SEQ ID NO: 38)). Такие альтернативные 

первая/третья полипептидные цепи DART-A1 иногда состоят из: SEQ ID NO: 58 - SEQ ID NO: 16 - SEQ 

ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 30 - SEQ ID NO: 43, и такие альтернативные 

вторая/четвертая полипептидные цепи DART-A1 иногда состоят из: SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - 

SEQ ID NO: 67 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. 

3. DART-A2. 

DART-A2 представляет собой тетравалентную CD137 x CD137 x OA x OA-связывающую молекулу, 

содержащую два сайта связывания CD137 и два сайта связывания репрезентативного OA, PD-L1. DART-

A2 состоит из четырех полипептидных цепей, из которых первая и третья полипептидные цепи являются 

одинаковыми, и вторая и четвертая полипептидные цепи являются одинаковыми (см. фиг. 3В). DART-A2 

содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.1) и МАВ-2 против hPD-L1 (2.2) 

Первая и третья полипептидные цепи DART-A2 содержат в направлении от N-конца к С-концу: N-

конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с PD-L1 (VLPD-L1) (VL2 МАВ-2 

против hPD-L1 (SEQ ID NO: 72)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID 

NO: 16)), VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VHCD137) (VH1 МАВ-6 

против CD137 (SEQ ID NO: 46)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 

18)), обеспечивающий гетеродимеризацию домен (E-coil) (  

(SEQ ID NO: 39)), линкер (LEPKSADKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 30)), СН2-СН3-домен репрезентативного 

IgG1 человека, содержащий замены L234A/L235A/M252Y/S254T/T256E (SEQ ID NO: 43), и С-конец. 

Таким образом, первая и третья полипептидные цепи DART-A2 состоят из: SEQ ID NO: 72 - SEQ ID 

NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 30 - SEQ ID NO: 43. 
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Аминокислотная последовательность первой и третьей полипептидных цепей DART-A2 представ-

ляет собой (SEQ ID NO: 120): 

 
Вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A2 являются такими же, как вторая и четвертая по-

липептидные цепи DART-A1 (SEQ ID NO: 119). 

Специально предполагается, что могут использоваться альтернативные первая/третья и вто-

рая/четвертая полипептидные цепи DART-A2, которые содержат обеспечивающие гетеродимеризацию 

домены (E-coil и K-coil) без цистеинового остатка (например,  

(SEQ ID NO: 37) и  (SEQ ID NO: 38)). Такие альтернативные 

DART-A2 первая/третья полипептидные цепи иногда состоят из: SEQ ID NO: 72 - SEQ ID NO: 16 - SEQ 

ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 30 - SEQ ID NO: 43, и такие альтернативные 

вторая/четвертая полипептидные цепи DART-A2 иногда состоят из: SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - 

SEQ ID NO: 67 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. 

4. DART-A3. 

DART-А3 представляет собой тетравалентную CD137 x CD137 x OA x OA-связывающую молекулу, 

содержащую два сайта связывания CD137 и два сайта связывания репрезентативного OA, PD-L1. DART-

A3 состоит из четырех полипептидных цепей, из которых первая и третья полипептидные цепи являются 

одинаковыми, и вторая и четвертая полипептидные цепи являются одинаковыми (см. фиг. 3В). DART-А3 

содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.1) и МАВ-2 против hPD-L1 (3.1). 

Первая и третья полипептидные цепи DART-А3 являются такими же, как первая и третья полипеп-

тидные цепи DART-A1 (SEQ ID NO: 118). 

Вторая и четвертая полипептидные цепи DART-А3 содержат в направлении от N-конца к С-концу: 

N-конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137 (VL1 МАВ-6 

против CD137 (SEQ ID NO: 50)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID 

NO: 16)), VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с PD-L1 (VHPD-L1 (VH3 МАВ-2 

против hPD-L1, SEQ ID NO: 68)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 

18)), обеспечивающий гетеродимеризацию домен (K-coil) (  

(SEQ ID NO: 40)) и С-конец. 

Таким образом, вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A3 состоят из: SEQ ID NO: 50 - SEQ 

ID NO: 16 - SEQ ID NO: 68 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40. 

Аминокислотная последовательность второй и четвертой полипептидных цепей DART-А3 пред-

ставляет собой (SEQ ID NO: 121): 

 
Специально предполагается, что могут использоваться альтернативные первая/третья и вто-

рая/четвертая полипептидные цепи DART-А3, которые содержат обеспечивающие гетеродимеризацию 

домены (E-coil и K-coil) без цистеинового остатка (например,  

(SEQ ID NO: 37) и  (SEQ ID NO: 38)). Такие альтернативные 

первая/третья полипептидные цепи DART-А3 иногда состоят из: SEQ ID NO: 58 - SEQ ID NO: 16 - SEQ 

ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 30 - SEQ ID NO: 43, и такие альтернативные 

вторая/четвертая полипептидные цепи DART-А3 иногда состоят из: SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - 

SEQ ID NO: 68 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38 

5. DART-A4. 

DART-A4 представляет собой тетравалентную CD137 x CD137 x OA x OA-связывающую молекулу, 

содержащую два сайта связывания CD137 и два сайта связывания репрезентативного OA, PD-L1. DART-

A4 состоит из четырех полипептидных цепей, из которых первая и третья полипептидные цепи являются 

одинаковыми, и вторая и четвертая полипептидные цепи являются одинаковыми (см. фиг. 3В). DART-A4 

содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.1) и МАВ-2 против hPD-L1 (3.2). 
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Первая и третья полипептидные цепи DART-A4 являются такими же, как первая и третья полипеп-

тидные цепи DART-A2 (SEQ ID NO: 120). 

Вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A4 являются такими же, как вторая и четвертая по-

липептидные цепи DART-A3 (SEQ ID NO: 121). 

Специально предполагается, что могут использоваться альтернативные первая/третья и вто-

рая/четвертая полипептидные цепи DART-A4, которые содержат обеспечивающие гетеродимеризацию 

домены (E-coil и K-coil) без цистеинового остатка (например,  

(SEQ ID NO: 37) и  (SEQ ID NO: 38)). Такие альтернативные 

первая/третья полипептидные цепи DART-A4 иногда состоят из: SEQ ID NO: 72 - SEQ ID NO: 16 - SEQ 

ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 30 - SEQ ID NO: 43, и такие альтернативные 

вторая/четвертая полипептидные цепи DART-A4 иногда состоят из: SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - 

SEQ ID NO: 68 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. 

6. DART-A5. 

DART-A5 представляет собой тетравалентную CD137 x CD137 x OA x OA-связывающую молекулу, 

содержащую два сайта связывания CD137 и два сайта связывания репрезентативного OA, PD-L1. DART-

A5 состоит из четырех полипептидных цепей, из которых первая и третья полипептидные цепи являются 

одинаковыми, и вторая и четвертая полипептидные цепи являются одинаковыми (см. фиг. 3В). DART-A5 

содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.2) и МАВ-2 против hPD-L1 (3.2). 

Первая и третья полипептидные цепи DART-A5 являются такими же, как первая и третья полипеп-

тидные цепи DART-A2 (SEQ ID NO: 120). 

Вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A5 содержат в направлении от N-конца к С-концу: 

N-конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137 (VL2 МАВ-6 

против CD137 (SEQ ID NO: 55)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID 

NO: 16)), VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с PD-L1 (VHPD-L1 (VH2 МАВ-2 

против hPD-L1, SEQ ID NO: 68)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 

18)), обеспечивающий гетеродимеризацию домен (K-coil) (  

(SEQ ID NO: 40)) и С-конец. 

Таким образом, вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A5 состоят из: SEQ ID NO: 55 - SEQ 

ID NO: 16 - SEQ ID NO: 68 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40. 

Аминокислотная последовательность второй и четвертой полипептидных цепей DART-A5 пред-

ставляет собой (SEQ ID NO: 122): 

 
Специально предполагается, что могут использоваться альтернативные первая/третья и вто-

рая/четвертая полипептидные цепи DART-A5, которые содержат обеспечивающие гетеродимеризацию 

домены (E-coil и K-coil) без цистеинового остатка (например,  

(SEQ ID NO: 37) и  (SEQ ID NO: 38)). Такие альтернативные 

первая/третья полипептидные цепи DART-A5 иногда состоят из: SEQ ID NO: 72 - SEQ ID NO: 16 - SEQ 

ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 30 - SEQ ID NO: 43, и такие альтернативные 

вторая/четвертая полипептидные цепи DART-A5 иногда состоят из: SEQ ID NO: 55 - SEQ ID NO: 16 - 

SEQ ID NO: 68 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. 

7. DART-A6. 

DART-A6 представляет собой тетравалентную CD137 x CD137 x OA x OA-связывающую молекулу, 

содержащую два сайта связывания CD137 и два сайта связывания репрезентативного OA, PD-L1. DART-

A6 состоит из четырех полипептидных цепей, из которых первая и третья полипептидные цепи являются 

одинаковыми, и вторая и четвертая полипептидные цепи являются одинаковыми (см. фиг. 3В). DART-A6 

содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.3) и hPD-L1 MAB -2(3.2) 

Первая и третья полипептидные цепи DART-A6 являются такими же, как первая и третья полипеп-

тидные цепи DART-A2 (SEQ ID NO: 120). 

Вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A6 содержат в направлении от N-конца к С-концу: 

N-конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137 (VL3 МАВ-6 

против CD137 (SEQ ID NO: 56)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID 

NO: 16)), VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с PD-L1 (VHPD-L1 (VH3 МАВ-2 

против hPD-L1, SEQ ID NO: 68)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 

18)), обеспечивающий гетеродимеризацию домен (K-coil) (  

(SEQ ID NO: 40) и С-конец. 

Таким образом, вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A6 состоят из: SEQ ID NO: 56 - SEQ 

ID NO: 16 - SEQ ID NO: 68 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40. 
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Аминокислотная последовательность второй и четвертой полипептидных цепей DART-A6 пред-

ставляет собой (SEQ ID NO: 123): 

 
Специально предполагается, что могут использоваться альтернативные первая/третья и вто-

рая/четвертая полипептидные цепи DART-A6, которые содержат обеспечивающие гетеродимеризацию 

домены (E-coil и K-coil) без цистеинового остатка (например,  

(SEQ ID NO: 37) и  (SEQ ID NO: 38)). Такие альтернативные 

первая/третья полипептидные цепи DART-A6 иногда состоят из: SEQ ID NO: 72 - SEQ ID NO: 16 - SEQ 

ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 30 - SEQ ID NO: 43, и такие альтернативные 

вторая/четвертая полипептидные цепи DART-A6 иногда состоят из: SEQ ID NO: 56 - SEQ ID NO: 16 - 

SEQ ID NO: 68 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. 

8. DART-A7. 

DART-A7 представляет собой тетравалентную CD137 x CD137 x OA x OA-связывающую молекулу, 

содержащую два сайта связывания CD137 и два сайта связывания репрезентативного OA, PD-L1. DART-

A7 состоит из четырех полипептидных цепей, из которых первая и третья полипептидные цепи являются 

одинаковыми, и вторая и четвертая полипептидные цепи являются одинаковыми (см. фиг. 3В). DART-A7 

содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.1) и МАВ-2 против hPD-L1 (4.2). 

Первая и третья полипептидные цепи DART-A7 являются такими же, как первая и третья полипеп-

тидные цепи DART-A2 (SEQ ID NO: 120). 

Вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A7 содержат в направлении от N-конца к С-концу: 

N-конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137 (VL1 МАВ-6 

против CD137 (SEQ ID NO: 50)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID 

NO: 16)), VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с PD-L1 (VHPD-L1 (VH4 МАВ-2 

против hPD-L1, SEQ ID NO: 69)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 

18)), обеспечивающий гетеродимеризацию домен (K-coil) (  

(SEQ ID NO: 40) и С-конец. 

Таким образом, вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A7 состоят из: SEQ ID NO: 50 - SEQ 

ID NO: 16 - SEQ ID NO: 69 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40. 

Аминокислотная последовательность второй и четвертой полипептидных цепей DART-A7 пред-

ставляет собой (SEQ ID NO: 124): 

 
Специально предполагается, что могут использоваться альтернативные первая/третья и вто-

рая/четвертая полипептидные цепи DART-A7, которые содержат обеспечивающие гетеродимеризацию 

домены (E-coil и K-coil) без цистеинового остатка (например,  

(SEQ ID NO: 37) и  (SEQ ID NO: 38)). Такие альтернативные 

первая/третья полипептидные цепи DART-A7 иногда состоят из: SEQ ID NO: 72 - SEQ ID NO: 16 - SEQ 

ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 30 - SEQ ID NO: 43, и такие альтернативные 

вторая/четвертая полипептидные цепи DART-A7 иногда состоят из: SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - 

SEQ ID NO: 69 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. 

9. DART-A8. 

DART-A8 представляет собой тетравалентную CD137 x CD137 x OA x OA-связывающую молекулу, 

содержащую два сайта связывания CD137 и два сайта связывания репрезентативного OA, PD-L1. DART-

A8 состоит из четырех полипептидных цепей, из которых первая и третья полипептидные цепи являются 

одинаковыми, и вторая и четвертая полипептидные цепи являются одинаковыми (см. фиг. 3В). DART-A8 

содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.1) и МАВ-2 против hPD-L1 (5.2). 

Первая и третья полипептидные цепи DART-A8 являются такими же, как первая и третья полипеп-

тидные цепи DART-A2 (SEQ ID NO: 120). 

Вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A8 содержат в направлении от N-конца к С-концу: 

N-конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137 (VL1 МАВ-6 

против CD137 (SEQ ID NO: 50)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID 

NO: 16)), VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с PD-L1 (VHPD-L1 (VH5 МАВ-2 

против hPD-L1, SEQ ID NO: 70)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 
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18)), обеспечивающий гетеродимеризацию домен (K-coil) (  

(SEQ ID NO: 40)) и С-конец. 

Таким образом, вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A8 состоят из: SEQ ID NO: 50 - SEQ 

ID NO: 16 - SEQ ID NO: 70 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40. 

Аминокислотная последовательность второй и четвертой полипептидных цепей DART-A8 пред-

ставляет собой (SEQ ID NO: 125): 

 
Специально предполагается, что могут использоваться альтернативные первая/третья и вто-

рая/четвертая полипептидные цепи DART-A8, которые содержат обеспечивающие гетеродимеризацию 

домены (E-coil и K-coil) без цистеинового остатка (например,  

(SEQ ID NO: 37) и  (SEQ ID NO: 38)). Такие альтернативные 

первая/третья полипептидные цепи DART-A8 иногда состоят из: SEQ ID NO: 72 - SEQ ID NO: 16 - SEQ 

ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 30 - SEQ ID NO: 43, и такие альтернативные 

вторая/четвертая полипептидные цепи DART-A8 иногда состоят из: SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - 

SEQ ID NO: 70 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. 

10. DART-A9. 

DART-A9 представляет собой тетравалентную CD137 x CD137 x OA x OA-связывающую молекулу, 

содержащую два сайта связывания CD137 и два сайта связывания репрезентативного OA, PD-L1. DART-

A9 состоит из четырех полипептидных цепей, из которых первая и третья полипептидные цепи являются 

одинаковыми, и вторая и четвертая полипептидные цепи являются одинаковыми (см. фиг. 3В). DART-A9 

содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.1) и МАВ-2 против hPD-L1 (6.2). 

Первая и третья полипептидные цепи DART-A9 являются такими же, как первая и третья полипеп-

тидные цепи DART-A2 (SEQ ID NO: 120). 

Вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A9 содержат в направлении от N-конца к С-концу: 

N-конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137 (VL1 МАВ-6 

против CD137 (SEQ ID NO: 50)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID 

NO: 16)), VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с PD-L1 (VHPD-L1 (VH6 МАВ-2 

против hPD-L1, SEQ ID NO: 71)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 

18)), обеспечивающий гетеродимеризацию домен (K-coil) (  

(SEQ ID NO: 40)) и С-конец. 

Таким образом, вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A9 состоят из: SEQ ID NO: 50 - SEQ 

ID NO: 16 - SEQ ID NO: 71 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40. 

Аминокислотная последовательность второй и четвертой полипептидных цепей DART-A9 пред-

ставляет собой (SEQ ID NO: 126): 

 
Специально предполагается, что могут использоваться альтернативные первая/третья и вто-

рая/четвертая полипептидные цепи DART-A9, которые содержат обеспечивающие гетеродимеризацию 

домены (E-coil и K-coil) без цистеинового остатка (например,  

(SEQ ID NO: 37) и  (SEQ ID NO: 38)). Такие альтернативные 

первая/третья полипептидные цепи DART-A9 иногда состоят из: SEQ ID NO: 72 - SEQ ID NO: 16 - SEQ 

ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 30 - SEQ ID NO: 43, и такие альтернативные 

вторая/четвертая полипептидные цепи DART-A9 иногда состоят из: SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - 

SEQ ID NO: 71 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. 

11. DART-A10. 

DART-A10 представляет собой тетравалентную CD137 x CD137 x OA x OA-связывающую молеку-

лу, содержащую два сайта связывания CD137 и два сайта связывания репрезентативного ОА, PD-L1. 

DART-A10 состоит из четырех полипептидных цепей, из которых первая и третья полипептидные цепи 

являются одинаковыми, и вторая и четвертая полипептидные цепи являются одинаковыми (см. фиг. 3В). 

DART-A10 содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.3) и МАВ-2 против hPD-L1 (4.2). 

Первая и третья полипептидные цепи DART-A10 являются такими же, как первая и третья полипептид-

ные цепи DART-A2 (SEQ ID NO: 120). 

Вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A10 содержат в направлении от N-конца к С-концу: 

N-конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137 (VL3 МАВ-6 
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против CD137 (SEQ ID NO: 56)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID 

NO: 16)), VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с PD-L1 (VHPD-L1 (VH4 МАВ-2 

против hPD-L1, SEQ ID NO: 69)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 

18)), обеспечивающий гетеродимеризацию домен (K-coil) (  

(SEQ ID NO: 40)) и С-конец. 

Таким образом, вторая и четвертая полипептидные цепи DART-A10 состоят из: SEQ ID NO: 56 - 

SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 69 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40. 

Аминокислотная последовательность второй и четвертой полипептидных цепей DART-A10 пред-

ставляет собой (SEQ ID NO: 139): 

 
Специально предполагается, что могут использоваться альтернативные первая/третья и вто-

рая/четвертая полипептидные цепи DART-A10, которые содержат обеспечивающие гетеродимеризацию 

домены (E-coil и K-coil) без цистеинового остатка (например,  

(SEQ ID NO: 37) и  (SEQ ID NO: 38)). Такие альтернативные 

первая/третья полипептидные цепи DART-A10 иногда состоят из: SEQ ID NO: 72 - SEQ ID NO: 16 - SEQ 

ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 30 - SEQ ID NO: 43, и такие альтернативные 

вторая/четвертая полипептидные цепи DART-A10 иногда состоят из: SEQ ID NO: 56 - SEQ ID NO: 16 - 

SEQ ID NO: 69 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. 

12. DART-B1. 

DART-B1 представляет собой бивалентную CD137 х ОА-связывающую молекулу, содержащую 

один сайт связывания CD137 и один сайт связывания репрезентативного OA, HER2. DART-B1 состоит из 

трех полипептидных цепей, из которых первая, вторая и третья полипептидные цепи являются различ-

ными (см. фиг. 1D). DART-B1 содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.1) и МАВ-1 про-

тив hHER2 (1.3). 

Первая полипептидная цепь DART-B1 содержит в направлении от N-конца к С-концу: N-конец, VL-

домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137 (VL1 МАВ-6 против CD137 

(SEQ ID NO: 50)), промежуточный линкерный пептид (Линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID NO: 16)), VH-

домен моноклонального антитела, способного связываться с HER2 (VHHER2 (VH1 МАВ-1 против hHER2, 

SEQ ID NO: 80)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 18)), обеспечи-

вающий гетеродимеризацию домен (E-coil) (  (SEQ ID NO: 37)), 

промежуточный линкерный пептид (GGGDKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 21)), содержащий "выступ"" СН2-

СН3-домен, содержащий замены L234A/L235A/M252Y/S254T/T256E (SEQ ID NO: 146), и С-конец. 

Таким образом, первая полипептидная цепь DART-В1 состоит из: SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - 

SEQ ID NO: 80 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 21- SEQ ID NO: 146. 

Аминокислотная последовательность первой полипептидной цепи DART-B1 представляет собой 

(SEQ ID NO: 143): 

 
Вторая полипептидная цепь DART-B1 содержит в направлении от N-конца к С-концу: N-конец, VL-

домен моноклонального антитела, способного связываться с HER2 (VLHER2 (VL3 МАВ-1 против hHER2, 

SEQ ID NO: 85)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID NO: 16)), VH-

домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VHCD137) (VH1 МАВ-6 против 

CD137 (SEQ ID NO: 46)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 18)), 

обеспечивающий гетеродимеризацию домен (K-coil) (  (SEQ ID 

NO: 38)) и С-конец. 

Таким образом, вторая полипептидная цепь DART-В1 состоит из: SEQ ID NO: 85 - SEQ ID NO: 16 - 

SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. 

Аминокислотная последовательность второй полипептидной цепи DART-B1 представляет собой 

(SEQ ID NO: 144): 
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Третья полипептидная цепь DART-B1 содержит в направлении от N-конца к С-концу: линкер 

DKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 20) и содержащий "впадину" СН2-СН3-домен, содержащий замены 

L234A/L235A/M252Y/S254T/T256E/H435R (SEQ ID NO: 149) 

Таким образом, третья полипептидная цепь DART-B1 состоит из: SEQ ID NO: 20 - SEQ ID NO: 149. 

Как очевидно, третья полипептидная цепь DART-B не содержит каких-либо эпитоп-связывающих 

доменов и может, таким образом, использоваться в различных CD137 х ОА-связывающих молекулах, 

имеющих структуру диатела, показанную на фиг. 1D. 

Третья полипептидная цепь DART-B1 имеет аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 145: 

 
13. DART-B2. 

DART-B2 представляет собой тетравалентную CD137 х CD137 х ОА х ОА-связывающую молекулу, 

содержащую два сайта связывания CD137 и два сайта связывания репрезентативного ОА, HER2. DART-

B1 состоит из четырех полипептидных цепей, из которых первая и третья полипептидные цепи являются 

одинаковыми, и вторая и четвертая полипептидные цепи являются одинаковыми (см. фиг. 1B). DART-B1 

содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.1) и МАВ-1 против hHER2 (1.3). 

Первая и третья полипептидные цепи DART-B2 содержат в направлении от N-конца к С-концу: N-

конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с HER2 (VLHER2 (VL3 МАВ-1 про-

тив hHER2, SEQ ID NO: 85)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID NO: 

16)), VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VHCD137 (VH1 МАВ-6 про-

тив CD137 (SEQ ID NO: 46)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 18)), 

обеспечивающий гетеродимеризацию домен (E-coil) (  (SEQ ID 

NO: 39)), линкер (LEPKSADKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 30)), СН2-СН3-домен репрезентативного IgG1 

человека, содержащий замены L234A/L235A/M252Y/S254T/T256E (SEQ ID NO: 43, где X отсутствует), и 

С-конец. 

Таким образом, первая и третья полипептидные цепи DART-B2 состоят из: SEQ ID NO: 85 - SEQ ID 

NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 30 - SEQ ID NO: 43. 

Аминокислотная последовательность первой и третьей полипептидных цепей DART-B2 представ-

ляет собой (SEQ ID NO: 151): 

 
Вторая и четвертая полипептидные цепи DART-B2 содержат в направлении от N-конца к С-концу: 

N-конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137 (VL1 МАВ-6 

против CD137 (SEQ ID NO: 50)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID 

NO: 16)), VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с HER2 (VHHER2 (VH1 МАВ-1 

против hHER2, SEQ ID NO: 80)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 

18)), обеспечивающий гетеродимеризацию домен (K-coil) (  

(SEQ ID NO: 40) и С-конец. 

Таким образом, вторая и четвертая полипептидные цепи DART-B2 состоят из: SEQ ID NO: 50 - SEQ 

ID NO: 16 - SEQ ID NO: 80 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40. 



046873 

- 56 - 

Аминокислотная последовательность второй и четвертой полипептидных цепей DART-B2 пред-

ставляет собой (SEQ ID NO: 152): 

 
Специально предполагается, что могут использоваться альтернативные первая/третья и вто-

рая/четвертая полипептидные цепи DART-B2, которые содержат обеспечивающие гетеродимеризацию 

домены (E-coil и K-coil) без цистеинового остатка (например, 

(SEQ ID NO: 37) и  

(SEQ ID NO: 38)). Такие альтернативные первая/третья полипептидные цепи DART-B2 иногда состоят 

из: SEQ ID NO: 85 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 30 - 

SEQ ID NO: 43, и такие альтернативные вторая/четвертая полипептидные цепи DART-B2 иногда состоят 

из: SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 80 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. 

В. Трехвалентные CD137 x ОА-связывающие молекулы. 

1. TRIDENT-A. 

TRIDENT-A представляет собой трехвалентную CD137 x CD137 x OA-связывающую молекулу, со-

держащую два сайта связывания CD137 и один сайт связывания репрезентативного ОА, PD-L1. TRI-

DENT-A состоит из четырех полипептидных цепей (см. фиг. 3А, где VL1/VH1 (сайт А) являются такими 

же, как VL2/VH2 (сайт В), и связываются с CD137, и VL3/VH3 (сайт С) связываются с PD-L1). TRI-

DENT-A содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.1) и МАВ-2 против hPD-L1 (1.1). 

Первая полипептидная цепь TRIDENT-A содержит в направлении от N-конца к С-концу: N-конец, 

VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137) (VL1 МАВ-6 против 

CD137 (SEQ ID NO: 50)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID NO: 16)), 

VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VHCD137) (VH1 МАВ-6 против 

CD137 (SEQ ID NO: 46)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 18)), 

обеспечивающий гетеродимеризацию домен (E-coil) (  (SEQ ID 

NO: 37)), промежуточный линкерный пептид (GGGDKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 21)), содержащий "вы-

ступ" СН2-СН3-домен, содержащий замены L234A/L235A/M252Y/S254T/T256E (SEQ ID NO: 146), и С-

конец. 

Таким образом, первая полипептидная цепь TRIDENT-А состоит из: SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 

16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 21 - SEQ ID NO: 146. 

Аминокислотная последовательность первой полипептидной цепи TRIDENT-A представляет собой 

(SEQ ID NO: 127): 

 
Вторая полипептидная цепь TRIDENT-A содержит в направлении от N-конца к С-концу: N-конец, 

VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137) (VL1 МАВ-6 против 

CD137 (SEQ ID NO: 50)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID NO: 16)), 

VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VHcDm) (VH1 МАВ-6 против 

CD137 (SEQ ID NO: 46)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 18)), 

обеспечивающий гетеродимеризацию домен (K-coil) (  (SEQ ID 

NO: 38)) и С-конец. 

Таким образом, вторая полипептидная цепь TRIDENT-A состоит из: SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 

16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. 
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Аминокислотная последовательность второй полипептидной цепи TRIDENT-A представляет собой 

(SEQ ID NO: 128): 

 
Могут использоваться альтернативные первая и вторая полипептидные цепи TRIDENT-A, которые 

содержат обеспечивающие гетеродимеризацию домены (E-coil и K-coil), содержащие цистеиновый оста-

ток (например,  (SEQ ID NO: 39) и 

 (SEQ ID NO: 40)). В таких альтернативных молекулах TRI-

DENT-A первая полипептидная цепь иногда состоит из: SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 

- SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 21 - SEQ ID NO: 146, и вторая полипептидная цепь ино-

гда состоит из SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40. Могут 

использоваться дополнительные альтернативные первая и вторая полипептидные цепи TRIDENT-A, в 

которых аминокислотные остатки последовательности SEQ ID NO: 50 (VL1 МАВ-6 против CD137) за-

мещены на аминокислотные остатки последовательности SEQ ID NO: 55 (VL2 МАВ-6 против CD137) 

или SEQ ID NO: 56 (VL3 МАВ-6 против CD137). Также специально предполагается, что одна пара 

VL/VH-доменов CD137 может быть замещена на пару VL/VH ОА-связывающей молекулы. Альтерна-

тивные молекулы, содержащие многие из таких полипептидных цепей, описаны ниже. 

Третья полипептидная цепь TRIDENT-A содержит в направлении от N-конца к С-концу: N-конец, 

VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с PD-L1 (VHPD-L1) (VH1 МАВ-2 против 

hPD-L1 (SEQ ID NO: 57)), CH1-домен IgG1 человека (SEQ ID NO: 3), шарнирный участок IgG1 человека 

(SEQ ID NO: 7) и содержащий "впадину" СН2-СН3-домен, содержащий замены 

L234A/L235A/M252Y/S254T/T256E/H435R (SEQ ID NO: 149). 

Таким образом, третья полипептидная цепь TRIDENT-A состоит из: SEQ ID NO: 57 - SEQ ID NO: 3 

- SEQ ID NO: 7 - SEQ ID NO: 149. 

Аминокислотная последовательность третьей полипептидной цепи TRIDENT-A представляет собой 

(SEQ ID NO: 129): 

 
Четвертая полипептидная цепь TRIDENT-A содержит в направлении от N-конца к С-концу: N-

конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с PD-L1 (VLPD-L1) (hPD-L1 MAB-1 

VL1 (SEQ ID NO: 58)), CL-домен каппа-цепи IgG человека (SEQ ID NO: 1) и С-конец. 

Таким образом, четвертая полипептидная цепь TRIDENT-A состоит из: SEQ ID NO: 69 - SEQ ID 

NO: 1. 

Аминокислотная последовательность четвертой полипептидной цепи TRIDENT-A представляет со-

бой (SEQ ID NO: 130): 

 
Могут использоваться альтернативные третья и четвертая полипептидные цепи TRIDENT-A, в ко-

торых аминокислотные остатк и SEQ ID NO: 57 (VH1 МАВ-2 против hPD-L1) замещены на аминокис-

лотные остатк и SEQ ID NO: 67 (VH2 МАВ-2 против hPD-L1), SEQ ID NO: 68 (VH3 МАВ-2 против hPD-

L1), SEQ ID NO: 69 (VH4 МАВ-2 против hPD-L1), SEQ ID NO: 70 (VH5 МАВ-2 против hPD-L1) или SEQ 

ID NO: 72 (VH6 МАВ-2 против hPD-L1), и/или аминокислотные остатк и SEQ ID NO: 58 (VL1 МАВ-2 

против hPD-L1) замещены на аминокислотные остатк и SEQ ID NO: 72 (VL2 МАВ-2 против hPD-L1). 

Альтернативно, VL/VH-домены PD-L1 могут быть замещены на VL/VH-домены ОА-связывающей моле-

кулы, которая связывается с другим эпитопом PD-L1 или которая связывается с другим ОА. Также спе-

циально предполагается, что когда сайт связывания ОА образуется путем ассоциации первой и второй 

полипептидных цепей, VL/VH-домены третьей и четвертой полипептидных цепей могут быть замещены 

на любые из VL/VH-доменов МАВ-6 против CD137, предложенных в настоящей заявке. Альтернативные 

молекулы, содержащие нескольких таких полипептидных цепей, описаны ниже. 
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2. TRIDENT-A4. 

TRIDENT-A4 представляет собой трехвалентную CD137 х CD137 х ОА-связывающую молекулу, 

содержащую два сайта связывания CD137 и один сайт связывания репрезентативного OA, PD-L1. TRI-

DENT-A4 состоит из четырех полипептидных цепей (см. фиг. 3А, где VL1/VH1 (сайт А) являются таки-

ми же, как VL2/VH2 (сайт В) и связываются с CD137, и VL3/VH3 (сайт С) связываются с PD-L1). TRI-

DENT-A4 содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.1) и МАВ-2 против hPD-L1 (3.2). 

Первая полипептидная цепь TRIDENT-A4 является такой же, как первая полипептидная цепь TRI-

DENT-A (SEQ ID NO: 127). 

Вторая полипептидная цепь TRIDENT-A4 является такой же, как вторая полипептидная цепь TRI-

DENT-A (SEQ ID NO: 128). 

Специально предполагается, что могут использоваться альтернативные первая и вторая полипеп-

тидные цепи TRIDENT-A4, которые содержат обеспечивающие гетеродимеризацию домены (E-coil и K-

coil), содержащие цистеиновый остаток (например,  (SEQ ID 

NO: 39) и  (SEQ ID NO: 40)). В таких альтернативных молеку-

лах TRIDENT-A4 первая полипептидная цепь иногда состоит из: SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ 

ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 21 - SEQ ID NO: 146, и вторая полипептидная 

цепь иногда состоит из SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 

40. 

Третья полипептидная цепь TRIDENT-A4 содержит в направлении от N-конца к С-концу: N-конец, 

VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с PD-L1 (VHPD-L1) (VH3 МАВ-2 против 

hPD-L1 (SEQ ID NO: 68)), CH1-домен IgG1 человека (SEQ ID NO: 3), шарнирный участок IgG1 человека 

(SEQ ID NO: 7) и содержащий "впадину" СН2-СН3-домен, содержащий замены 

L234A/L235A/M252Y/S254T/T256E/H435R (SEQ ID NO: 149). 

Таким образом, третья полипептидная цепь TRIDENT-А4 состоит из: SEQ ID NO: 68 - SEQ ID NO: 

3 - SEQ ID NO: 7 - SEQ ID NO: 149. 

Аминокислотная последовательность третьей полипептидной цепи TRIDENT-A4 представляет со-

бой (SEQ ID NO: 131): 

 
Четвертая полипептидная цепь TRIDENT-A4 содержит в направлении от N-конца к С-концу: N-

конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с PD-L1 (VLPD-L1) (hPD-L1 MAB-1 

VL2 (SEQ ID NO: 72)), CL-домен каппа-цепи IgG человека (SEQ ID NO: 1) и С-конец. 

Таким образом, четвертая полипептидная цепь TRIDENT-A4 состоит из: SEQ ID NO: 72 - SEQ ID 

NO: 1. 

Аминокислотная последовательность четвертой полипептидной цепи TRIDENT-A представляет со-

бой (SEQ ID NO: 132): 

 
3. TRIDENT-A5. 

TRIDENT-A5 представляет собой трехвалентную CD137 х CD137 х ОА-связывающую молекулу, 

содержащую два сайта связывания CD137 и один сайт связывания репрезентативного OA, PD-L1. TRI-

DENT-A5 состоит из четырех полипептидных цепей (см. фиг. 3А, где VL1/VH1 (сайт А) являются таки-

ми же, как VL2/VH2 (сайт В), и связываются с CD137, и VL3/VH3 (сайт С) связываются с PD-L1). TRI-

DENT-A5 содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.2) и МАВ-2 против hPD-L1 (3.2). 

Первая полипептидная цепь TRIDENT-A5 содержит в направлении от N-конца к С-концу: N-конец, 

VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137) (VL2 МАВ-6 против 

CD137 (SEQ ID NO: 55)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID NO: 16)), 

VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VHCD137) (VH1 МАВ-6 против 

CD137 (SEQ ID NO: 46)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 18)), 

обеспечивающий гетеродимеризацию домен (E-coil) (  (SEQ ID 

NO: 37)), промежуточный линкерный пептид (GGGDKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 21)), содержащий "вы-

ступ"" СН2-СН3-домен, содержащий замены L234A/L235A/M252Y/S254T/T256E (SEQ ID NO: 146) и С-

конец. 



046873 

- 59 - 

Таким образом, первая полипептидная цепь TRIDENT-A5 состоит из: SEQ ID NO: 55 - SEQ ID NO: 

16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 21 - SEQ ID NO: 146. 

Аминокислотная последовательность первой полипептидной цепи TRIDENT-A5 представляет со-

бой (SEQ ID NO: 133): 

 

 
Вторая полипептидная цепь TRIDENT-A5 содержит в направлении от N-конца к С-концу: N-конец, 

VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137) (VL2 МАВ-6 против 

CD137 (SEQ ID NO: 55)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID NO: 16)), 

VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VHCD137) (VH1 МАВ-6 против 

CD137 (SEQ ID NO: 46)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 18)), 

обеспечивающий гетеродимеризацию домен (K-coil) (  (SEQ ID 

NO: 38)) и С-конец. 

Таким образом, вторая полипептидная цепь TRIDENT-A5 состоит из: SEQ ID NO: 55 - SEQ ID NO: 

16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. 

Аминокислотная последовательность второй полипептидной цепи TRIDENT-A5 представляет со-

бой (SEQ ID NO: 134): 

 
Специально предполагается, что могут использоваться альтернативные первая и вторая полипеп-

тидные цепи TRIDENT-A5, которые содержат обеспечивающие гетеродимеризацию домены (E-coil и K-

coil), содержащие цистеиновый остаток (например,  (SEQ ID 

NO: 39) и  (SEQ ID NO: 40)). В таких альтернативных молеку-

лах TRIDENT-A5 первая полипептидная цепь иногда состоит из: SEQ ID NO: 55 - SEQ ID NO: 16 - SEQ 

ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 21 - SEQ ID NO: 146, и вторая полипептидная 

цепь иногда состоит из SEQ ID NO: 55 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 

40. 

Третья полипептидная цепь TRIDENT-A5 является такой же, как третья полипептидная цепь TRI-

DENT-A4 (SEQ ID NO: 131). 

Четвертая полипептидная цепь TRIDENT-A5 является такой же, как четвертая полипептидная цепь 

TRIDENT-A4 (SEQ ID NO: 132). 

4. TRIDENT-A6. 

TRIDENT-A6 представляет собой трехвалентную CD137 х CD137 х ОА-связывающую молекулу, 

содержащую два сайта связывания CD137 и один сайт связывания репрезентативного OA, PD-L1. TRI-

DENT-A6 состоит из четырех полипептидных цепей (см. фиг. 3А, где VL1/VH1 (сайт А) являются таки-

ми же, как VL2/VH2 (сайт В), и связываются с CD137, и VL3/VH3 (сайт С) связываются с PD-L1). TRI-

DENT-A6 содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.3) и МАВ-2 против hPD-L1 (3.2). 

Первая полипептидная цепь TRIDENT-A6 содержит в направлении от N-конца к С-концу: N-конец, 

VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137) (VL3 МАВ-6 против 

CD137 (SEQ ID NO: 56)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID NO: 16)), 

VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VHCD137) (VH1 МАВ-6 против 

CD137 (SEQ ID NO: 46)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 18)), 

обеспечивающий гетеродимеризацию домен (E-coil) (  (SEQ ID 

NO: 37)), промежуточный линкерный пептид (GGGDKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 21)), содержащие "вы-

ступ" СН2- и СН3-домен, содержащие замены L234A/L235A/M252Y/S254T/T256E (SEQ ID NO: 146), и 

С-конец. 

Таким образом, первая полипептидная цепь TRIDENT-A6 состоит из: SEQ ID NO: 56 - SEQ ID NO: 

16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 21 - SEQ ID NO: 146. 
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Аминокислотная последовательность первой полипептидной цепи TRIDENT-A6 представляет со-

бой (SEQ ID NO: 135): 

 
Вторая полипептидная цепь TRIDENT-A6 содержит в направлении от N-конца к С-концу: N-конец, 

VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137) (VL3 МАВ-6 против 

CD137 (SEQ ID NO: 56)), промежуточный линкерный пептид (линкер 1; GGGSGGGG (SEQ ID NO: 16)), 

VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VHCD137) (VH1 МАВ-6 против 

CD137 (SEQ ID NO: 46)), промежуточный линкерный пептид (линкер 2; GGCGGG (SEQ ID NO: 18)), 

обеспечивающий гетеродимеризацию домен (K-coil) (  (SEQ ID 

NO: 38)) и С-конец. 

Таким образом, вторая полипептидная цепь TRIDENT-A6 состоит из: SEQ ID NO: 56 - SEQ ID NO: 

16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. 

Аминокислотная последовательность второй полипептидной цепи TRIDENT-A6 представляет со-

бой (SEQ ID NO: 136): 

 
Специально предполагается, что могут использоваться альтернативные первая и вторая полипеп-

тидные цепи TRIDENT-A6, которые содержат обеспечивающие гетеродимеризацию домены (E-coil и K-

coil), содержащие цистеиновый остаток (например,  (SEQ ID 

NO: 39) и  (SEQ ID NO: 40)). В таких альтернативных молеку-

лах TRIDENT-A6 первая полипептидная цепь иногда состоит из: SEQ ID NO: 56 - SEQ ID NO: 16 - SEQ 

ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 21 - SEQ ID NO: 146, и вторая полипептидная 

цепь иногда состоит из SEQ ID NO: 56 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 

40. 

Третья полипептидная цепь TRIDENT-A6 является такой же, как третья полипептидная цепь TRI-

DENT-A4 (SEQ ID NO: 131). 

Четвертая полипептидная цепь TRIDENT-A6 является такой же, как четвертая полипептидная цепь 

TRIDENT-A4 (SEQ ID NO: 132). 

5. TRIDENT-B1. 

TRIDENT-B1 представляет собой трехвалентную CD137 x CD137 x OA-связывающую молекулу, 

содержащую два сайта связывания CD137 и один сайт связывания репрезентативного ОА, HER2. TRI-

DENT-B1 состоит из четырех полипептидных цепей (см. фиг. 3А, где VL1/VH1 (сайт А) являются такими 

же, как VL2/VH2 (сайт В), и связываются с CD137, и VL3/VH3 (сайт С) связывается с HER2). TRIDENT-

B1 содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.1) и МАВ-1 против hHER2 (1.3). 

Первая полипептидная цепь TRIDENT-B1 является такой же, как первая полипептидная цепь TRI-

DENT-A (SEQ ID NO: 127). 

Вторая полипептидная цепь TRIDENT-B1 является такой же, как вторая полипептидная цепь TRI-

DENT-A (SEQ ID NO: 128). 

Специально предполагается, что могут использоваться альтернативные первая и вторая полипеп-

тидные цепи TRIDENT-B1, которые содержат обеспечивающие гетеродимеризацию домены (E-coil и K-

coil), содержащие цистеиновый остаток (например,  (SEQ ID 

NO: 39) и  (SEQ ID NO: 40)). В таких альтернативных молеку-

лах TRIDENT-B1 первая полипептидная цепь иногда состоит из: SEQ ID NO: 85 - SEQ ID NO: 16 - SEQ 

ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 21 - SEQ ID NO: 146, и вторая полипептидная 

цепь иногда состоит из SEQ ID NO: 85 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 

40. 

Третья полипептидная цепь TRIDENT-B1 содержит в направлении от N-конца к С-концу: N-конец, 

VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с HER2 (VHHER2 (VH1 МАВ-1 против 
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hHER2, SEQ ID NO: 80)), CH1-домен IgG1 человека (SEQ ID NO: 3), шарнирный участок IgG1 человека 

(SEQ ID NO: 7) и содержащие "впадину" CH2- и СН3-домен, содержащие замены 

L234A/L235A/M252Y/S254T/T256E/H435R (SEQ ID NO: 149). 

Таким образом, третья полипептидная цепь TRIDENT-B1 состоит из: SEQ ID NO: 80 - SEQ ID NO: 

3 - SEQ ID NO: 7 - SEQ ID NO: 149. 

Аминокислотная последовательность третьей полипептидной цепи TRIDENT-B1 представляет со-

бой (SEQ ID NO: 153): 

 
Четвертая полипептидная цепь TRIDENT-B1 содержит в направлении от N-конца к С-концу: N-

конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с HER2 (VLHER2 (VL3 МАВ-1 про-

тив hHER2, SEQ ID NO: 85)), CL-домен каппа-цепи IgG человека (SEQ ID NO: 1) и С-конец. 

Таким образом, четвертая полипептидная цепь TRIDENT-B1 состоит из: SEQ ID NO: 85 - SEQ ID 

NO: 1 

Аминокислотная последовательность четвертой полипептидной цепи TRIDENT-B1 представляет 

собой (SEQ ID NO: 154): 

 
6. TRIDENT-B2. 

TRIDENT-B2 представляет собой трехвалентную CD137 х CD137 х ОА-связывающую молекулу, 

содержащую два сайта связывания CD137 и один сайт связывания репрезентативного ОА, HER2. TRI-

DENT-B1 состоит из четырех полипептидных цепей (см. фиг. 3А, где VL1/VH1 (сайт А) являются такими 

же, как VL3/VH3 (сайт С), и связываются с CD137, и VL2/VH2 (сайт В) связываются с HER2). TRIDENT-

B1 содержит связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.1) и МАВ-1 против hHER2 (1.3). 

Первая полипептидная цепь TRIDENT-B2 является такой же, как первая полипептидная цепь 

DART-B1 (SEQ ID NO: 143). 

Вторая полипептидная цепь TRIDENT-B2 является такой же, как вторая полипептидная цепь 

DART-B1 (SEQ ID NO: 144). 

Специально предполагается, что могут использоваться альтернативные первая и вторая полипеп-

тидные цепи TRIDENT-B2, которые содержат обеспечивающие гетеродимеризацию домены (E-coil и K-

coil), содержащие цистеиновый остаток (например,  (SEQ ID 

NO: 39) и  (SEQ ID NO: 40)). В таких альтернативных молеку-

лах TRIDENT-B2 первая полипептидная цепь иногда состоит из: SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ 

ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 21 - SEQ ID NO: 146, и вторая полипептидная 

цепь иногда состоит из SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 

40. 

Третья полипептидная цепь TRIDENT-B2 содержит в направлении от N-конца к С-концу: N-конец, 

VH-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VHCD137) (VH1 МАВ-6 против 

CD137 (SEQ ID NO: 46)), CH1-домен IgG1 человека (SEQ ID NO: 3), шарнирный участок IgG1 человека 

(SEQ ID NO: 7) и содержащие "впадину" CH2- и СН3-домен, содержащие замены 

L234A/L235A/M252Y/S254T/T256E/H435R (SEQ ID NO: 149). 

Таким образом, третья полипептидная цепь TRIDENT-B2 состоит из: SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 

3 - SEQ ID NO: 7 - SEQ ID NO: 149. 
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Аминокислотная последовательность третьей полипептидной цепи TRIDENT-B2 представляет со-

бой (SEQ ID NO: 155): 

 
Четвертая полипептидная цепь TRIDENT-B2 содержит в направлении от N-конца к С-концу: N-

конец, VL-домен моноклонального антитела, способного связываться с CD137 (VLCD137) (VL1 МАВ-6 

против CD137 (SEQ ID NO: 50)), CL-домен каппа-цепи IgG человека (SEQ ID NO: 1) и С-конец. 

Таким образом, четвертая полипептидная цепь TRIDENT-B2 состоит из: SEQ ID NO: 50 - SEQ ID 

NO: 1. 

Аминокислотная последовательность четвертой полипептидной цепи TRIDENTB2 представляет со-

бой (SEQ ID NO: 156): 

 
С. Альтернативные CD137 х ОА-связывающие молекулы. 

Как очевидно исходя из настоящего изобретения, могут быть сконструированы дополнительные 

CD137 х ОА-связывающие молекулы, имеющие общую структуру согласно любой из указанных выше 

репрезентативных молекул и содержащие сайт связывания альтернативного ОА, с использованием VL- и 

VH-доменов альтернативных антител против опухолевого антигена вместо VL- и VH-доменов антитела 

против PD-L1 или антитела против HER2. Подобным образом, как предложено в настоящей заявке, мо-

гут быть также сконструированы альтернативные CD137 х ОА-связывающие молекулы, содержащие 

альтернативные линкеры и/или обеспечивающие гетеродимеризацию домены и/или константные участки 

антитела (например, CL, СН2-СН3-домен). 

D. Контрольные молекулы. 

Для того, чтобы более наглядно продемонстрировать свойства CD137 х ОА-связывающих молекул 

согласно настоящему изобретению, в настоящей заявке описаны антитела сравнения и контрольные ан-

титела, VL- и VH-домены которых могут применяться для получения контрольных Fc-содержащих диа-

тел и других молекул сравнения и контрольных связывающих молекул. 

Паливизумаб (см., например, базу данный белковых структур Protein Data Bank (PDB), ID № 2HWZ) 

представляет собой гуманизированное моноклональное антитело (IgG), направленное против эпитопа в 

А-антигенном сайте F-белка RSV и представляющее собой подходящее контрольное антитело, VL- и 

VH-домены которого могут применяться для получения контрольных диател и других контрольных свя-

зывающих молекул. Альтернативные антитела против F-гликопротеина RSV включают мотавизумаб 

(см., например, PDB ID № 3IXT) и вариант паливизумаба, сконструированный таким образом, чтобы ци-

стеиновые остатки были удалены из CDR 1 легкой цепи. Вариант паливизумаба использовали для созда-

ния молекулы отрицательного контроля, описанной ниже. 

Аминокислотная последовательность VH-домена варианта паливизумаба представляет собой (SEQ 

ID NO: 137) (остатки CDRH подчеркнуты): 

 
Аминокислотная последовательность VL-домена варианта паливизумаба представляет собой (SEQ 

ID NO: 138) (остатки CDRL подчеркнуты): 

 
Несколько молекул, содержащих сайт связывания эпитопа ранее описанных антител против CD137, 

включая урелумаб (также известный как BMS-663513, см., патент США № 8137667) и утомилумаб (так-

же известный как PF-05082566, см., патент США № 8337850), а также мышиное и гуманизированное 

МАВ-3 против hCD137 (см. публикацию международной заявки WO 2018/156740), используются в на-

стоящей заявке для сравнения. Аминокислотная последовательность полноразмерных тяжелой и легкой 

цепей урелумаба (WHO Drug Information, 2011, Recommended INN: List 66, 25(3):334) и утомилумаба 

(WHO Drug Information, 2017, Recommended INN: List 77, 31(1): 140-141) и звестны в данной области 

техники. Аминокислотные последовательности VH- и VL-доменов гуманизированного МАВ-3 против 

hCD137 (1В.3), используемого в качестве молекулы сравнения в настоящей заявке, предложены в публи-

кации международной заявки WO 2018/156740, см. параграфы и [00261]. 
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Е. Краткое описание CD137 х ОА-связывающих и контрольных молекул. 

В табл. 5 суммированы характеристики доменов DART-A - DART-A9, TRIDENT-A и TRIDENT-A4-

A6. 

Таблица 5 
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В табл. 6 показаны характеристики дополнительных молекул DART и TRIDENT, которые были по-

лучены в качестве молекул сравнения и отрицательных контролей. 

Таблица 6 

 

 
III. Способы получения. 

Связывающие молекулы согласно изобретению могут быть получены рекомбинантным путем и 

экспрессированы с использованием способа, известного в данной области техники. Такие молекулы мо-

гут быть созданы рекомбинантным путем посредством получения нуклеиновых кислот, кодирующих 

связывающие молекулы, и использования указанных нуклеиновых кислот для создания векторов, приме-
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нимых для рекомбинантной экспрессии молекул в клетках-хозяевах (например, клетках СНО). Другой 

способ, который можно использовать, представляет собой экспрессию молекул в растениях (например, 

табаке) и ли трансгенном молоке. 

Векторы, содержащие интересующие полинуклеотиды (например, полинуклеотиды, кодирующие 

полипептидные цепи связывающих молекул согласно настоящему изобретению) можно вводить в клет-

ку-хозяина с помощью любого из ряда подходящих способов, включая электропорацию, бомбардировку 

микрочастицами, липофекцию и инфекцию (например, когда вектор представляет собой инфекционный 

агент, такой как вирус коровьей оспы). Методы введения нуклеиновой кислоты или векторов в клетки-

хозяева являются общепризнанными в данной области техники, и может применяться любой подходя-

щий метод. 

Можно применять любую клетку-хозяина, способную к гиперэкспрессии гетерологичной ДНК, в 

целях экспрессии интересующей связывающей молекулы (например, антитела, диатела, трехвалентной 

связывающей молекулы). Неограничивающие примеры подходящих клеток-хозяев млекопитающих 

включают, но не ограничиваются указанными, клетки COS, NSO, HEK-293, HeLa и СНО. Способы куль-

тивирования клеток-хозяев хорошо известны в данной области техники. 

Связывающие молекулы, как правило, выделяют и/или очищают из клетки-хозяина, культуральных 

сред и т.д. Методы очистки рекомбинантных связывающих молекул, содержащих домены антитела (на-

пример, Fc-домены), хорошо известны в данной области техники и включают, например, применение 

высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), жидкостной хроматографии быстрого разре-

шения (ЖХБР) и ли аффинной хроматографии (например, с использованием белка А или белка G). После 

очистки связывающие молекулы согласно изобретению могут быть представлены в виде фармацевтиче-

ской композиции, необязательно с фармацевтически приемлемым вспомогательным веществом или дру-

гим веществами, как описано ниже. 

IV. Фармацевтические композиции. 

Композиции согласно изобретению включают нерасфасованные композиции лекарственного сред-

ства, применимые в изготовлении фармацевтических композиций (например, неочищенные или несте-

рильные композиции), и фармацевтические композиции (т.е. композиции, которые подходят для введе-

ния субъекту или пациенту), которые могут применяться в приготовлении единичной формы дозирова-

ния. Такие композиции содержат CD137 х ОА-связывающую молекулу согласно настоящему изобрете-

нию или комбинацию таких агентов и фармацевтически приемлемый носитель. Как предложено в на-

стоящей заявке, композиции согласно изобретению содержат профилактически или терапевтически эф-

фективное количество CD137 х ОА-биспецифичного Fc-содержащего диатела согласно изобретению и 

фармацевтически приемлемый носитель. 

Изобретение также включает фармацевтические композиции, содержащие CD137 х ОА-

связывающие молекулы согласно изобретению и одну или более дополнительных молекул, которые яв-

ляются эффективными для стимуляции иммунного ответа (например, ингибитор контрольной точки им-

мунитета), и/или в комбинации с одной или более дополнительными молекулами, которые специфично 

связываются с опухолевым антигеном (например, опухоль-специфичным моноклональным антителом 

или диателом), специфичными в отношении по меньшей мере одного конкретного ОА, как описано вы-

ше, и фармацевтически приемлемый носитель. 

Согласно конкретному варианту реализации изобретения, термин "фармацевтически приемлемый" 

означает одобренный регулирующим органом федерального правительства или правительства штата или 

перечисленный в фармакопее США или другой в целом признанной фармакопее для применения у жи-

вотных и, более конкретно, у людей. Термин "носитель" относится к разбавителю, адъюванту (например, 

адъювант Фрейнда (полному или неполному), вспомогательному веществу или наполнителю, с которым 

вводят терапевтическое средство. Такие фармацевтические носители могут представлять собой стериль-

ные жидкости. Водные носители, такие как солевые растворы, водные растворы декстрозы и глицерина, 

являются предпочтительными при внутривенном введении фармацевтической композиции. 

В целом, ингредиенты композиции согласно изобретению обеспечиваются либо по отдельности, 

либо в смешанном виде в единичной форме дозирования, например, в виде сухого лиофилизированного 

порошка или безводного концентрата или в жидкой форме в герметично запечатанном контейнере, таком 

как ампула или пакет-саше, с указанием количества активного агента. Когда композицию предполагается 

вводить путем инфузии, ее можно диспергировать с использованием инфузионной бутылки, содержащей 

стерильную воду или солевой раствор фармацевтической степени чистоты. При введении композиции 

путем инъекции могут быть предложены ампулы со стерильной водой для инъекций или солевым рас-

твором таким образом, чтобы ингредиенты можно было смешивать перед введением. 

Изобретение также обеспечивает фармацевтическую упаковку или набор, содержащий один или 

более контейнеров, содержащих CD137 х ОА-связывающую молекулу согласно настоящему изобрете-

нию отдельно или с другими агентами, например, с фармацевтически приемлемым носителем. Дополни-

тельно, один или более других профилактических или терапевтических агентов, применимых для лече-

ния заболевания, также могут быть включены в указанную фармацевтическую упаковку или набор. Изо-

бретение также обеспечивает фармацевтическую упаковку или набор, содержащий один или более кон-
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тейнеров, заполненных одним или более из ингредиентов фармацевтической композиции согласно изо-

бретению. Необязательно с таким контейнером (контейнерами) может быть связано примечание в форме, 

предписанной государственным органом, контролирующим изготовление, применение и продажу фар-

мацевтических препаратов или биологических продуктов, где указанное примечание отражает одобрение 

указанным органом изготовления, применения или реализации указанной композиции для введения че-

ловеку. 

Набор может содержать CD137 х ОА-связывающую молекулу согласно изобретению. Набор может 

дополнительно содержать один или более других профилактических и/или терапевтических агентов, 

применимых для лечения рака, в одном или более контейнерах и/или набор может дополнительно со-

держать одно или более цитотоксических антител, которые связываются с одном или более опухолевыми 

антигенами (ОА). Согласно конкретным вариантам реализации изобретения, другой профилактический 

или терапевтический агент представляет собой химиотерапевтический агент. Согласно другим вариантам 

реализации изобретения, профилактический или терапевтический агент представляет собой биологиче-

ское или гормональное терапевтическое средство. 

V. Способы введения. 

Композиции согласно настоящему изобретению могут быть предложены для лечения, профилакти-

ки и облегчения одного или более симптомов, связанных с раком или другим заболеванием или рас-

стройством, путем введения субъекту эффективного количества молекулы согласно изобретению или 

фармацевтической композиции, содержащей молекулу согласно изобретению. Согласно одному аспекту, 

такие композиции являются по существу очищенными (т.е. по существу свободны от веществ, которые 

ограничивают их эффект или производят нежелательные побочные эффекты). Согласно конкретному 

варианту реализации изобретения, субъект представляет собой животное. Согласно другому конкретно-

му варианту реализации изобретения, субъект представляет собой млекопитающее, такое как не пред-

ставляющее собой примата млекопитающее (например, корову, лошадь, кошку, собаку, грызунов и т.д.) 

и ли представляющее собой примата (например, обезьяну, такую как макак-крабоед, человека и т.д.). 

Согласно другому варианту реализации изобретения, субъект представляет собой человека. 

Способы введения молекулы согласно изобретению включают, но не ограничиваются указанными, 

парентеральное введение (например, внутрикожное, внутримышечное, внутрибрюшинное, внутривенное 

и подкожное), эпидуральное и слизистое (например, интраназальное и пероральное введение). Согласно 

конкретному варианту реализации изобретения, CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно изобре-

тению вводят внутримышечно, внутривенно или подкожно. Композиции можно вводить с помощью лю-

бого удобного способа, например, путем инфузии или болюсной инъекции, путем адсорбции через эпи-

телиальные или кожно-слизистые оболочки (например, через слизистую ротовой полости, слизистую 

прямой кишки или кишечника и т.д.) и можно вводить вместе с другими биологически активными аген-

тами. Введение может быть системным или местным. 

Изобретение также обеспечивает CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно изобретению, упа-

кованные в герметично запечатанный контейнер, такой как ампула или пакет-саше, с указанием количе-

ства данной молекулы. Согласно одному варианту реализации изобретения, CD137 х ОА-связывающие 

молекулы согласно изобретению обеспечиваются в виде сухого стерилизованного лиофилизированного 

порошка или безводного концентрата в герметично запечатанном контейнере и могут быть восстановле-

ны, например, с помощью воды или солевого раствора до подходящей концентрации для введения субъ-

екту. Лиофилизированные CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно настоящему изобретению сле-

дует хранить при температуре между 2 и 8°С в исходном контейнере и молекулы следует вводить в пре-

делах 12 ч, в пределах 6 ч, в пределах 5 ч, в пределах 3 ч или в пределах 1 ч после их восстановления. 

Согласно альтернативному варианту реализации изобретения, CD137 х ОА-связывающие молекулы 

согласно изобретению обеспечиваются в жидкой форме в герметично запечатанном контейнере с указа-

нием количества и концентрации указанной молекулы, белка слияния или конъюгированной молекулы. 

Согласно конкретным вариантам реализации изобретения, жидкие формы CD137 х ОА-связывающих 

молекул согласно изобретению обеспечиваются в герметично запечатанном контейнере и не требуют 

восстановления. 

Количество композиции согласно изобретению, которое будет эффективным для лечения, предот-

вращения или облегчения одного или более симптомов, связанных с расстройством, можно определять с 

помощью стандартных клинических методов. Точная доза для применения в лекарственной форме также 

будет зависеть от способа введения и тяжести состояния и будет определяться в соответствии с решени-

ем практикующего врача и обстоятельствами каждого пациента. Эффективные дозы могут быть выведе-

ны на основе кривых зависимости ответа от дозы, полученных с использованием тест-систем in vitro или 

на животных моделях. 

При использовании в настоящей заявке "эффективное количество" фармацевтической композиции, 

согласно одному варианту реализации изобретения, представляет собой количество, достаточное для 

обеспечения благоприятных или желаемых результатов, включая, но не ограничиваясь указанными, кли-

нические результаты, такие как снижение симптомов, которые являются результатом заболевания, ос-

лабление симптома заболевания (например, пролиферации раковых клеток, наличия опухоли, опухоле-
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вых метастазов и т.д.), приводящих, таким образом, к повышению качества жизни указанных страдаю-

щих заболеванием субъектов, снижению дозы других лекарственных препаратов, требуемых для лечения 

указанного заболевания, усилению эффекта другого лекарственного препарата, например, путем нацели-

вания и/или интернализации, задержке прогрессирования заболевания и/или продления выживаемости 

индивидов. 

Такое эффективное количество можно вводить посредством одного или более введений. В контек-

сте настоящего изобретения эффективное количество лекарственного средства, соединения или фарма-

цевтической композиции представляет собой количество, достаточное для прямого или непрямого сни-

жения пролиферации вируса (или эффекта его присутствия) и для снижения и/или задержки развития 

заболевания (например, рака). Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения, эф-

фективное количество лекарственного средства, соединения или фармацевтической композиции может 

достигаться или не достигаться вместе с другим лекарственным средством, соединением или фармацев-

тической композицией. Таким образом, "эффективное количество" можно рассматривать в контексте 

введения одного или более дополнительных агентов (например, химиотерапевтических агентов или дру-

гих агентов, которые считаются стандартом лечения для конкретного состояния), и может считаться, что 

один агент вводится в эффективном количестве, если совместно с одним или более другими агентами 

может быть достигнут желаемый результат. Поскольку требования субъектов различаются, определение 

оптимальных диапазонов эффективного количества каждого компонента может быть определено спе-

циалистом в данной области техники. 

Для CD137 х ОА-связывающих молекул, включенных согласно изобретению, доза, вводимая паци-

енту, может быть определена на основе массы тела (кг) субъекта, являющегося реципиентом, или аль-

тернативно, может быть определена на основе фиксированной дозы. 

Дозу и частоту введения CD137 х ОА-связывающих молекул согласно настоящему изобретению 

можно снижать или изменять посредством усиления захвата и проникновения в ткани CD137 х ОА-

связывающих молекул с помощью модификации, такой как, например, липидизация. 

Доза CD137 х ОА-связывающих молекул согласно изобретению, вводимая пациенту, может быть 

рассчитана для применения указанной молекулы в качестве монотерапии. Альтернативно, CD137 х ОА-

связывающие молекулы согласно изобретению применяются в комбинации с другими терапевтическими 

композициями таким образом, что доза, вводимая пациенту, снижена по сравнению с применением ука-

занных молекул в качестве монотерапии. 

Лечение субъекта терапевтически или профилактически эффективным количеством CD137 х ОА-

связывающих молекул согласно изобретению может включать один курс лечения или может включать 

серию курсов лечения. В одном примере субъекту проводят лечение с помощью молекулы согласно на-

стоящему изобретению один раз в неделю, один раз в две недели (т.е. один раз каждую вторую неделю) и 

ли один раз в три недели в течение между примерно 1 и 52 неделями. Фармацевтические композиции 

согласно изобретению можно вводить один раз в день, два раза в день или три раза в день. Альтернатив-

но, фармацевтические композиции можно вводить один раз в неделю, два раза в неделю, один раз каж-

дые две недели, один раз в месяц, один раз в шесть недель, один раз каждые два месяца, два раза в год 

или один раз в год. Также следует понимать, что эффективную дозу молекул, применяемых для лечения, 

можно повышать или снижать на протяжении курса конкретного лечения. 

VI. Способы применения композиций согласно изобретению. 

CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно настоящему изобретению обладают способностью 

связываются с Т-клетками (АПК) (например, путем связывания с CD137, экспрессируемым на поверхно-

сти таких Т-клеток) и способностью связываться с ОА-экспрессирующими опухолевыми клетками (на-

пример, путем связывания с ОА, экспрессируемым на поверхности таких опухолевых клеток). Таким 

образом, CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно настоящему изобретению обладают способно-

стью обеспечивать солокализацию Т-клеток с ОА-экспрессирующими опухолевыми клетками и, таким 

образом, могут применяться для лечения любого заболевания или состояния, связанного с экспрессией 

ОА или характеризующегося экспрессией ОА. Таким образом, фармацевтические композиции, содержа-

щие такие молекулы, могут применяться, без ограничения, в диагностике или лечении раковых заболе-

ваний, при которых экспрессируется ОА, включая, но не ограничиваясь указанными: рак мочевого пузы-

ря, рак кости, рак головного и спинного мозга, рак молочной железы, рак шейки матки, рак толстой и 

прямой кишки, рак желчного пузыря или рак желчного протока, рак желудка, глиобластому, рак головы 

и шеи, гепатоклеточную карциному, рак почки, лейкоз, рак печени, рак легкого, меланому, нейробласто-

му, немелкоклеточный рак легкого (НМКРЛ), рак яичников, рак поджелудочной железы, рак глотки, рак 

предстательной железы, почечно-клеточную карциному, рабдомиосаркому, рак кожи, плоскоклеточный 

рак головы и шеи (ПКРГШ), рак желудка, рак яичек, карциному вилочковой железы и рак матки, в част-

ности, таких типов рака, при которых наблюдается экспрессия ОА на высоком уровне. 

CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно настоящему изобретению могут дополнительно 

применяться в изготовлении лекарственных средств для лечения описанных выше состояний. 

Согласно конкретным вариантам реализации изобретения, CD137 х ОА-связывающая молекула со-

гласно изобретению применяется в комбинации с одним или более другими профилактическими и/или 
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терапевтическими агентами, применимыми для лечения рака. Согласно конкретным вариантам реализа-

ции изобретения, указанный другой профилактический или терапевтической агент представляет собой 

химиотерапевтический агент. Согласно другим вариантам реализации, профилактический или терапев-

тический агент представляет собой биологический или гормональный терапевтический агент. Согласно 

другим вариантам реализации, биологический терапевтический агент представляет собой цитотоксиче-

ские молекулы на основе антитела, включая, но не ограничиваясь указанными, антитело, антиген-

связывающий фрагмент антитела (например, scFv, Fab, F(ab)2 и т.д., TandAb и т.д.), мультиспецифичную 

связывающую молекулу (например, диатело, биспецифичное антитело, трехвалентную связывающую 

молекулу и т.д.), которая связывается с одним или более опухолевым антигенами (ОА). 

CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно настоящему изобретению могут усиливать актив-

ность нацеленных на опухоль агентов. Соответственно, CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно 

настоящему изобретению могут дополнительно применяться в комбинации с другими нацеленными на 

опухоль агентами, включая, но не ограничиваясь указанными, антитело, антиген-связывающий фрагмент 

антитела (например, scFv, Fab, F(ab)2 и т.д., TandAb и т.д.), мультиспецифичную связывающую молекулу 

(например, диатело, биспецифичное антитело, трехвалентную связывающую молекулу и т.д.), способную 

связываться с желаемым ОА. Специально предполагается, что нацеленный на опухоль агент может свя-

зываться с тем же или с другим ОА по сравнению с CD137 х ОА-связывающей молекулой, используемой 

в таких комбинациях. Согласно конкретным вариантам реализации изобретения, нацеленный на опухоль 

агент представляет собой мультиспецифичную молекулу, которая связывается с ОА и с эпитопом, экс-

прессируемым на Т-клетках, включая, например, CD3 и/или CD8, и опосредует Т-клеточное перенаправ-

ленное уничтожение. Репрезентативные нацеленные на опухоль агенты включают, но не ограничиваются 

указанными, молекулы, которые связываются с ОА и CD3 ("ОА х CD3"). Репрезентативные ОА х CD3-

связывающие молекулы (например, биспецифичные антитела, молекулы DART, молекулы BiTe, 

TandAb и т.д. и трехвалентные молекулы) и способы их создания, которые могут применяться в таких 

комбинациях, хорошо известны в данной области техники (см., например, публикации международных 

заявок WO 2013/026835, WO 2013/158856, WO 2014/047231; WO 2014/110601; WO 2014/131711; WO 

2015/026894; WO 2015/026892; WO 2015/184203; WO 2015/184207; WO 2016/036937; WO 2016/182751; 

WO 2017091656; WO 2017/142928; WO 2017/118675). 

Применение CD137 х ОА-связывающих молекул согласно настоящему изобретению в комбинации 

с нацеленным на опухоль агентом (например, ОА х CD3-связывающей молекулой) может приводить к 

стимуляции ингибиторного иммунного модулятора, представляющего собой белок программируемой 

клеточной гибели 1 ("PD-1", также известный как "CD279"). Ингибирование иммунной системы белком 

PD-1 опосредуется его связыванием с PD-L1 и PD-L2 (также известными как В7-Н1 и B7-DC) (Flies, D.B. 

et al. (2007) "The New B7s: Playing a Pivotal Role in Tumor Immunity" J. Immunother. 30(3):251-260; патен-

ты США № 6803192; 7794710). Таким образом, добавление дополнительного агента, подавляющего ин-

гибиторную активность PD-1 ("ингибитора контрольной точки PD-1/PD-L1"), приводит к подавлению 

экспрессии PD-1 и может также усиливать активность нацеленных на CD137 х ОА и нацеленных на опу-

холь агентов, таких как ОА х CD3-связывающие молекулы. Изобретение, в частности, включает ингиби-

торы контрольной точки PD-1/PD-L1, содержащие сайт связывания эпитопа антитела, которое связыва-

ется с PD-1. 

Соответственно, CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно настоящему изобретению могут 

также применяться в комбинации с другими нацеленными на опухоль агентами, дополнительно в комби-

нации с ингибитором контрольной точки PD-1/PD-L1. Ингибиторы контрольной точки PD-1/PD-L1 

включают, но не ограничиваются указанными, антитело, антиген-связывающий фрагмент антитела (на-

пример, scFv, Fab, F(ab)2 и т.д., TandAb и т.д.), мультиспецифичную связывающую молекулу (например, 

диатело, биспецифичное антитело, трехвалентную связывающую молекулу и т.д.), способную связывать-

ся с PD-1 и/или PD-L1. Репрезентативные ингибиторы контрольной точки PD-1/PD-L1 и способы их соз-

дания, которые могут применяться в таких комбинациях, хорошо известны в данной области техники. 

PD-1-связывающие молекулы, применимые согласно способам настоящего изобретения, включают: ни-

волумаб (CAS Reg. № 946414-94-4, также известный как 5С4, BMS-936558, ONO-4538, MDX-1106 и про-

даваемый под названием OPDIVO компанией Bristol-Myers Squibb); пембролизумаб (ранее известный 

как ламбролизумаб, CAS Reg. № 1374853-91-4, также известный как MK-3475, SCH-900475 и продавае-

мый под названием KEYTRUDA компанией Merck); цемиплимаб (CAS Reg. № 1801342-60-8, также 

известный как REGN-2810, SAR-439684 и продаваемый под названием LIBTAYO). Аминокислотные 

последовательности полноразмерных тяжелой и легкой цепей ниволумаба (WHO Drug Information, 2013, 

Recommended INN: List 69, 27(1):68-69), пембролизумаба (WHO Drug Information, 2014, Recommended 

INN: List 75, 28(3):407) и цемиплимаба (WHO Drug Information 2018, Proposed INN: List 119) и звестны в 

данной области техники. Дополнительные антитела против PD-1 (например, mAb 7 против hPD-1 (1.2), 

обладающие уникальным характеристиками связывания, применимые в соответствии со способами и 

композициями согласно настоящему изобретению, были недавно идентифицированы (см. публикацию 

международной заявки на патент согласно РСТ № WO 2017/019846). 
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Когда применяются такие комбинации, специально предполагается, что одну или более из указан-

ных молекул можно вводить субъекту "одновременно" (например, CD137 х ОА-связывающую молекулу 

можно вводить в то же время, в которое вводят ОА х CD3-связывающую молекулу и/или ингибитор кон-

трольной точки PD-1/PD-L1) и /или что одну или более из указанных молекул можно вводить "последо-

вательно" (например, вводят CD137 х ОА-связывающую молекулу, и затем вводят ОА х CD3-

связывающую молекулу и/или ингибитор контрольной точки PD-1/PD-L1, или наоборот). 

VII. Варианты реализации изобретения. 

Описанное в целом изобретение будет легче понять со ссылкой на следующие далее пронумерован-

ные варианты реализации ("Е"), которые предложены в качестве иллюстрации и не ограничивают на-

стоящее изобретение, если иное не указано. 

Е1. CD137-связывающая молекула, содержащая первый сайт связывания, который иммуноспеци-

фично связывается с эпитопом CD137, где указанный первый сайт связывания содержит первый вариа-

бельный домен легкой цепи, который содержит CDRL1, CDRL2 и CDRL3, и первый вариабельный домен 

тяжелой цепи, который содержит CDRH1, CDRH2 и CDRH3; где: 

(A) указанные CDRL1, CDRL2 и CDRL3 первого вариабельного домена легкой цепи представляют 

собой CDR легкой цепи VL1 МАВ-6 против CD137 (SEQ ID NO: 50); и 

(B) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 первого вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи VH1 МАВ-6 против CD137 (SEQ ID NO: 46). 

Е2. CD137-связывающая молекула по Е1, характеризующаяся тем, что указанный первый вариа-

бельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последовательность: VH1 МАВ-6 против 

hCD137 (SEQ ID NO: 46). 

Е3. CD137-связывающая молекула по любому из Е1-Е2, характеризующаяся тем, что указанный 

первый вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последовательность: 

(A) VLx МАВ-6 против hCD137 (SEQ ID NO: 54); 

(B) VL1 МАВ-6 против hCD137 (SEQ ID NO: 50); 

(C) VL2 МАВ-6 против hCD137 (SEQ ID NO: 55); или 

(D) VL3 МАВ-6 против hCD137 (SEQ ID NO: 56). 

E4. CD137-связывающая молекула по любому из Е1-Е3, характеризующаяся тем, что: 

(A) указанный первый вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность: VH1 МАВ-6 против hCD137 (SEQ ID NO: 46) и  

(B) указанный первый вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность: VL1 МАВ-6 против hCD137 (SEQ ID NO: 50). 

Е5. CD137-связывающая молекула по любому из Е1-Е3, характеризующаяся тем, что: 

(A) указанный первый вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность: VH1 МАВ-6 против hCD137 (SEQ ID NO: 46); и  

(B) указанный первый вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность: VL3 МАВ-6 против hCD137 (SEQ ID NO: 56). 

E6. CD137-связывающая молекула по любому из Е1-Е5, характеризующаяся тем, что указанная мо-

лекула представляет собой биспецифичную молекулу, содержащую второй сайт связывания, который 

иммуноспецифично связывается с опухолевым антигеном (ОА), где указанный второй сайт связывания 

содержит второй вариабельный домен легкой цепи, который содержит CDRL1, CDRL2 и CDRL3, и второй 

вариабельный домен тяжелой цепи, который содержит CDRH1, CDRH2 и CDRH3. 

Е7. CD137-связывающая молекула по Е6, характеризующаяся тем, что указанный ОА выбран из ан-

тигенов, представленных в табл. 1-2. 

Е8. CD137-связывающая молекула по Е6, характеризующаяся тем, что указанный ОА представляет 

собой PD-L1, где: 

(A) указанные CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представляют 

собой CDR легкой цепи VLx MAB-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 63); и 

(B) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи VHx MAB-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 59). 

E9. CD137-связывающая молекулу по Е8, характеризующаяся тем, что: 

(A) (1) указанные CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представля-

ют собой CDR легкой цепи VL1 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 63); или 

(2) указанные CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представляют 

собой CDR легкой цепи VLx MAB-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 58); или 

(3) указанные CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представляют 

собой CDR легкой цепи VL2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 72); и 

(B) (1) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представ-

ляют собой CDR тяжелой цепи VH1 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 59); 

(2) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи VHx МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 57); 

(3) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 
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собой CDR тяжелой цепи VH2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 67); 

(4) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи VH3 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 68); 

(5) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи VH2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 69); 

(6) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи VH2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 70); или 

(7) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи VH2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 71). 

Е10. CD137-связывающая молекула по Е9, характеризующаяся тем, что указанный второй вариа-

бельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последовательность: 

(A) VHx МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 59); 

(B) VH1 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 57); (C) VH2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 67); 

(D) VH3 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 68); 

(E) VH4 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 69); 

(F) VH5 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 70); или 

(G) VH6 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 71). 

E11. CD137-связывающая молекула по любому из Е9 или Е10, характеризующаяся тем, что указан-

ный второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последовательность: 

(A) VLx МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 63); 

(B) VL1 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 58) или (В) VL2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 

72). 

E12. CD137-связывающая молекула по любому из Е10-Е11, характеризующаяся тем, что: 

(A) указанный второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность: VHx МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 59) и 

(B) указанный второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность: VLx МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 63). 

Е13. CD137-связывающая молекула по любому из Е10-Е11, характеризующаяся тем, что: 

(A) указанный второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность: VH1 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 57); и 

(B) указанный второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность: VLx МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 63). 

E14. CD137-связывающая молекула по любому из Е10-Е11, характеризующаяся тем, что: 

(A) указанный второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность: VH2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 67); и 

(B) указанный второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность: VLx МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 63). 

E15. CD137-связывающая молекула по любому из Е10-Е11, характеризующаяся тем, что: 

(A) указанный второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность: VH3 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 68); и 

(B) указанный второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность: VLx МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 63). 

E16. CD137-связывающая молекула по любому из Е10-Е11, характеризующаяся тем, что: 

(A) указанный второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность: VH4 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 69); и 

(B) указанный второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность: VLx МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 63). 

Е17. CD137-связывающая молекула по любому из Е10-Е11, характеризующаяся тем, что: 

(A) указанный второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность: VH5 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 70); и 

(B) указанный второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность: VLx МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 63). 

E18. CD137-связывающая молекула по любому из Е10-Е11, характеризующаяся тем, что: 

(A) указанный второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность: VH6 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 71); и 

(B) указанный второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность: VLx МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 63). 

E19. CD137-связывающая молекула по любому из Е10-Е11, характеризующаяся тем, что: 

(A) указанный второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность: VH1 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 57); и 

(B) указанный второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность: VL1 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 58). 
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E20. CD137-связывающая молекула по любому из Е10-Е11, характеризующаяся тем, что: 

(A) указанный второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность: VH3 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 68); и 

(B) указанный второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность: VL2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 72). 

Е21. CD137-связывающая молекула по Е6, характеризующаяся тем, что ОА представляет собой 

5Т4, где: 

(A) (1) указанные CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представля-

ют собой CDR легкой цепи VL МАВ-1 против 5Т4 (SEQ ID NO: 93); и 

(2) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи VH МАВ-1 против 5Т4 (SEQ ID NO: 92); или 

(B) (1) указанные CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представля-

ют собой CDR легкой цепи VL MAB-2 против 5Т4 (SEQ ID NO: 95); и 

(2) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи VH MAB-2 против 5Т4 (SEQ ID NO: 96). 

Е22. CD137 х ОА-связывающая молекула по Е21, характеризующаяся тем, что второй вариабель-

ный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последовательность: VH МАВ-1 против 5Т4 (SEQ 

ID NO: 92). 

Е23. CD137 х ОА-связывающая молекула по Е21 или Е22, характеризующаяся тем, что второй ва-

риабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последовательность: VL МАВ-1 против 5Т4 

(SEQ ID NO: 93). 

Е24. CD137-связывающая молекула по Е6, характеризующаяся тем, что ОА представляет собой 

HER2, где: 

(A) указанные CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представляют 

собой CDR легкой цепи VLx МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 79); и 

(B) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи VHx МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 78). 

E25. CD137-связывающая молекула Е24, характеризующаяся тем, что: 

(А) (1) указанные CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представля-

ют собой CDR легкой цепи VL1 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 83); 

(2) указанные CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представляют 

собой CDR легкой цепи VL2 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 84); или 

(3) указанные CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представляют 

собой CDR легкой цепи VL3 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 85); и 

(В) (1) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представ-

ляют собой CDR тяжелой цепи VH1 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 80); 

(2) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи VH2 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 81); или 

(3) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи VH3 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 82). 

E26. CD137-связывающая молекула по Е25, характеризующаяся тем, что указанный второй вариа-

бельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последовательность: 

(A) VHx МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 78); 

(B) VH1 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 80); 

(C) VH2 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 81); или 

(D) VH3 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 82). 

E27. CD137-связывающая молекула по любому из Е25 или 26, где указанный второй вариабельный 

домен легкой цепи содержит аминокислотную последовательность: 

(A) VLx МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 79); 

(B) VL1 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 83); 

(C) VL2 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 84); или 

(D) VL3 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 85). 

Е28. CD137-связывающая молекула по любому из Е24-Е26, характеризующаяся тем, что: 

(A) (1) указанный второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность: VHx MAB-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 78); и 

(2) указанный второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность: VLx MAB-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 79); или 

(B) (1) указанный второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность: VH1 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 80); и 

(2) указанный второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность: VL3 МАВ-1 против hHER2 (SEQ ID NO: 85). 

E29. CD137-связывающая молекула по любому из Е1-Е29, которая представляет собой антитело, 
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биспецифичные антитело, биспецифичное бивалентное Fc-содержащее диатело или биспецифичное те-

травалентное Fc-содержащее диатело или биспецифичную трехвалентную молекулу. 

Е30. CD137-связывающая молекула по любому из Е1-Е29, характеризующаяся тем, что указанная 

молекула является биспецифичной и бивалентной и содержит первую, вторую и третью полипептидную 

цепь, где указанные полипептидные цепи образуют ковалентно связанный комплекс. 

Е31. CD137-связывающая молекула по любому из Е1-Е29, характеризующаяся тем, что указанная 

молекула является биспецифичной и тетравалентной и содержит первую, вторую, третью и четвертую 

полипептидную цепь, где указанные полипептидные цепи образуют ковалентно связанный комплекс. 

Е32. CD137-связывающая молекула по любому из Е1-Е29, характеризующаяся тем, что указанная 

молекула является биспецифичной и трехвалентной и содержит первую, вторую, третью и четвертую 

полипептидную цепь, где указанные полипептидные цепи образуют ковалентно связанный комплекс. 

Е33. CD137-связывающая молекула по Е31, характеризующаяся тем, что указанный ОА представ-

ляет собой PD-L1, где: 

(A) указанные первая и третья полипептидные цепи содержат в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 63 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 

30 - SEQ ID NO: 43; 

(ii) SEQ ID NO: 63 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 

30 - SEQ ID NO: 43; 

(iii) SEQ ID NO: 58 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID 

NO: 30 - SEQ ID NO: 43; 

(iv) SEQ ID NO: 58 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID 

NO: 30 - SEQ ID NO: 43; 

(v) SEQ ID NO: 72 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 

30 - SEQ ID NO: 43; или 

(vi) SEQ ID NO: 72 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID 

NO: 30 - SEQ ID NO: 43; и 

(B) указанные вторая и четвертая полипептидные цепи содержат в направлении от N-конца к С-

концу: 

(i) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 59 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(ii) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 59 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; 

(iii) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 57 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(iv) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 57 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; 

(v) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 67 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(vi) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 67 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; 

(vii) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 68 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(viii) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 68 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; 

(ix) SEQ ID NO: 55 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 68 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(x) SEQ ID NO: 55 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 68 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; 

(xi) SEQ ID NO: 56 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 68 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(xii) SEQ ID NO: 56 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 68 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; 

(xiii) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 69 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(xiv) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 69 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; 

(xv) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 70 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(xvi) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 70 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; 

(xvii) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 71 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(xviii) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 71 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; 

(xix) SEQ ID NO: 56 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 69 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; или 

(xx) SEQ ID NO: 56 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 69 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. 

E34. CD137-связывающая молекула по Е31 или Е33, характеризующаяся тем, что указанный ОА 

представляет собой PD-L1, где: 

(A) указанные первая и третья полипептидные цепи содержат аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 118 или SEQ ID NO: 120; и 

(B) указанные вторая и четвертая полипептидные цепи содержат аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 122, SEQ ID NO: 123, SEQ ID NO: 

124, SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 126 или SEQ ID NO: 139. 

E35. CD137-связывающая молекула по Е34, характеризующаяся тем, что указанная молекула со-

держит: 

(A) SEQ ID NO: 116 и SEQ ID NO: 117; 

(B) SEQ ID NO: 118 и SEQ ID NO: 119; 

(C) SEQ ID NO: 120 и SEQ ID NO: 119; 

(D) SEQ ID NO: 118 и SEQ ID NO: 121; 

(E) SEQ ID NO: 120 и SEQ ID NO: 121; 
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(F) SEQ ID NO: 120 и SEQ ID NO: 122; 

(G) SEQ ID NO: 120 и SEQ ID NO: 123; 

(H) SEQ ID NO: 120 и SEQ ID NO: 124; 

(I) SEQ ID NO: 120 и SEQ ID NO: 125; 

(J) SEQ ID NO: 120 и SEQ ID NO: 126; или 

(K) SEQ ID NO: 120 и SEQ ID NO: 139. 

E36. CD137-связывающая молекула по Е32, характеризующаяся тем, что указанный ОА представ-

ляет собой PD-L1, где: (А) указанная первая полипептидная цепь содержит в направлении от N-конца к 

С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 

21 - SEQ ID NO: 146; 

(ii) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 

21 - SEQ ID NO: 146; 

(iii) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID 

NO: 21 - SEQ ID NO: 146; 

(iv) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID 

NO: 21 - SEQ ID NO: 146; 

(v) SEQ ID NO: 55 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 

21 - SEQ ID NO: 146; 

(vi) SEQ ID NO: 55 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID 

NO: 21 - SEQ ID NO: 146; 

(vi) SEQ ID NO: 56 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID 

NO: 21 - SEQ ID NO: 146; или 

(vii) SEQ ID NO: 56 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID 

NO: 21 - SEQ ID NO: 146; 

(B) указанная вторая полипептидная цепь содержит в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; 

(ii) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(iii) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; 

(iv) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(v) SEQ ID NO: 55 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; 

(vi) SEQ ID NO: 55 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(vi) SEQ ID NO: 56 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; или 

(vii) SEQ ID NO: 56 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(C) указанная третья полипептидная цепь содержит в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 59 - SEQ ID NO: 3 - SEQ ID NO: 7 - SEQ ID NO: 149; 

(ii) SEQ ID NO: 57 - SEQ ID NO: 3 - SEQ ID NO: 7 - SEQ ID NO: 149; 

(iii) SEQ ID NO: 67 - SEQ ID NO: 3 - SEQ ID NO: 7 - SEQ ID NO: 149; 

(iv) SEQ ID NO: 68 - SEQ ID NO: 3 - SEQ ID NO: 7 - SEQ ID NO: 149; 

(v) SEQ ID NO: 69 - SEQ ID NO: 3 - SEQ ID NO: 7 - SEQ ID NO: 149; 

(vi) SEQ ID NO: 70 - SEQ ID NO: 3 - SEQ ID NO: 7 - SEQ ID NO: 149; или 

(vii) SEQ ID NO: 71 - SEQ ID NO: 3 - SEQ ID NO: 7 - SEQ ID NO: 149; и 

(D) указанная четвертая полипептидная цепь содержит в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 63 - SEQ ID NO: 1; или 

(ii) SEQ ID NO: 72 - SEQ ID NO: 1. 

E37. CD137-связывающая молекула по E32, характеризующаяся тем, что указанный ОА представ-

ляет собой PD-L1, где: 

(A) указанная первая полипептидная цепь содержит в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 59 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 

21 - SEQ ID NO: 146; или 

(ii) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 59 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 

21 - SEQ ID NO: 146; 

(B) указанная вторая полипептидная цепь содержит в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 63 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; или 

(ii) SEQ ID NO: 63 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(C) указанная третья полипептидная цепь содержит в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 3 - SEQ ID NO: 7 - SEQ ID NO: 149; и 

(D) указанная четвертая полипептидная цепь содержит в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 1 или (ii) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 1. 

E38. CD137-связывающая молекула по Е32 или Е36, характеризующаяся тем, что указанный ОА 

представляет собой PD-L1, где: 

(A) указанная первая полипептидная цепь содержит аминокислотную последовательность SEQ ID 
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NO: 127, SEQ ID NO: 133 или SEQ ID NO: 135; 

(B) указанная вторая полипептидная цепь содержит аминокислотную последовательность SEQ ID 

NO: 128, SEQ ID NO: 134 или SEQ ID NO: 136; 

(C) указанная третья полипептидная цепь содержит аминокислотную последовательность SEQ ID 

NO: 129 или SEQ ID NO: 131; и 

(D) указанная четвертая полипептидная цепь содержит аминокислотную последовательность SEQ 

ID NO: 130, SEQ ID NO: 132. 

Е39. CD137-связывающая молекула по Е38, характеризующаяся тем, что указанная молекула со-

держит: 

(A) SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129 и SEQ ID NO: 130; 

(B) SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 131 и SEQ ID NO: 132; 

(C) SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 131 и SEQ ID NO: 132; или 

(D) SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 131 и SEQ ID NO: 132. 

E40. CD137-связывающая молекула по Е31, характеризующаяся тем, что указанный ОА представ-

ляет собой HER2, где: 

(A) указанные первая и третья полипептидные цепи содержат в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 79 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 

30 - SEQ ID NO: 43; или 

(ii) SEQ ID NO: 79 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 

30 - SEQ ID NO: 43; 

(iii) SEQ ID NO: 85 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID 

NO: 30 - SEQ ID NO: 43; или 

(iv) SEQ ID NO: 85 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID 

NO: 30 - SEQ ID NO: 43; и 

(B) указанные вторая и четвертая полипептидные цепи содержат в направлении от N-конца к С-

концу: 

(i) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 78 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(ii) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 78 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; 

(iii) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 80 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; или 

(iv) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 80 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38. 

E41. CD137-связывающая молекула по Е32, характеризующаяся тем, что указанный ОА представ-

ляет собой HER2, где: 

(A) указанная первая полипептидная цепь содержит в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 

21 - SEQ ID NO: 146; 

(ii) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 

21 - SEQ ID NO: 146; 

(iii) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID 

NO: 21 - SEQ ID NO: 146; или 

(iv) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID 

NO: 21 - SEQ ID NO: 146; 

(B) указанная вторая полипептидная цепь содержит в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; 

(ii) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(iii) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; или 

(iv) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(C) указанная третья полипептидная цепь содержит в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 78 - SEQ ID NO: 3 - SEQ ID NO: 7 - SEQ ID NO: 149;или 

(ii) SEQ ID NO: 80 - SEQ ID NO: 3 - SEQ ID NO: 7 - SEQ ID NO: 149; и 

(D) указанная четвертая полипептидная цепь содержит в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 79 - SEQ ID NO: 1 или (ii) SEQ ID NO: 85 - SEQ ID NO: 1. 

E42. CD137-связывающая молекула по Е32, характеризующаяся тем, что указанный ОА представ-

ляет собой HER2, где: 

(A) указанная первая полипептидная цепь содержит в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 78 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID NO: 

21 - SEQ ID NO: 146; 

(ii) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 78 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID NO: 

21 - SEQ ID NO: 146; 

(iii) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 80 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 37 - SEQ ID 

NO: 21 - SEQ ID NO: 146; или 

(iv) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 39 - SEQ ID 

NO: 21 - SEQ ID NO: 146; 
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(B) указанная вторая полипептидная цепь содержит в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 79 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; 

(ii) SEQ ID NO: 79 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(iii) SEQ ID NO: 85 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 38; или 

(iv) SEQ ID NO: 85 - SEQ ID NO: 16 - SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 40; 

(C) указанная третья полипептидная цепь содержит в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 3 - SEQ ID NO: 7 - SEQ ID NO: 149; и 

(D) указанная четвертая полипептидная цепь содержит в направлении от N-конца к С-концу: 

(i) SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 1 или (ii) SEQ ID NO: 50 - SEQ ID NO: 1. 

E43. CD137-связывающая молекула по любому из Е40-Е42, характеризующаяся тем, что указанная 

молекула содержит: 

(A) SEQ ID NO: 151 и SEQ ID NO: 152; 

(B) SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 153 и SEQ ID NO: 154; или 

(C) SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 144, SEQ ID NO: 155 и SEQ ID NO: 165. 

Е44. Фармацевтическая композиция, содержащая CD137-связывающую молекулу по любому из Е1-

43 и физиологически приемлемый носитель. 

Е45. Применение CD137-связывающей молекулы по любому из Е6-Е43 или фармацевтической 

композиции по Е44 для лечения заболевания или состояния, связанного с экспрессией ОА или характе-

ризующегося экспрессией ОА. 

Е46. PD-L1-связывающая молекула, содержащая вариабельный домен легкой цепи, который содер-

жит CDRL1, CDRL2 и CDRL3, и вариабельный домен тяжелой цепи, который содержит CDRH1, CDRH2 и 

CDRH3; где: 

(A) указанные CDRL1, CDRL2 и CDRL3 вариабельного домена легкой цепи представляют собой 

CDR легкой цепи VL2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 72); и 

(B) (1) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 вариабельного домена тяжелой цепи представляют со-

бой CDR тяжелой цепи VH2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 67); 

(2) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 вариабельного домена тяжелой цепи представляют собой 

CDR тяжелой цепи VH3 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 68); 

(3) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи VH4 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 69); 

(4) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи VH5 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 70); или 

(5) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи VH6 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 71). 

E47. PD-L1-связывающая молекула по Е46, характеризующаяся тем, что указанный вариабельный 

домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последовательность: 

(A) VH2 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 67); 

(B) VH3 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 68); 

(C) VH4 МАВ-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 69); 

(D) VH5 MAB-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 70); или 

(E) VH6 MAB-2 против hPD-L1 (SEQ ID NO: 71). 

E48. PD-L1-связывающая молекула по любому из Е46-Е47, характеризующаяся тем, что указанный 

вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последовательность VL2 МАВ-2 против 

hPD-L1 (SEQ ID NO: 72). 

E49. PD-L1-связывающая молекула по любому из Е46-Е48, характеризующаяся тем, что указанная 

молекула представляет собой антитело или его антиген-связывающий фрагмент. 

Е50. PD-L1-связывающая молекула по любому из Е46-Е48, характеризующаяся тем, что указанная 

молекула представляет собой мультиспецифичную связывающую молекулу. 

Е51. PD-L1-связывающая молекула по Е50, характеризующаяся тем, что указанная молекула пред-

ставляет собой биспецифичное диатело, биспецифичное антитело или трехвалентную связывающую мо-

лекулу. 

Е52. Фармацевтическая композиция, содержащая PD-L1-связывающую молекулу по любому из 

Е46-Е51 и физиологически приемлемый носитель. 

Е53. Применение PD-L1-связывающей молекулы по любому из Е46-Е51 или фармацевтической 

композиции по Е52 для лечения заболевания или состояния, связанного с супрессией иммунной системы 

или характеризующегося экспрессией PD-L1. 

Е54. Применение по Е53, характеризующееся тем, что указанное заболевание или состояние, свя-

занное с супрессией иммунной системы или характеризующееся экспрессией PD-L1, представляет собой 

рак. 

Е55. Применение по любому из Е45 или Е54, характеризующееся тем, что указанный рак выбран из 

группы, состящей из: рака мочевого пузыря, рака кости, рака головного и спинного мозга, рака молочной 

железы, рака шейки матки, рака толстой и прямой кишки, рака желчного пузыря или рака желчного про-
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тока, рака желудка, глиобластомы, рака головы и шеи, гепатоклеточной карциномы, рака почки, лейкоза, 

рака печени, рака легкого, меланомы, нейробластомы, немелкоклеточного рака легкого (НМКРЛ), рака 

яичников, рака поджелудочной железы, рака глотки, рака предстательной железы, почечно-клеточной 

карциномы, рабдомиосаркомы, рака кожи, плоскоклеточного рака головы и шеи (ПКРГШ), рака желуд-

ка, рака яичек, карциномы вилочковой железы и рака матки. 

Е56. Способ усиления активности нацеленного на опухоль агента, включающий введение указанно-

го нацеленного на опухоль агента в комбинации с CD137-связывающей молекулой по любому из Е1-Е43, 

PD-L1-связывающей молекулой по любому из Е46-Е51 или фармацевтической композицией по любому 

из Е44 или Е52. 

Е57. Способ лечения заболевания или состояния, связанного с супрессией иммунной системы или 

характеризующегося экспрессией ОА, включающий введение нуждающемуся в этом субъекту CD137-

связывающей молекулы по любому из Е1-Е43, PD-L1-связывающей молекулы по любому из Е46-Е53 

или фармацевтической композиции по Е44 или Е53. 

Е58. Способ по Е57, характеризующийся тем, что состояние, связанное с супрессией иммунной си-

стемы или характеризующееся экспрессией ОА, представляет собой рак. 

Е59. Способ по Е57 или Е58, дополнительно включающий введение нацеленного на опухоль агента. 

Е60. Способ по Е56 или Е59, характеризующийся тем, что указанный нацеленный на опухоль агент 

представляет собой антитело, эпитоп-связывающий фрагмент антитела или агент, который опосредует 

перенаправленное Т-клеточное уничтожение клетки-мишени. 

Е61. Способ по любому из Е57-Е60, характеризующийся тем, что рак выбран из группы, состоящей 

из: рака мочевого пузыря, рака кости, рака головного и спинного мозга, рака молочной железы, рака 

шейки матки, рака толстой и прямой кишки, рака желчного пузыря или рака желчного протока, рака же-

лудка, глиобластомы, рака головы и шеи, гепатоклеточной карциномы, рака почки, лейкоза, рака печени, 

рака легкого, меланомы, нейробластомы, немелкоклеточного рака легкого (НМКРЛ), рака яичников, рака 

поджелудочной железы, рака глотки, рака предстательной железы, почечно-клеточной карциномы, раб-

домиосаркомы, рака кожи, плоскоклеточного рака головы и шеи (ПКРГШ), рака желудка, рака яичек, 

карциномы вилочковой железы и рака матки. 

Е62. Нуклеиновая кислота, кодирующая CD137-связывающую молекулу по любому из Е1-Е43 или 

PD-L1-связывающую молекулу по любому из Е46-Е51. 

Е63. Вектор экспрессии, содержащий нуклеиновую кислоту по Е62. 

Е64. Клетка, содержащая нуклеиновую кислоту по Е62 или вектор экспрессии по Е63. 

Е65. Клетка по Е64, характеризующаяся тем, что указанная клетка представляет собой клетку мле-

копитающего. 

Примеры 

Описанное в целом изобретение будет легче понять со ссылкой на следующие далее примеры. Сле-

дующие примеры иллюстрируют различные способы применения композиций в способах диагностики 

или лечения согласно настоящему изобретению. Предполагается, что примеры являются иллюстратив-

ными и никоим образом не ограничивают объем настоящего изобретения. 

Пример 1. 

Методы. 

Способность исследуемого продукта (наПример, антитела, диатела или трехвалентной молекулы) 

опосредовать мишень-зависимую передачу сигнала пути NF/κB оценивали с использованием экспресси-

рующей CD137 репортерной клеточной линии (Jurkat-NF-κВ-Luc) в CD137-репортерном анализе, кото-

рый проводили по существу следующим образом: в случае биспецифичных молекул клетки-мишени (тип 

и номер указан на фигурах и ниже) в 100 мкл аналитических сред (RPMI-1640, 10% ЭБС) высевали в сте-

рильные аналитические микропланшеты и инкубировали при 37°С в течение ночи. На 3 день репортер-

ные клетки Jurkat-NF-κВ-Luc с гиперэкспрессией CD137 (4×10
4
-7,5×10

4
 клеток в 50 мкл аналитических 

сред) и 50 мкл исследуемых изделий в серийных разведениях последовательно добавляли в каждую лун-

ку, содержащую клетки-мишени, и в контрольные лунки без клеток-мишеней. Планшеты инкубировали в 

течение 4-5 ч при 37°С. Затем в каждую лунку добавляли 50 мкл субстрата BioGlo (Promega) и планшеты 

инкубировали в течение дополнительных 5-10 мин при комнатной температуре ("RT"), передачу сигнала 

измеряли путем выявления люминесценции (например, с использованием прибора Perkin Elmer Envision) 

с использованием относительных световых единиц люминесценции (RLU) в качестве выводных данных. 

В случае моноспецифичных антител против CD137 не использовали клетки-мишени, вместо этого до-

бавляли козьи антитела против иммуноглобулина мыши или козьи антитела против иммуноглобулина 

человека в четырехкратном избытке для перекрестного связывания с антителами. 

ИФА-анализы для оценки исследуемых изделий на предмет связывания с CD137 проводили по су-

ществу следующим образом: 96-луночные планшеты с плоским дном Maxisorb покрывали растворимым 

CD137 человека или макака-крабоеда (внеклеточный домен CD137 человека или макака-крабоеда, сли-

тый с His-меткой (shCD137-His или scyCD137-His) или с человеческим Fc-участком (shCD137-hFc или 

scyCD137-hFc)) с концентрацией каждого из CD137, составляющей 0,5 или 1 мкг/мл. Планшеты промы-
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вали, блокировали ФСБ-буфером, содержащим 0,5% бычий сывороточный альбумин и 0,1% Tween20, и 

инкубировали с исследуемым изделием (например, клеточными супенатантами или очищенным mAb). 

Для супернатантов гибридомы использовали антитело против CD137 в концентрации 1,0 мкг/мл и в шес-

ти трехкратных серийных разведениях. Количество исследуемого изделия, связанного с иммобилизиро-

ванным CD137 (человека или макака-крабоеда), оценивали с использованием вторичных козьих антител 

против IgG мыши, конъюгированных с HRP. Все образцы анализировали на считывателе для планшетов 

(Victor 2 Wallac, Perkin Elmer) и значения ЕС50 рассчитывали из кривых зависимости ответа от дозы с 

помощью нелинейного регрессионного анализа. 

Анализы Т-клеточного высвобождения цитокинов (с использованием субоптимальных стимулиро-

ванных первичных Т-клеток в отсутствие клеток-мишеней) проводили по существу следующим образом: 

в каждую лунку аналитического планшета добавляли 50 мкл исследуемого изделия (антител, перекрест-

но связывающихся или не связывающихся с (Fab)'2 против Fc человека) в серийных разведениях, 50 мкл 

предварительно промытых парамагнитных наночастиц Dynabeads, покрытых αCD3 (REF 11151D; Invi-

trogen от Thermo Fisher Scientific, или сходных частиц) в концентрации 2×10
6
 частиц/мл и 100 мкл/лунка 

человеческих пан-Т-клеток (очищенных из донорских МКГЖ с использованием набора для человеческих 

Т-клеток Dynabeads Untouched Human T-cell Kit, Invitrogen Cat# 11344D, или сходного набора в соответ-

ствии с протоколом производителя) в концентрации 10
6
 клеток/мл. Конечный объем в каждой лунке 

планшета составлял 200 мкл. Для контрольных лунок, которые не содержали исследуемое изделие или 

αCD3-частицы, добавляли аналитические среды с доведением общего объема до 200 мкл и планшеты 

инкубировали в течение 72 ч в инкубаторе для тканевых культур. Затем супернатанты собирали из каж-

дой лунки и высвобожденные цитокины IL-2, IL-10, TNF-α и IFN-γ измеряли с использованием набора 

для ИФА для цитокинов (например, набора для ИФА DuoSet для человеческого IL-2 (Cat: DY202), набо-

ра для ИФА DuoSet для человеческого IFN-гамма (Cat: DY285) и набора для ИФА DuoSet для человече-

ского TNF-альфа (Cat: DY210) от компании R&D System, или сходных коммерческих геагентов) в соот-

ветствии с инструкциями производителя. Программы Microsoft Excel и SoftMax Pro использовали для 

анализа данных для выведения значений уровня цитокинов, которые были представлены в виде графика 

с помощью программы Prism. 

Анализ с помощью сортировки клеток с активированной флуоресценцией (FACS) для оценки ис-

следуемых изделий на предмет связывания с CD137 клеточной поверхности проводили по существу сле-

дующим образом: 100 мкл клеток СНО, экспрессирующих CD137 (CHO/CD137) (1,0×10
5
-1×0

6
 кле-

ток/лунка) и 100 мкл исследуемого изделия в серийных разведениях или контрольных молекул добавля-

ли в каждую лунку аналитического микропланшета (микропланшетов), смешивали и инкубировали при 

комнатной температуре в течение примерно 30 мин. Клетки промывали FACS-буфером и в каждую лун-

ку затем добавляли вторичные антитела в разведении 1:1000 (козьи антитела против иммуноглобулина 

человека, конъюгированные с АРС, РЕ или FITC), после этого компоненты смешивали и лунки инкуби-

ровали при комнатной температуре в течение примерно 30 мин. Клетки промывали и ресуспендировали в 

250 мкл FACS-буфера и анализировали с помощью проточной цитометрии (BD LSR Fortessa или FAC-

SCanto II) для сбора данных о клеточных событиях. Анализ данных проводили с помощью программы 

FloJo v10. 

Оценку конкуренции между антителами против CD137 илигандом CD137 за связывание с CD137 

проводили с использованием безмаркерного биослойного интерферометрического анализа в реальном 

времени на биосенсоре Octet (Pall ForteBio) по существу следующим образом: антитела против CD137 

иммобилизировали на биосенсоре с антителами против человеческого Fc и затем проводили связывание 

с внеклеточным доменом человеческого CD137, слитым с мышиным Fc-доменом (shCD137 mFc; 10 

мкг/мл), в течение 30 с. Сенсоры затем погружали в раствор рекомбинантного человеческого лиганда 

CD137 (R&D Systems; 5 мкг/мл) на 30 с для отслеживания того, сможет лилиганд связываться с заранее 

образованным комплексом CD137/антитело или его связывание заблокировано. 

Кинетику связывания антител против CD137 (содержащих человеческие Fc-участки) исследовали с 

использованием системы для анализа с помощью поверхностного плазмонного резонанса (ППР) 

BIACORE. Антитела против CD137 захватывали на поверхности, покрытой козьими Fab'2-

фрагментами против Fc-фрагмента иммуноглобулина человека. Отслеживали ассоциацию и диссоциа-

цию shCD137-His или scyCD137-His (12,5 нМ, 50 нМ, 200 нМ) и сенсограммы приводили к модели свя-

зывания 1:1 для расчета констант скорости ассоциации и диссоциации и определяли значение KD. 

FACS-анализ для оценки связывания исследуемых изделий с PD-L1 клеточной поверхности прово-

дили по существу следующим образом: 100 мкл клеток СНО, экспрессирующих PD-L1 (CHO/PD-L1) 

(1,0×10
5
-1,0×10

6
 клеток на лунку) и 100 мкл исследуемого изделия в серийных разведениях добавляли в 

каждую лунку аналитического микропланшета (микропланшетов), перемешивали и инкубировали при 

комнатной температуре в течение примерно 30 мин. Клетки промывали FACS-буфером и затем в каждую 

лунку добавляли вторичные антитела (козьи антитела против иммуноглобулина человека, конъюгиро-

ванные с FITC, РЕ или АРС), после чего компоненты смешивали и лунки инкубировали при комнатной 

температуре в течение примерно 30 мин. Клетки промывали и ресуспендировали в 250 мкл FACS-буфера 
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и анализировали с помощью проточной цитометрии (на системе BD LSR Fortessa или FACSCanto II) для 

сбора данных о клеточных событиях. Анализ данных проводили с помощью программы FloJo v10. 

Способность исследуемого изделия служить антагонистом пути PD-1/PD-L1 (т.е. блокировать вза-

имодействие PD-1/PD-L1 и предотвращать подавление Т-клеточных ответов) оценивали в люциферазном 

репортерном анализе PD-L1 на клетках Jurkat-luc-NFAT/CHO/PD-L1, который проводили по существу 

следующим образом: 

клетки СНО/PD-L1 высевали в концентрации 40000 клеток/лунка в 100 мкл культуральной среды 

(DMEM/F12+10% ЭБС+200 мкг/мл гигромицина В+250 мкг/мл G418) и инкубировали в течение ночи. На 

следующий день среды удаляли и добавляли в каждую лунку клетки NFAT-luc2/PD-1-Jurkat (Promega) в 

концентрации 125000 клеток/лунка в 50 мкл аналитического буфера (RPMI+2% ЭБС) и по 50 мкл иссле-

дуемых изделий в серийных разведениях и инкубировали в течение 6 ч при 37°С. 80 мкл субстрата Bi-

oGlo Substrate (Promega) затем добавляли в каждую лунку и планшет инкубировали в течение дополни-

тельных 5-10 мин при комнатной температуре, блокирование PD-1/PD-L1 измеряли путем выявления 

люминесценции (например, с использованием прибора Perkin Elmer Envision) с использованием относи-

тельных световых единиц люминесценции (relative light unit, RLU) в качестве выводных данных. 

Анализ Т-клеточного высвобождения цитокинов (с использованием субоптимально стимулирован-

ных первичных Т-клеток в присутствии клеток-мишеней) проводили по существу следующим образом: 

человеческие пан-Т-клетки (очищенные из донорских МКПК, см. выше) ресуспендировали в аналитиче-

ских средах и помещали в инкубатор для тканевых культур на ночь. ОА-положительные клетки-мишени 

(например, клетки СНО/PD-L1, клетки JIMT-1, клетки N87) и контрольные ОА-отрицательные клетки 

(например, клетки СНО) получали из культуры. После отмывки клетки-мишени (номер указан на фигу-

рах и ниже) предварительно высевали на прозрачные 96-луночные планшеты с плоским дном и помеща-

ли в инкубатор для тканевых культур на ночь. На следующий день измеряли плотность и жизнеспособ-

ность покоящихся человеческих пан-Т-клеток по методу вытеснения трипанового синего с использова-

нием счетчика Beckman Coulter Vi-Cell и плотность доводили до 2×10
6 

клеток/мл. На следующий день 

супернатанты удаляли и в каждую лунку аналитического планшета добавляли 50 мкл исследуемого из-

делия в серийных разведениях (антител, диател, трехвалентных молекул и т.д.), 50 мкл предварительно 

промытых парамагнитных микрочастиц Dynabeads, покрытых αCD3 (REF 11151D; Invitrogen от Thermo 

Fisher Scientific) в концентрации 2,0×10
6
 частиц/мл, 50 мкл/лунка человеческих пан-Т-клеток в концен-

трации 2,0×10
6
 клеток/мл и 50 мкл аналитических сред. Конечный объем в каждой лунке планшета со-

ставлял 200 мкл. Для контрольных лунок, которые не содержали исследуемого изделия или не были по-

крыты αCD3-частицами, добавляли аналитические среды с доведением общего объема до 200 мкл и 

планшеты инкубировали в течение 72 ч в инкубаторе для тканевых культур. Супернатанты затем собира-

ли из каждой лунки и количество высвобожденных цитокинов IFN-γ и IL-2 измеряли с использованием 

ИФА-набора для цитокинов (например, набора для ИФА DuoSet для человеческого IL-2 (Cat: DY202), 

набора для ИФА DuoSet для человеческого IFN-гамма (Cat: DY285) от компании R&D System или сход-

ных коммерческих реагентов) в соответствии с инструкциями производителя. Программы Microsoft Excel 

и SoftMax Pro использовали для анализа данных для выведения значений уровня цитокинов, которые 

представляли в виде графика с помощью программы Prism. 

Количественную оценку CD137 х ОА-связывающих молекул в сыворотке крови макаков-крабоедов 

проводили по существу следующим образом: аналитические планшеты покрывали His-меченным рас-

творимым белком слияния человеческого CD137 (huCD137, содержащим внеклеточную часть человече-

ского CD137, слитую с гистидин-содержащим пептидом) в концентрации 2,0 мкг/мл на ночь. После бло-

кирования сайтов неспецифичного связывания с помощью 0,5% бычьего сывороточного альбумина 

(БСА) в фосфатно-солевом буфере (ФСБ), содержавшем 0,1% Tween-20 (ФСБ-Т), планшет инкубировали 

со стандартными калибровочными растворами CD137 х ОА-связывающих молекул, контролями качества 

и исследуемыми образцами. Иммобилизированный huCD137-His захватывал CD137 х ОА-связывающие 

молекулы, присутствующие в стандартных калибровочных растворах, контролях качества и исследуе-

мых образцах. Захваченные CD137 х ОА-связывающие молекулы выявляли путем добавления HRP-

конъюгированных козьих антител против IgG(Fc) человека в концентрации 0,05 мкг/мл. Активность свя-

занного HRP оценивали количественно путем возбуждения люминесценции с использованием хемилю-

минесцентного субстрата для ИФА SuperSignal ELISA Pico Chemiluminescent Substrate от компании 

Thermo Scientific. Интенсивность люминесцентного света, выраженную как относительные световые 

единицы (RLU), измеряли с помощью считывателя для планшетов Victor X4. Стандартную кривую полу-

чали путем приведения сигнала RLU от стандартов АЕХ3370 к пятипараметрической логистической мо-

дели. Концентрацию CD137 х ОА-связывающих молекул в образцах сыворотки затем выводили из сиг-

нала RLU образцов и уравнения, описывающего стандартную кривую. Нижний предел количественной 

оценки (LLOQ) для анализа составлял 6,1 нг/мл. 

Анализы клеточной пролиферации на Т-клетках и NK-клетках проводили по существу следующим 

образом: панель маркерных антител Т-клеток и NK-клеток, включая CD3, CD4, CD8, CD56 и CD159a, 

добавляли в лунки планшета для образца, содержащие хорошо перемешанные антикоагулированные об-



046873 

- 79 - 

разцы цельной крови, полученные из исследования на макаках-крабоедах, тщательно перемешивали с 

помощью пипетки и инкубировали в темноте в течение 25-35 мин при температуре окружающей среды. 

Затем в каждую лунку добавляли однократный лизирующий раствор BD FACS и перемешивали с помо-

щью пипетки; каждый планшет затем инкубировали в темноте в течение дополнительных 10-20 мин при 

температуре окружающей среды. Каждый планшет центрифугировали при 400×g в течение 5 мин и су-

пернатант удаляли. FACS-буфер добавляли в каждую лунку и перемешивали в качестве этапа отмывки. 

Каждый планшет затем центрифугировали при 400×g в течение 5 мин и супернатант удаляли. Клеточный 

осадок ресуспендировали в растворе BD Cytofix/Cytoperm и инкубировали в течение 20-40 мин при 2-

8°С. По окончании инкубации каждый планшет промывали, как в предыдущих этапах отмывки, и кле-

точный осадок ресуспендировали с антителами против Ki67 или контролем изотипа и инкубировали в 

течение 30-60 мин при 2-8°С. Каждый планшет снова промывали, как в предыдущих этапах отмывки, и 

клеточный осадок в конечном итоге ресуспендировали в FACS-буфере и образцы анализировали с по-

мощью клеточного анализатора BD FACSCanto II. Пролиферацию Т-клеток и NK-клеток количественно 

оценивали путем мониторинга CD3
+
CD8

+
Ki67

+
 и CD56

+
CD159a

+
Ki67

+
 популяций соответственно. 

Пример 2. 

Выделение и характеристика человеческого неблокирующего антитела mAb против CD137. 

Для того, чтобы идентифицировать CD137-связывающий домен, обладающий улучшенными харак-

теристиками, в частности, при включении в различные CD137 х ОА-связывающие молекулы, создавали 

панель моноклональных антител, содержащих полностью человеческие вариабельные домены, специ-

фичные в отношении человеческого CD137, с использованием платформы TRIANNI MOUSE путем 

иммунизирования мышей His-меченным растворимым белком слияния человеческого CD137 (huCD137, 

содержащим внеклеточную часть человеческого CD137, слитую с гистидин-содержащим пептидом). Су-

пернатанты из полученных гибридом оценивали на предмет связывания с CD137, способности опосредо-

вать дозозависимую Т-клеточную передачу сигнала в CD137-репортерном анализе и способности вызы-

вать высвобождение цитокинов (например, IFN-γ, TNF-α) и з Т-клеток. VH- и VL-домены нескольких 

гибридом клонировали и экспрессировали в клетках СНО в виде человеческих антител IgG1 

(L234A/L235A) и оценивали их аффинность связывания, блокирующую лиганд активность и связывание 

с CD137 на клеточной поверхности снова с помощью CD137-репортерного анализа и анализа высвобож-

дения цитокинов. Нерелевантное антитело, представляющее собой отрицательный контроль, и/или ранее 

описанное гибридное антитело против CD137 МАВ-3 против chCD137 (см. публикацию международной 

заявки WO 2018/156740 и выше) включали в указанные анализы. Способы, используемые для такой 

оценки, предложены выше. Одно антитело, обозначенное как МАВ-6 против CD137 (1.1), было выбрано 

для дополнительного исследования. Аминокислотные последовательности VH- и VL-доменов МАВ-6 

против CD137 (1.1) представлены выше, и репрезентативные результаты указанной оценки суммированы 

в табл. 7A-D. 

Таблица 7А 

Супернатанты гибридомы 
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Таблица 7В 

Супернатанты гибридомы 

 
Таблица 7С 

Супернатанты клеток СНО 

 
Таблица 7D 

Супернатанты клеток СНО 

 
Оценку связывания с эпитопом проводили с помощью перекрестно-конкурентных анализов. Ре-

зультаты указанных анализов, а также конкурентных анализов связывания лиганда указывают на то, что 

МАВ-6 против CD137 связывается с эпитопом, отличным от эпитопа, с которым связывается антитело 

сравнения, содержащее вариабельные домены утомилумаба, антитело сравнения, содержащее вариа-

бельные домены урелумаба, и все антитела против CD137, описанные в публикации международной за-

явки WO 2018/156740, включая МАВ-3 против chCD137. В целом, указанные исследования демонстри-

руют, что МАВ-6 против CD137 связывается с уникальным неблокирующим эпитопом и проявляет 

улучшенную аффинность связывания по сравнению с ранее описанным МАВ-3 против chCD137, как оп-

ределено по результатам анализов с помощью ИФА, FACS и BIACORE. МАВ-6 против CD137 также 

проявляло более высокую активность в Т-клеточном анализе высвобождения цитокинов. 

Пример 3. 

Характеристика CD137 х ОА-связывающих молекул. 

Были созданы CD137 х ОА-связывающие молекулы, способные связываться с CD137 и с репрезен-

тативным ОА, PD-L1, содержащие VH- и VL-домены МАВ-6 против CD137 (1.1) и МАВ-2 против hPD-1 

(1.1). В частности, было создано тетравалентное биспецифичное диатело, обозначенное как "DART-A", 

содержащее два идентичных связывающих домена биспецифичного диатела и имеющее антитело-



046873 

- 81 - 

подобную Y-структуру, показанную на фиг. 1В, и трехвалентная связывающая молекула, обозначенная 

как "TRIDENT-A", содержащая один моноспецифичный связывающий домен по типу диатела и связы-

вающий домен не по типу диатела, имеющая структуру, показанную на фиг. 3А. Характеристики доме-

нов указанных молекул и конкретного биспецифичного контрольных молекул и молекул сравнения, 

имеющих такие же структуры, обсуждаются выше (см., например, табл. 5-6). 

Оценивали способность DART-A, TRIDENT-A, молекулы сравнения TRIDENT-2 (содержащей свя-

зывающий домен МАВ-3 против hCD137 (1B.3)) и отрицательного контроля (hIgG1 - нерелевантное ан-

титело в качестве контроля изотипа) связываться с CD137 клеточной поверхности с помощью FACS-

анализа, который проводили по существу, как описано выше. Исследуемые изделия использовали в кон-

центрации 10 мкг/мл в пятикратных серийных разведениях. Результаты репрезентативного анализа, по-

казанные на фиг. 4, демонстрируют, что все CD137 х PD-L1-биспецифичные молекул были способны 

эффективно связываться с CD137, экспрессируемым на клеточной поверхности. В этом анализе молеку-

лы сравнения проявляли лучшее связывание. 

Оценивали способность DART-A, TRIDENT-A, MAB-2 против hPD-1 (1.1) и отрицательного кон-

троля, hIgG1, связываться с поверхностью клеток СНО, экспрессирующих PD-L1 (CHO/PD-L1), с помо-

щью анализа методом сортировки клеток с активацией флуоресценции (FACS), а также их способность 

выступать в качестве антагонистов PD-1/PD-L1-пути (т.е. блокировать взаимодействие PD-1/PD-L1 и 

предотвращать подавление Т-клеточных ответов) в люциферазном репортерном анализе на клетках Jur-

kat-luc-NFAT/CHO/PD-L1. Оба анализа проводили по существу, как описано выше. Исследуемые изде-

лия использовали в концентрации 10 мкг/мл в пятикратных серийных разведениях для FACS-анализа и в 

концентрации 50 мкг/мл в пятикратных серийных разведениях для PD-L1-репортерного анализа. Резуль-

таты репрезентативного анализа, показанные на фиг. 5А-5В, демонстрируют, что DART-А и TRIDENT-A 

были способны эффективно связываться с PD-L1, экспрессируемым на клеточной поверхности (фиг. 5А), 

и блокировать взаимодействия PD-1/PD-L1 (фиг. 5В). Следует отметить, что кривые связывания моле-

кул, содержащих два сайта связывания PD-L1 (DART-A и МАВ-2 против hPD-1(1.1)), показали более 

быстрое достижение насыщения, указывая на то, что некоторые из молекул проявляют бивалентное свя-

зывание (т.е. связывание двух молекул PD-L1 на поверхности). Бивалентное связывание более вероятно в 

присутствии высокой концентрациилиганда-мишени, экспрессируемого на клетках CHO/PD-L1. Также 

наблюдалось, что молекулы, обладающие двумя сайтами связывания PD-L1, проявляли большую блоки-

рующую PD-L1 активность по сравнению с трехвалентными молекулами. 

Функциональную активность DART-A, TRIDENT-A, молекул сравнения DART-2 и TRIDENT-2 

(каждая из которых содержит связывающий домен МАВ-3 против hCD137 (1B.3)), DART-3 (содержаще-

го связывающий домен утомилумаба), аналога антитела-агониста mAb против CD137 урелумаба (r-

урелумаб) и отрицательных контролей DART- 1 (RSV x PD-L1-связывающей молекулы) и hIgG1 оцени-

вали в CD137-репортерном анализе, который проводили по существу, как описано выше, в присутствии 

и в отсутствие PD-L1-экспрессирующих клеток JIMT-1 (10000 клеток/лунка), исследуемые изделия ис-

пользовали в концентрации 1 мкг/мл и в пятикратных серийных разведениях. Результаты репрезентатив-

ного анализа, показанные на фиг. 6, демонстрируют, что как тетравалентные, так и трехвалентные CD137 

х PD-L1-биспецифичные молекулы, содержащие связывающий домен МАВ-6 против CD137 (1.1) 

(DART-A и TRIDENT-A соответственно), опосредовали мишень-зависимую передачу сигнала. Напротив, 

только трехвалентная молекула, содержащая связывающий домен МАВ-3 против hCD137 (1B.3) (TRI-

DENT-2), проявляла активность, тогда как соответствующая тетравалентная молекула DART-2 не прояв-

ляла какую-либо активность в присутствии клеток-мишеней. Дополнительно, DART-A проявляла макси-

мальную активность из всех исследуемых тетравалентных молекул. Ни одна из CD137 х ОА-

биспецифичных молекул не проявляла активность в отсутствие клеток-мишеней. Как ожидалось, агонист 

r-урелумаб проявлял активность в присутствии и в отсутствие PD-L1-экспрессирующих клеток-мишеней, 

а отрицательные контроли совсем не проявляли активность. 

Функциональную активность DART-A, TRIDENT-A, молекул сравнения DART-2, TRIDENT-2, 

DART-3, r-урелумаба и отрицательных контролей DART-1 и hIgG1 также оценивали в анализе высвобо-

ждения цитокинов из первичных Т-клеток в присутствии PD-L1-экспрессирующих клеток JIMT-1 (10000 

клеток на лунку), который проводили по существу, как описано выше. Исследуемые изделия использо-

вали в концентрации 1 мкг/мл и в пятикратных серийных разведениях. Результаты репрезентативного 

анализа для репрезентативных цитокинов INF-γ и IL-2 показаны на фиг. 7А и 7В соответственно. Как 

было видно из CD137-репортерного анализа, и тетравалентные, и трехвалентные CD137 х PD-L1-

биспецифичные молекулы, содержащие связывающий домен МАВ-6 против CD137 (1.1) (DART-A и 

TRIDENT-A соответственно) опосредовали высвобождение цитокинов. Напротив, только трехвалентная 

молекула, содержащая связывающий домен МАВ-3 против hCD137 (1В.3) (TRIDENT-2) проявляла ак-

тивность, тогда как тетравалентная молекула DART-2, не проявляла какой-либо активности. Снова, 

DART-A проявляло максимальную активность из всех исследуемых тетравалентных молекул, и отрица-

тельные контроли не проявляли указанную активность. 

Указанные исследования демонстрируют, что полностью человеческий связывающий домен МАВ-6 

против CD137 (1.1) является активным как в тетравалентных, так и в трехвалентных CD137 х ОА-
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биспецифичных молекулах и не проявляет активности агониста в отсутствие PD-L1-экспрессирующих 

клеток-мишеней. Несмотря на то, что молекула TRIDENT-2 проявляла более высокое связывание с клет-

ками CHO/CD137, активность TRIDENT-A и TRIDENT-2 была сравнимой, тогда как DART-2 не прояв-

ляло активность в каком-либо из функциональных анализов. В самом деле, МАВ-6 против CD137 (1.1) 

является более активным в тетравалентной антитело-подобной структуре, показанной на фиг. 1В, по 

сравнению с молекулами, содержащими связывающие домены МАВ-3 против hCD137 (1B.3) или утоми-

лумаба. 

Пример 4. 

Фармакокинетические свойства CD137 х ОА-молекул. 

Фармакокинетические свойства трехвалентных CD137 х ОА-биспецифичных молекул TRIDENT-A 

(содержащей связывающий домен МАВ-6 против CD137 (1.1)) и TRIDENT-2 (содержащей связывающий 

домен МАВ-3 против hCD137 (1B.3)) оценивали на макаках-крабоедах. Вкратце, двум макакам-

крабоедам (самкам) вводили путем инфузии одну дозу каждого исследуемого изделия в концентрации 1 

мг/кг или 10 мг/кг (четыре группы) и за животными наблюдали в течение 22 дней, вскрытия животных не 

проводили. Следили за потреблением пищи и массой тела животных и осуществляли полный гематоло-

гический и клинический химический анализ во время исследования. Наблюдалось временное повышение 

печеночных ферментов (АЛТ, ACT и билирубина). Исследуемые изделия хорошо переносились, и не 

наблюдалось нежелательных явлений. 

За концентрацией молекул в сыворотке следили с течением времени по существу, как описано вы-

ше. Значения Cmax, ППК, t1/2бета и CL представлены в табл. 8 и показывают, что время полужизни в 

сыворотке крови трехвалентной CD137 х ОА-биспецифичной молекулы, содержащей связывающий до-

мен МАВ-6 против CD137 (1.1), примерно в два раза превышает время полужизни молекулы, содержа-

щей МАВ-3 против hCD137 (1B.3). Концентрация TRIDENT-A в сыворотке крови в течение первых 10 

дней (240 ч) показана на графике на фиг. 8А. Кроме того, пролиферацию CD8
+
 Т-клеток (фиг. 8В) и NK-

клеток (фиг. 8С) оценивали по существу, как описано выше. Данное исследование показало, что для ре-

презентативной CD137 х ОА-биспецифичной молекулы TRIDENT-A, содержащей CD137-связывающие 

домены нового антитела против CD137 МАВ-6 против CD137, наблюдалось медленное выведение, и 

введение указанной молекулы коррелировало с временной индукцией пролиферации как CD8
+
 Т-клеток, 

так и NK-клеток, указывая на стимуляцию указанных клеток иммунной системы. Кроме того, как отме-

чается выше, МАВ-6 против CD137 обладала большей активностью в тетравалентных антитело-

подобных структурах. Таким образом, связывающий домен МАВ-6 против CD137 обеспечивает несколь-

ко преимуществ по сравнению с ранее описанными CD137-связывающими доменами. 

Таблица 8 

Фармакокинетические свойства 

 
Пример 5. 

Деиммунизация и оптимизация вариабельных доменов МАВ-2 против hPD-1 (1.1). 

Интактное антитело МАВ-2 против hPD-1 (1.1) анализировали с помощью анализа MAPPs (прове-

денного компанией Abzena) для идентификации пептидных кластеров, которые могут презентироваться 

антиген-презентирующими клетками. После этого проводили in silico анализ iTope аминокислотной 

последовательности VH- и VL-доменов МАВ-2 против hPD-1 (1.1), в ходе которого пептидные кластеры 

делили на перекрывающиеся 9-мерные пептиды (перекрывание на 8 аа между соседними пептидами) и 

предсказывали аффинность связывания 9-мерных пептидов с белками HLA-DR и проводили перекрест-

ный анализ указанных 9-мерных пептидов против базы данных пептидов, которые, как было экспери-

ментально показано, стимулируют Т-клеточные ответы. Был идентифицирован потенциальный Т-

клеточный эпитоп в пределах остатков 72-88 по Кэбату каркасного участка 2 МАВ-2 против hPD-1 VH1 

(соответствуют остаткам 73-92 последовательности SEQ ID NO: 57). С помощью дополнительного ана-
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лиза были идентифицированы три аминокислоты не зародышевого типа в данном участке: Т77, K83 и 

Т84, пронумерованные в соответствии с системой нумерации по Kabat (соответствуют остаткам Т78, K87 

и Т88 последовательности SEQ ID NO: 57), и были введены следующие замены: T77S; K83R и Т84А или 

T77S, K83R и Т84А, пронумерованные в соответствии с системой нумерации по Kabat. Связывание анти-

тел, содержащих указанные замены, оценивали на примере связывания с растворимым PD-L1, слитым с 

His-меткой (shPD-L1), с использованием ИФА-анализа по существу, как описано выше для связывания с 

CD137, за исключением того, что планшеты покрывали shPD-L1 в концентрации 0,5 мкг/мл и использо-

вали вторичные козьи антитела против IgG человека, конъюгированные с HRP. Результаты суммированы 

в табл. 9. 

Таблица 9 

Краткое описание ИФА для shPD-L1 

 
Все деиммунизированные варианты связывались с shPD-L1, при этом вариант, содержащий замены 

T77S, K83R и Т84А, обладал связыванием, неотличимым от исходного антитела. VH, содержащий ука-

занные мутации, был обозначен как VH2 МАВ-2 против hPD-L1. 

Кроме того, проводили анализ мутаций для идентификации аминокислотных замен в CDR VH- 

и/или VL-доменов МАВ-2 против hPD-L1 (1.1), которые усиливали связывание с shPD-L1. Ряд замен, 

которые приводили к улучшенному связыванию, был идентифицирован и представлен в табл. 10, где 

замена обозначена с использованием системы нумерации по Kabat и где указан соответствующий амино-

кислотный остаток в последовательностях, представленных выше. Связывание Fab-фрагментов, содер-

жащих различные комбинации указанных замен, с shPD-L1-His оценивали с помощью ИФА по существу, 

как описано выше, за исключением того, что использовали вторичные козьи антитела против каппа-цепи 

иммуноглобулина человека, конъюгированные с HRP. 

Проверенные репрезентативные варианты суммированы в табл. 11, и кривые связывания представ-

лены на фиг. 9А-9В. Указанные исследования показали, что Fab-фрагменты, содержащие каждый из ва-

риантов (МАВ-2 против hPD-L1B, MAB-2 против hPD-L1D и МАВ-2 против hPD-L1F показаны на гра-

фике на фиг. 9А; МАВ-2 против hPD-L1A, МАВ-2 против hPD-L1C и МАВ-2 против hPD-L1E показаны 

на графике на фиг. 9В), проявляли более высокую аффинность по сравнению с Fab, содержащим исход-

ное МАВ-2 против hPD-L1 (1.1). 

Таблица 10 

Замены CDR 

 
* номер замены в соответствии с системой нумерации по Kabat; 

^ соответствующий номер аминокислотного остатка в последовательности с указанным идентифи-

кационным номером. 

Таблица 11 

Варианты МАВ-2 против hPD-L1, содержащие замены в CDR 

 
* номер замены в соответствии с системой нумерации по Kabat. 

Ряд вариантов VH- и/или VL-доменов МАВ-2 против hPD-L1 использовали для создания CD137 х 

ОА-биспецифичных молекул (все из которых содержат два сайта связывания МАВ-6 против CD137 

(1.1)). Конкретные используемые варианты VL и VH МАВ-2 против hPD-L1 суммированы в табл. 12, 

аминокислотные последовательности указанных вариантов и содержащие их биспецифичные молекулы 

представлены выше. Как отмечено выше, молекулы, содержащие VH/VL-домены МАВ-2 против PD-L1, 
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называются со ссылкой на конкретные VH/VL-домены, например, молекула, содержащая связывающие 

домены VH3 МАВ-2 против PD-L1 и VL2 МАВ-2 против hPD-L1, конкретно называется "МАВ-2 против 

PD-L1 (3.2)". 

Таблица 12 

Варианты VH- и VL-доменов МАВ-2 против hPD-L1 

 
* номер замены в соответствии с системой нумерации по Kabat. 

Следующие молекулы, содержащие два сайта связывания PD-L1: DART-A1 (содержащая МАВ-2 

против hPD-L1 (2.1)); DART-A4 (содержащая МАВ-2 против hPD-L1 (3.2)) и МАВ-2 против hPD-L1 

(1.1), и следующие молекулы, содержащие один сайт связывания PD-L1: TRIDENT-A (подробно описана 

выше) и TRIDENT-A4 (содержащая МАВ-2 против hPD-L1 (3.2)), оценивали на предмет связывания с 

PD-L1 на поверхности клеток JIMT-1 с помощью FACS-анализа по существу, как описано выше. Иссле-

дуемые изделия использовали в концентрации 1 мкг/мл и в четырехкратных серийных разведениях. Ре-

зультаты репрезентативных анализов показаны на фиг. 10А-10В. Указанные молекулы также проверяли 

на предмет их способности блокировать взаимодействие PD-1/PD-L1 в PD-L1-репортерном анализе по 

существу, как описано выше. Исследуемые изделия использовали в концентрации 25 мкг/мл и в четы-

рехкратных серийных разведениях. Результаты репрезентативных анализов показаны на фиг. 11А-11В. 

Указанные данные показали, что CD137 х ОА-биспецифичные молекулы, содержащие связывающие до-

мены деиммунизированного/оптимизированного МАВ-2 против hPD-L1 (3.2), проявляли улучшенное 

связывание (фиг. 10А-10В) и более эффективное блокирование взаимодействия PD-1/PD-L1 (фиг. 11А-

11В). Умеренное повышение активности наблюдалось для тетравалентных молекул, содержащих два PD-

L1-связывающих домена (DART-A4 на фиг. 10А и 11А), более выраженное повышение активности на-

блюдалось для трехвалентных молекул, содержащих только один PD-L1-связывающий домен (TRI-

DENT-A4 на фиг. 10В и 11В). Дополнительные молекулы, содержащие два сайта связывания PD-L1: 

DART-A4 (содержащую МАВ-2 против hPD-L1 (3.2)), DART-A7 (содержащую МАВ-2 против hPD-L1 

(4.2)), DART-А8 (содержащую МАВ-2 против hPD-L1 (5.2)) и DART-A9 (содержащую МАВ-2 против 

hPD-L1 (6.2)) оценивали на их способность блокировать взаимодействие PD-1/PD-L1 в PD-L1-

репортерном анализе по существу, как описано выше. Исследуемые изделия использовали в концентра-

ции 1,5 мкг/мл и в двукратных серийных разведениях. Результаты репрезентативного анализа показаны 

на фиг. 11С. Данное исследование показывает, что CD137 х ОА-биспецифичные молекулы, содержащие 

альтернативные деиммунизированные/оптимизированные МАВ-2 против hPD-L1 (4.2), МАВ-2 против 

hPD-L1 (5.2) и МАВ-2 против hPD-L1 (6.2), проявляют блокирующую активность, сходную или улуч-

шенную по сравнению с активностью DART-A4, содержащим МАВ-2 против hPD-L1 (3.2) 

Пример 6. 

Деиммунизация МАВ-6 против CD137. 

Для минимизации вероятной иммуногенности вводили замены в каркасные участки VL-домена 

МАВ-6 против CD137 для замещения остатков не зародышевого типа на остатки, присутствующие в за-

родышевой линии человека. В частности, вводили комбинации следующих замен: T14S, F36Y и I39K, 

пронумерованных в соответствии с системой нумерации по Kabat (соответствующие остаткам 14, 37 и 40 

последовательности SEQ ID NO: 50), полученные VL-домены МАВ-6 против CD137 суммированные в 

табл. 13, ниже, использовались для создания CD137 х ОА-биспецифичных молекул, способных связы-

ваться с CD137 и с репрезентативным ОА, PD-L1, аминокислотные последовательности указанных вари-

антов и содержащие их биспецифичные молекулы представлены выше. 

Таблица 13 

МАВ-6 против CD137 Вариант VL-домена 

 
* номер замены в соответствии с системой нумерации по Kabat. 

Следующие молекулы, содержащие два сайта связывания МАВ-2 против hPD-L1 (3.2): DART-A4 

(содержащая МАВ-6 против CD137 (1.1)); DART-A5 (содержащая МАВ-6 против CD137 (1.2)); DART-

A6 (содержащая МАВ-6 против CD137 (1.3)), и следующие молекулы, содержащие один сайт связывания 

МАВ-2 против hPD-L1 (3.2): TRIDENT-A4 (содержащая МАВ-6 против CD137 (1.1)); TRIDENT-A5 (со-

держащая МАВ-6 против CD137 (1.2)) и TRIDENT-A6 (содержащая МАВ-6 против CD137 (1.3), аналог 
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урелумаба (r-урелумаб) и отрицательный контроль hIgG1 оценивали на их способность связываться с 

CD137 клеточной поверхности с помощью FACS-анализа, который проводил по существу, как описано 

выше. Исследуемые изделия использовали в концентрации 3 мкг/мл и в четырехкратных серийных раз-

ведениях. Результаты репрезентативного анализа, показанные на фиг. 12А-12В, демонстрируют, что те-

травалентные (фиг. 12А) и трехвалентные (фиг. 12В) CD137 х PD-L1-биспецифичные молекул, содержа-

щие связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.3), обладают профилями связывания, почти иден-

тичными профилям связывания таких же молекул, содержащих связывающие домены МАВ-6 против 

CD137 (1.1), тогда как молекулы, содержащие МАВ-6 против CD137 (1.2), проявляли пониженное связы-

вание. 

Функциональную активность DART-A4, DART-A5, DART-A6, r-урелумаба, TRIDENT-A4, TRI-

DENT-A5 и TRIDENT-A6 и отрицательного контроля hIgG1 оценивали в CD137-репортерном анализе, 

который проводили по существу, как описано выше, в присутствии и в отсутствие PD-L1-

экспрессирующих клеток-мишеней N87 (10000 клеток/лунка) или клеток JIMT-1 (20000 клеток/лунка). 

Исследуемые изделия использовали в концентрации 1 мкг/мл и в пятикратных серийных разведениях. 

Результаты репрезентативного анализа, показанные на фиг. 13А-13В, демонстрируют, что для всех моле-

кул, проявляющих мишень-зависимую активность, более высокая активность наблюдалась в присутст-

вии клеток JIMT-1 (PD-L1
++

, фиг. 13В) по сравнению с клетками N87 (PD-L1
+
, фиг. 13А). CD137 х PD-

L1-биспецифичные молекулы, содержащие связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.3), проявляли 

профили активности, почти идентичные таким же молекулам, содержащим связывающие домены МАВ-6 

против CD137 (1.1), тогда как молекулы, содержащие МАВ-6 против CD137 (1.2), проявляли сниженную 

активность. Ни одна из CD137 х PD-L1-биспецифичных молекул не проявляла активность в отсутствие 

клеток-мишеней. Как ожидалось, агонист r-урелумаб проявлял активность в присутствии и в отсутствие 

PD-L1-экспрессирующих клеток-мишеней, а отрицательные контроли совсем не проявляли активность. 

Функциональную активность DART-A4, DART-A5, DART-A6, r-урелумаба, TRIDENT-A4, TRI-

DENT-A5 и TRIDENT-A6 и отрицательного контроля hIgG1 оценивали в анализе высвобождения цито-

кинов из первичных Т-клеток в присутствии PD-L1-экспрессирующих клеток JIMT-1 (10000 кле-

ток/лунка), который проводили по существу, как описано выше. Исследуемые изделия использовали в 

концентрации 1 мкг/мл и в пятикратных серийных разведениях. Результаты репрезентативного анализа 

для репрезентативных цитокинов INF-γ и IL-2 показаны на фиг. 14А и 14В соответственно. Как было 

видно в CD137-репортерном анализе, CD137 х PD-L1-биспецифичные молекулы, содержащие связы-

вающие домены МАВ-6 против CD137 (1.3), проявляли профили активности, почти идентичные или не-

много улучшенный по сравнению с такими же молекулами, содержащими связывающие домены МАВ-6 

против CD137 (1.1), тогда как молекулы, содержащие МАВ-6 против CD137 (1.2), проявляли сниженную 

активность. 

Пример 7. 

Дополнительная характеристика CD137 х ОА-молекул. 

Дополнительные in vitro исследования были проведены для оценки активности следующих далее 

репрезентативных CD137 х PD-L1-биспецифичных молекул, содержащих PD-L1- и CD137-связывающие 

домены МАВ-2 против PD-L1, новых МАВ-6 против CD137 или его деиммунизирован-

ных/оптимизированных вариантов DART-A; DART-A4; DART-A6; DART-A7; TRIDENT-A; TRIDENT-

A4; TRIDENT-A6 и дополнительной тетравалентной молекулы: DART-A10 (содержащей два сайта свя-

зывания МАВ-2 против hPD-L1 (4.2) и два сайта связывания МАВ-6 против CD137 (1.3)). CD137- и PD-

L1-связывающие домены указанных молекул суммированы в табл. 5, выше. 

DART-A, DART-A4, DART-A6, DART-A7, DART-A10, отрицательный контроль hIgG1 и аналог ан-

титела против PD-L1 атезолизумаба (r-атезолизумаб), МАВ-2 против hPD-L1F или r-урелумаб, оценива-

ли на их способность связываться с поверхностью клеток СНО, экспрессирующих PD-L1 (CHO/PD-L1) 

или CD137 (CHO/CD137), с помощью FACS-анализа по существу, как описано выше, где исследуемые 

изделия использовали в начальной концентрации, составляющей 3 мкг/мл, и в 3-4-кратных разведениях. 

Результаты репрезентативных анализов показаны на фиг. 15А-15В. Указанные исследования связывания 

демонстрируют, что CD137 х ОА-связывающие молекулы, содержащие оптимизированные PD-L1-

связывающие домены (DART-A4, DART-A6, DART-A7, DART-A10), проявляют улучшенное связывание 

с PD-L1 по сравнению с DART-A (фиг. 15А). Сходные профили связывания с PD-L1 наблюдались при 

связывании с клетками JIMT-1 (PD-L1
+
). Указанные исследования также демонстрируют, что CD137 х 

ОА-связывающие молекулы, содержащие связывающие домены МАВ-6 против CD137 (1.3) и МАВ-6 

против CD137 (1.1), проявляют сходное связывание, улучшенное по сравнению с r-урелумабом (фиг. 

15В). 

DART-A, DART-A4, DART-A6, DART-A7, DART-A10, TRIDENT-A, TRIDENT-A4, TRIDENT-A6, 

МАВ-2 против hPD-L1F, r-атезолизумаб и отрицательный контроль hIgG1 оценивали на предмет их спо-

собности блокировать взаимодействие PD-1/PD-L1 в PD-L1-репортерном анализе по существу, как опи-

сано выше. Исследуемые изделия использовали в концентрации 3 мкг/мл и в двукратных серийных раз-

ведениях. Результаты репрезентативных анализов показаны на фиг. 16А-16В. Указанные исследования 

снова показали, что тетравалентные (фиг. 16А) и трехвалентные (фиг. 16В) CD137 х ОА-биспецифичные 
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молекулы, содержащие связывающие домены деиммунизированного/оптимизированного МАВ-2 против 

hPD-L1 (3.2) или МАВ-2 против hPD-L1 (4.2), проявляли более эффективное блокирование взаимодейст-

вий PD-1/PD-L1 по сравнению с молекулами, содержащими исходный связывающий домен, МАВ-2 про-

тив hPD-L1 (1.1), при этом повышение активности не зависело от CD137-связывающего домена. Как от-

мечается выше, в данном анализе более выраженное повышение активности наблюдалось для трехва-

лентных молекул, содержащих один PD-L1-связывающий домен, при этом активность приближалась к 

значению, наблюдаемому при использовании антител против PD-L1 МАВ-2 против hPD-L1F и r-

атезолизумаба (каждое из которых содержит два PD-L1-связывающих домена). 

Функциональную активность DART-A, DART-A4, DART-A5, DART-A6, TRIDENT-A4, TRIDENT-

A5 и TRIDENT-A6, r-урелумаба и отрицательного контроля hIgG1 оценивали в CD137-репортерном ана-

лизе, который проводили по существу, как описано выше, в присутствии и в отсутствие PD-L1-

экспрессирующих клеток JIMT-1 (10000 клеток/лунка). Исследуемые изделия использовали в концентра-

ции 1 мкг/мл и в пятикратных серийных разведениях (концентрации указаны в нижней части фиг. 14А, 

например). Результаты репрезентативного анализа показаны на фиг. 17А-17В и демонстрируют, что все 

бивалентные молекулы проявляли мишень-зависимую активность с высоким уровнем активности в при-

сутствии клеток JIMT-1 (фиг. 17А) и с отсутствием активности в отсутствие клеток-мишеней (фиг. 17В). 

Молекулы, содержащие деиммунизированные/оптимизированные PD-L1- и CD137-связывающие доме-

ны, проявляли более высокую активность (например, TRIDENT-A6 и DART-A10) по сравнению с моле-

кулами, содержащими исходные домены. В данном анализе трехвалентные молекулы проявляли более 

высокую активность, и более выраженной повышение активности наблюдалось для трехвалентных моле-

кул. 

Функциональную активность DART-A, DART-A4, DART-A5, DART-A6, r-урелумаба, TRIDENT-

A4, TRIDENT-A5 и TRIDENT-A6, комбинации r-урелумаба и r-атезолизумаба и отрицательного контро-

ля hIgG1 также оценивали в анализе высвобождения цитокинов из первичных Т-клеток в присутствии 

PD-L1-экспрессирующих клеток JIMT-1 (10000 клеток/лунка), который проводили по существу, как опи-

сано выше. Исследуемые изделия использовали в концентрации 1 мкг/мл и в пятикратных серийных раз-

ведениях (концентрация указана в нижней части фиг. 14А, например). Результаты репрезентативного 

анализа для репрезентативных цитокинов INF-γ и IL-2 показаны на фиг. 18А и 18В соответственно. Как 

было видно в CD137-репортерном анализе, трехвалентные CD137 х PD-L1-биспецифичные молекулы, 

содержащие деиммунизированные/оптимизированные PD-L1- и CD137-связывающие домены, проявляли 

более высокую активность (например, TRIDENT-A6). 

Пример 8. 

Модели мышиных ксенотрансплантатов. 

Как предложено в настоящей заявке, CD137 х ОА-связывающие молекулы согласно настоящему 

изобретению могут применяться в комбинации с другими нацеленными на опухоль агентами. Способ-

ность репрезентативных PD-L1 х CD137-биспецифичных молекул DART-A4, TRIDENT-A и TRIDENT-

A4 усиливать противоопухолевую активность репрезентативной ОА х CD3-биспецифичной молекулы - 

диатела 5Т4 х CD3 (последовательность предложена ниже) - исследовали in vivo на модели замещенного 

человеческими мононуклеарными клетками периферической крови (МКПК) мышиного ксенотрансплан-

тата. Вкратце, свежевыделенные МКПК (8×10
6
) инъецировали ретроорбитально на 0 день исследования 

(ДИ) мышам MHCI-/-. На ДИ 7 клетки карциномы толстой кишки RKO (5×10
6
) инъецировали подкожно 

в смеси 1:1 с матригелем. На ДИ 7 мышей обрабатывали ОКТ4. На ДИ 14 начинали лечение (посредст-

вом внутривенного введения) с помощью 5Т4 х CD3-диатела (два раза в неделю в дозе 0,025 мг/кг) и ле-

чение с помощью PD-L1 х CD137-биспецифичной молекулы (раз в неделю в дозе 1 или 2 мг/кг). Опухо-

левый рост измеряли два раза в неделю с помощью кронциркуля (N=7/группа). Как показано на фиг. 

19А-19С, ОА х CD3-биспецифичная молекула вызывала только минимальное подавление опухолевого 

роста в исследуемых концентрациях. Однако комбинация PD-L1 х CD137-биспецифичной молекулы и 

5Т4 х CD3-диатела приводила к существенному подавлению опухолевого роста. Данное исследование 

демонстрирует, что PD-L1 х CD137-биспецифичные молекулы, содержащие связывающий домен нового 

антитела МАВ-6 против CD137, может подавлять опухолевый рост в комбинации с ОА х CD3-

биспецифичной молекулой in vivo. 

В другом исследовании оценивали способность репрезентативных PD-L1 х CD137-биспецифичных 

молекул DART-A10 и TRIDENT-A6, каждая из которых содержит два сайта связывания МАВ-6 против 

CD137 (1.3), усиливать противоопухолевую активность 5Т4 х CD3-диатела. Исследование осуществляли 

по существу, как описано выше, за исключением того, что PD-L1 х CD137-биспецифичные молекулы 

вводили каждые 5 дней (4 дня в случае выходных) в концентрациях 0,5, 1 или 2,5 мг/кг. Опухолевый рост 

измеряли два раза в неделю с помощью кронциркуля (N=8/группа). Как показано на фиг. 20А-20В, 

DART-A10 и TRIDENT-A6 также подавляли опухолевый рост в комбинации с 5Т4 х CD3-диателом. Дан-

ное исследование демонстрирует, что PD-L1 х CD137-биспецифичные молекулы, содержащие связы-

вающий домен деиммунизированного антитела МАВ-6 против CD137, могут подавлять опухолевый рост 

в комбинации с ОА х CD3-биспецифичной молекулой in vivo. 
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В дополнительных исследованиях комбинированного лечения активность PD-L1 х CD137-

биспецифичных молекул TRIDENT-A6, TRIDENT-A (каждая из которых содержит VH/VL связывающе-

го домена МАВ-6 против CD137) сравнивали с активностью TRIDENT-2 и PD-L1 х CD137-

биспецифичной молекулы DUOBODY, которая обозначается как "PD-L1-547-FEALxCD137-009-

HC7LC2-FEAR" и описана в публикации международной заявки WO 2019/025545 (в настоящей заявке 

используется сокращение DUO-1, аминокислотная последовательность указанной молекулы предложена 

ниже). Исследования проводили по существу, как описано выше, за исключением того, что PD-L1 х 

CD137-биспецифичные молекулы вводили каждые 5 дней (4 дня в случае выходных) в концентрации, 

варьирующей между 0,1 мг/кг и 5 мг/кг в различных экспериментах. Опухолевый рост измеряли два раза 

в неделю с помощью кронциркуля (N=8/группа). Репрезентативные данные от двух исследований (заме-

чание: TRIDENT-2 использовали только в дозе 1 мг/кг в исследовании 1) показаны на графиках на фиг. 

21А и 21В и демонстрируют, что TRIDENT-A и TRIDENT-A6 проявляли противоопухолевую актив-

ность, которая была сравнима или немного превышала активность TRIDENT-2, и обладали более высо-

кой активностью по сравнению с DUO-1. 

Репрезентативная ОА х CD3-биспецифичная молекула - 5Т4 х CD3-диатело, используемое в опи-

санных выше исследованиях на мышиных ксенотрансплантатах, - представляет собой бивалентной диа-

тело, содержащее один сайт связывания опухолевого антигена 5Т4 и один сайт связывания CD3. Моле-

кула имеет общую структуру, показанную на фиг. 1D, и содержит следующие три полипептидные цепи. 

 

 
Биспецифичная молекула PD-L1-547-FEALxCD137-009-HC7LC2-FEAR, используемая в описанных 

выше исследованиях на мышиных ксенотрансплантатах, описана в публикации международной заявки 

WO 2019/025545. Молекула обладает специфичностью связывания с PD-L1 и CD137, отличной от моле-

кул, предложенных в настоящей заявке, и содержит следующие четыре полипептидные цепи. 
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Пример 9. 

Характеристика дополнительных CD137 х ОА-связывающих молекул. 

Были созданы CD137 х ОА-связывающие молекулы, способные связываться с CD137 и с репрезен-

тативным ОА, HER2, содержащие VH- и VL-домены МАВ-6 против CD137 (1.1) и VH- и VL-домены 

МАВ-1 против hHER2 (1.3) В данном исследовании проверяли ряд дополнительных конфигураций бис-

пецифичных молекул. В частности, было создано бивалентное биспецифичное диатело, обозначенное 

как "DART-B1", содержащее домены биспецифичного диатела и имеющее асимметричную структуру, 

показанную на фиг. 1D, и трехвалентная связывающая молекула, обозначенная как "TRIDENT-B2", со-

держащая биспецифичный связывающий домен по типу диатела (где сайт А связывается с CD137, и сайт 

В связывается с ОА) и связывающий домен не по типу диатела (сайт С связывается с CD137), имеющая 

структуру, показанную на фиг. 3А. Кроме того, были созданы молекулы, имеющие такие же общие кон-

фигурации, как ранее охарактеризованные молекулы. В частности, было создано тетравалентное биспе-

цифичное диатело, обозначенное как "DART-B2", содержащее идентичные связывающие домены биспе-

цифичного диатела и имеющее антитело-подобную Y-структуру, показанную на фиг. 1В, и трехвалент-

ная связывающая молекула, обозначенная как "TRIDENT-B1", содержащая моноспецифичный связы-

вающий домен по типу диатела (где сайты А и В связываются с CD137) и связывающий домен не по ти-

пу диатела (сайт С связывается с ОА). Характеристики доменов указанных молекул и конкретных биспе-

цифичных контрольных молекул и молекул сравнения, имеющих такие же структуры, обсуждаются вы-

ше (см., например, табл. 5-6). 

Функциональную активность DART-B1, DART-B2, TRIDENT-B1, TRIDENT-B2, исходных антител 

МАВ-6 против CD137 (1.1) и HER2 MAB-1(1.3) и отрицательных контролей DART-4, DART-5, TRI-

DENT-3 и TRIDENT-4 (CD137 х RSV-связывающих молекул, имеющих структуры, сравнимые с каждым 

исследуемым изделием) оценивали в CD137-репортерном анализе, который проводили по существу, как 

описано выше, в присутствии и в отсутствие HER2-экспрессирующих клеток (JIMT-1 (HER2
++

) или N87 

(HER2
+++

) в концентрации 20000 клеток на лунку). Исследуемые изделия использовали в концентрации 1 

мкг/мл и в пятикратных серийных разведениях. Результаты репрезентативного анализа с использованием 

клеток JIMT-1 и N87 показаны на фиг. 22А и 22В соответственно и демонстрируют, что все из CD137 х 

HER2-биспецифичных молекул, содержащих связывающий домен МАВ-6 против CD137 (1.1), опосредо-

вали мишень-зависимую передачу сигнала, тогда как исходные антитела и отрицательные контроли не 

проявляли активность. 

Функциональную активность DART-B1, DART-B2, TRIDENT-B1, TRIDENT-B2, исходных антител 

МАВ-6 против CD137 (1.1) и МАВ-1 против HER2 (1.3) и отрицательных контролей DART-4, DART-5, 

TRIDENT-3 и TRIDENT-4, также оценивали в анализе высвобождения цитокинов из первичных Т-клеток 



046873 

- 89 - 

в присутствии HER2-экспрессирующих клеток (JIMT-1 и N87 в концентрации 10000 клеток на лунку), 

который проводили по существу, как описано выше. Исследуемые изделия использовали в концентрации 

1 мкг/мл и в пятикратных серийных разведениях. Результаты репрезентативного анализа с использовани-

ем клеток JIMT-1 показаны на фиг. 23А (INF-γ) и 23С (IL-2) и результаты с использованием клеток N87 

показаны на фиг. 23В (INF-γ) и 23D (IL-2). Как было видно в CD137-репортерном анализе, все из CD137 

х HER2-биспецифичных молекул, содержащих связывающий домен МАВ-6 против CD137 (1.1), опосре-

довали мишень-зависимое высвобождение цитокинов, в частности, в клетках N87 с высокий экспрессией 

HER2, тогда как исходные антитела и отрицательные контроли не проявляли активность. 

Указанные исследования демонстрируют, что бивалентные, тетравалентные и трехвалентные 

CD137 х ОА-биспецифичные молекулы, содержащие связывающий домен МАВ-6 против CD137 (1.1) 

(DART-B1, DART-B2, TRIDENT-B1/B2 соответственно), опосредовали мишень-зависимую передачу 

сигнала. Следует отметить, что положение CD137-связывающих доменов в TRIDENT-B2 изменено по 

сравнению с TRIDENT-В1. Данное исследование демонстрирует, что молекула МАВ-6 против CD137 

является функциональной при связывании с дополнительными опухолевыми антигенами в различных 

конфигурациях, даже когда она представлена в виде единственного сайта связывания. 

Все публикации и патенты, упомянутые в настоящей заявке, включены в настоящую заявку посред-

ством ссылки в той же степени, как если бы было конкретно и отдельно указано, что каждая отдельная 

публикация или патентная заявка полностью включена посредством ссылки. Необходимо понимать, что 

несмотря на то что настоящее изобретение было описано в связи с конкретными вариантами его реали-

зации, возможны его дополнительные модификации. Предполагается, что настоящая заявка охватывает 

любые варианты, способы применения или адаптации настоящего изобретения, в целом, в соответствии с 

идеями настоящего изобретения и включает такие отклонения от настоящего изобретения, предполагая, 

что они находятся в пределах известной или общепринятой практики в области техники, к которой отно-

сится настоящее изобретение, и могут применяться в отношении основных признаков изобретения, из-

ложенных ранее в настоящей заявке. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. CD137-связывающая молекула, содержащая первый сайт связывания, который иммуноспецифич-

но связывается с эпитопом CD137, где указанный первый сайт связывания содержит первый вариабель-

ный домен легкой цепи, который содержит CDRL1, CDRL2 и CDRL3, и первый вариабельный домен тя-

желой цепи, который содержит CDRH1, CDRH2 и CDRH3; где: 

(A) указанные CDRL1, CDRL2 и CDRL3 первого вариабельного домена легкой цепи представляют 

собой CDR легкой цепи из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 50; и 

(B) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 первого вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 46. 

2. CD137-связывающая молекула по п.1, характеризующаяся тем, что: 

(A) указанный первый вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 46; и 

(B) указанный первый вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 55 или SEQ ID NO: 56. 

3. CD137-связывающая молекула по п.1 или 2, характеризующаяся тем, что: 

(A) указанный первый вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 46; и 

(B) указанный первый вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 56. 

4. CD137-связывающая молекула по любому из пп.1-3, содержащая второй сайт связывания, кото-

рый иммуноспецифично связывается с эпитопом PD-L1, где указанный второй сайт связывания содержит 

второй вариабельный домен легкой цепи, который содержит CDRL1, CDRL2 и CDRL3, и второй вариа-

бельный домен тяжелой цепи, который содержит CDRH1, CDRH2 и CDRH3, и 

(A) указанные CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представляют 

собой CDR легкой цепи из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 63; и 

(B) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 59. 

5. CD137-связывающая молекула по п.4, характеризующаяся тем, что: 

(A) указанный второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность: SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70 или SEQ ID 

NO: 71; 

(B) указанный второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность: SEQ ID NO: 58 или SEQ ID NO: 72; в частности, где: 

(C) указанный второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 69 и указанный второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислот-
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ную последовательность SEQ ID NO: 72. 

6. CD137-связывающая молекула по любому из пп.1-3, содержащая второй сайт связывания, кото-

рый иммуноспецифично связывается с эпитопом HER2, где указанный второй сайт связывания содержит 

второй вариабельный домен легкой цепи, который содержит CDRL1, CDRL2 и CDRL3, и второй вариа-

бельный домен тяжелой цепи, который содержит CDRH1, CDRH2 и CDRH3; и где: 

(А) (1) указанные CDRL1, CDRL2 и CDRL3 второго вариабельного домена легкой цепи представля-

ют собой CDR легкой цепи из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 79; и 

(2) указанные CDRH1, CDRH2 и CDRH3 второго вариабельного домена тяжелой цепи представляют 

собой CDR тяжелой цепи из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 78; или: 

(B) (1) указанный второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 81 или SEQ ID NO: 82; и 

(2) указанный второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислотную последователь-

ность: SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 84 или SEQ ID NO: 85; в частности, где: 

(C) указанный второй вариабельный домен тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 80 и указанный второй вариабельный домен легкой цепи содержит аминокислот-

ную последовательность SEQ ID NO: 85. 

7. CD137-связывающая молекула по любому из пп.1-6, которая представляет собой антитело или 

биспецифичное тетравалентное Fc-содержащее диатело или биспецифичную трехвалентную молекулу. 

8. CD137-связывающая молекула по любому из пп.1-7, характеризующаяся тем, что указанная мо-

лекула является биспецифичной и тетравалентной и содержит первую полипептидную цепь, вторую по-

липептидную цепь, третью полипептидную цепь и четвертую полипептидную цепь, где указанные поли-

пептидные цепи образуют ковалентно связанный комплекс; 

в частности, где указанная первая полипептидная цепь содержит аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 120; указанная вторая полипептидная цепь содержит аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 139; указанная третья полипептидная цепь содержит аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 120 и указанная четвертая полипептидная цепь содержит аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 139. 

9. CD137-связывающая молекула по любому из пп.1-7, характеризующаяся тем, что указанная мо-

лекула является биспецифичной и трехвалентной и содержит первую полипептидную цепь, вторую по-

липептидную цепь, третью полипептидную цепь и четвертую полипептидную цепь, где указанные поли-

пептидные цепи образуют ковалентно связанный комплекс; в частности, где: 

(а) указанная первая полипептидная цепь содержит аминокислотную последовательность SEQ ID 

NO: 135; указанная вторая полипептидная цепь содержит аминокислотную последовательность SEQ ID 

NO: 136; указанная третья полипептидная цепь содержит аминокислотную последовательность SEQ ID 

NO: 131 и указанная четвертая полипептидная цепь содержит аминокислотную последовательность SEQ 

ID NO: 132; или 

(b) указанная первая полипептидная цепь содержит аминокислотную последовательность SEQ ID 

NO: 127; указанная вторая полипептидная цепь содержит аминокислотную последовательность SEQ ID 

NO: 128; указанная третья полипептидная цепь содержит аминокислотную последовательность SEQ ID 

NO: 129 и указанная четвертая полипептидная цепь содержит аминокислотную последовательность SEQ 

ID NO: 130. 

10. Фармацевтическая композиция, содержащая CD137-связывающую молекулу по любому из пп.1-

9 и физиологически приемлемый носитель. 

11. CD137-связывающая молекула по любому из пп.1-9 или фармацевтическая композиция по п.10 

для изготовления лекарственного средства. 

12. CD137-связывающая молекула по любому из пп.1-9 или фармацевтическая композиция по п.10 

для лечения рака. 

13. CD137-связывающая молекула или фармацевтическая композиция по п.12, характеризующиеся 

тем, что указанный рак выбран из группы, состоящей из: рака мочевого пузыря, рака кости, рака голов-

ного и спинного мозга, рака молочной железы, рака шейки матки, рака толстой и прямой кишки, рака 

желчного пузыря или рака желчного протока, рака желудка, глиобластомы, рака головы и шеи, гепаток-

леточной карциномы, рака почки, лейкоза, рака печени, рака легкого, меланомы, нейробластомы, немел-

коклеточного рака легкого (НМКРЛ), рака яичников, рака поджелудочной железы, рака глотки, рака 

предстательной железы, почечно-клеточной карциномы, рабдомиосаркомы, рака кожи, плоскоклеточно-

го рака головы и шеи (ПКРГШ), рака желудка, рака яичек, карциномы вилочковой железы и рака матки. 

14. Нуклеиновая кислота, кодирующая CD137-связывающую молекулу по любому из пп.1-9. 
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