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(57) В данном изобретении предложены модулирующие Т-клетки мультимерные полипептиды,
содержащие иммуномодулирующий полипептид, который проявляет пониженную аффинность
связывания к когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду. Модулирующий Т-клетки
мультимерный полипептид является пригодным для модуляции активности Т-клеток, а также для
модуляции иммунного ответа у индивидуума.
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Перекрестная ссылка 

Данная заявка испрашивает приоритет заявки на патент США № 62/555499, поданной 7 сентября 

2017 г., которая включена в данное описание в качестве ссылки в полном объеме. 

Вступление 

Адаптационный иммунный ответ включает взаимодействие рецептора Т-клеток (TCR), присутст-

вующего на поверхности Т-клеток, с небольшим пептидным антигеном нековалентно представленным на 

поверхности антиген-представляющей клетки (АПК) с помощью главного комплекса гистосовместимо-

сти (ГКГС; также называемого в организме человека как комплекс антигена лейкоцитов человека 

(HLA)). Это взаимодействие представляет собой механизм нацеливания иммунной системы и является 

необходимым условием для молекулярного взаимодействия модуляции Т-клеток (активации или инги-

бирования) и эффекторной функции. После эпитоп-специфического нацеливания клеток, Т-клетки-

мишени активируют посредством взаимодействия с костимуляторными белками, расположенными на 

АПК, с аналогичными костимуляторными белками Т-клеток. Оба сигнала - эпитоп/TCR-связывание и 

взаимодействие АПК костимуляторных белков с костимуляторными белками Т-клеток -требуется для 

управления Т-клеточной специфичностью и активации или ингибирования. TCR является специфиче-

ским для данного эпитопа; однако, костимуляторный белок не является эпитоп специфическим и поэто-

му, как правило, экспрессируется на всех Т-клетках или на больших подмножествах Т-клеток. 

Краткое описание изобретения 

В данном изобретении предложены модулирующие Т-клетки мультимерные полипептиды (ТММР), 

содержащие иммуномодулирующий полипептид, который проявляет пониженная аффинность связыва-

ния с когнатным ко-иммуномодулирующим полипептидом. ТММР является полезным для модуляции 

активности Т-клеток, а также для модуляции иммунного ответа у индивидуума. 

Краткое описание графических материалов 

На фиг. 1 изображена предпочтительная активация эпитоп-специфической Т-клетки к эпитопу не-

специфической Т-клетки с помощью модулирующего Т-клетки мультимерного полипептида согласно 

данному изобретению. 

На фиг. 2A-2G представлены аминокислотные последовательности полипептидов Fc иммуноглобу-

лина. 

На фиг. 3А-3С представлены аминокислотные последовательности тяжелых цепей полипептидов 

лейкоцитарного антигена человека (HLA) класса I. Сигнальные последовательности подчеркнуты. 

На фиг. 4 представлены множественное выравнивание аминокислотных последовательностей 

предшественников бета-2-микроглобулина (β2М) (т.е., включая лидерную последовательность) от Homo 

sapiens (NP_004039.1; SEQ ID NO: 49), Pan troglodytes (NP_001009066.1; SEQ ID NO: 49), Macaca mulatto 

(NP_001040602.1; SEQ ID NO: 50), Bos Taurus (NP_776318.1; SEQ ID NO: 51) и Mus musculus 

(NP_033865.2; SEQ ID NO: 52). Аминокислоты 1-20 представляют собой сигнальный пептид. 

На фиг. 5А-5К представлены аминокислотные последовательности примеров подходящих тяжелых 

цепей HLA. 

На фиг. 6A-6D представлены схематические изображения различных модулирующих Т-клетки 

мультимерных полипептидов согласно данному изобретению. 

На фиг. 7A-7D представлены схематические изображения различных дисульфид-связанных моду-

лирующих Т-клетки мультимерных полипептидов согласно данному изобретению. 

На фиг. 8 представлено выравнивание последовательностей одиннадцати пептидов зрелых тяжелых 

цепей ГКГС класса I без их лидерных последовательностей или трансмембранных доменов. 

Определения 

Термины "полинуклеотид" и "нуклеиновая кислота" используемые в данном документе взаимоза-

меняемо, относятся к полимерной форме нуклеотидов любой длины -рибонуклеотидов, или дезоксири-

бонуклеотидов. Таким образом, этот термин включает, без ограничения, единичные, двойные или мно-

жественные цепи ДНК или РНК, геномная ДНК, кДНК гибриды ДНК-РНК или полимер, содержащий 

пуриновые или пиримидиновые основания, или другие природные, химически, или биохимически моди-

фицированные, неприродные или дериватизированные нуклеотидные основания. 

Термины "пептид", "полипептид" и "белок" используются в данном документе взаимозаменяемо и 

относятся к полимерной форме аминокислот любой длины, которая может включать кодирующие и не-

кодирующие аминокислоты, химически или биохимически модифицированные или дериватизированные 

аминокислоты и полипептиды, имеющие модифицированный пептидные каркасы. 

Полинуклеотид или полипептид имеет определенный процент "идентичности последовательности" 

к другому полинуклеотиду или полипептиду, а это означает, что при выравнивании определенный про-

цент оснований или аминокислот являются одинаковыми, и находится в том же относительном положе-

нии, при сравнении двух последовательностей. Идентичность последовательности может быть определе-

на несколькими различными способами. Для определения идентичности последовательности, последова-

тельности могут быть выровнены с использованием различных удобных методов и компьютерных про-

грамм (например, BLAST, T-COFFEE, MUSCLE, MAFFT и т.д.), доступны на сайтах интернет, включая 

ncbi.nlm.nili.gov/BLAST, ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/, ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/, mafft.cbrc.jp/aligH-
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Ment/software/. См., например, Altschul et al. (1990), J. Mol. Bioi. 215:403-10. 

Термин "консервативная аминокислотная замена" относится к взаимозаменяемости в аминокислот-

ных остатках белков, имеющим сходные боковые цепи. Так, например, группа аминокислот с алифати-

ческими боковыми цепями состоит из глицина, аланина, валина, лейцина и изолейцина; группа амино-

кислот, имеющих алифатические-гидроксильные боковые цепи, состоит из серина и треонина; группа 

аминокислот, имеющих амид-содержащие боковые цепи, состоящие из аспарагина и глутамина; группа 

аминокислот, имеющих ароматические боковые цепи, состоит из фенилаланина, тирозина и триптофана; 

группа аминокислот, имеющих основные боковые цепи, состоит из лизина, аргинина и гистидина; груп-

па аминокислот, имеющих кислотные боковые цепи, состоит из глутамата и аспартата, а группа амино-

кислот, имеющих серосодержащие боковые цепи, состоит из цистеина и метионина. Типичные консерва-

тивные группы замещения аминокислот представляют собой: валин-лейцин-изолейцин, фенилаланин-

тирозин, лизин-аргинин, аланин-валин-глицин и аспарагин-глютамин. 

Термин "иммунологический синапс" или "иммунный синапс", используемые в данном документе, 

как правило, относится к естественной границе взаимодействия между двумя взаимодействующими им-

мунными клетками адаптивного иммунного ответа, включая, например, границу взаимодействия между 

антигенпрезентирующей клеткой (АПК) или клеткой-мишенью и эффекторной клеткой, например, лим-

фоцитом, Т-клеточным эффектором, натуральной клеткой-киллером, и тому подобным. Иммунологиче-

ский синапс между АПК и Т-клеткой, как правило, инициируется взаимодействием рецептора антигена 

Т-клеток и молекулой главного комплекса гистосовместимости, например, как описано в Bromley et al., 

Annu Rev Immunol. 2001;19:375-96; содержимое которой включено в данное описание в качестве ссылки 

в полном объеме. 

"Т-клетка" включает все типы иммунных клеток, экспрессирующих CD3, включая Т-клетки-

хелперы (клетки CD4
+
), цитотоксические Т-клетки (клетки CD8

+
), T-регуляторные клетки (Treg) и клетки 

NK-T. 

Термин "иммуномодулирующий полипептид" (также упоминается как "ко-стимулирующий поли-

пептид"), используемый в данном документе, включает полипептид на антиген презентирующей клетке 

(АПК) (например, дендритной клетке, В-клетке и тому подобном), который специфически связывается с 

когнатным ко-иммуномодулирующим полипептидом на Т-клетке, тем самым обеспечивая сигнал, кото-

рый, в дополнение к основному сигналу, представленному, например, связыванием комплекса TCR/CD3 

с полипептидом главного комплекса гистосовместимости (ГКГС), нагруженным пептидом, опосредует 

ответ Т-клеток, включая без ограничения, пролиферацию, активацию, дифференцировку и т.п. Иммуно-

модулирующий полипептид может включать, без ограничения, CD7, В7-1 (CD80), В7-2 (CD86), PD-L1, 

PD-L2, 4-1BBL, OX40L, лиганд Fas (FasL), индуцируемый костимуляторный лиганд (ICOS-L), межкле-

точную молекулу адгезии (ICAM), CD30L, CD40, CD70, CD83, HLA-G, MICA, MICB, HVEM, бета-

рецептор лимфотоксина, 3/TR6, ILT3, ILT4, HVEM, агонист или антитело, которое связывает рецептор-

лиганд Toll и лиганд, который специфически связывается с В7-H3. 

Как уже отмечалось выше "иммуномодулирующий полипептид" (также называемый в данном до-

кументе как "MOD") специфически связывается с когнатным ко-иммуномодулирующим полипептидом 

на Т-клетке. 

"Иммуномодулирующий домен" ("MOD") модулирующего Т-клетки мультимерного полипептида 

согласно данному изобретению связывает когнатный ко-иммуномодулирующий полипептид, который 

может присутствовать на Т-клетке-мишени. 

"Гетерологичный", используемый в данном описании, означает нуклеотид или полипептид, кото-

рый не найден в нативной нуклеиновой кислоте или белке соответственно. 

Термин "рекомбинантный", используемый в данном описании, означает, что конкретная нуклеино-

вая кислота (ДНК или РНК) является продуктом различных комбинаций клонирования, рестрикции, по-

лимеразной цепной реакции (ПЦР) и/или стадий лигирования, приводящих к конструкции, имеющей 

структурные кодирующие или некодирующие последовательности, отличные от эндогенных нуклеино-

вых кислот найденных в природных системах. Последовательности ДНК, кодирующие полипептиды, 

могут быть собраны из фрагментов кДНК или из серии синтетических олигонуклеотидов, чтобы обеспе-

чить синтетическую нуклеиновую кислоту, которая способна экспрессироваться из рекомбинантной 

транскрипционной единицы, содержащейся в клетке или в бесклеточной транскрипционной и трансля-

ционной системе. 

Термины "рекомбинантный вектор экспрессии" или "конструкция ДНК" используются в данном 

документе взаимозаменяемо для обозначения молекулы ДНК, содержащей вектор, и одну вставку. Ре-

комбинантные векторы экспрессии, как правило, создаются с целью экспрессии и/или распространения 

инсерции (инсерций), или для конструирования других рекомбинантных нуклеотидных последователь-

ностей. Инсерция (инсерции) может или не может быть функционально связана с последовательностью 

промотора, и могут или не могут быть функционально связана с регуляторными последовательностями 

ДНК. 

Используемый в данном описании термин "аффинность" относится к равновесной константе для 

обратимого связывания двух агентов (например, антитела и антигена) и выражается в виде константы 
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диссоциации (KD). Аффинность может быть по меньшей мере в 1 раз большей, по меньшей мере в 2 раза 

большей, по меньшей мере в 3 раза большей, по меньшей мере в 4 раза большей, по меньшей мере в 5 раз 

большей, по меньшей мере в 6 раз большей, по меньшей мере в 7 раз большей, по меньшей мере в 8 раз 

большей, по меньшей мере в 9 раз большей, по меньшей мере в 10 раз большей, по меньшей мере в 20 

раз большей, по меньшей мере в 30 раз большей, по меньшей мере в 40 раз большей, по меньшей мере в 

50 раз большей, по меньшей мере в 60 раз большей, по меньшей мере в 70 раз большей, по меньшей мере 

в 80 раз большей, по меньшей мере в 90 раз большей, по меньшей мере в 100 раз большей или по мень-

шей мере в 1000 раз большей или более, чем аффинность антитела для несвязанных аминокислотных 

последовательностей. Аффинности антитела к белку-мишени может составлять, например, от около 100 

нМ (нМ) до около 0,1 нМ, от около 100 нМ до около 1 пикомоль (пМ), или от около 100 нМ до около 1 

фемтомоль (фМ) или более. Используемый в данном описании, термин "авидность" относится к сопро-

тивлению комплексов двух или более агентов диссоциировать после разбавления. Термины "иммуноре-

активный" и "преимущественно связывается" используются здесь взаимозаменяемо по отношению к ан-

тителам и/или их антигенсвязывающим фрагментам. 

Термин "связывание", используемый в данном описании (например, со ссылкой на связывание мо-

дулирующего Т-клетки мультимерного полипептида с полипептидом (например, рецептором Т-клеток) 

на Т-клетке), относится к нековалентному взаимодействию между двумя молекулами. Нековалентное 

связывание относится к прямой связи между двумя молекулами, из-за, например, электростатического, 

гидрофобного, ионного и/или взаимодействия водородных связей, в том числе взаимодействий, такие как 

водные мосты и солевые мосты. Взаимодействие нековалентного связывания, как правило, характеризу-

ется константой диссоциации (KD), равной менее чем 10
-6

 М, менее чем 10
-7

 М, менее чем 10
-8

 М, менее 

чем 10
-9

 М, менее чем 10
-10

 М, менее чем 10
-11

 М, менее чем 10
-12

 М, менее чем 10
-13

 М, менее чем 10
-14

 М 

или менее чем 10
-15

 М. "Аффинность" относится к силе нековалентного связывания, повышенная аффин-

ность связывания коррелирует с более низкой KD. "Специфическое связывание" обычно относится к свя-

зыванию с аффинностью, равной по меньшей мере, около 10
-7

М или более, например, 5×10
-7

М, 10
-8

М, 

5×10
-8

М, 10
-9

 М и более. "Неспецифическое связывание" обычно относится к связыванию (например, 

связывание лиганда с молекулой, отличной от его назначенного сайта связывания или рецептора) с аф-

финностью менее чем около 10
-7

М (например, связывание с аффинностью, равной 10
-6

 М, 10
-5

 М, 10
-4

 М). 

Тем не менее, в некоторых контекстах, например, связывание между TCR и пептидом/комплексом ГКГС 

"специфическое связывание" может находиться в диапазоне от 1 мкМ до 100 мкМ, или от 100 мкМ до 1 

мМ. "Ковалентное связывание" или "ковалентная связь", используемая в данном описании, относится к 

образованию одной или более ковалентных химических связей между двумя различными молекулами. 

Термины "лечение", "лечить" и т.п. используемые в данном документе, в общем означают получе-

ние желаемого фармакологического и/или физиологического эффекта. Эффект может быть профилакти-

ческим с точки зрения полностью или частично предотвращения заболевания или симптома, и/или может 

быть терапевтическим с точки зрения частичного или полного излечения от заболевания и/или отрица-

тельного влияния, относящегося к этому заболеванию. Термин "лечение", используемый в данном доку-

менте, охватывает любое лечение заболевания или симптома у млекопитающих и включает: (а) предот-

вращение заболевания или симптома, возникающих у субъекта, который может быть предрасположен к 

приобретению или симптому заболевания, но еще не был диагностирован как имеющий его; (b) ингиби-

рование заболевания или симптома, т.е. прекращение его развития; или (с) ослабление заболевания, то 

есть регрессия заболевания. Терапевтическое средство может быть введено до, во время или после нача-

ла заболевания или травмы. Лечение продолжающегося заболевания, при котором лечение стабилизиру-

ет или уменьшает нежелательные клинические симптомы пациента, представляет особый интерес. Такое 

лечение желательно осуществлять до полной потери функции в пораженных тканях. Указанное лечение 

будет желательно вводить в течение симптоматической стадии заболевания, а в некоторых случаях после 

симптоматической стадии заболевания. 

Термины "индивидуум", "субъект", "хозяин" и "пациент" используются в данном документе взаи-

мозаменяемо и относятся к любому млекопитающему, для которых желательна диагностика, лечение или 

терапия. Млекопитающие включают, например, людей, отличных от человека приматов, грызунов (на-

пример, мышей, крыс), зайцеобразных (например, кроликов), копытных (например, коров, овец, свиней, 

лошадей, коз и тому подобных) и т.д. 

Перед тем как данное изобретение описано далее, следует понимать, что данное изобретение не ог-

раничено конкретными описанными вариантами осуществления, поскольку таковые могут, конечно, 

варьировать. Кроме того, следует понимать, что терминология, используемая в данном документе, для 

целей описания конкретных вариантов осуществления и не предназначена для ограничения, поскольку 

объем данного изобретения будет ограничен только прилагаемой формулой изобретения. 

В случае, когда диапазон значений обеспечиваются, следует понимать, что каждое промежуточное 

значение, до десятой единицы нижнего предела, если контекст явно указано иначе, между верхним и 

нижним пределом этого диапазона и любым другим оговоренным или промежуточным значением в ука-

занном диапазоне, охватывается данным изобретением. Верхний и нижний пределы этих меньших диа-
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пазонов могут быть независимо включены в меньшие диапазоны и также охватываются данным изобре-

тением, с учетом любого специфически исключенного предела в указанном диапазоне. Там, где указан-

ный диапазон включает один или оба предела, диапазоны, исключающие любой или оба из этих вклю-

ченных пределов, также включены в изобретение. 

Если не определено иначе, все технические и научные термины, используемые в данном документе, 

имеют такое же значение, как обычно понимаемые специалистом в данной области техники, к которой 

принадлежит данное изобретение. Несмотря на то, что любые способы и материалы, аналогичные или 

эквивалентные тем, которые описаны в данном документе, могут также быть использованы в практике 

или тестировании данного изобретения, предпочтительные способы и материалы описаны ниже. Все 

публикации, упомянутые в данном описании, включены в данное описание в качестве ссылки для рас-

крытия и описания способов и/или материалов, в связи с которыми эти публикации цитируются. 

Использование определений в единственном числе не исключает возможности наличия определе-

ний во множественном числе, если обратное прямо не указано в контексте. Так, например, ссылка на 

"модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид " включает множество таких полипептидов и 

ссылки на "иммуномодулирующий полипептид" включает в себя ссылку на один или более иммуномо-

дулирующих полипептидов и их эквивалентов, известных специалист в данной области техники, и так 

далее. Следует также отметить, что формула изобретения может быть составлена так, чтобы исключить 

любой необязательный элемент. Таким образом, это утверждение предназначено служить в качестве 

предшествующей основы для использования такой исключительной терминологии как "исключительно", 

"только" и тому подобное, в связи с перечислением элементов формулы изобретения или использования 

"отрицательного" ограничения. 

Следует понимать, что определенные признаки изобретения, которые для ясности описаны в кон-

тексте отдельных вариантов осуществления, также могут быть представлены в комбинации в одном ва-

рианте. Наоборот, различные признаки изобретения, которые для краткости описаны в контексте одного 

варианта осуществления, могут также быть представлены отдельно или в любой подходящей подкомби-

нации. Все комбинации вариантов осуществления, относящихся к данному изобретению, в частности, 

охватываются данным изобретением и описаны в данном документе, как если бы каждая комбинация 

была индивидуально и явно раскрыта. Кроме того, все подкомбинации различных вариантов осуществ-

ления и их элементов, также конкретно охватываются данным изобретением и описаны в данном доку-

менте, как если бы каждая такая подкомбинация была индивидуально и явно раскрытые в данном доку-

менте. 

Публикации, которые обсуждаются в данном документе, приводятся исключительно для их рас-

крытия до даты подачи данной заявки. Ничто в данном документе не должно быть истолковано как при-

знание того, что данное изобретение не имеет права на предшествование такой публикации в силу пред-

шествующего изобретения. Кроме того, даты публикаций могут отличаться от действительных дат пуб-

ликации, которые могут нуждаться в независимом подтверждении. 

Подробное описание 

В данном изобретении предложены модулирующие Т-клетки мультимерные полипептиды, содер-

жащие иммуномодулирующий полипептид, который проявляет пониженная аффинность связывания к 

когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду. Модулирующий Т-клетки мультимерный поли-

пептид является полезным для модуляции активности Т-клеток, а также для модуляции иммунного отве-

та у индивидуума. 

Модулирующие Т-клетки мультимерные полипептиды 

В данном изобретении предложен модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид (ТММР), 

содержащий: а) первый полипептид; и б) второй полипептид, причем мультимерный полипептид содер-

жит эпитоп; первый полипептид главного комплекса гистосовместимости (ГКГС); второй полипептид 

ГКГС; один или более иммуномодулирующих полипептидов; и, необязательно, полипептид Fc иммуног-

лобулина (Ig) или каркас не от Ig. В данном изобретении предложен ТММР, причем мультимерный по-

липептид представляет собой гетеродимер, содержащий: а) первый полипептид, содержащий первый 

полипептид ГКГС; и б) второй полипептид, содержащий второй полипептид ГКГС, при этом первый 

полипептид или второй полипептид содержит эпитоп; при этом первый полипептид и/или второй поли-

пептид содержит один или более иммуномодулирующих полипептидов, которые могут быть одинаковы-

ми или различными; и необязательно полипептид Fc Ig или каркас не от Ig. ТММР по данному изобрете-

нию также упоминается в данном документе как "мультимерный полипептид по данному изобретению" 

или "synTac". 

В данном изобретении предложен ТММР, содержащий гетеродимерный полипептид, содержащий: 

а) первый полипептид, содержащий: i) пептидный эпитоп; и ii) первый полипептид ГКГС; b) второй по-

липептид, содержащий второй полипептид ГКГС и с) по меньшей мере один иммуномодулирующий по-

липептид, причем первый и/или второй полипептид содержит, по меньшей мере, один (т.е. один или бо-

лее) иммуномодулирующий полипептид. Необязательно, первый или второй полипептид содержит по-

липептид Fc Ig или каркас не от Ig. По меньшей мере один из одного или более иммуномодулирующих 

полипептидов представляет собой вариант иммуномодулирующего полипептида, который проявляет 
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пониженную аффинность к когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду по сравнению с аф-

финностью соответствующего иммуномодулирующего полипептида дикого типа для когнатного ко-

иммуномодулирующего полипептида. Эпитоп, присутствующий в ТММР по данному изобретению свя-

зывается с рецептором Т-клеток (TCR) на Т-клетке с аффинностью, равной по меньшей мере, 100 мкМ 

(например, по меньшей мере 10 мкМ, по меньшей мере 1 мкМ, по меньшей мере 100 нМ, по меньшей 

мере 10 нМ, или по меньшей мере 1 нМ). ТММР по данному изобретению связывается с первой Т-

клеткой с аффинностью, которая по меньшей мере на 25% выше, чем аффинность, с которым ТММР свя-

зывает вторую Т-клетку, причем первая Т-клетка экспрессирует на своей поверхности когнатный ко-

иммуномодулирующий полипептид, и TCR, который связывает эпитоп с аффинностью, равной по мень-

шей мере, 100 мкМ, и при этом вторая Т-клетка экспрессирует на своей поверхность когнатный ко-

иммуномодулирующий полипептид, но не экспрессирует на своей поверхности TCR, который связывает 

эпитоп с аффинностью, равной по меньшей мере 100 мкМ (например, по меньшей мере 10 мкМ, по 

меньшей мере 1 мкМ, по меньшей мере 100 нМ, по меньшей мере 10 нМ или по меньшей мере 1 нМ). 

В данном изобретении предложен ТММР, в котором мультимерный полипептид представляет со-

бой: 

A) гетеродимер, содержащий: а) первый полипептид, содержащий первый полипептид ГКГС; и b) 

второй полипептид, содержащий второй полипептид ГКГС, причем первый полипептид или второй по-

липептид содержит эпитоп; при этом первый полипептид и/или второй полипептид содержат один или 

более иммуномодулирующих полипептидов, которые могут быть одинаковыми или различными, и при 

этом по меньшей мере один из одного или более иммуномодулирующих полипептидов могут представ-

лять собой иммуномодулирующий полипептид дикого типа или вариант иммуномодулирующего поли-

пептида дикого типа, при этом вариант иммуномодулирующего полипептида содержит 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 

8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 аминокислотных замен по сравнению с соответствующей 

аминокислотной последовательностью иммуномодулирующего полипептида дикого типа; и при этом 

первый полипептид или второй полипептид необязательно содержит полипептид Fc Ig или каркас не от 

Ig; или 

B) гетеродимер, содержащий: а) первый полипептид, содержащий первый полипептид ГКГС; и б) 

второй полипептид, содержащий второй полипептид ГКГС, при этом первый полипептид или второй 

полипептид содержит эпитоп; при этом первый полипептид и/или второй полипептид содержит один или 

более иммуномодулирующих полипептидов, которые могут быть одинаковыми или различными, 

при этом по меньшей мере один из одного или более иммуномодулирующих полипептидов пред-

ставляют собой вариант иммуномодулирующего полипептида дикого типа, при этом вариант иммуномо-

дулирующего полипептида содержит 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 ами-

нокислотных замен по сравнению с соответствующей аминокислотной последовательностью иммуномо-

дулирующего полипептида дикого типа, 

при этом по меньшей мере один из одного или более иммуномодулирующих доменов представляет 

собой вариант иммуномодулирующего полипептида, который проявляет пониженную аффинность к ког-

натному ко-иммуномодулирующему полипептиду по сравнению с аффинностью соответствующего им-

муномодулирующего полипептида дикого типа для когнатного ко-иммуномодулирующего полипептида, 

и при этом эпитоп связывается с TCR на Т-клетке с аффинностью, равной по меньшей мере 10
-7 

М так, 

что: i) полипептид ТММР связывается с первой Т-клеткой с аффинностью, которая на по меньшей мере 

25% больше, чем аффинность с которой ТММР связывает вторую Т-клетку, при этом первая Т-клетка 

экспрессирует на своей поверхности когнатный ко-иммуномодулирующий полипептид и TCR, который 

связывает эпитоп с аффинностью, равной по меньшей мере 10
-7

 М, и при этом вторая Т-клетка экспрес-

сирует на своей поверхности когнатный ко-иммуномодулирующий полипептид, но не экспрессирует на 

своей поверхности TCR, который связывает эпитоп с аффинностью, равной по меньшей мере 10
-7

 М; 

и/или ii) отношение аффинность связывания контрольного ТММР, причем контрольный содержит имму-

номодулирующий полипептид дикого типа, к когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду с 

аффинностью связывания ТММР, содержащего вариант иммуномодулирующего полипептида дикого 

типа к когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду, которую измеряют с помощью биослойной 

интерферометрии, находится в диапазоне от 1,5:1 до 10
6
:1; и при этом вариант иммуномодулирующего 

полипептида содержит 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 аминокислотных 

замен по сравнению с соответствующей аминокислотной последовательностью иммуномодулирующего 

полипептида дикого типа; и 

при этом первый полипептид или второй полипептид необязательно содержит полипептид Fc Ig или 

каркас не от Ig; или 

С) гетеродимер, содержащий: а) первый полипептид, содержащий, в направлении от N-конца к С-

концу: i) эпитоп; ii) первый полипептид ГКГС и b) второй полипептид, содержащий, в направлении от N-

конца к С-концу: i) второй полипептид ГКГС, и ii) необязательно полипептид Fc иммуноглобулина (Ig) 

или каркас не от Ig, причем мультимерный полипептид содержит один или более иммуномодулирующих 

доменов, которые могут быть одинаковыми или различными, при этом по меньшей мере один из одного 

или более иммуномодулирующих доменов расположен: А) на С-конце первого полипептида; В) на N-
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конце второго полипептида; С) на С-конце второго полипептида или D) на С-конце первого полипептида 

и на N-конце второго полипептида, и при этом по меньшей мере один из одного или более иммуномоду-

лирующих доменов может представлять собой иммуномодулирующий полипептид дикого типа или ва-

риант иммуномодулирующего полипептида дикого типа, при этом вариант иммуномодулирующего по-

липептида содержит 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 аминокислотных за-

мен по сравнению с аминокислотной последовательностью соответствующего иммуномодулирующего 

полипептида дикого типа; и 

необязательно при этом по меньшей мере один из одного или более иммуномодулирующих доме-

нов представляет собой вариант иммуномодулирующего полипептида, который проявляет пониженную 

аффинность к когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду по сравнению с аффинностью соот-

ветствующего иммуномодулирующего полипептида дикого типа для когнатного ко-

иммуномодулирующего полипептида, и при этом эпитоп связывается с TCR на Т-клетке с аффинностью, 

равной по меньшей мере 10
-7

 М так, что: i) ТММР связывается с первой Т-клеткой с аффинностью, кото-

рая на по меньшей мере 25% больше, чем аффинность, с которой ТММР связывает вторую Т-клетку, при 

этом первая Т-клетка экспрессирует на своей поверхности когнатный ко-иммуномодулирующий поли-

пептид и TCR, который связывает эпитоп с аффинностью, равной по меньшей мере 10
-7

 М, и при этом 

вторая Т-клетка экспрессирует на своей поверхности когнатный ко-иммуномодулирующий полипептид, 

но не экспрессирует на своей поверхности TCR, который связывает эпитоп с аффинностью, равной по 

меньшей мере 10
-7

 М; и/или ii) отношение аффинности связывания контрольного ТММР, причем кон-

трольный содержит иммуномодулирующий полипептид дикого типа, к когнатному ко-

иммуномодулирующему полипептиду с аффинностью связывания ТММР, содержащего вариант имму-

номодулирующего полипептида дикого типа к когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду, 

которую измеряют с помощью биослойной интерферометрии, находится в диапазоне от 1,5:1 до 10
6
:1; и 

при этом вариант иммуномодулирующего полипептида содержит 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 

15, 16, 17, 18, 19 или 20 аминокислотных замен по сравнению с соответствующей аминокислотной по-

следовательностью иммуномодулирующего полипептида дикого типа. 

В данном изобретении предложен ТММР, содержащий: а) первый полипептид, содержащий в на-

правлении от N-конца к С-концу: i) эпитоп; ii) первый полипептид ГКГС; и b) второй полипептид, со-

держащий в направлении от N-конца к С-концу: i) второй полипептид ГКГС и ii) необязательно поли-

пептид Fc Ig, или каркас не от Ig. ТММР по данному изобретению содержит один или более иммуномо-

дулирующих полипептидов, при этом по меньшей мере один из одного или более иммуномодулирующих 

полипептидов расположен: А) на С-конце первого полипептида; В) на N-конце второго полипептида; С) 

на С-конце второго полипептида или D) на С-конце первого полипептида и на N-конце второго полипеп-

тида. По меньшей мере один из одного или более иммуномодулирующих полипептидов представляет 

собой вариант иммуномодулирующего полипептида, который проявляет пониженную аффинность к ког-

натному ко-иммуномодулирующему полипептиду по сравнению с аффинностью соответствующего им-

муномодулирующего полипептида дикого типа для когнатного ко-иммуномодулирующего полипептида. 

Эпитоп, присутствующий в ТММР по данному изобретению связывается с рецептором Т-клеток (TCR) 

на Т-клетке с аффинностью, равной по меньшей мере 100 мкМ (например, по меньшей мере 10 мкМ, по 

меньшей мере 1 мкМ, по меньшей мере 100 нМ, по меньшей мере 10 нМ или по меньшей мере 1 нМ). 

ТММР по данному изобретению связывается с первой Т-клеткой с аффинностью, которая по мень-

шей мере на 25% выше, чем аффинность, с которым ТММР связывает вторую Т-клетку, причем первая 

Т-клетка экспрессирует на своей поверхности когнатный ко-иммуномодулирующий полипептид, и TCR, 

который связывает эпитоп с аффинностью, равной по меньшей мере 100 мкМ, и при этом вторая Т-

клетка экспрессирует на своей поверхность когнатный ко-иммуномодулирующий полипептид, но не экс-

прессирует на своей поверхности TCR, который связывает эпитоп с аффинностью, равной по меньшей 

мере 100 мкМ (например, по меньшей мере 10 мкМ, по меньшей мере 1 мкМ, по меньшей мере 100 нМ, 

по меньшей мере 10 нМ или по меньшей мере 1 нМ). 

В некоторых случаях эпитоп, присутствующий в ТММР по данному изобретению связывается с 

TCR на Т-клетках с аффинностью, равной от около 10
-4

 М до около 5×10
-4 

М, от около 5×10
-4

 М до около 

10
-5

 М, от около 10
-5

 М до 5×10
-5

 М, от около 5×10
-5

 М до 10
-6

 М, от около 10
-6

 М до около 5×10
-6

 М, от 

около 5×10
-6

 М до около 10
-7

 М, от около 10
-7

 М до около 5×10
-7

 М, от около 5×10
-7

 М до около 10
-8

 М 

или от около 10
-8

 М до около 10
-9

 М. Выражаясь по-другому, в некоторых случаях эпитоп, присутствую-

щий в ТММР по данному изобретению, связывается с TCR на Т-клетках с аффинностью, равной от около 

1 до около 5 нМ, от около 5 до около 10 нМ, от около 10 до около 50 нМ, от около 50 до около 100 нМ, 

от около 0,1 до около 0,5 мкМ, от около 0,5 до около 1 мкМ, от около 1 до около 5 мкМ, от около 5 до 

около 10 мкМ, от около 10 до около 25 мкМ, от около 25 до около 50 мкМ, от около 50 до около 75 мкМ, 

от около 75 до около 100 мкМ. 

Иммуномодулирующий полипептид, присутствующий в ТММР по данному изобретению, связыва-

ется с когнатным ко-иммуномодулирующим полипептидом с аффинностью, которая по меньшей мере на 

10% меньше, по меньшей мере на 15% меньше, по меньшей мере на 20% меньше, по меньшей мере на 
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25% меньше, по меньшей мере на 30% меньше, по меньшей мере на 35% меньше, по меньшей мере на 

40% меньше, по меньшей мере на 45% меньше, по меньшей мере на 50% меньше, по меньшей мере на 

55% меньше, по меньшей мере на 60% меньше, по меньшей мере на 65% меньше, по меньшей мере на 

70% меньше, по меньшей мере на 75% меньше, по меньшей мере на 80% меньше, по меньшей мере на 

85% меньше, по меньшей мере на 90% меньше, по меньшей мере на 95% меньше или более чем на 95% 

меньше, чем аффинность соответствующего иммуномодулирующего полипептида дикого типа к когнат-

ному ко-иммуномодулирующему полипептиду. 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по 

данному изобретению имеет аффиность связывания к когнатному ко-иммуномодулирующему полипеп-

тиду, которая составляет от 1 до 100 нМ или от 100 до 100 мкМ. Например, в некоторых случаях вариант 

иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по данному изобретению, имеет аф-

финность связывания с когнатным ко-иммуномодулирующим полипептидом, которая составляет от око-

ло 100 до 150 нМ, от около 150 до около 200 нМ, от около 200 до около 250 нМ, от около 250 до около 

300 нМ, от около 300 до около 350 нМ, от около 350 до около 400 нМ, от около 400 до около 500 нМ, от 

около 500 до около 600 нМ, от около 600 до около 700 нМ, от около 700 до около 800 нМ, от около 800 

до около 900 нМ, от около 900 до около 1 мкМ, до около 1 до около 5 мкМ, от около 5 до около 10 мкМ, 

от около 10 до около 15 мкМ, от около 15 до около 20 мкМ, от около 20 до около 25 мкМ, от около 25 до 

около 50 мкМ, от около 50 до около 75 мкМ или от около 75 до около 100 мкМ. В некоторых случаях 

вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по данному изобретению, име-

ет аффинность связывания с когнатным ко-иммуномодулирующим полипептидом, которая составляет от 

около 1 до около 5 нМ, от около 5 до около 10 нМ, от около 10 до около 50 нМ, от около 50 до около 100 

нМ. 

Сочетание пониженной аффинности иммуномодулирующего полипептида с его когнатным ко-

иммуномодулирующим полипептидом, и аффинность эпитопа с TCR, обеспечивает улучшенную селек-

тивность ТММР по данному изобретению. Например, ТММР по данному изобретению избирательно 

связывается с первой Т-клеткой, которая содержит на поверхности как: i) TCR, специфичный для эпито-

па, присутствующего в ТММР, так и ii) ко-иммуномодулирующий полипептид, который связывается с 

иммуномодулирующим полипептидом, присутствующим в ТММР, по сравнению со связыванием со вто-

рой Т-клеткой, которая содержит на поверхности: i) TCR, специфичный для эпитопа, отличного от эпи-

топа, присутствующего в ТММР, и ii) ко-иммуномодулирующий полипептид, который связывается с 

иммуномодулирующим полипептидом, присутствующим в ТММР. Например, ТММР по данному изо-

бретению связывается с первой Т-клеткой с аффинностью, которая по меньшей мере на 10%, по меньшей 

мере на 15%, по меньшей мере на 20%, по меньшей мере на 25%, по меньшей мере на 30%, по меньшей 

мере на 40%, по меньшей мере на 50%, по меньшей мере на 60%, по меньшей мере на 70%, по меньшей 

мере на 80%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере в 2 раза, по меньшей мере в 2,5 раза, по мень-

шей мере в 5 раз, по меньшей мере в 10 раз, по меньшей мере в 15 раз, по меньшей мере в 20 раз, по 

меньшей мере в 25 раз, по меньшей мере в 50 раз, по меньшей мере в 100 раз или больше чем в 100 раз, 

больше аффинности, с которым он связывает вторую Т-клетку. 

В некоторых случаях модулирующий Т-клетки полипептид по данному изобретению при введении 

индивидууму, нуждающемуся в этом, индуцирует как эпитоп-специфический Т-клеточный ответ, так и 

эпитоп-неспецифический Т-клеточный ответ. Другими словами, в некоторых случаях модулирующий Т-

клетки полипептид по данному изобретению при введении индивидууму, нуждающемуся в этом, инду-

цирует эпитоп-специфический ответ Т-клеток, модулируя активность первой Т-клетки, которая содержит 

на поверхности как: i) TCR, специфичный для эпитопа, присутствующего в ТММР; так и ii) ко-

иммуномодулирующий полипептид, который связывается с иммуномодулирующим полипептидом, при-

сутствующим в ТММР; и индуцирует эпитоп-неспецифический ответ Т-клеток путем модулирования 

активности второй Т-клетки, которая содержит на поверхности: i) TCR, специфичный для эпитопа, при-

сутствующего в ТММР; и ii) ко-иммуномодулирующий полипептид, который связывается с иммуномо-

дулирующим полипептидом, присутствующим в ТММР. Отношение эпитоп-специфического Т-

клеточного ответа к эпитоп-неспецифическому Т-клеточному ответу составляет по меньшей мере 2:1, по 

меньшей мере 5:1, по меньшей мере 10:1, по меньшей мере 15:1, по меньшей мере 20:1, по меньшей мере 

25:1, по меньшей мере 50:1 или по меньшей мере 100:1. Отношение эпитоп-специфического Т-

клеточного ответа к эпитоп-неспецифическому Т-клеточному ответу составляет от около 2:1 до около 

5:1, от около 5:1 до около 10:1, от около 10:1 до около 15:1, от около 15:1 до около 20:1, от около 20:1 до 

около 25:1, от около 25:1 до около 50:1, или от около 50:1 до около 100:1 или более чем 100:1. "Модули-

рование активности" Т-клетки может включать одно или более из: i) активирование цитотоксической Т-

клетки (например, CD8
+
); ii) индукцию цитотоксической активности цитотоксической Т-клетки (напри-

мер, CD8
+
); iii) индукцию продуцирования и высвобождения цитотоксина (например, перфорина; гран-

зима; гранулезина) цитотоксической Т-клеткой (например, CD8
+
) iv) ингибирование активности ауторе-

активной Т-клетки; и тому подобное. 

Сочетание пониженной аффинности иммуномодулирующего полипептида с его когнатным ко-

иммуномодулирующим полипептидом, и аффинность эпитопа с TCR, обеспечивает улучшенную селек-



047549 

- 8 - 

тивность ТММР по данному изобретению. Таким образом, например, ТММР по данному изобретению 

связывается с повышенной авидностью с первой Т-клеткой, которая содержит на поверхности как: i) 

TCR, специфичный для эпитопа, присутствующего в ТММР, так и ii) ко-иммуномодулирующий поли-

пептид, который связывается с иммуномодулирующим полипептидом, присутствующим в ТММР, по 

сравнению с авидностью с которой он связывается со второй Т-клеткой, которая содержит на поверхно-

сти: i) TCR, специфичный для эпитопа, отличного от эпитопа, присутствующего в ТММР, и ii) ко-

иммуномодулирующий полипептид, который связывается с иммуномодулирующим полипептидом, при-

сутствующим в ТММР. 

Аффинность связывания между иммуномодулирующим полипептидом и его когнатным ко-

иммуномодулирующим полипептидом может быть определена с помощью биослойной интерферометрии 

(BLI) с использованием очищенного иммуномодулирующего полипептида и очищенного когнатного ко-

иммуномодулирующего полипептида. Аффинность связывания между ТММР и его когнатным ко-

иммуномодулирующим полипептидом может быть определена с помощью BLI с использованием очи-

щенного ТММР и когнатного ко-иммуномодулирующего полипептида. Методы BLI хорошо известны 

специалистам в данной области техники. См., например, Lad et al. (2015) J. Biomol. Screen. 20(4):498-507 

и Shah and Duncan (2014) J. Vis. Exp. 18:e51383. 

Анализ BLI может быть проведен с использованием прибора Octet RED 96 (Pal FortéBio) или анало-

гичного прибора следующим образом. ТММР (например, ТММР по данному изобретению; контрольный 

ТММР (причем контрольный ТММР содержит иммуномодулирующий полипептид дикого типа)) иммо-

билизируют на нерастворимой подложке ("биосенсоре"). Иммобилизованный ТММР является "мише-

нью". Иммобилизацию можно осуществлять путем иммобилизации захватывающего антитела на нерас-

творимой подложке, где захватывающее антитело иммобилизует ТММР. Например, иммобилизация мо-

жет быть осуществлена путем иммобилизации антителом к Fc (например, антителом против Fc IgG чело-

века) на нерастворимой подложке, где иммобилизующие антитела против Fc связываются и иммобили-

зуют ТММР (причем ТММР содержит полипептид Fc Ig). Ко-иммуномодулирующий полипептид нано-

сят в нескольких различных концентрациях на иммобилизованный ТММР и регистрируют реакцию при-

бора. Анализы проводят в жидкой среде, содержащей 25 мМ HEPES рН 6,8, 5% полиэтиленгликоля 6000, 

50 мМ KCl, 0,1% бычьего сывороточного альбумина и 0,02% неионогенного детергента Tween 20. Свя-

зывание ко-иммуномодулирующего полипептида с иммобилизованным ТММР проводят при 30°С. В 

качестве положительного контроля аффинности связывания можно использовать моноклональное анти-

тело против ГКГС класса I. Например, можно использовать моноклональное антитело против HLA клас-

са I W6/32 (Американская коллекция типовых культур № НВ-95; Parham et al. (1979) J. Immunol. 

123:342), который имеет Kd, равную 7 нМ. Стандартная кривая может быть получена с использованием 

серийных разведений моноклонального антитела против ГКГС класса I. Ко-иммуномодулирующий по-

липептид, или mAb (моноклональное антитело) против ГКГС класса I, является "аналитом". BLI анали-

зирует интерференционную картину белого света, отраженного от двух поверхностей: i) от иммобилизо-

ванного полипептида ("мишень") и ii) внутреннего эталонного слоя. Изменение количества молекул 

("аналита"; например, ко-иммуномодулирующего полипептида; антитела против HLA), связанных с на-

конечником биосенсора, вызывает изменение интерференционной картины; этот сдвиг в интерференци-

онной картине может быть измерен в режиме реального времени. Два кинетических термина, которые 

описывают аффинность взаимодействия мишени и аналита, представляют собой константу ассоциации 

(ka) и константу диссоциации (kd). Отношение этих двух переменных (kd/а) образует константу аффинно-

сти KD. 

Анализ BLI проводят в многолуночном планшете. Для проведения анализа определяют схему 

планшета, определяют этапы анализа и назначают биосенсоры в программном обеспечении Octet Data 

Acquisition. Биосенсорную сборку гидратируют. Гидратированную биосенсорную сборку и планшет для 

анализа уравновешивают в течение 10 мин на приборе Octet. Как только данные получены, полученные 

данные загружают в программу анализа данных Octet. Данные обрабатывают в окне Обработка путем 

указания метода вычитания эталона, выравнивания по оси Y, межшаговой коррекции и фильтрации Са-

вицкого-Голея. Данные анализируют в окне анализа путем указания шагов для анализа (ассоциация и 

диссоциация), выбора модели подбора кривой (1:1), метода подбора (глобального) и окна интереса (в 

секундах). Оценивают качество посадки. Значения KD для каждого из данных (концентрация аналита) 

можно усреднить, если они находятся в 3-кратном диапазоне. Значения ошибки KD должны находиться в 

пределах одного порядка значений константы аффинности; значения R
2
 должны быть больше 0,95. См., 

например, Abdiche et al. (2008) J. Anal. Biochem. 377:209. 

Если не указано иное, аффинность ТММР по данному изобретению к когнатному ко-

иммуномодулирующему полипептиду, или аффинность контрольного ТММР (причем контрольный 

ТММР содержит иммуномодулирующий полипептид дикого типа) к когнатному ко-

иммуномодулирующему полипептиду, определяют с использованием BLI, как описано выше. 

В некоторых случаях отношение: i) аффинности связывания контрольного ТММР (причем контроль 

содержит иммуномодулирующий полипептид дикого типа) к когнатному иммуномодулирующему поли-

пептиду к ii) аффинности связывания ТММР по данному изобретению, содержащему вариант иммуно-
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модулирующего полипептида дикого типа, к когнатному иммуномодулирующему полипептиду, изме-

ренная с помощью BLI (как описано выше), составляет по меньшей мере 1,5:1, по меньшей мере 2:1, по 

меньшей мере 5:1, по меньшей мере 10:1, по меньшей мере 15:1, по меньшей мере 20:1, по меньшей мере 

25:1, по меньшей мере 50:1, по меньшей мере 100:1, по меньшей мере 500:1, по меньшей мере 10
2
:1, по 

меньшей мере 5×10
2
:1, по меньшей мере 10

3
:1, по меньшей мере 5×10

3
:1, по меньшей мере 10

4
:1, по 

меньшей мере 10
5
:1 или по меньшей мере 10

6
:1. В некоторых случаях отношение: i) аффинности связы-

вания контрольного ТММР (причем контроль содержит иммуномодулирующий полипептид дикого типа) 

к когнатному иммуномодулирующему полипептиду к ii) аффинности связывания ТММР по данному 

изобретению, содержащему вариант иммуномодулирующего полипептида дикого типа, к когнатному 

иммуномодулирующему полипептиду, измеренная с помощью BLI (как описано выше), находится в диа-

пазоне от 1,5:1 до 10
6
:1, например, от 1,5:1 до 10:1, от 10:1 до 50:1, от 50:1 до 10

2
:1, от 10

2
:1 до 10

3
:1, от 

10
3
:1 до 10

4
:1, от 10

4
:1 до 10

5
:1 или от 10

5
:1 до 10

6
:1. 

В качестве примера, когда контрольный ТММР содержит полипептид IL-2 дикого типа и где ТММР 

по данному изобретению содержит вариант полипептида IL-2 (содержащий от 1 до 10 аминокислотных 

замен по сравнению с аминокислотной последовательностью полипептида IL-2 дикого типа) в качестве 

иммуномодулирующего полипептида, отношение: i) аффинность связывания контрольного ТММР к ре-

цептору IL-2 (то есть когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду) к ii) аффинности связывания 

ТММР по данному изобретению к рецептору IL-2, измеренная с помощью BLI, составляет по меньшей 

мере 1,5:1, по меньшей мере 2:1, по меньшей мере 5:1, по меньшей мере 10:1, по меньшей мере 15:1, по 

меньшей мере 20:1, по меньшей мере 25:1, по меньшей мере 50:1, по меньшей мере 100:1, по меньшей 

мере 500:1, по меньшей мере 10
2
:1, по меньшей мере 5×10

2
:1, по меньшей мере 10

3
:1, по меньшей мере 

5×10
3
:1, по меньшей мере 10

4
:1, по меньшей мере 10

5
:1 или по меньшей мере 10

6
:1. В некоторых случаях, 

когда контрольный ТММР содержит полипептид IL-2 дикого типа и где ТММР по данному изобретению 

содержит вариант полипептида IL-2 (содержащий от 1 до 10 аминокислотных замен по сравнению с 

аминокислотной последовательностью полипептида IL-2 дикого типа) в качестве иммуномодулирующе-

го полипептида, отношение: i) аффинность связывания контрольного ТММР к рецептору IL-2 (то есть 

когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду) к ii) аффинности связывания ТММР по данному 

изобретению к рецептору IL-2, измеренная с помощью BLI, находится в диапазоне от 1,5:1 до 10
6
:1, на-

пример, от 1,5:1 до 10:1, от 10:1 до 50:1, от 50:1 до 10
2
:1, от 10

2
:1 до 10

3
:1, от 10

3
:1 до 10

4
:1, от 10

4
:1 до 

10
5
:1 или от 10

5
:1 до 10

6
:1. 

В другом примере, когда контрольный ТММР содержит полипептид PD-L1 дикого типа и где 

ТММР по данному изобретению содержит вариант полипептида PD-L1 (содержащий от 1 до 10 амино-

кислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью полипептида PD-L1 дикого ти-

па) в качестве иммуномодулирующего полипептида, отношение: i) аффинность связывания контрольно-

го ТММР к полипептиду PD-1 (то есть когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду) к ii) аф-

финности связывания ТММР по данному изобретению к полипептиду PD-1, измеренная с помощью BLI, 

составляет по меньшей мере 1,5:1, по меньшей мере 2:1, по меньшей мере 5:1, по меньшей мере 10:1, по 

меньшей мере 15:1, по меньшей мере 20:1, по меньшей мере 25:1, по меньшей мере 50:1, по меньшей 

мере 100:1, по меньшей мере 500:1, по меньшей мере 10
2
:1, по меньшей мере 5×10

2
:1, по меньшей мере 

10
3
:1, по меньшей мере 5×10

3
:1, по меньшей мере 10

4
:1, по меньшей мере 10

5
:1 или по меньшей мере 

10
6
:1. 

В другом примере, когда контрольный ТММР содержит полипептид CD80 дикого типа и где ТММР 

по данному изобретению содержит вариант полипептида CD80 (содержащий от 1 до 10 аминокислотных 

замен по сравнению с аминокислотной последовательностью полипептида CD80 дикого типа) в качестве 

иммуномодулирующего полипептида, отношение: i) аффинность связывания контрольного ТММР к по-

липептиду CTLA4 (то есть когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду) к ii) аффинности свя-

зывания ТММР по данному изобретению к полипептиду CTLA4, измеренная с помощью BLI, составляет 

по меньшей мере 1,5:1, по меньшей мере 2:1, по меньшей мере 5:1, по меньшей мере 10:1, по меньшей 

мере 15:1, по меньшей мере 20:1, по меньшей мере 25:1, по меньшей мере 50:1, по меньшей мере 100:1, 

по меньшей мере 500:1, по меньшей мере 10
2
:1, по меньшей мере 5×10

2
:1, по меньшей мере 10

3
:1, по 

меньшей мере 5×10
3
:1, по меньшей мере 10

4
:1, по меньшей мере 10

5
:1 или по меньшей мере 10

6
:1. 

В другом примере, когда контрольный ТММР содержит полипептид CD80 дикого типа и где ТММР 

по данному изобретению содержит вариант полипептида CD80 (содержащий от 1 до 10 аминокислотных 

замен по сравнению с аминокислотной последовательностью полипептида CD80 дикого типа) в качестве 

иммуномодулирующего полипептида, отношение: i) аффинность связывания контрольного ТММР к по-

липептиду CD28 (то есть когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду) к ii) аффинности связы-

вания ТММР по данному изобретению к полипептиду CD28, измеренная с помощью BLI, составляет по 

меньшей мере 1,5:1, по меньшей мере 2:1, по меньшей мере 5:1, по меньшей мере 10:1, по меньшей мере 

15:1, по меньшей мере 20:1, по меньшей мере 25:1, по меньшей мере 50:1, по меньшей мере 100:1, по 

меньшей мере 500:1, по меньшей мере 10
2
:1, по меньшей мере 5×10

2
:1, по меньшей мере 10

3
:1, по мень-

шей мере 5×10
3
:1, по меньшей мере 10

4
:1, по меньшей мере 10

5
:1 или по меньшей мере 10

6
:1. 
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В другом примере, когда контрольный ТММР содержит полипептид 4-1BBL дикого типа и где 

ТММР по данному изобретению содержит вариант полипептида 4-1BBL (содержащий от 1 до 10 амино-

кислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью полипептида 4-1BBL дикого 

типа) в качестве иммуномодулирующего полипептида, отношение: i) аффинность связывания контроль-

ного ТММР к полипептиду 4-1ВВ (то есть когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду) к ii) 

аффинности связывания ТММР по данному изобретению к полипептиду 4-1ВВ, измеренная с помощью 

BLI, составляет по меньшей мере 1,5:1, по меньшей мере 2:1, по меньшей мере 5:1, по меньшей мере 

10:1, по меньшей мере 15:1, по меньшей мере 20:1, по меньшей мере 25:1, по меньшей мере 50:1, по 

меньшей мере 100:1, по меньшей мере 500:1, по меньшей мере 10
2
:1, по меньшей мере 5×10

2
:1, по мень-

шей мере 10
3
:1, по меньшей мере 5×10

3
:1, по меньшей мере 10

4
:1, по меньшей мере 10

5
:1 или по меньшей 

мере 10
6
:1. 

В другом примере, когда контрольный ТММР содержит полипептид CD86 дикого типа и где ТММР 

по данному изобретению содержит вариант полипептида CD86 (содержащий от 1 до 10 аминокислотных 

замен по сравнению с аминокислотной последовательностью полипептида CD86 дикого типа) в качестве 

иммуномодулирующего полипептида, отношение: i) аффинность связывания контрольного ТММР к по-

липептиду CD28 (то есть когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду) к ii) аффинности связы-

вания ТММР по данному изобретению к полипептиду CD28, измеренная с помощью BLI, составляет по 

меньшей мере 1,5:1, по меньшей мере 2:1, по меньшей мере 5:1, по меньшей мере 10:1, по меньшей мере 

15:1, по меньшей мере 20:1, по меньшей мере 25:1, по меньшей мере 50:1, по меньшей мере 100:1, по 

меньшей мере 500:1, по меньшей мере 10
2
:1, по меньшей мере 5×10

2
:1, по меньшей мере 10

3
:1, по мень-

шей мере 5×10
3
:1, по меньшей мере 10

4
:1, по меньшей мере 10

5
:1 или по меньшей мере 10

6
:1. 

Аффинность связывания ТММР по данному изобретению с Т-клеткой-мишенью может быть изме-

рена следующим образом: А) приведение в контакт ТММР по данному изобретению с Т-клеткой-

мишенью, экспрессирующей на своей поверхности: i) когнатный ко-иммуномодулирующий полипептид, 

который связывает родительский иммуномодулирующий полипептид дикого типа; и ii) рецептор Т-

клетки, который связывается с эпитопом, причем ТММР содержит метку эпитопа, так что ТММР связы-

вается с Т-клеткой-мишенью; В) приведение в контакт ТММР, связанного с Т-клеткой-мишенью, с флу-

оресцентно меченным связывающим агентом (например, флуоресцентно меченным антителом), которое 

связывается с меткой эпитопа, создавая тем самым комплекс ТММР/Т-клетка-мишень/связывающий 

агент; С) измерение средней интенсивности флуоресценции (MFI) комплекса ТММР/Т-клетка-

мишень/связывающий агент с использованием проточной цитометрии. Меткой эпитопа может быть, на-

пример, метка FLAG, метка гемагглютинина, метка c-myc, полигистидиновая метка и т. д. MFI, измерен-

ная в диапазоне концентраций элемента библиотеки ТММР, обеспечивает меру аффинности. MFI, изме-

ренная в диапазоне концентраций элемента библиотеки ТММР, обеспечивает половину максимальной 

эффективной концентрации (EC50) ТММР. В некоторых случаях EC50 ТММР по данному изобретению 

для Т-клетки-мишени находится в нМ (наномолярном) диапазоне; a EC50 ТММР для контрольной Т-

клетки (причем контрольная Т-клетка экспрессирует на своей поверхности: i) когнатный ко-

иммуномодулирующий полипептид, который связывает родительский иммуномодулирующий полипеп-

тид дикого типа; и ii) Т-клеточный рецептор, который не связывается с эпитопом, присутствующим в 

ТММР) находится в мкМ (микромолярном) диапазоне. В некоторых случаях соотношение EC50 ТММР 

по данному изобретению для контрольной Т-клетки к EC50 ТММР для Т-клетки мишени составляет по 

меньшей мере 1,5:1, по меньшей мере 2:1, по меньшей мере 5:1, по меньшей мере 10:1, по меньшей мере 

15:1, по меньшей мере 20:1, по меньшей мере 25:1, по меньшей мере 50:1, по меньшей мере 100:1, по 

меньшей мере 500:1, по меньшей мере 10
2
:1, по меньшей мере 5×10

2
:1, по меньшей мере 10

3
:1, по мень-

шей мере 5×10
3
:1, по меньшей мере 10

4
:1, по меньшей мере 10

5
:1 или по меньшей мере 10

6
:1. Отношение 

EC50 ТММР по данному изобретению для контрольной Т-клетки к EC50 ТММР для Т-клетки мишени яв-

ляется выражением селективности ТММР. 

В некоторых случаях при измерении, описанном в предыдущем пункте, ТММР по данному изобре-

тению проявляет избирательное связывание с Т-клеткой мишенью, по сравнению со связыванием эле-

мента библиотеки ТММР с контрольной Т-клеткой мишенью, содержащей: i) когнатный иммуномодули-

рующий полипептид, который связывает родительский иммуномодулирующий полипептид дикого типа; 

и ii) T-клеточный рецептор, который связывается с эпитопом, отличным от эпитопа, присутствующего в 

элементе библиотеки ТММР. 

Димеризованные модулирующие Т-клетки мультимерные полипептиды. Мультимерный модули-

рующий Т-клетки полипептид по данному изобретению может быть димеризован; то есть данное изобре-

тение относится к мультимерному полипептиду, содержащему димер мультимерного модулирующий Т-

клетки полипептида по данному изобретению. Таким образом, в данном изобретение предложен муль-

тимерный модулирующий Т-клетки полипептид, содержащий: А) первый гетеродимер, содержащий: а) 

первый полипептид, содержащий: i) пептидный эпитоп; и ii) первый полипептид главного комплекса 

гистосовместимости (ГКГС); и b) второй полипептид i) второй полипептид ГКГС, при этом первый гете-

родимер содержит один или более иммуномодулирующих полипептидов; и В) второй гетеродимер, со-
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держащий: а) первый полипептид, содержащий: i) пептидный эпитоп; и ii) первый полипептид ГКГС; и 

b) второй полипептид i) второй полипептид ГКГС, при этом второй гетеродимер содержит один или бо-

лее иммуномодулирующих полипептидов, и при этом первый гетеродимер и второй гетеродимер кова-

лентно связаны друг с другом. В некоторых случаях два мультимерных модулирующих Т-клетки поли-

пептида идентичны друг другу по аминокислотной последовательности. В некоторых случаях первый 

гетеродимер и второй гетеродимер ковалентно связаны друг с другом через С-концевую область второго 

полипептида первого гетеродимера и С-концевую область второго полипептида второго гетеродимера. В 

некоторых случаях первый гетеродимер и второй гетеродимер ковалентно связаны друг с другом через 

С-концевую аминокислоту второго полипептида первого гетеродимера и С-концевую область второго 

полипептида второго гетеродимера; например, в некоторых случаях С-концевая аминокислота второго 

полипептида первого гетеродимера и С-концевая область второго полипептида второго гетеродимера 

связаны друг с другом либо напрямую, либо через линкер. Линкер может представлять собой пептидный 

линкер. Пептидный линкер может иметь длину от 1 аминокислоты до 200 аминокислот (например, от 1 

аминокислоты (ак) до 5 ак, от 5 до 10 ак, от 10 до 25 ак, от 25 до 50 ак, от 50 до 100 ак, от 100 до 150 ак 

или от 150 до 200 ак). В некоторых случаях пептидный эпитоп первого гетеродимера и пептидный эпи-

топ второго гетеродимера содержат одну и ту же аминокислотную последовательность. В некоторых 

случаях первый полипептид ГКГС первого и второго гетеродимера представляет собой Р2-

микроглобулин ГКГС класса I, и при этом второй полипептид ГКГС первого и второго гетеродимера 

представляет собой тяжелую цепь ГКГС класса I. В некоторых случаях иммуномодулирующий полипеп-

тид первого гетеродимера и иммуномодулирующий полипептид второго гетеродимера содержат одну и 

ту же аминокислотную последовательность. В некоторых случаях иммуномодулирующий полипептид 

первого гетеродимера и иммуномодулирующий полипептид второго гетеродимера являются вариантами 

иммуномодулирующих полипептидов, которые содержат от 1 до 10 аминокислотных замен по сравне-

нию с соответствующим родительским иммуномодулирующим полипептидом дикого типа, и при этом от 

1 до 10 аминокислотных замен приводят к снижению аффинного связывания варианта иммуномодули-

рующего полипептида с когнатным иммуномодулирующим полипептидом. В некоторых случаях имму-

номодулирующий полипептид первого гетеродимера и иммуномодулирующий полипептид второго гете-

родимера оба выбирают из группы, состоящей из IL-2, 4-1BBL, PD-L1, CD80, CD86, ICOS-L, OX-40L, 

FasL, JAG1 (CD339), TGFβ, CD70 и ICAM. Примеры подходящих полипептидов ГКГС, иммуномодули-

рующих полипептидов и пептидных эпитопов описаны ниже. 

Полипептиды ГКГС 

Как отмечено выше, мультимерный полипептид содержит полипептиды ГКГС. Для целей данного 

изобретения термин "полипептиды основного комплекса гистосовместимости (ГКГС)" включает поли-

пептиды ГКГС различных видов, включая ГКГС человека (также называемые полипептидами лейкоци-

тарного антигена человека (HLA)), грызунов (например, мыши, крысы и т.д.) полипептиды ГКГС и по-

липептиды ГКГС других видов млекопитающих (например, зайцеобразных, приматов, отличных от че-

ловека, собачьих, кошачьих, копытных (например, лошадей, быков, овец, коз и т.д.) и т.п. Подразумева-

ется, что термин "полипептид ГКГС" включает полипептиды ГКГС класса I (например, β-2-

микроглобулин и тяжелую цепь ГКГС класса I) и полипептиды ГКГС класса II (например, α-полипептид 

ГКГС класса II и β-полипептид ГКГС класса II). 

Как отмечено выше, в некоторых вариантах осуществления мультимерного полипептида первый и 

второй полипептиды ГКГС представляют собой полипептиды ГКГС класса I; например, в некоторых 

случаях первый полипептид ГКГС представляет собой полипептид β2-микроглобулина (β2М) ГКГС 

класса I, а второй полипептид ГКГС представляет собой тяжелую цепь ГКГС класса I (Н-цепь). В других 

случаях первый и второй полипептиды ГКГС представляют собой полипептиды ГКГС класса II; напри-

мер, в некоторых случаях первый полипептид ГКГС представляет собой полипептид α-цепи ГКГС клас-

са II, а второй полипептид ГКГС представляет собой полипептид β-цепи ГКГС класса II. В других случа-

ях первый полипептид представляет собой полипептид β-цепи ГКГС класса II, а второй полипептид 

ГКГС представляет собой полипептид α-цепи ГКГС класса II. 

В некоторых случаях полипептид ГКГС мультимерного полипептида представляет собой полипеп-

тид ГКГС человека, причем полипептиды ГКГС человека также называют полипептидами "лейкоцитар-

ного антигена человека" ("HLA"). В некоторых случаях полипептид ГКГС мультимерного полипептида 

представляет собой полипептид HLA класса I, например, полипептид β2-микроглобулина или полипеп-

тид тяжелой цепи HLA класса I. Полипептиды тяжелой цепи HLA класса I включают полипептиды тяже-

лой цепи HLA-A, полипептиды тяжелой цепи HLA-B, полипептиды тяжелой цепи HLA-C, полипептиды 

тяжелой цепи HLA-E, полипептиды тяжелой цепи HLA-F и полипептиды тяжелой цепи HLA-G. В неко-

торых случаях полипептид ГКГС мультимерного полипептида представляет собой полипептид HLA 

класса II, например, α-цепь HLA класса II или β-цепь HLA класса II. Полипептиды ГКГС класса II вклю-

чают полипептиды ГКГС класса II DP α и β, полипептиды DM α и β, полипептиды DOA α и β, полипеп-

тиды DOB α и β, полипептиды DQ α и β и полипептиды DR α и β. 

На фиг. 8 представлено выравнивание последовательностей одиннадцати пептидов зрелых тяжелых 
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цепей ГКГС класса I без их лидерных последовательностей или трансмембранных доменов. Выровнен-

ные последовательности представляют собой HLA-А, HLA-B и HLA-C человека, последовательность 

белка H2K мыши, три варианта HLA-A (вар.1, вар. 2С и вар.2СР), и 3 варианта HLA-A человека (HLA-

A*1101; HLA-A*2402 и HLA-A*3303). В выравнивании указаны местоположения (84 и 139 зрелых бел-

ков), в которых могут быть вставлены остатки цистеина для образования дисульфидной связи для стаби-

лизации комплекса ГКГС-β2М в отсутствие связанного пептидного эпитопа. В выравнивании также по-

казано положение 236 (зрелого полипептида), которое может быть замещено остатком цистеина, кото-

рый может образовывать внутрицепочечную дисульфидную связь с β2М (например, в 12 ак). Над каж-

дым из этих мест находится стрелка, а остатки выделены жирным шрифтом. Седьмая последователь-

ность HLA-A, показанная в выравнивании (вар. 2с), демонстрирует последовательность варианта 2, за-

мещенную остатками С в положениях 84, 139 и 236. Рамки, окружающие остатки 84, 139 и 236, показы-

вают группы из пяти аминокислот по обе стороны от этих шести наборов из пяти остатков, обозначенные 

акк1 (для "аминокислотного кластера 1"), акк2 (для "аминокислотного кластера 2"), акк3 (для "аминокис-

лотного кластера 3"), акк4 (для "аминокислотного кластера 4"), акк5 (для "аминокислотного кластера 5") 

и акк6 (для "аминокислотного кластера 6"), которые могут быть заменены на 1-5 аминокислот, независи-

мо выбранных из (i) любой встречающейся в природе аминокислоты или (ii) любой встречающейся в 

природе аминокислоты, за исключением пролина или глицина. 

В некоторых случаях: i) ак1 (аминокислотный кластер 1) может представлять собой аминокислот-

ную последовательность GTLRG (SEQ ID NO: 219) или эту последовательность с одной или двумя ами-

нокислотами, удаленными или замещенными другими встречающимися в природе аминокислотами (на-

пример, L замещен на I, V, А или F); ii) ак2 (аминокислотный кластер 2) может представлять собой ами-

нокислотную последовательность YNQSE (SEQ ID NO: 220) или эту последовательность с одной или 

двумя аминокислотами, удаленными или замещенными другими встречающимися в природе аминокис-

лотами (например, N замещен на Q, Q замещен на N и/или Е замещен на D); iii) ак3 (аминокислотный 

кластер 3) может представлять собой аминокислотную последовательность TAADM (SEQ ID NO: 221) 

или эту последовательность с одной или двумя аминокислотами, удаленными или замещенными други-

ми встречающимися в природе аминокислотами (например, Т замещен на S, А замещен на G, D замещен 

на Е, и/или М замещен на L, V или I); iv) ак4 (аминокислотный кластер 4) может представлять собой 

аминокислотную последовательность AQTTK (SEQ ID NO: 222) или эту последовательность с одной или 

двумя аминокислотами, удаленными или замещенными другими встречающимися в природе аминокис-

лотами (например, А замещен на G, Q замещен на N или Т замещен на S, и или K замещен на R или Q); 

v) ак5 (аминокислотный кластер 5) может представлять собой аминокислотную последовательность 

VETRP (SEQ ID NO: 223) или эту последовательность с одной или двумя аминокислотами, удаленными 

или замещенными другими встречающимися в природе аминокислотами (например, V замещен на I или 

L, Е замещен на D, Т замещен на S, и/или R замещен на K); и/или vi) ак6 (аминокислотный кластер 6) 

может представлять собой аминокислотную последовательность GDGTF (SEQ ID NO: 224) или эту по-

следовательность с одной или двумя аминокислотами, удаленными или замещенными другими встре-

чающимися в природе аминокислотами (например, D замещен на Е, Т замещен на S или F замещен на L, 

W или Y). 

В табл. 1 приведены примеры тяжелых цепей HLA, которые могут быть включены в ТММР по дан-

ному изобретению. 

Таблица 1 
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HLA-A 

В качестве примера, полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I мультимерного полипептида может 

содержать аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по меньшей мере 

80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по 

меньшей мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности со следующей амино-

кислотной последовательностью тяжелой цепи HLA-A человека: 

 

 
HLA-A (Y84A; A236C) 

В некоторых случаях полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I содержит замены Y84A и А236С. 

Например, в некоторых случаях полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I содержит аминокислотную 

последовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по 

меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99 или 100% иден-

тичности аминокислотной последовательности со следующей аминокислотной последовательностью 

тяжелой цепи HLA-A человека (Y84A; А236С): 

 
где аминокислота 84 представляет собой Ala, а аминокислота 236 представляет собой Cys. В неко-

торых случаях Cys-236 образует межцепочечную дисульфидную связь с Cys-12 варианта β2М полипеп-

тида, который содержит замену R12C. 

HLA-A (Y84C; А139С) 

В некоторых случаях полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I содержит замены Y84C и А139С. 

Например, в некоторых случаях полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I содержит аминокислотную 

последовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по 
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меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99 или 100% иден-

тичности аминокислотной последовательности со следующей аминокислотной последовательностью 

тяжелой цепи HLA-A человека (Y84C; А139С): 

 
где аминокислота 84 представляет собой Cys, а аминокислота 139 представляет собой Cys. В неко-

торых случаях Cys-84 образует внутрицепочечную дисульфидную связь c Cys-139. 

HLA-A A11 (HLA-A*101) 

В одном неограничивающем примере полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I мультимерного по-

липептида может содержать аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по 

меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей 

мере 98%, по меньшей мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности со сле-

дующей аминокислотной последовательностью тяжелой цепи HLA-A А11 человека: 

 
Такая тяжелая цепь ГКГС класса I может быть видна в азиатских популяциях, включая популяции 

лиц азиатского происхождения. 

HLA-A A11 (Y84A; А236С) 

В качестве одного неограничивающего примера, в некоторых случаях полипептид тяжелой цепи 

ГКГС класса I представляет собой аллель HLA-A A11, который содержит замены Y84A и А236С. На-

пример, в некоторых случаях полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I содержит аминокислотную по-

следовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по 

меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99 или 100% иден-

тичности аминокислотной последовательности со следующей аминокислотной последовательностью 

тяжелой цепи HLA-A A11 человека (Y84A; А236С): 

 
где аминокислота 84 представляет собой Ala, а аминокислота 236 представляет собой Cys. В неко-

торых случаях Cys-236 образует межцепочечную дисульфидную связь с Cys-12 варианта β2М полипеп-

тида, который содержит замену R12C. 

HLA-A24 (HLA-A*2402) 

В одном неограничивающем примере полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I мультимерного по-

липептида может содержать аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по 

меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей 

мере 98%, по меньшей мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности со сле-

дующей аминокислотной последовательностью тяжелой цепи HLA-A24 человека: 

 
Такая тяжелая цепь ГКГС класса I может быть видна в азиатских популяциях, включая популяции 

лиц азиатского происхождения. В некоторых случаях аминокислота 84 представляет собой Ala. В неко-

торых случаях аминокислота 84 представляет собой Cys. В некоторых случаях аминокислота 236 пред-
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ставляет собой Cys. В некоторых случаях аминокислота 84 представляет собой Ala, а аминокислота 236 

представляет собой Cys. В некоторых случаях аминокислота 84 представляет собой Cys, а аминокислота 

236 представляет собой Cys. 

HLA-A33 (HLA-A*3303) 

В одном неограничивающем примере полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I мультимерного по-

липептида может содержать аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по 

меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей 

мере 98%, по меньшей мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности со сле-

дующей аминокислотной последовательностью тяжелой цепи HLA-A33 человека: 

 
Такая тяжелая цепь ГКГС класса I может быть видна в азиатских популяциях, включая популяции 

лиц азиатского происхождения. В некоторых случаях аминокислота 84 представляет собой Ala. В неко-

торых случаях аминокислота 84 представляет собой Cys. В некоторых случаях аминокислота 236 пред-

ставляет собой Cys. В некоторых случаях аминокислота 84 представляет собой Ala, а аминокислота 236 

представляет собой Cys. В некоторых случаях аминокислота 84 представляет собой Cys, а аминокислота 

236 представляет собой Cys. 

HLA-B 

В качестве другого примера полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I мультимерного полипептида 

может содержать аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по меньшей 

мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, 

по меньшей мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности со следующей амино-

кислотной последовательностью тяжелой цепи HLA-B человека: 

 
HLA-B (Y84A; А236С) 

В качестве одного неограничивающего примера в некоторых случаях полипептид тяжелой цепи 

ГКГС класса I представляет собой полипептид HLA-B, который содержит замены Y84A и А236С. На-

пример, в некоторых случаях полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I содержит аминокислотную по-

следовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по 

меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99 или 100% иден-

тичности аминокислотной последовательности со следующей аминокислотной последовательностью 

тяжелой цепи HLA-B человека (Y84A; А236С): 

 
где аминокислота 84 представляет собой Ala, а аминокислота 236 представляет собой Cys. В неко-

торых случаях Cys-236 образует межцепочечную дисульфидную связь с Cys-12 варианта β2М полипеп-

тида, который содержит замену R12C. 

HLA-B (Y84C; А139С) 

В некоторых случаях полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I содержит замены Y84C и А139С. 

Например, в некоторых случаях полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I содержит аминокислотную 

последовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по 

меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99 или 100% иден-

тичности аминокислотной последовательности со следующей аминокислотной последовательностью 

тяжелой цепи HLA-B человека (Y84C; А139С): 
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где аминокислота 84 представляет собой Cys, а аминокислота 139 представляет собой Cys. В неко-

торых случаях Cys-84 образует внутрицепочечную дисульфидную связь с Cys-139. 

HLA-C 

В качестве другого примера полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I мультимерного полипептида 

может содержать аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по меньшей 

мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, 

по меньшей мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности со следующей амино-

кислотной последовательностью тяжелой цепи HLA-C человека: 

 
HLA-C (Y84A; А236С) 

В качестве одного неограничивающего примера в некоторых случаях полипептид тяжелой цепи 

ГКГС класса I представляет собой полипептид HLA-C, который содержит замены Y84A и А236С. На-

пример, в некоторых случаях полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I содержит аминокислотную по-

следовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по 

меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99 или 100% иден-

тичности аминокислотной последовательности со следующей аминокислотной последовательностью 

тяжелой цепи HLA-C человека (Y84A; А236С): 

 

 
где аминокислота 84 представляет собой Ala, а аминокислота 236 представляет собой Cys. В неко-

торых случаях Cys-236 образует межцепочечную дисульфидную связь с Cys-12 варианта β2М полипеп-

тида, который содержит замену R12C. 

HLA-C (Y84C; A139С) 

В некоторых случаях полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I содержит замены Y84C и A139С. 

Например, в некоторых случаях полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I содержит аминокислотную 

последовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по 

меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99 или 100% иден-

тичности аминокислотной последовательности со следующей аминокислотной последовательностью 

тяжелой цепи HLA-C человека (Y84C; A139С): 

 
где аминокислота 84 представляет собой Cys, а аминокислота 139 представляет собой Cys. В неко-

торых случаях Cys-84 образует внутрицепочечную дисульфидную связь с Cys-139. 

Полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I мультимерного полипептида может содержать аминокис-

лотную последовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 

85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99 или 100% 

идентичности аминокислотной последовательности с одной аминокислотной последовательностью, 

представленной на фиг. 5А-5K. 

В качестве примера полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I мультимерного полипептида может 

содержать аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по меньшей мере 

80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по 
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меньшей мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности с аминокислотами 25-

365 аминокислотной последовательностью полипептида тяжелой цепи HLA-A человека, изображенного 

на фиг. 3А. 

В качестве другого примера полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I мультимерного полипептида 

может содержать аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по меньшей 

мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, 

по меньшей мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности с аминокислотами 25-

362 аминокислотной последовательностью полипептида тяжелой цепи HLA-B человека, изображенного 

на фиг. 3В. 

В качестве другого примера полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I мультимерного полипептида 

может содержать аминокислотную последовательность, имеющую, по меньшей мере, 75%, по меньшей 

мере, 80%, по меньшей мере, 85%, по меньшей мере, 90%, по меньшей мере, 95%, по меньшей мере, 

98%, по меньшей мере, 99% или 100% идентичности аминокислотной последовательности с аминокис-

лотами 25-362 аминокислотной последовательностью полипептида тяжелой цепи HLA-C человека, изо-

браженного на фиг. 3С. 

В качестве другого примера, полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I мультимерного полипептида 

может содержать аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 75%, по меньшей 

мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, 

по меньшей мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности со следующей амино-

кислотной последовательностью: 

 
Полипептид β2-микроглобулина (β2М) мультимерного полипептида может представлять собой по-

липептид β2М человека, полипептида β2М примата, отличного от человека, полипептид β2М мыши и 

тому подобное. В некоторых случаях полипептид β2М содержит аминокислотную последовательность, 

имеющую по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, 

по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99 или 100% идентичности аминокис-

лотной последовательности с аминокислотной последовательностью β2М, представленной на фиг. 4. В 

некоторых случаях полипептид β2М содержит аминокислотную последовательность, имеющую по 

меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей 

мере 95%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последо-

вательности с аминокислотами 21-119 аминокислотной последовательностью β2М, представленной на 

фиг. 4. 

В некоторых случаях полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I содержит следующую аминокислот-

ную последовательность: 

 
Где остатки цистеина, обозначенные как {С} образуют дисульфидную связь между спиралями α1 и 

α2-1. В приведенной выше последовательности "ак1" означает "аминокислотный кластер 1"; "ак2" озна-

чает "аминокислотный кластер 2"; "ак3" означает "аминокислотный кластер 3", а "ак4" означает "амино-

кислотный кластер 4"; см., например, фиг. 8. "Аминокислотный кластер" представляет собой кластер из 5 

смежных аминокислот, как показано на фиг. 8. 

В некоторых случаях пригодный полипептид β2М содержит следующую аминокислотную последо-

вательность: 

 
а полипептид тяжелой цепи HLA класса I содержит следующую аминокислотную последователь-

ность: 
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где остатки цистеина, обозначенные как {С} образуют дисульфидную связь между спиралями α1 и 

α2-1, а остатки (С) образует дисульфидную связь с цистеином полипептида β2М в положении 12. В при-

веденной выше последовательности "ак1" означает "аминокислотный кластер 1"; "ак2" означает "амино-

кислотный кластер 2"; "ак3" означает "аминокислотный кластер 3", "ак4" означает "аминокислотный 

кластер 4", "ак5" означает "аминокислотный кластер 5"; а "ак6" означает "аминокислотный кластер 6"; 

см., например, фиг. 8. Каждое появление ак1, ак2, ак3, ак4, ак5 и ак6 независимо выбирают из 1-5 амино-

кислотных остатков, причем аминокислотные остатки i) выбирают независимо из любой встречающейся 

в природе (например, кодированной) аминокислоты или ii) любой встречающейся в природе аминокис-

лоты, кроме пролина или глицина. 

В некоторых случаях полипептид ГКГС содержит одну аминокислотную замену относительно эта-

лонного полипептида ГКГС (где эталонный полипептид ГКГС может представлять собой полипептид 

ГКГС дикого типа), где одиночная аминокислотная замена заменяет аминокислоту остатком цистеина 

(Cys). Такие остатки цистеина, когда они присутствуют в полипептиде ГКГС первого полипептида муль-

тимерного полипептида по данному изобретению могут образовывать дисульфидную связь с остатком 

цистеина, присутствующим во второй полипептидной цепи мультимерного полипептида по данному 

изобретению. 

В некоторых случаях первый полипептид ГКГС в первом полипептиде мультимерного полипептида 

и/или второй полипептид ГКГС во втором полипептиде мультимерного полипептида содержат амино-

кислотную замену с заменой аминокислоты цистеином, причем замещенный цистеин в первом полипеп-

тиде ГКГС образует дисульфидную связь с цистеином во втором полипептиде ГКГС, при этом цистеин в 

первом полипептиде ГКГС образует дисульфидную связь с замещенным цистеином во втором полипеп-

тиде ГКГС, или при этом замещенный цистеин, находящийся в первом полипептиде ГКГС, образует ди-

сульфидную связь с замещенным цистеином во втором полипептиде ГКГС. 

Например, в некоторых случаях одна из следующих пар остатков в β2-микроглобулине HLA и тя-

желой цепи HLA класса I замещается цистеинами (где номера остатков соответствуют номерам в зрелом 

полипептиде): 1) остаток 12 β2М, остаток 236 тяжелой цепи HLA класса I; 2) остаток 12 β2М, остаток 

237 тяжелой цепи HLA класса I; 3) остаток 8 β2М, остаток 234 тяжелой цепи HLA класса I; 4) остаток 10 

β2М, остаток 235 тяжелой цепи HLA класса I; 5) остаток 24 β2М, остаток 236 тяжелой цепи HLA класса 

I; 6) остаток 28 β2М, остаток 232 тяжелой цепи HLA класса I; 7) остаток 98 β2М, остаток 192 тяжелой 

цепи HLA класса I; 8) остаток 99 β2М, остаток 234 тяжелой цепи HLA класса I; 9) остаток 3 β2М, остаток 

120 тяжелой цепи HLA класса I; 10) остаток 31 β2М, остаток 96 тяжелой цепи HLA класса I; 11) остаток 

53 β2М, остаток 35 тяжелой цепи HLA класса I; 12) остаток 60 β2М, остаток 96 тяжелой цепи HLA клас-

са I; 13) остаток 60 β2М, остаток 122 тяжелой цепи HLA класса I; 14) остаток 63 β2М, остаток 27 тяже-

лой цепи HLA класса I; 15) остаток Arg3 β2M, остаток Gly120 тяжелой цепи HLA класса I; 16) остаток 

His31 β2М, остаток Gln96 тяжелой цепи HLA класса I; 17) остаток Asp53 β2M, остаток Arg35 тяжелой 

цепи HLA класса I; 18) остаток Trp60 β2М, остаток Gln96 тяжелой цепи HLA класса I; 19) остаток Trp60 

β2М, остаток Asp122 тяжелой цепи HLA класса I; 20) остаток Tyr63 β2М, остаток Tyr27 тяжелой цепи 

HLA класса I; 21) остаток Lys6 β2M, остаток Glu232 тяжелой цепи HLA класса I; 22) остаток Gln8 β2M, 

остаток Arg234 тяжелой цепи HLA класса I; 23) остаток Tyr10 β2М, остаток Pro235 тяжелой цепи HLA 

класса I; 24) остаток Ser11 β2M, остаток Gln242 тяжелой цепи HLA класса I; 25) остаток Asn24 β2M, ос-

таток Ala236 тяжелой цепи HLA класса I; 26) остаток Ser28 β2M, остаток Glu232 тяжелой цепи HLA 

класса I; 27) остаток Asp98 β2M, остаток Hisl92 тяжелой цепи HLA класса I и 28) остаток Met99 β2M, 

остаток Arg234 тяжелой цепи HLA класса I. Нумерация аминокислот тяжелой цепи ГКГС/HLA класса I 

относится к зрелой тяжелой цепи ГКГС/HLA класса I без сигнального пептида. Например, в аминокис-

лотной последовательности, изображенной на фиг. 3А, которая содержит сигнальный пептид, Gly120 

представляет собой Gly144; Gln96 представляет собой Gln120 и т.д. В некоторых случаях полипептид 

β2М содержит замену R12C, а тяжелая цепь HLA класса I содержит замену А236С; в таких случаях ди-

сульфидная связь образуется между Cys-12 полипептида β2М и Cys-236 тяжелой цепи HLA класса I. На-

пример, в некоторых случаях остаток 236 аминокислотной последовательности зрелого HLA-A (то есть 

остаток 260 аминокислотной последовательности, изображенной на фиг. 3А) заменен на Cys. В некото-

рых случаях остаток 236 аминокислотной последовательности зрелого HLA-B (то есть остаток 260 ами-

нокислотной последовательности, изображенной на фиг. 3В) заменен на Cys. В некоторых случаях оста-

ток 236 аминокислотной последовательности зрелого HLA-C (то есть остаток 260 аминокислотной по-

следовательности, изображенной на фиг. 3С) заменен на Cys. В некоторых случаях остаток 32 (соответ-
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ствующий Arg-12 зрелого β2М) аминокислотной последовательности, изображенной на фиг. 4 заменен 

на Cys. 

В некоторых случаях полипептид β2М содержит аминокислотную последовательность: 

 
В некоторых случаях полипептид β2М содержит аминокислотную последовательность: 

 
В некоторых случаях полипептид тяжелой цепи HLA класса I содержит аминокислотную последо-

вательность: 

 

 
В некоторых случаях полипептид тяжелой цепи HLA класса I содержит аминокислотную последо-

вательность: 

 
В некоторых случаях полипептид тяжелой цепи HLA класса I содержит аминокислотную последо-

вательность: 

 
В некоторых случаях полипептид β2М содержит следующую аминокислотную последовательность: 

 
а полипептид тяжелой цепи HLA класса I мультимерного полипептида по данному изобретению 

содержит следующую аминокислотную последовательность: 

 
где остатки Cys, которые подчеркнуты и выделены жирным шрифтом, образуют дисульфидную 

связь друг с другом в мультимерном полипептиде. 

В некоторых случаях полипептид β2М содержит аминокислотную последовательность: 

 
В некоторых случаях первый полипептид и второй полипептид ТММР по данному изобретению ди-
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сульфидно связаны друг с другом посредством: i) остатка Cys, присутствующего в линкере, соединяю-

щем пептидный эпитоп и полипептид β2М в первой полипептидной цепи; и ii) остаток Cys, присутст-

вующий в тяжелой цепи ГКГС класса I во второй полипептидной цепи. В некоторых случаях остаток 

Cys, присутствующий в тяжелой цепи ГКГС класса I, представляет собой Cys, введенный в качестве за-

мены Y84C. В некоторых случаях линкер, соединяющий пептидный эпитоп и полипептид β2М в первой 

полипептидной цепи, представляет собой GCGGS(G4S)n (SEQ ID NO: 235), где n представляет собой 1, 2, 

3, 4, 5, 6, 7, 8 или 9. Например, в некоторых случаях линкер содержит аминокислотную последователь-

ность  

В качестве другого примера, линкер содержит аминокислотную последовательность 

 
Примеры дисульфидсвязанных первого и второго полипептидов мультимерного полипептида по 

данному изобретению схематически изображены на фиг. 7A-7D. 

Каркасные полипептиды 

ТММР может содержать полипептид Fc или может содержать другой подходящий каркасный поли-

пептид. 

Подходящие каркасные полипептиды включают каркасные полипептиды на основе антител и кар-

касы не на основе антител. Не основанные на антителах каркасы включают, например, альбумин, поли-

пептид XTEN (удлиненный рекомбинантный), трансферрин, полипептид рецептора Fc, эластиноподоб-

ный полипептид (см., например, Hassouneh et al. (2012) Methods Enzymol. 502:215; например, полипеп-

тид, содержащий пентапептидную повторяющуюся единицу (Val-Pro-Gly-X-Gly; SEQ ID NO: 59), где X 

представляет собой любую аминокислоту, отличную от пролина), альбумин-связывающий полипептид, 

шелкоподобный полипептид (см., например, Valluzzi et al. (2002) Philos Trans R Soc Lond В Biol Sci. 

357:165), шелк-эластиноподобный полипептид (SELP; см., например, Megeed et al. (2002) Adv Drug Deliv 

Rev. 54:1075), и тому подобное. Подходящие полипептиды XTEN включают, например, полипептиды, 

раскрытые в WO 2009/023270, WO 2010/091122, WO 2007/103515, US 2010/0189682 и US 2009/0092582; 

см. также Schellenberger et al. (2009) Nat Biotechnol. 27:1186). Пригодные полипептиды альбумина вклю-

чают, например, человеческий сывороточный альбумин. 

Подходящие каркасные полипептиды в некоторых случаях будут представлять собой полипептиды, 

увеличивающие время полужизни. Таким образом, в некоторых случаях подходящий каркасный поли-

пептид увеличивает период полужизни in vivo (например, период полужизни в сыворотке) мультимерно-

го полипептида по сравнению с контрольным мультимерным полипептидом, в котором отсутствует кар-

касный полипептид. Например, в некоторых случаях каркасный полипептид увеличивает период полу-

жизни in vivo (например, период полужизни в сыворотке) мультимерного полипептида по сравнению с 

контрольным мультимерным полипептидом, в котором отсутствует каркасный полипептид, на по мень-

шей мере около 10%, по меньшей мере на около 15%, по меньшей мере на около 20%, по меньшей мере 

около 25%, по меньшей мере на около 50%, в по меньшей мере около 2 раза, в по меньшей мере около 

2,5 раза, в по меньшей мере около 5 раз, в по меньшей мере около 10 раз, в по меньшей мере около 25 

раз, в по меньшей мере около 50 раз, в по меньшей мере около 100 раз или более чем в 100 раз. В качест-

ве примера, в некоторых случаях полипептид Fc увеличивает период полужизни in vivo (например, пери-

од полужизни в сыворотке) мультимерного полипептида по сравнению с контрольным мультимерным 

полипептидом, в котором отсутствует полипептид Fc, на по меньшей мере около 10%, на по меньшей 

мере около 15%, на по меньшей мере около 20%, на по меньшей мере около 25%, на по меньшей мере 

около 50%, в по меньшей мере около 2 раза, в по меньшей мере около 2,5 раза, в по меньшей мере около 

5 раз, в по меньшей мере около 10 раз, в по меньшей мере около 25 раз, в по меньшей мере около 50 раз, 

в по меньшей мере около 100 раз или более чем в 100 раз. 

Полипептиды Fc 

В некоторых случаях первая и/или вторая полипептидная цепь мультимерного полипептида содер-

жит полипептид Fc. Полипептид Fc мультимерного полипептида может представлять собой Fc IgG1 че-

ловека, Fc IgG2 человека, Fc IgG3 человека, Fc IgG4 человека и т.д. В некоторых случаях полипептид Fc 

содержит аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере около 70%, по меньшей 

мере около 75%, по меньшей мере около 80%, по меньшей мере около 85%, по меньшей мере около 90%, 

по меньшей мере около 95%, по меньшей мере около 98%, по меньшей мере около 99 или 100%, иден-

тичности аминокислотной последовательности к аминокислотной последовательности области Fc, изо-

браженной на фиг. 2A-2G. В некоторых случаях область Fc содержит аминокислотную последователь-

ность, имеющую по меньшей мере около 70%, по меньшей мере около 75%, по меньшей мере около 80%, 

по меньшей мере около 85%, по меньшей мере около 90%, по меньшей мере около 95%, по меньшей ме-

ре около 98%, по меньшей мере около 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности с 

полипептидом Fc IgG1 человека, представленным на фиг. 2А. В некоторых случаях область Fc содержит 

аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере около 70%, по меньшей мере около 

75%, по меньшей мере около 80%, по меньшей мере около 85%, по меньшей мере около 90%, по мень-

шей мере около 95%, по меньшей мере около 98%, по меньшей мере около 99 или 100% идентичности 
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аминокислотной последовательности с полипептидом Fc IgG1 человека, представленным на фиг. 2А; и 

содержит замену N77; например полипептид Fc содержит замену N77А. В некоторых случаях полипеп-

тид Fc содержит аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере около 70%, по 

меньшей мере около 75%, по меньшей мере около 80%, по меньшей мере около 85%, по меньшей мере 

около 90%, по меньшей мере около 95%, по меньшей мере около 98%, по меньшей мере около 99 или 

100% идентичности аминокислотной последовательности с полипептидом Fc IgG2 человека, представ-

ленным на фиг. 2А; например, полипептид Fc содержит аминокислотную последовательность, имею-

щую, по меньшей мере, около 70%, по меньшей мере около 75%, по меньшей мере около 80%, по мень-

шей мере около 85%, по меньшей мере около 90%, по меньшей мере около 95%, по меньшей мере около 

98%, по меньшей мере около 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности с амино-

кислотами 99-325 полипептида Fc IgG2 человека, представленного на фиг. 2А. В некоторых случаях по-

липептид Fc содержит аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере около 70%, по 

меньшей мере около 75%, по меньшей мере около 80%, по меньшей мере около 85%, по меньшей мере 

около 90%, по меньшей мере около 95%, по меньшей мере около 98%, по меньшей мере около 99 или 

100% идентичности аминокислотной последовательности с полипептидом Fc IgG3 человека, представ-

ленным на фиг. 2А; например, полипептид Fc содержит аминокислотную последовательность, имею-

щую, по меньшей мере, около 70%, по меньшей мере около 75%, по меньшей мере около 80%, по мень-

шей мере около 85%, по меньшей мере около 90%, по меньшей мере около 95%, по меньшей мере около 

98%, по меньшей мере около 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности с амино-

кислотами 19-246 полипептида Fc IgG3 человека, представленного на фиг. 2А. В некоторых случаях по-

липептид Fc содержит аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере около 70%, по 

меньшей мере около 75%, по меньшей мере около 80%, по меньшей мере около 85%, по меньшей мере 

около 90%, по меньшей мере около 95%, по меньшей мере около 98%, по меньшей мере около 99 или 

100% идентичности аминокислотной последовательности с полипептидом Fc IgM человека, представ-

ленным на фиг. 2В; например, полипептид Fc содержит аминокислотную последовательность, имеющую, 

по меньшей мере, около 70%, по меньшей мере около 75%, по меньшей мере около 80%, по меньшей 

мере около 85%, по меньшей мере около 90%, по меньшей мере около 95%, по меньшей мере около 98%, 

по меньшей мере около 99% или 100% идентичности аминокислотной последовательности с аминокис-

лотами 1-276 полипептида Fc IgM человека, представленного на фиг. 2В. В некоторых случаях полипеп-

тид Fc содержит аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере около 70%, по 

меньшей мере около 75%, по меньшей мере около 80%, по меньшей мере около 85%, по меньшей мере 

около 90%, по меньшей мере около 95%, по меньшей мере около 98%, по меньшей мере около 99 или 

100% идентичности аминокислотной последовательности с полипептидом Fc IgA человека, представлен-

ным на фиг. 2С; например, полипептид Fc содержит аминокислотную последовательность, имеющую, по 

меньшей мере, около 70%, по меньшей мере около 75%, по меньшей мере около 80%, по меньшей мере 

около 85%, по меньшей мере около 90%, по меньшей мере около 95%, по меньшей мере около 98%, по 

меньшей мере около 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности с аминокислотами 

1-234 полипептида Fc IgA человека, представленного на фиг. 2С. 

В некоторых случаях полипептид Fc, присутствующий в мультимерном полипептиде, содержит 

аминокислотную последовательность, изображенную на фиг. 2А (Fc IgG1 человека). В некоторых случа-

ях полипептид Fc, присутствующий в мультимерном полипептиде, содержит аминокислотную последо-

вательность, изображенную на фиг. 2А (Fc IgG1 человека), за исключением замены N297 на аминокисло-

ту, отличную от аспарагина. В некоторых случаях полипептид Fc, присутствующий в мультимерном по-

липептиде, содержит аминокислотную последовательность, изображенную на фиг. 2С (Fc IgG1 человека, 

содержащий замену N297А). В некоторых случаях полипептид Fc, присутствующий в мультимерном 

полипептиде, содержит аминокислотную последовательность, изображенную на фиг. 2А (Fc IgG1 чело-

века), за исключением замены L234 на аминокислоту, отличную от лейцина. В некоторых случаях поли-

пептид Fc, присутствующий в мультимерном полипептиде, содержит аминокислотную последователь-

ность, изображенную на фиг. 2А (Fc IgG1 человека), за исключением замены L235 на аминокислоту, от-

личную от лейцина. 

В некоторых случаях полипептид Fc, присутствующий в мультимерном полипептиде, содержит 

аминокислотную последовательность, изображенную на фиг. 2Е. В некоторых случаях полипептид Fc, 

присутствующий в мультимерном полипептиде, содержит аминокислотную последовательность, изо-

браженную на фиг. 2F. В некоторых случаях полипептид Fc, присутствующий в мультимерном полипеп-

тиде, содержит аминокислотную последовательность, изображенную на фиг. 2G (Fc IgG1 человека, со-

держащий замену L234A и замену L235A). В некоторых случаях полипептид Fc, присутствующий в 

мультимерном полипептиде, содержит аминокислотную последовательность, изображенную на фиг. 2А 

(Fc IgG1 человека), за исключением замены Р331 на аминокислоту, отличную от пролина; в некоторых 

случаях замена представляет собой замену P331S. В некоторых случаях полипептид Fc, присутствующий 

в мультимерном полипептиде, содержит аминокислотную последовательность, изображенную на фиг. 

2А (Fc IgG1 человека), за исключением замен в L234 и L235 на аминокислоты, отличные от лейцина. В 

некоторых случаях полипептид Fc, присутствующий в мультимерном полипептиде, содержит аминокис-
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лотную последовательность, изображенную на фиг. 2А (Fc IgG1 человека), за исключением замен в L234 

и L235 на аминокислоты, отличные от лейцина, и замены Р331 на аминокислоту, отличную от пролина. В 

некоторых случаях полипептид Fc, присутствующий в мультимерном полипептиде, содержит аминокис-

лотную последовательность, изображенную на фиг. 2В (Fc IgG1 человека, содержащий замены L234F, 

L235E и P331S). В некоторых случаях полипептид Fc, присутствующий в мультимерном полипептиде, 

представляет собой полипептид Fc IgG1, который содержит замены L234A и L235A. 

Линкеры 
ТММР по данному изобретению может содержать один или более линкеров, причем один или более 

линкеров находятся между одним или более из: i) полипептида ГКГС класса I или класса II и полипепти-

да Fc Ig, при этом такой линкер упоминается в данном документе, как "LI"; ii) иммуномодулирующего 

полипептида и полипептида ГКГС класса I или класса II, при этом такой линкер обозначен в данном до-

кументе как "L2"; iii) первого иммуномодулирующего полипептида и второго иммуномодулирующего 

полипептида, причем такой линкер обозначен в данном документе как "L3"; iv) пептидного антигена 

("эпитопа") и полипептида ГКГС класса I или класса II; v) полипептида ГКГС класса I или класса II и 

димеризационного полипептида (например, первый или второй член димеризующей пары); и vi) димери-

зационного полипептида (например, первый или второй член димеризующей пары) и полипептида IgFc. 

Подходящие линкеры (также называемые "спейсерами") могут быть легко выбраны и могут иметь 

любую из ряда подходящих длин, таких как от 1 до 25 аминокислот, от 3 до 20 аминокислот, от 2 до 15 

аминокислот, от 3 до 12 аминокислот, в том числе от 4 до 10 аминокислот, от 5 до 9 аминокислот, от 6 до 

8 аминокислот или от 7 до 8 аминокислот. Подходящий линкер может иметь 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 

12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 или 25 аминокислот в длину. В некоторых случаях линкер 

имеет длину от 25 аминокислот до 50 аминокислот, например, от 25 до 30, от 30 до 35, от 35 до 40, от 40 

до 45 или от 45 до 50 аминокислот. 

Типичные линкеры включают полимеры глицина (G)n, полимеры глицина-серина (включая, напри-

мер, (GS)n, (GSGGS)n (SEQ ID NO: 60) и (GGGS)n (SEQ ID NO: 61), где n представляет собой целое чис-

ло, по меньшей мере один), полимеры глицин-аланин, полимеры аланин-серин и другие гибкие линкеры, 

известные в данной области техники. Могут быть использованы полимеры глицина и глицина-серина; 

как Gly, так и Ser относительно неструктурированы и, следовательно, могут служить нейтральной связью 

между компонентами. Могут быть использованы полимеры глицина; глицин получает доступ к значи-

тельно большему пространству phi-psi, чем даже аланин, и гораздо менее ограничен, чем остатки с более 

длинными боковыми цепями (см. Scheraga, Rev. Computational Chem. 11173-142 (1992)). Типичные лин-

керы могут содержать аминокислотные последовательности, включающие, но не ограниченные ими, 

 
и тому подобные. Иллюстративные линкеры могут включать, например, Gly(Ser4)n (SEQ ID NO: 

251), где n представляет собой 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10. В некоторых случаях линкер содержит ами-

нокислотную последовательность (GSSSS)n (SEQ ID NO: 68), где n равен 4. В некоторых случаях линкер 

содержит аминокислотную последовательность (GSSSS)n (SEQ ID NO: 68), где n равен 5. В некоторых 

случаях линкер содержит аминокислотную последовательность (GGGGS)n (SEQ ID NO: 69), где n равен 

1. В некоторых случаях линкер содержит аминокислотную последовательность (GGGGS)n (SEQ ID NO: 

69), где n равен 2. В некоторых случаях линкер содержит аминокислотную последовательность 

(GGGGS)n (SEQ ID NO: 69), где n равен 3. В некоторых случаях линкер содержит аминокислотную по-

следовательность (GGGGS)n (SEQ ID NO: 69), где n равен 4. В некоторых случаях линкер содержит ами-

нокислотную последовательность (GGGGS)n (SEQ ID NO: 69), где n равен 5. В некоторых случаях лин-

кер содержит аминокислотную последовательность (GGGGS)n (SEQ ID NO: 69), где n равен 6. В некото-

рых случаях линкер содержит аминокислотную последовательность (GGGGS)n (SEQ ID NO: 69), где n 

равен 7. В некоторых случаях линкер содержит аминокислотную последовательность (GGGGS)n (SEQ ID 

NO: 69), где n равен 8. В некоторых случаях линкер содержит аминокислотную последовательность 

(GGGGS)n (SEQ ID NO: 69), где n равен 9. В некоторых случаях линкер содержит аминокислотную по-

следовательность (GGGGS)n (SEQ ID NO: 69), где n равен 10. В некоторых случаях линкер содержит 

аминокислотную последовательность AAAGG (SEQ ID NO: 70). 

В некоторых случаях линкерный полипептид, присутствующий в первом полипептиде мультимер-

ного полипептида по данному изобретению, содержит остаток цистеина, который может образовывать 

дисульфидную связь с остатком цистеина, присутствующим во втором полипептиде мультимерного по-

липептида по данному изобретению. В некоторых случаях, например, подходящий линкер содержит 

аминокислотную последовательность  

В качестве другого примера, подходящий линкер может содержать аминокислотную последова-

тельность GCGGS(G4S)n (SEQ ID NO: 235), где n равен 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 или 9. Например, в некоторых 

случаях линкер содержит аминокислотную последовательность 
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В качестве другого примера, линкер содержит аминокислотную последовательность 

 
Эпитопы 

Эпитоп, присутствующий в мультимерном полипептиде, может иметь длину от около 4 аминокис-

лот до около 25 аминокислот, например, эпитоп может иметь длину от 4 аминокислот (ак) до 10 ак, от 10 

ак до 15 ак, от 15 ак до 20 ак или от 20 ак до 25 ак. Например, эпитоп, присутствующий в мультимерном 

полипептиде по данному изобретению, может иметь длину 4 аминокислоты (ак), 5 ак, 6 ак, 7, ак, 8 ак, 9 

ак, 10 ак, 11 ак, 12 ак, 13 ак, 14 ак, 15 ак, 16 ак, 17 ак, 18 ак, 19 ак, 20 ак, 21 ак, 22 ак, 23 ак, 24 ак или 25 

ак. В некоторых случаях эпитоп, присутствующий в мультимерном полипептиде, имеет длину от 5 до 10 

аминокислот, например 5 ак, 6 ак, 7 ак, 8 ак, 9 ак или 10 ак. 

Эпитоп, присутствующий в мультимерном полипептиде, представляет собой пептид, специфически 

связанный с Т-клеткой, то есть эпитоп специфически связанный с эпитоп-специфической Т-клеткой. 

Эпитоп-специфическая Т-клетка связывает эпитоп, имеющий контрольную аминокислотную последова-

тельность, но по существу не связывает эпитоп, который отличается от контрольной аминокислотной 

последовательности. Например, эпитоп-специфическая Т-клетка связывает эпитоп, имеющий контроль-

ную аминокислотную последовательность, и связывает эпитоп, который отличается от контрольной ами-

нокислотной последовательности, если в целом имеет, аффинность, которая составляет менее, чем 10
-6

 

М, менее, чем 10
-5

 М или менее, чем 10
-4

 М. Эпитоп-специфическая Т-клетка может связывать эпитоп, 

для которого она специфична, с аффинностью, составляющей по меньшей мере 10
-7

 М, по меньшей мере 

10
-8

 М, по меньшей мере 10
-9

 М или по меньшей мере 10
-10

 М. 

Подходящие эпитопы включают, но не ограничиваются ими, эпитопы, присутствующие в антигене, 

связанном с раком. Связанные с раком антигены известны в данной области техники; см., например, 

Cheever et al. (2009) Clin. Cancer Res. 15:5323. Связанные с раком антигены включают, но не ограничи-

ваются ими, α-фолатный рецептор; карбоангидразы IX (CAIX); CD19; CD20; CD22; CD30; CD33; 

CD44v7/8; карциноэмбриональный антиген (СЕА); эпителиальный гликопротеин-2 (EGP-2); эпителиаль-

ный гликопротеин-40 (EGP-40); фолат-связывающий белок (FBP); фетальный ацетилхолиновый рецеп-

тор; ганглиозидный антиген GD2; Her2/neu; IL-13R-a2; легкую цепь каппа; LeY; молекулу клеточной 

адгезии L1; ассоциированный с меланомой антиген (MAGE); MAGE-A1; мезотелин; MUC1; лиганды 

NKG2D; онкофетальный антиген (h5T4); антиген стволовых клеток простаты (PSCA); простат-

специфический мембранный антиген (PSMA); ассоциированный с опухолью гликопротеин-72 (TAG-72); 

рецептор фактора роста эндотелия сосудов-2 (VEGF-R2). См., например, Vigneron et al. (2013) Cancer 

Immunity 13:15 и Vigneron (2015) BioMed Res. Int'l Article ID 948501; и полипептид VIII рецептора эпи-

дермального фактора роста (EGFR) (см., например, Wong et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:2965 и 

Miao et al. (2014) PLoSOne 9:e94281). В некоторых случаях эпитоп представляет собой эпитоп антигена 

Е7 вируса папилломы человека; см., например, Ramos et al. (2013) J. Immunother. 36:66. 

В некоторых случаях подходящий пептидный эпитоп представляет собой пептидный фрагмент из 

от около 4 аминокислот до около 20 аминокислот (например, 4 аминокислоты (ак), 5 ак, 6 ак, 7 ак, 8 ак, 9 

м, 10 ак, 11 ак, 12 ак, 13 ак, 14 ак, 15 ак, 16 ак, 17 ак, 18 ак, 19 ак или 20 ак в длину полипептида MUC1, 

полипептида вируса папилломы человека (HPV) E6, полипептида LMP2, полипептида HPV E7, полипеп-

тида рецептора эпидермального фактора роста (EGFR) vIII, полипептида HER-2/neu, полипептида 3 се-

мейства антигенов меланомы A (MAGE A3), полипептида р53, полипептида мутанта р53, полипептида 

NY-ESO-1, полипептида фолат гидролазы (простат-специфический мембранный антиген; PSMA), поли-

пептида карциноэмбрионального антигена (СЕА), полипептида антигена меланомы, распознаваемого Т-

клетками (melanA/MART1), полипептида Ras, полипептида gp100, полипептида протеиназы 3 (PR1), по-

липептида bcr-abl, полипептида тирозиназы, полипептида сурвивина, полипептида простат-

специфического антигена (PSA), полипептида hTERT, полипептида точек разрыва саркомы, полипептида 

точек разрыва сновиальной саркомы X (SSX), полипептида EphA2, полипептида кислой фосфатазы про-

статы (РАР), полипептида ингибитора апоптоза меланомы a (ML-IAP), полипептида альфа-фетопротеина 

(AFP), полипептида молекулы адгезии эпителиальных клеток (ЕрСАМ), полипептида ERG (химерный 

TMPRSS2 ETS), полипептида NA17, полипептида парная коробка-3 (РАХ3), полипептида киназы ана-

пластической лимфомы (ALK), полипептида андрогенного рецептора, полипептида циклина В1, поли-

пептида N-myc прото-онкогена (MYCN), полипептида члена семейства С гомологов гена Ras (RhoC), 

полипептида родственного тирозиназе белка-2 (TRP-2), полипептида мезотелина, полипептида антигена 

стволовых клеток простаты (PSCA), полипептида связанного с меланомой антигена-1 (MAGE A1), поли-

пептида цитохрома Р450 1В1 (CYP1B1), полипептида плацента-специфического белка 1 (PLAC1), поли-

пептида BORIS (также известного как фактор связывания СССТС или CTCF), полипептида ETV6-AML, 

полипептида антигена рака молочной железы NY-BR-1 (также упоминаемого как белок, содержащий 

домен анкиринового повтора 30А), полипептида регулятора сигналинга G-белка (RGS5), полипептида 

антигена плоскоклеточного рака, распознаваемого Т-клетками (SART3), полипептида карбоангидразы 

IX, полипептида парной коробки-5 (РАХ5), полипептида OY-TES1 (яичковый антиген; также известный 

как белок, связывающий акрозин), полипептида белка спермы 17, полипептида специфичной для лимфо-

цитов клеточной протеин-тирозинкиназы (LCK), высокомолекулярного антигена, ассоциированного с 
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меланомой (HMW-MAA), якорного белка А-киназы-4 (AKAP-4), полипептида точки остановки X 2 сино-

виальной саркомы (SSX2), полипептида члена семейства антигена X 1 (XAGE1), полипептида гомолога 3 

В7 (В7Н3; также известного как CD276), полипептида бобовых (LGMN1; также известного как аспараги-

нилэндопептидаза), полипептида тирозинкиназы с доменами гомологии Ig и EGF-2 (Tie-2; также извест-

ного как рецептор ангиопоэтина-1), полипептида члена 4 семейства Р антигена (PAGE4), полипептида 

рецептора фактора роста эндотелия сосудов 2 (VEGF2), полипептида MAD-CT-1, полипептида белка ак-

тивации фибробластов (FAP), полипептида бета-рецептора фактора роста тромбоцитов (PDGFP), поли-

пептида MAD-CT-2, полипептида связанного с Fos антигена 1 (FOSL) или полипептида опухоли Вильм-

са-1 (WT-1). 

Аминокислотные последовательности антигенов, связанных с раком, известны в данной области; 

см., например, 

 

 
В некоторых случаях эпитоп представляет собой HPV16E7/82-90 (LLMGTLGIV; SEQ ID NO: 72). В 

некоторых случаях эпитоп представляет собой HPV16E7/86-93 (TLGIVCPI; SEQ ID NO: 73). В некото-

рых случаях эпитоп представляет собой HPV16E7/11-20 (YMLDLQPETT; SEQ ID NO: 74). В некоторых 

случаях эпитоп представляет собой HPV16E7/11-19 (YMLDLQPET; SEQ ID NO: 75). См., например, 

Ressing et al. ((1995) J. Immunol. 154:5934) для дополнительных подходящих эпитопов HPV. 

Иммуномодулирующие полипептиды 

Подходящие иммуномодулирующие домены, которые проявляют пониженную аффинность к ко-

иммуномодулирующему домену, могут иметь от 1 аминокислотного (ак) до 20 ак отличий от иммуномо-

дулирующего домена дикого типа. Например, в некоторых случаях вариант иммуномодулирующего по-

липептида, присутствующий в ТММР по данному изобретению, отличается по аминокислотной последо-
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вательности на 1 ак, 2 ак, 3 ак, 4 ак, 5 ак, 6 ак, 7 ак, 8 ак, 9 ак или 10 ак от соответствующего иммуномо-

дулирующего полипептида дикого типа. В качестве другого примера, в некоторых случаях вариант им-

муномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по данному изобретению, отличается по 

аминокислотной последовательности на 11 ак, 12 ак, 13 ак, 14 ак, 15 ак, 16 ак, 17 ак, 18 ак, 19 ак или 20 ак 

от соответствующего иммуномодулирующего полипептида дикого типа. В качестве примера в некото-

рых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по данному изо-

бретению, содержит 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 аминокислотных замен по сравнению с соответствую-

щим эталонным (например, дикого типа) иммуномодулирующим полипептидом. В некоторых случаях 

вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по данному изобретению, со-

держит одиночную аминокислотную замену по сравнению с соответствующим эталонным (например, 

дикого типа) иммуномодулирующим полипептидом. В некоторых случаях вариант иммуномодулирую-

щего полипептида, присутствующий в ТММР по данному изобретению, содержит 2 аминокислотные 

замены (например, не более 2 аминокислотных замен) по сравнению с соответствующим эталонным (на-

пример, диким типом) иммуномодулирующим полипептидом. В некоторых случаях вариант иммуномо-

дулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по данному изобретению, содержит 3 аминокис-

лотные замены (например, не более 3 аминокислотных замен) по сравнению с соответствующим эталон-

ным (например, диким типом) иммуномодулирующим полипептидом. В некоторых случаях вариант им-

муномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по данному изобретению, содержит 4 

аминокислотные замены (например, не более 4 аминокислотных замен) по сравнению с соответствую-

щим эталонным (например, диким типом) иммуномодулирующим полипептидом. В некоторых случаях 

вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по данному изобретению, со-

держит 5 аминокислотных замен (например, не более 5 аминокислотных замен) по сравнению с соответ-

ствующим эталонным (например, диким типом) иммуномодулирующим полипептидом. В некоторых 

случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по данному изобрете-

нию, содержит 6 аминокислотных замен (например, не более 6 аминокислотных замен) по сравнению с 

соответствующим эталонным (например, диким типом) иммуномодулирующим полипептидом. В неко-

торых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по данному 

изобретению, содержит 7 аминокислотных замен (например, не более 7 аминокислотных замен) по срав-

нению с соответствующим эталонным (например, диким типом) иммуномодулирующим полипептидом. 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по дан-

ному изобретению, содержит 8 аминокислотных замен (например, не более 8 аминокислотных замен) по 

сравнению с соответствующим эталонным (например, диким типом) иммуномодулирующим полипепти-

дом. В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по 

данному изобретению, содержит 9 аминокислотных замен (например, не более 9 аминокислотных замен) 

по сравнению с соответствующим эталонным (например, диким типом) иммуномодулирующим поли-

пептидом. В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в 

ТММР по данному изобретению, содержит 10 аминокислотных замен (например, не более 10 аминокис-

лотных замен) по сравнению с соответствующим эталонным (например, диким типом) иммуномодули-

рующим полипептидом. 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по 

данному изобретению, содержит 11 аминокислотных замен (например, не более 11 аминокислотных за-

мен) по сравнению с соответствующим эталонным (например, диким типом) иммуномодулирующим 

полипептидом. 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по 

данному изобретению, содержит 12 аминокислотных замен (например, не более 12 аминокислотных за-

мен) по сравнению с соответствующим эталонным (например, диким типом) иммуномодулирующим 

полипептидом. 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по 

данному изобретению, содержит 13 аминокислотных замен (например, не более 13 аминокислотных за-

мен) по сравнению с соответствующим эталонным (например, диким типом) иммуномодулирующим 

полипептидом. 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по 

данному изобретению, содержит 14 аминокислотных замен (например, не более 14 аминокислотных за-

мен) по сравнению с соответствующим эталонным (например, диким типом) иммуномодулирующим 

полипептидом. 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по 

данному изобретению, содержит 15 аминокислотных замен (например, не более 15 аминокислотных за-

мен) по сравнению с соответствующим эталонным (например, диким типом) иммуномодулирующим 

полипептидом. 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по 

данному изобретению, содержит 16 аминокислотных замен (например, не более 16 аминокислотных за-

мен) по сравнению с соответствующим эталонным (например, диким типом) иммуномодулирующим 
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полипептидом. 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по 

данному изобретению, содержит 17 аминокислотных замен (например, не более 17 аминокислотных за-

мен) по сравнению с соответствующим эталонным (например, диким типом) иммуномодулирующим 

полипептидом. 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по 

данному изобретению, содержит 18 аминокислотных замен (например, не более 18 аминокислотных за-

мен) по сравнению с соответствующим эталонным (например, диким типом) иммуномодулирующим 

полипептидом. 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по 

данному изобретению, содержит 19 аминокислотных замен (например, не более 19 аминокислотных за-

мен) по сравнению с соответствующим эталонным (например, диким типом) иммуномодулирующим 

полипептидом. 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по 

данному изобретению, содержит 20 аминокислотных замен (например, не более 20 аминокислотных за-

мен) по сравнению с соответствующим эталонным (например, диким типом) иммуномодулирующим 

полипептидом. 

Как обсуждалось выше, вариант иммуномодулирующего полипептида, подходящий для включения 

в ТММР по данному изобретению, проявляет пониженную аффинность к когнатному ко-

иммуномодулирующему полипептиду по сравнению с аффинностью соответствующего иммуномодули-

рующего полипептида дикого типа к когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду. 

Типичные пары иммуномодулирующего полипептида и когнатного ко-иммуномодулирующего по-

липептида включают, но не ограничиваются ими: 

a) 4-1BBL (иммуномодулирующий полипептид) и 4-1ВВ (когнатный ко-иммуномодулирующий по-

липептид); 

b) PD-L1 (иммуномодулирующий полипептид) и PD1 (когнатный ко-иммуномодулирующий поли-

пептид); 

c) IL-2 (иммуномодулирующий полипептид) и рецептор IL-2 (когнатный ко-иммуномодулирующий 

полипептид); 

d) CD80 (иммуномодулирующий полипептид) и CD86 (когнатный ко-иммуномодулирующий поли-

пептид); 

e) CD86 (иммуномодулирующий полипептид) и CD28 (когнатный ко-иммуномодулирующий поли-

пептид); 

f) OX40L (CD252) (иммуномодулирующий полипептид) и ОХ40 (CD134) когнатный ко-

иммуномодулирующий полипептид); 

g) лиганд Fas (иммуномодулирующий полипептид) и Fas (когнатный ко-иммуномодулирующий по-

липептид); 

h) ICOS-L (иммуномодулирующий полипептид) и ICOS (когнатный ко-иммуномодулирующий по-

липептид); 

i) ICAM (иммуномодулирующий полипептид) и LFA-1 (когнатный ко-иммуномодулирующий по-

липептид); 

j) CD30L (иммуномодулирующий полипептид) и CD30 (когнатный ко-иммуномодулирующий по-

липептид); 

k) CD40 (иммуномодулирующий полипептид) и CD40L (когнатный ко-иммуномодулирующий по-

липептид); 

l) CD83 (иммуномодулирующий полипептид) и CD83L (когнатный ко-иммуномодулирующий по-

липептид); 

m) HVEM (CD270)(иммуномодулирующий полипептид) и CD160 (когнатный ко-

иммуномодулирующий полипептид); 

n) JAG1 (CD339)(иммуномодулирующий полипептид) и Notch (когнатный ко-

иммуномодулирующий полипептид); 

о) JAG1 (иммуномодулирующий полипептид) и CD46 (когнатный ко-иммуномодулирующий поли-

пептид); 

р) CD80 (иммуномодулирующий полипептид) и CTLA4 (когнатный ко-иммуномодулирующий по-

липептид); 

q) CD86 (иммуномодулирующий полипептид) и CTLA4 (когнатный ко-иммуномодулирующий по-

липептид); и 

r) CD70 (иммуномодулирующий полипептид) и CD27 (когнатный ко-иммуномодулирующий поли-

пептид). 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по 

данному изобретению имеет аффиность связывания с когнатным ко-иммуномодулирующим полипепти-

дом, которая составляет от 100 нМ до 100 мкМ. Например, в некоторых случаях вариант иммуномодули-
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рующего полипептида, присутствующий в ТММР по данному изобретению имеет аффинность связыва-

ния с когнатным ко-иммуномодулирующим полипептидом, которая составляет от около 100 до 150 нМ, 

от около 150 до около 200 нМ, от около 200 до около 250 нМ, от около 250 до около 300 нМ, от около 

300 до около 350 нМ, от около 350 до около 400 нМ, от около 400 до около 500 нМ, от около 500 до око-

ло 600 нМ, от около 600 до около 700 нМ, от около 700 до около 800 нМ, от около 800 до около 900 нМ, 

от около 900 до около 1 мкМ, от около 1 до около 5 мкМ, от около 5 до около 10 мкМ, от около 10 до 

около 15 мкМ, от около 15 до около 20 мкМ, от около 20 до около 25 мкМ, от около 25 до около 50 мкМ, 

от около 50 до около 75 мкМ или от около 75 до около 100 мкМ. 

Вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующий в ТММР по данному изобретению, 

проявляет пониженную аффинность к когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду. Подобным 

образом, ТММР по данному изобретению, который содержит вариант иммуномодулирующего полипеп-

тида, проявляет пониженную аффинность к когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду. Таким 

образом, например, ТММР по данному изобретению, который содержит вариант иммуномодулирующего 

полипептида, имеет аффинность связывания для когнатного ко-иммуномодулирующего полипептида, 

которая составляет от 100 нМ до 100 мкМ. Например, в некоторых случаях, ТММР по данному изобре-

тению, содержащий вариант иммуномодулирующего полипептида, имеет аффинность связывания с ког-

натным ко-иммуномодулирующим полипептидом, которая составляет от около 100 до 150 нМ, от около 

150 до около 200 нМ, от около 200 до около 250 нМ, от около 250 до около 300 нМ, от около 300 до око-

ло 350 нМ, от около 350 до около 400 нМ, от около 400 до около 500 нМ, от около 500 до около 600 нМ, 

от около 600 до около 700 нМ, от около 700 до около 800 нМ, от около 800 до около 900 нМ, от около 

900 до около 1 мкМ, от около 1 до около 5 мкМ, от около 5 до около 10 мкМ, от около 10 до около 15 

мкМ, от около 15 до около 20 мкМ, от около 20 до около 25 мкМ, от около 25 до около 50 мкМ, от около 

50 до около 75 мкМ или от около 75 до около 100 мкМ. 

Варианты PD-L1 

В качестве одного неограничивающего примера, в некоторых случаях вариант иммуномодулирую-

щего полипептида, присутствующего в ТММР по данному изобретению, представляет собой вариант 

полипептида PD-L1. PD-L1 дикого типа связывается с PD1. 

Полипептид PD-L1 человека дикого типа может содержать следующую аминокислотную последо-

вательность: 

 
Эктодомен PD-L1 человека дикого типа может содержать следующую аминокислотную последова-

тельность: 

 
Полипептид PD-1 дикого типа может содержать следующую аминокислотную последовательность: 

 
В некоторых случаях, когда ТММР по данному изобретению содержит вариант полипептида PD-L1, 

"когнатный ко-иммуномодулирующий полипептид" представляет собой полипептид PD-1, содержащий 

аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 3. 

В некоторых случаях вариант полипептида PD-L1 проявляет пониженную аффинность связывания 

к PD-1 (например, полипептиду PD-1, содержащему аминокислотную последовательность, представлен-

ную в SEQ ID NO: 3), по сравнению с аффинностью связывания полипептида PD-L1, содержащего ами-

нокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 2. Например, в не-

которых случаях вариант полипептида PD-L1 по данному изобретению связывает PD-1 (например, поли-
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пептид PD-1, содержащий аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 3) с аф-

финностью связывания, которая на по меньшей мере 10%, на по меньшей мере 15%, на по меньшей мере 

20%, на по меньшей мере 25%, на по меньшей мере 30%, на по меньшей мере 35%, на по меньшей мере 

40%, на по меньшей мере 45%, на по меньшей мере 50%, на по меньшей мере 55% меньше, на по мень-

шей мере, на на 60% меньше, на по меньшей мере, на на 65% меньше, на по меньшей мере 70% меньше, 

на по меньшей мере 75% меньше, на по меньшей мере 80% меньше, на по меньшей мере 85%, на по 

меньшей мере 90%, на по меньшей мере 95% меньше, или более чем на 95% меньше, чем аффинность 

связывания полипептида PD-L1, содержащего аминокислотную последовательность, представленную в 

SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 2. 

В некоторых случаях вариант полипептида PD-L1 обладает аффинностью связывания с PD-1, кото-

рая составляет от 1 нМ до 1 мМ. В некоторых случаях, вариант полипептида PD-L1, присутствующий в 

ТММР по данному изобретению имеет аффиность связывания с PD-1, которая составляет от 100 нМ до 

100 мкМ. В качестве другого примера, в некоторых случаях вариант полипептида PD-L1 имеет аффин-

ность связывания с PD1 (например, полипептидом PD1, содержащим аминокислотную последователь-

ность, представленную в SEQ ID NO: 3), которая составляет от около 100 до 150 нМ, от около 150 до 

около 200 нМ, от около 200 до около 250 нМ, от около 250 до около 300 нМ, от около 300 до около 350 

нМ, от около 350 до около 400 нМ, от около 400 до около 500 нМ, от около 500 М до около 600 нМ, от 

около 600 до около 700 нМ, от около 700 до около 800 нМ, от около 800 до около 900 нМ, от около 900 

до около 1 мкМ, от около 1 до около 5 мкМ, от около 5 до около 10 мкМ, от около 10 до около 15 мкМ, 

от около 15 до около 20 мкМ, от около 20 до около 25 мкМ, от около 25 до около 50 мкМ, от около 50 до 

около 75 мкМ или от около 75 до около 100 мкМ. 

В некоторых случаях вариант полипептида PD-L1 имеет одну аминокислотную замену по сравне-

нию с аминокислотной последовательностью PD-L1, представленной в SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 2. 

В некоторых случаях вариант полипептида PD-L1 имеет от 2 до 10 аминокислотных замен по сравнению 

с аминокислотной последовательностью PD-L1, представленной в SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 2. В 

некоторых случаях вариант полипептида PD-L1 имеет 2 аминокислотные замены по сравнению с амино-

кислотной последовательностью PD-L1, представленной в SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 2. В некоторых 

случаях вариант полипептида PD-L1 имеет 3 аминокислотные замены по сравнению с аминокислотной 

последовательностью PD-L1, представленной в SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 2. В некоторых случаях 

вариант полипептида PD-L1 имеет 4 аминокислотные замены по сравнению с аминокислотной последо-

вательностью PD-L1, представленной в SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 2. В некоторых случаях вариант 

полипептида PD-L1 имеет 5 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательно-

стью PD-L1, представленной в SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 2. В некоторых случаях вариант полипеп-

тида PD-L1 имеет 6 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью PD-

L1, представленной в SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 2. В некоторых случаях вариант полипептида PD-L1 

имеет 7 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью PD-L1, представ-

ленной в SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 2. В некоторых случаях вариант полипептида PD-L1 имеет 8 

аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью PD-L1, представленной в 

SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 2. В некоторых случаях вариант полипептида PD-L1 имеет 9 аминокис-

лотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью PD-L1, представленной в SEQ ID 

NO: 1 или SEQ ID NO: 2. В некоторых случаях вариант полипептида PD-L1 имеет 10 аминокислотных 

замен по сравнению с аминокислотной последовательностью PD-L1, представленной в SEQ ID NO: 1 или 

SEQ ID NO: 2. 

Подходящий вариант PD-L1 включает полипептид, который содержит аминокислотную последова-

тельность имеющую по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по меньшей 

мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности со следующей аминокислотной 

последовательностью: 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asp. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala. В некоторых случаях X представляет собой Arg. 

Подходящий вариант PD-L1 включает полипептид, который содержит аминокислотную последова-

тельность имеющую по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по меньшей 

мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности со следующей аминокислотной 

последовательностью: 
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где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Ile. В некоторых случаях X представ-

ляет собой Asp. 

Подходящий вариант PD-L1 включает полипептид, который содержит аминокислотную последова-

тельность имеющую по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по меньшей 

мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности со следующей аминокислотной 

последовательностью: 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Glu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Arg. 

Варианты CD80 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующего в ТММР по 

данному изобретению, представляет собой вариант полипептида CD80. CD80 дикого типа связывается с 

CD28. CD80 дикого типа также связывается с CD86. 

Аминокислотная последовательность дикого типа эктодомена CD80 человека может быть следую-

щей: 

 
Аминокислотная последовательность CD28 дикого типа может быть следующей: 

 
В некоторых случаях, когда ТММР по данному изобретению содержит вариант полипептида CD80, 

"когнатный ко-иммуномодулирующий полипептид" представляет собой полипептид CD28, содержащий 

аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 5. 

Аминокислотная последовательность CD28 дикого типа может быть следующей: 

 
Аминокислотная последовательность CD28 дикого типа может быть следующей: 

 
В некоторых случаях вариант полипептида CD80 проявляет пониженную аффинность связывания с 

полипептидом CD28 по сравнению с аффинностью связывания полипептида CD80, содержащего амино-

кислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 4, с CD28. Например, в некоторых случа-

ях вариант полипептида CD80 связывает CD28 с аффинностью связывания, которая по меньшей мере на 

10%, по меньшей мере на 15%, по меньшей мере на 20%, по меньшей мере на 25%, по меньшей мере на 

30%, по меньшей мере на 35%, по меньшей мере на 40%, по меньшей мере на 45%, по меньшей мере на 

50%, по меньшей мере на 55% меньше, по меньшей мере на 60% меньше, по меньшей мере на 65% 

меньше, по меньшей мере на 70% меньше, по меньшей мере на 75% меньше, по меньшей мере на 80% 
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меньше, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95% меньше, или более 

чем на 95% меньше, чем аффинность связывания полипептида CD80, содержащего аминокислотную по-

следовательность, представленную в SEQ ID NO: 4, с CD28 (например, полипептидом CD28, содержа-

щим аминокислотную последовательность, представленную в одной из SEQ ID NO: 5, 6 или 7). 

В некоторых случаях вариант полипептида CD80 имеет аффиность связывания с CD28, которая со-

ставляет от 100 нМ до 100 мкМ. В качестве другого примера, в некоторых случаях вариант полипептида 

CD80 по данному изобретению имеет аффинность связывания с CD28 (например, полипептидом CD28, 

содержащим аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 или 

SEQ ID NO: 7), которая составляет от около 100 до 150 нМ, от около 150 до около 200 нМ, от около 200 

до около 250 нМ, от около 250 до около 300 нМ, от около 300 до около 350 нМ, от около 350 до около 

400 нМ, от около 400 до около 500 нМ, от около 500 до около 600 нМ, от около 600 до около 700 нМ, от 

около 700 до около 800 нМ, от около 800 до около 900 нМ, от около 900 до около 1 мкМ, от около 1 до 

около 5 мкМ, от около 5 до около 10 мкМ, от около 10 до около 15 мкМ, от около 15 до около 20 мкМ, от 

около 20 до около 25 мкМ, от около 25 до около 50 мкМ, от около 50 до около 75 мкМ или от около 75 до 

около 100 мкМ. 

В некоторых случаях вариант полипептида CD80 имеет одну аминокислотную замену по сравне-

нию с аминокислотной последовательностью CD80, представленной в SEQ ID NO: 4. В некоторых слу-

чаях вариант полипептида CD80 имеет от 2 до 10 аминокислотных замен по сравнению с аминокислот-

ной последовательностью CD80, представленной в SEQ ID NO: 4. В некоторых случаях вариант поли-

пептида CD80 имеет 2 аминокислотные замены по сравнению с аминокислотной последовательностью 

CD80, представленной в SEQ ID NO: 4. В некоторых случаях вариант полипептида CD80 имеет 3 амино-

кислотные замены по сравнению с аминокислотной последовательностью CD80, представленной в SEQ 

ID NO: 4. В некоторых случаях вариант полипептида CD80 имеет 4 аминокислотные замены по сравне-

нию с аминокислотной последовательностью CD80, представленной в SEQ ID NO: 4. В некоторых слу-

чаях вариант полипептида CD80 имеет 5 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной после-

довательностью CD80, представленной в SEQ ID NO: 4. В некоторых случаях вариант полипептида CD80 

имеет 6 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью CD80, представ-

ленной в SEQ ID NO: 4. В некоторых случаях вариант полипептида CD80 имеет 7 аминокислотных замен 

по сравнению с аминокислотной последовательностью CD80, представленной в SEQ ID NO: 4. В некото-

рых случаях вариант полипептида CD80 имеет 8 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной 

последовательностью CD80, представленной в SEQ ID NO: 4. В некоторых случаях вариант полипептида 

CD80 имеет 9 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью CD80, 

представленной в SEQ ID NO: 4. В некоторых случаях вариант полипептида CD80 имеет 10 аминокис-

лотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью CD80, представленной в SEQ ID 

NO: 4. 

Подходящие варианты CD80 включают полипептид, который содержит аминокислотную последо-

вательность имеющую по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по меньшей 

мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности с одной из следующих аминокис-

лотных последовательностей: 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asn. В некоторых случаях, X пред-

ставляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asn. В некоторых случаях, X пред-

ставляет собой Ala 
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где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Ile. В некоторых случаях X представ-

ляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Lys. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gln. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asp. В некоторых случаях, X пред-

ставляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Leu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Tyr. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gln. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala; 
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В некоторых случаях X представляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Val. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Ile. В некоторых случаях X представ-

ляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Tyr. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asp. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Phe. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala; 

 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Ser. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala; и 
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где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Pro. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala. 

Варианты CD86 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующего в ТММР по 

данному изобретению, представляет собой вариант полипептида CD86. CD86 дикого типа связывается с 

CD28. В некоторых случаях, когда ТММР по данному изобретению содержит вариант полипептида 

CD86, "когнатный ко-иммуномодулирующий полипептид" представляет собой полипептид CD28, со-

держащий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 5. 

Аминокислотная последовательность полного эктодомена CD86 дикого типа человека может быть 

следующей: 

 
Аминокислотная последовательность домена IgV CD86 дикого типа человека может быть следую-

щей: 

 
В некоторых случаях вариант полипептида CD86 проявляет пониженную аффинность связывания с 

полипептидом CD28 по сравнению с аффинностью связывания полипептида CD86, содержащего амино-

кислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 8 или SEQ ID NO: 9 с CD28. Например, в 

некоторых случаях вариант полипептида CD86 связывает CD28 с аффинностью связывания, которая на 

по меньшей мере 10%, на по меньшей мере 15%, на по меньшей мере 20%, на по меньшей мере 25%, на 

по меньшей мере 30%, на по меньшей мере 35%, на по меньшей мере 40%, на по меньшей мере 45%, на 

по меньшей мере 50%, на по меньшей мере 55% меньше, на по меньшей мере, на по меньшей мере 60% 

меньше, на по меньшей мере 65% меньше, на по меньшей мере 70% меньше, на по меньшей мере 75% 

меньше, на по меньшей мере 80% меньше, на по меньшей мере 85%, на по меньшей мере 90%, на по 

меньшей мере 95% меньше или более чем на 95% меньше, чем аффинность связывания полипептида 

CD86, содержащего аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 8 или SEQ ID 

NO: 9, с CD28 (например, полипептидом CD28, содержащим аминокислотную последовательность, 

представленную в одной из SEQ ID NO: 5, 6 или 7). 

В некоторых случаях вариант полипептида CD86 имеет аффиность связывания с CD28, которая со-

ставляет от 100 нМ до 100 мкМ. В качестве другого примера, в некоторых случаях вариант полипептида 

CD86 по данному изобретению имеет аффинность связывания с CD28 (например, полипептидом CD28, 

содержащим аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 5, 6 или 7), которая 

составляет от около 100 до 150 нМ, от около 150 до около 200 нМ, от около 200 до около 250 нМ, от око-

ло 250 до около 300 нМ, от около 300 до около 350 нМ, от около 350 до около 400 нМ, от около 400 до 

около 500 нМ, от около 500 до около 600 нМ, от около 600 до около 700 нМ, от около 700 до около 800 

нМ, от около 800 до около 900 нМ, от около 900 нМ до около 1 мкМ, до около 1 до около 5 мкМ, от око-

ло 5 до около 10 мкМ, от около 10 до около 15 мкМ, от около 15 до около 20 мкМ, от около 20 до около 

25 мкМ, от около 25 до около 50 мкМ, от около 50 до около 75 мкМ или от около 75 до около 100 мкМ. 

В некоторых случаях вариант полипептида CD86 имеет одну аминокислотную замену по сравне-

нию с аминокислотной последовательностью CD86, представленной в SEQ ID NO: 8. В некоторых слу-

чаях вариант полипептида CD86 имеет от 2 до 10 аминокислотных замен по сравнению с аминокислот-

ной последовательностью CD86, представленной в SEQ ID NO: 8. В некоторых случаях вариант поли-

пептида CD86 имеет 2 аминокислотные замены по сравнению с аминокислотной последовательностью 

CD86, представленной в SEQ ID NO: 8. В некоторых случаях вариант полипептида CD86 имеет 3 амино-

кислотные замены по сравнению с аминокислотной последовательностью CD86, представленной в SEQ 

ID NO: 8. В некоторых случаях вариант полипептида CD86 имеет 4 аминокислотные замены по сравне-

нию с аминокислотной последовательностью CD86, представленной в SEQ ID NO: 8. В некоторых слу-

чаях вариант полипептида CD86 имеет 5 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной после-
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довательностью CD86, представленной в SEQ ID NO: 8. В некоторых случаях вариант полипептида CD86 

имеет 6 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью CD86, представ-

ленной в SEQ ID NO: 8. В некоторых случаях вариант полипептида CD86 имеет 7 аминокислотных замен 

по сравнению с аминокислотной последовательностью CD86, представленной в SEQ ID NO: 8. В некото-

рых случаях вариант полипептида CD86 имеет 8 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной 

последовательностью CD86, представленной в SEQ ID NO: 8. В некоторых случаях вариант полипептида 

CD86 имеет 9 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью CD86, 

представленной в SEQ ID NO: 8. В некоторых случаях вариант полипептида CD86 имеет 10 аминокис-

лотные замены по сравнению с аминокислотной последовательностью CD86, представленной в SEQ ID 

NO: 8. 

В некоторых случаях вариант полипептида CD86 имеет одну аминокислотную замену по сравне-

нию с аминокислотной последовательностью CD86, представленной в SEQ ID NO: 9. В некоторых слу-

чаях вариант полипептида CD86 имеет от 2 до 10 аминокислотных замен по сравнению с аминокислот-

ной последовательностью CD86, представленной в SEQ ID NO: 9. В некоторых случаях вариант поли-

пептида CD86 имеет 2 аминокислотные замены по сравнению с аминокислотной последовательностью 

CD86, представленной в SEQ ID NO: 9. В некоторых случаях вариант полипептида CD86 имеет 3 амино-

кислотные замены по сравнению с аминокислотной последовательностью CD86, представленной в SEQ 

ID NO: 9. В некоторых случаях вариант полипептида CD86 имеет 4 аминокислотные замены по сравне-

нию с аминокислотной последовательностью CD86, представленной в SEQ ID NO: 9. В некоторых слу-

чаях вариант полипептида CD86 имеет 5 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной после-

довательностью CD86, представленной в SEQ ID NO: 9. В некоторых случаях вариант полипептида CD86 

имеет 6 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью CD86, представ-

ленной в SEQ ID NO: 9. В некоторых случаях вариант полипептида CD86 имеет 7 аминокислотных замен 

по сравнению с аминокислотной последовательностью CD86, представленной в SEQ ID NO: 9. В некото-

рых случаях вариант полипептида CD86 имеет 8 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной 

последовательностью CD86, представленной в SEQ ID NO: 9. В некоторых случаях вариант полипептида 

CD86 имеет 9 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью CD86, 

представленной в SEQ ID NO: 9. В некоторых случаях вариант полипептида CD86 имеет 10 аминокис-

лотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью CD86, представленной в SEQ ID 

NO: 9. 

Подходящие варианты CD86 включают полипептид, который содержит аминокислотную последо-

вательность имеющую по меньшей мере 90%, по меньшей мере, 95%, по меньшей мере, 98%, по мень-

шей мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности с одной из следующих ами-

нокислотных последовательностей: 

 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asn. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asp. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Тгр. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 
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где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от His. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asn. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asp. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Trp. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от His. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Val. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Val. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gln. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gln. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Phe. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 
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где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Phe. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Leu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Leu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, кроме Tyr. В некоторых случаях X представляет 

собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Tyr. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala; 

 
где первый X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asn, а второй X представляет 

собой любую аминокислоту, отличную от His. В некоторых случаях первый и второй X оба представля-

ют собой Ala 

 
где первый X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asn, а второй X представляет 

собой любую аминокислоту, отличную от His. В некоторых случаях первый и второй X оба представля-

ют собой Ala 

 
где X1 представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asp, а X2 представляет собой любую 

аминокислоту, отличную от His. В некоторых случаях X1 представляет собой Ala, а X1 представляет со-

бой Ala 
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где первый X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asn, а второй X представляет 

собой любую аминокислоту, отличную от His. В некоторых случаях первый и второй X оба представля-

ют собой Ala 

 
где X1 представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asn, X2 представляет собой любую 

аминокислоту, отличную от Asp, а X3 представляет собой любую аминокислоту, отличную от His. В не-

которых случаях X1 представляет собой Ala, X2 представляет собой Ala, а X3 представляет собой Ala и 

 
где X1 представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asn, X2 представляет собой любую 

аминокислоту, отличную от Asp, а X3 представляет собой любую аминокислоту, отличную от His. В не-

которых случаях X1 представляет собой Ala, Х2 представляет собой Ala, а X3 представляет собой Ala. 

Варианты 4-1BBL 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующего в ТММР по 

данному изобретению, представляет собой вариант полипептида 4-1BBL. 4-1BBL дикого типа связыва-

ется с 4-1ВВ (CD137). 

Аминокислотная последовательность 4-1BBL дикого типа может быть следующей: 

 
В некоторых случаях вариант полипептида 4-1BBL представляет собой вариант домена гомологии 

(THD) фактора некроза опухоли (ФНО) 4-1BBL человека. 

Аминокислотная последовательность дикого типа THD 4-1BBL человека может представлять со-

бой, например, одну из SEQ ID NO: 11-13, т.е. следующую: 

 
Аминокислотная последовательность 4-1ВВ дикого типа может быть следующей: 

 
В некоторых случаях, когда ТММР по данному изобретению содержит вариант полипептида 4-

1BBL, "когнатный ко-иммуномодулирующий полипептид" представляет собой полипептид 4-1ВВ, со-
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держащий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 14. 

В некоторых случаях вариант полипептида 4-1BBL проявляет пониженную аффинность связывания 

с полипептидом 4-1ВВ по сравнению с аффинностью связывания полипептида 4-1BBL, содержащего 

аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 10-13. Например, в некоторых слу-

чаях вариант полипептида 4-1BBL по данному изобретению связывает 4-1ВВ с аффинностью связыва-

ния, которая на по меньшей мере 10%, по меньшей мере на 15%, по меньшей мере на 20%, по меньшей 

мере на 25%, по меньшей мере на 30%, по меньшей мере на 35%, по меньшей мере на 40%, по меньшей 

мере 45%, по меньшей мере 50% по меньшей мере 55% меньше по меньшей мере, на 60% меньше, по 

меньшей мере на 65% меньше, по меньшей мере на 70% меньше, по меньшей мере на 75% меньше, по 

меньшей мере на 80% меньше, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 

95% меньше или более чем на 95% меньше, чем аффинность связывания полипептида 4-1BBL, содержа-

щего аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 10-13, с полипептидом 4-1ВВ 

(например, полипептидом 4-1ВВ, содержащим аминокислотную последовательность, представленную в 

одной из SEQ ID NO: 14), при анализе в одинаковых условиях. 

В некоторых случаях вариант полипептида 4-1BBL имеет аффиность связывания с 4-1ВВ, которая 

составляет от 100 нМ до 100 мкМ. В качестве другого примера, в некоторых случаях вариант полипепти-

да 4-1BBL имеет аффинность связывания с 4-1ВВ (например, полипептидом 4-1ВВ, содержащим амино-

кислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14), которая составляет от около 100 до 

150 нМ, от около 150 до около 200 нМ, от около 200 до около 250 нМ, от около 250 до около 300 нМ, от 

около 300 до около 350 нМ, от около 350 до около 400 нМ, от около 400 до около 500 нМ, от около 500 

до около 600 нМ, от около 600 до около 700 нМ, от около 700 до около 800 нМ, от около 800 до около 

900 нМ, от около 900 нМ до около 1 мкМ, от около 1 до около 5 мкМ, от около 5 до около 10 мкМ, от 

около 10 до около 15 мкМ, от около 15 до около 20 мкМ, от около 20 до около 25 мкМ, от около 25 до 

около 50 мкМ, от около 50 до около 75 мкМ или от около 75 до около 100 мкМ. 

В некоторых случаях вариант полипептида 4-1BBL имеет одну аминокислотную замену по сравне-

нию с аминокислотной последовательностью 4-1BBL, представленной в одной из SEQ ID NO: 10 -13. В 

некоторых случаях вариант полипептида 4-1BBL имеет от 2 до 10 аминокислотных замен по сравнению 

с аминокислотной последовательностью 4-1BBL, представленной в одной из SEQ ID NO: 10 -13. В неко-

торых случаях вариант полипептида 4-1BBL имеет 2 аминокислотные замены по сравнению с аминокис-

лотной последовательностью 4-1BBL, представленной в одной из SEQ ID NO: 10 -13. В некоторых слу-

чаях вариант полипептида 4-1BBL имеет 3 аминокислотные замены по сравнению с аминокислотной 

последовательностью 4-1BBL, представленной в одной из SEQ ID NO: 10 -13. В некоторых случаях ва-

риант полипептида 4-1BBL имеет 4 аминокислотные замены по сравнению с аминокислотной последова-

тельностью 4-1BBL, представленной в одной из SEQ ID NO: 10 -13. В некоторых случаях вариант поли-

пептида 4-1BBL имеет 5 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью 

4-1BBL, представленной в одной из SEQ ID NO: 10 -13. В некоторых случаях вариант полипептида 4-

1BBL имеет 6 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью 4-1BBL, 

представленной в одной из SEQ ID NO: 10 -13. В некоторых случаях вариант полипептида 4-1BBL имеет 

7 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью 4-1BBL, представлен-

ной в одной из SEQ ID NO: 10 -13. В некоторых случаях вариант полипептида 4-1BBL имеет 8 амино-

кислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью 4-1BBL, представленной в од-

ной из SEQ ID NO: 10 -13. В некоторых случаях вариант полипептида 4-1BBL имеет 9 аминокислотных 

замен по сравнению с аминокислотной последовательностью 4-1BBL, представленной в одной из SEQ ID 

NO: 10 -13. В некоторых случаях вариант полипептида 4-1BBL имеет 10 аминокислотных замен по срав-

нению с аминокислотной последовательностью 4-1BBL, представленной в одной из SEQ ID NO: 10-13. 

Подходящие варианты 4-1BBL включают полипептид, который содержит аминокислотную после-

довательность имеющую по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по мень-

шей мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности с одной из следующих ами-

нокислотных последовательностей: 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Lys. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 
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где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gln. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Met. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Phe. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gln. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Leu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Val. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gln. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asn. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Val. В некоторых случаях X пред-



047549 

- 41 - 

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Leu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Leu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Ile. В некоторых случаях X представ-

ляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asp. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gly. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Pro. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Leu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Ser. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 
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где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Trp. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Tyr. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Ser. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asp. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Pro. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gly. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Leu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gly. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 
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где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Val. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Ser. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Leu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Thr. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gly. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gly. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Leu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Ser. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 
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где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Tyr. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Glu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asp. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Thr. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Lys. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Glu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Phe. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Phe. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 
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где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gln. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Leu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Glu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Leu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Arg. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Arg. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Val. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Val. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 
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где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gly. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Glu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gly. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Ser. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asp. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Leu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Pro. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Ser. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 
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где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Ser. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Glu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Arg. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asn. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Ser. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Phe. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gln. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Arg. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 
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где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Leu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gly. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Val. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от His. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Leu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от His. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Thr. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Glu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 
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где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Arg. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Arg. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от His. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Trp. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Leu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala; 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Thr. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gln. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gly. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 
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где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Thr. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala и 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Val. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala. 

Варианты IL-2 

В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего полипептида, присутствующего в ТММР по 

данному изобретению, представляет собой вариант полипептида IL-2. IL-2 дикого типа связывается с 

рецептором IL-2 (IL-2R), то есть гетеротримерным полипептидом, содержащим IL-2Rα, IL-2Rβ и IL-2Rγ. 

Аминокислотная последовательность IL-2 дикого типа может быть следующей: 

 
IL2 дикого типа связывается с рецептором IL2 (IL2R) на поверхности клетки. Рецептор IL2 пред-

ставляет собой в некоторых случаях гетеротримерный полипептид, содержащий альфа-цепь (IL-2Rα, 

также называемую CD25), бета-цепь (IL-2Rβ, также называемую CD122) и гамма-цепь (IL-2Rγ, также 

называемую CD132). Аминокислотные последовательности IL-2Rα, IL-2Rβ и IL-2Rγ человека могут 

быть следующими. 
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В некоторых случаях, когда ТММР по данному изобретению содержит вариант полипептида IL-2, 

"когнатный ко-иммуномодулирующий полипептид" представляет собой полипептид IL-2R, содержащий 

полипептид, содержащий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 16, 17 и 18. 

В некоторых случаях вариант полипептида IL-2 проявляет пониженную аффинность связывания с 

полипептидом IL-2R по сравнению с аффинностью связывания полипептида IL-2, содержащего амино-

кислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 15. Например, в некоторых случаях вари-

ант полипептида IL-2 связывает IL-2R с аффинностью связывания, которая на по меньшей мере 10%, по 

меньшей мере на 15%, по меньшей мере на 20%, по меньшей мере на 25%, по меньшей мере на 30%, по 

меньшей мере на 35%, по меньшей мере на 40%, по меньшей мере на 45%, по меньшей мере на 50%, по 

меньшей мере на 55% меньше, по меньшей мере на 60% меньше, по меньшей мере на 65% меньше, по 

меньшей мере на 70% меньше, по меньшей мере на 75% меньше, по меньшей мере на 80% меньше, по 

меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95% меньше, или более чем на 95% 

меньше, чем аффинность связывания полипептида IL-2, содержащего аминокислотную последователь-

ность, представленную в SEQ ID NO: 15, с полипептидом IL-2R (например, полипептидом IL-2R, содер-

жащим полипептид, содержащим аминокислотную последовательность, представленную в одной из SEQ 

ID NO: 16-18), при анализе в одинаковых условиях. 

В некоторых случаях, вариант полипептида IL-2 имеет аффиность связывания с IL-2R, которая со-

ставляет от 100 нМ до 100 мкМ. В качестве другого примера, в некоторых случаях вариант полипептида 

IL-2 имеет аффинность связывания с IL-2R (например, полипептидом IL-2R, содержащим полипептид, 

содержащим аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 16-18), которая со-

ставляет от около 100 до 150 нМ, от около 150 до около 200 нМ, от около 200 до около 250 нМ, от около 

250 до около 300 нМ, от около 300 до около 350 нМ, от около 350 до около 400 нМ, от около 400 до око-

ло 500 нМ, от около 500 до около 600 нМ, от около 600 до около 700 нМ, от около 700 до около 800 нМ, 

от около 800 до около 900 нМ, от около 900 нМ до около 1 мкМ, от около 1 до около 5 мкМ, от около 5 

до около 10 мкМ, от около 10 до около 15 мкМ, от около 15 до около 20 мкМ, от около 20 до около 25 

мкМ, от около 25 до около 50 мкМ, от около 50 до около 75 мкМ или от около 75 до около 100 мкМ. 

В некоторых случаях вариант полипептида IL-2 имеет одну аминокислотную замену по сравнению 

с аминокислотной последовательностью IL-2, представленной в SEQ ID NO: 15. В некоторых случаях 

вариант полипептида IL-2 имеет от 2 до 10 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной по-

следовательностью IL-2, представленной в SEQ ID NO: 15. В некоторых случаях вариант полипептида 

IL-2 имеет 2 аминокислотные замены по сравнению с аминокислотной последовательностью IL-2, пред-

ставленной в SEQ ID NO: 15. В некоторых случаях вариант полипептида IL-2 имеет 3 аминокислотные 

замены по сравнению с аминокислотной последовательностью IL-2, представленной в SEQ ID NO: 15. В 

некоторых случаях вариант полипептида IL-2 имеет 4 аминокислотные замены по сравнению с амино-

кислотной последовательностью IL-2, представленной в SEQ ID NO: 15. В некоторых случаях вариант 

полипептида IL-2 имеет 5 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью 

IL-2, представленной в SEQ ID NO: 15. В некоторых случаях вариант полипептида IL-2 имеет 6 амино-

кислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью IL-2, представленной в SEQ ID 

NO: 15. В некоторых случаях вариант полипептида IL-2 имеет 7 аминокислотных замен по сравнению с 

аминокислотной последовательностью IL-2, представленной в SEQ ID NO: 15. В некоторых случаях ва-
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риант полипептида IL-2 имеет 8 аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной последователь-

ностью IL-2, представленной в SEQ ID NO: 15. В некоторых случаях вариант полипептида IL-2 имеет 9 

аминокислотных замен по сравнению с аминокислотной последовательностью IL-2, представленной в 

SEQ ID NO: 15. В некоторых случаях вариант полипептида IL-2 имеет 10 аминокислотных замен по 

сравнению с аминокислотной последовательностью IL-2, представленной в SEQ ID NO: 15. 

Подходящие варианты IL-2 включают полипептид, который содержит аминокислотную последова-

тельность имеющую по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 98%, по меньшей 

мере 99 или 100% идентичности аминокислотной последовательности с одной из следующих аминокис-

лотных последовательностей: 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Phe. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asp. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Glu. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от His. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от His. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala. В некоторых случаях X представляет собой Arg. В некоторых случаях X представля-

ет собой Asn. В некоторых случаях X представляет собой Asp. В некоторых случаях X представляет со-

бой Cys. В некоторых случаях X представляет собой Glu. В некоторых случаях X представляет собой 

Gln. В некоторых случаях X представляет собой Gly. В некоторых случаях X представляет собой Ile. В 

некоторых случаях X представляет собой Lys. В некоторых случаях X представляет собой Leu. В некото-

рых случаях X представляет собой Met. В некоторых случаях X представляет собой Phe. В некоторых 

случаях X представляет собой Pro. В некоторых случаях X представляет собой Ser. В некоторых случаях 

X представляет собой Thr. В некоторых случаях X представляет собой Tyr. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Trp. В некоторых случаях X представляет собой Val 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Tyr. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 

 
где X представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gln. В некоторых случаях X пред-

ставляет собой Ala 
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где X1 представляет собой любую аминокислоту, отличную от His, и где X2 представляет собой лю-

бую аминокислоту, отличную от Phe. В некоторых случаях X1 представляет собой Ala. В некоторых слу-

чаях X2 представляет собой Ala. В некоторых случаях X1 представляет собой Ala, а X2 представляет со-

бой Ala 

 
где X1 представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asp; и где X2 представляет собой 

любую аминокислоту, отличную от Phe. В некоторых случаях X1 представляет собой Ala. В некоторых 

случаях X2 представляет собой Ala. В некоторых случаях X1 представляет собой Ala, а X2 представляет 

собой Ala; 

 
где X1 представляет собой любую аминокислоту, отличную от Glu; где X2 представляет собой лю-

бую аминокислоту, отличную от Asp; и где X3 представляет собой любую аминокислоту, отличную от 

Phe. В некоторых случаях X1 представляет собой Ala. В некоторых случаях Х2 представляет собой Ala. В 

некоторых случаях X3 представляет собой Ala. В некоторых случаях, X1 представляет собой Ala, X2 

представляет собой Ala, а X3 представляет собой Ala 

 
где X1 представляет собой любую аминокислоту, отличную от His; где X2 представляет собой лю-

бую аминокислоту, отличную от Asp; и где X3 представляет собой любую аминокислоту, отличную от 

Phe. В некоторых случаях X1 представляет собой Ala. В некоторых случаях Х2 представляет собой Ala. В 

некоторых случаях X3 представляет собой Ala. В некоторых случаях X1 представляет собой Ala, X2 пред-

ставляет собой Ala, а X3 представляет собой Ala 

 
где X1 представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asp; где X2 представляет собой лю-

бую аминокислоту, отличную от Phe; и где X3 представляет собой любую аминокислоту, отличную от 

Gln. В некоторых случаях X1 представляет собой Ala. В некоторых случаях Х2 представляет собой Ala. В 

некоторых случаях X3 представляет собой Ala. В некоторых случаях X1 представляет собой Ala, X2 

представляет собой Ala, а X3 представляет собой Ala 

 
где X1 представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asp; где X2 представляет собой лю-

бую аминокислоту, отличную от Phe; и где X3 представляет собой любую аминокислоту, отличную от 

Tyr. В некоторых случаях X1 представляет собой Ala. В некоторых случаях X2 представляет собой Ala. В 

некоторых случаях X3 представляет собой Ala. В некоторых случаях X1 представляет собой Ala, X2 

представляет собой Ala, а X3 представляет собой Ala 

 
где X1 представляет собой любую аминокислоту, отличную от His; где X2 представляет собой лю-

бую аминокислоту, отличную от Asp; где X3 представляет собой любую аминокислоту, отличную от Phe; 

и где Х4 представляет собой любую аминокислоту, отличную от Tyr. В некоторых случаях X1 представ-

ляет собой Ala. В некоторых случаях X2 представляет собой Ala. В некоторых случаях X3 представляет 
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собой Ala. В некоторых случаях Х4 представляет собой Ala. В некоторых случаях X1 представляет собой 

Ala, X2 представляет собой Ala, X3 представляет собой Ala, a X4 представляет собой Ala 

 
где X1 представляет собой любую аминокислоту, отличную от Asp; где X2 представляет собой лю-

бую аминокислоту, отличную от Phe; где X3 представляет собой любую аминокислоту, отличную от Tyr; 

и где Х4 представляет собой любую аминокислоту, отличную от Gln. В некоторых случаях X1 представ-

ляет собой Ala. В некоторых случаях X2 представляет собой Ala. В некоторых случаях X3 представляет 

собой Ala. В некоторых случаях Х4 представляет собой Ala. В некоторых случаях X1 представляет собой 

Ala, X2 представляет собой Ala, X3 представляет собой Ala, a X4 представляет собой Ala 

 
где X1 представляет собой любую аминокислоту, отличную от His; где X2 представляет собой лю-

бую аминокислоту, отличную от Asp; где X3 представляет собой любую аминокислоту, отличную от Phe; 

где Х4 представляет собой любую аминокислоту, отличную от Tyr; и где Х5 представляет собой любую 

аминокислоту, отличную от Gln. В некоторых случаях X1 представляет собой Ala. В некоторых случаях 

X2 представляет собой Ala. В некоторых случаях X3 представляет собой Ala. В некоторых случаях Х4 

представляет собой Ala. В некоторых случаях X5 представляет собой Ala. В некоторых случаях X1 пред-

ставляет собой Ala, X2 представляет собой Ala, X3 представляет собой Ala, X4 представляет собой Ala, a 

X5 представляет собой Ala и 

 
где X1 представляет собой любую аминокислоту, отличную от His; где X2 представляет собой лю-

бую аминокислоту, отличную от Phe; и где X3 представляет собой любую аминокислоту, отличную от 

Gln. В некоторых случаях X1 представляет собой Ala. В некоторых случаях Х2 представляет собой Ala. В 

некоторых случаях X3 представляет собой Ala. В некоторых случаях X1 представляет собой Ala, X2 пред-

ставляет собой Ala, а X3 представляет собой Ala. 

Дополнительные полипептиды 

Полипептидная цепь мультимерного полипептида по данному изобретению может содержать один 

или несколько полипептидов в дополнение к тем, которые описаны выше. Подходящие дополнительные 

полипептиды включают эпитопные метки и аффинные домены. Один или более дополнительных поли-

пептидов могут быть включены на N-конце полипептидной цепи мультимерного полипептида, на С-

конце полипептидной цепи мультимерного полипептида или внутри полипептидной цепи мультимерного 

полипептида. 

Эпитопная метка 

Подходящие эпитопные метки включают, но не ограничиваются ими, hemagglutinin (НА; например, 

 (например,  ); c-myc (например, 

), и тому подобные. 

Домен аффинности 

Домены аффинности включают пептидные последовательности, которые могут взаимодействовать 

с партнером по связыванию, например, таким как иммобилизованный на твердой подложке, полезным 

для идентификации или очистки. Последовательности ДНК, кодирующие несколько последовательных 

отдельных аминокислот, таких как гистидин, при слиянии с экспрессированным белком, могут быть ис-

пользованы для одностадийной очистки рекомбинантного белка путем связывания с высокой аффинно-

стью с колонкой со смолой, такой как никел-сефароза. Типичные аффинные домены включают 

 
глутатион-S-трансферазу (GST), тиоредоксинредуктазу, домен связывания целлюлозы, 

 хитин-связывающий домен, S-пептид, пептид Т7, 

домен SH2, С-концевая РНК-метка,  связывающие металл 

домены, например цинксвязывающие домены или кальцийсвязывающие домены, такие как домены из 
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кальцийсвязывающих белков, например, кальмодулина, тропонина С, кальцийнейрина В, легкой цепи 

миозина, рековерина, S-модулина, визинина, VILIP, нейрокальцина, гиппокальцина, фрекенина, кальтра-

цина, большой субъединицы кальпаина, белков S100, парвальбумина, кальбиндина D9K, кальбиндина 

D28K и кальретинина, интеины, биотин, стрептавидин, MyoD, Id, последовательности лейциновой мол-

нии и мальтозосвязывающий белок. 

Конъюгаты с лекарственным средством 

Полипептидная цепь мультимерного полипептида по данному изобретению может содержать низ-

комолекулярное лекарственное средство, связанное (например, ковалентно присоединенное) с полипеп-

тидной цепью. Например, когда мультимерный полипептид по данному изобретению содержит полипеп-

тид Fc, полипептид Fc может содержать ковалентно связанное низкомолекулярное лекарственное сред-

ство. В некоторых случаях низкомолекулярное лекарственное средство представляет собой химиотера-

певтический агент против рака, например цитотоксический агент. Полипептидная цепь мультимерного 

полипептида по данному изобретению может содержать цитотоксический агент, связанный (например, 

ковалентно связанный) с полипептидной цепью. Например, когда мультимерный полипептид по данному 

изобретению содержит полипептид Fc, полипептид Fc может содержать ковалентно связанный цитоток-

сицеский агент. Цитотоксические агенты включают пролекарства. 

Лекарственное средство (например, химиотерапевтический противораковый агент) может быть свя-

зано прямо или косвенно с полипептидной цепью мультимерного полипептида по данному изобретению. 

Например, когда мультимерный полипептид по данному изобретению содержит полипептид Fc, лекарст-

венное средство (например, химиотерапевтический противораковый агент) может быть связано прямо 

или косвенно с полипептидом Fc. Прямая связь может включать связь непосредственно с боковой цепью 

аминокислоты. Косвенная связь может быть связана через линкер. Лекарственное средство (например, 

химиотерапевтический противораковый агент) может быть связано с полипептидной цепью (например, 

полипептидом Fc) мультимерного полипептида по данному изобретению через тиоэфирную связь, амид-

ную связь, карбаматную связь, дисульфидную связь или эфирную связь. 

Линкеры включают расщепляемые линкеры и нерасщепляемые линкеры. В некоторых случаях лин-

кер представляет собой расщепляемый протеазой линкер. Подходящие линкеры включают, например, 

пептиды (например, длиной от 2 до 10 аминокислот; например, длиной 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 амино-

кислот), алкильные цепи, поли (этиленгликоль), дисульфидные группы, тиоэфирные группы, кислотола-

бильные группы, фотолабильные группы, пептидазлабильные группы и эстеразные лабильные группы. 

Неограничивающими примерами подходящих линкеров являются: i) N-сукцинимидил-[(N-

малеимидпропионамид)-тетраэтиленгликол]эстер (NHS-PEG4-малеимидин); ii) N-сукцинимидил-4-(2-

пиридилдитио)бутаноат (SPDB); N-сукцинимидил 4-(2-пиридилдитио)2-сульфбутаноат (сульф-SPDB); 

N-сукцинимидил 4-(2-пиридилдитио) пентаноат (SPP); N-сукцинимидил-4-(N-малеимидметил)-

циклогексан-1-карбокси-(6-амидокапроат) (LC-SMCC); κ-малеимидундеканодная кислота N-

сукцинимидиловый эфир (KMUA); γ-малеимид-масляная кислота N-сукцинимидиловый эфир (GMBS); ε-

малеимидокапроновая кислота N-гидроксисукцинимидный эфир (EMCS); m-малеимид бензоил-N-

гидроксисукцинимидный эфир (MBS); N-(α-малеимидацетокси)-сукцинимидный эфир (AMAS); сукци-

нимидил-6-(β-малеимидпропионамид)гексаноат (SMPH); N-сукцинимидил 4-(β-малеимидфенил)бутират 

(SMPB); N-(β-малеимидфенил)изоцианат (PMPI); N-сукцинимидил 4(2-пиридилтио)пентаноат (SPP); N-

сукцинимидил(4-йод-ацетил)аминобензоат (SIAB); 6-малеимидкапроил (МС); малеимидпропаноил (МР); 

р-аминобензилоксткарбонил (РАВ); N-сукцинимидил 4-(малеимидметил)циклогексанкарбоксилат 

(SMCC); N-сукцинимидил-4-(N-малеимидметил)-циклогексан-1-карбокси-(6-амидкапроат), "длинноце-

почечный" аналог SMCC (LC-SMCC); N-сукцинимидиловый эфир 3-малеимидпропановой кислоты 

(BMPS); N-сукцинимидил йодацетат (SIA); N-сукцинимидил бромацетат (SBA) и N-сукцинимидил 3-

(бромацетомид)пропионат (SBAP). 

Полипептид (например, полипептид Fc) может быть модифицирован сшивающими реагентами, та-

кими как сукцинимидил-4-(N-малеимидометил)-циклогексан-1-карбоксилат (SMCC), сульфо-SMCC, ма-

леимидбензоил-N-гидроксисукцинимидный эфир (MBS), сульфо-MBS или сукцинимидил-йодацетат, как 

описано в литературе, для введения 1-10 реакционноспособных групп. Затем модифицированный поли-

пептид Fc реагирует с тиолсодержащим цитотоксическим агентом с образованием конъюгата. 

Например, когда мультимерный полипептид по данному изобретению содержит полипептид Fc, 

причем полипептидная цепь, содержащая полипептид Fc, может иметь формулу (A)-(L)-(C), где (А) 

представляет собой полипептидную цепь, содержащую полипептид Fc; где (L), если присутствует, явля-

ется линкером; и где (С) представляет собой цитотоксический агент. (L), если присутствует, связывает 

(А) с (С). В некоторых случаях полипептидная цепь, содержащая полипептид Fc, может содержать более 

одного цитотоксического агента (например, 2, 3, 4 или 5 или более 5 цитотоксических агентов). 

Подходящие лекарственные средства включают, например, рапамицин. Подходящие лекарственные 

средства включают, например, ретиноиды, такие как полностью транс-ретиноевая кислота (ATRA); ви-

тамин D3; аналог витамина D3; и тому подобное. Как отмечено выше, в некоторых случаях лекарствен-

ное средство представляет собой цитотоксический агент. Цитотоксические агенты известны в данной 
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области техники. Подходящим цитотоксическим агентом может быть любое соединение, которое приво-

дит к гибели клетки или вызывает гибель клетки, или каким-либо образом снижает жизнеспособность 

клеток и включает, например, мейтанзиноиды и аналоги майтанзиноидов, бензодиазепины, таксоиды, 

аналоги СС-1065 и СС -1065, дуокармицины и аналоги дуокармицина, энедиины, таких как калихеами-

цины, аналоги доластатина и доластатина, в том числе ауристатины, производные томаймицина, произ-

водные лептомицина, метотрексат, цисплатин, карбоплатин, даунорубицин, митохлоруксусный спирт, 

цуклофинсульфин, моринцилсульфин, моринфинцилоксин, моринфинцилоксин, молибуцин, рифинсуль-

фин, цикоцилфосфин, моринцилсульфин, моринхолуксин, моринфинцил, альбумин, моринфуцин, хлор-

гин, хлоргин, рифин, хлоргин, рифин, хлоргинцин, молибуксин, цилоксин, хлоргинцин, альфа-

хинсульфин доксорубицин. 

Например, в некоторых случаях цитотоксический агент представляет собой соединение, которое 

ингибирует образование микротрубочек в эукариотических клетках. Такие агенты включают, например, 

мейтансиноид, бензодиазепин, таксоид, СС-1065, дуокармицин, аналог дуокармицина, калихеамицин, 

доластатин, аналог доластатина, ауристатин, томаймицин и лептомицин или пролекарство любого из 

вышеперечисленных. Майтанзиноидные соединения включают, например, N(2')-деацетил-N(2')-(3-

меркапто-1-оксопропил)мейтанзин (DM1); N(2')-деацетил-N(2')-(4-меркапто-1-оксопентил)мейтанзин 

(DM3) и N(2')-деацетил-N2-(4-меркапто-4-метил-1-оксопентил)мейтанзин (DM4). Бензодиазепины вклю-

чают, например, индолинобензодиазепины и оксазолидинобензодиазепины. 

Цитотоксические агенты включают таксол; цитохалазин В; грамицидин D; этидиум бромид; эме-

тин; митомицин; этопосид; тенопсид; винкристин; винбластин; колхицин; доксорубицин; даунорубицин; 

дигидрокси антрациндион; майтанзин или его аналог или производное; ауристатин или функциональный 

пептидный аналог или его производное; доластатин 10 или 15, или его аналог; иринотекан или его ана-

лог; митоксантрон; митрамицин; актиномицин D; 1-дегидротестостерон; глюкокортикоид; прокаин; тет-

ракаин; лидокаин; пропранолол; пуромицин; калихеамицин или его аналог или производное; антимета-

болит; 6 меркаптопурин; 6 тиогуанин; цитарабин; флударабин; 5 фторурацил; декарбазин; гидроксимо-

чевина; аспарагиназа; гемцитабин; кладрибин; алкилирующий агент; производное платины; дуокарми-

цин А; дуокармицин SA; рахелмицин (СС-1065) или его аналог или производное; антибиотик; пир-

рол[2,1-с][1,4]-бензодиазепины (PDB); дифтерийный токсин; рицин-токсин; холерный токсин; Шигапо-

добный токсин; токсин LT; токсин С3; Шига токсин; токсин коклюша; столбнячный токсин; соевый ин-

гибитор протеазы Боумана-Бирка; экзотоксин Pseudomonas; алорин; сапорин; модекцин; геланин; А-цепь 

абрина; А-цепь модекцина; альфа-сарцин; белки Aleurites fordii; белки диантина; белки Phytolacca ameri-

cana; ингибитор момордики харансткой; курцин; кротин; ингибиторы мыльнянки лекарственной; гело-

нин; митогеллин; рестриктоцин; феномицин; токсины эномицина; рибонуклеазы (РНКазы); ДНКазы I; 

стафилококковый энтеротоксин А; противовирусный белок фитолакки; дифтерийный токсин и эндоток-

син Pseudomonas. 

Способы получения мультимерного модулирующего Т-клетки полипептида 

В данном изобретении предложен способ получения ТММР, содержащего один или более вариан-

тов иммуномодулирующих полипептидов, которые проявляют уменьшенную аффинность к когнатному 

ко-иммуномодулирующему полипептиду по сравнению с аффинностью соответствующего родительско-

го иммуномодулирующего полипептида дикого типа к ко-иммуномодулирующему полипептиду, вклю-

чающий: А) создание библиотеки ТММР, содержащей множество элементов, причем каждый элемент 

содержит: а) первый полипептид, содержащий: i) эпитоп и ii) первый основной полипептид ГКГС, и b) 

второй полипептид, содержащий: i) второй полипептид ГКГС; и ii) необязательно полипептид Fc Ig или 

каркас не от Ig, причем каждый элемент содержит разный вариант иммуномодулирующего полипептида 

на первом полипептиде, втором полипептиде или как на первом, так и на втором полипептиде; В) опре-

деление аффинности каждого элемента библиотеки с когнатным ко-иммуномодулирующим полипепти-

дом и С) выбор элемента, который проявляет пониженную аффинность с когнатным ко-

иммуномодулирующим полипептидом. В некоторых случаях, аффинность определяют с помощью био-

слойной интерферометрии (BLI) с использованием очищенных элементов библиотеки ТММР и когнат-

ного ко-иммуномодулирующего полипептида. Методы BLI хорошо известны специалистам в данной 

области техники. Анализ BLI описан выше. См., например, Lad et al. (2015) J. Biomol. Screen. 20(4): 498-

507 и Shah and Duncan (2014) J. Vis. Exp. 18:e51383. 

В данном изобретении предложен способ получения ТММР, который проявляет селективное связы-

вание с Т-клеткой, включающий: А) создание библиотеки ТММР, содержащей множество элементов, 

причем каждый элемент содержит: а) первый полипептид, содержащий: i) эпитоп; и ii) первый полипеп-

тид ГКГС; и b) второй полипептид, содержащий: i) второй полипептид ГКГС; и ii) необязательно поли-

пептид Fc иммуноглобулина (Ig) или каркас не от Ig, причем каждый элемент включает другой вариант 

иммуномодулирующего полипептида на первом полипептиде, втором полипептиде, или как на первом, 

так и на втором полипептиде, при этом вариант иммуномодулирующего полипептида отличается по 

аминокислотной последовательности 1-10 аминокислотами от родительского иммуномодулирующего 

полипептида дикого типа; 

В) приведение в контакт элемента библиотеки ТММР с Т-клеткой-мишенью, экспрессирующей на 
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своей поверхности: i) когнатный ко-иммуномодулирующий полипептид, который связывает родитель-

ский иммуномодулирующий полипептид дикого типа; и ii) Т-клеточный рецептор, который связывается 

с эпитопом, причем член библиотеки ТММР содержит метку эпитопа, так, что элемент библиотеки 

ТММР связывается с Т-клеткой-мишенью; С) приведение в контакт элемента библиотеки ТММР, связы-

вающегося с Т-клеткой-мишенью с помощью флуоресцентно меченного связывающего агента, который 

связывается с меткой эпитопа, создание комплекса элемент библиотеки ТММР/Т-клетка-

мишень/связывающий агент; D) измерение средней интенсивности флуоресценции (MFI) комплекса эле-

мент библиотеки ТММР/Т-клетка-мишень/связывающий агент с использованием проточной цитометрии, 

при этом MFI, измеряемая в диапазоне концентраций элемента библиотеки ТММР, обеспечивает меру 

аффинность и очевидной авидности; и Е) выбор элемента библиотеки ТММР, который выборочно свя-

зывает Т-клетку мишень, по сравнению со связыванием члена библиотеки ТММР с контрольной Т-

клеткой, которая содержит: i) когнатный иммуномодулирующий полипептид, который связывает роди-

тельский иммуномодулирующий полипептид дикого типа; и ii) Т-клеточный рецептор, который связыва-

ется с эпитопом, отличным от эпитопа, присутствующего в элементе библиотеки ТММР. В некоторых 

случаях элемент библиотеки ТММР, который идентифицирован как избирательно связывающийся с Т-

клеткой-мишенью, выделяются из библиотеки. 

В некоторых случаях родительские пары иммуномодулирующего полипептида дикого типа и ког-

натного иммуномодулирующего полипептида выбирают из: 

IL-2 и рецептора IL-2; 

4-1BBL и 4-1ВВ; 

PD-L1 и PD-1; 

CD70 и CD27; 

TGFβ и рецептора TGFβ; 

CD80 и CD28; 

CD86 и CD28; 

OX40L и ОХ40; 

FasL и Fas; 

ICOS-L и ICOS; 

ICAM и LFA-1; 

JAG1 и Notch; 

JAG1 и CD46; 

CD80 и CTLA4 и 

CD86 и CTLA4. 

В данном изобретении предложен способ получения ТММР, содержащего один или более вариан-

тов иммуномодулирующих полипептидов, которые проявляют пониженную аффинность к когнатному 

ко-иммуномодулирующему полипептиду по сравнению с аффинностью соответствующего родительско-

го иммуномодулирующего полипептида дикого типа к ко-иммуномодулирующему полипептиду, вклю-

чающий отбор из библиотеки ТММР, включающей множество элементов, элемента, который проявляет 

пониженную аффинность к когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду, причем множество 

элементов содержит: а) первый полипептид, содержащий: i) эпитоп; ii) первый полипептид ГКГС; и b) 

второй полипептид, содержащий: i) второй полипептид ГКГС; ii) необязательно полипептид Fc Ig или 

каркас не от Ig, при этом элементы библиотеки содержат множество вариантов иммуномодулирующего 

полипептида, присутствующего в первом полипептиде, во втором полипептиде или как в первом, так и 

во втором полипептиде. В некоторых случаях этап отбора включает определение аффинности с исполь-

зованием биослойной интерферометрии связывания между элемантами библиотеки ТММР и когнатным 

ко-иммуномодулирующим полипептидом. В некоторых случаях ТММР является таким, как описанный 

выше. 

В некоторых случаях способ дополнительно включает: а) приведение в контакт выбранного эле-

мента библиотеки ТММР с Т-клеткой-мишенью, экспрессирующей на своей поверхности: i) когнатный 

ко-иммуномодулирующий полипептид, который связывает родительский иммуномодулирующий поли-

пептид дикого типа; и ii) T-клеточный рецептор, который связывается с эпитопом, причем элемент биб-

лиотеки ТММР содержит метку эпитопа, так что эелемент библиотеки ТММР связывается с Т-клеткой-

мишенью; b) приведение в контакт выбранного элемента библиотеки ТММР с Т-клеткой-мишенью с 

флуоресцентно меченным связывающим агентом, который связывается с меткой эпитопа, создавая ком-

плекс выбранный элемент библиотеки ТММР/Т-клетка-мишень/связывающий агент; и с) измерение 

средней интенсивности флуоресценции (MFI) комплекс выбранный элемент библиотеки ТММР/Т-

клетка-мишень/связывающий агент с использованием проточной цитометрии, при этом MFI, измеренная 

в диапазоне концентраций выбранного элемента библиотеки ТММР, обеспечивает измерение аффинно-

сти и кажущейся авидности. Выбранный элемент библиотеки ТММР, который специфически связывает-

ся с Т-клеткой мишенью, по сравнению со связыванием элемента библиотеки ТММР с контрольной Т-

клеткой мишенью, содержащей: i) когнатный иммуномодулирующий полипептид, который связывает 

родительский иммуномодулирующий полипептид дикого типа; и ii) T-клеточный рецептор, который свя-
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зывается с эпитопом, отличным от эпитопа, присутствующего в элементе библиотеки ТММР, идентифи-

цируют как селективное связывание с Т-клеткой-мишенью. В некоторых случаях связывающий агент 

представляет собой антитело, специфичное к метке эпитопа. В некоторых случаях вариант иммуномоду-

лирующего полипептида содержит от 1 до 20 аминокислотных замен (например, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 

11, 12, 13, 14, 15, 16 17, 18, 19 или 20 аминокислотных замен) по сравнению с соответствующим роди-

тельским иммуномодулирующим полипептидом дикого типа. В некоторых случаях ТММР содержит два 

варианта иммуномодулирующих полипептидов. В некоторых случаях два варианта иммуномодулирую-

щих полипептидов содержат одинаковую аминокислотную последовательность. В некоторых случаях 

первый полипептид содержит один из двух вариантов иммуномодулирующих полипептидов, и при этом 

второй полипептид содержит второй из двух вариантов иммуномодулирующих полипептидов. В некото-

рых случаях два варианта иммуномодулирующих полипептидов находятся в одной и той же полипеп-

тидной цепи ТММР. В некоторых случаях два варианта иммуномодулирующих полипептидов находятся 

в первой полипептидной цепи ТММР. В некоторых случаях два варианта иммуномодулирующих поли-

пептидов находятся во второй полипептидной цепи ТММР. 

В некоторых случаях способ дополнительно включает выделение выбранного элемента библиотеки 

ТММР из библиотеки. В некоторых случаях способ дополнительно включает обеспечение нуклеиновой 

кислоты, содержащей нуклеотидную последовательность, кодирующую выбранный элемент библиотеки 

ТММР. В некоторых случаях нуклеиновая кислота присутствует в рекомбинантном векторе экспрессии. 

В некоторых случаях нуклеотидная последовательность функционально связана с элементом контроля 

транскрипции, который функционирует в эукариотической клетке. В некоторых случаях способ допол-

нительно включает введение нуклеиновой кислоты в эукариотическую клетку-хозяина и культивирова-

ние клетки в жидкой среде для синтеза кодированного выбранного элемента библиотеки ТММР в клетке. 

В некоторых случаях способ дополнительно включает выделение синтезированного выбранного элемен-

та библиотеки ТММР из клетки или из жидкой культуральной среды, содержащей клетку. В некоторых 

случаях выбранный элемент библиотеки ТММР содержит полипептид Fc Ig. В некоторых случаях способ 

дополнительно включает конъюгирование лекарственного средства с полипептидом Fc Ig. В некоторых 

случая, лекарственное средство представляет собой цитотоксических агент, выбранный из мейтансинои-

да, бензодиазепина, таксоида, СС-1065, дуокармицина, аналога дуокармицина, калихеамицина, доласта-

тина, аналога доластатина, ауристатина, томаймицина и лептомицина или пролекарства любого из вы-

шеперечисленных. В некоторых случаях лекарственное средство представляет собой ретиноид. В неко-

торых случаях родительский иммуномодулирующий полипептид дикого типа и когнатные иммуномоду-

лирующие полипептиды выбирают из IL-2 и рецептора IL-2; 4-1BBL и 4-1ВВ; PD-L1 и PD-1; CD70 и 

CD27; TGFβ и рецептора TGFβ; CD80 и CD28; CD86 и CD28; OX40L и ОХ40; FasL и Fas; ICOS-L и 

ICOS; ICAM и LFA-1; JAG1 и Notch; JAG1 и CD46; CD80 и CTLA4, и CD86 и CTLA4. 

В данном изобретении предложен способ получения ТММР, содержащего один или более вариан-

тов иммуномодулирующих полипептидов, которые проявляют сниженную аффинность к когнатному ко-

иммуномодулирующему полипептиду по сравнению с аффинностью соответствующего родительского 

иммуномодулирующего полипептида дикого типа к ко-иммуномодулирующему полипептиду, вклю-

чающий: А) обеспечение библиотеки ТММР, содержащей множество элементов, причем множество эле-

ментов содержит: а) первый полипептид, содержащий: i) эпитоп и ii) первый основной полипептид 

ГКГС, и b) второй полипептид, содержащий: i) второй полипептид ГКГС; и ii) необязательно полипептид 

Fc Ig или каркас не от Ig, причем элементы библиотеки содержат разные варианты иммуномодулирую-

щего полипептида, представленного в первом полипептиде, втором полипептиде или как на первом, так 

и на втором полипептиде; и В) выбор из библиотеки элемента, который проявляет пониженную аффин-

ность с когнатным ко-иммуномодулирующим полипептидом. В некоторых случаях этап отбора включает 

определение аффинности с использованием биослойной интерферометрии связывания между элемента-

ми библиотеки ТММР и когнатным ко-иммуномодулирующим полипептидом. В некоторых случаях 

ТММР является таким, как описанный выше. 

В некоторых случаях способ дополнительно включает: а) приведение в контакт выбранного эле-

мента библиотеки ТММР с Т-клеткой-мишенью, экспрессирующей на своей поверхности: i) когнатный 

ко-иммуномодулирующий полипептид, который связывает родительский иммуномодулирующий поли-

пептид дикого типа; и ii) T-клеточный рецептор, который связывается с эпитопом, причем элемент биб-

лиотеки ТММР содержит метку эпитопа, так что элемент библиотеки ТММР связывается с Т-клеткой-

мишенью; b) приведение в контакт выбранного элемента библиотеки ТММР с Т-клеткой-мишенью с 

флуоресцентно меченным связывающим агентом, который связывается с меткой эпитопа, создавая ком-

плекс выбранный член библиотеки ТММР/Т-клетка-мишень/связывающий агент; и с) измерение средней 

интенсивности флуоресценции (MFI) комплекс выбранный член библиотеки ТММР/Т-клетка-

мишень/связывающий агент с использованием проточной цитометрии, при этом MFI, измеренная в диа-

пазоне концентраций выбранного члена библиотеки ТММР, обеспечивает измерение аффинности и ка-

жущейся авидности. Выбранный член библиотеки ТММР, который специфически связывается с Т-

клеткой мишенью, по сравнению со связыванием члена библиотеки ТММР с контрольной Т-клеткой 

мишенью, содержащей: i) когнатный иммуномодулирующий полипептид, который связывает родитель-
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ский иммуномодулирующий полипептид дикого типа; и ii) Т-клеточный рецептор, который связывается 

с эпитопом, отличным от эпитопа, присутствующего в члене библиотеки ТММР, идентифицируют как 

селективное связывание с Т-клеткой-мишенью. В некоторых случаях связывающий агент представляет 

собой антитело, специфичное к метке эпитопа. В некоторых случаях вариант иммуномодулирующего 

полипептида содержит от 1 до 20 аминокислотных замен (например, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 

14, 15, 16 17, 18, 19 или 20 аминокислотных замен) по сравнению с соответствующим родительским им-

муномодулирующим полипептидом дикого типа. В некоторых случаях ТММР содержит два варианта 

иммуномодулирующих полипептидов. В некоторых случаях два варианта иммуномодулирующих поли-

пептидов содержат одинаковую аминокислотную последовательность. В некоторых случаях первый по-

липептид содержит один из двух вариантов иммуномодулирующих полипептидов, и при этом второй 

полипептид содержит второй из двух вариантов иммуномодулирующих полипептидов. В некоторых 

случаях два варианта иммуномодулирующих полипептидов находятся в одной и той же полипептидной 

цепи ТММР. В некоторых случаях два варианта иммуномодулирующих полипептидов находятся в пер-

вой полипептидной цепи ТММР. В некоторых случаях два варианта иммуномодулирующих полипепти-

дов находятся во второй полипептидной цепи ТММР. 

В некоторых случаях способ дополнительно включает выделение выбранного члена библиотеки 

ТММР из библиотеки. В некоторых случаях способ дополнительно включает обеспечение нуклеиновой 

кислоты, содержащей нуклеотидную последовательность, кодирующую выбранный член библиотеки 

ТММР. В некоторых случаях нуклеиновая кислота присутствует в рекомбинантном векторе экспрессии. 

В некоторых случаях нуклеотидная последовательность функционально связана с элементом контроля 

транскрипции, который функционирует в эукариотической клетке. В некоторых случаях способ допол-

нительно включает введение нуклеиновой кислоты в эукариотическую клетку-хозяина и культивирова-

ние клетки в жидкой среде для синтеза кодированного выбранного члена библиотеки ТММР в клетке. В 

некоторых случаях способ дополнительно включает выделение синтезированного выбранного члена 

библиотеки ТММР из клетки или из жидкой культуральной среды, содержащей клетку. В некоторых 

случаях выбранный член библиотеки ТММР содержит полипептид Fc Ig. В некоторых случаях способ 

дополнительно включает конъюгирование лекарственного средства с полипептидом Fc Ig. В некоторых 

случая, лекарственное средство представляет собой цитотоксических агент, выбранный из мейтансинои-

да, бензодиазепина, таксоида, СС-1065, дуокармицина, аналога дуокармицина, калихеамицина, доласта-

тина, аналога доластатина, ауристатина, томаймицина и лептомицина или пролекарства любого из вы-

шеперечисленных. В некоторых случаях лекарственное средство представляет собой ретиноид. В неко-

торых случаях родительский иммуномодулирующий полипептид дикого типа и когнатные иммуномоду-

лирующие полипептиды выбирают из IL-2 и рецептора IL-2; 4-1BBL и 4-1ВВ; PD-L1 и PD-1; TGFβ и 

рецептора TGFβ; CD80 и CD28; CD86 и CD28; OX40L и ОХ40; FasL и Fas; ICOS-L и ICOS; CD70 и 

CD27; ICAM и LFA-1; JAG1 и Notch; JAG1 и CD46; CD80 и CTLA4, и CD86 и CTLA4. 

Данное изобретение относится к нуклеиновой кислоте, содержащей нуклеотидную последователь-

ность, кодирующую ТММР по данному изобретению. Данное изобретение относится к нуклеиновой ки-

слоте, содержащей нуклеотидную последовательность, кодирующую ТММР по данному изобретению. 

Данное изобретение относится к нуклеиновым кислотам, содержащим нуклеотидные последова-

тельности, кодирующие мультимерный полипептид по данному изобретению. В некоторых случаях от-

дельные полипептидные цепи мультимерного полипептида по данному изобретению кодируются от-

дельными нуклеиновыми кислотами. В некоторых случаях все полипептидные цепи мультимерного по-

липептида по данному изобретению кодируются одной нуклеиновой кислотой. В некоторых случаях 

первая нуклеиновая кислота содержит нуклеотидную последовательность, кодирующую первый поли-

пептид мультимерного полипептида по данному изобретению, а вторая нуклеиновая кислота содержит 

нуклеотидную последовательность, кодирующую второй полипептид мультимерного полипептида по 

данному изобретению. В некоторых случаях одиночная нуклеиновая кислота содержит нуклеотидную 

последовательность, кодирующую первый полипептид мультимерного полипептида по данному изобре-

тению и второй полипептид мультимерного полипептида по данному изобретению. 

Отдельные нуклеиновые кислоты, кодирующие отдельные полипептидные цепи мультимерного по-

липептида. 

Данное изобретение относится к нуклеиновым кислотам, содержащим нуклеотидные последова-

тельности, кодирующие мультимерный полипептид по данному изобретению. Как указано выше, в неко-

торых случаях отдельные полипептидные цепи мультимерного полипептида по данному изобретению 

кодируются отдельными нуклеиновыми кислотами. В некоторых случаях нуклеотидные последователь-

ности, кодирующие отдельные полипептидные цепи мультимерного полипептида по данному изобрете-

нию, функционально связаны с элементами контроля транскрипции, например промоторами, такими как 

промоторы, которые функционируют в эукариотической клетке, причем промотор может быть конститу-

тивным промотором или индуцибельным промотором. 

Данное изобретение обеспечивает первую нуклеиновую кислоту и вторую нуклеиновую кислоту, 

причем первая нуклеиновая кислота содержит нуклеотидную последовательность, кодирующую первый 



047549 

- 60 - 

полипептид мультимерного полипептида по данному изобретению, при этом первый полипептид содер-

жит в направлении от N-конца до С-конца: а) эпитоп (например, Т-клеточный эпитоп); b) первый поли-

пептид ГКГС; и с) иммуномодулирующий полипептид (например, вариант с пониженной аффинностью, 

как описано выше); и при этом вторая нуклеиновая кислота содержит нуклеотидную последователь-

ность, кодирующую второй полипептид мультимерного полипептида по данному изобретению, при этом 

второй полипептид содержит, в направлении от N-конца до С-конца: а) второй полипептид ГКГС; и b) 

полипептид Fc Ig. Подходящие Т-клеточные эпитопы, полипептиды ГКГС, иммуномодулирующие поли-

пептиды и полипептиды Fc Ig описаны выше. В некоторых случаях нуклеотидные последовательности, 

кодирующие первый и второй полипептиды, функционально связаны с элементами контроля транскрип-

ции. В некоторых случаях элемент контроля транскрипции представляет собой промотор, который 

функционирует в эукариотической клетке. В некоторых случаях нуклеиновые кислоты присутствуют в 

отдельных векторах экспрессии. 

Данное изобретение обеспечивает первую нуклеиновую кислоту и вторую нуклеиновую кислоту, 

причем первая нуклеиновая кислота содержит нуклеотидную последовательность, кодирующую первый 

полипептид мультимерного полипептида по данному изобретению, при этом первый полипептид содер-

жит в направлении от N-конца до С-конца: а) эпитоп (например, Т-клеточный эпитоп); b) первый поли-

пептид ГКГС; и при этом вторая нуклеиновая кислота содержит нуклеотидную последовательность, ко-

дирующую второй полипептид мультимерного полипептида по данному изобретению, при этом второй 

полипептид содержит в направлении от N-конца до С-конца: а) иммуномодулирующий полипептид (на-

пример, вариант с пониженной аффинностью, как описано выше); b) второй полипептид ГКГС и с) по-

липептид Fc Ig. Подходящие Т-клеточные эпитопы, полипептиды ГКГС, иммуномодулирующие поли-

пептиды и полипептиды Fc Ig описаны выше. В некоторых случаях нуклеотидные последовательности, 

кодирующие первый и второй полипептиды, функционально связаны с элементами контроля транскрип-

ции. В некоторых случаях элемент контроля транскрипции представляет собой промотор, который 

функционирует в эукариотической клетке. В некоторых случаях нуклеиновые кислоты присутствуют в 

отдельных векторах экспрессии. 

Нуклеиновая кислота, кодирующая два или более полипептида, присутствующих в мультимерном 

полипептиде. 

Настоящее изобретение относится к нуклеиновой кислоте, содержащей нуклеотидные последова-

тельности, кодирующие, по меньшей мере, первый полипептид и второй полипептид мультимерного по-

липептида по данному изобретению. В некоторых случаях, когда мультимерный полипептид по данному 

изобретению содержит первый, второй и третий полипептид, нуклеиновая кислота содержит нуклеотид-

ную последовательность, кодирующую первый, второй и третий полипептиды. В некоторых случаях 

нуклеотидные последовательности, кодирующие первый полипептид и второй полипептид мультимер-

ного полипептида по данному изобретению, включают протеолитически расщепляемый линкер, встав-

ленный между нуклеотидной последовательностью, кодирующей первый полипептид, и нуклеотидной 

последовательностью, кодирующей второй полипептид. В некоторых случаях нуклеотидные последова-

тельности, кодирующие первый полипептид и второй полипептид мультимерного полипептида по дан-

ному изобретению, включают внутренний участок посадки рибосомы (IRES), вставленный между нук-

леотидной последовательностью, кодирующей первый полипептид, и нуклеотидной последовательно-

стью, кодирующей второй полипептид. В некоторых случаях нуклеотидные последовательности, коди-

рующие первый полипептид и второй полипептид мультимерного полипептида по данному изобрете-

нию, включают сигнал пропуска рибосомы (или cis-действующий гидролазный элемент, CHYSEL), 

вставленный между нуклеотидной последовательностью, кодирующей первый полипептид, и нуклеотид-

ной последовательностью, кодирующей второй полипептид. Примеры нуклеиновых кислот описаны ни-

же, в которых протеолитически расщепляемый линкер предусмотрен между нуклеотидными последова-

тельностями, кодирующими первый полипептид и второй полипептид мультимерного полипептида по 

данному изобретению; в любом из этих вариантов осуществления вместо нуклеотидной последователь-

ности, кодирующей протеолитически расщепляемый линкер, можно использовать IRES или сигнал про-

пуска рибосомы. 

В некоторых случаях первая нуклеиновая кислота (например, рекомбинантный вектор экспрессии, 

мРНК, вирусная РНК и т.д.) содержит нуклеотидную последовательность, кодирующую первую поли-

пептидную цепь мультимерного полипептида по данному изобретению, а вторая нуклеиновая кислота 

(например, рекомбинантный вектор экспрессии, мРНК, вирусная РНК и т.д.) содержит нуклеотидную 

последовательность, кодирующую вторую полипептидную цепь мультимерного полипептида по данно-

му изобретению. В некоторых случаях нуклеотидная последовательность, кодирующая первый полипеп-

тид, и вторая нуклеотидная последовательность, кодирующая второй полипептид, каждый функциональ-

но связана с элементами контроля транскрипции, например, с промоторами, такими как промоторы, ко-

торые функционируют в эукариотической клетке, при этом промотор может быть конститутивным про-

мотором или индуцибельным промотором. 

Данное изобретение относится к нуклеиновой кислоте, содержащей нуклеотидную последователь-

ность, кодирующую рекомбинантный полипептид, причем рекомбинантный полипептид содержит, в 
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направлении от N-конца до С-конца: a) эпитоп (например, Т-клеточный эпитоп); b) первый полипептид 

ГКГС; c) иммуномодулирующий полипептид (например, вариант с пониженной аффинностью, как опи-

сано выше); d) протеолитически расщепляемый линкер; е) второй полипептид ГКГС и f) полипептид Fc 

иммуноглобулина (Ig). Данное изобретение относится к нуклеиновой кислоте, содержащей нуклеотид-

ную последовательность, кодирующую рекомбинантный полипептид, причем рекомбинантный полипеп-

тид содержит, в направлении от N-конца до С-конца: а) первый лидерный пептид; b) эпитоп; c) первый 

полипептид ГКГС; d) иммуномодулирующий полипептид (например, вариант с пониженной аффинно-

стью, как описано выше); е) протеолитически расщепляемый линкер; f) второй лидерный пептид; g) вто-

рой полипептид ГКГС и h) полипептид Fc Ig. Данное изобретение относится к нуклеиновой кислоте, со-

держащей нуклеотидную последовательность, кодирующую рекомбинантный полипептид, причем ре-

комбинантный полипептид содержит в направлении от N-конца до С-конца: a) эпитоп; b) первый поли-

пептид ГКГС; c) протеолитически расщепляемый линкер; d) иммуномодулирующий полипептид (напри-

мер, вариант с пониженной аффинностью, как описано выше); е) второй полипептид ГКГС; и f) полипеп-

тид Fc Ig. В некоторых случаях первый лидерный пептид и второй лидерный пептид представляют собой 

лидерный пептид β2-М. В некоторых случаях нуклеотидная последовательность функционально связана 

с элементом контроля транскрипции. В некоторых случаях элемент контроля транскрипции представляет 

собой промотор, который функционирует в эукариотической клетке. 

Подходящие полипептиды ГКГС описаны выше. В некоторых случаях первый полипептид ГКГС 

представляет собой полипептид β2-микроглобулина; и при этом второй полипептид ГКГС представляет 

собой полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I. В некоторых случаях полипептид β2-микроглобулина 

содержит аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 85% идентичности амино-

кислотной последовательности с аминокислотной последовательностью β2М, изображенной на фиг. 4. В 

некоторых случаях полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I представляет собой тяжелую цепь HLA-A, 

HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-F, HLA-G, HLA-K или HLA-L. В некоторых случаях полипептид тяжелой 

цепи ГКГС класса I содержит аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 85% 

идентичности аминокислотной последовательности с аминокислотной последовательностью, изобра-

женной на любой из фиг. 3А-3С. В некоторых случаях первый полипептид ГКГС представляет собой 

полипептид альфа цепи ГКГС класса II; и при этом второй полипептид ГКГС представляет собой поли-

пептид бета цепи ГКГС класса II. 

Подходящие полипептиды Fc описаны выше. В некоторых случаях полипептид Fc Ig представляет 

собой полипептид Fc IgG1, полипептид Fc IgG2, полипептид Fc IgG3, полипептид Fc IgG4, полипептид 

Fc IgA или полипептид Fc IgM. В некоторых случаях полипептид Fc Ig содержит аминокислотную по-

следовательность, имеющую по меньшей мере 85% идентичности аминокислотной последовательности с 

аминокислотной последовательностью, изображенной на фиг. 2A-2G. 

Подходящие иммуномодулирующие полипептиды описаны выше. 

Подходящие протеолитически расщепляемые линкеры описаны выше. В некоторых случаях проте-

олитически расщепляемый линкер содержит аминокислотную последовательность, выбранную из 

 
В некоторых случаях линкер между эпитопом и первым полипептидом ГКГС содержит первый ос-

таток Cys, а второй полипептид ГКГС содержит аминокислотную замену для обеспечения второго остат-

ка Cys, так что первый и второй остатки Cys обеспечивают дисульфидную связь между линкером и вто-

рым полипептидом ГКГС. В некоторых случаях первый полипептид ГКГС содержит аминокислотную 

замену для получения первого остатка Cys, а второй полипептид ГКГС содержит аминокислотную заме-

ну для получения второго остатка Cys, так что первый остаток Cys и второй остаток Cys обеспечивают 

дисульфидную связь между первым полипептидом ГКГС и вторым полипептидом ГКГС. 

Рекомбинантные векторы экспрессии 

Данное изобретение предоставляет рекомбинантные векторы экспрессии, содержащие нуклеиновые 

кислоты по данному изобретению. В некоторых случаях рекомбинантный вектор экспрессии является 

вектором, не происходящим из вируса. В некоторых случаях рекомбинантный вектор экспрессии пред-

ставляет собой вирусную конструкцию, например рекомбинантную аденоассоциированную вирусную 

конструкцию (см., например, патент США № 7078387), рекомбинантную аденовирусную конструкцию, 

рекомбинантную лентивирусную конструкцию, рекомбинантную ретровирусную конструкцию, неинтег-

рирующий вирусный вектор и др. 

Подходящие векторы экспрессии включают, но не ограничиваются ими, вирусные векторы (напри-

мер, вирусные векторы на основе вируса коровьей оспы; полиовируса; аденовируса (см., например, Li et 

al., Invest Opthalmol Vis Sci 35:2543 2549, 1994; Borras et al., Gene Ther 6:515 524, 1999; Li and Davidson, 

PNAS 92:7700 7704, 1995; Sakamoto et al., H Gene Ther 5:1088 1097, 1999; WO 94/12649, WO 93/03769; 

WO 93/19191; WO 94/28938; WO 95/11984 и WO 95/00655); адено-ассоциированного вируса (см., напри-

мер, АН et al., Hum Gene Ther 9:81 86, 1998, Flannery et al., PNAS 94:6916 6921, 1997; Bennett et al., Invest 
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Opthalmol Vis Sci 38:2857 2863, 1997; Jomary et al., Gene Ther 4:683 690, 1997, Rolling et al., Hum Gene 

Ther 10:641 648, 1999; Ali et al., Hum Mol Genet 5:591 594, 1996; Srivastava в WO 93/09239, Samulski et al., 

J. Vir. (1989) 63:3822-3828; Mendelson et al., Virol. (1988) 166:154-165 и Flotte et al., PNAS (1993) 

90:10613-10617); SV40; вируса простого герпеса; вируса иммунодефицита человека (см., например, Mi-

yoshi et al., PNAS 94:10319 23, 1997; Takahashi et al., J Virol 73:7812 7816, 1999); ретровирусного вектора 

(например, вируса мышиной лейкемии, вируса некроза селезенки и векторы, полученные из ретровиру-

сов, таких как вирус саркомы Рауса, вирус саркомы Харви, вирус птичьего лейкоза, лентивирус, вирус 

иммунодефицита человека, вирус миелопролиферативной саркомы и вирус опухоли молочной железы); 

и тому подобное. 

Специалистам в данной области техник известны многочисленные подходящие векторы экспрес-

сии, и многие из них коммерчески доступны. Следующие векторы представлены в качестве примера; для 

эукариотических клеток-хозяев: pXT1, pSG5 (Stratagene), pSVK3, pBPV, pMSG и pSVLSV40 (Pharmacia). 

Однако может использоваться любой другой вектор, если он совместим с клеткой-хозяином. 

В зависимости от используемой системы хозяин/вектор, любой из подходящих элементов управле-

ния транскрипцией и трансляцией, включая конститутивные и индуцибельные промоторы, элементы 

энхансера транскрипции, терминаторы транскрипции и т.д., могут использоваться в векторе экспрессии 

(см., например, Bitter et al. (1987) Methods in Enzymology, 153:516-544). 

В некоторых случаях нуклеотидная последовательность, кодирующая ДНК-нацеленную РНК и/или 

сайт-направленный модифицирующий полипептид, функционально связана с контрольным элементом, 

например, с транскрипционным контрольным элементом, таким как промотор. Элемент контроля транс-

крипции может быть функциональным в любой эукариотической клетке, например в клетке млекопи-

тающего; или прокариотической клетке (например, бактериальной клетке или клетке архей). В некото-

рых случаях нуклеотидная последовательность, кодирующая ДНК-нацеленную РНК и/или сайт-

направленный модифицирующий полипептид, функционально связана с несколькими контрольными 

элементами, которые обеспечивают экспрессию нуклеотидной последовательности, кодирующей ДНК-

нацеленную РНК, и/или сайт-направленный модифицирующий полипептид как в прокариотических, так 

и в эукариотических клетках. 

Неограничивающие примеры подходящих эукариотических промоторов (промоторы, функциони-

рующие в эукариотической клетке) включают промоторы цитомегаловируса (CMV) с крайне ранней ста-

дии, тимидинкиназу вируса простого герпеса (HSV), ранние и поздние SV40, длинные концевые повторы 

(LTR) ретровируса и мышиный металлотионеин-I. Выбор подходящего вектора и промотора находится в 

пределах обычного уровня знаний в данной области техники. Вектор экспрессии также может содержать 

сайт связывания рибосомы для инициации трансляции и терминатор транскрипции. Вектор экспрессии 

также может содержать соответствующие последовательности для усиления экспрессии. 

Генетически модифицированные клетки-хозяева 

Данное изобретение обеспечивает генетически модифицированную клетку-хозяина, причем клетка-

хозяин генетически модифицирована нуклеиновой кислотой по данному изобретению. 

Подходящие клетки-хозяева включают эукариотические клетки, такие как клетки дрожжей, клетки 

насекомых и клетки млекопитающих. В некоторых случаях клетка-хозяин является клеткой линии клеток 

млекопитающих. Подходящие клеточные линии млекопитающих включают клеточные линии человека, 

клеточные линии приматов, отличных от человека, клеточные линии грызунов (например, мышей, крыс) 

и тому подобное. Подходящие клеточные линии млекопитающих включают, но не ограничиваются ими, 

клетки HeLa (например, № CCL-2 Американской коллекции типовых культур (АТСС)), клетки СНО (на-

пример, АТСС № CRL9618, CCL61, CRL9096), клетки 293 (например, АТСС № CRL-1573), клетки Vero, 

клетки NIH ЗТЗ (например, АТСС № CRL-1658), клетки Huh-7, клетки ВНК(например, АТСС № CCL10), 

клетки PC12 (АТСС № CRL1721), клетки COS, клетки COS-7 (АТСС № CRL1651), клетки RAT1, клетки 

L мыши (АТСС № CCLI.3), клетки эмбриональной почки человека (НЕК) (АТСС № CRL1573), клетки 

HLHepG2 и тому подобное. 

В некоторых случаях клетка-хозяин представляет собой клетку млекопитающего, которая была ге-

нетически модифицирована таким образом, что она не синтезирует эндогенный МНС β2-М. 

В некоторых случаях клетка-хозяин представляет собой клетку млекопитающего, которая была ге-

нетически модифицирована таким образом, что она не синтезирует эндогенную тяжелую цепь ГКГС 

класса I. 

Композиции 

Данное изобретение относится к композициям, включая фармацевтические композиции, содержа-

щие ТММР (synTac) по данному изобретению. Данное изобретение относится к композициям, включая 

фармацевтические композиции, содержащие мультимерный полипептид по данному изобретению. Дан-

ное изобретение относится к композициям, включая фармацевтические композиции, содержащие нук-

леиновую кислоту или рекомбинантный вектор экспрессии по данному изобретению. 

Композиции, содержащие мультимерный полипептид 

Композиция по данному изобретению может содержать, помимо мультимерного полипептида по 

данному изобретению, один или более из следующих компонентов: соль, например NaCl, MgCl2, KCl, 
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MgSO4 и т.д.; буферный агент, например Трис-буфер, N-(2-гидроксиэтил) пиперазин-N-(2-

этансульфоновая кислота) (HEPES), 2-(N-морфолино) этансульфоновая кислота (MES), натриевая соль 2-

(N-морфолино) этансульфоновой кислоты (MES), 3-(N-морфолино) пропансульфоновая кислота (MOPS), 

N-трис[гидроксиметил]метил-3-аминопропансульфоновая кислота (TAPS) и т.п.; солюбилизирующий 

агент; детергент, например неионный детергент, такой как Tween-20 и т.д.; ингибитор протеазы; глице-

рин и тому подобное. 

Композиция может содержать фармацевтически приемлемый эксципиент, разнообразие которого 

известно в данной области техники и не нуждается в подробном обсуждении в данном документе. Фар-

мацевтически приемлемые эксципиенты подробно описаны в различных публикациях, включая, напри-

мер, "Remington: The Science and Practice of Pharmacy", 19
th

 Ed. (1995), или последнее издание, Mack Pub-

lishing Co; A. Gennaro (2000) "Remington: The Science and Practice of Pharmacy", 20th edition, Lippincott, 

Williams, & Wilkins; Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems (1999) H.C. Ansel et al., eds 

7
th

 ed., Lippincott, Williams, & Wilkins; and Handbook of Pharmaceutical Excipients (2000) A.H. Kibbe et al., 

eds., 3
rd

 ed. Amer. Pharmaceutical Assoc. 

Фармацевтическая композиция может содержать мультимерный полипептид по данному изобрете-

нию и фармацевтически приемлемый эксципиент. В некоторых случаях рассматриваемая фармацевтиче-

ская композиция будет подходящей для введения субъекту, например будет стерильной. Например, в 

некоторых случаях рассматриваемая фармацевтическая композиция будет подходящей для введения 

субъекту-человеку, например, когда композиция является стерильной и не содержит обнаруживаемых 

пирогенов и/или других токсинов. 

Белковые композиции могут содержать другие компоненты, такие как фармацевтические степени 

чистоты маннита, лактозы, крахмала, стеарата магния, сахарина натрия, талька, целлюлозы, глюкозы, 

сахарозы, магния, карбоната и тому подобное. Композиции могут содержать фармацевтически приемле-

мые вспомогательные вещества, необходимые для приближения к физиологическим условиям, такие как 

регулирующие pH и буферные агенты, регулирующие токсичность агенты и тому подобное, например 

ацетат натрия, хлорид натрия, хлорид калия, хлорид кальция, лактат натрия, гидрохлорид, сульфат соли, 

сольваты (например, смешанные ионные соли, вода, органика), гидраты (например, вода) и тому подоб-

ное. 

Например, композиции могут включать водный раствор, порошковую форму, гранулы, таблетки, 

пилюли, суппозитории, капсулы, суспензии, спреи и тому подобное. Композиция может быть составле-

нав соответствии с различными путями введения, описанными ниже. 

Когда мультимерный полипептид по данному изобретению вводят в виде инъекций (например, 

подкожно, внутрибрюшинно, внутримышечно и/или внутривенно) непосредственно в ткань, состав мо-

жет быть предоставлен в виде готовой к употреблению лекарственной формы или в виде водной формы 

(например, восстанавливаемый стабильный при хранении порошок) или водной формы, такой как жид-

кость, состоящая из фармацевтически приемлемых носителей и эксципиентов. Также могут быть предос-

тавлены белоксодержащие препараты для увеличения периода полужизни белка в сыворотке субъекта 

после введения. Например, белок может быть представлен в виде липосомной композиции, приготовлен-

ной в виде коллоида, или другими общепринятыми способами увеличения периода полужизни в сыво-

ротке. Существует множество способов получения липосом, как описано, например, в Szoka et al., 1980 

Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9:467, патентах США №№ 4235871, 4501728 и 4837028. Препараты могут 

также предоставляться в формах с контролируемым или замедленным высвобождением. 

Другие примеры составов, подходящих для парентерального введения, включают изотонические 

стерильные инъекционные растворы, антиоксиданты, бактериостаты и растворенные вещества, которые 

делают состав изотоническим с кровью предполагаемого реципиента, суспендирующие агенты, солюби-

лизаторы, загустители, стабилизаторы и консерванты. Например, рассматриваемая фармацевтическая 

композиция может присутствовать в контейнере, например стерильном контейнере, таком как шприц. 

Композиции могут быть представлены в герметичных контейнерах с единичными или многократными 

дозами, таких как ампулы и флаконы, и могут храниться в замороженных (лиофилизированных) услови-

ях, требующих только добавления стерильного жидкого эксципиента, например воды, для инъекций, не-

посредственно перед использованием. Инъекционные растворы и суспензии для немедленного введения 

могут быть приготовлены из стерильных порошков, гранул и таблеток. 

Концентрация мультимерного полипептида по данному изобретению в композиции может широко 

варьировать (например, от менее чем около 0,1%, обычно от или от по меньшей мере около 2% вплоть до 

20-50% или более по массе) и будет обычно выбираться в основном на основе объемов жидкости, вязко-

сти и факторов, связанных с пациентом, в соответствии с выбранным конкретным способом введения и 

потребностями пациента. 

Данное изобретение обеспечивает контейнер, содержащий композицию по данному изобретению, 

например жидкую композицию. Контейнер может представлять собой, например, шприц, ампулу и тому 

подобное. В некоторых случаях контейнер является стерильным. В некоторых случаях как контейнер, 

так и композиция являются стерильными. 

Данное изобретение относится к композициям, включая фармацевтические композиции, содержа-
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щие ТММР по данному изобретению. Композиция может содержать: а) ТММР по данному изобретению; 

и b) эксципиент, как описано выше для мультимерных полипептидов. В некоторых случаях эксципиент 

представляет собой фармацевтически приемлемый эксципиент. 

В некоторых случаях Т-клеточный мультимерный полипептид по данному изобретению присутст-

вует в жидкой композиции. Таким образом, данное изобретение относится к композициям (например, 

жидким композициям, включая фармацевтические композиции), содержащие Т-клеточный мультимер-

ный полипептид по данному изобретению. В некоторых случаях композиция по данному изобретению 

содержит: а) Т-клеточный мультимерный полипептид по данному изобретению; и b) физиологический 

раствор (например, 0,9% NaCl). В некоторых случаях композиция является стерильной. В некоторых 

случаях композиция является подходящей для введения субъекту-человеку, например, когда композиция 

является стерильной и не содержит обнаруживаемых пирогенов и/или других токсинов. Таким образом, 

данное изобретение относится к композиции, содержащей: а) Т-клеточный мультимерный полипептид по 

данному изобретению; и b) физиологический раствор (например, 0,9% NaCl), причем композиция явля-

ется стерильной и не содержит детектируемых пирогенов и/или других токсинов. 

Композиции, содержащие нуклеиновую кислоту или рекомбинантный вектор экспрессии 

Данное изобретение относится к композициям, например, фармацевтические композиции, содер-

жащие нуклеиновую кислоту или рекомбинантный вектор экспрессии по данному изобретению. В дан-

ной области техники известно широкое разнообразие фармацевтически приемлемых эксципиентов, и нет 

необходимости подробно обсуждать их в данном документе. Фармацевтически приемлемые эксципиен-

ты подробно описаны в различных публикациях, включая, например, A. Gennaro (2000) "Remington: The 

Science and Practice of Pharmacy", 20th edition, Lippincott, Williams, & Wilkins; Pharmaceutical Dosage 

Forms and Drug Delivery Systems (1999) H. C. Ansel et al., eds 7
th

 ed., Lippincott, Williams, & Wilkins; and 

Handbook of Pharmaceutical Excipients (2000) A. H. Kibbe et al., eds., 3
rd

 ed. Amer. Pharmaceutical Assoc. 

Композиция по данному изобретению может содержать: а) одну или более нуклеиновых кислот или 

один или более рекомбинантных векторов экспрессии, содержащих нуклеотидные последовательности, 

кодирующие ТММР; и b) один или более из: буфера, поверхностно-активного вещества, антиоксиданта, 

гидрофильного полимера, декстрина, хелатирующего агента, суспендирующего агента, солюбилизатора, 

загустителя, стабилизатора, бактериостатического агента, смачивающего агента и консерванта. Подхо-

дящие буферы включают без ограничения, (такие как N,N-бис(2-гидроксиэтил)-2-аминоэтансульфоновая 

кислота (BES), бис(2-гидроксиэтил)амино-трис(гидроксиметил)метан (BIS-Tris), N-(2-гидрокси-

этил)пиперазин-N'3-пропансульфоновая кислота (EPPS или HEPPS), глицилглицин, N-2-

гидроксиэтилпиперазин-N'-2-этансульфоновая кислота (HEPES), 3-(N-морфолино)пропансульфоновая 

кислота (MOPS), пиперазин-N,N'-бис(2-этансульфоновая кислота) (PIPES), бикарбонат натрия, 3-(N-

трис(гидроксиметил)метиламино)-2-гидроксипропансульфоновая кислота) TAPSO, (N-трис(гидрок-

симетил)метил-2-аминоэтансульфоновая кислота (TES), N-трис(гидроксиметил)метил-глицин (Tricine), 

трис(гидроксиметил)аминометан (Tris) и т.д.). Подходящие соли включают, например, NaCl, MgCl2, KCl, 

MgSO4 и т.д. 

Фармацевтический состав по данному изобретению может включать нуклеиновую кислоту или ре-

комбинантный вектор экспрессии по данному изобретению в количестве от около 0,001 до около 90% 

мас./мас. В описании составов ниже "рассматриваемая нуклеиновая кислота или рекомбинантный вектор 

экспрессии" следует понимать как включающий нуклеиновую кислоту или рекомбинантный вектор экс-

прессии по данному изобретению. Например, в некоторых случаях состав по данному изобретению со-

держит нуклеиновую кислоту или рекомбинантный вектор экспрессии по данному изобретению. 

Целевая нуклеиновая кислота или рекомбинантный вектор экспрессии могут быть смешаны, инкап-

сулированы, конъюгированы или иным образом связаны с другими соединениями или смесями соедине-

ний; такие соединения могут включать, например, липосомы или молекулы, нацеленные на рецепторы. 

Целевая нуклеиновая кислота или рекомбинантный вектор экспрессии могут быть объединены в составе 

с одним или более компонентами, которые способствуют поглощению, распределению и/или абсорбции. 

Композиция рассматриваемой нуклеиновой кислоты или рекомбинантного вектора экспрессии мо-

жет быть представлена в виде любой из множества возможных лекарственных форм, таких как, но не 

ограничиваясь ими, таблетки, капсулы, гелевые капсулы, жидкие сиропы, мягкие гели, суппозитории и 

клизмы. Целевая композиция нуклеиновой кислоты или рекомбинантного вектора экспрессии также мо-

жет быть приготовлена в виде суспензии в водной, неводной или смешанной среде. Водные суспензии 

могут дополнительно содержать вещества, которые увеличивают вязкость суспензии, включая, напри-

мер, натрий карбоксиметилцеллюлозу, сорбит и/или декстран. Суспензия также может содержать стаби-

лизаторы. 

Состав, содержащий нуклеиновую кислоту или рекомбинантный вектор экспрессии, может пред-

ставлять собой липосомальный состав. Используемый в данном документе термин "липосома" означает 

везикулу, состоящую из амфифильных липидов, расположенных в сферическом двойном слое или двой-

ных слоях. Липосомы представляют собой однослойные или многослойные везикулы, которые имеют 

мембрану, образованную из липофильного материала, и водную внутреннюю часть, которая содержит 

доставляемую композицию. Катионные липосомы представляют собой положительно заряженные липо-
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сомы, которые могут взаимодействовать с отрицательно заряженными молекулами ДНК с образованием 

стабильного комплекса. Считается, что липосомы, чувствительные к pH или отрицательно заряженные, 

захватывают ДНК, а не образуют с ней комплексы. Как катионные, так и некатионные липосомы могут 

быть использованы для доставки целевой нуклеиновой кислоты или рекомбинантного вектора экспрес-

сии. 

Липосомы также включают "стерически стабилизированные" липосомы, термин, который при ис-

пользовании в данном документе относится к липосомам, содержащим один или более специализиро-

ванных липидов, которые при включении в липосомы приводят к увеличению продолжительности цир-

куляции по сравнению с липосомами, в которых отсутствуют такие специализированные липиды. При-

мерами стерически стабилизированных липосом являются те, в которых часть образующей пузырьки 

липидной части липосомы содержит один или более гликолипидов или дериватизирована одним или бо-

лее гидрофильными полимерами, такими как фрагмент полиэтиленгликоля (ПЭГ). Липосомы и их при-

менение дополнительно описаны в патенте США № 6287860, который включен в данный документ по-

средством ссылки в полном объеме. 

Составы и композиции по данному раскрытию могут также включать поверхностно-активные ве-

щества. Использование поверхностно-активных веществ в лекарственных продуктах, составах и эмуль-

сиях хорошо известно в данной области техники. Поверхностно-активные вещества и их применение 

дополнительно описаны в патенте США № 6287860. 

В одном варианте осуществления включены различные усилители проникновения для эффективной 

доставки нуклеиновых кислот. В дополнение к содействию диффузии нелипофильных лекарственных 

средств через клеточные мембраны усилители проникновения также увеличивают проницаемость липо-

фильных лекарственных средств. Усилители проникновения могут быть классифицированы как принад-

лежащие к одной из пяти широких категорий, то есть поверхностно-активные вещества, жирные кисло-

ты, желчные соли, хелатообразующие агенты и нехелатообразующие несурфактанты. Усилители про-

никновения и их применение дополнительно описаны в патенте США № 6287860, который включен в 

данный документ посредством ссылки в полном объеме. 

Композиции и составы для перорального введения включают порошки или гранулы, микрочастицы, 

наночастицы, суспензии или растворы в воде или неводной среде, капсулы, гелевые капсулы, саше, таб-

летки или минитаблетки. Загустители, ароматизаторы, разбавители, эмульгаторы, диспергирующие до-

бавки или связующие вещества могут быть желательны. Подходящие пероральные препараты включают 

препараты, в которых указанную антисмысловую нуклеиновую кислоту вводят в сочетании с одним или 

более усилителями проникновения, поверхностно-активными веществами и хелаторами. Подходящие 

поверхностно-активные вещества включают, но не ограничиваются ими, жирные кислоты и/или сложные 

эфиры или их соли, желчные кислоты и/или их соли. Подходящие желчные кислоты/соли и жирные ки-

слоты и их применение дополнительно описаны в патенте США № 6287860. Также подходящими явля-

ются комбинации усилителей проникновения, например, жирных кислот/солей в сочетании с желчными 

кислотами/солями. Примером подходящей комбинации является натриевая соль лауриновой кислоты, 

каприновой кислоты и UDCA (урсодеоксихолиевая кислота). Другие усилители проникновения включа-

ют, но не ограничиваются ими, полноксиэтилен-9-лауриловый эфир и полноксиэтилен-20-цетиловый 

эфир. Подходящие усилители проникновения также включают пропиленгликоль, диметилсульфоксид, 

триэтаноамин, N,N-диметилацетамид, N,N-диметилформамид, 2-пирролидон и его производные, тетра-

гидрофурфуриловый спирт и AZONE. 

Данное изобретение обеспечивает способ селективной модуляции активности эпитоп-

специфической Т-клетки, включающий приведение в контакт Т-клетки с мультимерным полипептидом 

по данному изобретению, причем контакт Т-клетки с мультимерным полипептидом по данному изобре-

тению селективно модулирует активность эпитоп-специфической Т-клетки. В некоторых случаях приве-

дение в контакт происходит in vitro. В некоторых случаях приведение в контакт происходит in vivo. В 

некоторых случаях приведение в контакт происходит ex vivo. 

В некоторых случаях, например, когда Т-клетка мишень представляет собой Т-клетку CD8
+
, муль-

тимерный полипептид содержит полипептиды ГКГС класса I (например, β2-микроглобулин и тяжелую 

цепь ГКГС класса I). В некоторых случаях, например, когда Т-клетка мишень представляет собой Т-

клетку CD4
+
, мультимерный полипептид содержит полипептиды ГКГС класса II (например, α-цепь 

ГКГС класса II; β-цепь ГКГС класса II). 

Когда мультимерный полипептид по данному изобретению содержит иммуномодулирующий поли-

пептид, который является активирующим полипептидом, контакт Т-клетки с мультимерным полипепти-

дом активирует эпитоп-специфическую Т-клетку. В некоторых случаях эпитоп-специфическая Т-клетка 

представляет собой Т-клетку, которая специфична для эпитопа, присутствующего на раковой клетке, и 

контакт эпитоп-специфической Т-клетки с мультимерным полипептидом увеличивает цитотоксическую 

активность Т-клетки по отношению к раковой клетке. В некоторых случаях эпитоп-специфическая Т-

клетка представляет собой Т-клетку, которая специфична для эпитопа, присутствующего на раковой 

клетке, и контакт эпитоп-специфической Т-клетки с мультимерным полипептидом увеличивает количе-
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ство эпитоп-специфических Т-клеток В некоторых случаях эпитоп-специфическая Т-клетка представляет 

собой Т-клетку, которая специфична для эпитопа, присутствующего на клетке, зараженной вирусом, и 

контакт эпитоп-специфической Т-клетки с мультимерным полипептидом увеличивает цитотоксическую 

активность Т-клетки по отношению к клетке, зараженной вирусом. В некоторых случаях эпитоп-

специфическая Т-клетка представляет собой Т-клетку, которая специфична для эпитопа, присутствую-

щего на клетке, зараженной вирусом, и контакт эпитоп-специфической Т-клетки с мультимерным поли-

пептидом увеличивает количество эпитоп-специфических Т-клеток. 

Когда мультимерный полипептид по данному изобретению содержит иммуномодулирующий поли-

пептид, который является ингибирующим полипептидом, контакт Т-клетки с мультимерным полипепти-

дом ингибирует эпитоп-специфическую Т-клетку. В некоторых случаях эпитоп-специфическая Т-клетка 

представляет собой самореактивную Т-клетку, которая специфична для эпитопа, присутствующего в ау-

тоантигене, и приведение в контакт уменьшает количество самореактивных Т-клеток. 

Данное изобретение обеспечивает способ лечения индивидуума, включающий введение индиви-

дууму количества ТММР по данному изобретению или одной или более нуклеиновых кислот, кодирую-

щих ТММР, эффективных для лечения индивидуума. Также предоставлен ТММР по данному изобрете-

нию для применения в способе лечения организма человека или животного. В некоторых случаях способ 

лечения по данному изобретению включает введение индивидууму, нуждающемуся в этом, одного или 

более рекомбинантных экспрессирующих векторов, содержащих нуклеотидные последовательности, 

кодирующие мультимерный полипептид по данному изобретению. В некоторых случаях способ лечения 

по данному изобретению включает введение индивидууму, нуждающемуся в этом, одной или более мо-

лекул мРНК, содержащих нуклеотидные последовательности, кодирующие ТММР по данному изобрете-

нию. В некоторых случаях способ лечения по данному изобретению включает введение индивидууму, 

нуждающемуся в этом, ТММР по данному изобретению. Состояния, которые можно лечить, включают, 

например, рак и аутоиммунные расстройства, как описано ниже. 

В некоторых случаях ТММР по данному изобретению, при введении индивидууму, нуждающемуся 

в этом, индуцирует как эпитоп-специфический Т-клеточный ответ, так и эпитоп-неспецифический Т-

клеточный ответ. Другими словами, в некоторых случаях ТММР данному изобретению, при введении 

индивидууму, нуждающемуся в этом, индуцирует эпитоп-специфический ответ Т-клеток, модулируя 

активность первой Т-клетки, которая содержит на поверхности как: i) TCR, специфичный для эпитопа, 

присутствующего в ТММР; так и ii) ко-иммуномодулирующий полипептид, который связывается с им-

муномодулирующим полипептидом, присутствующим в ТММР; и индуцирует эпитоп-неспецифический 

ответ Т-клеток путем модулирования активности второй Т-клетки, которая содержит на поверхности: i) 

TCR, специфичный для эпитопа, присутствующего в ТММР; и ii) ко-иммуномодулирующий полипептид, 

который связывается с иммуномодулирующим полипептидом, присутствующим в ТММР. Отношение 

эпитоп-специфического Т-клеточного ответа к эпитоп-неспецифическому Т-клеточному ответу состав-

ляет по меньшей мере 2:1, по меньшей мере 5:1, по меньшей мере 10:1, по меньшей мере 15:1, по мень-

шей мере 20:1, по меньшей мере 25:1, по меньшей мере 50:1 или по меньшей мере 100:1. Отношение 

эпитоп-специфического Т-клеточного ответа к эпитоп-неспецифическому Т-клеточному ответу состав-

ляет от около 2:1 до около 5:1, от около 5:1 до около 10:1, от около 10:1 до около 15:1, от около 15:1 до 

около 20:1, от около 20:1 до около 25:1, от около 25:1 до около 50:1, или от около 50:1 до около 100:1 или 

более чем 100:1. "Модулирование активности" Т-клетки может включать одно или более из: i) активиро-

вание цитотоксической Т-клетки (например, CD8
+
); ii) индукцию цитотоксической активности цитоток-

сической Т-клетки (например, CD8
+
); iii) индукцию продуцирования и высвобождения цитотоксина (на-

пример, перфорина; гранзима; гранулезина) цитотоксической Т-клеткой (например, CD8
+
), iv) ингибиро-

вание активности аутореактивной Т-клетки; и тому подобное. 

Сочетание пониженной аффинности иммуномодулирующего полипептида с его когнатным ко-

иммуномодулирующим полипептидом, и аффинность эпитопа с TCR, обеспечивает улучшенную селек-

тивность ТММР по данному изобретению. Таким образом, например, ТММР по данному изобретению 

связывается с повышенной авидностью с первой Т-клеткой, которая содержит на поверхности как: i) 

TCR, специфичный для эпитопа, присутствующего в ТММР, так и ii) ко-иммуномодулирующий поли-

пептид, который связывается с иммуномодулирующим полипептидом, присутствующим в ТММР, по 

сравнению с авидностью с которой он связывается со второй Т-клеткой, которая содержит на поверхно-

сти: i) TCR, специфичный для эпитопа, отличного от эпитопа, присутствующего в ТММР, и ii) ко-

иммуномодулирующий полипептид, который связывается с иммуномодулирующим полипептидом, при-

сутствующим в ТММР. 

Настоящее изобретение относится к способу селективной модуляции активности эпитоп-

специфической Т-клетки у индивидуума, включающему введение индивидууму эффективного количест-

ва мультимерного полипептида по данному изобретению или одной или более нуклеиновых кислот (на-

пример, векторов экспрессии; мРНК и т.д.), содержащих нуклеотидные последовательности, кодирую-

щие мультимерный полипептид, причем мультимерный полипептид избирательно модулирует актив-

ность эпитоп-специфической Т-клетки у индивидуума. Избирательно модулирующая активность эпитоп-

специфической Т-клетки может лечить заболевание или расстройство у индивидуума. Таким образом, 



047549 

- 67 - 

данное изобретение обеспечивает способ лечения, включающий введение нуждающемуся в этом инди-

видууму эффективного количества мультимерного полипептида по данному изобретению. 

В некоторых случаях иммуномодулирующий полипептид является активирующим полипептидом, а 

мультимерный полипептид активирует эпитоп-специфическую Т-клетку. В некоторых случаях эпитоп 

представляет собой эпитоп, ассоциированный с раком, и мультимерный полипептид увеличивает актив-

ность Т-клетки, специфичной для эпитопа, ассоциированного с раком. 

Данное изобретение обеспечивает способ лечения рака у индивидуума, причем способ включает 

введение индивидууму эффективного количества мультимерного полипептида по данному изобретению 

или одной или более нуклеиновых кислот (например, векторов экспрессии; мРНК и т.д.), содержащих 

нуклеотидные последовательности, кодирующие мультимерный полипептид, причем мультимерный по-

липептид содержит Т-клеточный эпитоп, который является эпитопом рака, и при этом мультимерный 

полипептид содержит стимулирующий иммуномодулирующий полипептид. В некоторых случаях "эф-

фективное количество" мультимерного полипептида представляет собой количество, которое при введе-

нии в одной или более дозах нуждающемуся в этом индивидууму уменьшает количество раковых клеток 

у индивидуума. Например, в некоторых случаях "эффективное количество" мультимерного полипептида 

по данному изобретению представляет собой количество, которое при введении в одной или более дозах 

нуждающемуся в этом индивидууму уменьшает количество раковых клеток у индивидуума на по мень-

шей мере 10%, по меньшей мере 15%, по меньшей мере 20%, по меньшей мере 25%, по меньшей мере 

30%, по меньшей мере 40%, по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 70%, по 

меньшей мере 80%, по меньшей мере 90% или по меньшей мере 95% по сравнению с количеством рако-

вых клеток у индивидуума перед введением мультимерного полипептида или при отсутствии введения 

мультимерного полипептида. В некоторых случаях "эффективное количество" мультимерного полипеп-

тида по данному изобретению представляет собой количество, которое при введении в одной или более 

дозах нуждающемуся в этом индивидууму уменьшает количество раковых клеток у индивидуума до не-

определяемых уровней. 

В некоторых случаях "эффективное количество" мультимерного полипептида по данному изобре-

тению представляет собой количество, которое при введении в одной или более дозах нуждающемуся в 

этом индивидууму уменьшает массу опухоли у индивидуума. Например, в некоторых случаях "эффек-

тивное количество" мультимерного полипептида по данному изобретению представляет собой количест-

во, которое при введении в одной или более дозах нуждающемуся в этом индивидууму (индивидууму, 

имеющему опухоль) уменьшает массу опухоли у индивидуума на по меньшей мере 10%, по меньшей 

мере на 15%, по меньшей мере на 20%, по меньшей мере на 25%, по меньшей мере на 30%, по меньшей 

мере на 40%, по меньшей мере на 50%, по меньшей мере на 60%, по меньшей мере на 70%, по меньшей 

мере на 80%, по меньшей мере на 90% или по меньшей мере на 95% по сравнению с массой опухоли у 

индивидуума перед введением мультимерного полипептида или при отсутствии введения мультимерного 

полипептида. В некоторых случаях "эффективное количество" мультимерного полипептида по данному 

изобретению представляет собой количество, которое при введении в одной или более дозах нуждающе-

муся в этом индивидууму (индивидууму, имеющему опухоль) уменьшает объем опухоли у индивидуума. 

Например, в некоторых случаях "эффективное количество" мультимерного полипептида по данному 

изобретению представляет собой количество, которое при введении в одной или более дозах нуждающе-

муся в этом индивидууму (индивидууму, имеющему опухоль) уменьшает объем опухоли у индивидуума 

на по меньшей мере 10%, по меньшей мере на 15%, по меньшей мере на 20%, по меньшей мере на 25%, 

по меньшей мере на 30%, по меньшей мере на 40%, по меньшей мере на 50%, по меньшей мере на 60%, 

по меньшей мере на 70%, по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 90% или по меньшей мере на 

95% по сравнению с объемом опухоли у индивидуума перед введением мультимерного полипептида или 

при отсутствии введения мультимерного полипептида. В некоторых случаях "эффективное количество" 

мультимерного полипептида по данному изобретению представляет собой количество, которое при вве-

дении в одной или более дозах нуждающемуся в этом индивидууму увеличивает время выживания у ин-

дивидуума. Например, в некоторых случаях "эффективное количество" мультимерного полипептида по 

данному изобретению представляет собой количество, которое при введении в одной или более дозах 

нуждающемуся в этом индивидууму увеличивает время выживания индивидуума на по меньшей мере 1 

месяц, по меньшей мере 2 месяца, по меньшей мере 3 месяца, от 3 до 6 месяцев, от 6 месяцев до 1 года, 

от 1 года до 2 лет, от 2 лет до 5 лет, от 5 лет до 10 лет или более 10 лет, по сравнению с ожидаемым вре-

менем выживания индивидуума при отсутствии введения мультимерного полипептида. 

В некоторых случаях эпитоп-специфическая Т-клетка представляет собой Т-клетку, которая специ-

фична для эпитопа, присутствующего на клетке, зараженной вирусом, и контакт эпитоп-специфической 

Т-клетки с мультимерным полипептидом увеличивает цитотоксическую активность Т-клетки по отноше-

нию к клетке, зараженной вирусом. В некоторых случаях эпитоп-специфическая Т-клетка представляет 

собой Т-клетку, которая специфична для эпитопа, присутствующего на клетке, зараженной вирусом, и 

контакт эпитоп-специфической Т-клетки с мультимерным полипептидом увеличивает количество эпи-

топ-специфических Т-клеток. 

Таким образом, данное изобретение обеспечивает способ лечения вирусной инфекции у индиви-
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дуума, причем способ включает введение индивидууму эффективного количества мультимерного поли-

пептида по данному изобретению или одной или более нуклеиновых кислот, содержащих нуклеотидные 

последовательности, кодирующие мультимерный полипептид, причем мультимерный полипептид со-

держит Т-клеточный эпитоп, который является эпитопом вируса, и при этом мультимерный полипептид 

содержит стимулирующий иммуномодулирующий полипептид. В некоторых случаях "эффективное ко-

личество" мультимерного полипептида представляет собой количество, которое при введении в одной 

или более дозах нуждающемуся в этом индивидууму уменьшает количество пораженных вирусом клеток 

у индивидуума. Например, в некоторых случаях "эффективное количество" мультимерного полипептида 

по данному изобретению представляет собой количество, которое при введении в одной или более дозах 

нуждающемуся в этом индивидууму уменьшает количество пораженных вирусом клеток у индивидуума 

на по меньшей мере 10%, по меньшей мере на 15%, по меньшей мере на 20%, по меньшей мере на 25%, 

по меньшей мере на 30%, по меньшей мере на 40%, по меньшей мере на 50%, по меньшей мере на 60%, 

по меньшей мере на 70%, по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 90% или по меньшей мере на 

95% по сравнению с количеством пораженных вирусом клеток у индивидуума перед введением мульти-

мерного полипептида или при отсутствии введения мультимерного полипептида. В некоторых случаях 

"эффективное количество" мультимерного полипептида по данному изобретению представляет собой 

количество, которое при введении в одной или более дозах нуждающемуся в этом индивидууму умень-

шает количество пораженных вирусом клеток у индивидуума до неопределяемых уровней. 

Таким образом, данное изобретение обеспечивает способ лечения инфекции у индивидуума, при-

чем способ включает введение индивидууму эффективного количества ТММР по данному изобретению 

или одной или более нуклеиновых кислот, содержащих нуклеотидные последовательности, кодирующие 

мультимерный полипептид, причем мультимерный полипептид содержит Т-клеточный эпитоп, который 

является патоген-ассоциированным эпитопом, и при этом мультимерный полипептид содержит стимули-

рующий иммуномодулирующий полипептид. В некоторых случаях "эффективное количество" ТММР по 

данному изобретению представляет собой количество, которое при введении в одной или более дозах 

нуждающемуся в этом индивидууму уменьшает количество патогенов у индивидуума. Например, в неко-

торых случаях "эффективное количество" ТММР по данному изобретению представляет собой количест-

во, которое при введении в одной или более дозах нуждающемуся в этом индивидууму уменьшает коли-

чество патогенов у индивидуума на по меньшей мере 10%, по меньшей мере на 15%, по меньшей мере на 

20%, по меньшей мере на 25%, по меньшей мере на 30%, по меньшей мере на 40%, по меньшей мере на 

50%, по меньшей мере на 60%, по меньшей мере на 70%, по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 

90% или по меньшей мере на 95% по сравнению с количеством патогенов у индивидуума перед введени-

ем мультимерного полипептида или при отсутствии введения мультимерного полипептида. В некоторых 

случаях "эффективное количество" мультимерного полипептида по данному изобретению представляет 

собой количество, которое при введении в одной или более дозах нуждающемуся в этом индивидууму 

уменьшает количество патогенов у индивидуума до неопределяемых уровней. Патогены включают виру-

сы, бактерии, простейшие и тому подобное. 

В некоторых случаях иммуномодулирующий полипептид является ингибирующим полипептидом, а 

мультимерный полипептид ингибирует активность эпитоп-специфической Т-клетки. В некоторых случа-

ях эпитоп является самоэпитопом, а мультимерный полипептид избирательно ингибирует активность Т-

клеток, специфичных для этого эпитопа. 

Данное изобретение обеспечивает способ лечения аутоиммунного нарушения у индивидуума, при-

чем способ включает введение индивидууму эффективного количества мультимерного полипептида по 

данному изобретению или одной или более нуклеиновых кислот, содержащих нуклеотидные последова-

тельности, кодирующие мультимерный полипептид, причем мультимерный полипептид содержит Т-

клеточный эпитоп, который является самоэпитопом, и при этом мультимерный полипептид содержит 

ингибирующий иммуномодулирующий полипептид. В некоторых случаях "эффективное количество" 

ТММР по данному изобретению представляет собой количество, которое при введении в одной или бо-

лее дозах нуждающемуся в этом индивидууму уменьшает количество самореактивных Т-клеток у инди-

видуума на по меньшей мере 10%, по меньшей мере на 15%, по меньшей мере на 20%, по меньшей мере 

на 25%, по меньшей мере на 30%, по меньшей мере на 40%, по меньшей мере на 50%, по меньшей мере 

на 60%, по меньшей мере на 70%, по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 90% или по меньшей 

мере на 95% по сравнению с количеством самореактивных Т-клеток у индивидуума перед введением 

мультимерного полипептида или при отсутствии введения ТММР. В некоторых случаях "эффективное 

количество" мультимерного полипептида представляет собой количество, которое при введении в одной 

или более дозах нуждающемуся в этом индивидууму уменьшает продуцирование цитокинов Th2 у инди-

видуума. В некоторых случаях "эффективное количество" ТММР по данному изобретению представляет 

собой количество, которое при введении в одной или более дозах нуждающемуся в этом индивидууму 

облегчает один или более симптомов, связанных с аутоиммунным заболеванием у индивидуума. 

Как отмечено выше, в некоторых случаях при осуществлении способа лечения субъекта ТММР по 

данному изобретению вводят нуждающемуся в этом индивидууму в качестве мультимерного полипепти-

да, per se. В других случаях при осуществлении способа лечения субъекта одну или более нуклеиновых 
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кислот, содержащих нуклеотидные последовательности, кодирующие ТММР по данному изобретению, 

вводят индивидууму, нуждающемуся в этом. Таким образом, в других случаях одну или более нуклеино-

вых кислот по данному изобретению, например один или несколько рекомбинантных векторов экспрес-

сии по данному изобретению, вводят индивидууму, нуждающемуся в этом. 

Составы 

Подходящие составы описаны выше, причем подходящие составы включают фармацевтически при-

емлемый эксципиент. В некоторых случаях подходящая композиция содержит: а) модулирующий Т-

клетки мультимерный полипептид по данному изобретению; и b) фармацевтически приемлемый эксци-

пиент. В некоторых случаях подходящая композиция содержит: а) нуклеиновую кислоту, содержащую 

нуклеотидную последовательность, кодирующую мультимерный полипептид по данному изобретению; 

и b) фармацевтически приемлемый эксципиент; в некоторых случаях нуклеиновая кислота представляет 

собой мРНК. В некоторых случаях подходящая композиция содержит: а) первую нуклеиновую кислоту, 

содержащую нуклеотидную последовательность, кодирующую первый полипептид ТММР по данному 

изобретению; b) вторую нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидную последовательность, коди-

рующую второй полипептид мультимерного полипептида по данному изобретению; и с) фармацевтиче-

ски приемлемый эксципиент. В некоторых случаях подходящая композиция содержит: а) нуклеиновую 

кислоту, содержащую нуклеотидную последовательность, кодирующую мультимерный полипептид 

ТММР по данному изобретению; и b) фармацевтически приемлемый эксципиент; в некоторых случаях 

нуклеиновая кислота представляет собой мРНК. В некоторых случаях подходящая композиция содер-

жит: а) первый рекомбинантный векторы экспрессии, содержащий нуклеотидную последовательность, 

кодирующую первый полипептид ТММР по данному изобретению; b) второй рекомбинантный векторы 

экспрессии, содержащий нуклеотидную последовательность, кодирующую второй полипептид ТММР по 

данному изобретению; и с) фармацевтически приемлемый эксципиент. 

Подходящие фармацевтически приемлемые эксципиенты описаны выше. 

Дозы 

Подходящая доза может быть определена лечащим врачом или другим квалифицированным меди-

цинским персоналом, основываясь на различных клинических факторах. Как хорошо известно в области 

медицины, дозы для любого пациента зависят от многих факторов, включая размер пациента, площадь 

поверхности тела, возраст, конкретный полипептид или нуклеиновую кислоту, которые следует вводить, 

пол пациента, время и путь введения, общее состояние здоровья и другие лекарственные средства, вво-

димые одновременно. Мультимерный полипептид по данному изобретению может вводиться в количе-

ствах от 1 нг/кг массы тела до 20 мг/кг массы тела на дозу, например, от 0,1 до 10 мг/кг массы тела, на-

пример, от 0,5 до 5 мг кг массы тела; однако предусмотрены дозы ниже или выше этого примерного диа-

пазона, особенно с учетом вышеупомянутых факторов. Если режим представляет собой непрерывную 

инфузию, она также может составлять от 1 мкг до 10 мг на килограмм массы тела в минуту. Мультимер-

ный полипептид по настоящему изобретению можно вводить в количестве от около 1 до 50 мг/кг массы 

тела, например от около 1 до около 5 мг/кг массы тела, от около 5 до около 10 мг/кг массы тела, от около 

10 до около 15 мг/кг массы тела, от около 15 до около 20 мг/кг массы тела, от около 20 до около 25 мг/кг 

массы тела, от около 25 до около 30 мг/кг массы тела, от около 30 до около 35 мг/кг массы тела, от около 

35 до около 40 мг/кг массы тела или от около 40 до около 50 мг/кг массы тела. 

В некоторых случаях подходящая доза мультимерного полипептида по данному изобретению со-

ставляет от 0,01 мкг до 100 г на кг массы тела, от 0,1 мкг до 10 г на кг массы тела, от 1 мкг до 1 г на кг 

массы тела, масса от 10 мкг до 100 мг на кг массы тела, от 100 мкг до 10 мг на кг массы тела или от 100 

мкг до 1 мг на кг массы тела. Специалисты в данной области техники могут легко оценить частоту по-

вторения для дозирования на основании измеренных времен пребывания и концентраций введенного 

агента в жидкостях или тканях организма. После успешного лечения может быть желательно, чтобы па-

циент проходил поддерживающую терапию для предотвращения рецидива болезненного состояния, при 

котором мультимерный полипептид по данному изобретению вводят в поддерживающих дозах, начиная 

от 0,01 мкг до 100 г на кг массы тела, от 0,1 мкг до 10 г на кг массы тела, от 1 мкг до 1 г на кг массы тела, 

масса от 10 мкг до 100 мг на кг массы тела, от 100 мкг до 10 мг на кг массы тела или от 100 мкг до 1 мг 

на кг массы тела. 

Специалистам в данной области техники легко понять, что уровни доз могут варьировать в зависи-

мости от конкретного мультимерного полипептида, степени выраженности симптомов и подверженности 

субъекта побочным эффектам. Предпочтительные дозы для данного соединения легко могут быть опре-

делены специалистами в данной области техники с помощью различных средств. 

В некоторых случаях вводят множественные дозы мультимерного полипептида по данному изобре-

тению, нуклеиновой кислоты по данному изобретению или рекомбинантного вектора экспрессии по дан-

ному изобретению. Частота введения мультимерного полипептида по данному изобретению, нуклеино-

вой кислоты по данному изобретению или рекомбинантного вектора экспрессии по данному изобрете-

нию может варьировать в зависимости от любого из множества факторов, например серьезности сим-

птомов и т.д. Например, в некоторых случаях мультимерный полипептид по данному изобретению, нук-

леиновая кислота по данному изобретению или рекомбинантный вектор экспрессии по данному изобре-
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тению вводят один раз в месяц, два раза в месяц, три раза в месяц, каждую вторую неделю (qow), один 

раз в неделю (qw), два раза в неделю (biw), три раза в неделю (tiw), четыре раза в неделю, пять раз в не-

делю, шесть раз в неделю, каждые двое суток (qod), ежесуточно (qd), два раза в сутки (qid) или три раза в 

сутки (tid). 

Продолжительность введения мультимерного полипептида по данному изобретению, нуклеиновой 

кислоты по данному изобретению или рекомбинантного вектора экспрессии по данному изобретению, 

например, период времени, в течение которого мультимерный полипептид по данному изобретению, 

нуклеиновую кислоту по данному изобретению, или вводимый рекомбинантный вектор экспрессии по 

данному изобретению может варьировать в зависимости от любого из множества факторов, например 

реакции пациента и т.д. Например, мультимерный полипептид по данному изобретению, нуклеиновая 

кислота по данному изобретению или рекомбинантный вектор экспрессии по данному изобретению 

можно вводить в течение периода времени, составляющего от около одних суток до около одной недели, 

от около двух недель до четырех недель, от одного месяца до двух месяцев, от двух месяцев до четырех 

месяцев, от четырех месяцев до шести месяцев, от шести месяцев до восьми месяцев, от восьми месяцев 

до 1 года, от около 1 года до около 2 лет или от около 2 лет до около 4 лет или более. 

Пути введения 

Активный агент (мультимерный полипептид по данному изобретению, нуклеиновая кислота по 

данному изобретению или рекомбинантный вектор экспрессии по данному изобретению) вводят индиви-

дууму с использованием любого доступного способа и пути, подходящего для доставки лекарственного 

средства, включая методы in vivo and ex vivo, а также системные и локализованные пути введения. 

Обычные и фармацевтически приемлемые пути введения включают внутриопухолевое, перитумо-

ральное, внутримышечное, внутрилимфатическое, внутритрахеальное, внутричерепное, подкожное, 

внутрикожное, местное применение, внутривенное, внутриартериальное, ректальное, назальное, ораль-

ное и другие энтеральные и парентеральные пути введения. Пути введения могут быть объединены, если 

желательно, или скорректированы в зависимости от мультимерного полипептида и/или желаемого эф-

фекта. Мультимерный полипептид по данному изобретению или нуклеиновую кислоту или рекомби-

нантный вектор экспрессии по данному изобретению можно вводить в однократной или многократных 

дозах. 

В некоторых случаях мультимерный полипептид по данному изобретению, нуклеиновую кислоту 

по данному изобретению или рекомбинантный вектор экспрессии по данному изобретению вводят внут-

ривенно. В некоторых случаях мультимерный полипептид по данному изобретению, нуклеиновую ки-

слоту по данному изобретению или рекомбинантный вектор экспрессии по данному изобретению вводят 

внутримышечно. В некоторых случаях мультимерный полипептид по данному изобретению, нуклеино-

вую кислоту по данному изобретению или рекомбинантный вектор экспрессии по данному изобретению 

вводят интралимфатически. В некоторых случаях мультимерный полипептид по данному изобретению, 

нуклеиновую кислоту по данному изобретению или рекомбинантный вектор экспрессии по данному изо-

бретению применяют местно. В некоторых случаях мультимерный полипептид по данному изобретению, 

нуклеиновую кислоту по данному изобретению или рекомбинантный вектор экспрессии по данному изо-

бретению вводят через опухоль. В некоторых случаях мультимерный полипептид по данному изобрете-

нию, нуклеиновую кислоту по данному изобретению или рекомбинантный вектор экспрессии по данно-

му изобретению вводят внутрь опухоли. В некоторых случаях мультимерный полипептид по данному 

изобретению, нуклеиновую кислоту по данному изобретению или рекомбинантный вектор экспрессии по 

данному изобретению вводят внутрь черепа. В некоторых случаях мультимерный полипептид по данно-

му изобретению, нуклеиновую кислоту по данному изобретению или рекомбинантный вектор экспрес-

сии по данному изобретению вводят подкожно. 

В некоторых случаях мультимерный полипептид по данному изобретению вводят внутривенно. В 

некоторых случаях мультимерный полипептид по данному изобретению вводят внутримышечно. В неко-

торых случаях мультимерный полипептид по данному изобретению применяют местно. В некоторых 

случаях мультимерный полипептид по данному изобретению вводят через опухоль. В некоторых случаях 

мультимерный полипептид по данному изобретению вводят внутрь опухоли. В некоторых случаях муль-

тимерный полипептид по данному изобретению вводят внутрь черепа. В некоторых случаях мультимер-

ный полипептид вводят подкожно. В некоторых случаях мультимерный полипептид по данному изобре-

тению вводят интралимфатически. 

Мультимерный полипептид по данному изобретению, нуклеиновая кислота по данному изобрете-

нию или рекомбинантный вектор экспрессии по данному изобретению могут быть введены хозяину с 

использованием любых доступных общепринятых способов и путей, подходящих для доставки обычных 

лекарственных средств, включая системные или местные пути. В общем, способы введения, предпола-

гаемые для применения в способе по данному изобретению, включают, но не ограничиваются ими, энте-

ральный, парентеральный и ингаляционный пути. 

Парентеральные пути введения, отличные от ингаляционного введения, включают, но не ограничи-

ваются ими, местный, трансдермальный, подкожный, внутримышечный, внутриорбитальный, внутри-

капсулярный, внутриспинальный, внутристенный, внутриопухолевый, внутрилимфатический, перитумо-
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ральный и внутривенный пути, т.е., любой путь введения, кроме как через пищеварительный канал. Па-

рентеральное введение может быть осуществлено для осуществления системной или местной доставки 

мультимерного полипептида по данному изобретению, нуклеиновой кислоты по данному изобретению 

или рекомбинантного вектора экспрессии по данному изобретению. Там, где желательна системная дос-

тавка, введение обычно включает инвазивное или системно абсорбированное местное или слизистое вве-

дение фармацевтических препаратов. 

Подходящие для лечения субъекты 

Субъекты, подходящие для лечения способом по данному изобретению, включают индивидуумов, у 

которых присутствует рак, включая индивидуумов, у которых был диагностирован рак, индивидуумов, 

которых лечили от рака, но которые не смогли ответить на лечение, и индивидуумов, которых лечили от 

рак и который первоначально ответил, но впоследствии стал невосприимчивым к лечению. Субъекты, 

подходящие для лечения способом по настоящему изобретению, включают индивидуумов, у которых 

есть инфекция (например, инфекция патогеном, таким как бактерия, вирус, простейший и т. д.), включая 

индивидуумов, у которых была диагностирована инфекция и индивидуумов, которые прошли лечение от 

инфекции, но не смогли ответить на лечение. Субъекты, подходящие для лечения способом по данному 

изобретению, включают индивидуумов, у которых есть бактериальная инфекция, включая индивидуу-

мов, у которых была диагностирована бактериальная инфекция, и индивидуумов, которых лечили от 

бактериальной инфекции, но которые не смогли ответить на лечение. Субъекты, подходящие для лече-

ния способом по данному изобретению, включают индивидуумов, у которых есть вирусная инфекция, 

включая индивидуумов, у которых была диагностирована вирусная инфекция, и индивидуумов, которых 

лечили от вирусной инфекции, но которые не смогли ответить на лечение. Субъекты, подходящие для 

лечения способом по данному изобретению, включают индивидуумов, у которых есть аутоиммунное 

заболевание, включая индивидуумов, у которых диагностировали аутоиммунное заболевание, и индиви-

дуумов, которых лечили от аутоиммунного заболевания, но которые не смогли ответить на лечение. 

Примеры неограничивающих аспектов изобретения 

Аспекты, включая варианты осуществления, данного изобретения, описанного выше, могут быть 

полезны отдельно или в комбинации с одним или более другими аспектами или вариантами осуществле-

ния. Не ограничивая вышеприведенное описание, некоторые неограничивающие аспекты изобретения, 

пронумерованные 1-134, представлены ниже. Как будет понятно специалистам в данной области техники 

после прочтения данного описания, каждый из отдельно пронумерованных аспектов может использо-

ваться или комбинироваться с любым из предшествующих или следующих отдельно пронумерованных 

аспектов. Это предназначено для обеспечения поддержки всех таких комбинаций аспектов и не ограни-

чивается комбинациями аспектов, явно предоставленными ниже: 

Аспект 1. Модулирующие Т-клетки мультимерные полипептиды, причем мультимерный полипеп-

тид представляет собой: 

А) гетеродимер, содержащий: а) первый полипептид, содержащий первый полипептид главного 

комплекса гистосовместимости (ГКГС); и b) второй полипептид, содержащий второй полипептид ГКГС, 

причем первый полипептид или второй полипептид содержит эпитоп; при этом первый полипептид 

и/или второй полипептид содержат один или более иммуномодулирующих полипептидов, которые могут 

быть одинаковыми или различными, и при этом по меньшей мере один из одного или более иммуномо-

дулирующих полипептидов могут представлять собой иммуномодулирующий полипептид дикого типа 

или вариант иммуномодулирующего полипептида дикого типа, при этом вариант иммуномодулирующе-

го полипептида содержит 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 аминокислотных 

замен по сравнению с соответствующей аминокислотной последовательностью иммуномодулирующего 

полипептида дикого типа; и при этом первый полипептид или второй полипептид необязательно содер-

жит полипептид Fc иммуноглобулина (Ig) или каркас не от Ig; или 

В) гетеродимер, содержащий: а) первый полипептид, содержащий первый полипептид ГКГС; и б) 

второй полипептид, содержащий второй полипептид ГКГС, при этом первый полипептид или второй 

полипептид содержит эпитоп; при этом первый полипептид и/или второй полипептид содержит один или 

более иммуномодулирующих полипептидов, которые могут быть одинаковыми или различными, 

при этом по меньшей мере один из одного или более иммуномодулирующих полипептидов пред-

ставляют собой вариант иммуномодулирующего полипептида дикого типа, при этом вариант иммуномо-

дулирующего полипептида содержит 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 ами-

нокислотных замен по сравнению с соответствующей аминокислотной последовательностью иммуномо-

дулирующего полипептида дикого типа, 

при этом по меньшей мере один из одного или более иммуномодулирующих доменов представляет 

собой вариант иммуномодулирующего полипептида, который проявляет пониженную аффинность к ког-

натному ко-иммуномодулирующему полипептиду по сравнению с аффинностью соответствующего им-

муномодулирующего полипептида дикого типа для когнатного ко-иммуномодулирующего полипептида, 

и при этом эпитоп связывается с рецептором Т-клеток (TCR) на Т-клетке с аффинностью, равной по 

меньшей мере 10
-7

 М так, что: i) модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид связывается с пер-

вой Т-клеткой с аффинностью, которая по меньшей мере на 25% больше, чем аффинность с которой мо-
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дулирующий Т-клетки мультимерный полипептид связывает вторую Т-клетку, при этом первая Т-клетка 

экспрессирует на своей поверхности когнатный ко-иммуномодулирующий полипептид и TCR, который 

связывает эпитоп с аффинностью, равной по меньшей мере 10
-7

 М, и при этом вторая Т-клетка экспрес-

сирует на своей поверхности когнатный ко-иммуномодулирующий полипептид, но не экспрессирует на 

своей поверхности TCR, который связывает эпитоп с аффинностью, равной по меньшей мере 10
-7

 М; 

и/или ii) отношение аффинность связывания контрольного модулирующего Т-клетки мультимерного 

полипептида, причем контрольный содержит иммуномодулирующий полипептид дикого типа, к когнат-

ному ко-иммуномодулирующему полипептиду с аффинностью связывания модулирующего Т-клетки 

мультимерного полипептида, содержащего вариант иммуномодулирующего полипептида дикого типа к 

когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду, которую измеряют с помощью биослойной интер-

ферометрии, находится в диапазоне от 1,5:1 до 10
6
:1; и при этом вариант иммуномодулирующего поли-

пептида содержит 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 аминокислотных замен 

по сравнению с соответствующей аминокислотной последовательностью иммуномодулирующего поли-

пептида дикого типа; и 

при этом первый полипептид или второй полипептид необязательно содержит полипептид Fc Ig или 

каркас не от Ig; или 

С) гетеродимер, содержащий: а) первый полипептид, содержащий, в направлении от N-конца к С-

концу: i) эпитоп; ii) первый полипептид главного комплекса гистосовместимости (ГКГС) и b) второй по-

липептид, содержащий, в направлении от N-конца к С-концу: i) второй полипептид ГКГС, и ii) необяза-

тельно полипептид Fc иммуноглобулина (Ig) или каркас не от Ig, причем мультимерный полипептид со-

держит один или более иммуномодулирующих доменов, которые могут быть одинаковыми или различ-

ными, при этом, по меньшей мере, один из одного или более иммуномодулирующим доменов располо-

жен: А) на С-конце первого полипептида; В) на N-конце второго полипептида; С) на С-конце второго 

полипептида или D) на С-конце первого полипептида и на N-конце второго полипептида, и при этом по 

меньшей мере, один из одного или более иммуномодулирующих доменов может представлять собой им-

муномодулирующий полипептид дикого типа или вариант иммуномодулирующего полипептида дикого 

типа, при этом вариант иммуномодулирующего полипептида содержит 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10, 11, 12, 13, 

14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 аминокислотных замены по сравнению с аминокислотной последовательно-

стью соответствующего иммуномодулирующего полипептида дикого типа; и 

необязательно, при этом, по меньшей мере один из одного или более иммуномодулирующих доме-

нов представляет собой вариант иммуномодулирующего полипептида, который проявляет пониженную 

аффинность к когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду по сравнению с аффинностью соот-

ветствующего иммуномодулирующего полипептида дикого типа для когнатного ко-

иммуномодулирующего полипептида, и при этом эпитоп связывается с рецептором Т-клеток (TCR) на Т-

клетке с аффинностью, равной по меньшей мере 10
-7

 М так, что: i) модулирующий Т-клетки мультимер-

ный полипептид связывается с первой Т-клеткой с аффинностью, которая на по меньшей мере 25% 

больше, чем аффинность с которой модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид связывает вто-

рую Т-клетку, при этом первая Т-клетка экспрессирует на своей поверхности когнатный ко-

иммуномодулирующий полипептид и TCR, который связывает эпитоп с аффинностью, равной по мень-

шей мере 10
-7

 М, и при этом вторая Т-клетка экспрессирует на своей поверхности когнатный ко-

иммуномодулирующий полипептид, но не экспрессирует на своей поверхности TCR, который связывает 

эпитоп с аффинностью, равной по меньшей мере 10
-7

 М; и/или ii) отношение аффинность связывания 

контрольного модулирующего Т-клетки мультимерного полипептида, причем контрольный содержит 

иммуномодулирующий полипептид дикого типа, к когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду 

с аффинностью связывания модулирующего Т-клетки мультимерного полипептида, содержащего вари-

ант иммуномодулирующего полипептида дикого типа к когнатному ко-иммуномодулирующему поли-

пептиду, которую измеряют с помощью биослойной интерферометрии, находится в диапазоне от 1,5:1 до 

10
6
:1; и при этом вариант иммуномодулирующего полипептида содержит 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 

13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 аминокислотных замен по сравнению с соответствующей аминокислот-

ной последовательностью иммуномодулирующего полипептида дикого типа. 

Аспект 2. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 1, отличающийся тем, 

что модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид связывается с первой Т-клеткой с аффинно-

стью, которая по меньшей мере на 50% выше, чем аффинность, с которой он связывает вторую Т-клетку. 

Аспект 3. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 1, отличающийся тем, 

что модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид связывается с первой Т-клеткой с аффинно-

стью, которая по меньшей мере в 2 раза выше, чем аффинность, с которой он связывает вторую Т-клетку. 

Аспект 4. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 1, отличающийся тем, 

что модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид связывается с первой Т-клеткой с аффинно-

стью, которая по меньшей мере в 5 раза выше, чем аффинность, с которой он связывает вторую Т-клетку. 

Аспект 5. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 1, отличающийся тем, 

что модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид связывается с первой Т-клеткой с аффинно-

стью, которая по меньшей мере в 10 раза выше, чем аффинность, с которой он связывает вторую Т-
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клетку. 

Аспект 6. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 1, отличающийся тем, 

что вариант иммуномодулирующего полипептида связывает ко-иммуномодулирующий полипептид с 

аффинностью, равной от около 10
-4

 М до около 10
-7

 М. 

Аспект 7. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 1, отличающийся тем, 

что вариант иммуномодулирующего полипептида связывает ко-иммуномодулирующий полипептид с 

аффинностью, равной от около 10
-4

 М до около 10
-6

 М. 

Аспект 8. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 1, отличающийся тем, 

что вариант иммуномодулирующего полипептида связывает ко-иммуномодулирующий полипептид с 

аффинностью, равной от около 10
-4

 М до около 10
-5

 М. 

Аспект 9. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 1, отличающийся тем, 

что отношение аффинности связывания контрольного модулирующего Т-клетки мультимерного поли-

пептида, причем контрольный содержит иммуномодулирующий полипептид дикого типа, к когнатному 

ко-иммуномодулирующему полипептиду с аффинностью связывания модулирующего Т-клетки мульти-

мерного полипептида, содержащего вариант иммуномодулирующего полипептида дикого типа к когнат-

ному ко-иммуномодулирующему полипептиду, которую измеряют с помощью биослойной интерферо-

метрии составляет по меньшей мере 10:1. 

Аспект 10. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 1, отличающийся тем, 

что отношение аффинности связывания контрольного модулирующего Т-клетки мультимерного поли-

пептида, причем контрольный содержит иммуномодулирующий полипептид дикого типа, к когнатному 

ко-иммуномодулирующему полипептиду с аффинностью связывания модулирующего Т-клетки мульти-

мерного полипептида, содержащего вариант иммуномодулирующего полипептида дикого типа к когнат-

ному ко-иммуномодулирующему полипептиду, которую измеряют с помощью биослойной интерферо-

метрии составляет по меньшей мере 50:1. 

Аспект 11. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 1, отличающийся тем, 

что отношение аффинности связывания контрольного модулирующего Т-клетки мультимерного поли-

пептида, причем контрольный содержит иммуномодулирующий полипептид дикого типа, к когнатному 

ко-иммуномодулирующему полипептиду с аффинностью связывания модулирующего Т-клетки мульти-

мерного полипептида по данному изобретению, содержащего вариант иммуномодулирующего полипеп-

тида дикого типа к когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду, которую измеряют с помощью 

биослойной интерферометрии составляет по меньшей мере 10
2
:1. 

Аспект 12. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 1, отличающийся тем, 

что отношение аффинности связывания контрольного модулирующего Т-клетки мультимерного поли-

пептида, причем контрольный содержит иммуномодулирующий полипептид дикого типа, к когнатному 

ко-иммуномодулирующему полипептиду с аффинностью связывания модулирующего Т-клетки мульти-

мерного полипептида, содержащего вариант иммуномодулирующего полипептида дикого типа к когнат-

ному ко-иммуномодулирующему полипептиду, которую измеряют с помощью биослойной интерферо-

метрии составляет по меньшей мере 10
3
:1. 

Аспект 13. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 1-12, отли-

чающийся тем, что второй полипептид содержит полипептид Fc Ig. 

Аспект 14. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 13, отличающийся тем, 

полипептид Fc Ig представляет собой полипептид Fc IgG1. 

Аспект 15. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 14, отличающийся тем, 

полипептид Fc IgG1 содержит одну или более аминокислотных замен, выбранных из N297A, L234A, 

L235A, L234F, L235E и P331S. 

Аспект 16. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 14, отличающийся тем, 

что полипептид Fc IgG1 содержит замены L234A и L235A. 

Аспект 17. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 1-16, отли-

чающийся тем, что первый полипептид содержит пептидный линкер между эпитопом и первым поли-

пептидом ГКГС. 

Аспект 18. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 17, отличающийся тем, 

что линкер имеет длину от 20 до 40 аминокислот. 

Аспект 19. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 17, отличающийся тем, 

что линкер представляет собой пептид формулы (GGGGS)n, где n представляет собой 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 или 

8. 

Аспект 20. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 1-19, отли-

чающийся тем, что первый полипептид содержит пептидный линкер между вариантом иммуномодули-

рующего полипептида и вторым полипептидом ГКГС. 

Аспект 21. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 18, отличающийся тем, 

что линкер имеет длину от 20 до 40 аминокислот. 

Аспект 22. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 20, отличающийся тем, что 

линкер представляет собой пептид формулы (GGGGS)n, где n представляет собой 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 или 8. 



047549 

- 74 - 

Аспект 23. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 1-22, со-

держащий две или более копии варианта иммуномодулирующего полипептида. 

Аспект 24. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 23, отличающийся тем, 

что две или более копии варианта иммуномодулирующего полипептида содержат одинаковую амино-

кислотную последовательность. 

Аспект 25. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 23 или аспекту 24, со-

держащий пептидный линкер между копиями. 

Аспект 26. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 25, отличающийся тем, 

что линкер имеет длину от 20 до 40 аминокислот. 

Аспект 27. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 25, отличающийся тем, что 

линкер представляет собой пептид формулы (GGGGS)n, где n представляет собой 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 или 8. 

Аспект 28. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 1-27, отли-

чающийся тем, что вариант иммуномодулирующего полипептида содержит от 1 до 10 аминокислотных 

замен по сравнению с соответствующим иммуномодулирующим полипептидом дикого типа. 

Аспект 29. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 28, отличающийся тем, 

что иммуномодулирующий полипептид дикого типа, выбирают из группы, состоящей из IL-2, 4-1BBL, 

PD-L1, CD80, CD86, ICOS-L, OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70 и ICAM. 

Аспект 30. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 1-29, отли-

чающийся тем, что первый полипептид ГКГС представляет собой полипептид β2-микроглобулина; и при 

этом второй полипептид ГКГС представляет собой полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I. 

Аспект 31. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 30, отличающийся тем, 

что полипептид β2-микроглобулина содержит аминокислотную последовательность, имеющую идентич-

ность аминокислотной последовательности, равную по меньшей мере 85% с одной из аминокислотных 

последовательностей, представленных на фиг. 4. 

Аспект 32. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 30, отличающийся тем, 

что полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I представляет собой тяжелую цепь HLA-A, HLA-B или 

HLA-C. 

Аспект 33. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 32, отличающийся тем, 

что полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I содержит аминокислотную последовательность, имеющую 

идентичность аминокислотной последовательности, равную по меньшей мере 85% с аминокислотной 

последовательностью, представленной на фиг. 3А-3С. 

Аспект 34. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 1-29, отли-

чающийся тем, что первый полипептид ГКГС представляет собой полипептид альфа цепи ГКГС класса 

II; и при этом второй полипептид ГКГС представляет собой полипептид бета цепи ГКГС класса II. 

Аспект 35. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 1-34, отли-

чающийся тем, что мультимерный полипептид содержит полипептид Fc, и при этом полипептид Fc Ig 

представляет собой полипептид Fc IgG1, полипептид Fc IgG2, полипептид Fc IgG3, полипептид Fc IgG4, 

полипептид Fc IgA или полипептид Fc IgM. 

Аспект 36. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 26, отличающийся тем, 

что полипептид Fc Ig содержит аминокислотную последовательность, имеющую идентичность амино-

кислотной последовательности, равную по меньшей мере 85% с аминокислотной последовательностью, 

представленной на фиг. 2A-2D. 

Аспект 37. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 35 или 36, отличаю-

щийся тем, что второй полипептид содержит пептидный линкер между вторым полипептидом ГКГС и 

полипептидом Fc. 

Аспект 38. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 37, отличающийся тем, 

что линкер имеет длину от 20 до 4 аминокислот. 

Аспект 39. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 37, отличающийся тем, что 

линкер представляет собой пептид формулы (GGGGS)n, где n представляет собой 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 или 8. 

Аспект 40. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 1-39, отли-

чающийся тем, что первый полипептид и второй полипептид нековалентно связаны. 

Аспект 41. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 1-39, отли-

чающийся тем, что первый полипептид и второй полипептид ковалентно связаны друг с другом. 

Аспект 42. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 41, отличающийся тем, 

что ковалентная связь осуществляется через дисульфидную связь. 

Аспект 43. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 42, отличающийся тем, 

что дисульфидная связь связывает остаток цистеина в первом полипептиде ГКГС с остатком цистеина во 

втором полипептиде ГКГС. 

Аспект 44. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 1-43, отли-

чающийся тем, что эпитоп представляет собой эпитоп рака. 

Аспект 45. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 44, отличающийся тем, 
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что эпитоп рака представляет собой пептидный фрагмент из 4 аминокислот (ак), 5 ак, 6 ак, 7 ак, 8 ак, 9 м, 

10 ак, 11 ак, 12 ак, 13 ак, 14 ак, 15 ак, 16 ак, 17 ак, 18 ак, 19 ак или 20 ак в длину полипептида MUC1, по-

липептида вируса папилломы человека (HPV) Е6, полипептида LMP2, полипептида HPV E7, полипепти-

да рецептора эпидермального фактора роста (EGFR) vIII, полипептида HER-2/neu, полипептида 3 семей-

ства антигенов меланомы A (MAGE A3), полипептида р53, полипептида мутанта р53, полипептида NY-

ESO-1, полипептида фолат гидролазы (простат-специфический мембранный антиген; PSMA), полипеп-

тида карциноэмбрионального антигена (СЕА), полипептида антигена меланомы, распознаваемого Т-

клетками (melanA/MART1), полипептида Ras, полипептида gp100, полипептида протеиназы 3 (PR1), по-

липептида bcr-abl, полипептида тирозиназы, полипептида сурвивина, полипептида простат-

специфического антигена (PSA), полипептида hTERT, полипептида точек разрыва саркомы, полипептида 

точек разрыва сновиальной саркомы X (SSX), полипептида EphA2, полипептида кислой фосфатазы про-

статы (РАР), полипептида ингибитора апоптоза меланомы a (ML-IAP), полипептида альфа-фетопротеина 

(AFP), полипептида молекулы адгезии эпителиальных клеток (ЕрСАМ), полипептида ERG (химерный 

TMPRSS2 ETS), полипептида NA17, полипептида парная коробка-3 (РАХ3), полипептида киназы ана-

пластической лимфомы (ALK), полипептида андрогенного рецептора, полипептида циклина В1, поли-

пептида N-myc прото-онкогена (MYCN), полипептида члена семейства С гомологов гена Ras (RhoC), 

полипептида родственного тирозиназе белка-2 (TRP-2), полипептида мезотелина, полипептида антигена 

стволовых клеток простаты (PSCA), полипептида связанного с меланомой антигена-1 (MAGE A1), поли-

пептида цитохрома Р450 1В1 (CYP1B1), полипептида плацента-специфического белка 1 (PLAC1), поли-

пептида BORIS (также известного как фактор связывания СССТС или CTCF), полипептида ETV6-AML, 

полипептида антигена рака молочной железы NY-BR-1 (также упоминаемого как белок, содержащий 

домен анкиринового повтора 30А), полипептида регулятора сигналинга G-белка (RGS5), полипептида 

антигена плоскоклеточного рака, распознаваемого Т-клетками (SART3), полипептида карбоангидразы 

IX, полипептида парной коробки-5 (РАХ5), полипептида OY-TES1 (яичковый антиген; также известный 

как белок, связывающий акрозин), полипептида белка спермы 17, полипептида специфичной для лимфо-

цитов клеточной протеин-тирозинкиназы (LCK), высокомолекулярного антигена, ассоциированного с 

меланомой (HMW-MAA), якорного белка А-киназы-4 (AKAP-4), полипептида точки остановки X 2 сино-

виальной саркомы (SSX2), полипептида члена семейства антигена X 1 (XAGE1), полипептида гомолога 3 

В7 (В7Н3; также известного как CD276), полипептида бобовых (LGMN1; также известного как аспараги-

нилэндопептидаза), полипептида тирозинкиназы с доменами гомологии Ig и EGF-2 (Tie-2; также извест-

ного как рецептор ангиопоэтина-1), полипептида члена 4 семейства Р антигена (PAGE4), полипептида 

рецептора фактора роста эндотелия сосудов 2 (VEGF2), полипептида MAD-CT-1, полипептида белка ак-

тивации фибробластов (FAP), полипептида бета-рецептора фактора роста тромбоцитов (PDGFP), поли-

пептида MAD-CT-2, полипептида связанного с Fos антигена 1 (FOSL) или полипептида опухоли Вильм-

са-1 (WT1). 

Аспект 46. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 1-45, отли-

чающийся тем, что один из первого и второго полипептидов содержит полипептид Fc Ig, при этом лекар-

ственное средство конъюгировано с полипептидом Fc Ig. 

Аспект 47. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 46, отличающийся тем, 

что лекарственное средство представляет собой цитотоксических агент, выбранный из мейтансиноида, 

бензодиазепина, таксоида, СС-1065, дуокармицина, аналога дуокармицина, калихеамицина, доластатина, 

аналога доластатина, ауристатина, томаймицина и лептомицина или пролекарства любого из вышепере-

численных. 

Аспект 48. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 46, отличающийся тем, 

что лекарственное средство представляет собой ретиноид. 

Аспект 49. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 1-48, отли-

чающийся тем, что аффинность связывания определяют при помощи биослойной интерферометрии. 

Аспект 50. Способ модулирования иммунного ответа у индивидуума, включающий введение инди-

видууму эффективного количества модулирующего Т-клетки мультимерного полипептида по любому из 

аспектов 1-49, причем указанное введение индуцирует эпитоп-специфический Т-клеточный ответ и эпи-

топ-неспецифический Т-клеточный ответ, причем отношение эпитоп-специфического Т-клеточного от-

вета к эпитоп-неспецифическому Т-клеточному ответу составляет по меньшей мере 2:1. 

Аспект 51. Способ по аспекту 50, отличающийся тем, что отношение эпитоп-специфического Т-

клеточного ответа к эпитоп-неспецифическому Т-клеточному ответу составляет по меньшей мере 5:1. 

Аспект 52. Способ по аспекту 50, отличающийся тем, что отношение эпитоп-специфического Т-

клеточного ответа к эпитоп-неспецифическому Т-клеточному ответу составляет по меньшей мере 10:1. 

Аспект 53. Способ по аспекту 50, отличающийся тем, что отношение эпитоп-специфического Т-

клеточного ответа к эпитоп-неспецифическому Т-клеточному ответу составляет по меньшей мере 25:1. 

Аспект 54. Способ по аспекту 50, отличающийся тем, что отношение эпитоп-специфического Т-

клеточного ответа к эпитоп-неспецифическому Т-клеточному ответу составляет по меньшей мере 50:1. 

Аспект 55. Способ по аспекту 50, отличающийся тем, что отношение эпитоп-специфического Т-

клеточного ответа к эпитоп-неспецифическому Т-клеточному ответу составляет по меньшей мере 100:1. 
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Аспект 56. Способ по любому из аспектов 50-55, отличающийся тем, что индивидуум представляет 

собой человека. 

Аспект 57. Способ по любому из аспектов 50-56, отличающийся тем, что указанное модулирование 

включает усиление цитотоксического ответа Т-клеток на раковые клетки. 

Аспект 58. Способ по любому из аспектов 50-57, отличающийся тем, что указанное модулирование 

включает снижение Т-клеточного ответа на аутоантиген. 

Аспект 59. Способ по любому из аспектов 50-58, отличающийся тем, что указанное введение явля-

ется внутривенным, подкожным, внутримышечным, системным, внутрилимфатическим, дистальным по 

отношению к месту лечения, местным или в месте лечения или рядом с ним. 

Аспект 60. Способ по любому из аспектов 50-59, отличающийся тем, что эпитоп-неспецифический 

Т-клеточный ответ меньше, чем эпитоп-неспецифический Т-клеточный ответ, который индуцируется 

контрольным модулирующим Т-клетки мультимерным полипептидом, содержащим соответствующий 

иммуномодулирующий полипептид дикого типа. 

Аспект 61. Способ лечения рака у индивидуума, включающий введение индивидууму эффективно-

го количества модулирующего Т-клетки мультимерного полипептида по любому из аспектов 1-49. 

Аспект 62. Одна или более нуклеиновых кислот, содержащие нуклеотидные последовательности, 

кодирующие первый и второй полипептиды модулирующего Т-клетки мультимерного полипептида по 

любому из аспектов 1-49. 

Аспект 63. Одна или более нуклеиновых кислот по аспекту 62, отличающаяся тем, что первый по-

липептид кодируется первой нуклеотидной последовательностью, второй полипептид кодируется второй 

нуклеотидной последовательностью и при этом первая и вторая нуклеотидные последовательности при-

сутствуют в одной нуклеиновой кислоте. 

Аспект 64. Одна или более нуклеиновых кислот по аспекту 62, отличающаяся тем, что первый по-

липептид кодируется первой нуклеотидной последовательностью, присутствующей в первой нуклеино-

вой кислоте, а второй полипептид кодируется второй нуклеотидной последовательностью, присутст-

вующей во второй нуклеиновой кислоте. 

Аспект 65. Одна или более нуклеиновых кислот по аспекту 63, отличающаяся тем, что первая нук-

леотидная последовательность и вторая нуклеотидная последовательность функционально связаны с 

элементом контроля транскрипции. 

Аспект 66. Одна или более нуклеиновых кислот по аспекту 64, отличающаяся тем, что первая нук-

леотидная последовательность функционально связана с элементом контроля транскрипции, а вторая 

нуклеотидная последовательность функционально связана с элементом контроля транскрипции. 

Аспект 67. Одна или более нуклеиновых кислот по аспекту 63, отличающиеся тем, что одна нук-

леиновая кислота присутствует в рекомбинантном векторе экспрессии. 

Аспект 68. Одна или более нуклеиновых кислот по аспекту 67, отличающиеся тем, что первая нук-

леиновая кислота присутствует в первом рекомбинантном векторе экспрессии, а вторая нуклеиновая ки-

слота присутствует во втором рекомбинантном векторе экспрессии. 

Аспект 69. Композиция, содержащая: а) модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по 

любому из аспектов 1-49 и b) фармацевтически приемлемый наполнитель. 

Аспект 70. Композиция, содержащая: а) одну или более нуклеиновые кислот по любому из аспектов 

62-68 и b) фармацевтически приемлемый наполнитель. 

Аспект 71. Композиция, содержащая: а) модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по 

любому из аспектов 1-49 и b) солевой раствор. 

Аспект 72. Композиция по аспекту 71, отличающаяся тем, что солевой раствор представляет собой 

0,9% NaCl. 

Аспект 73. Композиция по аспекту 71 или 72, отличающаяся тем, что композиция является сте-

рильной. 

Аспект 74. Способ получения получения модулирующего Т-клетки мультимерного полипептида, 

содержащего один или более вариантов иммуномодулирующих полипептидов, которые проявляют по-

ниженную аффинность к когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду по сравнению с аффинно-

стью соответствующего родительского иммуномодулирующего полипептида дикого типа к ко-

иммуномодулирующему полипептиду, включающий отбор из библиотеки модулирующего Т-клетки 

мультимерного полипептида, включающей множество элементов, элемента, который проявляет пони-

женную аффинность к когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду, причем множество элемен-

тов содержит: а) первый полипептид, содержащий: i) эпитоп; и ii) первый полипептид главного комплек-

са гистосовместимости (ГКГС); и b) второй полипептид, содержащий: i) второй полипептид ГКГС; и ii) 

необязательно полипептид Fc иммуноглобулина (Ig) или каркас не от Ig, при этом элементы библиотеки 

содержат множество вариантов иммуномодулирующего полипептида, присутствующего в первом поли-

пептиде, во втором полипептиде или как в первом, так и во втором полипептиде. 

Аспект 75. Способ получения модулирующего Т-клетки мультимерного полипептида, содержащего 

один или более вариантов иммуномодулирующих полипептидов, которые проявляют сниженную аф-

финность к когнатному ко-иммуномодулирующему полипептиду по сравнению с аффинностью соответ-
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ствующего родительского иммуномодулирующего полипептида дикого типа для ко-го иммуномодули-

рующего полипептида, включающий: А) обеспечение библиотеки модулирующего Т-клетки мультимер-

ного полипептида, содержащей множество элементов, причем множество элементов содержит: а) первый 

полипептид, содержащий: i) эпитоп и ii) первый основной полипептид главного комплекса гистосовме-

стимости (ГКГС) и b) второй полипептид, содержащий: i) второй полипептид ГКГС; и ii) необязательно 

полипептид Fc иммуноглобулина (Ig) или каркас не от Ig, причем элементы библиотеки содержат разные 

варианты иммуномодулирующего полипептида, представленного в первом полипептиде, втором поли-

пептиде или как на первом, так и на втором полипептиде; и В) выбор из библиотеки элемента, который 

проявляет пониженную аффинность с когнатным ко-иммуномодулирующим полипептидом. 

Аспект 76. Способ по аспекту 74 или 75, отличающийся тем, что указанный отбор включает опре-

деление аффинности с использованием биослойной интерферометрии связывания между элементами 

библиотеки мультимерных полипептидов модулирующих Т-клетки и когнатным ко-

иммуномодулирующим полипептидом. 

Аспект 77. Способ по любому из аспектов 74-76, отличающийся тем, что модулирующий Т-клетки 

мультимерный полипептид является таким, как определено в любом из аспектов 1-49. 

Аспект 78. Способ по любому из аспектов 74-77, дополнительно включающий: а) приведение в 

контакт выбранного элемента библиотеки мультимерных полипептидов, модулирующих Т-клетки с Т-

клеткой-мишенью, экспрессирующей на своей поверхности: i) когнатный ко-иммуномодулирующий по-

липептид, который связывает родительский иммуномодулирующий полипептид дикого типа; и ii) рецеп-

тор Т-клеток, который связывается с эпитопом, причем элемент библиотеки модулирующих Т-клетки 

мультимерных полипептидов содержит эпитопную метку, так что элемент библиотеки модулирующих Т-

клетки мультимерных полипептидов связывается с Т-клеткой-мишенью; b) приведение в контакт вы-

бранного элемента библиотеки модулирующих Т-клетки мультимерных полипептидов, связанного с Т-

клеткой-мишенью, с флуоресцентно меченным связывающим агентом, который связывается с эпитопной 

меткой, с образованием комплекса выбранный элемент библиотеки модулирующих Т-клетки мульти-

мерных полипептидов/Т-клетка-мишень/связывающий агента; и с) измерение средней интенсивности 

флуоресценции (MFI) комплекса выбранного элемента библиотеки мультимерных полипептидов, моду-

лирующих Т-клетки/Т-клетка-мишень/связывающий агент с использованием проточной цитометрии, 

причем MFI, измеренная в диапазоне концентраций выбранного элемента библиотеки модулирующих Т-

клетки мультимерных полипептидов, обеспечивает измерение аффинности и кажущейся авидности; при 

этом выбранный элемент библиотеки модулирующих Т-клетки мультимерных полипептидов, который 

селективно связывает Т-клетку-мишень, сравнивают со связыванием элемента библиотеки модулирую-

щих Т-клетки мультимерных полипептидов с контрольной Т-клеткой, содержащей: i) когнатный ко-

иммуномодулирующий полипептид, который связывает родительский иммуномодулирующий полипеп-

тид дикого типа; и ii) Т-клеточный рецептор, который связывается с эпитопом, отличным от эпитопа, 

присутствующего в элементе библиотеки модулирующих Т-клетки мультимерных полипептидов, иден-

тифицирован как селективно связывающийся с Т-клеткой-мишенью. 

Аспект 79. Способ по аспекту 78, отличающийся тем, что связывающий агент представляет собой 

антитело, специфичное к метке эпитопа. 

Аспект 80. Способ по любому из аспектов 74-79, отличающийся тем, что вариант иммуномодули-

рующего полипептида содержит от 1 до 20 аминокислотных замен по сравнению с соответствующим 

родительским иммуномодулирующим полипептидом дикого типа. 

Аспект 81. Способ по любому из аспектов 74-80, отличающийся тем, что модулирующий Т-клетки 

мультимерный полипептид содержит два варианта иммуномодулирующих полипептидов. 

Аспект 82. Способ по аспекту 81, отличающийся тем, что два варианта иммуномодулирующих по-

липептидов содержат одинаковую аминокислотную последовательность. 

Аспект 83. Способ по аспекту 81 или 82, отличающийся тем, что первый полипептид содержит 

один из двух вариантов иммуномодулирующих полипептидов, и при этом второй полипептид содержит 

второй из двух вариантов иммуномодулирующих полипептидов. 

Аспект 84. Способ по аспекту 81 или 82, отличающийся тем, что два варианта иммуномодулирую-

щих полипептидов находятся в одной и той же полипептидной цепи модулирующего Т-клетки мульти-

мерного полипептида. 

Аспект 85. Способ по аспекту 84, отличающийся тем, что два варианта иммуномодулирующих по-

липептидов находятся в первом полипептиде модулирующего Т-клетки мультимерного полипептида. 

Аспект 86. Способ по аспекту 84, отличающийся тем, что два варианта иммуномодулирующих по-

липептидов находятся во втором полипептиде модулирующего Т-клетки мультимерного полипептида. 

Аспект 87. Способ по любому из аспектов 74-86, дополнительно включающий выделение выбран-

ного элемента библиотеки модулирующих Т-клетки мультимерных полипептидов из библиотеки. 

Аспект 88. Способ по любому из аспектов 74-87, дополнительно включающий предоставление нук-

леиновой кислоты, содержащей нуклеотидную последовательность, кодирующую выбранный элемент 

библиотеки модулирующих Т-клетки мультимерных полипептидов. 

Аспект 89. Способ по аспекту 88, отличающийся тем, что нуклеиновая кислота присутствует в ре-
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комбинантном векторе экспрессии. 

Аспект 90. Способ по аспекту 88 или 89, отличающийся тем, что нуклеотидная последовательность 

функционально связана с элементом контроля транскрипции, который функционирует в эукариотиче-

ской клетке. 

Аспект 91. Способ по аспекту 88-90, отличающийся тем, что дополнительно включает введение 

нуклеиновой кислоты в эукариотическую клетку-хозяина и культивирование клетки в жидкой среде для 

синтеза кодированного выбранного элемента библиотеки модулирующих Т-клетки мультимерных поли-

пептидов в клетке. 

Аспект 92. Способ по аспекту 91, дополнительно включающий выделение синтезированного вы-

бранного элемента библиотеки модулирующих Т-клетки мультимерных полипептидов из клетки или из 

жидкой культуральной среды, содержащей клетку. 

Аспект 93. Способ по любому из аспектов 74-92, отличающийся тем, что выбранный элемент биб-

лиотеки модулирующих Т-клетки мультимерных полипептидов содержит полипептид Fc Ig. 

Аспект 94. Способ по аспекту 93, дополнительно включающий конъюгирование лекарственного 

средства с полипептидом Fc Ig. 

Аспект 95. Способ по аспекту 94, отличающийся тем, что лекарственное средство представляет со-

бой цитотоксических агент, выбранный из мейтансиноида, бензодиазепина, таксоида, СС-1065, дуокар-

мицина, аналога дуокармицина, калихеамицина, доластатина, аналога доластатина, ауристатина, томай-

мицина и лептомицина или пролекарства любого из вышеперечисленных. 

Аспект 96. Способ по аспекту 94, отличающийся тем, что лекарственное средство представляет со-

бой ретиноид. 

Аспект 97. Способ по любому из аспектов 74-96, отличающийся тем, что родительский иммуномо-

дулирующий полипептид дикого типа и когнатные иммуномодулирующие полипептиды выбирают из 

IL-2 и рецептора IL-2; 4-1BBL и 4-1ВВ; PD-L1 и PD-1; FasL и Fas; TGFβ и рецептора TGFβ; CD80 и 

CD28; CD86 и CD28; OX40L и ОХ40; CD70 CD27; ICOS-L и ICOS; ICAM и LFA-1; JAG1 и Notch; JAG1 и 

CD46; CD80 и CTLA4 и CD86 и CTLA4. 

Аспект 98. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид, содержащий: А) первый мульти-

мерный полипептидный гетеродимер по любому из аспектов 1-49, и В) второй мультимерный полипеп-

тидный гетеродимер по любому из аспектов 1-49, и при этом первый гетеродимер и второй гетеродимер 

ковалентно связаны друг с другом. 

Аспект 99. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 98, отличающийся тем, 

что первый гетеродимер и второй гетеродимер ковалентно связаны друг с другом через С-концевую об-

ласть второго полипептида первого гетеродимера и С-концевую область второго полипептида второго 

гетеродимера. 

Аспект 100. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 98 или 99, отличаю-

щийся тем, что пептидный эпитоп первого гетеродимера и пептидный эпитоп второго гетеродимера со-

держат одну и ту же аминокислотную последовательность. 

Аспект 101. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 98-100, 

отличающийся тем, что первый полипептид ГКГС первого и второго гетеродимера представляет собой 

β2-микроглобулин ГКГС класса I, и при этом второй полипептид ГКГС первого и второго гетеродимера 

представляет собой тяжелую цепь ГКГС класса I. 

Аспект 102. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 98-101, 

отличающийся тем, что один или более иммуномодулирующих полипептидов первого гетеродимера и 

один или более иммуномодулирующих полипептидов второго гетеродимера содержат одну и ту же ами-

нокислотную последовательность или содержат разные аминокислотные последовательности. 

Аспект 103. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 98-102, 

отличающийся тем, что один или более иммуномодулирующих полипептидов первого гетеродимера и 

один или более иммуномодулирующих полипептидов второго гетеродимера являются вариантами имму-

номодулирующих полипептидов, которые содержат от 1 до 10 аминокислотных замен по сравнению с 

соответствующим родительским иммуномодулирующим полипептидом дикого типа, и 

при этом от 1 до 10 аминокислотных замен приводят к снижению аффинного связывания варианта 

иммуномодулирующего полипептида с когнатным иммуномодулирующим полипептидом. 

Аспект 104. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 98-103, 

отличающийся тем, что один или более иммуномодулирующих полипептидов первого гетеродимера и 

один или более иммуномодулирующих полипептидов второго гетеродимера выбирают из группы, со-

стоящей из IL-2, 4-1BBL, PD-L1, CD80, CD86, ICOS-L, OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70, ICAM, вариан-

тов IL-2, 4-1BBL, PD-L1, CD80, CD86, ICOS-L, OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70 и ICAM, и их комби-

наций. 

Аспект 105. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 104, отличающийся 

тем, что родительский иммуномодулирующий полипептид дикого типа и когнатные иммуномодули-

рующие полипептиды выбирают из: IL-2 и рецептора IL-2; 4-1BBL и 4-1ВВ; PD-L1 и PD-1; FasL и Fas; 
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TGFβ и рецептора TGFβ; CD80 и CD28; CD86 и CD28; OX40L и ОХ40; CD70 CD27; ICOS-L и ICOS; 

ICAM и LFA-1; JAG1 и Notch; JAG1 и CD46; CD80 и CTLA4 и CD86 и CTLA4. 

Аспект 106. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 98-105, 

отличающийся тем, что пептидный эпитоп представляет собой эпитоп рака. 

Аспект 107. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 106, отличающийся 

тем, что эпитоп рака представляет собой пептидный фрагмент из 4 аминокислот (ак), 5 ак, 6 ак, 7 ак, 8 ак, 

9 м, 10 ак, 11 ак, 12 ак, 13 ак, 14 ак, 15 ак, 16 ак, 17 ак, 18 ак, 19 ак или 20 ак в длину полипептида MUC1, 

полипептида вируса папилломы человека (UPV) E6, полипептида LMP2, полипептида UPV E7, полипеп-

тида рецептора эпидермального фактора роста (EGFR) vIII, полипептида HER-2/neu, полипептида 3 се-

мейства антигенов меланомы A (MAGE A3), полипептида р53, полипептида мутанта р53, полипептида 

NY-ESO-1, полипептида фолат гидролазы (простат-специфический мембранный антиген; PSMA), поли-

пептида карциноэмбрионального антигена (СЕА), полипептида антигена меланомы, распознаваемого Т-

клетками (melanA/MART1), полипептида Ras, полипептида gp100, полипептида протеиназы 3 (PR1), по-

липептида bcr-abl, полипептида тирозиназы, полипептида сурвивина, полипептида простат-

специфического антигена (PSA), полипептида hTERT, полипептида точек разрыва саркомы, полипептида 

точек разрыва сновиальной саркомы X (SSX), полипептида EphA2, полипептида кислой фосфатазы про-

статы (РАР), полипептида ингибитора апоптоза меланомы a (ML-IAP), полипептида альфа-фетопротеина 

(AFP), полипептида молекулы адгезии эпителиальных клеток (ЕрСАМ), полипептида ERG (химерный 

TMPRSS2 ETS), полипептида NA17, полипептида парная коробка-3 (РАХ3), полипептида киназы ана-

пластической лимфомы (ALK), полипептида андрогенного рецептора, полипептида циклина В1, поли-

пептида N-myc протоонкогена (MYCN), полипептида члена семейства С гомологов гена Ras (RhoC), по-

липептида родственного тирозиназе белка-2 (TRP-2), полипептида мезотелина, полипептида антигена 

стволовых клеток простаты (PSCA), полипептида связанного с меланомой антигена-1 (MAGE A1), поли-

пептида цитохрома Р450 1В1 (CYP1B1), полипептида плацента-специфического белка 1 (PLAC1), поли-

пептида BORIS (также известного как фактор связывания СССТС или CTCF), полипептида ETV6-AML, 

полипептида антигена рака молочной железы NY-BR-1 (также упоминаемого как белок, содержащий 

домен анкиринового повтора 30А), полипептида регулятора сигналинга G-белка (RGS5), полипептида 

антигена плоскоклеточного рака, распознаваемого Т-клетками (SART3), полипептида карбоангидразы 

IX, полипептида парной коробки-5 (РАХ5), полипептида OY-TES1 (яичковый антиген; также известный 

как белок, связывающий акрозин), полипептида белка спермы 17, полипептида специфичной для лимфо-

цитов клеточной протеин-тирозинкиназы (LCK), высокомолекулярного антигена, ассоциированного с 

меланомой (HMW-MAA), якорного белка А-киназы-4 (AKAP-4), полипептида точки остановки X 2 сино-

виальной саркомы (SSX2), полипептида члена семейства антигена X 1 (XAGE1), полипептида гомолога 3 

В7 (В7Н3; также известного как CD276), полипептида бобовых (LGMN1; также известного как аспараги-

нилэндопептидаза), полипептида тирозинкиназы с доменами гомологии Ig и EGF-2 (Tie-2; также извест-

ного как рецептор ангиопоэтина-1), полипептида члена 4 семейства Р антигена (PAGE4), полипептида 

рецептора фактора роста эндотелия сосудов 2 (VEGF2), полипептида MAD-CT-1, полипептида белка ак-

тивации фибробластов (FAP), полипептида бета-рецептора фактора роста тромбоцитов (PDGFP), поли-

пептида MAD-CT-2, полипептида связанного с Fos антигена 1 (FOSL) или полипептида опухоли Вильм-

са-1 (WT1). 

Аспект 108. Способ доставки костимулирующего (т.е. иммуномодулирующего) полипептида селек-

тивно к Т-клеткам-мишеням, включающий приведение в контакт смешанной популяции Т-клеток с 

мультимерным полипептидом по любому из аспектов 1-49 и 98-107, причем смешанная популяция Т-

клеток включают Т-клетки-мишени и Т-клетки, не являющиеся мишенями, причем Т-клетки-мишени 

являются специфичными для эпитопа, присутствующего в мультимерном полипептиде, и при этом ука-

занное приведение в контакт доставляет один или более костимулирующих полипептидов, присутст-

вующих в мультимерном полипептиде, к Т клетке-мишени. 

Аспект 109. Способ по аспекту 108, отличающийся тем, что популяция Т-клеток находится in vitro. 

Аспект 110. Способ по аспекту 108, отличающийся тем, что популяция Т-клеток находится in vivo у 

индивидуума. 

Аспект 111. Способ по аспекту 110, включающий введение мультимерного полипептида индиви-

дууму. 

Аспект 112. Способ по любому из аспектов 108-111, отличающийся тем, что Т-клетка-мишень 

представляет собой регуляторную Т-клетку. 

Аспект 113. Способ по любому из аспектов 108-111, отличающийся тем, что Т-клетка представляет 

собой цитотоксическую Т-клетку. 

Аспект 114. Способ по аспекту 108, отличающийся тем, что смешанная популяция Т-клеток пред-

ставляет собой популяцию in vitro смешанных Т-клеток, полученных от индивидуума, и при этом ука-

занное приведение в контакт приводит к активации и/или пролиферации Т-клеток-мишеней, создавая 

популяцию активированных и/или пролиферированных Т-клеток-мишеней. 

Аспект 115. Способ по аспекту 114, дополнительно включающий введение популяции активиро-

ванных и/или пролиферированных Т-клеток-мишеней индивидууму. 
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Аспект 116. Способ обнаружения в смешанной популяции Т-клеток, полученных от индивидуума, 

наличия Т-клетки-мишени, которая связывает эпитоп, представляющий интерес, включающий: а) приве-

дение в контакт in vitro смешанной популяции Т-клеток с мультимерным полипептидом по любому из 

аспектов 1-49 и 98-107, причем мультимерный полипептид содержит интересующий эпитоп; и b) обна-

ружение активации и/или пролиферации Т-клеток в ответ на упомянутое приведение в контакт, причем 

активирование и/или пролиферация Т-клеток указывает на наличие Т-клетки-мишени. 

Аспект 117. Способ по аспектам 108-115, отличающийся тем, что один или более костимулирую-

щих полипептидов первого гетеродимера выбирают из группы, состоящей из IL-2, 4-1BBL, PD-L1, CD80, 

CD86, ICOS-L, OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70, ICAM, вариантов IL-2, 4-1BBL, PD-L1, CD80, CD86, 

ICOS-L, OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70 и ICAM, и их комбинаций, и при этом один или более кости-

мулирующих полипептидов второго гетеродимера выбирают из группы, состоящей из IL-2, 4-1BBL, PD-

L1, CD80, CD86, ICOS-L, OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70, ICAM, вариантов IL-2, 4-1BBL, PD-L1, 

CD80, CD86, ICOS-L, OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70 и ICAM, и их комбинаций. 

Аспект 118. Способ по аспекту 117, отличающийся тем, что один или более костимулирующих по-

липептидов первого гетеродимера выбирают из группы, состоящей из IL-2, варианта IL-2 и их комбина-

ций, а один или более костимулирующих полипептидов второго гетеродимера выбирают из группы, со-

стоящей из IL-2, варианта IL-2 и их комбинаций. 

Аспект 119. Способ по аспекту 117, отличающийся тем, что один или более костимулирующих по-

липептидов первого гетеродимера выбирают из группы, состоящей из 4-1BBL, варианта 4-1BBL и их 

комбинаций, а один или более костимулирующих полипептидов второго гетеродимера выбирают из 

группы, состоящей из 4-1BBL, варианта 4-1BBL и их комбинаций. 

Аспект 120. Способ по аспекту 117, отличающийся тем, что один или более костимулирующих по-

липептидов первого гетеродимера выбирают из группы, состоящей из CD80, варианта CD80 и их комби-

наций, а один или более костимулирующих полипептидов второго гетеродимера выбирают из группы, 

состоящей из CD80, варианта CD80 и их комбинаций. 

Аспект 121. Способ по аспекту 117, отличающийся тем, что первый гетеродимер содержит по 

меньшей мере два костимулирующих полипептида, каждый из которых независимо выбирают из группы, 

состоящей из IL-2, 4-1BBL, PD-L1, CD80, CD86, ICOS-L, OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70, ICAM, вари-

антов IL-2, 4-1BBL, PD-L1, CD80, CD86, ICOS-L, OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70 и ICAM, и их ком-

бинаций, и при этом первый второй гетеродимер содержит по меньшей мере два костимулирующих по-

липептида, каждый из которых независимо выбирают из группы, состоящей из IL-2, 4-1BBL, PD-L1, 

CD80, CD86, ICOS-L, OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70, ICAM, вариантов IL-2, 4-1BBL, PD-L1, CD80, 

CD86, ICOS-L, OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70 и ICAM, и их комбинаций. 

Аспект 122. Способ по аспекту 121, отличающийся тем, что каждый из по меньшей двух костиму-

лирующих полипептидов первого гетеродимера независимо выбирают из группы, состоящей из IL-2 и 

вариантов IL-2, и один или более костимулирующих полипептидов второго гетеродимера независимо 

выбирают из группы, состоящей из IL-2 и варианта IL-2. 

Аспект 123. Способ по аспекту 121, отличающийся тем, что каждый из по меньшей двух костиму-

лирующих полипептидов первого гетеродимера независимо выбирают из группы, состоящей из 4-1BBL 

и вариантов 4-1BBL, а один или более костимулирующих полипептидов второго гетеродимера незави-

симо выбирают из группы, состоящей из 4-1BBL и варианта 4-1BBL. 

Аспект 124. Способ по аспекту 121, отличающийся тем, что каждый из по меньшей двух костиму-

лирующих полипептидов первого гетеродимера независимо выбирают из группы, состоящей из CD80 и 

вариантов CD80, а один или более костимулирующих полипептидов второго гетеродимера независимо 

выбирают из группы, состоящей из CD80 и варианта CD80. 

Аспект 125. Способ по аспекту 121, отличающийся тем, что по меньшей мере один из по меньшей 

мере двух костимулирующих полипептидов первого гетеродимера представляет собой CD80 или вариант 

CD80, а по меньшей мере один из по меньшей мере двух костимулирующих полипептидов первого гете-

родимера представляет собой 4-1BBL или вариант 4-1BBL, и при этом по меньшей мере один из по 

меньшей мере двух костимулирующих полипептидов второго гетеродимера представляет собой CD80 

или вариант CD80, а по меньшей мере один из по меньшей мере двух костимулирующих полипептидов 

второго гетеродимера представляет собой 4-1BBL или вариант 4-1BBL. 

Аспект 126. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из аспектов 98-107, 

отличающийся тем, что один или более иммуномодулирующих (т.е. костимулирующих) полипептидов 

первого гетеродимера выбирают из группы, состоящей из IL-2, 4-1BBL, PD-L1, CD80, CD86, ICOS-L, 

OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70 и ICAM, вариантов IL-2, 4-1BBL, PD-L1, CD80, CD86, ICOS-L, OX-

40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70 и ICAM, и их комбинаций, и при этом один или более иммуномодули-

рующих (т.е. костимулирующих) полипептидов второго гетеродимера выбирают из группы, состоящей 

из IL-2, 4-1BBL, PD-L1, CD80, CD86, ICOS-L, OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70 и ICAM, вариантов IL-2, 

4-1BBL, PD-L1, CD80, CD86, ICOS-L, OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70 и ICAM, и их комбинаций. 

Аспект 127. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 126, отличающийся 
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тем, что один или более иммуномодулирующих полипептидов первого гетеродимера выбирают из груп-

пы, состоящей из IL-2, варианта IL-2 и их комбинаций, а один или более иммуномодулирующих поли-

пептидов второго гетеродимера выбирают из группы, состоящей из IL-2, варианта IL-2 и их комбинаций. 

Аспект 128. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 126, отличающийся 

тем, что один или более иммуномодулирующих полипептидов первого гетеродимера выбирают из груп-

пы, состоящей из 4-1BBL, варианта 4-1BBL и их комбинаций, а один или более иммуномодулирующих 

полипептидов второго гетеродимера выбирают из группы, состоящей из 4-1BBL, варианта 4-1BBL и их 

комбинаций. 

Аспект 129. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 126, отличающийся 

тем, что один или более иммуномодулирующих полипептидов первого гетеродимера выбирают из груп-

пы, состоящей из CD80, варианта CD80 и их комбинаций, а один или более иммуномодулирующих по-

липептидов второго гетеродимера выбирают из группы, состоящей из CD80, варианта CD80 и их комби-

наций. 

Аспект 130. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 126, отличающийся 

тем, что первый гетеродимер содержит по меньшей мере два иммуномодулирующих полипептида, каж-

дый из которых независимо выбирают из группы, состоящей из IL-2, 4-1BBL, PD-L1, CD80, CD86, ICOS-

L, OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70, ICAM, вариантов IL-2, 4-1BBL, PD-L1, CD80, CD86, ICOS-L, OX-

40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70 и ICAM, и их комбинаций, и 

при этом первый второй гетеродимер содержит по меньшей мере два иммуномодулирующих поли-

пептида, каждый из которых независимо выбирают из группы, состоящей из IL-2, 4-1BBL, PD-L1, CD80, 

CD86, ICOS-L, OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70, ICAM, вариантов IL-2, 4-1BBL, PD-L1, CD80, CD86, 

ICOS-L, OX-40L, FasL, JAG1, TGFβ, CD70 и ICAM, и их комбинаций. 

Аспект 131. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 130, отличающийся 

тем, что каждый из по меньшей двух иммуномодулирующих полипептидов первого гетеродимера неза-

висимо выбирают из группы, состоящей из IL-2 и вариантов IL-2, а один или более иммуномодулирую-

щих полипептидов второго гетеродимера независимо выбирают из группы, состоящей из IL-2 и варианта 

IL-2. 

Аспект 132. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 130, отличающийся 

тем, что каждый из по меньшей двух иммуномодулирующих полипептидов первого гетеродимера неза-

висимо выбирают из группы, состоящей из 4-1BBL и вариантов 4-1BBL, а один или более иммуномоду-

лирующих полипептидов второго гетеродимера независимо выбирают из группы, состоящей из 4-1BBL 

и вариантов 4-1BBL. 

Аспект 133. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 130, отличающийся 

тем, что каждый из по меньшей двух иммуномодулирующих полипептидов первого гетеродимера неза-

висимо выбирают из группы, состоящей из CD80 и вариантов CD80, а один или более иммуномодули-

рующих полипептидов второго гетеродимера независимо выбирают из группы, состоящей из CD80 и 

вариантов CD80. 

Аспект 134. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по аспекту 130, отличающийся 

тем, что по меньшей мере один из по меньшей мере двух иммуномодулирующих полипептидов первого 

гетеродимера представляет собой CD80 или вариант CD80 и по меньшей мере один из по меньшей мере 

двух иммуномодулирующих полипептидов первого гетеродимера представляет собой 4-1BBL или вари-

ант 4-1BBL, и при этом по меньшей мере один из по меньшей мере двух иммуномодулирующих поли-

пептидов второго гетеродимера представляет собой CD80 или вариант CD80, и по меньшей мере один из 

по меньшей мере двух иммуномодулирующих полипептидов второго гетеродимера представляет собой 

4-1BBL или вариант 4-1BBL. 

Хотя данное изобретение было описано со ссылкой на его конкретные варианты осуществления, 

специалистам в данной области техники должно быть понятно, что могут быть сделаны различные изме-

нения и могут быть заменены эквиваленты без отклонения от истинной сущности и объема изобретения. 

Кроме того, может быть сделано множество модификаций для адаптации конкретной ситуации, материа-

ла, состава вещества, процесса, этапа или этапов процесса к цели, сущности и объему данного изобрете-

ния. Предполагается, что все такие модификации находятся в пределах объема прилагаемой формулы 

изобретения. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид (ТММР), содержащий по меньшей мере 

один гетеродимер, содержащий: 

a) первый полипептид, содержащий: 

i) пептидный эпитоп из опухоли Вильмса (WT-1), где указанный пептид WT-1 имеет длину от 4 

аминокислот до 20 аминокислот; 

ii) первый полипептид главного комплекса гистосовместимости (ГКГС) класса I, где указанный 

первый полипептид ГКГС представлен β2-микроглобулином (β2М); и 
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b) второй полипептид, содержащий второй полипептид ГКГС класса I, где второй полипептид 

ГКГС класса I представляет собой тяжелую цепь ГКГС класса I; и 

c) два иммуномодулирующих полипептида, 

где первый и/или второй полипептиды содержат два иммуномодулирующих полипептида, 

где каждый из двух иммуномодулирующих полипептидов содержит вариант полипептида интер-

лейкина-2 (IL-2), содержащий аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 85% 

идентичности по аминокислотной последовательности с аминокислотной последовательностью, пред-

ставленной в SEQ ID NO: 15 и имеющей одну или несколько аминокислотных замен относительно ами-

нокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 15, 

где вариантный полипептид IL-2 связывается с рецептором IL-2 (IL-2R) и проявляет пониженную 

аффинность связывания с человеческим IL-2R дикого типа по сравнению с аффинностью связывания 

контрольного полипептида IL-2, содержащего аминокислотную последовательность, представленную в 

SEQ ID NO: 15, с полипептидом IL-2R при анализе в одинаковых условиях с помощью биослойной ин-

терферометрии (BLI), и 

где ТММР содержит полипептид Fc иммуноглобулина (Ig) или каркас не от Ig. 

2. ТММР по п.1, где: 

a1) где первый полипептид содержит в порядке от N-конца к С-концу: 

i) пептидный эпитоп WT-1; 

ii) необязательный линкер и 

iii) полипептид β2М; и  

b1) второй полипептид содержит в порядке от N-конца к С-концу: 

i) первый вариантный полипептид IL-2 со сниженной аффинностью; 

ii) необязательный линкер; 

iii) второй вариантный полипептид IL-2 со сниженной аффинностью; 

iv) необязательный линкер; 

v) полипептид тяжелой цепи ГКГС; 

vi) необязательный линкер и 

vii) вариантный полипептид Ig Fc. 

3. ТММР по п.1, где: 

a1) где первый полипептид содержит в порядке от N-конца к С-концу: 

i) пептидный эпитоп WT-1; 

ii) необязательный линкер и 

iii) полипептид β2М; и  

b1) второй полипептид содержит в порядке от N-конца к С-концу: 

i) полипептид тяжелой цепи ГКГС; 

ii) необязательный линкер; 

iii) вариантный полипептид Ig Fc; 

iv) необязательный линкер; 

v) первый вариантный полипептид IL-2 со сниженной аффинностью; 

vi) необязательный линкер; 

vii) второй вариантный полипептид IL-2 со сниженной аффинностью. 

4. ТММР по любому из пп.1-3, где полипептид тяжелой цепи ГКГС класса I содержит аминокис-

лотную последовательность тяжелой цепи HLA-A, необязательно имеющую по меньшей мере 85% иден-

тичности аминокислотной последовательности с последовательностью тяжелой цепи HLA-A, представ-

ленной в SEQ ID NO: 53. 

5. ТММР по любому из пп.1-4, где два вариантных полипептида IL-2 со сниженной аффинностью 

содержат аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 15, имеющую 1-10 аминокислотных замен. 

6. ТММР по любому из пп.1-5, где два вариантных полипептида IL-2 со сниженной аффинностью 

содержат аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 25, где X1 представляет собой любую ами-

нокислоту, отличную от His, где X2 представляет собой любую аминокислоту, отличную от Phe, необяза-

тельно где X1 представляет собой Ala, X2 представляет собой Ala или X1 представляет собой Ala и X2 

представляет собой Ala. 

7. ТММР по п.6, где два вариантных полипептида IL-2 со сниженной аффинностью содержат ами-

нокислоту Ala в остатках 16 и 42. 

8. ТММР по любому из пп.1-7, где ТММР содержит дисульфидную связь между остатком Cys в по-

липептиде β2М и остатком Cys в полипептиде тяжелой цепи ГКГС класса I. 

9. ТММР по любому из пп.1-8, где ТММР содержит дисульфидную связь между остатком Cys в по-

ложении 12 полипептида β2М и остатком Cys в положении 236 полипептида тяжелой цепи ГКГС класса 

I. 

10. ТММР по любому из пп.1-7, где первый полипептид содержит содержащий Cys-линкер между 

эпитопом и полипептидом β2М, где полипептид ТММР содержит дисульфидную связь между Cys и со-
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держащим Cys линкером и Cys тяжелой цепи ГКГС. 

11. ТММР по любому из пп.1-10, где полипептид Ig Fc имеет по меньшей мере примерно 90% иден-

тичность аминокислотной последовательности с IgG1 Fc человека, представленном на любой из фиг. 2A-

2G. 

12. ТММР по любому из пп.1-11, где полипептид Ig Fc содержит вариант полипептида IgG1 Fc че-

ловека, необязательно имеющий по меньшей мере 95% идентичность аминокислотной последовательно-

сти с полипептидом IgG1 Fc человека, представленном на любой из фиг. 2A-2G, необязательно где поли-

пептид Ig Fc содержит аминокислотную последовательность согласно фиг. 2G. 

13. ТММР, содержащий первый и второй гетеродимеры по любому из пп.1-12, где первый и второй 

гетеродимеры одинаковы и ковалентно связаны друг с другом одной или несколькими дисульфидными 

связями между полипептидами Ig Fc первого и второго гетеродимеров. 

14. Фармацевтическая композиция для модулирования активности Т-клетки, где композиция со-

держит модулирующий Т-клетки мультимерный полипептид по любому из пп.1-13 в эффективном коли-

честве. 

15. Композиция для получения ТММР по любому из пп.1-13, содержащая одну или более нуклеи-

новых кислот, содержащие нуклеотидные последовательности, кодирующие первый и второй полипеп-

тиды по любому из пп.1-13. 

16. Композиция для получения ТММР по любому из пп.1-13, содержащая один или более экспрес-

сионных векторов, где один или более экспрессионных векторов содержат нуклеотидные последователь-

ности, кодирующие первый и второй полипептиды по любому из пп.1-13. 

17. Клетка-хозяин, трансформированная композицией по п.15 или 16. 

18. Способ селективной модуляции активности Т клетки in vitro, включающий приведение в кон-

такт Т клетки с ТММР по любому из пп.1-13 

19. Применение ТММР по любому из пп.1-13 или фармацевтической композиции по п.14 для лече-

ния рака у индивидуума. 

20. Способ получения ТММР по любому из пп.1-13, где способ включает культивирование клетки-

хозяина, которая генетически модифицирована одним или несколькими векторами экспрессии, содер-

жащими нуклеотидные последовательности, кодирующие первый и второй полипептиды мультимерного 

полипептида в таких условиях, когда генетически модифицированная клетка продуцирует ТММР. 
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